Univerzita Hradec Kralové

Prirodovédecka fakulta

Katedra biologie

Role HuB ve virulenci patogenni bakterie

Autor:

Studijni program:

Studijni obor:

Vedouci prace:

Hradec Kralové

Francisella tularensis

Diplomova prace

Bc. Lucie Kratka
N 1501 Biologie

Systematicka biologie a ekologie

RNDr. Petra Spidlova, Ph.D.

¢ervenec 2015



Univerzita Hradec Kralové
Prirodovédecka fakulta

Zadani diplomové prace

Autor: Bc. Lucie Kratka

Studijni program: N1501 Biologie

Studijni obor: Systematicka biologie a ekologie

Nazev zavérecné Role HuB ve virulenci patogenni bakterie
prace: Francisella tularensis

Nazev zavérecné The role of HuB in the virulence of pathogenic bacterium
prace AJ: Francisella tularensis

Cil, metody, literatura, predpoklady:

Prace je zamérena na studium potencialniho faktoru virulence HuB (histone-like
protein B) v mirné virulentnim evropském kmeni F. tularensis subsp. holarctica
FSC200. Kandidatni gen pro deletni mutagenezi byl vybran na zakladé
proteomické studie provedené na Ustavu molekularni patologie FVZ UO. Mutantni
kmen pripraveny v ramci diplomové prace bude dale testovan v systémech in vitro
a in vivo a bude sledovan vliv mutace na virulenci bakterie. Pro potvrzeni, Ze
sledované zmény fenotypu mutantniho kmene jsou zpiisobeny deleci genu, bude
provedena cis komplementace mutantniho kmene.

Garantujici pracovisté: Katedra biologie, Prirodovédecka fakulta, UHK

Vedouci prace: RNDr. Petra Spidlova, Ph.D.
Oponent: RNDr. Alena Fuéikov4, Ph.D.
Datum zadani prace: leden 2014

Datum odevzdani prace:



7

Prohlaseni:

Prohlasuji, Ze jsem diplomovou praci vypracovala samostatné a Ze jsem v seznamu
pouzité literatury uvedla vSechny prameny, z kterych jsem vychazela.

V Hradci Kralové dne Bc. Lucie Kratka



Podékovani

Réada bych touto cestou vyjadiila podékovani pani RNDr. Petie Spidlové, Ph.D. za
jeji cenné rady, ochotu a vstricny pristup pti vedeni mé diplomové prace.

Dale bych chtéla podékovat zaméstnanciim Katedry molekularni patologie a
biologie FVZ UO za moZnost vypracovani diplomové prace v laboratotich tohoto
pracoviSté a za vytvoreni prijemného pracovniho prostredi. Mé podékovani patri
také panu Doc. RNDr. FrantiSku Malirovi, Ph.D. z Katedry biologie PfF UHK za
umoznéni externiho zpracovani diplomové prace.



Anotace

KRATKA, L. Role HuB ve virulenci patogenni bakterie Francisella tularensis. Hradec
Kralové, 2015. Diplomova prace na Prirodovédecké fakulté Univerzity Hradec
Kréalové. Vedouci diplomové prace Petra Spidlova. 84 + II s.

Prace je zamérena na studium potencialniho faktoru virulence HuB (histone-like
protein B) v mirné virulentnim evropském kmeni F. tularensis subsp. holarctica
FSC200. Kandidatni gen pro delecni mutagenezi byl vybran na zakladé
proteomické studie provedené na Ustavu molekularni patologie FVZ UO. Mutantni
kmen pripraveny v ramci diplomové prace bude dale testovan v systémech in vitro
a in vivo a bude sledovan vliv mutace na virulenci bakterie. Pro potvrzeni, Ze
sledované zmény fenotypu mutantniho kmene jsou zpiisobeny deleci genu, bude
provedena cis komplementace mutantniho kmene.

Klicova slova
Francisella tularensis, virulence, histone-like protein B, dele¢ni mutageneze,
komplementace



Annotation

KRATKA, L. The role of HuB in the virulence of pathogenic bacterium Francisella
tularensis. Hradec Kralové, 2015. Diploma Thesis at Faculty of Science University of
Hradec Kralové. Thesis Supervisor Petra Spidlova. 84 + II p.

The thesis is focused on the study of potential virulence factor HuB (histone-like
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holarctica FSC200. The candidate gene for the deletion mutagenesis was chosen on
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1 Uvod a cile prace

Intracelularni bakteridlni patogeny jsou pomérné rozmanitou skupinou
mikroorganismi zpusobujicich ¢asto zavazné infekce, ale moznosti obrany proti
témto infekcim jsou omezené. Dlvodem byvaji nedostatetné poznatky
o molekularni patogenezi infekcnich chorob, pricemZ intracelularni patogeny si
vyvinuli dlimyslné strategie, jak obejit vnitrobunécné rozpoznani a zajistit si tak
preziti a proliferaci v hostiteli.

Do Kkategorie intraceluldrnich patogenti patifi také jedna z nejinfek¢néjsich
znamych bakterii a plvodce tularémie, Francisella tularensis. Tento mikrob je
schopen ucinné parazitovat ¢i kolonizovat Siroké spektrum hostiteli, coZ samo
o sobé naznacuje, Ze se dokdze prizplisobit na rozmanitd ristova prostiedi.
Klicovym prvkem Zivotniho cyklu F. tularensis je jeji schopnost po infekci prezit
a replikovat se v makrofazich ¢i jinych bunkach hostitele, coZ je nezbytnym krokem
pro vyvolani tularémie. Navzdory vysoké virulenci a relativné dobre
prozkoumanému principu intraceluldrniho zpisobu zivota jsou ovSem stile
nedostatecné informace tykajici se mechanismu patogeneze a virulen¢nich faktort
kédovanych touto bakterii.

Diky vyvoji genetickych nastrojii umoziujicich cilené manipulace s F. tularensis
se postupné dari tyto specifické virulencni faktory, jez prispivaji k patogenezi,
odhalovat. Zmény v téchto mechanismech mohou vést k odliSné schopnosti preziti
¢i pripadnému utlumu virulence bakterie vin vitro ¢i in vivo podminkach.
Pokracujici studie genetickych faktori spojenych s virulenci budou mit ziejmé
zasadni vyznam pro vyvoj léc¢iv nebo ockovacich latek, které budou schopné
chranit proti tularémii.

Cilem této diplomové prace je studium potencialniho faktoru virulence, jeZ nese
oznaceni histone-like protein B (HuB). Pro praci bude pouZzit mirné virulentni
evropsky kmen Francisella tularensis subsp. holarctica FSC200. V ramci prace bude
pripraven mutantni kmen F. tularensis subsp. holarctica FSC200 s deleci genu pro
HuB (AhuB). Vliv delece tohoto genu na virulenci bakterie bude poté testovan v in
vitro a in vivo systémech. V pripadé zjiSténi oslabeni delecniho kmene in vivo bude
dal$im bodem zajmu ovéreni, zda tento kmen poskytuje urcitou droven protekce
proti materskému kmeni. Delecni kmen bude dale komplementovan zpétnym
navracenim genu huB a opét testovan v in vitro a in vivo podminkach.
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2 Literarni prehled

2.1 Bakterie Francisella tularensis
2.1.1 Obecna charakteristika

Francisella tularensis je charakterizovdna jako gramnegativni, fakultativné
intracelularni patogen zptlisobujici onemocnéni zvané tularémie (Santic et al,
2010). Nema schopnost pohybu, netvori spdry a vyzaduje aerobni prostiedi. Tvar
miZe byt proménlivy, nejcastéji tyCinkovity primérné velikosti 0,8- 1 pym x 0,4-
0,6 um (Bednar et al., 1994). Na kultivaci je tato bakterie naroc¢na, ale v Zivotnim
prostiedi se vyznacuje pomérné vysokou odolnosti. DokaZe prezit nékolik tydni
pii nizkych teplotach ve vodég, vlhké pidé, senu, slamé a rozkladajicich se zvirecich
télech (Dennis et al., 2001).

Poprvé byla Francisella tularensis izolovana v roce 1912 ze sysli umirajicich na
onemocnéni podobné moru v oblasti Tulare v Kalifornii. Bakterie byla nazvana
podle mista nalezu Bacterium tularense (McCoy et Chapin, 1912). Na pocest
Edwarda Francise, jenZ se vyznamné podilel na vyzkumu tohoto mikroorganismu,
byl pozdéji rodovy nazev zménén na Francisella (Oyston, 2008). Prvni pripad
infekce Clovéka F. tularensis byl zaznamenan v roce 1913 (Wherry et Lamb, 1914).

2.1.2 Taxonomie

Francisella je jedinym rodem v ramci ¢eledi Francisellaceae. Na zakladé podobnosti
DNA a sloZzeni mastnych kyselin jsou vramci rodu rozliSovany dva druhy:
Francisella tularensis a Francisella philomiragia (McLendon et al,, 2006).

F. philomiragia se vyznaCuje niZ8i virulenci, onemocnéni vyvolava pouze
ujedinci s poskozenym imunitnim systémem. Casto je spojovdna s vodnim
prostiedim (Hollis et al., 1989).

Podle Svensson et al. (2005) je druh F. tularensis ¢lenén na poddruhy (Obr. 1):
tularensis, holarctica, mediaasiatica, novicida a variantu poddruhu holarctica
nalezenou v Japonsku, ktera se vyrazné odliSuje biochemickymi vlastnostmi. Tyto
poddruhy se lisi virulenci (Tab. 1), geografickym rozsifenim a vykazuji rozdily
v nékterych biochemickych testech. V soucasnosti se objevuji spiSe nazory, Ze
subsp. novicida by mél byt zachovan jako samostatny druh, protoZe prerazeni do
poddruhu je zaloZeno pouze na genetické pribuznosti mezi F. tularensis a novicida
a nezohlednuje znac¢né fenotypové (ekologické naroky, virulence, patogeneze)
a genomické rozdily (Kingry et Petersen, 2014).

. F. tularensis subsp. tularensis se vyskytuje prevazné v Severni Americe.
Vysoce virulentni je pro ¢lovéka i zvirata a mlze zpUsobit Zivot ohrozujici
onemocnéni. Infekéni davka u c¢lovéka je velmi nizka, sta¢i vdechnout
i méné neZ 10 bakterii. Poddruh tularensis, nékdy oznacovany jako typ A,
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je mozné ddle rozlisit na geneticky rozdilné podtypy Al a A2 (Farlow et al,,
2001)

F. tularensis subsp. holarctica (typ B) je ve srovnani s predchozim typem
méné virulentni. Rozsifeni zahrnuje velkou c¢ast severni polokoule, v prvé
radé Evropu, dale Asii, Severni Ameriku a Mexiko. Subsp. holarctica je
primarnim plvodcem tularémie na uUzemi Evropy, drobné epidemie
zptisobuje i v Ceské republice.

F. tularensis subsp. mediaasiatica byla izolovdna ve stiredni Asii
a v nékterych castech byvalého Sovétského svazu. Virulence je velmi
podobna jako u subsp. holarctica.

F. tularensis subsp. novicida ma rozsifeni prevazné na severoamerickém
kontinentu a v Australii. Tento evolu¢né nejstarsi poddruh je pro lidské
jedince s funkéni imunitou témér avirulentni, vysoce patogenni ale zlistava
pro hlodavce (Svensson et al.,, 2005; Pechous et al.,, 2009). Tato bakterie
nebyla dosud identifikovana u volné Zijicich zvitat ani ¢lenovci a jedinym
zdrojem izolatd je slana voda (Kingry et Petersen, 2014).

Rozsahlé jedno- | Dsp. novicida

nukleotidové rozdily
Delece:
RDI¢

v sedmi genech
Delece:

RD2 RD6
RD3 RDII
RDS

Pritomnost:
RDl¢c RD6
RD2 RD7
RD3 RDII
RD4 RDI6
RDS

Predek
£ tularensis

subsp. mediasiatica

subsp. holarctica

subsp. holarctica
(Japonsko)

subsp. tularensis

Obrazek 1: Evolu¢ni schéma F. tularensis zalozené na ztraté znaku za piedpokladu
postupného ubyvani genetického materialu v pribéhu evoluce (Svensson et al.,, 2005,

upraveno)
RD... oblast rozdilu vétsiho rozsahu

Tabulka 1: Virulence biotypii F. tularensis (Ellis et al., 2002)

Biotyp 50 % letalni davka, CFU
¢lovék mys morce kralik
F. tularensis subsp. tularensis <10 <10 <10 1-10
F. tularensis subsp. holarctica <103 <1 <10 >106
F. tularensis subsp. mediaasiatica - - - >106
F. tularensis subsp. novicida >103 <103 <103 >103

vSechny davky byly aplikovany subkutanné

2.1.3 Porovndni genomii poddruhti F. tularensis

Sekvencni analyzy poddruht F. tularensis (Tab. 2) poukazuji na jejich znacnou
podobnost na genetické drovni. Velikost genomu je shodné priblizné 1,8 Mb,
nejrozsahlejsi genom 1,91 Mb ma subsp. novicida (kmen U112). Obsah G + C
v genomech vSech poddruhti je pomérné nizky a tvoii cca 32 %. Predpoklada se, ze
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funkéni proteiny koéduje 70 az 90 % otevienych ctecich ramcl. Virulentnéjsi
poddruhy tularensis a holarctica obsahuji v genomu asi 200 az 300 pseudogent],
zatimco méné patogenni novicida U112 jich ma pouze 14. Sekvenované kmeny se
shoduji v po¢tu kédovanych tRNA, rRNA a dalSich strukturalnich a regula¢nich
RNA. Srovnavaci genomické studie také odhalily vysoky stupen nukleotidové
identity mezi jednotlivymi poddruhy, a to priblizné v rozsahu od 97 do 99 %. Ve
virulentnéjsich kmenech typu A jsou vSak pritomné cetné prestavby DNA, zatimco
u kment typu B je genomova reorganizace mensi (Barabote et al., 2009; Pechous et
al,, 2009).

Tabulka 2: Prehled obecnych charakteristik genomi kompletné osekvenovanych kmeni
F. tularensis (Barabote et al., 2009)

Francisella tularensis

Poddruh holarctica holarctica holarctica tularensis tularensis tularensis novicida
Kmen FTNF002- 0SU18 LVS FSC198 SCHU-S4  WY96- U112

00 3418
Velikost genomu 1,890909 1,895727 1,895994 1,892616 1,892819 1,898476 1,910031
(Mb)
% G+C 32,161 32,158 32,152 32,26 32,259 32,268 32,475
% kodovani 87 74 82 79 78 79 89
Odhadované 1580 1555 1754 1605 1603 1634 1719
proteiny
Pseudogeny 256 328 213 199 201 186 14
tRNA 38 38 38 38 38 38 38
rRNA 10 10 10 10 10 10 10
Ostatni RNA 5 5 5 5 5 5 5

2.1.4 Kultivacni podminky

Rod Francisella je na kultivaci pomérné naro¢ny. Optimalni podminky pro rast
F. tularensis jsou pfri teploté 37 °C a pH 6,9. Poddruh novicida a F. philomiragia
rostou dobte také pii 28 °C. Ke kultivaci jsou vhodné plidy obohacené cysteinem,
ktery tato bakterie vyzaduje pro svij riist (Foley et Nieto, 2010). Casto se pouZiva
krevni agar s glukézou a cysteinem, ¢okoladovy agar obohaceny cysteinem ¢i lze
zvolit i neselektivni agar saktivnim uhlim a kvasni¢nim extraktem (Obr. 2).
Jednotlivé, dobre rozlisitelné kolonie jsou obvykle ziskany po 2- 4 denni kultivaci
(Ellis et al.,, 2002). Na krevnim agaru jsou kolonie hladké, Sedé, mukozni, s patrnou
malou zdénou a-hemolyzy (Foley et Nieto, 2010). Kolonie rostouci na srdcovém
agaru s cysteinem jsou typicky opaleskujici a barvu kultivacni plidy neméni
(Dennis et al., 2001).

V tekutém médiu Francisella neroste priliS dobre, ani pokud je doplnéno
o cystein. Pro viditelny nartst kultury v priibéhu 24 hodin je nutné zaockovat do
média vétsi mnozZstvi inokula (Ellis et al.,, 2002). Vhodnym médiem je kompletni
Chamberlainovo médium (Chamberlain, 1965).
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Obrazek 2: Francisella tularensis na ruznych typech médii: A- pufrované médium
s aktivnim uhlim a kvasni¢nim extraktem, B- ¢okoladovy agar, C- krevni agar s ov¢i krvi, D-
srdcovy agar s cysteinem (The Journal of Undergraduate Biological Studies, 2010)

2.1.5 Francisella tularensis jako potencidlni biologicka zbrari

Do souvislosti s moznym vojenskym ¢i teroristickym zneuZitim je Francisella
tularensis davana z divodu snadného Sifeni vzdusnou cestou, velmi nizké infek¢ni
davky a schopnosti usmrtit nebo zneschopnit ¢lovéka (Dennis et al., 2001). Na
zakladé téchto vlastnosti byla US Centers for Disease Control and Prevention
zafazena do kategorie A zahrnujici patogeny s nejvyssSi rizikovosti mozného
zneuziti (CDC, 2015).

F. tularensis je za potencialni biologickou zbrain povazovana jiZ dlouhou dobu.
Byla jednim z patogenli testovanych japonskymi specidlnimi vyzkumnymi
jednotkami vletech 1932-1945. Ve Spojenych statech probihal vyzkum této
bakterie v 50. a 60. letech minulého stoleti, v priibéhu kterého vyvinuli a vyrobili
biologické zbrané s aerosolovym sifenim F. tularensis. Paralelné provadéli vyzkum
zaméreny na lepsi pochopeni patofyziologie tularémie, vyvoj vakciny a antibiotické
profylaxe a 1éCby. K ¢astecné ochrané pred virulentnim SCHU S4 kmenem vyvinuli
Zivou oslabenou vakcinu a objevili uc¢inna antibiotika v profylaxi a 1écbé, a to
streptomycin, tetracyklin a chloramfenikol. Formalné byl program zaméreny na
rozvoj biologickych zbrani ukonfen vroce 1970. V Sovétském svazu vyvoj
biologickych zbrani udajné pokracoval az do 90. let a wvyustil v produkci
rezistentnich kment F. tularensis navrzenych tak, aby byly odolné viic¢i piisobeni
antibiotik i vakcin. I tento historicky vyvoj zvySuje obavy, Ze by F. tularensis mohla
byt v budoucnu jako biologicka zbran zneuzita (Dennis et al.,, 2001).
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2.2 Tularémie
2.2.1 Epidemiologie

Tularémie je zoonotické onemocnéni s prirodni ohniskovosti. Svym vyskytem se
vaze na severni polokouli, ndkazy jsou hlaseny ze Spojenych statli, zemi byvalého
Sovétského svazu, Japonska, Kanady, Mexika. V Evropé je nejvice piipadi
spojovano se Skandinavii (prevazné Svédsko, Finsko) a stiedni Evropou. V jiZni
Evropé infekce nenti prilis obvykla (Foley et Nieto, 2010).

V Ceské republice je vyskyt spojovan nejéastéji s jizni Moravou, vzacné
k men$im epidemiim dochaz{ i na jinych mistech CR (okoli Plzné, Chlumce nad
Cidlinou). Tyto mikroepidemie Casto souvisi sloveckou sezénou (Macela a kol,,
2002)

Pripady nakaZeni clovéka tularémii jsou zpravidla ojedinélé. Dochazi k nim
vétSinou v obdobi se zvySenym vyskytem krev sajicich Clenovct, tj. od Cervna do
zari. Vzimé je onemocnéni spojovano prevazné s lovci, ktefi manipuluji s tély
nakaZenych zvitrat (Dennis et al., 2001).

Celosvétoveé se pocet osob prirozené nakaZenych tularémii sniZuje, a to zejména
v diisledku snizeni expozice nakaZzenym hlodavctim, kralikiim a zajicim (Foley et
Nieto, 2010). Napiiklad Titball a Sjostedt (2003) ve své praci uvadi, Ze
ve Spojenych statech bylo vroce 1939 zaznamenano 2291 pripadi tularémie,
kdezto v letech 1993-2003 byla priimérna rocni incidence pouze 125 ptipadi. Na
souvislost mezi zvySenym vyskytem tularémie a zhorSenymi hygienickymi
podminkami poukazal i nariist poc¢tu pripadii béhem konflikti v Bosné a Kosovu
(Foley et Nieto, 2010).

Infekce F. tularensis miize proniknout do organismu mnoha cestami. Primarni
zpUsob prenosu na ¢lovéka i jina zvirata je kousnuti infikovanymi ¢lenovci. Nakaza
miZe nastat také po manipulaci s infek¢nimi Zivoc¢iSnymi tkdnémi ¢i tekutinami,
pozitim vody nebo jidla kontaminovaného infikovanymi zviraty a inhalaci
infek¢niho aerosolu. Z téchto divoda do rizikové skupiny patti lidé zabyvajici se
lovem, odchytem a poraZenim zvirat a laboratorni pracovnici (Dennis et al., 2001).
Piimy prenos onemocnéni z ¢lovéka na ¢lovéka nebyl dosud zaznamenan (Pechous
etal., 2009).

Jen malo intraceluldrnich bakteridlnich patogenti ma tak Siroké spektrum
hostiteld a slozity zivotni cyklus jako F. tularensis (Foley et Nieto, 2010). Tato
hmyzozravcli, masozravcl, kopytnikii, vacnatcli, ptakl, obojzivelnikli, ryb
i bezobratlych. Obecné nejvnimavéjsi k ndkaze jsou hlodavci, zajici a kralici, ktef{
pak vytvari zdroj nakazy pro jiné Zivocichy i clovéka. Je vSak malo pravdépodobné,
Ze by tato zvirata byla prirodnim rezervoarem F. tularensis, protoZe u nich infekce
vede k rozvoji akutniho onemocnéni. Ve vodnich cyklech mohou hrat roli hostitelt
prvoci (Pechous et al., 2009).
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Pii Sifeni nakazy mezi hostiteli se vyznamné uplatiiuji jako vektory Clenovci
(Pechous et al., 2009). Rozmanitost téchto prenaseci je vysoka, vice nez 15 druht
klistat, >10 druhli komari, ovadi, roztoci a blechy (Foley et Nieto, 2010). Ackoli
vétSina Clenovcl slouzi jako prechodni hostitelé, kliStaty maze byt F. tularensis
pirenasena v pribéhu celého jejich Zivotniho cyklu pri kazdém kousnuti (Pechous
etal., 2009).

