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Abstrakt

Vyznamny lidsky patogen Streptococcus pneumoniae je jedineénym modelem pro
studium serin/threoninovych proteinkindz eukaryotniho typu a jejich piislusnych fosfataz
u bakterii, jelikoz koduje pouze jediny signaliza¢ni par sloZzeny z proteinkinazy StkP a
fosfatazy PhpP. Tento signaliza¢ni par hraje tlohu v fad¢ bunécnych procest zejména pak
v syntéze bunécné stény a bunécného déleni. Signalizacni par StkP/PhpP nejspise reguluje
slozitou sit’ signaliza¢nich kaskad reverzni fosforylaci nékolika substratt, znichz je
charakterizovana pouze ¢ast. Nedavno bylo pomoci MS analyzy identifikovano kolem 90
fosfopeptidi, které jsou potencidlnimi substraty kindzy StkP a fosfatazy PhpP.

Cilem této diplomové prace byla charakterizace predpokladaného nového substratu
Spr0929 a jeho vlivu na fyziologii pneumokoka. Zkoumana byla morfologie bun¢k kmenti
s odstranénym genem spr0929 na riznych genetickych pozadich pneumokoka. Bylo
zjisténo, ze vliv odstranéni tohoto genu na morfologii bun¢k je kmenové specificky.
Porovnavan byl téz riist bun¢k postradajicich gen spr0929 s divokym typem, a to za
riznych fyziologickych podminek.

Jelikoz protein Spr0929 obsahuje nukleoid-asociovanou doménu NdpA, urceni jeho
lokalizace v bufice byla té¢z jednim z dilezitych cila prace. Transla¢ni fuzi s fluorescencni
znaCkou GFP byla odhalena jeho lokalizace v oblasti bakterialniho nukleoidu.

Ziskané vysledky také vedly k potvrzeni piredpokladaného mista fosforylace tohoto
proteinu pomoci StkP na threoninu T255. Tuto fosforylaci se podafilo potvrdit v in vitro i
in vivo podminkach.

Celkove vysledky prezentované v této diplomové praci prfispivaji k rozlusténi

regulace nové signalni kaskady tizené parem StkP/PhpP.

Klicova slova

Streptococcus pneumoniae, Ser/Thr proteinkinaza, bunécna signalizace, fosforylace,

Spr0929



Abstract

The major human pathogen Streptococcus pneumoniae is a unique model for the
study of eukaryotic-type serine/threonine protein kinases and its cognate phosphatases in
bacteria, since it encodes only a single signaling pair composed of the StkP protein kinase
and PhpP phosphatase. This signaling pair plays a role in several cellular processes, mainly
in cell wall biosynthesis and cell division. StkP and PhpP proteins with a pleiotropic effect
appear to regulate a complex signaling cascade by phosphorylation of many substrates.
However, only a few have been characterized so far. Using MS analysis, we have identified
about 90 phosphopeptides that are potential substrates for the StkP kinase and PhpP
phosphatase.

This diploma thesis is focused on the characterization of the new substrate Spr0929
and its role in pneumococcal physiology. One of the objectives was to investigate cell
morphology of strains carrying deletion of the spr0929 gene in different genetic
backgrounds. It turned out that the role of Spr0929 in cell morphology is strain specific.
The growth curves of strains with this deletion were compared to that of the wild type in
various physiological conditions as well.

As Spr0929 contains a nucleoid-associated domain called NdpA, determination of its
cell localization was an important objective, too. Using translation fusion of Spr0929 with
GFP, its localization near bacterial nucleoid was found.

The results obtained also confirmed the assumed phosphorylation site of this protein
on threonine 255. StkP-mediated phosphorylation at this site was confirmed in both in vitro
and in vivo conditions.

Taken together, the results presented in this diploma thesis help to decipher the
regulation of a new signaling cascade controlled by StkP and PhpP.

Keywords

Streptococcus pneumoniae, Ser/Thr protein kinase, cell signaling, phosphorylation,

Spr0929
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1 Uvod

Vsechny zivé organismy se vyskytuji v neustale se ménicim prostiedi. Jejich preziti je
dano schopnosti tyto zmény vnimat a odpovidat na n¢ zménou v jejich fungovani; At uz jde o
zménu exprese proteini na bunécné urovni nebo reakci, kterou nazyvame chovanim u vyssich
organismu, coZ je koneckoncl téz disledkem bunécnych procesti, byt jde o mnohem
komplexnéjsi odpoved’. Bunécna signalizace je proto jednim z fundamentalnich procest, které
umoziuji existenci zivota tak, jak ho zndme. Obecné jde o mechanismus umoziujici pfenos
informace o zméné néjakého stavu od receptoru k efektoru. Prenos byva ziidkakdy ptimy,
vétsSinou se jednd o kaskadu biochemickych déjii, do které je zapojena celd sit’ regulac¢nich
proteinli. Abychom pochopili fungovani organismi, je tfeba tyto regulaéni sit€ mapovat.

Zpusobt, jak ptedat signal v rdmci kaskady je n€kolik. Mezi nejvyznamnéjsi patii post-
translacni modifikace (PTM). U eukaryot hraje z4sadni roli fosforylace. Po mnoho let se
soudilo, ze se vyskytuje pouze v této 1iSi. AZ na konci sedmdesatych let minulého stoleti byly
ucinény prvni pozorovani tohoto jevu i u bakterii. Dnes existuje mnoho studii, dokladajicich,
ze fosforylace hraje diilezitou roli v celé fadé bunécnych procest od syntézy peptidoglykanu
(PG) bunécné stény pies regulaci delici masinérie az po regulaci odpoveédi na antibiotika a
fyziologické stresy.

Fosforylace je v bakteriich zajiStovana nékolika mechanismy, nejrozsifenéjsi jsou
dvoukomponentové systémy. Ty se skladaji z histidinové senzorové kinazy (HK) monitorujici
n¢jaky signal z prostiedi a regulatoru odpovédi (Response regulator, RR). Domény RR slouzi
jako efektor. Vazou se na oblasti DNA, které reguluji genovou expresi v reakci na zmény ve
vnéj$im prostiedi.

Jinou tfidou kinaz jsou Ser/Thr kindzy a fosfatazy eukaryotniho typu. Ty se (jak nazev
napovidd) vyskytuji hojné u eukaryot, jejich pfitomnost u bakterii byla prokdzana pozdéji.
Bakteridlni homology eukaryotického typu Ser/Thr kinaz a fosfataz se v poslednich desetiletich
ukézaly nezbytné pro n€které bunétné funkce, jako je rast, diferenciace, patogenita, odpoveéd’

na teplotni stres nebo regulace sekundarniho metabolismu.

Jako modelovy organismus pouZziva nase laboratof avirulentni laboratorni kmeny gram-
pozitivni bakterie Streptococcus pneumoniae. Tato bakterie spada do taxonu Lactobaciliale,
kam patii také bakterie mlééného kvaseni. Jde o oportunitni lidskym patogen, u kterého se

vyvinula adaptace pro osidleni nového prostedi — lidskych sliznic. Diky tomu je vyznamnym
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patogenem nejen v rozvojovém svéteé. Kromeé potencidlniho klinického vyznamu je pneumokok
vhodny pro genetické manipulace kvtli schopnosti pfirozené kompetence. Hlavnim divodem,
proc€ jej naSe laboratof pouziva vsak je, ze jeho genom koduje pouze jeden funkéni par kindzy
eukaryotniho typu a ptislusné fosfatazy: Ser/Thr kindzu StkP a fosfatazu PhpP. A pravé popisu
kinazy StkP, jejiho fungovani a substrati se nase laboratoi vénuje dlouhodobé. Mapovéni
regulacnich siti pneumokoka ma vyznam nejen pro pochopeni jeho fungovani, ale i pro obecné
rozSifeni znalosti o roli Ser/Thr kindz eukaryotniho typu (nejen) v bakterialni bunécné

signalizaci.
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2 Literarni reSerse

2.1 Bakterie Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae, v literatuie téz oznaCovany jednoduSe pneumokok, je
grampozitivni bakterie, ktera se z hlediska vztahu ke kysliku fadi mezi aerotolerantni anaeroby.
Taxonomicky pfislusi ke kmeni Firmicutes, do ttidy Bacilli, k tadu Lactobacillales, Celedi
Streptococcaceae a rodu Streptococcus. Jeho bunky maji lancetovity tvar a vyskytuji se ve
form¢ kokt, diplokok nebo kratkych fetizkd. Pneumokok neni schopny sporulace a je
nepohyblivy. Je schopen alfa-hemolyzy produkci H>O», kterd zplisobuje rozpad cervenych
krvinek a pfeménu hemoglobinu na verdoglobin. Na miskach s krevnim agarem je hemolyza
zieteln€ vidét diky tvorbé zlutohnédého zbarveni v okoli kolonii pneumokoka.

Izolovan a popsan byl vroce 1881 nezavisle na sobé dvéma védci — Georgem
Sternbergem a Louisem Pasteurem.

Pneumokok je za normdlnich podminek lidsky komenzal, je vSak také vyznamny lidsky
patogen, ktery i v dneSni dob¢ zptlisobuje masivni epidemie predevSim v rozvojovém svété. Pri
infekci miize zptsobovat fadu véaznych zdravotnich problémi. NejcastéjSim projevem je
pneumonie, mize vSak zptisobovat i1 bronchitidu, meningitidu ¢i sepsi. Nejvice ohrozenou
skupinou jsou déti. Podle Svétové zdravotnické organizace (WHO) je pneumonie odpovédna
za 15 % vSech amrti déti mladsSich 5 let, coz v roce 2017 piedstavovalo celkem 808 694 umrti
(WHO, 2020). Nebezpeci vsak piedstavuje pneumokok i pro obyvatele ostatnich zemi. Ve
vyspélém svéte se mezi lety 1980 - 2006 vyskytla primérné jedna epidemie ro¢né, piredevsim
v nemocnicnich zafizenich (Ihekweazu et al., 2010). Nedavno zavedend vakcina PCV13
(WHO, 2013) toto nebezpeci vyznamnym zptsobem snizuje (WHO, 2019), problémem je jeji
cena. Zajimavou potencidlni alternativou pro rozvojovy svét je PNEUMOSIL. Ten loni ziskal
prekvalifikaci od WHO pro Siroké pouziti. M¢la by to byt velmi levna (2 USD za déavku)
desetivalentni konjugativni vakcina (Republic et al., 2020).

Obecnym problémem vSech dneSnich vakcin je jejich cileni na nejb&€zngjsi povrchové
polysacharidy. Ty jsou sice hlavnim virulenénim faktorem, jsou ale také specifické pro
konkrétni sérotyp. Téch je nyni u pneumokoka identifikovéno ptes 90 (Hausdorff et al., 2000).
Budouci proteinové vakciny vSak mozna budou univerzalni. Pracuje se napiiklad na vakciné
cilici na povrchovy PspA protein (Yu et al., 2018). Ve vyvoji jsou i dalsi, uvazuje se i o
proteinkindze StkP, jakoZto cili v kombinaci s PspA, PcsB a adjunvanten IC31 (Olafsdottir et
al., 2012).
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Pneumokok je kvtli svému klinickému vyznamu a snadné laboratorni kultivaci vyuzivan
jako modelovy organismus po velmi dlouhou dobu. Sehrél kli¢ovou roli v pochopeni fungovani
zivych organismt, nebot’ byl pouzit ve zndmém Griffithové experimentu, provedeném v roce
1928. Zde Griffith demonstroval schopnost prenosu tehdy blize neurCené latky, tzv.
Htransformacniho principu® z virulentnich kment usmrcenych tepelnym Sokem, ozna¢ovanych
R do nevirulentnich S kment. Po infikovani my$i zivym S kmenem inkubovanym s mrtvym R
kmenem doslo k jejimu usmrceni. S kmen byl tedy evidentné schopen ptijmout néjaky faktor
zpusobujici letalitu. Griffith ve své publikaci vytkl hypotézu, Ze onim ,transformacnim
principem® je protein (Griffith, 1928). Teprve o 16 let pozdé€ji vySlo najevo, Ze nosi¢em
genetické informace je DNA (Avery et al., 1944).

Schopnost pifijmout za urcitych podminek exogenni DNA je oznafovana jako
kompetence. Pneumokok je schopen tzv. ptirozené¢ kompetence, tedy ma schopnost piijmout
DNA zokoli bez umé¢lého zdsahu, a to diky celému aparatu proteini, zodpoveédnych za
transport DNA, homologni rekombinaci a v neposledni tad¢ regulaci téchto procest.
Kompetence je intenzivné studovanym fenoménem, ktery je v praxi vyuzitelny pro genetickou
manipulaci i pochopeni, jak dochézi v ptirozenych podminkach k horizontalnimu pfenosu gent
naptiklad pro rezistence k antibiotikiim ¢i gent virulence. Navozeni stavu kompetence je
mozn¢ diky signalnimu ,,kompetenci stimulujicimu® peptidu (CSP). Jeho receptor patii ke tiidé¢
proteini oznacovanych jako dvoukomponentové systémy (two component systems, TCS),
jejichz popisu se tato prace také vénuje. Jde o jeden ze dvou nejrozsifenéjSich zptisobti pienosu
signalu u bakterii.

Kromé TCS ma pneumokok i1 jednu kinazu eukaryotniho typu StkP, ktera reguluje mnoho
procest, vcetné bunécného déleni ¢i syntézy bunécné stény (BS) a funkéné spjatou fosfatazu
PhpP (Novakova et al., 2005). Druha cast této reSerSe je vénovana popisu StkP a jejich
substrati. Oba tyto systémy pifenaSeji signdl pomoci fosforylace cilovych proteint.
Fosfoproteomova analyza kmene D39 odhalila 102 potencidlné¢ fosforylovanych
aminokyselinovych (AK) zbytkd u 85 rGznych proteinti. Tento pocet je mnohem vétsi nez u
jinych, béZzné studovanych organismil, jako je E. coli, B. subtilis a L. lactis navzdory velikosti
genomu pneumokoka, ktera je srovnatelna s L. lactis, je vSak zhruba polovi¢ni oproti genomim
E. coli a B. subtilis (Sun et al., 2010). Fyziologicka funkce téchto fosforylaci je ve velké mite
neznama, navic se na zakladé¢ novych fosfoproteomovych studii dafi identifikovat nové
substraty StkP a PhpP (Hirschfeld et al., 2020).

Prvnim krokem k pochopeni molekuldrnich mechanisma fungovani nejen fosforyla¢nich

signalnich kaskéd streptokoka byla uplnéa sekvenace jeho genomu (Hoskins et al., 2001; Lanie
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et al., 2007). Ackoliv se dnes vyzkumem této bakterie zabyva nckolik laboratornich tymu z
celého svéta, az 76 % proteinl stadle neni funkéné charakterizovdno. Pro porovnani:
nejprostudovanéjsi bakterie Escherichia coli méa v téze databazi Uniprot (Bateman, 2019)
detailni a revidovanou anotaci u 99 % proteind.

Soucasny vyvoj novych metod molekularni biologie, jako je rozsifeni sekvenace genomu
a proteomické analyzy pfinasi novy pohled do vnitiniho fungovani patogennich bakterialnich
druhil, vCetné pneumokoka. Tyto informace mohou pfinést nové moZznosti, jak proti nim

zasahovat. Da se predpokladat, Ze rozvoj v této oblasti védy bude pokracovat.

2.2 Mechanismy bakteridlni bunécné signalizace

Bakterie jsou ve svém cCasto velmi kompetitivnim prostiedi neustale v kontaktu s velkym
mnozstvim riznych typt molekul, které nesou velké mnozstvi informaci o jeho stavu a
dynamice. Stejn¢ dilezité jsou molekuly, které jsou produktem vlastniho sekundarniho
metabolismu. Tyto chemické latky funguji jako stimuly, na které je nutné spravnym zptisobem
reagovat. KliCovou roli v tomto procesu sehravaji systémy signdlni transdukce, zalozené na
fosforylaci proteintt pomoci kindz. Kindzy funguji jako molekularni ,,pfepinace® meénici
aktivitu proteinti pfimo naptiklad zménou konformace ¢i nepfimo pies protein-proteinoveé
interakce (Pereira et al., 2011). Jiz maléd uroven fosforylace miize mit fyziologickou funkci,
zejména pokud zpiisobi, Ze se protein chova jako dominantné negativni, tedy blokuje funkci
nefosforylované formy (Dworkin, 2015). Prvni diikazy o fosforylaci u bakterii pochazeji ze 70.
let (Garnak & Reeves, 1979). Jsou zde rozsifené a konzervované predevsim dva mechanismy
— fosforylace pomoci Ser/Thr kindz (STK) a dvoukomponentové systémy (TCS). Tietim typem
jsou BY-kinazy. Jedna se o bakterialni typ tyrozinovych kinaz, které se od eukaryotniho typu
ligi. Ctvrtou skupinou jsou jednokomponentové systémy nesouci receptorovou i DNA-
vazebnou doménu v ramci jednoho proteinu. Dal§im mechanismem, ktery vyuziva pienos
fosfatové skupiny pro Ucely signalni transdukce jsou fosfotransferdzové systémy (PTS), které
propojuji transport sacharidi a bunécnou signalizaci (Stiilke & Schmalisch, 2004). Spole¢né
tyto mechanismy ovliviiuji celou fadu vlastnosti mikroorganismii v¢etné virulence, reakce na
antibiotika nebo kontroly bunécného dé€leni. V ramci této reSerSe budou blize ptredstaveny
pfedev§im TCS systémy, bakteridlni Tyr kinazy a Ser/Thr kindzy eukaryotniho typu se

zamé&fenim na vyskyt a funkci téchto systémil u pneumokoka.
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2.2.1 Dvoukomponentové systémy

Dvoukomponentové systémy (TCS) jsou nejrozsitenéjsim bakteridlnim mechanismem
pro ptenos signdlu (Hoch, 2000). Tento signalizaéni mechanismus vyuziva az na nékteré
vyjimky vétSina zndmych bakteridlnich druh. Mezi tyto vyjimky patii napiiklad
endosymbionti s extrémné redukovanym genomem (Wuichet et al., 2010).

Dvoukomponentovy systém ma moduldrni strukturu, je charakteristicky pfitomnosti
homodimerni membranoveé-vazané senzorové histidinové kinazy (HK) a cytoplazmatického
DNA-vazebného response reguldtoru (RR) (A. M. Stock et al., 2000). Existuji vSak 1 jina
uspotadadni kombinujici vice senzorovych domén, které mohou byt extracelularni i
cytoplazmatické (Wuichet et al., 2010). RR slouzi jako efektor a reguluje expresi genil
v zavislosti na zménach v prostfedi. Toto relativné jednoduché uspotadani umoznuje rychlou
zménu exprese cilovych gent.

Kromé bakterialni fiSe jsou TCS také Cetné zastoupené u archei, vyskytuji se asi u 50%
druhii (Wuichet et al., 2010) a nachézeji se 1 u rostlin a kvasinek. Naproti tomu u Zivoc€ichll se
tento typ signalnich kaskad nevyskytuje (Casino et al.,, 2010). Mezi prokaryotnim a
eukaryotnim typem TCS existuji rozdily v sekvencich. Na rozdil od bakterialnich TCS jsou HK
u eukaryot ¢asto hybridni, tj. obsahuji domény response regulatorti (A. M. Stock et al., 2000).

Signal Kinaza kazdého TCS je slozena

4
[ v z n€kolika domén. Obsahuje
FE’
e extracelularni  signal-rozeznavajici
N Vnitfek

buriky

doménu nesouci vazebné misto pro

specifickou  signalni ~ molekulu,

transmembranovy (TM) region a na

n¢j intracelularné vazané katalytické

[
[ Efektor
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kindzové jadro, které je evolucné

konzervované a  je  schopné

Obréizek 1: Struktura TCS. autofosforylace (Hoch, 2000).

A: Schéma dvoukomponentového systému s vyznacenymi Signal-rozeznavajici  domény
funkénimi doménami a jejich buné¢énou lokalizaci.
B: Struktura TCS s detailnim pohledem na misto interakce HK ~ klasifikujeme do vice rodin podle
s RR. Pievzato a upraveno z (Casino et al., 2010).

jejich 3D struktury a rozeznavaného
signalu. Samotné cytoplazmaticky lokalizované jadro kinazy je tvofeno dvéma doménami:
konzervovanou C-termindlni katalytickou a ATP-vazebnou (CA) doménu s funkci pfenosu

fosfatu z ATP na histidin. Tento konzervovany histidinovy zbytek se nachazi na druhé, méné
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konzervované DHp (dimerizac¢ni a histidin fosfotransferazové) doméné — viz Obrazek 1A (Gao
& Stock, 2009).

Pfi navazani spoustéci signalni molekuly na receptorovou ¢ast HK dojde k hydrolyze
ATP a vazbé¢ fosfatu na histidinovy zbytek na autofosforylaéni doméné kindzy, ktera se tim
aktivuje. Nasleduje ptfenos fosfatu na asparaginovy zbytek N-terminalni ,reciever® (REC)
domény pftislusného RR (Hoch, 2000). Intenzita regulace zavisi na mnozstvi fosforylace, které
je dano rovnovahou mezi fosforylaci a defosforylaci. HK funguje Casto téZ jako fosfataza.
(Casino et al., 2010). Cely systém tak mtize fungovat jako smycka, jejiz funkce je resetovana
defosforylaci (Gao & Stock, 2009).

Podstatny rozdil mezi fosforylaci na histidinu a na esteru (naptiklad na serinu nebo
threoninu) je stabilita vazby mezi fosfatem a ptisluSnou AK. Z termodynamického hlediska je
fosfo-histidin molekula s vysokou energii, mize byt tedy snadno defosforylovana hydrolyzou
(J. B. Stock et al., 1990). Fosfo-histidin je tim padem vhodny jako intermediat pro pienos
fosfatu (Gao & Stock, 2009). Naproti tomu fosfoestery jsou relativné stabilni (J. B. Stock et al.,
1990) a je nutné je defosforylovat enzymaticky.

Mechanismus pfenosu fosfatu mezi histidinem HK a asparaginem RR spociva v jejich
fyzickém piiblizeni (Obrazek 1B). Pii interakci dochézi k sevieni helixu 1 DHp domény HK
mezi helix 1 a B5-a5 smycku RR a dojde k ptiblizeni helixu 2 RR. Protoze jak kindza, tak RR
jsou v tomto komplexu ve formé dimeru, vyslednou strukturu tvoii svazek Sesti alfa helixa
(Obrazek 1B). Specifita vazby HK s ptisluSnym RR je dana interakci specifickych AK zbytkt
v cytoplazmatické €asti HK a jejich interak¢nich partner na RR, pfedevsim v helixu 1 a B5-a5
smyéce (Casino et al., 2010). Uloha téchto konkrétnich AK zbytkil ve specifité vazby byla
dokazana zdménou cytoplazmatické Casti HK za cast jiné kindzy. Tim doSlo k propojeni
puvodni kindzy s RR kindzy druhé (Skerker et al., 2008).

Fosforylace asparaginu na REC doméné RR vede ke konformacni zméné a uvolnéni této
domény z efektorové domény (Hoch, 2000; A. M. Stock et al., 2000). Efektorova doména RR
je vétSinou transkripni regulator, po uvolnéni inhibiéni REC domény dochazi k jeji vazbé na
cilové misto na DNA a ovlivnéni transkripce (Hoch, 2000).

U bakterii, jako je E. coli nebo B. subtilis, které obsahuji n€kolik desitek TCS systémi se
ukazuje, Ze vétSina téchto systému vznikla genovou duplikaci a maji tedy jednoho nebo n¢kolik
malo spole¢nych predkl. Takto duplikované TCS systémy se adaptovaly na vniméani novych
signald a k vazbé regulatori na nové promotorové oblasti (Hoch, 2000). Naptiklad u bacila se

da vSech 36 histidinovych kinaz a 34 response regulatort klasifikovat do ¢tyt rodin odvozenych
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od spole¢ného predka. Tato ptibuznost je patrnd z konzervovanych sekvenci okolo aktivnich
mist, genové organizace TCS a struktury RR (Fabret et al., 1999).

Zajimavou vlastnosti TCS je jejich jednoduchost a efektivita. K pfenosu signalu sta¢i jen
dv¢ fosforylaéni reakce (Zhang, 1996), ackoli existuji i jednodussi jednoslozkové systémy. TCS
se ziejm¢ vyvinuly z téchto jednodussich systému. Jejich vyhodou je schopnost vnimat jak

extracelularni, tak intracelularni zmény (Wuichet et al., 2010).

ProtoZe jsou TCS dobte charakterizovany a sekvence konzervovany, je mozné jejich
nalezeni pfimo v sekvencnich datech. U pneumokoka byla dvéma nezavislymi skupinami
provedena tato analyza u riznych kment S pneumoniae a oba tyto kmeny obsahuji tfinact
kompletnich TCS systémi a jeden samostatné fungujici ,,sirot¢i“ RR (Lange et al., 1999;
Throup et al., 2000).

Déle nese pneumokok nékolik jednokomponentovych regulatorti, ptikladem mutze byt
CcpA regulujici metabolismus cukrti a virulenci (Iyer et al., 2005), ¢i MgrA podilejici se na

regulaci virulence (Hemsley et al., 2003).
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Obrazek 2: Rozdéleni pneumokokovych TCS. A: Podle faktor vnéjsiho prostfedi. B: podle spousténé funkce
Pfevzato a upraveno z (Gomez-Mejia, Gamez, & Hammerschmidt, 2018).

Co se tyce genove organizace, TCS systémy jsou kédovany po celé délce genomu (jejich
¢islovani neni chronologické) a to na obou vldknech DNA (Lange et al., 1999). Geny kinazy
jsou v operonu s prisluSnym response regulatorem v poradi HK-RR 1 RR-HK. Navic je operon
TCS ve vétsing piipadi lokalizovan v blizkosti promotorovych oblasti, jejichz aktivitu reguluje.

(Goémez-Mejia, Gamez, & Hammerschmidt, 2018).
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Zajimavou vlastnosti TCS systému je jejich vzajemna provazanost. Kmeny nesouci
mutaci nebo deleci v genu pro néjakou komponentu TCS maji casto ovlivnénou funkei jiného
TCS. To ukazuje na interakci mezi jednotlivymi regulaénimi mechanismy a celkové vysokou
komplexitu regulace genové exprese u pneumokoka (Hakenbeck & Chhatwal, 2007).

Pneumokokové TCS systémy reguluji rozmanitou Skalu bunéénych procesu, vétSinou
v zavislosti na faktorech vnéjsiho prostredi. Tyto faktory Ize rozdélit do tiech zékladnich skupin
(viz Obrazek 2A). TCS je moZzné rozdé€lit na zéklad¢ fyziologickych funkei, které ovladaji v
zavislosti na tyto vngj$i stimuly — viz Obrazek 2B (Gomez-Mejia, Gamez, & Hammerschmidt,

2018). Jednotlivé TCS systémy pneumokoka nyni budou popsany podrobnéji.

2.2.1.1 TCS 01 (SirRH)

TCSO01 kodovany genem spri473 pro HK a spri474 pro RR je systém, u n¢hoz byla
predpokladana role ve virulenci jiz od jeho identifikace v sekvenci (Throup et al., 2000).
Nicméné az do nedavna ziistaval tento dvoukomponentovy systém pneumokoka nejméné
charakterizovany. Studie z minulého roku odhalila jeho klic¢ivou roli v kooperaci s virem
chiipky IAV (Reinoso-Vizcaino et al., 2020). Za celou fadu umrti v epidemiich chiipky jsou
zodpovédné sekundarni bakterialni infekce a pneumokok patii v tomto ohledu k nejvetsim
zabijakim. Kolem 34% tumrti v epidemii chiipky v roce 2009 maji na svédomi pravé
sekundarni infekce bakteriemi S. pneumoniae, Staphylococcus aureus a Streptococcus
pyvogenes (Chertow & Memoli, 2013).

Ackoliv je S. pneumoniae bézn¢ vniman jako extracelularni patogen, byla popsédna jeho
schopnost replikace v intracelularnim prostfedi makrofagt, kterd se povazuje za divod rozvoje
septikémie u nekterych pacient (Ercoli et al., 2018). Tato schopnost preziti neni kmenoveé
specificka (Reinoso-Vizcaino et al., 2020).

Reinoso-Vizcaino a kol. dokazali, ze spolecnd infekce pneumokoka a virem chiipky typu
A (konkrétné HINT) vede u pneumokoka k vyssi mite pteziti v plicnich buiikach a Ze zde hraje
roli SirRH. Podle autort studie slouzi SirRH jako senzor stresovych podminek vyvolanych
piitomnosti viru a spousti systém adaptivni odpovédi na tyto podminky. Pomoci komparativni
transkriptomatické analyzy metodou RNAseq byly odhaleny rozdily v expresi 179 genl mezi
WT a kmenem s AsirR. Mezi tyto geny patii i gen clpL pro chaperon a gen psaB kodujici Mn*2
transporter. Oba tyto geny se podili na stresové odpovédi. Kmeny nesouci mutace AsirR AclpL
a ApsaB vykazovaly zvySenou citlivost k niz§imu pH a niZz8i miru intracelularniho preziti. SirR

také reguluje odpoveéd’ na oxidativni stres.
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2.2.1.2 TCS 02 (WalRK)

Tento dvoukomponentovy systém s alternativnim ozna¢enim MicAB, VicRK ¢i YycGF
(Dubrac et al., 2008) je na chromozomu kdédovan geny spri106 a spril107. Jedna se o jediny
esencialni TCS pneumokoka (Kadioglu et al., 2003). Jeho homology se nachazeji u vice
bakterialnich druhti patticich do Firmicutes, poprvé byl popsan u Bacillus subtilis (Fabret et al.,
1999). Vzhledem k jeho esencialité¢ se jednd o zajimavy cil pro budouci 1é¢iva. Slibnymi
kandidaty jsou derivaty benzamidu, furanu, pyrimidinonu a imidazolu (Hirakawa et al., 2020)

U pneumokoka byl pozorovan vliv. WalRK systétmu na limitaci transkripce
kompetenc¢nich gent. Piestoze vSak kmeny nesouci nulové mutace genti pro WalRK mély
zvysSenou expresi kompetencnich genti, nebyly schopny ptirozené kompetence (J. R. Echenique
& Trombe, 2001). Pozdé€ji bylo zjiSténo, Ze blokovani kompetence je pfimo zplsobeno
fosforylaci RR02. Jeho mnozstvi v buiice mé vliv na morfologii a expresi nékolika genii (Ng et
al., 2003). Gen pro mureinovou hydrolazu PcsB je jednim z nich. Dimer PcsB §tépi BS pfii
separaci dcefinych bun¢k. Tato funkce je esencialni, coz vysvétluje jak esencialitu WalRK, tak
zmény v morfologii pfi zménéné hladiné exprese RR02. Za spravnou lokalizaci hydrolazy
odpovida protein bunécného déleni FtsX (Bartual et al., 2014).

Kmen nesouci deleci v genu walR je mozné ptipravit vloZenim esencidlniho genu pcsB
za synteticky promotor. Microarray analyza srovnavajici WT a AwalR kmeny ukazuje na silnou
pozitivni regulaci exprese nékolika dalSich proteinli, mezi nimiz je virulencni faktor PspA. Ten
je schopen mirnit imunitni reakci hostitele tltumenim aktivace imunitniho komplementu (Tu et
al., 1999). Tti dalsi proteiny nejsou popsany — jeden je membranovy (Spr0709) a dva (Spr0096
a Spr1875) obsahuji PG-vazebnou doménu LysM (Ng et al., 2005).

V Bacillus subtilis je WalRK systém pod kontrolou Ser/Thr kindzy eukaryotniho typu
PrkC (Libby et al., 2015), ktera je funkénim homologem kindzy StkP u pneumokoka. WalK a
StkP interaguji skrze své transmembranové domény. Naznacuji to vysledky analyzy protein-
proteinovych interakci zkracenych forem téchto proteini metodou BATCH (bacterial adenylate
cyclase two-hybrid system) (Stamsés, Straume, Salehian, et al., 2017). Pfima fosforylace
kindzou je doposud nepublikovanym vysledkem nasi laboratofe.

Operon pro WalRK systém podléha jisté formé autoregulace. Pii zavedeni druhé kopie
genu pro WalR pod inducubilnim promotorem a zvySeni exprese dochazi téz ke zvyseni exprese
kinazy WalK. Nadprodukce pak méa za nasledek zménu exprese genii zodpovédnych za
biosyntézu mastnych kyselin a zmény v zastoupeni mastnych kyselin v cytoplazmatické
membrané ve prospéch téch s del§im fetézcem (M. Luz Mohedano et al., 2005). Pozdé&ji bylo

zjisténo, Ze nefosforylovand forma RRO2 inhibuje expresi represoru biosyntézy mastnych
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kyselin FabT (Maria L. Mohedano et al., 2016). WalRK tedy ovliviiuje fluiditu a integritu

membrany.

2.2.1.3 TCS03 (LiaRS)

Tento TCS je Siroce konzervovany, nachazi se ve vétSing bakterii kmene Firmicutes
(Mascher, 2006). Jeho funkce byla poprvé popsana u Bacillus subtilis, kde byla dolozena jeho
role ve vnimani stresu bunécné stény a odpovedi na né¢j. Soucasti tohoto systému je pomocny
protein LiaF, ktery za standartnich podminek blokuje funkci kinazy LiaS. N¢kdy je tento systém
oznacovan jako trojkomponentovy — LiaFSR. U Bacillus sp. bylo dokazano, Ze dochazi k jeho
uvolnéni z komplexu v pritomnosti enzymut Stépicich peptidoglykan (Jordan et al., 20006).
Vsechny doposud identifikované systémy typu LiaFSR jsou aktivovany latkami naruSujicimi
integritu bunéénych obalt (Mascher, 2006).

U pneumokoka je LiaRS kodovan sousednimi geny spr0343 a spr0344. Hraje zde roli v
ochrané pred antibiotiky, ale také se podili na ptirozené kompetenci (Eldholm et al., 2010).

