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Abstrakt

Fosforylacia — najcastejSie sa vyskytujica posttranslacna uprava, plni vyznamnu tlohu
v mnohych bunkovych procesoch baktérii. Baktérie obsahuju enzymy, ktoré maju na starosti
pripojenie fosfatovej skupiny (kindzy) aj enzymy s reciprokou aktivitou (fosfatazy).
Reverzibilna fosforylacia a defosforylacia proteinov st zakladom prenosu signalov z okolia do
vnutra bunky. Modifikacia Specifickych aminokyselin ma za nasledok zmenu aktivity
cielového proteinu, jeho stability ¢i lokalizacie v rdmci bunky, alebo méze ovplyvnit’ jeho
interakciu s d’alSim partnerom. Bakteridlne bunky su vd’aka komplexnému systému tychto
fosforylacnych kaskad, schopné sa vel'mi efektivne prispdsobovat’ meniacim sa podmienkam

prostredia.

KTIacové slova: proteinova fosforylacia, signalne drahy, dvojzlozkové systémy, proteinkinazy
Ser / Thr eukaryotického typu, bakteridlne tyrozinové proteinkindzy, regulacia jednotlivych

bunkovych procesov

Abstract

Phosphorylation — most common post-translational modification has an important role
in many cellular processes of bacteria. Bacteria contain enzymes that are in charge of adding
phosphoryl group (kinases) or enzymes with reciprocal activity (phosphatases). Reversible
phosphorylation and dephosphorylation of proteins are fundamental for signal transduction
from the environment to the cell. These modifications can affect enzymatic activity, protein
stability, localization as well as interaction with another protein. Due to the complexity of these
phosphorylation networks, bacterial cells are capable to adapt very effectively to changing

environmental conditions.

Key words: protein phosphorylation, signalling pathways, two component systems, eukaryotic-
type Ser/Thr protein kinases, bacterial tyrosine protein kinases, regulation of particular cellular

Pprocesses



Zoznam skratiek

ATP — adenozintrifosfat

ADP — adenozindifosfat

AMP — adenozin monofosfat

GTP — guanozintrifosfat

TF — transkripcny faktor

BY — kinaza — bakterialna tyrozinkinaza ( bacterial Tyrosine(Y) kinase)

TCS — dvojzloZzkovy systém (two component system)

RR — regulator odpovede (response regulator)

HK — histidinova kinaza (histidine (H) Kkinase)

eSTK — Ser/Thr kindza eukaryotického typu (eukaryotic like Serine/Threonine kinase)
eSTP — Ser/Thr fosfataza eukaryotického typu (eukaryotic like Serine/Threonine phosphatase)
HPt — Histdine Phosphotransfer

Pi— anorganicky fosfat

DSPK — dualne Specificka proteinkinaza (Dual Specifity Protein Kinase)

YC — Tyrosine (Y) cluster

PTP — protein tyrozin fosfataza (protein tyrosine phosphatase)

LMW — PTP - low molecular weight — protein tyrosine phosphatase

PH P — polymerazova — histidinolova fosfataza ( polymerase-histidinol phosphatases)
PASTA — PBP and Ser/Thr associated

PBP — penicillin-binding protein

PPP — fosfoprotein fosfatdza (phosphoprotein phosphatases)

PPM - protein fosfatdza zavisla na kovovych ionoch (proteinphosphatase metal-depenent)

EPS — exopolysacharidy



LPS — lipopolysacharidy

CPS — kapsularne polysacharidy

CAMP — kationové¢ antimikrobidlne peptidy (cationic antimicriobial peptides)
Ugd — UDP-galaktoza dehydrogenaza

UDP — uridindifosfat
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1. Uvod

Posttranslacné modifikacie su ddlezit¢ pre zmenu vlastnosti proteinov. Tieto upravy
vedu k zmendm v proteinovej informacii a mozu vyustit do zvysenia ¢i znizenia afinity
k substratu a tym ovplyviiuji enzymovu aktivitu ¢i interakciu s inymi proteinmi. NajcastejSou
z tychto posttranslaénych uprav je fosforylacia. Ide o pripojenie fosfatovej skupiny (PO4>), o
ktorej je zname, ze prebieha preferencne na Styroch aminokyselinach — serine, treonine,
tyrozine a histidine. Od objavenia enzymatickej fosforylacie na proteinoch v roku 1954 (Burnett
et al. 1954) sa stala tato modifikécia predmetom intenzivneho skiimania. Spociatku sa myslelo,
ze ide o upravu Specificka pre eukaryotické bunky, az kym nebola v roku 1979 preukazana
proteinkinazova aktivita u E.coli (Manai et al. 1979).

NajzastipenejSiou u baktérii je histidinova fosforylacia, ktora je zakladom pre
dvojzlozkové systémy. Nasleduje fosforylacia na serine a za fiou na tretom mieste je
fosforylacia treoninu. Za tento druh fosforylacie s zodpovedné kinazy pribuzné s tymi, ktoré
sa vyskytuji u eukaryot. Dalsou modifikaciou je fosforylacia tyrozinu vykonavana kinzami
Specifickymi pre baktérie, ktoré nevykazuji Ziadnu homoldgiu s eukaryotickymi. V poslednej
dobe sa objavuju publikdcie, ktoré popisuju fosforylaciu arigininovych, lyzinovych
a cysteinovych zvyskov.

Fosforylacia sa ukéazala byt’ dolezitym faktorom pre adaptaciu a prezitie bakteridlne;
bunky, nakol'ko sa funkcia tejto posttranslacnej Gpravy prejavila vo viacerych fyziologickych
procesoch. Okrem iného medzi tieto procesy patri prenos signalu, bunkové delenie, syntéza
peptidoglykénu, exopolysacharidov ¢i produkcia biofilmu. Fosforylacia tiez hra ulohu
v primdrnom a sekundarnom metabolizme a rezistenci k antibiotikdm. Fosfoproteomika
odhalila aj prepojenie medzi bakteridlnou fosforylaciou a patogenitou. Z tohto hl'adiska je
fosforylacia u prokaryotickych organizmov vel'mi sl'ubnou oblastou pre vyskum, nakolko
odhalenim funkcie a reguldcie mechanizmu tychto procesov mdzeme efektivne postupovat

v boji s patogénnymi baktériami.



2. Fosforylacia proteinov

Fosforylacia proteinov je znama posttranslacnd uprava vyskytujica sa naprie¢
organizmami. Ide o reverzibilné pripojenie fosfatovej skupiny sprostredkované Specifickymi
enzymami, nazyvanymi proteinkinazy. Zdrojom fosfatovej skupiny st spravidla
nukleozidtrifosfaty. Proteinova fosforylacia ovplyviiuje Siroké spektrum bunkovych procesov,
od vyvoja a delenia az po metabolizmus. Medzi najcastejSie sa vyskytujuce fosforylacie patri
fosforylacia serinu/treoninu a tyrozinu. Fosforylacia histidinu je v bakteridlnej bunke tiez

bohato zastipend. Dnes vieme o jej dolezitom postaveni v dvojzlozkovych systémoch.

2.1 Dvojzlozkové systémy

Tieto regula¢né systémy (oznacované ako TCSs — two component systems) vyuzivaji
fosforylaciu histidinu a nasledny transfer fosfatovej skupiny na aspartét k prenosu informacii
z vonkajSieho prostredia do bunky a umoznuju tak efektivnu reakciu na zmenu podmienok
okolia. Klasické TCSs sa skladaju z dvoch komponentov — z histidinovej kindzy (HK) viazane;j
na membranu a reguldtora odpovede (RR - z ang. response regulator). Signal putuje od
N-termindlnej domény HK na C-termindlnu doménu, kde dojde k fosforylacii histidinu.
Z histidinu je fosfatova skupina prenesend na asparagovi kyselinu N-termindlnej domény RR,
¢im sa stimuluje jeho C-koncova doména. Aktivovana C-doména regulatora odpovede potom
moze ovplyviovat’ expresiu roznych génov v zavislosti od stimulov prijatych z vonkajSieho

prostredia (Tierney ef al. 2019).

2.1.1 Histidinové kindzy

Pre HK je typické ich konzervované jadro, ktoré ma kinazovl aktivitu. Aktivita jadra je
ovplyviiovana vstupnou N-koncovou doménou, ktoré prijima signaly z vonkajSieho prostredia.
Tato doména je vo vicSine pripadov membranovo viazana a smeruje do extracelularneho
priestoru. Cez transmembranové domény je signal prenaSany na intracelularnu C-koncovu
doménu, kde dochddza k autofosforylacii histidinu uz zmienenym kindzovym jadrom.
Fosforylacia je ATP-dependentnd, teda zdrojom fosfatu je ATP. Konrétne ide o prenos gama-
fosfatu z ATP na histidin. Autofosforylacia prebieha bimolekularne, o znamend, ze jeden
monomér danej HK prenasa fosfatova skupinu na histidin druhého monoméru. Reakciou vznika
fosfohistidin a ADP. HK tak maju okrem autokindzovej aktivity aj d’alSie enzymatické aktivity:
mozu sluzit’ ako fosfotransferazy a katalyzovat’ prenos fosfatu z jednej domény na druhu, alebo
funguju ako fosfatazy, ¢ize dokazu fosfatova skupinu aj odstranit’ procesom hydrolyzy. To im

umoziuje v pripade potreby hydrolyzovat ich RR a zastavit’ tak odpoved’ bunky na zmenu
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podmienok. Jednotlivé histidinové kinazy st svojou stavbou prispdsobené signalnym draham,

v ktorych vystupuja (Alex et al. 1994, Stock et al. 2000).

