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Abstract

In prokaryotes protein phosphorylation has been considered to occur primarily by
histidine protein kinases. Recent studies clearly demonstrated that eukaryotes-type
serine/threonine protein kinases as well as protein phosphatases operate in many
bacteria.

Phosphorylation and dephosphorylation of proteins is well-known mechanism of
the regulation of enzymatic function in eukaryotes.

Genome of an opportunistic human pathogen Pseudomonas aeruginosa contains
at least five genes coding for eukaryotic-type Ser/Thr kinases and phosphatases.
Three of them, PpkA and Stkl kinases and Stpl phosphatase, have been also bi-
ochemically characterized but very little is known about their cellular functions.
PpkA has been implicated in P. aeruginosa virulence. Upstream of ppkA a gene
encoding putative phosphoprotein phosphatase pppA can be identified. Dual ki-
nase/phosphatase PpkB has been identified and biochemically characterized in our
laboratory. To study the properties of particular proteins we prepared E. coli strains
expressing protein kinase Stkl, and phosphatases Stpl and PppA. We carried out
a basic biochemical characterization of putative phosphatase PppA. We showed that
the PppA activity is strictly either Mg2* or Mn?* dependent. We also determined an
optimal concentration of ions (both 5mM), optimal temperature (42°) and pH (pH
= 9). In addition, we studied the efect of phosphatase inhibitors on the enzymatic
activity of PppA.

To prove the expected interaction of protein kinase Stk1 and protein phosphatase
Stpl we completed biochemical characterization of Stkl. Interaction studies perfor-
med with these two proteins showed that protein kinase Stkl is in wvitro substrate

of protein phosphatase Stpl.

proteinkinéza, protein kinase; proteinfosfataza, phosphoprotein phosphatase; fos-
forylace, phosphorylation; defosforylace, dephosphorylation; biochemicka charakte-
rizace, biochemical characterization; interakce, interaction; signalni draha, signal
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Kapitola 1
Uvod

Fosforylace, respektive defosforylace je kovalentni modifikace proteini. Jedné se
o posttransla¢ni proces jejich upravy. Pfipojenim fosfatové skupiny dochazi ke zméné
v jejich trojrozmérné struktufe, k ovlivnéni elektrostatickych interakci a ionizaénich
stavli aminokyselin v katalytickém misté.

Tento typ modifikace proteind byl piivodné objeven v padesatych letech u euka-
ryot na glykogenfosforylaze krali¢iho svalu (KREBS A FISCHER 1956). Néasledoval
objevitelsky rozmach a podafilo se identifikovat mnoho fosfoproteini. Fosforylace
proteint zacala byt povazovana za zakladni mechanizmus ovlivnéni bunéénych funkci
a procest (EDELMAN et al. 1987, FANT et al. 1993, HUNTER 1995).

AZ o dvacet let pozdéji, roku 1978, byl tento typ posttransla¢ni dpravy pro-
teind nalezen i u prokaryot. Prvni objevenou proteinkindzou u bakterii byla ki-
naza/fosfataza isocitratgehydrogendzy FEscherichie coli a Salmonella typhimurium
(WANG A KOSHLAND 1978, GARNAK A REEVES 1978, MANAI A COZZONE 1979).

A7 do roku 1986 se predpokladalo, Ze u bakterii je fosforylace a defosforylace
k regulaci bunéénych procest vyuzivana daleko méné nez u eukaryot ( KREBS 1986).

Serin/threonin/tyrosinové proteinkinazy a fosfoproteinfosfatazy eukaryotického
typu byly nalezeny také u gramnegativni bakterie Pseudomonas aeruginosa. P. ae-
ruginosa je podminény lidsky patogen a predpoklada se, Ze signalni drahy, jejichz
komponentami Ser/Thr/Tyr proteinkinazy a fosfoproteinfosfatazy jsou, ovliviiuji vi-
rulenci této bakterie. Mechanizmy pusobeni téchto enzymii, substraty ani pfesné

funkce nejsou zatim znamy. '



Kapitola 2

Prehled literatury

2.1 Fosforylace a defosforylace proteini

Fosforylace a defosforylace proteinti u prokaryot a eukaryot jsou principialné ob-
dobné procesy, pfi kterych dochazi k pfenosu fosfatové skupiny na substrat dané
proteinkinazy ¢i odstépeni fosfatové skupiny ze substratu provadéné fosfoproteinfos-
fatazou. Tato kovalentni modifikace proteini ovliviiuje, at uz pozitivné ¢i negativng,

jejich aktivitu a tim biologické procesy v buiikach.

2.2 Déleni proteinkinaz a fosfoproteinfosfataz podle
akceptorové aminokyseliny

Akceptorovou aminokyselinou substratového proteinu pfijimajici fosfatovou sku-

pinu z donoru v eukaryotech i prokaryotech mizZe byt (HUNTER 1991):

e serin a threonin: Alkoholova skupina téchto aminokyselin reaguje s fosfato-

vou skupinou donoru a tvoii fosfat-ester.
e tyrosin: Fosfat-ester mtize tvofit i fenolova skupina tyrosinu.

e histidin, arginin, lysin: Amidové skupiny histidinu v pozici 1 a 3, guani-
dova skupina argininu nebo e-NH, skupina lysinu tvofi s donorovou fosfatovou

»

skupinou fosfoamidy.
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KAPITOLA 2. PREHLED LITERATURY

e aspartat a glutamat: Acylovy zbytek aspartatové nebo glutaméatové kyseliny

tvofi s fosfatovou skupinou fosfatanhydrid karboxylu dané kyseliny.

e cystein: Thiolova skupina cysteinu tvoii s fosfatovou skupinou thioester.

2.3 Fosforylace u eukaryot

N e

jsou serin/threonin/tyrosinové ATP-dependentni proteinkinazy (STYK). Homology
histidinovych proteinkinidz objevené pozdéji na zékladé sekvenéni homologie jsou
prozkoumané méné a pfi regulaci bunéénych déji hraji minoritni roli.

Mezi regulované procesy u eukaryot patii pfenos Zivin pfes membrénu a transport
soli, buné¢ny metabolizmus, syntéza proteini, regulace aktivity bunééného skeletu
nebo pohyb bunék (BOYER A KREBS 1986, SAIER JR. et al. 1988).

K fosforylaci dochazi béhem odpovédi na extracelularni signal ptsobiciho na
buiku (hormony, ristové faktory, neurotransmitery nebo svétlo). Reakce pak miize
byt zprostiedkovidna cytoplazmatickymi metabolity nebo druhymi posly vazicimi se
na receptory proteinkinaz (cAMP, cGMP nebo diacylglycerol) (BOYER A KREBS
1986). Tyto slouceniny allostericky kontroluji katalytickou aktivitu proteinkinéz
nebo fosfoproteinfosfataz. Substraty nékterych eukaryotickych serin/threoninovych
proteinkiniz jsou naptiklad histony, kasein, inzulin nebo rizné transkripéni fak-
tory (HANKS et al. 1988).

Ptikladem eukaryotickych proteinkinaz je Ser/Thr kaseinkiniza II. Mezi euka-
ryotické tyrosinové proteinkinazy patii napfiklad pp60°° nebo proteinkinaza inzuli-
nového receptoru. Dal$imi eukaryotickymi proteinkindzami jsou MAP kinazy nebo

p34cdc2.

2.3.1 KatalytickdA doména Ser/Thr/Tyr eukaryotickych pro-
teinkinaz
Kin4zové domény eukaryotickych proteinkinéz maji tfi odlisné role:

A

11



KAPITOLA 2. PREHLED LITERATURY

1. Vazbu a orientaci donoru fosfatové skupiny: ATP (nebo GTP) v komplexu

s dvoumocnymi kationty (obvykle Mg?* nebo Mn?*).
2. Vazbu a orientaci proteinového substratu.

3. Ptenos vy-fosfatu z ATP (nebo GTP) na hydroxylovou skupinu aminokyselin:

serinu, threoninu nebo tyrosinu.

Katalytickd doména je dlouha pfiblizné 280 aminokyselin (HANKS A HUNTER
1995). Tvoii ji 12 subdomén; I-V, VIa, VIb, VII-XI. Jeji N-terminalni ¢ast slozena
z antiparalelnich (-listi subdomén I-IV vize a spravné orientuje donor fosfatové
skupiny nukleosidtrifosfat. Vétsi C-terminélni ¢ast, slozenad ze subdomén VIa-XI,
zodpovida za vazbu peptidového nebo proteinového substratu a iniciuje pfenos fos-
fatové skupiny (KNIGHTON et al. 1991, 1991). Sklada se hlavné z a-helixi. Ryha
mezi N-terminalni a C-terminalni ¢asti je katalytickym mistem serin/threoninovych
proteinkinéz.

Subdomény jsou definované jako oblasti s vét§im poctem aminokyselin, které
nejsou prerusené zadnou inzerci a obsahuji charakteristicky motiv sloZzeny z invari-
antnich zbytkt. Stupen Gplné homologie vSech konzervovanych zbytkl je pomérné
maly; jen 12 zbytki je konzervovano ve vSech znamych eukaryotickych proteinkina-
zach (TAYLOR et al. 1993, HANKS A HUNTER 1995).

Subdomény I-IV tvofi nukleotid-vazebnou doménu. Kli¢ovymi pro katalytickou
funkci této domény jsou glycin a vysoce konzervované alifatické hydrofébni hyd-
roxylové nebo thiolové zbytky na konci Gly-X-Gly-X-X-Gly-X-Val sekvence sub-
domény 1. Tato subdoména funguje jako zaklopka, kterd brani uvolnéni donoru
fosfatové skupiny; hydrofébni kapsa obklopuje adeninovy kruh ATP. Dalsimi ne-
zbytnymi konzervovanymi aminokyselinami je lyzin subdomény II, ktery pomaha
kotvit a spravné orientovat ATP interakci s a- a (G-fosfatem. Lyzin je nezbytny pro
maximalni aktivitu proteinkinazy, jeho mutace vede ke ztraté funkce proteinu. Glu-
tamat subdomeény III tvoii s lyzinem subdomény II vodikovy mitstek a stabilizuje
tak doménovou strukturu. Subdoména IV neobsahuje Zidny konzervovany amino-
kyselinovy zbytek a neni pfimo zacastnéna v procesu katalyzy. Subdoména V lezi

pobliZ ryhy mezi dvéma smyc¢kami tvofenymi N-koncovou a C-koncovou ¢asti. Glu,

12



KAPITOLA 2. PREHLED LITERATURY

Val a Glu subdomény V poméha kotvit adeninovy a ribézovy kruh ATP.
Subdoména Vla stabilizuje strukturu proteinu. Subdoména VIb obsahuje konsen-
zus sekvenci His-Arg-Asp-Leu-Lys-X-X-Asn tvofici katalytickou smycku, jejiz Asp
je hlavni katalytickou aminokyselinou pfijimajici proton z atakované hydroxylové
skupiny substratu. Lys v této subdoméné usnadiiuje katalytickou reakci neutrali-
zaci negativntho naboje ~-fosfatu. Asn pomaha stabilizovat katalytickou smyc¢ku
vodikovou vazbou s Asp a vaze Mg?*, ktery tvofi muistky s a- a -fosfatem ATP.
Subdoména VII obsahuje konzervovany triplet Asp-Phe-Gly stabilizovany vodiko-
vym miistkem mezi Asp-Gly. Asp vaze Mg?", ktery pomaha orientovat 3- a ~y-fostat
ATP do spravné pozice a tim umozihuje pienos ~y-fosfatu z ATP na substrat pro-
teinkinazy. Dalsimi konzervovanymi aminokyselinovymi zbytky serin/threoninovych
proteinkindz jsou glutamat v subdoméné VIII, aspartat v subdoméné IX a arginin
v subdoméné XI. Asp v subdoméné IX tvori vodikové mistky s aminokyselinovou
pateri katalytické smycky tvofenou subdoménou VIb a tim ji stabilizuje ( TAYLOR
et al. 1993). Glu v subdoméné VIII, sekvenci Ala-Pro-Glu, tvoii vodikovou vazbu s
hydroxylem riboézy z ATP a G¢astni se i vazby substratu. V eukaryotickych proteinki-
nazach tvoii glutamat subdomény VIII vodikovou vazbu s argininem subdomény XI,
¢imZ na znaénou vzdalenost poméaha stabilizovat smy¢ku vazici peptid /protein ( KNI-
GHTON et al. 1991, 1991). Subdoména IX obsahuje invariantni Asp. Subdoména X
nema zadny specificky motiv a jeji funkce je nejasna. Subdoména XI obsahuje kon-

zervovany Arg (VERON et al. 1993).

2.4 Fosforyla¢ni systémy u prokaryot

Radu let byla regulace bunéénych aktivit fosforylaci proteinii u prokaryot ne-
znamym déjem. Koncem 70. let byl objeven prvni dilkaz fosforylace u prokaryot,
byla prokazana fosforylace proteini Salmonella typhimurium (WANG A KOSHLAND
1978) a Escherichia coli (GARNAK A REEVES 1978). Postupné se objevovaly dalsi
dilkkazy o ptfitomnosti proteinkinaz v prokaryotech. V poloviné 80. let byl u bakterii
nalezen dalsi fosforyla¢ni systém, tzv. dvousloikovy systém.

Prokaryota tedy zcela bézné vyuzivaji fosforylaci proteini ke kontrole bunéc-

13
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nych procesi. Zdrojem fosfatové skupiny je stejné jako u eukaryot ATP. Kromé
ATP mohou fosfatovou skupinu poskytovat i jiné fosforylované slouceniny, napii-
klad nékteré nizkomolekularni metabolity jako jsou fosfoenolpyruvat, acetylfosfat
nebo karbamoylfosfat (SAIER et al. 1990, LUKAS et al. 1992).

Typy fosforyla¢nich systémi u prokaryot:
1. dvouslozkovy systém
2. fosfoenolpyruvat-dependentni fosfotransferazovy systém

3. serin/threoninové/tyrosinové ATP-dependentni proteinkinazy a fos-

foproteinfosfatazy

e bakteridlni

e cukaryotického typu

2.4.1 Dvouslozkovy systém

senzorové
A‘l PFGI'I a‘eé kin&za
«—»

senzor
4 —>

o S o O

Obrazek 2.1: Schéma dvouslozkového systému. Proteinkinaza pfijima signél pfichéazejici z vngj-
gtho prostfedi senzorovou doménou. Dochazi k autofosforylaci na histidinu katalytické domény
senzorové proteinkindzy. Signéal je ve formé fosfatové skupiny pfedén dale na aspartat regulaéniho
proteinu, ktery ovliviiuje transkripci riznych geni a vyvola tak bunétnou odpovéd (SRIVIDHYA A

KRISHNASWAMY 2004).
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Dvouslozkovy systém byl dlouhou dobu povazovan za hlavni regula¢ni systém
prokaryot. Nékdy byva oznacovan také jako histidin-aspartatovy fosfat prenasejici
systém. Je tvofen senzorovou histidinovou proteinkindzou slouzici jako receptor a re-
gulatorovym proteinem. Jako odpovéd na stimuly pfichéazejici z vnéjsiho prostiedi
dochazi k autofosforylaci senzorové proteinkindzy na histidinovych zbytcich kon-
zervované C-terminalni domény. Fosfatova skupina je poté z histidinu pfenesena
na aspartat konzervované N-terminalni domény regulatorového proteinu. Senzorova
proteinkinidza muze fungovat i jako fosfoproteinfosfataza a prenaset fosfatovou sku-
pinu z regulatorového proteinu. Prok4zéana byla i spontanni defosforylace fosforylo-
vaného regulatoru (STOCK et al. 1989, SAIER et al. 1990).

Vsechny znamé senzorové proteinkinazy sdili konzervovanou C-terminalni do-
ménu. Nejvice sekvenéné homologni oblasti je okoli histidylového zbytku - aktivniho
mista senzorové proteinkinazy. Regulatorové proteiny maji naopak konzervovanou
N-terminalni doménu (SAIER et al. 1990). Nékteré z dvouslozkovych systémi se
skladaji pouze z jednoho polypeptidového tetézce, ktery ma funkci jak senzorové
histidinové proteinkinazy, tak regulatorového proteinu. Takovym piikladem miize
byt FrzE protein kontrolujici pohyb a formovani kolonii myxobakterii ( DWORKIN
1996). V jinych systémech je oddélena senzorova funkce proteinu od histidinové pro-
teinkinazy. Pak mitiZze byt tento systém oznadovéan jako tfislozkovy systém, sloZeny
ze senzoru /receptoru, histidinové proteinkinazy a regulatorového proteinu. Takovym
piikladem je UhpCBA systém F. coli aktivujici syntézu permeaz odpovédnych za
ptijem fosforylovanych hexos z média jako odpovéd na exogenni induktor ( VERHA-
MME et al. 2002).

Neékteré systémy obsahuji i nékolik proteinovych komponent, které bakterii dovo-
luji reagovat na Siroké spektrum stimult a regula¢nich signali. Naptiklad chemotak-
ticka proteinkindza CheA Helicobacter pylori se vaZze na fadu transmembranovych
senzorl a prijimé tak mnozstvi chemickych signélua pfichazejicich do buiiky a odpo-
vida na né fosforylaci rizného mnozstvi regulatorovych proteint, napf. CheY (Foy-
NES et al. 2000).