Béhem procesu pfirozené kompetence dochdzi u pneumokoka k procesu tzv.
,oratrovrazdy*. Kompetentni buniky uvoliiuji do svého okoli mureinové hydrolazy LytA, CbpD
a LytC, které napadaji BS subpopulace nekompetentnéch bunck. DNA uvolnéna z lyzovaych
bun¢k muze byt nasledné prevzata kompetentnimi bakteriemi (Kietzman & Rosch, 2015).
Kompetentni bunky produkuji tzv. imunitni protein ComM, ktery je chrani pred lyzi
hydrolazami (Hévarstein et al., 2006). TCS03 se vyznamné podili na ochran¢ bun¢k pied lyzi
v procesu bratrovrazdy. V kmeni s odstranénym genem pro ComM byla funkce LiaRS systému
aktivovana ve stavu kompetence ptitomnosti mureinovych hydrolaz CbpD, LytA a LytC. Na
protektivni roli v kompetenci poukazuje i fakt, Ze kmeny s absenci LiaR mély pti kompetenci
vyznamn¢ snhizenou Zivotaschopnost (Eldholm et al., 2010).

Jako aktivatory stresové odpovédi spousténé TCS03 byly identifikovany také antibiotika
cilici na syntézu prekurzoru bunééné stény — lipidu II. Na rozdil od jeho homologti vSak na
jejich pfitomnost neodpovida aktivaci genti pro rezistenci (Eldholm et al., 2010).

Pomoci microarray analyzy byly identifikovany geny, které LiaRS ovliviiuje. Produkty
tti z nich (hrcA, grpE a spr0810) jsou zodpovédné za odpovédi na riizné typy stresti (Eldholm
et al., 2010). Naptiklad HrcA inhibuje expresi gent kodujicich proteiny DnaK a GroEL. Tyto
chaperony zabezpecuji spravné sbaleni proteinii a umoziiuji tak pteziti bunék za podminek
teplotnich a jinych environmentalnich stresii (Jayaraman et al., 1997).

Celkové se zda, Ze mureinové hydrolazy aktivni v mechanismu bratrovrazdy vyvolavaji

stresovou odpovéd’. TCS03 je nejspiSe adaptaci klasickych stresovych TCS, které reguluji
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expresi genti pro uvolnéni tohoto stresu u kompetentnich bunék. Soucasné¢ poskytuje
alternativni zptisob obrany pied autolyzou, nezavisly na imunitnim proteinu ComM (Eldholm
et al., 2010).

U kmene TIGR4 byla zjisténo, ze TCS03 negativné reguluje expresi rlr4 lokusu, ktery je
jednim z ostrovii patogenicity ziskanych nékterymi kmeny rekombinaci. Tento lokus dava
vzniknout pilusu (Rosch et al., 2008). Kromé¢ toho je pod pozitivni regulaci TCS03 systému

také protedza CbpG podilejici se na adherenci.

2.2.1.4 TCSO05 (CiaRH)

Tento TCS patii spolu s TCS02 a TCS12 k nejlépe prostudovanym systémim jak
v pneumokokovi, tak ve Firmicutes obecné (Kietzman & Rosch, 2015). U pneumokoka jej
koduji geny spr0708 pro kinazu CiaH a spr0707 pro RR CiaR. CiaRH systém je zdsadni pro
regulaci stresové odpovédi pii pH stresu.

Reakce na podminky nizkého pH muizZe byt rizna. Pneumokok muZe spustit lyzi, coz je
mechanismus oznacovany jako acidic stress-induced lysis (ASIL). ASIL mechanismus je dan
¢innosti hydrolaz PG, pfedevSim autolysinu LytA a v laboratornich podminkach k nému
dochazi pii kultivaci pneumokoka pii pH 5.9 po vice nez hodinu (Pifias et al., 2008).
Alternativou je preziti pomoci tzv. ,,acid tolerance response® (ATR) strategie (Martin-Galiano
et al., 2005). Mald cast bunék pneumokoka je schopnd diky této reakci po kultivaci
v subletalnim pH 6,6 az 5,8 piezit i letalni pH 4,4. Jak ve fazi pfezivani pii takto nizkém pH,
tak ve fazi adaptace na pH mirnéji kyselém dochazi k vyznamné zméné expresniho profilu
pneumokoka. Exprese je posilend napiiklad u genti kodujici chaperony nebo nékteré transportni
systémy. Ve fazi prezivani extrémné nizkého pH je exprese vétSiny genil snizena (Martin-
Galiano et al., 2005).

Na regulaci procesit ASIL i ATR, se podili dva TCS pneumokoka — CiaRH a ComDE,
ktery je v ramci této prace popsan pozdéji. Tyto dva systémy jdou v regulaci /yt4 a mechanismu
preziti nebo lyze ,,proti sobé“. CiaRH je esencialni pro spusténi ATR odpovédi a preziti,
zatimco ComE ji tlumi. Pro odpovéd’ ASIL mechanismem plati pravy opak (Cortes et al., 2015).

Pro odpovéd na stres vznikly kyselym pH je zasadni téZ FoFi-ATPaza. Inhibice této
protonové pumpy vede k posileni ASIL mechanismu a naopak k represi ATR odpovédi
nezavisle na TCS signalizaci (Cortes et al., 2015).

Stejné jako u odpovédi na pH stres jsou i1 v regulaci kompetence ComDE a CiaRH
antagonisté. HtrA protedza regulovana CiaRH inhibuje kompetenci (Sebert et al., 2005). Kromé

toho hraje klicovou roli ve schopnosti pneumokoka kolonizovat nosohltan (Sebert et al., 2002).
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Pti genetické analyze kmene C306 vykazujiciho rezistenci k B-laktamovému antibiotiku
cefotaximu a soucasné neschopnost pfirozené kompetence byl jako determinant tohoto
fenotypu identifikovan DNA fragment nesouci pravé lokus s geny pro TCS05. Bodové zamény
zpusobujici tento fenotyp se nachazely v C-termindlni ¢asti CiaH. Mutace brani produkci CSP
a ani uméle dodané CSP neobnovilo kompetenci (Guenzi et al., 1994).

Studie identifikujici CiaR vazebnd mista v genomu odhalila celkem 26 cilovych mist.
Mezi nimi byly geny dulezité pro syntézu a modifikaci polymeri BS, geny pro produkci
feromonil a bacteriocinll a region htrA-sop(0J. Nékteré operony pod kontrolou CiaRH jsou
exprimovany pouze v ur¢ité fazi bunééného cyklu. Naptiklad dit a lic, kodujici enzymy
metabolismu teichoovych kyselin, jsou exprimovany pouze v pozdni exponencidlni fazi ristu
(Mascher et al., 2003).

CiaR také kontroluje expresi péti malych nekodujicich RNA (Halfmann et al., 2007). Vliv
tohoto TCS na kompetenci mizZe byt zaloZen na tomto nepfimém mechanismu (Schnorpfeil et

al., 2013).

2.2.1.5 TCS06 (CbpRS)

Tento TCS je dilezity pro virulenci, jeho konkrétni mechanismus fungovani je vSak
kmenov¢ specificky.

CbpRS se spolecné s TCS03 podili u kmene TIGR4 na expresi genti pro vznik pilusu.
(Rosch et al., 2008). Geny pro CbpRS (spr1997 pro kindzu CbpS a spri998 pro jeji RR) jsou
na chromozomu lokalizovany pfed genem pro adhezin CbpA (choline binding protein A). Tento
dualezity virulen¢ni faktor je jednim z hlavnich adhezin pneumokoka. Je schopen se vazat na
extracelularni a sekrecni komponentu pIgR receptoru na epitelidlnich bunikach dychacich cest
(Hammerschmidt et al., 1997). CbpA je v kmeni D39 pod pozitivni regulaci tohoto TCS. Deleci
RRO6 dojde ke ztrat€¢ CbpA, coz zplsobi sniZzeni schopnosti adheze (Standish et al., 2005).
Naproti tomu u kmene TIGR4 nulovd mutace RR06 expresi CbpA neovliviiuje. Nadprodukce
rr06 u obou kment vede k nadprodukci CbpA (Standish et al., 2007).

Dal8im adhezinem regulovanym ¢astecné pomoci CbpRS je PspA. Na rozdil od WalRK
systému ovlivituje jeho expresi negativni regulaci (Standish et al., 2007).

CbpRS také reguluje aktivitu genu kddujiciho protein Gls24 podilejici se na odpovéedi na
alkalicky stres (Standish et al., 2007) a genu spr1996, kodujici protein s doposud nezndmou
funkci (Ma & Zhang, 2007).
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Aktivita CbpRS je modulovana fosforylaci svou HK06 kindzou na Asp51. Kromé toho
muze byt CbpR (RR06) fosforylovany na threoninu Ser/Thr kindzou StkP. Takto fosforylovany
se vaze na chpA promotor i bez fosforylace pomoci HK06 (Agarwal et al., 2012).

2.2.1.6 TCS12 (ComDE)

Kinaza ComD je kodovana genem spr2042, gen pro regulator ComE se nachazi pred
timto genem. Sekvence DNA obou genll obsahuje nezvykle nizky pocet GC part. Tato
odchylka od primérné hodnoty mize ukazovat na horizontalni pfenos téchto geni
z bakterialnich druhti s niz§im zastoupenim GC parti v genomu (Lange et al., 1999).

Tento TCS se, stejné jako TCSO05, podili na regulaci kompetence. Mezi faktory
ovliviiyjici kompetenci je kromé pH dulezita ptitomnost kysliku, ktera na transkripcni tirovni
ovlivituje mnozstvi ComE. Zatimco ptitomnost kysliku zvysuje transkripci genu comE, CiaRH
systém pusobi prfesné opacné. TCSO05 je tedy funkénim komplementem TCS12 (José R.
Echenique et al., 2000).

Cely proces navozeni stavu kompetence je fizen mechanismem zvanym quorum sensing
(QS). Jak bylo zmin€no vyse, stav kompetence navozuje piitomnost kompetenci stimulujiciho
peptidu (CSP), coz je feromon kdédovany genem comC. Autoinduktor kompetence CSP je 17
aminokyselin dlouhy peptid, ktery je po syntéze a sestiihu sekretovan pomoci ABC transportéru
ComA a transportniho proteinu ComB (Havarstein et al., 1995). Cast populace bunék zaéne
vylucovat CSP pii dosazeni urc¢ité¢ OD v exponencidlni fazi ristu (Havarstein et al., 1995, 1996).
Ptitomnost CSP v okoli bunék pneumokoka je vnimana kinazou ComD (Havarstein et al.,
1996). Takto aktivovana kindza ComD fosforyluje RR ComE, ktery se vaze na specifické
neuplné piimé repetitivni sekvence promotori pro ¢asné geny kompetence. Tyto vazebné
motivy jsou vramci riznych druhl streptokoka evoluéné konzervovany. Celkem je takto
regulovana exprese okolo 20 ¢asnych genli kompetence. Mezi cilové operony patii ComAB a
ComCDE, cely mechanismus tedy funguje na principu pozitivni zpétné vazby (Ween et al.,
1999). Mezi ¢asné geny kompetence patii i vySe zmin€ny imunitni protein ComM, ktery chrani
bunky pfed uUc¢inky hydrolaz BS, viz Kapitola 2.2.1.3. Dale RRI2 aktivuje expresi
alternativniho sigma faktoru o*. Gen comX kodujici tento sigma faktor je u pneumokoka ve
dvou identickych kopiich (Peterson et al., 2004). Ke stabilizaci ComX, jeho ochrané¢ ptred
proteolyzou a jeho plnému fungovani je tfeba protein ComW, jehoz exprese neni zavisla na
sigma faktoru o* (Chang & Morrison, 2005). ComX méni specifitu RNA polymerazy

k promotortim a dochézi tak k ptepisu pozdnich genti kompetence.
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Celkove bylo na zaklad¢ microarray analyz zjiSténa zména exprese u 188 geni pisobenim
CSP. 23 z nich je nezbytnych pro transformaci. Mezi produkty téchto gent jsou proteiny pro
ptijem DNA z okoli, jeji opravu a proces homologni rekombinace (Peterson et al., 2004).

Kromé regulace kompetence se ComDE systém podili i na jinych procesech. Jak jiz bylo
zminéno v sekci o CiaRH, spole¢né s nim reguluje ComDE odpovéd’ na stresové podminky
vyvolané nizkym pH. Kromé aktivace ComE kindzou ComD existuje alternativni zptisob
prostfednictvim jeho fosforylace proteinkindzou StkP. PodrobnéjSimu popisu substrati této
kinazy se vénuje samostatnd kapitola této prace. StkP rovnéz zvySuje afinitu ComE k
cilové DNA za podminek pH stresu. Vysledkem je regulace transkripce 104 gent hrajicich roli
v mnoha bunéénych procesech (Pifias et al., 2018).

Pod kontrolou ComDE je téZ operon cinAd-recA-dinF-lytA, ktery je piepisovan
v ptitomnosti CSP. Jeho soucasti je 1 gen pro vySe zminény autolysin LytA, ktery v podminkach
kompetence zajist'uje uvolnéni DNA do okoli (Dagkessamanskaia et al., 2004). Existuje vSak i
draha aktivace transkripce LytA, kterd je nezavislda na CSP. Samotny ComE miize nejspis
slouzit jako senzor kyselého pH. (Pifias et al., 2008).

ComDE se podili také na intracelularnim pteziti pneumokoka v buiikach plic (Cortes et
al., 2015). Jiz zminéna fosforylace StkP kinazou k tomuto ptezivani prispiva modulaci

produkce H>O» a tolerance k nému (Pinas et al., 2018).

2.2.1.7 RR14 (RitR)

Regulator RitR (repressor of iron transport) je jediny response regulator pneumokoka, ke
kterému neni v genomu tésn¢ prilehla HK. Navic zadna jina HK pneumokoka jej nefosforyluje.
Namisto toho je jeho gen spr0336 v operonu s genem gnd kodujici 6-fosfoglukonat
dehydrogenéazu (Uljjasz et al., 2004). Jedna se tedy o tzv. sirot¢i RR.

Konzervovany aspartat REC domény, ktery je klicovy pro aktivaci ptijetim fosfatu je u
RitR zaménén za asparagin (Ulijasz et al., 2009). To je nejspiS 1 divodem, pro¢ se RitR
nevyskytuje za standartnich podminek v dimerické formé¢ na rozdil od jinych RR (Glanville et
al., 2018). K jeho aktivaci tedy dochdzi jinym mechanismem. V in vitro podminkach bylo
prokazano, Ze kindza StkP fosforyluje RitR uvnitf jeho DNA-vazebné domény a Ze RitR
interaguje s fosfatdzou PhpP (Uljjasz et al., 2009).

Cilovymi vazebnymi misty na DNA jsou tfi regiony v promotoru piu, jehoZ transkripci
reprimuje. Tento operon kéduje ABC transportér PluABC zodpovédny za piijem zeleza a
regulaci jeho mnozstvi v cytoplazmé (Ulijasz et al., 2004). Mezi StkP a PhpP dochazi k vazebné
kompetici a StkP narusuje funkéni komplex RitR-PhpP-piu (Ulijasz et al., 2009). Zelezo je pro
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bakterialni buiiku dilezitym prvkem, muze vSak byt nebezpecné kvili tzv. Fentonové reakci,
kdy reaguje s peroxidem vodiku za vzniku reaktivnich forem kysliku (ROS). Peroxid vodiku
vznikd u pneumokoka ve velkém mnozstvi kvili ¢innosti enzymu pyruvat oxidazy SpxB,
jednoho z virulen¢nich faktord, umoziujiciho kolonizaci plic (Orihuela et al., 2004).

Prestoze PhpP a potazmo StkP jsou dulezité pro regulaci transkripce z piu operonu,
fosforylace nema zasadni vliv na aktivaci RitR. Signalem pro tuto aktivaci se ukazala byt praveé
pritomnost oxidativniho stresu (Ulijasz et al., 2004).

RitR zamezuje vzniku Skodlivych ROS nékolika mechanismy. Omezuje ptijem Zeleza, a
naopak aktivuje pfijem manganu, ktery funguje jako antioxidant (Ong et al., 2013). Navic
exprese gnd vede ke vzniku NADPH, které vznika cinnosti enzymu 6-fosfoglukonat
dehydrogenazy a které generuje redoxni potencial (Gomez-Mejia, Gdmez, & Hammerschmidt,
2018).

Doposud nejnoveéjsi studie zabyvajici se RitR odhalila unikatni mechanismus, jakym
zpusobem probiha vnimani redoxniho stavu timto RR. Klicovou aminokyselinou se ukézal byt
cystein v pozici 128, nachdzejici se ve flexibilni linker doméné umisténé mezi REC a DNA-
vazebnou doménou. Tento cystein je nezbytny i pro kolonizaci hornich dychacich cest. Jeho
mutace za alanin (stejné jako uplna delece RitR) téz zpomaluje rist. Tento AK zbytek je
dalezity pro dimerizaci RitR v pfitomnosti H>O» a vazbu na piu promotor. Dimerizaci mize
zpusobit 1 piitomnost kysliku. Oxidace Cys128 vede k rozpusténi lokalni alfahelikalni struktury
a vzniku disulfidického mustku umoznujiciho odkryti DNA-vazebné domény a vazbu na DNA
(Glanville et al., 2018).

Nejblizsim homologem RitR je klasicky response regulator CovR (control of virulence),
ktery je soucasti TCS u n€kolika druhti streptokokti (S. pneumoniae tento TCS nekoduje), kde
reprimuje transkripci nékterych operont virulence (Federle et al., 1999). U ¢asti druhii doslo ke
zméné sekvence v linker doméné. Fylogeneticky strom streptokoka doklada, Ze §lo o unikatni
evoluéni udélost, kdy doslo k funkénimu osamostatnéni RitR. Namisto dimerizace ptisobenim
fosforylace HK zacal byt aktivovan samostatné oxidaci Cys128 peroxidem vodiku (Glanville
et al., 2018).

Na zaklad¢ analyz DNA sekvenci jinych bakteridlnich druhii bylo zjisténo, ze mnoho
proteinii s REC doménou obsahuje podobné umistény cystein, jako tomu je u RitR. Je tedy
mozné, ze RitR predstavuje pouze prvni popsany senzor redoxniho stavu tohoto typu a tento

mechanismus miZe byt rozsifen napfi¢ bakteridlnimi druhy (Glanville et al., 2018).
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2.2.1.8 Ostatni TCS

TCS04 (PnpRS) fidi expresi povrchového antigenu PsaA a podili se na expresi
virulen¢nich genti (McCluskey et al., 2004). PsaA je lipoproteinovd komponenta ABC
transportéru Mn?*. Mangan piispiva k odbouravani ROS pti oxidativnim stresu (Johnston et al.,
2004). Regulace virulence je kmenové specificka. U tiech riiznych laboratornich kmenti byla
pomoci komparativni microarray analyzy zjisténa regulace exprese odliSnych gend a s tim
souvisejici rozdilny efekt na virulenci. Pii absenci RR04 dochazi u kmene TIGR4 k vyraznému
utlumu virulence, kmen D39 vykazuje jeji CasteCnou ztratu, zatimco u sérotypu 3 nebyl
pozorovan vyznamny rozdil (McCluskey et al., 2004).

Pneumokok postrada genetickou vybavu pro Krebstuv cyklus, ptesto jsou nékteré druhy
schopny riist v podminkéch s nedostatkem sacharidi. Namisto metabolické pfemény spoléhaji
na transport téchto latek od hostitele. TCS07 je klicovy v tomto procesu. Signdlem pro aktivaci
HKO07 jsou cukerné tetézce glykoproteinti hostitele. RR07 aktivuje expresi enzymi pro Stépeni
téchto struktur, transport uvolnénych glykana do buiiky a jejich katabolismus. Tato funkce je u
druht, které utilizuji glykany hostitele, konzervovana (Andreassen et al., 2020). TCS07 také
sehrava roli ve virulenci (Throup et al., 2000), coz bylo v in vivo podminkach potvrzeno na
mysSim modelu (Andreassen et al., 2020). Spole¢n¢ s TCS12 je pravdépodobné regulovan
jednokomponentovym globalnim reguldtorem CcpA (Carvalho et al., 2011).

Uz zakladni charakterizace TCS u pneumokoka odhalila, ze TCSO08 je dilezity pro
virulenci (Throup et al., 2000). Pozdé&ji bylo zjisténo, ze reguluje expresi cellobidzového
operonu (McKessar & Hakenbeck, 2007). Role ve virulenci je kmenové specificka a spoc¢iva
v regulaci exprese neékolika operonti véetné diive zminéného psa operonu, pilus-1 operonu u
TIGR4 kmene ¢i adhezinu PavB, jehoZ gen lezi v blizkosti operonu zcs08. Celkové sehrava
TCSO08 roli v adaptaci pneumokoka na prostiedi dychacich cest pti kolonizaci (Gémez-Mejia,
Gamez, Hirschmann, et al., 2018).

Regulace genové exprese TCS09 systémem je kmenové specifickd. Na rozdil od TIGR4
kmene je u D39 ovliviiovana exprese kompetencnich genit a gend pro fosfotransferdzové
systémy dilezité pro ptijem cukrli (Hendriksen et al., 2007). Tento TCS reguluje transkripci 67
gend, nejvyraznéjsi zména byla zaznamenana u aga operonu pro metabolismus galaktozy.
Delece HK09 se pak skutecné projevuje zpomalenim ristu na galaktdze. Byla zjiSténa téz
zména syntézy kapsularnich polysacharidli u opouzdienych kmeni. Kontrola metabolismu
cukr pomoci TCS09 vede nejspiSe nepiimo i1 k odolnosti vic¢i oxidativnimu stresu, a to diky

vlivu na integritu bunééné stény (Hirschmann et al., 2021).
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TCS10, oznacovany téz jako VncRS byl davan do souvislosti s rezistenci pneumokoka
k vankomycinu (Normark et al., 2001). Nicmén¢ samotna ztrata funkce VncS nevede k vyssi
senzitivité k tomuto ATB. VncR také reguluje syntézu kapsularnich polysacharidi, které jsou
nutné pro rozvoj virulence. Vazbou VncR na promotorovou oblast ¢ps lokusu pfi kultivovani
s lactoferrinem ze séra dochazi k expresi kapsularnich polysacharidi. Tento mechanismus je
kmenove¢ specificky (Ghosh et al., 2019).

TCS11 je méné charakterizovan, sehrava vsak roli ve virulenci (Throup et al., 2000).

TCS13 (BIpRH) je dalsi systém zaloZzeny na QS mechanismu. Je velmi podobny ComDE
systému, jako autoindukcni peptid (analog CSP) zde slouzi BlpC. BlpRH reguluje expresi
vysoce variabilniho blp lokusu. Ten kdduje geny pro syntézu a transport bacteriocint, peptidu
BlpC, imunitnich proteint 1 samotného TCS13 (De Saizieu et al., 2000). Bacteriociny jsou
peptidy produkované bakteriemi za ucelem likvidace konkuren¢nich, vétSinou blizce
ptibuznych druhd, se stejnymi naroky na ziviny (Lux et al., 2007). Spoustécim signadlem miize

byt hladovéni ¢i pritomnost antibiotik.

2.2.2 Tyrozinové kindzy

Fosforylace na tyrosinu byla velmi dlouhou dobu povazovana za cist¢ eukaryotni
mechanismus. Ackoliv byla fosforylace na tyrozinu u E. coli detekovéna jiz v roce 1986, prvni
objevena kinaza tohoto typu byla objevena az o 10 let pozd¢ji u bakterie Acinetobacter
johnsonii (Cortay et al., 1986; Duclos et al., 1996).

Problémem detekce tyrozinové fosforylace je nespecifita komer¢nich protilatek, nizka
mira fosforylace za standartnich podminek ¢i obecné nizsi zastoupeni tyrozinovych zbytka
(Grangeasse et al., 2007, 2012).

Dnes vime, ze tyrozinové kindzy bakteridlniho typu (BY-kinazy, BYK) jsou Sirokou
rodinou proteind, které se vyskytuji u vétSiny bakteridlnich druht. Sekvencné, strukturné i
mechanismem fosforylace se lisi od eukaryotniho typu, u eukaryot naopak nebyl zaznamenan
jejich vyskyt (Grangeasse et al., 2012). Fosfatdzy naopak sdileji strukturu a funkci
s eukaryotnim typem (Kennelly, 2002).
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BYK jsou TM proteiny,
dvakrat prochézejici membranou.
Jejich spolecnym rysem je vyskyt
tii Walker motivh A, B a A°
s konzervovanou organizaci, viz
Obrazek 3. Tyto motivy maji
BYK spolecné s proteiny s P-
smyckou, kam patii rodina GTPéz
(Leipe et al., 2003), sekvenéné se
vsak od téchto proteinti lisi (Duclos

et al., 1996).
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Obrazek 3: BYK. Genova organizace a TM lokalizace BYK u
ruznych bakterialnich kment. Pfevzato a upraveno z (Grangeasse

et al., 2007).

U Firmicutes doSlo k osamostatnéni kinazové a TM domény, viz Obrazek 3. Diky tomu

muze kinaza kolokalizovat s cytoplazmatickymi proteiny a jejich fosforylaci ovliviiovat jejich

aktivitu a lokalizaci, jako tomu je napf. u kindzy PtkA u B. Subtilis (Jers et al., 2010). Pro jeji

autofosforylaci a aktivitu je vSak nutnd TM cast, ktera je typicky kodovana v operonu.

120 A

Obrazek 4: Oktamerova struktura BYK CapB u
Staphylococcus aureus. S detailem na misto kontaktu dvou
podjednotek. ATP je vyznaceno Sed¢, 4 tyroziny v YC klastru
Cervené. Y225b zasahuje do aktivniho mista. Pfevzato a

upraveno z (Olivares-Illana et al., 2008).

Periplazmaticka smycka u
proteobakterii  je  delSi, nez
extracelularni smycka u Firmicutes
(Grangeasse et al., 2007, 2012).

Na uplném C-konci BYK je
Tyrosinovy  klastr, ktery neni
konzervovany a li§i se délkou.
Obsahuje 3-7 fosfoakceptorovych
Tyr zbytkd, typicky obklopenych
glyciny. Potadi fosforylace nehraje
roli, dilezité je jeji celkové mnozstvi

(Grangeasse et al., 2007).

K autofosforylaci dochdzi mechanismem vzijemné trans-fosforylace dvou molekul.

Konzervovana 3D struktura ma v nefosforylovaném stavu podobu oktameru, kdy aktivni misto

jedné kinazy je vzdy v kontaktu s C-koncovym Tyr kindzy sousedni, viz Obrazek 4. Trans-

fosforylace vede k jeho rozpadu (Olivares-Illana et al., 2008).

Typickou funkci BY-kindz je regulace biosyntézy a exportu povrchovych polysacharidii

a tvorba pouzdra. Mechanismus fungovani neni zcela objasnén, oktamer mtze vSak slouzit jako

kandl pro jejich export (Bechet et al., 2010). Produkce kapsularnich polysacharidii je casto



spojena s virulenci. Prostfednictvim fosforylace svych substrat se vSak mohou ti¢astnit i jinych
bunécnych procest, jako je DNA metabolismus, bunécné déleni ¢i produkce antibiotik
(Whitmore & Lamont, 2012). BYK jsou tedy klinicky zajimavé a diky absenci homolognich
proteinii u Eukaryot jsou vhodnym kandiddtem pro hledani novych antimikrobialnich 1é¢iv

(Cozzone, 2009).

2.2.2.1 CpsD

U bakterie S. pneumoniae je kobdovana jedna typicka BYK CpsD (gen SPD (0318 ukmene
D39), v operonu se svou fosfatizou CpsB (Bender & Yother, 2001) a TM adaptorovym
proteinem CpsC (Whittall et al., 2015). Geny pro tyto proteiny jsou v operonu cps spolecné
s geny dulezité pro syntézu kapsulanich polysacharidii. Tento operon podléha regulaci CpsD a
vzhledem k faktu, Ze povrchové polysacharidy jsou hlavnim virulenénim faktorem, jedna se o
dalezity reguldtor virulence. Neopouzdiené kmeny Rx a R6 postradaji operon cps kromé
prvniho genu CpsA, kmen D39 pouzivany nasi laboratofi ma tento operon téZ vydeletovany.

U Rx kmene, kde byla CpsD objevena (Morona et al., 2000) bylo popsano, ze syntézu
spousti jeji nefosforylovana forma. Opacny jev byl pozorovan u kmene D39 (Bender et al.,
2003). Pro homologni kinazu Wzc u E. coli plati, ze pro spravnou syntézu a export
polysacharidi je tfeba cyklickd fosforylace a defosforylace CpsD, coz miize tento spor
vysvétlit, pokud zde plati stejny model (Grangeasse et al., 2012).

C-koncova oblast proteinu CpsC je zodpovédna za septalni lokalizaci CpsD. Komplex
CpsC/D navadi do septa polymerazu polysacharidit CpsH (Nourikyan et al., 2015). Proces
piipojovani polysacharidii k BS je také regulovan CpsD a CpsC a je mimo jiné nutny pro
pronikani pneumokoka do krve a vznik invazivniho onemocnéni (Morona et al., 2006).

CpsD také pomoci piimé interakce moduluje mobilitu proteinu ParB, ktery se tcastni
déleni chromozomu. Tato signdlni draha spojuje produkci kapsuldrnich polysacharidii
s bunéénym délenim (Nourikyan et al., 2015).

DalSim substratem CpsD je autolysin LytA, ktery je dilezitym faktorem virulence.
Kmeny nesouci fosfomimetickou mutaci lyzuji castéji a diive oproti WT, coZ ukazuje na
pozitivni regulaci (Standish et al., 2014).

Strukturni vhled do fungovani CpsD nebyl podan, avSak na zaklad€ podobnosti s kinazou
CapB u Staphylococcus aureus 1ze predpokladat, Ze i tato kindza tvoii v nefosforylované formé
vénlitou oktamerni strukturu jako na Obrazku 4. Fosforylaci a rozpad oligomeru by mohl

umoznovat CpsC, defosforylaci naopak CpsB (Grangeasse, 2016).
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2.2.2.2 UbK

Z fosfoproteomové analyzy pneumokoka vyplyva, Ze pfi exponencidlnim rlstu je
nejméné 13 proteind fosforylovanych na tyrozinu (Sun et al., 2010), u vétSiny z nich neni
znamo, jakym mechanismem k témto modifikacim dochazi. Tato ,,temna hmota* vSak postupné
odhaluje sva tajemstvi. Diky nedavnému objevu zcela nové rodiny Tyr kinaz s unikatnim ATP-
vazebnym motivem, se pocet znamych tyrozinovych kinaz pneumokoka zdvojnasobil. Prvni
zastupce byl popsan v roce 2017 u bakterie Bacillus Subtilis (Nguyen et al., 2017), homologni
sekvence byly nalezeny u mnoha bakterialnich druht véetné pneumokoka.

Kindza, kodovana genem spri761 ziskala oznaceni UbK. Jeji autofosforylace na Tyr5S8,
potvrzenad v in vivo podminkach, ovlivituje jeji schopnost hydrolyzovat ATP. Pravé tato aktivita
je, narozdil od fosforylace, klicova v bunécném déleni. Delece a mutace ubk vedou ke zménam
v morfologii. UbK tak mutze hrat roli v regulaci syntézy BS (Pelletier et al., 2019). Tomu
nasveédcuje 1 fakt, ze gen ubk je v operonu s genem pro protein LytR, jehoz domnéla funkce je
vazba teichoovych kyselin a kapsularnich polysacharidi na PG. Regulace tohoto, ani Zadného
jiného proteinu kindzou UbK vSak nebyla popsana. Také dosud nebyla odhalena fosfataza, ktera

by regulovala intenzitu fosforylace a ATP-hydrolytickou aktivitu UbK.

2.2.3 Kinazy a fosfatazy eukaryotniho typu

Serin/Threoninové kinazy eukaryotniho typu (eSTK) a jejich funkéni protéjsky —
fosfatazy jsou dalsi skupinou enzymti, které se podileji na procesu signalni transdukce. Byly
popsany pozdéji nez histidinové kindzy. Prvni Ser/Thr kindza objevend u bakterii nebyla
homologni s eukaryotnim typem kindz (Garnak & Reeves, 1979). Prvni kinaza pafici do
eukaryotni rodiny byla popsana u Myxococcus xanthus (Mufioz-Dorado et al., 1991).

Tento typ kinaz je evolu¢né velmi konzervovany. Dnes je zndmo, Ze je u bakterii Siroce
rozsifen (Pereira et al., 2011), a to pfedevSim u Firmicutes a Actinobacterii (Zucchini et al.,
2018). Reguluji dilezité bunécné funkce jako je bunécné déleni, diferenciace, sekundarni
metabolismus a virulenci (Dworkin, 2015).

Jak jiz bylo zminéno, podstatny rozdil mezi HK a STK spociva v sile vazby mezi fosfatem
a akceptorovou AK. Fosfoserin a fosfothreonin jsou stabilnéjsi, k odstranéni fosfatu je tedy
nutnd specificka fosfataza.

Kinazy eukaryotniho typu u bakterii se skladaji z konzervované intraceluldrni kindzové
domény, TM segmentu a extraceluldrnich PASTA domén. Tyto PASTA domény se vyskytuji
pouze u bakterialnich eSTK a slouZi jako receptory stavu BS, vaZou naptiklad muropeptidy na

podjednotkéach PG (Yeats et al., 2002; Zucchini et al., 2018).
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Obrazek 5: Struktura katalytické domény eSTK. A: Struktura KD mysi eSTK PKA. N-koncovy lalok Sedive,
C-koncovy modre. B: superpozice PKA (modie) s eSTK PknB z M. tuberculosis (zIut¢). C: regulacni elementy
ve zlabku mezi laloky KD PAK kindzy: P-smycka zelen¢, katalyticka smycka zlut€¢, Mg-vazebna smycka
fialové, aktivaéni smycka s fosforylovanym Thr oranZové. P+1 smycka svétle modie. Mg?" ionty fialové.
(Pereira et al., 2011).

