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Analyza signalni drahy proteinkinasy StkP u Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumonaie je nejen vyznamny lidsky patogen, ale také vhodny modelovy
organismus ke zkoumani bunééného déleni u ovoidnich bakterii. Tato bakterie postrada oba
systémy vyberu mista bunééného déleni Min a NO, a tedy mechanismus, jakym urcuje misto, ve
kterém nastane bunécné déleni, je neznamy. Navic ve svém genomu koduje jedinou
serin/threoninovou  proteinkinasu  eukaryotického typu nazyvanou StkP a jedinou
serin/threoninovou proteinfosfatasu PP2C typu nazyvanou PhpP. StkP je jednim z hlavnich
regulatort bunééného déleni a pravdépodobné ovlivituje prubeh bunééného déleni i fosforylaci
svych substratli, mezi které mimo jiné patii proteiny bunééného déleni FtsZ, FtsA, DivIVA,
MacP, Jag/KhpB/EloR a LocZ/MapZ.

Prvni projekt této disertacni prace se zabyva urenim funkce proteinu LocZ v ramci
bunééného déleni. Souhrnné, locZ sice neni esencidlni, ale iCastni se procesu vyberu mista déleni
u S. pneumoniae a nase vysledky napovidaji, ze patii mezi pozitivni regulatory umisténi Z-kruhu.
Bunky s depleci LocZ jsou schopny tvofit Z-kruh, ale ten je prostoroveé Spatn¢ umistén, coz ma za
nasledek defekty v bunéném déleni, deformity bunééného tvaru a tvorbu nerovnomérné
rozd€lenych dcefinych bunck, které obcas neobsahuji zddnou DNA. LocZ mé unikatni
lokaliza¢ni vzor. Do bunécného stiedu prichazi ¢asné, jesté diive nez FtsZ a FtsA. Stejné tak 1
z bunécného stfedu odchdzi, ¢asné¢ a dfive neZ FtsZ a FtsA, pficemzZ putuje s ekvatoridlnimi
kruhy, které zna¢i budouci misto bunéného déleni. Domnivame se, Ze za tuto lokalizaci je
zodpovédna extracelularni doména proteinu. Zajimavé je, Ze homology proteinu LocZ se
vyskytuji pouze u streptokoki, enterokokid a laktokokd, coz naznacuje, Ze tato skupina
fylogeneticky blizkych bakterii si vyvinula unikatni mechanismus, jak urcit bunéény stred.

Druhy projekt této disertacni prace se zabyva esencialitou a funkci proteinfosfatasy PhpP
v neopouzdieném kmeni S. pneumoniae Rx1, ve kterém byl gen phpP dfive postulovan jako
esencialni. Pfipravou Zivotaschopného kmene AphpP a naslednym testem transformacni kinetiky
jsme vyvratili esencialitu phpP. Demonstrujeme, ze PhpP negativné fidi uroven fosforylace u
S. pneumoniae a to ptimou defosforylaci svych substratii a souc¢asné defosforylaci kinasy StkP.
Nepfitomnost anebo katalyticka inaktivace PhpP ma za nésledek hyperfosforylaci substratt StkP
a fenotypové zmeény vcetné citlivosti k ur€itym environmentalnim stresiim. Morfologicky se
deplece PhpP projevuje tvorbou mensich kulatych bun€k, coz reflektuje fenotyp pozorovany u

bun¢k kmene nadprodukujiciho StkP. A naopak nadprodukce PhpP ma za nasledek elongaci



bunék, coz mimikuje fenotyp AstkP kmene. NasSe vysledky dokazuji, ze PhpP a StkP spole¢né

reguluji bunécné déleni u S. pneumoniae.

Klic¢ova slova: LocZ, MapZ, Spr0334, serin/threoninova proteinkinasa, StkP, serin/threoninova

proteinfosfatasa, PhpP, bunécné déleni, Streptococcus pneumoniae, fosforylace.



Analysis of signaling cascade of protein kinase StkP in Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae is not only an important human pathogen but also an
appropriate model organism to investigate cell division in ovoid bacteria. This bacterium lacks
both, NO and Min systems for selection of cell division site. Thus, the mechanism which
determines the site of cell division 1is unknown. Additionally, the genome
of S. pneumoniae encodes a single gene for eukaryotic-like serine/threonine protein kinase StkP
and a single gene for eukaryotic-like serine/threonine protein phosphatase of PP2C type called
PhpP. StkP is one of the main regulators of cell division. Cell division is probably affected by the
phosphorylation of its substrates, which include, among others, cell division proteins FtsZ, FtsA,
DivIVA, MacP, Jag/KhpB/EloR, and LocZ/MapZ.

The aim of the first project of this dissertation thesis is determination of the function of
protein LocZ in the cell division. In summary, locZ is not essential, however, it is involved in
proper septum placement in S. pneumoniae and our data suggest that it is a positive regulator of
Z-ring placement. Cells lacking LocZ are able to form Z-ring, but the Z-ring is spatially
misplaced resulting in cell division defects, shape deformation, and generation of unequally
sized, occasionally anucleated daughter cells. LocZ has a unique localization pattern. It arrives
early at midcell, before FtsZ and FtsA. Likewise, it also leaves the septum early, apparently
moving along with the equatorial rings that mark the future division sites. We propose that the
extracellular domain of the protein LocZ is responsible for this localization. Interestingly,
homologs of LocZ are found only in streptococci, enterococci and lactococci, indicating that
these phylogenetically closely related bacteria evolved a unique mechanism to find their middle.

The second project of this thesis is concerned with the essentiality of protein phosphatase
PhpP in the S. pneumoniae Rx1 unencapsulated strain, in which the gene phpP was previously
postulated as essential. We prepared a viable AphpP strain and excluded selection of suppressor
mutation by transformation kinetic analysis, thus confirming that phpP gene is not essential. We
demonstrate that PhpP negatively controls the level of protein phosphorylation
in S. pneumonaie both by direct dephosphorylation of its substrates and by dephosphorylation of
its cognate kinase, StkP. Absence or catalytic inactivation resulted in the hyperphosphorylation of
StkP substrates and specific phenotypic changes, including sensitivity to certain environmental
stresses. Morphologically is depletion PhpP manifested by the formation of smaller spherical
cells that reflect phenotype of StkP overexpression. Conversely, the overproduction of PhpP



resulted in cell elongation mimicking the stkP null phenotype. Our results suggest that PhpP and

StkP cooperatively regulate cell division of S. pneumoniae.

Keywords: LocZ, MapZ, Spr0334, serine/threonine protein kinase, StkP, serine/threonine protein

phosphatase, PhpP, cell division, Streptococcus pneumoniae, phosphorylation.
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1 Uvod

Jednim ze zakladnich mechanismti k zachovani kazdého organismu je bunécné dé€leni.
Aby mohlo probihat bunééné déleni, musi se buiika, at’ uz prokaryotni ¢i eukaryotni, nachazet ve
vhodném prostiedi pro riist a musi velmi rychle reagovat na zmény vnéjSiho prostredi. Za timto
ucelem bakterie vyvinuly celou fadu sofistikovanych mechanismii pro pienos signalu a
vzajemnou komunikaci.

Jednim z klicovych mechanism pfenosu signalu z vnéjsiho prostfedi do buniky a uvnitf
buiiky je reverzibilni kovalentni posttranslacni modifikace proteinii nazyvana fosforylace. Ta je
zprostiedkovana pomoci enzymil proteinkinas. Opacny proces neboli defosforylace je
zprosttedkovdn pomoci proteinfosfatas, které jsou nezbytné nejen pro regulaci samotné kinasy,
ale také zajist'uji reverzibilitu signaliza¢ni drahy. Primarné se predpokladalo, ze za ptenos signalu
u prokaryot zodpovidaji dvoukomponentové systémy slozené z histidinové proteinkinasy a
ptislusného regulacniho proteinu. Nicméné pted vice nez 20 lety byla u prokaryot prokézana
ptitomnost ATP dependentnich Ser/Thr proteinkinas eukaryotického typu (ESTK). ESTK
spole¢n¢ se Ser/Thr proteinfosfatasami eukaryotického typu (ESTP) jsou v bakteridlni fisi Siroce
roz§ifené a puisobi v paralelnich nebo stejnych signaliza¢nich kaskadach. ESTK byly v porovnani
s ESTP hojné studovany a bylo zji§téno, Ze reguluji Cetné bun&cné funkce jako je rist, bunééné
déleni, syntéza bunétné stény, diferenciace, sekundarni metabolismus ¢i patogenita. Naproti
tomu fyziologicka funkce ESTP byla zatim jen malo zkouména, Castecné z toho diivodu, Ze
nckteré znich byly postulovany jako esenciadlni. Nicméné se ukazuje, ze ESTP pro
zivotaschopnost nékterych bakterii esencidlni nejsou a hraji roli napf. ve virulenci, stavbé
bunécné stény a segregaci bunck.

Streptococcus pneumoniae je nejen vyznamnym patogenem, ale 1 velmi dobrym
modelovym organismem pro studium Ser/Thr proteinkinas a proteinfosfatas eukaryotického typu,
protoze ve svém genomu koduje jedinou Ser/Thr proteinkinasu StkP a jedinou Ser/Thr
protinfosfatasu PhpP. Bylo prokédzano, ze StkP a PhpP tvofi funkéni par (Novakova et al., 2005).
Nicméné StkP byla oproti PhpP hojné studovéna. StkP je transmembranovy protein sloZeny
z cytoplazmatické kinazové domény a extracelularni receptorové domény, ktera obsahuje 4 kopie
PASTA domény (Yeats et al., 2002). Tyto PASTA domény jsou schopné vazat peptidoglykanové
prekurzory a u S. pneumoniae je jejich navdzani na StkP signdlem pro jeji aktivaci a

pravdépodobné i1 lokalizaci do mist noveé vznikajici bunééné piepazky. Zde StkP reguluje
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bunécné déleni fosforylaci svych substratii (Beilharz et al., 2012). Mezi doposud urcené substraty
StkP patii proteiny syntézy bunécné stény GImM a MurC, pyrofosfatasa PpaC, transkripcni
regulator RRO6, osifely transkripéni reguldtor RitR, kofaktor MacP, protein kompetence ComE,
proteiny bunécného déleni FtsZ, FtsA, DivIVA, Jag/KhpB/EloR a LocZ/MapZ a pravdépodobny
protein bunécného déleni Spr0175.

Naproti tomu PhpP je cytoplazmaticky protein, ktery je v casné exponencialni fazi ristu
obohacen v bunécném stfedu v zavislosti na pfitomnosti aktivni StkP (Beilharz et al., 2012).
Dlouho pfetrvavala teze, ze PhpP je pro zZivotaschopnost S. pneumoniae esencialni (Thanassi,
2002; Osaki et al., 2009; Fleurie et al., 2012). Nicméné ve studii Agarwal et al. (2012) se u dvou
opouzdienych kment podafilo pfipravit Zivotaschopny mutantni kmen AphpP. Charakterizace
téchto mutantti ukdzala kmenové specifickou roli této fosfatasy. Pro pochopeni déjt, které ESTK
a ESTP fidi, je nezbytnym krokem nejen jejich vlastni charakterizace, ale i charakterizace jejich
substrati.

Predkladana disertaéni prace je ve své vysledkové ¢asti z divodu prehlednosti a
srozumitelnosti rozdélena na dva projekty. Prvni z nich se zabyva charakterizaci jednoho ze
substratti StkP, a to proteinem LocZ (Spr0334), nazvanym téz MapZ. Tento projekt navazuje na
pfedchozi vysledky laboratofe, které byly shrnuty v mé diplomové praci (Stekerova, 2012).
Druhy projekt se zabyva otazkou esenciality a funkci proteinfosfatasy PhpP.

V ramci projektu ,,LocZ je novy protein bunééného déleni urCujici spravné umisténi septa
u Streptococcus pneumoniae “ byly stanoveny nasledujici cile.
1. Ur¢it pfesnou funkci proteinu LocZ v rdmci bunééného déleni.
2. Charakterizovat vztah mezi StkP a jejim substratem.
3. Objasnit vliv fosforylace a defosforylace na lokalizaci a funkci ¢i aktivitu proteinu LocZ.
4

Urcit funkei jednotlivych domén proteinu LocZ.

Vramci projektu ,Esencialita a funkce Ser/Thr proteinfosfatasy PhpP u Streptococcus
pneumoniae “ byly stanoveny nasledujici cile.

1. Objasnit, zda je PhpP pro zivotaschopnost neopouzdieného kmene Rx1 esencidlni.

2. Charakterizovat pfipadny Zivotaschopny kmen AphpP.

3. Objasnit vztah mezi katalytickou aktivitou a bunécnou lokalizaci PhpP in vivo.
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2 Literarni prehled

2.1 Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae, ¢z ozna¢ovany jako pneumokok ¢i diplokok (obr. 2-1), je dle
Svétové zdravotnické organizace (WHO) Ctvrté nejcastéj$i mikrobialni agens zptsobujici fatalni
infekce a také nejCastéjsi pri¢inou bakterialni pneumonie a meningitidy (WHO, 2014; Engholm et
al., 2017). Pneumokoky se vyskytuji v hornich cestach dychacich jako soucast bézné mikroflory,
nicméné za vhodnych podminek c¢asto zplsobuji, kromé zavaznych onemocnéni, jako je
pneumonie, meningitida ¢i sepse, také infekce spojené s dychacimi cestami, jako je zanét
sttedniho ucha, sinusitida a bronchitida (Bogaert et al., 2004; Brown et al., 2015). Mezi nejvice
ohrozené skupiny patii déti mladsi 5 let, lidé star$i 65 let a osoby s oslabenym imunitnim
systémem (ACIP, 1997). Z odhadovanych 14,5 milionu ptipadi pneumokokového onemocnéni u
déti pripadaji 2/3 na Afriku a Asii a statistika z roku 2013 uvadi, ze téméf milion déti mladsich
5 let zemfelo na pneumonii (O’Brien et al., 2009; WHO 2014).

V Ceské republice vroce 2017, vporovnani srokem 2016, piipadi invazivniho
pneumokokového onemocnéni (IPO) pribylo, a to hlavné ve skupiné déti do 1 roku a lidi starSich
65 let. Nicméné data shromazdovana od roku 2000 ukazuji, ze podet piipada IPO v CR
nepiibyva, pouze kolisd v ur€itém rozmezi, stejné tak jako pocet pfipadli pneumokokové
meningitidy, jejiz vyskyt je sledovan jiz od roku 1997 (Kozakova et al., 2018).

PtestoZze se nachazime v dob¢, kdy je mozné vySe zminénym onemocnénim piedchazet
vakcinaci ¢i nemocného 1€€it antibiotiky, je stale poCet nemocnych 1 umrti velmi vysoky, a to ze
dvou hlavnich divodi. Pokud dojde k pneumokokovému onemocnéni, je 1é€eno antibiotiky.
S. pneumoniae je ale zainym piikladem lidského patogenu, u kterého bylo prokézano, Ze se
rychle vyviji a stdva se odolnym vii¢i ptisobeni antibiotik (Tomasz, 1997). Mezi hlavni hnaci sily
v ziskavani rezistence hraji diilezitou roli dvé skuteCnosti. Za prvé, snadna cesta prenosu, se
kterou souvisi pravidelné vystavovani pneumokokovych populaci 1ékiim. Za druhé, pneumokoky
patifi mezi bakterie se schopnosti rozvinout stav ptirozené kompetence (Chewapreecha et al.,
2014). Pficemz bylo prokazéno, Ze jsou-li pneumokoky inhibovany urcitymi antibiotiky,
nespoustéji klasickou SOS odpoveéd’, ale naopak ptfechazeji do stavu kompetence (Prudhomme et

al., 2006; Slager et al., 2014).
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Dals§im z problému v cesté¢ za vymycenim pneumokokovych nakaz je ptiprava vakciny,
ktera by chranila pfed vSemi sérotypy pneumokoka a zarovein vyvolavala protektivni G€inky u
obou nejohrozenéjSich skupin (deti do 5 let a 1idé strasi 65 let). Sérotypt S. pneumoniae je vice
nez 90 a rozliSuji se dle polysacharidového pouzdra, které je zaroven hlavnim virulen¢nim
faktorem (Morona et al., 2000). Dne$ni vakciny jsou zalozeny pravé na téchto pouzdernych
polysacharidech a je tedy nemozné piipravit vakcinu, kterd by obsdhla vSechny sérotypy.
Vakciny obsahuji omezeny pocet sérotypil a vzajemné se 1isi v zavislosti na daném geografickém
vyskytu sérotypt S. pneumoniae (Hausdorff et al., 2000). Také byl pozorovan jev, kdy dochazi
k zaméné sérotypti S. pneumoniae ve prospeéch téch, které nejsou ve vakciné obsazeny a jsou
schopné vyvolat onemocnéni, coz snizuje protektivni €inek vakeiny (Giefing et al., 2008).

Vsechna vySe zminovand negativa vedou Kk potfebé vytvofit novou alternativni
pneumokokovou vakcinu. Mezi alternativy patii vakciny zaloZené na (i) vysoce konzervovanych
proteinech S. pneumoniae, které jsou zarovein schopné navodit imunitni odpovéd, (i) kombinaci
jiz pouzivanych konjugovanych pneumokokovych vakcin s proteiny PhtD a pneumolysinem
(Ply) ¢i (iii) vakciny obsahujici atenuovany kmen S. pneumoniae (Feldman a Anderson, 2014).

Pravé Ser/Thr proteinkinasa StkP je vysoce konzervovany protein, ktery je soucasti
proteinové vakciny slozené z pneumokokového povrchového lipoprotienu PsaA, hydrolasy PcsB
a StkP. Tato vakcina prosla testovaci fazi 1 (Feldman a Anderson, 2014; Lagousi et al., 2019),
nicméné k jejimu moznému pouziti je jesté dlouha cesta. Pro vyvoj jak nového chemoterapeutika,
tak vakciny proti pneumokokovi je nezbytné zkoumat jeho fyziologii a procesy, jako je bunécné

déleni, jehoZ reguldtorem je StkP, na molekuldrni Grovni.

e of

Obr. 2-1: Streptococcus pneumoniae

Snimek byl pofizen pomoci elektronového mikroskopu FEI Nova NanoSem 450 v Laboratofi charakterizace

molekularni struktury Mikrobiologického tstavu v Praze (Oldfich Benada a Olga Kofronova). Métitko 1 um.
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2.2 Vybér mista déleni u riznych bakterii

Zakladem zivota, tak jak ho zname, je riist bun¢k a jejich nasledné déleni. Bunééné déleni
je prisn€ regulovanym procesem a to jak v Case, tak prostorové. Prisna regulace zajistuje vznik
dcefinych bun¢k o stejné velikosti, ale 1 spravné rozdé€leni genetického materidlu. Dulezitou
otazkou stale zUstava, jak bakteridlni bunky identifikuji misto, ve kterém nasledné probiha
bunécné déleni.

Prvnim proteinem, ktery lokalizuje v misté bunécného déleni u bakterii, je vysoce
konzervovany tubulinu podobny protein FtsZ. Ten v mist¢ bunééného déleni polymerizuje a
vytvari tzv. Z-kruh, ke kterému se nasledné vazi vSechny dalsi znamé d€lici proteiny a spolecné
tvofi proteinovy komplex neboli divisom. Divisom zajistuje stavbu délici pfepazky syntézou
peptidoglykanu a spoleéné v koordinaci s hydrolasami dochazi k oddéleni nové vzniklych
dcefinych bun¢k (Adams a Errington, 2009; Haeusser a Margolin, 2016). Dilezité je, ze Z-kruh
oznacuje misto bunécného déleni, a tedy proteiny, o nichz je zndmo, ze ovliviuji jak vybér mista
bunééného déleni u bakteri, tak ¢ini pravé pomoci regulace vzniku Z-kruhu.

Prostorova regulace bunécného de€leni u bakterii je pfedmétem vyzkumu jiz nékolik
desetileti. Velice dobfe byla zkoumdna u dvou modelovych organismil ty¢inkovitého tvaru,
E. coli a B. subtilis, z ¢ehoz vznikl obecny ptfedpoklad, Ze misto d€leni je uréeno pomoci dvou
negativnich regulacnich systémi, Min a chromosomalni okluze NO (Nucleoid Occlusion). Tyto
systémy brani vzniku Z-kruhu kdekoli jinde v buiice vyjma jejiho stfedu (obr. 2-2). Nicméné
dal$i vyzkumy ukazuji, Ze nejen u modelovych organismul, E. coli a B. subtilis, je misto
bunééného déleni regulovano i dalsimi mechanismy (Monahan et al., 2014; Rowlett a Margolin,
2015), ale dokonce bylo zjisténo, ze u mnoha bakterii se vyvinuly odlisné systémy vybéru mista
déleni, které reflektuji jejich specificky tvar €i Zivotni cyklus.

V néasledujicich podkapitolach budou uvedeny systémy nebo jednotlivé proteiny,
oznaCované také jako regulatory, které reguluji vznik Z-kruhu u riznych bakterii. Systémy 1
regulatory rozd€luji na negativni ¢i pozitivni, dle jejich u€inku na vznik Z-kruhu. Negativni
regulatory obecné brani vzniku Z-kruhu v celé buiice krom¢ bunécného stiedu a naopak pozitivni
regulatory oznacuji misto bunééného déleni ¢i dokonce bylo prokazano, Ze svou vazbou s FtsZ

podporuji jeho polymeraci a tedy vznik Z-kruhu.
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2.2.1 Negativni regulaéni systémy Min a NO u Escherichia coli a Bacillus subtilis

Chromosomalni okluze (NO) zabrafiuje sestaveni Z-kruhu pfes nukleoid nebo chromosom
(obr. 2-2) (Wu a Errington, 2012). NO je zprostfedkovana pfinejmensim caste¢né
nehomolognimi proteiny Noc u B. subtilis (Wu a Errington, 2004; Wu et al., 2009) a SImA u
E. coli (Bernhardt a De Boer, 2005; Cho et al., 2011; Tonthat et al., 2011, 2013), piicemz kazdy
znich se vaze k DNA pres odlisna specificka vazebnd mista a zprostfedkovava NO jinym
mechanismem. Nutno podotknout, Ze vazebna mista pro Noc i SImA se nevyskytuji nebo pouze
ziidka na chromosomu v oblasti terminu (Wu et al., 2009; Cho et al., 2011; Tonthat et al., 2011),
pricemz toto misto se nachézi uprostied buitky béhem pozdni faze replikace chromosomu a jejich
segregace. Segregace chromosomu tedy vytvarti oblast bez NO, coz umoziuje vytvotreni Z-kruhu
v bunéném stiedu (obr. 2-2).

DNA vazebny protein SImA E. coli se ke specifickym DNA sekvencim vaze jako
orientovany dimer, ktery interaguje s konzervovanou C-termindlni doménou (CTD) proteinu
FtsZ, ¢imz zabranuje tvorb¢ protofilament a svazkl FtsZ (Tonthat et al., 2013; Du a Lutkenhaus,
2014; Schumacher a Zeng, 2016). Studie terndrniho komplexu SImA-DNA-CTD FtsZ piekvapive
odhalila, Ze CTD FtsZ s proteinem SImA neinteraguje v prostorovém uspofadani helixu, ale ve
formé rozsifené¢ konformace v uzké, povrchové exponované kapse. V této konformaci se CTD
FtsZ vyskytuje pouze ve stavu vazaném se SImA-DNA. Toto pozorovani podtrhuje schopnost
CTD FtsZ pftijimat Sirokou Skalu konformaci, coz vysvétluje jeho schopnost vazat se s riznymi
regula¢nimi proteiny u riznych bakterii (Schumacher a Zeng, 2016). Zajimavé je, Ze zvySena
fragmentace FtsZ vlivem pusobeni SImA nijak neovlivituje jeho GTPasovou aktivitu (Cabré et
al., 2015).

Protein Noc u B. subtilis se podobné jako SImA vaze ke specifickym sekvencim DNA,
nicmén€ mechanismus plsobeni je odlisSny. Noc se prostiednictvim svého N-termindlniho
amfipatického helixu vaze na bunéénou membranu, kam soucasné rekrutuje specifické sekvence
DNA za tvorby nukleoproteinovych komplexti. Ty fyzicky brani sestaveni divisomu (Adams et
al., 2015).

Min systém brani sestaveni Z-kruhu na pdlech buné€k inhibici polymerace FtsZ (obr. 2-2).
V piipadé, kdy jsou proteiny tohoto systému deletovany nebo jsou nefunkéni, mtze dojit k tvorbé
Z-kruhu jak ve stfedu bunky, tak i na buné¢nych poélech, coz vede k tvorbé minibunék a bunék

ruznych délek (de Boer et al., 1989; Yu a Margolin, 1999). Protein MinD patfi do rodiny ParA
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ATPas. Po navazani ATP dimerizuje a vaze se k cytoplazmatické membrané. Po navazani na
MinD, MinC dimerizuje, zaroven se aktivuje a interaguje s FtsZ. Pfi¢emz MinC antagonizuje
podélné interakce podjednotek FtsZ v protofilamentu, laterdlni interakce mezi FtsZ
protofilamenty a také brani interakcim FtsZ se stabilizacnimi proteiny FtsA a ZipA (Arumugam
et al., 2014). Aby nedoslo k sestaveni Z-kruhu na bunécnych polech, je zapotiebi topologického
faktoru, ktery prostorové omezi inhibi¢ni komplex MinCD a jeho funkci pravé na bunééné poly.

V bunkéach E. coli, které postradaji protein MinE, se komplex MinCD vaze na membranu
a inhibuje tvorbu Z-kruhu ve vSech mistech buiiky, coz vede k letalni filamentaci (de Boer et al.,
1989). MinE na svém N-konci obsahuje amfipaticky helix, ktery slouzi jako sekvence cilici do
membrany neboli MTS (Membrane Targeting Sequence). Pro funkci MTS je dulezita pfima
membranova interakce (Ma et al., 2003; Hsieh et al., 2010). Jakmile dimery MinE rozpoznaji
MinD, zméni konformaci, vazi se s MinD, uvoliiuji MinC z komplexu MinCD a stimuluji
ATPasovou aktivitu MinD. Ta zplisobi monomerizaci MinD a jeho uvolnéni z membrany (Park
et al.,, 2011; Bonny et al., 2013). Po uvolnéni z membrany se MinD-ADP regeneruje na MinD-
ATP a nasledné se vaze do membrany (Huang et al., 2003). M4 vSak tendenci se vazat do
membrany co nejdale od plivodniho mista, protoze MinE miiZze diky MTS zlstat navazany v
membrané na pavodnim misté¢ (Loose et al., 2011; Park et al., 2011). Zde, pfedtim nez zméni
svou konformaci a bude migrovat na opacny pdl, mize MinE odstranit dal$i komplexy MinCD,
véetné téch, které se opétovné navazaly (Park et al., 2011). Vyzkumy konformacni dynamiky
MinE naznacuji, Ze prav€é MTS umoziiuje MinE interagovat s membranou dynamicky a
reverzibilng, coz vytvaii a zajist'uje oscilaci Min systému u E. coli (Park et al., 2017). A zatimco
Min proteiny osciluji mezi bunénymi poly, proteiny, které jsou soucdsti divisomu v ¢asném
stadiu bunécného déleni, FtsZ, ZipA, ZapA a ZapB, také osciluji se stejnou periodou, ale
v opacném sméru neZ Min proteiny. Nicméné tento jev je pravdépodobné zpiisoben periodickym
sestavovanim a rozkladanim Z-kruhu v odezv€ na oscila¢ni viny MinC a faktu, Ze lokalizace
ZipA, ZapA a ZapB je zavisla na lokalizaci FtsZ (Bisicchia et al., 2013).

U B. subtilis se misto proteinu MinE nachdzi protein DivIVA. DivIVA preferencné
lokalizuje v bunécnych polech na zakladé schopnosti rozpoznat specifické zakiiveni membrany
v téchto mistech, a to jak u Siroké Skaly druhd bakterii, tak i u kvasinek (Edwards et al., 2000;
Lenarcic et al.,, 2009). Mezi polarné¢ vazanym DivIVA a komplexem MinCD pusobi jako

adaptorovy protein MinJ. MinJ se efektivné vaze s MinD a rekrutuje ho do bunécného polu, kde
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je jiz navazany DivIVA. MinC véazany na MinD ptisobi jako inhibitor Z-kruhu, podobné¢ jako u
E. coli, stim rozdilem, ze u B.subtilis jsou Min proteiny staticky vazany do bunécéného podlu
pomoci DivIVA (Bramkamp et al., 2008; Patrick a Kearns, 2008; Eswaramoorthy et al., 2011).
DivIVA 1 Min proteiny také lokalizuji v d€lici pfepazce pted septaci a tvorbou bunécnych poli.
Ptricemz se predpoklada, ze zde brani vytvoieni vice nez jednoho Z-kruhu a hraji roli pii
vytvareni nového bipolarniho gradientu v dcefinych bunkach (Gregory et al., 2008; van Baarle a

Bramkamp, 2010).

B. subtilis

Obr. 2-2: Schématické znazornéni regulace vzniku Z-kruhu u E. coli a B. subtilis negativnimi systémy NO a
Min.
Prevzato z Haeusser a Margolin, 2016. ¢erna barva: Min systém oscilujici u E. coli nebo vazany u B. subtilis;

Cervena barva: NO; (-): oblast negativni regulace vzniku Z-kruhu.

2.2.2 Negativni regulator MipZ u Caulobacter crescentus

Caulobacter crescentus je gram-negativni bakterie, ktera stejné¢ jako mnoho jinych
bakteridlnich druht postrddd NO i Min systém. Tvorba Z-kruhu u této bakterie je fizena tzv.
bipolarnim gradientem inhibitoru FtsZ nazyvanym MipZ (obr. 2-3). MipZ patii do stejné rodiny
ATPas jako MinD, ale na rozdil od MinD je schopen pfimo s FtsZ interagovat a tim inhibovat
sestaveni Z-kruhu. MipZ je konzervovany u vSech a-proteobakterii, které postradaji orthology
MinCD (Thanbichler a Shapiro, 2006).

Bipolarni gradient MipZ vznika v zavislosti na interakci s chromosomalnim délicim

proteinem ParB, ktery lokalizuje na bunééném polu prostfednictvim asociace s pocatkem
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replikace oriC. Interakce s ParB spousti tvorbu dimeri MipZ, které difunduji pry¢ a nespecificky
se vazou na chromosom. Tim vznika klesajici gradient MipZ smérem od bunécného pdlu, kde je
koncentrace MipZ nejvétsi. Zajimavé je, ze ATPasova aktivita MipZ uvoliiuje z chromosomu
monomery MipZ, které¢ jsou schopné se opetovné vazat s ParB (Kiekebusch et al., 2012).

Nutno podotknout, ze MipZ poskytuje jak prostorové, tak casové signaly k tvorbé Z-
kruhu bez nutnosti oddélené¢ho systému NO. U nové vzniklych dcefinych bunék C. crescentus,
které obsahuji pouze jeden pocatek replikace, je tvofen klesajici gradient pouze z jednoho
bunécného polu, coz udava polohu FtsZ na druhy poél, nejdale od MipZ (obr. 2-3). Po replikaci
chromosomu migruje duplikovany oriC na opacny bunécny pdl a vytvari bipolarni gradient
MipZ, ktery uvolituje FtsZ zpdlu a omezuje tvorbu Z-kruhu na bunéény stfed (obr. 2-3)

(Kiekebusch et al., 2012).

MipZ | E— MioZ Il
€. crescentus ( | j S (( i D

Obr. 2-3: Schématické znazornéni regulace vzniku Z-kruhu u C. crescentus proteinem MipZ.

Pfevzato z Monahan et al., 2014, fialova barva: MipZ; zelena barva FtsZ.

2.2.3 Systém pozitivni regulace SsgAB a SepG u Streptomyces coelicolor

Ve sporulujicich buitkach Streptomyces coelicolor, jenz také postrada oba systémy Min a
NO, je do mista d€leni protein FtsZ lokalizovan a vazan pomoci membranové asociované¢ho
proteinu SsgB (obr. 2-4) (Willemse et al., 2011). SsgB podporuje polymeraci FtsZ in vitro a
pravdépodobné stimuluje sestaveni Z-kruhu 1 u bunék S. coelicolor. Lokalizace SsgB v buiice je
zprostiedkovana pomoci vazby s proteinem SsgA (Traag a van Wezel, 2008; Willemse et al.,
2011). Studie provedené u S. coelicolor ukazuji, ze lokalizace proteinti SsgAB je nezavisla na
proteinu FtsZ (McCormick et al., 1994; Willemse et al., 2011). Zajimavosti je, Ze systém SsgAB
byl prvnim objevenym pozitivnim mechanismem, ktery urcuje pozici Z-kruhu (Willemse et al.,
2011). Nicmén¢ oba proteiny SsgAB se vyskytuji pouze u Aktinomycet.

Ackoliv systém SsgAB pozitivné reguluje vznik Z-kruhu, stale pfetrvavala otazka, jakym
mechanismem je dosaZeno vysoce symetrické vzdalenosti mezi jednotlivymi sporula¢nimi septy
a tedy, jak je lokalizace samotného SsgB fizena. Ve studii Zhang et al. (2016) ukazuji, Ze

membranovy protein SepG (YImG) je nezbytny pro lokalizaci SsgB v budoucich mistech déleni,
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kam SsgB nasledné lokalizuje FtsZ. Zatimco SsgB a FtsZ ziistavaji soucasti divisomu, SepG
z tohoto mista odchazi, pticemz dal§i data naznacuji, ze se premistuje a stdva se soucasti
komplexu zajistujiciho syntézu bunécné stény. SepG ma jesté dalsi funkci, kdy v pozdéjsim

stadiu vyvoje spor pomaha udrzovat tvar nukleoidu.

0t v m | Y Y :
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Obr. 2-4: Schématické znazornéni regulace vzniku Z-kruhu u sporulujicich bunék S. coelicolor pozitivnim

systémem SsgAB.

Pfevzato z Monahan et al., 2014, tmavé modra barva: SsgB; zelena barva: FtsZ.

2.2.4 Systém pozitivni regulace PomXYZ u Myxococcus xanthus

Myxococcus xanthus patii mezi tyCinkovité o-proteobakterie, které postradaji vSechny
znamé regulatory Z-kruhu. U bakterie M. xanthus byl identifikovan soubor tii proteini PomX,
PomY a PomZ, které zodpovidaji za spravnou lokalizaci FtsZ a tvorbu Z-kruhu ve stfedu bunky
(Treuner-Lange et al., 2013; Schumacher a Segaard-Andersen, 2017; Schumacher et al., 2017)
PomZ je ATPasa, kterd patfti do rodiny ParA/MinD ATPas (Lutkenhaus, 2012). Ve svém
dimernim, ATP-vazaném stavu se nespecificky vaze k DNA a jeho aktivita je stimulovana
interakci s PomX, PomY a DNA. PomX a PomY, zjednodusen¢ modelové, tvoii jediny klastr,
ktery je k nukleoidu vazan prav€ pomoci dimeri PomZ. Pocinaje polohou mimo bunéény stied,
blizko jednoho pdlu nukleoidu, se klastr pohybuje smérem ke stfedu nukleoidu, ktery se shoduje
se stfedem buiiky (Schumacher et al., 2017). Kdyz klastr dojde do stfedu buiiky, vytvoii se na
tomto misté Z-kruh a buiika se rozdeli. Béhem bunécéného déleni se klastr rozdéluje na dvé
poloviny, takze kazda polovina je umisténa na jednom poélu nukleoidu kazdé dcetfiné bunky a
cyklus se opakuje (obr. 2-5). Zajimavé je, Ze vSechny tfi proteiny PomXYZ lokalizuji ve stfedu
buiky pfed pfichodem FtsZ, ale 1 v jeho neptfitomnosti (Treuner-Lange et al., 2013; Schumacher

etal., 2017).
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Obr. 2-5: Schématické znazornéni regulace vzniku Z-kruhu u M. xanthus pozitivnim systémem PomXYZ.

Ptevzato z Schumacher et al., 2017; trojice kruhli z tmaveé modré, zelené a cervené barvy: PomXYZ; cerveny oval:
PomZ vazany k nukleoidu; zelena elipsa: Z-kruh; Zluty bod: ParB/parS (oriC); ¢eny bod: pocatek replikace;

svétle modra barva: nukleoid; cerna cara ukoncena Sipkou: trajektorie PomXYZ

2.2.5 Pozitivni regulator PIdP u Corynebacterium glutamicum

Ackoliv ty€inkovita aktinobakterie Corynebacterium glutamicum postrada oba systémy
Min a NO, produkuje homolog proteinu ParA, PIdP, ktery pravdépodobné hraje wlohu
v lokalizaci Z-kruhu. P1dP v ¢asné fazi bunécného cyklu lokalizuje v bunécném stiedu. Jeho
inaktivace mé za nasledek zvySenou variabilitu délky buné€k, které jsou bud’ piili§ kratké nebo

pfilis dlouhé, a tvorbu minibun¢k (Donovan et al., 2010).

2.3 Bunécné déleni u Streptococcus pneumoniae
Bunééné deéleni vyzaduje koordinaci mnoha procest, jako je replikace a segregace
chromosomil, vybér mista bunécného déleni a nakonec syntéza a remodelace peptidoglykanu

v bunécné sténé (Engholm et al., 2017).
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S. pneumoniae patfi mezi gram-pozitivni bakterie a vyznaCuje se specifickym,
tzv. ovoidnim tvarem bunék, stejné jako ostatni streptokoky, enterokoky ¢i laktokoky. Ovoidni
bakterie se vzdy déli ve stejné roviné kolmé k dlouhé ose buiiky, podobné jako tycinkovité
bakterie. Avsak patii do skupiny bakterii, které postradaji oba syst¢émy Min a NO, a proto zptsob,
jakym urcuji misto vzniku bunécné prepazky, nebyl dosud plné objasnén (Zapun et al., 2008).
Presto nékteré zakladni cytokinetické mechanismy probihajici u streptokokt jsou podobné tém,
které byly a jsou i nadale zkoumény u dvou hlavnich modelovych organismi ty¢inkovitého tvaru,
E. coli, jakozto zéastupce gram-negativnich bakterii a B. subtilis, jakozto zastupce gram-
pozitivnich bakterii (Xiang et al., 2019). Navic S. pneumoniae obsahuje ve svém genomu jedinou
Ser/Thr proteinkinasu StkP, kterd je regulatorem bunécného dé¢leni. Z téchto davodu se
S. pneumoniae stal vhodnym modelovym organismem ke zkoumdni mechanismu bunééného

déleni u ovoidnich bakterii.

2.3.1 Segregace chromosomii u S. pneumoniae

Dosud neni zcela jasné, jak ovoidni bakterie, jako je S. pneumoniae, E. faecalis ¢i
L. lactis, organizuji a segreguji své chromosomy. U S. pneumoniae je segregace chromosomi
postupnym procesem, ktery trva dvé tietiny bunééného cyklu, a kone¢né oddéleni chromosomu
nastava tésné pred uzavienim délici prepazky (Kjos a Veening, 2014). To potvrzuje pozorovany
jev, kdy dochazi k sestavovani Z-kruhu nad nesegregovanymi chromosomy (obr. 2-6) (Land et
al., 2013).

