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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 ΔstkP 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 

Klíčová slova: anorganická pyrofosfatáza, aktivita enzymu, pyrofosfát, Streptococcus 

pneumoniae, fosforylace, proteinkinázy 
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Seznam použitých zkratek 
 
AK  aminokyselina 
ATP  adenozintrifosfát 
BSA  hovězí serumalbumin 
CPS  polysacharidy pouzdra 
CSP  Competence Stimulating Peptide 
DNA  deoxyribonukleová kyselina  
ESTPK Ser/Thr proteinkináza eukaryotického typu 
IPTG  izopropyl E-D-thiogalaktozid 
Kb  tisíce párů bazí 
kcat  katalytická konstanta 
KD  kinázová doména 
Mb  miliony párů bazí 
OD400  optická denzita při 400 nm 
PASTA Penicillin-binding protein And Ser/Thr protein kinase Associated 
pb  páry bazí 
PBP  penicilin-vazebný protein 
PCR  polymerázová řetězová reakce 
PG  peptidoglykan 
Ppáza  pyrofosfatáza 
PPi  pyrofosfát 
pThr  fosforylovaný threonin 
PVDF  polyvinylidendifluorid 
RNAP  RNA-polymeráza 
rpm  revolutions per minute 
SDS  dodecylsulfát sodný 
SDS-PAGE elektroforéza v polyakrylamidovém gelu s SDS 
WT  divoký typ (wild type) 
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1 Úvod 
 

Každá bakteriální buňka je neustále vystavena tlaku okolního prostředí. Schopnost 

vnímat změny vnějších podmínek a rychle na ně reagovat je zásadní pro přežití 

jednotlivce i celé populace. Bakterie proto vyvinuly řadu sofistikovaných regulačních 

mechanizmů, které jim umožňují příjem signálu, zprostředkování příslušné odpovědi a 

vzájemnou komunikaci.  

Jedním z hlavních mechanizmů přenosu signálu v buňce je fosforylace proteinů. 

Fosforylace je reverzibilní kovalentní modifikace proteinů katalyzovaná prostřednictvím 

enzymů proteinkináz. Dříve byly považovány za hlavní zprostředkovatele přenosu 

signálu u prokaryot dvousložkové systémy. V posledních letech však nabývají na 

významu ATP dependentní Ser/Thr proteinkinázy eukaryotického typu. Tyto 

proteinkinázy jsou v bakteriální říši poměrně rozšířené a vyskytují se ve fylogeneticky 

různorodých skupinách, které využívají rozličné životní strategie. Charakterizace 

substrátů proteinkináz pomáhá nastínit signální dráhy, které proteinkinázy kontrolují a 

objasnit tak funkci těchto signalizačních proteinů ve fyziologii buňky.  

Streptococcus pneumoniae je významný lidský patogen, který kóduje jediný gen pro 

Ser/Thr proteinkinázu stkP. Díky tomu se stal vhodným modelovým organizmem pro 

studium funkce eukaryotických proteinkináz u bakterií.  

Porovnáním fosfoproteomu divokého kmene S. pneumoniae a mutantního kmene S. 

pneumoniae ΔstkP bylo identifikováno několik potenciálních substrátů proteinkinázy 

StkP in vivo. Jedním z nich byl protein PpaC, Mn-dependentní anorganická pyrofosfatáza 

(NOVÁKOVÁ et al., nepublikované výsledky).  

 

Cílem této diplomové práce bylo: 

 

1. zjistit, zda je anorganická pyrofosfatáza PpaC S. pneumoniae fosforylovaná 

proteinkinázou StkP in vitro 

2. zjistit, jaký vliv na aktivitu PpaC má její fosforylace  

3. vytvořit konstrukt pro komplementaci ppaC mutace ve S. pneumoniae 
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2 Přehled literatury 

2.1 Streptococcus pneumoniae 
Streptococcus pneumoniae je extracelulární lidský patogen, který patří do skupiny 

grampozitivních kataláza negativních koků. Díky svému výskytu ve dvojicích bývá často 

nazýván „diplokokus“. Jedná se o bakterii fakultativně anaerobní, která je poměrně 

náročná na kultivaci.  

U S. pneumoniae mohou nastat dvě morfologické fáze. Vyrůstá buď v drsných 

koloniích ve fázi R (Rough = drsný) jako neopouzdřená nevirulentní forma nebo 

v hladkých koloniích opouzdřených bakterií ve fázi S (Smooth = hladký). Tyto virulentní 

formy jsou vždy obklopeny silným polysacharidovým pouzdrem, které je hlavním 

virulenčním faktorem a nejvýraznějším antigenem. Podle typu pouzderného antigenu 

rozlišujeme více než 90 sérotypů S. pneumoniae.  

Neopouzdřená forma běžně kolonizuje sliznice horních cest dýchacích a je součástí 

normální mikroflóry. Opouzdřená forma je vysoce virulentní a způsobuje záněty 

nosohltanu, nosních dutin a záněty středního ucha. Může způsobovat i velmi závažná 

onemocnění jako pneumonie, meningitidy a sepse.  

2.1.1 Historický význam  
S. pneumoniae byl objeven a popsán roku 1881. O tento objev se nezávisle na sobě 

zasloužili Louis Pasteur a George Miller Sternberg. Do roku 1940, kdy došlo k objevení 

antibiotik, měl pneumokokus na svědomí více obětí než rakovina a srdeční choroby 

dohromady (LOPEZ, 2004).  

S. pneumoniae je známý zejména díky úloze, kterou sehrál v historii bakteriální 

genetiky. Britský lékař a genetik Frederick Griffith se domníval, že bakterie jsou schopny 

přenosu genetické informace procesem zvaným transformace. Roku 1928 ve svém 

experimentu použil dva kmeny pneumokoka k infekci myšího hostitele: jednak 

opouzdřené bakterie formy S, které byly inaktivované teplem a za druhé živé 

neopouzdřené formy R. Zatímco samostatně žádný z nich hostiteli neublížil, jejich 

kombinace vyvolala fatální infekci a smrt hostitele. Z myší krve pak byly izolované 

pouze bakterie typu S. Na základě tohoto pozorování Griffith přepokládal, že součástí 

hladkých kmenů je jakási látka - tzv. „transformační princip“, která je schopna přeměnit 

R formu bakterie na letální formu S. Vysvětlení molekulární podstaty tohoto jevu podali 

až roku 1944 O. T. Avery, C. M. McLeod a M. McCarty, kteří tuto látku izolovali a 
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pomocí mnoha pokusů prokázali, že za přenos informace z buňky do buňky je 

zodpovědná DNA. 

2.1.2 Patogenita 
Patogeneze pneumokokové infekce je výsledkem dokonalé interakce mezi 

virulenčními činiteli bakterie a imunitní odpovědí hostitelského organizmu.  Bylo 

popsáno a prostudováno velké množství virulenčních faktorů za účelem najít mezi nimi 

vhodného kandidáta na tvorbu vakcíny (GILLESPIE a BALAKRISHNAN, 2000). 

Hlavním virulenčním faktorem S. pneumoniae je polysacharidové pouzdro, které 

zabraňuje fagocytóze hostitelskými makrofágy. Mezi další významné virulenční faktory 

patří neuraminidáza, která narušuje povrch hostitelských buněk a usnadňuje bakterii 

kolonizaci a invazi do příslušných tkání. Průnik do hostitelské tkáně napomáhá také 

hyaluronátlyáza. Autolyziny jsou proteiny, které se podílí na degradaci peptidoglykanu 

a způsobují tak lyzi bakterií. V průběhu lyze dochází k uvolnění toxinu pneumolyzinu do 

hostitelské tkáně. Tento cytoplazmatický toxin následně způsobuje lyzi cílových buněk. 

Pro rozvinutí plné virulence bakterie je nutný také pneumokokový povrchový protein 

A.  

S. pneumoniae má na svědomí každý rok více než 1,5 milionu úmrtí po celém světě. 

Největší dopad byl zaznamenán u dětí (převážně mladší 2 let) a u lidí v pokročilejším 

věku (starší 65 let). V rozvojových zemích je s tímto patogenem spojena smrt každého 

šestého dítěte (CUTTS et al., 2005). Proto se do vývoje účinné preventivní 

pneumokokové vakcíny vkládá velké úsilí. Neexistuje však vakcína, která by pokrývala 

potřeby jak dětí, tak starších lidí ve všech částech světa. 

Bylo prokázáno, že pouzderné polysacharidy (CPSs) jsou účinnými antigeny a 

vyvolávají vznik ochranných protilátek. Bohužel vývoj vakcíny, která by obsáhla všech 

více než 90 serotypů, není proveditelný. Navíc CPSs nevyvolávají dostatečnou imunitní 

odpověď u nejohroženější skupiny, u novorozenců, kteří mají omezenou protilátkovou 

odpověď k polysacharidům (BOGAERT et al., 2004).  

V dnešní době se používá především 23 - složková vakcína, která obsahuje 

23 purifikovaných pouzderných polysacharidových antigenů, a 7- složková vakcína s 

názvem Prevnar. Zejména Prevnar vykazuje vysokou účinnost proti 

nejfrekventovanějším formám pneumokokových onemocnění u dospělých. Bohužel 

rozložení pneumokokových serotypů se liší v různých oblastech a částech světa. Kromě 

toho cena polysacharidové vakcíny je vysoká, a proto se neočekává, že by byla v širším 
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měřítku použitelná v rozvojových zemích (KADIOGLU et al., 2008). Navíc byla 

v několika klinických studiích zaznamenána jasná záměna serotypu právě v důsledku 

vakcinace (GIEFING et al., 2008).  

Tyto nedostatky znamenaly naléhavý požadavek na vývoj alternativní pneumokokové 

vakcíny. Velmi slibně se jevil přístup využívající nepolysacharidové antigeny, které jsou 

mezi pneumokokovými kmeny konzervované. V poslední době se tudíž pozornost 

soustřeďuje na vývoj vakcíny založené na proteinech. Využitím znalosti kompletní 

bakteriální genomové sekvence dochází k identifikaci nových vhodných antigenů. 

V současné době mezi hlavní kandidáty patří: PcsB, protein důležitý pro dělení buněčné 

stěny u streptokoků skupiny B a StkP, serin/threoninová proteinkináza. Ukázalo se, že 

proteiny PcsB a StkP jsou mezi klinickými izoláty mimořádně konzervované (více jak 

99,5%). Vakcína založená na těchto dvou proteinech bude určená pro prevenci infekcí 

právě u obou nejohroženějších skupin – u dětí a starších lidí (GIEFING et al., 2008). 

 

2.2 Přenos signálu a Ser/Thr proteinkinázy  
Přenos signálu prostřednictvím fosforylace je základním mechanizmem mezibuněčné 

i vnitrobuněčné komunikace ve všech živých organizmech. U prokaryot je tento proces 

zprostředkován především dvousložkovými systémy a ATP dependentními 

serin/threoninovými a tyrozinovými proteinkinázami. 

V minulosti byly považovány za hlavní zprostředkovatele přenosu signálu 

v prokaryotech dvousložkové systémy. Běžný dvousložkový systém je tvořen dvěma 

odlišnými proteiny: membránově vázaným senzorovým proteinem a cytoplazmatickým 

regulačním proteinem. Senzorový protein je charakteristický C-terminální histidinovou 

kinázovou doménou, N-koncová část proteinu zahrnuje většinou jeden nebo více 

transmembránových úseků a slouží jako receptor. Senzorová kináza se po reakci na 

vnější podnět autofosforyluje na konzervovaném histidinovém zbytku. Fosfátová skupina 

je poté přenesena na N-koncový aspartátový zbytek regulačního proteinu. Fosforylace 

vyvolá konformační změnu a C-koncová doména regulátoru zprostředkuje výstupní 

signál. V mnoha případech má tato doména DNA vazebné vlastnosti a hraje úlohu 

transkripčního regulátoru. 

V posledních dvaceti letech však nabývají na významu Ser/Thr proteinkinázy 

eukaryotického typu (ESTPK), jejichž výskyt byl u prokaryot v hojné míře také 

zaznamenán. 
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Tyto proteinkinázy obsahují všechny domény charakteristické pro eukaryotní 

proteinkinázy a většina jich patří do jedné nadrodiny. Obsahují katalytickou doménu 

tvořenou 250-300 aminokyselinovými zbytky, která se skládá z 11 konzervovaných 

subdomén, oddělených méně konzervovanými oblastmi (HANKS et al., 1988). 

Konzervované subdomény se podílí na tvorbě aktivního místa proteinu nebo se účastní 

tvorby sekundárních struktur, které stabilizují aktivní místo a jsou tak nezbytné pro 

katalytickou funkci enzymu. 

Kromě katalytické domény obsahují proteinkinázy většinou ještě přídavné domény, 

které mohou být variabilní a mohou zastávat různé funkce. Například mohou hrát roli v 

interakcích protein-protein (WD repetice u Anabaena (WANG et al., 2002)), mohou 

zprostředkovat vazbu ligandu (PASTA domény vážící peptidoglykan (SHAH et al., 

2008), nebo mohou mít katalytickou funkci (adenylátcyklázová doména u Anabaena 

(WANG et al., 2002)). 

ESTPK se mohou vyskytovat jako transmembránové i jako cytoplazmatické. 

Transmembránové proteinkinázy slouží často jako receptory.  

Tyto proteinkinázy jsou mezi mikroorganizmy poměrně rozšířené, jejich distribuce 

však není úplně náhodná. Vyskytují se téměř u dvou třetin osekvenovaných bakteriálních 

druhů, a tudíž jsou přítomné ve fylogeneticky různorodých skupinách, které využívají 

rozličné životní strategie (PÉREZ et al., 2008). 

Substráty, které byly u eukaryotických proteinkináz dosud objeveny, zastupují různé 

skupiny enzymů a účastní se různých procesů. U patogenních bakterií například hrají roli 

v interakci s hostitelskými buňkami (C. trachomatis), interferují se signálními drahami 

hostitele (Y. pseudotuberculosis), účastní se produkce cytotoxinů (S. agalactiae) nebo řídí 

expresi virulenčních faktorů (M. tuberculosis, S. pyogenes, Y. pseudotuberculosis). 

Velká různorodost substrátů je důkazem, že ESTPK regulují buněčné děje na různých 

úrovních, což umožňuje buňce flexibilně odpovídat na přijaté signály.  

 

2.3 Proteinkinázy s PASTA doménami 
Zvláštní rodinu ESTPK tvoří proteinkinázy homologní s proteinkinázou PknB M. 

tuberculosis (AV-GAY et al., 1999). Tyto proteinkinázy jsou transmembránové a nachází 

se výhradně u grampozitivních bakterií. Homologní k PknB je i proteinkináza StkP S. 

pneumoniae. Tyto enzymy se skládají z N-koncové kinázové domény lokalizované 

v cytoplazmě, z transmembránové části a několika opakování PASTA domén (Penicillin-
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binding protein And Ser/Thr protein kinase Associated), které jsou umístěny 

extracelulárně (YEATS et al., 2002).  

PASTA domény se nachází u penicilin-vazebných proteinů (PBP) a Ser/Thr 

proteinkináz. Jejich funkce byla objasněna na základě rozluštění krystalové struktury 

penicilin-vazebného proteinu PBP2x ze S. pneumoniae (GORDON et al., 2000). Každá 

PASTA repetice je malá globulární jednotka, tvořená přibližně 70 AK zbytky, která se 

skládá ze tří β-listů a jednoho -helixu. Ukázalo se, že PASTA doména se nachází vedle 

transpeptidázové domény proteinu PBP2x a je schopná vázat β-laktamový kruh 

antibiotika cefuroximu. PBP2x váže dvě molekuly tohoto antibiotika. První molekula je 

kovalentně navázána do transpeptidázové domény, zatímco druhá se nekovalentně váže 

právě do PASTA domény. β-laktamový kruh je strukturním analogem přirozeného 

substrátu PBPs, kterým je koncový acyl D-alanyl-D-alanin větvícího peptidu 

peptidoglykanu.  

Předpokládá se, že PASTA domény jsou díky schopnosti vázat β-laktamový kruh 

schopny vázat i peptidoglykanové prekurzory. ESTPK s PASTA doménami by se tak 

pravděpodobně mohly chovat jako senzory monitorující přítomnost volného 

peptidoglykanu a v závislosti na tomto signálu regulovat biosyntézu buněčné stěny 

během dělení (YEATS et al., 2002).  

2.3.1 Funkce proteinkináz s PASTA doménami 
Proteinkinázy s PASTA doménami se vyskytují zejména u grampozitivních bakterií 

čeledi Actinobacteria a Firmicutes (JONES a DYSON, 2006). Funkčně jsou zahrnuty 

především do regulace růstu, vývoje a buněčného dělení.  

Inaktivací proteinkináz typu PknB bylo zjištěno, že jejich přítomnost je esenciální 

pro růst u M. tuberculosis (FERNANDEZ et al., 2006) a C. glutamicum (FIUZA et al., 

2008).   

