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1. Uvod a cile prace

Patogenni bakterie piedstavuji vysoké riziko Sifeni nebezpecnych infek¢nich chorob. V
ramci genetického zbrojeni organismil ziskavaji bakterie stile vétSi rezistenci na
antibiotika a dochazi tak k jejich zvysSené zivotaschopnosti v Zivotnim prostiedi. V
soucasné dob¢ probihaji intenzivni vyzkumy téchto patogend se snahou identifikovat
virulen¢ni faktory a vyvinout tak vakcinu ¢i léCebné prostiedky na nemoci jimi
zpusobenymi. Vyzkumy jsou také podpoieny faktem, Ze Ize nékteré z téchto infek¢énich
organismi pouzit jako biologickou zbran k cilené ndkaze vétSiho mnozstvi lidi, coz je
potvrzeno 1 historickou skute¢nosti. Vzhledem k soucasnému rozvoji infrastruktury,
Cetnosti dopravnich prosttedkli a volnému pohybu lidi napfic svétadily, predstavuje
pouziti biologickych zbrani extrémni riziko vzniku pandemie.

F. tularensis je patogenni gram-negativni bakterie, kterd zptisobuje onemocnéni
zvané tularémie. Cilovym hostitelem jsou zvifata, ale miZe nakazit i clovéka. Vzhledem
k jeji vysoké schopnosti infikovat cilovy organismus, snadnému S$ifeni a cetnému
rezervoaru v piirod€ predstavuje potencionalni biologickou zbran (Darling et al., 2002).
Mechanismy, které tato bakterie vyvinula pro svoji prosperitu, piedstavuji hlavni
pfi¢inu jeji patogeneze. Schopnost intracelularni replikace, odolavani imunitnimu
systému hostitele a sekrece specifickych proteinti patii mezi hlavni pfedmét zajmu pfi
vyzkumu mechanismt virulence této bakterie.

Tularémie je zavazné zoonotické onemocnéni. Vyskytuje se v riznych formach,
v zavislosti na vstupu infekce do organismu. Pro vypuknuti onemocnéni postaci méné
jak 10 bakterii, coz je srovnatelné s tuberkulozou, kdy postaéi taktéz méné jak 10
bakterii Mycobacterium tuberculosis (Riley, 1957). Tularémie muize mit fatalni
nasledky v ptipad€ nezahdjeni 1écby antibiotiky, a to az ve 30 - 60 % ptipadl (Saslaw et
al., 1961).

Metody molekuldrni genetiky a proteomiky umoziuji detekovat a analyzovat
potenciondlni virulen¢ni faktory. Tyto poznatky mohou vést v budoucnosti k vytvoieni
vakciny a lécebnych prostfedkti proti tularémii. Bylo zjisténo, ze geny, které koduji
virulen¢ni proteiny, se nachazeji v tzv. ostrovu patogenity (Nano et al., 2004). Studiem
mutantnich kmenti, u kterych byly inaktivovany geny z ostrova patogenity, bylo
prokazano, Ze jsou nezbytné pro intracelularni rast (Gray et al., 2002; Golovliov et al.,
2003; Nano et al., 2004). Metoda inaktivace genll je vyuzivana pro studium dalSich
gend, které by mohly byt nezbytné pro rist nebo virulenci F. tularensis. Kandidatni
geny virulence jsou identifikovany na zéklad€ proteomickych analyz, které detekovaly
napft. zvySenou sekreci urCitych proteinl pii infekei hostitelské bunky.

Cilem této diplomové prace je studium potenciondlnich faktorti virulence
F. tularensis subsp. holarctica FSC200. Metodou inaktivace kandidatnich gend, které
byly vybrany na zakladé proteomickych studii provedenych na Ustavu molekularni
patologie (nyni Katedra molekularni patologie a biologie) FVZ UO, byla zjistovana
nezbytnost téchto gend pro rist bakterie. Dal§im cilem prace bylo sledovani vlivu
mutace na virulenci bakterie pomoci testovani mutantnich kmend v in vitro a in vivo
systémech. Poznatky ziskané v této praci pfispivaji k celkovému studiu virulence
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bakterie F. tularensis subsp. holarctica FSC200 a mohou byt v budoucnu vyuzity k
dalsimu studiu této patogenni bakterie.
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2. Teoreticka ¢ast

2.1. Charakteristika Francisella tularensis

Francisella tularensis je gram-negativni, aerobni, fakultativné intracelularni bakterie,
ktera je ptivodcem onemocnéni zvaného tularémie (McCoy et Chapin, 1912). Je to
bakterie tyCinkovitého tvaru, kterd netvoii spory. Je velka 0,4-0,6 um na Sitku a 0,8-1
um na délku. Je kultivaéné néarocna, vyzaduje piitomnost Zeleza a slouCenin
obsahujicich -SH skupiny (napf. cystein nebo thioglykolat sodny) (Macela, 2003). Dnes
se kultury F.tularensis kultivuji v komeréné pfipravenych médiich, obsahujicich
pepton, glukézu a ovéi nebo kofiskou krev. Vhodné médium muize predstavovat i
Cokoladovy agar, nebot’ také obsahuje cystein. Francisella je laboratorné citliva na
podminky. Var ni¢i bunky téméi okamzité, desinfekce t¢inkuji do 30 minut, alkohol do
5 minut. Chlér a UV zafeni usmrcuji builky okamzité. Ve vod¢ (4 °C) dokaze
Francisella piezit az 4 mésice (Libich, 1981).

2.1.1. Bakterialni struktura

Bunécnd sténa gram-negativnich bakterii se skladd z vrstvy peptidoglykani a vnéjsi
membrany. Vnéjsi membrana je slozena z fosfolipidii a lipopolysacharidové vrstvy
(Maly, 2005). Lipopolysacharid (LPS) se sestavd z centrdlniho polysacharidu, O-
antigenu a lipidu A. Peptidoglykanova vrstva je spojena pomoci lipoproteini s vngjsi
membranou (McLendon et al., 2006). O-antigen F. tularensis subsp. tularensis a
F. tularensis subsp. holarctica je totozny, na rozdil od O-antigenu F. novicida (Prior et
al., 2003). Lipopolysacharid (nazyvan také endotoxin), jak jiz bylo feceno, je hlavni
sloZkou vnéj$i membrany gram-negativnich bakterii. Interakce komplexu LPS s
povrchovym proteinem MD-2 receptori TLR4 (toll-like receptor 4), které se nachazeji
cytokinli (Raetz et Witfield, 2002).

Pili na povrchu prokaryotnich bunék jsou kratké filamentarni struktury skladajici
se z proteini (Maly, 2005). Na povrchu F. tularensis subsp. tularensis SCHU S4 byly
detekovany pili typu IV a pomoci mikroskopie se ukazalo, Ze se tyto struktury podobaji
strukturam, které se nachazeji na povrchu F. tularensis subsp. holarctica LVS. Tyto pili
slouzi k uchyceni k hostitelské buiice, vyméné DNA, trhavému pohybu a tvorbé
biofilmu. Hromadici se dikazy z mnoha studii naznacuji, Ze pili typu IV jsou nutné pro
patogenitu F. tularensis. Nicméné¢ molekularni mechanismy, kterymi tyto slozky
ovliviuji virulenci, zastavaji z velké ¢asti neznamé (Salomonsson et al., 2009).

Divoké kmeny F. tularensis a kmen LVS (u druhi F. novicida a philomiragia
nebyla pfitomnost kapsuly prokdzéna) maji na svém povrchu exopolysacharidovou
kapsulu. Kapsula slouzi k ochrané bakterie pred ucinky komplementu (soucast
nespecifické humoralni imunitni odpovédi) (Sandstrom et al., 1988). V roce 1970 bylo
pomoci biochemickych studii zjisténo, ze kapsula kmene SCHU S4 obsahuje
karbohydraty (mandza, ramnéza, a dva nedefinovatelné dideoxy cukry). Bylo zjisténo,
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ze bakterie s odstranénou kapsulou ztratily svoji virulenci (Hood, 1977). Role kapsuly
ve virulenci bakterie je stale pfedmétem vyzkumu.

2.1.2. Ekologie

Piirodni rezervoar F. tularensis neni znam tak dobfe jako u jinych patogent. Tento
zoonoticky patogen byl objeven u fady teplokrevnych i studenokrevnych zivocichi,
jako jsou napiiklad savci, hmyz, Clenovci a vodni prvoci (Oyston et al., 2004).
F. tularensis subsp. tularensis, poprvé popsana v Severni Americe, byla objevena
hlavné u zajicovitych a hlodavci. Mezi dal$i napadané druhy patii hmyzozravci, Selmy,
kopytnici, vacnatci, ptaci, obojzivelnici a ryby. Ve vodnim cyklu hraji dtlezitou roli
bobfi, ondatry, hrabosi a druhy ze skupiny Protozoa (Abd et al., 2003). Zastupci ze
skupiny ¢lenovct, jako jsou naptiklad klistata, kousajici mouchy a komafi, predstavuji
dlouhodoby rezervodar této nemoci a pusobi jako pienasece (Bell, 1977).

Hlavnim ptenaSeCem poddruhu tularensis jsou klistata a kousajici mouchy.
Poddruh holarctica je rozsiten na celé severni polokouli a ma vétsi zastoupeni ve
vodnim cyklu bakterie. Hlavnim pfenaSec¢em poddruhu holarctica jsou komati, v druhé
fad¢ také klist'ata a kousajici mouchy (Abd et al., 2003). Druh novicida je spiSe vzacny,
muze se nachazet ve vod¢ a je oportunistickym patogenem clovéka (Oyston et al.,
2004). Bakterie, jak jiz bylo zminéno, mize ptezivat ve vod¢, ale hlavnim prostfedim
pro jeji preziti a replikaci je intracelularni prosttedi, kde napadé fagocytujici bunky a je
schopna se v nich mnozit (Chong et al., 2008). Piezivani F. tularensis subsp. holarctica
ve vodé bylo prokdzano nalezem v Acanthamoeba castelanii (Abd et al., 2003),
nicmén¢ prezivani této bakterie ve vodé mlize byt zplisobeno 1 v ndvaznosti na komary,
jez jsou prenaSeci tohoto patogenu.

Ve stfedni Evropé piedstavuji klistata Dermacentor reticulans a Ixodes ricinus
velmi vyznamné pienasede. V Ceské Republice bylo zjisténo, ze az 2,8 % D. reticulans
obsahuje bakterii F. tularensis subsp. holarctica (Hubalek et al., 1998).

2.1.3. Taxonomie

Francisella tularensis byla objevena v roce 1911 v ramci vypuknuti moru u sysld, kdy
tento patogen nové popsal McCoy a Chapin (McCoy et Chapin, 1912). Tato bakterie se
muze v pfirod¢ vyskytovat dlouhou dobu, se schopnosti infikovat clovéka (McLendon
et al., 2006).

McCoy a Chapin (1912) izolovali novou bakterii, ktera dostala jméno po
Kalifornském okresu Tulare - Bacterium tularense. Nicméné, v roce 1919 izoloval
Edward Francis tuto bakterii z krve té¢Zce nemocnych pacienti a provedl znac¢né studie,
kdy pozoroval patologické zmény u morcat a kralika. Francis ziskal kulturu bakterii a
vyvinul diagnostické metody pro detekci tularémie (Francis, 1922). Na pocest Edwarda
Francise byla Bacterium tularense pifejmenovana na Francisella tularensis (Dorofe ev,
1947). Francisella tularensis byla ptivodné zahrnuta v rodu Bacterium, pozdéji v rodu
Pasteurela a nasledné v rodu Brucella (Owen, 1974).
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Nedavné detailni analyzy Yersinia philomiragia odhalily, ze struktura a
postaveni mastnych kyselin je typické pro rod Francisella. Navic struktura DNA kmene
Yersinia philomiragia vykazuje velkou podobnost s DNA rodu Francisella. Proto byla
tato bakterie piejmenovana a zahrnuta do rodu Francisella jako Francisella
philomiragia (Hollis et al., 1989). Nejvice pfibuznym druhem je Wolbachia persica,
ktera je endosymbiotickou bakterii klist’at.

Francisella je jediny rod z celedi Francisellaceae a zahrnuje tii subtypy:
F. tularensis, F. novicida a F. philomiragia. Dale existuji tii tizce pfibuzné poddruhy
F. tularensis, jejichz genom je vysoce konzervovany, avsak li$i se svou virulenci. Jedna
se 0 poddruh tularensis (typ A), holarctica (typ B) a mediasiatica (Larsson et al., 2009).
Infikovat ¢loveéka maji schopnost poddruhy tularensis, holarctica a mediasiatica, avsak
letalni ptipady jsou znamy u Francisella tularensis subsp. tularensis. Druh novicida
muze zpusobovat infekci pouze u imunitné oslabenych druht (Titball et al., 2003). Od
roku 1911, kdy byla bakterie objevena v Kalifornii, byla nalezena i v dal$ich zemich,
jako je napftiklad Svédsko, Finsko, Ceska Republika, Slovensko, Rusko, Kazachstan,
Uzbekistan a Japonsko. F. tularensis subsp. tularensis je rozsifena hlavné v Severni
Americe a Mexiku, poddruh holarctica je lokalizovan v Evropé, Kazachstanu, Severni
Americe a na Blizkém Vychodé¢, poddruh mediasiatica se nachazi hlavné ve Stiedni
Asii a druh novicida v Severni Americe a Australii (Oyston et al., 2004).

Na zaklad¢ projektu sekvenovani genomu Francisella tularensis byly popsany
rizné genomy bakterialnich kmentd F. tularensis, mezi néz patii napf. kmen SCHUS4
(F. tularensis subsp. tularensis), LVS (F. tularensis subsp. holarctica), OSU18
(F. tularensis subsp. holarctica) FSC200 (F. tularensis subsp. holarctica), FSC198
(F. tularensis subsp. tularensis), a také F. novicida U112 (Larsson et al., 2005). Kmen
FSC200 byl izolovan v Evropé, zatimco kmen OSUI18 byl izolovan ve Spojenych
Statech Americkych. Mezi témito kmeny byla zjiSténa odliSnost genomu pouhé 0,08 %,
zatimco mezi kmeny LVS a SCHUS4 byla odliSnost genomu 0,7 %. Na zéaklad¢
identifikace polymorfismit v genomu bakterie bylo izolovano jiz 40 rtznych kment.
Ttinact kment podruhu holarctica (typ B), 26 kmenii poddruhu tularensis (typ A) a 1
kmen F. novicida (Pandya et al., 2009)

2.2. Virulence Francisella tularensis

F. tularensis je povazovana za velmi nebezpeény patogen, nebot’ vyvinula mechanismy
jak uc¢inn¢ infikovat hostitelsky organismus a zaroven odoldvat jeho imunitnimu
systétmu. Vyznamnym virulenénim mechanismem je intracelularni replikace uvnitf
fagocytujicich bunck, déale pak specifickd stavba bunécné stény obsahujici LPS a v
neposledni fad¢ virulen¢ni proteiny, které jsou zakodovany v tzv. ostrovu patogenity.
Mira virulence bakterie je také zavisla na schopnosti ovliviiovat imunitni systém a
blokovat jeho funkci. Zminéné mechanismy virulence budou popsany v nasledujicich
kapitolach.

K dal$im virulen¢nim faktortim patii prokazatelné kapsula bakterie, jez se sklada
hlavné z lipidd (Hood, 1977). Vyzkumy, kde byly vytvofené mutantni kmeny bez
kapsuly dokazuji, ze byly tyto kmeny avirulentni (Sandstrom et al., 1988).
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2.2.1. Lipopolysacharid

Lipopolysacharid je molekula, kterd je pfitomna v bakteridlni sténé¢ vSech gram-
negativnich bakterii. Jak jiz bylo feceno, sklada se z lipidu A, oligosacharidového jadra
a O-antigenu (téz O-polysacharid) (Raetz et Whitfield, 2002). V porovnani s jinymi
gram-negativnimi bakteriemi byly nalezeny znacné rozdily ve stavbé LPS. Struktura
lipidu A se znacné 1isi v pritomnosti fosfatovych skupin, které ovliviiuji celkovy naboj
struktury. Absence téchto negativné nabitych ¢astic vyznamné ovlivituje (ma pozitivni
vliv) odolnost bakterie na antimikrobialni peptidy vylu¢ované hostitelem (Schilling et
al., 2007). Dalsim rozdilem ve struktufe lipidu A od ostatnich gram-negativnich bakterii
je délka a pocet acylovych fetézcl v molekule. Lipid A v LPS rodu Francisella ma ¢tyfi
dlouhé acylové fetézce, na rozdil od ostatnich gram-negativnich bakterii, které maji Sest
kratkych acylovych fetézct (Okan et Kasper, 2013).

Lipid A je k oligosacharidovému jadru vazan pomoci jednotek KDO (keto-
deoxyoctulosonate). Francisella ma pouze jednu jednotku KDO, na rozdil od jinych
gram-negativnich bakterii, které jich maji vice, nejcastéji dve. Pritomnost pouze jedné
KDO byla prokazana také u jinych patogennich bakterii, jako je napiiklad Bordetella
pertussis (Isobe et al., 1999) nebo Haemophilus influenzae (Brabetz et al., 2000). Ve
skutecnosti bylo zjisténo, ze ma Francisella dvouslozkovy hydrolyticky KDO systém
(zajisténo expresi genti KAhA a kdhB), tzn., Ze vytvoii dvé KDO jednotky a jedna je poté
rozstépena. Stejny systém byl prokazan u patogeni Helicobacter pylori a Legionella
pneumophilla (Chalabaev et al., 2010). Mutantni kmen kdhAB rodu Francisella nebyl
schopen $tépit druhou jednotku KDO a ve vysledku byla jeho proliferace v mySich
oslabena (Okan et al., 2013).

O-antigen hraje velkou roli ve schopnosti odoldvani proti séru hostitele. Bylo
prokazano, ze mutantni kmeny F. tularensis v genu wzy (O-antigen polymeraza), které
postradaji O-antigen, jsou velice citlivé na uCinky séra (Raynaud et al., 2007).

V souvislosti s LPS a jeho vyznamnosti ve virulenci bakterie hraje podstatnou
roli valA gen, ktery koduje ABC pienase¢. Tento pienaseC zastava hlavni roli v
transportu LPS do vnéjsi membrany (McDonald et al., 1997). Po inaktivaci tohoto genu
u F. novicida doslo k neschopnosti ristu bakterie uvniti makrofagii a zaroven byla
zaznamenana vyssi citlivost k séru (Mdluli et al., 1994).

2.2.2. Intracelularni replikace

Francisella tularensis je intracelularni patogen. Ze je tato bakterie schopna se mnozit
uvnitt bun€k doklada studie z roku 1941, kdy bylo infikovano touto bakterii kufeci
embryo (Buddingh et Womack, 1941). Pozd¢ji byla tato skute¢nost testovana na HelLa
bunikach (Shepard, 1959). Poté byly pro tyto vyzkumy pouzivany makrofagy (Fortier et
al., 1995). Pro vstup bakterie do bunky mize byt vyuZito rGznych povrchovych
receptorl, jako jsou napiiklad mandzové receptory, Fc receptory ¢i dal$i doplikoveé
receptory (Clemens et al., 2005). F. tularensis pteziva fagocytozu diky mechanismim,
které zabraiiuji dozravani fagosomu, ktery by se za normalnich okolnosti spojil s
lysosomem a nezadouci ¢astice by byly rozlozeny. Tyto mechanismy spoc¢ivaji hlavné v
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zabranéni acidifikace fagosomu. Nasledné je schopna bakterie fagosom opustit a
uniknout do cytoplazmy makrofagti (Clemens et al., 2004). V cytoplasmé je Francisella
schopna se opét replikovat. Replikacni proces je ukonen vyvolanim apoptozy
makrofagu a unikem bakterie do extracelularniho prostoru, kde je schopna infikovat
dalsi makrofagy (Obr. 1) (Lai et al., 2001).

Cast cytoplazmatickych bakterii se uzavie do membranového utvaru, tzv. FCV
(Francisella-containing vacuole). Na povrchu této membrany se nachazeji specifické
bilkoviny LC3, coz jsou signalni proteiny pro proces autofagie. Autofagie je
vnitrobunéény proces, jehoz cilem je udrzet bunéénou homeostazu. Tento proces je
soucasti obrannych mechanismt hostitelské buiiky proti nezddoucim strukturam, jako
jsou patogeny. Vakuoly s Francisellou (FCV) jsou uzavieny do membranovych vack,
tzv. autofagosomil. Tyto autofagosomy interaguji s lysosomy, které by mély zajistovat
zni¢eni nezadoucich castic (Levine et al., 2011). Prostfednictvim autofagie se n&které
bakterie F. tularensis dostavaji do autofagosomu, nicméné nedochazi k jejich zni¢eni
(Checroun et al, 2006). Posledni studie naznacuji, Ze diky tomuto procesu ziskava
bakterie potifebné latky (energii) pro svij intraceluldrni rist (Steele, 2013).

TNF-a
IFN-B

Chemoatraktanty
(]

o'/

Obrazek 1: Schéma intracelularniho rastu F. tularensis v makrofagu (Steiner
etal., 2014)

F. tularensis (hnéd€) se vdZze na buné&tny povrch prostfednictvim man6zového
receptoru (1) nebo Fc receptoru (2). Bakterie se do bunky dostava prostiednictvim
fagocytozy (3) a uspé€Sné preziva diky branéni zrani fagosomu (4). Poté, co
Francisella unikne do cytosolu builky, tGsp&$né proliferuje (5). Bakterie vyvola
apoptozu makrofagu a dostava se do extracelularniho prostredi (6). Pokud je buika
vystavena expozici IFN-y (7), mize dojit k omezeni inracelularni replikace bakterie
(8). Stimulace Toll-like receptor a stimulace IFN-y (9) muze vést k sekreci
zanétlivych cytokinll a chemoatraktantt (10).
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Dodnes byla vytvofena celd fada mutantnich kment, u kterych byla testovana
virulence a schopnost intracelularni replikace. Inaktivace nékterych gent, zejména pak z
ostrova patogenity, prokazala jejich nezbytnost pro intracelularni replikaci, ale mutantni
kmeny s inaktivovanymi geny mohou byt i diilkazem toho, ze geny kodujici dulezité
enzymatické drahy intracelularni replikaci neovliviiuji.

Intracelularni replikaci také ovliviuji kyselé fosfatazy (AcpABC) tim, ze
napomahaji fagosomalnimu uniku (Dai et al., 2012).

Pro intracelularni rGst bakterie je nezbytné¢ zelezo (Fortier et al., 1995).
Experimentalné bylo zjisténo, Ze koncentrace zeleza v ristovém médiu vyznamné
ovliviiuje expresi genil nachéazejicich se v ostrovu patogenity (Nano et Schmerk, 2007).
Nicmén¢, vysoky obsah zeleza miize paradoxné zapfiCinit vy$$i néachylnost k
intracelularnimu zneskodiiovani pomoci reaktivnich forem kysliku (Lindgren et al.,
2011).