Bakterialni genomy koduji desitky homolognich dvouslozkovych fosforyla¢nich

systémi. Jejich podobnost a provazanost dobfe popisuje fenomén nazyvany ,cross
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KAPITOLA 2. PREHLED LITERATURY

talk“: senzorova proteinkinaza jednoho systému muze fosforylovat regulatorovy pro-
tein jiného systému (STOCK et al. 1989). Senzorové proteinkinazy tak dokazi fos-
forylovat i jiné proteiny nez své pfirozené substraty. Své pfirozené substraty vSak
fosforyluji s vysokou specifitou.

Dvouslozkovy systém reguluje rtizné bakteridlni procesy mezi néz patii: infekce
bakteriofagem (C0OZZONE 1988), virulence (GROISMAN A SAIER JR. 1990), chemo-
taxe (SAIER JR. 1989b), fixace dusiku a nodulace, sporulace a tvorba plodni¢ek ( PE-
REGO et al. 1989), indukce transportnich systémi (CHIANG et al. 1989), regulace

osmosenzitivity atd. (DEUTSCHER A SAIER JR. 1988).

2.4.2 Fosfoenolpyruvat—dependentni fosfotransferazovy sys-

tém (PTS)
PEP Enz-1 HPr~P  Enz-TI Efiﬂl,.p cukr
pyruvét Enz-I~P HPr Enz-II-P Enz-Il  cukrn

Obrazek 2.2: Schématické znazornéni fosfoenolpyruvat-dependentni fosfotransferazového sys-
tému. Cukr je z vné&jsiho prostiedi pfesenen do buiiky pomoci fosforylovaného enzymu II, ktery
svou fosfatovou skupinu ziskal postupnou fosforylaci do fetézce uspofaddanych proteini; donorem
fosfatové skupiny je fosfoenolpyruvat. Viechny proteiny kromé enzymu II se fosforyluji na histi-
dinu; enzym II se miize fosforylovat i na cysteinu. Pfevzato ze skript College of Science, Southern

Nlinois University, 1999.

Fosfoenolpyruvat-dependentni fosfotransferazovy systém tvoii komplex proteini
prenéasejicich cukr pfes cytoplazmatickou membranu do buiiky. Donorem fosfatové
skupiny je fosfoenolpyruvat, ktery fosfatovou skupinu predava na fetézec postupné
se fosforylujicich proteinti (POSTMA A LENGELER 1993, SAIER et al. 1995). Jeho
dalsi funkci je Gi¢ast na regulaci chemoreceptori, regulaci syntézy cyklického AMP,
katabolické represi, transkripéni kontrole nékﬁerjrch operonti, nap¥. (-glukézového

operonu bgl u E. coli nebo sacharézového operonu sac u B. subtilis (SAIER 1993,
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REIZER et al. 1993, CHIN et al. 1989, POOLMAN et al. 1989).

PTS systém se sklada ze ¢tyf proteint: cukr nespecifickych vazebnych proteini
HPr a enzymu I, a dile enzymia II a III vykazujicich specifitu k urcité skupiné
cukri. Vétsina proteini PTS systému je fosforylovana na histidinu, enzym II muze
byt fosforylovan kromé histidinu i na cysteinu (SAIER JR. 1989b).

Fosfatova skupina z fosfoenolpyruvatu je predana na tetézec fosforylujicich se
proteint, z enzymu I putuje na protein HPr. Enzym I i protein HPr jsou cyto-
plazmatické proteiny. Z HPr prechazi na enzym III a nasledné na enzym II, coz jsou
membranové proteiny vazajici cukr. Enzym II fosforyluje pifenaSeny cukr. Cely me-
chanizmus je zaloZeny na tfech dé&jich: chemorecepci a navazani cukru, translokaci
cukru pfes membranu a jeho fosforylaci (POSTMA A LENGELER 1985, SAIER JR.
1989a, CHIN et al. 1989).

2.4.3 ATP-dependentni proteinkinazy

ATP-dependentni proteinkindzy nalezené v prokaryotech se déli podle sekvenéni
homologie na bakterialni proteinkinazy a proteinkinazy eukaryotického typu.

Vyuzivaji fosfatovou skupinu poskytovanou nukleosidtrifosfatem a prenéaseji ji na
serin, threonin nebo tyrosin v katalytické doméné proteinu.

Rozdily mezi obéma skupinami spocivaji v regulaci katalytické aktivity a sub-
stratové specifité. ATP-dependentni proteinkinazy eukaryotického typu se odlisuji
svou zavislosti na cyklickych nukleosidmonofosfatech jako allosterickych efektorech.
Jsou schopny fosforylovat exogenni eukaryotické substraty. Takovymi substraty mo-
hou byt kasein, histony, protaminy nebo fosvitin (C0zzONE 1988). Ptikladem ATP-
dependentni proteinkinazy eukaryotického typu fosforylujici eukaryoticky histon H1
je proteinkinaza Stkl P. aeruginosa (MUKHOPADHYAY et al. 1999).

VétSina znamych bakteridlnich ATP-dependentnich proteinkinaz je allostericky
regulovana jinymi bunéénymi metabolity nez druhymi posly (DEUTSCHER A SAIER JR.
1988, REIZER et al. 1988). Vyjime¢né byla zaznamenana i regulace aktivity enzymu
cytoplazmatickym Ca2?t (PLATT et al. 1988, TURNER A MANN 1989) a cyklic-
kym AMP ¢i cyklickym GMP (DADsII A C0zzONE 1990). Vyjimkami jsou pro-

teinkinazy Legionella micdadei, z nichZ proteinkinaza PK I je cAMP-dependentni
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a proteinkindza PK II ¢cGMP-dependentni (SAHA et al. 1988). Bakterialni ATP-
dependentni proteinkinazy nevykazuji substratovou specifitu k substratim eukary-
otickych proteinkiniz. Vyjimkami mezi bakteridlnimi ATP-dependentnimi protein-
kindzami, které jsou schopné fosforylovat exogenni eukaryotické substraty, jsou dvé
HPr-proteinkinazy Streptococcus pyogenes schopné fosforylovat mimo své endogenni
substraty i histony a protaminy (CHIANG et al. 1989).

Cyklicky AMP pozitivné stimuluje i autofosforylaci tyrosinové proteinkinazy
bakterie Acinetobacter calcoaceticus (DADSSI A COZZONE 1990, GRANGEASSE et
al. 1997).

ATP-dependentni proteinkinazy a fosfoproteinfosfatazy, bakterialni i eukaryotic-
kého typu, maji spoleénou regulaci nékterych procest: regulaci metabolizmu, trans-
port uhlikatych sloucenin, regulaci transkripce a regulaci bunééné diferenciace ( Coz-
ZONE 1988, DEUTSCHER A SAIER JR. 1988, SAIER JR. 1989b, PEREGO et al. 1989).
Prehled serin/threonin/tyrosinovych proteinkinaz a fosfoproteinfosfataz znazoriuje
tabulka 2.1.

Nejlépe charakterizovanymi bakterialnimi proteinkinazami jsou kinaza/fosfataza
isocitratdehydrogenazy enterobakterii, ktera je allostericky inhibovana cytoplazma-
tickymi intermediaty bakteridlniho metabolizmu (isocitratem, NADPH, AMP, fosfo-
enolpyruvatem atd.) a HPr-kinaza/fosfataza grampozitivnich bakterii, které fosfory-
luje HPr protein (CHIANG et al. 1989). Tato proteinkinaza je aktivovana fruktoza-
1,6-bisfosfatem nebo jinymi fosforylovanymi intermediaty uhlikatych organickych
slouc¢enin.

Ser/Thr/Tyr proteinkinizy eukaryotického typu byly identifikovany u mnoha
bakteridlnich druhti. Sekvence jejich katalytickych domén jsou homologni s eukary-
otickymi kindzovymi doménami. Jsou znamy ptipady proteinkinaz, u kterych doslo
k vymizeni jedné z perifernich subdomén.

U nékterych bakteridlnich proteinkinaz eukaryotického typu chybi subdoména X.
Je v8ak natolik vzdéalena od katalytického centra enzymu, Ze jeji absence vét§inou
neovliviiuje funkci enzymu (TAYLOR et al. 1993). Pokud chybi subdoména XI, chybi
i arginin stabilizujici smy¢ku vaZici substrat proteinové povahy. Takové proteinkinazy

pak rozeznavaji substrity neproteinové povahy, napf. aminoglykosidové antibiotika.
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Se strukturnimi odchylkami v konzervovanych subdoménach se ¢astéji setkavame
u archeabakterii. Extrémni odchylky konzervovanych subdomén se tykaji hlavné N-
a C-koncovych ¢asti subdomén I, X a XI, kde nejcastéji dochazi ke ztraté dalezitych
motivi proteinkinaz eukaryotického typu. Tyto ¢asti vS8ak maji spiSe strukturni nez
katalytickou roli, a proto k vyznamnému omezeni funkce proteinu v takovych pfipa-
dech nedochézi. Dochazi spiSe k pozménéni funkce proteinu tak, Ze vaze jiny donor
fosfatové skupiny nez nukleosidtrifosfat a jiny akceptor fosfatové skupiny, nejéastéji
neproteinové povahy (KENNELLY A POTTS 1996, CozzoNE 1993, C. C. ZHANG
1996).

19



KAPITOLA 2. PREHLED LITERATURY

Rodina Nazev Organizmus DoménaDatum

Eukaryotické proteinkinazy Pknl* M. zanthus B 1991
YpkA* Y. pseudotuberculosis B 1993
AfsK  S. coelicolor A3(2) B 1994
Pkn2 M. zanthus B 1995
Pkn5* M. zanthus B 1996
Pkn6* M. zanthus B 1996
Pkn9* M. zanthus B 1997
Mbk M. tuberculosis B 1997
Ptk A. johnsonii B 1997
Pkgd* S. granaticolor B 1998
Pkg2* S. granaticolor B 1999
Wzc*  E. coli B 1999
Etk E. amylovora B 1999
Stk1 P. aeruginosa B 1999
SpkA  Synechocystis PCC6803B 2001

Serin/Threonin/Tyrosin speci- SpolIAB B. subtilis B 1993

fické homology histidinovych

proteinkinaz
RsbW  B. subtilis B 1994
RsbT  B. subtilis B 1996
SIr1861 Synechocystis PCC6803B 1999
DivL C. crescens B 1999

IDH proteinki- AceK  E. coli B 1982

naza/fosfoproteinfosfataza

HPr proteinki-PtsK  B. subtilis B 1988

néaza/fosfoproteinfosfataza
HPrK  S. salivarius B 1999
HPrK E. faecalis B 1999
HPrK L. casei B 2000
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Rodina Nazev Organizmus DoménaDatum
Skupina fosfoproteinfosfataz PP1-archl  S. solfataricus A 1995
PPP
PPl-arch2 M. thermophila TM-1 A 1997
PrpA E. coli B 1997
PrpB E. coli B 1997
Py-PP1 P. abyssi TAG11 A 1998
PPl-cyanol M. aeruginosa PCC7821 B 1999
PPl-cynao2 M. aeruinosa UTEX2063B 1999
SppA S. coelicolor A3(2) B 2000
Skupina fosfoproteinfosfataz SpollE B. subtilis B 1995
PPM
RsbU B. subtilis B 1996
RsbX B. subtilis B 1996
Stpl P. aeruginosa B 1996
SIr1860/IegfG Synechocystis PCC6803 B 1999
RsbP B. subtilis B 2000
PrpC B. subtilis B 2000
Pphl M. zanthus B 2001
Skupina fosfoproteinfosfataz YopH Yersinia spp. B 1990
PTP
IphP N. commune UTEX584 B 1993
SptP S. typhimurium B 1996
MPtpB M. tuberculosis B 2000
Skupina  fosfoproteinfosfataz PtpA S. coelicolor A3(2) B 1996
LMW PTP
Ptp A. johnsonii B 1998
Wzb E. coli B 1999
MPtpA M. tuberculosis B 2000

Tabulka 2.1: Piehled nékterych proteinkinaz a fosfoproteinfosfataz, bakterialnich a eukaryotic-
kého typu, u kterych byla prokazana katalyticka aktivita. Hvézdickou jsou oznaéeny proteinkinazy
s prokazanou autofosforyla¢ni aktivitou. ,,A“ oznacuje archeabakteridlni ptivod kinazovych domén,
,»B‘ oznacuje eubakterialni pivod kindzovych domén. Datum udava rok, kdy byl poprvé publikovan

objev katalytické aktivity proteinu. Pfevzato Kennelly; 2002.
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2.4.4 Prekryv prokaryotickych fosforylaénich systémi

Zajimavé je, Ze vSechny uvedené systémy nejsou nezavislé, ale propojuji se a tvori
regulalni sité (STOCK et al. 1989, WANNER 1992).

Jak uz bylo feceno diive, ATP-dependentni HPr-proteinkinéaza /fosfoproteinfosfa-
taza pravdépodobné kontroluje pifijem zdroji uhliku a jiné fyziologické procesy
grampozitivnich bakterii regulované PTS systémem. ATP-dependentni proteinki-
nazy eukaryotického typu reguluji fosforylaci zprostfedkovanou PTS systémem.

Naopak SacB a bgl specifické operony katabolismu uhliku u B. subtilis jsou kon-
trolovany jak dvouslozkovym systémem, tak fosforylaci transkripénich antiterminé-
torovych proteinii PTS systémem (STEINMETZ A AYMERICH 1987, KUNST et al.
1988). Dalsim piikladem, ve kterém spolupracuji dvouslozkovy systém a fosfoenolpy-
ruvat-dependentni fosfotransferazovy systém je chemotaxe a piijem cukru PTS sys-
témem. Cukr je pfijaty PTS systémem, naslednd odpovéd bakterie na pfitomnost
cukru, je vyvolana interakci cytoplazmatickych proteini CheA a CheY, které vyka-
zuji znaky senzorové proteinkinazy a regulatorového proteinu (FOYNES et al. 2000).

U enterobakterii, napt. Escherichia coli, PTS systém ovliviiuje glyoxalatovou
spojku metabolizmu uhlikatych slou¢enin, glukoneogenezi a virulenci regulaci genové

transkripce (BOOS A SHUMAN 1998).

2.4.5 Fylogenetické predpoklady vzniku fosforyla¢nich sys-
tému a vyjimky
Skuteénost, ze prokaryotickych fosforyla¢nich systémi je vice nez eukaryotickych,

muze mit dvé vysvétleni:

1. Prokaryota jsou organizmy komplexnéjsi, co se mechanizmi kontroly fosfory-

lace tyce, nebo uréité systémy v eukaryotech chybi.

2. Prokaryota i eukaryota maji vSechny systémy spole¢né a nékteré z nich nebyly

u eukaryot dosud objeveny.

Ptredpoklada se, ze plati spiSe druhd mozZnost, pro kterou svédéi i to, Ze né-

které slozky prokaryotickych fosforyla¢nich systémi byly nalezeny také u eukaryot
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a Ze substraty eukaryotickych proteinkinaz a fosfoproteinfosfataz jsou vnimany jako
substraty i prokaryotickymi proteinkindzami a fosfoproteinfosfatdzami. Vyvoj fos-
forylacnich systémi se pravdépodobné ubiral divergentni cestou, kdy ze spole¢ného
predka vznikla prokaryota a eukaryota. Tento pfedek disponoval vSemi znadmymi
fosforyla¢nimi systémy a béhem evoluce doslo k potlacdeni nékterych systémi diky
odliSnym zivotnim prostfedim jednotlivych organizmi.

Prokaryotické enzymy mohou in witro fosforylovat nékteré eukaryotické pro-
teiny (RAMSDORF et al. 1974, CHIANG et al. 1989). Proteinkinaza bakteriofaga T7
muze fosforylovat histony, protaminy a lysozym vajecného bilku. HPr-proteinkiniza
Strepotococcus pyogenes mize fosforylovat histony, protaminy a kasein (CHIANG et
al. 1989).

Opacné plati, Ze eukaryotické proteinkinazy mohou fosforylovat n vitro pfirozené
substraty prokaryotickych proteinkinaz. Proteinkindza z krali¢iho svalu muze fosfo-
rylovat inicia¢ni faktor IF2 z Escherichia coli a stejné tak i dalsich 11 ribozoméalnich
proteint této bakterie.

Ptenos signalu pomoci dvouslozkového systému probiha i u eukaryot. U kvasinky
Saccharomyces cerevisiae byl nalezen protein SLN1 s vysokym stupné sekvenéni
homologie se senzorovou i regulatorovou doménou proteinii dvouslozkového sys-
tému (OTA A VARSHAVSKY 1993). SLN1 se acastni osmoregula¢ni signalni kaskady.
Sekvenc¢ni podobnost se senzorovou i reguladtorovou doménou vykazuje i protein
ETRI1 z Arabidopsis thaliana (CHANG et al. 1993, WOLANIN et al. 2002) nebo pro-
teiny psl5 a p70 z houby Neurospora crassa (OTA A VARSHAVSKY 1993, THOMA-
SON A KAY 2000). Protein podobny bakterialni histidinové proteinkindze exprimuje
i Dyctiostelium discoideum (S. SCHUSTER et al. 1996).

