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Abstrakt
Dvoukomponentové systémy byly tradi¢n€ povazovany za hlavni fosforylacni systémy

bakterii zapojené v bunécné signalizaci. V posledni dobé se vSak pozornost stale vice
soustfedi na bakteridlni Ser/Thr proteinkindzy eukaryotického typu (eSTKs). Tyto
proteinkindzy jsou strukturné podobné svym eukaryotickym protéjskiim. Nékteré eSTKs
obsahuji pfidavné domény jako jsou extracelularni PASTA domény, které byly objeveny
uriznych grampozitivnich bakterii. Bylo prokdzéano, Ze tyto domény mohou slouzit jako
senzory pro volné peptidoglykanové fragmenty. Naprosta vétSina vnéjsich signalnich molekul
vSak stale zlstavd neznamd. eSTKs fosforyluji Siroké spektrum substratii, mezi které patii
proteiny Ucastnici se riznych bunécnych procesii jako je virulence, biosyntéza bunécné stény,
bunécné déleni nebo centralni a sekundarni metabolismus. Bylo také popséano propojeni mezi
eSTKs a dvoukomponentovymi systémy. Tato prace pojednava o soucasnych poznatcich,
které se tykaji zejména eSTKs a jejich dulezitych substrati, jez byly identifikovany

a charakterizovany u riznych druhti bakterii.

Klic¢ova slova: proteinkinazy, PASTA doména, bunécna signalizace, fosforylace, substrat,

virulence, biosyntéza bunééné stény, bunécné déleni, centralni a sekundarni metabolismus

Abstract
Two component systems were traditionally considered as main phosphorylation

systems of bacteria involved in cell signalling. Recently, attention focuses increasingly
on bacterial eukaryote-like Ser/Thr protein kinases (eSTKs). These protein kinases are
structurally similar to their eukaryotic counterparts. Some eSTKs possess additional domains
such as extracellular PASTA domains that were discovered in a variety of gram-positive
bacteria. It has been proved that these domains can act as sensors for unlinked peptidoglycan
fragments. However, majority of environmental signal molecules still remains unknown.
eSTKs phosphorylate a broad spectrum of substrates including proteins involved in various
cell processes such as virulence, cell wall biosynthesis, cell division, and central
and secondary metabolism. Cross talk between eSTKs and two component systems also
occurs. In this thesis, the current knowledge about eSTKs and their significant substrates

in different bacterial species is discussed.

Key words: protein kinases, PASTA domain, cell signalling, phosphorylation, substrate,

virulence, cell wall biosynthesis, cell division, central and secondary metabolism



ODSAN ...ttt s et e b e b e teeaeereereese e s et ensenaeeteas 1
Lo VO ..ottt 2
2. Hlavni typy bakterialnich fosforylaénich systému...................cccoeevviviiiiieniiccicee e, 3
2.1 DvouKomponentoOVE SYSEEIMY ........eceuieruierieerieenieeniieeteesiteeseesseeeseessseesseesssessseesssesseensns 3
2.2 Fosfoenolpyruvat-dependentni fosfotransferdzovy systém.........cccceeevveeeveeecieesceeesneeens 4
2.3 NEODVYKIE KINAZY .....cueeeeiieiieiiieiieeie ettt ettt et eenteesaaeenseenens 5
2.4 Bakterialni Ser/Thr proteinkinazy eukaryotického typu (STKS)......cccceeievieviiiienenne. 5
3. Rozdéleni bakteridlnich proteinKinAaz ....................cccooooiiiiiiiiiiiii e 8
4. Pridavné domény bakterialnich Ser/Thr proteinkinaz eukaryotického typu ................ 9
5. Model aktivace bakterialnich Ser/Thr proteinkinaz eukaryotického typu .................. 11
5.1 Signalni molekuly aktivujici proteinkindzy ............cccoeeevcviierieeeiiie e 12
6. Bakterialni zastupci s identifikovanymi substraty eSTKS................ccccoeeiiiiiniiiinnnn. 12
6.1 StreptOCOCCUS PNEUMONIAE ........eeveereerteeteeeteeeee et eete et e et eete et e eaeeeteeeeeaeeeseeseereeeseeaseeaeenns 12
6.2 SIFEPLOCOCCUS PYOGENES .....evieneieeirierieeireentreereesteeeseessreeseesseeasseessseeseessseasseesssessseensseans 14
6.3 StreptoCOCCUS AQAIACTIAL.........c.eevieeeeieeieeee ettt e 15
6.4 StAPNYIOCOCCUS AQUIBUS .....eevieeiieieiieiieeteeete ettt ete ettt et be s e aeesseensesseeseessenanenns 16
6.5 Chlamydia traChOMALIS.........c..ooviiuieieeieeeee e 17
6.6 BACHTUS SUDTHITS ... 18
6.7 Corynebacterium glUtamMICUM ...........co.ooiiiiiiiiee et 20
6.8 StreptomyCes COBICOION .....c.viiiieiieeeee e 21
6.9 Mycobacterium tUDEICUIOSIS .........coueevieeieieeee e 22
6.10 MYXOCOCCUS XANTNUS .......ooiiiiiiiiiiieicceee ettt ettt 24
6.11 PSEUAOMONAS AEIUGINOSA. ........ccvvereerreereeereeeeeteeeteete et eereeteereeereereeaeeeseeseerseeseeaseeaeenns 26
6.12 Yersinia (Y. pestis, Y. pseudotuberculosis, Y. enterocolitica) ..........c.ccccevvevvevieniennenenn 27
6.13 Mycoplasma PREUMONIAE...........ceeuieueeeieiieieiesieete ettt ettt e e s e stesreeseeseessessessessesseseeas 28
ToZLAVET ...ttt ettt ettt ettt e e b e e tae et e e abeenbeeatbeebaentbeenbeeasbeenraas 29
8. Seznam POUZIté LIteratury...........ccoooiiiiiiiiiiiiieieee ettt et 31



1. Uvod
Zivé bakterialni buiiky se museji adaptovat na neustalé zmény okolniho prostiedi.

Bakterie jsou nepfetrzité vystaveny riznym typim signalnich molekul véetné produkti jejich
vlastniho metabolismu. Pro pfeziti jednotlivych bakteridlnich bunék i celych kolonii je
nezbytna jejich schopnost dostatecné rychle a pfiméfené na tyto signaly odpovidat
a prizptisobovat se tak novym podminkam. Proto je pfitomnost struktur a mechanismd, které
umoziuji pfenos signalu z vnéjsiho prostiedi do bunky, pro bakterie i ostatni formy Zivota
zcela zasadni.

Mezi dulezité proteinové struktury, zajist'ujici pfenos signalu u prokaryot i eukaryot,
patii ATP-dependentni enzymy proteinkinazy. Podle mezinarodniho nazvoslovi enzymu Se
na zaklade¢ typu katalyzované chemické reakce tadi do podtiidy s oznacenim fosfotransferazy
(EC 2.7). Proteinkinazy zprostiedkovavaji ptenos fosfatové skupiny (y-fosfatu) z molekuly
ATP na hydroxyskupinu aminokyseliny serinu, threoninu (Ser/Thr proteinkinazy, EC 2.7.11)
nebo tyrosinu (Tyr proteinkinazy, EC 2.7.10) urcitych substratovych proteint. Odstépenim
y-fosfatu zaroven vznika ADP. Pienos fosfatové skupiny z ATP na substrat je reverzibilni
proces a nazyva se fosforylace. Fosforylovany substrat muze byt nasledné uveden
do ptivodniho stavu ptsobenim enzymu proteinfosfataz, které tento protein defosforyluji,
nebot’ katalyzuji hydrolyzu fosfoesteru hydroxyaminokyselin za vzniku fosfatu
a hydroxyaminokyselin.

Fosforylace je Siroce rozsifena ve vSech fiSich organismii a predstavuje jednu
signalizaci a regulaci. Zaroven se jedna o modifikaci kovalentni. U bakterii se nachazi né¢kolik
typt fosforylacnich systémt. Krom¢ Ser/Thr a Tyr proteinkinaz Kk nim patfi
dvoukomponentové systémy, fosfoenolpyruvat (PEP) - dependentni fosfotransferazovy
syst¢ém a nckteré neobvyklé kindzy. V soucasnosti Se pozornost stile vice soustfedi
na bakterialni Ser/Thr proteinkinazy eukaryotického typu (eSTKs - eukaryote-like
Serine/Threonine Kinases).

Za pocatek vyzkumu proteinové fosforylace 1ze povazovat zacatek 20. stoleti, kdy byl
na Rockefellerové institutu pro lékarsky vyzkum v New Yorku (dnes Rockefellerova
univerzita) identifikovan fosfat ve vitellinu, proteinu obsazeném ve vaje¢ném zloutku (Levene
a Alsberg, 1906). O ¢tvrt stoleti pozdéji Lipmann a Levene (1932) identifikovali fosfoserin
jako fosfoaminokyselinu. V roce 1952 izoloval De Verdier fosfothreonin z hovéziho kaseinu
(De Verdier, 1952). Enzymatickou fosforylaci proteinu poprvé popsali Burnett a Kennedy

(1954), avSak s pouzitim kaseinu jako umélého substratu. O rok pozdéji byl identifikovan
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prvni piirozené fosforylovany protein (enzym glykogenfosforylaza) izolovany ze svalové
(Fischer a Krebs, 1955) a jaterni tkan¢ (Sutherland a Wosilait, 1955). Tyto vyzkumy se vsak
tykaly pouze eukaryot. Absence piesvédCivych ditkazii o kinazové aktivité u bakterii v
kombinaci se zjisténim, Ze bakterie obsahuji mnohem mén¢ fosfoserinu i fosfothreoninu nez
eukaryotické bunky, zpisobila pozdni objeveni proteinkindz u bakterii (Garnak a Reeves,
1979). Prvni zpravy o proteinkindzové aktivit€ U prokaryot pfinesly nezavisle na sobé dveé
studie u bakterii Salmonella typhimurium (Wang a Koshland, 1978) a Escherichia coli (Manai
a Cozzone, 1979). V obou piipadech byla popsana fosforylace na serinovych a threoninovych
zbytcich. Fosforylovany proteinovy substrat u bakterie poprvé celkové charakterizovali
Garnak a Reeves (1979). Nasledny rozvoj fosfoproteomiky umoznil identifikaci dalSich
substratli, které se Ucastni Sirokého spektra bunéénych procesti jako je bunééné délenti,
biosyntéza bunééné stény, virulence, metabolismus ¢i odpovéd na stresové podminky.
Piestoze byl napoli vyzkumnych metod proteinkinaz a identifikace jejich substratl
zaznamenan V poslednich desetiletich zna¢ny pokrok, stale neni k dispozici dostatek tdaja o
vlivu fosforylace na aktivitu substratu.

Hlavnim znakem bakterialnich Ser/Thr proteinkinaz eukaryotického typu (eSTKS) je
skutecnost, ze sdileji strukturni a funkéni podobnost katalytickych domén se svymi
eukaryotickymi prot&jsky. V této praci se zamétim predevsim na bakterialni eSTKSs a jejich

substratové proteiny, které hraji roli v riiznych bunéénych procesech.

2. Hlavni typy bakteridlnich fosforylacnich systémii
2.1 Dvoukomponentové systémy

Dvoukomponentové systémy (TCSs) byly povazovany za hlavni signaliza¢ni Systémy
bakterii. Sestavaji ze dvou slozek - transmembranové senzorové kindzy a regulatoru
odpovédi. Senzorova kinaza slouzi k rozpoznani vnéjsiho stimulu a vétSinou obsahuje
extracytoplasmatickou senzorovou doménu a cytoplasmatickou histidinovou kinazovou
doménu. Po aktivaci signalni molekulou dochazi na senzorové kinaze k autofosforylaci na His
zbytku a nasledné fosforylaci Asp zbytku v regulaéni doméné ptislusného regulatoru
odpovédi, kterym je nejcCastéji transkripéni aktivator. Donorem fosfatové skupiny je ATP
(Ulijasz et al., 2009). Fosforylaci transkrip¢niho aktivatoru se zvysi jeho afinita Kk DNA. Vazbu
na DNA zprostiedkovava C-koncova vazebna doména. Fosforylovany transkripéni aktivator
se poté muize piipojit na regulacni sekvenci DNA a umoznit zménu genové exprese (Roggiani
a Dubnau, 1993). V poslednich desetiletich byly identifikovany stovky TCSs. Nékteré se

ucastni kontroly bakterialni virulence nebo rezistence Kk antibiotikiim, avSak vysledky pokust


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Roggiani%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8387999
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Roggiani%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8387999
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dubnau%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8387999

s vyfazovanim gent z funkce ukazaly, ze vétsina TCSs je postradatelna (Reinelt et al., 2003).
Popsano bylo i propojeni mezi TCS a eSTK (tzv. cross talk) u bakterii M. xanthus (Nariya
a Inouye, 2005; Sun a Shi, 2001); S. agalactiae (Rajagopal et al., 2006); S. pneumoniae (Ulijasz
et al., 2009) a M. tuberculosis (Chao et al., 2010). Jedna se o jev, kdy je regulace substratového
proteinu pod kontrolou TCS i eSTK, nebo je substratem piimo transkripéni aktivator z TCS.
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Obr. 1: Na obrazku jsou zndzornény hlavni typy bakteridlnich fosforylacnich systému
s prisluSnymi signalnimi kaskadami. Slozky téchto signalnich kaskad jsou barevné vyznaceny
- kindzové domény jsou bilé, jejich substraty Sedé. Vnéjsi signaly a fosforylace jsou
znazornény cCervenymi Sipkami. Potencidlni oligomerizace kinaz je zndzornéna Sedym
stinovanim. Popis v textu viz podkapitoly 2.1, 2.2, 2.4. Ptevzato z (Mijakovic a Macek, 2012).

