Gram-pozitivni extracelularni lidsky patogen

virulentni formy zpUsobuji neinvazivni infekce: zanéty nosohltanu, zanét

stredniho ucha nebo invazivni infekce: pneumonie, endokarditida, meningitidy,
sepse
v nevirulentni formé kolonizuje horni cesty dychaci (komensal)
hlavnimi virulencnimi faktory jsou polysacharidové pouzdro (90 serotypi),
neuraminidaza (exoglykozidaza) a pneumolyzin (cytoplazmaticky toxin)
prirozena kompetence pro genetickou transformaci

casné kompetencni geny - regulace navozeni stavu kompetence
pozdni kompetencni geny - prijem cizorodé DNA a rekombinace
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mixture of strain B and heat-killed strain § bacteria kills the mouse.
The killed virulent (S} bacteria have transformed the avirulent (R)
bacteria to virulent (3).

R colonies, breed true S colonies, breed true

.1 Colonies of Streptococcus preumoniae. The
small colonies on the left are from a rough (R} strain,
and the large colonics on the right are from a smooth (S)
strain. The S colonies are larger because of the capsule
on the S cells. [Photograph from O. T. Avery, C. M.
MacLeod, and M. McCarty. 1944, J.




e prirozena kompetence pro genetickou transformaci: regulace
systémem quorum sensing

DNA uptake and
recombination
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comCDE comAB comX late competence genes

CiaR

chromosome

Streptococcus pneumoniae cell



jeden par genll kodujicich proteinkinazu StkP a proteinfosfatazu PhpP




Nekonvencni signalni drahy u prokaryot: od signalni
molekuly po bunécné funkce

Modelovy organismus: Streptococcus pneumoniae

Biochemicka charakterizace StkP:

Total: 1,5
| C:2,6
62 ' 62 il M: 3, 7

Ctrl: 4 £ ‘\
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Ser/Thr specificka proteinkinaza




Nekonvencni signalni drahy u prokaryot: od signalni
molekuly po bunécné funkce
Modelovy organismus: Streptococcus pneumoniae
In vivo dukaz existence dimeru StkP

- EcoRI 1
Ncol 4450 Nsil 267

AfIIII 497
EcoRI 506

C terminalni doména — dimerizace
Aktivni pouze ve formé dimeru

Fuzni konstrukty:

A ¢l N terminalni doména + KD

A ¢l N terminalni doména + KDTM

A ¢l N terminalni doména + C-
terminalni doména StkP

HindIII 2029




Nekonvencni signalni drahy u prokaryot: od signalni

molekuly po bunécné funkce

Modelovy organismus: Streptococcus pneumoniae

Plazmid

In vivo dukaz existence dimeru StkP

Fuzni konstrukt

Efektivita vysevu *

pJAH56

cl N-terminalni doména + GpA TM

<10

pJAHI91 cl N-terminalni doména + MalF TM1 0,830 0,079
pJAH-kd cl N-terminalni doména + StkP-KD 0,925 0,075
pJAH-kdtm | cl N-terminalni doména + StkP-KDTM <10°
pJAH-C- cl N-terminalni doména + StkP-C- <10

term terminalni doména

*Efektivita vysevu (pocCet plaki/pocet fagovych partikuli + standardni odchylka) je uvedena jako priimérna

hodnota ziskana ze ¢tyf nezavislych experimentu.

pJAH56- pozitivni kontrola

pJAH91- negativni kontrola

transmembranova a C-terminalni doména proteinkinasy StkP tvori dimery

Pallova, P., Hercik, K., Saskova, L., Novakova, L., and Branny, P. A eukaryotic
serine/threonine protein kinase StkP of Streptococcus pneumoniae acts as a dimer in viv

Biochem. Biophys. Res. Commun. 2007. 355: 526-530

eSS




Nekonvencni signalni drahy u prokaryot: od signalni
molekuly po bunécné funkce

Modelovy organismus: Streptococcus pneumoniae

Dukaz existence dimeru StkP pomoci nativni elektroforézy
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Proteinkinasa StkP se in vivo vyskytuje ve formé dimeru a

dimerizace je nutnym predpokladem jeji autofosforylac¢ni aktivity.
Protein kodujici kinazovou doménu postradajici transmembranovou domeénu
neni funkéni, nebot neni schopen dimerizace a podléha degradaci.