Proteinkinázy dále hrají roli v regulaci vývoje u S. pyogenes (JIN a PANCHOLI, 

2006) a B. subtilis (SHAH et al., 2008), účastní se regulace buněčného tvaru a dělení u 

M. tuberculosis (KANG et al., 2005) a S. aureus (BELTRAMINI et al., 2009) a podílí se 

na integritě buněčné stěny u E. faecalis (KRISTICH et al., 2007). 

Ztráta těchto signalizačních enzymů vede k oslabení virulence u S. pneumoniae 

(ECHENIQUE et al., 2004), S. pyogenes (JIN a PANCHOLI, 2006), S. agalactiae 

(RAJAGOPAL et al., 2003) a S. aureus (BELTRAMINI et al., 2009).  
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Proteinkinázy s PASTA doménami mají 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 proteinkinázu, Stk1, která nese PASTA 

domény. Stk1 reguluje růst, buněčné dělení a virulenci (RAJAGOPAL et al., 2003). 

Mutace v genu stk1 spolu s mutací v genu stp1 pro proteinfosfatázu způsobuje 

prodloužení lag fáze, tvorbu dlouhých neoddělených buněk a výrazné snížení virulence 

oproti divokému kmeni. 

Bylo zjištěno, že Stk1 fosforyluje celou řadu substrátů: anorganickou pyrofosfatázu 

PpaC (RAJAGOPAL et al., 2003), adenylosukcinátsyntetázu PurA, která reguluje 

biosyntézu purinů (RAJAGOPAL et al., 2005) a protein CovR, který slouží jako 

regulátor exprese cytotoxinů (RAJAGOPAL et al., 2006). Nejnovějšími známými 

substráty jsou proteiny regulující buněčné dělení DivIVA a FtsZ (SILVESTRONI et al., 

2009).  

Mycobacterium tuberculosis  

Jedna z 11 mykobakteriálních ESTPK, PknB, se stala modelovou proteinkinázou 

nesoucí PASTA domény. PknB je pro růst mykobakterií esenciální. Bylo zjištěno, že 

inhibitory proteinkinázy PknB mají výrazný antibakteriální efekt a v budoucnu by mohly 

být použity na vývoj nového léku proti tuberkulóze (FERNANDEZ et al., 2006). 

Proteinkináza PknB je spolu s PknA součástí operonu, který kóduje geny zahrnuté do 

regulace buněčného tvaru a biosyntézy buněčné stěny (KANG et al., 2005).  

Mezi identifikované substráty těchto dvou proteinkináz patří opět proteiny buněčného 

dělení FtsZ (THAKUR a CHAKRABORTI, 2006), Wag31 - homolog proteinu DivIVA 

(KANG et al., 2005) a GlmU - enzym, který se podílí na syntéze peptidoglykanu 

(PARIKH et al., 2009). Dalšími substráty jsou například proteiny, které se účastní tvorby 

kyseliny mykolové KasA a KasB. 

Bacillus subtilis 

PrkC nese tři PASTA domény a jedná se o první Ser/Thr proteinkinázu, u které byla 

identifikována její aktivační molekula – peptidoglykanové fragmenty. PrkC je in vivo 

schopna vázat také muropeptidy, které rostoucí bakterie uvolňují do okolního prostředí. 

Tyto molekuly mohou sloužit jako intracelulární růstové signály dormantním bakteriím. 

U B. subtilis bylo zjištěno, že muropeptidy spouští aktivaci PrkC-závislé fosforylační 

dráhy vedoucí ke germinaci spor (SHAH et al., 2008). Dále je funkční PrkC vyžadována 

pro tvorbu biofilmu a maximální účinnost sporulace (MADEC et al., 2002). 
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Staphylococcus aureus  

Stafylokoková proteinkináza PknB/Stk se třemi PASTA doménami hraje významnou 

úlohu ve virulenci. Předpokládá se, že fosforylační dráhy ovládané PknB/Stk jsou 

esenciální pro přežití bakterie uvnitř hostitele (DÉBARBOUILLÉ et al., 2009). Dále má 

Stk1 zásadní význam při stavbě buněčné stěny, rezistenci k antibiotikům a při buněčném 

dělení (BELTRAMINI et al., 2009). 

Bylo identifikováno devět substrátů proteinkinázy PknB/Stk. Většina z nich jsou 

enzymy uplatňující se v centrálních metabolických procesech, jako jsou glykolýza, 

citrátový cyklus a syntéza proteinů (LOMAS-LOPEZ et al., 2007). 

 

2.4 Proteinkináza StkP S. pneumoniae 
V sekvenci genomu Streptococcus pneumoniae byl identifikován jeden jediný gen, 

stkP, který je homologní s geny kódujícími ESTPK. Tento gen se nachází v těsné 

blízkosti genu phpP kódujícího Ser/Thr proteinfosfatázu. 

Proteinkináza StkP patří do rodiny proteinkináz typu PknB. Tak jako její homolog, je 

StkP také transmembránový protein, který se skládá z katalytické kinázové domény 

lokalizované v cytoplazmě, z transmembránové části a čtyř extracelulárních opakování 

PASTA domén (NOVÁKOVÁ et al., 2005). 

StkP není nezbytná pro růst S. pneumoniae v laboratorních podmínkách. Inaktivace 

genu stkP vede ve virulentních kmenech ke snížení až ztrátě virulence. V nevirulentním 

kmeni S. pneumoniae měla inaktivace za následek výrazné snížení přirozené kompetence 

pro genetickou transformaci a předčasnou lyzi buněk (ECHENIQUE et al., 2004). 

Další výsledky ukázaly, že exprese StkP je důležitá pro rezistenci S. pneumoniae 

k různým stresovým podmínkám. Mutantní kmen ∆stkP vykazoval fenotyp citlivý ke 

zvýšené teplotě, působení oxidačních činidel, osmotickému tlaku a sníženému pH 

(SASKOVÁ et al., 2007). 

Porovnáním hladiny genové exprese divokého typu S. pneumoniae a S. pneumoniae 

s inaktivovanou proteinkinázou byly zjištěny geny, jejichž exprese je závislá na 

přítomnosti StkP. Proteinkináza StkP pozitivně ovlivňuje transkripci skupin genů, které 

se podílí na tvorbě buněčné stěny, biosyntéze pirimidinů, opravě DNA, příjmu železa, 

odpovědi na oxidativní stres a dalších. Bylo prokázáno, že za testovaných podmínek StkP 

ovlivňuje expresi více než 4% genů S. pneumoniae, což ji řadí mezi proteiny s globální 

regulační funkcí (SASKOVÁ et al., 2007).  
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Protein StkP je vysoce konzervovaný u všech studovaných klinických izolátů S. 

pneumoniae. Nedávno bylo prokázáno, že je vysoce imunogenním antigenem obou 

hlavních rizikových skupin pacientů (děti a starší lidé) a byl vybrán pro vývoj nové 

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

2.4.1 Vazba ligandu a aktivace proteinkinázy StkP 
Na základě krystalické struktury proteinkinázy PknB M. tuberculosis, homologní k 

StkP, byl vypracován model aktivace proteinkinázy (YOUNG et al., 2003). Podle modelu 

se předpokládá, že po navázání ligandu na senzorové PASTA domény proteinkináza 

dimerizuje. To přivádí dvě kinázové domény do intimního kontaktu a následná 

transfosforylační reakce vyústí v konformační změny a vazbu substrátu. Mechanizmus 

aktivace proteinkinázy dimerizací (oligomerizací) a poté autofosforylací aktivačního 

segmentu probíhá stejným způsobem i u Ser/Thr proteinkináz u eukaryot (OLIVER et al., 

2007; PIKE et al., 2008). 

Při studiu dimerizace StkP bylo zjištěno, že samotná kinázová doména je monomerní, 

zatímco kinázová doména asociovaná s transmembránovým úsekem a StkP v plné 

velikosti tvoří dimery. Dimerizace je tedy in vivo zprostředkována transmembránovou 

částí proteinu a C-terminálními PASTA doménami. Výsledky byly potvrzeny i in vitro 

použitím blue-native PAGE (PALLOVÁ et al., 2007). 

Předpokládá se, že rozhodující událostí vedoucí k aktivaci proteinkinázy je navázání 

ligandu na PASTA domény. U B. subtilis bylo prokázáno, že proteinkináza PrkC je 

schopná vázat jako ligand in vitro purifikovaný peptidoglykan i muropeptidy získané 

izolací z buněčné kultury. Tyto ligandy po vazbě na PrkC způsobí aktivaci signální 

dráhy, která vede ke germinaci spor (SHAH et al., 2008). 

Nedávno byl podobný objev potvrzen i u StkP. Bylo zjištěno, že C-terminální doména 

StkP obsahující čtyři PASTA sekvence je schopna vázat in vitro β-laktamové 

antibiotikum ampicilin, syntetické podjednotky peptidoglykanu a PG podjednotky 

izolované přímo z pneumokoka (MAESTRO et al., nepublikované výsledky). 

Je zajímavé, že vazba peptidoglykanu na StkP se ukázala jako druhově specifická. 

Bylo prokázáno, že rekombinantní StkP váže PG izolovaný z pneumokoka, ale za 

stejných podmínek nebyla pozorována vazba PG ze S. aureus (MAESTRO et al., 

nepublikované výsledky). Podobná druhově specifická vazba PG byla pozorována taktéž 

u B. subtilis. Je tedy zřejmé, že vazba PG je zde závislá na specifické sekvenci AK v 

postranním řetězci PG (SHAH et al., 2008). 
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Je známo, že klíčení spor u B. subtilis je spuštěno signální dráhou závislou na PrkC, 

která se aktivuje po uvolnění muropeptidů do média během buněčné lyze (SHAH et al., 

2008). Zatímco proteinkináza PrkC je aktivována tímto exogenním ligandem, u S. 

pneumoniae pravděpodobně dochází k aktivaci jiným způsobem. Sledováním aktivity 

StkP během růstu S. pneumoniae se ukázalo, že StkP je konstitutivně aktivní a během 

logaritmického růstu průběžně fosforyluje soubor substrátů (NOVÁKOVÁ et al., 

nepublikované výsledky). Předpokládá se tedy, že StkP je aktivovaná po navázání 

interního peptidoglykanu, který je přítomný v dělicím septu pneumokoka. Tuto teorii 

potvrzují i výsledky imunofluorescenční studie, která prokázala, že  proteinkináza StkP je 

lokalizovaná v buněčné přepážce (GIEFING et al., 2010). 

Není ovšem vyloučeno, že by StkP S. pneumoniae kromě interního peptidoglykanu 

nemohla detekovat také extracelulární muropeptidy. Bylo totiž zjištěno, že jednotlivé 

PASTA domény v rámci jednoho proteinu jsou sekvenčně různorodé, a tak se 

předpokládá, že různé domény jednoho proteinu si vyvinuly vazebnou afinitu ke 

specifickému peptidovému ligandu (JONES a DYSON, 2006).   

2.4.2 Substráty proteinkinázy StkP 
Identifikace proteinkinázových substrátů pomáhá lépe porozumět vnitrobuněčným 

signálním drahám, které tyto enzymy regulují. Dosud bylo objeveno šest substrátů StkP: 

fosfoglukózamin mutáza GlmM, regulátor RitR, proteiny buněčného dělení FtsZ a 

DivIVA, hypotetický protein spr0334 a Mn-dependentní anorganická pyrofosfatáza 

PpaC. Substráty PpaC, DivIVA, spr0334 a GlmM byly identifikovány in vivo 

(NOVÁKOVÁ et al., nepublikované výsledky; NOVÁKOVÁ et al., 2005). Naopak RitR 

a FtsZ jsou fosforylovány proteinkinázou StkP pouze in vitro a jejich fosforylace uvnitř 

buňky nebyla dokázána (ULIJASZ et al., 2008; GIEFING et al., 2010).  

 
GlmM  

Fosfoglukózamin mutáza katalyzuje přeměnu glukózamin-6-fosfátu na jeho izomer 

glukózamin-1-fosfát. Jedná se o první krok v biosyntetické dráze vedoucí k tvorbě UDP-

N-acetylglukózaminu, esenciálnímu prekurzoru komponent buněčné stěny jako je 

peptidoglykan, lipopolysacharidy a teichoové kyseliny.  

Fosfoproteomickou analýzou byl protein GlmM objeven jako první substrát Ser/Thr 

proteinkinázy StkP v S. pneumoniae in vivo. Tento fakt se podařilo potvrdit i in vitro 

kinázovou reakcí (NOVÁKOVÁ et al., 2005). 
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V E. coli je tento enzym esenciální pro růst a je syntetizován v neaktivní 

defosforylované formě. K získání aktivní formy musí být GlmM fosforylována 

(MENGIN-LECREULX a HEIJENOORT, 1996). 

 

RitR 

Protein RitR je transkripční regulátor dvousložkového systému, který však ve svém 

sousedním lokusu v genomu postrádá histidinovou kinázu. Z tohoto důvodu se mu říká 

„osiřelý“ regulátor. V akceptorovém místě regulátoru je navíc kyselina asparagová 

nahrazena asparaginem. 

RitR funguje jako silný represor genu piu, který kóduje transportér železa. Jeho 

hlavním úkolem je udržovat rovnováhu železa v buňce (ULIJASZ et al., 2004). Bylo 

zjištěno, že represor RitR je in vitro fosforylovaný proteinkinázou StkP na své C-

terminální DNA-vazebné doméně. Fosforylace způsobí uvolnění represoru z operátoru a 

může probíhat transkripce. Protein RitR interaguje také se Ser/Thr proteinfosfatázou 

PhpP. StkP a PhpP spolu o navázání RitR kompetují a oba jsou nezbytné pro expresi Piu 

transportéru (ULIJASZ et al., 2008).  

RitR patří do rodiny globálních regulátorů CovR. Protein CovR z bakterie S. 

agalactiae je fosforylován Ser/Thr proteinkinázou Stk1, která je homologní s 

pneumokokovou proteinkinázou StkP. Substrát CovR je součástí dvousložkového 

systému, který řídí expresi buněčných cytotoxinů (RAJAGOPAL et al., 2006). Tyto 

poznatky přináší nový model regulace genové exprese u streptokoků. Regulátory mohou 

odpovídat na dva druhy externích signálů – na histidinovou kinázu, která fosforyluje 

regulační doménu proteinu nebo na Ser/Thr proteinkinázu, která fosforyluje DNA 

vazebnou doménu (ULIJASZ et al., 2008). 

 

DivIVA 

Protein DivIVA je proteinem buněčného dělení, který byl odhalen jako jeden 

z dalších substrátů StkP jak in vivo, tak in vitro (NOVÁKOVÁ et al., nepublikované 

výsledky).  

DivIVA byl intenzivně studován u B. subtilis, kde spolu s proteiny MinC a MinD 

určuje střed buňky při buněčném dělení. MinC a MinD fungují jako negativní regulátory 

buněčného dělení na pólech buňky. DivIVA udržuje inhibiční aktivitu heterodimeru 

MinCD mimo buněčný střed. Proteiny zůstávají na pólech i po dokončení dělení 
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(MARSTON et al., 1999). V gramnegativních bakteriích je protein DivIVA nahrazen 

proteinem MinE. 

Imunofluorescenční mikroskopie S. pneumoniae odhalila, že DivIVA je kromě pólů 

lokalizován i do buněčného septa. Hraje roli v kontrole buněčné morfologie, uspořádání 

buněčné přepážky a dělení buňky včetně segregace chromozomu (FADDA et al., 2007). 

 

FtsZ 

FtsZ je protein buněčného dělení a prokaryotický homolog tubulinu. Bylo zjištěno, že 

StkP in vitro váže a fosforyluje tento protein (GIEFING et al., 2010). 

Protein FtsZ je klíčovou složkou dělícího komplexu, má GTPázovou aktivitu a 

schopnost polymerizace. V dělících se buňkách vytváří tzv. Z-kruh, který je nezbytný pro 

cílení dalších konzervovaných proteinů, které se účastní tvorby dělícího septa 

(LUTKENHAUS a ADDINALL, 1997). 

V S. pneumoniae bylo pozorováno, že lokalizace StkP je závislá na buněčném dělení. 

Ve většině buněk je StkP kolokalizovaná s FtsZ ve středu buňky. V dělících se buňkách 

StkP doprovází FtsZ při vytváření a konstrikci Z-kruhu (GIEFING et al., 2010). 

 

spr0334 

spr0334 je hypotetický membránový protein, jehož funkce zatím nebyla objasněna. 

Nevykazuje žádnou významnou homologii s žádnou známou proteinovou rodinou 

(NOVÁKOVÁ et al., nepublikované výsledky). Je však zajímavé, že byl nalezen 

homolog tohoto proteinu s proteinem SAK_0375 S. agalactiae, který je také substrátem 

Ser/Thr proteinkinázy Stk1 (SILVESTRONI et al., 2009).  

 

PpaC 

Ukázalo se, že fosforylace mangan-dependentní anorganické pyrofosfatázy PpaC in 

vivo je také závislá na StkP (NOVÁKOVÁ et al., nepublikované výsledky).  

