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Functional study of the putative nucleotidase encoded by spri057 gene in

Streptococcus pneumoniae, a likely homolog of Escherichia coli protein YjjG.

Bacterial cells are constantly exposed to innumerable toxic substances, either in
their external environment or by by-products of their own metabolism. For these reasons,
the bacterial cells evolved several mechanisms to cope with this challenge. These
mechanisms are represented by: blocking the uptake, export by specific transporters as
well as specific inactivation of these substance by enzymes. A particular group of these
toxic substances are noncanonica nucleotides, which can directly inhibit bacterial cell
DNA replication or can result in increased mutation rate. Enzymes recognizing these
modified derivatives are known as ,.house-cleaning* nucleotide phsphateses, which can
inactivate the potentially mutagenic nucleotides and prevent their incorporation into DNA
and RNA. Some of the ,house-cleaning enzymes belong to a group of haloacid
dehalogenase enzymes (haloacid dehalogenase-like hydrolase superfamily), which are

found in many bacterial species.

This thesis is focused on the function of hypothetical protein Spr1057 of
Streptococcus pneumoniae with an unknown function. Sequence comparison revealed that
Spr1057 has a significant similarity to YjjG protein of Escherichia coli.

Analysis of transcription profile of the mutant in the stkP gene encoding a
eukaryotic-type Ser/Thr protein kinase of S. pneumoniae revealed that there is a large
decrease (59-fold) in expression for the spr/057 gene. This gene encodes a homologue of
the haloacid dehalogenase (HAD)-like protein superfamily, which includes a variety of
enzymes with different functions. The E. coli YjjG protein, a member of the HAD
superfamily, exhibits a high-phosphatase activity towards nucleotide monophosphates. It is
thought that this enzyme could be protect the cell against noncanonical pyrimidine

derivatives and prevent the incorporation of potentially mutagenic nucleotides into DNA.

The aim of this thesis was:



Theoretical evaluation of Spr1057 hypothetical protein with unknown function as a

potential homologue of YjjG protein of E. coli.

The study focused on the sensitivity of S. pneumoniae AstkP mutant strain to mutagenic

nucleotides.

Expression, isolation and purification of recombinant protein Spr1057.

Analysis of the biochemical properties of purified recombinant protein Spr1057

Streptococcus pneumoniae

eukaryotic-type protein kinase - protein kinasy eukaryotniho typu

Ser/Thr protein kinase - Ser/Thr protein kinasa

haloacid dehalogenase-like hydrolase superfamily - haloacid dehalogenasy z rodiny
hydrolas

HAD hydrolase - HAD hydrolasy

noncanonical bases - modifikované base

mutagenic nucleotides - mtageni nkleotidy

YjjG protein E. coli - protein YjjG E. coli

Spr1057 protein S. pneumoniae - protein Spr1057 S. pneumoniae



2 UVOD

Bakterialni buiiky jsou neustale vystavovany nespocetnym toxickym latkam, at’ uz
z vn¢jSiho prostiedi ¢i vedlejSim produktim jejich vlastniho metabolismu. Z téchto divodii
jsou bakterialni buiiky vybaveny n¢kolika mechanismy, které tyto toxické latky eliminuji.
Jedna se hlavné o: blokaci absorbce, transport specifickymi transportéry a specifickou
inaktivaci téchto latek enzymy.

Zvlastni skupinou z téchto toxickych substanci jsou modifikované nukleotidy, které
mohou v bakteridlni buiice pfimo zabranit replikaci DNA, nebo zplsobit mutace. Enzymy
rozpoznavajici tyto modifikované derivaty se oznacuji jako ,.house-cleaning® ,uklidové™
nukleotidfosfatasy, piasobi na modifikované potencidlné mutagenni nukleotidy a
zabranujici tak jejich vélenéni do DNA ¢i RNA.

Cast téchto ,,uklidovych* enzymi se fadi do skupiny haloacid dehalogenas
(haloacid dehalogenase-like hydrolase superfamily) nalezenych u mnoha bakteridlnich

druht.

Predklddand diplomova prace se zabyva hypotetickym proteinem Spr1057 S.
pneumoniae s dosud neznamou funkci. Analyza jeho sekvence prokdzala, ze je homologni
s proteinem YjjG E. coli. U proteinu YjjG byla prokdzand vysoka afinita viici

modifikovanym nukleotidiim a tak pfifazena funkce ,,uklidové* nukleotidfosfatasy.
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 Streptococcus pneumonie

3.1.1 Streptococcus pneumoniae a historie

Streptococcus pneumonie je velmi vyznamna bakterie, béZn¢ oznacovana téz jako
pneumokok. Byla objevena a popséna jiz v roce 1881. O tento objev se zaslouzili nezavisle
na sob& Louis Pasteur a George Miller Sternberg. ProtoZze se jednéd o bakterii pro ¢lovéka
patogenni a v mnoha ohledech zajimavou, byla jiz od svého objeveni studovana. Do doby
objeveni antibiotik 1940 zavazné komplikovala lidstvu existenci a to velkym poctem tmrti
za kter¢ byla zodpov&dna (LOPEZ, 2004). S. pneumoniae se také jako modelovy
mikroorganismus vyrazné¢ podilel na vyzkumu pfirozené kompetence. Prvni pokus
potvrzujici transformaci provedl roku 1928 Griffith pomoci S. preumoniae na mysich.
Teprve v roce 1944 vsak Avery, McLeod a McCarthy podali vysvétleni co je latkou
vedouci k bakteridlni transformaci a ze nositelkou genetické informace je DNA.
V poslednich desetiletich je Streptococcus pneumoniae studovan ve vztahu k nemocem jez
zpisobuje. Velkd pozornost je vénovana jeho odolnosti k antibiotikim a mnozstvi

détskych onemocnéni jez zplisobuje.

3.1.2 Taxonomicka klasifikace Streptococcus pneumoniae

fiSe - Bakteria

odd¢leni - Firmicutes
tfida - cocci

rad - Lactobacillales
celed’ - Streptococcaceae
rod - Streptococcus

druh - Streptococcus pneumoniae
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U S. pneumoniae je také dilezity termin sérotyp. Séroskupina zahrnuje vice
antigennich typll vzajemné piibuznych. Pro oznaceni sérotypi S. pneumoniae se obecné
vyuziva tzv. danskd nomenklatura. Sérotyp je znacen bud’ pouze Eislici, neexistuje-1i dalsi
antigenni varianta, nebo kombinaci ¢islice a pismene, pokud je popsano vice antigennich
typli v ramci séroskupiny. Rozlozeni sérotypi se liSi v zavislosti na geografickych a
etnickych faktorech (LOVECKOVA et al. 2002). Rozlidujeme vice nez 90 sérotypi .

pneumoniae podle typu pouzderného antigenu.

3.1.3 Morfologické a fysiologické vlastnosti Streptococcus pneumoniae

3.1.3.1 Morfologie

Morfologicky se jedna o grampositivni koky vyskytujici se ptevazné ve dvojicich,

tzv. diplokoky. Maji lancetovity (zaspicatély) tvar.
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Obr. 3. 1. : Obraz S. preumoniae elektronovou mikroskopii a skenovaci elektronovou mikroskopii

(www.biomed.cas.cz)

U této bakterie je mozné z hlediska morfologie rozlisit dvé formy:
1) neopouzdiené kmeny - rostou v drsnych koloniich ,,R faze* (,,neprihledné*)
- nevirulentni
2) opouzdiené kmeny - rostou v hladkych az muko6znich koloniich
,»S taze™ az M faze“ (,,prithledné, transparentni®),
pouzdro obklopuje celou dvojici a ¢asto se tvoii i fetizky
diplokokt

- virulentni

12



Bakterialni organismus dokdze stfidavé ménit tyto faze.

Fenotypové rozdily transparentni a neprihledné formy S. pneumoniae:

charakteristika
transparentni | neprihledna
fenotypové vlastnosti forma forma

produkce pouzdra + +++
teichoova kyselina ++++ +
povrchova exprese /ytA +++ +

pfitomnost PspA + ++
kolonizace ++ +

virulence + T4+

Tab. 3. 1. : S. preumoniae fenotypové rozdily (GILLESPIE AND BALAKRISHNAN, 2000)

3.1.3.2 Riistové a kultiva¢ni podminky

Z hlediska kultiva¢nich podminek se jedna o relativné naro¢nou bakterii. Buiiky S.
pneumoniae rostou pii teploté okolo 37°C. VétSina bakteridlnich kmenli vyzaduje
anaerobni podminky (fakultativné anaerobni). Na krevnim agaru roste S. pneumoniae
v koloniich, jez jsou obklopeny zénou o hemolyzy, tzv. viridaci (jedna se o zelené zbarveni

pudy okolo kolonii zplisobené pfeménou hemoglobinu na methemoglobin).

3.1.3.3 Fysiologie

Bakterie S. pneumoniae jsou grampositivni koky. Tyto bakterie maji
charakteristické sloZzeni bunécné stény. U grampositivnich bakterii je stavba bun&cné stény
jednodussi, je tvofena pouze peptidoglykanem tzv. mureinem (linedrni polymer dvou
stiidajicich se aminocukrti: N-acetylglukosaminu a kyseliny N-acetylmuramové) a
teichoovymi kyselinami (glycerolteichoové kys., ribitolteichoové kys.). Na N-konci
acetylmuramové kyseliny je navazan fetizek Ctyf aminokyselin. Typickou kombinaci
aminokyselin je L-alanin - D-glutamovd kys. - R - D-alanin. R je proménliva
aminokyselina, nejcastéji se jednd o L-lysin, L,L-diaminopimelové kyselina (DAP) ¢i L-

ornithin. Jednotlivé tetrapeptidové fetizky jsou mezi sebou navzajem propojeny pomoci
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jedné Ci vice pomocnych aminokyselin. Diky tomuto propojeni se z linedrniho polymeru
stdva pevna sitovina. Peptidoglykan tedy vytvaii 15 - 50nm silnou vrstvu slozenou
z mnoha vrstev linedrnich fetézci navzdjem propojenych do sitoviny. Skrz tuto silnou
vrstvu pronikaji od cytoplasmatické membrany az na povrch linedrni fetézce teichoovych
kyselin. Teichoové kyseliny jsou kovalentné vazany k muramové kyseliné peptidoglykanu.
Jedna se o kyseliny bohaté na galaktosamin a cholin. U bakterii se cholin v buné¢né sténé
vyskytuje pouze velmi vyjimecné. Cholin je nepostradatelnym riistovym faktorem a jeho
ptfitomnost je nezbytna pro ¢innost autolysintl, pro transformaci a podili se na ukotveni
povrchovych proteini (MORONA et al., 2003). Cholin je také dilezity pro patogenitu S.
pneumoniae, diky moznosti adehrence cholinu na cholin-vazebné receptory lokalizované v
lidskych bunkéch. Bunécna sténa grampositivnich bakterii neobsahuje lipidy. Bézné zde
také nenachazime proteiny a v tomto ohledu streptokoky pfedstavuji vyjimku. Mohou mit

proteiny kovalentné navazané na povrchu, udilejici jim specifické antigenni vlastnosti.

teichoova kyselina
o

II'DEDiIdﬂglJ]UH]

“ ﬂwﬁsﬂﬂ S

nmienibrina

Obr. 3. 2. : Bunécna sténa grampositivnich bakterii

Pneumokoky jsou bakterie obklopené pouzdrem. Pouzdro se nachazi nad bunécnou
sténou a tvoii ho pouzderné polysacharidy. Chrani bakterii pfed nepfiznivymi vlivy okoli a
ma antigenni vlastnosti. Z hlediska funk¢nosti je pro pneumokoky hlavnim virulenénim
faktorem, nebot’ zabranuje fagocytdze. Pouzdro ¢asto obklopuje celé diplokoky a vytvari
se tak tetizky. Na syntéze pouzdra se podili tvz. ¢ps geny (capsular polysacharide CPS).
Tti tyto geny jsou pro pneumokoka nepostradatelné - cpsC (protein fosforylujici CpsD),
cpsB (Tyr proteinfosfatasa) a cpsD (Tyr proteinkinasa) (MORONA et al. 2003).
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S. pneumoniae patii mezi nesporulujici bakterie, které nemaji schopnost
pfeménovat své vegetativni formy bunék za neptiznivych okolnich podminek na klidové

formy bunék.

Buiky S. pneumoniae nejsou pohyblivé a to presto, ze nékdy lze nalézt buiky které

maji pili, neslouzi k pohybu, nybrz k adherenci.

Jedna se o fakultativné anaerobni (mikroaerofilni) bakterie. Jsou schopné adaptace

a energii ziskavaji jak oxidativni fosforylaci tak fermentaci.

Pneumokoky patii vzhledem k jejich pozadavkim na teplotu mezi tzv. mezofilni
bakterie, charakterizované optimalnimi teplotnimi podminkami pii 20 — 40°C. Pro S.
pneumoniae je idedlni teplota prostfedi 37°C, jako u vétSiny lidskych kolonisatorti a

patogent.

Podle zpisobu ziskdvani energie se jednd o chemotrofni bakterie (oxidace
substratl) a podle zdroji uhliku jsou pneumokoky heterotrofni bakterie (organické latky).

Celkove se tento typ bakterii oznacuje jako chemoheterotrofni bakterie.

Pneumokok, stejné¢ jako vétSina vyznamnych patogennich bakterii vyzaduje

optimaln¢ neutralni pH okolo 7.

3.1.4 Streptococcus pneumoniae jako lidsky patogen

3.1.4.1 Patogenita

Patogenita je schopnost bakterialniho druhu vyvolat onemocnéni. Miru patogenity,
jako kvantitativni popis charakterizuje virulence, typické pro bakteridlni kmeny.

S. pneumoniae je bézny kolonizator sliznic hornich cest dychacich v nevirulentni
formé. Jedna se tedy o béznou soucast prirozené mikroflory (MORONA et al., 2003).
Vyskyt v nosohltanu (nasopharyngu) a Ustni ¢asti hltanu (oropharyngu) je u 15% déti a 5%
dospélych.
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U  virulentnich forem je  hlavnim  faktorem patogenity  pouzdro
(HAMMERSCHMIDT et al., 2005). Dtive byla pfitomnost pouzdra povaZovéana za jediny
virulen¢ni faktor, tato domnénka se vSak nepotvrdila. Ukazalo se, Ze se vyskytuje celd fada

dal$ich virulen¢nich faktort jez se na vzniku onemocnéni mohou podilet.

Mezi virulenéni faktory se dnes fadi:
1) Amidasy - Autolytické enzymy hydrolysujici peptidoglykan (vazbu mezi N-
acetylmuramovou kys. a alaninovym zbytkem. Fragmenty rozstépené¢ho peptidoglykanu
mohou nasledovné¢ zasahovat do krevniho srazeni a zptisobovat koagulopatie.
2) Autolysin LytA - Autolyticky enzym hydrolysujici bakteridlni bunécnou sténu, jejiz
slozky pak zpiisobuji zanétlivou reakci. Podili se také na uvolnéni pneumolysinu a jinych
povrchovych proteind.
3) Hyaluronidasa - Enzym S§tépici kys. hyaluronovou extraceluldrni matrix a prispivajici
k priiniku a Sifeni bakterii. Tento enzym je lokalizovan na povrchu bakterie.
4) Neuraminidasa - Enzym S§té€pici glykoproteiny a glykolipidy, ¢imz pfispiva k Sifeni
bakterii v infikované tkéni.
5) Pneumolysin - Toxin lokalizovany v cytoplasmé, uvolnujici se v zavislosti na ¢innosti
povrchového autolysinu. Pneumolysin ma cytotoxicky efekt na epitelidlni bunky pradusek
vedouci k hemoragiim a plicnim edémim. Déle inhibuje fagocyty a builkky imunitniho
systému, ¢imz zpomaluje imunitni odpovéd’. Pneumolysin je tzv. cholesterol dependentni
cytolysin, coz znamend, Ze se vaze na cholesterol v cytoplasmatické membrané hostitelské
buniky, kde oligomerizuje a tento proces vede ke vzniku pori.
6) Pouzdro - Brani fagocytose alveoldrnimi makrofagy. Je polysacharidové
z polysacharidovych typovych antigeni. Pouzderny polysacharid neni toxicky. Je obtizné
degradovatelny a proto dlouhou dobu pfetrvava v télnich tekutindch, kde mize byt
prokézan. Volna forma tohoto polysacharidu je oznacovéna jako SSS - specifickd solubilni
substance. Mohou se na ni vazat specifické protilatky in vivo.
7) Povrchové proteiny - PspA (pneumococcal surface protein A):
Protein nachdzejici se vbunéné sténé¢ pneumokoka,
ucastnici se ochrany bakterialni buniky pfed komplementem a
fagocytozou.

PsaA (pneumococcal surface antigen A):

16



Povrchovy antigen fungujici jako transportér Mn>" a Zn>" do
cytoplasmy bakterie. Mutace v genu psad vede ke ztraté
virulence.

CbpA (cholin binding protein A):
Cholin vazebny protein ma specificky cholin vazebny motiv
pomoci kterého se vaze na zbytek kys. teichoové ¢i kys.
lipoteichoové a uskuteciiuje tak adhezi na hostitelské tkang.

8) Purpuru - produkujici faktor - Toxicka substance uvoliujici se pfi rozpadu bakterii.

S. pneumoniae patiti k bakteriim, které se mohou témét bez problémii mnozit
v krevnim feCiSti a zde svou metabolickou aktivitou ohrozuji lidsky organismus
metabolickym rozvratem.

Lidsky organismus, a to hlavné détsky, je také vystaven riziku vzniku nosi¢stvi S.
pneumoniae. Zde poté hrozi riziko vzniku endogenni infekce. Z nosohltanu ¢i ustni ¢asti
hltanu se bakterie mohou S§ifit do plic, vedlejSich dutin nosnich (paranasalni dutiny),
sttedousi a na mozkové pleny (meningy). Pfi bakteriémii muze dojit k zaneseni 1 do jinych
lokalit.

Vzhledem k béznému vyskytu S. pneumoniae, jak na sliznicich hornich cestach
dychacich bez vzniku onemocnéni, tak i1 k vyskytu onemocnéni zpisobené touto bakterii
zatazuje se S. pneumoniae do skupiny potencialnich patogennich bakterii. Pro tyto bakterie
je typické, ze se jako patogenni bakterie uplatiuji za situace kdy je lidsky organismus
oslaben. Pneumokoky tedy docasné bezptiznakove kolonizuji lidské sliznice hornich cest
dychacich, ale pfi selhani obranych mechanizmli mohou bakterie proniknout do doposud
sterilnich prostor a zptsobit infekce (HAVLIK, 2008). A to jak lokalnd na sliznici
dychacich cest ¢i celkové lidského organismu. Ke vzniku lokélnich infekci dochazi
nejcastéji na podkladu jiné respiracni infekce ¢i chronického respiraéniho onemocnéni.
Systémové poSkozeni (invazivni) se rozviji po vniknuti bakterii do krevniho fecisté a
ohrozuje zdravi i Zivot dospélych i déti. Tato situace mulize postihnout hlavné nemocné

osoby (poskozeni sleziny, jater, AIDS atd.), alkoholiky nebo starsi jedince.

Onemocnéni zplsobend S. pneumoniae: respirani onemocnéni
otitis media
sinusitis

pneumoniae
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peritonitis
perikarditis
endokarditis
artritis
osteomyelitis
meningitidis
abscesy
sepse
novorozenecké infekce
infekce genitalniho traktu
Ptenos je interhumdnni, respiratnimi sekrety a aerosolem, tzv. kapénkovou
nakazou. Misto vstupu infekce je nejcastéji nosohltan. Pii endogenni ndkaze dochazi
k aspiraci z hornich cest dychacich. U novorozeneckych infekci dochazi k aspiraci
pneumokokt z kontaminovaného cervikovaginalniho sekretu.
Inkuba¢ni doba vzniku onemocnéni je 1-3 dny.
Obdobi nakazlivosti mize byt dlouhé, zejména u bezptiznakovych nosict. Po
zahdjeni terapie antibiotiky nakazlivost konc¢i béhem 24-48 hodin.
U pneumokokovych onemocnéni se predpoklada vSeobecna vnimavost. Imunita je
podminéna piitomnosti baktericidnich antikapsularnich protilatek, jez jsou ziskavany

transplacentarné¢, po prodélaném onemocnéni a po imunizaci.

3.1.4.2 Patogeneze

Patogeneze je soubor mechanismt vedoucich ke vzniku onemocnéni. Dulezité je
jak etiologické agens vnika do organismu, kde se lokalizuje a co naruSuje ¢i zpusobuje.
Sleduje vznik, pribéh a zakonceni nemoci. Pochopeni mechanismli nemoci je dilezité pii
volb¢ spravné terapie.

Rozvoj pneumokokové infekce je vysledkem vzajemné interakce mezi virulenénimi
faktory kmene S. pneumoniae a imunitni odpovédi hostitelského organismu. Na vzniku
onemocnéni se tedy uplatiuje vice faktor, jednak virulenéni schopnosti daného
bakteridlniho kmene, imunitni obrana hostitele a neméné¢ i vlivy okoli.

S. pneumoniae mé velky soubor virulen¢nich faktord, jez mu umoziiuji kolonizovat
rozsahlé sliznice lidského organismu. Nejcastéji tyto bakterie kolonizuji nosohltan a ustni

¢ast hltanu, kde jsou nejvhodnéjsi podminky pro rst pneumokokit (KADIOGLU et al.,
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2006) Dale je toto misto pro bakterie vyhodné vzhledem k moznosti rozsiteni bakterii. Jak
do dolnich cest dychacich tak do krve (ORIHUELA et al, 2004). Kolonizovany
organismus musi rychle vyvolat imunitni odpovéd’. Jelikoz tato odpovéd’ vznika pomaleji
onemocnéni muze hrat roli 1 okolni prostiedi. V hornich cestach dychacich se vyskytuji
bézné rizné bakterie vytvarejici béznou floru. Tyto bakterie mohou mit symbiotické ¢i
kompeti¢ni vztahy s pneumokoky, proto vznik onemocnéni zavisi i na sloZeni této

fysiologické mikroflory.

S. pneumoniae poskozuje svého hostitele riznymi zpiisoby:
a) adheze a invaze do bun¢k
b) produkce toxinil
¢) vznik zanétlivé reakce a uvolnéni cytokini (infekce, Sok)

Adheze je schopnost bakterie se pomoci riznych mechanismi navéazat na bunécéné
povrchy. U S. pneumoniae bylo zjisténo, Ze schopnost adheze uzce souvisi s vlastnosti
zvanou opacita - neprihlednost. Lidské sliznice snadno kolonizuji pneumokoky v
transparentnich formach. Tyto rozdilné schopnosti obou forem bakterii souvisi pfevazné
s rozdilnym zastoupenim povrchovych proteini v bunécné sténé (GILLEPSIE and
BALAKRISHMAN, 2000). Na adhezi S. pneumoniae se podili hlavné pneumokokovy
povrchovy adhezin A (PsaA), povrchovy protei A (PspA), povrchovy protein C (PspC) a
cholin vazebny protein A (CbpA).

Invaze, proces proniknuti bakterii a jejich Sifeni je u pneumokokovych infekci
pfedstavovan Sifenim bakterii do dolnich cest dychacich poptipad€ do krevniho ob&hu u
invazivnich postizeni. Na tomto procesu se podileji hlavné enzym hyaluronidasa,
neuraminidasa, a také toxin pneumolysin.

Na nasledném poskozeni hostitele zanétlivou reakci se uplatiuji autolytické
enzymy, pneumolysin, pouzdro atd. (MORONA et al. 2006). Vznikne tedy zanétliva
reakce a moznd néslednd migrace bakterii krvi.

Lidsky organismus se pneumokoktim brani imunitni odpovédi. Dochéazi k uvolnéni
cytokinti. Cytokiny, jako signalni proteiny ucastnici se imunitni odpovedi se uvolnuji jako
nasledek adheze bakterii na buiiky. Produkuji se pouzdrové specifické IgA slizni¢ni
protilatky, nasledné¢ se zvySuje syntesa protilatek IgG proti pneumokokovému
povrchovému proteinu PsaA a IgM proti kapsularnim polysacharidim (RICHARDS et al.,
2009).
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3.1.4.3 Terapie

Pivodné byl témét vyhradné volbou 1écby pneumokokovych onemocnéni penicilin.
Dnesni terapeutické moznosti se zhorSuji s narlstajici rezistenci pneumokokd na
antibiotika. Proto je nezbytné pied zapocetim terapie urceni citlivosti S. pneumoniae na
antibiotika. V piipadé nezbytnosti rychlého zahdjeni antibiotické terapie lze zahdjit terapii
Sirokospektralnim antibiotikem a dodatecné ji upravit po zjisténi citlivosti. K 1écbé se

vedle penicilinu pouziva i erytromycin, cefalosporiny, makrolidy ¢i chloramfenikol.

3.1.4.4 Prevence

Moznou prevenci je od roku 1983 ockovani dospélych osob polyvalentni
polysacharidovou vakcinou. Jednd se o vakcinu tvofenou 23 purifikovanymi
polysacharidovymi antigeny pouzdra. Tyto polysacharidy ptedstavuji hlavni antigeny u
sérotypt S. pneumoniae zpusobujicich invazivni onemocnéni. Problém s touto vakcinou
zpusobuje jeji nemoznost pouziti u déti do dvou mésicli, protoze maji omezenou
protilatkovou odpovéd’ na polysacharidové slozky diky nevyzrdlému imunitnimu systému
(BOGAERT et al., 2004).

U déti se pouzivaji konjugované vakciny, které maji v podminkich netplné

vyzralého imunitniho systému vyssi schopnost tvorby protilatek.

Komer¢&ni vakciny registrované v CR:
1) PNEUMO 23 - Vakcina ptfipravena z purifikovanych kapsularnich polysacharidovych
antigenil, ziskanych ze 23 sérotypu Streptococcus pneumoniae, které¢ jsou odpovédné
pfiblizné€ za 90% vSech invazivnich pneumokokovych infekci. Imunita se objevuje za 2 az
3 tydny po vakcinaci. Urcend pro dospé€lé osoby a déti starsi 2 let.
(4¢inna latka - Polysaccharidum Streptococci pneumoniae typus: 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8,
ON, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F, 33F)
2) PREVENAR - Pneumokokova sacharidova konjugovana vakcina proti onemocnénim
vyvolanym Streptococcus pneumoniae 7 sérotypll (zahrnujicim sepse, meningitidy,
pneumonie, bakteremie a akutni otitis media) u kojencti a déti ve véku od 2 mésicii do 5
let. Polysacharidové antigeny jsou konjugovéany s nosnym proteinem CRM197 (netoxicka
mutanta difterického toxinu) a adsorbovany na mineralni nosi¢ (fosfore¢nan hlinity).

(G¢innd latka - Pneumococcale polysaccharidum sérotypus 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F)
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3) PREVENAR 13 - Pneumokokovéa sacharidovéa konjugovana vakcina proti onemocnénim
vyvolanym Streptococcus pneumoniae 13 sérotypl urend k aktivni imunizaci kojenct a
déti ve veku od 6 tydnli do 5 let k prevenci invazivnich onemocnéni, pneumonie a akutni
otitis media, vyvolanych Streptococcus pneumoniae. Polysacharidové antigeny jsou
konjugovany s nosnym proteinem CRM197 a adsorbovany na fosforecnan hlinity.

(4¢innd latka - Pneumococcale polysaccharidum sérotypus 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14,
18C, 19A, 19F, 23F)

4) SYNFLORIX - Pneumokokové polysacharidova konjugovana vakcina (adsorbovana)
pro aktivni imunizace proti invazivnim onemocnénim a akutni otitis media zptisobenym
Streptococcus pneumoniae u kojenct a déti ve veéku od 6 tydna do 2 let. Polysacharidové
antigeny jsou konjugovany na tfi riizné proteinové nosice - protein D (odvozeny z kmenil
netypovatelného Haemophilus influenzae), tetanicky toxoid, diftericky toxoid, které jsou

adsorbovany na fosfore¢nan hlinity.

3.1.5 Geneticka vybava Streptococcus pneumoniae

Genom S§. pneumoniae je predstavovan jedinym cirkularnim chromosomem o
velikosti dsDNA 2,1 — 2,2 Mbp. Kmeny S. pneumoniae maji vyraznou genetickou tvarnost.
V dnes$ni dobé jsou jiz zndmé sekvence mnoha kmenit S. pneumoniae - Streptococcus
pneumoniae 705835, Streptococcus pneumoniae ATCC 700669, Streptococcus pneumoniae
CGSP14, Streptococcus pneumoniae D39 (LANIE et al., 2007), Streptococcus pneumoniae
G54, Streptococcus pneumoniae Hungaryl9A-6, Streptococcus pneumoniae JJA,
Streptococcus pneumoniae P1031, Streptococcus pneumoniae R6 (HOSKINS et al., 2001),
Streptococcus pneumoniae TIGR4 (TETTELIN et al., 2001), Streptococcus pneumoniae
Taiwan19F-14. Sekvence téchto genomt se lisi hlavné ptitomnosti 7,5 kbp dlouhého useku

odpovédného za virulenci kmene, nebot’ nese geny pro tvorbu pouzdra.
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pomér GC pocet

Kmen Délka (Mbp) paru proteint RNAs
Streptococcus pneumoniae 70585 2,2 39.7% 2202 77
Streptococcus pneumoniae ATCC 700669 2,2 39.5% 1990 90
Streptococcus pneumoniae CGSP14 2,2 39.5% 2206 70
Streptococcus pneumoniae D39 2,1 39.7% 1914 73
Streptococcus pneumoniae G54 2,1 39.6% 2115 71
Streptococcus pneumoniae Hungary19A-6 2,2 39.6% 2155 70
Streptococcus pneumoniae JJA 2,1 39.7% 2123 70
Streptococcus pneumoniae P1031 2,1 39.7% 2073 77
Streptococcus pneumoniae R6 2,1 39.7% 2042 73
Streptococcus pneumoniae TIGR4 2,2 39.7% 2105 70
Streptococcus pneumoniae Taiwanl9F-14 2,1 39.8% 2044 77

Tab. 3. 2. : Charakterisované genomy S. pneumoniae

(NCBI Genome Bacteria complete chromosomes <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/)
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Obr. 3. 3. : Znazornéni cirkularniho genomu 8. pneumoniae R6
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(NCBI Genome Bacteria complete chromosomes <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/)
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Chromosom S. pneumoniae je bohaty na AT pary. Pary GC ptedstavuji jen asi 39,5
—39,8% , pary AT tedy 60,5 — 60,2%.

Genom virulentniho kmene kéduje 2236 predpokladanych kédujicich oblasti, 64%
z nich mé& znamou biologickou funkci, 5% genomu tvofi inzeréni sekvence, které ptispivaji

k pteskupeni genomu béhem piijmu cizorodé DNA (TETTELIN et al., 2001).

Genetickd tvarnost téchto bakterii je zplsobena hlavné jejich pfirozenou
kompetenci, umoznujici horizontdlni pfenos genetické informace transformaci.
Kompetence oznacuje prechodny fysiologicky stav bakteridlni buiiky, béhem kterého je
schopna pfijmout cizorodou DNA ze svého okoli. Pokud je bakterie tohoto schopna bez
ptedchozich Uprav jedna se o pfirozenou kompetenci. Naopak pii vyvoldni tohoto stavu
specifickymi vlivy (chemické latky, elektricky proud, atd.) se jedna o umélou kompetenci.
Schopnost pfirozené kompetence se vyskytuje pouze u nékolika bakteridlnich rodu.
Typickymi, nejlépe prostudovanymi zastupci grampositivnich bakterii jsou Streptococcus
pneumoniae a Bacillus subtilis, gramnegativnich Haemophilus influenzae a Neisseria
gonorrhoeae (SNYDER AND ChAMPNESS, 2003). N¢které bakteriadlni druhy piijimaji
DNA snaze nez jiné. Navozeni stavu kompetence zalezi na mnoha podminkach: rastové
faze bakterie, slozeni okolniho prostiedi i koncentraci piijimané DNA. Stav kompetence u
S. pneumoniae je tizen systémem quorum sensing, jeZ je zavisly na pH, koncentraci
kysliku, fosfatu, koncentraci manganatych a véapenatych iontl, teplot¢ a ristové fazi
(CLAVERYS AND HAVARSTEIN, 2002). Cely proces funguje diky genlim com a je
indukovan kompeten¢nim faktorem CSP (Competence Stimulating Peptide). Quorum
sensing systém je mechanismus bakteridlni komunikace ovladajici expresi gent
v zé&vislosti na hustoté bakteridlni populace. Quorum sensing je zalozen na produkci a
detekci signalnich molekul zvanych autoinduktory (SUNTHARALINGAM AND
CVITKOVITCH, 2005). Quorum sensing systtm se u S. pneumoniae sklada
z nésledujicich komponent:

a) peptid CSP - signalni peptid (Competence Stimulating Peptide)
b) dvouslozkovy regula¢ni syst¢tm ComDE - zahrnuje membranové vazanou histidinovou
protinkinasu ComD, na niz se vaZze CSP a intracelularni DNA vazebny regulator ComE.

Geny comC, comD 1 comE tvoti jeden operon.
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¢) ABC transportér ComAB - transportér s proteolytickou doménou, ktery zajistuje sestiih
a transport CSP pfes bunécnou sténu do extracelularniho prostfedi (HAVARSTEIN and
MORRISON, 1999).

