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Abstrakt

Bakterie Kingella kingae byla poprvé izolovana v roce 1960 mikrobiolozkou Elizabeth
0. King a donedavna byla povazovana za vzacnou pfi¢inu lidskych onemocnéni. Avsak,
za poslednich 30 let vzriistd pocet odbornych praci ukazujicich, ze je tato bakterie
vyznamnym pediatrickym patogenem, ktery napada piedevsim déti ve véku od 6 mésict
do 3 let a zpiasobuje u nich hlavné septickou artritidu, osteomyelitidu, infekéni

endokarditidu a bakteriémii.

K. kingae vykazuje silny cytotoxicky ucinek vic¢i nejriznéjSim typim
hostitelskych buné¢k, ktery je zplisoben sekretovanym cytolyzinem RtxA patiicim
do rodiny RTX (Repeats in ToXin) toxinli. RtxA se vaze na glykosylované struktury
hostitelské bunky, nésledné se vlozi do jeji cytoplazmatické membrany a vytvoii
v ni kation-selektivni péry, coz vede k naruSeni iontové homeostdzy a lyze napadené
buiikky. RtxA je produkovdn jako neaktivni protoxin proRtxA, jehoz aktivace
je zprostiedkovana acyltransferasou RtxC, kterda pifenasi acylové fetézce na dva
konzervované lysinové zbytky K558 a K689 v protoxinu. Jako donor acylu vyuziva acyl

pfenasejici protein acyl-ACP.

V soucasnosti neni jasné, jakym zptisobem mezi sebou proteiny RtxC, acyl-ACP
a proRtxA vzdjemné interaguji a které aminokyselinové zbytky jsou za tyto interakce
zodpovédné. Cilem diplomové prace bylo na zaklad¢ testovani interakci RtxC s acyl-ACP
a proRtxA, pomoci bakteridlniho dvouhybridniho systému, identifikovat zbytky, které
jsou za tyto interakce zodpovédné. Byly pfipraveny mutantni varianty ACP a proRtxA
se substitucemi zbytkil, které by na zaklade¢ in silico predikci mohly byt zodpovédné
za interakci téchto proteinil s RtxC. Néasledné byl testovan vliv mutantnich variant ACP
a proRtxA na interakci s RtxC, pfi¢emz jako zbytky dileZité pro interakci s RtxC byly
v proteinu ACP nalezeny zbytky D36, D39 a D57 a v proteinu proRtxA zbytek R697.
Navic bylo ukézéano, Ze se na interakci s RtxC také ¢astecné podili konzervovany lysinovy
zbytek K558 protoxinu, zatimco konzervovany lysinovy zbytek K689 nemél na interakci

s RtxC zadny vliv.

Kli¢ova slova: Kingella kingae, RtxA, acyltransferasa, posttranslacni modifikace



Abstract

The bacterium Kingella kingae was first isolated in 1960 by microbiologist Elizabeth
O. King and until recently, it was considered a rare cause of human disease. However,
over the past 30 years, an increasing number of papers have shown that this bacterium
is an important paediatric pathogen, mainly affecting children aged 6 months to 3 years,

causing mainly septic arthritis, osteomyelitis, infective endocarditis, and bacteraemia.

K. kingae displays a strong cytotoxic effect against a variety of host cell types,
which is caused by the secreted cytolysin RtxA, a member of the RTX (Repeats in ToXin)
family. RtxA binds to glycosylated structures of the host cell, subsequently inserts
into its cytoplasmic membrane, and forms cation-selective pores, leading to disruption
of ion homeostasis and lysis of the attacked cell. RtxA is produced as an inactive protoxin
proRtxA. Its activation is mediated by the acyltransferase RtxC, which transfers acyl
chains to conserved lysine residues K558 and K689 in the protoxin. It uses the acyl carrier

protein ACP as the acyl donor.

Currently, it is unclear how the RtxC, acyl-ACP, and proRtxA proteins interact
with each other and which amino acid residues are responsible for these interactions.
The aim of this thesis was to identify the residues responsible for these interactions
by testing the interactions of RtxC with acyl-ACP and proRtxA, using a bacterial
two-hybrid system. Mutant variants of ACP and proRtxA were prepared
with substitutions of the residues that, based on in silico predictions, could be responsible
for the interaction of these proteins with RtxC. Following that, the impact of the mutant
variants of ACP and proRtxA on their interaction with RtxC was tested. The residues
D36, D39 and D57 were found to be important for the interaction with RtxC in the ACP
protein and the residue R697 in the proRtxA protein. In addition, the conserved lysine
residue K558 of protoxin was also shown to be partially involved in the interaction
with RtxC, whereas the conserved lysine residue K689 had no effect on the interaction

with RtxC.

Keywords: Kingella kingae, RtxA, acyltransferase, posttranslational modification
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Seznam zkratek a symbol

ABC
AC
ACP
ATP
BACTH

BFB

bp

C14:0
C14:0-OH
Cl16:0
Cle:1

CAP

CHO bunky
CyaA

DNA

DTT
EDTA
HIyA

IPTG

LB médium
LtxA

MCS

MDO médium

MFP

OD

OMP
PCR

PFT
PNGasa F

ATP vazajici kazeta (z angl. ATP-binding cassete)
Adenylatcyklasa

Acyl pfenasejici protein (z angl. acyl carrier protein)
Adenosintrifosfat

Bakterialni dvouhybridni systém (z angl. bacterial adenylate
cyclase-based two-hybrid system)

Bromfenolova modr (z angl. bromophenol blue)

Par bazi (z angl. base pair)

Kyselina myristova

Kyselina hydroxymyristova

Kyselina palmitova

Kyselina palmitolejova

Katabolicky aktivaéni protein (z angl. catabolite activator protein)
Bunky vaje¢nikl ¢inského kiecka

Adenylatcyklasovy toxin bakterie Bordetella pertussis
Deoxyribonukleovéa kyselina

Dithiotreitol

Ethylendiamintetraoctova kyselina

a-hemolyzin bakterie Escherichia coli
Isopropyl-B-D-1-thiogalaktopyranosid

Luria Bertani médium

Leukotoxin bakterie Aggregatibacter actinomycetemcomitans
Vicenasobné klonovaci misto (z angl. multiple cloning site)
Ristové médium

Membranovy fuzni protein (z angl. membrane fusion protein)
Opticka denzita

Protein vnéj$i membrany (z angl. outer membrane protein)
Polymerasova fetézova reakce

Toxin tvofici por (z angl. pore forming toxin)

peptid-N-glykosidasa F



proRtxA
RPM
RTX
RTXA
RtxA

rix

rtxA
rexB
RTXC
rtxC
rtxD
SDS-PAGE

T1SS
TEMED
tolC

wt

Protoxin RtxA

Otacky za minutu (z angl. revolutions per minute)
Opakujici se sekvence v toxinu (z angl. repeats in toxin)
Obecny RTX toxin tvofici poéry v membrané hostitelské buiky
RtxA toxin bakterie Kingella kingae

Lokus rtx nesouci rtx geny

Gen pro RtxA protoxin

Gen pro RtxB protein

Obecna acyltransferasa aktivujici RTXA

Gen pro acyltransferasu RtxC

Gen pro RtxD protein

Polyakrylamidova gelova elektroforéza v ptitomnosti
dodecylsiranu sodné¢ho

Sekrec¢ni systém typu 1
N,N,N',N'-tetramethyl-ethylendiamin

Gen pro TolC protein

Piivodni (divoky) typ (z angl. wild type)



1 Uvod
1.1 Kingella kingae

Kingella kingae je fakultativné anaerobni, gramnegativni kokobacilus z celedi
Neisseriaceae (obrazek ¢. 1, str. 11).! Poprvé byla tato bakterie izolovana v roce 1960
z respiracnich sekretii, krve, kosti a kloubti mikrobiolozkou Elizabeth O. King, podle
které byla bakterie K. kingae pojmenovana.? Katalasové, ureasové a indolové testy jsou
u K. kingae negativni a az na vzacné vyjimky vykazuje oxidasovou aktivitu. Jediné
sacharidy, které vyuziva k tvorb¢ kyselin jsou glukosa a maltosa. Na zéklad¢ testi bylo
potvrzeno, ze hydrolyzuje indoxylfosfat a 1-propyl-f-naftylamid a vykazuje pozitivni
reakce alkalické a kyselé fosfatasy.’® Obsahem mastnych kyselin pfipomina
K. denitrificans a obsahuje rovnéz vysoké procento kyseliny myristové a nizsi
koncentrace kyseliny palmitové, laurové, palmitolejové, linolové, olejove,

3-hydroxylaurové, 3-hydroxymyristové a cis-vakcenové.*

Donedavna byla K. kingae povazovana za vzacnou prfic¢inu infekci, ale diky
pokroku bakteriologickych kultivaénich metod a molekularnich detekénich technik bylo

odhaleno, Ze je tato bakterie vyznamnym invazivnim pediatrickym patogenem.

K. kingae patii do skupiny ordlnich gramnegativnich bakterii oznacovanych jako
HACEK  (Haemophilus influenzae, Aggregatibacter  actinomycetemcomitans,
Cardiobacterium hominis, Eikenella corrodens a K. kingae), které sdileji zvySenou

schopnost vyvolavat infekéni endokarditidu.’

Ptitomnost K. kingae byla klinicky
prokézéna také u pacientll se septickou artritidou, osteomyelitidou a bakteriémii,
sporadicky také pii infekcich dolnich dychacich cest a meningitidé.! Klinicky prib&h
uvedenych onemocnéni, s vyjimkou endokarditidy, je mirny.* VylepSeni kultivaénich
technik a metod molekularni detekce potvrdilo bakterii K. kingae jako hlavni pficinu
osteoartikularnich infekci u détskych pacientii. Je pfitomna v komenzalni orofaryngealni
floéte malych déti a k jejimu prenosu dochdzi prostiednictvim blizkého osobniho kontaktu

nakazenych osob.’

K nejohrozengj$im skupindm patii déti ve véku od 6 mésict do 3 let.* Vyskyt
K. kingae u starSich déti a dospélych osob postupné klesa, predevsim diky silngjsi
imunité, kterd je schopna bakterii z hltanu vymytit.” Déti ve véku do 6 mésicii maji

vyhodu matetskych ochrannych protilatek, zatimco ve vé€ku 6 az 48 mésicu je citlivost
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zpusobena relativni nezralosti imunitniho systému, zejména pokud jde o vyvoj protilatek
namifenych proti polysacharidové kapsuli. ®* Toto pozorovéni také naznacuje, e izolace
K. kingae z normalné sterilniho mista u starSich déti by méla upozornit Iékafe na moznost
zakladni imunodeficience nebo endokarditidy indikujici potiebu kardiologického

vysetteni.”!?

Obrazek ¢. 1: Mikroskopické snimky bakterie K. kingae. (a) K. kingae je gramnegativni
kokobacilus vyskytujici se ve form¢e parti nebo kratkych fetézct po 4 az 8 bunkach. (b) Snimek
K. kingae z elektronového mikroskopu (zvétseni 10 000x) ukazujici také vacky vnéjsi membrany
v jejim okoli.’

1.1.1 Antibiotika

Antibiotika, na které je K. kingae citliva, jsou penicilin, ampicilin, cefalosporiny druhé
a tfeti generace, makrolidy, kotrimoxazol, ciprofloxacin, tetracykliny a chloramfenikol.
Pro malé déti se pouZivaji empiricky podavana B-laktamova antibiotika. K. kingae je plné
rezistentni vici trimetoprimu a vankomycinu a vykazuje snizenou citlivost vuci

oxacilinu.''"13

Ctrnact praci zahrnujicich 382 détskych pacienttl uvadi délku antibiotické 16¢by
a vysledek 1é¢by u déti s infekci K. kingae.'® Délka antibiotické 1éEby se pohybovala
od 7do 21 dnt, a to jak pro medidn, tak pro primér intravendzni i peroralni 1écby.
Intravenozni antibiotika byla podavana v rozmezi 7 az 14 dnd, zatimco peroralni
antibiotika v rozmezi 14 az 21 dnti. VétSina studii uvadi dobré klinické a funkéni vysledky

po antibiotické 1é¢bé bez zavaznych ortopedickych nasledk. !
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1.1.2 Mechanismus kolonizace hostitele

Predpoklada se, ze patogeneze onemocnéni K. kingae zacind kolonizaci hornich cest
dychacich.? Proces kolonizace zahrnuje adhezi bakterie K. kingae k buiitkdm respiraéniho
epitelu prostiednictvim pilusu typu IV!*!1 a také trimerniho autotransportniho proteinu
Knh. K. kingae exprimuje polysacharidové pouzdro, jenz interferuje s adhezivni aktivitou

Knh, pokud chybi pilusy typu IV. 1>16

Predpoklada se, ze predchazejici nebo soubéznd virova infekce hornich cest
dychacich je spojena s ptfipady invazivniho onemocnéni K. kingae, coz naznacuje,
ze pii invazi bakterie do krevniho fecist¢ muze hrat roli poSkozeni dychaciho epitelu

viry.!

Ackoli v soucasné dobé neni zndma pifima souvislost mezi pilusy typu IV
a invazi, bylo zjisténo, ze izolaty K. kingae odebrané z hornich cest dychacich byly ¢astéji
piliované, nez kmeny izolované z krve nebo kloubni tekutiny.!> Exprese pilusu
u K. kingae je regulovéana tfemi geny (o gen, pilS, pilR).!” Zatimco vétsina kolonizaénich
kment i kment izolovanych z jedinct s bakteriémii exprimuje pilus na svém povrchu,
kmeny izolované od pacientli z kosti, kloubii nebo pfi infekci endokardu pilus netvoii.'®
Toto pozorovani naznacuje, ze tvorba pilusu poskytuje selektivni vyhodu v procesu
kolonizace pravé v pocatecnich fazich na sliznicich a v krevnim fecisti, zatimco pfi invazi

do hlubgich t&lesnych tkani neni pro bakterii vyhodna.'®

Zajimavé je, ze adhezin asociovany s pilusy, PilC1, zprostfedkovava adhezi
bakterie k proteinim extracelularni matrix (ECM), lamininu a kolagenu IV, které
se nachézeji v bazalni membrané pod epitelialnimi buikami, a také ke kolagenu I, ktery
tvori intersticilni vrstvu pojivové tkané pod bazilni membranou.! Tyto slozky ECM
mohou byt po poskozeni epitelu obnazeny, coz mize byt pro K. kingae cestou k invazi

a piistupu do krevniho fe¢iste.'s

wrw

Je zndmé, Ze poSkozeni respiracni a Ustni sliznice umoZznuje hematogenni Sifeni
bakterii do vzdalenych organii téla, zejména do kosterni soustavy.?’ Vyzkum virulence
K. kingae byl vyrazné¢ omezen nedostatkem informaci o genomu a nutriéné¢ naroénym
charakterem organismu. Teprve neddvno byl u€inén urcity pokrok v pochopeni
mechanismt virulence K. kingae. Dulezitd role ve virulenci bakterie K. kingae

je piipisovana produkci toxinu RtxA, ktery patii do Siroké skupiny RTX (z angl.
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repeats in toxin) cytotoxintl produkovanych gramnegativnimi bakteriemi.?! Diky tomu
se gen kodujici RtxA pouzival jako specificky molekuldrni marker pro diagnostiku

32223 Aviak v roce 2017 byl popsan novy druh rodu Kingella,

infekci K. kingae.
K. negevensis, a analyza jeho genomu odhalila pfitomnost r#x lokusu, ktery je vysoce
homologni s rtx lokusem K. kingae (kmeny ATCC 23330 a KWG1). Proto molekularni

testy zaméfené pouze na rtx lokus nemohou rozlisit mezi K. kingae a K. negevensis.?>**

1.1.3 Vliv K. kingae na hostitelské bunky

Ptedchozi vyzkum odhalil, ze K. kingae pusobi cytotoxicky na kultivované buiky
respiracniho epitelu, makrofagy, buiiky kostniho osteosarkomu nebo synovialni buiiky.
Bylo prokazéano, ze za tento cytotoxicky ucinek je zodpovédny sekretovany cytolyzin
RtxA.2! Lokus rtx zahrnujici geny pro syntézu, aktivaci a sekreci RtxA byl skute¢né
identifikovan u vSech testovanych klinickych izolath K. kingae, a také u nového druhu
K. negevensis.***> Kromé& toho experimenty na potkanich mlad’atech infikovanych
kmenem K. kingae PYKKOS81 a jeho izogennim mutantem KKNB100 s deficitem RtxA

prokazaly, e cytotoxin RtxA je kli¢ovym faktorem virulence K. kingae.*®

V poslednich dvou desetiletich se podatilo ziskat mnoho poznatkli o repertoaru
faktord virulence K. kingae a tyto informace mohou byt podkladem pro prevenci
onemocnéni zplisobenych touto bakterii. Pfistupy k zabranéni adheze K. kingae
k respiracnimu epitelu prostfednictvim naruSeni pilusu typu IV a/nebo Knh by mohly byt
Zivotaschopnou strategii k zabranéni kolonizace. Vzhledem k tomu, Ze polysacharidoveé
kapsule mnoha bakteridlnich patogent, jako napt. Haemophilus influenzae typu b,
Streptococcus pneumoniae a N. meningitidis, byly uspéSné¢ zaclenény do vysoce
ucinnych glykokonjugovanych vakcin, da se predpokladat, Ze stejny ptistup by mohl byt
aplikovaniu K. kingae. Vzhledem k tomu, Ze vice nez 95 % invazivnich izolath K. kingae

27-29

nese pouze dva typy kapsule (typy a a b), glykokonjugované vakcina obsahujici

polysacharidy z téchto dvou typi kapsul by mohla potencialné zabranit naprosté vétsiné

invazivnich onemocnéni zptisobenych bakterii K. kingae.'
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1.1.4 Kultivace K. kingae

Bakterii K. kingae lze péstovat na bézném sojovém agaru s5 % hemoglobinem
obohacenym tryptikasou, dale také na ¢okolddovém agaru, Columbia krevnim agaru, *°
zakladnim médiu Gonococcal (GC) agaru, a stejné jako mnoho dalSich bakterii z roda
geledi Neisseriaceae, také na Thayer-Martinové médiu.* Pokud jde o MacConkey agar
a Kriglerov agar, K. kingae neni schopna riist na téchto agarech.* Muellerovo-Hintonovo
médium doplnéné o kationty se vyuziva pro stanoveni citlivosti K. kingae k antibiotiklim,
bylo ale prokazano, ze mnohé izolaty vykazovaly v daném médiu Spatny riist. U mnohych

bakterii, které kolonizuji dychaci cesty, vCetné K. kingae, se rist kultur zlepSuje

za ptitomnosti 5 % CO; v atmosféte. '

