Téma diplomové prace: Vliv fosforylace flotilinu FloTsp, na bunééné déleni a sekreci
proteint u Streptococcus pneumoniae

Jednim ze zakladnich procest, které umoznuji existenci zivota je bunécénd signalizace. Jedna se
o sofistikovany mechanismus, ktery umozinuje prenos informaci z vnéjsiho prostiedi a koordinaci
bunéénych procest u zivych systémi.

Dlouhodobym cilem nasi Laboratofe bunécné signalizace je mapovani signalizacni sité
serin/threoninové (Ser/Thr) proteinkinazy eukaryotického typu a piislusné Ser/Thr fosfatizy a
charakterizace jejich substrati u bakterii. Nasim modelovym organismem je grampozitivni patogenni
bakterie Streptococcus pneumoniae, ktera koduje ve svém genomu pouze jednu kopii Ser/Thr
proteinkinazy s ndzvem StkP a k ni pfislusné proteinfosfatazy PhpP. Tato signaliza¢ni drédha reguluje
fadu bunéénych procest, véetné bunééného déleni.

Tato prace bude navazovat na velice zdafilou diplomovou praci ispé$né¢ obhajenou v letosSnim
roce 2023, ktera se vénovala charakterizaci neznamého substratu proteinkinazy StkP s nazvem Spr1962
(FloTsp). Autorce se podarila odhalit vyraznd podobnost s flotilinovym proteinem bakterie Bacillus
subtilis FloT a mimo jiné nastinit jeho funkci v bunééném déleni, v sekreci a potvrdit fosforylaci T273
pneumokokového proteinu FloTs, kindzou StkP.

Bakterialni funkéni membranové mikrodomény (FMM), u eukaryot znamé jako lipidické rafty,
jsou slozeny z fosfolipidové baze, skeletalnich scaffold proteinti zvanych flotiliny a proteinovym
nakladem tvofenym rtiznymi proteiny. Flotiliny jsou evolu¢né velmi konzervované proteiny, které se
vyskytuji napfi¢ fylogenetickym systémem od bakterii az po clovéka. Flotiliny maji schopnost
interagovat s lipidy a oddé¢lit tak definované membranové oblasti. Hypotézou je, Ze organizuji lipidy do
struktur s vétsi hustotou. Navic maji i skeletalni funkci, v jejimz disledku jsou schopné stabilizovat
strukturu mikrodomény a zprostifedkovavaji inzerci proteini do membrany i jejich oligomerizaci. Navic
se podileji na zprostfedkovani interakci mezi proteiny mikrodomén, regulaci fluidity membran, sekreci
a transportu. Fosforylace flotilinu zprostfedkovana proteinkinazou nebyla dosud nikde popsana a pro
badatele je velkou vyzvou rozlustit vyznam unikatni fosforylace flotilinu FloTs, u pneumokoka.

Cilem navrhované diplomové prace bude se zamérit na rozlusténi funkce fosforylace
FloTs, v bunééném déleni a sekreci proteinii. Autor se béhem studia seznami s fadou modernich
molekularné-biologickych metod (fluorescen¢ni mikroskopie, 3D SIM, konfokalni mikroskopie,
manipulace s DNA, NGS sekvenace, purifikace proteinii, mutageneze, co-IP, bakterialni
dvouhybridni systém atd.).

FloTs, protein je lokalizovan ve shlucich
po obvodu bunék s obohacenim v septu a
na pélech buriky.

Vizualizace FloTs,-GFP (zelena barva)
pomoci 3D super-rezolu¢ni mikroskopie
(3D SIM) (A) a pomoci epifluorescencni
mikroskopie (B). Bakteridlni membrana je
obarvena Nile red fluorescenc¢ni barvou
(Cervena barva).
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