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ANOTACE

Tato prace je soucasti projektu, ktery ma za tikol zjistit, zda DNA vazebny protein HU bakterie
Francisella tularensis interaguje s hostitelskou buiikou a pokud ano, jakym zptsobem by ji HU

protein mohl ovliviiovat.

V jednotlivych kapitolach této prace je vypracovana problematika tykajici se bakterie
F. tularensis a jejiho zafazeni do taxomické nomenklatury, jsou vypsany prozatim znamé
faktory virulence a stru¢né shrnuty informace o bakteridlnim genomu, ostrovu patogenity
podilejicim se na virulenci a HU proteinu. Jelikoz se F. tularensis fadi mezi intracelularni
bakterie, je dopodrobna rozepsan proces interakce s riznymi typy bunék - at’ nefagocytujicimi
nebo bunkami patficimi do monocyto-makrofagového systému. V dalSich kapitolach je
popsana laboratorni diagnostika F. tularensis a tularémie i jejich klinickych projevi. Posledni
kapitola je vénovana v dnesni dob¢é hojné zkoumané problematice F. tularensis jako nastroje

mozného bioteroristického zneuziti.

Experimentalni ¢ast obsahuje tyto dil¢i kroky: Kultivace bakterii E. coli TOP10 a XL-1 Blue
a F. tularensis subsp. holarctica FSC200. Ptiprava konstruktd znaceného proteinu pomoci
ruznych typu znacek (GFP, histidinové (HIS) a HA kotvy) pomoci metod molekularni biologie
(tzv. ,,overlap“ PCR, PCR, restrik¢ni $té€peni, chemicka transformace a elektroporace). Znaceny
HU protein jsme prokazovaly pomoci SDS-PAGE a Western-blottingu. Studiu lokalizace
proteinu v hostitelské bufice pomoci techniky fluorescenéni mikroskopie ptedchazela izolace,

kultivace a infekce mysich kostné-dienovych makrofagti (BMMs).

KLICOVA SLOVA

F. tularensis, HU protein, tularémie, PCR s ptekryvajicimi se konci, Western-blotting,

fluorescencni mikroskopie.



ANNOTATION

This thesis is part of a project that aims to determine if Francisella tularensis DNA binding

protein HU interacts with the host cell, and if so, how the HU protein might affect it.

In theoretical part of the thesis the issue concerning the bacterium F. tularensis and its inclusion
in the taxonomic nomenclature is elaborated, known virulence factors are described,
and information about the bacterial genome, the pathogenicity island, which is involved
in Francisella virulence, and HU protein are briefly summarized. Because of F. tularensis
is intracellular bacterium its pathogenesis is described in detail, including the necessary
interactions with various cell types — non-phagocytic or cells belonging to the monocyte-
macrophage system. In the other chapters the laboratory diagnostics of F. tularensis
and tularemia with its clinical manifestations are described. The last chapter is dedicated

nowadays in detail studied problematics of F. tularensis misuse as a bioreroristic tool.

The experimental part contains these partial steps: Cultivation of E. coli TOP10 or XL-1 Blue
and F. tularensis subsp. holarctica FSC200. Preparation of fusion protein constructs using
various types of epitope labels (GFP, HIS, HA tags) by using molecular biology methods
(overlap PCR, PCR, restriction digestion, chemical transformation and electroporation).
Labeled protein was detected by using SDS-PAGE and imunodetection. Protein localization
studies by using fluorescence microscopy within the host cells were preceded by the isolation,

culture and infection of mouse bone marrow derived macrophages (BMMs).
KEYWORDS

F. tularensis, HU protein, tularemia, overlap PCR, Western-blotting, fluorescence microscopy.



SEZNAM GRAFU

Graf ¢. 1 Kalibrac¢ni fada, metoda BCA. .......oooiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 101


file:///C:/Users/Veronika/Desktop/šablona%20diplomka%20verze%201.2..docx%23_Toc34849469

SEZNAM OBRAZKU

Obr.

Obr.

Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.

Obr.
Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.
Obr.

1 - Dokumentace rastu kolonii F. tularensis na riznych typech médii: (A) pufrovany
extrakt z kvasného uhli; (B) ¢okoladovy agar; (C) ov¢i krevni agar; (D) cysteinovy
Krevnd @@ar [ 105 17]. oottt 21
2 - Schematické znazornéni FPI u kmenu F. tularensis SchuS4, LVS a F. novicida U112
3 OSSPSR 26
3 - Siderofory zprostiedkované ziskavani zeleza u F. tularensis [35]. .........cccceevernene. 27
4 - Obecné schéma elektroporace [38]. ..oeviieeiiiiiiiiiiiiiee e 29
5 - Krystalograficka struktura HU proteinu [42].........cccoveiiiiiiiiiieiie e 30
6 - Jednotlivé kroky vzniku fagolySozomu [47]. .....ccoeiiiiiiiiiiiiie e 33
7 - Model intracelularniho zivotniho cyklu F. tularensis [48]..........ccccooviiiiiiiiiiennnnne, 35
8 - Endemické oblasti vyskytu F. tularensis (Sed€) [66].......cccccovveeriveeiiieeiiieesiieeeee 41
9 - Vznik "AD" fragmentu po ,,overlap® PCR (vlastni zdroj). .......cccccovvrriiinieiiinennnnnn, 64
10 - Znazornéni $tépeni DNA pomoci libovolné restrikéni endonukleazy [92]. ............. 66
11 - Ptikladné znazornéni restrikéniho Sté€peni restrikénimi enzymy [92]...........ccvveeen 67
12 - Mapa plazmidu pCR® 4.0 TOPO [94]....uuee et see e see e 71
13 - Mapa plazmidu pKK_289 KMmM_GFP [91]....ccciieiiiie e 73
14 - Transmisni fluorescencni Mikroskop [99]. .....cooviviiiiiiiiiiiiii 86
15 - Agar6zova elektroforéza po amplifikaci iseku AB. ......cooooiiiiiiiiiiiii, 94
16 - Agarozova elektroforéza po amplifikaci iseku CD. ......cooovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiee, 95
17 - Amplifikace AD fragmentu pomoci ,,o0verlap“ PCR..........cccccocvveiviiiiiiie e, 96
18 - Ovéfeni piitomnosti fragmentu AD v koloniich bakterie E. coli TOP10
transformovanych vektorem AD pCR® 4.0 TOPO. ......cccoiiiiiiiiiiiiiiiiiieee i 97
19 - Kontrolni restrikéni Stépeni enzymy ASel @ Sacl. ... 97
20 - Elektroforéza vektorového plazmidu pKK 289 Km po restrikci enzymy Sacl

AINGBL. 98
21 - PCR na koloniich E. coli XL-1 Blue, plazmid AD pKK 289 Km. Standard O’Gene
Ruler 1 KD DNA LAUEN. ......cviiiiiiiiieeie e 99
22 - PCR na koloniich F. tularensis FSC200, plazmid AD_pKK_289 Km. Standard
O’Gene Ruler 1 KD DNA LAOUET......cccvviiiieiiieiie et 100
23 - Western-blotting HU_NLS_GFP (velikost cca 30 KDa). ..........cccveevvveeiiiieeiieeenne, 103
24 - Zeleng fluoreskujici HU NLS GFP. ..o 104
25 - PCR na koloniich E. coli TOP 10/HU_NLS_HA TOPO. ........cccceviivieniiieiiieenne 105



Obr.

Obr.

Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.

Obr.

26 - Restrikéni $tépeni plazmidu HU NLS HA TOPO enzymy Asel a Sacl (A)

S kontrolni PCR 1€aKCT (B). ..viiiuviiiiiiiiiiiieiiiic e 106
27 - Elektroforéza vektorového plazmidu pKK 289 Km po restrikci enzymy Sacl a

[0 [ TP T PP TP PP 106
28 - PCR na koloniich E. coli XL-1 Blue/HU_NLS HA pKK_ 289 Km..........cc.ccu... 107
29 - PCR na koloniich F tularensis FSC200/HU_NLS HA. ......ccccccoiiiiiiieiie e, 108
30 - PCR na koloniich E. coli/f HU_NLS_HIS_TOPO..........cccceeiiiiiiniiinie e 109
31 - Kontrolni restrikce plazmidu HU NLS HIS TOPO (A) a PCR (B). ....cccccoveeene. 110
32 - Kontrolni elektroforéza po restrikci plazmidu HU_NLS _HIS _TOPO. ................. 111
33 - PCR na koloniich E. coli XL-1 Blue/HU_NLS_HIS_pKK_289 Km. .................. 111
34 - PCR na koloniich F. tularensis FSC200/HU_NLS HIS............cccccoooveiiineninnenne, 112
35 - Protilatkova analyza HU_HA, standard Precision Plus ProteinTM.KaleidoscopeTM.
................................................................................................................................... 113
36 - Fluoreskujici HU_HA protein uvnitt makrofagil. ..........coceviviiiiiinieiiieiicinn 114



SEZNAM TABULEK

Tab.
Tab.
Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

Tab.
Tab.

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

(@3

(@3

(@3

(@3

(@1

(@] (@] (@] (@] (@]

<

<

<

(@8 (@3 (@3

(@3

. 1 - Pouzita antibiotika pii @XPerimentech. ..........cccooiiiiiiiiiie e 48
. 2 - Komponenty reakce pro PCR reakci katalyzované Taq DNA polymerazou.......... 63
. 3 - Podminky reakce pro PCR reakci katalyzované One Taq Quick-Load DNA
POLYMEIAZOUL. ...t 63
. 4 - Slozeni PCR reakce za vyuziti PfuUltra Il High Fidelity DNA polymerase
pro amplifikaci AB @ CD fragmentll. ..........c.covveiiiriiieniie e 65
. 5 - Podminky reakce pro PCR reakci katalyzované PfuUltra Il High Fidelility DNA
POLYIMETAZY ..ot 65
. 6 - Restrikéni §tépeni plazmidu pCR® 4.0 TOPO nesouci fragment AD se dvéma
restrikénimi enzymy SaCl @ ASEL. .......ocvviiiiiii 68
. 7 - Restrikéni $tépeni plazmidu pKK 289 Km_GFP restrikénimi enzymy Ndel a Sacl.
.................................................................................................................................. 68
. 8 - Priklad sloZeni HEaCni SMESI. .....c.vvvviiiiiiiiiiiec e 72
. 9 - Piiprava kalibra¢ni fady pro metodu BCA. ........c.oooiiiiiiiii e 77
. 10 - SloZeni 15% separa¢niho PAA gelu (1 gel = 4,9 ml roztoku). .......ccoovveviiveernnnnn, 80
. 11 - SloZeni 4% zaostfovaciho EElU..........uuvviiiiiiiiiiiii e 80
. 12 - Slozeni separacniho PAA gelu (1 gel = 4,9 ml roztoku). .........cccceevvvveiiieeiinnnnn, 81
. 13 - SloZeni zaostifovaciho gelU...........cccvviiiiiiiiiii 82
. 14 - Koncentrace izolované chromozomalni DNA F. tularensis subsp. holarctica
FSC 200, ... i 93
. 15 - Velikosti jednotlivych fragmentii AB a CD.......cccvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiieee 9
. 16 - Koncentrace fragmentti AB a CD a celkova velikost useku AD pro overlap PCR.
.................................................................................................................................. 95
. 17 - Komponenty pro liga¢ni smeés v pomeru 3:1. .......covveiiiiiiiiiiiiiiiee e 99
. 18 - Zmétena absorbance u kalibra¢ni fady, metoda BCA. ............ccooveiiiiiiieiiinnnn. 101
. 19 - Namétend absorbance a koncentrace u jednotlivych proteinovych frakei. ......... 102

. 20 - Vypoctené mnozstvi jednotlivych vzorkl pro SDS-PAGE elektroforézu.......... 103



SEZNAM ZKRATEK

APC
ATP
BMMs
BSL-2
CDS
CFU
dsDNA
ELISA
FCP
FCV
FIS

FPI
FVZ UO
GFP
GMO
HMG

H-NS

IHF
IL
INF

LAMP-1,2

LPS

antigen prezentujici bunika (z angl. Antigen Presenting Cells)

adenosin trifosfat

mysi kostné-dienové makrofagy (z angl. Bone Marrow derived Macrophages)
stupen biologického rizika kategorie 2 (z angl. BioSafety Level-2)

Centrum pro kontrolu nemoci (z angl. Center for Disease Control)

jednotky tvortici kolonie (z angl. Colony Forming Unit)

dvouvlaknova DNA (z angl. double-stranded DNA)

enzymova imunoanalyza (z angl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)
fagozomy obsahujici F. tularensis (z angl. Francisella-Containing Phagosome)
vakuoly obsahujici F. tularensis (z angl. Francisella-containing vacuoles)
faktor pro inverzni stimulaci (z angl. Factor for Inversion Stimulation)

ostrov patogenity F. tularensis (z angl. Francisella Pathogenicity Island)
Fakulta vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany

zeleny fluorescenéni protein (z angl. Green Fluorescent Protein)

geneticky modifikovany organismus

skupina s vysokou mobilitou (z angl. High Mobility Group)

histonim podobny strukturni protein nukleotidu (z angl. Histone-like Nucleoid

Structuring)

faktor integrace hostitele (z angl. Integration Host Factor)
interleukin

interferon

lysosomalné asociovany membranovy protein 1,2 (z angl. Lysosomal -

Associated Membrane Protein 1,2)

lipopolysacharid



LVS

MHC 1.

NAPs

NF-xB

NMR

ORF

PAMPs

PCR

ROS

TFP

Th

TLR

WHO

zivy vakcina¢ni kmen F. tularensis subsp. holarctica (z angl. Live Vaccine

Strain)

hlavni histokompatibilni komplex (z angl. Major Histocompatibility Complex)
nukleoid asociované proteiny (z angl. Nucleoid-Associated Proteins)
antiapoptoticky nuklearni transkrip¢ni faktor kappa B

nuklearni magneticka rezonance (z angl. Nuclear Magnetic Resonance)
otevieny Cteci ramec (z angl. Open Reading Frame)

molekuldrni struktury na povrchu bunék patogennich mikroorganismi (z angl.

Pathogen-Associated Molecular Pattern molecules)

polymerazova fetézova reakce (z angl. Polymerase Chain Reaction)
reaktivni formy kysliku (z angl. Reactive Oxygen Species)

pilus typu 1V (z angl. Type Four Pili)

pomocné T-lymfocyty (z angl. T-helpery)

Toll-like receptory (z angl. Toll-Like Receptors)

Svétova zdravotnickd organizace (z angl. World Health Organization)



IVOD e e e e et 17
1 TEORETICKA CAST oottt 19
1.1 Uvod do ProbIEMALIKY .........c.ccvcuevereceeieeeceee e e st es et sen s 19

1.2 Zakladni charakteristika F. tularensis a jeji zafazeni dle taxonomické nomenklatury.19

1.3 Biologicky profil a faktory VIFUIENCE............coooiiiiiii e 22
1.3.1 F. tularensis a jeji SenOm ........cccviiiiiiiiiiie e 23
1.3.2 OSEIrOV PALOGENITY ...ttt 24
1.3.3 Genetické nastroje pro manipulaci s genomem F. tularensis .................. 28
1.3.4 HU PIOTEIN.....eiiieieiee et 29

1.4 Molekularni mechanismy patogeneze F. tUlarensis ............cccocceeviiiiiiinine e, 31
141 Receptorem zprostiedkovana endocytOza...........ccccvvevviviviiiniiiieniiieeenn 32
1.4.2 Vstup F. tularensis do fagocytujicich bun€k ............ccccceevivieviiieviinecnnn, 33
1.4.3 Intracelularni zivotni cyklus F. tularensis ..........ccccoocoeevie i 34
144 Regulace imunitni odpovédi prostiednictvim interferont .............cc.eee.... 35
145 Moditikace bunécné smrti hostitelsk€ builky...........ccccvvvviiiiiiiiiiiiiiinnnnnn. 36
1.4.6 VI0ZeNA IMUNITA ... 37
1.4.7 ZISKANA TMUNTEA ... e e s e 38

1.5 Laboratorni diagnostika F. tularensis a pritkaz tularémie .............cccccevveeviveesiiveennnn. 39

1.6 Tularémie - epidemMIOIOQIE ......eeeiiiieiie e 40
161 Klinickeé formy naKazy..........occoviiiiiiiiiieiiiee e 41
1.6.2 LECha tularémie ..........cocceiiiiiiiiiiec e 43
1.6.3 VaKCINACHT tETAPIC .vvvvveeeeeiiiiiiiiiiiiee e e s sttt er et e e e e s s r e e e e e e e s saabra e ee s 43
1.6.4 F. tularensis jako nastroj pro bioteroristické zneuZiti ...........cccoccvervvennnnn. 45

2 CIL PRACE ..ottt 46
3 EXPERIMENTALNI CAST ...oviiiiiiicie e 47

3.1 POUZIEY MALETTAL ... ..eiiiiiiiiiii et e s e s 47



3.2 APHKOVANE MELOAY ...vviineieiiiieiiie ettt nnee s 58

3.21 Kultivace bakterii F. tularensis a E. COli ...........ccooooviiiiiiiniiin, 58
3.2.2 Ptiprava zasobnich zmrazenych kultur (,,Sstoka) E. coli a F. tularensis...59
3.2.3 [zolace chromozomalni DNA .........ccoiiiiiiiiiiie e 59
3.24 [zolace plazmidove DNA ........oooiiiiiiei e 60
3.2.5 Stanoveni Cistoty a koncentrace izolované DNA ...........cccccccieeiiiiineennne 61
3.2.6 Polymerase Chain Reaction (PCR; Polymerazova fetézova reakce)......... 61
3.2.7 Stépeni DNA pomoci restrikénich endonukIeaz .............cccocvvvvvevevnnnan, 66
3.2.8 Elektroforéza DNA v agar6zovém gelu..........cccoovvveiiniiiiiieiiiiiciee 69
3.29 Klonovani s vyuzitim TOPO®TA Cloning® KitU............c.cceevevevirviverennnn, 70
3.2.10 Ligace VEKEOIU @ INZEITU.........oouiiiieiiie e 72
3.2.11 Transformace E. COl.....ccviiiiiiiiiiiiice e 73
3.2.12 Elektroporace F. tularensis subsp. holarctica FSC200..............ccccovenen. 74
3.2.13 Pfiprava elektrokompetentnich bunék F. tularensis FSC200 ................... 75
3.2.14 Ptiprava celobunécného lyzatu (WCL), cytoplasmatické a membranové
frakce po kultivaci F. tularensis..........cccocvveiiive e 75

3.2.15 Stanoveni koncentrace proteinli pomoci metody BCA.........cccccoeevviiinnne 76
3.2.16 Purifikace fuznich proteint HU NLS HA a HU NLS HIS .................. 77
3.2.17 SDS — PAGE gelova elektroforéza proteinli..........ccceevveeeviiiiiiiiiiniienennnns 78
3.2.18 WeESEErN-DIOTEING ....ccvveeeiiec e 82
3.2.19 Vizualizace proteinti v gelu a jejich imunodetekce...........ccceevvvveevivneennen. 83
3.2.20 Fluorescencni mikroskopie — zviditelnéni HU HA, HU NLS HA,
HU_NLS_GFP, HU_NLS HIS.....coi e 85

3.2.21 Izolace a kultivace primarnich mysich kostné-dfenovych makrofagi ...... 89
3.2.22 Infekce mysSich kostné-dienovych makrofagt bakterii F. tularensis subsp.
NOLAICHICA ... 90

4 VYSLEDKY A DISKUZE .....coovviiiiiiiiiiinninsinsinsississisisie s 92

4.1 1N SIHHCO QNALYZA ..ottt et e et rre s 92



4.2 Tzolace chromozomalnd DINA .....cooeniie et 93
4.3 PCR s piekryvajicimi $€ KONCT ......cccuviiiiiiiiiiiiiiiic e 93
A4 TOPO KIONOVANT ...ttt et e e e e e e e e e e e e e e e e 96

4.5 Ptiprava vektoru AD_pKK 289 Km_GFP a transformace bakterii E. coli XL-1 Blue98

4.6 Elektroporace F. tularensis subsp. holarctica FSC200 ............cccccovviiiieiiieiieinnene, 100
4.7 Kultivace a frakcionace F. tularensis nesouci fizni protein............ccooeverveenvrnnnnnn. 100
4.8 SDS-PAGE PIOtEINTL ......vviiiiiieiiiiieiiee ettt 102
4.9 Protilatkova analyza HU NLS GFP ..o 103
49.1 Prikaz HU NLS GFP pomoci fluorescencni mikroskopie ................... 104
4.10Ptiprava F. tularensis exprimujici HU_NLS HA ......cccooiiiiiiiiiii e, 104
4.10.1 PCR na koloniich E. COli TOP10........cccooiiiiiiiniiiiiieiieenee e 105
4.10.2 Ptiprava vektoru HU NLS HA pKK 289 Km a transformace bakterii
E. COli XL-1 BIUB.....oeiiiceee s 106

4.10.3 Elektroporace F. tularensis subsp. holarctica FSC200 .............c.ccccve.. 107
4,104 SDS-PAGE a protilatkova analyza HU NLS HA............oooviiiiviiinennnn 108
4.11Ptiprava F. tularensis exprimujici HU NLS HIS ........ccccoviiiiiiii e 109
4111 PCR na koloniich E. COli TOP10........cccooviiiiiiiniiiiiieiiie e 109
4.11.2 Ptiprava vektoru HU NLS HA pKK 289 Km a transformace bakterii
E. COli XL-1 BIUB....oeiiieeeee e 110

4.11.3 Elektroporace F. tularensis subsp. holarctica FSC200 .............c..ccv.... 112
4.11.4 SDS-PAGE a protilatkova analyza HU NLS HIS............coooiiiiinens 112
ZAVER ..ottt 115



UvVOD

Tato prace je soucasti projektu, jehoz tkolem je potvrdit hypotézu o sekreci HU proteinu
bakterie Francisella tularensis, jenz patfi mezi tzv. DNA vazebné proteiny, a ptipadné

zkoumani interakce tohoto proteinu s hostitelskou bunkou.

F. tularensis, jakozto profesionalni intracelularni bakterie, vstupuje prostiednictvim bunéénych
mechanismi do hostitelské bunky. Po vstupu do makrofagu se F. tularensis nachazi
ve fagozomu. Nejdiive vznikaji rané a poté pozd¢jsi fagozomy obsahujici F. tularensis (FCP
zangl. Francisella-Containing Phagosome). Diky svym antimikrobidlnim faktorim
reprogramuje fagozomalni maturaci, z pozdé€jsiho fagozomu unikd a mnozi se v cytosolu, kde
dojde Kk interakci se slozkami imunitniho systému. Faktor, napomahajici F. tularensis
vyvaznout z fagozomu neni prozatim popsan. DiileZitou roli ve vstupu a intracelularni replikaci
hraje sekre¢ni systém typu VI, jenz je koédovan tzv. ostrovem patogenity F. tularensis (FPI
z angl. Francisella Pathogenicity Island). Bunky napadené touto bakterii jsou odsouzeny

K bunécné smrti [1; 2].

Na molekularni Grovni byly prozatim u F. tularensis identifikovany jakozto faktory virulence
lipopolysacharidy, kapsula a virulen¢ni proteiny kédované pravé FPI. Ke schopnosti bakterie
vyvolat infekci ale nepfispivaji jen proteiny kodované ostrovem patogenity. Pomérné noveé
objevenym faktorem virulence fadicim se mezi nukleoid asociované proteiny (NAPs z angl.
Nucleoid-Associated Proteins), je tzv. HU protein. Bylo prokazano, Ze exprese tohoto proteinu
je dualezita pro virulenci F. tularensis, ale mimo jiné brani tuto bakterii i proti oxida¢nimu
stresu. Dulezitou roli hraje HU protein i u ostatnich druhti bakterii, napf. u enterobakterii,

konkrétné u Escherichia coli pfispiva k iniciaci replikace DNA a k bunéénému déleni [3].

F. tularensis zptsobuje infekéni onemocnéni - tularémii, jejimz prvotnim hostitelem jsou
zvifata, ale muze dochazet i k infekci ¢lovéka. S dnes prakticky neomezenymi moznostmi
migrace, byla tato bakterie zafazena mezi potencialni biologické zbrané, jelikoz je extrémné
virulentni a k propuknuti infekce posta¢i vdechnuti pouze 10 bakterialnich kolonii (CFU z angl.
Colony Forming Unit) subtypu F. tularensis subsp. tularensis. Ochranu pifed adaptivni
imunitou si F. tularensis zajistuje sekreci riznych faktort z buiky. Pokud se tedy infekce
roz§iti do ostatnich tkani, dochazi k selhani organismu a k smrti jedince, a paklize se vCas

nezahaji 1é¢ba aminoglykosidovymi antibiotiky, dosahuje mortalita az 30 % [2; 4].
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K budoucim podrobnéjSim vyzkumim jsou nezbytné metody molekuldrni biologie
a proteomiky. At uz by se jednalo o podrobnéjsi studie tykajici se celkové virulence bakterie,
¢i jejiho vniknuti a nasledného mnozeni v bunice. Mira urgence je kladena i na vytvoreni

ptipadné ucinné vakciny nebo jinych alternativnich lécebnych metod.

Tato diplomova prace byla vypracovana na Katedie molekularni patologie a biologie FVZ UO
Hradec Kralové. Pro ucely diplomové prace byly vyuzity kmeny E. coli TOP10 a XL-1 Blue
a klinicky izolat F. tularensis subsp. holarctica FSC200 ziskany po epidemii ve Svédsku v roce
1998. V prubehu prace byly ptipraveny kmeny odvozené od F. tularensis FSC200, exprimujici
varianty fuzniho zna¢eného proteinu. Dal§im bodem prace byla izolace kostné-dieniovych
bungk a jejich diferenciace v primarni mysi kostné-dfeniové makrofagy (BMMs z angl. Bone
Marrow Derived Macrophages) z jednotného klonu mysi BALB/c. Nasledovala frakcionace
bakterialnich bunék, SDS-PAGE a protilatkova analyza znaceného proteinu pomoci metody
Western-blotting. Dopliujici mikroskopickou technikou - fluorescenéni mikroskopii, byl

lokalizovan znaCeny protein v samotné bakterii ¢1 v infikovanych mysich makrofazich.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Uvod do problematiky

Prvni izolace této bakterie, malého pleiomorfniho Gram negativniho kokobacila, se datuje roku
1912 v Tulare v Kalifornii, kde propuklo onemocnéni malych hlodavet - tularémie.
Tuto izolaci provedli MacCoy a Chapin. Vzhledem k tomu, ze onemocnéni propuklo v Tulare,
bylo nejjednodussi pojmenovat izolované infekéni agens Bacterium tularense. Nazev bakterie
Francisella tularensis pfisel az o n€kolik let pozdéji [5; 6]. Klinickymi projevy tohoto
onemocnéni u lidi se zacal podrobnéji zabyvat Edvard Francis. Provadél sérologické testy
z krve nakaZzenych a izoloval infekéni agens. Na jeho pocest byla bakterie za n€kolik let
pojmenovana Francisella tularensis [6]. V roce 1920, byla tato bakterie nazvana jako ,,zahadna
intracelularni bakterie®. Hlavnim divodem pro tento ptivlastek byla pochopitelné¢ nemoznost
dostate¢né objasnit interakci bakterie s hostitelskou bunikou a k tehdej$imu vyzkumu nepiispéla
ani absence znalosti genomovych sekvenci F. tularensis, napomahajici vétsimu pochopeni

molekularnich mechanismti virulence [7].

F. tularensis se fadi mezi klasické zoonické patogeny. Casto je nalézana u vektora z kmene
Clenovcd - napf. u klistat, much a komard, ktefi slouzi k diseminaci bakterie k dalsim
obratlovciim, hlavné ke kralikim, zajiciim a hlodavcim, véetné Clovéka. Mozna i diky pfenosu
F. tularensis na tyto savce se mezi Sirokou vefejnosti zazil i druhy Casto pouzivany nazev
pro tularémii. | v odborné literatuie ji lze najit pod pojmem zaje¢i nemoc [8]. Prostiedi,
ve kterém je bakterie schopna piezivat je voda. Rozvoj patogeneze F. tularensis predevsim
zavisi na schopnosti napadnout a replikovat se v makrofazich, jakozto hlavnich hostitelskych
bunkach in vivo [9].

1.2 Zakladni charakteristika F. tularensis a jeji zarazeni dle taxonomické

nomenklatury
F. tularensis lze vystihnout jako nesporulujiciho, nepohyblivého, malého Gram negativniho
kokobacila velikosti 0,2-0,7 pm, ktery je schopen perzistovat v prostiedi pomérné dlouhou
dobu a zptsobovat tak onemocnéni nejen u lidi [4]. Typicky dochazi u lidi k nakazeni hmyzim

bodnutim (i klist'aty), nebo pii nesetrné manipulaci s nemocnymi ¢i mrtvymi zvifaty, jako jsou
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kralici, hlodavci. Nelze opomenout ani riziko kontaminované vody, jidla, piti a v laboratornich
podminkach hrozi Casto riziko ndkazy inhalaci bakteridlniho aerosolu. Rustové patii mezi

v

naro¢néjsi bakterie. Mnohdy vyzaduje i vicedenni kultivaci pii 37 °C a atmosféte 5% CO- [10].