Pro rGzné kmeny K. kingae je rist kolonii na pevném médiu charakterizovan
vytvofenim zfetelné jamky na povrchu agaru, ktera je 1épe pozorovatelna po odstranéni
kolonie.* Podle stupné vyvinutého pilusu miZzeme pozorovat tfi typy kolonii:
1) expandujici korodujici typ, charakterizovany malou centralni kolonii obklopenou
Sirokym okrajem, 2) neexpandujici nekorodujici typ, tvofeny plochou kolonii obklopenou
uzkym okrajem a 3) kopulovité kolonie bez napadného okraje. Prvni dva typy kolonii
jsou charakterizovany kmeny se specifickymi dlouhymi pilusy, zatimco tfeti skupina
kolonii je charakterizovdna kmeny, které pilusy netvoii.!*#183132 Po opakované
subkultivaci mize byt schopnost tvofit kolonie s expandujicim korodujicim typem

morfologie nenavratné ztracena.*>>

1.1.5 Epidemiologie K. kingae

Z 2308 piipadd svalovych a kosternich infekci u déti (mladSich nez 18 let)
shromazdénych z 29 publikaci, byla celkem u 711 (30,8 %) pacientl uspeéSné
identifikovana bakterie K. kingae. Kalkulaci Cetnosti infekci vyvolanych bakterii
K. kingae bylo zjisténo, ze z 1070 déti mladSich nez 48 mésici byla diagnostikovana
infekce zptsobend K. kingae u 509 (47,6 %) pacienti.! Francouzska skupina
v retrospektivni studii zaznamenala vyskyt K. kingae u 14 % diagnostikovanych
bakteridlnich osteoartikularnich infekci u déti. Autofi zaznamenali, ze Staphylococcus
aureus byl nejcastéji izolovanou bakterii u déti starSich nez 36 mésici, zatimco K. kingae

byla izolovana pouze u déti mlads§ich nez 36 mésicti.** Ve francouzském pediatrickém
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centru pak jina skupina zaznamenala, Ze pfi osteoartikularnich infekci bylo 14 % ptipadt
zpusobenych K. kingae,? pticemz Staphylococcus aureus (47 %) a Streptococcus
pyvogenes (16 %) se vyskytovaly u déti, jejichz v€k se pohyboval od 9 do 90 mésici
s medidnem 17,9 mésice.> Autofi také popisuji klasicky vyskyt osteoartikularni infekce
zpusobené K. kingae u déti ve véku od 6 mésict do 4 let."?2%36 Novgjsi studie
vyuzivajici kombinaci konvencni kultivace a PCR ukdzaly, ze K. kingae je nejCastéjsi
pricinou osteoartikularni infekce u déti mladSich 4 let. Na zéklad¢€ srovnani studii pak

bylo zjisténo, ze praimérny vék déti ¢ini 17,73 mésici.!”

Z 520 sledovanych détskych pacientl, u nichz byly identifikovany infekce
zpisobené K. kingae a u nichz studie uvadély mista infekce, se velka ¢ast piipadl (65 %)
tykala infekci kloubt. Nasledovalo 18,4 % osteoartikularnich infekci (souc¢asné postizeni
kosti a kloubt), s izolovanym postiZzenim kosti a patete v 11,9 %, a 3,5 %. Francouzské
studie uvadéji bakterii K. kingae jako nejcastéjsiho ptivodce septické artritidy (Chometon
a spol. 45 %,?° Ilharreborde a spol. 52 %23 a Aupiais a spol. 69 %>’) u malych déti.
Vétsina studii, které identifikovaly pohlavi, uvadéla pfevahu muzi (60,5 %). Velké ¢ast
pacientil s infekci K. kingae byla také diagnostikovana v obdobi od podzimu do zimy.
AvSak mnohé dal$i studie potvrdily pozorovany jednotny sezonni vzorec, ktery
poukazuje na vyssi incidenci mezi lednem a kvétnem s vrcholem mezi inorem a dubnem
na severni polokouli.® Sezénni kolisdni infekce bakterii K. kingae pravd&podobné
reflektuje souvislost s virovymi infekcemi hornich cest dychacich a stomatitidou,

coz umoziiuje priichod kolonizujici K. kingae skrze naruseny epitel.!'”

1.2 RTX toxiny

Aby K. kingae pronikla do krevniho ob&éhu, musi v misté kolonizace prolomit epitelidlni
bariéru. Na translokaci pifes epitelidlni bariéru a vstupu do krevniho fecisté
se pravdépodobné podili vice faktort, véetné toxinu RtxA, ktery poprvé identifikovali
a charakterizovali Thomas E. Kehl-Fie a Joseph W. St. Geme III v roce 2007.2! Mutantni
kmen, ktery postrada RtxA, je nehemolyticky a necytotoxicky in vitro a je avirulentni
na modelu invazivniho onemocnéni u potkanich mlad’at,’® coZ ukazuje na roli tohoto

toxinu jako jednoho z hlavnich faktorti virulence bakterie K. kingae.

Porotvorné RTX toxiny predstavuji skupinu cytotoxinl/cytolyzini s riznymi
biologickymi funkcemi. Jsou sekretoviny mnoha gramnegativnimi patogennimi
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bakteriemi z rodQ Actinobacillus, Aggregatibacter, Bordetella, Escherichia, Kingella,
Mannheimia, Moraxella, Morganella, Pasteurella, Proteus a Vibrio, a podileji

se na infekénich onemocnénich zptisobenych uvedenymi patogeny. %4

RTX toxiny jsou velké proteinové toxiny s molekulovou hmotnosti mezi ~100
az 200 kDa (cytotoxin RtxA K. kingae 105 kDa; a-hemolyzin HlyA uropatogenni E. coli
110 kDa; adenylatcyklasovy toxin CyaA B. pertussis 177 kDa), které jsou tvofeny
jedinym polypeptidovym fetézcem bez cysteinovych zbytk(.>**® Zatimco nékteré RTX
toxiny, jako je a-hemolyzin HlyA a adenylatcyklasovy toxin CyaA, byly v poslednich
desetiletich  intenzivné¢ studovany, cytotoxin RtxA je jednim znejméné

charakterizovanych ¢lenti rodiny RTX toxini.??

Bylo ukéazano, ze klasické RTX toxiny, ptivodné klasifikované jako leukotoxiny
a hemolyziny, pronikaji do membrany hostitelské buiiky a zvySuji jeji permeabilitu

tvorbou pért propustnych pro kationty. >4

1.2.1 Lokus rtx

Lokus rtx K. kingae obsahuje pét geni, jmenovité rtxA, rtxB, rtxC, rtxD a tolC
(obrazek &. 2, str. 17), které jsou nezbytné pro produkci, aktivaci a sekreci toxinu RtxA.?!
Gen rtxA koéduje neaktivni formu toxinu zvanou protoxin (proRtxA), kterd je aktivovana
acyltransferasou RtxC, kédovanou genem rtxC.2! Zbyvajici tfi geny koduji proteiny
RtxB, RtxD a TolC, které tvofi sekre¢ni sytém typu 1 (T1SS) nezbytny pro transport
toxinu RtxA z cytosolu pies bakterialni membranu do extracelularniho prostiedi.* Lokus
rtx bakterie K. kingae je lemovan inzerénimi elementy homolognimi s inzerénimi
elementy bakterie Moraxella bovis. Krom¢ toho jsou geny rtxA, rtxC a rtxB K. kingae
z vice nez 70 % identické s ptisluSnymi geny M. bovis. Geny rtxD a tolC jsou pak z 64 %
a 81 % identické s jejich homology z bakterie Neisseria meningitis. Lze tedy

predpokladat, Ze rtx lokus K. kingae byl ziskan horizontalnim pienosem genfi.*2!2341

Obdobn¢ jako u RtxA je produkce, aktivace a sekrece ostatnich RTX toxint
zavisla na ptitomnosti péti rtx genil (obrazek €. 2, str. 17). Zatimco v ptipad¢ K. kingae
kmene 269-492 se nachdzi vSech pét rtx genit v ramci jednoho genového lokusu,

v ptipad€ E. coli se gen tolC nachdzi mimo hly lokus, ktery koduje proteiny
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HlyCABD.**>% U B. pertussis je gen cyaC kédujici acyltransferasu CyaC dokonce

exprimovan z opaéného vldkna DNA neZ geny lokusu cyad BCE 404245

O regulacnich mechanismech fidicich transkripci genu rtx4 je toho zndmo
pomérné malo. Nedavno bylo ukdzano, Ze exprese rtx4 je pfinejmenSim Casteéné
ovlivnéna fadzovymi zmeénami. Fazové proménné proteiny Mod fidi koordinované
piepinani exprese vice gent,*® a tim pomahaji zvySovat adaptabilitu bakterii. Fazova
zmeéna je u bakterie K. kingae zprosttedkovana fazové variabilni DNA metyltransferasou

typu I1I, ModK.16-247

rtxB rixD  rixC rixA tolC
(a) 4=
hlyC hiyA hlyB hlyD tolC
(b) —EA - ) -Ee)—

cyaC cyaA cyaB cyaD cyaE

Obrazek €. 2: Genetickd organizace rtx lokust. Schematické zndzornéni rtx lokusu (a) kmene
K. kingae 269492, (b) kmene E. coli CFT073 a (c) kmene B. pertussis 18323. Barevné Sipky
predstavuji kodujici oblasti a sméry transkripce r#x genti kodujicich protoxin proRTXA (zZlutd),
acyltransferasu RTXC (Seda) a proteiny T1SS (ABC transportér (z angl. ATP-binding cassete;
modra); membranovy fizni protein, MFP (z angl. membrane fusion protein; oranzova); protein
vné&j$i membrany, OMP (z angl. outer membrane protein; zelena)).

1.2.2 Spole¢né znaky RTX toxinu

Vsechny typy RTX toxint sdileji nékolik homolognich strukturnich a funkénich domén

a segmentll (obrazek ¢&. 3, str. 18)4042 ;

1. N-koncova hydrofobni doména, kterd obsahuje nékolik predikovanych
transmembranovych a-helixd, které jsou nezbytné pro inzerci RTX toxinu do membrany

hostitelské bunky a tvorbu membranovych poért.

2. Acylovany segment v centralni ¢asti molekuly, nesouci dva konzervované lysinové
zbytky, které jsou acylovany specifickou acyltransferasou RTXC. Acylaci je RTX

protoxin aktivovan a pfeménén na funk¢éni RTX toxin.
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3. C-koncova repetitivni (RTX) doména, kterd nese rizny pocet opakujicich
se konzervovanych nonapeptidovych sekvenci s konsenzudlnim motivem G-G-X-G-X-
D-X-U-X (X ptedstavuje libovolny zbytek a U piedstavuje hydrofobni zbytek leucinu,
valinu nebo isoleucinu), které tvoii vazebna mista pro vapenaté ionty. RTX toxiny
vyzaduji fyziologickou koncentraci vépenatych ionti (>1 mM) pro spravné slozeni
a biologickou aktivitu na hostitelskych bunkach. Pravé spolecnd pfitomnost téchto
opakujicich se sekvenci (repetici) stoji u zrodu historického nazvu rodiny RTX proteind,

kde RTX znamena v angl. repeats in toxin, tedy opakovani v toxinu.

4. C-koncovy sekre¢ni signal pro export RTX toxinu z cytosolu bakteridlni bunky
do extracelularniho prostfedi pomoci TISS. RTX toxiny jsou sekretovany

jednokrokovym mechanismem a sekrecni signdl neni béhem sekrece odstépovan.

Jedinou vyjimkou v uspofadani typickych RTX toxini je toxin CyaA bakterie
B. pertussis, u néhoz je kN-konci RTX hemolyzinu napojena enzymova
adenylatcyklasovd (AC) doména, a to prostfednictvim specifického AC-Hly linkeru

nezbytného k pfenosu AC domény do cytosolu hostitelské buiiky.***

1 140 410 KS58 K689 730 810 956

Hydrofobnidoména Acylovany segment Doména vazajici  Sekre¢ni
vapenaté ionty signal

1 91 417 K564 K690 1024

Hydrofobnidoména Acylovany segment Doména vazajici  SekreZni
vapenaté ionty signdl

1 400 500 700 K860 K983 1706

CyaA NH2—| | m ” | .—coou

Adenyldtcykldsova Hydrofobnidoména Acylovany segment Doména vazajici Sekreéni
doména vdpenaté ionty signal

Obrazek ¢. 3: Schematické znazornéni struktury RTX toxini RtxA, HlyA a CyaA. Tyto toxiny
se skladaji z hydrofobni domény (modro-oranzova), acylovaného segmentu se dvéma
konzervovanymi acylovanymi lysinovymi zbytky (oznaceno dvéma rtzovymi Sipkami), RTX
domény vazajici vapenaté ionty (zelend) a C-koncového sekre¢niho signalu (¢ervena). Na rozdil
od vSech ostatnich RTX toxinti obsahuje CyaA unikétni adenylatcyklasovou doménu (zlutd).
Cisla nad jednotlivy toxiny zna¢i pozice aminokyselinovych zbytk.
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1.2.3 Struktura acyltransferas

RTX toxiny se vkladaji do membran hostitelskych bun€k, v nichz tvoti kation-selektivni
pory narusujici iontovou homeostazu bunék, coz vede k apoptoze a lyze bunék.*’ Jsou
syntetizovany v neaktivni formé protoxind, které vyzaduji aktivaci v bakteridlnim
cytosolu.?* Mechanismus aktivace spo¢iva v kovalentni acylaci dvou konzervovanych
lysinovych zbytkl protoxinu prostfednictvim specifické acyltransferasy, kterd vyuziva
acyl pfenasejici protein (ACP) jako donor mastnych kyselin. U toxin-aktivujici
acyltransferasy (TAAT) ApyC zbakterie A. pleuropneumoniae byla stanovena
rentgenova struktura s rozlisenim 2,15 A (obrazek ¢&. 4). Struktura dané acyltransferasy
se jevi jako rozpustny dimer. Bylo prokdzano, ze bakterialni TAAT jsou strukturné
homologickou rodinou, které tvofi samostatnou vétev nadrodiny enzymi GNAT (z angl.
GenS-like N-acetyl transferase), které obvykle vyuZivaji acyl-CoA k modifikaci riznych

bakterialnich, archealnich a eukaryotickych substrati.>

Doména f [ Doména
vazajici L”J W Sy vazajici
ACP - [ protoxin

Katalyticka
doména

<

Arg121 VO

Obrazek ¢. 4: Monomer ApxC. Navrhované umisténi vazebnych mist pro acyl-ACP a protoxin
na opacnych strandch enzymu TAAT (vazebné misto pro ACP zelen¢; vazebné misto
pro protoxin modrfe). Predpoklada se, ze se substraty setkaji v kiizi rozdélené¢ho P-listu,
kde se nachazeji katalytické zbytky (zluté). Oznaceny je Argl21, u kterého se predpoklada,
7€ je nezbytny pro vazbu s ACP.*
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1.2.4 Sekrece RTX toxinti pomoci T1SS

T1SS je mezi gramnegativnimi bakteriemi velmi rozsifeny a podili se na sekreci riznych

proteinti véetné RTX toxini.>!

TISS se sklada ze tfi membranovych proteint
(obrazek €. 5, str. 21), znichz se dva nachdzi ve vnitini membrané a tieti ve vn&jsi
membrang: (i) transportéru ABC produkovaného genem r#xB; (ii) membranového
fazniho proteinu MFP, produkovaného genem r#&xD a (iii) vnéjSitho membranového
proteinu OMP z rodiny proteinti TolC produkovaného genem tolC/rtxE. >°! Proteiny
vnitini membrany patii do rodiny ABC transportéri, respektive do rodiny proteina
membranové fuze, jejichz struktura méa krome transmembranového segmentu také velkou
periplazmatickou doménu. Na druhé strané, OMP je protein podobny porinu a prochdzi
skrze vné&jSi bakteridlni membranu a rozprostird se predevSim v periplazmatickém
prostoru. Pocatecni rozpoznani neStépeného C-koncového sekre¢niho signalu RTX
toxinu transportérem ABC a MFP spusti sestaveni funkéniho transmembranového
komplexu prostfednictvim specifickych interakci mezi MFP a OMP v periplazmé. Tento
transportni komplex prochéazi pies periplazmu a propojuje cytoplazmatické prostredi
buiiky s extraceluldrnim prostfedim. Vytvoii se souvisly kandl z vnitini membrany,
pfemosti periplazmu a finaln¢ ptechazi do vnéj$i membrany. Sekrece RTX toxinu probiha
v jednom kroku pfimo z cytosolu do extracelularniho prostoru. Energii pro sekreci
zajistuje hydrolyza ATP transportérem ABC.>">? Zajimavé je, e funkce proteini ABC
a MFP je jedine¢nd pro T1SS, zatimco TolC je pleiotropni a ma fadu dalSich funkei, napf.
v sekreci toxickych molekul ven z bakteridlni buiiky.***>* VétSina substrati T1SS
obsahuje vSechny informace potiebné pro zacileni polypeptidu do transloka¢niho kanalu

v C-koncovém sekre¢nim signalu.?
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RTX toxin
sloZzeny stav
(biologicky aktivni)

>2 mM Ca*
ca:l —.‘
® L ] a e a
" i e 9 B e - -( -
o . * s 0 .« B ae
L & ° a ® a e
vnéjsi
membrana \
TolC
periplasma RtxD
vnitini
B3
membrana RUxB
cytoplasma
AT <100 nM Ca®

@
&

RTX toxin
neusporadany stav
RExC (biologicky neaktivni)

Acyl-ACP

@ PmRTX toxin

Obrazek ¢. 5: Obecné schéma acylace a sekrece RTX toxinil. Neaktivni RTX protoxin (proRTX,
Cerveny) je v bakterialnim cytosolu pfeménén na aktivni formu acylaci dvou konzervovanych
lysinovych zbytkil. Acylace protoxinu je zprostfedkovana specifickou acyltransferasou RTXC
(tmavé zelena), kterd pienasi acyl z acyl-ACP (z angl. acyl carrier protein, zluty) na protoxin.
Acylovany RTX toxin je pak pfimo sekretovan pies obé membrany prostiednictvim T1SS, ktery
je tvofen ABC transportérem (svétle zeleny); MFP (rizovy) a OMP (modry). *