Superrodina eSTK vykazuje sekvencni 1 strukturni homologii v kindzovych doménach
(Obr. 5B). Tyto domény jsou typicky tvofeny 12 subdoménami, uspotadané do struktury
katalytického jadra tvofeného 2 laloky, mezi nimiz je aktivni misto (Obr. SA). Mensi N-
koncovy lalok vaze ATP a orientuje jej, vétsi C-terminalni vaze substrat a zahajuje prenos
fosfatu. Za sprévnou Vzéj emnou orientaci proteinového substratu a ATP je pfimo nebo nepﬁmo
jednotkou je aktivaéni smycka, kde dochdzi k fosforylaci Ser/Thr zbytkl, kterda vede ke
stabilizaci struktury a umoziuje tak prubéh katalytické reakce. Aktiva¢ni smycka také definuje
specifitu k substratu. Jedna se o nejvice variabilni segment kinazové domény (Pereira et al.,
2011).

Dalsi konzervovanou strukturou je P+1 smycka, kterd také spoluurcuje specifitu kinazy
k substratu, konkrétn€ k Ser/Thr AK zbytkiim. Obsahuje Ser nebo Thr, ktery interaguje

s katalytickou smyckou. Jinou konzervovanou oblasti je P smycka, ktera je bohatd na glycinové
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Obrazek 6: Domény proteinkinazy StkP. Cervené jsou znazornény fosforylované Threoninové zbytky T167,
T169, T293 a T303. Spodni ¢ast obrazku obsahuje detail konzervované sekvence casti katalytické domény

s vyznacenymi smyckami, okolnimi prvky sekundarnich struktur a kli€¢ovymi AK zbytky. Srovnany jsou
sekvence StkP u S. Pneumoniae a PknB u Mycobacterium tuberculosis.
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zbytky a podili se na ptenosu fosfatu a vazbé ATP. Soucasti katalytického jadra kinazy jsou téz
dva Mg?" ionty vazané v oblasti Mg**-vazebné smy¢ky (Pereira et al., 2011).

StkP homology maji konzervovanou strukturu, obsahujici dva klastry Thr zbytkt, které
mohou byt fosforylovany (viz Obrazek 6). Prvni klastr se nachazi uvnitt aktivacni smycky, u
StkP S. pneumoniae se jedna o T167 a T169 (Ulrych, manuskript v ptiprave). Druhy je soucasti
tzv. juxtamembranového regionu. Juxtamembranové regiony jsou nepostradatelnou soucasti
eSTK. Podileji se na navazovani substratti a jsou rovnéz zodpovédné za propojeni eSTK
signalizace s jinymi signdlnimi kaskddami (Duran et al., 2005; Madec et al., 2003; Thakur et
al., 2008). U StkP obsahuje tento 72 aminokyselin dlouhy region fosforylované threoniny v
pozicich T293 a T303 (Ulrych, manuskript v pfiprave).

2.3 Kinaza StkP a fosfataza PhpP

Na rozdil od fady ostatnich modelovych organismii kdduje genom pneumokoka pouze
jeden funkéni par: membranovou kinazu StkP a solubilni fosfatazu PhpP, které jsou kodovany
sousednimi geny a jsou transkribovany jako jedna molekula mRNA (Novéakova et al., 2005).
Koimunoprecipitace kinazové domény StkP a PhpP detekovana PhpP-specifickou protilatkou
naznacuje jejich piimou interakci (Osaki et al., 2009). Také bylo prokdzéno, Ze PhpP
defosforyluje StkP i jeji substraty (Novakova et al., 2005; Ulrych et al., 2016).

Kindza StkP je transmembranovy protein schopny autofosforylace (Novakova et al.,
2005) tvorbou hmodimeru. Za tu jsou zodpovédné extracelularni domény i doména
transmembranovd. Homodimerizace je pravdépodobné také nutna pro autofosforylaci StkP.
Mize také byt kliCova pro interakci StkP s jejimi substraty (Pallova et al., 2007). StkP je
pomérné stabilni enzym, schopny katalyzovat fosforylaci v Sirokém rozmezi pH 3-9 (Novakova
et al., 2005).

Celkove se StkP sklada ze Ctyt extracelularnich PASTA (penicillin-binding protein and
STK associated domain) domén, trans-membrdnového segmentu a KD (kindzova doména)
domény (Osaki et al., 2009).

Pomoci svych tfech membranové-proximalnich PASTA domén vnima StkP signaly
vedouci k jeji aktivaci nezédvisle na BS. Tyto tii PASTA domény také ovlivituji tloustku BS
v septu (Zucchini et al., 2018). Signdlnimi molekulami jsou napiiklad volné podjednotky PG
nebo B-laktamova antibiotika (Maestro et al., 2011). Bakterie Staphylococcus aureus ma
proteinkindzu PknB homologni k StkP. Jako jeji aktivaéni molekula byl potvrzen prekurzor
bunécné stény lipid IT (Hardt et al., 2017). Je tedy pravdépodobné, Ze lipid II bude rovnéz slouzit
jako aktivator StkP.
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Ctvrta, membranové-distalni PASTA doména je
zodpovédna za septalni lokalizaci StkP a interakci s
hydroldzou BS LytB se podili na separaci bunck (viz
Obrazek 7). Delece zadné z PASTA domén neovlivnila
schopnost autofosforylace a fosforylace substrati

(Zucchini et al., 2018). Kindza StkP ma kromé¢ toho vliv

na virulenci a kompetenci. V in vivo podminkach je
Obrazek 7: Model role StkP v
bunééném déleni. BS je znazornéna

Sedive, jeji tloustka a soucasné aktivita  Echenique et al., 2004). Fosforylaci svych substrat
KD StkP je dana poc¢tem PASTA domén

dilezitd pro prunik pneumokoka do krevniho feciste (J.

mezi cytoplazmatickou membréanou a reguluje StkP celou fadu dalSich bunéénych procesi.
PASTAA4. Intenzita aktivity KD je ) " . ]
znazornéna éernymi pierusovanymi Fosfataza PhpP patti do PP2C rodiny fosfataz,

¢arami (Zucchini et al., 2018).

konkrétng jde o PPM typ, zavisly na Mg?>" iontech
(Novéakova et al.,, 2005). PP2C kinazy reguluji fadu procesi od reakce na stresy, pies
diferenciaci, rist a apoptozu az po metabolismus (Shi, 2009). Eukaryotni typ fosfataz postrada
jasn¢é definovanou regulacni doménu (Dworkin, 2015). Srovnani n€kolika bakterialnich PP2C
fosfataz s lidskou PP2C odhalilo témét identickou strukturu katalytickych domén a
konzervované AK v aktivnim misté. Struktura katalytického jadra se sklada z beta-sendvice
slozeného ze dvou beta listd. Kazdy list je obklopen dvéma antiparalelnimi alfa-helixy.
V centru mezi beta-listy jsou vazany dva katalytické ionty kovu. Bakterialni typ vaze jeden
kovovy iont navic. Mechanismus defosforylace spociva v nukleofilnim ataku fosfatu
molekulou vody (Pereira et al., 2011).

PhpP je neesencialni protein, jeho delece vSak zplisobi nizsi odolnost vici teplotnimu a
oxidativnimu stresu a vykazuje mén¢ ucinnou kompetenci. AK D192 a D231 jsou esencialni
pro funkci PhpP in vivo (Ulrych et al., 2016). Po delSim pasaZovani kment s inaktivovanou
PhpP nejspi§ dochazi u kmene D39 k hromadéni supresorovyvh mutaci, coZz naznacuje
esencialitu PhpP na tomto genetickém pozadi (Rued et al., 2017). PhpP se podili na regulaci
fady fyziologickych funkci, mezi néZ patii kmenové specifickd regulace adherence a tvorby

biofilmu, buné¢ného déleni a syntézy BS (Agarwal et al., 2012; Ulrych et al., 2016).

2.4 Substraty StkP

Doposud bylo identifikovano a podrobnéji charakterizovano 12 substratd kinazy StkP, 5
z nich v na$i laboratoti. Nejvétsi skupinu tvoii proteiny podilejici se na bunééném déleni. Patii
sem na$i laboratofi in vitro 1 in vivo potvrzeny substrat DivIVA (Novékova et al., 2010),

zodpovédny za bunécnou morfologii, segregaci chromozomil a separaci bun¢k skrze interakci
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s dal§imi proteiny (Fadda et al., 2003). Dalsi substrat LocZ (Holeckova et al., 2014),
oznacovany také jako MapZ (Fleurie et al., 2014), hraje roli ve spradvném umisténi septa a urcuje
budouci misto bunécného déleni uréenim mista polymerace FtsZ. Dtkaz o jeho fosforylaci in
vivo pfinesla téz nase laboratot (Holeckova et al., 2014, Fleurie et al., 2014). Samotny protein
FtsZ, tvorici polymerni scaffold Z-kruhu je dal§im z moznych substrati StkP, potvrzenych in
vitro (Giefing et al., 2010), stejn¢ tak jako stabiliza¢ni protein Z-kruhu FtsA (Beilharz et al.,
2012). Nejnové€ji potvrzenym substratem z této kategorie je GpsB (Novakova, nepublikovana
data; Hirschfeld et al., 2020).

Jinou funk¢ni skupinou substratli StkP jsou proteiny syntézy bunécné stény. Jsou jimi
enzymy GImM, MurC a MacP. Protein GImM, katalyzujici druhy krok biosyntetické drahy
UDP-N-acetylglucosaminu z fruktozy-6-fosfatu, byl v nasi laboratofi identifikovan jako
substrat kinazy StkP v in vivo 1 in vitro podminkadch (Novakova et al., 2005). Produkt je
univerzalnim prekursorem komponent BS, jmenovité peptidoglykanu, lipopolysacharidii a
teichoovych kyselin (Heijenoort, 1994; Mengin-Lecreulx & Van Heijenoort, 1996).

Protein MurC, ktery se fadi mezi ATP-dependentni ligazy je taktéz v in vitro podminkach
fosforylovan kinazou StkP. Jeho identifikace byla provedena metodou phage-display. S StkP
epitopem interagoval fragment se sekvenci YEVCGSDTVGC, ktera blizce odpovida sekvenci
MurC v pozici 31-37 (Falk & Weisblum, 2013). MurC navazuje prvni aminokyselinu
peptidového spojovaciho mitstku (L-alanin) na UDP-N-acetyl-muramat. Oba tyto enzymy,
GImM 1 MurC, se ucastni cytoplazmatické faze syntézy BS (Lovering et al., 2012).

Protein MacP je membranové vazany protein, ktery lokalizuje v misté déleni. Jeho
fosforylace kindzou StkP byla potvrzena in vivo. MacP funguje jako kofaktor syntazy
peptidoglykanu PBP2a a je nutny pro jeji aktivitu (Fenton et al., 2018).

Proteiny MItG a MreC, patfici téz do kategorie enzymi syntézy bunécné stény, spadaji
do dosud nepotvrzenych kandidath na substraty StkP (Hirschfeld et al., 2020).

StkP ovliviiuje 1 tf1 vySe popsané response regulatory — CbpRS, RitR a ComE. Jak jiz
bylo zminéno (viz kapitola 2.2.1.5), CbpR fosforylovany na threoninu pomoci StkP se vaze na
cbpA promotor i bez fosforylace svou kindzou CbpS na asparaginu a fidi expresi povrchového
adhezinu CbpA. Navic v hyperfosforylovaném AphipP kmeni je produkce CbpA upregulovana.
Fosforylace pomoci StkP byla potvrzena v in vitro 1 in vivo podminkach (Agarwal et al., 2012).

Druhym response regulatorem fosforylovany StkP je RitR (viz kapitola 2.2.1.7). Diikaz
o fosforylaci RitR v in vivo podminkach chybi. (Ulijasz et al., 2009).

StkP tedy reguluje fosforylaci enzymi a transkripénich faktort jednotlivé biochemické

procesy. Kromé toho je vSak také zodpovédna za globalni regulaci exprese.
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Diky fosforylaci vySe popsaného response reguldtoru ComE na Thr128 je StkP
zodpovédna za globalni regulaci pti pH stresu. Prikaz fosforylace za podminek kyselého pH
byl podan vin vitro i in vivo podminkach. Fyziologickd role této fosforylace spociva
v umoznéni dimerizace ComE a zvySeni jeho afinity k cilové DNA zménou konformace DNA-
vazebné domény. K vazbé na DNA dochazi nezavisle na RR ComE. Vysledkem je regulace
transkripce 104 gend, hrajicich roli v mnoha bunéénych procesech, véetné diive popsané¢ho
ASIL mechanismu, produkce H>O; a odpovéd’ na oxidativni stres. Mira kompetence vSak neni
zavisla na této fosforylaci. Exprese ComE se v podminkach kyselého pH zvysuje (Pifas et al.,
2018).

CombD je taktéZ atktivovan signalni drahou StkP/PhpP, kinaza StkP reguluje kompetenci
Lupstream® od ComDE systému (Osaki et al., 2009).

Nase laboratof také identifikovala RNA-vazebny protein Jag jakozto substrat StkP v in
vivo podminkéch (Ulrych et al., 2016). K fosforylaci dochéazi na T89. Delece proteinu vede ke
zkracovani bunék a prodlouzeni lag-faze ristu (Stamsas, Straume, Winther, et al., 2017; Ulrych
et al., 2016; Zheng et al., 2017). Fosforylace zifejmé¢ vede k prodluzovani bun¢k.
Fosfomimeticka mutace T89E je u kmene R6 tolerovand pouze v piitomnosti supresorovych
mutaci, které omezuji ¢innost elongazomu. Konkrétné se jedna o zkraceni MreC ¢i inaktivaci
RodZ (Stamsas, Straume, Winther, et al., 2017). U kmene Rx ani D39 nebyl tento efekt
pozorovan (Ulrych et al., 2016; Zheng et al., 2017).

Pozdé&ji byla detekovana interakce Jag s KhpA a protein ziskal alternativni oznaceni
KhpB (Zheng et al., 2017). Tato interakce (stejné jako homodimerizace proteinu KhpA) je
zprostiedkovana predevsim aminokyselinou 161 na KhpA (Winther et al., 2019). Zda se, ze
heterodimer KhpA/KhpB reguluje celkové mnozstvi FtsA v bufice na post-transkripéni trovni.
Tento RNA-vazebny komplex by navic mohl mit vliv i1 na regulaci jinych proteint (Zheng et
al., 2017). Bylo ukazano, Zze se Jag podili i na regulaci bunééné elongace, proto je také
oznacovan jako EloR (elongasome regulating protein) (Stamsds, Straume, Winther, et al.,
2017). Letos vysla publikace dokladajici, ze KhpB tvoii komplex s lytickou transglykosyldzou
MItG uplatiiujici se v syntéze periferalniho PG. Za interakci s MItG a lokalizaci KhpB do septa
je zodpovédna Jag doména proteinu KhpB. Vzhledem k tomu, Zze MItG lokalizuje v septu
nezavisle na KhpB, je moZné, Ze praveé ona je zodpovédna za navedeni komplexu KhpA/KhpB
do mista bunééného déleni (Winther et al., 2021). Samotny protein MItG je dal§im domnélym
substratem StkP (Hirschfeld et al., 2020; Ulrych, mansukript v ptiprave).

Poslednim proteinem z tohoto vyc¢tu potvrzenych substratd je naSi laboratofi

identifikovand mangan-dependentni anorganickd pyrofosfatdza PpaC katalyzuji hydrolyzu
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anorganického pyrofosfatu. Dikaz jeji fosforylace se podafilo ziskat pouze v in vivo
podminkach, coz mize byt zpisobeno bud’ subobtimalnimi reakénimi podminkami in vitro
nebo slozitéjsi interakéni siti doposud nepopsanych meziclankt (Novakova et al., 2010).
Dlouhodobym cilem nasi laboratote je identifikovat a charakterizovat substraty StkP. Na
zakladé celkového fosfoproteomu byly v nasi laboratofi nedavno identifikovany potencialni
substraty proteinkinazy StkP s konkrétnimi fosforylaénimi misty (Ulrych, nepublikovana data).
Vétsina identifikovanych substratii proteinkindzy StkP hraje vyznamnou roli v bunééném
déleni, syntéze PG, syntéze lipidli a proteosyntéze. AvSak konkrétni fyziologicky vyznam
téchto fosforylaci z celofosfoproteomovych dat neni jasny. Proto nyni tyto potencidlni substraty

naSe laboratof podrobné¢ charakterizuje.

2.5 Protein Spr0929

A praveé predmétem vyzkumu v této praci je dalsi z pfedpoklddanych substrati kinazy
StkP — protein Spr0929, koédovany stejnojmennym genem. U kmene D39 nese tento gen
oznaceni SPV _0911. Ten neni doposud nijak charakterizovan. Jde o protein o délce 335
aminokyselin, molekulové hmotnosti 38,587 Da s pI =4,99. Okoli genu je velmi konzervované
u ruznych druht streptokokt (Pagliero et al., 2005). Nejblizsi okolni gen pfed genem spr0929
ve sméru transkripce —spr0928 je podle homologie Serin hydroxymethyltransteraza gly4. GlyA
katalyzuje reverzibilni interkonverzi serinu a glycinu s jednouhlikovym nosi¢em
tetrahydrofolatem (THF). Tato reakce slouzi jako hlavni zdroj jednouhlikovych skupin
potiebnych pro biosyntézu purinti, thymidylatu, methioninu a dalSich dilezitych biomolekul.

Gen spr0930 je podle Jacq a spol. (Jacq et al., 2018) hydroldza bunécné stény Pmp23. Ta
se spolupodili na jejim remodelingu. Delece vede k morfologickym defektiim a problémim s
bunéénym délenim. Je dllezitd pro lokalizaci Z-kruhu. Ur€uje lokalizaci MapZ/LocZ, dalsiho
substratu StkP. Také pfimo interaguje se syntasou peptidoglykanu PBP2x.

Protein Spr0929 obsahuje jedinou doménu nazvanou NA37 podle databidze Pfam (EI-
Gebali et al., 2019) nebo také NdpA podle databaze InterPro (Mitchell et al., 2019). Poprvé
byla popsana u E. coli, konkrétn¢ u proteinu NdpA - produktu genu yejK (Murphy et al., 1999).
Tuto doménu v8ak obsahuji proteiny u velkého mnozstvi druhti; jen u terrabakterii je evidovano
ptes 3000 vyskyti. U Zadného z nich vSak nebyla popsana jeji funkce. Jedinou jeji sjednocuyjici
vlastnosti je asociace s nukleoidem. V souladu stim nemd Spr0929 predikované zadné
transmembranové helixy (Artimo et al., 2012; Krogh et al., 2001).

Nedavno byla provedena automaticka anotace genomu pneumokoka (kmen S.

pneumoniae D39) pomoci algoritmu RAST (Slager et al., 2018). Spr0929 byl identifikovan
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jako 23S RNA-specificka Pseudouridylat syntdza, jejiz funkci je syntéza pseudouridin 5'-
fosfatu, nicméné Multiple Sequence Alignment ukézal, ze Spr0929 je velmi sekvencné odlisny
od vsech znamych enzymii s touto funkci.

Data z riznych celoproteomovych experimentli naznacuji, ze by mohl byt protein
Spr0929 klinicky vyznamny nebo alesponi spojeny s patogenezi. Jeho gen je napiiklad
vyznamné nadprodukovan pii koinkubaci streptokoka s bunikami lidského plicniho epitelu
(Aprianto et al., 2018). Tato nadprodukce probiha v horizontu 30—60 minut po infekci. Piestoze
znaSich experimentl vyplyva, Ze Spr0929 neni esencialni v laboratornich podminkach,
screening metodou Genomic Array Footprinting ukazal, Zze tento protein je esencidlni za
podminek experimentalni meningitidy (Molzen et al., 2011). Jina studie ukézala, ze exprese
genu spr0929 je snizena pii tvorbé biofilmi indukované pyrimidinedionem (Yadav et al.,

2015).
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3 Cile prace

Cilem této diplomové prace je potvrzeni fosforylace hypotetického proteinu Spr0929
kinadzou StkP v n€kolika krocich:
e Potvrdit in vitro a in vivo, ze protein Spr0929 je substratem kinazy StkP
e Potvrdit misto fosforylace kinazou StkP (T225)
Druhym cilem je zakladni charakterizace tohoto proteinu, mezi niz patfi:

e Prfipravit delecni kmeny v genu spr0929 a provést jejich charakterizaci (rastové kiivky,
bunécné morfologie, reakce na stresy)

e Stanovit lokalizaci Spr0929 fizovaného s fluorescenéni znackou
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4 Material a metody

4.1 Materialy

4.1.1 Bakteridlni kmeny

V tabulkéach 1-4 jsou uvedeny veskeré pouzité¢ kmeny S. pneumoniae a E. coli. Kmeny

byly uchovavany v -80°C v 15% glycerolu. ODsoo skladovanych kmeni byla 0,3-0,4.

4.1.1.

1 Escherichia coli

Vychozi bakterialni kmeny E. coli, pouzité pro izolaci ¢i transformaci vektorti jsou

uvedeny v Tabulce 1:

Kmen Genotyp Pouziti Zdroj
fhud2 A(argFlacZ)U169 phoA ginV44 @80 AL - .
E. coli DH5a ALY ot el e | DG i ey ORAE R LGl s | oo
plazmida
hsdR17
Expresni buriky pouzité pro nadprodukci
E. coli BL21(DE3) F', ompT, hsdSB, (mB", rB"), dcm, gal, M\DE3) | proteinu, kmen nesouci profag s genem pro | Novagen
T7 polymerazu
EC85 DHS5a s plazmidem pJWV25 ‘ Izolace plazmidu pJWVJ25 J.W.Veening
EC70 IM109 s plazmidem pETPhos-link I1zolace plazmidu pETPhos-Link P. Branny
. . EMD
EC473 DHS5a s plazmidem pET42b Izolace plazmidu pET42b .
Biosciences

Tabulka 1: Seznam vychozich bakterialnich kmeni E. coli.

Nasledujici Tabulka 2 obsahuje seznam vSech kment E. coli, piipravenych transformaci

plazmidu a pouzitych v této praci, véetné jejich vyuziti.

Nazev Genetické pozadi  Transformovany vektor Pouziti

EC511  DHS5a pZnMin-spr0929-flag ‘ Priprava komplementa¢niho kmene

EC559 | DHS5a pETPhosLink-Ais-spr0929 Piiprava expresniho kmene

EC560 @ DHS5a pIWV25-spr0929 ‘ Piiprava kmene s GFP fuzi

EC567  DHSa PZnMin-spr0929-T255A-flag ggﬁ‘g‘fgﬁgﬁ;ﬁnﬁginggnTzs 54 pod kentrolou
EC568 @ DH5a pETPhosLink-Ais-spr0929-T255A ‘ Priprava expresniho kmene se zaménou T255A
EC571 | BL21(DE3) pETPhosLink-Ais-spr0929 Exprese proteinu Spr0929

EC572 @ BL21(DE3) pETPhosLink-Ais-spr0929-T255A ‘ Exprese proteinu Spr0929 se zaménou T255A
EC577 | DHS5a pIWV25-spr0929-T255A Piiprava kmene s GFP fuzi se zaménou T255A
EC587 = DH5a pET42b-spr0929-his ‘ Priprava expresniho kmene

EC588 | BL21(DE3) pET42b-spr0929-his Exprese proteinu Spr0929

EC590 DH5a pET42b-spr0929-T255A-his ‘ Priprava expresniho kmene se zaménou T255A
EC592 | BL21(DE3) pET42b-spr0929-T255A-his Exprese proteinu Spr0929 se zaménou T255A

Tabulka 2: Seznam pripravenych kmenu E. coli.
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4.1.1.2 Streptococcus pneumoniae

Vychozi kmeny ptedstavujici WT riznych genetickych pozadi S. preumoniae a dalsi

kmeny, pouzité v této praci. Jejich vlastnosti, véetné genotypt shrnuje Tabulka 3.

Kmen Genotyp Fenotyp Pouziti Zdroj
Vychozi nevirulentni
Spl Rx derivate; strl, hexA | StrR kmen, pouzit také jako | (Morrison et al., 1984)
kontrolni
R6 neopouzdieny kmen Vychozi nev:\.llrule,n .ml (Ottolenghi & Hotchkiss, 1962), poskytl Dr.
Sp208 | R6 S kmen, pouzit také jako 2 . s e
divokého typu, StrS . M. Oggioni (Univerzita Siena, Italie)
kontrolni
D39 (NCTC) cps24 Stabilni neopouzdieny Vychozi nevirulentni (L'fmle ey 2007?’ pos.kytl Dr. Malcolm
Sp339 SH rpsIA] st K D39 (NCTC X Winkler, PhD (Univerzita Bloomington,
cps2H rps. 7ps. men ( ) men Indiana, USA)
Hyperfosforylovany Rx .
Sp113 | Rx dphpP Kkmen Studium fosforylace (Ulrych et al, 2016)
., . Ptiprava fragmentu
Sp370 | Rxjag-gfp e ey pro C-koncovou GFP (Ulrych et al, 2016)

Jag-GFP, nativni lokus

fazi

Tabulka 3: Seznam bakterialnich kmenu S. pneumoniae.

V nasledujici Tabulce 4 je uveden seznam vSech kmenu S. prneumoniae vytvorenych

transformaci ptislusného vektoru nebo PCR konstruktu. pouZitych v ramci této prace. Ucel

jejich piipravy je uveden ve sloupci ,,Pouziti®.

Nazev Genotyp Vychozi kmen Transformovany vektor / konstrukt  PouZiti
Sp354 Rx, Aspr0929::SJK | Spl ‘
Sp355 | R6, Aspr0929::SJK | Sp208 PCR konstrukt spr0929::SJK ‘ Delece genu spr0929 — viozeni SJK
D39,
SpS20 |\ 0r0929::5TK Sk ‘
Sp623 Rx, Aspr0929 Sp354
Sp550 R6, Aspr0929 Sp355 PCR konstrukt Aspr0929 Delece genu spr0929 — Odstranéni SJIK
Sp551 D39, Aspr0929 Sp520
R6, Aspr0929
Sp604 bga::pZnMin- Sp550 pZnMin-spr0929-flag Komplementace
spr0929-flag
D39, Aspr0929
Sp605 bga::pZnMin- Sp551 pZnMin-spr0929-flag Komplementace
spr0929-flag
R6, Aspr0929 R a
? . N-koncova GFP fuze spr0929 pod
Sp645 | bga::pZnMin-gfp- Sp550 PIWV25-5pr0929-flag o ducibﬂ‘éim pmmgtoig; p
spr0929-flag
Sp661 R6, spr0929-flag Sp355 PCR konstrukt spr0929-flag Exprese proteinu s Flagovou znackou
Sp668 el Sp355 PCR konstrukt spr0929-T255A-flag Exprese proteinu s Flagovou znackou
T255A-flag
R6, bga::pZnMin- . .
Sp670 spr0929-flag Sp208 pZnMin-spr0929-flag Nadprodukce proteinu Spr0929
R6, Aspr0929 a .
> L N-koncova GFP fuze spr0929-T255A
Sp687 bga::pZnMin-gfp- Sp550 pIWV25-spr0929-1255A-flag el proml()) e
spr0929-T255A-flag
Sp714 R6, spr0929-gfp Sp355 PCR konstrukt spr0929-gfp C-koncova GFP fuze v nativnim lokusu
Sp717 Rx, spr0929-flag Sp354 PCR konstrukt spr0929-flag
Sp718 }};(égspr09 29-T255A | go3s4 PCR konstrukt spr0929-T255A-flag
Sp711 Rx, AphpP, Sp717 PCR konstrukt AphpP-JK Oveéteni fosforylace proteinu Spr0929
spr0929-flag v in vivo podminkach
Rx, AphpP,
Sp712 spr0929-T255A-flag Sp718 PCR konstrukt AphpP-JK
Sp744 ;;éAStkP’ S Sp717 linearizovany plazmid pAKCmDK
Sp750 R6, gfp-spr0929 Sp355 PCR konstrukt gfp-spr0929 N-koncova GFP fuze v nativnim lokusu

Tabulka 4: Seznam pFipravenych kmenu S. pneumoniae.
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4.1.2 DNA oligonukleotidy

Umisténi:

WT chromozom — lokus spr0929

Nazev oligonukleotidu Orientace = Sekvence Délka Pouziti
Amplifikace
AU143/spr0929_up_F F AGGTGATACGGTTATGGGAA 20 oblasti pied
genem spr0929
Amplifikace
AU144/spr0929_up_R R aatcaaacggatcgatccttaaATAAAAGTTTTAGTCCTCGTATA 45 oblasti pred
genem spr0929
Amplifikace
AU146/spr0929_dwn_R R AGCTAGAGTCATTGGCCAC 19 oblasti za genem
spr0929
Amplifikace
AU145/spr0929_dwn_F F tactaaacgtccaaaagcataaATCGAGGATATCCAAAGTAAAT 44 oblasti za genem
spr0929
LN302/0928-F F CCAAGCTAACTGTGCGGC jg | Sckvenacni
oligonukleotid
LN303/0931-R R CCTAGCTTTTGAATCTTGGC a0 Sckvenalni
oligonukleotid
LN300/0928-F F CTGAACTCATCATTAAAACCC o1 | Sckvenatni
oligonukleotid
LN301/0930-R R GCGGTAAGCTTTATAGCC 1g | Sckvenatni
oligonukleotid
Amplifikace
LN298/0929up-R R TTATTTACTTTGGATATCCTCGATATAAAAGTTTTAGT 46 oblasti pred
CCTCGTAT
genem spr0929
Amplifikace
LN299/0929dn-F F TTATACGAGGACTAAAACTTTTATATCGAGGATATCC 45 il
AAAGTAAA
spr0929
AU307/spr0929_seq F F CGGTGCTAAATTTGCTAATG 20 | Vn&sisckvenatni
oligonukleotid
AU308/spr0929_seq R R GGTGTTTCAATCTTGACCTC | Ve ke
oligonukleotid
AU282/0929_R R CTCGTATAATGGGAAGGCATCTGTCA 26 | Konstrukee
- spr0929-flag
Umisténi: SWJ chromozom — lokus spr0929
Nazev oligonukleotidu Orientace Sekvence Délka Pouziti
DP1/sweetJanusF F ttaaggatcgatccgtttgatt 22 Amplifikace SJK
DP2/sweetJanusR R ttatgcttttggacgtttagta 22 Amplifikace SIK
Umisténi: Chromozom s FLAG tag - lokus spr0929
Nazev oligonukleotidu Orientace Sekvence Délka Pouziti
- gattacaaggatgacgacgataagTAATGTTTAAACGAATTCGAA Konstrukce
AU284/0929-Flag_F F GAG 48 spr0929-flag
Konstrukce
AU283/0929-Flag_R R TActtatcgtcgtcatecttgtaatt TTTACTTTGGATATCCTCGATA | 48
spr0929-flag
Umisténi: Chromozom s GFP tag (C-term.) - lokus spr0929
Nazev oligonukleotidu Orientace Sekvence Délka Pouziti
Amplifikace GFP
AU152/gfp_native F F tctagaggatctggtggag 19 z konstruktu jag-
gfp
Amplifikace GFP
AU150/gfp_native_R R TTAtttgtagagctcatccatg 22 z konstruktu jag-
gfp
AU298/GFP+0930_f F (g}%;:atggatgagctctacaaaTAATGTTTAAACGAATTCGAAGA 26 Féizni PCR
AU299/0929+hinge_r R tetccaccagateetctagaTTTACTTTGGATATCCTCGATA 42 Fazni PCR
Umisténi: Chromozom s zsGreen tag (C-term.) - lokus spr0929
Nazev oligonukleotidu Orientace Sekvence Délka Pouziti
I?U300/ngeZsGreen_ F geagctaaagetggaactagtatt ATGGCTCAGTCAAAGCACGG 44 E;grrs:r? RS
AU301/ZS_G _r R TCAGGGCAATGCAGATCC 18 Zg’rr:;’r"l‘ spr0929-
AU302/ZS_G_spr0929_ F GGATCTGCATTGCCCTGATGTTTAAACGAATTCGAAG 40 Ptiprava spr0929-
f AGT zsGreen
AU305/spr0929 Hinge Piiprava spr0929-
R R gatactagttccagetttagetge 24 4<Green
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Umisténi:

WT chromozom — lokus stkP-phpP

Nazev oligonukleotidu Orientace Sekvence Délka Pouziti
LN21 F TTAAGGAGTAGCTGAAGTTGT 21 Ei’;‘l’,m"va PCR
JKO013 F acacaggagaatgtagatgcc 21 E}?;(}))mova PCR
Koloniova PCR
JGT73/StkP_seq_R R ATCTTTGCCATGAAATCATGA 21 PhpP
Umisténi: Vektor pET42b
Nazev oligonukleotidu Orientace Sekvence Délka Pouziti
AU281/0929_F F ATGCCTTCCCATTATACGAG 20 Koloniové PCR
_ spolu s LN425
LN425/T7 terminator R GGGGTTATGCTAGTTATTGC 20 Sekvenacni
oligonukleotid
Amplifikace
AU271/0929-Ndel_F F GGCCATATGCCTTCCCATTATACGAGGAC 29 Spr0929 s Xhol
RM
Amplifikace
AU289/spr0929_Xhol R gctcgagTTTACTTTGGATATCCTCGATA 29 Spr0929 s Ndel
RM
Univerzalni
T7_pro_universal F TAATACGACTCACTATAGGG 20 sekvenaéni
oligonukleotid
Univerzalni
T7_term_universal R GCTAGTTATTGCTCAGCGG 19 sekvenacni
oligonukleotid
Umisténi: Vektor pJWV25
Nazev oligonukleotidu Orientace Sekvence Délka Pouziti
Komplementace:
GGAAGATAGAGAGGAAGCGATGTAATGCCTTCCCAT .
AU243/pZn_0929_F F TATACGAGG 45 Fuaze spr0929 s
pZn-min
Komplementace:
3U244/pZn0929_R+N0 R icttacttatcgtcgtcatccttgtaatcTTTACTTTGGATATCCTCGAT 51 spr0929+FLAG
tag
Komplementace:
LN119 F cacacccgtectgtggatet 20 Amplifikace pZn-
min
Komplementace:
LN396 R TACATCGCTTCCTCTCTATCTTCC C ttgttataatagatttatgaacac = 48 Amplifikace pZn-
min
LN164/PczcD Sekvenacni
oligonukleotid F gaattattgegattactatca 21 oligonukleotid
GFP fuze:
AU275/0929-F+Spel F ACTAGTATGCCTTCCCATTATACGAG 26 Amplifikace
spr0929 se Spel
RM
GFP fuze:
Amplifikace
AU276/0929-R+Notl R 2cggccgc TTATTTACTTTGGATATCCTCG 30 spr0929 s Notl
RM
LN123/pJW25-1b F ttcgctacttggagcecactat 21 Koloniova PCR
LN143/bgaA-R R gttacgttgatttcatcacc 20 Koloniova PCR
Umisténi: Mutagenni oligonukleotidy
Nazev oligonukleotidu Orientace Sekvence Délka Pouziti
AU273/0929 T255A s S ATAAAGCTCAAACGAGCCGcCAGATTGTTGTCAAAA 39 Piiprava zamény
= = AGG T255A
AU274/0929 T255A as A CCTTTTTGACAACAATCTGgCGGCTCGTTTGAGCTTTA 39 Priprava zamény
- — T T255A
Nepouzité
AU272/0929-BamHI R | R GGATCCTTATTTACTTTGGATATCCTCGA 29 | pETPhos0929

Tabulka 5: Seznam DNA oligonukleotidi pouzitych v PCR reakcich. Orientace F = ,,forward* = dopfedny
oligonukleotid, R =, reverse* protismérny, S = ,,sense®, A = ,,antisense*.
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4.1.3 Vektory a kazety

pIJWV25 (Eberhardt et al., 2009) - Obrazek 8 je
plasmidovy vektor o velikosti 8587pb, ktery slouzi k
integraci nami zkoumaného genu do chromozomu S.
pneumoniae. Ke vlozeni dochazi procesem homologni
rekombinace do neesencidlniho bga lokusu skrze se57 o
krajni homologni sekvence gatC a bgaA. Pro replikaci 5
v E. coli obsahuje vektor ColE1 pocatek replikace a
dale gen bla udé@lujici rezistenci k ampicilinu pro

selekci pozitivnich klond v E. coli. Pro selekci

pIWV25

Obrazek 8: Vektor pJWV25 (Amp, tet,

pozitivnich kment u pneumokoka je zde obsazen gen 0824, pZn-gfp").

tetM pro tetracyklinovou rezistenci. Déale vektor obsahuje gen kddujici zeleny fluorescencni

protein GFP (Green Fluorescent protein) pro N-koncovou fuzi s vlozenym genem pro

studovany protein. Exprese GFP-fuzniho proteinu je pod kontrolou zinkem indukovaného

promotoru pZn.

