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Abstrakt

Patogenni spirochety jsou bakterie citlivé k faktorim vnéjSiho prostfedi bez moznosti
kultivace. Zaroven toho neni pfili§ znamo o jejich pfirozeném pienosu genid. Tyto faktory
znesnadnuji praci s nimi a predevsim jejich mutagenezi. Presto byly v poslednich letech
vytvoteny metody, které praci s témito bakteriemi umoziuji. Zpocatku byly tyto metody
zalozené na komplementaci narusenych gent v Escherichia coli, poté se jiz zacala
mutageneze provadeét v samotnych spirochetdch. Pomoci plazmidi byly geny spirochet
inaktivovany nebo byly do jejich genomu vkladdny geny nové ¢i upravené. Podaftilo se docilit
nahodné i cilené¢ mutageneze a u nékterych také transdukce bakteriofagem. Pouze nékteré
spirochety maji vlastni plazmidy nebo bakteriofagy, proto byly Casto pouzivany plazmidy
nebo fagy se Sirokym rozmezim hostiteld. Doposud nebyla geneticky modifikovana
Treponema pallidum. Pro ni by vSak mohly byt pouzitelné metody aplikované u ostatnich

spirochet, které jsou zminény v zavéru prace.

Abstract

Pathogenic  spirochetes are bacteria sensitive to environmental factors
without possibility of cultivation. Simultaneously there is not much known about their natural
gene transfer. These factors complicate working with them and especially their mutagenesis.
In the last few years there were created methods which make work with these bacteria
possible. At the beginning these methods were based on complementation of disrupted genes
in Escherichia coli, later mutagenesis was made in very spirochetes. Genes of spirochetes
were inactivated with help of plasmids or new or changed genes were transferred into their
genome. Random and targeted mutagenesis were achieved and for some also bacteriophage
transduction. Only some spirochetes have their own plasmids or bacteriophages, therefore
broad-host range plasmids or phages were frequently used. Treponema pallidum wasn’t
cultivated so far. Methods applied for the other spirochetes, mentioned in the end of work,

could be used for mutagenesis of it.
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1. UVOD

Patogenni spirochety jsou bakterie, které se svou stavbou a vlastnostmi odlisuji
od ostatnich bakterii. Zaroven to jsou ptivodci jak lidskych, tak zvifecich onemocnéni, jako je
leptospir6oza, Lymska boreliéza nebo syfilis. Genetickd manipulace, kterd se bézné pouziva
ke studiu bakterii, mimo jiné i jejich patogeneze, se u tohoto kmene zacala rozvijet teprve
nedavno. Hlavnimi pfekdazkami v manipulaci se spirochetami jsou jejich naro¢né kultivacni
podminky a nedostatek pfirozenych mechanizmt pro pienos gent.

Posledni dobou se zacaly rozvijet metody pro mutagenezi u patogennich druht
Brachyspira hyodysenteriae, Leptospira interrogans, Borrelia burgdorferi, Borrelia hermsii
a skupiny ustnich treponem, zejména pak Treponema denticola. Doposud nebyla geneticky
modifikovana spirocheta Treponema pallidum, kterou neni mozné kultivovat a ani
0 pfirozeném pienosu gend toho u ni neni pfili§ zndmo.

V této praci shrnuji poznatky o genetické manipulaci u patogennich spirochet,
pro které jiz byly vyvinuty metody mutageneze. V téchto metodach byly vyuzity plazmidové
vektory 1 bakteriofagy a bylo docileno ndhodné i cilené mutageneze. V zévéru pak vychazim

Z téchto poznatkli a zminuji mozné metody, které by mohly byt aplikovany u T. pallidum.



2. SPIROCHETY

Spirochety jsou bakterie fadu Spirochaetales. Vyvinuly se z jediného spole¢ného
predchtdce, jedna se tedy o monofyleticky kmen (Paster et al., 1991). Jejich pfibuznost je
patrna jiz podle fenotypovych znak.

Takovym znakem je napiiklad stavba jejich bunék, kterd je obdobna gramnegativnim
bakteriim. Buniky maji spiralni tvar a jsou vysoce pohyblivé (Paster a Canale-Parola, 1980).
Tuto pohyblivost umoziuji biciky, které se nachdzeji mezi cytoplazmatickou membranou
a vnéjsi pochvou, kterd je analogii k vnéj$i membrané gramnegativnich bakterii. Bi¢iky jsou
ukotveny na bufice subtermindlné a obtd¢i ji. Za normdlnich podminek nevystupuji
do vné&jsiho prostoru a jejich mnozstvi je individualni od dvou az po stovky.

AF  Axialni fibrily
VP  Vnéjsi pochva

UP  Uchytny pér
Lv Lipoproteinova vrstva
JO Jaderna oblast

Obr. 1: Stavba typické spirochety. Buiiku pokryva vn&jsi pochva. Mezi vngjs§i pochvou a vrstvami
protoplazmatického cylindru jsou axialni fibrily, které jsou zanotfeny do cylindru uchytnym porem. (Holt, 1978;

upraveno)

Pfibuznost spirochet je patrna také podle sekvenci geni 16S rRNA (Paster et al.,
1991). V téchto genech se u spirochet nachazeji konkrétni signaturni sekvence, které se
U ostatnich bakterii nalézaji pouze ve vyjimecnych piipadech. Prehled téchto bazi je uveden
v tabulce (Tab. 1). Jde ptfedevS§im o uracil na pozici 47, ktery zde byl nalezen pouze
u spirochet. U vétSiny ostatnich eubakterii a archebakterii je zde cytosin. Ostatni
ze jmenovanych bazi se ve vyjimecnych piipadech nalézaji i u jinych bakterii. U nékterych
spirochet (napiiklad u treponem nebo leptospir) se také nachazi 20 az 30 bazi, které prodluzuji
5" konce 16S rRNA. Tyto baze tak tvofi variabilni oblast ¢asto helixového tvaru, ale jejich

funkce neni znama.
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Pozice baze | Stavba Stavba u jinych | Vyjimky

nebo paru | u spirochet bakterii

28.555 AU G.C A.U (fialové proteobakterie, planktomycety)
G.U (mykoplazmata, flavobakterie)

45.396 C.U (popf. G.C|G.Cnebo U.A UG; C.G

nebo U.A)

