Nekonvencni signalni drahy u prokaryot: od signalni
molekuly po bunécéné funkce
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virulenci, stresovou odpovéd nebo navozeni stavu kompetence
StkP je transmembranovou Ser/Thr proteinkinazou, ktera vytvari dimery

PASTA domény StkP jsou determinantou bunécné lokalizace a lokalizace StkP je
zavisla na pfritomnosti volného peptidoglykanu v mistech jeho aktivni biosyntézy

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

StkP a PhpP reguluji koordinaci lateralni a septalni biosyntézu peptidoglykanu

StkP fosforyluje radu substrati, které jsou defosforylovany PhpP



Nekonvencni signalni drahy u prokaryot: od signalni
molekuly po bunécéné funkce
DivIVA, protein bunécéného déleni a substrat StkP

divIVA::cat S. pneumoniae: morfologie, tvorba septa,
: segregace chromozomu
Lokalizace: septa a bunécné poly

Interaguje s dalSimi proteiny bun. déleni
Oligomerizace




Nekonvencni signalni drahy u prokaryot: od signalni e
molekuly po bunécéné funkce f )
DivIVA, protein bunécného déleni a substrat StkP : /

<—DivIVA

Novakova et al., 2010



Nekonvencni signalni drahy u prokaryot: od signalni
molekuly po bunécéné funkce
DivIVA, protein bunécného déleni a substrat StkP

Ildentifikace fosforylovanych aminokyselinovych zbytki

Identification of phosphorylation sites in DivIVA by LC/MS/MS
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Nekonvenéni sighalni drahy u prokaryot: od signalni

molekuly po bunécné funkce
Fosfoablativni a fosfomimetické aminokyseliny
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Glutamate Phosphoserine Phosphothreonine Phosphotyrosine

Fosfoablativni mutace: Thr — Ala
Fosfomimetické mutace: Thr — Glu/Asp



Nekonvenéni sighalni drahy u prokaryot: od signalni
molekuly po bunécné funkce

DivIVA, protein bunécného déleni a substrat StkP
Identifikace fosforylovanych aminokyselinovych zbytku

Identification of phosphorylation sites in DivIVA by LC/MS/MS

residue

in vivo /in vitro
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Nekonvenéni sighalni drahy u prokaryot: od signalni
molekuly po bunécné funkce
Komplementace mutace DivIVA

Fig.1 Compler_nentation o_f diviVA mqtat_ion in _TSB medium Fig.3 Complementation of divIVA on Columbia blood agar
AdivIVA PZn-divIVA (TSB liquid medium AdivIVA PZn-divIVA (Columbia blood agar

promoter Fig.4 Complementation of divIVA mutation on blood agar plates
1 2 3 4 5 (strain AdiviVA PZn-divIVA-gip)
WT  AdivIVA PZn-divIVA 0 mM ZnCl, 3 0,45 mM ZnCl,
«—>

0 0,05 0,1 0,15mM| ZnCl,

overlay

46 kDa |~

Fig.2 Expression of DivIVA under Zn-inducible /
\

R - -
30 kDa |-

AdivIVA P, -divIVA-gfp



Nekonvenéni sighalni drahy u prokaryot: od signalni
molekuly po bunééné funkce
Fosforylace DivIVA in vivo '. |

Fig.1. Phosphorylation of the different phosphabative Fi e .

: e . g.3. Delocalization (?) of DiviIVA-GFP-T15A in

DivIVA-GFP in vivo (Columbia blood agar plates). Strains : p i s

AdivIVA PZn-div-gfp. strain AdiviVA PZn-diviVA-gfp-T15A \ /
WT T15 7201 T4 S5 S70 T129 S205 S224

u-DileA‘_—- T e— e ———

Fig.2. Phosphorylation of DiviVA in vivo (TSB). Strains
AdiviVA PZn-divIVA.

DivIVA WT T15A  T201A T15+201A
ZnCl2 - = = ® = ¥ = *

a-DivIVA

. a-pThr

a-pThr | - - - - - .- ‘/ \‘
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Nekonvenéni sighalni drahy u prokaryot: od signalni
molekuly po bunécné funkce

Lokalizace variant DivIVA s fosfo-ablativnimi a mimetickymi
mutacemi

1;21
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5 L !
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Nekonvenéni sighalni drahy u prokaryot: od signalni
molekuly po bunécné funkce

Fosforylace zbytku T15 muze inhibovat interakci DivIVA s
membranou

DT DIVIVA membrane interactio g ocalization of DivIVA WT+ DivIVA-wt

4 Y ,‘\0‘7 '
N E ota
K "ﬁ& AdiviVA+DivIVA-T15A | AdiviVA+DivIVA-T15E
3 I! g?&‘ =I|=h D18 opla ;

WT+ DiviVA-T15A WT+ DivIVA-T15E




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

e Spr0334 slozen z:
- N-terminalni intracelularni domény - fosforylovany peptid
- transmembranové domeény