1.2.5 Interakce RTX toxinu s hostitelskou bunkou

Na zéklad€ bunécéné a druhové specifity byly RTX toxiny plivodné rozdéleny na skupinu
hemolyzinti a skupinu leukotoxinii. Zatimco u hemolyzinti byla prokazana toxicita viici
riznym typum buné€k izolovanych z riznych sav€ich druht, leukotoxiny vykazovaly
pomérné vysoky stupeit bun&¢né a druhové specifity.?!>> Pozdgji se zjistilo, Ze tento
rozdil je zpiisoben tim, Ze hemolyziny rozpoznavaji povrchové bunécné struktury jako
jsou glykoproteiny, glykolipidy a/nebo membranovy cholesterol, které jsou soucasti
vSech savc€ich bunék, zatimco leukotoxiny se specificky vaZzou na 32 integriny, které jsou

exprimovany vyhradné na povrchu leukocyti. >34

Pozdgji vSak bylo zjisténo, Ze nékteré promiskuitni RTX toxiny plvodné
klasifikované jako hemolyziny, napt. HlyA a CyaA, se pfednostné vdzou na leukocyty

exprimujici B, integriny.®>’ Bylo téZ zjisténo, Ze nékteré leukotoxiny, napt. LtxA a LktA,
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u nichz bylo pivodné prokazano, ze se specificky vazou na [, integriny leukocytd,
vykazuji  detekovatelnou cytotoxickou aktivitu na [ integrin-negativnich
erytrocytech.’®>° Avsak zatimco se RTX toxiny vaZou na buiiky exprimujici B integrin
s vysokou afinitou a saturovatelnym zptusobem, jejich vazba na [, integrin-negativni

butiky mé obvykle nizkou afinitu a neni saturovatelna.>’

Interakce RTX toxint s 32 integriny byla doposud prokazana u péti RTX toxint:
LtxA z A. actinomycetemcomitans, HIyA z E. coli, LktA z M. haemolytica, ApxII1A
z A. pleuropneumoniae a CyaA z B. pertussis.> B, integriny patii do integrinové rodiny
skladajici se z 24 heterodimernich adhezivnich a signélnich receptorti na povrchu bunék,
které vazou rizné rozpustné ligandy, proteiny extracelularni matrix a ligandy na povrchu
bungk.®%! Skupina B integrinti se sklida ze &tyi heterodimernich transmembranovych
glykoproteinli se stejnou podjednotkou B2 a Ctyfmi rliznymi podjednotkami o: orf2
(CD11a/CD18 nebo LFA-1), amP2 (CD11b/CD18, komplementovy receptor 3 (CR3)
nebo Macl), axPB> (CDI11c¢/CD18, pl150/195 nebo CR4) a apf2 (CD11d/CD18).
B2 integriny hraji zasadni roli v riznych funkcich leukocytl, jako je adheze bunék,
produkce reaktivnich forem kysliku, fagocyt6za atd. NaruSeni jejich exprese nebo funkce
vede ke vzacnému imunodeficitnimu syndromu zndmému jako deficience adheze
leukocytl, ktery se vyznacuje zvySenou nachylnosti k rozvoji Zivot ohrozujicich

bakterialnich a plisiovych infekci.?*%6!

Jak jiz bylo zminéno vySe, RTX leukotoxiny mohou interagovat také s bunikami,
které na svém povrchu nenesou [z integriny. Napf. u leukotoxinu LtxA bylo prokéazano,
ze je schopen lyzovat také lidské a ov¢i erytrocyty, které B2 integriny na svém povrchu
nemaji. Mnozstvi LtxA potiebné k 1yze erytrocytl je vSak vys§i nez mnoZstvi potiebné
k lyze leukocytd, coz svéd¢i o pritomnosti receptort s nizkou afinitou k danému toxinu
na povrchu erytrocytt.® Pozdgji bylo ukazidno, 7e LtxA rozpozndvd na povrchu
erytrocytii gangliosidy, na kterych je piitomna kyselina sialova.®* HIyA pak rozpoznava
na povrchu lidskych erytrocyti jako receptor glykoforin.®

V piipadé RtxA se interakce s B, integriny nepodafila prokézat.t*

Bylo zjisténo,
ze lidské monocyty THP-1 exprimujici B2 integriny jsou odolnéjsi vii¢i cytotoxickému
plsobeni RtxA neZ lidské buriky, které B integriny postradaji (HLaC-78 a FaDu).*® Dalsi

vvvvvv

exprimujicich lidské B2 integriny. Bylo prokazano, Ze RtxA se vaze a zabiji CHO bunky
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exprimujici P2 integriny se stejnou ucinnosti jako CHO bunky, které . integriny

neexprimuji.®*

Nicméné se podatilo prokazat, Ze RtxA na povrchu cilovych bun€k rozpoznava
glykosylované struktury jako jsou glykoproteiny a gangliosidy. Odstranéni N-
a O-vazanych oligosacharidovych fetézct z glykosylovanych struktur na povrchu bunék
pomoci enzymt (PNGasa F, O-glykosidasa) nebo inhibici glykosylace (tunikamycin,
benzyl-2-acetamido-2-deoxy-a-D-galaktopyranosid) vedlo k signifikantnimu sniZeni
vazby toxinu RtxA na povrch deglykosylovanych bunék a tim i ke sniZeni cytotoxické
aktivity toxinu.®* Pro potvrzeni fyziologického vyznamu glykand na povrchu bungk
pro cytotoxické pusobeni RtxA, byla stanovena zivotaschopnost deglykosylovanych
HLaC-78 bunék po pfidani RtxA. Nukleové kyseliny byly barveny pomoci Hoechst
33258 a nasledné byla zméfena pritokova cytometrie.”® HLaC-78 neoSetiené
glykosidasou byly podstatné citlivéjsi k usmrceni zprostfedkovanému RtxA nez bunky
HLaC-78, kter¢é byly deglykosylovany neuraminidasou, PNGasou F nebo
O-glykosidasou. Tyto vysledky ukazuji, Ze cytotoxickd aktivita RtxA zavisi

na glykosylaci cilovych bunék.®*

Bylo prokazano, Ze vazbu a cytotoxicitu RtxA je mozné také vyznamné snizit,
pokud jsou buiiky preinkubovany s neuraminidasou, kterd z glykosylovanych molekul
odstraniuje periferni zbytky kyseliny sialové. To naznacuje, Ze zbytky kyseliny sialové,
kovalentné navazané na rizné povrchové struktury bunék (glykoproteiny, gangliosidy),
jsou diilezité pro vazbu a cytotoxickou aktivitu RtxA. Také bylo ukazano, Ze vazba RtxA
na buriky je ¢aste¢né blokovana volnou kyselinou sialovou. * Na zékladé predikénich
navrhi je interakce mezi RtxA a cilovymi buiitkami zprostfedkovana kladné nabitymi
lysinovymi a argininovymi zbytky domény RTX RtxA a perifernimi, zdporné nabitymi

zbytky kyseliny sialové spojenymi s povrchovymi strukturami bunék. %

Dalsim ze zptisobii, jak mohou RTX toxiny interagovat s cilovou bunikou je vazba
na membranovy cholesterol. Pomoci riznych metod bylo prokézano, Ze kontrolni
erytrocyty jsou citlivéj$i na hemolytickou aktivitu HlyA neZ erytrocyty o cholesterol
ochuzené. Pozdgji byla pomoci riiznych biochemickych a biofyzikalnich metod
prokazana piimé interakce HIyA s cholesterolem, ale ne se sfingomyelinem.® Kromé
toho bylo v sekvenci HIyA identifikovano 20 potencidlnich vazebnych motivil

pro cholesterol (7 tzv. CRAC motivii a 13 invertovanych CARC motivi, tzv. CARC
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motivii s konsenzualnim vzorem R/K-(X)(1-5)-Y/F-(X)(1-5)-L/V)).%® Ptedpoklada
se, ze interakce HIlyA s cholesterolem podporuje konformacni stav toxinu, ktery

umoziiuje spravné vlozeni toxinu do membrany a tvorbu por.®°

Pomoci riznych biochemickych a biofyzikdlnich metod bylo prokéazano,
7e membranovy cholesterol je také dillezity pro vazbu a cytotoxickou aktivitu RtxA.*
Byla pozorovana silna vazba fluorescenéné znaCeného RtxA na obii unilamelarni
vezikuly (GUVs, z angl. giant unilamellar vesicles) slozené ze 75 % 1-palmitoyl-2-
oleoyl-sn-glycero-3-fosfocholinu (POPC) a 25 % cholesterolu, zatimco vazba toxinu
na GUVs slozené ze 100 % POPC byla pomérné slaba. Méteni povrchové plazmonové
rezonance pak potvrdilo siln€j$i afinitu RtxA k membrané obsahujici POPC
s cholesterolem nez k membrané s ¢istym POPC. V dal$im experimentu pak erytrocyty
osetfené methyl-B-cyklodextrinem, ktery z membran odstraiiuje cholesterol, vazaly
signifikantné niz$i mnozstvi RtxA neZz neoSetfené erytrocyty. Navic, RtxA
preinkubovany s volnym cholesterolem vykazoval znacné niz§i schopnost lyzovat
erytrocyty nez samotny toxin. RtxA se také vazal s 2 az 3krat vyssi G¢innosti k jamce
ELISA desticky potazené cholesterolem konjugovanym k BSA nez k jamce potazené
samotnym BSA. Tyto pokusy ukéazaly, ze RtxA je schopen interagovat s cholesterolem
pfimo, a navic nezdvisle na pfitomnosti dalSich slozek bunécné membrany. Pomoci
analyzy primarni sekvence RtxA bylo nalezeno pét potencidlnich motivi pro vazbu
cholesterolu (dva motivy CRAC a tfi motivy CARC), které se nachazeji v blizkosti

nebo v ramci hydrofobni domény tvofici pory.

Vsechny vyse shrnuté vysledky ukazaly, Ze glykosylované struktury na povrchu
bun¢k a membranovy cholesterol spolecné piisobi jako hlavni membranové komponenty,

které RtxA vyuziva k interakci s cilovymi buitkami.>

1.2.6 Tvorba membranovych péru

Prvni zpravu o tvorbé transmembranovych port RTX toxiny publikovali v roce 1983
Jorgensen a spol.®” Pro vysvétleni pozorované akumulace vapniku a bytku drasliku
v erytrocytech nasledkem puasobeni HlyA autofi piedpokladali, ze toxin muze
v membrané bun&k vytvaret kationt-specifické pory.%” O tii roky pozdéji provedli Bhakdi
a kolegové soubor experimentl, které skutecné ukézaly, Ze HlyA je schopen inzerce

do lipidové dvojvrstvy a poSkozeni bunééné membrany vytvoienim hydrofilniho
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transmembranového poru.®® Dali studie potvrdily tyto prvotni experimenty a navic
ukazaly, ze pro lytickou aktivitu RTX toxinil je nezbytna jejich N-koncova hydrofobni

doména.®® 73

Rada RTX toxint, véetné RtxA, byla studovana na urovni jednotlivych port
pomoci planarnich lipidovych dvojvrstev tvofenych azolektinem.®® Azolektin je smés
lipidi ze s6jovych bobli obsahujici zhruba stejny podil fosfatidylcholinu,
fosfatidylethanolaminu a fosfatidylinositolu spolu s menSim mnozstvim dalSich
fosfolipidti a typickych rostlinnych lipidd, jako jsou mono- a di-galaktosylglyceridy.®
Bylo ukazéano, ze slozeni lipidové membrany ovliviiuje inzerci RTX toxind, ale zatim nic
nenasveédCuje tomu, Ze by ovliviiovalo 1 jejich porotvorné vlastnosti. HlyA z E. coli byl
prvnim a nejlépe prozkoumanym RTX toxinem na lipidovych membranach.” Zaznamy
jednotlivych pért HlyA v plandrnich lipidovych membranach ukazaly, Ze toxin tvoii

kation-selektivni pory s priimérnou vodivosti piiblizné 500 pS.”

RtxA zK. kingae sdili 46% homologii primarni sekvence s HIyA
a v azolektinovych membranach tvoii velmi podobné pory.*° Vodivost jednotlivych pért
tvofenych toxinem RtxA je navic srovnatelna s vodivosti obecnych difuznich porinti
gramnegativnich bakterii. Nicmén¢ vodivost jednoho péru tvofeného RtxA, ale 1 jinymi
RTX toxiny se nefidi linedrni funkci vodivosti tak, jak je tomu obvykle u béznych
diftiznich porint.’® Navic pory tvofené RtxA adal§imi RTX toxiny fluktuuji mezi
otevienym a uzavienym stavem. To znamend, Ze RtxA netvofi trvale otevieny por,
jak bylo zjiSt€no u vétSiny gramnegativnich bakteridlnich porini a n€kterych jinych
toxind, které nepatii do rodiny RTX toxind. Jiné studie naznacuji, Ze por tvofeny toxinem
RtxA, podobné jako i jinymi RTX toxiny, nepfedstavuje rigidni strukturu a podl¢ha
reverzibilnim strukturalnim zméndm v zavislosti na aplikovaném napéti.* V porovnani
s ostatnimi RTX toxiny je kationtova selektivita port tvofenych RtxA pfiblizné tiikrat
nizsi (10 vs. 3,5; stanoveno jako pomér mezi propustnosti pro kationty a propustnosti

pro anionty).%

Primér poru riznych RTX toxinii byl podrobné studovan pomoci experimentt
s osmoprotektanty nebo pomoci propustnosti riiznych kationtii pres dany por.6%7174.75.77
Tyto molekuly byly jiz diive pouzity k ur€eni efektivnich pramért pért, vlozenych
do planarnich lipidovych dvojvrstev.® Ziskané vysledky ukazaly, Ze praimér poru RtxA

je piiblizné 1,9 nm, coz je srovnatelné s primérem pora jinych RTX toxind, jako jsou
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napiiklad HlyA, ApxIA a ApxIIA. Naproti tomu CyaA z B. pertusis vykazoval zietelné

mensi pory o priméru priblizné 0,8 nm.”®

Na zéklad¢ soucasnych poznatkl se piedpoklada, ze pro tvorbu membranového
poéru je nezbytnd oligomerizace dvou nebo vice molekul RTX toxinu v membrané
cilovych bunék.?®> Navzdory skutenosti, e studium oligomerizace RTX toxint
je komplikovano jejich pfirozenou tendenci tvofit v roztoku neaktivni agregaty,” nékolik

experimentalnich faktli poukazuje na to, ze RTX toxiny tvofi v membrané oligomerni

pory:*

1. Byla pozorovana strmé zavislost membranové vodivosti na koncentraci RTX toxinu

v systému planarnich lipidovych membran, kterou lze vysvétlit tak, Ze existuje

asocia¢ng-disociaéni rovnovaha mezi nevodivymi monomery a vodivymi oligomery.”!

2. Komplementa¢ni analyza neaktivnich mutantnich CyaA a HIlyA vedla k ¢aste¢nému
obnoveni jejich hemolytickych aktivit. Kombinace zkracenych, neptekryvajicich
se variant CyaA a HIyA obnovila schopnost toxini permeabilizovat bunéénou
membranu. Pokusy se zkracenymi variantami CyaA naznacily, Ze k funkénimu doplnéni
muze dojit prostfednictvim vapnik-vazajicich repetitivnich sekvenci v C-koncové ¢asti

molekuly toxinu.®

3. Bylo ukazéano, Ze typ acylace CyaA moduluje schopnost toxinu tvofit oligomerni
membranové pory, nebot hemolyticka aktivita CyaA byla ovlivnéna pfipojenim rtiznych
typtl acylovych fetézct.”8!#? Existuje také predpoklad, e acylové fetézce v HIyA

podporuji protein-proteinové interakce nezbytné pro oligomerizaci toxinu.®?

4. FRET analyza ukézala asociaci molekul CyaA v roztoku vedouci k oligomernim

komplextim.®*

5. Nejsilngjsi diikaz oligomerizace RTX toxinl byl podan v roce 2009, kdy FRET analyza
toxinu HlyA odhalila jeho oligomerizaci v membranéach ovéich erytrocyt® a oligomerni
komplexy CyaA vytvofené v membrandch erytrocyti byly detekovany pomoci

imunitniho znaceni a nativni elektroforézy v polyakrylamidovém gelu.®
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1.3 Dvouhybridni systémy

Dvouhybridni systémy jsou molekularné biologické metody, které umoziuji detekci
a charakterizaci protein-proteinovych interakci in vivo. Specifické protein-proteinové
interakce se podileji na vétsiné biologickych procesti. Charakterizace téchto interakci
je proto nezbytna pro lep$i pochopeni Zivych organismi na molekuldrni urovni.
V poslednich desetiletich byly vypracovany rizné dvouhybridni systémy nebo

protein-komplementaéni testy (z angl. protein-complementation assays, PCA),%":%8

jenz
navazuji na uvodni praci Fieldse a Songa, ktefi navrhli kvasinkovy dvouhybridni
systém.® Vsechny tyto techniky jsou zaloZeny na spole¢né expresi dvou hybridnich
proteini v téze bufice, které po spojeni vytvafeji charakteristicky fenotyp.®’
V bakterialnim dvouhybridnim systému (z angl. bacterial adenylate cyclase-based
two-hybrid system, BACTH) vedou interakce k funkéni komplementaci dvou fragmentt
enzymu adenylatcyklasy, coz zptisobuje rekonstrukci signalni drahy cAMP v E. coli. Tato
dréha aktivuje transkripci riznych katabolickych operontl, coz vede k tvorbé selektivnich
fenotypt.”® Na rozdil od kvasinkového dvouhybridniho systému, ktery vyzaduje
specializované odborné znalosti, nabizi BACTH systém vSechny vyhody prace s E. coli:
snadno dostupné mikrobiologické a molekularné biologické techniky (ptiprava plazmidi,
ucinnost transformace, PCR). BACTH systém je zvlast€ vhodny pro analyzu interakci
mezi membranovymi proteiny a ve védecké komunité se nyni Siroce pouziva jako néstroj

pro charakterizaci protein-proteinovych interakci in vivo.”'™?

