Abstrakt

Reverzibilni fosforylace proteinje povaZzovana za univerzalni mechanizmus v
intracelularni  komunikaci vSech Zivych organizm Tento proces, katalyzovany
proteinkinazami a fosfatazami, unitogfe preloZit extracelularni signaly do odpovidajici
burg¢né odpovdi a umo#uje tak adaptaci na Zzmy podminek v prostdi. V poslednich
letech byla objevena cetada Ser/Thr proteinkinaz a fosfatdz eukaryotnilpa ty bakterii,
jejich presna funkce a substraty vSak nejsou zatili$ prostudovany.

Podmirny lidsky patogen Pseudomonas aeruginosa obsahuje ve svém
chromozomu minimak 5 geri kdédujicich pedpokladané Ser/Thr proteinkindzy a
fosfatazy eukaryotniho typu. V prvnéasti této prace jsme se pokusili stanovit
fyziologickou roli Ser/Thr proteinkinazy PpkA a fathzy PppA, které jsou soésti
sekr&niho systému typu VI H1-T6SS.

V kmeni P. aeruginosa PAOL1 jsme fipravili dvojitého deléniho mutantadpppA-
ppkA. Fenotypova analyza prokazala, Ze v porovnanivakgin kmenem vykazuje
mutantni kmen pomalejSiugt v minimalnim meédiu a sniZzenou produkci pigmentu
pyocyaninu. Mutant déle prokazoval vyznansmizenou odolnost k oxidativnimu stresu a
naopak zvySenou odolnost k hyperosmotickému stiésouladu s pozorovanou snizenou
odolnosti k oxidativnimu stresu mutantni kmeiehprezival v baktericidnim prosdi
uvnitt mySich makrofaly a také nebyl schopen navodit infekci v rostlinnémodelu.
Porovnani transkriptotnmutantniho a divokého kmene odhalilo vliv deleesigpppA-
ppkA na expresi ganodpowdi na oxidativni stres, génregulovanych stacionarniio-
faktorem RpoS a gé&nregulovanychquorum sensing (QS) systémy. Transkriptomy
mutanta a divokého kmene byly porovnany f#ma podminek oxidativniho stresu. Tato
analyza ukazala na zmeny rozsah odpasdi k oxidativnimu stresu, kterd se projevovala
deregulaci exprese ve vSech podskupinachi geipovdi k oxidativnimu stresu. Kro#én
téchto geri jsme pozorovali zenu exprese génpod kontrolou QS systéimas/rhl a ger
Pho regulonu. Z dosaZzenych vyslédkyvozujeme, Ze proteinkindza PpkA s fosfatazou
PppA jsou globalnimi regulatory, které se keogvé funkce v seki@im systému typu VI
podili také na regulaci stresové odgdiva tak ovlivauji virulenciP. aeruginosa.

V druhé ¢asti této prace jsme senovali studiu interakci Ser/Thr proteinkinazy
Stkl s fosfatazou Stpl a jejichreppokladanym substratovym proteinem Fha2. Tyto
proteiny jsou sotasti sekréniho systému typu VI H2-T6SS.

Pripravili jsme rekombinantni protein Fha2 a potvrdijeho fosforylaci
proteinkinazou Stkin vitro. Imunodetekci s protilatkou proti fosforylovanéittmeoninu
jsme dale zjistili, Ze protein Fha2 je kinazou St&gforylovan na threoninu. it presné
misto fosforylace proteinu Fha2 pomoci cilené menage pravpodobnych cilovych
aminokyselin se nam nepdda. Dale jsme studovali efekt fosforylace fosfat&tpl na
jeji aktivitu. Mistreé specifickd mutageneze identifikovaného fosforytedtao threoninu 90
neprokazala vliv na fosfatazovou aktivitu Stpidc¢ivsvému substratu, kinaze Stkl1.iv
vitro kindzové reakci jsme nepozorovali fosforylaci &aakzy Stpl kinazou Stkl na
threoninu.