Jelikož se tato diplomová práce zabývá ve své výsledkové části fosforylací a studiem 

aktivity právě proteinu PpaC, je tento protein detailněji popsán v následujících 

kapitolách. 

 

Vzhledem k fosforylaci proteinů buněčného dělení DivIVA a FtsZ a proteinu GlmM 

je zřejmé, že StkP koordinuje buněčné dělení a syntézu buněčné stěny u S. pneumoniae. 

Tuto skutečnost potvrzují morfologické studie s kmenem ∆stkP. Buňky kmene 
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s inaktivovanou poteinkinázou mají prodloužený tvar a vykazují poruchou buněčného 

dělení (GIEFING et al., 2008). 

Dále je zajímavé, že proteiny RitR, DivIVA, spr0334, PpaC a FtsZ, mají své 

homology u S. agalactiae, kde podléhají fosforylaci Ser/Thr proteinkinázou Stk1 

(RAJAGOPAL et al., 2006; SILVESTRONI et al., 2009; GIEFING et al., 2010).   

 

2.5 Pyrofosfatázy  
Pyrofosfatázy (PPázy) jsou esenciální enzymy, které katalyzují hydrolýzu 

anorganického pyrofosfátu (PPi) na orthofosfát (Pi).  

Pyrofosfát je tvořen především jako produkt mnoha biosyntetických reakcí, které 

využívají ATP, např.: metabolizmus uhlovodíků, hydrolýza ATP, biosyntéza 

aminokyselin, nukleotidů a dalších a slouží také jako zdroj energie v těchto reakcích. 

Pyrofosfát má funkci nejen substrátu, ale i regulátoru. PPi reguluje aktivitu enzymů bez 

toho, aby se reakce přímo zúčastnil, a má téměř vždy inhibiční efekt. V případě, že by se 

PPáza nenacházela trvale v buňkách, mohla by hladina pyrofosfátu vzrůst na toxickou 

koncentraci. Bylo vypočítáno, že v rychle rostoucích bakteriích E. coli by mohla 

koncentrace PPi během 1 h teoreticky vzrůst na 3 M (KLEMME, 1976). Přitom běžná 

koncentrace PPi v buňkách je 1 mM a bylo zaznamenáno, že už 2 mM PPi v některých 

bakteriích inhiboval růst (BLUMENTHAL et al., 1967). 

Z toho vyplývá, že regulace koncentrace pyrofosfátu pyrofosfatázami má zásadní 

význam pro obecný metabolizmus. Faktory, které ovlivňují intracelulární umístění a 

celkovou aktivitu PPázy, sekundárně ovlivňují také všechny reakce, ve kterých PPi hraje 

roli substrátu nebo regulátoru. Pyrofosfatáza tedy patří k enzymům, jejichž kontinuální 

syntéza je pro buňku esenciální (LAHTI, 1983). Pyrofosfatázy pro katalýzu vyžadují 

přítomnost tří až čtyř dvojmocných kovových kationů. Nejčastěji jsou využity Mn2+ nebo 

Mg2+, ale znatelná aktivita je pozorována také v přítomnosti Zn2+ nebo Co2+. 

Pyrofosfatázy se rozdělují do dvou skupin podle svého výskytu v buňce. Mohou se 

vyskytovat buď jako solubilní enzymy v cytoplazmě nebo jsou vázané v membráně. 

2.5.1 Membránově vázané pyrofosfatázy          
Membránové pyrofosfatázy neboli H+-PPázy jsou extrémě hydrofobní proteiny 

vázané v membráně a nejsou nijak sekvenčně příbuzné se solubilními. Tyto pyrofosfatázy 

využívají energii pyrofosfátu k tvorbě elektrochemického protonového gradientu na 

membráně.  Mají velikost 70-80 kDa a strukturně jsou tvořeny z 16±1 
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transmembránových segmentů tvořených z bazických -helixů s několika velkými 

cytoplazmatickými smyčkami, které obsahují motivy pro vazbu substrátu (SERRANO et 

al., 2007).  

První známá H+-PPáza/H+-PPi syntáza pocházela z fotosyntetizující bakterie 

Rhodospirillum rubrum. Tento enzym byl schopný provádět ve tmě hydrolýzu a na světle 

syntézu pyrofosfátu (BALTSCHEFFSKY et al., 1966).  

Pyrofosfát je často považován za předchůdce ATP. Existují teorie o PPi jako o hlavní 

anorganické molekule, která spolu s vysokomolekulárním polyfosfátem zásobovala 

energií počátky života na zemi (BALTSCHEFFSKY, 1967). PPázy jsou nejjednodušší 

dosud známé primární protonové pumpy (SERRANO et al., 2007). 

Membránové pyrofosfatázy jsou v buňce umístěny ve vnitrobuněčných membránách 

– ve vakuolární a acidokalcizomální membráně eukaryot a v invaginacích plazmatické 

membrány u eubakterií i archebakterií (SERRANO et al., 2007). 

Dlouho se předpokládalo, že se H+-PPázy vyskytují především u rostlin a u několika 

fotosyntetizujících bakterií. Nedávné průzkumy osekvenovaných genomů však ukázaly, 

že jsou široce rozšířené. Vykytují se u všech fotosyntetizujících prokaryot, které provádí 

anaerobní fotosyntézu s výjimkou oxygenních sinic. Dále jsou přítomny u všech členů 

eukaryotické zelené evoluční linie (od jednobuněčných řas po suchozemské rostliny). 

Nejsou zatím známy u hub (PEREZ-CASTINEIRA et al., 2001). Systematické zkoumání 

pyrofosfatázových genů mezi mikroorganizmy poskytlo důkazy o horizontálním přenosu 

genů spojeném se sekundární endosymbiózou.  Jelikož je gen pro pyrofosfatázu nesen i 

prvoky, kteří byli předky dnešních živočichů, je pravděpodobné, že H+-PPázy byly 

ztraceny v raném vývoji živočišné linie a linie hub. Tato fakta dokazují dynamickou 

evoluční historii H+-PPáz a jejich dávný evoluční původ. Jsou to jediné primární pumpy, 

které jsou uchované ve všech třech doménách života (SERRANO et al., 2004). 

2.5.2 Solubilní pyrofosfatázy 
Na základě primární struktury se dají solubilní cytoplazmatické pyrofosfatázy rozdělit 

na dvě rodiny: Rodina I a Rodina II. Struktury obou proteinových rodin byly detailně 

studovány a charakterizovány. Rodiny nejsou vzájemně strukturně ani sekvenčně 

příbuzné až na nápadně podobné struktury jejich aktivních míst. Bezpochyby se zde 

jedná o příklad konvergentní evoluce (MERCKEL et al., 2001). Tato podobnost 

naznačuje, že by i reakční mechanizmus obou rodin mohl probíhat stejným způsobem. 
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Nicméně katalytické vlastnosti proteinů se liší stejně jako jejich nároky na specifické 

kovové ionty.  

Pyrofosfatázy rodiny I jsou tvořeny jednou doménou o velikosti okolo 20 kDa a 

mají vysoce konzervovanou strukturu aktivního místa složenou ze 13 funkčně důležitých 

aminokyselinových zbytků (SIVULA et al., 1999). Pro katalýzu jsou nezbytné tři až čtyři 

Mg2+ ionty (HEIKINHEIMO et al., 1996).  

Jsou zastoupeny ve všech typech buněk od bakteriálních po lidské (COOPERMAN et 

al., 1992). Rodina I může být podle sekvence aktivního místa dále rozdělena na 

pyrofosfatázy prokaryotické, rostlinné a živočišné. Je zajímavé, že rostlinné mají větší 

podobnost s prokaryotickými než s živočišnými (SIVULA et al., 1999). 

PPázy rodiny II byly poprvé popsány roku 1998 dvěma nezávislými týmy 

pracujícími na výzkumu B. subtilis (SHINTANI et al., 1998; YOUNG et al., 1998). Na 

rozdíl od Rodiny I se Ppázy Rodiny II vyskytují především u bakterií. Z 57 dosud 

známých sekvencí je 53 bakteriálních, tři se vyskytují u archebakterií a jedna u eukaryot 

(Giardia lamblia). 

Jejich studium je významné především u lidských patogenů (např.: Clostridium, 

Staphylococcus, Streptococcus, Vibrio) (FABRICHNIY et al., 2004). Vzhledem ke 

skutečnosti, že se jedná o esenciální proteiny, mohou se stát vhodným cílem pro rozvoj 

nových antibakteriálních látek. Tři druhy rodu Vibrio včetně V. cholerae mají dokonce 

geny pro obě rodiny PPáz (FABRICHNIY et al., 2007). 

PPázy rodiny II preferují jako kofaktory Mn2+ nebo Co2+ ionty (KUHN a WARD, 

1998). Vykazují homodimerní strukturu o velikosti většinou 30-34 kDa, kde se každá 

podjednotka skládá ze dvou domén a v meziprostoru je sevřeno aktivní místo (CELIS et 

al., 2003). C-terminální doména obsahuje vysokoafinitní vazebné místo pro substrát, 

zatímco katalytické místo, které váže nukleofilní kovové kationty, je umístěno v N-

terminální doméně. Enzym může zaujímat dvě konformace: otevřenou a uzavřenou. 

Spouštěcím mechanizmem uzavření domén je navázání substrátu na C-terminální 

doménu v otevřené konformaci. Vytvoří se tak katalyticky vhodná konformace tím, že 

dojde k přemostění elektrofilního fosfátu substrátu do katalytického místa 

(FABRICHNIY et al., 2007). 

K objasnění katalytických mechanizmů došlo díky rozluštění krystalické struktury 

těchto enzymů. V současné době je známa struktura pyrofosfatáz rodiny II z bakterií: 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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Jelikož je pyrofosfatáza S. agalactiae (Sg-PpaC) homologní s pyrofosfatázou S. 

pneumoniae, je tomuto enzymu věnována kapitola 2.5.3. 

2.5.3 Pyrofosfatáza PpaC S. agalactiae 
Mn-dependentní anorganická pyrofosfatáza S. agalactiae je homologním proteinem 

PPázy S. pneumoniae. Podobně jako u pneumokoka byla Ppáza u S. agalactiae 

identifikována také jako substrát Ser/Thr proteinkinázy Stk1. In vitro fosforylací a 

hmotnostní spektrometrickou analýzou bylo zjištěno, že proteinkináza Stk1 a 

proteinfosfatáza Stp1 jsou nezbytné pro reverzibilní fosforylaci tohoto proteinu. Je 

známo, že Stk1 a Stp1 ovlivňují růst, virulenci a buněčné dělení u S. agalactiae. Ukázalo 

se, že Sa-PpaC je první solubilní pyrofosfatázou, která se nachází jak v cytoplazmě, tak 

v membráně. Lokalizace pyrofosfatázy není nijak ovlivněna její fosforylací 

(RAJAGOPAL et al., 2003).  

Sa-PpaC se jako ostatní pyrofosfatázy Rodiny II skládá ze dvou domén (AK zbytky 1-

191 a 198-311), v prostoru mezi doménami (AK zbytky 99-115) se nachází aktivní místo. 

Tato sekvence je u S. mutans (MERCKEL et al., 2001) i u S. agalactiae 100% 

konzervovaná. Postupně byla objasněna krystalická struktura tohoto proteinu 

(RANTANEN et al., 2006; RANTANEN et al., 2007). Byl využit substrátový analog 

imidodifosfát (PNP), který napodobuje navázaný pyrofosfát, ale zároveň není enzymem 

metabolizován. Každý monomer obsahoval v aktivním místě jeden imidodifosfát a tři 

kovové ionty: dva Mn2+ v místech M1 a M2 a jeden Mg2+ v místě M3. 

Analýzou fosfoaminokyselin Sa-PpaC bylo již dříve zjištěno, že k fosforylaci dochází 

na jednom z 23 serinů a nikoli na threoninu (RAJAGOPAL et al., 2003). Hmotnostní 

spektrometrickou analýzou fosforylované PPázy naštěpené trypsinem bylo možné 

vyloučit peptidy, které obsahovaly serin, ale nebyly fosforylované. Díky známé 

krystalické struktuře bylo dále možné vyřadit fosfoseriny, které nebyly na povrchu 

proteinu a tedy nebyly strukturně přístupné pro proteinkinázu. Serin by měl být také 

umístěn ve funkčně důležitém místě. V pyrofosfatáze jsou tři takováto místa: (i) prostor 

mezi doménami, (ii) v oblasti, která dovoluje uzavření aktivního místa a (iii) v blízkosti 

samotného aktivního místa. Po přihlédnutí k těmto požadavkům se jako 

nejpravděpodobnější fosfoaminokyseliny jevily Ser 150, Ser296, Ser194 a Ser195 

(RANTANEN et al., 2007). 

Předpokládá se, že jakýkoliv fyziologický vliv fosforylace na enzym by měl být 

pouze inhibiční, jelikož PPázy Rodiny II mají nezvykle vysokou katalytickou konstantu 
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(kcat), (RANTANEN et al., 2007). Jejich kcat je desetkrát vyšší než například u 

kvasinkové pyrofosfatázy (PARFENYEV et al., 2001). Další zvyšování katalytické 

rychlosti by proto už nemělo žádný efekt, zato snížení této rychlosti by mohlo vést ke 

zvýšení rychlosti vzniku mutací, což by pomohlo bakterii uniknout obraně hostitele 

(LAHTI, 1983). 
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3. Materiál a metody 

3.1 Materiál 

3.1.1 Bakteriální kmeny 

ESCHERICHIA COLI 

E. coli JM109 (Promega): endA1, recA1, gyrA96, thi, hsdR17 (rk-, mk+), relA1, supE44, 

Δ(lac-proAB), [F´, traD36, proAB, laqIqZΔM15] 

Použití: propagace plazmidových vektorů 

E. coli BL21 (DE3) (Novagen): F-, ompT, gal, [dcm], [lom], hsdSB, (rB- mB-), (DE3) 

Použití: exprese proteinů s histidinovou kotvou 

 

STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE 

S. pneumoniae Cp1015 (Rx derivát, str1 hexA) 

Použití: výchozí nevirulentní experimentální kmen 

S. pneumoniae Cp1016 (rif-23): nevirulentní kmen, nese chromozomálně kódovanou 

rezistenci k rifampicinu 

Použití: zdroj DNA pro testy kompetence 

3.1.2 Vektory  

pET28b (Novagen) je komerčně dostupný vektor o velikosti 5369 pb. Vektor kóduje gen 

pro kanamycinovou rezistenci, T7 lac inducibilní promotor a sekvenci kódující 

histidinovou kotvu. Tento vektor byl použit pro expresi rekombinantních proteinů 

s histidinovou kotvou v E. coli. 

pETPhos je vektor uzpůsobený pro studium substrátů Ser/Thr proteinkináz (CANOVA 

et al., 2008); má velikost 5704 pb a ampicilinovou rezistenci. Tento vektor byl použit pro 

expresi proteinů s připojenou histidinovou kotvou. Oproti vektoru pET28b neobsahuje 

v histidinové kotvě žádné seriny ani threoniny a tím pádem nevznikají žádná potenciální 

místa nespecifické fosforylace. Kotva může být odštěpena TEV proteázou. 

pJWV25 je upravený vektor (EBERHARDT et al., 2009) o velikosti 8587 pb, který byl 

původně určen pro expresi proteinů fúzovaných s GFP ve S. pneumoniae. Tento vektor 

obsahuje inducibilní zinkový promotor a dvě sekvence (gatC a bgaA) homologní se 

sekvencí na chromozomu S. pneumoniae. Díky těmto sekvencím lze vektor použít 

k vložení konstruktu do postradatelného lokusu bga genomu S. pneumoniae homologní 
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rekombinací. Selekčním znakem vektoru je rezistence pro tetracyklin. Vektor byl použit 

k vložení komplementačního konstruktu do genomu S. pneumoniae.  