47 U C G (planktomycety, chlamydie)

50 U A U (fialové proteobakterie, planktomycety,
Thermotoga)
G (chlamydie)

52.359 A.U (popt. G.C) | G.C nebo U.A G.U (deinokoky)

53.358 G.C (popt. A.U) |AU G.U (planktomycety, chlamydie)
G.C (Chloroflexus)

361 A G A (planktomycety, chlamydie)

1415.1485 |C.G GY Y.R (planktomycety, mykoplazmata)
C.G (Isocystis pallida, Thermotoga)

Tab. 1: Signaturni sekvence spirochet a porovnani s ostatnimi bakteriemi. (Paster et al., 1991; upraveno)

Vsechny spirochety jsou také rezistentni na rifampicin, ¢ehoz lze vyuzit k jejich
izolaci ze vzorku (Leschine a Canale-Parola, 1980), a vSechny (krom¢ leptospir) obsahuji

ornithin v peptidoglykanu bunééné stény (Joseph et al., 1973).

2.1 PATOGENNI SPIROCHETY

Do tadu Spirochaetales patfi 8 rodl, znichz ¢étyfi jsou patogenni. Jsou to rody
Borrelia, Treponema, Leptospira a Brachyspira. Onemocnéni, ktera zptisobuji (u lidi i zvifat),
jsou vlivem rozdilt ve struktufe genetického materialu rozmanita. Jde naptiklad o syfilis,

Lymskou borelidzu, navratné horecky nebo leptospirdzu.

2.1.1 Brachyspira

Brachyspira byla diive zafazovana do rozdilnych skupin a podle toho méla rozdilné
nazvy, mezi nimi Treponema nebo Serpulina. Jde o anaerobni bakterii, ktera je ale schopna
malé mnozstvi kysliku vyuzivat diky NADH oxidaze (Stanton et al., 1999). Kultivace je
mozna V tekutém nebo na pevném mediu s pfidanim krve nebo séra.

B. hyodysenteriae zplisobuje onemocnéni prasat, u kterych kolonizuje povrch tlustého
stieva (Kennedy et al., 1988). Pro patogenezi této choroby je dilezita vysoka pohyblivost

bun¢k jejiho plivodce. Brachyspiry jsou chemotaxi pfitahovany k mucinéznimu povrchu
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tlustého stieva, ktery svymi pohyby penetruji. Timto se dostavaji az do blizkosti epitelu
a Lieberkithnovych krypt, ale nenarusuji je. Infekce se projevuje prijmy a dalSimi problémy

s travenim. Z traviciho traktu se pak mohou snadno sifit dal.

2.1.2 Leptospira

Leptospiry se obvykle nachdzi ve vodnim prostiedi, kde snimi mohou piijit
do kontaktu zvifata ¢i lidé, ktefi se tak nakazi (Levett, 2001). Pro stavbu jejich bunék jsou
typické pravidelné zavity a hackovité zahnuté konce. Jejich kultivace je mozna ve specidlnim
tekutém mediu obohaceném naptiklad krali¢im sérem. Jsou obligatné aerobni a jako zdroj
energie vyuzivaji mastné kyseliny.

Klasické déleni leptospir je na nepatogenni Leptospira biflexa a patogenni
L. interrogans. Modernimi metodami pak byly rozdéleny na 17 genomospecies.

Patogenni leptospiry (miize jit o razné sérotypy) zpusobuji leptospirézu. Toto
onemocnéni ma velice rozmanité pfiznaky a rozliSuje se jeho ikterickd a anikterickd forma.
Ikterickd forma je vzécnéjsi, ale ma horS$i pribéh. Na jejim vzniku se podili sérotyp
Leptospira icterohaemorrhagiae. Aniktericka forma je Cast&jsi a projevuje se jako neurcité

hore¢naté onemocnéni zpisobené Leptospira grippotyphosa.

2.1.3 Borrelia

Struktura borélii odpovida ostatnim spirochetam, vyzaduji mikroaerofilni prostiedi
a jsou prenaseny Clenovci (Barbour a Hayes, 1986). Jsou zodpovédné naptiklad za Lymskou
boreliézu nebo navratné horecky.

B. burgdorferi sensu lato zahrnuje borélie, které zpisobuji Lymskou borelidzu
(Tilly et al., 2008). Pomoci genetickych metod byla rozdé€lena na vice genomospecies (dnes je
jich znamo jedenact). V Evropé jsou nejcastéjsi genomospecies B. burgdorferi sensu stricto,
Borrelia afzelii a Borrelia garinii.

Jako prvni byly popsany samotné pfiznaky onemocnéni, bylo to postizeni kize
a podkozi a erythema migrans. Pozdgji byly zjistény také neurologické ptiznaky. Spirochety
jsou Sifeny klistaty. Po kousnuti kliStétem se borélie mnozi v kiizi v mist€¢ vniku infekce

a nasledné se diseminuji po organismu.
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Navratné horecky zpusobuje nékolik druht borélii. Borrelia recurrentis (pfenasena
v§i Satni) vyvolava typhus recurens a B. hermsii spoleéné s dal$imi (pfenaseny klistétem
Ornithodoros) zptisobuji endemické navratné horec¢ky (Sounthern a Sanford, 1969).

Pribéh obou typa je stejny. Borélie se béhem nékolika dni pomnozi a vyvolavaji
horeCky. Ty se béhem dalSich dni zmirni, ale po dalSim pomnoZeni bakterii se vrati. Pokazdé
se mnozi borélie s rozdilnymi zmutovanymi antigeny, proto na n¢ imunitni systém nereaguje

okamzitg.

2.1.4 Treponema

Vyznamni zastupci rodu Treponema jsou ptedevsim T. pallidum subsp. pallidum
(pavodce syfilis), T. pallidum subsp. endemicum (pivodce endemické syfilis), T. pallidum
subsp. pertenue (ptivodce framboesie) a Treponema carateum (pivodce onemocnéni pinta).
Z té&chto zastupcu je pouze T. pallidum subsp. pallidum pohlavné pienosna.

Treponemy jsou anaerobni nebo mikroaerofilni, ale patogenni druhy nemitizeme
kultivovat na mediich ani tkanovych kulturach.