2.2 Fosfoenolpyruvdt-dependentni fosfotransferdzovy systém

Tento systém slouzi k detekci a aktivnimu transportu sacharidi do bunky, pficemz
dochazi k fosforylaci ptfenaSené substratové molekuly. Donorem fosfatové skupiny je
fosfoenolpyruvat (PEP). Fosforylaéni kaskaddu tvoifi cytoplasmatické enzymy EI, HPr
a komplex obvykle tii proteind Ell asociovany s membranou. Pienesenim fosfatové skupiny
z PEP na His zbytek proteinu EI dochazi k autofosforylaci. Fosfatova skupina je nasledné
predana na His zbytek proteinu HPr, ktery ji preda kaskadé proteind Ell (EIIA, EIIB jsou
cytoplasmatické, EIIC transmembranovy), ktera zodpovida za fosforylaci a prenos sacharidi
do bunky (Reizer et al., 1999; Liao et al., 1996; Bramley a Kornberg, 1987). Fosfotransferazovy
systtm muze byt asociovan s transkripénimi aktivatory, které obsahuji konzervovanou
regulaéni doménu (PRD - Phosphotransferase Regulation Domain). Tyto aktivatory byly
nalezeny predevsim u grampozitivnich bakterii (Reizer et al., 1999).
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2.3 Neobvyklé kindzy
Tyto kindzy nelze zaradit do zadné z hlavnich skupin. Do této kategorie patii napf.

bifunk¢ni kinaza/fosfatiza z E. coli, jejimz substratem je isocitratdehydrogenaza (IDH),
klicovy enzym Krebsova cyklu. Jedna se o prvni popsany ptipad Ser/Thr fosforylace
u bakterie s identifikovanou kinazou i jejim endogennim substratem (Garnak a Reeves, 1979).
Podobnym piikladem je bifunkéni HPr kinaza/fosfataza vyskytujici se u grampozitivnich
bakterii. Jejim substratem je protein HPr z fosfotransferazového systému. HPr kinaza je vSak
ATP-dependentni a katalyzuje fosforylaci HPr na Ser zbytku. Aktivita této kinazy je
stimulovana metabolity glykolytické drahy in vitro. Defosforylaci HPr zajistuje HPr
fosfatdza, na kterou ptisobi inhibi¢né pfitomnost PEP a enzymu EI (Deutscher a Saier, 1983).
ATP-dependentni fosforylace proteinu HPr je dulezita pro regulaci metabolismu sacharida
(Kravanja et al., 1999; Deutscher a Saier, 1983). Mezi dalsi neobvyklé ¢i atypické kinazy patii
napt. anti-sigma faktor SpollAB z B. subtilis, ktery fosforyluje na jediném Ser zbytku anti-
anti sigma faktor SpollAA (Najafi et al., 1995) nebo serinové kinazy rodiny RIO1 (LaRonde-
LeBlanc et al., 2005). Zadn4 z téchto kindz neni sekvenéné homologni s eSTKs. V bakterii
E.coli Dbyla nalezena atypickd Ser/Thr kinaza YihE, ktera s eSTKs vykazuje urcitou
podobnost v katalytickém jadie (Zheng et al., 2007). Vzhledem k odlisnostem v nékterych
motivech vsak kinazu YihE nelze povazovat za eSTK (Pereira et al., 2011).

Nedavno byla popsana argininova proteinkinaza McsB z B. subtilis (Elsholz et al.,

2012; Fuhrmann et al., 2009). Podrobné&jsi popis viz kapitola 6.6.

2.4 Bakterialni Ser/Thr proteinkindzy eukaryotického typu (eSTKs)
Témét vSechny proteinkinazy, které se vyskytuji v eukaryotickych bunkach, lze

zaradit do jedné nadrodiny. Katalytickda doména eukaryotickych proteinkinaz se sklada z 250 -
300 aminokyselinovych zbytkdi 0 molekularni hmotnosti cca 30 kDa, a je tvofena 11
konzervovanymi subdoménami (I-XI), které jsou oddéleny méné konzervovanymi oblastmi.
Hlavni jadro katalytické domény predstavuje oblast s nejvyssi frekvenci vysoce
konzervovanych zbytkt a skladé se ze subdomén VI az IX (Hanks et al., 1988).

Modelovou proteinkinazou eukaryotického typu (eSTK) u bakterii je PknB z M.
tuberculosis. Byly provedeny dvé studie krystalové struktury tohoto enzymu (Young et al.,
2003; Ortiz-Lombardia et al., 2003). PknB je transmembranova proteinkinaza s intracelularni
kinazovou doménou, ktera je propojena transmembranovym segmentem S extracelularni ¢asti
tvofenou Ctyfmi kopiemi PASTA domény (viz Obr. 2), z nichz se kazda sklada ze 66

aminokyselin se 43% vzajemnou shodou (popis PASTA domén viz Kkapitola 4).



Transmembranovy segment, jehoZ soucasti je a-helix, se sklada z cca 70 aminokyselinovych

zbytkd (Young et al., 2003).

Obr.2: Celkovy model proteinkinazy
PknB z bakterie M. tuberculosis.
Extracelularni doména je zndzornéna
jako  ctyfi  propojené  PASTA

domény, jejichz strukturni

\ znazornéni bylo pievzato

Extracellular ze str}lktury penicilin VazaJ1c1h0

CLLLLLLLLLLLD CLLLTLLEELLeL ey proteinu  PBP2x  z  bakterie

Tt S. pneumoniae (Gordon et al., 2000).
Intracellular - Ptevzato z (Young et al., 2003).

Ve dvou studiich byla analyzovana krystalova struktura aktivni formy PknB
Vv binarnim komplexu s analogy adenosintrifosfatu (ATP) (Ortiz-Lombardia et al., 2003; Young
et al., 2003), ktera potvrdila celkovou podobnost slozeni katalytické domény PknB
s proteinkindzami eukaryot. Katalytickd doména se skladd ze dvou lalokd - N-koncové
subdomény, ve které se nachazi dlouhy aC helix, a C-koncového laloku, tvofeného pievazné
a-helixy (viz Obr. 3) (Ortiz-Lombardia et al., 2003).

Proteinkindzy se mohou nachazet ve dvou konformacnich stavech - otevieném, nebo
uzavieném. T0 zavisi na vzajemné relativni pozici obou lalokii. Az na n€kolik odchylek je
uzaviend konformace v souladu s aktivnim stavem enzymu (Ortiz-Lombardia et al., 2003).
Krystalova struktura kindzové katalytické domény PknB s analogem ATP zaujimé aktivni
konformaci (Young et al., 2003). Posuny, které jeden konformacni stav zméni na druhy, se
tykaji dvou pantovych bodu. Jeden se nachazi ve smycce bohaté na Gly (Gly-rich loop / P-
loop) v N-koncovém laloku, druhy je v oblasti spojujici oba laloky. Smyc¢ka bohata na Gly se
uplatiiuje pii vazbé nukleotidu (Ortiz-Lombardia et al., 2003).

Analyza krystalového modelu PknB odhalila, ze katalytickd doména zaujima celkové



uzavienou konformaci s nukleotidem tésné vazanym v hluboké S$térbiné mezi N- a C-
koncovym lalokem (Ortiz-Lombardia et al., 2003). To je v rozporu s eukaryotickou CAMP-
dependentni proteinkinazou PKA, kterd byla v uzaviené konformaci nalezena pouze pro
ternarni komplex enzym-nukleotid-substrat, zatimco v binarnim komplexu krystalizovala
v oteviené konformaci (Zheng et al., 1993). Shoduje se to vSak S pozorovanim u binarniho
komplexu enzym-nukleotid eukaryotické fosforylazy-kinazy PhK (Owen et al., 1995).

Jednim z typickych ryst, které definuji uzavienou konformaci proteinkinazy, je
relativni pozice aC helixu. V uzavieném stavu PKnB pozice aC umoziuje navazani
rozhodujiciho kontaktu mezi lysinovym zbytkem v B3 listu a kyselinou glutamovou v aC
helixu. Vysledkem je orientace lysinu do pozice a- a B-fosfatovych skupin nukleotidu, ktera je
vhodna pro katalyzu. Pozice N-konce oC helixu v proteinkinaze PknB se shoduje
s fosforylazou-kinazou PhK, ale neshoduje se s pozici této oblasti v proteinkinaze PKA
(Ortiz-Lombardia et al., 2003).

Doménu pro vazbu nukleotidu v eSTKs tvoii subdomény I az IV. Hlavnim rysem
subdomény I je pfitomnost prostfednich konzervovanych zbytkli Gly (G), které jsou soucasti
motivu G-x-G-xx-G-x-V. Tento motiv stabilizuje negativni naboje a- a B-fosfatovych skupin
ATP béhem fosforylace. Konzervovany Lys zbytek v subdoméné II interaguje s o- a B-
fostatovymi skupinami ATP a pfi katalyze pomaha orientovat ATP (Verma a Maurelli, 2003).
V krystalové struktuie aktivni formy PknB byla zjisténa pfitomnost dvou kofaktorovych iontd
Mg?*. Jeden z nich pomaha koordinovat o- a B-fosfatové skupiny nukleotidu (Ortiz-Lombardia
et al., 2003), a s nim také interaguje konzervovany Asp-Phe-Gly (DFG) motiv nachazejici se
na N-konci aktiva¢ni smycky (Nagar et al., 2002) v subdoméné VII (Verma a Maurelli, 2003).

Zajimavou vlastnosti PknB pii interakci S nukleotidem je skute¢nost, ze
aminokyseliny vytvarejici aktivni misto enzymu se zdaji byt pfipraveny pro ptenos fosfatové
skupiny, avSak y-fosfat nukleotidu se v tuto chvili jeSt¢ nachazi pfiiliS daleko od svého
funk¢éniho mista. Tim se PknB odliSuje od binarnich komplexi kinaza-nukleotid jinych
proteinkinaz (Ortiz-Lombardia et al., 2003).

V ramci katalytické domény eSTKS se v subdoméné VIII nachazi A-P-E motiv, ktery
je mezi proteinkinazami velmi dobfe konzervovany. A-P-E motiv vytvaii P + 1 smycku, ktera
predstavuje ptipojovaci misto pro P + 1 zbytek substratového proteinu (Verma a Maurelli,
2003). Blizko A-P-E motivu se nachazi aktiva¢ni smycka, ktera mize podstupovat velké
konformacni zmény a urcovat tak katalyticky stav enzymu. Aktiva¢ni smycka hraje zasadni
roli v kontrole aktivity proteinkindz stejné jako v rozpoznavani jejich substrati. Vysledky

studie PknB potvrzuji, ze struktura proteinkindz je mimoifadné konzervovana napfii¢
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bakteriemi 1 vysSimi eukaryoty (Ortiz-Lombardia et al., 2003). Strukturni a chemické
podobnosti PknB se svymi eukaryotickymi homology v zivoc¢isnych bunkach podporuji

univerzalni aktivacni mechanismus Ser/Thr proteinkinaz (Young et al., 2003).

