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RNA polymerase of Streptococcus pneumoniae,

potential substrate of protein kinase StkP

Protein phosphorylation by protein kinases is a key mechanism that enables both
eukaryotic and prokaryotic organisms sense and read environmental signals and convert
these signals into changes in gene expression and thus proper biological response. In
prokaryotes signal transduction by protein phosphorylation was originally thought to occur
primarily by histidine kinases which are integral part of so called two-component signalling
pathways. Lately, bacterial homologues of eukaryotic Ser/Thr kinases have been found to
regulate wide variety of cellular functions such as growth, differentiation, secondary
metabolism and pathogenicity.

The genome of pathogenic bacteria Streptococcus pneumoniae contains single Ser/Thr
protein kinase StkP. Analysis of phosphoproteome maps of both wild-type and stkP null
mutant strains labelled in vivo revealed a possible substrate of StkP: alpha-subunit of RNA
polymerase (RpoA) (Novakova, 2005). DNA-dependent RNA polymerase complex
(RNAP) plays the central role in gene transcription. Alpha-subunit of RNAP has an
important regulatory role in transcription initiation: it interacts specifically with upstream
promotor elements and with DNA-bound transcription activators.

The aim of this thesis was to prove that the alpha-subunit of RNA polymerase is a
target substrate of StkP. The rpoA4 gene was cloned, expressed as His-tagged protein in E.
coli and purified to homogeneity. In vitro phosphorylation assay showed that recombinant
RpoA is a substrate for StkP. Further we isolated RNA polymerase from Streptococcus
pneumoniae by affinity chromatography and we found that StkP is not able to
phosphorylate native RpoA in the RNA polymerase complex. These results may indicate
that either StpK phosphorylates only uncomplexed RpoA or that StpK requires additional

components/cofactors to phosphorylate RpoA in native complex.

Keywords: RNA polymerase, regulation of gene expression, transcription initiation,
Streptococcus pneumoniae, phosphorylation, protein kinases, signal transduction
Kli¢ova slova: RNA-polymerasa, regulace genové exprese, iniciace transkripce,

Streptococcus pneumoniae, fosforylace, proteinkinasy, signalizace
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1 UvoD

Kazda bakteridlni burika neustale celi tlaku okolniho prostfedi. Schopnost rychle a
ucelné zareagovat na zménu vnéjSich podminek je zdsadni pro preziti kazdé jednotlivé
bakterie a populace jako celku. Z téchto diivodi bakterie vyvinuly celou fadu mechanism,
které umoznuji zaznamenani signalu, zprosttedkovani ptislusné odpovédi a vzajemnou
komunikaci.

Fosforylace a defosforylace proteini je jednim zkli€ovych mechanismi, ktery
umoziuje zaznamenat zmény okolniho prosttedi a nasledné regulovat odpovidajici bunééné
procesy. Fosforylace je reverzibilni kovalentni modifikace proteini katalyzovana
proteinkinasami, kterd se ucastni regulace fady esencidlnich bunéénych procesi. Jednou
z mozZnosti, jak realizovat fosforylaci proteinl, je prostfednictvim ATP dependentnich
Ser/Thr proteinkinas eukaryotniho typu. Proteinkinasy eukaryotniho typu jsou v bakterialni
fiSi Casté, i kdyz ne univerzaln€ rozsifené. Zjistilo se, Ze tyto proteinkinasy maji v ramci
bakteridlni populace zna¢ny vyznam pro rist, diferenciaci, sekundarni metabolismus a
patogenitu.

Bé&zna bakterialni buiika uchovava ve své chromozomalni DNA asi 4 000 gend. Kazdy
jednotlivy gen musi byt regulovan tak, aby k expresi doslo v pfislusném Case a v potfebném
mnozstvi. Regulace genové exprese umoziiuje bakteridlni buiice ménit aktudlni proteinovou
vybavu a tim flexibiln¢ reagovat na zmény vnéjs$iho i vnitiniho prostiedi. Nejdilezitéjsi
cilovou urovni regulace genové exprese je iniciace transkripce, kterou zajistuje jediny
enzym DNA-dependentni RNA-polymerasa.

Vzhledem ktomu, Zze Streptococcus pneumoniae koduje jedinou proteinkinasu
eukaryotniho typu, je vhodnym modelem pro studium funkce proteinkinas eukaryotniho
typu vramci regulace bunéénych procesi a vyznamu fosforylace proteinii v ramci
bakteridlni buriky jako takové. Pomoci fosfoproteomické analyzy byly identifikovany in
vivo dva potencionalni substraty StkP: (i) fosfoglukosaminmutasa (GlmM), ktera se ucastni
biosyntézy komponent buné¢né stény, (ii) a podjednotka RNA-polymerasy, ktera se ucastni
regulace iniciace transkripce (NOVAKOVA et al. 2005).

Cilem této diplomové prace bylo prokazat, zda je o podjednotka RNA-polymerasy
pfimym substratem proteinkinasy StkP, popiipad¢ ur€it, jaky vliv ma tato modifikace na

prubéh regulace transkripce.



2 LITERARNI PREHLED
2.1 STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE

Streptococcus pneumoniae (obr. 2—1) byl jako klinicky vyznamna bakterie objeven a
popsén v roce 1881. O tento objev se nezéavisle na sob¢ zaslouzili Louis Pasteur a George
Miller Sternberg. Do roku 1940, kdy doslo k objevu antibiotik, coZ zna¢né uleh¢ilo 1é¢eni
vétSiny béZznych bakteridlnich nakaz, zplisoboval S. pneumoniae vice umrti nez rakovina a
srde¢ni choroby dohromady (LOPEZ 2004).

V tomto obdobi byl také tento kolonizator hornich cest dychacich vyuzit jako
experimentélni nastroj pro diikaz skute¢nosti, Ze nositelkou dédi¢nosti je DNA.

V poslednich desetiletich se S. pneumoniae diky své genetické plasticité zafazuje mezi
skupinu bakterii odolnych proti béZnym antibiotikiim, ¢imZ opét nartst4 jeho vyznam mezi
patogennimi bakteriemi. S. pneumoniae zpusobi kazdy rok ndkazu az 100 miliona lidi,
z&ehoZ u 10% je koneénym disledkem této nakazy smrt (ORIHUELA et al. 2004),
(MORONA et al. 2003).

Obr. 2—-1.: Streptococcus pneumoniae:
a) roztér ze sputa obsahujici tmavé zbarvené dvojice kokil
b) detailni snimek dvojice kokd

S. pneumoniae je extracelularni lidsky patogen. Radime jej mezi grampozitivni
katalaza negativni koky. Formy bez pouzdra jsou nevirulentni a kolonizuji horni cesty
dychaci, kde jsou soutasti bézné mikroflory (MORONA et al. 2003). Bakterialni formy
s vytvofenym pouzdrem jsou vysoce virulentni a zptsobuji zanéty hornich cest dychacich

(pfevazné nosohltanu a nosnich dutin) a zanéty stfedniho ucha. Streptococcus pneumoniae
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meningitidu a sepsi (GILLESPIE a BALAKRISHNAN 2000).

Streptococcus pneumoniae ohrozuje predevSim déti, star§$i lidi a skupinu
imunodeficientnich pacienti (pacienti trpici AIDS, pacienti 1é¢eni chemoterapii apod.).
V zemich tfetiho svéta umira roéné 5 miliont déti na akutni plicni infekci, jejimz hlavnim
agens je pravé S. pneumoniae. Vezmeme-li v uvahu vzristajici procento kmenu
rezistentnich k penicilinu a omezené ucinky dostupné vakciny (jako vakcina zavisla na T-
lymfocytech neni pouzitelnd pro déti do dvou let), bude pofet onemocnéni a letalnich

ptipadu stale stoupat (CATTERALL 1999).

2.1.1 Morfologie a fyziologie

Bakterie S. pneumoniae jsou grampozitivni koky zaspicatélého (lancetovitého) tvaru,
které se obvykle vyskytuji ve dvojicich. Z tohoto diivodu byva ¢asto ozna¢ovan jako tzv.
»diplococcus® (obr. 2—1 b).

Jedna se o bakterii fakultativné anaerobni, kterd je pomérné naro¢na na kultivaci. Na
krevnim agaru roste v koloniich obklopenych zénou viridace (jedna se o tzv. a nebo také
neuplnou hemolyzu). U této bakterie rozliSujeme dve hlavni morfologické faze:

1) neopouzdiené nevirulentni kmeny vyrustaji v drsnych koloniich, tzv. ,R faze*
(Rough = drsny),

i1) opouzdiené virulentni kmeny vytvati kolonie hladké, tzv. .S faze* (Smooth =
hladky).

Polysacharidové pouzdro se u virulentnich kmend vyskytuje vzdy, je hlavnim
virulenénim faktorem a nejvyraznéj$im antigenem (MORONA er al. 2000). Podle typu
pouzderného antigenu rozliSujeme vice nez 90 sérotypi S. pneumoniae. DalSim
charakteristickym znakem je slozeni buné¢né stény. Dulezitou slozku bunééné stény tvori
teichoové kyseliny bohaté na galaktosamin a fosfocholin. U bakterii se fosfocholin
v bunééné stén€ vyskytuje jen velmi vyjimecné. Cholin je pro pneumokoka
nepostradatelnym ristovym faktorem a jeho pfitomnost je nezbytna pro ¢innost autolysint,
pro transformaci a podili se na ukotveni povrchovych proteinti (¢asto virulenénich faktorti)
(MORONA et al. 2003).
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2.1.2 Geneticka vybava

2.1.2.1 Objev prirozené transformace
Jak jiz bylo zminé€no vyse, mél Streptococcus pneumoniae vyznamnou ulohu pfi

zkoumani dédi¢nosti a DNA jako nositelky genetické informace. Témto pokusim vSak
predchazely experimenty dokazujici proces genetické transformace, pii kterych byla tato
bakterie pouzita jako modelovy organismus.

Transformace byla prvnim objevenym mechanismem genetické vymény. Bylo to
vroce 1928, kdy Fred Griffith objevil, ze se nepatogenni forma kmene Streptococcus
pneumoniae muze piemeénit ve formu patogenni. V tomto pokusu Griffith smichal mrtvé
buriky S. prneumoniae, formujici hladké kolonie a zplsobujici onemocnéni, s zivymi
bunéénymi koloniemi, které naopak vytvafi drsny povrch a nezplsobuji zaddna onemocnéni.
Smési bunék infikoval mysi a zjistil, ze se producenti hladkych kolonii mohou pfeménit
v producenty drsnych kolonii a u myS$i se tak rozvine smrtelnd choroba. Griffith byl
piesvédceny, Ze za tuto zménu je zodpoveédna latka, kterd je schopna prenést informaci o
utvareni kolonie z mrtvych buné¢k na Zivé. Tuto latku oznacil jako ,.transformacni princip®.

AZ o Sestnact let pozdéji v roce 1944 Oswald Avery tuto latku izoloval a fadou pokust
prokazal, Ze je to pravé deoxyribonukleova kyselina (DNA), ktera je zodpovédna za pienos
informace z jedné buiiky do druhé. Timto objevem byly polozeny zéklady molekularni
genetiky. I v soucasné dob¢ je transformace jednim z hlavnich pilifi molekularni genetiky,
protoze se Casto jedna o jediny zpisob, jak vpravit experimentalné upravenou DNA do
buriky.

2.1.2.2 Genom S. pneumoniae
Genom S. pneumoniae ma velikost 2,1 Mb. Jsou znamy sekvence téi kmeni S.

pneumoniae: virulentniho TIGR4 serotyp 4 (TETTELIN er al. 2001), nevirulentniho
laboratorniho kmene R6 (HOSKINS er al. 2001) a virulentniho kmene D39 serotyp 2
(LANIE et al. 2007). Sekvence téchto genomi se lisi pfedev§im piitomnosti 7,5 kb
dlouhého useku, ktery koduje geny pro syntézu polysacharidového pouzdra. U virulentniho
kmene TIGR4 a D39 je tento tsek pfitomny, u nevirulentniho kmene R6 tento tsek chybi.

Genom virulentniho kmene obsahuje 2 236 pfedpokladanych kodujicich oblasti, 64%
z nich méa znamou biologickou funkci, 5% genomu tvoii inzeréni sekvence, které pfispivaji
k pfeskupeni genomu béhem piijmu cizorodé DNA (TETTELIN et al. 2001).

Diky své genetické tvarnosti a vyznamné patogenité je Streptococcus pneumoniae

uziteénym nastrojem pfi vyzkumu antibiotik se Sirokym spektrem uU¢inku. Znalost
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kompletni sekvence chromozomalni DNA usnadiiuje rychlou a efektivni identifikaci gend

kodujicich nové cilové proteiny pro antibakterialni latky (GLASS et al. 2002).

2.1.3 Patogeneze
Patogeneze pneumokokové infekce je vysledkem dokonalé interakce mezi

virulen¢nimi ¢initeli  Streptococcus pneumoniae a imunitni odpovédi hostitelského
organismu. Bylo popsano a prostudovano velké mnozstvi virulen¢nich faktori ve snaze
najit mezi nimi vhodného kandidata pro tvorbu vakciny (GILLESPIE a BALAKRISHNAN
2000). V soucasnosti je dostupnd polyvalentni vakcina vyrobena na zakladé
polysacharidovych pouzdernych antigenu, kterd vSak chrani jen proti malé podskupiné
serotypd znamé tim, Ze zpusobuje velmi vazna invazivni onemocnéni (ORIHUELA et al.
2004).

S. pneumoniae ma soubor vlastnosti, které mu umoziuji kolonizovat rozsahlé
spektrum nik. Nejcastéji tyto bakterie osidluji nosohltan, kde jsou nejvhodné&jsi ristové
podminky. Toto misto také piedstavuje pfihodnou oblast, odkud mutze dojit k roz§ifeni
invazniho onemocnéni dale po téle a to zejména smérem do dolnich cest dychacich a krve
(ORIHUELA et al. 2004). Jakmile se bakterie dostane do krevniho fe¢isté, muze infekce
vyustit v sepsi ¢i v zdnét mozkovych blan, které maji navzdory antibiotikové 1é¢bé velmi
Casto letalni nasledky (MANDEL et al. 1996).

Kolonizovany organismus je nucen rychle vyvinout imunitni odpovéd’. Bylo
dokazano, ze u déti trva tento proces déle nez u dospélych jedincti, proto ma u déti infekce
Casto zavaznéjsi charakter. DalSim z faktort, které napomadhaji k selekci nejodolnéjsich
kmeni v oblasti nosohltanu, je pfitomnost riznorodé mikrofléry, ktera vytvaii symbiotické
¢i pfirozené kompeti¢ni prostiedi.

Rozvinuti zédvaznych onemocnéni a naslednych komplikaci je z ¢€asti vysledkem
na rizné komponenty bakteridlni burniky. Pneumokokové infekce a imunitni odpovéd’
hostitele spoleéné vytvaii ¢tyii kli€ové projevy:

(i) adhezi, (ii) invazi, (iii) zanét a (iv) Sok (GILLESPIE a BALAKRISHNAN 2000).

2.1.3.1 Adheze

Bylo zjisténo, Ze schopnost adheze u S. pneumoniae Uzce souvisi s vlastnosti, kterou
nazyvame opacita (neprihlednost). Jak jiz bylo zminéno vySe, byly rozeznany dvé rizné
morfologické faze S. pneumoniae jiz béhem pokusti F. Griffitha. Pozd€ji byly varianty

pruhledné a neprtihledné charakterizovany na zékladé rizné morfologie. Neprihledné
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kolonie jsou vétsi, vice zabarvené do béla, jednotné a klenuté (odpovidaji morfologické fazi
R). Jasné (transparentni) kolonie jsou oproti tomu hiife definovatelné, co se povrchu tyce a
jejich morfologie odpovida S fazi. Bakteridlni organismus stfidavé pouziva ob¢ faze.
Transparentni kolonie kolonizuji nosohltan snadnéji, coz souvisi s jejich schopnosti
snadnéji pfilnout k rozmanitym burikdm (pf.lidské epitelidlni buiiky dutiny ustni, lidské
epitelidlni buiiky plic, cévni endotelidlni buriky atd.). Tyto rozdily souvisi se zastoupenim
riznych povrchovych proteini v bunééné st€n€ a celkovym fenotypem obou variant (viz

tab. 2-1) (GILLESPIE a BALAKRISHNAN 2000).

Tabulka 2—-1.: Rozdily ve fenotypu prihledné a neprihledné formy S. pneumoniae

priuhledna |neprihledna
charakteristika

forma forma
produkce pouzdra + T+
teichoova kyselina 4+ +
povrchova exprese /ytA +++ +
pFitomnost PspA + ++
kolonizace 4+ +
virulence + T+

2.1.3.2 Invaze

vvvvvv

cest dychacich, protoZe naslednd pneumonie (rozvijejici se jako disledek této invaze) je
Zivot ohroZujici onemocnéni a navic se mize stat ohniskem pro dalsi roz§iteni bakterie do
krevniho fe€ist¢ (ORIHUELA et al. 2004). Faktory, které rozhoduji o tom, zda dojde nebo
nedojde k rozvinuti invazivniho onemocnéni, maji pfimy vliv na dynamickou rovnovahu
mezi adhezi patogennich bunék a odstranénim nakazy alveolarnimi makrofagy.

Celé populace pneumokokl zahrnuje vice nez 90 serotypt, ale kolonizace, popfipadé
infekce je ovladana jen relativné malym poctem téchto serotypl. Pomoci sekvenéni
typizace se zjistilo, Ze n¢které sekvenéni typy charakterizuji kmeny se zvysenou schopnosti
disponovat zvySenou expresi né€kterych geni), které posunuji hostitelsko-patogenni
rovnovahu ve prospéch patogenni bakterie, coz usnadni pfechod od kolonizace k invazi.

Proteiny kodované témito geny jsou pro bakterii velmi vyznamné na drovni virulence a
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nazyvame je ,,virulenéni faktory* (GILLESPIE a BALAKRISHNAN 2000). Patii mezi né
nasledujici proteiny:

Hyalurondtlyasa (Hyl)

Patii mezi proteiny, které degraduji hostitelskou tkan, a tim usnadriuji prinik bakterie.
Tento enzym je schopen degradovat jednotlivé soucésti extracelularni matrix St€penim 1,4-
glykosidické vazby. Je ptitomna u vSech virulentnich kment. Bylo dokazano, ze kmeny se
zvySenou aktivitou Hyl jsou schopné prolomit hematoencefalickou bariéru a daleko rychleji
se $ifi. Proto byva Hyl ¢asto uvadéna v souvislosti s invazi zejména pti zanétu mozkovych
blan, sepsi a pneumonii (JEDRZEJAS 2001).

Neuraminidasa

Tento protein odstépuje sialovou kyselinu z povrchovych glykolipida a glykoproteind
hostitelskych tkani. Tim jednak naruSuje povrch hostitelskych bunék a zaroven odhaluje
dalsi receptory pro pneumokokové adheziny, coz bakterii usnadiiuje jak kolonizaci, tak
invazi do piislu$nych tkéani. S. pneumoniae produkuje dva proteiny s neuroaminiddzovou
aktivitou: NanA a NanB. Oba proteiny se velmi li$i jak v aminokyselinové struktuie a
molekulové vaze (NanA - 108 kDa, NanB - 74,5 kDa), tak v optimalnich enzymatickych
podminkach. Hlavné rozdilné enzymatické optimum obou proteini umozZiuje bakterii
vyrovnat se s odliSnymi podminkami v pribéhu kolonizace hostitelského organismu.
Vyznam aktivity neuraminidasy ve virulenci S. pneumoniae potvrzuje skutecnost, Ze u
pacienti s pneumokokovou meningitidou, jejichz mozkomi$ni mok obsahoval zvySené
mnozstvi N-acetyl-neuraminové kyseliny, doSlo s vy$§i pravdépodobnosti k bakteriemii
(JEDRZEJAS 2001).

Pneumokokovy povrchovy protein A (PspA)

PspA je cholin vazebny povrchovy protein, jehoz funkce neni piesné znama4, je vSak
nutny pro rozvinuti plné virulence bakterie. Pravdépodobné inhibuje aktivaci komplementu
hostitele a vaze lidsky laktoferin (GRAHAM a PATON 2006). Je jednim z hlavnich
kandidatnich proteint pro pfipravu alternativni vakciny (MIYAJI et al. 2001).

Pneumolysin (Ply)

Pneumolysin je cytoplazmaticky toxin, k jehoz uvolnéni do hostitelské tkané¢ dochazi
v pribéhu lyze (resp. autolyze) bakterie. Patfi do rodiny thiol-aktiva¢nich cytolysint.
Mechanismus aktivace sleduje obecnou dvoustupiiovou dréhu: prvni faze méa za nasledek
vazbu monomerniho lysinu na cilovou buné¢nou membranu, druha faze zahrnuje lateralni
pohyb monomert, jejich oligomerizaci a nasledné vytvofeni vysokomolekularniho péru.

Vysledkem je masivni unik intraceluldrnich latek a ptiliv vody z okolniho prostfedi, coz mé
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za nasledek osmotickou nerovnovahu a naslednou lyzi cilové buriky. Timto zptisobem je
pneumolysin schopen znicit Siroké spektrum eukaryotickych bunék véetné bronchialniho
epitelu, alveolarniho epitelu a endotelu plic. Skodlivy efekt na bronchialni epitel spo&iva
hlavné ve zpomaleni jeho samocistici funkce, v alveolarnim epitelu zase Ply rozruSuje spoje
mezi jednotlivymi buiikkami. Spole¢né s cytolytickym efektem vedou tato poskozeni k

invazi S. pneumonie do krevniho fecisté.

2.1.3.3 Zanét a Sok

Zanétliva odpovéd’ hostitelského organismu a ptimé poskozeni plic také souvisi s vyse
zminénym pneumolysinem. Ten totiz aktivuje fosfolipasu A, kterd rozkldda rozsahlou
paletu membranovych fosfolipidi hostitelské buiiky, coz ma za nasledek toxicky efekt na
hostitelské buiiky a vede k zanétu a poskozeni plic (GILLESPIE a BALAKRISHNAN
2000).

Autolysin

Autolysiny jsou proteiny, které zptisobuji degradaci peptidoglykanu a podili se tak na
degradaci bunééné stény, coz vede k lyzi bakterii.

Hlavnim autolysinem S. pneumoniae je LytA (N-acetylmuramoyl-L-alanin-amidasa),
ktery je soucasti skupiny cholin-vazebnych povrchovych proteind. P¥imym vysledkem
pusobeni proteinu LytA je uvolnéni ¢asti peptidoglykanu a teichoovych kyselin, které
vyvolavaji zanét. LytA se také neptimo podili na virulenci bakterie, protoze svoji aktivitou

uvoliiyje intracelularni virulen¢ni faktory jako na ptiklad pneumolysin (viz vyse).

2.1.3.4 Pouzdro — hlavni virulencni faktor

vvvvvv

jelikoz zabranuje fagocytéze ze strany alveolarnich makrofagt, jiz jsou bakterie vystavené
bezprosttedné po kolonizaci plic (HAMMERSCHMIDT et al. 2005). Za syntézu
bakterialniho pouzdra jsou zodpovédné tzv. csp geny, z nichz tfi jsou nepostradatelné.
Jedna se o Tyr proteinkinasu CspD, Tyr proteinfosfatasu CspB a protein CspC, ktery je
nezbytny pro fosforylaci proteinkinasy CspD (MORONA et al. 2003).