U S. pneumoniae se na segregaci chromosomu podileji nésledujici dosud objevené
systémy a proteiny: ParB-parS nukleoproteinovy komplex, syst¢ém SMC-ScpAB, protein RocS,
FtsK a rekombinasa XerD. ParB je DNA vazebny protein, ktery specificky rozeznava parS mista
vyskytujici se v blizkosti pocatku replikace. SMC (Structural Maintenance of Chromosome)
kondensin tvoifi komplex se dvéma dal§imi proteiny, ScpA a ScpB (Mascarenhas et al., 2002).
Predpoklada se, ze tento komplex pfispiva k segregaci chromosomi zhutiovanim a
organizovanim DNA, ackoliv pfesny mechanismus nebyl zatim objasnén. SMC-ScpAB je
rekrutovan k parS mistim pomoci ParB (Minnen et al., 2011). Také se ukazuje, ze SMC hraje
diilezitou roli v organizaci a rozdéleni pocatkli replikace a dokonce brani formovani septa
v oblasti nesegregovanych chromosomii (Kjos a Veening, 2014). Oproti B. subtilis neni pro

S. pneumoniae ParB ani SMC kondensin esencialni. Delece parB ¢i smc zplsobuje defekty
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v segregaci chromosomd, pficemz je pozorovano 1 — 4 % anukleovanych bunék (Minnen et al.,
2011; Kjos a Veening, 2014). Neddvno objeveny membranovy protein RocS interaguje jak
s chromosomalni DNA, tak s proteinem ParB. Delece rocS vede ke vzniku bunék, které vykazuji
defekty v segregaci chromosomt nebo jsou zcela anukleované. Navic RocS interaguje
s proteinem bunécné¢ho déleni FtsZ a brani bunéénému déleni (Mercy et al., 2019). Mezi dalsi
interak¢ni partnery RocS patii tyrosinova kinasa CpsD (Mercy et al., 2019), kterd hraje ulohu
v syntéze polysacharidového pouzdra. Nefosforylovanéd forma CpsD zptsobuje defekty v syntéze
pouzdra v misté bunécného déleni, elongaci bunck a defekty v segregaci chromosomu. Také bylo
zjisténo, ze je CpsD strukturné homologni s ParA ATPasou, kterd u pneumokoka nebyla
identifikovana. CpsD interaguje s ParB a moduluje jeho mobilitu. Tato pozorovani naznacuji, ze
CpsD funguje jako signalni systém koordinujici syntézu polysacharidii pouzdra se segregaci
chromosomil, ¢imz je zaji$téno, ze dcefiné bunky jsou fadn¢ chranény (Nourikyan et al., 2015).
Koneéné rozstépeni chromosomalnich dimert zajistuje rekombinasa XerD v interakci s FtsK.
FtsK je membranové vazand ATP-dependentni DNA translokasa, kterd zajiStuje rychly
usmérnény pohyb chromosomu. Jednd se o vysoce konzervovany protein u ruznych druht
bakterii (Bigot et al., 2004; Stouf et al., 2013). U L.lactis lokalizuje do mista bunééné¢ho déleni
(Le Bourgeois et al., 2007) a u S. pneumoniae, podobné jako u E. coli ¢i B. subtilis, je fazen téz
mezi proteiny bunééného déleni (Massidda et al., 2013). Nicméné se ukazuje, Ze segregace
chromosomil je mnohem komplexnéjsi déj, jehoz spravny prubéh je zavisly dokonce i na

transkripci, ackoliv pfesny mechanismus neni zatim znam (Kjos a Veening, 2014).

Obr. 2-6: Schématické znazornéni tvorby septa pies nesegregované chromosomy u S. preumonaie v pribéhu
bunécného cyklu.
Prevzato z Kjos a Veening, 2014. zeleny bod: oriC; cervena barva: chromosom; modrofialova barva: délici

prepazka.
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2.3.2 Syntéza bunécné stény u S. pneumoniae

Bunécéné sténa zastdva tii hlavni funkce, které jsou nezbytné k preziti vSech bakterii
s bunécnou sténou. Za prvé udava a udrzuje tvar buniky. Dale chrani bunky pied lyzi v disledku
vnitiniho turgoru a nakonec ukotvuje povrchové proteiny a pouzderné polysacharidy (Vollmer a
Bertsche, 2008). Hlavni komponentou bunécné stény je peptidoglykan (PG). Jednd se o
heteropolymer slozeny z dlouhych glykanovych fetézct spojenych kratkymi peptidy (Barreteau
et al., 2008). Za polymeraci PG zodpovidaji tzv. penicilin vazebné proteiny (PBPs) a jejich
mutace ma za nasledek rozvoj rezistence k antibiotikim (Hakenbeck et al., 2012). S. pneumoniae
koduje Sest PBPs. PBPla, PBP1b a PBP2a s glykosyltransferasovou a transpeptidasovou
aktivitou patii do skupiny A HMM (High Molecular Mass). PBP2b a PBP2x patii do skupiny B
HMM a maji pouze transpeptidasovou aktivitu. Posledni PBP3 (DacA) samostatn¢ vytvari
skupinu C LMM (Low Molecular Mass). PBP3 je na rozdil od ostatnich D, D-
karboxypeptidasou a lokalizuje rovnomérné po celém bunééném povrchu (obr. 2-7) (Barendt et
al., 2011).

V pribéhu bunééného déleni dochazi nejen k syntéze bunécéné stény, ale také k jeji
remodelaci, za kterou u pneumokoka zodpovidaji mimo jiné peptidoglykanové hydrolasy PcsB
(Sham et al., 2011) a LytB (De Las Rivas et al., 2002). Tyto dv€ hydrolazy zajiStuji oddéleni
dcefinych bunék ve spravnou dobu (obr. 2-7). Pro spravnou funkci PcsB je nezbytna interakce
s komplexem proteind bunééného déleni FtsEX (Sham et al., 2011; Bartual et al., 2014).

S. pneumoniae dosahuje svého specifického tvaru pomoci dvou proteinovych komplexi
syntetizujicich PG. Prvni, nazyvany elongasom, zodpovida za syntézu periferniho PG a tedy za
vlastni elongaci buiiky. Druhy komplex, zvany divisom, zodpovida za stavbu bunécné piepazky.
U ty€inkovitych bakterii tyto dva proteinové komplexy nekolokalizuji, zatimco u ovoidnich
bakterii se ukazuje, Ze s nejvetsi pravdépodobnosti kolokalizuji v misté tvorby bunécéné prepazky
(Zapun et al., 2008; Massidda et al., 2013; Pinho et al., 2013; Engholm et al., 2017). Misto
bunécného d€leni u S. pneumoniae je oznateno doposud jedinou znadmou strukturou nazyvanou
ekvatoridlni kruh (Higgins a Shockman, 1970), ktery se v nové vzniklé dcefiné bunce naléza
uprostied bunky, tedy v misté s nejvétsim primérem. Brzy poté, co je zapocato bunécné deleni,
dojde po stranach plivodniho kruhu k vytvofeni dvou novych ekvatorialnich kruhti, které¢ se od
sebe navzdjem zacnou oddalovat v zavislosti nasyntéze periferntho PG. Jakmile dojde

k vytvoteni novych hemisfér bunck, ekvatorialni kruhy se opét nalézaji ve stredu kazdé z bunék,
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kde znaci misto budouciho bunééného déleni (obr. 2-7) (Higgins a Shockman, 1970; Wheeler et
al., 2011). Divisom a elongasom S. pneumonaie je stru¢né popsan v nasledujicich odstavcich.
Ptehled jednotlivych proteinti bunééného déleni a jejich funkce je uveden v tabulce 2-1.

Sestaveni divisomu se sklada pfinejmenSim ze dvou fazi - rané a pozdni. V prvni fazi
dochazi k sestaveni a stabilizaci Z-kruhu. Z-kruh vznikd polymeraci vysoce konzervovaného,
eukaryotickému tubulinu podobného proteinu FtsZ, ktery se diky své GTPasové aktivité sklada
do kruhovité struktury (Bi a Lutkenhaus, 1991). Dale s FtsZ interaguje dals$i Casny protein
bunécného déleni FtsA (Lara et al., 2005). Ten tvoii protofilamenta podobna aktinu (Szwedziak
et al., 2012) a pomoci amfipatického helixu v C-koncové doméné¢ se vaze k cytoplazmatické
membrang, ¢imz Z-kruh stabilizuje (van den Ent a Lowe, 2000; Pichoff a Lutkenhaus, 2005). Z-
kruh je u S. pneumoniae déle stabilizovan pomoci proteinii EzrA (Massidda et al., 2013; Rued et
al., 2017), ZapA (Maggi et al., 2008), ZapB (Massidda et al., 2013) a SepF (Fadda et al., 2003).
V druhé fazi nasedaji na stabilizovany Z-kruh dal$i proteiny divisomu, a to regulator bunééného
déleni StkP (Beilharz et al., 2012) a nésledné pozdni proteiny bunécného déleni DivIB (FtsQ),
DivIC (FtsB), FtsL, FtsW, PBP2x, PBPla (Morlot et al., 2003, 2004; Noirclerc-Savoye et al.,
2005) a DivIVA (Fadda et al., 2007). Dulezité¢ je zminit, Ze casné proteiny bunécného déleni
FtsZ, FtsA a stabilizacni protein EzrA ptechazeji do budoucich mist déleni znacenych
ekvatoridlnimi kruhy jiz béhem konstrikce septa, ve kterém zaroven zistavaji az do jeho uzavieni
(Morlot et al., 2003; Lara et al., 2005; Perez et al., 2018).

Na rozdil od ty¢inkovitych bakterii, S. pneumoniae, stejné tak jako vétSina ovokok,
postradaji protein MreB a elongasom je sloZen z nasledujicich proteini MreC, MreD (Land a
Winkler, 2011), PBP2b, PBPla (Morlot et al., 2004), RodA, RodZ (Massidda et al., 2013) a
GpsB (Massidda et al., 1998). AvSak oba proteinové komplexy, elongasom 1 divisom, sestavaji i
z dalSich proteind, jejichZ charakterizace probihaji nebo jesté nebyly identifikovany. Dokonce se
ukazuje, Ze nekteré proteiny jsou diilezité pro spravnou funkci obou proteinovych komplexi, jako
napt. adaptorovy protein GpsB, ktery pravdépodobné spolu s StkP funguje jako “prepinac mezi
septalni a periferni syntézou PG (Beilharz et al., 2012; Rued et al., 2017) ¢i protein DivIVA,
ktery je proteinem divisomu, ale je potfebny pro spravnou lokalizaci elongasomu (Straume et al.,
2017). Protein PBPla je dokonce uvadén jako soucast obou proteinovych komplext (Land a

Winkler, 2011), coz naznacuje, ze elongasom a divisom nejen kolokalizuji v mist¢ bunécné
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piepazky, ale tvori spolecny multiproteinovy komplex. Piehled proteinti elongasomu a divisomu

je v tabulce 2-1.

Obr. 2-7: Schématické znazornéni bunééného déleni u S. pneumoniae.

Pfevzato z Pinho et al., 2013
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Protein | Funkce | Lokalizace | Citace
Divisom
strukturni homolog tubulinu Sept}l m, v pogdej > fiazi Lara et al., 2005; Perez et
FtsZ v bunécného déleni septum a
tvorici Z-kruh, GTPasa 1 al., 2018
ekvatorialni kruhy
. . septum, v pozdé¢jsi fazi
FisA \S/;r;lla(éllllrgt)lflrenn?‘:)(ﬁnakzltl;ll;’ilizu'e bunééného déleni septum a Lara et al., 2005; Mura et
7 kruh y J ekvatorialni kruhy shodné s al., 2017; Perez et al., 2018
FtsZ
ZapA stabilizacni protein Z-kruhu nedefinovano Massidda et al., 2013
ZapB stabilizacni protein Z-kruhu nedefinovano Massidda et al., 2013
stabilizac¢ni protein Z-kruhu, )
SepF (YImF) jehoz funkce se piekryva s septum zla dczlg le 7t al., 2003; Mura et
funkci FtsA "
e - septum, v pozdéjsi fazi
EzrA iii?{lﬁ?él;lﬂ r.gtg;]k%elfl?iﬁ;u’ bunééného déleni septum a Rued et al., 2017; Perez et
ozi}é  formo \J/éni 7-kruhu ekvatorialni kruhy shodné s al., 2018
P FtsZ
ABC transportér, vyZzadovan pro
FtsE, X spravnou lokalizaci a aktivaci septum Sham et al., 2011, 2013
PcsB
FtsK (SpollIE) lsggorredézgic(e:}z grz(c)ggﬁl%delem 3¢ septum Massidda et al., 2013
Le Gouéllec et al., 2008;
. stabilizace ¢i podpora sestaveni Masson et al., 2009;
DiviB (FisQ) déliciho komplexu septum Noirclerc-Savoye et al.,
2013
. .. , Masson et al., 2009;
DivIC (FtsB) (Sitéal?(l:lif(?ieo; pl(e)ipora sestaveni septum Noirclerc-Savoye et al.,
plexu 2013
pravdépodobna tiloha v septalni Ma‘sson et al., 2009;
FtsL svntéze PG septum Noirclerc-Savoye et al.,
y 2013
PG glykosyltransferasa, septalni Morlot et al., 2004;
FisW syntéza PG septum Meeske et al., 2016
. Morlot et al., 2004; Tsui et
PBP2x (Ftsl) PG tt,rﬁsl’elﬂt,‘das;(’}rem"delace 2 | septum al., 2014; Sharifzadeh et
septalni syntéza al. 2017
PG glykosyltrasferasa a )
PBPla transpeptidasa, syntéza septum &(;;E‘;retza(l).l, 12 004; Land a
septalniho a periferniho PG ’
PG glykosyltrasferasa a )
PBP2a transpeptidasa, syntéza septum Stu;d Ztoallé’ 2017; Fenton
septalniho PG? ’
membranove vazany kofaktor
MacP PBP2a septum Fenton et al., 2018
protein divisomu, vyzadovan pro
. spravnou lokalizaci elangosomu v . Fadda et al., 2003, 2007;
DivIVA mezi septalni a lateralni septum a bunéené poly Straume et al., 2017
bunécnou sténou
PesB PG hydrolasa, remodelace PG a septum Sham et al., 2011; Bartual
rozdéleni dcetfinych bunék P etal., 2014
LytB PG hydrolasa, rozdé€leni bunééné poly De Las Rivas et al., 2002;

dcefinych bun¢k

Zucchini et al., 2018
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hydrolasa bunécné stény,
Pmp23 pravdépodobné¢ dilezita pro septum Jacq et al.. 2018
P spravnou lokalizaci Z-kruhu a P d ?
LocZ/MapZ
Elongasom
regulace perlférm syntezy PG, septllvm,, v pogdej i fazi Land a Winkler, 2011;
MreC, D kontrola lokalizace a aktivity bunééného déleni septum a Stamsas et al.. 2017
PBPla ekvatorialni kruhy ’
periferni syntéza PG, kontrola . Tsui et al., 2016; Stamsas
Rodz aktivity PBP1a a MItG nedefinovana etal, 2017
PG glykosyltransferasa, Meeske et al., 2016;
RodA periferni syntéza PG septum Stamsas et al., 2017
. e Morlot et al., 2004;
PBP2b fcfl g;:sl?ép tidasa, periferni septum Sharifzadeh et al., 2017,
y Straume et al., 2017
PG glykosyltrasferasa a Morlot et al., 2004; Land a
PBPla transpeptidasa, syntéza septum Winkler. 2 0'1’1 ’
septalniho a periferniho PG ’
GpsB Syntéra petformih a septiniho | sptum Massidda et al, 2013;
P v P P P Rued et al., 2017
usmérnuje aktivitu PBP1a do
CozE stredu buitky septum Fenton et al., 2016
funkéni homolog endolytické )P tll VP O%dej > fizi
AR bunééného déleni septum a .
MItG transglykolasy E. coli u€astnici i1 . Tsui et al., 2016
2 , ekvatorialni kruhy shodné s
se periferni syntézy PG MreCD
Signalizace/regulace
StkP Ser/Thr proteinkinasa, regulator | septum, v posledni fazi Giefing et al., 2010;
buné¢ného déleni bunééného déleni septum a Beilharz et al., 2012;
ekvatorialni kruhy shodné s Fleurie et al., 2012
FtsZ
PhpP Ser/Thr proteinfosfatasa, septum Osaki et al., 2009; Ulrych
regulator bunééného déleni etal., 2016
cytoplazma - obohacen v Ulrych et al., 2016;
septu a v pozdéjsi fazi Jarosova 2017; Stamsas et
EloR/KhpB/Jag regulace elongace bunééného déleni v septu a al., 2017
ekvatorialnich kruzich
PBP3 (DacA) D,D-karboxypeptidasa, cely bunécny povrch Morlot et al., 2004, 2005
substratem jsou pentapeptidy PG
DacB L,D-karboxypeptidasa, cely bunécny povrch Barendt et al., 2011
substratem jsou tetrapeptidy PG

Tab. 2-1: Piehled proteini elongasomu a divisomu u S. pneumoniae

Pfevzato a upraveno z Massidda et al., 2013 a Xiang et al., 2019.

2.4 Funkéni signalizacni par: proteinkinasa StkP a proteinfosfatasa PhpP

Prokaryota casto vyuZzivaji reverzibilni proteinové fosforylace zprostfedkované pomoci

proteinkinas a proteinfosfatas k pfenosu signalu v pribé¢hu bunécného cyklu a odpovédi na

zmény v prostiedi.

Nejobvyklejsim

typem bakterialnich
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dvoukomponentové systémy (TCS) slozené z histidinové kinasy a pfisluSného regulacniho
proteinu (Stock et al., 2000). AvsSak Ser/Thr proteinkinasy (ESTK) a fosfatasy (ESTP)
eukaryotického typu byly prokdzany u mnohych bakteridlnich druhii, ve kterych reguluji rtizné
bunécné déje, jako je veétveni hyf u S. coelicolor (Hempel et al., 2012), germinace spor u
B. subtilis (Shah et al., 2008), antimikrobidlni rezistence u E. faecalis (Kristich et al., 2007) ¢i
formovani plodnic u M. xanthus (Mufioz-Dorado et al., 1991). U ty¢inkovitych bakterii, které ve
svém genomu nekoduji hlavni regulator periferni syntézy PG MreB jako napt. M. tuberculosis
nebo C. glutamicum, reguluji ESTK elongaci bun¢k (Fiuza et al., 2008; Mir et al., 2011). Stejné
tak vétSina ovoidnich bakterii postrada protein MreB, ale koduji pfinejmensim jednu ESTK,
zatimco u kokt jsou ESTK méné bézné (Pinho et al., 2013).

S. pneumoniae ve svém genomu obsahuje jediny gen pro Ser/Thr proteinkinasu
eukaryotického typu StkP a jediny gen pro Ser/Thr proteinfosfatasu eukaryotického typu PhpP.
Tyto geny se s Ctyf nukleotidovym pfesahem piekryvaji a jsou transkribovany ve formé jediné
mRNA (Novakova et al., 2005). Proto je S. pneumoniae vybornym modelovym organismem
vhodnym ke zkoumani funkce téchto enzymt a jejich signaliza¢nich drah.

StkP  patfi do konzervované rodiny transmembranovych Ser/Thr proteinkinas
eukaryotického typu sPASTA (Penicillin-binding protein And Serine/Threoine kinase
Associated) doménami (Yeats et al., 2002). StkP je transmembranovou doménou rozdélena na
cytoplazmatickou cast, kterd obsahuje katalytickou doménu, a senzorovou extracelularni Cast
slozenou ze Ctyf opakovani PASTA domén (Novakova et al., 2005). PASTA domény jsou
nezbytné pro vlastni aktivitu StkP, jeji schopnost autosfosforylace a naslednou fosforylaci
substrat in vivo, ale i pro lokalizaci v bunééném stiedu (Pallova et al., 2007; Novakova et al.,
2010). Bylo prokazano, ze PASTA domény vazou in vitro i in vivo podjednotky peptidoglykanu,
pfi¢emz je tato vazba druhové specifickd (Maestro et al., 2011; Beilharz et al., 2012). V recentni
studii Zucchini et al. (2017) ukazali, ze PASTA domény StkP moduluji tloustku stény septa i
stupen aktivace StkP. Také navrhli model, ve kterém jsou prvni tfti PASTA domény vyzadovany
kterd zodpovida za lokalizaci StkP v septu a fidi kone¢nou separaci dcefinych bunék v interakci
s hydrolasou LytB.

Pro zivotaschopnost S. pneumoniae neni StkP esencidlni, ackoliv je zafazena mezi

proteiny s globalni regula¢ni funkci (Saskovéa et al., 2007). Ve virulentnich kmenech ma
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inaktivace stkP za nasledek atenuaci virulence a u nevirulentnich kmenli vede ke sniZeni
kompetence a lyzi bun¢k (Echenique et al., 2004). Mutantni kmen AstkP je citlivy k plisobeni
antibiotik a environmentalnich strest (teplotni, oxidativni, osmoticky a nizké pH) (Saskova et al.,
2007). Nicmén¢ se ukazuje, ze StkP je jednim z dilezitych regulatori bunééného déleni, ktery
koordinuje syntézu bunécné pirepazky s elongaci bunky, coz zajistuje pneumokokovi jeho
typicky ovoidni tvar (Beilharz et al., 2012). Morfologicky se delece stkP projevuje tvorbou
dlouhych bun¢k s ¢etnymi neuzavienymi Z-kruhy a naopak nadprodukce StkP vede k produkci
malych kulatych bun¢k (Giefing et al., 2008; Beilharz et al., 2012). Pomoci rtznych
mikroskopickych technik bylo prokazano, ze StkP spolecné¢ s fosfatasou PhpP lokalizuje
v bunécném stiedu jako soucast déliciho proteinového komplexu (Giefing et al., 2010; Beilharz et
al., 2012). Zde lokalizuje az po vytvoreni a stabilizaci Z-kruhu, ale zaroven dfive nez pozdni
délici protein DivIVA a v tvorici se dé€lici pfepazce zlstava az do jejiho uzavieni a rozdéleni
dcefinych bunék (Beilharz et al., 2012; Zucchini et al., 2018).

Proteinfosfatasa PhpP patii do rodiny PPM (Metal-dependent Protein Phosphatases)
fosfatas, které jsou homologni s eukaryotickymi fosfatasami typu PP2C (Shi, 2009). PP2C
fosfatasy jsou mangan- nebo hoi¢ik-dependentni enzymy. Obsahuji 11 konzervovanych motivl a
pro jejich funkci jsou nezbytné invariantni aspartatové zbytky v doménéch 8 a 11, které se prave
podileji na vazbé kovovych iontii (Das et al., 1996), coz bylo in vitro prokazéano i v ptipadé PhpP
(Novékova et al., 2005). PP2C tvoti velkou rodinu vysoce konzervovanych proteinfosfatas.
V lidském genomu jich je kdédovano 16 (Lammers a Lavi, 2007). U modelovych zastupcii rostlin
jich bylo identifikovdano mnohem vice, 80 u Arabidopsis thaliana a 78 u ryZe (Xue et al., 2008).
Zda se, ze jejich primarni funkci je regulace stresové odpoveédi, nicméné svou roli hraji v dalSich
déjich, jako je bunécny rust a diferenciace, apoptosa a metabolismus (Lu and Wang, 2008).
Homology PPM fosfatas byly objeveny i u bakterii a jejich strukturni analyza ukézala, Ze jsou
témet identické s hlavni doménou lidské PP2C fosfatasy. Nicméné bakteridlni PPM fosfatasy
v porovndni s lidskou PP2C fosfatasou vykazuji odliSnosti. Vyzaduji tfi kovové ionty
(eukaryotické pouze dva) a nad aktivnim mistem obsahuji smycku, kterd pravdépodobné
usnadiiuje navazani substratu a katalyzu (Shi, 2009). Oproti eukaryotiim prokaryota velmi Casto
obsahuji v chromosomu pouze jediny gen pro ESTK a jediny gen pro ESTP, pfi€emz jsou tyto
geny piepisovany spolecné v ramci jediné mRNA (Burnside a Rajagopal, 2011). AvSak vyskytuji

se 1 vyjimky, jako napt. bakterie M. tuberculosis, jejiz genom koéduje 11 ESTK a pouze jedinou
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ESTP (Dworkin, 2015). Vétsina bakteridlnich ESTK jsou membranoveé vazané proteiny, zatimco
ESTP se nachazeji v cytoplazmé.

PhpP je mangan-dependentni cytoplazmaticky protein, ktery je v ¢asné exponencidlni fazi
rustu obohacen v bunécném stiedu. Tato lokalizace je =zavisld na pfitomnosti aktivni
autofosforylované StkP (Beilharz et al., 2012). Rovnéz bylo prokdzéno, ze autofosforylovana
StkP je defosforylovana pravé PhpP a mnoho substratii StkP nalezi i mezi substraty PhpP, coz
znaci, ze tvori funkéni par in vivo (Novéakova et al., 2005). Vzhledem k dlouho pfetrvavajicimu
piredpokladu, ze je PhpP pro zivotaschopnost S. pneumoniae esencidlni (Saskova et al.,
2007)(Saskova, 2007), nebylo mozné blize objasnit jeji funkci ani charakterizovat jeji dalsi
substraty. V roce 2012, ve studii Agarwal et al., zvefejnili postup pfipravy mutantniho kmene
AphpP u dvou opouzdifenych kmenti 6A a D39. Charakterizace mutantii odhalila kmenové
specifickou roli PhpP.

U virulentnich kment 6 AAphpP a D39AphpP dochazi ke zvysené agregaci bunék, tvorbé
dlouhych fetizkli a sté¢na bunék je v porovnani s divokym kmenem tlustsi, avSak dalsi defekty
bunééného déleni pozorovany nebyly. Kmenova specifita delece phpP se projevila pti adhezi,
tvorbé biofilmu a v reakci na environmentalni stresy. Kmen 6AAphpP efektivné adheruje na
hltanové buiiky a vykazuje zvySenou tvorbu biofilmu v porovnani s kmenem D39AphpP, ktery se
chova podobné jako divoky kmen. V pfipadé reakce na stresové podminky je kmen 6 AAphpP
citlivy ke zvySené teploté, nizkému pH, oxidativnimu a osmotickému stresu. Kmen D39AphpP je
z uvedenych strest citlivy pouze na osmoticky (Agarwal et al., 2012).

Vzhledem k tomu, Ze z ptedchozich vysledkli nasi laboratofe vyplyvalo, Ze je PhpP
v nami pouzivaném neopouzdieném kmeni Rx1 pravdépodobné esencialni (Saskova, 2007),
rozhodli jsme se pro pfipravu mutanta AphpP v divokém kmeni Rx1, jeho ptipadnou dalsi
charakterizaci a objasnéni funkce PhpP v bunééném déleni. Nékteré vysledky nasi laboratote jsou
uvedeny ve vysledkové ¢asti v kapitole 4.2 Projekt: Esencialita a funkce Ser/Thr proteinfosfatasy
PhpP u Streptococcus pneumoniae a souhrnné vSechny dosazené vysledky jsou obsazeny

v publikaci nasi laboratotfe Ulrych et al. (2016).
2.4.1 Substraty StkP a PhpP

ESTK s PASTA doménami a jejich pfidruzené¢ ESTP jsou u gram-pozitivnich

bakterii vyzadovany pro spravné umisténi a tvorbu septa a naslednou separaci bunck. Tuto funkci
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vykonavaji prostiednictvim fosforylace a defosforylace svych substratd (Pereira et al., 2011).
Proto je pro pochopeni déja, které ESTK a ESTP fidi, nezbytnym krokem nejen jejich vlastni
charakterizace, ale i charakterizace jejich substratu.

Mezi doposud urcené substraty StkP patii proteiny syntézy bunécné stény GlImM a MurC,
pyrofosfatasa PpaC, transkrip¢ni reguldtor RR06, osifely transkripcni reguldtor RitR, kofaktor
MacP, transkripéni reguldtor ComE, proteiny bunécného déleni FtsZ, FtsA, DivIVA,
Jag/KhpB/EloR a LocZ/MapZ a pravdépodobny protein bunééného deleni Spr0175, pticemz
proteiny MurC, RitR, RR06, DivIVA, Jag/KhpB/EloR a LocZ/MapZ byly prokazany téz jako
substraty PhpP. DalSim substratem PhpP je autofosforylovana StkP.

GImM

Fosfoglukosaminmutasa, zkracené oznacovand jako GImM, byla identifikovéana in vivo 1
in vitro jako substrat StkP (Novakova et al., 2005). GImM katalyzuje prvni krok v biosyntetické
draze vedouci ktvorbé UDP-N-acytelglukosaminu, prekurzoru bunécnych komponent
peptidoglykanu, lipopolysacharidd a teichoovych kyselin. In vitro fosforylace GlmM
proteinkinasou StkP stimuluje jeji specifickou aktivitu. AvSak vyznam fosforylace GImM in vivo

nebyl doposud plné objasnén (Pallova, 2007).

MurC

MurC neboli UDP-N-acetylmuramoyl:L-alanin ligasa byla in vitro prokazana jako dalsi
substrat StkP a jeji fosforylovana forma jako substrat PhpP. MurC syntetizuje esencialni
intermediat v draze biosyntézy peptidoglykanu, ve které katalyzuje navazani L-alaninu na UDP-

N-acetylmuramovovou kyselinu (Falk a Weisblum, 2013).

PpaC

Mangan-dependentni anorganicka pyrofosfatasa PpaC je dalSim, ale pouze in vivo
prokdzanym substratem StkP. Fosforylace in vitro nebyla zatim prokazana pravdépodobné
z dlivodu absence interakéniho partnera ¢i potieby specifickych reakénich podminek (Novakova
etal., 2010).

Pyrofosfatasy jsou esencialni enzymy katalyzujici hydrolyzu anorganického pyrofosfatu

(PP;). PP; se tvofi béhem riznych biosyntetickych reakeci vyzadujicich ATP, pficemz vétSinou
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pusobi jako inhibitor (Lahti, 1983). Nejvice prozkoumanou pyrofosfatasou je PpaC S. agalactiae
(PpaCs,), kterd se ucastni procesu virulence (Rajagopal et al., 2003). PpaCg, je proteinkinasou
Stk1 fosforylovdna na serinovém zbytku. Nicméné piesnd pozice aminokyseliny ani vyznam
fosforylace neni znadm (Silvestroni et al., 2009). PpaC S. pneumoniae je pravdépodobné
fosforylovana na threoninovém zbytku, ale stejné¢ jako u PpaCgs,, neni pozice ani vyznam

fosforylace zndm (Novékova et al., 2010).

RR06

RRO6 je regulacnim proteinem dvoukomponentového systému TSCO06, jednim ze 13
dvoukomponentovych systéma vyskytujicich se u S. pneumoniae. Bylo zjisténo, ze krome
fosforylace na aspartitovém zbytku histidinovou kinasou HKO06 je RRO06 in vitro i in vivo
fosforylovan proteinkinasou StkP na threoninovych zbytcich a defosforylovan pomoci PhpP.
Posttranslacni modifikace RR06 systémem StkP/PhpP je dulezitym a efektivnim alternativnim
mechanismem pro regulaci exprese pneumokokového povrchového adhesinu CbpA/PspC

(Agarwal et al., 2012).

RitR

“Osifely* regulacni protein RitR patfi mezi spolecné substraty StkP a PhpP. Jako
“osifely* se oznacuje z divodu chybéjici histidinové kinasy (Ulijasz et al., 2004, 2009).

Ackoliv je RitR fazen mezi globalni regulatory, jeho hlavni funkci je zajiSténi homeostazy
zeleza v bunice. RitR se sklada z C-terminalni DNA vazebné domény a N-termindlni regulacni
domény. Ve svém defosforylovaném stavu se pomoci DNA vazebné domény vaze na piu
promotor, kde reprimuje transkripci genil pro transportéry zeleza PiuA a PiuB. In vitro bylo
prokézano, Ze za defosforylaci je zodpovédna PhpP. Naopak StkP protein RitR fosforyluje, ¢imz
dojde ke zmeén¢ jeho konformace a RitR se uvolituje z piu promotoru (Ulijasz et al., 2004, 2009).
V recentni studii Glanville et al. (2018) ukazali, Ze RitR také plisobi jako sensor redoxniho
potencialu. V reakci na koncentraci H,O, v buiice reguluje hladinu Zeleza prostfednictvim svého
jediného cysteinu (Cys128). Pti vysoké intracelularni koncentraci H,O, dochazi k oxidaci RitR

na Cys128, kterd méni jeho konformaci a RitR se vaze a inhibuje piu promotor.
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MacP

MacP je membranovée vazany kofaktor PBP2a. Lokalizuje do mista bunééného déleni, kde
tvofi komplex sPBP2a. MacP je in vivo fosforylovan proteinkinasou StkP, piicemz
fosforylovana forma MacP je pro aktivitu PBP2a nezbytnd. MacP je tedy in vivo prvnim
proteinem, ktery ukazuje, ze StkP je nejen regulatorem bunécného dé€leni, ale fosforylaci svého

substratu ovlivituje i samotnou syntézu peptidoglykanu (Fenton et al., 2018).

ComE

ComeE je regulacnim proteinem dvoukomponentového systému ComDE (TCS12), ktery in
vitro 1 in vivo podléhd fosforylaci proteinkinasou StkP. Za piihodnych podminek je ComE
fosforylovan histidinovou kinasou ComD na aspartatovém zbytku, coz zplsobi konformacni
zménu ComkE, jeho navazani do promotorové oblasti ceb pro Casné geny kompetence a jejich
prepis. AvSak v kyselém prostfedi podléha ComE fosforylaci proteinkinasou StkP na threoninu
v pozici 128. Tato fosforylace zvySuje jeho dimeriza¢ni aktivitu a zpiisobuje konformaéni zmény
v DNA vazebné doméng, ktera mu umoziuje ovlivnit transkripci 104 genti zapojenych v riznych
bunéénych procesech, jako je produkce H,O; ¢i tolerance vici oxidacnimu stresu. Signaliza¢ni
draha StkP/ComE reguluje odpovéd na stres vyvolany nizkym pH a zajiStuje intracelularni
preziti S. pneumoniae v pneumocytech (Pifias et al., 2018). Tyto vysledky osvétluji ditvod

citlivosti kmene AstkP ke kyselému pH (Saskova et al., 2007).

FtsZ

V bakterialni tisi Siroce konzervovany protein FtsZ byl jako substrat StkP prokazan pouze
in vitro (Giefing et al., 2010). FtsZ je homologem eukaryotického tubulinu s GTPasovou
aktivitou. Radi se mezi ¢asné proteiny bunéného déleni a v bunéném stiedu tvoii kruhovitou
strukturu oznacovanou jako Z-kruh. Po vytvofeni a stabilizaci Z-kruhu se k nému véaze 1 StkP

(Beilharz et al., 2012). Nicméné vyznam fosforylace FtsZ in vivo zatim neni znam.

FtsA
Spole¢né s FtsZ interaguje 1 dalsi Casny protein bunécného déleni FtsA (Lara et al., 2005),
ktery ale oproti FtsZ nalezi mezi in vitro 1 in vivo urCené substraty StkP (Beilharz et al., 2012;

Kubincova, 2017). Bylo prokézano, Ze v in vivo podminkdch je FtsA proteinkinasou StkP
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fosforylovan na Thr v pozici 404. Nicméné se ukazuje, ze T404 neni jedinym fosforylatnim
mistem (Kubincova, 2017)

FtsA tvofti protofilamenta podobna aktinu (Szwedziak et al., 2012) a u S. pneumoniae se
fadi mezi esencialni proteiny (Lara et al., 2005). Ackoliv se jedna o cytoplazmaticky protein,
diky svému amfipatickému helixu v C-terminalni ¢asti je schopen se vazat do membrany, a tak
stabilizovat Z-kruh (van den Ent a Lowe, 2000; Pichoff a Lutkenhaus, 2005). Jeho lokalizace do
Z-kruhu je zavisla na proteinu FtsZ (Addinall a Lutkenhaus, 1996), se kterym kolokalizuje ve
vSech fazich bunécného déleni (Mura et al., 2017). V neddvné dobé bylo zjisténo, ze CasteCna
delece genu fis4 zplusobuje u S. pneumoniae prodlouzeni az filamentaci bunék s viceCetnymi
neuzavienymi Z-kruhy. Pfi tplné depleci FtsA dochdzi k delokalizaci FtsZ, tvorbé baloénovitych

bunék a bunéfné lyzi. Naopak nadprodukce FtsA se projevuje tvorbou menSich bunék

wrwe

DivIVA

DivIVA je adaptorovy protein, ktery se ucastni bunécného dé€leni. Fosforylace
proteinkinasou StkP byla prokazana in vivo 1 in vitro (Novékova et al., 2010). Defosforylace
proteinfosfatasou PhpP byla doposud prokdzana pouze in vivo (Beilharz et al., 2012).

DivIVA je Siroce zastoupen u gram-pozitivnich bakterii, kdezto gram-negativni bakterie
koduji na misto proteinu DivIVA protein MinE (Errington et al., 2003). U bakterie B. subtilis je
DivIVA soucésti Min systému, ktery brani buné€nému déleni v oblasti bunécnych poli (detailni
popis viz kapitola 2.2.1 Negativni systémy Min a NO u Escherichia coli a Bacillus subtilis)
(Marston a Errington, 1999).

Imunofluorescencni mikroskopii bylo prokazano, ze DivIVA S. prneumoniae lokalizuje
jak v buné¢nych poélech, tak i v délici prepazce. Do tvortici se délici prepazky ptichazi v pozdni
fazi bunécného déleni, kdy v ni jiz lokalizuje StkP (Beilharz et al., 2012). Inaktivace diviIVA ma
za nasledek tvorbu fetizkli obsahujicich morfologicky odlisné bunky s nedokoncenou prepazkou,
pficemz jsou bunky casto anukleované. Tento fenotyp naznacuje, Zze DivIVA ma svou ulohu
v segregaci chromosomd, sestaveni a uzavieni bunécné prepazky a v urceni bunécného tvaru
(Fadda et al., 2003, 2007). Ve studii Fleurie et al. (2012) in vivo prokézali, ze DivIVA je
proteinkinasou StkP fosforylovan na aminokyselinovém zbytku T201, ktery je pravdépodobné

jedinym fosforylacnim mistem. Buiiky neopouzdieného kmene S. pneumoniae R800 exprimujici
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fosfoablativni formu DivIVA-T201A jsou morfologicky deformované. Maji protahly tvar
s polarnim vydutim. Na zdklad¢é téchto pozorovani v této studii autofi vyslovili hypotézu, ze
fosforylace DivIVA na pozici T201 neovliviiuje vSechny jeho potencidlni funkce, ale je diilezita
piedevsim pro kontrolu bunécného tvaru a ureni mist peptidoglykanové syntézy. Naproti tomu
v kmenech Rx1 a D39 exprese DivIVA-T201A pouze komplementuje fenotyp delece diviVA a
nezpusobuje zadny dalsi fenotypovy defekt (Massidda et al., 2013).

Jag/KhpB/EloR

Jednim z nov¢ identifikovanych a zkoumanych substratl proteinkinasy StkP je protein Jag
(spolllJ Associated Gene) téz oznacovany jako KhpB nebo EloR. In vivo je protein Jag
fosforylovan na threoninu v pozici 89 a jesté dal$im blize neur¢eném aminokyselinovém zbytku.
Defosforylace pomoci PhpP byla prokézéana pouze in vitro (Ulrych et al., 2016).

Jag protein je cytoplazmaticky protein obohaceny v oblasti septa. Obsahuje tfi domény,
pricemz Jag N doména je pravdépodobné zodpoveédna za obohaceni v septu (Jarosova, 2017).
KH doména je schopnéa vazby s RNA a R3H doména vaze ssDNA nebo ssRNA, coz napovida, ze
protein Jag ndleZzi mezi RNA vazebné proteiny. AvSak delece genu pro Jag protein ma za
nasledek tvorbu menSich bunék v porovnani s divokym kmenem, a naopak jeho nadprodukce
vede k elongaci, coz naznacovalo jeho funkci v procesu bunécného déleni (Ulrych et al., 2016).
Nasledné bylo zjisténo, Ze se ucastni regulace syntézy periferniho peptidoglykanu, a byl nazvan
jako EloR (Stamsés et al., 2017). V dalsi studii bylo prokazéano, Ze Jag tvoii komplex s dal§im
RNA vazebnym proteinem KhpA, a byl oznacen jako KhpB. KhpB/Jag/EloR spolecné s KhpA
tvofi heterodimer, ktery reguluje mnozstvi FtsA v bufice na posttranskripéni Urovni. Dalsi
experimenty odhalili, Ze syst¢ém KhpB/KhpA neovliviiuje pouze hladinu FtsA, ale 1 dalSich
proteinll, coZ jim piipisuje roli pleitropntho RNA chaperonu kontrolujiciho buné&cné déleni u

pneumokoka (Zheng et al., 2017).
Spr0175

Spr0175 je in vitro 1 in vivo nové identifikovany substrat proteinkinasy StkP, ktery je

fosforylovén na jediném threoninu v pozici 7 (Kleinova, 2019).
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Spr0175 je maly protein o velikosti 10,3 kDa, jehoz funkce nebyla zatim objasnéna.
Delece spr0175 v kmeni Rx1 a R6 vede k heterogenité velikosti bun¢k a zda se, Ze je protein

lokalizovan v cytoplazmé (Kleinova, 2019).

