Fosfoglukozaminmutiza (GImM), je enzym biosyntézy bunécné stény, u kterého byla

nedavno prokazana jeho esencialita u Streptococcus pneumoniae.

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo definitivné dokdzat esencialitu fosforylace
serinovych zbytkii S99 a S101 enzymu GImM v podminkach in vivo, jejiz nezbytnost byla jiz
diive prokazana nepiimo na zéklad¢ transformacni Gc¢innosti. Pro tento ucel jsme vytvofili
kmen, ktery obsahuje dvé kopie genu g/mM — jednu s aminokyselinovymi zdménami na
sledovanych serinovych zbytcich umisténou v nativnim lokusu a druhou ektopickou kopii
divoké formy genu glmM pod kontrolou inducibilniho zinkového promotoru. U tohoto kmene
jsme sledovali morfologii, rast i expresi GImM v prostfedi s induktorem 1 bez né¢ho. Ve vSech
sledovanych parametrech bylo zfejmé, ze bez pridani induktoru ektopické exprese genu glmM
nejsou bunky Zzivotaschopné, a tedy ze esencidlni protein GImM je funkéni pouze ve
fosforylované formé na S99 a S101. Dale jsme se pokusili lokalizovat tento enzym v buiice
S. pneumoniae. GImM jsme fuzovali s fluorescenéni znackou GFP a pomoci fluorescenéni

mikroskopie jsme prokazali, ze se jedna o cytoplazmaticky protein.

DalSim cilem této prace bylo stanovit tfeti neznamé misto fosforylace proteinu GImM in
vitro zavislé na proteinkinaze StkP. Z kinazové reakce in vitro a nasledné MS analyzy vyplyva,
ze kromé zbytkli 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. Nové€ urcend mista fosforylace budou pfedmétem dalSiho

zkoumani.