Na zakladé znalosti struktury polysacharidového pouzdra byla v roce 1983 vyvinuta
polyvalentni 23-slozkova vakcina, kterd obsahuje 23 purifikovanych pouzdernych
polysacharidovych antigenti, které reprezentuji 85 — 90% sérotypt zpisobujicich invazivni
infekce. Tato vakcina ovSem nevyvolava dostate¢nou imunitni odpovéd’ u nejohrozené;jsi
skupiny, u novorozencu, kteti maji omezenou protilatkovou odpovéd k polysacharidim
(BOGAERT et al. 2004).
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Diive bylo polysacharidové pouzdro povazovano za jediny dulezity virulenéni faktor
S. pneumoniae, protoZze neopouzdiené bakterie jsou prakticky neskodné v porovnani
s kmeny, které pouzdro maji. Pozdg€ji se vSak ukdzalo, ze existuje cela fada dalSich
virulen¢nich faktorti (popsanych vyse), které mohou byt kandidaty na vyrobu vakciny.
Jestlize se ukaze, Ze protilatky k t€émto proteinim poskytuji ¢lovéku lepsi ochranu proti
pneumokokovym nékazam, budou moci takové vakciny zastoupit nebo doplnit tradi¢ni

vakciny vyrabéné na zaklad¢ polysacharidového pouzdra (JEDRZEJAS 2001).

2.1.4 Kompetence
Dalsi vyznamnou charakteristikou S. pneumoniae je schopnost kompetence. Terminem

kompetence oznacujeme piechodny fyziologicky stav, ve kterém je bakterie schopna

pfijmout cizorodou DNA ze svého okoli. Je-li burika schopna piijmout DNA bez

piedchozich chemickych ¢i jinych Gprav, nazyvame tento jev pfirozend kompetence. Tato
vlastnost buriky je geneticky dand, nalezneme ji jen v n€kolika mélo bakterialnich kmenech.

U grampozitivnich bakterii jsou to naptiklad Bacillus subtilis a Streptococcus pneumoniae,

mezi gramnegativnimi pak muiZeme jmenovat Haemophilus influenzae a Neisseria

gonorrhoeae.

Stav kompetence je u S. pneumoniae tizen quorum sensing systémem a je zavisly na
teploté, pH, koncentraci kysliku, fosfatu, manganatych a vapenatych ionti (CLAVERYS a
HAVARSTEIN 2002). Cely proces je zajistovan com geny a indukovan pomoci
kompetenéniho faktoru CSP ( Competence Stimulating Peptide).

Termin quorum sensing je pouzivan pro mechanismus bakteridlni komunikace, ktery
ovlada expresi genl v zavislosti na hustoté bakterialni populace (SUNTHARALINGAM a
CVITKOVITCH 2005). U velkého mnozstvi bakterii (v€etné streptokokl) je znadmo, Ze
reguluji fadu vlastnich fyziologickych procesti pravé pomoci tohoto mechanismu. U S.
pneumoniae se quorum sensing systém sklada z nésledujicich komponent:

o signalniho peptidu CSP (Competence Stimulating Peptide);

o dvouslozkového regula¢niho systému ComDE, ktery zahrnuje membranové vazanou
histidinovou proteinkinasu ComD, na kterou se vaze CSP a odpovidajici vnitrobunéény
DNA vazebny regulator ComE. VSechny tfi geny, comC, comD i comE, jsou soucasti
jednoho operonu;

o ABC transportéru ComAB s proteolytickou doménou, ktery zajist'uje sestfih a transport
CSP pfes bunéénou membranu do extracelularniho prostiedi (LEE a MORRISON
1999).
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Piimé i nepfimé dikazy naznacuji, Ze pfirozend kompetence je v rodu Streptococcus
roz§iftena (LEE a MORRISON 1999). Pokud je pfirozena kompetence v rodu Streptococcus
opravdu univerzalni vlastnosti, m¢lo by to znaény dopad na porozuméni epidemiologii a
patogenezi téchto bakterii (LEE a MORRISON 1999).

Je zajimavé, ze kazdy z téchto kmenl vylu¢uje kompetenéni faktor CSP s odlisnou
primarni strukturou, ktera pfesné odpovida pfislusné receptorové proteinkinase ComD.
Z tohoto divodu CSP produkované jednim druhem zpravidla nebyva cizimi druhy
rozpoznano a nevyvola u nich kompetenci (GAUSTAD 1979).

Jaky muze byt biologicky vyznam takového nadbytku variant CSP? Fenotypy
rozdéluji streptokoky do samostatnych populaci, které jsou ve vétSin€é piipadid sloZeny
z blizce pfibuznych bakterii. Prislusnik kazdé populace reaguje jen na signaly vlastni
skupiny. Z tohoto divodu je velice pravdépodobné, Ze pfirozena kompetence a nasledna
transformace slouzi k vyméné DNA mezi danou skupinou. Genovéd vyména mezi méné
ptibuznymi druhy by vedla k nefunkénim nebo mozaikovym geniim, zatimco transfer gent
mezi druhy pfibuznymi muze bakterie vyuzit ve sviij prospéch (LEE a MORRISON 1999).

Béhem piijmu cizorodé DNA do bakteriadlni buriky mohou nastat dva piipady: (i)
DNA mizZe byt zatlenéna do hostitelského genomu; k tomu dochazi v pfipadé€, je-li
cizoroda sekvence homologni s hostitelskou DNA procesem homologni rekombinace, nebo
(ii) je-li pfijimana sekvence ¢aste¢né odli$nd, dojde ke vzniku tzv. mozaikovych gent (geny
slozené z cizorodé a hostitelské DNA) (CLAVERYS et al. 2000). Pfikladem mozaikovych
geni jsou geny kodujici PBP proteiny (Penicilin-Binding Proteins), které umoziiuji vznik
kment rezistentlﬁch k penicilinu (HAKENBECK 2000). N&které produkty mozaikovych

genu v§ak mohou byt nefunkéni.
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2.2 RNA-POLYMERASA: stavba a funkce

Bézna bakterialni buiika, kterou fadime mezi ,,primitivni“ organismy, uchovava ve své
chromozomaélni DNA vice nez 4 000 genti. Vezmeme-li v ivahu, Ze replikace, transkripce i
translace probihaji v bakteridlni burice prakticky soucasné, musi byt tyto reakce spravné
nafasovany tak, aby byly pfislu§né geny exprimovany v pfislu§ném &ase a regulovany tak,
aby bylo produkovanych proteini syntetizovano potfebné mnoZstvi. Schopnost buriky
zménit svoji zasobu proteinti a dal§ich makromolekularnich latek z hlediska mnoZzstvi a
kvality se obecné oznaduje jako regulace genové exprese.

Regulace genové exprese probihd na vSech urovnich reakci syntézy, tj. b&éhem
replikace, transkripce i translace (nebo bezprostiedné po nich). Regulace jako takova
neudrZzuje jen bunéfnou syntézu v chodu, ale umozZiluje buiice rychle zménit vlastni
proteinovou vybavu v odpovédi na zmény vnéjsiho ¢&i vnitiniho prostfedi. Tato pruzna
schopnost adaptace na okoli samoziejmé zahrnuje komplexni systém zaznamenavani zmén
a pfedavani potfebného signalu v rdmci buiky.

Mezi mozZznymi urovnémi regulace hraje u bakterii centrdlni dlohu regulace
transkripce. Nejdtilezit€j$im prvkem bakteridlni transkripce a jednim z cilovych proteint
regulace transkripce je DNA-dependentni RNA-polymerasa (RNAP), kterd zodpovida za
veskery priubé&h celé transkripéni reakce (BROWNING a BUSBY 2004).

2.2.1 RNA-polymerasa a jeji podjednotky
Jak jiz bylo fe€eno vysSe, je RNAP (obr. 2-2) hlavnim katalytickym enzymem
transkripéni reakce. Poprvé byla popsana v roce 1959.

uP 35 -10 +

Obr. 2-2.: Model stavby RNA-polymerasy:

aCTD: C-termindlni doména o podjednotky; aNTD: N-termindlni doména o podjednotky; B a B
podjednotky B a B’; o: podjednotky o; UP: ,Upstream* element; &islice oznaluji pozici jednotlivych péri
bazi; §ipka naznatuje smér transkripce
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Nejdikladnéji prozkoumanou bakterialni RNA-polymerasou je RNA- polymerasa E.
coli, ktera je vhodnym prototypem ostatnich bakteridlnich RNAP, proto se nasledujici
informace budou tykat stavby RNAP E. coli.

V rostouci buiice E. coli je pfiblizné 3 000 molekul RNA-polymerasy, coZ odpovida
10 az 20 pM vnitrobun&éné koncentraci (pfi objemu bakterialni butiky 3 x 107'®1). Volna
RNAP pak zaujima jen asi jedno procento tohoto objemu.

RNAP je multienzymaticky komplex, ktery zahrnuje Etyti podjednotky: a, B, B" a ¢
(tab. 2-2). Aktivita katalyzujici pfepis DNA templatu je uloZena v tzv. enzymatickém jadre
(angl. ,,core enzyme*). Jadro enzymu se sklada ze dvou a podjednotek, jedné B a jedné B’
podjednotky. Komplex a,BB" je pak schopen zajistit bézny piepis, tak jak probiha b&éhem
transkrip¢ni elongace. Iniciace vSak vyZzaduje komplex, jenz kromé¢ jadra enzymu zahrnuje i
podjednotku ¢ nebo jiné specifické faktory, které zajist'uji specifickou iniciaci transkripce
riznych skupin geni (¢i regulontl) vyZzadovanych za odliSnych podminek bunééného ristu
(WAGNER 2000).

Tabulka 2-2.: Podjednotky RNA-polymerasy Escherichia coli

pocet molekulova
podjednotka
aminokyselin | hmotnost (kDa)
a 392 36,5
B 1342 150,6
B’ 1407 1565,2
c 613 70,2
(0] 91 10,1

Zvlastni postaveni maji proteiny, které se kopurifikuji spolu s RNAP, ale nejsou
povazovany za jeji soucast. Mezi takové proteiny patii naptiklad protein 8 (u B. subtilis, S.
pneumoniae) (LUO a MORRISON 2003) a protein o (u E. coliy (MATHEW a
CHATTERIJI 2006), u kterého bylo dokdzano, ze je pfimo navdzan na " podjednotku a
pravdépodobné se Gcastni jejiho seskupeni. Funkce téchto proteinl neni pfesné znama.

Existuje velké mnozstvi proteind, které interaguji pfimo s RNA-polymerasou nebo s
nové narustajicim vlaknem RNA. Ackoli se velka €ast z téchto proteinii vaze pfimo na
RNAP, nepovazuji se za soucdst transkripéniho enzymu, ale jsou naopak zatazovany do

samostatné skupiny proteind, které se nazyvaji transkrip¢ni faktory.
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Ne vSechny RNA-polymerasy maji takto slozitou stavbu. Né&které fagy (napt. T7
nebo SP6) disponuji RNAP, kterd zahrnuje jediny polypeptid (o velikosti 90-100 kDa).
Takové polymerasy nevyzaduji k iniciaci transkripce ¢ podjednotku, a piesto rozeznavaji
fagové specifické promotory s vysokou afinitou. Jsou to velice vykonné enzymy, které jsou
v prubéhu elongace asi pétkrat rychlejsi nez polymerasy bakterii. Z t€chto diivodi maji
velmi rozsahlé vyuziti ptiin vitro transkripénich reakcich, kdy je vyzadovano velké

mnozstvi RNA (NECHAEV a SEVERINOV 2003).

2.2.1.1 alfa podjednotka
Podjednotka a je produktem genu rpoA, jeji molekulova hmotnost je 36,5 kDa a tvofi

ji 329 aminokyselin. Bylo prokazano, ze tato podjednotka ma vyznamnou regula¢ni ulohu
v pribéhu transkripce (ROSS et al. 1993).

Tento protein se sklada ze dvou nezavisle strukturovanych domén (N-terminalni a C-
terminalni), které jsou navzajem propojeny ohebnou spojkou. N-termindlni doména
(aNTD), jejiz molekulova hmotnost je 28 kDa, zodpovida za poskladéni o podjednotky a
celé RNAP a za propojeni se zbytkem RNA-polymerasy. C-terminalni doména (aCTD) o
hmotnosti 8 kDa zabezpe¢uje u nékterych promotori interakei s tzv. UP elementem (z angl.
,Upstream element®), coz zvySuje az dvojnasobné zékladni frekvenci iniciace transkripce.
UP elementy jsou AT bohaté sekvence, které byly identifikovany v oblastech
predchazejicich promotorové sekvenci n€kterych genti velké fady bakterii a fagl, zaroven
bylo dokazano, ze mohou fungovat s RNAP v komplexu s jakymkoli ¢ faktorem (obr. 2-3)
(ESTREM et al. 1999). aCTD také vaze celou fadu transkripénich aktivatord, jako
napiiklad protein CAP (Catabolic Activating Protein), tato vazba je pro aktivaci transkripce
zcela zasadni (NECHAEV a SEVERINOV 2003). aCTD neptisobi v regulaci transkripce
jen prostiednictvim transkripénich aktivatori (napt. CAP, OxyR, OmpR), ale taky
prostiednictvim transkrip¢nich represori jako napf. GalR (MURAKAMI et al. 1996).

Transkripéni faktory, které pro svoji funkci vyzaduji aCTD, byly oznafeny jako
transkripéni faktory I. t¥idy (TFI) (ISHIHAMA 1993). TFI se jednak vazi na DNA
sekvence, které pfedchazi —35 promotorové oblasti a zaroven vazi aCTD, tim usnadfiuji
kontakt celé RNA polymerasy a promotoru. Diky tomu, Ze je spojka mezi aCTD a aNTD
flexibilni, mize aCTD vazat rizné vzdalené transkripéni faktory (BROWNING a BUSBY
2004), (ESTREM et al. 1999). Existuji také transkripéni faktory II. ttidy (TFII), které
prekryvaji —35 oblast a véazi se na podjednotku o, ¢imZz umoZzni navedeni RNAP na

promotorovou sekvenci. Vazba podjednotky o na TFII neni tak pfizplsobiva jako vazba
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oCTD na TFI, proto na n&€kterych promotorech vazi TFII jinou sou¢dst RNAP (napf.
aNTD) (BROWNING a BUSBY 2004).

Aminokyselinové (AK) zbytky tvotici aCTD, které jsou pro interakci s DNA zésadni,
jsou mezi bakteriemi vysoce konzervované, a proto je také konzervovand sekvence DNA,
kterou rozpoznavaji (ESTREM et al. 1999). Cela a podjednotka se sklada z 329 AK zbytkad,
pfi¢emz bylo dokazano, Ze vice nez 94 zbytkl z aCTD miZe byt odstranéno bez zdsadniho
vlivu na schopnost a podjednotky sestavit cely RNAP komplex (KIMURA et al. 1994), coz
ostatné potvrzuje fakt, Ze hlavni uloha aCTD spo¢iva v regulaci transkripce. Mapovani
mutaci odhalilo, Ze AK zbytky aCTD, které zaji§tuji CRP dependentni transkripci, jsou
lokalizovany mezi pozici 258 a 270, tato oblast je ostatné vyzadovana i pfi odpovédi na
OxyR transkripéni aktivator (OZOLINE et al. 2001). Ukazalo se, Ze mezi témito AK zbytky
ma nejvyznamnéj$i funkci Arg265 (obr. 2-3), ktery je nezbytny jak pro odpovéd na CRP a
OxyR, tak pro stimulaci UP element-dependentnich promotorit (MURAKAMI et al. 1996).

spo;kEa 5ﬁrg 265

1 1? 200 240: 249 ?oo 329
NH, % @ ™, COOH
30 75 17 21
5 0
B kontakt B’ kontakt UP a TF kontakt
l ] L |
aNTD aCTD

Obr. 2-3.: Strukturni mapa a podjednotky RNAP:

Cislice oznauji pozici jednotlivych aminokyselin; NH, a COOH oznaluji N- a C- terminalni konec proteinu;
¢erna vinovka vyznaduje pozici flexibilni spojky; te¢kované obdélniky vyznaduji konzervované sekvence;
aCTD: C-termindlni doména; aNTD: N-termindlni doména; UP: ,upstream element*; TF: transkripéni
faktory; Arg265: arginin v pozici 265

2.2.1.2 beta podjednotka
B podjednotka je produktem genu rpoB, ktery je spole¢né s genem pro

B podjednotku (rpoC) v jednom operonu. Geny rpoB a rpoC jsou v ramci operonu oddéleny
kratkou nekodujici oblasti. Oba geny mohou in vivo a in vitro fizovat a exprimovat
komplex B-B°, ktery je schopen funkéniho za¢lenéni do RNA polymerasy. Tento vysledek
prokazal, ze je C-terminalni konec podjednotky B a N-terminédlni konec podjednotky B’

v prubéhu celého transkripéniho cyklu v uzkém kontaktu (SEVERINOV et al. 1997).
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B podjednotka je druhd nejvét§i komponenta RNAP, tvofi ji 1 342 aminokyselin
(150,6 kDa) a spole¢né s B° podjednotkou tvoti katalytické centrum enzymu. Pokud se na ni
navaze rifampicin, neni schopna své katalytické funkce a dojde k inhibici transkripce.
Rifampicin se vaze do katalytického centra do blizkosti oblasti, kde dochazi k pfidani
nukleotidu do fosfodiesterové kostry, proto nemuze v pfipadé vazby rifampicinu dojit
k elongaci RNA vlakna a transkripce je ukoncena.

Bylo popsano nékolik mutaci B podjednotky, jez ovliviiuji jeden z hlavnich
regulaénich mechanismi bakterie, kterym je stringentni odpovéd’. K aktivaci tohoto
regulaéniho okruhu dochéazi pii nedostatku aminokyselin, piislusna odpovéd’ zahrnuje
pusobeni malého nukleotidového efektoru guanosin tetrafosfatu (ppGpp). Na zakladé té€chto
mutaci se predpokladd, ze B podjednotka pfimo interaguje s ppGpp a je tedy soudasti
regulaéniho systému, ktery zprostfedkovava stringentni odpovéd’ (JENSEN a PEDERSEN
1990).

2.2.1.3 beta’ podjednotka
Nejvétsi podjednotka RNAP se skldada z 1 407 aminokyselin (155,2 kDa). Byla

nalezena zna¢na homologie mezi B° podjednotkou a nejvétsimi podjednotkami vSech
eukaryotickych polymeras. Celkem bylo rozpoznidno sedm segmenti s konzervovanou
sekvenci, které vykazuji s eukaryotickymi polymerasami prumémou podobnost
aminokyselin okolo 70%. Tyto konzervované oblasti byly ozna¢eny pismeny A az H (obr.
2-4).

Analyzy mist Gcastnicich se na rezistenci vi¢i nékterym antibiotikim, kterd vyrazné
ovliviiuji prubéh transkripce, zna¢né prohloubily znalosti o vzajemném ptisobeni funkénich
a strukturnich vlastnosti B’ podjednotky. Dalsi studie prokézaly, ze se B podjednotka podili
na sloZeni katalytického centra RNAP (WAGNER 2000).

Mutace, které maji vliv na pozastaveni nebo uplnou terminaci transkripce, jsou
roz§iteny po celé délce sekvence B° podjednotky (na usecich C, E, F, G a H). Z toho
vyplyva, ze se " podjednotky ucastni také terminace transkripce. Jeji C-konec hraje také
vyznamnou ulohu pfi antiterminaci transkripce. Na ” podjednotce byla také identifikovana
oblast (useky B a D), ktera se ucastni interakce s 6’ faktorem pfi procesu vytvaieni celého

holoenzymu.
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Obr. 2—4.: Strukturni mapa B’ podjednotky RNAP:

Cislice ozna&uji pozici jednotlivych aminokyselin; NH; a COOH oznaluji N- a C- termin4lni konce proteinu;
$rafované jsou oznagené vysoce konzervované sekvence A-H; obdélni¢ky pod jednotlivymi useky znaéi jejich
G&ast na terminaci

2.2.1.4 sigma podjednotka

Specifickym faktorem pro iniciaci transkripce vétSiny standardnich gend
exponencidlni faze ristu (tzv. ,housekeeping® geny), je o °- produkt genu rpoD.
Molekulovd hmotnost tohoto proteinu je 70,2 kDa a tvoii jej 613 aminokyselin. Kromé
tohoto primarniho ¢ faktoru je u E. coli znamo nejméné Sest dalSich specifickych ¢ faktort
(HENGGE-ARONIS 2002).

Specifické interakce mezi RNAP a promotorovou sekvenci na DNA vzdy vyzaduje
pfitomnost ¢ faktoru. Srovnani n€kolika bakteridlnich druhl ukazalo, Ze existuje cela fada
homolognich proteind k 6’° podjednotce E. coli. Na zakladé spole&né aminokyselinové
struktury je viechny fadime do rodiny proteinii 6'C. Kromé& rodiny o', ktera zajist'uje
pfepis genl v exponencidlni fazi ristu, existuje celd fada dalSich alternativnich o faktoru,
které rozpoznavaji alternativni sekvence. Alternativni faktory jsou vyuzivany naptiklad pii
transkripci genti teplotniho Soku, gent staciondrni faze rtstu, genti koédujicich flagelarni
struktury, geni sporulace, genti pro kompetenci apod. (BROWNING a BUSBY 2004).

Obecnou funkci vSech o faktord je: (i) vazba na katalytické centrum RNAP, (ii)
vazba na DNA (rozeznani promotorovych oblasti -10 a -35), (iii) rozvolnéni DNA

v pribéhu transkripce, (iv) interakce s n€kterymi transkripénimi aktivatory.
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2.3 PRUBEH TRANSKRIPCE A JEJi REGULACE
2.3.1 Iniciace transkripce

2.3.1.1 Prubeéh iniciace transkripce
Iniciace transkripce a vazba RNAP na DNA je omezena na definovana mista, ktera

nazyvame promotory, ty jsou charakteristické konzervovanou DNA sekvenci.

Nekteré skupiny gent se spole¢nymi regulaénimi rysy vyzaduji zvlastni promotorovou
strukturu. Takové promotorové sekvence pak byvaji rozliSovany specifickymi
alternativnimi faktory, které se ptidavaji k RNAP, aby spole¢né vytvotily enzym schopny
iniciace transkripce.

Obecné struktura promotori zodpoveédnych za ptepis ,.housekeeping™ genli miize byt
odvozena na zakladé jejich konzervované primarni sekvence.