Nekonvencni signalni drahy u prokaryot: od signalni
molekuly po bunécné funkce

Modelovy organismus: Streptococcus pneumoniae

Inzerce kazety

jednoduchy mutant AstkP |



fenotyp mutanta stkP:

1) snizeni kompetence pro genetickou transformaci

S. pneumoniae Celkovy pocet Pocet transformantu Ucinnost
kmen bunék (CFU/ml) (CFU/ml) transformace (%)

AstkP
AphpPstkP

2) atenuace virulence v mysim modelu infekce

Echenique et al., 2004
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. celogenomové DNA cCipy S. pneumoniae (Eurogentec)
. standardni podminky: komplexni médium, 37 °C, exponencialni faze

rustu
. 3 nezavislé izolace RNA

celkem identifikovano 95 genltl, jejichZ exprese byla v mutantnim kmenu AstkP
ovlivnéna vice nez dvojnasobné

ovéreni vysledkll metodou kvantitativni PCR v realném case




geny metabolizmu bunécné stény (LysM-domain protein, glukozaminidaza LytB,
mureinhydrolaza PcsB)

geny pro pyrimidinovy metabolizmus (10)

geny pro transport zeleza (Pit1 operon)

DNA oprava (4)

oxidativni stres (3)

ostatni a hypotetické geny (spr1053 — ,house-cleaning” nukleotidaza)

casné kompetencni geny (7)
pozdni kompetencni geny (8)
CSP indukovatelné geny (17)
hypotetické geny (12)




1. Jaky je skutecny naruiist exprese com genl
m béhem stavu kompetence S. pneumoniae?

2. Je zvysena transkripce com genu u
mutantniho kmene dostatecné vysoka pro
navozeni stavu prirozené kompetence?




Stanoveni hladiny exprese kompetencénich gent po indukci kompetence u S. pneu

* kvantitativni PCR v realném case
e indukce kompetence syntetickym CSP (competence stimulation pept

casné kompetencni geny: comE, comC, comA, comX, comW;
maximalni exprese 8 min od indukce kompete
cgIA, celB, ssbB;
maximalni exprese 13 min od indukce kompete

comD/\




Exprese kompetencnich genu po indukci kompetence syntetickym CSP

WT
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—> shiZzena transformabilita AstkP mutantniho kmene je disledkem nedostatecné exprese
kompetencnich genu

—> za neschopnost reagovat na CSP neni u AstkP mutantniho kmene odpovédna tzv. refraktor
faze kultury

= AstkP mutantni kmen ma expresi kompetencnich genti zvysSenou po celou dobu rtistu



StkP specificky fosforyluje nékolik membranovych a cytoplazmatickych proteinti
na Thr zbytcich

Detekce fosfo-Ser zbytkll neprokazala vyznamné rozdily mezi WT a mutantem
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2-D SDS PAGE

detekce a lokalizace
proteinl pomoci specif.
anti-P-Thr Ab
radiolabeling

MS analyza




Nekonvencéni signalni drahy u prokaryot: od
sighalni molekuly po bunécné funkce
Identifikace substratu StkP

Fosforylace proteinli na Thr je zavisla na aktivité StkP

strain genotype StkP structure
Sp1, Sp6 | wt Rx1, wt D39 SCD@
Sp10 AstkP deleted

Sp25

stkPA372-659

Sp19

stkPK42R

K42R

M- T PASTA T

C membrane fraction
N 9

(L
kDa SR L eR

n $ -
30—
25—
17—
s - -

Detekce anti-pThr Ab

cytoplasmic fraction
NN o P X
R R R R R




v : - L) v L) y 4 A L) ‘A L) &
]

sighalni molekuly po bunécné funkce
Identifikace substratu StkP

Hledani substratiu StkP pomoci analyzy fosfoproteomu (detekce
fosfoproteint protilatkou anti fosfo-Thr).

anti-pThr Coomassie blue anti-pThr Coomassie blue

C ppy

PP2
PP3

Coomasie blue

E
anti-pThr

anti-pThr Coomassie blue
175 Bicine (10%) 4 PP5
PP5 | f+PPS PP4: Spr0334
PPS-—’.* Qe > & PP5
: e @,Qrppe PP5: StkP
62~ . ?
o ) PP6: Spr0334
47 ‘ +
PP1 @ - 32- 2 ’ \
PP2—>% : ; anti-StkP
25 -
o 16 f I
x
7 PP5