T. pallidum subsp. pallidum zpisobuje nemoc syfilis (Norris et al., 2001). Ve vétsiné
pfipadi se pienaSi pohlavnim stykem, pfipadn€é zmatky na dit€¢ pfes placentu.
Ve vyjimeénych piipadech je nakaZeni mozné také kontaktem s krvi, télesnymi tekutinami
nebo koznimi projevy. Typickym pro tuto nemoc je tvrdy vied (ulcus durum), ktery se
objevuje v okoli mista vstupu infekce. Z toho mista se infekce $ifi po celém téle a tvoii
na kizi hrbolky. Za nékolik let po infekci se mohou objevit také gummata (gumovité viedy),
neurologické nebo kardiovaskularni projevy.

T. denticola neni primarné patogenni, Zije v periodonciu a je soucasti Gstni mikroflory
(Dahle et al., 1993). Spolecné s dalsimi mikroorganismy v Ustech se ale pravdépodobné podili

na vzniku zanétu dasni.
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3. GENETICKA MANIPULACE U SPIROCHET

3.1 GENETICKA MANIPULACE U BRACHYSPIR

B. hyodysenteriae se stala vhodnou spirochetou pro geneticky vyzkum, protoze jsou
dobie znamy jeji kultivaéni a vyzivové naroky (Stanton et al., 2001). Jednotlivé vyzkumy
byly zaméfeny na geny, které maji souvislost s patogenezi onemocnéni. Jedna se o geny tly,
flaA, flaB a nox.

Gen tly koduje hemolyzin, kterym bakterie naruSuje membranu Cervenych krvinek
(ter Huurne et al., 1992). Geny tfidy flaA se ucastni tvorby obalu bi¢iku, téidy flaB tvorby
jadra biciku (Rosey et al., 1995). Geny flaA i flaB tak umoziuji pohyby bunky, které jsou
vyznamné pro patogenezi onemocnéni. Gen nox je zodpovédny za tvorbu NADH oxidazy,
diky které se anaerobni Brachyspira vypotadava s kyslikem ve svém okoli (Stanton et al.,
1999).

V roce 1992 byla provedena prvni inaktivace genu u této spirochety (ter Huurne et al.,
1992). Elektroporaci byl do bakterie pfenesen plazmid nesouci rezistenci ke kanamycinu,
ktera byla pouzita jako selektivni marker. Timto plazmidem byl narusen gen tly. Vysledkem
byl vznik mutanti se sniZenou virulenci.

V letech 1995 a 1996 byl zkouman vliv pohyblivosti brachyspiry na patogenezi.
V roce 1995 byly inaktivovany geny flaAl a flaB1 (Rosey et al., 1995). O rok pozdé&ji bylo
zkoumano, jaky vliv na bunky bude mit inaktivace obou gent (flaAl a flaB1) zaroven (Rosey
et al., 1996). Gen flaB1 byl narusen genovou kazetou pro rezistenci ke kanamycinu (kan),
¢imz vznikl mutovany gen flaB1::kan. Do kmene B. hyodysenteria s timto genem byl zaveden
plazmid obsahujici genovou kazetu pro chloramfenikol acetyltransferazu (cat), ktera narusuje
gen flaAl. Elektronovou mikroskopii se ukézalo, ze ptestoze bunky postradaly proteiny FlaAl
i FlaB1, zachovaly si schopnost sestaveni bi¢iku. U mutantnich bakterii ale byla vyrazné
sniZzena pohyblivost i schopnost kolonizovat stieva.

Stanton et al. (1999) se zaméfili na inaktivaci genu Nnox a zjisténi jeho vlivu
na virulenci a citlivost bakterii ke kysliku. Elektroporaci ziskali dva kmeny (Nox-Cm
a Nox-Km) s mutovanym genem noX. Podle pozorovani byly oba kmeny stokrat
az desettisickrat citlivéjsi k plisobeni kysliku nez wild-type buriky. U obou se také prokazala

snizend virulence, coz se vysvétluje ,,polarnim efektem* vyvolanym mutovanym genem. TO
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znamena, ze dojde k ukonceni transkripce a nejsou exprimovany geny nachazejici se dale
Za genem nox.

Vroce 1997 se podafilo k modifikaci brachyspiry vyuzit také transdukci
bakteriofagem (Humphrey et al., 1997). Tento bakteriofag (virus Serpulina hyodysenteriae,
VSH) mize hrat dilezitou roli v pfirozeném genovém pienosu brachyspir. Ziskat se jej ale
podaftilo pouze plisobenim mitomycinu.

Castice VSH-1, které byly ziskany z kmene B. hyodysenteriae flaA1::cat, byly ptidany
k rostoucim buitkam B. hyodysenteriae nox::kan. Po osmi hodinach inkubace byly ziskany
bunky rezistentni k chloramfenikolu i kanamycinu, které se vyskytovaly s frekvenci 1,5x10°
jednotek tvoticich kolonie (CFU) na fagovou ¢astici. V dalsich experimentech byla provedena
reverzni transdukce (VSH-1 z kmene nox::kan byly pfidany ke kmeni flaAl::cat) se stejnou
frekvenci vyskytu transduktantd.

U popsanych vyzkumu se vyuzivalo gent kodujicich rezistence ke kanamycinu, které
inaktivuji geny tlyA, flaAl, flaB1 a nox, a chloramfenikolu, které inaktivuji flaAl a nox
(Rosey et al., 1996). Stanton et al. (2001) zjistili, Ze jako selektivni marker muze byt také
pouzita rezistence ke coumermycinu. Coumermycin pisobi na GyrB podjednotku DNA
gyrazy, bodova mutace v genu gyrB vede ke zméné v proteinu GyrB a tim vznika rezistence

ke coumermycinu. Pro tento tcel je nejlepsi moznosti pouziti transdukce pomoci VSH-1.

Obr. 2: Elektronova mikrofotografie viriont VSH-1. Purifikované VSH-1 &astice byly ziskany z kultur
B. hyodysenteriae B204 po puisobeni mitomycinu (Humphrey et al. 1997).
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3.2  GENETICKA MANIPULACE U LEPTOSPIR

Vyzkum leptospir se zabyva jak saprofytickymi druhy (L. biflexa), tak patogennimi
(L. interrogans). U obou skupin se dosahlo uspéchii v oblasti genetické manipulace, kterou se

podafilo objasnit role riznych gent a proteinli v pfezivani a patogenezi.