1.3.1 Bakterialni dvouhybridni systém

BACTH systém byl vyvinut skupinou D. Ladanta v Pasteurové institutu v Pafizi
v roce 1998 a vyuziva biochemickych vlastnosti katalytické AC domény RTX toxinu
CyaA z bakterie B. pertussis, ptivodce ¢erného kasle.”* AC doména ma modularni
strukturu sloZenou ze dvou komplementarnich fragmentii T25 a T18.”>% Vzhledem
k tomu, Ze aktivni misto enzymu se nachdzi na rozhrani T25/T18, jsou fragmenty
pfi fyzickém oddéleni neaktivni. Pokud jsou fragmenty T25 a T18 exprimovany v kmeni
E. coli cya” (tj. bez endogenni AC) jako samostatné entity, nejsou schopny se navzijem
rozpoznat a nemohou rekonstituovat funkéni AC enzym. Pokud jsou ¢asti T25 a T18

geneticky spojeny s interagujicimi polypeptidy, feknéme X a Y, heterodimerizace téchto
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hybridnich proteini vede k funkéni komplementaci mezi fragmenty T25 a T18 vedouci
k syntéze cAMP, ktery se vaze na katabolicky aktivacni protein (z angl. catabolite
activator protein, CAP), aktivator katabolitd. Komplex cAMP/CAP je pleiotropnim
regulatorem genové transkripce v E. coli: aktivuje transkripci nékolika rezidentnich gend,
véetné genl operoni lac a mal zapojenych do katabolismu laktosy a maltosy
(obrazek ¢&. 6).”7 Bakterie, které exprimuji interagujici hybridni proteiny, se proto stavaji
schopnymi vyuzivat laktosu nebo maltosu jako jediny zdroj uhliku. Toto lze snadno
sledovat na indikatorovych a/nebo selektivnich médiich. Kvantifikace relativni u¢innosti
komplementace lze navic snadno dosdhnout métenim aktivity p-galaktosidasy
v bakterialnich kulturach, protoze exprese tohoto enzymu v E. coli je siln¢ zdvisla

na cAMP. 209899

A B C

T25 b T25

ATQMP }Mf ATP AP

D Spusténi exprese
cAMP w
)
CAP| CAP cAMP-CAP Reportérovy gen
promotor (lac, mal atd.)

Obrazek ¢.6: Princip BACTH systému. Katalytickhi AC doména toxinu CyaA
z bakterie B. pertussis se sklada ze dvou komplementarnich fragmentt, T25 a T18 (A), které
nejsou aktivni, jestlize jsou fyzicky oddéleny (B). Jakmile jsou tyto dva fragmenty flzovany
k interagujicim polypeptidim, X a Y, vede heterodimerizace téchto hybridnich proteinti k funk¢ni
komplementaci mezi fragmenty T25 a T18, a tedy k syntéze cAMP (C). cAMP produkovany
rekonstituovanym AC enzymem se vaze na katabolicky aktivacni protein CAP (D). Komplex
cAMP/CAP je pleiotropnim regulatorem genové transkripce v E. coli, ktery spousti expresi
n¢kolika rezidentnich gent, véetné gent lac a mal operond zapojenych do katabolismu laktosy
a maltosy. Obrazek ptevzat z protokolu BACTH systému od firmy Euromedex, Patiz, Francie.

BACTH systém byl pouZit k charakterizaci interakci mezi rozpustnymi nebo
membranovymi proteiny prokaryotického, eukaryotického nebo virového plvodu.
Systém lze pouzit k odhaleni oblasti, domén nebo aminokyselinovych zbytkl proteinu,
které se podileji na interakci s konkrétnim partnerem a lze jej také pfizptsobit pro vysoce
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vykonny screening malych molekul schopnych zasahovat do protein-proteinovych
interakci. Proto si BACTH systém ziskal oblibu pfi studiu interakci mezi membranovymi
proteiny a v soucasné¢ dobé jeSiroce vyuzivan k charakterizaci molekuldrnich
bakterialnich mechanismti zapojenych do sekrece, signalizace, bunétného déleni,

biogeneze bunééné stény atd.”>*

Vysledkem komplementace mezi fragmenty T25 a T18 je transkripcni aktivace
gentl zavislych na cAMP/CAP. D. Ladant ve své praci vyuzil pfirozen¢ se vyskytujicich
katabolickych gent zavislych na cAMP/CAP v E. coli. Uvedl také, ze je snadné
navrhnout specifické reportérové kazety, ve kterych je jakykoli gen naseho zajmu spojen
s promotorem zavislym na cAMP/CAP. V soucasné dobé se vyuziva takovy systém
pomoci genu rezistence vii€i antibiotiklim, coz usnadiiuje screening slozitych knihoven
jednoduchym vybérem na antibiotickou rezistenci. Alternativné by reportérovy gen
tizeny cAMP/CAP mohl kédovat toxicky produkt. To by mohlo byt uzite¢né zejména
pti hledani chemickych sloucenin nebo mutaci, které rusi danou interakci mezi dvéma
studovanymi proteiny. Tento bakteridlni systém tedy nabizi moznost jak pozitivni,

tak negativni selekce, coZ jej ¢ini obzvIlasté univerzalnim.'?®

1.3.2 Princip provedeni dvouhybridniho systému

Charakteristika in vivo interakci mezi dvéma sledovanymi proteiny je snadno dosazena

pomoci BACTH systému po t¥ifizové procedute, zahrnujici:*

1. Konstrukce rekombinantnich plazmid exprimujicich dva testované proteiny (napf.
Xa Y), které jsou na genetické urovni fuzovany s fragmenty T25 a TI18. Toto
je provedeno standardnimi molekularné biologickymi technikami. Riizné vektory urc¢ené
pro expresi fragmentli T25 (pKT25 nebo pKNT25) a T18 (pUT18 nebo pUT18C)
1ze pouzit k pfiprave hybridnich proteinii s testovanymi proteiny, fuzovanymi bud’ na N-

nebo C-konec fragmentti T25 a T18.

2. Kotransformace dvojic plazmida kédujicich piislusné fizni proteiny do reportérovych
kmenil E. coli cya’. Kotransformované buinky jsou péstovany na médiu s indikatorem
nebo na selektivnim médiu pro lepsi odhaleni vysledného fenotypu Cya+. Pro zjisténi
platnosti testu by mély soub&zné probihat vhodné kontroly BACTH systému, napf. testy

s plazmidy exprimujicimi neinteragujici fragmenty.
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3. Utinnost komplementace mezi specifickymi hybridnimi proteiny lze pak snadno
kvantifikovat méfenim B-galaktosidasové aktivity v bakteridlnich extraktech pomoci
mnoha znamych, barevnych (o-nitrofenyl-p-D-galaktopyranosid, ONPG)
nebo fluorescen¢nich substrati. Produkce cAMP je piimo umérnd enzymové aktivité
rekonstituované adenylatcyklasy. cAMP po navdzani na CAP spousti expresi
B-galaktosidasy, kterd katalyzuje hydrolyzu ONPG na ortho-nitrofenol (ONP)
a B-D-galaktosu (obrazek ¢. 7). ONP ma jasn¢ zlutou barvu, ktera se detekuje
spektrofotometricky pii vlnové délce 420 nm. Koncentrace fS-galaktosidasy je pfimo

umeérna intenzité barvy.

Pro lepsi charakterizaci vzajemn¢ interagujicich proteinti lze fuzni proteiny
exprimované bakterii E. coli dale charakterizovat pomoci riiznych biochemickych

piistupi, jako jsou imunodetekce, imunoprecipitace, kopurifikace atd.”

HO
HO
Jiu Q ﬁk
+
HO” ™~ “OH HO
OH NO,

ONPG B-D-Galaktosa o-Nitrofenol

B- galaktomdasa

Obrazek ¢.7: ONPG je umély substrat, ktery se pouzivd k méfeni enzymové aktivity
B-galaktosidasy. ONPG je $tépeny [-galaktosidasou na [-D-galaktosu a ortho-nitrofenol.
Ortho-nitrofenol ma jasné Zlutou barvu, kterou lze méfit spektrofotometricky pii 420 nm.
Intenzita zabarveni je pfimo imérnad mnozstvi B-galaktosidasy, které¢ je pfimo umérné mnozsti
produkovaného cAMP, které je umérné ucinnosti interakce mezi testovanymi proteiny
fizovanymi s fragmenty T25 a T18.

1.3.3 Plazmidy vyuzivané ve dvouhybridnim systému

Technologie BACTH sytému vyZaduje koexpresi dvou hybridnich proteinti v rdmci jedné
bakterialni buiikky E. coli cya’. Souprava BACTH systému od spolecnosti Euromedex
poskytuje dvé razné sady kompatibilnich vektorti, které umoznuji genetickou fuzi
testovanych proteinlt bud’ na N- nebo C-konci fragmentu T18 (pUTI18 a pUT18C)
nebo fragmentu T25 (pKNT25 a pKT25) (obrazek ¢. 8, str 32).
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1. Vektor pKT25 nese DNA sekvenci, ktera je pod transkripéni kontrolou /ac promotoru
a koduje fragment T25 (odpovidd prvnim 224 aminokyselinovym zbytkim CyaA).
Vektor pKT25 je derivat nizkokopiového plazmidu pSU40, ktery nese gen pro rezistenci
ke kanamycinu. Na 3'-konci DNA sekvence pro T25 je vlozeno vicenasobné klonovaci
misto (z angl. multiple cloning site, MCS), které umoziiuje vlozeni DNA sekvence
kédujici testovany protein ve stejné fazi Cteni jako je pro T25. To umoziuje produkci
fizniho proteinu, v némz je fragment T25 fuzovan na svém C-konci s testovanym

proteinem (T25-testovany protein).

2. Vektor pKNT25 nese DNA sekvenci, kterd kdduje fragment T25 a je také derivatem
nizkokopiového plazmidu pSU40. MCS je vloZeno na 5'-konci DNA sekvence pro T25.
To umoziuje produkci fizniho proteinu, v némz je fragment T25 flzovan na svém

N-konci s testovanym proteinem (testovany protein-T25).

3. Vektor pUT18 nese DNA sekvenci, kterd je pod transkripcni kontrolou /ac promotoru
a koduje fragment T18 (odpovida 225 aZ 399 aminokyselinovym zbytklim CyaA). Vektor
pUT18 je derivat vysokokopiového plazmidu pUC19, ktery nese gen pro rezistenci vici
ampicilinu. Na 5'-konci DNA sekvence pro T18 je vlozeno MCS, které umoziuje vlozeni
DNA sekvence kodujici testovany protein ve stejné fazi Cteni jako je pro TI18.
To umoznuje produkci fizniho proteinu, v némz je fragment T18 flzovan na svém

N-konci s testovanym proteinem (testovany protein-T18).

4. Vektor pUT18C nese DNA sekvenci, kterd koduje fragment T18 a je derivatem
vysokokopiového plazmidu pUC19. MCS je vloZeno na 3'-konci DNA sekvence pro T18,
coZz umoznuje produkci flzniho proteinu, v némz je fragment T18 fizovan na svém

C-konci s testovanym proteinem (T 18-testovany protein).

Plazmidy pKT25-zip a pUTI8C-zip slouzi jako pozitivni kontroly
pro komplementaci. Exprimuji fuzni proteiny T25-zip a T18-zip, které mohou asociovat
diky dimerizaci motivu leucinového zipu fuzovaného k fragmentim T25 a T18. Kdyz
jsou pKT25-zip apUTI8C-zip spolecné transformovany do bakteridlnich bunek,
obnovuji charakteristicky Cya" fenotyp. BACTH systém vyuzivdA k detekci
protein-proteinovych interakci dva kmeny E. coli, BTH101 a DHMI, které neprodukuji
endogenni AC.
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pKT25 (3442 bp)

plac, 25 MCs Kan® Ori p15A
—————— = - <O .
el Xbal Smal TTTeeeeel_ |
Psil Sall* BamH]1 Kpnl EcoR1

..T25 orf.. GCT GCA GGG TCG ACT CTA GAG GAT CCC CGG GTA CCT AAG TAA CTA AGA ATT C....
.AAGSTLEDUPRYV P K stp

pKNT25 (3469 bp)

plae, MCS 125 Kan® Ori p15A
- —= I —
- Sphl Sall* BamH Kpnl EcoRl
Hindlll Psil Xbal Smal Sacl

... CCA AGC TTG CAT GCC TGC AGG TCG ACT CTA GAG GAT CCC CGG GTA CCG AGC TCG AAT TCA ...T25...

+.PSLHACRSTLEDZPRVPSSNS..

' pUT18 (3023 bp)

rlacy,  MCS  TI8 Ampt Ori Col E1

- Sphl Sall BamH1 L AL
Hindl1ll Psil Xbal Smal Sacl

.. CCA AGC TTG CAT GCC TGC AGG TCG ACT CTA GAG GAT CCC CGG GTA CCG AGC TCG AAT TCA ...T18.
..P SLHACRSTLEDZPRVPSSNS..

' pUTI18C (3017 bp)

placy, T18  MCS Ampt Ori Col El

Sall BamH1 _Kpml EcoRl
Pstl Xbal Smal Sacl ——— Clal

.T18...CAC TGC AGG TCG ACT CTA GAG GAT CCC CGG GTA CCG AGC TCG AAT TCA TCG ATA TAA CTA AGT AAT.
..HCRSTLEDPRVPSSNSSI stp

Obrazek ¢. 8: Vektory pKT25 a pKNT25 (Zluté), pUT18 a pUTI8C (zelené). Vicendsobné
klonovaci misto (MCS) je bud’ na 5'- nebo 3'-konci DNA sekvence kodujici fragmenty T25 a T18.
Gen pro rezistenci ke kanamycinu je zobrazen rizové a gen pro rezistenci k ampicilinu oranzové.
Obrazek ptevzat z protokolu BACTH systému od firmy Euromedex, Patiz, Francie.
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2

Cile diplomové prace

Optimalizace podminek pouziti bakterialniho dvouhybridniho systému

Testovani proteinovych interakci mezi RtxC a acyl-ACP a mezi RtxC a RtxA
Analyza vlivu zamén dvou konzervovanych lysinovych zbytkii RtxA na interakci
s RtxC

Mutageneze gent kodujicich ACP a RtxA na zékladé predikce interagujicich zbytkl

Testovani vlivu substituci vnesenych do ACP a RtxA na interakci s RtxC
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3 Pristroje a materialy
3.1 Pristroje

e Centrifuga — Sorvall LYNX 4000, Thermo Fisher Scientific, CZE
o Rotor — Thermo Scientific Fiberlite F20-12x50 LEX Rotor

e Digitalni analytické vahy — Mettler, DEU

e Elektroforéza — 2303 Multidrive XL, Pharmacia Biotech, SWE

e Elektroforéza — MUPID One, Advance, CZE

e Laboratorni vahy — AJ 820CE, Vibra, JPN

e Léazen — Velp Scientifica, ITA

e Mikrocentrifuga — Biofuge pico, Heraeus Instruments, DEU

e Mrazici box (-80°C) — Jouan, FRA

e PCR cykler — Biometra TAdvanced Twin, Analytik Jena, DEU

e pH-metr — MV 870, Pricitronick, DEU

e Spektrofotometr/fluorometr — DS-11 FX, DeNovix, SVK

e Tepelna tfepacka — Thermo-Shaker TS-100C, Biosan, LVA

e UV transiluminator — G:Box, Syngene, USA

e  Vodni lazenn — Heating immersion circulators, Julabo, CZE

e Vodni lazen — Water Bath GFL 1004 Incubation/Inactivation Bath, CZE

e Vortex — MS2 minishaker, IKA-Works, Inc., USA

e Vortex — Vortex V-1 plus, Biosan, LVA

3.2 Materialy
3.2.1 Pouzité chemikalie

e Akrylamid, Serva, DEU

e Ampicilin, Biotika, SVK

e Bakteriologicky agar, Oxford, UK

e Deoxynukleotide (ANTP) Solution Mix, New England BioLabs, USA
e Dihydrogenfosforecnan draselny, Sigma-Aldrich, USA

e Dihydrogenfosforecnan sodny, Sigma-Aldrich, USA

e Dodecylsiran sodny (SDS), Serva, DEU

e Ethanol, Lach-Ner, CZE
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Ethidium bromid, Sigma-Aldrich, USA

Gel Loading Dye Purple (6x), New England BioLabs, USA
Glycerol, Sigma-Aldrich, USA

Hydrogenfosfore¢nan sodny, Sigma-Aldrich, USA

Chlorid sodny, Sigma-Aldich, USA
[zopropyl-B-D-1-tiogalaktopyranosid (IPTG), Sigma-Aldrich, USA
Kanamycin, Biotika, SVK

Kvasni¢ny extrakt, Sigma-Aldrich, USA

Kyselina borita, Lachema, CZE

Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA), Sigma-Aldrich, USA
Maltosa, Sigma-Aldrich, USA
o-nitrofenyl-p-D-galaktopyranosid, EMD Millipore Corp., USA
Siran amonny, Sigma-Aldrich, USA

Siran hotfecnaty, Sigma-Aldrich, USA

Siran manganaty, Sigma-Aldrich, USA

Siran Zeleznaty, Sigma-Aldrich, USA

Thiamin (vitamin B1), Sigma-Aldrich, USA

Toluen, Sigma-Aldrich, USA

Tris-HCI, Serva, DEU

Uhli¢itan sodny, Sigma-Aldrich, USA

B-merkaptoethanol, Sigma-Aldrich, USA

A-DNA, Thermo Fisher Scientific, USA

3.2.2 Pouzité roztoky
Roztoky pro elektroforézu

TBE roztok

o 90 mM Tris-HCI

o 90 mM kyselina borita

o 2mM EDTA (pH 8,3)
BFB roztok

o 0,25 % bromfenolova modf

o 40 % glycerol
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Roztoky pro praci s plazmidy:

e PCR reakéni pufr — Q5 HF Reaction Buffer, New England BioLabs, USA
e Ligac¢ni pufr — Quick Ligation Buffer, New England BioLabs, USA
e CutSmart pufr, New England BioLabs, USA

Roztoky pro BACTH systém

e M®63 pufr 5 x fedény, ptipravado 11
o 10 g (NH4)2S04
o 68 g KH2PO4
o 2,5mgFeSO4- TH20

o 5 mg vitamin Bl

o 70 mM Na,HPO4 - 12H,0

o 30 mM NaHzPO4 - H20

o 1 mM MgSOq4

o 0,2 mM MnSOy4
e Roztok pro spusténi enzymoveé reakce

o 4 mg/ml ONPG (rozpusténo v PM2 pufru)
e Roztok pro zastaveni enzymové reakce

o 1M NaCOs3

3.2.3 Plazmidy

Plazmid pT7CT7-rtxC-rtxA-dH byl pouzit jako templat pii amplifikaci genu rtx4 béhem
PCR mutageneze (obrazek ¢. 9, A, str. 37). Nachazi se na ném gen pro rezistenci vici
ampicilinu, ktery se pouZziva jako selekéni marker. Plazmidy pKT25, pKNT25, pUT18
apUTI18C byly vyuzity jako templaty pro PCR za ucelem vneseni Céasti genu
pro testovany protein. Takto pfipravené plazmidy byly vyuzity v BACTH systému.
Plazmidy pKT25 a pKNT25 (obrazek ¢. 9, B, C, str. 37) nesou gen pro rezistenci
ke kanamycinu a plazmidy pUT18 a pUTI18C (obrazek ¢. 9, D, E, str. 37) nesou gen
pro rezistenci ke ampicilinu. Pfitomnost danych genii se vyuziva jako selekéni marker

pii péstovani bunék.
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(A)

pT7CT7-rtxC-rtxA-dH
_=w 7098 bps o

(B)

pKNT25
3469 bps

“ puT1sc _ =

3017 bps AccEs|

Obrazek €. 9: (A) plazmid pT7CT7-rtxC-rtxA-dH, (B) plazmid pKT25, (C) plazmid pKNT?25,
(D) plazmid pUT18, (E) plazmid pUT18C. Po okrajich jsou zobrazena unikétni klonovaci mista,
ktera 1ze Stépit pomoci vyznacenych restrikénich endonukleas.
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3.2.4 Primery

Vsechny primery byly syntetizovany firmou GENERI BIOTECH s.r.0., sekvence
je uvedena od 5'-konce k 3'-konci.

