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Study of phosphorylation of inorganic

pyrophosphatase from Streptococcus pneumoniae

The human patogen Streptococcus pneumoniae encodes a single copy of eukaryotic-
like Ser/Thr protein kinase StkP. StkP regulates virulence, competence, stress resistence,
gene expression and plays a role in the regulation of cell division cycle.

Analysis of phosphoproteome maps of the wild type and AstkP mutant strain of S.
pneumoniae showed that in vivo StkP phosphorylates several putative substrates
including Mn-dependent inorganic pyrophosphatase PpaC. Mass spectrometry analysis
identified two phosphorylation sites in an active site of the protein. Pyrophosphatases are
essential enzymes that catalyze hydrolysis of inorganic pyrophosphate produced during
various biosynthetic reactions that utilize ATP. Changes in pyrophosphatase activity have
been described to have global effects on cell metabolism, growth and division of bacteria.

The aim of this thesis was to investigate the phosphorylation of inorganic
pyrophosphatase PpaC in S. pneumoniae. Gene ppaC was cloned, expressed in E. coli
and protein was purified via affinity chromatography. Phosphorylation of PpaC by StkP
was examined in a kinase assay but we did not confirm that PpaC is a direct substrate of
StkP in vitro.

Further we prepared a set of mutants in ppaC gene. We replaced two presumable
phosphoaminoacids identified by mass-spectrometry with inert or phosphomimetic
aminoacids. Corresponding proteins were purified and we tested phosphatase activity of
the modified enzymes. We found out that double mutation of both presumable
phosphoaminoacids S150 and T152 to phosphomimetic aminoacids completely inhibits
the enzymatic activity. This result suggest that phosphorylation negatively regulates
PpaC activity in vivo.

Lastly we prepared a construct for comlementation of ppaC mutation in S.
pneumoniae. We constructed a strain of S. pneumoniae expressing ppaC under inducible

zinc-promoter and we verified the functionality of the system in vivo.

Keywords: inorganic pyrophosphatase, enzymatic activity, pyrophosphate,
Streptococcus pneumoniae, phosphorylation, protein kinases
Kli¢ova slova: anorganicka pyrofosfataza, aktivita enzymu, pyrofosfat, Streptococcus
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1 Uvod

Kazda bakterialni buiika je neustdle vystavena tlaku okolniho prostfedi. Schopnost
vnimat zmény vnéjSich podminek a rychle na n€ reagovat je zdsadni pro preziti
jednotlivce 1 celé populace. Bakterie proto vyvinuly fadu sofistikovanych regula¢nich
mechanizmt, které jim umoznuji pfijem signalu, zprostfedkovani ptislusné¢ odpovédi a
vzajemnou komunikaci.

Jednim z hlavnich mechanizmii pfenosu signalu v butice je fosforylace proteint.
Fosforylace je reverzibilni kovalentni modifikace proteint katalyzované prostfednictvim
enzymu proteinkindz. Diive byly povazovany za hlavni zprostiedkovatele pienosu
signalu u prokaryot dvouslozkové systémy. V poslednich letech vSak nabyvaji na
vyznamu ATP dependentni Ser/Thr proteinkindzy eukaryotického typu. Tyto
proteinkindzy jsou v bakteridlni fi$i pomérné rozsitené a vyskytuji se ve fylogeneticky
riznorodych skupinach, které vyuzivaji rozlicné zivotni strategie. Charakterizace
substratti proteinkindz pomaha nastinit signdlni drahy, které proteinkinazy kontroluji a
objasnit tak funkci téchto signalizacnich proteinti ve fyziologii bunky.

Streptococcus pneumoniae je vyznamny lidsky patogen, ktery koduje jediny gen pro
Ser/Thr proteinkindzu stkP. Diky tomu se stal vhodnym modelovym organizmem pro
studium funkce eukaryotickych proteinkindz u bakterii.

Porovnanim fosfoproteomu divokého kmene S. pneumoniae a mutantniho kmene S.
pneumoniae AstkP bylo identifikovano nékolik potencidlnich substratli proteinkindzy
StkP in vivo. Jednim z nich byl protein PpaC, Mn-dependentni anorganicka pyrofosfataza

(NOVAKOVA et al., nepublikované vysledky).
Cilem této diplomové prace bylo:

1. zjistit, zda je anorganicka pyrofosfataza PpaC S. pneumoniae tosforylovana
proteinkinazou StkP in vitro
2. zjistit, jaky vliv na aktivitu PpaC ma jeji fosforylace

3. vytvotit konstrukt pro komplementaci ppaC mutace ve S. pneumoniae



2 Prehled literatury

2.1 Streptococcus pneumoniae
Streptococcus pneumoniae je extracelularni lidsky patogen, ktery patii do skupiny

grampozitivnich kataldza negativnich kokl. Diky svému vyskytu ve dvojicich byva casto
nazyvan ,diplokokus®. Jednd se o bakterii fakultativné anaerobni, kterd je pomérné
naro¢na na kultivaci.

U S. pneumoniae mohou nastat dvé morfologické faze. Vyrlsta bud’ v drsnych
koloniich ve fazi R (Rough = drsny) jako neopouzdiend nevirulentni forma nebo
v hladkych koloniich opouzdienych bakterii ve fazi S (Smooth = hladky). Tyto virulentni
formy jsou vzdy obklopeny silnym polysacharidovym pouzdrem, které je hlavnim
virulenénim faktorem a nejvyraznéjSim antigenem. Podle typu pouzderného antigenu
rozliSujeme vice nez 90 sérotypll S. pneumoniae.

Neopouzdiend forma bézné kolonizuje sliznice hornich cest dychacich a je soucésti
normalni mikrofléry. Opouzdiend forma je vysoce virulentni a zpusobuje zanéty
nosohltanu, nosnich dutin a zanéty stfedniho ucha. Mlze zptisobovat 1 velmi zavazna

onemocnéni jako pneumonie, meningitidy a sepse.

2.1.1 Historicky vyznam
S. pneumoniae byl objeven a popsan roku 1881. O tento objev se nezavisle na sobé

zaslouzili Louis Pasteur a George Miller Sternberg. Do roku 1940, kdy doslo k objeveni
antibiotik, m¢l pneumokokus na svédomi vice obéti nez rakovina a srde¢ni choroby
dohromady (LOPEZ, 2004).

S. pneumoniae je znamy zejména diky uloze, kterou sehral v historii bakteridlni
genetiky. Britsky 1ékat a genetik Frederick Griffith se domnival, Ze bakterie jsou schopny
pfenosu genetické informace procesem zvanym transformace. Roku 1928 ve svém
experimentu pouzil dva kmeny pneumokoka kinfekci mySiho hostitele: jednak
opouzdiené bakterie formy S, které byly inaktivované teplem a za druhé Zzivé
neopouzdiené¢ formy R. Zatimco samostatné zadny znich hostiteli neublizil, jejich
kombinace vyvolala fatilni infekci a smrt hostitele. Z mysi krve pak byly izolované
pouze bakterie typu S. Na zdklad¢ tohoto pozorovani Griffith piepokladal, ze soucasti
hladkych kment je jakasi latka - tzv. ,transformacni princip®, ktera je schopna preménit
R formu bakterie na letalni formu S. Vysvétleni molekularni podstaty tohoto jevu podali

az roku 1944 O. T. Avery, C. M. McLeod a M. McCarty, ktefi tuto latku izolovali a



pomoci mnoha pokust prokdzali, ze za pienos informace zbunky do bunky je

zodpovédna DNA.

2.1.2 Patogenita

Patogeneze pneumokokové infekce je vysledkem dokonalé interakce mezi
virulenénimi Ciniteli bakterie a imunitni odpovédi hostitelského organizmu. Bylo
popséano a prostudovano velké mnozstvi virulenénich faktori za icelem najit mezi nimi
vhodného kandidata na tvorbu vakciny (GILLESPIE a BALAKRISHNAN, 2000).

Hlavnim virulencnim faktorem S. pneumoniae je polysacharidové pouzdro, které
zabraniuje fagocytdze hostitelskymi makrofagy. Mezi dal§i vyznamné virulencni faktory
patfi neuraminiddza, kterd narusuje povrch hostitelskych bun¢k a usnadiiuje bakterii
kolonizaci a invazi do pfislusnych tkani. Priinik do hostitelské tkdn¢ napomahd také
hyaluronatlyaza. Autolyziny jsou proteiny, které se podili na degradaci peptidoglykanu
a zpusobuji tak lyzi bakterii. V pribéhu lyze dochazi k uvolnéni toxinu pneumolyzinu do
hostitelské tkan€. Tento cytoplazmaticky toxin nasledn€ zplsobuje lyzi cilovych bunék.
Pro rozvinuti plné virulence bakterie je nutny také pneumokokovy povrchovy protein
A.

S. pneumoniae ma na svédomi kazdy rok vice nez 1,5 milionu umrti po celém svéte.
Nejvétsi dopad byl zaznamenén u déti (prevazné mladsi 2 let) a u lidi v pokrocilejsim
véku (star$i 65 let). V rozvojovych zemich je s timto patogenem spojena smrt kazdého
Sestého ditéte (CUTTS et al., 2005). Proto se do vyvoje uclinné preventivni
pneumokokové vakciny vklada velké usili. Neexistuje vSak vakcina, ktera by pokryvala
potieby jak déti, tak starSich lidi ve vSech Castech svéta.

Bylo prokazano, Ze pouzderné polysacharidy (CPSs) jsou u¢innymi antigeny a
vyvolavaji vznik ochrannych protilatek. Bohuzel vyvoj vakciny, ktera by obsahla vsech
vice nez 90 serotyptli, neni proveditelny. Navic CPSs nevyvolavaji dostateCnou imunitni
odpovéd’ u nejohrozenéjsi skupiny, u novorozenct, kteti maji omezenou protildtkovou
odpovéd’ k polysacharidim (BOGAERT et al., 2004).

V dnes$ni dobé se pouziva piedevsSim 23 - slozkova vakcina, kterad obsahuje
23 purifikovanych pouzdernych polysacharidovych antigenli, a 7- slozkovéa vakcina s
nazvem  Prevnar. Zejména  Prevnar  vykazuje  vysokou  GCinnost  proti
nejfrekventovanéj§im formam pneumokokovych onemocnéni u dospélych. Bohuzel
rozloZzeni pneumokokovych serotypu se lisi v riiznych oblastech a ¢astech svéta. Kromé

toho cena polysacharidové vakciny je vysoka, a proto se neocekava, ze by byla v Sir§im
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méfitku pouzitelna vrozvojovych zemich (KADIOGLU et al., 2008). Navic byla
v n¢kolika klinickych studiich zaznamenéna jasna zdména serotypu praveé v dusledku
vakcinace (GIEFING et al., 2008).

Tyto nedostatky znamenaly naléhavy pozadavek na vyvoj alternativni pneumokokové
vakciny. Velmi slibné se jevil pfistup vyuzivajici nepolysacharidové antigeny, které jsou
mezi pneumokokovymi kmeny konzervované. V posledni dobé se tudiz pozornost
soustted’uje na vyvoj vakciny zaloZené na proteinech. VyuzZitim znalosti kompletni
bakteridlni genomové sekvence dochdzi k identifikaci novych vhodnych antigent.
V soucasné dob¢ mezi hlavni kandidaty patti: PcsB, protein dilezity pro déleni bunécné
stény u streptokokti skupiny B a StkP, serin/threoninova proteinkinaza. Ukazalo se, ze
proteiny PcsB a StkP jsou mezi klinickymi izolaty mimotfadné konzervované (vice jak
99,5%). Vakcina zalozena na téchto dvou proteinech bude uréena pro prevenci infekci

pravé u obou nejohrozenéjsich skupin — u déti a starsich lidi (GIEFING et al., 2008).

2.2 Prenos signalu a Ser/Thr proteinkinazy
Ptenos signalu prostrednictvim fosforylace je zakladnim mechanizmem mezibunécné

1 vnitrobuné&cné komunikace ve vSech Zivych organizmech. U prokaryot je tento proces
zprostfedkovan  predevS§im  dvouslozkovymi systtmy a ATP dependentnimi
serin/threoninovymi a tyrozinovymi proteinkinazami.

V minulosti byly povazovany za hlavni zprostiedkovatele pienosu signalu
v prokaryotech dvouslozkové systémy. Bézny dvouslozkovy systém je tvofen dvéma
odliSnymi proteiny: membranové vazanym senzorovym proteinem a cytoplazmatickym
regulaénim proteinem. Senzorovy protein je charakteristicky C-termindlni histidinovou
kinazovou doménou, N-koncova c¢ast proteinu zahrnuje vétSinou jeden nebo vice
transmembranovych usekil a slouzi jako receptor. Senzorova kindza se po reakci na
vngjsi podnét autofosforyluje na konzervovaném histidinovém zbytku. Fosfatova skupina
je poté prenesena na N-koncovy aspartatovy zbytek regulacniho proteinu. Fosforylace
vyvold konformac¢ni zménu a C-koncova doména regulatoru zprostiedkuje vystupni
signal. V mnoha pfipadech mé4 tato doména DNA vazebné vlastnosti a hraje tlohu
transkripéniho regulatoru.

V poslednich dvaceti letech vSak nabyvaji na vyznamu Ser/Thr proteinkinazy
eukaryotického typu (ESTPK), jejichz vyskyt byl u prokaryot v hojné mife také

zaznamenan.
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Tyto proteinkindzy obsahuji vSechny domény charakteristické pro eukaryotni
proteinkindzy a vétSina jich patfi do jedné nadrodiny. Obsahuji katalytickou doménu
tvofenou 250-300 aminokyselinovymi zbytky, kterd se skladd z 11 konzervovanych
subdomén, oddélenych méné konzervovanymi oblastmi (HANKS et al., 1988).
Konzervované subdomény se podili na tvorbé aktivniho mista proteinu nebo se ucastni
tvorby sekundarnich struktur, které stabilizuji aktivni misto a jsou tak nezbytné pro
katalytickou funkci enzymu.

Kromé katalytické domény obsahuji proteinkindzy vétSinou jesté ptidavné domény,
které mohou byt variabilni a mohou zastavat rizné funkce. Napiiklad mohou hrat roli v
interakcich protein-protein (WD repetice u Anabaena (WANG et al., 2002)), mohou
zprostfedkovat vazbu ligandu (PASTA domény vazici peptidoglykan (SHAH et al.,
2008), nebo mohou mit katalytickou funkci (adenylatcykldzovd doména u Anabaena
(WANG et al., 2002)).

ESTPK se mohou vyskytovat jako transmembranové i jako cytoplazmatické.
Transmembranové proteinkindzy slouzi ¢asto jako receptory.

Tyto proteinkindzy jsou mezi mikroorganizmy pomérné rozsitfené, jejich distribuce
vSak neni Gplné ndhodnd. Vyskytuji se témet u dvou tretin osekvenovanych bakteridlnich
druhti, a tudiz jsou pfitomné ve fylogeneticky rtiznorodych skupinach, které vyuzivaji
rozli¢né Zivotni strategie (PEREZ et al., 2008).

Substraty, které byly u eukaryotickych proteinkindz dosud objeveny, zastupuji riizné
skupiny enzymil a Gcastni se riiznych procesii. U patogennich bakterii naptiklad hraji roli
v interakci s hostitelskymi buitkami (C. trachomatis), interferuji se signalnimi drahami
hostitele (Y. pseudotuberculosis), uCastni se produkce cytotoxinl (S. agalactiae) nebo tidi
expresi virulen¢nich faktortt (M. tuberculosis, S. pyogenes, Y. pseudotuberculosis).

Velka riznorodost substratii je diikazem, Ze ESTPK reguluji bunééné déje na riznych

urovnich, coz umoziuje buice flexibilné odpovidat na piijaté signaly.

2.3 Proteinkinazy s PASTA doménami

Zvlastni rodinu ESTPK tvoii proteinkindzy homologni s proteinkindzou PknB M.
tuberculosis (AV-GAY et al., 1999). Tyto proteinkinazy jsou transmembranové a nachézi
se vyhradn€ u grampozitivnich bakterii. Homologni k PknB je i1 proteinkindza StkP S.
pneumoniae. Tyto enzymy se skladaji z N-koncové kinazové domény lokalizované

v cytoplazmé, z transmembranové Casti a nékolika opakovani PASTA domén (Penicillin-
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binding protein And Ser/Thr protein kinase Associated), které jsou umistény
extracelularné (YEATS et al., 2002).

PASTA domény se nachazi u penicilin-vazebnych proteini (PBP) a Ser/Thr
proteinkindz. Jejich funkce byla objasnéna na zdklad¢é rozlusténi krystalové struktury
penicilin-vazebného proteinu PBP2x ze S. pneumoniae (GORDON et al., 2000). Kazda
PASTA repetice je mala globularni jednotka, tvofena piiblizné¢ 70 AK zbytky, kterd se
sklada ze ti B-listti a jednoho a-helixu. Ukézalo se, Ze PASTA doména se nachézi vedle
transpeptidazové domény proteinu PBP2x a je schopna vézat B-laktamovy kruh
antibiotika cefuroximu. PBP2x vaZze dvé molekuly tohoto antibiotika. Prvni molekula je
kovalentné navazana do transpeptiddzové domény, zatimco druhd se nekovalentné vaze
pravé do PASTA domény. B-laktamovy kruh je strukturnim analogem ptirozeného
substratu  PBPs, kterym je koncovy acyl D-alanyl-D-alanin vétviciho peptidu
peptidoglykanu.

Piedpoklada se, ze PASTA domény jsou diky schopnosti vazat B-laktamovy kruh
schopny vazat i peptidoglykanové prekurzory. ESTPK s PASTA doménami by se tak
pravdépodobné¢ mohly chovat jako senzory monitorujici pfitomnost volného
peptidoglykanu a v zéavislosti na tomto signdlu regulovat biosyntézu bunétné stény

béhem déleni (YEATS et al., 2002).