3.2.1 Komplementace genti

Ptedtim nez byly znamy vektory, které by bylo mozno pouzit, vyuZivalo se
pro genetické manipulace u leptospir komplementace genti Escherichia coli. V této metodé se
naklonuji fragmenty DNA leptospiry a vlozi se do piipraveného defektniho genomu E. coli
(Yelton a Cohen, 1986). Pokud se vlozené geny dokazou zaclenit do genomu, nahradi
poruSené geny a zastanou jejich funkci. Timto zplisobem byly zkoumany naptiklad geny recA
(Stamm et al., 1991), rfb (Mitchison et al., 1997) nebo trpE (Yelton a Cohen, 1986; Baril
etal., 1992).

3.2.2 Vektory

Druhym zptisobem manipulace s genomem leptospir je pouziti vektord. Jako vektor
byl mimo jiné pouzit bakteriofag LE1, ktery byl izolovan z L. biflexa (Saint Girons et al.,
2000). V bakterii neni schopen vyvolat lyticky cyklus, ale chova se jako plazmid. Jinou
moznosti je genomicky ostrov, ktery byl objeven pfi srovnani genomu L. interrogans serovaru
Lai a serovaru Copenhageni (Bourhy et al., 2007). Jedna se o inzerci tvofenou 54 kb, ktera je
specificka pro serovar Lai, zatimco v serovaru Copenhageni se nenachéazi. Tato inzerce mize
byt vystfizena z chromozomu a utvofi se z ni plazmid, ktery je schopen replikace v L. biflexa
a E. coli.

Vektory poté mohou byt zavedeny do leptospir elektroporaci. To bylo dok4zano v roce
2000, kdy vytvorili vektor z bakteriofaga LE1 (Saint Girons et al., 2000). Obsahoval pocatek
replikace z E. coli a kazetu kan. V roce 2005 pouzili elektroporaci k doruceni plazmidu
s transpozonem Himarl a rezistenci ke kanamycinu do L. interrogans (Bourhy et al., 2005).
Ziskali piiblizn¢ 100 kanamycin-rezistentnich kolonii na pg DNA. Tim bylo dokazano, Ze
tento zplsob zasahu do genomu je moZny 1 u patogennich leptospir.

Pii pfenosu plazmidu RP4 z E. coli do kmend L. biflexa i L. interrogans se ale jako

vyhodnéjsi ukazal ptenos konjugaci (Picardeau, 2008). A vétsi Uc¢innosti homologni
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rekombinace u L. biflexa bylo dosazeno Upravou plazmidového vektoru UV zafenim
a alkalizaci (Picardeau et al., 2001).

3.2.3 Cilend mutageneze

Vroce 2008 byla poprvé pouzita mistné¢ cilend homologni rekombinace
u L. interrogans (Croda et al., 2008). Do genomu leptospiry se zac¢lenil plazmid obsahujici 5°-
a 3’- zkracené fragmenty genu ligB. Tento gen je zodpovédny za tvorbu proteinu Lig,
u kterého se predpokladal podil na virulenci leptospir, ale ukazalo se, Ze 1 pii poruseni tohoto
genu bakterie neztratily svou virulenci ani schopnost pfilnuti k epitelu. Pro zkouméani vlivu

na patogenezi byl pouzit stejny systém i pro gen mce u L. interrogans (Zhang et al., 2012).
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Obr. 3: Naruseni genu ligB v L. interrogans. (a) Genomicka DNA wild-type kmene. (b) Plazmidova DNA. (c)

Genomickd DNA mutovaného kmene. (Croda et al., 2008; upraveno)

Sir$i vyuziti méla cilend mutageneze u L. biflexa. Podafilo se pouZit translaéni fizi
genu kdpE s promotorem a oblasti po¢atku translace (Matsunaga a Coutinho, 2012). Cela faze
byla néasledné pienesena do plazmidu, ktery byl poté denaturovan a elektroporaci vnesen
do bakterie. A v roce 2014 byla také Gispésné provedena metoda selektivniho vyvoje ligandd,
kterou byly zkoumany vlastnosti proteinu HemR (Morero et al., 2014). Zadny z tdchto
postupi se ale zatim nepodafilo zopakovat i s L. interrogans.

Cilenou mutagenezi lze vyuzit také jako reportérovy marker (Aviat et al., 2010).
Do buniky L. interrogans je vnesen plazmid, ktery obsahuje gen pro zeleny fluorescencni
protein (GFP). Pokud se plazmid tspésné zacleni do genomu bakterie, dojde k fluorescenci

leptospir. Fluorescence ale neni dostatecné silnd, aby byla viditelna i ve tkdnich.
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3.2.4 Nahodna mutageneze

Kromé cilené mutageneze je moznd i ndhodnd mutageneze pomoci transpozonu
Himarl, ktery patii do rodiny mariner (Bourhy et al., 2005). Tyto transpozony jsou
vyuzivany v mutagenezi hostiteli rozdilnych druhli, protoze nevyzaduji specifického
hostitele. Transpozon se vlozi do plazmidu, ktery je do cilové bunky pienesen elektroporaci.

Timto zptisobem byla u L. interrogans zkoumana tada gent ovliviiujicich pohyblivost,
virulenci, schopnost ristu a tvorbu proteinii vné&j$i membrany (Murray et al., 2009; Murray
etal.,, 2010). Dale také plazmidem, ktery obsahoval transpozon Himarl a rezistenci
ke kanamycinu, byla naruSena syntéza periplazmatické katalazy (KatE) a tim zkoumano

prezivani leptospir za oxidativniho stresu in vivo (Eshghi et al., 2012).

3.3  GENETICKA MANIPULACE U BORELII

3.3.1 Borrelia burgdorferi

Poprvé se genetickd manipulace u borélii podafila vroce 1994, kdy do genomu
bakterie byla elektroporaci doru¢ena DNA obsahujici gen pro rezistenci ke coumermycinu
(Samuels et al., 1994). DNA koédujici tuto rezistenci byla ziskana z pfirozené rezistentnich
kolonii B. burgdorferi a nasledné byla elektroporaci zanesena do wild-type bunék. Po mistné
cilené mutagenezi vznikly kolonie rezistentni na coumerycin.