2.2.3. Regulace apoptozy

Diky apoptoze hostitelské buiky se Francisella dostava do mimobunécéného prostoru,
kde napadéd dal§i makrofagy, ptipadné jiné fagocytujici buiniky. Apoptdza bunky je
vyvolana pomoci protedz, které specificky $tépi peptidovou vazbu. Tyto latky, kaspazy,
jsou soucasti apoptotickych drah, vedoucich k bunééné smrti (Shi, 2002). Bylo
prokazano, ze buné¢na smrt makrofagt, infikovanych F. tularensis, je zprostfedkovana
mitochondrialni apoptotickou drahou. Na zdkladé apoptotickych signalii dochazi k
uvoliovani cytochromu C z mitochondrii do cytosolu, coz vede k aktivaci celé fady
kaspaz. Bylo prokazano, ze apoptéoza bunék infikovanych F. tularensis, byla
zprostiedkovana kaspazou 3 a kaspazou 9. Schopnost bakterie vyvolat bunécnou smrt
spociva v jeji schopnosti aktivovat tyto apoptotické kaspazy (Lai et Sjostedt, 2003).

2.2.4. Ostrov patogenity

Vyznamné misto v genomu bakterie pro intracelularni rist a virulenci je tzv. ostrov
patogenity (FPI), oblast, kterd koduje sekre¢ni systémy. Je to oblast zhruba 30 kb velka
a geny v této oblasti jsou povazovany za virulen¢ni. Ostrov patogenity u rodu
Francisella byl poprvé popsan v roce 2004. Obsahuje 17 otevienych ¢tecich ramcl o
rizné velikosti. Francisella je rod bakterie, ktera patii k AT bohatym organismim
(adenin a tymin). Ostrov patogenity je charakterizovan piedevsim jesté vyss§im obsahem
adeninu a tyminu, nez obsahuje zbytek genomu (Nano et al., 2004). U poddruhu
tularensis a holarctica byly nalezeny dvé identické kopie ostrova patogenity, na rozdil
od druhu novicida, kde byl nalezen pouze jeden ostrov patogenity, pficemz 97 %
nukleotidi bylo totoznych s nukleotidy pfedchozich poddruhti (Gray et al., 2002).

V ostrovu patogenity se nachazeji operony igl a pdp. Regulatorem transkripce
téchto gend je MglA protein, coz bylo potvrzeno studiem mutantnich kmenti (Lauriano
etal., 2004).

Nékolik genti uvnit ostrova patogenity, jako jsou geny vgrG, dotU, iglA, iglB a
pdpB se vyznacuji homologii ke genim u jinych bakterii, které jsou soucasti sekrecniho
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systétmu typu VI (Bruin et al., 2011). Sekre¢ni systém typu VI je nejrozsifené;si
sekre¢ni systém bakterii a je kddovan velkym mnozstvim genovych klastrt, které jsou
nezbytné pro virulenci bakterii (Broms et al., 2012).

Funkce proteint, které jsou kodované geny nachazejicimi se v ostrovu
patogenity, je prokazatelné spojena s intracelularnim tnikem z makrofagii. Tento fakt
potvrzuji vyzkumy mutantnich kment, kde byly inaktivovany geny iglA, iglB (Gray et
al., 2002), iglC (Golovliov et al., 2003) nebo pdpA (Nano et al., 2004). Delece téchto
identifikovan v souvislosti s virulenci a intracelularnim rtistem bakterie jako prvni. Je to
protein o velikosti 23 kDa (Golovliov et al., 1997) a bylo u néj zjisténo, ze zpusobuje
pferuseni signalni drahy u receptori TLR4 infikovanych makrofagl a znemoziuje tak
adekvatni imunitni reakci (Telepnev et al., 2003). Dalsimi geny, které jsou prokazatelné
zapojeny do virulence bakterie, jsou pdpA a iglA (Nano et al., 2004). Stejné tak
potiebny je gen minD, jehoz inaktivace zpusobila ztratu integrity bunécné stény
(Anthony et al., 1994).

Rozdily ve virulenci kmenti typu A a typu B mohou byt zapfi¢inény ptitomnosti
genu pdpD, ktery se vyskytuje u F. tularensis subsp. tularensis (typ A), ale u
F. tularensis subsp. holarctica (typ B) nikoliv (Nano et al., 2004) (Obr. 2).

Vzhledem k pfitomnosti virule¢nich gend ve dvou kopiich (SCHU S4, LVS),
muze nastat situace, kdy inaktivace pouze jedné kopie genu nebude dostacujici pro
vytvoreni avirulentniho kmene. Bylo prokazano, ze pro plnou virulenci genu iglA, iglB
a iglC jsou zapotiebi ob& kopie piislusnych gent (Su et al., 2007). V Tab. 1 je uveden
ptehled genti z ostrova patogenity v jednotlivych kmenech F. tularensis.

o
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Obrazek 2: Schematické rozlozeni genti FPI kment SCHU S4, LVS a U112, ptevzato z Broms
etal., 2010

Rozdily v genech v FPI jsou hlavné v anmK a pdpD. Gen anmK mize byt v kmenu SCHU S4 vyjadien
jako dvé samostatné jednotky (anmK1l, anmK2), na rozdil od kmenu U112 (novicida). Gen pdpD se
nenachdzi v kmenu LVS, nicméné jsou zde pfitomny dvé kratké sekvence, které vykazuji homologii s
¢asti genu pdpD kmenu SCHU S4 (FTL 0109, FTL 0110 na prvnim lokusu a FTL 1155, FTL 1156 na
druhém lokusu).
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Geny FPI v jednotlivych kmenech
SCHU S4 LVS U112 Nazev genu
lokus1 |[lokus 2 lokus 1 lokus 2 lokus 1
FTT1699 |FTT1344 (FTL_0126 |FTL_1172 [FTN_1309 pdpA
FTT1700 |FTT1345 (FTL_0125 |FTL_1171 [FTN_1310 pdpB/icmF
FTT1701 |FTT1346 (FTL_0124 |FTL_1170 [FTN_1311 iglE
FTT1702 |FTT1347 (FTL_0123 |FTL_1169 [FTN_1312 vgrG
FTT1703 |FTT1348 [FTL_0122 |FTL_1168 [FTN_1313 iglF/clpV
FTT1704 |FTT1349 (FTL_0121 |FTL_1167 [FTN_1314 iglG
FTT1705 |FTT1350 [FTL_0120 |FTL_1166 [FTN_1315 iglH
FTT1706 |FTT1351 (FTL_0119 |FTL_1165 [FTN_1316 dotU
FTT1707 |FTT1352 [(FTL_0118 |FTL_1164 [FTN_1317 igll
FTT1708 |FTT1353 (FTL_0117 |FTL_1163 [FTN_1318 igld
FTT1709 |FTT1354 (FTL_0116 |FTL_1162 [FTN_1319 pdpC
FTT1710 |FTT1355 |FTL 0115 |FTL_1161 |FTN_1320 pdpE/hcp
FTT1711 |FTT1356 (FTL_0114 |FTL_1160 [FTN_1321 iglD
FTT1712 |FTT1357 [FTL_0113 |FTL_1159 [FTN_1322 iglC
FTT1713 |FTT1358 [FTL_0112 |FTL_1158 [FTN_1323 iglB
FTT1714 |FTT1359 (FTL_0111 |FTL_1157 [FTN_1324 iglA
FTT1715 |FTT1360 [FTL_0110, |FTL_1156,[FTN_1325 pdpD
FTL_0109 |FTL_1155
FTT1716 |FTT1361 |- - FTN_1326 anmK

Tabulka 1: Jednotlivé geny z FPI konkrétnich kmenu F. tularensis (Broms et al., 2010)

2.3. Imunita

2.3.1.

Buriky imunitniho systému pfirozené produkuji latky chemické povahy po zaznamenani
pfitomnosti cizorodych slozek v organismu. Francisella je vnitrobunéény patogen a
mezi jeho dllezité vlastnosti patii schopnost uniknout z fagosomu makrofagi do
cytosolu a dokonce 1 do mimobunééného prostoru, kde dokaze infikovat dalsi
makrofagy. Vyznamny vliv na schopnost uniku z fagosomu mé interferon gamma (IFN-
v). Interferon gamma je glykoprotein produkovany imunitnim systémem, zejména NK
bunikami (natural killers). Vysledky vyzkumt ukazuji, ze po aplikaci IFN-y neni
bakterie schopna uniknout z fagosomu (99 %) (Lindgren et al., 2004). Silnym
stimulatorem pro produkci IFN-y je interleukin IL-12. IFN-y aktivuje makrofagy a
indukuje tvorbu enzymt, které podporuji syntézu oxidu dusnatého v makrofazich
(Anthony et al., 1992). Dale bylo také prokdzano, ze alveolarni makrofagy, oSetiené

Vrozena imunita
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IFN-y, produkuji tumor nekrotizujici faktor (TNF-a), coz je latka ze skupiny cytokind s

Makrofagy nékterych zvifat produkuji oxid dusnaty pro snizeni infekce
intracelularnimi patogeny (Cowley et al., 1996). Bylo prokazano, ze se oxid dusnaty
podili na ni¢eni bunék F. tularensis v alveolarnich makrofazich. Alveolarni makrofagy
aktivované pomoci IFN-y byly schopné znicit F. tularensis (Polsinelli et al., 1994).

Imunitni systém posila do boje s F. tularensis i dalsi fagocytujici bunky, jako
vys$i citlivost mysi na infekci kmenem LVS, ktery byl mysim aplikovan pod ktzi ¢i do
dutiny bfisni (Sjostedt et al., 1994). Naopak jind studie uvadi, ze pokles poctu
neutrofilnich granulocytli nema vliv na zhorSeni pribéhu infekce, pokud byl tento kmen
(LVY) aplikovan mysim formou aerosolu (Conlan et al., 2002).

2.3.2. Adaptivni imunita

Adaptivni imunitu zprostiedkovavaji hlavn¢ B- a T-lymfocyty. Adaptivni imunitu (téz
ziskand imunita) ziska organismus zpravidla pfi prvotni infekci patogenem, pfi niz si
vytvoii "pamétové stopy" a pii opakované infekci dokaze tyto pamétové stopy vyuzit
pro rychlejsi produkci protilatek. Velkou roli v fizeni bunécné imunity zastavaji
dendritické buriky, které produkuji cytokiny. Cytokiny fidi aktivaci T-lymfocyti a
imunitni odpovéd’, ktera nasleduje (Bosio et Dow, 2005). Dilezitym cytokinem je
interleukin 12 (IL-12), jenz je dalezitym prvkem v syntéze IFN-y (Elkins et al., 2002).
Francisella blokuje aktivaci T-lymfocyti tim, Ze podporuje degradaci hlavniho
histokompatibilniho komplexu II (MHC II) nachéazejiciho se na povrchu makrofagh
(Jones et al., 2012). Francisella dokaze usmérnit dendritické buniky tak, ze produkuji
interleukin 10 (IL-10), jenz inhibuje vznik zanétlivé reakce (O'Farrell et al., 1998).
Kli¢ovymi T-lymfocyty v bakterialni intracelularni infekci jsou CD4" a CD8" T-
lymfocyty (Cowley et al., 2005).

Ackoliv hostitelské B-lymfocyty produkuji protilatky proti znaénému poctu
bakterialnich antigentli, vétSina protilatek cilené ptsobi proti LPS bakterii (Cowley et
Elkins, 2011). V jedné studii bylo prokazano, Ze mys$i imunizované pomoci LPS byly
odolné proti nasledujici infekci LVS kmenem. Na druhou stranu ale nebyly chranény
proti kmenu SCHU S4 (Fulop et al., 2001). Vyznamnymi proteiny, jejichz produkce ze
strany hostitele je pfi infekci Francisella zvysena, jsou IgG, IgM a IgA (Rhinehart-
Jones et al., 1994).

Francisella tularensis je nebezpetnym patogenem, protoze ma vyvinuté
mechanismy, jak odoldvat imunitnimu systému svého hostitele. Mezi tyto mechanismy
patfi jiZ zminény intracelularni Gnik z fagosomil a produkce specifické slozky LPS.
Dale disponuje specidlnimi mechanismy, které ovliviiuji aktivaci imunitni odpovédi
organismu (Asare et Kwaik, 2010). Francisella vyluCuje sekrecnim systémem
proteinové latky, které potlacuji uvolnéni cytokini a znemoziuji tak adekvatni imunitni
reakci. Jak jiz bylo napfiklad feceno, mutantni kmen F. tularensis subsp. holarctica
LVS/AigIC nebyl schopen potlacit imunitni reakci infikovaného organismu a tudiz byl
protein IglC prohlaSen za jeden z faktort virulence F. tularensis (Lai et al., 2004).
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Kromé produkce proteind, které snizuji aktivitu imunitniho systému, dokaze Francisella
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2005). Dale byla zjisténa zvySend exprese protizanétlivého cytokinu PGE2, ktery
snizuje expresi MHC II (Jones et al., 2012). Signalni drahy téchto mechanismu jsou
predmétem intenzivniho vyzkumu.

2.4. F.tularensis jako biologicka zbrar

Francisella tularensis je povazovana za potencialni biologickou zbran. Diky vysoké
schopnosti infikovat zivé organismy, snadnému Sifeni a jeji pocetnosti v piirod¢,
predstavuje vysoké riziko nékazy a je proto fazena do kategorie A nebezpecnych agens
(Darling et al., 2002) spolu s Bacillus anthracis, Yersinia pestis, Variola major,
Clostridium botulinum a Ebola virus. Infekce zptsobena bakterii F. tularensis, kdy
postaci méné jak 25 bakterialnich bunék (jini autofi (Ellis et al., 2002) uvadéji méné nez
10 bakterii) pro vypuknuti tularémie, je srovnatelna s infekci Mycobacterium
tuberculosis, kdy pro vypuknuti tuberkulézy posta¢i pouhych 10 bakterii (Riley, 1957).
Pro srovnéni, pro vypuknuti plicni formy ndkazy antraxem je nutno inhalovat 8 000 az
50 000 bakterii (WHO, 1970).

Pouziti F. tularensis jako biologické zbrané bylo prokazano v ¢insko-japonské
valce, 1932 - 1945, kdy probihaly intenzivni vyzkumy umyslného zptisobeni tularémie
u clovéka (Harris, 1992). Vyzkumy na vyvoj biologickych zbrani, které obsahuji
F. tularensis, probihaly také v byvalém Sovétském svazu a USA. Udajné byla
F. tularensis pouzita béhem druhé svétové valky Rudou armadou v bojich na Vychodni
fronté (Alibek, 1999). V roce 1946 probéhla v Sovétském svazu vakcinace oslabenym
kmenem F. tularensis, ktery byl v roce 1956 pievezen do US Army Medical Research
Institute of Infectious Disease, kde byl laboratorné testovan a nasledné pojmenovan
jako kmen LVS (Live Vaccine Strain) (Eigelsbach et Downs, 1961). Prezident
Spojenych statd, v roce 1972, podepsal Umluvu o biologickych zbranich a toxinech.
Timto krokem se Spojené staty zavazaly k nepouZivani a nehromadéni biologickych
zbrani. Program vyvoje biologickych zbrani v byvalém Sovétském svazu byl udajné
podporovan do roku 1990, kdy byly vyvinuty kmeny F. tularensis, které jsou rezistentni
k antibiotiklim (Dennis et al., 2001).

2.5. Tularémie

Tularémie je zoonotické onemocnéni zpusobené gram-negativni bakterii Francisella
tularensis. Je to jedna z nejvice infekénich bakterii, ktera napada jak zvifata, tak
Clovéka. Pro vypuknuti onemocnéni posta¢i méné nez 10 bakterii (Ellis et al., 2002).
Jini autofi uvadeji 25 bakterii (Riley, 1957). Poprvé byla nemoc popsana v roce 1911 u
sysli (McCoy et Chapin, 1912). O dva roky pozd¢ji byla tato nemoc popsdna u dvou
lidi ve staté Ohio, ktefi byli v kontaktu s divokymi kraliky (Wherry et Lamb, 1914).
Tato nemoc byla také popsana jako ,kralici horecka* (Ohara, 1925). Tularémie
postihuje hlavné severni polokouli Zemé. Ptipady tularémie na americkém kontinentu
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jsou hlaseny z Kanady, USA (krom¢& Havaje) a Mexika (Boyce, 1975). V Japonsku byla
tularémie zaznamenana na severovychod¢ hlavnich ostrovii (Ohara et al., 1996).
Tularémie je rozSifena i na euroasijském kontinentu. Nejvice ptfipadd je zaznamenano
ve statech byvalého Sovétského svazu a v severnich statech. Zajimavosti je, ze Velka
Britanie nezaznamenala infekci touto nemoci (Pollitzer, 1967). Ve Svédsku bylo za
obdobi 1973-1985 hlaseno ptes 500 piipadi (Morner, 1992), na Slovensku 126 piipadi
v obdobi 1985-1994 (Gurycova, 1997). Epidemie ve Spanélsku, v roce 1997, postihla
559 osob (Perez-Castrillon, 2001). V roce 2000 vypukla epidemie v Kosovu a nemoci
bylo postizeno 327 lidi (Reintjes et al., 2002). V roce 2002 byl zaznamenan prvni piipad
nakazy na jizni polokouli (Australie), kdy se muz nakazil F. novicida (Whipp et al.,
2003). Nejvétsi epidemie vypukla v letech 1966-1967 ve Svédsku, kdy bylo nakaZeno
vice nez 600 zeméd¢lct (Dahlstrand et al., 1971). V nelécenych piipadech mize mit
tularémie v 30 - 60 % fatalni nasledky (Saslaw et al., 1961).

2.5.1. Klinické projevy nakazy

Po inkubacni dobé, kterd je obvykle 3-5 dni, nastupuje nahléd nemoc, kterd se vyznacuje
horeckou, zimnici, nevolnosti, bolestmi v krku a bolestmi hlavy (Christenson, 1984).
Ostatni klinické priznaky prichazeji pozdéji. Tularémie se vyskytuje v nékolika
klinickych formach, které zaviseji na zpusobu vstupu infekce do organismu.
Nejbeéznéjsi formou je ulceroglandularni forma, kterd nastava v disledku kousnuti
pfenasecem (Clenovci), jenz byl parazitem nakazeného zvifete (Ohara et al., 1998). V
USA a Stredni Evropé dochézi k ndkaze hlavné prostfednictvim klistat (Hubalek et al.,
1997), v Severni Evropé pak prostiednictvim komarti (Eliasson et al., 2002). K nékaze
muze také dojit pouhym kontaktem s nakazenym zvifetem. Tato forma tularémie je
dominantni na evropském kontinenté. Zahrnuje vice nez 90 % pifipadl a byva
zpusobena hlavné F. tularensis subsp. holarctica (Tarnvik et Berglund, 2003). Tato
forma ndkazy se projevuje vznikem 1€zi v misté vstupu infekce do téla a néaslednym
zvétsenim miznich uzlin (Feldman et al., 2001). Viedy jsou vétSinou nendpadné a vyléci
se béhem tydne. Mohou byt zaménovany za kousnuti od komadra, ¢i klistéte. Poté, co se
bakterie dostane do lymfatického systému a miznich uzlin, miiZze byt rozSifena i do
dal§ich organt, jako jsou napiiklad jatra, ledviny, slezina, plice, stfevo, centralni
nervovy systém a kosterni svalstvo. Zotaveni z této formy nemoci mize trvat velice
dlouho, ale zpravidla nemiva fatalni disledky (mortalita u této formy je méné nez 3 %)
Akutni forma, ktera je zptisobena F. tularensis subsp. tularensis, tyfoidalni tularémie, je
typické tim, ze nedochazi ke zvétSovani miznich uzlin ani ke vzniku viditelnych viedi.
Dochazi k Siteni bakterii krvi (septikémie) a miize mit fatalni disledky az v 30 - 60 %
pfipadd (Evans et al., 1985).

Dalsi forma tularémie je tzv. okuloglandularni forma, kdy dochazi ke
kontaminaci o¢ni sliznice. Pfenos infekce miize nastat pomoci prstli pacienta, kdy
dochdzi k prenosu bakterie z infikovaného mista do oc¢i. Kontaminace oc¢ni sliznice
muze nastat i v pfipad¢ vystaveni ocni sliznice vzdusné expozici (Evans et al., 1985).
Tato forma postihuje 1-4 % ptipadid. Ackoliv je tato forma neobvykla, zptisobuje velice
nepiijemné potize, mezi néz patii zanét spojivkového vaku, otoky ocnich vicek,
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fotofobie a hnisavé vytoky (Evans et al. 1985). Tato forma tularémie byva také
oznacovana jako Parinaudiv syndrom (Bailey, 1999).

Orofaryngealni forma tularémie vznika v disledku poziti kontaminované vody
¢1 potravy. Mezi ptiznaky této nakazy patii velka bolest v krku, zvétSené mandle a
oteklé kréni lymfatické uzliny. Touto formou tularémie bylo nakazeno mnoho lidi pii
epidemii v Kosovu v roce 2000 (Feldman et al., 2001).
nastat po inhalaci bakterii nebo jako zédvazna komplikace v ostatnich forméach nakazy
(Gill et Cunha, 1997). K inhalaci bakterii miize dojit pfi praci s kontaminovanym
senem, Ci pfi jiné zemédéElské aktivite, nebo naptiklad pfi sekani kontaminované travy,
kdy kontaminaci nejcastéji zapiicinuji uhynuli nakazeni hlodavci (Feldman, 2001).
Piiznaky nemoci mohou byt rtizné. Casto piipominaji nékteré jiné dychaci onemocnéni.
Plicni onemocnéni F. tularensis subsp. holarctica (typ B) neni fatalni, na rozdil od
nakazy F. tularensis subsp. tularensis (typ A), ktera zptisobuje t€zké plicni onemocnéni.
Vyznacuje se vysokou horeckou, zimnici, nevolnosti a zachvaty kaslani (Evans et al.,
1985). V piipad¢ nezahajeni lécby muze byt az 30 % pftipadd s fatdlnimi disledky
(Dienst, 1963).