T18-ACP-For GAACAATCCTTTCCCGGAGG

T18-ACP-Rev CAAATAGGGGTTCCGCGCAC

D36AFor GGCGCGGCTTCTCTTGACACCGTTGAGC

D36ARev GTCAAGAGAAGCCGCGCCCAGGTCTTCAAC

D39AFor GGATTCTCTTGCCACCGTTGAGCTGGTAATGG

D39ARev CAACGGTGGCAAGAGAATCCGCGCCCAG

E42AFor CACCGTTGCGCTGGTAATGGCTCTGGAAG

E42ARev CCATTACCAGCGCAACGGTGTCAAGAGAATCC

E48AFor GGCTCTGGCAGAAGAGTTTGATACTGAGATTC

E48ARev CAAACTCTTCTGCCAGAGCCATTACCAGCTC

E49AFor CTCTGGAAGCAGAGTTTGATACTGAGATTCCG

E49ARev GTATCAAACTCTGCTTCCAGAGCCATTACCAGC

D57AFor GAGATTCCGGCCGAAGAAGCTGAGAAAATCAC

D57ARev GCTTCTTCGGCCGGAATCTCAGTATCAAACTC

E61AFor GAAGAAGCTGCGAAAATCACCACCGTTCAGG

E61ARev GGTGATTTTCGCAGCTTCTTCGTCCGGAATC

Nhelinfor GGAAGCTAGCAAACAAGCAATGTTTGAAAGCG

BlpIRev CATCGCCGCTGAGCTCAATG

R690LFor CTTACAGAAACGCTCGAGTATCGCGATTTTGAATTAAAACG

R690LRev GATACTCGAGCGTTTCTGTAAGTTTACCAACTTGTGTAGTTTG

E692LFor GTAAACGTACACTAACGCTCGAGTATCGCGATTTTGAATTAAA
ACG

E692LRev CTCGAGCGTTAGTGTACGTTTACCAACTTGTGTAG

Y696LFor CAGAAACGCTCGAGCTTCGCGATTTTGAATTAAAACGTC

Y696LRev CGCGAAGCTCGAGCGTTTCTGTACGTTTACCAAC

R697LFor GAAACGCTCGAGTATCTCGATTTTGAATTAAAACGTCCTG

R697LRev CAAAATCGAGATACTCGAGCGTTTCTGTACGTTTACCAAC

Sphl-rtxA529-For CGCGGCATGCCGCTAATGGTAAAAAAACACAAGC
Sacl-rtxA718-Rev CGGCGAGCTCGGTTCTACTGATTTTAATGTATCAGTTG
BamHI-1txA529-For TAGAGGATCCCGCTAATGGTAAAAAAACACAAGC

38



Kpnl-rtxA718-Rev
HindIII-rtxC-For
Sacl-rtxC-Rev
BamHI-rtxC-For
Kpnl-rtxC-Rev
HindIII-acp-For
Sacl-acp-Rev
BamHI-acp-For
Kpnl-acp-Rev
Kpn-rtxA623-Rev
BamHI-rtxA624-For

3.2.5 Bunky

e [ coli XL1-Blue —

CTTCGGTACCCGTTCTACTGATTTTAATGTATCAGTTG
CGCGAAGCTTAATGGATAAATTTTCAGAACTAGGC
CGGCGAGCTCGGTTTTGATGTACTGATGATAAAATTATC
TAGAGGATCCCATGGATAAATTTTCAGAACTAGGC
CTTAGGTACCCGTTTTGATGTACTGATGATAAAATTATC
CGCCAAGCTTGATGAGCACTATCGAAGAACGCG
CTTCGAGCTCGGCGCCTGGTGGCCGTTGATG
TAGAGGATCCCATGAGCACTATCGAAGAACGCG
CTTCGGTACCCGCGCCTGGTGGCCGTTGATG
CTTCGGTACCCGAAAAATATCATCATTGCCCGAAC
TAGAGGATCCCGCTGGTCAAGGTAAAATGAATG

Stratagene, USA

e F. coli DHMI1 — Euromedex, FRA
e FE. coli BTH101 — Euromedex, FRA

3.2.6 Pouzita média

e LB médium

o 10 g/l Bacto-trypton

o 5 g/l kvasni¢ny extrakt

o 10 g/l NaCl
e MacConkey agar

o 40 g/l MacConkey agar

o 1 % maltosa

3.2.7 Pouzité sady

e Monarch DNA Gel Extraction Kit, New England BioLabs, USA
e BACTH System Kit, Euromedex, FRA

e High-Speed Plasmid Mini Kit, Geneaid, TWN

e Quick Ligation™ Kit, New England BioLabs, USA
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3.2.8 Enzymy

e Fosfatasa (QuickCIP, Calf intestinal phosphatase), New England BioLabs, USA
e Ligasa (Quick Ligase), New England BioLabs, USA
e Polymerasa (Q5 High-Fidelity DNA Polymerase) New England BioLabs, USA
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Restrikéni endonukleasy:

Tabulka €. 1: Restrikéni endonukleasy vyuzité pro vkladani DNA fragmentii do uvedenych
plazmidt a k jejich nasledné analyze, New England BioLabs, USA

Plazmid Restrikéni endonukleasy
pU-rtxA529-718-T18 Sphl, Sacl Ncol, Agel
pUT18C-rtxA529-718 BamHI, Kpnl Ncol, Agel
pKN-rtxC-T25 HindIII, Sacl
pKT25-rtxC BamHI, Kpnl
pU-acp-T18 HindIII, Sacl
pUT18C-acp BamHI, Kpnl
pUT18C-rtxA529-623 BamHI, Kpnl HindIII
pUTI18C-rtxA4624-718 BamHI, Kpnl HindIII, Ncol

pUTI18C-acp-D36A

Agel-HF, Aatll

pUTI18C-acp-D39A

Agel-HF, Aatll

pUTI18C-acp-E48A

Agel-HF, Aatll

pUTI18C-acp-D49A

Agel-HF, Aatll

pUTI18C-acp-D57A

Agel-HF, Aatll

pUT18C-rtxA529-718-K558R BamHI, Kpnl Mlul-HF, Blpl
pUT18C-rtxA529-718-K558Q BamHI, Kpnl Xhol, Blpl
pUT18C-rtxA529-718-K689R BamHI, Kpnl Xhol, Blpl
pUT18C-rtxA529-718-K689Q BamHI, Kpnl Hincll
pUT18C-rtxA529-718-K558R+K689R BamHI, Kpnl Mlul-HF, Blpl
pUTI18C-rtxA529-718-K558Q+K689Q BamHI, Kpnl Hincll
pUT18C-rtxA529-623-K558R BamHI, Kpnl Mlul-HF
pUT18C-rtxA529-623-K558Q BamHI, Kpnl Xhol
pUT18C-rtxA4624-718-K689R BamHI, Kpnl Xhol
pUT18C-rtxA4624-718-K689Q BamHI, Kpnl Hincll
pUTI18C-rtxA4624-718-R690L BamHI, Kpnl Xhol, Scal
pUTI18C-rtxA624-718-E692L BamHI, Kpnl Xhol, Scal
pUT18C-rtxA624-718-Y696L BamHI, Kpnl Xhol, Scal
pUTI18C-rtxA4624-718-R697L BamHI, Kpnl Xhol, Scal
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4 Metody

4.1 Priprava plazmida s cilenou mutaci v prisluSném genu
4.1.1 Cilena PCR mutageneze

Pro zavedeni cilené mutace, do dvou Castecné se prekryvajicich PCR produkti, byly
v prvnim kroku vyuzity dva komplementarni mutagenizacni primery. Dané PCR
produkty byly vzdy oznaceny jako fragmenty A a B. Jako templat pro cilené mutace
v genu pro proRtxA byl pouzit plazmid pT7CT7-rtxC-rtxA-dH a pro cilené mutace
v ACP byl pouzit plazmid pUT18C-acp. Roztoky pro PCR obsahovaly:

* 0,5 ul templatu (0,05 pg DNA)

* 10 pl roztoku 5xQ5 HF Reaction Buffer
* 31 pl sterilni vody

* 5 ul 2 mM dNTP mixu

* 1,5 ul 10 uM ptimého primeru

* 1,5 pl 10 uM reverzniho primeru

* 0,5 ul DNA polymerasy Q5 HF

Finalni objem vSech vzorkt ¢inil 50 pl. Primery, které byly pouzity pro zavedeni
jednotlivych cilenych mutaci, a také velikost vzniklych fragmenti v poc¢tu bazi (bp) jsou

uvedeny v tabulce €. 2, str. 43 a tabulce €. 3, str. 44.

Po provedeni elektroforézy a néasledné izolace pfipravenych fragmenti A a B
z gelu (kapitola 4.1.2, str. 45, kapitola 4.1.3, str. 45) bylo pfistoupeno k druhé ¢asti cilené
PCR mutageneze. V tomto piipad¢ byly fragmenty A a B vyuzity jako templaty. Roztoky
pro PCR obsahovaly:

* 5 ul fragmentu A

* 5 ul fragmentu B

* 10 pl roztoku 5xQ5 HF Reaction Buffer

* 21 pl sterilni vody

* 5 ul 2mM dNTP mixu

* 1,5 pl 10 uM piimého primeru

* 1,5 ul 10 uM reverzniho primeru

* 1 ul DNA polymerasy Q5 HF
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Objem jednotlivych vzorki €inil 50 pl. Vysledny fragment pro kazdou cilenou
mutaci byl oznacen jako fragment C. Vyuzité primery a velikost vzniklych fragmentt

jsou uvedeny v tabulce €. 4, str. 44.

Podminky pro PCR byly v obou pfipadech nastaveny nasledovné: DNA byla
denaturovana pti 98 °C po dobu 30 sekund. Nasledn¢ byl tficetkrat zopakovan nésledujici
cyklus: denaturacni faze pii 98 °C po dobu 10 sekund, hybridizacni faze pii 56 az 60 °C
po dobu 30 sekund a polymeracni faze pii 72 °C po dobu 40 az 60 sekund. Na zaklad¢
délky jednotlivych primerti a vznikajicich fragmentl byly upraveny teploty a casy
jednotlivych fazi cyklu. Nazavér byla pfidana polymeracni faze pii 72 °C

po dobu 10 min.

Tabulka €. 2: Vyuzité primery pro vneseni jednotlivych mutaci do genu pro ACP (1. krok)

Mutace v ACP
Mutace — fragment Piimy primer Reverzni primer | Velikost PCR
fragmentu (bp)
D36A — fragment A T18-ACP-For D36ARev 436
D36A — fragment B D36AFor T18-ACP-Rev 483
D39A — fragment A T18-ACP-For D39ARev 443
D39A — fragment B D39AFor T18-ACP-Rev 466
E48A — fragment A T18-ACP-For E48ARev 473
E48A — fragment B E48AFor T18-ACP-Rev 436
E49A — fragment A T18-ACP-For E49ARev 477
E49A — fragment B E49AFor T18-ACP-Rev 434
D57A — fragment A T18-ACP-For D57ARev 498
D57A — fragment B D57AFor T18-ACP-Rev 411
E61A — fragment A T18-ACP-For E61ARev 511
E61A — fragment B E61AFor T18-ACP-Rev 399
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Tabulka €. 3: Vyuzité primery pro vneseni jednotlivych mutaci do genu rtxA4 (1. krok)

Mutace v okoli 2. konzervovaného Lys689 v RtxA

Mutace - fragment Pfimy primer Reverzni primer Velikost PCR
fragmentu (bp)
R690L — fragment A Nhelinfor R690LRev 875
R690L — fragment B R690LFor BlpIRev 908
E692L — fragment A Nhelinfor E692LRev 871
E692L — fragment B E692LFor BlpIRev 913
Y696L — fragment A Nhelinfor Y690LRev 878
Y696L — fragment B Y696LFor BlpIRev 904
R697L — fragment A Nhelinfor R697LRev 884
R697L — fragment B R697LFor BlpIRev 902

Tabulka ¢. 4: Vyuzité primery pro vneseni jednotlivych mutaci do gend acp a rtx4 (2. krok)

Mutace v ACP

Mutace - fragment

Piimy primer

Reverzni primer

Velikost PCR
fragmentu (bp)

D36A — fragment C T18-ACP-For T18-ACP-Rev 889
D39A — fragment C T18-ACP-For T18-ACP-Rev 889
E48A — fragment C T18-ACP-For T18-ACP-Rev 889
E49A — fragment C T18-ACP-For T18-ACP-Rev 889
D57A — fragment C T18-ACP-For T18-ACP-Rev 889
E61A — fragment C T18-ACP-For T18-ACP-Rev 889
Mutace v okoli 2. konzervovaného Lys689 v RtxA
Mutace - fragment Piimy primer Reverzni primer Velikost PCR

fragmentu (bp)

R690L — fragment C Nhelinfor BlpIRev 1761
E692L — fragment C Nhelinfor BlpIRev 1761
Y696L — fragment C Nhelinfor BlpIRev 1761
R697L — fragment C Nhelinfor BlpIRev 1761

44




4.1.2 Elektroforéza v agarosovém gelu

Agarosovy gel byl pfipraven smichanim agarosy v pufrujicim roztoku TBE s vyslednou
koncentraci 0,8 az 2 % s pfidavkem ethidium bromidu s vyslednou koncentraci 0,5 pg/ml.
Jednotlivé vzorky fragmentli s objemem 50 pl byly smichany s 10 ul Sxkoncentrovaného
barviciho roztoku BFB, ktery zvyrazni migraci DNA fragmentii na gelu. Pro vyhodnoceni
spravné velikosti danych PCR fragmenti byla pouzita A DNA Stépena restrikéni
endonukleasou Pstl. Elektroforéza byla provedena pii konstantnim napéti 100 V po dobu
40 minut v pufrujicim roztoku TBE. Nasledné byly za pomoci UV translumindtoru

vizualizovany fragmenty DNA s interkalovanym ethidium bromidem.

4.1.3 lzolace PCR fragmentt z gelu

Po vizualizaci na gelu byly fragmenty DNA vyfiznuty a jejich izolace z gelu byla
provedena pomoci sady Monarch DNA Gel Extraction Kit. Ke kazdému vzorku byl
pfidan 1 ml rozpoustéciho pufru a poté byly vzorky inkubovany na tfepacce pii 50 °C
po dobu 20 minut. Poté byly vzorky ochlazeny na pokojovou teplotu a pifeneseny
na kolonu s fritou umistnénou ve sbérné zkumavce. Centrifugace byla provedena
pti 16 000 g, 1 minutu. Roztok protekly kolonou byl odstranén a na kolonu bylo naneseno
200 pl promyvaciho pufru. Nasledovala opétovna centrifugace pii 16 000 g, 1 minutu.
Promyvani vzorkd probéhlo dvakrat. Poté byly kolonky s fritou pieneseny do nové
sterilni mikrozkumavky. Na kolonu bylo pfidano 30 pl elu¢niho pufru pro vymyti
navazanych fragmenti DNA z frity. Pouzity elu¢ni pufr mél teplotu 50 °C. Po ptidani
predehiatého elu¢niho pufru se vzorky nechaly 2 minuty inkubovat pii pokojové teploté.
Nasledovala dalsi centrifugace pti 16 000 g po dobu 1 minuty. Elu¢ni vzorky obsahujici

izolované fragmenty byly pfeneseny do sterilnich mikrozkumavek a ochlazeny.

4.1.4 Stépeni PCR fragmentt

Vsechny piipravené PCR fragmenty C bylo nutné pied vnesenim do vhodné st€peného
plazmidu Stépit pomoci restrikénich endonukleas. Smés pro Stépeni byla pfipravena
ve sterilni mikrozkumavce a obsahovala 10 pl izolovaného PCR fragmentu C, 4 pl

CutSmart pufru, 24 pl sterilni vody a2x 1 pl vhodné restrikéni endonukleasy
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(kapitola 3.2.8, str. 40). Celkovy objem pfipravenych vzorkd ¢inil 40 pl. Reakce
probihala 1 hodinu ve vodni lazni pti 37 °C. Nasledovala elektroforéza Stépenych
fragmentl v agarosovém gelu (kapitola 4.1.2, str. 45) a jejich izolace z gelu pomoci

soupravy Monarch DNA Gel Extraction Kit (kapitola 4.1.3, str. 45).

4.1.5 Stépeni a defosforylace plazmid

Stépené PCR fragmenty s vnesenou mutaci v rtxd genu byly vkladany do vhodné
Stépen¢ho plazmidu pT7CT7-rtxC-rtxA-dH, v piipadé mutaci v acp genu pak do vhodné
§tépeného plazmidu pUT18C-acp. Stépeni kazdého z plazmidi bylo provedeno v roztoku,
ktery byl pfipraven z 5 pl daného plazmidu (0,5 pug DNA), 2 ul CutSmart pufru, 12 pl
sterilni vody a 2x 0,5 pl vhodné restrikéni endonukleasy (kapitola 3.2.8, str. 40). Celkovy
objem pfipravenych vzorkl byl 20 pl. Reakce probihala 1 hodinu ve vodni 14zni pti 37 °C.
Po rozstépeni plazmidu byly jeho konce defosforylovany. Zabranilo se tak opétovnému
uzavieni $tépného plazmidu bez vlozeného PCR fragmentu. Defosforylace byla
provedena ptidanim 1 pl QuickCIP fosfatasy. Po ptfidani enzymu byl vzorek inkubovan
ve vodni lazni pti 37 °C po dobu 10 minut. Nasledné byla provedena elektroforéza
v agarosovém gelu (kapitola 4.1.2, str. 45) a pomoci soupravy Monarch DNA Gel
Extraction Kit (kapitola 4.1.3, str. 45) byl izolovan linearizovany plazmid o spravné

velikosti.

