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Studium funkce proteinu Spr1057 Streptococcus pneumoniae

V genomu vyznamného lidského patogena Streptococcus pneumoniae je kédovan pouze

jediny gen pro serin/threoninovou proteinkinazu eukaryotniho typu, oznacovanou StkP.
Analyzou globalniho transkriptomu mutantniho kmene s deleci genu pro StkP byl

identifikovan gen sprl057, jehoz exprese byla vkmeni AStkP vyznamné reprimovana.
Produktem tohoto genu je protein Spr1057, ¢len enzymatické skupiny haloacid dehalogenaz.
Z vysledki biochemické charakterizace a testovani substratove specifity proteinu Sprl057
byla potvrzena jeho nukleotidazova aktivita v podminkéach in vitro.

Za Ucelem studia funkce tohoto proteinu in vivo byly pfipraveny mutantni kmeny
S. pneumoniae. Rustové vlastnosti vytvofenych kment byly sledovany v pfitomnosti
modifikovanych nukleotidi 5-fluoro-2”-deoxyuridinu (5-FdU) a 5-bromo-2"-deoxyuridinu
(5-BrdU) a byla porovnavana mira inkorporace 5-BrdU do chromozomalni DNA mutantnich
kment oproti divokému kmeni S. pneumoniae.

Rist kmene Aspr1057 byl v pfitomnosti modifikovanych nukleotidd vyrazné inhibovan
a zaznamenana byla rovnéz okamzita inkorporace 5-BrdU do DNA, zatimco u divokého
kmene k inhibici ristu ani inkorporaci 5-BrdU do DNA nedoslo. Exprese ektopické kopie
genu sprl057 zinducibilniho promotoru vedla ke komplementaci deficience proteinu
Sprl1057 a k obnoveni fenotypu na uroven kmene bez piidaného toxického nukleotidu.

Protein Spr1057 je nukleotidaza s ,,house cleaning* funkci, jejiz pfitomnost ma zasadni

vliv na degradaci toxickych modifikovanych bazi v bunkach S. pneumoniae.

Klicova slova: serin/threoninova proteinkindza, Spr1057, YjjG, modifikované nukleotidy,

Streptococcus pneumoniae, nukleotidaza



Functional analysis of Spr1057 protein Streptococcus pneumoniae

The genome of important human pathogen Streptococcus pneumoniae encodes a single
gene of an eukaryotic type serine/threonine protein kinase StkP.

Analysis of the global transcriptome of a mutant strain with inactivated stkP gene
identified sprl057 gene whose expression was significantly repressed in AStkP strain. This
gene is coding for Spr1057 protein which is a member of haloacid dehalogenase family.
The analysis of the substrate specifity of the Spr1057 protein confirmed nucleotidase activity
of this protein in vitro.

To study the function of this protein in vivo we prepared several mutant S. pneumoniae
strains. Growth characterictics of mutant strains were observed in the presence of modified
nucleotides, 5-fluoro-2”-deoxyuridine (5-FdU) and 5-bromo-2°-deoxyuridine (5-BrdU). In
addition, we monitored the rate of incorporation of 5-BrdU into the chromosomal DNA of the
mutant strains in comparison with the wild type S. pneumoniae strain.

The growth of the Aspr1057 strain was significantly inhibited in the presence of the
modified nucleotides and increased incorporation of 5-BrdU in DNA was showed. Neither
growth inhibition nor incorporation of 5-BrdU in DNA was observed for the wild type strain.
The expression of an ectopic copy of sprl057 gene from inducible promotor resulted
in complementation of Spr1057 protein deficiency and rescued the phenotype to the level
without toxic nucleotide added.

Spr1057 protein is a nucleotidase with a house cleaning function, whose presence has

a major influence on the degradation of toxic modified nucleotides in S. pneumoniae cells.

Keywords: serine/threonine protein kinase, Sprl057, YjjG, modified nucleotides,

Streptococcus pneumoniae, nucleotidase
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kyselina bicinchoninova
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reverzni transkriptazova PCR
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1 UVOD

Z pohledu bakteridlni bunky je okolni svét nestalé, rychle se ménici prostiedi, v némz
jsou bakterie nepfetrzit¢ vystavovany pusobeni toxickych latek, pochazejicich jak z vnéjsiho
prostiedi, tak z vlastniho metabolismu. V takovém prostiedi je umoznéno piezit a mnozit
sejen za podminek vcéasné adaptace. Tato adaptace vSak neni moznd bez ptedchozi
komunikace bakterii s vnéjsim prostfedim, ktera je uskute¢iovana zejména pienosem signalu
mechanismem fosforylace a defosforylace proteinti. Zminéné procesy aktivace a deaktivace
proteini  jsou posttranslatnimi modifikacemi proteind, které jsou katalyzovany
proteinkindzami a s nimi asociovanymi proteinfosfatazami.

Koncem 80. let byly v signalizacnich drahdch bakterii objeveny serin/threoninové
proteinkindzy a proteinfosfatazy eukaryotniho typu, jejichz studiem se u gram-pozitivni
bakterie Streptococcus pneumoniae zabyva naSe laboratof. S. pneumoniae je pro studium
téchto signalizac¢nich enzyml velmi vhodnym modelovy organismem, nebot’ nese v genomu
pouze jedinou kopii genu pro proteinkindzu eukaryotniho typu StkP a s ni asociovanou
proteinfosfatazu PhpP.

Pfi studiu vlivu StkP na bunétné funkce S. pneumoniae byl analyzou globalniho
transkriptomu mutantniho kmene s deleci v genu kodujici StkP v nasi laboratoti identifikovan
gen sprl057, jehoz exprese byla v mutantnim kmeni AStkP vyrazné reprimovana. Tento
puvodné hypoteticky protein nadceledi haloacid dehalogenaz byl identifikovan jako
sekven¢ni a funkéni homolog proteinu YjjG Escherichia coli. Odhaleni nukleotidazové
funkce proteinu YjjG E. coli in vitro a posléze in vivo vedlo k sestaveni experimentt, jejichz
ucelem bylo charakterizovat protein Spr1057 S. pneumoniae. Z vysledkd biochemické
charakterizace atestovani substratové specifity tohoto proteinu byla potvrzena jeho
nukleotiddzova aktivita a,house cleaning” funkce v podminkach in vitro. Pfedkladana
diplomova prace se zabyva objasnénim funkce tohoto proteinu studiem mutantnich kmenti

S. pneumoniae in vivo.
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2 LITERARNI PREHLED

2.1  Streptococcus pneumoniae
2.1.1 Od Pasteura a Sternberga po soucasné poznatky

Prvni zminky o bakterii Streptococcus pneumoniae sahaji az do druhé poloviny
19. stoleti. Tehdy bakterii nezavisle na sob¢ objevili Louis Pasteur a George Miller Sternberg.

O necelé stoleti pozdéji (1928) se Streptococcus pneumoniae vyznamné zapsal
do historie pii vyzkumu pfirozené kompetence, kdy Frederick Griffith zjistil, Ze bakterie jsou
schopné piijmout cizorodou DNA z prostiedi (Griffith, 1928). Podstatu transformace pak
pozdé¢ji objasnili Avery, McLeod a McCarty (Avery et al., 1944).

Od té doby patii S. pneumoniae (téz pneumokok) mezi hlavni objekty védeckych

studii, nebot’ to neni jen modelovy organismus, ale také vyznamny lidsky patogen.

Taxonomické zaiazeni Streptococcus pneumoniae:

Doména Bacteria
Oddgéleni Firmicutes
Ttida Bacilli
Rad Lactobacillales
Celed Streptococcaceae
Rod Streptococcus
Druh Streptococcus pneumoniae
)
¢ ¢ . 0‘ 0 LY
: “
’
’
@ [
L &

Obr. 2.1. Mikroskopické snimky S. pneumoniae porizené elektronovou mikroskopii a svételnou
mikroskopii s pouzitim fazového kontrastu (www.biomed.cas.cz)
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Streptococcus pneumoniae je gram-pozitivni diplokok lancetovitého tvaru. Je
anaerobni, aerotolerantni a stejn¢ jako ostatni pfislusnici rodu Streptococcus, i pneumokok
ziskava energii fermentaci.

Pneumokoky se bézné vyskytuji jako komenzalové hornich cest dychacich, kde se
nachazeji ve své nevirulentni (neopouzdiené) formé. Pfi zméné okolnich podminek ale mohou
pouzdro vytvofit a stat se virulentnimi. Radime je proto do skupiny podminéné patogennich
bakterii. Jako vétSina ostatnich patogennich (¢i podminéné patogennich) bakterii je
1 pneumokok mezofilni (optimélni teplota ristu mezi 20 - 40°C) a je pro n¢j tedy idealni
teplota prostfedi okolo 37°C. Nejlépe se mu daii pfi neutrdlnim pH. Za nepiiznivych
podminek netvofi spory.

Podle schopnosti rozrusovat membranu erytrocytti fadime pneumokoky mezi tzv. alfa-
hemolytické bakterie, jejichz rust je na krevnim agaru provazen prosvétlenim blizkého okoli
kolonii, oznac¢ovaného jako viridace (zelené zabarveni okolo kolonii, zpisobené pieménou

¢erveného hemoglobinu na zeleny verdoglobin).

S ohledem na pfitomnost pouzdra mohou pneumokoky na pevnych médiich vytvaret az tfi

typy kolonii:

* Typ ,R* je charakteristicky pro neopouzdiené a tudiz nevirulentni kmeny.
Pneumokoky rostou v tzv. drsnych (,,Rough*) koloniich.

* Typy kolonii ,,S* a ,,M* tvofi kmeny virulentni, které¢ obklopuje polysacharidové
pouzdro. Tyto kmeny rostou na pevnych médiich v hladkych (,Smouth®), az
mukdznich (,,Mucous®) koloniich. U mukoéznich forem mutzeme jesté navic rozlisit
dvé varianty, a to pruhledné (,transparent“) a neprthledné (,,opaque). Pro
ptehlednost jsou fenotypové rozdily téchto dvou variant shrnuty v tabulce 2.1, ktera je

soucasti kapitoly Patogenita a virulence Streptococcus pneumoniae.

Do dnesni doby jsou znamy uplné sekvence nékolika kmenti S. pneumoniae, napiiklad
virulentnich kmentt D39 (Lanie et al., 2007) a TIGR4 (Tettelin et al., 2001), laboratorné
pouzivaného avirulentniho kmene R6 (Hoskins et al., 2001) a dale ¢asteéné sekvence pro
nékolik dalsich, pfedevsim klinickych izolatl. Sekvence virulentnich a avirulentnich kment

se lisi zejména ptitomnosti 7,5 kbp dlouhého useku, ktery kdduje geny pro tvorbu pouzdra.

-13-



2.1.2 Stavba buné¢né stény S. pneumoniae

Buné¢na sténa gram-pozitivnich bakterii se sklada ze dvou zakladnich slozek,
Z peptidoglykanu a teichoovych kyselin. Nedilnou soucasti bunécné stény jsou takeé
transportni proteiny, zajiSt'ujici vyménu latek mezi buitkou a prostiedim.

Peptidoglykan je biopolymer N-acetylglukosaminu a N-acetylmuramové kyseliny,
které jsou linearn¢ propojené B-1,4-glykosidickymi vazbami. Husta sitovina je pak dotvofena
vzajemnym propojenim kratkych peptidi, navdzanych na hydroxylovém konci
N-acetylmuramové kyseliny.

Teichoové kyseliny se nachazeji pouze u gram-pozitivnich bakterii. Ukotveny jsou
bud’ v cytoplazmatické membrané (lipoteichoové kyseliny) nebo jsou kovalentné pfipevnény
k muramové kyseliné peptidoglykanu (sténové teichoové kyseliny), odkud prochazeji az na
povrch buiiky (Brown et al., 2013). Zde slouzi napiiklad jako adheziny, antigeny, ¢i pro
vychytavani hofe¢natych a vapenatych kationtl z prostfedi, ¢imz ovlivituji propustnost
membrany a zajist'uji jeji integritu (Swoboda et al., 2010). Sténové teichoové kyseliny diky
tzv. cholin-vazebnym proteinim vazi cholinové zbytky, nezbytné pro aktivitu lytickych
enzymu.

Teichoové kyseliny S. pneumoniae jsou znamé take jako tzv. C-polysacharidy, s nimiz
reaguje protein akutni faze zanétu (C-reaktivni protein), pfitomny v séru savéich bunck
(Fischer et al., 1993; Vialle et al., 2005).

Bunécna sténa gram-pozitivnich bakterii, aZ na vyjimky (mykobakterie, nokardie

a korynebakterie), neobsahuje lipidy.

teichoova kyselina

N-acetylglukosamin

peptidoglykan

N-acetylmuramové

kyselina — } cytoplazmaticka

membrana

(LU h
\\\\\\\

transportni protein

Obr. 2.2. Buné¢na sténa gram-pozitivnich bakterii
(Ptevzato a upraveno z http://www2.bc.cc.ca.us/biol6/PAL/Lecture%202.htm).

-14 -



2.1.3 Patogenita a virulence S. pneumoniae

Pojmy patogenita a virulence jsou v souvislosti s bakteriemi sklofiovany velmi casto.
Patogenita se tyka urcitého druhu bakterii a je charakterizovdna schopnosti poskodit hostitele
a vyvolat onemocnéni. Kvantitativnim vyjadfenim patogenity je pak virulence, ktera je
vlastnosti jednotlivych bakteridlnich kment. Virulencnimi faktory bakteridlnich kment
rozumime proteiny a jiné molekuly, které umoziuji mikroorganizmu proniknout do hostitele
a uspesné se v ném pomnozit.

Z obecnéeho hlediska Ize virulenéni faktory rozdélit do dvou skupin, a to podle toho,
ve kterych stadiich onemocnéni se uplatituji. Prvni skupina zahrnuje faktory na povrchu
neporusenych bunék pneumokoki, ptisobicich zejména v prvnich fazich onemocnéni a druha
skupina faktory virulence uvolnéné po rozruseni bakterialnich bunék (Alonso de Velasco et

al., 1995). Vybrané virulen¢ni faktory popisuji nasledujici podkapitoly.

2.1.3.1 Pouzdro

Polysacharidové pouzdro patii mezi vyznamné ndstroje virulence. Je to vngjsi obal
bakterialni bunky, ktery, pokud je pfitomen, obklopuje celou dvojici pneumokokii. Funguje
nejen jako ochrannd vrstva, kterd izoluje bakterii od okolniho prostiedi a umoziuje tak unikat
fagocytoze, ale je také dilezité pro adhezi a ma antigenni vlastnosti (Lopez, 2006). Podle
chemické struktury polysacharidu pouzdra se u pneumokoku rozliSuje vice nez devadesat
riznych sérotypt, z nichz nékteré se vyuzivaji pro vakcinaci (Loveckova et al., 2002).

Pneumokoky dokazi regulovat syntézu pouzdra v zavislosti na tom, v jakém prostiedi
se prave nachazeji. Pro systémové onemocnéni je nezbytna maximalni exprese pouzderného
polysacharidu (tzv. ,,neprithledna varianta® kolonii), nebot’” diky nému odolavaji fagocytoze
a tak snadnéji unikaji imunitnimu systému hostitele. Naopak pro kolonizaci hostitele je
vyhodnéjsi tenc¢i pouzdro, které umoZzni lepsi adhezi na sliznice (tzv. ,,prihledna varianta®
kolonii, tabulka 2.1) (Morona et al., 2006).

K syntéze pouzdra jsou nezbytné geny lokusu cps, a to cpsA az cpsD. CpsD je
tyrosinova proteinkindza, ktera svou autofosforylaci negativné ptisobi na syntézu

pouzderného polysacharidu (Morona et al., 2000).
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Tabulka 2.1. Fenotypové rozdily prihlednych a neprihlednych mukéznich Kkolonii
S. pneumoniae (Gillespie a Balakrishnan, 2000).

FENOTYP PRUHLEDNA VARIANTA NEPRUHLEDNA VARIANTA
Tvorba pouzdra + 4+

Ptitomnost teichoové kyseliny ++++ +

Povrchova exprese IytA +++ +

Produkce PspA + ++

Schopnost kolonizace +++ +

Virulence + +44+

+ oznacuje intenzitu daného fenotypu

2.1.3.2 Extracelularni proteiny

Na adhezi pneumokokii na sliznice hostitele se podili zejména povrchovy antigen A
(PsaA) (Rajam et al., 2008), povrchovy protein A (PspA) (Yother a White, 1994) a cholin
vazebny protein A (CbpA) (Rosenow et al., 1997). Schopnost adherovat na sliznice hostitele

Uzce souvisi s opacitou, ktera se d& snadno pozorovat kultivaci na krevnim agaru.

2.1.3.3 Cholin

Cholin byva také casto povazovan za faktor virulence, nebot' piedstavuje pro
pneumokoky nezbytny rustovy faktor (Rane a Subbarow, 1940), dulezity jak pro aktivitu
Iytickych enzymt, tak pro pfijimani cizorodé DNA. Pneumokoky ziskéavaji cholin z média
a zabudovavaji ho do teichoovych kyselin. Nedostatek ¢i absence cholinu v prostiedi vedou
Kk tvorbé dlouhych fetizki bunék (Tomasz, 1968), k rezistenci k autolyze a ke ztraté virulence
(Kharat a Tomasz, 2006).

2.1.3.4 Pneumolyzin
Po zahajeni infekce a rozkladu bunék pneumokoki autolytickymi enzymy se do

prostiedi uvolnuji intracelularni virulenéni faktory. Mezi nejznaméjs$i patii pneumolyzin,
toxin, ktery se vaze na cholesterol v hostitelské membrané, v niz nasledné tvoii pory (Hirst et

al., 2004).

Tyto a nékteré dalsi faktory virulence S. pneumoniae jsou vypsany v tabulce 2.2,

upravené podle Jedrzejas (2001).
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Tabulka 2.2. Hlavni virulenéni faktory Streptococcus pneumoniae (Jedrzejas, 2001).

VIRULENCNI

FAKTOR POPIS ZDROJ

ChpA Cholin vazebny protein A; adhezin S. pneumoniae Rosenow et al., 1997
LytA Amidaza; separace dcefinych bunék béhem buné¢ného Ronda et al., 1987

Hyaluronidaza

Neuraminidaza

Pouzdro

Pneumolyzin

PsaA

PspA

déleni; dtlezity pro bunéénou lyzi; cholin-vazebny protein
Prinik a §ifeni bakterii; $tépeni kyseliny hyaluronové

Sifeni bakterii v infikované tkani; §tépeni terminalni
kyseliny sialové z glykoproteinti a glykolipidi

Ochrana bunky pfed imunitnim systémem hostitele

Cytoplazmaticky enzym, uvolnény funkei LytA

Povrchovy antigen A; transport Mn®* a Zn®* do cytoplazmy

Ochrana pfed komplementem; cholin-vazebny protein

Ponnuraj a Jedrzejas,
2000

Kelly a Greiff, 1970

Jedrzejas, 2001

Rajam et al., 2008

Yother a White, 1994

Spolupréce ne¢kolika virulen¢nich faktorii, pfedev§im neuraminidazy a hyaluronidazy,

umoziuje pneumokoktim invazi do sterilnich prostor hostitelského organizmu. Pro penetraci

do krevniho fecisté je nezbytny protein CbpA (Ring et al., 1998).
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2.1.4 Patogeneze, obrana organizmu a terapie

Pochopeni vzniku a vyvoje urCitého onemocnéni znamena porozumét zplusobu, jak
patogen do organizmu vnika, kde pfevazné ptisobi a co hostiteli zptisobuje. To vSe pak

umozni lépe zvolit terapii a dané onemocnéni 1é¢it.

Dulezitymi pfedpoklady proto, aby se mohl S. pneumoniae uplatnit jako patogen, je
jednak ptedchozi kolonizace prostiedi (Faden et al., 1997) a jednak vhodné okolni podminky.
Ty CGasto nastavaji po prodélané virové infekci, kdy dojde ke sniZeni lokalni imunity.

Po kolonizaci pak mohou pneumokoky pronikat do sterilnich prostor hostitelského
organizmu (dolni cesty dychaci, oblast stfedousi, krevni ob&h, mozkové a misni pleny)
a vyvolat az systémové infekce. V dalsich fazich infekéniho procesu se na zanétlivé reakci
krom¢ imunitniho systému hostitele uplatiiuje spolu s autolytickymi enzymy i nasledné
uvolnény pneumolyzin, ktery posSkozuje hostitelské bunky.

Onemocnéni vznikd bud’ endogenné (kdy se uplatni ptivodni kolonizujici kmen)
a nebo exogenné (Loveckova et al., 2002). Pienos infekce z ¢lovéka na ¢lovéka se pak
uskuteéiiuje kapénkovou infekci a nejéastéj$im mistem vstupu byva nosohltan. Napadenymi
skupinami obyvatel byvaji obvykle déti, starsi lidé a osoby se sniZenou obranyschopnosti.

Mezi onemocnéni s lehéim prib&hem, které S. pneumoniae zptisobuje, patii infekce
hornich cest dychacich, jako je zanét vedlejSich nosnich dutin (sinusitida) nebo zanét
sttedniho ucha (otitis media). Zavaznymi infekénimi onemocnénimi jsou zépal plic
(pneumonie), zanét mozkovych blan (meningitida), zanét pobfisnice (peritonitis), ¢i kloubni
infekce. Tézké infekce mohou vyustit az v sepse ¢i septické Soky, zapfic¢inéné prunikem
pneumokokl do krevniho fecisté, kde fermentuji glukézu za vzniku kyseliny mlécné, ¢imz
spotiebovavaji krevni cukr a zpisobuji tak laktatovou acidozu.

V piipadé infekce a tudiz nutnosti zavedeni antibiotické terapie je 1ékem prvni volby
penicilin. Pacientim alergickym na betalaktamova antibiotika se podava erytromycin,
cefalosporiny, makrolidy nebo chloramfenikol. Pfed zahajenim terapie je nezbytné stanovit
citlivost izolovaného pneumokokového kmene Kk antibiotikim, nebot' pfibyva druht
rezistentnich, a to nejen na penicilin.

K evoluci antimikrobidlni rezistence pfispiva velkou mérou nosicstvi a kolonizace
organizmu bakteriemi S. pneumoniae, nebot’ pak snadno dochazi k horizontalnimu pfenosu

genetické informace mezi ostatnimi komenzalnimi streptokoky (Brugger et al., 2009).
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S ohledem Kk narustajici rezistenci pneumokokd na antimikrobiélni latky je potieba
zvazit prevenci onemocnéni pripadnou vakcinaci. Dulezité je to zejména u déti, u kterych je
U dospélych se ockuje polyvalentni polysacharidovou vakcinou, sestavajici z 23 sérotypi
S. pneumoniae, které jsou nejéastéjSimi pfi¢inami invazivnich pneumokokovych onemocnéni.
Tato vakcina ov§em neni vhodna pro déti mladsi 2 let, u kterych jesté neni imunitni systém
plné vyvinuty. U déti se s ohledem na vyssi indukci tvorby protilatek oc¢kuje polyvalentni

konjugovanou vakcinou (Bogaert et al., 2004).

2.1.5 Prirozena kompetence a geneticka transformace u pneumokoka

Transformace DNA je jednim ze zpUsobii horizontalniho pfenosu genetické informace
a tudiz jednim z nastroji bakterialni evoluce. Genom bakterii je diky pfijmu cizorodé DNA
velmi tvarny. Pii ptirozené kompetenci je do buiiky pfijimana linearni jednotfetézcova DNA,
kterou mohou bakterie v ptipadé vysokého stupné sekvenéni homologie zabudovat
do genomu. Schopnost pfirozené piijimat DNA z prostiedi neni jen vysadou pneumokoki, ale
je studovana také u dalSich bakterii (Neisseria spp., Haemophilus influenzae, Bacillus
subtilis). Na rozdil od konjugace a transdukce, pfirozena transformace je iniciovana
recipientni buiikou a je tedy normalni soucasti fyziologie kompetentni bunky (Johnshorg
et al., 2007).

Hlavnim mechanismem regulace piijmu cizorodé DNA z prostiedi je u S. pneumoniae
quorum sensing. Tento termin oznacuje zpusob chemické komunikace zavisly na hustoté
bakterialni populace. Komunikace pomoci quorum sensing zahrnuje produkci, vnimani
a odpoveéd’ na malé signalni molekuly, tzv. autoinduktory, jejichz koncentrace v prostiedi je
pfimo tmérna naristu bakterialni populace. Pomoci téchto malych molekul dokazi bakterie
monitorovat vn¢j§i prostfedi, tvofit biofilm a chovat se ve vysledku jako mnohobunéény
organismus (Waters a Bassler, 2005).

Centrélni signalni molekulou, jez spousti regulaéni kaskadu vedouci k pfirozené
kompetenci pro piijem DNA S. pneumoniae, je protein CSP (,,competence-stimulating
peptide). U S. pneumoniae je piirozena kompetence kratkodoby fyziologicky stav bunky,
ktery trva piiblizn¢ 20 minut (Alloing et al., 1998).
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2.1.5.1 Produkce CSP a genetickd podstata quorum sensing

Prekurzor CSP je produktem genu comC, jehoz exprese je soucasti regulacni sité,
zahrnujici signaliza¢ni pary ComDE (indukce kompetence) a CiaRH (inhibice exprese
comCDE operonu) (Hakenbeck, 2000).