Sekvenéni podobnost s histidinovymi proteinkindzami prokaryotického typu ne-
sou i nékteré sav¢i proteiny, komponenty dychaciho fetézce, proteinproteinkiniza
dehydrogenazy a-ketokyselin dychaciho fetézce (BCKDH proteinkinaza) z krysich
mitochondrii (POPOV et al. 1992) nebo proteinkinaza pyruvatdehydrogenazy (Po-
POV et al. 1993).

Je pravdépodobné, Ze i homology komponenf PTS systému by mohly byt na-

lezeny alesponi u nizSich eukaryot (BARKER et al. 1991, SEGOVIA A VINCENTE
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1995).

2.5 Fosfoproteinfosfatazy

Fosfoproteinfosfatazy katalyzuji odstépeni fosfatu, jsou to tedy funkéni anta-
gonisté proteinkindz. Hydrolyzou fosfatové skupiny nastava konformaéni a funkéni
zména proteinu.

Defosforylaci proteinii na serinu, threoninu nebo tyrosinu katalyzuji dvé rodiny
fosfoproteinfosfataz. Serin/threoninové fosfoproteinfosfatazy se na zékladé architek-
tury struktur svych katalytickych domén slu¢uji do jedné rodiny fosfoproteinfosfataz,
i kdyz se uplné neshoduji v sekvencich. Druhou rodinu tvofi tyrosinové fosfoprotein-

fosfatazy.

1. serin/threoninové fosfoproteinfosfatazy

e skupina PPP (Protein Phosphatases P)

e skupina PPM (Protein Phosphatases M)
2. tyrosinové fosfoproteinfosfatazy

e skupina PTP (Protein Tyrosine Phosphatases)

e skupina LMW PTP (Low Molecular Weight PTP)

2.5.1 Serin/threoninové fosfoproteinfosfatazy
PPP fosfoproteinfosfatazy

Nejbézné&jsimi eukaryotickymi fosfoproteinfosfatazami jsou serin/threoninové fos-
foproteinfosfatazy PP1, PP2A a PP2B nélezejici do skupiny PPP (MUMBY A WAL-
TER 1993). Skupina PPP fosfoproteinfosfataz se vyskytuje i mezi bakteriemi ( BHA-
DURI A SOWDHAMINI 2005). Katalytické domény fosfoproteinfosfataz jsou si velmi
podobné. Enzymy v kazdé ze skupin se shoduji v terciarni struktufe a katalytickych
mechanizmech. Velké rozdily jsou ve funkcich a struktufe jednotlivych proteini,

které jsou slozené z ruznych regulatorovych domén a subdomén (BARFORD 1996).
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Aktivita fosfoproteinfosfataz ze skupiny PP2B je regulovana Ca?* a kalmoduli-
nem. Jejich katalyticka aktivita je zavisla na p¥itomnosti Zn?" a Fe?" (BARFORD
1996). Inhibitorem jsou napiiklad cyklosporin a cyklofilin (L1uU et al. 1991). U euka-
ryot hraji dillezitou roli v Ca?* signalni kaskadé, ktera aktivuje T-buiiky (LAWSON
A MAXFIELD 1995). Hojné se vyskytuje v nervové tkani a varlatech (SCHREIBER
1992).

Fosfoproteinfosfatizy PP1 a PP2A vyzaduji pro svou aktivitu piitomnost Mn ?*
a Fe?* ionti. Fosfoproteinfosfatdzy jsou inhibovany rtiznymi p¥irodnimi toxiny, na-
piiklad kyselinou okadaovou, mikrocystinem nebo jatrovym jedem produkovanym
motskymi fasami. Tyto jedy prili§ neptisobi na fosfoproteinfosfatdzy skupiny PP2B
(MACKINOTSH A MACKINOTSH 1994). Skupina fosfoproteinfosfataz PP1 a PP2A
svou katalytickou aktivitou reguluje metabolizmus glykogenu, kontrakei svali, pra-
béh bunééného cyklu a RNA splicing (HUBBARD A COHEN 1993).

Katalytické domény PPP fosfoproteinfosfataz jsou dlouhé ptiblizné 220 amino-
kyselin a obsahuji tfi charakteristické konzervované sekvenéni motivy: GDXHG (mo-
tiv I), GDXXDRG (motiv II) a GNHE (motiv III). Motivy II a III v4zi dvoumocné
ionty kovi a umoziuji tim dosazeni spravné konformace pro katalyzu reakce ( BAR-
TON et al. 1994).

Spole¢né s ionty pomahaji spravnou konformaci katalytické smycky udrzovat
i dvé molekuly vody, které se zapojuji do nukleofilniho ataku fosforu fosfatové sku-
piny pfipojené k substratu (BARFORD 1996).

PPP fosfoproteinfosfatazy byly nalezeny na zakladé sekvenéni homologie v mnoha
bakteridlnich genomech. Jedna se naptiklad o fosfoproteinfosfatdzu ApaH a PrpA
E. coli, fosfoproteinfosfatazu PP1 Anabaena sp. atd. (SHI et al. 1998). Homology
PP1/PP2A /PP2B podrodin fosfoproteinfosfataz byly objeveny i u bakteriofaga A
a ¢80.

PPM fosfoproteinfosfatazy

Do skupiny fosfoproteinfosfatdiz PPM (PP2C) nalezi serin/threoninové fosfopro-
teinfosfatazy pfitomné jak v prokaryotech, tak éukaryotech. Jsou pribuzné s mito-

chondridlnimi pyruvatdehydrogenazami (SHENOLIKAR, 1994). Pro svou katalytickou
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aktivitu vyZzaduji pfitomnost dvoumocnych ionti, obvykle Mg?* nebo Mn2* a pro
spravnou konformaci celkem Sest molekul vody (DAS et al. 1996). Enzymovou akti-
vitu inhibuji EDTA a NaF. PPM fosfoproteinfosfatazy u eukaryot formuji odpovédi
na enviromentalni stres, jako je anoxie, teplotni nebo osmoticky Sok atd. (BORK et
al. 1996).

Katalytickd N-terminalni doména fosfoproteinfosfatdz PPM skupiny je dlouha
pfiblizné 290 aminokyselin (DAS et al. 1996). Tvofi ji 11 konzervovanych motivii ob-
sahujicich osm absolutné konzervovanych zbytku. Absolutné konzervovanymi zbytky
jsou asparagova kyselina v motivu I a II, threonin v motivu IV, glycin v motivu V
a VI, Asp-Gly sekvence v motivu VIII a Asp v motivu XI (BORK et al. 1996).
Asp zbytky v motivech I, II a XI koordinuji vazbu iontu kovu do aktivniho mista
fosfoproteinfosfatazy (DAS et al. 1996).

Fosfoproteinfosfatazy rodiny PPM byly v prokaryotické fisi objeveny jen u eu-
bakterii a na vyjimky se vibec nevyskytuji u archeabakterii. Vyjimky tvofi ar-
cheabakterie Archaeoglobus fulgidus, Methanobacterium thermoautotrophicum nebo
Methanococcus jannaschii.

Clenové této rodiny fosfoproteinfosfataz byli podrobné studovani u Bacillus sub-
tilis. VSechny tti fosfoproteinfosfatazy B. subtilis, RsbU, RsbX a SpollE vyzaduji
pfitomnost dvoumocnych iontd kovu pro svou serin/threoninovou aktivitu ( DUN-
CAN et al. 1995, YANG et al. 1996, ADLER et al. 1997). RsbU, RsbX a SpollE
reguluji aktivitu transkripénich faktort genid acastnicich se odpovédi na enviromen-
talni stres. SpollE spousti sporulaci (DUNCAN et al. 1995, KHVOROVA et al. 1998).
RsbU and RsbX reaguji na enviromentalni a energeticky stres (YANG et al. 1996,
WISE A PRICE 1995).

2.5.2 Tyrosinové fosfoproteinfosfatazy PTP a LMW PTP

Rodina tyrosinovych fosfoproteinfosfatéz je pomérné hojna. Vyskytuji se jak mezi
prokaryoty, tak mezi eukaryoty. Jejich pojmenovani je vSak nepfesné: ne vSechny
fosfoproteinfosfatazy jsou specifické pouze k fosfotyrosinu, nékteré z nich odstépuji
fosfatovou skupinu i z fosfoserinu nebo fosfothreoninu a jsou oznaéovany jako fosfo-

proteinfosfatazy s dvoji specifitou. Rodina tyrosinovych fosfoproteinfosfataz vznikla
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splynutim dvou riznych rodin, které se béhem evoluce pfiblizily natolik, Ze se podo-
baji katalytickymi mechanizmy (GUAN A DIXON 1991, ZHOU et al. 1994) a geometrii
aktivnich mist (ECKSTEIN et al. 1996).

Tyrosinové fosfoproteinfosfatazy se déli na dvé skupiny: PTP a LMW PTP. Mezi
skupinu fosfoproteinfosfataz PTP patii i fosfoproteinfosfatazy s dvoji specifitou. Ne-
vyskytuji se mezi tyrosinovymi fosfoproteinfosfatazami s nizkou molekulovou hmot-
nosti (LMW PTP).

Obé skupiny maji charakteristicky spoleény motiv aktivniho mista enzymu (His)-
Cys-X-X-X-X-X-Asp. Cystein v aktivnim misté pisobi jako nukleofil (GUAN A DI-
XON 1991, ZHOU et al. 1994, Z. Y. ZHANG A DIXON 1993, DENU A DIXON 1995).
Hydrolyze fosfoesterové vazby pomaha jedna molekula vody (JIA et al. 1995, PAN-
NIFER et al. 1998). V PTP fosfoproteinfosfatazach je aktivni motiv umistén v cen-
tralni oblasti katalytické domény, ktera se nachézi na N-konci enzymu. Katalyticka
doména je dlouhd asi 250 aminokyselin se zbytkem kyseliny asparagové mezi 25.
a 50. aminokyselinou. V. LMW PTP fosfoproteinfosfatazach je aktivni motiv lo-
kalizovan velmi blizko N-konce katalytické domény, kterd je vyznamné men$i nez
u tradi¢nich PTP. Katalytickh doména LMW PTP fosfoproteinfosfatdz zabira jen
140 aminokyselinovych zbytki a nékdy i méné. Esencialni Asp je lokalizovan kolem
80. - 110. zbytku katalytické domény. Ackoliv je jeho umisténi naprosto odlisné od
PTP fosfoproteinfosfataz, funkci ma podobnou (ECKSTEIN et al. 1996).

Dobfte charakterizovanymi proteiny z této rodiny fosfoproteinfosfataz jsou PTP
fosfoproteinfosfatazy IphP Nostoc commune (POTTS et al. 1993, HOWELL et al.
1996), YopH Yersinia psedotuberculosis (GUAN A DIXON 1990) nebo fosfoprotein-
fosfataza SptP Salmonella typhimurium (KANIGA et al. 1996).

Mezi LMW PTP fosfoproteinfosfatazy patii fosfoproteinfosfataza PtpA Strepto-
myces coelicolor (L1 A STROHL 1996) nebo fosfoproteinfosfatiza Ptp Acinetobacter

johnsonii (GRANGEASSE et al. 1998).
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enzym |[fosforylovany substrat enzym. aktivita

skupiny pTyr-peptid| pThr-peptid |vanadi¢nan| NaF EDTA | EGTA |okad. kys.] TFP
fosfopro-

teinfosfataz

PTP ++++ - R A R E ey I B
PP2A - +++ e el I e B I Ee e
PP2B ot +++ ++ I Bt IR I

PPM - ++++ e+ |- i e B

Tabulka 2.2: Charakterizace fosfoproteinfosfatéz. ++++ vysoka aktivita, ++-+ mirné vysoka
aktivita, ++ mirné aktivita, + nizk4 aktivita, - velmi nizka aktivita nebo aktivita nezaznamendana.

Prevzato z buletinu: Serine/threonine phosphatase assay system, Promega 2005.
2.6 Priklady proteinkinaz a fosfoproteinfosfataz u pro-
karyot

Témér ve vSech sekvenovanych bakterialnich genomech byly nalezeny geny kodu-
jici proteinkindzy a fosfoproteinfosfatazy, avsSak jejich funkce a substraty ¢i signalni
drahy nejsou dosud plné prostudovany. Z hlediska funkce lze bakterialni proteinki-

nazy a fosfoproteinfosfatazy rozdélit do nékolika obecnych skupin.

Proteinkinazy podilejici se na regulaci sekundarniho metabolizmu

Do této skupiny patii napf. proteinkinidza AfsK Streptomyces coelicolor. Jedna
se o transmembranovy protein fosforylujici globalni regulator sekundarniho meta-
bolizmu AfsR, ktery kontroluje produkei pigmentu actinorhodinu (MATSUMOTO et

al. 1994, UMEYAMA A HIRINOUCHI 2001, HONG et al. 1993).

Proteinkinazy podilejici se na regulaci diferenciace a morfologie bunék a

kontrole buné&éného cyklu

Tyto proteiny byly identifikovany napf. u Myzococcus ranthus. Ke kontrole bu-
nééného cyklu a tvorby plodniéek vyuziva jak Ser/Thr proteinkindzy, tak dvou-
slozkovy systém (DWORKIN 1996). Mezi Ser/Thr proteinkinazy, které hraji roli

pfi tvorbé plodnicek, patii napf. Pknl a Pkn9 (MUNOz-DORADO et al. 1991).

Al
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Dalsi proteinkindzou nezbytnou pfi sporulaci je Pknl4, jejimZz substratem je 6-
fosfofruktokinaza (PFK) (NARIYA A INOUYE 2002, NARIYA A INOUYE 2003).

Dalsi znamou proteinkinazou nalezejici do této skupiny je serin/threoninova pro-
teinkinaza PpkA identifikovana u sinice Anabeana sp.. Utastni se kontroly rastu
bunék a tvorby heterocyst (C. C. ZHANG 1993).

Mycobacterium tuberculosis kéduje nékolik STYK proteinkinaz: PknA, B, D, E,
F, G,Hal(GAY A EVERETT 2000) a dale serin/threoninovou fosfoproteinfosfatazu
PstP a tyrosinové fosfoproteinfosfatazy PtpA a PtpB (KouL et al. 2000). Protein-
kindzy Pkn jsou nezbytné pro rist mykobakteria v kultufe, spravnou morfologii
bunék (KANG et al. 2005) a virulenci (SASSETTI A RUBIN 2003, COWLEY et al.
2004). Tyrosinové fosfoproteinfosfatazy PtpA a PtpB jsou funkéni jen pfi infekci
hostitelské buiiky a zfejmé slouzi k vniknuti bakterie do buiikky (KOUL et al. 2000,
KoulL et al. 2004).

Jedine¢ny vyvojovy cyklus sexualné prenosného patogena Chlamydia trachomatis
reguluji proteinkinazy, které béhem vyvoje interaguji se signalnimi drahami hosti-
tele (WEINSTOCK et al. 1994). Chlamydiélni serin/threoninové proteinkinazy Pknl
a PnkD kontroluji pfechod z jedné faze vyvojového cyklu do druhé faze (MEGGIO A
PINNA 2003). Jejich senzorové domény jsou umistény v membrané vakuoly, inklu-
zonu, kde vyvojovy cyklus probiha. V této membrané interaguji s proteiny oznaco-
vanymi jako Incs (BANNANTINE et al. 2000, ROCKEY et al. 1997). Tim koordinuji

vyvoj chlamydie (SCIDMORE A HACKSTADT 2001).

Proteinkinazy /fosfoproteinfosfatazy zapojujici se do kontroly metabolic-

kych drah

Tyto enzymy byly identifikovany napt. u Bacillus subtilis. Jedna se o bifunkéni
proteinkinazu/fosfoproteinfosfatazu HPr proteinu. Zapojuje se do hlavni katabo-
lické drahy represe/aktivace metabolizmu uhlikatych slou¢enin (CCR/CCA) ( KraA-
VANJA et al. 1999, GALINIER et al. 1998, REIZER et al. 1998, TURINSKY et al.
1998). Ve formé hexameru ma protein fosfatazovou aktivitu a ve formé trimeru ki-
nazovou aktivitu. Piepinani obou aktivit se déje kompetici ATP a anorganického

fosfatu v bufice (JAULT et al. 2000). V pfitomnosti ATP a uhlikatych sloucenin,
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napt. glukoézy, ma protein HPr-kindza/fosfataza kindzovou aktivitu (FIEULAINE et
al. 2001).
Fosfoproteinfosfataza IphP Nostoc commune je kddovana na chromozomu a kon-

troluje metabolické pochody této sinice.

Proteinkinazy /fosfoproteinfosfatizy podilejici se na regulaci virulence

Mezi tyto enzymy patfi serin/threoninové fosfoproteinfosfatazy YopH Yerse-
nia pseudotuberculosis a SptP Salmonella typhimurium. Jsou exportovany z bak-
terie do hostitelského organizmu sekre¢nim systémem typu III ( BLISKA et al. 1991,
Fu A GALAN 1998). Fosfoproteinfosfatdza YopH je kodovana extrachromozomalng,
plazmidem. Fosfoproteinfosfataza SptP je kédovana na chromozomu.

