Téma diplomové price: Uloha RNA chaperonu KhpB vbunééném déleni u
Streptococcus pneumoniae

Jednim ze zékladnich procesi, které umoznuji existenci zZivota je bunécna signalizace. Jedna
se o sofistikovany mechanismus, ktery umoznuje prenos informaci z vnéjsiho prostredi a koordinaci
bunécnych procesu u Zivych systém.

Dlouhodobym cilem nasi Laboratofe bunécné signalizace je mapovani signalizacni sité
serin/threoninové (Ser/Thr) proteinkindzy eukaryotického typu a pfislusné Ser/Thr fosfatazy a
charakterizace jejich substrat u bakterii. Nasim modelovym organismem je grampozitivni patogenni
bakterie Streptococcus pneumoniae, kterda koéduje ve svém genomu pouze jednu kopii Ser/Thr
proteinkindzy s nazvem StkP a k ni pfislusné proteinfosfatazy PhpP. Tato signalizacni draha reguluje
fadu bunécnych procesu, véetné bunécného déleni.

Nedavno jsme identifikovali protein KhpB jako novy substrat proteinkindzy StkP. Jednd se o
protein bunécného déleni, ktery obsahuje mimo jiné dvé RNA vazebné domény KH a R3H. Tyto
domény se vyznacuji kratkym, 4-5 nukleotidl dlouhym, konzervativnim motivem, ktery slouzi
k interakci s rliznymi molekulami RNA a pro zajisténi dostate¢né specificity mezi proteinem a RNA
molekulami je potfeba kooperace vétSiho mnoistvi KH a R3H domén. Je znamo, Zze KhpB tvori
heteromerni komplex s dalsSim proteinem KhpA kédujicim KH doménu, ¢imz se pravdépodobné
zvysuje specificita vac¢i vazebnym RNA molekuldm. Tento komplex KhpA/B se vaze mimo jiné na 5°
netranslatovatelnou oblast mRNA genu ftsA a tim pUsobi jako negativni regulator exprese proteinu
FtsA, coz vede k defektu v bunécéném déleni (viz Obr.).

Protoze komplex KhpA/B interaguje s celou fadou molekul RNA (mRNA, tRNA, sRNA), byla
vyslovena hypotéza, Zze KhpA/B mizie fungovat jako RNA chaperon u grampozitivnich bakterii,
podobné jako dobfe znamy RNA chaperon Hfg u gramnegativnich bakterii. Hfg podporuje interakci
mezi regulaéni sRNA a regulovanou mRNA a muZe vazat RNasu E, coz vede k degradaci mRNA
ribonukleasou E. Podle nasich predbéznych vysledkll jsme zjistili, Ze KhpB interaguje s dalSim
proteinem obsahujicim KH doménu RNasou Y. Domivame se, Ze RNase Y mlzZe u pneumokoka rovnéz
prispét k rozpadu molekul RNA po vazbé na KhpA/B komplex.

Ukolem této navrhované diplomové prace bude objasnit vliv fosforylace proteinu KhpB na
tvorbu komplexu KhpA/B a na interakce s RNA molekulami. Dale se pokusime objasnit funkci
komplexu KhpA-KhpB-RNasa Y. Autor se béhem studia seznami s fadou modernich molekularné-
biologickych metod (fluorescen¢ni mikroskopie, 3D SIM, manipulace s DNA a RNA, qRT-PCR, NGS
sekvenovani, purifikace proteinl, mutageneze, co-IP, bakterialni dvouhybridni systém, gel mobility
shift assay atd.).

Delece RNA vazebnych domén (KH a R3H) proteinu
KhpB zplisobuje zmenseni bunék v porovnani
s divokym kmene WT u Streptococcus pneumoniae.

Snimky ze Skenovaci elektronové mikroskopie
znazornuji defekt v bunécném déleni zplsobeny
narusenim vazby KhpB s molekulami RNA.
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