Prekurzor CSP je sekretovan z buiiky pomoci ABC transportniho mechanismu ComAB.
Po dosazeni prahové koncentrace CSP v prostiedi dojde fosforylaéni kaskadou pomoci
dvouslozkového systému ComDE Kk indukci operonu comCDE a dalSich ¢asnych genu
kompetence (Pestova et al., 1996). Mezi Casné kompetenéni geny patii také gen comX
(produkt ComX je alternativni sigma faktor a spojovaci ¢lanek mezi quorum sensing a geny
specifickymi pro kompetenci) (Luo et al., 2003) a comW, dutlezity pro transkripci pozdnich
genu, Gcastnicich se piijmu DNA z prostredi (Luo et al., 2004).

Schéma regulace kompetence pomoci CSP proteinu u streptokokli je znazornéno

na obrazku 2.3.

O Quorum sensing

comX

(g
? Zgzdni kompetenéni geny M

Piijem cizorodé DNA

Dalsi funkce?

Obr. 2.3. Schéma regulace kompetence pomoci CSP proteinu u streptokoki.
CSP: kompetenci stimulujici peptid. comC: gen pro prudukci CSP. comDE: geny pro signalizaéni pAr ComDE.
comX: gen kddujici alternativni sigma faktor. (Upraveno podle: http://www.philipsinstitute.vcu.edu/).
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2.2 Komunikace bakterii s vnéjSim prostiedim

Bakterie patii bezesporu mezi nejrozsifencjsi organismy na svété, obyvajici vSechna
prostiedi od vzduchu, piidy a vody pfes extrémni prostfedi horkych prament ¢i kyselych jezer
(Whitman et al., 1998). V téchto na Ziviny ¢asto chudych zivotnich prostfedich musi byt
schopny ziskat zdroje uhliku, dusiku ¢i energie, musi odolavat toxickym produktim nejen
vlastniho metabolismu a nezbytna je také rychla adaptace na okolni podminky, nebot’ vnéjsi
prostiedi se velmi rychle a nahle méni. Tyto adaptace vyzaduji vnimani velkého mnozstvi
extracelularnich signalii nasledované adekvatni odpovédi, kterou je ve vétSing piipada
kontrola specifické genové exprese (Foussard et al., 2001).

Jednim ze zdkladnich mechanismt adaptivni odpovédi u vSech organismu je pienos
signalu zprosttedkovany fosforylaci a defosforylaci jednotlivych proteini. Fosforylace
proteinti je reverzibilni modifikace proteini kovalentnim ptipojenim fosfatové skupiny,
probihajici na posttranslaéni urovni. Enzymy katalyzujici fosforylaci proteinu se oznacuji
jako proteinkinazy. Naopak enzymy, které fosfatovou skupinu odstépuji, nazyvame

proteinfosfatazy.

Az do 80. let 20. stoleti se predpokladalo, ze signalizace prostiednictvim fosforylace
proteinid na hydroxylovych skupinach serinu, threoninu nebo tyrosinu je vlastnost tykajici
se pouze eukaryotickych bun¢k. U bakterii se védci dlouhou dobu domnivali, Ze k pfenosu
signalti dochazi vyhradné pomoci dvouslozkovych systémi (TCS). Tuto domnénku vyvratil
prvni zaznamenany piipad fosforylace proteini u prokaryot, ktery pozorovali Garnak
a Reeves (1979) béhem adaptace Escherichia coli na vyuzivani acetatu v médiu. O nekolik let
pozdéji pak byla u bakterii prokazana pfitomnost nejen prokaryotnich proteinkinaz, ale také
Ser/Thr a tyrosinovych proteinkinaz a proteinfosfatdz eukaryotického typu (Hanks et al.,
1988).
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2.2.1 Pienos signali pomoci dvousloZzkovych systému S. pneumoniae

Dvouslozkové signalni systémy (,,two-component systems*, TCS) se vyskytuji u vSech
domén organismu v rizném zastoupeni (Stock et al., 2000). Skladaji se ze dvou hlavnich
komponent, z membranové histidinové proteinkinazy (HK) a cytoplazmatického
regulatorového proteinu (RR). HK reaguje na environmentalni podnéty autofosforylaci
na histidinovém zbytku. Fosfatovou skupinu nasledné pienese na aspartatovy zbytek
ptislusného regulatorového proteinu. Ten timto podstoupi konformacni zménu a jakozto
transkripéni regulator ovliviiuje odpovéd’ bunky (Stock et al.,, 2000). Tento histidin-

aspartatovy systém je ziejmé nejrozsirenéj$im zpusobem pienosu signalu u bakterii.

S. pneumoniae koduje 13 TCS a jeden ,,osifely” (orphan) transkrip¢ni regulator RitR
(jejich piehled shrnuje tabulka 2.3). Nékteré z téchto dvouslozkovych systéma jsou esencialni
jak pro rust, tak pro virulenci S. pneumoniae a mohou tedy slouzit jako potencialni cil
antibiotické 1é¢by (Throup et al., 2000). Reaguji na sirokou $kalu environmentalnich signald,
jakymi mohou byt zmény osmolarity ¢i dostupnost Zivin (Appleby et al., 1996) a prokazan
byl i vliv téchto drah na buné¢ny cyklus a Zzivotaschopnost nékterych bakterii (Quon et al.,
1996).

Tabulka 2.3. Dvouslozkové systémy S. pneumoniae
(Upraveno dle Paterson et al.,2006)

TCS NAZEV REGULACE ZDROJ

TCS01 480* Virulence Throup et al. (2000)

TCS02 ?15;')3 Virulence a kompetence Eﬁ?gg:)qgf aa}.'lé%rglg)e (2001)

TCS03 474* ?

TCS04 pnpRS Expr_ese_PsgA, zvysena rezistence McCluskey et al. (2004)
(481%) k oxidativnimu stresu Throup et al. (2000)

TCS05 ((::1%3:; Kompetence, virulence, produkce bakteriocinti ?E:];Tgnert] gfa(lz(()ggi b

TCS06 478* Adheze a virulence '?’ﬁrrgﬂshetegil (é%)(())(())?
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Tabulka 2.3. Pokracovani

TCS NAZEV REGULACE ZDROJ

TCS07 539* Virulence Throup et al. (2000)
TCSO08 484* Virulence Throup et al. (2000)
TCS09 ET&S*I)? Virulence, kompetence -I?Ll;g:phgtitgre(lzléggg 3)
TCS10 ‘(’Eg?g autolyza Novak et al. (2000)
TCS11 479* ?

TCS12 2‘%@35 Kompetence, virulence, quorum sensing .T.f}i?J;:: :II.I ((21385))
TCS13 ?‘Ilgg’t)' Virulence, produkce bakteriocini .?ﬁ;’;iéjpeetta;i.((zgggg)
;ﬁgls;?gféni ritR (489%) Virulence, transport Zeleza ETIT;SJE :tt :II.. ((22882))

* ¢iselné kody dle Throup et al. (2000) ? regula¢ni funkce neznama

2.2.2 Ser/Thr proteinkinazy a proteinfosfatazy eukaryotniho typu

Kromé¢ jiz zminénych proteinkinaz prokaryotniho typu byly u bakterii objeveny také
proteinkinazy typu eukaryotniho. Signaliza¢ni sit’ Ser/Thr proteinkinaz eukaryotniho typu
(ESTPKSs) a s nimi asociovanych proteinfosfataz (ESTPPs) ma u prokaryot nezastupitelnou
roli. Tyto signaliza¢ni drahy funguji sice na podobnem principu jako dvouslozkové systémy,
ale jinak jsou na TCS upln¢ nezavislé (Saskova et al., 2007).

Ukazalo se, ze ESTPKSs reguluji u bakterii rozli¢né bunééné funkce, z nichz muZzeme pro
ptiklad jmenovat zivotni cyklus (Bacillus subtilis; Madec et al., 2002) ¢i sekundarni
metabolismus (Streptomyces sp.; Umeyama et al., 2002). ESTPKs maji vliv také na formaci
biofilmu (Streptococcus mutans; Hussain et al., 2006) a v neposledni fadé i na virulenci
(Yersinia pseudotuberculosis, Galyov et al., 1993; Streptococcus pneumoniae, Echenique et
al., 2004; Mycobacterium sp., Walburger et al., 2004).
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2221 Ser/Thr proteinkindza StkP a proteinfosfatadza PhpP S. pneumoniae

Rizné mikroorganismy koduji ve svém genomu rizny pocet proteinkinaz
a proteinfosfataz eukaryotniho typu. V porovnani s nimi je S. pneumoniae vhodny model pro
studium téchto proteint, nebot’ ve svém genomu nese pouze jedinou kopii genu, a to jak pro
Ser/Thr proteinkinazu eukaryotniho typu (StkP), tak také pro proteinfosfatazu, oznacovanou
jako PhpP. Oba geny jsou souéasti téhoz operonu (Novakova et al., 2005), jejich schéma je
znazornéno na obrazku 2.4. StkP je v autofosforylované podob¢ substratem proteinfosfatazy
PhpP, coz potvrzuje domnénku, ze StkP a PhpP tvoii funkéni signaliza¢ni par in vivo

(Novéakova et al., 2005; Agarwal et al., 2012; Beilharz et al., 2012).

5 3
a)
o W
stkP (1980 bp) phpP (740 bp)
b)

-
| " }

kinazovd doména  transmembranova doména  PASTA domény

Obr. 2.4. Schéma polohy gent stkP a phpP a struktura proteinkindzy StkP. a) Schéma ¢asti genomu S.
pneumoniae s geny kddujicimi StkP a PhpP. b) Schéma struktury StkP. (Upraveno podle Novakova et al., 2010).

StkP je transmembranovy protein, ktery se sklada z extracelularni senzoroveé domény
a intracelularni kinazové domény. Na svem C-konci (senzorovéa oblast) nese StkP ¢tyfi kopie
tzv. PASTA domén (,penicillin-binding proteins and serin/threonine kinase associated
domain®), shodnych s PASTA doménami vyskytujicimi se u penicilin-vazebnych proteint
(»penicilin-pinding proteins®, PBPS) v bunétné sténé bakterii (Yeasts et al., 2002). Protoze
jsou PASTA domény extracelularni a nevyskytuji se u eukaryot, mohla by proteinkinaza StkP
teoreticky predstavovat potencidlni cil antimikrobni terapie, jako je tomu naptiklad
u proteinkinazy PknB Mycobacterium tuberculosis, ktera je k StkP homologni (obrazek 2.5)
(Zhou et al., 2012).
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> senzorova oblast s motivem
¢tyl PASTA domén

J
transmembranova spojka mezi
LLLLLLCLLEE LTy Arnd a i Arn{
emuuruugf‘)'muuuumm extracelularni a intracelularni

kindzovou doménou

> intracelularni kinadzova
doména

Obr. 2.5. Model Ser/Thr proteinkinazy PknB Mycobacterium tuberculosis. (Upraveno podle Young et al.,
2003).

Proteinkinaza StkP neni pro Zzivotaschopnost pneumokoka esencialni, ale jeji vliv
na bunééné funkce byl jasné prokazan. Tyka se to zejména vlivu na bunééné déleni. Giefing et
al. (2008) pomoci mikroskopie kmenti AsStkP odhalili zvlastni podlouhly tvar bungk,
zpusobeny defekty v bunééném déleni (obrdzek 2.6). Pozdéjsi studie potvrdily, Ze StkP je
spolu s dal$imi proteiny soucasti aparatu bunééného déleni (Giefing et al., 2010; Novakova et
al., 2010; Beilharz et al., 2012; Fleurie et al., 2012; Fleurie et al., 2014).

- - . :

o° _ao

divoky typ S. pneumoniae AstkP S. pneumoniae

B

e —

Obr. 2.6. Porovnani bunééné morfologie divokého typu a mutanta vgenu stkP S. pneumoniae.
U mutantniho kmene AstkP dochazi v porovnani s divokym typem k atypickému prodlouZeni bunék.
MeéFitko 1 pm. (Prevzato z Giefing et al., 2008)
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Porovnanim genove exprese divokého kmene S. pneumoniae a kmene s deleci genu pro

StkP (AstkP) se zjistilo, ze StkP pozitivné ovliviiuje transkripci gent ucastnicich se odpovédi

buniky na stresové podminky (zvySend teplota, osmoticky tlak, kysel¢ pH), pfijmu zeleza

¢i tvorby bunécné stény. Kmen AstkP v porovnani s divokym kmenem vykazuje pomalejsi

rlst a zvySenou miru autolyzy ve stacionarni fazi ristu (Saskova et al., 2007).

Do dnesni doby bylo identifikovano 9 substrati StkP, které jsou uvedeny v tabulce 2.4.

Tabulka 2.4. Dosud identifikovane substraty proteinkinazy StkP a jejich funkce.

SUBSTRAT POPIS ZDROJ
Fosfoglukosaminmutéza, katalyzuje prvni krok v biosyntéze

GImM peptidoglykanu, ktery vede k syntéze UDP-N- Novékova et al., 2005
acetylglukosaminu, klicovému prekurzoru bunécnych
komponent

Spr0334 . v s 1 NOVékOVé etal., 2010
Protein bunééného déleni Stekerova (2012)

DivIVA Protein bunééného déleni u gram-pozitivnich bakterii; spolu  Novakova et al., 2010
s dal§imi proteiny urcuje stfed bunky pfi buné¢ném déleni
Transkripéni regulator dvouslozkového systému TCS06;

RRO6 reguluje expresi genu, ktery koduje dtileZity adhezin S. Agarwal et al., 2012
pneumoniae - CbpA

PpaC** Mangan-dependentni pyrofosfataza, katalyzuje hydrolyzu Novékova et al., 2010
anorganického pyrofosfatu PP;

RitR* Transkripcni regulator TCS, postrada svou histidinovou Ulijasz et al., 2009
kinazu; pomaha udrzet stalou hladinu Zeleza v burice

FtsZ* Casny protein bun&ného déleni, homolog eukaryotického Giefing et al., 2010
tubulinu; v misté tvorby bunééné piepazky tvori Z-kruh

FtsA* Protein bun&&ného déleni, homolog eukaryotického aktinu ~ Beilharz etal., 2012

MurC* Enzym dulezity pro syntézu esencialniho meziproduktu pfi Fall a Weisblum,

tvorbé peptidoglykanu

2013

* fosforylace zatim neprokéazana in vivo; ** fosforylace zatim neprokazana in vitro

-26 -



Saskovd et al. (2007) ve své studii dale klasifikovali desitky genti s ovlivnénou expresi
vkmeni AstkP S. pneumoniae. Nejvyznamnéji byl ovlivnén gen sprl057, kodujici
hypoteticky protein ze skupiny hydrolaz, jehoZ exprese byla v mutantnim kmeni v porovnani
s divokym kmenem snizena témét Sedesatkrat (zjisténo pouzitim metody DNA microarrays),
coz bylo nasledné potvrzeno pomoci qRT-PCR analyzy. Objasnéni a bliz§i charakterizace

funkce produktu genu spr1057 je pfedmétem této diplomové prace.

2.3 Hydrolazy nadé¢eledi haloacid-dehalogenaz (,,HAD-like hydrolases superfamily*)

V kazdém okamziku zivota bakterie pisobi v bufice stovky enzymu. Pro pochopeni
vzajemného vztahu proteomu (soubor vSech proteini buniky) a metabolomu (kompletni
soubor metabolitii v buiice) urcitého mikroorganismu je nezbytné znat substratové specifity
enzymil, které jsou soucasti metabolickych drah daného organismu.

Pro pichlednost bylo v 70. letech 20. stoleti vytvofeno systematické nazvoslovi
a enzymy byly podle druhu katalyzovaneé reakce rozdéleny do nékolika t¥id. Jednu
z nejpocetnéjsich tiid enzymu piedstavuji hydrolazy, enzymy, které katalyzuji hydrolytické
Stépeni chemickych vazeb. Mezi hydrolytické enzymy se kromé jinych tadi dehalogenéazy,
Stépici vazbu uhlik — halogen organohalogenovych sloucenin (herbicidy, insekticidy,
antibiotika, plasty, ale také produkty moiskych organismu). Je jim vénovano mnoho
pozornosti pro jejich mozné vyuziti v chemickém primyslu ¢i bioremediaci (Furukawa,
2006). V metabolickych drahdch organohalogenovych sloucenin pusobi haloacid
dehalogenazy, haloalkan dehalogenazy a nebo haloalkohol dehalogendzy (de Jong et al.,
2003; Janssen et al., 2005). Jednotlivé dehalogenazy se 1isi mechanismem S$tépeni uhlik —
halogenovych vazeb.

Haloacid dehalogenazy katalyzuji hydrolyzu alfa-halogenovanych karboxylovych
kyselin (napt. 2-chloroacetat, meziprodukt degradace 1,2-dichlorethanu (DCE, karcinogenni
tékava latka, pouziva se pro vyrobu vinylchloridu ¢&i jako rozpoustédlo))
(de Jong a Dijkstra, 2003). Muzeme je rozdélit do dvou skupin, a to na L-2-haloacid
dehalogenazy (karboxylova skupina asparagové kyseliny nukleofilné atakuje alfa-uhlik
substratu, dojde k uvolnéni halogenu) a DL-2-haloacid dehalogenazy (molekula vody ptimo
atakuje substrat, dojde Kk uvolnéni halogenu) (Kurihara a Esaki, 2008). Mechanismus

dehalogenace téchto enzymt je zndzornén na obrazku 2.7.
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Obr. 2.7. Mechanismus dehalogenace alfa-halogenovanych karboxylovych kyselin.
a) L-2-haloacid dehalogenazy; b) DL-2-haloacid dehalogendzy. Enz: enzym; X: halogenid; Enz-B: zbytek
asparagové ¢i glutamové kyseliny, aktivujici molekulu vody. (P¥evzato z Nardi-dei et al., 1997)

Vyse zmin&né enzymy patii spolu s P-typy ATPaz a Mg”*-dependentnimi fosfatazami
do nadceledi haloacid dehalogenaz (HAD). HAD jsou dimery (obrazek 2.8), které lze
jednoznacné identifikovat na zéklad¢ pfitomnosti tii kratkych konzervovanych sekvenc¢nich
motiva (Koonin a Tatusov, 1994), ale jejich substratovou specifitu 1ze bez experimentélni

prace predpovédét jen velmi obtizné.

Obr. 2.8. Struktura dimeru haloacid dehalogenédzy s kovalentné navazanym meziproduktem. Navazany
meziprodukt je oznaCen Cervené. Modie a oranzové jsou od sebe odliSeny podjednotky dimeru.
Pievzato z de Jong a Dijkstra, 2003
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Vétsinu nadéeledi HAD tvoii tedy enzymy s blize necharakterizovanou funkci. Ostatni
Clenové  této nadCeledi jsou urCeny jako  P-fosfoglukomutdzy, fosfonatazy
a nebo jiz vySe popsané fosfatazy a dehalogenazy (Kuznetsova et al., 2006).

Svym nejcetnéjSim zastoupenim ve vSech doménach organismi je reprezentuji
fosfatdzy. U gram-negativni bakterie Escherichia coli tvoii az 40% kodovanych fosfataz
proteiny HAD (Keseler et al., 2005). Tyto takzvané promiskuitni fosfatazy zkiizené reaguji
s riznymi fosforylovanymi metabolity a jsou schopné hydrolyzovat uhlovodiky, nukleotidy,
organické kyseliny ¢i koenzymy (Kuznetsova et al., 2006).

Nukleotidy hydrolyzujici fosfatdzy (nukleotidazy) stépi tyto molekuly za vzniku
nukleosidu a fosfatu. Rozdéluji se na dvé skupiny, podle toho, zda hydrolyzuji nukleotidy
od 3" nebo od 5 konce. 5"-nukleotidazy se ucastni nejriznéjSich bunéénych funkei, jakymi
jsou mezibunééna komunikace, oprava nukleovych kyselin, pfenos signalu, membranovy
transport ¢i metabolizmus purinti (Hunsucker et al., 2005).

Zadny enzym znadeledi haloacid dehalogenaz E. coli neni esencialni pro
zivotaschopnost bakterie (Gerdes et al., 2003), ale nékteré z nich mohou v bakterialnim

metabolismu zastavat vyznamné ,,uklidové* funkce.

2.4 ,House - cleaning* fosfatazy nad¢eledi haloacid dehalogenaz

Jednou z nezbytnych podminek pieziti jednobunéénych organismu je neustald ochrana
bunky pred toxickymi latkami, pochazejicimi z okolniho prostifedi i z vlastniho metabolizmu.
Mezi toxické produkty vlastniho metabolizmu patii kromé reaktivnich forem kysliku také
modifikované nukleotidy, jakymi mohou byt dUTP, 8-0x0-dGTP nebo 2-oxo-dATP,
vznikajici oxidaci, deaminaci nebo jinymi modifikacemi zéakladnich nukleotida (Kamiya,
2003). Pokud by se tyto modifikované nukleotidy zaclenily do nové vznikajici DNA, mohly
by zpusobit chybné parovani bazi, které by enormné zvysSilo mutacni rychlost. Eliminaci
téchto netypickych nukleotidl zajistuji tzv. ,,house-cleaning® (0klidové) enzymy, které jesté
navic kontroluji akumulaci meziprodukti metabolizmu (Galperin et al., 2006).

Pravdépodobné nejznaméjsi, nejvice studovany a poprvé objeveny ,.house-cleaning*
enzym je enzym MutT bakterie E. coli, ktery specificky defosforyluje 8-oxo-dGTP. Mutace
v genu mutT zvysi vyskyt A-T / G-C transverzi 100 - 10 000 kréat, v porovnani s divokym
typem (Maki a Sekiguchi, 1992).
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Proudfoot et al. (2004) charakterizovali jeden z mnoha dalsich enzymu E. coli, YjjG,
ktery funguje jako nukleotidova fosfataza (nukleotidaza) a mé tedy ,,house-cleaning* funkci
in vivo. Tento enzym chrani bunfku pfed pyrimidinovymi derivaty (napf.
5-fluoro-2°-deoxyuridin (5-FdU)) a brani inkorporaci potencialné mutagennich nukleotidi
(5-bromo-2"-deoxyudirin) do DNA. Enzymaticka aktivita YjjG in vitro je daleko vyssi vici
atypickému 5-fluoro-2"-deoxyuridin monofosfatu (5"-FAUMP), nez vici béznému thymidin
monofosfatu (dTMP) (Titz et al., 2007) a jeji aktivita je striktné zavisla na pritomnosti Mn?*
(Proudfoot et al., 2004).

Pii studiu transkriptomu S. pneumoniae se zjistilo, ze v kmeni AstkP je v porovnani
s divokym kmenem Spl vyrazné utlumena exprese genu sprl057 (Saskova et al., 2007).
Produkt tohoto genu, protein Sprl057, byl charakterizovan jako hypoteticky protein
z enzymatické nadc¢eledi ,,HAD-like hydrolases superfamily, homologni k proteinu YijjG
E. coli v podminkach in vitro.

Studiem tohoto proteinu se zabyvala jiz Zuzana Vackova ve své diplomové praci
(Vackova, 2010). Z vysledkd biochemické charakterizace proteinu Spr1057 in vitro bylo
zjisténo, ze proteiny Sprl057 S. pneumoniae a YjjG E. coli jsou funkéné piibuzné.
U mutantniho kmene AStkP S. pneumoniae se prokazala snizena rdstova rychlost oproti
divokému kmeni Spl (Rx derivat) S. pneumoniae v piitomnosti modifikovanych nukleotidu.
Také mira inkorporace mutagenniho nukleotidu byla u kmene AStkP se zvySujici
se koncentraci této toxické latky v médiu vyssi, nez u divokého kmene.

Zatimco Zuzana Vackova (2010) se ve své diplomové préaci zabyvala charakterizaci
aktivity proteinu Sprl057 in vitro a testovanim ucinku atypickych nukleotidii na mutantni
kmen AstkP, hlavnim cilem mé diplomové prace je navazat na dosud zjisténé skutecnosti

a pomoci objasnit funkci proteinu Spr1057 studiem mutantnich kmeni in vivo.
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3 CiLE DIPLOMOVE PRACE

1. Piipravit mutantni kmeny S. pneumoniae za ucelem sledovani funkce proteinu
Spr1057.

2. Testovat citlivost mutantnich kmenu S. pneumoniae k modifikovanym nukleotidtim,

konkrétné k 5-fluoro-2"-deoxyuridinu a 5-bromo-2"-deoxyuridinu.

3. Testovat miru inkorporace atypického nukleotidu 5-bromo-2"-deoxyuridinu do DNA

mutantnich kmenu v porovnani s divokym kmenem S. pneumoniae.

4. Pomoci kotranskripéni analyzy ovéfit existenci predpokladaného operonu genu

spr1057 S. pneumoniae
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Material

4.1.1 Bakterialni kmeny a vektory

Pouzivané bakteridlni kmeny jsou uvedeny v tabulce 4.1. Kmeny S. pneumoniae i E.

coli byly skladovéany v 15% glycerolu pti -80°C.