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

funkce
GFILTVLALVSVIICVSAYYVYR

N-terminalni intraceluldmi doména C-terminalni extraceluldrni doména

fosforylovany peptid oblast bohata na serin
KEEFVETQSLDDLIQEMR SLGKSQQTSTSSSSSSQTSSSSSSQASS
NTTSEPKPSSSNETRSSRSEVNMGLSS




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

Sprd334 WT T67A T78A Te7+78A Triple
Stk + + - + - + - + - +

1 2 3 4 5 G6: 7 8 9 10 11
Spro334 —p

StkP —p»

S80 na A - in vitro kinazova SR0E, i -
reakce - - s 8

StkP —p»




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

po bunécné funkce
Morfologie kmene Aspr0334

——

MatLab
statistika: program Prism

Aspro334

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




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

Morfologie kmene Aspr0334: barveni DNA

PH DAPI mutantni kmen Aspr0334:
tvori mensi kulatéjsi bunky a
minibunky, ve kterych casto
zcela chybi DNA

Sipky oznacuji minibunky

PH - fazovy kontrast
DAPI - prekryv fazového kontrastu a DAPI




Nekonvencéni signalni drahy u prokaryot: od signalni molekuly

po bunécné funkce
Exprese a fosforylace proteinti His-Spr0334 a His-Spr0334-T67A+T78A

46

80

58

46

_ Sp60  Spe5
) SN
- o
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detekce anti-His protilatkou

Spr0334-His

Spr0334-His

detekce anti-pThr protilatkou

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




Nekonvencni signalni drahy u prokaryot: od signalni molekuly

po bunécné funkce
Morfologie kmen( Sp60 a Sp65

0mMZnCl2  DAPI

1,29 0,30 ym

0,2 mM ZnCI2

PH DAPI
10 pm
il |
~
‘ -
1,40 0,28 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)

-

4

PH GFP PH GFP PH GFP

PH GFP

.
4
”

PH: fazovy kontrast
GFP: fluorescencni mikroskopie GFP

Protein GFP-Spr0334 je ve vSech trech kmenech lokalizovan prevazné

v bunécné prepazce.

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



Nekonvencni signalni drahy u prokaryot: od signalni molekuly

po bunécné funkce
Schématické znazornéni bunék kmene Aspr0334

WT AsprC

® @ @
@@ @@6@0@

Protein Spr0334 je proteinem bunécného déleni, ktery ovlivhuje
morfologii bunék a nejspise se ucastni vybéru budouciho mista déleni
Ci segregace chromosomtu u S. pneumoniae dosud neznamym
mechanismem.




Nekonvencni signalni drahy u prokaryot: od signalni
molekuly po bunécéné funkce )

Stimulace germinace spor aktivaci PrkC-dependentni signalni drahy /
Struktura peptidoglykanu /
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Nekonven¢ni sighalni drahy u prokaryot: od signalni ‘
molekuly po bunééné funkce )

% Germination
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Nekonvencni signalni drahy u prokaryot: od signalni
molekuly po bunécéné funkce

Peptidoglykan stimuluje germinaci bakterialnich spor
Inkubace spor se supernatanty kultur B. subtilis, E. coli a S. aureus

Inkubace spor s peptido-
glykanem

»
m

Inkubace spor s NAG-NAM
tripeptidem

% Germination
% Germination

108109 108 10 100 1 Wwe 17 404 4

% Germination

= B & B B

1'{: zln :m
Dizaccharide tripeptide (ph)
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Nekonvencni signalni drahy u prokaryot: od signalni £ 2
molekuly po bunécéné funkce
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Extracellular

% Germination
PN
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Cytoplasm
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Ser/Thr kinase

o

Ala PG Tri Ala PG Tri
WT AprkC

undiluted cell-free supernatant prepared from logphase
B. subtilis (Bs) or E. coli DH5a (Ec) for 60 min.

AprkC WT (D) Protein lysates from B. subtilis DprkC or
” CFS - wild-type spores incubated with buffer alone ()

o]
o

' . or with B. subtilis cell-free supernatant (CFS;
EF-GP> . t— - ‘ 103 dilution) for 60 min were immunoprecipitated

with a-EF-G antibodies and subjected to western

pThed & I | . blotting with either a-EF-G or a-phosphothreonine

antibodies.
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% Germination
-9
o

N
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Error bars represent SD for triplicate samples.
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Nekonvencni signalni drahy u prokaryot: od signalni £
molekuly po bunécéné funkce (- ,‘;

C S M
Flag-PrkC

from JDB2226 (IM).
(C) Fifty micrograms of His-tagged extracellular domains of

PrkC, Yycl, or AcmA were incubated with 5 mg purified

cell wall peptidoglycan. Centrifugation was used to separate
protein bound to insoluble PG from unbound protein. Bound
protein was eluted by subjecting insoluble fraction to 2%
SDS. Fractions containing unbound protein and protein
remaining bound to insoluble PG were subjected to 8%
SDS-PAGE and Coomassie blue staining and protein bands
were quantified using Image J (NIH). The total protein that

% Protein Bound

was incubated was normalized to 100% for unbound + bound
PrkC YYCI AcmA and relative bound protein levels were calculated.