V této praci byl vektor pJWV25 pouzit k piipravé odvozeného vektoru pJWV25-spr0929

slouzici pro expresi fuzniho proteinu Spr0929-GFP v kmeni Sp645. Druhym pouzitim byla

konstrukce vektoru pZnMin-spr0929-flag pouzitého k testu komplementace (kmeny Sp604 a

Sp605) a nadprodukce (kmen Sp670).

pETPhosLink
5701 bp

Obrazek 9: Vektor pETPhosLink. Amp
rezistence. Obsahuje klonovaci misto pro fuzi
s Histidinovou znackou. Exprese je
aktivovana pomoci IPTG z T7 promotoru.

pETPhos (Canova et al., 2008) je expresni
nizkokopiovy vektor navrzeny specificky pro ucely
studia serinovych, threoninovych a tyrozinovych
proteinovych kindz a jejich substrati. Geneticka
mapa je na Obrazku 9. Tento vektor umoziiuje
expresi proteinit fuzovanych na N-konci s 7xHIS
znackou v expresnim kmeni E. coli BL-21,
indukovanou IPTG. Pro selekci pozitivnich klont
obsahuje gen pro ampicilinovou rezistenci. Tento
vektor neobsahuje Zadné serinové ani threoninové
zbytky ve fuzni znacce, coz brani vzniku

nespecifického fosforylacniho signalu.

V této praci byl vektor pouzit jako jeden z expresnich vektorl pro produkci proteinu

Spr0929 za ucelem in vitro prikazu jeho fosforylace proteinkindzou StkP. Exprese v tomto

piipadé vSak nebyla uspésna.
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pET42b od firmy Novagen je

T7 terminator, BxHis

f1 ori MCS, Factor Xa site,5-Tag, thrombin site
fixHis

klonovaci a expresni vektor pro produkci

rekombinantnich proteinii v bakterii E. coli.

RS, lac_operator
17 promoter

Kwvili selekei je v sekvenci pET42b gen
kodujici  rezistenci ke  kanamycinu, 3
. pET—42h(+) ?g % lacl promoter
nezbytnou soucasti pro udrzeni v E. coli je ) 5929 bp '
replikaéni pocatek. Vektor pET42b systému
pET byl primarmé vyvinut za Ucelem fuze
vkladaného genu s GST (Glutathion-S-
Transferaza) (Smith & Johnson, 1988).

V této praci vSak tato vlastnost pouzita Obrazek 10: Vektor pET42b. KanR. Ori je pocatek
replikace. Ostatni vlastnosti viz text prace.

nebyla. GST kotva byla nahrazena genem

spr0929 vlozenym pres restrikéni mista Ndel/Xhol. Toto konkrétni misto vlozeni umoznilo
vznik transla¢ni fuze 8xHIStagovou kotvou pfitomnou na vektoru. Pro ucely exprese nese
vektor T7 laktozovy promotor, T7 terminator a prvky laktézového operonu: lac operaéni misto
a gen pro IPTG-inaktivovatelny lac represor. (Dubendorff & Studier, 1991). NevyuzZitou
vlastnosti je replikaéni podatek bakteriofiga fl umoZiiujici tvorbu viriond obsahujicich
jednovldknovou DNA odpovidajici kédujicimu vldknu.

pAkCmDEk (Novakova et al., 2005) je vektor pro ptipravu mutanta S. pneumoniae v genu
stkP. Obsahuje okoli pfed a za timto genem pro Ucely vlozeni vektoru pomoci mechanismu
homologni rekombinace. Dale vektor obsahuje gen rezistence k chloramfenikolu kvili
pozitivni selekci. Vektor byl v linearizované formé pouzit pro piipravu kmene Sp744,
nesoucich FLAGem znaceny gen spr0929 pod nativnim promotorem.

Janus kazeta (JK) (Sung et al., 2001) je linearni DNA konstrukt (1333pb) pro deleci
vybraného genu S. pneumoniae. Obsahuje gen kan udélujici rezistenci ke kanamycinu (Kan®).
Markerem pro negativni selekci, pouzivané pfi odstrafiovani kazety je rpsL”’. Gen rpsL koduje
protein S12 malé ribozomalni podjednotky. Bodova mutace K52T v S12 zplisobuje dominantni
citlivost ke streptomycinu (Sm°®). Janus kazeta byla pouzita pro pfipravu kmenii Sp711 a Sp712
pii pfipravé dvojitych mutant s vloZzenym FLAG epitopem v nativnim lokusu genu spr0929.

Sweet Janus kazeta (SJK) (Li et al., 2014) se pouZiva pro deleci genu zajmu. Diky
vlozené kazeté ziskaji transformanti markery pro pozitivni a negativni selekci. SJK (Obrazek
11) je modifikaci diive vyvinuté Janus kazety.

Problémem piivodni Janus kazety je spontanni konverze rpsL” na Sm'rpsL alelu, vedouci

k falené pozitivité béhem negativni selekce. K tomuto jevu dochazi s frekvenci 10 az 107
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SJK tento nedostatek fesi zavedenim dalSiho markeru pro negativni selekci — genu sacB z
bakterie Bacillus subtilis. Tento gen koduje enzym levansukrazu, kterd ptreménuje sacharézu
na vysokomolekularni frukt6zové polymery. V pfitomnosti sacharozy je exprese sacB letalni.

Konverze obou markerti SacB a rpsL” je pravdépodobna pouze s frekvenci 107.

delta_spre929 (6866 bp)

1,508 2, a0a 2,500 3,000 3,508 4,000 4,508 5,080 5,588 6, eee

4 sacB APH/kanR rpsL+ | spregse
[spreges SWEET JANUS b [ spressi

Obrazek 11: Sweet Janus kazeta. Mapa lokusu spr0929 s vlozenou SJK. SJK nese dva negativni selek&ni
markery sacB a rpsL™ a jeden pozitivni selekéni marker kan.

4.1.4 Chemikalie

Pouzité chemikalie jsou abecedné sefazeny v ndsledujici Tabulce 6. Ve sloupci
oznateném Vzorec/zkratka je uvedeno oznaCeni pouzivané v textu. VSechny uvedené

chemikalie dosahovaly analytické Cistoty.

Nazev Firma Vzorec/Zkratka Pouziti

1,4 - Dithiothreitol Sigma-Aldrich dTT ‘ Kinazova reakce in vitro

2’- deoxyadenosin -5’- trifosfat Promega dATP PCR nukleotidy

2’- deoxythymidin -5'- trifosfat Promega dTTP ‘ PCR nukleotidy

2’- deoxycytidin -5°- trifosfat Promega dCTP PCR nukleotidy

2’- deoxyguanosin -5 - trifosfat Promega dGTP ‘ PCR nukleotidy

Agaroza Sevac Priprava DNA agarézového gelu
Akrylamid Sigma-Aldrich ‘ Pfiprava gelu na 1D SDS PAGE
ATP solution Sigma-Aldrich ATP Kindzova reakce in vitro
Amidova ¢ern Lachema ‘ Ptiprava roztoku amidové ¢erné

Ampicilin Sigma Amp Priprava selekénich médii

Anti-FLAG® M2 Magnetic Beads Sigma-Aldrich Purifikace proteint s Flagovou kotvou

Bacto agar Oxoid Priprava pevnych pid na kultivaci
Bromfenolova modi Lachema BPB ‘ Priprava vzorkového pufru
Casiton BD company Priprava gelozy

Comassie Blue R250 Merck ‘ Barveni SDS-PAGE gelu

Complete™ Mini EDTA-free

Protease Inhibitor Cocktail Roche Inhibitor protedz na izolaci proteint

Kompetenci stimulujici peptid Biopharm CSP ‘ Indukce kompetence béhem transformaci
Deoxycholat sodny Merck DCNa izolace chDNA a Piiprava SEDS

Dihydrogen fosfore¢nan draselny Lach-Ner KH2PO4 ‘ Piiprava PBS

Dihydrogen fosfore¢nan sodny Lach-Ner NaH:PO,4 Priprava _ roztokil  na purifikaci  proteind s

Flagovou kotvou

. ¢ Ptiprava roztokti na izolaci DNA a roztoki na
Dodecylsulfat sodny Serva SDS pHipravu 1D SDS-PAGE
D-glukoza Lachema Piiprava médii pro kultivaci
Ethanol Lachema EtOH Izolace chDNA, piidavek do Wash pufra
Ethyl.endlammtetraoctova Sigma-Aldrich EDTA Prlprava SEDS a pufru TAE, kinazova reakce in
Kkyselina vitro
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Priprava fenol/chloroformovych smési na izolaci

Fenol Sigma-Aldrich chDNA
. New " o .

Purple Loading Dye 6x England Biolabs Ptiprava vzorkii na DNA elektroforézu

Gel Red Nucleic Acid Stain Biotium Vizualizace DNA na agarézovém gelu

Glycerol Lach-Ner Priprava konzerv/prekonzerv a vzorkového pufru

Glycin Serva Gly Ptiprava pufru na blotovani a elektroforézu

Heptahydrat hydrogen Lach-Ner Na:HPO.7H.0 | Piiprava PBS

fosfore¢nanu sodného

Hovézi sérovy albumin, frakce V Carl Roth BSA Priprava blokovaciho roztoku a roztoku protilatek

Chlorid draselny Serva KCl Ptiprava PBS
Piiprava TBS-T, TBS, SEDS, dezintegraéniho

Chlorid sodny Lach-Ner NaCl pufru, gelozy a pufri na purifikaci proteinu s
Flagovou kotvou, slozka kinazové reakce in vitro

Chlorid manganaty Sigma-Aldrich MnCl, Kinazova reakce in vitro

Chlorid vapenaty Sigma-Aldrich CaCl, Priprava kompeten¢niho média TSB

Chloroform Lach-Ner :::ézice chDNA a pfipravé fenol/chloroformové

Imidazol SigmaA G Prlprqva roztok na purifikaci proteint s
histidinovou kotvou

Izopropanol Lach-Ner Izolace chNDA

Izt.)propyl p-D-1- . Sigma-Aldrich IPTG Indukce vektoru pET42b

thiogalaktopyranozidaza

Kanamycin Sigma-Aldrich Kan Piiprava selekénich médii

Kvasinkovy extrakt Oxoid Ptiprava LB média

Kyselina chlorovodikova Sigma-Aldrich HCI Priprava TE pufru a SEDS

Kyselina octova Lach-Ner Ptiprava amidové ¢erné

p-merkaptoethanol Sigma-Aldrich Ptiprava vzorkového pufru

Methanol BDH : MetOH Prlprav? pufru na blotovani, aktivace PVDF

Prolabo Chemicals membrany

Ni-NTA agarose Qiagen Purifikace proteint s histidinovou kotvou

Neopepton Dufci Priprava gelozy

Octan Sodny Sigma-Aldrich CH;COONa Izolace chDNA

Paraformaldehyd (16 %) ggieeiﬁ%flsmr OH(CH,O)nH Ptiprava fixovanych preparatii na mikroskopii

Peroxosiran amonny Lachema APS Priprava gelu na 1D SDS PAGE

Siran zine¢naty Sigma-Aldrich ZnSO4 Indukce exprese proteinu Spr0929

Tetracyklin USB Tet Priprava selekénich médii

Tetramethylendiamid Serva TEMED Priprava polyakrylamidového gelu

Tris- . . . - .

hydroxymethyl aminomethan Sigma-Aldrich Tris-base Priprava gelozy

Tris- - SRS

hydroxymethyl aminomethan Sigma-Aldrich Tris-HCI L) (S ELDS, P, L18) &) MIERS, Lot o e o

in vitro

hydrochlorid
Tryptone Oxoid Pfiprava LB média
Tween 20 Sigma-Aldrich Priprava TBS-T, koloniova PCR

Tabulka 6: Seznam chemikalii.

4.1.5 Kultivacni média a pudy

Tabulka €. 7 shrnuje chemikélie pouZité na vyrobu 1 1 média. Na tento objem byla smés

doplnéna pfidanim destilované vody. Pfi ptipravé pevnych pud byl do média pfidan 1,5% agar.

Pro kultivaci E. coli bylo pouzito LB médium, jako selek¢ni marker byl pouzit kanamycin (25

pg/ml) nebo ampicilin (100 pg/ml). Ostatni média byla pouZita pro kultivaci S. pneumoniae,
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jako selekéni marker byla pouzita sacharéza o vysledné koncentraci 10 %, nebo ATB

kanamycin (200 pg/ml) ¢i tetracyklin (2,5 pg/ml). Sterilizace ptipraveného média probéhla v

autoklavu.
Médium SloZeni
TSB médium 30 g TSB (Tryptic soy broth) (Oxoid)

Kompetenéni TSB médium

TSB médium + 10 ml 0,ImM CacCl,, 25 ml 8% BSA, pH 8 (dosazeno ptidanim 67ul NaOH)

Krevni agar

Columbia agar s pfidavkem 5 % defibrilované berani krve

(LabMediaServis)
Geloza Glukoza (1 g), NaCl (5 g), neopepton (5 g), Tris-base (1,25 g), casiton (10 g), agar (10 g)
LB médium NaCl (10 g), kvasinkovy extrakt (5 g), tryptone (10 g), vysledné pH 7,5

C+Y médium (Lacks & Hotchkiss,

1960)

PreC (L-cystein HC1 0,01125 g; octan sodny 2 g; kasein hydrolyzat 5 g;

L-tryptofan 0,006 g; K2HPO4 8,5 g), 0,4 mM MnCI2 1 ml; 20% glukdza 10 ml; roztok ADAMS
I 25 ml; 3% glutamin 7,3 ml; 2% pyruvat sodny 15 ml; 1,5 M sacharéza 6,3 ml; 0,2% uridin

adenosin 10 ml; 10% kvasni¢ny extrakt 25 ml; 1 M HCI 20 ml

Vysledné pH 6,8

Tabulka 7: SloZeni pouZitych médii. VztaZzeno na 1 1 objemu.

4.1.6 Pufry a roztoky

Seznam pufri pouzitych pufrii a dalSich roztoki je uveden nize.

Nazev pufru SloZeni Pouziti
NaCl (8 g), KCI (0,2 g), Na2HPO4.7H20 (2,68 g),

PBS pufr KH2PO4 (0,24 g) Promyvani bunék pied rozbitim, fixace bunék
vysledné pH 7,4

TAE pufr 40mM Tris, 2mM EDTA, vysledné pH 8,5 DNA elektroforéza

TE pufr 1mM EDTA, 10mM Tris-HC], vysledné pH 8,0 Izolace chDNA

P 50mM Na2H2PO4, 300mM NaCl, 10mM imidazol,
Lyticky pufr

vysledné pH 8

Promyvaci pufr

50mM Na2H2PO4, 300mM NaCl, 20mM imidazol,
vysledné pH 8

Eluéni pufr

50mM Na2H2PO4, 300mM NaCl, 250mM imidazol,
vysledné pH 8

Dialyzaéni pufr

25mM Tris, 100mM NaCl, vysledné pH 7,5

Purifikace proteint s histidinovou znac¢kou pomoci
Ni-NTA agarozy

Amidova ¢ern

40% metanol, 10% kyselina octova, 0,1% amidova cerni

Blokovaci pufr

5% BSA, TBS-T pufr

Blotovaci pufr

48mM Tris, 39mM glycin, 0,0375% SDS, 20% methanol

Dezintegra¢ni pufr

20mM Tris, pH 7,0

0,05% Tween-20, 137mM NaCl, 20mM Tris

Prenos proteini na membranu a imunodetekce

TBS-T vysledné pH 7,6
Elektroforeticky 0,025mM Tris, 0,192 M glycin, 0,1% SDS, vysledné¢ pH
pufr 8,3

Vzorkovy SDS
pufr 5x

15% SDS, 20% glycerol, 25% p-merkaptoethanol,
bromfenolova modf, 350mM Tris, vysledné pH 6,8

SDS-PAGE

Tabulka 8: Seznam pufri, jejich slozeni a pouziti.
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4.1.7 Gely

Agarézovy blo¢ek na mikroskopii

90 mg agardzy bylo povatrenim rozpusténo v 9 ml PBS pufru (viz Tabulka 8) za vzniku

1% agardzy v PBS Cely objem se nechal utuhnout v Petriho misce a nasledné byly vytezany

ctvercové blocky

DNA agardézovy

cca. 1x1 cm.

gel

Agar6za byla povarenim

poZadované konc

SDS-PAGE gely

entrace.

rozpusttna v TAE pufru (viz

Tabulka 8) dle

Tabulka 9: SloZeni geli na SDS-PAGE.

4.1.8 Enzymy

Délici gel 0 objemu 20 ml 12 % | Zaostiovaci gel 0o objemu6 ml 4 %
30% akrylamid 8ml 30% akrylamid ‘ 800pl1
1,5M Tris pH 8,8 Sml 0,5M Tris pH 6,8 1,5ml
10% SDS 200ul | 10% SDS ‘ 60pl
10% APS 200ul | 10% APS 60pl
TEMED 20pl | TEMED ‘ 7,5ul
H.0 6,6ml | H.O 3,6ml

Seznam pouzitych enzymu a jejich funkce. Reakéni podminky, véetné volby pufrt byly

nastaveny podle doporuceni vyrobce. VSechny pouzité restrikéni enzymy jsou od firmy New

England BioLabs.

Modifikaéni enzymy Restrikéni enzymy
Enzym Firma Enzym Misto Stépeni
Benzonaza Merck BamHI G/GATCC
PfuX DNA polymeraza = Jena Bioscience gl GA/TC
Phusion polymeraza New England Biolabs EcoRI-HE G/AATTC
Proteinaza K Roche Ndel CA/TATG
Purple Taq polymeraza | Top Bio Nod-HF GC/GGCCGC
T4 DNA ligaza Fermentas Spel-HF A/CTAGT

— Xhol C/TCGAG

Tabulka 10: Modifika¢ni a restrikéni enzymy (RE). RE maji vyznacena restrik¢énimi mista.

4.1.9 Protilatky

Seznam protilatek pouZitych pro imunodetekci. Redéni probihalo do 15 ml TBS-T s
piidavkem 1% BSA.
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Protilatka Firma Typ protilitky ~ Redéni Pouziti

Anti-FLAG F7425 Sigma-Aldrich. Primarni 1:10 000 Krali¢i protilatka proti FLAG epitopu

. Santa Cruz . . . Monoklonalni mysi protilatka konjugovana
Anti-GFP Biotechnology Konjugovand 1:10000 s kfenovou peroxidazou proti GFP
Anti-His . . . . . Monoklonalni mysi protilatka konjugovana
A7058 sligmh i, Ko 1:25 000 s kfenovou peroxidazou proti poly-His

. Cell Signalling S ot Lo 1ixs . .
Anti-P-Thr Primérni 1:50 000 Polyklonalni krali¢i protilatka proti P-Thr

Technology

Anti-StkP Apronex Primarni 1:700 000 Krali¢i protilatka proti C-Stk1 (PASTA)
Anti-PhpP Apronex Primarni 1:20 000 Krali¢i protilatka na zakazku
Anti-Rabbit IgG - 8 T AT ] .
PEROXIDASE Sigma-Aldrich.  Sekundérni 1:5000 Protildtka proti krli¢imu IgG konjugovand
A0545 s kfenovou peroxidazou

Tabulka 11: Seznam protilatek pouzitych na imunodetekci.

4.1.10 Komer¢ni soupravy, standardy a dal$i materidly

Seznam komerc¢nich souprav (kitll) a jinych materidlii, pouzitych v této diplomové praci.

Komer¢ni soupravy, standardy Pouziti

Membrana slouzici k zachyceni proteint z polyakrylamidového

Immobilon-P PVDF membrana (Millipore) i

Dialyzac¢ni kazety 0,5ml a 3ml (Thermo Fisher Scientific) | Dialyza proteini
Poly-prep skli¢ko (Sigma-Aldrich)

Ptiprava fixovanych mikroskopickych preparatt

Vectashield (Vector Laboratories) Priprava mikroskopickych preparati s DAPI fluoroforem

Min EluteTM Reaction Cleanup Kit

O Souprava k pteéisténi fragmentit DNA po probéhlé PCR reakci

Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific)

Stanoveni koncentrace proteinti

QIAquik Gel Extraction Kit (Qiagen)

Souprava k izolaci DNA z agar6zového gelu

QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen)

Souprava k izolaci plasmidové DNA

WesternBright ECL HRP substrate (Advansta)

Substrat k vyvolani chemiluminiscen¢niho signalu pii
imunodetekci

WesternBright Sirius HRP substrate (Advansta)

Substrat k vyvolani chemiluminiscen¢niho signalu pfi
imunodetekci

SimplyBlue™ SafeStain (Invitrogen)

Barveni proteinovych polyakrylamidovych gela

Color Prestained Protein Standard Broad Range (New

England BioLabs)

Proteinovy standard (11-245kDa)

GeneRuler™1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientifis)

DNA standard (75-20000pb)

Tabulka 12: Seznam komerc¢nich sad a dalSich materiald.
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4.1.11 Laboratorni pfistroje

Centrifugy:
e  Centrifuge 5417C
e UNIVERSAL 320 R (Hettich)
e  Micro 120 (Hettich)
Cyklery:
BIOER (GenePro)
Mastercycler gradient (Eppendorf)
Elektroforézy:
ATTO (Atto corporation)
OWL EASYCAST™ B1A (Thermo Fisher Scientific)
NOVEX XCell SureLock (Invitrogen)
Spektrofotometry:
DU-730 Life Science UV/Vis Spectrophotometer (Beckman Coulter)
NanoDrop™ Lite Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific)
Prim'Light (Secomam)
Microplate Absorbance Reader 800 TS (BioTek)
Véhy:
Sartorius-laboratory (Sartorius)
Sartorius-handy (Sartorius)
Mikroskopy:
Mikroskop Olympus CellR IX 81 microscope (Olympus)
o Kamera Olympus FV2T Digital B/W Fireware Camera (Olympus)
Mikroskop Olymus CellVivo IX 83 (Olympus)
o Kamera Photometrics Prime 95B (Photometrics)
Ostatni pfistroje:
Dezintegrator bunék FastPrep FP120 (ThermoSavant)
Dokumentace blotti G:Box Chemi XRQ instrument (SynGene)
Dokumentaéni systém na agarézové gely InGenius (SynGene)
Magneticka michacka (Thermo Fisher Scientific)
Magneticky separator Dynal MPC-S (Dynal)
Ttepacka Innova® 42 — Incubator Shakers Series (New Brunswick Scientific)
Kyvacka ProBlotTM Rocker 25 (Labnet)
Kyvacka Everlast Rocker 247 (Benchmark Scientific)
Rotator Bio RS-24, Mini-rotator (Biosan)
Suchy termostatovany blok ThermoStat Plus (Eppendorf)
Vortex VX-200 Lab Vortexer Vortex Mixer (Labnet)
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e  Zafizni pro Western Blot GEL BOX, VERTICAL BLOTTER (Labnet)
e  Vodni lazné Julabo 7A, 5M a U3 (Julabo)

4.1.12 Software

Softwarové nastroje pouzité na zisk, zobrazovani a analyzu dat, zapis protokold a

bioinformatické metody:

Nazev Pouziti

ImageJ Program k zobrazeni a analyze mikroskopickych snimki
MicrobeJ Doplnék ImagelJ pro méfeni velikosti bunék

Violin_plot.r Skript pro tvorbu grafi velikosti bunék (vlastni)

Benchlink Online nastroj na zapis protokoli a praci s genetickymi mapami
SnapGene Zobrazeni genetickych map

EMBOSS Water Online nastroj na sekvenéni alignment pro vyhodnoceni sekvenaci
Gene 5 SW piislusenstvi ptistroje Microplate Reader 800 TS
GeneSnap Prislusenstvi dokumentacniho systému InGenius

GeneSys Piislusenstvi dokumentaéniho systému G:Box Chemi
Excellence RT Prislusenstvi mikroskopu Olympus CellR

Tabulka 13: PouZity software.

4.2 Metody

4.2.1 Manipulace s DNA

4.2.1.1 PCR

Molekularné-biochemickd metoda polymerazové tetézové reakce (PCR — Polymerase
Chain Reaction) umoziuje syntézu velkého mnoZstvi pozadovaného useku DNA, ohrani¢en¢ho
kratkymi oligonukleotidy z DNA templatu. Je zaloZena na replikaci DNA pomoci termostabilni
DNA polymerazy a probiha v cyklech. Pocet cyklii pro amplifikaci templatu byl 35, pokud neni
uvedeno jinak. Kazdy cyklus ma tfi ¢asti (denaturace, hybridizace oligonukleotidil a elongace
pozadovaného useku DNA) liSici se teplotou. Teplotu hybridizace oligonukleotidi (Tm; °C)
lze urcit na zaklad¢ jejich sekvence, a to podle vzorce:

Tm=2A+T)+4(G+C)

Doba elongace zavisi na délce amplifikovaného fragmentu a na pouZité polymeraze a
byla tedy zvolena podle pokynt vyrobce. Reakéni smés vzdy tvofila DNA polymeraza a
ptislusny pufr v koncentracich doporucenych vyrobcem, smés dNTP o koncentraci 10 mmol/l

a oligonukleotidy ,,forward a reverse“ o koncentracich 10 uM. Jako templat byla pouZita
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chDNA nebo plazmidova DNA. Oligonukleotidy pouzité v reakci byly pfipraveny firmou
Eurofins Genomics. Seznam oligonukleotidl pouzitych v této praci je uveden v Tabulce 5.

PCR slouzila k ovéfovani modifikace genomu pfipravovanych kmenti a k amplifikaci
fragmentt pii konstrukci plasmidi a transformovanych DNA fragmentd.

Pro kontrolni PCR reakce slouzici k ovéfeni spravnosti pfipravovanych konstrukt byla
pouzita Purple Taq polymeraza (Top Bio) bez schopnosti oprav chyb pii amplifikaci. Tento typ
polymerdzy ma vysokou enzymatickou aktivitu a predstavuje ekonomické feSeni. Polymerazy
PfuX (Jena Bioscience) a Phusion polymeraza (New England Biolabs) byly pouzity pro
klonovani a ptipravu sekvenacnich reakci. Tyto polymerazy se diky opravné aktivité vyznacuji
vysokou piesnosti.

V této praci byla vyuZzivana téZ metoda fuzni PCR, kterd umoziiuje spojit vice
fragmentlh DNA v jeden celek. Oligonukleotidy pro amplifikaci fizovanych fragmentl byly
navrzeny tak, aby jejich konce obsahovaly vzajemné komplementarni sekvence. Jinak probiha
tato reakce beze zmén oproti klasické PCR.

Dalsi vyuzitou modifikaci klasické PCR je koloniova PCR. Ta jako templat pouziva
piimo Cast kolonie odebrana sterilnim paratkem z pevného média nebo 0.5 pl tekuté kultury.
Metoda byla pouzita pro kontrolu vlozeni ¢i odstranéni konstruktu do chromozomu S.
pneumonie. Pouzitou polymerazou je v tomto ptipadé¢ Taq Purple polymeraza (Top Bio). Do
reakéni smési byl kromé reaktantl doporucenych vyrobcem piidan 10% Tween 20, coz je
detergent pro dezintegraci bakterialni BS. Pocatecni faze programu PCR byla prodlouzena na

8 minut, zbytek probihal beze zmén oproti klasické PCR.

4.2.1.2 Elektroforéza v agar6zovém gelu, izolace DNA z gelu

Pro analyzu DNA pomoci gelové elektroforézy byl pouzit agar6zovy gel o hmotnostni
koncentraci 0,8 %, ptipraveny z 0,32 g agarzy a 40 ml TAE pufru. Pro zviditelnéni DNA pod
UV zafenim bylo ptfiddno barvivo GelRed (Roche). K nandSenym vzorkiim byl pfidan 6x
Loading Dye (New England Biolabs). Jako standart k urceni velikosti fragmentii byl pouZit
GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo scientific). Elektroforéza probihala v TAE pufru
pii napéti 5 V/em za pouZiti ptistroje OWL EASYCASTTM B1A (Thermo Fisher Scientific).
Separovana DNA byla nasledné vizualizovdna pod UV svétlem a v piipadé potreby dale
izolovana z gelu.

Izolace z gelu probihala s pouzitim komercni sady QIAquik Gel Extraction Kit (Qiagen)
podle dodaného protokolu.
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4.2.1.3 Izolace chDNA

K izolaci chDNA jsem vyuzival metodu fenol-chloroformové extrakce nasledované
srazenim soucinnosti alkoholu a soli.

200 pl kmene S. pneumoniae, bylo z konzervovaného vzorku zaockovano do 10 ml TSB
média. Po dosazeni OD ODgoo = 0,8 byla kultura centrifugovana 10 minut pii 9000 rpm.
Vysuseny pelet byl resuspendovan ve 250 pul SEDS a inkubovén pii 37°C po dobu 20 min,
dokud nedoslo k uplnému zlyzovani bun¢k (vyceteni vzorku). Kvili degradaci proteinti byl
v dal$i fazi pridan 1 pl proteindzy K (2 mg/ml) a vzorek byl inkubovan 15 minut pfi teploté
56°C. Nasledné byl objem vzorku doplnén na 500 pl doddnim 250 pl TE pufru. Poté bylo
piidano 500 pl smési fenol:chloroform v poméru 1:1. Po protiepani byl vzorek centrifugovan
(10 min, 13 000 rpm) a doslo k oddéleni vodné faze. Ta byla odebrana do nové zkumavky a
doplnéna o 500 pl chloroformu. Opét doslo k promichéani a centrifugaci za stejnych podminek
a vodna faze byla opét osamostatnéna prevedenim do nové zkumavky. Nasledné¢ doslo k
vysrazeni chDNA pfidanim 50 pl 3M NaOAc a 500 pl izopropanolu a protiepanim. Po
centrifugaci (10 min, 13 000 rpm) byla ziskana peleta vysuSena a promyta 400 ul 80 % EtOH.
Po opétovném vysuseni pelety byla ziskana chDNA rozpusténa ve 100 ul TE pufru.

4.2.1.4 Izolace plazmidové DNA

Plazmidova DNA byla izolovana z noc¢niho inokula bun¢k E. coli kultivovanych
v 10ml LB média s piidavkem ptislusSného antibiotika pii stalé teplot¢ 37°C v tiepacce (200
rpm). Pro izolaci plazmidu byla pouzita komercni souprava QIAprep Spin Miniprep Kit

(Qiagen). Pti izolaci byly dodrZeny pokyny vyrobce.

4.2.1.5 Stépeni DNA restrikénimi endonukleazami

Restrikéni endonukledzy (RE; restriktazy) jsou enzymy, které rozpoznavaji specifickou
sekvenci na DNA (vétSinou palindrom). Po navazani dochazi ke Sté€peni obou vlaken
rozru$enim vazeb mezi deoxyribézou a fosfitovym zbytkem. Stépenim lIze ziskat DNA
s definovanymi konci s moznosti jednovldknovych piesahli pro pfesnou a orientovanou ligaci.

V této praci byly pouZity enzymy od firmy New England Biolabs, uvedené v Tabulce 10.
Pro konkrétni par enzymi byl pouZit optimalni pufr a podminky doporucené vyrobcem.

V ptipad¢ potieby byly vzniklé fragmenty rozdéleny na agar6zovém gelu a extrahovény,
v pfipadé malych pfesahli se nabizela moznost precisténi reakcéni smési pomoci soupravy

MinElute Reaction CleanUp Kit (Qiagen).
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4.2.1.6 Ligace DNA

Metoda byla pouzita ke spojeni fragmentli DNA Stépenych pomoci RE pfi konstrukei
klonovacich vektort. Reakci provadi enzym T4 DNA ligaza, ktery katalyzuje tvorbu
fosfodiesterové vazby mezi useky DNA.