Tabulka 4.1. Seznam bakterialnich kmeni.

BAKTERIALNI KMENY /
(ORIGINALNi NAZEV) GENOTYP /POPIS FENOTYP ZDROJ
. R Morrison et
Spl/(Cpl015) Rx derivat; strl, hexA Sm al., 1984
. R Morrison et
Sp5 / (Cpl016) rif-23 Rif al.. 1984
. .. R R Novéakova
Sp10/ (Cp1015 AstkP) Spl. strl, hexA; stkP::cat Sm~, Cm et al., 2005
Sp152 / (Cp1015 pZn- .. ) } R .
o | spri0s7FLAG) Spl. bgaA::PczcD-spr1057-FLAG ~ Tet tato prace
c
g | sp153/(Cp1015
§ spr1057::Cheshire casette (erm- Spl. spr1057::erm-cre Erm® tato prace
S | cre))
(%2}
2
§ Sp158 / (Cp1015 Asprl057) Spl. spr1057::lox72 tato prace
g
% | Spl67/(Cpl015 Asprl057 pZn-  Spl. sprl057::lox72 bgaA::PczcD- R .
sprl057FLAG) spri057-FLAG Tet tato prace
Spl76 / (Cp1015 pZn- Spl. stkP::cat bgaA::PczcD- R R .
SprlOS7TFLAG AstkP) spri057-FLAG Cm", Tet”  tato prace
Sp237 / (Cp1015 spr1057::janus)  Spl. sprl057::kan-rpsL Kan® tato prace
Sp238 / (Cpl1015 spr1057-FLAG)  Spl. sprl057-FLAG tato prace
JhuAd?2 A(argF-lacZ)U169 phoA
o glnV44 ®80 A(lacZ)M15 gyrA96
Escherichia coli DHSa recALrelAL endA1 thi-1 hsdR17; Promega
Kompetentni bunky
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Vektory a kazety

Cheshire kazeta (Weng et al., 2009)
Linearni DNA konstrukt (2495 pb) pro deleci vybraného genu v S. pneumoniae.

Cheshire kazeta (lox/erm/cre/lox kazeta) je ,,samovystépovaci® konstrukt, ktery vyuziva Cre
rekombindzu bakteriofaga Pl umisténou pod inducibilni fuk6zovy promotor. Selekénim
znakem kazety je gen rezistence kerytromycinu. Na obou koncich je Cheshire kazeta
ohranicena tzv. loxP misty (lox66 a lox71), které rozpoznava Cre rekombinaza a dochazi zde
K vystépeni celé kazety. Pozlistatkem po vystépeni je sekvence lox72 (24 pb), ktera zustava
na chromozomu po deleci pfislusného genu. Cheshire kazeta byla pouzita pro piipravu

konstruktu ChK1057 k deleci genu spr1057 (kapitola 5.1.1).

pJWV25 (Eberhardt et al., 2009)

Vektor o velikosti 8578 bp, urCeny pro expresi proteinti vV S. pneumoniae. Obsahuje
inducibilni zinkovy promotor (Pccp) a sekvence gatC a bgaA, homologni se sekvencemi
na chromozomu S. pneumoniae. Pro selekci v S. pneumoniae nese tento vektor gen rezistence
k tetracyklinu, pro selekci v E. coli gen rezistence k ampicilinu. Lokus bgaA neni pro
S. pneumoniae esencialni a je tudiz mozné do n& pomoci vektoru vlozit konstrukt
mechanizmem homologni rekombinace. Plazmid pJWV25 byl pouzit na piipravu
komplementaéniho kmene Sp167 (kapitola 5.1.2), nadprodukéniho kmene Sp152 (kapitola
5.1.3) a kmene Sp176 (kapitola 5.1.4).

pAkCmDk (Novakova et al., 2005)
Vektor pro pfipravu mutanta S. pneumoniae v genu stkP. Obsahuje okoli pied a za
genem stkP pro pohodlné za¢lenéni vektoru homologni rekombinaci, a selekéni gen rezistence

k chloramfenikolu. Vektor jsme pouzili pro piipravu kmene Sp176 (kapitola 5.1.4)

Janus kazeta (Sung et al., 2001)

Linearni DNA konstrukt (1333 pb) pro deleci vybraného genu S. pneumoniae. Obsahuje
gen pro rezistenci ke kanamycinu (kan) a gen rpsL*. Diky genu rpsL”, ktery je v okamziku
inzerce kazety do genomu v diploidnim stavu, propujcuje Janus kazeta jinak streptomycin-
rezistentnim kmenim Spl streptomycin-senzitivni fenotyp. Janus kazeta byla pouzita pro

ptipravu kmene Sp238 (viz kapitola 5.1.5).
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4.1.2 Oligonukleotidy

V tabulce 4.2 jsou uvedeny pouzivané oligonukleotidy. Oligonukleotidy byly navrzeny

pomoci programu SeqBuilder (Lasergene), vyrabéla je spole¢nost Metabion international AG

(Némecko).

Tabulka 4.2. Seznam oligonukleotidi a jejich vyuZiti.

spr1057-2ndf

GCCGGATGCTCTCTTTTATG

NAZEV SEKVENCE 5 — 3 VYUZITI

DAM868 F GGGGACGCGTTGGCTTACCGTTCGTATAG Amplifikace Cheshire kazety
DAMS869 R GGGGCCATGGTCGATACCGTTCGTATAATGT Amplifikace Cheshire kazety
JG46/1057- GCGGCCGCTTACTTATCGTCGTCATCCTTGTAATCAAA  Amplifikace ¢asti genu spri057
Flag-R TGTGATCTTTTCAAGAATATTTT s FLAGovou kotvou z pJWV25
JG28/janusF CCGTTTGATTTTTAATGGATAATG Amplifikace Janus kazety
JG29/janusR GGGCCCCTTTCCTTATGCTT Amplifikace Janus kazety
LUSIOR  psoaTAGCTOMGTTGT Oyl ALl
LN32/C-bga-F  GCTCATCATGTTGATTGTCA %ﬁiﬁi‘:zgnrffrsfcgn‘;z Dga lokusu
LN33/C-bga-R  TCGAGTTTTGGAAGATCTTC Ovefeni integrace do bgat lokusu

chromozomu S. pneumoniae

LN123/JW25- Amplifikace oblasti inducibilniho
1b-F TTCGCTACTTGGAGCCACTAT zinkového promotoru z pJWV25
PB001 AATGTTAAGTAAATGATTTCAAAATC Ovéfeni vlozeni konstrukiu
ChK1057 do genomu Spl
PB005 TAGAAATTTGTAGAACATATTTGCCTCCTTAAGATCC  AAmplifikace oblasti inducibilnino
zinkového promotoru z pJWV25
PB006 AAGGAGGCAAATATGTTCTACAAATTTCTACTCTTC Amplifikace spr1057
ZS1/spr1057 GTAAGCTATTGATTATCTCAACT Ovefeni vl92eni spr1057-FLAG
UPF pod nativni promotor Sp237

Koexpresni analyza
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Tabulka 4.2. Pokracovani.

NAZEV

SEKVENCE 5" — 3’

VYUZITI

ZS3/spr1056-r

ZS5/spr1055-R

ZS7/spr1054-R

ZS8/spr1054-F

ZS9/spr1053-R

ZS10/spr1053-F

ZS11/spr1052-R

ZS12/spr1057 UP F

ZS13/spr1057 UP R

ZS14/spr1057 DN F

ZS15/spr1057-
FLAG F

ZS16/1057-FLAG
UPR

ZS17/1057-FLAG
DN F

ZS18/1057-FLAG R

ZS19/spr1057FLAG
F

ZS20/spr1058-F

PH

GCTACATGATCTAGGTATATATC

GCAGGAACAGTCAAACAAGC

CCTCAAACTCCGTCACCTTA

CAGATTTAGACTGGTACACCT

AACCGCACCAGCTTCTAAGA

GGTCCAGCAGATATCACTATT

TCGACCAAGATGGTGACCAA

CTATTTACTGGCTAATTAATCAG

CATTATCCATTAAAAATCAAACGGAGAGTGTGGTCG
AGGTCGAA

AAGCATAAGGAAAGGGGCCCTAAAGGAGATTAGCT
AATGACTA

TTGTTCTACAAATTTCTACTCTT

AAGAGTAGAAATTTGTAGAACAA

CAAGGATGACGACGATAAGTAAAGGAGATTAGCTAA
TGACTACA

TTACTTATCGTCGTCATCCTTG

AGACGCTGATGATTGGAGATT

TTATTCAAACACAGTTAGCGG

CAGGATGAAGCTTACAGAGG

Oveéfeni vlozeni konstruktu
ChK1057 do genomu Spl +
koexpresni analyza

Amplifikace oblasti za genem ve
sméru transkripce spr1057

v divokém typu Spl + koexpresni
analyza

Ovéfeni vlozeni Janus kazety +
koexpresni analyza

Koexpresni analyza

Koexpresni analyza

Koexpresni analyza

Koexpresni analyza

Amplifikace oblasti pfed genem ve
sméru transkripce spr1057

v divokém typu Spl

Amplifikace oblasti pfed genem ve
sméru transkripce spr1057

v divokém typu Spl

Amplifikace oblasti za genem ve
sméru transkripce spr1057
v divokém typu Spl

Amplifikace spr1057 s FLAGovou
kotvou z pJWV25

Amplifikace oblasti pfed genem
sprl057 v divokém typu Spl +
koexpresni analyza

Amplifikace oblasti za genem ve
sméru transkripce spr1057
v divokém typu Spl

Amplifikace spr1057 s FLAGovou
kotvou z pJWV25

Oveéfeni vlozeni spr1057-FLAG
pod nativni promotor Sp237,
sekvenace

Koexpresni analyza

Ovéfeni vlozeni AKCmDk
konstruktu do genomu Sp152
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4.1.3 Enzymy

Polymerazy
LA DNA polymerdzovy mix (Top Bio)
Phusion polymeréaza (New England Biolabs (NEB))
Taq polymeraza (Top Bio, Qiagen, Sigma Aldrich®)

Restrik¢éni enzymy

Kpnl, Notl, Pvul (NEB)

Ostatni enzymy

Benzonaza (Merck)
Lysozym, Proteinaza K (Sigma-Aldrich®)
T4 DNA ligaza (Fermentas)
SuperScript™ III Reverse Transcriptase  Invitrogen
RNasin Promega

Dnase | Qiagen

4.1.4 Protilatky

Primarni protilatky
Anti-bromodeoxyuridine-POD (Roche)

Mysi monoklonalni protilatka proti 5-BrdU konjugovana s kienovou peroxidazou
(POD); fedéni 1 : 1 000

Anti-FLAG (Sigma-Aldrich®)
Mysi monoklonalni protilatka proti FLAGovému epitopu; fedéni 1 : 1 000

Anti-FLAG (Sigma-Aldrich® a GeneScript)
Kralic¢i protilatka proti FLAGovému epitopu proteinu; fedéni 1 : 1 000

Sekundarni protilatky
Anti-Rabbit 1gG-POD (Sigma-Aldrich®)

Protiléatka proti krali¢im IgG konjugovana s kienovou peroxidazou; fedéni 1 : 10 000

Anti-Mouse 1gG-POD (Sigma-Aldrich®)

Protilatka proti mySim IgG konjugovana s kienovou peroxiddzou; fedéni 1 : 10 000
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415 Pufry, roztoky a standardy

Nazev a slozeni pouzivanych pufrii a roztoka shrnuje tabulka 4.3.

Tabulka 4.3. Nazev a sloZeni pufra a roztoku.

NAZEV SLOZENI

Objem 500 ml: biotin 75mg, kyselina nikotinova 75 mg, pyridoxin hydrochlorid 87,5 mg,
ADAMS | pantotenat vapenaty 300 mg, thiamin hydrochlorid 80 mg, riboflavin 35 mg; pH 7,0;
sterilizace 15 min autoklav

Objem 500 ml: FeSO,*7H,0 500 mg, CuSO,4*5H,0 500 mg, ZnSO4*7H,0 500 mg,

ADAMS I MnCl,*4H,0 200 mg; sterilizace 15 min var
ADAMS 11 Objem 100 ml: ADAMS | 16 ml, ADAMS 11 0,4 ml, L-asparagin 0,175 g, cholin 0,02 g,
CacCl, 0,05 g, MgCl,*6H,0 2 g; pH 7,6, sterilizace filtraci
Amido Black o o . © 010 TR
(Lachema) 40% metanol, 10% kyselina octova, 0,1% amidova Geri
Blokovaci pufr TBS-T pufr, 5% BSA
Blotovaci pufr 48 mM Tris, 39 mM glycin, 0,0375 % SDS, 20 % metanol
DCNa - SDS 0,5% deoxycholat sodny, 0,25% SDS
Denaturaéni pufr 350 mM Tris-HCI pH 6,8, 20% glycerol, 15% SDS, 25% B-merkaptoetanol
Dezintegraéni pufr 10 mM Tris, 100 mM NaCl, pH 7,5
DNA Loading Dye 10 mM Tris-HCI (pH 7,6); 0,03% bromfenolova modi; 0,03% xylene cyanol;
(Fermentas) 60% glycerol, 60 mM EDTA
Elektroforeticky pufr 0,025 M Tris, 0,192 M glycin, 0,1 % SDS
Ledovy pufr 10 mM Tris, pH 7,5
Ligacni pufr 400 mM Tris-HCI, 100 mM MgCl,, 100 mM DTT,5 mM ATP, pH 7,8
(Fermentas)
NaCl - EDTA 150 mM NaCl, 30 mM EDTA, pH 8,0
PBS 137 mM NaCl, 3 mM KCI, 10 mM Na,HPQO,. 7H,0, 1,8 mM K,HPO,, pH 7,4
Phusion HF pufr (NEB) 7,5 mM MgCl,
A: 150 mM NaCl + 30 mM EDTA, pH 8; B: 0,5 % DCNa + 0,25 % SDS; vysledny roztok
SEDS < .
Vv poméru 24A : 1B
TAE 40 mM Tris acetat, 2 mM EDTA, pH 8,2
B 10 mM PIPES, 15 mM CaCl,, 250 mM KClI; sterilizace filtraci, poté pfidan MnCl,
(vysledna koncentrace 55 mM); pH 6,7
TE 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0
TBS-T 20 mM Tris base, 137 mM NaCl, 0,38 % HCI, 0,05 % Tween-20, pH 7,6
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Proteinové a DNA standardy

GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo-Scientific) - DNA standard, rozsah 75 - 2 000 pb
ColorPlus Prestained Protein Marker (NEB) - proteinovy standard, rozsah 7 - 175 kDa

4.1.6 Kultiva¢ni pady a pouzita antibiotika

4.1.6.1 Meédia pro kultivaci S. pneumoniae

Mnozstvi jednotlivych slozek je udavano na 1 litr kultivaéniho média. Média byla do
vysledného objemu doplnéna destilovanou vodou. Do pevnych pid byl ptidan 1,5% agar.

Kultivace probihala staticky, anaerobné pii 37°C.

BHI médium (Brain Heart Infusion) (Oxoid)
Bacto brain heart infusion 37 g; po sterilizaci ptfidan 20% cholin a 15mg/ml

L-glutamin

CAT médium (Casein-trypton medium; Morrison et al., 1983)
Casitone 10 g; trypton 5 g; yeast extrakt 1 g; NaCl 5 g

CATc médium (CATcomplet; Morrison et al., 1983)
Ke CAT médi ptidano: 0,5 M K,HPO,4 34 ml; 20% glukdza 10 ml; pH 7,5

Pre-C (Lacks a Hotchkiss, 1960)
L-cystein HCI 0,01125 g; octan sodny 2 g; kasein hydrolyzat 5 g; L-tryptofan 0,006 g;
KzHPO4 8,5 g

C+Y médium (Lacks a Hotchkiss, 1960)
K Pre-C médiu pfidano: 0,4 mM MnCl, 1 ml; 20% glukéza 10 ml; roztok
ADAMS I11 25 ml; 3% glutamin 7,3 ml; 2% pyruvat sodny 15 ml, 1,5 M sacharéza 6,3
ml; 0,2% uridin-adenosin 10 ml; 10% kvasni¢ny extrakt 25 ml; 1 M HCI 20 ml;pH 6,8

TSB médium (Oxoid)
Trypton soya broth 30 g
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TSBc
K TSB médiu ptidano: 0,1 mM CaCl, 10 ml, 8% BSA 25 ml; pH 8,0

Gel6za (pevné médium)

Glukoza 1 g, NaCl 5g, neopeptone 5 g, Tris-base 1,25 g, casitone 10 g, agar 10 g

Krevni agar (LabMediaServis)

5% Columbia krevni agar s defibrinovanou beranni krvi

4.1.6.2 Meédia pro kultivaci E. coli

Bakterie E. coli jsme kultivovali v tekutém i na pevném médiu, do pevného média byl
pfidan 1,5% agar. MnoZstvi jednotlivych sloZzek je uddvano na 1 litr kultivaéniho média.

Kultivace probihala pti 37°C.

LB médium (Lauria Bertani)

Trypton 10 g, kvasni¢ny extrakt 5 g, NaCl 10 g; pH 7,5

SOB médium (Super Optimal Broth)
Trypton 20 g, kvasni¢ny extrakt 5 g, NaCl 0,58 g, KC1 0,186 g; po sterilizaci byl pfidan
1 M MgCl; 10 ml a1 M MgSQO,4 10 ml

4.1.6.3 Antibiotika
Pii pfipravé pevnych selekénich pid pro kultivaci S. pneumoniae a E. coli byla ptislusna
antibiotika pfidana do rozehfatého média, temperovaného piiblizné¢ na 50°C. Pouzita

antibiotika a jejich vysledna koncentrace byly nasleduijici:

S. pneumoniae: E. coli:

Erytromycin 1 pg/mi Ampicilin 100 pg/mi
Chloramfenikol 4,5 pg/mi

Kanamycin 200 pg/ml

Rifampicin 1 pg/mi

Streptomycin 500 pg/ml

Tetracyklin 2,5 pug/ml
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417 Chemikalie

Seznam chemikalii je uveden v tabulce 4.4.

Tabulka 4.4. Seznam chemikalii.

NAZEV ZKRATKA VZOREC VYROBCE
Adenosin C1oH13Ns0O, Sigma-Aldrich®
Agaroza Sevac
Akrylamid C;HsNO Sigma-Aldrich®
Ampicilin Amp CiH1sN30,S Sigma-Aldrich®
L-Asparagin C4HgN,04 Sigma-Aldrich®
Bacto agar Oxoid

Biotin vitH Ci1oH16N,03S Sigma-Aldrich®
5-Bromo-2’-deoxyuridin 5-BrdU CoHy1BriN,O Sigma-Aldrich®
kompetenci stimulujici peptid CSP Biopharm

2’- deoxyadenosin - 5"~ trifosfat dATP C1oH16N501,P3 Promega

2’- deoxycytidin - 5” - trifosfat dCTP CyH1sN3013P5 Promega

2’- deoxyguanosin - 5" - trifosféat dGTP Ci1oH16N5013P3 Promega

2’- deoxythymidin - 5" - trifosfét dTTP C1oH17N5014P3 Promega
D-Glukoza Glc CeH1,06 Lach-Ner
Dimethylketon (aceton) C3H¢O Lach-Ner
Dodecylsiran sodny SDS C,,H,5Na0,S Sigma-Aldrich®
Erytromycin Ery C37Hg7NO13 Sigma-Aldrich®
Ethanol EtOH C,HsO Lach-Ner
Ethidium bromid EtBr Cy1H0BrN, Sigma-Aldrich®
Ethylendiamintetraoctova kyselina EDTA C10H14N,0OgNay.2H,0 Sigma-Aldrich®
Fenol CeHsO Lach-Ner
5-Fluoro-2"-deoxyuridin 5-FdU CgH11F1N,05 Fluka

L - fukéza 95% CeH 1,05 Sigma-Aldrich®
GelRed Nucleic Acid Stain Biotium
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Tabulka 4.4. Pokracéovani

NAZEV ZKRATKA VZOREC VYROBCE
L-Glutamin CsH1oN,04 Sigma-Aldrich®
Glycerol C3Hg04 Lach-Ner
Glycin Gly C,HsNO, Serva
Hovézi sérovy albumin, frakce V BSA Carl Roth®
Chloramfenikol Cm C11H1,CILN, 05 Sigma
Chlorid hote¢naty, hexahydrat MgCl,.6H,0 Lach-Ner
Chlorid manganaty MnCl,.4H,0 Lachema
Chlorid sodny NaCl Lach-Ner
Chlorid vépenaty CaCl, Lachema
Chloroform CHCI, Lach-Ner
I1zopropanol C3HgO5 Lach-Ner
Kanamycin C1gH36N4O11 Fluka
Kyselina chlorovodikova HCI Lach-Ner
Kyselina nikotinova CeHsNO, Sigma-Aldrich®
Kyselina octova CH;COOH Lach-Ner
f-merkaptoethanol C,H¢0S Sigma-Aldrich®
Metanol MetOH CH,O Lach-Ner
Neopeptone Dufci
Octan sodny NaOAc CH;COONa Lach-Ner
Pantothenat vapenaty Vit By CyH1sNO5.0,5Ca Sigma-Aldrich®
Peroxodisiran amonny APS (NH,),S,04 Lachema
Eiper_azin-N,N’-bis-2-ethansu|fonové PIPES CaHisN,06S, Sigma-Aldrich®
yselina
Polyoxyetylensorbitan-monolaurat TWEEN® 20 CsgH114026 Sigma-Aldrich®
Pyridoxin hydrochlorid Vit Bg CgH1:NO3.HCI Sigma-Aldrich®
Pyrohroznan sodny C3H3NaO; Sigma-Aldrich®
Riboflavin vit B, C17H2N,Og Sigma-Aldrich®
Rifampicin Rif CusHsgN4O1s Sigma-Aldrich®
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Tabulka 4.4. Pokracéovani

NAZEV ZKRATKA VZOREC VYROBCE
RNasezap™ Sigma-Aldrich®
Sacharosa C1oH»,011 Lachema

Siran médnaty, pentahydrat

(modré skalice) CuS0Q,.5H,0 Lachema

Siran zinec¢naty, heptahydrat

(bila skalice) ZnS0,.7H,0 Lachema

Siran Zeleznaty, heptahydrat FeSO,. 7H-0 Lachema
(zelen4 skalice) At

Tetracyklin Tet CxH24N,0g Serva
Tetramethylethylendiamin TEMED CgHigN> Serva

Thiamin hydrochlorid vit B; C42H417CI,N,0OS.HCI Sigma-Aldrich®

Tris-hydroxymethyl-aminomethan

Tris-hydroxymethyl-aminomethan
hydrochlorid

Uridin

Trizma® BASE

Trizma® hydrochlorid

C9HlZN2()6

Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®

Sigma-Aldrich®

4.1.8 Komerc¢ni soupravy (kity), membrany, filmy a kazety

Membriany na prenos proteinii nebo DNA z polyakrylamidového ¢i agarézového gelu

Immobilon®-P (PVDF membréna - polyvinyliden fluoridova membrana)

Hybond™-N+ (nylonova membrana)

Filmy na zichyt signalu pfi imunodetekci

MEDIX XBU (MEDICAL X-RAY FILM)

CP-BU new (MEDICAL X-RAY FILM BLUE)

Kazety na vyvolani chemiluminiscen¢niho signialu pri imunodetekci

OKAMOTO PL-BTYPE13X18TM
FUJIFILM BAS CASSETTE 2025

(Millipore)

(Amersham Biosciences)

(Foma Bohemia, s.r.0.)
(Agfa)

(Okamoto)
(Fujifilm)
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V tabulce 4.5 je uveden seznam pouzivanych komer¢nich souprav a jejich vyuziti.

Tabulka 4.5. Seznam a vyuZiti komerénich souprav.

