Prenos signalu reverzibilni fosforylaci
proteinli

i) Modelovy priklad studia fosforylacni kaskady S. pneumoniae

iii)  Signalizace pomoci nizkomolekularnich molekul (quorum
sensing) a muropeptidu
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Fosforylacni systémy prokaryot

. Autofosforylace
. Transfosforylace substratu

i) primo (indukce konformacnich zmeén v aktivhim miste)
i) neprimo (regulace interakci protein-protein, protein DNA)
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Dvouslozkové systémy

Prokaryotic Cell Systems
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Existuje jednozna¢nd korelace mezi poétem signdlnich elementl kodovanych v genomu
a jeho velikosti
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Dvouslozkové systémy
i) Jednoslozkové signalni systémy (OCS):

d) OCS postrada fosfotransferazovou a TM doménu

e) Vétsina signalnich proteini (80%) - evolucni prekurzory TCS

One-component system
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Dvouslozkové systémy

ii) Dvouslozkové signalni systémy (TCS), 1986, vlastnosti:

Histidine kinase Response regulator

input  transmiter receiver  output
domain domain domain  domain

stimulus DﬂHis-P 2> P-Asp)__)>—{__ > response
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Dvouslozkové systémy

Dvouslozkové signhalni systémy (TCS):

kromé senzorové kinazy a terminalniho regulatoru
odpovedi

je zde navic regulator odpovédi bez output domény
a His-fosfotransfér protein. Vyznam - zajisténi dalsich
kontrolnich mist. (sporulacni kaskada B. subtilis)

auregulace: fosforylovany regulator odpovédi casto

Asp—(®)
aktivuje transkripci vlastniho genu a genu kodujiciho !

" - g - v P l
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Dvouslozkové systémy

Dvouslozkové signalni systémy (TCS):

h) cross-regulace via pomocnym (auxiliary) proteinem

(connector) - regulace aktivity HK nebo RR
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Trislozkoveé systémy

Trislozkoveé signalni systémy (ThCS):

i) Pritomnost nezavislého receptoru, ktery aktivuje senzorovou kinazu

Protein receptor Histidine kinase Response regulator

input  transmiter receiver  output
domain  domain domain  domain

stimulus C__ 3 D—g]His-Pe P-Asp)__)—{__ > response

ATP ADP

Pll NtrB NtrC

input  transmiter receiver output
domain  domain domain  domain glnA, NtrBC,
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Trislozkové systémy

Trislozkoveé signalni systémy (ThCS):
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PEP-dependentni fosfotransferazovy systém (PTS)

Hanks type Two-componeant
kinases: BY kinases: kinases:
SerThr Tyr His/Asp

Phosphotransferase

| system:
His

Outside

Cell membrane

Maodified enzyme Modified enzyme Modified enzyme
activity, interaction activity, sub- activity, many
with FAD-like cellular localization - substrates are

domains Transcription gene regulators

Aktivni transport sacharidti
Donor fosfatové skupiny: PEP
Kaskada fosforylovanych proteinti na His
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Bakterialni tyrosinové proteinkinazy

Gram-negative bacteria
(BY kinazy)
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Neobvyklé proteinkinazy

a) HPr kinasa/fosforylasa

PP

P

Low glucose

pouziva Pi jako akceptor fosfatu za vzniku PPi
(c)

iv) Funkce: ATP-dependentni fosforylace HPr genes

(Ser) nebo PPi jako donor

v) Interakce HPr~P s globalnim regulatorem

CcpA - katabolicka represe
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Neobvyklé proteinkinazy

b) Isocitrat-dehydrogenasa kinasa/fosforylasa AceK

iv) Defosforylovana forma - TCA cyklus

renes
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Neobvyklé proteinkinazy

c) Arginin fosfotransferasa McsB B. subtilis, Fuhrmann et al., 2009

iii) McsB je prvni popsanou Arg proteinkinasou

iv) V B. subtilis identifikovany desitky

proteinti: regulace mnoha bunécnych procesu:

d) AP
degradace proteintl, motilita, kompetence, . o o f‘

/
ADP "
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Bakterialni Ser/Thr proteinkinasy eukaryotického typu (Hanks type)

Vlastnosti proteinkinaz
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(D) Primary sequence alignment between the PKA (residues 33 to 283) and PknB (residues 1 to 266) catalytic domains. The N- and
C-terminal lobes of PKA are shown in gray and blue, respectively. Conserved motifs are shown in boxes, and the invariant residues are
depicted in black. Other important residues are highlighted and/or shown in bold. Red and orange asterisks indicate the catalytic Asp
and phosphorylated Thr residues, respectively.