2.5.2. Lécba

Lécba tularémie spocivala po desetileti v podavani aminoglykosidi a tetracyklint
(Enderlin et al., 1994). Od roku 1974, kdy byl do obéhu zaveden streptomycin, byly
aminoglykosidy pouzivany pouze pro tézké piipady ndkazy (Alford et al., 1972).
Streptomycin a gentamicin jsou antibiotika preferovana pro lécbu tularémie diky jejich
baktericidni aktivit¢ a vyznamnému snizeni pravdépodobnosti navradceni onemocnéni
(Dennis et al., 2001). Z hlediska ototoxicity bylo pouzivani streptomycinu omezeno.
Pouziti tetracyklinti pro 1écbu je rizikové, nebot’ mize dojit k opakovanému rozsireni
nemoci (Enderlin et al., 1994). Soucasné studie ukazuji, Ze nejvhodnéjSim lécebnym
prostfedkem je ciprofloxacin (a mozna 1 jiné chinolony) (Térnvik et Berglund, 2003).
Minimalni inhibi¢ni koncentrace téchto latek je 0,01-0,1 mg/l pro kmeny F. tularensis
subsp. tularensis a F. tularensis subsp. holarctica (Johansson et al., 2002).
Ciprofloxacin je také vhodny pro déti a te¢hotné Zzeny (Johansson et al., 2000). Bylo
ovSem zaznamenano 1 né€kolik piipadl, kdy ciprofloxacin netc¢inkoval uspokojivé
(Chocarro et al., 2000).

2.6. Genetické manipulace

Pro ziskani vice informaci o virulenci F. tularensis se ¢asto vyuzivaji mutantni kmeny,
u kterych byly metodami molekularni biologie inaktivovany ur€ité geny. Timto
postupem Ize odhalit esencialni geny nezbytné pro rust a proliferaci F. tularensis.
Exogenni DNA muze byt pomoci konjugace, kryotransformace a elektroporace
zavedena do bun¢k F. tularensis (Golovliov et al., 2003). Kryotransformace je proces,
pfi kterém je pro vytvofeni port vyuzivan suchy led nebo kapalny dusik.
Elektroporace je metoda zalozena na vystaveni bunék vysokému napéti (2,5 kV), pfi
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kterém dojde ke zvétSeni jiz zminénych pora (Zogaj et Klose, 2010). V této praci je pro
genetickou manipulaci F. tularensis subsp. holarctica FSC200 vyuzita metoda
konjugace.

Pfi procesu konjugace dochazi k ptenosu plazmidové DNA mezi konjugujicimi
bakteriemi a dé&je se tak pomoci pilusi. Plazmidova DNA se zabudovava do
chromozomu piijemce (Griffiths et al., 2000).

F. tularensis subsp. 7 P T
holarctica FSC200 7B -

AD fragment Y

et
AD + pDM4 (nasledné
transformovano do E. coli RDRDN
S17-1hpir)

V22
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Konjugace E. coli S17-1hpir | AlaD B
(obsahujici ADpDM4) a F. ADpDM# [sacB] 44 7174 R rom——
tularensis subsp. holarctica —- | 2 -
FSC200 Al A2 D
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© =

Obrazek 3: Schéma vzniku dele¢nich mutantnich kmena F. tularensis

V této praci byl jako darce exogenni DNA pouzit specialni kmen E. coli S17-
1Apir, ktery nesl pozadovanou DNA (dele¢ni konstrukt) na plazmidu pDM4. Tento
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plazmid neni schopen se replikovat v F. tularensis a proto muselo dojit k jeho zaclenéni
na chromozom pomoci homologni rekombinace (pii vlozeni plazmidu do bunék
F. tularensis by doslo k jeho zaniku hned pfi prvnim déleni bunky). Plazmid pDM4
obsahuje rezistenci na chloramfenikol (selek¢éni gen), sacB gen, jenz koduje enzym,
ktery méni sachardzu na toxicky levan a ori sekvenci nezbytnou pro replikaci (Milton et
al., 1996).

Jelikoz pii konjugaci dochazi k zabudovani celého plazmidu na chromozom,
bylo pro vytvofeni mutantnich kmenti potfeba vyvinout metodu, pfi které¢ by doslo k
odstranéni plazmidu z genomu, ale exogenni DNA, ktera byla do néj vlozena, zistala
ptitomna. Golovliov et al. v roce 2003 popsal metodu, ktera toto spliiuje, jako dvojitou
homologni rekombinaci.

K prvni homologni rekombinaci dochazi pifi konjugaci, kdy je darcovsky
plazmid zabudovan do chromozomu F. tularensis. K druhé homologni rekombinaci
dochazi pti sachar6zové selekcei, kdy je plazmid pDM4 vystépen diky piitomnosti sacB
genu (viz struktura plazmidu pDM4). Pravdépodobnost vzniku rekombinantnich kmenti
(obsahujicich exogenni DNA a neobsahujici zbytek plazmidu) je 50 %. Schéma vzniku
dele¢nich mutantnich kmeni popisuje Obr. 3.

2.7. Diagnostika

Detekce F. tularensis je mozna né€kolika riznymi metodami, mezi néZ patii kultivace,
sérologické vysetieni, ELISA, PCR metody a sekvenace 16S rDNA.

Pro kultivaci a potvrzeni piitomnosti, piipadnou izolaci, F. tularensis je v
americkych laboratofich bézné pouzivin CHAB agar (Cokolddovy krevni agar s
cysteinem). F. tularensis roste pomalu pti 37 °C a pti 28 °C téméf neroste, na rozdil od
jinych bakterii, jako je naptiklad Yersinia pestis. Kolonie byvaji zpravidla 2-4 mm
velké, zelenobilé, kulaté, s hladkym povrchem a mirné¢ mukozni (Ellis et al., 2002). Pro
kultivaci lze pouzit i jiné kultiva¢ni médium (GCII agar, Miieller-Hinton agar aj.), ale
morfologie kolonii neni tak zfetelna, jako pii pouziti CHAB agaru (WHO, 2007). Pro
kultivaci v tekutém médiu je Casto vyuzivano Miieller-Hintonovo médium. Kultivace
trva obvykle 3-7 dni pokud se vzorek tepe, az 10 dni v pfipadé statické kultivace.
Pokud je do média piidan cystein, naroste kultura béhem 24 hodin (Ellis et al., 2002).
Siroce vyuzivanym médiem pro kultivaci je Chamberlainovo médium. Aviak toto
médium neni pouzivano pro rutinni diagné6zu (Chamberlain, 1965).

Sérologické vySetfeni je nejobycCejnéjsi zplsob pouzivany pro detekci
tularémie. Nicméng, 1ze jej pouzit az dva tydny od uplynuti zacatku nemoci (Bevanger
et al., 1994). Aglutinacni metodou se prokazuji protilatky hlavné proti IgM, IgA a IgG
(Brown et al., 1980). Hojn¢ je také vyuzivana metoda ELISA, pomoci niz se detekuje
ptitomnost LPS vné&jsi membrany bunék F. tularensis (Bevanger et al., 1994).

PCR metoda je nastrojem pro detekci specifickych genti F. tularensis v piipade,
ze vzorek nelze kultivovat. Pomoci této metody se nejcastéji detekuji geny fopA a tul4,
které koduji proteiny vnéjSi membrany bunky (Fulop et al., 1996). PCR metoda byla
také vyuzivana pro zjisténi konkrétniho poddruhu F. tularensis. Tato metoda byla
zalozena na porovnavani velikosti jednotlivych amplifikovanych produkti
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(Broekhuijsen et al., 2003). Pozdé¢ji byly pro tyto ucely pouzivany nové metody, mezi
néz patfi polymorfismus délky restrikénich fragmenti (Thomas et al., 2003), pulsni
gelova elektroforéza (Garcia Del Blanco et al., 2002) a multilokusové analyza (Farlow
etal., 2001).

Dalsi moznosti, jak diagnostikovat F. tularensis je zjisténi sekvence ribosomalni
DNA (16S rDNA). Tato metoda se vyuziva zejména u pomalu rostoucich, neobvyklych
a kultivacné¢ narocnych bakterii (Hall et al., 2003). Sekvenovani 16S rDNA je
aplikovano hlavné v oblastech, kde F. tularensis nebyla doposud detekovana. Bylo
naptiklad pouzito k potvrzeni prvniho nalezu této bakterie na jizni polokouli (Whipp et
al., 2003).

2.8. Vakcina

Vzhledem k virulenci této bakterie a k potencionalnimu pouziti jako biologické zbrang,
probiha od roku 1940 intenzivni vyzkum vyvoje vakciny proti tularémii. V letech 1933-
1941 probéhlo prvni o¢kovani n€kolika tisic obyvatel staitu Ohio vakcinou Foshay, ktera
nese jméno dle védeckého pracovnika, jenz tuto vakcinu pfipravil. Pozdéjsi vyzkumy
ale prokézaly, Ze tato vakcina ma pouze nizky stupen ochrany pied vysoce virulentnimi
kmeny F. tularensis (Foshay et al., 1942). Pozdé&ji, v roce 1950, byl opakovanym
pasazovanim vyvinut v byvalém Sovétském svazu zivy vakcina¢ni kmen F. tularesis
subsp. holarctica (LVS - live vaccine strain) (Tigertt, 1962). Tento kmen byl v roce
1956 pievezen do USA, kde byl schvalen FDA jako novy prostfedek pro boj s tularémii
(Conlan et Oyston, 2007). Oc¢kovani Zivym vakcina¢nim kmenem bylo aplikovano na
pracovniky U.S. Army Medical Research Institute of Infectious Diseases, ale vzhledem
k nejasnosti pivodu tohoto kmene byl LVS instituci FDA vyjmut ze seznamu
povolenych prostiedkl k 1é¢bé (Burke, 1977). I pfesto, Ze kmen LVS neni povolen jako
ockovaci latka proti tularémii, byl tento objev tspéchem a navazuji na n¢j dalsi pokusy
vyvinout U¢inny oslabeny kmen, ktery by mohl fungovat jako ucinné o¢kovani. Pozdé&ji
bylo proto vytvofeno mnoho mutantnich kmentl se specifickym genomem, které byly
testovany na virulenci a porovnavany s kmenem LVS (Bakshi et al., 2006).

Ockovani oslabenymi kmeny muZe probihat inhalacni formou nebo formou
parenteralni. Vyzkumy ukazuji, Ze inhala¢ni forma ockovani poskytuje lepsi ochranu
proti plicni formé tularémie, nez parenteralni podani (Conlan et al., 2005).

Na zakladé srovnavani genomu jednotlivych kment bylo prokézano, Ze u kmene
LVS doslo k inaktivaci genu pilA (Forslund et al., 2006) a FTT0918 (Twine et al.,
2005). Vliv inaktivace téchto genll na sniZeni virulence byl prokazan i navracenim
téchto genti zpét do genomu kmene LVS, ktery se tak stal opét virulentnim
(Salomonsson et al., 2009).

Identifikovana byla nektera klicova mista v genomu, jako je naptiklad lokus igl
(intracellular growth locus), ktery je nezbytny pro intracelularni virulenci (Gray et al.,
2002). Cilena delece genu iglC byla provedena uspésné (Golovliov et al., 2003).
Pozitivni vysledky tohoto vyzkumu vedly k dal§imu vyuZivani této techniky s cilem
najit dalsi geny, které by mohly byt nezbytné pro virulenci a intracelularni fungovani
F. tularensis. Technika inaktivace byla vyuzita u fady dal$ich gend. U kmene LVS se
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jedna o katG (Lingren et al., 2007), blal, bla2 (LoVullo et al., 2006), sodB (Bakshi et
al., 2006), tolC a ftIC (Gil et al., 2006), purMCD (Pechous et al., 2006), fsIA (Sullivan et
al., 2006). Tato technika byla také pouzita u nékolika genti poddruhu tularensis, jako je
napiiklad katG (Lingren et al., 2007), blal, bla2 (LoVullo et al., 2006), wbtDEF
(Thomas et al., 2007), iglC a FTT0918 (Twine et al., 2005).

Je tfeba vSak mit na paméti 1 moznost, Ze inaktivace urCitého genu v jednom
druhu nemusi mit stejné ucinky jako u jiného druhu. Inaktivace genu pilC u
F. tularensis subsp. holarctica neméla vyrazny vliv na virulenci, na rozdil od
F. novicida, kdy byla virulence zvysena (Hager et al., 2000).

Potencionalni oslabené kmeny F. tularensis jsou testovany jako mozné ockovaci
latky na mysich, je vSak ale nutné fici, ze citlivost téchto pokusnych organismil je na
F. tularensis je mnohem vyssi nez u ¢loveka (Fortier et al., 1991). Stejné tak i morcata a
kralici jsou citlivejsi na tuto infekci nez lidé (Lyons et Wu, 2007).

Ptedmétem vyzkumu je také vyvoj nezivé vakciny. Tyto vyzkumy se zabyvaji
hlavn¢ proteinovymi slozkami, které by vyvolaly adekvatni imunitni reakci a ptsobily
zaroven jako ockovaci latky. V jedné studii byl k imunizaci mys$i pouZit protein FopA,
coz mé¢lo za nasledek vyvolani silné imunitni reakce, ale nebyla prokazana stala imunita
(Fulop et al., 1996).

Predmétem mnoha studii je membranova slozka LPS, ktera po urcité modifikaci
muze slouzit jako imunizacni prostfedek (Elkins et al., 1993). Lipopolysacharid je pro
svou neobvyklou strukturu a své biologické vlastnosti dost znacnym predmétem zajmu
v oblasti vyzkumu a vyvoje vakcin proti tularémii. Diky své biochemické aktivité je
potenciondlni slozkou budoucich vakcin (Ancuta et al., 1996). V jedné studii bylo
prokazéano, Ze intraperitonedlné¢ podané LPS vykazuje ochranné ucinky pfed kmenem
LVS, ale nikoliv pfed kmenem SCHU S4 (Fulop et al., 2001).

2.9. Sledované kandidatni geny virulence

Tato prace se zabyva vytvofenim deleCnich mutantnich kment F. tularensis subsp.
holarctica FSC200, u kterych byl sledovan vliv mutace na virulenci bakterie.
Kandidatni geny virulence byly vybrany na zakladé proteomickych analyz a jedna se o
geny FTS 0265, ktery ve zminéném kmeni F. tularensis koduje glutamat-
dehydrogenazu, FTS 0611, jehoz expresi vznika exopolyfosfatdza a geny FTS_0815 a
FTS 1462, které predstavuji hypotetické proteiny. V této kapitole budou bliZze popsany
molekularni funkce glutamat-dehydrogenézy a exopolyfosfatazy.

2.9.1. Glutamat-dehydrogenaza

Asimilace dusiku je u mnoha bakterii nezbytna pro vytvotfeni zasobnich dusikatych
latek, které jsou pottebné pro fadu biosyntetickych pochodl. Primarnimi slouceninami,
do kterych je navazdn amoniak jsou glutamin a glutamat. Glutamat je zapojen do
transaminacnich reakci metabolismu aminokyselin (napf. alanin je transamindzou
pfeveden na pyruvat za soucasného uvolnéni amoniaku) (Mobley et al., 2001).
Biosyntetické drahy, které v bakteriich zajiStuji zabudovani dusiku do glutamatu a
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glutaminu, zajistuji 3 hlavni enzymy: GOGAT (glutamat syntdza), GS (glutamin
syntetaza) a GDH (glutamat dehydrogenaza). Glutamat syntaza prevadi amidovou
skupinu z glutaminu na ketoglutarat, za vzniku glutamatu. Glutamin syntetdza zajist'uje
pfenos amoniaku na glutamat, za vzniku glutaminu. Alternativni cestu k zabudovani
dusiku do glutaminu zajistuje glutamat dehydrogenaza, ktera katalyzuje reduktivni
reakci ketoglutaratu amoniakem (Obr. 4) (Merrick et Edwards, 1995).

NH,
GS

ADP ATP
glutamin  Pi glutamat

\ GOGAT

o-ketoglutarat NADPH

GS - glutamin syntetaza ~7  NADPH
GOGAT - glutamat syntaza
GDH - glutamat dehydrogenaza NH 3

Obrazek 4: Schéma biosyntetické drahy glutamatu a glutaminu (vytvotreno
dle Merrick et Edwards, 1995)

Aminoskupina glutamatu je vyuZita pii syntéze purind, pyrimidind, dusikatych
cukri, histidinu, tryptofanu aj. Glutamat je akceptorem i donorem dusiku a je klicovou
slouceninou v kolob&éhu dusiku v bunice. Glutamat dehydrogendza je, jak jiz bylo
feCeno, pouze alternativni metoda (ve vétSin€ organismil) pro zabudovani dusiku do
glutamatu, ¢astéji vyuzivany mechanismus k zabudovani dusiku do glutamatu je vyuziti
GOGAT a GS.

Diky reverzibilni aktivit¢ aminotransferaz mize organismus syntetizovat
aminokyseliny (Obr. 5) (Santero et al., 2012).

Glutamat dehydrogenaza je reverzibilni enzym, jehoZ fyziologicka reakce zavisi
na typu substratu. Pokud je pfitomen NADPH, pak GDH pracuje v biosyntetickém
sméru, tzn., Ze probihd syntéza glutamatu asimilaci amoniaku na a-ketoglutarat. Pokud
je ale substraitem NAD+, pak ma GDH katabolickou funkci, pficemz vznika o-
ketoglutarat a amoniak (Minambres et al., 2000).
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aminokyselina amino-

. oxokyselina
transferiza -

a-ketoglutarat glutamat

Obrazek 5: Schéma vyuziti glutamatu jako donora amino skupiny pro syntézu
aminokyselin (vytvofeno dle Santero et al., 2012)

Glutamat dehydrogenaza je kodovana genem gdhA a v kmenu F. tularensis
subsp. holarctica FSC200 nese oznaceni FTS 0265 a je tvoiena 449 aminokyselinami.
V kmenech U112 a SCHU $4 je taktéz tvofena 449 aminokyselinami a nese oznaceni
FTN_1532 (novicida) a FTT_0380c (tularensis).

Inaktivace genu pro glutamat dehydrogendzu u gram-pozitivni bakterie, jenz
zpusobuje prijmova onemocnéni, Clostridium difficile (gluD) zptsobila vyssi citlivost
této bakterie na H,O,. Dale se tento mutantni kmen prezentoval nizsi schopnosti riistu
na kultivaénim médiu (Girinathan et al., 2014). Podobné byla sniZzena schopnost ristu
gram-negativni bakterie Pseudomonas aeruginosa, kdyz doslo k inaktivaci genu pro
glutamat dehydrogenazu gdhB (Lu et Abdelal, 2001). Ke snizeni rastu muze ale dojit i
nadmérnou expresi gdh, coz bylo potvrzeno u Klebsiella aerogenes (Janes et al., 2001).
Inaktivace genu gdhA u E. coli nevyvolala zjevné zmény v ristu bakterie, ov§em dvojity
mutantni kmen v genu gdhA a genu pro glutamat syntazu vyzadoval pro svij rist
pfidany glutamat (Berberich, 1972).

2.9.2. Exopolyfosfataza

Exopolyfosfataza (ppx) hraje vyznamnou roli v metabolismu anorganického polyfosfatu
v bunce. Anorganicky polyfosfdt je polymer skladajici se z nékolika stovek
orthofosfatovych zbytkl a je zdrojem energie, kterd je uloZena ve vysokoenergetickych
vazbach (Kornberg et al., 1999). Polyfosfat byl objeven ve vSech buiikdch prokaryot i
eukaryot. Mezi jeho nejvyznamnéjsi funkce patii jeho nezbytnost pro preziti bakterii ve
stacionarni fazi (Rao et Kornberg, 1996). Polyfosfat je syntetizovan pomoci polyfosfat
kinazy (ppk), ktera pienasi fosfatovy zbytek z vysokoenergetického darce (nejcastéji z
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ATP) na polyfosfatovy fetézec. Exopolyfosfatdza katalyzuje hydrolyzu polyfosfatu a
umoznuje tak odstépeni koncového anorganického fosfatu (Pi) z polyfosfatové
molekuly. Geny ppx a ppk tvofi polyfosfatovy operon (Akiyama et al., 1993).

Bylo prokézéano, ze ke hromadéni fosfatu v buiice dochazi béhem energeticky
bohatych rtistovych podminek, kdy jsou ptebytky Pi ulozeny do molekuly polyfosfatu.
Tato zasoba umoziiuje bunkam piezit béhem riastovych podminek, které jsou
energeticky chudé. V piipadé nedostatku energie pro riust builkky miize dojit k jejimu
ziskani bud’ regeneraci ATP nebo hydrolyzou polyfosfatu pomoci PPX, kdy dojde k
uvolnéni orthofosfatu a dobiti transmembranového protonového gradientu, coz zajistuje
Setfeni energie ulozené¢ v ATP (Keasling et al., 2000). Dale bylo také prokazano, ze
polyfosfat hraje dilezitou roli ve virulenci Pseudomonas aeruginosa (Rashid M. H. et
Kornberg A., 2000), Shigella flexneri a Salmonella spp. (Kim et al., 2002). Nedavna
studie doklada, ze poruchy enzymatické aktivity PPX v mutantnim kmenu Bacillus
ziejmé zpiisobena kolisdnim hladiny polyfosfatu v buiice (Shi et al., 2004). Jin4 studie
hovoti o tom, ze akumulace polyfosfatu v Mycobacterium tuberculosis vede ke snizeni
zivotaschopnosti a k omezeni rustu bakterie (Thayil et al.,, 2011). Akumulace
polyfosfatu v buiice bakterii ma negativni vliv na rust a prosperitu bunék, stejné jako
jeho nedostatek (Kornberg et al., 1999).

V této praci byl zkouman vliv delece exopolyfosfatazy na zivotachopnost
bakterie F. tularensis subsp. holarctica FSC200. V tomto kmenu je tento protein
koédovan genem ppx, ktery je oznacen jako FTS 0611, dle svého lokusového umisténi, a
tvofi ho 308 aminokyselin. Pro srovnani, stejny protein v SCHU S4 je tvofen 311
aminokyselinami (FTT_1444c) a v U112 je tvofen taktéz 308 aminokyselinami
(FTN_1414).

Po vstupu bakterie do hostitelské bunky se bakterie vystavuje stresovym
podminkam okolniho prostfedi. Preziti v nahle zménénych podminkdch umozZiuje
exprese genu virulence a dal$i zmény v metabolickych drahach bakterie. Takové zmény
maji na starosti hlavné globalni transkripcni regulatory. Aktivita téchto regulatori je
modulovdna anorganickym polyfosfatem a alarmonni molekulou ppGpp. Bylo
prokazano, ze u E. coli polyfosfat aktivuje rpoS gen, ktery pozitivné reguluje expresi
gend, které zmirniuji oxidacni stres zplisobeny hostitelem (Shiba et al., 1997).

Polyfosfat hraje vyznamnou roli v expresi virulen¢nich genti u rodu Francisella.
Pro expresi mnoha gend z ostrova patogenity je nezbytny regulac¢ni gen fevR (Brotcke et
Monack, 2008). FevR muze interagovat s regulacnimi proteiny MglA a SspA a
ovlivitovat tak expresi genti z MglA/SspA regulonu. Dé&je se tak ale pouze pii stabilizaci
interakce mezi MglA a SspA za pomoci polyfosfatu (Wrench et al., 2013).