Pfirozena kompetence je celkové u rodu Streptococcus rozsitena. Kazdy z kment
vylucuje kompetencni faktor CSP s odliSnou primarni strukturou, jez je druhové specificka
a odpovida receptorové proteinkinase ComD daného druhu. Tento mechanismus zajistuje,
ze CSP produkovany jednim druhem nebyva cizimi druhy rozpozndn a nevyvola u nich
tedy kompetenci. Pfislusnik kazdé populace reaguje jen na signaly vlastni skupiny.
Z tohoto davodu je velice pravdépodobné, ze pfirozenda kompetence a nasledna
transformace slouzi k vyméné DNA mezi danou ptibuznou populaci. Vyména DNA mezi
méné piibuznymi druhy by zplsobila vznik nefunkénich ¢i mozaikovych gent, zatimco
pfenos u piibuznych bakterii vede ke vzniku funkénich geni (HAVARSTEIN and
MORRISON, 1999).

Po ptfijmu cizorodé DNA mohou nastat dvé situace. Pokud ma cizorodd DNA
vysoky stupeni sekvencni homologie s hostitelskou DNA dojde pomoci homologni
rekombinace ke vélenéni do genomu. Cizorodda DNA mitize z funkéniho hlediska bakterii
slouzit jako zdroj novych vlastnosti (antibioticka rezistence, tvorba pouzdra, atd.), anebo
slouzit jako templat pro rekombinacni opravy DNA. Pokud ovSem je cizorodda DNA
sekvencné piili$ odlisna, dojde ke vzniku mozaikovych gent (geny slozené z hostitelské a

cizorodé DNA), jejichz produkty nemusi byt funkcni.

3.2 Zakladni mechanismus pienosu informaci a signali

Predpokladem existence vSech zivych organismu, at' jiz mnohobunéénych c¢i
jednobunéénych je schopnost vnimat a reagovat na své vnéjsi okoli, ale zaroven i
informovat okoli o své vlastni situaci. Tento dvousmérny pienos informaci umoznuje
buiice zachovat si stalost svého vnitiniho prostfedi oproti vnéj$im podminkém.

Bakteridlni buiiky ve svém pfirozeném prostfedi musi neustile celit nahlym
zméndm teploty, koncentrace zivin, pH, osmolarity, vlhkosti, atd. a ztohoto divodu si
bakterie béhem evoluce vyvinuly fadu mechanismi, které jim umoziuji zmény prostiedi

monitorovat a pruzn€ na n¢ reagovat.
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Pro proces prenosu informace a komunikace mezi buikami u bakterii jsou klicové
molekuly proteini. Proteiny, jez jsou soucasti bakterialni bun€k 1ze rozdélit na dve skupiny
proteinii: strukturni a funkéni (enzymy), z nichZz nékteré maji regulacni a signalni funkci.

Jednou z moznosti jak ovlivnit aktivitu pfislusného enzymu je jeho modifikace.
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3.2.1 Fosforylace a defosforylace proteint

Fosforylace pifedstavuje kovalentni posttranslacni modifikaci proteind a je
katalyzovand enzymy - proteinkinasami. Defosforylace je opacné probihajici reakce
katalyzovana enzymy - proteinfosfatasami.
molekularnich procest probihajicich pfi odpovédi bakteridlni buiikky na vnitrobunéény ¢i
mimobunécény podnét. Velmi dilezitym faktorem u téchto procest je jejich reversibilita.

Kovalentni modifikaci se protein méni z neaktivniho na aktivni a naopak.

3.2.2 Proteinkinasy

Mnoho let se predpokladalo, ze k fosforylaci proteinii dochézi pouze u eukaryot,
nebot’ se u bakterii nedatilo spésné detekovat fosforylované proteiny. K jednozna¢nému
prikazu proteinkinasové aktivity vlastni bakteriim doSlo az béhem sedmdesatych let 20.
stoleti (Salmonella typhimurium (WANG A KOSHLAND, 1978); Escherichia coli
(GARNAK A REEYES, 1979). Prvnim bakteridlnim proteinem, ktery byl identifikovan
jakozto substrat proteinkinasy byla isocitratdehydrogenasa (IDH) E. coli (GARNAK A
REEYES, 1979). Katalyticka aktivita IDH je regulovéana fosforylaci serinu. Bylo objeveno,
ze fosforylace a defosforylace IDH je kontrolovana bifunkéni IDH kinasou/fosfatasou.
V devadesatych letech byl objeven u bakterii dal$si mechanismus pfenosu signalu pomoci
fosforylace proteini uskutec¢novan tzv. dvouslozkovym systémem (EGGER et al., 1997).
Fosforylace proteinii u bakterii je tedy béZznym jevem. Kromé histidinu a asparaginu
mohou byt fosforylované také serinové, threoninové a tyrosinové zbytky.

U prokaryot jsou fyziologické procesy regulovany vice typy fosforylacnich

systémd. Jedna se o: Fosfoenolpyruat (PEP)-dependentni fosfotransferazovy systém,
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dvouslozkovy systém, ATP-dependentni serin/threoninové a tyrosinové proteinkinasy.
Existuje nckolik téchto enzymi, liSicich se hlavné tim, na které aminokyseliné se
autofosforyluji. V nedavné dob¢ byly u bakterii nalezeny kromé¢ jiz znamych proteinkinas
prokaryotniho typu i proteinkinasy eukaryotniho typu. Pivodné se piedpokladalo, ze u
prokaryot je pienos signalll zprostiedkovan jen tzv. dvouslozkovymi systémy skladajici se
v nejjednodussi podobé ze senzorové kinasy a regulacniho proteinu. Nyni vSak uz byla u
nékterych prokaryot prokdzana ptitomnost také druhé skupiny regulacnich proteinil

sekven¢né vysoce homolognich s proteinkinasami eukaryot.

Déleni typii proteinkinas u prokaryot:

1. Fosfoenolpyruat (PEP)-dependentni fosfotransferazovy systém
- Fosfotransferazovy systém (PTS) je velmi dobfe charakterizovany
fosforylacni mechanismus. Hlavni funkci systému je skupinova translokace
zprostiedkovavajici pfenos sacharidii pfes membranu a jejich fosforylaci. Mimo jiné se
podili i na chemotaxi k sacharidim. Donorem fosfatové skupiny je fosfoenolpyruat.
Zbytek systému je predstavovan dvéma cytoplasmatickymi proteiny (EI, HPr) a
specifickym transmembranovym proteinem (EII, resp. EIII). K fosforylaci proteina

dochazi na histidinovych zbytcich.

2. Dvouslozkové systémy
- Dvouslozkové systémy zajisStuji odpovéd na extracelularni signaly,
kontroluji genovou expresi a adaptivni bunéénou odpovéd’. Dvouslozkovy systém je tvoren
senzorem a reguldtorem. Senzor je histidinova proteinkinasa, jez se na podnét z vnéjsku
autofosforyluje na histidinovém zbytku v konzervované C-terminalni domén¢. Fosfatova
skupina je nasledn¢ pienesena na aspartatovy zbytek konzervované N-termindlni domény

regulacniho proteinu, ktery zajisti vystupni signal.

3. ATP-dependentni serin/threoninové a tyrosinové proteinkinasy
- Jedné se o ATP-dependentni proteinkinasy fosforylujici serin, threonin ¢i
tyrosin. Tyto proteiny jsou alostericky aktivovany hlavné bunéénymi metabolity, ale je
znama i regulace pomoci Ca®" ionti. Do této skupiny se fadi isocitratdehydrogenasa (IDH)
kinasa/fosfatasa a skupina proteinkinas grampozititvnich bakterii fosforylujicich HPr

protein v PTS systému.
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4. Proteinkinasy eukaryotniho typu u bakterii

- U prokaryot byla také prokdzana pfitomnost proteinkinas vysoce
homolognich s eukaryotnimi proteinkinasami. Tyto proteinkinasy obsahuji vSechny
konzervované domény charakteristické pro proteinkinasy nalezené u eukaryot (HANKS et
al., 1988). V¢étsina téchto proteinkinas méa schopnost autofosforylace. Fosforyluji serinové,
threoninové a tyrosinové zbytky. Nalezeny byly u témét 2/3 sekvenovanych bakteridlnich
kment. VétSinou u kmenl Proteobacteria, Actinobacteria, Cyanobacteria, Chloroflex,
Acidobacteria a Planctomycetes (PEREZ et al., 2008). Tyto proteiny hraji roli pii reakci na
stresové podminky, pii regulaci rlstu, diferenciaci, sporulaci, produkci sekundarnich

metabolitl a patogenezi.

3.2.3 S. pneumoniae a proteinkinasy

S. pneumoniae je vhodnym modelovym organismem pro studium proteinkinas
eukaryotniho typu, nebot u né pro pienos informaci a signali kromé¢ tfinacti
dvouslozkovych systémi byla identifikovana pouze jedina proteinkinasa eukaryotniho typu

StkP.

Jedna se o transmembranovou proteinkinasu vyskytujici se vyluéné u
grampositivnich bakterii. StkP je membranovy Mn”>" a Mg” -dependentni protein schopny
autofosforylace a podléhajici defosforylaci ze strany Ser/Thr proteinfosfatasy PhpP
(antagonisté). Oba geny stkP a phpP se piekryvaji dvéma pary bazi a jsou soucasti jednoho
operonu. Podobnd chromosomalni organizace gent pro tyto signalizacni proteiny byla
nalezena také u jinych grampositivnich bakterii a naznacuje funk¢ni souvislost proteint.
StkP se autofosforyluje na threoninovych zbytcich a PhpP defosforyluje threoninové
zbytky. StkP tvofena z intraceluldrni kinasové domény na N-konci molekuly proteinu,
hydrofébniho transmembranového tseku a senzorové domény tvoienou opakujicim se
peptidovdm motivem PASTA (penicilin-binding protein and Ser/Thr kinase associated
domains) v extracelularni ¢asti na C-konci molekuly. Motiv PASTA byl identifikovan u
penicilin-vazebného proteinu, u kter¢ho bylo zjisténo, Ze interaguje s p-laktamovym
kruhem. Vzhledem k tomu, ze B-laktamovy kruh je strukturné velmi podobny motivu D-
Ala-D-Ala peptidu peptidoglykanu byla vyslovena hypotéza, Ze efektorem proteinkinas
s PASTA motivy jsou podjednotky volného peptidoglykanu. StkP mad schopnost

dimerizovat prostfednictvim svych extracelullarnich a transmembrdanovych domén, vznik
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dimeru je rozhodujici pro enzymatickou aktivitu (PALLOVA et al .,2007). Pomoci
proteomové analyzy byly uréeny endogenni substraty proteinkinasy StkP, kterymi jsou
fosfoglukosaminmutasa GlmM, prvni klicovy enzym biosyntetické drahy bunécné stény
(syntesa UDP-N-acetylglukosaminu, zékladniho spolecného prekurzoru biosyntésy

buné&énych komponent) a a-podjednotka RNA polymerasy (NOVAKOVA et al., 2005).

chromosom S. pneumoniae R6

phpP (740 bp) '

stkP (1980 bp)
fosfatasova kinasova transmembranova PASTA
doména doména doména domény
Ser/Thr preoteinfosfatasa Ser/Thr proteinkinasa
PhpP StkP

Obr. 3. 4. : Schéma PhpP a StkP

Nase laboratof se zabyva studiem téchto dvou proteinil: proteinfosfatasy PhpP a
proteinkinasy eukaryotniho typu StkP u S. pneumoniae detailné (NOVAKOVA et al.,
2005; PALLOVA et al., 2007; SASKOVA et al., 2007).

Pro objasnéni funkce proteinfosfatasy PhpP byl studovany gen phpP na

chromosomu pneumokoka inaktivovan pomoci metody inzerce kazety, pfi niz dochdzi po
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dvojitém crossing-overu k deleci studované¢ho genu s naslednym vlozenim genu kodujici
rezistenci vuc¢i antibiotiku. Pfiprava mutanta AphpP se vSak i1 pies opakované snahy
nezdafila a tento vysledek vedl k hypotese o esencialité proteinfosfatasy PhpP pro S.
pneumoniae. Spolu s pripravou jednoduchého mutanta v genu phpP byla pfipravena
dvojita mutanta s deletovanymi geny phpP - stkP, nebot’ se ptedpokladalo na zakladé jiz
publikovanych dat, Ze ztrata funkce obou genli by mohla vyustit v Zivotaschopny fenotyp.
Tato mutanta AphpP-stkP byla Zivotaschopnd, coz nasvédcovalo tomu, Ze proteinfosfatasa
PhpP je pro buiiky nezbytnd, nebot’ je diilezita pro regulaci funkce proteinkinasy StkP. Pro
objasnéni funkce proteinkinasy byla obdobnym zptisobem pfipravena mutanta v genu stkP.

U jednotlivych mutantnich kment byl charakterizovan fenotypovy projev,
schopnost navodit stav pfirozené kompetence, odpoveédi bakteridlnich bunc¢k na stres,
bunécnéd morfologie a déleni bun¢k atd. (SASKOVA et al., 2007).

Jednoducha mutanta AstkP vykazovala az o dva fady snizenou schopnost ptirozené
kompetence ve srovnani s divokym typem S. pneumoniae.

Vzhledem ke skute¢nosti, ze mutanti v kinasach a fosfatasach mivaji ¢asto defekty
v bunééné morfologii, popf. v bunééném déleni, byly kmeny sledovany ve svételném
mikroskopu. Builky divokého kmene a AstkP mutantniho kmene se morfologicky témér
neli$i. Vyskytovaly se po dvojicich a pouze ojedinéle tvotily kratké fetizky. Naproti tomu
builky AphpP-stkP mutantniho kmene vytvarely dlouhé fetizky, kdy jednotlivé bunky
nebyly zcela odd¢leny, coz znaci nedokoncenou tvorbu bunécnych piepazek. Pozorovany
fenotyp pfipominal fenotyp mutanta v genu diviVA S. pneumoniae, jehoz produkt je
odpovédny za bunécné déleni.

AstkP mutantni kmen se vzhledem k divokému kmenu S. pneumoniae vyrovnaval
hafe s oxidativnim, osmotickym a pH stresem a vibec se nebyl schopen vyrovnat
s teplotnim stresem. To ukazuje na ulohu StkP v regulaci odpovédi buiiky na vnéjsi
stresové podminky.

Pomoci DNA c¢ipi byla proveden analysa transkriptomu mutantniho a divokého
kmene S. pneumoniae, pti které bylo identifikovdno 95 gend. Jejich exprese byla v AstkP
mutantnim kmenu ovlivnéna vice nez dvojndsobné. Pocet ovlivnénych genti pak
pfedstavuje vice neZ 4% genomu, cozZ proteinkinasu StkP pasuje do role proteinu s globalni
regulacni funkci. Z vysledkt vyplyva, Ze StkP kinasa reguluje rozlicné bunécné procesy,
jako jsou: kompetence, stresova odpovéd’, metabolické procesy, tvorba bunééné stény,
biosyntesa pyrimidini, opravy DNA, transport zeleza a dal$i. Seznam gent jez StkP

ovlivituje spolecné se zatazenim do funkcnich skupin je uveden v kapitole Ptilohy (viz.
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kapitola Ptilohy: Ptiloha Cislo 2.). Gen, jehoz exprese byla u mutanty AstkP S. pneumoniae
nejvice zménéna je sprl057, konzervovany hypoteticky protein patiici do skupiny
,»haloacid hydrolase HAD-like family*. Transkripce tohoto genu byla dle vysledkl analyzy
transkriptomu snizena 59 krat. Studiem tohoto genu se predklddand diplomova prace

zabyva.

3.3 Haloacid dehalogenasy

3.3.1 Obecna charakteristika haloacid dehalogenas

Riizné druhy dehalogenas se li§i vyuzivanim odliSnych strategii Stépeni riznych
uhlik-halogenovych sloucenin. Strukturné jsou charakterizované haloalkan dehalogenasy,
haloacid dehalogenasy a 4-chlorbenzoat-coenzym A dehalogenasa (JONG and
DIJKSTRA, 2003).

Haloacid dehalogenasy predstavuji skupina pfevazné necharakterizovanych enzymi
z nad&eledi haloacid dehalogenas (HAD), kam patii jesté Mg” -dependentni fasfatasy a P-
typ ATPas.

Haloacid dehalogenasy katalysuji Stépeni halogenu na uhlikové kostie
organohalogenovych slouc¢enin (KURIHARA, ESAKI, 2007). Haloacid dehalogenasy lze
délit na dveé zakladni skupiny: L-2-haloacid dehalogenasy a DL-2-haloacid dehalogenasy.

L-2-haloacid  dehalogenasy  katalysuji =~ hydrolytické  dehalogenace L-2-
halogenalkanovych kyselin. L-2-haloacid dehalogenasy jsou unikatni tim, Ze katalysuji
Stépeni vysoce stabilni vazby mezi C - F u fluorovanych alifatickych sloucenin. Karboxyl
asparagové Kkyseliny (Asp) vykonava nukleofilni Gtok na *C substratu, ¢imz dojde
k uvolnéni halogenu, za vzniku D-2-hydroxyalkanové kyseliny.

DL-2-haloacid dehalogenasy katalysuji hydrolytické dehalogenace D- a L-2-
halogenalkanovych kyselin. Enzymy jsou zajimavé tim, Ze ptsobi na chiralni atomy uhliku
obou enantiomerti. DL-2-haloacid dehalogenasy jsou jedine¢né v tom, ze pomoci molekuly
vody dojde k pfimému utoku substratu, coz zplisobi uvolnéni atomu halogenu, za vzniku

odpovidajici L- a D-2-hydroxyalkanové kyseliny.
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Obr. 3. 5. : Mechanismy dehalogenace: A) L-2-haloacid dehalogenas; B) DL-2-haloacid dehalogenas
(KURIHARA, ESAKI, 2007)

Enzymy patfici do nadceledi (,,superfamily*) haloacid dehalogenas (HAD)
katalyzuji podobné reakce, ale jednotlivé enzymy maji vyvinuté specifické biologickeé
funkce. Tato enzymaticka nadCeled’ je charakteristickd neobycejné rozmanitym spektrem
substratl, na néz pisobi. Kompletni substratové specifity predstavuji zasadni prvni krok
k objasnéni funkce daného enzymu (KUZNETSOVA et al. 2010). V této enzymatické
nadceledi se z funk¢niho hlediska vyskytuji enzymy celedi (,,family*) s aktivitou:

fosfatasovou
fosfonatasovou
dehalogenasovou
B-fosfoglucomutasovou
fosfoesterasovou
ATPasovou
nukleotidasovou

Tyto enzymy byly objeveny konzervované u bakterii, archei, eukaryot i clovéka. U
prokaryot doSlo asi k nejvétSimu zdjmu a studiu enzymi ztéto skupiny o fosfatasy,

nukleotidasy a dehalogenasy.

Fosfatasy piedstavuji enzymy jez odstépuji a pienasi fosfatovou skupinu z jedné
molekuly na druhou. Haloacid dehalogenasy skupiny fosfatas se vétSinou funkéné
uplatiiuji u prokaryot v metabolickych procesech.

Byly nalezeny u mnoha bakterii grampositivnich i gramnegativnich (napt. z rodt
Escherichia, Streptococcus, Staphylococcus, Bacillus, Bacteroides, Haemophilus,
Salmonella, Shigella, Yersinia, Clostridium, Lactobacillus, Vibrio, Shewanella, Aeromonas

atd.)
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Nukleotidasy jsou enzymy odstépujici z nukleotidi kyselinu fosfore¢nou za vzniku
nukleosidi. Haloacid dehalogenasy skupiny nukleotidas se vétSinou funkéné uplatiuji u
prokaryot v metabolickych drahach nukleovych kyselin DNA a RNA, reguluji buné¢nou
koncentraci ribo- a deoxyribonukleotidd, podili se na opravach DNA a jako ,uklidové
enzymy*.

Byly nalezeny u mnoha bakterii grampositivnich, gramnegativnich, kvasinek,
prvokt 1 hub (napf. zrodh Escherichia, Streptococcus, Staphylococcus, Haemophilus,

Bacillus, Salmonella, Shigella, Yersinia, Clostridium, Lactobacillus, Vibrio, Plasmodium,

atd.)

Dehalogenasy byly popsany jako bakteridlni enzymy schopné odStépovat z
halogenovanych uhlovodikii pravé halogen. Haloacid dehalogenasy skupiny dehalogenas
se vétsinou funkéné uplatiuji u prokaryot v metabolickych procesech a cini bakterie
potencidln¢ vyuzitelné v chemickém primyslu, bioremediacich ¢i obnoveni Cistoty
zivotniho prostiedi.

Byly nalezeny u mnoha bakterii grampositivnich, gramnegativnich a archei (napf.

zrodl Escherichia, Pseudomonas, Burkholderia, Sulfolobus, Pyrococcus, Thermococcus,

atd.)

Po krystalizaci proteinii z HAD nadceledi se ukéazalo, ze na strukturdlni arovni jsou
HAD sjednoceny s nékolika dalSimi nadc¢eledmi (DHH, CheY-like, von Willebrand A,
TOPRIM, histon deacetylasy, PIN/FLAP nukleasy), které vSechny obsahuji specifickou
formu tzv. Rossmannovy domény (,,Rossmannoid fold*“) (BURROUGHS et al., 2006).
Jedna se o strukturdlni motiv Castéji se vyskytujici u proteinti vazajicich nukleotidy. Jeji
struktura se skladd ze tfech nebo vice paralelnich B-listi spojenych se dvémi a-
Sroubovicemi v topologické potadi B - a - B - a - B. Kazd4d Rossmannova doména muze
vazat pouze jeden nukleotid, vazebnd doména pro di- ¢i tri-nukleotidy se sklada
sparovanim dvou ¢i tii Rossmannovych domén. HAD doména se odliSuje od téchto
podobnych domén dvémi hlavnimi strukturdlnimi odliSnostmi: jedna helikalni ¢ast a motiv
B-vlasenky (klapky). Vznikd tedy utvar s topologickym pofadim a - f - B - P
s odpovidajicim sekven¢nim motivem 1 - 4. Pfedpoklada se, ze ptfitomnost téchto dvou
odlisnosti poskytne enzymu potiebnou mobilitu s moznosti tvofit ,,oteviené™ a ,,uzaviené*

konformace. Navic vétSina ¢lent HAD nadcCeledi obsahuje inzerty, nazvané ,.cap

(Cepicka) podilejici se zfejmée na substratové specifité enzymt (LAHIRI et al., 2004). Tyto
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cap drobné domény jsou tvofeny motivem oa-Sroubovice - B-list - a-Sroubovice. Kde v -
listu obsahuje pfisné¢ zachovany Glycin (Gly) (v pofadi sekvence 5 motiv), lemovany
zbytky jejichz bocni fetézce prispivaji k tvorbé katalytického mista na rozhrani domény. U
skupiny capCl je ¢epicka ptimo vlozena do motivu B-vlasenky a reguluje piistup substratt
do aktivniho mista enzymu. U druhé skupiny capC2 tvoii ¢epicka stiechu nad aktivnim
mistem enzymu a pfistup k jeho vnitini dutiné mtze byt caste¢né upraven pohybem [3-
vlasenky (BURROUGHS et al., 2006).

Haloacid dehalogenasesy jsou dimery se dvémi ¢i tfemi podjednotkami, kdy kazda
podjednotka je tedy tvotfena jednou hlavni (,,core”) doménou a mnoha malymi ,,cap™
doménami. Aktivni misto enzymu je tvofeno ¢tyimi smyckami (1 - 4) s pozici pro substrat
a kofaktory (dvojmocné kovové ionty).

Jde tedy o rozsdhlou rodinu enzymil o celkové nizké sekvenéni podobnosti (<
prvni motiv DXDXT, jehoz prvni aspartat je nejvice konzervovan a piimo se Ucastni

fosforyl - transferasovych reakci.

s

Obr. 3. 6. : Dimerni struktura haloacid dehalogenasy (JONG AND DIJKSTRA, 2003)

3.3.2 ,,House - cleaning* uklidové funkce enzymii

Bakterialni buniky jsou neustale vystavovany nespocetnym toxickym latkam, at’ uz
z jejich vnéjsiho prostiedi ¢i vedlejSim produktim jejich vlastniho metabolismu. Z téchto
divodut jsou bakteridlni buniky vybaveny nckolika mechanismy, které maji zvladat tuto

vyzvu. Jedna se hlavné o: blokaci absorpce (vnéj$i membrana u gramnegativnich bakterii),
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transport specifickymi transportéry (ABC systém), specifickd inaktivace téchto latek
enzymy (TITZ et al., 2006).

ZvIast za povSimnuti stoji skupina toxickych substanci ,,noncanonical®
(modifikovanych) nukleobasi, jez mohou bud zabranit replikaci DNA piimo, nebo
nepifimo vést ke zvySeni mutacni rychlosti. Velmi casto se jednd o oxidovangé,
deaminované,  halogenované,  methylované ¢i  jinak  modifikované  base
(KUZNETSONOVA et. al., 2006; WEISS 2007; BEAN and TOMASZ 1971; HARTMAN
and HEIDELBERGER 1961)

Ptiklady modifikovanych basi jsou uvedeny v kapitole Prilohy (viz. kapitola
Ptilohy: Ptiloha ¢islo 3.). Enzymy rozpoznavajici tyto modifikované derivaty jsou ,,house -
cleaning (tiklidové) nukleotidasy*. Predpoklada se, ze pisobi na modifikované nukleotidy
a pfi tom zabranuji jejich v€lenéni do DNA ¢i RNA. House - cleaning enzymy tedy chrani
bakterialni bunky pfed u¢inky modifikovanych metabolickych chemickych sloucenin a
fadi se do skupin vySe zminovanych enzymu (HAD). ,,House-cleaning® enzymy
rozpoznavajici modifikované base pracuji soubézné senzymy opravujicimi DNA, jez
opravuji 1éze DNA po modifikovanych basich (GALPERIN et al., 2005).

,House-cleaning* funkce na modifikované nukleobase byly popsané u 4 skupin
enzymul : MutT-related (nudix) hydrolasy, dUTPasy, ITPasy (Maf/HAMI) a all-a NTP
pyrofosfatasy (MazG). U téchto enzymi se prokéazala vysoka afinita k jejich pfirozenym
substratim (8-oxo-dGTP, dUTP, alTP, 2-oxo-dATP), kterd je az 1000krat vétSi nez
k béznym nukleobasim (GALPERIN et al., 2005). Nékteré tyto enzymy jsou jiz
charakterizovany, ale genomickd data spolecné srostoucimi udaji strukturalnimi a
biochemickymi naznacuji, Ze pocet téchto enzymil je rozsdhlejsi nez se diive myslelo a

zahrnuji fadu obdobnych enzym s prekryvajicimi se funkcemi.
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3.3.3 Jednotlivé bakterialni haloacid dehalogenasy

3.3.3.1 Rod Escherichia coli

E. coli je jedna z nejprostudovanéjSich bakterii, coz plati i v ohledu téchto enzym.
U této gramnegativni bakterie bylo popsdno mnoho zminovanych enzymd, hlavné
s fosfatasovou a nukleotidasovou aktivitou. Nékteré znich jiz byly krystalizovany a
funkéné charakterisovany. V genomu E. coli bylo identifikovdano 5 membranovach a 23
cytoplasmatickych HAD-like hydrolas reprezentujicich ~ 40% proteint E. coli se znamou
¢i predpokladanou fosfatasovou aktivitou (KUZNETSOVA et al., 2006). Popsané enzymy
jsou: YjjG (PROUDFOQOT et al., 2004; TITZ et al., 2006; KUZNETSOVA et al., 2006;
WEISS 2007) , MutT (TITZ et al., 2006), dUMP fosfatasa (WEISS 2007), UshA 5'-
nukleotidasa (PROUDFOOT et al., 2004), SurE, YfbR (PROUDFOOT et al., 2004), YniC,
YfbT, YieH, YihX, YqaB, YigB, YrfG, SerB, Gph, YcjU, YbiV, YidA, YbhA, Ybjl,
YigL, OtsB, Cof, YedP, YaeD, HisB, Yrbl (KUZNETSOVA et al.,, 2006), KdsC
(BISWAS et al., 2009).

Souhrnné se tato skupina proteinl se vyznacuje ~ 15 - 30% sekvencni identitou.
Vyzaduji pro svou enzymatickou aktivitu bivalentni ionty Mg®", Mn*", Co**, Ni**, Zn*" |
ale lisi se jejich preferenci. Aktivni jsou v neutralnim pH. U haloacid dehalogenas E. coli
byly zjistény razné funkce. Nékteré enzymy byly funkéné popsany a uplatiuji se v
nukleotidovém metabolismu, snizovani ¢etnosti mutaci, pii opravach DNA, detoxikac¢nich
funkcich, rezistenci, signalizaci, biosyntesach lipopolysacharidi, biosyntesach
aminokyselin a odpovédi bakteridlni buniky na zevni stresové podminky (teplota, pH,

osmoticky tlak, kyslik atd.).

Protein YjjG, kodovany genem yjjG o velikosti 678 bp, je ,house - cleaning*
nukleotid fosfatasa funkéni in vivo v E. coli. Prokdzané ¢i predpoklddané homologni
proteiny Y]jG se vyskytuji i u mnoha dalSich bakterii (viz. kapitoly Ptilohy: Ptiloha ¢islo
1.).

Primérni struktura sestdvd z 225 aminokyselin. Pro svou optimalni aktivitu
vyzaduje neutralni pH (7,5) a pfitomnost bivalentnich kovovych kationtl s preferencnim
pofadim Mg®" > Mn>" > Co”". Substratové specifita: 5-monofosforylované pyrimidinové

derivaty (5-fluorouridin, 5-fluorouracyl, 5-fluorotic acid, 5-aza-2’-deoxycytidin, 5-fluoro-
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2’-deoxyuridin, 5-bromo-2’-deoxyuridin, 5-iodo-2’-deoxyuridine, 5'-dTMP, 5'-dUMP, 5’-
UMP).

Funkce YjjG byla studovana v mutantnim kmeni E. coli s deleci v genu yjiG
(WEISS 2007). Posuzovala se afinita YjjG k substratim vyskytujicich se v bézném
nukleotidovém metabolismu a k modifikovanym basim (dUMP, UMP, dTMP, BrdU, 5-
FUdR). Bylo zji§téno, Ze regulacni aktivita YjjG v pyrimidinovém metabolismu neni
hlavni funkci tohoto enzymu, kterou je spiSe house - cleaning (TITZ et al., 2006). Funkce
YjjG k modifikovanym nukleotidim ukazuje na ochranou funkci pfed témito nukleotidy.
YjjG také zabranuje inkorporaci potencidlnich mutagennich nukleotidii do DNA, jak se
ukazalo u BrdU. Odstraiiuje modifikované nukleotidy a chrani tak bakteridlni bunku pied

toxickym vlivem a vznikem mutaci.

Protein MutT je protein s fosfatasovou aktivitou u E. coli. Sekvencné podobné
proteiny byly nalezeny u Y. pestis, P. mirabilis, V. cholerae, P.aeruginosa, S. pneumonia
(NAKAMURA et al., 2010). Primérni struktura polypeptidového fetézce sestava ze 129
aminokyselin. Enzymaticka aktivita je zavisla na piitomnosti bivalentnich iontd Mn*".
Tento enzym S§tépi ANTP (MAURICE et al, 1996), pficemz hlavné specificky
defosforyluje substraty: 8-oxo-dGTP (SUZUKI et al., 2007), 8-oxo-GTP (NAKAMURA et
al., 2010) 2-oxo-dATP a 8-oxo-dATP (GALPERIN et al., 2005). MutT timto brani
inkorporaci 8-oxoguaninu do DNA ¢i RNA, kde jinak 8-oxoguanin je schopen parovat
s adeninem. MutT tedy snizuje rychlost vzniku mutaci (snizuje mutacni rychlost ~ 100 -
3200 krat). ZvySeni mutacni rychlosti 1ze prokazat u mutanty A mutT E. coli (WEISS
2007), u které byl zvySen vyskyt ptirozenych mutaci 100 - 10000 krat a jednalo se vyluéné
0 AT - CG transverze vznikajici béhem replikace DNA (MAURICE et al., 1996).

/ A~G\

A:T C:G
C~T
Obr. 3. 7. : AT - CG transverze

<

Protein SurE je dalsi fosfatasa E. coli a je znama i jeji 3D (IWASAKI AND MIKI,
2007). Tento protein byl nalezen jak u archei, eukaryot tak i u prokaryot. Plni funkci ve

vnitrobunééném metabolismu nukleotidi. Sklada se z 253 aminokyselin. Pro svou
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optimalni aktivitu vyzaduje piitomnost bivalentnich kovovych kationtl s preferencnim
Mn®" > Co™" > Ni*" > Mg®". Substratova specifita: tento protein vykazuje Sirokou
substratovou specifitu k ribo- ¢i deoxyribonukleosid-5"-monofosfatim a ribonukleosid-3’-
monofosfatim. U tohoto enzymu je stejnd senzitivita k di- i tri-fosfatim (PROUDFOOT et
al., 2004). Nejvyssi afinitu prokazuje k 3'-AMP (IWASAKI AND MIKI, 2007).