NAZEV VYUZITi VYROBCE
Pierce® BCA Protein Assay Kit Stanoveni koncentrace proteint Thermo Scientific
SuperSignal West Pico Chemiluminescent Imunodetekce Thermo Scientific
Substrate
Taq PCR Core Kit PCR reakce Qiagen
SuperScript™ III Reverse Transcriptase Syntéza cDNA Invitrogen
SYBR® Green JumpStart™ Taq . e
ReadyMix™ for Quantitative PCR aPCR Sigma Aldrich
QIAquick® Gel Extraction Kit Extrakce DNA z agar6zového gelu Qiagen
QIAprep® Spin Miniprep kit 1zolace plazmidové DNA Qiagen
MinElute™ Reaction CleanUp Kit ffeélétenz izolovanych restrikénich Qiagen
ragmentt
4.1.9 Laboratorni pristroje, programy a software

Centrifugy

Centrifuge 5417C, Centrifuge 5424 (Eppendorf)

Biofuge pico (Heraeus Instruments)
Cyklery

Mastercycler gradient
BIOER

iQ5 real-time PCR detection system

Elektroforézy

OWL EASYCAST™ B1A

ATTO

(Eppendorf)
(GenePro)
(BioRad)

(ThermoScientific)
(Atto)
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Spektrofotometry
DU-730 Life Science UV/Vis Spectrophotometer
SECOMAM PRIM
CO8000 Cell Density Meter

Véhy

Sartorius - laboratory / handy

Vodni lazné
Julabo 7A, 5M, U3

Ostatni pristroje
FastPrep FP120
GEL BOX, VERTICAL BLOTTER
Magnetickd michacka s moznym ohfevem
U.V. Transilluminator
SYNGENE BIO IMAGING

Programy a software
GeneSnap - snimani obrazu gelu pod UV kamerou
SeqgBuilder - tvofeni genetickych map

SegMan - ovéieni sekvenovanych ¢asti genomu

(Beckman Coulter)
(BioTech)
(WPA)

(Sartorius)

(Julabo)

(ThermoSavant)
(Labnet)
(ThermoScientific)
(BioTech)
(Syngene)

(Syngene)
(Lasergene)
(Lasergene)
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4.2 Metody

4.2.1  Manipulace s DNA

4.2.1.1 Polymerdzovd ietézova reakce (PCR) a nasledna purifikace PCR produktii

Tato molekuldrné-biochemicka metoda umoziuje syntetizovani pozadovaného useku
DNA ve velkém mnozstvi, a to diky cyklickému opakovani jednotlivych ¢&asti reakce
(denaturace, hybridizace oligonukleotidl a elongace pozadovaného useku DNA).

Teplota hybridizace oligonukleotidt (Ty,; °C) se urcuje na zaklad¢ jejich sekvence, a to
podle vzorce:

Tmn=2(A+T)+4(G+C)

Doba elongace zavisi na délce amplifikovaného fragmentu a na pouzité polymeraze
abyla tedy zvolena podle pokynt vyrobce. Pii pouziti chromozomalni DNA jako matrice
bylo zvoleno 35 amplifika¢nich cykld, zatimco pokud byla matrici plazmidovd DNA, pro
amplifikaci postacilo 25 cyklu.

V ptipad€ potteby byl amplifikovany fragment procistén pomoci komercni soupravy

PCR Purification Spin Kit (Genomed). Pfi praci byly dodrzeny pokyny vyrobce.

4.2.1.2 Agarova elektroforéza a extrakce DNA z gelu

Pro analyzu DNA pomoci gelové elektroforézy byl pouzit agarézovy gel, do né&jz byly
pro zviditelnéni DNA pod UV zafenim piidany GelRed (Biotium) nebo ethidium bromid
(Sigma-Aldrich®). K nanaSenych vzorkéi byl pouzit 6x Loading Dye (Fermentas).
Elektroforéza probihala v TAE pufru pfi napéti 5 V/em.

S pouzitim komer¢ni soupravy Gel Extraction Spin Kit (Qiagen) byly pokynt vyrobce

izolovany separované fragmenty z gelu.

4.2.1.3 Stépeni DNA pomoci restrikcnich endonukledz

Restrikéni endonukleazy (RE; restriktazy) jsou enzymy, které Sté€pi oba fetézce DNA
najednou, v misté vazby deoxyribdzy a fosfatového zbytku. Reakéni podminky byly zvoleny
podle pouzité restriktdzy a pokynit od vyrobce (New England Biolabs). V pfipad¢ potieby
byly vzniklé fragmenty rozdéleny na agarézovém gelu a extrahovany s pouzitim komeréni
soupravy Gel Extraction Spin Kit (Qiagen) nebo rovnou piecistény kitem MinElute™
Reaction CleanUp Kit (Qiagen).
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4.2.1.4 Ligace

Ligace je metoda pfimého spojovani ¢asti DNA rizného pivodu. Tuto reakci provadi
enzym T4 DNA ligaza, ktery katalyzuje vytvoieni fosfodiesterové vazby mezi Useky DNA.
Ligacni reakce byla provedena v objemu 20 pl a inkubovana ptes noc pii pokojové teploté.

Pii praci byly respektovany pokyny vyrobce.

4.2.2  Manipulace s RNA

4.2.2.1 lzolace celkové RNA S. pneumoniae

U této metody bylo potieba dodrzovat n€kterd opatieni, tykajici se zejména sterilizace
materiald a Cistoty prostiedi, nebot’ vSudyptitomné RNazy velmi komplikuji praci s RNA.

Byly pouzivany S$picky s filtrem (Axygen) a specialni mikrozkumavky (Axygen),
roztoky byly ptipravovany z 2x sterilizované deionizované vody. Pipety, pracovni plocha
i rukavice byly vzdy pied praci otfeny roztokem RNaseZap™ (Sigma-Aldrich®).

Izolace RNA byla provedena metodou upravenou podle Cheng et al. (1997). Kmeny
S. pneumoniae byly péstovany v 50 ml média, které bylo inokulovano buiikami z glycerolové
konzervy vpoméru 1:50. Pfi ODg4yp = 0,4 byly bunky kratce zchlazeny na ledu
a centrifugovany (5 min / 5000 rpm / 4 °C). Supernatant byl odstranén, peleta promyta
ledovym pufrem a smés znovu centrifugovana (5 min / 5000 rpm / 4 °C). Poté byl Kk peleté
ptiddn 1 ml lyza¢niho roztoku RNA blue (Top Bio) a vzorek byl inkubovan 5 min pfi
pokojové teploté. RNA byla vysrazena pridanim 100 pl 3 M NaOAc a 1 ml kyselého fenolu,
zahtatého na 65 °C. Smés byla inkubovana 10 min pii 65 °C, centifugovana (10 min, 10 000
rpm, 4 °C) a tato extrakce byla provedena jesté dvakrat. Po posledni centrifugaci byla horni
faze odebrana do ¢isté mikrozkumavky a byl k ni ptidan ekvivalentni objem izopropanolu.
Smés byla inkubovéana pii -20 °C, ¢imz doslo k vysrazeni RNA. Vznikly precipitat byl
centrifugovan (20 min, 10 000 rpm, 4 °C) a 2x promyvan 80% etanolem. Peleta byla 5 min
susena pii pokojové teploté a nasledné rozpusténa v 50 pl 2x sterilizované vody. Vzorky byly
skladovany pti -80 °C.

Me¢éfenim absorbance pti 260 nm byla ur¢ena koncentrace izolované RNA ve vzorku.
Jeji Cistota byla dale ovéfena méfenim poméru absorbanci Ajeo/Azge. Kvalita izolované RNA
byla ovéfena pomoci elektroforézy v agarézovém gelu: 5 pg purifikované RNA bylo
rozpusténo ve vzorkovém pufru, denaturovano 5 min pii 75 °C a separovano na agarové

elektroforéze.
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4.2.2.2 Syntéza cDNA (RT-PCR)

Pro syntézu cDNA (pro ptepis genetické informace molekuly RNA do molekuly DNA)
byla vyuzita komer¢ni souprava s reverzni transkriptdzou SuperScript™ III Reverse
Transcriptase (Invitrogen), pfi praci byly dodrzovany pokyny vyrobce. 5 ug celkové RNA
S. pneumoniae bylo smichano s 2 ug néhodnych hexanukleotidti (Invitrogen) a doplnéno
vodou do 8,8 ul. Smés byla inkubovana 10 min pii 70 °C a poté kratce ochlazena (2 min,
4 °C). Do reak¢ni smési o celkovém objemu 15 pl byly nasledné ptidany 3 pl 5x First-strand
buffer, 0,3 pl 25 mM dNTPs (Promega), 1,5 ul 0,1 M DTT a 1 pl polymerazy Superscript 111
a 0,4 pl inhibitoru RNaz RNasinu (Promega). Smés byla inkubovana 10 min pii 25 °C
a vlastni reverzni transkripce probihala 2 hodiny pti teploté 42 °C. Néasledovala inaktivace
reakce 15 min pii 70 °C. Vysledna cDNA byla uchovéavana v -80 °C.

4.2.2.3 Kotranskripcni analyza a RT-PCR

Pro kotranskripéni analyzu provedenou pomoci semikvantitativni RT-PCR byla pouzita
Taq polymeréza (Taq PCR Core Kit; Qiagen), pii praci byly respektovany pokyny vyrobce.
V jedné PCR reakci bylo amplifikovano 50 ng templatové cDNA a jako negativni kontrola
byla pouzita cDNA syntetizovana bez pfidavku reverzni transkriptazy. Reakce byla zahajena
pocateéni denaturaci (3 min pii 94 °C) a nasledny PCR program sestaval z téchto krok:
denaturace (30 s pti 94 °C), hybridizace oligonukleotidti (60 s pii 58 °C), elongace (2 min pfi
72 °C). Opakovani cykld probihalo 30x. Vzorky byly uchovavany v -80 °C.

Seznam oligonukleotidi pouZzitych pii kotranskripéni analyze a velikost PCR produktu
jsou uvedeny v tabulce 4.6. Pouzité oligonukleotidy byly navrzeny tak, abychom mohli ovéfit

ptitomnost PCR produktu spole¢ného vzdy pro dva sousedni testované geny.
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Tabulka 4.6. Oligonukleotidy pouzité pri kotranskrip¢ni analyze a velikost jejich PCR

produktu
GEN REAKCE OLIGONUKLEOTIDY VELIKOST PCR PRODUKTU
spri058

1. ZS16 + ZS20 518 pb
spri057

2. ZS3 + spr1057 2ndf 661 pb
sprl056

3. ZS4 + 7S5 644 pb
sprl055

4. ZS6 + ZS7 695 pb
spri054

5. ZS8 + ZS9 683 pb
spri053

6. ZS10 + ZS11 683 pb
spri1052

7. AU33 + AU34 424 pb
spri1051

8. AU35 + AU36 397 pb
spr1050

9. AU37 + AU38 403 pb
spri1049

10. AU39 + AU40 499 pb
sprl048

11. AU41 + AU42 493 pb
spri047

12. AU43 + AU44 483 pb
spr1046

4.2.2.4 Kvantitativni polymerdzovd fetézovd reakce (qPCR)

Kvantitativni PCR (,,real-time PCR*, PCR v realném case) byla provedena za ucelem
stanoveni zmény genové exprese vybranych gentll, zejména pak pro porovnani exprese genu
spr1057 u divokého kmene Spl a vybranych mutantnich kmend S. pneumoniae. Od bézné
PCR se qPCR lisi tim, Ze produkt neni analyzovan az na konci reakce (pouzitim agar6zove
gelové elektroforézy), ale jiz vjejim prubéhu, kdy je emitované fluorescencni zareni
pouzitého fluoroforu zaznamendno béhem jednotlivych amplifika¢nich cykla.

Pro gqPCR byla pouzita komercni souprava SYBR® Green JumpStart™ Taq
ReadyMix™ for Quantitative PCR (Sigma Aldrich®). Finalni koncentrace reak&nich
komponent ve 20 pul reakci byly nasledujici: 0,5 pM kazdy z oligonukleotidd,
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10 nM fluorescein, 20 ng cDNA jako templat a 1x koncentrovany SYBR® Green JumpStart™
Taq ReadyMix (Sigma Aldrich®). Jako negativni kontrola byl pouzit produkt PCR reakce bez
predeslé reverzni transkripce. Seznam vsech pouzitych oligonukleotidii pro qPCR analyzu je
uveden v tabulce 4.6.

Cyklus byl zahajen pocate¢ni denaturaci (2 min pii 94 °C). Nasledoval obvykly
tiikrokovy program, sestavajici z denaturace (15 s pii 94 °C), hybridizace oligonukleotidd
(25 s pti 56 °C) a prodluzovani fetézce (25 s pii 72 °C). Zavére¢né teploty tani PCR produkti
prob&hly podle nasledujicich programu: 95 °C 1 min, 54 °C 1 min a gradient 54-94 °C, kdy
se kazdych 10 s méni teplota o 0,5 °C. Specificita amplifikace byla ovéfena analyzou
disocia¢nich kfivek (teplot tani).

Amplifikace probihala na cykleru iQ5 real-time PCR detection system (BioRad) pro
kazdy z analyzovanych vzorki v triplikatech. Ze ziskanych dat pak byla spocitana zména
genové exprese u testovanych genli metodou relativni kvantifikace podle Pfaffla (Pfaffl,
2001). Za statisticky vyznamné geny s ovlivnénou expresi byly povazovany ty geny, které
dosdhly minimélni zmény genové exprese 2x. Jako referencni gen byl pouzit gen gyrA

(spr1099), kodujici o podjednotku DNA gyrazy S. pneumoniae (Saskova et al., 2007).

Manipulace s proteiny

4.2.3.1 Izolace proteinii — mechanickd dezintegrace bunék

Rist exponencialné rostouci kultury S. pneumoniae byl pierusen pii ODggo = 0,4, kdy
byla kultura centrifugovana 10 min / 5 000 rpm. Supernatant byl pak odstranén a vznikla
peleta byla resuspendovana ve 400 pl dezintegra¢niho pufru. Byly pfidany inhibitory protedz
(4 pl) a benzonéaza (0,5 ul) a pro mechanické rozruseni bunék sklenéné kulicky. Suspenze
byla homogenizovana na pfistroji Fast Prep (ThermoSavant) za téchto podminek: rychlost
4,5 m/s pii 4 °C po dobu 20 vtefin, nasledné umisténi vzorkli na 2 minuty do ledu. Tento
postup byl opakovan 4x. Po homogenizaci byly kultury odstifedény 10 min / 5000 rpm.
Supernatant byl odebréan do ¢istych 1,5 ml zkumavek a v 10 ul vzorku byla pomoci komeréni

soupravy Pierce® BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific) zm&fena koncentrace proteing.
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4.2.3.2 Stanoveni koncentrace proteini

Koncentrace proteinli ve vzorku byla stanovena pouzitim komer¢ni soupravy Pierce®
BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific). Principem této kolorimetrické metody je reakce
bicinchoninové kyseliny (BCA) smé&dnatymi kationty, uvolndnymi po vazb& Cu®*
s peptidovou vazbou proteinti (Smith et al., 1985).

Pro vypocet koncentrace proteini ze zjisténé absorbance byla dle pokynt vyrobce
ptipravena fedici fada proteinu BSA o znamé koncentraci. Intenzita vzniklého zabarveni byla
stanovena spektrofotometricky pii vinové délce 562 nm. Nasledné byla sestrojena kalibra¢ni

ktivka, prolozena ptimkou a pomoci ziskané rovnice regrese vypocitdna koncentrace proteind.

4.2.3.3 [Izolace proteinii — chemickd dezintegrace bunék

Z exponencialné rostouci kultury S. pneumoniae bylo do ¢isté 1,5 ml zkumavky
odebrano takové mnozstvi kultury, které odpovidalo ekvivalentu 1 ml = ODgo 0,4. Odebrané
mnozstvi bylo odstiedéno 2 min / 13 000 rpm, supernatant byl dikladné odstranén a vznikla
peleta byla resuspendovana ve 20 pl roztoku SEDS. Tato suspenze byla inkubovéana ve 37 °C
dokud buiiky nezlyzovaly (doslo k vyCefeni roztoku; délka inkubace zavisela na pouzitém
kmeni, obvykla doba byla pfiblizné¢ 3 min). Ke vzorku bylo nasledné ptidano 20 pl 2x
koncentrovaného denatura¢niho pufru a vse bylo inkubovano 10 min pii 100 °C. Takto

ptipravené vzorky na analyzu pomoci SDS-PAGE byly uchovavéany v -20 °C.

4.2.3.4 Polyakrylamidova gelové elektroforéza v piitomnosti SDS (SDS-PAGE)

SDS-PAGE je separa¢ni metoda, pomoci které se proteiny v polyakrylamidovém gelu
déli pouze na zakladé své molekularni hmotnosti. Pisobeni dodecylsiranu sodného (SDS)
totiz proteiny nejen denaturuje, ale udéluje jim také shodny zaporny naboj.

Proteinovy vzorek byl pfed nanesenim smichdn s denatura¢nim pufrem a inkubovan
10 minut pii 100°C. SDS-PAGE elektroforéza probihala v elektroforetickém pufru pti napéti
15 V/cm?. Pro nage udely byly pouzivany 12 % a 14 % separacni gely a 4 % gely zaostfovaci.

V tabulce 4.7 je uvedeno slozeni pouzivanych geld.
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Tabulka 4.7. SloZeni a koncentrace pouZivanych polyakrylamidovych geli.

GEL ZAOSTROVACI  SEPARACNI
KONCENTRACE 4% 12 % 14 %
akrylamid 30% 800 pl 8 mil 9,3ml
Tris1,5M (pH 8,8)  --- 5ml 5ml
Tris 0,5M (pH6,8) 1,5 ml
SLOZENI SDS 10% 60 ul 200 200 pl
APS 10% 60 pl 200 pl 200 pl
TEMED 7,5 ul 20 pl 20 pl
H,O 3,6 ml 6,6 ml 5,3 ml
OBJEM 6 ml 20 ml 20 ml

4.2.3.5 Pienos proteinii na membranu (,, Western blotting ) a jejich detekce

Pro imunodetekci proteinli v analyzovaném vzorku, rozdélenych na polyakrylamidovém
gelu, bylo potieba pifenést tyto proteiny na membranu. Proteiny z gelu byly pienaseny
v blotovacim pufru na Immobilon®-P PVDF membréanu (Millipore), ktera je za normalnich
podminek hydrofilni a proto byla pfed zacatkem prace aktivovana metanolem. Samotny
pfenos proteinli probihal v blotovacim pufru pomoci mokrého elektroblotovaciho pfistroje
(GEL BOX VERTICAL BLOTTER; Labnet), 30 minut pfi 360 mA. Pfi praci bylo
postupovano dle pokynti vyrobce.

Vybrané proteiny pienesené na PVDF membrané byly nasledné detekovany pomoci
specifickych protilatek proti epitopu FLAG.

Imunodetekce proteinii znacenych epitopem FLAG

Byly pouzivany mysi (Sigma-Aldrich®) nebo krali¢i (Sigma-Aldrich® a GeneScript)
primarni protilatky proti FLAGovému epitopu proteinu (Anti-FLAG) a sekundarni Anti-
Rabbit 1gG-POD (Sigma-Aldrich®) nebo Anti-Mouse 1gG-POD (Sigma-Aldrich®) protilatky

konjugované s kienovou peroxidazou.
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Postup pii imunodetekci proteint s epitopem FLAG byl nasledujici:

— zablokovani nespecifickych mist povrchu membrany inkubaci membrany
v roztoku TBS-T s 5% BSA (ptes noc pii 4°C)

— inkubace s primarni protilatkou; fedéni 1:1 000 v TBS-T pufru s1% BSA
(1 hodina, pokojova teplota)

— promyvani membrany v TBS-T pufru (3 x 10 minut, pokojova teplota)

— inkubace membrany se sekundarni protilatkou; fedéni 1:10 000 v TBS-T pufru
s 1% BSA (1 hodina, pokojova teplota)

— promyvani membrany v TBS-T pufru (3 x 10 minut, pokojova teplota)

— vyvolani peroxidazové aktivity pomoci komeréni soupravy SuperSignal West
Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific)

— Vvizualizace peroxidazové reakce na rentgenovém filmu

4.2.4 Manipulace s buiitkami E. coli

4.2.4.1 Kultivace E. coli
Pro kultivaci bakterii E. coli bylo pouzivano bud’ tekuté nebo pevné LB médium. Pro

ptipravu kompetentnich bun€k byly bakterie kultivovany v SOB médiu. Kultivace probihala

pti 37°C. V piipadé tekutého média probihala kultivace za stalého tfepani.

4.2.4.2 Priprava kompetentnich bunék E.coli DH5¢.

Piiprava kompetentnich bunék byla provedena metodou podle Inoue et al. (1990).
Bakterialni kultura E. coli byla kultivovana v LB médiu do dosaZeni stacionarni faze rastu,
ptiblizné ODggo = 0,6. V této fazi bylo odebrano 400 pl suspenze a inokulovano do 100 ml
SOB média. Zastalého tiepani byla tato smés kultivovana pii teploté 18 °C opét do
stacionarni faze rustu (ptiblizné ODggo = 0,6). Po dosazeni této optické denzity byly bunky
inkubovany 10 min pii 4 °C a nasledné centrifugovany (10 min / 2500 g / 4 °C). Peleta byla
rozpusténa ve 32 ml ledového TB pufru a buiiky byly opét inkubovany 10 min pii 4 °C
a odstiedény (10 min / 2500 g / 4 °C). Peleta byla resuspendovana v 8 ml TB pufru, bylo
ptidano DMSO (vysledna koncentrace 7 %) a v§e bylo inkubovano 10 min pii 4 °C. Vysledna
suspenze byla rozdélena po 100 pl do mikrozkumavek, rychle zamrazena kapalnym dusikem

a uchovavana v -80 °C.
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4.2.4.3 Transformace E. coli

Kompetentni buiiky (100 ul) byly rozmrazeny pti 4°C, byla k nim piidana liga¢ni smés
a po dobu 30 minut bylo v8e inkubovano pii 4°C. Nasledny teplotni Sok (45 sekund pti 42 °C,
45 sekund pti 4°C) usnadnil piijem plazmidové DNA do bunky bakterie. K suspenzi bun¢k
bylo nasledné pfidano 400 ul LB média a buiky byly kultivovany 1 hodinu pti 37 °C na
tiepacce. Poté byla bunécnd suspenze vyseta na LB agar s pfislusnym antibiotikem (pro

selekci bun¢k s vektorem) a kultivovana pies noc pii 37 °C.

4.2.4.4 lzolace plazmidové DNA

Pro izolaci plazmidové DNA byla vyuzita komeréni soupravu QIAprep® Spin Miniprep

kit (Qiagen), pii praci byly respektovany pokyny vyrobce.

4.2.5 Manipulace s buitkkami S. pneumoniae

4.25.1 Kultivace S. pneumoniae

Kmeny S. pneumoniae byly kultivovany v tekutych (BHI, TSB, CAT, C+Y) i na
pevnych médiich (geldza, krevni agar). Kultivace probihala pti 37 °C, v piipadé tekutych
médii staticky ve vodni lazni.

Pro indukci exprese genu sprl057 z inducibilniho zinkového promotoru byl do média
pfidan 0,1 mM ZnCl,. Soucasné s tim byl ale do média ptidan také 0,1 mM MnCl,, nebot’
pritomnost 100 — 200 pM Zn?* vede ke stresu S. pneumoniae a k ristovym defektim
a dodatetné pidani Mn®* do média pln& obnovi normalni rist S. pneumoniae (Jacobsen et al.,
2011).

Meéreni rustu bakterialnich kultur a priprava konzery

Za UCelem sledovani rastu bylo zvolené tekuté médium inokulovano bakteriemi
v poméru 1:50 a v pravidelnych 30 minutovych intervalech byla na spektrofotometru pfi
vinové délce 600 nm (ODggo) méiena opticka denzita kultury. Ziskana data byla nasledné
pouzita na vytvofeni ristové kiivky bakterialni kultury. Data uvedenych ristovych kfivek
byla, pokud neni uvedeno jinak, ziskdna z méfeni v triplikatech, pti¢emz i jednotlivé
experimenty byly opakovany 3x. Bakterialni konzervy byly pfipraveny z exponencialné
rostouci kultury (ODeggo = 0,4) a skladovany v 15% glycerolu v -80 °C.
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4.2.5.2 Sledovani citlivosti bakterii k modifikovanym nukleotidim

C+Y médium bylo inokulovdno buiikami S. pneumoniae v poméru 1:50. V piipadé
potieby byl do média piidan ZnCl, jako induktor exprese genu spr1057, a dale MnCl,, oba
v koncentraci 0,1 mM. Bakteridlni rast v pfitomnosti ruznych koncentraci modifikovanych
nukleotid 5-FdU (0, 2 a 5 puM) nebo 5-BrdU (0, 2, 5 a 10 pM) byl monitorovan
v pravidelnych 30 minutovych intervalech na spektrofotometru pii vinové délce 600 nm

(O Dsoo) .

4.2.5.3 Sledovani inkorporace 5-BrdU do DNA S. pneumoniae

C+Y médium bylo inokulovano bunikami S. pneumoniae v poméru 1:50. Do média byl
Vv ptipadé potieby ptidan induktor exprese genu sprl057 ZnCl, a také MnCl, v koncentraci
0,1 mM. V ptislusné koncentraci byl do média pfidan rovnéz modifikovany nukleotid 5-BrdU
(Sigma-Aldrich®). Pii ODggo = 0,25 byly kultury sklizeny a byla izolovana chromozomalni
DNA. Detekce inkorporace 5-BrdU do chromozoméalni DNA byla provedena podle

nasledujiciho protokolu.