Standardni promotor zahrnuje tfi hlavni strukturni oblasti (obr. 2-5):

o Vysoce konzervovanou oblast, kterd je typicka hexamerickou sekvenci
5'-TATAAT-3" na nekddujicim vldkné. Tato sekvence se obvykle nachazi 10 pb
pted pocatkem transkripce a nazyva se ,,Pribnowiiv box* nebo také ,,-10 oblast™.

o Druhou rozpoznavaci oblasti je oblast lokalizovana 35 pb pfed pocéatkem
transkripce, kterd je charakterizovana konzervovanou sekvenci 5'-TTGACA-3’
(opét na nekoddujicim vlakné) a je oznacovana jako ,,-35 oblast*.

o Posledni oblasti promotoru je nekonzervovany usek mezi -10 a -35 oblasti.
Vzdélenost mezi t¢émito oblastmi ma charakteristickou velikost 17+1pb. Tato oblast
se nazyva ,spojovaci oblast* (angl. ,,spacer region®). Zatimco zména velikosti této
oblasti vyznamné ovliviiuje chovani promotoru, pofadi nukleotidi této sekvence
nema na chovani promotoru vyrazny vliv. Z toho vyplyva, ze jednotlivé nukleotidy
spojovaci oblasti nejsou na RNA-polymerasu pifimo vazany, ale jejich pocet (tj.
velikost spojovaci oblasti) zajiSt'uje spravnou pozici, vzdalenost a uhel pro kontakt

-10 a -35 oblasti povrchu DNA s RNAP (ESTREM et al. 1999).
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Obr. 2-5.: Stavba promotoru:
Cislice oznaluji pozici jednotlivych pari bazi na DNA; UP $rafované ,,Upstream* element; v obdélnikach
konzervovana sekvence -35 a -10 oblasti; oboustranné Sipka oznaguje spojovaci oblast

Tyto oblasti jsou spolu s UP oblasti (20 pb dlouhy usek, ktery pfedchazi -35 oblasti)
zasadni pro rozpoznéani promotoru RNA-polymerasou.

Promotory fidi transkripci vSech gent. Iniciace transkripce vyZaduje nejen vazbu
RNAP na promotorovou sekvenci DNA, ale také vytvofeni ,,otevieného komplexu®, pfi
kterém dochazi k rozvolnéni dvouvldknové DNA v oblasti po¢atku transkripce. Vytvofenim
prvni fosfodiesterové vazby mezi prvnim a sousedicim nukleosid trifosfaitem za¢ina syntéza
RNA vlédkna, které se prodluZuje, a iniciaéni komplex se pfeméiiuje v komplex elongaéni
(BROWNING a BUSBY 2004).

2.3.1.2 Regulace iniciace transkripce

Zakladnim pilifem regulace genové exprese je dostupné mnozstvi RNA-polymerasy a
o faktori. Rozdélovani RNAP mezi kompetujici promotory je zfejmé zaji§tovano péti
riznymi molekularnimi mechanismy: promotorovou sekvenci DNA, o faktory, malymi
ligandy, transkripénimi faktory a strukturou bakteridlniho chromozomu (BROWNING a
BUSBY 2004).

Promotorova sekvence

RNAP je v bakteridlni burice vystavena pisobeni cca 2 000 promotorovych sekvenci a
pravé strukturni rozdily mezi t¢mito sekvencemi jsou rozhodujici pfi nerovném rozmisténi
RNAP mezi rizné operony. Je zndmo, Ze promotory se sekvenci nejbliz§i standardni
promotorové sekvenci (viz kap. 2.3.1.1) funguji s vyssi efektivitou. Bylo v8ak zji§téno, ze
se pfevazna vétina promotorti vyznacuje sekvenci, ktera se od standardni sekvence znaéné
1i8i, ¢imZ je udrzovéana rovnovaha mezi jednotlivymi promotory. Mnoho silnych promotora
vyuziva vysoce u¢innych UP elementt, které vaze aCTD RNAP a tim poskytuje promotoru
vyhodu pted ostatnimi (ESTREM et al. 1999, BROWNING a BUSBY 2004).
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o faktory

Jak bylo fec¢eno vyse, rodina 6"’ rozpoznava vétsinu promotortl, E. coli viak obsahuje
dalsich Sest alternativnich o faktori, které v ptipad¢ potfeby kompetuji o volnou RNAP.
Regulace alternativnich o faktord je velmi komplikovand a zahrnuje transkripéni, transla¢ni
i post-transla¢ni kontrolu. V mnoha piipadech byva aktivita sigma faktoru regulovana
pomoci anti-sigma faktoru, ktery jej odstrariuje z RNAP (BROWNING a BUSBY 2004).

Na rozdil od E. coli byl v ramci genomu S. pneumoniae objeven jediny alternativni ¢
faktor, ktery byl pojmenovan o*. o* je specificky sigma faktor, ktery zajistuje pribéh
kompetence (viz kap.2.1.4). o* je produktem genti comXI a comX2, jejichz exprese zavisi
na indukci pomoci CSP. Exprese ComX umoziuje aktivaci celé fady genu, které koduji
slozky kompetenéniho mechanismu pro pifijem cizorodé DNA a rekombinaci. VSechny
ComX-zavislé geny maji na svém promotoru 8 pb specifickou sekvenci tzv. ,.cin-box",
ktera je vyzadovana pro specificky kontakt promotoru a komplexu 6* —-RNAP (SUNG a
MORRISON 2005).

Malé ligandy

Malé vazebné ligandy piedstavuji alternativni mechanismus, kterym mtze RNAP
rychle a efektivné zareagovat na zmény okolniho prostiedi. Nejlepsim piikladem je ppGpp
(BROWNING a BUSBY 2004).

Jak bylo zminéno vySe, dochazi béhem stringentni odpovédi k modifikaci RNAP.
Tento proces zajiStuje maly nukleotidovy efektor ppGpp, ktery se vaze piimo na
podjednotku B RNAP v odpovédi na nutriéni stres a tim moduluje jeji aktivitu. ppGpp
zprostiedkovava aktivitu RNAP na promotorech kontrolovanych regulaénim procesem
stringentni odpovédi. Modifikace aktivity RNAP je zpiisobena jednak hladovénim na
aminokyseliny a jednak zménami v rychlosti riistu bakterialni populace.

Transkripéni faktory (TF)

Genom E. coli obsahuje vice nez 300 gend kodujici TF, které jsou schopné vazby na
promotorovou sekvenci, ¢imz zajiSt'uji pozitivni ¢i negativni regulaci transkripce. Vétsina
z téchto proteinti se vaze na specifickou sekvenci DNA a tim umoziuje cilenou transkripci
pfislusnych genli. Nékteré z téchto proteind zajist'uji piepis velkého potu gend, sedm TF
(CRP, FNR, IHF, Fis, ArcA, NarL a Lrp) kontroluje 50% vSech regulovanych gent v E.
coli. Jiné TF kontroluji jen jeden nebo dva geny.

TF spojuji expresi geni se signaly z vnéjsiho prostiedi, a proto musi byt jejich aktivita
a exprese piisn€¢ regulovana. Kontrola TF miize byt zprostiedkovana nasledujicimi

mechanismy. (i) Afinita daného TF k pfislusnému promotoru mtize byt modulovana pomoci
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malého ligandu, jehoZ koncentrace se méni v zavislosti na stresu nebo dostupnosti
potravnich zdroju. (ii) Aktivita TF mize byt regulovana pomoci kovalentni modifikace.
Nekteré z regulatori byvaji naptiklad fosforylovany prostiednictvim p¥ibuzné senzorové
kinasy. Tyto kinasy jsou umistény v membrané bakteridlni buriky, a proto jsou schopné
reagovat na extracelularni signdly. (iii) Nékteré TF jsou regulovany vlastni koncentraci. Ta
je urovana jednak regulaci genové exprese a jednak proteolyzou (BROWNING a BUSBY
2004).

Struktura bakteridlniho chromozomu

Bakterialni chromozom je vysoce zhu$tény diky nadSroubovicovému vinuti a interakci
s proteiny a RNA. Existuje celd fada proteinti, které se na topologii chromozomu podili.
Tyto tzv. nukleoidové proteiny (Fis, IHF, H-NS, HU, Dps apod.) jsou v burice velmi hojné
zastoupené, aCkoli koncentrace nékterych z nich kolisa v zavislosti na podminkach ristu.
Nukleoidové proteiny se ucastni regulace iniciace tim, Ze pomadhaji zpfistupnit nebo
nezpfistupnit piislu§né promotory, ¢imz vyvolavaji aktivaci popfipadé represi transkripce
(BROWNING a BUSBY 2004).

2.3.2 Elongace

Proces elongace nastdva v okamziku, kdy za¢ne nartstat vldkno RNA a RNAP
komplexd (ETK) je vysokd vykonnost a stabilita, kterou zajiS§tuje pfedev§im uzaviena
prstencovitd struktura RNAP pokryvajici pfislusny usek DNA. ETK jsou také
charakterizovany mnohocetnymi interakénimi misty, kterd umoziiuji spojeni mezi RNAP,
DNA a naristajicim RNA vldknem. Pohyb ETK podél templitového vldkna DNA je
pid’alkovitého charakteru, coz je disledkem stfidavé vazby pfedniho a zadniho okraje
RNAP na DNA a konformaénich zmén enzymu. Energie, kterou ETK spotfebovava béhem
svého pohybu, je ziskavana z fosfohydrolyzy zac¢lefiovanych NTP. Primérna transkripéni
rychlost bakterialni RNA polymerasy in vivo je 50 nukleotidd za sekundu.

RNAP se nepohybuje podél DNA kontinudln€, naopak se €asto zastavuje a vraci zpét
(ARTSIMOVITCH a LANDICK 2000). PferuSovany pohyb RNAP zpusobuji: sekundarni
struktura RNA transkriptu, konformace a topologie DNA, koncentrace nukleotidd,
efektorové molekuly (napt. ppGpp) nebo transkripéni faktory.

PieruSovany pohyb RNAP je dtlezitym mechanismem pro regulaci transkripce, béhem

kterého muze dojit nejen k zastaveni ETK, ale i k terminaci transkripce. Existuji proteiny,
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které pterusovany pohyb ovliviiuji a tim reguluji cely pribéh elongace. Mezi takové
proteiny patii napiiklad GreA, GreB, NusA, Mfd (BORUKHOV et al. 2005).

GreA a GreB stimuluji nukledzovou aktivitu RNAP a tim umoziuji uvolnéni
zablokovaného ETK a pokraovani elongace. NusA je multifunkéni elongaéni transkripéni
faktor, ktery je schopen stimulovat pausy béhem elongace, zaroven je schopen vyvolat
terminaci i antiterminaci. Protein Mfd je schopen rozpoznat a reaktivovat pozastavené

RNAP (BORUKHOV et al. 2005).

2.3.3 Terminace transkripce
Exprese mnoha genl je regulovana prostfednictvim upravy terminaénich mist a

efektivitou terminace (BROWNING a BUSBY 2004).

Bakteridlni butika ma obecné¢ dvé moznosti, jak transkripci ukonéit. Za prvé muze
k ukonceni transkripce dojit v disledku ptfitomnosti specielni signdlni sekvence na DNA
templatu, ktera zpisobi, Ze transkript zaujme strukturu schopnou terminace. Transkript se
uvolni a RNA-polymerasa opusti templatovou DNA. Za druhé je transkripéni proces
ukon¢en pomoci proteinu nazyvaného ,.transkripéni termina¢ni faktor. Nejvyznamnéj$im
neni strukturni sou¢asti RNAP. Mezi termina¢ni regula¢ni faktory ¢asto fadime elonga¢ni

faktory, protoze nékteré z nich jsou schopné vyvolat terminaci (BORUKHOV et al. 2005).

2.3.4 Modifikace RNA-polymerasy v priubéhu transkripce

Z vySe uvedeného vyplyva, ze transkripce miZe byt modulovana pomoci interakce
RNAP s nékterymi proteiny. Je to jeden z hlavnich zpisobl regulace transkripce. Dal§im
limitnim faktorem pro pribéh transkripce je samotna koncentrace RNAP. Z celkového
mnozstvi 2 500-3 000 molekul na buriku se jich asi 50% aktivné ucastni praveé probihajici
transkripce, zhruba stejna ¢ast je nespecificky navazana na DNA a jen asi 1% je volné pro
novou iniciaci transkripce.

Kromé vy$e zminénych mechanismii muze regulace transkripce také souviset se
zménou aktivity enzymu. Modifikace aktivity RNAP nevyzaduje vzdycky pulsobeni
proteinovych faktord. V biologickych systémech je regulace ¢asto zaji§tovana chemickou
modifikaci, ve vét§iné pfipadu se jedna o fosforylaci.

Ackoli je regulace pomoci fosforylace nejvice spojovana s eukaryotnimi systémy,
hraje tento proces vyznamnou ulohu i v priibéhu regulace transkripce u prokaryot. Je znamo
mnoho piikladi, ve kterych fosforylace prokazatelné ovliviiuje funkci transkripénich

faktora.

28



Bylo dokazéano, ze se aktivita RNAP mize ménit pfi pifechodu z logaritmické do
stacionarni faze rustu. Pfedpoklada se, Ze k takové zméné v chovani enzymu dochézi
vlivem specifické modifikace a pomoci fosfocelulézové chromatografie se podatilo izolovat
ruzné izoformy RNAP lisici se ndbojem. In vitro transkripéni analyzy pak prokazaly, Ze
ruzné izoformy RNAP davaji pfednost odliSnym promotorim. Déle bylo zji§téno, Ze RNAP
izolované v pribéhu stacionarni faze rdstu maji vys$$i negativni néboj, coz ukazuje na
modifikaci enzymu pomoci fosforylace. Prechod odlisnych izoforem RNAP muze byt
realizovan in vitro inkubaci s ADP ¢i ATP, fosfatasa nema na zménu enzymu Zadny vliv.
Proto se piedpoklada, ze fosforylace RNAP neni disledkem enzymové reakce. Jelikoz
nebyl prokazan vliv Zadné proteinkinasy, ptechod izoforem je pravdépodobné zajistovan
polyfosfaty nebo oligofosfaty (WAGNER 2000).

Piimy diikaz kovalentni modifikace jako zpusob regulace aktivity bakteridlnich RNAP
byl popsan pouze v souvislosti s bakteriofagovou infekci. Bakteriofagy casto vyuzivaji
hostitelskou RNAP pro piepis vlastnich geni a jeji aktivitu ovliviiuji prostfednictvim
kovalentni modifikace nebo RNAP-vazebnych proteind. Pfikladem kovalentni modifikace
RNAP je jeji fosforylace proteinkinasou kodovanou genem pg0.7 bakteriofaga T7. Tato
proteinkinasa fosforyluje B° podjednotku RNAP na threoninu. Tato modifikace zvySuje
frekvenci transkripce (NECHAEV a SEVERINOV 2003).

Jednim z takovych bakteriofagi je i bakteriofag T4, ktery modifikuje hostitelskou
RNAP, aby si zajistil ¢asové regulovanou expresi vlastnich gend. Na vypnuti transkripce
hostitelskych genli se podili dva zakladni mechanismy: ADP ribozylace a podjednotky
hostitelské RNAP a aktivita bakteriofagového proteinu Alc (NECHAEV a SEVERINOV
2003). ADP ribozylace o podjednotky je realizovana bezprostfedné po Casné infekci a
zfejmé hraje roli pfi pfepnuti hostitelské transkripce na transkripci ¢asnych virovych gent.
Na ADP-ribozylaci se zfejmé podili dva fagové enzymy. Prvni enzym Alt je pfenasen
spole¢né s virovou DNA do hostitelské buriky, kde zplisobuje ADP ribozylaci Arg265 jedné
z oCTD. Druhy enzym Mod je produkovan 2—4 minuty po infekci a zptisobuje ADP
ribozylaci Arg265 na obou aCTD. Zatimco Alt protein je pomérné nespecificky (s nizkou
u¢innosti zpaisobuje ADP ribozylaci na dal§ich mistech RNAP), je protein Mod vysoce
specificky. RNAP, kterd je ADP ribozylovand vyhradné na Arg265, je neucinnd pfi
transkripci zavislé na UP elementech a CAP proteinu, zlstava vSak nedotéena pro bazalni
hladinu iniciace, elongace a terminace transkripce. Arg265 tedy plni ulohu antiaktivatoru
(GOLDFARB a PALM 1981, GOFF 1984),. Transkripce zavisla na UP oblastech zahrnuje

vice nez 60% veskeré RNA syntézy v rostoucich burikach E. coli a vyzaduje aktivitu obou

29



aCTD. Proto ADP ribozylace Arg265 oCTD vyusti vrozsahly pokles transkripce
hostitelskych geni a narGst volné RNAP ptistupné pro T4 transkripci (NECHAEV a
SEVERINOV 2003).

30



2.4 PRENOS SIGNALU U S. PNEUMONIAE

Streptococcus pneumoniae jako kazdy patogenni organismus musi co nejrychleji
zaznamenavat zmény okolniho hostitelského prostredi a pfislu§né na né odpovidat, tak aby
neustale odolaval a unikal hostitelskému imunitnimu systému. Zaznamenavani signali a
zprostiedkovani prislusné odpovédi je v bakterialni burice zajistovano pomoci fosforylace a
defosforylace proteind, které jsou kliCovym mechanismem regulace bunéénych procesu.
Fosforylace je reverzibilni kovalentni posttranslaéni modifikace katalyzovana
proteinkinasami. Mikroorganismy vyvinuly rizné systémy pro realizaci fosforylace
proteinu:

(i) Fosfoenolpyruvat-dependentni fosfotransferiazovy systém (PTS)

V ramci PTS je donorem fosfatové skupiny fosfoenolpyruvat a k fosforylaci proteind
dochazi na jejich histidinovych zbytcich. Hlavni funkéni oblasti PTS je skupinova
translokace, ktera umoziiuje pfenos sacharidii pfes bunéénou membranu spojeny se
soucasnou fosforylaci sacharidi.

(ii) Dvouslozkové systémy (viz kap. 2.4.1)
(iii) Prokaryotni ATP dependentni Ser/Thr a Tyr proteinkinasy

ATP dependentni Ser/Thr a Tyr proteinkinasy fosforyluji proteiny na Ser, Thr a Tyr,
patii mezi né naptiklad izocitratdehydrogenasa kinasa/fosfatasa. Vétsina z nich se podili na
regulaci metabolickych drah, proto jsou cCasto regulovany prostfednictvim bunéénych
metabolitd (napf. isocitrat, oxalacetat apod).

(iv)  Ser/Thr a Tyr Proteinkinasy eukaryotniho typu (viz kap. 2.4.2)

2.4.1 Dvouslozkové systémy

Bézny dvouslozkovy systém se sklada ze dvou typové odlisnych proteint: (i)
membranové vazany senzorovy protein, (ii) cytoplazmaticky regula¢ni protein. Rodina
senzorovych proteind je charakteristickd C-terminalni histidinovou kindzovou doménou,
ktera ¢itd piiblizné¢ 200 aminokyselinovych zbytkli a vyznacuje se péti specifickymi
konzervovanymi useky (H, N, D, F, a G boxy). N-termindlni ¢ast senzorového proteinu je
velmi variabilni, vét§inou vSak zahrnuje jeden nebo vice transmembranovych tseki a slouzi
jako receptor (LANGE et al. 1999).

Stimul z okoli vede k autofosforylaci konzervovaného histidinového zbytku uvnitf
kinazové domény, ve vétsiné piipadl je fosfatova skupina dale pfenesena na N-terminalni

¢ast odpovidajiciho regulatoru (STOCK a MOWBRAY 1995). Tato fosforylace zméni
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povahu regula¢niho proteinu, coZ vyvola zménu chovéani (pf. chemotaxe) nebo zménu
genové exprese.

Srovnanim ridznych regulaénich proteinii byla v rdmci N-termindlni ¢asti odhalena
vysoce konzervovana oblast tzv. ,,pfijimaci doména* (angl. receiver domain). C-terminalni
doména regulatoru odpovida efektoru nebo vystupni aktivujici ¢asti. V mnoha ptipadech ma
pravé tato doména DNA vazebné vlastnosti a bylo dokézano, Ze mnoho regulatort
vyvolavajicich odpovéd’ hraje ulohu transkripénich regulatori (LANGE et al. 1999).

DvousloZkové systémy byly nalezeny u archebakterii, nizsich i vysSich eukaryotnich
organismu. Mimo to hraji dvouslozkové systémy ulohu virulen¢nich faktorti s rozhodujicim
vlivem na patogenitu velké skupiny bakterii. Celkové vzato je tato rodina proteini
vhodnym cilem pro rozvoj novych antibakteridlnich latek. Soucasné studie totiz dokazuji,
Ze inhibitory dvouslozkovych systému maji pozitivni antibakteridlni aktivitu (BARRETT et
al. 1998).

U S. pneumoniae bylo identifikovano 13 dvouslozkovych systému, jejichz vice ¢i

méné znamé funkce jsem shrnula do nasledujici tabulky (tab. 2-3):
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Tabulka 2-3.: Dvouslozkové systémy S. pneumoniae:

&islo &islo
nazev TCS|gen L.D. Ffedpokladana regula&ni funk i
TCS geny genu predp gulaéni funkce citace
1 hk0! | spr1473 | AAL00277.1 299
rr0! | spr 1474 | AAL00278.1 -
. limitace kyslikem, kompetence,
2 MicA/B |-702 | spri106 | AAK99909.1 ySIIKe . p
oxidativni stres
rr0] | spr1107 | AAK99910.1 (ECHENIQUE a TROMBE 2001)
3 hk03 | spr0343 | AAK99147.1 999
rr03 | spr0344 | AAK99148.1 -
4 | CiaR/H K07 spro708 | AAK99512.1 virulence, kompetence
rr07 | spr0707 | AAK99511.1 (IBRAHIM et al. 2004)
hk05 | spr1893 | AAL00695.1 lyze, kompetence, regulace
5 PnpR/S o
rr05 | spri894 | AAL00696.1 koncentrace fosfat (NOVAK et al. 1999)
6 hk06 | spr1997 | AAL00799.1 virulence, adheze
rr06 | spr1998 | AAL00800.1 (STANDISH et al. 2005)
" hk07 | spr0153 | AAK98957.1 299
rr07 | spr0154 | AAK98958.1 -
8 hk08 | spr077 | AAKIB8BL] | 1 etabolismus sacharidd, virulence
rr08 | spr0076 | AAK98880.1 (MCKESSAR a HAKENBECK 2007)
9 hk09 | spro579 | AAK99383.1 kompetence, ptijem cukrt
rr09 | spr0578 | AAK99382.1 (HENDRIKSEN ez al. 2007)
lyze, bun&na smrt,
10 VneR/S hk09 | spr0529 | AAK99333.1 y - >
vankomycinovy stres
rrl0 | spr0528 | AAK99332.1 (NOVAK et al. 2000)
1 hkil | spr1815 | AAL00618.1 vankomycinovy stres
rril | spri814 | AAL00617.1 (NOVAK et al. 2000)
12 ComD/E hki2 | spr2042 | AAL00844.1 kompetence
rri2 | spr2041 | AAL00843.1 (LEE a MORRISON 1999)
hki3 | spr0d6d | AAK99268:1 | (3yyorum-sensing systém, produkce
13 | BIpR/H peptidi
rrl3 | spr0463 | AAK99267.1 (DE SAIZIEU et al. 2000)

TCS: dvouslozkovy sytém; ID: identifika¢ni ¢islo genu v GenBank; ???: funkce daného systému neni znama

2.4.2 Proteinkinasy eukaryotniho typu

V bakteridlni fiSi byla prokazana pfitomnost proteinkinas, které obsahuji vSechny
konzervované domény charakteristické pro eukaryotni proteinkinasy (HANKS ez al. 1988).
Pojem proteinkinasy eukaryotniho typu zahrnuje sekvenéné homologni proteinkinasy, které
fosforyluji proteiny na serinu, threoninu nebo tyrosinu.