Protein YfbR je tzce specificka fosfatasa prokdzand u E. coli. Orthology tohoto
proteinu byly nalezeny nejen u prokaryot, archei, eukaryot, ale i u ¢lovéka (HDDC2
protein). Jedna se o enzym hrajici roli ve vnitrobunééném nukleotidovém metabolismu (de
novo syntesa deoxycytidinu) a signalizaci. Sestava z 199 aminokyselin. Po krystalizaci
tohoto proteinu zde byla identifikovana konzervovana HD-doména fosfohydrolasy
s nukleotidasovou a fosfodiesterovou aktivitou (ZIMMERMAN et al., 2008). Pro svou
optimalni aktivitu vyzaduje bivalentni kovové kationty s preferenénim poradim Co>" >
Mn®" > Mg®" > Mg*". Substratova specifita: pouze k 2’-deoxyribonukleosid-
5'monofosfatim (PROUDFOOT et al.,, 2004), a proto se také oznaCuje jako 5'-

deoxyribonukleasa.

Protein UshA S5'-nukleotidasa identifikovana v periplasmé E. coli. Sestava z 550
aminokyselin. Substratova specifita: nukleosidy 5'-mono-, di-, a tri-fosfaty, véetn¢ UDP-
glukosy. Hlavni funkci tohoto enzymu je degradace exogenni UDP-glukosy a 5'-
nukleosidt za vzniku glukosy-1P, nukleotidii a fosfati pro potieby buitky (PROUDFOOT
et al., 2004).

Protein Gph (fosfoglykolat fosfatasa) E. coli se podili na degradaci 2-
fosfoglykolatu vznikajiciho béhem oprav DNA (KUZNETSOVA et al., 2000).

Proteiny Yrbl (3’-deoxy-D-manno-octulosonate 8-fosfatasa) a YaeD (GmhB, D,D-
heptose 1,7-bisfosfatasa) E. coli jsou zapojeny do lipopolysacharidové biosyntesy
(KUZNETSOVA et al., 20006).

Protein KdsC (3’-deoxy-D-manno-octulosonate 8-fosfatasa) nalezen u E. coli, jiz i
krystalizovan, je funkéné podobny proteinu Yrbl. KdsC $tépi 3’-deoxy-D-manno-
octulosonate 8-fosfat za vzniku anorganického fosfatu a 3’-deoxy-D-manno-octulosonate.

3’-deoxy-D-manno-octulosonate  je = nezbytnou slozkou lipopolysacharidu u
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gramnegativnich bakterii. Vzhledem k tomu, Ze lipopolysacharid je dilezitym cinitelem
bakterialni rezistence a toxicity, KdsC je povaZzovan za potencidlni cil pro nové

antibakterialni latky (BISWAS et al., 2009).

Protein OtsB (trehalose 6-fosfatasa) hraje dalezitou roli v odpovédi E. coli na zevni

stresové vlivy, napf. teplotu, pH, osmoticky tlak, kyslik (KUZNETSOVA et al., 2006).

Protein SerB (fosfoserin fosfatasa) E. coli se podili na biosyntese aminokyseliny

serinu (KUZNETSOVA et al., 2006).

Protein YbiV u E. coli je protein s pfedpokladanou funkci fosfatasy (ROBERT at
al., 2005) podilejici se defosforylaci na opravach fosforylovanych proteini ¢i DNA
(KUZNETSOVA et al., 2006).

Proteiny YniC (2-6-fosfatasa deoxyglukosy), YfbT, YbiV, YidA, YjjG, YihX a
YigL v E. coli maji detoxika¢ni funkce (KUZNETSOVA et al., 2006).

Proteiny YniC, YtbT, YbiV, YidA, YigL se u E. coli podileji na glykacnich
opravach ptimou defosforylaci fosfoglykovanych proteinti ¢t DNA (KUZNETSOVA et al.,
2006).

3.3.3.2 Rod Pseudomonas

U rodu gramnegativnich bakterii Pseudomonas byly jiz také nalezeny enzymy
patfici do skupiny haloacid dehalogenas. Enzymy byly popsadny u druht P. species, P.

putida, P. aeruginosa. Jedna se hlavné o enzymy s dehalogenasovou aktivitou.

Protein L-2-Haloacid dehalogenasa byl nalezen u P. species YL, ale také u
gramnegativni bakterie Xanthobacter (HISANO et al., 1996). Jedna se o enzym
katalyzujici hydrolytickou dehalogenaci L-2-hologenalkanovych kyselin. Halogenové
organické slouceniny jsou Siroce pouzivany pro nejriznéjsi prumyslové vyroby (pf.
insekticidy, rozpoustédla). Tyto latky mohou zpiisobit vazné problémy v zivotnim

prostiedi v dasledku jejich perzistence. U zminovanych bakterialnich druht bylo zjisténo,
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ze jsou schopny vyuzivat tyto slouceniny jako zdroj uhliku, energie a pomoci enzymu
haloacid dehalogenas je degradovat. Enzym byl krystalizovin a nasledné¢ byl
charakterizovan jako homodimer ze dvou strukturné odliSnych oblasti: jadra domény a
subdomény. Jadro je tvofeno Sesti paralelnimi B-listy lemovanymi péti a-Sroubovicemi.
Subdoména je inkorporovana do jadra a je tvofena Ctyfmi a-Sroubovicemi usporddanymi

do svazku.

Proteiny Dehl a Dehll nalezeny u P. putida kmen PP3 (SCHMIDBERGER et al.,
2008). Jedna se o dv¢ dehalogenasy patfici do skupiny I a II a-haloacid dehalogenas, resp.
skupiny dehalogenas katalyzujicich odstranéni halogenu u D-haloalkanovych kyselin. U

téchto enzymi nejsou zatim pfesné znamé jejich hlavni funkce.

Protein ThrH nalezen u P. aeruginosa je enzym pattici do skupiny I-2-haloacid
dehalogenas (SINGH et al., 2004). U tohoto proteinu je prokdzdna schopnost pifenosu

fosforylu a enzymatické funkce fosfoserin:homoserin fosfotransferasy.

3.3.3.3 Rod Proteus

U rodu gramnegativnich bakterii Proteus byl popsan enzym patfici do nadceledi
haloacid dehalogenas. U enterobakterie druhu Proteus vulgaris je popsan protein MutT

(BESSMAN et al., 1996).

Protein MutT nalezen u P. vulgaris je homolog proteinu MutT E. coli a MutX S.

pneumoniae. Jedna se o ,,house-cleaning* enzym s funkci nukleosid trifosfatasy.

3.3.3.4 Rod Haemophilus

U rodu gramnegativnich bakterii Haemophilus jiz byly popsany enzymy patfici do
nadceledi haloacid dehalogenas. U potencialné patogenniho druhu Haemophilus influenzae
byla nalezena Yrbl fosfatasa (PARSONS et al., 2002) a ¢ (P4) fosfatasa (FELTS et al.,
2007).
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Protein Yrbl nalezen u H. influenzae (HI1679) je tetramer tvofeny Ctyfmi
monomery uspofadanymi do kruhu, zavisly na Mg®" iontech. Jedni se o fosfatasu
hydrolysujici mnoho substratli, hlavné 6-fosfoglukonat a fosfoserin. Tento enzym je

zapojen do metabolismu cukra.

E (P4) je lipoprotein strukturné tvoreny dvémi doménami, jadrem z 5 P.listd
lemovanych z obou stran a-Sroubovicemi a druhou mensi doménou pouze s a-Sroubovic.
Jedna se o fosfatasu fazenou mezi fosfohydrolasy. P4 je také soucasti vakciny proti H.

influenzae.

3.3.3.5 Rod Salmonella

U gramnegativnich bakterii zafazenych do rodu Salmonella byl nalezen enzym

patfici do skupiny haloacid dehalogenasy.

Jedna se o protein AphA nalezeny u patogenni Salmonella typhymurium (MAKDE
et al., 2007). Tento protein je zavisly na pritomnosti Mg”" iontd. Jedna se o enzym fazeny

do skupiny L-2-haloacid dehalogenas s fosfatasovou funkci.

3.3.3.6 Rod Porphyromonas

U gramnegativnich bakterii zafazenych do rodu Porphyromonas (dtive

Bacteroides) byl nalezen enzym pattici do skupiny haloacid dehalogenasy.

Jedna se o protein SerB653 identifikovany u druhu P. gingivalis (TRIBLLE et al.,
2006). SerB653 je haloacid dehalogenasa srodiny fosfatas, interaguje s lidskymi
fosfoproteiny a je diilezita pro invazi této bakterie do zadvésného aparatu zubtli (paradontu).
P. gingivalis produkuje tento enzym pfti styku s gingivalnimi epiteliarnimi buitkami. Byly
identifikovany dva potencialni substraty tohoto enzymu GAPDH a heat-shock protein 90
(TRIBLLE et al., 2006).
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3.3.3.7 Rod Burkholderia

U gramnegativniho bakteridlniho kmene Burkholderia byl taktéz nalezen enzym ze

skupiny haloacid dahalogenas (YU et al., 2007).

Deh4 je membranovy integralni protein nalezeny u Burkholderia cepacia MBAA4.
Tento protein se uplatiiuje v metabolismu, jelikoz se jedna o bakterie, které mohou vyuzit
2-halokyseliny jako zdroj uhliku a energie pro rust. Deh4 je haloacid permeasa
zprostfedkovavajici bakteridlni bunce pfijem halokyseliny. Tento enzym ma také
potencialni moznost vyuziti pfi odstranéni znecisténi zivotniho prostfedi halogeny a vyuziti

v syntese primyslovych chemikalii (SCHMIDBERGER J. W, et al., 2007).

3.3.3.8 Rod Sulfolobus

vy

Rod archei Sulfolobus je termofilni organismus Zijici pfevazné v horkych
termalnich pramenech. U druhu Sulfolobus tokadaii byla popsana L-haloacid dehalogenasa

(RYE et al., 2008).

L-haloacid dehalogenasa ma aktivitu vic¢i karboxylovym kyselindm s halogenem
na pozici C2. Nejvyssi aktivita byla prokazana k chloropropionové kyselin€. Vzhledem
k této funkci ma L-haloacid dehalogenasa potencidlni vyuziti ve farmaceutickém ¢i
chemickém pramyslu hlavné pro ¢isténi a obnovu kontaminované pudy (RYE et al., 2008).
Enzym je termostabilni s maximalni aktivitou pii 60°C. Strukturné se jedna o homodimer.
Kazdy monomer je slozen zjadra, B-listu obklopeného a-Sroubovici a Sroubovicové

subdomény slozené z a-Sroubovic.

3.3.3.9 Rod Pyrococcus

Pyrococcus je hypertermofilni kmen archei s teplotnim optimem témét pii 100°C.
U druhu Pyrococcus horikoshii OT3 je popsan hypoteticky protein PH1421 zatazovany
mezi haloacid dehalogenasy, podobny HAD TA 0175 archei Thermoplasem
(YAMAMOTO et al., 2008).
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PH1421 je hypoteticky protein ze skupiny haloacid dehalogenas s fasfatasovou
aktivitou zavislou na piitomnosti Mg”" iontll. Jedna se o homodimer. Monomerni

protomer se sklada ze dvou odlisnych oblasti, velkého jadra a malé domény.

3.3.3.10 Rod Thermococcus

Thermococcus je striktné anaerobni kmen archei s optimalnim rastem pii 85°C a
v pHitomnosti elementarni siry S°, ktera je redukovana na sirovodik. U druhu
Thermococcus onnurineus NA1 byla nalezena pyrofosfatasa patiici do skupiny haloacid

dehalogenas (LEE et al., 2009).

Pyrofosfatasa je enzym s optimalni aktivitou pii pH 6 a je zdvisla na pfitomnosti
dvojmocnych kovovych iontd, hl. Ni**. Tato pyrofosfatasa je kodovana genem TON0002,
ktery se nachazi v tésné blizkosti lokusu DNA polymerasy. Funkce tohoto enzymu je

hydrolyza pyrofosfore¢nanu béhem DNA polymerizace.

3.3.3.11 Rod Sacharomyces

U kvasinek rodu Sacharomyces jou enzymy patfici do skupiny haloacid

dehalogenas a to u S. cerevisiae ¢i S. ambofaciens (BESSMAN et al., 1996).

Protein YeastYAS1 S. cerevisiae a protein Orfl54 S. ambofaciens jsou homology
proteinu MutT E. coli. Jednd se o ,,house-cleaning® enzymy s nukleosid trifosfatasovou

aktivitou.

3.3.3.12 Rod Plasmodium

U rodu patogennich prvokli Plasmodium byl nalezen protein ISNI patfici do
skupiny haloacid dehalogenas (SRINIVASAN, BALARAM 2007). Totozny enzym byl

popsan u nékterych kvasinek a hub.

ISN1 je 5'-nukleotidasa patiici do skupiny haloacid dehalogenas se substratovou

specifitou pro IMP a GMP.
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4 CILE DIPLOMOVE PRACE

Modelovym organismem této diplomové prace byla grampositivni bakterie

Streptococcus pneumoniae. Tato bakterie md ve svém genomu gen sprl057 kodujici

hypoteticky protein s neznamou funkci.

Byly stanoveny tyto cile:

1. Teoretické zhodnoceni necharakterizovaného proteinu Spr1057 S. pneumoniae jako

hypotetického homologu proteinu YjjG E. coli.

2. Studie zamétena na citlivost mutanta AstkP S. pneumoniae k mutagennim nukleotidm.

3. Exprese, izolace a purifikace rekombinantniho proteinu Spr1057.

4. Analyza biochemickych vlastnosti purifikovaného rekombinantniho proteinu Spr1057
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5 MATERIAL A METODIKA

5.1 MATERIAL

5.1.1 Bakterialni kmeny

Streptococcus pneumoniae R6 Spl (WT)

Streptococcus pneumoniae R6 Sp10 ( AstkP)

Kompetentni bunky E.coli, kmen JM109 (PROMEGA)
(genotypicky popis: endAl, recAl, gyrA96, thi-1, hsdR17(rx-,myt), relAl,
supE44, A(lac-proAB),[F’ traD36 proA™B" lacl® A(lacZ)M15])
(transformaéni G&innost 2,5 x 10’CFU/ug DNA)

NEB Turbo Competent E. coli (BIOLABS)
(genotypicky popis: F’ proA+B+ laclq A lacZ M15/ thuA2 A(lac-proAB) gIlnV gal
R(zgb-210::Tn10)TetS endAl thi-1 A(hsdS-mcrB)5)
(transformacni G€innost 1 - 3 x 109 CFU/ug DNA)

SURE Competent Cells E.coli (STRATAGENE)
(genotypicky popis: el4— (McrA—) A(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 endAl supE44 thi-1
gyrA96 relAl lac recB recJ sbcC umuC::Tn5 (Kan') uvrC [F' proAB lacl’ZAM15
Tnl0 (Tet"])
(transformaéni G&innost > 5,0 x 10° CFU/ug DNA)

SURE Elektroporation - Competent Cells E.coli (STRATAGENE)
(genotypicky popis: el4— (McrA—) A(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 endAl supE44 thi-1
gyrA96 reldl lac recB rec sbcC umuC::Tn5 (Kan') uvrC [F' proAB lacl’ZAM15
Tnl0 (Teth])
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(transformaéni G&innost >1,0 x 10'° CFU/ug DNA)

5.1.2 Vektory

pAkCmDK
Nekomer¢ni laboratorné pfipraveny vektor k tvorbé mutanta S. pneumoniae R6
v genu stkP, diky integraci do spr0564 - 0565 lokusu chromosomalni DNA. Nese

rezistenci na chloramfenikol.

pCEP

Nekomer¢ni chromosomalni expresni vektor (GUIRAL et al., 2005) o velikosti
9,540 kb, schopen rekombinace do chromosomalni DNA S. preumoniae. Exprese cilovych
gent je pod kontrolou maltosou-inducibilniho promotoru. Do vektoru se klonuje ptes

BamHI a Ncol restrikéni mista a nese rezistenci ke kanamycinu a spectinomycinu.

pET28b (NOVAGEN)

Komercni expresni vektor o velikosti 5,388 kb. Exprese cilovych gent je pod
kontrolou T7 IPTG-inducibilniho promotoru. Vektor umoznuje fuzi N-konce cilového
proteinu s histidinovou kotvou a T7 kotvu. Dale se ve vektoru nachazi polyklonovaci

oblast, T7 termindtor a gen zodpovédny za rezistenci ke kanamycinu.

pJAKO

Nekomercni klonovaci vektor o velikosti 2,961 kb. Jedna se o derivat .

pJWV25

Nekomer¢éni expresni vektor (EBERHARDT et al., 2009) o velikosti 8587 bp,
schopen rekombinace dvojitym crossing-overen do bgaA chromosomu DNA S.
pneumoniae. Exprese cilovych geni je pod kontrolou Zn**-inducibilniho promotoru.
Vektor umoziuje fizi N-konce cilového proteinu s GFP+. Vektor mé polyklonovaci oblast

a nese rezistenci k tetracyklinu.
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pTYB2 (BIOLABS)

Komer¢ni expresni vektor o velikosti 7,474 kb. Exprese cilenych gent je pod

kontrolou T7 IPTG-inducibilniho promotoru. Vektor umoziuje fuzi rekombinantniho

proteinu na C-termindlnim konci s inteinem nesoucim Chitin-vazebnou doménu (Chitin-

binding domain CBD), jez je extrém¢ afinni k nosici s chitinem, ¢ehoz se vyuziva pro

izolaci proteinu. K odstépeni inteinu se pouzivd DTT, merkaptoethanol ¢i cystein. Déle se

na vektoru nachdzi polyklonovaci oblast a gen odpovédny za rezistenci k ampicilinu.

5.1.3 Oligonukleotidy

CEP-f:

CEP-r:

DAMSG6S:
DAMS69:
HADEX-f:
HADEXf-1infusion:

HADEXTf-2infusion-short:5"-aaggagatatacatatgatgaacaaggctctctggaaa-3”

HADEX-r:
HADEXr-1infusion:
HADEX2L-f:
HADEX2S-f:
HADEX2-r:
HADIN-CEP-FS:
HADIN-CEP-RS:
HADIN-CEP-FL:
HADIN-CEP-RL:

Intein reverse primer:

LN32/C-bga-F:
LN123/JW25-1b:
LN142/0565-R:
PB0O01:

PB002 :

5’-ataagtaacgcaaacgtttgcg-3’
5’-ttttcaattccggtgatattctc-3”
5’-ggggacgcegttggcttaccgttegtatag-3”
5’-ggggccatggtcgataccgttcgtataatgt-3”
5’-gcgccatatgttctacaaatttctactc-3”
5’-aaggagatatacatatgatgttctacaaatttctactc-3”

5’-gcgeecgggaaatgtgatcttttcaagaagaat-3”

5’-cttggcaaagcacccgggaaatgtgatcttttcaagaat-3”

5’-gcgceccatggctttgttctacaaatttctactc-3”
5’-gcgeccatggctaacaaggetctctggaaagac-3°
5’-gcgctcgagaaatgtgatcttttcaagaat-3”
5’-cgaggtgctaccatcgatgaacaaggctctetggaaa-3”

5’-aaaatcaaacggatccttagtgatggtgatggtgatgaaatgtgatcttttcaagaat-3°

5’-cgaggtgctaccatggatgttctacaaatttctactc-3”

5’-aaaatcaaacggatccttagtgatggtogatggtgatgaaatgtgatcttttcaagaat-3”

5’-acccatgaccttattaccaacctc-3’
5’-gctctactagttgattgtca-3”
5’-ttcgctacttggagecactat-3”
5’-aggacaagagtttttctttgg-3”
5’-aatgttaagtaaatgatttcaaaatc-3”
5’-cgcgacgegttagaaatttgtagaacaatttgagg-3”

(BIOLABS)
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PB003:

PB004:

PBO005:

PBO006:

PB007:
SP-CEP(amiF):
SP-CEP(kan):
SP-CEP(treR):

T7 promotor primer:
T7 terminator primer:

T7 universal primer:

5’-gcgeccatgggtttagataaaaatattcttgaaaagatc-3°
5’-gctacatgatctaggtatatatc-3”
5’-tagaaatttgtagaacatatttgcctccttaagatce-3”
5’-aaggaggcaaatatgttctacaaatttctactcttc-3”
5’-attagcggcecgcttagtgatggtgatggtgatgaaatgtgatcttttcaagaatatttt-3”
5’-gaaccaagccgaattagcacg-3’

5’-ccggtgatattctcattttagee-3”

5’-ttcagtttaccgaaagtcgece-3”

5’-taatacgactcactataggg-3”

5’-gctagttattgctcagegg-3’

5’-taatacgactcactataggg-3” (BIOLABS)

Oligonukleotidy byly syntetizovany spolec¢nosti East Port Praha s.r.o.

5.1.4 Enzymy modifikujici DNA

Alkalické fosfatasa (BIOLABS)
Benzonasa (MERCK)
DNasa I (BOEHRINGER)
T4 DNA ligasa (FERMENTAS)
Lysozym (SIGMA)
Polymerasy: In-Fusion Enzyme — poxvirus DNA polymerasa (CLONTECH)
LA DNA Polymerases Mix (TOP-BIO)
Pfu Ultra polymerasa (STRATAGENE)
Phusion DNA polymerasa (BIOLABS)
Taq-Purple DNA polymerasa (TOP-BIO)
T4 DNA polymerasa (BIOLABS)
Restrik¢éni endonukleasy: ~ BamH I (BIOLABS)
EcoR 1 (BIOLABS)
EcoR V (BIOLABS)
Hind III (BIOLABS)
Ncol (BIOLABS)
Nde I (BIOLABS)
Pst1 (BIOLABS)
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Pvul (BIOLABS)

Sma I (BIOLABS)

Xho I (BIOLABS)

Xma | (BIOLABS)
RNasa A (PROMEGA)
5.1.5 Protilatky
Anti-Bromdeoxyuridine - myS$i monoklonalni, 1 : 1000 (ROCHE)
Anti-Bromdeoxyuridine-POD - mys$i monoklonalni

konjugovana s peroxidasou, 1 : 1000 (ROCHE)

Anti-CBD-anti-chitin binding domain serum - krali¢i monoklonilni 1 : 5000 (BIOLABS)
Anti-His-POD - monoklonélni konjugovana s peroxidasou, 1 : 10000 (SIGMA)
Anti-Mouse IgG-POD - sekundéarni konjugovana s peroxidasou, 1 : 10000  (SIGMA)
Anti-poly-His - my$i monoklonélni, 1 : 10000 (SIGMA)

Anti-Rabbit IgG-POD - sekundéarni konjugovana s peroxidasou, 1 : 10000  (SIGMA)

5.1.6 Standardy

DNA standardy:
1kb Plus DNA Ladder (FERMENTAS)
1kb DNA Ladder (BIOTECH)
100bp DNA Ladder (BIOTECH)
Proteinové standardy:
Prestained Protein Marker (6-176 kDa) (BIOLABS)
ColorPlus Prestained Protein Marker (7-175 kDa) (BIOLABS)

5.1.7 Komer¢ni soupravy

BCA™Protein Assay Kit (PIERCE)
- Stanoveni koncentrace proteint

DNA Purification Kit (PROMEGA)
- Purifikace DNA
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IMPACT™-CN (BIOLABS)

- Manipulace s pTYB2
In-Fusion 2.0 CF Liquid PCR Cloning Kit (CLONTECH)
- Klonovani
MinElute™ PCR purification Kit (50) (QIAGEN)
- Purifikace fragmentti DNA po reakci PCR
MinElute™Reaction Cleanup Kit (50) (QIAGEN)
- Purifikace restrikéni smési
P-nitrophenyl phosphate liquid substrate systém (SIGMA)
- Stanoveni fosfatasové aktivity se substratem pNPP
QIAprep” Spin Miniprep Kit (QIAGEN)
- Izolace plasmidové DNA
QIAquick® Gel Extraction Kit (250) (QIAGEN)
- Extrakce DNA z agarosového gelu
Serine/Threonine Phosphatase Assay System (PROMEGA)
- Stanoveni fosfatasové aktivity
Super Signal Chemiluminescent Substance (PIERCE)
- Imunodetekce
SuperSignal West Pico Chemiluminiscent Substrate (THERMOSCIENTIFIC)
- Imunodetekce
TALONspin Column Kit (CLONTECH)

- Afinitni chromatografie

5.1.8 Membrany

Hybond-N", nylonova membrana (AP CZECH)
PVDF, polyvinyliden fluoridovd membrana (MILLIPORE)
Dialysis Tubing, dialyzaéni stiivko (SERVA)

5.1.9 Filmy

CL-XPosure Film (THERMOSCIENTIFIC, GENETICA)
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5.1.10 Kazeta

OKAMOTO PL-B type 13x18

5.1.11 Chemikalie

Chemikalie
Acetat draselny
Acetat sodny
Aceton
Acetyl fosfat
Adenin
Adenosin 5’-monofosfat

Agarosa

Agarosa LE Analytical Grade

Akrylamid

Albumin Fraction V
Amoniak

Amonium persulfat
Ampicilin

Bacto agar

Bacto Brain Heart Infusion
Bacto casiton

Bacto peptone

Bacto Yeast Extrakt
5’-Bromo-2’-deoxyuridin
Casein

Casiton

Comassie blue R-250

Competence Stimulting Peptid

D-Galaktosa
D-Glukosa

Dihydrogenfosfore¢nan sodny

D-Mannitol

(OKAMOTO)

Zkratka
KOAc
NaOAc

AMP

BSA

APS

amp

5-BrdU

CSp

Firma
LACH-NER
LACH-NER
LACH-NER
LACHEMA
FLUKA
SIGMA
SIGMA
PROMEGA
SIGMA
FLUKA
LACHNER
LACHEMA
USB
DIFCO

BD

BD

DIFCO

BD

SIGMA
SIGMA

BD
MERCK
BIOPHARM
LACHEMA
SIGMA
LACH-NER
LACHEMA
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D-Mannosa

2’-Deoxyadenosin-5"-3P dATP
2’-Deoxycytidin-5"-3P dCTP

2’-Deoxyguanosin-5"-3P dGTP
2’-Deoxythymidin-5"-3P dTMP
2’-Deoxyuridin-5"-3P dUMP
Deoxycholat sodny DCNa
3,3’-Diamino benzidin DAB

Dihydrogenfosfore¢nan draselny
Dihydrogenfosore¢nan sodny

Dihydrgenfosfore¢nan vapenaty

Dimethylsulfoxid DMSO
Dithiotreitol DTT
Dodylsulfat sodny SDS

Dusic¢nan draselny

Dusi¢nan sodny

5-Fluoro-2"deoxyuridin 5’-monofosfat 5-FAdUMP
Erythromycin ery
Ethylalkohol EtOH
Ethidium bromid EtBr
Fenol

Foma LP-T (vyvojka)

Fomafix (ustalovac)

Formaldehyd

Fosfore¢nan sodny

5’-Fluoro-2’-deoxyuridin 5-FUdR
GelRed

Glukosamin-6 fosfat

Glycerol

Glycin

Guanosin 5'-monofosfat GMP

Hydrogenfosfore¢nan draselny

LACHEMA
PROMEGA
PROMEGA
PROMEGA
SIGMA
PROMEGA
MERCK
SIGMA
LACHEMA
LACHEMA
LACHEMA
FLUKA
INVITROGEN
SEWA
LACHEMA
LACHEMA
SIGMA
SIGMA
P-LAB
SIGMA
LACH-NER
FOMA
BOHEMIA
FOMA
BOHEMIA
FLUKA
LACHEMA
FLUKA
BIOTIUM
SIGMA
LACHNER
SERVA
LACHEMA
LACHEMA
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Hydrogenfosfore¢nan disodny
Hydrogenuhli¢itan draselny
Hydrogenuhli¢itan sodny
Hydroxid draselny
Hydroxid sodny

Hydroxid vapenaty

Cholin

Chloramfenikol

Chlorid draselny

Chlorid hotecnaty

Chlorid kobaltnaty

Chlorid manganaty

Chlorid méd’naty

Chlorid sodny

Chlorid véapenaty

Chlorid zine¢naty
Chloroform

Inosin 5'-monofostat
Isopropyl thiogalaktosid
Izopropanol

Jodid draselny

Kanamycin

dvojsodna stl kys. ethylenaminotetraoctové
Kys. octova

Kys. 1,4-piperazindiethan-sulfonova
Kys. sirova

Kys. trichloroctova
L-Glutamin

Maltosa

2-Mercaptoethanol
Methanol

N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’- 2-ethansulfonova kys.

Neopepton
p-nitrofenylfosfat

IMP
IPTG

kan

EDTA

PIPES

MetOH
HEPES

pNPP

LACH-NER
LACHEMA
LACHEMA
LACHEMA
LACHEMA
LACHEMA
SIGMA
SIGMA
LACH-NER
LACH-NER
LACH-NER
LACH-NER
LACH-NER
LACH-NER
LACH-NER
LACH-NER
LACHEMA
LACHEMA
SERVA
LACH-NER
LACHEMA
USSR
SERVA
MERCK
SIGMA
LACHEMA
SIGMA
SIMMA
SIGMA
SIGMA
LACH-NER
SIGMA

BD
LACHEMA
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Peroxosiran amonny APS
Pepton

Proteinkinasa K

Rifampicin rif
Sacharosa sach
Siran amonny

Siran draselny

Siran hotecnaty

Siran sodny

Sifi¢itan sodny

Sodium dodecyl sulfat

Spektinomycin spc
Streptomycin

Sulfid sodny

Thymidin

Thiosiran sodny

Tris-hydroxymethyl-aminomethan Trizma base
Trizma hydrochlorid

Trypton

Tween 20 (polyoxyethylen-sorbitanmonolaurat)

Uhli¢itan draselny

Uhlicitan sodny

Uhli¢itan vapenaty

Uridin 5'-monofosfat UMP

Voda (destilovana, sterilni)

5.1.12 Roztoky a pufry

LACHEMA
BD
BOEHRINGER
SIGMA
LACHNER
LACHEMA
LACHEMA
LACHEMA
LACHEMA
LACHEMA
MERCK
SIGMA
USSR
LACHEMA
SIGMA
LACHEMA
SERVA
SIGMA

BD

SIGMA
LACHEMA
LACHEMA
LACHEMA
LACHEMA

Barvici roztok Commasie Blue: 0,5g Commasie blue R250; 450ml MetOH; 100ml

kys.octové; 450ml H,O

Blotovaci pufr: 48mM Tris; 39mM glycin; 0,0375% SDS; 20% MetOH

Cleavage buffer: 20mM HEPES; 500mM NaCl; ImM EDTA; 50mM DTT
Column buffer: 20mM HEPES; 500mM NaCl; 0,1% Triton X-100; ImM EDTA

Dialyzacni pufr: 25mM Tris pH 7,5; 100mM NacCl
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DNA Loading Dye 6x, vkladaci pufr (6x, Fermentas): 0,09% BPB; 0,09 % xylen cyanol
FF; 60 % glycerol; 60mM EDTA)

Eluéni pufr: 50mM Tris pH 8,0;100mM NaCl, 100mM imidazol)

GTE: 50mM glukosa; 25mM Tris-HCI; 10mM EDTA; pH 8,0

LA PCR pufr (10x, Top-Bio)

PII: 0,2M NaOH; 1% SDS

PBS-T: 80mM Na,HPO,4; 20mM NaH;PO,4; 100mM NacCl; 0,05% Tween; H,0 do 11;
pH 7,5

Phusion HF pufr (5%, BioLabs)

Odbarvovaci pufr:10% kys.octova; 20% MetOH

Promyvaci pufr: 50mM Tris pH 8,0; 100mM NacCl)

Pufry pro restrikéni enzymy

NEB pufr 1 (10x, BioLabs)

NEB pufr 2 (10x, BioLabs)

NEB pufr 3 (10x, BioLabs)

NEB pufr 4 (10x, BioLabs)
Pufr pro TAQ polymerasu (10x, Top-Bio)
Pufr pro T4 DNA polymerasu (10x, BioLabs)
Pufr pro T4 DNA ligasu (10x, Fermentas)
Reakéni pufr Pfu Ultra (10x, Stratagene)

Running Buffer pro SDS-PAGE: 3g Tris; 14,4g glycin; 1g SDS (na 1litr)
SEDS: DCNa-SDS 0,5% deoxycholat sodny a 0,25% SDS; roztok NaCl a EDTA-150mM
NaCl; 30mM EDTA pH 8; SEDS = 24 vol NaCl, EDTA + 1 vol DCNa, SDS
SDS vzorkovy puft: 0,12M Tris; 4% SDS; 20% glycerol; 10% B-merkaptoethanol,
0,02%BPB; pH 6,8

TAE: 40mM Tris; 20mM kys.octova; 2mM EDTA; pH 8,5

TE: 10mM Tris-HCl; ImM EDTA; pH 8,0

TB: 10mM PIPES; 15mM CaCl2; 250mM KCI; sterilizace filtraci; poté pridame MnCly;
(vysledna koncentrace je 55mM); pH 6,7

TBS-T: 2,42¢g Tris; 8g NaCl pH 7,6 (na 1litr)
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5.1.13 Média

Mnozstvi jednotlivych slozek kultivacnich ptid je udavano na 11 ptdy.