3.1.3 Půdy a média 

Množství jednotlivých přídavků, pokud není uvedeno jinak, je udáváno na 1 litr média, 

doplňují se do celkového objemu destilovanou vodou a sterilizují se. Do pevných půd byl 

přidán 1,5% agar. Selekční půdy byly připraveny přidáním příslušného antibiotika 

v potřebné koncentraci (kanamycin 50 μg/ml; ampicilin 100 μg/ml; rifampicin 1 μg/ml; 

tetracyklin 2,5 μg/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; KCl 0,186 g;  

po sterilizaci: 1 M MgCl2 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 přidáno: 0,5 M K2HPO4 34 

ml; 20% glukóza 10 ml; pH 7,5  

CTM médium: na 10 ml CATc média bylo přidáno: 0,1 M CaCl2 50 μl; 8% BSA 0,25 

ml; pH 7,8 

GELÓZA G (pevné médium): glukóza 1 g; NaCl 5 g; neopeptone 5 g; Tris-base 1,25 g; 

casitone 10 g; agar 10 g 

KREVNÍ AGAR: na 200 ml gelózy G (ochlazené na 50° C) bylo přidáno 5 ml 

defibrinované beraní krve 

3.1.4 Pufry a roztoky 

Agarózová gelová elektroforéza: 

TAE pufr    (40 mM Tris; 2 mM EDTA; pH 8,5) 

Loading dye 6x (Fermentas) 

Izolace chromozomální DNA S. pneumoniae: 

k  DCNa-SDS   (0,5% deoxycholát sodný; 0,25% SDS) 

k  NaCl-EDTA   (150 mM NaCl; 30 mM EDTA; pH 8,0) 

k  SEDS    (NaCl-EDTA + DCNa-SDS  (24:1)) 
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TE pufr   (10 mM Tris-HCl; 1 mM EDTA; pH 8,0) 

Izolace plazmidové DNA E. coli: 

PEB I roztok   (50 mM glukóza; 25 mM Tris; 10 mM EDTA; pH 8,0) 

P II roztok   (0,2 M NaOH; 1% SDS) 

TE pufr   (10 mM Tris-HCl; 1 mM EDTA; pH 8.0) 

Přenos proteinů a imunodetekce: 

Blotovací pufr   (48 mM Tris; 39 mM glycin; 0,0375% SDS; 20% metanol) 

TBS-T    (20 mM Tris; 137 mM NaCl; 0,05% Tween 20; pH 7,6) 

Příprava kompetentních buněk: 

TB pufr  (10 mM PIPES; 15 mM CaCl2; 250 mM KCl; pH 6,7; poté 

přidáno MnCl2 (výsl. konc. 55 mM); sterilizace filtrací) 

Purifikace proteinů: 

Proteázové inhibitory (Roche) 

Ni-NTA Resin (QIAGEN) 

Lyzační pufr    (10 mM imidazol; 50 mM NaH2PO4; 300 mM NaCl; pH 8) 

Promývací pufr   (20 mM imidazol; 50 mM NaH2PO4; 300 mM NaCl; pH 8) 

Eluční pufr    (250 mM imidazol; 50mM NaH2PO4; 300mM NaCl; pH 8) 

Dialyzační pufr 10x   (250 mM Tris; 1 M NaCl; pH 7,5) 

SDS-PAGE: 

Vzorkový pufr 5x (350 mM Tris; 20% glycerol; 15% SDS; 25% β-

merkaptoetanol; bromfenolová modř; pH 6,8) 

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

Barvicí roztok (0,5 g Coomasie blue; 450 ml metanol; 100 ml kyselina 

octová; 450 ml destilovaná voda) 

Odbarvovací roztok  (20% kyselina octová; 10% metanol) 

3.1.5 Chemikálie 
chemikálie firma zkratka 

2´ - deoxyadenozin-5´-trifosfát NEB dATP 

2´ - deoxycytidin-5´-trifosfát NEB dCTP 

2´ - deoxyguanozin-5´-trifosfát NEB dGTP 

2´ - deoxythymidin-5´-trifosfát NEB dTTP 

agaróza Sevac  

akrylamid Serva  
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ampicilin Sigma Amp 

bacto-agar BD company  

bromfenolová modř Lachema BPB 

casitone BD company  

Coomasie blue R250 Merck  

dimethylsulfoxid Sigma DMSO 

dodecilsulfát sodný Sigma SDS 

Gel red Roche  

D-glukóza Lachema  

glycin Serva  

hovězí sérový albumin frakce V Roth BSA 

imidazol Lachema  

izopropyl-1-thio-β-D-galaktozid Sigma IPTG 

kanamycin Sigma Kan 

kys. etylenaminotetraoctová, dvojsodná sůl, p.a. Serva  EDTA 

N,N´-metylenbisakrylamid  Serva bisAA 

neopeptone Difco  

RNáza A Promega  

N,N,N´,N´-tetrametyletylendiamin Serva TEMED 

peroxosíran amonný Serva APS 

rifampicin Sigma Rif 

tetracyklin Sigma Tet 

tris(hydroxymetyl)aminometan Sigma Tris base 

trypton BD company  

Tween 20 (polyoxyethylene-sorbitan monolaurate) Sigma Tween 20 

yeast extract BD company YE 

3.1.6 Enzymy 

Modifikační enzymy: 

Pfu DNA polymeráza  Fermentas 

T4 DNA ligáza  New England BioLabs 

Taq polymeráza  BIOLINE 

VELOCITY polymeráza BIOLINE 

Benzonáza    MERC 
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Restrikční enzymy: 

BamHI    New England BioLabs 

DpnI    New England BioLabs 

NdeI    New England BioLabs 

NotI    New England BioLabs 

PvuI    New England BioLabs 

SphI    New England BioLabs 

3.1.7 Protilátky 
Monoclonal anti-polyhistidine peroxidase conjugate - myší protilátka proti histidinové 

kotvě konjugovaná s křenovou peroxidázou (Sigma) 

Phospho-Threonine Antipody - králičí polyklonální protilátka proti pThr (Cell Signalling 

Technology) 

Anti-Rabbit IgG peroxidase conjugate - sekundární kozí protilátka proti králičím IgG 

konjugovaná s křenovou peroxidázou (Sigma) 

3.1.8 Komerční soupravy a standardy 

Min EluteTM Reaction Cleanup Kit (QIAGEN) – přečištění DNA 

QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) – izolace DNA z agarózového gelu 

QIAprep®Spin Miniprep Kit (QIAGEN) – izolace plazmidové DNA 

QuikChange® II Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) – vytvoření bodové mutace 

Ser/Thr Phosphatase Assay System (Promega) – fosfatázová reakce 

BCA Protein Assay (Pierce) – měření koncentrace proteinů 

SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce) – vyvolání 

chemiluminiscenčního signálu 

1 kB DNA Ladder Plus – (NEB, Fermentas) 

Prestained Protein Marker (NEB) 

3.1.9 Počítačová analýza 

DNASTAR® Lasergene v8.1: sestavování map klonovacích vektorů 

Swiss-PdbViewer 4.0.1: modelování trojrozměrné struktury proteinů 

3.1.10 Použité oligonukleotidy 

název sekvence 5´-3´ použití 
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LN32 F GCTCATCATGTTGATTGTCA ověření integrace do bgaA 
chr. lokusu S. pneumoniae 

LN70 F GCCGCATATGTCCAAGATTCTAGTATTTGG klonování ppaC do pET28b 
(NdeI) 

LN71 R CGGCGGATCCTTACGCATTAAAGCTTTCA
G 

klonování ppaC do pET28b 
(BamHI) 

LN91 F GCTTCAGGTTTGATTGCAGATACCCTTCTT
TT 

mutace Ser150 na Ala 

LN92 R AAAAGAAGGGTATCTGCAATCAAACCTGA
AGC 

mutace Ser150 na Ala 

LN93 F CAGGTTTGATTTCAGATGCCCTTCTTTTGA
AAT 

mutace Thr152 na Ala 

LN94 R GATTTCAAAAGAAGGGCATCTGAAATCAA
ACCTG 

mutace Thr152 na Ala 

LN95 F GATGCTTTCAGGTTTGATTGAAGATACCCT
TCTTTTGAAATCACC 

mutace Ser150 na Glu 

LN96 R GGTGATTTCAAAAGAAGGGTATCTTCAAT
CAAACCTGAAAGCATC 

mutace Ser150 na Glu 

LN97 F GCTTTCAGGTTTGATTTCAGATGAACTTCT
TTTGAAATCACCAAC 

mutace Thr152 na Glu 

LN98 R GTTGGTGATTTCAAAAGAAGTTCATCTGA
AATCAAACCTGAAAGC 

mutace Thr152 na Glu 

LN99 F GCTTTCAGGTTTGATTGCAGATGCCCTTCT
TTTGAAATC 

mutace Ser150 a Thr152 na 
Ala 

LN100 R GATTTCAAAAGAAGGGCATCTGCAATCAA
ACCTGAAAGC 

mutace Ser150 a Thr152 na 
Ala 

LN101 F GATGCTTTCAGGTTTGATTGAAGATGAACT
TCTTTTGAAATCACC 

mutace Ser150 a Thr152 na 
Glu 

LN102 R GGTGATTTCAAAAGAAGTTCATCTTCAATC
AAACCTGAAAGCATC 

mutace Ser150 a Thr152 na 
Glu 

LN123 F TTCGCTACTTGGAGCCACTAT amplifikace promotoru PczcD 
LN139 R ATGATGATGATGGTGaagatgtttcatatttgcctc

ct 
 

amplifikace PczcD pro 
klonování kompl. konstruktu 
PpaC 

LN140 F aatatgaaacatcttCACCATCATCATCATCAT
CAC 

amplifikace PpaC s His-
tagem pro klonování kompl. 
konstruktu 

LN141 R ATTAGCGGCCGCTTACGCATTAAAGCTT
TCAG 

amplifikace PpaC pro 
klonování kompl. konstruktu 
(NotI, STOP kodon) 

LN142 R AGGACAAGAGTTTTTCTTTGG 
 

ověření integrace kompl. 
konstruktu do spr0564-0565 
lokusu chr. S. pneumoniae 

 
 

Všechny oligonukleotidy byly objednány u firmy Metabion international AG. 
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3.2 Metody 

3.2.1 Manipulace s DNA 

3.2.1.1 PCR 

Polymerázová řetězová reakce slouží k rychlému a selektivnímu namnožení určitého 

úseku DNA. Celá technika je založena na využití DNA polymerázy z termofilní bakterie, 

která nepodléhá denaturaci při zvýšení teploty a může tak probíhat více amplifikačních 

cyklů za sebou. Každý cyklus se skládá se ze tří po sobě jdoucích kroků: denaturace, 

hybridizace primerů a elongace. Během denaturace dojde vlivem vysoké teploty 

k oddělení obou řetězců DNA od sebe. Druhá fáze zahrnuje ochlazení vzorku a nasednutí 

oligonukleotidových primerů na komplementární sekvence DNA. V třetím kroku probíhá 

syntéza příslušného úseku DNA. Pro správný průběh reakce je nutné zvolit vhodnou 

teplotu (Tm) v druhém kroku, která se odvozuje od složení obou oligonukleotidů podle 

vzorce: Tm= 4(G+C) + 2(A+T); Tm (°C); G, C, A, T – počet jednotlivých bází 

v oligonukleotidu. 

PCR s Pfu a VELOCITY polymerázou  

Tyto polymerázy byly použity pro reakce, kdy jsme potřebovali co nejpřesnější 

amplifikaci daného fragmentu. Pfu polymeráza byla použita pro amplifikaci genu ppaC. 

PCR směs obsahovala 200 ng templátové DNA (chromozomální DNA S. pneumoniae); 

2,5 μl každého oligonukleotidu (10 μM); 1 μl dNTP (10 mM); 10 μl 5x reakčního pufru; 

0,5 μl Pfu polymerázy (0,5 U) a H2O pro doplnění do celkového objemu 50 μl. 

Amplifikace probíhala v 25 cyklech za následujících podmínek: počáteční denaturace 

98°C 30 s, denaturace 98°C 10 s, připojení primerů 52°C 30 s, elongace 72°C 1,5 min. 

Závěrečná elongace probíhala 72°C 10 min. 

Pfu polymerázu jsme používaly také pro zavádění mutací do genu pro PpaC (kapitola 

3.2.6 Mutageneze). 

VELOCITY polymerázu jsme používali k amplifikaci fragmentů při tvorbě 

komplementačního konstruktu. PCR směs obsahovala cca 60 ng templátové DNA 

(pJVW25; pETPhos1389); 2,5 μl každého oligonukleotidu (10 μM); 1 μl dNTP (10 mM); 

5 μl 10x reakčního pufru; 1 μl VELOCITY polymerázy (1 U) a H2O pro doplnění do 

celkového objemu 50 μl. Amplifikace probíhala ve 30 cyklech za následujících 

podmínek: počáteční denaturace 98°C 1 min, denaturace 98°C 30 s, připojení primerů 

52°C 30 s, elongace 72°C 1 min. Závěrečná elongace probíhala 72°C 5 min. 
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PCR reakce na koloniích 

Tato reakce sloužila k ověření, zda došlo k vložení daného fragmentu DNA do 

plazmidu na správné místo a ve správné orientaci. Byla použita Taq polymeráza a byly 

dodrženy reakční podmínky podle pokynů výrobce (BIOLINE). Templátová DNA byla 

do reakce nanesena sterilním párátkem jako celá kolonie narostlá na misce s pevným 

médiem. Do reakční směsi byl přidán 10% Tween 20, který narušil strukturu buněčné 

stěny a indukoval buněčnou lyzi. 

 

3.2.1.2 Použití restrikčních enzymů 

Restrikční endonukleázy rozeznávají specifickou sekvenci dvouřetězcové DNA, 

kterou štěpí, aniž by ji jinak modifikovali. Po štěpení vznikají fragmenty s přesně 

definovanými konci. Při práci s restrikčními enzymy jsme používali doporučené pufry a 

řídili jsme se pokyny od výrobce (New England Biolabs).  

Pokud bylo potřeba, byly fragmenty před restrikcí přečištěny pomocí kitu Min 

EluteTM Reaction Cleanup Kit (QIAGEN). 

 

3.2.1.3 Ligace 

Enzymy ligázy umožňují spojení jednotlivých fragmentů DNA. Ligace probíhala 

pomocí enzymu T4 DNA ligázy v konečném objemu 20 µl při pokojové teplotě. Reakční 

podmínky byly dodrženy podle pokynů výrobce (New England Biolabs). 

 

3.2.1.4 Agarózová gelová elektroforéza 

Tato metoda je jednou z nejpoužívanějších metod pro dělení makromolekul. Rychlost 

pohybu fragmentů DNA v agarózovém gelu závisí na koncentraci gelu, konformaci a 

molekulové hmotnosti DNA a na použitém napětí. 

DNA byla analyzována v horizontální agarózové gelové elektroforéze v TAE pufru. 

Vzorky DNA jsme nanášeli ve směsi s 6x Loading Dye. Fragmenty jsme separovali při 

napětí 5V/cm2. Pro zviditelnění fragmentů pod ultrafialovým světlem byla do gelu 

přidána barva Gel Red. 

Při separaci fragmentů určité 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 proteinů 

Exprese proteinů 

LB médium s antibiotikem jsme zaočkovali čerstvým inokulem kmene E. coli BL21 

nesoucím plazmid s příslušným genem na OD600 = 0,05. Buňky jsme kultivovali při 

37°C. Po dosažení OD 0,6 byla v kultuře indukována exprese proteinu přidáním IPTG na 

výslednou koncentraci 2 mM. Před indukcí byl odebrán vzorek kultury. Kultura byla 

inkubována další 3 hodiny při 37°C a následně stočena (5 min, 5 000 g). Buněčný pelet 

byl promyt 10 ml pufru (25 mM Tris; 100 mM NaCl; pH 7,5). 

Purifikace proteinů 

K purifikaci proteinů jsme používali metodu afinitní chromatografie, která umožňuje 

z roztoku s množstvím různých proteinů vybraný protein navázat na nosič a ostatní 

proteiny v několika krocích odmýt. Změnou promývacího pufru se potom čistý protein 

z nosiče uvolní. Během purifikace byly drženy proteiny na ledu, aby se zabránilo jejich 

degradaci. 

Buněčný pelet jsme resuspendovali v lyzačním pufru (kapitola 3.1.4) s proteázovými 

inhibitory a buňky jsme rozbili pomocí přístroje mini French Pressure Cell Press. 

Nerozbité buňky a inkluze jsme stočili (15 min, 16100 g, 4°C). Protein jsme izolovali 

afinitní chromatografií. Pomocí histidinové kotvy byl protein navázán na nosič 

asociovaný s niklem (Ni-NTA Resin (QIAGEN)). Při purifikaci byly dodrženy pokyny 

výrobce. Navázání na nosič probíhalo v lyzačním pufru (kapitola 3.1.4), ostatní proteiny 

jsme odmyli pomocí promývacího pufru (kapitola 3.1.4), navázaný protein jsme z nosiče 

eluovali elučním pufrem (kapitola 3.1.4) s vysokou koncentrací imidazolu. Tím došlo 

k vytěsnění proteinu na základě podobnosti heterocyklického kruhu imidazolu 

s histidinem v kotvě. Purifikované proteiny jsme dialyzovali proti dialyzačnímu pufru a 

zamrazili v 5% glycerolu v -20°C. 

 

3.2.2.2 Měření koncentrace proteinů 

K měření koncentrace proteinů jsme použili komerční soupravu BCA Protein Assay 

(Pierce). Metoda je založena na kolorimetrické reakci, která probíhá 30 min při 37°C. 

Barevná změna se měří jako absorbance při vlnové délce 562 nm. 

Nejprve jsme si podle pokynů od výrobce vytvořili kalibrační křivku z BSA, která 

obsahovala různé známé koncentrace tohoto proteinu. Z grafu závislosti koncentrace 

 33



BSA na absorbanci jsme získali regresní přímku, podle které jsme mohli vypočítat 

koncentraci proteinu v našich vzorcích. Při měření jsme postupovali podle pokynů 

výrobce. 

 

3.2.2.3 SDS-polyakrylamidová gelová elektroforéza 

Tato metoda umožňuje rozdělení proteinů v elektrickém poli na základě jejich 

molekulové hmotnosti. 