4.1.6 Ligace stépeného fragmentu se stépenym plazmidem

Spojeni (ligace) stépeného PCR fragmentu a st€peného defosforylovaného plazmidu bylo
provedeno v liga¢ni smési s vyslednym objemem 30 pl. Liga¢ni smés obsahovala 15 pl
liga¢niho pufru (Quick ligation buffer), 2 ul pfipraveného Stépeného a defosforylovaného
plazmidu, 8 pl §t€pen¢ho PCR fragmentu, 3,5 pl sterilni vody, 1,5 ul DNA ligasy (Quick
ligase). Ligace probihala 10 minut pfi pokojové teploté. Pro potvrzeni spravné ti¢innosti
byla provedena negativni kontrola, pfi které se misto 8 pul PCR fragmentu pfidalo stejné

mnozstvi sterilni destilované vody.
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4.1.7 Transformace bunék E. coli XL-1 Blue

Transformace bunc¢k byla provedena ptfidanim 15 pl ligaéni smési ke 150 pl
kompetentnich bun¢k E. coli XL-1 Blue. Nejprve byla tato smés inkubovana na ledu
po dobu 10 min. Nésledné byl proveden tepelny Sok, a to inkubaci vzorki pii 37 °C
ve vodni 1azni po dobu 5 minut a opakovana inkubace na ledu po dobu 5 minut. Poté byl
ke vzorkiim pfidan 1 ml LB média a vzorky byly inkubovény pii 37 °C na vodni lazni
po dobu 90 minut. 100 pl suspenze bylo nésledné rozetfeno na plotny s LB agarovym
médiem obsahujicim ampicilin s vyslednou koncentraci 150 pg/ml. Zbytek bakterialni
suspenze byl centrifugovan 1 minutu pii 16 000 g. Supernatant byl ¢aste¢né odstranén
a ponechany objem ¢inil ptiblizné 100 pl. Peleta byla v tomto objemu resuspendovéana
acely jeji obsah byl rozetien na dalsi plotny s LB agarovym médiem obsahujicim
ampicilin s koncentraci 150 pg/ml. Takto pfipravené plotny, s nizSim i vysSSim
pfedpokladanym mnozstvim transformovanych bunck, byly inkubovdny v reverzni

poloze pii 37 °C pies noc.

4.1.8 Minipreparace plazmidové DNA

Minipreparace plazmidové DNA byla provedena pomoci sady High-Speed Plasmid Mini
Kit, Geneaid. 2 ml tekutého LB média s vyslednou koncentraci ampicilinu 150 pg/ml
byly inkubovany jednou kolonii transformovanych bunék. Takto pfipravené vzorky byly
inkubovany pies noc na tfepacce pii 37 °C. Nasledujici den byly vzorky centrifugovany
pti 16 000 g po dobu 1 minuty. Supernatant byl odstranén a peleta byla resuspendovéana
ve 200 pl PD1 pufru pomoci vortexu. Nasledné bylo pfidanych 200 pl PD2 pufru a vzorky
byly inverzné promichany. Poté bylo pfidano 300 pul PD3 pufru, vzorky byly opét
inverzn¢ promichany a centrifugovany pii 16 000 g 3 minuty. Supernatant byl nasledné
nanesen na PD kolonky a centrifugovan pii 16 000 g po dobu 30 sekund. Poté prob¢hlo
promyti 400 pl W1 pufrem a 600 pl promyvacim pufrem. Pokazdé byly vzorky
centrifugovany pii 16 000 g po dobu 30 sekund. Pro odstranéni promyvaciho pufru byly
kolonky s nanesenymi vzorky centrifugovany pfi 16 000 g 3 minuty. Nasledovalo
pfeneseni kolonky do nové sterilni zkumavky. Pak bylo na kolonky naneseno 50 ul

elu¢niho pufru a vzorky byly inkubovany piti pokojové teploté 2 minuty. Néasledné byly
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vzorky centrifugovany pifi 16 000 g po dobu 2 minut. Ziskané eludty obsahujici
plasmidovou DNA byly ptevedeny do Cistych sterilnich zkumavek a uchovany pii -20 °C.

4.1.9 Ovéreni plazmidové DNA restrikénimi endonukleasami

Pro ovéfeni zavedenych tichych mutaci a klonovacich mist byla plazmidovda DNA
po minipreparaci Sté€pena prisluSnymi restrikénimi endonukleasami. Tiché mutace byly
zavedeny v okoli cilené mutace béhem PCR mutageneze, za ucelem tvorby novych
restrikénich mist, pro usnadnéni ovéteni zavedené mutace pomoci unikatni restrikéni
endonukleasy. Zvolené restrikéni endonukleasy (kapitola 3.2.8, str. 40) byly vybrany
na zéklad¢ tvorby vhodné dlouhych DNA fragmenti po $tépeni plazmidové DNA nesouci
prislusnou mutaci. Tyto fragmenty jsou po vizualizaci na agarosovém gelu po provedeni
elektroforézy dostate¢n¢ separované. K 5 pl vzorku plazmidové DNA bylo ptidano 15 pl
Stépici smési, kterd obsahovala 2 ul CutSmart pufru, 12 pl sterilni vody a 2x 0,5 ul
ptislusnych restrikénich endonukleas. Nésledovala inkubace ve vodni lazni pii 37 °C
po dobu 1 hodiny. Pro potvrzeni spravné velikosti Stépenych DNA fragmentl byla

provedena elektroforéza v agarosovém gelu (kapitola 4.1.2, str. 45).

4.1.10 Sekvenace pripravenych konstruktt

Po provedeni analyzy byla plazmidovd DNA nesouci pfisluSnou mutaci ovétena
sekvenaci provedenou spolecnosti Eurofins Genomic, Ebersberg, Némecko. Byla tak
potvrzena ptritomnost pozadovanych zdmén a vyloucena ptitomnost jinych nevhodnych

mutaci.

4.2 Vlozeni mutovanych DNA fragmentt do plazmida
dvouhybridniho systému

Pro vlozeni DNA fragmentl nesoucich ptisluSnou mutaci do vektord, které jsou soucasti
BACTH systému byla nejprve povedena PCR amplifikace. Ta prob&hla za stejnych
podminek jako v kapitole 4.1.1, str. 42. Jako templat byly pouzity fragmenty pfipravené
v kapitole 4.1.1, str. 42. a pro kazdy vzorek byly vyuzity vhodné primery (tabulka €. 5,

str. 50 a tabulka €. 6, str. 51). Nasledné byla provedena elektroforéza v agarosovém gelu
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(kapitola 4.1.2, str. 45) aizolace PCR fragmentt z gelu (kapitola 4.1.3, str. 45). Poté byly
fragmenty i vektory Stépeny (kapitola 4.1.4, str. 45 a kapitola 4.1.5, str. 46) pomoci
vhodnych restrik¢énich endonukleas (kapitola 3.2.8, str. 40), vektory také defosforylovany
(kapitola 4.1.5, str. 46), a nasledovala opétovna elektroforéza v agarosovém gelu a izolace
ptislusnych fragmentd a vektort z gelu. Poté prob¢hla ligace st€penych PCR fragmentii
se Stépenymi vektory (kapitola 4.1.6, str. 46) a transformace takto ptipravenych plazmidt
do bun¢k (kapitola4.1.7, str. 47). Zvybranych transformant byla provedena
minipreparace plazmidové DNA (kapitola 4.1.8, str. 47), ktera byla ovéfena
(kapitola 4.1.9, str. 48) Stépenim pomoci vhodnych restrikénich endonukleas
(kapitola 3.2.8, str. 40). Pro potvrzeni inzerce spravného fragmentu byly pfipravené

plazmidové konstrukty sekvenovany (kapitola 4.1.10, str. 48).
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Tabulka ¢. 5: Templaty a primery pouzité pro PCR amplifikaci DNA fragmentt s cilenymi

mutacemi, které byly vkladany do vektord BACTH systému.

RtxAs29.718-T18

Pouzity templat

Pfimy primer

Reverzni primer

Pocet bazi

pT7CT7-rtxC-rtxA-dH

Sphl-rtxA529-For

Sacl-rtxA718-Rev

593

T18-RtxAs29-718

Pouzity templat

Pfimy primer

Reverzni primer

Pocet bazi

pT7CT7-rtxC-rtxA-dH

BamHI-rtxA529-For

Kpnl-rtxA718-Rev

593

RtxC-T25

Pouzity templat

Pfimy primer

Reverzni primer

Pocet bazi

pT7CT7-rtxC-rtxA-dH

HindIII-rtxC-For

Sacl-rtxC-Rev

524

T25-RtxC

Pouzity templat

Piimy primer

Reverzni primer

Pocet bazi

pT7CT7-rtxC-rtxA-dH

BamHI-rtxC-For

Kpnl-rtxC-Rev

524

ACP-T18

Pouzity templat

Piimy primer

Reverzni primer

Pocet bazi

E. coli XL-1 Blue gDNA

HindIII-acp-For

Sacl-acp-Rev

257

T18-ACP

Pouzity templat

Piimy primer

Reverzni primer

Pocet bazi

E. coli XL-1 Blue gDNA

BamHI-acp-For

Kpnl-acp-Rev

257

T18-RtxAs29-623

Pouzity templat

Piimy primer

Reverzni primer

Pocet bazi

pT7CT7-rtxC-rtxA-dH

BamHI-rtxA529-For

Kpnl-rtxA623-Rev

308

T18-RtxAes24-718

Pouzity templat

Piimy primer

Reverzni primer

Pocet bazi

pT7CT7-rtxC-rtxA-dH

BamHI-rtxA624-For

Kpnl-rtxA718-Rev

308
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Tabulka ¢. 6: Templaty a primery pouzité pro PCR amplifikaci DNA fragmentt s cilenymi
mutacemi, které byly vkladany do vektord BACTH systému.

Mutace konzervovanych lysinovych zbytki v RtxA

Mutace Pozity templat Primy primer | Reverzni primer bp

K558R pT7CT7-rtxC-rtxA- BamHI- Kpnl-rtxA718- 593
K558R-TEV-dH rtxA529-For Rev

K558Q pT7CT7-rtxC-rtxA- BamHI- Kpnl-rtxA718- 593
K558Q-TEV-dH rtxA529-For Rev

K689R pT7CT7-rtxC-rtxA- BamHI- Kpnl-rtxA718- 593
K689R-TEV-dH rtxA529-For Rev

K689Q pT7CT7-rtxC-rtxA- BamHI- Kpnl-rtxA718- 593
K689Q-TEV-dH rtxA529-For Rev

K558R+K689R | pT7CT7-rtxC-rtxA- BamHI- Kpnl-rtxA718- 593
K558R+K689R- rtxA529-For Rev

TEV-dH

K558Q+K689Q | pT7CT7-rtxC-rtxA- BamHI- Kpnl-rtxA718- 593

K558Q+K689Q- rtxA529-For Rev
TEV-dH

Mutace konzervovanych lysinovych zbytkii na zkracenych fragmentech RtxA

Mutace Pozity templat Piimy primer | Reverzni primer bp

KS558R pT7CT7-rtxC-rtxA- BamHI- Kpnl-rtxA623- 308
K558R-TEV-dH rtxA529-For Rev

K558Q pT7CT7-rtxC-rtxA- BamHI- Kpnl-rtxA623- 308
K558Q-TEV-dH rtxA529-For Rev

K689R pT7CT7-rtxC-rtxA- BamHI- Kpnl-rtxA718- 308
K689R-TEV-dH rtxA624-For Rev

K689Q pT7CT7-rtxC-rtxA4- BamHI- Kpnl-rtxA718- 308
K689Q-TEV-dH rtxA624-For Rev

Mutace v okoli 2. konzervované¢ho Lys689 v RtxA

Mutace Pouzity templat | PFimy primer | Reverzni primer | bp

R690L pT7CT7-rtxC-rtxA4- BamHI- Kpnl-rtxA718- 308
R690L-TEV-dH rtxA624-For Rev

E692L pT7CT7-rtxC-rtxA- BamHI- Kpnl-rtxA718- 308
E692L-TEV-dH rtxA624-For Rev

Y696L pT7CT7-rtxC-rtxA- BamHI- Kpnl-rtxA718- 308
Y696L-TEV-dH rtxA624-For Rev

R697L pT7CT7-rtxC-rtxA- BamHI- Kpnl-rtxA718- 308
R697L-TEV-dH rtxA624-For Rev
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4.3 Péstovani bakterii na MacConkey agaru

Bakterie E. coli cya” nejsou schopny fermentovat laktosu nebo maltosu: tvoii bilé
(nebo svétle rizové) kolonie na MacConkey indikatorovém médiu obsahujicim laktosu
nebo maltosu, zatimco bakterie cya™ tvoii na stejném médiu ¢ervené kolonie. Fermentace
pridanych cukrii mé za nasledek pokles pH média, ktery se projevuje zménou barvy
u barviva neutrdlni ervené. Ta se v médiu vyuziva se jako pH indikéator, ktery funguje
stejné jako lakmusovy papirek. Pti poklesu pH pod 6,8 se zabarvi do Cervena/rizova.
K danému médiu se ptidavaji disacharidy, jako jsou laktosa nebo maltosa. Tyto sacharidy
slouzi jako zdroj uhlikl pro bakterie, které ho jsou schopny metabolizovat. Fermentaci
nasledn¢ vznikaji organické kyseliny. Kdyz se kyseliny uvoliuji do okolniho média,
pH média klesa. Rtizova barva média je indikatorem, ze bakterie péstované v daném
médiu maji cya” charakter. Bakterie cya” naopak méni pH média na zasadité v disledku
deaminace aminokyselin. ZvySeni pH média mize vést ke zmeéné barvy média na Zlutou,

protoze neutralni ¢ervena se pii alkalickém pH méni na Zlutou.

Nejvhodngj$im sacharidem pro préci se zakladnim médiem MacConkey agar
je maltosa. 40 g agaru MacConkey bylo rozpusStétno v 1 litru destilované vody
a sterilizovano v autoklavu. Zasobni roztok maltosy bez glukosy (20 % v destilované
vode€) se sterilizuje filtraci. Maltosa o vysledné koncentraci 1 % a také antibiotika
(ampicilin 100 pg/ml a kanamycin 50 pg/ml) se pfidaji do vyklavovaného MacConkey
agaru tésn€ pied nalitim na plotny. IPTG (isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid)
o vysledné koncentraci 0,5 mM muze byt zahrnut do média pro indukci plné exprese genti

kodujicich hybridni proteiny, ktera se spousti z regulacnich oblasti /ac operonu.

Dva rekombinantni plazmidy kodujici hybridni proteiny T25-X (nebo X-T25)
aT18-Y (nebo Y-T18) byly kotransformovany do kompetentnich reportérovych bunék
BTHI101. Vysoka trovenn kompetence bun¢k E. coli umozituje kotransformaci dvou
plazmidi. K 20 pl bunék BTH101 bylo pfidano 100 ng rekombinantnich plazmidi
a vzorky byly inkubovany naledu 10 minut. Nasledovala inkubace ve vodni lazni
po dobu 5 minut pii 37 °C a pak opetovna inkubace na ledu 5 minut. Ke vzorkiim byl
pfidan 1 ml LB média a vzorky byly inkubovany 2 hodiny ve vodni lazni pti 37 °C.
Po inkubaci bylo 10 pl vzorku smichéno s 90 ul LB média a vyslednych 100 pl bylo
naneseno na plotny s MacConkey agarem. Plotny byly inkubovany pii 30 °C tii

az Ctyfi dny.
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4.4 Méreni enzymové aktivity B-galaktosidasy

Nejprve byla pripravena nocni bakteridlni kultura. 2,5 ml LB média s 0,5 mM IPTG
a pfislusnymi antibiotiky (ampicilin 100 ug/ml a kanamycin 50 ug/ml) bylo inokulovano
v pruméru 3 koloniemi bakterii péstovanych na MacConkey agaru po 3 dny. Takto
pripravené vzorky byly kultivovany pii 30 °C pies noc. Nasledujici den bylo odebrano
500 plnocni kultury, kterd byla zfedéna v poméru 1:4 LB médiem a OD vysledné
bakteridlni suspenze byla zméfena pifi 600 nm. Z nocni bakteridlni kultury bylo
pak odebrano dalsich 500 ul a ziedéno v poméru 1:4 M63 médiem. Ke vzorkiim bylo
ptidano 30 pl toluenu a 30 pl 0,1 % SDS pro rozbiti bunék. Takto ptipravené vzorky byly
inkubovany na tfepacce pti 37 °C 45 minut. Pro méfeni enzymové reakce bylo nasledné
odebrano 300 pl z danych vzorkt a ptidano 700 pl PM2 pufru. K danému médiu bylo
nutné pridat, t€sné pred fedénim, B-merkaptoethanol do vysledné koncentrace 100mM.
VSechny vzorky byly nasledné inkubovany ve vodni lazni pii 28 °C po dobu 5 minut
apoté spusténa enzymova reakce piidavkem 250 pl umélého substratu ONPG
o koncentraci 4 mg/ml, ktery byl rozpustén v PM2 pufru. Vzorky, u kterych byla
pritomna B-galaktosidasa zacaly Zloutnout. Reakce byla po 1 minuté zastavena ptidanim
500 pul IM NaxCOs s pH 11,0, pii kterém je B-galaktosidasa neaktivni. Nasledné byla
zmé&fena OD vzorkl pfi 420 nm a enzymova aktivita B-galaktosidasy byla vypoctena

podle nésledujici rovnice
A =200+ (0D,4yy/Cas) - faktor Fedéni (1)

kde pismeno A vyjadifuje enzymovou aktivitu, faktor 200 je prevracena hodnota
absorpéniho koeficientu o-nitrofenolu, tj. 0,005 na 1 nmol/ml p#i pH 11,0. Cas byl zadan
v minutach a vyjadiuje délku trvani enzymové reakce od jejiho spusténi po jeji zastaveni.
Faktor fedéni vyjadiuje pomér lyzované kultury bun¢k s PM2 pufrem. Takto vypoctena
enzymova aktivita [(-galaktosidasy se udava v units/ml. Vysledky jsou nésledné
prepo¢teny na mnoZzstvi suché hmotnosti bakterii a uvadény v units/mg. Dany tdaj
se stanovi z méfeni OD noc¢ni kultury bakterii pti 600 nm. Bere se v tivahu, Ze pokud 1 ml
kultury se pti méteni ODsoo rovna 1, odpovida to 300 pg suché hmoty bakterii. Dana

rovnice byla uvedena v protokolu BACTH systému od firmy Euromedex.
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5 Vysledky

Ke studiu interakci mezi acyltransferasou RtxC a proteiny ACP a proRtxA pomoci
BACTH systému bylo nejprve nezbytné ptipravit fadu plazmidovych konstruktl, které

jsou popsany nize.