Obr. 3: Stuzkové schéma konstruktu PknB. Na obrazku
je vidét N- a C-koncovy lalok kinazové katalytické
domény. Nukleotid (zndzornény pomoci tycek a kulicek)
je véazany v hluboké Stérbiné aktivniho mista. Mezi
dalezité¢ strukturni prvky v kinazové doméné patii aC
helix (zelen¢), smycka P (rGzovée), katalytickd smycka
(Cerven¢) a cast aktivacni smycky (zZlut€), kterd je
viditelna v elektronové hustoté. Oblast skladajici se z 22
aminokyselinovych zbytkii C-koncové domény, které
pfipojuji kindzovou doménu k transmembranovému
helixu, neni v elektronové hustoté viditelna. Prevzato
z (Young et al., 2003).

3. Rozdéleni bakteridlnich proteinkinaz
Vsechny charakterizované proteinkinazy se s ohledem na substratovou specifitu

rozdéluji na dvé zakladni tfidy - Ser/Thr a Tyr proteinkinazy. V nékterych publikacich byvaji
souhrnné oznacovany jako Hanksovy kinazy (Hanks et al., 1988). Proteinkinazy prvni ttidy,
které se vyskytuji u bakterii, se nazyvaji Ser/Thr kinazy eukaryotického typu (eSTKs). Nutno
vSak poznamenat, Ze vSechny bakteridlni Ser/Thr proteinkinazy nejsou eSTKs.

Diky moznostem analyzy genomu je znamo mnoho bakterialnich organism, u kterych
byla pfitomnost téchto proteinkinaz i1 ptisluSnych proteinfosfataz prokazana. Prvni bakterialni
eSTK byla objevena u pudni bakterie Myxococcus xanthus (Mufioz-Dorado et al., 1991).

Zatimco u eukaryot se Hanksovy kinazy uplatnuji ve fosforylaci Ser, Thr i Tyr zbytkd,
u bakterii se tyrosinova fosforylace timto typem kinaz téméf nevyskytuje (Zhao a Lam, 2002).
Prvni genetickd a biochemicka analyza bakterialni tyrosinové proteinkinazy byla provedena
az v roce 1997 (Grangeasse et al., 1997). VétSina tyrosinovych proteinkindz identifikovanych
u bakterii nesdili sekven¢ni homologii se svymi eukaryotickymi protéjsky a nebyly nalezeny
ani zadné eukaryotické homology. Proto byly zafazeny do nové rodiny s nazvem BY-kinazy
(Bacterial tYrosine kinases) (Jadeau et al., 2008).

BY-kinazy hraji roli v regulaci nékterych biologickych funkci véetné virulence. BY-

kinaza PtkA z bakterie B. subtilis reguluje enzymatickou aktivitu svych substrati a miize


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mu%C3%B1oz-Dorado%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1835671

ovliviovat jejich lokalizaci v buiice (Jers et al., 2010). BY-kinadzy se skladaji ze dvou domén -
transmembranové aktivaéni domény (TAD) a intraceluldrni katalytické domény (CD).
Sekvencné jsou piibuzné ostatnim proteinkindzovym rodinam, odliSuji se vSak piitomnosti
oblasti bohaté na tyrosin (YC) a tii motivii Walkerova typu (A, B, B') v katalytické doméné
(Jadeau et al., 2008). Aminokyselinové sekvence motivii A i B popsal Walker et al. (1982)
u proteint vazajicich nukleotidy. Walkeriv motiv A je bohaty na Gly a utvaii smycku (P-loop)
pro vazbu fosfatové skupiny (Hermoso et al., 2009).

Potencialni geny kodujici proteinkinazy eukaryotického typu byly identifikovany také
u domény Archaea (diive Archaebacteria). Smith a Kingova (1995) tyto geny objevili u tii
navzajem piibuznych metanogennich archebakterii rodu Methanococcus.

Na zéklad¢ analyzy vice nez 600 prokaryotickych genomi bylo zjiSténo, Ze
potencidlni geny pro eSTKs se vyskytuji u téméf dvou tietin sekvenovanych kment.
Vysledky naznacuji, ze pocet gent pro eSTKs souvisi se sloZitosti zivotniho cyklu organismu
(Pérez et al., 2008). Analyza genomu pudni bakterie M. xanthus odhalila ptiblizn¢ 100 eSTKs
(Nariya a Inouye, 2003). Pro porovnani - kvasinka S. cerevisiae, ve které se nachazi jeden
z nejmensich znamych eukaryotickych genomil, obsahuje ptes 100 gent Kodujicich eSTKs
(Pérez et al., 2008). Genom eukaryotického zastupce - jednobunééné puadni hlenky
Dictiostelium discoideum, jejiz Zivotni cyklus se podoba bakterii M. xanthus, obsahuje 285
gend pro potencidlni proteinkindzy (Pérez et al., 2008).

Genomova analyza bakterie S. pneumonie ukézala pfitomnost jediného genu
kodujiciho eSTK StkP, ktery se nachazi ve stejném operonu jako gen pro piibuznou
proteinfosfatazu eSTP PhpP. To z této bakterie ¢ini vhodny modelovy organismus pro vyzkum
eSTKS a jejich substrati (Novakova et. al., 2005).

4. Pridavné domény bakteridlnich Ser/Thr proteinkindz eukaryotického typu
eSTKs obvykle obsahuji i rizné pfidavné domény, mezi néz patfi PASTA doména

(Penicillin-binding protein And Serine/Threonine kinase Associated domain), ktera byla
nalezena na C-konci nékterych eSTKs zejména u grampozitivnich bakterii kment
Actinobacteria a Firmicutes (Jones a Dyson, 2006). Dalsi studie prokazaly, ze se také nachazi
u n€kterych hypotetickych proteinti a peptidyl-prolyl izomerazy archebakterii (Yeats et al.,
2002). U eSTKs kmene Firmicutes se obvykle vyskytuje jedna vicecetna PASTA doména
(Jones a Dyson, 2006). U eukaryot nalezena nebyla. Casto se vyskytuje na C-konci
bakterialnich vysokomolekularnich proteinii vazajicich penicilin (PBP). Soudi se, Ze je

schopna vazat B-laktamova antibiotika a jejich peptidoglykanové analogy. Konzervovana



oblast se objevuje samostatn¢ nebo ve vice kopiich, coz naznaluje, ze se jedna spise
0 doménu nez strukturni repetici. Tuto skute¢nost potvrdila i analyza krystalové struktury
solubilniho proteinu PBP2x, enzymu biosyntézy bunécné stény bakterie S. pneumoniae.
Trojrozmérna globularni struktura PASTA domény se sklada ze tiéi B-listd, jednoho a-helixu
a smycky o rizné délce mezi prvnim a druhym B-listem (Yeats et al., 2002).

Prvni trojrozmérnou Krystalovou strukturu vysokomolekularniho proteinu PBP2x
z bakterie S. pneumoniae potidil Pares et al. (1996). Molekula obsahuje tfi domény, z nichz
prostiedni je doména transpeptidazova. PBP2x piedstavuje primarni faktor rezistence pro
B-laktamova antibiotika (Dessen et al., 2001). Varianty proteinu PBP2x, které slab¢ vazi tento
typ antibiotik, tak mohou byt snadno selektovany pomoci cefalosporini (napi. cefuroximem)
(Yeats et al., 2002). Bylo prokazano, ze PBP2x v pfitomnosti tohoto antibiotika vaze dvé jeho
molekuly. Pii experimentu se PB-laktamovy kruh prvni molekuly cefuroximu kovalentné
navazal na Ser zbytek transpeptidazové domény, ktera se v PBP2X nachazi vedle PASTA
domény, a B-laktamovy kruh druhé molekuly se spojil s PASTA doménou prostfednictvim van
der Waalsovych vazeb. B-laktamovy kruh je analogni s volnou molekulou peptidoglykanu.
Tato fakta naznacuji, ze PASTA doména vaze volné molekuly peptidoglykanu, avSak
pravdépodobné s nizkou afinitou, nebot’ t€sné spojeni by blokovalo aktivitu transpeptidazové
domény (Yeats et al., 2002).

Piedpoklada se, ze PBPs se zasadnim zplsobem podileji na spravném prubéhu
bunééného déleni pii vytvafeni déliciho komplexu. Pisobeni B-laktamovych antibiotik je
zalozeno na blizké strukturni podobnosti B-laktamového kruhu s transpeptidaénim substratem
(C-koncovy acyl p-alanyl-p-alanin peptidového fetézce peptidoglykanu) (Dessen et al., 2001).
Transpeptidazova doména rozeznava a atakuje piedposledni p-Ala peptidového fetézce
peptidoglykanu (Yeats et al., 2002). Antibiotika tak mohou pisobit jako pseudosubstraty
a acylovat transpeptidacni aktivni mista PBP, ktera pak deacyluji velmi pomalu, a tak nemtize
dale dochézet k piiénym propojenim. U¢innost B-laktamovych antibiotik v 16¢bé infekci
zavisi na tom, zda se transpeptidazova doména PBP nachazi v periplasmatickém prostoru, kde
maji 1éciva volny pfistup k aktivnim mistim bez nutnosti prechodu ptes cytoplasmatickou
membranu (Dessen et al., 2001). Geny kodujici eSTKS obsahujici PASTA domény se ¢asto
vyskytuji blizko genti, které koduji proteiny Ucastnici se signalizace a biosyntézy bunécné
stény. U PASTA domén se piredpoklada podil na regulaci aktivity PBPs i eSTKSs, které
souviseji S biosyntézou bunécné stény (Yeats et al., 2002).

Jinou pfidavnou doménou je von Willebrandova A doména (VWA). Vyskytuje se napf.

u PpkA (eSTK) gramnegativni bakterie P. aeruginosa jako soucast velkého C-koncového
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segmentu v periplasmatickém prostoru, kde ziejmé hraje roli v dimerizaci a aktivaci této
proteinkinazy po zachyceni signalni molekuly. Tuto signalni molekulu se zatim identifikovat
nepodafilo (Mougous et al., 2007). Piedpokladana sekundarni struktura VWA domény
vykazuje proménlivy vzor Sesti a-helixii a Sesti B-listi (Edwards a Perkins, 1995). VWA
domény byly u prokaryot prozkoumany jen malo, avSak u eukaryot se bézné vyskytuji u

ruznych extracelularnich proteini (Mougous et al., 2007).

5. Model aktivace bakteridlnich Ser/Thr proteinkindz eukaryotického typu
Ser/Thr a Tyr proteinkinazy eukaryotického typu existuji ve formé cytoplasmatické

| transmembranové. Extracelularni ¢ast transmembranovych proteinkinaz sestava z jedné Ci
vice senzorovych domén. Vazba signalni molekuly na senzorovou doménu ma za nasledek
konforma¢ni zménu, kterda vede k autofosforylaci intraceluldrni katalytické domény
anasledné¢ fosforylaci substrdtového proteinu. Na zdkladé 0daji z nukledrni magnetické
rezonance o struktute PknB z bakterie M. tuberculosis byl navrzen molekularni model,
ve kterém signalni molekula zpisobi dimerizaci extracelularni domény PknB skladajici se
z PASTA domén a vytvoieni asymetrického dimeru pro katalytické domény (viz Obr. 4)
(Barthe et al., 2010). U PknD, homologu PknB, se piedpoklada, Ze dimerizace extracelularni
domény aktivuje kinazu jiz pied fosforylatnim procesem a podporuje autofosforylaci

katalytické domény (Greenstein et al., 2007).

A Signaling B
g N molecule N\

0 l
i B - PASTA 0 i
- ‘“ domains =% “ + r -
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Obr. 4.: Model dimerizace zavislé na ligandu (navrZzeno pro proteinkinazu PknB). (A)
Molekularni model, kde signalni molekula zptisobuje dimerizaci extracelularni domény PknB
a vytvoreni asymetrického front-to-front dimeru pro katalytickou doménu, coz vede k aktivaci
pres transfosforylaci cytoplasmatické domény proteinkinazy PknB. (B) Model
autofosforylace zavislé na dimerizaci. Signalni molekula zpsobuje back-to-back dimerizaci
cytoplasmatické domény proteinkinazy PknB. Dimer poté zaujme aktivni konformaci nutnou
k fosforylaci uvniti dimeru. Pfevzato z (Barthe et al., 2010).

U bakterie S. pneumoniae bylo zjisténo, Ze dimerizace muze ovlivnit vzajemné
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pusobeni proteinkindzy a substratového proteinu (Pallova et al., 2007). Jiny model pro aktivaci
PknB je zalozen na aktivanim mechanismu popsaném u eukaryotické Ser/Thr dsSRNA
dependentni proteinkindzy PKR. Pfi aktivaci se za podpory jeji RNA vazebné domény
nejprve vytvori dimer katalytické domény a az poté mize dojit k vzajemné fosforylaci mezi

pivodnimi monomery (Dey et al., 2005).