Meédia pro aplikace s Streptococcus pneumoniae:
BHI medium: 37g bacto brain heart infusion
po sterilizaci ptfidat 20% cholin; 15mg/ml L-glutamin
CAT medium: 10g casiton; 10g trypton; 1g yeast extract; 5g NaCl
CATc medium (kompletni CAT): na 100ml CAT piidéno po sterilizaci
autoklavovanim (120°C/2min) 3,4ml 0,5M
K;HPO4a Iml 20% Glukosy; pH 7,5
CTM: na 100ml CAT, ptidat 0,1ml 0,1M CacCl, a 0,25ml 8% BSA
Gelosa G: 1g glukosa; 5g NaCl; 5g neopepton; 1,25¢g trizma bese; 10g casiton;
1% agar
Gelosa D: dextrosa 1g; NaCl 5 g; neopepton 5 g; Tris 1,25 g; casiton 10g; 1%
agar
Krevni agar KA: na 200 ml gelosy D pfidano (po ochlazeni na 50°C) 5 ml berani
defibrinované krve
Selektivni piidy s antibiotiky: do prislusného media se piida ATB na finalni
koncentraci:
- chloramfenikol 10pg/ml
- kanamycin 50pg/ml
- rifampicin 1pg/ml
- tetracyklin 2,5ug/ml
- erytromycin 0,05ug/ml

Meédia pro kultivaci E. coli:
LB medium tekuté (Lauria — Bretani): 10g trypton; 10g NaCl; 5g yeast extract;
pH 7
LB medium pevné: pevna plida se piipravi z tekutého LB pfidanim 1,5-2% agaru
SOB medium: 10mM NacCl; 2,5mK KCI; 0,5% yeast extrakt; 2% bacto trypton;
sterilizovat autoklavem a poté ptidat 10mM MgCl, a 10mM MgSO4
SOC medium: SOB medium s 20mM glucosou (10ul 2M na 1ml SOB)
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Selektivni plidy s antibiotiky: rozvaii se pevny LB agar a po ochlazeni na 50°C se

pfida ATB na findlni koncentraci:

- ampicilin 100pg/ml
- kanamycin 50pg/ml

- spectinomycin 100pg/ml

- tetracyklin 10pg/ml

5.1.14 Laboratorni pristroje

Centrifugy
Centriguge 5417C
Centrifuge 5424
Bioguge pico
Microspin 24S
Centrifuge RC5C
Zentrifugen universal 320R
Cykler
Mastercycler gradient
Elektroforesa
Thermo-electron corporation EC250-90
Electrophoresis power suppy EPS500/400
Elektroporator
Elisa Plate Readers
FastPrep FP120
Flow Laboratories BSB 4A
French pressure cell press
G:BOX
Chladici a mrazici technika
Microplate Reader
Michace, kyvace, tiepacky, rotatory
MM2A

(magneticka michacka s moznym ohfevem)

(EPPENDORF)
(EPPENDORF)

(HERAEUS INSTRUMENTS)
(SORVALL INSTRUMENTS)
(SORVALL INSTRUMENTS)
(HETTICH)

(EPPENDORF)

(BIOTECH)
(PHARMACIA)
(BIORAD)
(SCHOELLER)
(THERMOSEVANT)
GELAIRE)
(SIMOAMINCO)
(SYNGENE)

(TECAN)

(LAB. PRISTROJE PRAHA)
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Rocker 25 (LABNET)

(kyvac)
TK3S (KARTELL)
(vortex)
Vortex jn. Mixer (SCIENTIFIC
INTRODUSTRIES)
Vortex mixer VX-200 (LABNET)
Speedvac
Spektrofotometr

DU-730 Life Science UV/Vis Spektrometr (BECKMAN COULTER)
(190 - 1100 nm, $itka $§térbiny < 3 nm)
Tepelna technika
The Panther SemiDry Electroblotter (OWL SCIENTIFIC)
Pipety a davkovace
Jednokanalové nastavitelné mechanické pipety (EPPENDORF, GILSON)
Davkovace mechanické nastavitelné (EPPENDORF)
UV Transiluminator
Véhy
Sartorius-handy

Sartorius-laboratory

Boeco (BOECO)
Vodni lazen

Julabo U3 (JULABO)

Haake D1

A dalsi bézné laboratorni pomucky: sklenéné a plastové laboratorni sklo, termostat,

sterilizator

5.1.15 Programy a Software

AIDA Image Analyzer 1D Evaluation
- Analyza obrazu

Clone Manager
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- Virtudlni klonovéni
CLUSTALW
- Multifunkéni vyuziti v genomice a proteomice  (http://align.genome.jp/)
EPSON Scan Software
- Scanovani o velkém rozliSeni
Gene Snap (SYNGENE)
- Snimani obrazu
MultAlin
- Bioinformacni platforma (http://bioinfo.genotoul.fr/multalin/multalin.html)
SecBuilder (LASERGENE)
- Tvorba genetickych map a schémat
Scion Image
- Vyhodnoceni snimkii z UV Transiluminatoru
SigmaPlot 10.0
- Vypocet konstant v enzymové kinetice
XFluor4 SafirelI™ (TECAN)

- Méfeni absorbance v mikrotitraénich desti¢kach
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5.2 METODIKA

5.2.1 Manipulace s bakterialnimi bunkami

5.2.1.1 Kaultiva¢ni metody

5.2.1.1.1 Kultivace Streptococcus pneumoniae

Kulturu S. pneumoniae jsme kultivovali pti 37°C staticky anaerobné v tekutém
CATc ¢i BHI médiu, nebo byly pouzity tuhd média Gelosa G ¢i Krevni agar.

Pro selekci se pouzivala nasledujici antibiotika: chloramfenikol (10ug/ml),
kanamycin (50pg/ml), rifampicin (1pg/ml), tetracyklin (2,5pg/ml), erytromycin
(0,05pg/ml).

5.2.1.1.2 Kultivace Escherichia coli

Bakterialni kultury E. coli byly kultivovany v tekutém LB médiu za stalého tfepani
pii 37°C nebo byl pouzit tuhy LB agar. Pro selekci se pouzivala nésledujici antibiotika:
ampicilin (100pg/ml), chloramfenikol, kanamycin (50pg/ml), spectinomycin (100pg/ml),
tetracyklin (10pug/ml).

5.2.1.1.3 Tvorba konzerv S. pneumoniae

S. pneumoniae byl kultivovan v 10ml CATc ve vodni lazni anaerobn¢ pii 37°C do
ODyoonm = 0,4. Poté se odebere potiebné mnozstvi kultury a piida se glycerol ke konecné

koncentraci 15%. Skladovani pti -80°C.

5.2.1.1.4 Tvorba konzerv E. coli

Tvorba konzerv E. coli se provadi stejné jako u S. pneumoniae, kultivace probiha

v LB médiu.
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5.2.1.1.5 ZjiStovani citlivosti S. pneumoniae k analogiim basi DNA

10ml CATc média s pfidavkem analogu base bylo inokulovano 200ul bakterialni
kultury S. pneumoniae. Kultivace probihala staticky ve vodni lazni pii 37°C. Posléze po
zvolenych c¢asovych intervalech byla méfena absorbance OD4ponm a vytvoiena rlstova

kiivka.

5.2.1.1.6 Inkorporace analogi basi do DNA S. preumoniae in vivo

CATc médium s pridavkem analogu base (uréeného k inkorporaci) bylo
inokulovano bakterialni kulturou S. pneumoniae. Kultivace probihala staticky ve vodni
lazni pti 37°C. Bakteridlni kultury rostly do OD4y = 0,5 a nasledné¢ byla z bakterialni

kultury izolovana chromosomalni DNA za ucelem detekce inkorporované latky.

5.2.1.1.7 Mechanicka desintegrace bunék

Bakteridlni buiikky desintegrovany pomoci French pressure cell press
(SIMOAMINCO) dle pokynt vyrobce ¢i v mikrocentrifugacnich zkumavkach se
sklenénymi kulickami pomoci FastPrep (THERMOSEVANT) dle pokynti vyrobce.

5.2.2 Manipulace s DNA

5.2.2.1 1Izolace DNA

Izolace chromosomalni DNA S. pneumoniae

Kulturou S. pneumoniae jsme inokulovali kompletni médium CAT (CATc)
ainkubovali do OD4ypw = 0,5 (zacatek exponenciadlni faze). Po centrifugaci
10min/10000g/4°C jsme bunky promyli fysiologickym roztokem a opét centrifugovali
10min/6500g/4°C. Bunky jsme resuspendovali v roztoku SEDS a inkubovali pti 37°C
dokud nedoslo k lyzi kultury. Pfidali jsme proteinasu K a inkubovali 15 minut pii 56°C.
Pridali jsme jeden objem TE pufru a nésledovala extrakce smési fenol-chloroform-
isoamylalkohol (25 : 24 : 1). Poté jsme centrifugovali 20min/6500g pii laboratorni teploté.

Odebrali jsme horni (vodnou) fazi a znovu ptidali smés fenol-chloroform-isoamylalkohol.
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Pocet extrakci zavisel na mnozstvi mezifaze. Nakonec jsme extrahovali samotnym
chloroformem a poté precipitovali chromosomédlni DNA  pfiddnim 0,6
objemu isopropanolu po piedchozim ptfidani 0,1 objemu 3 M NaOAc (n€kolikandsobna
inverze). Chromosomalni DNA jsme promyli 80% ethanolem a nechali oschnout na

vzduchu. Chromosomalni DNA jsme pies noc rozpoustéli v TE pufru.

Izolace plasmidové DNA E. coli metodou alkalické lyze

Princip metody spociva v denaturaci DNA alkalickym pH nasledované rychlou
renaturaci. Plasmidova ccc-forma DNA (covalently close circle) renaturuje rychle, kdezto
chromosoméalni DNA a proteiny precipituji s SDS, ktery nasledné tvoifi komplex
s draslikem a je odstranén centrifugaci.

Izolovanou bakteridlni kolonii jsme inokulovali 1,5 ml LB média s ptisluSnym
antibiotikem a inkubovali jsme pfes noc pii 37°C. Narostlou kulturu jsme centrifugovali 3
minuty pii 13000 g a buniky jsme resuspendovali ve 100ul roztoku PEBI1. Ptidali jsme
200pl roztoku P2, Setrn¢ promichali a inkubovali 5 minut pfi laboratorni teploté. Déle jsme
ptidali 150ul 3M acetatu draselného, opé€t Setrn€ promichali a inkubovali 10 minut na ledu.
Po centrifugaci 10min/13000g jsme odebrali supernatant obsahujici DNA. K supernatantu
jsme pfidali jeden objem isopropanolu. Srazeninu plasmidové DNA jsme odstiredili
centrifugaci 10min/13000g a promyli 80% ethanolem. Plasmidovou DNA jsme vysusili ve

vakuu (SpeedVac) a rozpustili ve 20ul TE pufru s RNasou A (20ug/ml).

Izolace plasmidové DNA E. coli pomoci Kkomercni soupravy
(QIA prep Spin Miniprep kit, QIAGEN)

Pro piipravu plasmidové DNA urcené pro dalsi pouziti tj. v dostatecné
Cistoté (pro praci s modifika¢nimi enzymy, pro piipravu konstruktd apod.) jsme pouzivali
komer&ni soupravu QIAprep”Spin Miniprep kit (QIAGEN). Pii praci jsme dodrzovali
pokyny vyrobce.

5.2.2.2 Precipitace DNA

K roztoku DNA jsme ptidali 0,1 objemu 3 M acetatu sodného, pH 5.0 (vysoka
iontova sila) a jeden objem isopropanolu. Roztok jsme promichali (vortex) a centrifugovali

10min/13000g. Supernatant jsme odsali a sraZeninu DNA promyli 200ul 80% ethanolu. Po
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centrifugaci 5min/13000g jsme vysrazenou DNA vysuSili ve vakuu (SpeedVac) a

rozpustili v destilované vodé.

5.2.2.3 PCR

Amplifikace ¢asti DNA pomoci PCR

Na ledu v tenkosténych mikrocentrifugacnich zkumavkach se ptipravily reakcni
smési slozené z: templatové DNA, ologonukleotidii, smé&si ANTP, reakéniho pufru, H,O a
polymerasy. Pouzivaly se: In-Fusion Enzyme — poxvirus DNA polymerasa (CLONTECH),
LA DNA Polymerases Mix (TOP-BIO), Pfu Ultra polymerasa (STRATAGENE), Phusion
DNA polymerasa (BIOLABS), Taqg-Purple DNA polymerasa (TOP-BIO), T4 DNA
polymerasa (BIOLABS). Pro vypocet teploty tani oligonukleotidii (T.) jsme pouZili
vzorec: T, =4x (G+C)+2x(A+T)-5. Pokud byla templatem chromosomalni DNA
byly cykly opakovany 35x, pokud plasmidovd DNA 25x. Kone¢né koncentrace
jednotlivych slozek na PCR reakce byly: 200uM dNTP, 25pmol kazdého oligonukleotidu,
1x fedény reakéni pufr , 100ng templatové DNA.

Rozpis amplifikacnich reakei:
Amplifikace genu spr/057L pro klonovani do pTYB2
PCR smés: 2ul templatu; 2,5ul primeru HADEX-f; 2,5ul primeru HADEX-r; 5ul reakéni
pufr Pfu Ultra; 1ul Pfu Ultra polymerasy, 20ul dANTP; 17ul H,O
Amplifikacni cyklus: 1. pocate¢ni denaturace: 94°C - 30sek
2. denaturace: 94°C - 30sek
3. hybridizace primert: 48°C - 30sek
4. elongace: 72°C - 60sek
5. zavére€na elongace: 72°C - 10min

Cyklus krokt 2 - 4 prob¢hl 35krat.

Ov¢étovaci klonovani spri057L

PCR smés: 0,5ul templatu; 1,5ul primeru HADEX-f; 1,5ul primeru HADEX-r; 2,5ul 10x
LA PCR pufr complete; 0,5ul DMSO; 2,5ul LA DNA polymerasa, 1,2ul dNTP; 17,8ul
H,O

Amplifikacni cyklus: 1. poc¢atecni denaturace: 94°C - 60sek
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2. denaturace: 94°C - 15sek

3. hybridizace primeri: 48°C - 30sek
4. elongace: 68°C - 60sek

5. zavérecna elongace: 72°C - 10min

Cyklus krokt 2 - 4 prob¢hl 30krat.

Ampifikace genu spr/057L pro infusion klonovani do pTYB2
PCR smés: 0,2ul templatu; 2,5ul primeru HADEXf-1infusion; 2,5ul primeru HADEXr-
linfusion r; Sul reakéni pufr Pfu Ultra; 1ul Pfu Ultra polymerasy, 20ul dANTP; 18,8ul H,O
Amplifikacni cyklus: 1. poc¢atecni denaturace: 94°C - 30sek

2. denaturace: 94°C - 30sek

3. hybridizace primert: 47°C - 30sek

4. elongace: 72°C - 60sek

5. z&verecna elongace: 72°C - 10min

Cyklus kroki 2 - 4 probé&hl 35krat.

Ampifikace genu spr10578S pro infusion klonovani do pTYB2
PCR smés: 0,2ul templatu; 2,5ul primeru HADEXf-2infusion-short; 2,5ul primeru
HADEXr-1infusion r; Sul reakéni pufr Pfu Ultra; 1pl Pfu Ultra polymerasy, 20ul dNTP;
18,8ul H,O
Amplifikacni cyklus: 1. pocatecni denaturace: 94°C - 30sek

2. denaturace: 94°C - 30sek

3. hybridizace primeri: 47°C - 30sek

4. elongace: 72°C - 60sek

5. zavérecna elongace: 72°C - 10min

Cyklus krokt 2 - 4 prob¢hl 35krat.

Ampifikace genu spr/057L pro infusion klonovani do pET28b
PCR smés: 2ul templatu; 2,5ul primeru HADEX2L-f; 2,5ul primeru HADEX2-r; 5ul
reakcni pufr Pfu Ultra; 1ul Pfu Ultra polymerasy, 20ul dNTP; 17ul H,O
Amplifikacni cyklus: 1. pocate¢ni denaturace: 94°C - 30sek
2. denaturace: 94°C - 30sek
3. hybridizace primert: 47°C - 30sek
4. elongace: 72°C - 60sek
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5. z&verecna elongace: 72°C - 10min

Cyklus krokii 2 - 4 probéhl 35krat.

Ampifikace genu spr/0578S pro infusion klonovani do pET28b
PCR smés: 2ul templéatu; 2,5ul primeru HADEX2S-f; 2,5ul primeru HADEX2-r; Sul
reakéni pufr Pfu Ultra; 1ul Pfu Ultra polymerasy, 20pul dNTP; 17ul H,O
Amplifikacni cyklus: 1. pocate¢ni denaturace: 94°C - 30sek
2. denaturace: 94°C - 30sek
3. hybridizace primerti: 47°C - 30sek
4. elongace: 72°C - 60sek
5. zavére€na elongace: 72°C - 10min

Cyklus krokt 2 - 4 prob¢hl 35krat.

Ampifikace genu spri1057L pro infusion klonovani do pCEP
PCR smés: 2pul templatu; 2,5ul primeru HADIN-CEP-FL; 2,5ul primeru HADIN-CEP-RL;
5ul reakéni pufr Pfu Ultra; 1pl Pfu Ultra polymerasy, 20pul dNTP; 17ul H,O
Amplifikacni cyklus: 1. pocatecni denaturace: 94°C - 30sek
2. denaturace: 94°C - 30sek
3. hybridizace primerii: 47°C - 30sek
4. elongace: 72°C - 60sek
5. zavére¢na elongace: 72°C - 10min

Cyklus krokti 2 - 4 prob¢hl 35krat.

Ampifikace genu spr/057S pro infusion klonovani do pCEP
PCR smés: 2ul templatu; 2,5ul primeru HADIN-CEP-FS; 2,5ul primeru HADIN-CEP-FR;
Sul reakéni pufr Pfu Ultra; 1ul Pfu Ultra polymerasy, 20ul dNTP; 17ul H,O
Amplifikacni cyklus: 1. pocate¢ni denaturace: 94°C - 30sek
2. denaturace: 94°C - 30sek
3. hybridizace primert: 47°C - 30sek
4. elongace: 72°C - 60sek
5. zavére€na elongace: 72°C - 10min

Cyklus krokt 2 - 4 prob¢hl 35krat.
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Oveétovani integrace komplementacniho konstruktu pCEP + spr1057 do chromosomu S.
pneumoniae
PCR smés: 2pul templatu; 1ul primeru SP-CEP(amiF); 1ul primeru SP-CEP (kan); Sul
reakéni pufr LA polymerasy; 0,5ul LA polymerasy, 2,5ul ANTP; 37ul H,O
Amplifikacni cyklus: 1. poc¢atecni denaturace: 94°C - 60sek

2. denaturace: 94°C - 15sek

3. hybridizace primerii: 52°C - 30sek

4. elongace: 58°C - 2min

5. zavére¢na elongace: 72°C - 10min

Cyklus krokt 2 - 4 prob¢hl 35krat.

Ovéfovani integrace komplementa¢niho konstruktu pCEP + spr1057 do chromosomu S.
prneumoniae
PCR smeés: 2ul templatu; 1pl primeru SP-CEP(amiF); 1ul primeru SP-CEP (treR); Sul
reakéni pufr LA polymerasy; 0,5ul LA polymerasy, 2,5ul dNTP; 37ul H,O
Amplifikacni cyklus: 1. pocatec¢ni denaturace: 94°C - 60sek

2. denaturace: 94°C - 15sek

3. hybridizace primert: 52°C - 30sek

4. elongace: 58°C - 2min

5. zavérecna elongace: 72°C - 10min

Cyklus krokt 2 - 4 prob¢hl 35krat.

Ovéiéni integrace komplementacniho konstrktu pJWHAD do bgaA (spr0565)
chromosomalniho lokusu S. pneumoniae
PCR smés: 2ul templatu; 1pl primeru LN32/C-bga-F; 1ul primeru HADEXr-linfusion; Sul
reakcni pufr LA polymerasy; 0,5ul LA polymerasy, 2,5ul ANTP; 37ul H,O
Amplifikacni cyklus: 1. pocate¢ni denaturace: 94°C - 60sek

2. denaturace: 94°C - 15sek

3. hybridizace primert: 52°C - 30sek

4. elongace: 68°C - 4min

5. zavére€na elongace: 72°C - 10min

Cyklus krokt 2 - 4 prob¢hl 30krat.
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Ov¢érteni integrace komplementacniho konstruktu pJWHAD do spr0564-0565 lokusu na
chromosomu S. pneumoniae
PCR smés: 2ul templatu; 1pul primeru LN142/0565-R; 1ul primeru HADEXf-1infusion;
Sul reakéni pufr LA polymerasy; 0,5ul LA polymerasy, 2,5ul dNTP; 37ul H,O
Amplifikacni cyklus: 1. poc¢atecni denaturace: 94°C - 60sek

2. denaturace: 94°C - 15sek

3. hybridizace primerii: 52°C - 30sek

4. elongace: 68°C - 4min

5. zavére¢na elongace: 72°C - 10min

Cyklus krokt 2 - 4 prob¢hl 30krat.

Koloniova PCR

Jako zdroj templatové DNA se pouzivaly bakterialni kolonie. Provedeni shodné
z vyse uvedenym postupem PCR, pouze byl navic ptiddvan Tween 20 (polyoxyethylene -

sorbitanmonolaurate), jez rozrusi bunécné stény a z bakterialnich bunék se uvolni DNA.

Purifikace PCR smési

Po PCR reakci byly vzorky pro potifeby nasledné manipulace s amplifikovanym
fragmentem purifikovany. Pfi praci se soupravou PCR Purification Spin Kit (GENOMED),

jsme dodrzovali pokyny vyrobce.

5.2.2.4 Elektroforesa DNA

A Déleni molekul DNA podle velikosti je zaloZené na jejich rozdilné pohyblivosti

v elektrickém poli.

Analyticka DNA elektroforesa

Pro analysu DNA jsme pouzivali horizontalni agarosovou elektroforesu v pufru
TAE. Hustota agarosového gelu zavisela na velikosti délenych fragmentd a do gelu jsme
pridavali ethidium bromid (interkala¢ni ¢inidlo) ¢&i netoxicky GelRed (BIOTIUM) pro

zviditelnéni DNA v UV zafeni. DNA vzorky jsme nanaseli rozpusténé v pufru 6x Loading
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Dye Solution (0,09% BPB; 0,09% xylen cyanol FF; 60% glycerol; 60mM EDTA).

Fragmenty jsme separovali pfi napéti 5 V/cm a jejich velikost odecitali podle standardu.

Preparativni DNA elektroforesa

Fragmenty separované v agarosovém gelu jsme izolovali pomoci komer¢ni

soupravy Gel Extraction Spin Kit (JET QUICK) dle navodu vyrobce.

5.2.2.5 Stépeni DNA restrikénimi endonukleasami

Stépeni DNA pomoci restrikénich endonukleas

Ke stépeni DNA jsme pouzivaly Siroké spektrum restrikénich endonukleas.
Pti pouziti restrikénich endonukleas jsme se tidili pokyny vyrobce, pouZzivali doporucené
pufry a dodrzovali reakéni podminky. Pokud jsme pii $t€épeni DNA dvéma rlznymi
enzymy nemohli pouzit stejny pufr, tak jsme mezi témito kroky precipitovali DNA

isopropanolem.

Purifikace restrikéni smési

V ptipadé potieby byly restrikéni smési purifikovany pomoci komercni soupravy

MinElute kit (QIAGEN) postupem podle pokynti vyrobce.

5.2.2.6 Ligace molekul DNA

Ligace molekul DNA

Ligaci molekul DNA jsme provadéli ve 20ul a snazili se dodrzet molarni pomér
mezi vektorem a fragmentem 1 : 2. Pouzivali jsme 1U ligasy a odpovidajici liga¢ni pufr
(FERMENTAS; 40mM Tris-HCL; 10mM MgCly; 10mM DTT; 0,5mM ATP; pH 7.8).

Reakéni smés jsme inkubovali pies noc pii laboratorni teplote.
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Ligace pomoci In-fusion systému

In-Fusion 2.0 CF Liquid PCR Cloning Kit (CLONTECH) byl vyuZivan ke
klonovani né&kterych PCR produkti do vektori pomoci virové polymerasy s 3'-5°
exonukleasovou aktivitou (Polymerasa odStépi piebyte¢né nukleotidy a nasledné pomoci
nekovalentnich vazeb spoji fragment ktery ma na obou koncich naamplifikované 15 bp
useky pro piipojeni k vektoru. Finalni kovalentni spojeni se vytvoii az v E. coli.)

(HAMILTON et al., 2007). Postup byl dodrZzovan dle pokynti vyrobce.

5.2.2.7 Transformace

Piiprava kompetentnich bunék E. coli JM109

Kompetentni buiiky jsme ptipravovali metodou podle INOUE et al., (1990). 100 ml
pudy SOB jsme inokulovali bakteridlni kulturou ve stacionarni fazi (0,4 ml) a kultivovali
pti teploté 20°C za intenzivniho tfepani (250 ot/min). Jakmile kultura dosdhla ODgg = 0,6,
kultivace byla ptferusena a buiiky jsme ochladili 10 minut na ledu. Po centrifugaci 10min/
2500g/4°C jsme buiiky resuspendovali v 32ml ledového pufru TB. Suspenzi jsme ochladili
10 minut na ledu a centrifugovali za stejnych podminek. Buiiky jsme resuspendovali v 8ml
pufru TB a nésledné jsme pridavali DMSO do konec¢né koncentrace 7%. Poté jsme bunky

rozdg¢lili do alikvotl a uchovavali pii -70°C.

Priprava jednorazovych kompetentnich bunék E. coli BL.21

10ml LB média jsme inokulovali bakteridlni kulturou kompetentnich bun¢k E. coli
BL21. Kultivace probihala pti 37°C do ODggp = 0,5. Nasledn¢ byl odebran aliquot 1,5ml
kultury a centrifugovan pii 3000g/5min. Peleta bunék se dvakrat promyvala 1ml 100mM
CaCl, a resuspendovala ve 100ul 100mM CaCl,. Buniky se uchovéavaji na ledu a

transformuji teplotnim Sokem.

Transformace kompetentnich bunék E. coli (JM109, BL.21) plasmidovou
DNA teplotnim Sokem

Metoda je zalozena na teplotnim Soku, ktery usnadni priichod plasmidové DNA

bakterialni bunéénou sténou.
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Kompetentni buniky jsme rozmrazili na ledu a piidali k nim 1/10 objemu liga¢ni
smési. Opatrné jsme promichali a nechali inkubovat 30 minut na ledu. Nésledoval teplotni
Sok 1,5 minuty pii 42°C a rychlé ochlazeni 1,5 minuty na ledu. K buné¢né suspenzi jsme
pridali ¢tyii objemy predehiatého LB média a kultivovali 1 hodinu pti 37°C ve vodni 1dzni
(inkubace zabezpec¢i plnou expresi rezistence k antibiotiku). Suspenzi jsme po inkubaci

vyseli na plotnu s LB ptidou obsahujici ptislusné antibiotikum.

Transformace SURE Elektroporation - Competent E. coli plasmidovou
DNA elektroporaci

Transformace SURE Elektroporation - Competent E. coli (STRATAGENE)
plasmidovou DNA byla provadéna elektroporaci dle pokynti vyrobce. Elektroporace byla
provadéna ve vychlazenych elaktroporaénich kyvetach (vzdalenost elektrod 2mm), na

elektroporatoru (BIORAD) pulsem: kapacitance 25uF, napéti 2,5kV, odpor 200Q.

Transformace S. pneumoniae

Tato metoda nevyuziva prirozené kompetence S. pneumoniae, ale stav kompetence
je indukovéan piridanim feromonu CSP.

Kulturu jsme zaoc¢kovali do CTM média a staticky kultivovali pii 37°C do ODggo =
0,1-0,12. Suspenzi jsme natedili a 10ul natedénych bunék (fedéni 10™" - 10”) jsme piidali
ke smési: Iml CTM, Iml smési CTM + agar (1:1), 500ug CSP, 2ug linearizovaného
plazmidu (zaklad druhé vrstvy, pfedehfaty na 48°C) a vyseli na misky. Po 4 hodinové
inkubaci pti 37°C jsme misky pievrstvili gelosou G s pfislusSnym antibiotikem. Z gelosy

byly jednotlivé kolonie pfeockovany na krevni agar s ptislusSnym antibiotikem.

5.2.2.8 Imunodetekce

Imunodetekce za Gcelem sledovani inkorporace BrdU do chromosomalni DNA .
pneumoniae byly provadény pomoci protilaitek: Anti-Bromdeoxyuridine - mysi
monoklondlni (ROCHE) spolu s Anti-Mouse IgG-POD - sekundarni konjugovana
s peroxidasou (SIGMA) ¢i Anti-Bromdeoxyuridine-POD - myS$i monoklonéalni (ROCHE).
Vzorky byly naneseny na Hybond-N", nylonovou membranu (AP CZECH) a fixovéany 3
minuty UV svétlem. Membrana byla inkubovana 30 minut v PBS-T s 5% BSA a 3x po 10
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minutdch promyta v PBS-T s 1% BSA. Nasledovala inkubace ptes noc pti 4°C v PBS-T
s5% BSA s primarni protilatkou Anti-Bromdeoxyuridine fedénou 1:1000 ¢i Anti-
Bromdeoxyuridine-peroxidasa fedénou 1:1000. Membrana byla promyta PBS-T s 1% BSA
3x po 10 minutach. Pii pouziti priméarni protilatky Anti-Bromdeoxyuridine nésledovala
inkubace 1 hodinu v PBS-T se sekundarni protilatkou Anti-Mouse IgG-POD tedénou
1:10000 a opét trojndsobné 10 minutové promyti PBS-T. Detekci jsme provadéli pomoci
chemiluminiscence (ECL-enhanced chemiluminiscence). Roztoky komeréni soupravy
Super Signal Chemiluminescent Substrate (Pierce) jsme smichali 1 : 1 a pipetovali na
membranu tak, aby byl pokryt cely povrch. Po 5 minutovém pulsobeni jsme membranu
oplachli destilovanou vodou, zatavili do folie a zalozili do kazety s RX filmem a nasledné

jsme film vyvolali.

5.2.3 Manipulace s proteiny

5.2.3.1 Indukce a proteinova exprese

Indukce a proteinova exprese v E. coli pomoci IPTG

Buniky E. coli BL21 obsahujici rekombinantni expresni vektory (pTYB2) jsme
kultivovali v LB médiu se selek¢nim antibiotikem za stalého tiepani pii 37°C do dosazeni
ODgoo = 0,6. Ke kultute jsme ptidali IPTG do konecné koncentrace 0,5mM. Po néasledné
kultivaci probihajici 16 hodin pfi 15°C a za stalé¢ho tiepani byly proteiny frakcionovany a
pouzity pro analysu pomoci SDS-PAGE elektroforesy.

Pted ptidanim IPTG, 3 hodiny po pfidani a 16 hodin po pfidani jsme odebirali

casové odbéry bakterialni kultury pro sledovani pribéhu proteinové exprese.

Indukce a proteinova exprese v S. pneumoniae pomoci maltosy

Pro proces indukce a exprese proteinii v bunkach S. pneumoniae obsahujicich
rekombinantni expresni vektory (pCEP) bylo pouZito stejné provedeni jako vySe popsany
postup pouze s malymi modifikacemi. K indukci jsme pouzivali 20% maltosu o finalni
koncentraci 0,2mM a kultivace probiha staticky ve vodni lazni pti 37°C. Po kultivaci byly
bakterialni kultury denaturovany pii 100°C 10 minut a pouzity pro analysu pomoci SDS-

PAGE elektroforesy.
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. r o e 2+
Indukce a proteinova exprese v S. pneumoniae pomoci Zn

Pro proces indukce a exprese proteinii v bunkdch S. pneumoniae obsahujicich
rekombinantni expresni vektory (pWV25) bylo pouzito stejné provedeni jako vySe popsany
postup pouze s malymi modifikacemi. K indukci jsme pouzivali ZnCI** o finalni
koncentraci 0,05 - 0,15 mM a kultivace probiha staticky ve vodni ldzni pfi 37°C. Po
kultivaci byly bakterialni kultury dezintegrovany pomoci sklenénych kulicek ve FastPrepu
(THERMOSEVANT) dle pokynli vyrobce a byly pouzity pro analysu pomoci SDS-PAGE

elektroforesy.

5.2.3.2 Frakcionace proteini

Bakteridlni kulturu jsme péstovali v 50 ml kompletniho média CAT do OD4p=1 a
poté centrifugovali 10min/10000g. Buiikky jsme promyli ve 20ml pufru (10mM Tris) a
znovu centrifugovali. Néasledn€ jsme buniky promyli 1ml pufru PSB (50mM Tris, pH 7.5;
100mM NaCl; 0.5mM EDTA; ImM DDT; 10% glycerol) (10min/6000g) a nakonec
resuspendovali v 0,5ml tohoto pufru. Buiiky jsme dezintegrovali a nerozbité buiky jsme
odstfedili (10min/6000g). Ze supernatantu jsme odebrali 100ul a uschovali v -20°C
(celkovy lyzat). Zbylych 400ul jsme frakcionovali centrifugaci 20min/100000g/4°C,
abychom ziskali membranovou frakci. Supernatant piedstavujici cytoplasmatickou frakci
jsme odebrali auchovavali v -20°C, apelet pfedstavujici frakci membranovou jsme

rozpoustéli ve 100ul PSB a také uchovavali v -20°C.