Pomér mezi vektorem a fragmentem byl 1:2. Déle reakéni smés tvotily 2 ul T4 DNA
ligdzy a 2 pl ligacniho pufru 10X T4 DNA Ligase buffer (Fermentas). Reakce probihala v
celkovém objemu 20 ul pii 22°C po dobu 1 hodiny.

4.2.1.7 Mistn¢ specificka mutageneze

Tato metoda in vitro mutageneze slouzila ke vneseni bodové mutace do pfesné uréen¢ho
mista na plazmidové DNA. Jedna se o metodu zalozenou na modifikované PCR s mutagennimi
oligonukleotidy, ktera je oznaCovana jako QuikChange Site-directed Mutagenesis (v této praci
oznacované zkracené QuikChange).

Par mutagennich oligonukleotidii pouzitych pro amplifikaci byl navrzen tak, aby byl
vzajemn¢ komplementarni a nesl pozadovanou bodovou zaménu. Jejich délka byla okolo 40
nukleotidd.

Pro PCR reakci se pouziva polymeraza PfuX. SloZeni reak¢ni smési odpovida bézné PCR
s 30ng templatové DNA. Program je nastaven na 16 cykli a teplota hybridizace oligonukleotidii
na konstantni hodnotu 55°C, nezavisle na délce oligonukleotidu.

Po skonceni PCR reakce se ve smési kromé DNA s vnesenou mutaci nachazi téz ptivodni
nemutovana DNA. Jeji specifické odstranéni restriktazou Dpnl je zalozené na odlisné mite
metylace, metylovana jsou pouze ptivodni vlakna. Enzym Dpnl Stépici metylovanou DNA byl
do reakce pridan ihned po skon¢eni PCR reakce a smés byla inkubovana pii teploté 37°C po
dobu 1 hodiny. Poté doslo k transformaci mutovaného plazmidu do kompetentnich bunék E.
coli, jeho izolaci a sekvenaci.

V této préaci byla metoda vyuzita ke konstrukci plazmidd nesoucich fosfoablativni
bodovou zaménu T255A v genu spr0929. Mutagenni oligonukleotidy nesou oznaceni AU273
a AU274, viz Tabulka 5 na str. 44.

4.2.1.8 Sekvenace DNA

Metoda slouZila k ovéfovani sekvenci plazmidové DNA a spravnosti vnaSenych
genetickych tprav do chDNA pneumokoka. Sekvenac¢ni sluzby pro tuto praci poskytla firma

SeqMe. Pfi piipravé sekvena¢nich reakci byly dodrzeny doporucené koncentrace DNA a
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oligonukleotidi. Nésledné vyhodnoceni spravnosti sekvence bylo provedeno metodou

sekvencniho srovnani pomoci online néastroje EMBOSS Water.

4.2.2 Manipulace s proteiny

4.2.2.1 Ptiprava rychlych proteinovych lyzatt (SEDS)

Z exponencidlné¢ rostouci kultury bylo do ¢ist¢ 1,5 ml mikrozkumavky odebrano
mnozstvi, které¢ odpovida 1 ml kultury o ODsoo = 0,4. Buniky byly centrifugovany (2 min, 17949
g). Supernatant byl odstranén a buiiky byly znovu krétce sto¢eny. Po odsati zbytku média byla
peleta resuspendovana ve 20 pl roztoku SEDS. Nésledovala inkubace ve 37°C lazni, kde doSlo
k 1yzi bun¢k a vycefeni roztoku. Délka inkubace zavisela na pouzitém kmeni, maximalni doba
byla 15 minut. Nasledné bylo ke vzorku pfidano 20 pl 2x koncentrovaného denaturacniho
vzorkového pufru (fedén z 5x koncentrovaného destilovanou vodou). Po ptfidani pufru byl
vzorek 5 minut inkubovan v termoblocku pti 99°C.

Tato metoda byla v praci vyuzita pro piipravu celkovych proteinovych lyzati S.
pneumoniae pro SDS-PAGE a naslednou imunodetekci. Na SDS-PAGE bylo nanaseno 15 pl

takto pfipraveného vzorku.

4.2.2.2 lzolace proteini mechanickou dezintegraci bunck

Druhym zplisobem izolace proteinii byla metoda mechanické dezintegrace bunék pomoci
pristroje FastPrep FP120 (ThermoSavant).

Narostla kultura o ODsoo = 0,4 v objemu 50 ml byla centrifugovana v centrifuze Hettich
Universal 320 R (5 min, 9 000 rpm, 4 ° C), supernatant odstranén a peleta vysusena. Peleta byla
nasledné¢ resuspendovéna ve 400 pl dezintegra¢niho pufru (20 mM Tris, pH 7,0) a doplnéna
pfidanim 150 pl inhibitoru proteaz cOmplete mini EDTA-free (Roche) a 0,5 pl benzonazy,
kterd byla drZena na ledu. Cely objem byl pak pfeveden do mikrozkumavek obsahujicich
sklenéné kulicky a jemny zirkoniovy pisek.

Zkumavky byly vloZeny do pfistroje Fast Prep FP120, kde byly buiiky mechanicky
dezintegrovany rychlosti 4,5 m/s po dobu 20 sekund. Po skonceni dezintegrace bylo nutné
mikrozkumavky chladit 2 minuty na ledu, aby nedoslo k piehiati vzorku. Tento cyklus se
opakoval 4x.

Po rozbiti bunék nasledovala centrifugace v centrifuze Hettich Micro 120 (5000 rpm, 10
min, 4°C). Supernatant obsahujici bezbunécny proteinovy extrakt byl pieveden do nové

zkumavky a uchovan piti -20°C.
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4.2.2.3 Stanoveni koncentrace proteinil

Pro kolorimetrické¢ stanoveni koncentrace proteinii byla pouzita komeréni souprava
Pierce BCA ProteinAssay Kit (Thermo Fisher Scientific). Provedeni této metody bylo dodrzeno
dle pokynt vyrobce.

Principem metody je uvolnéni ionti médi Cu®** po reakci s peptidovou vazbou
stanovovanych proteind. Uvolnéné ionty tvoii komplex s kyselinou bicinchoninovou (BCA).
Pti reakci vznika zbarveni, jehoZ intenzita je kvantifikovana spektrofotometrickym métenim
pfi vlnové délce 562 nm.

K provedeni méteni koncentrace je nutné sestavit kalibra¢ni kiivku na zdklad¢ znadmych
koncentraci BSA. Po proloZeni této kiivky pfimkou byla ziskdna rovnice linearni regrese.
Dosazenim hodnoty absorbance naméiené ve vzorcich byla dopocitana koncentrace proteinu.

Stanoveni koncentrace vzorku probihalo v triplikatech.

4.2.2.4 Polyakrylamidova gelova elektroforéza v ptitomnosti SDS

Metoda oznacCovana jako SDS-PAGE slouzi k separaci proteint podle jejich molekulové
hmotnosti v polyakrylamidovém gelu s piidavkem dodecylsiranu sodného (SDS), ktery
proteiny denaturuje a doda jim shodny zaporny naboj.

Reaktanty pro pfipravu 4% zaostfovacitho a 12% separaéniho gelu jsou uvedeny
v Tabulce 9 na str. 50 vcetné jejich pouzittho mnozstvi. Po sestaveni aparatury na
elektroforézu a naliti elektroforetického pufru (viz Tabulka 8 na str. 49) byly do jamek
naneseny vzorky o objemu 15 pl, smichané se vzorkovym pufrem, které byly piedem
denaturovany povarenim v termoblocku pii 99°C po dobu 5-10 minut. Jako marker
molekulovych hmotnosti byl pouzit Color Prestained Protein Standard Broad Range (New
England BioLabs). Do volnych drah bylo naneseno 10 pl vzorkového pufru, aby se zamezilo
»smiling* efektu.

Elektroforéza probihala ve vertikalnim uspotfadani v aparatuie od spolecnosti ATTO
corporation pii napéti 15 V/cm? do doby, nez doslo k dostate¢nému rozdéleni proteinfi na
zaklad¢ viditelného standardu a cela.

Druhou pouzitou aparaturou byl NOVEX XCell SureLock (Invitrogen) v kombinaci
s komer¢nimi 12% gely Novex Tris-Glycine Gels s pouzitim stejného elektroforetického pufru.
Elektroforéza probihala s napétim 225 V po dobu pfiblizn€ 35 minut. Tato sestava byla pouZita

k elektroforézdm souvisejicim s priikazem fosforylace v in vitro podminkéch.

59



Pro nasledné barveni gelti byl zvolen rychly zpiisob barveni pomoci SimplyBlue™
SafeStain (Invitrogen). Protokol pro barveni s pouzitim mikrovinné trouby byl proveden podle

pokyntl vyrobce.

4.2.2.5 Ptenos proteinii na membranu (,, Western blot*) a jejich imunodetekce

Pro imunodetekci proteini v  analyzovaném = vzorku, rozd€lenych na
polyakrylamidovém gelu, bylo potfeba ptenést tyto proteiny na membranu. Pouzita membrana
Immobilon-P™ PVDF (Millipore) byla ptfed sestavenim sendvice aktivovdna metanolem a
nasledné ponotena do blotovaciho puftru.

Samotny ptenos proteinit probihal v blotovacim pufru pomoci metody mokrého
elektroblotu za pouZiti pfistroje Gel BOX Vertical Blotter (Labnet). Proces blotovani trval 30
minut pii 360 mA a byl proveden za laboratorni teploty. Pti praci bylo postupovano podle
doporuceni vyrobce.

Po skonceni blotovani byla membréna blokovana na kyvacce v TBS-T pufru s 5 %
BSA, délka blokace byla zavisla na pouzité protilatce. Protilatky byly fedény v roztoku TBS-T
s pfidavkem 1 % BSA. Seznam pouzitych protilatek a jejich fedéni je uveden v Tabulce 11. Pii
pouziti protilatek Anti-P-Thr, Anti-StkP a Anti-PhpP a Anti-GFP trvala blokace 1 hodinu.
V piipadé protilatky Anti-FLAG probihala blokace ptes noc pii 4°C. Poté byla membrana
vystavena sekundarni protilatce, fedéné v roztoku TBS-T s pfidavkem 1 % BSA a inkubovana
pies noc pifi 4°C, svyjimkou Anti-FLAG (inkubace 2 hodiny pii laboratorni teplot¢).
Nasledovalo vzdy promyti membrany v TBS-T po dobu 10 minut. Tento proces byl opakovan
3x. V ptipad¢€ pouziti konjungované Anti-GFP protilatky bezprostfedné nasledovalo vyvolani
chemiluminiscen¢niho signalu, jinak byla pfidana sekundérni protilatka a po inkubaci 1 hodinu
byl zopakovan proces promyvani v TBS-T pufru 3x10 minut. Po naneseni substratu na
membranu byl zachycen chemiluminiscencni signal za pouziti pfistroje G:Box Chemi XRQ

(SynGene).

4.2.2.6 Purifikace proteinii s FLAGovou kotvou pomoci magnetickych kuli¢ek

Proteiny znaené FLAG-epitopem byly z celkového proteinového lyzatu purifikovany
pomoci Anti-FLAG protilatky imobilizované na magnetickych kulickach Anti-FLAG M2
Magnetic Beads (Sigma-Aldrich).

Do 1,5 ml zkumavky bylo pfeneseno 100 ul 50% suspenze Anti-FLAG protilatkou
znafenych magnetickych kuli¢ek v TBS pufru. Nasledovala ekvilibrace kulicek dvojitym
promytim ve 250 ul TBS pufru. Po odstranéni TBS pufru s vyuzitim magnetického separatoru

byl ke kulickdm ptfidan proteinovy lyzat o koncentraci 2 mg. Smés byla pies noc inkubovana
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na automatickém rotatoru pti 4°C. Doslo k vytvoreni komplexu proteinti zna¢enych epitopem
FLAG s protilatkou Anti-FLAG imobilizovanou na magnetickych kuli¢kach.

Nasledujici den byl supernatant s nenavazanymi proteiny bez FLAG epitopu pomoci
magnetického separatoru odebran a oznacen jako Flow. Vzorek byl nasledné 3 x promyt
pomoci TBS pufru. Jednotlivé odebrané frakce Wash 1-3 byly odebirany pro kontrolni
elektroforézu. Eluce proteini byla navozena pfidanim 2 x SDS vzorkového pufru a inkubaci 5
minut pii 99°C. Magnetické kulicky byly nésledné separovany a byla odebrana Elué¢ni frakce
s proteiny znacené FLAG-epitopem.

Pro kontrolu frakce Flow a Wash bylo odebrano 10 pl vzorku a toto mnozstvi smichano
s 10 ul2 x SDS vzorkového pufru. Vzorky byly poté denaturovany (5 min pii 99°C).
Purifikované proteiny a kontrolni vzorky byly separovany pomoci SDS-PAGE, nésledovala

imunodetekce pomoci Anti-FLAG protilatky.

4.2.2.7 Exprese rekombinantnich proteint fizend IPTG inducibilnim promotorem

Exprese proteinu probihala v kmenech E. coli BL21-DE3 nesoucich plazmid s genem pro
tento protein pod IPTG inducibilnim promotorem. Exprese byla navozena piidavkem induktoru
IPTG.

Noc¢ni inokulum daného kmene E. coli kultivovaného v 10 ml LB média s piislusnym
ATB bylo pieockovano do 50 ml LB média s antibiotikem v mnozstvi odpovidajici
pocatecnimu ODsoo = 0,05. Kultura byla nésledné kultivovéana v tiepacce (200 rpm, 37°C)
dokud ODsoo nedosahla hodnoty 0,5 - 0,7. Z takto narostlé¢ kultury byl odebran 1 ml jako
kontrolni vzorek ptfed indukci exprese proteinu. Poté byl ke kultufe pfidan IPTG o finalni
koncentraci ImM, ¢imz doslo k indukci exprese proteinu. Kultura byla nadale drzena v tiepacce
za nizsi teploty (200 rpm, 30°C).

Vzorky pro kontrolu exprese byly odebirany po 1, 2 a 3 hodinach po pfidani IPTG. Jejich
mnozstvi bylo normovano na 1 ml kultury o ODsoo = 0,5. Po odebrani posledni kontroly byla
kultura centrifugovana (4 000 g, 20 minut, 4°C), vznikla peleta vysuSena a uchovana v -20°C.

Jednotlivé kontrolni vzorky byly centrifugovany ve stolni centrifuze 5 min na maximalni
otacky. Vzniklé pelety byly resuspendovany v 70 pl vzorkového pufru (1x) a povafeny 5 minut
pii 100°C. Takto ptipravené vzorky byly separovany na SDS-PAGE gelu a po jeho obarveni

SafeStain nebo Comassie Blue R250 barvenim byla zkontrolovana exprese proteinu.

4.2.2.8 Purifikace proteini s His-Tagovou kotvou

Bunécéné pelety E. coli BL21-DE3 s exprimovanymi proteiny byly resuspendovany ve

2ml lytického pufru (viz Tabulka 8 na str. 49), bylo pfidano 150 pl inhibitoru protedz

61



Complete mini EDTA-free 14x a 0,4 ul benzondzy. Nésledn¢ byly bunky dezintegrovany
pomoci pfistroje FastPrep a po centrifugaci byl odebran supernatant s proteiny, viz sekce
»Mechanicka dezintegrace bun¢k*.

K purifikaci rekombinantniho proteinu nesouciho histidinovou kotvu byla pouzita
kolonka s Ni-NTA agar6zou. Histidinové zbytky kotvy interaguji s iontem kovu navazaném na
sorbentu na agarozovém nosici, kde vytvori komplex a ziistavaji tak v kolonce zadrzeny.

Agardza byla po promichani aplikovana na kolonku a ekvilibrovana 3 ml lytického pufru.
Po nésledném naneseni proteinového lyzatu byla kolonka umisténa na rotator do 4°C na 1
hodinu, kde doslo k vazbé proteinu na imobilizovany nosi¢. Poté byla kolonka zbavena lyzatu
nenavazanych proteini. Cast kapaliny byla odebrana pro kontrolni elektroforézu (F).
Nasledovalo dvakrat opakovani promyti kolonky 2,5 ml promyvaciho pufru (Tabulka 8).
Poslednich 0,5 ml bylo odebrano pro kontrolni elektroforézu (W). K uvolnéni proteinu z nosice
byl pouZit eluéni pufr s vys§im obsahem imidazolu (Tabulka 8). Jednotlivé frakce o objemu
250 pl byly postupné sbirany.

10 pl vzorku F a jednotlivych frakci a 20 pl vzorku W bylo smichéno s 5x vzorkovym
pufrem, kratce povareno a naneseno na SDS-PAGE. Proteiny byly vizualizovany SafeStain

barvenim.

4.2.2.9 Dialyza purifikovanych proteint

Dialyza slouzila ke zbaveni purifikovanych proteinit piimési soli a jinych
nizkomolekularnich latek. Do dialyzacni kazety byl injek¢ni stiikackou vpraven proteinovy
vzorek. Dialyza probihala v 1 litru vychlazeného dialyzacniho pufru (Tabulka 8) za stalého
otaCeni kazety po dobu 1 hodiny. Dialyzacni pufr byl poté vyménén za Cisty a vzorek
dialyzovén ptes noc pii 4°C. Druhy den byl dialyza¢ni pufr opét vyménén a probéhla zavérecna
faze dialyzy po dobu 1 hodiny. Nakonec byl proteinovy vzorek pomoci injekéni stiikacky
vyjmut z dialyzacni kazety a doplnén glycerolem do vysledné koncentrace 10 %. Purifikované

proteiny byly rozalikvotovany do 1,5 ml zkumavek a uchovéany v -80°C.

4.2.2.10 Kinazova reakce in vitro

Tato metoda slouzila pro in vitro prikkaz fosforylace proteinu Spr0929 proteinkinazou
StkP a potvrzeni mista fosforylace. Testovana byla fosforylace proteinu His-Spr0929 a His-
Spr0929-T255A s fosfoabativni zdménou v piedpoklddaném misté fosforylace.

Fuzni proteiny byly pfidany do reakénich smési pro in vitro kindzovou reakci. Reakéni
smési o celkovém objemu 20 pl byly pfipraveny smichanim 250 mM Tris-HCl o pH 7,5, 250
mM NaCl, 50 mM MnClz, 20 mM DTT a 2 mM EDTA. Ke smési byl pfidan 1 pg purifikované
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kindzové domény StkP a 2 pg proteinu Spr0929 nebo Spr0929-T255A. Néslednym pridanim
100 uM ATP doslo k zahajeni priibéhu reakce. In vitro kinazova reakce probihala ve 37°C po
dobu 20 minut. Poté bylo pfidano 5 pl 5 x vzorkového pufru pro SDS-PAGE. Vzorky byly
povafeny 3 minuty pii 100°C a rozdéleny na SDS-PAGE. Fosforylace byla vizualizovana
imunodetekci s protilatkou proti fosfothreoninu (Anti-P-Thr).

4.2.3 Manipulace s kmeny S. pneumoniae

4.2.3.1 Kultivace a tvorba glycerolovych konzerv

Jednotlivé bakteridlni kultury S. prneumoniae byly ptipraveny zaoCkovanim 200 ul
zasobnich bunék (ODgoo = 0,4) do 10 ml tekut¢tho TSB nebo C+Y média. Kultivace
bakteridlnich kment probihala staticky ve vodni lazni vytemperované na 37°C.

Pt1 indukci exprese proteinu Spr0929 ze zinkem indukovaného promotoru byl do média
piidan ZnSO4 v riiznych koncentracich a pro optimalizaci rychlosti rastu t¢Z MgSO4 v poméru
k zinku 1:10.

Glycerolové konzervy byly pfipraveny piidanim 250 pl 60% glycerolu k 750 pl
bakterialni kultury narostlé v pfislusném tekutém médiu do ODeoo = 0,3 - 0,4. Piesna hodnota
ODsoo byla zméfena pomoci spektrofotometru Evolution™ 201/220 UV-Visible (Thermo
Scientific) a zaznamenana. Vytvotené glycerolové konzervy byly uchovavany pfi teplote
-80°C.

Druhym zplsobem kultivace byl rlst bakteridlnich kmeni pneumokoka na miskach

s krevnim agarem. V tomto ptipad¢ byly kolonie kultivovany pies noc v termostatu pii 37°C.

4.2.3.2 Transformace DNA

Transformace DNA do bakterii S. pneumoniae byla provedena v kompetencnim TSB
médiu pomoci syntetického peptidu CSP.

K 950 pl kompeten¢niho TSB média byl ptfidan vybrany kmen S. pneumoniae o objemu
50 ul, T ul CSP (250 ng/ml) a DNA (1 pg chDNA ¢i 20-100 ng plasmidové DNA nebo PCR
produktu). Transformacni smés byla nasledné inkubovédna ve vodni l4zni vytemperované na
37°C po dobu 2,5 hodiny.

Dale byla z transformaéni smési vytvorena fedici fada 0-10 a z kazdého fedéni bylo 100
ul smési naneseno na Petriho misku o priméru 6 cm a prelito 6 ml gelézy vytemperované na
50°C. Redéni 0-1073 obsahovalo navic selekéni marker — antibiotikum kanamycin (200 pg/ml),

nebo tetracyklin (2,5 pg/ml) & 10% sacharézu. Redéni 10* a 10 slouzila ke kontrole
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zivotaschopnosti bun¢k. Misky s vysetou transformacni smési byly nasledné inkubovany pies
noc pii 37°C.

Druhy den byly klony narostlé na geloze s ATB pieockovany na misky s krevnim agarem
s ptislusnym pozitivnim selekénim markerem. Pfeockované klony se opét nechaly rlst pres noc
pti 37°C. V ptipadé moznosti vyuziti negativniho selekéniho markeru byly dal$i den klony
preockovany na dv¢ krevni misky obsahujici jak pozitivni a negativni marker. Po inkubaci pies
noc pii 37°C byly klony, které narostly na misce s pozitivnim selekénim markerem, ale nikoliv
na té s negativnim kultivovany ve 2 ml TSB média pii 37°C. (Pokud byla provedena pouze
jednokrokova pozitivni selekce, k zaockovani doslo o den diive.) Z kultury byly pti dosazeni
hustého zdkalu vytvofeny prekonzervy pifidanim 250 pl 60% glycerolu k 750 pl narostlé
kultury. Prekonzervy byly uchovéany v -80°C.

4.2.3.3 Mg¢feni rastovych kiivek

Meéieni rastovych kiivek S. pneumoniae probihalo v pfistroji Microplate Absorbance
Reader 800 TS. Bakterialnich kmeny byly zao¢kovany do 1 ml vytemperovaného TSB média
tak, aby pocatecni hodnota ODeoo byla rovna 0.08. Vzorky byly po dikladném promichani
naneseny Vv triplikdtech na mikrotitra¢ni desticku s 96 jamkami, a to v objemu 200 pl. Desticka
byla umisténa do pfistroje 800 TS, ktery byl predem vytemperovan na pozadovanou teplotu.

Nasledné byla po dobu 7 hodin pii dané konstantni teploté automaticky méfena ristova
kinetika. V intervalu 10 minut byla zaznamendvana hodnota ODgoo. Desticka se vzorky byla
inkubovana staticky.

Vyhodnoceni rastovych kiivek probihalo vypocitanim primérnych hodnot ze vsech
meéieni pfi zanedbani nejvice odchylenych hodnot maximalné jednoho méteni. Do grafti byly
vyneseny logaritmy o zdkladu 2 ze stonasobku namétenych hodnot. Pro zobrazeni chybovych
usecek byl pouzit vypocet standartni chyby z téchto hodnot. Doba zdvojeni byla stanovena na
zaklad¢ smérnice piimky logaritmického vyneseni v exponencialni fazi riistu jako pievracena

hodnota koeficientu B v rovnici y=Ax+B.

4.2.4 Manipulace s kmeny E. coli

4.2.4.1 Kultivace a tvorba glycerolovych konzerv

Kultivace bakterii E. coli probihala vzdy v LB médiu, a to pfes noc pfi teploté 37°C. V
ptipadé tekutého LB média probihala kultivace za stalého tiepani (200 rpm). Pfi pouziti misek
s pevaym LB médiem byly bakteridlni kmeny kultivovany staticky. Pfi selekci pozitivnich
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transformantli bylo do média ptfidano pfisluSné antibiotikum — kanamycin (25 pg/ml) nebo
ampicilin (100 pg/ml).

Tvorba glycerolovych konzerv probihala odebranim 750 pl narostlé kultury do
mikrozkumavky a pridanim 250 pl 60% glycerolu. Takto pfipravené konzervy byly

uchovavany v -80°C.

4.2.4.2 Transformace DNA

Transformace kompetentnich bun¢k E. coli byla provadéna pomoci teplotniho Soku. K
transformaci ligacni smési ¢i produktu QuikChange reakce bylo pouzito 100 ul kompetentnich
buné¢k E. coli DH5a, zatimco k transformaci expresnich vektorti byly pouzity expresni buiky
E. coli BL21. Bunécné kultury uchovavané pii -80°C byly rozmrazeny pii 4°C. Poté bylo ke
kultute pfidano 10 ul smési s transformovanou DNA a buiiky byly inkubovany na ledu po dobu
30 minut. Nasledoval teplotni Sok, (42°C po dobu 90 sekund, poté¢ 90 sekund na ledu). Ten
usnadnil pfijem cizorodé DNA. Nasledovalo pfidani 400 ul LB média vytemperované¢ho na
37°C a probéhla staticka kultivace pifi této teploté po dobu 1 hodiny. Poté byla bunécna
suspenze ve dvou riznych objemech (200 a 300 pl) vyseta na misky s LB médiem s ptidavkem
prislusného antibiotika pro selekci transformovanych bunck. Transformované bakterie byly

kultivovany pies noc pii 37°C.

4.2.5 Mikroskopie

4.2.5.1 Mikroskopie zivych preparati

Samotné mikroskopii pfedchazelo nakultivovani bunécné kultury v TSB nebo C+Y
médiu do ODgoo = 0,4. Mikroskopické preparaty byly pfipraveny nanesenim 2 pl narostlé
kultury na kryci sklicko, a to bylo poté ptekryto pomoci agar6zového blo¢ku. Vzorek s zivymi
buitkami byl néasledné¢ mikroskopovan pomoci piistroje Olympus CellR IX 81 s imerznim
objektivem O2PH-UPLFLN/1.3 N.A. pfi zvétSeni 100x. Snimky byly zaznamendny kamerou
Olympus FV2T Digital B/W Fireware.

Pro morfologickou analyzu bun€k byly mikroskopické snimky pofizeny v rezimu
fazového kontrastu. Poté byly analyzovany pomoci programu ImagelJ a jeho dopliiku Microbel,
ktery dokaze dle nastavenych parametri kvantifikovat morfologické parametry bunék.
Statistické zhodnoceni naméfenych hodnot probihalo v programu GraphPad Prism. Statisticka
vyznamnost v rozdilu u jednotlivych métenych kment byla uréena pouzitim neparametrického
Mann Whitneyho testu na hladin€ vyznamnosti p <0,05. Srovnani bylo vyneseno v grafické

podobé ve formé violin grafi a vyznamnost rozdilu bunéénych délek byla zanesena do tabulek.

65



Pro studium lokalizace proteinu Spr0929 byly mikroskopické snimky pofizeny s pouzitim
filtru pro GFP a vysledné obrazky byly vytvofeny piekryvem téchto fotografii s fotografiemi

stejné oblasti pofizenymi pomoci fAzového kontrastu.

4.2.5.2 Mikroskopie fixovanych preparati

Pro studium kolokalizace proteinu Spr0929 s bakteridlnim nukleoidem byly pfipraveny
fixované preparaty s DNA-specifickym fluoroforem DAPI.

Fixace probihala podle nésledujiciho protokolu: 1 ml bakterialni kultury kultivované
v TSB médiu byl pii dosaZzeni ODgoo = 0.4 stoCen ve stolni centrifuze (5 min, 6000 rpm). Po
odsati supernatantu byl pelet promyt v 0,5 ml PBS pufru. Po opétovném stoceni byl vzorek
fixovan v 4 % roztoku paraformaldehydu v PBS. Fixace probihala 15 minut pii1 laboratorni
teploté a poté 45 minut na ledu. Fixované buiky byly uchovavany pfi teploté 4°C.

Pro ptipravu mikroskopickych preparati byly fixované bunky stoceny 5 min pii 5000
rpm ve stolni centrifuze. Poté byl pelet resuspendovan v 1 ml PBS pufru (viz Tabulka 6).
Nasledovala centrifugace 3 min pii 5000 RPM a opétovné resuspendovan v 1 ml PBS. Na Poly-
prep sklicko bylo naneseno 10ul suspenze a sklicko bylo vysuseno. Na misto, kde byly
zachyceny buiky, byly naneseny 2ul piipravku Vectashield s fluoroforem DAPI. Po prekryti

krycim sklickem byl preparat zafixovan Cirym lakem na nehty, aby se zabranilo vysychani.
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Vysledky

Na zaklad¢ globalniho fosfoproteomu zavislého na proteinkinadze StkP a fosfatdze PhpP
byl threonin v pozici 255 proteinu Spr0929 identifikovan jako fosforylovany
v hyperfosforylovaném kmeni s odstranénou fosfatdzou PhpP (Ulrych, nepublikovana data).

V ramci svého diplomového projektu se zabyvam podrobnéjsi charakterizaci proteinu

Spr0929 a studiem jeho fosforylace kinazou StkP.

4.3 Delece genu spr0929

Ke studiu fenotypového projevu konkrétniho proteinu je nutné vytvofit kmen
s odstranénym genem pro tento protein.

Prvnim krokem k vytvofeni dele¢niho kmene v ur¢itém genu u pneumokoka schopného
pfijmout linedrni cizorodou DNA je tvorba konstruktu s rezistencni kazetou. DNA sekvence
kazety je obklopena sekvencemi, homolognimi k mistu na bakteridlnim chromozomu, kam
chceme tuto kazetu vlozit. Konstrukt vznika v nékolika krocich. Nejprve byly amplifikovany
pomoci ptislusnych oligonukleotidl jednotlivé oblasti DNA, oznacené jako Assk, Bsik a Csik,
viz Tabulka 14. Ty byly nasledn¢ spojeny metodou fizni PCR, tedy amplifikaci smési téchto
dil¢ich fragmentl z vnéjSich oligonukleotidi AU143 a AU146 za vzniku fragmentu Fsjk
spojenim komplementarnich oblasti mezi AU144 a DP1 a mezi DP2 a AU145.

Fragment Obsahujici Oligonukleotidy Délka
Asik ‘ Oblast pred genem spr0929 AU143 / AU144 953bp
Bsix SIK DP1/DP2 2807bp
Csik ‘ Oblast za genem spr0929 AU145/ AU146 1001bp
Fsix Cely konstrukt spr0929::SJK AU143 / AU146 4717bp

Tabulka 14: Tvorba konstruktu spr0929::SJK. Fragmenty pouzité pro fuzni PCR.

Vytvoteny konstrukt Fsyk byl pomoci transformace vloZen do divokych kmenil ve vSech
tirech genetickych pozadich S. pneumoniae pouzivanych v nasi laboratofi, Rx1, R6 a D39, za
vzniku kmenii Sp354, Sp355 a Sp520 (viz Tabulka 4). V téchto kmenech byla nahrazena
pivodni oblast s genem spr0929 za SJK a ptilehlymi oblastmi, kterd ma na chromozomu u
divokého typu (wild type, WT) délku 2859bp. Jako pozitivni selekéni marker byl pouzit
kanamycin o koncentraci 200 pg/ml. Pfecarkovanim odpovidajicich klond na misky

s negativnim selekénim markerem (10% sachardzou) byly vylouceny faleSné pozitivni klony.
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Ve druhém kroku byl stejnou metodou ptipraven konstrukt pro odstranéni SJK kazety, a
to fuzi dvou DNA fragmenti ptes 48bp dlouhou komplementérni oblast mezi oligonukleotidy
LN298 a L.N299, viz Tabulka 15.

Fragment Obsahujici Oligonukleotidy Délka
A ‘ Oblast pred genem spr0929 AU143 /LN298 955bp
Ba Oblast za genem spr0929 LN299 / AU146 1016bp
Fa ‘ Cely konstrukt Aspr0929 AU143 / AU146 1923bp

Tabulka 15: Tvorba konstruktu Aspr0929. Fragmenty pouzité pro fuzni PCR.

Tento konstrukt Fa (Aspr0929) o Sp550 & r
N (,;J D '19
byl transformovan do kment se SIK za VPR 0 e 0@ M FPRI e e @@
vzniku kment Sp550, Sp551 a Sp623, SPro%2e-SIK
viz Tabulka 4. Jako pozitivni selek&ni / /
marker byla pouzita 10 % sachar6za, U
P gt Spr0929
negativnim selekénim markerem byl .. W W
Aspro9z9
kanamycin ve stejné koncentraci jako ' ' ! '
y J -] 2000 bp uw““w www'w
v pfedchozim  pfipade¢. Vsechny

1500 bp

vzniklé kmeny byly testovany metodou
koloniové  PCR s oligonukleotidy
LN302 a AU146, jejichz vzdalenost na
chromozomu u WT je 2898bp. U (0ot 12: Delece u kmenii R6 a D39. Délky: WT: 2898bp.
kmene se SJK ma byt vzdalenost rovna SJK: 4756bp, Aspr0929: 1962bp.
4756bp a u delecniho kmene 1962bp. Délky amplikonii na gelu odpovidaly témto hodnotam,
jak je patrné z Obrazku 12 (kmen na genetickém pozadi Rx neni zobrazen).

Z kmenil nesoucich uplnou deleci byla izolovana chDNA, vzdy ze dvou pozitivnich
klonti. DNA jednoho klonu od kazdého kmene byla po amplifikaci z vnéjSich sekvenacnich
oligonukleotidi LN302 a LN303 sekvenovana. Jelikoz sekvenace neodhalila Zddnou chybu v

sekvenci, byly tyto klony pouzivany pro dal$i experimenty.