Postup pfi detekci inkorporace 5-BrdU do chromozomalni DNA S. pneumoniae:

— izolovanda DNA nafedéna na 1 pg/pl, denaturovana (10 minut pii 99 °C)
a nanesena na membranu Hybond™-N+ (Amersham Biosciences)

— DNA na membrané fixovana pod UV zéafenim (3 minuty)

— membréana inkubovéna s primarni protildtkou Anti-bromodeoxyuridine-POD,
fedéni 1:1 000 v PBS-T pufru s 5% BSA (pfes noc, 4 °C)

— dal$i den membrana promyvana v PBS-T pufru (3 x 10 minut, pokojova teplota)

— peroxidazova aktivita vyvolana pomoci komercni soupravy SuperSignal West
Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific)

— vizualizace peroxidazové reakce na rentgenovem filmu

4.25.4 Transformace DNA do S. pneumoniae

Transformace DNA do bakterii S. pneumoniae byla provedena v TSBc médiu pomoci
syntetického peptidu CSP. K 950 ul transformaéniho média bylo ptidano 50 pl bakterialni
suspenze S. pneumoniae piimo z bakterialni konzervy, 12 pl transformované DNA (1 pg/ml
pro chromozomalni DNA, 20 — 100 ng/ml pro plazmid ¢i PCR produkt) a 250 ng CSP.
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Transformacni smés byla inkubovana 2 hodiny pii 37 °C. Poté byla vytvofena fedici
fada a z kazdého fedéni bylo inokulovano 100 pl na misky s gelozou (a piipadné selekénim

antibiotikem) nasledujicim zptisobem:

Redéni: 0 10" 10” 10° 10" 10°
— AN J
YT hd
geldza s antibiotikem geldza bez antibiotika
(negativni kontrola)

Pro testovani transformaéni Gi¢innosti a jako pozitivni kontrola slouzila chromozomalni
DNA izolovand z kmene Sp5 S. pneumoniae, kterd nese gen pro rezistenci k rifampicinu.
V piipad& pozitivni kontroly bylo na gelézu s antibiotikem inokulovano pouze fedéni 107
a10”.

Transformacni G¢innost byla vypocitana jako pomér ziskanych kolonii na miskach

s antibiotikem k poc¢tu v§ech kolonii ziskanych na miskéach bez antibiotika.

4.2.5.5 lzolace chromozomalni DNA S. pneumoniae

Bakterialni kmen byl inokulovan do 10 ml média a v exponencialni fazi rastu (pfiblizné
ODgyo = 0,6) byla kultura centrifugovana (10 min / 5000 rpm) a supernatant dikladné
odstranén. K peleté bylo ptidano 250 pl roztoku SEDS a suspenze byla inkubovana pti 37°C
po dobu piiblizné 3 min (lyze bungk). Proteiny ve vzorku byly degradovany ptidanim 1 pl
proteinazy K (10 mg/ml) a naslednou inkubaci 15 min pii 56°C. Ke vzorku bylo po inkubaci
ptidano 250 pl TE pufru a 500 pl smési fenol/chloroform. Vse bylo intenzivné promichéno.
Nasledovala centrifugace (10 min pti 13 000 rpm), po které byla horni faze pfenesena do Cisté
1,5 ml zkumavky. K tomu bylo pfidano 500 pl chloroformu, smés byla intenzivné promichana
a opét centrifugovana (10 min / 13 000 rpm). Horni faze byla poté opét pienesena do Cisté
1,5 ml zkumavky a DNA byla vysrazena ptidanim 50 pl 3 M NaOAc a 500 pl izopropanolu.
Obsah zkumavky byl lehce promichan a centrifugovan (10 min / 13 000 rpm). Supernatant
byl odstranén a peleta promyvéana 80% ethanolem. Na zavér byl obsah zkumavky opét
odstiedén (5 min / 13 000 rpm), dobie odstranén etanol a peleta byla resuspendovana v 50 pl
TE pufru.
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5 VYSLEDKY

Analyzou globalniho transkriptomu mutantniho kmene s deleci v genu kodujiciho
Ser/Thr proteinkindzu eukaryotického typu StkP u S. pneumoniae byla odhalena vyznamné
snizena exprese genu sprl057 a snizena exprese genu v jeho okoli, zejména pak geni
spr1056, spr1055, sprl054, sprl053 a sprl052. Nejsilngjsi represe v AstkP kmeni byla
detekovéna u genu sprl057 anasledné potvrzena pomoci gqPCR analyzy (500x snizena
exprese spr1057 v porovnani s divokym typem) (Saskova et al. 2007).

Velikost genu spr1057 je 714 pb a ze sekven¢ni analyzy DNA in silico se Ize domnivat,
Ze se jedna o prvni gen v piedpokladaném operonu spr1057 — spr1052 (podrobnéji v kapitole
5.3). Enzymy koédované témito geny jsou soucdsti metabolizmu nukleotidii nebo dalSich
bunécnych procest, tykajicich se zejména oprav. DNA (http://www.genome.jp/kegg/).
Produkt genu sprl052 je c¢lenem skupiny efluxnich proteind rodiny MATE (,,multi-
antimicrobial extrusion protein®). Gen spr1053 (gen pyrC) kdduje dihydroorotazu (i¢astni
se syntézy pyrimidinovych nukleotidit). Produktem genu sprl054 (gen mutX) je 8-oxo-
dGTP nukleosiddza. Spolu s produktem genu sprl055 (gen ung; produkt DNA-uracil
glykosylaza) se ucastni opravnych mechanismi DNA. Gen spr1056 koduje protein s doposud
neobjasnénou funkci. Produktem genu sprl057 je protein Sprl057, ktery je tvofen

237 aminokyselinami (obrazek 5.1) a jeho hmotnost je piiblizné 26 kDa.

MFYKFLLFDLDHTLLDFDAAEDVALTQLLKEEGVADIQAYKDYYVPMNKALWKDLELKKISKQELVNTRFSRL
FSHFGQEKDGSFLAQRYQFYLAQQGQTLSGAHDLLDSLIERDYDLYAATNGITAIQTGRLAQSGLVPYFNQVFIS
EQLQTQKPDALFYEKIGQQIAGFSKEKTLMIGDSLTADIQGGNNAGIDTIWYNPHHLENHTQAQPTYEVYSYQD
LLDCLDKNILEKITF

Obr. 5.1. Sekvence proteinu Spr1057 Streptococcus pneumoniae. (Zdroj: http://www.genome.jp/kegg/)

Jednd se o hypoteticky protein z enzymatické nadceledi ,,HAD-like hydrolases
superfamily, u n¢hoz byla zjisténa 32% sekvencni homologie s proteinem YjjG E. coli.
Na zéakladé této sekvencni podobnosti a konzervovanosti vSech aminokyselin v katalytickych
doménach se predpoklada, ze patii mezi ,,house-cleaning“ nukleotidazy nadceledi HAD.
NasvédCuje tomu také testovand substratovd specifita tohoto proteinu, kterd je nejvyssi
k 5-FAUMP (5-flourodeoxyuridin monofosfat) (Vackovéa, 2010), stejné¢ jako u proteinu YjjG
E. coli (Proudfoot et al., 2004).
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5.1. Piiprava mutantnich kmenu S. pneumoniae

Za tc¢elem studia funkce proteinu Spr1057 in vivo bylo piipraveno nékolik mutantnich
kmentd S. pneumoniae, jejichz piehled je uveden v tabulce 4.1. Krom¢ deleéniho kmene
(Aspr1057) byly dale ptipraveny kmeny exprimujici sprl057 z inducibilniho zinkového
¢i z nativniho promotoru narizném genetickém pozadi. Pro moznost detekce proteinu
v analyzovaném vzorku byl gen sprl057 na C-konci flzovan s epitopem FLAG (osm
aminokyselin v pofadi DYKDDDDK). Takto znacené proteiny byly detekovany protilatkami

proti tomuto epitopu.

5.1.1 Kmen Asprl057 S. pneumoniae

Pro piipravu kmene s chromozomalni deleci genu spr1057 byla pouzita Cheshire kazeta

(Weng et al., 2009). Princip fungovani kazety je podrobné&ji popsan v kapitole 4.1.1.

Priprava konstruktu

Konstrukt pro deleci genu spr1057 Cheshire kazetou byl pfipraven spojenim této kazety
s okolim deletovaného genu a pojmenovan ChK1057 (Vackovd, 2010). Kromé sekvenci
homolognich k sekvencim chromozomalniho lokusu nachdzejiciho se pifed a za genem
sprl057 obsahuje tento konstrukt z kazdé strany loxP mista, gen pro Cre rekombinazu a gen
rezistence k erytromycinu (obrézek 5.2). Tento konstrukt byl pouzit K ptipravé kment Sp153
a Spl58.

Priprava kmenu

Konstrukt ChK1057 byl transformovan do divokého kmene Spl a inzertovan
do genomu mechanizmem homologni rekombinace. Po transformaci byla u kolonii
rezistentnich na erytromycin ovéfena spravnost vlozeni kazety pomoci PCR reakce s pouzitim
oligonukleotidii PB001 a ZS3. Kmen byl oznacen jako Sp153.

Kmen Sp153 byl inkubovan v médiu s ptidavkem 0,5% L-fukdézy, ¢imz doslo
k aktivaci exprese Cre rekombinazy a naslednému vysStépeni Cheshire kazety z genomu
S. pneumoniae pti zachovani ¢teciho ramce zbylé sekvence deletovaného genu (obrazek 5.2).
V misté delece genu spr1057 zistaly pouze kratké okrajové sekvence 5 (29 pb) a 3" (48 pb)

deletovaného genu a lox72 sekvence (34 pb). Dukazem vystépeni kazety byla ztrata
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erytromycinové rezistence pneumokoka. Vysledny dele¢ni kmen v genu sprl057, oznaceny

jako Spl58, byl ovéten pomoci PCR amplifikace (s oligonukleotidy PBO01 a ZS3, obrazek

5.3) a naslednou sekvencni analyzou.

schéma
chromozomu
5 3
spr1058 spr1056
/. A
X4 \
/’ \
tit2
4 lox66 Presk lox7 \\
< CP — | v ChK1057
sprl057 ermAM cre spr1057
tit2 L,
lox66 Presk lox71 viozeny
—< e
toos 4 A 4t
spri058  sprl057 ermAM cre spri057 sprl056
+ fukoéza vystépeni kazety
lox72  sprl057 schéma chromozomu po
* * vyStépeni Cheshire kazety
spr1058 spri057 spr1056
PB001 ZS3

Obr. 5.2. Schéma piipravy delece genu sprl057 v divokém kmeni S. pneumoniae. ermAM: gen pro
rezistenci k erytromycinu; t1t2: terminator; Pggc:inducibilni fukézovy promotor; lox66, lox71:specifické
sekvence, které rozpoznava Cre rekombinéza; lox72: pozistatek po vystépeni Cheshire kazety z genomu S.
pneumoniae; cre: gen kodujici Cre rekombindzu; PB001 a ZS3: oligonukleotidy pro ovéfeni vyStépeni kazety.
(Upraveno podle Weng et al., 2009)

M
1500 pb I
1000 pb
—P -
500 pb o
_p’ p—
Obr. 5.3. Ovéieni vyS$tépeni Cheshire kazety z genomu kmene Sp158
pomoci oligonukleotidi PB001 a ZS3. Vysledny PCR produkt ma
velikost 901 pb. M: Standard velikosti 1kb.
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5.1.2 Komplementa¢ni kmen Aspr1057 pZn-sprl057-FLAG S. pneumoniae

Pro komplementaci delece genu spr1057 v kmeni Asprl1057 byl vytvofen kmen, u n¢hoz
bylo mozné indukovat expresi genu sprl057 piidanim ZnCl, do média. Pro tyto tcéely byl
zkonstruovan plazmid nesouci gen spr1057 s pfipojenym epitopem FLAG pod inducibilnim
zinkovym promotorem - pJWV25-P,.p-spr1057-FLAG.

Priprava konstruktu

Konstrukt pro komplementaci delece genu spr1057 byl pfipraven pomoci fazni PCR.
Z chromozomalni DNA pneumokoka byl v prvni PCR reakci pomoci oligonukleotida PB006
a JG46 amplifikovan gen sprl057. Oligonukleotid JG46 byl navrzen tak, Ze kromé
komplementarni sekvence k C-koncoveé oblasti genu spr1057 obsahoval sekvenci pro FLAG
epitop a restrikéni misto Notl. Ve druhé PCR reakci byla amplifikovana oblast inducibilniho
zinkového promotoru z vektoru pJWV25 s pouzitim oligonukleotidd LN123 (obsahuje
restrikéni misto Kpnl) a PB00S. Oligonukleotidy PB005 a PB006 obsahuji vzajemné
komplementarni sekvenci, a tak bylo mozné ve tieti PCR reakci spojit PCR produkty obou
pfedchozich reakci pomoci oligonukleotidi LN123 a JG46. Vysledkem byl konstrukt
pojmenovany Pgp-spri057-FLAG (obrazek 5.4).

PB006

¥ spr1058 >m spr1056 >—3
JG46 /

spojeni PCR produktii pomoci PCR reakce
(oligonukleotidy LN123 a JG46)

le

Vysledek: konstrukt Pg,p-spri057-FLAG

5
— Pcch

Obr. 5.4. Schéma pripravy konstruktu Pgp-sprl057-FLAG S. pneumoniae. a) Amplifikace genu spr1057
z chromozomu S. pneumoniae pomoci oligonukleotidtt PB006 a JG46. b) Amplifikace inducibilniho zinkového
promotoru Pe,ep z vektoru pJWV25 pomoci oligonukleotidti LN123 a PB005. F: epitop FLAG.
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Peep-Spr1057-FLAG a vektor pJWV25 byly st€peny pomoci restrik¢nich enzymt Kpnl
a Notl a nasledné oba produkty spojeny v liga¢ni reakci. Liga¢ni smés byla transformovéna
do kompetentnich bunék E. coli DH5a v poméru 1:10. Selekce klonti obsahujicich vysledny
plazmid pJWV25-P,.p-spr1057-FLAG probéhla na pevném médiu s ampicilinem (vysledna
koncentrace 100 pg/ml). Z rezistentnich klonG byl nasledné plazmid izolovan pomoci
komeréni soupravy QIAprep® Spin Miniprep kit (Qiagen). VloZeni Pcxp-spri057-FLAG

do pJWV25 bylo ovéieno sekvenovanim.

Priprava kmene

Plazmid pJWV25-P,p-spr1057-FLAG linearizovany Pvul restriktazou byl

transformovan do kmene Sp158 (Asprl057), kde byl vloZzen homologni rekombinaci pomoci
gatC a bgaA sekvenci nachazejicich se jak na plazmidu pJWV25, tak na chromozomu
S. pneumoniae. Selekce klonu s inzertovanym plazmidem byla provedena na krevnim agaru
s tetracyklinem (2,5 pg/ml). Timto byl ziskdn kmen S. pneumoniae, u néhoz bylo mozné
indukovat expresi genu sprl057 na pozadi mutantniho kmene Asprl057 piidanim ZnCl,
do média. Spravnost vlozeni konstruktu pJWV25-Pp-spr1057-FLAG do bgaA lokusu
chromozomu kmene Asprl057 S. pneumoniae byla ovéfena pomoci PCR reakce s pouzitim
oligonukleotidi LN123 a LN33 (obrazek 5.4). Novy komplementa¢ni kmen byl oznacen jako

Sp167 a jeho sekvence byla ovéfena sekvenacni analyzou.

2000 pb —>| o
1500 pb —> | =

500 pb ——| s

Obr. 5.4. Ovéfeni integrace Pg,p-spr1057-FLAG do bgaA lokusu kmene Spl67 pomoci oligonukleotidii
LN123 a LN33. Vysledny PCR produkt ma velikost 1990 pb. M: Standard velikosti 1kb.
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5.1.3 Kmen S. pneumoniae s nadprodukci proteinu Spr1057

Pro stanoveni vlivu nadprodukce proteinu Sprl057 na fenotyp divokého kmene
S. pneumoniae byl pfipraven kmen, u n¢hoz dochazi k expresi genu sprl057 z nativniho

i inducibilniho zinkového promotoru.

Priprava kmene
Plazmid pJWV25-P,p-spr1057-FLAG linearizovany restriktazou Pvul byl
transformovan do divokého kmene S. pneumoniae. Klony s integrovanym plazmidem byly

selektovany na krevnim agaru s tetracyklinem (2,5 pg/ml). Inzerce Pc.p-spri057-FLAG
do bgaA lokusu chromozomu §S. pneumoniae byla ovéfena PCR reakci s pouzitim
oligonukleotidit LN123 a LN33 a naslednym sekvenovanim. Nov¢ vytvoieny kmen (Spl pZn-
sprl057-FLAG) byl pojmenovan Sp152.

5.1.4 Kmen AstkP S. pneumoniae s indukovanou expresi spr1057-FLAG

Pro vytvofeni mutantniho kmene s deleci genu stkP, u kterého dochézi k expresi genu

spr1057 pod nativnim a zaroven také inducibilnim zinkovym promotorem byl pouzit vektor

pAkCmDk (Novékova et al., 2005). Blizsi popis vektoru viz kapitola 4.1.1.

Priprava kKmene

Vektor pAkCmDk byl transformovan do kmene Spl52. Klony s integrovanym
vektorem byly selektovany na pevném médiu s chloramfenikolem (4,5 pg/ml). U vybranych
klont byla ovéfena delece genu stkP a tedy inzerce vektoru na sprdvné misto pomoci PCR
(oligonukleotidy PH a LN21; obrazek 5.5) a nasledného sekvenovani. Kmen AstkP
s indukovanou expresi genu spr1057 (AstkP pZn-spr1057-FLAG) nese oznaéeni Sp176.

5000 pb )

1500pb
£

500 ob Obr. 5.5. Ovéreni delece genu StkP v k_meni Sp176 pomoci oligonukleotidi
2> PH a LN21. A: oblast genu stkP v kmeni Sp1 (velikost 2447 pb). B: oblast po
deleci genu stkP (velikost 1397 pb). M: standard velikosti 1 kb.

-61 -



5.1.5 Kmen exprimujici spr1057-FLAG z nativniho promotoru

Pro zjisténi hladiny exprese genu sprl057 v divokém typu S.pneumoniae a pro
porovnani s hladinou exprese sprl1057 ve vybranych mutantnich kmenech byl pfipraven
kmen, u néhoz dochazi k expresi genu spr1057 fuzovaného s epitopem FLAG pod nativnim
promotorem. K piipravé konstruktu, nezbytného pro vlozeni sprl057-FLAG pod nativni
promotor byla pouzita Janus kazeta (Sung et al., 2001). Podrobné&jsi popis kazety viz kapitola
4.1.1.

Priprava konstruktu

Pomoci PCR reakci byla z chromozomalni DNA divokého typu S. pneumoniae
amplifikovana oblast pied genem spr1057 pomoci oligonukleotidi ZS12 a ZS13 (oznaéena
»A“; obrazek 5.6, tabulka 5.1) a oblast za genem sprl057 pomoci oligonukleotidi ZS14
a ZS5 (oznacena ,,B“ ; obrazek 5.6, tabulka 5.1) ve sméru transkripce. Janus kazeta byla
amplifikovana s pouzitim oligonukleotidd JG28 a JG29 (tabulka 5.1). Oligonukleotid ZS13
obsahoval komplementarni Usek k N-koncové oblasti oligonukleotidu JG28 (k N-konci Janus
kazety) aoligonukleotid ZS14 obsahoval komplementarni Usek k C-koncové oblasti
oligonukleotidu JG29 (k C-konci Janus kazety), proto mohly byt nasledné PCR produkty ,,A*
a ,,B* pomoci fuzni PCR s pouZzitim oligonukleotidi ZS12 a ZSS5 pfipojeny k Janus kazeté.
Vysledny konstrukt byl pojmenovan Janus1057.

Priprava kmenu

Cely postup ptipravy je mozno rozdé€lit na dvé ¢asti. V prvi ¢asti dochazi k deleci genu
spr1057 pomoci Janus kazety, ve druhé c¢asti jde o zpétné vloZeni tohoto genu (jiz
konjugovaného s epitopem FLAG) pod nativni promotor. Udaje o pouZitych
oligonukleotidech, templatech a vyslednych produktech reakci jsou pro piehlednost popsany

v tabulce 5.1.

.

V prvnim kroku byl konstrukt Janus1057 transformovan do divokého kmene Spl
(obrazek 5.5). Selekce klonl s vloZzenou Janus kazetou byla provedena na krevnim agaru
s kanamycinem (200 pg/ml). Kanamycin-rezistentni klony byly nasledné testovany na ztratu
rezistence ke streptomycinu na krevnim agaru se streptomycinem (500 pg/ml). Klony

se spravnym fenotypem (kanamycin-rezistentni, streptomycin-citlivé) byly dale ovéfeny PCR
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reakci s pouzitim oligonukleotidi ZS7 a JG28. Kmen S. pneumoniae s vlozenym konstruktem

Janus1057 byl oznacen Sp237.

a) ZS12 \ ZS14
l—b schéma
chromozomu
5 N o
— spr1059/ spr1058 spr1056 sprl055
ZS13 \
v A’ ”B“ Zs5
b) ZS12
,_’ spr1057 — ——  Sprios7 Janus1057
5 " \ ¥ o »
" kan>_ rpsL "
~ < . -, ZS5
Ne
PRGN
- S, schéma
5 \ 3 chromozomu
— -
—

spri057 spri057 Sp237

C) 5 N \ / 3

— spr1059 ) spr1058 kan>— rpsL spr1056 spr1055
i

Sp238

d) 5 3

— spr1058 spr1056 >— spr1055 > sprios4a  >——

ZS15 ZS7

Obr. 5.6. Schéma pfipravy kmeni Sp237 a Sp238. a) Schéma amplifikace oblasti pfed genem sprl057
(oznaceno ,,A“; oligonukleotidy ZS12 a ZS13) a za genem sprl057 (oznaceno ,,B“; oligonukleotidy ZS14 a
ZS5) ve sméru transkripce. Cervené: homologni sekvence oligonukleotidi a Janus kazety. Fialové: sekvence
genu spri057. Sedé Sipky: vymezeni oblasti ,,A“ a oblasti ,,B“. b) Konstrukt Janus1057 (spojeny pomoci
oligonukleotidti ZS12 a ZS5) a homologni rekombinace. kan: gen pro kanamycinovou rezistenci. rpsL: gen pro
ribozomalni protein udélyjici citlivost kmene ke streptomycinu. ¢) Schéma chromozomu S. pneumoniae Sp237
s vlozenym konstruktem Janus1057. d) Schéma chromozomu S. pneumoniae Sp238 se sprl1057-FLAG pod
nativnim promotorem. ZS15 a ZS7: oligonukleotidy pro ovéfeni spravného vlozeni spri057-FLAG. Zluté, F:
FLAG epitop.

1.
Ve druhém kroku byla z chromozomalni DNA divokého kmene amplifikovana oblast

pred genem spr1057 pomoci oligonukleotidi ZS12 a ZS16 (oznaéena ,,C*; tabulka 5.2) a za
genem spr1057 pomoci oligonukleotidit ZS17 a ZSS (oznacena ,,D*; tabulka 5.1) ve sméru
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transkripce. Déle byl amplifikovan také samotny gen spr1057 s epitopem FLAG s pouzitim
oligonukleotidit ZS15 a ZS18 — v tomto ptipad¢ byl jako templat pouzit plazmid pJWV25-
Pcep-spr1057-FLAG (oznaceno ,,E*; tabulka 5.1). Oligonukleotidy ZS15 + ZS16 a ZS17 +
7ZS18 obsahovaly vzajemné komplementarni tseky, proto bylo mozné pomoci fuzni PCR
reakce s oligonukleotidy ZS12 a ZS5 fragmenty ,,C* + ,,.D* + ,,E“ spojit. Vysledny produkt
spr1057-FLAG byl transformovan do kmene Sp237.

Tabulka 5.1. Oligonukleotidy a templatova DNA pouzité pii piipravé kmene Sp238.

OLIGONUKLEOTIDY TEMPLAT VYSLEDEK AMPLIFIKACE
ZS12/spr1057 UP F
chromozomalni DNA Spl oblast pfed genem spr1057 (,,A*)
ZS13/spr1057 UP R
ZS14/spr1057 DN F
~ chromozomalni DNA Spl oblast za genem spr1057 (,,B*)
ZS5/spr1055-R
~
S IG28/janusF
>Q Janus kazeta Janus kazeta
JG29/janusF
ZS12/spr1057 UP F
LAC+ B+ Janus kazeta Janus1057
ZS5/spr1055-R
ZS12/spr1057 UP F
chromozomalni DNA Sp1 oblast p¥ed genem spr1057 (,,C*)
ZS16/1057FLAG UP R
. ZS17/1057FLAG DN F
— chromozomalni DNA Spl oblast za genem spr1057 (,,D%)
=  ZS5/sprl055-R
~
g ZS15/spri057FLAG F
>Q pIWV25-P,5-spr1057-FLAG gen sprl057 s epitopem FLAG (,,E*)

ZS18/1057FLAG R

Z512/spr1057 UP F C“+ D“+ E“ konstrukt spr1057 s epitopem FLAG pro
ZS5/spr1055-R 7 7 7 transformaci do Sp237

Selekce klont s vlozenym sprl057-FLAG byla provedena na krevnim agaru
se streptomycinem (500 pg/ml) (tj. selekce na obnovenou rezistenci ke streptomycinu).
Streptomycin-rezistentni klony byly nasledné testovany na ztratu kanamycinové rezistence
na krevnim agaru s kanamycinem (200 pg/ml).