Mykobakterialni proteinkinaza PknB, zodpovédna za virulenci bakterie, sdili nej-
vétsi sekvenéni podobnost katalytické domény s proteinkinidzou AfsK Streptomyces
coelicolor (viz vyse). Hledani genu homologniho ke genu transkripéniho regulatoru
afsR S. coelicolor vedlo k odhaleni genu embR, ktery je zodpovédny za rezistenci
mykobakterie na etambutol (MOLLE et al. 2003).

Ser/Thr proteinkinaza Pkn5 (aminoglykosid-3 “-fosfotransferaza) Chlamydia tra-
chomatis je zodpovédna za rezistenci bakterie na antibiotika. Jejimi substraty jsou
latky neproteinové povahy (HEINZEL et al. 1988, MARTIN et al. 1988).

Mezi enzymy ovliviiujici virulenci Streptococcus pneumonie pravdépodobné patii
serin/threoninova proteinkindza StkP. Jedna se o membranovy protein. Autofosfo-
rylovana StkP je substratem cytoplazmatické fosfoproteinfosfatdzy PhpP ze skupiny
PP2C a tvofi funkeni par. StkP fosforyluje in vitro fosfoglukosaminmutazu (GlmM),
ktera katalyzuje prvni krok syntézy UDP-N-glukosaminu (NOVAKOVA et al. 2005).

2.7 Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa je gramnegativni bakterie, kterd se vyskytuje jak volné Zijici ve
vodé a v pideé, tak i ve vylucovaci soustavé zvitat a lidi. Pohybuje se pomoci polar-
niho bi¢iku. Patii mezi chemoorganotrofni bakterie a je schopna metabolicky vyuZit

vice nez 30 organickych latek. P. aeruginosa nemé pouzdro, nékdy je vSak obalena
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Obrazek 2.3: Elektronmikroskopicky snimek P. aeruginosa. Julia Plotnikov, 2006.

slizovou vrstvou. V pfirodé se vyskytuje bud ve formé biofilmu, pfisedla na povrchu
nebo substratu, nebo jako volné Zijici planktonicka jednobunééné forma.

Vétsinu kmeni lze péstovat na zdkladnich Zivnych piidach, na kterych vytvari
kovové lesklé kolonie. Nejéast&jsimi disociatnimi fazemi jsou hladké S (smooth),
pochézejici z klinickych izolati, a drsné R (rough), pochézejici z pfirodnich izo-
latia. PasdZzovanim na kultivaénich médiich se z S formy stava R forma. U pacienti
s cystickou fibrézou (CF) se objevuje mukézni forma M (mucous). Starsi kultury
maji charakteristicky zapach po trimethylaminu. Optimélni kultiva¢ni teplota je
30-37 °C, bakterie se vSak mnozi i pfi pokojové teploté a celkovy rozsah teplot, pfi
kterych je schopna rustu, je 10-42 °C.

Bakterie kolonizuje sliznice, pfevazné respira¢niho a moc¢ového ustroji, u hosti-
teld se sniZenou imunitou nebo pacienti s CF. Je jednim z nejcastéjSich pivodct
nosokomialnich onemocnéni. V nemocni¢nich prostfedich se vyskytuje hlavné na
jednotkéach intenzivni péce, resuscitacnich a novorozeneckych oddélenich.

Patogenita této bakterie je zptsobena jednak faktory vazanymi na bakteriilni
buiiku (napf. extracelularni polysacharid alginét, sténovy lipopolysacharid), jed-
nak extracelularnimi produkty (enzymy, toxiny, pigmenty). Navzdory tomu, Ze tato
bakterie disponuje fadou virulenénich faktorti, vyvolava infekce jen u jedinci se sni-
Zenou imunitou. U zdravého ¢lovéka muze v kontaminovaném prostfedi dojit pouze
ke kolonizaci, onemocnéni v3ak nevznikne. Ke sniZeni imunity dochazi p¥i defek-

tech fagocytozy, rozsahlych popaleninach, malignich procesech (hlavng pfi leukémii),
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béhem podavani cytostatik, imunosupresiv, kortikoidt, pfi dlouhodobém podavani
antibiotik, které umozni osidleni rezistentnimi bakteriemi, po tézkych operativnich
zasazich, pfi dlouhodobém zavedeni cévnich katetrti a katetri do mocovych cest
nebo pfi diabetes.

Velmi zavazni je infekce u nemocnych s cystickou fibrézou, kdy jsou dychaci
cesty kolonizovany mukoidnimi kmeny s vysokou produkei proteolytickych enzymu.
Ohrozeni jsou také nedonoseni novorozenci. Proteolytické enzymy bakterie ohrozuji
1 poranéné sliznice oka, kdy infekce muze skoncit az jeho ztratou a slepotou.

Kmeny vyvolavajici nemocni¢ni infekce jsou obvykle vysoce virulentni a re-

zistentni na antibiotika (BEDNAR et al. 1996).

2.7.1 Proteinkinazy a fosfoproteinfosfatiazy u Pseudomonas

aeruginosa.

Serin/threonin/tyrosinové proteinkinazy a fosfoproteinfosfatazy byly na zakladé
sekvenéni homologie objeveny i u Pseudomonas aeruginosa. Pfedpoklada se, ze ovliv-
nuji virulenci této bakterie tak, Ze reguluji expresi genti kédujicich nékteré virulenéni
faktory. Proteinkinazy Stk1l a PpkA a fosfoproteinfosfatdza Stpl jiz byly biochemicky
charakterizovany. Dalsi dva enzymy byly charakterizovany v nasi laboratofi. Jsou to
duélni proteinkinaza/fosfoproteinfosfataza PpkB a fosfoproteinfosfataza PppA.

Serin/threoninova proteinkinaza Stk1 a fosfoproteinfosfataza Stpl tvoii funkéni
par. Konec genu stpl a zacatek genu stkl tvoii ¢tyfnukleotidovy pfesah. Oba geny
jsou transkribovany spole¢né s genem icmF.

Proteinkinaza Stk1 velkd 39 kDa a dlouha 329 aminokyselin je zaroveh nejmensi
znamou funkéni serin/threoninovou proteinkinazou. Katalytickd doména se nachézi
na N-konci proteinu. Vice se autofosforyluje na threoninu nez serinu. Fosforyla¢ni
aktivita byla testovana v pfitomnosti eukaryotického histonu H1 jako mozného sub-
stratu (MUKHOPADHYAY et al. 1999).

Fosfoproteinfosfataza Stpl je velkd 27 kDa a dlouha 242 aminokyselin. Kataly-
tickd doména se nachazi na N-konci enzymu. Obsahuje 11 konzervovanych motivi
charakteristickych pro fosfoproteinfosfatazy skﬁpiny PPM. Jeji katalytick4 aktivita

)
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je zavisla na Mn?* s optimalni koncentraci 5-6 mM, nikoli na Ca?* a Mg?*. Jejimi
inhibitory jsou EDTA a NaF. Neinhibuje ji okadaova kyselina. Fosfatdzova aktivita
byla testovana na kaseinu fosforylovaném CKII proteinkindzou na serinu a threo-
ninu (MUKHOPADHYAY et al. 1999).

Geny stpl a stkl se transkribuji spole¢né s homologem genu icmF Legionella
pneumophila, ktery by v Pseudomonas aeruginosa mohl slouzit k pfenosu molekul
poskozujicich makrofagy, podobné jako je tomu u legionelly (BETTINA et al. 1994,
PURCELL A HUMAN 1998). Je také nezbytny pro konjugaci plazmidi (SEGAL et al.
1998).

Dalsi serin /threoninovou proteinkinazou této bakterie je PpkA dlouha 1032 ami-
nokyselin. Jedna se o transmembranovy protein s N-terminalni katalytickou domé-
nou dlouhou 250 aminokyselin lokalizovanou v cytoplazmé. Obsahuje 10 z 12 kon-
zervovanych motivi Ser/Thr proteinkinaz eukaryotického typu ( HANKS et al. 1988).
Za kinazovou doménou nésleduje prolin bohat4 oblast o délce 75 aminokyselin, ktera
mize byt dilezitd pro vazbu PpkA na jiné proteiny, jako jsou substraty, kofaktory
nebo regulatory (WILLIAMSON 1994). C-terminalni doména patii mezi domény typu
von Willebrand faktor A. Predpoklada se, Ze se uicastni interakci s povrchem hosti-
telské buitkky. V eukaryotech tyto domény slouzi k vazbé glykoproteint a receptorti
rustovych faktort (WHITTAKER A HYNES 2002). PpkA in vitro fosforyluje proteiny
eukaryotického pivodu jako MBP (Myelin Bazic Protein), §-kasein nebo aprotinin.
Jeji pfirozené substraty zatim nebyly nalezeny. Je schopna autofosforylace, po auto-
fosforylaci v8ak nedochazi ke zméné katalytické aktivity (MOTLEY A LORy 1999).
PpkA je specificky indukovana béhem infekce v neutropenické mysi. Nadprodukce
PpkA vede k inhibici ristu jak E. coli, tak P. aeruginosa (MOTLEY A LORY 1999).

S genem pro proteinkindzu PpkA sousedi gen kédujici pfedpokladanou fosfopro-
teinfosfatazu PppA (PA0075). Charakterizace fosfoproteinfosfatazy PppA je souéasti
této diplomové préace a vice o ni bude pojednano v sekci ,,Vysledky“.

Druhym enzymem Pseudomonas aeruginosa, ktery se podafilo charakterizovat
v nasi laboratofi je duélni proteinkinaza/fosfoproteinfosfataza PpkB (PA14 41520).
V genomu P. aeruginosa byla identifikovana na zakladé sekvenéni homologie s jinymi

Ser/Thr/Tyr proteinkinizami nalezenymi v bakteriich. PpkB je protein o velikosti
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58 kDa. Kinazova doména enzymu je spolu s transmembranovou doménou umisténa
na C-konci enzymu. Na N-konci molekuly se nachazi fosfatdzova doména. Kinazova
aktivita PpkB je z4visl4 na pfitomnosti Mg?* a Mn?* o optimalni koncentraci 5 mM
a neinhibuji ji ani staurosporin (0-200 pmol), ani maleinimid (0-200 nmol). Autofos-
forylace probih4 na tyrosinu. Fosfatazova aktivita PpkB je zavisla na autofosforylaci
kinazové domény enzymu a pfitomnosti Mg?* a Mn?*. Fosfatazovad doména je ho-
mologni s fosfoproteinfosfatazami skupiny PP2C (nepublikovana data).

Dalsi proteinkindzou P. aeruginosa je tyrosinova proteinkinidza WaaP. Jedna se
o proteinkinazu, ktera fosforyluje Hepl (heptoza I) ve vnitinim jadfe lipopolysacha-

ridu na uhliku éislo 4 (WALSH et al. 2000).

2.7.2 Quorum sensing systém

Quorum sensing (QS) je zpisob mezibunééné komunikace zprostfedkované ma-
lymi molekulami, tzv. autoinduktory. QS funguje na jednoduchém principu: mnoz-
stvi autoinduktoru uvolnéné do prosttredi jednou bakterii je prili§ malé, nez aby bylo
zaznamenano. Je-li hustota bakterialni populace dostatecna, dosdhne koncentrace
autoinduktoru prahové hodnoty, ktera dovoluje bakterii reagovat na tento podnét
bud represi nebo stimulaci cilovych gent (KIEVIT A IGLEWSKI 2000). P. aerugi-
nosa ma celkem tfi quorum sensing systémy. Las a rhl systémy se od PQS systému
(Pseudomonas quinolone signal) lisi chemickou povahou svych autoinduktorii. Jedna
se o acylhomoserinlaktony syntetizované z prekurzoru S-adenosylhomoserinlaktonu.
V ptipadé las systému se jedna o N-(3-oxododecanoyl)-L-homoserinlakton, v pfipadé
rhl systému je to N-butyryl-L-homoserinlakton. Autoinduktorem PQS systému je 2-
heptyl-3-hydroxy-4-quinolone (PESCI et al. 1999). Las a rhl systémy obsahuji tfi
komponenty: autoinduktor, syntdzu autoinduktoru LasI/Rhll a transkripéni regu-
lator LasR/RhIR (PASSADOR et al. 1993, PEARSON et al. 1994). Po navazani au-
toinduktoru na transkripéni regulator dojde k vytvoreni aktivniho komplexu, ktery
reguluje expresi mnoha genti. Pod kontrolu las systému spadaji geny elastaz lasB,
lasA, alkalické protedzy aprA, geny proteini sekre¢ni drahy xcp: zcpP a zcpR nebo
gen tozA kodujici exotoxin A (GAMBELLO A IGLEWSKI 1991, GAMBELLO et al.

1993, PEARSON et al. 1994, TODER et al. 1991, SEED et al. 1995, KIEVIT et al.
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1999). Pod kontrolou rhl systému je gen rhamnolipidtransferazy rhlAB, geny elastaz
lasA a lasB, gen kodujici sigma faktor stacionarni faze RpoS, gen pro alkalickou
protedzu aprA, geny zcpP a zcpR nebo geny pro syntézu pyocyaninu. QS systémy
reguluji i expresi genii nezbytnych pro tvorbu biofilmu (DAVIS et al. 1998).

Z hlediska hierarchie je las systém nadfazeny rhl systému (LATIFI et al. 1996,
PESCI et al. 1997). Regulator las systému LasR stimuluje expresi genu lasl, rhll
a rhiR a regulator rhl systému RhIR stimuluje expresi rhll (BRINT A OHMAN 1995,
LATIFI et al. 1996, LATIFI et al. 1995, OCHSNER et al. 1994, PASSADOR et al.
1993, WINSON et al. 1995). PQS je také pod kontrolou las quorum sensing systému.
K aktivité PQS je nezbytny rhl systém (CHAPON et al. 1997).

Exprese genu kodujicich proteinkinazu stk1 a fosfoproteinfosfatazu stp! je pod
kontrolou quorum sensing systému rhl. Tyto geny jsou také reprimovany prostied-

nictvim RpoS (M. SCHUSTER et al. 2004).
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‘ 3-ox0-C12-HSL
#§ CcaHsL
— pozitivni regulace

— Negativni regulace

Obrazek 2.4: Schéma quorum sensing systému Pseudomonas aeruginosa. Systém las je nadfazen
systémum rhl a PQS. Komplex LasR-3-oxo-C;3-HSL pozitivné ovliviiuje transkripci regulatoru
RhIR, gent systému PQS a gent nékterych virulenénich faktord. Sam je stimulovan proteiny Vir
a GacA. Spoletné se systémem rhl je reprimovan proteinem RsmA. Systém PQS je pozitivné
regulovan LasR-3-oxo-C12-HSL. Sam stimuluje systém rhl. Pozitivné ptisobi i na transkripci né-
kterych virulen¢nich faktort. Protein GacA: formovani biofilmu; MvaT: regulace exprese gent
zodpovédnych za rezistenci k chloramfenikolu; QscR: kontrola ¢asovani exprese geni regulovanych
QS; RelA: regulace odpovédi na nutri¢ni stres; RsmA: pozitivni regulator viruleénich faktort trans-
portovanych do bun&k sekre¢nim systémem typu III; Vir: regulator virulenénich faktord. Prevzato

Collection Mémoires et the‘ses électroniques, Université Laval, 2006.
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Kapitola 3
Cil

Cilem této diplomové préace byla pFiprava expresnich plazmidi, izolace a charak-
terizace vybranych serin/threoninovych proteinkinéz a fosfoproteinfosfataz gramne-
gativni bakterie Pseudomonas aeruginosa. Jednalo se o serin/threoninové protein-
kindzy PpkA a Stkl a fosfoproteinfosfatazy Stpl a PppA. Nékteré z nich jiz byly
casteéné charakterizovany.

O v8ech studovanych proteinech se predpoklada, ze ovliviiuji patogenitu Pseudo-
monas aeruginosa. Signalni draha zahrnujici proteinkinazu Stkl a fosfoproteinfos-
fatazu Stpl je pod kontrolou mechanizmu quorum sensing. Mechanizmem quorum
sensing je Fizena i exprese mnoha virule¢nich faktori této bakterie. Domnivame se,
Ze signalni drahy by mohly regulovat virulenci P. aeruginosa. Jaky je mechanizmus
vzajemné interakce neni dosud piesné znamo. Identifikace a studium jednotlivych
slozek téchto drah muZze pomoci porozumét biologickym pochodiim, diky nimZ se

bakterie stava patogenni.

Cile diplomové prace:

1. Priprava vektorti pro nadprodukci proteinti Stkl, Stpl, PpkA a PppA v Es-
cherichia coli BL21(DE3)

2. Naprodukce a izolace téchto proteint

3. Charakterizace pfedpokladané fosfoproteinfosfatazy PppA
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4. Studium interakci proteini Stk1-Stpl a PpkA-PppA
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Kapitola 4

Material a metodika

4.1 Material

4.1.1 Bakterialni kmeny

Pseudomonas aeruginosa, divoky typ PT5 (laboratorni sbirka, Thilo Kohler, Uni-
versity of Geneva).

Escherichia coli BL21(DE3) (Promega): F~, ompT, hsdSg, (r p—, m g—), dem,
gal, A(DE3), pLysS, Cm".

Escherichia coli JM109 (Promega): endAl, recAl, gyrA961, thi, hsdR17(rk—,
mg+), relAl, supE44, A(lac-proAB), [F ", traD36, proAB, lacllZAM15].