Zjistilo se, Ze tyto proteinkinasy jsou mezi mikroorganismy pomérné hojné, i kdyz ne
univerzalné rozSifené. VSechny dosud objevené proteinkinasy eukaryotniho typu se
vyskytuji vét§inou u skupin bakterii, které podléhaji bunééné diferenciaci a maji slozity
bunéény cyklus (Streptomyces coelicolor, Myxococcus xanthus) nebo jsou patogenni (napf.

Mycobacterium tuberculosis, Bacillus subtilis, Streptococcus agalactiae, Streptococcus
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pneumoniae). Tyto proteinkinasy reguluji rozliéné bunééné procesy jako naptiklad vyvoj,
diferenciaci, sekundarni metabolismus, biosyntézu nukleotidt, odpovéd’ na stres, virulenci a
dalsi. U mikroorganismi, které maji slozity bunéény cyklus a podléhaji diferenciaci,
odhalila analyza sekvence genomu velky pocet proteinkinas eukaryotniho typu
(Myxococcus xanthus, Streptomyces coelicolor), ktery se blizi k poctu proteinkinas
jednobunéénych eukaryotnich organizmi. U patogennich bakterii analyza genomu
prokazala pfitomnost menSiho poc€tu proteinkinas (Mycobacterium tuberculosis,

Streptococcus pneumoniae).

2.4.2.1 Proteinkinasa StkP

V sekvenci genomu S. pneumoniae R6 byl identifikovan pouze jeden gen (stkP)
homologni s geny koédujicimi eukaryotni Ser/Thr proteinkinasy (ESTPK). Tento gen se
nachazi v tésné blizkost genu phpP homologniho se Ser/Thr proteinfosfatasou typu PP2C.

Inaktivace genu stkP inzeréni mutagenezi vedla v nevirulentnim kmeni S. pneumoniae
ke ztraté schopnosti pfirozené kompetence a k piedc¢asné lyzi. Ve virulentnich kmenech
méla inaktivace stkP za nasledek potlaceni virulence a invaze bakterii pies epitelidlni
bariéru (ECHENIQUE et al. 2004).

Vzhledem k tomu, Ze S. pneumoniae kdduje pouze jedinou proteinkinasu eukaryotniho
typu a fenotypovy projev mutace stkP je velmi vyrazny, je tato bakterie vhodnym modelem
pro studium ESTPK.

V nasi laboratofi byla proteinkinasa StkP spolu s pfilehlou fosfatasou PhpP detailné
biochemicky charakterizovana (NOVAKOVA et al. 2005). Bylo zjisténo, ze StkP je
membranova mangan-dependentni proteinkinasa schopna autofosforylace a podléha
defosforylaci ze strany fosfatasy PhpP. Pomoci fosfoproteomické analyzy byly
identifikovany in vivo dva potencidlni substraty StkP: (i) fosfoglukosaminmutasa (GImM),
ktera se ucastni biosyntézy komponent bunééné stény, (ii) a podjednotka RNA polymerasy,
ktera se Gcastni regulace iniciace transkripce. Uké4zalo se, Ze GImM je substratem StkP také
in vitro NOVAKOVA et al. 2005).

Dal$i analyzy fenotypového projevu kmene s inaktivovanym genem stkP odhalily
citlivost tohoto kmene k riznym stresovym podminkdm: zvySené teploté, pusobeni
oxidaénich ¢inidel, osmotickému tlaku a snizenému pH (SASKOVA er al 2007).
Porovnanim hladiny genové exprese kmenid S. pneumoniae AstkP a S. pneumoniae WT
byly uréeny geny, jejichz exprese je zavisla na ptitomnosti StkP. Bylo prokazano, ze StkP

ovliviluje expresi vice nez 4% genl S. pneumoniae, ¢imz se fadi mezi proteiny s globalni
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regula¢ni funkci. Geny regulované pomoci proteinkinasy StkP se u€astni tvorby buné&né
stény, biosyntézy pyrimidinti, kompetence, opravy DNA, pfijmu Zeleza, oxidativniho stresu
a dalSich (SASKOVA et al. 2007).
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3 CiLE DIPLOMOVE PRACE

Vzhledem ktomu, Ze Streptococcus pneumoniae kbéduje jedinou proteinkinasu
eukaryotniho typu StkP, je vhodnym modelovym organismem pro studium funkce
proteinkinas v ramci bakteridlni buriky. Srovnanim fosfoproteomickych map kmene S.
pneumoniae Cpl015 a S. pneumoniae AstkP byly identifikovany in vivo dva potencialni
substraty proteinkinasy StkP: fosfoglukosaminmutasa (GImM) a a podjednotka RNAP
(RpoA) (NOVAKOVA et al. 2005). Cilem této diplomové prace bylo uréit, zda je RpoA
pfimym substratem proteinkinasy StkP.

Za timto ucelem byly stanoveny nasledujici cile:

1. Ptiprava vhodného vektoru pro expresi genu rpoA, ktery koduje o podjednotku RNAP,
v E. coli

2. Exprese a izolace rekombinantniho proteinu RpoA z E. coli

3. In vitro fosforylace a podjednotky za pfitomnosti StkP a ureni optimalnich podminek
této reakce

4. Ptiprava kmene S. pneumoniae WT a S. pneumoniae AstkP exprimujicich a
podjednotku RNAP fuzovanou s histidinovou kotvou

5. lIzolace a in vitro fosforylace nativniho proteinu RpoA v komplexu RNAP z S.
pneumoniae

6. Ptiprava vzorkl pro analyzu fosforylaénich mist pomoci hmotnostni spektrometrie
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4 MATERIAL A METODY
4.1 MATERIAL

4.1.1 Bakterialni kmeny
ESCHERICHIA COLI

E. coli BL21(DE3) (Novagen): (F" ompT gal [dem] [lon] hsdSB (rB- mB-) (DE3))
Pouziti: exprese proteint s histidinovou kotvou

E. coli JIM109 (Promega): recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17(rK -mk +),e14 (mcrA ),
supE44, relA1, (lac-proAB)/F' [traD36, proAB +, lac I q, lacZ M15]

Pouziti: propagace plazmidovych vektord

STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE

S. pneumoniae Cp1015 (Rx derivat, strl hexA)

Pouziti: vychozi nevirulentni experimentalni kmen

S. pneumoniae Cp1016 (rif-23): nevirulentni kmen nese chromozomalné kédovanou
rezistenci k rifampicinu

Pouziti: zdroj DNA pro testovani pfirozené kompetence

4.1.2 Vektory
pET28b (Novagen) je komeréné¢ dostupny vektor o velikosti 5368 pb. Ma

kanamycinovou rezistenci, T7/ac inducibilni promotor (pod nim dochazi k expresi cilovych
proteint)) a sekvenci koédujici histidinovou kotvu. Tento vektor byl pouZzit pro expresi
rekombinatnich proteind s histidinovou kotvou v E. coli.

pBluescript II KS  (Stratagene) je komer¢né¢ dostupny klonovaci fagemid se
syntetickym polylinkerem a ampicilinovou rezistenci. Muze existovat ve formé
dvouretézcové i jednofetézcové v zavislosti na podminkach kultivace, pro replikaci mize

byt vyuzivan bud’ ColE1 nebo f1 poéatek replikace.

4.1.3 Pudy a média

Mnozstvi jednotlivych pfidavki jsou udavana na 1 litr kultivaéniho média, pokud neni
udéno jinak, doplniuji se do celkového objemu destilovanou vodou a sterilizuji se. Do
pevnych pid byl pfiddn 1,5% agar (Becton, Dickinson and company, dale jen BD

company).
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Selekéni pudy byly ziskany pfidanim piislu§ného antibiotika v potiebné koncentraci
(tab. 4-1.) do média vychladlého na cca 45° C.

Tabulka 4-1.: PouZivané koncentrace prisluSnych antibiotik

antibiotikum E. coli S. pneumoniae
Rifampicin 400 pg/ml 1 pg/ml
Kanamycin 50 pg/ml -
Chloramfenikol 10 pg/ml 2,5 pg/ml
Spektinomycin 100 pg/ml 25 pg/ml
Ampicilin 100 pg/ml -

KULTIVACEE. COLI

LB (Luria-Bertani médium):

trypton (BD company) 10 g; yeast extract (BD company) 5 g; NaCl 10 g; pH 7,5
SOB:

trypton 20 g; yeast extract 5 g; NaCl 0,58 g; KC1 0,186 g;

po sterilizaci: 1 M MgCl, 10 ml; 1 M MgSO,4 10 ml

KULTIVACE S. PNEUMONIAE
CAT médium:

casitone (BD company)10 g; trypton 5 g; yeast extract 1g; NaCl 5 g

CATcomplet médium (CATc médium):

na 1 litr CAT média bylo ptidano: 0,5 M K,HPO4 34 ml; 20% glukosa 10 ml;

pH 7,5

CTM médium:

na 1 litr CATcomplet média bylo pfidano: 0,1 M CaCl; 10 ml; 8% BSA (hovézi sérovy
albumin V frakce) (P-lab) 25 ml; pH 7,8

GELOSA G (pevné médium):

glukosa 1 g; NaCl S g; neopeptone (Difco) 5 g; Tris-base 1,25 g; casitone 10 g; agar 10 g
KREVNI AGAR:

na 200 ml gelosy G (ochlazené na 50° C) bylo pfidano 5 ml defibrinované berani krve
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4.1.4 Pufry a roztoky

Agarozova gelovd elektroforéza
TAE pufr: 40 mM Tris; 2 mM EDTA; pH 8,5 (pH bylo upraveno
kyselinou octovou)

Izolace chromozomadlni DNA S. pneumoniae

Roztok DCNa-SDS: 0,5% deoxycholat sodny; 0,25% SDS

Roztok NaCl-EDTA: 150 mM NaCl; 30 mM EDTA; pH 8,0

Roztok SEDS: NaCl-EDTA + DCNa-SDS (24:1)

TE pufr: 10 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA; pH 8,0

Izolace plazmidové DNA E. coli

PEB I. roztok: 50 mM glukosa; 25 mM Tris; 10 mM EDTA; pH 8,0
PII roztok: 0,2 M NaOH; 1% SDS

TE pufr: 10 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA; pH 8.0

P¥iprava kompetentnich bunék:
TB pufr: 10 mM PIPES; 15 mM CaCl,; 250 mM KCl; sterilizace
filtraci, poté pfidano MnCl; (vysl. konc. 55 mM); pH 6.7

Prenos proteinit a imunodetekce

Blotovaci pufr: 48 mM Tris base; 39 mM glycin; 0,0375% SDS;
20% methanol
Roztok TBS-T: 20 mM Tris base; 137 mM NaCl; 0,05% Tween-20;
pH 7,6
Detekéni roztok: 10 ml TBS-T, 3 mg DAB (3,3’diaminobenzidin) rozpustit

v kapce DMSO; 0,01% H,0,

Purifikace proteini

Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Roche) (Proteazové inhibitory):
1 tableta na 50 ml vzorku

Dialyza¢ni pufr 10x: 500mM Tris base; 1M NaCl; ImM EDTA;
10mM DTT; pH 7,5

TALON"™ Metal Afinity Resin (Clontech):

Pufr A: 20 mM Tris pH 8; 100 mM NaCl

Pufr B: 20 mM Tris pH 8; 100 mM NaCl; 100 mM imidazol
Glutathione Resin (Clontech)

Extrakéni pufr: 140 mM NaCl; 10 mM Na,HPOy,; 1,8 mM KH,PO,

Eluéni pufr (vzdy Cerstvy): 10 mM glutathione v 50 mM Tris-HCI (pH 8,0)
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Ni-NTA Resin (QIAGEN)

Promyvaci pufr I.: 50 mM NaH;,POy4; 300 mM NaCl
Promyvaci pufr II.: 50 mM NaH,PO,; 300 mM NacCl; 20 mM imidazol; pH 8
Elu¢ni pufr: 50 mM NaH,POy4; 300 mM NaCl; 250 mM imidazol; pH 8
SDS-PAGE
Elektroforeticky pufr: 0,025 M Tris; 0,192 M glycin; 0,1% SDS; pH 8,3
SDS (STOP) pufr 5x: 350mM Tris-HCI pH 6,8; 20% glycerol; 15% SDS; 25% B-
merkaptoethanol
SDS vzorkovy pufr: 0,125 M Tris, pH 6.8; 4% SDS; 20% glycerol;
10% B- merkaptoethanol; 0,02% BPB
Barvici roztok: 0,5 g Coomassie blue; 450 ml methanol; 100 ml kyselina

octova; 450 ml destilovana voda

4.1.5 Chemikalie

Chemikalie Firma Zkratka
Agarosa Sevac

Agarosa LE Analytical Grade Promega

Akrylamid 2 x krystalicky Amersham

Ampicilin USB Amp
Bacto-agar BD company

Bacto-casitone BD company

Bromfenolova modft Sigma BPB
Coomassie blue R-250 Merck

Competence Stimulating Peptide Biopharm CSp

2" - Deoxyadenosin-5'-trifosfat Promega dATP
2’ - Deoxycytidin-5"-trifosfat Promega dCTP
2’ - Deoxyguanosin-5’-trifosfat Promega dGTP
2" - Deoxythymidin-5’-trifosfat Promega dTTP
Deoxycholat sodny Merck DCNa
3,3’- Diaminobenzidin Sigma DAB
Dimethylsulfoxid Sigma DMSO
Dithiotreitol Promega DTT
Dodecylsulfat sodny Serva SDS
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Ethidium bromid, p.a.

D-Glukosa

Glycin

Glutathion

Hovézi sérovy albumin frakce V

Chloramfenikol

Imidazol

Kanamycin

Kys. ethylenaminotetraoctova,
dvojsodna stl, p.a.

6x Loading Dye Solution

Maltosa vazebny protein

N,N’-methylenbisakrylamid 2 x kryst.

Neopepton

Penicilin G

Peroxosiran amonny, p.a.
Proteinasa K

Rifampicin

RNasa A

N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin

Spektinomycin

Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Sigma
Lachema
Serva
Clontech
Exbio
USB
Lachema
USB

Serva
Fermentas
Fermentas
Serva
Difco
Sigma
Lachema
Boehringer
Sigma
Promega
Serva
USB

Sigma

Tris(hydroxymethyl)aminomethan, hydrochlorid

Tryptone Peptone

Sigma

Difco

Tween 20 (polyoxyethylene-sorbitan monolaurate)

Yeast extract

4.1.6 Radiochemikalie
Adenosin-5 [y->?P]trifosfat

Adenosin-5 [o->?P]trifosfat

Sigma

BD company

ICN
ICN
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Cm
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EDTA

MBP
bisAA

PenG
APS

Rif
TEMED
Spc

Tris base

Tris-HC1

YE

[y**P]ATP
[a*’P]ATP



4.1.7 Enzymy

Modifikaéni enzymy

LA DNA polymerasa: TopBio
Pfu DNA polymerasa: Stratagene
T4 DNA ligasa: Fermentas
Benzonasa: MERCK
Alkalicka fosfatasa : USB
Restrikéni enzymy

Bam HI New England BioLabs (déle jen NEB)
Eco RI NEB

Hind III NEB

Nde I NEB

Xba I NEB

Xho I NEB

4.1.8 Protilatky

Mouse monoclonal anti-His (Sigma):

Sheep anti-mouse IgG-HRP (Amersham):

Protilatky proti StkP

Goat Anti-rabbit IgG (Pierce):

primarni mys$i monoklonélni protilatka proti
histidinové kotvé

sekundarni ov¢i protilatka konjugovana

s kfenovou peroxidasou proti mysim IgG
krali¢i polyklonalni protilatka (NOVAKOVA
2004)

sekundarni kozi protilatka konjugovana

s kfenovou peroxidasou proti krali¢im IgG

4.1.9 Komercéni soupravy a standardy

QIAprep®Spin Miniprep Kit (QIAGEN):

Gel Extraction Spin Kit (QIAGEN):
BCA Protein Assay Reagent (Pierce):

izolace plazmidové DNA E. coli
izolace DNA z agarosového gelu

meéteni koncentrace proteint

Minielute™ Reaction Cleanup Kit (QIAGEN): piecisténi DNA

1 kb DNA Ladder Plus (DNA 1 kb standard): Fermentas

Prestained Protein Marker (Proteinovy standard): NEB
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4.1.10 Pocitacdova analyza

Clone manager Version 4.01 (Scientific & Educational Software): sestavovani map
klonovacich vektort

Aida-Advantage Image Data Analyzer Version 3.28: analyza radiogrami

Multalin version 5.4.1: srovnani jednotlivych sekvenci

www.tigr.org (The Institute for Genomic Research): informace o genomové sekvenci S.

pneumonie
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4.1.11 Pouzité oligonukleotidy

nazev sekvence 5" - 3’ pouZziti
NI F (KK CCGCATATGATCGAGT T TGAAAAA exprese Rpod (Nde )
IN2 R CCGCTCGAGTTATTTATCITTTAATCC exprese Rpod (Xho )
LN5 F CGGCAAGCTTATGCATCACCATCACCATCACCA | vkladani his-kotvy pred RpoA
TCACCATCACATCGAGTTTOGAAAAACCAAATAT (Hind 1)
AAC
LN6 R CGHCCTCGAGATGTTCTGTCAAAATACGTGCTGY  vkladani his-kotvy pted RpoA
(Xhol)
IN7 R CGGCAAGCTTACTCCCTCTTAAACGAAA vkladani his-kotvy pied RpoA
(Hind 111)
LN8 F CGGCGGATCCTCAAGAAGATGCTATCCG vkladani his-kotvy pted RpoA
(BuamH])
LNII F GIGCTCGTCCTCCAAAACG ovéfeni his-sekvence na RpoA
LNI2 F CATCACCATCACCATCAC ovéfeni his-sekvence na RpoA
LNI17 F AAGCTTATGCATCACCAT CAC ovéfeni integrace His kotvy pted
RpoA
LNIS R AAAGCCCTAAAGCATCTTCTG ovéfeni integrace His kotvy pred
RpoA4
LNI9 R TTACGUTAAGCCATGTATTCC ovéteniintegrace His kotvy pied
RpoA
LN24 R CGGCGAATTC TTATACACGGCGACGT T T vneseni EcoRl mista za ucelem
vlozeni Spc kazety (EcoRl)
LN25 F CGGCGAATTC TCATCGCATTACACTGCT vneseni EcoRI mista za G¢elem
vlozeni Spc kazety (Eco Rl)
LN26 F CGGCGAATICCCCGTTTOGATTTTTAATGGT amplifikace Spc kazety;vloZeni His
kotvy na RpoA (EcoRl)
LN27 R CGUCGAATICTTATAATTTTTTTAATCTGTT amplifikace Spc kazety:vloZeni His
kotvy na RpoA (EcoRl)
LN28 F GGTATCGGACTTGCAACATC ovéfeni spravnosti rekombinace na
chromozomu S. pneumoniae
LN29 R AAAATACGGTCGTCA ovéfeni spravnosti rekombinace na
chromozomu S. pneumoniae
LN30 R GTACCGTAGCCACGT TTCAAG ovéieni spravnosti rekombinace na
chromozomu S. pneumoniae
LN31 F AGCTATTCGTGCGCTTGCT G ovéfeni spravnosti rekombinace na
chromozomu S. pneumoniae
STK2-r TGCCCGCGGGCGTTGTTAATTTATTTA ovefeni delece stk P
UFKFP CGCGAATTCCGCAAGATATCGGAT TAGGAA ovefeni delece stk P
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4.2 METODY
4.2.1 Manipulace s DNA

4.2.1.1 Agarozova gelova elektroforéza

vvvvvv

pouzivané pro déleni makromolekul. Separace molekul je zalozenad na elektroforetické
pohyblivosti separovanych latek.

Rychlost pohybu fragmentii DNA v agar6zovém gelu zavisi na molekulové hmotnosti
DNA, koncentraci gelu, konformaci DNA, pouzitém napéti a slozeni elektroforetickych
roztokl. Velikost fragmentii DNA Ize poté ur€it prostym srovnanim se standardem.

Mezi nesporné vyhody této metody patfi i piimd detekce DNA fragmentt

v ultrafialovém svétle pomoci barveni napt. EtBr.

Analytickda DNA elektroforéza

Pro analyzu DNA byla pouzita horizontalni agarozéva elektroforéza a pufr TAE.
Hustota agar6zového gelu byla upravena podle velikosti délenych fragmentt. Do gelu byl
pfidan EtBr pro detekci DNA fragmenti v UV svétle. Vzorky DNA byly nanaseny
rozpu$téné v 6x Loading Dye Solution (Fermentas). Jednotlivé DNA fragmenty byly

separovany pii napéti 5 V/cm? a velikost uréena podle standardu.

Preparativni DNA elektroforéza
Fragmenty DNA separované v agarézovém gelu byly izolovany pomoci komeréni

soupravy Gel Extraction Spin Kit (QIAGEN) podle pokynt od vyrobce.

4.2.1.2 Polymerazova retézova reakce — PCR
PCR je metoda, ktera umoziiuje rychle a vysoce selektivné namnozit konkrétni

nukleotidovou sekvenci obsazenou v jakékoliv DNA. Ze znalosti sekvence DNA, kterou
chceme amplifikovat, jsou odvozeny a navrzeny dva oligonukleotidy na opa¢nych koncich
pozadované sekvence. Tyto oligonukleotidy ohrani¢uji amplifikovany usek a slouzi jako
primery pro in vitro syntézu DNA pomoci DNA polymerasy.

PCR zahrnuje tii na sebe navazujici kroky: (1) ,,denaturace™: oddéleni dvou fetézca
DNA od sebe, coz vyzaduje kratké zvyseni teploty; (2) ,,hybridizace primerti“: nasednuti

primerti na komplementarni sekvence DNA, vyzaduje ochlazeni reakéniho roztoku; (3)
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»elongace™: syntéza pozadovaného useku DNA zobou primerti za pfitomnosti DNA
polymerasy a deoxyribonukleosidtrifosfatu.

Cela technika je zaloZena na vyuziti DNA polymerasy izolované z termofilni bakterie,
ktera nepodléha denaturaci v kroku (1) a mize tedy podstoupit vétsi pocet tiifazovych cykla
za sebou. Pro spravnou termodynamiku naseddni primerii na DNA a pro zabranéni vzniku
nespecifickych produkti je nutné zvolit vhodnou teplotu (Tn) vkroku (2), kterou
odvozujeme od sekvence obou oligonukleotidi:

Tm=4 x (G+C) + 2 x (A+T).

PCR s LA polymerasou
Tento typ PCR jsme pouzili pro ovéfovani vloZeni pozadovaného DNA fragmentu na
ur¢ené misto ve spravné orientaci. Standardné tato reakce probihala podle navodu vyrobce

LA polymerasy (TopBio).

PCR s Pfu polymerasou

Pfu polymerasa byla vyuzita pro PCR, kdy byla vyZadovana co nejpiesnéjsi
amplifikace daného fragmentu pro dalsi pouziti (klonovani plazmidu, transformace bunék).
Pfu polymerasa byla pouzita pro amplifikaci genu rpoA poptipadé jeho fragmenti za
ucelem vlozeni sekvence kodujici histidinovou kotvu a spektinomycinové kazety. Reakéni

podminky byly stanoveny podle pokynt vyrobce (Stratagene).