Ve stredni Evropé jsou vyznamnymi vektory kliStata pijak luzni (Dermacentor
reticulatus) a kliSté obecné (Ixodes ricinus) (Hubdlek et al., 1998). S komary je
pfenos tularémie spojovan na severu Evropy (Svédsko), kde jsou vektorem
pirevazné komaii rodu Aedes. V Ceské republice se komati jako vektory F. tularensis
neuplatiiuji (Hubdlek et Halouzka, 1997). K prenosu F. tularensis subsp. tularensis
v Severni Americe prispivaji nejcastéji kliStata, a to klisté americké (Amblyomma
americanum) a pijak americky (Dermacentor variabilis) (Foley et Nieto, 2010).

F. tularensis subsp. holarctica je na rozdil od poddruhu tularensis spojovana
i s prenosem vodou (Santic et al.,, 2010). Mezi vnimavé hostitele patfi mimo jiné
hrabosi a vodni hlodavci, ktefi mohou hrat roli pti udrZovani bakterie ve vodnich
tocich. Infikovani hrabosi vylucuji bakterie moci, coz vede ke kontaminaci vodnich
zdroji (Foley et Nieto, 2010). Tato bakterie miize pieZit a riist v Acanthamoeba
castellanii, coz je volné Zijici améba béZzné se vyskytujici v prirozeném vodnim
prostredi. Nalezena byla také vcystdch améb, coZz poukazuje na fakt, Ze by
vSudypritomni prvoci mohli byt dllezitym rezervoarem F. tularensis v Zivotnim
prostredi (Abd et al., 2003).

2.2.2 Klinické formy

Zavaznost a forma tularémie se odviji od kmene zptsobujictho onemocnéni, davky
a zpusobu infekce (Ellis et al., 2002). Pri¢inou vétSiny zaznamenanych ptipadi jsou
F. tularensis subsp. tularensis a subsp. holarctica, pricemZ poddruh tularensis je
ptivodcem nejcastéji v oblasti Severni Ameriky, holarctica v Evropé (Oyston, 2008).
V pripadé neléceni se udava smrtnost az 60 %, pri vcasné 1é¢bé antibiotiky tato
hodnota klesa pod 10 %. U neléfenych onemocnéni vyvolanych subtypem
holarctica je smrtnost v rozmezi 1-10 %, pti 1éCbé antibiotiky se bliZi témér k nule
(Macela a kol., 2002).

Ackoliv tularémie muize mit zdvazny az smrtelny priibéh, zvlasté pokud je
ptivodcem poddruh tularensis, onemocnéni vyvoland malo virulentnimi kmeny
nemusi byt vzhledem knespecifickym priznakiim v nékterych pripadech ani
diagnostikovana. Inkubacni doba je zpravidla 3-5 dni. U pacientl se poté objevuji
priznaky podobné chripce, a pokud se neléci, mize mit onemocnéni vlekly
a recidivujici prabéh (Oyston, 2008).

Nejbéznéjsi formou (azZ v 80 % pripadi) je ulceroglandularni tularémie, ktera se
vétSinou objevuje v disledku kousnuti infikovanym clenovcem nebo prinikem
infekce pres drobné odérky na kiizi, napt. pfi primém kontaktu s nakazenym
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zviretem. Po uplynuti inkuba¢ni doby se u pacienta projevi horecky, zimnice,
malatnost, bolesti hlavy. V misté vstupu infekce do téla se utvori vied, odkud jsou
bakterie prostfednictvim lymfatického systému Sifeny do regionalnich miznich
uzlin, coz je doprovazeno jejich zdurenim. Bakterie se mohou $irit i do dalsich
tkani v téle (plic, jater, sleziny), nicméné faze bakteriémie je prechodna a nastava
v ramci infek¢niho procesu pomérné brzy (Ellis et al., 2002). U nelécenych ptipadi
je umrtnost u této formy odhadovana na 5 % (Foley et Nieto, 2010).

Méné castou formou (1-4 % ze vSech pripadil tularémie (Pechous et al., 2009))
je okuloglandularni tularémie, kterd se rozviji po zaneseni infek¢niho agens do
spojivkového vaku. Infekce v oku pacienta se projevi zanétem spojivek, otokem
vicek a hnisavou sekreci. Pokud neni zahajena 1é¢ba, infekce se mtiZe Sirit podobné
jako pri predchozim typu tularémie do lokalnich miznich uzlin (Oyston, 2008).

Poziti infikovanych potravin nebo vody kontaminované F. tularensis vede
k projeviim orofaryngedlni, ¢i gastrointestinalni tularémie. Piiznakem je bolest
v krku se zvétSenymi mandlemi a vznikem Zluto- bilych pablan, ¢asto doprovazené
zdutfenim cervikalnich lymfatickych uzlin. V zavislosti na infekéni davce se miize
gastrointestinalni tularémie projevit od formy mirnych, dlouhodobé trvajicich
prijmi, aZ po rozsahlou ulceraci stiev se smrtelnymi nasledky (Ellis et al., 2002).

Inhalaci F. tularensis se rozviji zfejmé nejakutnéjsi forma tularémie, plicni.
Vektorem pro infekéni agens byvaji prachové c¢astice a castice aerosolu. Plicni
onemocnéni se miiZze objevit i jako sekundarni komplikace pii jinych formach
tularémie, pokud se patogen rozsiti krevnim nebo lymfatickym systémem z jiné
infikované tkané do plic. Pfiznaky jsou variabilni a zavisi na virulenci bakterialniho
kmene. Mohou byt od mirné pneumonie azZ po akutni infekci s vysokou horeckou,
malatnosti, zimnici a kaslem (Oyston, 2008). Infekéni davka potfebna k vyvolani
onemocnéni respiracni cestou je velmi nizka, u Clovéka sta¢i vdechnout 1-10
bakterii F. tularensis subsp. tularensis (Dennis et al., 2001). Pfi neléCené infekci
zplUsobené timto subtypem se umrtnost blizi k 30- 60 %. V¢asné zahajeni 1écby
antibiotiky tuto hodnotu sniZuje na ptiblizné 2 % (Pechous et al., 2009).

2.2.3 Lécba

Soucasny standard péce pii ndkaze tularémii zahrnuje 1écbu antibiotiky.
F. tularensis je bakterie citliva k fadé antibiotik v¢etné streptomycinu, kanamycinu,
amikacinu, gentamicinu, fluorochinolond, tetracyklinu, doxycyklinu ¢i
chloramfenikolu. Oproti tomu odolava plisobeni penicilinti a cefalosporint prvni
generace. Tato rezistence na beta-laktamova antibiotika je vyvolana tvorbou
destrukc¢nich enzymi, tzv. beta-laktamaz, které tento typ antibiotik rozkladaji
(Foley et Nieto, 2010).

Lékem prvni volby jsou aminoglykosidy. Klinicky ucinny je streptomycin, avSak
kviili nezadoucim nefrotoxickym a ototoxickym ucinkiim se pouziva pouze zridka.
Podobné je to s chloramfenikolem, ktery se diive k 1é¢bé pouzival, ale miiZe mit
nevratné negativni uc€inky na hematopoézu. Vhodnou alternativou pro lécbu
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tularémie se zdd byt gentamicin (Oyston, 2008). Fluorochinolony, zejména
ciprofloxacin, predstavoval dobrou volbu pro 1écbu tularémie u déti a téhotnych
(Johansson et al., 2000), nicméné jeho uZivani pro lécbu tularémie bylo nedavno
FDA zakazano, protoZe bylo zjisténo, Ze kmeny F. tularensis jsou schopné rychle
k tomuto antibiotiku ziskat rezistenci a kmeny F. novicida dokonce in vitro vykazuji
i kiiZenou rezistenci vii¢i doxycyklinu a erytromycinu (Sutera et al.,, 2014). Obecné,
pokud je lécba antibiotiky zahajena vcas, vyrazné se u akutnich forem onemocnéni
sniZuje mira imrtnosti (Oyston, 2008).

Soucasné moznosti 1é¢by by mohly byt omezeny rozvojem prirozené rezistence
na antibiotika ¢i navrzenim rezistentnich kment (Barry et al., 2009). Proto je velky
zajem o vyvoj bezpetné a ucinné vakciny, ktera by mohla byt pouZita k ochrané
lidské populace (Mann et Ark, 2009).

2.2.4 Vakcina

Jednim z hlavnich cili pri vyvoji vakciny je navrzeni ockovaci latky s dobrou
snasenlivosti, ktera clovéka ochrani i pred kmeny typu A Sifenymi aerosolem
(Mann et Ark, 2009). Kvytvoreni vakciny byly pouzity rltzné pristupy od
celobunéénych usmrcenych vakcin, po podjednotkové a Zivé oslabené vakciny
(Barry et al.,, 2009). Presto do dnesSni doby neni dostupna Zadna ockovaci latka
s licenci pro humanni pouZiti (Macela a kol., 2002).

Usmrcené celobunécné vakciny

Rozvoji vakciny ve formé usmrcenych bakterii F. tularensis byla vénovana
acetonovou extrakci ve 40. letech Lee Foshay. Imunizace Foshayovou vakcinou
snizila pocet infekci a znacné ovliviiovala a zmirnovala jejich pribéh, ale
nedokdazala zabranit rozvoji onemocnéni po kontaktu s vysoce virulentnimi kmeny
(Barry etal., 2009).

Podjednotkové vakciny

Mozné kandidaty pro tvorbu podjednotkové vakciny predstavuji antigeny
rozpoznavané T-buiikami nebo imunosérem (Barry et al, 2009). Rada téchto
antigenl byla posuzovana z hlediska protektivnich uc¢inkl na zvirecich modelech,
avSak dosud jedinym zjiSténym ochrannych antigenem je lipopolysacharid (LPS).
Vyznamnou nevyhodou pouziti LPS jako vakciny je, Ze imunizaci je zajisténa
protekce pouze proti méné virulentnim Francisella kmenlim. Pii ochrané pred
vysoce virulentnim poddruhem tularensis je dilezité zapojeni imunity
zprostredkované T- lymfocyty (Griffin et al., 2007). Hledani dalSich ochrannych
antigenl k doplnéni protekce indukované LPS stale probiha (Oyston, 2008).
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Zivé oslabené vakciny

Oslabeny kmen by se mél vyznacovat omezenou schopnosti preziti a replikace
in vivo, mél by vést k rozvoji ochranné imunitni odpovédi organismu, ale bez
potencialu vyvolat skutecné onemocnénti (Griffin et al., 2007).

Pouziti nedefinovanych oslabenych kmenl poddruhu holarctica jako vakciny
bylo rozsifeno v byvalém Sovétském svazu. Zde byla vyuZivana lyofilizovana Ziva
vakcina, kterou ve 40. letech minulého stoleti pripravili Elbert a Galski. Ochranny
efekt byl dobry, ale casté byly silné vedlejsi ucinky, které se podobaly projeviim
infekce zplisobené evropskymi kmeny (Macela a kol., 2002).

Americti védci zruského vakcinacniho kmene opakovanym pasazovanim
izolovali kmen, ktery nese oznaceni F. tularensis LVS (live vaccine strain). LVS
pochazi zoslabeného kmene poddruhu holarctica (Barry et al, 2009). Ve
Spojenych statech vyuzivali Zivou oslabenou vakcinu Kkochrané laboranti
pracujicich s F. tularensis. U vakcinovanych jedinci byly pri ulceroglandularni
formé tularémie patrné mirnéjsi priznaky a sniZil se vyskyt respiracni formy
onemocnéni (Dennis et al., 2001).

PrestoZze LVS prokazal urcity ochranny efekt, neziskal opravnéni pro pouziti
ubézné populace. Diivodem je, Ze i pres osekvenovani celého genomu LVS
a porovnani genomové sekvence sdivokym kmenem, neni presné jasné, jaké
genetické zmény prispivaji k oslabeni LVS, ¢imZ nelze vyloucit moZnost navraceni
virulence. Kolonie LVS se také vyznacuji nestabilnim fenotypem (Barry et al,
2009).

V soucasnosti je snaha o pripraveni plné definovaného, stabilniho a oslabeného
mutanta. Cilem mutaci jsou predevsim geny kédujici metabolické enzymy, faktory
virulence a regulacni proteiny. VétsSina cilenych mutaci je nejprve provedena na
kmenech s nizsi virulenci, se kterymi se snadnéji manipuluje, a po identifikovani
slibnych cilovych genii je zahdjena prace s kmeny typu A (Barry et al, 2009).
Nicméné inaktivace genu u jednoho poddruhu F. tularensis se nemusi projevit
stejnym dcinkem u jiného poddruhu (Oyston, 2008).

Jako mozny kandidat pro tvorbu vakciny byla zvaZena i F. tularensis subsp.
novicida, jez pro ¢lovéka neni patogenni, ale zachovava si virulentnost pro mysi.
Oproti LVS nema necharakterizované oslabujici mutace a nukleotidovd podobnost
stypem A i B je vice nez 95 % (Mann et Ark, 2009). Presto se neukazala jako
vhodny zaklad pro vakcinu, protoZe nedokaZe vyvolat ochrannou imunitni
odpovéd proti virulentnéjSim poddruhtim (Shen et al., 2004).

Dal$im pristupem je vyvoj oslabeného kmene typu A. U tohoto virulentniho typu
stupenl imunitni ochrany (Mann et Ark, 2009). Twine et al. (2005) zkonstruovala
kmen SCHU S4 s deleci v FTT0918, coz vedlo v produkci kmene, ktery dokazal
CasteCné ochranit mysSi i pred infekci vysoce virulentnim kmenem. Zda se, Ze
i oslabeny kmen typu A by mohl byt pouZit pro tvorbu bezpec¢né vakciny.
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2.3 Interakce Francisella tularensis s hostitelskou burnikou

F. tularensis se stejné jako mnoho dalSich patogennich mikroorganismt vyznacuje
intracelularnim stylem zivota (Obr. 3) a schopnosti vstupovat, pieZit a proliferovat
v buiikkach infikovaného hostitele. Patogeny tuto intracelularni strategii casto
vyuzivaji, protoZze jim umoZiuje vyhnout se rozpozndni a eliminaci
extraceluldrnimi imunitnimi mechanismy hostitele. Vzhledem k dileZitosti
intracelularniho zpisobu Zivota ve virulenci F. tularensis jsou interakce mezi touto
bakterii a hostitelskymi butikami vyznamnym predmétem studia (Chong et Celli,
2010).

Zasadni pro rozvoj tularémie je schopnost F. tularensis napadnout a mnozit se
v mononuklearnich fagocytech, jako jsou makrofagy a dendritické burky, ackoliv
muze infikovat i polymorfonukledrni neutrofily, hepatocyty, epitelialni
a endotelidlni buniky (Chong et Celli, 2010).

Do makrofagi F. tularensis pronika unikatni formou fagocytézy zvanou looping
fagocytéza. Hostitelskd buinika utvofi z bunécné membrany asymetrickou,
prostornou smycku, ktera obklopi bakterie. Do interakce mezi bakterii
a hostitelskou bunikou jsou zapojené riizné povrchové receptory zahrnujici
manoézové receptory, Fc receptory a komplementové receptory. Virulentni
i oslabené kmeny F. tularensis preZivaji fagocytozu tim, Ze zabranuji okyseleni
fagozomu a ovliviiuji jeho zrani (Steiner et al., 2014). Velmi dileZitou soucasti
intracelularni strategie F. tularensis je fagozomalni unik, pro ktery je vyznamnym
signdlem ziejmé okyselovani fagozomu. Bez ohledu na to, zda se jedna o lidské
nebo mysi makrofagy, z fagozomu do cytoplazmy hostitelské buriky bakterie
zaCinaji unikat po 2-4 hodinach, po 4-8 hodinach se vétSina bakterii vyskytuje
volné v cytoplazmé (Sjostedt, 2006). Checroun et al. (2006) uvadi rychlejsi anik do
cytosolu uz po 1 hodiné po infekci. Mechanismus rozruSeni fagozomalni
membrany neni znam. V cytosolu hostitelskych bunék virulentni i oslabené kmeny
F. tularensis za¢nou intenzivné proliferovat. Replika¢ni proces nezacina drive nez
6 hodin po infekci a v dobé vrcholu intracelularni proliferace bakterii konci
znicenim hostitelské buinky vyvoldnim apoptézy. Tato apoptéza je ziejmé
uprednostiiovdna  patogenem, protoZe umoZnuje bakteriim  uniknout
z hostitelskych bunék a infikovat sousedni bunky (Sjostedt, 2006). U mysich
makrofagi bylo také pozorovano, Ze v pozdnéjsich fazich intracelularni infekce po
replikaci v cytoplazmé dochazi u Ccasti bakterii misto navozeni apoptozy
k opétovnému vstoupeni do endocytické cesty prostrednictvim autofagie a stavaji
se tak soucasti velkych, fizogennich vakuol (Checroun et al., 2006). Nent jisté, zda
je tento proces soucasti bunécné obrany proti infekci, nebo adaptivni strategii
bakterii (Steiner et al., 2014).

Molekularni mechanismy a dileZzité faktory podilejici se na fizeni jednotlivych
fazi vnitrobunécného cyklu Franciselly, jako je rozruSeni fagozomalni membrany
nebo Unik do cytosolu, zlistavaji neobjasnéné, ale zda se, Ze diilezitou roli ve vyvoji
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fagozomu a nasledném uniku hraji geny kédované ostrovem patogenity (Chong et
Celli, 2010).

fagocytoza

reinfekce

fagozomalni
tnik

replikace v
cytosolu

Obrazek 3: Intracelularni cyklus rodu Francisella v makrofazich (pievzato z Chong et
Cellj, 2010)
Popis obr. 3: Po fagocytoze jsou pohlcené bakterie soucasti fagozomu (FCP), ktery nejprve ziskava
znaky ¢asného (EE) a poté pozdniho endozomu (LE), ale uz nedochazi k fuzi s lysozomem (Lys).
Bakterie unikaji zendocytické cesty narusenim membrany FCP do cytosolu, kde dochazi
k rozsdhlému mnoZeni. Tento proces je ukoncen bunéénou smrti a uvolnénim bakterii, nebo
u mysich makrofagli opétovnym vstupem cytosolickych bakterii prostrednictvim autofigie do
vakuol (FCV).

Je ziejmé, Ze v pribéhu infek¢niho cyklu je bakterie vystavena rliznym typtim
prostredi. Aby tyto zmény mikroprostredi uspésné zvladla, prizplisobuje se jim
navySovanim, nebo sniZovadnim exprese mnoha gent, coz ji umoZnuje regulovat
virulen¢ni fenotyp. Diilezitym signdlem je dostupnost Zeleza. Snizeni koncentrace
Zeleza v riistovém médiu (napodobeni hostitelského prostiedi) zvySuje expresi
virulen¢nich faktori kédovanych ostrovem patogenity (FPI). Zndmym signalem
spoustéjicim expresi genti potirebnych ve virulenci bakterie je také teplota. Nejvétsi
zméné teploty je bakterie vystavena pri prechodu z environmentalniho (modelové
26 °C) do hostitelského (37 °C) prostredi. Posun teploty vede k pozitivni regulaci
genl specifickych pro riist a virulenci v savéim prostiedi a k potlaceni exprese
gend zasadnich pro preziti v environmentalnim prostredi (Hazlett et Cirillo, 2009).
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2.4 Faktory virulence

Znalosti tykajici se mechanismu patogeneze a virulencnich faktorG Francisella
tularensis jsou i pres vysokou virulenci bakterie stdle nedostatecné. Probihajici
virulenc¢nich faktort, jejichZ nalezeni by prispélo k rozvoji bezpecné vakciny a 1éc¢iv
(Pechous et al., 2009).

Povrchové struktury

K virulenci F. tularensis prispivaji jednak povrchové struktury, mezi néZz patri
kapsula, lipopolysacharidy a pili. Kapsula pokryvajici povrch F. tularensis je bohata
na sacharidy a pomaha zvySovat rezistenci vici riznym environmentalnim c¢i
hostitelem utvarenym stresovym podminkdm. Tento obal chrani bakterie pred lyzi
zprostiedkovanou sérovym komplementem. Mutanti vykazuji vyssi citlivost ke
zniCeni komplementem a zmirnéni virulence. Pro vyjadreni Uplné virulence je
zirejmé pritomnost kapsuly nezbytna (Pechous et al., 2009).

Lipopolysacharid (LPS) je hlavni sloZkou vnéj$i membrany gramnegativnich
bakterii a je prevladajicim epitopem rozpoznavanym vrozenym imunitnim
systémem. Sklada se z hydrofobni casti lipidu A, oligosacharidového jadra a O-
polysacharidového retézce, ktery urcuje antigenicitu (Pechous et al, 2009).
Francisella LPS se vyznacuje jedinecnymi biologickymi a strukturalnimi
vlastnostmi. V porovndni s jinymi gramnegativnimi bakteriemi, jako je E. coli, LPS
produkovany F. tularensis vyvolava velmi nizkou endotoxicitu in vitro i in vivo
a Spatné aktivuje protizanétlivou odpovéd v disledku nedostatecné interakce
s toll-like receptorem 4 (TLR4). LPS muze byt modifikovan rtznymi sacharidy.
Zmény v LPS mohou odpovidat za nové fenotypy a ovliviiovat virulenci bakterie.
Mutanti postradajici O-antigen maji zhorSené intracelularni preziti a virulenci
umys$i. Tato povrchova slozka je tedy dtlezitd v patogenezi F. tularensis.
Neschopnost LPS aktivovat imunitni systém ve spojeni s Castymi zménami LPS
pravdépodobné podporuje schopnost Franciselly infikovat hostitele (Gunn et Ernst,
2007).

