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Studium funkce fosfoglukozaminmutazy GilmM

u Streptococcus pneumoniae

Fosfoglukozaminmutaza (GImM), je enzym biosyntézy bunétné stény, u kterého byla

nedavno prokazana jeho esencialita u Streptococcus pneumoniae.

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo definitivné dokéazat esencialitu fosforylace
serinovych zbytka S99 a S101 enzymu GImM v podminkéch in vivo, jejiz nezbytnost byla jiz
diive prokazana nepifimo na zaklad¢ transformacéni ucinnosti. Pro tento ucel jsme vytvofili
kmen, ktery obsahuje dvé kopie genu g/imM — jednu s aminokyselinovymi zdménami na
sledovanych serinovych zbytcich umisténou v nativnim lokusu a druhou ektopickou kopii
divoké formy genu g/mM pod kontrolou inducibilniho zinkového promotoru. U tohoto kmene
jsme sledovali morfologii, rist i expresi GImM v prostiedi s induktorem i bez n€ho. Ve vSech
sledovanych parametrech bylo zfejmé, ze bez pridani induktoru ektopické exprese genu glmM
nejsou bunky zivotaschopné, a tedy Ze esencidlni protein GImM je funkéni pouze ve
fosforylované formé& na S99 a S101. Dale jsme se pokusili lokalizovat tento enzym v butice
S. pneumoniae. GImM jsme flzovali s fluorescenéni znaCkou GFP a pomoci fluorescencni

mikroskopie jsme prokazali, Ze se jedné o cytoplazmaticky protein.

Dalsim cilem této prace bylo stanovit tieti neznamé misto fosforylace proteinu GImM in
vitro zé&vislé na proteinkindze StkP. Z kindzové reakce in vitro a nasledné MS analyzy
vyplyva, ze kromé zbytklh S99 a S101 je protein GImM fosforylovan v pozici T304, S414,
T416 a T438 proteinkinazou StkP. Navic protein GImM je schopen také autofosforylace na
serinovych zbytcich v pozicich 99 a 101. Nov€ urCend mista fosforylace budou predmétem

dal$iho zkoumani.

Kli¢ova slova:

Streptococcus pneumoniae, fosfoglukozaminmutdza GlmM, proteinkindza StkP, fosforylace,

biosyntéza bunécné stény, esencialita.



Functional analysis of phosphoglucosamine mutase GiImM

in Streptococcus pneumoniae

Phosphoglucosamine mutase (GImM), an enzyme taking part in biosynthesis of cell wall,

has been recently proven to be essential for Streptococcus pneumoniae.

The main goal of this thesis was to prove in vivo that GImM serine residues S99 and S101
phosphorylation is essential while the necessity of it was already proven indirectly based on
transformation efficiency. For this purpose we have prepared a strain with two copies of the
glmM gene — the first one with amino acid changes on monitored serine residues located at
native locus; and the second ectopic copy of the wild allele of glmM gene under control of
inducible zinc promoter. We have observed morphology, growth, and GImM expression with
and without the presence of an inductor. All the observed parameters show that the cells are
not viable without ectopic glmM expression, thus the essential protein GImM is functional
only when phosphorylated on S99 and S101 residues. Further, we have attempted to localize
the enzyme in the S. pneumoniae cell. We have fused GImM with fluorescent marker GFP

and by using the florescent microscopy we have proved that GImM is cytoplasmic protein.

Another goal of this thesis was to find an unknown third phosforylation site of the GImM
protein which i1s dependent on the protein kinase StkP. From in vitro kinase assay and
subsequent MS analysis, it was evident, that apart from residues S99 and S101, GImM
protein is phosphorylated at positions T304, S414, T416, and T438 by protein kinase StkP.
Moreover, GImM protein is capable of an autophosphorylation on serine residues S99 and

S101. These newly described phosphorylation sites will be the topic of the further research.

Key words:

Streptococcus pneumoniae, phosphoglucosamine mutase GImM, proteinkinase StkP,

phosphorylation, cell wall biosynthesis, essentiality.
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2 UVOD

Bakterialni bunky ziji ve velmi proménlivém a Casto nepifiznivém prostredi. V takovém
prostiedi se musi jakakoliv bunika pfizpiisobovat vnéjsim podminkdm a rychle reagovat na
zmény, aby pfezila, byla schopnd riist a mnozit se. Pro zivotaschopnost buiiky je proto
dalezité, aby dokazala komunikovat s okolnim prostiedim a byla schopna na zmény rychle a
adekvatné reagovat a adaptovat se na né. Béhem evoluce proto bakterie vyvinuly mnoho
mechanismu, které jim umoziuji rozpoznat signaly z okoli a pfizplsobit se prostiedi. Jednim
z mechanismi pfenosu signalu u bakterii, jak z intracelularniho tak extracelularniho prostiedi,
jsou posttranslacni proteinové modifikace - fosforylace a defosforylace. Tento vratny pfenos
fostatové skupiny na fosforylovatelné aminokyselinové zbytky zajistuji ATP - dependentni
proteinové kinazy, defosforylaci pak zprostiedkovéavaji enzymy fosfatazy. Kdyz bylo zjisténo,
ze prokaryota maji ve svych signalizan¢nich drahéch serin/threoninové proteinkinazy a
proteinfosfatazy, zacaly byt tyto enzymy podrobné studovany. Analyzy bakteridlnich genomi
ukdazaly pfitomnost Ser/Thr a Tyr proteinkinaz eukaryotniho typu u mnoha prokaryot, kde se
podileji na regulaci bunééného déleni, biosyntéze bunécné stény, reakci na stresové podminky
a tvorb¢ biofilmu. Streptococcus pneumoniae se jevi jako vhodny modelovy organismus pro
studium t&chto signalizaCnich enzymil, nebot’ jeho genom obsahuje jen jednu kopii genu pro
proteinkinazu StkP eukaryotického typu a s ni asociovanou proteinfosfatdizu PhpP.
Proteinkinaza StkP je membranovy protein, jenzZ je aktivovan podjednotkami peptidoglykanu
a je dulezity pro regulaci bunécného deleni. Neméng¢ dulezity je také fakt, ze S. pneumoniae je
vyznamny lidsky patogen a identifikace signaliza¢nich proteini skyta i moznost tyto drahy

blokovat a dané bakterii tak komplikovat adaptaci na vnéjsi podminky.

Pro pochopeni signaliza¢nich drah proteinkindzy StkP je dilezitd identifikace a
charakterizace jejich substratovych proteint. Dosud bylo identifikovano pouze 12 substratt, z
nichZ vétSina souvisi s bunéénym délenim (DivIVA, LocZ, FtsZ, FtsA a Jag). Déle se jedna o
transkrip¢ni regulatory, které ovliviiuji pfijem Zeleza (RitR) a virulenci (RR06). Transkripéni
regulator zodpovédny za spravné odde€leni dcetfinné buiky pii bunééném déleni (WalR)
(Agaewal et al., 2011), ktery je sice na rozdil od ostatnich fosforylovan protein kindzou StkP
nepiimo, ale také s ni interaguje (Stramsas et al., 2017; Dubrac et al., 2008). DalSimi substraty
protein kindzy StkP jsou anorganickéd fosfatdza (PapC) a proteiny souvisejici se syntézou
peptidoglykanu (MurC, MacP a GImM). Enzym fosfoglukozaminmutiza (GlmM), ktery

katalyzuje preménu glukozamin-6-fosfatu na glukozamin-1-fosfat pii biosyntéze bunécné



stény, je esencialni pro zivotaschopnost bakterie S. pneumoniae a ma tak dobry predpoklad
pro pouziti pfi vyvoji 1éciv.

Ve struktufe proteinu fosfoglukozaminmutazy byla jiz identifikovdna dv€ mista
fosforylace, ktera se zdaji byt pro rtist a mnozeni bakterie nepostradatelna (Kurpicka 2014;
Pallova, 2007). Dosavadni vysledky také naznacuji existenci minimdln¢ jednoho dalsSiho,
dosud neidentifikovaného mista fosforylace, které by mohlo byt zodpovédné za fosforylaci

kinazou StkP (Pallova, 2007).



3 SEZNAM ZKRATEK

1-DE jednorozmérna elektroforéza

AmpR ampicilinova rezistence

AMK aminokyseliny

ATP adenosintrifosfat

pb pary bazi

c koncentrace

CCB Colloidal Coomassie Blue

CSp competence stimulating peptide

dH>0O deionizovana voda

DNA deoxyribonukleova kyselina

EL elucni frakce

eSTK Ser/Thr proteinkinazy eukaryotického typu

FL frakce nenavazanych proteinti (proteiti bez histidinovych
zbytkl)

GFP zeleny fluorescenc¢ni protein

His histidin

chDNA chromozomalni DNA

IPTG isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside

Kan® kanamycinova rezistence

Kan® kanamycinova senzitivita

kDa kilodalton

kb kilobaze

MS hmotnostni spektrometrie

NADPH nikotinamidadenindinukleotidfostat

ODeoo optickd denzita pii vinové délce 600 nm

PASTA »penicillim-binding protein and Serine/Threonine kinase
associated*

PCR polymerazova fetézcova reakce

Pe-cp, pZn inducibilni zinkovy promotor

PVFD polyvinylidendifluorid
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SB
SDS-PAGE
Ser

S99

S101
S99A
S101A
StkP-KD
StrR
StrS
TCSs
TetR
Thr

Tm

W

WT

vzorkovy pufr

polyakrylamidova gelova elektroforéza v pritomnosti SDS
serin

serin v pozici 99

serin v pozici 101

zamena serinu v pozici 99 za alanin
zameéna serinu v pozici 101 za alanin
kindzova doména proteinkinazy StkP
streptomycinova rezistence
streptomycinova senzitivita
dvoukomponentové systémy
tetracyklinova rezistence

threonin

teplota tani

oplachova frakce

divoky typ
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4 LITERARNI PREHLED

4.1 Streptococcus pneumoniae

4.1.1 Obecné viastnosti, taxonomické zarazeni

Streptococcus pneumoniae znama i1 jako pneumococcus je bakterie z kmene Firmicutes,

ttidy Bacilli, fadu Lactobacillales, ¢eledi Streptococcaceae, rodu Streptococcus.

| Obrazek1
v 1;. Mikroskopicky snimek  fizového  kontrastu  Streptococcus
g S0 pneumoniae

Vpravo nahofe je samostatny kok. Vpravo dole je diplokok. Vlevo je
dvojice diplokoki tvofici fetizek.

Zdroj: Vlastni zpracovani

2um QP

Jednd se o grampozitivni lidsky patogen zplsobujici mnoZstvi infekci. Tento kok je
kataldza negativni a roste jako diplokok lancetovitého tvaru (viz Obrazek 1). Mize vytvaret
pouzdro, které obklopuje celou dvojici. Dvojice pak mohou tvofit kratké fetizky.

Streptococcus pneumoniae je alfa-hemolyticky streptokok (Ruoff et al., 1999).

Z hlediska rastu jde o bakterii pomérné narocnou. Idedlni podminky rdstu jsou pfi teploté
37 °C a pH kolem 7. V laboratornich podminkach se kultivuje na krevnim agaru. Primyslové
se kultivuje na kyselém hydrolyzovaném kaseinu v kombinaci s vitaminovym extraktem

z kvasnic.

Ve vztahu ke kysliku jde o aerotolerantni anaerobni bakterii. Roste rychleji v prostiedi
se zvySenym obsahem oxidu uhli¢itého. Jesteé rychlejSiho rastu je mozné dosahnout v

atmosféfe tvorené dusikem (Gongalves et al., 2002).

S. pneumoniae je bakterie nepohybujici se a nesporulujici. Pti kultivaci na krevnim agaru
vykazuje alfa-hemolytickou aktivitu, jenz se projevuje produkci peroxidu vodiku, coz
zpusobuje pieménu hemoglobinu na verdoglobin. V okoli kolonii se to projevi jako

nazelenalé zbarveni tzv. viridace.

Podle vzhledu se kolonie bakterii déli na tfi formy R, S a M. R-formu tvoii kmeny

bakterie, které nemaji pouzdro. Jejich kolonie jsou na pohled drsné. Kmeny, které si tvofi

12



pouzdro, rostou v podobé hladkych kolonii oznacovanych jako S-forma. Nékteré kmeny,
oznacované jako M-forma, tvoii velké mnozstvi pouzderné substance. Jejich kolonie jsou

proto hlenovité (Ruoff et al., 1999).

4.1.2 Historie, objeveni

Streptococcus pneumoniae byl poprvé zkouman jako ptivodce zapalu plic a byl poprvé
popsan ke konci 19. stoleti. Nezavisle na sobé ho objevili Ameri¢an George Sternberg
a Francouz Louis Pastuer. Bakterie byla dfive pojmenovana jako Diplococcus pneumoniae
(Lopez, 2004). Svoje soucasné jméno ziskal Streptococcus pneumoniae v roce 1974 pro

tvorbu fetizki v tekutém médiu (Deibel et al., 1974).

4.1.3 Patogenita

Bakterie Streptococcus pneumoniae se v ptirodé hojné vyskytuje a kolonizuje urcitou ¢ast
populace, zejména déti. Pokud dojde k oslabeni imunity, tak kolonizujici kmen, nebo novy
kmen zvenci, miize zplsobit celou fadu infekénich onemocnéni. Kmeny, které tvoii pouzdro
Cloveka nejCastéji reaguje na pouzderny polysacharid. 1zolaty S. pneumoniae se 1i$i svymi
polysacharidovymi pouzdry, kterych bylo identifikovano vice nez 90 druhtl a jejich existence
ma zésadni vliv na zavaZnost zplisobeného onemocnéni. S. pneumoniae mé Sirokou Skalu
substratovych transportéri. Jeho kazetové transportéry do buiky transportuji uhlik
a aminokyseliny a naopak cerpaji adhesin, rozkladné enzymy a soucasti pouzdra smérem ven
z bunky. Transport adhesinu ovliviiuje virulenci S. pneumoniae, tim, Ze umoziuje pirichyceni
bakterie k buiice hostitele. Transportéry jsou také zodpovédné za schopnost pfirozené
kompetence, tedy pfijmuti cizorodé DNA z prostifedi, ¢imz muze dojit ke zméné formy

bakterie z nevirulentni na virulentni (Poll van der et al., 2009).

Mezi kmeny S. pneumoniae se znamou sekvenci DNA patii naptiklad R6 kmen, z kterého
byl odstranén tsek 7,5 kpb kddujici polysacharidové pouzdro. Tento kmen je vlivem
nedostatku polysacharidi v pouzdfe nevirulentni a je proto celosvétové pouzivany jako
laboratorni kmen (Hoskins et al., 2001). S. pneumoniae obsahuje cirkularni nukleoid o
velikosti 2,0 - 2,1 Mpb aje bohaty na AT pary, obsahuje jen 40 % GC parti. R6 kmen
zahrnuje také Ctyfi popsané geny, kodujici virulentni proteiny. Tyto proteiny (PspA, PsaA,
CbpA a pneumolyzin) jsou studovany v souvislosti vyvoje vakciny (Hoskins et al., 2001).
Dale byly objeveny virulentni proteiny BVH-3, PppA, PpmA, IgAl, SIrA (Bootsma et al.,
2017).
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Infekce vétSinou zacind v nosohltanu a hltanu a odtud se dostdva na dal$i mista v
organismu. V plicich zplsobuje zapal plic (pneumonia), ve vedlejSich dutindch nosnich
zpusobuje jejich zanét (sinusitida). Také zptisobuje zanét stiedniho ucha a zanét mozkovych
blan. Kromé lokalizovanych infekci se Streptococcus pneumoniae dokédze mnozit i v krevnim
reCisti. Tady se zivi krevnim cukrem a produkuje kyselinu mlé¢nou, ¢imz zptisobuje rozvrat

metabolizmu a nésledné i otravu krve a dalsi komplikace (Ruoff et al., 1999).

4.2 Genom S. pneumoniae

Genom Streptococcus pneumoniae tvoii 2 az 2,1 miliony pb uspotddanych do kruhové
molekuly DNA. Kromé toho jeho genetickd informace casto obsahuje nékolik menSich
plazmidii bez znamé funkce. Genom koduje 1553 gent, které jsou kliCové pro preziti bakterie.
DalSich 154 geni pfispivad k patogennimu chovani. Jinych 176 genl je zodpovédnych za
neinvazivni chovani. Geny zodpovédné za virulenci jsou lokalizovany v tfinacti malych
ostrivcich diverzity. Tyto ostriivky odliSuji virulentni a nevirulentni kmeny (Hoskins et al.,

2001).

Genom se u riiznych kment 1isi az o 10 % a obsahuje az 5 % inzer¢nich sekvenci, které
nesou faktory virulence a rezistence na antibiotika. Znacné ¢ast genofondu koduje syntézu
pouzderného polysacharidu, ktery je pro bakterii dileZity jako hlavni faktor jeji virulence

(Tettelin et al., 2001).

4.2.1 Geneticka kompetence S. pneumoniae

Dulezity fakt S. pneumoniae je, ze jde o bakterii schopnou pfijmout cizorodou DNA z
okoli. Transformace DNA je jednim ze zpisobl horizontalniho pfenosu genetické informace,
kterd byla objevena v roce 1928 Fredericem Griffithem. V experimentu byly pouzity dvé
formy S. pneumoniae R a S. Infekce S-formou méla letalni efekt, zatimco infekce R-formou
nikoliv. Pokud ale byla k R-formé& ptfiddna mrtva populace S-formy, byla i R-forma letalni.
Tento experiment vedl k objeveni pfirozené transformace. Tento mechanismus piijmu DNA
muze vést k vyznamnym zménam genetického pozadi bakterie a vzniku novych bakteridlnich
subpopulaci, coz rychle zvySuje odolnost proti antibiotikiim (Yu et al., 2017). O tom, jestli
béhem exponencidlni faze ristu bude kompetence umozZnéna, rozhoduje okolni teplota, pH,
koncentrace kysliku, koncentrace manganatych a vépenatych iontl a koncentrace fosfatu
(Claverys a Havarstein, 2002). Regulace je pak zavisld na mechanismu quorum sensing a jako

signalni molekula funguje feromon CSP (competence stimulating peptid), jehoz koncentace je
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zavisla na poctu bunck. Prostfednictvim CSP buitka monitoruje bunéénou denzitu ve svém
okoli (Claverys a Havarstein, 2002). Prekurzor alarmonu CSP je produktem genu comC, jenz
je soucasti lokusu comCDE (Havarstein et al., 1995; Cheng et al., 1997) a z buiky je
sekretovan pomoci ABC transportniho mechanismu ComAB. Po dosazeni prahové
koncentrace CSP v okoli buniky, dochdzi k aktivaci dvouslozkového systému ComDE. Slozka
ComD predstavuje His kindzu, kterd se po navazani signalu autofosforyluje a nasledné
fosforyluje transkripcni regulator ComE (Pestova et al., 1996), ktery zastdva funkci
transkripéniho aktivatoru casnych gent kompetence: comAB, comCDE, comX a comM.
Pozdni geny kompetence, ke kterym fadime geny pro piijem DNA, geny lytické faze a geny
pro homologni rekombinaci, jsou pak regulovany alternativnim sigma faktorem ComX
(Shanker a Federle, 2017). Bunky, které nejsou ve stavu kompetence, lyzuji ucinkem
mureinové hydrolazy CbpD, kterd je kodovana pozdnimi geny kompetence. Naproti tomu
kompetentni buiiky jsou proti lyze chranény proteinem ComM, jehoz nizké hladiny exprese
¢ini pneumokoky imunni vici CbpD, zatimco bunky exprimuji. Vyssi koncentrace proteinu
ComM jsou pro buiiky toxické a dochazi ke sniZeni rychlosti ristu a morfologickym zménam

(Straume et al., 2017).

Exprese operonu comCDE a néslednd schopnost transformace u bakterii byla zkoumana
meéfenim bunéénych hladin transkripti comCDE a transformantti v kulturach. Vysledky
ukazovaly centrdlni a pozitivni kontrolu exprese ComCDE pomoci StkP. K rozvoji
kompetence dochazi pfi exponencidlnim ristu v alkalickém prostiedi za pfitomnosti StkP, aby
se zabranilo bakterialni autolyze. Nedostatek StkP dramaticky sniZuje virulenci. Je tedy
mozné, ze ochrana proti autolyze je pfi¢inou pozitivni tlohy StkP v bakterialni virulenci

(Berry et al., 1989).

Dvoukomponentovy systém CiaRH, ktery je sloZzen ze senzorové His kinazy CiaH
a transkripniho regulatoru CiaR, reguluje negativné kompetenci. Pokud je TCS CiaRH
aktivovany, zabranuje expresi genli comCDE a kompetence nenastava (Echenique et al.,

2000; Guenzi et al., 1994).

4.3 Pienos signdlu u bakterii — fosforylace
bunéénych procest, které odpovidaji na zmény v okolnim prostiedi a je vyuzivan buiikami ve
vSech zivych organismech. Fosforylace je jednou z kovalentnich posttranslacnich modifikaci

proteinti. Je katalyzovana proteinkindzami a dochdzi pii ni k reverzibilnimu pifenosu y-
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fostatové skupiny z ATP na hydroxyskupinu aminokyseliny urcitého substratového proteinu
za katalyzy enzymu proteinkindzy a vzniku ADP. Vhodné ¢asti aminokyselin k fosforylaci
jsou hydroxylové skupiny serinu, threoninu a thyrosinu, imizadolovy kruh histidinu a
karboxylova skupina asparaginu. Navazani fosfatové skupiny na molekulu substratu ma
velkou Sanci zménit biochemické vlastnosti a strukturu proteinu, protoze fosfatova skupina
vytvaii solné mustky a vodikové vazby. Proto je fosforylace dobrym zpiisobem regulace
funkce proteinit (Johnson et al., 1993). Protoze jde o vratny proces, opakem fosforylace je
defosforylace, ktery je katalyzovan proteinfosfatdzami. Pii defosforylaci dojde k odstépeni
fosfatu a protein je zpét v piivodnim stavu.

U bakterie S. pneumoniae je prenos signalu fosforylaci zajistén hlavné dvémi systémy:
dvoukomponentovy systémy (TCSs) a bakteridlni Ser/Thr proteinkindzou eukaryotického
typu (eSTKs).

4.3.1 Dvoukomponentové systémy

Dvoukomponentové systémy signalni transdukce (TCSs), jsou jednim mechanismem, ktery
bakterie vyuzivaji k tomu, aby reagovaly na své prostiedi (kontroluji genovou expresi
a adaptivni bunéfnou odpovéd’). Tyto systémy jsou pravdépodobné nejrozsifenéjSimi
prostiedky regulace vnitfnich procest v bakteriich, vcetné osmoregulace, fotosyntézy,
chemotaxe, sporulace, tvorby antibiotik a patogenity u fady riznych bakterii. Dvouslozkovy
systém je tvoren dvémi Castmi: transmembranovou senzorovou kinazou a cytoplazmatickym

transkripénim regulatorem (Parkinson et al., 1992).

Streptococcus  pneumoniae ma 13 dvoukomponentovych systémil  sloZenych
z transmembranovych senzorovych kindz a cytoplasmatickych transkripénich regulatori.
Senzorova kinaza reaguje na enviromentalni zmény autofosforylaci na histidinovém zbytku.
Dalsim krokem je pfeneseni fosfatové skupiny na aspartitovy zbytek ptisluSného
regulatorového proteinu, ktery tak podstoupi komformaéni zménu a jako transkripcni
regulator ovlivni odpovéd’ bunky (Stock et al., 2000). Kromé téchto kompletnich
dvoukomponentovych syst¢tmi ma S. preumoniae také jeden samostatny transkripcni
regulator, ke kterému neni pfitomna pfisluSnd kindza. Bakteridlni reguldtory odezvy lze
klasifikovat podle jejich domény. Ttetina proteinovych regulatori patii do skupiny OmpR.
Tato skupina je charakterizovana doménou oktidlenych Sroubovitych helixi (winged-helix-
turn-helix), kterymi se
vaze na tandemové repetice ve své cilové DNA. Druhou nejvétsi skupinou transkripénich

regulatort dvoukomponentového systému je skupina NarL. Pro tuto skupinu je
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charakteristickd doména s jednoduchou vystupni strukturou helix-turn-helix. Dalsi skupinu
YesN charakterizuje DNA vazebnd doména, kterou tvoii dva oddélené helixy. Posledni
skupinou je skupina LytR. Tato skupina obsahuje neobvyklou DNA vazajici domenou bez
helix-turn-helix vzoru znamou jako LytTR (Nikolskaya et al., 2002; Gomez-Mejia et al.,
2018).

4.3.2 Ser/Thr proteinkindazy eukaryotického typu (eSTKs)

Tyto bakterialni proteinkindzy jsou strukturou i fukénosti velmi podobné proteinkindzdm
v eukaryotickych bunikach. Proteinkinazy se 1i$i mimo jiné tim, kterou aminokyselinu v
proteinu fosforyluji. Ser/Thr proteinkinazy eukaryotického typu fosforyluji svoje substraty na
hydroxylovych skupindch serinu, threoninu a vyjimecné i thyrosinu. Katalyticka doména je
slozena z250-300 aminokyselinovych zbytkti uspofddanych do 12 konzervovanych
subdomén oddélenych méné konzervovanymi oblastmi (Hanks et al., 1995; Pereira et al,

2011).

Proteinkinazy Streptococcus pneumoniae jsou pievazné histidinové kinazy tvorici
dvouslozkovy systém (viz vyse). Kromé nich je ale pfitomnd v genomu i jedina Ser/Thr
kindza eukaryotického typu. Tato kindza se jmenuje StkP a je kodovana Ser/Thr
proteinkindzovym genem stkP. S. pneumoniae s jednim parem geni kodujicich proteinkindzu
StkP a pfisluSnou fosfatazu PhpP poskytuje dobry model pro studium serin/threoinové
fosforylace eukaryotického typu u prokaryot. StkP je transmembranovy protein. Jeji vnéjsi
senzorickou ¢ast tvofi série C¢tyf PASTA domén (Penicillin-binding protein And
Serine/Threonine kinase Associated), které jsou nezbytné pro fosforylacni aktivitu
proteinkindzy StkP (Novakova et al., 2010). PASTA domény reaguji na nezesitovany
synteticky 1 nativni peptidoglykan, ale i B-laktamova antibiotika (Beilharz et al., 2012;
Maestro et al., 2011; Mir et al., 2011). Cytoplasmaticka ¢ast je tvofena kindzovou doménou.
StkP reguluje expresi gentl, virulenci, kompetenci, odolnost vii¢i neptiznivym podminkam,
syntézu bunécné stény, syntézu pyrimidinu a koordinuje bunétné déleni jako celek
(Novakova et al., 2010). StkP neni pro Zivotashopnost bakterie esencidlni, avSak morfologie
bunek je odlisnd od WT S. pneumoniae. Buiiky jsou protahlé a hiife se deli (Novakova et al.,
2005). Navic bylo zjisténo, Ze AstkP mutantni kmen S. pneumoniae nedokadze uspéSné

infikovat plice ani krev mysi (Throup et al., 2000).
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4.3.3 Substrdty proteinkindazy StkP u Streptococcus pneumonie

Proteinkinaza StkP ma, podle poslednich studiji, u Streptococcus pneumoniae okolo
12 zndmych substrati. Pficemz diky usili védecké komunity jsou stale nachdzeny nové
substraty. VEétsi pocet substratii znaci, ze StkP se podili na regulaci bunéénych procesu
na n¢kolika urovnich. Jejich funkce pak naznacuje, ze StkP slouzi k celkové koordinaci
procesu bunécného déleni u S. pneumoniae. Mezi substraty StkP fadime pfedevsim proteiny
bunécéného déleni DivIVA, LocZ/MapZ (Novékova et al., 2010), FtsZ (Giefing et al., 2010),
FtsA (Beilharz et al., 2012), Jag/EloR/KhpB (Ulrych et al., 2016, Stamsas et al., 2017,
Sauerbier 2012, Zheng et. al.,, 2017); proteiny syntézy peptidoglykanu MurC (Falk a
Weisblum, 2013), MacP (Fenton et al., 2018) a GImM (Novakova et al., 2005); dva
transkripéni regulatory RitR (Ulijasz et al., 2009) a RR06 (Agarwal et al., 2012) a
anorganickou fosfatazu PapC (Novéakova et al., 2010) a regulator ¢asnych genli kompetence
ComE. Kromé substratli proteinkinazy StkP, které jsou touto kinazou fosforylovany, 1ze zde
uvést rovnéz WalRK systém, kde je substratem kindzy StkP kindaza WalK. Pienos signalu zde
neni zprostiedkovan fosforylaci, ale vzajemnou pfimou protein-proteinovou interakci StkP a

WalK. V nésledujicich odstavcich jsou popsany jednotlivé substraty StkP u S. pneumoniae.

V praci Novékova et al. (2010) byla u Streptococcus pneumoniae jako substrat kinazy StkP
identifikovana in vivo anorganickd a na manganu zavisla pyrofosfatiza PpaC (Novakova et
al., 2010). Na rozdil od S. agalactiae, kde je rozpustny enzym PpaC nejvice prozkouman a
kde se podili na schopnosti virulence (Rajagopal et al., 2003), se fosforylaci in vitro u
S. pneumoniae prokazat nepodafilo. S proteinem PpaC S. pneumoniae vykazuje 85 %
sekvencni shodu. Pyrofosfatazy jsou esencialni enzymy nutné pro hydrolyzu anorganickych
pyrofosfatt, které vznikaji pti hydrolyze ATP, metabolizmu sacharidl, biosyntéze nukleotidii

a biosyntéze aminokyselin (Novakova et al., 2010).

Jednim z proteinii bunééného déleni, ktery je substratem proteinkinazy StkP v iv vivo
1vinvitro podminkach je protein DivIVA (Novakova et al., 2010). DivIVA je protein
zodpovédny za spravnou separaci delicich se bunék (Higgins et al., 1970), odd¢leni
chromozom, maturaci bunéénych polu (Higgins et al., 1976) a za spravnou morfologii buniky
(Beilharz et al., 2012). Velmi podobné proteiny jsou bézné u grampozitivnich bakterii.
Funkce DivIV A byla podrobné zkoumana u Bacillus subtilis. Spolecné s MinC a MinD urcuje
stted buniky pii déleni. Komplex MinC a MinD, MinCD je kontrolovan DivIVA tak, aby
zustaval na bunécnych polech a zabranil déleni buniky v téchto mistech (Marston at al., 1999).

U S. pneumoniae je DivIVA lokalizovan v oblasti septa a na polech bunky (Fadda et al.,
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2007). Poskozeni genu diviVA u S. pneumoniae vede k poruSe bunécného déleni, které¢ ma za
nasledek tvorbu fetizkli s pozménénou morfologii a Spatné vyvinutym délicim septem.
Takové bunky jsou casto bez nukleoidu (Fadda et al., 2004). Ve studi Straume et al. (2017)
bylo zjisténo, ze DivIVA se podili na spravné lokalizaci elongazomu v negativné zakiivené
oblasti membrany, do které se vaze a ktera se nachazi mezi laterdlni a septalni ¢asti bunécné

stény.

LocZ/MapZ je protein bunécného déleni, ktery interaguje s FtsZ, ¢imz dochazi
k lokalizaci FtsZ prstence a tim LocZ/MapZ urcuje spravny thel d€lici roviny u Streptococcus
pneumoniae (Raaphorst et al., 2017). Za lokalizaci LocZ/MapZ do bunécné pirepazky je
zodpovédna jeho C-koncova extracelularni doména, zatimco pro jeho funkci jsou nezbytné
obé C- 1 N-koncové domény (Fleurie et al., 2014). LocZ/MapZ tvoii struktury tvaru prstence
ve stiedu bunky aposouva se tak, jak se bunika protahuje. Oznaluje tedy stale misto
bunécéného de€leni. Streptococcus pneumoniae s odstranénym genem locZ/mapZ maji defektné
umisténé delici septum a tvoii nepravidelné shluky castecné spojenych bakterii s omezenou
délkou zivota a pomalejSim délenim. LocZ/MapZ je prokazateln& fosforylovan kinazou StkP

jak in vitro, tak in vivo (Novakova et al., 2010; Fleurie 2014; Holeckova et al., 2015).

FtsZ je esencidlni protein zodpovédny za tvorbu Z-prstence a oznaceni mista déleni
u bakterii a prokaryot obecné. U Streptococcus pneumoniae nebyla fosforylace FtsZ pomoci
StkP prokazéana in vivo, ale doposud pouze in vitro (Giefing et al., 2010) a jeji vyznam neni

dosud znamy.

FtsA je esencidlni protein podilejici se na déleni buiikky Streptococcus pneumoniae, ale
1 mnoha dalSich baterii. Hlavni funkci FtsA je vazba Z-kruhu k cytoplasmatick¢ membrané
ajeho stabilizace. FtsA je Casny protein bunéného déleni, ktery se po LocZ lokalizuje v
misté déleni oznaCeném Z-prstencem a je nasledovan dalSimi pozdnimi proteiny bunééného
déleni, napt. StkP a DivIVA (Beilharz et al., 2012). Podle Mura et al. (2017) se FtsA a FtsZ
proteiny podili na koordinaci periferni 1 septalni syntéze PG a jsou zavislé na lokalizaci ve
sttedu buiiky. Caste¢na deplece FtsA ma za nasledek prodlouzené buiiky s vice FtsZ prsteny,
které nedokoné¢i bun&né déleni. Uplné vy&erpani FtsA vedlo k delokalizaci FtsZ kruh,
citonovitému tvaru bunék a nakonec k lyzi bunék. Naopak nadprodukce FtsA stimuluje
bunécné déleni. Fosforylace FtsA byla dosud prokéazana jak in vitro (Beilharz et al., 2012), tak
in vivo (Ulrych a Fabrik, nepublikované vysledky).