Francisella je jedinym rodem z ¢eledi Francisellaceae a na zakladé sekvenacni analyzy
16S rRNA se tadi do y podtfidy proteobakterii. Dle fylogenetické analyzy byl nejvice ptibuzny
rodu Francisella organismus Wolbachia persica parazitujici na ¢ervech, ktery se nedavno
ptejmenoval a zafadil do rodu Francisella, jako F. persica [11]; [12]. Podobné byla prokazana
fylogenetickd podobnost 16S rRNA sekvence s lidskymi patogeny Coxiella burneti
a se zastupci rodu Legionella [13].

U rodu Francisella se rozlisuji tfi subtypy na zakladé podobnosti v DNA sekvenci a ve sloZeni
mastnych kyselin: F. tularensis, F.novicida a F. philomiragia. Klinicky vyznamné jsou
piedevsim poddruhy F. tularensis, které predstavuji riziko pro c¢lovéka. F. novicida
a F. philomiragia se sice subtypovymi znaky podobaji, ale jsou méné¢ virulentni a svym
metabolismem méné naro¢né na ristové podminky v kontrastu s F. tularensis [13; 14]. Druhy
F. novicida a F. philomiragia se pouze ziidka fadi mezi lidské patogeny. Jedini nakazeni t€émito

druhy, ktefi jsou dokumentovani, jsou 0soby s poruchou imunitniho systému [14].

V soucasné dobé jsou identifikovany 3 poddruhy F. tularensis, jez mohou zptisobovat infekce
u lidi a pouze dva z nich jsou klinicky vyznamné: Poddruh tularensis (typ A), ktery zptsobuje
zavazné, zivot ohrozujici infekce, byl izolovan v Severni Americe, i kdyz v posledni dobé doslo
i k vzestupu ve Stiedni Evropé [15]. Zatimco holarctica (typ B) je rozsiten po celé severni
polokouli a zpusobuje klinicky mirnéjsi infekce, coz ale neznamena, Ze je méné nebezpecny.
Oba poddruhy jsou zneuzitelné jako biologické zbrané, letalni nasledek piipadného zneuziti
ulidi je znam pouze u poddruhu tularensis [14; 16]. Zna¢na geneticka podobnost mezi
jednotlivymi poddruhy F. tularensis zna¢né ztézuje typizaci. Mezi poddruhem typu A jsou
navic dvé hlavni subpopulace. Oznacuji se A1 a A2 a jsou geneticky odli§né. Izolaty ze skupiny
A1 jsou geneticky nejrozmanitéj$i, byly nalezeny v jedenacti staitech USA, v Kanadé
a ve Stiedni Evropé. Kdezto poddruh Az, jakoZzto méné rozmanita skupina, pochazi z Kanady
a ¢ty statt USA: Kalifornie, Wyomingu, Utahu a Nevady. Souhrnné se tedy oba typy jevi
odlisn¢ jak genotypicky, tak geograficky [15]. Tteti subspecies - mediasiatica je lokalizovan
predev§im v oblastech Stfedni Asie a jeho virulence je téméf srovnatelna s poddruhem

holarctica [15].
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K zakladni charakteristice bakterie se fadi i moznosti jeji identifikace (vice viz kapitola 1.5).
specifické pozadavky pro rist na zivném médiu — napt. Zelezo a cystein ¢i cystin (slouceniny,
jejichz soucasti jsou - SH skupiny). Tyto naroéné pozadavky pro kultivaci spliiuje nejen
cokoladovy agar, ale i MacConkey agar nebo napft. thioglykolatovy vyvar. Dnes se ve vétSing
pripadi tyto zivné pidy dodavaji s ov¢i nebo koniskou krvi, peptonem a glukézou do laboratoti
komer¢né. F. tularensis vytvaii na agarovych plotnach typicky hladké, Sedobilé kolonie,
0 velikosti 2-4 mm s opalescentnim leskem po 48 hodinach kultivace. Nazelenalého zralého
vzhledu kolonie vykazuji nejméné po tiech dnech kultivace za zvySené tenze CO2 (viz Obr. 1).
Co se tyka biochemickych zkousek pro identifikaci, je Francisella oxidaza i ureaza negativni,

B- laktamaza pozitivni [10; 17].

Obr. 1 - Dokumentace rustu kolonii F. tularensis na riznych typech médii: (A) pufrovany
extrakt z kvasného uhli; (B) cokoladovy agar; (C) ovéi krevni agar; (D) cysteinovy krevni
agar [10; 17].
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1.3 Biologicky profil a faktory virulence

Na povrchu bakterialni (prokaryotické) burniky je bunécny obal. Ten ma dvé nebo tii vrstvy -
semipermeabilni vnitfni cytoplasmatickou membranu, bunécnou sténu, v piipadé nékterych
bakterii je na povrchu kapsula (pouzdro) [18; 19]. Je védecky objasnéno, ze zcela virulentni
mikroorganismy jsou zapouzdieny. Divoké kmeny F. tularensis a kmen LVS jsou na svém
povrchu opatfeny exosacharidovou kapsulou. OvSem ne vSechny druhy patiici do rodu
Francisella maji kapsulu — u druhti F. novicida a F. philomigaria kapsula prokazana nebyla [4;
20]. Pouzdro je pro F. tularensis nezbytné z hlediska ochrany proti sérovému komplementu,
ale k ptesné detailni analyze slozeni kapsuly jesté nedoslo. Dostupna fakta o této struktuie
dopliuje znalost o shlucich genti ptitomnych v SchuS4 (kmen F. tularensis subsp. tularensis)
genomu, které se podili na kddovani biosyntézy polysacharidii, ze kterych je kapsula slozena
[4]. Kromé ochrany pifed fagocytézou slouzi pouzdro pro bakterie jako ochrana
pied vyschnutim. Bakterie bez kapsuly postradaji virulenci a ztraci schopnost vyvolat

antimikrobialni imunitni odpovéd’ zprostiedkovanou leukocyty [18].

Dalsi ze tii vrstev bunéfného obalu - bunéfna sténa je sloZzena z peptidoglykanu
(mukopolysacharidu). PIni funkci ochrany pfed okolnimi podminkami, pfedev§im dodava
bunice potiebny tvar, slouzi jako kotva pro bic¢iky a fimbrie, jenz vychazi z cytoplasmatické

membrany a prostiednictvim buné¢né stény prostupuji skrz bunku [18; 19].

Postupnym sekvenovanim jednotlivych poddruhti F. tularensis se odhalila pfitomnost gent,
kodujicich specialni typ vlasovitého utvaru na povrchu bakterie - pilu typu IV (Tfp z angl. Type
Four Pili). Tfp nejsou zdaleka exprimovany pouze F. tularensis. Tento multifunk¢éni viaknity
utvar nachazime u Siroké Skaly odliSnych bakterii - napf. enteropatogenni E. coli,
Vibrio cholerae, Pseudomonas aeruginosa, Neisseria spp. Mezi funkce Tfp patii nejen to,
7e zajist'uji pohyblivost, ale napomahaji i tvorbé biofilmu, adhezi k hostitelské buiice a vyméné
DNA. Tfp se mimo jiné vyznamné podili na virulenci, zejména Gram negativnich bakterii.
Z toho vyplyva, ze jakykoli rozvrat Tfp ma za nasledek jejich snizenou virulenci [21].
To, jakymi molekularnimi mechanismy se Tfp zapojuji do virulence bakterie, je stale velkou
védeckou hadankou [22].

Na zékladé rozdilného sloZeni bunécné stény se rozliSuji Gram pozitivni a Gram negativni
bakterie. Vnitfni vrstva u Gram negativnich bakterii obsahuje peptidoglykan, vnéjsi vrstva se
sklada z fosfolipidd, lipopolysacharidd (LPS) a lipoproteinové vrstvy s povrchovymi proteiny
[18]. Hlavni slozkou vnéjsi stény u Gram negativnich bakterii jsou lipopolysacharidy (LPS),
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¢ili endotoxiny. Skladaji se z O-antigenu, lipidu A a centralniho polysacharidu [18]. Interakci
a tvorbou komplexu LPS s MD-2 proteinem na Toll-like receptorech (TLR z angl. Toll-Like
Receptors), nachazejicich se na makrofazich a endotelidlnich bunkach, se aktivuje prudka
signalni kaskada, jez ma za nasledek uvoliovani prozanétlivych cytokint. LPS u zastupct rodu
Francisella ma pomérné nizkou biologickou aktivitu ve srovnani napt. s enterobakteriemi [4].
Je prokazatelna identita O-antigent F. tularensis subsp. tularensis a subsp. holarctica,
u F. novicida se O-antigen lisi [4]. Neobvykla lipopolysacharidova stavba u této bakterie a
Caste¢né i pritomnost kapsuly napomaha F. tularensis znemoznit fagozom-lyzosomalni fazi

uvniti fagocytujicich bun€k a uniknout tak prirozené imunitni odpovédi [21].

Geneticka informace se v bakteridlnich bunikdch uchovava ve form& nukleoidu - uzaviené
kruhové molekuly nukleové kyseliny bez jaderné membrany. Mimo jadernou hmotu
cytoplasma obsahuje v hojném poctu dalsi struktury - nejcastéji inkluze, plazmidy a

70 S ribozomy, na jejichz velké podjednotce probiha genova exprese pti translaci [19].

1.3.1 F. tularensis a jeji genom

Postupem let, diky rozvijejicim se technologiim a narokiim na sekvenaci ¢i studium genomu,
zejména nebezpe¢nych biologickych agens, doslo i ke genomické analyze F. tularensis a studiu
antigennich slozek pro vyvoj vakciny a pochopeni jednotlivych mechanismi infekce [13]. V
minulosti se postupy na vyvoj zbrani zneuzivajicich virulenci bakterie zabyvaly staty byvalého
Sovétského Svazu a USA [13]. Mozna i proto s ohledem na nizkou infek¢ni davku a snadny
pienos byla F. tularensis zatazena Centrem kontroly nemoci v USA (CDS z angl. Center
for Disease Control) do kategorie A mezi potencidlné vojensky a teroristicky zneuzitelné
organismy spole¢né s Bacillus anthracis, Yersinia pestis, botulotoxinem, viry hemoragickych

horec¢ek Lassa, Ebola, Marburg a viru pravych nestovic [23].

Védci zabyvajici se studiem polymorfismu genomu F. tularensis ijeho postupnym
sekvenovanim odhalili, Ze jednotlivé izolované kmeny maji rizné genomy a lisi se virulenci
pro ¢loveéka. Znalost genomu bakterie byla pro védce nepostradatelnym meznikem, stejné jako
nalezeni odpovidajici metody pro konstrukci cilenych dele¢nich mutantti [24]. U n€kterych
kmend jsou dokonce jen nepatrné odlisnosti v pouhych setinach procent - napt. u kment
FSC200 izolovaného v Evropé (F. tularensis subsp. holarctica) a OSU18 (F. tularensis subsp.
holarctica) izolovaného v USA [13].

23



Genom kmene SchuS4 (F. tularensis subsp. tularensis) je slozen z 1 892 819 bp stoc¢enych
do kruhového chromozomu, zahrnujici 1804 kddujicich sekvenci, z nichz 302 sekvenci je
pro F. tularensis unikatnich. V této oblasti se identifikovalo 25 genti s nejasnymi bakterialnimi
homology, z ¢ehoZ vyplyva, ze mohou kddovat prozatim neznamé faktory virulence. V kmeni
LVS (F. tularensis subsp. holarctica) i v genomu kmene F. novicida je prakticky stejné genové
obsazeni, jako u F. tularensis subsp. tularensis. Z toho vyplyva, Ze tato skupina geni nemutize
sama 0 sob¢ odpovidat za vysokou virulenci F. tularensis subsp. tularensis. Jakékoli naruseni
genll v této oblasti dava za vznik mutantnim bakteriim, které se vyznacuji odliSnou schopnosti
pfezivani v makrofazich. Analyza této oblasti geni v genomu byla provedena nejprve
usubtypu F.novicida a oblast se nazyva ostrov patogenity (FPI zangl. Francisella
Pathogenicity Island). Postupné se FPI, s velikosti asi 30 kbp s nizkym zastoupenim GC part
a vysSim obsahem AT, ktery neni nikde jinde v celém zbytku genomu, zkouma u vSech typt

rodu Francisella [4; 13].

1.3.2 Ostrov patogenity

Mezi piirozené niky vysoce patogenni bakterie, jakou nepochybné F. tularensis je, se tfadi
vnitini prostiedi hostitele. Diky tomu, Ze je schopna si vyvinout sofistikované nastroje
pro ptfeziti v bunce, Sc¢imz souvisi odbourani bunécnych obrannych mechanismu
za soucasného sté€Zejniho intracelularniho mnoZeni V profesionalnich fagocytech, ji
povazujeme za vysoce virulentni [25]. V Kkapitole 1.3 jsou jiz zminény nékteré faktory podilejici
se na virulenci - jako specificka stavba buné¢né stény, jejiz hlavni slozkou jsou LPS a dale
pouzdro bakterie. Postupné jednotlivé kapitoly odhali dalsi faktory zvySujici virulenéni

potencial F. tularensis.

Ostrov patogenity (FPI) obsahuje 16-19 otevienych ¢tecich ramcti (ORF z angl. Open Reading
Frame) a hraje nepostradatelnou tlohu ve virulenci bakterie [26]. FPI se nachazi ve vSech
genomech jednotlivych subtypti rodu Francisella. FPl se vyskytuje ve dvou kopiich

u F. tularensis a pouze v jedné kopii u F. novicida a F. philomiragia [14; 26].

Francisella neni bakterie bohatd na ptitomnost regula¢nich proteind. Jeden z prozatim
popsanych pozitivnich regulacnich proteinti - MglA u F. tularensis reguluje jeji intracelularni
parazitismus tim, ze vV FPI reguluje expresi nékolika genti v operonech igl a pdp (jakakoli

mutace v téchto genech zpuisobuje oslabeni virulence). Gen iglC navic napomaha formovat
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fagozom a tim zabranit lysozomalni fuzi, uniknout do cytosolu hostitelské buriky pfi replikaci

a vyvolat jeji apoptozu [4; 27; 28]. RozloZeni jednotlivych gend FPI je shrnuto na Obr. 2.

Rozdily ve virulenci kmeni jsou spojeny s aktivitou citrulin ureidazy. Tato deaminaza spole¢né
s L-glutaminazou a L-asparginazou davaji vznik amoniaku, ktery napomaha pieziti patogena
uvniti makrofagl. Pokud je F. tularensis v okyseleném médiu, aktivitou téchto enzymut dochazi
ke zvySeni pH v disledku tvorby amoniaku. Produkce citrulin ureidazy se Casto vyuziva
k odliseni jednotlivych vysokovirulentnich subspecies (subsp. tularensis) od nizkovirulentnich

(subsp. holarctica). Nizka aktivita L-glutaminazy je spojena s nizkou virulenci [13].

Postupnou genomovou analyzou se ve védeckych studiich Casto sklofiuji dalsi geny, které se
ur¢itym zpisobem podili na virulenci bakterii rodu Francisella. V této souvislosti se uvazuje
0 Tfp. Vise, Ze jeho regulace zavisi na proteinu MglA. U ostatnich bakterii slouZi pilus typu 1V
jako virulen¢ni faktor [13].

Pfi studii interakce dvou odlisnych zastupct rodu Francisella s hostitelskymi eukaryotnimi
bunkami byl potvrzen vyznam exprimovaného integralniho membranového proteinu FsaP.
Tento protein je jedine¢ny pro F. tularensis a je exprimovan na vnéj$i strané membrany
kmene LVS. Tento protein napomaha F. tularensis adherovat K slizni¢cnim povrchiim
a napomaha rozvoji patogeneze onemocnéni. U F. novicida a u kmene LVS (subtyp holarctica)
se testoval vliv proteinu FsaP na jejich adherenci k eukaryotnim bunkam A549 (neboli lidské
plicni rakovinné epitelové burky). Zajimavé je, ze F. novicida, ktera tento protein neexprimuje
ve své membrané, neadheruje kK buitkkam A549. V porovnani s tim, kmen LVS, ktery FsaP
exprimuje, adheruje Kk testovanym buiikdm mnohem ochotnéji a tim dochazi i ke snadnéjsi
fagocytoze. Proto byly kmenem LVS infikovany i mySi a byla prokdzana vyznamna produkce
protilatek o vysokém titru proti FsaP proteinu. D4 se proto prognostikovat vakcinogenni
potencial tohoto proteinu a stim spojené dal$i podrobnéjsi analyzy k objasnéni jeho role

V patogenezi tularémie [29].

Pii prvotni fazi infekce bakterii rodu Francisella vznika uvnité profesionalnich fagocyti
fagozom. Behem svého pocatecniho ristu sidli bakterie uvnitt fagozomu, ktery je poutan
k membrané. Pozdé&ji v dobé proliferace bakterie expanduje do cytoplasmy. Kysela fosfataza
patii mezi nepostradatelné proteiny bakterii. Kli¢em k pfeZiti bakterii uvniti makrofagh tedy
dle studii spociva v kyselé hydrolyze fosfomonoesterti se schopnosti tlumit respiracni
vzplanuti. Genomova sekvence F. tularensis SchuS4 koduje 4 kyselé fosfatazy - acpA, acpB,

acpC a hap. AcpA je polyspecifickd periplasmaticka kysela fosfataza, ktera je hojné
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exprimovana kmenem F. tularensis a vykazuje aktivitu fosfolipazy C. U F. novicida se
prokazalo, ze kompletni deleci acpA (vznikem mutantniho kmene) se nejen snizila fosfatazova

aktivita, ale mutantni bakterie vykazovaly i vyssi citlivost k intracelularnimu usmrceni [30].
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Obr. 2 - Schematické znazornéni FPI u kmenu F. tularensis SchuS4, LVS a F. novicida U112
[31].

Jak je patrné, ORF mista jsou identicka u v8ech uvedenych kmenti s vyjimkou anmK a pdpD lokusi.
U kmene LVS doslo k obrovské deleci téchto lokust. Métitko ma demonstrovat velikost ORF mist.
Cerné znaenymi misty jsou oznaGeny geny, jejichz transkripci vznikaji proteiny bez jakékoli
homologie u jinych bakterii. Naopak bilé Sipky oznacuji geny, jejichz expresi vznikaji proteiny

homologni s dal§imi bakteridlnimi systémy [31].

v v

nesmi byt opomenut dilezity vliv Zeleza, jakozto stopového prvku. Je znamo, Ze jak eukaryotni,
tak prokaryotni organismy ke svému zivotu potfebuji tento esencialni prvek pro nejrizné;si
biochemické cykly. Zelezo patfi mezi prvky nezbytné obecné pro interakci bakterie
s hostitelem. Pouze dva mikroorganismy — Borrelia burgorferi a Lactobacillus sp. nevyuzivaji
ve svém metabolismu zelezo [32; 33]. U F. tularensis byl na zaklad¢ studii predikovan gen (fur
gen - viz Obr. 3), ktery se podili na metabolismu Zeleza a ke své plné funkci vyuziva jeho
dvojmocné ionty. Bakterie tyto ionty ziskavaji pfimo z hostitelskych bun€k napt. z hemu [13;
34].
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Obr. 3 - Siderofory zprostiedkované ziskavani zeleza u F. tularensis [35].

A - Zobrazeni kompletniho lokusu fur-fsl F. tularensis subsp. tularensis. V horni ¢asti je zobrazen
chromozom subsp. tularensis a jemu odpovidajici geny jsou vyzna¢eny u kmeni F. tularensis SchuS4,
LVS a F. novicida U112. Cerné $ipky znaci smér a rozsah jednotlivych transkribovanych sekvenci.

B - Siderofor Rhizoferin u F. tularensis. Tato sloucenina je slozena ze dvou citratovych molekul,
spojenych amidovymi vazbami k putrescinu (oznacen Cervene).

C - Schéma ziskavani zeleza prostfednictvim sideroforu a role fsl operonu. FslIA a FsIC, jakozto
produkty operonu, koduji syntézu sideroforu prostfednictvim enzymt a ten je pak uvoliovan
do extracelularniho prostiedi diky zasahu FsIB a nékterych dalsich neznamych komponent membrany.
Ukolem receptorit FSIE spoleéné s FsID je adsorbovat vznikly komplex Zelezo se sideroforem.

S otaznikem je naznacen v obrazku TonB receptor. Neni prozatim znamo, zda-li zesiluje ucinek FsIE
[35].
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1.3.3 Genetické nastroje pro manipulaci s genomem F. tularensis

K pochopeni mechanismi patogeneze, véetné podrobnéjsiho zkoumani faktori virulence, riistu
¢i proliferace F. tularensis, byly vyvinuty mutantni kmeny, u kterych byly za vyuziti metod
molekularni biologie inaktivovany geny, ¢i skupina gend nezbytnych pro zkoumanou vlastnost.
S ménicimi se podminkami prostiedi, vystaveni oxida¢nimu stresu, zménami teploty kultivace,
variabilitou odpovédi bakterie na prostfedi hostitele byly odhaleny esencialni geny, které

ovliviiuji zkoumané vlastnosti bakterie [4].

Mezi metody genetické manipulace, kde se exogenni geneticka informace v¢leniuje do genomu
mikroorganismu, patii konjugace, transformace, elektroporace C¢i kryotransformace [4].
U bakterii rodu Francisella plati, ¢im vice virulentni bakterie, tim hiufe geneticky

modifikovatelna.

Konjugaci dochézi k ptimému pfenosu plazmidové genetické informace pomoci pili mezi
donorovym a recipientnim organismem (vétSinou mezi konjuga¢nimi bakteriemi) [36].
Chemicka transformace byla provedena pouze u F. novicida. Tento druh manipulace je
zavisly na sestaveném plazmidovém konstruktu a na délce DNA, ktera se ma do plazmidu
inkorporovat. V daném experimentu byly pieruSeny geny kodujici vznik restrikénich enzymu,
které bakterii pFirozené chrani proti cizorodé DNA [4; 37]. Novéjsi technikou je
kryotransformace, ktera se ukazala byt i¢inna nejen u F. novicida, ale i u dal$ich druht. Pory
vV membrané bakterii slouzici k v¢lenéni cizorodé DNA, se vytvoii postupnym rozmrazenim
pii 37 °C po piedchozim rychlém zamrazeni pomoci suchého ledu c¢i kapalného dusiku.
Elektroporaci jsou buiky vystaveny vysokému napéti, pii kterém se ucinnéji nez pomoci
kryotransformace oteviou poéry exopolysacharidového pouzdra a DNA mulze proniknout
do bakterii. Pro F. tularensis se vyuziva nasledujiciho nastaveni elektropora¢ni aparatury:
napéti 2,5 kV, kapacita 25 pF a odpor 600 Q [4; 36]. Proilustraci je nize obecny postup

elektroporace vyobrazen na Obr. 4.
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Obr. 4 - Obecné schéma elektroporace [38].

Nejdiive je tfeba vyset na kultivaéni plotny zasobni kultury bakterii a Kultivovat je v termostatu
pii 37 °C. Z ploten se bakterie pfeockuji do predehiatého Chamberlainova média a kultivace probiha
pii 37°C a 200 rpm. Po inkubaci se bunky centrifuguji, promyji se 0,5 M sacharézou (zde sorbitol)
a resuspenduji se ve 2 ml 0,5 M sachardzy. Nasledné se ptipravi aliquoty po 200 pl (koncentrace 1x10°
bunék/ml). Pfiblizné 100 ng plazmidu se smicha se 100 pl elektrokompetentnich bunék - smés se
inkubuje 10 minut pfi laboratorni teploté. Poté jiz dochazi k samotné elektroporaci v 0,2 cm kyvetach
za danych podminek. Po elektrickém Soku se okamzité pfida 1 ml (zde 10 ml) Chamberlainova média
a kultura se inkubuje pii 37 °C a 200 rpm. Nesmi chybét selekce na McLeod pudé s piislusnym
antibiotikem (v nasem ptipadé u F. tularensis s koncentraci kanamycinu 20 pg/ml média).

1.3.4 HU protein
HU byl poprvé popsan v roce 1975 jako histonu podobny protein u kmene E. coli U93, kde

hraje dulezitou roli viniciaci replikace DNA, ochrané¢ proti oxidaénimu stresu
a piti metabolismu galaktozy [39]. Nejdiive byl oznaovan jako faktor U. Pozdé&ji na zakladé
podobnosti s histony, proteiny s vysokou mobilitou (HMG z angl. High Mobility Group) jako
protein HU. Radi se k jadernym proteiniim, které stabilizuji jednotlivé nukleotidové komplexy,
a proto je presnéjs$i oznacovat ho jako zastupce nukleoid-asociovanych proteinti (NAPS z angl.

Nucleoid-Associated Proteins).
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Odlisuji se ¢tyfi skupiny proteinti patticich mezi nukleoid-asociované proteiny: HU, H-NS
(z angl. Histon-like Nucleoid Structuring), IHF (z angl. Integration Host Factor) a FIS (z angl.
Factor for Inversion Stimulation). Mimo toto déleni jsou znamy také dalsi histonu-podobné
proteiny, které se 1isi homologii [39]. Sviij nazev dostaly na zakladé jejich fyzikalné-
chemickych vlastnosti - nizka molekulova hmotnost, vysoky pocet kopii v burice a podl¢haji

vysokému elektrostatickému napéti [40].

HU protein se vaze na dsDNA nizkoafinitné, bez sekvencni specifity. Pokud v DNA dojde
ke zménam, kterymi se mysli mezery, piesahy, defekt ve spojeni, vaze se HU protein K této
DNA vysokoafinitné. HU protein se vyskytuje v bunce ve formé homo nebo heterodimert.
U bakterii ze skupiny Enterobacteriacea (napt. E. coli), je protein tvofen podjednotkami HUa
aHUP, které jsou kodovany geny hupA a hupB. Vjinych Dbakteriich, napf.
v Mycobacterium tuberculosis nebo F. tularensis, ma HU protein podobu homodimeru,
tj. obsahujici pouze HUP podjednotku, ktera je kodovana hupB genem. Strukturné byl protein
nékolika prokaryotnich organismi analyzovan metodou NMR (nuklearni magnetické
rezonance) a rentgenové krystalografie. HU podjednotka se sklada z a-helixu, jenz je
obklopeny dvéma B-listy — viz Obr. 5. [3; 39; 41].

Obr. 5 - Krystalograficka struktura HU proteinu [42].

Monomery jsou zabarveny v oranzové a modré barve. Struktury jsou znazornény v roviné ohnuté DNA.
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Tento maly histonu podobny protein v pfitomnosti topoizomerazy I zavadi do DNA negativni
nadsroubovicové vinuti. Uéastni se DNA replikace, ale i rekombinaci a oprav - napi. pokud
bakterie musi pfekonat riizné obranné mechanismy pii vniku do hostitelské buiky. Mezi dalsi
obecné vlastnosti HU proteinu patii jeho dualezité uplatnéni v bunééném cyklu v stacionarni
fazi, ale pomaha i pfi Situacich, kdy je bunka v riznych stresovych podminkéch (chrani DNA
proti pasobeni volnych radikal) [41].

Zkoumanym se HU protein stava zejména u patogennich bakterii, protoze u nich ovliviiuje
nejen jejich metabolismus. Reguluje expresi gend podilejicich se na virulenci a rovnéz bylo
popsano, ze u kmene LVS (F. tularensis subsp. holarctica) je HU protein vylu¢ovan z bunky
do extracelularniho matrix a mize hrat roli v adhezi bakterie s kolagenem v respira¢nim epitelu
bunky [3; 43].

U F. tularensis subsp. holarctica je HU protein kodovan genovym lokusem FTS_0886. Bylo
prokazano, Ze u F. tularensis HU protein ovliviiuje virulenci této patogenni bakterie a také hraje

roli v odolnosti vici oxidativnimu stresu [3].

V dalSich  kapitolach budou popsany zbylé mechanismy virulence souvisejici
s imunopatogenezi buiiky a to schopnost intracelularni replikace bakterii rodu Francisella a jeji
schopnost regulovat apoptozu buiky, tim pronikat z napadené buiiky a infikovat dalsi

makrofagy.

1.4 Molekularni mechanismy patogeneze F. tularensis

F. tularensis patii mezi patogenni intracelularni bakterie. Obrovskou vyhodou je jeji schopnost
napadat a mnozit se v fad¢ typi bunék jak nefagocytujicich (hepatocyty, epitelialni bunky
a endotelové buiky), tak v zastupcich bunék monocyto-makrofagového systému (makrofagy
a dendritické bunky) [7]. Tim, ze proliferuje v odlisnych typech tkani, naruSuje tim jejich
fyziologickou funkci a vyvolava zanétlivou reakci, ktera danou tkan poskozuje a v tom tkvi jeji
virulence. Narozdil od jinych patogennich bakterii nepotfebuje ani produkci béznych

virulenénich faktord, mezi které patii napt. exotoxin [7].