5.2.3.3 SDS-PAGE elektroforesa

K analyze proteini jsme vyuzivali vertikalni SDS-polyakrylamidovou gelovou
elektroforézu (SDS-PAGE). Probihd v prostiedi dodecylsulfatu sodného (SDS). Proteiny
poté maji v gelu uniformni zéporny ndboj, pro separaci je dilezitd jen jejich velikost.
Vzorek proteinu se smisi s tzv. vzorkovym pufrem, ktery mimo SDS obsahuje i redukéni
¢inidlo dithiothreitol nebo B-merkaptoethanol. Pisobenim téchto latek dojde k rozruseni
kvarterni, terciarni a do zna¢né miry i sekundarni struktury.

Analyzovany vzorek jsme pied nanesenim inkubovali s SDS vzorkovym pufrem
10 minut pti 100°C. Elektroforéza probihala v SDS elektrodovém pufru (6g Tris; 26g
glycin; 1g SDS (na 11)) pti napéti 10V/ecm® v zaostiovacim gelu a pii napéti 15V/em®
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byly pfipraveny nésledujicim zptsobem:

12% 14% 4%
separacni gel separacni gel zaostfovaci gel
30% akrylamid 5,6ml 6,5ml 530ul
1,5M Tris pH 8,8 3,5ml 3,5ml -
0,5M Tris pH 6,8 - - Iml
10% SDS 140ul 140ul 40ul
voda 4,7ml 3,8ml 2,6ml
TEMED 14ul 14ul Sul
10% APS 140ul 140ul 40ul

v gelu separacnim. Pouzivali jsme 10% ¢i 12% separaéni gel a 4% zaostrovaci gel, které

Tab. 5. 1. : SloZeni proteinovych gelu

5.2.3.4 Barveni proteinového gelu Commasie Blue

Proteiny jsme obarvili pomoci Coomassie Brilliant Blue (G-250) nasledujicim
zptsobem. Proteiny byly fixovany 50% kyselinou trichloroctovou 30 minut. Promyty 3x
po 5 minutich odbarvovacim roztokem Page Washem (20% methanol, 10% kyselina
octova). Barveni gelu roztokem Coomassie blue (45% methanol, 10% kyselina octova,
0,1% Coomassie blue R-250) 20 minut. Odbarveni gelu odbarvovacim roztokem. Gely

byly uchovavany v elektronické podob¢.

5.2.3.5 Prenos proteini na membranu (Western pi‘enos)

K pteneseni proteinli rozdélenych pomoci SDS-PAGE z gelu na PVDF membranu
(MILLIOPORE) jsme pouzili pfistroj The Panther Semi-Dry Electroblotter (OWL
SCIENTIFIC). Pii sestavovani aparatury jsme se fidili pokyny vyrobce. Membranu jsme
nejprve smocili v methanolu a poté ekvilibrovali v pfenosovém pufru (39mM glycin;
48mM Tris; 0,0375% SDS; 20% methanol). Pfenos probihal 2 hodiny za podminek
stanovenych vyrobcem (0,8 A/cm”® membrany).

Na membrané jsme proteiny nasledné detekovali pomoci imunodetekce.
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5.2.3.6 Imunodetekce

K Imunodetekcim imobilizovanych proteini na PVDF membrané byly pouzivany
protilatky: Anti-CBD-anti-chitin binding domain serum, kréali¢i monoklonilni (BIOLABS)
a Anti-Rabbit IgG-POD - sekundarni konjugovana s peroxidasou (SIGMA) ¢i Anti -His-
POD - monoklonalni konjugovana s peroxidasou (SIGMA).

Pii pouziti primarni monoklonalni protilatky Anti-CBD-anti-chitin binding domain
serum a sekundarni protilaitky Anti-Rabbit IgG-POD - sekundarni konjugovana
s peroxidasou, byly imobilizované proteiny na PDF membrané blokovany 1 hodinu v TBS-
T s 3% BSA. Membranu jsme promyli 3x po 10 minutach v TBS-T. Inkubovali v TBS-T
s 1% BSA aprimarni protilaitkou fedénou 1 : 5000 ve 4°C. Trojnasobné promyti
membrany v TBS-T po 10 minutach. Inkubace v TBS-T se sekundarni protilatkou fedénou
1 : 10000 1 hodinu. Promyti membrany v TBS-T 3x po 10 minutich. Detekci jsme
provadéli pomoci chemiluminiscence (ECL - enhanced chemiluminiscence). Roztoky
komer¢ni soupravy Super Signal Chemiluminescent Substrate (PIERCE) jsme smichali
1 : 1 a pipetovali na membranu tak, aby byl pokryt cely povrch. Po 5 minutovém ptlisobeni
jsme membranu opléachli destilovanou vodou, zatavili do folie a zalozili do kazety s RX
filmem a poté jsme film vyvolali.

Pii pouziti protilatky Anti -His-POD - monoklonalni konjugovana s peroxidasou
byly imobilizované proteiny na PDF membrané blokovany 1 hodinu v TBS-T s 3% BSA.
Membranu jsme 3x promyli po 10 minutach v TBS-T. Inkubovali v TBS-T s 1% BSA
a protilatkou fedénou 1 : 10000 1hod. Ttikrat promyli v TBS-T po 10 minutach a provadeéli
detekci ECL.

5.2.3.7 Izolace a purifikace proteini

Purifikace a izolace proteini s chitinovou kotvou

Proteiny fuzované s inteinem nesouci chitinovou kotvou jsme izolovali pomoci
afinitni chromatografie za pouziti komeréni soupravy IMPACT™-CN (BIOLABS). Pii

purifikaci jsme postupovali podle navodu vyrobce.
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Izolace proteinu s histidinovou kotvou

Proteiny fuzované s histidinovou kotvou jsme izolovali pomoci afinitni
chromatografie za pouZiti komer¢ni soupravy TALONspin Column Kit (Clontech). Pfi

purifikaci jsme postupovali podle navodu vyrobce.

5.2.3.7 Dialyza proteinii

Dialyzu proteinti jsme provadéli v pfislusném dialyza¢nim pufru (25mM Tris pH
7,5; 100mM NaCl) vychlazeném na 4°C 16 hodin. Objemu pufru byl pouzivan minimalné
1000x vétsi, nez byl objem dialyzovaného vzorku. Dialyza probihala pies noc pii 4°C za
stalého michéni dialyzacniho pufru vnémz byl umistén proteinovy vzorek uvnitt
dialyza¢niho stfivka (Dialysis Tubing, SERVA). Béhem dialyzy se pufr idedlné tfikrat
meni, nejprve po 1,5 hodiné dialyzy, po 16 hodinach a nésledné po 1,5 hodiné. Po skonceni

dialyzy byl vzorek uchovavan pii -20°C.

5.2.3.8 Meéreni koncentrace proteinu

Mnozstvi proteinli jsme stanovovali podle SMITH et al. (1985) pomoci komeréni
soupravy (BCA Protein Assay Reagent). Jedna se o metodu, ktera umozni kolometricky
stanovit koncentraci proteini. Roztoky A a B jsme smichali podle instrukci vyrobee. K 5ul
kazdého vzorku jsme ptidali 1ml této smési a inkubovali 30 minut pii 37°C. Pro vytvotfeni
kalibra¢ni kiivky jsme pouzili zasobni roztok BSA (2mg/ml), z n€jz jsme pfipravili fedici
fadu, ktera obsahovala 0, 20, 40, 60, 80 a 100ug proteinu. Vzorky fedici fady jsme
inkubovali obdobnym zplsobem. Miru vzniklého modrofialového zbarveni jsme méfili
jako absorbanci pii vinové délce 562nm. Ze ziskanych dat pro koncentracni fadu standardu
jsme sestrojili graf zavislosti absorbance na koncentraci proteinti a pomoci rovnice regrese

vypocitali koncentraci proteind ve vzorcich.

5.2.3.9 Koncentrovani proteint

Proteiny byly koncentrovavany pomoci centrifugace na kolonkach CENTRICON
(MILLIPORE) dle pokyni vyrobce.
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5.2.3.10 Fosfatasova reakce

Pro stanoveni fosfatasové aktivity proteinii byla pouZzivana komeréni soupravu
Serine/Threonine Phosphatase Assay System (PROMEGA) ¢i P-nitrophynel phosphate
liquid substrate systém (SIGMA) dle pokynii vyrobce (BAVKOV et. al., 1988). Pro
stanoveni optimalnich koncentraci esenciadlnich dvoumocnych iontli jsme ménili jejich
koncentrace a pro stanoveni optimdlni reakéni teploty a pH jsme ménili i tyto parametry.
Pfi stanoveni afinity enzymu k jednotlivym substratim jsme meénily typy substrati.

Reakce jsme analyzovali pomoci spektrofotometru Microplate Readeru XFluord
SafirelI™ (TECAN). M¢fili jsme absorbanci pii 600nm a pomoci kalibra¢ni piimky

vypocitané z absorbance standardu jsme vypocitali mnozstvi uvolnéného fosfatu v reakei.
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6 VYSLEDKY

6.1 Analyza sekvence proteinu Spr1057 S. pneumoniae jako mozného

homologa proteinu YjjG E. coli

Spr1057 je konzervovany hypoteticky protein S. pneumoniae o nezndmé biologické

funkci zrodiny HAD hydrolas. Piedpokladali jsme, ze by se mohlo jednat o ,house-

cleaning* nukleotidfosfatasu se substratovou specifitou k modifikovanym nukleobasim.

Protein Spr1057 S. pneumoniae je kodovan genem spri057 o délce 714 bp s

pomérem zastoupeni GC part 41.21%. Gen spri057 byl anotovan v databazich ve dvou

formach, v piivodni varianté delsi spr/057L (714 bp) a mozné druhé kratsi spr1057S (514

bp). Pro delsi variantu genu svéd¢i skutecnost, ze v tomto piipadé 1ze jednoznacné pred

iniciatnim kodonem identifikovat pfitomnost ribosom-vadzebného mista, zatimco pied

krats§i verzi nikoliv. Pfesto jsme v pocatecni fazi diplomové prace ptipravili obé varianty

(expresni a komplementacéni konstrukty), abychom vyloucili moznost omylu.

SPRLOS7-L
SPR1057-5
Consensus

SPR1057-L
SPR1057-5
Consensus

SPR1057-L
SPR1057-5
Consensus

SPRLOS7-L
SPR1057-5
Consensus

SPR1057-L
SPR1057-5
Consensus

SPR1057-L
SPR1057-5
Consensus

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

| |
TTGTTCTACARATTTCTACTCTTCGACCTCGACCACACTCTTCTTGATTTTGATGCTGCTGAGGATGTGGCTTTGACCCARCTTCTARARGARGAAGGAGT TGCGGATATTCAGGCTTATARAGATTATT

|
ACGTTCCTATGARCARGGCTCTCTGGAARGAC TTGGAGE TGARGARARTCAGTARACAAGAGT TEGTTAACACGCGCTTTTCTCRTTTATTTTCTCATTTTRGACAGGARAARGACGETAGTTTTCTTGE

ATGARCARGGCTCTCTGGAARGACT TGGAGCTGARGARARTCAGTARACARGAGT TGGTTAACACGCGCTTTTCTCGTTTATTTTCTCATTTTGEACAGGARARAGACGGTAGTTTTCTTGE
........ ATGARCARGGCTCTCTGGAARGACT TGGAGCTGARGARARTCAGTARACARGAGT TGETTARCACGCGCTTTTCTCGTTTATTTTCTCATTTTGEACAGGARARAGACGGTAGTTTTCTTGE
21 270 280 230 300 310 320 330 340 350 360 370 380 330
| |
CCAGCETTACCARTTTTATCTCGCTCAGCAGEGACARACAC TATCGGECGCTCATGATCTCTTGEACAGCCTCATTGAGCGTGATTATGACTTGTATGCTRCGACARATGECATTACTGCCATTCAGACA

CCAGCGTTACCARTTTTATCTCGC TCAGCAGGEACARRCACTATCGGGRCGL TCATGATCTCTTGGACAGCCTCAT TGAGCGTGATTATGACTTRTATGCTGCGACARATGGCATTACTGCCATTCAGACA
CCAGCRTTACCARTTTTATCTCGCTCAGCABGEACARACACTATCGGGCGLTCATGATCTCTTGGACAGCCTCATTGAGCGTGATTATGACTTRTATGCTRCGACARATGGCATTACTGCCATTCAGACA

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520
| |
GGACGTTTGGCTCAATCTGGTCTAGTACCTTATTTCARTCARGTCTTTATCTCAGARCAGT TGCARACTCARARGCCGGATGCTCTCTTTTATGARAAGATTGGCCAGCARATTGCTGGATTTAGTARAG
GGACGTTTGGCTCAATCTGGTCTAGTACCTTATTTCARTCARGTCTTTATCTCAGARCAGT TGCARACTCARARGCCGGATGCTCTCTTTTATGARRAGAT TGGCCAGCARATTGCTGGATTTAGTARAG
GGACGTTTGGCTCARTCTGGTCTAGTACCTTATTTCARTCARGTCTTTATCTCAGARCAGT TGCARAC TCARARGCCGGATGCTCTCTTTTATGARAAGAT TGGCCAGCARATTGCTGGATTTAGTARAG

b2l 530 540 b50 b6 570 580 530 600 610 620 630 640 650
|

|

AARRGACGC TGATGATTGGAGATTCTCTARCCGCCGACAT TCARGGTGECARTARTGCGGGGAT TGACACTATCTGGTATARTCCTCATCACCTCGARRRTCACACACARGCCCAGCCGACTTACGARGT
AARRGACGC TGATGATTGGAGATTCTCTARCCGCCGACAT TCARGGTGECARTARTGCGGGGAT TGACACTATCTGGTATARTCCTCATCACCTCGARRRTCACACACARGCCCAGCCGACTTACGARGT
RARRGACGC TGATGATTGGAGATTCTCTARCCGCCGACAT TCARGGTEECARTARTGCGGGGAT TGACACTATCTGGTATARTCCTCATCACCTCGARRRTCACACACARGCCCAGCCGACTTACGARGT

651 660 670 680 630 700 710 714

| I
CTATTCTTACCARGACTTGCTGGATTGT TTAGATARARATATTCTTGARRRGATCACATTTTAR
CTATTCTTACCARGACTTGCTGGATTGT TTAGATARARATATTCTTGARRRGATCACATTTTAR
CTATTCTTACCARGACTTGCTGGATTGT TTAGATARARATATTCTTGARARGATCACATTTTAR

Obr. 6. 1. : Nukleotidové sekvence variant genu spr1057 - spr1057L a spr1057S S. pneumoniae

(zpracovano v programu multalin: http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html)
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SPR1057-L
¥ij6
Consensus

SPR1067-L
Yt
Consensus

SPR1067-L
Y,
Consensus

SPR1067-L
Yt
Consensus

SPR1067-L
Y,
Consensus

SPR1067-L
Yt
Consensus

1 10 20 3 40 50 60 0 80 50 100 110 120 130
| |
TTGTTCTRACRARTTTCTACTCTTCGACCTCGACCACACTCTTCTTGATTTTGATGC TRCTGAGERTGTGGCT TTGACCCARC TTCTARARGAAGAAGGRGT TGCGGATAT TCAGGCTTATARAGATTATT
ATGAAGTGRGACTGGAT TTTCTTTGATGCCGATGARACGCTGTTTACCTTTGACTCATTCACCRGCCTGCAGCGRATGTTTCTTGATTACAGCGTCACCTTTACCGLTG===ARGATTTTCAGGACTATC
allaacTacafalggalacTCT TeGAcoeCGAccRaACeCTee T Taac TTTGAcgCapecaachaceTheagogbicecaal TTcaaalaaaabanacagl TaCchala, ,  AaGal TaTafaGAcTATc

1M 140 150 160 1 1680 190 200 20 220 230 20 250 260
| |
ACGTTCCTATGAACARGGCTCTCTGEARAGACT TGRAGCTGRAGARRATCAGTAAACAAGAGT TGRTTARCACGCGCTTTTCTCATTTATTTTCTCATTTTGRACAGGAARRAGACGGTAGTTTTCTTGE
RGG=-=CCGTTAACARGCCACTGTGERTGGATTATCARARCGRCGCGATCACTTCATTACAGC T-=TCAGCACGRGLG====== GTTTGAGAGC T-GGRCCGRAACRECTGARCGTCGAGCCAGRTARR-C
fich, . ,CeaTgAACARGCCAC Te T hhaaalicTagcAaaacaacaaa TCACT aafcaficAGeT , , ToAalACGeRCy, , , , , GTTTaagagCT, appechaflabicaaffabalGagacagsT aaa, [

61 270 260 29 300 0 320 3 30 350 360 n 380 390
| + + + + + + + + + + + + |
CCRAGCGTTACCARTTTTATCTCGC TCAGCAGRGACARACACTAT-CGRGCGCTCATRATCTCTTGRACAGCC TCATTGRGCRTGATTATGACTTG-TATGCTRCRACA-~ARTGGCATTACTGCCATTCA
TCRARCGARGCCTTTATTARTGCGAT-GGCGEARATCTGCACGCCRCTRLCGRGCGCRGTTTCTCTRCTTARCRCCATT-~CRTGGCARCGCCARRRTCGRCATCATCACCARCEGCTTTAGTGCCTTRCA
clRalGaaalCaal alTRacg(bal ,ablabaaficaaalACpac, CebicCheglactalcTCTephacaaalglaaly, ,CiThacalchaCaaa, TaghlagCaalA, ,ARCGGCAT TRCTGCCaT LA

391 400 410 420 430 4d0 450 60 470 480 490 500 510 520
| |
GACAGGACGTTTGGCTCARTCTGRTCTAGTACCTTATTTCARTCARGTCTTTATCTCAGAR=CAGTTGCARRC TCARARGCCGGATGCTCTCTTTTATGARAAGAT TGGCCAGCARAT TGCTGGATTTAG
RACAGGTGCGTCTGGARCGCACGGECC TGCGTGATTACTTCRATTTGL TGRTGATTTCCRARGRAGTTRGCGTTGCCARR=CCGAATARGARARTTTTCGATTA===TGCGC TGRAACAGGCGGGCARTCC
aaaaligalATcTGGaalaaalghGcl Tacgacal TReTTCaRToaacTog TeATCTCAGAA, aART ThcaaacgCafR, CCGaATaagaaaa T TTachRaall, , , TheelabcAfaaghlgibaaaT ac

521 530 540 50 560 570 580 590 600 610 620 630 640 640
| t t t t t t t t t + t t |
TARA=GARARGACG==C TGATGATTGGAGATTC TCTARCCRCCGACATTCRAGGTGRCARTARTGCGRGGATTGACACTATCTRGTATARTCCTCATCACC TCGARRATCACACACARGCCCAGCCGACT
TGACCGTTCACGCGTGL TGATGGT TEECGACAC TGCCGAGTCCGATATTCTCGGTGRCATCARCGCCRGECT TGCGACC TG TRGC TGARTGCACACCATCGCGAGCARCCAGRAGGCAT CGCGLCCACT
Tafa,GaaaflcaCl, ,CTGATGaT TGGaGAcaCl TecaaacgCCGACAT TCaaGiTGECAacARCALeGGGaT ThacAC cagl ThGeagARTCC alAcCAcC oL GRaaflal aaaafcaaacCcabllcAle

651 660 670 680 690 700 o 2822
| |
TRCGAAGTCTATTCTTACCARGACTTGCTGGATTGTTTAGATARARATATTCTTGRARAGATCACATTTTAR
TGGACCGTTTCTTCGTTGCACGARCTAGAGCAGCTCCTGTRTARACACTGA

TacaaabTcTalTCgTacCRaiAacTGoalcAgepoeTaga T ARAGACAEa, v usrsrerrrnnsenrns

Obr. 6. 2. : Srovnani nukleotidovych sekvenci geni spr1057L a yjjG

(zpracovano v programu multalin: http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html)

Gen sprl057 je prvnim genem v operonu spri052 - spri057 jehoz soucasti jsou

kromé& spri057 jeste geny spri052, pyrC, ung, spri056 a mutX. Gen sprl052 kodujici

protein Spr1052 patiici do MATE effluxni skupiny proteind. Gen pyrC kdéduje protein

PyrC, dihydroorotasu. Gen mutX koduje protein MutX coz je 8-oxo-dGTP nukleosid-

trifosfatasa. Jedna se o homolog MutT proteinu E. coli, hydrolyzujici 8-0xo-dGTP na 8-

0x0-dGMP a tak chrani buniku pfed inkorporaci chybného nukleotidu do DNA. Gen ung

koduje DNA-uracil glykosylasu, enzym ucastnici se opravnych mechanismi DNA. Gen

spr1056 koduje protein s nezndmou funkci.

—
spri052 pyrC mutX ung sprl056 spr1057

Obr. 6. 3. : Operon spr1052 - spr 1057 S. pneumoniae
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Hypoteticky protein Spr1057 se skladd z 237 aminokyselin s molekulovou

hmotnosti 18,02 KDa. Protein Spr1057 S. pneumoniae je s proteinem Y]jG E. coli z32%

identicky, pfi¢emz jsou konzervovany vSechny aminokyseliny katalytickych domén.

YjjG E. coli (225 aa)

1 mkwdwi ffda detlftfdsft tglgrmfldy
61
121 salqgvrler tglrdyfdll viseevgvak

Iglghgrfes waerlnvepg klneafinam

181 dilgginagl atcwlnahhr egpegiaptw

Sprl057 S. pneumoniae (237 aa)

1 mfykflIfdl dhtlldfdaa edvaltqgllk
61 skqgelvntrf srilfshfgge kdgsflagry
121 atngitaiqt grlagsglvp yfngvfiseq
181 dsltadiqgg nnagidtiwy nphhlenhtq

svtftaedfq
aeictplpga
pnkkifdyal
tvsslheleq

eegvadigay
gfylaqqgqt
Igtgkpdal
agptyevysy

dygavnkplw
vsllnairgn
eqgagnpdrsr
11ckh

kdyyvpmnka
Isgahdllds
yekigqqgiag
qdllidcldkn

vdygngaits
akigiitngf
vimvgdtaes

Iwkdlelkki
lierdydlya
fskektlmig
ilekitf

Obr. 6. 4. : Aminokyselinova sekvence proteini YjjG E. coli a Spr1057 S. pneumoniae

(NCBI)

YjjG
Spr1057
Consensus

YjjG
Spr1057
Consensus

YjjG
Spr1057
Consensus

YjjG
sprl057
Consensus

YjjG
sprl057
Consensus
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Obr. 6. 5. : Porovnani aminokyselinovych sekvenci proteini YjjG a Spr1057

1 50
KW TEBSF 7G. . BERVEL BYSETFTHEN HoNEEVERP
YKELLEBL BHEEL IIV‘ Ll E v KEVEVP

100

(zpracovano v programu multalin: http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html)
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Proteiny rodiny HAD hydrolas maji celkové nizkou sekvenéni podobnost (< 29%)
soustifedénou do 3 kratkych katalytickych motivil, jenz lze u proteinu Spr1057 také

jednoznacné identifikovat..

MOTIF L MOTIF I MOTIF 1
VIGE yo SART FIEEOEERY DN 7 LKOLAKKWPIEVA IRINGN 20 GRSEPFSDEYFLAAEKLNVPIGE - IENVGEO LT TDVGGA T RSGMOACW
VG 5o Dwilr FE AR FTF @6 LNAIRGNAKEG GVARPNERIIFDYALEQAGNPDRSRE - - VIEMVGIITAESDI LGGINAGLATCOWI
VERT o o KGr L ( VIS 75 SHLNKAGI PWA KRGIFPEPDAYLLGAQLLGLAPQF CRHVVEAPA -GVLSGLAAGUHV LAY s
GrH rGA A PR RAVDS o GALOAKGLPHEG] ONKEPHPDPLLLVAERMGIAPQO- - -MEFVGIS RN - DIQOAAKAAGCPSVGL i
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Obr. 6. 6. : Konzervované katalytické motivy HAD hydrolas (KUZNETSOVA et. al., 2006)
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Obr. 6. 7. : Porovnini aminokyselinovych sekvenci proteini YjjG a Spr1057 se zakreslenymi
konzervovanymi katalytickymi motivy HAD hydrolas

(zpracovano v programu multalin: http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html)

79



http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html

Na zakladé zjisténych skutecnosti, tj. podobnosti sekvenci na urovni jak
aminokyselinové tak nukleotidové a pfitomnosti konzervovanych katalytickych motivii
spole¢nych nadceledi HAD hydrolas jsme formulovali hypotesu, Ze protein Spr1057 S.

pneumoniae by mohl byt funkénim homologem proteinu YjjG E. coli.

6.2 Testovani citlivosti S. pneumoniae k analogiim basi

Pomoci této metody, zalozené na sledovani riistu v pritomnosti analogl basi jsme

testovali citlivost S. pneumoniae k analoglim nukleovych basi 5-FUdR a 5-BrdU.

Pokusy byly inspirovany a navrhovany podle experimentd provedenych u E. coli
vedoucich ke stanoveni funkce YjjG (TITZ B. et al 2007). Zde byla citlivost testovana s
pyrimidinovym derivatem 5-fluoro-2’-deoxyuridinem (5-FUdR) a potencialnim
mutagennim nukleotidem 5-bromo-2’-deoxyuridinem (5-BrdU) a to jednak u E. coli (WT)
a u mutanta E. coli (AyjjG).

Obr. 6. 8. : 5-fluoro-2’-deoxyuridin (5-FUdR)
5-FUdR je o toxicky modifikovany nukletid. Jedna se o pyrimidinovy

EL .Fderivat. Tento derivat je bud’ jednou fosforylaci thymidinkinasou pfeménén

o N na S-fluoro-dUMP (O'DONOVAN & NEUHARD, 1970)¢i Stépen
fh:?' thymidinphosphorylasou na 5-fluorouracyl. 5-fluoro-dUMP inhibuje syntesu
i

HO H;.'? thymidinu a tak blokuje syntesu DNA(COHEN et al., 1958; SANTI et al.,

1974). 5-fluorouracyl se muze inkorporovat do RNA, blokovat translaci
protein (WILKINSON & CRUMLEY, 1977; KUFE, 1981), ¢i eventuelné mize dojit
k jeho zaclenéni do DNA a interferenci s DNA metabolismem ( HERRICK et al., 1982;
MAIJOR et al., 1982).

Prikaz senzitivity k 5-FUdR: U mutanta E. coli (AyjjG) se ukazala vysoka citlivost k 5-
FdUR (i jiné fluoropyrimidinové derivaty). Rist mutanta byl kompletn¢ inhibovan pfi
1uM koncentraci 5-FUdR. Exprese YjjG z plasmidu umozni reverzi fenotypu mutanta.

(TITZ et al., 2006).
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Obr. 6. 9. : 5-bromo-2’-deoxyuridin (5-BrdU)
,ﬁ BrdU je potencidln¢ mutagenni nukleotid. Jednd se o synteticky
Bi

WM™ purinovy derivat, predstavujici analog thyminu. Tento derivat je schopen
N

oo

i inkorporace do chromosomdlni DNA. Béhem probihajici replikace DNA (v

? S fazi bunééného cyklu) je schopen se inkorporovat do DNA misto thyminu,

™ ne kde se bézné¢ jako ketoforma mize parovat s adeninem a nebo, diky
tautomerii basi v enolformé parovat s guaninem, coz je pri¢inou mutaci.

Prikaz senzitivity k 5-BrdU: U mutanta E. coli (AyjjG) se ukazala vysokd mira

inkorporace 5-BrdU do chromosomalni DNA (TITZ et al., 2006). Exprese YjjG z plasmidu

umozni reverzi fenotypu mutanta.

replikace

-'-- - --- - . mutovana DHA
—
IEEE §HEE L IT

Obr. 6. 10. : Schéma Inkorporace BrdU do DNA

hromuracil

(http://orion.chemi.muni.cz/)

Dalsi modifikované nukleobase jsou uvedeny v ptiloze (viz. kapitola Ptilohy:
Ptiloha ¢islo 3.) (KUZNETSONOVA et. al.,, 2006; BEAN and TOMASZ 1971;
HARTMAN and HEIDELBERGER 1961

Vysledky téchto experimentl jsou zndzornény grafy popisujici zvySenou citlivost

mutanta E. coli (AyjjG), tzn. sniZzenou rastovou rychlost v pfitomnosti analogl. Vétsi

citlivost byla prokézana u 5-FUdR.
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Obr. 6. 11. : Citlivost E. coli k 5-FUdR a 5-BrdU (TITZ B. et al 2007)
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K testovani citlivosti byly zvoleny shodné derivaty 5-fluoro-2’-deoxyuridin (5-
FUdR) a 5-bromo-2’-deoxyuridin (BrdU). Testy se provadély na kulturach S. pneumoniae
Spl (WT) a S. pneumoniae Sp10 (AstkP).

Kultury S. pneumoniae Spl a Spl10 byly kultivovany staticky v CATc médiu ve
vodni lazni pii 37°C anaerobné. K jednotlivym kulturam byly v obou ptipadech ptidany
analogy bazi. 5-FUdR v koncentracich OuM, 1uM, 2uM, 5uM, a 10uM a BrdU OuM,
0,5uM, 1uM, 2uM, 5uM. V casovych intervalech byly odebirany vzorky u nichz se méfila

opticka densita ODuoonm @ na zaklad¢ ziskanych hodnot se sestrojila riistova kiivka.

Vsechna méfeni byla provedena v triplikatech.

Spl (WT)

as (min) | OuM5-FUdR | 1pM5-FUdR | 2uM 5-FUdR | 5pM5-FUdR | 10uM 5-FUdR
60 0,023 £0,007 | 0,019+0,003 | 0,029+0,009 | 0,033 +0,008 0,021 + 0,006
90 0,055 +0,007 | 0,060+0,007 | 0,059+0,009 | 0,051 0,004 0,041 £ 0,008
120 0,107+0,007 | 0,110+0,004 | 0,113+0,007 | 0,095+ 0,003 | 0,092+0,011
150 0210+0,015 | 0,204+0,007 | 0,202+0,007 | 0,182+0,012 0,177 + 0,025
180 0341+0,019 | 0,335+0,017 | 0333+0,016 | 0,319+0,023 0,313 + 0,022
210 0466+0,019 | 0465+0015 | 0464+0,010 | 0438+0,031 0,439 + 0,027
240 0,647 0,042 | 0,639+0,040 | 0,644+0,024 | 0,601 +0,053 0,616 + 0,028
270 0,833+0,013 | 0,795+0,006 | 0,804+0,008 | 0,771 0,020 0,777 + 0,012
300 1,048 £0,037 | 0,957+0,032 | 1,050+0,043 | 0,981 +0,033 0,985 + 0,052

Tab. 6. 1. : Primérné hodnoty OD,g,, pro kmen Sp1l béhem riistu v piitomnosti 5-FUdR

Sp10 (4stkP)

¢as (min) | OpM 5-FUdR | 1pM 5-FUdR | 2uM 5-FUdR | 5uM 5-FUdR | 10pM 5-FUdR
60 0,015+0,005 | 0,002+0,005 | 0,004=0,003 | 0,004+0,001 | 0,0050,002
90 0,028+ 0,004 | 0,022+0,003 | 0,015+0,003 | 0014=0,004 | 0,009 0,004
120 0,055+0,006 | 0,037+0,001 | 0,029+0,005 | 0,029+0,004 | 0,027+0,008
150 0,068+0,012 | 0,050+0,005 | 0,045=0,005 | 0,034+0,002 | 0,030 0,007
180 0,105+£0,014 | 0,078+0,007 | 0,069=0,005 | 0,057+0,003 | 0,030,009
210 0,155+ 0,007 | 0,123+£0,004 | 0,111+0,008 | 0,087+0,006 | 0,044+0,012
240 0213+0,020 | 0,152+0014 | 0.147+0,007 | 0111+£0,022 | 0,064 0,017
270 0,320+0,025 | 0207+0,011 | 0,184+0021 | 0,125+0,008 | 0,067+0,011
300 0451+£0,028 | 0271+0,028 | 00245+0047 | 0,163+0,028 | 0,073+0,010

Tab. 6. 2. : Primérné hodnoty OD 4y, pro kmen Sp10 béhem ristu v pritomnosti 5-FUdR
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Graf. 6. 1. : Rustové krivky kment Sp1 a Sp10 bez piidavku 5-FudR (negativni kontrola)
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Graf. 6. 2. : Riistové kiivky kmenii Sp1 a Sp10 s pridavkem 1pM 5-FudR
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Rust Spl aSpl10 s 2uM 5-FUdR
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Graf. 6. 3. : Riistové kiivky kmenii Sp1 a Sp10 s pridavkem 2pM 5-FudR
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Graf. 6. 4. : Rustové kiivky kmena Sp1 a Sp10 s pridavkem SuM 5-FudR
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Rist Spl a Sp10 s 10uM 5-FUdR
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Graf. 6. 5. : Riistové kirivky kmenii Sp1 a Sp10 s piidavkem 10pM 5-FudR
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Graf. 6. 6. : Riistové kiivky kmeni Spl a Sp10 s riiznymi koncentracemi S-FUdR v kultivacnim médiu
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Spl (WT)

¢as (min) OuM 5-BrdU 0,5uM 5-BrdU 1uM 5-BrdU 2uM 5-BrdU SuM 5-BrdU
60 0,027 + 0,001 0,032 £+ 0,005 0,039 £+ 0,004 0,021 £+ 0,000 0,025 £+ 0,001
120 0,124 £ 0,003 0,140 = 0,001 0,153 + 0,009 0,061 + 0,001 0,059+ 0,013
180 0,427 + 0,002 0,477 £ 0,001 0,538 + 0,009 0,247 £ 0,010 0,333 + 0,008
240 0,900 + 0,004 0,946 + 0,004 1,050 + 0,010 0,653+ 0,016 0,692 + 0,011
300 1,500 &= 0,001 1,564 + 0,004 1,570 +£ 0,037 1,090 £+ 0,050 1,186 + 0,001

Tab. 6. 3. : Primérné hodnoty OD 4y, pro kmen Sp1 béhem rustu v piitomnosti 5-BrdU

Sp10 (AstkP)
as (min) | OpM 5-BrdU | 0,5uM 5-BrdU | 1nM5-BrdU | 2uM5-BrdU | 5uM 5-BrdU
60 0,041 £0,000 | 0,031+0005 | 0032+0,002 | 0,025+0,005 | 0,039+ 0,001
120 0,120+ 0,000 | 0,077+0,010 | 0,092+0,009 | 0,100+0,015 | 0,074+ 0,005
180 0313+0,019 | 0233+0012 | 0228+0,032 | 0,190+0,013 | 0,178 +0,011
240 0437+0,017 | 0428+0,005 | 0,370+0,010 | 0332+0,014 | 0342+0,016
300 0,589+£0,013 | 0,500+0,002 | 0,399+0004 | 0404=0,032 | 0450 0,002

Tab. 6. 4. : Primérné hodnoty OD g, pro kmen Sp10 béhem ristu v pritomnosti 5-BrdU

Riist Spl s 5-BrdU
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Graf. 6. 7. : Riistové kiivky kultury Sp1 s riznou koncentraci 5-BrdU v kultivaénim médiu
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Riist Sp10 s 5-BrdU

0,700

0,600 -

0,500 -

0,400 -

o D400n m

0,300 -

0,200 -

0,100 -

7

——Sp10 - OuM

—=—Sp10-0,5uM
Sp10-1uM
Sp10 - 2uM

—%— Sp10 - 5uM

0,000

60

120

180 240

¢as (min)

300

Graf. 6. 8. : Ristové krivky kultury Sp10 s riznou koncentraci 5-BrdU v kultiva¢nim médiu
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Graf. 6. 9. : Ristové kiivky kmenii Sp1 a Sp10 s riiznymi koncentracemi 5-BrdU v kultivaénim médiu
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Z vysledki experimenti lze usuzovat, ze deficience proteinu Sprl057 ma
analogicky jako v ptipad€ E. coli ptitomnou souvislost s citlivosti k analoglim basi, které¢
maji vliv na metabolismus DNA, RNA a potazmo i translaci. U S. pneumoniae Spl0
(AstkP), kde je exprese spri057 snizena o 59x, se jednoznacné prokézala zvysSena citlivost
k 5-FUdR resp. snizena rychlost riistu v pfitomnosti tohoto pyrimidinového derivatu oproti
S. pneumoniae Spl (WT). Snizena rlstova rychlost je pfimo imérna koncentraci 5-FUdR
(¢im vyssi koncentrace 5-FUdR, tim vétsi inhibice riistu). U mutanta se prokéazala inhibice
rustu jiz pfi velmi nizkych koncentracich 5-FUdR, a to 1uM, zatimco riist divokého kmene
nebyl ovlivnén ani pti 10uM koncentraci. Zvysena citlivost tohoto mutanta se prokazala i k
potencidlnimu mutagennimu nukleosidu 5-BrdU.