Jag/EloR/KhpB je substrat StkP, jehoz funkce neni u Streptococcus pneumoniae Gplné
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znama. Jag (Spr1851) ma schopnost navazat se na RNA a jeho fosforylace a defosforylace
ovliviiuje délku bakterie (Stamsés et al., 2017). Byl testovan rist kmene, kde byl deletovan
gen kodujici protein Jag. U tohoto dele¢niho kmene dochazelo k delsi lag fazi a celkové
pomalejSimu rastu kultury, nez u divokého kmene S. pneumoniae. Kultura dosahovala nizsich
optickych denzit a morfologie bun€k byla také odlisna, oproti divokému kmeni byly buiky
mutantniho kmene kratsi (Ulrych et al., 2016; Stamsés et al., 2017; Zheng et al., 2017). Lze
tedy predpokladat, ze jeho funkce souvisi s bunéénym délenim nebo s tvorbou bunécné stény
anapomahd zajistit spravny tvar novych bunck (Stamsas et al.,, 2017). Pomoci ko-
imunoprecipitace byl identifikovan protein KhpA jako interak¢ni partner proteinu Jag (Zheng
et al., 2017). Odstranéni proteinu KhpA vede obdobné jako odstranéni proteinu Jag ke
zkradceni bunck, zpomaleni ristu a indukci exprese stresového reguldtoru metabolizmu
syntézy bunécné stény WalRK, ptficemz proteiny KhpA a Jag v buiice kolokalizuji v oblasti
septa. Vzhledem k tomu, ze tyto dva proteiny maji z velké miry shodné spektrum molekul
RNA, na které se vazou pomoci RNA vazebnych domén KH a R3H a také vzhledem k tomu,
ze byla prokazana jejich funkce v post-transkripéni regulaci exprese proteinu bunééného
déleni FtsA, byla navrzena hypotéza, ze KhpA/B par funguje jako RNA chaperon (Zheng et
al., 2017). Déle bylo zjisténo, Ze odstranénim proteinu Jag na pozadi divokého kmene R6
dochazi k toleranci mutaci v proteinech syntézy bunééné stény PBP2b a RodA (Stamsls et al.,
2017), které jsou v pfitomnosti proteinu Jag letalni, zatimco odstranéni proteinu Jag na pozadi
D39 divokého kmene pneumokoka vede k toleranci kromé& dvou zminénych mutaci
v proteinech PBP2b a RodA, jesté k toleranci mutace u dalSich nezbytnych proteint syntézy
bunécné stény — MreC, MreD, RodZ a GpsB (Zheng et al., 2017). Stamsas a spol. (2017) ve

své praci navrhuje, Ze protein Jag funguje jako reguldtor elongasomu.

RitR je transkripni regulator dvoukomponentového systému, ktery ale postrada
odpovidajici histidinovou senzorovou kinazu v genomu Streptococcus pneumoniae. Protein
RitR reguluje transkripci genu kodujiciho Piu transportér iontl Zeleza do bunky. In vitro bylo
prokazano, ze proteinkinaza StkP fosforylaci vyfazuje protein RitR z Cinnosti a tim zvySuje

import iontl zeleza do bunky (Ulijasz et al., 2009).

Druhym zéastupcem transkripénich regulatori dvoukomponentovych systémdu, ktery byl
in vivo a in vitro prokdzan jako substrat proteinkinazy StkP, je protein CbpS/RR06 (Agarwal
et al., 2012). Jedna se o protein, ktery fidi tvorbu povrchového adhezinu CbpA. Ten je
zodpovédny za uchyceni bakterie na epitelu hostitele, a tedy piispiva k virulenci S. pneumonie

(Herbert et al., 2015; Shaun et al., 2013).
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MurC, UDP-N-acetylmuramoyl:L-alanin ligdza, je enzym podilejici se na postupné
syntéze pentapeptidu, ktery je prekurzorem pro peptidoglykan tvofici bunécnou sténu. V in
vitro uspotradani bylo prokazano, ze StkP spole¢né¢ s PhpP tidi fosforylaci a defosforylaci

MurC u Streptococcus pneumoniae (Falk a Weisblum, 2013).

DalSim identifikovanym substratem kinazy StkP je MacP regulator aktivity penicilin
vazebného proteinu PBP2a, ktery se podili na syntéze bunécné stény Streptococcus
pneumoniae. Aktivace MacP fosforylaci za pomoci StkP umoziuje aktivaci PBP2a a syntézu

bunécné stény (Fenton et al., 2018).

Doposud poslednim identifikovanym substratem kinazy StkP je ComkE, ktery reaguje na
globalni zmény pH. Lyze bunék S. pneumoniae vyvolana kyselym stresem a intracelularni
pteziti bunck béhem patogeneze, je regulovano fosforylaci ComE na threoninu v pozici 128.
Fosforylace na threoninu 128 zvySuje afinitu ComE k DNA. U mutanty comET128A byla
odezva na kyselé prostiedi blokovana a reakce na kyselou toleranci byla vyssi ve srovnani
s WT kmenem. Produkce H»O> byla u muanty nizsi a pravdépodobné ptispivala k vyssimu

poctu prezivsich u mutanty comET128A4 oproti WT S. pneumoniae (Pifias et al., 2018).

Jako jeden z prvnich substrati proteinkindzy StkP byl v in vivo experimentech
identifikovan protein GlmM (Novakova et al., 2005). Fosfoglukozaminmutdza GlmM je
katalyzator vzajemné premény izomert glukozamin-6-fosfatu (GIlcN-6-P) a glukozamin-1-
fosfatu GIcN-1-P. Ty jsou zdkladem pro biosyntézu N-acetylglukozamin, ktery je déle
potiebny pro stavbu bunééné stény. Proteinu GImM a jeho funkci je v€novana samostatna

sekce (viz kapitola 4.5.).

WalR je transkripcni regulator, ktery spolecné s WalK tvoii dvoukomponentovy regulacni
systém. Ten je pravdépodobné zodpovédny za spravné oddeleni deefiné bunky pii bunééném
déleni. Kindza podobné StkP fosforyluje ortholog WalR u S. pyogenes v in vitro (Agarwal et
al., 2011) a u Bacillus subtilis v in vivo podminkéach (Libby et al., 2015). Pfima fosforylace
transkripéniho reguldtoru WalR proteinkinazou StkP u S. preumoniae nebyla dosud
prokazana. Nicméné bylo zjisténo, Ze stimulacni u€inek StkP totiz nemusi zaviset pouze na
jeji kinazové aktivité, ale v ptipadé WalRK systému proteinkinaza StkP moduluje aktivitu
kindzy WalK prostfednictvim pfimé protein-proteinové interakce, ¢imz se podili nepfimo na
fosforylaci transkripéniho regulatoru WalR, ktery je substratem WalK. Za ucelem zjisténi
aktivity StkP byl vytvofen mutantni kmen s inaktivovanou kindzovou doménou proteinu StkP,

ktery nebyl schopen fosforylace. Aktivita StkP u tohoto kmene byla nizsi nez u divokého
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typu, ale mnohem vyssi nez bylo pozorovano u kmene AstkP (Stamsas et al., 2017; Dubrac et

al., 2008).

4.4 Bunécna sténa bakterii

Béhem svého ristu a déleni musi bunky regulovat syntézu peptidoglykanu, ktery je
nezbytnou kontinualni sitovou vrstvou obklopujici kazdou buiiku. Bunécna sténa udrzuje tvar
bunék a je potifebna pro mechanickou ochranu buriky a osmotickou stabilitu. Peptidoglykan je
tvofen polysacharidovymi fetézci, ve kterych se stfida motiv N-acetylglukozaminu (NAG) a
N-acetylmuramové kyseliny (NAM), jez jsou propojené [-(1,4)-glykosidickou vazbou.
Propojeni ¢i zesitovani jednotlivych polysacharidovych fetézci je zajisténo kratkymi
pentapeptidy obsahujicimi L- i D-aminokyseliny, které vychazeji zNAM. Na tvorbé
trojrozmérné struktury se podileji teichoové kyseliny, které jednotlivé peptidoglykanové
vazby trojrozmérné propojuji (Siegel et al., 2016). Bakterie lze podle typu bunécéné stény
rozdelit na dvé skupiny — grampozitivni a gramnegativni (Egan et al., 2017). Oba typy

bunééné stény jsou schématicky

znazornény na Obrazku 2.

A
o-Ala
o-Ala Obrizek 2
meso-Dap/L-Lys Peptidoglykan v buné¢né sténé
p-isoGlup-isoGin Pievzato Egan et al., 2017.
A
Zakladni podjednotka peptidoglykanu (PG),
kterd je slozena z N-acetylglukozaminu
(GIcNAc) a N-acetylmuramové kyseliny
(MurNAc) snavazanym pentapeptidem
slozenym z L- i D- aminokyselin.
C Gr oe .
ampozitrim B
oM . ‘. s
D P S— Zjednodusena  reprezentace  struktury
Periplazmaticicy prostor peptidoglykanu tvofené polymerizovanymi
M glykanovymi a peptidovymi vlakny.

C

Cytoplazma
Gramnegativni Zjednoduseny pohled na bunécnou sténu
D PG gramnegativni a grampozitivni bakterie.
V modrém ramecku v pravo je zvétsny usek
M vyznaceny na celé bunice vlevo. Je zde
vyznacena  vné&jsi membrana (OM),
i peptidoglykan (PG) a cytoplazma (CM)

(Egan et al., 2017).
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Bunééna sténa gramnegativnich bakterii, jako je napft. E. coli, se od grampozitivniho typu
vyrazné lisi predev§im piitomnosti vné&j$i membrany, kterd je tvofend fosfolipidovou
dvouvrstvou. V této dvouvrstvé se nachazeji lipopolysacharidy a lipooligosacharidy, které
plni tlohu endotoxinu. Vnéj$i membrana také obsahuje transmembranové proteiny poriny,
které zprostredkovéavaji pasivni transport nizkomolekuldrnich latek do bakterie. Mezi
cytoplazmou (CM) a vnéjsi membranou (OM) je vrstva peptidoglykanu (PG) o tlousce 3-6
nm, kterd se mnachazi v periplazmatickém prostoru. Oproti tomu bunécna sténa
grampozitivnich bakterii, mezi které fadime 1 S. pneumoniae, je vyrazné siln€jsi, ¢ini 10-40
nm, a obsahuje sekundarni polymery, jako napt. teichoové a lipoteichoové kyseliny ci
povrchové polysacharidy. Vnitini prostiedi bakterie je odd€leno cytoplazmatickou
membranou, ktera se z druhé strany dotyka periplazmatického prostoru (Egan et al., 2017;

Turner et al., 2014; Vollmer et al., 2010).

Bunéénd sténa grampozitivnich a gramnegativnich bakterii se li§i také sekvenci
pentapeptidového miistku, ktery zajistuje zesitovani peptidoglykanu. U grampozitivnich
bakterii je pentapeptid vychazejici z NAM tvofen sekvenci NAM-O-(L-Ala)-(D-Glu)-(L-
Lys)-(D-Ala)-(D-Ala)-OH, zatimco u gramnegativnich bakterii se vyskytuje pentapeptid se
sekvenci NAM-O-(L-Ala)-(D-Glu)-(DAP)-(D-Ala)-(D-Ala)-OH, kde DAP je kyselina
mesodiaminopimelova. Na aminoskupinu kyseliny mesodiaminopimelové se vaze C-konec

lysinu Braunova lipoproteinu (Egan et al., 2017; Braun 1975; Schleifer 1972).

4.4.1 Syntéza peptidoglykanu

Rist peptidoglykanu je dynamicky proces, ktery je fizen enzymy. Je nutné nové
syntetizovany peptidoglykan pfipojit k jiz existujici vrstv€é a umoZznit vkladani nové
syntetizovaného materialu. Biosyntéza peptidoglykanu probihéd ve tfech fazich probihajicich

v cytoplasmatické membrané€, na bunééné membrané a mimo buniku (Ghuysen et al., 1973).

Prvni faze probiha v cytoplazmé bakteridlni buniky a kone¢nymi produkty jsou prekurzory
UDP-N-acetylglukozamin a pentapeptid kyseliny UDP-N-acetylmuramové (Obrazek 3).
Nejdiive se syntetizuje glukozamin-6-fosfat z fruktoza-6-fosfatu a glutaminu, ktery slouzi
jako donor aminoskupiny a méni se na glutamat. Tato reakce je katalyzovdna enzymem
glutamin-fruktoza-6-fosfat amidotransferdzou GImS (Badet et al., 1987). Interkonverzi
glukozamin-6-fosfatu na glukozamin-1-fosfat zajistuje enzym GlmM (Mengin-Lecreulx a
van Heijnoort, 1996), ktery nebyl u S. pneumoniae dosud blize charakterizovan. Dalsi dva

kroky syntézy PG jsou katalyzovany bifunkénim enzymem N-acetylglukozamin-1-fostat
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uridyltransferazou (GlmU), ktery ma acetyltransferdzovou uridyltransferazovou aktivitou.
Nejprve dochézi k acetylaci vzniklého glukozamin-1-fosfatu na N-acetylglukozamin-1-fosfat
pusobenim acetylkoenzymu A nasledné¢ pak k uridyltransferazové reakci, kdy N-
acetylglukozamin-1-fosfat atakuje uridin-trifosfat a dochazi tak k eliminaci jedné fosfatové
skupiny z N-acetylglukozamin-1-fosfatu a jedné z uridin-trifosfatu. Tyto dvé fosfatové
skupiny se uvolni jako difosfat a vznikne UDP-N-acetylglukozamin (Mengin-Lecreulx a
van Heijenoort, 1993, 1994). V bakteridlni cytoplazmé Mur ligdzy provadéji postupné
pridavani aminokyselin k UDP-N-acetylmuramové kyseliné, ¢imz se vytvaii kmenovy peptid.
Mur ligazy vyzaduji aktivitu ATP a jsou naprosto nezbytné pro pieziti bakterii. Nasleduje
reakce ] fosfoenolpyruvatem, katalyzovana UDP-N-acetylglukozamin-3-
enolpyruvyltransferasou (MurA), pii které se z fosfoenolpyruvatu odstépi fosfatova skupina
a enzym MurA katalyzuje ptenos enolpyruvatu na hydroxylovanou skupinu 1-uridin-difosfat-
N-acetylglukozaminu za vzniku 1-uridin-difosfat-N-acetylglukozamin-enolpyruvatu (Baum et
al., 2001). MurB dokon¢i tvorbu kyseliny muramové redukci enolpyruvylové skupiny na
laktylether za pouziti jednoho ekvivalentu redukovaného nikotinamidadenindinukleotid
fostaitu (NADPH). Redukovany produkt, UDP-MurNAc, pak miize slouzit jako misto
navazani peptidové Casti bunééné stény. Vysledny pentapeptid nasledné umoznuje zesiténi,
které dava bun&tné sténé tuhost (Benson et al., 1996). Ligaza MurC katalyzuje reakci, pfi niz
se na UDP-N-acetylmuramovou kyselinu navaze aminokyselinovy zbytek L-alanin. Bylo
zjisténo, Ze fosforylace enzymu MurC je zdvisla na proteinkindze StkP in vitro (Falk et al.,
2013). Dale ligaza MurD katalyzuje pfidani kyseliny D-glutamové k UDP-N-acetylmuramové
kyselin¢. Témét pro vSechny bakterialni druhy k tomuto spojeni poslouzi dipeptidova vazba
L-Ala-D-Glu (Sink et al., 2016). Pfemé&na UDP-MurNAc-L-Ala-D-Glu je katalyzovana
enzymem MurE, ktery fosforyluje glutamatovy y-karboxylat a atakuje (S)-aminoskupiny
meso-diaminopimelovou kyselinou za vzniku tetraedrického meziproduktu. Nasleduje ztrata
fosfatu a ke vzniklému UDP-MurNAc-L-Ala-D-Glu-m-Dap (Binqgi et al., 1998) je ligazou
MurF, pfipojen D-Ala-D-Ala (Hrast et al., 2013), ktery vznikd plisobenim DdIA ligazy
(Zawadzke et al., 1991). Poslednim krokem v této casti syntézy peptidoglykanu je enzym

Murl, ktery mé glutamatovou racemickou aktivitu (Doublet et al., 1993).

Mur ligdzy provadéji postupné piidavani aminokyselin k UDP-N-acetylmuramové
kyseling, (UDP-MurNAc) ¢imz se vytvaii kmenovy peptid. Mur ligdzy vyzaduji aktivitu ATP
a jsou naprosto nezbytné pro pteziti bakterii. Mechanismus u¢inku Mur ligaz (MurC, D, E, F)

byl studovan pomoci kinetickych experimentii, mistné fizené mutageneze a rentgenové
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krystalografie. Tyto studie ukdzaly, Zze Mur ligazy sdileji stejny mechanismus reakce, ktery
spociva nejprve v aktivaci karboxylové skupiny prekurzoru nukleotidt ATP, pficemz vznika
meziprodukt acylfosfatu a ADP; acylfosfat pak podléha nukleofilnimu napadeni
aminoskupinou kondenzujici aminokyseliny (nebo dipeptidu), coz vede k tvorbé
vysokoenergetického tetraedrického meziproduktu, ktery se nakonec S$tépi na amid nebo

peptid a fosfat (Smith et al., 2006).

V dalsim kroku je kyselina muramova pfenesena pomoci enzymu MraY na udekaprenyl-
fosfat, vazany v membrané, za vzniku lipidu I. Ten je dale glykosylovan UDP-N-

acetylgluk6zaminem (enzym MurG) na lipid II.

Druha faze biosyntézy peptidoglykanu probiha na membran¢ bunky. V této fazi dochézi k
transportu prekurzort UDP-N-acetylmuramové kyseliny a N-acetylglukozaminu pres
cytoplazmatickou membrénu. K ptenosu pies hydrofobni membranu je zapotiebi specidlni
lipofilni slouc¢eniny, ktera poslouzi jako transportér. U bakterii jde o alkohol undekaprenol (C-
isoprenol), ktery je vnofen do membrany a esterifikovan na undekaprenyl fosfat (Css-P), ktery
se pouzije jako glykano-lipidovy nosi¢. Délka uhlikatého ftetéce-55 vznikd u bakterii
kondenzaci jedenacti izoprenovych jednotek. Css-P  pochazi z defosforylace jeho
prekurzorového undekaprenyl-difosfatu u¢inkem enzymu undekaprenyl-pyrofosfat fosfatazy
UppP, ktery sdm vznika syntézou de novo nebo recyklaci po konecném pienosu glykanu.
Undekaprenyl-difosfat je de novo syntetizovan cytosolickou cis-prenyltransferazovou

undekaprenyl-difosfatsyntdzou UppS (Manat et al., 2014).

Glykan (MurNAc-(pentapeptide)-GIcNAc) je navazéan na lipidovy nosi¢ (Css-P) na vnitini
stran¢ membrany a je translokovan smérem k periplazmé, kde je glukanova skupina
pfenesena do rostouciho polymeru peptidoglykanu. Pocateni krok ptenosu glykanu tedy

nastava na cytoplazmatické stran¢ membrany (Manat et al., 2014).

Enzymy MurM a MurN, které konstruuji dipeptidové vétveni, pfidavaji prvni
aminokyseliny k lyzinu kyseliny muramové. Tyto enzymy nejsou nezbytné, ale jejich absence
vyrazn¢ snizuje odolnost mikroorganismu proti antibiotikim (Lloyd et al., 2008; Sergio et al.,

2000).

Jak jiz bylo zminéno, tak po vytvofeni lipidu I navadzanim muramové kyseliny na
undekaprenyl-fosfat a jeho néasledné glykosylaci vzniké lipid II. Lipid II je pomoci flipazy
FtsW, RodA nebo Mur] a translokovan pies cytoplazmatickou membranu. Deplece flipazy

MurJ ma za nésledek snizeni syntézy PG a akumulaci jeho prekurzorl, dale pak morfologické
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defekty a predcasnou lyzi bunék (Inoue et al., 2008). Pro bakterii E. coli, kde byl protein
Mur] identifikovan, je tato flipadza esencialni (Ruiz, 2008). Po transportu na vné&jsi stranu
cytoplazmatické membréany je lipid II polymerovan glukosyltransferazou a transpeptidazou
(PBP). Ptedpoklada se tedy, Ze potencidlni transportéry lipidu II (FtsW a RodA) pracuji navic
spole¢né s proteiny PBP3 s PBP1b vazajicimi se na penicilin (Mohammadi et al., 2011, Inoue
et al., 2008). Protein FtsW se lokalizuje do oblasti septa v pozdnich fazich tvorby bunécéné
piepazky a umoziuje navazani proteinu PBP3 (FtsI) (Mercer et al., 2002). Dale protein FtsW
interaguje s proteinem PBP2x (Noirclerc-Savoye et al., 2013). Protein RodA umoziiuje
v S. pneumoniae spravnou funkci transpeptidazy PBP2b. Deplece jednoho nebo druhého
proteinu ma za nasledek morfologické defekty bunék (ztrata sférického tvaru, bunky tvofi
dlouhé¢ fetizky). DalSimi nasledky deplece proteini RodA nebo PBP2b je vyssi citlivost
k hydrolaze CbpD a zvySeny obsah vétvenych peptidil (Straume et al., 2017).

Treti faze se nazyva extracelularni, N-acetylmuramova kyselina a N-acetylglukozamin je
zaclenén do jiz existujicitho peptidoglykanu. V této fazi se z lipidu II uvoliuji glykanové
fetézce a jsou postupné vkladany do jiz existujiciho peptidoglykanu, ktery je za timto ticelem
rozpojen pusobenim autolysinti (Typas et al., 2012; Ghuysen et al., 1973). Primérna délka
glykanovych fetézct hraje dilezitou roli v morfogenezi bakterii. Vnitini membranovy enzym
MtIG s endolytickou transglykosylatovou aktivitou uvoliiuje noveé syntetizované glykanové
fetézce béhem periferni syntézy peptidoglykanu (Tsui et al., 2016; Jacq et al., 2018). Mutanty
postradajici MItG maji v peptidoglykanu delsi glykany vzhledem k buiikdm divokého typu
(Yunck et al.,, 2015). Jiz ukotvené glykanové fetézce tvofici peptidoglykan jsou dale
propojovany. Tento jev se nazyva transpeptidace. Jednd se o kratké peptidové spojky mezi
zbytky muramové kyseliny v sousednich glykanovych fetizcich. Tyto spojky tvoii spolecné
s vlakny peptidoglykanu dvou dimenziondlni sit. Ta je dale propojena ve tieti dimenzi
teichoovou kyselinou, takZze vznikd trojrozmérnd provazanéd struktura. Varianta teichoové
kyseliny, kyselina lipoteichoova déle spojuje jiz prostoroveé propojenou vrstvu peptidoglykanu
s cytoplazmatickou membranou, ¢im tvofi odolnou a ochrannou vrstvu na povrchu bunky
(Ghuysen et al., 1973). Sled reakci, které vedou k syntéze peptidoglykanu je znazornén
na Obrazku 3. Proteiny podilejici se na syntéze peptidoglykanu S. pneumoniae jsou shrnuty
v Tabulce 1. V bunééném déleni hraji dileZitou roli také hydrolazy. Kromé jiz zminéného
proteinu MItG, D,D-karboxypeptiddza PBP3 (DacA) tidi zesiténi peptidoglykanu odstranénim
terminalniho D-alaninu z pentapeptidovych postrannich fetézcti (Morlot et al., 2004;

Nemmara et al., 2011). L,D-karboxypeptidiza (DacB), kterd S§tépi pficné vazby
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v tetrapeptidovém pii€ném fetezci, ktery je produkovan enzymem PBP3 a pfeméiuje ho na
tripeptid (Barendt et al., 2011). Pro spravné misto déleni a lokalizaci LocZ/MapZ je také
dalezity lyzozym Pmp23 (Jacq et al., 2018). Pro rozd€leni matetské buiiky na dcefinné je
zapotiebi Stépeni peptidové vazby endopeptidazou PcsB (Bajaj et al., 2016; Jacq et al., 2018).
Konec¢né rozdéleni dvou bunék zajist'uje hydrolaza LytB (Jacq et al., 2018).

Biosyntéza peptidoglykanu se déle deli na periferni a septalni. V periferni syntéze se
peptidoglykan rozsifuje od stiedu déleni do dcefinnych bun¢k za ucasti enzymii: PBP2b,
PBPla (podili se na polymeraci mureinu) (Schiffer et al., 1999), RodA (podili se na
polymeraci peptidoglykanu) (Sjodt et al., 2018), MreC a MreD (udrzuje tvar bunky, je
zapojen do prostorové organizace syntézy peptidoglykanu) (Heidrich et al., 2002), MItG
(ukonCeni polymerace) (Yunck et al., 2015), DivIVA (dokonceni bunétné¢ho déleni a
maturace polir) (Fadda et al., 2003, 2007), GpsB (spravny tvar a déleni bun¢k) (Fleuire et al.,
2014), Jag/EloR/KhpB (neznama funkce) (Ulrych et al., 2016), RodZ (Tsui et al., 2016) a
CozE (sméfovani PBP1la do bunééného septa) (Fenton et al., 2016). V septalni syntéze se
vytvaii septum a peptidoglykan tvofi bariéru mezi dvémi dcefinnymi buiikami. V septalni
syntéze pisobi enzymy: FtsZ a FtsA (vazba Z-kruhu k cytoplazmatické membrané a jeho
stabilizace) (Lara et al., 2005), FtsW (ptfenos lipidu II pfes cytoplazmatickou membréanu)
(Mohammadi et al., 2011), PBP2x (tvorby pfi¢nych propojeni mezi peptidovymi fetizky)
(Morlot etal., 2004), PBPla (polymerace mureinu) (Morlotetal.,2004), FtsQ/DivIB,
FtsB/DivIC, FtsL (Noirclerc- Savoye et al., 2005), EzrA (Fadda a Massidda, nepublikovéano),
a GpsB (regulace septélni a periferni syntézy peptidoglykanu a déleni bun¢k) (Rued et al.,
2017).
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Schéma znazornuje sled reakci vedoucich k syntéze peptidoglykanu a enzymy které reakce katalyzuji. L-I a L-1I
oznacuji lipid I a lipid II. C-terminal, ktery je odStépen v transpeptidaci, je zobrazen zlut€ na zeleném pozadi. N-
acetylglukosaminové zbytky (GlcNAc) sacharidové kostry peptidoglykanu jsou fialové, serin nebo alanin
pridany enzymem MurM je svétle zeleny a alanin pfidany enzymem MurN je hnédy. Nosi¢ undekaprenylfosfatu,
ktery se cykluje mezi extracelularnim a intracelularnim povrchem cytoplazmatické membrany, je Cerveny.
Prevzato z Lloyd et al., 2008.

4.4.2 Lipid Il jako signalni molekula

Dvou-komponentovy regulacni systém WalK/WalR regulujici syntézu bunétné stény
pravdépodobné reaguje na piitomnost lipidu II na povrchu buniky. Déje se tak diky citlivosti
senzorové kindzy WalK na D-Ala-D-Ala, jenz je soucasti lipidu II (Dubrac et al., 2008).

Stejn¢ tak je pravdépodobné lipid II i1 signdlem pro kindzu StkP. U S. pneumoniae je
znamo, ze StkP kindza je prostfednictvim PASTA domén schopna vézat synteticky i1 nativni
PG, ale i B-laktamové antibiotika (Beilharz et al., 2012; Maestro et al., 2011; Mir et al., 2011).
I kdyZ funkce lipidu II jako signalni molekuly pro kindzu StkPzatim nebyla u pnemokoka
popsana, tak u piibuznych bakterii se objevuje. U Staphylococcus aureus je lipid 11 signdlem
pro kindzu PknB, kterd je orthologem kinazy StkP a plni stejnou funkci jako pneumokokova

proteinkindza (Hardt et al., 2017). Po navéazani signdlni molekuly dochdzi prostfednictvim
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transmembranové a extracelularni domény k vytvoreni homodimeru proteinkinazy StkP, ¢imz
se aktivuje autofosforylacni aktivita kindzy StkP (Pallova et al., 2007). Lipid II je cilem
nekolika antibiotik inhibujicich syntézu PG jako napftiklad ristocetinu a vankomycinu (Dubrac

etal., 2008)

4.4.3 Penicilin vazajici proteiny

Proteiny vazajici penicilin (PBP) jsou enzymy véazané na rozhrani bunécné stény
a membrany. Jsou to vazebna mista antibakteridlnich latek u bakterii. Antibiotika obsahujici
B-lactamovy kruh, napt. peniciliny a cefalosporiny, blokuji transpeptidazovou aktivitu PBP a
tim poSkozuji mechanizmus tvorby bunécné stény (Hakenbeck et al., 1986). Zména téchto

vazebnych mist, mize podmiiovat rezistenci vaci ur¢itym antibiotikiim.

PBP proteiny S. pneumoniae muizeme rozdélit do tfi tfid podle jejich molekulové
hmotnosti, struktury domén a enzymatické aktivity. Proteiny s vysokou molekularni
hmotnosti (kolem cca 80-90 kDa) jsou fazeny do tfidy A a B, zatimco tfida C je prezentovana

pouze proteinem PBP3, ktery ma molekulovou hmotnost jen 43 kDa.

Do tfidy A jsou fazeny tii PBP proteiny PBPla, PBPlb, PBP2a, které¢ maji
transpeptidazovou 1 glykosyltransferazovou aktivitu. (Land et al., 2013). PBP1a a PBP1b jsou
pravdépodobné hlavni enzymy polymerujici murein. Esencialita je podminéna aktivitou
alespon jednoho z nich, nebot’ bylo zjisténo, Ze delece v obou genech je letalni (Schiffer et al.,
1999). Do tiidy B se pak tadi dvé esencidlni transpeptidazy PBP2x a PBP2b, které ptisobi
v procesu tvorby pfiénych propojeni mezi peptidovymi fetizky dvou odliSnych
polysacharidovych vldken PG. Zatimco PBP2b se uplatiiuje v periferdlni syntéze PG
(Straume et al., 2017), tak PBP2x naopak v septalni syntéze PG (Straume et al., 2017; Berg et
al, 2013; Goffin et al., 1998). DalSim proteinem ze skupiny je protein PBP3. Jde o protein
s D,D-karboxypeptidazovou aktivitou, ktery odstrafiuyje COOH koncovy D-alanin
z peptidoglykanovych pentapeptidovych postrannich fetézci. Jeho lokalizace zajistuje,
ze pentapeptidy jsou v plné délce jen v oblasti sousedici s mistem budouciho déleni a budou

k dispozici jako substraty pro ostatni PBP (Morlot et al., 2004).
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Tabulka 1

Proteiny syntézy a regulace peptidoglykanu S. pneumoniae

Ptevzato a upraveno od Massidda et al., 2013.