2.1.2 Regulatory odpovede

Za prenos fosfatovej skupiny z fosfohistidinu na fosfoaspartat zodpovedaju regulatory
odpovede. Donorom fosfatovej skupiny moézu byt aj molekuly ako acetylfosfat c¢i
karbamoylfosfat. Fosforylacia RR teda nie je vzdy zavisla na HK. Tieto proteiny sa skladaju
z konzervovanej N-termindlnej domény, ktord je regulatna a z variabilnej C-koncovej
efektorovej domény. Regulacnd doména obsahuje minimélne dva aspartatové zvysky, na ktoré
je prenasana fosfatova skupina z prislusnej histidinovej kindzy. Véazba fosfatovej skupiny na
aspartat ovplyviiyje aktivitu RR. Vel'ké mnoZstvo RR sa dokaze samo zbavit fosfatovej skupiny
a tym prejst’ do neaktivneho stavu, nevyzaduje teda pre svoju deaktivaciu fosfatazovou aktivitu
HK. Regulatory odpovede zvidcsa funguju ako transkripné faktory a maji na efektorovej
doméne DNA vizobné miesto. N4jdu sa vSak aj RR, ktoré toto miesto nemaju a ich C-koncova
doména v tomto pripade funguje ako enzym. Niektoré vobec nedisponuju efektorovymi
doménami. Takéto RR sa podiel’aju na transfere fosfatu v systémoch hybridnych kinaz alebo

fosforelays (Stock et al. 2000).

2.1.3 Hybridné kinazy a fosforelay

Ako hybridné sa oznacCujii systémy, ktorych HK a RR st spojené¢ do jedného
polypetidového retazca. Majii N-koncovu vstupni doménu nasledovani HK doménou
a reguldtorovou doménou s konzervovanou aspardgovou kyselinou. Cely polypeptid je
zakonCeny vystupnou C-doménou s miestom na naviazanie DNA. Hybridné kinazy st znacne
roznorod¢ a ich Struktira im umoziuje zapojit’ do signalnej kaskady viacero stimulov naraz.

Fosforelay je systém pouZzivajici viacnasobny prenos fosatovej skupiny. Integralny
membranovy polypeptid je zloZzeny zo vstupnej domény, HK domény, za ktorou nasleduje tzv.
prijmovéa doména podobnad RR. Za prijmovou doménou nasleduje d’alSia doména obsahujuca
histidinové zvysky, ktora sa oznacuje ako HPt (histidin obsahujica fosfotransférova doména).
Regulator odpovede je oddeleny samostatny protein. Samotny fosfatovy prenos prebieha
v Styroch krokoch. Najprv dojde k ATP-dependentnej autofosforylacii histidinu HK. Nasledne
je fosfat preneseny z His na Asp na regulacnej prijmovej doméne. Z fosfoaspartatu je fosfat
transferovany na His na HPt doméne a odtial’ opédt’ na Asp. Nakoniec je procesom hydrolyzy

uvolneny vo forme Pi (Alex et al. 1994, Stock et al. 2000; Groisman et al. 2016).



Existuju dalsie typy TCSs, ktoré vsak svojou Struktirou nezodpovedaju vysSie
zmienenym klasickym dvojzlozkovym systémom. Okrem tohto klasického typu sa mdzeme
stretnit’ aj so systémami, ktorych HK st intramembranové a nemaju extracelularnu doménu,
prijimajucu signdly z okolia. Namiesto toho spolupracuju s d’alSimi proteinmi, ktoré im
pomahaju detekovat stimuly. Casto sa moézeme stretnif so samostatnymi proteinmi
fungujicimi ako prendSaCe fosfatovej skupiny z HK na RR, ktoré¢ disponuju histidin
obsahujucou doménou. Obcas potrebuju TCSs d’alSie regulatory odpovede alebo proteiny

potrebné pre spravne fungovanie HK a v takomto pripade ide o systémy trojzlozkové.

A Klasické TCs B Hybridné TCs C Fosforelay

vstupny signal wstupny signal vstupny signal

! | |

r |
vstupna
doména
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r =
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doména
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doména P )
RR
P
vystupna wystupna
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l 1 RR P
wipstupny signal vystupny signal doména
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doména

vystupny signal

ff e
vstupna
doména

J

Histidin
fosfo-
transferaza

Obrazok ¢. 1 Znazornenie roznej stavby dvojzlozkovych systémov vyskytujucich
sa naprie¢ baktérialnou riSou.

(A) klasicky typ dvojzlozkovych systémov tvorenych integralnym polypeptidom so vstupnou
a HK doménou a cytoplazmatickym regulatorom odpovede s vystupnou, DNA viaZzucou
doménou. (B) Hybridny systém tvoreny jednym polypeptidom. (C) Fosforelay systém tvoreny

naviac prijmovou a HPt doménou (prevzaté a upravené z Groisman et al. 2016).

2.2 Fosforylacia tyrozinu

Za tuto modifikaciu je zodpovedna rodina prokaryotickych proteintyrozinovych kinaz
(PPTK3s). Fosforylacia tyrozinu prebieha ATP pripadne GTP- dependentnou autofosforylaciou,

ktort vykonavajl bakterialne tyrozinové kinazy zname ako BY-kinazy. BY-kinazy sa v bunke



podiel’aju na syntéze a exporte extracelularnych polysacharidov, metabolizme, odpovedi na
teplotny Sok, bunkovom cykle a istou mierou prispievaju aj k rezistencii voci antibiotikam.
Okrem tychto, pre bakterialnu bunku typickych BY-kindz, ktoré su zodpovedné za vacSinu
fosforylacie na tyrozine, sa v ojedinelych pripadoch vyskytuju aj atypické kinazy (tzv. ,,odd*
type kindzy) a kinazy eukaryotického typu (tiez zndme ako Hanks-type kindzy), ktoré su
Struktarne pribuzné tyrozinovym proteinkindzam najdenym u eukaryot (Whitmore ef al. 2012).
Dalsou znamou skupinou st dualne $pecifické protein kinazy (DSPK), ktoré okrem tyrozinovej

fosforylacie katalyzuju aj transfer fosfatu na serin ¢i treonin (Getz et al. 2019).

2.2.1 BY-kinazy

Tieto proteinkindzy maju na terminalnej C-doméne tzv. P-slucku tvorena Walker
A motivom a d’al§imi motivmi Walker A' a B. Struktira P-slu¢ky je znama svojim vyskytom
prave u velkej rodiny proteinov s ATP-dzovou aktivitou. Jej vyznam spociva v naviazani
ATP/GTP, ktory bude donorom fosfatovej skupiny. Za Walker motivmi sa nachadza
tyrozinovy cluster (YC). Tento motiv méze byt dlhy v rozmedzi od 10 do 20 AK zvySkov
a zvycajne obsahuje 3-7 tyrozinov. Prave tieto YC tyroziny s miestom uz spominanej
autofosforylacie, hoci k nej nedochédza na kazdom z nich (Grangeasse et al. 2010, Grangeasse
etal 2012).

Co sa tyka organizacie BY-kinaz v bunke, rozdeluju sa podla usporiadania na typ
Proteobacteria (inak P-typ) a typ Firmicutes (F-typ). Ide o prototypy, ktoré sa vyskytuju
u roznych bakteridlnych kmenov. P-typ je tvoreny transmembranovym proteinom, ktorého
termindlna amino doména prechddza membranou dvakrat. N-koniec smeruje do vnutra
baktérie, membranou prechadzaju dva a-helixy a kontakt s okolim bunky je prostrednictvom
o/ domény a z nej vychadzajicej extracelularnej spony. Do cytosolu je orientovana katalyticka
doména tvorena Walker motivmi, YC a C-koncom. U BY-kinazy typu Proteobacteria je
sucast'ou katalytickej domény aj tzv. RK cluster bohaty na lysin a arginin. Jeho vyznam pre
bunku zatial' nie je znamy. Organizicia F-typu sa liS§i od proteobakteridlnej v tom, zZe
transmembranovy a cytoplasmaticky polypeptid s katalytickou aktivitou st samostatné, pricom
ich vzdjomna interakcia je nutna pre priebeh fosforyldcie. Membranovy protein je

homologicky k P-typu, len menSich rozmerov (Grangeasse et al. 20010; Chao et al. 2014).



Ssponova Firmicutes Proteobacteria
doména
slalalelalolalals Q0000000000 00000000000
000000004 00000000000000

CT

Obrazok €. 2 - BY-kinazy typu (A) Firmicutes a (B) Proteobacteria

NT (N-terminus); CT (C-terminus); zelenou je zndzornena extracelularna o/p doména a spona,
sluziaca na kontakt s okolitym prostredim; modrou dva transmembranové a-helixy, kotviace
extracelularu Cast’; ruZovou je juxtamembranovd doména a fialovou tyrosinovy cluster.
Cervenym kruhom je u P-typu znidzorneny tyrosin, kde dochddza k intramolekularne;
fosforylécii; Cierny kruh stvarnuje fenylalanin v mieste naviazania ATP zvySujlci afinitu
kinazy k ATP a sivou farbou je zndzoreny RK cluster (prevzaté a upravené z Grangeasse et al.

2009).

2.2.2 Princip autofosforylacie

Vzhl'adom na rozdielnu stavbu P a F-typu bakterialnych tyrozinovych kinaz je aj proces
autofosforylacie odlisny. U P-typu k nej dochddza dvoma rozdielnymi reakciami, ktoré
zahaju intrafosforylaciu aj interfosforylaciu na C-koncovej doméne. K autofosforylacii kinaz

F-typu su potrebné dva samostatné proteiny (Cozzone 2004). Jeden z nich je pomocny a dokaze
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stimulovat’ fosforylacnu aktivitu kindzy a zvysit’ jej afinitu k substratu, priCom sa fosforylacna
schopnost’ proteinu vykazujiiceho kindzovu aktivitu prejavuje len v pritomnosti pomocného
proteinu (Soulat et al. 2005).

Ked’ze N-terminalny koniec P-typu BY -kinaz nie je autofosforylovany a nesluzi ani ako
substrat pre fosforylaciu katalyzovani C-doménou, je pravdepodobné, ze nema zZiadny vplyv
na rozsah fosforylacie C-konca. Okrem autofosforylacie tyrozinového clusteru je zname, ze
C-doména obsahuje fosforylacné miesto aj mimo neho, konkrétne v okoli Walker A motivu.
Mechanizmus autofosforylacie prebiecha dvoma suCinnymi reakciami. Najprv ddjde
k autofosforylacii na tyrozine mimo YC. Toto sa deje vyhradne intrafosforylacnou reakciou
katalyzovanou vlastnou proteinkindzovou aktivitou enzymu. Nésledne sa zvySi kindzova
aktivita enzymu a takto aktivovana kindza fosforyluje tyrozinovy cluster druhej molekuly BY-
kindzy intermolekularne. Je teda zrejmé, Ze na dosiahnutie jej maximalnej fosforylacnej aktivity
je nutné, aby najprv prebehla intrafosforylacia daného tyrozinového zvysku v okoli motivu

Walker A (Grangeasse ef al. 2001).

