7 Zaver

7.1 Proteinkinasa StkP

e Piipravili jsme kmen S. pneumoniae KDTM-his, ktery ve svém genomu koduje
epitopem znafenou kindzovou doménu proteinkinasy StkP ukotvenou do

membrany pomoci transmembranové domény.

e Imunologickou detekci s monoklonalni protilatkou proti histidinové kotvé jsme

potvrdili lokalizaci proteinu v membréanové frakei S. pneumoniae.

e V in vitro kindzovych reakcich jsme prokazali, ze se jedna o plné funkéni protein

s autofosforyla¢ni aktivitou.

e Pomoci in vivo reportérového systému jsme zjistili, Ze transmembranova doména a
extracelularni doména proteinkinasy StkP tvofi stabilni dimery. Dimerizace
proteinkinasy StkP byla néasledné potvrzena pomoci nativni elektroforézy. Je tedy
velmi pravdépodobné, ze proteinkinasa StkP se in vivo vyskytuje ve formé dimeru a

dimerizace je nutnym pfedpokladem jeji autofosforylacni aktivity.

e Na zaklad¢ téchto vysledkli jsme vyslovili hypotézu, Ze protein kodujici kindzovou
doménu postradajici transmembranovou doménu neni funkéni, nebot’ neni schopen

dimerizace a podléha degradaci.

7.2 Fosfoglukosaminmutasa GImM
e V invitro kinazové reakci na bezbunécnych lyzatech S. pneumoniae Cp1015, AstkP
a AphpP-stkP v piitomnosti rekombinantni proteinkinasy StkP jsme prokdzali

fosforylaci proteinu o molekulové hmotnosti odpovidajici fosfoglukosaminmutase

GlmM.

e Piipravili jsme rekombinantni protein GImM a v in vitro kindzové reakci potvrdili

fosfoglukosaminmutasu GImM jako substrat proteinkinasy StkP.
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Ukazali jsme, ze fosfoglukosaminmutasa GImM S. pneumoniae je schopna
komplementace podminéné letdlniho kmene E. coli GPMS3, jehoz chromozomalni

gen g/mM je inaktivovan a kopie genu je nesena na termosenzitivnim plazmidu.

Prokazali jsme, Ze fosforylace fosfoglukosaminmutasy GImM proteinkinasou StkP
hraje vyznamnou roli v aktivaci proteinu. Po fosforylaci proteinkinasou StkP
protein vykazuje nejvyssi specifickou aktivitu, a to jak vreakci pfi pieméné

glukosamin-6-fosfatu na glukosamin-1-fosfat, tak predev§im v reakci opacné.

Autofosforylaci jako formu aktivace fosfoglukosaminmutasy GImM S. pneumoniae
in vivo vSak nemtizeme vyloucit. Dulezitym argumentem podporujicim hypotézu
autofosforylace je Zivotaschopnost kmene S. pneumoniae s deleci proteinkinasy

StkP.

Ovérili jsme i alternativni enzymatické aktivity fosfoglukosaminmutasy a rovnéz
zjistili dulezitost fosforylace proteinkinasou StkP. Protein S. pneumoniae vykazuje
relativné  vysokou fosfoglukomutazovou aktivitu a pomémné€ nizkou

fosfomannomutazovou aktivitu.

Ptipravili jsme rekombinantni fosfoglukosaminmutasu se zdménou serinu v pozici
101 za alanin, SI0IAGImM, a prokdzali jsme esencialitu tohoto
aminokyselinového zbytku. Protein s touto mutaci neni schopen komplementovat
podminéné¢  letdlni kmen E.coli GPM83 a  vykazuje nulovou
fosfoglukosaminmutdzovou, fosfoglukomutdzovou 1 fosfomannomutdzovou

aktivitu.

Zjistili jsme, ze proteinkinasa StkP 1 nadéale fosforyluje mutantni protein
S1I01AGImM, a proto jsme se pokusili o identifikaci fosforylovanych
aminokyselinovych zbytkll. Identifikovali jsme 2 fosforylované izoformy

mutantniho proteinu oproti 3 fosforylovanym izoformdm nemutovaného proteinu.

Hmotnostni spektrometrii jsme urcili serin v pozici 99 za jedno z mist fosforylace

fosfoglukosaminmutasy GImM proteinkinasou StkP.
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Ptipravili jsme rekombinantni fosfoglukosaminmutasu se zdménou serinu v pozici
99 za alanin, S99AGImM. Tento protein podobné jako protein S101AGImM nebyl
schopen komplementovat podminén¢ letalni mutaci kmene E. coli GPMS3.
Prokazali jsme, Ze si tento mutantni protein zachoval zbytkovou aktivitu. Aktivitu
proteinu jsme byli schopni zaznamenat pouze po piedchozi fosforylaci

proteinkinasou StkP.

Ve spolupréci s laboratofi Dr. Dominique Mengin-Lecreulx jsme analyzovali obsah
peptidoglykanu v kmenech S. pneumoniae Cpl015 a AstkP a ur€ili mnoZstvi jeho
jednotlivych prekurzort. Mnozstvi jednotlivych prekurzort peptidoglykanu se mezi
kmeny liSilo. Obsah celkového peptidoglykanu byl u obou kmenii témét totozny,

rozdil ¢inil pouze 7%.

Analyzou sloZeni bunééné stény kmenl S. pneumoniae Cpl015 a AstkP jsme
zaznamenali zvySené mnoZzstvi galaktosaminu u mutantniho kmene S. pneumoniae
AstkP. Galaktosamin je slozka teichoovych kyselin a vSe tedy nasvédcuje tomu, ze
u mutantniho kmene S. pneumoniae AstkP dochédzi k zméné slozeni teichoovych
kyselin. Tento stav vSak patrné nema zaddnou souvislost s Cinnosti

fosfoglukosaminmutasy GImM.

Metodou homologniho modelovani jsme provedli simulaci 3-D struktury

fosfoglukosaminmutasy GImM S. pneumoniae.
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