Vrozena odpovéd imunitniho systému na F. tularensis je interakci bakterialnich proteint
TUL4 aFTT1103 s TLR bilkovinnymi receptory na povrchu cytoplasmatickych membran

uUbun€k imunitntho systému, které jsou pravdépodobné zodpoveédné za produkci
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prozanétlivych cytokini béhem infekce [44]. Obecné se narozeznani tohoto patogenniho
mikroorganismu podili i dal$i komponenta imunitniho systému - jako komplementové systémy,
uklidové (scavenger) receptory, Cilektiny nebo integriny. Jejich aktivaci dojde k upravé
aktinového cytosketu buiiky a nasledn¢ je bunka pfipravena pohltit mikroorganismus
prostiednictvim fagocytozy, diky tvorbé panozek. Hostitelskd buitka ma na svém povrchu
specialni receptory, diky kterym mulze byt umoznéna tzv. receptory zprostiedkovana

endocytoza [45].

1.4.1 Receptorem zprostiredkovana endocytoza

Tento receptor je z biochemického hlediska glykoprotein, ktery se nachazi v membrané v tzv.
coated pits (potazenych jamkach). V mistech obracenych do cytosolu se nachazi polypeptidova
Klathrinova sit kolem jamek. Tato sit napomaha vtladit jamku spole¢né s receptorem
anavazanym ligandem do nitra bunky. Nasledujicim odSkrcenim vznikd transportni
(Klathrinovy) vacek. Ten obsahuje specificky receptorem navazanou molekulu, ktera je dale
V bunice zpracovana. Jakmile se receptor uvolni z ligandového komplexu, vraci se zpét
na membranu a dale se vyuziva. Po tomto kroku vznika ¢asny endozom, také fagozom. Jeho
pH se pohybuje okolo 6,5 (tedy kyselejsi nez v cytosolu, coz je dano ¢erpanim H* z cytosolu
pomoci ATP pumpy do endozomu). Mikrotubuly v butice zajist'uji posun ¢asného endozomu
do stfedu bunky, tim se dava za vznik pozdnimu endozomu a dochazi tak k vétSimu
okyselovani. V pozdnim endozomu jsou jiz pfitomny nékteré enzymy z Golgiho aparatu, které
jesté nezajisti degradaci obsahu vacku, ale dojde Kk zahajeni proteolytického $tépeni. Fazi
pozdniho endozomu a lysozomu vznika fagolysozom (podrobné¢ naznaceno na Obr. 6).
Lysozomy jsou organely obsahujici hydrolytické enzymy (proteazy, lipazy, fosfatazy
¢i nukledzy), které jsou aktivni pti velmi kyselém pH (4,5-5). Zde jiz dochézi k uplné likvidaci
obsahu ve vacku [46]. F. tularensis svymi mechanismy brani vzniku fagolyzosomu a pronika
tak dal do cytolosolu buniky.
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Obr. 6 - Jednotlivé kroky vzniku fagolysozomu [47].

Pii fagocytoze dochazi k internalizaci molekul do ¢asnych endozomil. Cast (zejména receptory
a klathrinové sité) se op€t vyuzivaji k dalsi endocytoze, coz je zajisténo jejich opétovnym transportem
k plazmatické membrané. Dalsi slozky jsou transportovany dal do buiiky a postupné dochazi k jejich
degradaci. Pfi téchto krocich dochazi ke koordinaci prostiednictvim sekvenéné aktivnich molekul, které
reguluji odpovidajici spojeni slozek za vzniku fagolysozomu [47].

1.4.2 Vstup F. tularensis do fagocytujicich bunék

Pozoruhodna je interakce F. tularensis s hostitelskymi bufikami, ktera byla nedavno blize
prostudovana v invitro studiich. Pro zvySeni uspé&Snosti internalizace bakterie dovnitf
makrofagu, je zapotiebi opsonizace v séru za pomoci komplementu C3 a jeho piislu$ného
receptoru C3R. Komplement C3 se svym piislusnym receptorem vyznamné podili i na vstupu
F. tularensis do dendritickych bunék [48]. Byly prokazany i dal§i mozné cesty vstupu
F. tularensis do hostitelské buniky — mannozovy receptor, ptes ktery jsou fagocytovany
neopsonizované bakterie, dale Fcy receptor i scavengerovy receptor téidy A [48]. Na pohlceni
bakterie skrz komplement C3 je kladen diraz z hlediska patogeneze, protoZe je potlaceno
oxidativni vzplanuti [49]. Makrofagy vytvoii asymetrické klikaté panozky (pseudopodia), ktera
bakterii obklopi, nasledné pohlti a vytvoii se fagozom [49].

V nedavno publikované studii byly identifikovany ke vstupu F. tularensis do mysich

makrofagt linie J774 ilipidové rafty, které potazmo vyuziva K zabranéni jeji intracelularni
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degradace. Lipidovy raft je nabity cholesterolem a kaveolinem-1. Rafty s obsahem cholesterolu
hraji klicovou roli pro mnozeni bakterie v cytosolu hostitelské bunky, piivstupu raftem
bez obsahu cholesterolu nebyl prokazan zadny intracelularni rust [48]. Jakmile F. tularensis
vstoupi i do erytrocytt (jakozto nejdéle zijicich krevnich buné€k), je bakterie roznasena krevni
cestou po celém organismu, ale nedochazi k jejimu efektivnimu mnozeni. V téchto burikach si

Francisella udrzuje pouze svijj konstantni rezervoar [50].

1.4.3 Intracelularni Zivotni cyklus F. tularensis

F. tularensis, jakozto patogenni intracelularni bakterie, je schopna si svymi mechanismy
upravit vnitini prostfedi bunky tak, Ze se stane pfiznivé pro jeji mnozeni. Fagozom
¢i fagolyzosom nejsou piirozena prostiedi, ve kterych bakterie stravi vétSinu zivotniho cyklu.
Jeji dominantou se stava unik do cytosolu, kde se musi vyrovnat s neadaptivnim imunitnim
systémem [51]. Do cytosolu makrofagti Francisella pronika jinymi mechanismy nezavislymi
na pH [51].

Fagozom je organela ohrani¢ena plazmatickou membranou. Fagozom projde nékolika
maturaénimi kroky - viz kapitola 1.4.1 (zejména je dulezita jeho acidifikace), az po vznik
degradujiciho fagolysozomu. Po fagocytoze se F.tularensis nachazi vtzv. membranou
ohrani¢eném FCP (z angl. Francisella Containing Phagosom). FCP jakozto ¢asny endozom
na svém povrchu exprimuje marker EEA-1 a Rab-5 GTPasu 5 minut po infekci. Jeho dulezitou
soucasti je membranoveé vazany komplex NADPH oxidazy produkujici superoxidové anionty.
Francisella brani, jak slozeni enzymového komplexu na membrang, tak samotné produkci

reaktivnich forem kysliku (ROS z angl. Reactive Oxygen Species) [2; 51].

Po splynuti ¢asného endozomu S pozdnim endozomem 15-30 minut po infekci, exprimuje
na svém povrchu jiz proteiny LAMP-1 a LAMP-2 (z angl. Lysosomal-Associated Membrane
Protein 1,2). Pied fuzi fagozomu s degradujicim lysozomem nastava stézejni krok
pro F. tularensis, protoZe z této endocytarni drahy je schopna uniknout a pro jeji mnozeni uz
nadale slouzi cytosol makrofagu [2]. Z fagozomu do cytosolu je schopna proniknout asi 30 -
60 minut po infekci [51]. To, Ze Francisella unika do cytosolu a tam se dal mnozi, je dano
expresi zejména mgIA a iglC geni, které maji své misto na ostrovu patogenity. To je pozadim
tvorby modifikované membrany fagozomu, jeho nesplynuti s lysozomem a F. tularensis je tak

dan ¢as na rozru$eni membrany fagozomu a prinik do cytosolu [2; 4], jak naznacuje Obr. 7.
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Obr. 7 - Model intracelularniho zivotniho cyklu F. tularensis [48].

Velka ¢ast bakterii v cytosolu byla nalezena v LAMP-1 pozitivnich, membranou ohrani¢enych
vakuolach oznacovanych jako FCV (z angl. Francisella Containing Vacuoles). V téchto
vakuolach byly suzitim technik fluorescentni a elektronové mikroskopie odhaleny
morfologicky nezménéné bakterie. Na povrchu membrany FCV se nachazi protein specificky
pro autofagii LC3. Procesem autofagie se burniky zbavuji nezadoucich patogent uvniti bunky
tvorbou autofagozomu a jejich naslednym splynutim s lysozomy. Ale ani tento proces nezajisti
zniCeni F. tularensis. Autofagii si v burce fidi sama bakterie a vyuZziva tento proces pro sviij

intracelularni parazitismus [52].

1.4.4 Regulace imunitni odpovédi prostiednictvim interferoni

Mnoho studii i publikaci naznacéuje, ze aktivované makrofagy prostfednictvim INF-y reguluji
intracelularni proliferaci F. tularensis a vysvétluji roli tohoto cytokinu v kontrole primarnich
infekci. Studiem lidskych i mySich makrofagti infikovanych vysoce virulentnim kmenem
F. tularensis SchuS4 byla potvrzena hypotéza, ze INF-y sice ovliviiuje replikaci bakterie

Vv cytosolu aktivovanych makrofagt, ale uz méné¢ zasahuje do fagozomalniho tiniku. Navic bylo
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zjisténo, ze vyskyt FCV u aktivovanych makrofagi je dramaticky sniZzen. Pfi¢inou je zfejmé

omezeni proliferace bakterie v cytosolu, ktera ovliviiuje nasledujici vznik FCV [53].

INF-y je glykoprotein s pleiomorfnimi funkcemi, zapojujici se do fady imunitnich odpovédi.
Ty jsou v kone¢ném disledku zprostfedkovany heterodimernim povrchovym receptorem (INF-
YR), ktery aktivuje drahy signalni kaskady signalu a reguluje genovou expresi. Jeho produkce
je zajisténa NK-bunkami a aktivovanymi T-lymfocyty. Podporuje aktivaci makrofagt, reaguje
svym vyplavovanim jako odpovéd’ na fagocytozu a naslednou prezentaci antigenu skrz MHC

bunky 1. typu nebo kontroluje buné¢nou proliferaci a apoptozu [54].

Pritomnosti F. tularensis v cytosolu makrofagi se do extracelularniho prostiedi vylucuje INF-
B. Okolni bunky jsou tak schopny rychleji zareagovat rozeznanim molekularnich struktur ¢i
»vzord®, které jsou typické pro patogenni mikroorganismy (PAMPs zangl. Pathogen-
Associated Molecular Pattern molecules) pyroptézou a nedochazi tak masivnimu pomnozeni

patogena v dalSich burnkach [51; 55].

1.4.5 Modifikace buné¢né smrti hostitelské buiiky

Apoptoza neboli programovana bunééna smrt obecné slouzi k eliminaci nepotiebnych nebo
poskozenych bun¢k zorganismu sabsenci znamek zanétu. V nasem piipadé se jedna
0 odstranéni bunék napadenych virovou ¢i bakteridlni infekci. Modifikace aktivace kaspaz
a jadernych endonukleaz slouzi jako UCinny nastroj intracelularnich bakterii pro preziti
Vv hostitelské bunce. F. tularensis vyvolava apoptézu skrz aktivaci protedz - kaspazy-1
a kaspazy-3 a jeji unik do cytosolu je nezbytny k aktivaci translokace antiapoptického
nuklearniho transkripéniho faktoru B (NF-xB) [56].

Na aktivaci kaspazy-1 je zavisla pyroptoza (typ apoptdzy), ale definuje se jako prozanétliva
programovana bunéfna smrt. K aktivaci této kaspazy-1 dochazi v inflamazomu
(multiproteinovy komplex v cytosolu hostitelské bunky). Kaspaza-1 reaguje na NOD-like
receptory V cytosolu, které rozeznavaji pritomnost PAMPs v inflamazomu. Nasleduje
vytvofeni porli v membrang, vypusténi aktivovanych prozéanétlivych cytokint IL-1p a IL-18,

aktivuji se dalsi substraty ¢i kaspazy,coz vede k udrzeni a zesileni zanétu [56; 57].

V disledku aktivace apoptotickych kaspaz je vyplavovan i cytochrom c, nachazejici se
v mitochondriich, ktery se zapojuje do aktivace apoptotickych drah — aktivuje pro-kaspazu 9

na kaspazu-3 a z téchto uvedenych proteinti vznika velky komplex apoptozom. F. tularensis je
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tedy schopna v bunce vyvolat bunéénou smrt se znaky apoptoézy (poskozeni mitochondrii
a aktivace kaspaz, kondenzace jadra a fragmentace DNA). Napada tak dal$i bunky

(i nefagocytujici) a dostava se voln¢ do extracelularniho prostoru [58].

1.4.6 Vrozena imunita

Vrozena imunita urychlené reaguje svoji humoralni slozkou (komplementovy systém,
interferony, proteiny vséru) a bunénou slozkou (fagocytujici ¢icytotoxické burky)
na pritomnost nejriznéjSich patogenli a rozeznava je podle struktur a slozek, které maji

vzajemné identické [59].

Makrofagy ptedstavuji dilezitou obranu ze slozek vrozené imunity proti F. tularensis, jakozto
intracelularni bakterii, a zaroven védcim slouzi jako nejrozsifenéjSi dostupny model
pro vyzkum patogeneze infekce této bakterie. Mimo makrofagy byla v experimentech
prokazana schopnost replikace i wuvnitié dendritickych bungk, hepatocyti, neutrofilti
a alveolarnich epitelialnich buné€k typu Il. Jak jiz bylo zminéno vyse, pro bakterii je typicky
fagozomalni unik, mnozeni se v cytosolu hostitelské bunky a pozd€jsi rozsdhld migrace
do mimobuné¢ného prostoru a Stim spojené infikovani dalSich bunék. Proto, aby méla
Francisella dostatek aminokyselin se stava zavislou na hostitelskych butikach (makrofazich),
ve kterych patfiénymi mechanismy spusti autofagii jejich bunéénych organel, protoze tyto

stavebni kameny neni schopna sama nasyntetizovat de novo [60; 61].

Posléze makrofagy podléhaji buné¢né smrti. To V zavislosti na aktivaci kaspazy-1 i kaspazy-3
inflamazomem a wuspiSené translokaci cytosolického NF-xB do jadra k indukci anti-
apoptotickych gent, stejné jako uvolnéni IL-1f a IL-18 mimo bunécny prostor, jako odpoveéd’
na pritomnost F. tularensis v cytosolu. Zminéné cytokiny jsou pozdéji dulezité pro aktivaci
adaptivni imunity prostfednictvim Thl a Thl7 [62]. Je dulezité poznamenat, ze testovanim
infekce na mysich se prokazalo, ze cytokiny za¢nou byt detekovatelné az po 48-72 hodinach
od infekce. Z hlediska vrozené imunity se do boje proti bakterii zapojuje NK butikami
produkovany antimikrobialni INF-y, dale TNF-a, IL-12. Bylo prokazano, Ze podanim
rekombinantniho IL-12 ihned po infekci, ktery funguje jako silny stimul pro produkci INF-y

k aktivaci makrofagl, se zaznamenala snizena bakterialni zatéz a zvySené pteziti bunek [62].

V daldi studii byla dokazéna G¢innd inhibice rustu F. tularensis podanim INF-y ex vivo
infikovanym makrofagiim. Aktivované makrofagy nasledné¢ wU€inngji produkuji enzymy

pro tvorbu oxidu dusnatého pro boj s intracelularnimi patogeny a pro zmirnéni infekce [62].
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V boji proti infekci zpisobené F. tularensis hraji dalsi roli ibunky pfirozené imunity -
neutrofily, vyuzivajici toxické ROS a rizné degradacni enzymy. V Sirokém repertodru
mechanismi dovolujicim neutrofilim zneskodnit pfitomného patogena, hraje dulezitou roli
i aktivace NADPH-oxidazy Vv membrané¢ fagolysozomu. Enzym Katalyzuje pieménu
molekularniho kysliku na superoxidové ionty, které se pomoci superoxiddismutazy preméiuji
na peroxid vodiku a dalsi toxické produkty. | stimto pomérné slozitym mechanismem Si
Francisella umi poradit ve sviij prospéch. Neutrofily ji poskytuji bezpecné, ¢i dokonce idealni
replika¢ni misto. Je schopna inhibovat NADPH-oxidazu a s tim spojenou produkci ROS,
uniknout z fagozomu a persistovat v cytosolu neutrofili [59; 62; 63]. K ¢asnému pieziti infekce
je nezbytné, aby neutrofily produkovaly nezbytné cytokiny ¢i chemokiny, které by podpoftily
migraci dulezitych efektorovych bunék do mista infekce [62].

1.4.7 Ziskana imunita

Spravné pochopeni mechanisml specifické imunity je pfedpokladem pro navrh uspésné
vakciny nejen proti tularémii. K jeji aktivaci je tieba spoluprace s nespecifickou (vrozenou
imunitou) a az poté mize dojit k aktivaci a klonalni expanzi antigen specifickych bunék (T-
a B-lymfocyti). Francisella si vyvinula mechanismy, kterymi potlacuje produkci cytokini
bunikami nespecifické imunity, jez by aktivovaly specifické T a B lymfocyty. Jedna se napft.
0 omezeni exprese genu vyvolané produkci INF-y a potlaceni prezentace antigenti na antigen
prezentujicich bunikach (APC z angl. Antigen Presenting Cells). Komplikaci pro eliminaci
z organismu je i intracelularni parazitismus bakterie kvili nepfistupnosti B-lymfocytarnich

produkovanych protilatek. Jejich hladina tak Casto nekoreluje s béznou antiinfekéni ochranou

[59; 62].

T-lymfocyty rekonvalescentnich mysi produkuji cytokiny INF-y, TNF-a, IL-2, IL-17 ¢&i 22,
jako odpoveéd’ na pfirozenou infekci. V dalsich experimentech se planuje vyzkum cytokint

na zvifecich modelech s cilem objasnit jejich roli v obranné odpovédi vici F. tularensis [64].

Do kontroly infekce se vyznamné zapojuji CD4+ a CD8+ T-lymfocyty. Lze oc¢ekavat, ze se
do boje proti infekci vyznamnéji zapojuji CD4+ T-lymfocyty, které maji schopnost rozeznat
exogenni antigeny zprostfedkované skrz mononuklearni fagocyty. Spojenim antigen
prezentujici buiiky (APC), jenz na svém povrchu exprimuje MHC 1. typu s Thl lymfocytem,
je zahajena produkce INF-y a nasledna aktivace makrofagu [62; 64].
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1.5 Laboratorni diagnostika F. tularensis a priikaz tularémie

K prikazu této intracelularni bakterie se vyuziva kombinace riznych technik. Od vhodné
zvolené metody detekce se odviji vysledek a pribéh onemocnéni a v€asné nasazeni antibiotické
terapie. Mezi klasické testy prikazu F. tularensis v biologickém materialu Ize zatadit Kultivaci.
Tato metoda prikazu je ¢asové velmi naro¢na a vyzaduje Setrnou laboratorni praci s timto
infekénim agens kvtli vysokému riziku inhala¢ni infekce. K riistu vyzaduje obohacena média.
Bézné se vyuziva tzv. CHAB agar (Cokoladovy krevni agar obohaceny o cystein) a v termostatu
na ném roste bakterie optimalné pfi 37 °C. Mimo tento agar se da uzit i neselektivni agarovy
extrakt s aktivnim uhlim, ktery také podporuje rist. Pokyny vydané Svétovou zdravotnickou
organizaci (WHO z angl. World Health Organization) doporu¢uji kromé CHAB agaru kultivaci
F. tularensis i na ¢okoladovém agaru, ov¢im krevnim agaru ¢i na Thayer-Martin agaru. Je-li
kultura obohacena o cystein, obvykle jsou viditelné kolonie béhem 18-24 hodin. Pti bézné
kultivaci se doba prodluzuje na 2-4 dny. Na CHAB agaru rostou 2-4 mm velké kolonie, zeleno-
bilé barvy, hladké a lehce mukdzni. V médiich s krvi je okolo kolonii mala zona a-hemolyzy.
Na pomnozeni je moznost vyuziti Mieller-Hintonova bujonu. Pro védecké ucely se nejcastéji

vyuziva Chamberlainovo médium [65; 66].

Rutinnim zavedenym pfistupem je detekce lipopolysacharidu (LPS) pomoci enzymové
imunoanalyzy, tj. ELISA testu (zangl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) V séru
pro prukaz tularémie. K testovani se vyuzivaji monoklonalni protilatky proti LPS F. tularensis.
Diky vyuziti monoklonalni protilatky se vySetfeni stava specifictéjsi nez sérologicka detekce
protilatek. Ty totiz nejsou v krvi pfitomny do 2 tydnti i déle po infekcei, coz diagnostiku zna¢né
komplikuje a hrozi riziko i zkfizené reaktivity protilatek s jinymi organismy (napi. Brucella,

Proteus a Yersinia subsp.). Bézn¢ se kontroluje hladina IgM, IgA a 1gG [66; 67; 68].

Dalsi zajimavé metody, které lze vyuzit k diagnostice jsou imunohistochemické testy,
fluorescencni mikroskopie ¢iimunoelektronova mikroskopie. Jejich uZziti je limitujici

Z hlediska omezené dostupnosti, ¢asové naro¢nosti a nizké reprodukovatelnosti [65].

Zadny z dostupnych testii nenahradi testovani genomové DNA klasickou PCR reakei.
K identifikaci F. tularensis se vyuzivaji specialné navrzené primery, které nasedaji
na specifické useky DNA (tul4 a fopA), které koduji membranové proteiny. Oproti kultivaci je
test rychly a velmi specificky a prioritné se vyuziva pro identifikaci organismi, které jsou

Spatné ¢i dlouho kultivovatelné [69].
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Jedna z nov¢jsich technik - PCR na €erstvych histologickych fezech, se zda byt velmi
senzitivnim a specifickym diagnostickym testem. Védci byl vyvinut PCR test, ktery umoziuje
detekci infekéniho agens jiz ve formalinu zpracované zviteci Cilidské tkani (nejCastéji
v lymfatickych uzlinach, ¢i roztiznutém viedu). Tato metoda si proto ziskala ptfiznivce zejména
u personalu, ktery piijde do styku s infekénim biologickym materidlem z hlediska vys$si
bezpecnosti manipulace [65]. Kromé tkané jako biologického materialu se da Vv jinych
metodach vyuzit isputum, zalezi na klinickém stddiu onemocnéni. Malokdy se vySetfeni

rutinné provadi ze vzorku krve pacienta [66].

S postupnym rozvojem molekularné-biologickych metod se bakteridlni populace zacaly
testovat sekvenacnimi technikami. Analyzou primarni sekvence konzervativni ribozomalni
podjednotky se nékteré neznamé druhy bakterii daly taxonomicky zafadit podle celedi,
¢idokonce druhu. Napt. F. tularensis a F. philomiragia maji z 98 % geneticky identickou
16S ribozomalni podjednotku [70].

1.6 Tularémie - epidemiologie

Tularémie je akutni hore¢naté onemocnéni. Radi se mezi zoondzy a je zptisobené intracelularni
bakterii F. tularensis. Z epidemiologického hlediska je jeji vyskyt soustifed’ovan do severni
polokoule Zemé¢, nejfrekventovanéji ve Skandinavii, Severni Americe (Kanada, USA,
Mexiko), Japonsku a v Rusku. Toto onemocnéni, které napada nejen zvifata, ale i clovéka, bylo
hlageno mj. i v zemi byvalé Jugoslavie, dale z Turecka, Spanélska, Kosova ¢i Svycarska. D4 se

fict, Ze se jedna 0 pomérné rozsifené infekéni onemocnéni (Obr. 8) [71; 72].
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Obr. 8 - Endemické oblasti vyskytu F. tularensis (Sed¢) [66].

Incidence této nakazy nepodléha Svétové zdravotnické organizaci. Z tohoto diivodu jsou $patné
dohledatelna jakakoli data nemocnych v celosvétovém méfitku. V ramci jiz v minulosti
probéhlych studii se nashromazdily a zpracovaly hlagené piipady onemocnéni: ve Svédku
v letech 1973 - 1985 vice nez 500 piipadu [73], v Japonsku na severovychodé bylo nahlaseno
1335 pripadt v obdobi 1924 - 1987 [74]. Zaznamenaly se i ptipady v Turecku, kde pocet
nakazenych v letech 1988 - 1998 ptesahl 205 ptipadt [75], zatimco na Slovensku v obdobi
1985 - 1994 bylo nahlaseno 126 piipadu [76]. Da se predpokladat s ohledem na nespecifické
symptomy, které provazi onemocnéni a z dat dostupnych pouze z konce 20. stoleti, Ze tyto

informace jsou nedostate¢né a mnoho piipadti nebylo véas ¢i dobie diagnostikovano [66].

1.6.1 Klinické formy nakazy

Tularémie se manifestuje riznymi klinickymi formami po inkubacni dobé, obvykle po 3-6

dnech, nespecifickymi symptomy - horeckou, bolestmi hlavy, zimnici, nevolnosti ¢i bolestmi

v krku [77].

Mezi nej€ast€jsi klinicky projev se povazuje ulceroglandularni forma onemocnéni, zalezi také
vV mensi mife na misté vstupu bakterie do téla hostitele (¢lov€ka). Tato forma ndkazy je
zpusobena ¢lenovcem, ktery nejprve parazitoval na nakazeném zvifeti, poté dojde K pfenosu
onemocnéni kousnutim. Clovék zaéne mit po 3-6 dnech vyse popsané nespecifické priznaky

a mimo to se v misté vstupu infekce vytvofi vied, obvykle na dolnich koncetinach (pokud je
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vektorem klist¢). Z viedu se pomérné snadno zacnou bakterie §ifit lymfatickym systémem
do regionalnich uzlin, které se pod naporem bakterii zacnou zvétSovat, Ci se stavaji otevienym
viedem. Nejen, ze posléze dochazi k rozsevu do ostatnich tkani (slezina, jatra, plice, centralni
nervovy systém), ale tato forma otevieného viedu se i Spatné hoji (i roky). Ulceroglandularni

po prodélané infekci [66].

Mezi vzacnou variantu ulceroglandularni formy néakazy se fadi okuloglandularni forma
onemocnéni. Mistem vstupu infekce je v tomto piipadé spojivka, v disledku pfenosu bakterii
skrz $picky prsti. Projevuje se viedy na spojivce, otoky o¢nich vic¢ek, hnisavymi vytoky a bez

nasazeni vhodné 1é¢by se infekce $iti do lokalnich lymfatickych uzlin [66; 78].

Pozitim infikované vody, ¢i potravin se manifestuje orofaringealni nebo gastrointestinalni
forma tularémie. Prvni popisovana forma se projevuje atypickou bolesti v krku se zvétSenymi
mandlemi, tvorbou Zluto-bilé pseudomembrany s oteklymi krénimi lymfatickymi uzlinami.
Zavaznost gastrointestinalni formy nemoci se odviji od infek¢ni davky. U pacienta se mohou
objevit akutni nebo dlouhotrvajici prijmy, které se zvrhnou v akutni smrtelné onemocnéni

z dtivodu rozsahlé ulcerace stieva [66].

Mezi nejzavaznéjsi a nejobavanéjsi formu, spojenou s inhalaci bakterii (zavazné je vdechnuti
i mén¢ nez 10 CFU, nad 10 CFU je jiz identifikovana vysoka mortalita), se povazuje tzv. plicni
forma. Casto se vyskytuje jako komplikace piedchozich popsanych forem tularémie s ptiznaky
pneumonie nebo se nakaza projevi po vdechnuti biologického aerosolu v souvislosti
s teroristickym zneuzitim [79]. Diagnostika je povazovana za obtiznou, rentgenové obrazy plic
se ukazuji jako velice variabilni a mnohdy u pacient chybi i pfiznaky pneumonie. Piipady
vyskytu této formy se spojuji s manipulaci se senem, se kterym je spojené vysoké generovani
prachu, eventualné¢ v ném mohli pobyvat nakazeni hlodavci, a pacientim nasledné zacaly

komplikovat stav prudké zachvaty kasle [66; 78].

Zavaznost onemocnéni se odviji od mista vstupu infekce, od infekéni davky a subtypu
F. tularensis, ktery vyvolal onemocnéni. Nakaze F. tularensis subsp. tularensis podlehne 60 %
pacientli, v ptipadé nasazeni antibiotik uUmrtnost klesa pod 10 %. Kdezto u subtypu
F. tularensis subsp. holarctica umira 1-10 % nakazenych a diky v€asné medikaci je mortalita

témét nulova [66; 79].
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1.6.2 Lécba tularémie

V soucasné dobé neexistuje ucinnd a bezpecna vakcina jako mozna prevence proti nakaze.
Pouze nekteré skupiny antibiotik se zdaji byt efektivni v 1é¢bé tularémie, a Ize je pouzit jako
profylaxe po expozici F. tularensis [80]. Jsou jimi aminoglykosidova antibiotika (streptomycin
a gentamicin) jako léky prvni volby, dale fluorochinolony (moxifloxacin, gatifloxacin,
trovafloxacin) a tetracykliny (napt. doxycyklin). Ciprofloxacin (pattici mezi fluorochinolony)
se testoval in vitro u mysi nakazenych kmenem SchuS4 [81]. Toto antibiotikum se v sou¢asné

dob¢ nedoporucuje kvili vzniku bakterialni rezistence. [66].