4.1.2 Vektory

pET28b(+) (Novagen) komeréni expresni vektor o velikosti 5,3 kb. Exprese ci-
lovych genu je pod kontrolou T7 IPTG-inducibilniho promotoru. Vektor umoziuje
fazi N-konce cilového proteinu s histidinovou a T7 kotvou. Déle se ve vektoru na-
chazi hromadné klonovaci misto ( BamHI-Xhol), T7 terminator a gen odpovédny za
rezistenci ke kanamycinu.

pET42b(+) (Novagen) komeréni expresni vektor o velikosti 5,93 kb navrzeny
pro klonovani a nadprodukci proteinti. Vektor obsahuje T7 promotor, histidinovou,
GST- a S-kotvu, hromadné klonovaci misto (.PshAI-XhoI), T7 terminitor a gen

nesouci rezistenci na kanamycin.

Al
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4.1.3 Kultivaéni piady

Mnozstvi jednotlivych sloZek jsou vzdy vztaZena na 1 1 pidy. Pevné pidy byly
pripraveny pridanim 20 g agaru na 1 | média. Selektivni pudy byly pfipraveny pfi-
danim pfislusného antibiotika na kone¢nou koncentraci:

pro Escherichia coli: 50 ug/ml kanamycinu

Pidy pro kultivaci E. colt a P. aeruginosa
Pida LB, pH 7,0:
e 10 g trypton (Oxoid)
e 5 g yeast extract (Oxoid)

e 10 g NaCl

Pidy pro kultivaci E. col:
Pida SOB:
e 20 g trypton (Oxoid)
e 5 g yeast extract (Oxoid)
e 0,58 g NaCl
e (0,186 g KCI

po sterilizaci pfidano:
e 10 ml 1 M MgCl,

e 10 ml 1 M MgSO,

4.1.4 Pufry a roztoky
e TAE pufr: 40 mM Tris, 20 mM kyselina octova, 2 mM EDTA; pH 8,5

e TB pufr: 10 mM PIPES, 15 mM CaCl,, 250 mM KCI; pH 6,7; sterilizovano

filtraci; po sterilizaci pfidano MnCl, (vyslednd koncentrace 55 mM)
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e TE pufr: 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA; pH 8,0

e GTE roztok: 50 mM glukosa, 25 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA; pH 8,0
e PII roztok: 0,2 M NaOH, 1% SDS

e Fixaéni roztok: 40% MetOH, 5% H3PO,

e 5x Denaturaéni (STOP) pufr: 350 mM Tris-HCI; pH 6,8, 20% glycerol,
15% SDS, 25% (-merkaptoetanol

e PAGE pufr: 0,025 M Tris, 0,192 M glycin, 0,1% SDS; pH 8,3
e Blotovaci pufr: 48 mM Tris, 39 mM glycin, 0,0375% SDS, 20% metanol
e PBS-Tris pufr: 80 mM Na,HPO,4, 100 mM NaCl, 0,05% Tween-21; pH 7,5

e Detekéni roztok: 100 ml PBS-Tris, 3 mg DAB (3,3 "-diaminobenzidin), kapka
DMSO, 3,3ul 30% H,0, (na koneénou koncetraci 0,01%)

e 10x Pufr A: 50 mM Tris, 50 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 0,1 mM EDTA, 1 mM
DTT, 10 mM MnCl,

e Elué¢ni pufr: 20 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl, 100 mM imidazol; pH 7,5
e Promyvaci pufr: 20 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl, 10 mM imidazol; pH 7,5

e Koloidni Coomassie brilliant blue: roztok A - 18,8 ml 85% kyseliny ortho-
fosforeéné, 80 g (NH4)2SOy4, 200 ml H,O; roztok B - 0,6 g Coomassie Blue
G-250, 50 ml H,O; smichat 110 ml deionizované vody, 40 ml methanolu, 10

ml roztoku B a 40 ml roztoku A

4.1.5 Software

Mapy klonovacich vektoru byly sestaveny pomoci programu Clone Manager Ver-
sion 4.01 (Scientific & Educational Software).
Analyza radiogrami byla provedena pomoci programu Aida-Advantage Image

Data Analyzer Version 2.11 (Izotopenmessgerdte Gmbh).

)
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4.1.6 Chemikilie a enzymy

chemikalie

Akrylamid

Bromfenolova modf
Dithiothreitol

Hovézi sérovy albumin
Peroxodisiran amonny
N,N,N",N "-tetramethylethylendiamin
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
2’-Deoxyadenosin -5’-trifosfat
2’-Deoxycytidin -5’-trifosfat
2’-Deoxyguanosin -5’-trifosfat
2’-Deoxythymidin -5’-trifosfat
6x Loading Dye

Agarosa

Agarosa, LE, analytical grade
Kanamycin

DNA 1 kb ladder

DNA 100 bp ladder
Dodecylsulfat sodny

Ethidium bromid
Isopropyl-1-thio-3-D-galaktosid
Lysozym

Glycin
Adenosin-5-[y-**P|trifosfat
BCA Protein assay reagent
Kys. ethylenglycoltetraoctova
Dimethylsulfoxid

firma
Serva
Lachema
Promega
Exbio
Lachema
Serva,
Serva
Promega
Promega
Promega
Promega
Fermentas
Sevac
Promega
USB
Fermentas
NEB
Merck
Sigma
Sigma
Boehringer
Serva
MP-Bio
Pierce
Sigma

Sigma

Kys. ethylendiaminotetraoctova dvojsodnéa sil Sigma

42

zkratka
AA
BPB
DTT
BSA
APS
TEMED
Tris
dATP
dCTP
dGTP
dTTP

SDS
EtBr
IPTG

Gly
[v-32P]ATP

EGTA
DMSO
EDTA
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Polyoxyethylenesorbitan monolaurate
Ribonukleasa A

Proteinasa K

Benzoaza

Inhibitor proteaz

Primérni protildtka Mouse monoclonal anti-His
Sekundérni protilatka Sheep anti-mouse IgG-HRP
Prestained Protein Marker Broad Range

Talon metal affinity resin

Sigma Tween 20
Boehringer RNasa A
Boehringer

Merck

Sigma

Sigma

Sigma

NEB

Clontech

Ostatni chemikalie byly béZzné dostupné latky analytické Cistoty.

enzymy modifikujici DNA  firma
restrikéni endonukleazy NEB

T4 DNA ligaza Fermentas
Taqg-purple DNA polymerase Top-Bio
Herkulase enhanced polymerase Stratagene

Pfu DNA polymerase Stratagene
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oligonukleotidy

nazev sekvence

PPKA(Nde)FOR(60) 5°-GCA TAT CCA TAT GGA CAT AGA ACT TCC GGG-3°
PPKA(Xho)REV-H(60) 5°-GCG CTC GAG TGG CAG CGT CGA CAG CGG-3°
sPPKA(Hind)FOR(60) 5°-GGG AAG CTT CGA CGC CGA CGG-3°
sPPKA(Hind)REV(62) 5-GGG AAG CTT TCC TTC GAG TCG AAG-3°
PPPA(Nde)FOR(62)  5°-GGA TAT CCA TAT GGT GCC CAA CTC AGT CAG-3°
PPPA(Xho)REV(62)  5°-GGC CTC GAG TTA TCA GAA GGC CCT GAC CAG C-3°
PPPA(Xho)REV-H(64) 5°-GCG CTC GAG GAA GGC CCT GAC CAC CAG G-3°
STK1(Nde)FOR(66) 5°-GGA TAT CCA TAT GAA CGA ACC GCT GTC GTC G-3
STK1(Not)REV-H(58) 5°-ATA GTT TAG CGG CCG CAG GGG CAA GAA CGC CGG-3
STK1(Eco)REV(62) 5-TCG AAT TCT TAT CAA CGG GCA AGA ACG CCG-3
STP1(Nde)FOR(60) 5°-CCA TAT CCA TAT GCA ACG CAG CGA GCC C-3°
STP1(Xho)REV-H(62) 5°-GTG CTC GAG TTG GCG GAT CAC CAC GGC CG-3°
STP1(Xho)REV/(60) 5°-CCG CTC GAG TTA TCA TTG GCG GAT CAC CAG G-3°

Vsechny oligonukleotidy byly syntetizovany spole¢nosti VBC-GENOMICS (Viden).

4.2 Metodika

4.2.1 Piiprava a transformace kompetentnich bunék
Priprava kompetentnich bunék JM109

Kompetentni buiiky E. coli JM109 byly pouzity pro pomnoZeni a naslednou
izolaci plazmidovych konstrukti. Buiiky jsme pfipravili upravenou metodou podle
Inoue (1990).

100 ml SOB piidy jsme naockovali na ODgge=0,001 bakterialni prekulturou na-
rostlou pfes noc a kultivovali pfi teploté 20 °C za intenzivniho tfepani. Po dosazeni
ODggo = 0,6 jsme kultivaci pferusili a buiiky inkubovali 10 minut na ledu. Po cent-
rifugaci (10 min, 2 500 g, 4 °C) jsme buiiky resuspendovali ve 32 ml ledového pufru

TB, suspenzi jsme inkubovali 10 min na ledu a centrifugovali za stejnych podminek.
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Po resuspendovani bunék v 8 ml pufru TB jsme pomalu pfidavali DMSO do kone¢né
koncentrace 7 % a po inkubaci 10 minut na ledu jsme kompetentni buiiky rozdélili

na alikvoty, prudce zmrazili v tekutém dusiku a dlouhodobé uchovavali p#i -70 °C.

Pfiprava jednorazovych kompetentnich bungk BL21(DE3)

Pftes noc narostlou kulturu jsme zaoc¢kovali do 2 ml LB na OD g90=0,05 a nechali
rist v 37 °C do ODggp=0,6.

Béhem dalsich kroku jsme kulturu udrzovali na ledu. Po centrifugaci (3000 g,
10 minut) jsme resuspendovali peletu v 1 ml sterilniho 100 mM CaCl,. Nasledovala
centrifugace (3000 g, 10 minut), resuspendovani pelety v 1 ml 100 mM CaCl,, opét
centrifugace (3000 g, 10 minut) a resuspendovéani pelety v 100 ul 100 mM CaCl,.

Kompetentni buniky jsme neprodlené transformovali.

Transformace kompetentnich bunék E. coli plazdmidovou DNA

Ke 100 pl rozmrazenych kompetentnich bunék (pfipadné erstvé pfipravenych)
a uchovavanych na ledu jsme pfidali pfiblizné 100 ng plazmidové DNA nebo liga¢ni
smés a inkubovali 30 minut na ledu. Poté jsme provedli teplotni $ok 1,5 minuty ve
42 °C a nésledné ochlazeni 1,5 minuty na ledu. K suspenzi bunék jsme pfidali 4
objemy LB média a kultivovali 1 hod ve 37 °C. Suspenzi jsme vyseli na misku s LB

ptidou obsahujici pozadované antibiotikum.

4.2.2 DNA manipulace

e Izolace plazmidové DNA z E. coli
Izolace plazmidové DNA jsme provadéli podle laboratorniho manuédlu Sam-
brook et al. (1989). Izolovanou bakterialni kolonii jsme zaoc¢kovali do 2 ml
LB média s pfislusnym antibiotikem a kultivovali pfes noc ve 37 °C. 1,5 ml
bakterialni suspenze jsme centrifugovali 2 minuty pifi 13 000 g a bubhky re-
suspendovali ve 100 ul roztoku GTE. Pfidali jsme 200 ul roztoku P II, Setrné
promichali a nechali inkubovat 5 minut pfi pokojové teploté. Poté jsme ke

smési pridali 150 pul 3 M roztoku octanu draselného, promichali a inkubovali

A
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10 minut na ledu. Vzorek jsme 10 minut centrifugovali (13 000 g), supernatant
odsali do nové zkumavky a plazmidovou DNA vysrazZeli stejnym objemem iso-
propanolu (450 pl). Centrifugovali jsme 10 min (13 000 g), supernatant odsali
a vzniklou srazeninu promyli 200 ul 80% ethanolu. Plazmidovou DNA jsme

vysusili a rozpustili ve 20 ul TE s RNazou A (20 pg/ml).

Izolace plazmidové DNA E. coli komer¢ni soupravou
Pro pfipravu plazmidové DNA jsme pouzivali také komeréni soupravu QIA-

prepSpin Miniprep Kit (QIAGEN). P#i praci jsme dodrzovali pokyny vyrobce.

Izolace chromozomalni DNA Pseudomonas aeruginosa

Bakterialni kmen jsme naockovali na misku a inkubovali pfes noc pti 37 °C.
Izolovanou kolonii jsme naockovali 10 ml LB média a péstovali opét pies noc
pfi 37 °C. Prekulturou jsme inokulovali 50 ml LB média na ODgq9 = 0,05. Poté,
co kultura dosahla pocatku exponencialni faze (ODggo = 0,5), jsme buiiky cen-
trifugovali (10 000 g, 10 min, 4 °C) a resuspendovali v 2,5 ml 25% glukosy,
50 mM Tris-HCI, 50 mM EDTA; pH 8,0. Pridali jsme 2,5 ml stejného roztoku
s lysozymem (2 mg/ml) a inkubovali 30 minut na ledu. Poté jsme ke vzorku
za pokojové teploty pfidali 0,5 ml 10% SDS a jemné promichali. Déle jsme ke
smési pfidali 100 pl Proteinazy K (2 mg/ml) a inkubovali ve vodni lazni 15
minut pfi 56 °C. Lyzat jsme prevedli do 50 ml baiky, zkumavky proplachli
5 ml TE a roztoky spojili dohromady, pfidali 1,7 ml 5 M NaCl a dobfe pro-
michali. Déle jsme ke vzorku pfidali 1,3 ml CTAB/NaCl (10% CTAB v 0,7
M NaCl), promichali a inkubovali 10 minut pfi 65 °C. Provedli jsme extrakci
protein 13 ml smési fenol - chloroform. Vzorek jsme centrifugovali 20 minut
pii 6 500 g pfi pokojové teploté. Vodni fazi jsme odebrali do ¢isté zkumavky
a znovu extrahovali stejnym objemem smési fenol - chloroform. Znovu jsme
smés centrifugovali, odebrali vodni fazi a extrahovali ji stejnym objemem chlo-
roformu. Vodni fazi jsme odebrali a DNA jsme vysréazeli pfidanim 0,6 objemu
isopropanolu. Vldkna DNA jsme namotali na inokula¢ni klicku, ponofili do

70% ethanolu, nechali oschnout na vzduchu a pfes noc rozpoustéli v 0,5 ml

TE.
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e Minipreparace genomové DNA Pseudomonas aeruginosa
Prekulturou narostlou pies noc jsme zaockovali 5 ml LB média na OD gy=0,05
a nechali rist pii 37 °C do ODggy = 0,5. Poté jsme odebrali 1,5 ml kultury
a centrifugovali (2 minuty, 13 000 g). Supernatant jsme odséli a buiiky re-
suspendovali v 567 ul TE, pfidali 3 ul Proteinazy K (20 mg/ml), dobfe pro-
michali a inkubovali 60 minut ve 37 °C. Po inkubaci jsme pfidali 100 ul 5 M
NaCl, promichali a pfidali 80 ul CTAB/NaCl. Vzorek jsme dobfe promichali,
inkubovali 10 minut pfi 65 °C a extrahovali 1 objemem (0,75 ml) chloro-
formu. Vzorek jsme centrifugovali (10 minut, 13 000 g) za pokojové teploty
a supernatant pfevedli do nové zkumavky. K supernatantu jsme ptidali 1 ul
RNazy A (10 mg/ml) a inkubovali 10 minut pii pokojové teploté. Nasledovala
extrakce 1 objemem smési fenol - chloroform a centrifugace (5 minut, 13 000
g). Supernatant jsme opét ptrevedli do nové zkumavky a extrahovali 1 obje-
mem chloroformu, centrifugovali (5 minut, 13 000 g) a vodni fazi odebrali do
nové zkumavky. DNA jsme vysrazeli pfidanim 1 objemu isopropanolu. Vzorek
jsme promichali pfevracenim zkumavky a centrifugovali (15 minut, 13 000 g).
DNA jsme promyli 0,5 ml 80% ethanolu. Vzorek jsme centrifugovali (5 minut,
13 000 g), odstranili ethanol, DNA vysusili a rozpustili v 50 ul HyO.

o Kratké srazeni DNA
K liga¢ni smési nebo restrikéni smési jsme ptidali 1 ul glykogenu, 1/10 objemu
NaOAc a 1 objem izopropanolu. Po promichini pomoci vortexu a centrifugaci
(10 minut, 13 000 g) jsme odsali supernatant, pfidali 200 ul 80% etanolu, opét
promichali pomoci vortexu a centrifugovali (5 minut, 13 000 g). Po odsani

supernatantu jsme vysusili peletu a vzorek rozpustili ve vodé.

e Reakce s enzymy modifikujicimi DNA

St&peni restrikénimi endonukleazami

Pti stépeni restrikénimi endonukledzami jsme se ridili pokyny vyrobce a pouzi-

vali originalni reakéni pufry. Pokud pfi §tépeni dvéma endonukledzami nebylo

A
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mozZné pouZit ob& zaroven, reakéni smés jsme pied pouZitim druhého enzymu

presrazeli.