Pereira et al., 2011
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Bakterialni Ser/Thr proteinkinasy eukaryotického typu (Hanks type)

Vlastnosti proteinkinaz
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Bakterialni Ser/Thr proteinkinasy eukaryotického typu (Hanks type)

Vlastnosti proteinkinaz

Cytoplasm

Activation model for eSTKs. (A) In the presence of a ligand, two or more PknB monomers bind to a single ligand molecule through their extracellular domains.
This brings the intracellular catalytic domains closer, resulting in the formation of a symmetric back-to-back dimer and in the consequent activation of the kinases
by autophosphorylation (see text for details). (B) An activated kinase can directly phosphorylate a downstream protein target or activate a soluble kinase through
the formation of an asymmetric front-to-front dimer, which will then phosphorylate downstream targets as part of a signaling pathway
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Bakterialni Ser/Thr proteinkinasy eukaryotického typu (Hanks type)

Vlastnosti proteinkinaz
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Bakterialni Ser/Thr proteinkinasy eukaryotického typu (Hanks type)

Vlastnosti proteinkinaz

PSTKs (e.g. PknB
Mycobacterium tuberculosis)

Type | PBPs (e.g. PonA
Mycobacterium tuberculosis)

Type Il PBPs (e.g. SP0336
Streptococcus pneumoniae)

Uncharacterized (e.g. TM1716
Thermotoga maritima)

Predicted peptidyl-
prolylisomerase (e.g. MK0796
Methanopyrus kandleri)

TiBsS
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Bakterialni Ser/Thr proteinkinasy eukaryotického typu (Hanks type)

Vlastnosti proteinkinaz

Mycobacterium (11) - substratova promiskuita

. sekvencné homologni s eukaryotickymi enzymy

. Cross-talk mezi TCS a STPK (fosforylace transkripcnich faktort)

. Funkce: odvozena od analyzy mutantu:

. i) regulace vyvojovych procesti (diferenciace, germinace)

ii) stresova odpovéd (senzitivita)

iii) tvorba biofilmu

iv) sekundarni metabolizmus (biosyntéza atb)

v) regulace bunécného déleni (aberantni morfologie mutantt)

vi) regulace virulence (Yersinia, M. tuberculosis, streptococci, P. aeruginosa
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Bakterialni Ser/Thr proteinkinasy eukaryotického typu (Hanks type)

Funkce proteinkinaz

Development

Fruiting pody formation
Sporulation

sporulaci
MrpC - kontrola exprese FruA

dualni regulace Pkn8/Pkn14
STK signalni kaskadou s

MrpA/MrpB TCS

Vegetative growth
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Bakterialni Ser/Thr proteinkinasy eukaryotického typu (Hanks type)

Funkce proteinkinaz

ii) regulace vyvojovych procest: diferenciace Streptomyces coelicolor

wit

Apkg?2

Apkg4

modifikovany R3 agar (mR3 agar)
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Bakterialni Ser/Thr proteinkinasy eukaryotického typu (Hanks type)

Funkce proteinkinaz
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Bakterialni Ser/Thr proteinkinasy eukaryotického typu (Hanks type)

Funkce proteinkinaz
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Bakterialni Ser/Thr proteinkinasy eukaryotického typu (Hanks type)

Funkce proteinkinaz

signal

1
& PknA/B

PhpA _rJ — @’J p-PbpA Rv21?5cg = % -Rv2175¢

Rv0019c W , = p-Rv0018c +-
Ay — Ay
+H-7?

F > other regulons ?
DacB1 ’ -— , p-DacB1 9

- division cell wall (dew) gene cluster url
p-GimU

> QJ p-Rv0020¢

1
- 1
H
1
i
1
1
:
peptidoglycan synthes| -
:ell envelope syn thesi ’

cell h pe
cell division

Rv2175cpknL




Prenos signalu reverzibilni fosforylaci
proteint

Bakterialni Ser/Thr proteinkinasy eukaryotického typu (Hanks type)

Funkce proteinkinaz

Yersinia pseudotuberculosis: historicky prvni popsana PK
esencialni pro virulenci, YpkA je aktivovana po sekreci do
hostitelské bunky, disrupce cytoskeletu, inhibice funkce
makrofagu

Staphylococcus aureus: PknB je sekretovana do externiho
prostredi, potencial fosforylace proteinl hostitele

Mycobacterium tubeculosis: pravdépodobna ucast na regulaci
dormantniho stavu
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Bakterialni Ser/Thr proteinkinasy eukaryotického typu (Hanks type)

Substraty proteinkinaz

. biosyntéza bunécné stény (MurC, MurD, GImM, PBP)

. bunécné déleni (FtsZ, DiviVA)

. transkripcni regulace (RitR, CovR, EmbR)

. translacni faktory (EF-Tu, EF-Ts)

. ribozomalni proteiny

. chaperony (GroEL)

. zakladni metabolické drahy (enzymy glykolyzy)

VétSina substratli byla identifikovana v in vitro podminkach: pravdépodobnost
vyskytu tzv. sekundarnich fosforylacnich mist

Vliv fosforylace na funkci a aktivitu jednotlivych proteinli studovan vyjimecné
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Bakterialni Ser/Thr proteinkinasy eukaryotického typu (Hanks type)