Na povrchu Franciselly jsou pritomné pili typu IV. U jinych organismi tyto pili
zprostiredkovavaji prilnuti bakterii k povrchu hostitelskych bunék, prijem DNA,
pohyblivost a tvorbu biofilmu (McLendon et al., 2006). Studie s F. tularensis LVS
ukazala, Ze pili u LVS jsou dtlezité pro adherenci na povrch hostitelské buriky a pil
geny kodujici povrchova vladkna funguji jako virulencni faktory F. tularensis
(Chakraborty et al., 2008).

FPI (Francisella pathogenicity island)

Ostrov patogenity (FPI) je oblast ve Francisella genomu o velikosti priblizné
30 kb, jez zahrnuje klastr gent kodujicich faktory virulence. Virulentni poddruhy
tularensis a holarctica maji FPI pritomny v duplikatu, v genomu poddruhu novicida
je pouze jedna FPI oblast. FPI se vyznaCuje v porovnani se zbytkem genomu
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nizkym zastoupenim guaninu a cytosinu a zahrnuje 17 otevirenych ¢tecich ramcii
riiznych velikosti, z nichz vétsina byla identifikovana jako nezbytna pro patogenezi
(Nano et al,, 2004). M4 se také za to, Ze nékolik FPI genti kdduje slozky sekre¢niho
systému podobného systému typu VI (Pechous et al., 2009).

Geny pritomné vFPI jsou indukovdny béhem intracelularniho ristu
F. tularensis. Na regulaci FPI gend se podili podminky prostiedi typu Zelezo a
peroxid vodiku a nékteré regulacni faktory vcetné MglAB, SspA, PmrA, FevR a MigR
(Pechous et al., 2009).

Z hlediska intracelularniho rdstu a virulence se jako nepostradatelné pro
F. tularensis ukazaly geny intracelularniho rastového lokusu igIABCD a geny
pdpABCD (Nano et al., 2004). Proteiny IglABC prispivaji k intracelularni patogenezi
a mutace vnékterych z igl geni maji za nasledek zhorSeni rlstu F. tularensis
v makrofazich. IglA a IglB jsou interagujici cytoplazmatické proteiny a zda se, Ze se
ucastni sekrece. IglC inhibuje zrani fagozomu, také je dulezity pro unik bakterii do
cytosolu. IglD je potrebny pro intracelularni replikaci Franciselly v lidskych
makrofazich i pro intracelularni replikaci u mysi (Pechous et al., 2009).

Gen pdpA je nezbytny pro virulenci, ale jeho funkce ani funkce ostatnich pdp
genl neni zndma. Gen pdpD je pritomny u poddruhu novicida a tularensis, ale
u poddruhu holarctica jeho znacna Cast chybi. PdpD je zifejmé zapojeny do
intramakrofagového preZiti (Steiner et al., 2014).

Nékteré geny v ramci FPI vCetné vgrG, dotU a nékolika igl genii sdileji sekvencni
homologii, biochemické a strukturalni vlastnosti s geny zapojenymi do sekrec¢niho
systému typu VI jinych bakterii. Produkty genl vgrG a igll jsou vylucovany
bakteriemi v pribéhu intracelularni infekce (Steiner et al., 2014).

Regulatory transkripce

Ve virulenci F. tularensis hraje vyznamnou roli tzv. makrofagovy ristovy lokus
s geny mglA a mglB. Tyto geny jsou organizovany v operonu. MglA je globalnim
transkripnim faktorem F. tularensis, ktery reguluje mnoho genti i vramci FPL
MglA je homologni k SspA proteinu E. coli, ktery reguluje expresi ¢etnych gent
v odpovédi na nutriéni stres (Sjostedt, 2006). Mutace v genech mglA a mgIB
oslabuji intracelularni rist F. tularensis. Naruseni mglA tlumi schopnost Franciselly
inhibovat zrani fagozomu a unikat do cytosolu hostitelské burnky, coZ je
pravdépodobné v diisledku regulace geniti igIABCD (Pechous et al., 2009).

Vysokou homologii k MglA vykazuje transkrip¢ni faktor SspA F. tularensis.
U F. tularensis LVS SspA i MglA interaguji s RNA polymerazou. Tyto transkrip¢ni
faktory koreguluji stejné soubory genii a spolecné tak vkombinaci s RNA
polymerazou plisobi na regulaci genové exprese (Pechous et al., 2009).

Regula¢nim faktorem nezbytnym pro expresi virulenc¢nich faktori je dale FevR,
u néhoz bylo zjisténo, Ze je zapojeny do exprese genti v ramci FPI a dalSich geni
MglA/SspA regulonu. Predpoklada se, ze MglA a FevR paralelnim pilisobenim
pozitivné reguluji expresi virulenc¢nich faktorl. FevR je zasadni pro bakterialni
replikaci v makrofazich a u mysi (Brotcke et Monack, 2008).
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MigR byl popsan jako regulator exprese igIABCD operonu v LVS a pozitivni
regulator transkriptniho faktoru FevR. Neni objasnéno, zda regulace igl
transkripce je prima, nebo neprima prostfednictvim vlivu na FevR. Zajimavé je, Ze
mutanti pro migR jsou oslabeni pri rlstu v makrofazich, ale ne v epitelidlnich
bunikach (Buchan et al., 2009).

Osamocenym regulatorem genové exprese je PmrA, ktery se podili na regulaci
65 gent, z nichz vétSina leZi v oblasti obklopujici pmrA, nebo v FPI (Mohapatra et
al,, 2007).

2.4.1.1 Histone-like protein HU

Histone-like proteiny jsou malé, bazické, DNA vazebné proteiny syntetizované
prokaryotickymi buinikami. Jsou nezbytné pro zajiSténi integrity bakterialniho
genomu a regulaci genové exprese. Kviili srovnatelné funkci s eukaryotickymi
histony jsou nékdy nazyvany jako proteiny podobné histoniim (histone-like
protein) (Pettijohn, 1988). Podobnost na sekvenc¢ni nebo strukturalni Urovni je
pouze okrajova, proto je nyni Castéji pouzivano oznaceni nukleoid asociované
proteiny (NAP), coZ primarné odraZi jejich lokalizaci (Gupta et al., 2014). NAP maji
nizkou molekulovou hmotnost (16-20 kDa) a jsou vbunkach pritomné
v dostatecné vysokych koncentracich (Anuchin et al., 2011).

NAP jsou povazovany za globalni regulatory genové exprese u bakterii. Jako
strukturni proteiny stanovuji celkovou DNA konformaci tim, Ze nukleovou kyselinu
zabaluji, ohybaji ¢i staceji, coz vede k mnoha ucinkiim na bakterialni bunky. NAP
jsou zapojené do regulace aktivit jednotlivych genii a do procest, jako je
rekombinace, replikace, transkripce a opravy DNA. Jsou to sekvenc¢né nespecifické
DNA vazajici proteiny (Azam et Ishihama, 1999).

Na zakladé stupné homologie aminokyselinové sekvence jsou rozliSovany ctyfti
hlavni skupiny histonim podobnych proteini, a to HU (histone-like proteins E. coli
U93), H-NS (histone-like nucleoid structuring proteins), IHF (integration host
factors) a FIS (factors for inversion stimulation). Jsou také dalsi histoniim podobné
proteiny, které nemaji homologii stémito hlavnimi skupinami (Anuchin et al,,
2011). Vétsina bakteriadlnich druht nekéduje homology vSech téchto proteint. Ale
zdad se, Ze HU proteiny jsou koédovany vSemi eubakteriemi, nalezeny byly
i v archebakteriich a organelach typu chloroplastti, kde ziejmé také plni funkci pfi
organizaci DNA. HU patfi k nejvice konzervativnim NAP (Pettijohn, 1988; Grove,
2011).

Nazev HU je odvozen od kmene E. coli U93, ze kterého byl poprvé izolovan,
H znaci ,histone-like“ (Drlica et Rouviere-Yaniv, 1987). Aktivni protomery funguji
jako dimery a jsou malé, obvykle sloZené z 90-99 aminokyselin. Typicky se jedna
o homodimery sloZené pouze z jednoho typu podjednotky. HU z E. coli a dalSich
enterobakterii jsou heterodimery (Grove, 2011). Ve formé heterodimeru je protein
sloZen ze dvou podjednotek HU-a a HU-f3 kédovanych geny hupA a hupB (Pettijohn,
1988). U E. coli jsou pozorovany i homodimery ve formé HU-a2, HU-B2. Pfrevaha
jednotlivych forem souvisi s riiznymi fazemi ristu. Heterodimery jsou dominantni
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formou ve vétsiné fazi kromé pocatku exponencialni faze, ve které prevlada HU-a2,
HU-B2 je detekovan prevazné v pozdni stacionarni fazi (Claret et Rouviere-Yaniv,
1997).

HU proteiny jsou kladné nabité a sekvencné i strukturalné konzervativni (Obr.
4). Jsou tvoreny kompaktnim jadrem propletenych monomert. Dva helikalni
segmenty z kazdého monomeru tvori télo proteinu, které je uzavieno -listy, jeZ se
prodluzuji v B-retézce objimajici DNA Sroubovici. B-fetézce jsou v nepritomnosti
DNA z velké ¢asti neusporadané a skladaji se za ucelem vazby na DNA. Strukturu
dopliiuje kratky C- terminalni a-helix. B-fetézce obsahuji terminalni prolin, ktery
umoznuje ohyb DNA vloZenim mezi pary bazi. DNA- interkalacni prolin je
konzervativni a jeho substituce zplisobuje vyznamné pozménéné vazani DNA. HU
proteiny jsou typicky pomérné teplotné stabilni (Grove, 2011).

Obrazek 4: Struktura Anabaena HU v komplexu s DNA. DNA-interkalacni proliny jsou
zvyraznény cervenou barvou (Grove, 2011)

Na rozdil od vétsiny DNA vazebnych proteinti se HU proteiny vazi na dsDNA,
ssDNA i RNA (Drlica et Rouviere-Yaniv, 1987). Vazba HU k DNA je sekvencné
nespecificka, ackoliv ziejmé i z ddvodu energetické narocnosti ohybu DNA
vyvolaného HU vazbou, tyto proteiny uprednostiiuji vazbu na DNA se
strukturalnimi naruSenimi spiSe nez vazbu na dokonaly DNA duplex. HU proteiny
maji potencial nejen volit preferovany DNA substrat, ale také vyvolat v DNA
strukturalni deformace na rliznych vazebnych mistech. Tato vlastnost ptispiva
k Siroké skale s DNA spojenych cinnosti, kterych se HU proteiny ucastni (Grove,
2011). HU E. coli se vaze se zvlastni preferenci k cilovym A/T bohatym usekiim
(Prieto etal., 2012).
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HU proteiny jsou schopné zavést negativni nadsroubovicové vinuti do
relaxované cirkularni molekuly DNA v pritomnosti topoizomerazy I a vést ke
kompakci DNA (Anuchin et al,, 2011). HU maji ale pravdépodobné dvoji ucinek na
strukturu DNA, ktery zavisi na mistni koncentraci tohoto proteinu. Vazba
jednotlivych HU dimert v ndhodnych polohach miiZe vyvolat ohyb DNA a zvysit
primérnou flexibilitu DNA. Dame a Goosen (2002) navrhuji, Ze vazba vice HU
dimeri v tésné blizkosti se ziejmé nepodili na kompakci chromozomalni DNA
E. coli, ale Ze hraje roli moduldtoru kompaktnosti nukleoidu antagonizaci
kompaktniho efektu H-NS. Rozdily v trovni HU exprese tak mohou nepiimo
ovlivitovat expresi velkého poctu genti (Dame et Goosen, 2002).

Rozsah ptlisobeni HU na genovou expresi byl zjiStovan pro riizné patogenni
i nepatogenni druhy bakterii. U E. coli se HU projevuje pomérné pleiotropnim
ucCinkem, protoZe hraje roli v mnoha bunécnych procesech, jako je iniciace
replikace DNA (Hwang et Kornberg, 1992) ¢i mistné specificka rekombinace (Li et
Waters, 1998). HU je zapojeny do regulace aktivity nékolika promotori. Napriklad
je nezbytny pro ucinnou a koordinovanou represi dvou pirekryvajicich se gal
promotord E. coli, pii niZ je tfeba Gal represor a jako kofaktor HU protein.
Interakce DNA a HU umozinuje represoru utvorit smycku v misté promotora (Aki
et Adhia, 1997).

HU proteiny se vazi také k transkripénim terminatortim, které maji dyadovou
symetrii nasledovanou AT pary bazi. Oblast terminatoru ziejmé pritahuje HU
proteiny vytvarenim vlasenky v nadSroubovicové DNA. V mnoha procesech HU
napomaha prostorové oddélenym sekven¢éné specifickym DNA vazebnym
proteintim ke spojeni tim, Ze se navaze a ohne prisluSnou DNA oblast (Aki et Adhia,
1997).

HU mohou ovliviiovat i translaci vazbou na mRNA. Prikladem, HU je jednim
z faktord ucastnicich se exprese genu rpoS kédujiciho sigma S podjednotku RNA
mRNA. V bunikkdch postradajicich HU je translace rpoS velmi ovlivnéna. HU je tak
poZadovan pro optimalni preziti E. coli za stresovych podminek vyvolanych del$im
hladovénim (Balandina et al., 2001).

HU regulon E. coli zahrnuje velké mnoZstvi gent a reguluje cca 8 % genomu.
Obsahuje ctyti biologicky vyznamné tridy gent, jejichz regulace je reakci na
anaerobi6zu, acidifikaci, vysokou osmolaritu a SOS indukci. Bylo zjiSténo, Ze HU
E. coli reguluje expresi pomoci dvou mechanisml, prvnim je spoluprace
s transkripénimi regulatory, jako je LexA, GadX z FNR, druhym je samostatné
ptisobeni HU na cilové oblasti ve strukture DNA (Oberto et al., 2009).

V ramci genomické analyzy provedené s E. coli K12 mutanti s deficitem v HU
rovnéz vykazovali velké zmény v genové expresi. Se zahrnutim vSech tri typi
mutantl bylo zaznamenano navyseni ¢i sniZeni exprese 1490 genti. Nejvétsi vliv na
genovou expresi byl pozorovan u AhupAB kmene (1266 genii), u néhoz byla
vétSina odliSné exprimovanych geni up-regulovana. Nejméné byl zménén expresni
profil u AhupB. Up-regulované geny v AhupAB jsou zapojené do zakladnich
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bunécnych procest typu translace a ukazuji vyssi vazbu k DNA gyraze. Zajimavé je,
ze konzervativnéjsi podjednotka HU napri¢ bakteriemi, kterou je HupB, hraje
u E. coli a Salmonella enteritica v kontrole genové exprese mensi roli (Prieto et al.,
2012).

Z vyse uvedeného je patrné, ze HU E. coli reguluje mnoho dtlezitych geni
zapojenych do bakteridlnich adaptaci na zmény environmentalniho prostiedi
igenli potrebnych kodpovédim na stres. Presto, ackoliv HU hraje roli
strukturalniho i regulacnitho faktoru, pro Zivotaschopnost bunék E. coli neni
nezbytny (Kano et Imamoto, 1990). I dvojiti mutanti postradajici obé podjednotky
HU jsou zivotaschopni, i kdyz vykazuji urcité ristové defekty a naruseni
bunécného déleni (Huisman et al., 1989). Toto bylo odivodnéno zjiSténim, Ze role
HU v E. coli miiZe byt ¢astecné komplementovana jinymi NAP, jako je IHF (Kano et
Imamoto, 1990).

Uloha HU proteinti v regulaci genii byla zkouméana také u Salmonella
typhimurium. Dimerni HU proteiny jsou u salmonel slozeny z rtiznych kombinaci
HU-a a HU-f3 podjednotek. V praci Mangan et al. (2011) byl pro kazdého ze ti{ typt
mutanti detekovan odliSny, ale prekryvajici se profil genové exprese, ¢cimz byly
odhaleny tfi regulony gent rizenych HU proteiny. Mutace v hup genech ovliviiovaly
expresi regulacnich i strukturnich genti v SPI1 i SPI2 ostrové patogenity. Dvojiti
mutanti méli zhorSeny rist, byli defektni vinvazi epitelidlni bunécné linie a ve
schopnosti prezit v makrofazich, doslo u nich ke sniZeni fitnes. Inaktivace pouze
genu hupB méla za nasledek naopak zvySenti fitnes a korelovala s up-regulaci ¢lenti
RpoS regulonu v exponencialni fazi riistu. HU S. typhimurium koordinuje expresi
genl zapojenych v centrdlnim metabolismu a virulenci a prispiva k aspéchu
S. typhimurium jako patogenu (Mangan et al., 2011).

Pro nékteré bakterie jsou HU Zivotné dileZzité a jejich role je nezastupitelna.
Napftiklad u Streptococcus intermedius bylo prokadzano, Ze tyto proteiny jsou
nezbytné pro Zivotaschopnost bunék a normalni rist, coz je podporovano faktem,
Ze se ze S. intermedius nezdarilo pripravit mutanta v genu kédujicim histone-like
protein Si-HLP (homodimerni protein, homologni k HU E. coli). Misto toho byl
zkonstruovan kmen s indukovanou transkripci antisense Si-hlp RNA, u néhoz byla
prokazana omezend schopnost riistu a byly pozorovany vyznamné zmény
v bunécné morfologii a v povrchovych vlastnostech buiiky. Také doslo k ovlivnéni
urovné transkripce nékolika genti vcetné faktord spojenych s virulenci. HLP
Streptococcus intermedius tak slouZi jako esencialni NAP upravujici architekturu
nukleoidu a kontrolujici genovy transkrip¢ni profil (Liu et al., 2008).

Mykobakterie maji HU tvoreny pouze jednim typem podjednotky kédované
genem hupB. N-terminalni sekvence mykobakteridlniho HU je homologni k N-
termindlni sekvenci HU E. coli. C-terminalni doména je bohata na prolin, alanin a
lysin a obsahuje motiv odpovidajici eukaryotickému histonu H1, ktery zahrnuje
repetitivni sekvence PAKKA (Anuchin et al.,, 2011). HupB ma vlastnosti nukleoid
asociovaného proteinu pokud jde o nespecifickou DNA vazebnou aktivitu. C-
koncova oblast zajistuje navysSeni specificity pri vazbé na DNA a zfejmé napomaha
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pri sevieni DNA. Vazba HupB k DNA je stabilni a chrani DNA pred plisobenim
reaktivnich forem kysliku a Stépenim DNazou I. HupB vykazuje zvySenou
preferenci vazby kAT bohaté DNA, stejné jako HU E. coli. Vzhledem
k upfednostiiovani vazby na AT bohaté useky bylo navrzeno, Ze by mistem
plisobeni HupB v mykobakteridlnim genomu mohly byt replika¢ni pocatky
a regulacni oblasti genl. HupB je také povaZovan za nezbytny pro mykobakterialn{
rist, coZ je v souladu s predpokladem mozné tcasti p¥i replikaci DNA (Kumar et al.,
2010).

Mykobakterialni HupB se podili na adaptaci bakterif ke stresovym podminkam,
a to mozna inhibici bunétného metabolismu a sniZenim ristové rychlosti bakterii
reorganizaci nukleoidu (Gupta et al., 2014). Ve fazich zpomaleného ristu dochazi
kindukci exprese HupB, coZ znali urCitou jeho roli v preziti dormantni faze
bakterii (Lee et al., 1998).

V nedavné studii bylo zjisténo, Ze DNA vazebna aktivita mykobakterialniho
HupB je regulovana fosforylaci. HupB je soucasti serin/threonin proteinkinazové
signalizace a je fosforylovan na serinovych i threoninovych zbytcich. Fosforylace
N-terminalni domény HupB (N-HupB) prokazatelné vede ke sniZeni interakce
s DNA. Je navrZeno, Ze aktivita je upravovana fosforylaci v zavislosti na ristové fazi
(Gupta et al,, 2014).

Histone-like protein HU forma B (HuB) Francisella tularensis

V ramci studie Lenco et al. (2009) byla za vyuZiti iTRAQ analyzy odhalena sada
proteini potencidlné se podilejicich na virulenci dvou Francisella kment: LVS
(subsp. holarctica) a SCHU S4 (subsp. tularensis). Konkrétné byla studie zamérena
na zmény Francisella proteomu v souvislosti s kultivaci pti riznych teplotach a ve
stacionarni fazi riistu. Proteomickou analyzou byl mezi kandidaty pro virulen¢ni
faktory zarazen také histone-like protein HU forma B (HuB).

HU Francisella tularensis je 90 aminokyselin velky protein, odhadované pl je
9,79. Vaktivni formé je to homodimer tvoreny jednim typem podjednotky
kodované genem huB. Sekvence genu huB je znama a dostupna v databazi NCBI-
lokus FTS _0886 pro F. tularensis subsp. holarctica kmen FSC200 (NCBI, 2014).