Ligace molekul DNA

Celkovy objem liga¢ni smési ¢inil 20 ul s 1 U T4 DNA ligazy a 1/10 celko-
vého objemu pfislusného liga¢niho pufru. Pomér fragmentu a vektoru jsme
dodrzovali 2:1. Liga¢ni reakci jsme nechali probihat pfi pokojové teploté pres

noc.

4.2.3 Elektroforéza DNA v agarézovém gelu

AnalytickA DNA elektroforéza

DNA jsme analyzovali na horizontalni agar6zové elektroforéze v TAE pufru. Hus-
totu agar6zového gelu jsme obménovali podle velikosti fragmenti DNA. DNA byla
nanaSena ve vzorkovém pufru ve smési s 6x Loading Dye. Fragmenty DNA jsme

separovali pfi napéti 5 V/cm.

Preparativni DNA elektroforéza

Fragmenty separované v agar6zovém gelu jsme izolovali pomoci komeré¢ni soupra-

vy Gel Extraction Kit (Qiagen) dle navodu vyrobce.

4.2.4 Amplifikace pomoci PCR

Amplifika¢ni PCR reakci jsme pouzivali k syntéze pozadovanych geni z genomu
Pseudomonas aeruginosa, pfipadné k ovéfeni, Zze dany klon obsahuje pozadovany
gen.

Pro vypodet teploty tani oligonukleotidd (Tm) jsme pouzili vzorec:

Tm= 4 x (G+C) + 2 x (A+T)
K amplifikaci genu pro jejich dalsi pouziti jsme pracovali s polymeradzami: Pfu

DNA polymerase (Strategene) a Herkulase enhanced DNA polymerase (Stratagene).
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Pro ovéfeni pozitivnich kloni jsme pouzivali Tag-purple DNA polymerase (Top-Bio).
Jako templat jsme pouzivali 100 ng chromozomalni DNA.

Reakéni smés s Pfu DNA polymerase obsahovala 1x reakéni pufr; 4% - 10%
DMSO; 1,8 - 2,5 U Pfu DNA polymerase; 0,25 - 1 uM oligonukleotidi; 0,4 mM
kazdého ANTP (viz tabulka 4.2). Reak¢ni smés jsme michali do celkovych objemi
50 pl.

Reakéni smés s Herkulase enhanced DNA polymerase obsahovala 1x reakéni pufr;
4% - 6 % DMSO; 5 U Herkulase enhanced DNA polymerase; 0,25 uM oligonuk-
leotidy; 0,4 mM kazdého dANTP (viz tabulka 4.2). Reakéni smés jsme michali do
celkového objemu 50 pl.

Reakéni smés s Tag-purple DNA polymerase obsahovala 1x reakéni pufr; 1 U Tag-
purple DNA polymerase; 1,5 mM MgCl,; 1 uM oligonukleotidy; 0,2 mM kazdého
dNTP (viz tabulka 4.1). Reakéni smés jsme michali do celkového objemu 25 ul.

PCR reakce probihaly v cykleru Mastercycler gradient (Eppendorf).
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Tabulka 4.1: Rozpis PCR reakef jednotlivych genti s Tag-

PCR S Taqg-purple polymerase
templat 1pul

oligonukl. | 2 x 2.5 ul

dNTP’s | 0.5 pl

MgCl, 1.5 pl

pufr 2.5 ul

Taq 1pl(10)

voda 13.5 pl

purple DNA polymerase

Tabulka 4.2: Rozpis PCR reakci s Pfu DNA polymerase a Herkulase enhanced DNA

polymerase

PCR genu stk1 PCR genu stp1 PCR genu pppA
templat |1 ul templat | 1ul templat | 1ul
oligonukl. [2 x 1.25 ul oligonukl. |2 x 1.25ul oligonukl. |2 x 0.5ul
dNTP’'s |2 ul dNTP’'s |2 ul dNTP s |5ul
DMSO |5 ul (10%) DMSO |5 ul (10%) DMSO |2 ul (4%)
pufr 5 ul pufr 5 pl pufr 5ul
Pfu 0.75 pl (1.8 U) Pfu 0.75 pl (1.8 U) Pfu 1 pl (2.5 U)
voda 33.75 ul voda 33.75 pl voda 39 ul

PCR genu ppkal PCR genu ppka?2

templat 1 pl templat 1pul

oligonukl. 2x 1.25 pl oligonukl. 2 x 1.25ul

dNTP s 2 pul dNTP s 2 ul

DMSO 3 ul (6%) DMSO 2 ul (4%)

pufr 5 pl pufr 5 pul

herkulaza 1 pl (5 U) herkuléza 1 ul (5U)

voda 35.5 ul voda 36.5 ul

50 AR nl
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Amplifika¢ni cyklus pro gen stk1 s Pfu DNA polymerase
1. pocateéni denaturace: 98 °C — 45 s
2. denaturace: 98 °C — 45 s
3. hybridizace primeri: 62 °C — 45 s
4. elongace: 72 °C — 2 min
5. zavérec¢na elongace: 72 °C — 10 min

Cyklus krokt 2 - 4 probéhl celkem 30krat.

Amplifika¢ni cyklus pro gen stpl s Pfu DNA polymerase
1. pocateéni denaturace: 98 °C — 45 s
2. denaturace: 98 °C — 45 s
3. hybridizace primerti: 60 °C — 45 s
4. elongace: 72 °C — 2 min
5. zavéretna elongace: 72 °C — 10 min

Cyklus kroki 2 - 4 probéhl celkem 30krét.

Amplifika¢ni cyklus pro gen pppA s Pfu DNA polymerase
1. pocateéni denaturace: 98 °C — 45 s
2. denaturace: 96 °C — 45 s
3. hybridizace primeri: 62 °C — 45 s
4. elongace: 72 °C — 2 min
5. zavéretna elongace: 72 °C — 10 min

Cyklus krokt 2 - 4 probéhl celkem 30krat.
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Amplifika¢ni cyklus pro fragment ppkA1l s Herkulase enhanced DNA po-

lymerase

1. pocateéni denaturace: 98 °C — 3 min
2. denaturace: 98 °C — 40 s
3. hybridizace primerii: 62 °C — 30 s

4. elongace: 72 °C — 2 min

Cyklus 2 - 4 probéhl 10krat.
5. denaturace: 98 °C — 40 s
6. hybridizace primeri: 62 °C — 30 s
7. elongace: 72 °C — 2 min (+10 s/cyklus)

8. za&vérecna elongace: 72 °C — 10 min

Cyklus kroku 5 - 7 probéhl 25krat.

Amplifika¢ni cyklus pro fragment ppkA2 s Herkulase enhanced DNA po-

lymerase

1. pocate¢ni denaturace: 98 °C — 3 min
2. denaturace: 98 °C — 40 s
3. hybridizace primert: 63 °C — 30 s

4. elongace: 72 °C — 2 min

Cyklus krokt 2 - 4 probéhl 10krét.
5. pocate¢ni denaturace: 98 °C — 40 s
6. hybridizace primeri: 63 °C — 30 s
7. elongace: 72 °C — 2 min (+10 s/cyklus)

8. zé&vérefna elongace: 72 °C — 10 min

Cyklus krokt 5 - 7 probéhl 25krat. '
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Amplifika¢ni cyklus PCR s Taq-purple DNA polymerase
1. pocate¢ni denaturace: 96 °C — 1 minuta
2. denaturace: 96 °C — 35 s
3. hybridizace primeri: dle zvolenych primeri — 35 s
4. elongace: 72 °C — dle délky amplifikovaného templatu
5. zavérefna elongace: 72 °C — 5 minut

Cyklus krokiu 2-4 probéhl 25kréat.

4.2.5 Manipulace s proteiny
Exprese proteini

Bakterialni kulturu E. coli BL21(DE3) nesouci pfislusny expresni plazmid zaoc-
kovanou pfes noc do 5 ml LB média s antibiotikem jsme pifeockovali do potiFebného
objemu (25 nebo 50 ml LB média) na ODggy = 0,05 a inkubovali v 30 °C ¢i 18 °C do
ODggg = 0,6. Indukci exprese jsme navodili pfidanim IPTG do kone¢né koncentrace
1 mM. Po tifhodinové inkubaci jsme kulturu centrifugovali (10 000 g, 15 minut,
4 °C). Peletu jsme promyli 15 ml 50 mM TrisHCI (pH 7,5), resuspendovali a opét
centrifugovali (10 000 g, 10 minut, 4 °C). Peletu jsme resuspendovali v 1 ml 50mM
TrisHCI (pH 7,5), pfidali 1 ul benzonazy a 1 ul inhibitoru proteaz a bunky dezinte-
grovali pomoci pristroje French Pressure Cell Press. Odebrali jsme 100 pl hrubého
extraktu. Lyzat jsme rozdélili centrifugaci (15 minut, 9 000 g) na rozpustnou (cyto-

plazmatickou) a nerozpustnou frakci (inkluze). Jednotlivé frakce jsme nanéaseli na
SDS-PAGE.
Izolace proteinti pomoci afinitni chromatografie

Izolaci proteint s histidinovou kotvou jsme provadéli dle navodu vyrobce pomoci
afinitni chromatografie za pouziti nosi¢e asociovaného s niklem (TALON TM) Metal

Affinity Resin, Clontech) pfi 4 °C.
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Stanoveni koncentrace proteini v bezbuné&fném exktraktu

Dle navodu vyrobce jsme pro stanoveni obsahu proteint ve vzorcich pouzili BCA
Protein assay reagent (Pierce). Jako standard pro tvorbu kalibraéni pfimky jsme

pouzili rizné koncetrace BSA.

SDS PAGE

Analyzu proteint jsme provadéli na SDS-polyakrylamidové elektroforéze (SDS-
PAGE) v SDS-elektroforetickém pufru. Pfipravovali jsme 11% separacni gel a 4%
zaostifovaci gel viz tabulka 4.3. Proteiny jsme barvili koloidni Coomassie blue po
fixaci proteind ve fixaénim roztoku. Nenavazanou barvu jsme z gelu odmyvali desti-
lovanou vodou. Po odmyti jsme gel kratce promyli malym mnozstvim 100% glycerolu

a susili ve vakuové susicce.

Tabulka 4.3: gely na SDS-PAGE

11% separa¢ni gel | 4% zaostfovaci gel
30% akrylamid+1%bisakrylamid | 11 ml 1,33 ml
1,6M Tris-HCI, pH 8,8 7,5 ml -
0,5M Tris-HCI, pH 6,8 - 2,5 ml
10% SDS 300 ul 100 pl
voda 11 ml 6.1 ml
TEMED 13 5 ul
10% APS 200 pl 50 ul

Western blot

Proteiny rozdélené na SDS-PAGE jsme prenaseli metodou Western blot na PVDF
membranu (Amersham) za pouziti pfistroje The Panther SemiDry Electroblotter
(Owl Scientific). Celou aparaturu jsme sestavovali dle pokynii vyrobce. Pfenos pro-

teind probihal pfi proudu 1 mA na cm? po dobu 2 hodin.
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Imunodetekce pomoci monoklonalni protilatky

PVDF membranu s imobilizovanymi proteiny jsme ptes noc blokovali v PBS-Tris
pufru s 3% BSA. Membranu jsme promyli 3 x 10 minut v PBS-Tris a inkubovali
1 hodinu s priméarni protilatkou fedénou 1:4000 v 1% BSA /PBS-Tris. Po promyti 3 x
10 minut v PBS-Tris jsme inkubovali membranu 1 hodinu se sekundarni protilatkou
fedénou 1:5000 v PBS-Tris pufru. Protilatka je konjugovana s peroxidazou, ktera
umoziiuje barevnou detekci. Po odmyti 3 x 10 minut v PBS-Tris pufru jsme barvili

membranu detekénim roztokem, barveni jsme zastavili destilovanou vodou.

4.2.6 Fosforylace in vitro

Kinazovou reakci jsme provedli v piipadé cytoplazmatické frakce ziskané z F.
coli BL21(DE3) s 30 ug proteinii na reakci. Purifikovaného proteinu jsme pouzivali
v ptipadé Stkl 5 ug na reakci. Reakce (celkovy objem 20 ul) obsahovala 50 mM Tris-
HCI, pH 7,5; 50 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM DTT; 10 mM MgCl,; 10 mM MnCls,;
10 uM ATP (mix neradioaktivniho a radioaktivniho ATP, 2 uCi radioaktivniho
ATP).

Testovani fosforyla¢ni aktivity Stkl probihalo s 10 mM MgCl,, MnCl,, CaCls,
CoCl,, CuCly, NiSO4 a ZnCl,, kterymi jsme nahradili chlorid hofe¢naty a chlo-
rid manganaty v reakénim pufru. Reakéni smés jsme inkubovali 30 minut pifi 37°C
a fosforyla¢ni reakci zastavili acetonem a srazeli pfes noc v -20°C. Pted separaci
na SDS-PAGE se vzorky centrifugovaly (13 000g, 15 minut) a inkubovali v roztoku
STOP pufru s Tris-HCI (1:4) 5 minut pfi 95°C. Radioaktivni proteiny byly vizua-
lizovany na piistroji FX IMAGER (Biorad). Analyza radiogramu byla provadéna v
programu AIDA Image Analyzer.

4.2.7 Defosforylace in vitro

Ke stanoveni fosfatazové aktivity enzymu jsme pouzivali sadu Serine/Threonine
phospﬁatase assay (Promega). DodrZovali jsme postup navrzeny vyrobcem.
Aktivitu Stpl jsme testovali v pFitomnosti 5ug proteinu a 5 mM MnCls,.

Pro testovani zavislosti aktivity PppA na pfitomnosti dvoumocného iontu jsme
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pouzivali 5 mM MgCl,, MnCl,, CaCl; a NiSOy, a 0,5 - 5 ug proteinu. Fosfatazové
reakce jsme inkubovali pti 37°C. Pro stanoveni optiméalni koncentrace esencialniho
dvoumocného iontu jsme ménili koncentrace Mg2* a Mn?*. Pro stanoveni optimalni
reakéni teploty a pH jsme ménili i tyto parametry. Pro studium vlivu pH na aktivitu
PppA bylo tfeba izolovany protein dialyzovat v dialyza¢nim pufru (500 mM NaCl,
1 mM DTT) pti 4°C po dobu dvou hodin, aby nedochazelo k ovlivnéni pH vlivem
pfitomnosti vzorkového pufru. Pro fosfatazové reakce byl pouzit odliny (reakéni)
pufr (1 mM EGTA, 25 mM MgCl,, 0,5 mg/ml BSA), ktery zachovaval funkénost
enzymu a zarovei umozhoval testovani aktivity pfi rtizném pH.

Defosforylaéni reakce jsme analyzovali pomoci spektrofotometru XFluor4Safir
pfi 600 nm a pomoci kalibra¢ni piimky vypocitané z absorbance standardi jsme

vypocitali mnozstvi uvolnéného fosfatu v reakci.
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Kapitola 5

Vysledky

5.1 Priprava nadprodukcénich kmeni

K ptipravé konstruktii jsme pouzili vektory pET28b(+) a pET42b(+), které
jsou uréené pro nadprodukci proteint v E. coli. Tyto vektory umoziuji pfipravu
rekombinantnich proteint fuzovanych s rtiznymi typy kotev podle pozadovaného

zpusobu izolace proteind.

5.1.1 Piiprava expresniho kmene E. coli BL21(DE3) pro gen
ppkA

Pomoci metody PCR jsme se pokouseli pfipravit DNA fragment dlouhy 3050 bp
homologni k oblasti genu ppkA. Oligonukleotidy PPKA (Nde)-FOR(60) a PPKA (Xho)-
REV-H(60) byly navrzeny tak, aby obsahovaly restrikéni misto pro endonukleazy
Ndel a Xhol a umoznovaly fazi PpkA s histidinovou kotvou na C-konci proteinu

(viz obr. 5.1).

PPKA(Nde)-FOR(60)  5°-GCA TAT CCA TAT GGA CAT AGA ACT TCC GGG-3°
PPKA(Xho)-REV-H(60) 5°-GCG CTC GAG TGG CAG CGT CGA CAG CGG-3

Vzhledem k vysokému zastoupeni GC (70 %) a pfedpokladané slozité konfor-
maci DNA v oblasti genu ppkA se nepodafilo cely gen ppkA amplifikovat. Navrhli
jsme proto dva vnitini oligonukleotidy sPPKA(Hind)-FOR(60) a sPPKA(Hind)-
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REV(62), kterymi jsme fragment rozdélili na ¢ast ppkA1l dlouhou 1660 bp a ppkA2
dlouhou 1350 bp. Vnitini oligonukleotidy byly navrzeny tak, aby byl zachovan ¢teci
ramec genu ppkA a obsahovaly pfirozené restrikéni misto pro endonukledzu HindIIl.
Specifitu a vytéZzek PCR reakce jsme zvySili pouzitim Herkulase enhanced DNA po-
lymerase, ktera je narozdil od ptivodné pouzivané Pfu DNA polymerase uréena pro

amplifikaci GC bohatych templati.

sPPKA(Hind)-FOR(60) 5°-GGG AAG CTT CGA CGC CGA CGG-3°
sPPKA(Hind)-REV(62) 5°-GGG AAG CTT TCC TTC GAG TCG AAG-3°

Takto ziskané PCR fragmenty jsme poté klonovali pomoci restri¢nich mist Ndel
a Hindlll, a HindlIIl a Xhol do vektoru pET42b. Pripravenou liga¢ni smési jsme
transformovali E. coli JM109. Jako selekéni znak jsme vyuZzivali rezistence ke ka-
namycinu, ktera je kédovana plazmidem. Pozitivitu ziskanych kloni jsme ovéfovali
PCR metodou s Tag DNA polymerase s ptivodnimi oligonukleotidy a restrikéni ana-
lyzou.