PROTEIN | ESENCIALNI | FUNKCE CITACE
PBP1a e peptidoglykan transglykosylaza /transpeptidaza, periferalni a septalni Kell etal., 1993; Morlot et al., 2004;
syntéza peptidoglykanu Maggi et al., 2008; Zapun et al., 2008
PBP1b bez PBP2a transpeptidaza a glykosyltransferaza, funkce nezndma Guilmi et al., 2003, Lovering et al., 2006
. ) Kell etal., 1993; Morlot et al., 2004;
PBP2a bez PBP1b | peptidoglykan transglykosylaza /transpeptidaza, funkce neznama Meag;i :t al., 2008: ;ra[())ufl ; al.. 2008
Kell et al., 1993; Morlot et al., 2004;
PBP2x(Ftsl) ano peptidoglykan transpeptiddza, septalni syntéza peptidoglykanu Maggi et al., 2008; Zapun et al., 2008,
Straume et al., 2017
Kell et al., 1993; Morlot et al., 2004;
PBP2b ano peptidoglykan transpeptidaza, periferalni syntéza peptidoglykanu Maggi et al., 2008; Zapun et al., 2008,
Straume et al., 2017
PBP3(DacA) ne DD-carboxypeptidaza, Stépeni peptidovych fetézci PG Morlot et al., 2004; Barendt et al., 2011
DacB ne LD-carboxypeptidaza, 3té€peni pficnych vazeb peptidovych fetézcti PG | Barendt etal., 2011
GpsB CE regulator syntézy periferniho a septalniho PG Mura et al., 2017, Rued et al., 2017
lipid II flipaza. periferni syntéza peptidoglykanu, transport a
RodA ano Tsui et al., 2016, Meeske et al., 2016

polymerace PG prekurzort
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https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1462-2920.12189#emi12189-bib-0219
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1462-2920.12189#emi12189-bib-0137
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1462-2920.12189#emi12189-bib-0010
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1462-2920.12189#emi12189-bib-0010
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PROTEIN | ESENCIALNI | FUNKCE CITACE
RodZ ano kontrola PBP1a a MItG aktivity Tsui et al., 2016
FtsQ odminéné | nezndma role v septalni syntéze peptidoglykanu Noirclere- Savoye et al., 2005;
(DivIB) P P 4 PEPHEOELY Maggi et al., 2008; Massidda et al., 2013
Noirclerc- S tal., 2005;
FtsB (DivC) podminéné nezndma role v septalni syntéze peptidoglykanu Mzg;ie;tcal., EZ)(Z)};Z ;/IZss’i dda e,t al., 2013
Noirclerc- S tal., 2005;
FtsL ano nezndma role v septalni syntéze peptidoglykanu M(:;;ieertcal., azv()%éi idZs;i dda e,t al., 2013
FtsW neznama lipid II flipaza, elongace glykanovych fetézct PG Morlot et al., 2004; Maggi et al., 2008
FtsZ ano strukturni homolog tubulinu, strukturni komponenta Z-kruhu Lara et al., 2005
FtsA ano strukturni homolog aktinu, vazba FtsZ k membrané, stabilizace Z- Lara et al., 2005
kruhu
PcsB podminéné hydroldza peptidoglykanu, §té€peni septalniho PG a oddéleni bunék Fadda et al., 2007; Giefing et al., 2008
LytB ne hydrolaza peptidoglykanu, oddéleni bunék Fadda et al., 2007
kontrol iferalni synté tidoglyk kontrola lokali
MreC podminéné on r.o 'a v pettierainl Synteze peplidogiykant, kontrola fokahzace Land et al, 2011; Massidda et al., 2013
a aktivity PBPla
kontrol iferalni synté tidoglyk: kontrola lokali
MreD podmineng | controla v periferdini syntéze peptidoglykanu, kontrola lokalizace Land et al, 2011; Massidda et al., 2013

a aktivity PBPla



https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1462-2920.12189#emi12189-bib-0144
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1462-2920.12189#emi12189-bib-0126
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1462-2920.12189#emi12189-bib-0144
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1462-2920.12189#emi12189-bib-0126
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1462-2920.12189#emi12189-bib-0144
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1462-2920.12189#emi12189-bib-0126
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1462-2920.12189#emi12189-bib-0137
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1462-2920.12189#emi12189-bib-0126
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1462-2920.12189#emi12189-bib-0056
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1462-2920.12189#emi12189-bib-0071
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1462-2920.12189#emi12189-bib-0056
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1462-2920.12189#emi12189-bib-0111
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1462-2920.12189#emi12189-bib-0111
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PROTEIN | ESENCIALNI | FUNKCE CITACE

SepF ne pozitivni regulator Z-kruhu Fadda et al., 2003

Pmp23 no spravné misto déleni a lokalizaci LocZ/MapZ je také dulezity lyzozym | Jacq et al., 2018

LocZ/MapZ e p(v)z,it,ivni ‘regulétor Z-kruhu, uréuje misto jeho vzniku a spravny thel Raaphorst et al., 2017, Holeckova et al.,
délici roviny 2015

MacP podminén¢ | umoziuje aktivaci PBP2a Fenton et al., 2018

ErzA ano negativni regulator Z-kruhu Fadda a Massidda, nepublikovano

MItG CE uvolnéni nove syntetizovanych glykanovych fetézct Tsui et al., 2016

. vyZzadovan pro dokonceni bunééného déleni a maturaci poll, spravna Fadda et al., 2003, 2007, Straume et al.,

DivIVA ne .

lokalizace elongasomu 2017
EloR/Kh 1 iferalni synté tidoglak 1

Jag/EloR/ ne regulace per} e:ra ni syntézy p.epv 1’ (fg a énu, regulace exprese Ulrych et al., 2016

pB na transkripcni a post-transkripéni tirovni

CozE neznima periferalni syntéza peptidoglykanu, smétovani PBP1a do buné¢ného Fenton et al., 2016

septa

CE — v zavislosti na genetickém pozadi




4.5 a-D-fosfohexomutazy

Tento ryze bakteridlni protein fosfoglukozaminmutdza (Barreteau et al., 2008), zkracené
GImM, je soucasti proteinové rodiny a-D-fosfohexomutaz. Enzymy z této rodiny katalyzuji
reverzibilni pfenos intramolekularniho fosforu na cukernatych substratech (Shackelford et al.,
2004). Do rodiny a-D-fosfohexomutdz patii Ctyfi piibuzné enzymy, znichz dva —
fosfoglukomutaza (PGM) a fosfomannomutdza/fosfoglukomutaza (PMM/PGM) jsou velmi
Casté a proto 1 nejvice charakterizované. Fosfoglukomutéaza je velmi specificky protein a jeho
substratem je vyhradné glukéza. Druhy typ enzymu fosfomannomutasa/fosfoglukomutasa
jsou méng¢ specifické a jejich substratem je kromé glukézy také mandza (Shankar et al., 1995;
Rocchetta et al., 1999). Nasledujici dva enzymy N-acetylglukozaminfosfatmutazy (PAGM)
a fosfoglukozaminmutazy (PNGM), které patii také do rodiny a-D-fosfohexomutd, jsou zatim

vyrazn¢ méné charakterizovany.

Tyto enzymy hraji dilezit¢é a rozmanité role v metabolismu sacharidd i1 Vv jinych
biochemickych drahach od bakterii az po clovéka. PGM je nejvice znamy pro svou ulohu
v poskytovani substratii, které vstupuji do glykolytické drahy. Proteiny PMM/PGM jsou
primarn¢ bakteridlni a ucastni se biosyntézy riznych sacharidl, jako je lipoolysacharid a
alginat (Shankar et al., 1995; Rocchetta et al., 1999). PNGM a PAGM se podili na biosyntéze
UDP-N-acetylglukozaminu a jsou nezbytné pro posttranslacni modifikaci N-

acetylglukozaminu (Mengin-Lecreulx a van Heijenoort, 1996; Mio et al., 2000).

I kdyZ tyto enzymy maji odliSnou substratovou specifitu, zd4 se, Ze enzymy, které byly
doposud charakterizovany, pouzivaji stejny mechanismus. Katalyzuji reverzibilni pfeménu 1-
fosfo sacharidl a 6-fosfo sacharidii ptes biofosforylovany meziprodukt cukru. Aktivni enzym
je fosforylovan na konzervovaném serinovém zbytku a véaze jeden Mg®" iont. Reakéni
mechanismus zahrnuje dvé reakce pienosu fosfatové skupiny: nejprve z enzymu na substrat
adruhy z meziproduktu reakce zp€t na enzym. Pocatecni pienos fosfatové skupiny je
z fosfoserinu enzymu na navazany substrat, ¢imz se vytvoii bisfosforylovany meziprodukt
(napt. glukoza 1,6-bisfosfat). Meziprodukt se musi pfeorientovat a navazat se na alternativni
pozici, coZ umoziuje pienos fosfatové skupiny zpét na protein a tim vytvofeni produktu

a regeneraci aktivni formy enzymu (viz Obrazek 4) (Shackelford et al., 2004).

Zastupci PMM/PGM a PGM proteint byli charakterzovani rentgenovou krystalografii (Liu
et al., 1997; Regni et al., 2002). Struktura PMM/PGM z bakterie P. aeruginosa s kralici PGM

znazornéna na Obrazku 4, ukazuje, Ze oba proteiny jsou si v celkové tercialni struktufe velmi
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podobné. K vytvofeni velké centralni $térbiny aktivniho mista enzymu pfispivaji vSechny
¢tyti domény proteinu (Regni et al, 2002). Krystalografickd analyza P. aeruginosa
PMM/PGM v komplexu se Ctyfmi substraty (glukoza-1-fosftat, glukoza-6-fosfat, mandza-1-
fosfat a manoza-6-fosfat) ukézala, ze kazdd ze ¢tyi domén obsahuje zbytky nezbytné pro
katalyzu enzymatické reakce nebo rozpozndvani substratu (viz Obrazek 5). Doména I
obsahuje katalyticky konzervovany fosfoserinovy zbytek, ktery je nezbytny pro pienos
fosforu na a z bisfosforylovaného reakéniho meziproduktu; slouzi jako donor fosfatové
skupiny v enzymatické reakci. Doména II obsahuje smycku vazajici kov, ktera koordinuje
ionty Mg”" potiebné pro aktivitu enzymu. Doména III obsahuje smy¢ku vazajici cukr, ktera
ma klicové zbytky, které umoziuji enzymu rozpoznat dvé rizné orientace vazby jeho 1-a 6-
fosfo-sacharidovych substrati. Doména IV poskytuje vétSinu zbytkl, které tvoii fosfat-
vazebné misto, které urCuje orientaci pfichazejicich fosfo-sacharidovych substrath

(Shackelford et. al. 2004).
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Obriazek 4
A

Schéma intramolekularniho ptenosu fosfatové skupiny katalyzované skupinou enzymui z rodiny o-D-fosfo-
hexomutaz ilustrujici konverzi glukdzového 6-fosfatu na glukézovy 1-fosfat.

B

Znacna podobnost 3D struktur P. aeruginosa PMM/PGM (pIné barvy) a krali¢i PGM (semitransparentni)
demonstrovana jejich vzajemnym piekryvem. Domény I — IV kazdého proteinu jsou zobrazeny zelenou
(doména I), Zlutou (doména II), Cervenou (doména III) a modrou (doména IV) a odpovidaji zbytkim 1-153,
154-256, 257-368 a 369-463 PMM/PGM. Obrazek byl vytvofen s MolScript (Esnouf 1997). Pievzato
z publikace Shackelford et. al. 2004.

Dale bylo pomoci fylogenetické a sekvenéné strukturni analyzy rodiny enzymii o-D-
fosfohexomutaz zjisténo, Ze existuje né€kolik oblasti a-D-fosfohexomutdz, které jsou vysoce

konzervativni a dulezité pro funkci vSech ¢lenti rodiny, coz podporuje tvrzeni, ze vSechny tyto
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enzymy pouzivaji spoleény mechanismus. Zaroven bylo zjisténo, Ze z fylogenetického
hlediska je tato enzymatickd rodina tvofena dvémi hlavnimi vétvemi: 1) eukaryotnimi N-
acetylglukosaminfosfomutdzami (PAGM) a 2) zbyvajicimi tfemi podrodinami enzymi
(PMM/PGM, PGM, PNGM). Eukaryotni PAGM jsou tedy evolu¢né nejvice odlisné od
ostatnich enzymt rodiny o-D-fosfohexomutaz (Shackelford et al., 2004). Vysokou 3D
podobnost enzymit PMM/PGM a PGM s PGNM potvdila i v roce 2011 odhalena krystalicka
struktura fosfoglukozaminmutdzy u Bacillus anthracis, kterd rovnéz potvrzuje fakt, ze
katalytické centrum enzymu je tvofeno aminokyselinovymi zbytky vSch ¢tyf domén, z nichz
kazda ma specifickou funkci (viz vySe u PMM/PGM a PGM). Navic autofi dochazeji
ke zji§téni, ze C-termindlni doména (doména IV) je konformaéné variabilni oproti zbytku
enzymu a ze fosfoglukozaminmutaza dimerizuje, coz je zajisténo prostiednictvim domény 1.
Predpoklada se, ze za interakci by mohly zodpovidat aminokyselinové zbytky M55 a A62
(Mehra-Chaudhary et al., 2011). Dimerizace byla také popsdna u PGM S. typhimurium
(Mehra-Chaudhary et al., 2011), naproti tomu PMM/PGM P. aeruginosa tvoii pouze
monomer (Regni et al., 2002).
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Obrazek 5

Reprezentativni sekvence ze ¢ty podskupin rodiny D-fosfohexomutaz

PNGM z E. coli PMM/PGM z P. aeruginosa, PGM z kralika a lidsky PAGM. Invariantni a téméf invariantni zbytky jsou zvyraznény tuénym pismem a modrym stinovanim;
zbytky specifické pro tfidu jsou zvyraznény rizovou barvou. Alternativni umisténi katalytického fosfoserinu v PAGM je v Cerveném ramecku a oznaceno hveézdickou. Nad
sekvencemi jsou modrym textem oznaceny dulezité oblasti aktivniho mista. Ctyfi domény proteini jsou oznaceny I, I, IIT a IV. Pfevzato z publikace Shackelford et. al. 2004.



4.6 Fosfoglukozaminmutazy u bakterialnich zdstupcii

Escherichia coli byla prvni bakterii, u které byl enzym GImM popsin. V této
gramnegativni bakterii je GImM polypeptid slozeny ze 445 aminokyselin s vypoctenou
hmotnosti 47,5 kDa a je syntetizovan v neaktivni, defosforylované forme¢ (Mengin-Lecreulx a
van Heijenoort, 1996; Jolly et al., 1999). Jakym zplsobem k fosforylaci a tedy i k aktivaci
enzymu GImM dochdzi, neni zcela znamo. Byly navrzeny dvé mozné hypotézy (Jolly et al.,
1999). Podle prvni je fosforylace GImM zajisténa kinazou a donorem fosfatové skupiny je ATP.
Podle druhé je fosforylace zajisténa pomoci intermedidtu katalyzované reakce glukozamin-1,6-
difosfatem. V in vitro experimentalnich podminkach se ukazalo, Ze rekombinantni enzym
GlmM se v ptitomnosti radioaktivniho y -*?P-ATP autofosforyluje. Tato autofosforylace
probiha na serinovém zbytku v pozici 102. Serin 102 je pro enzymatickou aktivitu nezbytny a
jeho zaména za alanin vede k ztrat¢ autofosforylacni aktivity v E. coli (Mengin-Lecreulx a
van Heijenoort, 1996; Jolly et al., 1999, 2000). Inaktivovana forma esencialniho genu glmM
zpusobuje snizeni hladiny prekurzorii pro syntézu bunécéné stény a tedy nedostateCnou
syntézu peptidoglykanu, ktera se projevi na tvaru bunck. Pii vétSim nedostatku prekurzort
pro syntézu peptidoglykanu (pod 60 %) dochazi az k lyzi bun¢k (Mengin-Lecreulx a van
Heijenoort, 1996).

Helicobacter pylori je grampozitivni bakterie kodujici esencialni gen ureC, ktery vykazuje
43% sekvenéni homologii s genem glmM v E. coli (Mengin-Lecreulx a van Heijenoort, 1996).
Produkt genu ureC je fosfoglukozaminmutdza a katalyzuje interkonverzi glukozamin-6-
fosfatu (de Reuse et al, 1997). Bylo prokazéno, Ze product genu ureC je schopen
komplementovat fenotyp podminéné letalniho g/mM mutantniho kmene u E. coli (Mengin-

Lecreulx a van Heijenoort, 1996).

Pseudomonas aeruginosa u této gramnegativni bakterie byl gen glmM objeven pfi hledani
homologu pro gen algC, ktery je esencialni pro biosyntézu lipopolysacharidu a alginatu a
pfispiva tak k tvorbé virulentnich faktori této bakterie (Rochetta et al., 1999). Tento gen
kodujici protein (445 aminokyselin) s neznamou enzymatickou povahou vykazuje homologii
s proteiny fosfohexomutdz, pfedev§im s geny popsanymi jako fosfoglukozaminmutazy
(Travels et al., 2000), které katalyzuji prvni krok v biosyntéze peptidoglykanu a
lipopolysacharidii (Jolly et al., 1999). Produkt tohoto genu g/mM byl identifikovan jako
enzym GImM (Travels et al., 2000).

Streptococcus gordonii pattici do skupiny Streptococcus viridans je bakterie vyznamné se

podilejici na tvorbé biofilmu na povrchu zubli zndmého téz jako zubni plak. Ackoliv S.
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kterd zpusobuje ulpivani biofilmu na povrchu zubt, do kterého se pozdé&ji pridavaji dalsi,
potencionaln¢ Skodlivé, bakterie. S. gordonii je pak piimo patogenni, pokud se rozsiii
hloubégji do systému, coz se déje zejména u pacientii s nedostatkem bilych krvinek. Pak

zpuisobuje naptiklad zapal osrde¢niku (Loo et al., 2000).

S. gordonii ma ve své genetické vybave gen gimM podobny glmM u Escherichia coli, ktery
koduje GImM protein. Gen glmM neni pro S. gordonii esencialni a jeho aktivita je srovnatelna
s aktivitou glmM u S. aureus. Naopak gramnegativni baterie, jako napiiklad E. coli
a P. aeruginosa, maji typicky zhruba 10x vyssi aktivitu GImM. Absence genu gimM ale
zpusobuje polovi¢ni rychlost ristu bakterii ve srovnani s divokym kmenem. Dale pak kmen
bez glmM tvoii protahlé a zvétSené buiky s vyraznymi morfologickymi defekty bunééného
povrchu a neobvykle dlouhé fetizky, coz svéd¢i o jeho vlivu na tvorbu bunééné stény a
mechanizmus dé€leni S. gordonii. Kone¢né pak absence g/imM vede k omezeni tvorby biofilmu

a snizené odolnosti vii¢i penicilinu (Shimazu et al., 2008; Shimazu et al., 2012).

Streptococus mutans je lidsky patogen vyskytujici se nejCastéji v dutiné ustni, kde hraje
dilezitou tlohu ve vzniku zubniho kazu. Nezbytnou vlastnosti pro schopnost virulence je i u
této bakterie tvorba biofilmu. Protein GImM S. mutans vykazuje 69 % sekvenéni homologii
s GImM u S. pneumonie, ale na rozdil od pneumokokové GImM neni esencidlni, podobn¢
jako GImM S. gordonii. Kmen Streptococcus mutans s odstranénym genem glmM ma asi
dvojnasobnou dobu zdvojeni v exponencidlni fazi ristu, ale dosahuje podobné optické hustoty
jako divoky kmen. Biofilm produkovany timto kmenem je tenci a obsahuje spoustu dér oproti
biofilmu divokého kmene, ktery tvoti tlusté a souvislé vrstvy bakterii. Dele¢ni kmen AglmM

tvoii dlouhé fetizky buné€k a vykazuje zvySenou citlivost k autolyze (Liu et al., 2009).

Mpycobacterium smegmatis a Mycobacterium tuberculosis. U mykobakterii se bunécna
sténa sklada z mykolatové a peptidoglykanové vrstvy, kterou drzi vrstva arabinogalaktanu.
Arabinogalaktan je k peptidoglykanu pfipojen pies disacharidovy miustek. UDP-N-
acetylglukozamin je dulezitym prekurzorem pro syntézu peptidoglykanové vrstvy a také
pfimym donorem glykosylu pro disacharidovy mistek, proto hraje dalezitou roli v rlstu
mykobakterii. Metabolické drahy UDP-N-acetylglukozaminu se ucastni enzymy GlmS, GlmU
a GImM. GImU je esencialni pro rast M. smegmatis a M. tuberculosis (Zhang et al., 2008).
Bioinformatickd analyza odhalila homolog GImM u M. smegmatis, ktery byl oznacen jako
MSMEG 1556, a také u M. tuberculosis, kde byl oznacen jako Rv3441c. Oba proteiny byly

exprimovany v BL21 E. coli a byla detekovana jejich aktivita fosfoaminmutdz. Bylo tedy
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potvrzeno, ze se jedna o funkéni enzymy s fosfoglukozaminmutazovou aktvitou. Dale bylo
pomoci termosenzitivniho podminéné letdlniho kmene s deletovaym genem glmM zjisténo,
Ze tento enzym je esencialni pro M. smegmatis. Pti zvysené teploté a nasledné nemoznosti
komplementace g/mM zacaly builkky vykazovat morfologické defekty (prodlouzeny tvar,
hrbolaty povrch bunék a jejich lyze). Pro M. tuberculosis se esencialita genu g/mM bohuzel
nepotvrdila (Li et al., 2012). V dalsi studii byl pfipraven kmen M. smegmatis s deletovanym
genem g/mM a mutantnim genem g/mM indukovatelnym tetracyklinem pomoci technologie
antisense RNA. Byla prokdzana zavislost ristové rychlosti na koncentraci induktoru v médiu.
Snizeni exprese GImM v buitkkach M. smegmatis vedlo ke zméné morfologie bunék (vetsi
velikost a nepravidelny tvar s hrbolatym povrchem), a ke sniZzeni tvorby biofilmu a ke
zvySené citlivosti na isoniazidu a etambutolu. ZvySena citlivost k antimikrobidlnim latkam,
sniZend tvorba biofilmu a nezbytnost enzymu GlmM pro mykobakterie by mohla byt pouzita

jako potencialni cil 1€ku proti tuberkuléze (Kang et al., 2013).

Bacillus anthracis je grampozitivni bakterie a peptidoglykan této bakterie zpusobuje
zanétlivou odpoveéd hostitele. U této patogenni bakterie, kterd je plivodcem snéti slezinné
neboli anthraxu, byla provedena prvni strukturni charakteristika enzymu GlmM, jenz odhalila,
ze protein se skladéd ze ¢tyf domén a v roztoku se vyskytuje jako dimer. Dimerizaci proteinu
podporuje 1 meéfeni dynamického rozptylu svétla, jenz vedlo k ptiblizné dvojnasobné

molekulové hmotnosti oproti monomeru GImM (Mehra-Chaudhary et al., 2011).

Monomer enzymu GImM u B. anthracis je tvofen ze ¢ty domén o celkové délce
odpovidajici 448 aminokyselinovymi zbytky. Aktivni misto enzymu lezi ve velké Stérbiné
uprostied proteinové molekuly a je tvofeno aminokyselinovymi zbytky ze vSech ¢ty domén,
z nichZ kazdd doména mé jedine¢nou funkci: 1) doména I nese konzervovany fosforylovany
serinovy zbytek; 2) doména II nese vazebné misto pro kofaktor reakce, kterym jsou Mg
ionty; 3) doména III obsahuje vazebné misto pro sacharidovou slozku substratu a 4) doména
IV nese vazebné misto pro fosfatovou skupinu substratu a produktu enzymatické reakce.
Dimerizace je pak zajiSténa pouze aminokyselinovymi zbytky domény I jednotlivych

monomert (Mehra-Chaudhary et al., 2011).

Staphylococcus aureus je vyznamny lidsky patogen, ktery se objevuje zejména v
nemocni¢nim prostiedi. Zde se prosazuje predevsim diky svym genetickym rysim jako je
virulence, odolnost proti antibiotikim a snadné ptenositelnsot (Loftus et al., 2018). U S.
aureus byl identifikovan gen femR315 (t¢Z znamy jako femD) pomoci inzeréni mutageneze,

jez mimo jiné vedla k vyraznému sniZeni rezistence na meticilin. Produktem tohoto genu je
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protein, ktery se sklada ze 451 aminokyselin a vykazuje vyznamnou homologii s riznymi
fosfoglukomutdzami v databazich, nejvice vSak s genem gimM u E. coli (Jolly et al., 1997).
Tento enzym katalyzuje tvorbu glukozamin-1-fosfatu z glukozamin-6-fosfatu, coz je

zapotiebi k produkci esencialniho prekurzoru peptidoglykanu UDP-N-acetylglukozaminu.

Lactococcus lacti je grampozitivni nesporulujici bakterie. Jako mnoho dalSich
grampozitivnich a n€kterych gramnegativnich bakterii obsahuje cyklicky di-AMP nukleotid.
Tento nukleotid funguje jako sekundarni posel a reguluje celou fadu bunécnych procest
vcetné rustu, virulence, homeostazy bunécné stény, transportu drasliku, oprav DNA, syntézy
mastnych kyselin, tvorby biofilmu, rezistenci na antibiotika, osmotoleranci, lyzi bunck,
centralniho metabolismus a imunomodulaci (Zhu et al., 2016; Hengge et al., 2009). Pomoci
genetického screeningu k identifikaci slozek, které ovliviiuji hladinu cyklického di-AMP bylo
odhaleno, ze bodova mutace genu glmM [154F vedla ke snizeni hladiny cyklického di-AMP a
snizeni prekurzoru peptidoglykanu UDP-N-acetylglukozaminu v buiice. Tyto nalezy
identifikuji GImM jako protein modulujici hladinu cyklického-di-AMP prostiednictvim
regulace aktivity diadenylat cyklazy (CdaA) a poskytuji pfimé spojeni mezi syntézou
cyklického-di-AMP a biosyntézou peptidoglykanu. Jak GImM reguluje aktivitu CdaA je v
soucasné dob¢ nejisté, zda se vSak, ze je to pravdépodobné prostfednictvim piimé interakce
protein-protein. Je pravdépodobné, Ze dochazi ke koordinaci aktivity CdaA a GImM a dochazi
k riznym fenotypovym zméndm u bunék v disledku zmény hladiny cyklického di-AMP
v buitkdch. GImM I154F inhibuje aktivitu CdaA a vaze se na CdaA siln€ji nez na divokou
formu GImM. Pomoci metody SWISS-MODEL se ptedpoklada, ze pozice 154 je na povrchu
GImM mimo aktivni misto obsahujici konzervovany forylovany serin v pozici 101. Mutace
I154F proteinu GImM aktivitu enzymu zfejmé nerusi, je totiZ mozné, Ze tato oblast enzymu
muze byt mistem interakce mezi GImM a CdaA, coZ bude predmétem dalsiho vyzkumu (Zhu

et al.; 2016).

Vztah mezi gimM a cda byl prokazan také u Bacillus subtilis. Grampozitivni padni
bakterie Bacillus substilis kdduje hned tfi potencialni diadenylatové cyklazy, které mohou
syntetizovat signalni nukleotid cyklicky di-AMP. Tyto enzymy jsou exprimovany za riznych
podminek v riiznych bunéénych kompartmentech. Bylo prokazéano, Ze cyklicky di-AMP je
nezbytny pro rist B. substilis, ale Ze zaroven jeho piebytek je pro bakterie Skodlivy.
Akumulace molekul cyklického di-AMP vede ke zhorSeni rlstu a morfologickym zméndm

bun¢k (kudrnatost). Tento fenotyp je mozné Castecné potlacit zvySenou koncentraci hoiciku.
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Existuje né€kolik diikazli, ze CdaA je soucasti konzervovaného esencialniho modulu cda-

glmM, ktery se podili na metabolismu bunééné stény (Mehne et al., 2013).

U Streptococcus pneumoniae je gen glmM kdédovan genem spri417 a je tvoren 1353 pb.
Gen glmM zodpovédny za syntézu enzymu GImM s molekulovou hmotnosti cca 47,5 kDa
(Novékova et al., 2005), ktery tvoii 450 aminokyselin. Izoelektricky bod je cca 4,7 (Krupicka,
2014). Enzym GImM nezbytny v biosyntetické draze UDP-N-acetylglukozaminu, je pro
zivotaschopnost S. pneumoniae esencialni. Esencialita genu g/mM byla prokdzéana v predesié
diplomové praci Jittho Krupicky (2014) na pozadi kmene Rx S. pneumoniae. Deplece

proteinu GImM vedla k ptedCasné lyzi bun¢k a k vyraznym morfologickym defektim.

GImM je zfejm¢ jako ostatni fosfohexomutazy u Streptococcus pneumoniae a dalSich
ptibuznych bakterii syntetizovan v neaktivni formé, kterd pro svoji aktivaci vyzaduje
fosforylaci ve fosfat vazebné doméné I (Novakova et al., 2005; Jolly et al., 2000; Mehra-
Chaudhary et al., 2011). Pomoci fosforylace a defosforylace je funkce GImM a tedy i vynos
celé biosyntetické drahy vedouci k syntéze bunééné stény regulovana. Jak probiha fosforylace
enzymu zatim neni zndmo. Predpoklada se, ze bud’ dochéazi k autofosforylaci ¢i fosforylaci
proteinkindzou a zdrojem fosfatové skupiny je ATP, nebo k fosforylaci dochazi reakci
s glukozamin-1,6,-difostatem (Jolly et al., 1999; Jolly et al., 2000). Enzym GImM byl

u S. pneumoniae identifikovan in vivo jako jeden z potencidlnich substratli proteinkinasy StkP

pomoci radioaktivniho znaceni [33P] kyselinou fosforecnou. Fosforylace GImM
proteinkinazou StkP, byla nésledné& in vitro potvrzena kindzovou reakci (Novakova et al.,
2005, Pallova, 2007). Lze tedy piedpokladat, ze u Streptococcus pneumoniae je inicialni
fosforylace zajiStovana Ser/Thr proteinkindzou eukaryotického typu StkP (Novéakova et al.,

2005) a nikoliv autofosforylaci, ktera byla in vitro potvrzena u E. coli.

Pro fosforylaci tohoto enzymu je u S pneumoniae klicovy serinovy zbytek v pozici S101
fosforylovany v in vitro podminkéch proteinkinazou StkP (Pallova, 2007), kterému odpovida
serin v pozici 102 u E. coli aktivovany v in vitro podminkach autofosforylaci (Mengin-
Lecreulx a van Heijenoort, 1996; Jolly et al., 1999, 2000). Byl pfipraven rekombinantni
protein GImM S. pneumoniae s aminokyselinovou zdménou serinu v pozici 101 za alanin.
Tento protein byl pouzit v kindzové reakci in vitro a bylo tak prokézano, ze mutace serinu 101
nevede k Uplnému zruSeni fosforylace proteinu GImM proteinkinazou StkP (Pallova, 2007).
Proteiny GImM a GImM S101A byly §t€peny sekvencné specifickou proteasou thrombinem,
ktery $tépi protein v pozici 141, za Gcelem identifikace fosforylovanych aminokyselinovych

zbytkii GImM S. pneumoniae. Porovnanim jejich fosforylac¢nich profil bylo zjisténo, ze
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aminokyselinové zbytky, modifikované fosforylaci, jsou miniméln¢ dva (Pallova, 2007). Z 2D
elekroforetické analyzy bylo zjisténo, ze GImM putuje ve tiech izoformach, coz je v souladu
s existenci n¢kolika potencialnich fosforylovanych izoforem. U proteinu GImM S101A jedna
fosforylovana izoforma mizi. Pomoci MS analyzy bylo zjisténo, Ze jedna ze dvou zbyvajicich
izoforem je fosforylovana na serinu v pozici 99 (Pallova et al., 2007), coz odpovida serinu
v pozici 100 proteinu GImM E. coli (Jolly et al., 1999). Bylo zjisténo, Ze zbytek S101 je
esencialni a mutantni protein GImM S101A za nepermisivnich podminek nebyl schopny
komplementace podminéné letalniho kmene E. coli GPMS83 s esencidlnim genem glmM
na termosenzitivnim plazmidu (Mengin-Lecreulx aet al., 1996, Pallova et al., 2007). Navic
GImM S101A vykazuje nulovou fosfoglukozaminmutazovou, fosfoglukomutdzovou
1 fosfomannomutazovou aktivitu. Byla testovana i1 zdména proteinu GImM S99A a ani tento
protein nebyl schopny komplementace (Pallova et al., 2007). Déle bylo prokazéano,
ze enzymaticka aktivita proteinu GImM in vitro je nejvyssi, pokud dochazi k fosforylaci
proteinkindzou StkP (Pallova et al., 2007). Jak probiha fosforylace enzymu GImM in vivo

neni zatim zfejmé, nebot’ i mutantni kmen AstkP je Zivotaschopny.
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5 CILE PRACE

Hlavnim cilem této prace je dokazat esencialitu fosforylace klicovych serinovych zbytka
fosfoglukozaminmutazy na pozicich 99 a 101. Tato pradce navazuje na diplomovou praci
Jittho Krupicky (Krupicka, 2014), kterd je také zamétfena na dilkkaz esenciality genu glmM.
Autor se v praci snazi objasnit, zda je esencidlni fosforylace kliCovych serinovych zbytkl
fosfoglukozaminmutazy na pozicich 99 a 101. Esencialitu serinovych zbytkii se ale podafilo
dokazat jen neptimo, a to na zaklad¢ transformacni u€innosti pti deleci nativniho genu glmM
v merodiploidnim kmeni s aminokyselinovymi zaménami. Na rozdil od kontrolniho kmene,
bylo u téchto modifikovanych merodiploidnich kment dosazeno téméf nulové transformacni

ucinnosti. V této diplomové préci se chceme pokusit o piimy dikaz.

Kromé prokéazani esenciality fosforylace S99 a S101 proteinu GImM bychom se chtéli

zaméfit na uréeni lokalizace GImM v burice.