5.1 Signdlni molekuly aktivujici proteinkindzy
V ramci eukaryotickych bunék je znamo mnoho extracelularnich signalnich molekul

aktivujicich proteinkinazy. Patfi sem rozlicné hormony, rastové faktory a neuropienasece
(medidtory). Tyto latky se souhrnné nazyvaji prvni poslové. O povaze extracelularnich
signalnich molekul aktivujicich bakterialni eSTKS je toho dosud zndmo jen malo. U eSTKs
grampozitivnich bakterii obsahujicich PASTA domény se pfedpoklada, ze by tyto domény
mohly vazat signalni molekuly v podobé volnych peptidoglykanovych podjednotek
a regulovat proces biosyntézy bunééné stény (Yeats et al., 2002; Gordon et al., 2000). U eSTK
PrkC B. subtilis bylo prokazano, ze vaze peptidoglykanové fragmenty z rostoucich bakterii
a ze mohou slouzit jako signalni molekuly (Shah et al., 2008). To potvrdila i studie tykajici se
StkP S. pneumoniae, kde byl vyzkousen synteticky peptidoglykan (Maestro et al., 2010).

6. Bakteridlni zastupci s identifikovanymi substrdty eSTKs
6.1 Streptococcus pneumoniae

Tato grampozitivni bakterie se vykytuje v podobé diplokokii a piedstavuje
extracelularni patogen, ktery kolonizuje lidské hostitele. Bakterie bez pouzdra neni virulentni,
avSak v opouzdiené invazivni form& muze zpusobit pneumonii, sepsi nebo meningitidu.
Analyza genomové sekvence odhalila ptitomnost genu StkP kodujiciho jedinou eSTK StkP
a také genu phpP, ktery lezi ve stejném operonu a koduje eSTP PhpP (Novakova et al., 2005).
U StkP byly nalezeny ¢tyii kopie C-koncové PASTA domény, které vazi peptidoglykan
a najejichz ptritomnosti zavisi aktivace StkP a rozpoznani jejiho substratu (Novakova et al.,
2010). Nedavno bylo zjisténo, ze PASTA domény StkP S. pneumoniae mohou vazat nejmensi
nejmensi volné podjednotky peptidoglykanu (Maestro et al., 2011).

U této bakterie bylo také objeveno propojeni mezi TCS a eSTK. V tomto ptipad¢ je
proteinkinazou fosforylovana piimo slozka TCS - protein RitR, ktery byl identifikovan jako
transkripéni aktivator TCS, avSak jeho kodujici sekvence, na rozdil od ostatnich
transkrip¢nich aktivatord TCS identifikovanych v S. pneumonie, nesousedi S zadnou sekvenci
kodujici ptibuznou histidinovou kinazu. RitR je tedy nesparovanym transkripénim
aktivatorem, ve kterém se na pozici aspartatu (Asp), predpokladaném misté pro fosforylaci
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histidinovou kinazou v ramci TCS, nachazi asparagin (Asn) (Ulijasz et al., 2009). Vyzkumny
tym Throup et al. (2000) prokazal, ze ve kmeni S. pneumoniae s inaktivovanym RitR dochazi
k vyrazné redukci virulence. Jina studie ukazala, ze inaktivaci RitR dochazi k potlaceni
exprese gent kodujicich transportni protein pro komplex Fe-hem, odtud nazev RitR
(Repressor of iron transport - represor transportu zeleza) (Ulijasz et. al., 2004). Bylo
prokazano, ze RitR je fosforylovan v DNA vazebné doméné proteinkinazou StkP in vitro
a defosforylovan piibuznou proteinfosfatazou PhpP (Ulijasz et al., 2009).

Studie Echenique et al. (2004) ukazala, Ze StkP je soucasti signalni sité, ktera reguluje
navozeni kompetence in vitro a expresi operonu comCDE a patogenezi pti infekci plic
a prenosu bakterii krevnim fecistém in vivo. StkP pozitivné reguluje kompetenci a virulenci.
Piitomnost funkéni StkP je nezbytna pro expresi gend hlavniho operonu kompetence
comCDE. Deficience StkP vyrazn¢ snizuje virulenci ve virulentnich kmenech. Jind studie
odhalila, ze StkP pozitivné reguluje transkripci gend, jejichz produkty se tGcastni syntézy
bunécné stény, biosyntézy pyrimidinu, oprav DNA, piijmu Zeleza a reakce na oxidativni stres.
Mutace v genu stkP zptsobuje citlivost k riznym stresovym podminkam jako je zvySena
teplota, pfitomnost oxida¢nich ¢inidel, osmoticky tlak a nizké pH (Saskova et al., 2007).

Na zakladé fosfoproteomické analyzy byly identifikovany dva potencidlni substraty
StkP in vivo - fosfoglukosaminmutaza (GImM) a a podjednotka RNA polymerazy (aRNAP -
RpoA), ktera hraje roli v zahajeni transkripce (Novakova et al., 2005). V pozdéjsi studii se
RpoA jako substrat StkP in vitro potvrdit nepodafilo (Novakova et al., 2010). Na zakladé
kinazové reakce bylo potvrzeno, ze StkP fosforyluje GImM in vitro (Novakova et al., 2005).
GImM Kkatalyzuje prvni krok biosyntetické drahy vedouci k UDP-N-acetylglukosaminu, ktery
je zakladnim prekurzorem slozek bunééné stény bakterii (viz Obr. 5). Nepublikovana studie
prokazala, ze fosforylace GImM proteinkinazou StkP v S. pneumoniae je dulezita pro aktivaci
proteinu. Fosforylovana GImM vykazuje nejvyssi specifickou aktivitu, a to nejen v reakci
premény glukosamin-6-fosfatu na glukosamin-1-fosfat, ale ptredev§im v reakci opacné. Jako
jedno z mist fosforylace fosfoglukosaminmutazy GImM proteinkinazou StkP byl pomoci
hmotnostni spektrometrie ur¢en Ser99. GImM je také schopna komplementace podminéné
letalniho kmene E. coli s inaktivovanym chromozomalnim genem glmM a s kopii tohoto genu
na termosenzitivnim plazmidu (Pallova, 2007).

Bylo potvrzeno, ze StkP vaze a fosforyluje klicovy protein bunécného déleni FtsZ
in vitro. FtsZ, homolog eukaryotické¢ho tubulinu, polymeruje a vytvaii prstenec ve stiedu
délici se bunky, kde vznikne septum. Dele¢ni mutanta v genu StkP nevykazuje naruseni

pii vytvareni FtsZ prstence (Giefing et al., 2010). Fosforylace proteinkindzou StkP je tedy
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pro substrat FtsZ postradatelna.

« Obr. 5: Prehled prvnich kroki biosyntetické drahy

Fructose-6-P ' “or . R , "
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[ je ptevzato z (Mehra-Chaudhary et al., 2011).

Jind studie neddvno pomoci fosfoproteomického pfistupu a nasledné hmotnostni
spektrometrie odhalila, Ze substratem StkP je dalsi duleZity protein bunééného déleni - protein
DivIVA in vivo. Kinazovou reakci bylo zjisténo, ze DivIVA je také substratem StkP in vitro.
Mutanta v genu stkP vykazuje poruchy v bunécném déleni. DivIVA spole¢né s MinC a MinD
urcuje stied buiiky a po rozdéleni buiky udrzuje MinCD u jejich polu. Dale byly zjistény
dalsi dva in vivo a zaroven in vitro substraty StkP - Mn-dependentni anorganicka
pyrofosfataiza PpaC a hypoteticky protein spr0334 s nezndmou funkci. Pyrofosfatazy
katalyzuji hydrolyzu anorganického pyrofosfatu (PP;), ktery vznikd béhem riznych
biosyntetickych reakci. Reguluji také mnoho enzymi, které se pyrofosfatazovych reakci

neucastni. Jejich vliv je vétSinou inhibicni (Novakova et al., 2010).

6.2 Streptococcus pyogenes
Tato patogenni grampozitivni bakterie patéi mezi streptokoky skupiny A (GAS, Group

A Streptococci), které zpusobuji celou fadu lidskych onemocnéni od lehkych infekci az
po syndrom toxického Soku.

Analyza sekvence genomu odhalila jeden gen kodujici potencidlni eSTK ST-STK
a jeden gen kodujici potencialni proteinfosfatazu ST-STP. Na zakladé sekvenéni analyzy bylo
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zjisténo, ze ORFs pro proteinkinazu ST-STK a proteinfosfatazu ST-STP se piekryvaji 0 jeden
nukleotid a jsou ziejmé prepisovany spoleéné. Analyza sekvence aminokyselin odhalila, ze
proteinfosfatdiza ST-STP obsahuje 11 typickych motivl eukaryotickych proteinfosfataz typu
2C (PP2C). U proteinkinazy ST-STK bylo zjisténo, ze N-koncova oblast zahrnujici prvnich
270 aminokyselinovych zbytki obsahuje vSech 11 konzervovanych subdomén (I-XI). C-
koncova ¢ast obsahuje tfi PASTA domény, z nichz kazdd se skladd ze 68-81
aminokyselinovych zbytkl. Spoleénym substratem ST-STK a ST-STP je histon-like protein
SP-HLP, coz je maly protein vazajici DNA a Ucastnici se kontroly genové exprese, replikace
DNA a uspotadani nukleoidu. Kindzovou reakci bylo jisténo, ze proteinkinaza ST-STK tento

substrat fosforyluje a proteinfosfataza ST-STP defosforyluje in vitro (Jin a Pancholi, 2006).

6.3 Streptococcus agalactiae
S. agalactiae je grampozitivni oportunné patogenni bakterie, ktera patii mezi

streptokoky skupiny B (GBS, Group B Streptococci). Byla popsana jedina eSTK - Stk1 a jeji
kognatni fosfataza Stpl. Proteinkinaza Stkl fosforyluje tfi substraty in vitro, které byly
identifikovany hmotnostni spektrometrii. Prvnim substratem je adenylosukcinat syntetaza
PurA, enzym ucastnici se syntézy AMP a dulezity pro regulaci koncentrace purinovych
nukleotidd a jejich biosyntézu de novo. Fosforylace PurA negativné reguluje aktivitu tohoto
enzymu (Rajagopal et al., 2005), Druhym je Mn-dependentni anorganicka pyrofosfataza PpaC.
Pyrofosfatazy katalyzuji hydrolyzu anorganickych pyrofosfatd (PP;j) na orthofosfaty (P;).
Pyrofosfaty jsou uvoliovany béhem hydrolyzy ATP nebo pii riznych biosyntetickych
reakcich v metabolismu sacharidd, nukleotidd nebo aminokyselin. Analyza kment
S. agalactiae postradajicich Stkl v novorozeneckém krysim modelu sepse ukazala vyrazné
zmirnéni virulence. PpaC je prvnim piikladem solubilni bakterialni pyrofosfatazy asociované
s membranou, kterd je fosforylovana proteinkindzou (Rajagopal et al., 2003). Je tieba zminit,
ze PurA a PpaC byly potvrzeny jako substraty Stk1 pouze v podminkach chudych na ziviny,
kde jsou bakterie nuceny plné¢ vyuzivat svij biosynteticky aparat a mnoho latek syntetizuji
de novo (Rajagopal et al., 2005; Rajagopal et al., 2003).

Tretim substratem Stk1l v S. agalactiae je transkripcni aktivator CovR v ramci TCS
CovS/CovR, kde byl popsan dalsi piiklad propojeni mezi eSTK a TCS (tzv. cross talk).
V tomto ptipad¢ se jedna o regulaci genové exprese B-hemolysinu/cytolysinu (B-H/C), ktera
je podtizena kontrole TCS CovS/CovR i eSTK Stkl. B-H/C je cytotoxin nezbytny pro pieziti
GBS v krevnim fecisti a pro rezistenci k oxidativnimu stresu. Kindzova reakce ukézala, ze

Stk1 fosforyluje transkripéni aktivator CovR in vitro. Fosforylaci CovR proteinkinazou Stk1
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dochazi k pozitivni regulaci transkripce genu pro B-H/C v GBS (Rajagopal et al., 2006),
zatimco CovS/CovR reguluje transkripci tohoto genu negativné (Jiang et al., 2005; Lamy et al.,
2004). Dvé rozdilné fosforylaéni udalosti mohou ovlivnit vazbu CovR na promotor genu
kodujiciho B-H/C. Stkl fosforyluje substrat CovR na zbytku Thr65, coz ziejmé¢ muze
inhibovat jeho fosforylaci na zbytku Asp i afinitu kK DNA. Naopak fosforylace na zbytku Asp
a vazba na DNA snizuje fosforylaci CovR na zbytku Thr (Lin et al., 2009).