LocZ/MapZ

LocZ patii mezi in vitro i in vivo urené substraty proteinkinasy StkP (Novakova et al.,
2010). Jedna se o0 membranovy protein ucastnici se bunécného déleni u S. pneumoniae doposud
neznamym mechanismem. Hlavnimi misty fosforylace byly ureny threoniny v pozici 67 a 78,
které se nachazeji v N-terminélni intracelularni doméné (Stekerova, 2012). Defosforylace LocZ
proteinfosfatasou PhpP byla prokazana in vitro reakci cytoplazmatické domény LocZ s PhpP
(Fleurie et al., 2014). Jelikoz tato prace navazuje na predchozi vysledky tykajici se proteinu LocZ
shrnuté v diplomové préaci Stekerova (2012) a zabyva se dal$i charakterizaci funkce a vyznamu
fosforylace proteinu LocZ, je detailngjsi popis proteinu uveden v kapitole 4.1 Projekt: LocZ je
novy protein bunécného dé€leni urcujici spravné umisténi septa u Strepfococcus pneumoniae
(Vysledky a diskuze). Mnoho zuvedenych vysledki tohoto projektu je soucasti publikace
Holeckova et al. (2014).
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3 Material a metody

Nekteré z uvedenych metod jsou popsany v diplomové praci s nazvem Spr0334, novy
protein bunéného déleni u Streptococcus pneumoniae (Stekerova, 2012), ktera vznikla na
stejném pracovisti, a tato disertacni prace na ni navazuje. Z tohoto divodu budou jiz dfive

pouzité metody fadné ocitovany.

3.1 Bakterialni kmeny a vektory
Bakteridlni kmeny a vektory pouzité v této disertacni praci jsou shrnuty v tabulce 3.1.

Kmeny S. pneumoniae a E. coli jsme uchovavali v 15 % glycerolu pii -80°C.

Bakterialni kmeny Genotyp nebo popis Zdroj nebo reference
S. pneumoniae

Spl (Rx1) divoky kmen bez pouzdra, strl; hexA Morrison et al., 1983
Sp4 (D39) divoky kmen s pouzdrem, serotyp 2 Avery et al., 1944
Sp10 Rx1, cm, stkP::cm Novakova et al., 2005
Sp57 Rx1, locZ::lox72 Stekerova, 2012
Sp58 Rx1, cm, stkP::cm, bgaA::P...p-gfp-locZ Stekerova, 2012
Sp60 Rx1, locZ::lox72, bgad:: P..p-his-locZ Stekerova, 2012
Sp100 Rx1, kan, phpP::kan rpsL Ulrych et al., 2016
Sp113 Rx1, AphpP Ulrych et al., 2016
Sp120 Rx1, Tet, AphpP bga::P. .p-phpP Ulrych et al., 2016
Sp140 Rx1, tet, AphpP bga: P .p-gfp-phpP Ulrych et al., 2016
Spl174 Rx1, erm, AdivIVA pMU-P96-divIVA-flag Ulrych et al., 2016
Sp188 Rx1, erm, AlocZ pMU-P96-flag-locZ tato prace

Sp208 (R6) divoky kmen bez pouzdra Hoskins et al., 2001
Sp222 Rx1, divoky kmen (revertovany kmen z Sp113) Ulrych et al., 2016
Sp225 RO, str, rpsL tato prace

Sp227 R6, str, locZ: :janus kazeta tato prace

Sp228 R6, str, rfp-locZ tato prace

Sp229 R6, str, gfp-locZ tato prace

Sp234 R6, str, locZ-T67A4/T784 tato prace

Sp235 R6, str, locZ-T67E/T78E tato prace

Sp239 R6, str, AlocZ tato prace

Sp240 RO, str, tet, pPBCSMHO036 tato prace

Sp242 R6, str, tet, rfp-locZ, pPBCSMHO036 tato prace

Sp243 R6, str, tet, AlocZ, pPBCSMHO036 tato prace

Sp246 R6, str, tet, bgaA:: P ..p-gfp-stkP tato prace

Sp248 R6, str, tet, rfp-locZ, bgad:: P ..p-gfp-stkP tato prace

Sp249 R6, str, tet, AlocZ, bgaA:: P..p-gfp-stkP tato prace

Sp250 R6, str, tet, bgaA:: P.,.p-divIVA-gfp tato prace

Sp253 R6, str, tet, AlocZ, bgaA:: P ..p-divIVA-gfp tato prace

Sp254 RO, str, tet, bgaA:: P ,.p-gfp-ftsA tato prace

Sp256 RO, str, tet, rfp-locZ, bgaA:: P ..p-gfp-ftsA tato prace

Sp257 R6, str, AlocZ, bgaA:: P...p-gfp-fisA tato prace

Sp267 D39, locZ::lox72 tato prace

Sp275 R6, str, locZ: :gfp-locZ-ACTDos vk tato prace

Sp277 R6, str, locZ::gfp-locZ-ACTD tato prace
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Sp279 RO, str, locZ::gfp-locZ-ANTD tato prace

Sp292 Rx1, tet, AphpP bga::P..p-gfp-phpP-D1924 Ulrych et al., 2016
Sp293 Rx1, tet, AphpP bga: P ..p-gfp-phpP-D2314 Ulrych et al., 2016
E. coli

DH50. F- ®@80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl Invitrogen '

hsdR17 (rk-, mk+) phoA supE44 J- thi-1 gyrA496 relAl

BL21 (DE3)Star F— ompT hsdSB(rB—, mB-) gal dem rnel31 (DE3) Invitrogen '™
Vektory
pIWV25 Amp, tet, bgaA, P...p-gfp+ Eberhardt et al., 2009

pJWV25-GFP-StkP
pIWV25-GFP-FtsA
pJWV25-DivIVA-GFP
pZn-flag-LocZ
pZn-GFP-LocZ
pZn-His6-LocZ
pZn-His6-LocZ-
T67A/TT8A
pZn-His6-LocZ-
T67E/T78E
pBCSMHO036
pDELstkP
pMU1328
pMU-P96-flag-locZ
pETPHos-LocZ
Cheshire kazeta
Janus kazeta

Amp, tet, bgaA, P..p-gfp-stkP

Amp, tet, bgaA, P...p-gfp-fisA

Amp, tet, bgaA, P...p-divIVA-gfp

Amp, tet, bgaA, P...p-flag-locZ

Amp, tet, bgaA, P...p-gfp-locZ

Amp, tet, bgaA, P...p-his6-locZ

Amp, tet, bgaA, P...p-his6-locZ-T6TA/TT8A

Amp, tet, bgaA, P...p-his6-locZ-T6TE/TT8E

Tet, Pyio4- icfp-fisZ

Amp, kan, AstkP::cm

Erm, empty vector

Erm, P96-flag-locZ

Amp, pETPHos, his6-locZ

Erm, loxP/ermAM/P ../cre/loxP
Kan, kan-rpsL *

Beilharz et al., 2012
Beilharz et al., 2012
Beilharz et al., 2012
tato prace
Stekerova, 2012
Stekerova, 2012
Stekerova, 2012

tato prace

Henriques et al., 2013
Novakova et al., 2005
Lo Sapio et al., 2012
tato prace

Novékova et al., 2010
Weng et al., 2009
Sung et al., 2001

Tab. 3.1: Bakteridlni kmeny a vektory:
Amp: gen pro ampicilinovou rezistenci; Cm: gen pro chloramfenikolovou rezistenci; Kan: gen pro kanamycinovou
rezistenci; Tet: gen pro tetracyklinovou rezistenci; Erm: gen pro erytromycinovou rezistenci; Str: gen pro

streptomycinovou rezistenci.

3.2 Pidy a média

Mnozstvi jednotlivych ptidavkil, pokud neni uvedeno jinak, je uddvano na 1 litr média,
dopliluji se do celkového objemu destilovanou vodou a sterilizuji se. Do pevnych pid bylo
pfidano 1,5 % agaru (Becton, Dickinson and Company, dale pouze jako BD).
Selekéni pudy byly pfipraveny pfidanim pfisluSného antibiotika v potfebné koncentraci do média
vychlazeného na cca 45°C (Stekerova, 2012)
S. pneumoniae: erythromycin 0,05 nebo 1 pg/ml; chloramfenikol 10 pg/ml; kanamycin 200
pg/ml; streptomycin 500 pg/ml; tetracyklin 2,5 nebo 1 pg/ml; rifampicin 1 pg/ml
E. coli: ampicilin 100 pg/ml; spectinomycin 100 pg/ml; kanamycin 50 pg/ml; erythromycin
100 pg/ml
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Kultivace E. coli
Kultivace probihala vzdy aerobné pii 37°C.
LB médium: trypton 10 g; yeast extrakt 5 g; NaCl 10 g; pH 7,5

Kultivace S. pneumoniae
Kultivace probihala staticky pti 37°C, pokud neni uvedeno jinak.
CAT médium:
casitone 10 g; trypton 5 g; yeast extrakt 1 g; NaCl 5 g
CATcomplet médium (CATc):
na 1 litr CAT média bylo pfidano: 0,5 M K,HPO,4 34 ml; 20% glukosa 10 ml; pH 7,5
TSB médium (Oxoid):
30 g TSB
TSBcom médium:
na 10 ml TSB média bylo ptfidano: 0,1 M CaCl, 100 ul; 8 % BSA 250 ul, pH 8
C+Y médium: C medium (Lacks a Hotchkiss, 1960) obohacené o 0,1 % yeast extrakt

Pfiprava komponent:

Pre-C (na 1 1 deionizované vody): L-cystein hydrochlorid 11,25 mg; octan sodny 2 g; casein
hydrolyzat 5 g; L-tryptofan 6 mg; hydrogenfosforecnan draselny 8,5 g, sterilizace v autoklavu,
skladovat pii 4°C ve tmé.

ADAMS I (na 500 ml deionizované vody): biotin 75 mg; kyselina nikotinova 75 mg; pyridoxine
hydrochlorid 87,5 mg; panthotenat sodny 300 mg; thiamin hydrochlorid 80 mg; riboflavin 35 mg;
upravit pH na 7,0 pomoci 1M NaOH, sterilizovat varem 15 min, skladovat pii 4°C

ADAMS II — 10x: siran Zeleznaty heptahydrat 500 mg; siran méd’naty pentahydrat 500 mg; siran
zine€naty heptahydrat 500 mg; chlorid méd’naty tetrahydrat 200 mg; komponenty rozpustit v 90
ml deionizované vody s 10 ml 37% kyseliny chlorovodikové, sterilizovat varem 15 min,
skladovat pti 4°C

ADAMS III (na 100 ml deionizované vody): ADAMS I 16 ml; ADAMS 1I — 10x 0,4 ml; L-
asparagin bezvody 0,175 g; cholin 0,02 g; chlorid vépenaty bezvody 0,05 g; chlorid hofecnaty
hexahydrat 2 g; upravit pH na 7,6 pomoci 10 M NaOH, sterilizovat filtraci ptes filtr s velikosti
port 0,22 um, skladovat pii 4°C
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Yeast extrakt (10%): yeast extrakt 40 g; deionizovana voda 360 ml; 4 M kyselina chlorovodikova
25 ml; aktivni uhli 16 g, aktivni uhli jsme ptidavali postupné cca po 4 g za dikladného
promichéavani, vznikly roztok jsme uchovavali 2 hodiny pti 4°C a nasledné filtrovali pes celitovy
filtr. Postup filtrace yeast extraktu: Do filtrovaci aparatury jsme si piipravili filtr z filtracniho
papiru Watman a navlhcili ho vodou. Smichali jsme 30 g celitu se 100 ml deionizované vody a
filtrovali nejprve bez pouziti vakua a nasledn¢ za vakua pro dokonalé odstranéni vody. Filtrat
jsme vylili. Pfes pfipraveny celitovy filtr jsme filtrovali roztok yeast extraktu s aktivnim uhlim.
Filtrat jsme uschovali a nasledné znovu filtrovali pfes nove piipraveny celitovy filtr. Poté jsme do
filtratu ptidali cca 7 ml 10 M NaOH (pH 7,8). Doslo k vytvoieni srazeniny / zakaleni. Roztok se
srazeninou jsme filtrovali ve filtracni aparatufe pies filtr s pory o velikosti 0,45 um. Filtrat jsme
doplnili deionizovanou vodou do objemu 400 ml. Poté jsme provedli sterilizaci pomoci filtru
s pory o velikosti 0,22 um. Sterilni roztok jsme rozdélili po 50 ml a skladovali pii - 20°C. Pred
pouzitim alikvot jsme je rozmrazili pii 37°C a filtrovali pfes filtr s pory o velikosti 0,22 pm.
Konec¢ny roztok jsme skladovali pii 4°C.

L-glutamin (3%): L-glutamin 1,5 g, deionizovana voda 50 ml, sterilizace — filtr s velikosti port
0,22 pm, skladovat pfi - 20°C

Pyrohroznan sodny (2%): pyrohroznan sodny 1 g; deionizovana voda 50 ml, sterilizace — filtr
s velikosti pora 0,22 pm, skladovat pti 4°C

BSA (8%): BSA 4g; deionizovana voda 50 ml, sterilizace — filtr s velikosti pértt 0,22 pm,
skladovat pti 4°C

Chlorid manganaty (0,4 mM): chlorid manganaty tetrahydrat 3,95 mg; deionizovana voda 50 ml,
sterilizace — filtr s velikosti porti 0,22 um, skladovat pii 4°C

Uridin/Adenosin: uridin 0,1 g; adenosin 0,1 g; deionizovana voda 50 ml, sterilizace — filtr
s velikosti pori 0,22 um, skladovat pti 4°C

Sacharosa (1,5 M): sacharosa 25,65 g; deionizovand voda 50 ml, sterilizace — filtr s velikosti
pori 0,22 um, skladovat pti 4°C

Glukosa (20%): glukosa 10 g; deionizovana voda 50 ml, sterilizace - autokldv, skladovat pii 4°C
Ptiprava C+Y média z jednotlivych komponent max. 24 hodin pied pouZitim:

Pre-C 300 ml; 0,4 mM chlorid manganaty 0,3 ml; 20% glukosa 3 ml; ADAMS III 7,5 ml; 3%

glutamin 0,22 ml; 2% pyrohroznan sodny 4,5 ml; 1,5 M sacharéza 0,19 ml; Uridin/Adenosin
3 ml; 8% BSA 3 ml; yeast extrakt 7,5 ml, 1 M kyselina chlorovodikovéa 6 ml.
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Pokud bychom chtéli médium vyuzit pro navozeni kompetence u bunc¢k S. pneumoniae,
nepfidavali bychom kyselinu chlorovodikovou do média.

GELOSA D (pevné médium):

glukosa 1 g; NaCl 5g; neopeptone 5 g; Tris-base 1,25 g; casitone 10 g; agar 10 g

KREVNI AGAR (LabMediaServis):

Columbia krevni agar s 5 % berani defibrinované krve.

3.3 Manipulace s DNA

Vesker¢ restrikéni endonukledzy, modifikac¢ni enzymy a ligdzy (vétSinou od firmy New
England Biolabs) jsme pouzivali dle navodu doporucené¢ho vyrobcem. Izolaci plazmidové DNA
z bundk E. coli jsme provadéli pomoci komeréni soupravy QIAprep™Spin Miniprep Kit (Qiagen)

dle pokynt vyrobce.

3.3.1 Izolace chromozomalni DNA S. pneumoniae

10 ml TSB média jsme inokulovali 200 pl kultury S. pneumoniae z konzervy a kultivovali
pii 37°C do ODggo = 0,5. Kulturu jsme centrifugovali (10 min, 7800 g, 4°C) a buiiky jsme
promyli pufrem (10 mM Tris-HCI, pH 7,5) a opét centrifugovali (10 min, 4100 g, 4°C). Buiky
jsme resuspendovali v 250 pl roztoku SEDS (NaCl-EDTA + DCNa-SDS (24:1); roztok NaCl-
EDTA: 150 mM NaCl; 30 mM EDTA; pH 8; roztok DCNa-SDS: 0,5% deoxycholat sodny;
0,25% SDS) a inkubovali pti 37°C, dokud nedoslo k lyzi kultury. K buné&énému lyzatu jsme
pfidali proteinasu K (2 mg/ml) a inkubovali 15 min pfi 56°C. Pfidali jsme 250 pl TE pufru
(10 mM Tris-HCI; ImM EDTA; pH 8,0) a provedli jsme extrakci smési fenol-chloroform (1:1).
Sm¢és jsme centrifugovali (10 min, 4100 g, pti pokojové teplote). Odebrali jsme horni (vodnou)
fazi. Nasledné jsme provedli extrakci DNA pomoci chloroformu a centrifugovali (10 min,
4100 g, pti pokojové teplote). Chromozomalni DNA obsazenou v horni vodné fazi jsme odebrali
a precipitovali pfidanim 0,1 objemu 3 M acetatu sodného a 0,6 objemu izopropanolu. Po
centrifugaci (10 min, 4100 g, pfi pokojové teploté) jsme pelet chromozomalni DNA promyli 80%
ethanolem a nechali oschnout na vzduchu. Chromozomalni DNA jsme nechali rozpoustét v TE

pufru s RNAsou (20 pg/ml) a skladovali pti -20°C (Stekerova, 2012).
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3.3.2 Elektroforeticka separace DNA a izolace DNA fragmentu z agar6zového gelu

Pro separaci DNA jsme pouzili horizontalni elektroforézu v TAE pufru (40 mM Tris base;
20 mM kyselina octova; 2 mM EDTA; pH 8,5). DNA jsme d¢lili v 0,8 — 1,5 TAE agarézovém
gelu podle velikosti separovanych molekul DNA. Ke vzorku jsme piidavali 1/5 objemu
vzorkového pufru (50 mM EDTA; 60% glycerol; 0,05% bromfenolovd modf). Separace
probihala pfi napéti 5 V/cm. Pro vizualizaci jsme DNA barvili fluorescenéni barvou GelRed
(Biotium) a prouzky separované DNA jsme detekovali na UV transiluminatoru InGenius LHR
(Syngene) pii vinové délce 312 nm. Pro odecteni pfiblizné velikosti testovanych molekul DNA
jsme pouzili DNA marker o $kale 75 — 20 000 bp (GeneRuler'™ 1 kb DNA Ladder Plus,
Fermentas).

Pro izolaci DNA fragmenti z gelu jsme pouzili komer¢ni soupravu Gel Extraction Kit

(Qiagen). Izolaci jsme provadéli podle navodu doporuceného vyrobcem.

3.3.3 PCR amplifikace a pouzité oligonukleotidy

Oligonukleotidy jsme navrhovali a kontrolovali pomoci programu Primer design a Primer
select (Lasergene). Syntetizovany byly firmou Metabion International AG. Jejich seznam je,
kromé oligonukleotidii navrZzenych pro mutagenni PCR a qRT-PCR uvedenych v tabulce. 3-3 a
3-4, uveden v tabulce 3-2. Pro kazdy oligonukleotid je uveden nazev, sekvence, ucel pouziti a
pripadné umisténi navrzeného restrikéniho mista. Pro amplifikaci genii a ucely klonovani jsme
pouzivali nasledujici polymerazy: Pfu DNA polymerase (Fermentas), Phusion® High-Fidelity
DNA polymerase (BioLabs), KOD Xtreme'™ Hot Start DNA Polymerase (Novagen). Pro
kontrolni PCR reakce jsme pouzivali nasledujici polymerazy: LA DNA Polymerases Mix (Top-
Bio), MyTaq"™ DNA Polymerase (Bioline). SloZeni reakéni smési a podminky amplifikace jsme

dodrzovali dle pokynil vyrobce. Bezchybnost amplifikace jsme ovétovali sekvenaci.
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Nazev

Sekvence 5'— 3 (restrik¢éni misto je vyznaceno podtrZenim)

Ukel pouziti

DAMS868
(Mlul)
DAMS869
(Ncol)
JG28
JG29
IG74
JG75
KBI1
KB2
KB3
KB4
KBS
KB6
KB7
KBS

KB9
KB10

KB11

KB12

KB13
KB14

KBI15

KB16

KB17

KB20
KB21

LN123
LN139
LN140
LN155 (Notl)
LN156 (Xbal)
LN157 (Notl)

GGGGACGCGTTGGCTTACCGTTCGTATAG
GGGGCCATGGTCGATACCGTTCGTATAATGT

CCGTTTGATTTTTAATGGATAATG
GGGCCCCTTTCCTTATGCTT
CGGTACTTTTTACTTTTGGTCTCTC
TCTTTATCCCCTTTCCTTATGC
TCGTATCAAAATTATCGTAGG

ATTATCCATTAAAAATCAAACGGGAGTATCCCTTTCTA
TTTTAC
GCATAAGGAAAGGGGCCCGCAGTCGTTACAAAATTCT
TT

GTTTTGGAAGCACCTTGCTA

GAGTATCCCTTTCTATTTTAC
GCAGTCGTTACAAAATTCTTT

GTAAAATAGAAAGGGATACTCATGTCAGAACTTATCA
AGGAA
ATGACGATTTCGTCTTTTTTTACTGGATCCTCCAGCTTT
AGCTGC

AGTAAAAAAAGACGAAATCGTCAT
AAAGAATTTTGTAACGACTGCTTAGTAGTCCAAGTCAT
CCGC

GTAAAATAGAAAGGGATACTCATGAAACATCTTAGCA
AAGGAG
GTAAAATAGAAAGGGATACTCATGAGTAAAAAAAGA
CGAAATCGT

AAAGAATTTTGTAACGACTGCGAGTATCCCTTTCTATT
TTAC
GTAAAATAGAAAGGGATACTCGCAGTCGTTACAAAAT
TCTTT

TAAGCAGTCGTTACAAAATTCTTT

GAATTTTGTAACGACTGCTITAAGCAACCCCTGCACTCG
AGA

AAAGAATTTTGTAACGACTGCTTAACGATAGACATAA
TAAGCACT

TCTAGTTCCAGCTTTAGCTGCA
GCAGCTAAAGCTGGAACTAGAGGCTTTATTTTGACCGT
TTTG

TTCGCTACTTGGAGCCACTAT
ATGATGATGATGGTGAAGATGTTTCATATTTGCCTCCT
AATATGAAACATCTTCACCATCATCATCATCATCAC
CGGCGCGGCCGCTTAGTAGTCCAAGTCATCCG
CGGCTCTAGAAGTAAAAAAAGACGAAATCGT
ATTAGCGGCCGCTTAGTAGTCCAAGTCATCCGC
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amplifikace Cheshire kazety
amplifikace Cheshire kazety

amplifikace Janus kazety
amplifikace Janus kazety
amplifikace rpsL
amplifikace rpsL
amplifikace upstream oblasti
genu locZ

amplifikace upstream oblasti
genu locZ

amplifikace downstream
oblasti genu locZ
amplifikace downstream
oblasti genu locZ
amplifikace upstream oblasti
genu locZ

amplifikace downstream
oblasti genu locZ
amplifikace rfp

amplifikace rfp

amplifikace locZ
amplifikace locZ; gfp-locZ,
locZ-ANTD;, his6-locZ-
T67A4/T78A4; his6-locZ-
T67E/T78E

amplifikace gfp, gfp-locZ; gfp-
IOCZ-ACTD95AMK; locZ-ACTD
amplifikace his6-locZ-
T67A4/T78A4; his6-locZ-
T67E/T78E

amplifikace upstream oblasti
genu locZ

amplifikace downstream
oblasti genu locZ
amplifikace downstream
oblasti genu locZ, obsahuje
stop kodon

amplifikace gfp-locZ-
ACTDgsanmk, Obsahuje stop
kodon

amplifikace gfp-locZ-ACTD,
obsahuje stop kodon
amplifikace gfp

amplifikace locZ-ANTD

amplifikace P_..p
amplifikace P_..p
amplifikace his6-locZ
amplifikace locZ; his6-locZ
amplifikace locZ
amplifikace locZ



LN215 ATTCGAAAATTCTCCTTCTTTCTA
LN231 (EcoRI) GTGCGTGAATTCGATGATATCAAAGACAGATTGAAA

NS1 CTTATCGTCGTCATCCTTGTAATCAAGATGTTTCATATT
TGCCTC

NS2 GATTACAAGGATGACGACGATAAGAGTAAAAAAAGA
CGAAATCGT

NS3 GGAGAATTTTCGAATATGGATTACAAGGATGACGACG
AT

NS4 (Sall) CGGCGTCGACTTAGTAGTCCAAGTCATCCGC

PBO12 CGTCGCTCTTTTGCATTTGAGG

PB013 (Mlul) CGCGACGCGTTCGTCTTTTTTTACTCATGAGTATC
PB014 (Ncol) GCGCCCATGGGTCATGCGGATGACTTGGACTACTAA

PBO15 CCAGGCATGATAGAAGGACCTTC

amplifikace P96
amplifikace P96
amplifikace P..p

amplifikace /ocZ, oligon.
obsahuje sekvenci flag tag
amplifikace flag-locZ

amplifikace flag-locZ
amplifikace downstream
oblasti genu locZ
amplifikace downstream
oblasti genu locZ
amplifikace upstream oblasti
genu locZ

amplifikace upstream oblasti
genu locZ

Tab. 3-2: Seznam pouzitych oligonukleotidi

3.3.4 Mutagenni PCR a pouzité oligonukleotidy

Mutagenni PCR reakci jsme pouZili k ptipravé fosfoablativni a fosfomimetické mutace

v genu locZ. Pro mutagenni PCR jsme pouzili QuickChange® II Site-Directed Mutagenesis Kit

(Stratagene) dle pokynti vyrobce. Oligonukleotidy jsme navrhovali a kontrolovali pomoci

programu QuikChange Primer Design (www.genomics.agilent.com/primerDesignProgram.jsp).

Syntetizovany byly firmou Metabion Internation AG. Jejich seznam je uveden v tabulce 3-3, kde

je pro kazdy oligonukleotid uveden nazev, sekvence a aminokyselinovd zaména v genu.

Bezchybnost amplifikace jsme ovéfovali sekvenaci DNA.

Nazev Sekvence 5°'— 3’ (zdména tripletu je vyznafena podtrZenim)

zaména

LN208 CGTCAATACAAAAAAGAGGAGTTCGTTGAAGAACAGAGTCTGGATGATTTA

ATTCAAG

LN209 CTTGAATTAAATCATCCAGACTCTGTTCTTCAACGAACTCCTCTTTTTTGTATT

GACG

LN210 GAAATTGAGGCGGATAAGTTTGCGGAACGTCAATACAAAAAAGAGGAGTTC
LN211 GAACTCCTCTTTTTTGTATTGACGTTCCGCAAACTTATCCGCCTCAATTTC

locZ-T78E

locZ-T67F

Tab. 3-3: Seznam pouzitych oligonukletidi pro mutagenni PCR

3.3.5 Priprava kompetentnich bunék E. coli

Kompetentni bunky E. coli jsme piipravovali nasledujici metodou. 100 ml LB média

obohacené o siran hofecnaty (80 % roztok MgSO4*7 H,O, 3 ml) jsme inokulovali 3 ml

bakterialni kultury ve stacionarni fazi a kultivovali pfi 37°C za intenzivniho tfepani (250 ot/min).

Jakmile kultura dosédhla ODssy = 0,48 — 0,52 byla kultivace pferusena a buinky jsme ochladili na
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ledu. Po centrifugaci (10 min, 1000 g, 4°C) jsme buiiky resuspendovali v 25 ml ledového pufru
TFB 1. Suspenzi jsme centrifugovali (10 min, 1000 g, 4°C). Buniky jsme resuspendovali v 8 ml
pufru TFB II. Suspenzi jsme rozdélili po 100 pl do mikrozkumavek a zamrazili v kapalném
dusiku. Kompetentni bunky jsme uchovavali pii -80°C.

pufr TFB I: 1 M RbCl 7,5 ml; 1 M MnCl, 3,75 ml; 1 M KOAc 2,25 ml; 0,5 M CaCl,
0,7 ml; glycerol 11,25 ml; destilovana voda 49,55; pH 5,8 upravené pomoci kyseliny octové;
sterilizace pomoci filtru s velikosti pora 0,22 pm

pufr TFB II: destilovana voda 14,2 ml; 100 mM MOPS; pH 7 upraveno pomoci NaOH;
1 M RbClI 0,2 ml; 2,5 M CacCl, 0,6 ml; glycerol 3 ml; sterilizace pomoci filtru s velikosti port
0,22 pm

3.3.6 Transformace kompetentnich bunék E. coli plazmidovou DNA

Metoda transformace bun¢k E. coli je zaloZzena na principu teplotniho Soku, ktery usnadni
prichod plazmidové DNA bakterialni buné¢nou sténou.

Kompetentni buniky E. coli jsme na ledu pomalu rozmrazovali a ptidali k nim bud’ ¢istou
plazmidovou DNA, nebo liga¢ni smés. VSe jsme opatrné promichali a inkubovali 30 min na ledu.
Dale jsme provedli teplotni $ok 1,5 min pii 42°C a 1,5 min na ledu. K buné&éné suspenzi jsme
pfidali 900 ul LB média a buiiky kultivovali 1 hod pii 37°C za stalého tiepani. Po inkubaci jsme
suspenzi vyseli na pevné LB médium s piislusnym ATB a inkubovali pii 37°C pfes noc

(Stekerova, 2012).

3.3.7 Transformace DNA do bunék S. pneumoniae pomoci syntetického CSP

Do 950 pl média TSB¢om nebo C+Y (bez ptidan¢ HCl a tedy vhodné pro vyvolani
kompetence bunck) jsme inokulovali 50 pl kultury S. pneumoniae z konzervy a zaroven pridali
250 ng CSP a 1 pg chromozomalni DNA nebo 200 ng plazmidové DNA (urcené k transformaci).
Celou smés jsme inkubovali 2 — 2,5 hod pii 37°C. Kulturu jsme nafedili a vyseli na misky
s gelosou D a piislusnym ATB. Redéni 0; 10™'; 102 a 10~ jsme vyseli do gelosy s ATB a fedéni
10%a 10 do gelosy bez ATB jako negativni kontrolu. Jako pozitivni kontrolu a pro testovani
transformacéni G¢innosti jsme pouZili chromozomalni DNA z kmene SpS5, ktery nese gen pro
rezistenci na rifampicin. Vyseli jsme fedéni 10> a 10~ na gelosu s rifampicinem a fedéni 10 a

10° na gelosu bez ATB. Zpoméru ziskanych transformanti na miskiach s ATB ku viem
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narostlym koloniim na miskach bez ATB jsme vypocitali transformacni u¢innost. Tento zplisob

transformace jsme vyuzivali hlavné k mutagenezi.

3.4 Manipulace s RNA

Pti manipulaci a vlastni izolaci RNA je nutné pracovat tak, aby nedoslo k degradaci RNA
vSudypfitomnymi RNasami. Z téchto divodi jsme sklenény materidl sterilizovali 4 hod pfi
180°C a material umélohmotny pies noc pii 130°C. Pro praci s RNA jsme pouzivali RNase-free
Spicky s filtrem (Axygen) a RNase-free mikrozkumavky (Axygen). Pro pfipravu roztoki jsme
pouzivali sterilizovanou deionizovanou vodu (sterilizace 2 x 20 min pii 120°C). Pipetmany a

pracovni plochu jsme o3etili roztokem RNaseZap® (Sigma).

3.4.1 1Izolace celkové RNA ze S. pneumoniae

Izolaci celkové RNA z bun€k S. pneumoniae jsme provedli dle Cheng et al. (1997). 50 ml
TSB média jsme inokulovali 1 ml kultury S. pneumoniae a kultivovali pii 37°C do ODy4go ~ 0,4.
Bunky jsme centrifugovali (12000 g, 10 min, 4°C). Pelet jsme resuspendovali v 1,5 ml pufru (10
mM Tris-HCI pH 8; 10 mM EDTA pH 8; 0,1% deoxycholat) a inkubovali pti 37°C 5 min a
nasledné rychle zchladili na ledu. Postup inkubace pii 37°C a nasledné ochlazeni jsme opakovali
(2x — 3x) az do uplné lyze bunék. Bunécny lyzat jsme extrahovali 2x pomoci horké smési
fenol/SDS (fenol nasyceny v 0,1 M citratovém pufru, pH 4,5; 1% SDS; 0,2 M acetat sodny, pH
4,0) predehraté na 65°C a Ix samotnym horkym fenolem (pH 4.,5; 65°C). Roztok jsme
extrahovali smési chloroform/isoamylalkohol (24:1). Vzorek RNA jsem precipitovali
izopropanolem, inkubovali 10 min pifi 4°C a poté centrifugovali (15 min, 12000 g, 4°C).
Nasledné jsme vzorek promyli 1 ml 70% ethanolu, nechali oschnout na vzduchu a poté rozpustili
v 50 pul RNase-free H,O. Zbytkovou kontaminujici DNA jsme ze vzorkid odstranili plisobenim
DNasy I a RNA precistili pomoci komer¢niho kitu RNeasy Mini Kit (Qiagen) dle pokynt
vyrobce. Vzorky €ist¢é RNA jsme skladovali v -80°C.

Koncentraci izolované celkové RNA jsme urcili méfenim absorbance pii 260 nm.
M¢tfenim poméru absorbanci Ajg/Azsy jsme dale ovéfili Cistotu izolované RNA. Kvalitu
izolované RNA jsme analyzovali pomoci elektroforézy v 1,5 % TAE-agar6zovém gelu: 5 pg
RNA jsme smichali s 6x Loading dye (Fermentas) a separovali pfi napéti 5 V/em?. Miru

degradace RNA jsme posuzovali podle ribozomdlnich 23S a 16S rRNA.

49



3.4.2 Reverzni transkripce

Pro syntézu cDNA (complementary DNA) ze vzorku izolované RNA jsme pouzili
reverzni trankriptasu Superscript III (Invitrogen) dle pokynd vyrobce. Pro reverzni transkripci
jsme namichali 5 pg piecisténé celkové RNA s 2 pg nahodnych hexamert (Invitrogen) a doplnili
vodou do 8,8 ul. Smés jsme inkubovali 10 min pii 70°C, ¢imz doslo k rozruseni vlasenkovitych
struktur RNA. Nasledné jsme smés ochladili na ledu, kdy ndhodné hexamery nasednou na RNA.
Dale jsme do reakéni smési ptidali: 3 pl 5x First-strand buffer, 0,3 pul 25 mM dNTPs (Promega),
0,4 pl RNasin (Promega), 1,5 ul 0,1 M DTT a 1 pl reverzni transkriptasy Superscript III a
doplnili vodou do 20 pl. Reakéni smés jsme inkubovali 10 min pii 25°C a samotna reverzni
transkripce probihala 2 hod pii 42°C. Nasledovala inaktivac¢ni reakce 15 min pii 70°C. Jako

negativni kontrolu jsme pouzili smés bez reverzni trankriptasy. Vzorky jsme uchovavali v -80°C.

3.4.3 RT-PCR

Metodu kvantitativni PCR v realném Case jsme pouzili ke stanoveni exprese vybranych
gentl v blizkém okoli genu locZ u dele¢nich mutant kmend Sp57 a Sp239 a tedy ovéfili, ze delece
genu /ocZ nezpusobuje polarni efekt.

Oligonukleotidy urc¢ené pro kvantitativni PCR v redlném case jsme pro vybrané geny
navrhli pomoci programti Primer 3 verze 0.4.0. (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) a Primer select
(Lasergene). Pii navrhovani oligonukleotidi jsme dodrzeli nasledujici kritéria: délka
oligonukleotidu 15 — 21 bp, teplota tani pti 56 — 60°C a délka PCR produktu v rozmezi ptiblizné
80 — 200 bp. Seznam vSech pouzitych oligonukleotidii je uveden v tabulce 3-4.

PCR reakci jsme provedli pomoci 1x koncentrované komeréni soupravé SYBR®™ Green
JumpStart™ Taq ReadyMix (Sigma), ktera obsahovala PCR mix sloZeny z reakéniho pufru,
dNTPs, DNA polymerazy a fluorescencni barvy SybrGreen I. K této smési jsme jako referencni
fluorescenéni barvu ptidali fluorescein ve finalni koncentraci 10 nM, 20 ng cDNA a pftislus$né
oligonukleotidy ve finalni koncentraci 0,5 uM. Celkovy objem reakce jsme doplnili vodou do
20 pl.

Amplifikaci cDNA jsme provadéli na cykleru iQ5 real-time PCR detection system
(BioRad) vzdy v triplikatech pro kazdy ze tif nezavislych experimentl, pouze negativni kontrolu,
ktera piedstavuje PCR reakci bez predeslé reverzni transkripce, jsme provedli v duplikatech. PCR

reakce probihala za nasledujicich podminek: pocatecni denaturace 2 min pii 94°C; nasledovalo
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45 amplifika¢nich cykli slozenych ze tfi krokl: denaturace 15 spifi 94°C, hybridizace
oligonukleotida 25 s pii 56°C, elongace 25 s pii 72°C.

Ze ziskanych dat jsme metodou relativni kvantifikace dle Pfaffla (2001) tzv. AACt
metodou stanovili zménu exprese u vybranych testovanych geni, kdy jsou mezi sebou
porovnavany hladiny exprese genli u mutantniho a divokého kmene bakterie. Gen gyrA4 (spr1099)
kédujici podjednotku A DNA gyrasy u S. pneumoniae jsme pouzili jako referencni gen, jehoz
exprese je v prubéhu bunécného deleni bunék S. pneumoniae konstantni a kterd se pouziva pro

normalizaci vyslednych dat (Saskova et al. 2007).

Nazev oligonukleotidu  Sekvence 5'— 3’ gen
AU7/spr0332_F ACCTATGCTGCCTTGGTCAA

AUS/spr0332 R TGTAATTGCCGCTTCAAGGG spr332
AU9/spr0333_F CTCGCATGGTGGAAATTGCT
AU10/spr0333 R ACCCCTGCATCATCTGACAA spr333
AU13/spr0335_F ACCAGCTGCCTTCAACTTTG

AU14/spr0335 R TCACGCCAGATAGATGCGAT ~ *P033)
AU15/spr0336_F GATGATTGCTCTGACACGCC
AU16/spr0336 R TTTGTCTCGGTCGCACTTTC spr0336

Tab. 3-4: Seznam oligonukleotidi pouzitych pro qRT-PCR

3.5 Manipulace s proteiny
3.5.1 Izolace proteini z bunék S. pneumoniae

K ptipravé celkovych bunéénych lyzath jsme pouzili postup dle Beilharz et al. (2012).
Buiiky jednotlivych kment S. pneumoniae jsme péstovali v 10 ml média TSB nebo C+Y a pokud
bylo potieba, piidali jsme odpovidajici mnozstvi Zn** (kone¢na koncentrace 0,45 mM ZnCl, pro
TSB a 0,15 mM ZnSO4 pro C+Y) a MnCl, (kone¢nd koncentrace 0,1 mM). Kulturu jsme
péstovali do ODggp 0,4. 1 ml kultury jsme centrifugovali (9000 g, 5 min). Bunéény pelet jsme
resuspendovali v 20 pl SEDS lyza¢nim pufru (SDS 0,02%; EDTA 15 mM; deoxycholat 0,01 %;
NaCl 150 mM) a inkubovali 5 min pii 37°C. K bunécnému lyzatu jsme piidali 20 pl 2x
koncentrovaného SDS vzorkového pufru (140 mM Tris; 8 % glycerol; 6 % SDS; 10 % pB-
merkaptoethanol; bromfenolova modf; pH 6,8) a inkubovali pii 100°C 10 min.