29



3 Experimentilni cast

3.1 Pristroje a laboratorni zarizeni

Nazev:

Centrifuga 5804 R

Centrifuga Biofuge Pico
Centrifuga Megafuge 16 R
Centrifuga Mini Pico 21
Centrifuga MiniSpin plus

CO2 Inkubator 5215

Densitometr CO8000
Elektroforéza Mupid-One

Gene Pulser Xcell Electroporaton System
Ice Flaker GB 1540

Labcycler Gradient 96
Laboratorni autoklav MLS-3020 U
Laboratorni elektricka vaha 440-33 N
Laminarni box SafeFlow 1.2
Lazen digitalni Hot block, 2
Lednice

Lednice

Michacka magneticka Big Squid
Mikropipety

Mikrovinna trouba

Minitfepacka MS 3 digital

Mrazak Lexicon ULT

Mrazak Ultra low

MS Vortex Incubator

NanoPhotometer UV /Vis spectrophotometer

PTC-200 Peltier Thermal Cycler
Systém Infinity 3026 WL

Termostat zavésny Assistent 3180
Thermo-Shaker TS 100

Trepacka inkubator Ecotron

Trepacka inkubator Multitorn Standatd
Trepacka inkubator S16-2

Trepacka Minishaker MS2

Vodni lazen trep. SWB-10L-1
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Vyrobce

Eppendorf
Heraeus

Thermo Scientific
Heraeus
Eppendorf

SHEL LAB

WPA Biowave
NIPPON Genetics
Bio-Rad

Brema
SensoQuest
Sanyo

KERN

BIOAIR Instruments

P-LAB
ARDO
Whirlpool
IKA
Eppendorf
LG

IKA

ESCO

Sanyo
Major Science
Implen

M] Research
Schoeller

Karl Hecht GmbH & Co

Biosan
INFORS HT
INFORS HT
SHEL LAB
IKA

Major Science



3.2 Material

Chemikalie

Nazev:

100 mM dNTP

10x NEBuffer 4

10x PfuUltra II reakéni pufr

10x Standard Taq Reaction Buffer
2x Quick Ligation Reaction Buffer
50x TAE pufr

Agaréza

Agarodza pro preparativni elektroforézu
Ampicilin (sodna siil)

BSA

Calcium pantothenate

CutSmart

Deoxycholat sodny (C224H39Na04)
Dietyléter (C4H100)

Difco™GC medium base
Dihydrogenfosforecnan draselny (KH2PO4)
DL-methionin

DL-prolin

DL-serin

DL-threonin

DL-valin

DMEM GlutaMAX médium

DMSO

Ethanol (C2HsOH)

Gentamicin (zasobni roztok o koncentraci 10 mg/ml)

Glukéza p.a. (C6H1206)

Glycerol (C3Hg03)

Heat- inactivated FBS
Hemoglobin, Bovine, Freeze-Dried

Vyrobce

Qiagen

New Englad Biolabs
Agilent Technologies
New Englad Biolabs
New Englad Biolabs
Serva

BioRad

Cambrex

Serva

New Englad Biolabs
Sigma Aldrich

New Englad Biolabs
USB

Penta

BD

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Fluka

Invitrogen

Sigma Aldrich
Penta

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Penta

Dominique Dutscher
BD

HEPES (N-[2-Hydroxyethyl] piperazine-N’- [2-ethanesulfonic acid])

Hydrogenfosforecnan draselny (K:HPO4)
Hydrogenfosforecnan sodny (NazHPOy)
Chloramfenikol

Chlorid draselny (KCI)

Chlorid horec¢naty (MgClz)

Chlorid manganaty (MnClz)
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Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Penta

Sigma Aldrich
Lachema
Lachema
Lachema



Chlorid sodny p.a. (NaCl)

Chlorid vapenaty (CaClz)

Isopropylalkohol (C3HgO)

IsoVitaleX™ Enrichment

Kanamycin sulfat

L- conditioned medium

L-arginin-HCI

L-cystein-HCI

L-histidin-HCl

L-isoleucin

L-kyselina asparagova

L-leucin

L-lysin-HCI

L-tyrosin

NanaSeci pufr (6x DNA Loading Dye)
Penicilin- streptomycin (zasobni roztok penicilin
10 000 U/ml, streptomycin 10 mg/ml)
Polymyxin B sulfat

Sacharéza (C12H22011)

Siran hofecnaty (MgS04)

Siran horecnaty heptahydrat (MgS04.7H20)
Siran Zeleznaty heptahydrat (FeS04.7H20)
SOC médium

Spermine tetrahydrochlorid (C1oH26N4 - 4HCI)
SYBR Safe DNA gel stain

Thiamin-HCI

Trypton

Yeast extrakt

DNA standardy
GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder
HyperLadder I

Enzymy

Nazev
Restrik¢ni enzymy:
Xhol
Sacl
Ndel
HindIlI-HF
DNA polymerazy:
Taq DNA polymeraza
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Sigma Aldrich
Penta

Serva

BD

Serva

Sigma Aldrich
Fluka

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Thermo Scientific
Sigma Aldrich

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

ICN Biomedicals Inc.
New Englad Biolabs
Sigma Aldrich
Invitorgen

Sigma Aldrich
Oxoid

Serva

Thermo Scientific
Bioline

Vyrobce

New Englad Biolabs
New Englad Biolabs
New Englad Biolabs
New Englad Biolabs

New Englad Biolabs



PfuUltra 11 Fusion HS DNA polymeraza Agilent Technologies

Quick-Load Taq 2X Master Mix New Englad Biolabs
Ostatni
Quick Ligase New Englad Biolabs
Komercni sady

AquaPure Genomic DNA Kit (Bio-Rad)- izolace chromozomalni DNA
QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN)- izolace plazmidové DNA
QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN)- izolace DNA z agar6zového gelu
TOPO-TA Cloning Kit for Sequencing (Invitrogen)

Quick Ligation Kit (New England Biolabs)- ligace inzertu a vektoru

Bakteridlni kmeny

Seznam kment Escherichia coli a Francisella tularensis pouZzitych v této praci:

Escherichia coli XL1- Blue- pro klonovani (Stratagene): endA1 gyrA96(nalR)
thi-1 recAl relAl lac glnV44 F'[ ::Tn10 proAB+ lacla A(lacZ)M15] hsdR17(rk
mg*)

Escherichia coli NEB Turbo- chemokompetentni buniky pro klonovani (New
Englad Biolabs): F'proA*B*laclea AlacZM15 /fthuA2  A(lac-proAB)
glnV galK16 galE15 R(zgb-210::Tn10)TetS endA1 thi-1 A(hsdS-mcrB)5
Escherichia coli S17-1 Apir- donorovy kmen pro konjugativni pienos
plazmidové DNA (Simon et al, 1983): recA, thi, pro, hsdR-M+, <RP4:2-
Tc:Mu:Km:Tn7>TpR, SmR

Francisella tularensis subsp. holarctica kmen FSC200 (klinicky izolat,
Francisella Strain Collection (FSC) of the Swedish Defense Research Agency,
Umed, Sweden)

Francisella tularensis subsp. holarctica kmen FSC200/AhuB - kmen s deleci
genu pro histone-like protein B pripraveny v ramci diplomové prace
Francisella tularensis subsp. holarctica kmen FSC200/AhuB + pKK289Km-
huB - trans komplementovany delecni kmen pripraveny v rdmci diplomové
prace

Vektory

pCR4-TOPO (Invitrogen)(mapa viz Priloha 1)

pDM4 (Milton et al., 1996): mobrps; orirsk; sacB; CmR

pKK289KmGFP (Bonquist et al., 2008): Ft ori, p15a ori, KmR, groES promotor
(mapa viz Priloha 2)
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Kultivacni piidy

Do selektivnich ptid byla pridavana antibiotika (po zchladnuti na ptiblizné
50°C) ve findlni koncentraci: ampicilin 100 pg/ml, kanamycin 50 pg/ml,
chloramfenikol 25 pg/ml pro kultivaci E. coli a kanamycin 20 pg/ml,
chloramfenikol 2,5 pg/ml, polymyxin B 75 pg/ml pro kultivaci F. tularensis.

Zivné ptady pro Kultivaci E. coli
LB médium
« Na 1 litr: Trypton 10 g, kvasni¢ni extrakt 5 g, NaCl 10 g, doplnit
demineralizovanou vodou na objem 1 litr. Médium bylo sterilizovano v
autoklavu.

LB agar
* Na 100 ml LB média pridat 1,5 g agaru a roztok sterilizovat v autoklavu.

Ztuhlé plotny byly uchovavany v lednici.

Zivné ptady pro Kultivaci F. tularensis

McLeod agar
* Pevna McLeod piida se pripravuje ze dvou pracovnich roztokii:
Roztok I

Difco™GC medium base 72 g, deionizovana voda 1 litr. Smichat a

povarit do rozpusténi. Roztok se pripravuje v den pripravy ploten.
Roztok II

Hemoglobin 20 g, deionizovana voda 1 litr. OdvaZeny hemoglobin

zalit deionizovanou vodou a nechat do druhého dne za stalého

michani bobtnat.

* Oba pripravené roztoky byly autoklavovany pti 121 °C po dobu 20
minut. Poté byly sterilné smiseny a nechany zchladnout na cca 50 °C.
Dale bylo pridano 20 ml IsoVitalexu, pripadné prislusna antibiotika, nebo
5 % sacharé6za a plda byla rozlita do sterilnich Petriho misek. Ztuhlé
plotny byly uchovavany v lednici.

Kompletni Chamberlainovo médium

* Chemikalie (rozpis niZe v Tab. 3 a 4) pro roztoky 1, 2 a 3 byly navazeny
apro kazdy roztok zvlast rozpustény v cca 200 ml demineralizované
vody. Roztok 4 byl pripraven rozpousténim za pridavani 3M NaOH.

* Roztoky byly smichany s predepsanymi objemy jejich doplnkd.

» Pripraveny roztok 1 byl smichdn sroztokem 2 a zamichan. Poté byl
pridan roztok 3 a k Cirému roztoku 1+2+3 byl pridan roztok 4 a
zamichan.
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* Pomoci koncentrované HCI bylo upraveno pH na 6,3 a objem roztoku byl
doplnén do 2 litrt. Médium bylo piefiltrovano pres jednorazovy 0,22 um
filtr do sterilnich lahvi a uchovavano pfti 4 °C.

Tabulka 3: Chemikalie pro pripravu jednotlivych roztokii Chamberlainova média

Roztok 1 % koncentrace Navazka na 2 litry (gramy)

L-arginin-HCl 0,04 0,8

L-cystein-HCI 0,02 0,4

L-histidin-HCI 0,02 0,4

L-isoleucin 0,04 0,8

L-leucin 0,04 0,8

L-lysin-HCI 0,04 0,8

DL-prolin 0,2 4.0

DL-serin 0,04 0,8

DL-threonin 0,2 4,0

DL-valin 0,04 0,8

DL-methionin 0,04 0,8

Roztok 2

Glukéza p.a. 0,4 8,0

Roztok 3

NaCl p.a. 1,0 20,0

KH2PO4 0,1 2,0

K2HPO, 0,1 2,0

Roztok 4

L-kyselina asparagova 0,04 0,8

L-tyrosin 0,04 0,8

Tabulka 4: Dopliiky roztokti Chamberlainova média

Dopliiky roztoku 1 % koncentrace | Navazka Voda (ml) Do 2 litri
(gramy) média pridat

Thiamin-HCI 0,0004 0,02 10 4 ml roztoku

Spermine 0,004 0,08 10 10 ml roztoku

tetrahydrochlorid

Calcium 0,0002 0,01 10 4 ml roztoku

pantothenate

Dopliiky roztoku 2

MgS04.7H,0 0,0135 0,675 10 4 ml roztoku

FeS04.7H20 0,0002 0,01 10 4 ml roztoku

Kultivace sav¢ich bunék
Kultivacni BMMs médium
* DMEM meédium, 10 % teplotné inaktivované FBS (filtrované), 10 %
L-conditioned médium z L929 bunék
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* BMMs médium s antibiotiky: pridat 50 U/ml penicilin, 50 pg/ml
streptomycin

Zdsobni a pracovni roztoky

Zasobni roztoky antibiotik:

e Zasobni roztoky (ampicilin 50 mg/ml, kanamycin 50 mg/ml, polymyxin B
75 mg/ml) byly pripraveny rozpuSténim antibiotika ve sterilizované vodé
a prefiltrovanim pres 0,22 pm filtr. Zasobni roztok chloramfenikolu
(25 mg/ml) byl pripraven rozpusSténim v etanolu.

* Roztoky byly uchovavany pri -20 °C.

Roztoky primert:

* Lyofilizovany primer dodany vyrobcem byl rozpustén ve sterilizované
vodé na koncentraci 100 pmol/ul (0,1 mM roztok). Pracovni roztok byl
pripraven naredénim na koncentraci 10 pmol/pl (10 um roztok).

dNTP

* Zjednotlivych 100 mM dNTP (Qiagen) byl pripraven naredénim
sterilizovanou vodou pracovni roztok dNTP smési o koncentraci 10 mM
pro kazdy dNTP.

dATP
* Ze 100 mM dATP (Qiagen) byl pripraven naredénim sterilizovanou vodou
pracovni roztok o koncentraci 10 mM.
PBS: 10 mM Na;HPO4, 150 mM NacCl, 2 mM KCl, 2 mM KH2PO4, pH=7,4
SOB: 2 % trypton, 0,5 % yeast extrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI. Po sterilizaci
v autoklavu byl pridan 10 mM MgClz a 10 mM MgSOa4.
TB (10 x koncetrované): 10 mM HEPES, 15 mM CaClz, 250 mM KCI. Rozpustit ve
vodé a sterilizovat filtraci. Poté pridat 55 mM MnCl..
1 % agaro6zovy gel: na 20 ml gelu- 0,2 g agar6zy, 20 ml 1x TAE pufru, 2 ul SYBR
Safe
Fyziologicky roztok: 0,9 % roztok NacCl
Zamrazovaci roztok: fyziologicky roztok s 10 % glycerolem
0,1 % deoxycholat sodny: 0,01 g rozpustit v 10 ml PBS, nefiltrovat
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3.3 Kultivace bakterii

Z diivodu zabezpeceni sterilniho prostredi a tim zabranéni nechténé kontaminaci
byla vSechna zaockovani médii bakteriemi provadéna v prostoru laminarniho
boxu.

E. coli kmeny byly kultivovany vtekutém i pevném LB médiu pii 37 °C.
V tekutém médiu kultivace probihala za stalého tiepani 200 rpm. Kultivace E. coli
nesouci plazmidovy vektor probihala pod selekénim tlakem prislusného
antibiotika, ke kterému nesl dany plazmid rezistenci.

F. tularensis byla kultivovana na McLeod agaru nebo v tekutém Chamberlainové
médiu pii 37 °C. V tekutém médiu kultivace probihala za stalého trepani 200 rpm.
Pro zaocCkovani bylo pouZivano pouze predehraté Chamberlainovo médium.
F. tularensis nesouci plazmidovy vektor byla kultivovana pod selek¢nim tlakem
piislusného antibiotika.

3.4 Izolace chromozomalni DNA

Chromozomalni DNA byla izolovana z F. tularensis subsp. holarctica kmen FSC200
s pouZzitim komerc¢ni soupravy AquaPure Genomic DNA Kit (Bio-Rad).

Bakterialni kultura F. tularensis FSC200 byla pripravena vysetim zasobni
kultury na McLeod agar a naslednou kultivaci 24-48 hodin (podle nartistu bakterii)
pii 37 °C. Poté byla kultura prepasaZovana na jednu, nebo dvé McLeod pldy
a kultivovana pri 37 °C 20-24 hodin. Z narostlé kultury byla pripravena suspenze
v PBS 0 ODgoo = 0,6.

Dale bylo postupovano piesné podle pokynt vyrobce.

3.5 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a cistoty izolované
DNA

Pro naslednou praci s izolovanou DNA je dilezité znat jeji koncentraci v roztoku,
predevsim z divodu piidavani optimalniho mnoZzstvi DNA do reakci a prispéni tak
k jejich spravnému priibéhu.

Koncentrace DNA byla méfena na pristroji NanoPhotometer (Implen). K méreni
byly pouZivany specialni Label Guard kyvety a vicko s faktorem 10 (fedéni 1:10).

Vzorek byl nanasen v objemu 3 pl a proti slepému vzorku byla promérena jeho
absorbance pri vinovych délkach 230 nm, 260 nm, 280 nm a 320 nm.

Koncentraci nukleovych kyselin ve vzorku odrdzi absorbance pii 260 nm.
Cistota izolované DNA byla zjisténa z poméru Azeo/Azso. Cistd DNA vykazuje
hodnotu tohoto poméru okolo 1,8. Pri znecisténi bilkovinami nastava zvysSeni
absorpce pri 280 nm a hodnota pomeéru klesa, pti znecisténi RNA naopak hodnota
pomeéru stoupa.
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3.6 Elektroforeticka separace DNA v agaréozovém gelu a izolace
DNA fragmentii z agarézového gelu

Separace molekul DNA byla provadéna v 1 % agarézovém gelu. Agarézovy gel byl
pripraven z1 % agarézy a 1 x TAE pufru. Jako fluorescentni barvivo urcené
k vizualizaci DNA byl do gelu pridavan SYBR-Safe. Po rozpusténi agardzy byl
roztok nalit do elektroforetické vanicky se vsazenym hrebenem pro vytvoreni
jamek. Po uplném zatuhnuti byl hreben opatrné vyjmut, gel vloZen do
elektroforetické vany a zalit 1x TAE pufrem tak, aby byl gel zcela ponoren. Do
jamek gelu byly naneseny vzorky DNA s pridanym nanaSecim pufrem, pro
rozpozndni velikosti fragmentli byl do jedné nebo nékolika jamek nanesen
standard molekulovych hmotnosti. Elektroforéza probihala pti 100 V po dobu
30 minut. Fragmenty DNA byly zviditelnény pod UV svétlem. V piipadé nasledné
izolace fragmentii DNA z gelu a prace s nimi bylo k detekci pouzito filtru, ktery UV
svétlo méni na modré svétlo.

Kizolaci DNA z agar6zového gelu byla vyuzita komercéné vyrabénad souprava
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen). Pri praci byly dodrZovany pokyny vyrobce.

3.7 Izolace plazmidové DNA

Plazmidova DNA byla z bakterii E. coli a F. tularensis izolovana pomoci komerc¢né
vyrabéné soupravy QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN). V priibéhu izolace bylo
postupovano presné podle pokyni vyrobce.

3.8 Stépeni DNA restrikénimi endonukledzami

DNA byla $tépena restrikénimi enzymy Xhol, Sacl, Ndel a Hindlll. PouZité enzymy
rozpoznavaji palindromatické sekvence (Tab. 5) a vysledkem Stépeni jsou kohézni
konce. Zvolené enzymy optimalné pracuji v pufru 4, za pridani BSA do reakce.
Pouze do reakci s HindlIl byl pouZit restrik¢ni pufr CutSmart, bez pridani BSA.
SloZeni reakéni smési je uvedeno v tabulce 6. Stépeni probihalo pti 37 °C po dobu
4 hodin. Spravnost Stépeni byla ovérena elektroforézou v 1 % agar6zovém gelu.

Tabulka 5: Rozpoznavaci sekvence a mista $stépeni pouzitych enzymii

Enzym Rozpoznavaci sekvence a misto Stépeni
Sacl 5'..GAGCTYC...3'
3'..C.TCGAG...5'
Xhol 5'...CYTCGAG...3'
3'...GAGCT,C...5'
Ndel 5'..CAYTATG...3'
3'..GTAT.AC...5'
HindlIl 5'..AYAGCTT...3'
3'..TTCGAYA...5'
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Tabulka 6: Reak¢ni smés pro restrikéni stépeni DNA

Komponenta Objem (pl)

DNA Variabilni

10x restrik¢ni pufr 1

10x BSA 1

Enzym 0,5

Enzym 0,5

Voda Doplnék do 10 ul
Celkovy objem 10

Mnozstvi plazmidové DNA do reakcni smési pro kontrolni restrikce bylo cca 200 ng.
Jind restrik¢ni Stépeni nez kontrolni byla obvykle provadéna v dvojndsobném objemu 20 pl
a DNA byla pridavana v objemu 14 pl.

3.9 NavrzZeni primert pro PCR amplifikace

Sekvence genu huB a jeho okoli byla ziskdna z databaze NCBI (lokus FTS _0886 pro
F. tularensis subsp. holarctica kmen FSC200). Primery byly navrZzeny manualné za
dodrzeni obecnych pravidel pro navrhovani PCR primeru. Prostiednictvim online
aplikace OligoAnalyzer Tool (dostupné z https://eu.idtdna.com/analyzer/
Applications/OligoAnalyzer/) byla u navrZzenych primerti zkontrolovdna tvorba
vlasenek a dimert. Primery byly syntetizovany firmou Generi Biotech (Hradec
Kralové).

Primery pro ptipravu delecniho konstruktu byly navrzeny komplementarné
k postrannim sekvencim deletovaného genu tak, aby ohranicovaly usek délky cca
1300 bp pred genem zajmu (vCetné start kodonu deletovaného genu) a oblast
priblizné stejného rozsahu za timto genem (zahrnujici i stop kodon deletovaného
genu). 5'-konec vnéjsich primert byl modifikovan ptridanim nekédujici sekvence
a rozpoznavacitho mista pro vybranou restrikéni endonukleazu. Restrik¢ni enzymy
byly vybrany tak, aby neStépily PCR konstrukt (otestovano pomoci nastroje
NEBcutter V2.0, dostupny z http://nc2.neb.com/NEBcutter2/) a jejich
rozpoznavaci sekvence byla pritomna v pouzitych plazmidovych vektorech.
5'konec vnitinich primert nesl navzajem se prekryvajici sekvence nezbytné pro
»overlapping” PCR.

Pro kontrolu uspésSnosti homologni rekombinace byly navrZeny dva pary
primert. Tyto pary byly navrzeny tak, aby v pripadé tspésné rekombinace PCR
sjednou dvojici primerii neprobéhla a sdruhou dala vzniknout fragmentu
prislusné velikosti.

Dale byly navrZeny primery pro syntézu genu huB. Tyto primery presné
ohranicuji sekvenci genu. 5'-konec primert byl upraven pridanim nekédujici
sekvence a rozpoznavaciho mista pro vybranou restrik¢ni endonukleazu.