Kolonie se spravnym fenotypem (streptomycin rezistentni, kanamycin senzitivni) jsme
ovérili PCR reakci s pouzitim oligonukleotidi ZS7 a ZS15 (obrazek 5.7) a sekvenovanim.
Novy kmen, u néhoz dochazi k expresi sprl057-FLAG pod nativnim promotorem, byl
pojmenovan Sp238.
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Obr. 5.7. Ovéfeni integrace spr1057-FLAG pod nativni promotor kmene Sp238 s pouZitim oligonukleotidi
ZS7 a ZS15. Ovéfeni bylo provedeno u tfi klonti Sp238. Vysledny PCR produkt ma velikost 2474 bp. M:
marker 1kb.

5.2 Vyloudeni polarniho efektu delece genu sprl057 na sousedni geny a testovani
exprese gent spr1055 - spr1058 na pozadi mutantnich kmeni Sp158, Sp167 a Sp10

Pro vylouceni piipadného polarniho efektu zplsobeného deleci genu sprl057
na sousedni geny bylo pomoci qPCR provedeno stanoveni hladiny exprese gend Sprl055,
spr1056 a spr1058 na pozadi mutantnich kmend Sp158 (Aspr1057), Sp167 (Asprl057 pZn-
spr1057-FLAG) a kmene Sp10 (AstkP), kde je exprese sledovaného genu sprl057 vyrazné
reprimovana (Saskova et al., 2007) (tabulka 5.2). Hladiny exprese genti byly vztazeny
k hladinam exprese v divokém kmeni Sp1.

Tabulka 5.2. Zména exprese gent v okoli genu spr1057 u vybranych kmeni.

. TESTOVANE GENY*
TESTOVANE KMENY
spr1055 spr1056 spr1057 spr1058

Primeér - - — -

Sp158 1.55 1.75 1.24
Primeér - - -

Sp167 1.61 2.18 203.69 1.21
Prameér - - - 5

Sp167 + Zn 1.71 1.71 2.07 0.96
Primeér - R R o

Sp10 5.80 311.63 357.21 0.94

SmOdch - smérodatnd odchylka; --- exprese nedetekovana; * naméiené hodnoty reprezentuji zmény exprese

sledovanych genti u kmeni Sp10, Sp158 a Spl167 v porovnani s divokym typem S. pneumoniae; pozitivni ¢i
negativni hodnoty udavaji zvysenou (+) ¢i sniZzenou (-) hladinu exprese gend u testovanych kment; cervené:
indukce exprese genu spr1057 u Sp167 po pfidani 0,1 mM ZnCl, do média.
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Bylo zjisténo, Zze u téchto testovanych kmenti nedochazi ke zméné exprese okolnich
testovanych genu (tabulka 5.2) a z vysledkd lze usoudit, Ze delece genu sprl057 nema
na prilehlé geny zadny polarni efekt.

Analyzou transkriptomu S. pneumoniae bylo zjisténo, ze u mutantniho kmene Sp10
(AstkP) dochazi ke snizeni exprese genu sprl052 (-2,12x), sprl053 (-2,83x), sprl054
(-3,88x), spr1055 (-4,08x), sprl056 (-8,81x) a spr1057 (-58,52x) (hodnoty ziskané z analyzy
DNA microarrays; (Saskova et al., 2007). Snizena exprese genu spr1057 byla déle potvrzena
pomoci gPCR (Saskova et al., 2007; tato prace tabulka 5.2). Nase vysledky ukazaly, ze krom¢
represe genu sprl057 byla v kmeni Spl0 zaznamenana také vyrazné snizend exprese
nasledujiciho genu sprl056 (-311,63x) ve sméru transkripce a mirna represe genu Spril05
(-5,8x) (tabulka 5.2), které jsou dohromady soucasti spole¢né polycistronni mRNA (kapitola
5.3).

5.3 Kotranskrip¢ni analyza predpokladaného operonu

Abychom mohli zjistit, zda je gen sprl057 piepisovan v podobé monocistronni nebo
polycistronni mRNA, byla proveda kotranskripéni analyza pomoci RT-PCR. Z celkové RNA
izolované z bunék kultivovanych v C+Y médiu byla syntetizovana cDNA, kterd byla pouZita
jako templatovd DNA pro amplifikaci pomoci PCR. Za timto ucéelem byly navrzeny
specifické oligonukleotidy, jejichz PCR produkty mély byt sekvence DNA tvotfené vzdy
koncem jednoho a zaCatkem nasledujiciho genu (tabulka 4.6, obrézek 5.8) Jako pozitivni
kontrola byla v PCR reakci pouzita chromozomalni DNA a jako negativni kontrola cDNA
syntetizovanda bez pfitomnosti reverzni transkriptazy.

Na obrazku 5.8 je znazornéno schéma ¢asti genomu kmene Spl S. pneumoniae s geny
spr1046-1058, jejichz koexprese byla testovana. Cislovani 1. — 12. predstavuje jednotlivé
PCR reakce, pouzité oligonukleotidy jsou zapsany v tabulce 4.6. Obrazek 5.9 demonstruje

vysledek kotranskripcni analyzy pro geny spr1058 — spr1046.
12.

1. 2. 3. 4. 5. 6 7. 8. 9. 10 11. <spr1046
I || || | | | I | | N | I
Spr1056> spr1055> SprlOSNsprlOSé spr1052> spl’105> Spl’lOS} spr1049> spr1048 }sprl%} ‘
| | | | | 1 1 | | | | | |
I 1 I 1 I 1T |

| L | L | |_| L | |
I 1 1 I I 1T 1 I 1 I 1 T 1
518bp 661bp  644bp  695bp 683bp 683bp 424bp 397bp 403bp 499bp  493bp 483bp

Obr. 5.8. Schéma genomu S. pneumoniae sgeny zahrnutymi v kotranskripéni analyze. Cislice 1-12
oznacuji jednotlivé PCR reakce s vyznacenou velikosti PCR produktu (pb). Gen spr1046 se nachazi na opa¢ném
vlakn€ ve sméru proti transkripci. Schéma je orientovano ve sméru transkripce.
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Obr. 5.9. Kotranskrip¢ni analyza genii spr1058 — spr1046.

Pouzité templaty: al) + a2) cDNA. bl) + b2) chromozomalni DNA S. pneumoniae (pozitivni kontrola). c1) +
c2) celkovdi RNA (cDNA syntetizovand bez reverzni transkriptazy jako negativni kontrola). Cervené:
rozdil pritomnosti PCR produktu. Zelené: shodny PCR produkt. Cisla 1 — 12: jednotlivé PCR reakce. M:
Marker molekulovych hmotnosti 1kb.

Ziskané specifické PCR produkty odpovidaly kotranskripci sousednich genti spri057-
1056 (2), spr1056-1055 (3), spr1055-1054 (4), spr1054-1053 (5), spr1053-1052 (6), spr1052-
1051 (7), sprl051-1050 (8), spr1050-1049 (9), spr1049-1048 (10), sprl048-1047 (11),
spr1047-1046 (12) (obrazek 5.9). Nepiitomnost transkriptu prvni PCR reakce (kotranskripce
sousednich genti spr1058-1057), jejimz templatem byla cDNA, v porovnani se stejnou PCR
reakci, ktera byla provedena na chromozomalni DNA jako templatu (pozitivni kontrola
experimentu) (vyznaceno Cervené, obrazek 5.9) je dikazem toho, ze gen spr1058 jiz soucasti
spole¢né polycistronni mRNA neni a ze gen sprl057 je prvnim genem v operonu. Konec
operonu se touto metodou stanovit nepodafilo a z dosazenych vysledki tedy nelze vyloucit, Ze
geny spr1057-1047 jsou koexprimovany v podob¢ polycistronni mRNA.

Gen sprl046 je v genomu Spl orientovan v opaéném sméru vzhledem k ostatnim

testovanym gentim a z tohoto diivodu jsme nepiedpokladali, ze po PCR amplifikaci cDNA
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i chromozoméalni DNA bude ziskdn u obou reakci PCR produkt o spravné velikosti
korespondujici s koexpresi genti Spri047-1046 (na obrazku 5.9 vyznaceno zelen¢ a Cislem
12). Presto se z piedbézné analyzy zda, ze soucasti polycistronni mRNA zminéné vyse je
ziejme 1 Cast sekvence genu sprl046, coz mize byt ovSem artefakt zplisobeny nevhodné

navrzenym oligonukleotidem genu spr1046 (viz diskuze).

5.4 Indukce exprese genu spr1057 a monitorovani rastu kmena S. pneumoniae

Za tucelem stanoveni optimalnich kultivacnich podminek a pro ovétfeni, zda maji
vytvofené mutace vliv na rast bakterialnich kmend S. pneumoniae, byly sledovany rustové
vlastnosti divokého typu (Spl), AstkP kmene (Sp10) a vytvoienych mutantnich kment Sp152
(Spl pZn-sprl057FLAG), Spl58 (Asprl057), Spl67 (Asprl057 pZn-sprl057FLAG)
a Sp176 (AstkP pZn-spr1057FLAG) v komplexnich médiich BHI, TSB, CAT a C+Y.

Rustové charakteristiky jednotlivych kmenti i doba zdvojeni byla u vSech kment
v komplexnich médiich, tj. BHI, TSB a CAT, podobna (data nejsou uvedena). Nicméné, pii
sledovani exprese genu sprl057 pomoci imunodetekce s Anti-FLAG protilatkou se ukazalo,
Ze tato média nejsou pro nase ucely vhodna, nebot' zde dochazelo k expresi sprl057
z inducibilniho zinkového promotoru i bez dodate¢né pridaného ZnCl,, induktoru ektopické
exprese genu sprl057. Veskeré pokusy byly proto provadény v C+Y médiu, kde K indukci

exprese genu sprl057 ze zinkového promotoru dochazelo az po ptidani induktoru do média.

Pro indukci exprese genu spr1057 z inducibilniho zinkového promotoru byl do médii
ptidavan ZnCl, a MnCl; v koncentraci 0,1 mM. Tato koncentrace byla zvolena na zakladé
experimentl, pfi kterych byla s pouZzitim imunodetekce proteinu Spr1057-FLAG ovéfovéana
indukce exprese genu spr1057-FLAG z inducibilniho zinkového promotoru (kmeny Sp152,
Spl76; obrazek 5.10a) a stanovovana optimalni hladina induktoru v médiu (kmeny Spl167,
Sp238; obrazek 5.10b). Uelem stanoveni optimélni hladiny induktoru v médiu bylo nalézt
takovou koncentraci induktoru, kter4 v komplementa¢nim kmeni Spl167 vyvola expresi
ektopicke kopie genu spr1057-FLAG srovnatelnou s divokym kmenem Sp1.

Kmeny Sp152 (Spl pZn-sprl057FLAG), Sp167 (Asprl057 pZn-sprl057FLAG), Spl76
(AstkP pZn-spr1057FLAG) a Sp238 (Spl sprl057-FLAG) byly kultivovany v C+Y médiu
Vv ptitomnosti gradientu induktoru exprese ZnCl, (0 mM; 0,025 mM; 0,05 mM; 0,1 mM)

a v pritomnosti 0,1 mM MnCl,. Pomoci mechanického ¢i chemického rozruseni bunék
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S. pneumoniae byly z kultur pfipraveny celkové lyzaty. Proteinové vzorky jednotlivych
kmeni byly rozdéleny pomoci denatura¢ni SDS-PAGE elektroforézy a produkce Spr1057-
FLAG byla sledovana imunodetekci s Anti-FLAG protilatkou.

(AstkP pZn-spr1057-FLAG) (Aspr1057 pZn-spr1057-FLAG):  (Spl sprl057-FLAG)
)

a) b)
mM ZnCl, mM ZnCl,
A A
- | Y -~ , —~
0 0,025 005 01, 0 0025 005 0,1 0 002 005 01 , 0 00250050,

26 kDa : 26 kDa |

1 1
Sp152 Sp176 Sp167 | Sp238

1
1

(Sp1 pZn-spr1057-FLAG)

Obr. 5.10. Detekce proteinu Spr1057 zna¢eného epitopem FLAG pomoci protilatky proti tomuto epitopu
(Anti-FLAG krali¢i 1 : 1 000; sekundarni protilatka Anti-Rabbit 1gG-POD 1 : 10 000; detekce signélu po 10
minutové expozici snimku). a) ovéfeni indukce exprese spr1057 z inducibilniho zinkového promotoru u kmenti
Sp152 aSpl76. b) exprese ektopicke kopie genu sprl057-FLAG v porovnani sexpresi sprl057-FLAG
z nativniho promotoru divokého kmene.

Z obrazku 5.10a je ziejmé, ze se zvysujici se koncentraci ZnCl, v médiu dochazi ke
zvySujici se produkci proteinu Spr1057-FLAG ze zinkového promotoru. Z obrazku 5.10b
vyplyva, Ze nejvhodnéj$i koncentrace induktoru, ktera v komplementaénim kmeni Spl167
vyvola expresi ektopické kopie genu spr1057-FLAG srovnatelnou s divokym kmenem Spl je
koncentrace 0,1 mM ZnCl,. Vyssi testované koncentrace ZnCl, jiz na rust kmend S.
pneumoniae pisobily inhibi¢né (data neuvedena). Na zakladé téchto vysledku byla pro dalsi

experimenty zvolena koncentrace 0,1 mM ZnCl,.

Rist kment Spl, Sp10 (AstkP), Sp152 (Spl pZn-sprl057-FLAG), Sp158 (Asprl057),
Sp167 (Asprl057 pZn-spr1057-FLAG) a Spl176 (AstkP pZn-spr1057-FLAG) S. pneumoniae
byl nasledné porovnavan v C+Y médiu a v C+Y mediu s 0,1 mM ZnCl, a 0,1 mM MnCl,
(obrazek 5.11).
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Obr. 5.11. Ristové kiivky kmeni S. pneumoniae v C+Y médiu a v C+Y médiu s pridavkem ZnCl, a MnCl, (oba 0,1 mM) pro indukci exprese genu spr1057. Spl:
divoky typ (wt); Sp10: AstkP; Sp152: Spl pZn-sprl057-FLAG; Sp158: Asprl057; Spl67: Asprl057 pZn-sprl057-FLAG; Spl76: AstkP pZn-sprl057-FLAG. a) C+Y
médium bez induktoru exprese; b) C+Y médium s induktorem exprese.
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Z obrazku 5.11a je patrné, ze rust kmenu s deleci genu sprl057 (Sp158, Sp167) byl
v C+Y médiu bez ptidavku induktoru pomalejsi (doba zdvojeni téchto kmenti byla shodné
53 min) a ze tyto kmeny dosahovaly nizSich optickych denzit ve stacionarni fazi ristu, nez
divoky typ Spl. Totéz platilo pro kmeny s deleci genu stkP (Sp10, Sp176), jejichz doby
zdvojeni byly v médiu bez induktoru ptiblizné 49 min. Nadprodukéni kmen Sp152 vykazoval
podobné rustové vlastnosti jako divoky typ Spl (doba zdvojeni Sp152 byla 35 min, pro Spl to
bylo 33 min).

Po piidani ZnCl, do média (obrazek 5.11b) doslo u kment Sp152 (Spl pZn-sprl1057-
FLAG), Spl67 (Asprl057 pZn-sprl057-FLAG) a Spl76 (AstkP+pZn-sprl057-FLAG)
k expresi genu sprl057 zinducibilniho zinkového promotoru. Za pfitomnosti induktoru
v médiu doslo ve stacionarni fazi ristu ke zvySeni hodnot optické denzity kmend Sp158
a Spl67, jejichz doba zdvojeni byla shodné o 10 minut kratsi (tj. 43 min), nez v médiu bez
ZnCl,. Protoze doba zdvojeni téchto kmend dosahovala v obou ptipadech stejnych hodnot,
pro eliminaci vlivu ZnCl;, na rtst kment byly vSechny dalsi ristové experimenty provedeny
v C+Y médiu s ptidavkem 0,1 mM ZnCl, a to vzdy u vSech testovanych kment. Ristové
rychlosti divokého (Spl) a nadproduk¢niho kmene (Sp152) byly naopak nepatrné zpomaleny
a delsi doby zdvojeni byly zaznamenany také pro kmeny Sp10 a Sp176, v porovnani s ristem
téchto kment bez pfidaného ZnCl,. Doby zdvojeni kment jsou pro piehlednost shrnuty
v tabulce 5.3.

Tabulka 5.3. Doba zdvojeni testovanych kmend v C+Y médiu a v C+Y médiu
s induktorem exprese genu spr1057 (0,1 mM ZnCl,)

MEDIUM TESTOVANE KMENY

Spl Sp10 Sp152 Sp158 Sp167 Sp176
C+Y 33 min 49 min 35 min 53 min 53 min 49 min
C+Y +zZn** 38 min 53 min 38 min 43 min 43 min 52 min

-71-



Z porovnani rustovych kiivek kmenu v C+Y médiu a v C+Y médiu se ZnCl, bylo
zjisténo, ze nadprodukéni kmen Sp152 vykazuje stejné rustové charakteristiky jako divoky
kmen Spl. Kmen Spl158 (Asprl057) dosahuje vyznamné nizSich optickych denzit
v porovnani s divokym kmenem Spl. U komplementa¢niho kmene Sp167 nebylo po pfidani
0,1 mM ZnCl,, induktoru exprese genu sprl057, zaznamenano obnoveni rdstu na Groven
divokého kmene Spl, ptestoze hladina exprese genu sprl057 se po piidani ZnCl, na uroven
divokého kmene vraci (tabulka 5.2) a podobné se obnovuje i produkce proteinu Spr1057-
FLAG (obrazek 5.10b). Kmen Sp176 (AstkP pZn-sprl057-FLAG) odpovidad svym ristem
kmeni Spl10 (AstkP). Na ptitomnost ZnCl, v médiu obnovenim rlstu nereaguje, pirestoze
produkce proteinu Sprl057 byla pomoci imunodetekce s pouzitim Anti-FLAG protilatky

prokazéna i u tohoto kmene (obrazek 5.10a).

5.5 Citlivost S. pneumoniae k modifikovanym nukleotidim

Pii studiu funkce proteinu Spr1057 jsme se inspirovali experimenty Titz et al. (2007),
ktefi stanovili funkci proteinu YjjG E. coli, homologa proteinu Spr1057 S. pneumoniae,
in vivo a navazali jsme na dfive dosazené vysledky u S. pneumoniae (Vackové, 2010). Pro
potvrzeni nukleotidazové funkce proteinu Spr1057 byl sledovan rist kmend S. pneumoniae
Vv ptitomnosti 5-fluoro-2”-deoxyuridinu  (5-FdU) a 5- bromo-2"-deoxyuridinu  (5-BrdU)
aporovnavana mira inkorporace 5-BrdU do chromozomalni DNA mutantnich kmend
S. pneumoniae oproti divokému typu Sp1.

Z vysledkli experimentli bylo zjiSténo, ze rust nadprodukéniho kmene Sp152 nebyl
inhibovan ani pii nejvyssi pouzité koncentraci 5-FdU (5 puM) a 5-BrdU (10 pM) a byl
srovnatelny s divokym kmenem Spl. Inhibovan nebyl pii téchto koncentracich
modifikovanych nukleotidi ani rast kmene Sp176 (AstkP pZn-sprl1057-FLAG) (data nejsou
uvedena). Vzhledem k tomuto zji$téni a pro piehlednéjsi interpretaci vysledki nejsou ristové
ktivky téchto dvou kmenti (Sp152, Sp176) v nasledujicich experimentech uvedeny a v dalsich

pokusech jiz tyto kmeny nebyly pouZivany.
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5.5.1 Ristové vlastnosti kmenu v pritomnosti 5-FdU

5- fluoro-2"-deoxyuridin (5-FdU)

Jednd se o pyrimidinovy derivat (obrdzek 5.12), ktery v bunkach pisobi jako

cytostatikum. Pomoci thymidinkinazy mize byt pfeménén na 5’-fluoro-dUMP (O”Donovan
a Neuhard, 1970). 5 -fluoro-dUMP inhibuje DNA syntézu v bunikach tim, Ze blokuje
thymidylat syntetazu, nezbytnou pro syntézu thymidinu, coz vyusti v hladovéni bun¢k na

thymin a nasledny tthyn bunééné kultury (Cohen et al., 1958).

o
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Obr. 5.12. Strukturni vzorec 5-FdU. (Zdroj: www.sigmaaldrich.com)

Kultivace v pritomnosti 5-FdU
Pro kultivaci kment v pfitomnosti modifikovaného nukleotidu 5-FdU byly zvoleny

koncentrace 0 uM, 2 UM a 5 uM 5-FdU (obrazky 5.13 a 5.14). Pro indukci exprese genu
spr1057 ze zinkového promotoru byl do média ptidan 0,1 mM ZnCl,. Data rustovych kiivek

byla ziskana z méteni v duplikatech.
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Obr. 5.13. Porovnani ristu kment Spl, Sp10, Sp158 a Sp167 S. pneumoniae v C+Y médiu s 0,1 mM ZnCl,
(znaceno plnymi symboly) a v C+Y médiu s 0,1 mM ZnCl, a piidavkem 2 pM 5-FdU (znadeno prazdnymi
symboly). a) Spl: divoky typ (wt); Sp10: AstkP. b) Spl: divoky typ (wt); Sp158: Aspr1057. c) Spl: divoky typ
(wt); Spl167: Asprl057 pZn-spr1057-FLAG. d) Spl: divoky typ (wt); Spl67: Asprl057 pZn-sprl057-FLAG;
* kmen Sp167 bez ptidavku ZnCl, a MnCl, (0,1 mM) v médiu.

Pti sledovani vlivu 5-FdU na ristové vlastnosti kmenti Spl, Spl10, Spl158 a Spl167
se ukazalo, ze kmeny s deleci genu spr1057 (Sp158 a Sp167) mély jiz v ptitomnosti 2 pM
této toxické latky znacné snizenou Zivotaschopnost. Naopak po piidani ZnCl, do média doslo
u kmene Sp167 k indukci exprese spr1057 ze zinkového promotoru a ke komplementaci rastu
tohoto kmene na troven rustu kmene bez piidaného 5-FdU (obrazek 5.13).

Kmen Sp10 reagoval na toxicky 5-FdU vyrazné&ji az pii vyssich koncentracich této latky

v médiu (5 uM), jak je patrné z obrazku 5.14.
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Obr. 5.14. Porovnani ristu kmend Spl a Spl10 v C+Y médiu. Spl_0: rist Spl v médiu bez 5-FdU. Spl_2:
rst Spl v médiu s piidavkem 2 uM 5-FdU. Sp1_5: rist Spl v médiu s piidavkem 5 uM 5-FdU. Sp10_0: rst
Sp10 v médiu bez 5-FdU. Sp10_2: rist Sp10 v médiu s piidavkem 2 uM 5-FdU. Sp10_5: rist Sp10 v médiu
s pfidavkem 5 uM 5-FdU.

5.5.2  Ristové vlastnosti kmenu v pFitomnosti 5-BrdU

5-bromo-2"-deoxyuridin (5-BrdU)
5-BrdU je analog thymidinu, pyrimidinovy derivat (obrazek 5.15). Je schopen

inkorporovat se do DNA béhem jeji syntézy a zpusobit vazna posSkozeni genetického

materidlu, napiiklad chybné parovani bazi.
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Obr. 5.15. Strukturni vzorec 5-BrdU. (Zdroj: www.sigmaaldrich.com)
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Kultivace Vv pritomnosti 5-BrdU

Pro kultivaci kment v pfitomnosti modifikovaného nukleotidu 5-BrdU byly zvoleny
koncentrace 0 uM, 2 uM, 5 uM a 10 uM 5-BrdU. Pii koncentraci 2 uM 5-BrdU byly ristové

rozdily jednotlivych kmenii minimalni, proto jsou uvedeny jen rustové kiivky ziskané

kultivaci kment pfi vy$Sich koncentracich 5-BrdU v porovnani s rustovymi kiivkami téchto

kment bez ptidavku 5-BrdU (obrazek 5.16). Pro indukci exprese genu spr1057 ze zinkového

promotoru byl do média ptidan 0,1 mM ZnCl,. Data rastovych kiivek byla ziskana z méteni

v duplikatech.
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Obr. 5.16. Porovnani ristu kmena Spl, Sp10, Sp158 a Sp167 S. pneumoniae v C+Y médiu s 0,1 mM ZnCl,
(znaceno plnymi symboly) a v C+Y médiu s 0,1 mM ZnCl, (zna¢eno prazdnymi symboly) s piidavkem
5uM a 10 pM 5-BrdU. a) Spl a Sp10 (AstkP) b) Spl a Sp158 (Aspr1057) c) Spl a Spl67 (Asprl057 pZn-
spr1057-FLAG) d) Spl a Sp167 (Asprl057 pZn-sprl057-FLAG); * rlstova kiivka kmene Sp167 bez ptidavku
ZnCl, v kultiva¢nim médiu.
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Z uvedenych grafti ristovych kifivek na obrazku 5.16 jsou zietelné vidét ucinky
toxického 5-BrdU ptedev$im na kmeny s deleci genu sprl057 (Spl58 a Spl67*), kdy
zvysujici se koncentrace této latky v médiu snizuje zivotaschopnost bunécnych kultur.
V porovnani s a¢inky 5-FdU na bunéénou kulturu je ale Géinek 5-BrdU mnohem méné
toxicky.