PCR na koloniich

Tuto reakci jsme pouzili pro ovéfovani vlozeni pozadovaného DNA fragmentu na
urené misto ve spravné orientaci. Reakéni podminky jsme zachovali stejné jako pro PCR
s LA polymerasou, navic jsme do reakce pfidali tween podle pokyni vyrobce LA
polymerasy (Top Bio). V reakci jsme pouzili jednotlivé kolonie S. pneumoniae naroslté na
pevném agarovém médiu, které jsme pomoci steriliniho paratka vypichli a rozpustili v 10 pl
média CATc s ptidavkem glycerolu o findlni 5% koncentraci. Kolonie byly uchovavéany v
-80° C.

4.2.1.3 Ligace

DNA ligasy jsou enzymy, které umoziuji tvorbu vazeb mezi jednotlivymi fragmenty

DNA za spotieby ATP.
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Ligace byla standardn¢ provadéna ve 20 pl reakéni smési pfi pokojové teploté (pfes
noc) pomoci enzymu T4 DNA ligasy. Reakéni podminky byly dodrzeny podle pokyni

vyrobce (Fermentas).

4.2.1.4 Stépeni DNA restrikénimi endonukleasami
Restrik¢éni endonukleasy (RE) jsou enzymy, které rozeznavaji specifické sekvence

dsDNA a s$tépi DNA v obou vlédknech za vzniku definovanych fragmentd. Pro svou ¢innost
nevyzaduji pfitomnost ATP a kromé St€peni specifickych sekvenci DNA nijak
nemodifikuji.

Pii pouziti RE byly dodrzeny pokyny vyrobce (NEB) a pouzivany doporuéené pufry.
Pokud nemohl byt pfi $t€peni dvéma rtiznymi enzymy pouZit stejny pufr, byla DNA
nastipana postupné¢. Mezi jednotlivymi §t€épenimi byla DNA precipitovana izopropanolem a

bylo-li to nutné pfetisténa pomoci sady Minielute™ Reaction Cleanup Kit (QIAGEN).

4.2.2 Manipulace s proteiny

4.2.2.1 SDS-polyakrylamidova elektroforéza (SDS-PAGE)
K analyze proteinli byla vyuzita vertikdlni SDS-PAGE. Vzorek proteini byl pied

nanesenim inkubovéan s SDS vzorkovym pufrem (10 min, 100° C). Vysoky negativni naboj
SDS piekryva vlastni nadboj proteinu, takze proteiny pokryté SDS maji shodné poméry
poctu naboju na jednotku hmoty, nasledkem toho se SDS proteiny déli v elektrickém poli
na zakladé€ své molekulové hmotnosti.

Elektroforéza probihala v SDS elektroforetickém pufru, v 4% zaostfovacim gelu pfi

napéti 10 V/em?, v 10% nebo 12% separa¢nim gelu pfi napéti 15 V/em? (tab. 4-2).

Tabulka 4-2.: Priprava polyakrylamidového gelu

30% 1,5M Tris | 0,SM Tris | 10% | H,O |TEMED| 10% | celk.

akrylamid pH 8,8 pH 6,8 SDS APS | objem

zaostrovaci 0,4 ml - 1 ml 40 pl | 2,5ml 5ul 50l | 4ml

gel 4%

separacni gel | 4,7 ml 3,5ml - 140 pl [ 5,6 ml | 14pl [ 100l | 14 ml
10%

separacni gel| 5,6 ml 3,5ml - 140 ul [4,7ml | 8l 80 ul | 14ml
12%
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4.2.2.2 Barveni proteinu na separacnim gelu
Proteiny byly barveny barvou Coomassie blue R-250 timto zplisobem:

1. barveni gelu v barvicim roztoku (0,5 g Coomassie blue; 450 ml methanol; 100
ml kyselina octova; 450 ml destilované voda), 20 min
2. odbarveni gelu odbarvovacim roztokem (20% methanol, 10% kyselina octova)

3. suseni gelu (ve vakuu), 30 min, 55° C

4.2.2.3 Méreni koncentrace proteini
Pro stanoveni koncentrace proteini byla pouzita komeréni souprava BCA Protein

Assay Reagent (Pierce). Jednd se o metodu, kterd umoziiuje kolometricky stanovit
koncentraci proteinti. Pfi pfipravé vzorkil pro méfeni koncentrace byly dodrzeny pokyny
vyrobce, reakce probihala 30 min pti 37° C.

Pro vytvofeni kalibraéni kiivky byl pouzit zdsobni roztok proteinu BSA (2 mg/ml), z
kterého byla piipravena fedici fada (0-20-40-60-80-100 pg proteinu). Mira vzniklého
modrofialového zabarveni byla méfena jako absorbance pfi vinové délce 562 nm.
Kalibra¢ni kfivka byla vytvofena dle standardu ze ziskaného grafu zavislosti absorbance na
koncentraci. Pomoci regresni rovnice byla z kalibra¢ni pfimky stanovena koncentrace

proteinti ve vzorcich.

4.2.2.4 Prenos proteinii na membranu (,, Western blotting )
K pfenosu proteinti (za u€elem imunodetekce) z SDS-PAGE gelu na PVDF membranu

Immobilon-P (Millipore) byl pouzivan ptistroj zhotoveny podle piistroje The Mini Trans-
Blot®(Bio-Rad). PHi sestavovani aparatury bylo postupovano dle pokynd originalniho
vyrobce. Membrana byla nejprve smoc¢ena v methanolu a poté ekvilibrovana v blotovacim
pufru (viz kap. 4.1.4). Pfenos probihal 23 min pti 360 mA, pokud probihal ptenos spravn¢,

byly vidét pfenesené prouzky proteinového standardu.

4.2.2.5 Imunodetekce proteinii
Pro imunodetekci epitopem znacenych proteind byla pouzivana monoklonalni mysi

protilatka proti histidinové kotvé a sekundarni protilatka proti my$im IgG konjugovanad s
kfenovou peroxidasou. V piipadé¢ StkP jsme pouzivali kréali¢i polyklonalni protilatku
(NOVAKOVA 2004) a sekundéarni kozi protilatku konjugovanou s kienovou peroxidasou
proti krali¢im IgG. Krenova peroxidasa katalyzuje reakci, pfi niZ se bezbarvy

diaminobenzidin (DAB) méni v pfitomnosti HyO, na barevny produkt. Barevny komplex
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prim.protilatka-sek.protilatka-enzym pak identifikuje polohu hledaného proteinu poptipadé
piitomnost epitopu.
Pfi imunodetekci byl dodrzovan nasledujici postup:

1. Blokace proteini na membrané, 1 hod v 3% BSA v 10 ml TBS-T

2. Inkubace s primarni protilatkou (fedéni 1:2000) v 1% BSA/TBS-T, pies noc pii
4°C
Promyti 3 x 10 minut v TBS-T
Inkubace se sekundéarni protilatkou (fedéni 1:5000) v TBS-T
Promyti 3 x 10 minut v TBS-T

Barevna detekce: inkubace v detek¢énim roztoku do zbarveni

NS AW

Ukonceni reakce ptidanim destilované vody

4.2.3 Manipulace s E. coli

4.2.3.1 Kultivace
Kultivace E. coli probihala v LB médiu pii 37° C za stalého tfepani, tak aby se kultura

okysli€ovala v celém svém objemu. Pfi kultivaci na pevném médiu jsme pouzili LB
médium s agarem, kulturu jsme inkubovali také pii 37° C. Selekce jsme dosahli pfidanim

ATB v pfislusné koncentraci.

4.2.3.2 Priprava kompetentnich bunék
Kompetentni buriky jsme piipravovali metodou podle (INOUE et al. 1990). 100 ml

pidy SOB jsme inokulovali 400 pl bakterialni kultury ve stacionarni fazi a kultivovali pfi
20° C za intenzivniho tfepani (250 ot/min). Jakmile kultura dosdhla ODgg = 0,6, byla
kultivace pferusena a builky jsme inkubovali 10 min na ledu. Po centrifugaci (10 min,
2500 g, 4°C) jsme buiky resuspendovali v 32 ml ledového pufru TB. Suspenzi jsme
ochladili 10 min na ledu a centrifugovali (10 min, 2500 g, 4°C). Buiiky jsme resuspendovali
v 8 ml pufru TB, ptidali jsme DMSO do kone¢né koncentrace 7% a nechali 10 min stat na
ledu. Suspenze jsme rozdélili po 100 pl do mikrozkumavek a zamrazili v kapalném dusiku.

Kompetentni buriky jsme uchovavali pii —80° C.

4.2.3.3 Izolace plazmidové DNA
Princip metody spoc¢iva v denaturaci DNA v alkalickém prostedi nasledované rychlou

renaturaci molekul. Plazmidova ,ccc™ (z angl.: covalently close circle) forma DNA

renaturuje rychleji nez chromozomélni DNA a proteiny, proto mohou byt proteiny a
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chromozomalni DNA po precipitaci s SDS a acetadtem draselnym z roztoku odstranény
centrifugaci.

1,5 ml LB média s piisluSnym ATB jsme inokulovali izolovanou bakterialni kolonii a
inkubovali pfes noc pti 37° C. Narostlou kulturu jsme centrifugovali (3 min, 13 000 rpm) a
resuspendovali ve 100 pl roztoku PEBI. Déle jsme piidali 200 pl roztoku PII, v§e Setrné
zamichali a inkubovali 5 min pfi laboratorni teploté. Po piidani 150 pul 3 M acetatu
draselného jsme vSe opét Setrn¢ promichali a inkubovali 10 min na ledu. Po centrifugaci
(10 min, 13 000 rpm) jsme odebrali supernatant obsahujici plazmidovou DNA a pftidali
k nému 1x objem isopropanolu. Po dal$i centrifugaci (10 min, 13 000 rpm) jsme pelet
promyli 80% ethanolem a vysusili ve vakuu. Takto izolovanou DNA jsme rozpustili ve
20 pl TE pufru s RNasou A (20 pg/ml).

Pro izolaci plazmidové DNA ve vysoké ¢istoté (DNA uréend pro transformaci, apod.)
byla vyuzZita komeré&ni souprava QIAprep®Spin Miniprep kit (QIAGEN) a dodrzeny pokyny

vyrobce.

4.2.3.4 Transformace bunék plazmidovou DNA

Tato metoda transformace je zaloZena na vyuziti teplotniho Soku, ktery usnadni
pruchod plazmidové DNA bakterialni buné¢nou sténou.

Kompetentni buiiky jsme rozmrazili na ledu a piidali k nim liga¢ni smés. Ve jsme
opatrné promichali a inkubovali 30 min na ledu. Nasledoval teplotni $ok: 1,5 min pti 42° C
a 1,5 min na ledu. K bunééné suspenzi jsme piidali 4x objem ptfedehiatého LB média a
kultivovali buriky 1 hod pti 37° C ve vodni lazni (kultivace zabezpeéi plnou expresi
rezistence Kk antibiotiku). Po inkubaci jsme suspenzi vyseli na pevné LB médium

s ptisluSnym ATB.

4.2.3.5 Exprese a purifikace proteinii

Exprese proteinu
200 ml LB média s kanamycinem (50 pg/ml) jsme zao¢kovali Cerstvym inokulem

kmene E. coli BL21 nesoucim plazmid pET28b s pfislusnym genem na vyslednou ODgyo =
0,05. Buriky jsme kultivovali pti 37° C do ODggo = 0,6 (byl odebran vzorek kultury pied
indukci). V kultufe byla nasledné¢ indukovéana exprese proteinu pfidanim IPTG na
vyslednou 2mM koncentraci. Kultura byla inkubovana dals§i 34 hodiny pii 37° C (odebran
vzorek po indukci) a po ukon¢eni kultivace sto¢ena (5 min, 6 000 rpm). Ziskany bunéény
pelet byl 2 x promyt 10 ml pufru (10mM Tris-HCl; pH 7,5) s protedzovymi inhibitory
(Roche).
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V ptipadé¢ exprese proteinu StkP-GST probihala veskera kultivace pti 30° C
(NOVAKOVA 2004).

Purifikace proteinu

Purifikace proteinii probihala na ledé¢ a byly pouzivany vychlazené roztoky
s protedzovymi inhibitory, tak aby b&hem purifikace nedochézelo k degradaci proteinti.
Hlavni metodou vyuzivanou v prubéhu purifikace byla afinitni chromatografie. Tato
metoda umoziuje z roztoku s velkym mnoZstvim proteinii pfipoutat zvoleny protein na
nosi¢ pomoci kotvy (napf. ndmi zvolené histidinové) a ostatnich proteini se béhem
jednotlivych promyvacich krokd zbavit. Protein je pak mozné z nosi¢e uvolnit a tim ziskat
roztok obsahujici z vétSinové ¢asti ptislusny protein.

Bunéény pelet jsme resuspendovali v pfislusném pufru (dle zpisobu afinitni
chromatografie) a buriky rozbili pomoci pfistroje mini French® Pressure Cell Press (SLM
instruments, Inc.). Odebrali jsme vzorek celkového lyzatu na SDS-PAGE. Dale jsme sto¢ili
nerozbité buiky (5 min, 6 000 rpm) a supernatant pouzili pro dalsi purifikaci. Supernatant
jsme centrifugaci (15 min, 13 000 rpm, 4°C) zbavili inkluzi a membréan a rozpustnou frakci
jsme pouzili pro dalsi purifikaci.

Proteiny s histidinovou kotvou jsme izolovali pomoci afinitni chromatografie za
pouziti nosi¢e asociovaného s niklem (TALON™ Metal Afinity Resin (Clontech)). Pii
purifikaci byly dodrzeny pokyny vyrobce. Navazani na nosi¢ probihalo v pufru A (viz
kap.4.1.4), navazany protein jsme odmyli pomoci pufru B (viz kap.4.1.4) Purifikované
proteiny jsme dialyzovali proti dialyzaénimu pufru a zamrazili po ptidani 5% glycerolu v -
20°C.

Protein StkP fuzovany s GST kotvou byl izolovan pomoci nosi¢e s glutathionem
(GST Bind ™ Resin (Clontech)) dle pokynli vyrobce. Navazani na nosi¢ probihalo
v extrakénim pufru a navazany protein jsme z nosi¢e odmyli eluénim pufrem. Proteiny byly
dialyzovany proti dialyza¢nimu pufru pfes noc pii 4° C a zakoncentrovany. Purifikované

proteiny byly uchovavany v 5% glycerolu v -20°C.

4.2.4 Manipulace s S. pneumoniae

4.2.4.1 Kultivace

S. pneumoniae se kultivuje stacionarné pti 37° C v minimalnim nebo komplexnim

médiu. Konzervy S. pneumoniae jsme ptipravovali nasledujicim zpisobem: do 10 ml média
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CATc jsme zaockovali 200 pl kultury S. pneumoniae (ODsgp = 0,5) a nechali rist do ODj4qp

= 0,5, poté jsme kulturu rozdélili po 1 ml a zamrazili po pfidani 15% glycerolu v -80° C.

4.2.4.2 Izolace chromozomalni DNA

10 ml média CATc jsme inokulovali 200 pl kultury S. pneumoniae a inkubovali pfi
37° C do OD4go= 0,5 (exponencialni faze). Po centrifugaci (10 min, 10 000 rpm, 4°C) jsme
buriky promyli pufrem (10mM Tris-HCI, pH 7,5) a opét centrifugovali (10 min, 6 500 rpm,
4°C). Buiiky jsme resuspendovali v roztoku SEDS a inkubovali pti 37° C dokud nedoslo
k lyzi kultury. K lyzatu jsme pfidali proteinasu K (2 mg/ml), bunéfnou suspenzi jsme
inkubovali 15 min pti 56° C. Ptidali jsme 1x objem TE pufru a nasledovala extrakce smési
fenol-chloroform-isoamylalkohol (v poméru 25:24:1). Smés jsme centrifugovali (20 min,
6 500 rpm, LT). Odebrali jsme horni (vodnou) fazi. Pocet extrakci zavisel na mnoZstvi
mezifaze. Nakonec jsme suspenzi extrahovali samotnym chloroformem. Chromozomaélni
DNA jsme precipitovali pfidanim 0,1x objemu 3 M NaOAc a 0,6x objemu isopropanolu
(nékolikanasobna inverze). Chromozomalni DNA se v roztoku vysrazela ve formé vlakna,
které jsme namotali na sterilni kli¢ku, promyli 80% ethanolem a nechali oschnout na
vzduchu do zbéleni. Chromozomalni DNA jsme nechali pfes noc rozpoustét v TE pufru

s RNasou (20 pg/ml).

4.2.4.3 Transformace za pouziti CSP

Pfi transformaci za pouziti CSP jsme postupovali podle pivodniho navodu (LUO a
MORRISON 2003). Princip spo¢ivd v navozeni kompetence v kultuie S. pneumoniae
pomoci CSP, tak aby mohlo dojit k nasledné transformaci.

Do 10 ml média CTM jsme zaockovali 200 pl kultury S. pneumoniae (ODg4go = 0,5) a
inkubovali pfi 37° C do OD4go = 0,05. Z této kultury jsme odebrali 1ml, ke kterému jsme
pfidali 250 ng CSP a 1 ug DNA (uréené k transformaci). Celou smés jsme inkubovali 30
min pii 30° C a 1,5 hod pti 37° C. Kulturu jsme nafedili a vyseli na misky s gelosou a
ptislusnym ATB. Jako pozitivni kontrolu a pro testovani transformaéni u¢innosti jsme
pouzili chromozomalni DNA z kmene Cpl016, ktera nese resistenci na rifampicin. Vyseli
jsme fedéni 107 a 10 na gelosu s rifampicinem a 10° na gelosu bez ATB. Z poméru
ziskanych transformantii na miskach s ATB ku vSem narostlym koloniim na miskach bez

ATB jsme vypocitali transformac¢ni G¢innost.
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4.2.4.4 Purifikace RNAP

Pti izolaci RNA polymerasy ze Streptococcus pneumoniae bylo vyuZito postupu
popsaného v (LUO a MORRISON 2003).

Do 800 ml média CATcomplet jsme zaockovali 16 ml kultury kmene S. pneumoniae
RpoA(His), S. pneumoniae RpoC(His), S. pneumoniae RpoA(His)AstkP ODsy = 0,5.
Buriky byly stacionarné kultivovany pti 37° C do ODg4pp = 0,5. Potom jsme kultivaci
prerusili a burky sto€ili 15 min pfi 6 000 rpm. Bunéény pelet jsme nasledné promyli v
pufru (10 mM Tris, pH 7,5).

Purifikace probihala pomoci Ni-NTA agar6zové afinitni kolony (Qiagen), ktera
specificky vaze proteiny s histidinovou kotvou. Béhem purifikace byly dodrzeny pokyny
vyrobce. Bunéény pelet jsme rozpustili v promyvacim pufru s protedzovymi inhibitory bez
imidazolu a buriky rozbili tlakem pomoci ptistroje mini French® Pressure Cell Press (SLM
instruments, Inc.). Poté jsme suspenzi inkubovali 15 min pii 37° C s benzonasou (rozklada
nukleové kyseliny, aby se mohla uvolnit veskerd navazand RNAP). Suspenze jsme smichali
s 2 ml 50% Ni-NTA resinu a mirné promichavali 60 min pfi 4° C. K promyti jsme pouzili
promyvaci pufr s 20 mM imidazolem a navadzany protein jsme eluovali eluénim pufrem
$250 mM imidazolem. Ziskany protein jsme dialyzovali proti dialyzaénimu pufru

minimalné 3 hodiny pti 4° C a uchovavali v 5% glycerolu pii -20° C.

4.2.5 Kinazova reakce in vitro
Fosforyla¢ni reakce in vitro byly realizovany ve 20 ul zakladni reakéni smési o

slozeni: 25 mM Tris-HCI pH 7,5; 25 mM NaCl; 0,1 mM EDTA; 1 mM DTT; ATP 10 uM
(obsahujici 1 uCi [y-PJATP nebo [a-’P]JATP) a 5 mM MnCl,. Pro charakterizovani
optiméalnich podminek in vitro fosforylace RpoA pomoci StkP byly pouzity razné
koncentrace MnCl, a dalsi ionty (MgCl, , CaCl,, ZnCl,). Kindzova reakce byla zahajovana
pfidanim radioaktivniho ATP, poté byla reakéni smés inkubovana 30 min pti 37° C a
ptfidanim 5 x SDS-vzorkového pufru byla reakce zastavena. Pro testovani kindzové aktivity
v bunéénych lyzatech bylo pouzito 30 ug proteint, pti préaci s purifikovanym proteinem cca
2 ug proteinu. Proteiny byly separovany na 10% nebo 12% SDS-PAGE, gel byl ususen a
exponovan na citlivou folii.

V piipad¢ testovani nespecifické fosforylace byly gely exponovany 67 dni, v piipadé
specifické kinazové reakce 3—4 dny. Radioaktivni proteiny byly vizualizovany na pfistroji

Molecular Imager Fx (BioRad) a analyzovany programem Aida Image Analyzer.
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4.2.6 Dvourozmeérna gelova elektroforéza (2D SDS-PAGE)
2D separace proteini probéhla podle O°Farella (O'FARRELL 1975). V prvnim

rozméru probéhla izoelektricka fokusace 48 hod pii pH 3-5,6 (ImmobilineTM Drystrip; pH
3-5,6; NL; 18 cm; GE Healthcare). Ve druhém rozméru probéhla separace podle
molekulové vahy ve 12,5% SDS-PAGE na pfistroji Investigator TM 2-D Electrophoresis
system (Oxford Gycosystems). Gely byly barveny koloidni Coomassie blue (NEUHOFF et
al. 1988). Za G¢elem vysuSeni byly gely saturovany 15 min ve 2% roztoku glycerolu,
vlozeny mezi dvé celofanové folie, napnuty do rdmecku a suSeny pii pokojové teploté pies
noc.

V8echny dvourozmérné gelové elektroforézy realizovala Sylvie Bezouskova
z laboratofe Mikrobialni proteomiky MBU AV CR, za viestrannou pomoc ji timto velmi

dékuji.

4.2.7 Hmotnostni spektrometrie
Vzorky na hmotnostni spektrometrii jsme pfipravovali nasledujicim zplisobem

(JENSEN et al. 1999). Skvrny jsme separovali pomoci vhodného SDS-PAGE gelu.
Ptislusnou skvrnu jsme zgelu vyfizli a smocili ve vodé v 500 pl umélohmotnych
zkumavkach. Pomoci pipety jsme odstranili vodu ze vzorku a pfidali 50 pul promyvaciho
pufru (50% acetonitril, 100 mM NH4HCO3;). Smés jsme inkubovali 5 min pti LT. Déle jsme
odstranili ze vzorku supernatant a vzorek opét promyli pomoci promyvaciho pufru. Opét
jsme odstranili supernatant a pfidali jsme 50 pl acetonitrilu. Acetonitril jsme odstranili
pipetou a vzorek dosusili ve vakuu (cca 15 min).