Error bars represent SD for triplicate samples.




Nekonvencni signalni drahy u prokaryot: od signalni

% Garmination

% Protein Bound

molekuly po bunécéné funkce (

107 10+ & |

5. aureus Peplidoghean (mgirml)

(B) Fifty microgramsHis6-PASTABs (PrkCBs)
andHis6-PASTASa (PrkCSa) were incubated with 5mg S. aureus PG.

Unbound proteins and bound proteins were detected

by Coomassie blue and% bound protein was calculated as above.

Error bars represent SD for triplicate samples.



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

=

% Germination

o

a1 1.0

Bryostatin (p)

N

=

0. 1
Staurosporine (nil)

na slaurosporine

e
10 pM staurosporine (C) Wild-type spores were incubated for 60 min with
B. subtilis peptidoglycan at indicated concentrations
oo : in the presence (red) or absence (black) of 10 pM
Peplidoghycan (ma/ml) . O
staurosporine. Error bars represent SD for triplicate samples.

% Germination




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

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

— —— <>

. Apical growth in Streptomyces

Curren t Opinion in Microbiology




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

Priklad vlivu fosforylace na bunécnou funkci: DivIVA Streptomyces coelicolor




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

Priklad vlivu fosforylace na bunécnou funkci: DivIVA Streptomyces coelicolor

Interference antibiotika se syntézou bunécné stény indukuje fosforylaci DivIVA:

Blocked cell
wall synthesis

Minutes

wa‘!ll"
45—

Pro-Q Dlamond stain

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



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

Priklad vlivu fosforylace na bunécnou funkci: DivIVA Streptomyces coelicolor

C-terminalni oblast DivIVA je mistem mnohocetné fosforylace:

A
DivIVA
N-term. Coiled coil PQG-rich

Intens. [a.u.]

=]
=1
)
73156 4—@

2000+

after phosphatase treatment

o
<
72366 L 72354 4—@
(’ &

Intens. [a.u.]
104
L

& X
® Gl

4
o
1

0.4+

0.2

0.0 N

T T T T T T T T 1
7000 7500 8000 m/z




Nekonvenéni signalni drahy u prokaryot: od signalni

molekuly po bunécné funkce

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 -+

Pro-Q Diamond stain

kDa
45 m—

=

B Wild type  ASCOI468 ASCO2110 ASCO2244 ASCO3102 ASCO3820-1 ASCO3848 ASCO4487-8 ASCO4507 ASCO4775-9 ASCO7240

Bacitracin  — + = + - + = + = + = + == + - + = + — + = +

kDa ] ; :
e e .
e o e aURC R B R L

45

Pro-Q Diamond stain

45 w—
Coomassie stain

C. Fosforylacni stav DivIVA kmene s deleci proteinkinazy C Wild type  AafsK D Wildtype  AafsK  Wildtype  AafsK
Afsi Bacitracin — + - + complementing complementing

vector vector

kDa

- | Bacitracin  — + - + - + - ST

D. Fosforylacni stav DiviIVA komplementovaného 45 m— ‘ kDa —_— - _ !
kmene s deleci genu Afsk Pro-Q Diamond stain 47.5 . — —

Western Blot

Aanmacats cfatn



Nekonvenéni signalni drahy u prokaryot: od signalni

molekuly po bunécné funkce
Priklad vlivu fosforylace na bunécnou funkci: DivIVA Streptomyces coelicolor

Fosforylace in vitro DivIVA proteinkinazou AfsK:

< DivIVA
-
55 :
Autoradiogram
72 e— s <« DivIVA

yo ﬁ.m

Coomassw stain

55 m—



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

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



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

Priklad vlivu fosforylace na bunécnou funkci: DivIVA Streptomyces coelicolor

Proteinkinaza AfsK reguluje vétveni rostoucich hyf:

0.18 &
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0.12 1
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0.04
0.02
0.00
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0.18 9
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g 008
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B. Histogramy cetnosti vzdalenosti vétveni hyf od koncu (Spicek) hyf
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Nekonvenéni signalni drahy u prokaryot: od signalni
molekuly po bunécné funkce

Priklad vlivu fosforylace na bunécnou funkci: DivIVA Streptomyces coelicolor

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

Empty vector Constitutively active
AfsK
(T165D,T168D)

Thiostrepton  — T - +

kDa

475 ———————

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.




Nekonvenéni signalni drahy u prokaryot: od signalni

molekuly po bunécné funkce
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




Nekonvenéni sighalni drahy u prokaryot: od
signalni molekuly po bunécéné funkce
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