GImM: preména GIcN-6P a GIcN-1P, esencialni krok v biosyntéze UDP-N-
acetylglukosaminu, UDP-N-acetylglukosamin - prekurzor slozek
bunécné stény

DiviVA: protein bunécného déleni, tvar bunky, biosyntéza septa, segregac
chromozomu; lokalizace: septum, bunécné poly, oligSomerizace,
interakce s jinymi proteiny bun. déleni

PpaC: Mn-dependentni anorg. pyrofosfataza: katalyza hydrolyzy PPi
vznikajiciho pri jinych biosynt. reakcich
(metabolizmus cukrt, hydrolyza ATP, syntéza AK a nukleotidt)
PPi ma vliv na aktivitu mnoha enzymu

Spr0334: hypoteticky membranovy protein



Sp1(WT) Sp10(AstkP) Sp19(stkPK42R) Sp25(stkPA372-659)

KINase 1y 4y PASTA 4
domain K42R
Kinase activity Kinase activity kinase activity kinase activity
YES NO VERY LOW NO

Aberantni fenotyp je primym dlsledkem ztraty fosforylaéni aktivity
PASTA domény jsou zasadnim strukturnim prvkem aktivace
fosforylaéni kaskady — hypotéza o septalni lokalizaci StkP




Linearizovany plasmid
pZn-His-StkP-GFP
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Chromozomalni DNA
- _ _ . po rekombinaci
Merodiploid s ektopicky exprimovanou fuzi




GFP-StkP Kinase domain

Zn-inducibilni promotor n

;
N
-

StkP lokalizuje v bunécnych prepazkach (septech)




GFP-Kinase GFP Kinase domain

|
=]
=

GFP-Kinase-TM GFP Kinase domain

GFP-TM-PASTA GEP ™ 4 x PASTA

GFP-StkP’-PrkC’ el Kinase domain
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overlay

, GFP-TM:
PASTA domény - % PASTA
determinanta

bunécné lokalizace




GFP-StkP’-PrkC’ [ela= Kinase domain HTMH 3 XxPASTA...

GFP-StkP’PrkC

overlay
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GFP-PhpP il PhpP

OOd O

overlay







e GFP-PhpP D rp.sue

1: 12 pg/ml Nor
2: 0.66 pg/ml Amp
3: 1.25 pg/ml Van




Nekonvencéni signalni drahy u prokaryot: od

sighalni molekuly po bunécné funkce
Ovliviuje stres bunécné stény vyvolany pritomnosti antibiotik aktivitu

a-pThr - 46 Van - vazba nekroslinkovaného PG
(D-Ala-D-Ala) - snizeni koncentrace

O-PhpP |« s o

o-StKP | SN -




StkP kontroluje nagasovani septalni syntézy PGN

AstkP (StkP depletion) + Van-fi

b wild type AstkP

D D
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membranovy protein spr0334 o velikosti 51,5 kDa

vyskyt u streptokokt a dale u Lactococcus lactis a Enterococcus

faecalis

patrfi mezi substraty StkP S. pneumoniae

homolog SAK_0375 S. agalactiae - téz substrat Stk1

Spr0334 slozen z:

- N-terminalni intracelularni domény - fosforylovany peptid

- transmembranové domény

- C-terminalni extracelularni domény - oblast bohana na serin - neznama

funkce

GFILTVLALVSVIICVSAYYVYR

N-terminalni intracelulami doména

- C-terminalni extracelularni doména

fosforylovany peptid

oblast bohata na serin

KEEFVETQSLDDLIQEMR SLGKSQQTSTSSSSSSQTSSSSSSQASS

NTTSEPKPSSSNETRSSRSEVNMGLSS




T78A Te7+73A Triple

10 11
Spri334 —p

StkP —pp

Spr0334 —p

StkP —pp




Nekonvenéni sighalni drahy u prokaryot:

rch

6-fosfoglukonat
dehydrogenasa

¢
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RNA metylasa,

Cholin vazajik
protein C

geny spr0331-spr0337 v divokém
Kmeni jsou prepisovany ve formé
jedné polycistroni mRNA