Védci usiluji o vyvoj novych strategickych terapeutickych postupti, které zahrnuji nejen vyvoj
novych antibiotik nebo novy zptisob kombinace stavajicich antibiotik. Usiluje se o snizeni
virulence F. tularensis ¢izlepSeni vrozené (prostfednictvim TLR receptoru) iadaptivni
imunitni odpovédi hostitele na infekci [80]. Je to zejména ztoho divodu, Ze vétSinou
antibiotika uzivana jako moznost prvni volby jsou velmi toxicka, zejména pro déti nebo kojici
zeny, ale jsou zaroven baktericidni. Pouziti tetracyklinovych antibiotik (bakteriostaticka

antibiotika) jako 1é¢ebného prostiedku s sebou nese riziko relapsu infekce [80].

Studovana je i role specifickych protilatek v boji proti infekci. Velkou podporu méla tato terapie
pied objevenim antibiotické moznosti 1é¢by. Ukazalo se, ze specifické protilatky ptispivaji
k ochrané proti infekci svymi profylaktickymi i terapeutickymi G¢inky [82]. Imunni séra
s vysokym titrem anti-MPF IgM a IgG (z angl. Membrane Protein Fraction of F. tularensis
SchuS4) se zdaji byt s velkou pravdépodobnosti u¢inna v kombinaci s antibiotiky k ziskani

rychlejsi reakce imunitniho systému [80].

1.6.3 Vakcinacni terapie

Posledni dobou vzrostl zajem 0 navrhovani vakcin proti F. tularensis z divodu jeji snadné

vyuzitelnosti k bioteroristickym a vojenskym ttokiim.

Vyzkum pro tvorbu vakciny zapocal jiz ve dvacatych a tficatych letech 20. stoleti vyvojem zivé
celobunééné vakciny Foshay (pojmenovanou podle védce, ktery vakcinu ptipravil). Touto
vakcinou bylo imunizovano nékolik lidi v USA. Ochrana selhala po davce 740 CFU
vysokovirulentniho kmene F. tularensis SchuS4. Z toho dtivodu prace na tomto typu vakciny
byla ukoncena se zdvérem, Ze vyvoldva nizky stupeil ochrany pfitestovani na zvitatech

a imunizaci lidi doslo pouze ke snizeni poctu nakazenych a zméné prabéhu nemoci [83].
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Pozdéji v 50. letech se opakovanym pasdzovanim podatilo vyvinout zivy vakcina¢ni kmen
F. tularensis subsp. holarctica (LVS z angl. Live Vaccine Strain). Tento oslabeny kmen se da
potencialné vyuzit jako vakcina proti plicni formé tularémie inhala¢nim podanim. Poprvé byl
podéan laboratornim pracovnikiim amerického armadniho lékarského vyzkumného ustavu
infekénich chorob (U. S. Army Medical Research Institute of Infection Diseases), u kterych
sice doslo k poklesu laboratorni tularémie, ale u v§ech vakcinovanych jedincti nedoslo ke stejné
reakci, na podanou davku je tedy odlisna imunogenita [84]. Tento mutantni kmen nema
schvalenou licenci, protoze doposud neni znAm mechanismus oslabeni a existuje moznost, ze
by se kmen mohl stat opét virulentnim. JakoZto dostupnou o¢kovaci latku, ji 1ze podavat pouze
u rizikovych skupin pacientii. I ptesto se konstrukt tohoto kmene povazuje za Gspésny a védce

posouva v jejich dalsi ¢innosti [85].

Diky plné dostupnosti genomu F. tularensis se mohou identifikovat vhodné virulentni geny
pro inaktivaci a geny nezbytné pro intracelularni parazitismus F. tularensis. Problém nastava
Vv predikci stupné zeslabeni téchto genil, protoZe nedostatecné zeslabeni ma za nasledek
prudkou remisi onemocnéni. Naopak nadbyte¢né utlumeni téchto geniti vyvolavd zkracené
piezivani bakterie in vivo a dochazi k nedostate¢né imunitni odpovédi na pfitomnost patogena.
V jedné védecké praci byl z kmene LVS vytvoten deleéni mutant ApurMCD [86], dalsi védecké
prace se zacilily na dalsi klicové geny virulence. Celkovy fenotyp sestaven¢ho mutanta je
zavisly nejenom na cilovém genu, ale i na bakterialnim poddruhu. Nap#. delece v genu iglC
v FPI vyvolala defekt v intracelularnim rustu u kmene LVS, zatimco u kmene SchuS4 pouze
nedoslo k vyvolani imunitni odpovédi [87]. | z tohoto diivodu se védci snazi utlumovat dalsi
geny (pdpB, dsbB, fumA, carB, FTT_0742), aby se vytvofil vhodny kandidat na vyrobu vakciny
[85].

S nastupem genového inzenyrstvi vyvstala i moznost zkonstruovat DNA vakcinu. Ta by
poskytovala mnohé vyhody - relativné levna ptiprava ve srovndni s jinymi vakcinami at’ na bazi
celych bunék ¢i proteind a rovnéz efektivnéjsi skladovani (1ze skladovat 1 pfi pokojové teplot¢).
DNA vakcina by také poskytovala nejen protilatkami zprostiedkovanou imunitu, ale i bunéénou
imunitu, ktera je kliCova pro ochranu pied F. tularensis. I pies zde vyjmenované a dalsi vyhody
je tvorba této vakciny naro¢na a limitujici. Pfikladem je vysledek studie, ve které DNA vakcina
obsahovala identifikované epitopy CD8+ T-lymfocyti diive infikovanych lidi, které sice
naindukovaly silnou imunitni odpovéd’ CD8+ T-lymfocytt, ale CD4+ odpovéd’ byla znaéné
omezena [88; 89].
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1.6.4 F. tularensis jako nastroj pro bioteroristické zneuZziti

V letech 1932 - 1945, kdy probihala ¢insko-japonska valka, se imyslné vyvolavala u lidi
tularémie pro potfeby vyzkumu. O rok pozdéji, vroce 1946, v byvalém Sovétském svazu
a USA, dokonce existovaly programy pro vyvoj biologickych zbrani obsahujici F. tularensis.
V roce 1969 americky prezident Richard Nixon ozndmil zruseni programu o americkych
biologickych zbranich a k potvrzeni ozndmeni podepsal v roce 1972 Umluvu 0 zakazu vyvoje,
vyroby a skladovani biologickych zbrani a toxini i jejich ni¢eni. Nicméné do této doby neni
potad jasné, zda-li se i dalsi zemé& nezapojily do vyvoje zbrané obsahujici tento patogen.
Bohuzel program mél pokracovani v Sovétském svazu do 90. let. Béhem té doby doslo k vyvoji
kment F. tularensis, které byly antibioticky rezistentnimi nebo byly k dispozici kmeny, které

vyvolavaly onemocnéni i u o¢kovanych jedinci [90].

Potencial vyuziti F. tularensis jako biologické zbrané byl uznan i WHO pied rokem 1970. Byl
vytvofen scénaf utoku vzdusnou cestou a chovani bakterie pfiuniku do vzduchu. Védci
a lékaisti pracovnici se shodli, ze infekénost F.tularensis je srovnatelna s infekci
M. tuberculosis (ptvodcem plicni tuberkulozy), kdy k infekci vnimavé osoby postaci pouze
10 CFU. Zato k propuknuti antraxu zptisobené B. anthracis je tieba k inhalaci 8 000 - 50 000

spor, takze Francisella je mnohem nebezpecnéjsi [23; 90].
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2 CIL PRACE
Cilem prace bylo:
1. Pripravit konstrukt/y nesouci sekveci kodujici fizni protein (¢ast HU
proteinu flizovana s epitopem umoziujicim imunodetekci ¢i purifikaci).
2. Vytvorit mutantni kmen odvozeny od F. tularensis subsp. holarctica
FSC200, ktery bude fuzni protein exprimovat.
3. Urcit lokalizaci fazniho proteinu v ramci bakterialni bunky.
4. Pokusit se nalézt fuzni protein v hostitelskych bunkach po infekci

pfipravenym mutantnim kmenem.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1  Pouzity material

BIOLOGICKY MATERIAL

» E. coli TOP10 firma Invitrogen™; Kalifornie, USA; katalogové ¢&islo (k. ¢.) 45-0030
(FmcrAA(mmr-hsdRMS-mcrBC)®80lacZAM15AlacX74recAlaraD139A(ara-
leu)7697galUgalKrpsL(StrR)endAlnupGA-)

= E. coli XL-1 Blue firma Agilent Technologies; Kalifornie; USA; k. ¢. 200249
(recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F’ proAB laclq ZAM15 tn10 (TetR])

= F. tularensis subsp. holarctica FSC200
(izolat kmene; Francisella Strain Collection (FSC) of the Swedish Defense Research Agency;
Umes; Svédsko)

= Deleéni kmen F. tularensis subsp. holarctica FSC200/AHU (piipraveny konstrukt
FVZ UO)

= F. tularensis subsp. holarctica FSC200/HU HA (pfipraveny konstrukt FVZ UO)

= F. tularensis subsp. holarctica FSC200/HU NLS HA (konstrukt pfipraveny v ramci
této prace)

= F. tularensis subsp. holarctica FSC200/HU_NLS_HIS (konstrukt pfipraveny v ramci
této prace)

= F. tularensis subsp. holarctica FSC200/HU_NLS_GFP (konstrukt pfipraveny v ramci
této prace)

= Laboratorni inbredni mysi firma Velaz s. r. 0.; Praha, Ceska republika; kmen BALB/c;
k. ¢. 028; haplotyp H2d

S témito kmeny se pracovalo v laboratofich urCenych pro praci s GMO (s geneticky

modifikovanymi organismy) se stupném biologického rizika kategorie BSL-2 (z angl.

BioSafety Level-2) a byl kladen dtraz na dodrzovani spravné laboratorni praxe.
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ANTIBIOTIKA

Tab. ¢. 1 - Pouzita antibiotika pii experimentech.

nazev antibiotika vyrobce
Kanamycin sulfat Sigma-Aldrich®; Missouri; USA k. &. 70560-51-9
Gentamicin (10 mg/ml) Sigma-Aldrich®; Missouri; USA k. &. 1405-41-0
Penicilin (10 000 U/ml)/ Streptomycin Sigma- Aldrich®; Missouri; USA k. ¢. P0781
(20 mg/ml)
VEKTORY

pCR®4.0_TOPO; firma Invitrogen™; Kalifornie, USA; klonovaci vektor; pUC ori, Pia, lacZ,
KanR, AmpR;

pKK_289 Km_GFP; E. coli / F.tularensis shuttle vektor, Ft ori, pl5a ori, KmR, groES
promotor [91];

pKK_289 Km_HU NLS GFP; tato prace;

pKK_289 Km_HU NLS HA; tato prace;

pKK 289 Km HU NLS HIS; tato prace.

ENZYMY MODIFIKUJICI NUKLEOVE KYSELINY

= POLYMERAZY
Tag DNA Polymerase with Standard Taq Buffer; firma New England BioLabs® Inc.;
Massachusetts, USA k. ¢. M0273S
OneTaq® Quick-Load® 2X Master Mix with Standard Buffer; firma New England
BioLabs® Inc.; Massachusetts, USA; k. ¢. M0486S
PfuUltra Il High-Fidelity DNA Polymerase; Agilent Technologies; Kalifornie; USA;
k. ¢. 600380

= LIGAZY
Quick Ligase; firma New England Biolabs® Inc.;Massachusetts, USA, k. &. M220 OL
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= RESTRIKCNi ENZYMY
Restrikéni endonukledza Asel; firma New England Biolabs® Inc.; Massachusetts; USA
k. ¢. R0526S
Restrikéni endonukledza Ndel; firma New England Biolabs® Inc; Massachusetts;
USA; k. ¢. RO111S
Restrikéni endonukledza Sacl; firma New England Biolabs® Inc.; Massachusetts; USA
k. ¢. R3156L

= NUKLEAZY
Benzonase® Nuclease; firma Sigma-Aldrich®; Missouri; USA,; k. & E1014-25KU

OLIGONUKLEOTIDY byly dodany od firmy Generi Biotech s.r.0.; Hradec Kralové; Ceska
republika; lyofilizat jsme resuspendovaly v destilované vodé dle pokynu vyrobce a pfipravily
zasobni roztoky - Vv naSem piipadé 0,1 mM. Nezbytné pro dalsi praci je Si zasobni roztok 10x

nafedit (10 pul 0,1 mM primeru + 90 ul destilované vody).

HU_NLS (Asel) _Fw; k. ¢. 1684S4; primer A Tm
5- ACA ATT AAT ATG ATA GCT AAA GAA GCA GAT GTT AC-3° 62 °C
HU_NLS Rev; k. ¢. 1684S5; primer B

5-TCTCCCTTACTATTTTTT AAAGCT TTAGTT ACT GC-3° 60 °C

GFP_Fw; k. ¢. 1684S6; primer C

5- AAG CTT TAA AAA ATA GTA AGG GAG AAG AACTTT TCA-3’ 60 °C
GFP_(Sacl)_Rev; k. ¢. 1684S7; primer D

5’- ACA GAG CTC ATC CAT GCC ATG TG- 3’ 60 °C
HU_NLS_(Sacl)_HIS; k. ¢&. 1840H6

5-GAG CTC TCAGTG GTG GTG GTG GTGGTGATT TTT TAAAGC TTT AGT TAC
TG-3’ 56 °C
HU_NLS_HA_(Sacl) Rev; k. & 1773R6

5'-GAG CTC TCA AGC GTAATCTGG AAC ATCGTATGG GTAATT TTT TAA AGC

TTT AGT TAC TGC-3’ 60 °C
PKK_R3; k. &. 1846C7
5 - GTATTC ACT CCA GAG CGA TGA - 3’ 62 °C
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CHEMIKALIE

Nazev

1,4-bis (acryloyl)piperazin, PDA
Agardza (PCR agarose)
Akrylamid

APS (persiran sodny)

Bacto agar

B-merkaptoethanol

BBL™ Hemoglobin

BBL™ IsoVitalex Enrichment

Blotting Grade Blocker Non-Fat Dry Milk
BSA (100x) Purified

Butan-2-ol

Bromfenonolova modi

10x CutSmart Buffer

10x Standard Taq reaction Buffer
10x PfuUltra Il Reaction Buffer

2x Quick Ligase Reaction Buffer
CaCl,

Calcium Panthotenate

Colloidal Blue Stain kit, CBB-G-250

Complete, EDTA free inhibitory proteaz

DAPI

50

Firma; sidlo; stat

Fluka; Bucharest; Rumunsko
Bio-Rad; Kalifornie; USA
Sigma-Aldrich®, Missouri; USA
Bio-Rad, Kalifornie; USA
Difco; Oxford; Velka Britanie
Serva Electrophoresis;
Heidelberg; Némecko

Becton Dickinson; New Jersey;
USA

Becton Dickinson; New Jersey;
USA

Bio-Rad; Kalifornie, USA

New England BioLabs® Inc.;
Massachussetts; USA
Sigma-Aldrich®; Missouri; USA
Sigma-Aldrich®; Missouri; USA
New England BioLabs®Inc.;
Massachusetts; USA

New England BioLabs®Inc.;
Massachusetts; USA

Agilent Technologies;
Kalifornie; USA.

New England BioLabs®Inc.;
Massachusetts; USA

Penta Laboratories; Kalifornie;
USA

Sigma-Aldrich®; Missouri; USA
Invitrogen™: Kalifornie; USA
Roche Diagnostics; Basilej;
Svycarsko

Sigma-Aldrich®; Missouri, USA



Diethyléter

Difco ™ GC Medium Base

DL- methionine

DL- proline

DL-serine

DL-threonine

DL-valine

DMEM médium/HighGlukose™
DMSO (dimethyl sulfoxide)
dNTP set, PCR Grade 100 mM
Ethanol

FeSO4-7H0

Fetal Bovine Serum Heat Inactivated (FBS)

Gene Ruler 1kb DNA Ladder ready-to-use

Glukoza
Glycin
Glycerol

HyperLadder™ 25 bp

Imidazol

Isopropanol

K2HPO4
KCI

KH2PO4

Kyselina octova
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Penta Laboratories, Kalifornie;
USA

Becton Dickinson; New Jersey;
USA

Sigma-Aldrich®; Missouri; USA
Sigma-Aldrich®; Missouri; USA
Sigma-Aldrich®; Missouri; USA
Sigma-Aldrich®; Missouri; USA
Fluka; Bucharest; Rumunsko
Sigma-Aldrich®; Missouri; USA
Sigma-Aldrich®; Missouri; USA
QIAGEN®; Hilden; Némecko
Penta Laboratories; Kalifornie;
USA

ICN Biomedicals Inc.; Viden;
Rakousko

Sigma-Aldrich®; Missouri; USA
Thermo Scientific; Massachussetts;
USA

Penta Laboratories; Kalifornie; USA
Sigma-Aldrich®; Missouri; USA
Penta Laboratories; Kalifornie;
USA

Bioline s.r.o.; Praha; Ceska
republika

Sigma-Aldrich®; Missouri; USA
Serva Electrophoresis;
Heidelberg; Némecko
Sigma-Aldrich®; Missouri; USA
Erba Lachema s.r.0.; Brno;
Ceska republika
Sigma-Aldrich®; Missouri; USA
Penta Laboratories; Kalifornie;
USA



L-arginine-HCI
L-aspartic acid
LB agar, Powder

L-conditioned medium (z L929 bunék)
L-cysteine-HCI

L-histidine-HCI

L-isoleucin

L-leucine

L-lysine-HCI

L-tyrosine

Luria Browth medium

Methanol

NacCl
Na,EDTA

NaSCN
NEBBuffer 4 (10x)

Nonidet P40 (NP40)

6x Orange DNA Loading Dye

6x gel Loading Dye Purple, no SDS

PBS

Paraformaldehyd (PFA)

PDA

PIERCE™ SpinColumns Screw Cap (69705)

Resolving Gel Buffer
Sachar6za

SDS (dodecylsiran sodny)
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Sigma-Aldrich®; Missouri; USA
Sigma-Aldrich®; Missouri, USA
Serva Electrophoresis;
Heidelberg; Némecko

UMP FVZ UO HK

Fluka; Bucharest, Rumunsko
Sigma-Aldrich®; Missouri; USA
Sigma-Aldrich®; Missouri; USA
Sigma-Aldrich®; Missouri; USA
Sigma-Aldrich®; Missouri, USA
Sigma-Aldrich®; Missouri; USA
Sigma-Aldrich®; Missouri; USA
Penta Laboratories; Kalifornie;
USA

Sigma-Aldrich®; Missouri; USA
Serva Electrophoresis;
Heidelberg; Némecko
Sigma-Aldrich®; Missouri; USA
New England BioLabs® Inc.;
Massachusetts; USA

Roche Diagnostics, Basilej;
Svycarsko

New England BioLabs®Inc.;
Massachusetts; USA

New England BioLabs® Inc.;
Massachusetts; USA

UMP FVZ UO HK
Sigma-Aldrich®; Missouri; USA
Sigma-Aldrich®; Missouri; USA
Thermo Scientific;
Massachusetts; USA

Bio-Rad; Kalifornie; USA
Sigma-Aldrich®; Missouri; USA
Sigma-Aldrich®; Missouri; USA



SOC Outgrowth Medium

SYBR™ Gold Nucleic Acid Gel Stain
SYBR Safe DNA Gel Stain

TAE buffer 50x

TBS

TBS-T 0,05%

TEMED (N,N,N’,N’-tetrametyletylendiamin)

Tris (hydroxymetyl)aminometan

Thiamin-HCI 1,5 M Buffer pH 8,8
Tris-HCI

Trypanova modf

Trypton

Tween 20

Yeast extract

50 bp DNA Ladder

KOMERCNI SOUPRAVY

BM Chemiluminiscence Blotting Substrate (POD)

New England BioLabs® Inc.;
Massachusetts; USA
Invitrogen™, Kalifornie; USA
Invitrogen™; Kalifornie; USA
Serva Electrophoresis;
Heidelberg; Némecko

UMP FVZ UO HK

UMP FVZ OU HK

Bio-Rad; Kalifornie; USA
Penta Laboratories; Kalifornie;
USA

Sigma-Aldrich®; Missouri; USA
Serva Electrophoresis;
Heidelberg; Némecko

Erba Lachema s.r.o0.; Brno;
Ceska republika

Oxoid s.r.o.; Brno; Ceska
republika

Sigma-Aldrich®; Missouri; USA
Serva Electrophoresis;
Heidelberg; Némecko

New England BioLabs® Inc.;
Massachusetts; USA

Roche Diagnostics; Basilej; Svycarsko

QIAquick® Gel Extraction Kit

QIAGEN®; Hilden; Némecko

QIAprep® Spin Miniprep Kit

QIAGEN®; Hilden; Némecko
Kalibra¢ni roztoky pro metodu BCA; BSA o konc. 1 mg/ml
Sigma-Aldrich®; Missouri; USA
= Cinidlo I metoda BCA (Bicinchoninic Acid solution)



= Cinidlo II metoda BCA (Copper II sulfate solution)
Talon Metal Affinity Resin
Takara s.r.o.; Kalifornie; USA

TOPO® TA Cloning® Kit

Invitrogen™; Kalifornie; USA
Wizard® Genomic DNA Purification Kit

Promega; Wisconsin; USA

PROTILATKY
Krali¢i imunni sérum proti F. tularensis (1:1000 v 3% BSA)

KMPB, FVZ UO HK
Alexa Fluor™ 488 Goat anti-rabbit 19G

Invitrogen™; Kalifornie; USA; k. & A11008
Alexa Fluor™ 488 Goat anti-mouse 19G

Invitrogen™; Kalifornie, USA; k. ¢. A11029
Alexa Fluor™ 594 DAM (Donkey anti-mouse)

Invitrogen™:; Kalifornie; USA; k. ¢. R37115
AlexaFluor™ 594 DAR (Donkey anti rabbit)

Invitrogen™: Kalifornie; USA; k. &. R37119
Anti-HA tag antibody (FITC)

Abcam®; Cambridge; Velka Britanie; k. ¢. ab1208
Monoclonal Rabbit Immunoglobulins anti-GFP

Abcam®; Cambridge; Velka Britanie; k. ¢. ab183734
Polyclonal Swine Anti-Rabbit Immunoglobulins/HRP

DacoCytomation; Glostrup; Dansko; k. ¢. P0399
Monoclonal Rabbit Immnunoglobulins anti-HA Tag/HRP

Abcam®; Cambridge; Velka Britanie; k. ¢. ab128131
Monoclonal Rabbit Immunoglobulins anti-HA Tag

Abcam®; Cambridge; Velka Britanie; k. ¢. ab9110
Monoclonal Mouse IgG1 anti-HIS Tag

QIAGEN®; Hilden; Némecko; k. &. 34660
Polyclonal Goat Anti-mouse Immunoglobulin/HRP

DacoCytomation, Glostrup; Dansko; k. ¢. P0447
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PIERCE™ HA epitope TAG antibody agarose conjugate
Thermo Scientific; Massachusetts; USA; k. ¢. 26182

KULTIVACNI PUDY A MEDIA

BMMs médium
= Slozeni:
o DMEM médium/HighGlucose™; Sigma Aldrich®; Missouri; USA, k. ¢&.
SH300 22.01
= Z tohoto média odebrat 100 ml a ptidat 50 ml FBS a 50 ml média z L929
bunck

o 10% FBS, Heat Inactivated; Sigma-Aldrich®, Missouri; USA,; k. & F4135

o 10% médium z L.929 bunck

o 50 U/ml Penicilin + 50 pg/ml Streptomycin (jen pro prvni pasaz), zasobni
roztok o koncentraci 10 000U/ml Penicilinu a 10 mg/ml Streptomycinu
(Sigma-Aldrich®; Missouri; USA; k. ¢. P0781-100ml)

McLeod kultiva¢ni pida

= pracovniroztok €. 1 (1 1), slozky povatit do rozpusténi a ptipravovat vV den piipravy
ploten
o GC Medium Base (72 g)
o Deionizovana voda (1 1)
= Pracovni roztok ¢. 2 (1 1), slozky smichat a nechat bobtnat do druhého dne
o Hemoglobin (20 g)
o Deionizovana voda (1 1)
= Oba roztoky po piiprave sterilizovat v autoklavu pti 121 °C 20 minut Po ochlazeni
na 50 °C sterilné smichat a piidat 20 ml IsoVitalexu™. V ptipadé potieby do pid
ptidat ptidavné latky — v nasem ptipadé antibiotika. Pidy rozlit do Petriho misek

a nechat ztuhnout, standardné pak uchovavat v lednici.

LB pida (Luria-Bertani)

=  SloZeni:
o 10 g Tryptone

o 5g Yeast extract
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o 10g NaCl
o Doplnit deionizovanou vodou do 1 |
o 1,5gagaru/100 ml
= Slozky navazit, dolit deionizovanou vodou a autoklavovat. Po sterilizaci je nutné
agar ochladit ve vodni lazni na 50 °C a rozlit do Petriho misek.
= Steriln¢ dle potieby pridavat pied rozlévanim napt. kanamycin (50 pg/ml).

= Pfipravené pudy popsat na zaklad¢ pridaného antibiotika a uchovavat v lednici.

Chamberlainovo médium

Roztok 1 % koncentrace gramu na 2 litry
L-arginin-HCI 0,040 0,800
L-cystein-HCI 0,020 0,400
L-histidin-HCI 0,020 0,400
L-isoleucin 0,040 0,800
L-leucin 0,040 0,800
L-lysin-HCI 0,040 0,800
DL-prolin 0,200 4,000
DL-serin 0,040 0,800
DL-threonin 0,200 4,000
DL-valin 0,040 0,800
DL-methionin 0,040 0,800
Roztok 2

Glukoza 0,400 8,000
Roztok 3

NaCl 1,000 20,000
KH2PO4 0,100 2,000
KoHPO, 0,100 2,000
Roztok 4

L-asparagova kyselina 0,040 0,800
L-tyrosin 0,040 0,800
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Piidatné slozky do roztoku 1
% konc.

Thiamin-HCI 0,0004
Spermin tetrahydrochlorid  0,0040
Pantothenat vapenaty 0,0002

Piidatné sloZky do roztoku 2

MgSOy - 7H20 0,0135
FeSO4 - 7 H,0 0,0002
Postup

Navazit
0,02 ¢

0,08 g
0,01g

0,675¢
0,01g

ml vody

10
10
10

10
10

celkem 2 | media

4 ml roztoku
10 ml roztoku

4 ml roztoku

4 ml roztoku

4 ml roztoku

» Roztoky 1, 2, 3 a 4 rozpustit v 200 ml deionizované vody a k roztokim 1 a 2 ptidat

jejich pridatné slozky.

» Do roztoku 4 postupné ptidavat3M NaOH (5-7 ml) do rozpusténi zakalu.

= Roztoky postupné smichat v jeden za stalého michani.

= U média upravit pomoci HCI pH na hodnotu 6,3 a objem doplnit deionizovanou

vodou do 2 I.

=  Smés pred uskladnénim filtrovat ptes jednorazovy filtr (s velikosti port 0,22 pum)

do sterilnich lahvi a uskladnit v lednici.

PUFRY
PBS
= Slozeni:
o 10mM Na2HPO4
o 150 mM NaCl
o 2mM KClI
o 2mM KH2PO4
o pH=74
TBS
= Slozeni:
o 50 mM Tris
o 150 mM NaCl
o pH75
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TBST-T 0,05%

» SloZeni:
o 50 mM Tris
o 150 mM NaCl
o pHT7,5
o 0,05% Tween

3.2 Aplikované metody

3.2.1 Kultivace bakterii F. tularensis a E. coli
Ockovani bakterialnich kultur jsme provadély v laminarnim boxu (Safeflow 1.2 flowbox). Diky
filtraci vzduchu pomoci specialnich HEPA filtrii se zamezuje jakékoli kontaminaci od ¢astic

¢1 nezadoucich mikroorganismti.

Na pocatku na$i prace jsme kultivovaly bakterii E. coli. Tato fakultativné anaerobni Gram
negativni ty¢inkovita bakterie roste na LB médiu (jeho piiprava viz vyse). Do média bylo tieba
piidat antibiotikum kanamycin, jehoz finadlni koncentrace byla 50 pg/ml. Pouzivany
plazmidovy vektor (pCR® 4.0 TOPO, pKK_289 Km_GFP) obsahuje k tomuto antibiotiku

rezistenci.

Pro F. tularensis jsme zajistily optimalni podminky ristu na McLeodové agaru pii 37 °C
(v 5215-2 SHEL LAB CO; inkubatoru) nebo v chemicky definovaném Chamberlainové médiu
pii 37 °C a 200 rpm (v téepacim inkubatoru Infors AG CH-4103). V piipadé potieby jsme
do médii pridaly kanamycin o koncentraci 20 pg/ml. Pro pfipravu kultur jsme pouzily

ptipravené zmrazené zasobni kultury.
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3.2.2 Priprava zasobnich zmraZenych kultur (,,Stoku*) E. coli
a F. tularensis

Bakteridlni kultury je tfeba uchovavat v zamrazené formé (bakteridlni konzervy, ,,Stoky*).

Zasobni kultury popsané skladujeme pii-80 °C v mrazaku (SANYO V. I. P Series MDF-

U32V), ¢i v— 150 °C v hlubokomrazicim boxu (SANYO MDF-C2156VAN) ve specialnich

kryotubach.