Dale tato prace navazuje na dizertacni praci Petry Pallové (Pallova, 2007), jejimz jednim
z cild je identifikace fosforylovanych aminokyselinovych zbytkd proteinu GImM. Dosud se
podafilo identifikovat dva aminokyselinové zbytky S99 a S101, avSak zbytkova fosforylace
naznacuje, ze by mist fosforylace mohlo byt vice. Dal§im hlavnim cilem této prace je pokusit

se identifikovat dalSi nezndma mista fosforylace proteinu GImM proteinkinazou StkP.
Z téchto ditvodll byly stanoveny nasledujici dil¢i tkoly:

1. Prokdzat in vivo, zda jsou serinové zbytky S99 a S101 fosfoglukozaminmutazy
(GlmM) esencialni pro Zivotaschopnost S. pneumoniae.

a. Pfipravit modifikované merodiploidni kmeny kodujici pod zinkovym promotorem

ektopickou kopii genu glmM s fosfoablativnim a fosfomimetickymi zaménami

na serinech v pozici 99, nebo 101.

b. V modifikovanych merodiploidnich kmenech provést deleci nativniho genu glmM
atim prokazat nepfimo nezbytnost fosforylovanych zbytkh S99 a S101 pro

zivotaschopnost pneumokoka.

c. Pfipravit neznaceny GlmM-deplecni kmen Sp283 a kmene Sp369, ktery nese
v nativnim g/mM dvé fosfoablativni zamény serinu v pozici 99 a 101 za alanin a
pod zinkovym promotorem ma vlozenu divokou formu genu g/imM fuzovanou

s Flagovou kotvou.
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d. Analyzovat pripravené kmeny Sp283 a Sp369 (mikroskopickd analyza,
imunodetekce proteinu GlmM-Flag a rlstové kiivky v pfitomnosti ZnCl) a
prokédzat ptfimou souvislost fosforylace serinovych zbytkli v pozici 99 a 101 u

GImM s zivotaschopnosti S. pneumoniae.

e. Ptipravit revertantni kmen Sp392 a prokazat, ze pozorovany fenotyp u deple¢niho

kmene je vysledkem ztraty genu glmM v nativnim lokusu.
f. Pozorovani GImM-deple¢niho fenotypu v redlném case.
2. Urc¢it lokalizaci fosfoglukozaminmutazy v buiice S. pneumoniae.

a. Pfipravit kmeny Sp331 a Sp332 exprimujici fuzni protein GFP-GImM na pozadi

divokych kmenti S. pneumoniae Rx a R6.
b. Ovétit funkénost fuzniho proteinu GFP-GImM.
c. Fluorescenéni mikroskopii urcit lokalizaci GImM v buiice.
3. Invitro stanovit misto fosforylace proteinu GImM kindzou StkP.

a. Pfipravit kmeny exprimujici v E. coli rekombinantni proteiny GImM S99A a

GImM S101A a purifikovat je pomoci His-tag kotvy.

b. Provést in vitro kindzovou reakci modifikovanych forem purifikovaného GImM
v pfitomnosti proteinkindzy StkP a pomoci MS analyzy identifikovat mista

fosforylace.

c. Provést in vitro test autofosforylace purikovanych modifikovanych proteintt GImM.
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6 MATERIAL A METODY

6.1 Material

6.1.1 Bakteridlni kmeny

Pouzité bakterialni kmeny jsou uvedeny v Tabulce 2 a 3. Kultury kment, sklizené

v exponencidlni fazi rastu (ODgoo = 0,3-0,4), byly skladovany v -80 °C v 15 % glycerolu.

Tabulka 2

Seznam bakterialnich kment S. pneumoniae

KMEN | GENOTYP FENOTYP ZDROJ
Spl Rx; strl, hexA Str® Morrils;); 4et al,
Sp10 | Rx; strl, hexA, stkP::cat Str®, Cm® P. Branny
Sp217 | Rx; bga::PczcD-glmM-flag StrR, TetR J. Krupi¢ka
Sp225 | R6; gen rpsL z Rx Str®R A. Ulrych
Sp245 | R6, bga::PczcD-glmM-flag Tet® J. Krupicka
Sp262 | R6, AgimM I.::janus bga::PczcD-glmM KanR®, Tet® J. Krupicka
Sp263 | R6; AgimM I.::janus bga::PczcD-glmM-flag Kan®, Tet® J. Krupicka
Sp282 | R6; AglmM II.::janus bga::PczeD-glmM Kan®, Tet® Tato prace
Sp283 | R6; AglmM bga::PczcD-glmM-flag StrR, Tet® Tato prace
Sp331 | Rx; bga::PczcD-gfp-glmM StrR, TetR Tato prace
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KMEN | GENOTYP FENOTYP ZDROJ
Sp332 | R6; bga::PczcD-gfp-glmM StrR, TetR Tato prace
Sp367 | Rx; AgimM: :janus bga::PczcD-gfp-glmM Kan®, Tet® Tato prace
Sp368 | R6; AgimM: :janus bga::PczcD-gfp-glmM Kan®, Tet® Tato prace
Sp369 | R6, glmM S99/101A bga::PczcD-glmM-flag StrR, Tet® Tato prace
Sp391 ?}16(;"2 gvlln;gz;janus bga::PczcD-glmM-flag Kan®, Tet® Tato préce
Sp392 i%'vflgz;;;z?z;‘iizqﬁz ’akg];'qil)met StrR, TetR Tato prace
Sp415 | R6; bga::PczeD-glmM-flag S99A StrR, TetR Tato prace
Sp416 | R6, bga::PczcD-glmM-flag S1014 Str®, Tet® Tato prace
Sp417 | R6, bga::PczeD-gimM-flag S99E Str®, Tet® Tato prace
Sp418 | R6, bga::PczeD-glmM-flag S101E StrR, TetR Tato prace
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Tabulka 3

Seznam bakterialnich kmenu E. coli

KMEN | GENOTYP POUZITI ZDROJ
(fhuAd2 A(argF-lacZ)U169 phoA ginV44 | Kompetentni bunky,
Ec DHSo | @80 A(lacZ)M15 gyrA96 recAlrelAl pouzity k propagaci | Invitrogen
endAl thi-1 hsdR17) plazmidovych vektort
Exprese
Ec BL21 | (fhuAd2 [lon] ompT gal [dcm] AhsdS') rekombinantnich Invitrogen
bilkovin v E. coli
Exprese kinazové )
Ec50 BL21; pEXStk-T Lab.archiv
domény proteinu StkP
Propagace vektoru )
Ec255 | DH50,; pJWV25-glmM-flag Tato prace
pIWV25-glmM-flag
Ecd428 | BL21; pET28b-glmM Exprese His-GImM | Lab.archiv
Exprese His-GlmM )
Ec432 | BL21; pET28b-glmM S101A4 Lab.archiv
S101A
Exprese His-GlmM
Ec440 | BL21; pET28b-glmM S994 Tato prace
S99A

6.1.2 Vektory a kazety

Janus kazeta

Janus kazeta je linearni, 1333 pb dlouhy konstrukt uréeny pro deleci genil streptomycin

rezistentnich kment S. pneumoniae. Tento konstrukt koéduje gen pro kanamycinovou

rezistenci a dominantni alelu genu rpsL™, ktera, v diploidnim stavu, tedy po vloZeni kazety do

genomu, udé€luje bunikam citlivost ke streptomycinu (Sung et al., 2001). Pomoci Janus kazety

byl odstranén gen g/mM z nativniho lokusu.
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pJWV25

Tento vektor o velikosti 8578 pb je urCeny pro expresi fuznich proteinii s GFP (Green
Fluorescent Protein — zeleny fluorescencni protein) v pneumokokovi. Obsahuje okrajové
oblasti bga lokusu chromozomalni DNA (chDNA) S. pneumoniae (sekvence gatC a bga A).
Lokus bgaAd je pro S. pneumoniae v laboratornich podminkach postradatelny,a tak je
umoznéna integrace pJWV25 do chromozomu pomoci homologni rekombinace. pJWV25
vektor kdduje sekvenci pro inducibilni zinkovy promotor P,e,p a vySe zminény gen gfp pro N-
koncové fuze. Dale nese gen kodujici rezistenci k tetracyklinu, pro selekci v S. pneumoniae a
gen kodujici rezistenci k ampicilinu pro selekei v E. coli (Eberhardt et al., 2009). V této praci

byl plasmid pJWV25 pouzit pro ptipravu fluorescenc¢niho proteinu GFP-GImM.

pET289b

Plasmid pET28b, o velikosti 5369 pb, je urceny pro klonovani a expresi proteinll. Exprese
proteind je pod kontrolou 77lac promotoru. Dale umoznuje fizi N-terminalniho nebo C-
terminalniho konce proteinu s histidinovou kotvou (6x His). Pro selekci nese tento komeréni

vektor (Novagen) rezistenci ke kanamycinu.

Piehled vSech vychozich i vytvotfenych plasmidi je uveden v Tabulce 4.
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Tabulka 4
Seznam pouzitych plasmidi s jejich vyuziti

PLASMID REZISTENCE POUZITI

pZn-gimM-flag TetR, Amp® Ptiprava plasmidu pZn-gimM-flag S99/101A

pZn-glmM-flag Pfiprava kmene Sp369 (R6,; glmM §99/1014

$99/101.4 Tet®, Amp® bga: .'Pcch—glmM-j’Za%r) S a@inokyselinovymi
zdménami
pIWV25 Tetk, Amp® Ptiprava plasmidu pJWV25-glmM
s || Moo o o
PET28b Kan® Ptiprava plasmidu pET28b-glmM S994
PET28b-glmM S99 KanR Ptiprava kmene Ec 440 (BL21,; pET28b-gimM

$§994) s aminokyselinovou zaménou

pZn-GlmM S99A4- Ptiprava kmene Sp415 (R6, bga::PczcD-gimM-flag

Tet®

flag © $994)

pZn-GlmM S101A- Tef® Ptiprava kmene Sp416 (R6, bga::PczcD-gimM-flag
flag S1014)

pZn-GlmM S99E- Tef® Ptiprava kmene Sp417 (R6, bga::PczcD-glmM-flag
flag S99E)

pZn-GlmM S101E- TefR Ptiprava kmene Sp418 (R6, bga::PczcD-glmM-flag
flag S101E)
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6.1.3 Oligonukleotidy

V Tabulce 5 jsou uvedeny pouzité oligonukleotidy. Oligonukleotidy byly navrzeny

pomoci programu SeqBuilder (Lasergene), a objednany u firmy Sigma Aldrich.

Tabulka 5

Seznam oligonukleotidi a jejich vyuziti

NAZEV SEKVENCE 5 —3’ VYUZITI
AU61 CGGCTACAATATTATAAGCTAT Amplifikac gimM
AU62 AAGCAACTAGTTCAAAAACGAA Amplifikace glmM
AU64 ATAAGATTATCGCTGTCTTGC Sekvenace glmM
AU6S AGGGCTGGGTTGTGGGCAGCAGCAATCATGACAC Mistné speciﬁcké mutagencze glmM-

dvojtd zaména Ser99 a Ser101 za Ala

Mistné specificka mutageneze g/mM-

AU66 GTGTCATGATTGCTGCTGCCCACAACCCAGCCCT .
dvojta zdmeéna Ser99 a Serl101 za Ala
AU9%4 CGCGACTAGTGGTAAATATTTT Amplifikace gimM-flag
AU95 CGAAGCGGCCGCTTACTTAT Amplifikace glmM-flag
AU97 ATGGGTAAATATTTTGGGACTG Fize konstruktu
glmM S99/101A — okoli
AU98 TTAGTCAATCCCAATTTCAGCA Flze konstruktu
glmM S99/101A — okoli
AU99 CAGTCCCAAAATATTTACCCAT Flze konstruktu
glmM S99/101A — okoli
Fuze konstruktu
AU100 TGCTGAAATTGGGATTGACTAA
glmM S99/101A — okoli
Oveéteni vlozeni konstruktu
JG29 GGGCCCCTTTCCTTATGCTT
JanusKAglmM
JK002 AAGGAGGCAAATATGGGTAAATATTTTGGGACTG Amplifikace glmM
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NAZEV SEKVENCE 5 —3’ VYUZITI
Fuze konstruktu
JKO006 AACGTATCGCTGTGACGTCT
glmM S99/101A — okoli
Fuze konstruktu
JKO009 TCAATTAAGCGCTTGGTGGC
glmM S99/101A — okoli
Ovéfeni vlozeni konstruktu
JK12 AATGACCCGGTATTGACCTG
JanusKAglmM
Ovéfeni vlozeni konstruktu
JK13 ACACAGGAGAATGTAGATGCC
JanusKAglmM
Ovéfeni vlozeni derivatd plasmidu
LN142 AGGACAAGAGTTTTTCTTTGG
N pJWV25 do bga lokusu
LN143 GTTACGTTGATTTCATCACC Ovéteni klonovani do pJWV25 vektoru

6.1.4 Enzymy

Polymerazy

LA DNA polymerazovy mix (Top Bio)

Phusion polymeraza (New England Biolabs - NEB)

Purple Taq polymeraza (Top Bio)
PfuUltra HF DNA polymeraza (Agilent)

Restrikéni enzymy

Pvul (NEB)
Dpnl (NEB)
Spel (NEB)
Notl (NEB)

Ostatni enzymy

Benzonaza (Merck)
Proteinaza K (Roche)
4 DNA ligaza (Fermentas)

52




6.1.5 Kultivacni pidy, pouZita antibiotika a induktory exprese

Mnozstvi jednotlivych slozek je udavano na 1 litr média, do celkového objemu se dopliuji
destilovanou vodou. Pokud neni uvedeno jinak, média jsou skladovéna pii 4 °C a
sterilizovédna autoklavem. Do pevnych ptd byl pfidan 1,5 % agar. Ptiprava selek¢nich pid se
uskutecnila ptfidanim piislusného antibiotika ze zasobniho roztoku. Koncentrace antibiotik v
selek¢énich médiich je uvedena v Tabulce 6.

Tabulka 6
Koncentrace antibiotik v selekénim médiu

BAKTERIALNI | ANTIBIOTIKUM | KONCENTRACE V SELEKCNIM MEDIU
KMEN lug/mll
E. coli Ampicilin 100
E. coli Kanamycin 25
S. pneumoniae Tetracyklin 2,5
S. pneumoniae Kanamycin 200
S. pneumoniae Streptomycin 500

V ptipad¢ kmenl S. pneumoniae, které obsahuji vloZzené geny pod kotrolou inducibiliho
zinkového promotoru, byl do média pfidavan také induktor exprese ZnClz. Koncentrace
pfidaného induktoru se liSila v zavislosti na kmeni a pouzitém médiu. Jako kontrolni hladina
ZnCl; pro kmeny R6 byla pouZivana koncentrace 0,2 mM v C+Y médiu a 0,1 mM v TSB
médiu a geléze. Na krevnim agaru byla béZn€ pouZivana koncetrace ZnCI2 0,1 mM, ale u
nékterych konstruktl po pfeockovani kolonii na krevni agar transformanty vyzadovaly vyssi
koncentrace induktoru. Podminky pfipravy téchto kmeni jsou shrnuty v Tabulce 7.

Pro indukce exprese rekombinantniho proteinu v E. coli, ktery je pod kontrolou 77lac

promotoru bylo pouzito 0,5 mM IPTG.
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Tabulka 7

Podminky pripravy kment, které obsahuji vloZené geny pod kotrolou inducibiliho zinkového promotoru

Finalni kmen byl ptipraven transformaci konstruktu (3. sloupec) do vychoziho kmene (2. sloupec).

KONSTRUKT
Co , i POUZINY . VYSEV SELEKCE
FINALNI VYCHOZI .. MEDIUM PRO o o
KMEN KMEN PRO PRIPRAVU TRANSFORMACI TRANSFOMANTU TRANSFOMANTU
FINALNIHO DO GELOZY  |NA KREVNIM AGARU
KMENE
Sp283 Sp263
R6; AglmM bga::PczcD- R6; AglmM: :janus AJanus TSB; 0,1 mM ZnCl, | 0,1 mM ZnCl. Str® |0,3 mM ZnCl,; KanS, Str®
glmM-flag bga::PczeD-glmM-flag
369 263
Sp 5p263 glmM S99/101A- N S on
R6; glmM S99/1014 R6,; AglmM: :janus okoli TSB; 0,1 mM ZnCL | 0,1 mM ZnCl; Str® |0,3 mM ZnCly; Kan>, Str
bga::PczcD-glmM-flag | bga::PczcD-glmM-flag
Sp391 Sp369
R6; AglmM::janus R6; glmM S99/1014 JanusKAglmM TSB; 0,1 mM ZnCl, | 0,1 mM ZnCl. Kan® |0,3 mM ZnCl,; Kan®, Str®
bga::PczcD-glmM-flag | bga::PczcD-glmM-flag
Sp391
Sp392 R6, 4 lp M:j glmM-okoli TSB; 0,1 mM ZnCl StrR Kan®, Str®
; AglmM: ;janus - ; 0, 2 ,
R6; bga::PczcD-glmM-
ga::PezeD-glmM-flag bga::PczcD-glmM-flag
Kan® — kanamycinova rezistence, StrR — streptomycinova rezistence




Média pro kultivaci .S. pneumoniae

Kultivace S. pneumoniae probihala v tekutém i na pevném médiu, staticky pti 37 °C.
C+Y médium (Lacks a Hotchkiss, 1960)
Pouzité roztoky:
Pre-C (Lacks a Hotchkiss, 1960)
L-cystein HCI 0,01125 g; octan sodny 2 g; kasein hydrolyzat 5 g; L-tryptofan 0,006 g;

KoHPO4 8,5 g.

ADAMS 1 (objem 500 ml): biotin 75 mg; kyselina nikotinovd 75 mg; pyridoxin
hydrochlorid 87,5 mg; pantotenat vapenaty 300 mg; thiamin hydrochlorid 80 mg; riboflavin

35 mg; pH 7,0; sterilizace 15 min v autoklavu

ADAMS 1II (objem 500 ml): FeSO4.7H20 500 mg; CuSO4.5H20 500 mg; ZnSO4.7H20 500
mg; MnCl.4H>0 200 mg; sterilizace 15 min varem

ADAMS III (objem 100 ml): ADAMS I 16 ml; ADAMS 1I 0,4 ml; L-asparagin 0,175 g;
cholin 0,02 g; CaCl2 0,05 g; MgCl,.6H>0 2 g; pH 7,6, sterilizace filtraci
Piiprava média C+Y:

K Pre-C médiu ptidédno: 0,4 mM MnCl, 1 ml; 20 % glukéza 10 ml; roztok ADAMS III 25 ml;
3 % glutamin 7,3 ml; 2 % pyruvat sodny 15 ml; 1,5 M sacharéza 6,3 ml; 0,2 % uridin-adenosin
10 ml; 10 % kvasni¢ny extrakt 25 ml; 8 % BSA 10 ml pouze pro kmeny odvozené od kmene
S. pneumoniae R6; 1M HCI 20 ml; pH 6,8.

Kromé glukozy a Pre-C se uvedené slozky média sterilizuji filtraci.

TSB médium (Oxoid)

Trypton soya broth 30 g

TSBc

K TSB médiu ptidano:
0,1 mM CaClz 10 ml; 8 % BSA 25 ml; pH 8 (upraveno pomoci 1M NaOH)

Geloza

Glukéza 1 g; NaCl 5 g; neopeptone 5 g; Tris-base 1,25 g; casitone 10 g; agar 10 g
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Krevni agar (LabMediaServis)

5 % Columbia krevni agar s defibrinovanou beranni krvi; pokud bylo tfeba, byl na krevni agar
kromé selek¢niho antibiotika piidavan také ZnCl,

Média pro kultivaci E. coli

Kultivace E. coli probihala v tekutém i na pevném médiu, aerobné pti 37 °C. Pokud bylo

tieba pridat antibiotikum do pevného média, bylo pfidano do roztoku o teploté 50 °C.

LB médium (Lauria Bertani)

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

6.1.6 Roztoky, pufry a standardy
DNA agarozova elektroforéza:

TAE pufr - 40 mM Tris; 2 mM EDTA; pH 8,5
Gel Loading Dye Purple 6x (NEB)
GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific)

Izolace chDNA:
DCNa-SDS - 0,5 % deoxycholat sodny; 0,25 % SDS
NaCl-EDTA - 150 mM NaCl; 30 mM EDTA; pH 8
SEDS-NaCl-EDTA : DCNa-SDS (24:1) - 10 mM Tris-HCIL; 1 mM EDTA; pH 8
TE pufr - 10 mM Tris-HCl; 1 mM EDTA; pH 8
SDS PAGE:

Elektroforeticky pufr - 0,025 mM Tris; 0,192 M glycin; 0,1 % SDS; pH 8,3
Vzorkovy pufr 5x - 350 mM Tris; 20 % glycerol; 15 % SDS;

25 % B-merkaptoethanol; bromfenolova modt; pH 6,8
STOP pufr - 0,125 M Tris, ph 6,8, 4 % SDS; 20 % glycerol;

10 % B-merkaptoethanol, 0,02 % BPB

Color Prestained Protein Standard Broad Range 245-11 kDa (NEB)

Colloidal Coomassie Blue (CCB) - 0,02 % Coomassie blue G-250; 5 % Alx(SOa)2;
10 % cisty etanol; 2 % H3PO4
(Dyballa a Metzger, 2009)
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Izolace a pienos proteinii, imunodetekce:

Blotovaci pufr - 48 mM Tris; 39 mM glycin; 0,0375 % SDS; 20 % methanol
Blotovaci pufr - TBS -T puft, 5 % BSA

Dezintegracni pufr - 10 mM Tris; 100 mM NaCl; pH 7,5

Roztok TBS-T - 20 mM Tris; 137 mM NaCl; 0,05% Tween-20; pH 7,6
Amidova Cernl - 40 % metanol; 10 % kyselina octové; 0,1 % amidova Cerit
ECL Substrat - SuperSignal WEST Pico Chemiluminescent Sustrate (Thermo

Scientific) a WesternBright ECL HRP substrate (Advansta)

Izolace bilkovin S. pneumoniae

Lyzaéni pufr - 25 mM Tris-base; 50 mM NaCl; pH 7,5

0 mM Tris-HCI; 150 mM NacCl; 0,5 mM EDTA; pH 7,5
A: 150 mM NaCl; 30 mM EDTA, pH 8,0

B: 0,5 % DCNa; 0,25 % SDS

Dilu¢ni pufr

SEDS (A+B, 24:1)

Izolace, purifikace, dialyza bilkovin E. coli

50 mM NaH>PO4 H>O; 300 mM NaCl; 10 mM imidazol; pH 8,8
50 mM NaH>PO4 H>O; 300 mM NaCl; 20 mM imidazol; pH 8
50 mM NaH>PO4 H>0; 300 mM NaCl; 250 mM imidazol; pH 8
25 mM Tris-base; 100 mM NaCl; pH 7,5

Lyzac¢ni pufr

Omyvaci pufr

Elucni pufr

Dialyzac¢ni pufr

Ligace

400 mM Tris-HCI; 100mM MgClz; 100mM, DTT;
SmM ATP, pH 7,8

Ligacni pufr

Kinazova reakce

Kinazovy pufr 25 mM Tris, 25 mM NaCl, 0-5 mM MnCl,, 10 uM ATP, pH 7,5

Priprava kompetentnich bunék E. coli

TFB - 7,5ml 1 M RbCI; 3,75 ml 1 M MnCl; 2,25 ml 1M K acetat;
0,35 ml 1 M CaCly; 11, 25 ml glycerol
TFBII - 2ml 100 mM MOPS; 1,5 ml 1 M CaCl; 3 ml glycerol
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6.1.7 Protildtky, imunodetekce

Vybrané proteiny prenesené na PVDF membranu byly detekovany specifickymi protilatkami.

Postup pouZziti protilatek je shrnut v Tabulce 8.
Anti-FLAG (Sigma F7425)

primarni krali¢i protilatka proti proteintim znacenym Flagovym epitopem.

Anti-RpoA (Apronex)
primarni krali¢i protilatka proti a-podjednotce RNA polymerazy S. pneumoniae.

Anti-Rabbit IgG-POD (Sigma Aldrich)

sekundarni protilatka proti krali¢im IgG, konjugovana s kienovou peroxidazou.
Anti-GFP (Santa Cruz Biotechnology)

my$i monoklonélni protilatka proti GFP, konjugovana s kienovou peroxidazou.

Tabulka 8
Postup pro pouZiti jednotlivych protilatek

PROTILATKA Anti-RpoA Anti-GFP Anti-Flag

Inkubace membrany

] 30 minut Ptes noc 30 minut
v blotovacim roztoku
Redeéni primérni LAtk 1:10 000 v 3 % 1:10000 v 1 % 1:1000 v 1 %
edeni primarnt protilatky BSA/TBS-T BSA/TBS-T BSA/TBS-T
Ink A
nkubace membrany Ptes noc 2 hodiny Ptes noc

s primarni protilatkou

Promyti membrany roztokem TBS-T 3x 10 minut

Redéni sekundarni

protilatky Anti-Rabbit 1:10 000 v TBS/T - 1:10 000 v TBS/T
IgG-POD

Inkubace se sekundarni

protilatkou Anti-Rabbit 1 hodina - 1 hodina
IgG-POD

Promyti membrany

roztokem TBS-T 3 x 10 minut - 3 x 10 minut
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6.1.8 Komercni soupravy a membrdany
Naésledujici Tabulka 9 shrnuje pouzité komercni soupravy.

Tabulka 9
Komer¢ni soupravy a kity

NAZEV VYROBCE POUZITI
Min Elue™ Reaction Cleanup Kit Qiagen Precisténi fragmentd DNA po PCR reakci
QIAquick® ) .,
Qiagen Izolace DNA z agardzového gelu

Gel Extraction Kit

QIAprep® Spin Miniprep Kit Qiagen Izolace plazmidové DNA
Pirce® BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific Me¢éteni koncentrace proteint
SuperSignal West Pi o
HpETRIShAT TS ©E0 Thermo Scientific o _ _
Chemilumienescent Substrate Vyvolani chemiluminiscenéniho signalu pii
. imunodetekci
WesternBright ECL HRP substrate Advantsa

QuikChange® I Site-Directed

.. Stratagene Mistné specificka mutageneze
Mutagenesis Kit & P &

6.1.9 Laboratorni p¥istroje, pocitacova analyza, software

Centrifugy

Centrifuge 5417C (Eppendorf)
Universal 320R (Hettich)
Optima™ L-90 K Ultrcentrifuge (Beckman Coulter), rotor JA-10

Cyklery

Mastercycler gradient (Eppendorf)
BIOER (GenePro)

Vortex

VX-200 Lab Vortexer Vortex Mixer (Labnet)
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Vodni lazné

Julabo 7A, 5M, U3 (Julabo)

Elektroforézy

OWL EASYCAST™ B1A (ThermoScientific)
ATTO (Atto)

Spektrofotometry

Du® 730 Life Sciences UV/VIS Spectrophotometer (Beckman Coulter®)
SECOMAM PRIM (BioTech)

NanoDrop Lite (Thermo Scientific)

Evolution 201 (Thermo Scientific)

Vahy
Sartorius-handy (Sartorius)

Sartorius-laboratorz (Sartorius)

Ostatni pristroje

FastPrep (ThermoSavant)

Olympus CellR IX 81 microscope (Olympus)

Olympus FV2T Digital B/W Fireware Camera (Olympus)
Inkubator IP30-U (LTE Scientific LTD)

GEL BOX, VERTICAL BLOTTER (Labnet)

Magnetick4d michacka s ohfevem (ThermoScientific)
Tiepacka Innova® 42-Incubator Shakrs Series (New Brunswick Scientific)
G:Box Chemi XRQ (SynGene)

Multiphor II (AP Czech)

pH metr — PH114 (Snail Instruments)

scaner — EPSON EXPRESSION 10000 XL

Molecular Imager FX, BIO — Rad — vizualizace radioaktivné znacenych proteini

Software

GeneSnap (SynGene) — snimani obrazu gelu pod UV kamerou

SeqBuilder (Lasergene) — navrzeni genetickych map
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SeqMan (Leasergene) — ovéieni sekvenovanych ¢asti genomu

GeneSys (SynGene) — vyvolani imunodetekci

Cell® Version 2.0 software — zobrazeni obrazu z kamery FV2T Digital B/W

Quantity One 4.6.6. - vizualizace radioaktivné znacenych proteina

6.1.10Chemikalie

Seznam pouzitych chemikalii je uveden v nasledujici Tabulce 10. VSechny uvedené chemikalie

dosahovaly analytické Cistoty.

Tabulka 10
Seznam pouzitych chemikalii

NAZEV ZKRATKA / VZOREC VYROBCE
Aceton CsHgO Lach-Ner
Adenosin Ci10H13N504 Sigma-Aldrich
Agaroza Sevac
Akrylamid C3HsNO
Ampicilin Amp/Ci6H19N304S Sigma-Aldrich
L-Asparagin C4HsN203
Benzonaza Merk
Biotin Ci10H16N203S Sigma-Aldrich
Bromfenolova modft BBP Lachema
Coomassie Blue G-250 Serva
Complete, EDTA-free Roche
2’-deoxyadenosin - 5’-trifosfat dATP/C10H16N5012P3
2’-deoxycytosin - 5’-trifosfat dCTP/CoH16N3013P3
Promega
2’-deoxyguanosin - 5'-trifosfat dGTP/C10H16N5013P3
2’-deoxythymidin - 5’-trifosfat dTTP/C1oH17N2014P;3
Deoxycholat sodny DCNa Sigma-Aldrich
Dihydrogen fosforecnan sodny NaH>PO4+.H,O Lachema
Dithiotreitol DTT Serva
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NAZEV ZKRATKA / VZOREC VYROBCE
D-glukéza CsH1206 Lach-Ner
Dodecylsulfat sodny SDS/C12H25Na04S Sigma-Aldrich
Ethanol EtOH/C;HsO Lach-Ner
Fenol CesHsO Lach-Ner
Gel Red Nucleic Acid Stain Biotium
L-Glutamin C10H10N203 Sigma-Aldrich
Glycerol C3HgOs Lach-Ner
Glycin GlyC2HsNO> Serva
Heptahydrat siranu zine¢natého ZnS0O4.7H20 Sigma-Aldrich
Heptahydrat siranu Zeleznatého FeSO4.7H20
Hovézi sérovy albumin, frakce V BSA Carl Roth
Chloramfenikol Cm/C11H12C12N20s Sigma-Aldrich
Chlorid hotfe¢naty, hexahydrat MgClL.6H>0 Lach-Ner
Chlorid manganaty MnClz Lachema
Chlorid sodny NaCl Lach-Ner
Chlorid vépenaty CaCl, Lachema
Chlorid zine¢naty ZnCl Sigma-Aldrich
Chloroform CHCI3 Lach-Ner
Cholin Sigma-Aldrich
Imidazol
Izopropanol C3Hsz03 Lach-Ner
Kanamycin CisH36N4O11 Fluka
Kompetenci stimulujici peptid CSp Biopharm
Kvasinkovy extrakt Oxoid
Kyselina ethylendiamintetraoctova EDTA Sigma-Aldrich
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NAZEV ZKRATKA / VZOREC VYROBCE
Kyselina fosfore¢na H3PO4 Lachema
Kyselina chlorovodikova HCI Lach-Ner
Kyselina nikotinova CsHsNO: Sigma-Aldrich
Kyselina octova CH;COOH Lach-Ner
Kyselina trichloroctova TCA
Sigma-Aldrich
B-merkaptoethanol C2HsOS
Methanol MeOH/CH40 Lach-Ner
Neopepton Difco
Octan sodny NaOAc/CH3;COONa Lach-Ner
Pharmalyt
Sigma-Aldrich
Pentothenat vapenaty vit Bs/CoH16NOs.1/2Ca
Pentahydrat siranu méd’natého CuS04.5H,0
Peroxodisiran amonny APS/(NH4)2S:0s Lachema
Piperazin-N,N’-bis-2-ethansulfonova PIPES/CsH sN>06S>
Polyoxyetylensorbitan-monolaurat TWEEN 20/CsgH114026
Sigma-Aldrich
Pyrodoxin hydrochlorid vit B¢/CsH11NO3.HC1
Pyrohroznan sodny CsH3NaO;
Riboflavin vit B2/C17H20N406
Sacharosa Ci2H2201
Siran méd’naty, pentahydrat CuS04.5H,0
Lachema
Siran zine¢naty, heptahydrat ZnS04.7H20
Siran Zeleznaty, heptahydrat FeSO4.7H20
Streptomycin Str Fluka
Tetracyklin Tet/C22H24N20s Serva
Tetrahydrat chloridu manganatého MnCl.4H,O Sigma-Aldrich

Tetramethylethylendiamin

TEMED/CsH6N2

Serva
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NAZEV ZKRATKA / VZOREC VYROBCE
Thyamin hydrochlorid vit B1/Ci2 Sigma-Aldrich
Tris-hydroxymethyl-aminomethan Tris-BASE
Tris-hydroxymethyl-aminomethan Tris-HCI
Urea Applchem
Uridin CoH12N206 Sigma-Aldrich
y -*P-ATP MGP
6.2 Metody

6.2.1 Manipulace s buitkami S. pneumoniae

6.2.1.1 Kultivace S. pneumoniae, méieni riistu

Vsechny kmeny bakterie S. pneumoniae byly kultivovany v tekutém médiu (TSB, C+Y), staticky
ve vodni lazni bez vzdu$néni pii teploté 37 °C, nebo na pevnych pidach (geldza ¢i krevni agar) na
Petriho miskach. V piipadé selek¢nich ptid bylo ptfidavano piislusné antibiotikum (tetracyklin — 2,5
pg/ml, streptomycin — 500 pg/ml, kanamycin — 200 pg/ml). Misky s bakteidlni kulturou byly

kultivovany ptes noc v termostatu pfi teploté 37 °C.

Kultivace v tekutém médiu probihala do ODsoo = 0,45-0,60, kdy byl riist ukoncen. V ptipadé
indukce exprese genll regulovanych zinkovym inducibilnim promotorem byly kmeny kultivovany v

pfitomnosti riznych koncentraci ZnCl.