Polyfosfat tedy plsobi jako prostfednik molekularnich interakci v komplexu
MglA/SspA, ktery je hlavnim faktorem pro spusténi exprese patogennich determinantt.
Predpokldda se, Ze koncentraci polyfosfatu ovliviiuje ppGpp. Stabilita komplexu
MglA/SspA ovliviiuje schopnost bakterie vyvolat reakci na stres zpisobeny hostitelskou
buiikou (Wrench et al., 2013).
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Material

BIOLOGICKY MATERIAL
Escherichia coli NEB Turbo

F' proA™B* lacl? AlaczM15 / fhuA2 A(lac-proAB) glInV galK16 galE15 R(zgb-

210::Tn10)Tet® endAl thi- A(hsdS-mcrB)5

Escherichia coli S17-1Apir

New England BioLabs® Inc.

recA, thi, pro, hsdR™ M+, <RP4:2-Tc:Mu:Km:Tn7>TpR, SmR

Escherichia coli XL1- Blue

Simon et al, 1983

endAl gyrA96(nal®) thi-1 recAl relAl lac gInV44 FT[::Tn10 proAB* lacl®

A(lacZ)M15] hsdR17(rx’ mk")

Francisella tularensis subsp. holarctica FSC200

Stratagene

Klinicky izolat, Francisella Strain Collection (FSC) of the Swedish Defense Research

Agency, Umed, Svédsko

laboratorni mysi typu BALB/c
MHC Haplotyp H2d

ANTIBIOTIKA

Ampicilin sodna stl

Gentamicin (10 mg/ml)

Chloramfenikol

Kanamycin sulfat

Penicilin (10 000U/ml) / streptomycin (10 mg/ml)
Polymyxin B sulfat

ENZYMY

Sacl

Xhol

POLYMERAZY

PfuUltra High-Fidelity DNA Polymerase
Quick-Load Tag 2x Master Mix

Taq DNA polymerase

LIGAZY

Quick ligase

34

Velaz s.r.o.

VYROBCE

Serva Electrophoresis
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Serva Electrophoresis
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

New England BioLabs® Inc.
New England BioLabs® Inc.

Agilent Technologies
New England BioLabs® Inc.

New England BioLabs® Inc.

New England BioLabs® Inc.



CHEMICKY MATERIAL
Agar6za (PCR agarose)
Bacto agar

BBL™ Hemoglobin

BBL™ IsoVitalex Enrichment
BSA (100x)

CaC|2

Calcium panthotenate
Deoxycholat sodny
Diethyléter

Difco™ GC Medium Base
DL-methionine

DL-proline

DL-serine

DL-threonine

DL-valine

DMEM médium 1x + GlutaMax™-1

DMSO (dimethyl sulfoxide)
dNTP Set, PCR Grade 100 mM
Ethanol

FeS0O4.7H,0

FTSI

Gene Ruler 1kb DNA ladder ready-to-use

HyperLadderTM 1 kb

Quick-Load® 1 kb DNA Ladder

Glukoéza
Glycerol
GTC agarose

Bio-Rad

Difco

Becton Dickinson
Becton Dickinson
New England BioLabs® Inc.
Penta Laboratories
Sigma Aldrich

USB Labs

Penta Laboratories
Becton Dickinson
Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Fluka

Gibco®

Sigma Aldrich
QIAGEN

Penta Laboratories
ICN Biomedicals Inc.
Dominique Dutscher®
Thermo Scientific
Bioline

New England BioLabs® Inc.
Penta Laboratories
Penta Laboratories
Cambrex

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

Isopropanol
K2HPO,

KCI

KH,PO,
L-arginine-HCI
L-aspartic acid
LB agar, Powder
L-cysteine-HCI
L-histidine-HCI
L-isoleucine
L-leucine
L-lysine-HCI
L-tyrosine

Luria Broth Medium
MgClz
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Serva Electrophoresis
Sigma Aldrich
Lachema s.r.o.
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

Serva Electrophoresis

Fluka
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma-Aldrich
Lachema s.r.o.



MgSO,

MgSO47H20

NaCl

NEBuffer 4 (10x)

PBS

Sacharo6za

SOC Outgrowth Medium
Spermine tetrahydrochloride
Sybr Safe DNA gel stain (10 000x)
TAE buffer 50x
Thiamin-HCI

Trypanovéa modf

Trypton

Yeast extract

KOMERCNI KITY
AgquaPure Genomic DNA Kit
QIAprep Spin Miniprep Kit
QIAquick Gel Extraction Kit
TOPO" TA Cloning® Kit

OLIGONUKLEOTIDY

Sigma-Aldrich

Sigma Aldrich
Sigma-Aldrich

New England BioLabs® Inc.
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

New England BioLabs® Inc.
Sigma Aldrich

Invitrogen™

Serva Electrophoreis

Sigma Aldrich
Lachemas.r.o.

Oxoid LTD

Serva Electrophoresis

Bio-Rad
QIAGEN
QIAGEN

Invitrogen™

Generi Biotech s.r.o.

FTS_0265 Tm
A S5 -CTCGAGTTT GAT TTA CAA GGG ATAACAGC -3’ 62 °C
B 5-CTTGTTGAATCATAATGT ACTTCT GAGCATTCATTTATG-3" 62°C
C 5-CAGAAGTACATT ATG ATT CAACAAGGT AGATACTAA -3’ 62 °C
D 5-GAGCTCGGATTT ATG GAA ACT AGC ATT ATC -3’ 64 °C
F1 5-TAGTTT CTC AGT AGC CAAATAA -3’ 58 °C
R2 5-GCGATT TACCAGTTAATACACC-3’ 62 °C
R3 5- AAC ACATAA GAG ATAGCATCAC-3’ 60 °C
S1 5-TAATCT TAATTT GGC TTC ATC AT-3’ 58 °C
S2 5'-GCT CAG AAGTACATT ATGATTC-3° 60 °C

FTS_0611 Tm
A 5-CTCGAGTTT CAC GAG GCG GAC GAATCT -3 64 °C
B S5-TCTTATACTTACTTGTTGCTACTATCTTTGACATATA-3’ 64 °C
C 5 -ATAGTAGCA ACA AGT AAG TAT AAG ATT GTT ATT AAT TAG-3" 64 °C
D 5-GAGCTC TAT CAT ATAAAAGAAGTATTCTGGTC-3’ 66 °C
F1 5-TAG CAG TAATAT CCT CATTTG AG -3’ 62 °C
R2 5-TCACGATCT TCT CTAAGACCTTC-3’ 66 °C
R3 5-AGT ACAAAACCCTGATTT ACAAG -3’ 62 °C
S1 5-CTACACCAACTTTAGTCTCTTT-3" 60 °C
S2 5-GTC AAA GAT AGT AGC AAC AAG- 3’ 58 °C



FTS 0815 T

A 5-CTCGAGATTCCCTTAATAGTAGGT TGCCA -3° 64 °C
B S5-TTTTAATTTTAGTTTTTAAACATTTTAGCCTCCCTAAA -3’ 60 °C
C 5-GCTAAAATGTTT AAA AAC TAA AAT TAA AAT TAT TCT AAATG 3760 °C
D 5-GAGCTCAATAAGTCTTGCTAGTGCTGGTA-3’ 64 °C
F1 5-CTCCAAACAATCAGCACT AAATC-3’ 64 °C
R2 5-GTATTT ACC ACT ATC ATAAGAACAA -3’ 64 °C
R3 5°- ATC AGT TCA GGA GGT CTT GGA - 3’ 62 °C
S1 5-GATTGACTAATAGAATAGCTT GT-3’ 60 °C
S2 5-GCAAATAGGTTATTCTGG TCT TA-3 62 °C
FTS_1462 Tm
A 5-GCATGTCTCGAGATAGATTGGCTTTGGTTTTTAC -3’ 56 °C
B 5-CATCAT CAAAACCAGCTACTTTCTTCATAATAACTCT -3 62 °C
C S5 -TGAAGAAAGTAGCTGGTTTTGATGATGGTAGCGA-3 58 °C
D 5-GCATGTGAGCTCAGATACTGCTTTGCTTATTGGT -3’ 60 °C
F1 5-TATTATTCCCTGAGCCTGTATT-3" 60 °C
R2 5-GGT ATGAATCTGTTT GCG TAG -3’ 60 °C
R3 5-ACCATT CTAAACACCATGATAAC-3 62 °C
S1 5-GTAGTTACTTAGTTG ACC AAAG-3” 60 °C
S2 5-GTAATCTGATAT GAAGTT GTA GA-3’ 60 °C
VEKTORY
pCR™4-TOPO Invitrogen™
pDM4 (mobges; Orirek; SacB; Cm®, Francisella suicide vector) Milton et al, 1996

KULTIVACNI PUDY A MEDIA
SOB médium sloZeni: 2% Tryptone
0,5% Yeast extract
10 mM NaCl
2,5 mM KCI
Smés byla autoklavovana a nasledné k ni byly steriln€ pfidany tyto slozky (po sterilizaci
filtraci):
10 mM MgCl,
10 mM MgSO4

SOC médium slozeni (1 litr): Trypton (209)
Yeast Extract (59)
NaCl (0,59)
250 mM KCI (10 ml)
2 M MgCl,
1 M glukéza (filtrovana, 20 ml)
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BMMs médium slozeni: DMEM médium 1x + GlutaMax ' V-1
10% teplotn¢ inakt. FTSI
10% médium z L929

TB pufr (10x) slozeni: 10 mM HEPES

15 mM CacCl,

250 mM KClI
Tato smés byla rozpusténa ve vodé a nasledné bylo do smési ptidano 55 mM MnCl,,
Sterilizace filtraci.

PBS (Sigma-Aldrich) slozeni: 10 mM Na;HPO,
150 mM NaCl
2 mM KCI
2 mM KH,PO,4
pH=174

McLeod kultivaéni piida roztok 1. (1 litr) GC Medium Base (72 g)
deionizovana voda (1 1)
roztok I1. (1 litr) hemoglobin (20 g)
deionizovana voda (1 1)

Roztok I byl ptfipraven v den piipravy ploten, jeho slozky byly smichény a
povafeny, az do rozpusténi. Roztok II byl pfipraven den pfedem. Jeho slozky byly
smichany a za stdlého michani bobtnaly do druhého dne. Oba pfipravené roztoky byly
autoklavovany pii 121 °C po dobu 20 minut. Poté byly roztoky sterilné smichany a
ponechany vychladnout na 50 °C. Poté bylo do roztoku piidano 20 ml IsoVitalexu.
Pokud bylo tfeba, do média byla pfidana pfislusnd antibiotika nebo sachardza. Po
promichani roztoku bylo toto médium rozlévano do Petriho misek. Kultivaéni ptdy
byly ponechdny s poodkrytymi vi¢ky, aZz do ztuhnuti. McLeod kultiva¢ni plotny byly
uchovany v lednici.

LB kultivaé¢ni ptada (LB agar, Powder, Serva Electrophoresis)

LB agar (pevné médium, pfipraveno dle vyrobce) byl rozvaren v mikrovinné
troub€. Poté byl roztok ochlazen ve vodni 14zni na 50 °C a nésledné k nému byl sterilné
pridan chloramfenikol (25 pg/ml) nebo kanamycin (50 pg/ml). Takto ptipraveny roztok
byl rozlévan do Petriho misek, kde médium postupné utuhlo. LB kultiva¢ni plotny byly
popsany (antibiotikum) a uchovany v lednici.
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Chamberlainovo médium

Roztok 1
L-arginin-HCI
L-cystein-HCI
L-histidin-HCI
L-isoleucin
L-leucin
L-lysin-HCI
DL-prolin
DL-serin
DL-threonin
DL-valin
DL-methionin

Roztok 2
glukoza

Roztok 3
NaCl
KH,PO,
K,HPO,

Roztok 4
L-asparagova kyselina
L-tyrosin

Dopliiky roztoku 1
thiamin-HCI

spermin tetrahydrochlorid
pantothenat vapenaty

Dopliiky roztoku 2
MgS0O,.7H,0
FeSO,.7H,O

% koncentrace

0,040
0,020
0,020
0,040
0,040
0,040
0,200
0,040
0,200
0,040
0,040

0,400

1,000
0,100
0,100

0,040
0,040

% konc.

0,0004
0,004
0,0002

0,0135
0,0002

grami na 2 litry

0,800
0,400
0,400
0,800
0,800
0,800
4,000
0,800
4,000
0,800
0,800

8,000

20,000
2,000
2,000

0,800
0,800

navazit
0,029 10
0,08 ¢ 10
0,01¢ 10

0,675 10
0,01 10

ml vody do 2 litri média piidat

4 ml roztoku
10 ml roztoku
4 ml roztoku

4 ml roztoku
4 ml roztoku

Roztoky 1, 2, 3 a 4 byly pfipraveny rozpusténim ve 200 ml deionizované vody.
Roztok 4 byl rozpoustén za ptidavani 3M NaOH (5-7 ml), az do rozpusténi zakalu. Do
roztoku 1 a 2 byly pfidany jejich dopliikové slozky. Nasledné byly roztoky postupné
smichéany, Do roztoku 1 byl pfidan roztok 2 a smés byla diikladn€ promichdna. Dale byl
pfidan roztok 3 a vSe bylo opét dikladné promichano. Nakonec byl pfidan roztok 4
s dikladnym promichdnim. Pomoci koncentrované HCI bylo upraveno pH na kone¢nou
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hodnotu 6,3. Objem byl doplnén vodou do 2 1. Ptes jednorazovy filtr 0,22 um byl roztok
ptefiltrovan do sterilnich lahvi, které byly nasledn¢ skladovany pii 4 °C.

SOFTWARE

Excel 2010 Microsoft Corporation
Word 2010 Microsoft Corporation
InfinityCapt Vilber Lourmat
NEBcutter V2.0 New England BioLabs® Inc.
OligoAnalyzer 3.1 Integrated DNA Technologies
FLUOstar OPTIMA BMG Labtech
3.2. Metody

3.2.1. Navrh primeri

Piiprava dele¢nich mutantnich kment bakterie F. tularensis subsp. holarctica FSC200
spocivad ve zhotoveni delecniho konstruktu pomoci tzv. overlap PCR. Primery byly
navrzeny podle genové sekvence, kterd byla zjiSt€éna na webovém portalu NCBI
(National Center for Biotechnology Information). Primery A, B, C a D slouzily k
syntéze PCR produkti a primery 1F, 2R a 3R byly pouzity pro findlni kontrolu
mutantnich kmenid. Déle byly navrzeny primery pro sekvenaci nasyntetizovaného
produktu, které jsou oznaceny jako S1 a S2. Primer A byl navrzen cca 1 000 bp pied
samotnym zacatkem genu a primer D byl navrZzen cca 1 000 bp za koncem zajmového
genu. Primery B a C byly navrZeny tak, aby zahrnovaly start respektive stop kodon
genu. RozvrZzeni jednotlivych primert znazoriiuje Obr. 6. U navrZzenych primerl byla
pomoci programu OligoAnalyzer 3.1 (Integrated DNA Technologies) provedena
kontrola tvorby vlasenek a dimerti primerd. OligoAnalyzer 3.1 je dostupny online na
adrese: http://eu.idtdna.com/calc/analyzer. Dale byla pomoci NEBcutter V2.0 ovétena
kompatibilita restrikénich enzymi (Xhol, Sacl).

Navrzené primery, které nasyntetizovala firma Generi Biotech s.r.o., byly
resuspendovany v H,O dle pokyna vyrobce na 100 mM zasobni roztoky. Déle z nich
byly pfipraveny pracovni roztoky zfedénim (10x), tzn. 10 ul 0,1 M primeru (A, B, C, D)
+90 ul H,0.
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Obrazek 6: Rozvrzeni primerd pro syntézu delecniho konstruktu

3.2.2. Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza slouzi k separaci makromolekul na zéklad¢ jejich velikosti a
prichodnosti skrze pory v gelu. Pro gelovou elektroforézu byl pouZzit 1% agarézovy gel
pfipraveny z agarézy (PCR agarose, Bio-Rad pro kontrolni PCR; GTC agarose,
Cambrex pro izolaci z gelu) a 1x koncentrovaného TAE pufru (TAE buffer 50x,
SERVA). Do tohoto roztoku byla pfidana barva, ktera se vaze na DNA, Sybr Safe DNA
gel stain 10 000x (Invitrogen™). Smés byla kratce povaiena v mikrovinné troubg,
dokud se agardza Uplné nerozpustila. Nasledn¢ byl tento roztok nalit do plastové
vanicky s hiebinkem, kde gel utuhnul. Pro separovani vzorka byl gel pfemistén do
elektroforetické vany, kde byl ponofen do 1x koncentrovan¢ho TAE pufru (TAE buffer
50x, SERVA). Do vzniklych jamek byly aplikovany vzorky a do minimalné jedné
jamky byl vpraven DNA standard (Gene Ruler 1kb DNA ladder ready-to-use, Thermo
Scientific, 4 pl).

Elektroforeticka aparatura (I-MUPID ADVANCE) byla nastavena na 100 V a 30
min.
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3.2.3. Kultivace bakterialnich kultur F. tularensis a E. coli

Kultury E. coli byly kultivovany v tekutém LB médiu, pii 37 °C a 200 rpm (ptipadné 80
rpm pro kultivaci E. coli S17-1Apir pted konjugaci) nebo na pevnych LB pudach s
agarem, taktéz pti 37 °C.

Kultury F. tularensis byly kultivovany na McLeod pudach pii 37 °C nebo v
chemicky definovaném Chamberlainové médiu piti 37 °C a 200 rpm. Pro pfipravu kultur
byly pouzité zdsobni zmrazené kultury, které byly po vyseti a kultivaci pasdzovany na
novou McLeod pudu.

Pokud bylo tieba, byla do média ptidana piislusna antibiotika. Pro E. coli:
kanamycin (50 pg/ml), chloramfenikol (25 pg/ml). Pro F. tularensis: polymyxin B (75
pg/ml), chloramfenikol (2,5 pg/ml).

Pro kultivaci byl pouzivan inkubator 5215-2 SHEL LAB CO2 Incubator nebo
tiepaci inkubator Infors AG CH — 4103.

3.2.4. Priprava zasobnich zmraZenych kultur

Z kultur bakterii, které nesly ve svém genomu pozadovany produkt, byly vytvofeny
zasobni kultury, které byly uloZzeny v mrazicim boxu pro ptipadné dal$i pouziti. Zasobni
kultury bakterii E. coli XL1, E. coli NEB Turbo a E. coli S17-1Apir byly vytvoieny
sterilnim smichanim 500 ul 60% glycerolu s 500 ul bakteridlni suspenze, kterd byla
piipravena kultivaci (37 °C, pfes noc, 200 rpm, Infors AG CH — 4103) bakterii
Vv tekutém LB médiu s pfislusnym antibiotikem. Zasobni kultury byly zmrazeny na
-80 °C.

Zasobni kultury F.tularensis byly pfipraveny nasledovné. Kultura bakterii
Z McLeod plotny byla sterilné setfena bakteriologickou klickou a resuspendovéna v 10
ml PBS. Déle byla zméfena optickd denzita této suspenze denzitometrem. Suspenze
byla centrifugovana pti 4 °C a 6700 rpm po dobu 15 min (Eppendorf centrifuge 5804R).
Vznikléd peleta byla resuspendovana v 10 ml PBS a opét centrifugovéana za stejnych
podminek. Peleta byla resuspendovana ve fyziologickém roztoku s 10% glycerolem (10
ml). Tato suspenze byla rozdélena do kryotub po 250 ul. Tyto kryotuby byly zamrazeny
na-150 °C (SANYO MDF - C2156VAN).

3.2.5. Izolace chromozomalni DNA

Izolace chromozomalni DNA bakterie F. tularensis subsp. holarctica FSC200 byla
provedena pomoci AquaPure Genomic DNA Kit (Bio-Rad).

K zakladnim principim izolace chromozomélni DNA patii lyze bunék, kdy
dojde k rozbiti bunécné stény a uvolnéni DNA. K odstranéni RNA a proteind byla
pouzivana RNaza A. Poté, co jsou tyto slozky odstranény, dochdzi k pteciSténi a
zkoncentrovani DNA. Zakoncentrovana DNA byla ziskadna rozpusSténim ve vodé€. Po
ziskani chromozomalni DNA byla provedena kontrola jeji Cistoty a zméfena
koncentrace pomoci spektrofotometrického méteni.
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Pro izolaci chromozomalni DNA F. tularensis byla ptipravena suspenze bakterii
ve 2 ml PBS, jejiz opticka denzita pfi vinové délce 600 nm byla 0,6. Z této suspenze
bylo pteneseno 500 ul do 1,5 ml zkumavky a centrifugovano (15 s, 13 000 g). Poté, co
byl supernatant opatrné odstranén, bylo k peleté piidano 300 ul roztoku Genomic DNA
Lysis Solution a pomoci pipety byla tato peleta resuspendovana. Tato smés byla
inkubovana 5 min pii 80 °C. Nasledné bylo k lyzatu ptidano 1,5 ul RNasy A (4 mg/ml)
a vzorek byl otacenim promichan a poté inkubovan 45 min pti 37 °C.

Po ochlazeni vzorku na laboratorni teplotu bylo k roztoku ptidano 100 pl Protein
Precipitation Solution naslednym vortexovanim (20 s) a centrifugovanim (3 min, 13 000
g) bylo docileno precipitace proteinti, které se usadily ve formé pelety. Ziskany
supernatant byl pfenesen do nové 1,5 ml zkumavky a bylo k nému pfidano 300 pl
isopropanolu. Vzorek byl jemné ota¢enim promichan a centrifugaci (1 min, 13 000 g)
byla ziskana mala bila peleta (DNA). Po opatrném odstranéni supernatantu byla
zkumavka obracena dnem vzhtru, aby vytekl pfebytecny isopropanol. Nasledné bylo k
pelet¢ DNA ptidano 300 pul 80% etanolu a nékolikrat promichdno otd¢enim zkumavky.
Centrifugaci (1 min, 13 000 g) byla opét ziskdna mala peleta. Po opatrném odstranéni
supernatantu byla zkumavka obracena dnem vzhiiru, ponechdna 15 min, aby doslo k
vysuseni pelety.

Dale byla DNA hydratovana ptidanim 50 ul DNA Hydration Solution a
nasledné inkubovana 5 min pii 65 °C. Nakonec byla DNA vortexovana 5 s pii sttednich
otackach, aby nedoSlo k jejimu poldmani a kratce centrifugovéna, aby byla veskera
DNA situovana na dn€¢ zkumavky. Nasledné byla zmétena koncentrace DNA.