Konzervy bakterii E. coli TOP10 a E. coli XL-1 Blue jsme ptipravily sterilnim smichanim
0,5 ml bakterialni kultury (pfipravena pfedem viz kapitola 3.2.1) a 0,5 ml 60% glycerolu.

Konzervy F. tularensis, které ve svém genomu nesly pozadovany produkt (tzv. ,pozitivni
klony*), jsme ptipravily nasledovné: pozitivni klony jsme steriln¢ pfeockovaly na McLeodovu
plotnu obohacenou o kanamycin a nechaly kultivovat do druhého dne pti 37 °C. Nasledné jsme
kulturu setfely jednorazovou plastovou bakteriologickou klickou po celém obvodu Petriho
misky a resuspendovaly v 10 ml fyziologického roztoku. Pro hrubou orientaci mnozstvi kolonii
jsme zmétily optickou denzitu na denzitometru. Suspenzi jsme nasledné centrifugovaly
v chladici centrifuze (Eppendorf centrifuge 5804R) pii 4 °C a 6200 g 15 minut. Vzniklou peletu
jsme promyly fyziologickym roztokem a opétovné centrifugovaly za identickych podminek.
Peletu jsme resuspendovaly v zamrazovacim roztoku (5 ml fyziologického roztoku s 10%
glycerolem) a suspenzi jsme rozdélily do kryotub po250pul a kryotuby ulozily
do hlubokomraziciho boxu. U zmrazenych bakterialnich kultur je vedena pfisna evidence,

zejména se klade diraz na zapsani piesné pozice stojanu a umisténi bakterialni kultury.

3.2.3 lzolace chromozomalni DNA

Izolace chromozomalni DNA bakterie F. tularensis subsp. holarctica FSC200 jsme provadély
pomoci Wizard® Genomic DNA Purification Kitu. Samotnd izolace DNA je postavena
na nasledujicim principu — nejdiive buiiky zlyzovat (uvolni se DNA), poté z roztoku vysrazet

proteiny a precistit chromozomalni DNA.

Bakterialni kulturu jsme z McLeod plotny settely klickou do 2 ml PBS pufru. PBS pufr jsme
ptipravily rozpuSténim 1 tablety (k. ¢. P4417) v 200 ml deionizované vody. Ziskanou suspenzi
jsme centrifugovaly 2 minuty pti 6000 g v centrifuze Eppendorf; MiniSpin plus. Supernatant
jsme opatrné odpipetovaly a k peleté jsme piidaly 600 pl lyzac¢niho roztoku Nuclei Lysis

Solution a smés peclive resuspendovaly a inkubovaly 5 minut pti 80 °C (termoblok GRANT).
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Po inkubaci jsme k suspenzi piidaly 3 ul RNase Solution Mixu a smés jsme inkubovaly
pti 37 °C 15-30 minut.

Po ochlazeni na laboratorni teplotu, jsme ke vzorku pfidaly 200 ul Protein Solution a smés
protiepaly (vortex IKA MS3 Digital). Pro efektivnost precipitace proteinii je vyrobcem
doporucéena nasledna inkubace na ledu po dobu 5 minut. Proteiny jsme ze smési odstranily
centrifugaci pii 13 000 — 16 000 g po dobu 3 minut.

Nasledoval posledni a nejdilezitéjsi krok celé izolace — precipitace chromozomalni DNA
a precisténi DNA. Supernatant ziskany v piedchozim kroku jsme pipetovaly do nové zkumavky
a ptidaly k nému izopropanol o objemu 600 pl. Po promichani nasledovala centrifugace
2 minuty pii 6000 g. Peletu (DNA) jsme promyly 600 ul 70% ethanolu. Po centrifugaci
2 minuty pii 13 000 — 16 000 g jsme ethanol odstranily a zkumavku ponechaly asi 10-15 minut
vyschnout. K izolované DNA jsme ptidaly hydratac¢ni roztok v mnozstvi 100 ul (Rehydratation
Solution) a inkubovaly 5 minut pii 65 °C nebo pies noc pii 4 °C. Cistotu a koncentraci vytézku

jsme si ovéfily spektrofotometricky.

3.2.4 1Izolace plazmidové DNA

K izolaci plazmidové DNA jsme vyuzily komeréni soupravy QlAprep® Spin Miniprep Kitu.
Narostlou bakterialni kulturu s plazmidem jsme centrifugovaly 3 minuty pti 17 000 g, (Heraeus
PICO 21 Centrifuge, Thermo Scientific). Peletu jsme poté resuspendovaly v 250 ul pufru
s RNasou A, dokud smés nebyla homogenni. Nasledné jsme ptidaly 250 ul lyzacniho pufru Po.
Po jemném promichani jsme suspenzi ponechaly inkubovat 5 minut pfi laboratorni teploté
(probéhla lyza). Po vysrazeni proteinii jsme k lyzatu piidaly 350 ul N3 pufru a promichaly
do vzniku homogenni smési. Zkumavku se suspenzi jsme centrifugovaly 10 minut pti 17 000 g.
Ziskany supernatant jsme pienesly do specialnich Spin Column s filtrem, které jsSou vyrobcem
umistény do 2 ml zkumavek. Pfinasledné centrifugaci 1 minutu pii 17 000 g, se plazmidova
DNA zachytila na filtr kolonky, a filtrat jsme odstranily. DNA jsme promyly 500 ul PB pufru
a nasledné 750 ul PE pufru s ethanolem (17 000 g, 1 minutu). Pro kompletni odstranéni zbytkt

ethanolu jsme centrifugaci zopakovaly.

Zkumavku s membranou jsme pienesly donové 1,5 ml mikrozkumavky a doprostied
membrany jsme nanesly 50 ul destilované vody. DNA jsme nechaly 1 minutu pfi pokojové

teploté rozpoustét a eluat jsme ziskaly centrifugaci 1 minutu pti 17 000 g.
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Koncentraci ziskaného vodného roztoku plazmidové DNA jsme zmétily spektrofotometricky.
Pro ovéfeni spravnosti plazmidového vektoru jsme provedly dvoji kontrolu: kontrolni restrikci
s elektroforetickou separaci a nasledné¢ jsme plazmid nechaly sekvenovat na Stredisku

sekvenovani, MBU, Praha.

3.2.5 Stanoveni Cistoty a koncentrace izolované DNA

Stanoveni Cistoty a koncentrace izolované DNA se v molekularni biologii nejCastéji testuje
spektrofotometrickymi metodami. V nasem piipadé jsme pouzily spektrofotometr UV-VIS
IMPLEN. Cistota DNA je stanovovéana z poméru hodnot absorbanci A260/A280. Vinové délka
260 nm je zvolena diky velkému mnozstvi purinovych zbytkl a ¢ista DNA proto absorbuje
svétlo pii této vinové délce. Problém nastava, jestlize je vzorek znecCiStén bilkovinami, které
pii této vinové délce rovnéz absorbuji svétlo. Absorpcni maximum bilkovin se pohybuje okolo
280 nm diky pitomnosti tyrosinovych skupin. Cisty a kvalitni vzorek DNA ma &istotu 1,8 -2,0,

podle poméru absorbanci A260/A280. Cim je hodnota vyssi, tim je vzorek &ist&jsi.

Koncentrace DNA se mé&fi proti blanku (roztok, ktery byl pouzit pro hydrataci DNA, velmi
Casto Cistd voda). Koncentraci DNA jsme métily v ng/ul. Do analyzatoru jsme pro méfeni
vlozily nanokyvetu LabelGuard™ Microliter Cell, na niz byl nanesen vzorek o objemu 3 pl.
Pokud jsou vzorky DNA zfedény, neni spektrofotometrickd metoda dostate¢né citlivou
metodou a KurCeni koncentrace se vyuzivaji metody zalozené na interkala¢nich

fluorescencnich barvivech (napt. pfistroj Qubit, Thermo Scientific).

3.2.6 Polymerase Chain Reaction (PCR; Polymerazova retézova reakce)

Polymerazova tfetézova reakce patii mezi, V soucasné dob¢, hojné¢ vyuzivané metody napiic
laboratornimi obory, tedy nejen v oblasti molekularni biologie. Metoda se opird o zékladni
kroky. Nejdiive dochazi k denaturaci dvoufetézcové molekuly DNA po dobu nejéastéji 20 — 30
sekund pfiteploté 94 °C. Tato teplota zajisti rozruseni vodikovych mustki a vznik dvou

jednotetézcovych vlaken, z nichz jedno slouzi jako templat pro reakci.

DNA polymeraza potiebuje ke své spravné funkci primery (kratké oligonukleotidy o 20 — 25
nukleotidech) komplementarni k oblastem, od kterych syntéza zacina probihat. Primery se
oznacuji jako forward a reverse primer. Ke spradvnému a specifickému nasednuti primeri

(annealingu) ptedchazi snizeni teploty na 50 — 65 °C. Optimalni teplota nasednuti primera se
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odvozuje z teploty tani nukleotidti v primeru (Tm = 4 X (GC) + 2 x (AT)) tak, ze teplota tani je

snizena o 5 °C.

Tato metoda pracuje na podobném principu jako pii replikaci DNA in vivo. Reakci katalyzuje
termostabilni DNA polymeraza (napi. Taq polymeraza, Pfu polymeraza, a dalsi), ktera naseda
na templatovy jednovlaknovy fetézec a na zakladé komplementarity bazi podle této ,,pfedlohy*
syntetizuje druhy komplementérni fetézec. Procesem elongace nartista novy fetézec ve sméru
5’— 3’. Teplota syntézy DNA se odviji od pouzité DNA polymerdzy (napt. u Taq polymerazy
je optimum aktivity mezi 72 — 80 °C) a cas elongace se voli v zavislosti podle délky

amplifikovaného fragmentu.

Kroky reakce se cyklicky opakuji po 30-ti cyklech, které jsou vétSinou dostacujici k amplifikaci
fragmentu podle ptivodni molekuly DNA. K metodé PCR byl pouzit DNA Engine PTC-200
Peltier Thermal Cycler, BioRad, ktery dokaze béhem nékolika sekund upravit teplotu o nékolik

stupnti Celsia.

3.2.6.1 PCR na koloniich

Casto uzivanou variantou PCR v molekularni biologii je tzv. PCR na koloniich. Tato metoda
slouzi k ovéfeni kolonii po piedchozi transformaci. Templatovd DNA byla z jednotlivych
narostlych kolonii pfipravena odebranim casti kolonie E. coli z plotny sterilnim paratkem

a jejim resuspendovanim v 10 ul LB média. TotoZnou Spickou rozc¢arkujeme kolonie na novy

LB agar s kanamycinem o koncentraci 50 pg/ml a kultivujeme pies noc pii 37 °C v inkubatoru.

Templat zkolonii F. tularensis jsme piipravily obdobné. Jednotlivé kolonie jsme
resuspendovaly v 10 ul destilované vody a povafily pii 95 °C 10 minut (termoblok GRANT).
Po 10 minutach jsme zkumavky kratce centrifugovaly. Jednotlivé kolonie F. tularensis jsme
obdobn¢ jako u E. coli rozockovaly na novou McLeod plotnu s kanamycinem (20 pg/ml).
Komponenty, pribéh a podminky PCR reakce jsou ptehledné vypsany v Tab. ¢. 2a v Tab. ¢. 3.
K syntéze DNA byla pouzita Tag polymeraza, k. ¢&. M0486S; New England Biolabs®, Inc.
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Tab. ¢. 2 - Komponenty reakce pro PCR reakci katalyzované Taq DNA polymerazou.

komponenty reakce

objem [pl]

One Taq®Quick-Load® 2X Master
Mix with Standard Buffer

Primer Fw (primer A)
Primer Rv (primer D)
H.0

DNA templat

6,25

0,25
0,25
5,25

0,5

Tab. ¢. 3 - Podminky reakce pro PCR reakci katalyzované One Taq® Quick-Load® DNA

jednotlivé kroky reakce

polymerazou.

teplota [°C] / ¢as [s/min]

denaturace
denaturace
annealing
elongace

zavérecnd elongace

3.2.6.2 PCR s prekryvajicimi se konci

Tzv. ,,Overlap“ PCR je dalsi z variant PCR metody. Primarné je pouzivana pro deleci urcité
sekvence z DNA fetézce, nebo ke spojeni nékolika (nejéastéji dvou) DNA fragmentl. Nejdiive
jsou provedeny dvé samotatné PCR, v prvnim kroku s primery A a B a poté s kombinaci
primert C a D. Ziskané produkty reakce ,,AB*“ a ,,CD* jsou po piecisténi pouzity V druhém
kroku jako templat do tzv. ,,overlap* PCR reakce s primery A a D. Béhem této reakce dojde

pomoci pirekryvnych sekvenci na 3° konci fragmentu ,,AB“ a 5" konci fragmentu ,,CD*

94°C/30s

53°C/30s

68°C/30s

94°C/30s

30 cyklit

68 °C /3 min

ke spojeni DNA fragmentt do produktu ,,AD* — pro snadnéjsi pochopeni viz Obr. 9.
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i I Primor A (HU-NLS-(AseI)Fw 7u,;n_nm-c‘.ﬂ'

rimerd (HU-NLS-Rev)

1.7PCR

. gnmrf.
GFR.Fw

Obr. 9 - Vznik "AD" fragmentu po ,,overlap® PCR (vlastni zdroj).

Pro amplifikaci AB, CD a finalniho AD fragmentu jsme pouzily PfuUltra Il polymerazu
(PfuUltra 1l High Fidelity DNA polymerazu), ktera se vyznacuje kromé polymerazové aktivity
také 5" — 3’ exonukleazovou aktivitou. Tato opravna (proofreadingova) aktivita umoziuje
opravit chybné¢ zafazené nukleotidy, a tim efektivné eliminovat chyby pfi ¢teni a replikaci

templatu.

Komponenty reakce a podminky pro amplifikaci pro prvni a druhy krok ,,overlap“ PCR jsou

uvedeny nize, tj. v Tab. ¢. 4 av Tab. ¢. 5.
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Tab. ¢. 4 - SloZeni PCR reakce za vyuziti PfuUltra Il High Fidelity DNA polymerase
pro amplifikaci AB a CD fragmentt.

komponenty reakce objem [ul] Komponenty reakce objem [ul]
H.O 19,75 Forward primer (A nebo C) 0,625
10 x PfuUltra Il reaction 2,5 Reverse primer (B nebo D) 0,625
buffer k. ¢. (200435; Agilent
Technologies, Inc.)
) 0,5 PfuUltra Il High Fidelity 0,5
10 mM dNTP mix
DNA polymerase
DNA (chromozomalni DNA 0,5
F. tularensis FSC 200
nebo plazmidova DNA

pKK_289_Km_GFP)

Tab. ¢. 5 - Podminky reakce pro PCR reakci katalyzované PfuUltra Il High Fidelility DNA

jednotlivé kroky reakce

polymerazy

teplota [°C] / ¢as [s/min]

denaturace
denaturace
annealing
elongace

zaveérecnd elongace

V piipad¢ syntézy AD produktt slouzi jako templat fragmenty AB aCD ptidavané

95°C/2min

95°C/20s

50°C/20s

72°C/30s

40 cykli

72 °C /3 min

Vv ekvimolarnim poméru a pro syntézu DNA jsme pouZily primery A a D.
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3.2.7 Stépeni DNA pomoci restrikénich endonuklesz
Restrikénim $tépenim dochazi k Stépeni DNA diky bakteridlnim restrikénim enzymim
(restrikénim endonukleazam). Jejich aktivita je zalozena na hydrolyze fosfodiesterovych vazeb

na obou fetézcich dvouietézcové DNA (viz Obr. 10).

Restriktazy hraji podstatnou ulohu v defenzivé hostitelské buriky proti nezadoucim plazmidim
¢ivirim. Hostitelskd DNA je proti témto enzymum chranéna pomoci metyltransferazy,
ktera metylaci brani restrikci, kdezto cizoroda DNA témito mechanismy nedisponuje. Zapo¢ne
jeji Stépeni ve specificke, Cili rozpoznavaci palindromatické sekvenci, kterd urcuje specifitu
daného druhu restriktazy. Restriktdzy maji ve svété molekularni biologie mnoha vyuziti. V nas
prospéch jsme tyto enzymy vyuzily pii kKlonovani (konkrétné restriktazy II. typu) k vystépeni
cilen¢ho fragmentu nebo pfti testovani délek jednotlivych fragmentd, ¢i pti vklonovani urcitého

fragmentu do zvoleného plazmidu [92].

NH,
N \\‘N
0 </ , )
| NN P
O0=P—0CH,3
0
0 NH,
N |
Stépeni fosfodiesterové vazby 0 )\ )
restrikéni endonukleazou —> 0 N Baze
O=P—0CH,
0
o
Fosfat

Deoxyribosa
OH

Obr. 10 - Znazornéni §t€peni DNA pomoci libovolné restrikéni endonukleazy [92].

Jak bylo zminéno vySe, restriktdzy svou Cinnosti §t€épi DNA Vrozpoznavaci sekvenci,
¢imz vzniknou bud’ kohezivni (lepivé) nebo tupé konce (viz Obr. 11). Tupé konce vzniknou,
pokud restriktdza $tépi v totoZzném misté na obou fetézcich DNA. Sice jsou oba kousky
navzajem k sob& kompatibilni, ale problém nastava pii klonovéani, kdy DNA inzert nemusi byt
do vektoru vlozen v pozadované orientaci. Proto se v ptipadé klonovani vyuziva restriktaz
tvoticich kohezivni konce. Pfivyuziti enzymu zajistujiciho kohezivni $tépeni, vzniknou

nestejné dlouhé konce, které se daji v dalSich krocich spojit pomoci DNA ligdzy a lze je
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do plazmidu vlozit pouze v jedné orientaci. Piiklonovani muize tento Usek s piesahem

hybridizovat s kohezivnim koncem jiné molekuly DNA pfi §tépeni stejnou restriktazou [92].

KOHEZIVNI STEPENI TUPE STEPENI

|

KOHEZIVNI KONCE TUPE KONCE

RESTRIKCNI STEPENI l

| e |

Obr. 11 - Ptikladné znazornéni restrik¢niho $tépeni restrikénimi enzymy [92].

V této praci jsme pouzily restrikéni enzymy s tvorbou kohezivnich koncti Asel, Ndel a Sacl.
Rozpoznavaci sekvence pro Sacl je GAGCTVC ve sméru 5'— 37, pro Ndel je CAITATG
ve sméru 5'— 3, pro Asel se jedna o sekvenci ATYTAAT ve sméru 5'— 3". Reakce probiha
ve vodni lazni (Assistent3180) pii37 °C 2 hodiny. Stépenou DNA jsme separovaly

v agar6zovém gelu a pokud bylo tfeba, poZzadované fragmenty izolovaly.

Nejdiive jsme sidvéma restrikénimi enzymy Asel aSacl vystépily sledovany usek

AD z vektoru AD_pCR® 4.0 _TOPO viz Tab. &. 6.
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Tab. &. 6 - Restrikéni §t&peni plazmidu pCR®_4.0 TOPO nesouci fragment AD se dvéma
restrikénimi enzymy Sacl a Asel.

komponenty reakce objem [ul]

CutSmartBuffer® (10x) 2

k. &. (B720SS; New England Biolabs®, Inc.)

Plazmid AD_pCR® 4.0_TOPO 1

Sacl k. &. (R3156S, New England Biolabs®, Inc.) 1
Nuclease-free water (New England Biolabs®, Inc.) 16

inkubace 2 hodiny pii 37 °C

100 mM NacCl 0,4

Asel 1

inkubace 4 hodiny pti 37 °C

Nasledn¢ jsme pomoci restrikénich enzymt Ndel a Sacl vystépily GFP kotvu z plazmidu

pKK 289 Km_GFP, abychom si plazmid pfipravily pro ligaci s inzertem AD (viz Tab. ¢. 7).

Tab. ¢. 7 - Restrikéni $té€peni plazmidu pKK 289 Km_ GFP restrikénimi enzymy Ndel a Sacl.

kompomenty reakce objem [ul]
CutSmartBuffer® (10x) 2
plazmid pKK_289 Km_GFP 17
Sacl 0,5
Ndel 0,5

vodni lazen 37 °C 2 hodiny
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3.2.8 Elektroforéza DNA v agarézovém gelu

Elektroforeticky princip vyuziva rozdilné velikosti fragmentl, tim padem dochazi k jejich
odliSné pohyblivosti ve stejnosmérném elektrickém poli. Tato metoda se vyuziva
pro fragmenty o velikosti od 100 bp do 50 kb. DNA se pohybuje od zaporného pdlu (katody)
ke kladnému p6lu (anod¢€), protoze je zaporné nabita diky pritomnosti fosfatovych skupin. Plati,

ze delsi fragmenty putuji elektrickym polem mnohem pomaleji nez kratsi [93].

Volba koncentrace agar6zového gelu se odviji od velikosti separovanych molekul. Nejcastéji
jsme volily koncentraci gelu 1% ¢i 2%. Piipravé gelu predchazela navazka agardzy (SigmaLife
Science; k.¢. A5093-500G), kterou jsme rozpustily v 1x koncentrovaném TAE pufru ( SERVA
dodavan 50x koncentrovany; k. ¢. 42549.01). Do tohoto roztoku jsme ptidaly interkalacni
barvu, ktera se vaze specificky na DNA (SYBR Safe DNA Gel Stain 10 000x concentrate
in DMSO; Invitrogen™; k. &. S33102). Pripraveny roztok jsme v Erlenmayerové bafice kratce
rozvafily Vv mikrovlnné troubé do rozpusténi vSech slozek. Roztok agar6zy jsme nalily
do plastové vanicky s hiebinkem, ktery zajistil tvorbu jamek v gelu, a gel jsme nechaly

utuhnout.

Gel byl po jeho utuhnuti pfenesen do elektroforetické vany s 1x koncentrovanym TAE pufrem
(TAE buffer 50x, SERVA). Do jamek v gelu jsme nanesly vzorky a pro odhad velikosti
jednotlivych separovanych fragmentu i standard cili velikostni marker (do jedné ¢i do obou
jamek na obou stranach v gelu). DNA standard nejvice pouzivany v naSich experimentech je
dodavan firmou Thermo Scientific — O’Gene Ruler 1 kb DNA Ladder ready-to-use (4 ul
na jamku). Vzorek DNA jsme pied aplikaci na gel smichaly s nanasecim pufrem - 6x Orange
Loading Dye; Thermo Scientific.

Elektroforeticka separace probihala v elektroforetické aparatuie (I-MUPID ADVANCE)
s nasledujicim nastavenim: 100 V po dobu 30 minut. Vizualizaci DNA jsme provedly pomoci

UV transiluminatoru v programu Infinity Capture.

Pokud bylo tfeba DNA z agar6zového gelu purifikovat, fragment DNA naSeho z4jmu jsme
kopickem vytizly pod kontrolou UV lampy, a purifikaci DNA kitem (QIAquick® Gel
Extraction Kit; QIAGEN®; k. &. 28706) jsme ziskaly vodny roztok DNA.
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3.2.8.1 lzolace DNA z agarézového gelu

Do mikrozkumavky s gelem obsahujicim DNA jsme ptidaly BufferQG (3 objemy na 1 objem
gelu) a nechaly gel 10 minut rozpoustét pii 50 °C (termoblok GRANT). Vzorek jsme kazdé 2 -
3 minuty promichaly na vortexu (IKA MS3 Digital) a na konci inkubace jsme zkontrolovaly

vyslednou barvu roztoku — méla by byt zluta (pfi jiné barve je tieba upravit pH).

V nasledujicim kroku jsme pfidaly izopropanol, jehoz objem se opét odviji od navazky gelu.
Tuto smés jsme napipetovaly do zkumavky obsahujici filtr (QIAquick spin column)
a centrifugovaly (centrifuga MiniPico21 Centrifuge) 1 minutu pi#i 17 900 g. V tomto kroku
doslo k zachyceni DNA na filtru. DNA jsme promyly pufrem (Buffer QG) v objemu 500 ul
a mikrozkumavku jsme centrifugovaly 1 minutu pii 17 900 g. Pied eluci jsme DNA dale
promyly 750 ul PE pufru (BufferPE), inkubovaly 2-5 minut a centrifugovaly za stejnych

podminek.

Obsah na dn¢ jsme vylily a centrifugaci jsme zopakovaly jesté jednou pro odstranéni veskerého
ptitomného ethanolu. QIAquick zkumavku s filtrem jsme umistily do ptipravené ¢isté 1,5 ml

mikrozkumavky.

Posledni krok, ktery zbyva, je eluce k ziskani vodného DNA roztoku. Doprostied filtraéni
membrany jsme pipetovaly 20 ul destilované vody a minutu nechaly DNA rozpoustét
pii laboratorni teploté. Vodny roztok DNA jsme ziskaly centrifugaci 1 minutu pii 17 900 g.

Ziskany roztok DNA jsme uchovaly v mrazaku pro pozd¢jsi pouziti.

3.2.9 Klonovani s vyuzitim TOPO®TA Cloning® Kitu

K zaklonovani PCR produktu AD jsme pouzily kit TOPO® TA Cloning® Kit; k. ¢&. 45-0030;
Invitrogen™. pCR®_4.0_TOPO vektor je upraven pro piimé klonovani PCR fragmentti s 3"-A
piesahem bez nutnosti pouziti DNA ligazy tim, Ze obsahuje odpovidajici 3'-T ptesahy (viz Obr.
12). Protoze jsme pro syntézu AD fragmentu pouzily PfuUltra Il polymerazu, ktera na rozdil
od Taqg polymerazy netvofi 3'-A piesahy, bylo nutné tyto piesahy dosyntetizovat.
V mikrozkumavce jsme smichaly PCR produkt (10,65 pl), pufr pro Taqg polymerazu (10x); k. ¢.
B9014S; New England Biolabs®, Inc. vmnozstvi 1,25 ul, 10 mM dATP (0,5 pl)
a Taq polymerazu; k. ¢. B9014S; New England Biolabs®, Inc. (0,1 pl) a smé&s jsme inkubovaly
20 minut pii 72 °C (Thermoshaker TS-100 BIOSAN).
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Poté jsme pripraveny PCR produkt s 3'-A ptesahy v mnozstvi 4 ul smichaly se Salt solution
(1 ul) apCR® 4.0 TOPO vektorem (1 ul). Pipraveny roztok se nechd inkubovat 10 minut
pii laboratorni teploté, aby se volné 3 -T konce plazmidu spojily s volnymi 3°-A konci na PCR

produktu a poté jsme smési transformovaly chemokompetentni buniky E. coli TOP10.

Celkovy objem (6 pl) smési jsme pienesly ke 100 pul chemokompetentnich bunék E. coli
TOP10 a inkubovaly 30 minut na ledu. Nasledn¢ jsme suspenzi premistily na 30 sekund
do vodni lazné (Assistent3180) predehfaté na 42 °C. Hned poté jsme zkumavku presunuly
na 2 minuty na led. K bunikam jsme ptidaly 250 pl pfedehiatého SOC kultiva¢niho média, které
je soucasti TOPO klonovaciho kitu. Po pfidani média jsme E.coli TOP10 inkubovaly
v tiepacim inkubatoru (Infors HT ECOTRON) 1 hod pti 37 °C a nakonec jsme suspenzi vysely

na selekéni LB agar s kanamycinem (50 pg/ml) nebo ampicilinem (100 pg/ml).

Plotny jsme inkubovaly pii37 °C v inkubatoru (5115-2 ShellLab CO: Incubator)

do nasledujiciho dne, kdy jsme narostlé kolonie testovaly pomoci PCR na koloniich.

LacZa initiation codon
M13 Reverse priming site [ T3 priming site

201

CT GCAGC TAA ACGA
sGA CGTCCAAATT TGCTTAA 3
T7 priming site

Obr. 12 - Mapa plazmidu pCR®_4.0_TOPO [94].
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3.2.10 Ligace vektoru a inzertu

Ligace je dulezitou soucasti klonovani in vitro. Dochazi pii ni ke spojeni dvou fragmentti DNA
pevnou fosfodiesterovou kovalentni vazbou (mezi 5’-fosfatovou skupinou jednoho nukleotidu
a 3’-hydroxylovou skupinou ribozy ¢i deoxyribézy druhého nukleotidu). Po katalytické strance
patii mezi nezbytné soucasti liga¢niho procesu enzymy DNA ligazy. V molekularni biologii se
tyto enzymy ziskavaji z E. coli infikované fagem T4. V bakterialni buiice hraje tento enzym
zasadni roli pii replikaci, crossing-overu nebo reparaci DNA. DNA ligaza ¢astéji spojuje lepivé
konce DNA (vysvétleni v kapitole 3.2.7). Ligaci se uzavira proces tvorby rekombinantniho

plazmidu, kterym transformujeme ptislusné bakterie [95].

Ligacni reakce probihd pii 16 °C pies noc nebo pfi laboratorni teploté. Pokud pouzijeme
specialné¢ upravenou ligdzu, postac¢i pro maximalni redukovatelnost potencidlniho vzniku
nekonvalentnich vazeb pouze 5 minut. V Zivém organismu probihaji sice enzymy katalyzované
reakce pii 37 °C, ale invitro experimenty nedisponuji moznosti ptipadnou chybu v ligaci
reparovat. Proto aktivita enzymu neni sice optimalni, ale dava se piednost prevenci vzniku

chyb.