Dnes je bézna metoda cilené inaktivace alelickou vymeénou, kromé toho jsou také
vytvoteny stabilni vektory pro komplementaci a heterologni genovou vyménu. Mozna je téz
transpozonova mutageneze.

Transformace borélii se setkava s nizkou ucinnosti. Tento problém se podatilo obejit
pouzitim vysokych davek DNA, ktera byla k transformaci pouzita (Bono et al., 2000; Stewart
et al., 2001; Eggers et al., 2002).

3.3.11 Komplementace genli

Ke komplementaci v roce 2001 pouzili vektor odvozeny z plazmidu cp9, ktery byl
schopny autonomni replikace v B. burgdorferi (Stewart et al., 2001). Pozd¢ji byly vytvoteny
dalsi vektory na zakladé endogennich plazmidt naptiklad plazmidu cp32 (Eggers et al., 2002)
nebo cp26, ktery se ukazal jako esencidlni pro rist bakterie (Byram et al., 2004). Ve vSech
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téchto pripadech byla jako selektivni marker pouzita rezistence ke kanamycinu pod kontrolou
promotoru flaB nebo flgB z B. burgdorferi.

Kromé endogennich plazmidi byl pouzit také plazmid se Sirokym spektrem hostitelt
pGK12, ktery obsahoval geny ermC a cat (Sartakova et al., 2000). Pod kontrolou promotoru

flaB se pomoci tohoto plazmidu podafilo také exprimovat gen pro GFP.

3.3.1.2 Nahodna mutageneze

Vroce 2004 byl k nahodné mutagenezi pouzit plazmid, ktery v sob&é obsahoval
transpozon (Stewart et al., 2004). Transpozony zrodiny mariner se dokazi v¢lenovat
do genomu S$irokého rozmezi bunék, jak prokaryotickych tak eukaryotickych, coz umoziuje
jejich vyuziti i pro B. burgdorferi. Transpozon Himarl mariner byl vloZzen do plazmidu
pMarGent spole¢né s kazetou aacC1 kodujici rezistenci ke gentamicinu, oboji pod kontrolou
promotoru pro flgB. A tento plazmid byl pouzit k nahodné mutagenezi B. burgdorferi.

Tato metoda vyuzivajici plazmid pMarGent byla vyuzita i pfi studiu virulence
B. burgdorferi (Botkin et al.,, 2006). Transpozon byl zaveden do infekénich kmend,
na zédklad¢ rezistence k gentamicinu byly vybrany transformované kolonie a u téch se

nasledné sledovala schopnost infikovat mysi.

3.3.1.3 Inducibilni systém mutageneze

K mutagenezi B. burgdorferi byl vyuzit i lac operon (Groshong et al., 2012). Otevieny
Cteci ramec (ORF) genu rrp2 byl vlozen do vektoru, ktery v sobé obsahoval lacl respresor
a izopropyl-p-D-thiogalactopyranozid (IPTG) inducibilni T5 promotor. Tento systém
umoziuje identifikaci gentl, které jsou regulovany genem rrp2. V piitomnosti IPTG je gen
rrp2 exprimovan. Po vymyti IPTG je mozné sledovat zmény v expresi gent, kdyz se rrp2
neexprimuje.

Stejna metoda byla pouzita i pfi studiu genu dhhP, ktery byl pod kontrolou IPTG
inducibilniho promotoru vlozen do wild-type kmene B. burgdorferi (Ye et al., 2014). Gen
dhhP byl nasledné inaktivovan. Podarilo se zjistit, ze tento gen je esencialni pro rast bakterii.
Mutanti s inaktivovanym genem dhhP maji poSkozeny hlavni faktor virulence OspC a je

naruSena jejich schopnost infikovat savce.
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3.3.14 Selektivni markery

Jako selektivni markery byla vyuzita fada genii pro rezistence k antibiotikiim. Jako
prvni to byla jiz zmifiovana rezistence ke coumermycinu, ktera se u B. burgdorferi vyskytuje
spontanné (Samuels et al., 1994).

Kromé rezistenci, které se u borélii vyskytuji pfirozené, byly vytvoreny také hybridni
geny, které¢ vznikly spojenim promotort borélii s cizimi ORF. Jako piikladné kombinace
promotort B. burgdorferi pro geny flaB a flgB s kazetou kan (Bono et al., 2000). Timto
plazmidem nasledn¢ narusili nékteré z genu B. burgdorferi (napiiklad oppAV) pomoci
homologni rekombinace. Stejnym zplsobem vznikla také rezistence ke gentamicinu (Elias
etal.,, 2003). V tomto ptipadé¢ do plazmidu s rezistenci ke kanamycinu a promotorem
z B. burgdorferi pfidali kazetu aacCl rovnéz spojenou s promotorem flgB nebo flaB
B. burgdorferi.

Pomoci kazety aadD spojené s promotorem flgB ziskali kolonie rezistentni
na streptomycin a spektinomycin (Frank et al., 2003). V roce 2000 byla také pouzita
rezistence Kk erytromycinu (ermC) ziskana z buné¢k Staphylococcus aureus za pouziti

promotoru flaB, které vlozili do plazmidu pGK12 (Sartakova et al., 2000).
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Obr. 4: Konstrukce plazmidu pMS1. (a) Plazmid pGK12 obsahujici gen ermC. (b) Produkt amplifikace PCR
obsahujici promotor Pfla a gen egfp. (¢) Rekombinantni plazmid pMS1. (Sartakova et al., 2000; upraveno)

20



3.3.15 Reportérové geny

Gen cat ziskany z Tn9 E. coli byl pouzit jako reportérovy gen za vyuziti promotoru
0spA, ospC nebo flaB z B. burgdorferi (Sohaskey et al., 1997).

Novy reportérovy gen byl vytvoien v roce 2007 (Blevins et al., 2007). Za pomoci lac
operonu se tehdy podatilo u B. burgdorferi aktivovat gen luc, ktery koduje luciferazu.