3.2.6. Spektrofotometrické stanoveni Cistoty a koncentrace DNA

Stanoveni Cistoty a koncentrace ziskané DNA bylo méfeno pomoci spektrofotometru
UV-VIS, IMPLEN. Cistota DNA byla stanovena v poméru absorpénich hodnot
A260/A280. DNA byva nejcastéji kontaminovana bilkovinami, které absorbuji UV
zéteni pii vinové délce 280 nm, a proto se v grafu projevi zvySend hodnota A280.
Vhodny vzorek DNA pro pouziti v molekularni biologii je vzorek s €istotou A260/A280
voda, ale lze pouzit i pufr, ve kterém byla DNA rozpusténa. Koncentrace DNA byla
méfena v ng/ul. K méfeni byl pouzit vzdy vzorek o objemu 3 pl, ktery byl nanaSen na
nanokyvetu LabelGuard™ Microliter Cell.

v _ 7w

3.2.7. Restrikéni Stépeni

Restrikéni Stépeni je zpasob St€peni DNA pomoci restrikénich enzymt (restrikénich
endonukledz). Tyto enzymy jsou schopné Stépit fosfodiestrovou vazbu, kterd spojuje
fosfatovou skupinu jednoho nukleotidu s cukernou slozkou (deoxyriboza) nukleotidu
druhého. Restrikéni enzymy S$tépi DNA ve specifickém misté tzv. rozpoznavaci
sekvenci, kterd je pro kazdy enzym jind. Restrikéni enzymy mohou DNA rozstépit na
tzv. kohezivni nebo tupé konce. V této praci byly pouzity restrikéni enzymy Xhol a
Sacl. Tyto enzymy tvoii kohezivni konce. Rozpoznavaci sekvence pro Sacl je
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GAGCT|C ve sméru 5’-3" a pro Xhol je C][TCGAG ve sméru 5’-3". Restrik¢ni $tépeni
je vyuzivano pro kontrolu zaklonovani fragmentu do plazmidu (porovnani délek
fragmentll) nebo k naslednému vystépeni pozadovaného fragmentu. SlozZeni smési pro
restrikéni $té€peni popisuje Tab. 2. Reakce probiha ve vodni lazni pii 37 °C nejméné 2
hodiny pro kontrolni restrik¢éni $tépeni, nejméné 4 hodiny pro naslednou izolaci
fragmentu z gelu.

komponenty reakce objem (ul)

NEBuffer 4 (10x) 1
BSA (10x) 1
Xhol 0,5
Sacl 0,5
H,0 5
plazmid obsahujici AD 2

Tabulka 2: Komponenty kontrolniho restrikéniho $tépeni plazmida nesoucich AD produkt

Pro izolaci fragmentu AD z plazmidu pCR4 byla pouzita restrikéni smés, jez je
uvedena v Tab. 3.

komponenty reakce objem (ul)

NEBuffer 4 (10x) 1
BSA (10x) 1
Xhol 0,5
Sacl 0,5
H,0 3
plazmid obsahujici AD 4

Tabulka 3: Komponenty restrikéniho $té€peni pro izolaci fragmentu AD z plazmidu

Pro restrikéni $tépeni plazmidu pDM4 a jeho naslednou izolaci z gelu byla
pouzita smés, jez vyjadiuje Tab. 4.

komponenty reakce objem (ul)

NEBuffer 4 (10x) 2
BSA (10x) 2
Xhol 1
Sacl 1
plazmid pDM4 14

Tabulka 4: Komponenty restrikéniho §tépeni plazmidu pDM4

Vzorky byly naneseny na agar6zovy gel a podrobeny gelové elektroforéze.
Pomoci UV svétla (Transluminator System Infinity 3026 WL) byly vzorky zobrazeny a
diky programu Infinity Capt vyhodnoceny. Fragment odpovidajici §t€épenému plazmidu
pDM4 byl z gelu vyfiznut a izolovan.
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3.2.8. PCR reakce

Polymerazova tetézova reakce (PCR = Polymerase Chain Reaction) je biochemicka
reakce, kterd vyuziva termostabilni DNA-polymerazu (Taq polymeraza, Pfu polymeraza
aj.) k syntéze nového fetézce podle templatu na zakladé komplementarity jednotlivych
bazi. Nejprve dochazi k denaturaci DNA pomoci vysoké teploty (94 °C), kdy dojde
k rozpleteni dvouretézcové DNA a vznikne pozadované jednoietézcové vlakno, které
slouzi jako templat. Nasledné¢ dojde k hybridizaci primerti (oligonukleotidl), tzv.
annealing, taktéz na zdkladé komplementarity bazi. Teplota této faze je ur€ena pomérem
nukleotidii obsazenych v primerech (T = 4x (G+C) + 2x (A+T)). Pro reakci byl pouzit
tzv. forward primer, ktery je navrzeny na 5’konci fetézce a reverse primer, ktery je
navrzeny na 3’konci fetézce. Prisednutim primerti na jednovlaknovou DNA se oznaci
usek, ktery bude pozdé¢ji amplifikovan. Procesem elongace dojde k syntéze DNA
fetézcli pomoci DNA-polymerazy, ktera ptifazuje jednotlivé nukleotidy ve sméru 5°-3".
Teplota elongace je zvolena dle pouzité polymerazy a cas dle délky amplifikovaného
fragmentu.

PCR reakce byla pouzita pro amplifikaci fragmenti AB, CD, AD. Dale byla
pouzita pro kontrolu izolovanych plazmidi nesoucich dany fragment a k ovéteni kolonii
bakterii na pfitomnost plazmidu s dele¢nim ¢i jinych pozadovanym konstruktem (PCR
na koloniich). KPCR byl pouzit DNA Engine PTC-200 Peltier Thermal Cycler,
BioRad. Slozeni PCR reakce s pouzitim Pfu polymerazy a Quick-Load Taq 2x Master
Mix vyjadiuji Tab. 5, 6, 7 a 8.

komponenty reakce objem (ul) PCR teplota (°C), ¢as (s/min)

H,0 19,25* | denaturace 94 °C, 45 s

pufr pro Pfu 2,5 | denaturace 94°C,45s
polymerazu (10x) 30
25 mM MgCI2 0,75 | annealing 55°C,45s | cykla
10 mM dNTP 0,5 | elongace 72 °C, 4 min
forward primer A 0,625 | elongace 72 °C, 10 min
reverse primer D 0,625

templat AB AB:CD =1:1*

templat CD AB:CD =1:1*

Pfu polymeraza 0,5

Tabulka 5: Slozeni a podminky PCR reakce pro amplifikaci AD produktu

* Objem templatu AB a CD je v poméru 1:1. Mnozstvi bylo ureno dle intenzity
fragmentli po elektroforetické separaci. Dle téchto objeml bylo upraveno mnozstvi
vody tak, aby celkovy objem reakéni smési Cinil 25 pl.
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komponenty reakce objem (ul) | PCR teplota (°C), ¢as (s/min)

H,0 19,25 | denaturace 94 °C,45s

pufr pro Pfu polymerazu 2,5 | denaturace 94 °C,45 s

(10x) 30
25 mM MgCI2 0,75 | annealing 55°C,45s | cykla
10 mM dNTP 0,5 | elongace 72 °C, 2 min

forward primer 0,625 | elongace 72 °C, 10 min

reverse primer 0,625

DNA 0,25

Pfu polymeraza 0,5

Tabulka 6: Slozeni a podminky PCR reakce s pouzitim Pfu polymerazy — amplifikace AB a CD

fragmentt
komponenty reakce | objem (ul) | PCR teplota (°C), ¢as (s/min)
Quick-Load Taq 2x 12,5 | denaturace 94°C,30's
Master Mix
H,O 10,5 | denaturace 94 °C,30s 25
primer A 0,5 ] annealing 55°C,30s ovklil
primer D 0,5 | elongace 68 °C, 2,5 min y
DNA 1 | elongace 68 °C, 5 min

Tabulka 5: Slozeni a podminky PCR reakce s pouzitim Quick-Load Taq 2x Master Mix

Pro PCR na koloniich (ovétovani ptfitomnosti plazmidu s dele¢nim konstruktem)
byla templatovd DNA pfipravena v titraéni desticce, kdy byly kolonie rozmichany v
10 ul vody. Z 10 pl byl pouzit 1 ul pro reakci PCR. V piipadé ovétovani transformantt
byly kolonie duplicitné pteneseny na novou LB kultivaéni plotnu s antibiotikem
(stejnou klickou, jakou byl pfipravovan templat).

PCR pro ovéieni mutanti F. tularensis

PCR byla provadéna na koloniich, které rostly na plotn¢€ bez chloramfenikolu a
zaroven nerostly na plotn€ s chloramfenikolem (tyto kolonie byly testovany, nebot
potencionalni mutantni kmen v sob¢ jiz nenese rezistenci na chloramfenikol). PCR
reakce probéhla nésledovné. V reakci byl pouzit 1 pl testované DNA, ktery byl
pfipraven rozmichdnim vzorku v 10 pl vody a néasledné byl zahiivan na 95°C po dobu
10 min. (Thermoshaker TS-100 BIOSAN) Pro kazdy vzorek byly pfipraveny dvé
reakce, jejichz slozeni znazornuje nasledujici Tab. 8.

komponenty 1. reakce (ul) 2. reakce (ul)

Quick-Load Tag 2x Master Mix 6,25 6,25
primer 1F 0,25 0,25
primer 2R 025 -
primer3R e 0,25
H,O 4,75 4,75
testovana DNA 1 1

Tabulka 6: PCR na koloniich - testovani potencionalnich mutantnich kment. Podminky
reakce viz tabulka 7 (Cas 1. elongace se 1isi v zavislosti na délce produktu 1kb = 1 min)
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Misto pro navazani primeru 2R se nachazi v sekvenci deletovaného genu. Pokud
tedy nevznikne zadny produkt v reakci "1F2R" a zaroven vznikne produkt v reakci
"IF3R", mizeme po zkontrolovani délek vzniklych fragmenti povazovat vzorek za
pozitivné testovany mutantni kmen F. tularensis subsp. holarctica. Pozitivni kolonie
byly piepasazovany na novou McLeod kultiva¢ni plotnu a byly kultivovany do druhého
dne (37°C). Druhy den byly vytvofeny zasobni kultury.

3.2.9. Klonovani

Klonovani obecné slouzi ke kopirovani DNA a vytvafeni identickych klont.
Z praktického hlediska se jednd o kopirovani urcitého useku DNA (cizorodého)
bunikami, v nasem piipadé buiikami bakteridlnimi. Zminény usek DNA byl vytvofen
molekularné-genetickymi metodami, jez zahrnuje tato kapitola. Jednd se o TOPO
klonovani, ligaci a transformaci. Ke klonovéani byly pouzity klonovaci plazmidové
vektory pDM4 a pCR®4-TOPO a buiiky E. coli XL1, NEB Turbo a S17-1Apir.

Ligace

Ligace je proces, pii kterém za pomoci DNA ligdz, dochazi ke spojeni
kohezivnich nebo tupych koncti DNA. Pfi ligaci vznikaji rekombinantni plazmidy, které
1ze pozdéji pouzit pro transformaci. DNA ligaza je zakladni enzym, jehoz aktivita hraje
hlavni roli v replikaci a reparaci DNA. Z molekularniho hlediska dochazi k vytvoteni
fosfodiestrové vazby mezi fosfatovou skupinou jednoho nukleotidu a cukernou slozkou
(deoxyrib6za) nukleotidu druhého.

Na zékladé koncentrace AD fragmentt, které byly ziskany Stépenim a naslednou
izolaci z vektoru pCR4, a Stépeného pDM4 plazmidu, byla stanovena ligacni smés,
kterd byla nasledné¢ pouZzita pro samotnou transformaci. Pro vypocet mnozstvi
jednotlivych slozek liga¢ni smési byl pouZzit kalkulator ligace, ktery je dostupny online
na adrese: http://www.insilico.uni-duesseldorf.de/Lig_Input.html. Pro ligaci byl pouzit
vektor pDM4 o velikosti 6 000 bp a mnozstvi 50 ng. Pomér molarity volnych konct
vektoru a pouzittho AD fragmentu byl nastaven na 1:4. Dale bylo podle velikosti
jednotlivych fragmentl (bp) stanoveno mnozstvi téchto fragmentli do liga¢ni smési
(ng). Na zakladé¢ zmétené koncentrace (Spektrofotometr UV-VIS, IMPLEN) AD
fragmentu a zjisténého potiebného mnozstvi téchto fragmentd byl vypocitan objem (pl)
pouzitelny do liga¢ni smési.

Liga¢ni smés byla piipravena do 10 pl nasledné (Tab. 9).

komponenty ligace objem (ul)
Quick Ligase 0,5
Quick Ligase Reaction 5
Buffer (2x)

AD + pDM4 + H,0 5

Tabulka 7: Liga¢ni smés
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Ligacni smés byla inkubovana 5 min pfi 25 °C, poté byla pfipravena k
okamzitému pouziti ¢i zamrazeni.

Transformace

Transformace je proces, kdy dochazi k zabudovani plazmidu, ktery nese
pozadovany konstrukt (v naSem piipadé fragment AD), do jiného organismu (bakterie).
V této praci byla transformace vyuzita pro vneseni plazmidu pCR®4-TOPO se
zabudovanym AD fragmentem do bun¢k E. coli XL1, pfi zabudovani plazmidu pDM4,
ktery obsahoval fragment AD do bun¢k E. coli NEB Turbo a pii zabudovani plazmidu
ADpDM4 do bunék E. coli S17-1Apir.

Transformace ADpDM4 do E. coli NEB Turbo byla zapocata pfidanim 5 pl
liga¢ni smési ke kompetentnim bunikam E. coli NEB Turbo. Tato smés byla ponechdna
30 min na ledu. Poté byl proveden teplotni Sok, kdy byla smés zahtivana na 42 °C po
dobu 30 s. Nasledné byla smés opét ochlazena pomoci ledu po dobu 2 min. Poté bylo do
smési piidano 950 ul ristového SOC média (New England BioLabs® Inc.) a smés byla
kultivovana pti 37°C po dobu 1 hod v tfepacim inkubatoru (200 rpm, Infors AG CH -
4103).

Po inkubaci byla smés centrifugovana (2 min, 6000 rpm), ptiblizn¢ 500 ul SOC
média bylo odstranéno a vznikla peleta byla pomoci pipety resuspendovana ve zbylém
médiu. Smés transformované E. coli NEB Turbo byla steriln¢ vyseta na kultiva¢ni LB
plotnu s chloramfenikolem. Vzorek byl inkubovan (37°C, 5215-2 SHEL LAB CO2
Incubator) do druhého dne, dokud na plotné nevyrostly kolonie. Tyto kolonie byly
nasledné testovany metodou PCR na koloniich na pfitomnost transformovaného AD
fragmentu.

Transformace plazmidu ADpDM4, ktery byl izolovan z bun¢k E. coli NEB
Turbo, do bunék E. coli S17-1Apir byla provedena obdobné, s urcitymi zménami.
K 50 pl bunkam E. coli S17-1Apir bylo po rozmrazeni ptidano 75 pul 0,1M CaCl,,
Nasledné byl k suspenzi pfidan plazmid ADpDM4 v mnoZzstvi dle jeho naméfené
koncentrace (100 ng k 50 pl bungk). Smés byla 30 min inkubovana na ledu. Dale byl
proveden teplotni Sok, kdy byla smés zahtivana na 42 °C po dobu 1 min a 30 s a hned
poté ochlazena na ledu po dobu 2 min. K bufikam bylo pfidano 900 ul ristového SOC
média (New England BioLabs® Inc.) a bakterialni suspenze byla kultivovana v tiepacim
inkubatoru (37 °C, 200 rpm, Infors AG CH - 4103) po dobu 1 hod. Po inkubaci byla
smés centrifugovana (2 min, 6 000 rpm, PICO 21 Centrifuge, Thermo Scientific) a
nasledné bylo odstranéno 500 pl média. Peleta byla pomoci pipety resuspendovana ve
zbylém meédiu. Bakteridlni suspenze byla sterilné vyseta na LB plotny s
chloramfenikolem a kultivovana pfes noc v kultivanim boxu (37 °C, 5215-2 SHEL
LAB CO2 Incubator). Na téchto koloniich byla pro kontrolu provedena PCR na
koloniich

Transformace ADpCR4 do bunék E. coli XL1 je popsana vramci kapitoly
TOPO klonovani, nebot’ na n&j bezprostfedn¢ navazuje.
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TOPO klonovani

TOPO klonovani slouzi k zaklonovani delecniho konstruktu, v naSem piipadée
PCR produktu AD, do plazmidového vektoru pCR®4-TOPO. Ke klonovéni byl pouzit
TOPO® TA Cloning® Kit (Invitrogen). Vektor pCR®4-TOPO je plazmid o velikosti
3,9 kb a nese rezistenci na kanamycin a ampicilin. V misté, kde dochazi k zaklonovani
produktu, ma tento vektor 3'-T piesahy. Pro zaklonovani je nutné k PCR produktu
piipojit 3’-A presahy, aby doslo ke spojeni nukleotidli na zakladé komplementarity bazi.
Tyto ptesahy byly vytvoifeny pomoci Taq polymerazy nasledovné. V 1,5 ml zkumavce
byl smichan PCR produkt (10,75 ul), pufr pro Taqg polymerazu (10x) v mnozstvi
1,25 pl, 10 mM dATP (0,25 ul) a Taq polymeraza (0,25 ul). Smés byla inkubovana 10
min pii 72 °C (Thermoshaker TS-100 BIOSAN). Poté byl PCR produkt s 3’-A piesahy
v mnozstvi 4 ul smichéan se Salt solution (1 pl) a pCR®4-TOPO vektorem (1 ul). Tato
smés byla inkubovana 10 min pfi laboratorni teploté. Poté byla smés piesunuta na led a
ptidana ke 100 pul chemokompetentnich bunék E. coli XL1. Po 30 minutové inkubaci na
ledu byl proveden teplotni $ok pii 42 °C po dobu 30 s (Thermoshaker TS-100 BIOSAN)
a poté byla smés ihned ptfesunuta na led. K buitkdm bylo ptidano 400 pl kultivaéniho
SOC média, které bylo predehiaté na 42 °C. Bunky E. coli XL1 byly inkubovany v
tfepacim inkubatoru (37 °C, Infors AG CH - 4103) po dobu 1 hodiny.

Bunécné suspenze byla vyseta na LB kultivacni plotny s kanamycinem
(50 pg/ml). Tyto plotny byly pfes noc inkubovany (37 °C, 5215-2 SHEL LAB CO2
Incubator).

Kolonie E. coli XL1 nesouci plazmid pCR4 se zabudovanym AD fragmentem -
ADpCR4- byly testovany pomoci PCR na koloniich.

3.2.10. Izolace DNA z agaré6zového gelu

Amplifikované fragmenty nebo vzorky po restrikénim Stépeni byly separovany pomoci
gelové elektroforézy. Pokud bylo ticba DNA fragment z gelu izolovat, DNA byla
zviditelnéna s pouZitim filtru, ktery ménil UV svétlo na modré (Transluminator System
Infinity 3026 WL). Vysledny snimek byl pomoci programu Infinity Capt analyzovan.
Nasledné byla provedena izolace fragmentli z agar6zového gelu pomoci QIAquick Gel
Extraction Kit (QIAGEN).

Fragmenty byly vyfiznuty z gelu a pfemistény do 1,5 ml zkumavky. Dle
hmotnosti gelovych fragmentl k nim bylo pfidano 3x vice objemu pufru QG a nésledné
byly zkumavky zahtivany na 50 °C po dobu 10 min. Poté bylo ke smési piidano stejné
mnozstvi isopropanolu jako byla hmotnost gelu a vSe bylo pfepipetovano do zkumavky
s membranou "spin column". Naslednou centrifugaci (I min, 13 000 rpm, Heraeus
PICO 21 Centrifuge, Thermo Scientific) byla zachycena DNA na membran¢. Pfidanim
500 pl pufru QG a naslednou centrifugaci (1 min, 13 000 rpm, Heraeus PICO 21
Centrifuge, Thermo Scientific) byla DNA na membran¢ proplachnuta. Ptidanim 750 pl
pufru PE a ponechdnim 5 min stit byla DNA promyta a doSlo k odstranéni
pfebytecnych soli. Dvakrat po sobé jdouci centrifugaci (1 min, 13 000 rpm, Heraeus
PICO 21 Centrifuge, Thermo Scientific) byl odstranén pufr. Nakonec byla provedena
eluce 15 ul H,O. Smés byla ponechana 1 min stat a ¢ast zkumavky s membranou byla
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umisténa do 1,5 ml zkumavky. Centrifugaci (1 min, 13 000 rpm, Heraeus PICO 21
Centrifuge, Thermo Scientific) byl ziskan roztok DNA. Nakonec byla zméfena
koncentrace izolovanych fragmentt (Spektrofotometr UV-VIS, IMPLEN).

3.2.11. Piiprava chemokompetentnich bunék

V této praci byly pouzity pro transformaci buniky E. coli XL1, E. coli NEB Turbo a E.
coli S17-1pir. E. coli NEB Turbo byly komeréné dodavané, zbylé musely byt upraveny
tak, aby se staly kompetentnimi a byly schopné piijmout cizorodou DNA. V této praci
byly vytvofeny kompetentni bunky chemickou cestou, proto jsou to bunky
chemokompetentni.

Chemokompetentni buniky E. coli XL1 byly pfipraveny z narostlé kultury E. coli
XL1. Kolonie byly zaockovany do 50 ml SOB média a kultivovany (37 °C, Infors AG
CH — 4103) do ODggo = 0,6. Kultura bun¢k byla nasledné inkubovana 10 min na ledu a
poté byla 10 min centrifugovana (2 500 g, 4 °C, Heraeus Megafuge 16R, Thermo
Scientific). Vznikla peleta byla resuspendovana v 20 ml studeného TB pufru a
inkubovana 10 min na ledu. Poté byla smés opét 10 min centrifugovana (2 500 g, 4 °C,
Heraeus Megafuge 16R, Thermo Scientific) a nasledné resuspendovana ve 4 ml
studeného TB pufru. Nasledné¢ bylo do smési pfiddno 0,28 ml DMSO (konecna
koncentrace 7 %) a poté byla smés inkubovana 10 min na ledu. Chemokompetentni
bunky E. coli XL1 byly po 200 ul pfeneseny do 1,5 ml zkumavek a zamrazeny na
-80 °C.

Chemokompetentni buriky E. coli S17-1Apir byly ptipraveny nasledovné. Bunky
E. coli S17-1Apir byly zaockovany do tekutého LB média a kultivovany pies noc
(37 °C, 200 rpm, Infors AG CH — 4103). Ztéto kultury bylo napipetovano 100 ul
suspenze do 100 ml nového LB média a ponechano kultivovat (37 °C, 200 rpm, Infors
AG CH - 4103) do ODggo = 0,4-0,6. Suspenze byla pfesunuta na led a rozdélena do
vychlazenych 50 ml zkumavek. Zkumavky s buné¢nou suspenzi byly kultivovany 15-30
min na ledu. Poté byly zkumavky centrifugovany (4 °C, 6 000 rpm, 8 min, Heraeus
Megafuge 16R, Thermo Scientific) a vznikla peleta byla resuspendovana v 25 ml
vychlazeného 0,1 M MgCl,. Suspenze byla centrifugovana (4 °C, 6 000 rpm, 8 min,
Heraeus Megafuge 16R, Thermo Scientific) a peleta byla resuspendovana v 25 ml
vychlazeného 0,1 M CaCl,. Burniky byly 20 min inkubovany na ledu a poté opét
centrifugovany (4 °C, 6 000 rpm, 8 min, Heraeus Megafuge 16R, Thermo Scientific).
Peleta byla resuspendovana v 1 ml vychlazeného 0,1 M CaCl2 s 14% glycerolem.
Chemokompetentni bunky E. coli S17-1Apir byly po 50 ul napipetovany do
vychlazenych 1,5 ml zkumavek. Zasobni kultury byly zmrazeny na -80 °C.