Pfed samotnym experimentem se doporucuje vyuzit kalkulator ligace pro vypocet mnoZzstvi
vektoru a inzertu nazakladé jejich velikosti a zvoleného liga¢niho poméru, dostupny
na webovych strankach: http://www.insilico.uni-duesseldorf.de/Lig_Input.ntml.  Pomér
volnych koncti plazmidu a pouzitého inzertu v liga¢ni smési jsme stanovily na 1:3. Reakce méla

celkovy objem 10 pl. SloZeni liga¢ni smési je uvedeno v Tab. ¢. 8.

Tab. €. 8 - Ptiklad slozeni liga¢ni smési.

komponenty reakce objem [ul]
Quick Ligase k. ¢. (M2200L; 0,5
New England Biolabs®, Inc.)
Quick Ligase Buffer k. ¢&. 5
(B2200S; New England
Biolabs®, Inc.
pKK_289 Km_GFP 0,2
Inzert (AD) 3,5
H.0 0,5
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3.2.11 Transformace E. coli

Namnozeni pozadovaného fragmentu DNA Ize, krom¢ PCR, uskutecnit i pomoci metody
molekularniho klonovani. Zasadni rozdil je pouziti hostitelského organismu pro replikaci
zkoumaného tseku DNA, casto se jedna o kvasinky (Saccharomyces cerevisiae) ¢i bakterie
(E. coli). V hostitelskych bunkach se cizi usek DNA mnohondsobné namnozi Vv ptfipraveném

klonovacim vektoru [96].

V této praci byly pouzity vektory pCR® 4.0 TOPO (viz Obr. 12) a pKK_289 Km_GFP
(viz Obr. 13), které jsme pouzily pro transformaci bakterii E. coli TOP10 nebo E. coli XL-1

Blue.
Nhel (68)
Bglll (4953) — 4
HindlII (4861)___ \ )
\ Xbal (910)
< Spel (916)
“BamHI (922)
HindIll (1040)
pKK289KmGFP \

\ groES promoter
5503 bp \
‘,\\ Xbal (1169)
\\l’sll (1219)

) \\'dcl (1240)

Sall (3613) ; \ \Neol (1407)
Neol (3375) _ \ \ \ 'Ndel (47
npt (Kan-res) ’ \'.\ : GFP
Pstl (2996) / k “ \ \,_ \ Sacl (1948)
BamHI (2809) \ \ \\ \ EcoRI (1958)
\

\ \ \ ﬁ“ Neol (2259)
||| isbricas0e)
‘\, i ‘Psl] (2496)
\ \IIindlll (2583)

;‘ groES promoter (Schu)

|

Xbal (2712)

Obr. 13 - Mapa plazmidu pKK 289 Km_GFP [91].

Pfi transformaci se vyuziva ptirozené schopnosti bakterialnich bunék ptijmout cizorodou DNA,
nesenou plazmidem. K transformaci jsou tieba specialné upravené buiiky — kompetentni buriky,

jejichz membrana se stava diky specialni kultivaci propustna.

V nasi praci jsme pouzivaly komerc¢né dostupné chemokompetentni buiky E. coli TOP10;

distribuované firmou Invitrogen (viz kapitola 3.2.9) nebo E. coli XL-1 Blue; distribuované
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firmou Agilent. Pfitransformaci jsme vyuzivaly teplotni Sok (kratka inkubace pfti42 °C
nasledovana ochlazenim na ledu), béhem néhoz se zvysi propustnost bakteridlni membrany

a plazmidova DNA miize projit do bunky.

K 100 pl chemokompetentnich bunék E. coli XL1 Blue jsme ptidaly liga¢ni smés a inkubovaly
30 minut na ledu. Nasledoval teplotni Sok opét pii 42 °C 1 minutu. Poté jsme zkumavku
S bunéénou smési presunuly na 2 minuty na led. K buiikdm jsme ptidaly 300 pl SOC média
a zkumavku jsme umistily na 1 hod do tfepaciho inkubatoru pti 37 °C, 200 rpm. Nasledné jsme
obsah zkumavky vysely na LB plotny s kanamycinem (50 pg/ml) a plotny jsme umistily
do termostatu do druhého dne. Stejné jako v ptipadé TOPO klonovani, tak i zde jsme provedly
kontrolni PCR na koloniich k ovéfeni pfitomnosti inzertu, nasledovala izolace plazmidu

a kontrolni restrikce.

3.2.12 Elektroporace F. tularensis subsp. holarctica FSC200

Elektroporace je typ transformace, pii kterém se za vhodné nastaveného elektrického proudu

vytvoii v membrané F. tularensis pory, kterymi posléze volné prochazi plazmid s inzertem.

Ptipravenou plazmidovou DNA nesouci pozadovany inzert jsme v mnozstvi 100 ng ptidaly
ke 100 ul elektrokompetentnich bunék FSC200 a inkubovaly 10 minut pfi laboratorni teploté.
Po inkubaci jsme smés piemistily do 0,2cm elektroporaénich  kyvet (Bio-Rad)
a elekroporovaly za téchto podminek: 2,5 kV, 25 uF pii 600 Q. Thned po elektrickém Soku jsme
k bakteriim piidaly 1 ml Chamberlainova média predehfatého na 37 °C. Obsah kyvety jsme
pienesly do 15 ml zkumavky a inkubovaly 4 hod pii 37 °C v téepacim inkubatoru. Po inkubaci
jsme kulturu centrifugovaly pifi pokojové teploté 5 minut pii 4000 g (Eppendorf 5804R).
Supernatant jsme odstranily a peletu resuspendovaly ve 100 ul média a vysely na McLeod
plotnu s kanamycinem (20 ug/ml). Plotny jsme inkubovaly 2-5 dni do nardstu kolonii
pii 37 °C.
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3.2.13 Priprava elektrokompetentnich bunék F. tularensis FSC200

Ze zasobni zmrazené kultury bakterii jsme vysely bakterialni suspenzi na 2 McLeod plotny.
Plotny jsme inkubovaly 24-48 hodin dle nartistu kolonii v termostatu pfi teploté¢ 37 °C.
Bakterie z plotny jsme pieockovaly do pfedehiatého Chamberlainova média a kultivovaly
V termostatu pfi stejné teploté pres noc. Druhy den jsme bakterie pfeockovaly do 50 ml
Cerstvého predehfatého Chamberlainova média na ODeoonm 0,1 a nechaly kultivovat
do ODgoo nm 0,3-0,6.

Po dosazeni pozadované optické denzity jsme bakterie centrifugovaly 15 minut ve 4 °C
pti 7300 g (Eppendorf 5804R) a dvakrat jsme bakterie promyly 0,5M sacharézou.
Peletu bakterii jsme resuspendovaly ve 2 ml 0,5 M sachar6zy (koncentrace bakterii piiblizné

1x 10%° bunék/ml) a piipravily alikvoty po 200 ul, které jsme uchovavaly pti— 80 °C.

3.2.14 Priprava celobunécného lyzatu (WCL), cytoplasmatické

a membranové frakce po kultivaci F. tularensis
Ze zasobni kultury F. tularensis FSC200 a F. tularensis exprimujici pozadovany fuzni protein
(HU_NLS_GFP, HU_NLS HA nebo HU NLS HIS) jsme =zaoCkovaly do 30 ml
Chamberlainova média (u kultur exprimujicich fazni protein s kanamycinem 20 pg/ml)
na ODesoonm 0,1 a kultury jsme inkubovaly pies noc pii37 °C Vv tfepacim inkubatoru

pi1 200 rpm.

Bakterialni kultury jsme centrifugovaly pii 7300 g 15 minut pii4 °C (Eppendorf 5804R).
Supernatant (kultivaéni médium) jsme uchovaly pro pozd¢jsi pouziti. Peletu bakterii jsme
promyly PBS pufrem a resuspendovaly ve2ml PBS. Ksuspenzi jsme ptidaly 40 pl
50x koncentrovanych inhibitord proteaz (cOmplete, EDTA free, k. ¢. 05056489001; Roche
Diagnostics), a 1 pl benzonasy (Benzonase® Nuclease; k. &. E 1014-25KU; Sigma-Aldrich®).

K 1yze bakterialnich bun€k jsme pouzily homogenizator French Press Pressure Cell, Thermo

Scientific. Lyzu jsme provedly 3x pfi 16 000 psi. Principem pfistroje je vyvoj vysokého tlaku

(az 40 000 psi) na buiiku, ktery vede k rovhomérnému ristu intracelularniho tlaku. Po prichodu

celou je vzorek vystaven rychlému snizeni okolniho tlaku. Intracelularni tlak se ale snizuje

pomaleji a rozdil téchto tlakti zpisobi, ze bunécna sténa praskne a uvolni intracelularni obsah.

Pristroj jsme obsluhovaly dle navodu od vyrobce. Po odstranéni zbytkli bunéénych stén
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a nerozbitych bakterii jsme ziskanou suspenzi centrifugovaly 2x po 30 minutach pii 6200 g
pti4 °C. 1 ml WCL jsme pienesly do ultracentrifugac¢ni zkumavky (Polyallomer Centrifuge
Tubes; k. ¢. 349 623, Beckan Coulter) a centrifugovaly pfi 100 000 g a 4 °C, 1hod 20 minut
k ziskani cytoplasmatické (supernatant) a membranové frakce (peleta); (Beckman Coulter

Optima MaxU ltracentrifuge).

Frakci membranovych proteini jsme ziskaly resuspendovanim pelety ve 100 ul PBS s 0,1%

NP40 (NonidetP40, k. ¢. 1332473; Roche Diagnostics) a 2 ul inhibitori proteaz.

Pouzité kultiva¢ni médium jsme filtrovaly pfes filtr 0 velikosti pori 0,22 pm (28 mm Syringe
Filter Micron Membrane; k. & 431229; Corning® Incorporated Corning R), ptidaly inhibitory
protedz a poté koncetrovaly pomoci Amicon® Ultra-15 Centrifugal Filter Unit (k. &.
UFC901024; Merck) 2x 40 minut pii 5000 g a 4 °C.

Vsechny bunééné frakce véetné koncentratu kultivaéniho média jsme dale analyzovaly pomoci
SDS-PAGE pro stanoveni celkové hladiny exprese fuzniho proteinu. Tomuto kroku

piedchazelo stanoveni koncentrace proteinii pomoci BCA (kyseliny bicinchoninové).

3.2.15 Stanoveni koncentrace proteinti pomoci metody BCA

Vybér metody pro stanoveni koncentrace bilkoviny je stéZzejni. V uvahu se bere mnoho faktord,
piedevsim charakter proteinu ¢i jeho mnozstvi, nelze opomenout ani naroky na piesnost nebo
specifi¢nost stanoveni ¢i finan¢ni naro¢nost, ale i ¢asovou naro¢nost. V rutinnich laboratofich
se pro stanoveni koncentrace proteinu hojné vyuzivaji spektrofotometrické metody. Jejich
obecnym principem je absorpce svétla stanoveného proteinu s pridanymi ¢inidly za vzniku

barevné reakce, jehoz intenzita odpovida koncentraci méteného proteinu ve vzorku [97].

Principem bicinchoninové metody je schopnost proteinti redukovat Cu®*, jenz reaguje
s peptidovou vazbou, na Cu*. Jednomocna méd’ nasledné reaguje s Kyselinou bicinchoninovou
(BCA) zatvorby barevného komplexu, které se méti pii 562 nm [97]. Reakéni smés se
pfipravuje smisenim ¢inidla I (Bicinchoninic Acid Solution; k. ¢. B9643-1L-KC; Sigma-
Aldrich®) s ¢inidlem II (Copper II sulfate solution; k. & C2284; Sigma-Aldrich®). Obég &inidla
se misi v poméru 50:1 (20 ml ¢inidla I a 400 pl ¢inidla II).
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Nezbytnosti je pted analyzou jednotlivych vzorki paralelné métit koncentraci standardu, jehoz
koncentraci zndme a po sestrojeni kalibratni kiivky stanovit koncentraci proteinu
v analyzovanych vzorcich. Standardem pro kalibraci byl zvolen hovézi sérovy albumin (BSA;
konc. 1 mg/ml; k. & P0914-10AMP; Sigma-Aldrich®), jehoZ koncentra¢ni fadu jsme piipravily
podle Tab. ¢. 9.

5 ul vzorku jsme natedily 45 pl destilované vody a ke smési jsme pfidaly 1 ml ptipraveného
¢inidla. Vzorky i kalibra¢ni fadu BSA jsme inkubovaly 30 minut pti 37 °C ve vodni lazni a poté

spektrofotometricky proméftily.

Tab. ¢. 9 - Ptiprava kalibra¢ni fady pro metodu BCA.

poradi objemvody  objem BSA [ul] objem ¢inidla ~ koncentrace BSA
zkumavek [nl] [ml] [mg/ml]
1 50 = 1 0
2 40 10 1 2
3 30 20 1 4
4 20 30 1 6
5 10 40 1 8
6 - 50 1 10

3.2.16 Purifikace faznich proteint HU_NLS HA a HU _NLS HIS

Afinitni systémy napomahaji pii vhodné volb¢ afinitni kotvy v kombinaci s fiznim proteinem
K izolaci rekombinantnich proteind. V dnesni dobé je k dispozici mnoho komer¢né dostupnych
afinitnich kotev. Spravna volba kotvy pro konkrétni aplikaci se odviji od vyuziti, které jsou

na fizni protein kladena, napf. umozniovat sekreci do média, ¢i zvySovat rozpustnost [98].
K izolaci fuznich proteind HU_NLS_HA a HU NLS HIS byly vyuzity 2 pfistupy:

Protein HU_NLS_HA jsme purifikovaly pomoci agarézovych kulicek s imobilizovanou

protilatkou namitenou proti HA kotvé (PIERCE™ HA epitope TAG antibody agarose

conjugate 2 — 2. 2. 14 (k. & 26182; Thermo Scientific) a kolonek (PIERCE™ Spin Columns
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Screw Cap 69705). 150 ul suspenze agardézovych kulicek jsme pipetovaly do pfipravenych
kolonek a centrifugovaly 1 minutu pti 12 000 g (MiniPico21 Centrifuge) a poté promyly 150 pl
TBS pufru. K promytym kulickdm jsme pfidaly 550 pl celobunééného lyzatu F. tularensis
exprimujici fazni protein a inkubovaly ptfes noc na rotatoru ve 4 °C. Druhy den jsme suspenzi
centrifugovaly pti 12 000 g 1 minutu, kulicky promyly 3x 500 ul TBS-T 0,05%. Protein jsme
z kuli¢ek eluovaly 200 13 M NaSCN a nasledné centrifugovaly pii 12 000 g 1 minutu. Ziskaly

jsme 200 pl eluatu a cely elu¢ni krok jsme zopakovaly 3x.

Pro izolaci fizniho proteinu HU NLS HIS jsme vyuzily metalochelata¢ni typ afinitni
chromatografie (IMAC z angl. Immobilized Metal Affinity Chromatography). Imidazolové
skupiny histidinovych zbytkli kotvy specificky interaguji s matrici (nejcastéji agar6za),
na kterou je navazan ligand - nabity prvek kovu (Ni** nebo Co?*). V molekularni biologii je
histidinova kotva velmi ¢asto vyuzivana k purifikaci proteind, protoZe pro buiiku neni
metabolicky nadro¢na, zejména diky své délce a nepozmenuje konformaci vysledného proteinu.
Protein HU_NLS_HIS jsme purifikovaly pomoci sady TALON METAL Affinity Resin (k. ¢.
635503; Takara). 100 pul suspenze agarézovych kuli¢ek s kobaltnatymi ionty jsme pipetovaly
do pripravenych kolonek a centrifugovaly 1 minutu pii 12 000 g (MiniPico21 Centrifuge)
a poté promyly 500 pl TBS pufru. K promytym kulickam jsme piidaly 500 pl celobunééného
lyzatu F. tularensis exprimujici fizni protein a inkubovaly 1 hodinu na rotatoru pii pokojové
teploté. Poté jsme suspenzi centrifugovaly pfi 12 000 g 1 minutu a kuli¢ky promyly - nejprve
500 ul TBS pufru s 10 mM imidazolem a poté 500 ul TBS pufru s20 mM imidazolem.
Ke kulickam jsme piidaly 50 pl TBS pufru s 250 mM imidazolem a inkubovaly 10 minut
pii pokojové teploté. Elu¢ni frakci jsme ziskaly centrifugaci pii 12 000 g 1 minutu.

3.2.17 SDS - PAGE gelova elektroforéza proteint

SDS polyakrylamid gelova elektroforéza proteinii umoziuje jejich separaci na zékladé¢ rozdilné
velikosti (molekulové hmotnosti). Tim, Ze se vzorek zahieje na 95 °C, dojde k denaturaci
pfitomného proteinu a navdzani molekul SDS (dodecylsiranu sodného). VSechny pfitomné

proteiny ziskaji stejny zaporny naboj, imérny velikosti proteinu.

K 85 ul 3x SDS vzorkového pufru bez p-merkaptoethanolu (1,875 ml Tris-HCI pH 6,8, 3 ml

glycerolu, 0,69 g SDS, 0,3 ml 0,1% bromfenolové modii a doplnit do 10 ml deionizovanou
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vodou) jsme napipetovaly 15 pl p-merkaptoethanolu. Z tohoto mnozstvi jsme pipetovaly
do pripravenych a popsanych mikrozkumavek 10 ul vzorkového pufru, vypocivané mnozstvi
vzorku (dle koncentrace proteinu vypoctené dle metody BCA — viz kapitola 3.2.15) a objem
jsme doplnily do 30 ul destilovanou vodou. Piipravené vzorky jsme nechaly inkubovat 5 minut

pii 95 °C v termobloku a poté jsme vzorky nanesly na gel.

Po napipetovani vzorku na gel a jeho umisténi do elektrického pole proteiny migruji ke kladné
anod¢ na zdkladé molekulového sita v polyakrylamidovém (PAA) gelu. Ke spravnému

hodnoceni separovanych proteinti se vyuziva standard o znamé molekulové hmotnosti.

K separaci jsme vyuzily sadu Mini-PROTEAN®3 Cell; Bio-Rad. Pro samotnou diskontinudIni
elektroforézu byly ptipraveny 2 gely. 15% separacni polyakrylamidovy gel (viz Tab. ¢. 10);
(mobilita iontti v tomto gelu je vysoka) a 4% zaostfovaci gel (viz Tab. ¢. 11); (mobilita iontd
vtomto gelu je nizka). Vychazely jsme z Cerstvé piipraveného zasobniho roztoku 4,59

akrylamidu a 0,12 g PDA (1,4 -bis (acryloyl)piperazin) v 15 ml destilované vody.

Separaéni gel se musi ihned po ptidani TEMEDu aplikovat mezi skla a posléze pievrstvit
sekundarnim butanolem (0,7 ml) saturovaného vodou (50 ml sekundarniho butanolu a 10 ml
deionizované vody). Gel jsme nechaly polymerovat 1 hodinu. Sekundarni butanol jsme poté
odstranily, nalily 4% zaostfovaci gel a nasadily hieben s jamkami. Polymerace opét probihala
1 hod.
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Tab. ¢. 10 - Slozeni 15% separacniho PAA gelu (1 gel = 4,9 ml roztoku).

reagencie

objem [ul/ ml]

akrylamid + PDA
1,5M Tris-HCI, pH 8,8

voda

10% SDS*
10% APS**

TEMED***

neodvzdustiovat, polymerace

* dodecylsiran sodny
** persiran amonny

*** N,N, N, N’-tetra-methyl-ethylendiamin

odvzdusnit

8,75 ml
4,35 ml

4,15 ml

175 ul
44 ul

4,4 ul

Tab. €. 11 - SloZeni 4% zaostiovaciho gelu.

reagencie

objem [ul/ ml]

akrylamid + PDA
0,5M Tris-HCI, pH 6,8

voda

10% SDS
10% APS

TEMED

neodvzdusiiovat, polymerace

Systémem protéka konstatni proud. Napéti v separacnim gelu bude nizsi nez v zaostfovacim
gelu, protoze se lisi pH ptidaného pufru v obou gelech. Tim padem se ionty mohou sefadit

podle svych pfislusnych mobilit. Pfipravené zpolymerované gely jsme umistily do drazek

odvzdus$nit
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1,3ml
2,5ml

6,1 ml

100 pl
50 pl

10 pl



Vv elektrodovém drzaku. Celou aparaturu jsme vlozily do elektrodové vany. Do prostoru mezi
skly jsme nalily po horni okraj tzv. horni pufr (15 g Tris, 72 g glycin, 2,5 g SDS a doplnit
do 2,5 | dionizovanou vodou, pH 8,5), do vnéjsiho prostoru tzv. dolni pufr (15 g Tris, 72 g
glycin, 2,59 SDS, 0,5g azid sodny, doplnit do 2,51 deionizovanou vodou, pH 8,9).
Do jednotlivych jamek jsme nanesly nejdiive standard (Precision Plus Protein™
Kaleidoscope™ Standards, k. & 161-0375; Bio-Rad) a posléze vzorky. Elektroforetickou
aparaturu jsme uzaviely vikem a pfipojily se ke zdroji stejnosmérného napéti s timto

nastavenim: 30 V (konstantni), 240 mA, zhruba 60 minut.

K separaci proteintl jsme pouzivaly 1 tzv. nizkomolekularni gely, které se 1iSi svym slozenim.
Vyuzily jsme taktéz sadu Mini-PROTEAN®3 Cell; Bio-Rad. Pro samotnou diskontinualni
elektroforézu byly ptipraveny 2 gely: separa¢ni polyakrylamidovy gel (viz Tab. ¢. 12);
(mobilita iontd v tomto gelu je vysoka) a zaostiovaci gel (viz Tab. ¢. 13); (mobilita ionth
vtomto gelu je nizkd). Vychazely jsme z Cerstvé piipraveného zasobniho roztoku 7.2 g

akrylamidu a 0,225 g PDA (1,4-bis (acryloyl)piperazin) v 15 ml destilované vody.

Tab. ¢. 12 - Slozeni separa¢niho PAA gelu (1 gel = 4,9 ml roztoku).

reagencie objem [ul/ ml]

akrylamid + PDA 5ml

363,3 g Tris + 3 g SDS/1 1 vody, upravit pH na hodnotu 8,45 pomoci 38 ml HCI a ptidat 5 ml

87% glycerol (261 ml glycerolu/39 ml vody) 1,88 ml
voda 3,04 ml

10% APS* (50 mg APS/0,5 ml vody) 75 ul
TEMED** 7,5ul

neodvzdusnovat, polymerace

*persiran amonny
** N,N, N, N’-tetra-methyl-ethylendiamin
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Tab. ¢. 13 — Slozeni zaostfovaciho gelu.

reagencie objem [ul/ ml]
akrylamid + PDA 0,6 ml
363,3 g Tris + 3 g SDS/1 1 vody, upravit pH na hodnotu 8,45 pomoci 38 ml HCI a piidat 1,86 ml
voda 4,98 ml
neodvzdusiovat
10% APS 75 pl
TEMED 7,5 ul

neodvzdusiovat, polymerace

Separacni gel se musi ithned po pfidani TEMEDu aplikovat mezi skla a posléze ptevrstvit
destilovanou vodou (0,7 ml). Gel jsme nechaly polymerovat 20-30 minut. Asi po pil hodiné
jsme nalily zaostfovaci gel a nasadily hfeben s jamkami. Polymerace probihala 1 hod.
Do prostoru mezi skly jsme nalily po horni okraj tzv. horni pufr (60,6 g Tris, 89,6 g TRICIN,
5 g SDS a doplnit do 5 | deionizovanou vodou, pH 8,25), do vnéjsiho prostoru elektroforetické
vany tzv. dolni pufr (363,3 g Tris, doplnit do 15 | deionizovanou vodou, upravit na pH 8,9
pomoci HCI). Do jednotlivych jamek jsme nanesly nejdiive standard (Precision Plus Protein™
Kaleidoscope™ Standards, k. ¢. 161-0375; Bio-Rad) a posléze vzorky. Elektroforetickou
aparaturu jsme uzaviely vikem a pfipojily ke zdroji stejnosmérného napéti s timto nastavenim:
30 V (konstantni), 240 mA, zhruba 30 minut a poté 170 V (konstantni), 240 mA, zhruba 60

minut.

3.2.18 Western-blotting

Western-blotting je dal$im krokem k analyze konkrétniho proteinu po SDS-PAGE. Abychom
mohly protein specificky identifikovat, musime provést imunodetekci specifickou protilatkou.
Ta ale nesnadno prostupuje gelem. Ztoho divodu se vyuziva pfenosu proteind z gelu
na nitrocelul6zovou ¢i PVDF membranu. Proteiny si zachovavaji stale negativni naboj (diky

SDS z ptedchozi uzité metody). Membrana vaze putujici proteiny z gelu diky vzniklému
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elektrickému proudu za vzniku ,,otisku® proteini na membrang a to ve stejném rozlozeni, jaké
vzniklo v gelu (= ,,blotting®). V této praci byl uzit specialni typ western-blottingu — tzv. semi-

dry blotting za homogenniho elektrického pole.

PVDF membranu (Immun-Blot LF PVDF; k. ¢. 162-0264; Bio-Rad) o velikosti 5,5x8,4 cm
(odpovida velikosti gelu), jsme aktivovaly smocenim v methanolu na 1 minutu a poté 3x
promyly v transferovém pufru (15,15 g Tris, 72 g glycin, 1 I methanolu a objem se doplnido 5 |
deionizovanou vodou). Do transferového pufru jsme namodily i pfipravené filtraéni papiry
(Whatman®; Sigma-Aldrich®).

Blotovaci sendvi¢ jsme sestavily ndsledovné: spodni anodova ¢ast (+) — smoceny silny
filtracni papir Whatman (uhlazen véaleckem, aby se vytlacily ptipadné vzduchové bubliny) —
PVDF membrana — gel s rozdélenymi proteiny — 5 smocenych filtra¢nich papiri (nakonec
opét uhladit vale¢kem) — katoda (-). Blotovani probihalo v Trans-Blot® SD Semi-Dry
Electrophoretic Transfer Cell; Bio-Rad, za téchto podminek: konstatni proud 170 mA, 25V,

20 minut.

Po pfenosu jsme gel i membranu smocily ve vodé, gel jsme vyuzily pro barevnou vizualizaci

separovanych proteinti pomoci Coomassie Brilliant Blue, kdezto membranu k imunodetekci.

3.2.19 Vizualizace proteini v gelu a jejich imunodetekce

Vizualizaci proteind v gelu jsme provedly pomoci koloidniho modteni (Colloidal Blue Staining
Kit; k. ¢. LC6025; Invitrogen). Metoda je zaloZena na barveni koloidnim modrym barvivem
v roztoku methanolu s kyselinou fosfore¢nou a vysokou koncentraci siranu amonného.
Hydrofobicita roztoku koloidni modii snizuje mnozstvi volného barviva v roztoku, coz ma

za nasledek vyssi afinitu barviva k proteiniim a nizs§i zbarveni pozadi.

Dle navodu od vyrobce jsme do kadinky smichaly 55 ml deionizované vody, 20 ml methanolu,
5 ml roztoku B a 20 ml roztoku A. Gel jsme v pfipraveném roztoku a za stalého michani
na tiepacce (IKA HS 260 basic) inkubovaly 3 — 12 hodin.

Bé&hem 20-ti minutového pienosu proteini z gelu na membranu, jsme piipravily blokovaci
roztok, coz je 5% susené mléko; (k. ¢. 170-6404, Roth) rozpusténé ve 100 ml TBS pufru
s 0,05% Tweenem 20 (TBS-T-0,05%). Po pienosu jsme membranu 10 minut promyvaly v TBS
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pufru. Membranu jsme nasledn¢ inkubovaly V pfipraveném blokovacim roztoku po dobu

1 hodiny. Dale se postup lisi dle pouzité protilatky.

Protilatka proti GFP — Monoclonal Rabbit Immunoglobulins anti-GFP (k. ¢. 183734)

Pfes noc jsme membranu inkubovaly S primarni protilatkou namitenou proti GFP pti 4 °C. Tato
protilatka se navaze na sviyj antigen, je-li pfitomen na membrané mezi separovanymi proteiny.
Protilatku jsme nafedily 1: 5000 v 5% suseném mléce v TBS-T 0,05% (1 ul protilatky do 5 ml
pufru).

Druhy den jsme membranu dikladné promyly 6x5 minut v TBS-T 0,05%. Nasledovala
inkubace se sekundarni protilatkou (Polyclonal Swine Anti-Rabbit Immunoglobulins/ HRP;
K. ¢. PO 399), ktera ndm pomohla primarni protilatku s navazanym proteinem prokazat, ato
diky vazb¢ na Fc fragment krali¢i primarni protilatky. Protilatku jsme fedily 1: 1000 (10 ul
protilatky do 10 ml pufru s mlékem). Po inkubaci jsme membranu dukladné promyly
6x9 minut pufrem TBS-T 0,05% a 5 minut v TBS. Pul hodiny pfed koncem promyvani jsme si
piipravily chemiluminiscen¢ni roztok (BM Chemiluminiscence Blotting Substrate, POD; k. ¢.
11500 694 001; Roche) pro ECL analyzu: 1,6 ml roztoku A jsme smichaly s 16 ul roztoku B

a inkubovaly 30 minut ve tmé.