Seznam navrzenych primert je uveden v tabulce 7. Pro kazdy oligonukleotid je
uveden jeho ndazev, sekvence, teplota tani, orientace, Ucel pouziti a piipadné
umisténi navrZzeného restrik¢niho mista.
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Tabulka 7: NavrZené primery pro PCR amplifikace

Primer Sekvence primeru (5'-3") Tm (°C) Restrikéni | Orientace | Uéel pouziti
misto
FTS_0886_A | GCATGTCTCGAGTGAGTATGTGC | 60 Xhol Forward
GTATGGCTTT
FTS_0886_B | ACTTTTTATTATTTTTCACTCTT | 60, ocasek | - Reverse
GTTCATGTTTTTAAA 30 Amplifikace
FTS_0886_C | ACAAGAGTGAAAAATAATAAAA | 60, ocasek | - Forward dele¢niho
AGTTACAAAAAAGTAA 30 konstruktu
FTS_0886_D | GCATGTGAGCTCTCTTATCTATC | 60 Sacl Reverse
TTCTTTCCGCT
FTS_0886_1F | TGGGGTAAGAGGGCAAAAGT 60 - Forward Kontrola
FTS_0886_2R | CTACTAGAGTTACGCTATCAC 60 - Reverse uspeésnosti
FTS_0886_F1 | AATGACAGGTGAGGTGACAC 60 - Forward homologni
FTS_0886_R1 | CTCAAGTTTATCCATTCCACC 60 - Reverse rekombinace
FTS_0886_R2 | GCTACTTACAGGGGTTATTTC 60 - Reverse Sekvenace
pKK_0886_F | AAACATATGAACAAGAGTGAATT | 60 Ndel Forward
AGTAAG Syntéza
pKK_0886_R | AACGAGCTCTTATTTTACAGCGT | 60 Sacl Reverse genu huB
CTTTAAGAC

Restrikéni misto primeru je podtrzeno. Sedym podbarvenim jsou zvyraznény prekryvajici se

sekvence.

Primer ozn. R1 byl pouzit také jako sekvenacni primer.

3.10 Dele¢ni mutageneze

3.10.1 Amplifikace delecniho konstruktu

Dele¢ni konstrukt byl syntetizovan pomoci PCR podle chromozomdalni DNA
F. tularensis subsp. holarctica kmen FSC200. V prvnim kroku byly provedeny dvé
samostatné PCR, jedna s primery FTS_0886_A a FTS_0886_B, druha s kombinaci
primert FTS_0886_C a FTS_0886_D .

Pro amplifikaci byla pouzita Pfu polymeraza, kterd se vyznacuje kromé
polymerazové aktivity také 5° — 3’ exonukledazovou aktivitou. Tato opravna
(proofreadingova) aktivita umoZiiuje opravit chybné zarazené nukleotidy a tim
efektivné eliminovat chyby pfi Cteni a replikaci templatu.

SloZeni reakéni smési a podminky pro amplifikaci jsou uvedeny v Tab. 8 a 9.

Tabulka 8: SloZzeni PCR smési za pouziti Pfu polymerazy

Komponenta Objem (ul)
10 x PfuUltra 11 reakcni pufr 2,5

10 mM dNTP 0,5

10 pm forward primer (= primer A, nebo C) 0,625

10 um reverse primer (= primer B, nebo D) 0,625
Templatova DNA (100 ng) 0,5
PfuUltra 11 Fusion HS DNA polymeraza 0,5

Voda 19,75
Celkovy objem 25
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Tabulka 9: Nastaveni podminek PCR za pouziti Pfu polymerazy

Krok Teplota Cas Pocet cykla
1 95 °C 2 minuty 1

2 95 °C 20s

3 50°C 20s 40

4 72°C 15s/kb (30s)

5 72°C 3 minuty 1

6 4°C

PCR produkty byly preciStény na 1 % GTG agarézovém gelu a zgelu
vyizolovany. Mnozstvi produktu v eluatu bylo ovéreno elektroforetickou separaci
v 1% agar6zovém gelu.

V druhém kroku byly piipravené produkty z obou PCR pouzity jako templat pro
naslednou ,overlapping” PCR s primery FTS_0886_A a FTS_0886_D. Béhem této
reakce byl pomoci prekryvnych sekvenci na 3' konci fragmentu ,A-B“ a 5' konci
fragmentu ,C-D“ amplifikovan konstrukt ,A-D“ ktery je sloZen zuseki
komplementarnich k sekvencim pred a za deletovanou oblasti. Pro amplifikaci byla
pouZita Pfu polymeraza. Templatové DNA, tj. fragmentu ,A-B“ a ,C-D“ bylo do
reakce pridano shodné mnoZstvi, a to v celkovém objemu nejvyse 2 pl.

Produkt PCR byl precistén na 1 % GTG agar6zovém gelu a z gelu vyizolovan.
Koncentrace a Cistota vyizolovaného PCR produktu byla stanovena
spektrofotometricky.

Precistény ,A-D“ produkt byl pouzit pro klonovani do TOPO-TA klonovaciho
systému pro sekvenovani.

3.10.2 Klonovani delecniho konstruktu za vyuZiti TOPO-TA Cloning Kit

Komerc¢ni souprava TOPO-TA Cloning Kit for Sequencing (Invitrogen) poskytuje
velmi dc¢innou jednokrokovou taktiku klonovani pro primé vlozeni PCR produktu
do plazmidového vektoru pro sekvenovani. Plazmidovy vektor pCR4-TOPO, ktery
je soucasti kitu, je dodavan jako linearizovany s jednoduchymi
3' deoxythymidinovymi (T) ptresahy. Pomoci Taq polymerazy jsou k PCR produktu
pridany jednoduché 3' deoxyadenosinové (A) presahy, ¢imZ je umoZnéno primé
vlozeni PCR produktu do vektoru bez potreby ligdzy nebo PCR primert
obsahujicich specifické sekvence.

Pridani 3'- A presahii k PCR produktu

Komponenty reakéni smési (Tab. 10) byly smichany a reakéni smés nasledné
inkubovana 10-15 minut pri 68 °C v termobloku. Poté byla smés ihned pouzitelna
pro TOPO klonovani.
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Tabulka 10: SloZeni reak¢ni smési pro piidani 3'-A presahi

Komponenta Objem (ul)
PCR produkt 10,9

10 x Standard Taq Reaction Buffer 1,25

10 mM dATP 0,25

Taq DNA polymeraza 0,1
Celkovy objem 12,5

TOPO TA klonovani a transformace do chemokompetentnich bunék
Pro TOPO TA klonovani byla smichana nasledujici reak¢éni smés (Tab. 11):

Tabulka 11: Reak¢éni smés pro TOPO TA klonovani

Komponenta Objem (pl)
PCR produkt s 3'- A presahem 4
Salt solution 1
TOPO vektor 1
Celkovy objem 6

Reak¢ni smés byla inkubovana 10 minut pfi laboratorni teploté a pfesunuta na
led. Poté byla provedena transformace do chemokompetentnich bunék E. coli XL1.
Po rozmrazeni 100 pl chemokompetentnich bunék na ledu k nim bylo pridano 6 pl
reak¢ni smési. Smés byla lehce promichana a inkubovdna na ledu po dobu
30 minut. Poté byl proveden teplotni Sok 30 sekund pfri 42 °C a zkumavky byly
ihned presunuty na led. K buriikdm bylo ptridano 400 pl SOC média predehiatého na
laboratorni teplotu a buniky byly kultivovany pii 37 °C za stalého tiepani 200 rpm
jednu hodinu. Bunécna suspenze byla vyseta na selektivni LB plotny a kultivovana
pti 37 °C pres noc.

3.10.3 Priprava chemokompetentnich bunék E. coli XL1

Bakterialni bunky byly zaockovany do 50 ml SOB média a kultivovany do
O0De60oo = 0,6. Narostla kultura byla inkubovana 10 minut na ledu a poté
centrifugovana 10 minut pti 2500 g a 4 °C. Usazené bunky byly resuspendovany ve
20 ml studeného TB pufru, inkubovany 10 minut na ledu a centrifugoviny opét
10 minut, 2500 g a 4 °C. Po odstranéni supernatantu byla peleta resuspendovana
ve 4 ml studeného TB pufru a opatrné bylo priddno DMSO do konec¢né koncentrace
7 %. Po 10 minutové inkubaci na ledu byly bunky rozdéleny po 200 pl do
vychlazenych zkumavek a uchovavany pfi -80 °C.

Transformacni uCinnost pripravenych kompetentnich bunék byla ovérena
transformaci kontrolniho plazmidu pUC19 do daného objemu kompetentnich
bunék. Odvozena byla podle vzorce:

pocet kolonii 10° pg  celkovy objem pl
X X
10 pg pUC19 DNA ug vysety objem pl

x faktor fedéni

Transformaéni ucéinnost =
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3.10.4 Oveéreni ligacniho a transformacniho kroku

Ovéreni klonli nesoucich inzertni DNA bylo v prvnim kroku provedeno pomoci
PCR na koloniich. Templatova DNA byla z jednotlivych narostlych kolonif
pripravena  odebranim  casti  kolonie  zplotny  sterilnim  paratkem
aresuspendovanim v 10 pl vody. Zaroven byly kolonie timto paratkem
preockovany na cerstvou LB plotnu s piisluSnym antibiotikem a kultivovany pfi
37 °C.

Pro amplifikaci byl pouZzit Quick-Load Taq 2X Master Mix, coZ je roztok
obsahujici Tag DNA polymerazu, dNTP, MgClz, KCl a nanaseci pufr. Tento master
mix je pouzivan k urychleni prace pri rutinnich PCR. Dale byly pouZity primery
specifické pro zaklonovany fragment, které nasedaji na jeho pocate¢ni a koncovou
oblast.

SloZeni reakcni smési a podminky pro amplifikaci jsou uvedeny v Tab. 12 a 13.

Tabulka 12: SloZeni PCR smési za pouZziti Quick-Load Taq 2X Master Mix

Komponenta Objem (ul)
10 pm forward primer (primer A) 0,5

10 pm reverse primer (primer D) 0,5
Templatova DNA 1
Quick-Load Taq 2X Master Mix 12,5

Voda 10,5
Celkovy objem 25

Tabulka 13: Nastaveni podminek PCR za pouZiti Quick-Load Taq 2X Master Mix

Krok Teplota Cas Pocet cykla
1 95°C 30s 1
2 95°C 30s
3 50°C 30s 25
4 68 °C 1 minuta/kb
(2 minuty 30 s)
5 68 5 minut 1
6 4°C

PCR byla vyhodnocena elektroforeticky. Pozitivni kolonie byly zaockovany do
10 ml LB média s prisluSnym antibiotikem a kultivovany pti 37 °C za stalého
trepani 200 rpm pres noc. Z narostlé bakteridlni kultury byla vytvorena
glycerolova konzerva (500 pl sterilné odebrané kultury smichano s 500 ul 60 %
glycerolu, uloZzeno na -80 °C) a zbyly objem byl centrifugovdn 3 minuty pfi
13 000 rpm. Z bakterialniho peletu byla vyizolovana plazmidova DNA pomoci
komer¢ni soupravy a poté spektrofotometricky stanovena jeji koncentrace.

Pro znovuovéreni pozitivnich kolonii byla izolovana plazmidovda DNA
podrobena restrikénimu $tépeni s kombinaci restriktaz Xhol a Sacl. Uspé$nost
Stépeni byla potvrzena elektroforetickou separaci.

Konecnym krokem pro ovéreni bezchybnosti sekvence zaklonovaného inzertu
je jeho osekvenovani. Sekvenace byla provedena na Mikrobiologickém ustavu AV
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CR na pracovisti Stirediska sekvenovani DNA. K osekvenovani DNA byly pouZity
univerzalni primery M13 a T7 (Tab. 14), které jsou specifické k sekvencim
klonovaciho vektoru a s ohledem na délku sekvenovaného fragmentu také primery
FTS_0886_R1 a FTS_0886_R2 specifické k inzertni DNA. Tento krok byl nezbytny,
protoZe v sekvenci PCR produktu mohou byt vlivem nepresnosti PCR zaménéné
nukleotidy.

Vysledek sekvenace byl vyhodnocen pomoci aplikace SeqMan Pro, ktera je
soucasti softwaru Lasergene (DNASTAR).

Tabulka 14: Sekvence univerzalnich sekvenac¢nich primeri

Primer Sekvence primeru (5'-3")
M13 reverse CAGGAAACAGCTATGAC
T7 TAATACGACTCACTATAGGG

3.10.5 Ligace delecniho konstruktu a vektoru pDM4

Delecni konstrukt byl vystépen z vektoru pCR4-TOPO pomoci restrik¢nich enzymi
Xhol a Sacl. Kompatibilni konce plazmidového vektoru byly vytvoreny linearizaci
plazmidu pDM4 stejnymi restrik¢nimi enzymy. Produkty Stépeni byly precistény
na 1 % GTG agarézovém gelu a z gelu vyizolovany. Koncentrace a cistota izolované
DNA byla stanovena spektrofotometricky.

Kintegraci inzertu do vektoru, tj. ligaci byl pouzit enzym Quick T4 DNA Ligase.
Ligacni reakce byla provedena v poméru molarity volnych konct inzertu : vektoru
=4 : 1. Vstupni mnoZstvi vektoru do reakce bylo 50 ng. Potfebné mnoZstvi inzertu
se odviji od jeho velikosti a bylo vypocitano s vyuZitim online aplikace Ligation
calculator (dostupné z http://www.insilico.uni-duesseldorf.de/Lig_Input.html).
SloZeni ligacni smési je uvedeno v tabulce 15. Ligace za pouziti této ligdzy probiha
5 minut pfi 25 °C.

Tabulka 15: SloZeni liga¢ni smési

Komponenta Objem (pl)
Inzert (83,33 ng) Variabilnf *
Vektor (50 ng) Variabilni *
Quick T4 DNA Ligase 0,5

2x Quick Ligation Reaction Buffer 5

Voda Doplnék do 10 pl
Celkovy objem 10

* v zavislosti na koncentraci roztoku DNA
3.10.6 Transformace plazmidové DNA do kompetentnich bunék E. coli

Transformace do E. coli NEB Turbo

Ligacni smés byla transformovana metodou tepelného Soku do
chemokompetentnich bunék E. coli NEB Turbo. Tyto komer¢né dostupné specialné
upravené bakteridlni bunky jsou typické vysokou transformacni ucinnosti
a rychlym rlistem kolonii.
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Princip transformac¢niho postupu je uveden vbodé 3.10.2. K 50 ul
chemokompetentnich bunék bylo pridano 5 pl liga¢ni smési. Transformacni
protokol se liSil pouze v mnoZstvi SOC média pridaného po teplotnim Soku, a to
950 pl.

Ovéreni klonli nesoucich inzertni DNA bylo provedeno zplisobem popsanym
v kapitole 3.10.4, ale bez posledniho kroku, tj. bez sekvenovani.

Transformace do E. coli S17-1Apir
Plazmidovy vektor pDM4 s ovéfenou pritomnosti dele¢niho fragmentu byl poté
transformovan do kompetentnich bunék E. coli S17-1Apir. Transformace byla
provedena opét metodou tepelného Soku.

Transformacni postup (kapitola 3.10.2) se liSil v:

- K 50 pl chemokompetentnich bunék E. coli S17-1Apir bylo po rozmrazZeni

pridano 75 ul 0,1 M CaCl; a DNA v mnoZstvi 50 ng.

- Teplotni Sok byl proveden pti 42 °C po dobu 90 sekund.

- Po teplotnim Soku bylo k bunitkdm ptidano 900 pul SOC média.

Ovéreni klonli nesoucich inzertni DNA bylo provedeno zplisobem popsanym
v kapitole 3.10.4, ale bez posledniho kroku, tj. bez sekvenovani.

3.10.7 Priprava chemokompetentnich bunék E. coli S17-1Apir

Bakterialni kultura byla kultivovana v LB médiu pri 37 °C do druhého dne.
Z narostlé kultury bylo odebrano 400 pl, zaockovano do 400 ml LB média
a kultivovano do ODeoo = 0,4-0,6. Narostlda kultura byla premisténa na led,
rozdélena do 50 ml vychlazenych zkumavek a inkubovana na ledu 15-30 minut.
Poté byla kultura centrifugovana 15 minut pri 3500 rpm a 4 °C. Od usazenych
bunék bylo diikladné odstranéno médium, peleta byla resuspendovana v cca
100 ml vychlazeného 0,1 M MgCl, a suspenze byla centrifugovana 15 minut pfi
3500 rpm a 4 °C. Po odstranéni supernatantu byla peleta resuspendovana v cca
100 ml vychlazeného 0,1 M CaClz, suspenze byla inkubovana na ledu po dobu
20 minut a centrifugovana 15 minut pfi 3500 rpm a 4 °C. K usazenym bunkam byly
pridany 4 ml vychlazeného 0,1 M CaClz s 14 % glycerolem. Buiiky byly diikladné
resuspendovany, rozdéleny po 50 pl do vychlazenych zkumavek a uchovavany pri
-80°C. Ovéreni transformacni ucinnosti viz kapitola 3.10.3.

3.10.8 Konjugace

Bakterialni kmen E. coli S17-1Apir byl pouZit jako donorovy kmen pro konjugativni
prenos plazmidové DNA nesouci delecni konstrukt do recipientni F. tularensis
subsp. holarctica kmen FSC200.
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Priprava bunéc¢nych kultur (1. den)

E. coli S17-1Apir nesouci plazmid pDM4 s delecnim konstruktem byla
zaoCkovana do 10 ml LB média s chloramfenikolem. Kultivace probihala pri 37 °C
a za stalého trepani 200 rpm pres noc.

F. tularensis FSC200 byla prepasazovana z McLeod plotny s vysetou zasobni
kulturou na Cerstvou McLeod plotnu a kultivovana pii 37 °C pies noc.

Priprava bunécnych kultur (2. den)

Narostla kultura E. coli byla pfeoCkovana do 10 ml cerstvého LB média
s chloramfenikolem na ODegoo = 0,1. Kultivace probihala pri 37 °C a pomalém
trepani 80 rpm do ODesoo = 0,5- 0,6. Poté bylo zkultury odebrano 500 pl
a centrifugovano 5 minut pri 6000 rpm. Supernatant byl odstranén.

Z narostlé kultury F. tularensis byla pripravena suspenze v PBS 0 ODeoo = 1. Ze
suspenze bylo odebrano 500 pl a centrifugovano 2 minuty pfi 13000 rpm.
Supernatant byl odstranén.

K peletdm E. coli a F. tularensis bylo pridano 25 pl roztoku PBS+10mM MgSOa4.
Peleta F. tularensis byla vtomto roztoku resuspendovana, prenesena k peleté
E. coli a buriky E. coli byly pouze jemné resuspendovany. 50 pl této bunécné smési
bylo kdpnuto (neroztirano) na LB plotnu bez antibiotika a ponechano kultivovat
pres noc prilaboratorni teploté.

Po konjugativnim prenosu do F. tularensis se plazmid pDM4 neni schopen
replikovat a dochazi k jeho zaclenéni do chromozomalni DNA pomoci homologni
rekombinace. Prvni rekombinace nastava pii konjugaci 2. den, kdruhé
rekombinaci dochazi pti rlistu v prostredi sacharézy.

Kultivace transformantii (3. den)

Kultura narostld na LB plotné byla resuspendoviana ve 150 pl roztoku
PBS+10mM MgS04. Bunécna suspenze byla vyseta po 75 pl na dvé McLeod plotny
obsahujici antibiotika polymyxin B a chloramfenikol. Bakterie byly kultivovany pii
37 °C po dobu 5-7 dni.

Polymyxin B je antibiotikum, k jehoz uc¢inkiim je F. tularensis rezistentni a E. coli
citlivd. Pridani tohoto antibiotika do kultivacni piidy zabrani nezadoucimu riistu
E. coli.

Chloramfenikol je pouzit jako selek¢ni marker koédovany genem, ktery je
soucasti pouzitého plazmidu pDM4. Kultivace na plotnach s pridavkem tohoto
antibiotika tedy umoziuje selektivni rlst F. tularensis, u kterych byl uskute¢nén
konjugativni prenos plazmidové DNA.

Ovéreni inkorporace plazmidu do F. tularensis

Kolonie narostlé na McLeod plotné s polymyxinem B a chloramfenikolem byly
preockovany na cerstvou McLeod plotnu s chloramfenikolem (bez polymyxinu B)
a kultivovany pri 37 °C pres noc.
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3.10.9 Sachardézovd selekce

Kolonie F. tularensis narostlé na McLeod plotné s chloramfenikolem byly
resuspendovany ve 2 ml PBS.

Pro kazdy testovany klon byla pripravena redici rada tzv. desetinnym redénim.
Plvodni suspenze byla postupné redéna 10-1, 10-2, 10-3 a 10-%. Nejprve bylo 50 pl
pivodni suspenze pireneseno do zkumavky s 9-nasobnym objemem PBS (450 pl)
a vortexovano. Ztéto zkumavky bylo odebrano 50 pl a preneseno do dalsi
zkumavky s 9-ndsobnym objemem PBS a vortexovano. Tento postup byl opakovan
az do redéni 10-4. V zavislosti na mnoZstvi narostlé bakterialni kultury bylo poté ze
zkumavek s fredénim 10-3 a 104, nebo 102 a 10-3 vyseto po 100 pl na McLeod
plotny s 5 % sacharé6zou. Kultivace probihala pti 37 °C po dobu 2 dni.

Selektivni riist v prostiedi 5 % sacharézy je umoznén diky sacB genu, ktery je
soucasti plazmidu pDM4. SacB gen kéduje levansacharazu. Tento enzym katalyzuje
hydrolyzu sachardzy pritomné vristovém médiu za vzniku toxickych levant
(Pelicic et al., 1996). Pro F. tularensis je exprese sacB genu v piritomnosti sacharézy
smrtelna, proto se snaZi plazmidovou DNA odstranit.

Jednotlivé kolonie narostlé na McLeod plotné se sachar6zou byly sterilnim
paratkem preockovany na McLeod plotnu s chloramfenikolem a zaroven stejnym
paratkem na McLeod plotnu bez antibiotika (tzv. replica plating). Kultivace
probihala pfti 37 °C pres noc.

Kolonie F. tularensis bez plazmidové DNA nejsou schopné riist na plotné
s chloramfenikolem. Pro dalsi praci byly tedy pouzity pouze kolonie, které narostly
na plotné bez antibiotika, ale nenarostly na plotné s antibiotikem.