Kmeny S. pneumoniae byly uchovavany v glycerolovych konzervach, které byly pfipravovany z
narostlé kultury do ODsoo = 0,3-0,4. Takto narostla kultura byla rozdélena po 750 pl do
mikrozkumavek s 250 pl 60 % glycerolu a skladovéna pfi teploté -80°C. Pro zaoCkovani do 10ml

média bylo pouzito 200 pl rozmrazené konzervy, coz odpovidalo cca ODgoo = 0,008.

Ristové kiivky byly méfeny v TSB a C+Y médiu pomoci spektrofotometru Evolution™
201/220 UV-Visble (Thermo Scientific). Méfeni probihalo automaticky v 10-ti minutovych

intervalech po dobu osmi hodin pii vlnové délce 600 nm.
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6.2.1.2 Transformace DNA do S. pneumoniae

Transformce bunék S. pneumoniae probihala v kompetenénim TSB médiu (TSBc). K 950 pul
kompetencniho média, které podle potfeby indukce obsahovalo i pfisluSnou koncentraci
zineCnatych iontl, bylo pfiddno 50 ul kultury z konzervy, 250 ng/ml CSP a 20-100 ng PCR
produktu nebo plasmidové DNA. Transormac¢ni smés byla staticky inkubovana 2,5 hodiny pii
teploté 37 °C. Po inkubaci byla kultura fedéna kompetenénim médiem a fedéni 0-10 byla vyseta
na misky a zalita gelézou o teploté 50 °C s pfisluinym selekénim antibiotikem. Redéni 10* a 107
byla vyseta na misky a zalita gelozou bez antibiotika jako kontrola Zivotaschopnosti bunéénych

kultur. VSechny misky byly kultivovany ptes noc pfi teploté 37 °C.

V pfipad¢ jednokrokové selekce byly narostlé kmeny pteockovany na krevni misky
s tetracyklinem jako selekénim antibiotikem, ke kterému pozadované klony vykazovaly rezistenci

a inkubovany ptes noc pii 37 °C.

Dvoukrokové selekce byla pouzita vyhradné pii manipulaci s Janus kazetou. V ptipadé vlozeni
Janus kazety do genomu S. pneumoniae, byl pouzit kanamycin jako selek¢ni antibiotkum v geloze.
Po nartistu kolonii byly klony pfeockovany na krevni agar se kanamycinem jako selekénim
antibiotikem. Probé¢hla kultivace ptes noc pti 37 °C. Nasledné byly klony pteockovany na dvé
krevni misky. V jedné byl do krevniho agaru pfidan kanamycin a klony, které na ném narostly, byly
dale pouzivany. Na druhé misce byl pro kontrolu pouzit krevni agar se streptomycinem, kde jsme
neodekavali zadny narfist. Mutantni kmeny obsahujici Janus kazetu jsou tedy Kan® a StrS. V ptipadé
odstranéni Janus kazety z genomu S. prneumoniae byla volena opacné posloupnost pouZiti antibiotik

a vysledny kmen byl Kan® a Str®.

Pozitivni klony byly zao€kovany z krevnich misek do 2 ml TSB média a kultivovany pfi teploté
37 °C do zakalu. Z této kultivace byla pak standartnim zptisobem pfipravena glycerolova konzerva
— tzv. prekonzerva. Néslednym zaockovanim 200 ul z prekonzervy do 10 ml TSB média, kultivaci
do ODsoo = 0,3-0,4 a vytvofenim dalsi glycerolové konzervy, byl kmen pfipraven pro dalsi pouZiti

a dlouhodobou archivaci.

6.2.1.3 Izolace proteini

Buiiky S. preumoniae byly bud’ mechanicky rozbity (pro pouziti na purifikaci proteinti), anebo
byla pouzita chemicka desintegrace pomoci SEDS roztoku (v ptipad¢ pouziti na analyzu celkového

lyzéatu). Tento roztok obsahuje deoxcholat sodny, ktery destabilizuje buiiky.
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Z exponencialné rostouci kultury byl pfi ODsoo = 0,4 odebran 1 ml kultury. Tato kultura byla
uchovavana pii teploté 4 °C, aby nedochazelo k dal$imu rustu. Kultura byla centrifugovana
(17950x g, 2 min) a médium (supernatant) odstranéno. Pelet byl resuspendovan ve 20 ul roztoku
SEDS a vznikl4 suspenze byla inkubovana pii 37 °C, dokud nedoslo k lyzi bun¢k. Nasledné bylo
k roztoku pfidano 20 pl 2x vzorkového pufru (SB) a vSe bylo povafeno 5 minut. Vzorky byly
nanaseny na 1-DE (jednorozmérna elektroforéza v pfitomnosti SDS) nebo uchovany pro pozdéjsi

pouziti v -20 °C.

V ptipadé¢ mechanického rozbiti bun¢k byl pouzit pristroj FastPrep. Kultivace S. pneumoniae
probéhla v 50 ml média a byla ukoncena pfi ODgoo = 0,6. Nasledné bylo centrifugaci (8600x g, 4
°C, 5 minut) odstranéno médium a peleta s buiikami byla resuspendovana v 3,5 ml lyza¢niho pufru
s inhibitorem proteaz Complete® a 1,5 pl benzonéazy. Builky byly ndsledné rozbijeny na pftistroji
FastPrep pomoci sklenénych kuli¢ek 4x pfi rychlosti 4,5 po dobu 20 s. Mezi jednotlivymi cykly
byly vzorky zchlazeny po dobu 2 minut na ledu. Takto ptipraveny lyzat byl sto¢en centrifugaci
(2700x g, 10 minut, 4 °C). Celkové proteiny z bunék (HE) jsou obsazeny v takto vzniklém

supernatantu.

6.2.2 Manipulace s buitkami E. coli

6.2.2.1 Kultivace E. coli

Kultury E. coli byly kultivovany v tekutém LB médiu ptes noc, pfi teploté¢ 37 °C za stalého
ttepani (200 rpm). Pro kultivaci na pevném médiu bylo pouzito LB médium s ptidavkem 1,5 %
agaru a kultivovano v termostatu pii teploté 37 °C pies noc. Jako selekéni antibiotikum byl

pouzivan ampicilin (100 pg/ml) pfipadné kanamycin (25 pg/ml).

Z narostlé kultury v tekutém médiu bylo odebrano 750 pl do mikrozkumavky s 250 pl 60 %

glycerolu a takto pfipravené konzervy byly uchovavany pii -80 °C pro dalsi pouziti.

6.2.2.2 Priprava kompetentnich bunék a transformace DNA do E. coli

Do 20 ml tekut¢ho LB média byly zaoCkovany kmeny bunék E. coli (DH5a). Kultivace
probihala za stalého tfepani (200 rpm) pfi teploté¢ 37 °C pies noc. Druhy den rano byla kultura
pfeockovana do 100 ml LB média, ODsoo = 0,008-0,01. Nésledné byla kultura kultivovéana pii 37 °C
na tiepacce (200 rpm) az do dosazeni exponencidlni faze a poté zchlazena na ledu (v 50ml
falkonkach po dobu 10 minut). Nésledovala centrifugace (v 50 ml falkonce; 1000x g). Supernatant
byl odstranén a peleta byla opatrné resuspendovana v 25 ml TFB pufru. Vznikla suspenze bunék

byla centrifugovana (1000x g, 10 min, 4 °C) a pelet byl op¢t opatrné resuspendovan v 8 ml TFB 1I
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pufru. Poté byla bunécna suspenze pipetovana po 100 pl do mikrozkumavek pfti teploté¢ 4 °C a

zamrazena do -80 °C v tekutém dusiku.

6.2.2.3 Izolace plasmidu

Pro izolaci plasmidu byly kultury zaockoviany do 10 ml tekutého média s pfislusSnym
antibiotikem. Kultivace probihala na tfepacce do druhého dne, pfi teploté 37 °C. Izolace plasmidu

byla povedena pomoci komeréni sady QIAprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen).

Koncentrace izolované DNA byla uréena pomoci spektrofotometru za pouziti pfistroje

NanoDrop Lite (Thermo Scientific) ptfi vinové délce 260nm a DNA rozdé€lena v agarozovém gelu.

6.2.2.4 Exprese proteinit pod IPTG iducibilnim promotorem

Pro expresi proteini pod IPTG inducibilnim promotorem, byly kmeny E. coli kultivovany ptes
noc za stalého tfepani (200 rpm) pii teploté 37 °C v 10 ml LB média s ptfislusSnym antibiotikem.
Z této kultury bylo druhy den zaockovano 2,5 ml do 50 ml ¢istého LB média s antibiotikem. Dale
probihala kultivace za sniZzené teploty 30 °C aby nedochdzelo k uklddani nadprodukovaného
rekombinantniho proteinu do inkluznich télisek bunky. Takto byla kultura kultivovana az do
dosazeni ODgoo = 0,6, kdy byl odebran 1 ml vzorku ptfed indukci exprese. Bezprosttedné po
odebrani prvniho vzorku, byl ke kultufe pfidan induktor exprese 0,5 mM IPTG (isopropyl B-D-1-
thiogalactopyranoside), v tomto Case zafala exprese proteinu kodovaného na plasmidu pod IPTG
inducibilnim promotorem. Kultivace pokracovala s induktorem dalsi 3 hodiny, kdy byl odebran
druhy kontrolni vzorek (1 ml). Zbytek kultury byl stocen (6000 x g, 10 minut, 4 °C) a pouzit dale

pro purifikaci proteind.

Oba odebrané vzorky, pted indukci a po indukci IPTG, byly stoceny (18000 x g, 3 minuty) a
pelety resuspendovany v 1x SB (prvni vzorek v 50 pl, druhy v 100 pl pufru). Vzorky byly povateny
10 minut a na 1-DE gel bylo vZdy naneseno 20 ul vzorku. Gel s rozdélenymi proteiny byl obarven

pomoci CCB barveni.

6.2.2.5 Izolace a purifikace proteinii pomoci histidinové znacky (His Tag)

Pelet ze zbytku kultury po expresi proteini pod IPTG inducibilnim promotorem byl
resuspendovan v lyza¢nim pufru (50 mM NaH>PO4 H>O; 300 mM NaCl, 10 mM imidazol; pH §,8)
s inhibitorem protedz Complete® a lyzozymem (1 mg/ml). Tato smés byla uchovavéana na ledu a
buniky byly dezintegrovany na pfistroji French Press. Nasledn¢ byla centrifugaci (10000x g, 20

minut, 4 °C) oddélena rozpustnd frakce s bilkovinami v nativnim stavu — hruby extrakt (HE) od
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nerozpustné frakce s inkluznimi télisky. Z obou frakci bylo odebrano 5 ul a pridano 5 pl 2x SB pro

kontrolni 1-DE gel.

Hruby extrakt byl dale pouzit pro purifikaci proteinli oznacenych histidinovou znackou. Pro
tento Ucel byla pouzita kolonka s NiNTa resinem (Qiagen), dle pokynt vyrobce. Byl jiman fluat
(FL) — frakce nenavéazanych proteinii bez histidinovych zbytk. Dale byl resinovy komplex 2x
proplachnut promyvacim pufrem (50 mM NaH;PO4 H20; 300 mM NaCl; 20 mM imidazol; pH 8),
¢imz vznikly dvé oplachové frakce (W). A na zavér byly bilkoviny znacené histidinovou kotvou
uvolnény z kolonky do 5-ti frakci po 500 pl elu¢nim pufrem (50 mM NaH>POs4 H>O; 300 mM
NaCl; 250 mM imidazol; pH 8) (elu¢ni frakce EL).

Z kazdé frakce (fluat, oplachova frakce a elucni frakce) byl pfipraven vzorek na kontrolni 1-DE
gel. Vzorky byly smichany s 2x SB v poméru 1:1, krom& oplachové frakce, ktera byla fedéna s
5x SB v poméru 4:1.

6.2.2.6 Dialyza purifikovanych bilkovin

Pro dialyzu bilkovin byly pouzity dialyzac¢ni kazety (Thermo Scientific, kat. ¢.: 1060), které byly
pouzity dle pokynl vyrobce. Dialyza probihala v dialyza¢nim pufru o objemu 1 1 za stalého
michani, pfi teploté¢ 4 °C. Dialyzac¢ni pufr (25 mM Tris, 100mM NacCl, vysledné pH 7,5) byl
vyménén po jedné hoding za cisty. Dale probihala dialyza pfes noc. Rano byl pufr opét vyménén za
Cisty a po jedné hodin¢ byla dialyza ukoncena. Po odebrani proteinového vzorku z dialyzacni
kazety byl pfidan glycerol tak, aby vysledna koncentrace glycerolu v roztoku dosahovala 5 %.
Pomoci BCA stanoveni byla zmétena koncentrace proteinti, vzorek rozdélen po 100 ul a uskladnén

pii teploté -80°C

6.2.3 Manipulace s DNA

6.2.3.1 Polymerazova retézova reakce

Metoda polymerazové fetézové reakce je pouzivana k rychlému syntetizovani daného useku
DNA. Je vyuzito cyklické replikace (denaturace, hybridizace oligonukleotidii a elongace
pozadovaného useku DNA), kdy v kazdém dal$im cyklu jsou vyuZzivana stard i nové syntetizovana

vlakna.

Pro pozadovany tsek DNA jsou navrzeny dva oligonukleotidy, ze kterych amplifikace probiha.
Teplota hybridizace oligonukleotidii (Tm) se odhaduje na zaklad¢ jejich sekvence dle vzorce:

T = 2(A+T) + 4(G+C).
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Casy a teploty jednotlivych ¢asti reakce jsou zavislé na délce amplifikovaného fragmentu a na

typu pouzité polymerdzy. Byla tedy zvolena dle pokynt vyrobce.

V piipadé¢ klonovani, amplifikace a fize DNA byla pouzita termostabilni Phusion DNA
polymeraza (NEB), ktera je pro svoji nizkou chybovost vhodné k takovymto ucelim. Pro kontrolni
ucely (koloniova PCR) byla pouzivana Taq-Purple DNA polymeraza (TOP-BIO). Pouziti této
polymerazy je ekonomicky vyhodnéjsi a amplifikace rychlejSi. Nevyhoda tohoto ezymu spociva
vtom, ze polymerdaza Taq-Purple postrada 3'—5’exonukleazovou aktivitu a neni schopna

opravovat vzniklé chyby.

Metoda PCR byla vyuzita i jako fuzni PCR v pfipad¢ pfipravy konstruktu glmM-okoli ¢i glmM
S99/101A-okoli. Nejdiive byly amplifikovany jednotlivé useky konstruktu, které byly poté spojeny.
Pro amplifikaci bylo vyuzito oligonukleotidli, které obsahovaly piekryvné sekvence a které

nasledné dovolily jednotlivé tseky spojit dohromady.

6.2.3.2 Mistné specificka mutageneze

Cilena mutageneze je PCR metoda, kterd se pouziva k in vitro mutagenezi useku DNA. Deleci,
inzerci nebo zdménou sekvence dochazi k vyméné jedné aminokyseliny za jinou. V této praci byla

cilend mutageneze pouzita pro zdmeénu serinu 99 a 101 v glmM za alanin.

K vytvofeni této zdmény byla pouZita komerc¢ni souprava QuikChange® II Site-Directed
Mutagenesis Kit (Agilent Technologies) dle pokynti vyrobce a specialné navrzené oligonukleotidy
pro pozadovanou zménu. Produkt PCR byl Stépen restrikéni endonukleazou Dpnl (NEB), ktera Stépi
pouze puvodni jiz methylovana vldkna DNA, zatimco nov€ syntetizovand vladkna, kterda nejsou
methylovand a nesou poZzadovanou mutaci, nestépi. Tento produkt byl ovéfen sekvenaci a pouZit

pro piipravu konstruktu glmM S99/101A-okoli (viz kap. 7.1.2.2.).

6.2.3.3 DNA elektroforéza v agarozovém gelu

K analyze a izolaci plasmidii a jednotlivych PCR fragmenti bylo vyuzito elektroforetické
rozde€leni v agar6zovém gelu. Vzorky pro DNA elektroforézu byly pfipraveny smichanim produktu
PCR s 6x koncentrovanym Loading Dye (Thermo Scientific) pufrem. Pro urceni velikosti
jednotlivych fragmenti byl na gel nanasen také DNA standart GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder
(Thermo Scientific). Koncentrace agardzy (SIGMA) v gelu byla 0,8 % a pro zviditelnéni pod UV
zafenim bylo pfiddno barvivo GelRed (Biotium). Elektroforéza probihala v TAE pufru pfi napéti

90 V po dobu 1 hodinu na pfistroji OWL EASYCAST™ BIA (Thermo Scientific).

69



Pro izolaci jednotlivych fragmentl z gelu byl pozadovany fragment z gelu vyfiznut a pouzita
komer¢ni souprava QIAquick® Gel extraction Ki (Qiagen) dle pokynil vyrobce. Pfipadné byly PCR
fragmenty pfimo pfeciStény komercni soupravou MinElute® Reaction Cleanup Kit (Qiagen)

dle pokynt vyrobce.

6.2.3.4 Izolace chDNA

Kultura S. pneumoniae byla kultivovana standardnim zptisobem v TSB médiu a objemu 10 ml
do ODgoo = 0,6. Nasledné byly bunky zbaveny média centrifugaci (2760 x g, 10 minut)
a resuspendovany ve 250 pl roztoku SEDS. Takto pfipraveny vzorek byl inkubovan 10 minut
pti teploté 37 °C. Kdyz doslo k lyzy bunék, byla pfidana proteinkindza K (10 pg). Nasledovala dalsi
inkubace 15 minut pii 56°C. Po degradaci proteind bylo ke vzorku ptidano 250 pl TE pufru a 500
pl smési fenol/chloroform. Vzorek byl v mikrozkumavce nekolikrat pieklopen a nasledovala
centrifugace (1749 x g, 10 minut). Po centrifugaci byla odebrana vodna faze, kterd obsahuje DNA
a smichdna s 500 pl chloroformu. Vzorek byl opét stocen a k vodné fazi bylo ptidéno 50 pl 3 M
NaOAc a 500 pl izopropanolu. Po nésledném pieklapéni doslo k vysrazeni chromozomalni DNA
(chDNA). Vysrazend chDNA byla stoena, supernatant odstranén, pelet byl oplachnut 500 pl
80 % EtOH a rezpustén ve 100 pl vody. Koncentrace chDNA byla stanovena spektrofotometricky

pomoci pfistroje NanoDrop™ Lite Spectrophotometer (Thermo Scientific).

6.2.3.5 Stépeni DNA

Restrikéni endonukleazy jsou enzymy, které¢ dokazi rozstépit dvouvldknovou DNA na urcitych
(restrik¢énich) mistech. V této praci byly pouzity enzymy Pvul a Dpnl (NEB) dle pokynl vyrobce.
Po ukonceni Sté€peni byla velikost fragmenti zkontrolovana DNA elektroforézou v agarézovém
gelu. Dale byly fragmenty ptecistény pomoci komeréni soupravy MinElute™ Reaction Cleanup Kit

(Qiagen) dle pokynt vyrobce. Takto ptecistény fragment byl uchovan pii teploté -20°C.

6.2.4 Manipulce s proteiny
6.2.4.1 Stanoveni koncentrace proteinii pomoci BCA
Koncentrace proteinti ve vzorku byla stanovena pomoci komeréni soupravy Pirce™ BCA
Protein Assay Kit (ThermoFisher Scietific) dle pokyn vyrobce.
6.2.4.2 Kinazova reakce in vitro

Kindzova reakce je zalozena na pienosu fosfatovych skupin z donoru, kterym je ATP, na

substrat, kterym je protein GlImM, GImM S99A ¢i GImM S101A. Kinazovd doména StkP-KD
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funguje jako katalyzator reakce. Reakce probihaly 20 min pii teploté 37 °C v kindzovém pufru (25
mM Tris, 25 mM NaCl, 1 mM DTT, 0,1 mM EDTA, 0-5 mM MnCl,, 10 uM ATP, pH 7.5) s
piidavkem 2 pg purifikovaného proteinu GImM a 2 pg purifikované kindzové domény. Celkovy
objem reakce byl 20 ul. Reakce byla spusténa piidavkem ATP a zastavena ptidavkem 5x SB puftru.
Nasledné byly vzorky povateny a uchovany v -20 °C.

6.2.4.3 Polyakrylamidova elektroforéza v pritomnosti SDS (1-DE)

K separaci bilkovin byla pouzita polyakrylamidova gelova elektroforéza. Tato separa¢ni metoda
je zaloZena na elektroforetické pohyblivosti proteint, kterd je zdvisld pouze na jejich molekulové
hmotnosti. Pomoci dodecylsulfatu sodného (SDS) je dosazeno u vSech proteinit shodného

zaporného naboje.

Proteinové vzorky byly pfed nanesenim smichany se vzorkovym pufrem (SB) a denaturovany
varem. Takto pfipravené vzorky byly nandSeny na drédhy polyakrylamidového gelu nebo uchovany
pro dalsi pouziti pii teploté -20 °C. Elektroforéza probihala v elektroforetickém pufru pii napéti
15 V/em?. Byly pouzivany 10 % a 12 % separaéni gely a 4 % zaostfovaci gel. V nasledujici

Tabulce 11 je uvedeno slozeni jednotlivych gelt.

Tabulka 11
SloZeni polyakrylamidovych geli na 1-DE
KONCENTRACE 4 % 10 % 12 %
30 % akrylamid 800 ul 6,7 ml 8 ml
0,5 M Tris/base; pH 8,8 1,5 ml - -
1,5 M Tris/base; pH 8,8 - 5ml 5ml
10% SDS 60 pl 200 pl 200 ul
10% APS 60 pl 200 pl 200 ul
TEMED 7,5 ul 20 pl 20 ul
H-O 3,6 ml 7,9 ml 6,6 ml
Celkovy objem 6 ml 20 ml 20 ml
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6.2.4.4 Pienos proteinit na membrdanu a jejich detekce

Pro detekci rozdélenych proteinti specifickou protilatkou, bylo nutné pienést tyto proteiny na
PVDF (polyvinylidendifluorid) membranu Immobilon®-P (Millipore). Tato hydrofobni membrana
byla pfed pouzitim smocena v methanolu a oplachnuta 1x blotovacim pufrem (48 mM Tris, 39 mM
glycin, 0,0375 % SDS, 20 % methanol). Pfenos proteini probihal v mokrém elektroblotovacim
ptistroji (GEL OX VERTICAL BLOTTER. Labnet). Gel s membranou byl vlozen do blotovaciho

sendvice a ponotfen do blotovaciho pufru. Samotny pienos trval 30 minut pii 360 mA.

6.2.4.5 Detekce proteinii koloidni Coomassie Blue

K barveni 1-DE gell byla pouZita barva Colloidal Coomassie Blue G-250 (CCB). Po vyjmuti
gelu z 1-DE elektroforézy byl gel oplachnut 3 x 10 minut v deionizované vod¢ a poté vlozen do
barvy. Barveni probihalo pies noc za stalého kyvani a pokojové teploté. Druhy den byla barva

vyménéna za deionizovanou vodu a za stalého kyvani bylo odbarveno pozadi gelu.

6.2.4.6 Priprava vzorki pro analyzu hmotnostni spektrometrii

Na 12 % proteinovy gel jsme nanesli produkt kindzové reakce, ktery odpovida 2 a 4 pg proteinu
a nechali jsme probéhnout 1-DE za standartnich podminek. Nasledné jsme gel obarvili pomoci
Coomassie Blue G-250 a vyfezané proteinové prouzky jsme odeslali k analyze hmotnostni

spektrometrii (MS) do Biocevu.

6.2.4.7 Kinazova reakce s in vitro radioaktivnim znacenim

Kinazova reakce s radioaktivim zna¢enim probihala v kindzovém pufru, ke kterému bylo pfidano
1-10 pg purifikovaného proteinu a 1 pg purifikované kindzové domény. K nosiCovému ATP
o vysledné koncentraci 10 uM bylo ptidano 1 uCi y ->*P-ATP. Piidanim ATP k reakéni smési byla
spusténa kindzova reakce, ktera probihala pifi 37 °C a po 20-ti minutach byla ukoncena pfidanim
5 ul 5x SB pufru. Vzorky byly povateny 3 minuty pti 100 °C a elektroforeticky rozdé€leny. Proteiny
v gelu byly obarveny pomoci Coomassie Blue G-250 a gel usuSen. Déle byl gel nechan exponovat
na citlivou folii (Fuji). Radioaktivni proteiny byly vizualizovany na pfistroji Molecular Imager FX,

Bio-Rad a analyzovany pomoci programu Quantity One 4.6.6.

Autofosforylaéni aktivita byla testovana také v kindzovém pufru na samotné kindzové doméné

StkP-KD bez pfidavku substratu ¢i na samotném substratu GImM bez piidavku StkP-KD.
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6.2.5 Mikroskopie

Bakterie S. pneumoniae byly pozorovany pod mikroskopem Olympus CellR IX 81 (Olympus)
s imerznim objektivem 100x O2PH-UPLFLN/1.3 N.A. Oil a fluorescencnimi filtry. Obraz byl
zachycen kamerou Olympus FV2T Digital B/W Fireware (Olympus) a zpracovan v programu Cell?

verze 2.0.

Preparaty na mikroskopii byly pfipraveny nanesenim 3 pl exponencidlni kultury na kryci sklicko

a prekryty agar6zovym blockem.

Pro ptipravu vzorku pro timelapse byla kultura péstovana v 10 ml C+Y média. Z exponencialni
faze ristu byl odebran vzorek kultury a natedén na ODgoo = 0,05. Na cisté podlozni sklicko byla
nalepena komtrka naplnénd 500 pul média C+Y s agarosou. Na agarézu byly naneseny 2 pul
nafedéné kultury. Déle probiha inkubace 30 minut pfimo v mikroskopu Olympus CellR IX 81
(Olympus) pti 37 °C. Nésleduje potizovani mikroskopickych snimkii v intervalu 10 minut.
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7 VYSLEDKY

V diplomové praci Jiftho Krupicky (Krupicka, 2014), byly pro nepiimy dikaz esenciality
serinovych zbytkl genu gimM u S. pneumoniae pouzity kmeny Sp268-271 (Rx; bgaA::PczcD-
glmM S§99A4/S101A4/S99E/S101E-flag). V téchto kmenech, které koduji nativni gen g/mM a jeho
ektopickou kopii pod kontrolou zinkového inducibilniho promotoru s aminokyselinovymi
zdameénami, byl proveden pokus o deleci nativni alely glmM pomoci konstruktu JanusKAglmM. Na
zaklad¢ vysledki z téchto transformacnich experimentd, kdy transformac¢ni u€innost, bez ohledu na
pridani induktoru exprese, byla téméf nulova u vSech modifikovanych kment Sp268-Sp271, bylo
nepiimo dokdzano, Ze serinové zbytky S99 a S101 v genu g/mM jsou esencidlni pro
zivotaschopnost bakterie. Hlavnim cilem této prace je piimym zplsobem dokazat esencialitu

fosforylace serinovych zbytkt fosfoglukozaminmutazy v pozicich 99 a 101.

Druhym cilem této prace je urcit lokalizaci proteinu GImM v bufice. Piestoze je obecné
predpokladéano, ze se jedna o cytoplasmaticky protein, nedavno byla u Lactococcus lacti potvrzena
interakce GImM s proteinem diadenylat cyklazou, ktera je vazdna na membranu (Zhu et al., 2016).

Je tedy mozné, Ze pneumokokova GImM nebude vykazovat ryze cytoplasmatickou lokalizaci.

V roce 2005 byl protein GImM u S. pneumoniae identifikovan jako substrat proteinkinazy StkP
(Novéakova et al.,, 2005). Pallova ve své praci dale zjistila, ze protein GImM je v in vitro
podminkach fosforylovan na serinu v pozici S101 a pravdépodobné také na serinu v pozici 99.
Ovsem kromé téchto dvou serinovych zbytki je protein stale siln¢ fosforylovan kindzou StkP na
dalS$im neznamém misté ¢i mistech (Pallova, 2007). Tfetim cilem této prace tedy je pokusit se
identifikovat dal$i dosud nezndma mista fosforylace fosfoglukozaminmutdzy GlmM proteinkinazou

StkP.

7.1 Diikaz esenciality serinovych zbytki v pozici 99 a 101 fosfoglukozaminmutazy
GlmM pro Zivotaschopnost S. pneumoniae.

Pro studium esenciality fosforylovanych serinovych zbytki S99 a S101 v genu g/imM jsme
pfipravili dva druhy merodiploidnich kmeni: 1) merodiploidni kmeny s modifikovanymi alelami
v genu glmM, jejichz ektopickd exprese je fizena inducibilnim promotorem a 2) merodiploidni
kmen, ktery nese dvojndsobnou fosfoablativni formu S99/101A genu g/mM v nativnim lokusu,

ktera neni schopna fosforylace na téchto zbytcich.
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7.1.1 Delece nativni kopie genu glmM v merodiploidnich kmenech kodujich
ektopickou alelu glmM s bodovymi mutacemi v pozici S99 a S101

Abychom prokazali, ze fosforylace na serinovych zbytcich S99 a S101 je esencidlni pro
funk¢nost proteinu GImM, pfiipravili jsme 4 rizné kmeny nesouci pod inducibilnim zinkovym
promotorem bodové mutace v genu glmM-flag, které zptusobuji zamény serinovych zbytkl v pozici
99 a 101 zaalanin ¢i kyselinu glutamovou. Bodovd mutace serinu za alanin piedstavuje
aminokyselinovou zdménu, kterd neumoziuje fosforylaci, tzv. fosfoablativni zdménu. Naproti tomu
bodova mutace serinu za kyselinu glutamovou ptedstavuje aminokyselinovou zaménu, ktera by

méla napodobovat fosforylovany stav proteinu, tzv. fosfomimetickou zaménu.

Plasmidy pZn-GimM S99A-flag, pZn-GimM S101A-flag, pZn-GlmM S99E-flag a pZn-GlmM
S101E-flag jsme transformovali do kmene Sp225 v TSB médiu a selektovali na rezistenci
k tetracyklinu za vzniku merodiploidnich kment Sp415-418. Genotypy téchto kment jsou uvedeny

v nasledujici Tabulce 12.

Tabulka 12

Pi‘ehled vytvorenych modifikovanych merodiploidnich kmeni
KMEN GENOTYP
Sp415 R6, bga::PczcD-glmM-flag S99A
Sp416 R6, bga::PczcD-glmM-flag S1014
Sp417 R6; bga::PczeD-glmM-flag S99E
Sp418 R6, bga::PczcD-glmM-flag SI01E

Ovéfeni spravné integrace vSech Ctyf konstrukti pZn-GImM S99A/S101A/S99E/S101E-flag
do chromozomu S. pneumoniae bylo provedeno pomoci PCR za pouziti oligonukleotidii JK002
a LN142. Oligonukleotid JK002 je komplementarni k Casti sekvence glmM a LNI142 k cCasti
sekvence na chromozomu, mimo rekombinovanou oblast. V téchto kmenech jsme nasledné provedli
pokus o deleci nativni alely glmM pomoci konstruktu JanusKAglmM. Transformace konstruktu
JanusKAglmM do kment Sp415-418 probéhla v TSB médiu a transformacni smés byla vyseta
do gelézy s riznym piidavkem ZnCl, (0; 0,05; 0,1 a 0,2 mM), induktoru ektopické exprese genu
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glmM. Nakonec byla spocitana trasformacni G¢innost vSech pouzitych kment a vynesena do grafu

(Graf 1). Jako pozitivni kontrolu jsme pouzili kmen Sp245, jako negativni kontrolu kmen Sp225.
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Transformacni ucéinnost u kmenu Sp415-418 (Spl; bgad::PczcD-glmM-S99A/S101A/S99E/S101E-Flag)
po transformaci konstruktem JanusKAglmM

Kmeny Sp225 a Sp245 byly pouzity jako negativni a pozitivni kontrola.
Transformace probihala v pfitomnosti riizné koncentrace ZnCl,: 0; 0,5; 0,1 a 0,2 mM.

Zatimco transformacéni Uc¢innost byla u WT kmene (Sp225) nulova, transformacéni ucinnost
merodiploidniho kmene Sp245 byla zdvisla na koncentraci ZnCl> v geloze. Nejvyssi ucinnosti
0,048 % bylo dosazeno pii koncentraci 0,1 mM ZnCl», kdezto pti koncentraci 0 mM byla uc€innost
transformace téméf nulova. Transformacni u¢innost u mutovanych merodiploidnich kmenii Sp415-
418 byla témét nulova a koncentrace induktoru ZnClz nemé na vysledek transformacni uc¢innosti
zadny vliv. Vysledky tohoto experimentu naznacuji, Ze fosforylace GImM na obou serinovych
zbytcich S99 a S101 je nezbytn€ nutna pro funk¢nost tohoto enzymu, a tedy 1 pro zivotaschopnost
pneumokoka. K podobnym zavérim doSel rovnéz Jiti Krupicka ve své diplomové praci (Krupicka,

2014), ktery provedl obdobnou analyzu ovSem na pozadi Rx divokého typu S. pneumoniae.
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7.1.2 Vliv fosfoablativni zamény S99/101A genu glmM v nativnim lokusu
u merodiploidniho kmene Sp369 na Zivotaschopnost S. pneumoniae

Za ucelem prokazat, zda jsou aminokyselinové zbytky serinu v pozici 99 a 101 genu glmM

esencialni u S. pneumoniae, jsme ptipravili GImM-deplecni kmen Sp283 (R6, AgimM bga.::PczcD-

glmM-flag) a kmen Sp369 (R6, glmM S99/1014 bga::PczcD-gimM-flag), ktery obsahuje v

nativnim glmM dvé aminokyselinové zadmény serinu 99 a 101 za alanin. Oba kmeny koduji jesté

ektopickou kopii glmM-flag, pod kontrolou inducibilniho promotoru.