Promytou, lehce usuSenou membranu jsme do ptipraveného roztoku ponofily na 1 minutu
a poté jsme membranu vlozily do kazety na vyvolavani RTG snimkt. Membrana byla v této
chvili pfipravena na analyzu v temné komofe. Na membranu jsme Vv temné komote ptilozily
RTG film (CL-XPosure™ Film; Thermo Scientific) ve zvolenych intervalech a poté film

vyvolaly pomoci ptistroje Curix 60/CP1000 typ 9462, Agfa.

Protilatka proti HA kotvé — Monoclonal Rabbit Immunoglobulins anti HA-Tag/HRP
(k. €. AB 128131)

Membranu po blokaci jsme inkubovaly pfes noc s primarni protilatkou proti HA kotvé, ktera je
jiz konjugovana s HRP (fedéni 1: 5000 v 5% suSeném mléce v TBS-T 0,05%) pii4 °C
na rotatoru. Druhy den jsme membranu promyly 6x9 minut v TBS-T 0,05%, 5 minut v TBS

a nasledovalo vyvolani v temné komote.
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Protilatka proti HIS kotvé — Monoclonal Mouse 1gG1 anti-HIS-Tag (k. ¢. 34660)

Membranu po blokaci jsme inkubovaly pifes noc s primarni protilatkou namifenou proti
histidinové kotvé pii 4 °C (fedéni 1:3000) v 5% suseném mléce v TBS-T 0,05%). Druhy den
jsme membranu promyly 6x5 minut v TBST 0,05% a inkubovaly 1 hodinu se sekundarni
protilatkou (Polyclonal Goat Anti-Mouse Immunoglobulins/ HRP; k. ¢. P0447) fedénou 1:1000
(10 pl protilatky do 10 ml pufru s mlékem). Po inkubaci jsme membranu promyly 6x9 minut

pufrem TBS-T s 0,05%,5 minut v TBS a nasledovalo vyvolani v temné komofte.

3.2.20 Fluorescené¢ni mikroskopie — zviditelnéni HU_HA, HU_NLS HA,
HU_NLS_GFP, HU_NLS_HIS

Fluorescencni metody piedstavuji idedlni zplsob pro zviditelnéni cilovych doménovych
struktur uvniti bunkky. Vyuzivaji se techniky pfimé nebo nepiimé imunofluorescence. Pfima
imunofluorescence se vyuziva ve védeé velice ziidka. Ptiprava protilatky, na Kterou je navazan
fluorochrom, jez by reagovala pouze se strukturou, kterou chceme nalézt, je velice
komplikovana. Z hlediska finanéni a c¢asové naroCnosti se vyuziva varianta nepiimé
imunofluorescence. Pozorujeme mensi mnozstvi struktur ve vzorku a vazba je stejné specificka,
jako v ptipad¢ piimé imunofluorescence. V takovém piipad¢ je nejprve pouzita neznacena
primarni protilatka proti zkoumané struktuie, ktera se navaze na zkoumanou strukturu uvnitf
bunky. Po inkubaci aodmyti je pouzita sekundarni protilatka anti-lgG konjugovana
s fluorescen¢ni molekulou (napt. fluoresceinem), jejiz Fc fragment se vaze na konstantni
fragmenty imunoglobulinovych molekul primarni protilatky. Vysledkem je v obou pfipadech

fluorescence, kterou Ize sledovat pod fluorescenénim mikroskopem [99].

Fluorescen¢ni mikroskop je klasicky mikroskop, obohacen o optiku typickou pro tento typ
mikroskopie, napomahajici fluorescenénimu pozorovani objektti ¢ijednotlivych struktur.
Zdrojem excita¢niho svétla je xenonova nebo rtutova vybojka, v modernéjsich mikroskopech
se uz lze bézné setkat s lasery ¢i LED diodami. Svétlo prochazi objektivem na preparat a vraci
se zpét ve forme emisniho svétla do objektivu diky odrazu v dichroickém zrcadle. Dichroické
zrcadlo propousti pouze svétlo urcité vinové délky do okuldru. K dichroickému zrcadlu patii
i dal$i nezbytné soucéasti mikroskopu - excitacni a emisni filtry. Ty selektuji pozadovany rozsah

svétla pottebného pro excitaci fluorescence ze zdroje zafeni a zaroven jim prochazi jen
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sledovana cast emisniho spektra, jehoz intenzita je mnohem vét§i a prichazi ze vzorku.

Fluorescencni signal je analyzovan detektorem, nejcastéji CCD kamerou [99].

V nasem experimentu byl pouzit transmisni typ fluorescenéniho mikroskopu Nikon Eclipse TI-
S/L 100 (viz Obr. 14). Zastinny kondenzor propusti svétlo, aby dopadlo na preparat pouze
z boku. Objektivem se selektuje jen svétlo emitované, excitacni zafeni prochazi mimo objektiv.

Zdroj je umistén pod preparatem. Snimky jsme vyhodnocovaly pomoci programu NIS element.

Opticka trasa transmisniho fluorescenc¢niho
mikroskopu

Obr. 14 - Transmisni fluorescen¢ni mikroskop [99].
1 - okular; 2 - emisni filtr; 3 - UV ochranny plast; 4 - objektiv; 5 - zastinny kondenzor; 6 - UV ochranny
filtr; 7 - excita¢ni filtr; 8 - zavérka; 9 - tepelny filtr; 10 - kolektor; 11 - vysokotlaka rtutova vybojka;

12 - wolframova zarovka.

Piipravené zmrazené ,,Stoky“ bakterii jsme vysely na kanamycinové McLeod plotny, kontrolni

kmen byl vyset na plotny bez antibiotika.

Do zkumavky jsme ptipravily suspenze jednotlivych kmenid v PBS 0 ODeoo nm 1. 1 ml této
suspenze jsme centrifugovaly 5 minut pii 3300 g (Eppendorf MiniSpin plus). Peletu usazenou
na dn¢ zkumavky jsme resuspendovaly v 200 ul PBS. Ze suspenze jsme napipetovaly 20 ul
na predem oc¢isténé (ethanolem) podlozni sklo a suspenzi jsme nechaly zaschnout (20-
30 minut).

Abychom zajistily oblast se zaschlymi bakteriemi, vymezily jsme tuto ¢ast hydrofobnim fixem

kvali nechténému sliti protilatky nebo dalSich roztokl a také kviili jejich uspote. Bakteridlni
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bunky jsme fixovaly 30 minut pfi pokojové teploté fixacnim roztokem 4% methanolu v 200 pl

PBS. Po promyti PBS pufrem jsme vzorky blokovaly 1 hodinu 3% BSA pfi laboratorni teploté

bez ptistupu svétla. Blokaci jsme ukonéily trojnasobnym promytim PBS pufrem.

Nyni jiz postup sméfuje k samotnému barveni fizniho proteinu s riznymi typy pfidanych

kotev. Od toho se odviji pouziti riznych protilatek:

Primarni protilatka proti HA kotvé: Aplikovaly jsme 100 pul Monoclonal Rabbit
Immunoglobulins anti-HA-Tag; k. ¢. 9110. Protilatka je nekonjugovana, fedéna 1:500
3% fedicim roztokem BSA. Inkubace ve vlhké komoie 45 minut, aby nedoslo

k vyschnuti fediciho roztoku a ke zvyseni koncentrace protilatek, bez pristupu svétla.

Primarni protilatka proti GFP: Aplikovaly jsme 100 ul Monoclonal Rabbit
Immunoglobulins anti-GFP, k. ¢. 183734. Protilatka je nekonjugovana, fedéna 1:500
3% ftedicim roztokem BSA. Inkubace ve vlhké komoie 45 minut, aby nedoslo

k vyschnuti fediciho roztoku a ke zvySeni koncentrace protilatek, bez pristupu svétla.

Primarni protilatka proti HIS kotvé: Aplikovaly jsme 100 ul Monoclonal Mouse 1gG1
anti-HIS-Tag; k. ¢. 34660. Protilatka je nekonjugovana, fedéna 1:500 3% ftedicim
roztokem BSA. Inkubace ve vlhké komoie 45 minut, aby nedoslo k vyschnuti fediciho

roztoku a ke zvyseni koncentrace protilatek, bez pfistupu svétla.

Po inkubaci jsme skla promyly 3x PBS pufrem a pfidaly sekundarni protilatku S navazanym

fluoroforem:

Sekundarni protilatka namifena proti kralicim IgG: Aplikovaly jsme 100 pl anti-rabbit
IgG Alexa Fluor™ 488 GOAT (fluoreskuje zeleng; k. &. A11008; Invitrogen™).
Protilatka je fedéna 1:500 3% tedicim roztokem BSA. Inkubace ve vlhké komote

45 minut, bez piistupu svétla.

Sekundarni protilatka namifena proti mysim IgG: Aplikovaly jsme 100 pul anti-mouse
IgG Alexa Fluor™ 488 GOAT (fluoreskuje zeleng; k. &. A11029; Invitrogen™).
Protilatka je fedéna 1:500 3% tedicim roztokem BSA. Inkubace ve vlhké komote

45 minut, bez ptistupu svétla.
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Po inkubaci a promyti 3x PBS jsme pro kontrolu v ptipravenych preparatech barvily taktéz
bakterialni bunky. Bakterie jsme prokazovaly bud’ monoklonalni mysi protilatkou proti
F. tularensis LPS nebo za pouziti krali¢iho anti-tularemického séra. Vhodnou kombinaci jsme
zvolily podle pouzité protilatky proti fiznimu proteinu tak, abychom nepouzily primarni

protilatky stejného ptivodu:

= Na preparaty, u kterych jsme pouzily kralici primarni protilatku, jsme aplikovaly
100 pl mysi anti-F. tularensis LPS protilatky fedéné 1:500 v 3% BSA roztoku
a inkubovaly 45 minut bez pfistupu svétla.

= Na preparaty, u kterych jsme pouzily mysi primarni protilatku, jsme aplikovaly 100 pul
kraliciho anti-tularemického séra fedéného 1:1000 v 3% BSA a inkubovaly 45 minut

bez piistupu svétla.

Po inkubaci jsme skla promyly 3x PBS pufrem, abychom mohly ptidat sekundarni protilatky:

» Sekundarni protilatka namifena proti mys$im IgG: Aplikovaly jsme 100 pl anti-mouse
Alexa Fluor™ 594 DAM (fluoreskuje erveng; k. & R37115; Invitrogen™). Protilatku

jsme tedily 3% fedicim roztokem BSA 1:500 a inkubovaly 45 minut bez ptistupu svétla.

= Sekundarni protilatka namifena proti kralicim IgG: Aplikovaly jsme 100 ul anti-rabbit
Alexa Fluor™ 594 DAR (fluoreskuje erveng; k. ¢. R 37119; Invitrogen™). Protilatku
jsme nafedily 3% fedicim roztokem BSA 1:500 a inkubovaly 45 minut bez ptistupu

svétla.

V nasledujicim kroku jsme skla promyly 2x PBS pufrem a 1x destilovanou vodou. Skla jsme
lehce ususily, na preparaty nanesly montovaci roztok ProLong™ Gold Antifade Mountant (k. ¢.
P10144; Thermo Fisher Scientific) a pftilozily kryci skla. Hotové preparaty jsme nechaly

do druhého dne zaschnout pfi pokojové teploté bez ptistupu svétla a poté uchovavaly ve 4 °C.
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3.2.21 lzolace a kultivace primarnich mySich kostné-dieiovych makrofagi
K izolaci makrofagi (BMMs; z angl. Bone Marrow Derived Macrophages) z kostni dien¢ jsme
vyuzily laboratorni mysi typu BALB/c (z 1 ks BALB/c mysi jsme ziskaly 1-1,5x107 bungk).
Mysi jsme uspaly v diethyléteru a usmrtily stfihem do krénich tepen po jejich uchyceni
na pitevni desku. Zadni nohy a bticho jsme desinfikovaly 70% ethanolem. Ktzi jsme nasttihly
od bti$ni dutiny smérem k zadnim koncetinam. V oblasti panve jsme zadni koncetiny odfizly
od téla a celé nozicky jsme po odstranéni kize a chlupti uchovaly v DMEM/ High glucose
médiu (k. ¢. SH300 22.01; Sigma-Aldrich®).

Dalsi kroky jsme provadély za pouziti Bioair S@feflow 1.2 pro zachovani spravného
laboratorniho postupu pii praci s bunécnymi kulturami. V prvni jamce 6-ti jamkového panelu
jsme preparované koncetiny desinfikovaly 70% ethanolem 1-3 minuty a poté ethanol odmyly
promytim v nasledujicich ¢tyfech jamkéach panelu s DMEM médiem. Nasledné jsme pomoci
netkané textilie odstranily svalovou tkan a oddé¢lily tibie a os femoris, pticemz jsme dbaly na to,
aby nedoSlo k poskozeni Kloubti spojujici tyto 2 kosti kvili prevenci kontaminace bungk.

Vypreparované Cisté femury a tibie jsme piemistily do posledni jamky s DMEM médiem.

Tésné pod kloubem jsme odstiihly konce kosti a kosti jsme proplachly z obou stran cca 2 ml
DMEM médiem pomoci jehly 25-28 G. Obsah (kostné-dienové buiiky v DMEM médiu) jsme
jimaly do 50 ml zkumavky. Vétsi kusy tkané jsme nechaly 1 minutu usazovat, supernatant
pipetovaly do nové 50 ml zkumavky a kostné-dienové bunky ziskaly centrifugaci (5 minut,

400 g, RT, centrifuga Heraeus Megafuge 16R, Thermo Scientific).

Po odliti supernatantu jsme bunky roziedily v 1 ml BMMs média s antibiotiky (penicilin
50 U/ml a streptomycin 50 pg/ml; k. &. P4333; Sigma-Aldrich®) a poté doplnily do 10 ml
BMMs médiem. 50 ul bunééné suspenze a 50 ul trypanové modii jsme smichaly a nanesly
na Biirkerovu komtirku a pod mikroskopem Nikon Eclipse Ts2 jsme spocitaly pocet zivych
kostné-dienovych bunék v 25-ti étvercich. Pomoci vzorce: pocet bunék x fedéni trypanovou
modii x 10*/ml, jsme vypocetly podet bungk na ml suspenze. Do 90 mm Petriho misek jsme
pienesly 6x10° bunék a doplnily BMMs médiem do 15 ml abuiiky diferencovaly 7 dni
v kostné-denové makrofagy (37 °C v 5% COz2 v Incubator IR Sensor; SANYO). Po 4 dnech
jsme odebraly polovinu BMMs média (7,5 ml) a BMMs médium jsme nahradily DMEM
médiem s 10%FBS (7,5 ml).
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3.2.22 Infekce mysich kostné-dienovych makrofaga bakterii F. tularensis

subsp. holarctica
Petriho misky s diferencovanymi makrofagy jsme zkontrolovaly pod mikroskopem. Z Petriho
misek jsme odsaly médium a ptichycené makrofagy promyly 10 ml predehiatého PBS pufru.
Po odstranéni predehiatého PBS pufru jsme k makrofagim pipetovaly 4 ml studeného PBS
pufru a makrofagy S pouzitim mikroskopické Skrabky uvolnily ode dna misky. Smés jsme
ptenesly do 50 ml zkumavky. Plotny jsme omyly asi 4 ml studeného PBS, které jsme piidaly
ke smési do zkumavky. Zkumavky jsme centrifugovaly pii 300 g, 5 minut, RT, (centrifuga
JOUAN CR 312). Peletu bun¢k jsme resuspendovaly v 10 ml DMEM média s 10% FBS a opét

spocetly pocet makrofagi v 1 ml.

Do 24 jamkového panelu jsme vlozily odmasténé sterilni kryci skli¢ko a na néj nasadily bunky
v mnoZstvi 5x10° bunék/jamku a doplnily DMEM médiem s 10%FBS do 1 ml. Buiiky jsme
nechaly adherovat do druhého dne v inkubatoru pti 37 °C, v 5% CO..

Druhy den jsme ptipravily bakterialni suspenze z pfedem naockovanych McLeod ploten
0 ODgoo nm 1 (zhruba odpovida 3x10° CFU/mI). Suspenzi jsme pfipravily setfenim bakterii
z plotny do 4 ml PBS (bakterie jsme rozetfely o sténu zkumavky). Z piipravené bakterialni
suspenze jsme odebraly 1 ml do mikrozkumavky a centrifugovaly pii 3 300 g, 7 minut pii 4 °C
(centrifuga Eppendorf MiniSpin plus). Bakterie usazené ve form¢ pelety jsme resuspendovaly
vV 1 ml kultivaéniho média DMEM + 10% FBS. Pro vypocet skutecného poctu CFU/ml jsme
vysely bakteridlni suspenzi v fedéni 107 v duplikdtu na McLeod plotny a inkubovaly je
pii 37 °C.

Z piipravenych 24 jamkovych desticek (3 panely) jsme odsaly médium a piidaly 300 ul nového
média. Do kazdé jamky jsme napipetovaly bakterialni suspenzi 0 MOI (z angl. Multiplicity
Of Infection) = 50. P¥i hodnoté& 3x10° bakterii v 1 ml suspenze 0 ODgoonm 1, bylo ptidano 8,3 pl
bakteridlni suspenze nal jamku (coz redlné¢ odpovidalo multiplicité¢ infekce 56 bakterii

F. tularensis na 1 makrofaga).

Panely jsme centrifugovaly 400 g, RT, 5 minut, (JOUAN CR 312) a pot¢ inkubovaly 30 minut

v inkubatoru (IR Sensor, SANYO; 37 °C, 5% CO;). Makrofagy jsme promyly 3x

v predehiatém PBS a extracelularn€ lokalizované bakterie jsme odstranily inkubaci v DMEM

médiu s 10% FSB a gentamicinem (5 pg/ml). Po 30 minutach jsme makrofagy opét 3x promyly

predehiatym PBS a inkubovaly v DMEM médiu s 10% FBS. V danych ¢asovych intervalech

po infekci jsme odsavaly médium a bunky fixovaly fixacnim roztokem 4% paraformaldehydu
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30 minut pfi laboratorni teploté (200 ul). Sklicka jsme 3x promyly PBS pufru a uchovavaly
v PBS pufru v lednici.

Nasleduje krok, kdy je nutno opracovat membrany bungk tak, aby byly propustné: ke sklickiim
jsme ptidaly 200 pl 0,1% TRITON X-100 na5 minut apoté jsme fixovaly 200 pl 4%
paraformaldehydu po dobu 5 minut. Po probéhnuté lyze jsme sklicka promyly 3x PBS pufrem.

Preparaty na sklickach jsme blokovaly a barvily pomoci protilatek (bakterie: kralicim anti-
tularemickym sérem a anti-rabbit Alexa Fluor™ 594 DAR, fizni protein: anti-HA tag-FITC)
stejnym postupem, jako pii barveni bakterii (viz kapitola 3.2.20). Abychom zviditelnily jadra
eukaryotnich bun¢k, naskla jsme pipetovaly 200 ul DAPI roztoku ftedéného 3000x
v destilované vod¢. Na jaderné struktury jsme nechaly roztok vazat 5 minut a posléze jsme opét
dikladn¢ promyly PBS pufrem (3x). Sklicka jsme po vyndani z panelii lehce osusily,
na preparaty nanesly montovaci roztok ProLong™ Gold Antifade Mountant (k. &. P10144;
Thermo Fisher Scientific) a pfilozily napodlozni skla. Hotové preparaty jsme nechaly

do druhého dne zaschnout pii pokojové teploté bez piistupu svétla a poté uchovavaly pii 4 °C.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato prace je soucasti projektu, ktery si klade za cil ovéfit, zda je protein HU bakterie
F. tularensis secernovan. HU protein patii mezi DNA vazebné proteiny a bylo prokazano, ze
delece genu kodujiciho HU protein vede k oslabeni virulence bakterie. Lze se domnivat, Ze

pokud by byl HU protein bakterii secernovan, mohl by se nasledné vazat na hostitelskou DNA.

Nejprve jsme sekvenci HU proteinu prohledavaly pomoci programu cNLS Mapper (dostupny
na webovych  strankach  http://nls-mapper.iab.keio.ac.jp/cgi-bin/NLS_Mapper_form.cgi).
Program slouzi k vyhledavani sekvenci, které zajistuji transport proteinu do jadra (NLS z angl.
Nucleoid Leader Sequence). Zjistily jsme, Zze HU protein takovou sekvenci obsahuje.
Na zaklad¢ tohoto vysledku jsme se rozhodly piipravit zkrdceny HU protein, ktery by
obsahovat pouze NLS sekvenci fuzovanou s GFP, a sledovat jeho osud v bakterialni bunce

a poté pripadné osud proteinu po infekci hostitelskych bunék.

4.1 Insilico analyza

Kompletni sekvenci genu kodujiciho HU protein jsme nalezly v databazi NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_019551.1?report=fasta&from=876054&t0=8763
26):ATGAACAAGAGTGAATTAGTAAGTGCTATAGCTAAAGAAGCAGATGTTACT
AAAGAAGTTGCTAGCAACACTCTAGATGCTACTATTGCGGCAGTAACTAAAG
CTTTAAAAAATGGTGATAGCGTAACTCTAGTAGGTTTTGGTACTTTTCAGGTAAA
AGAAAGAAGTCCTAGAGAGGGTAGAAACCCAAAGACTGGTGAAACTATTAAGAT
CCCTGCTTCTAAAGTTCCTAGCTTTAAAGCTAGTAAGGGTCTTAAAGACGCTGTA
AAATAA.

Programem cNLS Mapper jsme vygenerovaly DNA sekvenci, ktera by méla byt zodpovédna
za transport HU proteinu do jadra hostitelskych bunék. Tuto sekvenci jsme pojmenovaly
HU_NLS (v sekvenci celého genu oznaéena Cerveng): ATAGCTAAAGAAGCAGATGTTA
CTAAAGAAGTTGCTAGCAACACTCTAGATGCTACTATTGCGGCAGTAACTAAAGC
TTTAAAAAAT.
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4.2 lzolace chromozomalni DNA

Ihned na zacatku prace jsme si vyiizolovaly chromozomalni DNA F. tularensis subsp.
holarctica FSC200 pomoci Wizard® Genomic DNA Purification Kitu. Tato DNA slouzila jako
templat pro PCR reakci. Koncentraci izolované DNA jsme méfily spektrofotometricky na UV-
VIS —viz Tab. ¢. 14.

Tab. ¢. 14 - Koncentrace izolované chromozomalni DNA F. tularensis subsp. holarctica

FSC 200.
vzorek (kit) koncentrace (ng/pl) Cistota A 260/280
1 (Wizard® Kit) 49,5 1,739

4.3 PCR s prekryvajicimi se konci
Nejprve jsme navrhly primery pro amplifikaci kodujici sekvence HU_NLS a pro fazi s GFP
PCR s ptekryvajicimi se konci (tzv. ,,overlap* PCR reakci) - viz Obr. 9.

Podle chromozomalni DNA F. tularensis subsp. holarctica FSC200 jsme s pomoci primerta
HU_NLS_(Asel)_Fw - tj. primeru A a HU_NLS_Rev - tj. primeru B, amplifikovaly HU_NLS
sekvenci (AB produkt). Templatem pro syntézu CD fragmentu (GFP) byl plazmid
pKK 289 Km_GFP (primery GFP_Fw - tj. primer C a GFP_(Sacl)_Rev - tj. primer D).
Primery HU_NLS_Rev - tj. primer B a GFP_Fw - tj. primer C, nesly vzajemné komplementarni
useky. Fragmenty HU NLS a GFP jsme piecistily z agar6zového gelu a pouzily jako templat
pro ,,overlap“ PCR s primery HU_NLS (Asel) Fw - tj. primerem A a GFP_(Sacl) Rev -
tj. primerem D pro amplifikaci AD produktu.

Po amplifikaci jsme fragment AB separovaly na 2% agarézovém gelu (viz Obr. 15), fragment
CD na 1% agar6zovém gelu (viz Obr. 16) a po izolaci jsme je pouzily jako templat pro syntézu

AD fragmentu. Velikosti jednotlivych fragmenttit AB a CD jsou uvedeny v Tab. ¢. 15.
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Tab. ¢. 15 - Velikosti jednotlivych fragmentit AB a CD.

fragment  priblizné velikosti fragmenti

[op]
AB 90
CD 700

400

300
250
200
. 175
— 180
. 125
100

75

90 bp 90 bp

Obr. 15 - Agar6zova elektroforéza po amplifikaci useku AB.

Pro tisek AB byl vyuzit velikostni marker HyperLadder™ 25 bp, pro fragment CD jsme vyuzily
standard O 'Gene Ruler 1 kb DNA Ladder (viz Obr. 16).
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700 bp 700 bp

Obr. 16 - Agar6zova elektroforéza po amplifikaci useku CD.

K amplifikaci AD fragmentu jsme vyuzily metodu ,,overlap“ PCR (viz Obr. 17). Jak jiz bylo
zminéno vyse, jako templat proreakci jsme pouzily amplifikované useky AB a CD
v ekvimolarnim mnozstvi. Celkova velikost useku AD a zméfena koncentrace jednotlivych

fragmentt AB a CD je uvedena v Tab. ¢. 16.

Tab. ¢. 16 — Koncentrace fragmenti AB a CD a celkova velikost tiseku AD pro overlap PCR.

nazev fragmentu koncentrace [ng/ul]  velikost [bp]

AB 9,5
AB + CD =800 => AD

CD 21,5
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Obr. 17 - Amplifikace AD fragmentu pomoci overlap PCR.

4.4 TOPO klonovani
K amplifikaci aseki AB, CD, a také pro ,,overlap“ PCR AD fragmentu, jsme pouzily enzym

PfuUltra 1l polymerazu. Tato polymeraza disponuje korektorskou aktivitou, coz vede
k eliminaci chyb béhem polymerazové reakce, a narozdil od Tag polymerazy syntetizuje
fragmenty s tupymi konci. K experimentu bylo zapottebi, aby AD tsek mél na 3" konci -A
piesahy a byl tak komplementarni k 3°-T konctim pCR® 4.0 _TOPO plazmidu (viz Obr. 12).
K tomu, abychom docilily 3°-A koncti u PCR produktu, jsme vyuzily enzymu Taq polymerazy
a takto upraveny AD fragment vloZzily do pCR® 4.0 TOPO plazmidu béhem tzv. , TOPO*

klonovani.

Nové vzniklym vektorem s AD fragmentem (AD_pCR® 4.0 TOPO) jsme transformovaly
chemokompetentni buiiky E. coli TOP10 a smés jsme vysely na LB plotny s kanamycinem.
K ovéfeni, zdali se fragment AD spravné vé¢lenil do zvoleného vektoru, jsme provedly PCR
na koloniich za vyuziti primertt A a D. Pro ovéteni bylo ndhodné€ vybrano 6 kolonii. U kolonii,
které jsou pozitivni a nesou nejpravdépodobnéji inzert, se V 1% agar6zovém gelu objevil silny
prouzek, odpovidajici velikosti AD produktu (viz Obr. 18). Jako velikostni marker byl vyuzit
O’Gene Ruler 1 kb DNA Ladder.
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kolonie AD

800 bp :
Obr. 18 - Ovéfeni ptitomnosti fragmentu AD Vv koloniich bakterie E. coli TOP10

:

transformovanych vektorem AD_pCR® 4.0 TOPO.

Jelikoz vSechny kolonie vysly pozitivni, Z kolonii €. 5 a €. 1 jsme vytvotily bakterialni zasobni
kulturu a izolovaly plazmid pomoci QIAprep® Spin Miniprep Kitu. lzolovany plazmid
AD _pCR® 4.0 TOPO jsme podrobily kontrolnimu restrikénimu $tépeni enzymy Asel a Sacl
(viz Obr. 19). Jako standard jsme vyuzily O 'Gene Ruler 1kb DNA Ladder. Spravnost sekvence

fragmentt AD jsme ovérily | sekvenaci.

pCR_4.0

| T
ommce 2150 bp

155 i'

AD

800 bp

Obr. 19 — Kontrolni restrik¢éni §tépeni enzymy Asel a Sacl.

Asel rozpoznavaci misto je pfitomné tikrat i v ptivodnim pCR®™_4.0_TOPO vektoru (pozice 48 bp,
107 bp a 2449 bp). Proto o¢ekavame po Stépeni Asel/Sacl 6 fragmenti DNA (2150 bp, 1550 bp, AD
fragment o velikosti 800 bp a dalsi tfi fragmenty o velikosti cca 50 bp, 60 bp a 180 bp). Vzhledem
K pouzitému 1% agarézovému gelu jsme oCekavaly, Ze viditelné budou pouze tii nejdelsi fragmenty.
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4.5 Priprava vektoru AD pKK 289 Km_GFP a transformace bakterii
E. coli XL-1 Blue

AD fragment vystépeny z plazmidu AD_pCR® 4.0 TOPO — klon ¢&. 5 pomoci restriktaz Asel
aSacl (viz Obr. 19) jsme nasledné¢ klonovaly do vektoru pKK 289 Km_GFP. Vektor
pKK 289 Km_GFP jsme pfed vlozenim inzertu AD musely upravit restrikénimi enzymy Sacl
a Ndel, ¢imz jsme z vektoru vystépily fragment GFP (viz Obr. 20). Jako standard jsme vyuzily
O’Gene Ruler 1 kb DNA Ladder. Enzymy Asel a Ndel tvofi kompatibilni kohezivni konce,
tudiz je mozné ligovat fragment opravovany Asel restriktazou do vektoru Stépeného enzymem
Ndel.