WT 1,3620,23 um Aspr0334 1,29#0,30 ym . 5 .

o - divoky kmen (WT): tvori
‘ lancetovité diplokoky

I

A ’ ” - mutantni kmen Aspr0334: tvori
S mensi kulatejsi bunky a casto
3 pozorujeme vyskyt minibunék
& é " (na obrazku oznaceny Sipkou)

10 pm

meéreni velikosti bunék: software

CIOMRE CO
\ statistika: program Prism

P Lo |
skenovaci elektronova mikroskopie; FOTO: Orietta Massidda, Universita di Cagliari, Italie




PH WT DAPI

\ divoky kmen (WT): tvori
: lancetovité diplokoky
R - obsahujici ve vSech bunkach
DNA
.
N e
10 pm _‘
7 -
PH Aspr0334 DAPI
O mutantni kmen Aspr0334:
» tvori mensi kulatéjsi bunky a
o minibunky, ve kterych ¢asto
3 J e zcela chybi DNA
N
. .'J Sipky oznaduji minibunky
3
-~

PH - fazovy kontrast
DAPI - prekryv fazového kontrastu a DAPI
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‘gatC tetM

IM) His Im
=] : Linearizovany plasmid

>< pZn-His-0334

atC tetM
Sp60 Sp65
-+ - +_ ZnCl,
.. - Spr0334-His
detekce anti-His protilatkou
Spr0334-His

detekce anti-pThr protilatkou

%nozomé/ni DNA

kmene Aspr0334

His
m .m Chromozomalni DNA

po rekombinaci

proteiny His-Spr0334 a His-
Spr0334-T67A+T78A jsou
specificky exprimovany v
pritomnosti induktoru v médiu

T67 a T78 jsou misty fosforylace
proteinu Spr0334 in vivo



Sp60: Aspr0334, bgaA::PczcD-his-spr0334 Sp65: Aspr0334, bgaA::PczcD-his-spr0334+ T67A+T78A
PH 0 mM ZnClI2 DAPI PH O0mM ZnCl2  DAPI

|
[kl gk
l .

10 pm é

Ly

e

—f
y
’
-
lj P |- & oS
1,29 0,30 ym i . 1,31 0,29 ym /

PH 0,2mM ZnCl2 DAPI PH 0,2 mM ZnCl2 DAPI
10 pm .- . y
exv, " <
” 3 -
- ‘! - a ol
5 s
I .
b+ :
L - ‘ ’- 4
|
1,40 0,28 ym 1,40 0,25 um§ ,
.

KOMPLEMENTACE MUTACE NEFOSFORYLOVANY PROTEIN KOMPLEMENTACE MUTACE



Sp45: Rx1; bgaA::gfp-spr0334
Sp59: Aspr0334; bgaA::gfp-spr0334
Sp58: AstkP; bgaA::gfp-spr0334

Sp45 (WT) Sp59 (Aspr0334) SpS8 a (AstkP) Sp58 b (AstkP)
. - ’
e

’

: : PH: fazovy kontrast

PH GFP PH GFP PH GEP GFP: fluorescenéni mikroskopie GFP

’

PH GFP

.
4
”

Protein GFP-Spr0334 je ve vSech trech kmenech lokalizovan prevazné

v bunécné prepazce.

Lokalizace se vyznamné nemeéni v zavislosti na stavu fosforylace proteinu
Spr0334.






StkP se ucastni regulace odpovédi bunky na vneéjsi stresové podminky

StkP ovliviiuje expresi celé rfady genll, z nichz nékteré koduji proteiny dulezité pro
virulenci, stresovou odpoveéd nebo navozeni stavu kompetence

StkP je transmembranovou Ser/Thr proteinkinazou, ktera vytvari dimery

PASTA domény jsou determinantou bunécné lokalizace a interaguji s ligandem
NAG-NAM-pp

StkP kolokalizuje v bunécné prepazce spolecné s proteinfosfatazou PhpP a
proteinem bunécného déleni DiviVA

Spr0334 je substratem StkP a je proteinem bunécného déleni a segregace
chromosomu.