4.4 Rustova charakterizace dele¢nich kmenu

Uspésné vytvoreni kmenii, nesoucich uplnou deleci genu spr0929 otevielo cestu k jejich
charakterizaci. Prvnim experimentem bylo stanoveni schopnosti riistu v tekutém médiu TSB
pfi standartni teploté 37°C. Byly testovany téZ kmeny se zavedenou SJK. Srovnan byl rast WT

se ¢tyfmi klony se zavedenou SJK a ¢tyfmi klony s tplnou deleci, a to na vSech genetickych
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pozadich. V nésledujicich grafech jsou vyneseny kiivky odpovidajici priméru hodnot ze vSech

klonu a méfeni.

Aspr0929 na pozadi Rx (primér)
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Aspr0929 na pozadi R6 (primér)
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Obrazek 13: Rist Aspr0929. Porovnani ristu WT a nékolika klonti kmene nesouciho SJK v lokusu spr0929
a uplnou deleci genu spr0929 na vsech tiech genetickych pozadich.
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Kmeny Rx Doba z. [min] Kmeny R6 Doba z. [min] Kmeny D39 Doba z. [min]

Spl (WT) Sp208 (WT) 30,6 Sp339 (WT) |

Sp354 k1 33,6 Sp355 k2 33,6 Sp520 k1 41,3

Sp354 k3 34,2 Sp355 k3 34,2 Sp520 k6 \ 41,5

Sp354 k4 34,8 Sp355 k4 34,8 Sp520 k7 37,2

Sp354 k5 32,1 Sp355 k6 32,1 Sp520 k21 \ 45,5

Sp623 k1 31,5 Sp550 k1 31,5 Sp551 k1 35,5

Sp623 k2 31,0 Sp550 k2 31,0 Sp551 k2 \ 35,8

Sp623 k4 31,1 Sp550 k3 31,1 Sp551 k4 35,3

Sp623 k6 31,3 Sp550 k4 31,3 - \ -
Primér

Sp354 Sp355 Sp520

(spr0929::SJK) (spr0929::SJK) (spr0929::SJK)

Sp623 Sp550 Sp551

(Aspr0929) (Aspr0929) (Aspr0929)

Tabulka 16: Doba zdvojeni u jednotlivych kmeniu. Vyloucené klony jsou cervené.

Grafy rustovych kifivek, prezentované na Obrazku 13, jsou vysledkem tiech

biologickych replikatii, mérenych vzdy v technickych triplikatech. Na zakladé smérnice primky

logaritmického vyneseni v exponencialni fazi ristu byla stanovena doba zdvojeni jednotlivych

klont, viz Tabulka 16.

Zavedeni SJK do kmene Rx vede ke zpomaleni rstu, ovSem delece proteinu rist

vyznamné neovliviluje u zadného genetického pozadi.

4.5 Morfologicka charakterizace kmenil s deleci spr0929

¢ L)
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Obrazek 14: Morfologie Aspr0929.
Porovnani WT kmene R6 (Sp208) a D39
(Sp339) s Aspr0929 kmeny Sp550 (R6) a
Sp551 (D39). Kultivovano v C+Y médiu.
Rozmeér vytezu je 20x20um.

FIET

o8
aw

£ 2

Vétsina doposud popsanych substratti kindzy StkP
hraje roli v bunééném dé¢leni, maji tedy vliv na morfologii
bunék. U kmenl nesoucich deleci spr0929 na genetickém
pozadi R6 a D39 jsem proto zjist'oval odliSnosti v morfologii.

Mikroskopické preparaty jsem ptipravil z zivych kultur
kultivovanych v semidefinovaném C+Y médiu, kde jsou na
zaklad¢ zkuSenosti nasi laboratofe morfologické rozdily
obecné vyraznéjsi. S pomoci mikroskopie za pouziti metody
fazového kontrastu jsem ziskal mikroskopické snimky, viz

Obrazek 14.
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Nésledné jsem pomoci

SW méfeni

Aspr0929 - Délka

C+Y médium

s pouzitim
programu Image] a dopliku  2s-

Microbel) stanovil 201

morfologické parametry
bun¢k. Sledovanymi
parametry byla délka a P e e L 2 *
c sl r oy 9 & & & F KT S 2 & &
maximalni Sitka bunck. Graf © © © ° ® ® ©
v o . WT Aspr0929 WT Aspr0929
rozlozeni téchto hodnot je na 2 L
R6 Kmen D39
Obrazku 15. B Aspr0929 - Sitka
, , . C+Y médium
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. . e J4 ’ 0.9
podrobil statistické analyze
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vyznamnosti rozdili [ - - M- - -l - -
307 ¢ — - - - — — — —]
v namétenych hodnotach. oo
K tomuto vyhodnoceni jsem ;|
ouzil neparametricky 0 P e e g
P P Y £ & & F S F L F S
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Testovany byly tii  klony Re Kmen p39

Aspr0929 u kazdého ze dvou

Obrazek 15: Morfologické parametry Aspr0929. Graf znazoriuje rozlozeni

hodnot délky (A) a §itky (B) bunék kultivovanych v C+Y médiu. Cervena

genetickych pozadi

prerusovana ¢ara znaci hodnotu medianu R6 WT, modra totéz pro D39.

Cerné body znaéi primérnou hodnotu velikosti piislusnych sledovanych

v porovnani s prisluSnym
WT. Statisticky vyznamné

rozdily ve velikosti, v délce 1

parametrd. Kazdy graf obsahuje krabicovy podgraf se stiedem v hodnoté
medianu, jeho horni a spodni hranice odpovida intervalu velikosti, ve kterém
se nachazi 75 % bunck.

Sifce bunék, jsem pozoroval pouze u Aspr0929 u R6 kmene, coz dokladd Tabulka 17 Klon

Sp551 k1 vykazoval odlisnost v morfologii z hlediska obou sledovanych parametri.

Délka Sitka
Gen. pozadi Kmen Primér = St. odchylka SVO (P <0.05) Primér | St. odchylka SVO (P <0.05)

Sp208 (WT) 1.6310 0.3727 0.6808 0.04999 -
Sp550 k2 1.5000 0.2799 ‘ ANO 0.6725 0.056 ANO

K6 Sp550 k3 1.5060 0.3013 ANO 0.6586 0.05972 ANO
Sp550 k4 1.4300 0.2461 ‘ ANO 0.6539 0.05305 ANO
Sp339 (WT) 1.5090 0.3252 0.7478 0.06853 -
Sp551 k1 1.5650 0.3297 ‘ ANO 0.7603 0.08873 ANO

P39 Sp551 k2 1.4870 0.3110 NE 0.7568 0.06153 NE
Sp551 k4 1.4600 0.2900 ‘ NE 0.7397 0.06807 NE

Tabulka 17: Vyznamnost.
C+Y médiu. SVO = statisticky vyznamna odchylka.

Statistické zhodnoceni morfologickych parametrt kmenti Aspr0929 kultivovanych v

71



Abych toto pozorovani potvrdil,
sledoval jsem morfologii tfech klonid
Aspr0929 na genetickém pozadi R6 a stejny
pocet klont s genetickym pozadim D39 pii
kultivaci v komplexnim médiu  TSB.
Porovnani s prislusSnym WT je na Obrazku
16. V tomto médiu nedochézi u D39 kment
k tvorbé fetizkli. Po zméteni morfologickych

parametrc bunék jsem ziskal graf jejich

rozloZeni, ktery je na Obrazku 17,

statisticke zhodnoceni prezentuji  Obrazek 16: Morfologie WT a kmene Aspr0929
kultivovanych v TSB médiu. Sp208 je WT R6 kmene, Sp550
je odvozeny kmen s Aspr0929. Spodni vytezy predstavuji
kmen D39 ve stejném uspoiadani. Rozmér vytezu je 20x20um.

v Tabulce 18. Odlisné chovani klonu 1 u
kmene Sp551 se vtomto médiu
neprojevilo. U kmene R6 s deleci genu spr0929 jsem i v C+Y médiu pozoroval statisticky

vyznamné zmenseni bunék oproti WT.
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Obrazek 17: Graf rozloZeni hodnot $ifky a délky bunék kultivovanych v TSB médiu.
Cervena pierusovana ¢ara znaéi hodnotu medianu R6 WT, modra totéz pro D39. Cerné body znaéi
pramérnou hodnotu velikosti. Kazdy graf obsahuje krabicovy podgraf se sttedem v hodnoté
medianu, jeho horni a spodni hranice odpovida intervalu velikosti, ve kterém se nachazi 75 % bunck.
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Délka Sitka
Gen. pozadi Kmen Primér St. odchylka SVO (P <0.05) | Priamér ‘ St. odchylka SVO (P <0.05)

Sp208 (WT) 1.6180 0.3426 0.6463 0.04566 ---
Sp550 k2 1.5220 0.2895 ANO 0.6146 ‘ 0.06266 ANO

K6 Sp550 k3 1.5480 0.2819 NE 0.6198 0.06801 ANO
Sp550 k4 1.5250 0.3074 ANO 0.6163 ‘ 0.05551 ANO
Sp339 (WT) 1.6990 0.4054 0.7053 0.07596 ---
Sp551 ki 1.6290 0.3326 NE 0.7129 ‘ 0.08009 NE

b3 Sp551 k2 1.6450 0.3015 NE 0.7386 0.06772 ANO
Sp551 k4 1.6560 0.3276 NE 0.7304 ‘ 0.05965 ANO

Tabulka 18: Vyznamnost. Statistické zhodnoceni morfologickych parametri kmenti Aspr0929 kultivovanych
v TSB médiu.

4.6 Merodiploidni kmeny a komplementace fenotypu WT

Jediny kmen pneumokoka, u kterého jsem za

=10, RBS/FtsA ELAG tag
o "

standartnich podminek byl schopen pozorovat

P

Nk

fenotypovy projev delece genu byl R6. Tento odlisny

fenotyp, projevujici se zmenSenim velikosti bun¢k
pZnMin-spre929-flag

3416 be oproti WT, se opakoval u v§ech pozorovanych kloni.
Abych vylou¢il moznost, ze tento fenotyp ve

skute¢nosti neni zptisoben jinou mutaci a je skute¢né

vysledkem S—
Obrazek 18: Komplementacni vektor i
pZnMin-spr0929-flag. Gen bla je nositelem  samotné delece =
Amp rezistence v E. coli, tetM udava —
rezistenci k tetracyklinu u S. preumoniae. genu Spr 0929, —_—

pripravil jsem tzv. kompementacni kmen. Takovy kmen ..

obsahuje alelu studovaného genu pouze pod inducibilnim
Wi spri929-FLAG

promotorem. MnozZstvi produkovaného proteinu je tedy w —

pfimo zavislé na mnozstvi induktoru pfidaného do média. = 1000 bp S
e

Intenzita fenotypového projevu by v pifipadé piimého
e

vlivu genu méla korelovat s mnozstvim induktoru.

K vytvoteni komplementa¢niho kmene je nejprve
tieba pripravit komplementaéni vektor, jehoz zadkladem

byl vtomto ptipadé pJWV25. Vtomto vektoru byl

Obrazek 19: Fize fragmentu vkladdaného do
vektoru pJVW2S. spr0929-FLAG predstavuje
fuzovany fragment, niZe je oblast kodujici gen

pZnMin-spr0929-flag (Obrazek 18). spr0929.

nahrazeny gen kodujici protein GFP konstruktem
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Ptiprava tohoto konstruktu prob¢hla ve dvou fazich. Nejprve byl pomoci oligonukleotida
LN123 a LN396 amplifikovan fragment o velikosti 282bp, obsahujici promotorovou oblast pZn
a v protisméru jeho transkripce také EcoRI restrikéni misto.

Zaroven byl zchDNA pneumokoka (Rx kmene) amplifikovdana pomoci Phusion
polymerazy oblast kodujici gen spr0929. Pro tuto amplifikaci byl pouzit oligonukleotid AU243

$p604 $p605 komplementarni k LN396 a k

" Tf;m% M‘B’fk;:f Tﬁ::r (2] zacatku genu spr0929. Druhy
AT R T oligonukleotid AU244
obsahoval ptesah se sekvenci

—ap o0 CEE e —s09FAS pro epitop FLAG a  Gast

Stépného mista pro Notl.
Délka tohoto amplikonu byla
1058bp. Oba ziskané

fragmenty byly flazovany

Obrazek 20: Test exprese proteinu Spr0929 u komplementaéniho pres komplementarni pfesahy
kmene na genetickém pozadi R6 a D39. Kmeny Sp604 (R6, Aspr0929

bga::pZnMin-spr0929-flag) a Sp605 (D39, Aspr0929 pZnMin-spr0929-  Pomoci PfuX polymerdzy a

flag) kultivovany v TSB médiu v gradientu Zn** iont. oligonukleotidi
A: imunodetekce s antiFLAG protilatkou;
B: kontrola nanasek ovéfena pomoci barveni membrany amidocerni. LN123/AU244. Délka

fuzniho fragmentu LN123/AU244 (1316bp) byla ovéiena na gelu, viz Obrazek 19.

Nasledovala restrikce fragmentu i vektoru pomoci dvojice enzymi EcoRI HF a
Notl HF. Velikost stipaného vektoru byla 7188bp, fragmentu 1229bp. Po ligaci jsem provedl
transformaci do bun¢k E. coli DH5a za vzniku kmene EC511. Ziskany plazmid pZnMin-
spr0929-flag z kmene 9 byl ovéren koloniovou PCR a nasledné sekvenaci.

Poslednim krokem v pfipravé komplementacnich kment byla transformace do ovéfenych
kmen pneumokoka s uplnou deleci genu spr0929 na genetickém pozadi R6 a D39.
Transformaci kmene Sp550 k2 (R6) byl ziskdn kmen Sp604 (R6, Aspr0929 bga::pZnMin-
spr0929-flag) a kmen Sp551 k1 (D39) dal vzniknout kmeni Sp605 (RD39, Aspr0929 pZnMin-
spr0929-flag). U téchto kmeni doslo ke vloZeni vektoru do postradatelného bga lokusu na
chDNA pneumokoka. Spole¢né s genem z4jmu byla vnesena rezistence pro tetracyklin, ktera
slouZila jako selek¢ni marker. Koloniova PCR byla pouzita k ovéfeni GispéSnosti transformace

u tfech vybranych kment.

74



K ovéteni, zda produkce proteinu po piidéni
induktoru do média funguje podle ocekavani jsem
provedl test exprese. Dva vybrané klony od kazdého
kmene byly kultivovany v TSB médiu v gradientu Zn**
s priddanim Mg?" iontti pro lepsi riist. Byl pouzit gradient
0; 0,2; 0,4 a 0,6mM Zn**. Rychlé proteinové SEDS
lyzaty z téchto vzorkl byly rozdéleny na SDS-PAGE a
byla provedena imunodetekce s pouzitim Anti-Flag
protilatky. Pro kontrolu stejnomérnych nanasek jsem
PVDF membranu po imunodetekci obarvil pomoci
barveni amidovou Cerni (Obrazek 20 B).

Komplementace - Délka
TSB médium

25

%AM

0 0,2 0,4 0,6
sp208 - SpEO4K2
Komplementace - Sitka
TSB médium

0040

‘ [mM Zn?"]

o 0,2 0,4 0,6
Sp208 —_— Sp604 k2 ———

o

um

o

[mM Zn2*]

-

[

Obrazek 22: Komplenentace. Graf zndzornujici rozloZeni
velikosti bun¢k komplenenta¢niho kmene Sp604 k2 (R6,
Aspr0929 bga::pZnMin-spr0929-flag) v riiznych koncentracich
Zn*" inot v porovnani k Sp208 (R6 WT) Cervend pierusovana
¢ara znaci hodnotu medianu R6 WT.

na Obrazku 22, ktery dokazuje funk¢éni komplementaci.

pZnMin-spr0929 Sp604 [mM Zn*]

b ’

vl 3 'o,s i _:%

Obrazek 21: Mikroskopie bunék
komplenenta¢niho kmene Sp604. Ruzné
koncentrace Zn*" iontil. Velikost vyfezu je
10x10pum.

Intenzita exprese  proteinu
s FLAGovou  znackou  skutecné
koreluje s mnozstvim Zn?*, jak je
vidét na Obrazku 20 A, test byl tedy
uspésny.
Komplementace fenotypu
WT byla mozna pouze u R6 kmene,
protoze delece na pozadi D39 nenese
zadny doposud objeveny fenotyp.
Mikroskopii zivych preparatii
s pouzitim fazového kontrastu tedy
byl podroben pouze kmen R6
(Obrazek 21). Analyzovany byly
velikosti bunék WT a kmene
komplementa¢niho,  kultivovaného
za stejnych podminek, jako pfi testu

exprese. Vysledky jsou prezentovany

Pro statistické zhodnoceni vyznamnosti rozdilu ve velikostech byl, stejn¢ jako v ptipadé

méteni kmene s deleci genu spr0929 pouzit neparametricky Kruskal-Wallistv t-test. Vysledky

jsou spolecné s dalSimi parametry méteni uvedeny v Tabulce 19.
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Pro ptipravu konstruktu spr0929-T255A-flag, nutného pro testovani fosforylace Spr0929
pomoci kindzy StkP (viz Kapitola 4.9.2), bylo nutné pfipravit téz vektor s fosfoablativni
zaménou. Ten jsem pfipravil pomoci metody QuikChange s mutagennimi oligonukleotidy
AU273 a AU274. Jako templat reakce slouzil vektor pZnMin-spr0929-flag izolovany z kmene

EC511. Vektor jsem transformoval do kmene E. coli DH5a a nechal sekvencné ovéfit.

Délka Sika
Kmen Primér  St. odchylka SVO (P <0.05) | Pramér St. odchylka SVO (P <0.05)
Sp208 1458 £0.2602 0.6186 ‘ +0.0401
ANO ANO
Sp604k20mM | 1380  =0.2420 0.5951 +0.0505
NE ANO
Sp604 k2 02mM | 1360  +0.2583 0.5842 ‘ +0.0529
ANO ANO
Sp604 k2 0.4mM | 1455 | 02613 05979 | +£0.0526
NE ANO

Sp604 k2 0,6mM | 1479  =0.2771 06115  +£0.0616

Tabulka 19: Vyznamneost. Statistika méfeni bun¢k komplementa¢niho kmene. Vysledek

statistické vyznamnosti dvojice kment je zobrazen v odpovidajicich fadcich.
4.6.1 Nadprodukce proteinu Spr0929

Jelikoz zvySovéani exprese proteinu Spr(0929
« M S5p670
vedlo u komplementa¢niho kmene Sp604 ke " P .
1 2
zvétSovani bunék, pfistoupil jsem k experimentu, [mM Zr)
, N . . . sy 00,204 06 00,2040,6

ktery mél objasnit, zda je tento trend patrny i pii 4 ;
dalsim zvySovani exprese. V tomto piipadé jsem
o¢ekaval vétsi bufiky, nez jaké ma WT. Za timto Spro929-FLAG

. . - - -
ucelem jsem do divokého kmene R6 transformoval

komplementacni vektor. Tim doslo ke vlozeni druhé
Obrazek 23: Test exprese proteinu Spr0929

kopie genu spr0929 opatteného FLAGovou znackou v nadprodukénim kmeni Sp670. Kultivace

. . . v TSB médiu. Imunodetekce pomoci Anti-
do bga lokusu, pod zinkem indukovatelny promotor. L AG protilatky.
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pZnMin-spr0929 Sp670

Nadprodukce - Délka
TSB médium

"—A [mM 2n*')

0 0,2 0,4 0,6
sp208 ——————— SpeTOKl ———
Obrazek 24: Mikroskopie Nadprodukce - Sitka
nadprodukéniho kmene. Kmen Sp670 TSB médium

(RO, bga::pZnMin-spr0929-flag) byl
kultivovan v riiznych koncentracich Zn**
iontd (0; 0,2; 0,4 a 0,6 mM).

0.8 J

0.7

um

Ziskany merodiploidni kmen ~os{

oznaceny Sp670 (R6, bga::pZnMin-

spr0929-flag)  (klon k1) jsem
4 [mM Zn2+

podrobil testu exprese, kultivivaném 0 02 0,4 0,6
Sp208 ——— Sp670 k1

Obrazek 25: Nadprodukce Spr0929. Graf velikosti bunék
ptipravou SEDS lyzatl, jejich merodiploidniho kmene Sp670 (R6, bga.:pZnMin-spr0929-flag)
i . _ kultivovaného v piislusné koncentraci Zn** v porovnani s
elektroforézou a  imunodetekci kmenem Sp208 (R6 WT). Cervend pieruovana éara znaéi hodnotu

s Anti-FLAG protilatkou. Jak je medianu R6 WT

v TSB médiu v gradientu Zn?>" iontt,

vidét na Obrazku 23, exprese se skutecné zvySovala s pfibyvajicim mnozstvim induktoru v
médiu, ale az pii vysSich koncentracich. Pfi nizké hladin€ zinec¢natych iontd nebyla exprese
Spr0929-FLAG pozorovéna.

Buniky ze stejného dne jsem téZ mikroskopoval (Obrazek 24) a provedl jejich analyzu
velikosti. Z vysledku méfeni, prezentovaném na Obrazku 25 je patrny ofekavany trend. Pfi
zvySovani hladiny exprese dochazi ke zvétSovani bun€k oproti WT, a to v obou sledovanych
parametech — délce i Sifce. Pozorovani je opét potvrzeno statistickym Kruskal-Wallisovym

testem, viz Tabulka 20.

Délka Sifka
Kmen Primér  St. odchylka SVO (P <0.05) | Pramér St. odchylka SVO (P <0.05)
Sp208 1.458 +0.2602 0.6211 +0.0466
ANO
Sp670 0OmM 1.447 +0.2681 0.6492 +0.0481
ANO
Sp670 0,2mM 1.488 +0.3051 0.6644 +0.0448
ANO
Sp670 0,4mM 1.627 +0.3363 0.6822 +0.0454
ANO ANO
Sp670 0,6mM 1.680 +0.3607 ‘ | 0.6716 +0.0567

Tabulka 20: Vyznamnost. Statistika méfeni bunék kmene s nadprodukei Spr0929. Vysledek
statistické vyznamnosti dvojice kment je zobrazen v odpovidajicich fadcich. SVO = Statisticky
vyznamna odchylka.
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Fyziologicke stresy

Kmeny se zavedenou deleci genu spr0929 byly vystavovany rdznym typim
fyziologickych stresti. Stejny typ stresu byl vzdy aplikovan na WT pfislusného genetického
pozadi. Z porovnani chovani WT a mutantniho kmene lze usoudit, zda mé gen spr0929 tilohu
ve vyporadavani se s danym typem stresu. Stresové podminky byly voleny tak, aby co nejlépe
simulovaly riizné typy prostiedi, které se vyskytuji pfi stavu patogeneze a zaroven byly
proveditelné v laboratornich podminkach.

Konkrétné se jednd o méteni ristovych kiivek v tekutém médiu za vyssi teploty a riznych
pH. pH stresy byly navic nezdvisle provedeny 1 na pevném médiu. Testovani reakce na

oA

nekonzistentnosti metody a malého mnozstvi opakovani nejsou tato data v praci prezentovana.

4.6.2 pH stres

Pro otestovani schopnosti kment postradajicich protein Spr0929 vypotadat se s vykyvy
pH byly zvoleny dva nezavislé typy experiment. Prvnim byl test pfeziti na pevném médiu o
rizném pH. Ranni inokulum bylo zao¢kovano do TSB média a nechalo se rtist do exponencialni
faze. Nasledné byla ptipravena fedici fada a byl proveden vysev na krevni misky o pH 6,9; 5,5;
4,5. V ptipadé pH 6,9 a 5,5 nebyl mezi poftem kolonii dele¢niho kmene Aspr0929 a WT
vyrazny rozdil. Na miskach s pH 4,5 nerostly zadné kolonie ani u jednoho ze srovnavanych
kmend.

Druhym typem testu byla charakterizace rastu v tekutém TSB médiu o rizném pH.

Testovany byly hodnoty pH 5,8; 6,5; 7,5 a 8. Riistové kiivky jsou prezentovany na Obrazku 26.
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WT vs. Aspr0929 na pozadi Rx
pH stres

5,5
5,0
45
4,0
35
3,0
2,5
2,0
15
1,0
0,5
0,0

100*|og:(0OD 600nm)
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Cas [min]

——SplpHS58 ——SplpHGE5 ——SplpH7,5 SplpH8
———5p623 pH 5,8 ——5p623 pH 6,5 =——5p623 pH 7,5 ——5p623 pH 8

WT vs. Aspr0929 na pozadi R6

50 pH stres
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15

100*log. (OD 600nm)

1,0
0,5

0,0
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———5p208 pH 5,8 ——5p208 pH 6,5 —— Sp208 pH 7,5 Sp208 pH 8
———5p550 pH 5,8 =———Sp550 pH 6,5 == Sp550 pH 7,5 =———Sp550 pH 8

WT vs. Aspr0929 na pozadi D39

H stres
5,0 P

4,5
4,0
3,5
3,0
2,5

2,0

100*log. (OD 600nm)

1,5
1,0
0,5

0,0
o0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Cas [min]

o= 5p339 pH 5,8 ====5p339 pH 6,5 === 5p339 pH 7,5 Sp339pH 8

——5p551 pH 5,8 ——5p551 pH 6,5 ——Sp551 pH 7,5 ——5p551 pH 8

Obrazek 24: Ristové krivky pri pH stresu. TSB médium. Sp1, Sp208 a
Sp339 piedstavuji WT (geneticka pozadi Rx, R6 a D39), Sp520, Sp550 a
Sp551 jsou kmeny nesouci deleci genu spr0929.

Z namétenych kiivek vyplyva, ze protein Spr0929 nejspi§ nema vliv na odolnost
pneumokoka vic¢i pH stresu. Mirné rozdily ristovych kiivek jsou pravdépodobné dany

nepiesnosti v pipetovani.
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4.6.3 Teplotni stres

Na Obrazku 27 jsou rustové kiivky pneumokoka kultivovaného v TSB médiu pii stalé
teplot¢  40°C. Graf je vysledkem dvou nezavislych meéfeni provedeného v

technickych triplikéatech.
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Obrazek 25 Teplotni stres. Znazornéné rastové kiivky jsou vysledkem dvou
meéfeni ristu pneumokoka v TSB médiu pii 40°C v triplikatech na tfech
genetickych pozadich.

Z vysledku vyplyva, Ze v piipadé¢ kmene Rx a D39 nedochazi ke zméné ristovych
vlastnosti za téchto podminek. Kmen R6 vykazuje nejvétsi vykyvy. Zda se, ze lag faze je u
kmene s deleci delsi nezu WT a kultura dosahuje ve stacionarni fazi nepatrné nizsich optickych

denzit. Delece genu spr0929 nevede vSak k vyraznému zpomaleni riistu ani zde.
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4.7 Urceni lokalizace proteinu Spr0929

Podle bioinformatickych predikci tento protein neobsahuje TM helixy, jeho NA37
doména je popsana jako ,,asociovana s nukleoidem®. Za i¢elem stanoveni skutecné lokalizace
proteinu Spr0929 v bunice jsem pripravil nékolik kmeni exprimujicich tento protein translacné
zfuzovany s fluorescencni znackou GFP (Green Fluorescent Protein). K fuzi jsem se pokusil
pouzit téz alternativni fluorescencni znacku zsGreen (Matz et al., 1999), avSak jeji fluorescence
nebyla dostate¢na, proto neuvadim tuto ¢ast mezi vysledky. Soucésti této sady experimentl

bylo stanoveni morfologie kment exprimujicich fizni protein.

4.7.1 N-koncova fuze s GFP ektopicky exprimovana z inducibilniho promotoru

Abych byl schopen urcit lokalizaci, bylo nutné, aby bylo fizniho proteinu produkovano
dostate€né mnozstvi. Prvnim krokem ve stanoveni lokalizace tedy byla pfiprava kmene, ktery
nese fizovany gen vloZeny za inducibilnim promotorem. Pfidanim rizného mnoZstvi induktoru
je u takového kmene mozZné ovlivnit mnoZstvi exprimovaného proteinu.

Pro vlozeni fuzniho genu do chromozomu S.
pneumoniae jsem stejné jako v piipadé testu
komplementace vyuzil vektor pJWV25, ktery umoznuje

klonovani genu z4jmu za GFP znacku. Vznikla tedy N-

pIWV25-spro929 koncova fuze,
9582 bp r
v tomto pripadé
GFP-Spr0929 a jeho
vloZeni do
ostradateln¢ho bga
p 8 N
lokusu na AU275/AU276
Obriazek 26: Vektor pJVW25 nesouci 1000 b .I/
gen pro GFP s vloZenym genem spr0929. chromozomu
Pro selekei v klonovacim kmeni E. coli ——
slouzi gen bla pro ampicilinovou rezistenci pneumokoka.

(ampR), Po inzerci do bga lokusu na
chromozomu S. pneumoniae je vyuzit gen
pro rezistenci k tetracyklinu (tetM).

Vektor obsahuje gen

-t

pro  protein  GFP Obrazek 27: Fragment obsahujici gen

spr0929 pro vloZeni do vektoru pJVW25.
Amplifikovano z chDNA z kmene R6

region (Obrazek 28). Ten umoZiuje vzdjemnou pomocivyznacenych oligonukleotidi.
Délka = 1022bp.

pod kontrolu pZn, za kterym je vloZen flexibilni hinge

prostorovou nezavislost GFP a vloZeného proteinu. Fuzni
protein méa 68,6kDa, oproti samotnému Spr0929 s hmotnosti 38,6kDa je tedy o 44% t¢Zsi.
Klonovani probihalo metodou restrikce vektoru i vkladaného konstruktu a nasledné ligace

obou linearnich fragment. Pfimo za flexibilnim regionem se nachazi DNA sekvence,
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rozezndvana a $tépena restrikénim enzymem Spel. Druhé pouzitd RE Notl ma cilové misto o
10 nukleotidu dale.

Vkladany konstrukt obsahoval sekvenci genu spr0929. Na koncich byla zavedena
restrikéni mista pro Spel a Notl, kterd byla pouzita pro klonovéani. Tvorba tohoto konstruktu
probihala metodou PCR s ptesahujicimi oligonukleotidy, nesoucimi sekvenci pro dané
restrikéni misto. Z chDNA kmene R6 byla ampifikovana oblast DNA s genem spr0929 o délce
1022bp s pouzitim oligonukleotidit AU275 nesoucim Spel misto a AU276 s mistem Ndel
(Obrazek 29). Po izolaci fragmentu z gelu byl spolecné s vektorem pJWV25 restrikéné St€pen
restriktazami Spel/Ndel. Poté nasledovala ligace vektoru a konstruktu podle standartniho
protokolu uvedeného v kapitole Metody.

Vysledny vektor byl ve formé ligacni smési transformovan do kompetentnich bunék
DH50 kmene bakterie E. colii Na LB misce s Amp avysevem 200 pl média
s transformovanymi bunikami vyrostlo 40 kolonii kmene, oznacené¢ho jako EC560 (DH5a;

pIWV25-spr0929). Nasledna koloniova PCR 8§

Sp645 klont1 s oligonukleotidy LN123 a LN143 potvrdila
——1";:- spravnou délku vlozeného fragmentu u 4 klont.
0 0,1 0,2

—— —— GFP

— — -

——— —— PhpP

Obrazek 28: Test exprese Spr0929-GFP.
Sp645 (R6; Aspr0929 bga::pJWV25-spr0929)
byl kultivovan v C+Y médiu s ptidavkem
piislusného mnozstvi Zn?*. Sp645 je
komplementa¢ni kmen R6 s vlozenym pJWV-
spr0929. Detekce probihala pomoci Anti-GFP
protilatky, jako kontrola nanasek slouzila
imunodetekce s Anti-PhpP protilatkou na téze
membrang.

Sekvenace klonu k2 potvrdila uspéSnou piipravu
vektoru.

Vektor byl transformovan do kmene Sp208
(R6 WT) =za Sp646 (R6;
bga::pJWV25-spr0929) a do kmene Sp550 (R6;
Aspr0929) za vzniku kmene Sp645 (R6; Aspr0929
bga::pJWV25-spr0929). Doslo k inzerci vektoru do

vzniku kmene

bga lokusu obdobné jako v pfipadé transformace
komplementa¢niho vektoru. Jako selekéni marker
byl pouzit tetracyklin. 6 klonti od kazdého kmene
bylo otestovano koloniovou PCR se stejnym
sloZzenim a nastavenim jako v ptipadé testu E. coli.

Vsechny klony byly pozitivni.
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Nasledoval test exprese proteinu. Kmen Sp645 byl kultivovan v C+Y médiu s gradientem
Zn*" iontt 0; 0,1 a 0,2 mM. P#i ODgoo = 0,4 byly vytvoieny SEDS lyzaty. Imunodetekce pomoci
Anti-GFP protilatky potvrdila rostouci miru exprese pti vyssich hladinach zine¢natych iontu.
Jako kontrola nandsek byla pouzita imunodetekce fosfatdzy PhpP na stejné membrané

(Obrazek 30).

GFP + - + gip - spr0929 - Délka
DAPI — + + bga lokus, C+Y médium
thnm Znt]

M J‘ & $
v——47_ |

0 o1 02 03

5p208. Sp64s

gfp-spr0929 - Sitka

bga lokus, C+Y medium

0.8+ 4
"‘ ‘\
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£ | {
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057 ¥
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5p208 ————————— 5p645

Obrazek 29: Fluorescen¢ni mikroskopie fixovaného Obrazek 30: Velikost bunék kmene s

kmene Sp645 (R6; Aspr0929 bga::pJWV25-spr0929- exprimovanym rekombinantim proteinem
flag). Vlevo GFP, uprostied DAPI barveni, vpravo GFP-Spr0929. Kultivovano v C+Y médiu
piekryv. Mikroskop Olymus IX 83 s kamerou s pfidavkem Zn*" iontti o piislusné koncentraci.

Photometrics Prime 95B.

Mikroskopie kmene Sp645 pomoci fluorescenéni mikroskopie umoznila stanovit
lokalizaci proteinu jako cytoplazmatickou s nerovnomérnym rozloZenim fluorescen¢niho
signalu, coz odpovida predpokladané lokalizaci s bakteridlnim nukleoidem. Pro potvrzeni této
hypotézy byly pfipraveny fixované preparaty s DNA specifickym fluoroforem DAPI. Piekryv
snimkd je vidét na Obrazku 31, ktery potvrzuje kolokalizaci Spr0929 s bakterialnim
nukleoidem.