4800 bp

Obr. 20 - Elektroforéza vektorového plazmidu pKK 289 Km po restrikci enzymy Sacl
a Ndel.

Pfiblizna velikost plazmidu je 5500 bp, po §tépeni tohoto plazmidu restrikénimi enzymy Sacl a Ndel je
pro nas dulezity fragment 0 velikosti 4800 bp (plazmid bez obsahu GFP). Huie rozlisitelné prouzky
o velikostech 480 bp a 230 bp odpovidaji fragmentim GFP. Uvniti sekvence GFP je dal§i rozpoznavaci
misto pro Ndel.

Vektor pKK_289 _Km a fragment AD jsme po restrikénim $tépeni izolovaly, zméfily jsme
jejich koncentraci a vyuzily k ligaci pomoci Quick Ligase (New England Biolabs®, Inc.).
K vypoctu pottebnych volnych koncli DNA fragmentt pro ligaci jsme vyuzily kalkulator ligace

a prepocetly jsme si mnozstvi na pl (viz Tab. ¢. 17).
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Tab. ¢. 17 — Komponenty pro liga¢ni smés v poméru 3:1.

mnoZstvi AD fragmentu na 10 pl smési 12,5 ng — odpovida koncentraci 3,6

ng/ul — do smési 3l

mnoZstvi vektoru pKK na 10 pl smési 25,73ng — odpovida koncentraci

25 ng/ pl — do smési 1 pl
2x koncentrovany Quick Ligase Buffer [ul] 5

Quick Ligase [ul] 0,5

Ligaci vznikl plazmid AD pKK 289 Km, kterym jsme transformaly komer¢né dostupné
chemokompetentni bakterie E. coli XL-1 Blue a ty vysely naselektivni LB plotny
s kanamycinem. Ziskané pozitivni kolonie jsme testovaly pomoci PCR na koloniich a vysledek
jsme vizualizovaly na 1% agardézovém gelu k ovéfeni ptitomnosti fragmentu AD 0 velikosti
800 bp, ktery pozitivné transformované bakterie nesou (viz Obr. 21). Z téchto pozitivnich
kolonii jsme vyhotovily zasobni kulturu (z kolonie ¢&.1) a izolovaly jsme plazmid

AD pKK 289 Km, ktery byl pouzit pro elektroporaci F. tularensis.

AD pKK 289 Km_

T

800 bp

Obr. 21 - PCR na koloniich E. coli XL-1 Blue, plazmid AD_pKK_289_Km. Standard O’Gene
Ruler 1 kb DNA Ladder.
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4.6 Elektroporace F. tularensis subsp. holarctica FSC200

Plazmid AD pKK 289 Km jsme pomoci QIAprep® Spin Miniprep Kitu vyizolovaly, zmétily
spektrofotometricky jeho koncentraci (99 ng/ul) a 1 ul pouzily pro elektroporaci F. tularensis
FSC200. Postupovaly jsme podle jiz vyse popsaného postupu pro elektroporaci (viz kapitola
3.2.12). Po elektroporaci nasledovala PCR na koloniich pro ovéfeni piitomnosti plazmidu
v bakteriich F. tularensis FSC200. Vizualizaci jsme provedly opét pomoci 1% agar6zové

elektroforézy (viz Obr. 22). Klon ¢. 4 jsme pouzily k vytvofeni zasobni zmrazené kultury.

AD pKK 289 Km

TR

— ——— —

800 bp

Obr. 22 - PCR na koloniich F. tularensis FSC200, plazmid AD_pKK_289 Km. Standard
O’Gene Ruler 1 kb DNA Ladder.

4.7 Kultivace a frakcionace F. tularensis nesouci fiizni protein

Ze zmrazené kultury F. tularensis FSC200 a piipravené kultury F. tularensis, exprimujici
pozadovany protein (HU_NLS_GFP), jsme zaockovaly do Chamberlainova média a bakterie
kultivovaly do ODsoonm 1. Kultury jsme centrifugovaly a pelety bakterii pouzily pro ptipravu
celobunééného lyzatu. Supernatant (kultivaéni médium) jsme filtrovaly, abychom odstranily
ptipadné zistavsi bakterie, poté koncentrovaly a uchovaly pro pozd¢jsi pouziti. Bakterie jsme
lyzovaly pomoci pfistroje French Pressure Cell Press a z celobunééného lyzatu ultracentrifugaci
oddé¢lily cytoplasmatickou a membranovou proteinovou frakci. Dfive nez se jednotlivé frakce
podrobily SDS-PAGE a posléze imunodetekci, zméfily jsme koncentraci proteini pomoci
metody BCA. Nejdtive jsme spektrofotometricky prométily ptipravenou kalibracni fadu (viz

Tab. ¢. 18) a posléze z rovnice regrese z grafu (viz Graf ¢. 1) vypocetly koncentraci proteini
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ve vzorcich. V tabulce nize (Tab. ¢. 19) je uvedena zméfena absorbance a koncentrace

u jednotlivych izolovanych proteinovych frakci FSC200 a HU_NLS_GFP.

Tab. ¢. 18 - Zmétena absorbance u kalibra¢ni fady, metoda BCA.

standard [ng/pl] absorbance A

0 0,094
2 0,378
4 0,576
6 0,779
8 0,974
10 1,119

Kalibracni fada pro stanoveni koncentrace

proteinu dle metody BCA  y-0,1017x+0,145
R? =0,9908
14

1,2
’ X

Absorbance A

0 2 - 6 8 10 12

koncentrace [pg/pl]

Graf ¢. 1 Kalibra¢ni fada, metoda BCA.
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Tab. €. 19 - Namétena absorbance a koncentrace u jednotlivych proteinovych frakci.

vzorek absorbance koncentrace [pg/nl]
1. FSC200_WCL* 0,279 1,318
2. FSC200_C** 0,176 0,304
3. FSC200_M*** 0,521 3,698
4, FSC200_FM**** 0,436 2,862
5. HU_NLS WCL 0,193 0,472
6. HUNLS C 0,446 2,960
1. HU _NLS M 0,467 3,167
8. HU_NLS FM 0,336 1,878

*WCL — celobunéeny lyzat
** C — cytoplasmaticka frakce
*** M — membranova frakce
*xx*k EM — filtrat média

4.8 SDS-PAGE proteinii

Z vypoctené koncentrace jsme si pripravily smési jednotlivych vzorki (prepocteno na mnozstvi
10 pg) o celkovém objemu 30 pl pro SDS-PAGE elektroforézu (viz Tab. ¢. 20) a nechaly
5 minut inkubovat pii95°C. Vzorky jsme dé€lily pomoci 15% akrylamidového gelu

a po separaci proteiny pienesly na PVDF membranu pomoci Western-blottingu.
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Tab. ¢. 20 - Vypoctené mnozstvi jednotlivych vzorka pro SDS-PAGE elektroforézu.

Vzorek ¢. vzorkovy pufr [ul] mnoZstvi vzorku [pl]  destilovana voda [pl]

1 10 7,6 12,4
2 10 20 -

3 10 2,70 17,3
4 10 3,49 16,51
5 10 21,19 -

6 10 3,38 16,62
7 10 3,16 16,84
8 10 5,32 14,68

4.9 Protilatkova analyza HU_NLS_GFP

K vizualizaci exprese NLS sekvence HU proteinu (HU_NLS) fizované s GFP (z angl. Green
Fluorescent Protein) jsme vyuzily primarni protilatku proti GFP (monoclonal Rabbit
Immunoglobulins anti-GFP) v kombinaci s polyklonalni praseé¢i anti-krali¢i 1gG protilatkou,
konjugovanou s HRP (z angl. HorseRadish Peroxidase). GFP se sestava z 238 AMK a jeho
velikost se pohybuje okolo necelych 27 kDa. Vytvotfeny fuzni konstrukt (HU NLS GFP, cca
30 kDa) se podatilo pomoci protilatkové detekce prokazat pouze v celobunééném lyzatu
a cytoplazmatické proteinové frakci F. tularensis FSC200/HU_NLS_GFP (viz Obr. 23).

FSC200

wCL C M FM

Obr. 23 — Western-blotting HU_NLS_GFP (velikost cca 30 kDa).

WCL - celobunéény lyzat; C — cytoplasmaticka frakce; M — médium; FM — filtrat média.
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4.9.1 Prukaz HU NLS_GFP pomoci fluorescenéni mikroskopie

K vizualizaci HU_NLS_GFP jsme vyuzily primarni protilatku proti GFP - monoklonalni krali¢i
protilatku anti-GFP v kombinaci se sekundarni protilatkou proti krali¢im IgG — anti-rabbit 1gG
Alexa Fluor 488 GOAT (zelena fluorescence) — viz Obr. 24.

Obr. 24 - Zelen¢ fluoreskujici HU NLS GFP.

Piedpokladame, Ze tento reportérovy gen GFP, ktery jsme chtély vyuzit pro vizualizaci
HU NLS, diky své velikosti mohl zménit konformaci cilového proteinu natolik, Ze nebyl

schopen zménit svoji lokalizaci.

Z tohoto diivodu jsme se rozhodly vytvoftit jiny konstrukt, ve kterém jsme HU NLS fazovaly
na C-konci s HA kotvou. Vzhledem Kk velikosti kotvy jsme piedpokladaly, ze nebude

ovliviiovat konformaci HU NLS.

4,10 Priprava F. tularensis exprimujici HU_NLS HA

Pro pfipravu nového fiizniho konstruktu jsme nejprve navrhly reverzni primer, ktery kodoval
i sekvenci HA kotvy (HU_NLS_HA (Sacl)_Rev - uveden v seznamu primert). Jako forward
primer jsme mohly vyuZzit primer HU NLS (Asel) Fw, ktery jsme navrhly pro fizi HU NLS
s GFP. Jako templat pro PCR byla pouzita chromozomalni DNA F. tularensis FSC200

104



a syntéza DNA fragmentu probihala pomoci PfuUltra II DNA polymerazy analogicky jako
Vv ptipad¢é syntézy produktu AB (viz Tab. ¢. 4 a Tab. ¢. 5). PCR produkt jsme precistily,
dosyntetizovaly 3'-A ptesahy a vlozily do pPCR® 4.0 TOPO plazmidu b&hem tzv. ,,TOPO*

klonovéani.

Kroky, ve kterych se zakladni postup lisi, je popsan nize.

4.10.1 PCR na koloniich E. coli TOP10

Ziskané transformanty jsme otestovaly pomoci PCR na koloniich (HU NLS (Asel) Fw
a HU_NLS HA). Jako standard ¢. 1 jsme pouzily smés 0,5 ul 50 bp DNA Ladder s 1 ul 6x
Loading Dye Purple, no SDS a 4,5 ul destilované vody, standard ¢. 2 O'Gene Ruler 1 kb DNA
Ladder. Misto obvyklé interkalacni barvy jsme tentokrat pouzily citlivéjsi SYBR™ Gold
Nucleic Acid Gel Stain 10 000X Concentrate in DMSO (k. ¢. S11494, Invitrogen), protoze
vysledny produkt ma pouze 130 bp a mély jsme obavu, ze by s pouzitim SYBR Safe DNA Gel
Stain nebyl dostate¢né viditelny (viz Obr. 25).

.

Yo

HU _NLS HA TOPO

LTINS

—

130 bp

Obr. 25 - PCR na koloniich E. coli TOP 10/HU_NLS_HA_TOPO.

Vsech deset kolonii vySlo pozitivnich, coz dokazuje, Ze ve vSech testovanych koloniich
E. coli TOP10 doslo ke spravnému vlozeni inzertu. Z kolonie ¢. 1 jsme vytvofily zasobni
kulturu a izolovaly plazmid HU_NLS_HA TOPO pomoci QIAprep® Spin Miniprep Kitu
(koncentrace 81 ng/ul). Podle zmétené koncentrace jsme namichaly restrikéni smés a plazmid
HU_NLS_HA TOPO jsme podrobily restrikénimu Stépeni pomoci enzyml Asel a Sacl
a rovnéz provedly kontrolni PCR reakci na plazmidové DNA s primery HU_NLS_(Asel) Fw
a HU_NLS_HA (Sacl)_Rev (viz Obr. 26). Jako velikostni marker jsme pouzily O'Gene Ruler
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1 kb DNA Ladder na 2% agar6zovém gelu. Spravnost DNA sekvence kodujici fuzni protein

jsme overtily sekvenaci.

.

‘ 2150 bp plazmidova DNA —— G

lgo:

<180 bp

TN

€ HU_NLS_HA TOPO ——

— 1” = 50 a 60 bp

Obr. 26 — Restrikéni Stépeni plazmidu HU_ NLS _HA TOPO enzymy Asel a Sacl (A)
s kontrolni PCR reakci (B).

4.10.2 Priprava vektoru HU NLS HA pKK 289 Km a transformace
bakterii E. coli XL-1 Blue

HU_NLS HA fragment, jenz jsme pomoci restriktaz Asel a Sacl vystépily z plazmidu
HU_NLS_HA TOPOQ, jsme klonovaly do vektoru pKK_ 289 Km. Nez jsme mohly vlozit nas
inzert do vektoru, samotny vektor pKK 289 Km GFP jsme upravily restriktazami Sacl

a Ndel. Touto upravou jsme vystépily fragment GFP a nasledné provedly preparativni
elektroforézu (viz Obr. 27).

4800 bp

480 bp

230 bp

Obr. 27 — Elektroforéza vektorového plazmidu pKK 289 Km po restrikci enzymy Sacl a
Ndel.
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Nastépeny plazmid pKK 289 Km jsme vyizolovaly, zmétily jeho koncentraci (113 ng/ul)
a ligovaly ho s inzertem pomoci Quick Ligase. Liga¢ni smési jsme posléze transformovaly
E. coli XL-1 Blue a po tranformaci bakterie s inzertem vysely na LB plotny s kanamycinem.
Na 1% gelu jsme si ovétily pozitivni kolonie, které se testovaly pomoci PCR na koloniich (viz
Obr. 28). Jako primery pro PCR reakci jsme pouzily HU NLS (Asel) Fw a pKK_R3. Primer
pKK R3 je komplementarni k sekvenci pKK 289 Km vektoru, nachazi se cca 100 bp
za klonovanym fragmentem HU NLS HA (celkova velikost cca 230 bp). Jako velikostni

marker jsme pouzily standard ¢. 2.

Obr. 28 — PCR na koloniich E. coli XL-1 Blue/HU_NLS_HA pKK_289 Km.

Z pozitivni kolonie ¢.2 (zde pozitivnich vSech 12 kolonii) jsme izolovaly plazmid
HU NLS HA pKK 289 Km (QIAprep® Spin Miniprep Kit, koncentrace 122 ng/ul).
Ten jsme vyuzily pro naslednou elektroporaci do F. tularensis FSC200.

4.10.3 Elektroporace F. tularensis subsp. holarctica FSC200

Podle jiz vyse popsané¢ho navodu jsme provedly elektroporaci F. tularensis subsp. holarctica
FSC200 s naslednou PCR na koloniich (pouzité primery HU NLS (Asel) _Fw a pKK_3R),
ktera nam slouzila k ovéfeni ptitomnosti plazmidu v bakteriich F. tularensis. Jako dikaz nam
poslouzila 2% agardzova elektroforéza se standardy ¢. 1 a 2 — viz Obr. 29. Z klonu €. 5 jsme

ptipravily zmraZenou kulturu.
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Obr. 29 - PCR na koloniich F tularensis FSC200/HU_NLS_HA.

4.10.4 SDS-PAGE a protilatkova analyza HU_NLS HA

Po kultivaci F. tularensis nesouci fuzni protein HU NLS HA a pfipravé jednotlivych
proteinovych frakci (analogicky viz kapitola 4.7) jsme pro separaci proteini pripravily
nizkomolekularni proteinovy gel (ofekavana velikost sledovaného fuzniho proteinu je cca

4 kDa) podle Tab. ¢. 12 a Tab. ¢. 13 v kapitole 3.2.17.

K prikazu fazniho proteinu HU NLS HA jsme pouzily monoklonalni kralici protilatku

namitfenou proti HA kotve konjugovanou s HRP.

Bohuzel tento fizni protein se nam nepodafilo nalézt v lyzatu F. tularensis. Vzhledem k tomu,
ze protein mohl byt ve frakcich zastoupen pouze v malém mnozstvi, rozhodly jsme se fuzni
protein HU NLS HA nabohatit pomoci purifikace s vyuzitim agar6zovych kuli¢ek
s imobilizovanou protilatkou namifenou proti HA kotvé (PIERCE ™ HA epitope TAG antibody
agarose conjugate 2 — 2. 2. 14, k. ¢. 26182; Thermo Scientific). Nicméné ani timto piistupem

se nam protein nepodafilo prokazat.

V posledni dobé nékolik koleglhi z Katedry molekularni patologie a biologie feSilo problém
s nestabilitou ¢i degradaci ,,shuttle” vektoru pKK 289 Km pokud nesl fuzni protein s HA
kotvou. Proto jsme se rozhodly, ze zkusime pfipravit jesté jeden konstrukt, tentokrat
s histidinovou kotvou (HU_NLS_HIS). Duvodem, pro¢ jsme fazni protein HU_NLS HA
neprokazaly je 1 mozZnost S$patného optimalizovani podminek pro separaci proteint

Vv nizkomolekularnim gelu - respektive to, ze protein z gelu vyputoval pied ¢elem.
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4,11 Priprava F. tularensis exprimujici HU_NLS HIS

Pro ptipravu nového fuzniho konstruktu jsme nejprve navrhly reverzni primer, ktery kédoval
i sekvenci HIS kotvy (HU_NLS_HIS_(Sacl) Rev - uveden v seznamu primert). Jako forward
primer jsme mohly opét vyuzit primer HU NLS (Asel) Fw, ktery jsme navrhly pro fuzi
HU_NLS s GFP. Jako templat pro PCR byla pouzita chromozomalni DNA F. tularensis
FSC200 a syntéza DNA fragmentu probihala pomoci PfuUltra II DNA polymerazy analogicky
jako v pripadé syntézy produktu AB (viz Tab. ¢. 4 a Tab. ¢. 5). PCR produkt jsme piecistily,
dosyntetizovaly 3'-A ptesahy a vlozily do pPCR® 4.0 TOPO plazmidu b&hem tzv. ,,TOPO*

klonovani.

Kroky, ve kterych se zakladni postup lisi, je popsan nize.

4.11.1 PCR na koloniich E. coli TOP10
Kreakci PCR jsme pouzily primery HU NLS Asel Fw a HU_NLS_HIS (Sacl) Rev.

V elektroforetickych gelech jsme pro testovani uzivaly opét 2 standardy, které byly jiz zminény
(50 bp DNA Ladder a O'Gene Ruler 1 kb DNA Ladder). Jako interkala¢ni barvu jsme taktéz
pouzily SYBR™ Gold Nucleic Acid Gel Stain 10 000X Concentrate in DMSO. Vizualizace
PCR reakce probéhla na 2% agarézovém gelu - viz Obr. 30.

8=

AN

A

Obr. 30 — PCR na koloniich E. coli/f HU_NLS_HIS_TOPO.

Vsech deset kolonii vySlo pozitivnich, coZz dokazuje, Ze ve vSech testovanych koloniich
E. coli TOP10 doslo ke spravné elektroporaci inzertu. Z kolonie €. 4 jsme vytvotily zasobni
kulturu a izolovaly plazmid HU_NLS_HIS TOPO pomoci QIAprep® Spin Miniprep Kitu
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(koncentrace 91 ng/ul). Podle zméfené koncentrace jsme namichaly restrikéni smés a plazmid
HU_NLS_HIS TOPO jsme podrobily restrikénimu $tépeni pomoci enzyma Asel a Sacl - viz
Obr. 31. a vysledek vizualizovaly elektroforeticky na 2% agar6ézovém gelu. Spravnost DNA

sekvence kddujici fuzni protein HU_NLS HIS jsme ovéfily sekvenaci.

2150 bp

" 1550 bp 6000
- 555 e

%0 400%

P -

o 350X

300 250%

2% X

- - 180 bp

e HU NLS HIS 1000

60 a 50 bp

w0

! @
Obr. 31 - Kontrolni restrikce plazmidu HU NLS HIS_TOPO (A) a PCR (B).

4.11.2 Priprava vektoru HU NLS HA pKK 289 Km a transformace

bakterii E. coli XL-1 Blue
Fragment HU_NLS HIS, jsme pomoci restriktaz Asel aSacl vystépily =z plazmidu
HU_NLS HIS TOPO a nasledné klonovaly do vektoru pKK 289 Km. Spravny priubéh

restrikce jsme si ovétily na 2% agardézovém gelu se dvémi standardy ¢. 1 a 2 - viz Obr. 32.
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Obr. 32 — Kontrolni elektroforéza po restrikci plazmidu HU_NLS_HIS_TOPO.

Vektor pKK_289 Km jsme izolovaly, zmétily jeho koncentraci (123 ng/ul), pomoci restriktaz
Ndel a Sacl vystépily sekvenci kodujici GFP a pouzily pro ligaci s HU_NLS_HIS pomoci
Quick Ligase. Ligaci vznikl plazmid HU NLS HIS pKK 289 Km. Timto pfipravenym
plazmidem jsme transformovaly E. coli XL-1 Blue a po tranformaci bakterie s inzertem vysely
na LB plotny s kanamycinem. Na 1% gelu jsme si ovéfily pozitivni kolonie, které jsme
testovaly pomoci PCR na koloniich (s primery HU_NLS_ (Asel) Fw a pKK_R3 — o¢ekavana
velikost produktu cca 220 bp) - viz Obr. 33. Z pozitivni kolonie ¢. 2 jsme vytvofily zasobni

zmrazenou kulturu.
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| | I\\\\\\.
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HU_NLS _HIS pKK

220 bp =

- TTauwww
Obr. 33 — PCR na koloniich E. coli XL-1 Blue/HU_NLS_HIS_pKK_289_Km.
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4.11.3 Elektroporace F. tularensis subsp. holarctica FSC200

Nasledné jsme zmrazenou kulturu ¢. 2 zaockovaly do LB média a po Kultivaci izolovaly
plazmid HU_NLS _HIS pKK_289 Km (QIAprep® Spin Miniprep Kitu, koncentrace
113 ng/ul). Izolovany plazmid jsme pouzily pro elektroporaci F. tularensis subsp. holarctica
FSC200 a poté jsme pomoci PCR na koloniich (primery HU_NLS_ (Asel) Fw a pKKR3)
testovaly ziskané transformanty. PCR produkty jsme detekovaly na 2% agar6zovém gelu (viz
Obr. 34). Z klonu ¢. 1 a 5 jsme piipravily zmrazenou zasobni kulturu.

"

¥ ¥8 '.“‘.'-"L 4
S S R EREEEsE

- . s 6
: __HU_NLS_HIS

-

Obr. 34 - PCR na koloniich F. tularensis FSC200/HU_NLS_HIS.

4.11.4 SDS-PAGE a protilatkova analyza HU_NLS HIS

Po kultivaci F. tularensis nesouci fazni protein HU NLS HIS a piipravé jednotlivych
proteinovych frakci (analogicky viz kap. 4.7) jsme opét pripravily nizkomolekularni proteinovy
gel, protoze fizni protein ma pouze asi 4 kDa. Ocekavaly jsme, Ze histidinova kotva nikterak
neovlivni konformaci cilového proteinu. Nicméné ani v tomto piipad¢ se ndm nepodatilo fizni

protein v jednotlivych frakcich prokazat.

Opét jsme se pokusily fuzni protein z celobunééného lyzatu purifikovat pomoci
metalochelataéniho typu afinitni chromatografie (TALON METAL Affinity Resin (k. ¢.
635503; Takara), ovSem netspéSné. Dlvodem, pro¢ nemiZeme protein HU_NLS_HIS
detekovat, stejné tak HU_NLS_HA detekovat ani izolovat, by mohla byt ptili§ mala velikost

fuzniho proteinu (cca 4 kDa), ktera vede k degradaci proteinu proteazami.

Nasi snahou bylo prokazat, ze HU protein by mohl byt pfitomny jak v cytoplasmatické

proteinové frakci, tak ve frakci membranové a rovnéz, Ze je secernovany do kultivacniho média.
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Z tohoto divodu jsme pfistoupily na variantu pouziti kmenu F. tularensis exprimujici

kompletni HU protein zna¢eny HA kotvou (HU_HA) [3].

Pomoci protilatkové analyzy (Monoclonal Rabbit Immuboglobulins, anti-HA-tag/HRP,
Abcam) se nam podafilo prokazat pfitomnost kompletniho HU proteinu znaceného HA
kotvou ve vsech pripravenych proteinovych frakcich (velikost okolo 15 kDa) F. tularensis
FSC200/HU_HA a také ve filtratu média (viz Obr. 35). Jako negativni kontrolu jsme
pouzily mateisky kmen F. tularensis FSC200. Timto se nam nakonec tedy podafilo

prokazat, ze protein je bakterii secernovan.

Z nasich dosazenych vysledki predpokladame, Ze sekvence vygenerovana programem CNLS
Mapper neni dostate¢na pro stabilitu proteinu ¢i jeho sméfovani ven z bakterie, pipadné az

do jadra hostitelskych bunék.

= FSC200

R - 100 /CL % / i { C M

Obr. 35 — Protilatkova analyza HU_HA, standard Precision Plus Protein™. Kaleidoscope™.

WCL - celobunéény lyzat; C — cytoplasmaticka frakce; M — médium; FM — filtrat média.

K tomu je nejspis zapotiebi celd sekvence proteinu HU. Z tohoto diivodu jsme pro vizualizaci
proteinu v hostitelskych burnikach po infekei F. tularensis pouzily kmen exprimujici kompletni
HU protein zna¢eny HA kotvou (HU HA). Po infekci makrofdgli jsme mohly vidét zelené
fluoreskujici znaceny protein HU HA (je detekovan protilatkou namifenou proti HA kotvé
konjugovanou s FITC) uvnitf, pfipadné vné Cervené fluoreskujici bakterie (jsou prokazovany
kralicim anti-tularemickym sérem V kombinaci se sekundarni protilditkou namifenou proti
krali¢im 1gG - anti rabbit AlexaFluor™ 594 DAR) v blizkosti jader makrofigt zviditelnénych
pomoci DAPI (modie fluoreskujici) - viz Obr. 36.
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Obr. 36 - Fluoreskujici HU_HA protein uvnitt makrofag.
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5 ZAVER

V této praci jsme vytvorily tifi konstrukty nesouci sekvenci fuzniho proteinu HU NLS
(HU NLS_GFP,HU NLS HA aHU NLS HIS) a vytvofily tfi mutantni kmeny, odvozené od
mateiského kmene F. tularensis subsp. holarctica FSC200 - F. tularensis/fHU_NLS_GFP,
F. tularensissfHU_NLS HA aF. tularensissTHU_NLS HIS. Tyto kmeny spole¢n¢ s jiz diive
ptipravenym kmenem F. tularensis FSC200/HU HA, byly pouzity pro studium lokalizace HU

proteinu v ramci bakterialni a hostitelské bunky.

Pomoci metod molekuldrné-biologickych a imunologickych jsme se pokusily prokazat HU
protein v izolovanych proteinovych frakcich F. tularensis. Ve snaze dosahnout kvalitnich

vysledkd, jsme zkraceny protein postupné fizovaly S riznymi typy kotev.

Nejdiive jsme vytvofily konstrukt HU NLS GFP, jehoz lokalizaci jsme prokazaly pouze
Vv cytoplasmatické frakci a v celobunééném lyzatu. Presto jsme byly presvédCeny, ze HU
protein patfi mezi secernované proteiny, a uvazovaly o mozném negativnim vlivu GFP
reportérové molekuly (27 kDa) na konformaci vysledného fuzniho proteinu (30 kDa),
zabranujicimu pfesunu proteinu smérem k membrané a ven z bakteridlni bunky. Z tohoto
davodu jsme hledaly alternativu mezi kotvami s malou molekulovou hmotnosti (HA kotva,

histidinova kotva).

Nicméné ani tyto modifikace se neukazaly byt vhodné. Vysledné fizni proteiny (HU NLS HA
a HU_NLS_HIS) jsme nebyly schopny nalézt ani v celobunééném lyzatu F. tularensis, natoz
vV membranové frakci proteini nebo ve filtratu kultivaéniho média. VSe nasvédcuje tomu, ze
tyto fuzni proteiny podléhaly proteazové degradaci, jelikoz se ndm nepodatilo proteiny obohatit
ani afinitni purifikaci. Vyslovily jsme hypotézu, ze sekvence generovand programem cNLS
Mapper je nedostatecna pro stabilitu proteinu a k urceni lokalizace pouzily kmen exprimujici

kompletni HU protein zna¢eny HA kotvou, ktery byl v laboratofi ptipraven diive.

V tomto ptipadé¢ se nam podafilo prokazat pritomnost HU proteinu ve vSech proteinovych
frakcich F. tularensis i ve filtratu média, a tim tak potvrdit jeho sekreci. Vyzkum jsme doplnily
o metody fluorescencni mikroskopie s prikazem HU HA proteinu uvnitf infikovanych

makrofag.
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