Po pfidani ZnCl, do média dochazi sice u kmene Sp167 k indukované expresi genu
spr1057 (obrazek 5.10), na komplementaci riistu tato exprese ovSem vliv nema a rust je
srovnatelny s deleénim kmenem Sp158. U kmene Sp167 dochazi po ptidani ZnCl, do média
K mirnému zvySeni rastové rychlosti v porovnéani sristem tohoto kmene bez piidavku
induktoru. Nicméné, jak vyplyva z porovnani rustu bez a s ptidavkem ZnCl, (obrazek 5.11),
jedna se pouze o vliv ZnCls, nikoli o vliv exprese genu spr1057.

Kmen Spl0 dosahuje v piitomnosti 5-BrdU v médiu nizSich optickych denzit pfi
pfechodu do stacionarni faze rdstu v porovnani sriastem bez 5-BrdU, zejména pak pfi
nejvyss$i koncentraci tohoto toxického nukleotidu (10 uM), zatimco divoky kmen Spl

nereaguje snizenim rustové rychlosti ani pii 10 uM 5-BrdU v médiu.

5.5.3 Inkorporace 5-BrdU do chromozomalni DNA S. pneumoniae

Prestoze citlivost testovanych kmenti k 5-BrdU nebyla pfili§ vysoka, zajimalo nas, zda
utéchto kment dochazi k inkorporaci 5-BrdU do DNA. Mira inkorporace tohoto
mutagenniho nukleotidu do chromozomalni DNA S. pneumoniae byla porovnavana u kment
Spl, Sp10, Sp158 a Sp167 (obrazek 5.17). Koncentrace pouzitého 5-BrdU byly 0 uM, 2 uM,
5 uM a 10 pM. Na Hybond-N* membranu byly naneseny 3 g izolované chromozomalni
DNA S. pneumoniae a pro detekci inkorporace mutagenniho nukleotidu byla pouzita
protilatka Anti-bromodeoxyuridin-POD.
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Obr. 5.17. Inkorporace 5-BrdU do chromozomalni DNA kmeni Sp1, Sp10, Sp158 a Sp167.

* koncentrace pouzitého 5-BrdU; krouZky vyznacuji mista naneseni DNA na membranu. Kmen Spl67
(komplementaéni kmen) byl kultivovan jak s 0,1 mM ZnCl, (Sp167 Zn), tak také bez pfidavku tohoto induktoru.

Ziskané

vysledky

experimentu

jednoznaéné

dokazuji

zvysenou

inkorporaci

mutagenniho nukleotidu 5-BrdU do chromozomalni DNA u kmend s deleci genu spr1057

(Sp158 a Sp167 bez ZnCl,). Inkorporace byla prokazana rovnéz u kmene s deleci genu pro

StkP (Sp10). Opét bylo potvrzeno, ze po ptidani ZnCl, do média dochazi ke komplementaci

delece genu spr1057 (vzorek Spl167 Zn), coz se projevuje nulovou inkorporaci mutagenniho

nukleotidu 5-BrdU do chromozomalni DNA komplementa¢niho kmene, stejné jako

u divokého typu Spl.
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6 DISKUZE

6.1 Sprl057 S. pneumoniae jako homolog YjjG E. coli

V genomu Streptococcus pneumoniae se nachazi jedind kopie genu kédujici Ser/Thr
proteinkindzu eukaryotniho typu, StkP. Pfi studiu vlivu StkP na bunécné procesy
S. pneumoniae byl vnasi laboratofi identifikovan gen sprl057, jehoz exprese byla
v mutantnim kmeni AstkP, v porovnani s divokym kmenem Spl, vyznamné snizena (500x,
stanoveno metodou gPCR) (Saskova et al. 2007).

Produkt tohoto genu, protein Spr1057, se dostal do popfedi naseho zdjmu zejména
proto, ze ackoliv neni substratem StkP, hladina exprese piislusného genu byla v kmeni AstkP
ovlivnéna nejvice ze vsech.

Funk¢énim homologem proteinu Spr1057 u E. coli je protein YjjG (Vackovd, 2010).
Ackoliv pii porovnani aminokyselinovych sekvenci byla odhalena relativné nizk4d podobnost
(32%), na zaklad¢é piitomnosti konzervovanych aminokyselin v Katalytickych doménach bylo
mozné protein zafadit mezi ,,house-cleaning” nukleotidazy nadéeledi HAD. Toto zatfazeni
bylo dale potvrzeno ur¢enim substratove specifity proteinu (Vackova, 2010).

Protein YjjG je ,house-cleaning” nukleotidaza s vysokou afinitou k atypickym
pyrimidinovym derivatim (Proudfoot et al., 2004). Podrobnéj$im studiem tohoto proteinu se
zabyvali Titz et al. (2007). Bylo zjisténo, ze protein YjjG brani inkorporaci mutagennich
nukleotidii do DNA a byla vyslovena hypotéza, ze by tento protein mohl chranit bakterie pred
pyrimidinovymi derivaty jak z okolniho prostiedi, tak pted témi, které vznikaji jako vedlejsi
produkty bakterialniho metabolizmu. Nejbliz§im homologem proteinu YjjG E. coli u ¢lovéka
byl identifikovan protein HDHD4 (NANP, fosfatdza N-acetylneuraminové kyseliny), ktery
ovSem nevykazuje protektivni ucinek vuci atypickym nukleotidim, nevyjimaje atypické
nukleotidy uzivané pti 1é¢bé rakoviny (Furguhar et al., 1995; Titz et al., 2007).

Zminéna studie némeckych kolegli pro nds byla inspiraci k sestaveni experimentl
vedoucich Kk objasnéni funkce proteinu Spr1057. Dilezitym podkladem ale byla také
diplomové préce Zuzany Vackové, vypracovana v ptedchozich letech v nasi laboratofi, ktera
pojednavala o charakterizaci proteinu Spr1057 in vitro. Hlavnim cilem mé diplomové préace

bylo pomoci objasnit funkci proteinu Spr1057 v podminkach in vivo.
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6.2 Priprava mutantnich kmenu a vylouceni polarniho efektu delece genu spr1057

Za Gcéelem studia funkce proteinu Spr1057 S. pneumoniae in vivo byl piipraven dele¢ni
kmen Asprl057 (Spl158), komplementa¢ni kmen exprimujici gen sprl057-FLAG
pod inducibilnim zinkovym promotorem z lokusu bgaA na chromozomu S. pneumoniae
(Sp167) a dale nadprodukéni kmen exprimujici nativni spr1057 a také spr1057-FLAG pod
inducibilnim zinkovym promotorem, opét z lokusu bgaA na chromozomu S. pneumoniae
(Sp152). Pro studium vlivu proteinu Spr1057 na fyziologii kmene AStkP byl pfipraven kmen
AstkP exprimujici spr1057-FLAG pod inducibilnim zinkovym promotorem z lokusu bgaA na
chromozomu S. pneumoniae (Sp176).

Pro vylouceni vzniku polarniho efektu v dele¢nim kmeni Asprl057 bylo provedeno
porovnani hladin exprese gent v nejbliz§im okoli genu spr1057 (spr1058, spr1057, spri056
a sprl055) v kmenech Sp158 (Asprl057) a Spl167 (Asprl057 pZn-sprl057-FLAG). Tato
analyza byla provedena pomoci RNA izolované z kultur péstovanych v CAT médiu. Kmen
Sp167 byl kultivovan jak v médiu bez induktoru, tak v médiu s ptidanym ZnCl, z dtivodu
indukce exprese ektopicky kdédovaného genu sprl057. Ze ziskanych hodnot tohoto
experimentu bylo prokdzano, ze delece genu spr1057 u kmenti Sp158 a Sp167 nema vliv na
expresi okolnich genti sprl058, sprl056 asprl055. Hladina exprese téchto genti byla
v kmenech Sp158 a Sp167 srovnatelna s divokym typem Sp1.

Dale bylo potvrzeno, ZeVkmeni Spl158 (Asprl057) byl gen sprl057 skuteéné
deletovan, nebot’ u né&j nebyla exprese genu sprl057 detekovana. Stejny vysledek byl
ocekavan také u komplementacniho kmene Spl167, ktery byl péstovan bez pridavku ZnCl..
V tomto kmeni byla exprese sice vyrazné potlacena (-203x), dosazeny vysledek nicméné
nebyl ve shodé s vysledkem ziskanym u kmene Spl158, coz by pravdépodobné mohlo byt
zpusobeno slabou expresi genu sprl057 z inducibilniho promotoru i bez cileného ptidani
induktoru ZnCl, do media. V tomto pfipadé se ziejmé jednalo o disledek pouziti
komplexniho nedefinovaného CAT média, které bylo pro tuto analyzu zvoleno z dtvodu
porovnatelnosti vysledkl s dfive provedenymi experimenty (Saskova et al., 2007). CAT
médium obsahuje blize neidentifikované mnozstvi Zn*", které je pravdépodobné postacujici
pro indukci bazalni exprese spr1057. Po piidani ZnCl, do média byla v kmeni Sp167 hladina
exprese spr1057 srovnatelna s divokym kmenem Spl.
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Pfi testovani genové exprese v kmeni Sp10 (AStkP ) bylo dosazeno podobnych vysledkt
jako u Saskova et al. (2007) a bylo znovu ovéteno, ze v AStkP kmeni je exprese genu spr1057
vyrazné reprimovana (-357x tato prace; -502x Saskova et al. (2007)). U kmene Sp10 byla
V této praci pozorovana také snizena exprese genu sprl056 (-311x) a slabé snizena exprese
genu spr1055 (-5,8x).

6.3 Kotranskrip¢ni analyza predpokladaného operonu

Na zaklad¢ dostupnych udajii o funkci genii Gcastnicich se metabolizmu nukleotidd,
které se nachazeji v blizkosti genu sprl057 (http://www.genome.jp/kegg/) jsme
pfedpokladali, Zze by geny sprl057 — sprl052 mohly byt soucdsti jednoho operonu.
Kotranskripéni analyzou téchto genti se nam ale nepodatilo stanovit konec operonu a proto
jsme se rozhodli stejnou metodou otestovat dalsi geny nachézejici se ve sméru transkripce,
jmenovité spr1051, spr1050, spr1049, sprl048, spri047 a sprl046. Gen spr1046 se nachéazel
na opaéném vlakné¢ a v opacné orientaci viC¢i ostatnim testovanym genim a tudiz jsme
neptfedpokladali, Ze by mohl byt soucasti stejné mRNA.

Provedenim této analyzy byl uren gen sprl057 jako prvni gen operonu. Pomoci
pouzit¢ RT-PCR metody se opét nepodafilo stanovit konec operonu a nemizeme tak tedy
vyloucit, Ze jsou geny Spr1057 — sprl047 soucésti jedné polycistronni mRNA a tudiz soucasti
jednoho velkého operonu. Neni také vylouéeno, Ze se v této genové sekvenci vyskytuji navic
interni promotory a Ze jsou geny testované sekvence soucasti jesté jinych kratSich transkripti.
Pritomnost PCR produktu korespondujiciho s koexpresi gent sprl047 - sprl046 byla
pravdépodobné disledkem nevhodného navrzeni oligonukleotidu pro gen sprl046. Pro
pfipadné vylou€eni pouziti nevhodného oligonukleotidu je tfeba navrhnout oligonukleotid
novy, ktery bude umoznovat amplifikaci delsi sekvence, v idedlnim piipad¢ cely gen spr1046
spolu s ¢asti genu spr1047 a jesté dalsi oligonukleotid, ktery by umoznil amplifikovat cely
gen sprl047 spolu s ¢asti genu sprl046. Predpokladem proto zlstava, Ze soucasti operonu
jsou pouze geny sprl057 — sprl052, tato hypotéza bude vsak do budoucna vyzadovat dalsi
ovéteni. Vhodnou metodou by mohl byt tzv. ,,Northern blotting™ v kombinaci s ptipravenymi

hybridizacnimi sondami vii¢i jednotlivym testovanym gentim.
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6.4 Rustové charakteristiky mutantnich kmenu S. pneumoniae

Pro kultivaci kmenii byla nejprve pouzivana komplexni nedefinovana média BHI, TSB
a CAT. Na zakladé imunodetekci proteinu Spr1057-FLAG pomoci Anti-FLAG protilatky
Vv celkovych lyzatech testovanych kmenti bylo vSak zjisténo, ze k expresi genu sprl057
z inducibilniho zinkového promotoru dochézi i v podminkach bez dodatené pridanych Zn**
iont do média. Tento vysledek byl navic potvrzen pomoci qPCR analyzy genové exprese
genu sprl057 v komplementacnim kmeni Sp167, ktery byl kultivovan bez ptidani ZnCl;
v CAT médiu. Jednim z moznych dtivodi by mohlo byt pravé nedefinované slozeni pouZitych
médii, kterd pravdépodobné obsahuji blize neurcené koncentrace zine¢natych iontd, takze i
bez ptidani induktoru do média dochézi ke slabé expresi genu umisténého pod inducibilni
zinkovy promotor. Tato skute¢nost by mohla v dalSich fazich experimentl zplsobit falesné
pozitivni vysledky, proto bylo od pouzivani téchto médii ustoupeno a vSechny experimenty
byly provedeny v definovaném C+Y médiu.

Pfi porovnani rustovych vlastnosti ptipravenych mutantnich kment s divokym kmenem
S. pneumoniae v C+Y médiu bylo zjisténo, ze delece genu sprl057 vyznamnym zpisobem
ovlivituje zivotaschopnost kmend. Delecni kmen Sp158 (Aspr1057) a komplementacni kmen
Sp167 (Aspr1057 pZn-sprl057-FLAG) dosahovaly ve staciondrni fazi rdstu vyrazné nizsich
hodnot optickych denzit v porovnéani s divokym kmenem S. pneumoniae. Tyto kmeny mély
ze vsech testovanych kmenu nejdelsi dobu zdvojeni. Oproti naSemu zjisténi, Titz et al. (2007)
pozorovali velmi maly rozdil v rychlosti rustu kmene AyjjG oproti divokému kmeni E. coli,
nezaznamenali tedy vliv delece genu yjjG na Zivotaschopnost této bakterie. Piestoze ani
protein Sprl057 neni pro S. pneumoniae esencialni, jeho rast byl ztratou genu sprl057
vyznamnym zpusobem ovlivnén. Nadproduk¢éni kmen Spl152 (Spl pZn-sprl057-FLAG)
vykazoval ristové charakteristiky velmi podobné divokému kmeni Sp1. Kmeny Sp10 (AstkP)
a Sp176 (AstkP pZn-spr1057-FLAG) m¢ly v médiu bez pfitomnosti ZnCl, srovnatelné doby
zdvojeni, které byly v porovnani s divokym typem Spl o 16 minut del$i, ale v porovnani
s kmeny s deleci genu sprl057 (Sp158 a Sp167) byly doby zdvojeni kmenti Sp10 a Sp176
0 4 minuty kratsi.

Po pfidani 0,1 mM ZnCl, do média doSlo u kment Spl158 (Asprl057) a Spl67
(Aspr1057 pZn-spr1057-FLAG) ke zvySeni rstové rychlosti (doba zdvojeni byla oproti C+Y

médiu bez induktoru u obou kment shodné o 10 minut kratsi).
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Piitomnosti Zn?* jontt v médiu sice doslo k indukci exprese genu spri057 v kmeni Sp167,
zvySeni rustové rychlosti tohoto kmene vSak nebylo disledkem komplementace, ale efektem
pridanych Zn*" iontd, coZ bylo patrné pravé pii porovnani shodnych rastovych profila kmena
Sp158 a Spl67 v C+Y médiu av C+Y médiu s ptidavkem ZnCl,. Rustové vlastnosti
nadprodukéniho kmene Sp152 byly opét srovnatelné s divokym kmenem Spl. U kmeni Sp10
(AstkP) a Sp176 (AstkP pZn-spr1057-FLAG) nebyly ptidanim 0,1 mM ZnCl, pozorovany
zadné rozdily ve zménach rastovych rychlosti téchto kmenti oproti médiu bez piidaného
induktoru exprese.

Z vysledkd experimentti s vy$§imi koncentracemi ZnCl, v médiu (data neuvedena)
se ukazalo, ze ani zvySena koncentrace induktoru nevede ke komplementaci rustu u kmene
Spl167 a ke zlepSeni rustovych vlastnosti kmene Spl176, ptestoze bylo po pfidani 0,1 mM
ZnCl, pomoci gqPCR (u kmene Sp167) a pomoci imunodetekce Anti-FLAG protilatkou
(u obou kmentr) zaznamenano obnoveni ektopické exprese genu spr1057 témét az na hladinu
divokého kmene. Naopak, zvysujici se koncentrace Zn?* iontd v médiu vede ke znaénému
stresu bunééné kultury, pravdépodobné kvuli souasnému snizovani cytoplazmatické
koncentrace Mn?*. Pfi¢inou toxicity Zn®" iontd je ziejm& kompetice o Mn®" transportni
protein PsaA (Jacobsen et al., 2011). Aby se tomuto efektu Zn** piedeslo, byl do kultury
ptidan MnCl; v koncentraci odpovidajici ptidanému ZnCl; (0,1 mM). Z dosazenych vysledku
(data neuvedena) bylo ale ziejmé, Ze také zvySovani koncentrace obou téchto iontl soucasné
mélo negativni vliv na riistové vlastnosti vSech testovanych kmend.

V pritomnosti vysSich koncentraci ZnCl, v médiu doslo u kment exprimujicich
spr1057-FLAG ze zinkového promotoru k vyrazné inhibici rastu (data neuvedena). Pti¢inou
by ale nemusela byt pouze toxicita Zn** iontd, vezmeme-li v Gvahu studii Titz et al. (2007),
kde u homologniho proteinu YjjG E. coli zjistili, Ze vysoka nadprodukce tohoto proteinu je
pro bunky toxick4. Dlivodem toxicity je zfejmée obecna afinita k pyrimidinovym nukleotidiim
(Proudfoot et al., 2004).

6.5 Citlivost S. pneumoniae k modifikovanym nukleotidim
Pro zjisténi vlivu proteinu Spr1057 na zivotaschopnost S. pneumoniae a ovéfeni jeho

funkce v burice Vv pfitomnosti modifikovanych nukleotidti in vivo byly testované kmeny

kultivovany s pfidavkem ruznych koncentraci modifikovanych nukleotidu 5-FdU a 5-BrdU.
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kde byla timto zptisobem objasnéna funkce proteinu YjjG E. coli in vivo a déale v navaznosti
na Vackova (2010), kde bylo poukazano na citlivost kmene AStkP (Spl10) jiz na nizké
koncentrace téchto atypickych nukleotidii v médiu a kde byly tyto modifikované baze pouzity
za ucelem objasnéni funkce proteinu Sprl057 S. pneumoniae.

Kromé rustovych charakteristik byla u kmen Sp10 (AstkP), Sp158 (Asprl057) a Spl67
(Asprl057 pZn-spr1057-FLAG) testovana také mira inkorporace 5-BrdU do chromozomalni
DNA v porovnani s divokym typem Spl.

Pii kultivaci v pfitomnosti 5-FdU byla u kmenu s deleci genu spr1057 (Sp158, Sp167
koncentraci tohoto modifikovaného nukleotidu (2 uM). Tento vysledek je v souladu se studii
Titz et al. (2007) provedenou v E. coli. Dale bylo potvrzeno, Ze po ptidani ZnCl, do média
dochazi k indukci exprese genu spr1057, jehoz produkt chrani buiku pted toxickym tu¢inkem
modifikovanych nukleotidl, ¢imz se zvySuje Zivotaschopnost bakteridlni populace.

Inhibice ristu kmene Sp10 (AstkP) byla zaznamenana az pii zvysené koncentraci 5-FdU
(5 uM) v médiu. Tento vysledek se lisi od vysledku uvedeného v diplomové préaci Vackova
(2010), kde byla pozorovana citlivost kmene Spl0 jiz ke koncentraci 1 uM 5-FdU. Dle
naseho piedpokladu by mohl byt rozdil zplisoben pouzitim odliSného média (CAT médium
(Vackova, 2010); C+Y médium (tato prace)).

Pfi kultivaci kmend v ptitomnosti 5-BrdU byl rust kultur mutantnich kmenti inhibovan
az pii vyssich koncentracich této latky v médiu (5 a 10 uM). U kment s deleci genu spr1057
(kmen Sp158 a kmen Sp167 bez ZnCl,) byla pii téchto koncentracich zaznamenana zhorSena
zivotaschopnost, nikoli vSak tak markantné, jako tomu bylo v ptipadé kultivace téchto kmeni
s 5-FdU. Také zde byla nase pozorovani ve shodé s vysledky Titz et al. (2007), kde byl vliv
5-BrdU na zivotaschopnost mutantniho kmene vyrazné¢ mensi, nez vliv 5-FdU. Indukce
exprese sprl057-FLAG ze zinkového promotoru komplementacniho kmene Sp167 nevedla
v piitomnosti 5-BrdU ke komplementaci rastového defektu deleéniho kmene. U kmene Sp10
byla pozorovana niz$i citlivost na zvySujici se koncentraci 5-BrdU v porovnani s kmeny
s deleci genu spr1057 (Sp158, Sp167). U kmene Spl10 se naSe vysledky liSily od vysledki
uvedenych v diplomové praci Vackova (2010), domnivame se ale, Ze tento rozdil byl
zpusoben pouzitim odlisného kultivaéniho média (CAT médium (Vackova, 2010); C+Y
médium (tato prace)).
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Toxi¢téjsi ucinky 5-FdU na bunku jsou pfisuzovany tomu, Ze pieména 5-FdU
na 5-FAUMP zpusobuje vyrazny deficit thyminu v bufice a tudiz vyznamnou inhibici rastu
kultury (Cohen et al., 1958). Piestoze byla u 5-BrdU popsana schopnost inkorporovat se do
DNA a zptisobit vazna poskozeni genetického materidlu (Rosner a Yagil, 1970), divodem
jeho mensi toxicity pro bunécnou kulturu by mohla byt napiiklad piitomnost dalSich
reparanich mechanizmt bunky.

Jako citlivéjsi uspofadani experimentu pro odhaleni G¢inku 5-BrdU na zivotaschopnost
bunék S. pneumoniae bylo zvoleno testovani miry inkorporace 5-BrdU do chromozomalni
DNA. Inkorporace 5-BrdU do DNA byla porovnavana u kment Spl (divoky typ), Spl0
(AstkP), Sp158 (Asprl057) a Spl67 (Asprl057 pZn-sprl057-FLAG). V kmeni Spl167 byla
inkorporace 5-BrdU sledovana jak v pfitomnosti ZnCl, v médiu, tak bez piidavku induktoru
exprese genu sprl057. U kmenu s deleci genu sprl057 (Spl58, Spl67 bez ZnCl,) byla
ze po indukované expresi genu Sprl057 v kmeni Sp167 dochdzi ke zvySeni ochrany bunky
pfed modifikovanymi nukleotidy ve stejné mife jako u divokého kmene Spl. Dosazené
vysledky byly ve shod¢ s vysledky Titz et al. (2007), kde byla zaznamenéna inkorporace
latky v médiu a kde byl u komplementa¢niho kmene po indukci exprese genu pozorovan
navrat K fenotypu divokého kmene. U kmene Spl0O (AstkP) byla inkorporace

5-BrdU detekovana az pti zvySené koncentraci tohoto modifikovaného nukleotidu v médiu

(5 uM).

Na zavér lze na zakladé dosazenych vysledki konstatovat, ze delece genu spr1057 vede
(Sp10) vykazuji kmeny s deleci genu spr1057 vyssi citlivost na pfitomnost modifikovanych
bazi a vyssi miru jejich inkorporace do DNA. Piitomnost proteinu Spr1057 a mira jeho
exprese ma tedy zasadni vliv na degradaci toxickych modifikovanych bazi v bunkach
S. pneumoniae. Delece genu stkP vsak pravdépodobné ovliviiuje obranné mechanizmy bunky
komplexné&ji a proto pouhé zvyseni exprese genu spr1057 nevede k obnoveni odolnosti kmene

Sp10 k témto toxickym latkam.

-85 -



SOUHRN

Vysledky této diplomové prace je mozné shrnout do nésledujicich bodu:

Byly vytvoifeny mutantni kmeny S. pneumoniae. Krom¢ dele¢niho kmene (Aspr1057)
byly dale pfipraveny kmeny exprimujici sprl057 z inducibilniho zinkového

¢i z nativniho promotoru na rizném genetickém pozadi.

Pomoci qPCR analyzy bylo zjisténo, ze u kment s deleci genu spr1057 (Sp158, Sp167)
nedochazi ke zméné exprese genl nachazejicich se v okoli tohoto genu a tedy Ze delece

genu sprl057 nema na prilehlé geny zadny polarni efekt.