Jako prvni byl pfipraven plazmid nesouci gen acp, ktery kéduje protein ACP. K tomuto
ucelu byl gen acp amplifikovan pomoci PCR, kdy jako templatovd DNA byla pouzita
chromozomalni DNA bakterie E. coli XL-1 Blue. Dany gen byl vnesen do MCS plazmidu
pUTI18C, pricemz vznikl novy plazmid pUT18C-acp. Nasledné byly pomoci cilené PCR
mutageneze zavedeny do genu acp mutace, které vedly k zavedeni bodovych substituci

D36A, D39A, E48A, E49A, D57A a E61A do proteinu ACP.

Pro ptipravu mutaci v genu rtx4 byl vyuzit plazmid pT7CT7-rtxC-rtxA-dH.
Mutace v genu rtx4 byly piipraveny pomoci cilené PCR mutageneze. Dany gen koduje
protoxin proRtxA a pomoci mutageneze v ném byly pfipraveny nasledujici substituce:
R690L, E692L, Y696L a R697L. V praci byly také vyuzity jiz diive ptipravené plazmidy,
zalozené na plazmidu pT7CT7-rtxC-rtxA-TEV-dH,* z nichZ jsou exprimovany mutantni
varianty RtxA, snasledujicimi substitucemi: KS558R, K558Q, K689R, K689Q,
K558R+K689R a K558Q+K689Q. Jednd se o substituce dvou konzervovanych
lysinovych zbytkli (K558 a K689), které jsou v intaktnim proRtxA acylovany pomoci

acyltransferasy RtxC za vyuziti acyl-ACP jako donoru acylového fetézce.

Substituované aminokyselinové zbytky v ACP byly zvoleny na zéklad¢ in silico
interak¢niho modelu mezi RtxC a ACP, ktery byl sestaven z modela struktur RtxC a ACP
ziskanych pomoci programu AlphaFold2 (Dr. J. Cerny, BTU AV CR). K substituci byly
vybrany negativné nabité zbytky ACP, které¢ by mohly interagovat s pozitivné nabitymi
zbytky acyltransferasy RtxC. Substituce zbytkli K558 a K689 v proRtxA byly zvoleny
za zakladé in silico predikei a predchozi publikované prace.” Predpokladd se,

Ze by mohly byt podstatné pro interakci proRtxA s RtxC.

Nasledné byly gen acp, rizné dlouhé segmenty genu rtx4 a jejich mutantni
varianty zavedeny do plazmidi pUT18C a pUT18, které nesou rezistenci vici ampicilinu.
Gen rtxC byl zaveden do plazmidi pKT25 a pKNT25, které nesou rezistenci viuci
kanamycinu. Pro jejich zavedeni do plazmidl bylo vyuzito MCS tak, Ze byly pfislusné

geny fuzovany s DNA sekvenci kodujici T18, resp. T25 fragment AC enzymu. Z danych
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plazmidi tak byly exprimovany protein ACP, ¢asti proteinu proRtxA a jejich mutantni
varianty fizované k N- nebo C-konci fragmentu T18 a protein RtxC fuzovany k N- nebo

C-konci fragmentu T25.

Zkonstruované plazmidy byly nasledné kotransformovany do bunék E. coli
BTH101, které byly péstovany na MacConkey agaru s piidavkem 1% maltosy, 0,5 mM
IPTG a pfisluSnych antibiotik (ampicilin 100 pg/ml a kanamycin 50 ug/ml). Plotny byly
inkubovany 3 dny pfi 30 °C. Kolonie bun¢k, u kterych dochazi k pozitivni interakci mezi
produkovanymi fuznimi proteiny byly na MacConkey agaru zbarveny Cervené. Pokud
k interakci mezi fiznimi proteiny nedosSlo, kolonie bunék byly zbarveny bile

(obrazek ¢. 10).

Pomoci BACTH systému byly studovany interakce RtxC s ACP a jeho
mutantnimi variantami a také interakce RtxC s proRtxA a jeho mutantnimi variantami.
Vzdy byla stanovena enzymové aktivita -galaktosidasy, kterd je pfimo umérna sile

interakce mezi danymi fiznimi proteiny.

Obrazek ¢. 10: Ukéazka negativni a pozitivni interakce mezi hybridnimi proteiny v bunikach E. coli
BTH101 na plotnach s MacConkey agarem, ktery je bez ptitomnosti bunék riZzovy. Na plotné
vlevo jsou builky, do kterych byly kotransformovany kontrolni plazmidy pKNT25 a pUT18,
znichz jsou produkovany pouze samostatné fragmenty T25 a T18, které nejsou schopny
rekonstituovat funkéni AC enzym a dané bunky tak vykazuji cya” charakter. Vpravo jsou na plotné
bunky, do kterych byly kotransformovany kontrolni plazmidy pKT25-zip a pUT18C-zip z nichz
jsou produkovany fragmenty T25 a T18 fuzované k leucinovému zipu. Diky interakci mezi
segmenty leucinového zipu dochazi k interakci fragmentt T25 a T18, ¢imz se vytvoti funk¢éni
AC enzym a buriky vykazuji cya” charakter.

Pti kazdém méteni enzymové aktivity B-galaktosidasy byla méfena také pozitivni
anegativni kontrola. Pro pozitivni kontrolu byly vyuZity plazmidy pKT25-zip
a pUT18C-zip, z nichz byly produkovany fragmenty T25 a T18 fizované s leucinovym
zipem. Pro negativni kontrolu byly vyuzity plazmidy pKT25/pKNT25 s pUT18C/pU18,
z nichz byly produkovany pouze samostatné fragmenty T25 a T18 bez fuznich partnerti.

Kombinace pouZitych plazmidi jsou zobrazeny na obrazku €. 11, str. 56.
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72508020 ... T18-BBUAIE  pKT25-zip, KanR + pUT18C-zip, AmpR

T25-MCS ... T18-MCS pKT25, KanR + pUT18C, AmpR
T25-MCS ... MCS-T18 pKT25, KanR + pUT18, AmpR
MCS-T25 ... T18-MCS pKNT25, KanR + pUT18C, AmpR
MCS-T25 ... MCS-T18 pKNT25, KanR + pUT18, AmpR

Obrazek €. 11: Kombinace plazmida pouzivanych pro pozitivni a negativni kontrolu v BACTH
systému. Pro pozitivni kontrolu byly vyuzity plazmidy pKT25-zip a pUT18C-zip, z nichz byly
produkovany fragmenty T25 a T18 fuzované s leucinovym zipem. Pro negativni kontroly byly
vyuzity plazmidy pKT25/pKNT25 s pUT18C/pU18, z nichz byly produkovany pouze samostatné
fragmenty T25 a T18 bez fuznich partnerd.

5.1 Testovani interakci RtxC s ACP

v

Nejprve bylo testovano, kterd ze 4 kombinaci fuznich proteind vede k nejsilnéjsi interakci
mezi proteiny RtxC a ACP. Byly testovany N- a C-koncové fuze RtxC s T25 a ACP
s T18, dle schématu na obrazku ¢. 12. Po kotransfomaci ptisluSnych plazmidii do bunék
E. coli BTH101, byly buiky péstovany 3 dny pii 30 °C na MacConkey agaru
(obréazek €. 13, str. 57). Z ploten bylo néasledn¢ zaockovano nekolik kolonii do tekutého
média, bakterie byly kultivovany 14 hodin ve 30 °C a poté byly kultury pouzity
ke stanoveni enzymové aktivity [-galaktosidasy, kterd je umérnd sile interakce

mezi jednotlivymi interakénimi partnery. Vysledeky jsou zobrazeny v grafu €. 1, str 57.

1) T25- ... TI8-ACP  pKT25-rtxC, KanR + pUT18C-acp, AmpR
2) T25-- ... ACP-T18  pKT25-rtxC, KanR + pU-acp-T18, AmpR
3) --T25 ... TI8-ACP  pKN-rtxC-T25, KanR + pUT18C-acp, AmpR
a) -T25... ACP-T18  pKN-rtxC-T25, KanR + pU-acp-T18, AmpR

Obrazek ¢. 12: Kombinace fuznich proteinti pro testovani interakci RtxC s ACP. Vlevo jsou
pfislusné kombinace fiznich proteinti, vpravo pak pfislusné plazmidy, z nichz byly tyto fuzni
proteiny produkovany. U kazdého plazmidu je uvedeno antibiotikum, viéi kterému nese dany
plazmid rezistenci.
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Obrazek ¢. 13: Plotny s bunkami E. coli BTHI101 kotransformovanymi riznymi dvojicemi
plazmidi. Bunky na plotnach 1-4 obsahuji kombinace plazmidd, z nichz jsou produkovany

N- nebo C-koncové fuze RtxC s T25 a APC s T18 (poradi odpovida ¢islovani na obrazku ¢. 12).
Plotny 5-8 obsahuji negativni kontroly a pozitivni kontrola je na plotné €. 9 (viz obrazek €. 11).
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Graf ¢. 1: Aktivity B-galaktosidasy po interakci mezi RtxC a ACP fuzovanymi s T25, resp. T18.
Vysledna aktivita je prepocétena na procenta, kdy 100 % bylo pfifazeno interakci mezi fiznimi
proteiny T25-LeuZip a TI18-LeuZip. Vysledky jsou zobrazeny jako prumérné hodnoty
se smérodatnou odchylkou ze tfi nezévislych experimentii provedenych v triplikatu. Data byla
vyhodnocena pomoci metody ANOVA (¥*** p <0.0001; ns, nesignifikantni).

Ziskana data ukazuji, Ze nejlépe interagovali tfi dvojice fuznich proteint,
a to T25-RtxC s T18-ACP, T25-RtxC s ACP-T18 a RtxC-T25 s T18-ACP. Nicmén¢é

posledni dvojice, RtxC-T25 s ACP-T18, interagovala na irovni negativni kontroly.
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5.2 Testovani interakci RtxC s mutantnimi variantami ACP

v

Na zéklad¢ predeslého testovani nejsilngjsi interakce mezi N- nebo C-koncovymi fuznimi
proteiny RtxC s T25 a ACP s T18 byla k dal§im experimentim zvolena kombinace
RtxC-T25 s T18-ACP. Proto byly v ramci plazmidu pUT18C-acp, z né¢hoz je produkovan
fazni protein T18-ACP, vneseny do genu acp mutace, které vedly k zavedeni bodovych
substituci D36A, D39A, E48A, E49A, D57A a E61A v proteinové sekvenci ACP.
U danych mutantnich variant ACP byla testovana jejich interakce s RtxC, dle schématu
na obrazku ¢. 14. Plazmidy byly kotransformovany do bunék E. coli BTH101 a péstovany
3 dny pii 30 °C na MacConkey agaru. Do tekutého LB média bylo z ploten nasledné
zaoCkovano nékolik kolonii a bakterie byly kultivovany 14 hodin pti 30 °C. Tyto kultury
byly pouzity k métfeni enzymové aktivity -galaktosidasy, kterd je imérna sile interakce

mezi jednotlivymi interak¢énimi partnery. Vysledky jsou zobrazeny v grafu €. 2, str. 59.

BB 725 .. T8 ACP-D36A pKN-rtxC-T25, KanR + pUT18C-acp-D36A, AmpR
BB 725 .. T18-ACP-D39A pKN-rtxC-T25, KanR + pUT18C-acp-D39A, AmpR
BB 125 ... T18-ACP-E48A  pKN-rtxC-T25, KanR + pUT18C-acp-E48A, AmpR
BB 725 .. T18-ACP-E49A pKN-rtxC-T25, KanR + pUT18C-acp-E49A, AmpR
BB 125 ... T18-ACP-D57A pKN-rtxC-T25, KanR + pUT18C-acp-D57A, AmpR

--T25 ... I18-ACP-E61A  pKN-rtxC-T25, KanR + pUT18C-acp-E61A, AmpR

Obrazek ¢. 14: Kombinace fiznich proteind pro testovani interakci RtxC s mutantnimi variantami
ACP. Vlevo jsou pfislusné kombinace fuznich proteini, vpravo pak piislusné plazmidy, z nichz
byly tyto fazni proteiny produkovany. U kazdého plazmidu je uvedeno antibiotikum, vici
kterému nese dany plazmid rezistenci.
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Graf ¢. 2: Enzymova aktivita B-galaktosidasy po interakci mezi RtxC a mutantnimi variantami
ACP fuzovanymi s T25, resp. T18. Vysledna aktivita je pfepo€tena na procenta, kdy 100 % bylo
ptirazeno interakci RtxC-T25 s nemutovanym T18-ACP (WT). Vysledky jsou zobrazeny jako
pramérné hodnoty se smérodatnou odchylkou ze tii nezavislych experimentd provedenych
v triplikatu. Data byla vyhodnocena pomoci metody ANOVA (*, p <0.05; **** p <0.0001; ns,
nesignifikantni).

Ziskané vysledky ukazuji, zZe interakce mezi RtxC a ACP byla sniZena o 67,5 %
po zavedeni substituce D36A, o 43 % po zavedeni substituce D39A a o 23,3 %
po zavedeni substituce D57A do proteinu ACP. Na druhé strané substituce E48A, E49A
a E61A v proteinové sekvenci ACP nevedly k signifikantnimu sniZeni interakce

mezi RtxC a ACP.

5.3 Testovani interakci RtxC s proRtxA

v

K nalezeni nejsilngj$i interakce mezi proteiny RtxC a proRtxA fizovanymi k fragmentu
T25, resp. T18 byly testovany 4 kombinace fiznich proteinli nesoucich N- a C-koncové
faze RtxC s T25 a fragmentu proRtxA s T18, dle schématu na obrazku €. 15, str. 60.
Fragment proRtxA nesl aminokyselinové zbytky 529 az 718 (dale bude pouZzivéna
zkratka: RtxAsz9.718), zahrnujici oba konzervované lysinové zbytky (K558 a K689),
na nichz dochazi ke kovalentni modifikaci acylovymi fetézci. Plazmidy kodujici dané
hybridni proteiny byly kotransformovany do bunék E. coli BTH101. Buiky byly
péstovany 3 dny pii 30 °C na MacConkey agaru a nésledné¢ bylo né¢kolik kolonii

zaockovéano do tekutého média a kultivovano 14 hodin pii 30 °C. Takto pfipravené
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kultury byly pouzity ke stanoveni enzymové aktivity B galaktosidasy, ktera je tmérna sile

interakce mezi jednotlivymi interak¢nimi partnery. Vysledky jsou zobrazeny v grafu €. 3.

725008 ... T18-RtxAsyo 715 PKT25-rtxC, KanR + pUT18C-rtxAgys 715 AMPR
T25-B000 ... RtxAsy0 715 TA8  pKT25-rtxC, KanR + pU-rtxAsye 115-T18, AmpR
BB 725... T18-RtxAc 0015  PKN-rtXC-T25, KanR + pUT18C-rtxAsys 7150 AMPR
BB 725 ... RtxAgy0 715 TA8  PKN-rtxC-T25, KanR + pU-rtxAsye 5,6-T18, AmpR

Obrazek €. 15: Kombinace fuznich proteinii pro testovani interakci RtxC s RtxAsz9.715. Vlevo
se nachazi kombinace testovanych fuznich proteint, vpravo pak ptislusné plazmidy, z nichz byly
tyto flzni proteiny produkovany. U kazdého plazmidu je uvedeno antibiotikum, vici kterému
nese dany plazmid rezistenci.

Ziskané vysledky ukazuji, Ze nejsilnéji interagujici dvojice fiznich proteint jsou
T18-RtxAs29.-718 s T25-RtxC a RtxAs29.718-T18 s T25-RtxC. Niz8i hodnoty interakce pak
byly naméteny u dvojice fuznich proteinti T18-RtxAs29.718 s RtxC-T25 a RtxAs29.713-T18

s RtxC-T25.

ns ns ok 3k ok ke
120 —  — —

EE LS

* ok ok
o kH

g

klosidasy (%)

al

Aktivita B-gal

e
RS <21‘+C;*D
1@+}\q}+ Q\q}dr e

& e@b@ P 4R
o

A\
_&5.-\1' .\"0 "\:hlzlq’
& Q} @L
RO

Graf €. 3: Enzymova aktivita B-galaktosidasy po interakci mezi RtxC a RtxAszo.71s fizovanymi
s fragmenty T25, resp. T18. Aktivita je pfepocétena na procenta, piicemz 100 % bylo pfirazeno
interakci mezi fuznimi proteiny T25-LeuZip a T18-LeuZip. Vysledky jsou zobrazeny jako
prumérné hodnoty se smérodatnou odchylkou ze tii nezavislych experimentii provedenych
v triplikatu. Data byla vyhodnocena pomoci metody ANOVA (*, p <0.05; **** p <0.0001; ns,
nesignifikantni).
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5.4 Testovani interakci mezi RtxC a RtxAs29.718 S mutovanymi
zbytky K558 a K689

Na zaklad¢ vyse uvedenych vysledktl, zalozenych na testovani 4 kombinaci fiznich
proteini RtxC s T25 a RtxAsz9.718 s T18, byla k dalsim pokustim zvolena kombinace
T25-RtxC s T18-RtxAs9.718. Do genu kodujiciho fuzni protein T18-RtxAszo-718, byly
vneseny mutace, které vedly k zavedeni substituci konzervovanych lysinovych zbytka
v proteinu  RtxAsz.713, a to KS558R, K558Q, K689R, K689Q, KS558R+K689R
a K558Q+K689Q. Interakce ziskanych mutantnich variant s RtxC byla testovana
dle schématu na obrazku ¢. 16. Plazmidy byly kotransformovany do bunék E. coli
BTH101 a poté péstovany 3 dny pii 30 °C na MacConkey agaru. Do tekutého LB média
bylo z ploten zaockovano nékolik kolonii a bakterie byly kultivovany 14 hodin pti 30 °C.
Ziskané kultury byly nasledné vyuzity na méfeni enzymové aktivity B-galaktosidasy,
kterd je imérna sile interakce mezi jednotlivymi interakénimi partnery. Vysledky jsou

zobrazeny v grafu €. 4, str. 62.