Tyto vysledky podporuji hypotesu, ze protein Spr1057 S. pneumoniae je funkénim
homologem proteinu YjjG E. coli.

6.3 Inkorporace analogi bazi do DNA S. pneumoniae in vivo

Do bakterialni chromosomalni DNA Ize cilen¢ inkorporovat rtizné nukleové baze
nebo jejich analogy (napt. 5-BrdU). K inkorporaci dochédzi béhem riistu bakterie v mediu

obsahujicim pfislusnou latku.

Pokusy byly inspirovany a navrhovany podle experimentd provedenych u E. coli
vedoucich ke stanoveni funkce YjjG (TITZ B. et al 2007). U mutanta (AyjjG) byla
jednozna¢né prokazana inkorporace 5-BrdU do chromosomalni DNA, zatimco u divokého
kmene inkorporace nebyla detekovéana. U koplementa¢niho kmene (AyjjG + AyjjG) doslo

témért k uplné reverzi fenotypu, tj. minimalni inkorporaci 5-BrdU do chromosomalni DNA.

BrdU [uM]
(a) BrdU
— 0 110 100
- o+
WT+V
WT WT+ yijiG
AViiG » e ® .G
AyjiG+yjiG

Obr. 6. 12. : Inkorporace 5-BrdU do chromosomalni DNA E. coli (TITZ B. et al 2007)
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Kultury S. pneumoniae Spl (WT) a Sp10 (AstkP) byly zaockovany do 10ml média
CATc, k nimz byl a pfidan 5-BrdU do findlnich koncentraci OuM, 1uM, 10uM, 100uM.
Kultivace probihala ve vodni lazni pii 37°C staticky anaerobné. Bakterialni kultury byly
vypéstovany do ODsoonm = 0,5, byly centrifugovany a zpeleti byla izolovana
chromosomalni DNA. Byla stanovena koncentrace izolované DNA a byla natfedéna tak,
aby u vSech vzorkl byla shodna. Poté byly vzorky naneseny na nylonovou membranu
Hybond-N", fixovéna 2 minuty UV zafenim pomoci transiluminatoru a pomoci protilatek
provedena imunodetekce inkorporovaného 5-BrdU v chromosomalni DNA S. pneumoniae.
Pouzivala se Anti-Bromdeoxyuridine (fedéni: 1:1000) mys$i monoklonalni protilatka jako
primarni a Anti-Mouse IgG-POD (fedéni: 1:10000) jako sekundarni protilatku

konjugovanou s peroxidasou. Pro detekci signalu byla pouzita CCD kamera.

Obr. 6. 13. : Inkorporace 5-BrdU do chromosomalni DNA S. pneumoniae kmenu Sp1 a Sp10 s expozici
chemiluminiscenéni frakce CCD kamerou

Na Hybond-N" membrdnu bylo naneseno 2,5ug chromosomdlni DNA (Mista naneseni vzorkii jsou
vyznacené krouzky) S. pneumoniae kmeni Spl (WT) a Sp10 (AstkP) izolovana po kultivaci bakterialnich
kultur s ptidavkem 5-BrdU do finalnich koncentraci OuM, 1uM, 10uM, 100uM.

1. Chromosomalni DNA kmene Spl péstovaného v médiu se 100uM 5-BrdU

. Chromosomalni DNA kmene Sp1 péstovaného v médiu s 10uM 5-BrdU

. Chromosomalni DNA kmene Sp1 péstovaného v médiu s 1uM 5-BrdU

. Chromosomalni DNA kmene Sp1 péstovaného v médiu bez pfidavku 5-BrdU

. Chromosomalni DNA kmene Sp10 péstované¢ho v médiu se 100uM 5-BrdU

. Chromosomalni DNA kmene Sp10 péstované¢ho v médiu s 10uM 5-BrdU

. Chromosomalni DNA kmene Sp10 péstovaného v médiu s 1uM 5-BrdU

o N N B~ WD

. Chromosomalni DNA kmene Sp10 péstovaného v médiu bez ptidavku 5-BrdU
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Ziskané¢ vysledky dokazuji inkorporaci 5-BrdU do chromosomélni DNA S.
pneumoniae kmene Spl (AstkP), zejména pii nejvySSi testované koncentraci 5-BrdU
(100uM). Inkorporace modifikované base do DNA S. pneumoniae kmene Spl0 (WT)

nebyla detekovéna.

6.4 Manipulace s genem spri1057 S. pneumoniae

6.4.1 Amplifikace genu spr1057 L a §

K amplifikaci genu spri057 L a S byly navrzeny oligonukleotidy obsahujici
restrikéni mista Ndel, Smal. Po amplifikaci (viz. kapitola Materidl a Metodika: 5.2.2.3
PCR) byly reakéni smési purifikovany soupravou PCR purificatin Spin Kit (GENOMED).
Vysledek reakce byl vizualizovan jednorozmérnou agarosovou elektroforesou. Z gelu byl

fragment DNA extrahovan pomoci soupravy QIAquick”™ Gel Extraction Kitem (QIAGEN).

oligonukleotidy:
HADEX-f 5’- gcgccatatgttctacaaatttctactc - 3°
HADEX-r 5’- gcgeccgggaaatgtgatcttttcaagaagaat - 37
pro klonovani do pTYB2
HADEXf-1infusion 5’- aaggagatatacatatgatgttctacaaatttctactc - 3”

HADEXf-2infusion-short ~ 5'- aaggagatatacatatgatgaacaaggctctctggaaa - 3
HADEXTr-1infusion 5’- cttggcaaagcacccgggaaatgtgatcttttcaagaat - 3°
pro in-fusion klonovani do pTYB2

HADEX2L-f 5’- gcgeccatggcetttgttctacaaatttctacte - 3”7
HADEX2S-f 5’- gcgeccatggcetaacaaggetetctggaaagac - 3°
HADEX2-r 5’- gcgetcgagaaatgtgatcttttcaagaat - 3°

pro in-fusion klonovani do pET28b
Vzhledem ke vzniklym problémim s klonovanim genu, byly zkouseny dva druhy

vektord (pTYB2, pET28b) a dvé techniky klonovani (bézna ligacni reakce, in-fusion
reakce) (viz. kapitola Materidl a Metodika: 5.2.2.6 Ligace molekul DNA).
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1000 bp

spri057L

700 bp

Obr. 6. 14. : Elektroforetogram: PCR amplifikace spri057L pomoci oligonukleotidi HADEX-f,
HADEX-r

1. DNA standard ( 1 kb plus DNA, FERMENTAS)

2. Amplifikace genu spr1057L pomoci oligonukleotidi HADEX-f, HADEX-r; o¢ekavany fragment: 714 bp

1000 bp

spri057L

spri057S

500 bp

Obr. 6. 15. : Elektroforetogram: PCR amplifikace spr1057 L a S pomoci oligonukleotidi HADEXf-
linfusion, HADEXf-2infusion-short, HADEXr-linfusion

1. DNA standard (1 kb DNA, BIOLABS)

2. Amplifikace spri057L pomoci oligonukleotidi HADEXf-linfusion a HADEXr-linfusion; oCekavany
fragment: 744 bp

3. Amplifikace sprl057S  pomoci oligonukleotidi HADEXf-2infusion-short a HADEXr-1infusion;
ocekavany fragment: 600 bp
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6.4.2 Klonovani genu spr1057 L do vektoru

Jako expresni vektor byl zvolen plasmid pTYB2 a jako druha alternativa plasmid
pET28b.

Plasmid pTYB2 (BIOLABS) se uziva jako a expresni vektor. Jeho velikost je 7474
bp a jako selekéni znak nese ampicilinovou rezistenci. Rekombinantni proteiny
exprimované ztohoto vektoru maji na svém C-terminalnim konci fuzi s inteinem o
velikosti 55 KDa jez je afinni svou chitin vazajici doménou k nosi¢i s navazanym
chitinem, ¢ehoZ se vyuziva pii izolaci proteinu. Vektor pTYB2 jsme pomoci restrikénich
endonukleas Ndel a Smal rozstépili. Tyto dv€ restrikéni mista lezi na okrajich
polyklonovaciho mista tohoto vektoru. Po restrikci se pomoci soupravy
MinElute™Reaction Cleanup Kitem (QIAGEN) odstranily prebytecné sole a enzymy.

Stejnymi restrikénimi nukleasami (Ndel, Smal) byl St€pen fragment PCR ziskany
pomoci oligonukleotidi HADEX-f a HADEX-r a z reak¢éni smési byly odstranény enzymy

a sole.

Obr. 6. 16. : Plasmid pTYB2
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Ny |

Nde | Nhe | |Sa/ | |Nol | Eco Rl Xho | Sma

catatggctagctcgcgagtcgacggcggccgcgaattcctcgagccegge

| | | | | | | | | |
L R e
gtataccgatcgagcgctcagctgccgceccggcgcttaaggagectcgggcecc

1
MCsS

Obr. 6. 17. : MCS (Multiple cloning sites) - polyklonovaci misto vektoru pTYB2
Restrikci linearizovany vektor pTYB2 byl posléze ligovan pomoci enzymu T4

DNA ligasy se ziskanym fragmentem spr/057L. Také byl pouzivéan systém in-fusion
ligace.

pTYB2 + spr1057

8138 bp

Obr. 6. 18. : Rekombinantni plasmid pTYB2spr1057L



Ligacni smés byla transformovana do kompetentnich bun¢k E. coli IM109 a
transformanty jsme selektovali pomoci ampicilinové rezistence plasmidu. Z narostlych
transformantl byla izolovana plasmidovda DNA alkalickou lyzi (viz. kapitola Materidl a
Metodika: 5.2.2.1 Izolace plasmidové DNA E. coli metodou alkalické lyze). Pomoci
restrik¢nich reakci a PCR byla testovana spravnost konstruktu (viz. kapitola Material a
Metodika: 5.2.2.3 PCR - Rozpis amplifika¢nich reakci: Ovéfovaci klonovani sprl057L).

Vyse uvedenym postupem se nepodafilo pfipravit poZzadované rekombinantni

plasmidy.

Jako alternativni expresni vektor jsme pouzili pET28b (NOVAGEN). Velikost
plasmidu je 5368 bp a jako selek¢éni znak nese kanamycinovou rezistenci. Pfi vhodném
pouziti restrikénich maji exprimované proteiny na svém C-terminalnim konci histidinovou
kotvu. Vektor pET28b jsme pomoci restrikénich endonukleas Ncol a Xhol rozstépili. Tyto
dv¢ restrikéni mista lezi na okrajich polyklonovaciho mista tohoto vektoru. Po restrikci se
pomoci soupravy MinElute""Reaction Cleanup Kitem (QIAQEN) odstranily prebyteéné
sole a enzymy. Spojeni vektoru s fragmentem spr/057L bylo provadéno pomoci in-fusin
ligace. Nasledn¢ byl produkt ligace transformovan do kompetentnich bun¢k E. coli IM109
a transformanty byly selektovany pomoci kanamycinové rezistence plasmidu. Z narostlych
kultur byla izolovana plasmidova DNA metodou alkalické lyze a pomoci restrikénich
reakci a PCR byla testovana spravnost konstruktu.

Ani timto modifikovanym postupem se nepodafilo pripravit pozadované

rekombinantni plasmidy.
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Nrul

pET28b

5368 bp

Obr. 6. 19. : Plasmid pET28b

Not | Sac |
|Xhol |Em| Vﬁ7mH|SMI | ﬁkoRI Bam H
ctcgagtgcggccgcaagcttgtcgacggagctcgaattcggatcc

gagctcacgccggcgttcgaacagctgcctcgagcttaagectage
A 1
MCS

Obr. 6. 20. : MCS (Multiple cloning sites) - polyklonovaci misto vektoru pET28b
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pET28b + spr1057

6036 bp

Obr. 6. 21. : Rekombinantni plasmid pET28bspr105L

Postup klonovani genu spri057 jsme v dalSich pokusech modifikovali
subklonovanim fragmentu PCR do alternativniho vektoru. Amplifikovany gen spri057L
jsme nejprve klonovali pomoci restrikénich enzymt Xmal a Ndel do vektoru pJAKOI, coz
je modifikovany plasmid na bazi pBluescriptull obsahujici rozsifené polyklonovaci misto

misto vzniklé ligaci punkeru obsahujiciho mimo jiné restrikéni mista Ncol a Ndel.
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Ahd\

Bsa

Obr. 6. 22. : Plasmid pJAKO1

Sma | Sty | Sac 1l
Hin dlll |X a | |Bam HI |Nca | |Nde | |Eco RI |Xba | |Not‘l |Bst Xl ‘
AGCTTCCCGGGGATCCAGTACTCCATGGACATATGGAATTCTTCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCT

TCGAAGGGCCCCTAGGTCATGAGGTACCTGTATACCTTAAGAAGATCTCGCCGGCGGTGGCGCCACCTCGA

MCS i
S F P G | Q Y S M D | w N S S R A A A T A \% E L
A S R G S S T P w T Y G | L L E R P P P R w S
K L P G D P \% L H G H M E F F S G R H R G G A
Sal |
Eco 01091 Acc |
Kpn |1 |Apa | |Xho | | |H/'n cll Cla |

CGGGCCCCCCCTCGAGGTCGACGGTATCGATA

| .
GCCCGGGGGGGAGCTCCAGCTGCCATAGCTAT

Obr. 6. 23. : MCS (Multiple cloning sites) - polyklonovaci mista vektoru pJAKO1
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Kpnl
Eco 01091
Apal
Xhol

pJAKO + spr1057
3649 bp

\e/d

Obr. 6. 24. : Rekombinantni plasmid pJAKO1spr1057L

1 2 3 45

2961 b
3000 bp < P
1000 bp

< 714 bp
700 bp

Obr. 6. 25. : Elektroforetogram: plasmid pJAKO a rekombinantni plasmid pJAKO1spr1057L Stépene
Xmal a Ndel

1. DNA standard (1 kb plus DNA, FERMENTAS)

2., 3. Plasmid pJAKO1 $tépeny Ndel, Xmal (negativni kontrola); ocekavany fragment: 2961 bp (pJAKO)

4., 5. Rekombinantni plasmid pJAKO1spr1057L stépeny Ndel, Xmal; ocekavany fragment: 714 pb
(spr1057L) a 2961 bp (pJAKO1)
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3000 b
P <4— pJAKOI
700 bp spri057L
500 bp spri057S

Obr. 6. 26. : Elektroforetogram: rekombinantni plasmidy pJAKO1spr105S a pJAKOI1spr1057L
Stépené Xmal a Ndel

1. DNA standard (1 kp DNA plus, FERMENTAS)

2., 3. Rekombinantni plasmid pJAKOIlspr1057S Stipany Xmal, Ndel; ocekdvany fragment: 576 bp
(spr1057S) a 2961 bp (pJAKO1)

4., 5. Rekombinantni plasmid pJAKOI1spr1057L $tipany Xmal, Ndel; ocekavany fragment: 714 bp
(spri057L) a 2961 bp (pJAKO1)

Po uspésném klonovani genu sprl057L do vektoru pJAKOI byl tento fragment
opctovné vystépen restrikénimi enzymy Xmal, Ndel a za pouZiti stejnych restriktaz
klonovéan do vektoru pTYB2.

Timto postupem se nam podafilo pfipravit pozadované rekombinantni plasmidy,

které jsme si pojmenovali: pPJAKO1spr1057L a pJAKO1spr1057S.
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10000 bp 1 2 3 4 6 7 8
— HTYB2
7000 bp
700 bp spri057L
spri057S
500 bp

Obr. 6. 27. : Elektroforetogram: rekombinantni plasmidy pTYB2spr1057S a pTYB2spr1057L $tépeny
Xmal a Ndel

1. DNA standard (1 kp DNA plus, FERMENTAS)

2., 3., 4. rekombinantni plasmidy pTYB2spr1057S S$tépeny Xmal, Ndel; ofekavany fragment: 576 bp
(spri057S) a 7474 bp (pTYB2)

6., 7., 8. rekombinantni plasmidy pTYB2sprl057L Stépeny Xmal, Ndel; ocekdvany fragment: 714 bp
(spri057L) a 7474 bp (pTYB2)

(V ramecku jsou znazornény vystépené fragmenty spr1057 S a L , hife viditelné)

6.4.3 Transformace expresniho plasmidu do bunék E. coli BL21

Do kompetentnich buiiek E. coli BL21 jsme transformovali pfipravené
rekombinantni plasmidy pTYB2sprl057S a pTYB2sprl057L teplotnim Sokem.
Z narostlych transformant na selekéni pudé (s ampicilinem) byly pfipraveny kultury a

vyrobeny konzervy s glycerolem pro pozdéjsi pouziti.

6.5 Manipulace s proteinem Spr1057 L a S S. pneumoniae

6.5.1 Exprese proteinu Spr1057 L a S

Exprese obou forem rekombinantniho proteinu Spr1057 L a S z plasmidu pTYB2
byla indukovana pomoci IPTG pii 15°C a probihala 16 hodin (viz. kapitola: Material a

Metodika: 5.2.3.1 Indukce proteinové exprese v E. coli pomoci IPTG). Exprese za nizké
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teploty byla aplikovana s cilem ziskat co nejvice proteinu v rozpustné frakci, ktera je snaze
pouzitelna pro dalsi pouziti. Pro zhodnoceni exprese studovaného proteinu jsme odebirali
alikvoty indukované kultury pro nasledné vyhodnoceni SDS-PAGE elektroforesou.
Vzorky byly odebirany v nasledujicich casovych bodech kultivace: z rostouci kultury 3
hodiny ptfed indukci exprese, 3 hodiny po indukci a 16 hodin po indukci. Bakterialni
kultury byly centrifugovany a mechanicky desintegrovany, ndsledné¢ byly proteiny
rozdéleny centrifugaci na rozpustnou a nerozpustnou frakci (viz. kapitola Materidl a
Metodika: 5.2.3.2 Frakcionace proteinti). Po pfidani inhibitorG proteas lze vzorky
skladovat ve 4°C.

Exprese proteinu Sprl1057 byla nasledné¢ sledovana vertikalni SDS-PAGE

elektroforesou. Po elektroforese byly proteiny barveny Commasie Blue.

80 kDa

indukovana exprese
Spr1057L + intein

58 kDa

==

_EBES

Obr. 6. 28. : Proteinovy elektroforetogram: Zavislost exprese fiizniho proteinu Spr1057L s inteinem

—
e

pomoci IPTG na dobé indukce

Na SDS-PAGE (obarveno Coomassie blue R-250) bylo naneseno 30ug celkovych proteint Spr1057L
s inteinem. Vzorky byly odebirany v ¢asovych intervalech: 3 hodiny ptfed indukci, 3 hodiny po indukci, 16
hodin po indukci.

1. Proteinovy standard (ColorPlus Prestained Protein Marker, BIOLABS)

2. Proteinovy vzorek odebrany z bakterialni kultury 3 hodiny pfed indukci proteinové exprese; ocekavany
vysledek: zadna indukce exprese fuzniho proteinu

3. Proteinovy vzorek odebrany z bakteridlni kultury 3 hodiny po indukci proteinové exprese; ocekavany
vysledek: zvysena exprese fuzniho proteinu

4. Proteinovy vzorek odebrany z bakterialni kultury 16 hodin po indukci proteinové exprese; ocekavany

vysledek: vysoka exprese fiizniho proteinu
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

83 kDa Spr1057L
+ intein
62 kDa
—— -
Spr1057S
+ intein
47.5 kDa

rozpustna nerozpustna frakce
Obr. 6. 29. : Proteinovy elektroforetogram: exprese proteinu Spr1057 S a L s inteinem pomoci IPTG
Na SDS-PAGE (obarveno Coomassie blue R-250) bylo naneseno 30ug celkovych nebo frakcionovanych
proteintt Spr1057 Sa L sinteinem. Velikost fizniho proteinu Spr1057L s inteinem je 76 kDa (21 kDa
Spr1057L + 55 kDa intein), fzni protein Spr1057S s inteinem je mensi. Vzorky byly odebirany v ¢asovych
intervalech: 3 hodiny pfed indukci, 3 hodiny po indukci, 16 hodin po indukci. Po expresi byly bakterialni
buiiky desintegrovany a proteiny rozdéleny na jednotlivé frakce: rozpustnou a nerozpustnou.
1. Proteinovy standard (Prestained Protein Marker, BIOLABS)
2. Proteinovy vzorek odebrany z bakterialni kultury 3 hodiny pfed indukci proteinové exprese Spr1057S;
ocekavany vysledek: zadna indukce exprese fuzniho proteinu
3. Proteinovy vzorek odebrany z bakterialni kultury 3 hodiny pfed indukci proteinové exprese Spr1057L;
ocekavany vysledek: zadna exprese fizniho proteinu
4. Proteinovy vzorek odebrany z bakterialni kultury 3 hodiny po indukci proteinové exprese Spr1057S;
ocekavany vysledek: zvysena exprese flizniho proteinu
5. Proteinovy vzorek odebrany z bakterialni kultury 3 hodiny po indukci proteinové exprese Spr1057L;
ocekavany vysledek: zvysena indukce exprese fizniho proteinu
6. Proteinovy vzorek odebrany z bakterialni kultury 16 hodin po indukci proteinové exprese Spr1057S;
ocekavany vysledek: vysoka exprese fizniho proteinu
7. Proteinovy vzorek odebrany z bakterialni kultury 16 hodin po indukci proteinové exprese Spr1057L;
ocekavany vysledek: vysoka exprese fizniho proteinu
8. Rozpustna proteinova frakce obsahujici Spr1057S
9. Rozpustna proteinova frakce obsahujici Spr1057L
10. Nerozpustna proteinova frakce obsahujici Spr1057S
11. Nerozpustna proteinova frakce obsahujici Spr1057L
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Pomoci Westernova pienosu byly proteiny separované SDS-PAGE elektroforeou
pfeneseny na PVDF membranu a imunodetekovany pomoci protilatky. PouZita byla
primarni monoklonalni protilatka Anti-CBD (anti-chitin binding domain serum) (fedéni: 1

10000) a sekundarni protilatky Anti-Rabbit IgG-POD - sekundarni protilatka

konjugovana s peroxidasou (fedéni: 1 : 10000).

Spr1057L + intein

Spr1057S + intein

Obr. 6. 30. : Imunodetekce na proteinovém elektroforetogramu: exprese proteinu Spr1057 S a L
s inteinem

Proteiny byly Westernovym pfenosem pieneseny na PVDF membranu a imunidetekovany pomoci primarni
protilatky Anti-CBD a sekundarni protilatky Anti-Rabbit I[gG-POD. Po dvouminutové expozici byl vysledek
chemiluminiscencni reakce exponovan na fotograficky film. Vzorky jsou shodné svySe uvedenym
proteinovam gelem (viz. kapitola Vysledky: Obr. 6. 29. : Proteinovy elektroforetogram: exprese proteinu

Spr1057 S a L s inteinem pomoci IPTG).

U obou proteintt Spr1057L i Spr1057S se zdatila indukce a exprese, coz je vidét na
proteinovych gelech i na PVDF membrané¢ po imunodetekci. Velikostné proteiny
odpovidaji tomu, ze jsou fuzovany s inteinem. Sprl057L je v rozpustné i nerozpustné
frakci, pfiCemz v rozpustné frakci se nachazi vétsi mnozstvi. Sprl1057S je v rozpustné
frakci pouze v zanedbatelném mnoZstvi, vétSina proteinu je v nerozpustné frakci. Z tohoto

divodu byly dalsi experimenty provadény s rozpustnou variantou proteinu Spr1057L.

6.5.2 Izolace a purifikace proteinu Spr1057L

Pro izolaci rekombinantniho proteinu fuzovaného s inteinem jsme pouzivali metodu
imobilizované afinitni chromatografie pomoci komeréni soupravy IMPACT™-CN
(BIOLABS). Ke stépeni byl pouzit Cleavage pufr s 5S0mM DTT (viz. Materidl a Metodika:
5.1.1.2 Roztoky a pufry). Vzorek proteinu byl inkubovan pii 4°C 16 hodin a nasledné
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eluovan elu¢nim pufrem (viz. Materidl a Metodika: 5.1.1.2 Roztoky a pufry). Vzorky
z jednotlivych eluati byly naneseny na SDS-PAGE elektroforesu a obarveny Commasie

Blue pro zhodnoceni Cistoty a mnozstvi vzorku.

4 5 6 7 8 9 10

1 2 3
83 kDa —— !

e
62 kDa o
protein
“-— T Sprios7L
16.5 kDa .

Obr. 6. 31. : Proteinovy elektro-foretogram: izolace a purifikace Spr1057
Protein Spr1057L byl izolovan a purifikovan zrozpustné proteinové frakce. Izolace byla provedena
imobilizovanou afinni chromatografi za pouziti nosice s chitinem. Odstépeni inteinu bylo realizovano 5S0mM

DTT obsazenym v Cleavage pufru. Vzorek proteinu byl pétkrat eluovan elu¢nim pufrem.

1. Proteinovy standard (Prestained Protein Marker, BIOLABS)

2. Rozpustna proteinova frakce obsahujici fuzni protein Spr1057L s inteinem; ocekavana velikost proteinu je
21 kDa

3., 4. Promyvani nosice

5.,6.,7., 8., 9. Eluaty proteinu Spr1057L po odstépeni inteinu

10. Promyti rezidua na koloné

Odstépeni proteinu Spr1057 od inteinu pomoci DTT bylo Gspésné a s vysokym
vytézkem proteinu 4,8 pg /ul. Z jedné izolace bylo celkem ziskano 12 mg proteinu.

6.6 Testovani aktivity proteinu Spr1057L S. pneumoniae

Obecné je enzymova aktivita ovliviiovana mnoha faktory:
1) koncentrace substratu (Km, Vmax) - vliv az do nasyceni enzymu
2) teplota - urychleni reakce, nebezpeci tepelné denaturace
3) pH - aktivita enzymti v uzkém rozmezi = pH optimum
4) iontova sila - ionty kovii ovlivituji aktivitu enzymu

5) aktivatory a inhibitory enzymu
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Z hlediska enzymatické kinetiky je velmi dulezitd zavislost pocatecni rychlosti

enzymové reakce na koncentraci substratu jenz znazornuje hyperbola.

/\ V//'m

—>

lim

hlost [vo]

V. /2

lim

.

éni ryc

K&

.

éni rea

Po&dte

5

Koncentrace substrdtu [S] — >

Graf. 6. 10. : Zavislost pocate¢ni rychlosti enzymatické reakce na koncentraci substratu

Viimmax) = maximalni rychlost reakce
- Jedné se o maximalni (limitni moznou rychlost enzymatické reakce).
Km = Michaelisova konstanta
- Jedna se o takovou koncentraci substratu, pfi které je pocatecni rychlost
enzymatické reakce rovna jedné poloviné maximalni mozné rychlosti enzymatické
reakce pii dané koncentraci enzymu.
- Zavisi na typu substratu a podminkéch, jako jsou pH, teplota a iontova sila
roztoku.
- Vysoké hodnoty Km ukazuji na nizkou afinitu substratu k enzymu, a naopak

nizké hodnoty na afinitu vysokou.

Dvojnéasobné reciproké vyneseni 1 / vmax proti 1 / [S] dle Lineweaver a Burka umoziuje

vypocitat hodnoty Viimmax) a Km.
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1/ v,

Sklon=K / V,

N

\ Présecik = -1/V/,,

0] 1/[8]

[0

Prisecik = -1/K

Graf. 6. 11. : Dvojnasobné reciproké vyneseni 1 / v, proti 1/ [S]

Vzhledem k ptedkladané fosfatasové aktivité proteinu Sprl1057 byla aktivita
enzymu testovana pomoci komer¢nich souprav Serine/Threonine Phosphatase Assay
System (PROMEGA), ptipadné P-nitrophenyl phosphate liquid substrate systém (SIGMA)
dle pokynd  vyrobcli. Principem metody je méfeni optické  density
molybdate:malachitegreen:phosphate komplexu vznikajiciho z uvolnéného fosfatu.

Vsechna méfeni se provadéla v triplikatech. Slozeni reakéni smési bylo nasledujici:
10l 50mM Trisu s SmM Mg a 1,5mM Mn®"; 1pl proteinu Spr1057L (0,1ug); substrat
dle pozadované koncentrace a doplnéni H,O (bez fosfati) do 50ul. Inkubace probihala
Smin pii 37°C a méfili jsme optickou densitu ODgyonm na Microplate Reader (TECAN) -
XFluor4 Safirell.

Reakéni podminky (pH, teplota, osmolarita, substraty a jejich koncentrace,
koncentrace proteinu, ¢as probihajici reakce) byly na zdkladé métfeni optimalizovany a
byly pouzity pro vSechny métfeni shodné - teplota: 37°C; doba inkubace: 5Smin; puft:
50mM Tris; ionty: SmM Mg™" a 1,5mM Mn®"; mnozstvi enzymu: 0,1pg; koncentrace
substrati: 0,05mM - SmM. Reakéni podminky byly charakterizovany dle vysledki méteni
linearity enzymové reakce v Case a testovani saturované koncentrace proteinu (data

neuvedena).

107



6.6.1 Zavislost aktivity proteinu Spr1057L na pH

pH
3 4 5 6 7 7,5 8 9
enzymaticka aktivita mmol substratu/min/mg proteinu
0 0 0 0,068 0,243 0,451 0,112 0
0 0 0 0,033 0,361 0,221 0,081 0
0 0 0 0,086 0,199 0,521 0,096 0

Tab. 6. 5. : Méfeni aktivity Spr1057L v zavislosti na pH

Zavislost aktivity na pH
0,45 -
5 0,40 -
£ o035-
£ 030
£ 025
E )
= 0,20 -
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]
S 0,05
© 0,00 ‘ : Y ¢ ‘ ‘
0050 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
pH

Graf. 6. 12. : Zavislost aktivity Spr1057L na pH

Grafické vyneseni zobrazuje zavislost aktivity Spr1057L na pH. Méfeni bylo provadéno v triplikatech, zde
jsou vyneseny primérné hodnoty: pH3 0; pH4 0; pH5 0; pH6 0,062; pH7 0,268; pH8 0,398; pH9 0,120 a
pHI10 0.