2.3.1 Funkce proteinkinaz s PASTA doménami
Proteinkindzy s PASTA doménami se vyskytuji zejména u grampozitivnich bakterii

Celedi Actinobacteria a Firmicutes (JONES a DYSON, 2006). Funkéné jsou zahrnuty
piedevsim do regulace riistu, vyvoje a bunééného déleni.

Inaktivaci proteinkinaz typu PknB bylo zjisténo, Ze jejich pfitomnost je esencialni
pro rist u M. tuberculosis (FERNANDEZ et al., 2006) a C. glutamicum (FIUZA et al.,
2008).

Proteinkinazy dale hraji roli v regulaci vyvoje u S. pyogenes (JIN a PANCHOLI,
2006) a B. subtilis (SHAH et al., 2008), Gicastni se regulace bunééného tvaru a déleni u
M. tuberculosis (KANG et al., 2005) a S. aureus (BELTRAMINI et al., 2009) a podili se
na integrité bunécéné stény u E. faecalis (KRISTICH et al., 2007).

Ztrata téchto signaliza¢nich enzymt vede k oslabeni virulence u S. pneumoniae
(ECHENIQUE et al., 2004), S. pyvogenes (JIN a PANCHOLI, 2006), S. agalactiae
(RAJAGOPAL et al., 2003) a S. aureus (BELTRAMINI et al., 2009).
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Proteinkindzy s PASTA doménami maji také vliv na tvorbu biofilmu u B. subtilis
(MADEC et al., 2002) a S. mutans (HUSSAIN et al., 2005).

Streptococcus agalactiae

Tento patogen obsahuje jedinou Ser/Thr proteinkindzu, Stkl, kterd nese PASTA
domény. Stkl reguluje rist, bunéné deleni a virulenci (RAJAGOPAL et al., 2003).
Mutace v genu stkl spolu smutaci v genu stpl pro proteinfosfatdzu zpusobuje
prodlouzeni lag faze, tvorbu dlouhych neoddélenych bunék a vyrazné snizeni virulence
oproti divokému kmeni.

Bylo zjisténo, ze Stkl fosforyluje celou fadu substratli: anorganickou pyrofosfatazu
PpaC (RAJAGOPAL et al., 2003), adenylosukcinatsyntetazu PurA, kterda reguluje
biosyntézu purinlt (RAJAGOPAL et al., 2005) a protein CovR, ktery slouZi jako
regulator exprese cytotoxini (RAJAGOPAL et al., 2006). Nejnove€jsimi znamymi
substraty jsou proteiny regulujici bunééné déleni DivIVA a FtsZ (SILVESTRONI et al.,
2009).

Mycobacterium tuberculosis

Jedna z 11 mykobakteridlnich ESTPK, PknB, se stala modelovou proteinkinazou
nesouci PASTA domény. PknB je pro riist mykobakterii esencidlni. Bylo zjiSténo, ze
inhibitory proteinkinazy PknB maji vyrazny antibakterialni efekt a v budoucnu by mohly
byt pouzity na vyvoj nového Iéku proti tuberkuloze (FERNANDEZ et al., 2006).
Proteinkindza PknB je spolu s PknA soucasti operonu, ktery koéduje geny zahrnuté do
regulace bunééného tvaru a biosyntézy bunécné stény (KANG et al., 2005).

Mezi identifikované substraty téchto dvou proteinkinaz patii opé€t proteiny bunécného
déleni FtsZ (THAKUR a CHAKRABORTI, 2006), Wag31 - homolog proteinu DivIVA
(KANG et al., 2005) a GImU - enzym, ktery se podili na syntéze peptidoglykanu
(PARIKH et al., 2009). Dalsimi substraty jsou napiiklad proteiny, které se ucastni tvorby
kyseliny mykolové KasA a KasB.

Bacillus subtilis

PrkC nese tfi PASTA domény a jedna se o prvni Ser/Thr proteinkindzu, u které byla
identifikovana jeji aktivacni molekula — peptidoglykanové fragmenty. PrkC je in vivo
schopna vazat také muropeptidy, které rostouci bakterie uvolituji do okolniho prostiedi.
Tyto molekuly mohou slouzit jako intracelularni rtistové signaly dormantnim bakteriim.
U B. subtilis bylo zjisténo, Ze muropeptidy spousti aktivaci PrkC-zavislé fosforyla¢ni
drahy vedouci ke germinaci spor (SHAH et al., 2008). Dale je funkéni PrkC vyzadovéana

pro tvorbu biofilmu a maximalni ¢innost sporulace (MADEC et al., 2002).
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Staphylococcus aureus

Stafylokokova proteinkinaza PknB/Stk se tfemi PASTA doménami hraje vyznamnou
ulohu ve virulenci. Pfedpoklad4d se, Ze fosforylaéni drahy ovladané PknB/Stk jsou
esencialni pro pieziti bakterie uvniti hostitele (DEBARBOUILLE et al., 2009). Dale ma
Stk1 zasadni vyznam pii stavbé bunééné stény, rezistenci k antibiotikiim a pii buné¢éném
déleni (BELTRAMINI et al., 2009).

Bylo identifikovano devét substratl proteinkindzy PknB/Stk. VétSina znich jsou
enzymy uplatiiujici se v centrdlnich metabolickych procesech, jako jsou glykolyza,

citratovy cyklus a syntéza proteini (LOMAS-LOPEZ et al., 2007).

2.4 Proteinkinaza StkP S. pneumoniae
V sekvenci genomu Streptococcus pneumoniae byl identifikovan jeden jediny gen,

stkP, ktery je homologni s geny kodujicimi ESTPK. Tento gen se nachdzi v tésné
blizkosti genu phpP kodujiciho Ser/Thr proteinfosfatazu.

Proteinkinaza StkP patii do rodiny proteinkinaz typu PknB. Tak jako jeji homolog, je
StkP také transmembranovy protein, ktery se skladd z katalytické kindzové domény
lokalizované v cytoplazmé, z transmembranové Casti a Ctyt extracelularnich opakovani
PASTA domén (NOVAKOVA et al., 2005).

StkP neni nezbytna pro rist S. pneumoniae v laboratornich podminkach. Inaktivace
genu stkP vede ve virulentnich kmenech ke snizeni az ztrat¢ virulence. V nevirulentnim
kmeni S. pneumoniae méla inaktivace za nasledek vyrazné snizeni pfirozené kompetence
pro genetickou transformaci a ptredcasnou lyzi bunc¢k (ECHENIQUE et al., 2004).

Dalsi vysledky ukézaly, ze exprese StkP je dulezitd pro rezistenci S. pneumoniae
k riznym stresovym podminkdm. Mutantni kmen AstkP vykazoval fenotyp citlivy ke
zvysené teploté, pusobeni oxida¢nich cinidel, osmotickému tlaku a snizenému pH
(SASKOVA et al., 2007).

Porovnanim hladiny genové exprese divokého typu S. pneumoniae a S. pneumoniae
s inaktivovanou proteinkindzou byly zjiStény geny, jejichz exprese je zavisla na
pritomnosti StkP. Proteinkinaza StkP pozitivné ovliviiuje transkripci skupin gent, které
se podili na tvorbé bunétné stény, biosyntéze pirimidint, opravé DNA, piijmu zeleza,
odpovédi na oxidativni stres a dalSich. Bylo prokazéano, Ze za testovanych podminek StkP
ovliviluje expresi vice nez 4% genl S. pneumoniae, coz ji fadi mezi proteiny s globalni

regulaéni funkci (SASKOVA et al., 2007).
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Protein StkP je vysoce konzervovany u vSech studovanych klinickych izolata S.
pneumoniae. Nedavno bylo prokdzéno, Zze je vysoce imunogennim antigenem obou
hlavnich rizikovych skupin pacientl (déti a star$i 1idé) a byl vybran pro vyvoj nové

proteinové pneumokokové vakciny (GIEFING et al., 2008).

2.4.1 Vazba ligandu a aktivace proteinkinazy StkP
Na zéklad¢ krystalické struktury proteinkindzy PknB M. tuberculosis, homologni k

StkP, byl vypracovan model aktivace proteinkinazy (YOUNG et al., 2003). Podle modelu
se predpoklada, ze po navazani ligandu na senzorové PASTA domény proteinkinaza
dimerizuje. To pfivadi dv€ kindzové domény do intimniho kontaktu a nasledna
transfosforylacni reakce vyusti v konformacni zmény a vazbu substratu. Mechanizmus
aktivace proteinkindzy dimerizaci (oligomerizaci) a poté autofosforylaci aktivacniho
segmentu probiha stejnym zplisobem i1 u Ser/Thr proteinkinaz u eukaryot (OLIVER et al.,
2007; PIKE et al., 2008).

Pii studiu dimerizace StkP bylo zjisténo, Ze samotna kinazova doména je monomerni,
zatimco kindzovd doména asociovand s transmembranovym usekem a StkP v plné
velikosti tvofi dimery. Dimerizace je tedy in vivo zprostiedkovdna transmembranovou
¢asti proteinu a C-terminalnimi PASTA doménami. Vysledky byly potvrzeny i in vitro
pouzitim blue-native PAGE (PALLOVA et al., 2007).

Piedpoklada se, Ze rozhodujici udélosti vedouci k aktivaci proteinkindzy je navazani
ligandu na PASTA domény. U B. subtilis bylo prokdzano, ze proteinkinaza PrkC je
schopna vazat jako ligand in vitro purifikovany peptidoglykan i muropeptidy ziskané
izolaci z bun&tné kultury. Tyto ligandy po vazbé na PrkC zplsobi aktivaci signdlni
drahy, ktera vede ke germinaci spor (SHAH et al., 2008).

Nedavno byl podobny objev potvrzen i u StkP. Bylo zjisténo, ze C-terminalni doména
StkP obsahujici ctyfi PASTA sekvence je schopna vazat in vitro [-laktamové
antibiotikum ampicilin, syntetické podjednotky peptidoglykanu a PG podjednotky
izolované ptimo z pneumokoka (MAESTRO et al., nepublikované vysledky).

Je zajimavé, ze vazba peptidoglykanu na StkP se ukazala jako druhové specificka.
Bylo prokazano, ze rekombinantni StkP vaze PG izolovany zpneumokoka, ale za
stejnych podminek nebyla pozorovdna vazba PG ze S. aureus (MAESTRO et al.,
nepublikované vysledky). Podobna druhové specifickd vazba PG byla pozorovéana taktéz
u B. subtilis. Je tedy ziejmé, ze vazba PG je zde zavisla na specifické sekvenci AK v

postrannim fetézci PG (SHAH et al., 2008).
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Je znamo, Ze kliceni spor u B. subtilis je spusténo signalni drahou zavislou na PrkC,
ktera se aktivuje po uvolnéni muropeptidi do média béhem bunécné lyze (SHAH et al.,
2008). Zatimco proteinkindza PrkC je aktivovdna timto exogennim ligandem, u S.
pneumoniae pravdépodobné dochazi k aktivaci jinym zptisobem. Sledovanim aktivity
StkP béhem ristu S. pneumoniae se ukazalo, ze StkP je konstitutivné aktivni a béhem
logaritmického ristu pribézné fosforyluje soubor substrati (NOVAKOVA et al.,
nepublikované vysledky). Predpokladd se tedy, ze StkP je aktivovand po navazani
interniho peptidoglykanu, ktery je ptfitomny v délicim septu pneumokoka. Tuto teorii
potvrzuji i vysledky imunofluorescencni studie, kterd prokazala, ze proteinkinaza StkP je
lokalizovana v bunécné prepazce (GIEFING et al., 2010).

Neni ovSem vylou€eno, Ze by StkP S. pneumoniae kromé interniho peptidoglykanu
nemohla detekovat také extracelularni muropeptidy. Bylo totiz zjiSténo, Ze jednotlivé
PASTA domény v ramcijednoho proteinu jsou sekvencné rlznorodé, a tak se
predpoklada, ze rizné domény jednoho proteinu si vyvinuly vazebnou afinitu ke

specifickému peptidovému ligandu (JONES a DYSON, 2006).

2.4.2 Substraty proteinkinazy StkP

Identifikace proteinkindzovych substrati pomahd lépe porozumét vnitrobunéénym
signalnim draham, které¢ tyto enzymy reguluji. Dosud bylo objeveno Sest substratt StkP:
fosfoglukézamin mutdza GlmM, regulator RitR, proteiny bunééného déleni FtsZ a
DivIVA, hypoteticky protein spr0334 a Mn-dependentni anorganickd pyrofosfatdza
PpaC. Substraty PpaC, DivIVA, spr0334 a GImM byly identifikovany in vivo
(NOVAKOVA et al., nepublikované vysledky; NOVAKOVA et al., 2005). Naopak RitR
a FtsZ jsou fosforylovany proteinkindzou StkP pouze in vitro a jejich fosforylace uvnitf

buniky nebyla dokazana (ULIJASZ et al., 2008; GIEFING et al., 2010).

GImM

Fosfoglukozamin mutaza katalyzuje pfeménu gluk6zamin-6-fosfatu na jeho izomer
gluko6zamin-1-fosftat. Jedna se o prvni krok v biosyntetické draze vedouci k tvorbé UDP-
N-acetylgluk6zaminu, esencidlnimu prekurzoru komponent bunééné stény jako je
peptidoglykan, lipopolysacharidy a teichoové kyseliny.

Fosfoproteomickou analyzou byl protein GImM objeven jako prvni substrat Ser/Thr
proteinkinazy StkP v S. pneumoniae in vivo. Tento fakt se podatilo potvrdit i in vitro

kinazovou reakci NOVAKOVA et al., 2005).
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VE. coli je tento enzym esencidlni pro rist a je syntetizovan v neaktivni
defosforylované formé. K ziskani aktivni formy musi byt GImM fosforylovana

(MENGIN-LECREULX a HEIJENOORT, 1996).

RitR

Protein RitR je transkripéni regulator dvouslozkového systému, ktery vSak ve svém
sousednim lokusu v genomu postrada histidinovou kindzu. Z tohoto diivodu se mu tika
,osifely” regulator. V akceptorovém misté regulatoru je navic kyselina asparagova
nahrazena asparaginem.

RitR funguje jako silny represor genu piu, ktery koéduje transportér zeleza. Jeho
hlavnim ukolem je udrzovat rovnovéhu Zeleza v bunice (ULIJASZ et al., 2004). Bylo
zjiSténo, ze represor RitR je in vitro fosforylovany proteinkindzou StkP na své C-
termindlni DNA-vazebné doméné. Fosforylace zpiisobi uvolnéni represoru z operatoru a
muze probihat transkripce. Protein RitR interaguje také se Ser/Thr proteinfosfatazou
PhpP. StkP a PhpP spolu o navazéani RitR kompetuji a oba jsou nezbytné pro expresi Piu
transportéru (ULIJASZ et al., 2008).

RitR patfi do rodiny globalnich regulator CovR. Protein CovR z bakterie S.
agalactiae je fosforylovan Ser/Thr proteinkinazou Stkl, kterd je homologni s
pneumokokovou proteinkindzou StkP. Substradt CovR je soucasti dvouslozkového
systému, ktery fidi expresi bun&cnych cytotoxini (RAJAGOPAL et al., 2006). Tyto
poznatky pfindsi novy model regulace genové exprese u streptokokti. Regulatory mohou
odpovidat na dva druhy externich signali — na histidinovou kinazu, ktera fosforyluje
regulacni doménu proteinu nebo na Ser/Thr proteinkinazu, ktera fosforyluje DNA

vazebnou doménu (ULIJASZ et al., 2008).

DivIVA

Protein DivIVA je proteinem bunécného d¢leni, ktery byl odhalen jako jeden
z dal§ich substrati StkP jak in vivo, tak in vitro (NOVAKOVA et al., nepublikované
vysledky).

DivIVA byl intenzivné studovan u B. subtilis, kde spolu s proteiny MinC a MinD
urcuje stfed bunky pfi bunécném déleni. MinC a MinD funguji jako negativni regulatory
bunécného déleni na poédlech bunky. DivIVA udrzuje inhibi¢ni aktivitu heterodimeru

MinCD mimo bunéfny stfed. Proteiny zlstdvaji na polech i po dokonceni déleni
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(MARSTON et al., 1999). V gramnegativnich bakteriich je protein DivIVA nahrazen
proteinem MinE.

Imunofluorescencni mikroskopie S. pneumoniae odhalila, Zze DivIVA je kromé pola
lokalizovéan i do buné¢ného septa. Hraje roli v kontrole bunécné morfologie, usporadani

bunécné prepazky a déleni bunky véetné segregace chromozomu (FADDA et al., 2007).

FtsZ

FtsZ je protein buné¢ného déleni a prokaryoticky homolog tubulinu. Bylo zjisténo, Ze
StkP in vitro vaze a fosforyluje tento protein (GIEFING et al., 2010).

Protein FtsZ je klicovou slozkou d¢€liciho komplexu, ma GTPazovou aktivitu a
schopnost polymerizace. V délicich se bunikdch vytvaii tzv. Z-kruh, ktery je nezbytny pro
cileni dalSich konzervovanych proteinti, které se ucastni tvorby délictho septa
(LUTKENHAUS a ADDINALL, 1997).

V S. pneumoniae bylo pozorovano, ze lokalizace StkP je zavisla na bunééném déleni.
Ve vétsing bunék je StkP kolokalizovana s FtsZ ve stfedu bunky. V délicich se bunikach

StkP doprovazi FtsZ pti vytvareni a konstrikci Z-kruhu (GIEFING et al., 2010).

spr0334

spr0334 je hypoteticky membranovy protein, jehoz funkce zatim nebyla objasnéna.
Nevykazuje zddnou vyznamnou homologii s zddnou znamou proteinovou rodinou
(NOVAKOVA et al., nepublikované vysledky). Je viak zajimavé, Ze byl nalezen
homolog tohoto proteinu s proteinem SAK 0375 S. agalactiae, ktery je také substratem
Ser/Thr proteinkinazy Stk1 (SILVESTRONI et al., 2009).

PpaC

Ukazalo se, ze fosforylace mangan-dependentni anorganické pyrofosfatizy PpaC in
vivo je také zavisla na StkP (NOVAKOVA et al., nepublikované vysledky).