Takto pfipravené vzorky jsme odeslali na analyzu pomoci hmotnostni spektrometrie,

kterou provadél Jiti Adamec, Ph.D., Purdue University, Bindley Bioscience Center, USA.
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5 VYSLEDKY

Srovnanim fosfoproteomickych map divokého kmene Streptococcus pneumoniae a
mutantniho kmene AszkP byly identifikovany dva potenciondlni substraty proteinkinasy
StkP (obr. 5-1), (tab. 5-1). Jednim z nich byla a podjednotka RNA-polymerasy, ktera hraje
vyznamnou ulohu pfi regulaci iniciace transkripce (NOVAKOVA et al. 2005).
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Obr. 5-1.: Fosfoproteomova mapa S. pneumoniae CP101S5:
Proteiny fosforylované in vivo identifikované srovnanim fosfoproteomovych map divokého a mutantniho
kmene AstkP. Svislé osa uréuje molekulovou hmotnost (kDa) a vodorovna osa izoelektricky bod (pI). Cervena

Sipka oznaluje skvrnu odpovidajici a podjednotce RNAP. Proteiny P1-P6 viz tab. 5S—1 (NOVAKOVA et al.
2005).

Tabulka 5-1.: Identifikované proteiny fosforylované in vivo:

&islo hmotnost

skvrny nézev proteinu (kDa) pl nazev genu funkce
Pl fosfoglukosaminmutasa 48,1 4.6 spr 1417 stavba buné&¢né stény
P2 alfa podjednotka RNAP 343 4,6 spr 0215 transkripce
P3 ribozomalni protein S1 43,9 5,1 spr 0764 proteosyntéza
P4 fosfoglyceratkinasa 41,9 4,9 spr 0441 glykolyza
PS fosfodeoxyribomutasa 47 5,2 spr 0732 pentézovy cyklus
P6 fruktosa-1,6-bisfosfatmutasa 31,5 5 spr 0530 glykolyza

Proteiny byly identifikovany pomoci hmotnostni spektrometrie. Dva z téchto fosforylovanych proteini nebyly

v mutantnim kmeni AstkP pfitomny (oznaceny Cervené), a proto byly oznageny jako potencionélni substraty
proteinkinasy StkP.
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5.1 Exprese RpoA v E. coli

5.1.1 Priprava vektoru
Abychom mohli ur¢it, zda je o podjednotka RNA-polymerasy (protein RpoA)

skute¢nym substratem proteinkinasy StkP, rozhodli jsme se vytvofit vektor, ktery by nam
umoznil expresi a izolaci proteinu RpoA.

Za timto uelem jsme se rozhodli klonovat gen rpoA do expresniho plazmidu pET28b,
ktery umoziiuje pfipojeni histidinové kotvy na N-konec proteinu a tim umozZiuje izolaci
proteinu pomoci afinitni chromatografie.

Gen rpoA jsme amplifikovali pomoci PCR sPfu polymerasou a pouzili jsme
oligonukleotidy LN1 a LN2 (obr. 5-2).

Ziskany amplifikovany fragment jsme vlozili prostfednictvim Ndel a Xhol restrikénich
mist do plazmidu pET28b pod inducibilni T7 promotor tak, Ze na N-konci byla k proteinu
pfipojena histidinova kotva (6x His) (obr. 5-2).

Ziskany vektor jsme pojmenovali pETspr0215 (obr. 5-2) a transformovali jsme jej do
E. coli IM109. Pozitivni kolonie nesouci vektor pETspr0215, jsme ovéfili pomoci PCR na

plazmidové DNA, spravnost sekvence jsme ovéfili sekvenovanim.

Ndel

\/_LN1 .‘
‘ rpoA (936 pb) *W\

2)5:01

Obr. 5-2.: Mapa expresniho vektoru pETspr0215:

T7: inducibilni promotor T7; kan: gen pro kanamycinovou rezistenci; fl:po&atek replikace; lacl: /ac represor;
Ndel a Xhol: pouzité restrikéni mista; spr021S5 lokus genu rpod; &emné Sipky oznaluji pouzZiti oligonukleotidy;
§rafované sekvence kodujici His

56



5.1.2 Exprese genu rpoAv E. coli BL21 (DE3)
Vektorem pETspr0215 jsme transformovali expresni kmen E. coli BL21(DE3), ktery

jsme zaockovali do LB média s kanamycinem. Po indukci IPTG nastala silnd exprese
RpoA(His). Béhem kultivace jsme odebirali vzorky kultury a poté je analyzovali na SDS-
PAGE. Zjistili jsme, Zze dostate¢né mnoZzstvi proteinu je obsazeno v rozpustné frakci. Za
pouziti afinitni chromatografie se nam podafilo protein zrozpustné frakce izolovat

s vysokou u¢innosti a ve vysoké Cistoté (obr. 5-3).

Obr. 5-3.: Exprese a purifikace RpoA:

Exprese: 1) vzorek kultury pted indukci; 2) 1 hod po indukci; 3) 2 hod po indukci; 4) 3 hod po indukci;
Izolace: 1) celkovy lyzat bun&k; 2) rozpustna frakce; 3) nenavazané proteiny; 4) 1. promyti; 5) 3. promyti; 6)
¢isty protein RpoA (36,4 kDa)
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5.2 In vitro fosforylace RpoA pomoci StkP
Fosforyla¢ni aktivita StkP je jako u vétSiny proteinkinas eukaryotniho typu

stimulovana manganatymi a hofe¢natymi ionty, jejichz koncentrace se pohybuje v rozmezi
mezi 0,5 mM a 5 mM (NOVAKOVA et al. 2005).

Z toho divodu jsme pro in vitro fosforylaci proteinu RpoA pouzili standardni
podminky kinazové reakce s pfidavkem manganatych a hote¢natych iontt (viz kap. material
a metody). Zjistili jsme, Ze o podjednotka je za pfitomnosti proteinkinasy StkP in vitro
fosforylovana a intenzita fosforylace se jevila jako velmi vyznamna (obr. 5—4).

V kinazové reakci jsme pouzivali protein StkP fuzovany s GST- kotvou
(NOVAKOVA 2004), ktera nam umoznila jeho izolaci. Protein jsme purifikovali pomoci
GST Bind™ Resin (Clontech) viz kapitola 4.2.3.5.

Fogforylace Coomassie blue

Obr. 54.: Fosforylace RpoA prostFednictvim proteinkinasy StkP:
1) StkP + RpoA; 2) StkP; 3) RpoA

Jakmile jsme ovéfili, Ze je a podjednotka v ptitomnosti StkP in vitro fosforylovana,
chtéli jsme urcit optimalni podminky pro tuto kindzovou reakci.

Prvni optimum, které nas zajimalo, byl vliv riznych dvojmocnych ionti na fosforylaci
RpoA prostiednictvim StkP. Za timto ucelem jsme vyzkouseli vliv iontd manganatych,
hofeénatych, vapenatych a zine¢natych. U Mn*" a Mg®" iontd, u kterych jsme predpokladali
vyrazny vliv na kindzovou reakci, jsme zkous$eli rizné koncentrace (1-10 mM).

Nejvétsi intenzitu fosforylace jsme zaznamenali u S mM koncentrace MnCl, (obr. 5—
mM MnCl; a u 10 mM MgCl,. U ostatnich iont byla intenzita velmi nizka, proto jsme

usoudili, Ze tyto ionty fosforylaci RpoA prostiednictvim StkP neovliviiuji (obr. 5-5a).
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Dale nas zajimal vliv teploty na pribéh fosforylace RpoA pomoci StkP. Testovali
jsme teploty 0° C, 21° C, 37° C a 42° C. Nejvétsi intenzitu fosforylace jsme zaznamenali u
teplot 37° C a 42° C, coz odpovida teplotdm hostitelského organismu (pfirozeného
prostiedi), ve kterém se Streptococcus pneumoniae jako endogenni patogenni bakterie
bézné pohybuje (obr. 4-5 b.).

Analyzovali jsme také vliv ¢asu na prub¢h kindzové reakce. Kindzovou reakci jsme
nechali probihat 1 min, 15 min, 30 min a 60 min. Nejvy$$i intenzitu fosforylace jsme

zaznamenali, pokud kindzova reakce trvala 30 minut (obr. 4-5 c.).

37 10050 3 02 29 4 2 %

Coomassie blue Fosforylace

Obr. 5-5. a: Vliv ionti na in vitro fosforylaci RpoA pomoci StkP:

1) ImM MnCl,; 2) S mM MnCl,; 3) 10 mM MnCly; 4) 1 mM MgCl, ; S) SmM MgCly; 6) 10 mM MgCly; 7) 5
mM CaCl,; 8) S mM ZnCl,; podtrzena &isla udavaji relativni intenzitu fosforylace, nejvyssi intenzitu jsme
zaznamenali u 5 mM MnCl, a oznatili ji jako 100%

3% 47% 97% 100%

Coomassie blue Fosforylace

Obr. 5-5. b: Vliv teploty na in vitro fosforylaci RpoA pomoci StkP:
1) 0° C; 2) 21° C; 3) 37° C; 4) 42° C; podtrzené &islice udavaji intenzitu fosforylace v procentech
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Coomassie blue Fosforylace

Obr. 5-5. ¢: Vliv ¢asu na in vitro fosforylaci RpoA pomoci StkP:

1) 1 min; 2) 15 min; 3) 30 min; 4) 60 min; podtrZzené &islice udavaji intenzitu fosforylace v procentech

5.3 Identifikace fosforylacnich mist a podjednotky RNAP
Ur¢it, na kterych aminokyselinovych zbytcich je a podjednotka RNA-polymerasy

fosforylovana je nezbytné k pochopeni funkce modifikace v prub&hu regulace transkripce.
Z tohoto divodu jsme se rozhodli separovat fosforylované izoformy proteinu RpoA na
dvourozmérné elektroforéze (2D SDS-PAGE).

Diky dvourozmérné elektroforéze jsme identifikovali ¢tyfi odliSné izoformy a
podjednotky RNAP, z nichz celkem tii byly fosforylované (obr. 5-6). Odli§né izoformy
jsme izolovali a nechali analyzovat pomoci hmotnostni spektrometrie. Aminokyselinové

zbytky, na kterych k fosforylaci dochazi, se zatim nepodaftilo identifikovat.

-t

-~ Fosforylace

Coomassie blue

4 izoformy
Obr. 5-6.: Izoformy RpoA oddélené pomoci 2D SDS-PAGE:

Sipky oznaduji jednotlivé izoformy
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5.4 Substratova specifita StkP

Samotny fakt, Ze je testovany protein v pfitomnosti kinasy fosforylovan jesté nutné
neznamena, Ze je jejim substratem. O substratové specifité kinasy k pfislusnému proteinu
miZzeme mluvit aZ za predpokladu, ze dany protein: (i) je kinasou fosforylovan vice nez
protein, ktery neni b&€zn¢ fosforylovan (pi. BSA, 66 kDa); (ii) je kinasou fosforylovan vice
nebo stejné jako univerzalni substrat (pi. MBP, 44 kDa) (PECK 2006).

Abychom dokazali substratovou specifitu proteinkinasy StkP k a podjednotce RNAP,
vyuzili jsme vy$e zminénych zasad a pouzili jsme pfi testovani in vitro fosforylaci protein
BSA jako negativni kontrolu a obecny substrat MBP jako pozitivni kontrolu (obr. 5-7).

Zjistili jsme, Ze pfi stejnych reakénich podminkach je intenzita fosforylace
nejvyznamnéj$i u RpoA v pfitomnosti StkP, zatimco u proteinu BSA a MBP neni
fosforylace zadna nebo velmi mala (obr. 5-7).

Zaroveri jsme si povSimli fosforylace, ke které ptekvapivé dochazi ve vzorku, kde je

pfitomny samotny protein RpoA (viz ¢ervena Sipka na obr. 5-7).

175

Coomassie blue Fosforylace

Obr. 5-7.: Substratova specifita:
1) StkP (98,2 kDa); 2) StkP + RpoA; 3) RpoA (34,2 kDa); 4) StkP + MBP; 5) MBP (42,5 kDa); 6) StkP +
BSA; 7) BSA (66 kDa); Eervena Sipka oznacuje fosforylaci na RpoA

5.5 Nespecificka fosforylace RpoA

Pozorovana nespecificka fosforylace (obr. 5-7, ¢ervena Sipka) je vyrazné slabsi nez
specificka fosforylace RpoA, ke které s vysokou ucinnosti dochazi za pfitomnosti StkP.
Pfesto jsme se chtéli pokusit uréit, jaky podil pozorované fosforylace miize byt zpisoben
fosforylaci nespecifickou a za jakych podminek, popiipadé z jakych divodu k ni dochazi.

Vychazeli jsme z Gvahy, Ze pozorovana nespecificka fosforylace mize byt disledkem:
(i) enzymatické fosforylace zplsobené kopurifikovanym proteinem; (ii) autofosforylace;

(iii) chemické reakce.
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5.5.1 In vitro kinazova reakce v pritomnosti [a32P]ATP a
[Y32P]ATP

Z téchto divodu jsme se rozhodli provést fosforylaci proteinu RpoA za pouziti
[y**P]ATP a [o*’P]ATP.

Vychazeli jsme ze skute¢nosti, ze v pfipadé [«*’P]ATP je radioaktivné znacena prvni
(o) fosfatova skupina, ktera se vymeény fosfati béhem enzymatické fosforylace neucastni.
V ptipadé [y”P]ATP je radioaktivné znacena tteti (y) fosfatova skupina, ktera je v pribéhu
enzymatické fosforylace pfedavana z ATP na proteinkinasu a z ni nasledné na substrat.
Pokud by se projevila fosforylace RpoA pfi pouziti [«*’P]ATP, jednalo by se o
nespecifickou chemickou vazbu. Zatimco kdyby se projevila fosforylace pti pouziti
[y”P]ATP, mohli bychom fosforylaci oznacit jako enzymatickou. V pribéhu tohoto pokusu
jsme pouzili rizné podminky kindzové reakce (ménili jsme koncentraci iontl), abychom
blize ur¢ili, kdy k nespecifické fosforylaci dochazi (obr. 5-8).

Jak je vidét na obr. 5-8, pfi pouZiti [ynP]ATP jsme pozorovali silny signél, ktery
naznalil, Ze by se mohlo jednat o enzymatickou fosforylaci. Zaroven jsme vsak zjistili, ze
se slaby signal objevil i ve vzorcich s [0*’P]ATP, z &ehoz vyplyva, Ze pozorovana

fosforylace je vysledkem chemické reakce ¢i nespecifické vazby ATP.

[¥?P]ATP [«2P]ATP

1 2 3 4 1 2 3 4

Coomassic bise |y QPGP W DG Coomassie biue

Fogonyiace | @) @D D o W @ o | Fogorylace

100% 51% 46% 58% 28% 25% 30% 23%

Obr. 5-8.: Fosforylace RpoA pomoci [aszP]ATP a [y"P]ATP :
Ve viech vzorcich je RpoA (4pg): 1) + Mn™; 2) bez Mn™; 3) + Mg™; 4) bez ionti; podtrzené &islice udavaji
intenzitu fosforylace v procentech

5.5.2 Fosforylace denaturovaného proteinu RpoA
Jelikoz predchozi pokus nevylougil moznost nespecifické chemické vazby [y*°PJATP

na RpoA, rozhodli jsme se protein RpoA denaturovat pomoci mocoviny, zvySené teploty a
precipitaci v trichloroctové kyselingé. Fosforylaci jsme provadéli za riznych testovacich
podminek (obr. 5-9).

Pokud by se jednalo o enzymatickou fosforylaci proteinu RpoA, neméla by se za

denatura¢nich podminek projevit. V piipadé nespecifické chemické vazby by intenzita
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fosforylace méla zistat stejnd, to znamena, Ze by se neméla liSit od intenzity fosforylace za
béznych podminek.

Zjistili jsme, Ze RpoA je v pfitomnosti denaturaCnich ¢&inidel fosforylovan, coz
ukazuje na nespecifickou chemickou vazbu ATP nebo fosfatové skupiny na protein RpoA.
Fosforylace patrn€ nesouvisi s enzymatickou aktivitou proteinu RpoA ¢&i jiného

kopurifikovaného proteinu (obr. 5-9).

Coomassie blue

Fosforylace

Obr. 5-9.: Fosforylace denaturovaného proteinu RpoA:
1)kontrola s DTT; 2) kontrola bez DTT; 3) mo&ovina; 4) 60° C; 5) 70° C; 6) 80° C; 7) 90° C; 8) precipitace

vTCA

5.6 Priprava kmene Streptococcus pneumoniae pro izolaci
proteinu RpoA

Vzhledem k tomu, Ze jsme vSechny fosforyla¢ni reakce testovali na rekombinatnim
proteinu exprimovaném v E. coli, bylo na§im dal$im cilem pokusit se izolovat nativni
protein RpoA pfimo z matetfského organismu S. prneumoniae. Bylo dokézano, ze z kultury
S. pneumoniae lze izolovat RNA-polymerasu pomoci histidinové kotvy na jedné
z podjednotek tohoto vicepodjednotkového enzymu (LUO a MORRISON 2003).

U nativniho proteinu jsme chtéli zjistit, zda in vitro fosforylace RpoA pomoci
proteinkinasy StkP probiha stejné jako u proteinu rekombinantniho a potvrdit nebo vyvratit,
Ze protein RpoA v komplexu RNAP funguje jako substrat kinasy StkP. Dale jsme chtéli
RpoA izolovany za nativnich podminek podrobit analyze mist fosforylace, kterd mize byt
odli$na od rekombinatniho proteinu RpoA.

Proto jsme se rozhodli vlozit sekvenci kodujici histidinovou kotvu za ATG startovaci
kodén genu rpoA pomoci homologni rekombinace, tak aby se exprimoval protein
s histidinovou kotvou (10x His), ktery bychom mohli nasledné izolovat pomoci afinitni
chromatografie. Aby byl zdsah do chromozomdalni DNA matefského organismu co
nejSetrnéj$i, nespojili jsme vloZzeni sekvence kddujici histidinovou kotvu s pfitomnosti
selekéniho znaku. Gen rpod se nachazi uvnitf operonu spr0210 — spr0216 a proto by

vlozeni genu pro antibiotikovou rezistenci mohlo interferovat s expresi sousednich genti.
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Pozitivni klony jsme chtéli hledat pomoci PCR se specifickymi oligonukleotidy. Tato
strategie byla v nasi laboratofi dfive uspésné pouzita (SASKOVA et al. 2007).

5.6.1 Priprava kmene S. pneumoinae exprimujiciho RpoA
s histidinovou kotvou
Pro pfipravu vektoru jsme syntetizovali 671 pb dlouhy usek piedchazejici lokusu

spr0215 pomoci oligonukleotidii LN8 a LN7 (obr. 5-10). Oligonukleotid LN7 ndm umoznil
do amplifikovaného fragmentu zaclenit HindlIll restrikéni misto. Ziskany fragment jsme
nazvali LN78. Fragment LN78 jsme prostfednictvim BamHI a Hindlll restrikénich mist
vlozili do plazmidu pBluescript I KS'. Vznikly vektor jsme nazvali pPBSCLN78 (obr. 5-10)
a transformovali jej do E. coli IM109. Pozitivni kolonie jsme selektovali na miskach s IPTG
a XGal na zéklad¢ tzv. modrobilé selekce a testovali pomoci PCR.

Dale jsme amplifikovali fragment dlouhy 704 pb pokryvajici lokus spr0215 pomoci
oligonukleotidti LN6 a LNS (obr. 5-10). Oligonukleotid LN5 ndm umoznil vlozit sekvenci
kddujici histidinovou kotvu (10x His) a Hindlll restrikéni misto do amplifikovaného
fragmentu, ktery jsme nazvali LN56 (obr. 5-10). Fragment LN56 jsme poté vlozili
prostiednictvim Xhol a Hindlll restrikénich mist do vektoru pPBSCLN78 a vznikly produkt
jsme pojmenovali pBSCLN68 (obr. 5-10).

Vektor pBSCLN68 jsme transformovali do kompetentnich bunék E. coli IM109 a
spravné vlozeni tseku LN68 jsme testovali pomoci PCR na plazmidové DNA. Spravnost
sekvence jsme ovéfili sekvenovanim. Vysledny vektor pBSCLNG68 jsme $té€pili pomoci

restrik¢nich enzymt BamHI a Xhol a nasledn¢ izolovali fragment LN68.
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Obr. 5-10.: Schéma pFipravy fragmenti a vektoru:

amp: ampicilinova rezistence; lacZ: laktamasa; f1: po&atek replikace; Cerveng vloZené fragmenty a pfisluina
restrik¢ni mista; $ipky oznaduji pouZité oligonukleotidy; Srafované His sekvence; RBS: ribozom vazebné
misto; spr ozna¢uji &isla genl; zelené plné 3ipky znali umisténi genu v operonu

Fragmentem LN68 jsme poté transformovali Streptococcus pneumoniae Cpl015.
Pozitivni klony jsme hledali pomoci PCR na koloniich za pouziti oligonukleotidt
komplementarnich k sekvenci kddujici histidinovou kotvu. Celkem jsme testovali 400

kolonii S. pneumoniae. Mezi nimi se ndm podafilo identifikovat 4 pozitivni kolonie
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s vloZzenou sekvenci kodujici histidinovou kotvu. Jakmile jsme vSak ztéchto kolonii
vyizolovali chromozomalni DNA, zjistili jsme, Ze neobsahuje specifickou sekvenci kodujici
histidinovou kotvu. Tuto skutenost si vysvétlujeme tim, ze Streptococcus pneumoniae
vyrusta prfedevsim ve dvojicich koku, které vSak nemusi mit shodny genotyp, a proto rist
pozitivniho klonu mize byt potla¢en ristem klonu nesouciho genotyp pivodniho divokého

kmene.

5.6.2 Priprava kmene S. pneumoinae RpoA(His) se selekénim
znakem

Protoze se nam ptredchozi metoda neosvédCila, rozhodli jsme se vloZeni sekvence
kédujici histidinovou kotvu spojit s vlozenim antibiotikové kazety, coZ by nam usnadnilo
néslednou selekci pozitivnich kolonii.

Z téchto diivodid jsme spojili vlozeni sekvence kddujici histidinovou kotvu pies noveé
zavedené EcoRI misto mezi geny spr0214 a spr0215 s vloZzenim spektinomycinové kazety
(s vlastnim promotorem, stop kodénem a bez termindtoru)(obr. 5-11). Pouzili jsme
spektinomycinovou kazetu bez terminatoru, abychom operon nepferusili a vyhnuli se
negativni interferenci pii expresi proteinu RpoA.

Nejprve jsme syntetizovali usek spr0214 pomoci oligonukleotidi LN8 a LN24. Jako
templat jsme pouzili plazmidovou DNA z pBSCLN68. Oligonukleotid LN24 nam umoznil
do vysledného fragmentu zac¢lenit EcoRI restrikéni misto (obr. 5—-11) mezi geny spr0214 a
spr0215 pted ribozom vazebné misto genu spr0215. Amplifikovany fragment jsme
klonovali do plazmidu pBluescript II KS™ prostfednictvim restrikénich mist BamHI a EcoRI,
vznikly vektor jsme nazvali pLN824.