V piipadé, kdy bylo nutno bunéfny lyzat rozdélit na proteiny frakce membranové a
cytoplazmatické, pouzili jsme nasledujici postup. Buiiky jednotlivych kment S. preumoniae jsme
péstovali ve 100 ml C+Y média a pokud bylo potieba, ptidali jsme odpovidajici mnozstvi ZnSO4
a MnCl,. Kulturu jsme péstovali do ODgoy 0,4, centrifugovali (9000 g, 10 min, 4°C) a
resuspendovali v 1 ml pfedchlazené¢ho lyza¢niho pufru (25 mM This pH 7,5; 100 mM NacCl)
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piidali 10 pl inhibitoru proteas (Roche) a 1 pl benzonasy (Merck). Bunky jsme rozbili pomoci
sklenénych kulicek v homogenizatoru FastPrep (ThermoScientific). Zbyly bunéény debris jsme
centrifugovali (5000 g, 1 min). Celkovy bunécny lyzat jsme nésledné frakcionovali centrifugaci
(100000 g, 1 h, 4°C) a tak odd¢lili proteiny membranové od cytoplazmatickych. Koncentraci
proteinii jsme stanovovali pomoci komer¢ni soupravy BCA Protein Assay Reagent (Pierce).
K alikvotu vzorku obsahujiciho 30 pg proteinu jsme pfidali 1x koncentrovany SDS vzorkovy
pufr (70 mM Tris; 4 % glycerol; 3 % SDS; 5 % B-merkaptoethanol; bromfenolova modf; pH 6,8)
a inkubovali pti 100°C 10 min.

3.5.2 SDS-PAGE

Proteiny jsme analyzovali na vertikdlni SDS-polyakrylamidové gelové elektroforéze
(SDS-PAGE) v SDS elektoforetickém pufru dle laboratorniho manualu (Ausubel et al., 1995).
Pouzili jsme 4% zaostfovaci gel a 8 — 12 % separacni gel. Do jedné drahy jsme nanaseli 10 —
15 pl celkového proteinového lyzatu nebo 30 ug proteind. Proteiny rozdélené na SDS-PAGE

jsme prenesli na PVDF membranu.

3.5.3 Westernovy prenos (,, Western blotting*)

Za Ucelem imunodetekce jsme pienesli proteiny z polyakrylamidového gelu na PVDF
membranu Immobilon-P (Millipore). Membranu jsme aktivovali smocenim v methanolu a
nasledné v blotovacim pufru (48 mM Tris; 39 mM glycin; 0,04 % SDS; 20 % methanol). Pfenos
proteinti probihal 30 min pfi 360 mA v blotovacim pufru. Zndmkou spravného pfenosu proteinti

byly viditelné prouzky standardu na membrané (Stekerova, 2012).

3.5.4 Imunodetekce

Postup imunodetekce proteind pienesenych na PVDF membranu jsme rozdélili do dvou
skupin dle pouzitych protilatek.

Prvni je postup pro protilatky, které vyzaduji pouziti sekundarni protilatky konjugované
s kfenovou peroxiddzou. (1) PVDF membréanu jsme blokovali 30 min v 5 % BSA v pufru TBS-T
(20 mM Tris; 137 mM NaCl; 0,05 % Tween-80; pH 7,6) a (2) dale inkubovali s primarni
protilatkou fedénou 1 % BSA v TBS-T pies noc pii 4°C. (3) Rano jsme PVDF membranu

promyli 3 x 10 min v TBS-T. (4) Inkubovali 1 hod se sekundarni protilatkou konjugovanou
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s kfenovou peroxiddzou fedénou 1 % BSA v TBS-T a (5) opét promyli 3 x 10 min v TBS-T.
(6) Signal jsme vyvolavali pouZitim komeréni soupravy SuperSignal® West Pico
Chemiluminescent Substrate (Pierce) a detekovali na rentgenovém filmu CP-BU New (FOMA
BOHEMIA spol. s.r.0.). Tento postup jsme pouzivali pro imunodetekci fosforylovanych proteint
(pThr) a proteint: LocZ, StkP, DivIVA, FtsA, FtsZ, PhpP, RpoA a proteinti fuzovanych
s flagovou kotvou. Jednotlivé protilatky, jejich fedéni a ptivod jsou uvedeny v tabulce 3-5. Jako
sekundarni protilatku jsme vzdy pouzili kozi protilatku konjugovanou s kienovou peroxidovou
proti kralicim IgG (Sigma) v konecném fedéni 1:2000 v pfipadé¢ detekce fosforylovanych
proteinu a v fedéni 1:10000 v ostatnich piipadech imunodetekce.

Druhy postup nevyzaduje pouziti sekundarni protilatky konjugované s kienovou
peroxidazou, protoze jiz samotnd primarni protilatka je konjugovana s kifenovou peroxidazou.
Postup se odliSuje v prvnim kroku, kdy je PVDF membrana blokovana 3 % BSA v TBS-T pfes
noc, a dale se postupuje od kroku (4) viz vyse. Takto upraveny postup jsme pouzivali v piipade
detekce proteini fizovanych s histidinovou kotvou ¢i GFP. Jednotlivé protilatky, jejich fedéni a

puvod je opét uveden v tabulce 3-5.

Primarni protilatka proti Oznaceni Kone¢né redéni protilaitky  Pilivod

pThr a-pThr 1:2 000 Cell Signalling

StkC o-StkC 1:50 000 Novékova et al., 2005
LocZ a-LocZ 1:50 000 — 1:20 000 Tato prace, kap. 3.5.6
DivIVA a-DivIVA 1:20 000 Fadda et al., 2007
FtsA o-FtsA 1:20 000 Lara et al., 2005

FtsZ o-FtsZ 1:10 000 Fadda et al., 2007
PhpP a-PhpP 1:20 000 Ulrych et al., 2016
RpoA a-RpoA 1:10 000 Novakova et al., 2010
Flag-tagu a-Flag 1:1000 Sigma-Aldrich
His-tagu a-His 1:10 000 Sigma

GFP o-GFP 1:1 000 Santa Cruz Biotechnology

Tab. 3-5: Primarni protilatky pouzité p¥i imunodetekci proteint

3.5.5 Exprese a purifikace rekombinantnich proteini

Rekombinantni protein His-PhpP jsme purifikovali dle Novakova et al. (2005). Kmen
E. coli BL21(DE3) nesouci expresni plasmid pEXphpP jsme zaoCkovali do LB média
s ampicilinem (200 pg/ml) na vyslednou ODgyp = 0,05 a kultivovali pii teploté 30°C. Po dosazeni
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ODgoo = 0,6 jsme expresi proteinu His-PhpP indukovali pfidanim IPTG (vysledna koncentrace
1 mM) a v kultivaci jsme pokracovali dalsi 3 — 4 hodiny. Kulturu jsme centrifugovali (5000 g, 10
min) a bunény pelet promyli v PBS pufru (137 mM NaCl; 3 mM KCI; 10 mM Na,HPO, . 7
H,O; 1,8 mM KH,PO4; pH 7,4) a zamrazili pii -20°C. Zamrazeny bunécny pelet jsme
resuspendovali v NiNta Lysis pufru (50 mM NaH,PO,; 300 mM NaCl; 10 mM imidazol; pH 8),
pridali inhibitor proteas (Roche) a benzonasu (Merck). Buiiky jsme rozbili za pouziti French
Pressu. Solubilni frakci proteinu jsme od bunécného debrisu oddé¢lili centrifugaci (9 000 g, 15
min). Solubilni protein His-PhpP jsme izolovali pomoci afinitni chromatografie dle navodu
vyrobce (Qiagen, Ni-NTA Agarose).

K expresi a purifikaci proteini LocZ a DivIVA jsme pouzili kmeny S. pneumoniae
exprimujici dany protein fuzovany s flag-kotvou. Bakteridlni kmeny Spl174 a Spl88 jsme
ockovali do C+Y media. Bakterialni kultury jsme kultivovali pii 37°C staticky do ODggo = 0,4.
Celkové bunécné lyzaty jsme ziskali dle postupu uvedeného v kapitole 3.5.1 Izolace proteinti
zbun¢k S. pneumoniae, druhy odstavec. Proteiny Flag-LocZ a DivIVA-Flag jsme izolovali
pomoci afinitni chromatografie dle navodu vyrobce (Sigma-Aldrich, ANTI-flag M2 Affinity
Gel).

3.5.6 Priprava polyklonalni krali¢i protilatky a-LocZ

Rekombinantni protein LocZ-His jsme purifikovali dle Novékova et al. (2005). Kmen E.
coli BL21(DE3) nesouci expresni plasmid pETPhos-linkLocZ jsme zaockovali do LB média
s ampicilinem (200 pg/ml) na vyslednou ODgyo = 0,05 a kultivovali pii teploté 30°C. Po dosazeni
ODgoo = 0,6 jsme expresi proteinu LocZ-His indukovali pfidanim IPTG (vysledna koncentrace 1
mM) a v kultivaci jsme pokracovali dal§i 3 — 4 hodiny. Kulturu jsme centrifugovali (5000 g, 10
min, 4°C) a bunéCny pelet 2x promyli v pufru (50 mM NaH,PO4; 300 mM NaCl; pH 8) a
zamrazili pfi -20°C. ZamraZeny bunécny pelet jsme resuspendovali v NiNta Lysis pufru (50 mM
NaH,POg4; 300 mM NaCl; 10 mM imidazol; pH 8), pfidali inhibitor proteas (Roche) a benzonasu
(Merck). Buiiky jsme rozbili za pouZiti French Pressu. Solubilni frakei proteinu jsme od
bunécného debrisu oddélili centrifugaci (5 000 g, 10 min) a dalsi centrifugaci (10 000g, 15 min)
oddélili inkluzni téliska. Solubilni protein LocZ-His jsme izolovali pomoci afinitni
chromatografie dle navodu vyrobce (Qiagen, Ni-NTA Agarose). Protein LocZ-His izolovany v

NiNta Elution pufru (50 mM NaH,PO4; 300 mM NaCl; 250 mM imidazol; pH 8) jsme
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dialyzovali pomoci pufru (50 mM NaH,PO4; 300 mM NaCl; pH 8). Nasledné jsme zméfili
koncentraci proteinli ve vzorku a pomoci SDS PAGE zkontrolovali ¢istotu vzorku. Takto
upraveny vzorek slouZzil k ptipravé polyklonalni krali¢i protilatky proti LocZ. Ptipravu protilatky

zajistila firma Apronex, s.r.o. (Ceska Republika).

3.6 Defosforylacni reakce in vitro

Purifikované proteiny Flag-LocZ a Flag-DivIVA zachycené na ANTI-flag M2 Affinity
Gelu jsme smichali s 55 ul reakéniho pufru (50 mM Tris, pH 7,5, 0,2 mM EDTA, 0,02% 2-
merkaptoethanol, 5 mM MnCl,), pfidali 4 pg purifikovaného proteinu His-PhpP a inkubovali pfi
37°C. Fosfatazovou reakci jsme ukoncili pfidavkem 5x koncentrovaného SDS vzorkového pufru
(350 mM Tris; 20 % glycerol; 15 % SDS; 25 % B-merkaptoethanol; bromfenolova modf; pH 6,8)
v riznych Casovych intervalech v ¢asovém rozmezi 0 — 90 min. Vzorky jsme inkubovali pfi

100°C 10 min, rozdélili pomoci SDS-PAGE a provedli imunodetekci.

3.7 Testy citlivosti k riiznym druhtim strest

Testy citlivosti jsme provadéli v 10 ml média TSB metodou méfeni riistové kiivky (pokud
neni uvedeno jinak) ve tfech opakujicich se méfenich.

Teplotni stres: Citlivost bun¢k riznych kmenit S. pneumoniae na teplotni stres jsme
testovali vystavenim kultur teplotam 37°C (kontrola) a 40°C. Médium temperované na uréitou
teplotu jsme vZdy inokulovali 200 pl kultury o ODgg = 0,4 a v pilhodinovych intervalech jsme
monitorovali bakterialni riist méfenim optické denzity p¥i 600 nm (Stekerova, 2012).

Osmoticky stres: Citlivost bun¢k riznych kment S. pneumoniae na osmoticky stres jsme
testovali vystavenim kultur hyperosmotickému Soku. Kmeny S. pneumoniae jsme nejprve
inokulovali do tekutého média, aby se inicioval riist. Po dosaZzeni ODggp = 0,2 jsme provedli
osmoticky Sok pfidanim NaCl k testovanym kulturdm (konec¢nd koncentrace NaCl v médiu byla
400 mM). Zaroven jsme vzdy jednu kulturu z kazdého kmene nechali jako kontrolni (osmoticky
Sok nebyl proveden). Kultivace probihala pfi 37°C. V pilhodinovych intervalech jsme bakterialni
riist monitorovali méfenim optické denzity pii 600 nm (Stekerova, 2012).

pH stres: Citlivost bun¢k rtiznych kmenii S. pneumoniae na pH stres jsme testovali

pestovanim kultur v médiich o rtizném pH. 200 pl kultury o ODgoo = 0,4 jsme vzdy inokulovali
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klasické TSB médium (pH 7,5), médium TSB o nizkém pH (6,5) a TSB médium o vysokém pH
(8). Kultivace probihala pti 37°C. V pilhodinovych intervalech jsme bakterialni rist monitorovali
méfenim optické denzity pii 600 nm (Stekerova, 2012).

Oxidativni stres: Urceni citlivosti bunék na oxidativni stres bylo srovnani rastu
jednotlivych kmenti S. pneumoniae v pevné pudé po vystaveni oxidativnimu stresu. Kmeny
S. pneumoniae jsme nejprve inokulovali do tekutého média TSB nebo CAT. Kultivace probihala
pii 37°C. Po dosazeni ODgg = 0,2 jsme kultury vystavili na 15 min u¢inku 10 mM a 20 mM
H,0,; pfi pokojové teploté. Poté jsme kultury natedili a vyseli do predem rozpusténé a na 50°C
vytemperované agarové pudy Gelosa D. Po vychladnuti a ztuhnuti pidy jsme kultiva¢ni misky
umistili do termostatu a kultivovali pfes noc pii 37°C. Stejny postup jsme dodrzeli i pro kultury
kontrolni, které nebyly H,O, vystaveny. Citlivost kazdého kmene k u¢inkim H,O,; jsme vyjadrili

jako procenta ptezivSich bunék z celkového poctu bunek (bez oxidativniho stresu).

3.8 Mikroskopie

Bunky kmenti S. pneumoniae jsme pozorovali pomoci mikroskopu Olympus IX81.
Vyuzivali jsme olejovy imersni objektiv (100x O2PH-UPLFLN/1.3 N.A. Oil). Rbiznym
nastavenim filtrd jsme mohli v jediném preparatu pozorovat fluorescenci GFP, RFP, CFP, DNA
obarvenou DAPI 1 morfologii bunék ve fazovém kontrastu. Obraz jsme snimali pomoci kamery
Olympus FV2T Digital B/W Fireware za pouziti programu Cell® Version 2.0. Obrazky jsme
upravili v grafickém programu CoreIDRAW X3 (Corel Corporation) (Stekerova, 2012).

3.8.1 Priprava fixovanych preparati S. pneumoniae

Fixované preparaty jsme pouzivali k pozorovani obarvené DNA v bunkach a pozorovani
lokalizace nativniho proteinu v bufice pomoci imunofluorescen¢ni mikroskopie.

Fixované preparaty jsme piipravovali metodou podle (Morlot et al., 2003). Kulturu jsme
péstovali do ODggo = 0,3, odebrali 500 pl do mikrozkumavky a smichali je s 500 pl 2x fixacniho
roztoku (5% paraformaldehyd; 0,06% glutaraldehyd; 60 mM Na;POy; pH 7,5). Po fixaci bunck
pfi pokojové teploté¢ 15 minut na rotatoru jsme mikrozkumavku inkubovali 45 minut na ledu a
poté centrifugovali (5 min, 900 g). Pelet jsme resuspendovali v 1 ml PBS pufru (137 mM NacCl; 3
mM KCI; 10 mM Na,HPO, . 7 H,0O; 1,8 mM KH;POy4; pH 7,4), centrifugovali (3 min, 900 g) a
nasledn¢ dvakrat promyli 1 ml PBS (centrifugace 3 min, 3200 g). Bunécny pelet jsme
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resuspendovali ve 20 pl GTE pufru (50 mM glukosa; 20 mM This-HCI; pH 7,5; 10 mM EDTA)
s Cerstvé pridanym lysozymem (0,1 mg/ml). 10 pl bunééné suspenze jsme nanesli na PolyPrep
sklicko (Sigma) a nechali na stole zaschnout 5 min. Poté jsme odsali pfebyte¢nou tekutinu ze
skvrny a sklicko promyli 2x v PBS pufru, ponofili do methanolu a dali na 5 min do -20°C.
Sklicko jsme rehydratovali v PBS pufru a na oschlé sklicko jsme pipetovali 2 ul Vecta Shield
(Vector Laboratoies) v miste, kde byly zachyceny bunky. Vecta Shield obsahuje barvivo DAPI,
které specificky barvi DNA. Preparat jsme pfikryli krycim sklickem, okraje jsme zafixovali
lakem, aby preparat nevysychal, a pozorovali pomoci mikroskopu Olympus IX81 (Stekerova,

2012).

3.8.2 Priprava zivych preparati S. pneumoniae

Docasné zivé prepardty jsme pouzivali k pozorovadni morfologie bunck bakteridlnich
kment a naslednym analyzam statistiky velikosti bun€k. Kulturu jsme péstovali v tekutém médiu
TSB nebo C+Y na ODgy = 0,3. Pokud jsme péstovali buitkky kmenti exprimujicich proteiny pod
inducibilnim zinkovym promotorem (P...p), pfidali jsme do média ZnCl, v konecné koncentraci
0,45 mM (TSB) nebo ZnSO4 v konecné koncentraci 0,15 mM (C+Y). Na kryci sklicko jsme
nanesli 2 pl kultury a pfekryli tenkym agar6zovym blockem (1% agarosa v PBS pufru nebo C+Y
médiu). Takto pfipraveny preparat jsme upevnili do specialni komirky a pozorovali pomoci

mikroskopu Olympus IX8]1.

3.8.3 Priprava Zivych preparati bunék obarvenych fluorescenénim vankomycinem
(VanFL)
Docasné Zivé preparaty jsme piipravovali metodou podle Beilharz et al. (2012). Kulturu
pestovanou v tekutém médiu TSB narostlou na ODgyy = 0,2 jsme barvili smési VanFL-
vankomycin (smés 50:50) o koncentraci 0,1 pg/ml 5 min pii 37°C a nasledné pozorovali pomoci

mikroskopu Olympus IX81.

3.8.4 Priprava Zivych preparati bunék exprimujicich proteiny s fluorescenénim tagem
Docasné zivé preparaty jsme piipravovali metodou podle Beilharz et al. (2012). Kulturu
jsme péstovali v tekutém médiu TSB nebo C+Y na ODgg = 0,3. Pokud jsme péstovali buiky

kmentl exprimujicich proteiny s fluorescenénim tagem pod inducibilnim zinkovym promotorem
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(Pczep), ptidali jsme do média ZnCl, v kone¢né koncentraci 0,45 mM (TSB) nebo ZnSO4
v kone¢né koncentraci 0,15 mM (C+Y). Na kryci sklicko jsme nanesli 2 pl kultury a ptekryli
tenkym agar6zovym blockem (1% agarosa v PBS pufru nebo C+Y médiu). Takto pfipraveny
preparat jsme upevnili do specidlni komirky a pozorovali pomoci mikroskopu Olympus IX81.
Analyzu fluorescencniho signélu v ptipad¢ kolokalizace proteinti jsme provedli pomoci softwaru

FluoView (Olympus).

3.8.5 Casosbérna mikroskopie

Casosb&rnou mikroskopii jsme provedli metodou podle Beilharz et al 2012. Kulturu jsme
pestovali v tekutém médiu C+Y do ODggy = 0,3. Na pfedem pftipravené podlozni sklicko se
ztuzenym médiem C+Y 1,5 % agarosou jsme nanesli 2 pl kultury a nechali inkubovat 30 min pfi
37°C vptedem vyhtdté mikroskopovaci komoie ve tmé a nasledn¢ mikroskopovali.
Mikroskopické snimky byly zhotoveny kazdych 10 minut. Vysledné video bylo sestaveno

pomoci softwaru Imagel.

3.8.6 Transmisni elektronova mikroskopie (TEM)

20 ml kultury v exponencidlni fazi (ODggy ~ 0,4) jsme centrifugovali 10 min 10 000 g a
bunécny pelet jsme resuspendovali v 10 ml cerstvého média. Fixace bunék probcéhla metodou
podle Kellenberger et al. (1959). Bakteridlni buiikky jsme fixovali v 0,1 % roztoku oxidu
osmicelého jednu hodinu a pies noc v 1% roztoku oxidu osmicelého. Fixovany a dobfe promyty
vzorek jsme dehydratovali pomoci alkoholové fady a nésledné nechali zatvrdnout v pryskyfici
(Vestopal). Ultratenké fezy jsme kontrastné barvili uranylacetitem a citritem olovnatym
(Reynolds ES 1963). Ptipravené preparaty jsme pozorovali v elektronovém mikroskopu Philips
CM100 (FEI, Philips EO, Holandsko) pfi napéti 80 kV. Obraz jsme snimali pomoci kamery
MegaViewll pii zvétSeni 46 000x a upravili pomoci softwaru Analysis 3.2 (Olympus Sofr

Imaging Solutions GmBH, Miinster, Némecko).

3.8.7 Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)
Preparaty pro skenovaci elektronovou mikroskopii jsme ptipravili paralelné ze stejnych
bakterialnich kultur uréenych pro pfipravu preparati pro TEM. 1 ml bakteridlni kultury jsme

fixovali v 1,5% glutaraldehydu jednu hodinu. Nasledn¢ jsme bunky promyli v kakodylatovém
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pufru a fixovali v 3% glutaraldehydu v kakodylatovém pufru pies noc pti 4°C. Poté jsme buniky
diikladné promyli a nechali sedimentovat ptes noc na SPI filtry oSetfené poly-L-lysinem (velikost
port 0,2 um) pii 4°C. Filtry jsme dehydratovali pomoci alkoholové fady az Cistym acetonem
nasledované susenim v kritickém bod¢ oxidu uhli¢itého. Suché preparaty jsme pokryly vrstvou
zlata / platiny v Polaron sputter coateru E5100 / v QI50TES sputter coateru (Quorum
Technologies Ltd., Ringmer, Velkd Britanie). Pfipravené preparaty jsme pozorovali pomoci
elektronového mikroskopu Tescan Vega LSU (Tescan, Brno, Ceska republika) pii napéti 20 kV /
elektronového mikroskopu FEI Nova NanoSem 450 (FEI, Ceska republika) pii napéti 5 kV.

3.8.8 Super-rezolu¢ni mikroskopie

Z 10 ml kultury péstované v tekutém médiu C+Y a narostlé do ODggy ~ 0,3 jsme odebrali
10 pl a smichali je s 10 pul Vecta Shiel. Z takto ptfipravené smési jsme aplikovali 3 pl na kryci
sklicko a ptekryli tenkym agarézovym blo¢kem (1 % agarosa v C+Y médiu). Takto pfipraveny
preparat jsme upevnili do specidlni komtrky a pozorovali pomoci super-rezolu¢niho mikroskopu
N-SIM (Nikon). Vyuzivali jsme olejovy imersni objektiv (CFI SR Apochromat TIRF 100 x oil
N.A. 1,49) a fluorescenci GFP jsme pozorovali za vyuZiti laseru 488 nm a emisni kostky pro
superrezoluci (Em: 510 - o), grid 3DEX V-R (405-643) pro zminény objektiv. Obraz jsme
snimali pomoci kamery EM CCD iXon3 DU-897E (Andor Technology Ltd.) za pouZiti programu
NIS-Elements Ar V4.20 s modulem NIS-A. Rekonstruované obrazky jsme dale upravili
v grafickém programu Fiji (ImageJ, https://imagej.nih.gov/ij/).

3.9 Méreni velikosti bunék a statisticka analyza

Mikroskopické pozorovani jednotlivych kmenl S. pneumoniae naznacovalo rozdily ve
velikosti a morfologii buné€k, proto jsme se rozhodli tyto rozdily kvantifikovat. Pro analyzu jsme
pouzili obrazy snimané pomoci kamery Olympus FV2T digital B/W Fireware a olejového
imersniho objektivu (100x O2PH-UPLFLN/1.3 N.A. Oil) v rezimu fazového kontrastu. Méfeni
velikosti bunék jsme provedli pomoci volné dostupného programu MicrobeTracker Suite
(Sliusarenko et al., 2011), ktery umoziluje automatickou detekci bun€k a naslednou analyzu
parametr. Jako prvotni morfologicky parametr jsme zvolili délku buiky (nejdelsi rozmér

buiiky), jako druhotny morfologicky parametr jsme zvolili §itku buiiky. Pocet analyzovanych
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bunc¢k se lisil dle péstovani kultur S. pneumoniae a ptipravy preparatu. Vzdy jsme ale analyzovali
alesponl dvé celd mikroskopické pole z dvou na sobé nezavislych experimenti.

Ziskand data jsme analyzovali ve statistickém programu GraphPad Prism (3.0). Pro
soubor dat kazdého kmene jsme pomoci popisné statistiky urcili minimalni a maximalni délku
bunky, median (stfedni hodnota), prvni a tfeti kvartil (oddé€luji nejmensi a nejveétsi Ctvrtinu
namétenych hodnot), primér a primérnou §itku bunky. Tyto hodnoty jsme graficky zndzornili
pomoci krabicového grafu, kde jednotlivé prvky grafu (vodorovné usecky) znézoriuji postupné
nasledujici charakteristiky: minimum, dolni kvartil, median, tj. prostiedni kvartil, horni kvartil a
maximum. Zastoupeni bun¢k v riznych velikostnich tfidach jsme zndzornili v histogramech,
jejichz hranice byly dany velikosti nejmensi a nejvétsi bunky. Statistickou vyznamnost rozdila
mezi jednotlivymi soubory dat jsme porovnavali pomoci neparametrického Mann-Whitneyho

testu (Stekerova, 2012).

3.9.1 Analyza obrazu pro vytvoieni fluorescen¢niho profilu

Analyzu fluorescencniho signalu v ptipadé kolokalizace proteini jsme provedli pomoci
softwaru FluoView (Olympus). Lokalizaci jednotlivych proteinii v buiice jsme hodnotili
z mikroskopickych snimkd Zivych bun€k. Bunky S. pneumoniae byly rozdéleny do 6 stadii
bunécného déleni na zdkladé bunééné morfologie a lokaliza¢niho profilu proteinti, které se
ucastni bunécéného déleni, jako je FtsZ a FtsA (Lara et al., 2005; Morlot et al., 2005; Fadda et al.,
2007). Bylo analyzovano vice jak 300 bunék ze dvou na sobé& nezavislych méfenich a vysledek
byl stanoven jako procento bun€k vyskytujicich se v daném stadiu bunécného déleni. Pro kazdé
stadium byla vybrana jedna builka jako reprezentativni vzorek a zpracovan graf intenzity

fluorescence v zavislosti na délce bunky.

3.10 Priprava plazmidu a jejich vyuziti v pripravé bakterialnich kmeni
pBCSMHO036 (Henriques et al., 2013): Je urcen k expresi CFP-FtsZ pod kontrolou
konstitutivniho promotoru sigd ve S. pneumoniae. Selekénim znakem vektoru je rezistence pro
tetracyklin (1 pg/ml). Vektor jsme pouzili pro vytvoreni kmenti Sp240, Sp242 a Sp243 a to tak,
ze jsme transformovali bunky S. pneumoniae kmene Sp208 (WT, R6), Sp228 (rfp-locZ) a Sp239
(AlocZ) plazmidem pBCSMHO36 a pozitivni transformanty selektovali v médiu s tetracyklinem.
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pMU-P96-flag-locZ: Pro amplifikaci promotoru P96 jsme pouzili oligonukleotidy
LN231 a LN215 a jako templat plazmid pMUI1328 (Lo Sapio et al., 2012). flag-locZ jsme
amplifikovali za pomoci oligonukleotidi NS3 a NS4 a jako templat slouzil plazmid pZn-flag-
locZ. Oba amplikony jsme spojili pomoci fuzni PCR a oligonukleotidi LN231 a NS4. Vysledny
PCR fragment jsme klonovali do vektoru pMU1328 pomoci restrik¢nich mist EcoRI a Sall.
Selekénim znakem vektoru pMU1328 je rezistence pro erytromycin (1 pg/ml). Transformaci
kompetentnich bun¢k kmene Sp57 (AlocZ) plazmidem pMU-P96-flag-locZ jsme vytvorili kmen
Sp188.

Nasledujici plazmidy byly vytvoieny jako derivat vektoru pJWV25 (Eberhardt et al.,
2009), ktery je uréen pro expresi proteint fuzovanych s GFP ve S. pneumoniae. Vektor obsahuje
inducibilni zinkovy promotor P...p a dvé sekvence, gatC a bgaA, homologni se sekvencemi na
chromosomu S. pneumoniae. Diky témto sekvencim lze vektor pouzit k vlozeni konstruktu do
postradatelného lokusu bgad v genomu S. pneumoniae. Selekénim znakem vektoru je rezistence
k tetracyklinu (2,5 pg/ml). Bakteridlni kmeny jsme vytvofili transformaci daného kmene
S. pneumoniae linearizovanym plasmidem, ktery jsme Stépili pomoci Pvul. Vzniklé
transformanty jsme selektovali na pude¢ s tetracyklinem.

pIJWV25-DivIVA-GFP (Beilharz et al.,, 2012): linearizovany plazmid jsme pouzili
k vytvoteni kmene Sp250 a Sp253.

pJWV25-GFP-FtsA (Beilharz et al, 2012): linearizovany plazmid jsme pouZili
k vytvofeni kmene Sp254, Sp256 a Sp257.

pJWV25-GFP-StkP (Beilharz et al.,, 2012): linearizovany plazmid jsme pouZili
k vytvoreni kmene Sp246, Sp248 a Sp249.

pZn-flag-locZ: Pro amplifikaci /ocZ jsme pouzili oligonukleotidy NS2 a LN155 a jako
templat chromozomdlni DNA kmene Spl. P..p promotor jsme amplifikovali pouZitim
oligonukleotidi LN123 a NS1 a jako templat slouzil plazmid pJWV25. Oba amplikony jsme
spojili pomoci fazni PCR a oligonukleotidy LN123 a LNI155. Finalni PCR produkt jsme
klonovali do vektoru pJWV25 pomoci restrikénich mist EcoRI a Notl.

pZn-GFP-LocZ: Pro amplifikaci locZ jsme pouzili oligonukleotidy LN156 a LN157 a
jako templat chromozomalni DNA kmene Spl. PCR produkt jsme $tépili Spel a Notl a klonovali
do vektoru pJWV25. Vznikly pZn-GFP-LocZ jsme linearizovali a spole¢né s dalSim vektorem
pDELstkP (Novékova et al., 2005) jsme je pouzili k vytvofeni kmene Sp58 (Stekerova, 2012).
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pZn-His6-LocZ: Pro amplifikaci &is6-locZ jsme pouzili oligonokleotidy LN140 a LN155
a jako templat slouzil vektor pETPHos-LocZ (Novakova et al., 2010). P..p promotor jsme
amplifikovali pomoci oligonukleotidd LN123 a LN139 z vektoru pJWV25. Nésledné jsme tyto
dva amplikony spojili pomoci fuzni PCR za pouziti oligonukleotidt LN123 a LN155. Vysledny
PCR fragment jsme Stépili EcoRI a Notl a klonovali do vektoru pJWV25. Vznikly pZn-His6-
LocZ jsme linearizovali a nasledn& pouzili k vytvofeni kmene Sp60 (Stekerova, 2012).

Vsechny konstrukty byly kontrolovany za pouziti metody sekvenovani DNA.

3.11 Priprava kment S. pneumoniae AlocZ pomoci Cheshire kazety

Cheshire kazetu (Weng et al., 2009) jsme pouzili k ptipravé kmene AlocZ na genetickém
pozadi dvou divokych kment, a to Spl (Rx1) a Sp4 (D39).

Upstream a downstream oblasti genu /JocZ jsme amplifikovali za pouziti
oligonukleotidovych partt PB014/PB015 a PB012/PB013 a jako templat slouzila chromozomalni
DNA divokého kmene. Vzniklé fragmenty DNA jsme $tépili MlIul a Ncol. Cheshire kazetu jsme
amplifikovali pouzitim oligonukleotidi DAM868 a DAMS869 a vznikly PCR produkt $tépili Mlul
a Ncol. VSechny tfi amplikony jsme spojili ligasou a amplifikovali za pouziti oligonukleotidi
PB012 a PBO015. Takto piipravenym linearnim DNA konstruktem jsme transformovali
kompetentni buiikky divokého kmene Spl (Rx1) a Sp4 (D39). Cheshire kazeta nese gen pro
erytromycinovou rezistenci a do genomu S. pneumoniae byla integrovana homologni
rekombinaci diky sekvencim té€sné pfiléhajicim ke genu locZ. Vzniklé erytromycin rezistentni
mutanty jsme péstovali v médiu s piidavkem fukosy, ¢imz je aktivovan piepis Cre rekombinasy
z Cheshire kazety pod kontrolou inducibilniho fukosového promotoru. Cre rekombinasa
rozeznava dvé specifické sekvence Cheshire kazety zvané /ox mista (lox66 a lox71), které ji
ohranicuji. V lox mistech dochdzi excizivni rekombinaci k vySté€peni celé Cheshire kazety véetné
erytromycinové rezistence a vznika misto /ox72 dlouhé 24 bp jako reziduum po Cheshire kazeté.
Vzniklé bakterialni kmeny byly oznageny Sp57 (Rx1; AlocZ) (Stekerové, 2012) a Sp267 (D39;
AlocZ).
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3.12 Ptiprava kmenii S. pneumoniae pomoci Janus kazety
Janus kazeta nese gen pro kanamycinovou rezistenci, ktery je ndsledovany recesivni

alelou genu rpsL. Kazeta funguje na principu dvou krokové strategie negativni selekce (Sung et

al., 2001).

3.12.1 Priprava kmene AlocZ v kmeni R6 S. pneumoniae

Nejprve jsme museli geneticky modifikovat divoky kmen R6 (Sp208), ktery ve svém
genomu nenese 7psL gen pro streptomycinovou rezistenci, kterd je dilezita pro metodiku vyuziti
Janus kazety. Gen rpsL s jeho nejblizSim okolim jsme amplifikovali pouzitim oligonukleotidt
JG74 a JG75 jako templat slouzila chromozomalni DNA Spl (Rx1). Amplikon jsme
transformovali do kompetentnich bun¢k kmene Sp208 (WT, R6), a tim vytvofili streptomycin
rezistentni kmen oznaceny Sp225. Tento kmen jsme dale pouzivali jako vychozi kmen.

V prvnim kroku strategie pfi vyuziti Janus kazety jsme amplifikovali Janus kazetu
pouzitim oligonukleotidi JG28 a JG29. Upstream a downstream oblasti genu /locZ jsme
amplifikovali pomoci oligonukleotidovych pari KB1/KB2 a KB3/KB4 a jako templat slouzila
chromozomalni DNA divokého kmene Sp208 (R6). VSechny tfi amplikony jsme spojili pomoci
fazni PCR za pouziti oligonukleotidi KB1 a KB4. Vysledny linearni PCR produkt jsme pouzili
k transformaci kompetentnich bun¢k kmene Sp225 a ziskany kanamycin rezistentni, streptomycin
senzitivni kmen jsme oznacili jako Sp227 (R6; rpsL, locZ: :janus kazeta).

V druhém kroku jsme vytvofili kmen AlocZ bez selektovatelného markeru tak, ze jsme
amplifikovali upstream a downstream pftiléhajici oblasti locZ pomoci oligonukleotidovych part
KB1/KB13 a KB4/KB14. Vzniklé amplikony jsme spojili pomoci fuzni PCR za pouziti
oligonukleotidi KB1 a KB4. Vysledny PCR produkt jsme transformovali do kompetentnich
bun¢k kmene Sp227 a ziskany kanamycin senzitivni, streptomycin rezistentni kmen jsme oznacili

jako Sp239 (R6; rpsL, AlocZ).

3.12.2 Priprava kmeni exprimujicich varianty proteinu LocZ pod nativhim promotorem
na genetickém pozadi divokého kmene S. pneumoniae R6
K ptipravé bakteridlnich kmena S. pneumoniae exprimujicih riizné varianty proteinu
LocZ pod kontrolou nativniho promotoru jsme vyuzili jiZz pfipraveny kmen Sp227 (R6, rpsL,

locZ::;janus kazeta). Janus kazeta byla pomoci homologni rekombinace vyménéna za locZ
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fizovany na jeho N-konci srfp (mKate?) nebo gfp. rfp jsme amplifikovali pouzitim
oligonukleotidi KB7 a KBS a jako templat slouzila chromozomalni DNA kmene HK95 (Beilharz
et al., 2012). locZ jsme amplifikovali pouzitim oligonukleotidii KB9 a KB10 a pomoci fuzni PCR
spojili s rfp za pouziti oligonukleotidd KB7 a KB10. Upstream a downstream oblasti genu locZ
jsme amplifikovali pouzitim oligonukleotidovych pari KB1/KB5 a KB4/KB6 a nasledné pomoci
fazni PCR spojili s rfp-locZ. Vysledny amplikon jsme transformovali do kompetentnich bunék
kmene Sp227. Vytvoreny kmen jsme oznacili jako Sp228 (R6; rpsL, locZ::rfp-locZ).

gfp-locZ jsme amplifikovali pouzitim oligonukleotidi KB10 a KB11 a jako templat
slouzil plasmid pZn-GFP-LocZ. Upstream a downstream oblasti genu /ocZ jsme amplifikovali
pouzitim oligonukleotidovych part KB1/KB5 a KB4/KB6 a nasledn¢ pomoci fuzni PCR spojili
s gfp-locZ. Vysledny amplikon jsme transformovali do kompetentnich bunék kmene Sp227.
Vytvoreny kmen jsme oznacili jako Sp229 (R6; rpsL, locZ::gfp-locZ).

Zkracenou variantu gfp-locZ-ACTDosamk a gfp-locZ-ACTD jsme amplifikovali kazdou
zvlast pouzitim oligonukleotidovych pari KB11/KB16 a KB11/KB17 a jako templat slouzil
plasmid pZn-GFP-LocZ. Upstream a downstream oblasti genu locZ jsme amplifikovali pouzitim
oligonukleotidovych pari KB1/KB5 a KB4/KB15 a nasledné¢ pomoci fuzni PCR spojili s gfp-
locZ-ACTDgsamk nebo gfp-locZ-ACTD. Zkracenou variantu locZ-ANTD jsme amplifikovali za
pouziti oligonukleotidi KB10/KB21 a gfp za pouziti KB11/KB20. Jako templat slouzil plasmid
pZn-GFP-LocZ. Upstream a downstream oblasti genu /ocZ jsme amplifikovali pouZzitim
oligonukleotidovych parit KB1/KB5 a KB4/KB6 a nasledné pomoci fuzni PCR spojili s gfp a
locZ-ANTD. Vysledné amplikony jsme kazdy zvlast transformovali do kompetentnich bunck
kmene Sp227. Vytvoifené kmeny jsme oznalili jako Sp275 (R6; rpsL, locZ::gfp-locZ-
ACTDosamk), Sp277 (R6; rpsL, locZ::gfp-locZ-ACTD) a Sp279 (R6; rpsL, locZ::gfp-locZ-
ANTD,.