U téchto kmenti jsme sledovali v kontrolnich a limitnich (tzv. deple¢nich) koncentracich

induktoru rist v tekutém a na pevném médiu, morfologii bunék a expresi proteinu GlmM-Flag.

7.1.3 Priprava konstrukti
glmM S99/101A-okoli

Konstrukt glmM S99/101A-okoli, ktery byl pouzit pro ptipravu kmene Sp369 (viz kap. 7.1.4.)
byl pfipraven jako fuzni PCR produkt genu g/mM s okolnimi oblastmi. Pro tento Gcel jsme pouZili
Jiz existujici plasmid pZn-GIimM-S994-flag, ktery kdduje aminokyselinovou zdménu serinu v pozici
99 za alanin (Krupicka, 2014). V tomto plasmidu jsme pomoci soupravy QuikChange II Site—
Directed Mutagenesis Kit a oligonukleotidi AU65 a AU66 vytvoftili druhou aminokyselinovou
zaménu serinu 101 za alanin. Vysledny plasmid jsme nazvali pZn-glmM-flag-S99/1014 (viz
Obrazek 7).

Za Ucelem vytvoreni fuzniho konstruktu glmM S99/101A-okoli, jsme amplifikovali tfi PCR
produkty. Cast pfed genem ve sméru transkripce (fragment 1), vznikla amplifikaci templatu chDNA
z Spl kmene pomoci oligonukleotidii JK006 a AU99. Velikost tohoto fragmentu je 1107 pb. Déle
jsme amplifikovali pZn-gimM-flag-S99/1014 pomoci oligonukleotidi AU97 a AU9S, vznikl tak
PCR produkt gimM S99/1014 (fragment 2) o velikosti 1357 pb. Posledni ¢ast fuzniho proteinu je
cast za genem glmM ve sméru transkripce (fragment 3). Jako templat jsme opét pouzili chDNA z

Sp1 kmene, ktery jsme namnoZili pomoci JK009 a AU100. Velikost fragmentu 3 je 1118 pb.

Nasledn¢ jsme vSechny amplifikované fragmenty spojili fizni PCR pomoci oligonukleotida
JK006 a JKO009 za vzniku fuzniho konstruktu glmM S99/101A-okoli o velikosti 3582 pb. Pro
kontrolu, zda fuzni PCR probéhla spravné, jsme velikost konstruktu ovéfili separaci DNA
v agarozovém gelu (viz Obrazek 8) a podrobili sekvenaci. Schéma konstruktu glmM S99/101A-

okoli je zndzornéno na Obrazku 9.
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Obrazek 7
Schéma plasmidu pZn-gimM-flag $99/101A4

czeD: inducibilni zinkovy promotor; glmM: gen kodujici enzym GlmM; bgaAd a gatC: oblasti umoznujici homologni
rekombinaci vektoru do chromozomu S. preumoniae; tetM: gen pro rezistenci k tetracyklinu; bla: gen pro rezistenci
k ampicilinu.

ghmM $99/101A - okoli
[pb] M ﬂi

Obrazek 8

Kontrolni DNA elektroforéza v agar6zovém gelu - kontrola velikosti
konstruktu glmM S99/101A- okoli ziskaného fizni PCR amplifikaci
pomoci oligonukleotidi JK006 a JK009

Vlevo (M) standard molekulovych hmotnosti GeneRuler 1 kb Plus DNA
Ladder (Thermo Scientific). Vpravo fuzni PCR produkt glmM S99/101A-
okoli o velikosti 3582 pb amplifikovany oligonukleotidy JK006 a JK009.

4000 ==
3000 ==
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PezcD SSLA _— Sp369 (AglmM $99/1014 bga::PczcD-glmM-Flag)
Obrazek 9

Schéma vymény Janus kazety za konstrukt glmM S99/101A-okoli béhem piipravy kmene Sp369

V horni ¢asti obrazku je zndzornén konstrukt glmM S99/101A-okoli (pouzité PCR fragmenty i oligonukleotidy).
Uprostied obrazku je znazornéno schéma kmene Sp263 (AglmM::janus bga::PczeD-glmM-Flag), kde je pfevazna cast
genu glmM nahrazena Janus kazetou (JanusK). V dolni ¢asti obrazku je schéma vysledného kmene Sp369 (dglmM
8§99/101A4 bga::PczcD-glmM-Flag), kde je JanusK vloZena do nativniho glmM lokusu nahrazena za gimM S99/101A4-
okoli a obsahuje tak dvé aminokyselinové zamény na S99A a S101A. Vyznaceny jsou velikosti PCR produktd a
oligonukleotidy JK006 a JK012, které byly pouzity pro ovéfeni spravnosti piipravy kmene Sp369. Modie oznacen je
zinkovy promotor, zelené je oznacen gen glmM, ruzové je oznaceno okoli genu glmM a lokus bgaA je onacen Sedivou
barvou. Oranzovou barvou je vyznacena Janus kazeta, kterd nahrazuje ¢ast genu glmM, ktery je tak deaktivovan.

glmM-okoli

Konstrukt glmM-okoli, ktery byl pouZit pro konstrukei revertantniho kmene Sp392 (viz. kap.
7.1.4.), byl ptipraven amplifikaci nativni alely glmM s okolim podle templatu chDNA z divokého
kmene R6 (Sp208) za pomoci oligonukleotidi JK006 a JK009 (viz Obrazek 10).

JanusKAgimM

Pro deleci nativniho genu gimM S. pneumoniae jsme pouzili jiz pripraveny konstrukt
JanusKAglmM. Tento linedrni konstrukt o velikosti 3619 pb obsahuje Janus kazetu a dvé oblasti
homologni k oblastem obklopujicim nativni gen g/mM, které umoziuji jeho integraci do

chromozomu pomoci homologni rekombinace (Krupicka, 2014).

AJanus

Pro odstranéni Janus kazety z mista, kde se ptivodné nachazel gen glmM v nativnim lokusu

S. pneumoniae jsme pouzili jiz pfipraveny konstrukt AJanus. Tento linearni konstrukt obsahuje
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spojené dvé oblasti homologni k oblastem obklopujicim nativni gen g/mM, které umoziuji jeho

integraci do chromozomu pomoci homologni rekombinace (Krupicka, 2014).

7.1.4 Priprava kmeni

GlmM-deplecni kmen Sp283 (R6, AglmM bga::PczcD-glmM-flag), ktery ma odstranény nativni
gen glmM a obsahuje jen jeho kopii glmM-flag pod kontrolou PczcD promotoru, jsme piipravili
z kmene Sp263 (R6; AglmM::janus bga::PczcD-gimM-flag). V TSB médiu a v pfitomnosti
induktoru exprese 0,1 mM ZnCl; jsme do kmene Sp263 vlozili transformaci konstrukt AJanus,
ktery byl uréen k odstranéni Janus kazety. Ziskané transformanty byly Kan® a Str®. Kromé
ptisluSnych antibiotik byl pro selekci transformanti v geldze a v krevnim agaru ptitomen induktor

exprese ZnCl, v koncentraci 0,1 mM.

Na rozdil od GlImM-deple¢niho kmene Sp263 (Krupicka, 2014), neobsahuje neznaceny GImM-
deplecni kmen Sp283 ani Janus kazetu, ani koncové oblasti genu glmM (viz kap. 6.1.2.), coZ jsou

faktory, které by mohly ovlivnit fyziologii pfipraven¢ho kmene.

Dale jsme pfipravili kmen Sp369 (R6, gimM S§99/1014 bga::PczcD-glmM-flag), ktery nese
v nativnim glmM dvé zdmény serinu 99 a 101 za alanin a pod zinkovym promotorem ma vlozenu
divokou formu genu g/mM fuzovanou s Flagovou kotvou. Tento kmen jsme pfipravili z kmene
Sp263 (R6; AgimM::janus bga::PczcD-glmM-flag) vlozenim konstruktu glmM S99/101A-okoli
(viz Obrazek 9). Transformace prob¢hla v TSB médiu s koncentraci ZnCl, 0,1 mM. Ziskané
transformanty byly Kan® a Str®. Kromé& pfisluinych antibiotik byl pro selekci transformantti v

geloze pritomen induktor exprese ZnCl, v koncentraci 0,1 mM.

Pti pfeockovani transformantli na krevni agar byla pouZita koncentrace induktoru 0,3 mM, nebot’

pii niz8ich koncentracich ZnCl, transformanty na krevnim agaru nerostly.

Jako kontrolu jsme v predkladané diplomové praci pouzili merodiploidni kmen Sp245
(R6, bga::PczcD-glmM-flag), ktery obsahuje nativni g/mM a zaroven druhou kopii genu g/mM

fazovanou s Flagovou kotvou pod kontrolou PczeD promotoru (Krupicka, 2014).

Pro kontrolu skutecnosti, Ze fenotyp, ktery pozorujeme u kmene Sp369, je vysledkem bodové
zameény serinil v pozici 99 a 101 za alanin, jsme pfipravili revertantni kmen Sp392, ktery ma stejny
genotyp jako vychozi kontrolni kmen Sp245, ale byl pfipraven zpétnou postupnou rekombinaci
divoké formy genu glmM do kmene Sp369. Za timto ucelem jsme vlozili deleéni konstrukt
JanusKAglmM do kmene Sp369 (R6, glmM S$99/1014 bga::PczcD-glmM-flag). Transformace

probéhla vmédiu TSB s pfidavkem induktoru exprese o koncentraci 0,1 mM. Ziskané
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transformanty byly Kan® a StrS a jejich selekce probihala rovnéz za piitomnosti 0,1 mM ZnCl, v
geloze. V krevnim agaru byla pouzita koncentrace iduktoru exprese 0,3 mM. Tento ziskany kmen
jsme oznacili Sp391 (R6, AgimM::janus bga.:PczcD-glmM-flag) (viz Obrazek 10). Nasledné jsme
do kmene Sp391 transformaci vlozili PCR fragment gimM-okoli (viz kap. 7.1.3.) kédujici nativni
glmM a ziskany kmen oznacili jako Sp392 (R6; bga::PczcD-glmM-flag). Transformace probéhla
opét v TSB médiu s piidavkem induktoru exprese, nebot’ bez pfidavku ZnCl, by nebyl vychozi
kmen Zzivotaschopny. Pro vysev transformantti jsme pouzili gelézu se selekénim antibiotikem,;
vysledny kmen Sp392 je Kan® a Str®. Induktor exprese nebylo nutné do geldzy piidavat. Stejné tak

do krevniho agaru bylo pti dvoukrokové selekei transformantt pfidano pouze antibiotikum.
Nov¢ vzniklé kmeny jsme ovétili pomoci PCR (viz nize) a naslednou sekvenaci.

Naésledujici ctyfi odstavce dokumentuji verifikaci pfipravenych kmenti Sp283, Sp369, Sp391 a
Sp392 pomoci PCR a nasledné elektroforézy v agaréozovém gelu. Na Obrazcich 9 a 10 jsou

schematicky znazornény pouzité oligonukleotidy.
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Obrazek 10
Schéma vymény Janus kazety za konstrukt glmM-okoli béhem pi¥ipravy kmene Sp392

V horni ¢asti obrazku je znazornéno schéma kmene Sp391 (R6; AglmM::janus bga::PczceD-glmM-flag), kde je
prevazna ¢ast genu g/mM nahrazena Janus kazetou (JanusK). Zaroven jsou zde vyznaceny velikosti PCR produktt a
oligonukleotidy, které byly pouzity pro ovéteni spravnosti vlozeni deleéniho konstruktu JanusKAglmM do nativniho
lokusu genu glmM u kmene Sp391. Uprostied obrazku je znazornén konstrukt glmM-okoli (pouzité PCR fragmenty i
oligonukleotidy). V dolni ¢asti obrazku je schéma vysledného kmene Sp392 (R6, bga::PczcD-glmM-flag), kde je
JanusK nahrazena nativnim genem glmM, tedy konstruktem glmM-okoli. Vyznaéeny jsou velikosti PCR produktd a
oligonukleotidy JK006 a JK012, které byly pouzity pro ovéfeni spravnosti piipravy kmene Sp392. Modie oznacen je
zinkovy promotor, zelené je oznacen gen glmM, ruzové je oznaceno okoli genu glmM a lokus bgaA je onacen Sedivou
barvou. OranZovou barvou je vyzna¢ena Janus kazeta, ktera nahrazuje ¢ast genu glmM, ktery je tak deaktivovan.

Chromozomalni DNA GlmM-deple¢niho kmene Sp283 jsme amplifikovali oligonukleotidy
JK006 a JK0012 a ziskali PCR fragment o pfedpokladané velikosti 2224 pb. Jako kontrolu jsme
pouzili produkt PCR amplifikace podle templatové chDNA z kmene Sp263, kde je vlozena Janus
kazeta, a tedy PCR fragment koresponduje s prouzkem na elektroforetogramu o velikosti 3663 pb

(Obrazek 11).
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Obrazek 11
Elektroforetogram kontrolnich PCR fragmentii u kmene Sp283 - ovéfeni integrace konstruktu AJanus do kmeni
Sp263 (odstranéni Janus kazety) s pouZitim oligonukleotidi JK006 a JK012.

Vlevo (M) standard molekulovych hmotnosti GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific).
1. PCR produkt kontrolniho kmene Sp263 odpovida velikosti 3662 pb,
2.-3. Testované PCR produkty klont ¢islo 1 a 2 u kmene Sp283 koresponduji s oéekavanou velikosti 2224 pb.

Chromozomalni DNA kmene Sp369 jsme amplifikovali oligonukleotidy JKO006 a JKO12
(Obrazek 9). Jako pozitivni kontrolu jsme pouzili chDNA z kmene Sp208. Ocekavana velikost
obou fragmenti byla 3577 pb. Jako negativni kontrola poslouzila PCR amplifikace pomoci
oligonukleotidii JK012 a JKO13 podle templatu chDNA z kmene Sp369. Oligonukleotid JKO013 je
komplementarni k sekvenci leZici v Janus kazetg, takZe u spravné ptipravené¢ho kmene Sp369, ktery
Janus kazetu béhem transformace ztratil, nedojde k amlifikaci. Vysledky amplifikace shrnuje

Obrazek 12.

[pb]

4000 ==

3000==

Obrazek 12
Elektroforetogram kontrolnich PCR fragmentii u kmene Sp369 — ovéieni integrace konstruktu glmM S99/101A-
okoli do kmene Sp263. PCR produkty amlifikovany pomoci oligonukleotidi JK006 a JK012.

Vlevo (M) standard molekulovych hmotnosti GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific).
1. Negativni kontrola Sp369 amplifikace JK012 a JK013 nevznikne zadny produkt.

2. Pozitivni kontrola — chDNA kmene Sp208 amplifikace JK006 a JK012 o velikosti 3577 pb.

2. Sp369 klon ¢.57 — PCR produkt amplifikace JK006 a JK012 o predpokladané velikosti 3577 pb.
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Obrazek 13

Elektroforetogram kontrolnich PCR fragmenti u kmene Sp391 - ovéieni integrace JanusKAglmM do Sp369
pomoci oligonukleotidid JK006 a JG29 a ovéfeni spravné polohy Kkonstruktu na chromosomu pomoci
oligonukleotidi JK012 a JKO013.

Vlevo (M) standard molekulovych hmotnosti GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific).
1. Negativni kontrola Sp245 (oligonukleotidy JK006 a JG29) — nevznikl zddny PCR produkt
2.-5. Sp391 klony ¢.1-4 (oligonukleotidy JK006 a JG29) - PCR produkt o ptedpokladané velikosti 2475 pb.

6. Ovéteni polohy na chromozomu u kmene Sp391 klon €.1 pomoci oligonukleotidii JK013 a JKO12 — PCR produkt o
predpokladané velikosti 1628 pb.

Zpétné vlozeni konstruktu JanusKAglmM do kmene Sp369 jsme ovéfili amplifikaci templatove
chDNA z kmene Sp391 pomoci oligonukleotidii JK006 a JG29 (Obrazek 10), kde vznikl produkt
o¢ekavané velikosti 2475 pb. Jako negativni kontrolu jsme pro PCR reakci pouZili chDNA z kmene
Sp245, kde nebyl ocekavan zadny produkt amplifikace. Nasledné jsme jesté ovéftili, zda je konstrukt
JanusKAglmM v chromozomu Sp391 na spravném misté, €ili v origindlnim lokusu genu g/mM. Pro
tento ucel jsme pouzili oligonukleotidy JK013 a JK012 (Obrazek 10). JK013 je komplementarni k
casti sekvence uvnitf Janus kazety a JKO012 je komplementarni k casti sekvence lezici na
chromozomu S. pneumoniae mimo rekombinovanou oblast. Vznikl PCR produkt o ocekavané

velikosti 1628 pb (Obrazek 13).

K ovéfeni spravného vlozeni konstruktu glmM-okoli, kodujici nativni gen glmM, do kmene
Sp391 za vzniku kmene Sp392 jsme aplikovali PCR s oligonukleotidy JK006 a JK012 (Obrazek
10). Vznikl produkt o velikosti 3577 pb. Jako pozitivni kontrola byla pouzita chDNA kmene Sp208

84



(3577 pb) a jako negativni kontrola chDNA kmene Sp391. Kontrolni DNA elektroforézy produkta

PCR jsou znazornény v Obrazku 14.

[pb]

4000 ==

3000 —=—

Obrazek 14
Elektroforetogram kontrolnich PCR fragmentii u kmene Sp392 - ovéieni spravného vloZeni konstruktu glmM-
okoli do kmene Sp391 pomoci oligonukleotidiu JK006 a JKO012.

Vlevo (M) standart GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific).
1. Aplifikace chDNA kmene Sp392 oligonukleotidy JK006 a JK012 za vzniku produktu o ocekavané velikosti 3577 pb.

2. Pozitivni kontrola — amplifikace chDNA kmene Sp208 s pouzitim oligonukleotidii JK006 a JK012 s oéekavanym
produktem o velikosti 3577 pb.

3. Negativni kontrola — amplifikace chDNA kmene Sp391 s pouzitim oligonukleotidti JK006 a JK012. Nevznikl Zadny
produkt.

7.1.5 Charakterizace mutantniho kmene Sp369

Vramci této diplomové prace jsme charakterizovali kmen Sp369 (R6, glmM S99/1014
bga::PczcD-glmM-flag). Testovali jsme jeho schopnost ristu na pevném médiu pii rtiznych
koncentracich ZnCl,, induktoru exprese ektopické kopie genu gimM. Dale jsme testovali rist
v tekutém C+Y médiu za stejnych podminek. Kromé testli ristu jsme monitorovali expresi fizniho

proteinu GImM-Flag v gradientu ZnCl a analyzovali morfologii bunék.

Rist kmene Sp369, bez pridavku induktoru exprese ektopické formy proteinu GlmM, je klicovy
pro dikaz esenciality serinovych zbytkli v pozici 99 a 101 fosfoglukozaminmutédzy. Pti kultivaci s
induktorem jsme u tohoto kmene pfedpokladali rist srovnatelny s kontrolnim kmenem Sp245. V
ptipadé¢ kultivace bez induktoru jsme ocekavali bud’ podobné ristové vlastnosti jako s induktorem,
coz by naznacCovalo, Ze tyto dva serinové zbytky esencidlni nejsou, anebo by kmen nebyl
zivotaschopny, coz by znamenalo, ze tyto dva serinové zbytky jsou esencialni pro zZivotaschopnost

bakterie S. pneumoniae.

Riist kmene Sp369 byl porovnavan s GImM-deplecnim kmenem Sp283, ktery ma odstranény
nativni gen glmM a koduje rovnéz ektopickou alelu genu glmM-flag pod inducibilnim promotorem

PczcD a jeho zivotaschopnost je striktné zavisla na pfitomnosti induktoru exprese ZnCl, v médiu.
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Pokud je fosforylace serinovych zbytkil v pozici 99 a 101 nezbytna pro funkénost GlImM, tak oba
tyto kmeny Sp283 a Sp369 se budou chovat podobné.

Ve vSech testech jsme jako kontrolu pouzivali merodiploidni kmen Sp245 (R6; bga::PczcD-
glmM-flag). Tento kmen obsahuje dvé kopie genu glmM na chromozomu — nativni, jehoz exprese

probiha konstitutivné a ektopickou, kterd je pod kontrolou inducibilniho promotoru.

7.1.6 Analyza nadprodukcéniho fenotypu merodiploidniho kmene Sp245 v C+Y
médiu s riznymi koncentracemi ZnCl,

U merodiploidniho kmene Sp245 (R6, bga::PczcD-glmM-flag) jsme provedli test nadprodukce
GImM pii riznych koncentracich ZnCl,. Jako kontrolni hladinu jsme pouzili koncentraci ZnCl»
0,2 mM, nebot’ pfti této koncentraci induktoru dosahuje kultura nejvyssich optickych denizit a rist je
velmi podobny divokému typu S. pneumoniae. Jako nadprodukéni hladiny jsme pouzili koncentrace
0,3 a 0,4 mM, nebot’ pfi vyssich koncentracich dochézi k inhibici ristu Zn?" ionty, kultura roste
velmi pomalu a nedosahuje tak vysokych optickych denzit (data nejsou uvedena), jako pfii kontrolni

hladin€ induktoru. Vysledky jsou zndzornény v Grafu 2.
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0
0 50 100 150 200 . 250 300 350 400 450 500
Cas (minuty)
Graf 2

Logaritmické vyneseni reprezentativniho grafu ristu kmene Sp245 v médiu C+Y v riizné koncentraci ZnClz
(0 - 0,4 mM).
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Kdyz kultury dosahly optické denzity 0,3, odebrali jsme vzorky na mikroskopickou analyzu
morfologie v rezimu fazového kontrastu. Z mikroskopickych snimki, zndzornénych na Obrazku

15, je vidét, ze vyssi hladina induktoru nema na morfologii bunék pozorovatelny vliv.

0.2mM ZnCl; 05 mMZnCl, 0.4 mM ZnCl,
-
N =4

5um

Obrazek 15
Morfologie merodiploidniho kmene Sp245 pii nadprodukénich hladinach induktoru exprese genu glmM

Na prvnim obrazku je mikroskopicky snimek merodiploidniho kmene s kontrolni hladinou induktoru ZnCl,, kde bunky
nevykazuji zadné defekty. Ani zvySena hladina induktoru na dvojnasobnou koncentraci v médiu nezptsobila Zadnou
zménu v morfologii bunék.

7.1.7 Rust kmenit Sp283 a Sp369 v tekutém médiu C+Y

Abychom prokazali esencialitu fosforylace na serinovych zbytcich v pozici 99 a 101 proteinu
GImM u S. pneuminiae, bylo tfeba zmonitorovat riist kmenti Sp283 a Sp369 (viz Graf 3 a 4,
Obrazek 16). Kromé riistu jsme sledovali také morfologii buné€k pomoci mikroskopie (kap. 7.1.9.)

a hladinu exprese proteinu GImM-Flag pomoci imunodetekce (viz kap. 7.1.10.).

Kultivace kment bez ptidavku ZnCl, a v pfitomnosti kontrolni hladiny 0,2 mM ZnCl, v médiu
probihala tak, Ze jsme z rozmrazené glycerolové konzervy zaockovali 200 pl bakteridlni suspenze
do 10 ml temperovaného C+Y média na teplotu 37 °C s ptislusnou koncentraci induktoru. Nésledné
jsme odebrali 3,3 ml kultury do uzaviratelné kyvety, ve které jsme provadéli automatické meéteni pii
vlnové délce 600 nm v pravidelnych 10-ti minutovych intervalech. V nésledujicich grafech jsou
uvedeny zprimérované hodnoty ze tfech méfeni, z nichZ nejvyssi smérodatnd odchylka dosahuje

0,09.

Jak jiZ bylo popsano v diplomové praci Jiftho Krupicky (2014), GImM-deple¢ni kmen Sp263
je zivotaschopny pouze v médiu s pridanym induktorem exprese ZnClo. V téchto podminkach

dosahuje kultura vysokych optickych denzit a riist je srovnatelny s ristem WT. Bez piidaného
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induktoru dochazi k lyzi bunék. Stejné chovani v deple¢nich hladinach induktoru exprese jsme
ptedpokladali a bylo to potvrzeno i u nové vytvofené¢ho neznac¢ené¢ho GlmM-deplecniho kmene
Sp283 (Graf 3.). To znamena, Ze Janus kazeta pfitomnd u kmene Sp263 nema vliv na pozorovany
fenotyp. Rovnéz kmen Sp369 vykazoval stejné vlastnosti jako kmen Sp283, a tedy jeho schopnost
ristu byla striktné zavisld na pfitomnosti ZnCl, v médiu (Graf 3). Ztohoto pozorovani lze
konstatovat, ze exprese genu glmM s dvojnasobnou fosfoablativni zdménou S99/101A neni pro
preziti pneumokoka dostatecnd. Jinymi slovy lze tvrdit, Ze fosforylace proteinu GImM na
serinovych zbytcich v pozici 99 a 101 je nezbytna pro funk¢nost tohoto esencidlniho enzymu. Jako
kontrola rstovych vlastnosti byl pouzit merodiploidni kmen Sp245, jehoz rist neni zévisly na
ptitomnosti ZnCl, v médiu. Také revertantni kmen Sp392 ptipraveny zpétnym vlozenym nativniho
genu g/mM do kmene Sp369 vykazuje rist nezavisly na ZnCl> v médiu (Graf 3), coZ znamena, Ze
pozorovany defekt v ristu kmene Sp369 bez piidavku ZnCl> je zpisoben Ubytkem hladiny

funkéniho proteinu GImM v burice.

Abychom potvrdili, Zze u deplecniho kmene Sp283 a mutantntho kmene Sp369 s
aminokyselinovymi zdménami dojde ke komplementaci deplece GImM (obnoveni ristu, plvodni
morfologie a hladiny exprese ektopické kopie g/mM), provedli jsme experiment s naslednym
pridanim induktoru ke kultute kultivované ptivodné bez zinec¢natych iontti v médiu. GImM-deple¢ni
(Sp283) a fosfoablativni kmen (Sp369) s aminokyselinovymi zaménami v nativnim lokusu genu
glmM jsme zaockovali v duplikatech v médiu bez zinec¢natych iontl a v 5. hodiné kultivace jsme v
jedné kultute z duplikat zvysili koncentraci induktoru na kontrolni hladinu 0,2 mM ZnCl,. Kromé
monitorovani ristu, jsme opét prubézné sledovali morfologii vSech kment (Sp245, Sp283, Sp369 a
Sp392) pomoci mikroskopie (viz kap. 7.1.9.) a rovnéz hladinu exprese proteinu GlmM-Flag (viz
kap. 7.1.10.), a to v ¢asech 3, 6, 7 a 11 h. Rastové kiivky jsou zndzornény v Grafu 4.

U obou kmel Sp283 a Sp369 doslo v kultufe s dodate¢né pfidanym induktorem k obnoveni
rustu, ale doba zdvojeni byla del$i nez u kontrolniho kmene (shodné€ u obou kmenti 67 minut). Oba
kmeny, které zlstaly bez dodate¢ného ptidavku ZnCl, zlyzovaly a jiz dale nerostly. Kdyz kultury s
dorovnanou hladinou induktoru dosahly optické denzity 0,4, ptevedli jsme kulturu do konzervy s 15
% glycerolem a zamrazili na -80 °C. Nasledujici den jsme stejné jako u prvniho pokusu zaockovali
deple¢ni kmen Sp283 s kontrolni hladinou induktoru a Sp283, u niz byla koncentrace induktoru
vyrovnana v ¢ase 5 h z 0 mM na 0,2 mM ZnCl,, do média s kontrolni hladinou 0,2 mM ZnCl.
Stejnym zplisobem jsme zaockovali 1 fosfoablativni kmen Sp369. U obou kmeni jsme zaznamenali
behem prodlouzené kultivace casovy posun v pribehu ristu oproti kontrolnimu kmeni, kde byla od

zacatku kultivace hladina zine¢natych iontt 0,2 mM, avSak doba zdvojeni je u obou kultur témét
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stejnd. V pripade kultur, které nebyly exponovany depleci zine¢natych iontd, ,je doba zdvojeni u
kmene Sp283 41 minut a u kmene Sp369 40 minut. U zmrazenych kultur téchto kmeni, které byly
vystaveny depleci zine¢natych iontd, je doba zdvojeni shodné 42 minut u obou kment. Ristové
kiivky jsou znazornény v Grafu 5 a 6. Tento fakt ukazuje, ze po pfidani zinec¢natych iontii k
deplenimu kmeni Sp283 (R6; AglmM bga::PczeD-glmM-flag) a mutantnimu kmeni s
aminokyselinovymi zdménami v nativnim glmM Sp369 (R6; gimM S99/101A bga::PczcD-glmM-
flag) dochazi k uplnému obnoveni ristu v porovnani s kmeny s kontrolni hladinou induktoru a tedy,

ze pozorovany defekt v ristu je zplisoben tbytkem GImM v buiice.
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Graf 3

Logaritmické vyneseni ristu kmeni Sp 245, 369, 283, 392 v médiu C+Y bez pridavku induktoru
exprese a s kontrolni hladinou 0,2 mM ZnCl.. Graf pfedstavuje primérné hodnoty ziskané ze tii
nezavislych experiment méfenych v duplikatu. T3, T6 a T7 jsou Casy odbéru vzorkl na mikroskopickou
analyzu a imunodetekci. Chybové Gsecky reprezentuji stfedni chybu praméru.

——5p369-0 mM
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Graf 4

Logaritmické vyneseni ristu kmenu Sp283 a 369 v médiu C+Y s dodatecnym pridanim 0,2 mM ZnCl: do
média Graf predstavuje primérné hodnoty ziskané ze tii nezavislych experimentti. V ¢ase T5 byl do kultur
pfidan induktor exprese. T3, T6 a T7 jsou Casy odbéru vzorkt na mikroskopickou analyzu a imunodetekei.
Chybové¢ usecky reprezentuji stfedni chybu primeéru.
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Graf 5
Logaritmické vyneseni obnoveného ristu kmene Sp283 po pridani induktoru exprese a po prodlouZené
kultivaci v médiu C+Y. T11 je ¢as odbéru vzorkli na mikroskopickou analyzu a imunodetekci. Graf
predstavuje prumérné hodnoty ziskané ze tfi nezavislych experimentd. Chybové usecky reprezentuji stfedni
chybu priméru.
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Graf 6

Logaritmické vyneseni obnoveného ristu kmene Sp369 po pridani induktoru exprese a po prodlouZené
kultivaci v médiu C+Y. T11 je ¢as odbéru vzorkd na mikroskopickou analyzu a imunodetekci. Graf predstavuje
pramérné hodnoty ziskané ze tii nezavislych experimentd. Chybové tsecky reprezentuji stfedni chybu primeéru.
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7.1.8 Test ristu na pevném médiu

Dale byl proveden test rastu kmenti Sp245, Sp283, Sp369 a Sp392 na krevnich miskach bez
ptidavku ZnCl, iont a s kontrolni hladinou 0,3 mM ZnCl; (viz Obrazek 16.). Z vysledkl testl
vyplyva, ze GlmM-deplecni kmen Sp283, stejné jako fosfoablativni kmen Sp369 bez piidavku
induktoru exprese ZnCl, na krevnich miskach, podobné jako v tekutém médiu (viz kap. 7.1.7.),
neroste. Jako kontrolni kmen byl pouzit merodiploidni kmen Sp245 a revertantni kmen Sp392,

jejichz riist neni na ptitomnosti ZnCl, v médiu zavisly.

0 mM ZnCl, 0,3 mM ZnCl,

Sp283

Sp245

Sp392 = rr—— Sp369

Sp392

Obrazek 16
Test rustu kmenii Sp283, Sp245, Sp392, Sp369 na pevném krevnim mediu s 0 a 0,3mM koncentraci ZnCl,

7.1.9 Morfologie bunék kmenit Sp283 a Sp369

Abychom ov¢éfili, jestli buitky kmenti Sp283 a Sp369 po piidani ZnClo komplementuji defektni
fenotyp nedostate¢né hladiny funkcéniho proteinu GlmM, provedli jsme mikroskopickou analyzu

pted a po pfidani induktoru exprese proteinu GImM.

Béhem kultivace jsme pribézné odebirali vzorky na mikroskopickou analyzu morfologie bunck.
Vzorky jsme odebrali v Case 3, 6, 7 a 11 hodin (viz Grafy 3-6). V paté hodin¢ kultivace jsme u ¢asti
vzorkl Sp283 a Sp369 dodatecné vyrovnali koncentraci induktoru na kontrolni hladinu a v ase 6, 7

a 11 hodin jsme sledovali, jestli tyto buitky obnovi svoji piivodni morfologii.