Mikroskopie kmene Sp645, kultivovaného v C+Y médiu metodou fazového kontrastu a
nasledné meétfeni velikosti bun¢k naznacily komplementaci pifi vysSich koncentracich
zinecnatych iontll v médiu (Obrazek 32). Zd4 se tedy, ze i pies vyraznou velikost GFP proteinu

je fuzni protein GFP-Spr0929 funkéni, podobné jako fuzni protein Spr0929-Flag.
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Za Ucelem ovéfeni, zda ma threonin v pozici 255 a jeho pfipadné fosforylace vliv na
lokalizaci proteinu Spr0929 byl ptipraven vektor pJVW25-spr0929-T255A, nesouci bodovou

fosfoablativni zameénu této AK za alanin.

Sp687 Izolovany plazmid z kmene EC560 (pJVW25-
— [mM Zn?] spr0929) byl pouzit jako templat QuikChange reakce

s mutagennimi oligonukleotidy AU273 a AU274.

1] 0,2 04
“ : Spr0S29 Nasledovalo opét klonovani do DHSa bunék za vzniku
T255A  ymene  EC577 (PIVW25-5pr0929-T255A).

“ Transformac¢ni Uc¢innost byla srovnatelna. 5 klont

Sp687  (R6;  Aspr0929, bga::pJVW25-spr0929-

Obrazek 33: Exprese GFP-Spr0929-T255A T255A), vzniklého transformaci vektoru do Sp550

v gradientu Zn**. Pro imunodetekci byla ) . :
pouzita Anti-GFP protilitka, (R6; Aspr0929) bylo otestovano koloniovou PCR.

Vsechny klony byly identifikovany jako RWVspros29-T255A  Sp6s7 (B.emitze)

pozitivni. U jednoho klonu kmene Sp687 byla
uspeésné otestovana exprese fuzniho proteinu
v gradientu zine¢natych iontt pii kultivaci
vTSB  médiu. Imunodetekce s GFP

spr0929-T255A-gfp - Délka

bga lokus, TSB médium

i
2.0 1l
£ A
=154 : 1
1.0 S|
h v

T T Obrizek 34: Fluorescen¢ni mikroskopie kmene Sp687.
ﬁ-——‘j—] Kmen exprimuje fuzni protein GFP-Spr0929-T255A.

0 0,2 0,4 0,6 P17 we .y , ,
59208 sp537 Bilé sipky }1k’azuj'1 na mista s nabohacenym
spr0929-T255A-gfp - Sitka fluorescen¢nim signalem.
0.77
=
S 0.6
051 . . . .
na lokalizaci, ktera je obdobné jako u kmene
B N LR I nativni formou proteinu (Obrazek 34).

bga lokus, TSB médium
sp208 ——————— sees7 Analyza mikroskopickych snimki potizenych

Obriazek 35: Morfologie kmene s GFP-Spr0929-T255A.
Graf rozlozeni délky a $itky bun¢k kmene Sp687,

exprimujicich GFP-Spr0929-T255A v gradientu Zn** Schopnost kmene komplementovat

iontd.
(Obrazek 35).

protilatkou je na Obrazku 33.
Fluorescenéni  mikroskopie  téchto

kment ukazala, ze zaména T255A nema vliv

fazovym  kontrastem  zcela  vyloucilo
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4.7.2 C-koncova fuze s GFP v nativnim lokusu

Vyse popsany zpiisob vlozeni fizniho genu fluorescenéni znacky a spr0929 pod zinkem
ovladany inducibilni promotor je do urCit¢é miry umély. Navic integraci vektoru dochazi
k inzerci tohoto genu do bga lokusu pneumokoka, ktery sice neni nijak dilezity pro jeho rtst v

béznych laboratornich podminkach, presto vsak exprese Spr0929 s GFP z nativniho promotoru

spr@929-GFP Chromozom (5767 bp)

1,209 1,500 2,009 2,500 3,000 3,500 4,002 4,392
A- AU143/AU299 [1921bp] C: AU29B/AUT46 [979bp]
B: AU158/AUTSZ [762bp]

AU143 AU282 AU299 AU298 AU143
AU281 | AU150 AU152

T presm > spragzg efp’ [T
L LN302 LN300 LN301 LECER

J 4

v nativnim lokusu vice odrazi ptirozeny stav.

Obrazek 36: Genetickd mapa C-koncové fuze genu spr0929 s gfp. Pismeny A, B a C jsou vyznaceny
fragmenty pouzité pro fuzni PCR (Sedd). Modfe je naznacen flexibilni ,,Hinge* region.

Jak z pfedchozich experimentd, tak z fosfoproteomovych dat vime, Ze je protein Spr0929
za standartnich podminek exprimovan. Dal§im cilem tedy byla konstrukce kmene, ktery
obsahuje fizni protein pfimo pod nativnim promotorem genu spr0929. V tomto piipad¢ jsem
zvolil fazi na C-konci, abych ovéfil, zda tato varianta nebude 1épe komplementovat velikost
bunék nez N-koncova fuzni forma exprimovana ektopicky z inducibilniho promotoru pZn.

Ptiprava kment probihala, podobné jako v ptfipadé¢ druhé faze delece genu spr0929.
Nejprve bylo nutné pfipravit konstrukt nesouci fuzni gen obklopeny okolnimi oblastmi
homolognimi k nativnimu lokusu kolem genu spr0929 na chromozomu pneumokoka. Pomoci
metody PCR s vyuzitim PfuX polymerdzy byly amplifikovany jednotlivé fragmenty DNA
(Obrazek 36). Fragment B s genem pro GFP a Hinge region byl amplifikovan z chDNA kmene

Sp370 nesouci C-koncovou

A (C-konec) B (N-konec)
Sp714 Sp750

fazi jag-gfp. Byly pouzity
oligonukleotidy AU152 a
AUI150 (na obrazku zeleng¢).
Pro ptipravu konstruktu
byl pouzit par LN302/LN303

(3ed®). Finalni fuze probéehla

pfes piekryvné oblasti na

oligonukleotidech AU299 Obrazek 37: Porovnani lokalizace C- a N-koncové fize Spr0929 s GFP.
U C koncové fuze — kmen Sp714 (spr0929-gfp) je cytoplazmaticky signal
(Zlut€¢) a AUI152 pro flzi zceladifuzni. U N-koncoveé fize — kmen Sp750 (gfp-spr0929) je patrna
nerovnomérna fluorescence, nabohaceny fluorescenéni signdl je vyznacen
fragmenti A a B. Druhy Sipkami. Velikost vyfezu je 20x20um

prekryv mezi AU298 (modie) a AU150 zajistil ptipojeni oblasti C.
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Transformace vzniklého konstruktu do kmene Sp355 (R6, Aspr0929::SJK) probéhla
uspésné, velikost fragmentu LN302/AU146 z koloniové PCR odpovidala na gelu teoretické
délce. Naslednd mikroskopie kmene Sp714 (R6, spr0929-gfp) potvrdila expresi
fluorescen¢niho fuzniho proteinu Spr0929-GFP (Obrazek 37 A).

Z Obrazku 37 A je patrné, ze vlozenim GFP za C-koncovou oblast doslo ke ztraté
lokalizace pozorované u N-koncova fuzni formy proteinu exprimovana z inducibilniho

promotoru pZn. Proto jsem vyzkousel ptipravit 1 N-koncovou fiizi pod nativnim promotorem.

4.7.3 N-koncova fuze s GFP v nativnim lokusu

GFP-spr@929 Chromozom (58@1 bp)

1,000 1,500 2,000 2,500 3,000 3,500 4,000 4,500 5,000
B: AU313/AU314 [1797bp] (z PIWV)

[ A: AUT43/... [916bp] C: AU3T5/A...6 [978bp]
AU313 AU314
AU143 AU282 AU315 AU146
[ spreg2s > gfp’ sprag2g [ spreese > [ spré93l
| LN302 LN300 Hinge region LN301 LN303 |

Obrazek 38: Geneticka mapa C-koncové fuze genu spr0929 s gfp. Pismeny A, B a C jsou vyznaceny
fragmenty pouzité pro fazni PCR. Modfe je naznacen flexibilni ,,Hinge* region.

Ptiprava kmene probihala analogicky, jako v ptipad¢ fuze na C-konci, jen s odliSnou
metodou piipravy konstruktu. Ten byl opét fuzovan ze 3 segmenti DNA (Obrazek 38).
Tentokrat vSak fuze probihala mezi koncovymi homolognimi ¢astmi chromosomalni DNA a
prostiednim segmentem, obsahujicim gen pro cely fuzni protein GFP-Spr0929. Tento segment
byl amplifikovan pomoci oligonukleotidi AU313 a AU314 z vektoru pJVW25-spr0929.
AU313 obsahuje piesah, komplementarni k AU282, pouzit¢ho spolu s AU143 k amplifikaci
oblasti pfed genem spr0929 ve sméru transkripce. Stejné tak oligonukleotid AU314 je ¢astecné
komplementarni k AU315, ktery byl pouzit spolu s AU146 k ziskani fragmentu za genem
spr0929 ve sméru transkripce. Finalni fizni konstrukt GFP-spr0929 byl amplifikovan pomoci
oligonukleotidit AU143 a AU146.

Kmen vznikly transformaci takto ptipraveného konstruktu do kmene R6 se SJIK v lokusu
genu spr0929 (Sp355) byl oznacen jako Sp750 (R6, gfp-spr0929) a podroben fluorescencni
mikroskopii (Obrazek 37 B). Fluorescencni signdl u tohoto kmene neni zcela difuzni, jako
v ptipadé C-koncové fize v nativnim lokusu a odpovida svym rozlozenim spiSe N-koncové fuzi

exprimované z inducibilniho promotoru pZn.
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Test exprese obou variant fuznich proteini GFP-Spr0929 a Spr0929-GFP,
exprimovanych z nativniho promotoru jsem z ¢asovych duvodi jiz nestihl provést. Rovnéz

jsem kmeny nesouci fizni geny nestihl podrobit testu komplementace.
4.8 Priikaz fosforylace proteinu Spr0929 kinazou StkP

4.8.1 Prikaz fosforylace v podminkach in vitro

Na zakladé fosfoproteomu provedeného nasi laboratoti byl identifikovan T255 proteinu
Spr0929 jako fosforylovany v hyperfosforylovaném Rx kmeni S. pneumoniae s odstranénou
fosfatazou PhpP a u WT Rx kmene kultivovaného v ptfitomnosti ampicilinu. Nékteré diive
provedené fosfoproteomy pneumokoka kultivovaného za standartnich podminek tuto
fosforylaci nedetekovaly (Sun et al., 2010).

Jednim z cili prace bylo ovéfit, zda je za tuto fosforylaci zodpoveédna kinaza StkP, a to
pomoci kinazové reakce in vitro a potvrdit konkrétni misto fosforylace v pozici T255
testovanim hladiny fosforylace proteinu nesoucim bodovou zaménu tohoto fosfoakceptorového
mista za alanin. Za timto Ucelem byly pfipraveny expresni vektory, které nesou gen pro
studovany protein opatieny histidinovou znacku, umoziujici jeho purifikaci. Pouzité expresni
vektory obsahuji promotor pro T7 polymerazu, ktera je v expresnich kmenech E. coli BL-21
aktivni pii indukci pomoci syntetického analogu alolaktézy IPTG.

Konkrétné€ byl pouzit nejprve vektor pETPhos-Link (Obrazek 9), specidlné€ navrzeny pro
studium fosforylace proteinli. Ten se pouziva pro vneseni genu za 7xHis znacku, vysledny
protein tedy tuto znacku nese na N-konci. Vkladany gen spr0929 byl amplifikovan z chDNA
divokého kmene R6 pomoci oligonukleotidit AU271/0929-Ndel F a AU272/0929-BamH1 R
s restrikénimi misty pro dané enzymy.

Pomoci restrikce fragmentu témito enzymy a jeho nasledné ligace do vektoru Stépené¢ho
stejnym parem RE byl vytvoten vektor pETPhos-Ais-spr0929. Ten byl naklonovéan do bunék E.
coli DH50, oznaceného EC559 (pETPhosLink-his-spr0929). Selekce tohoto kmene probéhla
na LB miskach s Amp, 13 klon bylo otestovano koloniovou PCR s oligonukleotidy AU271 a
AU272. Vektor byl z pozitivniho klonu k1 izolovan pomoci komer¢ni sady Miniprep a vloZena
oblast byla sekvenovéna. Tento izolovany vektor byl poté pouzit k tvorb& vektoru
pETPhosLink-Ais-spr0929-T255A pomoci metody QuikChange (QCh), s mutagennimi
oligonukleotidy AU273 a AU274. Reak¢ni smés byla transformovana do kompetentnich bunék
E. coli DH5a za vzniku kmene EC568 (pETPhosLink-4is-spr0929-T255A), selekce probihala
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také na pevném LB médiu s pfidavkem Amp. Izolovany vektor z klonu 16 byl sekvencné
ovéfen.

Oba vzniklé vektory byly vneseny do expresniho
kmene E. coli BL-21(DE3). Ty ziskaly oznaceni EC571

&

pET42b-spre929-his
6022 bp

Obrazek 39: Vektor pET42b0929. Ori

v pripadé vektoru nesouctho WT formu genu a EC572 u

fosfoablativni T255A varianty. Na zaklad¢ nékolikrat

opakovaného testu exprese proteinu s riznymi klony jsem
zjistil, ze takto pfipravené vektory nejsou funkc¢ni, proto
jsem pristoupil k ndvrhu nového expresniho systému,
zalozeného na jiném typu vektoru.

Druhym zvolenym vektorem byl pET42b, jehoz

oznacuje pocitek replikace v E. Col, genetickd mapa je zobrazena na Obrazku 10. Histidinova
KanR determinant pro antibiotikovou

rezistenci. Mezi T7 promotor a T7 kotva byla v tomto pfipadé fuzovana na C-konec proteinu
terminator byl vlozen gen kodujici o )

Spr0929-His. Spr0929. Pro restrikci byl pouzit par RE Ndel a Xhol.

K amplifikaci genu z chDNA byl tentokrat pouzit par
oligonukleotidi AU271/0929-Ndel F a AU289/0929 Xhol. Kmen E. coli DHS5a
transformovany vektorem pET42b-spr0929 (Obrazek 39) nese oznaceni EC587. Koloniovou
PCR bylo uspésné otestovano 5 klont. Vysledny vektor pET42b-spr0929 byl transformovan
do expresniho kmene E. coli BL-21(DE3) za vzniku kmene EC588.

A M WL F W21 2 3 4 5 6

M EC588 EC592 E =
k1 k2 k1 k2 - =
01 201201201 I[h % B —Em
: E
'-—- «—————Spr09z9
&} .
_-Spr0929 =
1 1 ?roggs ?1255; s E ::
; ~ B
B M F W 1 2 3 4 5 6
==
- _4_—
-~
~ | - . ¢————5pr0929 T255A
Obr{izek 40: Test exprese proteini Spf0929-His a { " !
Spr0929-His T255A. EC592 exprimuje fosfoablativni N ] !

variantu proteinu Spr0929 T255A, EC588 variantu ) . — .
bez zamény (WT). Dréhy ,,0 oznaduji stav pred Obrazek 41: Purifikace proteinii Spr0929-His (A)

indukci, ,,1 a ,,2 po¢et hodin po indukci IPTG. M — a Spr0929-His T255A (B). F znaci proteinovy lyzat
marker molekulovych hmotnosti. 12 % nezachyceny na agaroze, W je vzorek odebrany po

polyakrylamidovy gel obarveny pomoci Comassie poslednim promyti. Nasleduji jednotlivé elu¢ni
Blue R-250. frakce. M — marker molekulovych hmotnosti. 12 %

polyakrylamidovy gel obarveny pomoci SafeStain
barveni.
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Obdobné, jako v ptipadé vektoru pETPhos byl i do vektoru pET42b zaveden gen pro
fosfoablativni formu proteinu Spr0929. Produkt QCh reakce byl transformovan do kmene E.
coli DH5a za vzniku kmene EC590 (pET42b-spr0929-T255A-his) a poté do expresniho kmene
E. coli BL21(DE3) za vzniku kmene EC592 (pET42b-spr0929-T255A-his).

Test exprese probihal kultivovanim dvou klont od kazdého ze dvou kmenti EC588 a
EC592 v 50ml LB média. Vzorky byly odebirany pied indukei exprese (zhruba po 2 hodinach
po zaoCkovani pii dosazeni ODgoo= 0,4) a poté 1 a 2 hodiny po indukci exprese pomoci IPTG.
Z Obrazku 40 je patrné, Ze 1 po 1 hodin€ po indukci bylo naprodukovéano dostate¢né mnoZstvi
obou proteind.

Nasledovala purifikace obou proteini pomoci afinitni chromatografie Ni-NTA agar6zou
a dialyza. Proteinu bylo nejvice ve 2. a 3. elu¢ni frakci, pro dialyzu byly pouZité prvni 4 frakce

(Obrazek 41).

Kolorimetrickym stanovenim

— |+ |+ | —| — [spr0928
— | = | = | + | + [spro9z9 1255 koncentrace proteinit pomoci BCA soupravy

+ |-+ - +]xp
A byla stanovena koncentrace a ta byla
- = e o

normovana fedénim proteinu destilovanou
«— Spr0929 vodou. Purifikované proteiny byly pouzity v
“~kp kinazové reakci in vitro. Byla porovnana
B fosforylace WT formy Spr0929 a formy
- S . ¢—5pr0929 (T255A) S fosfoablativni bodovou zaménou T255A.

= pe=r N *~_ KD
Obrazek 42: Prikaz mista fosforylace Spr0929
proteinkinazou StkP na T255 in vitro. _gelu s paralelné analyzovanymi vzorky
A: kindzova reakce na 12% gelu - imunodetekce Anti-
P-Thr protilatkou; B: kontrola nanasek proteinu na (Obrézek 42 B),
gelu pomoci SafeStain barveni. KD = kinazova
doména, T255A = fosfoablatovni ziména. Stanoveni fosforylace probéhlo metodou

Kontrola nanasek prob&hla pomoci barveni

imunodetekce s Anti-P-Thr protildtkou s vyuzitim chemiluminiscenéniho substratu
WesternBright ECL. Vysledny Obrazek 42 A vznikl po expozici 25 sekund. Z vysledku
vyplyvd, Ze v podminkéach in vitro je protein Spr0929 substratem kinazy StkP a mistem

fosforylace je threonin v pozici 255.

4.8.2 Prukaz fosforylace v podminkach in vivo

Na zakladé fosfoproteomu byla stanovena fosforylace proteinu Spr0929 v pozici T255
v Rx kmeni kultivovaném v pfitomnosti Amp. V téchto podminkéch jsou hladiny fosforylace
obecné vyssi. JeSté vétsi mira fosforylace byla detekovdna v hyperfosforylovaném kmeni

Spl113, postradajicim fosfatazu PhpP (Ulrych, nepublikované vysledky). Pfi imunodetekci
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celkového proteinového lyzatu Spl (WT) a Sp113 (AphpP) pomoci Anti-P-Thr protilatky neni
vidét na membrané rozdil v detekovaném signalu v oblasti odpovidajici putovani Spr0929 (data

nejsou uvedena). Touto metodou tedy nelze fosforylaci v in vivo podminkach potvrdit.

Za ucelem studia fosforylace v podminkéch in vivo jsem pfiipravil kmeny nesouci FLAG
epitop na C-konci proteinu Spr0929 a obdobné kmeny s fosfoablativni zdaménou T255A. Gen
kodujici tento fuzni protein byl vnesen do nativniho lokusu, ndhradou za SJK.

spro929-flag (5032 bp)

1,500 2,000 2,500 3,000 3,500 4,000

B: AU284/AUT46 [982bp]
A: AUT43/AU283 [1927bp]

AU284 AU146
AU281 AU283
AU143 AU282
spre929-flag T255A (5032 bp)

AZ: AU2B1/AU283 [10316p]
Al: AUT43/AU282 [916bp]

AU274
AU273 FLAG

sprész8 T255 sprégd3e sprag3il
0929

AU307} | LN302 LN300 LN301 n303 |1 Auzos

Obraizek 43: Genetické mapy FLAGovanych forem spr0929. Zelen¢ jsou vyznaceny fragmenty pro fuzni
PCR konstruktu pro vlozeni FLAGované nativni formy proteinu do nativniho lokusu, modie pro fosfoablativni
zaménu T255A. Fragment B je pro obé formy spolecny.

Vzhledem k faktu, ze jedinym kmenem, kde jsem za standartnich podminek pozoroval
fenotypovy projev odstranéni genu spr0929 byl kmen R6, pokusil jsem se nejprve o potvrzeni

fosforylace na tomto genetickém pozadi.

Konstrukt pro transformaci spr0929-flag byl opét vytvoren pomoci metody fuzni PCR,
jejim templatem byly dva fragmenty DNA amplifikované z chDNA kmene R6, viz
Obrazek 43. Oligonukleotidy ke vneseni Flag kotvy AU283 a AU284 nesou piesah se sekvenci
pro tuto znacku. AU283 byl pouzity spolecné s AU143 k amplifikaci genu spr0929 a €asti genu
spr0928. Dale AU284 spolu s AU146 k piipravé fragmentu obsahujiciho oblast za genem
spr0929 ve sméru transkripce.

K vytvoteni konstruktu spr0929-T255A-flag byl pouzit stejny fragment pro oblast za
genem zajmu ve smeéru transkripce (na Obrazku 43 fragment B). Ten byl fuzovan se dvéma
dalsimi. Oblast pfed genem ve sméru transkripce pochdzela z PCR s oligonukleotidy
AU143/AU282 zR6 chDNA templatu. Oblast genu spr0929 se zaménou T255A byla
amplifikovana z vektoru pZnMin-spr0929-T255A-flag, pochazejiciho z kmene EC567. Pro
tuto oblast byl pouzit oligonukleotid AU281 (¢asteéné komplementarni k AU282) a AU283
s komplementaritou k AU284.
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Koncova flaze probihala u obou konstrukti pomoci PCR s vyuzitim vnéjsich

oligonukleotidi LN302 a LN303.

Oba tyto konstrukty byly transformovany do kmene R6, nesouciho SJK v lokusu pro
spr0929 (kmen Sp355). Kmen s nativni formou spr0929 ziskal oznaceni Sp661. Kmen

s fosfoablativni zdménou T255A je veden pod cislem Sp668. Oba kmeny byly sekvenacné

ovéfeny.

Imunodetekce s Anti-FLAG protilatkou ukazala funkéni expresi genu. Jako kontrola byl

pouzit komplementacni kmen Sp604 (R6, Aspr0929 bga::pZnMin-spr0929-flag), kultivovany

v gradientu Zn** ionti 0,2; 0,4 a 0,6 mM. Po obarveni membrany v amidové &erni jsem ziskal

kontrolu nanasek (Obrazek 44).

Pro urCeni fosforylace proteinu
Spr0929 v téchto kmenech je mozné vyuzit
dvou metod. Prvni alternativou je pouziti
elektroforézy  proteinového lyzatu na
specialnim  Phos-tagovém  gelu, ktery
zpusobuje retardaci v putovani u
fosforylovanych proteini. Nasledna
imunodetekce pomoci Anti-FLAG protilatky
umoznuje vizualizovat rozdil v putovani
fosforylované a nefosforylované formy.

Druhou mozZnosti je purifikace
proteinu znaceného Flagovou kotvou pftes
Anti-FLAG znafené magnetické kulicky.
Nasleduje jeho nanaSeni na SDS-PAGE gel
ve stejnych koncentracich a imunodetekce

s pouzitim Anti-P-Thr protilatky, pfipadné 1

Sp604

(LU

M 02 04 0.6 Sp661Sp66S

Spr0929 (T255A)-FLAG

Obrazek 44: Test exprese proteinu Spr0929-FLAG.
Pod inducibilnim pZnMin a nativnim promotorem na
genetickém pozadi R6. Kmen Sp661 nese nativni formu
genu spr0929 s FLAGovou kotvou na C-konci a Sp668
fosfoablativni zdménu T255A. Nahofe imunodetekce
pomoci Anti-FLAG protilatky, dole membrana barvena
v amidové Cerni.

protilatky Anti-FLAG z diivodu kontroly rovnomeérnosti nanasek.

Jelikoz se mi nepodafilo pomoci Phos-tagového gelu urcit jednoznaény vysledek (data

nejsou prezentovana), piikrocil jsem k tvorbé hyperfosforylovaného kmene, abych zvysil Sanci

uspesné detekce fosforylace. Takovy kmen je mozné ziskat pouze na genetickém pozadi Rx.

Proto jsem konstrukty nesouci gen s Flagovou kotvou transformoval do Rx kmene Sp354 (Rx,
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M splsSp7i7  sp7ii sp7i8  Sp7i2 M Sp7i7  Sp744 Aspr0929::SJK). Kmen

k1l k2 k3 k4 k1l k2 k3 k4 k1l k2 k3 k4

aotitclid it nesouci nativni formu genu

PhpP
StkP
Anti-FLAG Anti-FLAG Sp717 (Rx, spr0929-flag) a
Spr0929-FLAG .
kmen s fosfoablativni

spr0929 byl oznacen jako

zaménou T255A v tomto

Obrazek 45: Imunodetekce FLAGovanych forem Spr0929 na Rx pozadi.  genu byl veden pod cislem
Sp717 nese FLAGovou kotvu, Sp711 ma navic deletovanou PhpP, Sp744
StkP. Kmeny Sp718 a Sp712 nesou fosfoablativni zaménu T255A, genotypy Sp718 (Rx, spr0929-

analogicky. T255Aflag). Po ovéfeni
spravnosti sekvence jsem tyto kmeny pouZil pro transformaci konstruktu AphpP::JK za ticelem
odstranéni fosfatazy PhpP. Ziskal jsem tak kmeny Sp711 (Rx, AphpP, spr0929-flag) a Sp712
(Rx, AphpP, spr0929-T255A-flag).

Pro ptipad, ze by za standartnich podminek protein fosforylovany byl jsem pftipravil téz
kmen nesouci Flagovou znaCku na AstkP pozadi, a to vloZenim linearizovaného vektoru
pAKCmDK do kmene Sp717. Timto zplsobem vznikl kmen Sp744 (AstkP, spr0929-flag),
slouzici jako negativni kontrola.

Vsechny kmeny s Flagovou znackou na genetickém pozadi Rx jsem podrobil testu
exprese pomoci imunodetekce s Anti-FLAG protilatkou. Zaroven jsem provedl imunodetekci
s Anti-PhpP protilatkou k ovéieni delece phpP a s Anti-StkP protilatkou k ovéreni delece stkP.
Obrazek 45 dokumentuje expresi proteini s Flagovou znackou, stejné jako uspésné delece

gentl pro kinazu a fosfatazu u piislusnych kmend.

Ze vsech ziskanych kment jsem A B
I T M Sp717 Sp744 M Sp717 Sp744
po kultivaci v50 ml TSB média o e bdundl
izoloval celkovy proteinovy lyzat a po
—_—
ur¢eni koncentrace pomoci BCA ..
. -

stanoveni normoval koncentraci na 30
pg/ul.

Stanoveni fosforylace pomoci Sprosad-F

, . = /

posunu na Phos-tagovém gelu opét D

neukézalo spolehlivy vysledek (data
nejsou prezentovana), pristoupil jsem

tedy k imunoprecipitaci pomoci Anti- Obrazek 46: Imunodetekce elu¢nich frakci z kmentd Sp717
- ] . ) a Sp744. A: Anti-P-Thr protilatka, B: Anti-FLAG protilatka na
FLAG protilatky imobilizované na téze membrang, je vidét téz zbytkovy signal z piivodni Anti-P-
C L, cor , . Thr detekce.
magnetickych  kuli¢kach.  Ziskané
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eluéni frakce z kmenti Sp717 (spr0929-flag) a Sp744 (AstkP, spr0929-flag) jsem ve stejnych
nanaskach analyzoval pomoci imunodetekce s pouZzitim Anti-P-Thr protilatky (Obrazek 46 A).
U kmene s odstranénou kindzou, ktery slouzil jako negativni kontrola, neni dle o¢ekavani
patrny zadny fosforylacni signal. Pfestoze signal z imunodetekce Anti-FLAG protilatkou tvotil
pouze jeden band, velikostn€ odpovidajici proteinu Spr0929-FLAG, na tomto obrazku je vidét,
7ze jsem veluatu ziskal i proteiny o jiné hmotnosti. Fakt, ze ani jeden z proteint,
fosforylovanych v kmeni Sp717 demonstrovanych na Obrazku 46 A neni Spr0929-FLAG je
dokumentovan na Obrazku 46 B, kde jsem na tutéZ membranu aplikoval Anti-FLAG
protilatku. Signal z pfedchozi detekce je vidét 1 zde a protein Spr0929-FLAG skute¢né putuje
nizZe nez pozorovany fosforylovany dvojband. Timto zptisobem tedy nelze detekovat fosforylaci
proteinu Spr0929 za standardnich podminek.

A g —_— - V dalSim kroku jsem piistoupil k obdobné

M

- o - . analyze hyperfosforylovanych kment

. s odstranénou fosfatdzou PhpP s Flagovou
znackou flzovanou s proteinem Spr0929.

= = Sance, ze v tomto experimentalnim uspotradéani

o= gum - ;o T v
B &m-msen  bude fosforylace detekovatelna je vyssi, Cemuz

odpovidd 1 vyssi signal z fosfoproteomové
anti-p-Thr anti-FLAG analyzy. Kromé¢ kmene Sp711, nesouciho
Obrazek 47: Detekce fosforylace proteinu

Spr0929 v in vivo podminkach na AphpP pozadi. nativni formu Flagem znaceného proteinu

Purifikované proteiny byly rozdéleny na 10 % PAA . . )
gelu, pro detekei byly pouzity Anti-P-Thr (A) a Spr0929 jsem testoval téz kmen Sp712, nesouci

Anti-FLAG (B) protilatky. Sipka oznacuje
fosforylovany protein Spr0929-FLAG.

potvrzeni konkrétniho mista fosforylace v podminkach in vivo.

fosfoablativni zaménu T255A, za ucelem

Na Obrazku 47 A je vysledek imunodetekce imunoprecipitovanych proteini z téchto
proteinu Spr0929 od vySe zminéného dvojbandu jsem pouzil vétsi, 10 % PAA gel a proteiny
jsem nechal separovat na elektroforéze delsi dobu, takZze na vysledné membrané neni celé
spektrum proteinti, ale pouze usek zajmu s vétSimi rozestupy mezi jednotlivymi proteiny.
Obrazek ptedstavuje ditkkaz fosforylace proteinu Spr0929 na threoninu 255, jelikoz slabé
fosforylovany prouzek putujici ve stejné velikosti jako signal z Anti-FLAG detekce (Obrazek
47 B) je detekovan pouze u WT formy proteinu, nikoliv vSak u fosfoablativni formy T255A.

Také jsem provedl imunodetekci imunoprecipitovanych proteinti pomoci Anti-FLAG
protilatky. Ta ovéfila, jak protein Spr0929-FLAG putuje na gelu a zaroven slouzila jako

kontrola nandsek. Vysledek této detekce je prezentovan na Obrazku 47 B.
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5 Diskuze

Grampozitivni bakterie Streptococcus pneumoniae kdéduje ve svém genomu jedinou
Ser/Thr proteinkinazu eukaryotniho typu StkP a funkéné spiazenou fosfatazu PhpP (Novéakova
et al., 2005). Fosforylaci svych substrati fidi StkP né€kolik dulezitych bunéénych procest, jako
je bunécné déleni ¢i syntéza BS (Fadda et al., 2003; Fleurie et al., 2014; Novakova et al., 2005).
Popis téchto substratli je nezbytny pro pochopeni fungovani kli¢ovych signalnich drah u
pneumokoka. Za ucelem identifikace substrat StkP provedla naSe laboratoi ve spolupraci s
Centrem biomedicinského vyzkumu Fakultni nemocnice Hradec Kralové analyzu globéalniho
fosfoproteomu pomoci hmotnostni spektrometrie. V tomto experimentu byl porovnan
fosfoproteom WT sdelecnim kmenem v proteinkindze StkP (AstkP) a také s
hyperfosforylovanym kmenem s odstranénou fosfatazou PhpP (AphpP) na genetickém pozadi
Rx. U hyperfosforylovaného kmene byl jednim z identifikovanych substratl 1 protein Spr0929,
u né¢hoz byl identifikovan jediny fosforylovany threonin v pozici 255 (Fabrik & Ulrych,

nepublikované vysledky). U divokého typu vSak fosforylace proteinu Spr0929 nebyla

Streptococcus pneumoniae Ré6 SPEKLANDLFDNNLTARLSFIDQVREAVPEPVQFDEIDASRQLEKFENQKLSLENGIELT 300
Streptococcus sp. DD10 SPEKLANDLFDNNLTARLSFIDQVEEAVPEPVQFDEIDASRQLEKFENQELSLSNGIELI 289
Streptococcus infantis SK970 SPEKLANDLFDNNLTARLSFIDRVKEAVPEPVQFDEIDASRQLERFENQKLSLENGIELT 289
Streptococcus cristatus SPEKLADELFDSNLTARLTFIDQVKETVPEPIKFDEIDSSROKEKFENQKLSLENGIELI 289

Streptococcus intermedius B196 SPEKLADELFDNNLTARLTFIDRVKEVIPETVKFDEVDSSRQKKKFENQKLSLSNGIELI 289
Streptococcus sanguinis SK36 SPEKLADDLFDSNLTARLTFIDQVKEATPEPVKFDEIDSSROKKKFENQKLSLENGIELT 289

Streptococcus gordonii SPEKLADDLFDNNLTARLSFIDQVEEAIPEPVKFDEIDSSRQEKKFENQELSLSNGIELI 289
Streptococcus massiliensis SPEKLADDLFDSNLTARLSFIDQVKEVMPEPIVFGEIDSSROKKKFENQKLSLENGIELT 289
TEKXEE s KKK Hok Kk sEKEE K K aXE 2 K KA KEE X AAKREKAAXAKKRAXAESE

328 shod z 335 = 97,9%

Obrazek 48: Sekvencni srovnani homologii Spr0929 u ruznych druhii streptokoka. Zobrazena je oblast v
okoli T255, tento threonin je znazornén cerveng.

detekovana. Diivodem muze byt slaba fosforylace, ktera je pod detek¢nim limitem pouzité
metody. Tato slabéd fosforylace by moghla byt zpisobena defosforylaci fosfatazou PhpP za
standartnich podminek. V takovém ptipadé€ se fosforylace projevi pravé jejim odstranénim c¢i
plsobenim néjakych (doposud neznamych) stresovych podminek. Jak bylo v literarni resersi
demonstrovano na né¢kolika ptipadech, fosforylace substratli je Castou soucésti odpovédi na
rizné typy strest. HK reaguji velmi Casto na ptfitomnost urcitych stresovych podminek.
Samotna StkP pak reguluje fosforylaci za podminek kyselého pH RR ComE (Pinas et al., 2018).