Kmeny exprimujici fosfoablativni (Sp234) nebo fosfomimetickou (Sp235) alelu genu
locZ jsme ptipravili nasledovné: Jednotlivé varianty genu locZ jsme amplifikovali pouzZitim
oligonukleotidi KB10 a KB12 a jako templat slouzil plasmid pZn-His6-LocZ-T67A/T78A nebo
pZn-His6-LocZ-T67E/T78E. Upstream a downstream oblasti genu locZ jsme amplifikovali
pouzitim oligonukleotidovych pardt KB1/KB5 a KB4/KB6. Vzniklé amplikony jsme pomoci
fazni PCR spojili s amplikonem modifikované verze genu locZ. Vyslednym PCR produktem
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jsme transformovali kompetentni buiiky kmene Sp227 a tak vytvofili kmen Sp234 (R6; rpsL,
locZ::locZ-T67A4/T784) a Sp235 (R6; rpsL, locZ::locZ-T67E/T78E).
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4 Vysledky a diskuze

Kapitola Vysledky a diskuze bude z divodu piehlednosti rozd€lena dle jednotlivych
projekti na dvé zakladni podkapitoly. Kazdd zakladni podkapitola bude slozena z vlastnich

vysledki a néasledné diskuze.

/4

4.1 Projekt: LocZ je novy protein bunécéného déleni urcujici spravné
umisténi septa u Streptococcus pneumoniae
Vysledky tohoto projektu zahrnuji, z diivodu piehlednosti a ucelenosti, nékolik vysledk jiz
diive uvedenych v diplomové praci sndzvem Spr0334, novy protein bunécného déleni u
Streptococcus pneumoniae (Stekerova, 2012). Vzdy bude uvedeno, zda se jednd o ptivodni
vysledky pouzité v uvedené diplomové praci, ¢i nové ziskané a zda tyto vysledky spolu
koresponduji.

Streptococcus pneumoniae koduje ve svém genomu jediny gen pro Ser/Thr proteinkinasu
eukaryotického typu nazyvanou StkP. Mezi jeji substraty patii protein Spr0334 (Novakova et al.,
2010), nyni zndmy pod ndzvem MapZ (Mid-cell-Anchored Protein Z) (Fleurie et al., 2014) a
nami pojmenovany jako LocZ (Localizing at midcell of FtsZ) (Holeckova et al., 2014), v této
praci dale oznac¢ovany jako LocZ.

LocZ je membranovy protein ucastnici se bunécného déleni u S. pneumoniae doposud
neznamym mechanismem. Protein LocZ se skldda z predikované N-termindlni cytoplasmatické
domény (AMK 1 az 158), kterd obsahuje dv¢ fosforylacni mista T67 a T78, transmembranové
domény (AMK 159 az 179) a C-terminalni extracelularni domény (AMK 180 az 464) (Stekerova,
2012) (obr. 4-1 a 4-2). Porovnanim sekvenci genu locZ s geny v ostatnich organismech se
ukazalo, Ze tento gen je konzervovan pouze u streptokokt (obr. 4-2), laktokokli a enterokokd.
Neni homologni s Zadnym dalSim znamym proteinem a ani neobsahuje 74dné anotované
konzervované domény, dokonce ani v pfipadé, kdy byly nejkonzervovangjsi N- a C-koncové

oblasti analyzovany odd¢lené.
T67T78

W ™
[ HH

cytoplasmaticka extracelularni doména
doména

Obr. 4-1: Schématické znazornéni struktury proteinu LocZ:

T67: Threonin 67; T78: Threonin 78, TM: transmembranova doména
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Obr. 4-2: Srovnani sekvenci homologti LocZ u streptokoki:

Spn: S. pneumoniae R6; Sppn: S. pseudopneumoniae; Smi:

AREKWESL,

L* :

S. mitis; Sor:

KKQIT]

S. gordonii; Smu: S. mutans; Spy: S. pyogenes; Sag: S. agalactiae; Sdy: S.

S. uberis; Sang: S. anginosus; Scon: S. constellatus; Sint: S. intermedius; Seqe:

S.
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oralis; Ssan: S. sanguinis; Sgo:
dysgalactiae; Ssu: S. suis; Sub:

S. equi subsp. equi; Seqz: S. equi

subsp. zooepidemicus; Sgal: S. gallolyticus; Spas: S. pasteurianus; Sini: S. iniae; Sinf: S. infantarius; Spub:

S. parauberis; Ssal: S. salivarius; Sthe: S. thermophilus. Hvézdi¢ky (*): oznacuji pozice, které maji jeden plné

konzervovany zbytek; dvejte¢ky (:): oznacuji konzervovana mista na zakladé skupin AMK se siln¢ podobnymi

vlastnostmi; te¢ky (.): oznacuji konzervovana mista na zakladé¢ skupin AMK se slabé podobnymi vlastnostmi.
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Fosforylované aminokyseliny T67 a T78 v S. pneumoniae jsou oznaceny Sipkami.

4.1.1 Inaktivace genu locZ u S. pneumoniae

Za ucelem zjisténi funkce proteinu LocZ u S. pneumoniae jsme ptipravili dele¢ni kmen
oznaceny Sp57 (Rx1; AlocZ). K ptipravé kmene Sp57 jsme pouzili Cheshire kazetu (Weng et al.,
2009), ktera je vhodna pro deleci genu nachéazejiciho se uvnitt operonu (podrobnéji viz kapitola
3.11, Material a metody a Stekerova, 2012; kapitola 4.1).

Deleci genu locZ jsme ovéfili pomoci imunodetekce s polyklonalni protilatkou proti
proteinu LocZ v celkovych proteinovych lyzatech divokého kmene Spl (WT) a mutantniho
kmene Sp57. Z vysledkii publikaci Novéakova et al. (2010) a Stekerova (2012) je znamo, Ze
protein LocZ je in vitro 1 in vivo fosforylovan Ser/Thr proteinkinasou StkP na aminokyselinovych
zbytcich v pozici T67 a T78. Na zaklad¢ téchto vysledkil jsme zdroven provedli imunodetekci
fosforylace pomoci anti-pThr protilatky. Z obrazku 4-3 je patrné, ze LocZ je exprimovan a
fosforylovan v divokém kmeni Spl (WT). V kmeni Sp57 (AlocZ) protein LocZ jiz nelze
detekovat a nelze detekovat ani jeho pfipadnou fosforylaci. Exprese ani fosforylace samotné StkP
neni v mutantnim kmeni Sp57 nijak ovlivnéna.

Pomoci Cheshire kazety jsme provedli deleci genu locZ také v opouzdieném kmeni D39
(Sp4) a delec¢ni kmen jsme nazvali Sp267 (podrobnéji viz kapitola 3.11, Material a metody)

Dale jsme pfipravili dele¢ni kmen Sp239, kdy jsme pouzili Janus kazetu (Sung et al.,
2001), ktera funguje na principu dvoukrokové strategie negativni selekce (podrobnéji viz kapitola
3.12.1, Material a metody).

Vsechny piipravené delecni kmeny byly pouzivany pro dalsi experimenty.

4% 4
& & o
SN >
kDa <
8() =] ~ < _[ StkP
< s LocZ
58 == — —
a-pThr a-LocZ

Obr. 4-3: Detekce exprese a fosforylace proteinti LocZ a StkP
WT: divoky kmen Spl; AlocZ: mutantni kmen Sp57; Sipky: oznacuji pozici dané¢ho proteinu; StkP: Ser/Thr
proteinkinasa StkP; LocZ: protein LocZ; a-pThr: protilatka proti p-Thr; a-LocZ: protilatka proti LocZ
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4.1.1.1 Analyza transkripce genu prilehlych ke genu locZ metodou qRT-PCR
Jiz v diplomové praci Stekerova (2012) jsme uvedli, Ze dle analyzy okoli genu locZ na

chromozomu Ize ptredpokladat, ze se nachazi uvnitt operonu (KEGG: Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes, http://www.genome.jp/kegg/). Prvnim piedpokladanym genem operonu byl
gen spr0331, ktery koduje hypoteticky protein o neznamé funkci, protoze piedchdzejici gen
spr0330 je ptrepisovan v opacném sméru. Dale se v okoli genu locZ nachazi gen spr0332 pro
protein GpsB, nové gen rnpB kodujici ribonukleasu P — komponent M1, a gen pro hypoteticky
protein spr0333. Za genem locZ je gen spr0335 pro 6-fosfoglukonat dehydrogenasu, gen spr0336
pro osifely transkripcni regulator RitR a gen spr0337 pro cholin vazebny protein F. Dle databaze
Comprehensive Microbial Resource (http://cmr.jcvi.org) byly v minulosti predikovany dva
terminatory, a to za genem spr0332 a spr0336. Dle nové databaze  PneumoBrowse
(https://veeninglab.com/pneumobrowse) je termindtor za genem spr(336 zachovan a termindtor
predikovany za genem spr0332 je nové predikovéan za genem rnpB, ktery néasleduje za spr0332.
Transkripéni analyza pomoci RT-PCR ukazala, Ze je vSech 7 genl ptepisovano ve formé
polycistronni mRNA, avSak tato metoda nemuze vyloucit pfitomnost napf. vnitinich promotorii a
dalsich mechanismti ovliviyjicich transkripci. Dale vysledky naznacuji, Ze delece locZ
nezptsobuje polarni efekt (Stekerova, 2012). Protoze metoda RT-PCR neni tak citlivd jako
metoda kvantitativni PCR v redlném case (QRT-PCR), rozhodli jsme se pro analyzu pftilehlych
genl spr0332, spr0333, spr0335 a spr0336 touto metodou v pfipravenych dele¢nich kmenech
Sp57 (Rx1, AlocZ) a Sp239 (R6, AlocZ) v porovnani s odpovidajicimi divokymi kmeny (Spl a
Sp225). Z hodnot pomérti hladin exprese testovanych genii v deleénim kmeni ku divokému
kmeni, uvedenych v tab. 4-1, vyplyva, Ze nedochazi ke zméné exprese testovanych gentli spr0332,
spr0333, spr0335 a spr0336. Dalsi metodou jsme tedy ovéfili, Ze delece genu nezplsobuje

polarni efekt.

Zmeéna exprese testovanych genti*
spr0332 spr0333 spr0335 spr0336
Sp57/Sp1 (Rx1) 1,42 (£ 0,14) 1,03 (£ 0,15) 0,81 (£0,16) 0,83 (£0,21)
Sp239/Sp225 (R6) 1,02 (+0,21) 0,86 (+ 0,04) 0,69 (+0,04) 0,76 (£ 0,14)

Tab. 4-1: Analyza geni prilehlych ke genu locZ metodou qRT-PCR:
* Zména exprese testovanych genti udava pomer hladin exprese v kmeni AlocZ (Sp57 nebo Sp239) a kmeni divokém

(Sp1 nebo Sp225).
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4.1.1.2 Charakterizace ristu a vliv stresit na fenotyp mutanta AlocZ
LocZ je substratem StkP, kterd hraje tlohu nejen v regulaci bunééného déleni, ale také

v navozeni stavu pfirozené kompetence a rezistenci bunck k teplotnimu, oxidativnimu,
osmotickému a pH stresu (Saskova et al., 2007). Abychom objasnili funkci LocZ ve zminénych
bunécnych dé&jich, rozhodli jsme se vystavit mutantni kmen Sp57 plisobeni riznych druht strest
a porovnat ristové vlastnosti s divokym kmenem Spl.

Nejprve jsme porovnali riist mutantniho kmene Sp57 a divokého kmene Spl méfenim
rustové kiivky v komplexnim médiu TSB béhem statické kultivace pii 37°C. V pulhodinovych
intervalech jsme méfili optickou denzitu testovanych kultur pii vinové délce 600 nm.

Z porovnani prubéhu rustovych kiivek S. pneumoniae divokého a mutantniho kmene je
patrné prodlouzeni lag faze mutantniho kmene. Doba zdvojeni 1 dosazeni nejvyssi optické denzity
je pro oba kmeny stejna (obr. 4-4 A). Tato data jsou nové namétena a koreluji s daty diplomové
prace (Stekerova, 2012).

Nésledné jsme divoky a mutantni kmen vystavili plisobeni teplotniho, oxidativniho,
osmotického a pH stresu. K testovani teplotniho, osmotického a pH stresu jsme vyuzili metodiky
méteni ristové kiivky a pro testovani oxidativniho stresu metodu kultivace na pevné pudé po
pusobeni stresu na danou bakteridlni kulturu (podrobnéji viz kap. 3.7, Materidl a metody).

Mutantni kmen Sp57 vykazuje citlivost k teplotnimu stresu, coZ se projevuje pfechodem
bakteridlni kultury péstované pii 40°C do stacionarni faze pfi nizSich hodnotach optické denzity
(obr. 4-4 B). Dale je mutantni kmen Sp57 citlivy k plisobeni oxidativniho stresu, kdy na pevném
médiu po vystaveni pisobeni 10 mM H,O, pieziva o polovinu mén¢ bunék, nez bunék divokého
kmene Spl (tab. 4-2). Nicméné pfi testovani mutantniho kmene Sp57 k citlivosti na osmoticky a
pH stres jsme zaddné vyrazné zmény ve srovnani s pribéhem ristu divokého kmene Spl
nepozorovali (data nejsou prezentovana). Nameéfend data naznacuji, Zze LocZ hraje tlohu
v odpovédi na teplotni a oxidatni stres. Obecné tedy nereguluje schopnost buniky reagovat na
stresové podminky v porovnani s StkP, kterd se G€astni odpovédi na vSechny testované stresy.

Uvedena data byla nov€ naméfena a pro teplotni, osmoticky a pH stres jsou s vysledky
diplomové prace (Stekerova, 2012) ve shodd. V ptipadé testovani citlivosti mutantniho kmene
Sp57 k oxidativnimu stresu se vysledky nové namétené a vysledky diplomové prace lisi. A to
tak, ze v pfipad€ diplomové prace bylo procento prezivsich bunc¢k divokého a mutantniho kmene

vystaveného piisobeni 10 mM a 20 mM H,0,; v obou ptipadech stejné.
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Obr. 4-4: Charakterizace ristu a citlivost mutantniho kmene AlocZ k teplotnimu stresu.

WT: divoky kmen Spl; AlocZ: mutantni kmen S. pneumoniae Sp57; A/ Semilogaritmické vyneseni rustové kiivky
divokého kmene (WT, Cerné ¢tverce) a mutantniho kmene (AlocZ, bilé ctverce) v komplexnim médiu (TSB) pii
37°C; B/ Semilogaritmické vyneseni ristové kiivky divokého kmene WT kultivovaného v komplexnim médiu TSB
pii 37°C (Cerné Ctverce) a pii 40°C (bilé étverce) a mutantniho kmene AlocZ kultivovaného v komplexnim médiu
TSB pfti 37°C (Cerny kruh) a pti 40°C (bily kruh). Rustové kiivky byly sledovany ve tfech nezavislych métenich.

Body grafu znazornuji primérné hodnoty téchto méfeni s danou smérodatnou odchylkou.

kmen S. pneumoniae 10 mM H,0, kontrola
WT (Spl) 32,19+ 12,0 % 100 %
AlocZ (Sp57) 16,00 £ 5,9 % 100 %

Tab. 4-2: Citlivost mutanta AlocZ k oxidativnimu stresu v pevném médiu Gelosa D.
WT: divoky kmen Spl; AlocZ: mutantni kmen S. pneumoniae Sp57; procenta vyjadiuji pocet prezivsich bunék
vystavenych pasobeni 10 mM H,0, z celkového poétu bunék (kontrola bez oxidativniho stresu). Hodnoty uvedené

v tabulce predstavuji primérnou hodnotu vypocitanou ze tfi na sobé nezavislych méteni.

4.1.2 Absence proteinu LocZ u S. pneumoniae ovliviiuje umisténi délici pfepazky a
zpusobuje defekty bunécéného déleni
StkP, jejimzZ substratem je LocZ, hraje vyznamnou roli v bunéném d¢leni. Delece genu
stkP méa za nasledek zménu morfologie bungk, které jsou velmi protahlé a obsahuji nékolik
neuzavienych bunécnych piepazek (Novakova et al., 2010; Beilharz et al., 2012). V rdmci
diplomové prace (Stekerova, 2012) bylo zji§téno, Ze se delece genu locZ morfologicky projevuje
tvorbou menSich kulatych bunék, asymetrickym bunéénym délenim a nerovnomérnym

rozdélenim DNA do buné€k, coz vede Casto k tvorbé minibunék, které u S. pneumoniae do této
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doby nebyly pozorovany. Rozhodli jsme se analyzu morfologickych znakd mutanta Sp57

opakovat a urcit dalsi, které¢ by ndm pomohly blize specifikovat funkci LocZ u S. pneumoniae.

4.1.2.1 Morfologie mutantniho kmene AlocZ

4.1.2.1.1 Mikroskopie ve fazovém kontrastu, statistika velikosti bunék a vizualizace DNA v
bunkach
Nejprve jsme porovnali morfologii bunc€k zivych preparati piipravenych z kultur

divokého (WT) a mutantniho kmene (AlocZ) péstovaného v komplexnim médiu TSB do ODgyp ~
0,3. Pripravené zivé preparaty jsme pozorovali mikroskopem v rezimu fazového kontrastu.
Mikroskopické snimky nésledné slouzily k analyze velikosti bun¢k v programu MicrobeTracker a
GraphPad Prism, kdy hlavnim parametrem byla délka bunky (podrobnéji viz kap. 3.9, Material a
metody).

Ob¢ kultury jsme dale wvyuzili kpfipravé fixovanych preparati obarvenych
fluorescenénim barvivem DAPI, které umoznuje specifickou vizualizaci DNA v buiikéach.
Preparaty jsme pozorovali pomoci mikroskopu s filtrem pro pozorovani fluorescenéniho signalu
DAPL

Jak jiz bylo uvedeno, buniky mutantniho kmene se d€li asymetricky. Proto jsme se
rozhodli tento morfologicky znak blize kvantifikovat. Analyzou mikroskopickych snimkt
pouzitych ke statistice velikosti bun¢k jsme ur¢ili, Zze 31,8% (127/400) bun¢k mutantniho kmene
se deli asymetricky ve srovnani s divokym typem, ktery tvoti pravidelné lancetovité diplokoky.
Z pozorovani mikroskopickych snimkl (obr. 4-5) a analyzou velikosti bun¢k (tab. 4-3) jsme
ovéfili, Ze mutantni kmen tvofi mensi bunky (1,61 £ 0,39 um) ve srovnani s divokym kmenem
(1,83 £ 0,39 um), a to statisticky vyznamné (P < 0,0001, neparametricky Mann-Whitney test).
Vysledky rozdilu ve velikosti bunék divokého a mutantniho kmene jsme zndzornili pomoci
histogramu ukazujiciho procentudlni zastoupeni bun¢k z populace v dané velikostni tfidé (obr. 4-
6). Na zaklad¢ téchto dat jsme zjistili, Ze mutantni kmen tvoii 5,5% (22/400) minibunék, tedy
bunék mensich nez je nejmensi bunika divokého kmene (builka s délkou mensi nez 1 pm).
Barveni DNA pomoci DAPI odhalilo, ze 2,5% (10/400) bun¢k mutantniho kmene v celé populaci
zcela postradd DNA. DNA postradala ve vSech pfipadech minibuiika, a to v procentudlnim
zastoupeni 45% z bunék mensich nez 1 pm. Tyto buiikky mizeme oznaCovat za pravé minibunky.
Ty byly vzdy pozorovany ve dvojici s vétsi bunkou, kterda DNA obsahovala, a jsou tedy
produktem asymetrického bunééného dé€leni (obr. 4-5, tab. 4-3).
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Obr. 4-5: Morfologie bunék a vizualizace DNA v buiikach divokého kmene (WT) a kmene AlocZ
WT: divoky kmen Spl; AlocZ: mutantni kmen S. pneumoniae Sp57; PH: fazovy kontrast; DAPI: fluorescenéni
signal DAPI; prekryv: prekryv fazového kontrastu a signalu DAPI; bila Sipka: oznaCuje minibuniku obsahujici

DNA; oteviena Sipka: oznacuje minibunku bez DNA.

Oznaceni Prvni Treti 5 Asymetrické Minibunky
kmene Min  kvartii Median  kvartil  Max Primér SD  Sitka  déleni (%) (%)
Spl (WT) 1,00 1,53 1,77 2,08 2,81 1,83 0,39 0,67 0,00 0,00
Sp57 (AlocZ) 0,66 1,34 1,59 1,88 2,66 1,61 0,39 0,66 31,80 5,50

Tab. 4-3: Popisna statistika velikosti bunék divokého kmene (WT) a mutanta AlocZ:

Velikosti bunék jsou uvedeny v um. Pro kazdy kmen byl statisticky zpracovan soubor 400 bun¢k. Délka bunék byla
naméfena pomoci programu MicrobeTracker a analyza velikosti bunék byla provedena v programu GraphPad
Prism 3.0 (sloupec 2 az 8). Min: minimalni délka bunky; Max: maximalni délka bunky; SD: smérodatna odchylka.
Procento asymetricky délicich se bunék bylo kvantifikovano z mikroskopickych snimkd v rezimu fazového

kontrastu. Minibuiiky pfedstavuji vSechny buitky mensi nez 1 pm. Tato hodnota odpovida nejmensi délce bunek

divokého kmene Spl.
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Obr. 4-6: Histogram — procentuilni zastoupeni bunék z populace divokého a mutantniho kmene v dané
velikostni tridé.

WT: divoky kmen Sp1 (Eerné sloupce); AlocZ: mutantni kmen S. pneumoniae Sp57 (Sedé sloupce)

4.1.2.1.2 Skenovaci a transmisni elektronovéd mikroskopie
Za ulelem detailnéjsiho obrazu morfologie mutantniho kmene AlocZ jsme se rozhodli

provést skenovaci a transmisni elektronovou mikroskopii. Kultury jsme péstovali v médiu TSB
do exponencidlni faze a dale byly zpracovany v Laboratofi charakterizace molekuldrni struktury
Mikrobiologického ustavu v Praze (Oldfich Benada a Olga Kofronovd). Na obrazku 4-7A,
snimek ze skenovaci elektronové mikroskopie (SEM) a na obrazku 4-8 A a B, snimek
z transmisni elektronové mikroskopie (TEM), mizeme v riznych stadiich bunééného déleni
pozorovat divoky kmen Spl (WT), jehoz bunky tvofi charakteristické ovoidni diplokoky. Na
druhé strané, analyzou obrazku 4-7B (SEM), jsme zjistili, Ze 75% bun€k mutantniho kmene Sp57
(AlocZ) vykazuje deformity bunééného tvaru, dcefiné buiiky maji rozdilnou velikost a dochazi
k tvorbé minibun€k. Navic mnoho bunék, nezavisle na jejich velikosti, m4 nepravidelny
,oramborovity* tvar s abnormalné zaoblenymi poly jako mozny dasledek tvorby délici piepazky
mimo stfed burniky v zavislosti na jeji dlouhé ose (obr. 4-7B1 a obr. 4-8F). Obcas v populaci
pozorujeme buiiky s vice nez jednou bunécnou piepazkou (obr. 4-7B5). TEM taktéz ukazala, ze
nekteré bunky mutantniho kmene obsahuji dvé invaginace bunécné stény, které predstavuji dveé
vznikajici délici pfepazky v tésné blizkosti (obr. 4-8C), nebo buiiky obsahujici dvé septa v rizné
fazi uzavteni (obr. 4-8D). Nicmén¢ navzdory témto abnormalitdm stale pozorujeme mnoho bunck

s kompletn€ uzavienymi septy.

75



Obr. 4-7: Skenovaci elektronova mikroskopie divokého kmene a mutanta AlocZ.

Panel A a A1-A6: divoky kmen Spl (WT); Panel B a B1-B6: mutantni kmen Sp57 (AlocZ). Métitko v panelu A a B

odpovida 2 um. Obrazy v panelech A1-A6 a B1-B6 jsou 2x zvétSeny a métitko odpovida 1 um.
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Obr. 4-8: Transmisni elektronova mikroskopie divokého kmene a mutanta AlocZ.

A aZ B: divoky kmen Sp1 (WT); A: bunka vpravo v pocatecni fazi tvorby délici prepazky; B: bunka s jiz témér
uzavienou dé¢lici prepazkou, tésné pred rozdélenim dcefinych bunek; C azZ F: zmény v ultrastruktuie bunky
mutantniho kmene Sp57 (AlocZ); C: priklad burnky se dvéma invaginacemi bunécné stény blizko sebe — oznaceny
Sipkami; D: piiklad stale spojenych tii bun€k v riznych fazich uzavirani délici prepazky; E: piiklad bunééné lyze;

My

F: buiiky nerovnomérné se délici, podobné jako buiiky na obr. 4-7B1. Méfitko: 0,2 pm.

4.1.2.1.3 Vizualizace nov¢ syntetizované bunécné stény
Na zaklad¢ vSech vySe popsanych defektli bunééného d€leni u mutantniho kmene Sp57

(AlocZ) jsme se rozhodli vizualizovat mista aktivni syntézy bunécné stény v divokém a
mutantnim kmeni pomoci znaceni fluorescencnim vankomycinem (VanFL), ktery se vdze na
nascentni peptidoglykan (PG) (Daniel a Errington, 2003). Na mikroskopickém snimku divokého
kmene Spl (WT) pozorujeme typicky vzor tvorby nového PG, a to v dé€lici prepazce a na

pozicich ekvatorialnich kruhtl, coz jsou mista, kterd oznacuji budouci misto déleni v kazdé novée
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vznikajici dcefiné bunice (obr. 4-9). Na druhou stranu, ackoli u bun¢k mutantniho kmene (AlocZ)
také pozorujeme syntézu nascentniho PG, z mikroskopického snimku je patrné, ze délici
prepazka je umisténa zcela mimo stied buniky anebo neni umisténa kolmo k vodorovné ose bunky
(obr. 4-9, bilé Sipky). Navic fluorescencné znaCeny vankomycin neni zcela pozorovatelny v
pozicich ekvatorialnich kruhti. Nakonec jsme u nékolika bun¢k s abnormalnim tvarem pozorovali
rozptyleny fluorescencni signdl, ktery nebyl jasné lokalizovan v zZadné urcité oblasti (obr. 4-9,
oteviend Sipka). Tato zjisténi odrdzeji morfologii bun¢k pozorovanou pomoci mikroskopie ve
fazovém kontrastu a elektronovou mikroskopii a naznacuji, ze protein LocZ by mohl byt

dualezitou soucasti divizomu, kterd je zodpovédna za spravné umisténi delici prepazky.

AlocZ

Obr. 4-9: Vizualizace syntézy nascentniho peptidoglykanu (PG) pomoci fluorescenéné znaceného
vankomycinu (VanFL) u divokého kmene (WT) a mutanta (AlocZ):

WT: divoky kmen Spl; AlocZ: mutantni kmen S. pneumoniae Sp57; PH: fazovy kontrast; VanFL: signal
fluorescencniho vankomycinu; prekryv: prekryv fazového kontrastu a fluorescen¢niho vankomycinu; bila Sipka:

mista syntézy PG; oteviena Sipka: naruSena syntéza PG. Méfitko: 5 um
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4.1.2.1.4 Morfologie mutanta AlocZ na riznych genetickych pozadich S. pneumoniae
Mutace nebo delece genli kdédujicich proteiny bunééného déleni u S. prneumoniae se

mohou projevovat rtiznym fenotypem v zavislosti na daném kmeni S. pneumoniae (Massidda et
al., 2013). Abychom se ptesvédcili, ze pozorovany fenotyp delece genu /ocZ v neopouzdieném
kmeni S. pneumoniae Rx1 neni omezen na dané genetické pozadi, rozhodli jsme se pfipravit
mutanta AlocZ v dalSich kmenech, a to v neopouzdieném kmeni R6 a opouzdieném kmeni D39
(ptiprava kmenit je popsana podrobnéji v kap. 3.11 a 3.12.1, Material a metody). Oba vysledné
mutantni kmeny, Sp239 (R6, AlocZ) a Sp267 (D39, AlocZ), vykazuji naprosto stejny fenotyp
nerozeznatelny od fenotypu mutantniho kmene Sp57 (Rx1, AlocZ) (obr. 4-10). Mizeme tedy
tvrdit, Ze pozorovany fenotyp zpusobeny deleci genu /locZ neni zavisly na genetickém pozadi
kmene S. pneumoniae a ve vSech testovanych kmenech se projevoval zcela stejné, a to tvorbou

asymetrickych d¢licich se bun¢k ,,bramborovitého* tvaru a minibungk.

Rx1 ( 'RG D39 s
T - ﬂ‘ > & \(

- : > o *
f" A é.k /vr’k o $'“

¢ Y
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Obr. 4-10: Morfologie mutanta AlocZ na ruznych genetickych pozadich:

Rx1: mutant AlocZ na genetickém pozadi divokého kmene S. pneumoniae Rx1 bez pouzdra; R6: mutant AlocZ na
genetickém pozadi divokého kmene S. pneumoniae R6 bez pouzdra; D39: mutant AlocZ na genetickém pozadi
divokého kmene S. pneumoniae D39 s pouzdrem; ¢erné SipKky: oznacuji minibunky; otevi‘ené Sipky: oznacuji bunky

s deformitami bunééného tvaru. Méfitko: S pm.

4.1.2.2 Komplementace mutace AlocZ
Abychom potvrdili, ze pozorovany fenotyp mutantniho kmene AlocZ je zptisoben pouze

deleci genu locZ, pouzili jsme komplementacni kmen S. pneumoniae Sp60 (Rx1, AlocZ
bga::P.p-his6-locZ) (Stekerova, 2012) nesouci na chromosomu v postradatelném lokusu bgad
pod inducibilnim zinkovym promotorem gen locZ flzovany s histidinovou kotvou (podrobnéji

viz kap. 3.10, Material a metody a Stekerova, 2012, kap. 4.4.1). Buitky komplementaéniho

79



kmene pé&stovaného bez piidavku Zn®" v médiu, ve kterém nedochazi k 7adné expresi proteinu
LocZ, vykazuji srovnatelnou morfologii, velikost, déleni DNA a charakteristiku rastu jako
mutantni kmen Sp57 (AlocZ) (tab. 4-4, obr. 4-11). V ptipadé kultivace komplementa¢niho kmene
Sp60 v médiu s pridavkem 0,45 mM ZnCl, dochazi k expresi proteinu His6-LocZ. Exprimované
mnozstvi proteinu His6-LocZ je niz§i, nez v piipad¢ exprese nativniho proteinu LocZ v divokém
kmeni (obr. 4-11B). Toto snizené mnozstvi exprimovaného proteinu His6-LocZ v bunikach neni
zcela dostatec¢né k tplné komplementaci velikosti bun¢k a morfologie (tab. 4-4, obr. 4-11). Piesto
muzeme fici, Ze v komplementacnim kmeni Sp60 péstovaném v médiu s pridavkem induktoru
dochazi k témétr uplné komplementaci sledovanych morfologickych znakl a tedy pozorovany
fenotyp mutantniho kmene Sp57 je zptisoben deleci genu locZ na chromosomu.

Vsechna prezentovana data jsou nové naméfena. Jsou ve shod¢ s ptedchozimi vysledky
uvedenymi v diplomové praci (Stekerova, 2012) a jsou obohacena o dalsi statisticka data, napf.

Sitku bunky, procentualni zastoupeni tvorby minibunék a asymetricky se délicich bunck.

Oznaceni Prvni Treti Asymetrické Minibunky
kmene Zn*"  Min kvartil Median kvartii Max Pramér SD  Sitka  d&leni (%) (%)
Spl (WT) - 1,00 1,53 1,77 2,08 2,81 1,83 0,39 0,67 0,00 0,00
Sp57 (AlocZ) - 0,66 1,34 1,59 1,88 2,66 1,61 0,39 0,66 31,80 5,50
Sp60 - 0,63 1,29 1,55 1,83 3,01 1,57 044 0,65 29,00 10,25
Sp60 + 1,04 1,47 1,67 1,97 2,78 1,75 0,36 0,67 0,75 0,00

Tab. 4-4: Popisna statistika velikosti bunék divokého kmene (WT), mutanta AlocZ a komplementac¢niho
kmene: Velikosti bun¢k jsou uvedeny v pum. Pro kazdy kmen byl statisticky zpracovan soubor 400 bun¢k. Délka
bun¢k byla namétfena pomoci programu MicrobeTracker a analyza velikosti bunék byla provedena v programu
GraphPad Prism 3.0 (3 az 10 sloupec). Min: minimalni délka bunky; Max: maximalni délka buiiky; SD: smérodatna
odchylka, Zn**: kmen byl kultivovan v médiu s piidavkem 0,45 mM ZnCl,, ktery indukuje expresi proteinu His6-
LocZ. Procento asymetricky délicich se bun€k bylo kvantifikovano z mikroskopickych snimkd v rezimu fazového
kontrastu. Minibuniky piedstavuji vSechny buniky mensi nez 1 um, coZ je nejmensi délka bunék divokého kmene

Spl.
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Obr. 4-11: Komplementace delece locZ:

A/ Morfologie komplementacniho kmene: Fixované preparaty komplementaéniho kmene Sp60 (Rx1, AlocZ
bga::P..p-his6-locZ) péstovaného v médiu TSB bez piidavku (0 mM ZnCl,) a s pridavkem 0,45 mM ZnCl,; PH:
fazovy kontrast; DAPI: fluorescenéni signal DAPI; piekryv: piekryv fazového kontrastu a signalu DAPI; bila
sipka: oznacuje minibuniku obsahujici DNA; trojuhelnikova Sipka: oznacuje minibuiiku bez DNA. B/ Exprese a
fosforylace proteinu LocZ: Sp1: divoky kmen (WT); Sp57: mutant AlocZ; Sp60: komplementaéni kmen péstovany
v médiu bez ptidavku (-) a s pfidavkem 0,45 mM ZnCl, (+); a-LocZ: specificka protilatka proti LocZ; a-pThr:
protilatka proti p-Thr. C/ Histogram — analyza velikosti bunék: WT: divoky kmen Spl (bilé sloupce); Sp60:
komplementacni kmen péstovany bez ptidavku induktoru (Sedé sloupce); Sp60 + ZnCl,: komplementa¢ni kmen
péstovany s pfidavkem 0,45 mM ZnCl, (¢erné sloupce). D/ Komplementace rastu: Semilogaritmické vyneseni
rustovych kiivek kultur péstovanych v tekutém médiu TSB. Spl: divoky kmen (erné kosoctverce); Sp60:
komplementaéni kmen péstovany v médiu bez pifidavku ZnCl, (bilé kruhy), s pfidavkem 0,25 mM ZnCl, (bilé
trojuhelniky) a s ptfidavkem 0,45 mM ZnCl, (kiizky).

4.1.3 Lokalizace proteinu LocZ v priabéhu bunécéného déleni S. pneumoniae

Fenotyp mutantniho kmene AlocZ (Sp57) naznacuje, ze protein LocZ hraje roli v procesu
bunécného déleni u S. pneumoniae. Proto jsme se rozhodli charakterizovat jeho lokaliza¢ni profil
za pouziti fuze proteini LocZ se zelenym fluorescencnim proteinem GFP v exponencidlné

rostouci kultufe bun¢k kmene Sp229 (R6, locZ::gfp-locZ) (ptiprava kmene podrobnéji v kap.
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3.12.2, Material a metody). V buitkach kmene Sp229 dochazi k expresi gfp-locZ jakozto jediné
kopie locZ na chromosomu pod kontrolou nativniho promotoru. Z mikroskopického snimku je
patrné, ze GFP-LocZ je exprimovan a bunky maji morfologii nerozeznatelnou od morfologie
divokého kmene, fuzni protein je tedy funk¢ni (obr. 4-12 a obr. 4-13A).

Jak by se dalo ocekavat od proteinu bunééného déleni, protein LocZ lokalizuje ve stfedu
bunky S. pneumoniae béhem bunééného déleni. Rozhodli jsme se provést detailné€jsi analyzu jeho
lokalizace v pribéhu bunééného déleni, které jsme rozdélili na 6 fazi (Fadda et al., 2007).
Analyza populace exponencidlné rostoucich bun¢k (celkem 610) kmene Sp229 (locZ::gfp-locZ)
odhalila unikatni lokalizacni profil proteinu LocZ v prubéhu bunécéného déleni, ktery nebyl u
bun¢k S. pneumoniae doposud pozorovan (Massidda et al., 2013). Na obrazku 4-12 pozorujeme
u bunék v prvni fazi bunééného déleni, coz odpovida 2,8% (17/610) bunék z populace, lokalizaci
LocZ uprostied buiky jako prstence umisténého v bunééné sténé. Ve druhé fazi, kdy zacina
dochézet k elongaci bunky (27,5% bunék z populace (168/610)), tvoii LocZ jiz dva odd¢lené
prstence, které jsou umistény ve stfedu bunky blizko sebe. Ve tieti fazi, jak elongace bunky
pokracuje, pozorujeme u 20 % bunék z populace (106/610) prstence LocZ, které se od sebe
navzajem vzdaluji. Ve ctvrté fazi bunééného déleni, kdy zacina byt patrna konstrikce uprostied
buiiky, je u 17,4% bunck z populace (106/610) LocZ umistén v ekvatoridlni oblasti budouci
dcefiné buiiky, kde ptetrvava, dokud neni bunécné déleni (faze 5) a separace bunck (faze 6)
dokoncena. Zastoupeni bunék v paté¢ fazi je 16,9% (103/610) a v Sesté¢ fazi 15,4% (94/610)
z populace. Detailnéji miizeme lokalizaéni profil LocZ pozorovat i na obrazku ze super-rezolu¢ni
mikroskopie (SIM), na kterém je patrna kruhovitd struktura proteinu. LocZ je v rostouci buiice
umistén v oblasti, kde se na povrchu bunky nachazi struktura zvana ekvatoridlni kruh. Tato
struktura je jedinym doposud znamym znakem, ktery u S. pneumoniae zna¢i budouci misto déleni
(obr. 4-12, model A/) (Higgins a Shockman, 1970; Wheeler et al., 2011).

Jak jiz bylo zminéno, LocZ patii mezi substraty proteinkinasy StkP (Novakova et al.,
2010), zatim ale nebylo odhaleno, kdy ptesné¢ se tyto proteiny v pribé¢hu bunééného deleni
setkavaji a jaky vyznam ma fosforylace LocZ proteinkinasou StkP. Proto jsme se rozhodli urcit
vliv delece stkP na lokalizaci LocZ v bunice. Za timto Gcelem jsme k pozorovani pouzili jiz diive
ptipraveny delecni kmen Sp58 (Rx1; AstkP bga::P...p-gfp-LocZ) (podrobnégji viz kap. 3.10
Material a metody a Stekerova, 2012, Vysledky kap. 4.5), ve kterém dochazi k expresi gfp-locZ

pod kontrolou inducibilniho zinkového promotoru na genetickém pozadi AstkP kmene.
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Na obrazku 4-13B pozorujeme tvorbu buné¢k typickych pro mutantni kmen AstkP, které se
vyznacuji protdhlym tvarem (Novakova et al., 2010) s ¢etnym vyskytem Z-kruht (Beilharz et al.,
2012). V tomto bakteridlnim kmeni nedochazi k fosforylaci zddného ze substrati StkP, tedy ani
LocZ (Novakova et al., 2010). GFP-LocZ je lokalizovan v d€licich prepazkach. Lokaliza¢ni
profil GFP-LocZ v AstkP kmeni zistava zachovan, ale zaroven reflektuje typicky fenotyp kmene
AstkP (Beilharz et al., 2012). Z tohoto pozorovani usuzujeme, ze cileni LocZ do stfedu bunky
predchazi prichodu StkP do stejného mista a je nezavislé na StkP anebo na jejim fosforylovaném

stavu. Pro kmen Sp58 jsou data ve shodé s vysledky diplomové prace (Stekerova, 2012, kap.
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Obr. 4-12: Lokalizace GFP-LocZ v pribéhu bunécéného déleni:
Na obrazku je prezentovana lokalizace GFP-LocZ u kmene Sp229 exprimujiciho protein, ktery je pod kontrolou

nativniho promotoru. Bunky jsme rozdélili dle jednotlivych stadii bunécného déleni (1 - 6). PH: fazovy kontrast;
GFP: fluorescen¢ni signal GFP; piekryv: pickryv fazového kontrastu a signalu GFP. Meéfitko: 1 um.
%: procentudlni zastoupeni bunék v kazdé fazi bunécného déleni vykazujici dany lokaliza¢ni vzor v populaci.