3.10.10 Potvrzeni rekombinantii

Pii odstranéni plazmidové DNA zchromozomadalni DNA miiZe byt vyStépena
ptivodni plazmidova DNA vcetné delecniho konstruktu, nebo miize byt vyStépena
plazmidova DNA s genem zajmu. Pifitomnost genetické modifikace 1ze potvrdit na
zakladé PCR.

Templatova DNA byla z kolonii, jeZ narostly na McLeod plotné bez ATB, ale
nenarostly na plotné s ATB, pripravena odebranim ¢asti narostlé kolonie sterilnim
paratkem a resuspendovanim v 10 pl vody. Poté byly vzorky vystaveny po dobu
10 minut teploté 95 °C a kratce centrifugovany.

Pro potvrzeni uspéSnosti homologni rekombinace byly s kazdym testovanym
klonem provedeny dvé PCR, jedna skombinaci primeri FTS_0886_1F
a FTS_0886_2R (pri uspésné rekombinaci produkt nevznikne), druha s primery
FTS_0886_F1 a FTS_0886_R1 (vznik produktu urcité délky). Pro amplifikaci byl
pouzit Quick-Load Taq 2X Master Mix (sloZeni reak¢nich smési a nastaveni
podminek PCR viz kapitola 3.10.4). Vysledek PCR byl vyhodnocen elektroforeticky.

47



3.10.11 Priprava bakteridlnich konzerv F. tularensis

Bakterialni konzervy byly pripraveny zdelecniho kmene F. tularensis
FSC200/AhuB a v dalsi casti prace z trans komplementovaného kmene F. tularensis
FSC200/AhuB + pKK289Km-huB.

F. tularensis byla preoCkovana na cerstvou McLeod plotnu (pro trans
komplementovany kmen s kanamycinem) a kultivovana pii 37 °C pies noc.

Z narostlé bakterialni kultury F. tularensis byla pripravena suspenze v 10 ml
fyziologického roztoku a zméreno ODsoo. Suspenze byla centrifugovdna 15 minut
pri 6700 rpm, 4 °C a supernatant byl odstranén. Usazené bunky byly promyty
v10ml fyziologického roztoku (centrifugace 15 minut, 6700 rpm, 4 °C). Po
odstranéni supernatantu byla peleta resuspendovdna v zamraZovacim roztoku
(objem zvolen v zavislosti na ODsoo kultury tak, aby ODeoo bakteridlnich konzerv
nebylo vice neZ 2) a smés byla rozdélena do kryotub. Bakterialni konzervy byly
uchovavany pri-150 °C.

3.10.12 Priprava elektrokompetentnich bunék F. tularensis FSC200/AhuB

F. tularensis FSC200/AhuB byla vyseta ze zasobni konzervy na dvé McLeod plotny
bez antibiotika a kultivovana 24-48 hodin (podle nartstu bakterii) pii teploté
37 °C. Zploten byla bakterialni kultura preockovdna do 10 ml predehiatého
Chamberlainova média a kultivovana pti 37 °C do druhého dne. Narostla kultura
byla centrifugovana 15 minut pfi 6500 rpm a 24 °C. Po odstranéni superantantu
byla peleta resuspendovana v predehiatém Chamberlainové médiu, bunécna
suspenze byla zaoCkovana do 50 ml predehiatého Chamberlainova média na
ODsgoo = 0,1 a kultivovana do ODego = 0,3-0,6.

Narostla kultura byla centrifugovana 15 minut ve vychlazené centrifuze pri
7300 rpm. Od usazenych bunék bylo diikladné odstranéno médium a buiiky byly
dvakrat promyty vychlazenou 0,5 M sacharézou pii 7300 rpm. K usazenym
promytym bunkam byl pfidan 1 ml vychlazené 0,5 M sachar6zy. Bunky byly
diikladné resuspendovany, rozdéleny po 200 pl do vychlazenych zkumavek
a uchovavany pri -80 °C.
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3.11 Komplementace in trans delecniho mutanta F. tularensis
subsp. holarctica kmen FSC200/AhuB

3.11.1 Syntéza genu huB

Gen huB byl syntetizovan metodou PCR podle chromozomalni DNA F. tularensis
subsp. holarctica kmen FSC200.

Amplifikace byla provedena pomoci Pfu polymerdzy skombinaci primeri
pKK_0886_F a pKK_0886_R. SloZeni reak¢ni smési a podminky pro amplifikaci jsou
uvedeny v kapitole 3.10.1. OdlisSnosti od vySe uvedeného je jina teplota pro
nasedani primert, a to 53 °C.

Produkt PCR byl precistén na 1 % GTG agarézovém gelu, z gelu vyizolovan
a spektrofotometricky byla stanovena jeho koncentrace a Cistota. Precistény
produkt byl pouzit pro klonovani do TOPO-TA klonovaciho systému pro

sekvenovani.

3.11.2 Klonovdni PCR produktu za vyuZiti TOPO-TA Cloning Kit a selekce
pozitivnich transformantii

Pii klonovani PCR produktu do pCR4-TOPO vektoru bylo postupovano shodné
podle postupu v bodé 3.10.2.

Ovéreni klont nesoucich inzertni DNA bylo provedeno podle metodiky popsané
v kapitole 3.10.4. Odlisnosti od vySe uvedeného:

- PCR na koloniich byla provedena s primery pKK_0886_F a pKK_0886_R.

- Pri nastaveni podminek PCR byla teplota pro nasedani primerd upravena na
53 °C.

- U izolované plazmidové DNA byla specificita ovérena pomoci restrikéniho
Stépeni kombinaci restriktaz Ndel a Sacl. Do restrikéni reakce o objemu 10 pl
bylo pridano 7 ul DNA.

- Kosekvenovani inzertu byly pouzity univerzalni primery M13 reverse a T7.

3.11.3 Ligace genu huB a fragmentu vektoru pKK289Km, transformace do
kompetentnich bunék E. coli

Sekvence genu huB byla vyStépena z vektoru pCR4-TOPO pomoci restrikcnich
enzymu Ndel a Sacl. Kompatibilni konce plazmidového vektoru byly vytvoreny
linearizaci plazmidu pKK289KmGFP stejnymi restrikénimi enzymy, ¢imZ doslo
kvyStépeni genu pro GFP. Produkty Stépeni byly preciStény na 1 % GTG
agarézovém gelu a fragmenty velikostné odpovidajici sekvenci genu
a linearizovanému plazmidu byly zgelu vyizolovany. Koncentrace a Cistota
izolované DNA byla stanovena spektrofotometricky.

Ligace (viz kapitola 3.10.5) byla provedena v poméru molarity volnych konct
inzertu : vektoru = 3 : 1. Vstupni mnozstvi vektoru do reakce bylo 36 ng, mnozstvi
inzertu 6,3 ng.
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Ligacni smés byla transformovdna metodou tepelného Soku do
chemokompetentnich bunék E. coli XL1 (viz kapitola 3.10.2). Ke 100 pl
chemokompetentnich bunék bylo pridano 5 pl liga¢ni smési.

Ovéreni klonti nesoucich inzertni DNA bylo provedeno podle metodiky popsané
v kapitole 3.10.4 s modifikacemi uvedenymi v kapitole 3.11.2, ale bez posledniho
kroku, tj. bez sekvenovani. Plazmidovd DNA izolovand z E. coli byla $tépena
restrik¢nimi enzymy Ndel, Sacl a dale enzymem HindIIl.

3.11.4 Elektroporace plazmidu pKK289Km-huB do delecniho kmene
F. tularensis FSC200/AhuB

Elektrokompetentni bunky F. tularensis FSC200/AhuB byly rozmraZeny na ledu
arozdéleny do ¢ty zkumavek po 100 pl. K buiikdm byl ptidan 1 pl, 2 pul a 3 pl
plazmidové DNA a 0,8 pl prazdného plazmidu (pro kontrolu ucinnosti
transformace bunék). Smési byly lehce promichany, inkubovany 10 minut na ledu
a preneseny do 2 mm elektroporacnich kyvet. Elektroporace probihala za
podminek: 2,5 kV, 600 Q, 25 pF. Poté bylo k bunikam ihned ptfidano po 1 ml
piedehiatého Chamberlainova média, promichano a preneseno do 15 ml
zkumavek. Buniky byly kultivovany 4 hodiny za stalého trepani pri 37 °C. Poté byly
kultury centrifugovany 3 minuty pti 6000 rpm a RT, bylo odstranéno cca 700 pl
supernatantu a ve zbylém byly pelety resuspendovany. Bunécné suspenze byly
vysety na McLeod plidy s kanamycinem a kultivovany 5 dni pii 37 °C.

Pi ovétrovani klond nesoucich inzertni DNA bylo v principu postupovano podle
metodiky v kapitole 3.10.4. Templatova DNA do PCR kolonii byla pripravena
odebranim casti narostlé kolonie sterilnim paratkem a resuspendovanim v 10 pl
vody. Poté byly vzorky vystaveny po dobu 10 minut teploté 95 °C a kratce
centrifugovany. PCR byla provedena s primery pKK 0886_F a pKK_0886_R. Pro
znovuoveéreni pozitivnich kolonii byla plazmidovd DNA izolovana z F. tularensis
Stépena restrik¢nimi enzymy Ndel, Sacl a enzymem Hindlll. Ptiprava bakteridlnich
konzerv je uvedena v kapitole 3.10.11.

3.12Testovani dele¢niho a trans komplementovaného kmene
v systémech in vitro a in vivo

K experimentiim byly pouzity samice mysi kmene BALB/c stafi 8-10 tydnt z chovu
Velaz, s.r.o. Tento kmen patfi mezi nejpouzivanéjsi kmeny imbrednich mysi a je
vhodny predevSim pro imunologické studie.

3.12.1 Izolace a kultivace primdrnich mysich kostné-dreriovych makrofdgii
(BMMs)

BMMs jsou primarni makrofagové bunky odvozené z kostné- drenovych bunék in
vitro v pritomnosti rlstovych faktorG. Rustovy faktor stimulujici kolonie
makrofagli (M-CSF) je liniové specificky riastovy faktor, ktery je zodpovédny za
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proliferaci a diferenciaci myeloidnich progenitorii do bunék
makrofag/monocytové rady. M-CSF, v jehoZ pritomnosti byly kostné- drenové
burniky kultivovany, je vyluc¢ovan bunécnou linii L929 a je pouzivan ve formé L929-
kondiciovaného média. Za téchto podminek Kkostné- drefiové myeloidni
progenitory proliferuji a diferencuji se do homogenni populace zralych BMMs
(Weischenfeldt et Porse, 2008).

Izolace kostné- drennovych bunék

Mysi byly uspané v diethyléteru, pripevnény k pracovni podloZce a usmrceny
strihem do krcnich tepen. Bricho a zadni koncetiny mysi byly ostfiknuty 70 %
etanolem. V oblasti bricha byla nastriZena kliZe a stiih kizi byl veden smérem
k zadnim koncetindm, ze kterych byla klize odpreparovana. V oblasti panve byly
koncCetiny opatrné odstiihnuty od téla tak, aby zistala zachovana celd stehenni
kost vCetné kloubni hlavice. Dale byla z koncetin odstfizena ,tlapka“ s dlirazem na
zachovani celé holenni kosti vcetné kloubu. Vypreparované koncetiny byly
uchovavany v DMEM médiu. Dalsi prace byly provadény pouze v prostoru
laminarniho boxu.

Vypreparované koncetiny byly vydezinfikovany ponofenim na 1-3 minuty do
70 % etanolu (pouZit 6-jamkovy panel- 1. jamka v panelu). Etanol byl oplachnut
premisténim koncetin do DMEM média (2.- 5. jamka v panelu). Poté od sebe byly
oddéleny kosti stehenni a holenni, obé ¢asti koncetin byly ociStény od svalové
tkané a byla odstfiZena kost lytkova. Cisté kosti stehenni a holenni byly premistény
do DMEM média v posledni jamce panelu.

Kostni dien byla ziskdna odstifizenim obou koncli kosti tésné pod klouby
a proplachnutim injek¢ni jehlou (jehla 25- 28 G) z obou stran priblizné 2 ml média
do 50 ml zkumavky. Buné¢na suspenze byla propipetovdna, pro usazeni vétSich
kusti tkdné a drené se nechala cca 1 minutu stat a nasledné byla suspenze
prenesena do nové 50 ml zkumavky a centrifugovana 5 minut pti 400 g a RT. Poté
byl supernatant odstranén a usazené bunky byly roziredény v 10 ml BMMs média
s pridanymi antibiotiky.

Pomoci Biirkerovi komtrky byl spocitan pocet bunék v 1 ml bunécné suspenze.
50 pl bunécné suspenze bylo diikladné promichdno s50 ul barviva (0,5 %
trypanova modi v PBS) a smés se prenesla do prostoru mezi podloznim a krycim
sklickem Biirkerovi komtirky. Pod mikroskopem byl stanoven pocet bunék ve 25
Ctvereccich a prepocten na pocet bunék v 1 ml bunécné suspenze.

Kultivace primarnich mySich kostné-direnovych makrofagi

Do bakteriadlnich Petriho misek o priiméru 90 cm bylo napipetovano 15 ml-x ml
BMMs média a pridany bunky (x ml) o mnozZstvi 6x10°. Kultivace probihala pfi
37°Ca5 % COz. Po 4 dnech byla vyménéna polovina kultivacniho média, kdy bylo
odebrano 7,5 ml média a pridano 7,5 ml ¢erstvého média se sérem. Makrofagy byly
diferencované po tydenni kultivaci.

51



3.12.2 Proliferace F. tularensis v primdrnich kostné-drieriovych makrofazich
(BMMs)

Primarni kostné-dreniové makrofagy byly infikovany deletnim kmenem
F. tularensis FSC200/AhuB, trans komplementovanym kmenem F. tularensis
FSC200/AhuB + pKK289Km-huB a divokym kmenem F. tularensis FSC200, ktery
byl pouzit jako pozitivni kontrola.

Priprava bakterialnich kultur (1. den)
Bakterialni kultury byly pripraveny masivnim naockovanim na jednu McLeod
plotnu od kazdé bakterie a kultivaci 16-24 hodin pri 37 °C.

Priprava bunék

Makrofagy na Petriho miskach byly zkontrolovdny pod mikroskopem. Od
adherovanych bunék bylo odsato médium a nasledné byly promyty 10 ml
predehiatého PBS. K promytym buinikam bylo pridano studené PBS o objemu 4 ml
na plotnu a buiikky byly pomoci Skrabky dtikladné seskrabany. Suspenze byla
propipetovana a prenesena z Petriho misek do 50 ml zkumavky. Plotny byly poté
omyty dalSimi 4 ml studeného PBS a tekutina byla opét pridana do zkumavKky.
Suspenze byla centrifugovana 5 minut pti 300 g a RT. Supernatant byl odstranén
ausazené bunky byly resuspendovany v1 ml DMEM+10 % FBS a doplnény
DMEM+10 % FBS na objem 10 ml.

Pomoci Biirkerovi komtirky byl poté spocitan pocet bunék v1 ml bunécné
suspenze.

Buniky byly nasazeny na 24-jamkové panely v mnozstvi 5x10° bunék na jamku.
Celkem byly pouZity 4 panely (4 intervaly pro sledovani proliferace) a na kazdém
panelu 3 jamky pro kazdy kmen. Do jamek byl napipetovan 1 ml-x ml DMEM+10 %
FBS a doprostired jamek pridany burnky (x ml) o mnozstvi 5x105. Obsah jamek byl
promichan pohybem paneld do tvaru Ctverce a buiiky byly ponechdny adherovat
do druhého dne pii 37 °C a 5% CO..

Priprava bakterialnich kultur (2. den)

Z narostlych kultur dele¢niho, trans komplementovaného a divokého kmene
F. tularensis byly ptripraveny suspenze v PBS o ODsoo = 1. Z pripravenych suspenzi
bylo odebrano po 1 ml a centrifugovano 7 minut pti 7000 rpm a 4 °C. Supernatant
byl odstranén a bakterialni pelety resuspendovany v1 ml kultivacniho média
DMEM+10 % FBS.

Pro kontrolu byly bakteridlni suspenze vysety v fedéni 107 po 50 pl na McLeod
plotny (trans komplementovany kmen na McLeodkan plotny)(duplikaty).
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Proliferace F. tularensis v primarnich Kkostné-dienovych makrofazich
(BMMs)

Schopnost F. tularensis proliferovat v makrofazich byla sledovana ve ctyrech
Casovych intervalech, ato 1, 6, 24 a 48 hodin.

Od bunék nasazenych na 24-jamkovych panelech bylo odsato kultivacni
médium tak, aby v kazdé jamce ziistalo 250 pl. Do tfech jamek kazdého panelu byla
k bunikdm pridana bakterialni suspenze F. tularensis FSC200/AhuB, do dalSich
tfech jamek bakteridlni suspenze F. tularensis FSC200/AhuB + pKK289Km-huB
ado poslednich tfech suspenze F. tularensis FSC200. Multiplicita infekce (MOI)
byla stanovena na 50, tj. 50 bakterii na jednu eukaryotickou burku. Panely byly
centrifugovany 5 minut pti 400 g, RT (¢as = 0) a inkubovany 30 minut pti 37 °C
a5 % COz vDMEM médiu+10 % FBS. Poté byly jamky 3x promyty predehratym
PBS. Po promyti byl k buiikdm pridan 1 ml DMEM média s ptfidanym 10 % FBS
a gentamicinem (5 pg/ml) a buniky byly inkubovany 30 minut pii 37 °Ca 5 % CO-.
Gentamicin zplsobil usmrceni extracelularnich bakterii, tj. téch, které nebyly
pohlceny makrofagy. Po inkubaci byly buiiky opét 3x promyty predehiatym PBS.
K bunikam byl pfidan 1 ml DMEM média+10 % FBS a byly inkubovany pti 37 °C
a 5 % COz. Délka inkubace bunék se liSila pro jednotlivé casové intervaly.

Pro nasledné stanoveni poctu intracelularnich bakterii byly makrofagy po
ukonCeni inkubace lyzovany. Nejprve bylo od bunék odstranéno kultivacni
médium a byly 3x promyty predehiratym PBS pro interval 1 a 6 hodin, resp. 1x pro
interval 24 hodin a 0x pro interval 48 hodin. Poté byly buriky 5 minut lyzovany
vychlazenym 0,1 % deoxycholdtem sodnym v objemu 100 pl na jamku. V priibéhu
lyze byla suspenze opakované protahovana Spickou pipety. K suspenzim bylo
pridano 900 ul PBS a byly pripraveny tedici rady (Tab. 16).

Naredéné bunécné suspenze byly vysety po 50 pl na McLeod plotny (trans
komplementovany kmen na McLeodkan plotny) a kultivovany pti 37 °C do
viditelného nariistu bakterii. Na kazdou jamku panelu byly pro vysev pouzity dvé
McLeod plotny (duplikaty).

Tabulka 16: Redéni bunéénych suspenzi deleéniho, trans komplementovaného
a divokého kmene F. tularensis pro odecet CFU

Cas odbéru CFU | Redéni F. tularensis | Redéni F. tularesis | Redéni F. tularensis
FSC200 FSC200/AhuB FSC200/AhuB +
pKK289Km-huB
1 hodina 104a 105 103a 10+ 104a 105
6 hodin 104a 10> 103a 104 1032104
24 hodin 106a 107 104a 10> 105a10°
48 hodin 106a 107 105a10° 105a10°

3.12.3 Infekce mysi typu BALB/c

Pokusné mysi byly infikovany delecnim kmenem F. tularensis FSC200/AhuB, trans
komplementovanym kmenem F. tularensis FSC200/AhuB + pKK289Km-huB
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a divokym kmenem F. tularensis FSC200. Davka (Tab. 17) byla mys$im aplikovana
subkutanné do volné kiiZe v oblasti zadnich koncetin.

Tabulka 17: Aplikované davky testovanych kmenti F. tularensis

Testovany kmen | Aplikovana davka o mnozstvi: Pocet

F. tularensis infikovanych
mysi

Dele¢ni kmen 3x10% CFU/mys v 0,2 ml fyziologického roztoku | 5+ 5

3x106 CFU/mys v 0,2 ml fyziologického roztoku | 5+ 5

Trans komplementovany | 3x102 CFU/mys v 0,2 ml fyziologického roztoku | 5
kmen

Divoky kmen (= pozitivni | 3x102 CFU/mys v 0,2 ml fyziologického roztoku | 5+ 5
kontrola

— (= negativni kontrola) | 0,2 ml fyziologického roztoku 6

Pred infekci mysi byly pripraveny bakteridlni suspenze dele¢niho, trans
komplementovaného a divokého kmene F. tularensis v PBS o ODeoo = 1. Tato
hodnota OD odpovida cca 3x10° CFU/ml. Bakterialni suspenze byly poté naredény
do fedéni 10-5.

Suspenze 3x102 CFU v 0,2 ml fyziologického roztoku byly pripraveny odebranim
0,2 ml bakteridlni suspenze ztedéni 10> a smichdnim s 3,8 ml fyziologického
roztoku. Suspenze 3x10° v 0,2 ml fyziologického roztoku byla pripravena
odebranim 0,2 ml suspenze zrfedéni 10-1 a smichanim s 3,8 ml fyziologického
roztoku.

Skute¢né mnoZstvi bakterii (resp. CFU) v aplikovanych davkach bylo urceno
vysevem bakterialnich suspenzi na McLeod plotny (trans komplementovany kmen
na McLeodkan plotny). Ze suspenzi 3x102 CFU v 0,2 ml fyziologického roztoku bylo
vyseto po 25 pl (duplikaty). Ze suspenze 3x10°¢ v 0,2 ml fyziologického roztoku
byla pripravena redici fada do redéni 10-%. Z fedéni 10-* bylo poté vyseto po 25 pl
na dvé McLeod plotny.