Proteinový vzorek byl vždy smíchán se vzorkovým pufrem obsahujícím SDS a 

inkubován 10 min při 100°C. Pomocí SDS byly proteiny denaturovány a získaly stejný 

záporný náboj na jednotku hmoty, tudíž se mohli v polyakrylamidovém gelu rozdělit 

pouze v závislosti na své molekulové hmotnosti. Elektroforéza probíhala při 15V/cm2 

v 4% zaostřovacím gelu a v 12% separačním gelu v přístroji ATTO. Složení gelů je 

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

  

gel 30% 
akrylamid 

1,5 M 
Tris pH 
8,8 

0,5 M 
Tris pH 
6,8 

10% 
SDS 

H2O TEME
D 

10% 
APS 

celkový 
objem 

separační 
12% 

5,6 ml 3,5 ml - 140 µl 4,7 ml 8 µl 80 µl 14 ml 

zaostřovací 
4% 

0, 53 ml - 1 ml 40 µl 2,5 ml 5 µl 50 µl 4 ml 

 

Tabulka 3-1: Příprava polyakrylamidového gelu 

 

3.2.2.4 Barvení proteinů 

Proteiny byly v separačním polyakrylamidovém gelu barveny barvou Coomasie blue 

R250 30 minut. Poté byl gel odbarvován v odbarvovacím roztoku a nakonec skenován.  

 

3.2.2.5 Přenos proteinů na membránu („Western blotting“) 

Pro účely imunodetekce jsme potřebovali přenést proteiny z SDS-PAGE gelu na 

PVDF membránu Immobilon (Millipore). Membrána byla nejprve aktivována smočením 

v metanolu. Přenos proteinů probíhal v blotovacím pufru 30 minut při 360 mA. Byl 

používán přístroj vyrobený podle přístroje The Mini Trans-Blot (Bio-Rad) a postupovali 

jsme podle pokynů originálního výrobce. 
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3.2.2.6 Imunodetekce proteinů 

Pro imunodetekci fosforylovaných proteinů byla používána polyklonální králičí 

protilátka proti pThr a sekundární kozí protilátka proti králičím IgG konjugovaná 

s křenovou peroxidázou. Pro imunodetekci histidinové kotvy jsme použili protilátku proti 

poly-His také konjugovanou s křenovou peroxidázou.  

K vyvolání signálu byla použita komerční souprava SuperSignal® West Pico 

Chemiluminescent Substrate (Pierce). Substrát luminol byl v přítomnosti peroxidu a 

křenové peroxidázy rozštěpen a výsledkem byl signál zachytitelný rentgenovým filmem, 

který po vyvolání umožňoval lokalizaci fosforylovaných proteinů. 

Při imunodetekci pThr byl dodržován následující postup: 

1. blokace proteinů na membráně, 30 min v 3% BSA v TBS-T  

2. inkubace s primární protilátkou (ředění1: 2 500) v 1% BSA v TBS-T, přes noc při 

4° C 

3. promytí 3 x 10 minut v TBS-T 

4. inkubace se sekundární protilátkou (ředění 1: 5 000) v TBS-T 1h 

5. promytí 3 x 10 minut v TBS-T 

6. vyvolání signálu pomocí komerční soupravy 

7. detekce signálu na rentgenový film 

Při imunodetekci poly-His byla membrána blokována v 3% BSA v TBS-T přes noc, 

dál probíhala inkubace 1h s primární protilátkou (ředění 1:20 000) proti poly-His 

konjugovanou s peroxidázou v 1% BSA/TBS-T, další postup viz výše od kroku 5. 

 

3.2.3 Manipulace s E. coli 

3.2.3.1 Kultivace E. coli 

Kultivace E. coli probíhala v LB médiu při 37°C. Tekutá kultura se inkubovala za 

stálého třepání tak, aby docházelo k řádnému okysličení. V případě kultivace na pevné 

půdě byl do LB média přidán 1,5% agar. Selektivních vlastností půd jsme dosáhli 

přidáním antibiotika v příslušné koncentraci. 

 

3.2.3.2 Příprava kompetentních buněk 

Pro transformaci, kde byla potřeba vysoká účinnost transformace jsme používali 

předem připravené buňky E. coli kmene JM109 zmražené na -80°C. Příprava probíhala 

následujícím způsobem: 400 µl bakteriální kultury ve stacionární fázi jsme zaočkovali do 

 35



100 ml média SOB a kultivovali při 20°C za intenzivního třepání (250 ot/min). Jakmile 

kultura dosáhla OD600 0,6, byla kultivace přerušena a buňky jsme inkubovali 10 min na 

ledu. Poté jsme buňky centrifugovali (10 min, 2500 g, 4°C), resuspendovali v 32 ml 

ledového pufru TB a nechali 10 min stát na ledu. Poté byly buňky opět centrifugovány 

(10 min, 2500 g, 4°C) a resuspendovány v 8 ml pufru TB. Pomalu jsme přidávali DMSO 

do konečné koncentrace 7% a nechali 10 min stát na ledu. Takto připravené kompetentní 

buňky jsme rozplnili po 100 µl do mikrozkumavek a zamrazili v tekutém dusíku. Buňky 

byly skladovány v -80°C. 

Kompetentní buňky E. coli BL21 jsme připravovali čerstvé. Z čerstvě narostlé kultury 

jsme zaočkovali do LB média na OD 0,05 a nechali narůst do OD 0,6. 1 ml kultury jsme 

stočili (2 min, 3300 g), pelet jsme 2x promyli 1 ml 100 mM CaCl2 a nakonec 

resuspendovali ve 100 µl 100 mM CaCl2.  

                            

3.2.3.3 Transformace DNA do buněk E. coli 

Využívali jsme metodu teplotního šoku, díky kterému je usnadněn průchod DNA 

bakteriální buněčnou stěnou. 

Transformovali jsme buňky buď čistou plazmidovou DNA nebo ligační směsí. DNA 

jsme smíchali s připravenými kompetentními buňkami. Směs jsme drželi 30 minut na 

ledu. Následoval teplotní šok: 45 s  při 42 C a 2 min na ledu. Poté jsme přidali 900 µl 

LB média a transformační směs jsme dali inkubovat na 1h do 37°C. Poté jsme směs 

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

 

3.2.3.4 Izolace plazmidové DNA 

V případě, že nebyla požadována vysoká čistota plazmidu, izolovali jsme plazmid 

metodou alkalické lyze. Izolovanou kolonií jsme zaočkovali 2 ml LB média 

s antibiotikem a nechali narůst přes noc. Narostlou kulturu jsme stočili (3 min, 16100 g). 

Pelet jsme důkladně resuspendovali ve 100 μl roztoku PEB I. Poté jsme přidali 200 μl 

roztoku P II a promíchali překlápěním. V tomto kroku došlo k lyzi buněk a denaturaci 

genomové DNA, plazmidová DNA zůstala díky své konformaci nepoškozená. Reakci 

jsme nechali 5 min při laboratorní teplotě a poté jsme přidali 150 μl 3M KOAc pH 4,8 a 

prudčeji promíchali, došlo k vysrážení proteinů. Směs jsme nechali 10 min stát na ledu a 

poté jsme ji centrifugovali (10 min, 16100 g). Supernatant s plazmidovou DNA a RNA 

jsme smíchali s 450 μl izopropanolu. Směs jsme stočili (10 min, 16100 g). Pelet s 

vysráženou plazmidovou DNA a RNA jsme promyli 80% etanolem a vysušili ve 

 36



speedvacu 5 min. Pelet jsme resuspendovali ve 20 μl TE pufru s RNázou A. Došlo 

k rozpuštění plazmidové DNA a k degradaci RNA.  

Pro získání DNA ve vysoké čistotě jsme používali komerční soupravu QIAprep®Spin 

Miniprep Kit (QIAGEN) a dodržovali jsme pokyny od výrobce. 

 

3.2.4 Manipulace se S. pneumoniae 

3.2.4.1 Kultivace S. pneumoniae 

S. pneumoniae se kultivuje stacionárně při 37°C. Konzervy byly připravovány 

následujícím způsobem: 200 μl kultury S. pneumoniae (OD400 = 0,5) jsme zaočkovali do 

10 ml média CATc a nechali narůst do OD400 = 0,5. Poté jsme kulturu rozdělili po 1 ml, 

přidali glycerol na výslednou koncentraci 15% a zamrazili v -80° C. 

 

3.2.4.2 Izolace chromozomální DNA 

200 μl kultury S. pneumoniae jsme zaočkovali do média CATc a inkubovali při 37°C 

do OD400= 0,5. Poté jsme kulturu centrifugovali (10 min, 7780 g, 4C), buňky jsme 

promyli pufrem (10 mM Tris-HCl, pH 7,5) a opět zcentrifugovali (10 min, 4060 g, 4C). 

Pelet jsme resuspendovali v roztoku SEDS a inkubovali při 37 C, dokud nedošlo k lyzi 

kultury. K lyzátu jsme přidali 5 μl proteinázy K (2 mg/ml) a buněčnou suspenzi jsme 

inkubovali 15 min při 56 C. Přidali jsme 250 μl TE pufru a následně jsme extrahovali 

směsí fenol-chloroform (v poměru 1:1). Směs jsme centrifugovali (10 min, 4060 g, při 

pokojové teplotě). Odebrali jsme horní (vodnou) fázi. Počet extrakcí závisel na množství 

mezifáze. Nakonec jsme suspenzi extrahovali samotným chloroformem. Chromozomální 

DNA jsme precipitovali přidáním 0,1 objemu 3 M NaOAc pH 4,8 a 0,6 

objemu izopropanolu. Chromozomální DNA se v roztoku vysrážela ve formě vlákna, 

které jsme namotali na sterilní kličku, promyli 80% etanolem a nechali oschnout na 

vzduchu. Chromozomální DNA jsme nechali přes noc rozpouštět v TE pufru s RNázou 

(20 g/ml).   

 

3.2.4.3 Transformace DNA do buněk S. pneumoniae 

Do 10 ml média CTM jsme zaočkovali 200 µl kultury S. pneumoniae z konzervy a 

nechali narůst při 37° C do OD400 = 0,1. Poté jsme z této kultury odebrali 1 ml, ke 

kterému jsme přidali 250 ng CSP a 1 µg DNA (určené k transformaci). Celou směs jsme 

inkubovali 30 min při 30° C a 1 hod při 37° C. Kulturu jsme naředili a vyseli na misky 
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s gelózou a příslušným ATB. Jako pozitivní kontrolu a pro testování transformační 

účinnosti jsme použili chromozomální DNA z kmene Cp1016, který nese resistenci na 

rifampicin. Vyseli jsme ředění 10-2 a 10-3 na gelózu s rifampicinem a 10-4 a 10-5 na gelózu 

bez ATB. Z poměru získaných transformantů na miskách s ATB ku všem narostlým 

koloniím na miskách bez ATB jsme vypočítali transformační účinnost. 

 

3.2.4.4 Exprese His-PpaC v S. pneumoniae: 

Do 50 ml média CATc jsme zaočkovali 1 ml kultury kmene S. pneumoniae His-PpaC 

OD400 = 0,5. Zinek indukující expresi His-PpaC byl přidán do média na začátku kultivace 

v koncentracích 0 mM; 0,05 mM; 0,1 mM a 0,15 mM ZnSO4. Buňky byly stacionárně 

kultivovány při 37° C do OD400 = 0,5. Poté jsme kulturu stočili (5 min, 7000 g) a pelet 

resuspendovali v 1 ml pufru (25 mM Tris; 100 mM NaCl; pH 7,5). Buňky jsme rozbili 

skleněnými kuličkami pomocí přístroje Fast Prep (5 x 25 s, rychlost 4,5). Nerozbité 

buňky jsme stočili (10 min, 10 000 g) a v supernatantu jsme změřili koncentraci proteinů. 

Proteiny jsme rozdělili na SDS-PAGE a poté jsme provedli imunodetekci. 

 

3.2.5 Kinázová reakce in vitro 

Detekce fosforylace imunodetekcí 

Kinázová reakce in vitro probíhala v objemu 20 µl. Reakční směs obsahovala 25 mM 

Tris-HCl pH 7,5; 100 mM NaCl; 5 mM MnCl2; 5 mM MgCl2; 10 μM ATP. Bylo použito 

cca 0,5 µg proteinu PpaC a StkP. Reakce byla zahájena přidáním ATP a probíhala 30 

minut při 37°C. Přidáním 5x SDS-vzorkového pufru došlo k ukončení reakce. Proteiny 

byly separovány v 12% SDS-PAGE a poté přeneseny na PVDF membránu Western 

blottem. Fosforylace byla detekována imunodetekcí protilátkou proti pThr. 

Detekce fosforylace radioaktivním značením 

Reakční směs radioaktivně značené kinázové reakce in vitro byla stejného složení 

jako při detekci fosforylace imunodetekcí. Pouze ATP v každé reakci obsahovalo navíc 1 

μCi 32P-ATP. Reakce probíhala za stejných podmínek jako v případě detekce fosforylace 

imunodetekcí. Proteiny byly separovány SDS-PAGE, gel byl barven v Coomasie Blue a 

po odbarvení byl založen do kazety s citlivou fólií na 3-4 dny. 
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3.2.6 Mutageneze 
Tzv. mutagenní PCR jsme používali při zavádění záměn aminokyselin do genu pro 

PpaC. Postupovali jsme podle pokynů výrobce komerční soupravy (QuikChange® II Site-

Directed Mutagenesis Kit (Stratagene)). Základem byl vektor s genem ppaC a dva 

oligonukleotidové syntetické primery s požadovanou mutací (tabulka 3-2). Každý primer 

byl komplementární k opačnému vláknu vektoru. K amplifikaci byla použita Pfu 

polymeráza, která v každém cyklu syntetizovala celý plazmid.  

PCR směs obsahovala 25 ng templátové DNA (vektor pET1389); 125 ng každého 

oligonukleotidu; 1 μl dNTP (10 mM); 5 μl 10x reakčního pufru; 0,5 μl Pfu polymerázy 

(0,5 U) a H2O do celkového objemu 50 μl. Amplifikace probíhala v 16 cyklech za 

následujících podmínek: denaturace 95°C 30 s, připojení primerů 55°C 1 min, elongace 

68°C 7 min. 

Produkt PCR reakce byl poté štěpen enzymem DpnI. Endonukleáza DpnI  specificky 

štěpí metylovanou a hemimetylovanou DNA (5´-Gm6ATC-3´) a byla použita pro štěpení 

templátového vlákna. V PCR směsi tak zůstala pouze DNA, která obsahovala mutaci.   

 

mutace nukleotidová 
záměna 

sekvence oligonukleotidu (5´-3´) název 
primeru 

GCTTCAGGTTTGATTGCAGATACCCTTCTTTT LN91 F S150A TCA→GCA 
AAAAGAAGGGTATCTGCAATCAAACCTGAAGC LN92 R 
GATGCTTTCAGGTTTGATTGAAGATACCCTTCTTTTGA
AATCACC 

LN95 F S150E TCA→GAA 

GGTGATTTCAAAAGAAGGGTATCTTCAATCAAACCTG
AAAGCATC 

LN96 R 

CAGGTTTGATTTCAGATGCCCTTCTTTTGAAAT LN93 F T152A ACC→GCC 
GATTTCAAAAGAAGGGCATCTGAAATCAAACCTG LN94 R 
GATGCTTTCAGGTTTGATTGAAGATGAACTTCTTTTG
AAATCACC 

LN97 F T152E ACC→GAA 

GGTGATTTCAAAAGAAGTTCATCTTCAATCAAACCTG
AAAGCATC 

LN98 R 

GCTTTCAGGTTTGATTGCAGATGCCCTTCTTTTGAAAT
C 

LN99 F ST/A TCA; ACC 

→GCA; GCC GATTTCAAAAGAAGGGCATCTGCAATCAAACCTGAA
AGC 

LN100 R 

GATGCTTTCAGGTTTGATTGAAGATGAACTTCTTTTG
AAATCACC 

LN101 F ST/E TCA; ACC 

→GAA; GAA GGTGATTTCAAAAGAAGTTCATCTTCAATCAAACCTG
AAAGCATC 

LN102 R 

 

Tabulka 3-2: oligonukleotidy použité na mutagenní PCR 
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3.2.7 Měření aktivity enzymu 

Pracovali jsme s komerční soupravou Ser/Thr Phosphatase Assay System (Promega). 

Základním principem stanovení pyrofosfatázové aktivity enzymu je určení množství 

volného fosfátu vzniklého v reakci. Během fosfatázové reakce dochází ke štěpení 

pyrofosfátu na volný fosfát enzymem pyrofosfatázou. Reakce je ukončena přidáním 

směsi Molybdate Dye/Additive podle návodu od výrobce. Volný fosfát poté vytvoří 

komplex s molybdát-malachitovou zelení a dojde k barevné změně reakce. Intenzita 

vzniklého zabarvení je změřena jako absorbance. 