Nejvice vyuzivany je ale gen gfp, ktery koduje GFP, v bunkach je nasledné mozné
detekovat fluorescen¢ni signaly. Gen gfp byl exprimovan pod kontrolou flaB v plazmidu
pGK12 (Sartakova et al., 2000). Ve vektoru odvozeném od cp32 se podafila také exprese

zeleného, zlutého a tyrkysového fluorescen¢niho proteinu (Eggers et al., 2002).

3.3.2 Borrelia hermsii

V roce 2011 se podafilo ziskat buiky B. hermsii, které produkovaly GFP (Fine et al.,
2011). Byl to teprve druhy ptfipad mutageneze u této spirochety. Bakterie byla transformovana
plazmidem pFAEV3, ktery obsahoval jako selektivni marker kazetu kan a gen gfp. Tento
plazmid byl elektroporaci vnesen do bun€k B. hermsii, kde se nasledné ukazal jako stabilni.
Po mistné cilené mutagenezi byly bunky rezistentni na kanamycin a produkovaly GFP a to
I po n¢kolika pasazich a béhem infekce v mysich.

Od vektoru pFAEV3 byl pozdéji odvozen dalsi vektor ptidanim genu B. hermsii fhbA,
ktery byl timto zpisobem zkouman (Fine et al., 2014).

V roce 2013 byl gen fliH spojen s promotorem flaB a vlozen do vektoru, ktery jiz
obsahoval kazetu pflaB-kan (Guyard et al., 2013). Diky této metodé se podafilo zjistit vliv
genu fliH na pohyb buné¢k. Protein FliH reguluje syntézu proteinu FlaA. Pfi naruSeni genu
fliH byl pocet bicikii na bunkach niz$i, bunky se hlfe pohybovaly a ztratily schopnost

infikovat mysi.
3.4  GENETICKA MANIPULACE U TREPONEM

Vyzkum genetické manipulace u treponem ma nejvétsi uspechy s T. denticola, ktera
patii mezi kultivovatelné treponemy. Proto je tato kapitola zamétfena pravé na ni.

K manipulaci s genetickym materialem u treponem byly jako vektory pouzity

plazmidy se Sirokym rozmezim hostitelli a endogenni kryptické plazmidy. Tyto vektory byly
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do hostitelskych bunék dopraveny elektroporaci. Byl ziskan nizky pocet transformantii (mén¢

nez 100 na pg DNA), coz je zpusobeno pritomnosti restrikénich enzymu (Chi et al., 1999).

3.4.1 Plazmid se Sirokym spektrem hostitelii

Jako prvni se podafilo inaktivovat geny T. denticola elektroporaci v roce 1996
(Lietal., 1996). Byl vyuzit linearizovany plazmid se Sirokym rozmezim hostitelt pKT210
obsahujici gen flgE inaktivovany vloZenou kazetou s rezistenci k erytromycinu (Em"), ktera
obsahovala geny ermF a ermAM, které slouzily jako selektivi markery. V buiikach probé&hla
homologni rekombinace a rezistentni kolonie byly ziskany s Cetnosti 0,9 kolonie na pg
plazmidu. Gen flgE koduje proteiny bi¢ikového hacku, proto mutace vyustila v poSkozeni

biciku a kompletni ztratu pohyblivosti.
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Obr. 5: Konstrukce plazmidu pHLfE obsahujictho gen flgE inaktivovany Em' kazetou. Plazmid pCRflgE
obsahujici gen flgE byl $tépen ve fragmentu flgE pomoci Clal. Do tohoto mista byla vlozena kazeta
ermF-ermAM. Vznikly plazmid byl poté $t&pen Nsil a fragment obsahujici fIgE-Em" byl izolovan a vlozen
do plazmidu pKmOZ18, aby vznikl plazmid pHLfE. (Li et al., 1996)
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Stejna metoda byla vyuzita i pfi zkoumani dalSich gent T. denticola. V roce 1997 byla
T. denticola transformovana plazmidem s genem dmcA a Em" kazetou (Kataoka et al., 1997).
Gen dmcA je soucasti metyl-akceptujicich chemotaktickych proteintt (MCP), které se ucastni
chmotaxe bakterii, ovliviuji tak jejich pohyblivost a schopnost pronikat do tkani periodoncia.
Ukazalo se, ze vytvofeni mutanti méli normalni stavbu biciku, ale méli naruSenou
pohyblivost.

Dalsi vyzkum se zaméfil na geny kodujici povrchové antigeny Msp a CTLP
(Fenno et al., 1998). Proteiny Msp zodpovidaji za tvorbu p6ért v membranach bunék a CTLP
je nutny pro migraci treponemy pres bazalni membranu. Jejich soucésti jsou také proteiny
PrcA a PrtP (Lee et al, 2002). Protein PrtP je dentilisin, ktery ma proteazovou aktivitu a patii
do skupiny povrchovych antigentt CTLP. Protein PrcA ma dileZitou roli v expresi antigent
Msp. Geny pro oba tyto proteiny byly zkoumany v roce 2002, kdy byly naruseny kazetou
ermF-ermAM. Navic pfi elektroporaci byly buiiky vystaveny UV zafeni, aby byla zvySena
ucinnost transformace.

Vroce 1999 byl zkouman gen tapl, ktery je prvnim genem v operonu fla
(Limberger et al., 1999). Protein FlaA, ktery je koédovan timto operonem, je soucasti
bunécéného biciku. Opét byla pouZita elektroporace plazmidu s genem tapl naruSenym
ermF-ermAM kazetou. Po alelické vyméné se u bakterii objevil ocekavany fenotyp
se snizenou pohyblivosti bun¢k.

Stejny postup byl zopakovan s genem dmcB (Li et al., 1999) nebo geny oppA a oppF,
které koduji s membranou asociovany protein (Fenno et al., 2000). Ukazalo se, ze protein
OppA interaguje s hostitelskymi tkanémi a podili se na vyvolani imunitni odpovédi
navazanim hostitelskych proteind.

V roce 2001 nahradili wild-type gen cfpA inaktivovanym genem cfpA (lzard et al.,
2001). Tento gen koduje hlavni protein, kterym jsou tvofena filamenta. Gen inaktivovali
pomoci plazmidu s genem cfpA narusenym kazetou ermF-ermAM. Vzniklé bunky piezivaly
a ani nemély zménénou strukturu, ale misto toho, aby se vyskytovaly jednotlivé, utvaiely
fetézce, které se hiife pohybovaly.