3.2.12. Izolace plazmidové DNA

Pro izolaci plazmidu z bakterialni kultury byl pouzit kit QIlAprep Spin Miniprep Kit,
QIAGEN.

Pfes noc narostld bakterialni kultura s pozadovanym zabudovanym plazmidem
byla postupné¢ pienesena do dvou 1,5 ml zkumavek a centrifugovana (1 min,
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13 000 rpm, Heraeus PICO 21 Centrifuge, Thermo Scientific). Vzhledem k mnozstvi
materidlu byl postup nékolikrat opakovéan, dokud nebyla cela kultura zcentrifugovana.
Ziskana bakterialni peleta byla resuspendovana pufrem P1 (250 ul). Nasledné byl piidan
pufr P2 (250 pl) a ziskana suspenze byla ru¢né promichana ota¢enim zkumavek (4-6Xx).
Poté byla suspenze ponechana 5 min pfi pokojové teploté lyzovat. Poté byl ptidan pufr
N3 (350 pl) a opét byla suspenze ruéné promichana ota¢enim zkumavek (4-6x). Timto
postupem bylo docileno vysrazeni bilkovinného materidlu z bakteridlnich bunék.
Naslednou centrifugaci (10 min, 13 000 rpm) byl ziskdn supernatant, ktery byl poté
pfenesen do specidlnich zkumavek s membranou "spin column". Centrifugaci (1 min,
13000 rpm) byla smés prefiltrovana pies membranu, kde byla zachycena DNA
(plazmid). Filtrat byl odstranén. Dale byl na membranu nanesen pufr PB (500 pl) a
centrifugaci (1 min, 13 000 rpm) byla membrana promyta. Filtrat byl opét odstranén.
Nasledné¢ byl ptidan pufr PE (750 ul) a centrifugaci (1 min, 13 000 rpm) byla membrana
s DNA promyta. Po odstranéni filtratu byla zkumavka jesté jednou centrifugovana, aby
doglo k uplnému odstranéni zbytkii etanolu. Cast zkumavky s membranou byla
ptenesena do nové 1,5 ml zkumavky. Na membranu bylo naneseno 30 pl vody a DNA
byla ponechdna se 1 min rozpoustét. Centrifugaci (I min, 13 000 rpm) byla ziskéna
plazmidova DNA, jejiz koncentrace byla zméfena na spektrofotometru
(Spektrofotometr UV-VIS, IMPLEN).

Pomoci kontrolni PCR reakce a kontrolniho restrikéniho $tépeni byla ovéfena
spravnost plazmidové sekvence. Pro dalsi kontrolu byl produkt sekvenovan Strediskem
sekvenovani pii MBU AV CR, za pouziti univerzalnich sekvenaénich primert T7 a
M13 reverse a sekvenacnich primert S1 a S2.

Izolace plazmidové DNA byla provedena pro ziskani plazmidu pDM4, pDM4 se
zabudovanym fragmentem AD a plazmidu pCR4 se zabudovanym fragmentem AD.

3.2.13. Konjugace E. coli S17-1Apir s F. tularensis FSC200

Plazmid pDM4, ktery byl pouzity jako vektor pro pienos dele¢niho konstruktu, neni
schopen se replikovat v bunikach F. tularensis a v piipadé neza¢lenéni tohoto plazmidu
do chromozomu by doslo k jeho zaniku pii déleni bakterie. Proto dochazi k jeho
zaClenéni do chromozomu pomoci homologni rekombinace. Prvni homologni
rekombinace probiha pti konjugaci E. coli S17-1Apir (nesouci plazmid pDM s dele¢nim
konstruktem) a F. tularensis FSC200, kdy dochazi k za¢lenéni celého plazmidu pDM4
(i s dele¢nim konstruktem) na chromozom F. tularensis. Druha homologni rekombinace
probihd pomoci sacharozové selekce, kdy dochazi k vystépeni plazmidu pDM4
z chromozomu, ale dele¢ni konstrukt na chromozomu zistava. K odstranéni plazmidu
pDM4 dochazi v disledku pfitomnosti sacB genu, jehoz produkt méni sachar6zu na
toxicky produkt pro gram-negativni bakterie. V procesu sacharézové selekce je 50%
pravdépodobnost, Ze vznikne pozadovany mutantni kmen, nebot’ k druhé homologni
rekombinaci mize dochézet na dvou mistech. V pfipadé, Ze se tato rekombinace
neuskutecni na vhodném misté, vznikne ptivodni kmen F. tularensis FSC200 (Obr. 4).
Proces konjugace, kdy konjuguje E. coli S17-1Apir (nesouci plazmid pDM4 s
dele¢nim konstruktem) a Francisella tularensis FSC200, probiha nasledné. Prvni den
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byly pfipraveny bunécné kultury. E. coli S17-1Apir , které byly kultivovany v LB médiu
(10 ml) s chloramfenikolem (25 pg/ml,) ptes noc, pii 37°C v kultivaénim tfepacim
inkubatoru (200 rpm, Infors AG CH - 4103). Dale byla ptipravena pasaz kultury
FSC200 na novou McLeod plotnu, ktera byla rovnéz kultivovéana pies noc, pii 37°C v
kultiva¢nim inkubatoru (5215-2 SHEL LAB CO2 Incubator).

Druhy den byla provedena samotna konjugace. Z kultury E. coli S17-1\pir byla
pfipravena nova suspenze buné¢né kultury v LB médiu s chloramfenikolem (25 pg/ml),
a to o optické denzité 0,1. Tato suspenze byla nasledné kultivovéana pti 37°C a 80 rpm
(Infors AG CH - 4103) dokud kultura nedosahla optické denzity 0,5 - 0,6. Opticka
denzita byla méfena na denzitometru (WPA CO 8000 Cell Density Meter). Z takto
ziskané kultury bylo odebrano 500 pl a centrifugovano (5 min, 6000 rpm, Heraeus
PICO 21 Centrifuge, Thermo Scientific). Supernatant byl odstranén. Kultura FSC200
byla resuspendovéana ve 2 ml PBS tak, aby vznikla suspenze méla hodnotu ODggo = 1. Z
této suspenze bylo odebrano 500 pl a centrifugovano 2 min, 13000 rpm. Supernatant byl
rovnéz odstranén. K peletam E. coli S17-1Apir a F. tularensis FSC200 bylo pfidano
25ul PBS + 10 mM MgSO; a pelety byly resuspendovany pomoci pipety.
Resuspendovana kultura F. tularensis FSC200 byla pienesena k bunétné suspenzi
E. coli S17-1pir. Vznikla bunééna suspenze byla pienesena na LB kultivacni plotnu,
resp. byla umisténa v podob¢ jedné velké kapky na zminénou plotnu. Tato kultivaéni
LB plotna s buné¢nou kulturou byla ponechana ptes noc pti pokojové teplote.

Tteti den byla narostla kultura resuspendovana ve 150 ul PBS + 10 mM MgSO,
a vyseta na dvé kultivacni McLeod plotny, které obsahovaly polymyxin B (75 pg/ml) a
chloramfenikol (2,5 ug/ml) (75 pl suspenze vyseto na jednu plotnu). Nasledné byly
kultury ponechany v kultiva¢nim inkubatoru (5215-2 SHEL LAB CO2 Incubator) pti
37 °C po dobu péti dnti. Narostlé kolonie byly pfeneseny na novou McLeod kultiva¢ni
plotnu s chloramfenikolem (2,5 pg/ml) ¢arkovaci metodou a kultivovany do druhého
dne pfti 37 °C.

3.2.14. Sacharozova selekce

Pii sacharézové selekci dochazi k jiz zminéné druhé homologni rekombinaci, kdy
dochazi k vystépeni plazmidu pDM4 z chromozomu.

Bunééné kultury, které narostly na McLeod plotné s chloramfenikolem
(2,5 pg/ml), byly resuspendovany ve 2 ml PBS (kazda kolonie zvlast). Ze vzniklé
suspenze byla vytvoiena fedici fada do 10 nasledovné: do ¢tyt zkumavek bylo déno
450 wl PBS, z bunééné suspenze bylo odebrano 50 ul a pfeneseno do prvni zkumavky,
ktera byla nasledné promichana vortexem. Z této zkumavky bylo odebrano opét 50 ul a
vloZzeno do zkumavky druhé. Tento postup byl opakovan az do ¢tvrté zkumavky. Z
fedéni 10 a 10 bylo vyseto 100 pl na McLeod plotnu s 5% sachardzy. Nasledng byly
tyto vzorky kultivovany v kultivaénim inkubatoru (5215-2 SHEL LAB CO2 Incubator)
pti 37 °C, po dobu dvou dnd.

Ziskané kolonie byly pfeneseny na McLeod plotnu s chloramfenikolem a na
McLeod plotnu bez chloramfenikolu, resp. kazda kolonie byla roz¢arkovéana na tyto dveé
plotny za pouziti jedné klicky (replica plating). Tyto vzorky byly kultivovany (5215-2
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SHEL LAB CO2 Incubator) pti 37 °C do druhého dne. Klony rostouci na plotné bez
antibiotika a zaroven nerostouci na plotné¢ a antibiotikem byly povazovany za
potencidlni mutantni kmeny a byly déle testovany pomoci PCR na koloniich.

3.2.15. Infekce mysi typu BALB/c

Pro testovani mutantnich kment F. tularensis byly pouzity laboratorni mys$i typu
BALB/c. Mutantni kmen byl testovan ve dvou fedénich (3 x 10? a 3 x 10° bakterii/
mys). Kmen F. tularensis FSC200 byl aplikovan v fedéni 3 x 107 bakterii/ mys. Pro
kontrolu byl dalsi skupiné mysi subkutanné aplikovan fyziologicky roztok. Pro kazdou
skupinu bylo pouzito 5 mysi.

Pro pripravu fedici fady bakterialni suspenze do 10 byla pouzita bakterialni
suspenze F. tularensis FSC200 a mutantnich kment o optické denzit¢ (ODggp nm) 1
(=3 x 10° bakterii / 1 ml) ve 4 ml PBS. Pro aplikaci F. tularensis FSC200 a mutantniho
kmene v fedéni 3 x 10° bylo pouzito 200 ul suspenze ftedéni 10° a 3,8 ml
fyziologického roztoku. Pro aplikaci mutantniho kmene F. tularensis FSC200 v fedéni
3x 10° bylo pouzito 200 pl suspenze fedéni 10™ a 3,8 ml fyziologického roztoku. Mysi
byly infikovany subkutdnné davkou 200 pl téchto suspenzi.

Skutecny pocet aplikovanych bakterii (CFU) byl uréen vysevem bakteridlnich
suspenzi na McLeod plotny.

Projevy onemocnéni byly sledovany po dobu 21 dni. Ptipadny uhyn byl
zaznamenan do thynového listu.

3.2.16. Izolace a Kultivace primarnich mySich kostné-dieniovych
makrofagi

Pro izolaci mySich makrofagii byly pouzity laboratorni mysi typu BALB/c (z 1 ks bylo
ziskano cca 1,5 x 107 bunék). Mysi byly uspany v diethyléteru, uchyceny na pitevni
desku a néasledné usmrceny stfthem do krcénich tepen. Po usmrceni bylo bficho a zadni
koncetiny oSetfeny 70% etanolem a ktize byla nastfizena od oblasti bficha az k zadnim
koncetindm. Po odstranéni kiize byly zadni konc¢etiny oddéleny od téla v oblasti panve a
uchovany v DMEM médiu.

Dalsi kroky bylo nutné provést steriln¢, za pouziti Bioair S@feflow 1.2. Pti
préaci s bunikami byly dodrzovany postupy pro praci s bunéénymi kulturami. Pro dalsi
postup byl pouZit 6-ti jamkovy panel, pficemz v prvni jamce byl 70% etanol a v dalSich
péti jamkach DMEM médium. Nejprve byly zadni koncetiny ponofeny do prvni jamky
(70% etanol) a vydesinfikovany. Nésledné byly tyto konCetiny postupné oplachovany v
jamkach €. 2, 3 a 4 (DMEM médium). Poté byly od sebe oddéleny holenni a stehenni
kost, kdy bylo nutné nepfestiihnout ¢i jinak nepoSkodit kost ¢i kloub, aby nedoslo ke
kontaminaci bun¢k. Poté, co byla dikladné odstranéna svalova tkan, jednotlivé kosti
byly pfemistény do posledni jamky s DMEM médiem.

Pro ziskani kostni dfen¢ bylo nutné odstfihnout konce kosti - tésné¢ pod
kloubem- a proplachnout kost z obou stran cca 2 ml DMEM média (jehla: 25-28 G) do
50 ml zkumavky. Ziskanad smés byla dikladn& propipetovana a poté ponechana 1 min
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stat, aby se usadily vétsi kusy tkan€. Supernatant byl ptenesen do nové 50 ml zkumavky
a centrifugovan (5 min, 400 g, RT, Heraecus Megafuge 16R, Thermo Scientific).

Po odliti supernatantu byly buiky roziedény v 1 ml BMMs média (penicilin
10 000U/ml + streptomycin 10 mg/ml) a nasledné doplnény do 10 ml timto médiem.
Pocet bunék na 1 ml suspenze byl spocitan v Biirkerové komirce (50 pul bunécné
suspenze a 50 ul trypanové modii (0,5%, PBS)) a dle téchto hodnot byl spocitan objem
bunécné suspenze, ktery byl pouzit pro diferenciaci v kostn¢ diefiové makrofagy na
Petriho miskach.

Pro kultivaci kostné-dieniovych mysich makrofagi byly pouzity Petriho misky o
priméru 90 mm. Celkovy objem kultivaéni smési na Petriho misce ¢inil 15 ml, pfi¢emz
objem bunécné suspenze byl vypocitan dle zjisténé koncentrace pomoci Biirkerovy
komurky (pozadovand koncentrace kostné dienovych bunék v kultivacni misce je
6 x 10° bunsk /ml). Zjistény objem byl doplnén do 15 ml BMMs médiem.

Petriho misky s bunéénou suspenzi byly kultivovany (37 °C, 5% CO, Incubator
IR Sensor, SANYO) a po ¢tyfech dnech byla provedena ¢aste¢na vymeéna média, tzn.,
ze bylo odebrano 7,5 ml média, které bylo nahrazeno novym DMEM médiem s 10%
FTSI (7,5 ml). Po tydnu byly diferencované makrofagy nasazeny na 24 jamkovy panel.

3.2.17. Proliferace F. tularensis subsp. holarctica FSC200 a
mutantnich kmeni v primarnich kostné dienovych makrofazich

Proliferace F. tularensis v kostn¢ dfenovych makrofazich je nezbytnou soucasti
testovani mutantnich kment bakterie in vitro. Vysledky proliferace vypovidaji o
zivotaschopnosti bakterie v makrofazich v laboratornich podminkach.

Petriho misky s inkubovanymi makrofagy byly zkontrolovany pod
mikroskopem. Z téchto misek bylo sterilné odsato médium a buiikky byly jednou
promyty predehiatym prefiltrovanym PBS (10 ml). Poté, co byly buniky promyty teplym
PBS, bylo na kazdou misku naneseno 4 ml studeného PBS a buiikky byly pomoci
mikrobiologické Skrabky seSkrabany ze dna misky. Smés bun€k a PBS byla dukladné
propipetovana a prenesena do 50 ml zkumavky. Misky byly jesté¢ jednou promyty
studenym PBS (4 ml) a roztok byl pienesen do téze zkumavky. Nasledné byl vzorek
centrifugovan (1250 rpm, 5 min, RT, JOUAN CR 312). Po centrifugaci bylo PBS
odstranéno a bunky byly dikladné resuspendovany v 1 ml DMEM + 10% FTSI médiu.
Po resuspendovani byla suspenze bunék doplnéna do 10 ml DMEM + 10% FTSI
médiem. Pomoci Biirkerovy komurky byla spoditana koncentrace bunék v 1 ml.
Nasledné bylo podle této hodnoty vypocitdno mnozstvi suspenze nasazované na 24
jamkovy panel (celkem 4 panely pro 4 cCasové intervaly) tak, aby odpovidalo
koncentraci 5 x 10° bun&k/jamku. Do jamek na panelech (pro kazdy typ bakterie byly
pouzity 3 jamky) bylo napipetovdno DMEM + 10% FTSI médium (1 ml - vypocitany
objem bunécné suspenze). Nasledné byla pfiddna bunécné suspenze doprostied jamky s
DMEM + 10% FTSI médiem a obsah jamek byl promichan pohybem "do cEtverce".
Panely byly ulozeny do druhého dne v kultivacnim boxu (37 °C, 5% CO,, Incubator IR
Sensor, SANYO).
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Nasledujici den byla pfipravena bakterialni suspenze F. tularensis FSC200 a
mutantniho kmene z jiz den pfedem naockované McLeod plotny, ktera byla kultivovana
pti 37 °C, (5215-2 SHEL LAB CO2 Incubator). Bakterialni suspenze byly pfipraveny
do 4 ml PBS o optické denzité (ODgoo nm) 1. Z takto ptipravené bakterialni suspenze byl
odebran 1 ml a pfenesen do 1,5 ml zkumavky. Naslednou centrifugaci (7 min,
7 000 rpm, 4 °C, Eppendorf centrifuge 5804R) byla ziskdna peleta bakterii, ktera byla
resuspendovana v 1 ml kultivaéniho média DMEM + 10% FTSI. Pro kontrolu byl
proveden kontrolni vysev pro ode¢et CFU v fedéni 107 na McLeod kultivagni plotny
(50 ul bakterialni suspenze). Tyto plotny byly kultivovany v inkuba¢nim boxu (37 °C,
5215-2 SHEL LAB CO2 Incubator).

Z jamek na 24 jamkovych destickach (4 panely) bylo odsato 750 pl média a do
kazdé jamky byla pridana suspenze bakterii o MOI = 50. P¥i nasich hodnotach (5 x 10°
makrofagi v 1 jamce; 3 x 10° bakterii v 1 ml suspenze o OD = 1) bylo ptidano 8.4 pl
bakteridlni suspenze do 1 jamky.

Takto ptipravené 24 jamkové panely byly centrifugovany (5 min, 400 g, RT,
JOUAN CR 312). Od této chvile byl zapocat "¢as = 0" pro jednotlivé Casové intervaly
proliferace (1 hod, 6 hod, 24 hod, 48 hod). Po centrifugaci byl panel ulozen na 30 min
do kultivaéniho boxu (37 °C, 5% CO,, Incubator IR Sensor, SANYO). Poté byly jamky
3x promyty teplym PBS a néasledn€ do nich byl napipetovan 1 ml DMEM média + 10%
FTSI s gentamicinem (5 pg/ml). Béhem inkubace (30 min, 37 °C, 5% COg, Incubator
IR Sensor, SANYO) doslo k odstranéni zbyvajicich extraceluldrnich bakterii. Po
inkubaci byly jamky s piisedlymi makrofagy 3x promyty teplym PBS a opét
kultivovany v 1 ml DMEM médiu + 10% FTSI (37 °C, 5% CO,, Incubator IR Sensor,
SANYO) do konce jednotlivych cCasovych intervalli. Po skonceni inkubace byla
provedena lyze. Z jednotlivych jamek bylo odstranéno médium a buiky byly 3x
promyty predehfatym PBS (plati pro intervaly 1 hod, 6 hod), 1x promyty (plati pro
interval 24 hod) a nepromyvany (plati pro interval 48 hod). Nésledné¢ byly bunky
lyzovany (na ledu) pomoci 0,1% deoxycholatu sodného (100 ul). B€hem lyza¢ni doby
(5 min) byly buiiky opakované protahovany $pickou pipety. Poté byly jamky doplnény
900 ul PBS. Z takto pfipravené bakterialni suspenze byly zhotoveny fedici fady dle Tab.
10.

¢as odbéru CFU redéni F. tularensis FSC200 Fedéni mutantniho kmene
1 hod 10* 10° 10% 10°
6 hod 10% 10° 1073, 10"
24 hod 10°, 107 10°, 10°
48 hod 10°, 107 10°, 10°

Tabulka 8: Redéni pro CFU v jednotlivych &asovych intervalech

Z ptislusnych fedéni v jednotlivych casovych intervalech bylo vyseto 50 pl
nafedéné bunécné suspenze na McLeod plotny. Vysev byl proveden duplicitné, tzn., Ze
jedno fedéni bylo vyseto na dvé plotny. Vzorky byly kultivovany (37 °C, 5215-2 SHEL
LAB CO2 Incubator) do nartstu bakterii. Nasledné byl proveden odecet narostlych
kolonii na jednotlivych plotndch a pomoci Microsoft Excel 2010 byl sestaven graf
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proliferace F. tularensis FSC200 a mutantnich kmen v kostné-dienovych mysich
makrofazich (viz kap. Vysledky).

3.2.18. Meéreni ristové krivky

K méfeni rastové kiivky byl vyuzit pfistroj FluoStar Optima, BMG Labtech. Tento
pristroj pracuje na zaklad¢ detekce absorbance svétla, které prochazi skrze vzorky
Vv mikrotitracni desticce (96 jamek). Svételny zdroj o vlnové délce 600 nm prochazi
jamkami, kde je pfitomen vzorek s bunécnou suspenzi. Detektor svétla umistény na
druhé stran¢ zaznamenava mnozstvi svétla, které proSlo skrze vzorek. Mnozstvi
propusténého svétla je pfimo umérné koncentraci molekul ve vzorku.

Bakterialni kultury byly zaoCkovany do 2,5 ml pfedehiatého Chamberleinova
média tak, aby opticka denzita (ODggo nm) byla 0,1, a byly kultivovany pies noc pii
36,8 °C (200 rpm, Infors AG CH — 4103). Nasledujici den byla ztéchto vzorku
pfipravena bunééna suspenze o optické denzit¢ (ODeyy nm) 0,1 V Cerstvém
Chamberlainové médiu. Do 96 jamkové titracni desticky bylo steriln€ napipetovdno
200 ul Chamberlainova média (jako blank) a 200 pl bunéénych suspenzi. Od kazdého
vzorku bylo naneseno 5 replikati. Vzorky nebyly na desti¢ku nanaSeny do krajnich tad,
nebot’ zde dochazi k nejvétsSimu vyparovani béhem meéfeni. Do krajnich a ostatnich
prazdnych mist bylo napipetovano 350 pul vody. Titra¢ni desticka se vzorky byla
vlozena do pfistroje, pfipravend k 24 hodinovému méfeni. Parametry meéfeni jsou
uvedeny v Tab. 11.