Jednotlivé reakce probíhaly v celkovém objemu 50 µl a obsahovaly vždy 1 mM 

pyrofosfát; 5 mM MgCl2 nebo 0,5 mM MnCl2; 50 mM Tris pH 7,5; 10 ng pyrofosfatázy 

PpaC (divokého typu nebo některé z mutantů). Reakce probíhala 10 minut při pokojové 

teplotě. Byla nastartována přidáním enzymu a ukončena přidáním směsi Molybdate 

Dye/Additive. Míra vzniklého zeleného zabarvení po proběhnutí reakce byla měřena jako 

absorbance při 600 nm. 

Pro vytvoření kalibrační křivky byl použit fosfátový standard (KH2PO4), z kterého 

byla vytvořena ředící řada (0-100-200-500-1000-2000 pmol volného fosfátu). Z grafu 

závislosti koncentrace na absorbanci jsme získali kalibrační křivku. Pomocí regresní 

rovnice bylo z kalibrační křivky stanoveno množství volného fosfátu v jednotlivých 

vzorcích. 
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4 Výsledky 
Porovnáním fosforylovaných proteinů divokého kmene S. pneumoniae a kmene S. 

pneumoniae ΔstkP bylo identifikováno několik potenciálních substrátů proteinkinázy 

StkP in vivo (obr. 4-1. A, obr. 4-1. B). 

Proteiny cytoplazmatické frakce divokého kmene S. pneumoniae a kmene 

s inaktivovanou proteinkinázou byly rozděleny na 2D SDS-PAGE (obr. 4-1. A), 

přeneseny na membránu a následně byla provedena imunodetekce protilátkou proti pThr 

(obr. 4-1. B). Anti-pThr protilátka reagovala se třemi proteiny v lyzátu z divokého typu. 

V mutantním kmeni nebyly detekovány žádné fosforylované proteiny. Detekované 

proteiny cytoplazmatické frakce divokého typu byly následně identifikovány pomocí 

hmotnostní spektrometrie. Ukázalo se, že jde o RpoA, -podjednotku RNAP; DivIVA, 

protein buněčného dělení a PpaC, Mn-dependentní anorganickou pyrofosfatázu 

(NOVÁKOVÁ et al., nepublikované výsledky). 

 

Obr. 4-1. A: 2D SDS-PAGE cytoplazmatických proteinů S. pneumoniae Rx1 
Barveno Coomasie blue; obdélník ohraničuje část gelu obsahujícího fosfoproteiny – fosforylace byla 
potvrzena imunodetekcí (viz obr. 4-1. B); (L. Nováková) 
 

 

Obr. 4-1. B: Výřez 2D SDS-PAGE cytoplazmatických proteinů S. pneumoniae z obr. 4-1. A 
Vlevo: detekce anti-pThr protilátkou; vpravo: obarveno Coomasie blue; PP1: DivIVA; PP2: DivIVA + 
RpoA; PP3: PpaC; (L. Nováková) 

 41



4.1 Exprese PpaC v E. coli 

4.1.1 Příprava vektoru 
Aby bylo možné otestovat, zda je protein PpaC substrátem proteinkinázy StkP in 

vitro, bylo nejprve potřeba připravit vektor, který by umožnil expresi ppaC a následně 

izolaci a purifikaci proteinu PpaC pomocí afinitní chromatografie. 

Rozhodli jsme se naklonovat gen ppaC do expresního plazmidu pET28b, který 

umožňuje jeho expresi v E. coli. Gen ppaC jsme amplifikovali pomocí PCR s Pfu 

polymerázou. Použili jsme primery LN70 a LN71. Získaný fragment jsme pomocí 

restrikčních míst pro endonukleázy NdeI a BamHI naklonovali do vektoru pET28b pod 

inducibilní promotor T7 (obr. 4-2). Na N-konci byla připojena histidinová kotva, která 

umožňuje purifikaci proteinu afinitní chromatografií. 

Získaný vektor jsme pojmenovali pET1389 (obr. 4-2) a transformovali jsme ho do E. 

coli JM109. Vybrané kolonie E. coli rezistentní ke kanamycinu jsme otestovali 

koloniovou PCR, abychom ověřili, zda byl fragment do vektoru naklonován správným 

způsobem. Sekvence genu byla ověřena sekvenováním.  

 
Obr. 4-2: Mapa expresního vektoru pET1389 
f1:počátek replikace; kan: gen pro kanamycinovou rezistenci; lacI: lac represor; T7: inducibilní promotor 
T7; His tag: sekvence histidinové kotvy; NdeI a BamHI: použitá restrikční místa; ppaC: klonovaný gen 
pro pyrofosfatázu 

 

4.1.2 Exprese genu ppaC v E. coli BL21 
Vektor pET1389 jsme transformovali do expresního kmene E. coli BL21. Pozitivní 

kolonie nesoucí plazmid jsme nechali narůst v tekutém LB médiu s kanamycinem. 

Expresi proteinu jsme indukovali přidáním IPTG (obr. 4-3. A). Během kultivace jsme 

odebírali vzorky kultury. Po třech hodinách jsme expresi ukončili a připravili jsme 
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buněčný lyzát. Vzorky kultury z exprese jsme poté analyzovali na SDS-PAGE. Zjistili 

jsme, že se nám podařilo exprimovat protein, jehož velikost odpovídala proteinu PpaC 

(33,48 kDa) (obr. 4-3. A, vzorky 1-4). Abychom ověřili, zda je protein PpaC obsažen 

v rozpustné frakci, nebo jestli je mezi nerozpustnými proteiny v inkluzích, rozpustnou a 

nerozpustnou frakci jsme oddělili centrifugací. Získaný pelet i supernatant jsme také 

analyzovali na SDS-PAGE. Zjistili jsme, že protein PpaC a je obsažen v rozpustné frakci 

(obr. 4-3. A, vzorky 5, 6).  

Solubilní protein jsme z lyzátu izolovali afinitní chromatografií s využitím histidinové 

kotvy (obr. 4-3. B). Proteinové vzorky odebírané během purifikace jsme poté analyzovali 

na SDS-PAGE. Zjistili jsme, že se nám podařilo získat rozpustný protein PpaC 

v dostatečné čistotě a množství (obr. 4-3. B). 

 

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

 
Obr. 4-3. B: Purifikace proteinu PpaC 
1) vzorek kultury před indukcí; 2) celkový lyzát; 3) vzorek nenavázaných proteinů; 4) 1. promytí; 5) 3. 
promytí; 6) čistý protein I; 7) čistý protein II; 8) čistý protein III; 9) koncentrovaný čistý protein  
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4.2 In vitro fosforylace PpaC pomocí StkP 
Abychom prokázali, zda je PpaC substrátem proteinkinázy StkP in vitro, testovali 

jsme fosforylaci kinázovou reakcí in vitro. Principem této reakce je smísení proteinkinázy 

a substrátu v příslušném pufru v přítomnosti Mn2+ a Mg2+ iontů a ATP.  

Proteiny StkP-KD (kinázová doména StkP) i PpaC byly oba fúzované s histidinovou 

kotvou. Kotva sloužila jak k purifikaci proteinů, tak k detekci jejich přítomnosti anti-His 

protilátkou. Fosforylace proteinů byla detekována anti-pThr protilátkou. Negativní 

kontroly reakce obsahovaly vždy jen jeden z proteinů (proteinkinázu nebo substrát). 

Po detekci proteinů anti-His protilátkou jsme zaznamenali přítomnost proteinů o 

velikosti StkP-KD (30,1 kDa) a PpaC (33,5 kDa) (obr. 4-4, vpravo). Po detekci proteinů 

anti-pThr protilátkou byl zřetelný pouze signál odpovídající autofosforylované StkP. 

Nezaznamenali jsme reakci proteinu PpaC s anti-pThr protilátkou. Z našich výsledků 

tedy vyplývá, že proteinkináza StkP je autofosforylovaná, ale k fosforylaci PpaC 

prostřednictvím StkP nedochází (obr. 4-4). Rovněž jsme potvrdili, že nedochází 

k autofosforylaci PpaC. 

Abychom odhalili i případnou fosforylaci proteinu na serinovém zbytku provedli jsme 

variantu kinázové reakce s použitím radioaktivně značeného [-32P]ATP (obr. 4-5). Opět 

jsme pozorovali autofosforylaci proteinkinázy StkP a kinázové domény StkP-KD, ale ani 

v tomto případě jsme nezaznamenali fosforylaci PpaC in vitro. 

Z předchozích experimentů vyplývá, že fosforylace PpaC je in vivo závislá na StkP. 

My jsme však závislost fosforylace PpaC na StkP in vitro neprokázali. Tento výsledek 

můžeme vysvětlit tak, že k fosforylaci PpaC nebyly vytvořeny optimální reakční 

podmínky, nebo že chybí přítomnost dalšího interakčního partnera, který by pomohl 

zprostředkovat vazbu proteinkinázy a substrátu. 

 

Obr. 4-4: Fosforylace PpaC prostřednictvím StkP 
1) Stk-KD; 2) Stk-KD + PpaC; 3) PpaC 
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Obr. 4-5: Fosforylace PpaC pomocí [-32P]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 
Dalším cílem této práce bylo zjistit, jaký vliv na aktivitu PpaC má její fosforylace. 

Při identifikaci proteinu PpaC hmotnostní spektrometrií byl v proteinu určen fosfopeptid 

EIAGLMLSGLISDTLLLK (AK 139-156), který nesl dvě fosfátové skupiny. Sekvence 

fosfopeptidu však obsahovala tři aminokyseliny, které mohou být potenciálně 

fosforylované: Ser146, Ser150 a Thr152. 

 

4.3.1 Srovnání sekvencí ppaC u S. pneumoniae a S. agalactiae 
Nyní jsme potřebovali určit, které dvě aminokyseliny identifikované ve fosfopeptidu 

jsou s největší pravděpodobností fosforylované. Využili jsme skutečnosti, že je známá 

krystalová struktura pyrofosfatázy z bakterie S. agalactiae Sa-PpaC (RANTANEN et al., 

2007), která je homologní s pneumokokovou pyrofosfatázou Sp-PpaC. Srovnali jsme 

sekvence genů ppaC těchto dvou bakterií (obr. 4-6). Zjistili jsme, že všechny tři 

teoreticky fosforylované aminokyseliny (Ser146, Ser150 a Thr152) obsažené ve 

fosfopeptidu jsou v obou sekvencích konzervované. Porovnáním sekvencí celých genů 

ppaC jsme zjistili, že bakterie S. pneumoniae a S. agalactiae mají v genech ppaC 

vysokou hodnotu identity (85,2%) a podobnosti (92,3%). Pro další experimenty jsme tedy 

mohli vycházet ze známé struktury aktivního místa PpaC. 
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Obr. 4-6: Srovnání sekvencí genů ppaC z bakterie S. pneumoniae a S. agalactiae 
S.p.: Streptococcus pneumoniae; S.a.: Streptococcus agalactiae; v modrém obdélníku jsou ohraničeny 
aminokyseliny fosfopeptidu určeného hmotnostní spektrometrií (AK 139-156) 
 

4.3.2 Příprava modifikovaných proteinů PpaC 
Na základě známé krystalové struktury pyrofosfatázy Sa-PpaC (RANTANEN et al., 

2007), která je homologní s pneumokokovou pyrofosfatázou Sp-PpaC, jsme mohli určit, 

která z aminokyselin fosfopeptidu je s největší pravděpodobností fosforylovaná. Ser146 

jsme mohli jako cíl fosforylace vyloučit, neboť se nenachází na povrchu molekuly 

enzymu a není tedy přístupný pro proteinkinázu. Naproti tomu Ser150 a Thr152 jsou 

přístupné na povrchu a navíc se nacházejí v blízkosti aktivního místa enzymu. 

Fosforylace aminokyselin Ser150 a Thr152 by proto mohla mít fyziologický význam. 

Abychom zjistili, jakým způsobem je ovlivněna aktivita proteinu jeho fosforylací, 

rozhodli jsme se vytvořit sérii mutantů, ve kterých jsme zaměňovali pravděpodobné 

fosfoaminokyseliny Ser150 a Thr152. Prováděli jsme záměnu buď jedné AK nebo obou 

AK najednou (obr. 4-7). Původní AK jsme mutací měnili buď za neutrální AK alanin 

nebo za fosfomimetickou AK kyselinu glutamovou (obr. 4-7). Záměna za neutrální AK 

umožní určit, do jaké míry ovlivní mutace aktivitu proteinu nezávisle na fosforylaci. 

Fosfomimetická AK by měla napodobovat fosforylovaný stav proteinu. 
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Mutagenezi genu ppaC ve vektoru pET1389 jsme prováděli prostřednictvím 

mutagenní PCR (kapitola 3.2.6) s použitím Pfu polymerázy a speciálně navržených 

oligonukleotidů (kapitola 3.1.10), jejichž sekvence pokrývaly mutované místo v obou 

směrech. Během každého cyklu PCR reakce byl syntetizován celý plazmid. Po 

amplifikaci byla PCR směs štěpena enzymem DpnI (5´-Gm6ATC-3´), který specificky 

rozštěpil původní templátovou metylovanou a hemimetylovanou DNA. V PCR směsi 

poté zůstala pouze nově amplifikovaná, nemetylovaná DNA s příslušnou mutací. 

Správnost mutované sekvence byla ověřena sekvenací. Připravili jsme celkem šest 

mutovaných plazmidů: pET1389-S150A, -S150E, -T152A, -T152E, -ST/A, a -ST/E 

(tabulka 4-1). 

 

Obr. 4-7: Sekvence fosfopeptidu PpaC (AK 139-156) 
Červeně jsou vyznačeny nukleotidy kódující aminokyseliny v pozicích 150 a 152 
 

původní AK AK vnesená mutací pracovní název mutace 
Ala S150A  

Ser150 Glu S150E 
Ala T152A  

Thr152 Glu T152E 
Ala ST/A  

Ser150+Thr152 Glu ST/E 
 

Tab. 4-1: Přehled mutací fosfoaminokyselin v proteinu PpaC 
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4.4 Měření aktivity proteinu PpaC 

4.4.1 Klonování mutantních variant ppaC do vektoru pETPhos 
Vzhledem k tomu, že předmětem našeho zájmu bylo sledovat fosforylaci na Ser a 

Thr, rozhodli jsme se překlonovat geny ppaC ve všech mutantních variantách do 

pozměněného expresního vektoru s názvem pETPhos. Vektor pETPhos je speciálně 

upravený vektor určený pro studium substrátů Ser/Thr proteinkináz. Hlavní výhodou je, 

že oproti vektoru pET28b neobsahuje pETPhos ve fúzní histidinové kotvě Ser a Thr 

zbytky, které mohou představovat nespecifická fosforylační místa (CANOVA et al., 

2008). V případě potřeby může být kotva odštěpena TEV proteázou Přestože fosforylace 

PpaC prostřednictvím StkP in vitro nebyla potvrzena, in vivo je fosforylace PpaC na StkP 

závislá. Nově vytvořené vektory budou použity pro další testování fosforylace in vivo. 

Všechny varianty mutovaných genů ppaC jsme vyštěpili z vektoru pET28b pomocí 

restriktáz NdeI a BamHI a naklonovali do vektoru pETPhos (obr. 4-8), divoký typ 

vektoru jsme pojmenovali pETPhos1389. Vektory pETPhos1389 se všemi variantami 

modifikované pyrofosfatázy jsme transformovali do expresních buněk E. coli BL21. 

Exprese a izolace probíhala stejně jako v pokusu 4.1.2.  

 

Obr. 4-8: Mapa expresního vektoru pETPhos1389 
AmpR: gen pro ampicilinovou rezistenci; lacI: lac represor; T7: indubilní promotor T7; His tag: sekvence 
kódující histidinovou kotvu; ppaC: klonovaný gen pro pyrofosfatázu; NdeI a BamHI: použitá restrikční 
místa 

 

4.4.2 Testování aktivity PpaC 

Pyrofosfatázy rodiny II mají obecně vysokou katalytickou konstantu kcat. Předpokládá 

se, že jejich případná fosforylace bude mít nejspíše inhibiční efekt, neboť zvýšení 

katalytické aktivity by již nemělo vliv na rychlost reakce (RANTANEN et al., 2007). 
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Katalytickou aktivitu modifikovaných proteinů a PpaC divokého typu jsme měřili 

pomocí komerčního kitu (kapitola 3.1.8). Princip měření byl založen na stanovení 

množství volného fosfátu, který se uvolňuje během štěpení substrátu pyrofosfátu 

enzymem pyrofosfatázou. Volný fosfát vytvořil komplex s molybdát-malachitovou zelení 

a míra vzniklého zeleného zabarvení byla měřena jako absorbance. 

V prvních měřeních jsme se snažili definovat nejvhodnější reakční podmínky. Zjistili 

jsme, že ideální množství PpaC na reakci je 10 ng. Dále jsme testovali vliv různých 

hodnot pH (pH 3-9). Ukázalo se, že hodnota pH nehraje v aktivitě enzymu výraznou roli. 