Spr0929 je doposud nepopsany protein s predikovanou nukleoid-asociovanou doménou
NA37. Cilem této prace je zakladni charakterizace tohoto proteinu a potvrzeni jeho fosforylace
kindzou StkP v pozici T255. Vzhledem k absenci publikaci, které se tomuto proteinu vénuji
byly jedinym zdrojem informaci o ném bioinformatické databaze, které nabizeji u podobnych

hypotetickych proteini jejich predikované vlastnosti. Dle sekven¢niho srovnani a prohledavani
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sekvenénich databazi algoritmem BLASTp je Spr0929 unikani pro rod Streptococcus.
Sekvenéni srovnani ukdzalo sekvenéni identitu mezi nevzdalengjSimi zéastupci téchto druht
56,7%, aminokyseliny s podobnymi vlastnostmi se vyskytuji na 23% mist. Pokud vsak
vezmeme Vv potaz pouze nckolik druhli, které vykazuji nejvétsi shodu, konzervovanost
dosahovala 97,9% (viz Obrazek 48). T¢sné prilehlé okoli T255 bylo konzervovano u vsech
nalezenych homologii Spr0929 u streptokokti. Na Obrazku 48 je tato oblast vyznacena zelené.
Zajimavé je, Ze ostatni organismy kromé& pneumokoka koduji verzi proteinu, kterd je na N-
konci o 11 aminokyselin kratsi, zaCinaji tedy sekvenci odpovidajici methioninu v pozici 12
(Bateman, 2019). Dobie konzervovana je téz organizace genomu v okoli spr0929 (Pagliero et
al., 2005).

Pro studium funkce konkrétniho proteinu v buiice je nezbytné mit k dispozici kmen, ktery
postrada gen pro tento protein. Piipadné rozdily ve fenotypu divokého kmene a kmene
nesouciho deleci v genu koddujiciho studovany protein poukazuji na roli tohoto proteinu
v konkrétni oblasti fyziologickych procesii. Prvnim cilem tedy byla ptiprava deleéniho kmene
v genu spr0929. Obecné, pokud se jednd o esencialni protein, pfipravit kmeny nesouci ¢istou
deleci neni mozné. V takovém piipad¢ je nutné zavést nejprve druhou alelu studovaného genu
pod inducibilni promotor a za podminek, kdy je exprese aktivni, provést deleci genu v nativnim
lokusu.

Proces odstranéni genu je dvoukrokovy, nejprve se misto n¢j vklada rezistencni kazeta,
ve druhém kroku dochazi k Gplné deleci genu. Konkrétné u genu spr0929 se podatilo nahradit
tuto oblast genomu kazetou SJK s vysokou ucinnosti. Delece genu byla provedena na tfech
ruznych genetickych pozadich S. pneumoniae. Jedna se o neopouzdiené nepatogenni
laboratorni kmeny Rx, R6 a D39. Z transformace na vSech tiech genetickych pozadich jsem
ziskal vice nez 50 klont, coZ naznacuje neesencialitu tohoto genu za standartnich podminek.

Uspésné jsem tedy piipravil kmeny S. pneumoniae nesouci Gistou deleci genu spr0929 na
vSech tfech genetickych pozadich Rx, R6 a D39. Tyto kmeny jsem nésledné charakterizoval
z hlediska schopnosti rlstu v laboratornich podminkach v tekutém komplexnim médiu TSB.
Testovani ristu probihalo u tfech nezavislych klond kmene s plnou deleci na vSech
genetickych pozadich. Dale byly testovany i kmeny nesouci vloZenou SJK do lokusu genu
spr0929.

Z porovnani rstovych kiivek oproti divokému typu vyplyva, Ze Gplna delece genu nema
zasadni vliv na schopnost ristu pneumokoka v téchto podminkdch. Drobny rozdil jsem

pozoroval u kment Rx a R6, kde dochazi k prodlouzeni doby zdvojeni z 30,6 na 31,3 minut.
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Tento rozdil nejspi§ neni vyznamny a je pravdépodobné zplisoben odchylkami
v experimentalné ziskanych hodnotach ODeoo.

U kmene s vlozenou SJK dochazi k vyraznému prodlouzeni lag faze ristu. U kmene R6
ani D39 nebyl tento efekt pozorovan. Také dochazi k prodlouzeni doby zdvojeni na 33,6 minut.
Tento efekt mize byt zptisoben vlivem vnesenych gent, kédovanych rezisten¢ni kazetou nebo
polarnim efektem kazety. Stanoveni hladiny exprese okolnich genti vSak nebylo u téchto kmenti
provedeno vzhledem k tomu, Ze se nejednalo o kmeny, se kterymi byly provadény dalsi
fyziologické experimenty. Podobny vliv vlozeni SJIK do genomu pneumokoka na jeho rust byl
vSak pozorovan u delece proteinu Jag, kde pfitomnost této rezistencni kazety skutecné
zpusobovala polarni efekt (Ulrych et al., 2016). Jelikoz sousedni gen ve sméru transkripce
(spr0930) koduje hydrolazu BS Pmp23, dilezity protein bunééného déleni, jehoz malfunkce
vede k defektu v bunécném d€leni (Jacq et al., 2018), naruSeni genetického kontextu by
skute¢né mohlo tento efekt zpusobit.

Dal$im pfedmétem vyzkumu v této praci bylo porovnani schopnosti riistu kmeni bez
Spr0929 s divokym typem za stresovych podminek. Rist za zvySené teploty (40°C) simuloval
situaci akutni infekce a cilem bylo ovéfit, zda se protein Spr0929 néjakym zptisobem podili na
pieziti pneumokoka v téchto podminkach, coz by mohlo ukazat na participaci ve virulenci.
Z mg¢fieni rastovych kiivek vSak vyplyva, ze k vyraznéjSim zménam v rastu nedochazi. Podil na
virulenci v tomto ptipadée nelze vyloucit, je vSak jisté, Ze se protein Spr0929 nepodili na reakci
pneumokoka na teplotni stres.

Dalsim testovanym fyziologickym stiedem byl pH stres. Ten byl testovan na pevném
médiu stejné tak jako v médiu tekutém. Na zaklad¢ ristovych kiivek Ize usoudit, Ze se rust
Aspr0929 kmeni vyznamné nelisSi od WT. Naznak rozdilu je mozné vidét u kmene R6,
kultivovaného v pH 6,5; 7,5 a 8. Toto pozorovani vSak muze byt zpisobeno nepiesnosti
pipetovani pfi piipravé vzorki. Na pevném médiu nebyl pozorovan rozdil v po¢tu narostlych
kolonii. Celkové¢ se tedy da predpokladat, Ze protein Spr0929 neni Gcasten procesti obrany
pneumokoka proti vykyvim pH.

Testovani miry preziti pfi oxidativnim stresu bylo téZ pfedmétem zajmu, nicméné
vzhledem k nekonzistentnosti metody a nejednoznaénym vysledkiim jsem tyto experimenty
neuvedl mezi Vysledky. Jednd se o dilezity experiment, ktery planuji v budoucnu opakovat s
pouzitim aktualizovaného protokolu.

U kmene nesouciho deleci spr0929 néas dale zajimala jeho morfologie. Zména
morfologickych parametrii obvykle ukazuje na defekt v bunééném déleni, v syntéze BS ¢i v

néjakém procesu, ktery je s témito dé€ji funkéné sprazen. Vzhledem ke genetickému kontextu
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by se Spr0929 mohl s hydroldzou Pmp23 (Jacq et al., 2018) spolupodilet na procesu
remodelingu peptidoglykanu, vzhledem k jeho predikované lokalizaci vSak spiSe na regulaci.
StkP tyto procesy téz reguluje (Falk & Weisblum, 2013; Lovering et al., 2012; Novéakova et al.,
2005).

Pozorovani morfologie kment s deleci spr0929 odhalilo kmenové-specificky efekt.
Zatimco u kmene Aspr0929 na genetickém pozadi D39 nedochazi k vyznamnym zménam
v délce a Sifce bunck v porovnani s WT, v pfipadé kmene R6 je situace odlisnad. U vSech
testovanych klonli kmene s deleci spr0929 jsem pozoroval zmenSeni bunék jak v délce, tak i
v Sifce v porovnani s WT, cozZ bylo experimentalné potvrzeno ve dvou odlisnych kultivacnich
médiich TSB a C+Y. V sekci o dvoukomponentovych systémech je popsano nékolik ptikladi
kmenoveé-specifickych fenotypovych projevii riznych proteinti. Naptiklad u TCS04 je vliv na
virulenci dan genetickym pozadim. Tii typy genetického pozadi, studované v této praci se od
sebe pomérné vyznamné li$i. Nejblize klinickym izolatim je kmen D39, jediny rozdil je v
absenci ¢ps lokusu pro expresi proteinti syntézy polysacharidového pouzdra. Kmen R6 naproti
tomu obsahuje 81 mutaci, vétina z nich piedstavuje bodové zamény. Cast téchto mutaci se
nachazi v genech pro proteiny dualezité pro nékteré fyziologické funkce (Lanie et al., 2007). To
muze vysvetlit odlisSny fenotypovy projev absence proteinu Spr0929. Je mozné, Ze je jeho
funkce v piipadé¢ kmene D39 zastoupena néjakym proteinem, ktery ma R6 kmen mutovany.
Tteti kmen Rx, ktery byl velmi Siroce pouzivan po dlouhou dobu, nese mutaci v rexA4 kodujici
protein mismatch repair systému. Jedna se tedy o mutatorovy kmen, ktery v prubéhu pasazovani
nejspis nasbiral pres 600 mutaci (Rued et al., 2017). Presto je nasi laboratofi stale vyuzivan. Na
tomto genetickém pozadi Ize totiz naptiklad pripravit AstkP a AphpP kmeny, nutné pro studium
fosforylace. U tohoto kmene jsem morfologii netestoval, vzhledem k vysoké pravdépodobnosti
supresorovych mutaci. Tento test a nasledny komplementacni test u Rx kmene miize byt
predmétem budouci prace.

Abych ovéfil, Ze pozorovany odliSny fenotyp je skute¢né zplisoben deleci spr0929 a nejde
o polarni efekt ¢i o efekt n¢jaké supresorové mutace, provedl jsem test komplementace, kdy byl
do postradatelného bga lokusu kmene s deleci klonovan komplementacni konstrukt, nesouci
alelu genu spr0929 s FLAG epitopem pod inducibilnim promotorem. Konkrétné se jednalo o
zinkem ovladany promotor. Pfi zvySovani hladiny zinku v médiu jsem pozoroval o¢ekavany
trend — zvétSovani bun€k u obou pozorovanych parametrli, a to u vSech testovanych kloni.
V souladu s timto pozorovanim dopadl i test morfologie u nadprodukéniho R6 kmene. Pii
zvySovani miry exprese genu spr0929-flag nad uroven WT dochazi ke zvétSovani bunék jak

v délce, tak 1 v Sifce. Je tedy jisté, ze za tento fenotyp je zodpoveédny protein Spr0929. Ve
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vysledcich je uvedena statistickd vyznamnost ve velikosti. Oproti ocekdvani dochdzi u
nadproduk¢éniho kmene ke zméné v Sifce 1 bez pfidani zineCnatych iontli do média. Toto
pozorovani miuize byt vysvétleno nizkym obsahem zinku v komplexnim TSB médiu jako
takovém. Nejedna se tedy skute¢né o nulovy obsah zinku. Alternativnim vysvétlenim muize byt
bazalni transkripce z promotoru i bez ptisobeni induktoru. Pokud je tato interpretace spravna,
znamena to, Ze i relativné mala zména v mnozstvi proteinu ma vyznamny fenotypovy projev.
Toto mnozstvi je tak malé, ze neni viditelné na provedené imunodetekci s pouzitim anti-FLAG
protilatky.

Jak jiZz bylo zminéno, protein Spr0929 obsahuje dle predikci nukleoid-asociovanou
doménu NA37, oznaCovanou t¢Z NdpA. Tato doména byla popséana u proteinu YejK u E. coli.
Jeji funkce neni znama. Nachazi se u mnoha bakterialnich druhd, v databazi InterPro evidovano
okolo 12 000 vyskytl. Naprosta vétSina proteinti s touto doménou, véetné Spr0929, neobsahuje
z4dné dalsi domény, u tiech proteinti se tato doména vyskytuje ve form¢ dimeru (Mitchell et
al., 2019). Jiné ti1 proteiny z riznych organismi obsahuji kromé NdpA domény jesté doménu
FtsK, kterd je zodpovédnd za DNA translokaci a segregaci chromozomi a mutace v této
doméné obecné znemoziuje vazbu na DNA (Mitchell et al., 2019; Sivanathan et al., 2006). To,
zda se 1 samotna NdpA doména podili na pfimé vazbé na DNA nebylo popsdno. Doména NdpA
je u proteinu Spr0929 lokalizovana mezi 20 a 331 aminokyselinou, pokryva tedy vétSinu
proteinu a je blize C-konci. Vzhledem k tomu, ze prvnich 12 aminokyselin na N-konci je
unikatnich pro pneumokoka, homologni proteiny u ostatnich bakterii z rodu Streptococcus jsou
tvofeny témet vyhradné touto doménou.

Dalsim cilem této prace bylo tedy stanoveni lokalizace proteinu Spr0929 v buiice
pneumokoka a potvrzeni hypotézy kolokalizace s bakterialnim nukleoidem. Za timto ucelem
byly ptipraveny kmeny exprimujici fuzni protein GFP-Spr0929 z inducibilniho promotoru pZn.
V souladu s o¢ekdvanou absenci transmembranovych helixti byl fluorescencni signal
cytoplazmaticky. Slo viak o nerovnomérnou distribuci signalu, ktera neni typicka pro &isté
cytoplazmaticky lokalizovany protein. UZ toto pozorovani naznacilo kolokalizaci s DNA. Pro
potvrzeni této domnénky jsem pfipravil fixované preparaty s pfidavkem interkala¢niho DNA-
specifického fluoroforu DAPI pro vizualizaci bakteridlni DNA. Ptekryv fluorescencnich
signali ukazuje velmi spolehlivé na kolokalizaci.

Jelikoz je protein Spr0929 pomérné€ maly (38,6 kDa), miize navéSeni fluorescencni znacky
GFP (27 kDa) pomérn¢ vyznamné ovlivnit chovéni tohoto proteinu a jeho spravné fungovani.
Toto riziko, stejné jako riziko Spatného sbaleni, bylo minimalizovano vloZenim flexibilniho

regionu mezi Spr0929 a GFP. Za tc¢elem ovéteni spravného fungovani proteinu jsem u kmeni
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s fuznim proteinem opét provedl test komplementace. Fuzni protein GFP-Spr0929
komplementoval fenotyp WT az pii vysSich koncentracich zinku, coz mlze znamenat, ze
protein neni zcela funkéni a pro plnéni jeho funkce je tieba, aby jej v bunice bylo vétsi mnozstvi.

Z tohoto diivodu jsem ptistoupil k piipravé kmene, exprimujicitho C-koncovou fuzi s GFP,
tedy Spr0929-GFP. Tentokrat jsem konstrukt pro tento flizni protein vlozil do nativniho lokusu
a tim padem byla jeho exprese pod kontrolou nativniho promotoru. Jelikoz je za standartnich
podminek protein exprimovan (Ulrych, publikace v ptipravé), bylo toto experimentalni
usporadani umoznéno. Pozorovani téchto kmenti odhalilo odlisnou lokalizaci, nez u N-koncové
fuze. Cytoplazmaticky signdl byl v tomto piipad¢ zcela difuzni. Napojenim fluorescencni
znacky na C-konec mohla byt porusena funkce NdpA domény, ktera je bliZze tomuto konci.

Abych zjistil, ktery z konstrukti Spr0929-GFP a GFP-Spr0929 je funkéni, piipravil jsem
téz N-koncovou fuzi s GFP pod nativnim promotorem. Exprese C-koncové fuze byla opét
dostatecna a podle ofekavani jsem pozoroval stejnou lokalizaci, jako v pfipadé exprese
z inducibilniho promotoru. Vzhledem ke shodné¢ lokalizaci se da ptfedpokladat, Ze je N-koncova
fuze funkcéni. K uplnému potvrzeni této domnénky je vSak jeSté tieba provést porovnani
morfologickych parametr bun¢k. Stanoveni délky a Sitky, u C-koncové fuze, stejné tak jako u
N-koncové fuze exprimované z nativniho promotoru jsem neprovedl z casovych davodi.
Vysledek tohoto experimentu bude nicméné dilezity pro pochopeni, jak pfitomnost reportéru
ovlivituje fungovani proteinu Spr0929 a planuji jej provést v budoucnu.

Paralelné s ptipravou kment s GFP fuzi jsem piipravoval téz fuzi s alternativnim
reportérovym genem pro fluorescencni znacku zsGreen (Matz et al., 1999). Mira fluorescence
vSak u tohoto proteinu byla méné¢ intenzivni nez v piipadé GFP.

Potvrzeni kolokalizace proteinu Spr0929 s bakterialnim nukleoidem otevielo cestu
k experimentiim, testujicim hypotézu jeho pifimé vazby na bakteridlni DNA. To je mozné
provést nékolika metodami. Nabizi se naptiklad metoda ChipSeq, diky které se u streptokokti
napiiklad neddvno podafila rozklicovat regulace pomoci CcpA (DebRoy et al., 2021) a
objasnila roli proteinu SMC pii segregaci chromozomi (Minnen et al., 2011). Alternativou je
jednodussi metoda DNAse footprinting (DJ & A, 1978), zaloZena na ochran¢ DNA sekvence
navdzanym proteinem pied naSt€épenim DNAsou I. Témito zpisoby by bylo moZné nejen
stanovit schopnost proteinu interagovat s DNA, ale v pfipadé metody ChipSeq také odhalit
konkrétni sekvence, kde k tomuto jevu dochazi. Vzhledem k tomu, ze pro protein Spr0929 ani
zadny jeho homolog neni k dispozici 3D struktura, neda se fict, zda protein obsahuje né&jaky
strukturni motiv, ktery by byl Siroce konzervovany a m¢l DNA-vazebnou funkci. Pokud se vSak

vazba na DNA podafi dokazat, 1ze predpokladat, ze je Spr0929 regulacni protein. Pokud by
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tomu tak nebylo a vysledek takového experimentu by byl negativni, mize se jednat o protein,
ktery ke své lokalizaci potiebuje né&jakého interakéniho partnera. Testovani protein-
proteinovych interakci je obecné vzato dalsi oblasti, kterd by mohla o roli Spr0929 u
pneumokoka hodné vypovidat.

Testovani hypotézy, zda je Spr0929 regulacnim proteinem je mozné provést stanovenim
komparativniho transkriptomu / proteomu mezi WT a kmenem Aspr0929.

Stézejni Casti prace bylo potvrzeni fosforylace proteinu proteinkindzou StkP. Fosforylace
se obecn¢ da studovat v in vitro a in vivo podminkach. Ptistup in vivo ma pochopitelné vetsi
biologickou relevanci, ne vzdy vSak pouzivané¢ metody dovoluji prikaz fosforylace v tomto
usporadani podat. Metodicky nejjednodussim zptisobem, jak fosforylaci potvrdit v in vivo
podminkach je detekce signdlu pomoci anti-P-Thr protilatky, putujiciho v misté, odpovidajicim
hmotnosti proteinu ptimo z celkovych proteinovych lyzat (a jeho absence u lyzat delecniho
kmene). Tento pristup vSak v ptipad¢ proteinu Spr0929 selhal. Proto jsem testoval fosforylaci
alespont v podminkach in vitro, kde je mozné ziskat vét§i mnozstvi Cistého proteinu a uspesna
detekce fosforylace je tim padem pravdépodobné;jsi. Navic zde odpada nutnost hledat specifické
kultiva¢ni podminky, kdy k fosforylaci dochazi.

Ptistup in vitro vyzaduje ptipravu expresniho kmene E. coli, nesouciho expresni vektor
s vlozenym genem spr0929. Vlozenim dojde k fuzi s His-kotvou, kterd je nasledné pouzita
k purifikaci proteinu a jeho kontrolni detekci. Prvnim pouzitym vektorem byl pETPhos-Link,
ktery vklada His-kotvu na N-konci a je nasi laboratofi hojné¢ pouzivan. Bohuzel, exprese
z tohoto vektoru opakované nebyla uspé€sna. Druhym vektorem byl pET42b, u néhoz jsem
nahradil sekvenci pro GST kotvu konstruktem Spr0929-His. Z tohoto vektoru exprese flizniho
proteinu s His-kotvou na C-konci fungovala dle o¢ekdvani. Je mozné, Zze umisténi His-kotvy
na N-konec znemoznilo expresi proteinu.

Naslednou kinazovou reakei jsem podal in vitro dikaz hypotézy, Ze protein Spr0929 je
substratem kinazy StkP. Paraleln¢ s ptipravou expresniho vektoru jsem pftipravil téz vektor
nesouci fosfoablativni zdménu T255A v ocekdvaném misté fosforylace. V tomto ptipadé jsem
detekoval nulovy fosforyla¢ni signal, ¢imZ jsem potvrdil i konkrétni fosforyla¢ni misto.
Zaroven se zda, ze zadné jiné misto fosforylace touto kindzou protein Spr0929 neobsahuje.

Identifikace proteinu Spr0929 jakoZzto substratu kinazy StkP v podminkéch in vivo byla i
nadale cilem prace. Bylo v8ak nutné pouzit jiné metody studia tohoto fenoménu. Jednim
z vyzkouSenych ptistupli bylo pouziti specidlniho proteinového gelu s ptidavkem PhosTagu,
molekuly, ktera interakci s fosforylovanymi proteinovymi zbytky zplsobuje posun

fosforylovanych proteinii na gelu. Jde o metodu, kterd se v nasi laboratofi pouziva relativné
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nov¢ a doposud byla tispésna pouze pro identifikaci fosforylace u jediného proteinu. V ptipadé
Spr0929 jsem ziskal ze dvou provedenych experimentl dva protichtidné vysledky. Jednalo se
o porovnani pohyblivosti FLAGovanych forem Spr0929 a Spr0929-T255A na genetickém
pozadi R6. FLAGem znaceny protein byl exprimovany z nativniho lokusu pod nativnim
promotorem.

Tretim vyzkousenym pfistupem byla imunoprecipitace proteinu pomoci Anti-FLAG
protilatky imobilizované na magnetickych kulickdch. Timto zptisobem doslo k nabohaceni
proteinu a jeho purifikaci. Tato metoda byla v nasi laboratofi pouzita k uspéSnému potvrzeni
fosforylace proteinu Spr0175 v in vivo podminkach (Kleinova, 2019). Na zaklad¢ vysledkt
z této prace jsem predpokladal, Ze vyuziti protilatky shodné s tou, kterd byla pouzita v piipadé
in vitro prukazu fosforylace Spr0929 povede po nabohaceni proteinu k Uspésné detekci
fosforyla¢niho signalu.

Pro imunoprecipitaci jsem zvolil kmeny s odliSnym genetickym pozadim oproti
experimentim vyuzivajicim PhosTagové gely. Tentokrat jsem pracoval s kmenem Rx, do
nativniho lokusu genu spr0929 jsem také vlozil konstrukt obsahujici FLAG kotvu. Na tomto
genetickém pozadi totiz lze, jak jiz bylo zminéno, ptipravit kromé¢ WT 1 hyperfosforylovany
AphpP kmen. Soucasné s témito kmeny jsem piipravil téZ kontrolni kmen s FLAG kotvou na
genetickém pozadi Rx AstkP.

U AstkP kmene jsem podle ocekavani nedetekoval zadny signal. Situace vSak byla
zajimavejsi u WT kmene s vlozenym konstruktem Spr0929-FLAG. Oproti ocekavani jsem
detekoval hned nékolik fosforylovanych proteintli, z nichz ani jeden velikostné¢ neodpovidal
proteinu Spr0929. Identita proteinii nebyla stanovena, tyto proteiny nicméné putuji na
proteinovém gelu obdobné jako kindza StkP a jeji diive popsané substraty Jag a DivIVA
(Novakova et al., 2005, 2010; Ulrych et al., 2016). Je mozné, Ze jsem tyto proteiny co-
imunoprecipitoval spole¢né se Spr0929 a mohlo by tak jit o interakéni partnery. Abych si timto
tvrzenim byl jist, je potfeba nejprve vzorky srovnat s negativni kontrolou v podobé¢ elu¢ni
frakce z divokého kmene Spl, ktery neobsahuje ve svém proteomu Zddnou FLAGovou kotvu.
Pokud bych nedetekoval Zadny fosforylacni signdl, nejednd se o nespecificky navazané
proteiny, ale skute¢né o interakéni partnery. Jejich pfimou identifikaci byh mohl nasledné
potvrdit pomoci specifickych Anti-StkP, Anti-Jag a Anti-DivIVA protilatek, které méa naSe
laboratot k dispozici. Potvrzeni interakce by bylo nadale mozné validovat napiiklad pomoci
bakteridlniho dvouhybridniho systému.

KaZzdopadné fosforylace proteinu Spr0929 se timto zpiisobem téz nedala u WT nesouciho

Spr0929-FLAG detekovat. Stejny postup imunoprecipitace jsem tedy zopakoval na lyzatu
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z hyperfosforylovaného Rx kmene. Porovnanim nativni formy proteinu Spr0929-FLAG
s fosfoablativni zdménou Spr0929-T255A-FLAG na genetickém pozadi s odstranénou
fosfatazou PhpP jsem podal diikaz fosforylace proteinu Spr0929 kindzou StkP na T255 v in

vivo podminkach.

Biologicka relevance tohoto dikazu je diskutabilni, jelikoz jde o test v AphpP kmeni.
Fosforylacni signal je 1 v tomto pfipadé pomérné slaby, coz vSak nutné neznamena nizkou
hladinu fosforylace. Na vin€ miiZe byt omezena schopnost vazby pouzité Anti-P-Thr protilatky
na epitop, coz je v souladu s pozorovanim pomérne vysokého fosforyla¢niho signalu proteinu
Spr0929 u AphpP kmene stanoveného pomoci LC-MS v kombinaci s obohacenim fosfopeptidu
na T102 kulickach (Ulrych, publikace v ptiprave). Jelikoz pro protein Spr0929 neni k dispozici
3D struktura, pfic¢inu slabé vazby protilatky na epitop mizeme jen hadat. Threonin 255 je vSak
jisté nékde na povrchu proteinu, jelikoz kinaza StkP k nému ma pfistup. Miize vSak byt vnotfeny
v jakési ,.kapse. Obecné¢ né&jaky biochemicky nebo strukturni kontext, tvofeny okolnimi AK
nebo proteiny muze Castené branit této vazbe. V takovém hypotetickém scénéfi je jasné, Ze u
kmene s PhpP neni signal vidét, ptestoze je fosforylace do jisté miry pfitomna. Schopnost
protilatky detekovat fosforylaci samotného proteinu v in vitro podminkach by tak mohla byt
v in vivo podminkéch snizena pravé pfitomnosti interakéniho partnera. Mohlo by se jednat o
vazbu proteinu na DNA nebo né&jakou protein-proteinovou interakci. Pokud vSak existuji
specifické kultivaéni podminky, za kterych PhpP protein nedefosforyluje, piipadné dochazi
k vétsi mite fosforylace pomoci StkP, bylo by snad mozné detekovat tuto fosforylacii u WT.
Kultivace pneumokoka za jinych nez standartnich podminek (ptisobeni ATB, teplota, pH,
oxidativni stres atd.) a naslednd analyza fosforylace vSak nebyla v této praci provedena.

Pokud fosforylace za standartnich podminek existuje (ackoliv ji nejsem schopen
detekovat), mize mit vliv jak na morfologii, tak i na lokalizaci. Tyto hypotézy jsem ovéroval
spoleénym experimentem. Do vektoru, nesouciho gen pro fizni protein GFP-Spr0929 jsem
zavedl fosfoablativni bodovou zaménu T255A. Protein s touto zaménou lokalizoval obdobné,
jako v pfipad€ nativni formy nesouci v dané pozici threonin. Komplementacni test tohoto
kmene nicméné odhalil neschopnost komplementace fenotypového projevu, tykajiciho se
velikosti bunék. Pii odliSnych hladinach proteinu zlstavala velikost bunck nezménéna a
odpovidala kmeni s deleci spr0929. Ackoliv se tedy nezd4, Ze by absence T255 (a tim padem
fosforylace) ovliviiovala lokalizaci, mohla by mit u R6 kmene vliv na doposud nepopsanou

funkeci, kterd vede k ovliviiovani bunééné morfologie.
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Existuje nékolik cest, jak tuto problematiku podrobnégji prostudovat. Prvnim krokem je
stanoveni morfologie u kment s FLAG epitopem a srovnani schopnosti komplementace nativni
formy proteinu a proteinu se zdménou T255A. Timto se eliminuje moznost, Ze je za defektni
komplementaci zodpovédné samotné GFP. Je mozné téz ptipravit kmeny s touto zdménou
T255A v nativnim lokusu na pozadi R6 kmene bez jakékoliv znacky. DalSim potencialné
informativnim experimentem je priprava fosfomimetickych forem proteinu a stanoveni jejich
schopnosti komplementace alterovaného fenotypu u R6 kmene a celkového vlivu na morfologii.

Vztah mezi fosforylaci Spr0929 a morfologii je obtizné urcit. U WT pozadi neni
fosforylace detekovatelna, jediny zplisob je tedy test fosfoablativni formy proteinu. Problémem,
je vtomto piipad¢ fakt, Ze za zménou fenotypu u mutace T255A nemusi stat chybé&jici
fosforylace. Protein miZe mit timto zasahem poruSenou strukturu. Na druhou stranu,
hyperfosforylovany kmen, u které¢ho fosforylace Spr0929 dokazana byla, ma sdm o sobé

abnormalni morfologii kvtli absenci PhpP (Novakova et al., 2005).

Konkrétni funkce proteinu Spr0929 zistdva nezndma. Na zdklad€¢ provedenych
experimentl jsem ziskal vysledky, které vedly k jeho zakladni charakterizaci a ukdzaly dalsi
mozny smér vyzkumu. Jak uz to tak byva, ¢im vice ¢lovek ziskd odpovédi, tim vice vyvstane
otazek. Jelikoz se timto projektem budu zabyvat i nadale, je pravdépodobné, ze na nékteré
z nich dokézu nalézt odpovéd’. Osobné mé nejvice zajima provéteni hypotézy Spr0929 jakozto
regulac¢niho proteinu. Mohlo by se tak jednat o prostfednika mezi signaly vnimané kinazou StkP
a regulaci transkripce. Nicméné i samotné potvrzeni vazby na DNA by bylo zajimavym
vysledkem, protoZe by se jednalo o DNA-vazebny protein, ktery je regulovan pomoci StkP, ale
nespada mezi DNA-vazebné response regulatory. Princip jeho fungovani v bunééné signalizaci
tedy bude zna¢né¢ odliSny od popsanych substratli CbpR, RitR a ComE (Agarwal et al., 2012;
Pinas et al., 2018; Ulijasz et al., 2009). Asociace s nukleoidem je kazdopadné zajimava
vlastnost, kterd stoji za hlubsi vhled. I v ptfipad¢, Ze se nejednd o regulacni protein, miize byt
dilezity pro jinou funkci asociovanou s DNA. JelikoZ hlavni funkci StkP je pleiotropni regulace
bunécného déleni, nelze vyloucit, ze Spr0929 se na tomto procesu téZ podili, naptiklad jako
protein, ktery ma podil na strukturnim uspotfddéni chromozomalni DNA. Takto odvaZnou

hypotézu v§ak bude moZné vznést aZ na zdklad¢ dalSiho vyzkumu.
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6 Souhrn

Protein Spr0929 je novym substratem proteinkinazy StkP u Streptococcus pneumoniae.
Na zédkladé¢ provedeného globalniho fosfoproteomu byla v hyperfosforylovaném kmeni
identifikovana jeho fosforylace v pozici T255. Tuto fosforylaci jsem potvrdil v in vitro i in vivo
podminkach.

Me¢ vysledky dale ukazuji, ze delece tohoto neesencialniho proteinu vede u kmene R6 ke
statisticky vyznamnému zmenSeni bun€k v obou sledovanych parametrech — délce i Sifce. Na
morfologii ma nejspi§ vliv zminéna fosforylace, jelikoZ komplementa¢ni kmen nesouci
fosfoablativni zaménu T255A neni schopen komplementovat. Na rychlost ristu za standartnich
podminek nema delece genu spr0929 vliv. Fyziologicka funkce proteinu Spr0929, ktery je
konzervovany pouze u streptokokti, neni znama. Vzhledem k velmi podobnému chovani z
hlediska rychlosti rastu v prostredi s riznym pH lze vSak vyloucit role v ochrané pted jeho
vykyvy. Vysledky této prace téz naznacuji, Ze zvySena teplota neovliviiuje kmen s chybé&jicim
genem kodujicim protein Spr0929 vyraznéji nez kmen divoky.

Protein Spr0929 obsahuje ,,nukleoid-asociovanou® doménu NA37 bez blize znamé
funkce. Vysledky podané v ramci této prace naznacuji moznou kolokalizaci proteinu Spr0929

s bakterialnim nukleoidem, kterd pravdépodobné neni zavisla na jeho fosforylaci.
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