Jelikoz se tato diplomova prace zabyva ve své vysledkové casti fosforylaci a studiem
aktivity pravé proteinu PpaC, je tento protein detailnéji popsdn v nasledujicich

kapitolach.

Vzhledem k fosforylaci proteini bunééného déleni DivIVA a FtsZ a proteinu GImM
je ziejmé, ze StkP koordinuje bunécné dé€leni a syntézu bunécné stény u S. pneumoniae.

Tuto skuteCnost potvrzuji morfologické studie skmenem AstkP. Bunky kmene
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s inaktivovanou poteinkindzou maji prodlouzeny tvar a vykazuji poruchou bunééného
déleni (GIEFING et al., 2008).

Dale je zajimavé, Ze proteiny RitR, DivIVA, spr0334, PpaC a FtsZ, maji své
homology u S. agalactiae, kde podléhaji fosforylaci Ser/Thr proteinkinazou Stkl
(RAJAGOPAL et al., 2006; SILVESTRONI et al., 2009; GIEFING et al., 2010).

2.5 Pyrofosfatazy
Pyrofosfatazy (PPazy) jsou esencidlni enzymy, které katalyzuji hydrolyzu

anorganického pyrofosfatu (PPi) na orthofosfat (Pi).

Pyrofosfat je tvofen predev§im jako produkt mnoha biosyntetickych reakci, které
vyuzivaji ATP, napi.: metabolizmus uhlovodikii, hydrolyza ATP, biosyntéza
aminokyselin, nukleotidii a dalSich a slouzi také jako zdroj energie v téchto reakcich.
Pyrofosfat ma funkci nejen substratu, ale 1 regulatoru. PPi reguluje aktivitu enzymi bez
toho, aby se reakce pfimo zucCastnil, a mé téméf vzdy inhibi¢ni efekt. V ptipad¢, Ze by se
PPéza nenachdzela trvale v builkdch, mohla by hladina pyrofosfatu vzrist na toxickou
koncentraci. Bylo vypocitano, ze v rychle rostoucich bakteriich E. coli by mohla
koncentrace PPi béhem 1 h teoreticky vzrist na 3 M (KLEMME, 1976). Ptitom bézna
koncentrace PPi v bunikdch je 1 mM a bylo zaznamenano, ze uz 2 mM PPi v n¢kterych
bakteriich inhiboval rist (BLUMENTHAL et al., 1967).

Z toho vyplyva, ze regulace koncentrace pyrofosfatu pyrofosfatdizami ma zasadni
vyznam pro obecny metabolizmus. Faktory, které ovliviiuji intracelularni umisténi a
celkovou aktivitu PPazy, sekundarné ovliviiuji také vSechny reakce, ve kterych PPi hraje
roli substratu nebo regulatoru. Pyrofosfataza tedy patii k enzymm, jejichz kontinualni
syntéza je pro bunku esencialni (LAHTI, 1983). Pyrofosfatazy pro katalyzu vyzaduji
pritomnost t¥ az &tyt dvojmocnych kovovych kationt. Nejdastéji jsou vyuzity Mn>" nebo
Mg?", ale znatelna aktivita je pozorovana také v p¥itomnosti Zn>" nebo Co*".

Pyrofostfatdzy se rozdéluji do dvou skupin podle svého vyskytu v buiice. Mohou se

vyskytovat bud’ jako solubilni enzymy v cytoplazmé nebo jsou vazané v membrang.

2.5.1 Membranové vazané pyrofosfatazy
Membranové pyrofosfatizy neboli H'-PPazy jsou extrémé hydrofobni proteiny

vazané v membran¢ a nejsou nijak sekvencné pribuzné se solubilnimi. Tyto pyrofosfatazy
vyuzivaji energii pyrofosfatu k tvorbé¢ elektrochemického protonového gradientu na

membrang. Maji velikost 70-80 kDa a strukturné jsou tvofeny z 16+1
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transmembranovych segmentl tvofenych z bazickych o-helixi s nékolika velkymi
cytoplazmatickymi smyckami, které obsahuji motivy pro vazbu substratu (SERRANO et
al., 2007).

Prvni znama H'-PP4aza/H'-PPi syntdza pochazela z fotosyntetizujici bakterie
Rhodospirillum rubrum. Tento enzym byl schopny provadét ve tmé& hydrolyzu a na svétle
syntézu pyrofosfatu (BALTSCHEFFSKY et al., 1966).

Pyrofostat je Casto povazovan za predchiidce ATP. Existuji teorie o PPi jako o hlavni
anorganické molekule, kterd spolu s vysokomolekuldrnim polyfosfaitem zéasobovala
energii pocatky Zivota na zemi (BALTSCHEFFSKY, 1967). PPazy jsou nejjednodussi
dosud znamé primarni protonové pumpy (SERRANO et al., 2007).

Membranové pyrofosfatazy jsou v bunice umistény ve vnitrobunéénych membranach
— ve vakuolarni a acidokalcizomalni membrané eukaryot a v invaginacich plazmatické
membrany u eubakterii i archebakterii (SERRANO et al., 2007).

Dlouho se piedpokladalo, ze se H'-PP4zy vyskytuji predeviim u rostlin a u nékolika
fotosyntetizujicich bakterii. Nedavné prizkumy osekvenovanych genomil vSak ukazaly,
ze jsou Siroce rozsifené. Vykytuji se u vSech fotosyntetizujicich prokaryot, které provadi
anaerobni fotosyntézu s vyjimkou oxygennich sinic. Déle jsou pfitomny u vSech Clenil
eukaryotické zelené evolu¢ni linie (od jednobunécénych tas po suchozemské rostliny).
Nejsou zatim znamy u hub (PEREZ-CASTINEIRA et al., 2001). Systematické zkoumani
pyrofosfatazovych genii mezi mikroorganizmy poskytlo dikazy o horizontalnim pfenosu
genu spojeném se sekundarni endosymbidzou. JelikoZ je gen pro pyrofosfatdzu nesen i
prvoky, ktefi byli pfedky dnesnich Zivogichii, je pravdépodobné, 7ze H'-PPazy byly
ztraceny v raném vyvoji zivoCisné linie a linie hub. Tato fakta dokazuji dynamickou
evoluéni historii H'-PP4z a jejich davny evolu¢ni ptivod. Jsou to jediné primarni pumpy,

které jsou uchované ve vsech tirech doménéch Zivota (SERRANO et al., 2004).

2.5.2 Solubilni pyrofosfatazy

Na zéklad€ primdrni struktury se daji solubilni cytoplazmatické pyrofosfatazy rozdélit
na dvé rodiny: Rodina I a Rodina II. Struktury obou proteinovych rodin byly detailné
studovany a charakterizovany. Rodiny nejsou vzdjemné strukturné ani sekvenéné
piibuzné az na napadné podobné struktury jejich aktivnich mist. Bezpochyby se zde
jednd o piiklad konvergentni evoluce (MERCKEL et al., 2001). Tato podobnost

naznacuje, ze by i1 reakéni mechanizmus obou rodin mohl probihat stejnym zplsobem.
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Nicmén¢ katalytické vlastnosti proteind se lisi stejné jako jejich naroky na specifické
kovové ionty.

Pyrofosfatazy rodiny I jsou tvofeny jednou doménou o velikosti okolo 20 kDa a
maji vysoce konzervovanou strukturu aktivniho mista sloZzenou ze 13 funkéné dulezitych
aminokyselinovych zbytkid (SIVULA et al., 1999). Pro katalyzu jsou nezbytné tfi az Ctyfi
Mg*" ionty (HEIKINHEIMO et al., 1996).

Jsou zastoupeny ve vSech typech bunék od bakterialnich po lidské (COOPERMAN et
al., 1992). Rodina I mtze byt podle sekvence aktivniho mista dale rozd€lena na
pyrofosfatazy prokaryotické, rostlinné a zivocisné. Je zajimavé, Ze rostlinné maji vétsi
podobnost s prokaryotickymi nez s zivo¢isSnymi (SIVULA et al., 1999).

PPazy rodiny II byly poprvé popsiny roku 1998 dvéma nezéavislymi tymy
pracujicimi na vyzkumu B. subtilis (SHINTANI et al., 1998; YOUNG et al., 1998). Na
rozdil od Rodiny I se Ppazy Rodiny II vyskytuji pfedev§im u bakterii. Z 57 dosud
znamych sekvenci je 53 bakterialnich, tfi se vyskytuji u archebakterii a jedna u eukaryot
(Giardia lamblia).

Jejich studium je vyznamné piedev§im u lidskych patogenit (napi.: Clostridium,
Staphylococcus, Streptococcus, Vibrio) (FABRICHNIY et al., 2004). Vzhledem ke
skute¢nosti, ze se jednad o esencidlni proteiny, mohou se stdt vhodnym cilem pro rozvoj
novych antibakterialnich latek. Tii druhy rodu Vibrio véetné V. cholerae maji dokonce
geny pro ob¢ rodiny PPaz (FABRICHNIY et al., 2007).

PPézy rodiny II preferuji jako kofaktory Mn®" nebo Co®" ionty (KUHN a WARD,
1998). Vykazuji homodimerni strukturu o velikosti vétSinou 30-34 kDa, kde se kazda
podjednotka sklada ze dvou domén a v meziprostoru je sevieno aktivni misto (CELIS et
al., 2003). C-termindlni doména obsahuje vysokoafinitni vazebné misto pro substrat,
zatimco katalytické misto, které vaze nukleofilni kovové kationty, je umisténo v N-
terminalni doméné. Enzym miZze zaujimat dv€ konformace: otevienou a uzavienou.
Spoustécim mechanizmem uzavieni domén je navazani substratu na C-terminalni
doménu v oteviené konformaci. Vytvoii se tak katalyticky vhodna konformace tim, Ze
dojde k ptemosténi elektrofilniho fosfaitu substrditu do katalytického mista
(FABRICHNIY et al., 2007).

K objasnéni katalytickych mechanizmi doslo diky rozlusténi krystalické struktury
téchto enzymil. V soucasné dobé& je znama struktura pyrofosfataz rodiny II z bakterii: S.
mutans, B. subtilis, S. gordonii a S. agalactiae (FABRICHNIY et al., 2004, 2007;
MERCKEL et al., 2001; AHN et al., 2001; RANTANEN et al., 2007).
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Jelikoz je pyrofosfatdza S. agalactiae (Sg-PpaC) homologni s pyrofosfatazou S.

pneumoniae, je tomuto enzymu vénovana kapitola 2.5.3.

2.5.3 Pyrofosfataza PpaC S. agalactiae

Mn-dependentni anorganicka pyrofosfataza S. agalactiae je homolognim proteinem
PPazy S. pneumoniae. Podobn& jako u pneumokoka byla Ppaza u S. agalactiae
identifikovana také jako substradt Ser/Thr proteinkinazy Stkl. In vitro fosforylaci a
hmotnostni spektrometrickou analyzou bylo zjisténo, Ze proteinkindza Stkl a
proteinfosfataza Stpl jsou nezbytné pro reverzibilni fosforylaci tohoto proteinu. Je
znamo, ze Stk1 a Stpl ovliviji rast, virulenci a bunécné déleni u S. agalactiae. Ukazalo
se, ze Sa-PpaC je prvni solubilni pyrofosfatdzou, kterd se nachdzi jak v cytoplazmé, tak
v membrané. Lokalizace pyrofosfatazy neni nijak ovlivnéna jeji fosforylaci
(RAJAGOPAL et al., 2003).

Sa-PpaC se jako ostatni pyrofosfatazy Rodiny II skladd ze dvou domén (AK zbytky 1-
191 a 198-311), v prostoru mezi doménami (AK zbytky 99-115) se nachazi aktivni misto.
Tato sekvence je u S. mutans (MERCKEL et al.,, 2001) i u S. agalactiae 100%
konzervovana. Postupné byla objasnéna krystalickd struktura tohoto proteinu
(RANTANEN et al., 2006; RANTANEN et al., 2007). Byl vyuzit substratovy analog
imidodifosfat (PNP), ktery napodobuje navazany pyrofosfat, ale zarovenn neni enzymem
metabolizovan. Kazdy monomer obsahoval v aktivnim misté jeden imidodifosfat a tii
kovové jonty: dva Mn®" v mistech M1 a M2 a jeden Mg*" v mist& M3.

Analyzou fosfoaminokyselin Sa-PpaC bylo jiz diive zjisténo, Ze k fosforylaci dochazi
na jednom z 23 serinll a nikoli na threoninu (RAJAGOPAL et al., 2003). Hmotnostni
spektrometrickou analyzou fosforylované PPéazy naStépené trypsinem bylo mozné
vyloucit peptidy, které obsahovaly serin, ale nebyly fosforylované. Diky znamé
krystalické struktufe bylo dale mozné vytadit fosfoseriny, které nebyly na povrchu
proteinu a tedy nebyly strukturné pfistupné pro proteinkindzu. Serin by mél byt také
umistén ve funkéné dalezitém misté. V pyrofosfatdze jsou tii takovato mista: (i) prostor
mezi doménami, (ii) v oblasti, kterd dovoluje uzavieni aktivniho mista a (iii) v blizkosti
samotné¢ho aktivniho mista. Po pfihlédnuti ktémto pozadavkim se jako
nejpravdépodobnéjsi fosfoaminokyseliny jevily Ser 150, Ser296, Ser194 a Serl95
(RANTANEN et al., 2007).

Predpoklada se, ze jakykoliv fyziologicky vliv fosforylace na enzym by mél byt

pouze inhibi¢ni, jelikoz PP4azy Rodiny II maji nezvykle vysokou katalytickou konstantu
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(kcat), (RANTANEN et al.,, 2007). Jejich ke je desetkrat vyssi nez naptiklad u
kvasinkové pyrofosfatazy (PARFENYEV et al., 2001). Dalsi zvySovani katalytické
rychlosti by proto uz nemélo zadny efekt, zato snizeni této rychlosti by mohlo vést ke
zvySeni rychlosti vzniku mutaci, coz by pomohlo bakterii uniknout obrané¢ hostitele

(LAHTI, 1983).
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3. Material a metody

3.1 Material

3.1.1 Bakterialni kmeny

ESCHERICHIA COLI

E. coli JM109 (Promega): endAl, recAl, gyrA96, thi, hsdR17 (rk', mk+), relAl, supE44,
A(lac-proAB), [F’, traD36, proAB, laql"”ZAM15]

Pouziti: propagace plazmidovych vektort

E. coli BL21 (DE3) (Novagen): F-, ompT, gal, [decm], [lom], hsdSB, (rz. mg.), (DE3)

Pouziti: exprese proteint s histidinovou kotvou

STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE

S. pneumoniae Cp1015 (Rx derivat, strl hexA)

Pouziti: vychozi nevirulentni experimentalni kmen

S. pneumoniae Cp1016 (rif-23): nevirulentni kmen, nese chromozomalné kédovanou
rezistenci k rifampicinu

Pouziti: zdroj DNA pro testy kompetence

3.1.2 Vektory
pET28b (Novagen) je komerén¢ dostupny vektor o velikosti 5369 pb. Vektor kdduje gen

pro kanamycinovou rezistenci, T7 lac inducibilni promotor a sekvenci kodujici
histidinovou kotvu. Tento vektor byl pouzit pro expresi rekombinantnich protein
s histidinovou kotvou v E. coli.

pETPhos je vektor uzptisobeny pro studium substrati Ser/Thr proteinkindz (CANOVA
et al., 2008); ma velikost 5704 pb a ampicilinovou rezistenci. Tento vektor byl pouzit pro
expresi proteind s pfipojenou histidinovou kotvou. Oproti vektoru pET28b neobsahuje
v histidinové kotveé zddné seriny ani threoniny a tim padem nevznikaji Zddné potencialni
mista nespecifické fosforylace. Kotva mtize byt odstépena TEV protedzou.

pIJWYV25 je upraveny vektor (EBERHARDT et al., 2009) o velikosti 8587 pb, ktery byl
puvodné urcen pro expresi proteini fizovanych s GFP ve S. preumoniae. Tento vektor
obsahuje inducibilni zinkovy promotor a dvé sekvence (gatC a bgad) homologni se
sekvenci na chromozomu S. pneumoniae. Diky témto sekvencim lze vektor pouzit

k vlozeni konstruktu do postradatelného lokusu bga genomu S. preumoniae homologni
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rekombinaci. Selek¢nim znakem vektoru je rezistence pro tetracyklin. Vektor byl pouzit

k vlozeni komplementa¢niho konstruktu do genomu S. pneumoniae.

3.1.3 Pudy a média

Mnozstvi jednotlivych piidavkl, pokud neni uvedeno jinak, je uddvano na 1 litr média,
dopliuji se do celkového objemu destilovanou vodou a sterilizuji se. Do pevnych pid byl
pfidan 1,5% agar. Selekéni plidy byly pfipraveny piiddnim piislusného antibiotika
v pottebné koncentraci (kanamycin 50 pg/ml; ampicilin 100 pg/ml; rifampicin 1 pg/ml;

tetracyklin 2,5 pg/ml) do média vychlazeného na cca 45°C.