Teplota 36,8 °C
Typ desti¢ky Microplate TPP96
Pocet cyklu 145

Cas jednoho cyklu 600 s (10 min)
Absorbance filtru A-620

Cas tfepani/cyklus 300 s (5 min)
Tabulka 9: Parametry pro méfeni ristové kiivky

Po ziskani dat byla v Microsoft Excel 2010 vytvofena rastova kiivka ve form¢ grafu.
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4. Vysledky

Tato prace zkouma vliv inaktivace konkrétnich gend na virulenci F. tularensis subsp.
holarctica v in vivo a in vitro systémech. Cilové geny byly vybrany na zakladé
proteomickych studii provedenych na pracovisti, a dale na zaklad¢ vysledkl jinych
skupin. Pfedmétem z4jmu byly geny s oznaenim FTS 0265, FTS 0611, FTS 0815 a
FTS_ 1462 (Tab. 12).

Gen FTS 0265 koduje protein NADP- specifickou glutamat dehydrogenazu.
Tento protein byl popsan jako sekretovany (Konecna et al., 2010), jeho exprese je
snizena u AmgIA a Assp mutantt F. tularensis (Charity et al., 2010). Dale pak bylo
zjisténo, ze dochazi ke zvysSené expresi tohoto proteinu béhem proliferace uvnitt
hostitelskych bunék (Pavkova et al., 2013) a ze protein je imunoreaktivni (Pelletier et
al., 2009).

Protein kodovany genem FTS 0611 je exopolyfosfatdza. U ni bylo publikovano,
Ze se jedna o imunoreaktivni protein (Eyles et al., 2007) se zvySenou expresi béhem
stacionarni faze rastu (Lenco et al., 2009).

Gen FTS 0815 koduje hypoteticky lipoprotein se zvySenou expresi béhem
stacionarni faze (Lenco et al., 2009).

Hypoteticky protein kdédovany genem FTS 1462 byl popsan jako nezbytny pro
preziti a replikaci F. tularensis uvniti lidskych makrofagi (Lindemann et al., 2011),
dale byl identifikovany v tzv. vesikulech vnéjsi membrany (outer membrane vesicules
OMV) u F. novicida (McCaig et al., 2013). Jeho exprese je rovné€z zvySena b&hem
stacionarni faze rastu (Lenco et al., 2009).

Jako metoda inaktivace cilovych geni byla zvolena delece pomoci dvojité
homologni rekombinace. V prvni fazi byly vytvoteny tzv. dele¢ni konstrukty, které byly
klonovany do vektoru neschopného replikace v F. tularensis. V druhé fazi probihala
konjugace E.coli S17-1A sdivokym kmenem F.tularensis FSC200 a testovani
vzniklych transformantd. Uspd$né vytvoreni deleéni mutanti gend FTS 0815
(A0815/200) a FTS_1462 (A1462/200) byli nasledné testovani in vitro v mysich kostné
drenovych makrofazich, kde byla sledovana GspéSnost proliferace mutantnich bakterii
ve srovnani s matefskym kmenem FSC200. Uspé&snost proliferace bakterie in vitro byla
stanovena CFU vysevem po lyzi kostné dfefiovych makrofagi v ¢asovych intervalech
1hod, 6 hod, 24 hod a 48 hod po infekci bakterialnimi kulturami. Dale pak byly
mutantni kmeny testovany v in vivo systému, kde bylo sledovano pteziti laboratornich
mysi typu BALB/c po subkutanni infekci kmeny F. tularensis. Virulence mutantnich
kmeni byla vyhodnocena v porovnani s virulenci ptivodniho kmene FSC200.

lokus gen protein pocet aminokyselin | pocet nukleotidii
FTS 0265 | gdhA | glutamat dehydrogenaza 449 1350

FTS 0611 | ppx exopolyfosfataza 308 927
FTS_0815 | - hypoteticky protein 111 336

FTS_ 1462 | - hypoteticky protein 169 510

Tabulka 10: Zakladni udaje sledovanych gent v F. tularensis subsp. holarctica FSC200
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4.1. 1zolace chromozomalni DNA

Chromozomalni DNA F. tularensis subsp. holarctica FSC200, ktera slouzila jako
templat do PCR reakci, byla izolovana pomoci AquaPure Genomic DNA Kit (Bio-Rad).
Jeji koncentrace byla spektrofotometricky zmétena na UV-VIS (IMPLEN) (Tab. 13).

vzorek | koncentrace (ng/pl)
1 214
2 314
Tabulka 11: Koncentrace chromozomalni DNA F. tularensis subsp. holarctica FSC200

4.2. Amplifikace fragmenti AB a CD

Amplifikace fragmenti AB a CD byla provedena pomoci PCR reakce, s pouzitim
ptislusnych primeri A a B (pro AB), a C a D (pro CD). Primery A a D nesly
rozpoznavaci sekvence pro restrikéni endonukledzy Sacl a Xhol. Primery B a C byly
navrzeny tak, aby obsahovaly komplementarni ,,ocasky®. Primer B obsahoval ocdsek
komplementarni k primeru C a primer C ocasek komplementarni k primeru B.
Amplifikované fragmenty AB a CD byly separovany na agardézovém gelu (Obr. 7) a
nasledné izolovany a dale pouZity jako templat pro pfipravu AD fragmentu. Velikosti
AB a CD fragmenti jsou uvedeny v Tab. 14.

AB (bp) | CD (bp)
0265 928 724
0611 900 783
0815 915 999
1462 1085 994

Tabulka 12: Velikosti jednotlivych AB a CD fragmentt

ks

0611 0815 1462 '
5o P e

et
AB CD AB CD AR . o

-- e

Obrazek 7: Amplifikace fragmentti AB a CD, standard GeneRuler 1 kb DNA Ladder
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4.3. Amplifikace AD fragmenti

Amplifikace AD fragmentl byla provedena pomoci tzv. overlap PCR, ve které bylo
jako templatu vyuzito fragmentlh AB a CD. Mnozstvi AB a CD bylo stanoveno pomoci
elektroforetického snimku kontrolni elektroforézy izolovanych fragmenti AB a CD.
Dle intenzity jednotlivych bandu byl stanoven pomér AB : CD (Obr. 8).

Obrazek 8: Stanoveni poméru fragmenth AB a CD jako templatu do PCR reakce
amplifikace AD fragment(, standard HyperLadder™ 1kb

Amplifikace AD fragmentii byla mozna diky komplementarnim ocaskiim na
koncich produktt AB a CD. Délka pozadovanych AD fragmentli byla predem
spo¢itana. Délky AD fragmentt (bp) jsou uvedeny v Tab. 15.

nazev AD | délka (bp)
0265 1785
0611 1632
0815 1864
1462 2212

Tabulka 13: Délka jednotlivych AD fragmentt
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Obrazek 9: Amplifikace fragmenti AD (0265, 0611, 0815, 1462), standard
GeneRuler 1 kb DNA Ladder

Jednotlivé AD fragmenty byly izolovany z gelu (Obr. 9) pomoci QIAquick Gel
Extraction Kit (QIAGEN) a byly dale pouzity pro TOPO klonovani.

4.4. TOPO klonovani

Pro amplifikace AB, CD i AD fragmenti byla pouzita Pfu polymeraza s korektorskou
aktivitou. Tato polymeréaza na rozdil od jinych zanechava po amplifikaci tupé konce bez
jakychkoliv pfesahti. Aby mohly byt AD fragmenty klonovany do TOPO vektoru pCR4,
bylo tieba piidat k AD fragmentim na 3 'konce -A piesahy, nebot’ vektor pPCR“4-TOPO
obsahuje 3'-T ptesahy (Obr. 10).

LacZa initiation codon
M13 Reverse priming site [ T3 priming site
I

[ [
201 CACACAGGAA ACAGCTATGA CCATGATTAC GCCAAGCTCA GAATTAACCC TCACTARAGG
GTGTGTCCTT TGTCGATACT GGTACTAATG CGGTTCGAGT CTTAATTGGG AGTGATTTCC

| st | 1 | | |
- T§pe Pst Pme EcoR EcoR Not

| | | | 1
261 GACTAGTCCT GCAGGTTTAA ACGAATTCGC CCTT L IPN " GGGC GAATTCGCGG
CTGATCAGGA CGTCCARATT TGCTTARGCG GGARNMMLLUGEMTTCCCG CTTAAGCGCC

T7 priming site M13 Forward (-20) priming site

311 | CCGCTAAATT CZ&Z\TTCGJCCC TATAGTGAGT CGTATTI\!CZ\]\ TTCF‘JCTGGCC GTCGTTTTAC

GGCGATTTAA GTTAAGCGGG ATATCACTCA GCATAATGTT AAGTGACCGG CAGCAAAATG

Obrazek 10: Schéma pCR®4-TOPO vektoru
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K pfidani 3'-A piesaht byla vyuzita aktivita Taq polymerazy v reakci, do které
byly ptidany pouze dATP nukleotidy. Rezistence ke kanamycinu, kterou nese vektor
pCR4 byla dale vyuzivana jako selek¢ni znak. AD fragment zaklonovany do vektoru
pCR¥4-TOPO byl transformovan do chemokompetentnich bundk E. coli XL1.
Ptitomnost AD fragmentu v buiikkach byla ovéfena pomoci PCR na koloniich. Z
pozitivnich kolonii byla pfipravena zasobni kultura a izolovan plazmid ADpCR4, ktery
byl podroben kontrolnimu restrikénimu Stépeni (Obr. 11) a kontrolni PCR reakci
(Obr. 12), pro uplné ovéfeni piitomnosti AD fragmentu. Spravnost sekvence AD
produktii byla dale ovétena sekvenovanim.

1kb

, pCR4 pCR4

- AD0611

Obrazek 11: Kontrolni restrikéni $t€peni plazmidu ADpCR4, standard GeneRuler 1 kb DNA
Ladder

4.5. Priprava vektoru ADpDM4 a transformace ADpDM4 do
E. coli NEB Turbo

Déle bylo tfeba preklonovat AD fragmenty do plazmidového vektoru pDM4. Tento
plazmid obsahuje pouze replikacni pocatek pro E. coli a nikoliv pro F. tularensis, coz
znamena, ze se mnozi (replikuje) v E. coli a nikoliv v F. tularensis. Vektor je odvozen
od plazmidu pDM1 a pNQ705 (Milton et al., 1996). Vektor pDM4 nese rezistenci ke
chloramfenikolu, ktera byla vyuZivana jako selek¢ni znak, a sacB gen, ktery byl posléze
vyuzit pii selekci transformanti F.tularensis. Do vektoru pDM4 opracovaného
restrikénimi endonukleazami Sacl a Xhol byl vlozen AD fragment vyStépeny z pCR4
vektoru pomoci stejnych restriktaz.

Po restrikénim S$tépeni byla provedena preparativni elektroforéza a fragmenty
odpovidajici AD fragmentim a linearizovanému pDM4 vektoru byly izolovany
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(Obr. 13), byla zméfena jejich koncentrace a pouzity k ligaci pomoci Quick ligase
NEB).

1kb

———— ) Sy

ADO0265 ADOS1S AD1462 ADI1462
ADO0611 ADO611

Obrazek 12: Restrikéni §tépeni pro izolaci pDM4 a AD z ADpCR4, standard GeneRuler 1 kb
DNA Ladder

Pomoci kalkuldtoru ligace bylo stanoveno mnozstvi AD fragmentl v ng
(Tab. 16). Mnozstvi plazmidového vektoru pDM4 bylo stanoveno na 50 ng. Dle
koncentrace izolovanych AD fragmentii a pDM4 bylo vypoc¢itdno mnozstvi v pl. Pomér
molarity volnych konct vektoru a insertu (AD) byl nastaven na 1:4.

AD mnoZstvi (ng) - 20 pl lig. smési
0265 59,5
0611 54,4
0815 62,1
1462 73,7

Tabulka 14: Mnozstvi AD fragmentt (ng) v 20 pl liga¢ni smési

Vysledkem ligace byl plazmid ADpDM4, ktery byl pouzit pro transformaci
komeréné dostupnych chemokompetentnich bunék E. coli NEB Turbo. Kolonie ziskané
po selekci na chloramfenikol byly testovany metodou PCR na koloniich pro ovéfeni
ptitomnosti fragmentu AD (Obr. 14).
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Obrazek 13: PCR na koloniich ADpDM4 (E. coli NEB Turbo), standard GeneRuler 1 kb DNA
Ladder

Z téchto pozitivnich kolonii byla vytvofena zisobni kultura a byl izolovan
plazmid ADpDM4, ktery byl dale pouzit pro transformaci do bunék E. coli S17-1Apir.

4.6. Transformace ADpDM4 do E. coli S17-1Apir

Plazmid pDM4, ktery v sob¢ nese klonovany AD fragment, byl transformovan do bun¢k
E. coli S17-1Apir. Tento kmen E. coli je schopen konjugovat s F. tularensis subsp.
holarctica FSC200. Pfitomnost plazmidu ADpDM4 v bunkach E. coli S17-1Apir byla
testovana metodou PCR na koloniich (Obr. 15). Amplifikované fragmenty na
jednotlivych snimcich odpovidaji velikosti AD fragmentii vztahujici se ke konkrétnim
gentim.
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ADO0815pDM4 AD1462pDM4
AD0611pDM4 - - -’

Obrazek 14: PCR na koloniich ADpDM4 (E. coli S17-1\pir), standard HyperLadder™ 1kb

Kultury E. coli S17-1Apir, pozitivni na ptitomnost ptislusného AD fragmentu,
byly dale pouzity pro konjugaci s F.tularensis subsp. holarctica FSC200 a rovnéz
z nich byla vytvorena zasobni kultura.

4.7. Konjugace a ovéieni mutantnich kmeni F. tularensis
subsp. holarctica FSC200

Konjugace byla provedena tak, jak je popsano v kapitole Metodika. Z narostlé smésné
kultury E.coli S17-1 Apir a F.tularensis FSC200 na LB plotné¢ byla vytvoiena
suspenze, ktera byla vyseta na McLeod plotny s polymyxinem B (blokuje rist E. coli) a
chloramfenikolem (selektuje pouze ty buiky F.tularensis, u kterych doslo
k inkorporaci plazmidu ADpDM4 do chromozomu). K integraci plazmidu do
chromozomu dochazi z toho divodu, ze plazmid pDM4 se v F. tularensis nereplikuje,
ale bakterie ho potfebuje, aby mohla rist na médiu s chloramfenikolem. Ziskani
transformanti byli podrobeni sachar6zové selekci. Jak bylo zminéno, plazmid pDM4
nese gen sacB. Produkt tohoto genu je toxicky, pokud bakterie roste na médiu se
sachardzou. V tomto okamzZiku dochézi ke druhé homologni rekombinaci a odstranéni
plazmidu pDM4 z chromozomu. Kolonie narostlé po sachar6zové selekci jiz nejsou
chloramfenikol rezistentni, protoZe jiZ nenesou plazmid kodujici rezistenci. Ke druhé
homologni rekombinaci mtze dojit ve dvou mistech, coz ma za nasledek bud’ tvorbu
mutantniho delecniho kmene ¢i navrat do WT formy. K rozliSeni byla pouzita metoda
PCR za pouziti primert 1F, 2R a 3R. JelikoZ se misto pro navazani primeru 2R nachazi
v sekvenci deletovaného genu, v pfipadé mutantniho kmene nevznikne v reakei "1F2R"
zadny produkt. Délka produktu reakce "1F3R" se lisi podle toho, zda homologni reakce
probéhla ve spravném misté a vznikl mutantni kmen s deleci konkrétniho genu, nebo
zda probéhla ve stejném misté jako prvni homologni rekombinace a pak je vysledny
klon divokym kmenem (WT).
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"1F2R" "1F3R" "1F2R" "1F3R"
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/ 2380bp\

mutantni kmen
A1462/200

= i\ puvodni kmen FSC200
(odpovidajici

(produkty v reakci
produkty "IF2R" i "1F3R"
reakci "1F3R"

Obrazek 15: Ovéfeni mutantniho kmene A1462/200, standard
GeneRuler 1 kb DNA Ladder

V piipad¢ dele¢niho mutantniho kmenu A1462/200 vznikne produkt v reakci
"1F3R" dlouhy 2 380 bp. V piipad¢, ze by po homologni rekombinaci doslo k navraceni
do pivodniho divokého kmene FSC200, vznikne produkt v reakci "1F2R" a produkt v
reakci "1F3R" bude dlouhy 2 890 bp (Obr. 16). Mutantni kmen A1462/200 byl uchovan
v podobé¢ zasobni zmrazené kultury.

—

: ||1F2R|' "lF3R"

Obrazek 16: Ovéfeni mutantniho kmene A0815/200, standard
GeneRuler 1 kb DNA Ladder
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V pripad¢ dele¢niho mutantniho kmenu A0815/200 vznikne produkt v reakci
"1F3R" dlouhy 2 190 bp (Obr. 17) V piipadé€, Ze by po homologni rekombinaci doslo k
navraceni do ptivodniho divokého kmene FSC200, vznikne produkt v reakci "1F2R" a
produkt v reakci "1F3R" bude dlouhy 2 526 bp. Mutantni kmen A1462/200 byl uchovan
v podobé zasobni zmrazené kultury.

Inaktivace genti FTS 0265 a FTS 0611 nebyla Gspésné¢ dokoncena. VSechny
testované kolonie se projevily jako plvodni divoky kmen FSC200. Celkem bylo
otestovano 75 kolonii potencionalniho mutantniho kmene A0611/200 a 68 kolonii
potencionalniho mutantniho kmene A0265/200.

SIZE (bp)

10037
8000
6000
e
"1F2R" " "
A 1F3R
2500

2000

qu

| T T

——1500/1517

—— 1000
800
600

L1

—— 400

— 200
Obrazek 17: Ovéteni mutantniho kmene A0265/200, standard HyperLadder™ 1kb

Pokud by vznikl mutantni kmen A0265/200, byl by fragment v reakci "1F3R"
dlouhy 2 134 bp. V ptipadé divokého kmene FSC200 vznikne fragment v reakci
"1F2R", ktery je dlouhy 1682 bp (Obr. 18). Fragment "1F3R" by mé&l byt dlouhy
3484 bp. Jak je patrné z Obr. 18, ani u jedné testované kolonie potencionalniho
dele¢niho mutantniho kmene A0265/200 nebyl v reakci "1F3R" ziskan fragment, ktery
by odpovidal bud’ mutantni formé& nebo divokému typu (cca 1500 bp vs 2134 bp ¢i
3484 bp. Pro kontrolu byla provedena PCR reakce na chromozomalni DNA kmene
F. tularensis FSC200. Opét byl ziskan fragment o pfiblizné velikosti 1500 bp
(neuvedeno). Na zakladé tohoto vysledku byl navrzen novy primer 3R, nicméné ani
snim nebylo dosazeno tvorby produktu, ktery by odpovidal WT formy na
chromozomalni DNA kmene FSC200. ProtoZe vSak vznikal fragment v reakci "1F2R" o
velikosti odpovidajici divokému kmenu FSC200 bylo testovani tohoto potencionéalniho
mutanta uzavieno s tim, Ze se jedna o WT formu.

66



Kilobases Mass (ng)
-10.0 42

8.0 432
-60 50
= 5.0 42
-40 33

HIFZR" "1F3R"

- 3.0 125

vevevewweyewywvw
Rl LA A A A A A B J

1L L

=1.5 36

|- 10 42

- 0.5 42

Obrazek 18: Ovéfeni mutantniho kmene A0611/200, standard Quick-Load® 1 kb DNA Ladder

Pokud by vznikl mutantni kmen A0611/200, byl by fragment v reakci "1F3R"
dlouhy 1207 bp. V pfipad¢ divokého kmene FSC200 vznikne fragment v reakci
"1F2R", ktery je dlouhy 1820 bp a fragment "1F3R" dlouhy 2 488 bp (Obr. 19).
Z obrazku je patrné, ze testované kolonie odpovidaji divokému kmeni.

4.8. Rustova krivka

Me¢fteni ristové kiivky patii k zédkladnim testim u nové pfipravenych mutantnich
kmenil. Zkoumad, zda inaktivace daného genu neovlivnila vlastni rlist bakterie, coZ by
pak mohlo hrat roli ve $patné interpretaci dal$ich in vitro ¢i in vivo testu.

Rustova kiivka obou mutantnich kment (A0815/200 a A1462/200) byla méfena
ve srovnani s puvodnim kmenem F. tularensis subsp. holarctica FSC200 pomoci
pristroje FluoStar Optima, BMG Labtech. Vzorky byly prométovany 24 hodin (145
méficich cykll) v pentaplikatech. Po ziskdni namétfenych dat, byly hodnoty
zprumérovany pro kazdy typ vzorku. Pro spravné vyhodnoceni byla od téchto hodnot
odectena hodnota blanku (Chamberlainovo médium) a pomoci déliciho koeficientu
0,31574 (koeficient odpovidd objemu 200 pl) byly vypocteny hodnoty odpovidajici
ODgpp hodnotdm stanovenym stolnim denzitometrem. Pomoci vytvoieného grafu
muzeme porovnat rist bunék mutantniho kmene s piivodnim kmenem FSC200.
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Graf 1: Rastova kiivka A0815/200 v porovnani FSC200

Na zékladé vyhodnoceni rustové kiivky mutantniho kmene A0815/200 (Graf 1)
1ze konstatovat, ze delece genu FTS 0815 (hypoteticky protein) nijak neovlivnila rast
mutantniho bakteridlniho kmene v rGstovém médiu za standardnich podminek ve
srovnani s F. tularensis subsp. holarctica FSC200.
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Graf 2: Rastova kiivka A1462/200 v porovnani FSC200

Na zékladé vyhodnoceni rustové kiivky mutantniho kmene A1462/200 (Graf 2)
1ze konstatovat, ze delece genu FTS 1462 (hypoteticky protein) nijak neovlivnila rist
mutantniho bakteridlniho kmene v ristovém médiu za standardnich podminek ve
srovnani s F. tularensis subsp. holarctica FSC200.
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4.9. Infekce mySi typu BALB/c bakteriemi F. tularensis
subsp. holarctica FSC200 a mutantnimi kmeny

Pro testovani virulence in vivo byl zvolen model laboratornich mysi typu BALB/c. Tyto
mysi jsou citlivé vici infekei tularémii. Byly pouzity samice o staii cca 6-8 tydni. Mysi
BALB/c byly infikovany bakterialni suspenzi F. tularensis subsp. holarctica FSC200 a
mutantnimi kmeny A0815/200 a A1462/200 subkutanné (200 pl). Mutantni kmeny byly
injikovany ve dvou davkach (3 x 10% a 3 x 10° CFU/mys), kmen FSC200 v davce
3 x 10° CFU/mys. Mysi byly rozdéleny do 4 skupin, kazd4 skupina &itala 5 mysi. Tt
skupiny byly infikovany bakteridlnimi suspenzemi, ¢tvrta skupina slouzila jako kontrola
a myS$im bylo injikovano 200 pl fyziologického roztoku. Projevy onemocnéni byly
sledovany po dobu 21 dni. Uhyn byl zaznamenan do uhynového listu (Tab. 19 a 20).
Skute¢ny pocet aplikovanych bakterii byl uréen CFU vysevem (Tab. 17 a 18). Ackoliv
byl pocet bakterii aplikovan téméf v dvakrat vétS§im mnozstvi, Ize brat vysledné hodnoty
jako objektivni, nebot’ hodnoty byly piiblizné stejné u vSech suspenzi.

koncentrace FSC200 (CFU/mys%) AFTS1462/FSC200 AFTS1462/FSC200
(CFU/my3) (CFU/my3)
piredpokliadana 3x10° 3x10° 3 x 10°
skute&na 5,72 x 10° 5,76 x 10° 5,76 x 10°
Tabulka 15: Pfedpokladany a skuteény pocet aplikovanych bakterii pro infekci mysi (FSC200 a
AFTS1462/FSC200)
koncentrace FSC200 (CFU/mys) AFTS0815/FSC200 AFTS0815/FSC200
(CFU/mys) (CFU/mys)
piedpoklidana 3x10° 3x10° 3 x 10°
skute&na 7,6 x 10° 5,64 x 10° 5,52 x 10°
Tabulka 16: Pfedpokladany a skuteény pocet aplikovanych bakterii pro infekci mysi (FSC200 a
AFTS0815/FSC200)
FSC200 AFTS0815/FSC200 | AFTS0815/FSC200
02ml,3x10°| 0,2ml, 3x10° 0,2ml, 3x 10°
23.10. Den infekce
24.10.
25.10.
26.10.
27.10. 5
28.10. 2
29.10. 3 5
30.10.
31.10.