Nejvyšší aktivita enzymu byla zaznamenána při pH 7,5 (data neuvedena). Dále nás 

zajímal vliv různých dvojmocných iontů na aktivitu. Díky známé krystalové struktuře Sa-

PpaC víme, že PpaC váže v aktivním místě tři kovové ionty: dva ionty Mn2+ a jeden iont 

Mg2+ (RANTANEN et al., 2007). Rozhodli jsme se tedy testovat vliv iontů manganatých 

a hořečnatých, ale i vápenatých, zinečnatých a kobaltnatých (data neuvedena). Nejvyšší 

aktivitu jsme zaznamenali u Mn2+ a Mg2+ iontů. Z ostatních iontů byl nejúčinnější Co2+, 

v jehož přítomnosti dosahovala aktivita pyrofosfatázy až 50% maximální aktivity. Ostatní 

ionty nebyly tak účinné (data neuvedena). Ionty Mn2+ a Mg2+ jsme poté testovali 

v různých koncentracích (0,1; 0,5; 1; 5 a 10 mM), (graf  4-1). Ukázalo se, že PpaC je 

nejaktivnější v přítomnosti 5 mM Mg2+ nebo v přítomnosti 0,5 mM Mn2+. Naopak Mn2+ 

při koncentraci vyšší než 1 mM způsobuje inhibici PpaC. Vzhledem k výsledkům jsme 

další měření prováděli s 5 mM Mg2+ nebo s 0,5 mM Mn2+. 

Testováním aktivity modifikovaných proteinů a PpaC divokého typu jsme zjistili, že 

záměna fosfoaminokyselin za alanin snižuje aktivitu PpaC. Mutace S150A  způsobuje 

pokles aktivity zhruba o 25%, mutace T152A  až o 75% a mutace ST/A asi o 50% (graf 

4-2, graf 4-3). Záměna za fosfomimetickou aminokyselinu (S150E, T152E) však 

potlačila pyrofosfatázovou aktivitu pouze na 1 - 4%. Dvojitá mutace na kyselinu 

glutamovou (ST/E) způsobila úplnou inaktivaci enzymu (graf 4-2, graf 4-3).  

Z našich výsledků vyplývá, že změnu aktivity enzymu způsobuje jak fosfomimetická, 

tak neutrální mutace fosfoaminokyselin. Je pravděpodobné, že jakákoliv 

aminokyselinová modifikace v aktivním místě způsobuje významnou změnu 

prostorového uspořádání molekuly a tím pádem dochází ke snížení aktivity enzymu. 

Avšak záměna za kyselinu glutamovou, která do aktivního místa vnáší simulaci 

fosforylovaného stavu, způsobuje dramatické snížení katalytické aktivity či úplnou 

inhibici. To naznačuje, že fosforylace in vivo má inhibiční účinek, což je v souladu 

s dříve publikovanou hypotézou (RANTANEN et al., 2007). 
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Graf 4-1: Aktivita PpaC (WT) v přítomnosti Mg2+ nebo Mn2+ 
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Graf 4-2: Vliv fosforylace na aktivitu PpaC za přítomnosti 0,5 mM Mn2+ 
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Graf 4-3: Vliv fosforylace na aktivitu PpaC za přítomnosti 5 mM Mg2+ 

 

4.5 Modelování trojrozměrné struktury aktivního místa PpaC 
Nedávno byla odhalena krystalová struktura proteinu Sa-PpaC, homologního s Sp-

PpaC (RANTANEN et al., 2007). Jako ostatní pyrofosfatázy rodiny II se skládá ze dvou 

domén, mezi nimiž leží aktivní místo. Každý monomer obsahuje v aktivním místě 

substrátový analog imidodifosfát a tři kovové ionty: dva Mn2+ a jeden Mg2+.  

Fosfopeptid EIAGLMLSGLISDTLLLK (AK 139-156), který byl identifikovaný 

hmotnostní spektrometrií a který obsahuje dvě potenciálně fosforylované aminokyseliny 

S150 a T152, je součástí aktivního místa enzymu. 

S využitím znalosti 3D modelu Sa-PpaC jsme se rozhodli pomocí programu Swiss-

PdbViewer 4.0.1 vytvořit model trojrozměrné struktury aktivního místa Sp-PpaC. Chtěli 

jsme tak graficky znázornit, kde se nacházejí mutované aminokyseliny a jaký mají vztah 

k substrátu. Vytvořili jsme model divokého typu PpaC v komplexu s navázaným 

substrátem a model modifikovaných proteinů PpaC-ST/A a PpaC-ST/E. Modely 

zobrazují substrát imidodifosfát (obr. 4-9), fosfopeptid EIAGLMLSGLISDTLLLK se 

zvýrazněnými aminokyselinami v pozicích S150 a T152 a pro přehlednost aminokyseliny 

pouze v okolí 2,7 Å od substrátu (obr. 4-10, obr. 4-11, obr. 4-12). Aby byl model lépe 
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srozumitelný, zařadili jsme ještě obrázek samotného substrátu imidodifosfátu (PNP) (obr. 

4-9). Je-li imidodifosfát součástí aktivního místa, váže na sebe jeden Mg2+ a dva Mn2+ 

ionty. Součástí aktivního místa enzymu je také fosfopeptid identifikovaný hmotnostní 

spektrometrií.  

Z modelu PpaC divokého typu je patrné, že aminokyseliny S150 a T152 nevytvářejí 

se substrátem žádné přímé vazby (obr. 4-10). Mezi těmito dvěma aminokyselinami je 

však sevřena AK D151, která se přímo podílí na vazbě substrátu a vytváří se substrátem 

vodíkový můstek (obr. 4-10).  

Pokud jsme provedli záměnu aminokyselin S150 a T152 za alanin (obr. 4-11), 

nepozorovali jsme vznik žádné další vazby se substrátem.  

V případě dvojité mutace za kyselinu glutamovou také není zjevná přímá interakce 

aminokyselin S150E a T152E se substrátem (obr. 4-12). COO skupiny glutamových 

kyselin nesměřují k substrátu a z našeho modelu ani není zřejmé, že by výrazně 

zasahovaly do kapsy substrát vazebného místa, kde by mohly přímo interferovat s vazbou 

pyrofosfátu. Přesto dochází touto mutací k úplné inhibici aktivity enzymu. Záměna za 

fosfomimetické aminokyseliny tedy pravděpodobně způsobuje celkové pozměnění 

trojrozměrné struktury aktivního místa enzymu a vliv na aktivitu je způsoben zřejmě 

zprostředkovaně touto změnou. 

 

 
Obr. 4-9: Imidodifosfát (PNP) – H5NO6P2 
Modrá - dusík; oranžová - fosfor; červená - kyslík 

 52



 

Obr. 4-10: prostorový model aktivního místa pyrofosfatázy PpaC-WT 
Nahoře: pohled ze strany Ser; dole: pohled ze strany Thr; žlutě: fosfopeptid určený na MALDI (AK139-
156), světle zeleně: Ser150 a Thr152; světle modře: okolí 2,7Å od substrátu; zelené přerušované čáry: 
vodíkové můstky; ostatní: substrát imidodifosfát  - obr. 4-9 
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Obr. 4-11: prostorový model aktivního místa pyrofosfatázy PpaC-ST/A  
Nahoře: pohled ze strany původního Ser; dole: pohled ze strany původního Thr; žlutě: fosfopeptid určený 
na MALDI (AK139-156), zelenomodře: Ala150 a Ala152; světle modře: okolí 2,7Å od substrátu; zelené 
přerušované čáry: vodíkové můstky; ostatní: substrát imidodifosfát - obr. 4-9 
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Obr. 4-12: prostorový model aktivního místa pyrofosfatázy PpaC-ST/E 
Nahoře: pohled ze strany původního Ser; dole: pohled ze strany původního Thr; žlutě: fosfopeptid určený 
na MALDI (AK139-156), zeleně: Glu150 a Glu152; světle modře: okolí 2,7Å od substrátu; zelené 
přerušované čáry: vodíkové můstky; ostatní: substrát imidodifosfát - obr. 4-9 
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4.6 Tvorba komplementačního konstruktu PpaC 
Dalším úkolem bylo připravit kmen S. pneumoniae nesoucí gen ppaC na 

chromozomu pod inducibilním promotorem a s připojenou histidinovou kotvou. Tento 

kmen (bga::PczcD-his-ppaC) a podobným způsobem vytvořené kmeny nesoucí mutace 

PpaC-S150A, T152A a ST/A budou sloužit pro (i) další studie fosforylace in vivo a pro 

(ii) ověření esenciality PpaC.  

(i) Exprese PpaC s fúzovanou histidinovou kotvou ve S. pneumoniae umožní izolovat 

čistý protein přímo z mateřského organizmu v dostatečném množství. Protein divokého 

typu a modifikované proteiny PpaC-S150A, T152A a ST/A izolované ze S. pneumoniae 

pak mohou být použity pro analýzu fosforylace pomocí imunodetekce a hmotnostní 

spektrometrie. Analýza fosforylace umožní prokázat, zda jsou aminokyseliny S150 a 

T152 skutečně fosforylované in vivo.  

(ii) Pyrofosfatázy jsou obecně považovány za esenciální enzymy. Nepostradatelnost 

PpaC u S. pneumoniae však ještě nebyla testována. Pokud by byla inaktivace genu ppaC 

letální, je potřeba potvrdit esencialitu ppaC komplementací této mutace. K tomu je 

výhodné využít indukované exprese genu ppaC umístěného na chromozomu S. 

pneumoniae, protože kmen nevyžaduje kultivaci v přítomnosti selekčního antibiotika a 

intenzita exprese může být modifikována koncentrací inducibilní molekuly Zn2+. Tento 

systém umožní rovněž testovat, zda jsou mutované formy PpaC schopny 

komplementovat deleci ppaC v S. pneumoniae. Takto se ověří vliv fosforylace na funkci 

PpaC in vivo. 

 

4.6.1 Příprava vektoru 
Pro přípravu komplementačního konstruktu jsme použili vektor pJWV25 

(EBERHARDT et al., 2009). Tento vektor nese Zn2+ inducibilní promotor a gatC a bgaA 

sekvence, které jsou homologní se sekvencemi na chromozomu S. pneumoniae. 

Genetická informace kódovaná chromozomem mezi těmito sekvencemi není pro bakterii 

v laboratorních podmínkách esenciální, a proto může dojít k vložení požadovaného 

vektoru do chromozomu homologní rekombinací. Pro naklonování ppaC pod inducibilní 

promotor jsme použili metodu fúzní PCR. Metoda spočívá v amplifikaci dvou fragmentů 

(ppaC a promotoru PczcD) pomocí primerů s překrývajícími se konci. V další 

amplifikační reakci dojde k fúzi obou fragmentů. 
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Gen ppaC s histidinovou kotvou jsme amplifikovali z plazmidu pETPhos1389. 

K amplifikaci jsme použili oligonukleotidy LN140 a LN141 (obr. 4-13).  

Druhou PCR reakcí jsme amplifikovali inducibilní zinkový promotor PczcD. Jako 

templát jsme použili vektor pJWV25 a oligonukleotidy LN123 a LN139 (obr. 4-13).  

Díky tomu, že sekvence oligonukleotidů LN139 a LN140 se překrývaly, mohli jsme 

produkty obou předchozích amplifikací spojit ve třetí PCR reakci (obr. 4-13). V tomto 

případě byly použity oligonukleotidy LN123 a LN141. 

Oligonukleotidy LN123 a LN141 zahrnovaly také restrikční místa SphI resp. NotI, 

pomocí kterých jsme naklonovali fúzní fragment do plazmidu pJWV25. Vzniklý vektor 

jsme pojmenovali pZn-His-PpaC (obr. 4-14). 

 

 

 

 
Obr. 4-13: schéma fúzní PCR 
Zn: inducibilní zinkový promotor; His: histidinová kotva; PpaC: pyrofosfatáza; bgaA a gatC: místa pro 
homoloní rekombinaci; tetM: gen pro tetracyklinovou rezistenci; ampR: gen pro ampicilinovou rezistenci; 
NotI, SphI: použité restrikční enzymy; LN123, LN139, LN140, LN141: použité oligonukleotidy 
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Obr. 4-14: Mapa vektoru pZn-His-PpaC 
Zn: inducibilní zinkový promotor; His tag: histidinová kotva; PpaC: pyrofosfatáza; bgaA a gatC: místa 
pro homoloní rekombinaci; tetM: gen pro tetracyklinovou rezistenci; NotI, SphI a PvuI: použitá restrikční 
místa 
 

 

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

Linearizovaný vektor jsme poté transformovali do S. pneumoniae Cp1015, čímž vznikl 

kmen S. pneumoniae bga::PczcD-his-ppaC (obr. 4-15). Z transformantů vyrostlých na 

selekčních miskách s tetracyklinem jsme vybrali tři kolonie, které jsme přeočkovali na 

krevní misky, napěstovali a izolovali chromozomální DNA. Integraci konstruktu do 

chromozomu jsme ověřili pomocí PCR. V každé reakci jsme použili vždy jeden 

oligonukleotid, který byl komplementární k sekvenci mimo rekombinační oblast a druhý, 

který pokrýval část genu ppaC (obr. 4-15). Negativní kontrolou byla amplifikace 

provedená na templátu DNA divokého typu S. pneumoniae Cp1015 (obr. 4-16). U 

mutovaných kmenů jsme očekávali vznik fragmentů o velikosti 5660 pb v případě 

amplifikace s oligonukleotidy LN32 a LN141 nebo velikosti 1935 pb v případě 

amplifikace s oligonukleotidy LN142 a LN140 (obr. 4-15). U divokého kmene se neměl 

amplifikovat žádný fragment. Podle výsledků PCR reakce jsme zjistili, že integrace 

komplementačního konstruktu do chromozomu S. pneumoniae proběhla úspěšně (obr. 4-

16). 
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Obr. 4-15: Schéma integrace komplementačního konstruktu do chromozomu S. pneumoniae 
Zn: inducibilní zinkový promotor; PpaC: pyrofosfatáza; bgaA a gatC: místa pro homoloní rekombinaci; 
tetM: gen pro tetracyklinovou rezistenci; PvuI: restrikční místo; šipky označují použité oligonukleotidy 
 

 
Obr. 4-16: Kontrolní PCR – ověření vložení komplementačního konstruktu na chromozom 
1)-3) kmeny bga::PczcD-his-ppaC (klony 1-3); WT) divoký typ; PCR s oligonukleotidy LN32 a LN141 – 
předpokládaná velikost fragmentu 5660; PCR s oligonukleotidy LN142 a LN140 – předpokládaná velikost 
fragmentu 1935 
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4.6.3 Exprese proteinu His-PpaC pod zinkovým promotorem 
Ve vytvořeném kmeni S. pneumoniae (bga::PczcD-his-ppaC) jsme testovali expresi 

proteinu PpaC pod zinkovým promotorem. Kmen S. pneumoniae bga::PczcD-his-ppaC 

jsme zaočkovali do CATc média s různou koncentrací zinku (0; 0,05 0,1; 0,15 mM 

ZnSO4). Po dosažení OD400 0,5 jsme kultivaci ukončili, izolovali jsme proteiny a 

detekovali jsme je anti-His protilátkou. Jako kontrolu jsme použili buněčný lyzát 

divokého kmene S. pneumoniae. 

V lyzátech z kmene S. pneumoniae bga::PczcD-his-ppaC pěstovaného v přítomnosti 

Zn2+ se nám podařilo detekovat protein reagující s histidinovou protilátkou a odpovídající 

velikosti PpaC (33,5 kDa). Signál v kmeni s vloženým komplementačním konstruktem se 

zvyšoval se zvyšující se koncentrací zinku v médiu (obr. 4-17). Nejsilnější signál byl 

patrný při největší testované koncentraci zinku (0,15 mM). Při koncentraci 0,1 mM Zn2+ 

byl signál slabší a při 0,05 mM Zn2+ byl signál jen málo patrný. Žádný signál jsme 

nezaznamenali v lyzátu z divokého kmene S. pneumoniae, ani u kmene s vloženým 

komplementačním konstruktem, který byl pěstován bez zinku. His-PpaC se tedy 

exprimuje specificky pouze působením zinku. S histidinovou protilátkou reagovaly i další 

proteiny v buněčných lyzátech obou použitých kmenů. V těchto případech se jedná o 

nespecifickou reakci. 

Závěrem lze shrnout, že se nám podařilo ověřit, že je komplementační konstrukt 

funkční a dochází k indukci exprese PpaC specificky v přítomnosti zinku (obr. 4-17). 