KULTIVACE E. COLI

LB: trypton 10 g, yeast extrakt 5 g, NaCl 10 g, pH 7,5

SOB: trypton 20 g; yeast extract 5 g; NaCl 0,58 g; KC1 0,186 g;
po sterilizaci: 1 M MgCl, 10 ml; 1 M MgSO4 10 ml

KULTIVACE S. PNEUMONIAE

CAT médium: casitone 10 g; trypton 5 g; yeast extract 1g; NaCl 5 g

CATcomplet médium (CATc): na 1 litr CAT média bylo ptidano: 0,5 M K,;HPO,4 34
ml; 20% glukéza 10 ml; pH 7,5

CTM médium: na 10 ml CATc média bylo ptidano: 0,1 M CaCl, 50 ul; 8% BSA 0,25
ml; pH 7,8

GELOZA G (pevné médium): glukoza 1 g; NaCl 5 g; neopeptone 5 g; Tris-base 1,25 g;
casitone 10 g; agar 10 g

KREVNI AGAR: na 200 ml geléozy G (ochlazené na 50° C) bylo ptidano 5 ml

defibrinované berani krve

3.1.4 Pufry a roztoky

Agarozova gelova elektroforéza:

TAE pufr (40 mM Tris; 2 mM EDTA; pH 8,5)
Loading dye 6x (Fermentas)

Izolace chromozomalni DNA S. pneumoniae:

DCNa-SDS (0,5% deoxycholat sodny; 0,25% SDS)
NaCl-EDTA (150 mM NaCl; 30 mM EDTA; pH 8,0)
SEDS (NaCl-EDTA + DCNa-SDS (24:1))
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TE pufr

(10 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA; pH 8,0)

Izolace plazmidové DNA E. coli:

PEB I roztok
P II roztok
TE pufr

(50 mM glukoéza; 25 mM Tris; 10 mM EDTA; pH 8,0)
(0,2 M NaOH; 1% SDS)
(10 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA; pH 8.0)

Pienos proteinii a imunodetekce:

Blotovaci pufr

TBS-T

(48 mM Tris; 39 mM glycin; 0,0375% SDS; 20% metanol)
(20 mM Tris; 137 mM NaCl; 0,05% Tween 20; pH 7,6)

Priprava kompetentnich bunék:

TB pufr

Purifikace proteinu:

(10 mM PIPES; 15 mM CaCl,; 250 mM KCI; pH 6,7; poté
ptidano MnCl, (vysl. konc. 55 mM); sterilizace filtraci)

Proteazové inhibitory (Roche)

Ni-NTA Resin (QIAGEN)

Lyzac¢ni pufr
Promyvaci pufr
Eluéni pufr
Dialyza¢ni pufr 10x
SDS-PAGE:
Vzorkovy pufr 5x

Elektroforeticky pufr

Barvici roztok

Odbarvovaci roztok

3.1.5 Chemikalie

(10 mM imidazol; 50 mM NaH;PO4; 300 mM NaCl; pH 8)
(20 mM imidazol; 50 mM NaH,POy4; 300 mM NacCl; pH 8)
(250 mM imidazol; 50mM NaH,PO4; 300mM NacCl; pH 8)
(250 mM Tris; 1 M NaCl; pH 7,5)

(350 mM Tris; 20% glycerol; 15% SDS; 25% B-
merkaptoetanol; bromfenolova modi; pH 6,8)

(0,025 M Tris; 0,192 M glycin; 0,1% SDS; pH 8,3)

(0,5 g Coomasie blue; 450 ml metanol; 100 ml kyselina
octova; 450 ml destilovana voda)

(20% kyselina octové; 10% metanol)

chemikalie firma zkratka
2’ - deoxyadenozin-5'-trifosfat NEB dATP
2" - deoxycytidin-5"-trifosfat NEB dCTP
2’ - deoxyguanozin-5'-trifostat NEB dGTP
2’ - deoxythymidin-5"-trifosfat NEB dTTP
agardza Sevac

akrylamid Serva
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ampicilin

bacto-agar

bromfenolova modi

casitone

Coomasie blue R250
dimethylsulfoxid

dodecilsultat sodny

Gel red

D-gluko6za

glycin

hovézi sérovy albumin frakce V
imidazol
izopropyl-1-thio-B-D-galaktozid

kanamycin

kys. etylenaminotetraoctova, dvojsodna siil, p.a.

N,N’-metylenbisakrylamid
neopeptone

RNaza A
N,N,N’,N’-tetrametyletylendiamin
peroxosiran amonny

rifampicin

tetracyklin

tris(hydroxymetyl)aminometan

trypton

Tween 20 (polyoxyethylene-sorbitan monolaurate)

yeast extract

3.1.6 Enzymy

Modifikaéni enzymy:
Pfu DNA polymeraza Fermentas
T4 DNA ligaza
BIOLINE
BIOLINE

MERC

Taq polymeraza
VELOCITY polymeraza

Benzonaza

New England BioLabs

Sigma

BD company
Lachema
BD company
Merck
Sigma
Sigma
Roche
Lachema
Serva

Roth
Lachema
Sigma
Sigma

Serva

Serva

Difco
Promega
Serva

Serva

Sigma
Sigma
Sigma

BD company
Sigma

BD company

BPB

DMSO
SDS

BSA

IPTG
Kan
EDTA
bisAA

TEMED
APS
Rif

Tet

Tris base

Tween 20
YE
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Restrik¢ni enzymy:

BamHI New England BioLabs
Dpnl New England BioLabs
Ndel New England BioLabs
Notl New England BioLabs
Pvul New England BioLabs
Sphl New England BioLabs

3.1.7 Protilatky

Monoclonal anti-polyhistidine peroxidase conjugate - mysi protilatka proti histidinové
kotveé konjugovana s kienovou peroxidazou (Sigma)

Phospho-Threonine Antipody - krali¢i polyklonalni protilatka proti pThr (Cell Signalling
Technology)

Anti-Rabbit IgG peroxidase conjugate - sekundarni kozi protilatka proti kralicim IgG

konjugovana s kienovou peroxiddzou (Sigma)

3.1.8 Komerc¢ni soupravy a standardy

Min Elute™ Reaction Cleanup Kit (QTAGEN) — piecisténi DNA

QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) — izolace DNA z agar6zového gelu
QIAprep”“Spin Miniprep Kit (QIAGEN) — izolace plazmidové DNA

QuikChange® II Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) — vytvoreni bodové mutace
Ser/Thr Phosphatase Assay System (Promega) — fosfatazova reakce

BCA Protein Assay (Pierce) — méfeni koncentrace proteinti

SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce) — vyvolani
chemiluminiscenéniho signalu

1 kB DNA Ladder Plus — (NEB, Fermentas)

Prestained Protein Marker (NEB)

3.1.9 Pocitac¢ova analyza

DNASTAR® Lasergene v8.1: sestavovani map klonovacich vektort

Swiss-PdbViewer 4.0.1: modelovani trojrozmérné struktury proteini

3.1.10 Pouzité oligonukleotidy

| nazev | sekvence 5°-3 | pouziti
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LN32 F GCTCATCATGTTGATTGTCA ovéfeni integrace do bgaA
chr. lokusu S. pneumoniae
LN70 F GCCGCATATGTCCAAGATTCTAGTATTTGG | klonovani ppaC do pET28b
(Ndel)
LN71 R CGGCGGATCCTTACGCATTAAAGCTTTCA | klonovani ppaC do pET28b
G (BamHI)
LNI91 F GCTTCAGGTTTGATTGCAGATACCCTTCTT | mutace Ser150 na Ala
TT
LN92 R AAAAGAAGGGTATCTGCAATCAAACCTGA | mutace Ser150 na Ala
AGC
LNO93 F CAGGTTTGATTTCAGATGCCCTTCTTTTGA | mutace Thr152 na Ala
AAT
LN94 R GATTTCAAAAGAAGGGCATCTGAAATCAA | mutace Thr152 na Ala
ACCTG
LNOS F GATGCTTTCAGGTTTGATTGAAGATACCCT | mutace Ser150 na Glu
TCTTTTGAAATCACC
LN96 R GGTGATTTCAAAAGAAGGGTATCTTCAAT | mutace Ser150 na Glu
CAAACCTGAAAGCATC
LN97 F GCTTTCAGGTTTGATTTCAGATGAACTTCT | mutace Thr152 na Glu
TTTGAAATCACCAAC
LN98 R GTTGGTGATTTCAAAAGAAGTTCATCTGA | mutace Thr152 na Glu
AATCAAACCTGAAAGC
LN99 F GCTTTCAGGTTTGATTGCAGATGCCCTTCT | mutace Ser150 a Thr152 na
TTTGAAATC Ala
LN100 R | GATTTCAAAAGAAGGGCATCTGCAATCAA | mutace Ser150 a Thr152 na
ACCTGAAAGC Ala
LNIOL F GATGCTTTCAGGTTTGATTGAAGATGAACT | mutace Ser150 a Thr152 na
TCTTTTGAAATCACC Glu
LN102 R | GGTGATTTCAAAAGAAGTITCATCTTCAATC | mutace Ser150 a Thr152 na
AAACCTGAAAGCATC Glu
LNI123 F TTCGCTACTTGGAGCCACTAT amplifikace promotoru PczcD
LNI39R | ATGATGATGATGGTGaagatgtttcatatttgccte | amplifikace PczeD pro
ct klonovani kompl. konstruktu
PpaC
LN140 F aatatgaaacatctt CACCATCATCATCATCAT | amplifikace PpaC s His-
CAC tagem pro klonovani kompl.
konstruktu
LN141 R | ATTAGCGGCCGCTTACGCATTAAAGCTT | amplifikace PpaC pro
TCAG klonovani kompl. konstruktu
(Notl, STOP kodon)
LN142 R | AGGACAAGAGTTTTTCTTTGG ovéfeni integrace kompl.

konstruktu do spr0564-0565
lokusu chr. S. pneumoniae

Vsechny oligonukleotidy byly objednany u firmy Metabion international AG.

30




3.2 Metody

3.2.1 Manipulace s DNA

3.2.1.1 PCR

Polymerazova fetézova reakce slouzi k rychlému a selektivnimu namnoZeni urcitého
useku DNA. Cela technika je zaloZena na vyuziti DNA polymerazy z termofilni bakterie,
ktera nepodléhd denaturaci pfi zvySeni teploty a miize tak probihat vice amplifikacnich
cykll za sebou. Kazdy cyklus se sklada se ze tii po sobé jdoucich kroku: denaturace,
hybridizace primeri a elongace. Béhem denaturace dojde vlivem vysoké teploty
k oddéleni obou fetézci DNA od sebe. Druha faze zahrnuje ochlazeni vzorku a nasednuti
oligonukleotidovych primerti na komplementarni sekvence DNA. V tietim kroku probiha
syntéza piislusného useku DNA. Pro spravny pribéh reakce je nutné zvolit vhodnou
teplotu (Ty,) v druhém kroku, kterd se odvozuje od slozeni obou oligonukleotidi podle
vzorce: Tp= 4(G+C)+2(A+T); Tm (°C); G, C, A, T — pocet jednotlivych bazi
v oligonukleotidu.

PCR s Pfu a VELOCITY polymerazou

Tyto polymerazy byly pouzity pro reakce, kdy jsme potfebovali co nejpiesnéjsi
amplifikaci daného fragmentu. Pfu polymeraza byla pouzita pro amplifikaci genu ppaC.
PCR smés obsahovala 200 ng templatové DNA (chromozomalni DNA S. prneumoniae);
2,5 wul kazdého oligonukleotidu (10 uM); 1 pul ANTP (10 mM); 10 pl 5x reakéniho pufru;
0,5 ul Pfu polymerdzy (0,5 U) a H,O pro doplnéni do celkového objemu 50 pl.
Amplifikace probihala v 25 cyklech za nasledujicich podminek: pocate¢ni denaturace
98°C 30 s, denaturace 98°C 10 s, pfipojeni primert 52°C 30 s, elongace 72°C 1,5 min.
Zaverecna elongace probihala 72°C 10 min.

Pfu polymerazu jsme pouZzivaly také pro zavadéni mutaci do genu pro PpaC (kapitola
3.2.6 Mutageneze).

VELOCITY polymerazu jsme pouzivali k amplifikaci fragment pii tvorbé
komplementacniho konstruktu. PCR smeés obsahovala cca 60 ng templatové DNA
(pJVW25; pETPhos1389); 2,5 ul kazdého oligonukleotidu (10 pM); 1 ul ANTP (10 mM);
5 ul 10x reakéniho pufru; 1 pl VELOCITY polymerazy (1 U) a H,O pro doplnéni do
celkového objemu 50 pl. Amplifikace probihala ve 30 cyklech za nasledujicich
podminek: pocatecni denaturace 98°C 1 min, denaturace 98°C 30 s, pfipojeni primert

52°C 30 s, elongace 72°C 1 min. Zavérecna elongace probihala 72°C 5 min.
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PCR reakce na koloniich

Tato reakce slouzila k ovéfeni, zda doSlo k vlozeni dan¢ho fragmentu DNA do
plazmidu na spravné misto a ve spravné orientaci. Byla pouzita Taq polymeraza a byly
dodrzeny reakéni podminky podle pokyni vyrobce (BIOLINE). Templatova DNA byla
do reakce nanesena sterilnim paratkem jako celd kolonie narostld na misce s pevnym
médiem. Do reakéni smési byl pfidan 10% Tween 20, ktery narusil strukturu bunééné

stény a indukoval buné¢nou lyzi.

3.2.1.2 PouZiti restrik¢nich enzymiu

Restrikéni endonukledzy rozeznavaji specifickou sekvenci dvoutetézcové DNA,
kterou $tépi, aniz by ji jinak modifikovali. Po S$tépeni vznikaji fragmenty s piesné
definovanymi konci. Pfi praci s restrikénimi enzymy jsme pouzivali doporucené pufry a
fidili jsme se pokyny od vyrobce (New England Biolabs).

Pokud bylo potteba, byly fragmenty pted restrikci pteciStény pomoci kitu Min
Elute™ Reaction Cleanup Kit (QIAGEN).

3.2.1.3 Ligace
Enzymy ligazy umoziuji spojeni jednotlivych fragmenti DNA. Ligace probihala
pomoci enzymu T4 DNA ligdzy v konecném objemu 20 pl pti pokojové teploté. Reakeni

podminky byly dodrzeny podle pokynti vyrobce (New England Biolabs).

3.2.1.4 Agarozova gelova elektroforéza

Tato metoda je jednou z nejpouzivangjSich metod pro déleni makromolekul. Rychlost
pohybu fragmenti DNA v agar6zovém gelu zavisi na koncentraci gelu, konformaci a
molekulové hmotnosti DNA a na pouzitém napéti.

DNA byla analyzovéana v horizontalni agar6zové gelové elektroforéze v TAE pufru.
Vzorky DNA jsme nanaSeli ve smési s 6x Loading Dye. Fragmenty jsme separovali pii
napéti 5V/em®. Pro zviditelnéni fragmentd pod ultrafialovym svétlem byla do gelu
pfidana barva Gel Red.

Pti separaci fragmenta urcité velikosti z gelu jsme postupovali podle kitu (QIAquick

Gel Extraction Kit (QIAGEN)).
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3.2.2 Manipulace s proteiny

3.2.2.1 Exprese a purifikace proteinii
Exprese proteinti

LB médium s antibiotikem jsme zaockovali ¢erstvym inokulem kmene E. coli BL21
nesoucim plazmid s pfislusnym genem na ODgoy = 0,05. Bunky jsme kultivovali pfi
37°C. Po dosazeni OD 0,6 byla v kultufe indukovana exprese proteinu piiddnim IPTG na
vyslednou koncentraci 2 mM. Pred indukci byl odebran vzorek kultury. Kultura byla
inkubovana dalsi 3 hodiny pii 37°C a nasledné stocena (5 min, 5 000 g). Bunécny pelet
byl promyt 10 ml pufru (25 mM Tris; 100 mM NaCl; pH 7.,5).

Purifikace proteinu

K purifikaci proteind jsme pouzivali metodu afinitni chromatografie, kterd umoziuje
z roztoku s mnozstvim riznych proteinii vybrany protein navazat na nosi¢ a ostatni
proteiny v n€kolika krocich odmyt. Zménou promyvaciho pufru se potom ¢isty protein
z nosice uvolni. Béhem purifikace byly drzeny proteiny na ledu, aby se zabranilo jejich
degradaci.

Bunécny pelet jsme resuspendovali v lyzacnim pufru (kapitola 3.1.4) s proteazovymi
inhibitory a buniky jsme rozbili pomoci pfistroje mini French® Pressure Cell Press.
Nerozbité buiiky a inkluze jsme stocili (15 min, 16100 g, 4°C). Protein jsme izolovali
afinitni chromatografii. Pomoci histidinové kotvy byl protein navdzan na nosic
asociovany s niklem (Ni-NTA Resin (QIAGEN)). Pii purifikaci byly dodrzeny pokyny
vyrobce. Navazani na nosi¢ probihalo v lyza¢nim pufru (kapitola 3.1.4), ostatni proteiny
jsme odmyli pomoci promyvaciho pufru (kapitola 3.1.4), navdzany protein jsme z nosice
eluovali eluénim pufrem (kapitola 3.1.4) s vysokou koncentraci imidazolu. Tim doslo
k vytésnéni proteinu na zakladé podobnosti heterocyklického kruhu imidazolu
s histidinem v kotvée. Purifikované proteiny jsme dialyzovali proti dialyzaénimu pufru a

zamrazili v 5% glycerolu v -20°C.

3.2.2.2 Méreni koncentrace proteini

K méfeni koncentrace proteinti jsme pouzili komercni soupravu BCA Protein Assay
(Pierce). Metoda je zaloZena na kolorimetrické reakci, ktera probiha 30 min pii 37°C.
Barevnd zména se méfi jako absorbance pii vinové délce 562 nm.

Nejprve jsme si podle pokynli od vyrobce vytvorili kalibra¢ni kiivku z BSA, ktera

obsahovala rizné znamé koncentrace tohoto proteinu. Z grafu zavislosti koncentrace
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BSA na absorbanci jsme ziskali regresni ptimku, podle které jsme mohli vypocitat
koncentraci proteinu v naSich vzorcich. Pfi méfeni jsme postupovali podle pokynt

vyrobce.

3.2.2.3 SDS-polyakrylamidova gelova elektroforéza

Tato metoda umoziuje rozdéleni proteintt v elektrickém poli na zéklad€ jejich
molekulové hmotnosti.