@

interfosforylacia

tyrosinovy

tyrosinovy cluster

cluster

Walker A Walker A

intrafosforylacia

@

intrafostorylacia

@

@)

interfosforylacia

Obrazok ¢. 3 — Mechanizmus fosforylicie u proteobakterialnneho typu BY-kinaz
Znézornenie intrafosforylacnej reakcie tyrozinu mimo YC, ktora vedie k interfosforylacii
tyrozinového clusteru druhej molekuly BY- kindzy (prevzaté a upravené z Grangeasse et al.

2001).

V pripade BY-kinaz F-typu, kde su pre spravne fungovanie fosforylacie potrebné dva

odli$né proteiny, je cytoplazmaticky polypeptid aktivovany interakciou svojho N-konca s C-



terminalnym koncom transmembranového polypeptidu. Pri naviazani dochadza k zmene
v tercialnej Struktire cytoplazmatického proteinu, ¢o vedie k zvySeniu afinity enzymu k ATP
a tym aj k celkovému zvySeniu kinazovej aktivity. K prenosu fosfatovej skupiny moze
dochadzat’ intramolekularne aj intermolekularne v zavisloti od druhu baktérie (Soulat et al.
2005).

Hoci tyrozinové proteinkindzy niektorych druhov grampozitivnych baktérii potrebujt
k svojej funkcii pomocné proteiny, u inych druhov slizia tieto transembranové polypeptidy len
ako zosilnovace ich samostatnej kinazovej aktivity. Podobne aj v pripade gramnegativnych
baktérii su niektoré schopné autofosforylovat’ samy nezavisle od d’alSich pomocnych proteinov

zatial' Co iné to nedokazu (Soulat et al. 2005).

2.2.3 Odstranenie fosfatovej skupiny

Odstranenie fosfatovej skupiny maju na starosti tri rodiny enzymov :
1. fosfatazy eukaryotického typu (PTPs) a fosfatdzy s dvojitou Specifitou, ktoré st aktivne aj
voci fosforyldcii na serine a treonine
2. nizkomolekularne proteintyrozin fosfatazy (LMW-PTPs), ktoré ndjdeme aj u eukaryot a st
kyslej povahy
3. polymerazové - histidinolové fosfatazy (PHPs), fosfoesterazy gramnegativnych bakterii
PTPs, dudlne Specifické fosfatazy a LMW-fosfatdzy vyuzivaji mechanizmus, ktory
zahfna typickt CXXXXXR sekvenciu aminokyselin vo fosfat viazucom mieste. Cystein ako
nukleofil napada fosfor na substrate za vzniku fosfocysteinu, zatial' ¢o arginin interaguje so

zvySkom fosfotyrosinu (Whitmore et al. 2012).

2.3 Fosforylacia Ser/Thr

Pripojenie fosfatu na hydroxylovl skupinu serinu alebo treoninu sprostredkovavaja
Ser/Thr kinazy, ktoré st homologické ku kindzam eukaryotickym a teda dostali oznacenie
Ser/Thr kindzy (eSTKs) eukaryotického typu. Fosforylacia na serinovych a treoninovych
zvyskoch je pomerne stabilnd modifikacia a na jej odstranenie su v bunke pritomné Specifické
Ser/Thr-fosfatazy (eSTPs) eukaryotického typu (Dworkin 2015). Okrem toho sa u baktérii
vyskytuju atypické enzymy katalyzujlice fosforylaciu a defosforylaciu serinu (Manuse ef al.
2016). Systém Ser/Thr kinaz a fosfatdz neovplyviiuje vo viacSine pripadov konkrétne
transkripéné faktory, ale cez posttranslacni modifikaciu ovplyviiuje vlastnosti svojich
cielovych proteinov. Napriek tomu vSak existuji pripady, ked eSTK fosforyluje urcité

transkripéné faktory a moduluje ich afinitu k DNA a tym reguluje expresiu génov. Niekedy



mozu ovplyvnovat’ expresiu génov fosforylaciou regulatorov odpovede (tak, ako to robia TCS)

(Janczarek et al. 2018).

2.3.1 Ser/Thr-kindzy eukaryotického typu

Vyskytujt sa vo forme transmembranového alebo cytosolického proteinu. Katalytické
jadro je zname typickou dvojlalo¢nou Strukturou, ktora vznika zlozenim 12, pre tieto enzymy
charakteristickych subdomén. Medzi lalokmi je umiestnené aktivne miesto kinazy. Fosforylacia
prebieha za pomoci ATP ako donoru fosfatovej skupiny. N-koncovy lalok viaze a orientuje
ATP voci C-laloku, kde dochédza k prenosu fosfatu na naviazany substrat (Janczarek et al.
2018).

V aktivnom mieste enzymu sa nachddza aktivaény segment, ktory je ohraniceny
konzervovanymi motivmi DFG a APE. Okrem toho je zlozeny z niekolkych d’alSich
konzervovanych slu¢iek — Mg®* viazuca, aktivaéna a P+1 slucka. P+1 slucka je miestom, kde
dochadza ku kontaktu substratu a kindzy. Katalytickd a P-slucka nie si sucastou aktivaéného
segmentu, ale st dolezitou sti¢ast'ou katalytickej domény kinazy. P-slu¢ka ma vysoky obsah
glycinu a je podstatna pre transfer fosfatovej skupiny a vymenu vzniknutého ADP za ATP do
dalsieho cyklu. Aktiva¢na slucka obsahuje serinovy, alebo treoninovy zvysok, ktory interaguje
s katalytickou slu¢kou. Aktivacna slucka je vysoko variabilnd a podiela sa na urceni
substratovej Specifity enzymu.

Kinazy v bunkach funguju ako prepinace, prechadzaju z aktivnej do neaktivnej formy
prave vdaka fosforylacii. Prechod do aktivnej formy je bud’ autofosforylaciou, alebo
transfosforylaciou pomocou inej kinazy, na aspon jednom Ser/Thr zvySku v aktivacnej slucke

(Pereira et al. 2011; Janczarek et al. 2018).

2.3.2 PASTA-eSTKSs kinazy

Skupina membranovych, vyhradne prokaryotickych eSTKs disponuje tzv. PASTA
motivmi (z ang. Peniciline binding protein And Ser/Thr Associated) na ich extracelularnej
doméne. Tieto kinazy plnia hlavne ulohu regulatorov morfogenézy a bunkového delenia.
PASTA motiv viaze antibiotik4 obsahujuce B-laktdmovy kruh ako je penicilin a preto je mozné
ich n4jst’ aj v penicilin viazucich proteinoch (PBP), kde boli tieto motivy objavené ako prvé
(Manuse et al. 2016).

Protein je transmembranovy s N-koncovou doménou smerujicou intraceluldrne a C-
koncovou doménou smerujicou von z bunky. Cytoplazmaticka doména obsahuje katalytickt

doménu a juxtamembranovy linker, ktory ju spdja s transmembranovou doménou. Kinazové



jadro pozostava z rovnakych subdommén ako jadro ostatnych eSTKs. N-termindlny lalok
kinazy je tvoreny Strukturou zvineného B-listu a jednym dlhym a-helixom, ktory sa oznacuje
ako aC. C-lalok pozostava prevazne z o-helixov. Orientaciou lalokov voci sebe dochddza
k prechodu z uzatvorenej do otvorenej konformacie (Ortiz-Lombardi et al. 2003).

ATP sa viaze do $trbiny medzi lalokmi, kde je stabilizované interakciou s P-sluckou.
Glycinové zvysky na slucke interaguju s a a B fosfatom nukleozidu. Okrem toho s tymito
fosfatmi interaguje aj konzervovany lyzin v pozicii 40, ktory pomaha ATP sa orientovat
a ukotvit. Glutamova kyselina v polohe 59 N-laloku vytvara s ATP vodikové mostiky a tym
stabilizuje kontakt lyzinu a netransferovanych fosfatov.

Katalyticka slucka obsahuje konzervovany asparagin a aspartat. Asparagin orientuje
asparagovu kyselinu, ktora atakuje hydroxylovu skupinu substratu (Ser/Thr), ktory bude
fosforylovany. Aktivaény segment obsahuje druhy aspartat, ktory reaguje s aspartitom
katalytickej slu€ky. Aktivacia kinazy si vyzaduje fosforylaciu Ser alebo Thr zvysSku aktivacne]
slucky, pricom je castejsie, ze k nej dojde na treonine (Manuse et al. 2016).
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Obrazok ¢. 4 — Porovnanie sekvencie ¢asti katalytickej domény PKA kinazy, ktora je modelovym
enzymom pre fungovanie eSTKs a PknB, ktora je modelom PASTA-eSTKs kinaz

Konzervované motivy su oramované; ¢iernym pozadim st zvyraznené invariantné aminokyselinove
zvysky, cervenou hviezdickou je oznacena asparagova kyselina a fiou fosforylovany treonin (prevzaté

aupravené z Pereira et al. 2011).

2.3.3 Ser/Thr proteinfosfatazy

U baktérii ndjdeme dve rodiny proteinfosfatdz homologickych eukaryotickym Ser/Thr
fosfatdzam:
1. rodina fosfoprotein fosfatdz (PPP — z ang. phosphoprotein phosphatases)
2. rodina fosfataz zavislych na kovovych iéonoch (PPM — z ang. metal-dependent phosphatases),

kofaktorom je Mg** alebo Mn?*
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U PPP je zname, ze okrem Ser/Thr defosforyluju aj fosfohistidinové ¢i fosfotyrozinove
zvySky. Vela z nich patri do skupiny tyrozinovych fosfatdz s dudlnou Specifitou. Do PPM
rodiny patri skupina eSTPs ( Ser/Thr fosfatazy eukaroytického typu). Katalytickd doména PPM
fosfataz ma 11 — 13 charakteristickych motivov obsahujucich 8 konzervovanych aminokyselin.
Rovnaké usporiadanie najdeme aj u eukaryotickej PP2C fosfatazy.