Expresni plazmidy pET42ppkA (viz obr. 5.1) se v8ak nepodafilo pfipravit ani po

opakovanych pokusech s postupnym klonovanim krat$ich fragmenti.

Xhol

Nrul

_HindIll

...Nhel

pET42ppkA B B s

8113 bps .
"Notl

Obréazek 5.1: Mapa plazmidu pET42ppkA. Na obrazku je znazornéna lokalizace gent, jejich

transkripéni orientace a lokalizace histidinové kotvy na C-konci.

)
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5.1.2 Piiprava expresniho kmene E. coli BL21 (DE3) pro gen

PPPA

Pii pfipravé plazmidového konstruktu jsme postupovali podobné jako v pfedcho-
zim piipadé. Navrhli jsme vnéjsi oligonukleotidy PPPA(Nde)-FOR(62) a PPPA(Xho)-
REV(62) pro klonovani genu pppA do vektoru pET28b umoziiujici fizi proteinu s his-
tidinovou kotvou na N-konci, a PPPA(Nde)-FOR(62) a PPPA(Xho)-REV-H(64) pro
klonovani do pET42b umoziiujici fazi proteinu s histidinovou kotvou na C-konci. Me-
todou PCR s Pfu DNA polymerazou jsme amplifikovali DNA fragment o velikosti
750 bp a pomoci restrikénich endonukledz Ndel a Xhol jsme ho klonovali do pET28b
a pET42b.

PPPA(Nde)-FOR(62) 5°-GGA TAT CCA TAT GGT GCC CAA CTC AGT CAG-3°
PPPA (Xho)-REV (62) 5-GGC CTC GAG TTA TCA GAA GGC CCT GAC CAG C-3°
PPPA(Xho)-REV-H(64) 5°-GCG CTC GAG GAA GGC CCT GAC CAC CAG G-3°

Podafrilo se nam pfipravit expresni plazmidy pET42 pppA (viz obr. 5.2) a pET28pppA
(viz obr. 5.3), kterymi jsme transformovali E. coli BL21(DE3). Ziskané expresni

kmeny jsme pouzili pro nadprodukci fosfoproteinfosfatazy PppA.

Dralll, ;Xhol

pET42pppA

5743 bps

Obréazek 5.2: Mapa plazmidu pET42pppA. Na obrazku je znézornéna lokalizace genti, jejich

transkrip¢ni orientace a lokalizace histidinové kotvy na C-konci fizovaného proteinu.

)
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Dralll, ;Xhol

Sspl,

‘,Ndcl

[ PPPA ;. Neol
Sspl. * Xbal
Smal._ 00

HisTag
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1000

pET28pppA
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“EcoRV

v Pyull
Pvull

pyall’

Obréazek 5.3: Mapa plazmidu pET28pppA. Na obrazku je znazornéna lokalizace gentl, jejich

transkrip&ni orientace a lokalizace histidinové kotvy na N-konci fizovaného proteinu.

5.1.3 Piiprava expresniho kmene E. coli BL21(DE3) pro gen
stk1

Pomoci PCR jsme amplifikovali gen serin/threoninové proteinkinazy Stkl o ve-
likosti 950 bp a ohraniceny oligonukleotidy STK1(Nde)-FOR(66) a STK1(Eco)-
REV(62) pro klonovani do pET28b a oligonukleotidy STK1(Nde)-FOR(66) a STK1(Not)-
REV-H(58) pro klonovani do pET42b. Do vektort jsme klonovali po restrikci en-
donukledzami Ndel, Notl a FcoRl. Rekombinantni protein v pET28b byl fuzovan
s histidinovou kotvu umisténou na N-konci, rekombinantni protein v pET42b byl

fazovan s histidinovou kotvu na C-konci.

STK1(Nde)-FOR(66)  5°-GGA TAT CCA TAT GAA CGA ACC GCT GTC GTC G-3
STK1(Not)-REV-H(58) 5°-ATA GIT TAG CGG CCG CAG GGG CAA GAA CGC CGG-3
STK1(Eco)-REV(62)  5°-TCG AAT TCT TAT CAA CGG GCA AGA ACG CCG-3

Pfipravenymi expresnimi plazmidy pET42stkl (viz obr. 5.4) a pET28stk1 (viz
obr. 5.5) jsme transformovali E. coli BL21(DE3) a ziskané expresni kmeny jsme

pouzili pro nadprodukei proteinkinazy Stkl.
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Dralll, H Smal

Pvul, .Smal

Smal.

Nrul..,

pET42stk1 ..Sphl
6013 bps

Obréazek 5.4: Mapa plazmidu pET42stk1. Na obrazku je znazornéna lokalizace gent, jejich tran-

skrip¢ni orientace a lokalizace histidinové kotvy na C-konci fiizovaného proteinu.

.Xhol

:E,Noll

& HindIII
Dralll, £ EcoRI

Nrul, 8

T pET28stkl

6320 bps

Obrazek 5.5: Mapa plazmidu pET28stk1. Na obrazku je znazornéna lokalizace gent, jejich tran-

skripéni orientace a lokalizace histidinové kotvy na N-konci proteinu.
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5.1.4 Piiprava expresniho kmene E. coli BL21(DE3) pro gen
stpl1

Postupovali jsme stejné jako v pfedchozich pfipadech. Navrhli jsme vnéjsi oligo-
nukleotidy STP1(Nde)-FOR(60) a STP1(Xho)-REV-H(62) pro klonovani do pET42b
a STP1(Nde)-FOR(60) a STP1(Xho)-REV(60) pro klonovani do pET28b. Amplifi-
kovali jsme DNA fragment o délce 680 bp obsahujici gen stpl.

STP1(Nde)-FOR(60)  5°-CCA TAT CCA TAT GCA ACG CAG CGA GCC C-3°
STP1(Xho)-REV-H(62) 5-GTG CTC GAG TTG GCG GAT CAC CAC GGC CG-3
STP1(Xho)-REV(60)  5-CCG CTC GAG TTA TCA TTG GCG GAT CAC CAG G-3°

Ptipravili jsme expresni plazmidy pET42stp1 (viz obr. 5.6) a pET28stp1 (viz obr.
5.7), kterymi jsme transformovali E. coli BL21(DE3) a ziskané produkéni kmeny

jsme pouzili pro nadprodukei fosfoproteinfosfatazy Stpl.

] Xhol
Dralll, : smal

pET42stpl
5749 bps

Obrazek 5.6: Mapa plazmidu pET42stp1. Na obrazku je zndzornéna lokalizaci gent, jejich tran-

skrip¢ni orientace a lokalizace histidinové kotvy na C-konci fazovaného proteinu.
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Xhol
Dralll, .Smal
A i .EcoRV

Smal
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Obrézek 5.7: Mapa plazmidu pET28stp1. Na obrazku je znazornéna lokalizace gent, jejich tran-

skripéni orientace a lokalizace histidinové kotvy na N-konci fiizovaného proteinu.
5.2 Charakterizace proteini a studium interakce pro-
teinkinazy Stkl a fosfoproteinfosfatazy Stpl

Serin/threoninova proteinkiniza Stkl a fosfoproteinfosfatdza Stpl byly jiz bi-
ochemicky charakterizovany (MUKHOPADHYAY et al. 1999). Charakteristiku pro-
teinkinazy Stkl jsme doplnili o dalsi data. Dale jsme provedli experiment, pomoci
kterého jsme ovéfili hypotézu, Ze fosfoproteinfosfatdza Stpl a proteinkinaza Stkl
jsou interagujici proteiny.

Autofosforylaéni reakce jsme provadéli s vyuzitim [y-32P|ATP (MP-Bio). Fosfat4-
zova aktivita fosfoproteinfostafazy Stpl byla stanovena pomoci sady Serine/threonine

phospatase assay system (Promega).

5.2.1 Charakterizace serin/threoninové proteinkinazy Stk1l
Exprese serin/threoninové proteinkinazy Stkl

Ser/Thr proteinkinaza Stk1 je protein velky 39 kDa. Testovali jsme expresi pro-
teinu v pET28stk1 a pET42stk1 pti 18 °C a 30 °C. Jako optimalni se ukazala exprese
v pET42stk1 pii 30 °C (viz obr. 5.8). Vyskyt proteinu jsme potvrdili separaci SDS-
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PAGE, barvenim Coomassie blue a imunologickou detekei.

Obrazek 5.8: Exprese Stkl
v pET42stk1 pti 30°C, SDS-PAGE
barvend Coomassie blue; 1: hruby
extrakt (HE) - Stkl; 2: HE -
pET42b; 3: cytoplazmaticka frakce
(CF) - Stk1; 4: CF - pET42b; 5:
nerozpustné frakce (NF) - Stk1; 6:
NF - pET42b.

Charakterizace proteinkinazy Stkl

Po izolaci proteinu jsme nejprve provedli kinazovou reakci ve standardnim pufru,
abychom potvrdili aktivitu izolované proteinkinazy. Autofosforylaci jsme testovali
pomoci [y-*2P]-ATP za piitomnosti Mg?* pii 37 °C po dobu 30 minut (viz obr. 5.9),

posléze reakci zastavili acetonem.

marker 1° 10° 30°

[kDa]
475 — .
* Obrazek 5.9: Stanoveni autofosfory-
325 & la¢éni aktivity v €ase. Autofosforylagni
25— Stk1 reakce probihala 1, 10 a 30 minut.
39 kDa

Nasledné jsme testovali aktivitu proteinkinazy 'Stk1 v pi¥itomnosti Ca?*, Co?",
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Cu?*, Mg?**, Mn?*, Ni**, Zn** o koncentraci 10 mM pfi 37 °C. Nejvyssi aktivity
dosahovala Stk1 v reakéni smési s Mg2?* a Mn?* (viz obr. 5.10).
60000000
50000000

40000000

30000000 -

kinazova aktivita v u.i.

20000000 -

10000000

Ca Co Cu
dvoumocné ionty, 10 mM

Obrazek 5.10: Zavislost aktivity Stkl na typu dvoumocnych ionti. Aktivitu Stkl jsme testo-
vali v pfitomnosti vapniku, kobaltu, médi, hof¢iku, manganu, niklu a zinku. Kinazova aktivita je

vyjadfena v u. i. (relativni jednotky intenzity fosforylace proteint).

Casovy pribéh kinazové reakce jsme provadéli vidy se stejnym mnozstvim pro-
teinu, v pfitomnosti Mg?* ionti. Reakce jsme inkubovali pii 37 °C v &asovém rozmezi
5 minut az 21 hodin (5, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150 minut; 3, 4, 5, 21 hodin) (viz
obr. 5.11). Po uplynuti téchto intervali jsme reakce ukoncovali pfidanim acetonu.

Nejvyssi urovné autofosforylace dosahla Stkl mezi 2. a 3. hodinou inkubace.
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kinazova aktivita Stk1
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Obrazek 5.11: Kinazova aktivita Stk1 v zavislosti na ¢ase. Autofosforylaci jsme métili v intervalu

5 minut az 21 hodin. Kinazova aktivita je vyjadfena v u. i. (relativni jednotky intenzity fosforylace

proteind).

5.2.2 Exprese serin/threoninové fosfoproteinfosfatiazy Stpl

Ser/Thr fosfoproteinfosfataza Stpl je protein o velikosti 27 kDa pat¥ici do sku-

piny fosfoproteinfosfataz PP2C. Optimalni exprese probihala p¥i 18°C v pET28.

Vyskyt proteinu v cytoplazmatické frakci byl ovéfen jak pomoci SDS-PAGE (viz

obr. 5.12), tak imunologickou detekci. Stpl byla jiz dfive plné charakterizovana,

a proto jsme pouze pomoci sady Serine/Threonine phosphatase assay ovéfili, ze

izolovany protein je funkéni a ma fosfatazovou aktivitu (vysledky neuvedeny).

marker 1

32,5kDa
Yo

25 kDa -

66

Obrazek 5.12: Exprese Stpl v
pET28b pfi 18°C, SDS-PAGE bar-
veni Coomassie blue; 1: hruby ex-
trakt (HE) - Stk1, 2: HE - pET28b;
3: cytoplazmaticka frakce (CF) -
Stk1, 4: CF - pET28b; 5: neroz-
pustniné frakce (NF) - Stk1, 6: NF
- pET28b
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5.2.3 Studium interakce proteinkiniazy Stkl a fosfoprotein-

fosfatazy Stpl

U bakterie Streptococcus pneumoniae byla prokazana interakce Ser/Thr protein-
kinazy StkP a fosfoproteinfosfatazy PhpP (NOVAKOVA et al. 2005). Geny pro tyto
dva proteiny se nachazeji v jednom operonu a sdili pfesah jednoho nukleotidu. Geny
pro proteinkinazu Stkl a fosfoproteinfosfatazu Stpl se rovnéZz nachazeji v jednom
operonu a jsou prepisovany spole¢né. PredpokladAli jsme proto, Ze by se mohlo
jednat o interagujici proteiny, kdy by autofosforylovana proteinkindza mohla byt
substratem fosfoproteinfosfatazy Stpl in vitro.

Pro studium interakci Stk1l a Stpl jsme pfipravili dvé sady reakci. Jedna reakéni
sada obsahovala 5 ug Stkl, 5 ul ATP (koneéné koncentrace v reakci 4 uM) a 10 ul
reakéniho pufru s Mn?* (Stpl je Mn?*-dependentni), do které byla po pilhodinové
inkubaci pfiddna Stpl (5 ug). Reakce i s pocateéni pulhodinovou autofosforylaci
Stkl probihaly 60, 90, 180 a 240 minut.

Druhé sada reakci obsahovala kontrolni vzorky pouze s Stk1. Reakéni smés tvotilo
5 ug Stkl, 5 ul ATP (kone¢na koncentrace 4 uM) a 10 ul pufru s Mn2*. Kontroly
jsme inkubovali stejné jako prvni sadu reakci 30, 60, 90, 180 a 240 minut v 37°C.

Vysledkem experimentu bylo vyznamné snizeni fosforylace Stkl po pfidani Stpl
(viz obr. 5.13). Z tohoto pokusu vyplyva, ze Stk1 je in vitro substratem Stpl. Témér
line4drni pribéh rozdilu kinazové aktivity Stkl a fosfatdzové aktivity Stpl naznacuje,
Ze v prubéhu experimetnu nedoslo k vysyceni kinadzové reakce, kterd nadale pokra-

cuje.
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Obrazek 5.13: Interakce Stkl a Stpl. Po pfidani Stpl do reakce dochézi k intenzivnimu sni-
zeni hladiny fosforylace Stk1. Kinazova aktivita je vyjadfena v u. i. (relativni jednotky intenzity

fosforylace proteini).

5.2.4 Charakterizace serin/threoninové fosfoproteinfosfatazy

PppA

Ptedpokladana fosfoproteinfosfatdza PppA je velka 26 kDa a na zakladé sek-
ven¢éni homologie s jinymi fosfoproteinfosfatdzami je fazena do skupiny fosfopro-
teinfosfataz PP2C. Urceni funkce proteinu a biochemickou charakteristiku jsme pro-

vadéli sériemi defosforyla¢nich pokusii se syntetickym substratem.

Exprese fosfoproteinfosfatazy PppA

Exprese fosfoproteinfosfatazy PppA probihala optimalné v pET28 ppp A pii 30°C.
Po separaci jednotlivych frakci na SDS-PAGE se ukazalo, Ze protein je exprimovan
v dostate¢ném mnoZstvi v rozpustné cytoplazmatické frakci a jeho pfitomnost byla
potvrzena i imunodetekei (viz obr. 5.14).

Nejprve jsme testovali aktivitu izolované fosfoproteinfosfatazy PppA. Prvni sa-
dou experimenti jsme stanovili optimalni mnoZstvi proteinu pro testy (viz obr. 5.15).
Zjistili jsme, Ze PppA je velmi aktivni profein. Jeho dostacujici mnozstvi na jednu

reakci je 0,5 pg, coz je mnozstvi 10x nizsi nez fosfoproteinfosfatazy Stpl.
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Obrazek 5.14: Exprese PppA
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Obréazek 5.15: Zavislost aktivity PppA na mnozstvi enzymu v reakci.

Nasledné jsme urcovali zavislost aktivity enzymu na pfitomnosti riznych dvou-
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mocnych ionti (viz obr. 5.16) a jejich optimalni koncentraci (viz obr. 5.17). Testo-
vanymi ionty byly Ca?t, Mg?™, Mn?* a Ni?*. Z grafu 5.16 jasn& vyplyva, ze PppA
je Mg?* a Mn?*-dependentni fosfoproteinfosfatdza. K urceni optimalni koncentrace
obou iontt jsme pouzili 0,4; 1; 2; 5; 7; a 12 mM MgCl, a MnCl,. Nejvyssi aktivity
dosahoval protein s 5 mM MgCl; a 5 mM MnCl,. Rozdily v aktivité fosfoproteinfos-
fatazy za pfitomnosti Mg?™ a Mn?" byly minimalni, proto nelze jednozna¢né uréit

primarni zavislost aktivity enzymu pouze na jednom z ionti.
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Obrazek 5.16: Zavislost aktivity PppA na pfitomnosti riiznych typti dvoumocnych iontt kovi.