Tabulka 17: Uhynovy list pro A0815/200 a FSC200
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FSC200 |AFTS1462/FSC200 | AFTS1462/FSC200
02ml,3x10° | 0,2ml, 3x10° 0,2 ml, 3 x 10°

11.9. Den infekce
12.9.
13.9.
14.9.
15.9. 5
16.9. 4 3
17.9. 1 2
18.9.
19.9.

Tabulka 18: Uhynovy list pro A1462/200 a FSC200

Pozn.: Vzhledem k thynu mysi byly tabulky thynového listu omezeny na méné nez 21 dni.

V tabulce tthynového listu je zaznamenan pocet uhynulych mys$i v konkrétni
den. Z tabulek vyplyva, ze rozdily v tmrtnosti na infekci kmenem FSC200 a
mutantnimi kmeny nejsou markantni a lze tedy konstatovat, ze mira virulence
mutantnich kment A0815/200 a A1462/200 je stejna jako virulence kmene FSC200 v
in vivo systémech. Z kontrolni skupiny mysi, kterym byl aplikovan fyziologicky roztok,
neuhynula mys ani jedna.

4.10. Proliferace F. tularensis subsp. holarctica FSC200 a
mutantnich kmeniu v BMMs

F. tularensis, jakozto intracelularni patogen, vstupuje jak do fagocytujicich bunék,
K nimz patii makrofagy, dendritické bunky a polymorfonuklearni leukocyty, tak i do
epitelidlnich nebo endotelidlnich bunék. V nich je schopna se mnozit a nasledné
uniknout do extracelularniho prostoru a infikovat dalsi bunky. Pro studium proliferace
FSC200 a mutantnich kmenti A0815/200 a A1462/200 byl zvolen model primarnich
mysSich kostné dfenovych makrofagti (BMMs). V case ,,0° byla provedena infekce a v
¢asovych intervalech 1 h, 6 h, 24 h, 48 h po infekci byly makrofagy lyzovany, lyzaty
nafedény a vysety na McLeod plotny pro odecet CFU jednotlivym kmenut F. tularensis.
Na ziklad¢ ziskanych hodnot byl stanoven logaritmus poctu bakteridlnich bunck
obsazenych v 1 ml suspenze v danych c¢asovych intervalech (Tab. 22 a 23). Z
logaritmickych hodnot byl vytvotfen graf pro porovnani proliferace F. tularensis subsp.
holarctica FSC200 a jednotlivych mutantnich kmeni. Dle pifedpokladt bylo aplikovano
50 bakterii na jednu buitku (MOI = 50) BMMs, avsak skutecny pocet aplikovanych
bakterii byl stanoven kontrolnim CFU vysevem (Tab. 21).

MOl MOl
FSC200 49 FSC200 90
A0815/200 79 A1462/200 94

Tabulka 19: Skute¢né mnozstvi bakterii aplikovanych na jednu buinku BMMs
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1H 6H 24H 48H

FSC200 6,146 | 6,439 | 8,502 | 8,676

A0815/200 | 6,235 | 6,590 | 8,408 | 8,606

Tabulka 20: Logaritmické hodnoty proliferace FSC200 a A0815/200

1H 6H 24H 48H

FSC200 5977 | 6,000 | 7,580 | 7,611

A1462/200 | 5,921 | 5,816 | 7,740 | 7,447

Tabulka 21: Logaritmické hodnoty proliferace FSC200 a A1462/200

Proliferace F. tularensis subsp. holarctica
FSC200 a A0815/200 v mySich makrofazich

10

log CFU 7 — # FSC200
B.A0815/200

1H 6H 24H 48H

¢asovy interval

Graf 3: Proliferace F. tularensis subsp. holarctica FSC200 a A0815/200 v BMMs

Na zéklad¢ grafu proliferace kmen A0O815/200 a FSC200 v BMMs (Graf 3) Ize
konstatovat, ze deleci genu FTS 0815 (hypoteticky protein) nebyl ovlivnén vstup
mutantniho kmene do makrofagt, ani jeho replikace v tomto typu bunék, coZ naznacuje,
7e delece genu FTS 0815 nema vliv na virulenci in vitro.
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Proliferace F. tularensis subsp. holarctica
FSC200 a A1462/200 v mySich makrofazich
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Graf 4: Proliferace F. tularensis subsp. holarctica FSC200 a A1462/200 v BMMs

Rovnéz, z grafu proliferace kmeni A1462/200 a FSC200 v BMMs (Graf 4) lze
konstatovat, ze deleci genu FTS 1462 (hypoteticky protein) nebyl ovlivnén vstup
mutantniho kmene do makrofagi, ani jeho replikace v tomto typu bunék, coz naznacuje,
ze delece genu FTS 0815 nema vliv na virulenci in vitro.
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5. Diskuze

Vzhledem k velkému zijmu o biologické zbrané se vyzkum faktort virulence
F. tularensis stal predmétem studii jak minulého stoleti, tak souc¢asné doby. Virulen¢ni
mechanismy této bakterie spocivaji v jeji schopnosti odoldvat imunitnimu systému
hostitelské bunky, aktivné ji napadat a mnozit se uvnitf ni.

Konstrukei mutantnich kmenti bylo objeveno n€kolik esencialnich gent pro rtst
a virulenci bakterie F.tularensis. Nejvétsim piinosem pro vyzkum virulence této
bakterie byl objev ostrova patogenity, kde jsou lokalizovany geny, které jsou nezbytné
pro virulenci bakterie (Nano et al., 2004). Nezbytnost téchto gend byla potvrzena
naptiklad inaktivaci gent z operonu igl (Gray et al., 2002, Golovliov et al., 2003).
Virulence bakterie spociva i ve schopnosti intracelularni replikace. I v této oblasti bylo
provedeno nékolik vyzkumi, kdy pomoci mutantnich kment byla potvrzena nebo
vyvracena souvislost urCitych geni se schopnosti replikace uvniti hostitelskych bunék.
Souvislost s intracelularni replikaci maji geny z jiz zmiflovaného ostrova patogenity, ale
pfedmétem vyzkumu byly a jsou i jiné geny, které¢ koduji dilezité metabolické drahy
nebo naptiklad hypotetické proteiny se zvysenou expresi béhem intracelularniho rastu.
Mezi takové proteiny patii naptiklad proteiny kédované geny FTT 0383, FTT 0369c a
FTT 1676. Jejich vliv na replikaci uvniti makrofag byl potvrzen inaktivaci téchto
gend v kmenu SCHU S4 (Wehrly et al., 2009).

Rozdil ve virulenci F. tularensis subsp. tularensis (SCHU S4) a F. tularensis
subsp. holarctica (LVS) mize byt zpisobeny genem pdpD, ktery se nachazi v FPI
kmenu SCHU S4, ale nikoliv v kmenu LVS. V kmenu LVS se nachéazeji pouze dvé
kratké sekvence gentl, které vykazuji homologii s genem pdpD (Broms et al., 2010).
Druh F.novicida také obsahuje gen pdpD, ale pouze v jedné kopii, narozdil od
poddruhu tularensis, ktery ma FPI zastoupeny ve dvou kopiich. Bylo zjisténo, Ze
protein PdpD je lokalizovan na vnéjSi membran€ a ovliviiuje virulenci bakterie, ale
neovliviiuje intracelularni rust. Dale bylo zjisténo, ze pdpD ma vliv na distribuci
proteintl IgIABC (Ludu et al., 2008). Rozdily v FPI jsou 1 v pfitomnosti genu anmK,
ktery je zapojen do virulence F. novicida, ale pouze v malé mife (Nano et Schmerk,
2007). Zajimavé je, ze igll neni nezbytny pro intracelularni rist F.novicida a
experimentalné bylo zjiSténo, Ze 1 kmen LVS je bez tohoto genu schopen rist. Tyto
poznatky ukazuji, Ze funkce FPI mohou byt druhové specifické (Broms et al., 2010).

Predmétem vyzkumu jsou 1 geny, které koduji proteiny s neznamou funkci
vykazujici interakci s imunitnim systémem hostitele ¢i jinou moZnou souvislost s
virulenci a ristem bakterie.

Inaktivace genli piedstavuje Casto vyuzivanou metodu molekularni biologie pro
studium esencidlnich genli patogennich bakterii a identifikaci virulen¢nich faktort.
Inaktivovat urcité geny je mozné konstrukci inzercnich nebo delecnich mutantnich
kmenid. V této praci byla pouZita pro inaktivaci gen dele¢ni mutageneze pomoci
dvojit¢ homologni rekombinace, protoZze u inzeréni mutageneze existuje moznost
vzniku polarniho efektu na geny nachézejici se za inaktivovanym genem. Mutantni
kmeny F. tularensis subsp. holarctica FSC200 byly vytvoteny deleci genti FTS 0815 a
FTS 1462, které jsou anotovany jako hypotetické proteiny. Dale bylo cilem prace
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vytvofit mutantni kmeny v genech FTS 0265, ktery koduje NADP- specifickou
glutamat dehydrogendzu, a FTS 0611, ktery kdduje exopolyfosfatazu.

Na zakladé proteomickych studii bylo zjisténo, ze hypoteticky lipoprotein
kodovany genem FTS 0815 a hypoteticky protein kddovany genem FTS 1462 vykazuji
zvysenou expresi béhem stacionarni faze rastu bakterie (Lenco et al., 2009). Ackoliv
byl gen FTS 1462 identifikovan jako nezbytny pro pfeziti a replikaci bakterie v
lidskych makrofazich (Lindemann et al., 2011), vysledky této diplomové prace ukazuji,
ze delece genu FTS_ 1462 ve F.tularensis subsp. holarctica nijak neovlivnila
intracelularni rist bakterie v mySich kostné dieniovych makrofazich. Tyto makrofagy
slouzi jako in vitro model tularemické infekce, zaroven jsou mutantni kmeny
F. tularensis testovany v in vivo systému, nebot muze dojit k rozdilné intenzité
virulence v téchto dvou systémech. Virulence mutantnich kmenid A0815/200 a
A1462/200 byla stejna jako virulence ptivodniho kmenu FSC200 v in vitro (mysi kostné
dienové makrofagy) a in vivo (mysi typu BALB/c) systémech. Delece gent FTS 0815 a
FTS_ 1462 tedy nehraje vyznamnou roli ve virulenci a rustu bakterie F.tularensis
subsp. holarctica FSC200, a jejich funkce je zatim neznama. Zejména vysledky
dosazené u mutantniho kmenu A1462/200 ukazuji, ze jeden konkrétni gen ma odlisnou
funkci ve virulenci poddruhd tularensis a holarctica.

Exprese genu FTS 0265, ktery koduje NADP-specifickou glutamat
dehydrogenézu, je zvySena béhem proliferace uvniti hostitelskych bunék (Pavkova et
al., 2013). Dale bylo zjiSténo, Ze tento protein reaguje s protildtkami imunitniho
systému (Pelletier et al., 2009). Jeho funkci ve virulenci bakterie naznacuje 1 zjisténi, ze
v mutantnich kmenech AmglA a Assp (hlavni regula¢ni proteiny pro expresi
virulen¢nich genil) je exprese tohoto genu sniZzena (Charity et al., 2010). Glutamat
dehydrogenéza je jeden z enzymu, ktery zajiStuje zabudovani zasobniho dusiku do
glutamatu, aminoskupina glutamatu je posléze vyuzivana k syntéze purind a pyrimidint
(Merrick et Edwards, 1995). GDH je jeden z nejvice studovanych enzymt v
biochemickych procesech organismi. GDH je reverzibilni enzym, tzn., ze mize bud’
katalyzovat syntézu glutamatu, nebo mize pomoci n¢j dochézet k deaminaci glutamatu
(Smith et al.,, 1975). U bakterii Clostridium difficile (Girinathan et al., 2014) a
Pseudomonas aeruginosa (Lu et Abdelal, 2001) doslo inaktivaci genu pro glutamat
dehydrogenézu ke snizené schopnosti riistu téchto bakterii na kultivaénim médiu a vyssi
citlivosti k H,O,. Na druhé strané¢ mize ke snizeni schopnosti ristu dojit i nadmérnou
expresi glutamat dehydrogenazy, coz bylo potvrzeno u Klebsiella aerogenes (Janes et
al., 2001). U Bacillus subtilis bylo zjisténo, ze GDH hraje roli v katabolismu prolinu a
argininu (Gunka et al., 2012) a ovliviiuje odolnost bunécné stény proti antibiotikiim
(Lee et al., 2012). Glutamat dehydrogendza muze hrat také roli v adaptaci
mikroorganismii na vysoké teploty, nebot’ byly zjiStény vysoké hladiny GDH u
hypertermofilnich organismu, jako je napiiklad Pyrococcus furiosus (Consalvi et al.,
1991) nebo Thermococcus sp. (Kobayashi et al., 1995). GDH mize piispivat k rozdilu
mezi Mycobacterium bovis a Mycobacterium tuberculosis. Konstrukci mutantnich
kment bylo potvrzeno, ze protein GDH neni nezbytny pro rist M. bovis, narozdil od

dehydrogenazy také ptispivaji k virulenci Proteus mirabilis, zpusobujici infekce

74



mocovych cest. Inaktivace GDH u P. mirablis vedla ke snizené schopnosti rustu a
celkové ovlivnila vitalitu bakterie v in vivo systémech (Pearson et al., 2011). Vsechny
tyto studie dokazuji, Ze jsou glutamat dehydrogenazy nezbytnou soucasti metabolismu
mikroorganismil, a to i pfesto, ze GDH neni jedinym enzymem pro syntézu glutamatu.
Zasahy do metabolismu dusiku vedou k poruchdam ristu a mnohdy i k defektu virulence
patogennich bakterii. Tyto poznatky vedly k mySlence, ze by mohla byt glutamat
dehydrogenaza nezbytna i pro rist a virulenci bakterie F. tularensis.

V této praci jsme se snazili vytvofit mutantni kmen A0265/200, nicméné
vSechny testované kolonie se po druhé homologni rekombinaci projevily jako ptivodni
divoky kmen FSC200. Vzhledem k poctu testovanych kolonii (celkem 68) je mozné, ze
F. tularensis neni schopna bez tohoto genu pfezivat, a tudiz by se mohlo jednat o gen
esencidlni.

Gen FTS 0611, jehoz expresi vznikd exopolyfosfatdza, byl popsan také jako
imunoreaktivni (Eyles et al., 2007), se zvySenou expresi béhem stacionarni faze ristu
bakterie F. tularensis (Lenco et al., 2009). V této praci méla byt potvrzena tiloha tohoto
genu ve virulenci bakterie vytvofenim a testovanim mutantnich kmenu A0611/200.
Vsechny testované kolonie (celkem 75) se po homologni rekombinaci projevily jako
puvodni divoky kmen FSC200, lze tudiz opét spekulovat (vzhledem k poctu
testovanych kolonii) o schopnosti pfezivani bakterie bez tohoto genu. Tato hypotéza je
podpofena i faktem, Ze na pracovisti Katedry molekularni patologie a biologie selhaly i
snahy o vytvofeni mutantniho kmene v genu FTS_0611 pomoci TargeTron inzercni
mutageneze.

Exopolyfosfataza, kterd odstépuje anorganicky fosfat z polyfosfatu, je nezbytna
pro energeticky metabolismus bakterie. Bylo prokazano, Ze polyfosfat je nezbytny pro
prezivani bakterii ve stacionarni fazi rustu (Rao et Kornberg, 1996). Jelikoz je
polyfosfat rezervodrem energie, muze jeho nedostatkem dojit k energetickému
vyCerpani bufiky, protoze v rustové chudych podminkach jsou molekuly ATP
nedostacujici. Kolisani hladin polyfosfatu vyznamné€ ovliviiuje virulenci jinych
patogennich bakterii, proto se predpoklada, Ze zmeéna metabolismu polyfosfatu v
F. tularensis bude mit podobné nasledky. Vliv polyfosfatu na virulenci bakterii byl
prokazan u Pseudomonas aeruginosa (Rashid et Kornberg, 2000), Shigella flexneri a
Salmonella spp. (Kim et al., 2002). Syntéza polyfosfatu je zajisténa ppk (polyfosfatova
kinaza), nicméné kolisani hladiny polyfosfatu u Bacillus cereus zptisobené mutaci ppx
ma mnohem veéts$i negativni vliv, nez mutace ppk (Shi et al., 2004). Na druhou stranu, i
nadbytek polyfosfatu v bunice negativné ovliviiuje prosperitu bakteridlni buiky, coz
bylo prokazano u Mycobacterium tuberculosis (Thayil et al., 2011). Polyfosfat hraje
vyznamnou roli v expresi virulen¢nich gent F. tularensis, kde puisobi jako prostrednik
molekularnich interakci v komplexu MglA/SspA. Tento komplex je hlavnim
regulatorem exprese virulen¢nich faktori a ovliviiuje schopnost bakterie odolavat
intracelularnimu  stresu. Souvislost polyfosfatu s MglA/SspA komplexem dokazuji
mutantni kmeny v mglA a sspA, u kterych doslo i1 ke snizeni polyfosfatu v buice
(Wrench et al., 2013). Deleci genu pro exopolyfosfatizu muze dojit k nedostatku
polyfosfatu v buiice a tak k nespravnému fungovani regulonu MglA/SspA a tudiz
nemusi dochazet k expresi gent, které jsou nezbytné pro rust bakterie F. tularensis.
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U E. coli polyfosfat zajistuje dostatek zivin pro pieziti ve stacionarni fazi rdstu a
optimdlni reakce na stres (Rao et Kornberg, 1996), a to diky nahromadéni polyfosfatu v
burnice béhem exponencialni faze ristu bakterie (Kuroda et al., 1997).

Na vyznamnost polyfosfatu pro rast a virulenci Francisella poukazuje i studie,
ktera se zabyvala inaktivaci ppk (fosfatova kinaza) u F. novicida. Tyto mutantni kmeny
byly oslabené v in vivo systému i v intracelularnim ristu v makrofazich (Richards et al.,
2008).

Dutlezitost enzymii, které hraji roli v metabolismu fosfadtu dokazuje i védecka
studie zabyvajici se kyselymi fosfatazami. Kyselé fosfatdzy jsou zapojené do prenosu
signal  prostfednictvim anorganického fosfatu. Kyselé fosfatdzy hydrolyzuji
fosforylovou skupinu pfi kyselém pH a jsou zapojeny do virulence i u jinych
patogennich bakterii, jako je napiiklad Legionella pneumophila (Aragon et al., 2001),
Coxiella burnetii (Baca et al., 1993), Bordetella bronchiseptica (Jungnitz et al., 1998)
nebo Mycobacterium tuberculosis (Saleh et Belisle, 2000). Rod Francisella ma ¢&tyti
typy kyselych fosfatdz (AcpA, AcpB, AcpC a Hap), z nichz hlavni enzymovou aktivitu
zajistuje AcpA. Deleci vSech Ctyf kyselych fosfataz u F. novicida doslo k omezeni
intracelularniho rastu, fagozomalniho uniku a k nechopnosti potlacit oxidativni stres
zpusobeny hostitelskou bunkou (Mohapatra et al., 2007). Naopak jina studie uvadi, ze
kysel¢ fosfatazy nemaji vliv na virulenci, intracelularni rust ani fagozomalni unik u
vysoce infekéniho poddruhu tularensis (SCHU S4) (Child et al., 2010). Na tomto
ptikladu lze opét demonstrovat, Ze inaktivaci stejného genu se schopnost virulence a
intracelularni replikace muze u riznych druhd rodu Francisella lisit.

76



6. Zavér

V této praci byly uspésné vytvoreny dva mutantni kmeny F. tularensis subsp. holarctica
FSC200 inaktivaci genit FTS 0815 (A0815/200) a FTS_1462 (A1462/200), které koduji
hypotetické proteiny. Mutantni kmeny byly testovany v systémech in vitro a in vivo.
Ani u jednoho z mutantnich kmenii se neprojevila zména v jejich proliferaci uvnitt
kostn¢ dienovych mySich makrofaga, ani ve virulenci v in vivo my$im modelu. Tyto
geny nijak neovliviiuji patogenitu bakterie F. tularensis subsp. holarctica FSC200.
Samotna schopnost rstu mutantnich kment byla testovana pomoci rastové kiivky.
Mutantni kmeny mély stejnou rstovou schopnost v médiu za standardnich podminek
jako ptavodni kmen FSC200.

Inaktivace gent FTS 0265 (glutamat dehydrogenaza) a FTS 0611
(exopolyfosfataza) nebyla Gspésné¢ dokoncena. VSechny testované kolonie se projevily
jako puvodni divoky kmen a lze tedy uvazovat, ze tyto geny jsou nezbytné pro rust
bakterie F. tularensis subsp. holarctica FSC200.
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