Transkripcni regulace pomoci proteinkinaz

Current Opinion in Microbiology
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)] Rodina PP2C: 11-13 konzervovanych motivi
1)) Vétsinou 1 eSTP/1 eSTK, vyjimka napfr. M. tuberculosis

i) Funkce malo prozkoumany, defosforylace substratlii véetné kognatni kinazy
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Priklad vlivu fosforylace na bunécnou funkci: DivIVA Streptomyces coelicolor
AfsK reguluje polarni rlst a vétveni hyf S. coelicolor

stene proces je rizen protemem MreB
Rist streptomycet - apikalni rlist a vétveni hyf: proces fizen DivIVA,

ktery je lokalizovan ve §piékéCh hyf . ""'1*"" MreB-dependent cell elongation
.\l.‘\“‘._lhl Ui ine.g. Escherichia coli

c" ) Apical growth in Mycobacterium
- = and Corynebacterium

e e

. Apical growth in Streptomyces

Current Opinion in Microbiology
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Priklad vlivu fosforylace na bunécnou funkci: DivIVA Streptomyces coelicolor
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Priklad vlivu fosforylace na bunécnou funkci: DivIVA Streptomyces coelicolor

Interference antibiotika se syntézou bunécné stény indukuje fosforylaci DivIVA:

Blocked cell
wall synthesis

Minutes
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Modifikaci

Pro-Q Diamond detekuje fosforylované proteiny

Coomassie stain

B Normal Blocked cell
Bazalni hladina fosforylace béhem vegetativniho riistu Growth wallsynthesis
Phosphatase — + — +
kDa
Intenzivni fosforylace DivIVA béhem blokace biosyntézy 45— _%
b. stény Pro-Q Diamond stain

Coomassie stain
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Priklad vlivu fosforylace na bunécnou funkci: DivIVA Streptomyces coelicolor

C-terminalni oblast DivIVA je mistem mnohocetné fosforylace:
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Priklad vlivu fosforylace na bunécnou funkci: DivIVA Streptomyces coelicolor

Proteinkinaza AfsK fosforyluje DivIVA:

ASCO2110
ASC03821

Wild type ASCO2110 ASC03821 ASCO3848 ASCO3848

Bacitracin —

+ - 4+ - o+ - 4 -+
45wl B R .

Pro-Q Diamond stain

Bacitracin  — + - + -+

kDa -

45
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45
oomassie stain
C. Fosforylaéni stav DivIVA kmene s deleci proteinkinazy C Wild type  AafiK
AfSK Bacitracin — + - +
kDa - 1
D. Fosforylacni stav DivIVA komplementovaného 45 m— ‘

kmene s deleci genu Afsk Pro-Q Diamond stain
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Western Blot
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Priklad vlivu fosforylace na bunécnou funkci: DivIVA Streptomyces coelicolor

Fosforylace in vitro DivIVA proteinkinazou AfsK:

S ( DivIVA

-
55 :

Autoradiogram
72— s <« DivIVA

yo ﬁ.m

Coomassw stain

55 m—
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Priklad vlivu fosforylace na bunécnou funkci: DivIVA Streptomyces coelicolor

Proteinkinaza AfsK kolokalizuje s DivIVA na Spickach rostoucich hyf:

AfsK-mCh

DivIVA- overlay
EGFP

B. Kolokalizace AfsK a DiviVA
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Priklad vlivu fosforylace na bunécnou funkci: DivIVA Streptomyces coelicolor

Proteinkinaza AfsK reguluje vétveni rostoucich hyf:

B. Histogramy cetnosti vzdalenosti vétveni hyf od konct (Spi¢ek) hyf
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Priklad vlivu fosforylace na bunécnou funkci: DivIVA Streptomyces coelicolor

Konstitutivné aktivni proteinkinaza AfsK ovliviiuje apikalni rist, Io'kallzam DivIVA a vétveni hyf :

Empty vector Constitutively active
AfsK
(T165D,T168D)

Thiostrepton  —

Western Blot

B Constitutively active AfsK (T165D,T168D)

Thiostrepton = + a =
Incubation time 0:00 1:00 1:00 2:20 2:20  2:20

1:00

B. Inducibilni exprese konstitutivné aktivni AfsK vede k delokalizaci DivIVA
z vrcholll hyf

C Constitutively active AfsK (T165D,T168D)
Thiostrepton + + -
Incubation time  6:00 6:00 6:00

C. Inducibilni exprese konstitutivné aktivni AfsK vede k hypervétveni hyf.




Prenos signalu reverzibilni fosforylaci
proteinli

Priklad vlivu fosforylace na bunécnou funkci: DivIVA Streptomyces coelicolor

Dualni role proteinkinazy AfskK:

iii) Obecneé lze fici, Ze komunikace mezi determinantou bunécné polarity DivIVA a biosyntetickym
aparatem bunécné stény je dvousmeérna:

1) DivIVA urcuje misto biosyntézy bunécné stény

2) Biosynteticky aparat komunikuje zpét k DivIVA prostrednictvim fosforylace AfsK

Bacitracin

Activation via
autophosphorylation