Védecky tym Silvestroni et al. (2009) identifikoval ve dvou ze tii nezavislych pokust,
které byly provadény s kmenem divokého typu (WT) exprimujicim Stkl i s mutantnimi
kmeny, 10 fosfopeptidi jako potencialni substraty Stk1. Tti z nich byly identifikovany jako
FtsZ, DivIVA a protein s DivIVA doménou. Fosforylace threoninovych zbytki DivIVA se
objevila ve WT, ale v Stkl deficientnim kmeni nikoliv. Fosforylace proteinu s DivIVA
doménou se objevila pouze v kmeni deficientnim pro fosfatdzu Stpl. Reverzibilni fosforylace
DivIVA je dilezita pro normalni segregaci bunék GBS. Potencialni substraty Stkl FtsZ,
DivIVA a protein s doménou DivIVA se samy in vitro nefosforyluji, coZ naznacuje, ze jejich
fosforylace je zavisla na proteinkinaze. Fosforylace DivIVA a proteinu s DivIVA doménou se
objevila v pfitomnosti Stkl in vitro a v ptipadé DivIVA také in vivo pouzitim obohaceni
fosfopeptidu. Fosforylace FtsZ nebyla zaznamenana ani v pfitomnosti Stk1, dokonce ani v jeji

zvySené koncentraci (Silvestroni et al., 2009).

6.4 Staphylococcus aureus
Grampozitivni S. aureus je vyznamnym lidkym patogenem zodpovédnym za ritizné

infekce (nozokomialni i ziskané mimo zdravotnicka zafizeni). Primarné je extracelularnim
patogenem. U této bakterie byla identifikovana a charakterizovana pouze jedina eSTK PknB
a jedna eSTP (Beltramini et al., 2009).

PknB je proteinkinaza s MAP-kinazovou aktivitou, nebot' bylo prokazano, ze
fosforyluje lidsky transkripéni faktor ATF-2 in vitro. Potencialni substraty PknB se tiCastni
apoptozy, imunitnich reakci, transportu latek a metabolismu. PknB piedstavuje sekretovany
protein, coz otevira moznost, ze fosforyluje nejen vlastni bakterialni proteiny, ale i substraty
hostitele. Je mozné, Ze sekrece PknB bakterii pomaha vyhnout se zni¢eni po fagocytdze
hostitelskym makrofagem. To je v souladu se zjisténim, ze PknB fosforyluje ATF-2 in vitro.
Fosforylace ATF-2 ma za nasledek expresi Sirokého spektra proteint ti¢astnicich se rozlicnych
procest. Exprimovany jsou napi. bunééné cyklické molekuly (cyklin D), molekuly
podporujici ptilnavost buiky, rustové faktory, anti-apoptotické faktory a molekuly podporujici

invazi. PknB fosforyluje substraty na Ser a Thr zbytcich, coz je v souladu s primarni sekvenci
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tohoto enzymu. Soucasti sekvence PknB je také oblast bohata na prolin, coz tento enzym
spojuje s evolucné dobie konzervovanou rodinou prolinovych kindz jako jsou cyklin-
dependentni kinazy (CDK) ¢i mitogenem aktivované kinazy (MAPK) (Miller et al., 2010).

Aktivita PknB se tyka regulace dilezitych bunéénych procestt - nedavno byly
objeveny zejména substraty PKnB in vitro s rozli¢cnymi funkcemi v centralnim metabolismu
(Donat et al., 2009; Lomas-Lopez et al., 2007). Bylo zjisténo, ze PknB i jeji ptibuzna
proteinfosfataza STP jsou duleZité pro metabolismus bunééné stény (Beltramini et al., 2009).
Jejich aktivita ovliviluje biosyntézu bunétné stény, bunétné déleni a rezistenci k
B-laktamovym antibiotikiim. Mutantni kmeny S. aureus postradajici PknB i zminénou STP
vykazuji zna¢né poruchy v bunééném déleni vcetné vicecetnych a nedokoncenych sept,
vybouleni a nepravidelné tvary bunék. Na rozdil od divokého kmene (WT), mutanty pouze
s deleci genu stp vykazuji ztlustélé bunécné stény a zvysSenou resistenci k endopeptidaze
lysostafinu. Mutantni kmeny S deleci genu pknB nebo gent pknB i stp vykazuji zvySenou
citlivost k B-laktamovym antibiotikim (Beltramini et al., 2009).

Substratem PknB je také globalni transkripéni regulator MgrA, protein piibuzny
regulatoru SarA, ktery reguluje expresi virulen¢nich genti. Fosforylaci MgrA v bunéénych
extraktech in vitro zanika jeho schopnost vazat se na promotor genu norA kodujici efluxni
pumpu NorA. Zesilena exprese PknB vede ke zvysSeni exprese NorA, coz zpusobi zvySeni
rezistence k baktericidnim latkdm chinolontim (Truong-Bolduc et al., 2008).

Samotny globalni transkripéni regulator SarA je také substratem PknB a obsahuje
motiv helix-turn-helix (HTH) a vlasenkovou oblast (Liu et al., 2006), kterymi se vaze na DNA
a aktivuje transkripci raznych virulen¢nich faktord v zavislosti na rastové fazi - napt. proteinu
Fnb (Fibronectin-binding) béhem exponencialni faze rustu. Fosforylace SarA in vitro meéni
jeho afinitu k DNA, ¢imz na transkripéni urovni reguluje virulenci (Didier et al., 2010).

Nedavno byla popsana dalsi eSTK s oznac¢enim SA0077. SarA je fosforylovan in vitro
proteinkinazami PknB a SAOQ077. Proteinkinaza SA0077 fosforyluje SarA na serinovém
zbytku, coz vede k poklesu schopnosti substratu SarA vazat DNA (Didier et al., 2010).

6.5 Chlamydia trachomatis
Grampozitivni bakterie C. trachomatis je pohlavné ptenosny obligatni intracelularni

patogen se slozitym vyvojovym cyklem uvniti hostitele. Tato bakterie interaguje se signalnim
systémem ecukaryotické hostitelské bunky a vyuziva jeji signalni drahy Kk regulaci svého
vlastniho vyvoje. C. trachomatis je hlavnim ptvodcem preventabilni slepoty (trachomu)

u déti. V bunce hostitele podstupuje dvoufazovy vyvovy cyklus. Nejdiive se vyviji a roste
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uvnitt malého prostoru v membran¢ - inkluzi, kde probiha diferenciace z infekéni
a metabolicky neaktivni extracelularni formy (elementarniho téliska) do neinfekéni
a metabolicky aktivni formy (retikularniho téliska), ktera je schopna replikace (Verma
a Maurelli, 2003).

Pomoci genomové sekvenace byly identifikovany dva oteviené Cteci ramce (ORFS)
kodujici predpokladané Ser/Thr proteinkinazy eukaryotického typu (eSTKs) Pknl a PknD
v C. trachomatis serovaru L2. Bakterialni dvouhybridni analyza ukazala, ze Pknl interaguje
sPknD a ze Pknl interaguje s IncG, coZz bylo poté ovéfeno kinazovou reakci in vitro
aV piipad¢ substratu IncG také imunoprecipitaci. Pknl je substratem PknD a IncG je
substratem Pknl. IncG je inkluznim membranovym proteinem s neznamou funkci (Verma
a Maurelli, 2003). Bylo vsak zjisténo, ze IncG C. trachomatis interaguje s proteinem 14-3-3p
sav¢ich hostitelskych bun¢k v kvasinkovém dvouhybridnim systému (Scidmore et al., 2001).
Predpoklada se, ze fosforylace proteinti C. trachomatis muize hrat dilezitou roli v interakcich
s proteiny hostitelské bunky pfi infekei (Merma a Maurelli, 2003).
dukaz o ptitomnosti tfi ORFS, které koduji potencialni eSTKs Pknl, PknD a Pkn5, a jednoho
ORF vykazujiciho sekven¢ni podobnost s eukaryotickou proteinfosfatazou typu PP2C
(Stephens et al., 1998). Studie Verma a Maurelli (2003) také ovétovala, zda homolog tietiho
ORF v C. trachomatis serovaru L2 koéduje potencialni proteinkinazu Pkn5, avSak fosforylacni
aktivitu tohoto pfedpokladaného enzymu nepotvrdila. Podrobna analyza konzervované oblasti
na N-konci kodujici subdomény domnélé proteinkinazy Pkn5 ukazala, Ze chybi subdoména |
(obsahuje konzervované Gly zbytky) a Xl (obsahuje konzervovany Arg zbytek), které
zastavaji diilezité funkce pii fosforylaci substratu, coZ naznacuje, ze Pkn5 zfejmé neni funkéni
proteinkinaza. Mohlo by se jednat o aminoglykosid 3' fosfotransferazu, enzym piibuzny

eSTKSs fosforylujici neproteinové substraty (Verma a Maurelli, 2003).

6.6 Bacillus subtilis
U této grampozitivni sporulujici bakterie byla popsdna jedind eSTK s oznacenim

PrkC. PrkC je transmembranova proteinkinaza s velkou extracelularni doménou (Madec et al.,
2002) obsahujici tfi repetice motivii PASTA (Shah et al., 2008). Jednim ze substratt PrkC je
protein HPr z fosfotransferazového systému, ktery je fosforylovan PrkC na serinovém zbytku
12 in vitro. Jako substraty PrkC in vitro byly identifikovany i nékteré enzymy centralniho
metabolismu (Pietack et al., 2010), mala ribozomova GTPaza CpgA, transla¢ni faktor GTPaza

EF-Tu aprotein YezB, ktery se uplatiuje pfi obecné odpovedi na stres a je pokladan za
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potencialni slozku stresozomu (Absalon et al., 2009). Tyto tfi substraty: CpgA, EF-Tu a YezB
jsou defosforylovany proteinfosfatazou PrpC in vitro. Zatimco CpgA je nutny pro normalni
rast B. subtilis, PrkC za stejnych podminek nikoliv. Je mozné, Ze funkce PrkC miize byt
nahrazena jinou kinazou, nebo fosforylovany CpgA neni pfimo zapojen v procesu nezbytném
pro normalni rist bakterie (Absalon et al., 2009). CpgA je translacni faktor, jehoz deficience
vede k abnormalnim tvarim bunék a nestejné tloust’ce bunécné stény (Absalon et al., 2008).
Detekce fosfoproteini z bezbuné¢ného extraktu kultury ve stacionarni fazi rastu radioaktivné
znaCenym fosfatem na 2D elektroforéze poskytla diikkaz, ze YezB je substratem PrkC a PrpC
in vivo (Absalon et al., 2009). Elonga¢ni faktor EF-G je substratem PrkC a PrpC in vitro
(Gaidenko et al., 2002). Bylo potvrzeno, ze EF-G je substratem PrkC také in vivo. Fosforylace
tohoto elongacniho faktoru probihd v rostoucich buiikach v odpovédi na peptidoglykanové
fragmenty (Shah a Dworkin, 2010), které se vazi na extracelularni PASTA domény PrkC.
Peptidoglykanové fragmenty spousti kliceni dormantnich spor B. subtilis (Shah et al., 2008).
Inkubace rostoucich bun¢k s malymi solubilnimi fragmenty peptidoglykanu zpusobuje
spusténi exprese genu YocH, ktery koduje peptidoglykanovou hydrolazu sekretovanou
do extracelularniho prostoru a $tépici peptidoglykan uvoliiovany z okolnich bunék. Exprese
genu yocH zavisi na piitomnosti funkéni PrkC. Produkt YocH pak reguluje svou vlastni
expresi prostiednictvim signalni drahy proteinkinazy PrkC (Shah a Dworkin, 2010).

U B. subtilis byla nedavno objevena argininova proteinkinaza McsB. Jedna se o prvni
znamy piipad fosforylace na argininovych zbytcich u bakterie. Substratovym proteinem
tohoto enzymu je CtsR - dimericky represor gent kodujicich proteiny tepelného Soku HSP
(Heat Shock Proteins) (Fuhrmann et al., 2009). Ten spolu s nékolika dal$imi proteiny slouzi
jako hlavni transkripéni regulator kontrolujici odpovéd’ bakterialni buriky na stres vyplyvajici
z tepelného Soku (Derré et al., 1999; Kriiger a Hecker, 1998; Hecker et al., 1996). Na zaklad¢
biochemické analyzy bylo zjisténo, ze substrat CtsR je fosforylovan na argininovych zbytcich
v DNA vazebné doméné. Tim dojde k inhibici jeho represorové funkce a genové expresi HSP
proteinti (Fuhrmann et al., 2009). Proteinkindzu McsB béhem normalnich ristovych podminek
blokuje chaperon ClpC. Jakmile je vSak buiika vystavena stresu, ClpC zacne ptfednostné
interagovat se Spatn¢ sbalenymi proteiny a predpoklada se, ze uvolnénim proteinkindzy McsB
je umoznéno vytvoreni komplexu McsB s CtsR, coz vede k uvolnéni CtsR z repetice DNA,
¢imz je umoznéna exprese genu kodujicich proteiny tepelného Soku (HSP - Heat Shock
Proteins) (Kirstein et al., 2005).