Ke zjisténi funkce TDE0471 pouzili inaktivaci alelickou vyménou (Kurniyati et al.,
2013). Do plazmidu vlozili rezistenci k erytromycinu a po transformaci byl rezistenci narusen
normalni TDEO471. Timto se potvrdilo podezieni, Ze se tento protein je neuraminidaza.
Neuraminidadza je enzym, ktery katalyzuje odstranéni sialovych kyselin z glykokonjugata,
které néckteré bakterie zacletiuji do svych vlastnich povrchovych molekul, aby unikaly

imunitnimu systému hostitele. RozliSuje se exo- neuraminiddza, ktera stépi o2,3-, a2,6-
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a a2,8- glykosidické vazby koncovych sialovych kyselin, a endo- neuraminidaza, ktera
hydrolyzuje a2,8-, sialosylové vazby v oligo- a poly- sialovych kyselinach.

Nevyhodou plazmidu pKT210 je jeho nestabilita v buiikach T. denticola (Li et al.,
1999).

3.4.2 Krypticky plazmid

Na zakladé kryptického plazmidu pTS1 z T. denticola byl vytvofen vektor pPKMOZ]19,
ktery byl poté pouzit jako vektor mezi E. coli a T. denticola (Chi et al., 1999). Jako selektivni
marker opét slouzila rezistence k erytromycinu. Elektroporaci se podatilo ziskat 0,5 — 1
transformovanych kolonii na pg DNA a byla prokazana nezavislé replikace a stabilita vektoru
v T. denticola.

Diky vzajemné podobnosti T. denticola a T. pallidum mohla T. denticola slouzit také
jako hostitel pro expresi heterolognich gent T. pallidum. Do plazmidu pKMOZ19 byl vlozen
gen flaA z T. pallidum a elektroporaci ptenesen do T. denticola. Pomoci Western blotu byla
zjisténa uspésna produkce proteinu FlaA v T. denticola a to i po nékolika pasazich. Timto se

podafilo prokazat, Ze je mozna exprese proteint T. pallidum v T. denticola.

3.4.3 Transpozonova mutageneze

V roce 2008 se podatilo docilit také transpozonové mutageneze (Yang et al., 2008).
Byl pouzit transpozon Himar 1 z rodiny mariner, ktery byl uz diive pouzit u B. burgdorferi
a leptospir. Jako selektivni marker byla pouzita rezistence ke gentamicinu a bylo docileno

ndhodné mutageneze, ale s pomérné nizkou u€innosti.

tap1::himar1

Obr. 6: Konstrukce vektroru pTapMarGent pro T. denticola. Tento vektor byl sestrojen upravami vektoru
pMarGent, ktery se pouzival u B. burgdorferi. Promotor flgB z B. burgdorferi byl nahrazen promotorem tapl
z T. denticola. (Yang et al., 2008)
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3.4.4  Selektivni markery

Do roku 2002 se ve vyzkumu mutageneze T. denticola pouzivala jako selektivni
marker rezistence K erytromycinu. Pozdéji se ale zacaly objevovat také rezistence k dal$im
antibiotikiim, u kterych se ukézalo, Ze jsou vhodné pro toto pouziti.

Piikladem mize byt rezistence ke coumermycinu (Chi et al., 2002). Z kmene
T. denticola rezistentniho na coumermycin byla ziskana DNA a ta spole¢né s genem flgE
Z nerezistentniho kmene vlozena do plazmidu pPKMR4PE. Plazmid byl elektroporaci vnesen
do T. denticola a sledoval se vznik rezistentnich kolonii. Tyto kolonie byly defektni
ve sledovaném genu flgE, coz vedlo k nepohyblivosti bakterii. Ukazalo se tedy, ze i této
rezistence Ize vyuzit jako selektivniho markeru.

Problémem rezistence ke coumermycinu je to, Ze se ¢asto vyskytuji i spontdnné
rezistentni kmeny a neni tedy jasné, jestli sledované kolonie ziskaly svou rezistenci
transformaci nebo pfirozenou mutaci.

Zkoumala se také rezistence k chloramfenikolu, kterd byla ziskana z kmenti S. aureus
(Slivenski-Gebhardt et al., 2004). Kazeta srezistenci byla vlozena do plazmidu
pKM4PEMCS spoleéné s genem fliG z T. pallidum. Timto plazmidem byl komplementovan
naruseny gen fliG u T. denticola.

V roce 2008 byla pouzita rezistence ke gentamicinu (aacCl) pfi ndhodné mutagenezi
pomoci transpozonu Himar 1 (Yang et al., 2008). Pro tento zptisob mutageneze se rezistence
aacCl ukazala jako vhodny marker. Kazeta aacCl byla rovnéz pouZita k cilené mutagenezi
T. denticola (Bian et al., 2012). Mutageneze byla zaméfena na gen prcA, ktery koduje
lipoprotein, jenz je souCasti membrany proteazového komplexu. Vytvofenym plazmidem
obsahujicim aPrcA::aacCm byla transformovana T. denticola. Ukazalo se, Ze cely gen prcA
byl nahrazen kazetou aacCm a je tady mozné tuto kazetu pouzit k cilené mutagenezi
T. denticola.

A vroce 2015 byla vytvofena fada plazmidl s kazetami pro rozdilné rezistence, aby
byly vybrany vhodné selektivni markery pro mutagenezi treponem (Li, 2015). Ve vSech
pfipadech byly kazety spojeny s promotorem pro ermF a cilené geny byly inaktivovany
prostiednictvi alelické vymény. Plazmidy byly transformovany do E. coli a vysledky se
hodnotily podle srovnani s rezistenci k erytromycinu. Jako vhodna se ukazala kazeta kan,
ktera  byla nasledné wvnesena do T. denticola, aby inaktivovala gen
pro B-1,4-galaktosyltransferazu. Po této spésné inaktivaci se pokracovalo s inaktivacemi

dalSich genti a bylo zjisténo, Ze tuto kazetu lze pouzit i bez promotoru.
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4. TREPONEMA PALLIDUM

T. pallidum je patogenni spirocheta, ktera obsahuje jeden kruZnicovy chromozom.
Norgard a Miller (1981) také nalezli v bunkach T. pallidum plazmidovou DNA. Protoze se
nepodafilo plazmid izolovat z hostitelskych tkdni a mezi DNA kralikti, ve kterych byla
treponema kultivovana, a plazmidem nebyla zjisténa homologie, mélo se jednat o plazmid

pochazejici ptimo z T. pallidum. Tento objev se uz ale pozd¢ji nepodaiilo potvrdit.