SIM: super-rezolu¢ni mikroskopie, buitka nalevo ptredstavuje pohled kolmy na buiiku, buiikka vpravo predstavuje
buiiku pootocenou tak, aby byla viditelna struktura GFP-LocZ. M¢titko: 0,5 pm. Model A/: schématické zndzornéni

rostouci bunky S. pneumoniae v jednotlivych fazich bunécného déleni. Kazda dcefiné buika je tvofena z poloviny



bunécné stény bunky matefské (tmaveé Sedd) a od stfedu je syntetizovana bunécnd sténa nova (svétle Sedd); Sipky:
oznacuji ekvatoridlni kruh. Model B/: schématické znazornéni lokalizace GFP-LocZ v jednotlivych fazich

bunééného déleni.
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Obr. 4-13: Fluorescencni mikroskopie:
Morfologie a lokalizace GFP-LocZ na genetickém pozadi: A/ divokého kmene (Sp229; locZ::gfp-locZ). B/ mutanta
AstkP (Sp58; AstkP, bga: P ..p-gfp-locZ).

4.1.4 LocZ je ¢asnym proteinem bunééného déleni

Predchozi vysledky naznacuji, Ze protein LocZ patii mezi €asné proteiny bunécéného
déleni u S. pneumoniae. Proto jsme se rozhodli charakterizovat dynamiku lokalizace ve srovnani
s proteiny FtsZ a FtsA, jakozto proteinti bunécného dé€leni, které u S. pneumoniae lokalizuji v
délici prepazce jako prvni (Morlot et al., 2003; Lara et al., 2005). Za timto tcelem jsme pfipravili
kmeny, které dovoluji simultanni expresi a vizualizaci proteinli LocZ a FtsZ nebo FtsA, které
jsme fuzovali s riznymi fluorescencnimi proteiny. V obou vyslednych kmenech Sp242 (R6,
locZ::rfp-locZ, pPBCSMHO036) a Sp256 (R6, locZ::rfp-locZ bga::P...p-gfp-ftsA) dochazi k expresi
LocZ fuzovaného s cervenym fluorescenénim proteinem (RFP-LocZ) pod kontrolou nativniho
promotoru. V kmeni Sp242 déle dochazi k expresi FtsZ fuzovaného s modrym fluorescenénim

proteinem (CFP-FtsZ) pod kontrolou konstitutivniho promotoru z plasmidu pBCSMHO036
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(Henriques et al., 2013) a v kmeni Sp256 dochazi k expresi FtsA fuzované¢ho se zelenym
fluorescenénim proteinem (GFP-FtsA) pod kontrolou inducibilniho zinkového promotoru
(Beilharz et al., 2012) (podrobn&ji viz kap. 3.10, Material a metody). Uroveii exprese proteinti
CFP-FtsZ a GFP-FtsA jsme ovérili pomoci imunodetekce za pouziti specifické protilatky proti
FtsZ a proti FtsA (obr. 4-14A, B).

© >
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Obr. 4-14: Exprese FtsZ, FtsA a StkP v dvojité znacenych kmenech:

Imunodetekce proteini FtsZ/CFP-FtsZ, FtsA/GFP-FtsA a StkP/GFP-StkP v kmenech A/ Sp242 (R6; locZ.: :rfp-locZ,
pBCSMHO036), B/ Sp256 (R6; locZ::rfp-locZ bga::P...p-gfp-fisA) a C/ Sp248 (R6; locZ::rfp-locZ bga: P .p-gfp-
stkP) za pouziti specifickych protilatek proti FtsZ (a-FtsZ), FtsA (a-FtsA) nebo C-termindlni doméné StkP (a-
StkC). Kmeny Sp256 a Sp248 jsme kultivovali v médiu C+Y bez pfidavku (-) a s pfidavkem (+) induktoru (0,15
mM ZnCl,), ktery indukuje expresi GFP-FtsA a GFP-StkP. Sipky znazoriiuji jednotlivé pozice proteind.

Analyzovali jsme lokalizaci koexprimovanych faznich proteini v Sesti stadiich bunécného
déleni v exponencialni kultufe. Za timto ucelem jsme pouZili snimky z fluorescen¢ni mikroskopie
danych kment, které jsme péstovali v tekutém médiu C+Y do ODgyy ~0,3. Procenta uvedena v
obrazku 4-15 panelu PH vyjadfuji procentudlni zastoupeni bunck se stejnym kolokaliza¢nim
profilem v populaci.

Jak miizeme pozorovat na obrdzku 4-15A (koexprese RFP-LocZ a CFP-FtsZ v kmeni
Sp242) a na obrazku 4-15B (koexprese RFP-LocZ a GFP-FtsA v kmeni Sp256), v prvni fazi
bunécného déleni po oddéleni dcefinych bunék kolokalizuji LocZ a FtsZ, resp. FtsA uprostred
buniky. Ve druhé a tfeti fazi bunééného déleni, kdy dochazi hlavné k elongaci buné¢k, pozorujeme,
ze RFP-LocZ se déli na dva kruhy (faze 2), které se od sebe navzijem a od stfedu zacinaji
oddalovat (faze 3). V obou fazich lokalizuje CFP-FtsZ a GFP-FtsA jako jeden kruh uprostied
buniky. Nazorn¢ je tento jev pozorovatelny v grafech profilu fluorescen¢ni intenzity proteinu v
zavislosti na délce bunky pro druhou a tfeti fazi bunécného déleni. V grafech vidime, ze RFP-

LocZ jiz tvoii dva piky, zatimco proteiny CFP-FtsZ a GFP-FtsA tvofi jeden pik setrvavajici
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uprostied bunky. Ve ¢tvrté fazi bunééného déleni je jiz pozorovatelnd konstrikce Z-kruhu, kterad
je spojend s formovanim novych FtsZ a FtsA kruhti v mistech budoucich bunécnych prepazek,
které jsou jiz obsazeny proteinem RFP-LocZ. V grafech intenzity fluorescence pozorujeme
fluorescencni profil CFP-FtsZ a GFP-FtsA jako trojity pik, z nichz jeden nejvétsi je uprostied
bunky a dalsi dva mensi v oblasti ekvatorialnich kruhti, které se zaroven piekryvaji se signalem
RFP-LocZ. Relokalizace CFP-FtsZ a GFP-FtsA do mist budouciho bunééného déleni je daleko
Iépe pozorovatelnd v paté fazi bunécného déleni, kdy dochazi ke kompletnimu piekryvu
fluorescencnich signalti (CFP-FtsZ nebo GFP-FtsA s RFP-LocZ) ve stfedu nové vznikajicich
dcefinych bunkéch. Zaroven v této fazi pretrvava CFP-FtsZ a GFP-FtsA v uzavirajici se délici
ptepazce, kde plni svou ulohu v konstrikci. Nakonec, v Sesté fazi bunécného déleni, kdy je
dokonceno bunééné dé€leni, kolokalizuji RFP-LocZ a CFP-FtsZ, resp. GFP-FtsA kompletné ve
sttedu dcefinych bunck. Tato data potvrzuji, Ze protein LocZ piichdzi a opousti bunécny stied
jesté diive nez Casné proteiny bunééného déleni FtsZ a FtsA a v pokrocilejSich stadiich
bunécného déleni dochazi k jejich kolokalizaci v oblasti ekvatorialniho kruhu, ktery predstavuje
budouci misto déleni.

Dalsi zajimavy pohled ndm poskytla analyza dynamiky lokalizace proteinkinasy StkP a
jejiho substratu LocZ. Za timto uUCelem jsme ptipravili kmen Sp248 (R6, locZ::rfp-locZ
bga::P..p-gfp-stkP), ve kterém dochazi ke koexpresi RFP-LocZ pod kontrolou nativniho
promotoru a GFP-StkP pod kontrolou inducibilniho zinkového promotoru (obr. 4-14C a 4-15C)
(Beilharz et al., 2012) (podrobné&ji viz kap. 3-10, Material a metody). Jak bylo dfive popséano,
GFP-StkP lokalizuje uprostied burniky asociovand s FtsZ kruhem az do uzavfeni délici pfepazky a
do mist ekvatorialnich kruhti relokalizuje az v Sesté fazi bunéného dé€leni, tedy jesté pozdeji nez

FtsZ a FtsA (Beilharz et al., 2012), zatimco RFP-LocZ lokalizuje ve stfedu builky pouze v

pouze v prvni fazi bunééného déleni, kdy je builka ve stadiu jedné ovalné builky, a dale v Sesté
fazi bunécného déleni, kdy je jiz uzaviena délici pfepazka a vznikly dvé nové dcefiné bunky.
Z téchto dat vyplyva, ze prvni a Sesta faze bunééného déleni, tedy faze pred vlastnim bunéénym
délenim, jsou nejpravdépodobnéjsimi fazemi, kdy muize byt substrat LocZ fosforylovan

proteinkinasou StkP.
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Obr. 4-15: Kolokalizace LocZ s ostatnimi proteiny bunééného déleni: FtsZ, FtsA nebo StkP:

Fluorescen¢ni mikroskopie dvojité znaCenych kmend. Kazdy kmen vzdy exprimuje RFP-LocZ pod kontrolou nativniho promotoru a jeden dal$i protein
bunééného déleni CFP-FtsZ, GFP-FtsA nebo GFP-StkP pod kontrolou konstitutivniho nebo inducibilniho zinkového promotoru. Buiikky na obrazku jsou
reprezentativni a predstavuji stejny lokalizacni profil pro procentualné udanou cast populace bunck v kazdé z Sesti fazi bunééného de€leni, viz. procenta uvedena
v panelu PH. A/ Kmen Sp242 (R6; locZ::rfp-locZ, pPBCSMHO036) exprimujici CFP-FtsZ pod kontrolou konstitutivniho promotoru na plasmidu. Celkovy pocet
analyzovanych bunék: 359. B/ Kmen Sp256 (R6; locZ::rfp-locZ bga::P...p-gfp-fts4) exprimujici GFP-FtsA pod kontrolou inducibilniho zinkového promotoru.
Celkovy pocet analyzovanych bunck: 389. C/ Kmen Sp248 (R6; locZ::rfp-locZ bga::P..p-gfp-stkP) exprimujici GFP-StkP pod kontrolou inducibilniho
zinkového promotoru. Celkovy pocet analyzovanych bunék: 354. PH: fazovy kontrast; GFP: signal GFP; CFP: signal CFP; RFP: signal RFP; prekryv:
odpovidajici pfekryv dvou signald. Métitko: 1 um. Grafy ptedstavuji profil fluorescenéni intensity sigalu CFP-FtsZ (modra), GFP-FtsA (zelend) nebo GFP-StkP
(zelend) v porovnani s RFP-LocZ (Cervend) v jednotkach arbitrary units (a. u.) (voln€ ptelozeno v libovolnych jednotkéach, kdy se jedna spiSe o porovnani signalt

v jednom vzorku nez o skute¢né jednotky). Sipky znazorfiuji analyzovanou buiiku v obrazku s vicero buiikami.

87



4.1.5 Lokalizace FtsZ a FtsA v mutantovi AlocZ

Mutantni kmen AlocZ vykazuje morfologické abnormality, které naznacuji, ze
asymetrické deleni bun€k tohoto kmene by mohlo byt zptisobeno delokalizaci FtsA nebo FtsZ.
Abychom potvrdili nasi hypotézu, rozhodli jsme se pfipravit kmeny exprimujici protein FtsZ
nebo FtsA fizovany s fluorescenénim proteinem na genetickém pozadi mutantniho kmene AlocZ.
A to kmen Sp243 (R6, AlocZ pBCSMHO036) exprimujici pod kontrolou konstitutivniho
promotoru na plasmidu CFP-FtsZ (Henriques et al., 2013) a kmen oznaceny Sp257 (R6, AlocZ
bga::P...p-gfp-fisA) exprimujici pod kontrolou inducibilniho zinkového promotoru GFP-FtsA
(Beilharz et al., 2012) (podrobnéji viz kap. 3-10, Material a metody). Jednotlivé kmeny jsme
kultivovali v tekutém médiu C+Y a pokud bylo potieba, pridali jsme do média induktor (0,15
mM ZnCl,). Nasledné jsme jednotlivé kultury pfipravili k pozorovani bunécného dé€leni v Case
pomoci tzv. Casosbérné fluorescencni mikroskopie, kdy je mozné pozorovat bunécéné déleni
jednotlivych bunék v redlném Case (podrobnéji viz kap 3.8.5, Materidl a metody).

Na obrazku 4-16, pfipraveného ze snimkl z odpovidajicich videi (video S1 a S2 pfilozeno
na CD disku), miizeme pozorovat rizné udalosti v prubéhu bunécného déleni u kazd¢ z bunék.
Jednotlivé udalosti jsme v obrdzku oznacili riznymi Sipkami (viz kli¢ v obrdzku 4-16). Oba
fluorescenéné znacené proteiny CFP-FtsZ a GFP-FtsA v mutantnim kmeni tvoii typickou
kruhovou strukturu a lze tedy fici, ze tvorba Z-kruhu neni ve vétSin€ bunék zasadné ovlivnéna.
Nicméné mnoho Z-kruhti je posunuto mimo bunécny stfed a také jsou ¢asto ndhodn€ umistény ve
vztahu k dlouhé i kratké ose butiky, coZ ma za nasledek vznik dvou dcefinych bunék o rizné
velikosti. Obcas také pozorujeme v jedné buinice dva Z-kruhy. Dal$im jevem je vznik minibunék,
které¢ jsou schopné dalSich cykli bunéfného déleni. U nékterych minibunék k dalSimu
bunéénému déleni nedochazi, jejich velikost se neméni a dokonce nedochdzi k jejich Uplnému
oddéleni od druhé dcefiné bunky, ktera je schopna riistu a bunééného déleni. Neschopnost déleni
nékterych minibunék by mohla byt zpisobena ztratou genetické informace. Zajimavym jevem je
vznik abnormdlné tvarovanych bunck, ve kterych dochdzi k formovani CFP-FtsZ do tvaru
podkovy, nikoli kruhu (obr. 4-16A). Takovéto buiiky se dale ned€li a pouze zvétSuji svilij objem.
Podobné velké a velmi pomalu se délici nebo viibec se nedélici buniky obsahujici GFP-FtsA ve
tvaru podkovy jsme pozorovali i v kmeni Sp257 (obr. 4-16B). Tato data naznacuji, ze ackoli neni
LocZ striktné¢ vyzadovan ke stavbé Z-kruhu, jeho nepfitomnost ma negativni vliv na

geometrickou symetrii a spravné umisténi Z-kruhu.
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Obr. 4-16: Lokalizace FtsZ a FtsA v délicich se buiikach mutantniho kmene AlocZ:

Fluorescen¢ni Casosbérnad mikroskopie: A/ kmen Sp243 (AlocZ pBCSMHO036) exprimujici CFP-FtsZ a B/ kmen
Sp257 (AlocZ bga::P..p-gfp-fisA). Jednotlivé snimky byly vybrany z videi S1 a S2 pfilozenych na CD disku.
Reprezentativné byly vybrany casové body, které ilustruji zajimavé udalosti v buikach kmene AlocZ b&hem
bunééného déleni. Mikroskopické snimky ukazuji prekryv fazového kontrastu a fluorescenc¢niho signalu. Pét typt
Sipek (kli¢ pod obrazkem) poukazuje na rtizné udalosti v pribéhu bunééného déleni: nedélici se minibunky, umisténi
Z-kruhu do nahodného mista mimo stfed bunky, vyskyt dvou Z-kruhi v jedné buice, delokalizace FtsZ/FtsA a

naruseni jeho kruhové struktury, bunééna lyze. Méfitko, 5 pm.

4.1.6 Lokalizace dalSich proteini bunééného déleni v mutantovi AlocZ

Analyza lokalizace FtsZ a FtsA v mutantnim kmeni AlocZ odhalila abnormality v jejich
ulozeni mimo bunécny stfed az po naruseni jejich kruhovité struktury. Z tohoto diivodu jsme se
rozhodli prozkoumat lokalizaci dalSich proteini bunééného déleni StkP a DivIVA, které cili do

bunécného stiedu pozdé€ji nez FtsZ a FtsA (Beilharz et al., 2012). Pro toto pozorovani jsme
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piipravili vzdy dvojici bakterialnich kment, které exprimuji délici protein fuzovany s GFP na
genetickém pozadi divokého kmene (WT) a na genetickém pozadi mutantniho kmene (AlocZ)
pod kontrolou inducibilniho zinkového promotoru. Jednotlivé bakteridlni kmeny jsme kultivovali
v tekutém médiu C+Y s pridavkem induktoru (0,15 mM ZnCl,) do ODgoo ~ 0,3 a Zivé preparaty
pozorovali pomoci fluorescencni mikroskopie.

Na obrazku 4-17A miizeme pozorovat lokalizaci GFP-StkP v kmeni Sp246 (R6,
bga::P...p-gfp-stkP) a v kmeni Sp249 (R6, AlocZ bga::P...p-gfp-stkP). Na genetickém pozadi
divokého kmene lokalizuje GFP-StkP v bunécné sténé s jasné znatelnym obohacenim v misté
bunécného de€leni, jak jiz bylo diive publikovano (Beilharz et al., 2012). Na genetickém pozadi
mutantniho kmene Sp249 lokalizuje GFP-StkP také hlavné v délicich pfepazkach bunék, které
jsou ale c¢asto posunuty mimo bunécny stied (obr. 4-17A, jednotlivé bunky jsou oznaceny
Sipkami). Na zaklad¢ tohoto pozorovani se domnivame, Ze LocZ neni vyzadovan pro cileni StkP
do délici ptepazky.

Podobné se chova i protein DivIVA (Fadda et al., 2007; Beilharz et al., 2012). Na obrazku
4-17B, kde mlizeme pozorovat lokalizaci DivIVA-GFP v kmeni Sp250 (R6, bga::P...p-divIVA-
gfp) a kmeni Sp253 (R6, AlocZ bga::P...p-divIVA-gfp), vidime, ze schopnost cilené lokalizovat v
misté bunécné piepazky a bunécnych poli v obou kmenech neni ovlivnéna, a tedy, Ze ani pro
cilenou lokalizaci DivIVA neni vyZadovana ptitomnost proteinu LocZ. Nicméné v tomto piipadé
charakteristickd lokalizace DivIVA-GFP na bunécénych pdlech ilustruje, Ze ne pouze bunécny
stfed, ale 1 poly mnoha bun¢k mutantniho kmene AlocZ jsou vychyleny z vodorovné osy buiky
(obr. 4-17B, bilé Sipky). Navic u n¢kterych abnormalné tvarovanych bunék DivIVA-GFP tvofi na
polech klastry v atypickych pozicich, které¢ poukazuji na neschopnost DivVIA rozpoznat bunéény

pol (obr 4-17B, oteviené Sipky).
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Obr. 4-17: Lokalizace StkP a DivIVA v mutantnim kmeni AlocZ:

A/ Lokalizace GFP-StkP v mutantnim kmeni AlocZ (Sp249, AlocZ bga::P...p-gfp-stkP) a odpovidajicim divokém
kmeni WT (Sp246, bga::P,..p-gfp-stkP). Sipky oznatuji buiiky, ve kterych GFP-StkP lokalizuje v dé&licich
prepazkach umisténych mimo bunéény stted. B/ Lokalizace DivIVA-GFP v mutantnim kmeni AlocZ (Sp253, AlocZ
bga::P...p-divIVA-gfp) a odpovidajicim divokém kmeni WT (Sp250, bga: P ..p-divIVA-gfp). Bilé Sipky oznacuji
buiky s poly vychylenymi z vodorovné osy. Otevi‘ené Sipky oznacuji buniky, ve kterych DivIVA-GFP tvofi atypické
klastry na bunécénych poélech, coz poukazuje na fakt, ze bunécny pol neni v bunce zcela definovan. Bakterialni
kmeny jsme kultivovali v tekutém médiu C+Y s pridavkem induktoru (0,15 mM ZnCl,), ktery zajist'uje expresi gent
pod kontrolou inducibilniho zinkového promotoru. PH: fazovy kontrast, GFP: fluorescen¢ni signal GFP, piekryv:

prekryv fazového kontrastu a fluorescen¢niho signalu GFP. Méfitko: 5 pm.

4.1.7 LocZ je fosforylovan in vivo na pozicich T67 a T78
Urcenim mist fosforylace proteinu LocZ in vitro se vnaSi laboratoii zabyvala ma
Skolitelka. Za timto Gcelem pouzila systém plasmidi pETDuet zaloZeny na duélni expresi kinasy

a jejiho substratu v bakterii E£. coli (Molle et al., 2010). Nasledna analyza pomoci hmotnostni
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spektrometrie urcila dva fosforylované aminokyselinové zbytky v N-terminalni doméné proteinu,
ato T67 a T78, které jsou specificky fosforylovany proteinkinasou StkP (Holeckova et al., 2014).

Naproti tomu v globalni proteomové studii Sun et al. (2010) byly identifikovany
fosforylované aminokyselinové zbytky proteinu LocZ na pozicich T78 a S80. Na zaklad¢ téchto
dat moje Skolitelka pfipravila mutované formy LocZ. V sekvenci genu pro LocZ byly
nahrazovany aminokyseliny T67, T78 a S80, a to postupn¢ kazda zvlast’ nebo v kombinacich, za
neutralni aminokyselinu alanin, kterd nemutze byt fosforylovdna. Odpovidajici mutované formy
proteinu LocZ byly pouzity v in vitro kinazové reakci v pfitomnosti StkP a radioaktivné
znateného y->“P-ATP. Tato reakce ukazala Gaste¢né sniZenou hladinu fosforylace v pripadé

4

jednoduchych mutant proteinu LocZ-T67A a LocZ-T78A a téméf uplnou inhibici fosforylace in
vitro v ptipadé formy dvojité zdmény LocZ-T67A/T78A. Nicméné trojitd zaména v proteinu
LocZ-T67A/T78A/S80A vykazovala stejnou hladinu fosforylace jako v pfipadé dvojité zamény
LocZ-T67A/T78A  (obr. 4-18). Ztohoto pozorovani bylo usuzovdno, Zze hlavnimi
fosforylovanymi aminokyselinovymi zbytky proteinu LocZ jsou T67 a T78 a navic se v proteinu
LocZ vyskytuje jesté dalsi misto fosforylace, které nebylo metodami in vitro prokézano

(Stekerové, 2012; Holeckova et al., 2014).
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Obr. 4-18: In vitro fosforylace LocZ a jeho mutovanych forem:
Divoka alela (WT) a mutované formy rekombinantniho proteinu LocZ s danymi zaménami aminokyselin(y)
v in vitro reakci srekombinantni StkP (+) v pfitomnosti radioaktivné znadeného y-*P-ATP. Jako kontrola

fosforylace byla vzdy provedena i reakce bez ptidavku StkP (-). Jednotlivé proteinové vzorky byly rozdéleny pomoci
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SDS-PAGE. CB: barveni rozd&lenych proteinti pomoci Coomassie blue, [y-"*]P ATP: detekce fosforylace, Sipky:

oznacuji pozici jednotlivych proteint StkP a LocZ. (Ptivodni data: Linda Doubravova)

Jednim z cila mé diplomové prace bylo zkoumani vlivu fosforylace na funkci proteinu
LocZ. Za timto ucelem jsme piipravili komplementacni kmen Sp65 (Rx1; AlocZ bga::P ..p-his6-
locZ-T67A/T78A) exprimujici mutovanou formu proteinu His6-LocZ-T67A/T78A, kde byly
zaménény aminokyseliny T67 a T78 za neutralni alanin, ktery nemtize byt fosforylovan, a protein
je tzv. fosfoablativni. Exprese proteinu je pod kontrolou inducibilniho zinkového promotoru a
protein je fizovan s histidinovou kotvou. Imunodetekce fosforylace fosfoablativni formy proteinu
ukazala, Ze protein neni in vivo vubec fosforylovan a tedy aminokyseliny T67 a T78 jsou
jedinymi misty fosforylace proteinu LocZ. Dalsi podrobna analyza morfologie a velikosti bunék
odhalila, Ze fosfoablativni forma proteinu His6-LocZ-T67A/T78A je schopnd komplementace
mutace. Buiiky se v pfitomnosti induktoru déli symetricky, vcetné rozdéleni DNA do dcefinych
bunék. Z tohoto pozorovani vyplynulo, Ze nefosforylovany LocZ je funkéni (Stekerova, 2012).

Dale nas zajimalo, zda a jak miize ovlivnit funkci proteinu jeho fosforylovany stav. Proto
jsme pripravili komplementacni kmen Sp99 (Rx1; AlocZ bga::P...p-his6-locZ-T6TE/T78E)
exprimujici mutovanou formu proteinu His6-LocZ-T67E/T78E pod kontrolou inducibilniho
zinkového promotoru, kde byly zaménény fosfoakceptory T67 a T78 za kyselinu glutamovou,
kterda mimikuje fosforylovany stav proteinu, a takova forma se nazyva fosfomimetickd. Nicméné
vysledky pozorovani morfologie, déleni DNA do bunék a schopnosti komplementace mutace
byly stejné jako v pfipadé fosfoablativni formy proteinu LocZ. Tedy exprimovany protein His6-
LocZ-T67E/T78E byl v ptitomnosti induktoru schopen komplementace mutace, buiiky se délily
symetricky, véetné¢ separace DNA do bunék (data nejsou prezentovana). Takové vysledky byly
ptekvapujici, a proto jsme se na jejich zdkladé rozhodli pfipravit kmeny exprimujici
fosfoablativni [Sp234 (R6, locZ::locZ-T67A/T78A)] a fosfomimetickou [Sp235 (R6, locZ::locZ-
T67E/T78E)] formu LocZ pod kontrolou nativniho promotoru a to z divodu, ze by histidinova
kotva nebo umisténi genu locZ na chromosomu mohlo jeho funkci ovliviiovat (pfiprava
jednotlivych kmenii je uvedena podrobnéji v kap. 3.12.2, Materidl a metody). Imunodetekce
pomoci specifické protilatky proti LocZ ukazala, Ze hladina exprese je jak v divokém kmeni
(WT), tak v kmenech exprimujicich fosfoablativni formu (Sp234) nebo fosfomimetickou formu
(Sp235) LocZ srovnatelnd. A jak jsme piedpokladali, mutované formy proteinu nereaguji s anti-

pThr protilatkou (obr. 4-19A), ¢imZ jsme potvrdili, Ze jedinymi fosfoakceptory v proteinu LocZ
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in vivo jsou aminokyseliny na pozici T67 a T78. Nicméné analyza morfologie obou kment,
Sp234 i Sp235, neodhalila zadné rozdily v morfologii bunék ve srovnani s divokym kmenem

(obr. 4-19B).

A/ In vivo fosforylace B/ Morfologie bunék
Sp234 (locZ-T67A/TT8A) Sp235 (locZ-T67E/T78E)
X & F S L s ’
A% A A A
O <8
AR A ~
kDa__ X <0 <o NRCNIEN

o —— 1 |8 .
58 == -

a-pThr a-LocZ ‘ ’ z
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Obr. 4-19: Vliv fosforylace na funkci LocZ:

Bakterialni kmeny byly péstovany v tekutém médiu C+Y. A/ Detekce exprese a fosforylace pomoci specifickych
protilatek proti p-Thr (a-pThr) a proti LocZ (a-LocZ) v celkovych proteinovych lyzatech bunék kmene Sp208 (WT),
Sp234 (locZ::locZ-T6TAITT8A) a Sp235 (locZ::locZ-T6TE/TT8E) rozdélenych pomoci SDS-PAGE. Sipky
znazornuji pozici jednotlivych proteind. B/ Morfologie bunék kmene Sp234 (fosfoablativni forma LocZ-

T67A/T78A) a Sp235 (fosfomimeticka forma LocZ-T67E/T78E). Méfitko: 5 pm.

4.1.8 Analyza funkce jednotlivych domén proteinu LocZ

K blizSimu urceni funkce jednotlivych domén LocZ jsme se rozhodli pfipravit kmeny
exprimujici zkracené varianty proteinu LocZ fizované s GFP pod kontrolou nativniho promotoru
a pozorovat jejich lokalizaci v buiice. Jak jiz bylo v ivodu této podkapitoly zmin€no, LocZ se
skladd z N-termindlni intraceluldrni domény, ve které se nachazeji fosfoakceptory T67 a T78.
Dale z transmembranové domény a C-terminalni extracelularni domény, ve které se nachazi mezi
streptokoky vysoce konzervovana domeéna tvofici poslednich 95 AMK v sekvenci na obr. 4-2. Na
zéklad¢ téchto dat jsme pfipravili tfi nasledujici bakteridlni kmeny. Sp275 (locZ.::gfp-locZ-
ACTDgsamk) exprimujici variantu GFP-LocZ s deleci poslednich 95 AMK v C-terminalni
extracelularni doméné, kmen Sp277 (locZ::gfp-locZ-ACTD) exprimujici GFP-LocZ s deleci celé
C-termindlni extracelularni domény (283 AMK) a kmen Sp279 (locZ::gfp-locZ-ANTD)
exprimujici GFP-LocZ s deleci celé N-termindlni intracelularni domény (158 AMK). Ptiprava

kmentl je popsana podrobnéji v kapitole 3.12.2, Material a metody.
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Na snimcich z fluorescencni mikroskopie a detailné;jsi super-rezolu¢ni mikroskopie (obr.
4-20) muzeme pozorovat morfologii bunck a lokalizaci zkrdcenych variant proteinu LocZ
fazovanych s GFP v bunkéch jednotlivych bakteridlnich kment Sp275, Sp277 a Sp279 ve
srovnani s divokym kmenem Sp229 exprimujicim GFP-LocZ pod kontrolou nativniho
promotoru. Delece jakékoli nami zvolené ¢asti proteinu LocZ ma fenotyp odpovidajici deleci
celého locZ (tvorba asymetricky délicich se bun€k a minibunék). V bunikach kmene Sp275
pozorujeme difuzni membranovou lokalizaci proteinu GFP-LocZ-ACTDgsavmk. Protein je stale
schopen lokalizovat ve stfedu bunky, nicméné ale pozorujeme jeho lokalizaci i v membrané
buniky. Delece celé¢ C-termindlni domény ma za nasledek delokalizaci proteinu GFP-LocZ-
ACTD. Protein se vyskytuje hlavné v cytoplazmé, u nékterych bun€k kmene Sp277 pozorujeme i
lokalizaci v septu (obr. 4-20, panel Sp277, dané bunky jsou oznaleny Sipkami). Delece N-
termindlni domény proteinu LocZ nemé na lokalizaci proteinu vliv, je stdle schopen lokalizovat
pouze v délici prepdzce buniky (kmen Sp279).

Z tohoto pozorovani lze usuzovat, ze C-terminalni doména proteinu LocZ je zodpovédna
za jeho spravnou lokalizaci. Delece N-terminalni domény, ve které se nachazeji fosfoakceptory

T67 a T78, nijak lokalizaci proteinu LocZ neovlivnila.
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Sp229 (GFP-LocZ) Sp275 (GFP-LocZ-ACTDgsank) Sp277 (GFP-LocZ-ACTD)  Sp279 (GFP-LocZ-ANTD)
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Obr. 4-20: Zkracené formy proteinu LocZ a jejich lokalizace v burice:

Fluorescencni mikroskopie kment exprimujicich pod kontrolou nativniho promotoru rizné zkracené varianty
proteinu LocZ fuzovaného s GFP. Sp229 (locZ::gfp-locZ): kmen exprimujici GFP-LocZ; Sp275 (locZ::gfp-locZ-
ACTDgsamk): kmen exprimujici variantu GFP-LocZ, kterd ma deletovavanou c¢ast C-terminalni domény, a to
poslednich 95 AMK, které jsou konzervovany u streptokokl. Sp277 (locZ::gfp-locZ-ACTD): kmen exprimujici
variantu GFP-LocZ, ktera mé deletovanou C-terminalni doménu. Sp279 (locZ::gfp-locZ-ACTD): kmen exprimujici
variantu GFP-LocZ, kterd ma deletovanou N-termindlni doménu. Bakteridlni kmeny byly péstovany v tekutém
médiu C+Y do ODgy ~ 0,3 a piipravené zivé preparaty nasledné mikroskopovany. PH: fazovy kontrast; GFP:
fluorescencni signal GFP; prekryv: piekryv fazového kontrastu se signalem GFP. SIM: super-rezolu¢ni

mikroskopie, kde v panelu A/ jsou bunky v pohledu kolmém na buiiku a v panelu B/ burniky pootocené tak, aby byla
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viditelna lokalizace varianty GFP-LocZ v butice. Sipky: znazorfiuji buiiky kmene Sp277, ve kterych je GFP-LocZ-
ACTD lokalizovan i v délici pfepdzce. Métitko: 5 um a ve vytezech jednotlivych bun€k v panelu prekryvu 1 pm.

4.1.9 Diskuze

Charakterizace proteinu LocZ byla soucasné publikovana nejen nasi skupinou (Holeckova
et al., 2014) ale také konkurencni skupinou (Fleurie et al., 2014) pod ndzvem MapZ. Oznaceni
MapZ bylo nasledné vSeobecné piijato. Proto v ptipadé diskuze vysledki, které vzesly z jinych
laboratofi, uvadim oznaceni MapZ.

Protein LocZ (piivodni oznaceni Spr0334) je membranovy protein slozeny z N-koncové
intracelularni domény, transmembranové domény a C-koncové extracelularni domény. V N-
koncové doméné proteinu byly identifikovany in vitro 1 in vivo dva fosforylované
aminokyselinové zbytky, a to T67 a T78. Homology proteinu LocZ jsou konzervovany pouze u
streptokokd, laktokokt a enterokokii. V C-koncové doméné se nachdzi oblast bohata na serinové
zbytky o neznamé funkci, avSak tato oblast neni Siroce konzervovana a vyskytuje se jen u
n¢kolika malo druht streptokokti. Naopak sekvence poslednich 95 AMK C-koncové domény je u
streptokokit vysoce konzervovana. U S. pneumoniae se LocZ ucastni bunécného déleni
(Novakova et al., 2010, Stekerova, 2012). LocZ, stejné tak jako dalsi proteiny bunééného déleni
FtsA, FtsZ, DivIVA a MurC, patii mezi substraty StkP, ktera je jedinou Ser/Thr proteinkinasou
eukaryotniho typu u S. preumoniae (Novakova et al., 2010). Delece stkP ma vliv na morfologii,
navozeni stavu pfirozené kompetence, odpovédi na stresové podminky prostfedi, virulenci a dalsi
bunécné funkce (Echenique et al., 2004; Saskova et al., 2007).

NaSim cilem bylo urcit lokalizaci proteinu LocZ a objasnit jeho roli v procesu bunééného
déleni. Za timto G¢elem jsme pfipravili kmen exprimujici fizni protein GFP-LocZ pod nativnim
promotorem. Analyza lokalizace GFP-LocZ v prib&hu bunééného déleni, které jsme rozdélili na
6 fazi (Fadda et al., 2007) odhalila jeho unikatni lokaliza¢ni vzor. V prvni fazi buné¢ného dé€leni,
kdy maji jednotlivé bunky typicky lancetovity tvar, lokalizuje GFP-LocZ uprostied bunky stejné
tak jako ostatni proteiny bunécného déleni (Massidda et al., 2013). Jiz v druhé fazi bunééného
déleni, kdy dochézi k elongaci bunky, se GFP-LocZ rozdé€luje na dva kruhy, které putuji od sebe
navzajem a zaroven smérem ven ze stiedu buniky. AZ v posledni Sesté fazi, kdy dojde k rozd€leni
dcetfinych bun¢k, GFP-LocZ opét lokalizuje ve stfedu bunky. Z tohoto pozorovani se zda, Ze
protein LocZ migruje spolecné s povrchovou strukturou nazyvanou ekvatorialni kruh, ktera se na

bunééném povrchu vyskytuje ve stejném vzoru jako protein LocZ (Higgins a Shockman 1970;
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Wheeler et al., 2011). O ekvatorialnim kruhu bylo uvazovano jako o jediné znamé struktuie,
ktera by mohla slouzit jako marker urcujici budouci misto bunécného déleni u S. pneumoniae
(Zapun et al., 2008; Monahan et al., 2014). Nasi hypotézu podporuje méteni ve studii Fleurie et al
(2014), kdy vzdalenost mezi MapZ kruhy linearn€ nartista v zavislosti na bunécné délce, zatimco
vzdalenost mezi MapZ a bunénym polem zlistava konstantni. MapZ je permanentné asociovany
s budoucim mistem bunécného déleni a je mechanicky posouvan, jak dochazi k syntéze PG a
tvorbé nového bunééného polu deetiné buiiky, stejné tak jako ekvatoridlni kruh. Podobné je tomu
i u Streptococcus mutans (Li et al., 2018).

Velmi pozoruhodnym morfologickym znakem kmene AlocZ je tvorba asymetricky
rozdélenych bunck. U bunck tohoto kmene pozorujeme chybné umisténi délici prepazky, jejiz
pozice je determinovana umisténim Z kruhu (viz nize). Bunécéna ptepazka je velmi ¢asto ulozena
mimo bunécny stfed a zdroven v jiném nez kolmém uhlu na podélnou osu builky. Na zékladé
chybné¢ umisténého septa vznikaji builky nepravidelného “bramborovitého™ tvaru s poly
vychylenymi mimo dlouhou osu buiiky (obr. 4-21). Syntéza PG je v bunkach, které postradaji
LocZ, spojena s nespravné umisténou délici prepazkou. Toto pozorovani podporuje tvrzeni, Zze u
S. pneumoniae je syntéza periferniho a septalniho PG soustavné spjata se Z-kruhem (Massidda et
al., 2013). Nicmén¢ samotnda syntéza bunécné stény neni u mutantniho kmene AlocZ vyznamné
naruSena. Na zakladé téchto pozorovani se pro vznik asymetricky rozdélenych bunék nabizi
jednoduchéd mechanisticka teorie. Vzhledem k tomu, ze Z-kruh neni ulozen kolmo k dlouhé ose
buniky, nemize byt zachovana ani bunééna symetrie, pficemZ biosyntéza PG neni nikterak
ovlivnéna. Tuto teorii navic podporuje zjisté€ni, Ze delece /ocZ nema vliv na obrat PG (Boersma et
al., 2015).

Dal$im vyznamnym znakem kmene AlocZ je tvorba minibunék u S. prneumoniae.
U kmene AlocZ se jich vyskytuje 5,5% v populaci. Témét polovina minibunék je anukleovana,
takZe v nich nedoSlo ke kompletni segregaci chromozomt (obr. 4-21). To naznacuji 1 snimky
z Casosbérné fluorescencni mikroskopie, ve které jsou nékteré minibunky schopné dal§iho cyklu
bunécného déleni a nékteré naopak ne. Tento jev by mohl byt zpiisoben ztritou genetické
informace. Je zajimavé, Ze nikdy nepozorujeme anukleované buniky normalni velikosti, které
byly pozorovany u kment S. preumoniae, které nesou mutace v proteinech ucastnicich se pfimo
segregace chromosomt, jako je ParB a SMC (Minnen et al., 2011; Kjos a Veening, 2014). To

naznacuje, zZe v neptitomnosti LocZ vznikaji minibuiiky spiSe v diisledku $patného umisténi septa
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nez narusenim procesu rozdélovani DNA do dcefinych bunék. Z vyse uvedenych dat vyplyva, ze
protein LocZ hraje roli v bunééném déleni a reguluje umisténi Z-kruhu. V kompetitivni studii
Fleurie et al. (2014) mGzeme na mikroskopickych snimcich kmene AmapZ (Fleurie et al., 2014,
Figure 1a) také pozorovat vyskyt minibun¢k, nicméné nejsou ve studii nikterak komentovany ani
blize popsany. Na druhou stranu ve vySe zminéné studii autoii pozorovali u 19% bunék

z populace DNA zachycenou v uzavirajici se délici prepazce.