Zdravotni stav a uhyn mysi vjednotlivych skupinach byl sledovan po dobu
21 dni.

3.12.4 Testovani protektivniho ucinku

Prezivsi mysi byly 28. den po infekci otestovany na protekci viici divokému kmeni
F. tularensis FSC200. Pti reinfekci byla mysim aplikovana davka 3x10%2 CFU/mys.
Zdravotni stav a thyn mysi byl v jednotlivych skupinach opét sledovan po dobu
21 dni.

3.12.5 Mérenti riistové krivky

Bakteridlni kultury dele¢niho kmene F. tularensis FSC200/AhuB, trans
komplementovaného kmene F. tularensis FSC200/AhuB + pKK289Km-huB
a divokého kmene F. tularensis FSC200 byly pripraveny preockovanim z ploten
s vysetymi zdsobnimi kulturami do 2,5 ml predehratého Chamberlainova média na
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OD = 0,1 a kultivaci pti 37 °C za stalého tirepani pies noc. Narostlé kultury byly
naredény Cerstvym predehratym Chamberlainovym médiem na OD = 0,1.

Ristova krivka byla mérena pomoci pristroje FluoStar Optima microplate
reader. Vzorky byly nanaseny na 96 jamkovou mikrotitra¢ni desticku s rovnym
dnem. Do jamek bylo pipetovano po 200 pl blanku nebo bakterialni suspenze.
Zvoleny objem byl experimentdlné opakovanymi mérenimi zjiStén pracovniky
Katedry molekuldrni patologie a biologie FVZ UO jako optimalni pro rist
F. tularensis. O0d kazZdého vzorku, tedy dele¢niho, trans komplementovaného
adivokého kmene F. tularensis, i blanku (Chamberlainovo médium) bylo
pipetovano 5 replikatl. Jamky na desticce byly vybirany tak, aby krajni rady jamek
zlstaly prazdné, protoze vtéchto mistech dochazi knejvétSimu odparovani.
Prazdné jamky byly vyplnény 350 ul sterilni vody. Desticka byla prikryta vickem
aihned vloZena do pristroje FluoStar Optima. Teplota v priibéhu méreni byla
nastavena na 36,8 °C, celkova doba méreni na 24 hodin. Jeden cyklus trval 10
minut, z toho pripadlo na méreni priblizné 2 sekundy na jamku, poté 5 minut
tfepani a 3 minuty stani.
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4 Vysledky

V této praci byl studovan vliv potencidlniho faktoru virulence HuB (histon-like
protein B) na virulenci patogenni bakterie Francisella tularensis. Pro studium byl
pouzit mirné virulentni kmen F. tularensis subsp. holarctica FSC200. Metodami
cilené mutageneze jsme nejprve pripravili kmen s deletovanym genem huB, kdy
gen zajmu byl vchromozomalni DNA F. tularensis nahrazen homologni
rekombinaci za dele¢ni konstrukt. Vliv delece genu na virulenci bakterie byl poté
testovan v systémech in vitro a in vivo. V kontrastu s divokym kmenem byla
porovnavana schopnost mutantniho kmene proliferovat v primarnich kostné-
dienovych makrofazich, in vivo pak byla sledovana schopnost zplisobit
onemocnéni a uthyn u testovanych mysich jedinci. Abychom si potvrdili, Ze
pozorované zmény fenotypu jsou disledkem delece genu huB, byl delecni kmen
komplementovan navracenim genu na vhodném plazmidovém vektoru a opét
testovan v in vitro a in vivo podminkach.

4.1 Priprava kmene F. tularensis s chromozomalni deleci genu huB

4.1.1 Amplifikace delecniho konstruktu

Konstrukt pro deleci genu huB byl syntetizovan podle chromozomalni DNA
F. tularensis subsp. holarctica kmen FSC200 pomoci PCR. Primery pouzité pro
amplifikaci byly navrzeny tak, aby vnéjsi primery (FTS_0886_A a FTS _0886_D)
vkladaly na zacatek a konec dele¢niho konstruku restrikéni mista pro enzymy Xhol
a Sacl a vnitini primery (FTS_0886_B a FTS_0886_C) nesly navzijem se
prrekryvajici sekvence nezbytné pro spojeni usekti DNA amplifikovanych pted a za
genem huB vdeletni konstrukt. Uspéénost syntézy fragmentt ,A-B“ a ,C-D“
a nasledné amplifikace dele¢niho konstruktu ,A-D“ byla ovérena elektroforetickou
separaci v agardzovém gelu. Priblizna velikost fragmenti ,,A-B“ a ,C-D“ je 1300 bp
(Obr. 5). Dele¢ni konstrukt ma velikost cca 2550 bp (Obr. 6).
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. . 4—ccal300bp

Obrazek 5: PCR produkty po elektroforetické separaci v 1 % GTG agarézovém gelu
1- GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, 2- fragment ,A-B*, 3- fragment,,C-D“

cca 2550 bp—> R "

Obrazek 6: Produkt ,overlapping“ PCR po elektroforetické separaci v 1 % GTG
agardézovém gelu
1- fragment ,A-D“ 2- HyperLadder I

4.1.2 Priprava plazmidu pCR4-TOPO-AhuB

Bezchybnost sekvence dele¢niho konstruktu bylo nutné ovérit osekvenovanim. Za
timto ucelem byl pripraveny konstrukt vloZen do plazmidového vektoru pCR4-
TOPO pro sekvenovani.

Po ligaci inzertu a vektoru a nasledné transformaci do E. coli XL1 byla
pritomnost dele¢niho konstruktu v transformovanych bakteriich ovéirena pomoci
PCR na koloniich s primery FTS_0886_A a FTS_0886_D (u pozitivnich kolonii
vznika fragment délky cca 2550 bp) a restrikci izolované plazmidové DNA enzymy
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Xhol a Sacl (Obr. 7). Plazmidy z kolonii, u nichZ PCR i restrik¢ni Stépeni probéhly
v poradku, byly poslany na sekvenaci.
Pozitivni klon byl uchovan zamrazenim zasobni kultury (30 % glycerol).

cca 4000 bp—» -
cca 2550 bp—» - "

Obrazek 7: Restrikeni Stépeni plazmidového vektoru pCR4-TOPO-AhuB enzymy Xhol, Sacl
1- fragment 4000 bp odpovida vektoru pCR4-TOPO, krat$i fragment delecnimu konstruktu, 2-
GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

4.1.3 Priprava plazmidu pDM4-AhuB

Ovéreny dele¢ni konstrukt byl pomoci restriktaz Xhol a Sacl z vektoru pCR4-TOPO
vyStépen a vloZzen do plazmidového vektoru pDM4 (rozsStépeny stejnymi
restrikénimi enzymy, Obr. 8). Fragmenty byly po elektroforetické separaci
izolovany a byla stanovena jejich koncentrace. Liga¢ni reakci byla provadéna
v riznych pomérech molarity volnych koncii inzertu : vektoru, a to 3:1, 4:1 a 5:1.
Uspésni jsme byli pti dodrZzeni poméru 4:1. Kromé Quick T4 DNA ligazy jsme pro
ligaci zkousSeli pouZit i tradicni T4 DNA ligazu (NEB). Po transformaci do E. coli
NEB Turbo byly klony nesouci inzertni DNA ovéfeny pomoci PCR na narostlych
koloniich s primery FTS_0886_A a FTS_0886_D (pozitivni kolonie- fragment cca
2550 bp) (Obr. 9) a nasledné restrikci izolované plazmidové DNA (Obr. 10).
Pozitivni klon byl uchovan zamrazenim zasobni kultury (30 % glycerol).
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Obrazek 8: Linearizovany plazmidovy vektor pDM4 po Stépeni restrikénimi enzymy Xhol
a Sacl
1- linearizovany plazmid pDM4, priblizna velikost tohoto plazmidu je 6000 bp, 2- GeneRuler™ 1 kb
DNA Ladder

cca 2550 bp ——p [ESE RS TR

Obrazek 9: PCR s primery FTS_0886_A a FTS_0886_D na koloniich E. coli NEB Turbo
transformovanych vektorem pDM4-AhuB
1,2, 3,5, 6- kolonie E. coli nesouci dele¢ni konstrukt, 4- HyperLadder I
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cca 6000 bpﬁ — e

cca 2550 bp—»

Obrazek 10: Restrikéni $tépeni plazmidového vektoru pDM4-AhuB enzymy Xhol, Sacl
1, 2, 3, 5, 6- testované kolonie, horni fragment (6000 bp) odpovida vektoru pDM4, spodni (2550 bp)
dele¢nimu konstruktu, prostiedni je nestépeny plazmid (ccc forma), 2- HyperLadder I

Transformace pDM4-AhuB do E. coli S17-1Apir
Plazmidovy vektor pDM4-AhuB byl zbunék E. coli NEB Turbo izolovan
a transformovan do E. coli S17-1Apir. Uspésnost transformac¢niho procesu byla
u vybranych narostlych kolonii testovdna pomoci PCR s primery FTS_0886_A
a FTS_0886_D. U kolonii E. coli S17-1Apir, do nichz se podarilo plazmid pDM4-AhuB
vnést, je na agarézovém gelu viditelny fragment o velikosti cca 2550 bp (Obr. 11).
Pozitivni klon byl uchovan zamrazenim zasobni kultury (30 % glycerol).

cca 2550 bp—»

Obrazek 11: PCR s primery FTS_0886_A a FTS_0886_D na koloniich E. coli S17-1Apir
transformovanych vektorem pDM4-AhuB
1, 10- HyperLadder [; 2- 9: kolonie E. coli nesouci dele¢ni konstrukt
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4.1.4 Konjugace a sacharézova selekce

Bakterialni kmen E. coli S17-1Apir pDM4-AhuB byl pouzit jako donorovy kmen pro
konjugativni prenos plazmidové DNA do F. tularensis subsp. holarctica kmen
FSC200.

Plazmid pDM4 se neni schopen v F. tularensis replikovat a dochazi kjeho
zaClenéni do chromozomu prostrednictvim homologni rekombinace. Pozitivni
selekce  dvojitych  rekombinanti byla provedena diky genu sacB
(k6dovan z plazmidu pDM4) v prostredi 5 % sachardzy. Odstranéni plazmidové
DNA zbakterii bylo nasledné ovéifeno preockovanim narostlych Kkolonif
F. tularensis formou replica plating na McLeod plotny s chloramfenikolem a bez
chloramfenikolu. Kone¢na pritomnost genetické modifikace byla potvrzena na
zakladé PCR. Z vyslednych snimkii agarézového gelu (Obr. 12 a 13) je zfejmé, Ze
homologni rekombinaci se podatilo gen huB zchromozomadalni DNA odstranit
u kolonii ozn. 7,8 a 11. Nékteré kolonie (ozn. 2-6) se pak jevily jako smésné
kultury divokého a dele¢niho kmene, kdy na gelu byly patrné fragmenty o délce
specifické pro oba kmeny.

Mutantni kolonie narostly na McLeod plotnach se sacharézou az po delSi dobé
kultivace, cca po 8- 9 dnech. Kolonie narostlé v prvnich ptiblizné 5 dnech byly
pomoci PCR vZdy povrzeny jako divoké typy.

Pozitivni klon byl uchovan zamrazenim zasobni kultury.

—
f—
—

L

cca 1100 bp
cca 850 bp —»

Obrazek 12: PCR na koloniich F. tularensis s pouzitim kombinace primert FTS_0886_F1
aFTS_0886_R1. U divokého kmene vznika amplifikaci fragment délky cca 1100 bp, v pripadé
kmene s uspésnou deleci genu huB fragment délky cca 850 bp.

1, 12- GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder; 2- 11: testované kolonie F. tularensis (vyhodnoceni: kolonie
ozn. 2- 6 smésné kultury divokého a delecniho kmene; 7,8 a 11- dele¢ni kmen; 9- divoky kmen)
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cca 1600 bp —»

Obrazek 13: PCR na Kkoloniich F. tularensis s pouzitim kombinace primert FTS_0886_1F
aFTS_0886_2R. U divokého kmene vznikd amplifikaci fragment délky cca 1600 bp, v ptipadé
kmene s tispésnou deleci genu huB fragment nevznikne (primer 2R naseda v oblasti genu huB).

1, 12- GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder; 2- 11: testované kolonie F. tularensis (vyhodnoceni: kolonie
ozn. 7,8 a 11- delecni kmen)

4.2 Komplementace in trans delecniho mutanta F. tularensis
subsp. holarctica kmen FSC200/AhuB

4.2.1 Amplifikace genu huB

Gen huB byl syntetizovan metodou PCR podle chromozomalni DNA F. tularensis
subsp. holarctica kmen FSC200. PouZité primery (pKK_0886_R a pKK_0886_R)
umistuji na zacatek a konec genu restrikéni mista pro enzymy Ndel a Sacl.
Uspésnost syntézy genu byla ovéiena elektroforetickou separaci v agarézovém
gelu (Obr. 14). Velikost genu huB je 273 bp.

cca 300 bp ——p IS

Obrazek 14: Produkt PCR po elektroforetické separaci v 1 % GTG agar6zovém gelu
1- amplifikovany gen huB, 2- GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder
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4.2.2 Priprava plazmidu pCR4-TOPO-huB

Produkt PCR byl vloZen do plazmidového vektoru pCR4-TOPO pro sekvenovani
atransformovan do E. coli XL1. Pritomnost PCR produktu (gen huB)
v transformovanych bakteriich byla ovérena pomoci PCR na koloniich (Obr. 15)
s primery pKK_0886_F a pKK_0886_R (u pozitivnich kolonii je amplifikovan
fragment délky cca 300 bp) a nasledné restrikci izolované plazmidové DNA
enzymy Ndel a Sacl (Obr. 16). Zaklonovany inzert byl poté osekvenovan.

Pozitivni klon byl uchovan zamraZenim zasobni kultury (30 % glycerol).

vt/
-—
ot
ot
-

cca 300 bp —p

Obrazek 15: PCR s primery pKK_ 0886_F a pKK_0886_R na koloniich E. coli XL1
transformovanych vektorem pCR4-TOPO-huB
1, 10- GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder; 2-9: kolonie E. coli nesouci zaklonovany inzert

— ? L Bl <« cca 4000 bp

4——cca 300 bp

Obrazek 16: Restrikéni Stépeni plazmidového vektoru pCR4-TOPO-huB enzymy Ndel, Sacl
1, 3- fragment 4000 bp odpovida vektoru pCR4-TOPO, kratsi fragment genu huB; 2- GeneRuler™
1kb DNA Ladder
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4.2.3 Priprava plazmidu pKK289Km-huB

Shuttle vektor pKK289KmGFP se schopnosti replikace v E. coli i F. tularensis byl
pouzit jako nastroj pro trans komplementaci dele¢niho kmene F. tularensis.

Sekvenaci ovéreny gen huB vyStépeny zvektoru pCR4-TOPO (Obr. 17) byl
vloZzen do vektoru pKK289Km na misto gfp. Gen pro GFP byl odstranén pri
rozStépeni vektoru enzymy Ndel a Sacl (Obr. 17). Ligace byla provedena v poméru
molarity volnych konci inzertu : vektoru = 3:1 a liga¢ni smés byla transformovana
do E. coli XL1. Pritomnost genu huB v transformovanych bakteriich byla v prvnim
kroku ovérena pomoci PCR na narostlych koloniich s primery pKK_0886_F
a pKK_0886_R (u pozitivnich kolonii vznika fragment délky cca 300 bp). Po
elektroforetickém vyhodnoceni nebyly ovSem tyto fragmenty na gelu (Obr. 18)
dobte rozlisitelné. Z divodu ovéteni vysledkli byla PCR se shodnymi primery
provedena u vybranych kolonii i na izolované plazmidové DNA (Obr. 19).

Podobny problém nastal také pri Stépeni plazmidové DNA restrikénimi enzymy
Ndel a Sacl, kdy na snimku gelu nebyly fragmenty velikostné odpovidajici inzertu
viditelné. Proto byla plazmidova DNA podrobena restrik¢nimu Stépeni enzymem
HindIll (NEB) (Obr. 20). Tato restriktaza ma tfi restrik¢ni mista v plazmidovém
vektoru a jedno v inzertu. Pocet a velikost fragmentli vzniklych Stépenim se tedy
1is{ pro samotny vektor pKK289KmGFP a vektor s vloZzenym genem huB.

Pozitivni klon byl uchovan zamrazenim zasobni kultury (30 % glycerol).

cca 4800 bp —> Bl - «——cca 4000 bp

cca 480 bp——p

cca 230 bp—> +—cca 300 bp

Obrazek 17: Restrikéni Stépeni plazmidového vektoru pKK289KmGFP a vektoru pCR4-
TOPO-huB enzymy Ndel, Sacl
1- GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder
2- Restrikéni Stépeni plazmidu pKK289KmGFP- priblizna velikost tohoto plazmidu je 5500 bp, po
Stépeni enzymy Ndel, Sacl cca 4800 bp (tj. pKK289Km bez GFP). Spodni bandy odpovidaji
fragmentiim genu gfp (uvniti sekvence genu gfp je rozpoznavaci misto pro Ndel restriktazu).
3- Restrik¢ni Stépeni plazmidového vektoru pCR4-TOPO-huB- fragment 4000 bp odpovida vektoru
pCR4-TOPO, kratsi fragment genu huB
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cca 300 bp —»

Obrazek 18: PCR s primery pKK_ 0886_F a pKK_0886_R na Kkoloniich E. coli XL1
transformovanych vektorem pKK289Km-huB
1, 9- GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder; 2-8: kolonie E. coli nesouci zaklonovany inzert

il «——— cca 300 bp

Obrazek 19: PCR s primery pKK_0886_F a pKK_0886_R na izolované plazmidové DNA
z vybranych kolonii E. coli XL1 transformovanych vektorem pKK289Km-huB (na Obr. 18
oznaceny 5, 7)
1- GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder; 2, 3- plazmidy nesouci zaklonovany inzert
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<4——cca 2280 bp ——» .
<4——cca 1680 bp —»

4—cca8l10bp —»

4—cca300bp —p

Obrazek 20: Restrikéni Stépeni plazmidového vektoru pKK289Km-huB enzymem HindlIIl
(A- delsi expozice, B- kratsi expozice)
1, 4- GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder;
2, 3- $tépena plazmidova DNA- plazmidovy vektor pKK289Km-huB je enzymem Hindlll Stépen na
Ctyri fragmenty velikostné cca 2280 bp, 1680 bp, 810 bp a 300 bp, samotny vektor pKK289KmGFP
na tri fragmenty priblizné velikosti 2280 bp, 1680 bp a 1540 bp. Spravné se nastépila plazmidova
DNA oznacena ¢islem 3.

4.2.4 Elektroporace plazmidu pKK289Km-huB do delecniho kmene
F. tularensis FSC200/AhuB

Ziskany plamid pKK289Km-huB byl pouzit pro trans komplementaci dele¢niho
kmene F. tularensis FSC200/AhuB pomoci elektroporace. Uspésnost elektroporace
byla u vybranych narostlych kolonii ovéfena PCR na koloniich s primery
pKK_0886_F a pKK_0886_R (Obr. 21). Pri této kombinaci primerti je u pozitivnich
kolonii amplifikovan fragment délky cca 300 bp. Pro znovuovéreni pozitivnich
kolonii byla provedena kontrolni restrikce izolované plazmidové DNA z kolonii
F. tularensis enzymy Ndel a Sacl a enzymem HindIIl (Obr. 22).

Pozitivni klon byl uchovan zamrazenim zasobni kultury a testovan v in vitro a in
vivo systémech spolu s deletnim kmenem FSC200/AhuB a divokym kmenem
FSC200.
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cca 300 bp —»

Obrazek 21: PCR na koloniich F. tularensis FSC200/AhuB transformovanych vektorem
pKK289Km-huB
1,12- GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder; 2- 11: kolonie nesouci plazmidovy vektor pKK289Km-huB

cca 4800 bp—» |

<4——cca 2280 bp
<4—cca 1680 bp

4——cca810bp

cca 300 bp —» <4——cca 300 bp

Obrazek 22: Restrikéni $tépeni plazmidového vektoru pKK289Km-huB izolovaného
z F. tularensis enzymy Ndel, Sacl a enzymem Hindl1l
1- Stépeni restrikénimi enzymy Ndel a Sacl- fragment 4800 bp odpovida vektoru pKK289Km, kratsi
fragment genu huB
2- GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder
3- Stépeni restrikénim enzymem Hindlll- vektor pKK289Km s vloZenym genem huB se $tépi na Ctyri
fragmenty velikosti cca 2280 bp, 1680 bp, 810 bp a 300 bp

4.3 Proliferace F. tularensis v primdrnich kostné-drernovych
makrofdzich (BMMs)

Pro posouzeni schopnosti delecniho mutanta vstupovat a replikovat se
v makrofazich byly pouzity primarni kostné-drenové bunky izolované z mysi
kmene BALB/c. Test proliferace byl proveden s dele¢nim kmenem F. tularensis
FSC200/AhuB, trans komplementovanym kmenem F. tularensis FSC200/AhuB +
pKK289Km-huB a divokym kmenem F. tularensis FSC200 (pozitivni kontrola).
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Experiment byl proveden sdivokym a delecnim kmenem dvakrat,
s komplementovanym jednou, vZdy v triplikatu.

V pribéhu prvniho pokusu jsme po odectu CFU z McLeod ploten s vysetymi
bakterialnimi suspenzemi delecniho mutanta zjistili, Ze skute¢né mnozstvi bakterii
se vsuspenzi o ODsoo = 1 pohybuje o fad niZe, neZ jsme predpokladali.
Experimentalné (vysevem z fedéni 10-5, 10-¢ a 10-7 bakteriadlni suspenze o ODegoo =
1 a odec¢tem CFU) jsme stanovili, Ze bakterialni suspenze deletniho mutanta
00D¢oo0 = 1 odpovidd cca 2x108 CFU/ml, nikoliv 3x10° CFU/ml, coZz bylo
zohlednéno pri druhé sérii pokusii v podminkach in vitro i in vivo.