41 KOMPLEMENTACE

Protoze tato spirocheta je kultivovatelnd pouze v krélicich, jsou metody genetické
manipulace takika nemozné. Doposud se podafilo zkoumat geny T. pallidum pomoci
komplementace v E.coli nebo T. denticola.

V piipad¢ E. coli byl naptiklad pomoci transpozonu TnphoA sledovan gen tpn50
(Hardham a Stamm, 1994). Protein TpN50 je homologni k proteinim vnéj$i membrany jinych
druhti bakterii, napiiklad OmpA u E.coli. Toho wvyuzili a naruSeny gen OMPA
komplementovali pomoci tnp50.

U T. denticola je vyhoda jeji podobnost s T. pallidum, takze v bunkach T. denticola
mohly byt exprimovany geny T. pallidum (Chi et al., 1999; Slivenski-Gebhardt et al., 2004).

Problémem té€chto metod je, Ze nevime, u kterych geni T. pallidum lze komplementaci
provést, zda u vSech nebo pouze u urcité skupiny. Kromé toho, sledujeme pouze expresi genti
Vv jinych bunkach, ale nepozorujeme vliv gend ptimo v T. pallidum a jejich ptipadny vliv

na patogenezi.

4.2 VYTVORENI VEKTORU

Nejveétsi prekazkou v genetické manipulaci s T. pallidum je nemoznost kultivace
V kultiva¢nim mediu nebo na tkanovych kulturach. Pokud by byla piekondna tato prekazka,
dalsi postup by byl usnadnén.

Jako vektor pro manipulaci by mohl byt pouzit exogenni plazmid nebo linearizovana
DNA. Piestoze neexistuji transpozony specifické pro T. pallidum, mohl by byt pouzit

transpozon se Sirokym rozmezim hostiteld Himar 1, ktery uz byl vyuzit pfi manipulaci

26



s T. denticola, B. burgdorferi nebo leptospirami (Botkin et al., 2006; Bourhy et al., 2005,
Stewart et al., 2004; Yang et al., 2008).

Do tohoto vektoru mohou byt vlozeny selektivni nebo reportérové markery. K 1écbé
T. pallidum se bé&Zné€ pouziva penicilin, ke kterému si treponemy nevytvofily rezistenci
(Stamm, 2010). Vznik rezistence byl ale pozorovan u makrolidl, které se rovnéz pouzivaji
k1é¢bé. Tato rezistence vznikda na zakladé mutace v 23S rRNA genu. Rezistence
k antibiotikiim, ktera se vyuzivaji k 1écb€, nejsou vhodné jako selektivni markery. Byly
pozorovany také rezistence na dalsi antibiotika, naptiklad na klindamycin nebo rifampicin.

Stejné jako u T. denticola by mohla byt jako selektivni marker pouzita rezistence
k erytromycinu (Li et al., 1996), coumermycinu (Chi et al., 2002) nebo gentamicinu (Yang
etal., 2008), u kterych by pravdépodobné nehrozilo riziko rozsifeni rezistence, ktera by
branila v 1¢écbé. Kazety obsahujici tyto rezistence by mohly byt spojeny s promotory, které
byly ziskany ptimo z T. pallidum, aby se zvysila Gspésnost jejich exprese.

Jako reportérovy gen se Casto pouziva gfp (Sartakova et al., 2000), ktery by se
pravdépodobné mohl pouzit i v piipadé T. pallidum. V cilovych bunkach by poté mohlo dojit
k produkci GFP a byla by pozorovatelna fluorescence.

Nasledn¢ by vytvorené vektory byly transformovany do bunék T. pallidum
elektroporaci, stejn¢ jako ve vSech ostatnich ptipadech genetické manipulace se spirochetami.
V bunkach by mohlo nasledné dojit k mistné cilené mutagenezi nebo ndhodné mutagenezi

za pouziti transpozonu.
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5. ZAVER

Patogenni spirochety patfi do celedi bakterii, které jsou obtizné kultivovatelné a maji
svou specifickou stavbu bun¢k a slozeni genetického materialu. Pro fadu z téchto spirochet jiz
byly vyvinuty metody genetické manipulace, a to i pies obtize tykajici se pravé naro¢ného
zachazenim s témito bakteriemi a nedostatkem znamych zpusobii piirozeného genového
pienosu.

V této praci jsou shrnuty metody, které byly doposud vytvofeny pro genetickou
manipulaci u patogennich spirochet B. hyodysenteriae, L. interrogans, B. burgdorferi,
B. hermsii a T. denticola. I pfes nedostatecné znalosti o pfirozeném genovém pienosu se
podafilo docilit Gsp&$né transformace spirochet. Casto se vyskytovala nizka G&innost
transformace, ktera byla v nékterych pifipadech vysvétlena ptitomnosti restrikénich enzymu.
Vytvofené metody jsou 1 presto Uspéchem pro dalsi vyzkum v této oblasti.

T. pallidum doposud nebyla geneticky modifikovana pfedevS$im proto, Ze se
nepodatilo ji uspésné kultivovat. Po uspés$né kultivaci by mohly byt pro genetickou
manipulaci pouzity metody, které byly jiz diive aplikovany na ostatni spirochety (piedevsim
na T. denticola, ktera je T. pallidum podobna), proto je zavér prace vénovan pravé metodam,
které by mohly byt u T. pallidum pouzity.

Geneticka manipulace je dilezity nastroj pro studovani bakterii, Casto jsou timto
zpusobem zkoumany geny, u kterych se o¢ekava spojitost s patogenezi. Pro T. pallidum tento
nastroj ale chybi. Po uspé$ném vytvorfeni vektoru a transformaci T. pallidum by mohlo byt

prohloubeno poznani této spirochety.
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