Sekvencni analyza ukazala, Zze argininova proteinkindza McsB nevykazuje zadnou

vyraznou podobnost se zndmymi Ser, Thr, Tyr ¢i His kindzami (Fuhrmann et al., 2009).

19



Nejnovejsi studie védeckého tymu Elsholz et al. (2012) prokazala, Zze fosforylace proteint
na Arg zbytcich je funkéni in vivo a uplatiuje se v regulaci dilezitych bunécnych procest

jako je degradace proteinti, odpoveéd’ na stres ¢i kompetence.

6.7 Corynebacterium glutamicum
Nepatogenni grampozitivni C. glutamicum je ty¢inkovita pudni bakterie, ktera se

pouziva kK pramyslové produkci nékterych aminokyselin véetné L-glutamatu. Zatim byly blize
popsany ¢tyti eSTKSs - PknA, PknB, PknG a PknL.

PknA/B/L obsahuji jeden transmembranovy helix a jsou ziejmé membranovymi
enzymy. Na C-koncich extracytoplasmatické ¢asti PknB byly nalezeny ¢tyii a v piipadé PknL
pét PASTA domén (Schultz et al., 2009). Substraty PknA potvrzené in vitro piedstavuji
solubilni proteinkindza PknG (Fiuza et al., 2008a), FtsZ - kli¢ovy protein bunéného déleni
(Schultz et al., 2009), ligaza MurC, nepostradatelna v procesu biosyntézy bunécné stény, nebot’
katalyzuje navazani prvniho aminokyselinového zbytku (L-alaninu) na nukleotidovy prekurzor
UDP-N-acetylmuramovou kyselinu (UDP-MurNAc) (Fiuza et al., 2008b) a protein Odhl -
inhibitor 2-oxoglutarat dehydrogenazy v metabolismu glutamatu (Barthe et al., 2009).

Odhl obsahuje FHA doménu (Niebisch et al., 2006) a je substratem PknA a PknB
in vitro (Fiuza et al., 2008a), PknG in vitro (Fiuza et al., 2008a) a také in vivo (Schultz et al.,
2009; Schultz et al., 2007). Aby mohla PknG fosforylovat substrat Odhl, vyzaduje napted
fosforylaci proteinkinazou PknA. U homologu PknG v M. tuberculosis toto neplati (Fiuza
etal., 2008a). Odhl je fosforylovan na nejméné dvou mistech in vivo véetné¢ Thr zbytku.
Kromé PknG mize k fosforylaci Odhl invivo pfispivat také jedna ¢i né€kolik zbyvajicich
proteinkindz PknA, PknB ¢i PknL. Defosforylace Odhl je katalyzovana proteinfosfatazou Ppp
typu PP2C in vitro (Schultz et al., 2009). Nefosforylovany Odhl se vaze na E1 podjednotku
OdhA komplexu 2-oxoglutarat dehydrogenazy, klicového enzymu Krebsova cyklu, a inhibuje
jeho aktivitu. Fosforylaci Odhl proteinkinazou PknG se tato inhibi¢ni schopnost rusi (Schultz
et al., 2007; Niebisch et al., 2006). Delece genu odhl v mutanté s deleci pknG ma za nasledek
potlaceni ristového defektu na médiu s glutaminem (Schultz et al., 2009).

FtsZ je substratem PknA/B/L in vitro a fosfatazy Ppp in vivo (Schultz et al., 2009).
Snizena exprese ftsZ zptisobuje abnormalni tvar bunék (Ramos et al., 2005).

Caste¢na deficience PknA nebo PknB se projevuje prodlouzenim bunék, coz
naznacuje poruchu v bunééném dé€leni. Zvysena exprese genti pknA ¢i pknB ma za nasledek
nedostate¢ny rast bunécnych pold, ¢imz u C. glutamicum vznikaji atypické bunky kulovitého

tvaru. Geny pknA a pknB jsou tedy nezbytné pro udrZzovani normalniho tvaru bunék. Mutace
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genu pknL, nebo pknG ma za nasledek zivotaschopné mutanty vykazujici normalni tvar bunék
I ristovou rychlost (Fiuza et al., 2008a). Na zakladé experimentd s dele¢nimi mutantami bylo
zjisténo, ze vSechny Ctyfi eSTKs této bakterie jsou pro Zivotaschopnost bunék postradatelné

(Schultz et al., 2009).

6.8 Streptomyces coelicolor
S. coelicolor je pudni vlaknitda grampozitivni bakterie se slozitym zivotnim cyklem

zahrnujicim morfologickou a fyziologickou diferenciaci. Patii mezi Aktinomycety.
Pti nedostatku Zivin zahaji diferenciaci, vytvaii vzdu$né mycelium a produkuje sekundarni
metabolity, z nichz mnohé ucinkuji jako antibiotika. Tato bakterie obsahuje 31 gent
kodujicich potencialni eSTKS (Pérez et al., 2008). Charakterizovana byla proteinkinaza AfsK,
ktera je asociovana s cytoplasmatickou membranou (Matsumoto et al., 1994).

Substratem AfsK je globalni regulaéni protein AfsR. Fosforylace AfsR proteinkinazou
AfsK byla potvrzena kinazovou reakci in vitro (Matsumoto et al., 1994). Fosforylaci proteinu
AfsR se zvysi afinita jeho DNA vazebné domény pro regulacni oblasti genu afsS. AfsR
pozitivné reguluje transkripci afsS, jehoz produktem je transkripéni aktivator AfsS regulujici
sekundarni metabolismus S. coelicolor (Sawai et al., 2004). Bylo také zjisténo, ze protein AfsR
je béhem rustu bakterie fosforylovan i dalsimi eSTK, které byly oznafeny PkaG a AfsL
(Sawai et al., 2004). V proteinu AfsR byla identifikovana ATP-vazebnd doména a DNA
vazebna doména. DNA vazebna doména by mohla aktivovat transkripci genti kodujicich

syntézu pigmentii. U mutantii v genu afsR neni ovlivnéna sporulace (Horinouchi et al., 1990).

4—@ == AfsK /~
[mactlve] Thr

[active] ) \®
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Obr. 6: Predpokladané modelové schéma znazoriujici inhibici autofosforylace proteinkinazy
AfsK proteinem KbpA v S. coelicolor. CM - cytoplasmatickd membrana; AfsR - substratovy
protein proteinkinazy AfsK. Pievzato z (Umeyama a Horinouchi, 2001).

21



Naruseni genu afsK ma za nasledek vyznamnou, avsak nikoli Gplnou ztratu produkce
antibiotika aktinorhodinu (Sawai et al, 2004). Pfenos signalu v odpovédi na nutri¢ni podminky
v systému AfsK/AfsR v S. coelicolor je zahrnut v regulaci sekundarniho metabolismu na
rozdil od S. griseus, kde se ucastni tvarové diferencicace (Umeyama et al., 1999). Bylo
zjisténo, ze s proteinkinazou AfsK interaguje protein KbpA, jehoz kodujici sekvence se
nachazi proti sméru transkripce genu afskK. KbpA se vaze na N-konec nefosforylované formy
AfsK obsahujici katalytickou doménu, zamezuje jeji autofosforyla¢ni aktivité a inhibuje
fosforylaci substratu AfsR in vitro (viz Obr. 6). Transkripce genu kbpA probiha béhem rustu
aje zesilena, jakmile za¢ne produkce aktinorhodinu a utvareni vzdusného mycelia. KbpA
ucinkuje jako inhibitor negativni zpétné vazby v regulacnim systému AfsK/AfsR a potlacuje
produkci aktinorhodinu v S. coelicolor. Deleci genu kbpA se zvysi koncentrace fosforylované
formy AfsR, ktera zpusobi vyrazné zvyseni produkce sekundarnich metaboliti aktinorhodinu
a undecylprodigiosinu, zatimco zvySena exprese genu kbpA vede ke sniZzeni jejich produkce

(Umeyama a Horinouchi, 2001).

6.9 Mycobacterium tuberculosis
Tato grampozitivni patogenni bakterie je plvodcem infekéniho onemocnéni

tuberkulozy. U této bakterie byl charakterizovan nejvyssi pocet eSTKs. Sekvenovanim
genomu  byly identifikovany  geny  koédujici 11 potencidlnich  eSTKs -
PknA/B/D/E/FIG/HNII/KI/L, jednu Ser/Thr fosfatazu PstP a dvé Tyr fosfatazy PtpA a PtpB.
Kromé& dvou solubilnich kindz (PknG a PknK) pfedstavuji vSechny zminéné eSTKs
predpokladané transmembranové kindzy piijimajici signaly z vngjSiho prostiedi (Cole et al.,
1998). Nejlépe charakterizovana je proteinkinaza PknB (blizsi popis viz kapitola 2.4), jejiz
extracelularni cast se sklada ze ¢tyt kopii PASTA domén (Barthe et al., 2010), které byly
nalezeny u ruznych grampozitivnich bakterii. Vyznamnym substratem PknA je protein FtsZ,
coz bylo potvrzeno kinazovou reakci in vitro a naslednou analyzou hmotnostni spektrometrie.
FtsZ je dualezity pii bunééném déleni, kdy polymeruje a zahajuje vznik Z prstence ve stiedni
¢asti bunky, ¢imz iniciuje vznik septa. Fosforylovany FtsZ vykazuje téméf nulovou
GTPazovou aktivitu a vyrazné snizenou schopnost polymerovat (Thakur a Chakraborti, 2006).
Substratem PKnA je také protein FipA obsahujici FHA doménu. Fosforylace a interakce FipA
a FtsZ je nezbytnd pro bunécné de€leni pii sestavovani divizomu v podminkéch oxidativniho
stresu. Imunoprecipitani reakce potvrdila, Ze FHA doména FipA je nutnd pro interakci
s PknA (Sureka et al., 2010). Substratem PknA je také ligaza MurD uplatiujici se v biosyntéze
peptidoglykanu, kde katalyzuje vazbu p-glutamatu k nukleotidovému prekurzoru UDP-N-
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acetylmuramoyl-L-alaninu (Thakur a Chakraborti, 2008). Dalsi vyznamny substrat PknA
I PknB je bifunkéni enzym GImU dualezity pro biosyntézu bunécné stény a katalyzujici
posledni dva kroky syntézy UDP-GICNACc (blizsi popis Vviz kapitola 6.1 a Obr. 5). Kinazova
reakce in vitro ukazala, ze PknB fosforyluje GImU na variabilni C-koncové doméné v oblasti
414-439, kde je jedinym ptistupnym zbytkem pro fosforylaci Thr425. Biochemicka analyza
ukazala, ze tato doména je dulezitd pro regulaci acetyltranferazové aktivity GImU.
Fosforylace GImU proteinkinazou PknB neovliviiuje uridyltransferazovou aktivitu (ta je
zéavisla na produktu acetyltransferazové reakce), avSak acetyltransferazovou aktivitu méni
vyrazné. PknB timto zptisobem neptimo reguluje uridyltransferazovou aktivitu GImU, ktera je
rovnéz regulovana dostupnosti substratu (Parikh et al., 2009).

Geny pknA a pknB lezi na stejném operonu nedaleko pocéatku replikace. V tomto
operonu se také nachazi gen pstP kodujici proteinfosfatdzu defosforylujici PknB a dale dva
vyznamné geny: rodA, jehoz produkt hraje roli v syntéze peptidoglykanu, a pbpA dulezity pro
kontrolu tvaru bunky. Geny pknA a pknB jsou exprimovany piedev§im béhem exponencialni
faze ristu. Vyrazna nadprodukce téchto gent vede ke zpomaleni rustu a tvarovym zménam
bungk. Pii jejich mirném nedostatku vznikaji uzké prodlouzené buiiky. U PknA a PknB byly
identifikovany tfi substraty in vivo - Wag31, ortolog klicového proteinu bunééného déleni
DivIVA B. subtilis, konzervovany hypoteticky protein Rv1422 s neznamou funkci a samotna
PknB. Vsechny tfi substraty byly potvrzeny in vitro a vysledky naznacuji, Ze se PknB a PknA
fosforyluji navzajem (Kang et al., 2005).