Mikroskopické snimky (Obrazky 18 a 19) ukazuji, ze v case 3 hodiny bunky Sp283 a Sp369

kultivované bez induktoru vykazuji morfologické defekty. Jsou protdhlé, maji citronovity tvar a
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sklon k pfedc¢asné lyzi. Je zfejmé, Ze v nepfitomnosti zineCnatych iontd nedochdzi k expresi
proteinu GImM a buniky maji problém se syntézou bunécné stény a s délenim. U vzorkd Sp283 a
Sp369 s dodatecn¢ zvySenou koncentraci ZnCl, na kontrolni hladinu jsou po 6-ti hodinach kultivace
jeste stale vidét pozustatky defektl bunék, avSak po 7-mi hodinach kultivace, tedy 2 hodiny po
zvySeni hladiny ZnCl,, uz maji tyto buiitky obnovenou svoji piivodni morfologii a vypadaji stejné
jako kmeny Sp283 a Sp369, u kterych byl induktor ZnCl> pfidan od zacatku kultivace nebo jako
kontrolni kmen Sp245 ¢i revertantni kmen Sp392 (Obrazek 17).

Vysledky z mikroskopické analyzy tak potvrzuji fakt, Ze fosforylace serinovych zbytkl v pozici

99 a 101 proteinu GImM je nezbytné nutna pro jeho aktivitu a pteziti bakterie S. pneumoniae.
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3h 6h 7h

Sp245 Sp245
0 mM Zn(Cl, 0,2 mM ZnCl,

Sp392
0,2 mM ZnCl,

Sp392
0 mM ZnCl,

Obriazek 17

Morfologie kmenti Sp245 a Sp392 v C+Y médiu bez induktoru a s kontrolni hladinou induktoru (0,2 mM Zn Cl).
Mikroskopické snimky byly potfizeny po 3, 6, a 7 h kultivace.
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0 mM ZnCl,
ZnCl, vyrovnan
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11h ol
Sp283
0 mM ZnCl,
ZnCl, vyrovnan
v ¢ase 5hna 0,2 mM
Obrazek18

Morfologie GlImM-deplecniho kmene Sp283 v C+Y médiu bez induktoru a s kontrolni hladinou induktoru (0,2
mM ZnCl). U kmene Sp283 kultivovaného bez ZnCl, byla hladina ZnCl, dodate¢né dorovnana v case 5 h.
Mikroskopické snimky byly pofizeny po 3, 6,7 a 11 h kultivace.
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3h 6h 7h

Sp369
0,2 mM ZnCl,

CHARAKTERISTICKY
CITRONOVITY TVAR

Sp369
0 mM ZnCl,

PRODLOUZENA

BUNKA

Sp369
0 mM ZnCl,
ZnCl, vyrovnan
v ¢ase 5hna 0,2 mM

11h S um

Sp369
0 mM ZnCl,
7nCl, vyrovnan
v ¢ase 5hna 0,2 mM

Obrazek19

Morfologie kmene Sp369 v C+Y médiu bez induktoru a s kontrolni hladinou induktoru (0,2 mM ZnCl>).

U kmene Sp369 kultivovaného bez ZnCl, byla hladina ZnCl, dodatecné dorovnana v ¢ase 5 h. Mikroskopické snimky
byly pofizeny po 3, 6, 7 a 11 h kultivace.
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7.1.10 Ovéreni exprese GImM-Flag

Abychom ov¢tili expresi proteinu GlmM-Flag, provedli jsme imunodetekci protilatkou Anti-
Flag proti fuznimu proteinu GlImM-Flag. Vzorky pro imunodetekci jsme odebrali v ¢ase 3h, 6h, 7h
a v kmenech s dodatecn¢ piidanym induktorem, coz bylo provedeno po 5-ti hodinach kultivace, 1
v Case 11h. Z imunodetekce je ziejmé, ze exprese GlmM-Flag je zavisld na piitomnosti ZnCl,
v médiu. Intenzita signdlu na Obrazku 20. ukazuje, Ze jiz hodinu po ptfidani induktoru, u vzorkl
kultivovanych pivodné bez ZnCl,, byla obnovena exprese GlmM-Flag. Toto pozorovani je
v souladu s mikroskopickou analyzou, kde k ¢astecnému obnoveni morfologie divokého typu
dochazi také béhem jedné hodiny po piidani ZnCly ke kulturdm kmenti Sp283 a Sp369. Uplna

morfologicka komplementace je pozorovana dvé hodiny po piidavku ZnCl, (viz Obrazek 18 a 19).

Sp245 Sp 283 Sp369 Sp392
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7h 11h  3h 6h 7h 11h 3h 6h 7h

Obrazek 20
Exprese proteinu GiImM-Flag

Kultivace probihala v médiu C+Y v pfitomnosti 0,2 mM ZnCl, a bez né&j. Byly pouzity dva kontrolni kmeny
(merodiploidni kmen Sp245 a revertantni kmen Sp392), dale deple¢ni kmen Sp283 a mutantni kmen Sp369. V case 3h
byly odebrany vzorky pro imunodetekci, pfed dodatecnym pfidanim induktoru exprese do média. V kultivacich bez
ZnCl, nebyl detekovan zadny signal exprese GImM. V ¢ase 5 h byl do kultiva¢niho média kmene Sp283 a Sp369 bez
ZnCl, doplnén induktor exprese na kontrolni hladinu 0,2 mM (v obrazku oznaceno jako komplementace). V case 6, 7 a
11 hodin byly odebrany dalsi vzorky pro imunodetekci a u kment kultivanych s dodate¢né piidanym induktorem
exprese byl jiz 1 hodinu po pfidani detekovan signal exprese GImM v buiikdch. Imunodetekce proteinu GlImM-Flag
byla provedena pomoci Anti-Flag protilatky.

7.1.11 Morfologie GImM-deplecniho kmene Sp261 v redlném case

K pozorovani morfologickych defektli v redlném case u GlmM-deple¢niho kmene Sp261 (Rx,
AglmM:;janus bga::PczcD-glmM-flag) jsme vyuzili metodu ¢asosbérné mikroskopie neboli time-
lapse microscopy. Kmen Sp261 byl kultivovan v médiu C+Y v pfitomnosti kontrolni (0,2 mM)
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hladiny induktoru ZnCl, a pfi deple¢ni hladin¢ induktoru (0,1 mM), sklizen v exponencidlni fazi
rastu a podroben mikroskopické analyze. Buiiky Sp261 kultivované pfi kontrolni hladiné ZnCl; se
déli standardnim zplsobem bez jakychkoliv morfologickych defektii, ale bunky kultivované v
médiu pii deplecni koncentraci ZnCl, vykazuji rizné morfologické aberace. Buiiky se déli pomaleji,
jsou protahlejsiho tvaru a tvofi napadné defekty citrénovitého tvaru, které néasledné rychle lyzuji
(Obrazky 21 a 22). Z ¢asovych divodu byla ¢asosbérnd mikroskopie provedena pouze na kmeni
Sp261. V budoucnu je vSak planovéno experiment zopakovat na neznaceném GlmM-deplecnim

kmeni Sp283 (R6,; AglmM bga::PczcD-glmM-flag).
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Obriazek 21

Morfologie bunék GlmM-deple¢niho kmene Sp261 (Rx; AgimM::janus bga::PczcD-glmM-flag) v médiu C+Y s
kontrolni hladinou induktoru 0,2 mM. Sckvence mikroskopickych snimkl pofizena metodou casosbérné

mikroskopie.
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Obrazek 22

Morfologie bunék GlImM-deple¢niho kmene Sp261 (Rx; AgimM::janus bga::PczcD-glmM-flag) v médiu C+Y s
deple¢ni hladinou induktoru 0,1 mM. Sekvence mikroskopickych snimkii potfizena metodou ¢asosbérné mikroskopie.

100



7.2 Lokalizace fosfoglukozaminmutazy GImM v burice

Abychom mohli urc€it lokalizaci proteinu GImM v buiice, pfipravili jsme merodiploidni kmeny
Sp331 a Sp332 kodujici dvé kopie genu g/mM: nativni gen exprimovany konstitutivné a jeho
ektopickou kopii fuzovanou s GFP fluorescencni znackou, jejiz exprese je pod kontrolou

inducibilniho zinkového promotoru.

7.2.1 Priprava plasmidu pJWV25-glmM

Pro ptipravu konstruktu pJWV25-glmM jsme pouzili vektor pJWV25, ktery jsme nastépili
restrikénimi endonukledzami Spel a Nofl. Dale jsme amplifikovali glmM-flag podle templatu
chromozomalni DNA kmene Sp217 (Rx; bga::PczcD-glmM-flag,; laboratorni  archiv)  pomoci
Nasledné prob¢hla ligace obou fragmentd a transformace do bunék E. coli DH5a. Tento kmen byl
oznacen Ec255. Spravost pipravené¢ho plasmidu pJWV25-glmM byla ovéfena sekvenaci. Mapa

vektoru je znazornéna na Obrazku 23.
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pJVW25-glmM

9958 pb

Obrazek 23
Plasmid pJVW25-glmM

czeD: inducibilni zinkovy promotor; gfp: gen kodujici GFP; glmM: gen kodujici enzym GlmM; bgaA a gatC: oblasti umoziujici
homologni rekombinaci vektoru do chromozomu S. pneumoniae; tetM: gen pro rezistenci k tetracyklinu; bla: gen pro rezistenci k
ampicilinu; GFP-kotva: sekvence kodujici GFP-kotvu, Pvul: pouzita restrikéni endonukledza.

7.2.2 Transformace plasmidu pJWV25-glmM do chromozomu S. pneumoniae

Ptipraveny vektor pJVW25-gimM jsme linearizovali pomoci restrikéni endonukleazy Pvul a poté
pouzili pro transformaci do divokého typu Rx (Sp1) a R6 (Sp225) za vzniku Tet® merodiploidnich
kmenid s ektopickou kopii fazniho proteinu GFP-GImM, jehoZz exprese podléhd kontrole
inducibilniho zinkového promotoru P..p. Tyto kmeny jsme oznaili Sp331 (Rx; bgaA::PczcD-gfp-
glmM) a Sp332 (R6; bgaA::PczcD-gfp-glmM). Spravnost inzerce fuze PczeD-gfp-glmM do lokusu

bgaA ziskanych kment jsme ovéfili koloniovou PCR (data nejsou uvedena).

Abychom ovéfili, ze fuzni protein GFP-GImM je v bunkach S. pneumoniae funkeni, odstranili
jsme z kmenti Sp331 a Sp332 gen glmM z nativniho lokusu pomoci konstruktu JanusKAglmM.
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Transformace konstruktu JanusKAglmM do Sp331 ¢i Sp332 probéhla v médiu TSB s pridavkem
0,1 mM ZnCl,, a vysledné kmeny, které byly Kan® a StrS, jsme oznagili Sp367 (Rx; AglmM: :janus
bga::PczcDczc-gfp-glmM) a Sp368 (R6, AglmM::janus bga::PczcDe..-gfp-glmM). Piedpokladali
jsme, Ze jestlize bude riist kment Sp367 a Sp368 zcela zavisly na pfitomnosti ZnCl, v médiu, bude
to znamenat, ze fuzni protein GFP-GImM je funk¢ni a jeho exprese je postacujici pro preziti

mikroorganismu.

Spravné vlozeni konstruktu JanusKAglmM v kmenech Sp367 a Sp368 bylo ovéfeno pomoci
koloniové PCR. Byli pouzity oligonukleotidy JK013 a JKO012 z nichz jeden je komplementarni
k sekvenci lezici v Janus kazet¢ a druhy k sekvenci na chromozomu, kterd lezi mimo
rekombinovanou oblast. Vznikl produkt ofekévané velikosti je 1628 pb. Jako negativni kontrola
byla pouzita chromozomélni DNA kmene Spl, jako pozitivni kontrola byla pouZita chromozomalni
DNA kmene Sp261, ktery také obsahuje Janus kazetu. Ovéfeni vloZeni JanusKAgImM v kmenech
Sp367 a Sp368 je nazornéno na Obrazku 24.

[pb]

2000 ==
1500 == | S—

Obrazek 24
Elektroforetogram kontrolnich PCR fragmentid u kment Sp367 a Sp368 - ovéieni spravného vloZeni konstruktu
JanusKAglmM do kment Sp331 a Sp332 pomoci PCR a oligonukleotidi JK013 a JK012

Vlevo (M) standard molekulovych hmotnosti GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific).

1. Negativni kontrola chromozomalni DNA Spl — nevznikl Zadny produkt.

2. Pozitivni kontrola chromozomalni DNA kmene Sp261 — vznikl produkt o velikosti 1628 pb.

3. Ovéteni spravného vlozeni konstruktu JanusKAglmM v kmeni Sp367 za vzniku produktu o ocekavané velikosti 1628 pb.
4. Ovéteni spravného vlozeni konstruktu JanusKAglmM v kmeni Sp368 za vzniku produktu o ocekavané velikosti 1628 pb.
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7.2.3 Test exprese GFP-GImM

Pro stanoveni optimalni hladiny exprese fuzniho proteinu GFP-GImM jsme na proteinovych
lyzatech kment Sp331, resp. Sp332 kultivovanych v TSB médiu provedli imunodetekci s pouzitim
konjugované protilatky anti-GFP a detekovali jsme protein, ktery velikostné odpovidal GFP-GImM
(74,4 kDa). U obou kment se signal s rostouci koncentraci induktoru exprese v médiu zvétSoval.
Jako negativni kontrolu jsme pouzili proteinovy lyzat kultur s nulovou koncentraci induktoru ZnCl,

(viz Obrazek 25).

Abychom ov¢tili, zda neni rozdilny signal exprese proteinu GFP-GImM zplsoben rozdilnou
nanaskou proteinového lyzatu, ovéfili jsme rovnomérnost nanasky proteinti na 1D SDS-PAGE gel

prostfednictvim imunodetekce proti proteinu RpoA (a-podjednotka RNA polymerazy).

Pro nasledujici riistové experimenty byla jako optimalni hladina induktoru exprese zvolena
0,2 mM koncentrace ZnCl> v médiu, kdy je jiz exprese GFP-GImM srovnatelna s hladinou proteinu

detekovanou pfi 0,3 mM koncentraci ZnCl,.

I Sp331 I Sp332
[kDa] | 0 005 o1 02 03 | 0 005 01 02 03
g0 — | |
I I .
e '--I —-—a_eay icr
58 — | I
46 — | I
| |
. - . £y . I ....- Anti-RpoA
32 — | |
Obrazek 25

Imunodetekce GFP-GImM protilatkou anti-GFP a anti-RpoA.

Exprese proteinu GFP-GImM byla stanovena v pfitomnosti rizné koncentrace ZnCl, (0-0,3 mM) v médiu u kmene
Sp331 (vlevo) a Sp332 (vpravo). Exprese Gfp-GlmM byla vizualizovana imunodetekci pomoci protilatky anti-GFP.
Jako kontrola stejné nanaSky proteinil na gel poslouzila imunodetekce pomoci protilatky Anti-RpoA. Velikost fuzniho
proteinu GFP-GImM je 74,4 kDa, zatimco RpoA putuje kolem 35 kDa.

7.2.4 Test rustu kmeniu exprimujicich fuzni protein GFP-GImM

Abychom vyloucili pochybnosti, Ze fuzni protein GFP-GImM je nefunkéni a zaroven vyrazné
neovlivituje fyziologii S. prneumoniae, zmétili jsme rastové kiivky kmenti Sp367, resp. Sp368 a

porovnali s kmeny Sp331, resp. Sp332. Jako kontrolu jsme pouzili kmeny Spl, resp. Sp225.
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Hladinu zine¢natych iontl jsme pouzili u vSech kment stejnou - 0,2 mM. Z grafu vyplyva, ze
kmeny Sp331 a Sp332 rostou srovnatelné rychle v porovndni s pfiluSnymi kontrolnimi kmeny a
tedy se zd4, ze GFP fluorescen¢ni znacka nema na bakterialni fyziologii zasadni vliv. Kmeny Sp367
a Sp368 jsou zavislé na pritomnosti ZnCl, v kultivaénim médiu. Z toho vyplyva, ze fizni protein
GFP-GImM je funkéni a v pfitomnosti induktoru exprese zcela nahradi nativni GImM. Naméiené

hodnoty optickych denzit jsou zndzornény v Grafech 7 a 8.
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Reprezentativni ristova kifivka kmene Sp367 ve srovnani s kmeny Sp1 a Sp331

Kmeny byly kultivovany v TSB médiu bez a s ptidavkem 0,2 mM ZnCl,.
Jako kontrolni kmeny byly pouzity kmeny Sp1 a Sp331.
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Graf 8

Reprezentativni ristova kiivka kmene Sp368 ve srovnani s kmeny Sp225 a Sp332

Kmeny byly kultivovany v TSB médiu bez a s ptidavkem 0,2 mM ZnCl..
Jako kontrolni kmeny byly pouzity kmeny Sp225 a Sp332.
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7.2.5 Fluorescencéni mikroskop

Za ucelem urceni lokalizace proteinu GImM v buiice S. preumoniae jsme provedli
mikroskopickou analyzu kment Sp331 (Rx; bgad::PczcDe.-gfp-glmM) a Sp332 (RG6;
bgaA.::PczcD.-gfp-glmM). Kmeny jsme kultivovali v médiu TSB v pfitomnosti 0,3 a 0,4 mM
ZnCly. Pii téchto koncentracich zine¢natych iontli bylo dosazeno nejintenzivnéjsiho fluorescenéniho

signdlu. Z Obrazku 26 je ziejmé , ze protein GFP-GImM je lokalizovan v cytoplazmé S.

pneumoniae.

Sp3al
0.3 mM ZnCl,

S$pa32
0.4 mM ZnCl,

Obrazek 26
Lokalizace GImM v buiice - fluorescen¢ni mikroskopii. Kmeny Sp331 (Rx; bgaA::PczcDczc-gfp-glmM) a Sp332

(R6; bgaA::PczcDcze-gfp-glmM) byly kultivovany v TSB médiu pri koncentracich 0,3 a 0,4 mM ZnCl..

Zkratky u mikroskopickych snimkt: PH — fazovy kontrast, GFP — GFP filtr, pfekryv — ptekryv fazového kontrastu a
GFP filtru.
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7.3 Stanoveni mista fosforylace proteinu GImM proteinkindazou StkP in vitro

Za ucelem urceni mista fosforylace proteinu GImM proteinkindzou StkP in vitro jsme vytvofili
kmen E. coli, ktery exprimoval GImM s aminokyselinovou zdménou S99A a rovnéz jsme pouzili
kmen E. coli, ktery exprimoval GImM se zdménou S101A (laboratorni archiv). Tyto proteiny jsme
exprimovali, purifikovali a dale podrobili kindzové reakci in vitro. Jako kontrola byla pouzita WT
forma proteinu. Déle jsme in vitro kindzovou reakci GImM WT rozdélili na 1D SDS-PAGE a
odeslali k MS analyze za Gcelem identifikace mist fosforylace GImM proteinkindzou StkP. Také

jsme se pokusili zjistit, zda je protein GImM schopen autofosforylace in vitro.

7.3.1 Priprava konstruktu pro expresi GImM S99A v E. coli

Pro pfipravu konstruktu exprimujictho GImM S99A jsme pouzili vektor pET28b-glmM (Pallova,
2007), ktery jsme izolovali z E. coli zkmene Ec428 (BL21; pET28b-gimM). Pomoci soupravy
QuikChange II Site-Directed Mutagenesis Kit a oligonukleotidi AU65 a AU66 jsme vytvofili
bodovou zdménu v g/mM (serin v pozici 99 za alanin). Produkt PCR jsme transformovali do E. coli
DHS a posléze po izolaci plasmidu a ovéteni sekvence také do kompetentnich bunék E. coli BL21..
Nové vznikly kmen jsme oznacili Ec440 (BL21; pET28b-gimM S99A4). Mapa vektoru je zndzornéna
na Obrazku 27.
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Obrazek 27
Vektor pET28b-glmM S99A

glmM S99A: gen kodujici enzym GlmM s aminokyselinovou zaménou S99A; kan: gen pro rezistenci ke kanamycinu;
Xhol, Ndel: pouzité¢ restrikéni endonukleazy, lacl: laktosa-indukovatelny lac operonovy transkripéni represor;

florigin: misto pocatku replikace, T7 promoter a T7 terminator — oligonukleotidy,

7.3.2 Purifikace proteinu GImM a fosforylace in vitro proteinkinazou StkP

Abychom mohli provést kindzovou reakci in vitro pottebovali jsme pfipravit proteiny His-GlmM
S99A a His-GlImM S101A, jako pozitivni kontrolu jsme pouZili divokou formu proteinu His-
GImM. VSechny proteiny jsme purifikovali pomoci afinitni chromatografie ptes histidinovou kotvu.

Samotnou kindzovou doménu z proteinkinazy StkP jsme purfikovali z kmene Ec50 (BL21 pEXStk-

7). Vysledek purifikace ilustruje Obrazek 28.
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Obrazek 28
Purifikace proteint s histidinovou kotvou pomoci afinitni chromatografie na NiNTa resinu - eluaty proteini
GImM WT, GImM S99A, GImM S101A a StkP-KD. 1D SDS-PAGE gel purifikovanych proteinti eluovanych ve
frakcich 1-3.

Abychom ov¢étili, Ze seriny v pozici 99 a 101 v proteinu GlmM nejsou jedinymi misty
fosforylace, provedli jsme kindzovou reakci in vitro s pouZitim radioaktivné znaéeného y ->*P-ATP
na purifikovanych proteinech GImM S99A a S101A a jejich fosforylaéni profil porovnali
s fosforyla¢nim profilem divoké formy GImM. VSechy reakce byly provedeny jak v pfitomnosti,
tak v nepfitomnosti proteikindzové domény StkP-KD a autofosforylacni aktivita proteinkinazové
domény StkP-KD byla ovéfena v kindzové reakci in vitro bez ptidani substratu GlmM. Jako
kofaktor kindzové reakce byl pouzit MnCl. Pro kontrolu stejné nandsky proteinti jsme
akrylamidovy gel obarvili Coomassie Blue G-250. Vysledek analyzy je zndzornén na Obrazku 29.
Kvantifikace fosforyla¢niho signalu byla provedena pomoci programu Quantity One 4.6.6. a je

znazornéna v Grafu 9.
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Obrazek 29
Autoradiogram kinazovych reakci in vitro jednotlivych forem GlmM v pritomnosti StkP-KD a MnCl:

Zleva: standard molekulovych hmotnosti, samotnd autofosforylace kindzové domény StkP (Stkp-KD), GImM WT,
GImM S99A, GImM S101A bez pridané kindzové domény StkP-KD a GlmM WT, GImM S99A, GImM S101A
s pfidanou kindzovou doménou StkP-KD. Na reakci byly pouzity 2 pg purifikovaného proteinu. Jako kontrola stejné
nanasky vSech vzorkl poslouzil barveny gel pomoci Coomassic Blue G-250 (vlevo). Obarveny gel byl exponovan na
citlivou folii 2 dny a vizualizovan pomoci pfistroje Molecular Imager FX, Bio-Rad (autoradiogram vpravo).
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Graf 9
Kvantifikace transfosforylace jednotlivych forem GImM proteinkinizou StkP

Graf znazoriiuje intenzitu fosforylaéniho signdlu u jednotlivych mutovanych variant proteinu GlmM
s aminokyselinovymi zaménami vici divokému typu proteinu GImM S. preumoniae.
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7.3.3 Identifikace fosforylovanych zbytkii proteinu GImM pomoci MS analyzy

Za ucelem identifikace dalSich mist fosforylace proteinu GImM jsme provedli kindzovou reakci
in vitro na divoké formé proteinu GImM v ptitomnosti StkP-KD. Jako donor fosfatové skupiny bylo
pouzito neznacené (studené) ATP. Vzorky byly rozdéleny na 1D SDS-PAGE a obarveny pomoci
Coomassie Blue G-250. Nasledné byly prouzky proteinu GImM vytiznuty z gelu a odeslany k MS

analyze (Biocev).

Z vysledkt identifikace fosforyla¢nich mist u GImM v in vitro podminkach vyplyva, ze kromé
detekované fosforylace na serinovych zbytcich v pozici 99 a 101 je protein GImM fosforylovan na
dalSich 4 mistech. Jedna se o zbytky T304, S414, T416 a T438. Tyto nov¢ identifikované zbytky

budou predmétem dalsiho studia.

7.3.4 Autofosforylace proteinu GImM in vitro

U E. coli bylo prokézéano, ze protein GImM je schopen autofosforylace na serinu v pozici 102
(Mengin-Lecreulx et al., 1996; Jolly et al., 1999). Protoze serinovy zbytek v pozici 102 u E. coli
odpovidéa podle sekvenéni homologie serinu v pozici 101 u pneumokoka, zajimalo nas, jestli je
rovnéz protein GImM z S. preumoniae schopen autofosforylace v podminkach in vitro. Dle
vysledku autofosforylaéni reakce zndzornéné na Obrazku 29 se zda, ze k autofosforylaci
nedochéazi. Abychom vyloucili moZznost, Ze reakce nebyla provedena za optimalnich podminek nebo
Ze je intenzita autofosforylacni reakce velmi slabd, pouzili jsme pro naslednou reakci v pfitomnosti
radioaktivné znaceného y*?P-ATP vét§i mnozstvi proteinu (10 pg oproti b&Zné pouzivanym 2 ug,
viz Obrazek 29) a expozici prodlouzili ze 2 na 7 dni. Vysledek je zndzornén na Obrazku 30. K
autofosforylaci dochazi u divoké formy proteinu GImM, zatimco u GImM S101A k autofosforylaci
nedochazi. Krom¢ mutantniho proteinu GImM S101A jsme autofosforylacni reakci in vitro
podrobili rovnéZ mutantni protein GImM S99A. Ukézalo se, ze protein GImM S99A také ztréaci
schopnost autofosforylace podobné jako GImM S101A (Obrazek 30).
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Obrazek 30
Autoradiogram in vitro autofosforylacni reakce proteinu GImM WT, GImM S99A a GImM S101A

Zleva: standard molekulovych hmotnosti, autofosforylace GImM WT, GImM S101A, GImM S99A v pfitomnosti rizné koncentrace
MnClz (0 — 5 mM). Autofosforyla¢ni reakce probihala v piitomnosti radioaktivné znageného y32P-ATP. Na reakci bylo pouzito 10 ug
purifikovaného proteinu. Jako kontrola stejné nanasky vSech vzorkt poslouzil barveny gel pomoci Coomassie Blue G-250 (vlevo).
Obarveny gel byl exponovan na citlivou folii 7 dni a vizualizovan pomoci pfistroje Molecular Imager FX, Bio-Rad (autoradiogram

vpravo).
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8 DISKUZE

8.1 Esencialita fosforylace serinovych zbytkit v pozici 99 a 101 pro funkcénost
GImM S. pneumoniae

S. pneumoniae, vyznamny lidsky patogen, obsahuje jediny gen kodujici jedinou Ser/Thr
proteinkindzu eukaryotického typu (eSTK) nazvanou StkP. Tento transmembranovy protein neni
pro zivotaschopnost S. pneumoniae esencialni (Echenique et al., 2004), ackoliv se ucastni regulace
mnoha procesu v bunice (Saskova et al., 2007) a jeho absence zptsobuje poruchu bunécného de€leni,
jez se projevuje v morfologii bunék (prodlouzeny tvar s mnohocetnymi ptrepazkami) (Beilharz et
al., 2012). Jako jeden ze substratii eSTK StkP se podafila, v podminkéch in vivo a také in vitro,
identifikovat fosfoglukozaminmutdza GImM (Novakova et al., 2005). Dosud se vSak nezdatilo urcit
misto fosforylace GImM in vivo. Funk¢nost enzymu GImM je zavisld na fosforylaci dvou
serinovych zbytki, S99 a S101, kterd je v in vitro podminkach zajiStovéana kindzou StkP (Pallova,

2007).

Fosfoglukozaminmutdza GImM je enzym katalyzujici pfeménu glukozamin-6-fosfatu na
glukozamin-1-fosfat, coz je dilezity krok pifi syntéze UDP-N-acetylglukozaminu. UDP-N-
acetylglukozamin je prekurzorem syntézy komponent bunécné stény, jmenovité peptidoglykanu,
lipopolisacharidii a teichoovych kyselin (Mengin-Lecreulx a van Heijenoort, 1996; Jolly et al.,
2000). Tento enzym je fazen do rodiny a-D-fosfohexomutaz (Shackelford et al., 2004) a dosud byl
nejpodrobnéji popsan u gramnegativni bakterie Escherichia coli, pro kterou je esencidlni (Mengin-
Lecreulx a van Heijenoort, 1996; Jolly et al., 1999, 2000). Esencialita enzymu byla rovnéz
potvrzena pro pneumokoka (Krupicka, 2014).

Hlavnim z cild této diplomové prace bylo definitivné prokazat v podminkach in vivo, zda
fosforylace serinovych zbytkl v pozici 99 a 101 je skutecné esencialni pro funkcénost enzymu
GlmM, a tedy nezbytna pro zivotaschopnost bakterie Streptococcus pneumoniae. Pro tento cel
jsme vybrali klonovaci systém zalozeny na integracnim vektoru pJWV25 (Eberhardt et al., 2009),
ktery umoznuje fuzi genu g/mM s inducibilnim zinkem fizenym promotorem a jeho inzerci do
postradatelného lokusu bgad na chromozomu S. pneumonaie pomoci homologni rekombinace.
Stejny systém je bézn€ pouzivan pii studiu esencidlnich genl S. pneumonie, naptiklad byl pouzit
pro analyzu esenciality proteinu PBP2x v bunééném déleni (Peters et al., 2014) a rovnéz jej pouzil

Krupicka (2014) ve své diplomové praci pro studium esenciality GImM.

Jak jiz bylo zminéno vyse, v diplomové préaci Jiftho Krupicky (2014) bylo dokazéano, Zze gen
glmM je u bakterie S. pneumoniae esencialni. Bylo prokazano, ze GlmM-deple¢ni kmen Sp261 (Rx;
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AglmM: ;janus/bgaA::PczeD-glmM-flag) na pozadi divokého kmene Rx, s vlozenym genem gimM
pod kontrolou inducibilniho zinkového promotoru, je Zivotaschopny pouze v pfitomnosti induktoru
exprese enzymu GImM. Bez piitomnosti induktoru exprese bunky vykazovaly vyrazné
morfologické defekty a dochazelo k predcasné lyzi bunék (Krupicka, 2014). Protoze se Casto stava,
ze se mutantni kmeny chovaji odlisné v zavislosti na genetickém pozadi, coz mize byt napt. dano i
pfitomnosti pouzdra, které muze maskovat nékteré fenotypové projevy, anebo piitomnosti
supresorovych mutaci (viz niZe), je nezbytné provadét studium esenciality genu glmM u S.
pneumonie na raznych genetickych pozadich (Massidda et al., 2013). V ramci této diplomové prace
se nam nejdiive podafilo ptipravit GImM-deplecni kmen Sp283 (R6, AgimM bga::PczcD-glmM-
flag) na genetickém pozadi divokého kmene R6. Sp283 neobsahuje na rozdil od Sp261 (Rx;
AglmM: :janus/bgaA: :PczeD-glmM-flag) koncové sekvence genu g/mM ani Janus kazetu, elementy,
které by mohly ovlivnit vysledny fenotypovy projev GImM-deplecniho kmene. Pfitomna Janus
kazeta by mohla zplisobovat faleSny fenotypovy projev - napf. pomalejsi rist s niz§i dosaZzenou
optickou denzitou. Podobny efekt Janus kazety byl pozorovan u disrupce genu jag (Ulrych,
nepublikovana data), coz je jeden z neddvno popsanych substratl proteinkinadzy StkP (Ulrych et al.,
2016). Ovsem kmen Sp283 na pozadi divokého kmene R6 se v neptitomnosti ZnCl, choval stejné
jako deple¢ni kmen s Janus kazetou a okrajovymi ¢astmi genu g/mM piipraveny na pozadi divokého
kmene Rx (Sp261), ktery ve své praci popisuje Krupicka (2014). Lze tedy konstatovat, Ze ani
pfitomnost Janus kazety ¢i pfitomnost koncovych sekvenci genu g/mM, ani odlisné genetické
pozadi nemaji vliv na pozorovany defektni fenotyp u kmeni S. pneumoniae se snizenou hladinou
funk¢niho proteinu GImM. Je tedy ziejmé, ze gen g/mM je esencidlni nejen u divokého kmene Rx
(Krupicka, 2014), ale také u R6. Potvrzena esencialita GImM je v souladu také s globalnimi
studiemi zabyvajicimi se esencialitou genll S. pneumoniae (Thanassi et al.; 2002; Liu et al., 2017) a
stejné tak se studii podobného charakteru u S. sanguinis (Xu et al., 2011). Na druhou stranu existuji
prace, které tvrdi, Ze gen g/mM neni esencialni. U S. gordonii a S. mutans se podafilo autorim
pfipravit delecni kmeny AglmM, které vykazuji sniZenou riistovou rychlost, sniZenou schopnost
tvofit biofilm a tvofi dlouhé fetizky bun¢k (Shimazu et al., 2008; Liu et al., 2009). Je zndmo, Ze S.
pneumoniae je geneticky velmi flexibilni, je schopen pfirozené kompetence a snadno akumuluje
supresorové mutace (Massidda et al., 2013), coz se pak miZe projevit tim, Ze je mozné ziskat
pozitivni transformanty i pii deleci esencialnich genli. Neni tedy vylouceno, Ze podobnou schopnost
maji 1 jiné rody streptokoku a tedy, Ze defektni fenotyp pozorovany u dele¢nich kment AgimM S.
mutans ¢i S. gordonii je vysledkem nejen delece samotného enzymu GImM, ale také vysledkem

ziskané supresorové mutace, kterd umozni bakterii pfezit, za normadlnich okolnosti, 1 bez
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esencidlniho genu. Druhym moznym vysvételnim je existence paralogniho proteinu k proteinu

GImM, ktery v nepfitomnosti GImM plni jeho funkeci.