Hodnota pH evidentné enzymu Sprl057L, stejné jako 1 jinych enzymd, velmi

vyrazn¢ ovliviiuje. Nejoptimalnéjsi pro tento enzym je pH 7,5.
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6.6.2 Zavislost aktivity proteinu Spr1057L na teploté

Teplotni optimum Spr1057L bylo stanoveno na 37°C (data neuvedena).

Dale byl testovan vliv teploty skladovani enzymu na jeho aktivitu. Zjistili jsme, Ze

enzym Sprl057 L je aktivni i po nckolikadennim uskladnéni pii 4°C, a Ze nedochazi

k poklesu aktivity po zamrazeni na -80°C a nésledném rozmrazeni (data neuvedena).

6.6.3 Zavislost aktivity proteinu Spr1057L na iontech

Mg2+,
koncentrace Mg2+, Mn2+,
ionti Mg2+ Mn2+ Co2+ Cu2+ Ca2+ Zn2+ Mn2+ Co2+
(mM) enzymaticka aktivita mmol substratu/min/mg proteinu
0 0,014 0,034 0,002 0,020 0,002 0,005 0,006 0,023
1 0,051 0,050 0,011 0,036 0,005 0,039 0,022 0,034
2,5 0,134 0,132 0,044 0,104 0,040 0,086 0,048 0,054
5 0,191 0,363 0,079 0,226 0,176 0,195 0,419 0,223
10 0,149 0,017 0,022 0,058 0,064 0,040 0,025 0,002
enzymaticka aktivita bez pridani iont 0,013 (mmol/min/mg)
Tab. 6. 6. : Méfeni aktivity Spr1057L v zavislosti na iontech
Zavislost aktivity nakoncentraci dvojmocnych iontia
—e— Mg2+

aktivita enzymu (mmol/min/mg

4 5

koncentrace iont (mM)

6

—a— Mn2+
Co2+
Cu2+

—x— Ca2+

—e—2Zn2+

—— Mg2+

—— Mg2+
Mn2+

, Mn2+

, Co2+

Tab. 6. 7. : Zavislost aktivity Spr1057L na koncentraci dvojmocnych ionti
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0,45
0,40 ~
0,35 ~
0,30 -
0,25 ~
0,20 +
0,15 1
0,10 A
0,05 +
0,00 -

aktivita enzymu (mmol/min/mg)

Zavislost aktivity na SmM koncentraci dvojmocnych ionti

dvojmocné ionty (5mM)

| Mg2+
B Mn2+
O Co2+
o Cu2+
m Ca2+
B Zn2+

= Mg2+, Mn2+

@ Mg2+, Mn2+, Co2+

@ bez iontd

Tab. 6. 8. : Zavislost aktivity Spr1057L na SmM koncentraci dvojmocnych ionti

Na zakladé provedenych experimentii jsme zjistili, Ze pfitomnost dvojmocnych

iontd je pro aktivitu enzymu Sprl1057 L nezbytna. Z testovanych iontd je nejvétsi aktivita

enzymu prokazana pii pouZiti kombinace Mg*" s Mn®>" pii 5SmM koncentraci. Podstatny

. P e, . + + + + + . .o v .
vliv na aktivitu maji i Mn*", Cu*", Mg*", Zn*" a Ca®". S maximem aktivity pii koncentraci

SmM.

6.6.4 Substratova specifita proteinu Spr1057L

Testované substraty byly vybrany vzhledem k ptredpokladané substratové specifité

Spr1057L a byla bréana v uvahu substratova specifita YjjG a obdobnych proteinti. Byly
zvoleny nasledujici substraty: GMP, dGMP, UMP, dUMP, dTMP, 5-FdUMP, AMP, IMP,

pNPP, acetylfosfat a glukosamin-6 fosfat.
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6.6.4.1

GMP
koncentrace
substratu
s (mM) 0,125 0,250 0,500 1 2 5
0,004 0,076 0,095 0,132 0,307 0,626
0,008 0,091 0,157 0,241 0,400 0,562
0,009 0,082 0,131 0,303 0,311 0,601
aktivita 0,015 0,069 0,178 0,204 0,275 0,705
vi 0,001 0,087 0,143 0,189 0,272 0,598
(mmol/min/mg) 0,007 0,053 0,123 0,227 0,263 0,612
pramér 0,007 0,076 0,138 0,216 0,305 0,617
smérodatné
odchylky 0,005 0,014 0,029 0,057 0,051 0,048
1/s 8 4 2 1 0,5 0,2
1/vi 142,9 13,2 7,2 4,6 3,2 1,6

Tab. 6. 9. : Méfeni aktivity Spr1057L v zavislosti na koncentraci substratu GMP

aktivita enzymu vi (mmol/min/mg

0,7 -
0,6 -
0,5
0,4 -
0,3 -

0,2 -

01 - 1

kA

0,0 F

Zavislost aktivity na koncentraci substratu GMP

F——

— —

0,0

1,0

2,0 3,0 4,0
koncentrace substratu s (mM)

5,0

6,0

Graf. 6. 13.: Méfeni aktivity Spr1057L v zavislosti na koncentraci substratu GMP

Vmax

5,386 mM

1,263 mmol/min/mg
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6.6.4.2

Tab. 6. 10. : Méteni aktivity Spr1057L v zavislosti na koncentraci substratu dGMP

dGMP
koncentrace
substratu
s (mM) 0,125 0,250 0,500 1 2 5
0,011 0,051 0,138 0,207 0,341 0,517
0,008 0,024 0,187 0,189 0,392 0,654
0,003 0,072 0,169 0,219 0,275 0,701
aktivita 0,005 0,060 0,177 0,244 0,358 0,678
vi 0,009 0,038 0,186 0,236 0,299 0,588
(mmol/min/mg) 0,004 0,059 0,156 0,198 0,379 0,700
pramér 0,007 0,051 0,171 0,216 0,341 0,640
smérodatné
odchylky 0,003 0,017 0,019 0,021 0,046 0,073
1/s 8 4 2 1 0,5 0,2
1ivi 142,9 19,6 5,8 4,6 2,9 1,6

aktivita enzymu vi (mmol/min/mg

0,8
0,7
0,6
0,5 1
0,4
0,3 -
0,2
0,1

F

ko4

Zavislost aktivity na koncentraci substratu dGMP

b

2 3 4
koncentrace substratu s (mM)

Graf. 6. 14.: Méfeni aktivity Spr1057L v zavislosti na koncentraci substratu dGMP

Vmax

4,731 mM

1,233 mmol/min/mg
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6.6.4.3 UMP

koncentrace
substratu
s (mM) 0,125 0,250 0,500 1 2 5
0,102 0,324 0,400 0,605 0,869 1,762
0,124 0,200 0,448 0,572 0,975 1,813
0,129 0,258 0,443 0,592 1,024 1,949
aktivita 0,111 0,224 0,497 0,593 0,908 1,924
vi 0,146 0,259 0,361 0,551 0,929 1,856
(mmol/min/mg) 0,133 0,213 0,432 0,520 1,035 1,898
pramér 0,124 0,246 0,430 0,572 0,957 1,867
smérodatné
odchylky 0,016 0,045 0,046 0,032 0,066 0,071
1/s 8 4 2 1 0,5 0,2
1/vi 8,1 4,1 2,3 1,7 1 0,5

Tab. 6. 11. : Méteni aktivity Spr1057L v zavislosti na koncentraci substratu UMP

Zavislost aktivity na koncentraci substratu UMP

2,5
£
= 2,0 1 -
g £+
g
£ 1,5
>
S
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8
> 3
§ 0,5 N :
© -_—

0,0 +— ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

0 1 2 3 4 5 6
koncentrace substratu s (mM)

Graf. 6. 15. : Méreni aktivity Spr1057L v zavislosti na koncentraci substratu UMP

Km 1,710 mM

Vmax 1,733 mmol/min/mg
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6.6.4.4 dUMP

koncentrace
substratu
s (mM) 0,125 0,250 0,500 1 2 5
0,002 0,016 0,379 0,444 0,573 0,696
0,009 0,018 0,259 0,368 0,649 0,760
0,012 0,069 0,154 0,413 0,601 0,884
aktivita 0,008 0,034 0,282 0,500 0,612 0,809
vi 0,004 0,027 0,226 0,477 0,599 0,729
(mmol/min/mg) 0,006 0,022 0,199 0,402 0,613 0,752
pramér 0,007 0,031 0,250 0,434 0,608 0,772
smérodatné
odchylky 0,004 0,020 0,078 0,049 0,025 0,067
1/s 8 4 2 1 0,5 0,2
1/vi 142,9 32,3 20,4 2,3 1,6 1,3

Tab. 6. 12. : Méteni aktivity Spr1057L v zavislosti na koncentraci substratu dUMP

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

— —

aktivita enzymu vi (mmol/min/mg’

Zavislost aktivity na koncentraci substratu dUMP

— —

kA

0,0

1,0

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

koncentrace substratu s (mM)

6,0

Graf. 6. 16. : Méfeni aktivity Spr1057L v zavislosti na koncentraci substratu dUMP

Vmax

1,752 mM

1,077 mmol/min/mg
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6.6.4.5 dTMP

Tab. 6. 13. : Méfeni aktivity Spr1057L v zavislosti na koncentraci substratu dTMP

koncentrace
substratu
s (mM) 0,125 0,250 0,500 1 2 5
0,002 0,021 0,136 0,429 0,442 0,756
0,009 0,011 0,248 0,368 0,487 0,984
0,003 0,027 0,176 0,408 0,464 0,780
aktivita 0,005 0,019 0,18 0,405 0,4 0,915
vi 0,007 0,003 0,196 0,412 0,5 0,845
(mmol/min/mg) 0,002 0,016 0,186 0,398 0,489 0,763
pramér 0,005 0,016 0,187 0,403 0,464 0,840
smérodatné
odchylky 0,003 0,008 0,036 0,020 0,038 0,093
1/s 8 4 1 2 0,5 0,2
1/vi 200 62,5 5,3 2,5 2,2 1,2

aktivita enzymu vi (mmol/min/mg’

1,0
0,9 1
0,8
0,7
06 -
05 -
04 -
0,3 1
02 §
0,1 1

0,0 +*

Zavislost aktivity na koncentraci substratu dTMP

0,0

1,0
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koncentrace substratu s (mM)
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Graf. 6. 17. : Méreni aktivity Spr1057L v zavislosti na koncentraci substratu dTMP

Vmax

2,410 mM

1,090 mmol/min/mg
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6.6.4.6 5S-FAUMP

koncentrace
substratu
s (mM) 0,050 0,100 0,250 0,500 1 2
0,166 0,179 0,394 0,505 1,197 2,046
0,108 0,171 0,427 0,519 1,213 2,051
0,167 0,165 0,475 0,647 1,296 2,070
aktivita 0,182 0,169 0,465 0,545 1,212 2,171
vi 0,124 0,223 0,445 0,679 1,136 1,953
(mmol/min/mg) 0,159 0,247 0,385 0,506 1,356 2,079
pramér 0,137 0,192 0,432 0,567 1,235 2,062
smérodatné
odchylky 0,029 0,034 0,037 0,077 0,078 0,070
1/s 20 10 4 2 1 0,5
1vi 7,3 52 2,3 1,8 0,8 0,5

Tab. 6. 14. : Méteni aktivity Spr1057L v zavislosti na koncentraci substratu 5-FAUMP

aktivita enzymu vi (mmol/min/mg’

2,5

2,0 1

1,5 1

1,0 1

0,5 =

F

kA

Zavislost aktivity na koncentraci substratu 5-FdUMP
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Graf. 6. 18. : Méreni aktivity Spr1057L v zavislosti na koncentraci substratu 5-FdUMP

Vmax

0,337 mM

0,962 mmol/min/mg
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6.6.4.7 AMP

koncentrace
substratu
s (mM) 0,125 0,250 0,500 1 2 5
0,024 0,226 0,296 0,289 0,546 0,876
0,001 0,230 0,243 0,302 0,528 0,765
0,011 0,28 0,351 0,328 0,611 0,892
aktivita 0,003 0,182 0,245 0,293 0,646 0,93
vi 0,03 0,236 0,287 0,401 0,565 0,842
(mmol/min/mg) 0,012 0,213 0,261 0,309 0,599 0,824
pramér 0,013 0,228 0,280 0,320 0,582 0,855
smérodatné
odchylky 0,011 0,032 0,041 0,042 0,044 0,058
1/s 8 4 2 1 0,5 0,2
1vi 76,9 4,4 3,6 3,1 1,7 1,2

Tab. 6. 15. : Méteni aktivity Spr1057L v zavislosti na koncentraci substratu AMP

Zavislost aktivity na koncentraci substratu AMP
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Graf. 6. 19. : Méreni aktivity Spr1057L v zavislosti na koncentraci substratu AMP

Vmax

2,060 mM

1,191 mmol/min/mg
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6.6.4.8 IMP

koncentrace
substratu
s (mM) 0,125 0,250 0,500 1 2 5
0,002 0,028 0,031 0,094 0,460 0,403
0,003 0,013 0,060 0,187 0,304 0,441
0,004 0,006 0,025 0,109 0,264 0,502
aktivita 0,009 0,009 0,05 0,159 0,349 0,4
vi 0,002 0,024 0,019 0,115 0,338 0,411
(mmol/min/mg) 0,001 0,03 0,041 0,096 0,341 0,545
pramér 0,003 0,018 0,038 0,127 0,343 0,450
smérodatné
odchylky 0,003 0,010 0,015 0,038 0,066 0,060
1/s 8 4 2 1 0,5 0,2
1/vi 3333 55,6 26,3 7.9 2,9 2,2

Tab. 6. 16. : Méteni aktivity Spr1057L v zavislosti na koncentraci substratu IMP

aktivita enzymu vi (mmol/min/mg’
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Graf. 6. 20. : Méreni aktivity Spr1057L v zavislosti na koncentraci substratu IMP

Km

Vmax

4,792 mM

0,918 mmol/min/mg
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6.6.4.9

pNPP
koncentrace
substratu
s (mM) 0,125 0,250 0,500 1 2 5
0,074 0,082 0,230 0,335 0,445 0,978
0,067 0,110 0,211 0,332 0,405 0,902
0,071 0,108 0,227 0,320 0,390 0,904
aktivita 0,077 0,115 0,221 0,358 0,417 0,937
vi 0,066 0,088 0,203 0,282 0,410 0,897
(mmol/min/mg) 0,072 0,101 0,225 0,320 0,327 0,940
pramér 0,080 0,126 0,265 0,438 0,678 1,603
smérodatné
odchylky 0,024 0,067 0,124 0,297 0,709 1,820
1/s 4 2 1 0,5 0,2 0,1
1/vi 14,027 9,930 4,554 3,082 2,506 1,080

Tab. 6. 17. : Méteni aktivity Spr1057L v zavislosti na koncentraci substratu pNPP

12
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Graf. 6. 21. : Méi‘eni aktivity Spr1057L v zavislosti na koncentraci substratu pNPP

Km

Vmax

20,346 mM

2,692 mmol/min/mg
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6.6.4.10 acetylfosfat

koncentrace
substratu
s (mM) 0,125 0,25 0,5 1 2 5
0,022 0,058 0,316 1,024 2,848 5,002
0,005 0,089 0,256 0,862 2,742 4,801
0,034 0,067 0,436 0,979 2,325 5,056
aktivita 0,013 0,054 0,378 0,85 2,109 4,303
vi 0,027 0,039 0,287 1,004 2,952 4,992
(mmol/min/mg) 0,02 0,041 0,345 0,953 2,861 5,007
pramér 0,020 0,058 0,336 0,945 2,639 4,860
smérodatné
odchylky 0,010 0,018 0,065 0,073 0,341 0,287
1/s 8 4 2 1 0,5 0,2
1/vi 50 17,2 3 1,1 0,4 0,2

Tab. 6. 18. : Méteni aktivity Spr1057L v zavislosti na koncentraci substratu acetylfosfat

aktivita enzymu vi (mmol/min/mg’
w
o
|

Zavislost aktivity na koncentraci substratu acetylfos fat

koncentrace substratu s (mM)
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Graf. 6. 22. : Méfeni aktivity Spr1057L v zavislosti na koncentraci substratu acetylfosfat

Km

Vmax

18,12 mM

22,76 mmol/min/mg
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6.6.4.11

glukosamin6P
koncentrace
substratu
s (mM) 0,050 0,100 0,250 0,5 1 2
0,008 0,029 0,092 0,302 0,403 0,857
0,001 0,026 0,065 0,276 0,557 0,862
0,007 0,026 0,076 0,268 0,492 0,805
aktivita 0,017 0,039 0,071 0,261 0,591 0,921
vi 0,004 0,015 0,058 0,312 0,416 0,813
(mmol/min/mg) 0,003 0,027 0,085 0,289 0,445 0,879
prumér 0,007 0,027 0,075 0,285 0,484 0,856
smérodatné
odchylky 0,006 0,008 0,013 0,020 0,077 0,043
1/s 0,05 0,1 0,25 0,5 1 2
1/vi 0,007 0,027 0,075 0,285 0,484 0,856

Tab. 6. 19. : Méteni aktivity Spr1057L v zavislosti na koncentraci substratu glukosamin6P

1,0
0,9
08
0,7
0,6
05
0,4
03
0,2

aktivita enzymu vi (mmol/mim/mg’

0,1
0,0

Zavislost aktivity na koncentraci substratu glukosamin6P

{

+¥

0 0,5 1 1,5
koncentrace substratu s (mM)

25

Graf. 6. 23. : Méfeni aktivity Spr1057L v zavislosti na koncentraci substratu glukosamin6P

Km 8,391 mM

Vmax 4,467 mmol/min/mg
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Konstanty Km a Vmax charakterizuji kinetické parametry enzymu a byly
vypocitavany v programu SigmaPlot 10.0. Dle zjiSténych hodnot Km u jednotlivych
substratii jsme vyhodnotili substratovou specifitu proteinu Spr1057L. Pro hodnoty Km

plati vztah: ¢im niz8§i hodnota Km, tim vyssi afinita enzymu k danému substratu.

Km Vmax
substrat (mM) (mmol/min/mg)

GMP 5,38 1,26
dGMP 4,73 1,23
UMP 1,71 1,73
dUMP 1,08 1,75
dTMP 2,41 1,09
5-FdUMP 0,34 0,96
AMP 2,06 1,16
IMP 4,79 0,92
pNPP 20,35 2,69

acetylfosfat 18,12 22,76
glukosamin6P 8,39 4,47

Tab. 6. 20. : Kinetické parametry substrati Spr1057L

substrat s nejvyssi afinitou

5-FdUMP
dUMP
UMP

AMP
dTMP
dGMP

IMP

GMP
glukosamin 6P
acetylfosfat
pNPP

evv s

Obr. 6. 32. : Sefrazeni substrati dle Km pro Spr1057L
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Podle zmétfenych a vypocitanych hodnot popisujicich enzymatickou aktivitu
proteinu Sprl057L S. pneumoniae jsme charakterizovali substratovou specifitu, kterou
popisuje vySe uvedena souhrnnéd tabulka. ZjiSténd specifita byla porovnévéana s daty
znamymi u proteinu YjjG E. coliPROUDFOOT M. et al. 2004; KZUNETSOVA E. et al.
2006).

Spr1057 §. pneumoniae YjjG E. coli
Vmax
substrat Km (mM) (mmol/min/mg) substrat Km (mM)
GMP 5,38 1,26 GMP 2,00
dGMP 4,73 1,23
UMP 1,71 1,73 UMP 2,40
dUMP 1,08 1,75 dUMP 0,77
dTMP 2,41 1,09 dTMP 2,14
5-FdUMP 0,34 0,96 5-FdUMP 0,24
AMP 2,06 1,16 AMP 1,80
IMP 4,79 0,92
pNPP 20,35 2,69 pNPP 17,8
acetylfosfat 18,12 22,76
glukosamin6P 8,39 4,47 glukosa6P 2,10

Tab. 6. 21. : Kinetické parametry substrati Spr1057 a YjjG

Na zaklad¢ vlastni charakterizace substratového spektra Spr1057L S. pneumoniae a
porovnani s vysledky znamymi u YjjG E. coli jsme se pokusili charakterizovat funkci
tohoto enzymu. Lze konstatovat, ze z analysovanych substrati ma Spr1057L nejvyssi
afinitu k modifikované basi 5-FAUMP. Vypocitand Km je fadové niz$i nez u ostatnich
substratii a je témef shodnd s Km ur¢enou u YjjG. Lze divodné predpokladat, ze Spr1057L

je funkénim analogem YjjG a mé in vivo detoxikacni funkci.

6.7 Komplementacni testy

U komplementacnich pokusti jsme vkladali pomoci integrace do bakteridlniho
chromosomu S. pneumoniae studovany gen sprl057L a méli v amyslu sledovat reverzi
fenotypu mutanta. Pouzivali jsme jeden komplementacni systém s indukci pomoci maltosy
z vektoru pCEP (GUIRAL et al., 2005) a druhy s indukci pomoci Zn®" iontl z vektoru
pJWV25 (EBERHARDT et al., 2009).
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6.7.1 Priprava komplementa¢niho konstruktu na bazi vektoru pCEP a
komplementace

Fragmenty spr1057L 1 spri057S byly amlifikovany pomoci Pfu-ultra polymerasy
s primery HADIN-CEP-FL, HADIN-CEP-RL, HADIN-CEP-FS a HADIN-CEP-RS
(navrzeny pro ucely in-fusion klonovani do pCEP a pfidavajici proteinu histidinovou

kotvu).

1000 bp spri057L
700 bp spr1057S
500 bp

Obr. 6. 33. : Elektroforetogram: amplifikace sprl057L a spr1057S pomoci oligonukleotidi HADIN-
CEP-FL, HADIN-CEP-RL, HADIN-CEP-FS a HADIN-CEP-RS

1. DNA standard (1 kb Plus DNA, FERMENTAS)

2. Amplifikace spri057L pomoci oligonukleotidi HADIN-CEP-FL a HADIN-CEP-RL; ocekavany
fragment: 744 bp

3. Amplifikace spr1057 spri057L pomoci oligonukleotidi HADIN-CEP-FS a HADIN-CEP-RS; o¢ekavany
fragment: 600 bp

Vektor pCEP byl rozstépen restrikénimi enzymy Ncol a BamHI. Nasledovala in-
fusion ligace spri057 L a S do rozstépeného pCEPu a transformace do kompetentnich
bunék E. coli IM109 pomoci teplotniho Soku. Pozadované transformanty byly selektovany
pomoci rezistence ke kanamycinu a po izolaci plasmidové DNA ovéfeny restrikéni
analysou. Timto postupem se nam zdafilo ziskat transformanty obsahujici rekombinantni
plasmid pCEPspr1057L, transformanty obsahujici rekombinantni plasmid pCEPspr1057S

se ziskat nepodafilo.
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Obr. 6. 34. : Vektor pCEP

Piipraveny konstrukt pCEP + spri057L byl izolovan zE. coli JMI109
v preparativnim méfitku a transformovan do S. pneumoniae Spl (WT). Diky pfitomnosti
homolognich oblasti bga4 ma vektor pCEP schopnost homologni rekombinace do bgaAd
lokusu chromosomu S. pneumoniae, k ¢emuz by mélo dojit pfi transformaci bakterialnich
bun¢k timto konstruktem. Transformanty byly selektovdny pomoci rezistence na
kanamycin a byly pfipraveny bakterialni konzervy pro pozdé¢jsi pouziti. Z bunck S.
pneumoniae byla izolovana chromosomalni DNA a na té nasledovalo ovéfovani integrace
rekombinantniho plasmidu pCEPspr1057L do chromosomu pomoci PCR. K PCR testovani
byla pouzita LA polymerasa a vzdjemna kombinace oligonukleotidi SP-CEP(amiF) s SP-
CEP(kan) a SP-CEP(amiF) s SP-CEP(treR).
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1500 bp

1000 bp

500 bp

Obr. 6. 35. : Elektroforetogram: PCR ovérovani integrace konstruktu pCEP + spr1057L do
chromosomalni DNA S. pneumoniae pomoci kombinace primeria SP-CEP(amiF) s SP-CEP(kan) a SP-
CEP(amiF) s SP-CEP(treR)

Ovéfovani integrace rekombinantniho plasmidu pCEPspr1057L do chromosomu bylo provadéno pomoci
PCR na chromosomalni DNA ¢tyf transformantl s kombinaci oligonukleotidi.

1. 1 kb DNA standard (1 kb Plus DNA, FERMENTAS)

2. Chromosomalni DNA S. preumoniae amplifikace pomoci SP-CEP(amiF) a SP-CEP(kan); negativni
kontrola

3. Chromosomalni DNA prvniho transformanta S. pneumoniae amplifikace pomoci SP-CEP(amiF) a SP-
CEP(kan); ocekavany fragment: 1,3 kb

4. Chromosomalni DNA druhého transformanta S. prneumoniae amplifikace pomoci SP-CEP(amiF) a SP-
CEP(kan); ocekavany fragment: 1,3 kb

5. Chromosomalni DNA tretiho transformanta S. pneumoniae amplifikace pomoci SP-CEP(amiF) a SP-
CEP(kan); o¢ekavany fragment: 1,3 kb

6. Chromosomalni DNA ctvrtého transformanta S. pneumoniae amplifikace pomoci SP-CEP(amiF) a SP-
CEP(kan); ocekavany fragment: 1,3 kb

7. Chromosomalni DNA S. pneumoniae amplifikace pomoci SP-CEP(amiF) a SP-CEP(treR); negativni
kontrola

8. Chromosomalni DNA prvniho transformanta S. preumoniae amplifikace pomoci SP-CEP(amiF) a SP-
CEP(treR); ocekavany fragment: 2,7 kb

9. Chromosomalni DNA druhého transformanta S. pneumoniae amplifikace pomoci SP-CEP(amiF) a SP-
CEP(treR); oéekavany fragment: 2,7 kb

10. Chromosomalni DNA tfetiho transformanta S. pneumoniae amplifikace pomoci SP-CEP(amiF) a SP-
CEP(treR); ocekavany fragment: 2,7 kb

11. Chromosomalni DNA ¢tvrtého transformanta S. pneumoniae amplifikace pomoci SP-CEP(amiF) a SP-
CEP(treR); ocekavany fragment: 2,7 kb

Velikosti amplifikovaného fragmentu s SP-CEP(amiF) a SP-CEP(kan) a fragmentu s SP-CEP(amiF) a SP-

CEP(treR) velikostné odpovidaji u 2. a 3. transformanty, coz prokazuje integraci konstruktu do chromosomu.
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Bakterialni buiiky S. pneumoniae byly péstovany v 10ml CAT mediu se 100ul 20%
D-maltosy jako induktora proteinové exprese do ODggo 0,5 - 0,8. Nasledné byly bunky
hydrolysovany ve vzorkovém pufru pfi 100°C a naneseny na SDS-PAGE elektroforesu
(12% separacni gel). Jeden proteinovy gel byl barven Commasie Blue a druhy po
Westernove pienosu na PVDF membranu imunodetekovan Anti -His-POD - monoklonalni
protilatkou konjugovanou s peroxidasou (1:10000).

Zjistili jsme Ze pies UspéSnou integraci genu sprl057L do chromosomalniho lokusu

bgaA nedoslo po indukci maltosou k jeho expresi.

6.7.2 Priprava komplementa¢niho konstruktu na bazi vektoru pJWV2S a

komplementace

Vektor pJWV25 (EBERHARDT et al., 2009) je vektor ureny primarné
k inducibilni expresi genu fuzovaného s proteinem GFP zpromotoru P..D (Zn*'-
inducibilni) v S. pneumoniae. Diky ptitomnosti homolognich oblasti genu bgaAd a spr0564
se po dvojitém cross-overu integruje do této neesencialni oblasti.

Z plasmidu jsme pomoci restrikénich enzymli EcoRI a Notl odstranili pfislusny
fragment obsahujici promotorovou oblast P.,.D a gen kodujici protein GFP. Ve dvou
nezavislych amplifikanich reakcich jsme piipravili fragmenty obsahujici jak
promotorovou oblast tak gen spr/057L. Oligonukleotidy byly navrzeny tak, aby na pravé
stran¢ fragmentu s promotorovou oblasti a na levé stran¢ genu spr/057L byly piesahujici
komplementarni oblasti. Pro amplifikaci promotorové oblasti byly pouzity oligonukleotidy
LN123 a PB005, pro gen spr1057 PB006 a PB007. Oba dva fragmenty byly purifikovany a
po smichani pouZity jako templat pro ptipravu fuzniho produktu obsahujiciho jak promotor
P...D, tak gen spri057 (tzv. fusion PCR). K amplifikaci fizniho fragmentu byly pouzity
vngjsi oligonukleotidy, tj. LN123 a PB007. Vznikly produkt byl purifikovan a po Stépeni

EcoRI a Notl ligovan do ptipraveného vektoru.
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Obr. 6. 36. : Vektor pJWV25

Liga¢ni smés byla transformovana do E. coli JM109 pomoci teplotniho Soku.
Transformanty byly selektovany pomoci rezistence k tetracyklinu a po izolaci plasmidové

DNA ovéteny restrikéni analysou.

Timto postupem se ndm podafilo ziskat transformanty obsahujici konstrukt

pIWV25 + spri057L, ktery jsme pojmenovali pJWHAD®G.

Ptipraveny konstrukt pJWHADG6 byl linearizovan pomoci restrikéniho enzymu
Pvul, sole a enzym byly odstrandny po reakci pomoci soupravy MinElute™™Reaction
Cleanup Kit (QIAGEN) a linearni fragment byl transformovan do S. pneumoniae Spl
(WT). Vektor pJWV25 mé schopnost integrace do lokusu spr0564 - 0565 chromosomu .
pneumoniae, k cemuz by mélo dojit pii transformaci bakteridlnich bunék timto

konstruktem. Transformanty byly selektovany pomoci rezistence na tetracyklin. Z nékolika
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kolonii byly pfipraveny bakteridlni konzervy pro pozd¢jsi pouziti. Z narostlych kultur S.
pneumoniae byla izolovana chromosomalni DNA a pomoci PCR byla ovéfena integrace
pJWHADG6 do chromosomu. K PCR reakci byla pouzita LA polymerasa a kombinace
primerd LN32 s HADEXr-linfusion a LN142 s HADEXf-1infusion.

7000 bp

5000 bo

2000 bo

1500 bp

Obr. 6. 37. : Elektroforetogram: PCR ovérovani integrace konstruktu pJWVHADG6 do spr0564 - 0565
lokusu chromosomalni DNA S. prneumoniae pomoci kombinace oligonukleotidi 1L.N32 s HADEXr-
linfusion a LN142 s HADEXf-1infusion

Ovérovani ntegrace konstruktu pJWVHADG6 do spr0564 - 0565 lokusu chromosomalni DNA S. prneumoniae
bylo provedeno pomoci PCR a kombinace oligonukleotidi. Pomoci primert se amplifikoval gen spr/057L,
ale 1 ¢ast plasmidové a chromosomalni DNA.

1. 1. kb DNA standard (1 kb Plus DNA, FERMENTAS)

2. Chromosomalni DNA transformanta S. pneumoniae amplifikace pomoci LN32 a HADEXr-infusion;
oéekavany fragment: 5590 bp (714(gen) + 4641(plasmid) + 235(chromosom))

3. Chromosomalni DNA transformanta S. pneumoniae amplifikace pomoci LN142 a HADEXf{-infusion;
ocekavany fragment: 1698 bp (714(gen) + 934(plasmid) + 50(chromosom))

4. Chromosomalni DNA S. pneumoniae amplifikace pomoci LN32 a HADEXr-infusion; negativni kontrola
5. Chromosomalni DNA S. pneumoniae amplifikace pomoci LN142 a HADEXf-infusion; negativni kontrola
Ziskané fragmenty svou velikosti odpovidaji predpokladané, coz prokazuje u transformanta integraci

konstruktu do chromosomu S. preumoniae.

Déle mame zamér porovnat fenotypovy projev, a to riistovou citlivost k analogim

basi u potvrzeného transformanta S. pneumoniae s pJWHADGO, ktery ma ve svém
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chromosomu vlozen spri057L oproti mutanté S. pneumoniae Spl10 (AstkP), jez ma 59x
sniZzenou expresi Spr1057L a S. pneumoniae Spl (WT).

Takto pripraveny kmen S. pneumoniae s integrovanym genem sprl057L pod
kontrolou inducibilniho promotoru byl pouzit jako recipient pro pfipravu mutace v genu
stkP. Tento postup byl zvolen s ohledem na skute¢nost, ze dalece genu stkP ma za
nasledek sniZeni G€innosti transformace o 2 tady. Inaktivace stkP byla provedena pomoci
transformace plasmidem pAkCmDK, dfive pfipravenym v laboratofi. Diky homologni
rekombinaci s chromosomalnim lokusem stP doSlo kjeho inaktivaci zdménou za
rezistencni kazetu. Takto pfipraveny kmen S. pneumoniae bude dale testovan v budouci

fazi projektu.