Nezanedbatelna Cast substrati identifikovanych u popsanych proteinkindz v
M. tuberculosis hraje roli v biosyntéze kyseliny mykolové (Pereira et al., 2011). Napi. PknD
fosforyluje substratovy protein FabH tcastnici se biosyntetické drahy kyseliny mykolové,
ktera je slozkou bunééné stény. Fosforylace inhibuje enzymatickou aktivitu FabH in vitro
(Veyron-Churlet et al., 2009).

Potencidlnim spoleénym substratem c¢tyf proteinkindaz PKnA/B/H/J je transkripéni
aktivator s ATPazovou aktivitou EmbR (Jang el al., 2010; Sharma et al., 2006; Molle et al.,
2003). EmbR reguluje transkripci operonu embCAB kodujiciho enzymy bunécné stény
arabinosyltransferazy, ¢imz také dochazi k regulaci biosyntézu arabinanu. Arabinan je jedna
ze slozek arabinogalaktanu, klicové molekuly v mykobakteridlnich bunécnych sténach.
Proteinfosfataiza Mstp defosforyluje EmbR, pficemz dochazi nejen ke snizeni ATPazové
aktivity, ale i ke snizeni afinity k eSTKs a DNA. Tyto uc¢inky jsou opac¢né nez pii pisobeni
eSTKSs. Fosforylace EmbR ovliviiuje pomé&r lipoarabinomananu/lipomananu v buné¢éné stén¢,

coz je dilezité pro virulenci a rezistenci M. tuberculosis k antibiotiku ethambutolu (Sharma
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etal., 2006). EmbR obsahuje doménu FHA, ktera rozpoznava fosfoprotein a tedy
autofosforylovanou proteinkinazu. Bylo prokazano, ze FHA doména hraje zasadni roli
pii interakci EmbR s PknH (Molle et al., 2003).

Potencidlnim spoleénym substratem proteinkinaz PknB/D/E/F (Villarino et al., 2005)
a PknG (O’Hare et al., 2008) je protein GarA rovnéz obsahujici doménu FHA (Villarino et al.,
2005). GarA je potencialni regulaéni protein degradace glykogenu béhem rustu bunék.
Interakce mezi aktivaéni smyckou PknB a C-koncovou FHA doménou GarA jsou nezbytné
k fosforylaci substratu na jediném Thr zbytku u N-konce. Aminokyselinova sekvence genu
garA je mezi mykobakteriemi velmi dobie konzervovana (Villarino et al., 2005).
Autofosforylace PknG podporuje vazbu GarA, coz bylo potvrzeno nejen in vitro, ale také
invivo. Nefosforylovany GarA inhibuje a-ketoglutarat dekarboxylazu v Krebsové cyklu
(O’Hare et al., 2008). PknG sestava z kinazové katalytické domény obklopené po stranach
velkou N- a C-koncovou doménou neznamé funkce. Na rozdil od vétSiny mykobakterialnich
eSTKs neobsahuje transmembranovou doménu a piedpoklada se, Ze se nachézi vyhradné
Vv cytoplasmé. PknG M. tuberculosis je sekretovana do hostitelskych bunék (Walburger et al.,
2004) podobné jako YpkA u Yersinie (Juris et al., 2000). Jakmile se M. tuberculosis ocitne
uvnitt makrofaga, PknG je vylucovana do fagozomu a jeji aktivita blokuje splynuti fagozomu
s lysozomem, aby podpofila pteziti bakterie. Inaktivace PknG mutaci genu pknG nebo pfimo
chemickou inhibici ma za nasledek transport bakterie do lysozomu a jeji bunéénou smrt
(Walburger et al., 2004).

Za zminku stoji tzv. cross talk také u M. tuberculosis, kde je transkripéni aktivator
DosR fosforylovan nejen histidinovou kinazou DosS v ramci TCS DosS/DosR, ale i
proteinkinazou PknH in vitro, coz bylo prokazano pomoci biochemické analyzy, protein-
proteinovych interakci a hmotnostni spektrometrie (Chao et al., 2010). PknH fosforyluje také
penicilin vazajici protein DacB1, ktery neobsahuje FHA doménu, in vitro (Zheng et al., 2007).

Potencialnim substratem PknL je protein Rv2175c obsahujici motiv helix-turn-helix
(HTH) typicky pro DNA vazebné proteiny. Fosforylace proteinkinazou PknL na Thr zbytku
N-koncové domény Rv2175c negativné reguluje vazbu na DNA (Cohen-Gonsaud et al., 2009).

U M. tuberculosis bylo identifikovano mnoho dalSich substrati zminénych eSTKs,

rozsah této prace je vSak omezeny a nemuze ani zdaleka obsahnout dosavadni poznatky.

6.10 Myxococcus xanthus
Gramnegativni bakterie Myxococcus xanthus se stala prvnim prokaryotickym

zastupcem, u kterého byla poprvé objevena eSTK, kterd nese oznaCeni Pknl a kontroluje
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normalni pribéh vyvoje M. xanthus (Mufioz-Dorado et al., 1991). Tato pudni bakterie je
pozoruhodna svym slozitym zivotnim cyklem. Bunky M. xanthus, které registruji nedostatek
zivin v okolnim prostfedi vykazuji zajimavé chovani, kdyz se shluknou a vytvori
mnohobunécéné plodnicky. Uvnité téchto plodni¢ek c¢ast tyCinkovitych bunék diferencuje
v kulovité myxospory. V genomu této bakterie bylo odhaleno pfiblizn¢ 100 genti kodujicich
potencialni eSTKs (Nariya a Inouye, 2003), avSak podrobné&ji byly charakterizovany pouze
nékteré z nich. Substratové proteiny se zatim podafilo identifikovat jen u nékolika
proteinkinaz.

Kinazova doména vétsiny eSTKS myxobakterii se vyskytuje na N-konci. Mnoho
eSTKs myxobakterii obsahuje variabilni pfidavnou doménu neznamé funkce na C-konci. Je
mozné, Ze reguluje kinazovou aktivitu nebo ptijima signaly z vnéjsiho prostiedi (Pérez et al.,
2008). Kmen s deleci genu pkn5 vytvaii plodni¢ky mnohem rychleji nez divoky kmen (WT),
zatimco kmen s deleci pkn6 se vyviji pomaleji nez WT. To ukazuje, Ze Pkn5 a Pkn6 reguluji
vyvoj bungk a diferenciaci spor opa¢nym zptisobem (Zhang et al., 1996).

Exprese transkripéniho aktivatoru MrpC je regulovana nejen eSTK Pknl4, ale i TCS
MrpA/B (Nariya a Inouye, 2005; Sun a Shi, 2001). MrpC je substratem cytoplasmatické
proteinkindzy Pknl4, kterd je fosforylovana transmembranovou proteinkindzou Pkn8. Tyto
proteinkinazy vytvaieji fosforylacni kaskadu. Fosforylaci MrpC proteinkinazou Pknl4
odhalila kvasinkova dvouhybridni analyza. Modifikaci MrpC béhem vegetativniho ristu
dochazi k negativni regulaci exprese genu mrpC (Nariya a Inouye, 2005). Studie Sun a Shi
(2001) prinesla identifikaci tfi proteinti nezbytnych pro vyvojovy proces M. xanthus, ktery se
spousti v obdobi pfetrvavajictho nedostatku Zivin. Prvnim je potencidlni senzorova
histidinova kindza MrpA, druhym MrpB - transkripéni aktivator v rdmci TCS, ktery aktivuje
expresi genu mrpC kodujiciho tieti z identifikovanych proteini MrpC, ktery obsahuje
receptory pro cAMP. Geny mrpA, mrpB a mrpC lezi ve stejném lokusu. Nemodifikovany
MrpC pozitivné reguluje svou vlastni genovou expresi (Sun a Shi, 2001) a také expresi genu
fruA, jehoz produktem je hlavni transkripéni aktivator FruA, nezbytny pro vytvaieni
plodnicek a spor v neptiznivém obdobi (Ueki a Inouye, 2003).

Proteinkinaza Pkn4 je usazena v membran¢ a fosforyluje substrat fosfofruktokinazu
(PFK) in vitro na Thr zbytku. Gen pkn4 se nachazi ve stejném operonu jako gen pfk. PFK je
kli¢ovym regula¢nim proteinem glykolyzy, kde za piitomnosti ATP katalyzuje fosforylaci
fruktoza-6-fosfatu za vzniku fruktoza-1,6-bisfosfat, a to nejen u prokaryot, ale i u eukaryot.
Modifikace PFK M. xanthus ma za nasledek vyrazné zvyseni aktivity tohoto enzymu (Nariya
a Inouye, 2002).

25



U transmembranové proteinkindzy Pkn2 s C-koncovou extracytoplasmatickou
doménou byly odhaleny dva substraty in vitro. Prvnim je B-laktamaza, enzym Stépici
B-laktamovy kruh penicilinovych antibiotik a podilejici se na rezistenci k témto 1é¢iviim.
Pkn2 fosforyluje B-laktamazu na nékolika Thr zbytcich. Modifikovana B-laktamaza piestane
byt sekretovana do periplasmatického prostoru a hromadi se v cytoplasmé a membrang.
Mutace v genu pkn2 nema zadny vliv na vegetativni rist, ale snizuje mnozstvi myxospor
030-50 %. Druhy substrat piedstavuje HUa - histon-like protein vazajici DNA. Pkn2
fosforyluje HUa na jediném Thr zbytku in vitro. Fosforylovany HUa neni schopen vazat
DNA (Udo et al., 2000). V modelové bakterii E. coli vytvaii HUa s HUB heterodimer in vivo

a ovliviluje genovou expresi (Lewis et al., 1999).

6.11 Pseudomonas aeruginosa
Tato gramnegativni bakterie je oportunnim lidskym patogenem schopnym vytvéret

biofilmy na povrchu sliznic. Pti interakci s hostitelem pouziva sekreéni systém typu VI
(T6SS). Charakterizovana byla transmembranova eSTK PpkA, ktera fosforyluje protein Fhal
in vitro v pfitomnosti kofaktoru Mn?**. Opaéné pisobi eSTP PppA, kterd v buiice udrzuje
zasobu nefosforylovaného Fhal. PpkA a PppA reguluji sekreci proteinti v ramci T6SS.

Protein Fhal obsahuje FHA (Forkhead-associated) doménu na N-konci a C-koncovou
doménu neznamé funkce s vysokym obsahem prolinu (Mougous et al., 2007). FHA doména se
sklada ze 65-100 aminokyselin a vaze fosforylované peptidy v protein-proteinovych
interakcich in vitro. Byla nalezena u prokaryot i eukaryot (Durocher et al., 1999). Funkce
ostatnich sekven¢nich motivii Fhal neni znama. Modifikovany Fhal je nutny pro sekreci
hypotetického proteinu Hcpl. Geny kodujici PpkA, PppA a Fhal se nachazeji na genomovém
ostrové I pro sekreci Hep. PpkA na C-konci obsahuje periplasmaticky segment s von
Willebrandovou A doménou (VWA) (Mougous et al., 2007). Sekre¢ni systém je spoustén
dosud neznamym signalem, ktery zplsobi dimerizaci VWA. PpkA se nasledné
autofosforyluje, coz zpusobi interakci s Fhal. Fosforylovany Fhal aktivuje neznamym
mechanismem sekreci Hcpl pohanénou proteinem ClpV1 (protein podporujici sekreci typu
VI). Bylo potvrzeno, ze PpkA a PppA fosforyluji a defosforyluji Fhal in vitro (Mougous et al.,
2007). Dimerizace extracelularnich domén PpkA miiZze podporovat aktivaci sekre¢niho
systému. Mutanty bez schopnosti autofosforylace PpkA nemohou ani fosforylovat Fhal, ani
aktivovat sekre¢ni systém. Aktivitu kindzy podporuje protein TagR, slozka postransla¢ni

regulacni drahy sekrece typu VI (Hsu et al., 2009).
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U této bakterie byla blize popsana také eSTK Stkl, ktera je kodovana genem stkl
lezicim ve stejném operonu s genem stpl pro eSTP Stpl, ktera se podoba eukaryotickému
typu PP2C. Bylo prokazano, Ze Stkl fosforyluje eukaryoticky histonovy protein H1 in vitro
(Mukhopadhyay et al., 1999). H1 vykazuje vyraznou podobnost v sekvenci aminokyselin
s proteinem AIgR3, ktery se podili na regulaci produkce alginatu, exopolysacharidu
obsazeného v pouzdie virulentni formy P. aeruginosa (Kato et al., 1990). Pouzdro s alginatem
bakterii chrani pifed fagocytozou hostitelskymi makrofagy (Leid et al., 2005). Tato fakta
naznacuji, ze Stpl hraje roli ve virulenci, avSak pro bliz§i pochopeni funkce této

proteinkindzy bude zapottebi dalSich studii.