Na tomto mist¢€ je tfeba zminit, Ze piestoze je gen glmM nezbytn€ nutny pro pieziti pneumokoka,
podafilo se nam pii transformaci dele¢niho konstruktu JanusKAglmM (viz kap. 7.1.1.) do divokych
kmenti Rx a R6 pfipravit n€kolik malo pozitivnich kolonii. Kolonie byly rezistentni na kanamycin a
podle vysledkl z koloniové PCR doslo skutecné k zaménéni deleéniho konstruktu za nativni gen
glmM v originalnim lokusu. OvSem sekvence nativniho glmM zlistala na chromozomu zachovana
na neznamém mist¢ (Ulrych, nepublikované vysledky). To je dalsi z dikazh, Zze gen gimM je

esencialni a nelze jej z genomu pneumokoka odstranit.

Vzhledem k tomu, Ze tato prace navazuje na diplomovou praci Krupicka, 2014 a dizertacni praci
Pallova, 2007, ptedpokléadali jsme jiz, ze fosforylace serinovych zbytkl v pozici 99 a 101 v proteinu
GImM je pro tuto bakterii nezbytnad. Pomoci experimentu zaloZzeného na transformacni U¢innosti
bylo in vivo neptimo dokazano, ze pro funkcnost proteinu GImM je potiebna praveé fosforylace na
dvou klicovych aminokyselinovych zbytcich serinu v pozici 99 a 101 (Krupicka, 2014). Za timto
ucelem byly pfipraveny ¢tyfi kmeny, které pod zinkem fizenym promotorem nesly v genu glmM
mutace na téchto aminokyselinovych zbytcich. Serin 99 a 101 byl zaménén za alanin nebo za
kyselinu glutamovou. Dukaz esenciality fosforylace na serinovych zbytcich proteinu GImM byl
proveden pokusem o deleci nativniho genu g/mM, v ptitomnosti induktoru, v téchto mutovanych
kmenech. Ani po prodlouZené kultivaci na 48 h nebyly po transformaci konstruktem JanusKAglmM
za ucelem delece nativniho genu glmM ziskdny zadné transformanty (Krupicka, 2014). Stejny
experiment jsme provedli na kmenech odvozenych od R6 divokého kmene s obdobnym vysledkem.
Tento dikaz vSak povazujeme za nepiimy, nebot’ je zalozen na téméf nulové transformacéni
ucinnosti. Protoze u takto navrzeného experimentu nelze jednozna¢né vyloucit, ze zavedeni
fosfoablativni a fosfomimetické mutace neovlivituje samotnou transformacni u¢innost ptislusnych
kmend, pokusili jsme se esencialitu fosforylace na aminokyselinovych zbytcich S99 a S101
prokdzat alternativnim zplisobem. Za ucelem ovéfeni esenciality serinovych zbytkd S99 a S101
v GImM, jsme potiebovali pfipravit kmen, jehoZ nativni glmM bude mit na obou klicovych
serinovych zbytcich aminokyselinovou zaménu. Serin v pozici 99 a 101 byl proto nahrazen
alaninem, ktery neumoziuje fosforylaci a napodobuje tak nefosforylovany stav proteinu GImM. Pro
tento zdmer jsme pomoci soupravy QuikChangell Site Directed Mutagenesis Kit piipravili plasmid
pZn-glmM- flag S99/101A4, ktery byl pouzit pro ptipravu konstruktu glmM S99/101A—okoli. Po
transformaci tohoto konstruktu do GlmM-deple¢niho kmene Sp283 (R6; AglmM bga::PczcD-
glmM-flag), jsme ziskali novy mutantni kmen Sp369 (R6,; glmM S99/101A bga::PczcD-glmM-flag).
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Vysledky testi kmene Sp369 byly porovnavany s GlmM-depleCnim kmenem Sp283, ktery ma
odstranény nativni gen g/mM a kdéduje rovnéz jeho ektopickou kopii gimM-flag tizenou
inducibilnim promotorem PczeD, ktera je tedy bez ptidavku induktoru ZnCl, nefunkcni.
Ptredpokladali jsme, Ze pokud je fosforylace serinovych zbytku S99 a S101 nezbytna pro funk¢nost
esencialniho enzymu GImM, tak se oba tyto kmeny Sp283 a Sp369 budou chovat stejn€. Jako
kontrolu jsme pouzili merodiploidni kmen Sp245 (R6; bga::PczcD-glmM-flag), ktery obsahuje
nativni g/mM a zaroven gimM-flag pod kontrolou PczcD promotoru (Krupicka, 2014). Poslednim z
testovanych kment, byl revertantni kmen Sp392 (R6; bga::PczcD-gimM-flag), ktery slouzil jako

komplementacni kontrola (viz nize).

U téchto ¢ty kment jsme sledovali rast kultury v tekutém C+Y médiu pii koncentracich 0 a 0,2
mM ZnCl a rlst na pevném krevnim agaru pfi koncentracich 0 a 0,3 mM ZnCl;, nebot’ na krevnim
agaru je kulturou vyzadovéan vyssi pridavek zinecnatych iontl, coz bylo pfedem testovdno (data
neuvedena). Vysledky potvrzuji, ze GImM-deple¢ni kmen Sp283 a fosfoablativni mutantni kmen
Sp369 bez ptidani induktoru, maji sklon k pfedc¢asné lyzi a kultury proto dosahuji jen nizkych
optickych denzit (ODgoo = 0,3), zatimco s pfidavkem induktoru dosahovaly srovnatelnych optickych
hodnot jako kontrolni kmen Sp245 (ODgoo = 0,8). Nenulovy riist depleéniho a fosfoablativniho
mutantniho kmene bez pfidavku induktoru miize byt zptisoben zasobou zine¢natych iontt, kterou
s sebou piinasi inokulum. Samoziejmé 1 pouzité kultivaéni médium C+Y obsahuje malé mnozstvi
zine€natych iontll v podobé ZnSO4, coz muize v pocatcich kultivace pfispét k rlistu t€chto kment.
Po tfech hodinach kultivace bez induktoru jiZ neni protein GImM v bunkach deplecniho a
mutantniho kmene detekovan. Na pevném médiu deple¢ni kmen Sp283 a mutatni kmen Sp369 bez
pridavku induktoru nevykazovaly zadny riast, zatimco s pridavkem induktoru byl nartst bunék
srovnatelny s kontrolnim kmenem Sp245. Také nas zajimalo, jak se budou chovat kmeny
kultivované bez pfidavku induktoru ZnCl, ke kterym budou zinecnaté ionty v prubchu kultivace,
tésné pred zac¢atkem bunécné lyze, doplnény na kontrolni hladinu. Proto jsme kmeny kultivovali s
kontrolni hladinou induktoru a zaroven v podminkéch s nulovou koncentraci induktoru. V prabéhu
kultivace jsme krom¢ monitorovani rastu zjiStovali, zda se exprimuje protein GlmM-Flag a
sledovali jsme morfologii bun¢k. V paté hoding€ kultivace jsme ke kultufe kmenti Sp283 a Sp369
kultivovanych bez ZnCl> doplnili zine¢naté ionty na kontrolni hladinu. V prib¢hu kultivace jsme v
casech 3., 6., 7. a 11. hodin odebrali vzorky na imunodetekci, kterda byla provedena protilatkou
Anti-Flag proti GImM-Flag a ve stejnych ¢asech jsme provedli 1 mikroskopickou analyzu. Snimky z
mikroskopu ukazuji, ze buniky GlmM-deplecniho kmene Sp283 a fosfoablativniho kmene Sp369,

které jsou kultivovany bez pfidavku induktoru, vykazuji morfologické defekty a maji sklon k
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predcasné lyzi. Podobné morfologické defekty byly pozorovany pii odstranéni genl fisZ a fisA,
esencialnich pro S. pneumoniae (Mura et al., 2017). Po dal$i hodiné od dorovnani koncentrace
ZnCly v kultivaénim médiu na kontrolni hladinu 0,2 mM, u takto ,,postizenych® kultur GlmM-
deple¢niho kmene Sp283 a fosfoablativniho kmene Sp369, je ziejmé, ze buinky jsou ve vyrazné
lepsi kondici. Po dvou hodinach od pfidani induktoru exprese byla morfologie bunék jiz zcela
srovnatelnd s morfologii bun¢k kontrolniho kmene Sp245. Exprese proteinu GImM u deple¢niho
kmene Sp283 a fosfoablativniho kmene Sp369 byla obnovena jiz po hodin¢ od ptidani induktoru.
Po prodlouzené kultivaci (cca 11 hodin) kmenti Sp283 a Sp369 s dodatecné vyrovnanou hladinou
induktoru exprese ZnCl Ize konstatovat, ze dochazi i k obnoveni doby zdvojeni (42 minut), ktera je
srovnatelnd s dobou zdvojeni kmene Sp283 (41 minut) ¢i Sp369 (40 minut) kultivovaného
v pfitomnosti kontrolni hladiny zine¢natych iontl od zacatku kultivace. Z namétenych dat tedy
vyplyva, ze fosforylace aminokyselinovych serinovych zbytkdi v pozici 99 a 101 je skute¢né
nepostradatelnd pro spravnou funkénost enzymu GImM u S. pneumoniae a je tedy pro
mikroorganismus esencialni. U B. subtilis bylo rovnéz pozorovano, ze protein GImM je esencialni a
ze fosforylace na serinovém zbytku v pozici 100, ktery korespoduje s pneumokokovym serinovych
zbytkem v pozici 101, je esencidlni pro funkénost enzymu a tak i pro preziti bakterie (Schmidl et
al., 2010). Poslednim z testovanych kmend, byl revertantni kmen Sp392 (R6, bga::PczcD-glmM-
flag), ktery slouzil jako komplementacni kontrola. Tento kmen ma stejny genotyp jako kontrolni
merodiploidni kmen Sp245 a byl pfipraven zpétnym vloZenim konstruktu JanusKAglmM do kmene
Sp369 a naslednym vyménénim Janus kazety za nativni g/mM v origindlnim lokusu. Sp392
vykazoval ve vSech provedenych testech stejné vysledky jako kontrolni kmen Sp245, coz
naznacuje, ze pozorovany defektni fenotyp u kmene Sp369 je skutecné vysledkem bodovych zdmén
S99A a S101A v nativnim genu glmM, a tedy ubytkem hladiny funkéni formy proteinu GImM v
bunice. Stejnd strategie piipravy komplementaéniho kmene u genu phpP kodujici fosfatdzu byla

pouzita v praci Ulrych et al. (2016).

Dalsim z dil¢ich kol této prace, bylo zachytit v redlném case morfologii bun¢k GImM-
deplecniho kmene pouzitého v diplomové praci Jititho Krupicky (2014) a to jak pii deplecnich
hladinach induktoru, tak pfi kontrolni hladin¢ zine¢natych iontl. Tento deple¢ni kmen Sp261 (Rx,
AglmM: :janus bga::PczcD-glmM-flag) ptipraveny na pozadi divokého kmene Rx, ma stejné jako
kmen Sp283 deletovany nativni gen glmM, ale na rozdil od kmene Sp283 obsahuje celou Janus
kazetu a okrajové zbytky genu glmM. Zatimco kmen Sp283 je ptipraven na pozadi divokého kmene
R6 a neobsahuje koncové sekvence genu g/mM ani Janus kazetu. Mikroskopicka analyza v readlném

Case jasn¢ potvrzuje morfologické defekty pozorované na jednotlivych snimcich potizenych v
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rezimu fdzového kontrastu. Pfedevsim je na snimcich z ¢asosbérné mikroskopie zcela jednoznacné
dolozena lyze bunék Sp261 v kultute s deple¢ni hladinou induktoru ZnCl,, kterd byla predikovana
na samostatnych mikroskopickych snimcich. Z €asovych divodi nebylo mozné experiment
Casosbérné mikroskopie provést rovnéz na neznaCeném GImM-deplecnim kmeni Sp283.
Z jednotlivych mikroskopickych snimku potizenych v rezimu fazového kontrastu lze ovSem
usoudit, ze oba kmeny Sp261 a Sp283 se chovaji v ptitomnosti limitnich koncentraci induktoru

exprese ZnCl velice podobng.

Déle nas zajimalo, jak reaguji buniky na nadproduk¢ni hladiny induktoru exprese v médiu. Pro
tento ucel jsme pouzili merodiploidni kmen Sp245 (R6; bga::PczcD-glmM-flag). Jako kontrolu
jsme pouzili ndmi pouzivanou kontrolni hladinu induktoru v C+Y médiu, tj. 0,2 mM ZnCl,. Déle
jsme testovali 0,3 a 0,4 mM koncentraci induktoru v médiu. Pfi vysSich hladinach ZnCl
dosahovaly kultury niz§i OD (600 nm), ale zmé&nu v morfologie bun¢k ani nizsi dobu zdvojeni jsme
nepozorovali. Nizsi narist kultury je dan skutecnosti, ze zineCnaté ionty jsou pro bakterii
S. pneumoniae toxické, coz se projevuje hlavné pti vyssich koncentracich (Jacobsen et al., 2011).
Zda se tedy, Ze zvySend exprese enzymu GlmM nema na morfologii zadny vliv. Podobny vysledek

u kmene Sp217 (Rx; bga::PczcD-glmM-flag) popisuje rovnéz Krupicka (2014).
8.2 Lokalizace proteinu GlmM v buiice S. pneumoniae

Dal$im cilem této prace bylo urcit lokalizaci proteinu GImM v bunkach Streptococcus
pneumoniae, za pouZziti fluorescenéniho proteinu GFP. Protoze v sekvenci genu g/mM neni
predikovana Zadna transmembranova doména (Shackelford et al., 2004), a zaroven je tento enzym
soucasti cytoplazmatické syntezy peptidoglykanu (Mengin-Lecreulx a van Heijenoort, 1996), da se
predpokladat, Ze se jedné o cytoplazmaticky protein. Na druhou stranu u Lactococcus lacti enzym
GImM interaguje s proteinem diadenylat cyklazou, ktera je vdzana na membranu (Zhu et al., 2016),
a proto bylo na mist¢ otestovat lokalizaci GImM v butice Za tcelem lokalizace proteinu GImM byl
tedy pfipraven plasmid pJVW25-gimM, ktery byl transformovéan do dvou riznych divokych kmeni
R6 a Rx S. pneumoniae za vzniku merodiploidnich kment Sp331 (Rx; bgaA.:PczcD.c-gfp-glmM) a
Sp332 (R6; bgaA::PczcDe.-gfp-gimM) s fluorescentn€ znacenou kopii genu gfp-glmM pod
kontrolou inducibilniho promotoru. U téchto kmenli je nativni gen g/mM exprimovany
konstitutivné, zatimco exprese jeho ektopické GFP-znacené kopie je zavisla na pfitomnosti ZnClz v
médiu. Z hlediska velikosti pouzité fluorescencni znacky (velikost GFP je 26,9 kDa), ktera sama o
sob&é mlze ovlivnit konformaci celého fuzniho proteinu, a tedy i vlastnosti proteinu GlmM, bylo
nutné overit funkEnost zna¢eného GImM v buiice. Toho bylo dosazeno tspéSnou deleci nativniho

genu g/mM z merodiploidnich kmenti Sp331 a Sp332 a néaslednym potvrzenim, Ze, kmeny Sp367
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(Rx; AglmM::janus bga::PczcDe.~gfp-glmM) a Sp368 (R6; AglmM::janus bga::PczcD.-gfp-
glmM) exprimujici pouze ektopickou kopii genu gfp-glmM jsou zivotaschopné pouze v médiu
s induktorem exprese ZnCl, nebot’ jak jiz vime, gen glmM je pro bakterii S. pneumoniae esencialni
(Krupicka, 2014; tato prace). Podle imunodetekce s anti-GFP se zdé, ze GFP-GImM je v téchto
kmenech stabilni a jeho hladina se se vzrustajici koncentraci ZnCl, zvySuje. Protoze tyto kmeny
rostou srovnatelné¢ rychle s WT S. pneumoniae a podle snimkll ziskanych v rezimu fazového
kontrastu vykazuji morfologii divokého typu, Ize usuzovat, ze GFP fluorescen¢ni znacka nema vliv
na fyziologii a ani na morfologii S. pneumoniae. K samotnému urceni mista, kde se enzym GlmM
v buiikach nachézi, byla pouzita fluorescenéni mikroskopie. Prokazali jsme, ze enzym GImM je
cytoplazmatickym proteinem. Signal GFP je lokalizovan v celé buiice. V budoucnu se chystame
pouzit tento kmen k purifikaci afinitni chromatografii pomoci GFP-trap soupravy a ziskany protein
GFP-GImMM nésledné pouzit pro MS identifikaci mista fosforylace proteinkindzou StkP

v podminkéch in vivo.

8.3 Stanoveni mista fosforylace proteinu GlmM proteinkindazou StkP in vitro

V dizertacni praci Pallova (2007), bylo zjisténo, ze protein GImM s aminokyselinovou zaménou
S101A je v pfitomnsti proteinkindzy StkP nadéle fosforylovan, jelikoz na 2D gelu putuje v podobé
nékolika radioaktivné znaCenych izoforem. Jedna znich byla nésledné identifikovana jako
fosforylace GImM v pozici S99. Poslednim z cili této diplomové prace tedy bylo identifikovat dalsi

neznama mista fosforylace GImM proteinkindzou StkP v podminkach in vitro.

Pro stanoveni dalSiho ¢i dalSich mist fosforylace fosfoglukozaminmutazy u S. pneumoniae
proteinkindzou StkP in vitro jsme pomoci soupravy QuikChange II-E Site-Directed Mutagenesis
Kit vytvoftili fosfoablativni bodovou zdménu gimM S99A4 ve vektoru pET28b-gimM. Tento vektor
jsme vlozili do expresnich kompetentnich bunék E. coli a pfipravili jsme kmen Ec440 (BL2I,
PET28b-gimM S994). K porovnani foforylaéniho profilu jsme kromé& pozitivni kontroly, kmene
Ec428 (BL21; pET28b-gimM), pouzili dale kmen Ec432 (BL2I; pET28b-gimM SI101A4)
z laboratorniho archivu. Purifikované proteiny GImM jsme spolu s kinazovou doménou z kmene
Ec50 (BL21 pEXStk-T) pouzili pro kinazovou reakci in vitro s radioaktivné znadenym y ->?P-ATP.
Kinazova doména proteinu StkP disponuje enzymatickou aktivitou a je postacujici pro fosforylaci
substratu v in vitro experimentech (Novékova et al., 2005). Porovnanim fosforylacniho profilu
divoké formy s mutovanymi formami GImM v pfitomnosti StkP v kindzové reakci in vitro jsme
potvrdili, ze kromé fosforylace S99 a S101 je GImM fosforylovana proteinkinazou StkP minimalné
na jednom dal§im zbytku. Tento vysledek je v souladu s disertani praci Petry Pallové (2007).

Z nésledné MS analyzy kindzové reakce in vitro vyplyva, Ze protein GImM je kromé
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aminokyselinovych zbytki S99 a S101 fosforylovan proteinkindzou StkP na aminokyselinovych

zbytcich v pozici T304, S414, T416 a T438.

Z 3D modelu struktury dimerni molekuly GImM S. pneumoniae (Obrazek 31 a 32) je patrné, ze
krom¢ aminokyselinovych zbytkli umisténych na povrchu molekuly T304 a T438, zbyvajici
fosforylované zbytky S99, S101, S414 a T416 lezi v katalytickém centru enzymu. Zda se, ze
serinové zbytky v pozici 99 a 101 jsou tézko pristupné z vnéjsku, a jejich lokalizace je viditelna
pouze na modelu sekundarnich struktur (Obrazek 32), zatimco aminokyselinové zbytky S414 a

T416 jsou pieci jen Iépe piistupné pro potencialni fosforylaci proteinkinazou StkP.

Aminokyselinovym zbytkiim S414, T416 a T438 proteinu GImM u S. pneumoniae odpovidaji
aminokyselinové zbytky S412, T414 a T439 u B. subtilis, jehoz 3D struktura proteinu GImM je
znama. (Mehra-Chaudhary et al., 2011). VSechny 3 zbytky lezi v IV. doméné, kterd je zodpovédna
za navazani fosfatové skupiny substratu glukozamin-6-fosfatu a jsou konzervované ve streptokocich
(data nejsou uvedena). Zatimco S414 a T416 jsou konzervované jak u grampozitivnich, tak
gramnegativnich bakterii, T438 se podle nasi predbézné analyzy sekven¢niho srovnavani zda, ze se
vyskytuje unikatné pouze u streptokokd. U dalSich zastupcl bakteridlni fiSe jako je E. coli,
Salmonella typhimurium, Streptomyces coelicolor a B. subtilis se ve stejné pozici nachazi arginin.
Zda se, ze prave tento zbytek T438, ktery leZi na povrchu molekuly GImM a je tedy dobie dostupny
pro fosforylaci proteikindazou StkP, by mohl hrat dualezitou roli v modulaci aktivity GlmM

prostfednictvim StkP.

Aminokyselinové zbytky S414 a T416 jsou soucasti konzervované oblasti domény IV, ktera se
podili na tvorbé katalytického centra enzymu. Redlna fosforylace téchto zbytkti proteinkindzou StkP
je mélo pravdépodobna. Vzhledem k tomu, ze S412 u B. subtilis, odpovidajici S414 S. pneumoniae,
je vpfimém kontaktu s fosfitovou skupinou substritu (glukozamin-6-fosfatu) ¢i produktu
(glukozamin-1-fosfatu) (Mehra-Chaudhary et al., 2011), lze pfedpokladat, Ze pozorovana
fosforylace S414 a T416 v podminkéch in vitro proteinkindzou StkP je pravdépodobné artefakt a
nema zadny biologicky vyznam.

Aminokyselinovy zbytek T304 lezi ve IIl. doméné proteinu GImM, kterd obsahuje smycku
vazajici cukr zodpovédnou rozpoznat dvé riizné orientace vazby jeho 1- a 6-fosfo-sacharidovych
substratii (Mehra-Chaudhary et al., 2011). Podobné jako T438 je také T304 konzervovany ve

streptokocich (data neuvedena) a je lokalizovan na povrchu GImM a tedy dobte pfistupny pro

potencialni regulaci prostfednictvim fosforylace proteinkindzou StkP.

121



Zdali je fosforylace detekovana na nékterém znové identifikovanych mist, kterd jsou
fosforylovéna in vitro proteinkinazou StkP, relevantni, neni zatim jasné a bude predmétem dalSiho

studia.
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Obrazek 31
3D model povrchu dimerni molekuly GImM u S. pneumoniae

Na snimku je zobrazen 3D model GImM S. pneumoniae ve dvou orientacich, ktery je odvozen ze zname 3D krystalové
struktury B. anthracis. Jednotlivé monomerni podjednotky enzymu GImM jsou oznaceny tmavé a svétle zelenou
barvou. Cervené jsou vyznaeny aminokyselinové zbytky T304, S414, T416 a T438 fosforylované proteinkinazou StkP
v podminkach in vitro. Modelovano v programu PyMOL 2.2.
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Obrazek 32
3D model sekundarnich struktur dimerni molekuly GImM u S. pneumoniae

3D model GImM S. pneumoniae je odvozen ze zname 3D krystalové struktury B. anthracis. Jednotlivé monomerni
podjednotky enzymu GImM jsou oznadeny tmavé a svétle zelenou barvou. Cervené jsou vyznadena aminokyselinové
zbytky S99, S101, T304, S414, T416 a T438 fosforylované proteinkinazou StkP v podminkéch in vitro. Modelovano
v programu PyMOL 2.2.

Z provedenych autofosforylacnich testl je patrné, Ze pneumokokovy protein GImM je v in vitro
podminkach autofosforylovdn na obou testovanych serinovych zbytcich v pozici 99 a 101. V obou
piipadech je vSak autofosforylace velice slaba a byla detekovana az pii vys$si nanasSce testovaného
enzymu a po del$i expozici. U E. coli byly rovnéz testovany in vitro oba ptislusné serinové zbytky
vpozici 100 a 102. Serinovy zbytek v pozici 102, ktery odpovidd pneumokokovému zbytku
v pozici 101 byl potvrzen jako jediné misto autofosforylace u E. coli v experimentech in vitro
provedenych jak na bunéénych lyzatech, tak na purifikovanych proteinech. Serin 102 je tedy pro
spravnou funkci enzymu nezbytny (Mengin-Lecreulx et al., 1996; Jolly et al., 1999). Pokud dojde k
zaméné serinu za alanin v pozici 102, autofosforylace neprobiha a protein neplni svoji funkci.
Autofosforylace u serinového zbytku 100 u E. coli, ktery odpovidd pneumokokovému serinovému
zbytku 99, nebyla jednoznacné prokazana (Jolly et al., 2000), jelikoz byla pozorovana pouze u
purifikovanych proteinii a nikoliv u celobunéénych lyzata, coz autor vysvétluje domnénkou, ze
purifikovany protein GImM S100A by mohl byt nestabilni. Neni vylouceno, ze i protein GImM
S99A u pneumokoka se chova stejné. Navic se zda, ze konzervovany aminokyselinovy zbytek
serinu €1 threoninu v pozici 100 u hexofosfomutaz urcuje specifitu téchto enzymii vii€i substratim
jako je bud’ fosfo-cukr a nebo fosfo-aminocukr. Fosfoglukozaminmutazy u bakterii koduji v pozici
100 serinovy zbytek, zatimco fosfoglukomutazy threonin. U E. coli zdména serinu v pozici 100 za
threonin 20x zvysSuje fosfoglukomutdazovou aktivitu GlImM (Jolly, 1999). U B. subtilis byla

autofosforylace in vitro pozorovana na serinu v pozici 100, ktery odpovida threoninu v pozici 101 u
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S. pneumoniae 102 u E. coli (Schmidl et al., 2010). U stejného mikroorganismu Ravikumar et al.
(2018) indentifikoval in vivo fosforylované serinové zbytky v pozici 98 a 100 proteinu GImM, které
koresponduji se serinovymi zbytky v pozici 99 a 101 u pneumokoka. Z této prace vSak neni zcela
jasné, jestli je fosforylace téchto zbytkli zpiisobena autofosforylaci a nebo fosforylaci
proteinkindzou PtkA. U S. agalactiae byl S101 také identifikovan jako fosforylovany v in vivo
experimentu, ovSem jeho fosforylace nebyla zavisla na proteinkinaze Stk1, orthologu proteinkinazy

StkP. Zdali se jedna o autofosforylaci ovS§em testovano nebylo (Silvestroni et al., 2009).

Enzym GImM je syntetizovan v neaktivni, nefosforylované formé¢ (Mengin-Lecreulx a van
Heijenoort, 1996). Jakym zplsobem je enzym aktivovan in vivo zatim neni zndmo. Pro vysvétleni
procesu inicialni fosforylace existuji dvé hypotézy. Podle prvni je fosforylace (autofosforylace)
proteinu GImM zavisla na proteinkindze, kterd vyuziva jako donor fosfatové skupiny ATP. Podle
druhé je fosforylace zajiStovana intermedidtem reakce glukozamin-1,6-difosfatem. Tato hypotéza
vSak predpokladd existenci enzymu katalyzujiciho produkci glukozamin-1,6-difosfatu v bunce

(Mengin-Lecreulx a van Heijenoort, 1996), jehoz identita neni znama.

Vzhledem k tomu, ze kmen S. pneumoniae s odstranénou proteinkinazou StkP, ktery neni
schopen fosforylace svych substrati a tedy ani proteinu GImM, je Zivotaschopny (Novéakova et al.,
2005), 1ze usuzovat, Ze esencialni fosforylace proteinu GImM na serinovych zbytcich v pozici 99 a
101 neni zavisla pouze na proteinkindze StkP. Je moZné, Ze bazalni fosforylace proteinu GImM
nezbytna pro jeho funkcnost je zajiStovana bud’ autofosforylacni aktivitou samotného enzymu,
pficemZ jako donor fosfatové skupiny je vyuZivano ATP, anebo je GImM fosforylovdna
prostfednictvim glukézo-1,6-bisfosfatu. Fosforylace zajistovana proteinkindzou StkP mtze mit pak
modulaéni funkci, kterou je regulovdna aktivita GImM, a tedy 1 syntéza peptidoglykanu u S.
pneumoniae. Pallova (2007) ve své disertacni praci prokdzala zvySenou enzymatickou aktivitu
GImM v ptitomnosti StkP v podminkdch in vitro. Zdali kindza StkP fosforyluje in vivo ptimo
serinovy zbytek S101, pfipadné S99 a tim aktivuje GImM anebo fosforylaci nékterého dalSiho
zbytku (napt. T304, S414, T416 ¢i T438) stimuluje autofosforylaci S101 ¢i S99 u GImM a tim jej

aktivuje, neni dosud znamo.

Zaverem lze tedy fict, Ze ezym GIlmM je cytoplazmaticky protein a fosforylace jeho serinovych
zbytkd S99 a S101 je v kmeni R6 S. pneumoniae esencialni. Zatimco rast GImM-deple¢niho kmene
vykazuje vyrazné morfologické defekty vedouci az k bunécné lyzi, nadprodukce enzymu nema na
buiiku zadny negativni vliv. Aminokyselinové zbytky GImM S99 a S101 jsou v podminkach in
vitro slabé autofosforylované, a protein GImM je krom¢ aminokyselinovych zbytkti S99 a S101
fosforylovan proteinkindzou StkP na dal$ich ¢tyfech mistech - T304, S414, T416 a T438.
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9 SOUHRN

Vysledky této diplomové prace 1ze shrnout do nésledujicich bodu:

Zjistili jsme, ze fosforylace serinovych zbytka v pozicich 99 a 101 proteinu GImM v kmeni R6
S. pneumoniae je esencialni pro zivotaschopnost bakterie. Buitky kment, ve kterych je deletovan
protein GImM, nebo kdduji fosfoablativni formu proteinu GImM S99/101A vykazuji pomalejsi rust,

a vyznacuji se morfologickymi deformitami a maji sklon k ptedcasné lyzi.

Esencialitu fosforylace serinovych zbytkd v pozici 99 a 101 proteinu GImM u kmene R6
S. pneumoniae jsme ovéfili také nepiimo pomoci transformace deleéniho konstruktu JanusAglmM
do modifikovanych  merodiploidnich  kment  Sp415-418  (Spl;, bgaA::PczcD-glmM-
S99A4/8101A4/S99E/S101E-Flag). Dosahli jsme nulové transformacni ucinnosti, coz podporuje

tvrzeni, ze fosforylace GImM je na zminénych aminokyselinovych zbytcich esencialni.

V néavaznosti na diplomovou préci Jittho Krupic¢ky (2014) jsme monitorovali morfologii bunck
GlmM-deple¢niho kmene Sp261 pii deplecnich koncentracich induktoru v redlném case pomoci
Casosbérné mikroskopie. Ziskané snimky potvrdily morfologické defekty pozorované dfive na

jednotlivych snimcich — protdhlé buriky, citronovity tvar a sklon k pied¢asné lyzi.

Testovali jsme merodiploidni kmen Sp245 (R6; bga::PczeD-glmM-flag) pii zvySenych
koncentracich induktoru exprese v médiu. Kromé toho, Ze kultura dosahovala nizsich optickych
denzit, jenz je zptisobena toxicitou induktoru pii vyssich koncentracich , jsme nepozorovali zadné

morfologické defekty bunék.

Za ucelem lokalizace proteinu GImM v buiikkach S. pneumoniae jsme vytvotili merodiploidni
kmeny Sp331 (Rx; bgaA::PczcDe:-gfp-gimM) a Sp332 (R6; bgaA::PczcDe.-gfp-gimM) s fizi genti
gfp-glmM pod kontrolou inducibilniho promotoru. Prokazali jsme, ze fuzni protein GFP-GImM je

funkéni a Ze protein GImM je lokalizovan v cytoplazmé.

Za uclelem identifikovat v podminkach in vitro neznamé ¢i nezndma mista fosforylace

proteinkindzou StkP, jsme k expresi a purifikaci mutantnich variant GImM pouzili kmeny Ec440
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(BL21; pET28b-glmM S99A) a Ec432 (BL21; pET28b-glmM S101A4). Z kinazové reakce in vitro a
nasledné MS analyzy vyplyva, ze kromé zbytkti S99 a S101 je protein GImM fosforylovan
proteinkinazou StkP v pozici T304, S414, T416 a T438.

Také jsme prokazali, ze GImM je slabé autofosforylovan in vitro na serinovych zbytcich
v pozicich 99 a 101. Toto zjiSténi soucasn¢ se skutecnosti, Zze proteinkindza StkP neni pro
zivotaschopnost S. pneumoniae esencialni (Novakova et al., 2005), posiluje argumentaci hypotézy,

ze fosforylace nutna pro aktivaci proteinu GImM je zajiStovana autofosforylaci.
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