Kotranskrip¢ni analyzou provedenou pomoci RT-PCR byl stanoven gen spr1057 jako
prvni gen v ptedpokladaném operonu spri057 - spr1052. Touto metodou se nam vs§ak

nepodaftilo urcit konec operonu.

U vytvofenych mutantnich kmend byly charakterizovany jejich rdstové vlastnosti
kultivaci v C+Y médiu a v C+Y médiu s piidavkem 0,1 mM ZnCl, jako induktoru

exprese ektopicky ulozeného genu spri1057.

Pro potvrzeni nukleotidazové funkce proteinu Spr1057 byl sledovan rist vytvotfenych
mutantnich kment v pfitomnosti 5-FdU a 5-BrdU a byla porovnavana mira inkorporace
5-BrdU do chromozomalni DNA mutantnich kmend oproti divokému kmeni

S. pneumoniae.

U mutantniho kmene Asprl1057 (Sp158) byla v pfitomnosti modifikovanych nukleotidi
zaznamenana vyrazna inhibice rustu a téméf okamzita inkorporace 5-BrdU do DNA,
zatimco u divokeho kmene k inhibici rastu ani k inkorporaci 5-BrdU do DNA nedoslo.
Exprese ektopické kopie genu sprl057 zinducibilniho promotoru vedla
ke komplementaci deficience proteinu Spr1057 a k obnoveni fenotypu na troven kmene

bez ptfidaného toxického nukleotidu.

Protein Spr1057 je nukleotidaza s ,,house cleaning* funkci, jejiz pfitomnost ma zasadni
vliv na degradaci toxickych modifikovanych bazi v bunkach S. pneumoniae.

- 86 -



8 SEZNAM POUZITE LITERATURY

Alonso de Velasco E, Verheul AFM, Verhoef J, Snippe H (1995) Streptococcus
pneumoniae: virulence factors, pathogenesis, and vaccines. Microbiol Rev 59: 591 — 603.

Alloing G, Martin B, Granadel CH, Claverys J-P (1998) Development of competence in
Streptococus pneumoniae: pheromone autoinduction and control of quorum sensing by the
oligopeptide permease. Mol Microbiol 29: 75 — 83.

Appleby JL, Parkinson JS, Bourret RB (1996) Signal transduction via the multi-step
phosphorelay: not necessarily a road less traveled. Cell 86: 845 — 848.

Avery OT, MacLeod CM, McCarty M (1944) Studies on the chemical nature of the
substance inducing transformation of pneumococcal types: induction of transformation by a
desoxyribonucleic acid fraction isolated from pneumococcus type I1l. J Exp Med 79: 137 —
158.

Beilharz K, Novakova L, Fadda D, Branny P, Massidda O, Veening J-W (2012) Control
of cell division in Streptococcus pneumoniae by the conserved Ser/Thr protein kinase StkP.
Proc Natl Acad Sci USA 109: E905 — 913.

Blue CE, Mitchell TJ (2003) Contribution of a response regulator to the virulence of
Streptococcus pneumoniae is strain dependent. Infect Immun 71: 4405 — 4413.

Bogaert D, de Groot R, Hermans PWM (2004) Streptococcus pneumoniae colonisation: the
key to pneumococcal disease. Lancet Infect Dis 4: 144 — 154.

Brown S, Santa Maria Jr JP, Walker S (2013) Wall teichoic acids of gram-positive
bacteria. Annu Rev Microbiol 67: 313 — 336.

Brugger SD, Hathaway LJ, Muhlemann (2009) Detection of Streptococcus pneumoniae
strain cocolonization in the nasopharynx. J Clin Microbiol 47: 1750 — 1756.

Cohen SS, Flaks JG, Barner HD, Loeb MR, Lichtenstein J (1958) The mode of action of
5-fluorouracil and its derivatives. Proc Natl Acad Sci USA 44: 1004 — 1012.

Dawid s, Roche AM, Weiser JN (2007) The blp bacteriocins of Streptococcus pneumoniae
mediate intraspecies competition both in vitro and in vivo. Infect Immun 75: 443 — 451.

De Jong RM, Dijkstra BW (2003) Structure and mechanism of bacterial dehalogenases:
different ways to cleave a carbon-halogen bond. Curr Opin Struct Biol 13: 722 — 730.

-87-



De Jong RM, Tiesinga JJW, Rozeboom HJ, Kalk KH, Tang L, Janssen DB, Dijkstra BW
(2003) Structure and mechanism of a bacterial haloalcohol dehalogenase: a new variation of
the short-chain dehydrogenase/reductase fold without an NAD(P)H binding site. EMBO J 22:
4933 — 4944,

Echenique JR, Kadioglu A, Romao S, Andrew PW, Trombe M-C (2004) Protein
serine/threonine kinase StkP positively controls virulence and competence in Streptococcus
pneumonaie. Infect Immun 72: 2434 — 2437.

Echenique JR, Trombe M-C (2001) Competence repression under oxygen limitation
through the two-component MicAB signal.transducing system in Streptococcus pneumoniae
and involvement of the PAS domain of MicB. J Bacteriol 183: 4599 — 4608.

Faden H, Duffy L, Wasialewski R, Wolf J, Krystofik D, Tung Y (1997) Relationship
between nasopharyngeal colonization and the development of otitis media in children. J Infect
Dis 175: 1440 — 1445.

Falk SP, Weisblum B (2013) Phosphorylation of the Streptococcus pneumoniae cell wall
biosynthesis enzyme MurC by a eukaryotic-like Ser/Thr kinase. FEMS Microbiol Lett 340: 19
- 23.

Fischer W, Behr T, Hartmann R, Peter-Katalini¢ J, Egge H (1993) Teichoic acid and
lipoteochoic acid of Streptococcus pneumoniae possess identical chain structure. A
reinvestigation of teichoid acid (C polysaccharide). Eur J Biochem 215: 851 — 857.

Fleurie A, Cluzel C, Guiral S, Freton C, Galisson F, Zanella-Cleon I, Di Guilmi AM,
Grangeasse C (2012) Mutational dissection of the S/T-kinase StkP reveals crucial roles in
cell division of Streptococcus pneumoniae. Mol Microbiol 83: 746 — 758.

Fleurie A, Manuse S, Zhao C, Campo N, Cluzel C, Lavergne JP, Freton C, Combet C,
Guiral S, Soufi B et al. (2014) Interplay of the serine/threonine-kinase StkP and the paralogs
DivIVA and GpsB in pneumococcal cell elongation and division. PLos Genet 10: e1004275.

Foussard M, Cabantous S, Pédelacq J-D, Guillet V, Tranier S, Mourey L, Birck C,
Samama J-P (2001) The molecular puzzle of two-component signaling cascades. Microbes
Infect 3: 417 — 424.

Furguhar D, Chen R, Khan S (1995) 5'-[4-(Pivaloyloxy)-1,3,2-dioxaphosphorinan-2-yl]-2'-
deoxy-5-fluorouridine: a membrane-permeating prodrug of 5-fluoro-2'-deoxyuridylic acid
(FAUMP). J Med Chem 38: 488 — 495.

Furukawa K (2006) Oxygenases and dehalogenases: molecular approaches to efficient
degradation of chlorinated environmental pollutants. Biosci Biotechnol Biochem 70: 2335 —
2348.

- 88 -



Galperin MY, Moroz OV, Wilson KS, Murzin AG (2006) House cleaning, a part of good
housekeeping. Mol Microbiol 59: 5 — 19.

Galyov EE, Hakansson S, Forsberg A, Wolf-Watz H (1993) A secreted protein kinase of
Yersinia pseudotuberculosis is an indispensable virulence determinant. Nature 361: 730 —
732.

Garnak M, Reeves HC (1979) Phosphorylation of isocitrate dehydrogenase of Escherichia
coli. Science 203: 1111 — 1112.

Gerdes SY, Scholle MD, Campbell JW, Balazsi G, Ravasz E, Daugherty MD, Somera
AL, Kyrpides NC, Anderson I, Gelfand MS, Bhattacharya A et al. (2003) Experimental
determination and system level analysis of essential genes in Escherichia coli MG1655. J
Bacteriol 185: 5673 — 5684.

Giefing C, Jelencsics KE, Gelbmann D, Senn BM, Nagy E (2010) The pneumococcal
eukaryotic-type serine/threonine protein kinase StkP co-localizes wth the cell division
apparatus and interacts with FtsZ in vitro. Microbiol 156: 1697 — 1707.

Giefing C, Meinke AL, Hanner M, Henics T, Bui MD, Gelbmann D, Lundberg U, Senn
BM, Schunn M, Habel A et al. (2008) Discovery of a novel class of highly conserved
vaccine antigens using genomic scale antigenic fingerprinting of pneumococcus with human
antibodies. J Exp Med 205: 117 —131.

Gillespie SH, Balakrishnan 1 (2000) Pathogenesis of pneumococcal infection. J Med
Microbiol 49: 1057 — 1067.

Griffith F (1928) The significance of pneumococcal types. J Hyg (Lond) 27: 113 — 159.

Hakenbeck R (2000) Transformation in Streptococcus pneumoniae: mosaic genes and the
regulation of competence. Res Microbiol 151: 453 — 456.

Halfmann A, Schnorpfeil A, Miller M, Marx P, Gunzler U, Hakenbeck R, Briickner R
(2011) Activity of two-component regulatory system CiaRH in Streptococcus pneumoniae
R6. J Mol Microbiol Biotechnol 20: 96 — 104.

Hanks SK, Quinn AM, Hunter T (1988) The protein kinase family: conserved features and
deduced phylogeny of the catalytic domains. Science 241: 42 — 52.

Hirst RA, Kadioglu A, O Callaghan C, Andrew PW (2004) The role of pneumolysin in
pneumococcal pneumonia and meningitis. Clin Exp Immunol 138: 195 — 201.

-89 -



Hoskins J, Alborn WE Jr., Arnold J, Blaszczak LC, Burgett S, DeHoff BS, Estrem ST,
Fritz L, Fu DJ, Fuller W et al. (2001) Genome of the bacterium Streptococcus pneumoniae
strain R6. J Bacteriol 183: 5709 — 5717.

Hunsucker SA, Mitchell BS, Spychala J (2005) The 5 -nucleotidases as regulators of
nucleotide and drug metabolism. Pharmacol Ther 107: 1 —30.

Hussain H, Branny P, Allan E (2006) A eukaryotic-type serine/threonine protein kinase is
required for biofilm formation, genetic competence, and acid resistance in Streptococcus
mutans. J Bacteriol 188: 1628 — 1632.

Cheng Q, Campbell EA, Naughton AM, Johnson S, Masure HR (1997) The com locus
controls genetic transformation in Streptococcus pneumoniae. Mol Microbiol 23: 683 — 692.

Inoue H, Nojima H, Okayama H (1990) High efficiency transformation of Escherichia coli
with plasmids. Gene 96: 23 - 28.

Jacobsen FE, Kazmierczak KM, Lisher JP, Winkler MP, Giedroc DP (2011) Interplay
between manganese and zinc homeostasis in the human pathogen Streptococcus pneumoniae.
Mettalomics 3: 38 —41.

Janssen DB, Dinkla I1JT, Poelarends GJ, Terpstra P (2005) Bacterial degradation of
xenobiotic compounds: evolution and distribution of novel enzyme activities. Environ
Microbiol 7: 1868 — 1882.

Jedrzejas MJ (2001) Pneumococcal virulence factors: structure and function. Microbiol Mol
Biol Rev 65: 187 — 207.

Johnsborg O, Eldholm V, Havarstein LV (2007) Natural genetic transformation:
prevalence, mechanisms and function. Res Microbiol 158: 767 — 778.

Kamiya H (2003) Mutagenic potential of damaged nucleic acids produced by reactive
oxygen/nitrogen species: approaches using synthetic oligonucleotides and nucleotides.
Nucleid Acids Res 31: 517 — 531.

Kelly R, Greiff D (1970) Toxicity of pneumococcal neuraminidase. Infect Immun 2: 115 —
117.

Keseler IM, Collado-Vides J, Gama-Castro S, Ingraham J, Paley S, Paulsen IT, Peralta-
Gil M, Karp PD (2005) EcoCyc: a comprehensive database resource for Escherichia coli.
Nucleid Acids Res 33: D334 — 337.

Kharat AS, Tomasz A (2006) Drastic reduction in the virulence of Streptococcus
pneumoniae expressing type 2 capsular polysaccharide but lacking choline residues in the cell
wall. Mol Microbiol 60: 93 — 107.

-90 -



Koonin EV, Tatusov RL (1994) Computer analysis of bacterial haloacid dehalogenases
defines a large superfamily of hydrolases with diverse specifity. J Mol Biol 244: 125 — 132.

Kurihara T, Esaki N (2008) Bacterial hydrolytic dehalogenases and related enzymes:
occurences, reaction mechanisms, and applications. Chem Rec 8: 67 — 74.

Kuznetsova E, Proudfoot M, Gonzales CF, Brown G, Omelchenko MV, Borozan I,
Carmel L, Wolf YI, Mori H, Savchenko AV et al. (2006) Genome-wide analysis of
substrate specifities of the Escherichia coli haloacid dehalogenase-like phosphatase family. J
Biol Chem 281: 36149 — 36161.

Lacks S, Hotchkiss RD (1960) A study of the genetic material determining an enzyme
activity in pneumococcus. Biochem Biophys Acta 39: 508 — 517.

Lanie JA, Ng W-L, Kazmierczak KM, Andrzejewski TM, Davidsen TM, Wayne KJ,
Tettelin H, Glass JI, Winkler ME (2007) Genome sequence of Avery’s virulent serotype 2
strain D39 of Streptococcus pneumoniae and comparison with that of unencapsulated
laboratory strain R6. J Bacteriol 189: 38 — 51.

Loveckova Y, Kolaf M, Reitinger J, Smolka V, Wiedermann J (2002) Vyznam
Streptococcus pneumoniae Vv patogenezi détskych bakterialnich infekci. Pediatrie pro praxi 1:
22 — 26.

Ldpez R (2006) Pneumoccocus: the sugar-coated bacteria. Int Microbiol 9: 179 — 190.

Luo P, Li H, Morrison DA (2003) ComX is a unique link between multiple quorum sensing
outputs and competence in Streptococcus pneumoniae. Mol Microbiol 50: 623 — 633.

Luo P, Li H, Morrison DA (2004) Identification of ComW as a new component in the
regulation of genetic transformation in Streptococcus pneumoniae. Mol Microbiol 54: 172 —
183.

Madec E, Laszkiewicz A, Iwanicki A, Obuchowski M, Séror S (2002) Characterization of
mebrane-linked Ser/Thr protein kinase in Bacillus subtilis, implicated in developmental
processes. Mol Microbiol 2: 571 — 586.

Maki H, Sekiguchi M (1992) MutT protein specifically hydrolyses a potent mutagenic
substrate for DNA synthesis. Nature 355: 273 — 275.

McCluskey J, Hinds J, Husain S, Witney A, Mitchell TJ (2004) A two-component system
that controls the expression of pneumococcal surface antigen A (PsaA) and regulates
virulence and resistance to oxidative stress in Streptococcus pneumoniae. Mol Microbiol 51.:
1661 — 1675.

-91-



Morona JK, Morona R, Paton JC (2006) Attachment of capsular polysaccharide to the cell
wall of Streptococcus pneumoniae type 2 is required for invasive disease. Proc Natl Acad Sci
USA 103: 8505 — 8510.

Morona JK, Paton JC, Miller DC, Morona R (2000) Tyrosine phosphorylation of CpsD
negatively regulates capsular polysaccharide biosynthesis in Streptococcus pneumoniae. Mol
Microbiol 35: 1431 — 1432.

Morrison DA, Trombe MC, Hayden MK, Waszak GA, Chen JD (1984) Isolation of
transformation-deficient Streptococcus pneumoniae mutants defective in control of
competence, using insertion-duplication mutagenesis with the erythromycin resistance
determinant of pAM beta 1. J Bacteriol 159: 870 — 876.

Nardi-Dei V, Kurihara T, Park Ch, Esaki N, Soda K (1997) Bacterial DL-2-haloacid
dehalogenase from Pseudomonas sp. strain 113: gene cloning and structural comparison with
D- and L-2-haloacid dehalogenases. J Bacteriol 179: 4232 — 4238.

Novakova L, Saskova L, Pallova P, Janecek J, Novotna J, Ulrych A, Echenique J,
Trombe M-C, Branny P (2005) Characterization of a eukaryotic type serine/threonine
protein kinase and protein phosphatase of Streptococcus pneumoniae and identification of
Kinase substrates. FEBS J 272: 1243 — 1254.

Novikova L, Bezouskova S, Pompach P, Spidlova P, Saskova L, Weiser J, Branny P
(2010) Identification of multiple substrates of the StkP Ser/Thr protein kinase in
Streptococcus pneumoniae. J Bacteriol 192: 3629 — 3638.

Novak R, Charpentier E, Braun JS, Tuomanen E (2000) Signal transduction by a death
signal peptide: uncovering the mechanism of bacterial killing by penicillin. Mol Cell 5: 49 —
57.

O’Donovan GA, Neuhard J (1970) Pyrimidine metabolism in microorganisms. Bacteriol
Rev 34: 278 — 343.

Paterson GK, Blue CE, Mitchell TJ (2006) Role of two-component systems in the virulence
of Streptococcus pneumoniae. J med Microbiol 55: 355 — 363.

Pestova EV, Havarstein LS, Morrison DA (1996) Regulation of competence for genetic
transformation in Streptococcus pneumoniae by an auto-induced peptide pheromone and a
two-component regulatory system. Mol Microbiol 21: 853 — 862.

Pfaffl MW (2001) A new mathematical model for relative quantification in real-time RT-
PCR. Nucleid Acids Res 29: e45.

Ponnuraj K, Jedrzejas MJ (2000) Mechanism of hyaluronan binding and degradation:
structure of Streptococcus pneumoniae hyaluronate lyase in complex with hyaluronic acid
disaccharide at 1.7 A resolution. J Mol Biol 299: 885 — 895.

-92 -



Proudfoot M, Kuznetsova E, Brown G, Rao NN, Kitagawa N, Mori H, Savchenko A,
Yakunin AF (2004) General enzymatic screens identify three new nucleotidases in
Escherichia coli. J Biol Chem 279: 54687 — 54694.

Quon KC, Marczynski GT, Shapiro L (1996) Cell cycle control by an essential bacterial
two-component signal transduction protein. Cell 84: 83 — 89.

Rajam G, Anderton JM, Carlone GM, Sampson JS, Ades EW (2008) Pneumococcal
surface adhesin A (PsaA): a review. Crit Rev Microbiol 34: 131 — 142.

Rane L, Subbarow Y (1940) Nutritional requirements of the Pneumococcus: 1. Growth
factors for types I, 11, V, VII, VIII. J Bacteriol 40: 695 — 704.

Ring A, Weiser JN, Tuomanen EI (1998) Pneumococcal trafficking across the blood-brain
barrier. Molecular analysis of a novel bidirectional pathway. J Clin Invest 102: 347 — 360.

Ronda C, Garcia JL, Garcia E, Sanchez-Puelles JM, Lépez R (1987) Biological role of
the pneumococcal amidase. Cloning of the IytA gene in Streptococcus pneumoniae. Eur J
Biochem 164: 621 — 624.

Rosenow C, Ryan P, Weiser JN, Johnson S, Fontan P, Ortqvist A, Masure HR (1997)
Contribution of novel cholin-binding proteins to adherence, colonization and immunogenicity
of Streptococcus pneumoniae. Mol Microbiol 25: 819 — 829.

Rosner A, Yagil E (1970) Incorporation of 5-bromodeoxyuridine into DNA of wild type
Escherichia coli and its use for the enrichment of auxotrophic mutants. Mol Gen Genet 106:
254 — 262.

Saskova L, Novakova L, Basler M, Branny P (2007) Eukaryotic-type serine/threonine
protein kinase StkP is a global regulator of gene expression in Streptococcus pneumoniae. J
Bacteriol 189: 4168 — 4179.

Smith PK, Krohn RI, Hermanson GT, Mallia AK, Gartner FH, Provenzano MD,
Fujimoto EK, Goeke NM, Olson BJ, Klenk DC (1985) Measurement of protein using
bicinchoninic acid. Anal Biochem 150: 76 — 85.

Standish AJ, Stroeher UH, Paton JC (2005) The two-component signal transduction system
RR0O6/HKO06 regulates expression of cbpA in Streptococcus pneumoniae. Proc Natl Acad Sci
USA 102: 7701 — 7706.

Stock AM, Robinson VL, Goudreau PN (2000) Two-component signal transduction. Annu
Rev Biochem 69: 183 — 215.

Sung CK, Li H, Claverys JP, Morrison DA (2001) An rpsL cassette, janus, for gene
replacement through negative selection in Streptococcus pneumoniae. Appl Environ
Microbiol 67: 5190-5196.

-03-



Swoboda JG, Campbell J, Meredith TC, Walker S (2010) Wall teichoic acid function,
biosynthesis, and inhibition. Chembiochem 11: 35 — 45.

Stekerova N (2012) Spr0334, novy protein bun&éného déleni u Streptococcus pneumoniae.
Diplomova prace, Ptirodovédecka fakulta Univerzity Karlovy v Praze, Praha

Tettelin H, Nelson KE, Paulsen IA, Eisen JA, Read TD, Peterson S, Heidelberg J, DeBoy
RT, Haft DH, Dodson RJ et al. (2001) Complete genome sequence of a virulent isolate of
Streptococcus pneumoniae. Science 293: 498 — 506.

Titz B, Hauser R, Engelbrecher A, Uetz P (2007) The Escherichia coli protein YjjG is a
house-cleaning nucleotidase in vivo. FEMS Microbiol Lett 270: 49 — 57.

Throup JP, Koretke KK, Bryant AP, Ingraham KA, Chalker AF, Ge Y, Marra A,
Wallis NG, Brown JR, Holmes DJ, Rosenberg M, Burnham MK (2000) A genomic
analysis of two-component signal transduction in Streptococcus pneumoniae. Mol Microbiol
35: 566 — 576.

Tomasz A (1967) Choline in the cell wall of a bacterium: novel type of polymer-linked
choline in Pneumococcus. Science 157: 694 — 697.

Ulijasz, AT, Andes DR, Glasner JD, Weisblum B (2004) Regulation of iron transport in
Streptococcus pneumoniae by RitR, an orphan response regulator. J Bacteriol 186: 8123-
8136.

Ulijasz AT, Falk SP, Weisblum B (2009) Phosphorylation of the RitR DNA-binding domain
by a Ser—Thr phosphokinase: implications for global gene regulation in the streptococci. Mol
Microbiol 71: 382 — 390.

Umeyama T, Lee P-C, Horinouchi S (2002) Protein serine/threonine kinases in signal
transduction for secondary metabolism and morphogenesis in Streptomyces. Appl Microbiol
Biotechnol 59: 419 — 425.

Vackova Z (2010) Funk¢ni studie potencialni nukleotidasy kodované genem sprl057
Streptococcus pneumoniae, homologa proteinu YjjG Escherichia coli. Diplomova préce,
Piirodovédecka fakulta Univerzity Karlovy v Praze, Praha

Vialle S, Sepulcri P, Dubayle J, Talaga P (2005) The teichoic acid (C-polysaccharide)
synthesized by Streptococcus pneumoniae serotype 5 has a specific structure. Carbohydr Res
340: 91 - 96.

Walburger A, Koul A, Ferrari G, Nguyen L, Prescianotto-Baschong C, Huygen K, Klebl
B, Thompson Ch, Bacher G, Pieters J (2004) Protein kinase G from pathogenic
mycobacteria promotes survival within macrophages. Science 304: 1800 — 1804.

Waters CM, Bassler BL (2005) Quorum sensing: cell-to-cell communication in bacteria.
Annu Rev Cell Dev Biol 21: 319 — 346.

-94 -



Weng L, Biswas I, Morrison DA (2009) A self-deleting Cre-lox-ermAM cassette, Cheshire,
for marker-less gene deletion in Streptococcus pneumoniae. J Microbiol Methods 79: 353 —
357.

Whitman WB, Coleman DC, Wiebe WJ (1998) Prokaryotes: the unseen majority. Proc Natl
Acad Sci USA 95: 6578 — 6583.

Yeast C, Finn RD, Bateman A (2002) The PASTA domain: a B-lactam-binding domain.
Trends Biochem Sci 27: 438 — 440.

Yother J, White JM (1994) Novel surface attachment mechanism of the Streptococcus
pneumoniae protein PSpA. J Bacteriol 176: 2976 — 2985.

Young TA, Delagoutte B, Endrizzi JA, Falick AM, Alber T (2003) Structure of
Mycobacterium tuberculosis PknB supports a universal activation mechanism for Ser/Thr
protein kinases. Nat Struct Biol 10: 168 — 174.

Zhou P, Long Q, Zhou Y, Wang H, Xie J (2012) Mycobacterium tuberculosis two-
component systems implications in novel vaccines and drugs. Crit Rev Eukaryot Gene Expr
22: 37 -52.

-05 -