Katalytické jadro je zlozené z dvoch antiparalelnych B-listov, kazdy lemovany dvoma
a-helixami. V centre st dva kovové idny koordinované vodou a aminokyselinami. Predpoklada
sa, ze mechanizmus defosforylacie je formou nukleofilného ataku vody na atom fosforu, ktory

je aktivovany prave kovovymi ionmi v centre (Pereira et al. 2011).
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3.Fosforylacia proteinov a jej dopad na virulenciu a patogenézu

Fosforylacia na tyrozine, serine a treonine sa ukazala byt’ dolezitou sucast'ou procesov
spojenych s patogenézou baktérii. K fosforylacii dochadza v r6znych stadiach rozvoja choroby
a dejoch, ako je pril'nutie na hostitel'ski bunku ¢i interakcia bakteridlnej bunky s hostitel'skou.
Takmer vSetky faktory bakteridlnej virulencie st sekrétované a lokalizované na bunkovom
povrchu. Medzi hlavné virulentné faktory patria exopolysacharidy (EPS). Do tejto skupiny
polymérov zarad’'ujeme, okrem iného, kapsularne polisacharidy (CPS) vykazujice K-antigén
a lipopolysacharidy (LPS) vykazujuce O-antigén. Vel'ké mnozstvo syntetickych drah EPS je
regulované prostrednictvom fosforylacie Ser/Thr a Tyr. Je tiez zname, Zze ako
u gramnegativnych tak aj u grampozitivnych baktérii existuje interakcia BY-kinaz
s endogénnou UDP-glukéza dehydrogenazou (Ugd). Tento enzym zohrdva podstatn(i tlohu
v syntéze exopolysacharidov, nakol’ko jeho aktivitou dochddza k vzniku UDP-glukurénove;j
kyseliny, hlavnej zlozky kyseliny kolanovej (Cozzone et.al. 2004). Okrem toho patria medzi
dolezité virulentné faktory aj efektorové molekuly a exotoxiny produkované baktériami
a transportované do hostitel'skej bunky, extracelularne a s membranou asociované proteiny ¢i

biofilm (Bonne Kghler ef al. 2020).

3.1 Syntéza exopolysacharidov

Velké mnozstvo BY-kindz sa podiela na produkcii exopolysacharidov vyuzivajuc
vlastnii autofosforylaciu. Zname st aj pripady, ked’ tyrozinkindza fosforyluje endogénny
substat — Ugd enzym, ktory je sucast’ou syntetickej drahy EPS. Vo vécsine pripadov sa ukazuje,
ze produkcia extracelularnych polysacharidov je zvySena, ked’ d6jde k defosforylacii kinazy jej
pribuznou fosfatazou.

E.coli k6duje kinazu Wzce a fosfatazu Wzb, ktorych aktivita ovplyviiuje tvorbu kyseliny
kolanovej, jednej z hlavnych zloZiek exopolysacharidov. V istej, ovel'a menSej miere sa na tejto
regulécii podiela aj druha BY-kindza tejto baktérie, Etk a fosfatdza Etp. Tieto BY-kinazy su
typu Proteobacteria, proces autofosforylacie teda prebieha sledom intramolekuldrnych
a intermolekularnych reakcii. Dolezitym regulaénym krokom pre syntézu kyseliny kolanove;j
je ale prave defosforylacia Wzc kinazy fosfatazou Wzb. Zistilo sa tiez, Ze tato kindza je schopna
fosforylovat’ enzym Ugd. Intramolekuldarnou autofosforylaciou Tyr569 dojde k stimulécii
fosforylacie Ugd, pricom tento enzym nepodlieha defosforylacii prostrednictvom Wzb. Wzb je
schopny defosforylovat’” Wzc na tyrozinovom clusteri ale nie na Tyr569. Fosforylovany Ugd

vykazuje vyssiu aktivitu (Vincent et al. 2000).
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Dalsie druhy gramnegativnych baktérii disponuja kindzami podobnymi Wzc u E.coli,
ktoré zohravaju tlohu hlavne v syntéze a transporte exopolysacharidovych jednotiek. Medzi
najznamejSie patri AmsA rastlinného patogénu Erwinia amylovora, YC06 z Klebsiella
pneumoniae a ExoP baktérie Rhizobium meliloti (Vincent et al. 2000).

Tyrozin kindza YwqD gram pozitivneho Bacillus subtilis je kédovanad prislusnym
génom, ktory je sucastou operonu ywqgCDEF. Kazdy z jeho génov koduje jednu stciastku
fosforylaéného systému — ywqC kdduje transmembranovy protein prijimajuci signal, produkt
ywgD je samostatna intracelularna kinaza, ywgE kdéduje proteinovu tyrozinfosfatazu a ywgF
koduje enzym podobny TuaD, ¢o je UDP-gluk6za dehydrogenaza vyskytujica sa u B.subtilis.
K autofosforylacii YwqgD dochédza intramolekularne na Tyr228 a nasledne je nou katalyzovana
YwqC-dependentnd fosforylacia YwWF a TuaD. Rovnako ako u gramnegativnych baktérii,
fosforylacia dehydrogenaz zvysi ich aktivitu ¢o vedie k vySSej produkcii UDP-glukuronovej
kyseliny, ktora je hlavnou zlozkou exopolysacharidu — kyseliny kolanovej. V tomto pripade je
fosfatdza YwqE schopné defosforylovat’ Ugd enzymy, ¢im sa znizi ich aktivita (Mijakovic et

al. 2003; Lacour et al. 2006).

e >

ywqC ywqD  ywqgE ywqgF

vstupny signal

ATP @ ADP vDP-glukdza
i 2 MAD"

neaktivovana - aktivovana Z NADH
w
i @ UDP-glukuronova
kyselina

Obrazok €. 5 — Schéma signalnej drahy tyrozinovej kinazy YwqD u B.subtilis

Znéazorneny je dopad nou sprostredkovanej fosforylacie na aktivitu enzymu UGD-glukéza

dehydrogendzy (prevzané a upravené z Mijakovic et al. 2003).
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Bakterialna tyrozinkinéaza, ktora u Streptococcus pneumoniae zodpoveda za spravne
zlozenie kapsuly, je sucastou komplexnej zostavy proteinov lokalizovanej v mieste tvorby
deliacej prepazky. Tato masinéria pri deleni zodpoveda za to, aby boli obe dcérske bunky
pokryté polysacharidovym obalom. Ide o BY-kindzu typu Firmicutes, ktora pozostava
z transmembranového CpsC proteinu a samostatnej cytoplazmatickej kinazy CpsD.
Defosforylaciu zabezpecuje pribuznd fosfatdza CpsB. Predpkladany model regulacie je, ze
interakcia medzi CpsC a CpsD umozni naviazanie ATP. Této reakcia maximalizuje syntézu
kapsularnych polysacharidov. Ked’ vSak dojde k autofosforylacii CpsD, kinaza disociuje od
CpsC proteinu, co ma za nasledok znizenie syntézy CPS. CpsB potom defosforylaciou
reaktivuje CpsD a umozni d’alSiu interakciu s CpsC. Tato cyklické fosforylacia CpsD kindzy
a jej defosforyléacia regulovana CpsB je zakladom pre produkciu kapsularnych polysacharidov
(Nourikyan et al. 2015; Morona et al. 2000).

U S.aureus bol objaveny aj crosstalk medzi BY-kindzovym komplexom CapAlBl1
aeSTK Stk1. BY-kinaza v tomto kontexte aktivuje produkciu CPS cez fosforylaciu prislusnych
enzymov syntetickej drahy, zatial ¢o Stkl inhibuje Cap systém a indukuje tvorbu
peptidoglykéanu na tkor syntézy CPS (Bonne Kehler et al. 2020).

Je vhodné tieZ zmienit, Ze u viacerych kmeilov gramnegativnych patogénnych baktérii
zivoCichov aj rastlin ndjdeme komplexny viaczlozkovy systém fosfatového transferu — Rcs
fosforelay, ktory je okrem iného zodpovedny aj za zvySenie syntézy kapsularnych
exopolysacharidov. U E.coli dochddza k produkcii obalového polysacharidu - kyseliny
kolanovej mimo hostitel’a a nema tllohu vo virulencii. Naopak Klebsiella pneumoniae vyuZiva
tento systém na syntézu kapsuly, ktord zvySuje jej virulenciu. Rastlinné patogény Erwinia
amylovora a Pantoea stewartii tiez vyuzivaji regulatory odpovede tohto fosfatového prenosu

na transkripciu virulentnych obalov (Majdalani ef al. 2005).

3.2 Translokacia efektorovvch molekiil

Délezitou strategiou vyuzivanou k zneSkodneniu imunitného systému hostitela je
produkcia efektorovych molekul a ich injekcia do hostitel'skej bunky. Translokacia
efektorovych molektl je sprostredkovana sekreCnymi systémami a tie st Casto regulované
pomocou fosforylacie. U baktérii sa vyskytuje osem typov transportnych systémov cez
cytoplazmaticki a vonkaj$iu membranu. Ser/Thr kindzovo-fosfatdzové systémy svojou
reciprokou aktivitou reguluju tieto transportné systémy podl’a potreby.