Vramci provedeného testovani (Obr. 23) jsme mezi mutantnim a divokym
kmenem nezjistili vyrazny rozdil ve schopnosti vstupovat do makrofagt. Ziskané
vysledky ovSem ukazaly, Ze intracelularni proliferace kmene s deleci genu pro
histone-like protein B se zretelné 1iSi od proliferace divokého i trans
komplementovaného kmene. Komplementaci dele¢niho kmene pak byla schopnost
proliferace v BMMs prokazatelné obnovena.

10

FSC200

H AhuB/pKK289Km-huB

O AhuB
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Obrazek 23: Intracelularni proliferace kmentii F. tularensis
U dele¢niho kmene F. tularensis FSC200/AhuB je patrna sniZena schopnost proliferace v BMMs.
Trans komplementaci deletniho kmene vektorem pKK289Km-huB byl rist uvnitt makrofagt
obnoven. Divoky kmen F. tularensis FSC200 je zahrnut jako pozitivni kontrola.

4.4 Infekce mysi typu BALB/c

Vliv mutace na virulenci F. tularensis byl dale testovan v systému in vivo. Pfi tomto
testu byly mySi typu BALB/c infikovany subkutanné dele¢nim kmenem
F. tularensis FSC200/AhuB, trans komplementovanym kmenem F. tularensis
FSC200/AhuB + pKK289Km-huB a divokym kmenem F. tularensis FSC200
(pozitivni kontrola).
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Pii prvnim pokusu byl testovan divoky a dele¢ni kmen. Divoky kmen v infek¢ni
davce 3x102 CFU/mys (skute¢ny pocet CFU urceny vysevem: 7,68x102%) zptisobil
100 % umrtnost testovanych mysi 6. den po infekci. Oproti tomu Zadna mys
neuhynula po infekci stejnou davkou (3x102 CFU/mys) delecniho kmene, a ani po
infekci davkou 10 000x vyssi, tj. 3x10® CFU/mysS. Po odectu CFU z McLeod ploten
s vysetymi bakterialnimi suspenzemi delecniho mutanta jsme ovSem zjistili, stejné
jako pfi testech proliferace, Ze skuteCné mnoZzstvi bakterii v aplikovanych davkach
se pohybovalo o rad niZe, neZ jsme predpokladali, a to 7,6x10! a 4,8x105. Zjisténi,
ze bakteridlni suspenze delecniho mutanta o ODsoo = 1 odpovida cca 2x108
CFU/ml, nikoliv 3x10° CFU/ml (viz kapitola 4.3), jsme zohlednili pfi druhém
pokusu.

PreZivsi mysi z prvniho pokusu byly 28. den po infekci otestovany na protekci
vicCi divokému kmeni. P reinfekci byla mysSim aplikovana davka 3x10%2 CFU/mys
(skutec¢ny pocet CFU: 3,16x102%). Ve skupiné mysi infikované dele¢nim kmenem
o davce 4,8x10> CFU/mys prezilo reinfekci divokym kmenem 100 % jedinci. Ve
skupiné infikované davkou 7,6x101 CFU/myS uhynula jedna mys 10. den po
reinfekci.

Ve druhém pokusu byl testovan divoky, dele¢ni a komplementovany kmen.
Divoky i komplementovany kmen v infekéni davce 3x102 CFU/mys (skutecny pocet
CFU: 1,24x10%, resp. 1,68x102) zpisobily 100 % uhyn testovanych mysi v obou
skupinach 6. den po infekci. Zatimco po infekci delecnim kmenem v davce 3x102
a 3x106 CFU/mys (skutec¢ny pocet: 3,48x102 , resp. 3,56 x10¢) neuhynula mys$
Zadna.

PreZiv$i mysSi byly opét 28. den po infekci reinfikovany divokym kmenem
v davce 3x102 CFU/mys (skutecny pocet CFU: 7,76x102 ). I pres vyssi skute¢nou
aplikovanou davku reinfekci preZilo 100 % mysi ze skupiny infikované dele¢nim
kmenem o davce 3x10° i 3x102 CFU/mys.

Jako negativni kontrola byla pri testovani zahrnuta skupina 6 mysi, kterym byl
subkutanné vpraven do téla samotny fyziologicky roztok. U téchto mysi nebyly
v pribéhu 21 dni zaznamendany Zadné zdravotni problémy. Po reinfekci divokym
kmenem uhynuly 6. den.

Plna protekce proti infekci divokym kmenem byla tedy zajisténa po imunizaci
davkou dele¢niho kmene 3x10¢ i 3x10%2 CFU/mys.

4.5 Meéreni ristové krivky

V priibéhu prace jsme pri kultivacich AhuB kmene pozorovali, Ze v tekutém médiu
kultury dosahuji zpravidla nizsich hodnot optické denzity v porovnani s divokym
kmenem a na pevnych pidach kolonie nartistaji az po vice dnech kultivace.

Proto jsme testovani doplnili o porovnani schopnosti riistu delecniho kmene
s rastem divokého a trans komplementovaného kmene v Chamberlainové médiu
pti 37 °C. Rastové krivky bakteridlnich kultur byly méfeny pomoci pristroje
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FluoStar Optima microplate reader. Méreni bylo provedeno s divokym a dele¢nim
kmenem trikrat, s komplementovanym dvakrat, vZdy v péti replikatech.

Z vyslednych ristovych kiivek (Obr. 24) je patrné, Ze ptiblizné do 13 hodiny
kmeny rostly velmi podobné. Dele¢ni kmen poté vstupuje do stacionarni faze,
kdezto divoky i komplementovany kmen pokracuji dale v riistu. Timto vysledkem
jsme si potvrdili béhem prace pozorovany jev. Rozdil v rlstovych krivkach
divokého a komplementovaného kmene naznacuje, Ze fenotyp divokého kmene
nebyl genetickou komplementaci plné obnoven.
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Obrazek 24: Vliv delece genu huB na rist Francisella tularensis
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5 Diskuze

Francisella tularensis je vysoce infek¢ni patogenni bakterii, pfesto znacna Cast
virulencnich mechanismi neni zcela objasnéna. Vsoucasnosti nejlépe
charakterizované faktory virulence kéduje oblast Francisella genomu oznacovana
jako ostrov patogenity. Vtéto oblasti leZi napriklad geny intracelularniho
ristového lokusu iglABCD a geny pdpABCD, jez se ukazaly jako nezbytné pro
F. tularensis z hlediska intracelularniho ristu a virulence (Nano et al, 2004).
Postupné jsou v souvislosti sintenzivnim studiem tohoto mikroorganismu
objevovany nové faktory spojené s virulenci. Za mozného kandidata na virulen¢ni
faktor je povaZovan, mimo jinymi, protein nesouci oznaceni histone-like protein
forma B (HuB) kdédovany genem na lokusu FTS_0886. Tento protein byl
identifikovan vramci proteomické analyzy (Lenco et al., 2009), ve které byly
sledovany zmény Francisella proteomu pod vlivem rtznych stresovych podminek.
Za UcCelem posouzeni hypotézy mozné role tohoto proteinu v patogenezi tularémie
byl v rdmci této diplomové prace pripraven a charakterizovan mutantni kmen
s deleci genu pro HuB.

HuB F. tularensis patii do Siroké rodiny histonim podobnych proteint
vyskytujicich se u bakterii. Tato rodina predstavuje skupinu malych, bazickych
a hojné zastoupenych proteini vazajicich se na DNA. HU jsou vysoce konzervativni
z hlediska vyskytu i struktury napric celou bakterialni risi (Pettijohn, 1988; Grove,
2011). Na zakladé studii provedenych s riznymi druhy bakterii je zndmo, Ze HU se
vazi na  nukleovou Kkyselinu  nespecifickym  zplsobem s patrnym
uprednostiiovanim DNA se strukturalnimi naruSenimi a s preferenci AT bohatych
usekd (Kumar et al., 2010; Prieto et al., 2012). Jsou to dimerni proteiny tvorené
jednim ¢i dvéma typy podjednotek. Heterodimerni stav HU je ziejmé omezeny
pouze na enterobakterie, zatimco v mnoha jinych bakteriich je HU v podobé
homodimeru (Grove, 2011). Homolog kédovany F. tularensis existuje v aktivni
formé jako homodimer tvoreny podjednotkami kédovanymi genem huB (NCBI,
2014).

Vysledky studii mnoha autorti zna¢i vyznamnou roli HU ve fyziologii
patogennich i nepatogennich druhii bakterii. HU maji jednak strukturni tlohu
UcCastnénim se na utvareni struktury nukleoidu. Svym navazanim na nukleovou
kyselinu mohou zpiisobovat jeji ohybani (Aki et Adhia, 1997; Anuchin et al,, 2011).
Casto se ucastni bunécénych procest, jako je replikace, transkripce, rekombinace ¢i
opravy DNA (Azam et Ishihama, 1999). Dobre charakterizované jsou funkce HU
E. coli. Zde bylo prokazano, Ze reguluje genovou expresi velkého poctu gend,
pricemZ mnoho z téchto gent je zapojenych do bakterialnich adaptaci na zmény
environmentalniho prostredi i genli potiebnych k odpovédim na stres (Balandina
et al,, 2001; Oberto et al., 2009). Stejné tak je pro adaptaci bakterii ke stresovym
podminkam dilezity HupB mykobakterii (Lee et al., 1998). Vysledky Mangan et al.
(2011) ukazuji, Ze HU Salmonella typhimurium je globalnim regulatorem, ktery
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koordinuje expresi gend zapojenych v centralnim metabolismu a virulenci
acelkové prispiva kuspéchu S typhimurium jako patogenu. Podobné
u Streptococcus intermedius Liu et al. (2008) prokazal, Ze Si-HLP ovliviiuje uroven
transkripce nékolika genii v€etné faktori spojenych s virulenci.

Vyznam HuB pro bakterii F. tularensis nebyl dosud zkouman. Za tucelem
porozuméni vlivu HuB na virulenci této patogenni bakterie byl vramci této
diplomové prace pripraven mutantni kmen F. tularensis subsp. holarctica
FSC200/AhuB postradajici gen pro histone-like protein B. Pfi konstrukci tohoto
kmene byl gen zajmu v chromozomalni DNA F. tularensis nahrazen homologni
rekombinaci za delecni konstrukt.

Dale byl pripraven komplementovany kmen. Komplementace mutantniho
kmene byla provedena z dlivodu potvrzeni si, Ze ptripadné zmény ve fenotypu
planovanou cis komplementaci, tedy navraceni genu zajmu do chromozomalni
DNA, se ndm nepodarilo ani pres opakovanou snahu provést. Pristoupili jsme
proto k ndhradnimu reSeni, a to navraceni genu zajmu na plazmidovém vektoru
neboli trans komplementaci. Za timto ucelem byl pouZit shuttle vektor
pKK289kmGFP se schopnosti replikace v E. coli i F. tularensis. Gen pro histon- like
protein B amplifikovany podle chromozomalni DNA F. tularensis byl po
osekvenovani vloZzen do zvoleného plazmidového vektoru namisto genu pro
protein GFP a pripraveny vektor pKK289km-huB byl elektroporovan do dele¢niho
kmene F. tularensis.

Piipravené bakteridlni kmeny byly testovany v podminkach in vitro a in vivo se
zietelem na zjiStén{ zmén ve virulenci bakterie. Vzhledem k tomu, Ze F. tularensis je
intracelularnim patogenem, je pro ni zhlediska virulence nepostradatelna
schopnost vstoupeni, preZziti a proliferace v buiikdch hostitele (Chong et Celli,
2010). V kontrastu s divokym kmenem jsme nejprve porovnavali, jak velky prinos
ma HuB pro intracelularni prezivani F. tularensis za vyuZiti primarnich kostné-
drenovych makrofagi (BMMs) izolovanych z mysi kmene BALB/c. Vysledky test
ukazaly, Ze delece genu huB neméla v porovnani s divokym kmenem vyrazny vliv
na schopnost AhuB kmene vstupovat do makrofagt. Delece tohoto genu vsak vedla
ke sniZeni Urovné proliferace, kdy je tento stav patrny po 24 i 48 hodinach od
infekce. SniZend proliferace uvnitt makrofdgli byla pozorovana také napfr.
u dvojitych mutanti AhupAB S. typhimurium (Mangan et al., 2012).

V podminkach in vivo byl k testovani pouZit mysi infekéni model za vyuziti mysi
kmene BALB/c. Subkutanné infikované mysi divokym a komplementovanym
kmenem davkou 3x102 CFU/mys podlehly infekci ve vSech testovanych skupinach
6. den po infekci. Mutantni kmen nebyl schopen vyvolat onemocnéni mysi v davce
3x102, ani v davce 3x10¢ CFU/mys. Vytrazeni genu pro HuB se tedy v in vitro i in
vivo modelu tularémie projevilo vyraznym oslabenim testovaného mutantniho
kmene.

Mutantni kmen byl také schopen indukovat ochranou imunitu a chranit mysi
proti divokému Francisella kmeni FSC200. Plna protekce proti infekci divokym
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kmenem byla zajiSténa po imunizaci davkou dele¢niho kmene 3x10¢ i 3x102
CFU/mySs. Vsouvislosti sreinfekci je zajimavé, Ze pri prvnim pokusu byly
reinfikovany divokym kmenem mysi, jez pfedtim prodélaly infekci zplisobenou
delecnim kmenem ve skutecné davce pouze 7,6x101. I tato o rad nizsi davka
dokazala ochranit Ctyfi z péti testovanych jedincii. Abychom vSak zjistili, zda
vakcinace mysi dele¢nim kmenem v davce 10! CFU/myS$ poskytuje pouze
¢astecnou ochranu ¢i zda ihyn mysi byl zptisoben jinymi okolnostmi, bylo by tieba
cely experiment nékolikrat zopakovat a statisticky vyhodnotit.

Zda se, Ze HuB je nezbytny pro normalni rlst F. tularensis. Delece genu huB se
u mutantniho kmene projevila defektem rlstu jak na pevnych, tak i v tekutych
kultivacnich plidach. V porovnani sdivokym kmenem, u néhoZz lze dobre
rozliSitelné kolonie na pevnych piidach spattit po priblizné péti dnech kultivace,
viditelné kolonie mutantniho kmene se zacinaly utvaret zpravidla az po 8-9 denni
kultivaci. Pri kultivaci v tekutych ptidiach hodnota OD = 1 bakteridlni suspenze
AhuB kmene neodpovidala hodnoté 3x10° CFU/ml, ktera je béZna pro divoky
kmen, ale pohybovala se o rad nize. Tato pozorovani byla potvrzena zméfenim
ristové krivky, ktera u mutantniho kmene ukazala zpocCatku srovnatelny ruast

Tato zjisténi tykajici se zhorSeného riistu jsou v souladu s nékolika pracemi,
ve kterych bylo prokazano, Ze inaktivace genu pro HU zplisobuje rlistové zmény.
Takovymto prikladem je HupB mykobakterii, ktery je povazovany za podstatny
pro mykobakteridlni rist (Sassetti et al, 2003). Nezbytny pro normalni rist
avyvoj se ukazal také HBsu Bacillus subtilis (Micka et Marahiel, 1992).
U Streptococcus intermedius se Liu et al. (2008) nezdarilo zkonstruovat kmen
s nefunkénim genem Si-hlp, z ¢ehoZ bylo odvozeno, Ze Si-HLP je nezbytny pro
zivotaschopnost bakterii. Indukovana transkripce antisense Si-hlp vedla k inhibici
ristu S. intermedius. U bakterii kédujicich dvé podjednotky HU jsou zmény
ristového profilu pozorovany predevsim u dvojitych mutantii. V praci Prieto et al.
(2012) se lisila od divokého kmene rlistova kiivka dvojitych mutanti AhupAB
E. coli, ale nikoliv rlistova kiivka AhupA ¢i AhupB kmene. Urcité riistové zmény
pozoroval i Mangan et al. (2011) u dvojitych mutanti Salmonella typhimurium. Tito
mutanti se liSili ristovym profilem od divokého kmene v pocate¢nich fazich
kultivace, kdy vykazovali vyrazné sniZenou rychlost ristu. Mutanti pouze v jedné
podjednotce méli riistovy profil podobny divokému kmeni. Zajimavé je, Ze mnoho
bakteridlnich genomii kéduje pouze jednu podjednotku HU, kdy konzervativné;jsi
podjednotkou napri¢ bakteriemi je HupB, ale tato podjednotka ziejmé hraje
u bakterii kédujicich dvé podjednotky, jako je E.coli (Prieto et al, 2012) c¢i
Salmonella enteritica (Mangan et al., 2011), v kontrole genové exprese mensi roli.

Spolu s deletnim kmenem byl vtéto praci ve shodnych in vitro a in vivo
podminkach testovan také komplementovany kmen. Provedené testy ukazaly, Ze
komplementaci nedoslo k iplnému navraceni fenotypu divokého kmene, coZ jsme
ovsem ani neocekavali. Napriklad i Zogaj et Klose (2010) uvadi, Ze uplna
komplementace chromozomalni mutace navracenim genu zajmu na plazmidu je
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u Francisella kmenli velmi obtiZna. Vtomto sméru je pak mnohem ucinné&jsi
ptivodné zamyslena cis komplementace. Nami provedenou trans komplementaci
nebyl fenotyp divokého kmene zcela obnoven, ale obnoveni bylo jasné
prokazatelné.

Celkové vysledky této prace znaci vyrazné oslabeni delecniho kmene a lze se
domnivat, Ze HuB hraje podstatnou roli ve schopnosti riistu a virulence Francisella
tularensis.

Dalsi praci s timto potvrzenym faktorem virulence by bylo vhodné zamérit na
mechanismy uc¢inku HuB u F. tularensis, o kterych do této doby neni nic znamo.
Bylo by mozné vychazet z predpokladu, Ze u vétSiny studovanych bakterii se HU
projevuje jako faktor zasahujici do genové exprese mnoha gent. V této souvislosti
by tedy bylo potfebné odhalit HU regulon F. tularensis. MoZnosti by mohlo byt
vystaveni bakterii stresovym podminkam (obsah Zeleza, teplota), které nastavaji
béhem interakce s hostitelem, a stanovit, u kterych proteinii dochazi ke zménam
exprese za danych podminek. Odhaleni mechanismt u¢inku HuB a jeho zapojeni do
virulence F. tularensis bude predmétem jiné prace.
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6 Zaver

Vramci diplomové prace byl studovan vliv potenciadlniho faktoru virulence HuB
(histon-like protein B) na virulenci patogenni bakterie Francisella tularensis subsp.
holarctica kmen FSC200. Pouzitim metod cilené mutageneze byl ptripraven kmen
F. tularensis s deleci genu pro histone-like protein B (AhuB), u néhoz byl homologni
rekombinaci nahrazen v chromozomalni DNA gen zajmu za dele¢ni konstrukt.

Vliv delece genu na virulenci bakterie byl testovan v systémech in vitro a in vivo
a porovnavan s vlastnostmi pivodniho rodi¢ovského kmene. In vitro testy u AhuB
kmene ukazaly zietelné sniZeni irovné proliferace v primarnich kostné-drenovych
makrofazich, ale nebyl zaznamenan vyrazny rozdil ve schopnosti vstupovat do
makrofagi. In vivo infekce mySi BALB/c AhuB kmenem prokazaly v porovnani
s divokym kmenem znacné sniZeni virulence. VSichni testovani jedinci prezili
subkutanné aplikovanou davku dele¢niho kmene 3x102a 3x10¢ CFU/mys. Byl také
prokazan protektivni uc¢inek u mysi infikovanych dele¢nim kmenem v obou
davkach a nasledné reinfikovanych divokym kmenem. Testovani AhuB kmene bylo
dale doplnéno o ristové krivky, kdy byl zjistén urcity defekt ristu.

Pro potvrzeni, Ze pozorované zmény fenotypu delecniho kmene jsou v diisledku
delece genu huB, byla provedena komplementace tohoto kmene in trans.
Kompelementaci doslo ke zietelnému obnoveni virulence odpovidajicimu Grovni
divokého kmene, coZ definitivné prokazalo roli HuB ve virulenci F. tularensis.
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Prilohy

201

261

311

Priloha ¢. 1

LacZa initiation codon
M13 Reverse priming site | T3 priming site
[ | [
CACACAGGAA ACAGCTATGA CCATGATTAC GCCAAGCTCA GAATTAACCC TCACTAAAGG
GTGTGTCCTT TGTCGATACT GGTACTAATG CGGTTCGAGT CTTAATTGGG AGTGATTTCC

— Spe | Pst | Pmel EcoR| EcoR | Not |

| | | | | |
GACTAGTCCT GCAGGTTTAA ACGAATTCGC CCTT PCR INAGGGC GARATTCGCGG
CTGATCAGGA CGTCCAAATT TGCTTAAGCG GGAENMALLIGEMTTCCCG CTTAAGCGCC

T7 priming site M13 Forward (-20) priming site
| [

l
CCGCTAAATT CAATTCdCCC TATAGTGAGT CGTATTACAA TTCACTGGCC GTCGTTTTAC
GGCGATTTAA GTTAAGCGGG ATATCACTCA GCATAATGTT AAGTGACCGG CAGCAAAATG

Priloha 1: Mapa plazmidu pCR4-TOPO (Invitrogen, 2012)



Priloha ¢. 2

Nhel (68)
Bglll (4953)
HindIIl (4861)\ S
Xbal (910)
Spel (916)
BamHI (922)
——=\  HindIII (1040)
pKK289KmGFP groES promoter
Eap Xbal (1169)
Pstl (1219)
del (1240)
Sall (3613) Necol (1407)
Neol (3375) Ndel (1471)
npt (Kan-res)
PstI (2996) \\Sacl (1948)
BamHI (2809) EcoRI (1958)
Ncol (2259)
\Sbe (2496)
Pstl (2496)
HindIII (2583)
groES promoter (Schu)
Xbal (2712).

Priloha 2: Mapa plazmidu pKK289KmGFP (Bonquist et al., 2008)
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