Aktivitu jsme testovali v pfitomnosti hofé¢iku, manganu, niklu a vapniku o koncentraci 10 mM.
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Obrazek 5.17: Stanoveni optimalni koncentrace Mg2?* a Mn?*. Testované koncentrace: 0,4; 1; 2;
5; 7 a 12 mM.

Poté jsme stanovili optimalni reakéni teplotu a pH. Teplotu jsme testovali v roz-
mezi 4-70 °C (viz obr. 5.18) a pH 1 - 10 (viz obr. 5.19 ). Nejvyssi aktivity dosahoval
enzym pfi teploté 42 °C. Nicméné vysoké aktivity dosahoval i pfi teploté 37 °C, pfi

A
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které jsme veSkerou biochemickou charakterizaci provadéli. pH, pfi kterém PppA

vykazuje nejvyssi aktivitu in vitro se jevi pH = 9.
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Obréazek 5.18: Zavislost aktivity PppA na teploté. Aktivitu PppA jsme testovali pii 4 az 70 °C.
Nejvyssi aktivity dosahovala PppA pii 42 °C.
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Obrazek 5.19: Zavislost aktivity PppA na pH. Aktivitu PppA jsme testovali v rozmezi pH 1 az
10. Nejvy3si aktivity bylo dosazeno pfi pH = 9.
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Pti studiu inhibice fosfatdzové aktivity byly pouzity obecné inhibitory fosfo-
proteinfosfataz: EDTA (10 a 100 mM); fluorid sodny (5, 50 a 500 mM); kyselina
okadaova (0,1, 10 a 100 nM) a vanadi¢nan sodny (2, 20 a 200 uM) (viz obr. 5.20).
Aktivitu PppA velice silné inhibovala EDTA a fluorid sodny. Vanadi¢nan sodny
aktivitu PppA lehce pozitivné stimuloval. K ovlivnéni enzymatické aktivity okada-
ovou kyselinou nedoslo. Ziskana data potvrzuji fakt, Ze PppA patfi mezi Ser/Thr

fosfoproteinfosfatazy skupiny PP2C.
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=

testované inhibitory
Obrazek 5.20: Zavislost fosfatazové aktivity PppA na piitomném inhibitoru. Aktivita PP2C
fosfoproteinfosfataz je inhiboviana EDTA a NakF.

Na zavér této série testi jsme provadéli experiment sledujici kinetické parame-
try proteinu. Z vysledkt jsme vypocéitali V.., a K,, fosfoproteinfosfatazy PppA.
Vimaz = 0,62 nmol/min/ug, K,, = 0,314 mM (viz obr. 5.21).
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Obrézek 5.21: Stanoveni V,,,, a K,, fosfoproteinfosfatdzy PppA. Priinik regresni piimky a osy y

znazoriwje 1/Vq.; pranik regresni pfimky a osy x znazoriuje -1/K,,.

Veskera méreni jsme vzdy provadéli v duplikatech a t¥ikrat opakovali. Znazornéné

hodnoty jsou priméry vyslednych hodnot.
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Diskuze

Pseudomonas aeruginosa je gramnegativni obligatné patogenni bakterie. Patti
mezi nejéetnéjsi pivodce nosokomiélnich infekci. Produkuje fadu virulenénich fak-
tord, jejichz tvorba je pod kontrolou mechanizmu guorum sensing. QS ovliviuje také
expresi proteinkinazy Stkl a fosfoproteinfosfatazy Stpl Pseudomonas aeruginosa.
Piedpoklada se, ze quorum semsing sdm miiZze byt pod kontrolou nékteré signalni
drahy zahrnujici proteinkinazy /fosfoproteinfosfatazy kodované touto bakterii.

Po dokonceni sekvenace celého genomu P. aeruginosa byly na zédkladé sekvenéni
homologie identifikovany tfi serin/threoninové proteinkinazy eukaryotického typu.
Jedna se o proteinkindazy PpkA a Stkl (MUKHOPADHYAY et al. 1999, MONT-
LEY A LORY 1999) a dualni proteinkinazu/fosfoproteinfosfatdzu PpkB. Protein-
kinaza PpkA je specificky exprimovana béhem infekce v neutropenické mysi. Je to
transmembranovy protein dlouhy 1032 aminokyselin s N-koncovou katalytickou do-
ménou. Na ni navazuje oblast bohata na prolin, pfipojena k C-koncové doméné typu
,von Willebrand faktoru A“. Jeji pfirozeny substrat zatim neni zndm. Dalsi charak-
terizovanou proteinkinazou je serin/threoninova proteinkiniza Stkl o velikosti 39
kDa s N-koncovou katalytickou doménou. K autofosforylaci dochézi piednostné na
threoninu, v mensi mife na serinu. Serin/threoninova fosfoproteinfosfatdza Stpl se
nachézi ve stejném operonu jako proteinkinidza Stkl. Geny stkl a stpl jsou prepi-
sovany spole¢né s homologem genu icmF Legionella pneumophila. Stpl je velka 27
kDa a dlouh4 242 aminokyselin s katalytickou doménou na N-konci. Je Mn?* de-

pendentni a patii do skupiny fosfoproteinfosfataz PP2C. Na zékladé homologie se
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serin/threoninovymi fosfoproteinfosfatazami eukaryotického typu byl u Pseudomo-
nas aeruginosa nalezen gen koédujici pfedpokladanou fosfoproteinfosfatazu PppA,
jejiz gen se nachazi v jednom operonu s genem ppkA.

Nagim cilem bylo pfipravit plazmidové konstrukty pro expresi proteinkindz PpkA
a Stkl, fosfoproteinfosfataz PppA a Stpl v E. coli BL21 (DE3) a jejich exprese
v tomto bakteridlnim kmeni. Dalsim tikolem bylo biochemicky charakterizovat PppA
a doplinit charakterizaci Stk1. Dalsim cilem bylo prokazat vzéjemnou interakci fos-
foproteinfosfatazy PppA s proteinkinadzou PpkA a fosfoproteinfosfatazy Stpl s pro-
teinkindzou Stkl. Dukaz interakce by potvrzoval nasi domnénku, Ze tyto proteiny

spolu interaguji v nékteré ze signalnich drah P. aeruginosa.

6.1 Priprava plazmidovych konstrukti

Prvnim z cilii byla pfiprava plazmidovych konstrukt pro nadprodukci Ser/Thr
proteinkindz PpkA a Stkl a Ser/Thr fosfoproteinfosfataz Stpl a PppA. Konstrukty
byly navrzeny tak, aby ve vektoru pET28b obsahovaly histidinovou kotvu na N-
konci fazovaného proteinu a ve vektoru pET42b na C-konci fazovaného proteinu.
Toto usporadani jsme zvolili proto, Ze histidinova kotva umisténa na jednom z koncu
proteinu miZe negativné ovlivnit enzymovou funkci proteinu. Pfedpokladali jsme,
7e pokud by k tomuto jevu doSlo, projevil by se pouze u jedné z variant. Dal$im
duvodem byla rozdiln4 mira exprese proteint z danych plazmid.

Expresi proteinti v pET28b a pET42b jsme testovali pfi teplotach 18°C a 30°C.
Sledovali jsme expresi v cytoplazmatické frakci, ze které se proteiny snadno izoluji
v nativnim stavu. SniZenim teploty ze 30°C na 18°C lze dosahnout zvySeni podilu
rozpustnych proteind v cytoplazmatické frakci a také se omezi agregace proteint.
Obé fosfoproteinfosfatazy se lépe exprimovaly v pET28b, kde je histidinova kotva
umisténa na N-konci proteinu, Stpl 1épe pii 18°C, PppA lépe pii 30°C. Proteinkinaza
Stk1 se lépe exprimovala v pET42b s histidinovou kotvou na C-konci pfti 30°C.

(5]
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6.2 Biochemicki charakterizace Stkl a studium in-

terakci Stkl a Stpl

Proteinkinaza Stkl nebyla plné biochemicky charakterizovidna, proto jsme jeji
charakterizaci doplnili o dalsi data. Zjistili jsme, Ze proteinkindza Stkl je hoféik
i mangan dependentni, coz bylo dulezité z hlediska studia interakci, nebot fosfopro-
teinfosfatdza Stpl je striktné Mn2*-dependentni a v reakéni smési s horéikem by
nebyla aktivni. Z kinetiky kinazové reakce jsme urcili pribéh autofosforylace Stkl1.
Maxima autofosforylace bylo dosazeno mezi 2. a 3. hodinou inkubace proteinkina-
zové reakce pii 37 °C.

Ptedpokladali jsme, Ze podobné jako byla prokazana interakce proteinkinizy
StkP a fosfoproteinfosfatazy PhpP Streptococcus pneumoniae (NOVAKOVA et al.
2005), mohla by byt prokazana i pro par Stkl/Stpl. Stejné jako geny stkP a phpP
i stk1 a stpl se nachézi v jednom operonu a jsou transkribovany spole¢né. Geny stk1
a stpl jsou navic pod kontrolou quorum sensing systému rhl a stacionarniho sigma
faktoru RpoS. RpoS i QS se vyznamné podili na regulaci virulence P. aeruginosa.
Domnivame se, Ze svou interakci by mohly ovliviiovat tyto regula¢ni drdhy a tim
i virulenci Pseudomonas aeruginosa.

Interakce fosfoproteinfosfatazy Stpl s autofosforylovanou Stkl byla zachycena na
radiogramu, jehoZ analyza odhalila vyznamny pokles fosforylace ve vzorcich s fosfo-
proteinfosfatazou Stpl oproti kontrolnim vzorkim, ve kterych byla pfitomna pouze
autosforylovana proteinkinaza. Tim se potvrdil na$ piedpoklad, Ze v podminkéch
in vitro je autofosforylovana proteinkindza Stkl substratem fosfoproteinfosfatazy
Stpl. Vzhledem k uspotféddani gend stkl a stpl v genomu P. aeruginosa a shodnému
uspofadani genii stkP a phpP u S. pneumoniae lze pfedpokladat interakci téchto
proteint také in vivo.

Ze zhotoveného grafu 5.13 znazoriiyjiciho interakci obou proteinit je zfejmé, ze
rozdil aktivit obou proteinti méa sestupny linearni charakter. To, Ze dochazi k poklesu
autofosforyla¢ni aktivity proteinkinizy znamen4, Ze nedoslo k ustaveni rovnovazného
stavu a fosfatova skupina je ¢astecné spontanné hydrolyzovana. Nicméné k defosfo-

rylaci autofosforylované proteinkinazy fosfoproteinfosfatdzou prokazatelné dochézi,
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a to zhruba stejnou rychlosti s jakou probihala fosforylace Stk1.

6.3 Charakterizace PppA a studium interakci PppA
a PpkA

Charakterizace fosfoproteinfosfatazy PppA spoéivala v potvrzeni predpokladu,
ze se jedna o funkéni Ser/Thr fosfoproteinfosfatazu a ze patfi mezi PP2C fosfopro-
teinfosfatazy.

Nejprve jsme stanovili mnoZstvi proteinu vhodné pro standardni pribéh reakce
definovany vyrobcem testovaci sady. V porovnani s fosfoproteinfosfatazou Stpl jsme
pouzivali 10x niz8i mnozZstvi proteinu. Zajimavé bylo, Ze protein po zamrazeni ne-
ztracel svou aktivitu.

Biochemicka charakterizace proteinu znamenala urceni zavislosti aktivity enzymu
na piitomnosti dvoumocnych iontt kovu, jejich optimélni koncentraci, urceni inhi-
bitorii reakce a stanoveni optimalni teploty a pH.

Nejvyssi aktivity dosahovala fosfoproteinfosfatdza v piitomnosti 5 mM Mg?t
a Mn2*. Zadnou aktivitu nevykazovala v piitomnosti Ca2" a Ni2t. Rozdily akti-
vit v zavislosti na pfitomnosti hotéiku ¢i manganu byly tak malé, Ze nebylo mozné
rozhodnout o absolutni zavislosti na jednom z ionté. PppA je tedy Mg?*- i Mn?*-
dependentni. Jiz tyto vysledky naznacovaly, Ze PppA by skute¢né mohla byt fosfo-
proteinfosfatdzou ze skupiny PP2C. Tento pfedpoklad byl déle potvrzen testovanim
inhibitort fosfatazové reakce. NaF a EDTA jsou specifickymi inhibitory skupiny fos-
foproteinfosfataz PP2C a aktivitu PppA silné inhibovaly. Vanadi¢nanem sodnym,
inhibitorem tyrosinovych fosfoproteinfosfataz, byla aktivita mirné stimulovana. Ky-
selina okadaova, inhibitor skupin fosfoproteinfosfataz PP2A a PP2B, PppA neinhi-
buje.

Dale jsme sledovali aktivitu PppA v rozmezi teplot 4-70 °C. NejvySsi aktivity in
witro dosahovala PppA pfi teploté 42 °C. Presto jsme veskeré reakce provadéli pfi
37 °C. Tato teplota byla doporudena vyrobcem testovaci sady a aktivita fosfopro-
teinfosfatazy nebyla pfi této teploté vyrazné sniZena.

Poté jsme urcovali pH, ve kterém protein vykazoval nejvyssi aktivitu; té bylo
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dosazeno pti pH = 9. Pii pH = 7,5 byla aktivita proteinu pfekvapivé velmi nizka.
K poklesu aktivity pravdépodobné doslo v dusledku odligného slozeni pufru (1 mM
EGTA, 25 mM MnCl,, 0,5 mg/ml BSA). Dialyza proteinu proti rozotku (500 mM
NaCl, 1 mM DTT) mohla také ovlivnit aktivitu proteinu.

Pfi studiu enzymové kinetiky PppA jsme stanovili V., = 0,62 pmol/pg/min
a K,, = 0,314 mM.

Amplifikace genu ppkA pomoci Pfu DNA polymerase byla opakované netispésna.
Domnivame se, Ze problémy mohl zpisobit vysoky obsah GC (70 %) genomu P. ae-
ruginosa a predpokladana slozita konformace DNA v této oblasti, ktera nejen stézuje
amplifikaci genu ppkA, ale znemoziuje i pfipravu deleéniho mutanta v tomto genu
pomoci homologni rekombinace (NEDVEDOVA 2003). Problém jsme se pokusili vy-
fesit rozdélenim fragmentu na dvé mensi ¢asti pomoci dalsiho paru oligonukleotidi.
Ani amplifikace mensich fragmentti pomoci Pfu DNA polymerase nebyla ispésné,
proto jsme pfistoupili k syntéze obou mensich ¢asti pomoci Herkulase enhanced DNA
polymerazy, kterd je vhodna pro syntézu dlouhych a GC bohatych templati. Po
upravé reakénich podminek se zvysily vytézky reakce. Klonovani krat$ich fragmenti
do vektoru pET42b v8ak bylo opakované neispésné. Od dalsi prace s timto genem
jsme upustili. Zamyslené studium interakci proteini PpkA a PppA tedy nebylo re-
alizovano. Lze v8ak pfedpokladat, Ze i u tohoto paru by byla interakce vzhledem

k uspofaddani genti v genomu prokazéna.
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Souhrn

1. Pripravili jsme plazmidy pET42stkl a pET28stkl pro expresi serin/threo-
ninové proteinkinazy Stkl, plazmidy pET42stpl a pET28stpl pro expresi se-
rin/threoninové fosfoproteinfosfatazy Stpl a plazmidy pET42 pppA a pET28pppA
pro expresi serin/threoninové fosfoproteinfosfatazy PppA. Nepodafilo se nam

pfipravit expresni plazmid pro serin/threoninovou proteinkinazu PpkA.

2. Rozsirili jsme biochemickou charakteristiku Stk1. NasSe vysledky ukazaly, ze se
jedna o Mg?"- a Mn?*-dependentni enzym. Ze sledovani kinetiky autofosfo-

rylaéni reakce jsme uréili dobu, ve které dochazi k maximéalni autofosforylaci

Stk1.

3. Potvrdili jsme domnénku, Ze proteinkinaza Stkl a fosfoproteinfosfataza Stpl

jsou interagujici proteiny.

4. Provedli jsme biochemickou charakterizaci pfedpokladané Ser/Thr fosfopro-
teinfosfatazy PppA a potvrdili jeji fosfatdzovou aktivitu v pfitomnosti Mg?*-
a Mn?* a inhibici aktivity EDTA a NaF. Z vysledkt vyplyva, Ze se jedna
o fosfoproteinfosfatazu ze skupiny fosfoproteinfosfataz PP2C | kterd nejvyssi

aktivity in vitro dosahuje pfi teploté 42 °C a pH = 9.

5. ProtoZe se nam nepodafilo pfipravit plazmid pET42 ppkA a ziskat nativni pro-
teinkinazu PpkA, nebylo mozné ovéfit nas predpoklad, Ze i proteiny PpkA-

PppA spolu interaguji a tvoii dalsi funk¢ni par v nékteré ze signalnich kaskad

79



KAPITOLA 7. SOUHRN

ovliviiujici virulenci P. aeruginosa.
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