Yersinia pseudotuberculosis obsahuje plazmid pIB1, ktory koéduje dolezité faktory

virulencie — Yop proteiny a Ser/Thr kinazu YpkA (Galyov ef al. 1994). Cielom tejto kindzy st
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trimérne G-proteiny. Ide o GTP viazuce proteiny zlozené z troch podjednotiek (a, B, ), ktoré
maju ustrednu rolu v regulacii mnohych bunkovych procesov eukaryot. Podjednotka a viaze
GTP a disociuje od dimérnej By podjednotky. Ukazalo sa, ze YpkA fosforyluje Serd7 v GTP
viazucom miesto aktivovanej a-podjednotky a tym znizuje jeho afinitu ku GTP. Je vysoko
pravdepodobné, ze zmena naboja na serine, spdsobena jeho fosforylaciou, vyvolava
konformacéné zmeny v aktivnom mieste, ktoré potom nie je schopné naviazat’ substrat. Takto
YpkA inhibuje prenos signalu na efektorové proteiny, ktoré zohravaji napriklad rolu v regulacii
aktinového cytoskeletu. To vedie k depolymeracii aktinovych filament esencidlnych pre
funkciu makrofagov a d’alSich buniek vrodenej imunty (Navarro et al. 2007; Juris SJ, Rudolph
et al. 2000).

Staphylococcus aureus produkuje velké mnozstvo extracelularnych a s membranou
asociovanych proteinov, ktoré zohravaju tlohu v patogenéze. Transkripcia génov tychto
virulentnych proteinov je regulovana viacerymi transkripénymi faktormi vratane kla¢ového
SarA, ktory ovplyviuje cez 120 génov. SarA je fosforylovany dvoma Ser/Thr kinazami — Stk1
a SA0077. Zatial, ¢o Stkl fosforyluje SarA hlavne na treoninovych zvyskoch a vedie
k zvySeniu DNA vézobnej aktivity, u SA0077 sa ukézala fosforylacia preferencne na serine,
pricom tato modifikacia spdsobila jej zniZzenie. Okrem toho Stk1 vykazuje fosforylaciu aj na
d’alSom traskripénom faktore homolognom k SarA —MgrA. V zavislosti od podmienok funguje
MgrA ako aktivator alebo represor prislusnych génov. Medzi jeho ciele patria gény kodujuce
efluxné pumpy sliziace na sekréciu antimikrobialnych latok. Nefosforylovany MgrA sluzi ako
ich represor. Ak je bunka pod stresom vyvolanym pritomnost'ou antibiotik, Stk1 fosforyluje
MgrA na Serl10 a Ser113 a tym zabrani jeho vizbe na DNA, ¢im dojde k expresii pump
a sekrécii antibiotik von z bunky. Nasledkom je zvySenie rezistencie k ur€itym typom antibiotik
(napr. k fluorochinolinu). Okrem toho MgrA reguluje aj expresiu génov virulencie, autolyzinov
a kapsularnych polysacharidov (Truong-Bolduc et al. 2008). Exotoxiny zname ako o a B-toxiny
hraju dolezita ulohu v patogenéze S.aureus. Ukézalo sa, Ze Stk1 ma ulohu aj v regulacii syntézy
hemolyzinu. Fosforylaciou CcpA proteinu na dvoch tyrozinovych zvySkoch (v polohe 18 a 33)
v DNA viazucom mieste kindzou Stkl, dojde k zniZeniu produkcie o-toxinu, zatial Co
defosforylacia pribuznou fosfatdzou Stpl ju zvySuje (Burnside er al. 2010). Naopak,
fosforylaciou transkripéného regulatora SpoVG (konkrétne na Thr4, 13, 24 a Ser41) dojde
k zvySeniu jeho aktivity a expresii génov kodujicich enzymy, napriklad syntetickej drahy
kapsularnych polysacharidov (Bischoff ez al. 2016).

Legionella pneumophilla zasa vyuziva transportny systém 4 (T4SS) na to, aby vpravila

Hanks-type kinazu LegK1l do hostitela. Tam tato kinaza fosforyluje jeden z proteinov
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inhibujicich NF«kB transkripné faktory, ktoré ovplyviiuja transkripciu génov imunity,
apoptdzy, bunkového rastu a d’alSich vyznamnych procesov. Vzhl'adom na to, Ze mnozstvo
efektorovych molekul transportovanych do buniek hostitel’a je obmedzené, byva tato regulacia
Casto robustna a extrémne silna (Ge et al. 2009). Pseudomonas aeruginosa vyuziva na kontrolu
T6SS systému Ser/Thr kinazu PpkA a fosfatazu PppA ( Bonne ef al. 2020). Morska baktéria
a oportunny patogén Vibrio alginolyticus reguluje svoj transportny systém 6 pomocou kinazy
PpkA2. Fosforyla¢nou kaskadou tohto enzymu je fosforylovany konkrétny protein, ktory
prostrednictvom d’alSich krokov spusta sekréciu efektorovych latok cez T6SS a tym zabija
baktérie v okoli. Alternativou je, Ze kinaza fosforyluje protein VtsR, ktory potom interakciou
s d’alsimi proteinmi podnecuje expresiu T6SS (Yang et al. 2018).

Mycobacterium tuberculosis je patogén, ktory ma k dispozicii 11 eSTK (PknA-PknL)
a jednu fosfatdzu, ktoré svojou aktivitou ovplyviiuju transkripcné faktory génov esencidlnych
aj pre virulenciu a patogenézu. Napriklad bolo zistenych az 40 substratov pre kindzu PknH.
Transkripény faktor EmbR podlieha fosforylacii na treonine sprostredkovanej PknH. Tato
posttransla¢na modifikacia pozitivne reguluje nasadnutie EmbR na promotor embCAB operonu.
Produkty génov tohto operénu su dolezité pre spravne zloZenie bakteridlneho obalu
a rezistenciu k etambutolu. Defosforylacia fosfatdzou MstP vedie k drastickému zniZeniu
schopnosti EmbR viazatt DNA. Okrem toho PknH kindza ovplyviiuje regulator odpovede
DosR, ktory je potrebny pre stresové odpovede na zmeny v podmienkach okolia (napriklad
vstup do Staddia dormancie). Preukdzany bol aj dopad PknH kindzy na syntézu lipidov
asociovanych s membranou bunky, ktoré sii podstatnym faktorom virulencie. Na rezistencii
voci etionamidu (ETH) sa podiela dalSia z eSTks M.tuberculosis — PknF. Monooxygenaza
EthA indukuje schopnosti tohto antibiotika chemickymi modifikdciami. Bunka tomu zabratnuje
fosforylaciou transkripéného faktoru EthR, ktory je represorom génu pre expresiu tohto
enzymu. VirS je TF podiel'ajuci sa na regulacii mymA operdnu, ktory je esencidlny pre spravnu
Struktaru bunkovej steny a prezitie baktérii pri stretnuti s makrofagmi. Tento transkripény
faktor je substratom pre PknK kindzu, presné miesta fosforylacie ale eSte neboli odhalené.
Fosforylacia mykobakteridlnymi kindzami bola dokazana aj na o-faktoroch a anti-o-faktoroch.
Této fosforylacia aktivuje prislusné regulony (napr. aktivacia SigF regulonu ako odpoved’ na

osmoticky Sok) (Wright et al. 2014).
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Obrazok ¢. 6 — Ser/Thr kinazy eukaryotického typu vyskytujice sa u Mycobacterium

tuberculosis

Na obrazku st znazornené vsetky eSTK tohto patogénu, spolu s ich vstupnymi signdlmi,

stavbou kindzy (zobrazené su rozdiely v extracelularnych doménach, ktoré prijimaju Specifické

signaly) a s ciel'om ich signalizécie (prevzaté a upravené z Wright et al. 2014).
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Streptococcus pneumoniae a pribuzné druhy maju k dispozicii len jednu PASTA kinazu
znamu ako StkP (u ostatnych druhov sa oznacuje ako Stkl). Dvojzlozkovy systém CovRS
u tychto baktérii reguluje gény dolezité pre produkciu kapsularnych polysacharidov, penetraciu
do krvnych tkaniv, ¢i expresiu faktorov virulencie. Regulator odpovede CovR, fungujtci ako
transkripény faktor je fosforylovany StkP kindzou na Thr65 a CovS kindzou na aspartate
v polohe 53. Tento crosstalk je zapojeny v regulacii produkcie PB-hemolyzinu (inak aj
cytotolyzin) — jedného z hlavnych virulentnych faktorov u streptokokov. Fosforylacia na Asp
vedie k nasadnutiu CovR na promotor a represii produkcie PB-hemolyzinu, StkP pracuje
protichodne, fosforylaciou na Thr prerusi vizbu TF a zahaji expresiu génov. Dalsim
regulatorom, ktory je ovplyviiovany crosstalkom medzi prislusnymi TCS a StkP je RR06, ktory
reguluje expresiu elementov potrebnych k prilnutiu baktérie na hostitel'ské bunky. Je zname,
ze fosforylacia zvysi stabilitu vizby medzi regulatorom odpovede a DNA, ale presné miesto

fosforylacie ani mechanizmus regulacie eSte nie su zname (Wright et al. 2014).
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4.Vvznam proteinovej fosforylacie v bunkovvch procesoch

4.1 Zivotny cyklus

PASTA-kinazy sa zacastiiuju viacerych procesov v ramci zivotného cyklu a vyvinu
baktérie. Maju ulohu v produkcii peptidoglykdnu a determinacii bunkového tvaru, deleni
buniek, segregécii chromozoémov ¢i v sporulacii.

PrkC PASTA-kindza a fosfatdza PrpC grampozitivneho B.subtilis st kl'aCové pre
sporulaciu a zaroven aj pre klicenie spéry a formaciu biofilmu. Okrem toho prispievaju k
morfogenéze bunky fosforylaciou viacerych endogénnych proteinov (Manuse et al. 2016).
PrkC je lokalizovana v mieste delenia, kde interaguje s proteinom bunkového delenia — GpsB.
Jeho interakciou s katalytickou podjednotkou PrkC dochadza k fosforyladcii na Thr75.
Fosforylovany GpsB je potom schopny znizovat’ autofosforyla¢nu aktivitu PrkC kinazy a tym
aj jej schopnost’ fosforylovat’ d’alSie proteiny. CpgA je GTPaza, ktorej absencia sposobuje
rastové vady a hromadenie zloziek bunkovej steny vnutri baktérie. GTPazova aktivita tohto
enzymu zavisi od jeho interakcie s 30S podjednotkou ribozému, avSak samotnd interakcia si
vyzaduje, aby bol CpgA protein nafosforylovany. K fosforylacii dochadza na Tyrl66 a tuto
reakciu vykonava PrkC kinaza. Ked’ spory opustaju stadium dormancie za¢nu produkovat
peptidoglykénové podjednotky. PrkC je schopnd vycitit’ pritomnost’ tychto zloziek v prostredi
a nésledne spusta kaskadu fosforylécii, ktoré umoznia klicenie. CpgA ma tlohu aj v biognéze
ribozémov a o sporach je zname, Ze obsahuju velké mnoZstvo tychto ribonukleoproteinov,
ktoré pravdepodobne hraja dolezitt tlohu pri kliceni. Je mozné, Ze vztah medzi PrkC kindzou
a CpgA proteinom dovol'uje baktérii rychly a efektivny nastup procesov nutnych pre vystup zo
Stadia dormancie (Pompeo et al. 2012; Pompeo et al. 2015; Manuse et al. 2015).