Daéle jsme amplifikovali usek spr0215 pomoci oligonukleotidi LN25 a LNG6, ktery
jsme prostfednictvim restrikénich mist EcoRI a Xhol vlozili do plazmidu pLN824. Nové
vznikly vektor jsme nazvali pLN68Eco. Nakonec jsme amplifikovali spektinomycinovou
kazetu (840pb) jako templat jsme pouzili plazmidovou DNA zpR414, kterd nese
spektinomycinovou kazetu (LUO et al. 2003). Antibiotikovou kazetu jsme prostfednictvim
EcoRI mista vlozili do pLN68Eco. Vektorem pLN68Eco jsme transformovali kompetentni
buriky E. coli IM109, pozitivni kolonie jsme ovéfili pomoci PCR.

Z pozitivnich klonli jsme izolovali plazmidovou DNA, kterou jsme $tépili
restriktasami BamHI a Xhol, ¢imz jsme ziskali fragment nesouci (i) Gsek spr0214, (ii)
spektinomycinovou kazetu, (iii) sekvenci kdédujici histidinovou kotvu a (iv) gen rpoA.

Ziskany fragment jsme pojmenovali LN68/Eco/Spc.
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Fragmentem LN68/Eco/Spc jsme transformovali S. pneumoniae Cpl1015, pozitivni
kolonie jsme selektovali na spektinomycinu. Chromozomalni DNA ze dvou rtznych
pozitivnich klond jsme retransformovali S. pneumoniae. Ziskané klony (celkem 6) jsme

testovali pomoci PCR (obr. 5-11). Ziskany kmen jsme nazvali S. pneumoniae RpoA(His).

............... 4—--| w0214 | p - sro218s Lo (B DNA

=,

BamH1 &. .J)awl
e W PCR produkt

> —> o . 10x His +—— —

- +—

LN6 LN29

Obr. 5-11.: Schéma vloZeni sekvence kédujici histidinovou kotvu spolu s spc kazetou:
Cerveny obdélnik oznatuje vloZzené EcoRI restrikéni misto; Srafovany obdélnik oznaluje His sekvenci;
modrou barvou jsou vyznalena pouZita restrikéni mista; plné Sipky oznacuji oligonukleotidy; svétle zelen&
spektinomycinova kazeta

K ovéteni kloni pomoci PCR jsme pouzili oligonukleotidy LN28 a LN29, které lezi
mimo rekombina¢ni oblast a pokryvaji Useky spr0214 a spr0215, spektinomycinovou
kazetu a sekvenci kodujici histidinovou kotvu. Amplifikovany produkt ma 1500 pb u
divokého typu a 2650 pb u S. p. RpoA(His). Na kontrolni PCR se ukazalo, ze v§echny
produkty dosahuji velikosti pfedpokladané pro divoky typ (obr. 5-12a).

Proto jsme pouzili dal$i sadu oligonukleotidi (obr. 5-13), abychom zjistili jak
rekombinovany usek na chromozomalni DNA S. p. RpoA(His) vypada. Diky druhé
kontrolni PCR jsme zjistili, ze se sekvence kddujici histidinovou kotvu vloZila na
predpokladané misto (tj. mezi useky spr0214 a spr0215), avsak spektinomycinova kazeta se
vlozila na nezndmé misto chromozomu (obr. 5-13).

U vSech 6 testovanych klonl se vyskytovala sekvence kodujici histidinovou kotvu na
5’konci genu rpoA a Spc kazeta na jiném neznamém misté (obr. 5-13). Vlozeni sekvence
kddujici histidinovou kotvu jsme ovéfili imunodetekci pomoci monoklonalni protilatky
proti histidinové kotvé (obr. 5-12b). Na zéaklad¢ téchto vysledku jsme dosli k zavéru, Ze
antibiotikovd kazeta vlozend pred gen rpoAd negativné interferuje s expresi tohoto

esencidlniho genu. Proto podléha selekénimu tlaku a vystépuje se z ptivodniho mista na
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chromozomu a vklada se do jiného rekombina¢niho mista. Vliv této genetické zmény na

fenotypovy projev kmene je nepfedvidatelny.

a) b)
ol 2 3 4 5 6 7
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Obr. 5-12.: Ovéreni vloZeni His kotvy

a) Kontrolni PCR na chromozomalni DNA WT a RpoA(His) kmene:
1) chromozomalni DNA WT; 2-7) jednotlivé klony RpoA(His)
b) Imunodetekce:

1) rekombinantni RpoA s histidinovou kotvou (4 pg); 2-7) jednotlivé klony RpoA(His)

i l Oblast
rekombinace

spro214 —
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Obr. 5-13. a: Schéma predpokladané chromozomalni DNA kmene RpoA(His):

Spe kazeta: spektinomycinové kazeta; Srafované His sekvence; Sipky oznauji pouZité oligonukleotidy;
¢ervené ohrani¢ené rekombina&ni oblast
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1 2 3 4 S5 6 7 8 9

predpokladana velikost fragmentu ( pb):
= WT RpoA(His)
o LN29+17 0 800
1500 .- LN11+18 752 1572
o 2 - LN30+31 272 1094
N - LN26+27 0 840
i)

Obr.5-13. b: Kontrolni PCR na chr. DNA WT a RpoA(His):

1)RpoA(His): LN29+LN17; 2)WT: LN29+LN17; 3)RpoA(His): LN11+LN18; 4)WT: LN11+LN18;
S5)RpoA(His):LN30+LN31; 6)WT: LN30+LN31; 7) WT: LN26+LN27; 8)pR414 - vektor nesouci Spc kazetu:
LN26+LN27; 9)RpoA(His): LN26+LN27

5.7 Priprava RpoA(His) kmene s inaktivovanym genem stkP
Dals8i moznosti jak dokazat, Ze je dany protein substratem ptislusné kinasy je provést

cilenou inaktivaci v genu kodujicim kinasu a porovnat rozdily mezi fosforylaci RNAP
izolované z kmene s funkéni StkP a RNAP izolované z kmene s inaktivni StkP.

S timto zamérem jsme se rozhodli inaktivovat gen pro StkP v kmeni S. pneumoniae
RpoA(His) homologni rekombinaci pomoci plazmidu AkCmDk, ktery nese
chloramfenikolovou rezistenci (SASKOVA 2007). Na zékladé homologni rekombinace se
gen pro proteinkinasu StkP vyméni za chloramfenikolovou kazetu z vektoru AkCmDk a tim
je v daném kmeni gen pro proteinkinasu StkP inaktivovéan (obr. 5-14).

Buriky kmene S. pneumonie RpoA(His) jsme transformovali vektorem AkCmDK a
pozitivni kolonie selektovali na miskach s chloramfenikolem. Ziskany kmen jsme
pojmenovali S. pneumoniae RpoA(His)AstkP. Inaktivaci proteinkinasy StkP jsme ovéfili
pomoci PCR a imunodetekce (obr. 5-15). V kontrolni PCR jsme vyuzZili oligonukleotidi
UFKFP (NOVAKOVA et al. 2005) a StkP-R2 (PALLOVA 2003). U divokého kmene jsme
o¢ekavali amplifikovany fragment o velikosti 4700 pb u mutantniho kmene fragment o
velikosti 3800 pb (obr. 5-15 a). Pomoci PCR (obr. 5-15 a) a imunodetekce (obr. 5-15 b)
jsme dokazali, Ze v kmeni S. pneumoniae RpoA(His)AstkP byl gen pro StkP inaktivovan.
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Obr. 5-14.: Schéma inaktivace proteinkinasy StkP:
Plné Eerné Sipky oznacuji oligonukleotidy; Cm kazeta: chloramfenikolova kazeta.
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a) PCR b) Imunodetekce

Obr. 5-15.: Ovéfeni inaktivace proteinkinasy StkP:

a) pomoci PCR

1) S. pneumoniae WT: ofekdvana velikost 4700 pb; 2) S. pneumoniae AstkP: otekavana velikost 3800 pb; 3-
6) S. pneumoniae RpoA(His)AstkP klony ofekdvané velikost 3800 pb; pouzité oligonukleotidy: UFPFP a
STK 2R;11

b) pomoci imunodetekce

Pouzité protilatka detekuje pfitomnost proteinu StkP; 1) S. pneumoniae WT: celkovy lyzat; 2) S. pneumoniae
AstkP: celkovy lyzat; 3-6) jednotlivé klony S. pneumoniae RpoA(His)AstkP: celkovy lyzat; 7) E. coli
RpoA(His): celkovy lyzat

Dale jsme testovali ristové charakteristiky obou kmend S. pneumoniae RpoA(His) a S.
pneumoniae RpoA(His)AstkP. Zjistili jsme, Ze ani u jednoho kmene rdstova ki¥ivka
neodpovida pfedpokléddanym ristovym projevim (graf 4-1). U kmene S. pneumoniae
RpoA(His) je rtistova rychlost niz8i nez u divokého kmene. U kmene S. pneumoniae
RpoA(His)AstkP je naopak ristova rychlost kmene stejnd jako u kmene divokého, coz
neodpovidd diive popsané ristové rychlosti kmene S. pneumoniae AstkP (LUO a
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MORRISON 2003, SASKOVA et al. 2007). Predpokladame, Ze tyto odli$né rdstové
charakteristiky obou kmenu jsou vysledkem neocekavanych genetickych zmén, ke kterym
doslo v disledku pfeskupeni spektinomycinové kazety a vloZeni sekvence kodujici
histidinovou kotvu. Tyto pokusy prokézaly, Ze je fenotypovy projev obou kmenti vyznamné

ovlivnén a proto tyto kmeny nelze pro dal$i experimenty vyuzit.

Graf 4-1.: Ristové kFivky jednotlivych kmenu S. pneumoniae:

Rustové kFivky

—t— RpOA(His)

25 - —— WT

—tr— RpoA(His)AstkP
| —=—AstkP

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

¢as (min)

Servené kmen S. pneumoniae RpoA(His); Cerné kontrolni kmen S. pneumoniae WT; modfe kmen S.
pneumoniae RpoA(His)AstkP; zelen& S. pneumoniae AstkP
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5.8 Priprava kmene Streptococcus pneumoniae RpoC(His)
Vzhledem k tomu, Ze se nam zatim nepodafilo ziskat pouzitelny kmen pro izolaci

nativniho proteinu RpoA, rozhodli jsme se pro izolaci RNAP pouzit jinou strategii. Jak bylo
zminéno vyse, podafilo se kolektivu Morrison ef al. Usp&$n¢ izolovat RNAP pomoci afinitni
chromatografie prostfednictvim kotvy na B" podjednotce RNAP. Tato geneticka modifikace
neméla na fenotypovy projev kmene zadny patrny vliv. Proto jsme autory ¢lanku pozadali o
zaslani chromozomalni DNA z kmene S. pneumoniae CPM1, ktery nese sekvenci kodujici
histidinovou kotvu na 3 konci genu rpoC a chloramfenikolovou rezistenci. Za pouziti této
DNA pro transformaci S. pneumoniae WT se nam podatilo ziskat kmen S. pneumoniae
RpoC(His) pouzitelny pro izolaci nativni RNAP pomoci afinitni chromatografie. Expresi
proteinu RpoC s histidinovou kotvou na C-konci jsme ovéfili pomoci imunodetekce (obr.
5-16).

Vzhledem k tomu, Ze v tomto kmeni je histidinové kotva na B° podjednotce RNAP, je
pro nas vyhodné&jsi nez kmeny pfedchozi, protoze a podjednotka zlstava v tomto kmeni
v nezménéné podob&. Nevyhodou tohoto kmene je, Ze nese jako selekéni znak

chloramfenikolovou kazetu, tedy stejnou rezistenci, kterou pouZivame pro inaktivaci StkP.

= —j¢—pHs

Obr. 5-16.: Imunodetekce His sekvence v kmeni S. pneumoniae RpoC(His):
Pouzita protilatka detekuje pritomnost histidinové kotvy; 1) WT: celkovy lyzat; 2) RpoC(His) S. pneumoniae:
rozpustna frakce; 3) S. pneumoniae RpoC(His): celkovy lyzat

5.9 Izolace a fosforylace RNAP-His ze Streptococcus pneumoniae
Vsechny tfi kmeny s histidinovou kotvou na a respektive B* podjednotce jsme pouzili

pro izolaci RNA-polymerasy podle postupu popsaného v (LUO a MORRISON 2003). Ve
vSech tfech pfipadech jsme RNAP izolovali zrozpustné frakce pomoci afinitni
chromatografie (obr. 5-17 a-b). V elu¢ni frakci ze vSech tii kment jsme zaznamenali dobfe
viditelné podjednotky o a PB’vytvafejici komplex RNAP a celou fadu dalsich
kopurifikovanych proteinti, kterou se nam bez poruseni komplexu RNAP nepodafilo

odstranit.
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Obr. 5-17. a: Exprese a izolace RNAP z kmenu S. pneumoniae RpoA(His) a

S. pneumoniae RpoA(His)AstkP:

1)RpoA(His): celkovy lyzat; 2)RpoA(His)AstkP: celk. lyzat; 3)RpoA(His)rozpustna frakce;
4)RpoA(His)AstkP rozpustna frakce; 5-7) RpoA(His): eluovana frakce 1, 2, 3; 8-10) RpoA(His)AstkP:
eluovana frakce 1, 2, 3.

I 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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Obr. 5-17. b: Exprese a izolace RNAP z kmene S. pneumoniae RpoC(His):
1) celkovy lyzat; 2) celk.lyzéat po sto€eni nerozbitych bunék; 3) nenavazané proteiny; 4) rozpustna frakce; 5—
7) promyti 1, 2 ,3; 8-10) eluovana frakce
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Izolované RNAP jsme pouzili ve standardni kindzové reakci s proteinkinasou StkP a
bez proteinkinasy, abychom mohli zaznamenat pfipadnou nespecifickou fosforylaci.
Fosforylace nativniho proteinu RpoA v komplexu RNAP se v Zadném ze vzorki
neprojevila (obr. 5-18).
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Coomassie blue Fosforylace
Obr. 5-18.: Fosforylace komplexu RNAP:

a) Izolace z S. pneumoniae RpoC(His):
1) StkP; 2) StkP+ RNAP; 3) RNAP
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Obr. 5-18.: Fosforylace komplexu RNAP:

b) Izolace z S. pneumoniae RpoA(His) a z S. pneumoniae RpoA(His)AstkP:

S. pneumoniae RpoA(His)AstkP: 1) RNAP+ StkP; 2) RNAP; S. pneumoniae RpoA(His): 3) RNAP+ StkP; 4)
RNAP
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6 DISKUZE

a podjednotka RNA-polymerasy S. pneumoniae jako substrat proteinkinasy StkP

Tato prace se zabyva studiem vztahu proteinkinasy StkP a a podjednotky RNA
polymerasy patogenni bakterie Streptococcus pneumoniae. V genomu S. pneumoniae byla
identifikovana jedina Ser/Thr proteinkinasa eukaryotniho typu StkP. V sousedstvi genu stkP
se nachazi gen phpP, ktery kdduje Ser/Thr proteinfosfatasu eukaryotniho typu. Inaktivace
stkP v nevirulentnich kmenech S. pneumoniae zpisobuje pted¢asnou bunéénou lyzi a
vyrazné snizeni schopnosti kompetence pro naslednou genetickou transformaci. Ve
virulentnich kmenech S. pneumoniae se inaktivace stkP projevuje snizenim virulence
(ECHENIQUE et al. 2004). StkP je membranovy protein schopny autofosforylace, jehoz
aktivita je inm vitro stimulovdna manganatymi a hofe¢natymi ionty a inhibovana
staurosporinem (NOVAKOVA et al. 2005). Proteinfosfatasa PhpP je schopna katalyzovat
defosforylaci autofosforylované kinasy StkP in vitro. Proteinkinasa StkP obsahuje ve své C-
termindlni ¢asti 4 PASTA domény (z angl. Penicilin biding proteins and Ser/Thr kinase
associated domains), které pravdépodobné vazi volné konce peptidoglykanu v bunééné
sténé (YEATS et al. 2002). StkP ziejmé hraje roli v biosyntéze bunééné stény a je nezbytna
pro udrzeni jeji integrity ve stresovych podminkdch (NOVAKOVA 2004). Proteinkinasa
StkP pusobi v bakteridlni burice jako globdlni regulator genové exprese, jelikoZ se ucastni
regulace exprese nejméné 4% gent z genomu S. prneumoniae (SASKOVA et al. 2007).
Porovnanim fosfoproteomickych map kmene S. pneumoniae Cpl015 a S. pneumoniae
AstkP byly identifikovany in vivo dva potencidlni substraty proteinkinasy StkP:
fosfoglukosaminmutasa (GImM) a o podjednotka RNAP (RpoA) (NOVAKOVA et al
2005). Bylo dokazano, ze GImM, ktera se ucastni biosyntézy komponent bunééné stény, je
in vitro fosforylovana prosttednictvim StkP (NOVAKOVA et al. 2005).

SniZzeni genové exprese vlivem inaktivace genu stkP bylo zaznamenano u nékolika
skupin genti (SASKOVA et al. 2007). (i) Geny, které kdduji proteiny ucastnici se regulace
biosyntézy bunééné stény. (ii) Geny kddujici proteiny, které se ucastni de novo biosyntézy
pyrimidini.(iii) Nekteré geny, jejichz produkty se ucastni opravy DNA. (iv) Geny
kddujici proteiny, které se ucastni tramsportu Zeleza. (v) Geny, které zprosttedkovavaji
rezistenci k oxidativnimu stresu. (vi) Geny kodujici proteiny s neznamou nebo
domnélou funkci. Do této skupiny patii naptiklad gen spri320, ktery koduje druhy
pravdépodobny pneumokokovy hemolysin, zodpovédny za B-hemolyzu (CANVIN et al.
1997).
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Zvyseni genové exprese vlivem inaktivace genu stkP bylo zaznamenano u téchto
skupin genii (SASKOVA et al. 2007). (i) Casné kompetenéni geny, tato skupina zahrnuje
geny comCDE, comAB, comX a comW, které jsou kli€¢ovou sou¢ésti kompetenéni regulaéni
kaskady, protoze jsou nezbytn¢ dilezité k indukci kompetence. (ii) Pozdni kompetenéni
geny kodujici proteiny, které se ucastni piijmu DNA a procesu rekombinace. (iii) Geny
indukované pomoci CSP, jejichz tloha v priibéhu kompetence neni pfesné¢ znama. (iv)
Geny, jejichz produkty se ucastni metabolismu riboflavinu. (v) Geny, které koduji
proteiny jejichz funkce je domnéla nebo neni pfesné znama (SASKOVA et al. 2007).

Geny, jejichz exprese je prosttednictvim StkP néjakym zplsobem ovlivnéna, patii do
ruznych regulonii a podléhaji riznym regula¢nim mechanismiim. (i) ComE zavislé geny
neboli ¢asné kompetenéni geny jsou soucasti operoni comAB a comCDE, zaroven zahrnuji
geny comX a comW. Operony comAB a comCDE kdduji jednotlivé slozky quorum sensing
systému a jsou exprimovany na bazalni Grovni i v nekompetentnich burikach. K jejich silné
pozitivni regulaci dojde v odpovédi na peptidovy signal ve form¢ CSP (PESTOVA et al.
1996), ((LEE a MORRISON 1999). Ulohu pozitivniho transkripéniho faktoru zde hraje
regula¢ni protein ComE, ktery se vaZe na pfima repeti¢ni mista sousedici s promotory genu
comX a comW a dvou vySe zminénych operond, a proto se predpoklada, ze zprostiedkovava
stimulaci jejich transkripce jako odpovéd’ na peptidovy signal (WEEN et al. 1999). Bylo
zjisténo, ze ComE-zavislym genem je také comX, jehoz produkt funguje jako alternativni
sigma faktor, ktery zpisobuje aktivaci transkripce tzv. pozdnich kompeten¢nich genti (Lee
and Morrison, 1999). V kmeni S. pneumoniae AstkP je hladina exprese genu kodujiciho
regulator ComE silné zvySena. (ii) ComX (¢%) zavislé geny neboli pozdni kompetenéni
geny maji ve svém promotoru konzervovanou sekvenci tzv. ,,cin-box", ktera je rozeznavana
RNA polymerasou asociovanou s alternativnim transkripénim  faktorem ComX
(CAMPBELL et al. 1998, PESTOVA a MORRISON 1998). Mezi tyto geny patii napiiklad
cclA, coiA, dalA, cflAB, cinA, recA, celA (LEE a MORRISON 1999). Jejich proteiny se
ucastni pfijmu a rekombinace cizorodé DNA. Hladina exprese comX je v kmeni S.
pneumoniae AstkP zvySena. (iii) VicR zavislé geny: do této skupiny patti geny spr0096,
spr0709, IytB a pcsB. Analyzy genové exprese S. pneumoniae AvicR (NG et al. 2003) a S.
pneumoniae AstkP (SASKOVA et al. 2007) ukazaly, Ze je hladina exprese gend spr0096,
spr0709, IytB a pcsB v obou piipadech silné snizena. Regulator VicR se vaze do oblasti
ptedchazejicich témto gentim (NG et al. 2003) a jejich exprese je tak regulovana pomoci
dvouslozkového systému VicR/K (€asto uvadény pod ndzvem MicAB nebo YycF/g).