Proteinovy vzorek byl vzdy smichan se vzorkovym pufrem obsahujicim SDS a
inkubovan 10 min p#i 100°C. Pomoci SDS byly proteiny denaturovany a ziskaly stejny
zéporny naboj na jednotku hmoty, tudiz se mohli v polyakrylamidovém gelu rozdélit
pouze v zavislosti na své molekulové hmotnosti. Elektroforéza probihala pii 15V/cm®
v 4% zaostfovacim gelu a v 12% separacnim gelu v pfistroji ATTO. Slozeni gelt je

uvedeno v nasledujici tabulce (tab. 3-1).

gel 30% 1,5M 0,5M 10% H,O TEME 10% | celkovy
akrylamid | Tris pH TrispH | SDS D APS objem
8,8 6,8
separacni 5,6 ml 3,5ml - 140 pl 4,7 ml 8 ul 80 pul | 14 ml
12%
zaostfovaci | 0,53 ml - 1 ml 40 pl 2,5 ml S5ul 50ul | 4ml
4%

Tabulka 3-1: Priprava polyakrylamidového gelu

3.2.2.4 Barveni proteinti
Proteiny byly v separa¢nim polyakrylamidovém gelu barveny barvou Coomasie blue

R250 30 minut. Poté byl gel odbarvovan v odbarvovacim roztoku a nakonec skenovan.

3.2.2.5 Prenos proteinii na membranu (,, Western blotting*)

Pro ucely imunodetekce jsme potiebovali pfenést proteiny z SDS-PAGE gelu na
PVDF membranu Immobilon (Millipore). Membrana byla nejprve aktivovdna smocenim
v metanolu. Pfenos proteinii probihal v blotovacim pufru 30 minut pfi 360 mA. Byl
pouzivan pfistroj vyrobeny podle piistroje The Mini Trans-Blot® (Bio-Rad) a postupovali

jsme podle pokynti origindlniho vyrobce.
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3.2.2.6 Imunodetekce proteinu

Pro imunodetekci fosforylovanych proteinti byla pouzivana polyklonalni krali¢i
protilatka proti pThr a sekundarni kozi protilatka proti krali¢im IgG konjugovana
s kfenovou peroxidédzou. Pro imunodetekci histidinové kotvy jsme pouzili protilatku proti
poly-His také konjugovanou s kienovou peroxidazou.

K vyvolani signilu byla pouZita komeréni souprava SuperSignal® West Pico
Chemiluminescent Substrate (Pierce). Substrat luminol byl v pfitomnosti peroxidu a
kfenové peroxidazy rozstépen a vysledkem byl signal zachytitelny rentgenovym filmem,
ktery po vyvolani umoznoval lokalizaci fosforylovanych proteini.

Pti imunodetekci pThr byl dodrzovan nasledujici postup:

1. blokace proteini na membrané, 30 min v 3% BSA v TBS-T

2. inkubace s primarni protilatkou (fedénil: 2 500) v 1% BSA v TBS-T, pies noc pfi
4°C

3. promyti 3 x 10 minut v TBS-T

4. inkubace se sekundarni protilatkou (fedéni 1: 5 000) v TBS-T 1h

5. promyti 3 x 10 minut v TBS-T

6. vyvolani signdlu pomoci komercni soupravy

7. detekce signalu na rentgenovy film

Pfi imunodetekci poly-His byla membrana blokovana v 3% BSA v TBS-T pfies noc,
dal probihala inkubace 1h sprimarni protilatkou (fedéni 1:20 000) proti poly-His
konjugovanou s peroxidazou v 1% BSA/TBS-T, dalsi postup viz vyse od kroku 5.

3.2.3 Manipulace s E. coli

3.2.3.1 Kultivace E. coli

Kultivace E. coli probihala v LB médiu pii 37°C. Tekuta kultura se inkubovala za
stalého tfepani tak, aby dochdzelo k fadnému okysliceni. V piipadé kultivace na pevné
pud¢ byl do LB média ptidan 1,5% agar. Selektivnich vlastnosti pid jsme dosahli

piidanim antibiotika v ptislusné koncentraci.

3.2.3.2 Priprava kompetentnich bunék
Pro transformaci, kde byla potieba vysoka ucinnost transformace jsme pouzivali
piredem piipravené bunky E. coli kmene JM109 zmrazené na -80°C. Piiprava probihala

nasledujicim zpiisobem: 400 pl bakteridlni kultury ve stacionarni fazi jsme zaockovali do
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100 ml média SOB a kultivovali pii 20°C za intenzivniho tfepani (250 ot/min). Jakmile
kultura dosahla ODg 0,6, byla kultivace pferuSena a buiky jsme inkubovali 10 min na
ledu. Poté jsme bunky centrifugovali (10 min, 2500 g, 4°C), resuspendovali v 32 ml
ledového pufru TB a nechali 10 min stat na ledu. Poté byly buiiky opét centrifugovany
(10 min, 2500 g, 4°C) a resuspendovany v 8 ml pufru TB. Pomalu jsme ptidavali DMSO
do konecné koncentrace 7% a nechali 10 min stat na ledu. Takto pfipravené kompetentni
buiiky jsme rozplnili po 100 pl do mikrozkumavek a zamrazili v tekutém dusiku. Buiiky
byly skladovany v -80°C.

Kompetentni bunky E. coli BL21 jsme ptipravovali Cerstvé. Z Cerstvé narostlé kultury
jsme zaockovali do LB média na OD 0,05 a nechali nariist do OD 0,6. 1 ml kultury jsme
sto¢ili (2 min, 3300 g), pelet jsme 2x promyli 1 ml 100 mM CaCl, a nakonec
resuspendovali ve 100 pl 100 mM CacCl,.

3.2.3.3 Transformace DNA do bunék E. coli

Vyuzivali jsme metodu teplotniho Soku, diky kterému je usnadnén priichod DNA
bakteridlni bunécnou sténou.

Transformovali jsme buiiky bud’ ¢istou plazmidovou DNA nebo ligacni smési. DNA
jsme smichali s pfipravenymi kompetentnimi buiikami. Smés jsme drzeli 30 minut na
ledu. Nasledoval teplotni Sok: 45 s pfi 42° C a 2 min na ledu. Poté jsme ptidali 900 pl
LB média a transformacni smés jsme dali inkubovat na 1h do 37°C. Poté jsme smés

vyseli na misky s antibiotikem a dali inkubovat ptes noc do 37°C.

3.2.3.4 1zolace plazmidové DNA

V piipadé, ze nebyla pozadovana vysoka Cistota plazmidu, izolovali jsme plazmid
metodou alkalické lyze. Izolovanou kolonii jsme zaockovali 2 ml LB média
s antibiotikem a nechali nartst pfes noc. Narostlou kulturu jsme sto¢ili (3 min, 16100 g).
Pelet jsme dikladné resuspendovali ve 100 pl roztoku PEB 1. Poté jsme ptidali 200 pl
roztoku P II a promichali pieklapénim. V tomto kroku doslo k lyzi bun¢k a denaturaci
genomové DNA, plazmidovd DNA zlstala diky své konformaci neposkozena. Reakci
jsme nechali 5 min pii laboratorni teploté a poté jsme ptidali 150 pl 3M KOAc pH 4,8 a
prudceji promichali, doslo k vysraZeni proteinti. Smés jsme nechali 10 min stat na ledu a
poté jsme ji centrifugovali (10 min, 16100 g). Supernatant s plazmidovou DNA a RNA
jsme smichali s 450 pl izopropanolu. Smés jsme stocili (10 min, 16100 g). Pelet s

vysrazenou plazmidovou DNA a RNA jsme promyli 80% etanolem a vysusili ve
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speedvacu 5 min. Pelet jsme resuspendovali ve 20 ul TE pufru s RNazou A. Doslo
k rozpusténi plazmidové DNA a k degradaci RNA.
Pro ziskani DNA ve vysoké &istoté jsme pouzivali komeréni soupravu QIAprep”Spin

Miniprep Kit (QIAGEN) a dodrzovali jsme pokyny od vyrobce.

3.2.4 Manipulace se S. pneumoniae

3.2.4.1 Kultivace S. pneumoniae

S. pneumoniae se kultivuje stacionarné pii 37°C. Konzervy byly piipravovany
nasledujicim zpisobem: 200 pl kultury S. preumoniae (OD4oo = 0,5) jsme zaockovali do
10 ml média CATc a nechali nartst do OD4go = 0,5. Poté jsme kulturu rozdélili po 1 ml,

pridali glycerol na vyslednou koncentraci 15% a zamrazili v -80° C.

3.2.4.2 1zolace chromozomalni DNA

200 pl kultury S. preumoniae jsme zaockovali do média CATc a inkubovali pii 37°C
do ODg4p= 0,5. Poté jsme kulturu centrifugovali (10 min, 7780 g, 4°C), buiiky jsme
promyli pufrem (10 mM Tris-HCI, pH 7,5) a opét zcentrifugovali (10 min, 4060 g, 4°C).
Pelet jsme resuspendovali v roztoku SEDS a inkubovali pti 37° C, dokud nedoslo k lyzi
kultury. K lyzatu jsme pfidali 5 pl proteindzy K (2 mg/ml) a bunéénou suspenzi jsme
inkubovali 15 min pfi 56° C. Ptidali jsme 250 pl TE pufru a nasledné jsme extrahovali
smési fenol-chloroform (v poméru 1:1). Smés jsme centrifugovali (10 min, 4060 g, pfi
pokojové teploté). Odebrali jsme horni (vodnou) fazi. Pocet extrakei zavisel na mnozstvi
mezifaze. Nakonec jsme suspenzi extrahovali samotnym chloroformem. Chromozomalni
DNA jsme precipitovali pfiddnim 0,1 objemu 3 M NaOAc pH 48 a 0,6
objemu izopropanolu. Chromozomalni DNA se v roztoku vysrazela ve formé vldkna,
které jsme namotali na sterilni kli¢ku, promyli 80% etanolem a nechali oschnout na
vzduchu. Chromozomalni DNA jsme nechali pfes noc rozpoustét v TE pufru s RNazou

(20 pg/ml).

3.2.4.3 Transformace DNA do bunék S. pneumoniae

Do 10 ml média CTM jsme zaockovali 200 ul kultury S. pneumoniae z konzervy a
nechali nariist pfi 37° C do ODy4p = 0,1. Poté jsme ztéto kultury odebrali 1 ml, ke
kterému jsme piidali 250 ng CSP a 1 ug DNA (urcené k transformaci). Celou smés jsme

inkubovali 30 min pfi 30° C a 1 hod pii 37° C. Kulturu jsme natedili a vyseli na misky
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s gelozou a prislusnym ATB. Jako pozitivni kontrolu a pro testovani transformacéni
ucinnosti jsme pouzili chromozomalni DNA z kmene Cp1016, ktery nese resistenci na
rifampicin. Vyseli jsme fedéni 10 a 10~ na gelézu s rifampicinem a 10 a 10 na gelézu
bez ATB. Z poméru ziskanych transformantli na miskdch s ATB ku vSem narostlym

koloniim na miskach bez ATB jsme vypocitali transformacni u¢innost.

3.2.4.4 Exprese His-PpaC v S. pneumoniae:

Do 50 ml média CATc jsme zaoCkovali 1 ml kultury kmene S. pneumoniae His-PpaC
ODygp = 0,5. Zinek indukujici expresi His-PpaC byl pridan do média na zacatku kultivace
v koncentracich 0 mM; 0,05 mM; 0,1 mM a 0,15 mM ZnSO,. Bunky byly stacionarné
kultivovany pii 37° C do OD4go = 0,5. Poté jsme kulturu stoc€ili (5 min, 7000 g) a pelet
resuspendovali v 1 ml pufru (25 mM Tris; 100 mM NaCl; pH 7,5). Buiiky jsme rozbili
sklenénymi kuli¢kami pomoci piistroje Fast Prep (5 x 25 s, rychlost 4,5). Nerozbité
bunky jsme stocili (10 min, 10 000 g) a v supernatantu jsme zméfili koncentraci proteind.

Proteiny jsme rozd¢lili na SDS-PAGE a poté jsme provedli imunodetekci.

3.2.5 Kinazova reakce in vitro

Detekce fosforylace imunodetekci

Kinazova reakce in vitro probihala v objemu 20 pl. Reakéni smés obsahovala 25 mM
Tris-HCI pH 7,5; 100 mM NaCl; 5 mM MnCly; 5 mM MgCly; 10 uM ATP. Bylo pouzito
cca 0,5 pg proteinu PpaC a StkP. Reakce byla zahajena ptidanim ATP a probihala 30
minut pfi 37°C. Pfiddnim 5x SDS-vzorkového pufru doSlo k ukonceni reakce. Proteiny
byly separovany v 12% SDS-PAGE a poté pieneseny na PVDF membranu Western
blottem. Fosforylace byla detekovana imunodetekci protilatkou proti pThr.
Detekce fosforylace radioaktivnim znacenim

Reakéni smés radioaktivné znacené kindzové reakce in vitro byla stejného slozeni
jako pfti detekci fosforylace imunodetekei. Pouze ATP v kazdé reakci obsahovalo navic 1
uCi **P-ATP. Reakce probihala za stejnych podminek jako v piipadé detekce fosforylace
imunodetekci. Proteiny byly separovany SDS-PAGE, gel byl barven v Coomasie Blue a

po odbarveni byl zalozen do kazety s citlivou f6lii na 3-4 dny.
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3.2.6 Mutageneze

Tzv. mutagenni PCR jsme pouzivali pfi zavadéni zdmén aminokyselin do genu pro
PpaC. Postupovali jsme podle pokynii vyrobce komeréni soupravy (QuikChange® II Site-
Directed Mutagenesis Kit (Stratagene)). Zakladem byl vektor s genem ppaC a dva
oligonukleotidové syntetické primery s pozadovanou mutaci (tabulka 3-2). Kazdy primer
byl komplementarni k opaénému vldknu vektoru. K amplifikaci byla pouzita Pfu
polymeraza, kterd v kazdém cyklu syntetizovala cely plazmid.

PCR smés obsahovala 25 ng templatové DNA (vektor pET1389); 125 ng kazdého
oligonukleotidu; 1 pul ANTP (10 mM); 5 ul 10x reakéniho pufru; 0,5 pl Pfu polymerazy
(0,5 U) a H,O do celkového objemu 50 pl. Amplifikace probihala v 16 cyklech za
nasledujicich podminek: denaturace 95°C 30 s, pfipojeni primeri 55°C 1 min, elongace
68°C 7 min.

Produkt PCR reakce byl poté $t€pen enzymem Dpnl. Endonukledza Dpnl specificky
$t&pi metylovanou a hemimetylovanou DNA (5'-Gm°ATC-3") a byla pouZita pro §t&peni

templatového vldkna. V PCR smési tak zistala pouze DNA, ktera obsahovala mutaci.

mutace | nukleotidova | sekvence oligonukleotidu (5°-3") nazev
zameéna primeru

S150A | TCA—GCA |GCTTCAGGTTTGATTGCAGATACCCTTCTTTT LNO91 F
AAAAGAAGGGTATCTGCAATCAAACCTGAAGC LN92 R

S150E |[TCA—GAA |GATGCTTTCAGGTTTGATTGAAGATACCCTTCTTTTGA |LN95 F
AATCACC
GGTGATTTCAAAAGAAGGGTATCTITCAATCAAACCTG |LN96 R
AAAGCATC

T152A | ACC—GCC |CAGGTTTGATTTCAGATGCCCTTCTTTTGAAAT LNO93 F

GATTTCAAAAGAAGGGCATCTGAAATCAAACCTG LN94 R
T152E | ACC—GAA |GATGCTTTCAGGTTTGATTGAAGATGAACTTCTTTTG |LN97F

AAATCACC
GGTGATTTCAAAAGAAGTTCATCTTCAATCAAACCTG | LN98 R
AAAGCATC
ST/A |TCA; ACC | GCTTTCAGGTTTGATTGCAGATGCCCTTCTTTTGAAAT | LN99 F
C
—GCA; GCC [GATTTCAAAAGAAGGGCATCTGCAATCAAACCTGAA |LN100 R
AGC
ST/E | TCA; ACC | GATGCTTTCAGGTTTGATTGAAGATGAACTTCTTITG |LN101 F
AAATCACC
—GAA; GAA [GGTGATTTCAAAAGAAGTTCATCTTCAATCAAACCTG |LN102 R
AAAGCATC

Tabulka 3-2: oligonukleotidy pouZzité na mutagenni PCR
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3.2.7 Méreni aktivity enzymu

Pracovali jsme s komeréni soupravou Ser/Thr Phosphatase Assay System (Promega).
Zakladnim principem stanoveni pyrofosfatdzové aktivity enzymu je urCeni mnozstvi
volného fosfatu vzniklého v reakci. Béhem fosfatazové reakce dochazi ke Stépeni
pyrofosfatu na volny fosfat enzymem pyrofosfatdzou. Reakce je ukoncena piidanim
smési Molybdate Dye/Additive podle ndvodu od vyrobce. Volny fosfat poté vytvori
komplex s molybdat-malachitovou zeleni a dojde k barevné zméné reakce. Intenzita
vzniklého zabarveni je zmétena jako absorbance.

Jednotlivé reakce probihaly v celkovém objemu 50 pl a obsahovaly vzdy 1 mM
pyrofosfat; 5 mM MgCl, nebo 0,5 mM MnCl,; 50 mM Tris pH 7,5; 10 ng pyrofosfatazy
PpaC (divokého typu nebo nékteré z mutantil). Reakce probihala 10 minut pfi pokojové
teploté. Byla nastartovana pfidanim enzymu a ukoncena pfidanim smési Molybdate
Dye/Additive. Mira vzniklého zeleného zabarveni po probéhnuti reakce byla métena jako
absorbance pii 600 nm.

Pro vytvoteni kalibra¢ni kiivky byl pouzit fosfatovy standard (KH,POy), z kterého
byla vytvofena fedici fada (0-100-200-500-1000-2000 pmol volného fosfatu). Z grafu
zavislosti koncentrace na absorbanci jsme ziskali kalibra¢ni kiivku. Pomoci regresni
rovnice bylo zkalibra¢ni kiivky stanoveno mnozstvi volného fosfatu v jednotlivych

vzorcich.
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4 Vysledky

Porovnanim fosforylovanych proteinti divokého kmene S. pneumoniae a kmene S.
pneumoniae AstkP bylo identifikovdno n€kolik potencidlnich substratii proteinkinazy
StkP in vivo (obr. 4-1. A, obr. 4-1. B).