Streptococcus pneumoniae ma PASTA-kinazu StkP, ktora spolu s jej pribuznou
fosfatdzou PhpP opakujucimi sa cyklami fosforylacie a defosforylacie reguluji bunkové
delenie. Za lokalizaciu StkP v strede bunky a umiestnenie viacerych PBP proteinov v mieste
prepazky zodpovedaju jej PASTA domény. PASTA domény rozpoznédvaju podjednotky
peptidoglykénu, u ktorych nedoSlo k prienemu spojeniu. Tento typ peptidoglykanu sa
vyskytuje v oblasti, kde dochadza k aktivnej syntéze bunkovej steny, ¢o je bezné u rasttcich
buniek. Ako prvé sa v mieste budiicej bunkovej prepazky zhromazd'uje protein FtsZ tvoriaci
Z-prstenec. Tu hra dolezita tlohu jeden zo substratov StkP kindzy - MapZ ( z ang. Mid-cell-
anchored protein Z), iny nazov pre tento protein je tiez LocZ. Tento protein vytvara v strede
bunky prstencovité Struktiry. Ako sa bunka predlzuje tieto prstence sa pohybuju v smere rastu

a su tak stalym ukazovatelom miesta delenia. MapZ potom protein-proteinovou interakciou
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umiestni Z-prstenec. Nasledne je regratovana StkP kindza, ktorej d’alSim substratom je treonin
v pozicii 201 proteinu DivIV A. Fosforylacia DivIV A je pre spravne rozdelenie buniek nutna,
nakol’ko sa ukdzalo, ze u mutantov, ktorych Tyr201 bol nahradeny za alanin, doslo k deformacii

bunkového tvaru (Fleurie et al. 2012; Beilharz et al. 2012; Holeckova et al. 2014).

daliie M’
PBPs

bunkova stena

membrana

kontrola
konstrikcie

@ @ Z-prstenca

kontrola tvaru bunky

a lokalizécia miest kontrola
syntézy umiestnenia
peptidoglykanu Z-prstenca

Obrazok ¢. 7 — Schéma fungovania StkP kinazy S. pneumoniae v bunkovom deleni

(prevzaté a upravené z Manuse et al. 2016).

PknB kinaza a PASTA kindzy jej podobné, sa vyskytuji u viacerych grampozitivnych
baktérii ¢o indikuje moznost” podobného mechanizmu v regulacii ich morfogenézy. Jednou
z tychto baktérii je Mycobacterium tuberculosis, ktora kontroluje svoju morfogenézu
prostrednictvom kindz PknA a PknB. Medzi ich cielové molekuly patri aj protein Wag31
homologicky k proteinu bunkového delenia - DivIV A. Wag31 je regratovany do pélov bunky
na zaklade protein-proteinovych interakcii bud’ vo findlnych stadidch bunkového delenia, alebo
po jeho skonceni. Tu zohrava ulohu v lokalizacii syntézy peptidoglykanu. Na rozdiel od
proteinu DivIV A vSak nie je potrebny v mieste tvorby bunkovej prepazky. Spravna lokalizacia
polarnej syntézy peptidoglykédnu je podstatna pre udrzanie typického, ty€¢inkového tvaru bunky.
Predpoklada sa, Ze PknB kindza prijima svojimi PASTA motivmi signal z okolia a nasledne
interfosforylaciou aktivuje PknA kindzu, ktord sama o sebe nedisponuje extraceluldrnou
doménou. PknA potom vykondva reverzibilnu fosforylaciu na Thr73, ktorou je regulovana

aktivita Wag31 (Kang et al. 2005; Kang et al. 2008).
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Myxoccus xanthus je gramnegativna baktéria, ktord vyuziva na tvorbu plodnice
a sporulacie dualnu regulaciu Ser/Thr kinazou a dvojzlozkovym systémom. Ked baktéria
vegetativne rastie, tvori agregaty pozostavajice z tisicov buniek. V pripade, ze dojde k zmene
podmienok na nepriaznivé, dochadza k vytvoreniu plodnic a nésledne mala cast’ buniek
prechadza do Stadia sporulacie. Tento proces zavisi ako od dvojzlozkového systému MrpAB,
tak aj od Pkn8 a Pknl4 kinazovej kaskady. MrpA kindza rozpoznéava signal a fosforyluje
regulator odpovede MrpB. Ten funguje ako transkripény faktor a pozitivne reguluje expresiu
génu mrpC. Produktom je protein regulujici transkripciu génu frud. FruA je klucovy
transkripény faktor, ktory ovplyviiuje mnozstvo d’alSich génov podielajacich sa na tvorbe
plodnice a sporulécii. Pkn8 kindza fosforyluje kindzu Pknl4, ktora reguluje protein MrpC
fosforylaciou treoninu. Téato uprava znizuje afinitu MrpC k promotoru fiud génu. Behom
vegetativneho rastu takymto sposobom Pkn8-Pknl14 kinazova kaskada blokuje funkciu MrpC
poteinu a zabrafiuje sporulacii v priaznivych podmienkach okolia (Inouye ef al. 2008, Pereira

etal 2011).

bunkowy rozvoj

@ sporulicia a
0 —_— .
tvorba plodnice

vegetativny rast

Obrazok ¢. 8 — schéma crosstalku medzi MrpAB dvojzloZkovym systémom a STK
kindzami Pkn8 a Pkn14 v baktérii Myxococcus xanthus (prevzaté a upravené z Pereira et

al. 2011).

4.2 Biosyntetické a metabolické deje

Vyssie spominany systém StkP-PhpP u S.pneumoniae ma okrem funkcie v deleni bunky

tiez rolu v syntéze zloziek bunkovej steny. Je znama ich interakcia s L-alainin ligazou MurC,
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ktora je dblezita pre tvorbu esencidlneho intermediatu peptidoglykdnovej biosyntetickej drahy.
V bunke dochéddza k fosforylacii tohto enzymu StkP kindzou a jeho defosforylacii fosfatazou
PhpP pri¢om je pravdepodobné, Zze fosforylaciou dochadza k znizeniu aktivity MurC enzymu
a tym aj poklesu tvorby peptidoglykanu (Falk ef al. 2013).

U S.aureus bolo identifikovanych 11 proteinov fosforylovanych Ser/Thr kinazou
a v menSom rozsahu k nej dochddza aj na tyrozine. VicSina st enzymy centralneho
metabolizmu (predovSetkym glykolyzy). KedZe katalyzuju prevazne reverzibilné deje
a vzhl'adom k tomu, ze fosforylacia je tiez reakciou vratnou, je mozné, ze takto dochadza
k regulacii ich funkcie. Tyrozinovou kinazou sprostredkovana fosforylacia bola zaznamenana
na viacerych chaperonoch a tiez ribozomalnom poteine L7/L.12, o znaci ucast’ fosforylacie na

syntéze proteinov (Lomas-Lopez et al. 2007).

Uz zmienena PrkC PASTA kindza B.subtilis spolupracuje v tzv. crosstalku
s konzervovanym dvojzlozkovym systémom WalRK. Fosforylaciou regulatora odpovede WalR
na Thr101 sa zvysi jeho aktivita a dochadza k regulacii prislusnych génov, ktoré maju ulohu
v metabolizme bunkovej steny. Vo fdze staciondrneho rastu klesa aktivita kinazy WalK
anaopak dochéadza k stimulacii kindzy PkrC. Ide teda o sekundarnu fosforylaciu kinazou PkrC,
ktora nastupuje v dobe, ked” WalR prestava byt’ fosforylovany svojou pribuznou histidinovou
kinazou. Vstupnym signdlom pre PkrC aj WalK su zlozky peptidoglykanu bunkovej steny.
Predpoklada sa vSak, Ze signal potrebny pre stimuldciu je rozdielny. WalK rozpoznava
peptidoglykénove intermedidty produkované v oblasti bunkovej prepdzky v dobe bunkového
delenia, zatial' ¢o PkrC je stimulovana peptidoglykdnom syntetizovanym v stacionarnej faze
rastu. Z toho sa d4 usudit, Ze tieto kinazy vedia rozpoznat’ rozdielne aspekty a irovne syntézy
a metabolizmu bunkovej steny a podl'a toho je modulovana ich aktivita (Libby et al. 2015).
Okrem toho PrkC kindza tiez vykazuje fosforylaciu viacerych enzymov suvisiacich
s metabolizmom cukrov. Konkrétne bola fosforylacia touto kindzou zaznamenana na Ser12
proteinu HPr, ¢o je enzym fosfotransferazového systému baktérii. Fosforylacia sa ukdzala aj na
transaldolaze, glutamin syntetdze, izocitrat dehydrogendze a a-acetoacetat dekarboxylaze
(Pietack N. et al. 2010).