Fosforylace VicR snizuje schopnost vazby regulatoru s poznavaci sekvenci téchto oblasti.
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Je mozné, ze aktivita regulatoru VicR muze byt modulovana pomoci proteinkinasy StkP
(SASKOVA et al. 2007). Hladina exprese genu kodujiciho regulaéni protein VicR neni
v kmeni S. pneumoniae AstkP nijak ovlivnéna (SASKOVA et al. 2007). (iv) Geny, které
jsou regulovany pomoci mechanismu atenuace transkripce: jedna se o geny kodujici
proteiny, které se ucastni de novo biosyntézy pyrimidint. U B. subtilis bylo dokézano, Ze se
regulace transkripce operonu pyr uskute¢fiuje pomoci atenuace transkripce. Regula¢ni
protein PyrR se vaze na vysoce konzervované sekvence a sekundarni struktury na mRNA a
zabranuje tvorbé antiterminaéni smycky, ¢imz umoziuje zahdjeni terminace transkripce
(SWITZER et al. 1999). Bylo zjisténo, Zze vSechny geny regulonu PyrR S. preumoniae
obsahuji vysoce konzervovanou sekvenci, kterd naznauje, Ze mechanismus regulace
genové exprese pyr gentl (SASKOVA et al. 2007) by mohl u S. pnemoniae probihat stejné
jako u B. subtilis. Skute¢nost, Ze je hladina genové exprese vSech gent regulonu pyr (véetné
genu pyrR) v kmeni S. pneumoniae AstkP silné sniZena naznaduje, Ze tato supina gent
podléha dal§imu alternativnimu mechanismu regulace transkripce. (iv) Velka skupina genu,
o jejichZ regulaci genové exprese nejsou zadné udaje: vzhledem k tomu jaky regula¢ni
potencial StkP ma, musi existovat dal§i nebo nékolik dal$ich regulaénich proteind, jejichz
aktivitu StkP moduluje a tim kontroluje hladinu exprese dalSich zminénych gent.
Eventualita, Ze by aktivita a podjednotky RNAP byla modifikovana fosforylaci pomoci
proteinkinasy StkP, by znamenala, ze pravé o podjednotka RNAP je onim prosttednikem,
ktery poskytuje proteinkinase StkP funkci globalniho regulatoru genové exprese.
Podjednotka a RNAP S. pneumoniae je produktem genu rpod a jeji molekulova
hmotnost je 34,2 kDa. Podjednotka o mé& vyznamnou regulaéni ulohu v prib¢hu iniciace
transkripce (ROSS er al. 1993) a sklada se ze dvou nezavisle strukturovanych domén N-
terminalni (aNTD) a C-terminalni (aCTD). aNTD odpovida za poskladani o podjednotky a
celé RNAP a za propojeni se zbytkem RNA-polymerasy. aCTD ma funkci regulaéni, svoji
aktivitou zaji§tuje prubéh iniciace transkripce. aCTD vaze fadu transkripénich faktord
(napi. CAP, OxyR, GalR) (MURAKAMI et al. 1996) a DNA UP elementy (z angl.
,Upstream element®) predchéazejici promotorové oblasti nékterych geni, coz zvySuje az
dvojnasobné zékladni hladinu iniciace transkripce (ESTREM et al. 1999).
Aminokyselinové (AK) zbytky aCTD, které jsou pro interakci s DNA zésadni, jsou mezi
bakteriemi vysoce konzervované (obr. 6-1) (ESTREM et al. 1999). Mapovani mutaci
aCTD E. coli odhalilo, ze AK zbytky, které zajistuji CAP-dependentni transkripci, lze
rozdélit do tii hlavnich skupin (BENOFF et al. 2002) (obr. 6-1). (i) ,.Faktor 265%, ktery
zahrnuje Arg265, Asn268, Asn294, Gly296, Lys298, Ser299, Glu302 a zajistuje interakci
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mezi aCTD a DNA, ucastni se jak CAP-dependentni transkripce tak transkripce zévislé na
UP elementech (GAAL et al. 1996, MURAKAMI et al. 1996). (ii) ,, Faktor 261, ktery
zahrnuje Val257, Asp258, Asp259, Glu261 a neni vyZadovan pro interakci aCTD s DNA,
ale uCastni se jak CAP dependentni tak UP element dependentni transkripce (BUSBY a
EBRIGHT 1999). (iii) ,,Faktor 287, ktery je tvofen Thr285, Glu286, Val287, Glu288,
Leu289, Gly315, Arg317, Leu318. Tento faktor neni vyZadovan pro interakci aCTD s DNA
a neucastni se UP element dependentni transkripce, proto se pfedpoklada, ze zajiStuje
protein-protein interakci mezi CAP a aCTD (SAVERY er al. 1998). Vzhledem k tomu jak
jsou vy$e zminéné AK zbytky vyznamné pro CAP a UP element dependentni transkripci, da
se predpokladat, Zze né&ktery znich by mohl byt cilovym mistem fosforylace
zprostfedkované StkP. Modifikaci jednoho nebo vice AK zbytkd by se mohla nasledné
zménit vazebna schopnost celé aCTD k né€kterym promotorovym oblastem. Modifikace
jediného AK zbytku aCTD muze mit na aktivitu celého komplexu RNAP rozséhly vliv.
Napftiklad v prabéhu T4 fagové infekce zplisobi ADP ribozylace Arg265 pokles transkripce
vSech hostitelskych gentd a narust volné RNAP pfistupné pro T4 transkripci (NECHAEV a
SEVERINOV 2003)(vice viz kap. 2.3.4).

Vzhledem k tomu, Ze StkP patfi mezi Ser/Thr proteinkinasy, jsou pravdépodobnymi
cilovymi misty fosforylace seriny a threoniny, kterych je v ramci aCTD S. preumoniae
celkem devét, pouze dva z nich (Ser260 a Ser293) jsou v ramci riznych bakteridlnich roda

vysoce konzervované (obr. 6-1).
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Obr. 6-1.: Srovnani sekvenci aCTD:

B. s.: Bacillus subtilis; S. p.: Streptococcus pneumoniae; E. c.: Escherichia coli; consensus: ! zbytek I nebo V;
% zbytek F nebo Y; # zbytky NDQEBZ; aCTD: C-termindlni doména a podjednotky RNAP; &isla nad
te¢kou ozna&uji polohu aminokyselin; modré $ipky: interakce s DNA; fialové 8ipky: interakce s CAP; Zluté
hvézdy oznaluji Ser/Thr zbytky

Cilem této prace bylo zjistit, zda je o podjednotka RNA polymerasy substratem
proteinkinasy StkP. Za timto u€elem jsme exprimovali gen rpoA4 v E. coli. Rekombinantni
protein RpoA jsme izolovali pomoci afinitni chromatografie a podrobili jej in vitro
fosforylacim pomoci StkP.

Za pouziti standardnich podminek kindzové reakce jsme zjistili, Ze rekombinantni
protein RpoA je in vitro fosforylovan prostfednictvim proteinkinasy StkP. Nejvetsi
intenzitu fosforylace jsme zaznamenali pfi 5 mM koncentraci MnCl,, ¢asovém intervalu
kinazové reakce 30 min a pfi teploté 37-42° C. Tato teplota odpovida optimu, ve kterém se
Streptococcus pneumoniae jako endogenni patogenni bakterie béZn€ pohybuje.

Déale jsme separovali fosforylované izoformy proteinu RpoA na dvourozmérné
elektroforéze, jelikoz jsme si uvédomovali, Ze pfesné uréeni aminokyselinovych zbytkd, na
kterych je a podjednotka RNAP fosforylovana je rozhodujici k pochopeni prib&hu
modifikace a pfipadného vlivu fosforylace na regulaci iniciace transkripce. Dvourozmérmou
elektroforézou jsme identifikovali étyfi odlisné izoformy a podjednotky RNAP, z nichZ jen

tii byly fosforylované. Odlisné izoformy o podjednotky RNAP jsme izolovali a nechali
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analyzovat pomoci hmotnostni spektrometrie. Aminokyselinové zbytky, na kterych
k fosforylaci dochazi, se vSak zatim nepodafilo identifikovat.

V pribéhu pokusti jsme zaregistrovali slabou nespecifickou fosforylaci, ke které
dochéazelo ve vzorku se samotnym proteinem RpoA. Pfedpokladali jsme, Ze nespecificka
fosforylace mize byt disledkem: (i) enzymatické fosforylace zptisobené kopurifikovanym
proteinem, (ii) autofosforylace RpoA, (iii) chemické reakce. Abychom rozlisili
enzymatickou fosforylaci od chemické reakce, provedli jsme fosforylaci RpoA v
piitomnosti [a*’PJATP a [y*’PJATP. Fosforylaci jsme pozorovali jak v pfitomnosti
[«*’P]JATP tak v ptitomnosti [y’P]ATP, nedalo se tedy urdit, zda je pozorovana
nespecificka fosforylace vysledkem chemické ¢i enzymatické reakce. Proto jsme se
rozhodli rekombinantni protein RpoA denaturovat. Zjistili jsme, Ze v denaturovaném stavu
je protein RpoA fosforylovan, coz prokazalo, ze pozorovand nespecifickd fosforylace je
disledkem chemické vazby ATP nebo fosfatové skupiny na protein. Nevime, o jakou
chemickou vazbu se jedna a z jakych diivoda k ni dochézi. Pozorovana fosforylace vsak
patrné nesouvisi s enzymatickou aktivitou proteinu RpoA ¢i jiného kopurifikovaného
proteinu.

Vzhledem k tomu, Ze vSechny pfedchozi pokusy byly provadény s rekombinantim
proteinem RpoA exprimovaném v E. coli, bylo naS§im dal§im cilem pokusit se izolovat
nativni protein pfimo z matefského organismu S. pnemoniae. Bylo dokéazano, Ze z kultury S.
prneumoniae je mozné izolovat RNA-polymerasu pomoci histidinové kotvy na B’
podjednotce tohoto enzymu (LUO a MORRISON 2003). U nativniho proteinu RpoA jsme
chtéli zjistit, zda in vitro fosforylace prostfednictvim proteinkinasy StkP probiha stejné jako
u rekombinantniho proteinu. Také jsme si uvédomovali, ze protein RpoA je soucdsti
komplexu RNAP, ve kterém muze byt jeho konformace zcela odlisnd od konformace,
kterou zaujima, pokud je z tohoto komplexu vytrzen. Proto jsme chtéli potvrdit ¢i vyvratit,
zda 1 nativni protein RpoA v komplexu RNAP funguje jako substrat proteinkinasy StkP.
Dale jsme chtéli protein RpoA izolovany za nativnich podminek podrobit analyze mist
fosforylace, jenz by se mohly od rekombinantniho proteinu RpoA lisit.

Abychom mohli izolovat nativni protein RpoA pomoci afinitni chromatografie,
pfipravili jsme kmen S. pneumoniae RpoA(His) exprimujici protein RpoA s histidinovou
kotvou na N-konci. Vzhledem k tomu, Ze aCTD RNAP ma dulezitou regula¢ni funkei,
mohla by histidinova kotva na C-konci ovlivnit funkci celé a podjednotky a ptipadné
Zivotaschopnost kmene. JelikoZ se gen rpoA nachéazi uvnitt operonu spr0210 — spr0216,

rozhodli jsme se nespojovat vlozeni sekvence kodujici histidinovou kotvu s vloZenim
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antibiotikové kazety, jejiz pfitomnost by mohla negativné ovlivnit expresi sousednich gent.
Béhem ovéfovani pfitomnosti sekvence kodujici histidinovou kotvu na chromozomadlni
DNA kmene S. pneumoniae RpoA(His), jsme zjistili, Ze se specificka sekvence kodujici
histidinovou kotvu na chromozomu nenachazi. Tuto skute¢nost si vysvétlujeme tim, zZe S.
pneumoniae vyrista predevS§im ve dvojicich kokd, které¢ vSak nemusi mit shodny genotyp.
Rist pozitivniho klonu tak miZze byt potladen riistem klonu nesouciho genotyp ptivodniho
kmene. Z téchto diivodid se nam nepodafilo ziskat stabilni kmen s vloZenou sekvenci
kédujici histidinovou kotvu.

Protoze se pfedchozi strategie neosvédcila, rozhodli jsme se spojit vlozeni sekvence
kddujici histidinovou kotvu s ptitomnosti selekéniho znaku v podobé spektinomycinové
kazety. Abychom operon spr0210-0216 narusili co nejméné, pouzili jsme antibiotikovou
kazetu bez terminatoru. Dale jsme chtéli provést cilenou inaktivaci genu kodujiciho
proteinkinasu a porovnat rozdily mezi fosforylaci RNAP izolované z kmene s funkéni StkP
a RNAP izolované z kmene s inaktivni StkP. S timto zamérem jsme se rozhodli pfipravit
kmen S. pneumoniae RpoA(His)AstkP. Pii ovéiovani sekvence ziskanych klont jsme vSak
zjistili, Ze se sice u vSech kolonii sekvence kodujici histidinovou kotvu vyskytuje na 5°
konci genu rpoA, ale Spc kazeta se vlozila na jiné neznamé misto. Pii testovani ristovych
charakteristik obou kment S. pneumoniae RpoA(His) a S. pneumoniae RpoA(His)AstkP
jsme zjistili, Ze ani u jednoho kmene ristova kfivka neodpovida pfedpokladanym projevim.
U kmene S. pneumoniae RpoA(His) byla ristova rychlost niz§i nez u divokého typu. U
kmene S. pneumoniae RpoA(His)AstkP byla naopak ristova rychlost kmene stejna jako u
kmene divokého, coz neodpovida popsané ristové rychlosti kmene S. pneumoniae AstkP
(SASKOVA et al. 2007). Ptedpokladame, Ze odlisné ristové charakteristiky obou kmeni
jsou vysledkem neoc¢ekdvanych genetickych zmén, ke kterym doslo v disledku pteskupeni
spektinomycinové kazety nebo v disledku integrace histidinové kotvy na protein RpoA.
Protoze byl fenotyp obou kmenG vyznamné zménén, nemohli jsme kmeny pro dalsi
experimenty vyuZit.

Vzhledem k tomu, Ze se ndm zatim nepodafilo ziskat pouZzitelny kmen pro izolaci
nativniho proteinu RpoA, rozhodli jsme se pro izolaci RNAP pouzit jinou strategii a
podafilo se ndm vytvotit kmen S. pneumoniae RpoC(His). Vzhledem k tomu, Ze v tomto
kmeni je histidinové kotva na ° podjednotce RNAP, je pro nas vyhodnéj$i nez kmeny
ptedchozi, protoze a podjednotka zlstava v tomto kmeni v nezménéné podobé. Nevyhodou
tohoto kmene je, Ze nese jako selekéni znak chloramfenikolovou kazetu, tedy stejnou

rezistenci, kterou pouzivame pro inaktivaci StkP. V soucasnosti je v nasi laboratofi
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pfipravovan konstrukt, ktery umozni fizi B’ podjednotky s histidinovou kotvou a jinym
selekénim znakem. Ze vSech tfi kmenl S. pneumoniae RpoA(His), S. pneumoniae
RpoA(His)AstkP a S. pneumoniae RpoC(His) se nam podafilo pomoci afinitni
chromatografie izolovat komplex RNAP, ktery jsme pouzili ve standardni kindzové reakci
s proteinkinasou StkP a bez proteinkinasy. Fosforylace se v zadném ze vzorkd neprojevila.
Pro vysvétleni této skutec¢nosti mame tfi mozné hypotézy:

(1) RpoA v komplexu RNAP neni in vitro substratem proteinkinasy StkP, k jeji
fosforylaci dochazi pfed zapojenim do komplexu RNAP. Pro tuto hypotézu mluvi
skuteCnost, Ze se nam podafilo prokazat fosforylaci rekombinantniho proteinu RpoA
prostfednictvim StkP. Proti této hypotéze stoji fakt, Ze se v bakterialni butice nachazi jen asi
1% volnych RNAP (viz kap. 2.2.1), u kterych by pfichdzely v uvahu modifikaéni zmény
aCTD pted zapojenim do funkéniho komplexu RNAP, proto povazujeme tuto hypotézu za
malo pravdépodobnou.

(i)  Protein RpoA neni pfimym substratem proteinkinasy StkP. StkP je soudasti
fosforylac¢ni kaskady, kterd vede k fosforylaci RpoA. Bylo dokazano, ze u nékterych
bakterii dochazi k fosforylaci proteinti prostfednictvim fosforylaéni kaskady, v ramci které
je signdl ptedavéan z jedné kinasy na druhou, z nichz az posledni kinasa fosforyluje cilovy
substrat. Takova kaskada byla objevena napfiklad u Myxococcus xanthus, kdy proteinkinasa
Pkn8 zpusobi fosforylaci proteinkinasy Pknl4, ktera fosforyluje cilovy substrat, jimz je
transkripéni faktor MrpC (NARIYA a INOUYE 2006). Exprese proteinu MrpC je navic
regulovana dvouslozkovym systémem MrpA(kinasa)/MrpB(regulator). Zda se tedy, Ze
transkripéni aktivator MrpC je ovliviiovan sloZitou regulaéni kaskadou, ktera zahrnuje jak
dvouslozkovy systém tak proteinkinasu eukaryotniho typu (LUX a SHI 2005). Podobny
mechanismus fosforylace byl objeven také u S. agalactiae, kde proteinkinasa eukaryotniho
typu Stk1 pozitivné reguluje transkripci B-hemolysinu/cytolysinu (B-H/C) za ptitomnosti
dvouslozkového regulatoru CovR. Bylo prokazano, ze Stkl in vitro fosforyluje regulétor
CovR a tim pravdépodobné ovlivituje expresi CovR-dependentnich genii (RAJAGOPAL et
al. 2006). Vzhledem k tomu, ze S. pneumoniae kdduje celkem tiinact dvouslozkovych
systémi, je mnozstvi moznych kombinaci fosforylaénich kaskad docela rozsahlé. Vzhledem
k fenotypu a transkripénimu profilu kmene S. pneumoniae AstkP (SASKOVA et al. 2007)
se zd4 nejpravdépodobnéjsi, ze by piipadnd regulacni kaskdda mohla zahrnovat
dvouslozkové systémy CiaR/H, ComD/E, PnpR/S nebo VicR/K, u kterych bylo prokéazano,

Ze souvisi s kompetenci ptipadné s virulenci.
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(ili)  Nepodafilo se nam urcit vhodné podminky, za kterych k fosforylaci RpoA
v komplexu RNAP prostiednictvim StkP dochazi. Vzhledem k tomu, ze o podjednotka
RNAP byla identifikovéna in vivo jako potencialni substrat srovnanim fosfoproteomickych
map kmene S. pneumoniae Cpl015 a S. pneumoniae AstkP (NOVAKOVA et al. 2005), je
mozné Ze je skute¢né substratem StkP a nam se nepodatilo zajistit in vifro podminky, za
kterych in vivo k fosforylaci dochazi. StkP je membranovy protein, a proto je
pravdépodobné, Ze in vivo realizuje fosforylaci RpoA az v odpovédi na aktivaéni signal
z okolniho prostredi, ktery umozinuje bakterii flexibilné reagovat na aktudlni zmény
okolniho prostfedi modulaci genové exprese. V in vitro podminkach vSak nejsme schopni
tento aktivaéni signal zajistit, a proto k fosforylaci nedochazi. Dal§i moznosti je, ze
k fosforylaci RpoA dochazi az po navazani komplexu RNAP na DNA, a proto v in vitro
podminkach k fosforylaci RpoA bez vazby na DNA nedochazi.

Proteinkinasy eukaryotniho typu reguluji v bakterialni burice celou fadu procesu:
morfologickou a fyziologickou diferenciaci, odpovéd’ na stres, metabolické procesy, tvorbu
biofilmu a virulenci. Prestoze byla popsana fada proteinkinas eukaryotniho typu a
prozkoumany jejich funkce, bylo objeveno jen velmi malo jejich cilovych substrati. Dopad

fosforylace substratu na jeho funkci byl popsan jen v nékolika malo pfipadech (tab. 6-1).
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Tabulka 6-1.: Substraty proteinkinas eukaryotniho typu

sek. metabolismu

organismus kinasa substrat s::lsltl:céetu zpasob detekce | funkce modifikace citace
) . in vitro . . (NARIYA a INOUYE
M. xanthus Pkn8 Pknl4 Kkinasa fosforylace pienos signalu 2005)
M. xanthus Pknl4 MroC fatlr(?é]:'k;;pizlse in vitro regulace exprese (NARIYA a INOUYE
' P - EXP fosforylace mrpC 2005)
frud Y P
M. xanth , el in vitro N (NARIYA a INOUYE
xanthus Pkn4 PFK glykolyza fosforylace vyuziti glykogenu 2005)
. , in vitro (RAJAGOPAL et al.
' 999
S. agalactiae Stk1 CovR regulator TCS fosforylace 777 2006)
hydrolyza PPi: N } ‘
S. agalactiae Stkl PpaC buné¢ny in vitro 277 (RAJA(;?: AL et al.
metabolismus fosforylace X
biosyntéza in vivo fosforylace (NOI'A?A(’)%)"'i etal
S. pneumoniae StkP GImM , in vitro 7? L
bunééné stény fosfory Pallova (iistni
osforylace sdéleni)
regulace fost v”lm (VILLARINO et al
M. tuberculosis PknB GarA degradace ostorylace, m erar
lykogenu hmotnostni 2005)
Yy spektrometrie
o fosforylace Wag31
Wag31 déleni buiky | 7 vivo fosforylace | oy liviuje tvar
M. tuberculosis || PknA/PknB in vitro buniky (KANG et al. 2005)
Rv1422 50 fosforylace
transkrip&ni
Rv0681 in vi
M. tuberculosis | PknH faktor et 297 (ZHENG et al. 2007)
DacB1 PBP iy
mtFabD biosyntéza in vitro modlf!a‘ce ?mvny
M. tuberculosis | STPK KasA mykolickych fosforylace. nf’;;\;{l’l fyzceh (MOLLE et al. 2006)
KasB kyselin in vivo fosforylace kyselin
. .. . (THAKUR a
M. tuberculosis | PknA Fisz | tvorbabunéene in vitro regulace bunétného | -\ 4poRT)
prepazky fosforylace déleni 2006)
M wberculosis | PknF | RV1747 | . rozvinut in vitro 2 (CURRY et al. 2005)
virulentni infekce fosforylace
transkripéni o .
) AfsL/PkaG/ ; in vitro transkripce genu (UMEYAMA et al.
S. coelicolor AfSK AfsR faktor, regulace fosforylace afsS 2002)

M. xanthus: Myxococcus xanthus; M. tuberculosis: Mycobacterium tuberculosis; S. agalactiae:
Streptococcus agalactiae; PFK: fosfofruktokinasa; TCS: dvouslozkovy systém; PPi anorganicky pyrofosfat;
PBP: Penicilin-biding protein

Vétsina zcilovych substrati byla identifikovana pomoci in vitro fosforylace

rekombinantniho proteinu, zlstava vSak otazkou, zda je takova identifikace postaujici a

zda se vSechny takto identifikované substraty podaii potvrdit. V piipad¢ identifikace

cilovych substratti pomoci in vitro fosforylace jsou simulovany podminky, ke kterym v zZivé

bakterialni burice nemusi nikdy dojit. V in vitro podminkach je mozné realizovat interakci

dvou proteinil, které mohou byt za normalnich okolnosti v bakteridlni burnice oddéleny
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v prostoru i ¢ase. Pozorovana fosforylace tak mize byt vysledkem nespecifické modifikace
substratu. V pfipad¢ identifikace substrati pomoci in vivo fosforylace mize zase byt
pozorovand fosforylace vysledkem ptenosu fosfatové skupiny kaskddou proteinll. Pfi

identifikaci substratl proteinkinas je tedy nutné ovéfit fosforylaci jak in vitro tak in vivo.
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7 SOUHRN

Vysledky této diplomové prace mizeme shrnout do néasledujicich bodu:

» Pfipravili jsme vektor vhodny pro expresi genu rpod v E. coli a pomoci afinitni

chromatografie jsme izolovali rekombinantni protein RpoA.

s Zjistili jsme, Ze rekombinantni a podjednotka RNA-polymerasy je v pfitomnosti
proteinkinasy StkP in vitro fosforylovana. Stanovili jsme optimalni podminky této
fosforyla¢ni reakce: 5 mM koncentrace MnCl,, teplota 37° C a doba trvani reakce 30

min.

» Pomoci dvourozmémé elektroforézy jsme piipravili vzorky pro analyzu fosforyla¢nich
mist rekombinantniho proteinu RpoA. Fosforylatni mista se zatim nepodaftilo

identifikovat.

» Ptipravili jsme kmen S. pneumoniae RpoA(His) a S. pneumoniae RpoA(His)AstkP
exprimujici a podjednotku RNAP s histidinovou kotvou, ze kterych jsme izolovali
nativni protein RpoA v komplexu RNAP pomoci afinitni chromatografie. Jelikoz doslo
u obou kment k neptedpoklddanym fenotypovym zménam, nemohli jsme tyto kmeny

pro dalsi experimenty vyuzit.
= Ptipravili jsme kmen S. pneumoniae RpoC(His) exprimujici B~ podjednotku RNAP
s histidinovou kotvou, ze kterého jsme izolovali nativni protein RpoA v komplexu

RNAP pomoci afinitni chromatografie.

s Zjistili jsme, Ze nativni protein RpoA vkomplexu RNAP neni v pfitomnosti

proteinkinasy StkP fosforylovan.
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