Proteiny cytoplazmatické frakce divokého kmene S. pneumoniae a kmene
s inaktivovanou proteinkinazou byly rozdéleny na 2D SDS-PAGE (obr. 4-1. A),
pieneseny na membranu a nasledné byla provedena imunodetekce protilatkou proti pThr
(obr. 4-1. B). Anti-pThr protilatka reagovala se tfemi proteiny v lyzatu z divokého typu.
V mutantnim kmeni nebyly detekovany zadné fosforylované proteiny. Detekované
proteiny cytoplazmatické frakce divokého typu byly nasledné identifikovany pomoci
hmotnostni spektrometrie. Ukazalo se, ze jde o RpoA, a-podjednotku RNAP; DivIVA,
protein bunécného déleni a PpaC, Mn-dependentni anorganickou pyrofosfatizu

(NOVAKOVA et al., nepublikované vysledky).
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Obr. 4-1. A: 2D SDS-PAGE cytoplazmatickych proteint S. pneumoniae Rx1
Barveno Coomasie blue; obdélnik ohranicuje ¢ast gelu obsahujiciho fosfoproteiny — fosforylace byla
potvrzena imunodetekcei (viz obr. 4-1. B); (L. Novakova)

anti-pThr Coomassie blue
FR—
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Obr. 4-1. B: Vyfez 2D SDS-PAGE cytoplazmatickych proteind S. pneumoniae z obr. 4-1. A
Vlevo: detekce anti-pThr protilatkou; vpravo: obarveno Coomasie blue; PP1: DivIVA; PP2: DivIVA +
RpoA; PP3: PpaC; (L. Novakova)
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4.1 Exprese PpaC v E. coli

4.1.1 Priprava vektoru
Aby bylo mozné otestovat, zda je protein PpaC substratem proteinkinazy StkP in

vitro, bylo nejprve potieba pripravit vektor, ktery by umoznil expresi ppaC a nasledné
izolaci a purifikaci proteinu PpaC pomoci afinitni chromatografie.

Rozhodli jsme se naklonovat gen ppaC do expresniho plazmidu pET28b, ktery
umoznuje jeho expresi v E. coli. Gen ppaC jsme amplifikovali pomoci PCR s Pfu
polymerazou. Pouzili jsme primery LN70 a LN71. Ziskany fragment jsme pomoci
restrikénich mist pro endonukleazy Ndel a BamHI naklonovali do vektoru pET28b pod
inducibilni promotor T7 (obr. 4-2). Na N-konci byla pfipojena histidinova kotva, ktera
umoziuje purifikaci proteinu afinitni chromatografii.

Ziskany vektor jsme pojmenovali pET1389 (obr. 4-2) a transformovali jsme ho do E.
coli JM109. Vybrané kolonie E. coli rezistentni ke kanamycinu jsme otestovali
koloniovou PCR, abychom ovéfili, zda byl fragment do vektoru naklonovan spravnym

zpusobem. Sekvence genu byla ovéfena sekvenovanim.

pamHl

PET 1389
6269 bp

Obr. 4-2: Mapa expresniho vektoru pET1389

fl:pocatek replikace; kan: gen pro kanamycinovou rezistenci; lacl: lac represor; T7: inducibilni promotor
T7; His tag: sekvence histidinové kotvy; Ndel a BamHI: pouzita restrikéni mista; ppaC: klonovany gen
pro pyrofosfatazu

4.1.2 Exprese genu ppaC v E. coli BL21

Vektor pET1389 jsme transformovali do expresniho kmene E. coli BL21. Pozitivni
kolonie nesouci plazmid jsme nechali nariist v tekutém LB médiu s kanamycinem.
Expresi proteinu jsme indukovali pfidanim IPTG (obr. 4-3. A). Béhem kultivace jsme

odebirali vzorky kultury. Po tfech hodinach jsme expresi ukonCili a pfipravili jsme
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bunécny lyzat. Vzorky kultury z exprese jsme poté analyzovali na SDS-PAGE. Zjistili
jsme, Ze se nam podafilo exprimovat protein, jehoz velikost odpovidala proteinu PpaC
(33,48 kDa) (obr. 4-3. A, vzorky 1-4). Abychom ov¢fili, zda je protein PpaC obsazen
v rozpustné frakci, nebo jestli je mezi nerozpustnymi proteiny v inkluzich, rozpustnou a
nerozpustnou frakci jsme oddélili centrifugaci. Ziskany pelet i supernatant jsme také
analyzovali na SDS-PAGE. Zjistili jsme, ze protein PpaC a je obsazen v rozpustné frakci
(obr. 4-3. A, vzorky 5, 6).

Solubilni protein jsme z lyzatu izolovali afinitni chromatografii s vyuzitim histidinové
kotvy (obr. 4-3. B). Proteinové vzorky odebirané béhem purifikace jsme poté analyzovali
na SDS-PAGE. Zjistili jsme, Ze se nam podafilo ziskat rozpustny protein PpaC

v dostatecné Cistot¢ a mnozstvi (obr. 4-3. B).

MW I 2 3 ¢ J 7
(kDa)

175 —

M —

Obr. 4-3. A: Exprese proteinu PpaC
1) vzorek kultury pred indukei; 2) 1 h po indukei; 3) 2 h po indukei; 4) 3 h po indukei; 5) rozpustné
proteiny; 6) nerozpustné proteiny (inkluze)

MW 175 =
(kDa)

4— FpaC

17

Obr. 4-3. B: Purifikace proteinu PpaC
1) vzorek kultury pfed indukci; 2) celkovy lyzat; 3) vzorek nenavazanych proteint; 4) 1. promyti; 5) 3.
promyti; 6) ¢isty protein I; 7) Cisty protein II; 8) Cisty protein III; 9) koncentrovany Cisty protein
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4.2 In vitro fosforylace PpaC pomoci StkP

Abychom prokazali, zda je PpaC substratem proteinkinazy StkP in vitro, testovali
jsme fosforylaci kindzovou reakci in vitro. Principem této reakce je smiseni proteinkinazy
a substratu v pfislu§ném pufru v piitomnosti Mn>" a Mg*" jontti a ATP.

Proteiny StkP-KD (kinazova doména StkP) i PpaC byly oba fuzované s histidinovou
kotvou. Kotva slouzila jak k purifikaci proteint, tak k detekei jejich pfitomnosti anti-His
protilatkou. Fosforylace proteinli byla detekovéna anti-pThr protilatkou. Negativni
kontroly reakce obsahovaly vzdy jen jeden z proteinii (proteinkindzu nebo substrat).

Po detekci proteini anti-His protilatkou jsme zaznamenali pfitomnost proteind o
velikosti StkP-KD (30,1 kDa) a PpaC (33,5 kDa) (obr. 4-4, vpravo). Po detekci proteint
anti-pThr protilatkou byl zfetelny pouze signal odpovidajici autofosforylované StkP.
Nezaznamenali jsme reakci proteinu PpaC s anti-pThr protilatkou. Z naSich vysledka
tedy vyplyva, Ze proteinkindza StkP je autofosforylovand, ale k fosforylaci PpaC
prostiednictvim StkP nedochazi (obr. 4-4). RovnéZ jsme potvrdili, Ze nedochézi
k autofosforylaci PpaC.

Abychom odhalili i pfipadnou fosforylaci proteinu na serinovém zbytku provedli jsme
variantu kindzové reakce s pouzitim radioaktivng znageného [y-"*PJATP (obr. 4-5). Opét
jsme pozorovali autofosforylaci proteinkindzy StkP a kindzové domény StkP-KD, ale ani
v tomto ptipad¢ jsme nezaznamenali fosforylaci PpaC in vitro.

Z ptedchozich experimentl vyplyva, Ze fosforylace PpaC je in vivo zavisla na StkP.
My jsme vSak zavislost fosforylace PpaC na StkP in vitro neprokézali. Tento vysledek
mizeme vysvétlit tak, ze k fosforylaci PpaC nebyly vytvofeny optimalni reakéni
podminky, nebo ze chybi pfitomnost dalSiho interakéniho partnera, ktery by pomohl
zprostiedkovat vazbu proteinkindzy a substratu.

T i 3 3 T

) ) { z 3

17— 17 =

B0 - o

58 s

46— w5 -

T Frac - P
o R R e a— T sRED
LI i
25
detehce avfipThr profildfce detehce avfi- His profilaffon

Obr. 4-4: Fosforylace PpaC prostrednictvim StkP
1) Stk-KD; 2) Stk-KD + PpaC; 3) PpaC
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Obr. 4-5: Fosforylace PpaC pomoci [y-SZP]ATP
1) StkP + PpaC; 2) Stk-KD + PpaC; 3) StkP (72,4 kDa); 4) Stk-KD (30,1 kDa); 5) PpaC (33,5 kDa)

4.3 Mutageneze proteinu PpaC

DalSim cilem této prace bylo zjistit, jaky vliv na aktivitu PpaC ma jeji fosforylace.
Pti identifikaci proteinu PpaC hmotnostni spektrometrii byl v proteinu urcen fosfopeptid
EIAGLMLSGLISDTLLLK (AK 139-156), ktery nesl dvé fosfatové skupiny. Sekvence
fosfopeptidu vSak obsahovala tfi aminokyseliny, které mohou byt potencidlné

fosforylované: Ser146, Ser150 a Thr152.

4.3.1 Srovnani sekvenci ppaC u S. pneumoniae a S. agalactiae
Nyni jsme potiebovali urcit, které dvé aminokyseliny identifikované ve fosfopeptidu

jsou s nejvetsi pravdépodobnosti fosforylované. Vyuzili jsme skutecnosti, Ze je zndma
krystalova struktura pyrofosfatazy z bakterie S. agalactiae Sa-PpaC (RANTANEN et al.,
2007), ktera je homologni s pneumokokovou pyrofosfatdizou Sp-PpaC. Srovnali jsme
sekvence genti ppaC téchto dvou bakterii (obr. 4-6). Zjistili jsme, Ze vSechny tii
teoreticky fosforylované aminokyseliny (Ser146, Ser150 a Thrl152) obsazené ve
fosfopeptidu jsou v obou sekvencich konzervované. Porovnanim sekvenci celych geni
ppaC jsme zjistili, ze bakterie S. pneumoniae a S. agalactiae maji v genech ppaC
vysokou hodnotu identity (85,2%) a podobnosti (92,3%). Pro dal$i experimenty jsme tedy

mohli vychéazet ze zndmé struktury aktivniho mista PpaC.
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Obr. 4-6: Srovnani sekvenci genti ppaC z bakterie S. pneumoniae a S. agalactiae
S.p.: Streptococcus pneumoniae; S.a.. Streptococcus agalactiae;, v modrém obdélniku jsou ohrani¢eny
aminokyseliny fosfopeptidu ur¢eného hmotnostni spektrometrii (AK 139-156)

4.3.2 Priprava modifikovanych proteinti PpaC
Na zaklad¢ znamé krystalové struktury pyrofosfatazy Sa-PpaC (RANTANEN et al.,

2007), ktera je homologni s pneumokokovou pyrofosfatazou Sp-PpaC, jsme mohli urcit,
ktera z aminokyselin fosfopeptidu je s nejvétsi pravdépodobnosti fosforylovana. Ser146
jsme mohli jako cil fosforylace vyloucit, nebot’ se nenachazi na povrchu molekuly
enzymu a neni tedy pfistupny pro proteinkindzu. Naproti tomu Ser150 a Thr152 jsou
pfistupné na povrchu a navic se nachazeji v blizkosti aktivniho mista enzymu.
Fosforylace aminokyselin Ser150 a Thr152 by proto mohla mit fyziologicky vyznam.
Abychom zjistili, jakym zpiisobem je ovlivnéna aktivita proteinu jeho fosforylaci,
rozhodli jsme se vytvofit sérii mutantli, ve kterych jsme zaménovali pravdépodobné
fosfoaminokyseliny Ser150 a Thr152. Provadéli jsme zdménu bud’ jedné AK nebo obou
AK najednou (obr. 4-7). Pivodni AK jsme mutaci ménili bud’ za neutralni AK alanin
nebo za fosfomimetickou AK kyselinu glutamovou (obr. 4-7). Zaména za neutralni AK
umozni ur€it, do jaké miry ovlivni mutace aktivitu proteinu nezavisle na fosforylaci.

Fosfomimetickd AK by méla napodobovat fosforylovany stav proteinu.
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Mutagenezi genu ppaC ve vektoru pET1389 jsme provadéli prostiednictvim
mutagenni PCR (kapitola 3.2.6) s pouzitim Pfu polymerdzy a specialn¢ navrzenych
oligonukleotid (kapitola 3.1.10), jejichz sekvence pokryvaly mutované misto v obou
smérech. Béhem kazdého cyklu PCR reakce byl syntetizovan cely plazmid. Po
amplifikaci byla PCR smés $tépena enzymem Dpnl (5-Gm°ATC-3"), ktery specificky
rozstépil pivodni templatovou metylovanou a hemimetylovanou DNA. V PCR smési
poté zistala pouze nov€ amplifikovana, nemetylovand DNA s pfisluSnou mutaci.
Spravnost mutované sekvence byla ovéfena sekvenaci. Pfipravili jsme celkem Sest
mutovanych plazmidi: pET1389-S150A, -S150E, -T152A, -T152E, -ST/A, a -ST/E

(tabulka 4-1).
Selvence fosfopepfidu - WT

GAGATTECAGGTTTGATGCTTTCAGGTTTGATTTCAGATACCCTTCTTTTGALL

5
o
3 CTCTAACGTCCAALCTACGAAACTCCALLCTALARGTCTATGGCAACALLACTTT
0
1

ppaC

Sefrence fosfopepfide — muface na daven (ST

GAGATTGCAGETTTEATGCTTTCAGSETTTGATTGCAGATGUCCTTCTTTTEALL

5
o
¥ CTCTAACGTCCAAACTACGALACSTCCALACTALACGTCTACGGZALCAALACTTT
o
1

ppaC

Selrence fosfopepfidu — muface na kyselivu ghidamovou (5T/E)

[ GAGATTGCAGETTTCATGC TTTCAGSTTTGATTGAACATGALC TTCTTTTEALS
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3 CTCTAACGTCCAAACTACGAAAGTCCAAACTAACTT CTACTT GAACAALACTTT
7] ppaC
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Obr. 4-7: Sekvence fosfopeptidu PpaC (AK 139-156)

Cervené jsou vyznaéeny nukleotidy kodujici aminokyseliny v pozicich 150 a 152

puvodni AK | AK vnesend mutaci | pracovni ndzev mutace
Ala S150A
Ser150 Glu S150E
Ala T152A
Thr152 Glu T152E
Ala ST/A
Ser150+Thr152 Glu ST/E

Tab. 4-1: Piehled mutaci fosfoaminokyselin v proteinu PpaC
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4.4 Méreni aktivity proteinu PpaC

4.4.1 Klonovani mutantnich variant ppaC do vektoru pETPhos
Vzhledem k tomu, ze pfedmétem nasSeho zdjmu bylo sledovat fosforylaci na Ser a

Thr, rozhodli jsme se pteklonovat geny ppaC ve vSech mutantnich variantich do
pozménéného expresniho vektoru s nadzvem pETPhos. Vektor pETPhos je specidlné
upraveny vektor urceny pro studium substratii Ser/Thr proteinkindz. Hlavni vyhodou je,
ze oproti vektoru pET28b neobsahuje pETPhos ve fuzni histidinové kotvé Ser a Thr
zbytky, které mohou ptedstavovat nespecifickd fosforylacni mista (CANOVA et al.,
2008). V ptipad¢ potfeby mize byt kotva odstépena TEV proteazou Prestoze fosforylace
PpaC prosttednictvim StkP in vitro nebyla potvrzena, in vivo je fosforylace PpaC na StkP
zavisla. Nove vytvotrené vektory budou pouzity pro dalsi testovani fosforylace in vivo.
Vsechny varianty mutovanych genti ppaC jsme vystépili z vektoru pET28b pomoci
restriktaz Ndel a BamHI a naklonovali do vektoru pETPhos (obr. 4-8), divoky typ
vektoru jsme pojmenovali pETPhos1389. Vektory pETPhos1389 se vSemi variantami
modifikované pyrofosfatdzy jsme transformovali do expresnich bunc¢k E. coli BL21.

Exprese a izolace probihala stejné jako v pokusu 4.1.2.

gamtl

pETPHos1389

6616 bp

Obr. 4-8: Mapa expresniho vektoru pETPhos1389

AmpR: gen pro ampicilinovou rezistenci; lacl: lac represor; T7: indubilni promotor T7; His tag: sekvence
kodujici histidinovou kotvu; ppaC: klonovany gen pro pyrofosfatazu; Ndel a BamHI: pouzita restrikéni
mista

4.4.2 Testovani aktivity PpaC
Pyrofosfatazy rodiny II maji obecné vysokou katalytickou konstantu k. Pfedpoklada

se, ze jejich piipadna fosforylace bude mit nejspiSe inhibi¢ni efekt, nebot zvySeni

katalytické aktivity by jiz nemélo vliv na rychlost reakce (RANTANEN et al., 2007).
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Katalytickou aktivitu modifikovanych proteintt a PpaC divokého typu jsme méfili
pomoci komercéniho kitu (kapitola 3.1.8). Princip méfeni byl zaloZzen na stanoveni
mnozstvi volného fosfatu, ktery se uvoliiuje béhem Stépeni substratu pyrofosfatu
enzymem pyrofosfatdzou. Volny fosfat vytvoril komplex s molybdat-malachitovou zeleni
a mira vzniklého zelen¢ho zabarveni byla méfena jako absorbance.