 

 

Obr. 4-17: detekce proteinů indukovaných zinkem anti-His protilátkou 
1) S. pneumoniae WT; 2) S. pneumoniae (bga::PczcD-his-ppaC), 0 mM ZnSO4; 3) S. pneumoniae 
(bga::PczcD-his-ppaC), 0,05 mM ZnSO4; 4) S. pneumoniae (bga::PczcD-his-ppaC), 0,1 mM ZnSO4; 5) S. 
pneumoniae (bga::PczcD-his-ppaC), 0,15 mM ZnSO4 
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5 Diskuze 

5.1 Fosforylace PpaC prostřednictvím StkP in vitro 
V genomu S. pneumoniae byla identifikována jediná Ser/Thr proteinkináza 

eukaryotického typu StkP. StkP je membránový protein, který obsahuje katalytickou 

kinázovou doménu lokalizovanou v cytoplazmě a čtyři PASTA domény v C-koncové 

extracelulární části (NOVÁKOVÁ et al., 2005). PASTA domény slouží s největší 

pravděpodobností jako senzor, který po navázání specifického ligandu, patrně volných 

podjednotek peptidoglykanu, způsobí aktivaci proteinkinázy (YEATS et al., 2002). 

Kmen S. pneumoniae s mutací v genu stkP produkuje dlouhé buňky s defektem v tvorbě 

buněčných přepážek (GIEFING et al., 2008). Vzhledem k tomu, že mezi identifikované 

substráty StkP patří také dva proteiny buněčného dělení, DivIVA a FtsZ, je zřejmé, že se 

StkP účastní regulace cyklu buněčného dělení (NOVÁKOVÁ et al., nepublikované 

výsledky; GIEFING et al., 2010). Proteinkináza StkP hraje úlohu ve virulenci a navození 

stavu přirozené kompetence (ECHENIQUE et al., 2004), dále působí jako globální 

regulátor genové exprese a je důležitá pro rezistenci k různým druhům stresů 

(SASKOVÁ et al., 2007). Protein StkP je vysoce imunogenním antigenem. Mezi 

studovanými klinickými izoláty je vysoce konzervovaný, a proto byl vybrán jako jeden 

ze dvou kandidátů na vývoj nové pneumokokové vakcíny (GIEFING et al., 2008). 

Porovnáním fosfoproteomu divokého kmene S. pneumoniae a kmene s inaktivovanou 

proteinkinázou ΔstkP bylo identifikováno několik nových substrátů StkP in vivo, mezi 

nimi i Mn-dependentní anorganická pyrofosfatáza PpaC. Hmotnostní spektrometrií byl 

v proteinu PpaC identifikován fosforylovaný peptid EIAGLMLSGLISDTLLLK 

(NOVÁKOVÁ et al., nepublikované výsledky). 

Jedním z cílů této práce bylo zjistit, zda je pyrofosfatáza PpaC substrátem 

proteikinázy StkP také in vitro. Za tímto účelem jsme exprimovali gen ppaC v E. coli. 

Rekombinantní protein PpaC jsme izolovali pomocí afinitní chromatografie a podrobili 

jej in vitro fosforylaci pomocí StkP. Za použití standardních podmínek kinázové reakce 

se nám nepodařilo prokázat, že by rekombinantní protein PpaC byl in vitro fosforylován 

prostřednictvím proteinkinázy StkP. Fosforylaci se nepodařilo prokázat ani v přítomnosti 

32P-ATP. Tuto skutečnost si můžeme vysvětlit následovně: 

(i) PpaC vyžaduje pro svoji fosforylaci in vivo specifické reakční podmínky, které 

se nám nepodařilo při testování fosforylace in vitro vytvořit.  
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(ii) PpaC vyžaduje přítomnost specifického interakčního partnera, který by 

zprostředkoval vazbu kinázy a substrátu. Podobně je tomu například u eukaryot, kde tuto 

funkci zastávají tzv. adaptorové „scaffold“ proteiny (ENGSTROM et al., 2010). 

(iii) PpaC není přímým substrátem proteinkinázy StkP. StkP a PpaC mohou být 

například součástí fosforylační kaskády, kde je signál přenášen z jedné kinázy na druhou 

a teprve ta poslední fosforyluje cílový substrát. Taková fosforylační kaskáda byla 

objevena například u M. xanthus. Proteinkináza Pkn8 fosforyluje nejprve proteinkinázu 

Pkn14 a ta poté fosforyluje cílový substrát MrpC (NARIYA a INOUYE, 2006). 

Transkripční faktor MrpC je navíc regulován dvousložkovým systémem MrpA/MrpB. 

V tomto případě se jedná o kombinovanou signální kaskádu, která spojuje eukaryotické 

proteinkinázy a prokaryotický dvousložkový systém (LUX a SHI, 2005). Vzhledem 

k tomu, že S. pneumoniae nese pouze jednu Ser/Thr proteinkinázu eukaryotického typu, 

by další případná kináza z fosforylační kaskády již nebyla homologní s ESTPK. 

 

5.2 Vliv fosforylace na aktivitu PpaC 
Solubilní anorganická pyrofosfatáza je esenciální enzym, který katalyzuje přeměnu 

pyrofosfátu na dvě molekuly fosfátu. Tato exergonická reakce poskytuje energii pro 

biosyntetické transformace probíhající v buňce. Existují dvě rodiny solubilních 

pyrofosfatáz, přičemž PpaC S. pneumoniae patří do rodiny II. Rodiny navzájem 

postrádají sekvenční příbuznost. Přestože jsou struktury jejich aktivních míst velmi 

podobné, reakční mechanizmus je jiný. 

Ačkoliv se nám nepodařilo prokázat, že je PpaC přímým substrátem StkP in vitro, 

rozhodli jsme se testovat vliv fosforylace pozorované in vivo na aktivitu PpaC pomocí 

mutageneze vybraných aminokyselin. Hmotnostní spektrometrií se nám podařilo 

v pyrofosfatáze identifikovat peptid nesoucí dvě fosfátové skupiny. Peptid 

EIAGLMLSGLISDTLLLK (AK 139-156) však nesl tři potenciální fosfoaminokyseliny 

S146, S150 a T152. Na základě známé krystalové struktury (RANTANEN et al., 2007) 

jsme mohli jako cílové místo fosforylace vyloučit S146. Naopak S150 a T152 se 

nacházely na povrchu proteinu přístupné pro proteinkinázu a navíc v blízkosti aktivního 

místa, tudíž by jejich fosforylace mohla mít dopad na katalytickou funkci. V genu ppaC 

naklonovaném v expresním vektoru jsme mutací zaměnili předpokládané  

fosfoaminokyseliny za neutrální aminokyselinu alanin (S150A, T150A, ST/A) nebo za 

fosfomimetickou aminokyselinu kyselinu glutamovou (S150E, T152E, ST/E), která 
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simulovala fosforylovaný stav. Připravili jsme následující plazmidy: pETPhos-S150A, -

T152A, -ST/A, -S150E, -T152E a -ST/E. Tyto plazmidy jsme transformovali do 

expresního kmene E. coli a exprimovali a purifikovali jsme příslušné proteiny. 

Fosfatázovou aktivitu proteinu PpaC jsme testovali pomocí komerční soupravy a jako 

substrát jsme použili pyrofosfát.  

Je známo, že Mn-dependentní pyrofosfatáza PpaC ze S. agalactiae váže v aktivním 

místě tři kovové ionty: dva Mn2+ a jeden Mg2+ (RANTANEN et al., 2007). Měřili jsme 

tudíž fosfatázovou aktivitu PpaC-WT také v přítomnosti Mn2+, Mg2+ a navíc v 

přítomnosti Ca2+, Zn2+ a Co2+ iontů. Největší aktivitu jsme zaznamenali u Mn2+ a Mg2+ 

iontů, které jsme poté testovali v různých koncentracích. Zjistili jsme, že PpaC-WT je 

nejaktivnější v přítomnosti 5 mM Mg2+, nebo v přítomnosti 0,5 mM Mn2+. Náš výsledek 

byl v souladu se skutečností, že Mn2+ je účinnějším aktivátorem PPáz rodiny II a do 

aktivního místa se váže s vyšší afinitou i při nižších koncentracích (PARFENYEV et al., 

2001; FABRICHNIY et al., 2004).  

Pyrofosfatázy rodiny I váží a jsou aktivovány Mg2+ s mikromolární afinitou, naopak 

pyrofosfatázy rodiny II jsou účinněji aktivovány Mn2+ s nanomolární afinitou 

(FABRICHNIY et al., 2004). Aktivita PPáz rodiny II v přítomnosti Mg2+ je srovnatelná 

s aktivitou PPáz rodiny I. Bylo dokázáno, že PPáza S. gordonii (rodina II) aktivovaná 

Mg2+, měla stejnou katalytickou konstantu jako PPáza S. cerevisiae (rodina I) aktivovaná 

stejným iontem. Přitom katalytická konstanta PPázy S. gordonii, která je aktivovaná 

Mn2+ ionty, je 15 - krát vyšší, protože mangan zrychluje jak hydrolýzu pyrofosfátu, tak 

uvolňování fosfátu (ZYRIANOV et al., 2004) Dále bylo dokázáno, že PPázy B. subtilis, 

S. gordonii a S. mutans rodiny II jsou dimerní metaloenzymy, jejichž dimerizace závisí 

na přítomnosti Mn. Po odstranění manganu disociují na mnohem méně aktivní 

monomery. Ukázalo se, že tyto dimery mají jedno místo s vysokou afinitou, kam 

specificky váží Mn2+ ionty a dále dvě až tři místa s průměrnou afinitou, kam se mohou 

vázat jak Mn2+, tak Mg2+. Navázání Mn2+ do tohoto místa s vysokou afinitou výrazně 

posunuje rovnováhu monomer-dimer ve směru aktivnějšího dimeru, dále aktivuje dimer a 

povoluje štěpení kalcium pyrofosfátu, který je potenciálním inhibitorem PPáz rodiny I 

(PARFENYEV et al., 2001). 

Zajímavým zjištěním bylo, že Mn2+ v koncentracích vyšších než 1 mM způsoboval 

inhibici enzymu PpaC-WT ze S. pneumoniae. Podobné snížení aktivity pyrofosfatázy 

bylo pozorováno u pyrofosfatázy Ppa bakterie N. gonorrhoeae. Buňky pěstované na 

vyšších koncentracích Mn2+ iontů vykazovaly dvakrát nižší aktivitu PPázy, než buňky 
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pěstované bez přídavku manganu. Autoři se domnívají, že PPázová aktivita mohla být 

snížena v důsledku výměny iontů Mg2+ za Mn2+ v aktivním místě. Jelikož nebyl 

pozorován žádný signifikantní rozdíl v expresi genu ppa mezi kulturami pěstovanými 

v přítomnosti nebo nepřítomnosti manganu, rozdíl v aktivitě je tedy výsledkem 

posttranskripční modifikace závislé na manganu (WU et al., 2010). Domníváme se, že 

podobným způsobem můžeme vysvětlit i námi pozorovanou inhibici Sp-PpaC 

v přítomnosti vyšší koncentrace manganu. 

Dále jsme sledovali vliv fosforylace S150 a T152 na aktivitu PpaC. Porovnávali jsme 

fosfatázovou aktivitu PpaC divokého typu a mutatních forem enzymu PpaC-S150A, -

T152A, -ST/A, -S150E, -T152E a -ST/E. Zjistili jsme, že záměna fosfoaminokyselin za 

alanin snižuje aktivitu PpaC o 25 až 75%. Avšak záměna za fosfomimetické 

aminokyseliny potlačila pyrofosfatázovou aktivitu pouze na jednotky procent. Dvojitá 

mutace na kyselinu glutamovou (ST/E), která simulovala fosforylovaný stav PpaC, 

způsobovala úplnou inaktivaci enzymu. Tento výsledek je v souladu s předpokladem, že 

případná fosforylace pyrofosfatázy rodiny II, by měla mít inhibiční efekt. Pyrofosfatázy 

totiž mají velmi vysokou katalytickou konstantu a zvýšení katalytické aktivity by již 

nemělo vliv na rychlost reakce (LAHTI, 1983). Skutečnost, že došlo k inhibici také u 

proteinů s alaninovými záměnami potvrzuje, že jakákoliv mutace v aktivním místě 

enzymu může mít významný vliv na vazbu substrátu a potažmo katalytickou aktivitu. 

Prokázali jsme však, že mutace simulující fosforylovaný stav proteinu má významnější 

vliv na aktivitu, než záměna za neutrální aminokyselinu. 

  Vliv fosforylace na aktivitu substrátů ESTPK byl zatím popsán pouze v několika 

málo případech, ale je zajímavé, že fosforylace má většinou inhibiční efekt (ULIJASZ et 

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

 

5.3 Tvorba komplementačního konstruktu PpaC 
Jelikož rekombinantní protein PpaC není fosforylován proteinkinázou StkP in vitro, 

není možné jej použít pro přímý důkaz fosforylace S150 a T152. Proto jsme se rozhodli 

připravit kmen S. pneumoniae, ve kterém by bylo možno indukovat expresi proteinu 

PpaC divokého typu a mutantních proteinů a následně tento protein izolovat v nativním 

stavu přímo z mateřského organizmu. Tento kmen by sloužil pro další fosforylační studie 

in vivo. 
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Vytvořili jsme tedy plasmid pZn-His-PpaC, který obsahoval gen ppaC s histidinovou 

kotvou na N-konci pod inducibilním zinkovým promotorem. Konstrukt jsme integrovali 

do postradatelného bga lokusu do chromozomu S. pneumoniae prostřednictvím alelické 

výměny. Tento kmen bude použit pro následující experimenty:  

(i) Důkaz esenciality. Přestože jsou pyrofosfatázy obecně považovány za esenciální 

enzymy, nepostradatelnost Sp-PpaC nebyla ještě testována. Pokud bude inaktivace genu 

ppaC v S. pneumoniae letální, je PpaC esenciálním enzymem. V takovém případě bude 

vytvořený kmen použit jako kontrola: během inaktivace  genu ppaC se v tomto kmeni 

indukuje ektopická exprese ppaC pod inducibilním promotorem a tak dojde ke 

komplementaci mutace a kmen bude životaschopný.  

(ii) Důkaz fosforylace S150 a T152 in vivo. Díky komplementačnímu konstruktu 

budeme moci ověřit, zda jsou aminokyseliny S150 a T152 skutečně fosforylovány. 

Budou vytvořeny kmeny S. pneumoniae, které ponesou mutované formy genu ppaC. 

Budeme exprimovat a izolovat proteiny nesoucí mutace S150A, T152A a ST/A a budeme 

detekovat fosforylaci těchto proteinů. Pokud protein s dvojitou mutací na neutrální 

aminokyselinu (ST/A) nebude fosforylovaný, potvrdí se předpoklad, že S150 a T152 jsou 

skutečně cílové aminokyseliny. 

(iii) Vliv fosforylace na aktivitu PpaC in vivo. Za využití komplementačního 

konstruktu budeme schopni ověřit také vliv fosforylace na funkci PpaC in vivo. Budeme 

sledovat, zda jsou jednotlivé mutované formy genu  ppaC schopny komplementovat 

deleci ppaC. V případě, že ektopický exprimovaný gen ppaC s dvojitou mutací na 

fosfomimetickou aminokyselinu kyselinu glutamovou (ST/E) nebude schopen 

komplementovat mutaci ΔppaC, bude zřejmé, že simulovaná fosforylace proteinu 

způsobuje jeho inhibici in vivo.  
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6 Souhrn 
 

Výsledky této diplomové práce můžeme shrnout do následujících bodů: 

 

1. Anorganická pyrofosfatáza PpaC je fosforylovaná v závislosti na proteinkináze StkP 

in vivo. Abychom zjistili, zda je PpaC S. pneumoniae fosforylovaná proteinkinázou 

StkP in vitro, připravili jsme vektor vhodný pro expresi genu ppaC v E. coli. Protein 

PpaC jsme nadprodukovali a izolovali pomocí afinitní chromatografie. Zjistili jsme, 

že rekombinantní Mn-dependentní anorganická pyrofosfatáza PpaC není 

v přítomnosti proteinkinázy StkP in vitro fosforylována.  

 

2. Dalším cílem bylo zjistit jaký vliv na aktivitu PpaC má fosforylace pozorovaná in 

vivo. Mutagenezí jsme připravili různé formy genu ppaC. Mutovali jsme 

předpokládané fosfoaminokyseliny S150 a T152 na neutrální nebo fosfomimetické 

aminokyseliny. Modifikované formy i divoký typ genu ppaC jsme exprimovali, 

izolovali jsme proteiny PpaC-WT, -S150A, -S150E, -T152A, -T152E, -ST/A, -ST/E a 

testovali jsme jejich fosfatázovou aktivitu. Zjistili jsme, že mutace obou 

předpokládaných fosfoaminokyselin za fosfomimetickou aminokyselinu úplně 

inhibuje fosfatázovou aktivitu PpaC. 

 

3. Dále jsme chtěli vytvořit komplementační konstrukt PpaC, který by umožnil 

ektopickou expresi ppaC ve S. pneumoniae a mohl by být využit pro další studie 

fosforylace PpaC in vivo. Připravili jsme plasmid pZn-His-PpaC, který nese gen ppaC 

pod inducibilním PczcD promotorem a který lze integrovat do postradatelného bga 

lokusu na chromozomu. Tento plasmid jsme transformovali do divokého kmene S. 

pneumoniae a vytvořili jsme tak kmen, v němž je možné specificky indukovat expresi 

PpaC s histidinovou kotvou. 
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