WalRK je dvojzlozkovy systém fungujici v crosstalku s eSTK kindzami, ktory bol
prvykrat objaveny prave u B.subtilis, kde zohrava ulohu v metabolizme bunkovej steny pocas
zivotného cyklu baktérie. U Streptococcus pneumoniae ndjdeme homologicky systém regulécie
medzi kindzou StkP a dvojzlozkovym systémom WalRK. Delécia v géne pre dant eSTK viedla
k znizeniu reguldcie génov kontrolovanych regulatorom odpovede WalR (Libby et al. 2015).
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V mnohych baktériach fosforyluja PASTA kinazy aj enzymy centralneho metabolizmu.
Napriklad u Listeria monocytogenes sa kinaza PrkA podiel’a na fosforylacii viacerych enzymov
metabolizmu cukrov. YvcK je protein vyskytujici sa u viacerych druhov grampozitivnych
baktérii, ide o vysoko konzervovany substrat PASTA kinaz zohravajaci dolezitu tlohu, okrem
in¢ho v metabolickych dejoch. Napriklad u B.subtilis a M.tuberculosis (kde je znamy aj ako
CuvA) zohrava ulohu v glukoneogenéze, pentozofosfatovej drahe, pripadne v Krebsovom cykle
(Pensinger et al. 2016).

Dokazy o tom, ze fosforyladcia Ser/Thr eukaryotickymi proteinkindzami hra tlohu
v metabolizme a syntéze purinu boli objavené u grampozitivnej Sptreptococcus agalactiae,
ktorého STK kinaza Stkl a jej pribuzna fosfatdiza Stpl zodpovedaju za fosforylaciu
a defosforylaciu enzymov PpaC a PurA. PpaC je pyrofosfataza, ktora zodpoveda za Stiepenie
anorganického pyrofosfatu (PP1), vznikajiceho ako vedl'ajsi produkt purinovej syntézy. Narast
hladiny pyrofosfatu indukuje reverzibilni fosforylaciu PpaC, ¢o mé pravdepodobne za
nasledok aktivaciu tohoto enzymu a nasledne Stiepenie PPi. PurA - adenylosukcinat syntaza je
enzym sprostredkovavajici vznik AMP v biosyntéze purinu. Negativna regulacia PurA
fosforylaciou je ddlezita pre rovnovahu medzi zasobou purinovych nukleotidov v bunke a ich
syntézou de novo. Stk1 fosforylaciou inhibuje PurA, ak je v bunke dostato¢na zasoba adeninu,

alebo vysoka hladina ATP, ¢im sa zamedzi d’alSej produkcii purinov (Rajagopal ef al. 2005).
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5.Fosforvlacia proteinov a jej uloha v rezistencii voc¢i antibiotikam

Baktérie sa dokazu voci antibiotikdm branit’ viacerymi procesmi. Napriklad regulaciou
génovej expresie porinov zodpovednych za prijem a vydaj latok, modifikdciou svojich
povrchov, produkciou enzymov schopnych antibiotika zneskodnit’, zvySenim produkcie
biofilmu a d’alej r6znymi stresovymi reakciami. VacSina tychto procesov je ovplyviiovana

a regulovana hlavne dvojzlozkovymi systémami (Tierney et al. 2019).

5.1 Regulacia produkcie enzvimov modifikujicich antibiotika

Prvou formou rezistencie je tvorba enzymov, ktorych cielovymi molekulami su
antibiotika. Tieto enzymy mdzu antibiotika uplne zneskodnit” alebo ich modifikovat tak, aby
pre bunku neboli toxické. Zname su B-laktamazy, ktoré degraduju antibiotikd obsahujuce -
laktdmovy kruh jeho hydrolyzou. Modifikaciou inaktivuji antibiotikd napriklad
chloramphenikol acetyltransferazy a aminoglykozidy - modifikujice enzymy a to tak, Ze menia
konforméciu ich aktivneho miesta a antibiotikum nie je schopné naviazat svoju cielovu
molekulu (Santajit et al. 2016).

Gramnegativna Pseudomonas aeruginosa disponuje dvojzlozkovym systémom CreBC,
reagujucim na P-laktdmové antibiotika aktivaciou expresie génu kodujiceho AmpC -
laktamazu (Zamorano et al. 2014). Druh Aeromonas vyuziva BlrAB, dvojzlozkovy systém
analogicky k CreBC, ktory sa podiel’a na regulécii troch typov B-laktamaz. Predpoklada sa, Ze
ligand spustajici aktivitu histidinovej kinadzy BlrB moZe byt nejaka Cast’ zloZky bunkovej
steny, ktorej koncentrécia stiipa pri kontakte s B-laktdmovymi antibiotikami. Po prijati stimulu
z vonkajSieho prostredia nasleduje klasicky mechanizmus fosfatového transferu na regulator

odpovede BIrA a regulécia transkripcie (Tayler et al. 2010).

5.2 Regulacia porinov

Baktérie cez poriny prijimaji velké mnozstvo hydrofilnych latok vratane antibiotik.
U gramnegativnych baktérii ich ndjdeme vo vonkajSej membrane, u grampozitivnych, ktoré
vonkajSou membranou nedisponuji, sa poriny vyskytuji v povrchovej vrstve nad
cytoplazmatickou membranou. Poriny st tvorené Struktirou B-barrelov s r6znym priemerom
otvoru. Reguléciou tychto porinov, ktorymi sa do intermembranového priestoru ¢i priamo
k povrchu bunky dostavaji aj antibotikd, mozu baktérie limitovat rozsah kontaktu s ich
cielovymi molekulami (Fernandez et al. 2012). Hlavne poriny sluZiace na efflux st v tomto
kontexte dolezité, nakolko sa podielaju na tvorbe tzv. MDR (multiple drug resistance)

(Webber et al. 2003). ZvySenu rezistenciu k antibiotikdm vyvolava nadmerna expresia
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regulatorov odpovede dvojzlozkovych systémov, ktoré potom ovplyviiuju tranksripciu génov
transportnych systémov (Hirakawa et al. 2003).

V pripade gramnegativnych baktérii sa Casto stretneme so systémom EnvZ/OmpR, ktory
je obzvlast dobre preskimany u Escherichia coli a reguluje poriny v zavislosti od zmien
osmolarity prostredia. Najprv dochadza histidin kindzovou aktivitou EnvZ k trans-
autofosforylacii na histidine v polohe 243. Odtial'to je fosfatova skupina prenesena na Asp55
regulatora odpovede OmpR. Ten potom sluzi ako transkripény faktor a reguluje expresiu génov
ompC a ompF. Tieto gény koduji hlavné proteiny vonkajSej membrany tvoriace poriny. Okrem
kinazove] ma EnvZ aj fosfatdzova aktivitu a vie teda defosforylovat fosforylovany OmpR.
EnvZ prijima z okolia signal o zmene osmotickych podmienok a tym reguluje pomer medzi
svojou kindzovou a fosfatdzovou aktivitou. Takto vie bunka regulovat mnozstvo
fosforylovaného OmpR a tym aj génova expresiu ompC a ompF (Cai et al. 2002). ZniZenie
expresie ompC a ompF génov vykazuje znizenie citlivosti k B-laktdmovym a d’al§im druhom
antibiotik (Viveiros et al. 2007).

Grampozitivne baktérie reaguju na pritomnost’ antibiotik v okoli bunky zvySenim
expresie ABC-transpornych proteinov. Bakteriociny st latky produkované baktériami na
zneSkodnenie jedincov blizkych druhov. Ked’Ze bakteriociny produkované bunkou mozu byt’
pre fiu samotni Skodlivé, musia baktérie kodovat pumpy, ktorymi ich transportuji do
extracelularneho priestoru. Tato Ulohu zohravaju ABC-transportéry (z ang. ATP-binding
casette), ktoré na export latok spotrebtivaji ATP.

Staphylococcus aureus koduje 16 dvojzlozkovych systémov pricom S$tyri z toho su
v tesnom susedstve génov pre ABC transportéry. Prave tieto TCS st asociované s rezistenciou
voci antibiotikdm. Prikladom takéhoto systému je GraRS. Hoci je zname, Ze S.aureus samotny
nekoduje gény pre produkciu antibiotik, vyuziva za pomoci dvojzlozkového systému GraRS
regulovany ABC-transportny protein VraFG na transport exogénnych antibiotik (Meehl ef al.
2007). Dalsim prikladom je NsaRS, ktory spolu s inymi TCs reaguje na narusenie bunkového
obalu. Pri poruSeni obalu bunky antibiotikami dochddza k zvySenej expresii génu nsaRS.
Samotny dvojzlozkovy systém sa potom podiel’a na vytvarani biofilmu, hra doleziti tlohu pri
formovani rezistencie voci bacitracinu a stresovych odpovediach na nizin. Zaroven chrani
bunku pri kontakte s P'udskym imunitnym systémom (Kolar et al. 2011). Dalsi vyznamny
systém je VraRS, ktory je indukovany ako primarna odpoved’ pri nebezpecenstve preruSenia
tvorby bunkovej steny. Je schopny rozpoznat’ v okoli podmienky, ktoré ohrozuju biosyntézu jej

zloziek a tiez ma vyznam v rezistencii voci B-laktdmovym antibiotikam (Gardete et al. 2006).
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5.3 Modifikacia bunkovych povrchov

Ked’ze antibiotika ako prvé pridu do kontaktu s bunkovymi povrchmi (vonkajSia
membrana gramnegativnych a peptidoglykanova bunkova stena grampozitivnych baktérii) je
cielom mnohych antibiotik zabranit' biosyntéze ich zloziek, ¢o je pre baktériu smrtelné.

Zaporne nabita vonkajSia membrana gramnegativnych baktérii je cielom ucinku
antibiotik s pozitivnym nabojom ako st polymyxin, colistin B, aminoglykozidy aj kationové
antimikrobialne peptidy produkované hostitel'skymi bunkami (CAMPs — z ang. cationic
antimicrobial peptides). Ich interakciou s vonkajSou membranou dochadza k tvorbe neutralnych
oblasti, o umoziuje vstup antibiotik do periplazmatického priestoru, kde nasledne vytvaraji
poéry v cytoplazmatickej membrane a to ma za nasledok rozpad bunky. Aminoglyosidové
antibotikd vyuzivaji rozdiel v naboji na prechod membranou. V bunke sa potom viazu na
ribozomy a blokuju tvorbu proteinov, €o je pre baktériu letdlne. Zaporny néboj vonkajsej
membrane davaju lipopolysacharidy, ktoré obsahuji negativne nabity lipid A. Baktérie dokazu
viacerymi cestami kovalentne modifikovat’ lipid A, ¢im menia jeho néboj na pozitivny
a zvysuju tak svoju rezistenciu k antibiotikdm (Tierney et al. 2019).