V prvnich méfenich jsme se snazili definovat nejvhodnéjsi reakéni podminky. Zjistili
jsme, ze idedlni mnoZstvi PpaC na reakci je 10 ng. Déle jsme testovali vliv riiznych
hodnot pH (pH 3-9). Ukazalo se, Ze hodnota pH nehraje v aktivité enzymu vyraznou roli.
Nejvyssi aktivita enzymu byla zaznamendna pti pH 7,5 (data neuvedena). Dale nas
zajimal vliv riznych dvojmocnych iontd na aktivitu. Diky zndmé krystalové struktufe Sa-
PpaC vime, Ze PpaC véaze v aktivnim misté tii kovové ionty: dva ionty Mn>" a jeden iont
Mg”" (RANTANEN et al., 2007). Rozhodli jsme se tedy testovat vliv iontd manganatych
a hotecnatych, ale 1 vapenatych, zine¢natych a kobaltnatych (data neuvedena). Nejvyssi
aktivitu jsme zaznamenali u Mn>" a Mg”" iontii. Z ostatnich iontd byl nejuginngjsi Co™",
v jehoz pritomnosti dosahovala aktivita pyrofosfatazy az 50% maximalni aktivity. Ostatni
ionty nebyly tak u¢inné (data neuvedena). Ionty Mn®" a Mg®" jsme poté testovali
v ruznych koncentracich (0,1; 0,5; 1; 5 a 10 mM), (graf 4-1). Ukdazalo se, ze PpaC je
nejaktivngjsi v piitomnosti 5 mM Mg”" nebo v ptitomnosti 0,5 mM Mn”". Naopak Mn**
pii koncentraci vyssi nez 1 mM zpilisobuje inhibici PpaC. Vzhledem k vysledklim jsme
dal$i mé&feni provadéli s 5 mM Mg*" nebo s 0,5 mM Mn*".

Testovanim aktivity modifikovanych proteinli a PpaC divokého typu jsme zjistili, Ze
zaména fosfoaminokyselin za alanin snizuje aktivitu PpaC. Mutace S150A zpisobuje
pokles aktivity zhruba o 25%, mutace T152A az o 75% a mutace ST/A asi o 50% (graf
4-2, graf 4-3). Zaména za fosfomimetickou aminokyselinu (SI150E, T152E) vsak
potlacila pyrofosfatdzovou aktivitu pouze nal - 4%. DvojitA mutace na kyselinu
glutamovou (ST/E) zpisobila uplnou inaktivaci enzymu (graf 4-2, graf 4-3).

Z naSich vysledki vyplyva, Ze zménu aktivity enzymu zpisobuje jak fosfomimeticka,
tak neutrdlni mutace fosfoaminokyselin. Je pravdépodobné, Ze jakakoliv
aminokyselinovd modifikace v aktivnim mist¢ zplsobuje vyznamnou zménu
prostorového usporddani molekuly a tim padem dochézi ke snizeni aktivity enzymu.
Avsak zdména za kyselinu glutamovou, ktera do aktivniho mista vnaSi simulaci
fosforylovaného stavu, zplsobuje dramatické snizeni katalytické aktivity ¢i Uplnou
inhibici. To naznacuje, ze fosforylace in vivo ma inhibi¢ni G¢inek, coz je v souladu

s dive publikovanou hypotézou (RANTANEN et al., 2007).
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Graf 4-1: Aktivita PpaC (WT) v p¥itomnosti Mg** nebo Mn?*
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Graf 4-2: Vliv fosforylace na aktivitu PpaC za pritomnosti 0,5 mM Mn**
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Graf 4-3: Vliv fosforylace na aktivitu PpaC za p¥itomnosti 5 mM Mg**

4.5 Modelovani trojrozmérné struktury aktivniho mista PpaC
Nedavno byla odhalena krystalova struktura proteinu Sa-PpaC, homologniho s Sp-

PpaC (RANTANEN et al., 2007). Jako ostatni pyrofosfatazy rodiny II se sklada ze dvou
domén, mezi nimiz lezi aktivni misto. Kazdy monomer obsahuje v aktivnim misté
substratovy analog imidodifosfat a t¥i kovové ionty: dva Mn*" a jeden Mg”".

Fosfopeptid EIAGLMLSGLISDTLLLK (AK 139-156), ktery byl identifikovany
hmotnostni spektrometrii a ktery obsahuje dvé potencialné fosforylované aminokyseliny
S150 a T152, je soucasti aktivniho mista enzymu.

S vyuzitim znalosti 3D modelu Sa-PpaC jsme se rozhodli pomoci programu Swiss-
PdbViewer 4.0.1 vytvofit model trojrozmérné struktury aktivniho mista Sp-PpaC. Chtéli
jsme tak graficky znazornit, kde se nachazeji mutované aminokyseliny a jaky maji vztah
k substratu. Vytvofili jsme model divokého typu PpaC v komplexu snavazanym
substratem a model modifikovanych proteinit PpaC-ST/A a PpaC-ST/E. Modely
zobrazuji substrat imidodifosfat (obr. 4-9), fosfopeptid EIAGLMLSGLISDTLLLK se
zvyraznénymi aminokyselinami v pozicich S150 a T152 a pro piehlednost aminokyseliny

pouze v okoli 2,7 A od substratu (obr. 4-10, obr. 4-11, obr. 4-12). Aby byl model 1épe
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srozumitelny, zatradili jsme jesté obrazek samotného substratu imidodifosfatu (PNP) (obr.
4-9). Je-li imidodifosfat soudasti aktivniho mista, vaZe na sebe jeden Mg®™ a dva Mn*"
ionty. Soucésti aktivniho mista enzymu je také fosfopeptid identifikovany hmotnostni
spektrometrii.

Z modelu PpaC divokého typu je patrné, ze aminokyseliny S150 a T152 nevytvareji
se substratem zadné pfimé vazby (obr. 4-10). Mezi témito dvéma aminokyselinami je
vSak seviena AK D151, kterd se pfimo podili na vazbé substratu a vytvaii se substratem
vodikovy mistek (obr. 4-10).

Pokud jsme provedli zaménu aminokyselin S150 a T152 za alanin (obr. 4-11),
nepozorovali jsme vznik zadné dalsi vazby se substratem.

V ptipad€ dvojité mutace za kyselinu glutamovou také neni zjevnd piima interakce
aminokyselin SIS0E a TI52E se substratem (obr. 4-12). COO skupiny glutamovych
kyselin nesmétuji k substrdtu a znaSeho modelu ani neni zifejmé, ze by vyrazné
zasahovaly do kapsy substrat vazebného mista, kde by mohly piimo interferovat s vazbou
pyrofosfatu. Presto dochdzi touto mutaci k GpIlné inhibici aktivity enzymu. Zaména za
fosfomimetické aminokyseliny tedy pravdépodobné zplsobuje celkové pozménéni
trojrozmérné struktury aktivniho mista enzymu a vliv na aktivitu je zptisoben ziejmé

zprostifedkované touto zménou.

Obr. 4-9: Imidodifosfat (PNP) — HsNOgP;

Modra - dusik; oranzova - fosfor; cervena - kyslik
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substrgt —————————* : : y > akoli subsirdaiu

>. fosfopeptid

> akall sibsirdtu
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_

Obr. 4-10: prostorovy model aktivniho mista pyrofosfatazy PpaC-WT
Nahofte: pohled ze strany Ser; dole: pohled ze strany Thr; Zluté: fosfopeptid urceny na MALDI (AK139-
156), svétle zelen&: Ser150 a Thr152; svétle modie: okoli 2,7A od substratu; zelené pferusované &ary:

vodikové mustky; ostatni: substrat imidodifosfat - obr. 4-9
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) : > > ool substrati
sihstrai ———* g

> fosfopeptid

> akoli subsirdaiu

> fosfopepiid

Obr. 4-11: prostorovy model aktivniho mista pyrofosfatizy PpaC-ST/A

Nahote: pohled ze strany pivodniho Ser; dole: pohled ze strany ptivodniho Thr; Zluté: fosfopeptid ureny
na MALDI (AK139-156), zelenomodie: Alal50 a Alal52; svétle modi‘e: okoli 2,7A od substratu; zelené
prerusované ¢ary: vodikové mustky; ostatni: substrat imidodifosfat - obr. 4-9
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substrdt —————* . : d > okl substrdiy

> fosfopeptid

SIS0F

sihstrl

> okoli subsirdaiu

™

> fosfopepiid
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Obr. 4-12: prostorovy model aktivniho mista pyrofosfatizy PpaC-ST/E

Nahote: pohled ze strany pivodniho Ser; dole: pohled ze strany ptivodniho Thr; Zluté: fosfopeptid uréeny
na MALDI (AK139-156), zelen&: Glul50 a Glul52; svétle modi¥e: okoli 2,7A od substratu; zelené
prerusované ¢ary: vodikové mustky; ostatni: substrat imidodifosfat - obr. 4-9
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4.6 Tvorba komplementacniho konstruktu PpaC
Dal§im ukolem bylo pfipravit kmen S. pneumoniae nesouci gen ppaC na

chromozomu pod inducibilnim promotorem a s pfipojenou histidinovou kotvou. Tento
kmen (bga::P...p-his-ppaC) a podobnym zplisobem vytvofené kmeny nesouci mutace
PpaC-S150A, T152A a ST/A budou slouzit pro (i) dalsi studie fosforylace in vivo a pro
(1) ovéteni esenciality PpaC.

(1) Exprese PpaC s fuzovanou histidinovou kotvou ve S. pneumoniae umozni izolovat
Cisty protein piimo z matetského organizmu v dostatecném mnozstvi. Protein divokého
typu a modifikované proteiny PpaC-S150A, T152A a ST/A izolované ze S. pneumoniae
pak mohou byt pouzity pro analyzu fosforylace pomoci imunodetekce a hmotnostni
spektrometrie. Analyza fosforylace umozni prokéazat, zda jsou aminokyseliny S150 a
T152 skute¢né fosforylované in vivo.

(i1) Pyrofosfatazy jsou obecné povazovany za esencialni enzymy. Nepostradatelnost
PpaC u S. pneumoniae vsak jesté nebyla testovana. Pokud by byla inaktivace genu ppaC
letalni, je potfeba potvrdit esencialitu ppaC komplementaci této mutace. K tomu je
vyhodné vyuzit indukované exprese genu ppaC umisténého na chromozomu S.
pneumoniae, protoze kmen nevyzaduje kultivaci v pfitomnosti selekéniho antibiotika a
intenzita exprese miZe byt modifikovana koncentraci inducibilni molekuly Zn®>". Tento
systtm umozni rovnéz testovat, zda jsou mutované formy PpaC schopny
komplementovat deleci ppaC v S. pneumoniae. Takto se ovéii vliv fosforylace na funkci

PpaC in vivo.

4.6.1 Priprava vektoru
Pro pfipravu komplementa¢niho konstruktu jsme pouzili vektor pJWV25

(EBERHARDT et al., 2009). Tento vektor nese Zn”" inducibilni promotor a gatC a bgad
sekvence, které jsou homologni se sekvencemi na chromozomu S. pneumoniae.
Geneticka informace kodovana chromozomem mezi témito sekvencemi neni pro bakterii
v laboratornich podminkach esencidlni, a proto miize dojit k vloZeni pozadovaného
vektoru do chromozomu homologni rekombinaci. Pro naklonovéani ppaC pod inducibilni
promotor jsme pouzili metodu fuzni PCR. Metoda spociva v amplifikaci dvou fragmenti
(ppaC a promotoru PczcD) pomoci primerd s prekryvajicimi se konci. V dalsi

amplifikacni reakci dojde k fizi obou fragmentd.
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Gen ppaC s histidinovou kotvou jsme amplifikovali zplazmidu pETPhos1389.
K amplifikaci jsme pouzili oligonukleotidy LN140 a LN141 (obr. 4-13).

Druhou PCR reakci jsme amplifikovali inducibilni zinkovy promotor PczeD. Jako
templat jsme pouzili vektor pJWV25 a oligonukleotidy LN123 a LN139 (obr. 4-13).

Diky tomu, ze sekvence oligonukleotidd LN139 a LN140 se ptekryvaly, mohli jsme
produkty obou predchozich amplifikaci spojit ve tfeti PCR reakci (obr. 4-13). V tomto
ptipad¢ byly pouzity oligonukleotidy LN123 a LN141.

Oligonukleotidy LN123 a LN141 zahrnovaly také restrikéni mista Sphl resp. Nofl,
pomoci kterych jsme naklonovali fuzni fragment do plazmidu pJWV25. Vznikly vektor
jsme pojmenovali pZn-His-PpaC (obr. 4-14).

T T

LN141
PCR 1 l PCR 2
", SpRI
'l"
‘m LN123
LN141 =,
PCR 3 v, Notl

"y

Obr. 4-13: schéma fuzni PCR

Zn: inducibilni zinkovy promotor; His: histidinova kotva; PpaC: pyrofosfatdza; bgaA a gatC: mista pro
homoloni rekombinaci; tetM: gen pro tetracyklinovou rezistenci; ampR: gen pro ampicilinovou rezistenci;
NotlI, SphI: pouzité restrikéni enzymy; LN123, LN139, LN140, LN141: pouZité oligonukleotidy
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pZn-His-PpaC

8821 bp

Obr. 4-14: Mapa vektoru pZn-His-PpaC

Zn: inducibilni zinkovy promotor; His tag: histidinova kotva; PpaC: pyrofosfataza; bgaA a gatC: mista
pro homoloni rekombinaci; tetM: gen pro tetracyklinovou rezistenci; Notl, SphI a Pvul: pouzita restrikéni
mista

4.6.2 Transformace vektoru do chromozomu S. pneumoniae
Vektor pZn-His-PpaC jsme linearizovali restrikci enzymem Pvul (obr. 4-14).

Linearizovany vektor jsme poté transformovali do S. pneumoniae Cpl1015, ¢imz vznikl
kmen S. pneumoniae bga::P..p-his-ppaC (obr. 4-15). Z transformanti vyrostlych na
selek¢énich miskach s tetracyklinem jsme vybrali tii kolonie, které jsme pieockovali na
krevni misky, napéstovali a izolovali chromozomalni DNA. Integraci konstruktu do
chromozomu jsme ovéfili pomoci PCR. V kazdé reakci jsme pouzili vzdy jeden
oligonukleotid, ktery byl komplementarni k sekvenci mimo rekombinacni oblast a druhy,
ktery pokryval ¢ast genu ppaC (obr. 4-15). Negativni kontrolou byla amplifikace
provedena na templatu DNA divokého typu S. pneumoniae Cpl015 (obr. 4-16). U
mutovanych kment jsme ocekavali vznik fragmenti o velikosti 5660 pb v ptipadé
amplifikace s oligonukleotidy LN32 a LNI141 nebo velikosti 1935 pb v piipadé
amplifikace s oligonukleotidy LN142 a LN140 (obr. 4-15). U divokého kmene se nemél
amplifikovat zadny fragment. Podle vysledki PCR reakce jsme zjistili, Ze integrace
komplementa¢niho konstruktu do chromozomu S. pneumoniae prob&hla tspésné (obr. 4-

16).
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pZn-His-PpaC

Linearizovany veldor
pin-His-Ppal

—|_ga.l.C_>—| ad —
be Chromozomdaini DG

— .
LIMN140 L1142
Chromozomeini DNA
@ » ‘LNldl po relombinact

V veliost fragmenty PCR: 1937 ph

vellkost fragmentu PCR: 3060 pb

Obr. 4-15: Schéma integrace komplementa¢niho konstruktu do chromozomu S. pneumoniae
Zn: inducibilni zinkovy promotor; PpaC: pyrofosfataza; bgaA a gatC: mista pro homoloni rekombinaci;
tetM: gen pro tetracyklinovou rezistenci; Pvul: restrikéni misto; Sipky oznacéuji pouzité oligonukleotidy

] I 2 i WT 2 3 W
[ —

Fo0

5000

2000

T500

500 (—

LN32 + LNi4] LINI42 + LNI40

Obr. 4-16: Kontrolni PCR — ovéreni vloZeni komplementa¢niho konstruktu na chromozom
1)-3) kmeny bga::PczcD-his-ppaC (klony 1-3); WT) divoky typ; PCR s oligonukleotidy LN32 a LN141 —
predpokladana velikost fragmentu 5660; PCR s oligonukleotidy LN142 a LN140 — pfedpokladdana velikost
fragmentu 1935
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4.6.3 Exprese proteinu His-PpaC pod zinkovym promotorem
Ve vytvoteném kmeni S. pneumoniae (bga::P...p-his-ppaC) jsme testovali expresi

proteinu PpaC pod zinkovym promotorem. Kmen S. pneumoniae bga::P...p-his-ppaC
jsme zaoCkovali do CATc média s riznou koncentraci zinku (0; 0,05 0,1; 0,15 mM
ZnSQ4). Po dosazeni ODa4pp 0,5 jsme kultivaci ukoncili, izolovali jsme proteiny a
detekovali jsme je anti-His protilatkou. Jako kontrolu jsme pouzili bunéény lyzat
divokého kmene S. pneumoniae.

V lyzéatech z kmene S. pneumoniae bga::P...p-his-ppaC péstovaného v piitomnosti
Zn*" se nam podafilo detekovat protein reagujici s histidinovou protilatkou a odpovidajici
velikosti PpaC (33,5 kDa). Signdl v kmeni s vlozenym komplementa¢nim konstruktem se
zvySoval se zvySujici se koncentraci zinku v médiu (obr. 4-17). Nejsilngjsi signal byl
patrny pii nejvetsi testované koncentraci zinku (0,15 mM). P koncentraci 0,1 mM Zn**
byl signal slabsi a pfi 0,05 mM Zn*" byl signal jen malo patrny. Zadny signal jsme
nezaznamenali v lyzatu z divokého kmene S. pneumoniae, ani u kmene s vlozenym
komplementa¢nim konstruktem, ktery byl péstovan bez zinku. His-PpaC se tedy
exprimuje specificky pouze pisobenim zinku. S histidinovou protilatkou reagovaly 1 dalsi
proteiny v bunéénych lyzatech obou pouzitych kmeni. V téchto ptipadech se jedna o
nespecifickou reakci.

Zavérem lze shrnout, Ze se nam podatilo ovéfit, Ze je komplementacni konstrukt

funk¢ni a dochazi k indukei exprese PpaC specificky v pritomnosti zinku (obr. 4-17).