WT Aspr0334

P B 2@
C® @@ & @)

bunécna
minibunka anukleovana deformity
miniburika tvaru bunék

Obr. 4-21: Piehled morfologickych a fenotypovych deformit kmene AlocZ.
WT: divoky kmen; AlocZ: mutantni kmen AlocZ

Pro bunécné déleni kazdé bakterie je klicové spravné umisténi Z-kruhu, ktery je sloZen
z polymernich vlaken proteinu FtsZ a ukotven prostfednictvim FtsA k membrané. U pneumokokti
se Z-kruh tvoti vzdy v ose kolmé na podélnou osu buiiky. Nicméné mechanismus, ktery zajistuje
symetrické rozdéleni nejen dcefinych bunék, ale i1 genetického materidlu béhem bunécéného
déleni, neni u S. pneumoniae stale dostatecné objasnén. Ovoidni bakterie, jako je S. pneumoniae,
ve svém genomu nekdduji homology pro Min systém (Fadda et al., 2007; Rowlett a Margolin,
2015), ani pro chromozomalni okluzi (Pinho et al., 2013; Adams et al., 2014), které patii mezi

negativni regulatory vzniku Z-kruhu. Studie zabyvajici se bunéénym délenim u jinych bakterii
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nez je E. coli nebo B. subtilis odhaluji, ze Min systém a chromozomalni okluze nejsou tak
konzervovanymi regulaénimi mechanismy, jak se predpokladalo. U bakterie Caulobacter
crescentus byl popsan negativni reguldtor MipZ, homolog ParA proteinu (Thanbichler a Shapiro,
2006). U Streptomyces coelicolor byl popsan systém SsgA/B, ktery pozitivné ovliviluje vznik
FtsZ-kruhu (Willemse et al., 2011), a dalsi pozitivni regulator PomZ (homolog ParA) byl
identifikovan u bakterie Myxococcus xanthus (Treuner-Lange et al., 2013). Navic mechanismus
zahrnujici chromosomalni okluzi by se u S. pneumoniae nemusel vyskytovat viibec, protoze FtsZ
lokalizuje nad nesegregovanymi chromosomy, které se kompletné oddéluji soubézné s konstrikci
Z-kruhu (Land et al., 2013). Jelikoz mutantni kmen AlocZ vykazuje asymetrické déleni bunék,
které by mohlo byt zptisobeno delokalizaci FtsZ ¢i FtsA, rozhodli jsme se pomoci ¢asosbérné
mikroskopie pozorovat bunééné déleni v kmenech exprimujicich protein FtsZ nebo FtsA
fizovany s fluorescenénim proteinem na genetickém pozadi AlocZ kmene. Casosbérna
fluorescencni mikroskopie odhalila, Ze v nepfitomnosti proteinu LocZ sice dochazi
k polymerizaci FtsZ, tvorbé Z-kruhu a jeho asociaci s FtsA, ale lokalizace Z-kruhu je narusena.
Je ziejmé, ze hlavni pfi¢inou asymetrického d€leni bun¢k AlocZ kmene je $patné umisténi Z-
kruhi, které nejsou pouze posunuté od bunééného stiedu, ale jsou casto ndhodné naklonény
vzhledem k dlouhé i kratké ose buiiky (obr. 4-21) a jsou tak pficinou chybného zalozeni délici
piepazky. Navzdory témto defektim neni polymerizace Z-kruhu obvykle ovlivnéna a témét
vétSina bun€k AlocZ kmene je schopna se rozdélit a nasledné 1 oddélit, jak by se dalo ocekavat
v pfipad€, kdy je septum v buiice umisténo ndhodné. V nékolika malo pfipadech pozorujeme
buiiky, ve kterych Z-kruh tvofi aberantni podkovovitou strukturu. Tyto buiniky nejsou schopné
bunécného déleni a pouze zvétSuji svlj objem (obr. 4-21). Buiky s aberantni ne kruhovou
strukturou Z-kruhu byly pozorovany také v kompetitivni studii Fleurie et al. (2014), nicméné se
ukdzalo, Ze se jedna o synteticky fenotyp, ktery je zpiisoben kombinaci deplece mapZ a fize FtsZ
s n€kterymi fluorescennimi epitopy (GFP, mCherry) (Boersma et al., 2015; Van Raaphorst et
al., 2017). V naSem piipadé by tedy mohlo jit o projev syntetického fenotypu z diivodu fuze FtsZ
s CFP nebo nadprodukci FtsZ.

Nepfitomnost proteinu LocZ negativné ovliviiuje ¢asné proteiny bunééného déleni FtsZ a
FtsA, které nejsou schopné lokalizovat v bunééném stiedu. Da se predpokladat, Ze i lokalizace

dalsich proteinli bunééného dé€leni, jako je StkP ¢i DivIVA, které do septa pfichazeji pozdéji nez
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FtsZ ¢i FtsA a jsou na téchto proteinech zavislé (Fadda et al., 2007; Beilharz et al., 2012; Perez et
al., 2019), bude u kmene AlocZ taktéz ovlivnéna.

Fluorescencni mikroskopie ukazala, ze proteiny StkP a DivIVA jsou v bunkach
mutantniho kmene AlocZ taktéz lokalizovany v atypicky zalozenych Z-kruzich, coz potvrzuje, ze
jejich lokalizace je pfimo €i nepiimo zavisla na proteinu FtsZ. To miize byt obzvlasté dulezité pro
protein DivIVA, ktery lokalizuje nejen v septu, ale i na bunécnych pdlech (Fadda et al., 2007).
Navic v publikaci Lenarcic et al. (2009) uvadéji, ze DivIVA pravdépodobné nejprve cili do
bunécné piepazky a az poté do bunéénych pola v disledku interakce s konkavné zaoblenou
membranou. V bunkach mutantniho kmene AlocZ také pozorujeme DivIVA, ktery lokalizuje ve
vychylenych bunécnych poélech. Nicméné v nékterych deformovanych casto kulatéjsich bunkach
pozorujeme delokalizaci DivIVA, ktery tvoti klastry v ndhodnych pozicich pravdépodobné proto,
ze bunécné poly nejsou sprave tvarovany.

LocZ ma unikatni lokaliza¢ni vzor, ktery naznacuje, Ze by mohl byt velmi casnym
proteinem bunécného déleni a regulovat prostorové umisténi Z-kruhu. Z tohoto diivodu jsme
analyzovali dynamiku lokalizace LocZ ve srovnani s proteiny buné¢éného déleni FtsZ a FtsA,
které byly ¢asove popsany jako prvni proteiny lokalizujici v budouci bunééné prepazce (Morlot et
al., 2003; Lara et al., 2005). Vlastni analyzu jsme provedli v kmenech, které dovoluji simultanni
expresi a vizualizaci LocZ a FtsZ nebo FtsA.

Lokalizaci koexprimovanych fuznich proteint jsme pozorovali v Sesti stadiich bunécného
déleni. V prvni fazi buné¢ného déleni, kdy jsou dcefiné buniky zcela oddé€leny, kolokalizuji LocZ
a FtsZ, resp. FtsA uprostied bunky. Ve druhé a treti f4zi bunécného déleni, které je typické
pievazné pro elongaci buiky, se LocZ dé€li na dva kruhy, jez se od sebe navzajem a zaroven
z bunécného stiedu oddaluji, zatimco FtsZ 1 FtsA se nachazi uprostied buiiky ve formé jednoho
kruhu. Ve c¢tvrté a paté fazi bunééného déleni proteiny FtsZ a FtsA lokalizuji ve stfedu buiiky,
kde se ucastni konstrikce septa, a zaroven pozorujeme jejich relokalizaci do mist budouciho
bunécného déleni, kterd jsou jiz obsazena proteinem LocZ. V posledni Sesté fazi bunécného
déleni, ve které dochazi k ukonceni bunécného déleni, opét proteiny LocZ a FtsZ resp. FtsA zcela
kolokalizuji ve stfedu kazdé dcefiné buiiky. Na zaklad¢ téchto dat se domnivame, Ze protein
LocZ slouzi jako molekuldrni marker, ktery je asociovany s ekvatoridlnim kruhem
v geometrickém stfedu builky a determinuje misto sestaveni Z-kruhu, a tim ur¢i misto budouciho

bunécéného d€leni.
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Na rozdil od naSich experimentli byl ve studiich provedenych u bakterii S. pneumoniae
(Fleurie et al., 2014) a S. mutans (Li et al., 2018) pozorovan jesté tieti kruh MapZ. Ten vznika
v bunécné piepazce ve fazi bunééného déleni, kdy se dva kruhy MapZ jiz od sebe navzajem a od
bunécného stiedu vzdaluji a FtsZ lokalizuje pouze v bunécném stiedu. Zde spolu proteiny MapZ
a FtsZ kolokalizuji a zatimco dochazi k relokalizaci FtsZ do budoucich mist bunécného déleni,
treti kruh MapZ a FtsZ zlstava v septu az do jeho uzavieni (Fleurie et al., 2014; Li et al., 2018).
Ve studii Fleurie et al. (2014) vyslovili na zakladé tohoto pozorovani a vySe diskutovaného
vyskytu DNA v uzavirajicim se septu hypotézu, ze by MapZ mohl mit dvé funkce. Kromé
regulace vybéru mista déleni by se mohl ucastnit 1 uzavirdni septa spole¢né s FtsZ. Na druhou
stranu v recentni publikaci Van Raaphorst et al. (2017), stejné jako v nedavné studii Perez et al.
(2019), popisuji lokalizaci MapZ pouze v nové vytvofeném septu nebo ve form¢ dvou od sebe
vzdalujicich se kruhli. Nebyl zde pozorovén tieti kruh MapZ, pouze rezidudlni zbytek proteinu
MapZ mezi nové vzniklymi ekvatoridlnimi kruhy, ktery zde ptetrvdva do doby, nez FtsZ
spole¢né¢ se stabilizaénimi proteiny FtsA a EzrA zcela neodejde ze septa. Zda se, ze vyskyt tietiho
kruhu MapZ je dan experimentadlnim uspotadanim a muze byt tedy artefaktem, ktery vznika
v disledku fuze s fluorescencnim poteinem nebo nadprodukce MapZ.

Jak se ukazuje, neménnou proménou vSech studii zabyvajicich se funkci LocZ/MapZ je
fakt, ze v jeho nepfitomnosti je Z-kruh zakladan asymetricky, ¢imZ dochazi k asymetrickému
déleni bungk, a to nejen u S. pneumoniae, ale 1 u S. mutans (Fleurie et al., 2014; Boersma et al.,
2015; Van Raaphorst et al., 2017; Li et al., 2018; Perez et al., 2019). Otazkou zistava, jakou
pfesné funkci zastavd LocZ v ramci bunééného déleni. Ve studii van Raaphorst et al. (2017)
prokazali, Ze pocatek replikace oriC zastava kli€ovou roli ve vybéru budouciho mista déleni, do
které¢ho ptichdzi jeste¢ diive nez MapZ, ktery zodpovida pouze za spravny thel sklonu Z-kruhu,
tedy je prostorovym regulatorem bunééného déleni. Nicméné v této studii pracuji
s predpokladem, ze FtsZ vramci bunééného déleni lokalizuje nejprve pouze v septu a az
v pozd¢jsi fazi bunééného déleni, kdy je jiz patrna konstrikce septa, relokalizuje do budoucich
mist bunééného déleni.

Recentni studie pomoci metody TIRFM (Total Internal Reflection Fluorescence
Microscopy) odhalily, ze FtsZ nejen u S. pneumoniae, ale i u S. mutans tvoti, podobn¢ jako u
eukaryot, vlakna a svazky, které jsou v neustalém pohybu, na rozdil od MapZ, ktery tvofi rigidni

kruhovitou strukturu (Li et al., 2018; Perez et al., 2019). U S. pneumoniae je transport FtsZ
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z bunécného stiedu do ekvatorialti kontinualnim procesem v pribéhu celého bunééného cyklu.
V Casné fazi bunééného deleni se vldkna a svazky FtsZ pohybuji paraleln¢ s maturovanym
septem. V dobé mezi pohybem MapZ z bunécného stfedu a pozorovatelnou relokalizaci FtsZ do
ekvatorialti, kde se MapZ nachazi, se nascentni vladkna a svazky FtsZ pohybuji smérem od
bunécného stfedu ven a houstnou. Jakmile dosahnou budoucich mist bunééného déleni na
ekvatorialech, zbyvajici FtsZ po nich do téchto mist migruje. Spole¢né s FtsZ se vzdy pohybuji i
stabiliza¢ni proteiny Z-kruhu FtsA a EzrA. Navic bylo pozorovano, Ze nascentni kruhy FtsZ a
EzrA se ptekryvaji s MapZ kruhy v Casné fazi bunééného d€leni. Také bylo zjisténo, Ze
v bunkéach kmene AmapZ neni EzrA schopen vytvofit kruhovitou strukturu a nesouvisle proudi
mezi dcefinymi buiikami, coz ma za nasledek vznik Z-kruhu v nesprdvném uhlu. Tento
mechanismus vysvétluje, pro¢ neni delece mapZ pro S. pneumoniae letalni (Perez et al., 2019).
Na zdaklad¢ téchto dat byla v publikaci Perez et al. (2019) vyslovena hypotéza, ze MapZ plni
funkci pritvodce pro nascentni FtsZ/FtsA/EzrA kruhy, které miii do budoucich mist bunééného
déleni v mistech ekvatorialnich kruhti dcetinych bunék.

Na zakladé vSech vyse zminénych dat 1ze shrnout, ze LocZ/MapZ je nejen prostorovym
regulatorem bunécéného déleni, ale je 1 pozitivnim regulatorem Z-kruhu. Ackoliv pravdépodobné
existuji 1 dal$i, zatim neznamé regulacni mechanismy ovlivilujici vybér mista déleni u
S. pneumoniae, protoze v nepfitomnosti LocZ/MapZ jsou bunky S. pneumoniae stale
zivotaschopné a nemalé procento z nich se stale déli symetricky.

Avsak v dalsi recentni publikaci Feng et al. (2019) prokézali, Ze N-teminalni doména
MapZ pozitivné ovlifiuje tvorbu jednofetézcovych vlaken FtsZ, a naopak brani tvorbé svazkl
FtsZ. Svazkovéni FtsZ pravdépodobné zabranuje kompetitivni vazbou s hlavni doménou FtsZ.
Na zéklad¢ svych vysledkt navrhli model, ve kterém MapZ neni ani pozitivnim, ani negativnim
regulatorem, ale Casoprostorovym regulatorem bunéfného déleni, ktery na jedné strané ftidi
pfesné umisténi Z-kruhu a jako spoust’ usnadiiuje tvorbu jednotetézcovych vldken FtsZ. Na druhé
stran€ svou interakci s hlavni doménou FtsZ, kterd brani vzniku svazkl FtsZ, dynamicky
ovliviiuje sestaveni Z-kruhu, coz je dulezité pro spravné nacasovani déleni bunek.

Proteinkinasa StkP je globalnim regulatorem bunééného déleni u S. pneumoniae (Beilharz
et al., 2012; Fleurie et al., 2012). Protein LocZ patii mezi substraty StkP (Novakova et al., 2010)
a bylo prokéazano in vitro i in vivo, ze je fosforylovan na pozicich T67 a T78 (Sun et al., 2010;

Stekerova 2012; Fleurie et al., 2014). V diplomové praci jsme na zékladé pozorovani funkéni

103



fosfoablativni formy proteinu LocZ-T67A/T78A, kterd byla schopna komplementovat mutantni
fenotyp kmene AlocZ, vyslovili hypotézu, ze by fosforylace mohla ptisobit negativné€ na protein
LocZ (Stekerova 2012).

Abychom urcili vyznam fosforylace LocZ na jeho funkci, charakterizovali jsme
morfologické znaky tfi komplementa¢nich kment. Kazdy ztéchto kmenli exprimuje jednu
variantu proteinu LocZ s histidinovou kotvou pod kontrolou inducibilniho zinkového promotoru,
a to divokou formu (His6-LocZ), fosfoablativni (His6-LocZ-T67A/T78A) a fosfomimetickou
(His6-LocZ-T67E/T78E). K nasemu piekvapeni vSechny tfi formy proteinu LocZ byly schopné
komplementovat mutaci a vykazovaly morfologii divokého kmene. Abychom ovéiili, Ze
histidinova kotva ¢i umisténi na chromosomu neovliviiuje funkci proteinu LocZ, ptipravili jsme
kmeny exprimujici fosfoablativni a fosfomimetickou alelu genu locZ pod kontrolou nativniho
promotoru. Nicméng i oba tyto kmeny vykazuji morfologii srovnatelnou s divokym kmenem. Na
zéklad€ vSech téchto pozorovéani se domnivame, Ze by fosforylace proteinu LocZ nemusela mit
zasadni vliv na jeho funkci za standartnich laboratornich podminek. Na druhou stranu je
zarazejici, ze v kompetitivni studii Fleurie et al. (2014) u kmend exprimujicich fosfomimetickou
a fosfoablativni formu proteinu MapZ byl pozorovan mutantni fenotyp (deformity bunécného
tvaru, snizena zivotaschopnost bunék, vyskyt aberantni struktury FtsZ), navzdory tomu, ze FtsZ
kruh je vétSinou v bunkach spravné umistén. Na zakladé téchto pozorovani autofi vyslovili
hypotézu, Ze obé formy proteinu a pravdépodobné hlavné rovnovaha mezi nimi je zodpovédna za
kontrolu tvorby FtsZ kruhu, jeho stabilitu a konstrikci, ale pravdépodobné nema vliv na pozici
FtsZ kruhu.

Ackoliv jsme nedokézali objasnit vyznam fosforylace proteinu LocZ, i piesto nas
zajimalo, v jaké fazi bunécného déleni se proteinkinasa StkP setkavé se svym substratem, protoze
protein LocZ je velmi ¢asnym proteinem bunécného déleni, zatimco StkP patii mezi pozdni
proteiny bunécného déleni (Beilharz et al., 2012). Vlastni analyzu jsme provedli v kmeni, ktery
dovoluje simultanni expresi a vizualizaci fluorescencné znacenych proteintt RFP-LocZ a GFP-
StkP.

Lokalizaci koexprimovanych fuznich proteint jsme pozorovali v Sesti stadiich bunééného
déleni. RFP-LocZ lokalizuje v bunééném stfedu pouze v prvni a posledni fazi bunééného déleni,
zatimco GFP-StkP lokalizuje uprostfed bunky spole¢né¢ se Z-kruhem az do uzavieni délici

piepazky a do mist ekvatoridlnich kruhii relokalizuje az v posledni Sesté fazi bunééného délenti,
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coz je srovnatelné s pozorovanim lokalizace StkP v publikaci Beilharz et al. (2012). Z naSeho
pozorovani vyplyva, ze pouze v prvni a Sesté¢ fazi bunééného déleni, tedy ve fazich po a pred
vlastnim bunéénym delenim, je pravdépodobné substrat LocZ fosforylovan proteinkinasou StkP.
Jeho fosforylace by tedy mohla byt signalem pro opusténi stfedu buiiky. V kompetitivni studii
Fleurie et al. (2014) navrhuji, Ze k cyklické fosforylaci a defosforylaci MapZ by mohlo dochazet
ve stfedu bunky ve fazi, kdy se MapZ setkava jak s proteinkinasou StkP, tak i1 proteinfosfatasou
PhpP, kterd ho defosforyluje. Autoii také navrhuji, ze by fosforylace MapZ mohla neptimo
ovlivitovat cytokinesi regulaci dalSich proteint ucastnicich se bunééného déleni.

Deplece stkP, jejimz substratem LocZ je, mad negativni vliv na rtstové schopnosti
S. pneumoniae, jehoz doba zdvojeni je vyrazné prodlouzena a ve stacionarni fazi predcasné
kmen a na teplotni stres reaguje téméf Uplnym zastavenim rustu (Saskova et al., 2007).

Kmen AlocZ mé pii statické kultivaci v tekutém médiu pti 37°C prodlouzenou lag fazi
v porovnani s divokym kmenem. Dalsi faze bunécného rastu, ani doba zdvojeni nejsou nijak
ovlivnény a jsou srovnatelné¢ s divokym kmenem. Tyto vysledky jsou ve shodé s vysledky
diplomové prace (Stekerova, 2012). Nicméné v publikaci Fleurie et al. (2014) u dele¢niho kmene
AmapZ pozoruji prodlouzeni doby zdvojeni o 48% a snizeni Zivotaschopnosti bunék o 30%.
Zivotaschopnost naseho deleéniho kmene nebyla ovlivnéna (data nejsou prezentovana). Je
mozné, Ze odliSné ristové vlastnosti kmene AlocZ a AmapZ by mohly byt ovlivnény genetickym
pozadim divokého kmene, ktery byl k jejich piipravé pouzit. V piipadé deplece nékterych
proteinli UcCastnicich se bunééného déleni u S. pneumoniae byl pozorovan riizny fenotyp, a to
v zavislosti nejen na genetickém pozadi pouzitého kmene, ale i na pouZzité metodice inaktivace
genu ¢i na kultivaénich podminkach (Massidda et al., 2013). Protein LocZ patii do této skupiny
proteintl z hlediska fyziologického, avSak z hlediska morfologického nikoli. Ani genetické pozadi
ani rizné metody piipravy mutantniho kmene neovlivnily jeho morfologii, a to jak v nasi studii u
kmenii Rx1 a R6 bez pouzdra i u opouzdieného kmene D39, tak 1 u jinych kment pouzitych v
rozli¢nych studiich (Fleurie et al., 2014; Boersma et al., 2015; Van Raaphorst et al., 2017; Perez
et al., 2018). Dokonce u S. mutans se kmen s deleci locZ projevuje stejnymi morfologickymi
defekty (Li et al., 2018).

Nasledné jsme studovali vliv stresovych podminek (osmoticky, pH, teplotni, oxidativni)

na rust kmene AlocZ v porovnani s divokym kmenem. Vysledky pro osmoticky, pH a teplotni
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stres jsou srovnatelné s vysledky diplomové prace. Ze studovanych stresti je mutantni kmen
citlivy k teplotnimu stresu, pii kterém dortistd nizsi optické denzity nez divoky kmen. Dale je
citlivy k pisobeni oxidativniho stresu, kdy pii pusobeni 10 mM H,O, na buiky casné
exponencialni fadze piezivd o 50 % méné bun€k ve srovnani s divokym kmenem. V ptipadé
oxidativniho stresu bylo procento ptezivSich bun¢k mutantniho a divokého kmene popsané
v diplomové préci stejné a tedy zavér byl, ze kmen AlocZ neni k plsobeni oxidativniho stresu
citlivy (Stekerova, 2012). Diivodem rozdilnych vysledki by mohla byt uprava metodiky, kdy
jsme nove vystavili ptisobeni H,O, bunky ¢asné exponencialni faze (ODggo ~ 0,2) namisto bun¢k
kultivovanych do ODgg ~ 0,4. Z prubéhu ristové kiivky divokého 1 mutantniho kmene je patrné,
ze kultura pfi ODgop ~ 0,4 je kulturou, ktera se blizi k ptechodu do stacionarni faze. Buiky ve
staciondrni fazi maji aktivovany systém obecné stresové odpovédi, kdy jsou piepisovany geny
vyvolavajici rezistenci k riznym druhim strest, mezi nimi i k oxidativnimu. Zavérem lze
shrnout, ze absence locZ ovlinuje odpovéd S. pneumoniae na teplotni a oxidativni stres, nicméné
neovlivituje schopnost buiiky reagovat na stresové podminky v takovém rozsahu jako samotna
StkP.

Protein LocZ je membranovy protein slozeny z N-termindlni intraceluldrni domény,
transmembranové domény a C-termindlni extracelularni domény, a tedy dalSim krokem
k objasnéni funkce proteinu LocZ byla analyza funkce jednotlivych domén. K tomuto tcelu jsme
ptipravili tfi kmeny exprimujici zkracené varianty proteinu LocZ fuzované s GFP pod kontrolou
nativniho promotoru, abychom mohli sledovat nejen vliv delece ur€ité casti proteinu na
morfologii bunék, ale i1 vliv na lokalizaci proteinu.

Prvni kmen exprimuje protein LocZ postradajici v C-termindalni extracelularni doméné
poslednich 95 AMK, které jsou mezi streptokoky konzervované. Dalsi kmen produkuje protein
bez celé¢ C-terminalni extracelularni domény a posledni kmen exprimuje protein bez N-terminalni
cytoplasmatické domény, ve které se nachéazeji fosfoakceptory T67 a T78. Delece jakékoli nami
zvolené Casti proteinu zpusobuje mutantni fenotyp typicky pro deleci celého proteinu LocZ.
Stejné tak v dalSich studiich (Fleurie et al., 2014; Manuse et al., 2016) pozorovali mutantni
fenotyp v pfipadé delece N- i C-termindlni domény ¢i jimi vybrané ¢asti CTD proteinu MapZ.
Jak by se dalo ptedpokladat, i u S. mutans je pozorovan mutantni fenotyp v ptipad¢ delece NTD i
CTD v proteinu MapZ (Li et al., 2018).
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Z nasich pozorovani vyplynulo, ze delece N-terminalni domény proteinu LocZ nema vliv
na jeho lokalizaci. Protein GFP-LocZ-ANTD je stale schopen lokalizovat pouze v délici
prepazce, ackoliv builkky vykazuji mutantni fenotyp. Toto pozorovani naznacuje, Zze NTD je
dalezita pro interakci s dal§imi proteiny bunécného dé€leni, pravdépodobné hlavné s FtsZ, coz
naznacuji predchozi vysledky. V publikaci Fleurie et al (2014) prokazali, ze skute¢né prvnich 41
AMK v NTD proteinu MapZ je esencidlnich pro interakci s FtsZ a jejich delece vede
k delokalizaci FtsZ, buniky vykazuji aberantni morfologii, dochdzi k asymetrickému déleni a lyzi
bun¢k. Prekvapujici je, ze u S. mutans protein MapZ z téchto 41 AMK prvnich 25 zcela postrada
a delece celé NTD proteinu mé za nasledek jeho delokalizaci do celé membrany (Li et al., 2018)
zatimco u S. pneumoniae je zachovana lokalizace v bunécném stiedu (Fleurie et al., 2014, nase
data). Za tuto odliSnost by mohla byt odpovédna evoluéni vzdalenost mezi S. pneumoniae a
S. mutans, kterd nebyla ptfedpokladéana (Li et al., 2018). AvSak v neddvné studii Feng et al. (2019)
in vitro prokazali, ze za interakci s FtsZ je zodpovédnych 9 AMK obsazenych v N-terminalni
domén¢ MapZ (N7, R8, Q14, V38, V76, V92, S95, L126, E137) a nikoli prvnich 41 AMK
(Fleurie et al., 2014).

Delece poslednich 95 AMK nachazejicich se v CTD proteinu LocZ negativné ovlivnilo
nejen morfologii buné€k, ale 1 lokalizaci proteinu GFP-LocZ-ACTDgsamk, ktery je sice stale
schopen lokalizovat v septu, ale také se nachazi v celé membrang. Delece cel¢ CTD proteinu
LocZ zptisobuje jeho tplnou delokalizaci. GFP-LocZ-ACTD se vyskytuje hlavné v cytoplazmé, u
nékterych bun¢k pozorujeme jeho lokalizaci i v bunéném stfedu. Z téchto dat usuzujeme, ze C-
terminalni doména proteinu LocZ zodpovida za jeho spravnou lokalizaci. Tuto teorii podporuje
zjisténi, ze CTD proteinu MapZ je zodpovédna za vazbu s peptidoglykanem (PG) a inhibice
syntézy PG pomoci vankomycinu zptisobuje delokalizaci MapZ (Fleurie et al., 2014).

V recentni publikaci Manuse et al. (2016) pomoci metody NMR charakterizovali
strukturu CTD proteinu MapZ, ktera se skladd ze dvou na sobé nezavislych subdomén,
MapZextral a MapZextra2, spojenych na serin bohatym linkerem SRL (Serine Rich Linker).
Déle urcili, ze za vazbu PG s proteinem MapZ zodpovidd 7 aminokyselin nachézejicich se
v subdoméné MapZextra2 (AMK 355-464), které se nachazeji v nami urené konzervované
doméné slozené z poslednich 95 AMK (AMK 369-464 proteinu LocZ). Zaména téchto sedmi
aminokyselin vyrazné redukuje schopnost vazby MapZ s PG. Mutovany protein neni schopen

lokalizovat v misté ekvatorialnich kruht, je delokalizovan v membrané, ackoliv je stale schopen
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lokalizovat v bunééném stiedu, stejné jako protein GFP-LocZ-ACTDosamk. Stejny delokalizacni
efekt zpasobuje delece celé MapZextra2 subdomény nebo delece MapZextral subdomény se
SRL. Dal§imi experimenty prokdzali, ze subdoména MapZextral slouzi jako stabilni podstavec,
ktery napoméaha subdomén¢ MapZextra2 se spravné umistit na bunééném povrchu a vazat PG,
¢emuz pravdépodobné napomdha i SRL. O serin bohaté oblasti (SRL) nachdzejici se v CTD
proteinu LocZ jsme se jiz zmifovali v diplomové praci Stekerova (2012), nicméné jsme se touto
oblasti dale nezabyvali. Bylo zji§téno, Ze SRL se obecn¢ vyskytuji v modularnich proteinech
eukaryot. U prokaryot je vyskyt proteinii se SRL vzacny. Zatim byly identifikovany u bakterii
M. degradans a P. fluorescenc jako soucast karbohydraz, ve kterych SRL oddéluje katalytickou
doménu nebo karbohydrat vazajici doménu od jiné vazebné domény. SRL maji flexibilni
charakter a pravdépodobné zvySuji piistupnost substratu k proteinu (Howard et al., 2004) a je
tedy pravdépodobné, ze u S. pneumonaie SRL proteinu LocZ/MapZ napoméha vazbé s PG.

Na zaklad¢ téchto dat v publikaci Manuse et al. (2016) navrhli hypotézu, zZe subdoména
bunécného déleni, jehoz slozeni ¢i architektura by mohla byt odlisna, jako je tomu u E. coli (de
Pedro a Schwarz, 1981). Tomu by mohl odpovidat ekvatoridlni kruh, s nimz MapZ béhem
bunécného déleni putuje a ktery je sloZen z tlustSich pasii PG neustale lokalizovanych ve stiedu
buiiky v misté budouciho buné¢ného déleni (Zapun et al., 2008; Monahan et al., 2014).

Presny mechanismus, jakym se protein LocZ/MapZ dostava do budouciho mista
bunééného déleni, stale nebyl zcela objasnén, stejné tak jako vyznam fosforylace. Na druhou
stranu miiZeme shrnout, Ze podle vysledkil ziskanych rtiznymi skupinami protein LocZ/MapZ
neni ani pozitivnim, ani negativnim regulatorem, ale spiSe Casoprostorovym reguldtorem
bunécného déleni S. pneumoniae a tidi jak pfesné umisténi, tak nacasovani polymerizace FtsZ
(Feng et al., 2019). Zaroven slouzi jako priivodce pro protein FtsZ, FtsA a stabilizacni protein
EzrA (Perez et al., 2019). Podobné je tomu i u S. mutans. Ackoliv jsou S. pneumoniae a
S. mutans evolu¢né vzdaleni a smMapZ vykazuje se spMapZ pouze 37% sekvencni identity,
piesto zastdva v ramci bunécného de€leni stejnou funkci (Li et al., 2018). Je tedy otdzkou, zda
protein LocZ/MapZ zastupuje nektery ze systémil, jako je chromozomalni okluze ¢i Min systém
¢i soucasné oba dva, které S. pneumoniae postrada. Zaroven by bylo zajimavé ovéfit, zda ve

vSech bakteriich, u kterych se naléza homolog proteinu LocZ/MapZ, vykonava stejnou funkci.
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4.2 Projekt: Esencialita a funkce Ser/Thr proteinfosfatasy PhpP u

Streptococcus pneumoniae

Jednim ze zplsobli pfenosu signalu v bunice je reverzibilni fosforylace proteint,
zajiStovana Ser/Thr proteinkinasami a proteinfosfatasami. Jak jiz bylo nékolikrat v této praci
zminéno, S. pneumoniae nese na chromosomu pouze jedinou kopii genu pro Ser/Thr
proteinkinasu StkP, kterd se ucastni mnohych dé&ji v buiice ¢i je, jako je virulence, stresova
odpovéd’, bunécné déleni a syntéza bunécné stény. StkP tvoii funkéni par s mangan dependentni
proteinfosfatasou PP2C typu nazvanou PhpP, ktera mimo jiné defosforyluje i samotnou StkP
(Novakova et al., 2005). Prvni vyzkumy ukazovaly, ze phpP je esencidlni pro Zivotaschopnost
neopouzdienych kmentl S. pneumonie Rx1 a R800, (Osaki et al., 2009; Fleurie et al., 2012). A
také v dal$i globalni studii Thanassi et al. (2002) byl gen pro phpP 1 pro stkP uveden jako
esencidlni. Nicméné ve studii Agarwal et al. (2012) byly vytvofeny zivotaschopné delecni
mutanty opouzdienych kmenti D39 a 6A a bylo tedy prokazano, Ze v téchto kmenech neni phpP
esencialnim genem. Navic charakterizace mutant v uvedenych kmenech odhalila kmenové
specifickou roli PhpP v biosyntéze bunécné stény, adherenci a tvorbé biofilmu. Z tohoto divodu
jsme se rozhodli pfipravit kmen AphpP v nami pouzivaném kmeni Rx1 a tak ovéfit, zda je

v tomto kmeni phpP esencidlni ¢i nikoli a pfipadné mutantni kmen déle charakterizovat.

4.2.1 Esencialita phpP v kmeni S. pneumoniae Rx1

Kmen AphpP nazvany Spll13 byl pfipraven pomoci Janus kazety, kterd funguje na
principu dvoukrokové strategie negativni selekce (Jana Goldova; popis ptipravy kmene je uveden
v ¢lanku Ulrych et al, 2016). Abychom vyloucili moZnost, ze pfipraveny AphpP kmen je
zivotaschopny z divodu vzniku extragenové supresorové mutace, provedli jsme test
transformacéni kinetiky (Kent a Hotchkiss, 1964; Piotrowski et al., 2009). Test spocival
v transformaci divokého kmene Spl genomovou DNA kmene Spl00, ve kterém je phpP
zaménéna za tzv. Janus kazetu (phpP::kan rpsL). V tomto testu se sleduje linearni zavislost poctu
zivotaschopnych transformantli na koncentraci genomové DNA vynesenych v dekadickém
logaritmu. Pokud je konstanta v rovnici regrese rovna jedné, nedochazi pii transformaci ke
vzniku supresorové mutace. V naSem piipadé, kdy jsme pouzili genomovou DNA kmene Sp100

k zdméné phpP za Janus kazetu, byl koeficient vrovnici regrese roven 1,0022, ¢imz jsme

109



vyloucili vznik supresorové mutace pii piipravé kmene Spll3 (obr. 4-22). Ptipravou
zivotaschopného delecniho kmene Spll13 a ovéfenim, ze pii jeho pripravé nedochézi

k supresorovym mutacim, jsme potvrdili, ze phApP neni v kmeni Rx1 esencidlnim genem.

Sp100 (phpP::kan rpsL) DNA

y = 1.0022x + 5.988 |

log,, (CFU/ml)

O=2NWAROION

35 3 25 -2 45 -1 05 0
log,, (ng/ml DNA)
Obr. 4-22: Graf transformacni kinetiky:
Divoky kmen Sp1 byl transformovan genomovou DNA kmene Sp100, ve kterém je phpP zaménén za Janus kazetu
(phpP::kan rpsL). V grafu je vynesena zavislost poétu ziskanych kanamycin rezistentnich transformantl na
koncentraci genomové DNA v dekadickém logaritmu. Tato zavislost je linearni a sledovany koeficient v rovnici

regrese by mél byt roven 1 (y = ax + b; a = sledovany koeficient).

4.2.2 PhpP katalyzuje defosforylaci substrati StkP

PhpP tvofi funk¢ni par se Ser/Thr proteinkinasou StkP, kterou defosforyluje (Novakova et
al., 2005). Imunodetekci proteinii membranové frakce a pouzitim specifickych protilatek proti
PhpP (o-PhpP) a StkP (a-StkP) jsme ovéfili, Ze gen phpP je v kmeni Spl113 deletovan (AphpP),
zatimco exprese StkP v tomto kmeni neni nikterak ovlivnéna a je srovnatelna s expresi StkP
v divokém kmeni Spl (obr. 4-23A). U S. preumoniae je za fosforylaci proteini na threoninu
(Thr) zodpovédna hlavné StkP. Mezi jeji substraty patii pfevazné membranové ¢i membranoveé
asociované proteiny (Novakova et al., 2010). Jak bylo jiz diive publikovano, v AstkP kmeni
(Sp10) nejsou specifickymi protilatkami detekovatelné proteiny fosforylované na threoninu (obr.
4-23A). Za ucelem zhodnoceni urovné fosforylace proteini v kmeni Spl13 (AphpP) jsme
provedli imunodetekci membranové frakce s pouzitim protilatky proti pThr (a-pThr). Analyza
ukazala zvySenou urovenn fosforylace proteini v kmeni Spll3 v porovnani s fosforylaci
v divokém kmeni Spl. Na obr. 4-23A muizeme vidét, Ze mezi hyperfosforylovanymi proteiny se
nachazeji hlavné substraty StkP (LocZ, DivIVA, Jag/KhpB/EloR) i samotna StkP. Tato data

naznacuji, ze PhpP negativné reguluje fosforylaci StkP 1 jejich substratt.
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Abychom dokézali, ze PhpP pifimo defosforyluje substraty StkP, provedli jsme
defosforylacéni reakci in vitro. Nejprve jsme pfipravili bakterialni kmeny Spl88 a Spl74
exprimujici zndmé substraty StkP, LocZ (Sp188) (ptfiprava podrobné popsdna v kapitole 3.10,
Material a metody) a DivIVA (Sp174) (piiprava kmene je popsana v clanku Ulrych et al., 2016)
fuzované s flag-kotvou. Z celkovych lyzath jsme pomoci flag-kotvy imunoprecipitovali
fosforylované proteiny Flag-LocZ a DivIVA-Flag. Purifikované proteiny jsme inkubovali
spole¢né¢ s rekombinantni His-PhpP, jak je popsdno v kapitole 3.6 (Materidl a metody), a
defosforylaci proteinii jsme sledovali pomoci imunodetekce s pouzitim protilatky proti pThr (a-
pThr). Jak mazeme vidét na obrazku 4-23 B a C, fosforylace DivIVA a LocZ v Case klesa, coz

demonstruje, ze PhpP piimo katalyzuje defosforylaci obou substrati.
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Obr. 4-23: PhpP reguluje fosforylaci StkP a jejich substrata:

A/ Fosforyla¢ni profil mutantniho kmene AphpP: Na SDS-PAGE bylo naneseno 30 pg proteinti izolovanych
z membranové frakce divokého kmene WT (Spl), kmene AphpP (Sp113) a AstkP (Spl0) a fosforylované proteiny
byly detekovany pomoci protilatky proti fosfothreoninu (a-pThr). Mnozstvi proteini PhpP a StkP bylo detekovano
pomoci specifickych protilatek proti PhpP (a-PhpP) a proti StkP (a-StkP). Imunodetekce membranového proteinu
LocZ (0-LocZ) slouzila jako kontrola. Jednotlivé Sipky oznacuji pozici StkP a jeji zndmé (LocZ, Jag/KhpB/EloR,
DivIVA, Spr0893) a neznamé (P28, P35, P55) substraty (Pavodni data: Jana Goldova, Ale§ Ulrych). PhpP
defosforyluje DivIVA (B) a LocZ (C): Purifikované proteiny DivIVA-Flag a Flag-LocZ byly inkubovany s His-
PhpP in vitro a jednotlivé reakce byly v danych ¢asovych intervalech zastaveny. Tyto vzorky byly rozdéleny pomoci
SDS-PAGE a imunodetekei s a-pThr protilatkou byla vizualizovana defosforylace jednotlivych proteint v case.