6.12 Yersinia (Y. pestis, Y. pseudotuberculosis, Y. enterocolitica)
Nékteré bakterie rodu Yersinia patii mezi lidské patogeny, které mohou zpusobit riizna

onemocnéni véetné dyméjového moru. Yersinia a mnohé dal$i patogenni grampozitivni
bakterie pouzivaji sekre¢ni systém typu III (T3SS) za G¢elem ptesunu efektorovych proteint
do hostitelské¢ bunky. Mutanty postradajici funkéni T3SS nejsou schopné zpusobit akutni
onemocnéni u mysi (Houppert et al., 2012).

Efektorové proteiny se nazyvaji Yops (Yersinia outer proteins) a zahrnuji YopE, YopH,
YopJ, YopT, YopM a YpkA. Ve virulenéni Yersinii jsou tyto proteiny koédovany 70 kb
plasmidem (Galyov et al., 1993). YopH je homologem Tyr proteinfosfataz eukaryot.
Defosforylaéni aktivita tohoto enzymu uvniti makrofaga piispiva ke ztraté jeho schopnosti
fagocytovat Yersinii (Guan a Dixon, 1990). YpkA (Yersinia protein kinase A, né&kdy
ozna¢ovana YopO) patii vzhledem ke své sekvencni podobnosti se savéimi Ser/Thr kindzami
mezi eSTK a piedstavuje prvni popsanou bakterialni proteinkinazu hrajici roli ve virulenci
(Galyov et al., 1993). YpKA je nejprve produkovana ve formé neaktivniho enzymu. K aktivaci
dochazi po translokaci do hostitelské buiky, kde je aktivovana vazbou na aktin. Pfi expresi
proteinkindzy YpkA v kultivovanych epitelidlnich bunikdch dochézi k Uplnému rozruSeni
aktinového cytoskeletu. Tato vlastnost vede k inhibici funkce makrofagi vcetné fagocytozy,
¢imz se Yersinia brani imunitnimu systému (Juris et al., 2000). YpKA je pro virulenci Yersinie
nepostradatelna, nebot naruseni jeji katalytické domény ma za nasledek ztratu virulence
(Galyov et al., 1993). Yersinia postradajici C-konec YpkA neni virulentni a dokonce i delece
20 poslednich aminokyselin na C-konci zptsobuje uplnou ztratu kinazové aktivity (Juris et al.,
2000).

Tyto poznatky ukazuji, ze ptitomnost téchto 20 aminokyselin je zcela nezbytna nejen

pro aktivitu YpkA, ale i pro vazbu aktinu, ktera je touto sekvenci zprostfedkovana. Sekven¢ni
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analyza odhalila, ze C-konec YpKA vykazuje vyraznou sekvencni podobnost s C-koncem
eukaryotického proteinu coroninu vazajiciho aktinova vlakna cytoskeletu. C-konec coroninu
utvaii amfipaticky helix, ktery se podoba ptredpokladané sekundarni struktufe poslednich
20 aminokyselin YpKA a je tedy pravdépodobné, Ze se YpkA vaze na stejna mista aktinu jako
coronin (Juris et al., 2000).

Pokud je kinaza Ypka aktivni a neni narusen jeji C-konec, ma v podminkach in vivo
celkovy vliv na aktinovy cytoskelet. Jelikoz aktin hraje klicovou roli v mechanismech
nespecifické imunity jako je fagocyt6za a chemotaxe, predpoklada se, ze rozruseni aktinového
cytoskeletu kindzou YpkA slouzi k inhibici téchto procest a zajisténi preziti Yersinie uvnitt
hostitele. Za zminku stoji, Ze aktin je aktivatorem a zaroven substratem YpKA in vitro (Juris
et al., 2000).

Kromé¢ aktinu byly popsany dal$i dva substraty YpkA - otubain 1 (Juris et al., 2006)
a Gaq (Navarro et al., 2007). Otubain 1 je proteaza pattici do rodiny cysteinovych proteaz,
ktera funguje jako enzym degradujici ubiquitin v lidskych buiikach. Ugastni se také
zprostiedkovani lymfocytarni antigenové odpoveédi. Pfesna molekularni funkce tohoto
enzymu nebyla dosud zcela objasnéna (Edelmann et al., 2009). Juris et al. (2006) prokazal, ze
proteinkinaza YpkA fosforyluje Otubain 1 in vitro. Dale bylo zji$téno, Ze otubain 1 interaguje
s YpkA a aktinem in vivo. Dalsi substrat proteinkinazy YpkA piedstavuje protein Goq -
podjednotka heterotrimerniho G proteinu. YpkA inhibuje mnohé Gaq-dependentni signalni
drahy fosforylaci klicového aminokyselinového zbytku Serd7. Tento zbytek se nachazi
v konzervované smycce pro vazbu pyrofosfatu na a-podjednotce s GTPazovou aktivitou.
Modifikaci a-podjednotky dochazi k inhibici jeji GTPazové aktivity in vitro (Navarro et al.,
2007).

6.13 Mycoplasma pneumoniae
Pleomorfni bakterie M. pneumoniae je extracelularni patogen pattici do tiidy

Mollicutes. Vzhledem k absenci bunétné stény jsou tyto bakterie nepostizitelné
B-laktamovymi antibiotiky inhibujicimi biosyntézu buné¢né stény. M. pneumoniae zpusobuje
atypickou pneumonii a mimoplicni infekce jako je astma nebo artritida.

U této bakterie byla identifikovana jedina eSTK s oznacenim PrkC, ktera neobsahuje
zadnou PASTA doménu. Pomoci detekce fosfoproteinti bylo zjisténo, ze PrkC fosforyluje
Ctyfi substraty - proteiny HMW1 a HMW3 podporujici piilnavost buiiky k povrchim (napf.
epitelu hostitele), hlavni adhesin P1 a povrchovy protein MPN474. Tyto substraty vSak nebyly

detekovany v bezbunéénych extraktech mutantniho kmene v genu prkC. Zvysena mira
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fosforylace substratt proteinkinazy PrpC byla zaznamenana v mutantnim kmeni pro gen prpC
kodujici proteinfosfatazu PrpC, ktera tyto substraty defosforyluje (Schmidl et al., 2010).
fosfoaminokyselin zjisténo, ze proteiny HMW1 a HMW?2 jsou fosforylovany na Ser a Thr
zbytcich (Dirksen et al., 1994).

Analyza mutantniho kmene M. pneumoniae v genu prkC dale odhalila, ze pfitomnost
proteinkinazy PrkC je nutna pro piilnavy rist bakteridlnich bunék na pevném povrchu
a cytotoxicitu k eukaryotickym bunkam. Fosforylace proteinkindzou PrkC je zésadni pro
stabilizaci vysokomolekularnich proteinti, které jsou dulezit¢é pro pfilnavost bunky
k povrchtim. Jedna se o prvni popsany piipad, kdy fosforylace zvySuje stabilitu proteind.
Proteiny podporujici pfilnavost vykazuji vzajemnou zavislost. HMWI1 je nezbytny
pro stabilizaci HMW2 a P1. Naopak HMW?2 je nutny pro stabilizaci HMW3 a povrchového
proteinu P65 (Schmidl et al., 2010).

Analyza genomu M. pneumonie ukazala pfitomnost dvou gent kodujicich Ser/Thr
kinazy - hprK (HPr kinaza) a prkC (eSTK PrkC). Je znamo, ze HPr kinaza fosforyluje pouze
jeden substrat - HPr protein fosfotransferazového systému. U PrkC v M. pneumoniae, jejiz
homology se vyskytuji v nékterych grampozitivnich bakteriich, se vsak predpoklada
fosforylace celé fady substratt (Schmidl et al., 2010).

7. Zavér

Od identifikovani prvni bakterialni proteinkindzy eukaryotického typu uplynulo jiz
vice nez 20 let. Piestoze byly za hlavni fosforyla¢ni systémy prokaryot dlouho povazovany
dvoukomponentové systémy (TCS) a pritomnost Ser/Thr a Tyr proteinkinaz byla piipisovana
pouze eukaryotim, diky poznatkim vyplyvajicim z dosavadnich vyzkumut je znamo, ze
eSTKs i Tyr proteinkinazy eukaryotického typu hraji v bakterialni signalizaci vyznamnou roli.
Tyto fosforylaéni enzymy byly objeveny u mnoha riznych bakterialnich organismu. Analyzy
genomi n¢kolika archebakterii odhalily pfitomnost proteinkinaz i v doméné Archea, pfi¢emz
tyrosinovad fosforylace byla v této doméné zaznamenana rovnéz. Nedavno byla popsana
argininova proteinkinaza McsB u bakterie B. subtilis, prvni svého druhu u prokaryot. Zda se
argininové proteinkinazy vyskytuji u jinych bakteridlnich druhi nebylo zatim zjisténo. McsB
by se mohla stat prvnim ¢lenem nové rodiny bakterialnich proteinkinaz.

Vétsina prokaryotickych proteinkinaz byla identifikovana jen pomoci sekvenovani
genomu. Pouze u omezeného poctu ze vSech predpokladanych eSTKS z rliznych bakterialnich

organismil Se podafilo identifikovat substratové proteiny. Tyto substraty predstavuji Siroké
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spektrum rozlicnych proteini ucastnicich se celé fady bunécnych procest jako je bunécné
déleni, centralni a sekundarni metabolismus, diferenciace, virulence aj. Za zminku stoji také
skutecnost, ze substratem muize byt i cizorody protein, ktery neni soucasti bakterialni buky,
jako v priipadé proteinkinazy YpkA nékterych patogennich bakterii rodu Yersinia.
V poslednich letech bylo popsano i n€kolik propojeni mezi eSTKs a TCS, oznacované jako
tzv. cross talk. Velké mnozstvi ptedpokladanych proteinkindz i jejich substratd vSak
predstavuji jen hypotetické proteiny.

Charakterizaci proteinkinaz a identifikaci jejich specifickych substrati vSak
znesnadiuje substratova promiskuita proteinkinaz, kdy jedna kindza muze fosforylovat vice
ruznych substrati, a také proteinkinazovd funkéni redundance, kdy jedna kindza muize
funkéné zastoupit jinou kindzu. Déle je tfeba poznamenat, Ze vétSina identifikaci specifickych
substrati byla provedena v podminkach in vitro a postrada potvrzeni in vivo. Pokrocilé
technologie na poli fosfoproteomiky by mohly potvrzeni in vivo usnadnit a umoznit
identifikaci dalSich proteinovych substrati. To by vyrazné pomohlo k rekonstrukci interakci
mezi proteinkindzami, proteinfosfatdzami a jejich substraty. Poskladéani stiipkt signdlnich
drah umozni hlubsi porozuméni bakterialni signalizaci a fyziologii.

Multirezistence nékterych bakterii k soucCasnym antibiotikim pfedstavuje
V soucasnosti zavazny problém. Vysledky vyzkumi proteinkindz mohou pomoci pii vyvoji
alternativnich bakteriostatik. Inhibitory v podobé malych specifickych molekul, které by
vytadily z funkce eSTKSs fosforylujici napf. substraty, které se ucastni bunééného déleni nebo
biosyntézy bunécné stény, by mohly pfinést nové moznosti v 1é€bé bakterialnich infekci.
Nevyhoda eSTKs by vsak mohla spocivat v podobnosti katalytickych domén s jejich
eukaryotickymi proté&jsky, nebot’ existuje moznost, ze by inhibitory mohly blokovat aktivitu
eukaryotickych eSTKS v burikach hostitele. Dalsim potencidlnim cilem pro nova 1é¢iva by
mohly byt pfidavné PASTA domény nalezené u eSTKs grampozitivnich bakterii. Vyhodou
by bylo extracelularni umisténi téchto domén a jejich absence u eukaryot. Jako ptiklad Ize
uvést PknB bakterie M. tuberculosis a jeji homology, které se ziejmé vyskytuji u vétsiny
grampozitivnich bakterii. Dalsi alternativou pro cil novych IéCiv by se mohly stat BY-kinazy,
jejichz vyhodou je odlisnost molekularni struktury katalytického mista od tyrosinovych kinaz

eukaryot.
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