Iz 3 4 5
MW - :
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53 .
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Obr. 4-17: detekce proteini indukovanych zinkem anti-His protilatkou

1) S. pneumoniae WT; 2) S. pneumoniae (bga::P.p-his-ppaC), 0 mM ZnSOy; 3) S. prneumoniae
(bga::P..p-his-ppaC), 0,05 mM ZnSOy; 4) S. pneumoniae (bga::P...p-his-ppaC), 0,1 mM ZnSOy; 5) S.
pneumoniae (bga::P,..p-his-ppaC), 0,15 mM ZnSO,
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5 Diskuze
5.1 Fosforylace PpaC prostrednictvim StkP in vitro

V genomu S. pmneumoniae byla identifikovana jedind Ser/Thr proteinkinaza
eukaryotického typu StkP. StkP je membranovy protein, ktery obsahuje katalytickou
kindzovou doménu lokalizovanou v cytoplazmé a ctyti PASTA domény v C-koncové
extracelularni &asti (NOVAKOVA et al.,, 2005). PASTA domény slouzi s nejvétsi
pravdépodobnosti jako senzor, ktery po navazani specifického ligandu, patrné volnych
podjednotek peptidoglykanu, zplsobi aktivaci proteinkindzy (YEATS et al., 2002).
Kmen S. pneumoniae s mutaci v genu stkP produkuje dlouhé buiiky s defektem v tvorbé
bunécnych prepazek (GIEFING et al., 2008). Vzhledem k tomu, ze mezi identifikované
substraty StkP patfi také dva proteiny bunéného déleni, DivIVA a FtsZ, je ziejmé, Ze se
StkP gastni regulace cyklu bun&ného déleni (NOVAKOVA et al., nepublikované
vysledky; GIEFING et al., 2010). Proteinkinaza StkP hraje tlohu ve virulenci a navozeni
stavu piirozené¢ kompetence (ECHENIQUE et al., 2004), dale plsobi jako globalni
regulator genové exprese a je dilezitd pro rezistenci kriznym druhlim stresi
(SASKOVA et al., 2007). Protein StkP je vysoce imunogennim antigenem. Mezi
studovanymi klinickymi izolaty je vysoce konzervovany, a proto byl vybran jako jeden
ze dvou kandidati na vyvoj nové pneumokokové vakciny (GIEFING et al., 2008).
Porovnanim fosfoproteomu divokého kmene S. pneumoniae a kmene s inaktivovanou
proteinkindzou AstkP bylo identifikovano nékolik novych substrati StkP in vivo, mezi
nimi 1 Mn-dependentni anorganicka pyrofosfatdza PpaC. Hmotnostni spektrometrii byl
v proteinu  PpaC identifikovan fosforylovany peptid EIAGLMLSGLISDTLLLK
(NOVAKOVA et al., nepublikované vysledky).

Jednim z cili této prace bylo zjistit, zda je pyrofosfatdiza PpaC substratem
proteikinazy StkP také in vitro. Za timto Ucelem jsme exprimovali gen ppaC v E. coli.
Rekombinantni protein PpaC jsme izolovali pomoci afinitni chromatografie a podrobili
jej in vitro fosforylaci pomoci StkP. Za pouziti standardnich podminek kindzové reakce
se nam nepodafilo prokazat, ze by rekombinantni protein PpaC byl in vitro fosforylovan
prostiednictvim proteinkinazy StkP. Fosforylaci se nepodafilo prokézat ani v pfitomnosti
v*?P-ATP. Tuto skute¢nost si mizeme vysvétlit nasledovng:

(1) PpaC vyzaduje pro svoji fosforylaci in vivo specifické reakéni podminky, které

se ndm nepodafilo pii testovani fosforylace in vitro vytvofit.
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(i1) PpaC vyzaduje ptitomnost specifického interakéniho partnera, ktery by
zprostiedkoval vazbu kinazy a substratu. Podobn¢ je tomu naptiklad u eukaryot, kde tuto
funkci zastavaji tzv. adaptorové ,,scaffold proteiny (ENGSTROM et al., 2010).

(ii1) PpaC neni pfimym substratem proteinkindzy StkP. StkP a PpaC mohou byt
napiiklad soucasti fosforyla¢ni kaskady, kde je signal pfenasen z jedné kinazy na druhou
a teprve ta posledni fosforyluje cilovy substrat. Takova fosforylacni kaskada byla
objevena napiiklad u M. xanthus. Proteinkindza Pkn8 fosforyluje nejprve proteinkinazu
Pknl4 a ta poté fosforyluje cilovy substrat MrpC (NARIYA a INOUYE, 2006).
Transkripéni faktor MrpC je navic regulovan dvouslozkovym systémem MrpA/MrpB.
V tomto piipad¢ se jednd o kombinovanou signalni kaskadu, ktera spojuje eukaryotické
proteinkinadzy a prokaryoticky dvouslozkovy systém (LUX a SHI, 2005). Vzhledem
k tomu, Ze S. pneumoniae nese pouze jednu Ser/Thr proteinkindzu eukaryotického typu,

by dalsi ptipadna kinaza z fosforyla¢ni kaskady jiz nebyla homologni s ESTPK.

5.2 Viliv fosforylace na aktivitu PpaC

Solubilni anorganicka pyrofosfatiza je esencidlni enzym, ktery katalyzuje preménu
pyrofosfatu na dvé molekuly fosfatu. Tato exergonickd reakce poskytuje energii pro
biosyntetické transformace probihajici v buiice. Existuji dvé rodiny solubilnich
pyrofosfataz, pticemz PpaC S. pneumoniae patii do rodiny II. Rodiny navzijem
postradaji sekvencni piibuznost. Piestoze jsou struktury jejich aktivnich mist velmi
podobné, reakéni mechanizmus je jiny.

Ackoliv se nam nepodafilo prokdzat, ze je PpaC pifimym substratem StkP in vitro,
rozhodli jsme se testovat vliv fosforylace pozorované in vivo na aktivitu PpaC pomoci
mutageneze vybranych aminokyselin. Hmotnostni spektrometrii se nam podafilo
v pyrofosfatdze identifikovat peptid nesouci dvé fosfatové skupiny. Peptid
EIAGLMLSGLISDTLLLK (AK 139-156) vSak nesl tfi potencialni fosfoaminokyseliny
S146, S150 a T152. Na zakladé znamé krystalové struktury (RANTANEN et al., 2007)
jsme mohli jako cilové misto fosforylace vyloucit S146. Naopak S150 a TI52 se
nachdzely na povrchu proteinu ptistupné pro proteinkindzu a navic v blizkosti aktivniho
mista, tudiz by jejich fosforylace mohla mit dopad na katalytickou funkci. V genu ppaC
naklonovaném v expresnim vektoru jsme mutaci zaménili  predpokladané
fosfoaminokyseliny za neutrdlni aminokyselinu alanin (S150A, T150A, ST/A) nebo za
fosfomimetickou aminokyselinu kyselinu glutamovou (S150E, T152E, ST/E), ktera
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simulovala fosforylovany stav. Pfipravili jsme nasledujici plazmidy: pETPhos-S150A, -
T152A, -ST/A, -S150E, -T152E a -ST/E. Tyto plazmidy jsme transformovali do
expresntho kmene E. coli a exprimovali a purifikovali jsme pfislusné proteiny.
Fosfatdzovou aktivitu proteinu PpaC jsme testovali pomoci komeréni soupravy a jako
substrat jsme pouzili pyrofosfat.

Je znamo, ze Mn-dependentni pyrofosfataza PpaC ze S. agalactiae vaze v aktivnim
mist& t¥i kovové ionty: dva Mn”>" a jeden Mg”" (RANTANEN et al., 2007). M&ili jsme
tudiz fosfatizovou aktivitu PpaC-WT také v piitomnosti Mn®", Mg®" a navic v
ptitomnosti Ca®", Zn*" a Co®" iontfl. Nejvétsi aktivitu jsme zaznamenali u Mn®" a Mg*"
iontd, které jsme poté testovali v riznych koncentracich. Zjistili jsme, ze PpaC-WT je
nejaktivn&j§i v piitomnosti 5 mM Mg*", nebo v piitomnosti 0,5 mM Mn”". N&§ vysledek
byl v souladu se skute¢nosti, ze Mn”" je u&inn&jdim aktivatorem PPaz rodiny II a do
aktivniho mista se vaze s vyssi afinitou i pii niz§ich koncentracich (PARFENYEV et al.,
2001; FABRICHNIY et al., 2004).

Pyrofosfatdzy rodiny I vaZi a jsou aktivovany Mg®" s mikromolarni afinitou, naopak
pyrofosfatizy rodiny II jsou u&inn&ji aktivovany Mn”>" snanomolarni afinitou
(FABRICHNIY et al., 2004). Aktivita PP4z rodiny II v ptitomnosti Mg®" je srovnatelna
s aktivitou PPaz rodiny I. Bylo dokazano, ze PPaza S. gordonii (rodina II) aktivovana
Mg*", méla stejnou katalytickou konstantu jako PPaza S. cerevisiae (rodina I) aktivovana
stejnym iontem. Pfitom katalytickd konstanta PPazy S. gordonii, kterd je aktivovana
Mn*" ionty, je 15 - krat vyssi, protoze mangan zrychluje jak hydrolyzu pyrofosfatu, tak
uvolnovani fosfatu (ZYRIANOV et al., 2004) Dale bylo dokazano, ze PPazy B. subtilis,
S. gordonii a S. mutans rodiny II jsou dimerni metaloenzymy, jejichz dimerizace zavisi
na piitomnosti Mn. Po odstranéni manganu disociuji na mnohem méné aktivni
monomery. Ukazalo se, ze tyto dimery maji jedno misto s vysokou afinitou, kam
specificky vazi Mn”" ionty a déale dv& aZ tfi mista s prim&rnou afinitou, kam se mohou
véazat jak Mn®", tak Mg®". Navazani Mn®" do tohoto mista s vysokou afinitou vyrazn&
posunuje rovnovahu monomer-dimer ve sméru aktivnéj$iho dimeru, dale aktivuje dimer a
povoluje Stépeni kalcium pyrofosfatu, ktery je potencidlnim inhibitorem PPaz rodiny I
(PARFENYEV et al., 2001).

Zajimavym zjiiténim bylo, Ze Mn®" v koncentracich vy3sich nez 1 mM zpiisoboval
inhibici enzymu PpaC-WT ze S. pneumoniae. Podobné snizeni aktivity pyrofosfatazy
bylo pozorovano u pyrofosfatdzy Ppa bakterie N. gonorrhoeae. Bunky péstované na

vy$§ich koncentracich Mn®>" ionti vykazovaly dvakrat niz§i aktivitu PPazy, nez buiiky
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pestované bez pridavku manganu. Autofi se domnivaji, ze PPazova aktivita mohla byt
snizena v disledku vymény iontd Mg”" za Mn?" v aktivnim mists. JelikoZz nebyl
pozorovan zadny signifikantni rozdil v expresi genu ppa mezi kulturami péstovanymi
v pfitomnosti nebo nepfitomnosti manganu, rozdil v aktivit¢ je tedy vysledkem
posttranskripéni modifikace zavislé na manganu (WU et al., 2010). Domnivame se, Ze
podobnym zplsobem mizeme vysvétlit 1 nami pozorovanou inhibici Sp-PpaC
v pfitomnosti vyssi koncentrace manganu.

Dale jsme sledovali vliv fosforylace S150 a T152 na aktivitu PpaC. Porovnavali jsme
fosfatdzovou aktivitu PpaC divokého typu a mutatnich forem enzymu PpaC-S150A, -
T152A, -ST/A, -S150E, -T152E a -ST/E. Zjistili jsme, ze zdména fosfoaminokyselin za
alanin snizuje aktivitu PpaC o 25 aZz 75%. AvSak zdména za fosfomimetické
aminokyseliny potlacila pyrofosfatazovou aktivitu pouze na jednotky procent. Dvojita
mutace na kyselinu glutamovou (ST/E), ktera simulovala fosforylovany stav PpaC,
zpusobovala uplnou inaktivaci enzymu. Tento vysledek je v souladu s predpokladem, ze
piipadna fosforylace pyrofosfatdzy rodiny II, by méla mit inhibi¢ni efekt. Pyrofosfatazy
totiz maji velmi vysokou katalytickou konstantu a zvySeni katalytické aktivity by jiz
nemélo vliv na rychlost reakce (LAHTI, 1983). Skutecnost, Ze doslo k inhibici také u
proteinti s alaninovymi zdménami potvrzuje, ze jakakoliv mutace v aktivnim misté
enzymu miize mit vyznamny vliv na vazbu substratu a potazmo katalytickou aktivitu.
Prokézali jsme vSak, Ze mutace simulujici fosforylovany stav proteinu ma vyznamnéjsi
vliv na aktivitu, nez zdména za neutralni aminokyselinu.

Vliv fosforylace na aktivitu substratit ESTPK byl zatim popsan pouze v nékolika
malo ptipadech, ale je zajimavé, Ze fosforylace mé vétSinou inhibic¢ni efekt (ULIJASZ et

al., 2008; MOLLE a KREMER, 2010; LIN et al., 2009).

5.3 Tvorba komplementac¢niho konstruktu PpaC
Jelikoz rekombinantni protein PpaC neni fosforylovan proteinkindzou StkP in vitro,

neni mozné jej pouzit pro ptimy dikaz fosforylace S150 a T152. Proto jsme se rozhodli
pfipravit kmen S. pneumoniae, ve kterém by bylo moZno indukovat expresi proteinu
PpaC divokého typu a mutantnich proteinti a nasledné tento protein izolovat v nativnim
stavu pifimo z matetského organizmu. Tento kmen by slouzil pro dalsi fosforylacni studie

in vivo.
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Vytvorili jsme tedy plasmid pZn-His-PpaC, ktery obsahoval gen ppaC s histidinovou
kotvou na N-konci pod inducibilnim zinkovym promotorem. Konstrukt jsme integrovali
do postradatelného bga lokusu do chromozomu S. preumoniae prosttednictvim alelické
vymény. Tento kmen bude pouzit pro néasledujici experimenty:

(1) Dikaz esenciality. Prestoze jsou pyrofosfatazy obecné povazovany za esencialni
enzymy, nepostradatelnost Sp-PpaC nebyla jesté testovana. Pokud bude inaktivace genu
ppaC v S. pneumoniae letalni, je PpaC esencidlnim enzymem. V takovém piipadé bude
vytvotfeny kmen pouzit jako kontrola: béhem inaktivace genu ppaC se v tomto kmeni
indukuje ektopickd exprese ppaC pod inducibilnim promotorem a tak dojde ke
komplementaci mutace a kmen bude Zivotaschopny.

(i) Dikaz fosforylace S150 a T152 in vivo. Diky komplementacnimu konstruktu
budeme moci ovéfit, zda jsou aminokyseliny S150 a T152 skute¢né fosforylovany.
Budou vytvoieny kmeny S. pneumoniae, které ponesou mutované formy genu ppaC.
Budeme exprimovat a izolovat proteiny nesouci mutace S150A, T152A a ST/A a budeme
detekovat fosforylaci téchto proteinti. Pokud protein s dvojitou mutaci na neutralni
aminokyselinu (ST/A) nebude fosforylovany, potvrdi se pfedpoklad, ze S150 a T152 jsou
skute¢né cilové aminokyseliny.

(i) Vliv fosforylace na aktivitu PpaC in vivo. Za vyuziti komplementacniho
konstruktu budeme schopni ovéfit také vliv fosforylace na funkci PpaC in vivo. Budeme
sledovat, zda jsou jednotlivé mutované formy genu ppaC schopny komplementovat
deleci ppaC. V piipade, ze ektopicky exprimovany gen ppaC s dvojitou mutaci na
fosfomimetickou aminokyselinu kyselinu glutamovou (ST/E) nebude schopen
komplementovat mutaci JppaC, bude ziejmé, ze simulovana fosforylace proteinu

zpusobuje jeho inhibici in vivo.
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6 Souhrn

Vysledky této diplomové prace miizeme shrnout do nasledujicich bodu:

1. Anorganicka pyrofosfataza PpaC je fosforylovana v zéavislosti na proteinkinaze StkP
in vivo. Abychom zjistili, zda je PpaC S. pneumoniae fosforylovana proteinkinazou
StkP in vitro, ptipravili jsme vektor vhodny pro expresi genu ppaC v E. coli. Protein
PpaC jsme nadprodukovali a izolovali pomoci afinitni chromatografie. Zjistili jsme,
ze rekombinantni Mn-dependentni anorganickd pyrofosfataza PpaC neni

v pfitomnosti proteinkindzy StkP in vitro fosforylovéana.

2. Dalsim cilem bylo zjistit jaky vliv na aktivitu PpaC ma fosforylace pozorovana in
vivo. Mutagenezi jsme pfipravili rizné formy genu ppaC. Mutovali jsme
pfedpokladané fosfoaminokyseliny S150 a T152 na neutralni nebo fosfomimetické
aminokyseliny. Modifikované formy i1 divoky typ genu ppaC jsme exprimovali,
izolovali jsme proteiny PpaC-WT, -S150A, -S150E, -T152A, -T152E, -ST/A, -ST/E a
testovali jsme jejich fosfatdzovou aktivitu. Zjistili jsme, Ze mutace obou
pfedpokladanych fosfoaminokyselin za fosfomimetickou aminokyselinu uplné

inhibuje fosfatdzovou aktivitu PpaC.

3. Dale jsme chtéli vytvofit komplementa¢ni konstrukt PpaC, ktery by umoznil
ektopickou expresi ppaC ve S. pneumoniae a mohl by byt vyuZit pro dalsi studie
fosforylace PpaC in vivo. Ptipravili jsme plasmid pZn-His-PpaC, ktery nese gen ppaC
pod inducibilnim PczcD promotorem a ktery lze integrovat do postradatelného bga
lokusu na chromozomu. Tento plasmid jsme transformovali do divokého kmene S.
pneumoniae a vytvorili jsme tak kmen, v némzZ je mozné specificky indukovat expresi

PpaC s histidinovou kotvou.
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