PmrA-PmrB a PhoP-PhoQ st dva najlepSie preskimané dvojzlozkové systémy
u viacerych druhov gramnegativnych baktérii, o ktorych je zname, ze sa podielaju na
modifikovani lipidu A. PmrAB systém reguluje transkripciu viacerych génov, ktoré
sprostredkovavajii modifikaciu lipopolysacharidov. Transkripcia tychto génov je indukovana
bud’ nizkou koncentraciou Mg?*, alebo vysokou hladinou Zeleza, pripadne nizkym pH. Je
zname, 7e PmrA kinaza je citliva k extracelularnemu Fe*" a nizkemu pH a odpoved’ na tieto
stimuly vykonava sama, zatial’ ¢o odpoved na nizke hladiny horc¢ika je sprostredkovana este
jednym dvojzlozkovym systémom — PhoPQ. PhoQ kindza po prijati signdlu fosforyluje
regulator PhoP a ten nasledne sptst’a transkripciu pmrD génu, ktory kontroluje aktivitu PmrA-
PmrB systému. V pripade odpovede na vysoké koncentracie Zeleza alebo nizke pH funguje
PmrAB nezévisle na PmrD proteine (Kox ef al. 2000).

Gramnegativna E.coli kdéduje bakteridlnu tyrozinkindzu Etk, ktora sa podiela na
produkcii a transporte polysacharidov extracelularnych aj sacharidovych zloziek bakterialneho
obalu (Lee et al. 2008). V prostredi, ktoré¢ indukuje resistenciu k antibiotikdm (to znamena
prostredie s nizkym pH a nizkou koncentraciou med’natych a Zelezitych kationtov) dochadza
k expresii etk génu a produkcii Etk kindzy. Etk najprv podlieha autofosforylacii vyssie
zmienenym procesom intrafosforylacnej a interfosforylacnej reakcie. Toto stimuluje Etk

k néslednej fosforylacii Tyr71 dehydrogenazy UDP-glukézy (Ugd). Fosforylacia enzymu Ugd
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vedie k zvySeniu jeho aktivity, ktorej produktom je UDP-glukuréonova kyselina. UDP-
glukuronova kyselina sa zucastituje syntézy UDP-4-amino-4-deoxy-L-arabinézy. Jej adiciou
na fosfatovu skupinu lipidu A dochadza k zniZeniu jeho zdporného néboja, ¢im rastie resistencia
voc¢i kladne nabitym antibiotikam ako je polymyxinu aj CAMPs (Lacour et al. 2006; Lacour et
al. 2008). Peptidoglykéanova bunkova stena baktérii je tvorena striedanim N-acetylglukosaminu
(NAG) a N-acetylmuramovej kyseliny (NAM). NAM a NAG tvoria kostru peptidoglykénu a su
pozdizne prepojené B-1,4-glykozidickou vizbou. Podjednotky NAM-NAG su navzajom
spojené priecnymi mostikmi medzi pentapeptidami naviazanymi na N-acetylmumadarovu
kyselinu. Glykopeptidové a B-laktdmové antibiotikd sa snazia zabranit’ tejto transpeptidacnej
reakcii a tym aj syntéze bunkovej steny.

VanRS dvojzlozkovy systém sa vyskytuje u viacerych druhov grampozitivnych baktérii.
V nepritomnosti antibiotika je VanR aktivovany fosforylaciou acetylfosfatom, ktory je
donorom fosfatovej skupiny. Aktivovany VanR je schopny indukovat rezistenciu voci
antibiotikam, ale v ich nepritomnosti je fosfatdzovou aktivitou VanS defosforylovany
a k indukcii nedochadza. V momente kontaktu s antibiotikom a prijati stimulu senzorovym
proteinom VanS, dochddza k zmene jeho aktivity z fosfatdzovej na kinazovu, ¢o vyvola silni
fosforylaciu VanR, ktory nasledne ovplyviiuje transkripciu génov van clusteru. Produkty van
génov znizuju koncentraciu pentapeptidov rozpoznavanych antibiotikami, ¢i napomahaju
vycerpaniu podjednotiek peptidoglykanu, ktoré obsahuji zvysky ciel'ové pre dané antibiotikum

aby nedochadzalo k ich degradécii (Novotna ef al. 2015).
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Ked’ VanS neprijima signal dochadza k cyklickej fosforylacii VanR regulatora pomocou
acetylfosfatu a nasledne jeho defosforylacii VanS fosfatdzovou aktivitou. V pripade, ze VanS
signal prijima, je jeho kindzovou aktivitou fosforylovany VanR a ten funguje ako transkripcny

faktor a indukuje transkripciu van génov (prevzaté a upravené z Novotna et al. 2015).

Staphylococcus aureus pouziva systém PASTA kinazy (Stk1) a jej pribuznej fosfatazy
na regulaciu priecneho spajania peptidoglykanovych zloziek. Aktivita kinazy a fosfatazy je za
normalnych okolnosti v rovnovahe, ale zistilo sa, ze mutanti s deléciou v géne pre pribuzna
fosfatazu maju ovel’a hrubsiu bunkovu stenu, ¢o znizuje citlivost’ k lyzostafinu. U S.aureus
sluzia ako priecne spojenia pentaglycinové mostiky. Lyzostafin je glycylglycin endopeptidaza
produkovana pribuznym druhom (S.simulans), ktora tieto mostiky Stiepi. Delécia oboch génov
vSak nevyvolava zvySenu citlivost’ k lyzostafinu a teda je zrejmé, ze pri inaktivacii tohto
primarneho mechanizmu ma bunka iné, kompenzacné mechanizmy. Naopak mutanti s deléciou
v géne pre kindzu vykazuju zvysenu citlivost’ na B-laktdmové antibiotika. Predpoklada sa, ze
PASTA motivy tejto kindzy rozpoznavaju pomer spojeného a nespojeného peptidoglykanu
a vysielaji signal prostrednictvom fosforylacie ich cytoplazmatickej N-koncovej kindzove;j
domény (Beltramini et al. 2009).

Enterococcus fecalis mé Ser/Thr kinazu PASTA eSTKSs typu zndmu ako PrkC, ktora
formuje jeho rezistenciu k antibiotikdm cielujaicim na bunkovy obal. PrkC je
transmembranového typu, kindzovd doména je orientovana intracelularne a na extracelarnej
doméne ndjdeme pat PASTA motivov. Tieto motivy viazu D-Ala-D-Ala sekvenciu, ndjdenti na
peptidoglykénovych zvyskoch, u ktorych nedoslo k priecnemu spojeniu. PASTA motivy teda
sluzia ako vstup pre signal a regulujt aktivitu vystupnej kindzovej domény. PrkC vie takymto
sposobom sledovat’ integritu svojej bunkovej steny a pri jej naruSeni sa baktéria dokaze
prostrednictvom kinazy adaptovat’ zmenou bunkovych aktivit tak, aby si uchovala jednotnost’
obalu a obmedzila poskodenie bunkovej steny. Ampicilin patriaci do skupiny B-laktdmovych
antibiotik a Sirokospektralne cefalosporiny dokazu svojou aktivitou navodit’ signal

rozpoznavany PrkC kindzou (Kristich et al. 2007).
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6. Zaver

Fosforyléacia proteinov je ddlezitou posttranslacnou Gpravou, ktorej vyznam pre prenos
signalu je znacny u vsetkych domén zivota. Baktérie si vd’aka roznym typom fosforylaénych
systémov schopné regulovat’ rézne deje prebiehajuce pocas ich zivotného cyklu a rychlo
reagovat’ na meniace sa podmienky. V praci bol nacrtnuty ich vyznam v mnohych oblastiach
u patogénnych aj nepatogénnych druhov, vratane regulacie transkripcie génov metabolizmu,
bunkového delenia, patogenézy i rezistencie k antibiotikam.

Od objavenia javu fosforylacie u prokaryot bolo ziskanych mnoho informacii o tom,
ako tieto fosforylacné systémy funguju a aky je ich vplyv na bunku. Hoci je uz nespocet
mechanizmov podrobne opisanych, je eSte mnoho priestoru pre d’alSie badanie. Vela systémov
eSte nie je detailne preskimanych a mnoZstvo ich ostdva neobjavenych. Hlavne ¢o sa tyka eSTK
kinaz, ktoré su pleiotropnymi enzymami ovplyvitujucimi rozne aspekty bakteridlneho zivota.
Ukazalo sa, ze eSTKSs su schopné aj priamo interagovat’ s RNA polymerazou a vplyvat’ tak na
transkripciu na ovela rozsiahlej$ej urovni nez sa pdvodne myslelo. Dalsou zatial malo
preskimanou fosforylaciou je fosforylacia tymito kinazami na arginine a cysteine a jej dopad
na transkripcné faktory. Priestor na vyskum sa ponuka napriklad aj z hl'adiska komunikacie
medzi r6znymi signalnymi systémami navzajom v tzv.crosstalku a ich regulécii. Fosforylacia
ma velky dopad aj na rezistenciu k antibiotikdm, ktora sa stava stale vi¢Sim problémom pre
liecbu bakteridlnych ochoreni. Determinaciou systémov zodpovednych za tito odolnost
a mechanizmus akym pomahaji baktérii sa branit’ ¢i prisposobit’, sa mézu odhalit’ moznosti ich
zneSkodnenia a navrhovat’ nové, efektivne antibiotika.

Fosforylacia je stale oblastou intenzivneho skimania a s kazdym d’al§im objavom jej
vyznam stipa. Nakolko je dnes uZ jasné, Ze fosforylacia je fundamentdlnym zikladom
adaptacie a prezitia baktérii, nie je prekvapenim nevyhnutnost’ zamerat’ sa na jej d’alsi vyskum.
Hoci uz bolo ziskanych mnoho informadcii, je stale bohatéa Skala oblasti, ktoré si zasluzia d’alSie
Studium. Vzhl'adom na to, Ze bakterialne ochorenia st dennodenne sa objavujicim problémom,

z hl'adiska mediciny a liecby je tato oblast’ obzvlast’ vyznamna.
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