6.8 Priprava konstruktu pro tvorbu mutanta spr1057 S. pneumoniae

Paralelné s ptipravou komplementa¢niho konstruktu probihala ptiprava konstruktu,
pomoci kterého by bylo mozné inaktivovat gen spri/057L. Vzhledem ke skutecnosti, ze
spr1057L je pravdépodobné prvnim genem v operonu, bylo nutné pii volbé strategie se
vyhnout vzniku polarniho efektu a ovlivnéni dalSich genti v operonu. Zvolili jsme proto
postup, ktery umoznuje deleci piislusného genu a nasledné vystépeni selekéni kazety.
Tento postup umoznuje vznik tzv. neoznacenych deleci. Pfi vhodném navrzeni konstruktu
je mozné dosdhnout tzv. deleci ,,in-frame®, tzn. se zachovanim c¢teciho rdmce zbytkové
sekvence deletovaného genu. Pak je pravdépodobnost vzniku polarni mutace minimalni.

Pro tvorbu konstruktu byla pouzita linearni Cheshire kazeta (WENG et al., 2009))
obsahujici rezistencni kazetu kodujici rezistenci k erytromycinu a gen pro rekombinasu
Cre, kterd je pod kontrolou inducibilniho fukosového promotoru. Cheshire kazeta byla
amplifikovana pomoci oligonukleotidi DAM868 a DAM 869 obsahujicimi restrikéni mista
Ncol a Mlul. Vznikly fragment byl témito enzymy $tépen a purifikovan. Soucasné byly
amplifikovany dva fragmenty, kazdy homolognii k jedné poloviné genu spri057L (5'- a
3’-casti). K amplifikaci byly pouzity oligonukleotidy PB0O01 a PB002 (5'-¢ast) a PB003 a
PB004 (3°-Cast). Vzniklé fragmenty byly jednotlivé §tépeny restriktasami Ncol a Mlul a
purifikovany. Cheshire kazeta, 5'-¢ast genu a 3’-¢ast genu byly smichany v ekvimolarnim
mnozstvi a ligovany v tzv. tripartitni reakci. S ligani smési jako templatu byla ve finale
provedena PCR reakce s pouZzitim krajnich oligonukleotidd PB001 a PB004. Ziskali jsme

produkt o pozadované velikosti (data neuvedena), ktery bude v pokracovéani projektu
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transformovan do S. pneumoniae. Po homologini rekombinaci bude fukosou indukovana

exprese rekombinasy Cre a dojde k vyStépeni celé Cheshire kazety.
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7 DISKUSE

Protein YjjG E. coli patii mezi tzv. ,0klidové* nukleotidfosfatasy. Jedna se o
enzymy s prokdzanou vysokou afinitou vii¢i modifikovanym nukleotidim. Chrani tedy
bakterialni buniku pied poSkozenim modifikovanymi nukleobasemi, které mohou v
bakteridlni buiice vznikat naptiklad béhem oxidativniho stresu nebo se mohou vyskytovat
ve vnéjSim prostiedi. Tyto modifikované base mohou byt inkorporované do DNA nebo

RNA a zvySovat tak mutacni rychlost, ktera mize dosahnout pro buiiku letadlnich hodnot.

Cilem této diplomové prace bylo zjistit, zda hypoteticky protein Spr1057 S.
pneumoniae s dosud nezndmou funkei je funkénim homologem proteinu YjjG E. coli.
Srovnani aminokyselinovych sekvenci Spr1057 S. pneumoniae a YjjG E. coli indikovalo,
ze se jedna o homologni proteiny, byt s relativné nizkou podobnosti (29%). Podstatné
bylo, ze byly konzervovany vSechny aminokyseliny v predpokladanych katalytickych
doménach.

Impulsem ke studiu funkce tohoto proteinu byla skutecnost, ze v laboratofi ve které
byla ptedkladana diplomova prace vypracovana, bylo zjisténo, Ze exprese genu spri057 je
v mutantnim kmeni S. pneumoniae Spl0 (AstkP) (gen kodujici Ser/Thr proteinkinasu)
reprimovana (SASKOVA a kol., 2007). Dle vysledki transkriptomové analyzy bylo
snizeni exprese 59-ndsobné, dle udaji ziskanych pomoci RT-PCR dokonce 500-ndsobné.
Lze fici, Ze se jednalo o totdlni represi exprese, coz potvrdila i analyza proteinu (Ustni
sd€leni).

Dosud neni zfejmé, jaky je mechanismus regulace exprese spr/057 pomoci StkP. Je
vSak ziejmé, ze StkP neovliviiuje transkripci pfimo, nybrz se tak pravdépodobné déje
prostfednictvim dosud neidentifikovaného transkripniho faktoru. Mechanismus této
regulace si jisté v budoucnu zaslouzi experimentdlni pozornost, nebot’ u bakterii doposud
neni popsana podobna souvislost mezi fosforyla¢ni signalni drahou a metabolismem DNA.
Analyza potencialni promotorové oblasti operonu zatim neprokdzala zadné signifikantni
sekvencni znaky, jez by umoznily takovy faktor predem urcit. Je tudiz pravdépodobné, ze
experimenty vedouci k jeho identifikaci budou zahrnovat ,,pull-down* pokusy, jezZ umozni

urcit interagujici protein s potencidlni promotorovou oblasti.
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Zvolena strategie pro urceni funkce Spr1057 S. pneumoniae byla inspirovana praci
TITZE, HAUSERA, ENGELBRECHTA a UETZE (2006). Zminovani autoii pfipravili
mutanta E. coli (AyjjG) u kterého prokazali vysokou citlivost k modifikované
pyrimidinové basi 5-FUdR. Riist mutanta byl kompletné inhibovan pti 1uM koncentraci 5-
FUdR v kultivaénim médiu, zatim co divoky kmen ovlivnén nebyl. Komplementovana
mutanta (AyjjG + yjjG) prokazovala témét Gplnou reverzi fenotypu. U mutanta (AyjjG)
byla dale prokdzana inkorporace mutagenni base 5-BrdU do chromosomalni DNA,
k ¢emuz u divokého kmene nedoslo. In vitro byla zjisténa u proteinu YjjG vyznamna
afinita k modifikovanym basim (5-FdUMP) s Km v milimolarnim rozmezi. Podstatna byla
skutecnost, Ze afinita YjjG k 5-FAUMP byla témét desetindsobné vyssi nez ke klasickym

,canonical®) basim. Na zdklad¢ téchto skutecnosti pak byl interpretovan pozorovany
fenotyp mutanta yjjG v in vivo experimentech s ur¢ena funkce YjjG jako ,house-cleaning*
nukleotidasy.

Na zéklad¢ znalosti téchto vysledki jsme podobnou strategii aplikovali u S.
pneumoniae s cilem stanovit funkci proteinu Spr1057. Testovali jsme citlivost mutanta S.
pneumoniae Spl0 (AstkP) k modifikovanym basim 5-FUdR a 5-BrdU. U mutanta se
prokézala vyrazna inhibice rastu jiz pfi velmi nizkych koncentracich 5-FUdR, a to 1uM,
zatimco rust divokého kmene nebyl ovlivnén ani pti 10uM koncentraci modifikované base.
Zvysena citlivost tohoto mutanta se prokazala i k potencialnimu mutagennimu nukleotidu
5-BrdU.

Testovali jsme 1 miru inkorporace potencidlné mutagenniho nukleotidu 5-BrdU do
chromosomalni DNA S. pneumoniae. Inkorporace 5-BrdU do chromosomélni DNA S.
pneumoniae kmene Spl0 (AstkP) byla prokdzana a to zejména pii nejvyssi testované
koncentraci 5-BrdU (100uM). Inkorporace modifikované base do DNA S. pneumoniae
kmene Spl (WT) nebyla detekovana.

Ze zjisténych skutecnosti (inhibice ristu mutanta 5-FUdR a zvySena inkorporace
mutagenniho 5-BrdU do chromosomalni DNA mutanta) jsme usoudili, Ze protein Spr1057
S. pneumoniae by mohl byt homologem YjjG proteinu E. coli a mohl by mit stejnou,

,;uklidovou* funkci.

Dalsi cilem diplomové prace bylo urCeni vlastnosti proteinu Spr1057 S.

pneumoniae v podminkach in vitro. Protein Spr1057 S. pneumoniae je kédovan genem
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spri1057. Tento gen spri057 byl vSak anotovan v databazich ve dvou formach, v ptivodni
znamé delsi varianté spr/057L (714 bp) a mozné druhé kratsi varianté spr/057S (514 bp).
Pro delsi variantu genu svédci skutecnost, ze vtomto piipadé¢ lze jednoznaéné pied
krats$i verzi nikoliv. Pfesto jsme v pocatecni fazi téchto experimentti ptipravili obé varianty
(expresni a komplementaéni konstrukty), abychom vylou¢ili moznost omylu.

Gen spr1057 L 1 S jsme amplifikovali pomoci PCR a jako expresni vektor jsme
zvolili plasmid pTYB2, diky uvadénému velkému vytézku proteinu o vysoké Cistoté a
snadné manipulaci. Rekombinantni proteiny exprimované z tohoto vektoru maji na svém
C-terminalnim konci fzi s inteinem, jehoz afinity k nosi¢i s chitinem se vyuziva pfi
izolaci proteinu. Jako alternativni schéma jsme méli pfipraveny vektor pET28b.
Rekombinantni proteiny exprimované z tohoto vektoru maji na svém C-terminalnim konci
fazi s histidinovou kotvou, ¢ehoz se vyuziva pii izolaci proteinu. Vzhledem k problémiim
s klonovanim fragmenti spr/057 do ptipraveného vektoru pTYB2, se v pocatecni fazi
nepodafilo pfipravit rekombinantni plasmidy na bazi pTYB2. Modifikovali jsme proces
klonovani pomoci subklonovani fragmentu do alternativniho vektoru, kterym byl plasmid
pJAKOI1. Jedna se o laboratorné pfipraveny plasmid na bazi pBluescriptll obsahujici
rozsitené polyklonovaci misto. Subklonovani fragmentu spr7057 do pJAKO1 bylo Gspésné
a nasledné klonovani fragmenti z pJAKO1 do pTYB2 bylo taktéz zakonceno uspéSnou
tvorbou rekombinantnich plasmidd. Pficina neuspéchu pfimého klonovani do plasmidu
pTYB2 neni zcela ziejma.

Rekombinantni plasmidy jsme transformovali do kompetentnich bun¢k E. coli
BL21 za ucelem proteinové exprese. Exprese obou forem rekombinantniho proteinu
Spr1057 L a S s inteinem byla indukovand pomoci IPTG pti 15°C a probihala 16 hodin.
Expresi za nizké teploty jsme aplikovali s cilem ziskat co nejvice proteinu v rozpustné
frakci, ktera je snaze pouzitelna pro dalsi pouziti. Touto metodikou jsme docilili masivni
exprese Sprl057 L 1 S formy. Varianta Spr1057L se po rozdé€leni proteinovych frakci
nachazela predevsim v rozpustné frakci, naopak Spr1057S predevsim v nerozpustné frakci.
Rozpustnou frakci Spr1057L jsme pouzivali po dalsi experimenty, zatim co od analyzy
krat$i varianty proteinu jsme upustili.. Je mozné se domnivat, ze kratS§i varianta proteinu
neni pro bakteridlni buitkku pfirozenou formou a tudiZz nedochazi k jejimu spravnému
»foldingu®.

Fuzni protein Spr1057L s inteinem jsme izolovali metodou imobilizované afinitni

chromatografie pomoci komeréni soupravy IMPACT™-CN (BIOLABS). K odst&peni
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inteinu jsme pouzivali restrikéniho G¢inku 50mM DTT. Tato technika umoznila ziskat

velké mnoZstvi proteinu o vysoké Cistoté.

Po uspésné expresi, izolaci a purifikaci proteinu byl dal$im cilem diplomové prace
popis enzymov¢ aktivity proteinu Spr1057L a reakénich podminek.

Nejprve jsme charakterizovali a optimalizovali reakéni podminky tohoto enzymu.
Testovali jsme zdvislost enzymatické aktivity na faktorech jako je: pH, teplota a na
koncentraci dvojmocnych iontd. Z vysledkli experimentl je mozno fici, Ze optimalni
enzymova aktivita je pfi pH 7.5, teploté 37°C a piitomnosti dvojmocnych iontd Mg”" s
Mn®" pfi SmM koncentraci. V t&chto faktorech se studovany protein Sprl057 S.
pneumoniae nelisi od homologniho YjjG E. coli.

Po optimalizaci reakénich podminek jsme testovali substratovou specifitu
Spr1057L k Siroké Skéle substratii. Testované substraty byly vybrany vzhledem
k ptedpokladané substratové specifit¢ Spr1057L a byla brana v tivahu substratova specifita
YjjG a obdobnych proteinli, jeZ byly u E. coli charakterizovany rozsahle v praci
KUZNETSOVOVE a kolektivu (2006). Byly zvoleny nésledujici substraty: GMP, dGMP,
UMP, dUMP, dTMP, 5-FAUMP, AMP, IMP, pNPP, acetylfosfat a glukosamin-6 fosfat.

Ptredpokladanou fosfatasovou aktivitu jsme testovali pomoci komer¢nich souprav
Serine/Threonine Phosphatase Assay System (PROMEGA), piipadné¢ P-nitrophenyl
phosphate liquid substrate systém (SIGMA). Pfi optimalizovanych reakénich podminkach
jsme spektrofotometricky stanovovali enzymatickou aktivitu podle mnozstvi uvolnéného
fosfatu a urcili jsme konstanty Km a Vmax charakterizujici kinetické parametry enzymu
pomoci programu SigmaPlot 10.0. Zjistili jsme, Ze protein Spr1057 S. pneumoniae ma
nejveétsi afinitu k modifikovanym basim s Km v milimolarnim rozsahu, stejn€ jako je tomu
u YjjG E. coli. Jako nejlepsi substrat byl popsan 5-FAUMP s Km = 0,34 mM, ¢emuz
odpovidd Km = 0,24 mM pro tento substrat u E. coli. K ostatni testovanym substratiim,
véetné ptirozenych dNMP, prokazoval protein Spr1057 mnohém niZsi afinitu (10x).

Souhrnem Ize konstatovat, Ze zjisténé hodnoty Km pro testované substraty jsou
velmi podobné jako u YjjG E. coli s obdobnou preferenci pro nepiirozené substraty, ktery
je reprezentovan 5-FAUMP. Je tedy pravdépodobné, ze podobné jako YjjG v E. coli i
Spr1057 v S. pneumoniae ma funkci nukleotidfosfatasy, kterd ma ochrannou funkci a
odstrafiuje potencidlné mutagenni base.

Jelikoz je gen spri057 prvnim genem v pravdépodobném operonu spri052 -

spri1057, kde se nachazi kromé tohoto genu 1 dalsi geny kodujici enzymy tcastnici se na
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opravach DNA, polozili jsme si otazku, zda pozorovany fenotyp by nemohl byt zptisoben 1
diky vlivu mutace stkP na expresi téchto dalSich genli operonu. U mutanta S. pneumoniae
Spl0 (AstkP) byl totiz v transkriptomové studii pozorovan sice maly, nicméné
reprodukovateny pokles exprese i téchto dalSich genti operonu: Spr1052 2x, pyrC 3x, ung
4x, Spri056 9x a mutX 4x, coz by oproti totalni inhibici exprese Sprl057 nemuselo hrat
zasadni roli. Otazkou zlstava, jak vysvétlit vyznamny rozdil v rozsahu inhibice exprese u
genll jednoho potencialniho operonu. Na zdkladé téchto znalosti nelze vyloucit, Ze by
transkripce dalSich gent operonu mohla byt fizena z interniho promotoru, ktery se nachazi
pred genem sprl056, a mechanismus jeji regulace by mohl byt odlisny. Odpovéd’ na tyto
otazky bude vyzadovat dal$i experimentalni usili. V prvni fad¢ se nabizi analyza struktury

domnélého operonu, naptiklad metodou RT-PCR.

Ptipravili jsme komplementa¢ni konstrukt na bazi vektoru pCEP (plasmid pCEP
sgenem spri057L) a nazvali ho pCEPspr1057L. Vektor pCEP diky pfitomnosti
homolognich oblasti lokusu bga4 ma schopnost homologni rekombinace do bgaA lokusu
chromosomu S. pneumoniae, ktery je fenotypove neutrdlni, tzn., Ze inzerce exogenniho
genu nijak neovlivni fyziologii buiikky. Vektor ma maltosovy promotor, ¢ehoz se vyuziva
k inducibilni expresi. Po testovani ziskanych transformanti jsme zjistili Ze integrace genu
spri057L do chromosomalniho lokusu bgad byla Gspé$nd, ovSem po indukci maltosou
nebyla jeho exprese imunochemicky detekovatelnd. PfiCina selhdni exprese Spr1057 je
nejasna, nicméné obdobny problém s expresi byl v tomto systému v laboratofi jiz diive
zaznamenan (Ustni sdélent).

Zvolili jsme tedy jiné komplementa¢ni schéma. Pfipravili jsme komplementacni
konstrukt na bazi vektoru pJWV25, ktery byl oznacen pJWHADG6. Vektor pJWV25 ma
schopnost integrace do lokusu spr0564 - 0565 chromosomu S. preumoniae, a byl
s uspéchem k ektopické expresi v laboratoii pouzit (Gstni sdéleni). Po testovani ziskanych
transformanti PCR jsme zjistili, ze integrace do chromosomalniho lokusu spr0564 - 0565
byla tspésna. Po nezbytném testovani exprese, bude tento komplementovany kmen pouzit
ke studiu reverze fenotypu pozorovaného u mutanta stkP. Ptiprava komplementarnich
konstruktli a kment a testovani fenotypu byla nad rdmec stanovenych cila diplomové prace
a bude soucasti pokracovani tohoto projektu.

Paraleln¢ s tvorbou komplementacnich konstruktli jsme se zabyvali pfipravou
konstruktu pomoci kterého by bylo mozné inaktivovat gen sprl057 v chromosomu S.

pneumoniae. Jelikoz je spri057L je pravdépodobné prvnim genem v operonu, bylo nutné
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se pii volbé strategie vyhnout vzniku poldrniho efektu a ovlivnéni exprese dalSich gent
V operonu.

Zvolili jsme proto postup, ktery umoznuje deleci pfislusSného genu a nésledné
vystépeni selekéni kazety. Pouzili jsme linearni Cheshire kazetu obsahujici rezistenéni
kazetu kodujici rezistenci k erytromycinu a gen pro rekombinasu Cre, kterd je pod
kontrolou inducibilniho fukosového promotoru. Po sérii ,,fusion“-PCR reakci jsme ziskali
produkt o pozadované velikosti, ktery bude v pokraCovani projektu transformovéan do S.
pneumoniae. Po homologni rekombinaci bude fukosou indukovana exprese rekombinasy
Cre a po vystépeni celé Cheshire kazety dojde ke vzniku neoznaceného mutanta S.
pneumoniae (Aspr1057), kde by neméla byt ovlivnéna exprese genti ve sméru transkripce.
Na tomto mutantnim kmeni, stejn¢ jako na komplementovaném AstkP budou provadény

dal$i experimenty, zejména pak analyza jejich citlivosti k modifikovanym basim.

Souhrnem Ize konstatovat, Ze protein Sprl057L S. pneumoniae je funkénim
homologem proteinu YjjG E. coli, alespont v podminkéch in vitro. K tomu, aby bylo mozné
ucinit jednoznacné konstatovani, ze je tomu tak i in vivo je nutné dale studovat fenotyp

komplementovaného kmene a mutantniho kmene S. pneumoniae (Aspri057).
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8 SOUHRN

Vysledky této diplomové prace 1ze shrnout do nasledujicich bodii:

e Pomoci analyzy aminokyselinovych sekvenci, byla zjiSténa pfitomnost
konzervovanych proteinovych motivii a vysokd identita ve vSech dulezitych
katalytickych doménach Spr1057 S. pneumoniae a YjjG E. coli. Tato skutecnost

vede k hypotéze, Ze se jedna o funkén€ ptibuzné proteiny.

e U mutanta S. pneumoniae AstkP, u kterého je 59 krat snizena exprese genu spri057
byla prokazana zvysena citlivost k analogiim basi (FUdR, BrdU), resp. sniZzena
rustova rychlost v pfitomnosti téchto derivatl oproti divokému typu S. pneumoniae.

Zpomaleni ristové rychlosti je pfimo umérné koncentraci analogu.

e U mutanta S. pneumoniae AstkP, u kterého je 59 krat snizena exprese genu spri057
byla prokdzana zvySena inkorporace mutagenniho nukleotidu BrdU do
chromosomalni DNA oproti divokému typu S. pneumoniae. Mira inkorporace je

pfimo imérna koncentraci BrdU v kultivaénim médiu.

e Protein Spr1057 byl exprimovan v E. coli, izolovan a purifikovan s velkym

vytézkem a o vysoké Cistote.

e Testovala se enzymatickd aktivita Spr1057 S. pneumoniae a charakterizovaly se
reakéni podminky. Soucastné byla charakterizovdna substratova specifita na Siroké

Skale substrata.

e Zjisténé skuteCnosti (srovnani Spr1057 a YjjG; zvySeni citlivosti k analogtim basi u
mutanty; zvysena inkorporace mutagennich basi do DNA u mutanty, enzymaticka
aktivita, substratova specifita) potvrzuji hypotesu, Ze protein Sprl057 S.
pneumoniae je homolog proteinu YjjG E. coli. Jedna se tedy o ,.house cleaning*
nukleotidfosfatasu rodiny ,,haloacid dehalogenas HAD* chranici bakterialni bunku

pred poskozenim modifikovanym nukleobasemi a snizujici mutacni rychlost.
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Za ucelem komplementace deficience Spr1057 u mutanta AstkP byl pfipraven
komplementacni konstrukt exprimujici gen spr/057 zinducibilniho promotoru.
Pomoci homologni rekombinace byl integrovan do chromosomu S. pneumoniae.
Cilem tohoto experimentu by mélo byt porovnani citlivosti komplementovaného
mutanta k modifikovanym basim.

Tyto experimenty byly nad rdmec planovaného rozsahu diplomové prace a budou

dokonceny v budouci fazi projektu.

Pomoci samovystépitelné mutagenni kazety byl pfipraven neznaeny mutant
Aspr1057. Studium vlastnosti mutanta by mélo potvrdit, zda je deficience Spr1057
jedinou pric¢inou pozorovaného fenotypu.

Tyto experimenty byly nad rdmec planovaného rozsahu diplomové prace a budou

dokonceny v budouci fazi projektu.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

A260, 280

aa
ATB
Amp
Anti
BSA

bp

cc

CSP

ctg

DNA

E. coli
glc

His

HAD

kit

kys.
RNA

S. pneumoniae
MCS
ODa40, 600
overnight

WT

absorbance pii 260, resp. 280nm
aminokyselina

antibiotikum

Ampicilin

protilatka

hovézi sérum albumin

pary basi

kompetentni buiiky
kompetenci stimulujici peptid
centrifugace

kyselina deoxyribonukleova
Escherichium coli

glukosa

histidin

enzymaticka skupina haloacid dehalogenas

komeréni souprava
kyselina
kyselina ribonukleova

Streptococcus pneumoniae

Multiple cloning sites - polyklonovaci misto vektoru
optické densita pii 400, resp. 600nm

ptes noc narostla bakterialni kultura

divoky typ bakterie
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PRILOHY

Piiloha ¢islo 1. :

Seznam bakterii u kterych byl objeven obdobny protein jako YjjG - Spr1057:
(http://www .uniprot.org/uniprot/)

Escherichia coli

Escherichia albertii
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus suis
Streptococcus gordonii
Streptococcus thermophilus
Streptococcus pyogenes
Streptococcus faecalis
Enterobacter sakazakii
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus aureus
Staphylococcus haemolyticus
Staphylococcus saprophyticus
Haemophilus ducreyi
Bacillus thuringiensis
Bacillus weihenstephanensis
Bacillus cereus

Bacillus subtilis

Bacteroides thetaiotaomicron
Bacteroides fragilis
Bacteroides gingivalis
Salmonella arizonae
Salmonella paratyphi A
Salmonella choleraesuis

Salmonella typhimurium
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Shigella boydii

Shigella sonnei

Shigella dysenteriae
Yersinia enterocolitica
Yersinia pestis

Yersinia pseudotuberculosis
Clostridium botulinum
Clostridium perfringens
Clostridium difficile
Leuconostoc citreum
Lactobacillus gasseri
Lactobacillus brevis
Lactobacillus casei
Lactobacillus delbrueckii
Lactobacillus salivarius
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus johnsonii
Lactobacillus sakei
Lactococcus lactis

Vibrio cholerae

Vibrio vulnificus

Vibrio parahaemolyticus
Vibrio splendidus

Vibrio fischeri
Bdellovibrio bacteriovorus
Shewanella frigidimarina
Shewanella amazonensis
Shewanella oneidensis
Shewanella sp.
Shewanella denitrificans
Shewanella loihica
Pediococcus pentosaceus

Flavobacterium psychrophilum

150



Gramella forsetii
Pseudoalteromonas haloplanktis
Erwinia carotovora

Pasteurella multocida
Aeromonas salmonicida
Aeromonas hydrophila

Kordia algicida atd.
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Piiloha ¢islo 2. :

Geny jejichZ exprese byla v mutanté AstkP sniZeny:

Nazev Pomérna
Kategorie |lokusu |Produkt (nazev genu) exprese®
Bunééna sténa
spr0096 | Hypothetical protein, LysM domain protein -11,01
spr0867 | Endo-beta-N-acetylglucosaminidase (1ytB) -4,78
spr2021 | General stress protein PcsB (pcsB) -9,47
Metabolismus glycerolu
spr1344 | Glycerol uptake facilitator protein paralog (glpF) -2,08
spr1990 | Glycerol-3-phosphate dehydrogenase, truncation (glpD) -2,01
spr1991 | Glycerol kinase (glpK) -2,58
Pyrimidinovy metabolismus
spr0613 | Orotidine-5’-decarboxylase (pyrF) -2,90
spr0614 | Orotate phosphoribosyltransferase (pyrE) -2,92
Dihydroorotate dehydrogenase electron transfer subunit
spr0865 | (pyrDII) -4,19
spr0866 | Dihydroorotate dehydrogenase (pyrD) -5,21
spr1053 | Dihydroorotase (pyrC) -2,83
Carbamoylphosphate synthase (ammonia), heavy subunit
sprl1153 | (carB) -2,69
Carbamoylphosphate synthase (glutamine-hydrolyzing) light
spr1154 | subunit (carA) -2,41
spr1155 | Aspartate carbamoyltransferase (pyrB) 2,47
Transcriptional attenuation of the pyrimidine operon/uracil
spr1156 | phosphoribosyltransferase activity (pyrR) -2,80
spr1165 | Uracil permease (pyrP) -3,83
Oprava DNA
spr1054 | 8-0xo-dGTP nucleoside triphosphatase (mutX) -3,88
spr1055 | DNA-uracil glycosylase (ung) -4,08
spr1317 | O6-methylguanine-DNA methyltransferase (ogt) -2,02
spr1660 | Exodeoxyribonuclease (exoA) -2,30
Piijem Zeleza
spr0934 | ABC transporter substrate binding protein-iron transport -2,23
ABC transporter membrane-spanning permease-ferric iron
spr1684 | transport (fatD) -2,10
spr1685 | ABC transporter membrane-spanning permease-ferric iron |-2,85
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transport (fatC)
ABC transporter ATP binding protein-ferric iron transport
spr1686 | (fecE) -3,17
ABC transporter substrate binding protein-ferric iron transport
spr1687 | (fatB) -4,70
Oxidativni stres
Conserved hypothetical protein, similar to amidotransferase,
spr1321 | SNO family -2,38
spr1322 | Pyridoxine biosynthesis protein (pdx1) -2,14
spr1495 | Thioredoxin-linked thiol peroxidase (psaD) -2,21
Ostatni
Branched-chain amino acid transport system carrier protein
spr0551 | (brnQ) -2,31
spr1047 | Lipoate protein ligase A (IplA) -2,02
spr1048 | Dihydrolipoamide dehydrogenase (acoL) -2,14
spr1577 | Eukaryotic-type serine/threonine kinase (stkP) -22,04
spr1657 | ABC transporter ATP binding/membrane spanning protein -2,01
Hypotetické geny
spr0084 | Conserved hypothetical protein, rhodanese-like protein -3,24
Conserved  hypothetical ~ protein,  M42 glutamyl
spr0552 | aminopeptidase homologue -2,34
spr0652 | Conserved hypothetical protein, degV family -4,61
spr0709 | Hypothetical protein -2,20
spr0755 | Conserved hypothetical protein, putative lipoprotein precursor |-2,06
spr1052 | Conserved hypothetical protein, MATE efflux protein family |-2,12
spr1056 | Hypothetical protein -8,81
spr1057 | Conserved hypothetical protein, hydrolase HAD-like family | -58,52
spr1316 | Conserved hypothetical protein, similar to arsenate reductase |-2,12
spr1318 | Hypothetical protein, putative acetyltransferase -2,19
spr1319 | Hypothetical protein -6,47
spr1320 | Conserved hypothetical protein, similar to hemolysin III -10,16
Conserved hypothetical protein, methyltransferase-like
spr1436 | protein -2,98
Conserved hypothetical protein, putative large secreted
spr1498 | protein -2,05
Conserved hypothetical protein, related to sporulation protein,
spr1790 | SpolllJ -2,26
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* Pomérna exprese vyjadfuje pomér transkripce genu v AstkP mutantnim kmenu vztazeno k divokému kmenu S.

pneumoniae (zaporna hodnota znamena pokles exprese genu u mutanta vzhledem k divokému kmeni)

(SASKOVA et al., 2007).

Geny jejichZ exprese byla v mutanté AstkP zvySeny:

Nazev Pomérna
Kategorie |lokusu Produkt (nazev genu) exprese®
Casné kompetenéni geny
spr0020 Competence protein (comW) 7,18
spr0043 Transport ATP binding protein ComA (comA) 9,65
spr0044 Transport protein ComB (comB) 31,73
spr2041 Response regulator (comE) 34,76
spr2042 Histidine protein kinase (comD) 37,81
spr2043 Competence stimulating peptide precursor (comC) 9,76
Competence-specific  global transcription modulator
spr0013/1819 | (comX/comX2) 18,59
Pozdni kompeten¢ni geny
spr0857 Competence protein (celB) 2,62
sprl144 DNA processing Smf protein (smf) 2,75
sprl1724 Single-stranded DNA binding protein (ssbB) 3,27
spr1758 Competence induced protein A (cinA) 2,26
spr1861 Competence protein (cglD) 2,54
spr1863 Competence protein (cglB) 8,02
spr1864 Competence protein (cglA) 7,57
CSP indukované geny
produkce spr0472 BIpY protein (blpY) 2,83
baktriocind spr0473 Hypothetical protein (blpZ) 2,36
spr0474 ABC transporter ATP binding protein (pncP) 2,10
ABC transporter membrane-spanning permease-Na export
spr1561 (natB) 3,69
spr1562 ABC transporter ATP binding protein-Na export (natA) | 4,30
spr0021 Adenylosuccinate synthetase (purA) 4,31
purinovy Phosphoribosylaminoimidazole carboxylase, catalytic
metabolismus | spr0053 subunit (purE) 2,75
spr0054 Phosphoribosyl glucinamide formyltransferase (purK) 2,52
spr1109 Formate-tetrahydrofolate ligase (fths) 2,10
spr1128 GMP reductase (guaC) 2,01
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hypotetické spr0128 Hypothetical protein 3,36
geny spr1407 Hypothetical protein 3,16
spr1760 Conserved hypothetical protein 2,18
spr1761 Conserved hypothetical protein 2,27
spr1857 Hypothetical protein 2,67
spr1858 Hypothetical protein 3,30
spr1859 Conserved hypothetical protein 5,50
Riboflavinovy metabolismus
spr0161 Riboflavin synthase beta chain (ribE) 2,12
spr0162 Riboflavin biosynthesis; GTP-cyclohydrolase II (ribA) 3,03
spr0164 Riboflavin biosynthese; a deaminase (ribD) 2,89
spr1017 Macrolide efflux protein (mreA) 6,64
Ostatni
spr0059 Beta-galactosidase 3 (bgaC) 2,01
Phosphotransferase system  sugar-specific ~ EIIB
spr0060 component 2,58
Cell wall-associated serine proteinase precursor PrtA
spr0561 (prtA) 2,23
spr1324 Thiamine biosynthesis lipoprotein (apbE) 2,25
spr1408 Formylmethionine deformylase (def) 3,69
spr1935 Dihydroxyacid dehydratase (ilvD) 3,31
spr1945 Choline binding protein (pcpA) 2,77
Hypotetické geny
spr1482 Hypothetical protein 2,33
spr1623 Hypothetical protein 3,52
spr1624 Conserved hypothetical protein 3,75
spr1625 Conserved hypothetical protein 3,37
spr1626 Hypothetical protein 2,87
Conserved hypothetical protein, related to Trp repressor
spr1768 binding protein 2,15

* Pomérna exprese vyjadfuje pomér transkripce genu v AstkP mutantnim kmenu vztazeno k divokému kmenu S.
pneumoniae (kladna hodnota znamena nardst exprese genu u mutanta vzhledem k divokému kmeni) (SASKOVA

et al., 2007).
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Piiloha ¢&islo 3. :

Priklady modifikovanych nukleobasi:
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