Laborator: Spoluprace:

Linda Novakova Jésus Sanz
Lenka Saskova Jan-Willem Veening
Petra Pallova Orietta Masidda
Nela Stekerova Virginie Molle
EliSka Malikova Shahriar Mobashery

GA CR, GA AV




Vysoce konzervovany v G+ bakteriich

B. subtilis: lokalizovan v septu a na b. poélech
HivIVA-cat ' ' S. pneumoniae: morfologie, tvorba septa,
segregace chromozéomu

Lokalizace: septa a bunécné poly

Interaguje s dalSimi proteiny bun. déleni
Oligomerizace




Nekonvencéni signhalni drahy u prokaryot: od

sighalni molekuly po bunécné funkce
DivlVA, protein bunécného déleni a substrat StkP

anti-pThr

-¢ «—DivIVA

(@)
©
T
2
T
=
C
©

Novakova et al., 2010



IN VITRO: Thrl5

IN VIVO: fosfoproteom S. pneumoniae (Sun et al.): S5 and T201

Fosforylace DivIVA v dalSich mikroorganismech:
M. tuberculosis (Thr73)
S. agalactiae (Thr201)




Nekonvencnhi sighaini drahy u prokaryot: oc
sighalni molekuly po bunécné funkce

DivIVA, protein bunécného déleni a substrat StkP

Porovnani sekvenci DivlVA: S. pneumoniae, S. agalactiae, B. subtilis
a vybér zbytkl pro mutagenezi

sprl1505
SAK_0586
Bsul544
Consensus

sprl505
SAK_0586
Bzul5d4
Consensus

sprl505
SAK_0586
Bsul544
Consensus
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Fosfoablativni mutace: Thr — Ala
Fosfomimetické mutace: Thr — Glu/Asp
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Fosfoablativhi mutanty : DivIVA-T15A, DivIVA-T201A and DivIVA-T15+201A
DivIVA WT T15A T201A T15+201A

kihase + - + - + - + - 4+

o S G e SR gD e <—  DivIVA
anti-His o = — @ <—  StkP-KD

anti-pThr - DivIVA

<1
p— - -— o - <— StkP-KD

o Vv

DivIVA je fosforylovan in vitro na zbytku T201, s mensi Gc¢innosti téz
naT15




Nekonvencni signalni drahy u prokaryot: od

sighalni molekuly po bunécné funkce
DivIVA, protein bunécného déleni a substrat StkP

Fosforylace T15 a T201 in vivo

kDa 58 —
46 —

- — e = /" ‘\
30— . Y ¥
o-DivIVA [ \
: |
58— ) J
46— '
® )
2o a-pThr

DivIVA je fosforylovan in vivo na obou zbytcich T15i T201 \



Nekonvencéni signhalni drahy u prokaryot: od

sighalni molekuly po bunécné funkce
DivIVA, protein bunécného déleni a substrat StkP

Fosforylace zbytku T15 muze inhibovat interakci DivIVA s membranou

Phosphorylation of T15 introduces
negative charge on the N-terminus
S ,, of DivIVA of S. pneumoniae and
f ~d likely hamper electrostatic
interaction with membrane surface

membrane

Oliva et al., 2010




S.p. AdivIVA + DivIVA-GFP  S.p.AdivIVA+DivIVA-T15+201A S.p. AdivIVA+DivIVA-T15+201E

wild type phosphoablative allele phosphomimetic allele

Fosfomimeticka mutace DivIVA T15E zpuisobuje delokalizaci




StkP se ucastni regulace odpovédi bunky na vneéjsi stresové podminky

StkP ovliviiuje expresi celé rfady genll, z nichz nékteré koduji proteiny dulezité pro
virulenci, stresovou odpoveéd nebo navozeni stavu kompetence

StkP je transmembranovou Ser/Thr proteinkinazou, ktera vytvari dimery

PASTA domény jsou determinantou bunécné lokalizace a interaguji s ligandem
NAG-NAM-pp

StkP kolokalizuje v bunécné prepazce spolecné s proteinfosfatazou PhpP a
proteinem bunécného déleni DiviVA

DivIVA je substratem StkP a jeho fosforylace ovliviiuje jeho interakci s bunécnou
membranou.




Laborator: Spoluprace:

Linda Novakova Jésus Sanz
Lenka Saskova Jan-Willem Veening
Petra Pallova Orietta Masidda
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