PhpP, LocZ a DivIVA byly detekovany pouzitim specifickych protilatek, jak je popsano vyse. Abychom vyloucili
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spontanni ubytek fosforylace proteint, pfipravili jsme pro kazdy protein reakci bez ptidavku His-PhpP a tuto reakci

zastavili po 30 min v pfipad¢é DivIVA-Flag a po 60 min u Flag-LocZ.

4.2.3 Mutantni kmen AphpP je citlivy k pisobeni teplotniho a oxidativniho stresu

Protoze delece stkP u S. pneumoniae negativné ovlivituje riistové schopnosti a citlivost
k ptisobeni riiznych stresti (Saskova et al., 2007), rozhodli jsme se analyzovat ristové schopnosti
za ruznych enviromentalnich podminek i u mutantniho kmene AphpP (Sp113). Nejprve jsme
sledovali rGst bunék kmene AphpP v tekutém médiu TSB. Z obrazku 4-24A je patrné, ze
mutantni kmen AphpP ma oproti divokému kmeni delsi lag fazi a ve stacionarni fazi dosahuje
nizsich optickych denzit obdobné jako mutantni kmen AstkP. Navic doba zdvojeni u kmene
AphpP je prodlouZena (38 min) v porovnani s divokym kmenem (31 min). Déle jsme zkoumali
rustové vlastnosti kmene AphpP vystaveného pusobeni teplotniho, osmotického a pH stresu a
také jsme sledovali jeho Zivotaschopnost po ptuisobeni oxidativniho stresu (H,O,) (viz kap. 3.7,
Material a metody). Vysledky ukazaly, Ze oproti StkP se PhpP nijak vyrazné¢ nepodili na reakci
bun¢k na piisobeni osmotického stresu vyvolaného vysokou koncentraci soli nebo na toleranci ke
kyselému ¢i zasaditému pH (data nejsou prezentovana). Nicméné PhpP je dilezita pro normalni
rast za zvySenych teplot. Na obrazku 4-24B mtzeme vidét, ze pokud je kmen AphpP kultivovan
pii1 40°C, kultura ptechazi do stacionarni faze pii nizsi optické denzité a navic v této fazi dochazi
k rychlejS$imu thynu bun€k. Nakonec jsme testovali rezistenci mutantniho kmene k plsobeni
oxidativniho stresu. Buiiky kmene AphpP jsme vystavili pisobeni riznych koncentraci H»O,.
Podobné jako kmen AstkP 1 kmen AphpP vykazuje snizené procento ptezivSich bunék ve
srovnani s divokym kmenem, coz dokazuje zvySenou citlivost mutantniho kmene k plisobeni
oxidativniho stresu. Na zavér 1ze shrnout, Ze PhpP je dllezita pro normélni rast bunek a pro jejich
schopnost odolavat ptsobeni teplotniho a oxidativniho stresu. Nicméné se zdd, ze PhpP

v odpovédi na osmoticky stres, kyselé ¢i zasadité pH nehraje roli.
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Obr. 4-24: Fenotyp mutantniho kmene AphpP:

A/ Rustova kiivka divokého kmene WT (Spl), AstkP (Spl0) a AphpP (Spl113) kmene kultivovaného staticky pfi
37°C vtekutém médiu TSB. B/ Teplotni stres: Rastova kiivka divokého kmene a obou mutantnich kment
kultivovanych v médiu TSB pfi teploté 37°C a 40°C. C/ Oxidativni stres: Tekuté kultury divokého kmene, AstkP a
AphpP kmene byly vystaveny riznym koncentracim H,0, a alikvoty bakterialnich kultur byly vysety do pevného
média GelosaD. Pocet CFU (colony forming unit = jednotky tvofici kolonie) kontrolnich kultur, které nebyly
vystaveny pusobeni oxidativnimu stresu (0 mM H,0,), byl stanoven jako 100%. Rustové kiivky byly stanoveny ve
ttech nezavislych meétfenich. Body grafu znazoriuji primérné hodnoty téchto méfeni s danou smérodatnou

odchylkou.

4.2.4 PhpP reguluje bunécné déleni u S. pneumoniae

Vyznamna uloha StkP v bunéném déleni nas pifiméla ke zkoumani morfologie
mutantniho kmene AphpP a potencialni role PhpP v regulaci bunééného déleni. Ackoli u
enkapsulovanych AphpP kmeni nebyly pozorovany zadné morfologické zmeény (Agarwal et al.,
2012), mikroskopie kmene AphpP vytvofeného na genetickém pozadi neopouzdieného kmene
Rx1 ukéazala morfologické odchylky v porovnani s divokym kmenem. Méfeni velikosti bunék
pomoci softwaru MicrobeTracker odhalilo, Ze buiikky AphpP kmene jsou v porovnani s divokym

kmenem (median délky bunky 1,58 £ 0,25 pum; medidn Sitky bunky 0,66 = 0,04 um)
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signifikantn¢ mensi (median délky buiky 1,48 + 0,22 um; medidn Sitky bunky 0,64 = 0,08 pm)
(obr. 4-25A, C) a fenotypoveé vypadaji jako bunky, které naprodukuji StkP. Abychom dokézali,
ze pozorovany fenotyp je disledkem delece phpP, analyzovali jsme také revertovany divoky
kmen WTr (Sp222), jenz byl piipraven transformaci divoké alely phpP do bunék mutantniho
kmene AphpP (Sp113) (Ulrych et al., 2016) a komplementacni kmen Sp120 (AphpP bga::Pyn-
phpP), ktery nese na chromosomu v postradatelném bgaA lokusu pod inducibilnim zinkovym
promotorem jediny gen phpP (Ulrych et al., 2016). Morfologie a délka bunék (obr. 4-25A, C)
revertovaného kmene WTg se nijak nelisila od divokého kmene. Analyza komplementa¢niho
kmene Sp120 kultivovaného v gradientu induktoru (ZnSQO,) ukazala, ze vzrustajici exprese PhpP
koreluje se snizovanim fosforylace proteinii (obr. 4-23A) a prodluzovanim bun¢k (obr. 4-25B,
C). V ptitomnosti 0,3 mM ZnSO4 dosahuji bunky délky o hodnoté¢ medianu 1,9 + 0,33 um (obr.
4-25B, C), a tedy jak délkou, tak fenotypové jsou podobné buitkdm kmene AstkP (Sp10, median
bunécéné délky 2,11 £ 0,32 um) (obr. 4-25A, C).

Za tucelem ziskat podrobnéj$i poznatky o morfologickych zménach zpasobenych
inaktivaci phpP jsme provedli elektronovou mikroskopii mutantniho kmene Spl113 (AphpP).
Obrazek 4-25D ukazuje snimek ze skenovaci elektronové mikroskopie divokého kmene
v porovnani s AphpP (Sp113) a AstkP (Sp10) kmenem. Jak uz bylo nékolikrat zminéno, AstkP
kmen tvofi dlouhé buniky s né€kolika neuzavienymi septy. Na druhé strané u AphpP kmene
pozorujeme buniky riznych velikosti s cetnym vyskytem malych bun¢k. Nicméné¢ obecné je jejich
tvar normalni a tvoii typické lancetovité diplokoky. Dale jsme provedli transmisni elektronovou
mikroskopii, ktera ale neodhalila Zddné dal$i vyznamné abnormality spojené s deleci phpP (data
nejsou prezentovana), které byly pozorovany u enkapsulovanych AphpP kmena (Agarwal et al.,
2012).

Analyza 600 bun€k mutantniho kmene AphpP ukézala, Ze 24,2% znich tvoii fetizky
slozené z vice jak 4 bun€k v porovnani s divokym kmenem, kde jsme fetizky pozorovali pouze u
2,5% bunck. Nicméné jsme nepozorovali agregaci bun€k ¢i tvorbu abnormélné dlouhych fetizkii,

které byly pozorovany u enkapsulovanych mutantnich kmena (Agarwal et al., 2012).
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Obr. 4-25: PhpP reguluje bunécné déleni u S. pneumoniae:

A/ Morfologie a analyza délky bunék divokého kmene WT (Spl), revertovaného kmene WTy (Sp222), AphpP
(Sp113) a AstkP (Spl0) kmene v exponencidlni fazi v médiu C+Y. B/ Délka bunék je zavisla na expresi PhpP
v komplementa¢nim kmeni AphpP bgaA::P..p-phpP (Sp120). Jednotlivé snimky ukazuji komplementa¢ni kmen
kultivovany v médiu C+Y s pridavkem 0; 0,2; 0,25 a 0,3 mM ZnSO,. Délka bunék v panelu A a B je vyjadfena
hodnotou medianu + medianova absolutni odchylka (n = 300). Méfitko 5 um. C/ Analyza délky bunék: Parametry
délky bun€k meétené pomoci softwaru MicrobeTracker byly analyzovany a vyneseny do krabicového grafu, ve
kterém spodni a horni hranice boxu pfedstavuje 1. a 3. kvartil, ¢ara uvnitf boxu pfedstavuje hodnotu medianu, spodni

a vrchni bod pifimky pfedstavuje maximalni a minimalni délku buiky v souboru hodnot. * oznacuje signifikantni

115



rozdily v délce bun€k v porovnani s divokym kmenem WT pii pouziti neparametrického Mann-Whitney testu (P <
0,0001). Pro kazdy kmen bylo hodnoceno 300 bun¢k. D/ Skenovaci elektronova mikroskopie divokého kmene WT,

AphpP a AstkP kmene kultivovanych v médiu TSB. ZvétSeni je stejné ve vSech snimcich. Méfitko 0,5 pm.

Abychom detailnéji charakterizovali ulohu PhpP v bunééném dé€leni, rozhodli jsme se pro
pozorovani mist aktivni syntézy peptidoglykanu v zivych buiikach kmene AphpP pomoci barveni
fluorescen¢nim vankomycinem (VanFL), ktery se specificky do téchto mist vaze. Obrazek 4-26
ukazuje, ze v buitkach kmene AphpP VanFL lokalizuje hlavné v misté tvorby bunécné piepazky
a dale do mist budouciho bunétného d€leni, coz je stejny lokaliza¢ni vzor, ktery pozorujeme 1
v divokém kmeni (WT). Nicméné u 4,5% bunék mutantniho kmene (58/1300) pozorujeme
diftiznéjsi lokalizaci VanFL (obr. 4-26, plna Sipka), ktera naznacuje, ze minoritni ¢ast bunék ma
naruSenou syntézu bunééné stény. Pokud ale indukujeme nadprodukci PhpP u komplementa¢niho
kmene Spl20 (AphpP bga::P...p-phpP) piidavkem 0,3 mM ZnSO, do média, pozorujeme
vyznamnou elongaci bunck a VanFL barveni odhaluje casty vyskyt bunék s Cetnymi
neuzavienymi septy, coz je typické pro buiiky s deleci stkP (obr. 4-26, oteviena Sipka). Dale jsme
u mutantniho kmene AphpP zkoumali lokalizaci dalSich dé€licich proteinti LocZ, FtsA a DivIVA,
ale neodhalili jsme Zadné vyznamné odliSnosti v jejich lokalizaci v porovnani s divokym kmenem
(data nejsou prezentovana).

Tato data jasn¢€ ukazuji, ze PhpP ma v regulaci bunééného dé€leni opacnou roli nez StkP,

coz z vysledkt Agarwal et al. (2012) nebylo patrné.

WT AphpP AphpP
P czcD=P! hp P
1 )
.

Obr. 4-26: Syntéza bunécné stény u mutanta AphpP:

VanFL

Mista aktivni syntézy peptidoglykanu v zivych bunkach divokého kmene WT (Spl), AphpP kmene (Spl13) a
nadprodukéniho kmene AphpP P..p-phpP (Sp120), které byly barveny fluorescenénim vankomycinem (VanFL).
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Nadprodukce PhpP v kmeni AphpP P...p-phpP byla vyvolana ptidavkem ZnSO, v kone¢né koncentraci 0,3 mM do
tekutého média C+Y. Plna Sipka ukazuje buiiku s naruSenou syntézou peptidoglykanu. Oteviena Sipka ukazuje
buiiku s Cetnymi neuzavienymi septy. Pfekryv pfedstavuje piekryv obrazu z fazového kontrastu se signadlem VanFL.

Metitko: 1pm.

4.2.5 Konzervované aminokyseliny D192 a D231 jsou pro aktivitu PhpP in vivo esencialni

PhpP obsahuje vysoce konzervované aminokyseliny na pozicich D192 a D23I.
V publikaci Novakova et al. (2005) bylo uvedeno, ze zdména D192 a D231 za alanin inhibuje
aktivitu PhpP in vitro. Proto jsme se rozhodli zkoumat vliv aminokyselin D192 a D231 na
enzymatickou aktivitu a vliv na lokalizaci PhpP in vivo. Za timto ucelem jsme pouzili kmeny
exprimujici mutantni alelu pro PhpP s aminokyselinovou zdménou DI192A nebo D231A
fazovanou s GFP pod kontrolou inducibilniho zinkového promotoru P...p na genetickém pozadi
AphpP kmene (priprava kmend popsana v ¢lanku Ulrych et al., 2016). Kmeny exprimujici GFP-
PhpP-WT (Sp140), mutantni alelu D192A (Sp292) a mutantni alelu D231A (Sp293) jsme
kultivovali v C+Y médiu s nebo bez ptidavku induktoru. Expresi PhpP a fosforylaci proteint
jsme detekovali pomoci specifickych protilatek po rozdéleni proteini pomoci SDS-PAGE.
Exprese GFP-PhpP-WT a GFP-PhpP-D192A byla srovnatelnd, nicméné exprese GFP-PhpP-
s protilatkou specifickou proti GFP (a-GFP). Imunodetekce s pouzitim protilatky proti pThr (a-
pThr) ukazala, ze se vzrustajici expresi divoké alely PhpP dochédzi ke snizovani intenzity
fosforylace proteinil. Na druhé strané zvySena exprese GFP-PhpPD192A a GFP-PhpP-D231A po
pfidani induktoru nijak neovlivnila intenzitu fosforylace v jednotlivych kmene Sp292 a Sp293,
coz naznacuje, Ze ob¢ mutantni alely PhpP jsou katalyticky inaktivni. Nasledné jsme provedli
mikroskopii ve fazovém kontrastu. Ta ukazuje morfologii kmene Sp140 exprimujiciho divokou
alelu GFP-PhpP-WT, kterd se v zavislosti na pfidaném mnoZzstvi induktoru (ZnSO4) méni a
dochazi k prodluZzovani bunck (obr. 4-27B). Na druhé strané¢ morfologie kmenli exprimujici
mutantni alely PhpP zlstava stale stejnd nezavisle na pfidaném mnozstvi induktoru v médiu (obr.
4-27B). Toto pozorovani jsme potvrdili pomoci analyzy velikosti bun¢k (obr. 4-27C). Pokud byl
do média pfiddn ZnSO4 v kone¢né koncentraci 0,3 mM u kmene Spl40 (GFP-PhpP-WT),
pozorujeme prodlouzeni bunék (2,11 + 0,36 pm), zatimco u kmene Sp292 (GFP-PhpP-D192A;
1,49 £ 0,2 um) a Sp293 (GFP-PhpP-D231A; 1,43 £0,23 um) ke zménam délky bun¢k nedochézi
(obr. 4-27C).
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V publikaci Beilharz et al. (2012) je uvedeno, Ze fosfatasa PhpP je cytoplazmaticky
protein, ktery je ale vyznamné obohacen ve stiedu builky v ¢asné fazi exponencialniho ristu a
tato lokalizace je zdvisla na pfitomnosti aktivni proteinkinasy StkP. Abychom urcili lokalizaci
katalyticky inaktivnich forem GFP-PhpP, kultivovali jsme jednotlivé kmeny Sp140 (WT), Sp292
(D192A), Sp293 (D231A) v tekutém médiu s ptidavkem 0,2 mM ZnSO4 do ¢asné exponencialni
faze (ODgoo 0,2) a nasledné pozorovali preparaty zivych bunék pomoci fluorescencni
mikroskopie. V ptipadé divoké alely GFP-PhpP-WT jsme u 23% (176/766) bun¢k pozorovali
jasnou lokalizaci ve stfedu builkky v misté tvofici se délici prepazky. Vyskyt v cytoplazmé
vykazovalo 77% bunék. Lokalizaci GFP-PhpP-D192A ve stfedu buiiky jsme pozorovali u 19%
(152/800) bun€k, nicméné GFP signal v téchto bunkach je difusnéjsi. Abychom pozorované
rozdily kvantifikovali, provedli jsme méfeni intenzity fluorescence u bunc¢k v prvni fazi
bunécného déleni (Linda Doubravova; metodicky popis v ¢lanku Ulrych et al., 2016). Analyza
potvrdila rozdily v distribuci fluorescenéniho signalu GFP-PhpP-D192A v porovndni s GFP-
PhpP-WT a to tak, ze GFP-PhpP-D192A je obohacena v cytoplazmé. Zajimavé je, ze GFP-PhpP-
D231A lokalizuje vyhradné v cytoplazmé (obr. 4-27D).

Vsechna tato data naznacuji, Ze inaktivace aminokyseliny v pozici D192 nebo D231
proteinfosfatasy PhpP ma za néasledek nejen ztratu jeji katalytické aktivity, ale také mé vliv na jeji

schopnost kolokalizovat s aparatem bunécného déleni.
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Obr. 4-27: Aminokyseliny D192 a D231 proteinfosfatasy PhpP jsou pro jeji aktivitu in vivo esencialni:

A/ Imunodetekce proteinii v kmenech exprimujicich GFP-PhpP-WT (Sp140), GFP-PhpP-D19A (Sp292) a GFP-
PhpP-D231A (Sp293) vytvoienych na genetickém pozadi AphpP kmene. Celkové lyzaty byly ziskany z kultur
péstovanych v C+Y médiu s pfidavkem ¢i bez pfidavku induktoru (ZnSO,). Separovany byly pomoci SDS-PAGE a
fosforylace proteini byla vizualizovana pomoci imunodetekce s a-pThr protilatkou. Protilatka proti GFP (a-GFP)
byla pouzita k detekci exprese jednotlivych variant GFP-PhpP proteinti. Imunodetekce proteinu RpoA byla pouzita
jako kontrola. Pozice StkP a jejich substratli je oznacena Sipkami. Plivodni data Ales Ulrych. B/ Morfologie kmenti
exprimujicich GFP-PhpP-WT (Sp140), GFP-PhpP-D19A (Sp292) a GFP-PhpP-D231A (Sp293) vytvofenych na
genetickém pozadi AphpP kmene. Jednotlivé kmeny na snimcich z mikroskopie ve fazovém kontrastu byly
kultivovany v médiu C + Y s ptidavkem induktoru (ZnSO,) o konecné koncentraci 0; 0,2 a 0,3 mM a ukazuji
morfologii bunék a jejich velikost vyjadfenou jako medidn + medidnova absolutni odchylka (n = 300). M¢titko:

Sum. C/ Analyza délky bunék: Parametry délky bun€k byly vyneseny do krabicového grafu. * oznacuje statisticky
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vyznamné rozdily v délce bun€k kultivovanych v pfitomnosti induktoru v porovnani s bunikami kultivovanymi
v médiu bez ptidavku induktoru pfi pouziti neparametrického Mann-Whitney testu (P < 0,0001). Pro kazdy vzorek
bylo hodnoceno 300 bun¢k. D/ Lokalizace PhpP: Kmeny exprimujici GFP-PhpP-WT (Sp140), GFP-PhpP-D19A
(Sp292) a GFP-PhpP-D231A (Sp293) byly kultivovany v médiu C + Y s pfidavkem 0,2 mM ZnSO,. Jednotlivé
snimky ukazuji mikroskopii signalu GFP a piekryv obrazu z fazového kontrastu se signalem GFP. PIné Sipky ukazuji
burniky v prvni fazi bunécného déleni, ve kterych je PhpP obohacena v jejich stfedu. Oteviené Sipky ukazuji bunky
s cytoplazmatickou lokalizaci PhpP. Méfitko: 1 um. Bunky v prvni fazi bunécného déleni, které vykazuji bud
obohaceni PhpP ve stfedu bunky (WT a D192A) nebo cytoplazmatickou lokalizaci (D231A) byly vybrany pro
analyzu distribuce GFP-PhpP na podélné ose bunky. Zavislost intenzity fluorescence (a. u. = arbitrary units) na délce
buiiky je vynesena v jednotlivych grafech se znazornénou smérodatnou odchylkou (n = 20). Pivodni data Linda

Doubravova

4.2.6 Diskuze

Genom bakterie S pneumoniae je velmi dynamicky a pocet gentl, které jsou podminéné
esencialni, zavisi na mnoha faktorech, jako je genetické pozadi pouzitého kmene, pfitomnosti
pouzdra, metod¢ inaktivace genu ¢i na kultivaénich podminkach (Massidda et al., 2013).
Protichtidné vysledky dokazujici nepostradatelnost (Thanassi, 2002; Osaki et al., 2009; Fleurie et
al., 2012) ¢i postradatelnost (Song et al., 2005; Bijlsma et al., 2007; Agarwal et al., 2012) genu
php mohou vyplyvat pravé z riznych metod pouzitych k inaktivaci genu nebo z genetické
variability pouzZitych pneumokokovych kmenti. V ptipadé kmene Rx1 se zda, Ze hlavni roli hraje
metodika pfipravy mutantniho kmene. Disertacni prace Lenky Saskové (Saskova, 2007) se mimo
jiné zabyvala esencialitou gene phpP. VétSina experimentll, které byly zalozeny hlavné na
raznych pfistupech v pfipravé mutanta, poukazovala na esencialitu pipP. Nicméné pouzitim nové
metody piipravy kmene AphpP pomoci Janus kazety (Agarwal et al., 2012) a naslednym
ovefenim, ze v disledku delece nedochazi k supresorovym mutacim, jsme nepiimou metodou
prokézali, Ze v kmeni Rx1 neni gen phpP pro Zivotaschopnost S. pneumoniae esencialni.
Nicméné nejvhodnéjsi metodou, kterd by vyloucila vznik jakékoli mutace, by bylo celogenomové
sekvenovani.

Ser/Thr proteinkinasa StkP lokalizuje u S. pneumoniae v septu, kde hraje dulezitou roli v
regulaci bunééného dé¢leni. Bunky s deletovanou stkP jsou protdhlé, obsahuji vicecetna
neuzaviena septa a maji narusenou syntézu bunécné stény (obr. 4-28). Tato pozorovani naznacuji,
ze StkP koordinuje syntézu bunétné stény s bunécnym délenim, ¢imz pomahéd pneumokokovi

doséhnout jeho typického lancetovitého tvaru (obr. 4-28) (Giefing et al., 2010; Beilharz et al.,
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2012; Fleurie et al., 2012). Cileni PhpP do mist bunécného déleni zavisi na ptfitomnosti aktivni
StkP (Beilharz et al., 2012). Nasim cilem bylo zjistit, jakou tlohu zastdva PhpP v procesu
bunécného déleni a zda je funkce PhpP protichidna té, kterou vykonava StkP.

Morfologicky se delece phpP u S. pneumoniae projevuje tvorbou mensich bunék, nez jsou
bunky divokého kmene, piic¢emz takto vypadaji buniky nadprodukujici StkP (obr. 4-28) (Beilharz
et al,, 2012). Naproti tomu u enkapsulovanych AphpP kmenl nebyly morfologické zmény
pozorovany, ale vykazovaly jiné abnormality, jako je tlust$i bunécna sténa (Agarwal et al., 2012),
které jsme u naseho neopouzdiené¢ho AphpP kmene nepozorovali. Také jsme kvantifikovali, ze
24,2% bunck z populace AphpP kmene tvoii fetizky. Nicméné tvorbu abnormalné dlouhych
fetizkd C¢i agregaci bunék, jak je tomu u enkapsulovanych kmenti (Agarwal et al., 2012), jsme
nepozorovali. Jelikoz regulace poctu bun¢k v fetizku u streptokokti zavisi na jejich autolytické
aktivité, byla metodou qRT-PCR otestovana exprese genii kodujicich peptidoglykanové
hydrolazy pcsB, lytA a IytB, které mohou ovlivnit separaci bunck a jejichz hladiny byly u
enkapsulovanych AphpP kment zvysené (Agarwal et al., 2012). V porovnani s divokym kmenem
ale nebyly zaznamenany zadné odliSnosti v urovni transkripce (Ulrych et al., 2016) a tedy divod

zvySeného vyskytu bunék v fetizcich zlstava neznamy.

WT AStkP AphpP
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Obr. 4-28: Schématické znazornéni morfologie kmene AstkP a AphpP:
WT: divoky kmen; AstkP: mutantni kmen AstkP; AphpP: mutantni kmen AphpP
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Pozorovanim morfologie a analyzou velikosti bun¢k revertovaného kmene Sp222 (WTg)
a komplementa¢niho kmene Sp120, ktery v postradatalném bga lokusu na chromosomu nese pod
inducibilnim zinkovym promotorem jediny gen pro PhpP, jsme potvrdili, Ze fenotyp kmene
AphpP je skutecné zplsoben deleci genu phpP. Pfi¢emz analyza komplementacniho kmene
Sp120 navic ukazala, ze se vzristajici koncentraci induktoru vzristd exprese PhpP, ktera
koresponduje se snizovanim fosforylace proteinii a prodluzovanim bunék. Ty v pfitomnosti
0,3 mM Zn*" vzhledové a bun&énou délkou odpovidaji buiikim kmene AstkP (Novakova et al.,
2005). Navic barveni pomoci fluorescencniho vankomycinu (VanFL) ukazala v téchto bunkach
cetna neuzaviena septa, ktera jsou typicka pro builkky AstkP kmene (Beilharz et al., 2012).

Vsechna tato pozorovani jasné ukazuji, ze v regulaci bunééného déleni u S. pneumoniae
zastava proteinfosfatasa PhpP opacnou roli nez proteinkinasa StkP, coz z vysledkl studie
Agarwal et al. (2012) zcela nevyplyvalo. Nicméné deplece phpP mé na bunécné déleni mensi
negativni vliv nez abnormality pozorované v piipad€ absence StkP nebo nadprodukce PhpP, coz
naznacuje, ze hyperfosforylace substratii StkP je burikou 1épe tolerovana nez absence fosforylace.

Reverzibilni fosforylace proteinti je zdkladnim mechanismem pfenosu signalu z vnéjsiho
prostfedi do buiiky i uvnitt buiiky. Pro sprdvnou funkci signaliza¢ni drdhy je tedy nutny balanc
mezi fosforylaci a defosforylaci jednotlivych proteind. U S. pneumoniae zodpovida za fosforylci
proteinti na threoninu proteinkinasa StkP. Proteinfosfatasa PhpP tvofi s StkP funkéni par a bylo
prokdzéano, ze samotnou StkP defosforyluje (Novakova et al., 2005).

Pomoci imunodetekce se specifickou protilatkou jsme prokézali, Ze v kmeni AphpP
dochazi k hyperfosforylaci proteini fosforylovanych na threoninu, vetné samotné StkP, jejiz
exprese neni deleci phpP nikterak ovlivnéna. Hyperfosforylace proteini v kmeni AphpP je
opacnym jevem, neZ ktery byl pozorovan v ptipadé¢ kmene AstkP, ve kterém nejsou detekovany
zadné proteiny fosforylované na threoninu (Novakova et al., 2005). Toto pozorovani naznacuje,
ze je PhpP piimo zodpovédna za defosforylaci substrati StkP. Tuto domnénku podporuji dalsi
naSe vysledky. Nadprodukce PhpP v komplementa¢nim kmeni, ve kterém je phpP exprimovana
pod kontrolou inducibilniho zinkového promotoru z postradatelného bga lokusu, jakozto jediné
kopie genu na chromosomu, ma za nasledek vyrazné sniZeni fosforylace proteint (Ulrych et al.,
2016), které je stejné¢ tak pozorovano v piipadé¢ deplece StkP (Novakova et al., 2005).
Defosforylaci substratdt StkP zprostfedkovanou pifimo PhpP jsme prokazali in vitro

defosforyla¢ni reakci, kdy jsme protein DivIVA a LocZ vystavili ptisobeni proteinfosfatasy PhpP.
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Defosforylaci cytoplasmatické domény proteinu LocZ fosfatasou PhpP prokazali téz ve studii
Fleurie et al. (2014). VySe zminéné skutecnosti ukazuji, Ze PhpP pfimo defosforyluje substraty
StkP a ze k této defosforylaci nedochazi v disledku snizené fosforylace StkP.

Proteinkinasa StkP se ti¢astni mnohych bunécnych déjt u S. pneumonaie. Delece genu
stkP ma, mimo jiné, negativni vliv na rastové schopnosti kmene. Doba zdvojeni kmene AstkP je
prodlouzena a ve staciondrni fazi predcasné lyzuje. Mutantni kmen AstkP se také velmi obtizné
vyrovnava s riznymi druhy strest, jako je oxidativni, pH, osmoticky a teplotni (Saskova et al.,
2007). Protoze StkP a PhpP tvofi funk¢ni par, zajimalo nas, jak bude na riizné environmentalni
podminky reagovat kmen AphpP. Také nas zajimalo, zda pouzité genetické pozadi bude mit vliv
na fenotypovy projev mutace phpP.

Kmen AphpP ma oproti divokému kmeni delsi lag fazi, stejné tak doba zdvojeni je
prodlouzena a ve stacionarni f4zi dochazi k lyzi buné€k za niZSich optickych denzit. Jak by se dalo
ocekavat, rastové vlastnosti mutantniho kmene AphpP jsou za danych kultiva¢nich podminek
srovnatelné s vlastnostmi kmene AstkP. Testovani citlivosti k riznym druhiim strest ukéazalo, ze
na rozdil od StkP se PhpP netcastni odpovédi na osmoticky stres ¢i na snizené nebo zvysené pH.
Na druhou stranu v ptipad¢ teplotniho stresu buiiky kmene AphpP ptechazeji do stacionarni faze
pii nizsi optické denzité a navic v této fazi dochézi k jejich predcasné lyzi. Déale kmen AphpP
vykazuje snizenou Zivotaschopnost po vystaveni oxidativnimu stresu, podobné jako kmen AstkP.

Souhrnné lze fici, ze fenotyp mutantniho kmene AphpP, ktery byl pfipraven na
genetickém pozadi neopouzdfeného kmene Rx1, je odliSny v porovnani s kmeny AphpP
pfipravenymi ve studii Agarwal et al. (2012), a to na genetickém pozadi opouzdieného kmene 6A
a D39. Kmen 6AAphpP je citlivy k plisobeni vSech testovanych strest, naproti tomu kmen
D39AphpP vykazuje citlivost pouze k plisobeni vysoké koncentrace soli. Tato pozorovani
naznacuji, Zze genetické pozadi pouzitého kmene vyznamné ovliviiuji projev mutace phpP, i kdyz
nemuizeme vyloucit roli samotného polysacharidového pouzdra.

Vzhledem k tomu, Ze mutantni kmen AstkP pfipraveny na genetickém pozadi kmene Rx1
je citlivy ke vSem vySe zminénym testovanym strestim (Saskova et al., 2007), nepodafilo se nadm
potvrdit opacny vliv PhpP. Nase data naznacuji, Ze nevyvazena aktivita jak PhpP, tak StkP ma
negativni vliv na fyziologii bakterie S. pneumoniae a jeji adaptivni reakci na environmentalni

stres, ktera ale neni obecné fizena signalizacnim parem StkP/PhpP.
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Proteinfosfatasa PhpP je mangan dependentni fosfatasou typu PP2C. Katalyticka doména
PhpP obsahuje 11 konzervovanych signalnich motivii (Bork et al., 1996) a mutace vysoce
konzervovanych aminokyselin D192 a D231, které¢ se pfimo Ucastni vazby kovovych iontl, zcela
rusi aktivitu PhpP in vitro (Novakova et al., 2005). Zajimalo nas tedy, jaky vliv bude mit
aminokyselinovd zdména D192 a nebo D231 za alanin na funkci PhpP in vivo.

Za timto ucelem byly vytvofeny tfi kmeny S. pneumoniae. Kazdy znich nese na
chromosomu v postradatelném lokusu bga jedinou kopii genu pro variantu genu phpP fuzovanou
s GFP, a to divokou alelu phpP-WT (Sp140), mutovanou alelu phpP-D192A (Sp292) nebo phpP-
D231A (Sp293), ktera je pod kontrolou inducibilniho zinkového promotoru (Ulrych et al., 2016).
Tyto kmeny jsme ndsledné péstovali v tekutém médiu v gradientu induktoru. U kmene
exprimujictho divokou alelu pro PhpP pozorujeme, v korelaci se vzristajici koncentraci
induktoru, snizovani intenzity fosforylace proteint a postupné prodluzovani bun¢k. Naproti tomu
u kmenll exprimujicich mutovanou alelu phpP-D192A ¢i phpP-D231A nepozorujeme se
vzrustajici koncentraci induktoru zddné¢ zmény. Témito experimenty jsme prokazali, ze zdména
D192 nebo D231 zcela rusi katalytickou aktivitu PhpP in vivo.

Proteinfosfatasa PhpP je cytoplazmaticky protein, nicméné v Casné fazi exponencialniho
rustu lokalizuje 1 v bunééném stfedu, pficemz tato lokalizace je zavisla na pfitomnosti aktivni
StkP (Beilharz et al., 2012). JelikoZ aminokyselinova zdména na pozici D192 nebo D231 vede ke
katalytické inaktivaci PhpP in vivo, vyvstala otazka, zda ma tato inaktivace vliv 1 na lokalizaci
PhpP. Proto jsme vySe uvedené kmeny Sp140 (GFP-PhpP-WT), Sp292 (GFP-PhpP-D192A) a
Sp293 (GFP-PhpP-231A) kultivovali v tekutém médiu s pfidavkem 0,2 mM Zn*" do Gasné
exponencialni faze a Zivé preparaty pozorovali pomoci fluorescenéni mikroskopie. Naslednou
analyzou intenzity fluorescen¢niho signalu u bunék v prvni fazi bunééného dé€leni, tedy u
dcefinych bun¢k, které jsou zcela oddélené, ale jesté u nich nebyl zapocat proces bunééného
déleni, jsme zjistili, ze GFP-PhpP-D192A je oproti GFP-PhpP-WT obohacena v cytoplazmé,
nicméné stale je schopna lokalizovat v bunécném stfedu. Naproti tomu GFP-PhpP-D231A
lokalizuje vyhradné v cytoplazmé. Tato pozorovani ukazuji, ze aminokyseliny v pozici D192 a
D231 proteinfosfatasy PhpP jsou esencialni nejen pro jeji katalytickou aktivitu, ale jejich zdména
ovliviiuje schopnost fosfatasy PhpP kolokalizovat s aparatem bunééného déleni, pfi¢emz mutace

D231 je pro tuto funkci fatalni.
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Nakonec miizeme shrnout, ze gen phpP neni pro Zivotaschopnost neopouzdieného kmene
S. pneumoniae Rx1 esencidlni. V regulaci bunécného déleni zastdvd proteinfosfatasa PhpP
opacnou roli nez proteinkinasa StkP a spolecné tvofi dulezity funkéni par, diky kterému
S. pneumoniae dosahuje svého specifického tvaru. Pficemz pro aktivitu a spravnou lokalizaci
PhpP jsou dulezité aminokyseliny na pozici D192 a D231. Nicméné by bylo potieba ovéfit, zda
nami vytvofeny kmen neobsahuje ve svém genomu supresorové mutace pomoci metod sekvenace

nové generace.
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5 Zavér
Vysledky projektu ,,LocZ je novy protein bunécného déleni urCujici spravné umisténi septa

u Streptococcus pneumoniae* mizeme shrnout do nasledujicich bodi.

O Protein LocZ odpovida za vybér mista bunééného déleni u S. pneumoniae, jelikoz
v mutantnim kmeni AlocZ je Z-kruh uloZzen mimo stfed podélné osy buiiky a Casto je
vychylen i z osy kolmé na podélnou osu. AvSak syntéza peptidoglykanu neni v délici
pfepazce naruSena a ostatni proteiny bunécného déleni jsou lokalizovany v misté
sestaveni Z-kruhu. V dasledku Spatné zalozeného septa maji builkky abnormalni
morfologii. Dochazi k tvorbé asymetricky rozdélenych bunck “bramborovitého* tvaru a

minibunék.

OO LocZ je velmi asnym proteinem bunééného déleni, ktery ma v porovnani s ostatnimi
proteiny bunééného déleni unikétni lokaliza¢ni vzor. Pomoci fluorescen¢ni mikroskopie
jsme ukdzali, ze protein LocZ v ¢asné fazi bunécného dé€leni, poté co se dvojice bunck
S. pneumoniae rozdéli, lokalizuje ve stiedu bunky spolu s ¢asnymi proteiny bunééného
déleni FtsZ a FtsA. V nasledné fazi bunécného déleni, kdy je zapocata elongace buiiky,
dojde k vytvoteni dvou LocZ kruht, které se od sebe navzijem a zéroven od bunééného
sttedu zacinaji oddalovat, zatimco proteiny FtsZ a FtsA lokalizuji ve stiedu bunky. Tyto
dva LocZ kruhy lokalizuji v misté ekvatoridlnich kruhii, kde znac¢i budouci misto
bunécného déleni. V pozdéjsi fazi bunééného deéleni dochazi k relokalizaci FtsZ a FtsA
z bunééného stiedu do ekvatoriald, které jsou znaceny proteinem LocZ. Domnivame se,
ze extracelularni doména proteinu LocZ zodpovida za jeho lokalizaci, zatimco
intracelularni doména by mohla slouZzit k interakci s ostatnimi proteiny bunécéného

déleni, pravdépodobné hlavné s FtsZ.

OO Vyznam fosforylace proteinu LocZ jsme nedokazali objasnit, protoZe obé formy proteinu
LocZ, jak fosfomimetickd tak i fosfoablativni, se morfologicky projevuji stejné jako
divoky kmen. Prokazali jsme vSak, Ze proteinkinasa StkP se setkdva se svym substratem
proteinem LocZ pouze ve fazich predchazejicich bunéénému dé€leni, kdy se oba proteiny

nachdzi ve stfedu bunky.
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Vysledky projektu ,,Esencialita a funkce Ser/Thr proteinfosfatasy PhpP u Streptococcus

pneumoniae’ muzeme shrnout do néasledujicich bodu:

OO Proteinfosfatasa PhpP neni pro Zivotaschopnost bunék neopouzdieného kmene Rx1

esencialni.

OO PhpP zastava vregulaci bunééného déleni u S. pneumoniae opa¢nou roli nez
proteinkinasa StkP. Zjistili jsme, ze se delece phpP morfologicky projevuje tvorbou
mensich kulatych bunék, a naopak nadprodukce PhpP vede k tvorbé protahlych bunék
s cetnymi neuzavienymi septy, coz je typické pro bunky kmene AstkP. Pomoci riaznych
metod jsme ukézali, ze PhpP pfimo defosforyluje substraty StkP a navic i samotnou
StkP.

OO Fyziologie u S. pneumoniae neni obecné fizena signalizaénim parem StkP/PhpP. Ukazali
jsme, ze mutantni kmen AphpP ma v porovnani s divokym kmenem delsi lag fazi, doba
zdvojeni je téz prodlouzena a je citlivy k ptisobeni teplotniho a oxidativniho stresu.
Podobné se projevuje kmen AstkP, ktery je navic citlivy k ptisobeni osmotického stresu

a nizkému pH.

OO Pro katalytickou aktivitu proteinfosfatasy PhpP jsou esencidlni aminokyseliny D192 a
D231. Katalytickad aktivita je nezbytna pro schopnost PhpP kolokalizovat s aparatem

bunééného déleni.
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