7258 ... T18-RtxAs,0 115K558R pKT25-rtxC, KanR + pUT18C-rtxA529-718-K558R, AmpR
725 ... T18-RtxAsy0 715K5580Q pKT25-rtxC, KanR + pUT18C-rtxA529-718-K558Q, AmpR
7258 ... T18-RtxAs,0:15K689R pKT25-rtxC, KanR + pUT18C-rtxA529-718-K689R, AmpR
725 .. T18-RtxA. 0 15K6890Q pKT25-rtxC, KanR + pUT18C-rtxA529-718-K6890, AmpR

725 ... F18-RtxA.,0,1sK558R+KE89R  pKT25-rtxC, KanR + pUT18C-rtxA529-718-K558R+K689R, AmpR

725 ... T18-RtxA. 50 15K5580+K6890Q  pKT25-rtxC, KanR + pUT18C-rtxA529-718-K558Q+K689Q, AmpR

Obrazek ¢. 16: Kombinace fiznich proteind pro testovani interakci RtxC s mutantnimi variantami
RtxAsz9.718. Vlevo jsou pfislusné kombinace fiznich proteinti, vpravo pak pfislusné plazmidy,
z nichz byly tyto fizni proteiny produkovany. U kazdého plazmidu je uvedeno antibiotikum, vici
kterému nese dany plazmid rezistenci.
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Graf ¢. 4: Aktivity B-galaktosidasy po interakci mezi RtxC a mutantnimi variantami RtxAs»o.713,
které nesou substituce konzervovanych lysinovych zbytkt (K558 a K689), fuzovanymi
s fragmenty T25, resp. T18. Vysledna aktivita je pfepoCtena na procenta, kdy 100 % bylo
pfirazeno interakci T25-RtxC s nemutovanym T18-RtxAsx.718 (WT), znazornéné zelenou
barvou. Cervenou barvou jsou zvyraznény mutace v prvnim lysinovém zbytku K558, modrou
barvou jsou zvyraznény mutace v druhém lysinovém zbytku K689 a fialovou jsou znazornény
kombinované substituce obou lysinovych zbytkd. Vysledky jsou zobrazeny jako priameérné
hodnoty se smérodatnou odchylkou ze tii nezavislych experimenti provedenych v triplikatu.
Data byla vyhodnocena pomoci metody ANOVA (**, p < 0.01; *** p < 0.001; ns,
nesignifikantni).

Ziskana data ukazuji, Ze substituce jednotlivych konzervovanych lysinovych
zbytkti (K558 anebo K689) v proteinu RtxAsz.718 nemaji zadny vliv na interakci
mezi proteiny RtxC a RtxAs29.718.K poklesu dané interakce doSlo aZ po vneseni substituci

soucasn¢ do obou konzervovanych lysinovych zbytkl v proteinu RtxAs»9.713.

5.5 Testovani interakci RtxC se zkracenymi fragmenty
proRtxA

Na zakladé predeslych vysledkl, kdy byla pozorovana snizend interakce mezi RtxC
a RtxAs»9.718, ktery nesl substituce obou konzervovanych lysinovych zbytkl, byly
pfipraveny fuzni proteiny T18 s proRtxA ve dvou zkracenych variantach. Prvni zkraceny

fragment proRtxA nesl zbytky 529 az 623 (dale bude pouzivana zkratka: RtxAs»9.623),
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druhy zbytky 624 az 718 (dale bude pouzivana zkratka: RtxAs24.713). Kazdy zkraceny
fragment tak nesl pravé jedeno acylované misto s jednim z konzervovanych lysinovych
zbytkti (K558 resp. Ko689). Interakce takto zkracenych fragmentli proRtxA
s acyltransferasou RtxC byla testovana dle schématu na obrazku ¢. 17. Prislu$né
plazmidy kodujici dané fazni proteiny byly kotransformovany do bunék E. coli BTH10
a nasledné péstovany 3 dny pti 30 °C na MacConkey agaru. Z ploten bylo n¢kolik kolonii
zaockovano do tekutého LB média a bakterie byly kultivovany 14 hodin pti 30 °C. Takto
piipravené kultury byly pouzity ke stanoveni B-galaktosidasové aktivity, ktera je umérna
sile interakce mezi jednotlivymi interakénimi partnery. Vysledky jsou zobrazeny

v grafu €. 5.

7258008 ... TI8-RtxAc,s.,.  PKT25-rtxC, KanR + pUT18C-rtxA529-623, AmpR
7258008 ... TI8-RtxA.,. ;s PKT25-rtxC, KanR + pUT18C-rtxA624-718, AmpR

Obrazek ¢. 17: Kombinace fiznich proteinti pro testovani interakci RtxC s fragmenty RtxAs29.623
a RtxAg24.713. Vlevo jsou pfislusné kombinace fiznich proteind, vpravo pak ptislusné plazmidy,
z nichz byly tyto fizni proteiny produkovany. U kazdého plazmidu je uvedeno antibiotikum, viiéi
kterému nese dany plazmid rezistenci.
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Graf ¢. 5: Aktivity B-galaktosidasy po interakci mezi RtxC a zkracenymi fragmenty RtxAszo.623
a RtxAes713 fuzovanymi s fragmenty T25, resp. T18. Vysledna aktivita je piepoctena
na procenta, kdy 100 % bylo ptirazeno interakci mezi T25-RtxC a T18-RtxAsz9.718, Zzndzornéna
zelenou barvou. Interakce RtxC se zkracenym fragmentem RtxAszo23, ktery obsahuje prvni
konzervovany lysinovy zbytek K558 je znadzornéna cervenou barvou. Interakce RtxC
se zkracenym fragmentem RtxAe-718, ktery obsahuje druhy konzervovany lysinovy zbytek
K689 je znazornéna modrou barvou. Vysledky jsou zobrazeny jako priméry se smérodatnou
odchylkou ze tfi nezavislych experimentli provedenych v triplikdtu. Data byla vyhodnocena
pomoci metody ANOVA (¥*** p <0.0001).
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Ziskana data ukazuji, Ze zkracené fragmenty RtxAs29.623 a RtxAg24-718 byly stale
schopny interagovat s RtxC, coz ukazuje Ze je tato acyltransferasa schopna interagovat
s kazdym z obou acylovanych mist nezavisle. Nicmén¢, interakce obou zkracenych
fragmentl RtxAs29.623 a RtxAg24-718 s acyltransferasou RtxC byla v porovnani s interakci

mezi RtxAs29.718 s RtxC snizena ptiblizné o 40 %.

5.6 Testovani interakci RtxC se zkracenymi fragmenty
proRtxA s mutovanymi zbytky K558 a K689

Do genii kodujicich zkracené fuzni proteiny T18-RtxAszo.623 a T18-RtxAg24-718 byly
vneseny substituce piisluSnych konzervovanych lysinovych zbytkli, a to K558R
a K558Q, resp. K689R a K689Q. Interakce ziskanych mutantnich variant s RtxC byla
testovana, dle schématu na obrazku ¢. 18. Plazmidy byly kotransformovany do bunék
E. coli BTH101 a nasledné péstovany na MacConkey agaru 3 dny pfi 30 °C. Z ploten
bylo zaoCkovano nékolik kolonii do tekut¢ého LB média a bakterie byly kultivovany
14 hodin pfi 30°C. Kultury byly pouzity ke stanoveni enzymové aktivity
[-galaktosidasy, ktera je umérna sile interakce mezi jednotlivymi interakénimi partnery.

Vysledky jsou zobrazeny v grafu €. 6, str. 65.

72500 ... T18-RtxA,0.,.K558R  pKT25-rtxC, KanR + pUT18C-rtxA529-623, AmpR
725808 ... T18-RtxAsy0 ,5K558Q  pKT25-rtxC, KanR + pUT18C-rtxA529-623, AmpR
7250008 ... T18-RtxA,,, ;1gK689R  pKT25-rtxC, KanR + pUT18C-rtxA624-718, AmpR

725808 ... T18-RtxA.,, ;,g689Q  pKT25-rtxC, KanR + pUT18C-rtxA624-718, AmpR

Obrazek ¢.18: Kombinace fuznich proteinti pro testovani interakci RtxC se zkracenymi
mutantnimi variantami RtxAs».¢3 a RtxAe-71s, které nesou substituce konzervovanych
lysinovych zbytka (K558 resp. K689). Vlevo jsou pfislusné kombinace fuznich proteind, vpravo
pak pfislusné plazmidy, z nichz byly tyto fizni proteiny produkovany. U kazdého plazmidu
je uvedeno antibiotikum, vici kterému nese dany plazmid rezistenci.
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Graf ¢. 6: Aktivity B-galaktosidasy po interakci mezi RtxC a zkracenymi mutantnimi variantami
RtxAs9.623 @ RtxAs24-718, které nesou substituce konzervovanych lysinovych zbytkd (K558 resp.
K689), fizovanymi s T25, resp. T18. Interakce RtxC s fragmentem RtxAsy.23, ktery obsahuje
substituce v prvnim lysinovém zbytu K558 je znazornéna cervenou barvou. Interakce RtxC
s fragmentem RtxAgu.713, ktery obsahuje substituce v druhém lysinovém zbytku K689
je zndzornéna modrou barvou. Vyslednd aktivita je pfepoctena na procenta, kdy 100 % bylo
pfirazeno interakci mezi fiznimi proteiny T25-RtxC s T18-RtxAsx9.623 (Wt, Cervend barva) resp.
T25-RtxC s T18-RtxAe4713 (Wt, modrd barva). Vysledky jsou zobrazeny jako pruméry
se smérodatnou odchylkou ze tfi nezavislych experimentl provedenych v triplikatu. Data byla
vyhodnocena pomoci metody ANOVA (*, p <0.05; **** p <0.0001; ns, nesignifikantni).

Ziskand data ukazuji, ze substituce konzervovaného lysinového zbytku K558
signifikantné sniZily interakci mezi proteiny RtxC a RtxAsz9.623. Na druhé strané,
substituce konzervovaného lysinového zbytku K689 nemély Zadny vliv na interakci

mezi proteiny RtxC a RtxAe24-715.

5.7 Testovani interakci mezi RtxC a RtxAeg24.718 S mutacemi
v okoli zbytku K689

Na zavér byly testovany interakce acyltransferasy RtxC se zkracenym fragmentem
RtxAe4-718, ktery mnesl substituované zbytky nachazejici se v okoli druhého
konzervovaného lysinového zbytku K689. K tomuto ucelu byly do genu kodujiciho fizni
protein T18-RtxAe24-718 vneseny mutace, které¢ vedly k zavedeni substituci R690L,
E692L, Y696L a R697L do proteinu RtxAe24.718. Interakce ziskanych mutantnich variant
s RtxC byla testovana dle schématu na obrazku ¢. 19, str. 66. Plazmidy byly
kotransformovany do bunck E. coli BTH101, které¢ byly nasledn¢ péstovany 3 dny
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pfi 30 °C na MacConkey agaru. Z ploten bylo nékolik kolonii zaokovéano do tekutého
média a poté kultivovano 14 hodin pii 30 °C. V takto pfipravenych kulturdch byla
zmétena B-galaktosidasova aktivita, ktera je umérnd sile interakce mezi jednotlivymi

interak¢nimi partnery. Vysledky jsou zobrazeny v grafu €. 7.

T25- 0 ... T18-RtxA,,, ,1sR690L  pKT25-rtxC, KanR + pUT18C-rtxA624-718, AmpR

12500 ... T18-RtxA_,, ,1sE692L  pKT25-rtxC, KanR + pUT18C-rtxA624-718, AmpR

12500 ... T18-RtxA_,, ,15Y696L  pKT25-rtxC, KanR + pUT18C-rtxA624-718, AmpR

72500 ... T18-RtxA,,, ;1R697L  pKT25-rtxC, KanR + pUT18C-rtxA624-718, AmpR
Obrazek ¢.19: Kombinace fuznich proteini pro testovani interakci RtxC s fragmentem
RtxAg24.713 nesoucim bodové mutace v okoli druhého konzervovaného lysinového zbytku K689.
Vlevo jsou piislusné kombinace fuznich proteinti, vpravo pak piislusné plazmidy, z nichz byly
tyto fuzni proteiny produkovany. U kazdého plazmidu je uvedeno antibiotikum, vici kterému
nese danv plazmid rezistenci.
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Graf ¢. 7: Aktivity B-galaktosidasy po interakci mezi RtxC a mutantnimi variantami RtxAs24.718,
které nesou substituce v okoli druhého konzervovaného lysinového zbytku K689, fuzovanymi
s T25, resp. T18.Vysledna aktivita je pfepoctena na procenta, kdy 100 % bylo pfirazeno interakci
mezi T25-RtxC a T18-RtxA¢24-718, bez vnesené substituce (WT). Vysledky jsou zobrazeny jako
praméry se smérodatnou odchylkou ze tfi nezavislych experiment provedenych v triplikatu.
Data byla vyhodnocena pomoci metody ANOVA (**** p <0.0001; ns, nesignifikantni).

Ziskana data ukazuji, Ze substituce R697L snizila interakci acyltransferasy RtxC
s proteinem RtxAsz4-718 priblizné o 60 %. Na druhé strané, substituce R690L, E692L

a Y696L nem¢ély na interakci proteint RtxC a RtxAs24-718 Zadny vliv.
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6 Diskuze

Bakterie K. kingae byla donedavna povazovana za vzacnou ptic¢inu lidskych onemocnéni.
Poprvé byla izolovana v roce 1960 a prvnich 30 let nebyla povazovana za patogenni. >
Az v 90. letech minulého stoleti postupné nartstal pocet odbornych publikaci fadicich

tuto bakterii mezi vyznamné invazivni pediatrické patogeny.*

K. kingae puisobi cytotoxicky na rizné typy bunék, a to diky sekreci toxinu RtxA,
ktery patii do rodiny RTX cytotoxinti produkovanych rliznymi patogennimi bakteriemi.*
RtxA se po sekreci z bakteridlni buiikky vaze na povrchové glykosylované struktury
hostitelskych bunck a nasledné¢ se vkladd do jejich membrany, ve které tvoii
kation-selektivni pory. Ty poté narusuji iontovou homeostdzu builky a ve vétSim poctu

vedou k 1yze napadené buiiky.¢’

RtxA 1 jiné RTX toxiny jsou syntetizovany v neaktivni formé protoxint, které
jenutné aktivovat v bakteridlnim cytosolu. Aktivace protoxinu proRtxA spociva
v kovalentni acylaci dvou konzervovanych lysinovych zbytki K558 a K689
prostiednictvim specifické acyltransferasy RtxC, ktera vyuziva acyl-ACP jako donor
mastnych kyselin.** Tento zplisob je pomérné unikatni, protoze vétSina znamych
acyltransferas vyuziva k modifikaci riiznych bakteridlnich, archealnich a eukaryotickych
substrati jako donor acylf acyl-CoA. %119 [ pies tento fakt jsou molekuldrni mechanismy
acylace RTX toxinli pomérné malo prostudovany a jejich dalsi studium muze prinést fadu
novych poznatkli. Ty by mohly napomoci pfi hledani specifickych inhibitorli acylace
RTX toxini, nebot’ pouze acylaci aktivované¢ RTX toxiny piisobi jako vysoce ucinné
»kontaktni zbran€“, které pronikaji a permeabilizuji membrany hostitelskych bunék

a prispivaji tak k patogenezi onemocnéni.

Nedavno bylo ukazano, Ze acyltransferasa CyaC si ze zasob acyl-ACP v E. coli
prednostné vybira ACP molekuly ptfenaSejici fetézce C16:0 nebo C16:1, a to pro acylaci
substratl proCyaA, proHlyA i proRtxA. Naproti tomu acyltransferasy HlyC a RtxC
si vybiraji k acylaci vSech tfi zminénych protoxind téméf vyhradné ACP s kratSim
fetézcem C14:0 nebo C14:0-OH. To ukazuje, zZe je to praveé acyltransferasa RTXC, ktera
si vybira acylovy fetézec dané délky, ktery nasledné pienese na substrat proRTXA.8!
Jakym zplisobem dosahuji acyltransferasy RTXC tak ptesné selektivity délky acylovych
fetézcl je zajimavou otdzkou nejen v ramci celé enzymologie, ale také biochemie lipid

1 designu proteinti. Predpoklada se, ze vysoka selektivita RTXC acyltransferas pro délku
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acylovych fetézcl, které jsou piendSeny na substraty, mize zéviset na urcitém typu
tzv. molekularniho pravitka v molekule acyltransferas RTXC. Tato pravitka byla totiz
jiz diive identifikovdna u acyltransferas LpxA a LpxD, které¢ ptfenaseji acyly z acyl-ACP
pii biosyntéze lipidit A u rtiznych bakterii. Naptiklad zdména methioninového zbytku
s dlouhym postrannim fetézcem za glycinovy zbytek bez postranniho fetézce (M169G)
v acyltransferase LpxA bakterie Pseudomonas aeruginosa vedla ke zméné substratové

specifity tohoto enzymu z hydroxydekanoyl-ACP na hydroxymyristoyl-ACP.4¢

Jedind acyltransferasa aktivujici RTX protoxin, pro kterou byla vyfeSena
rentgenova struktura, je ApxIC z bakterie A. pleuropneumoniae. Kombinace mnoha
pristupt ukazala, ze ApxIC tvotfi homodimerni komplex, v némz dochazi k interakce mezi
jednotlivymi monomery prostfednictvim N-koncovych a-helixt. Kazdy monomer ApxIC
obsahuje aktivni misto v hlubokém povrchovém zldbku nesoucim zbytky H24, N35

a D93, u kterych se predpoklada, Ze hraji zdsadni roli v katalyze daného enzymu.*°

Doposud se nikomu nepodatilo ziskat ani rentgenovou, ani cryo-EM strukturu
ternarniho komplexu mezi acyltransferasou RTXC, acyl-ACP a protoxinem proRTXA,
a segmenty ¢i jednotlivé aminokyselinové zbytky podilejici se na interakci téchto
proteind tak ziistdvaji nezndmé. Cilem této diplomové prace proto bylo na zakladé
testovani interakci RtxC s ACP, proRtxA a jejich mutantnimi variantami identifikovat

zbytky, které jsou za ptislusné interakce zodpoveédné.

Pro testovani proteinovych interakei byl vyuZit bakterialni dvouhybridni systém.
Nejprve byly testovany interakce mezi RtxC a ACP. Oba proteiny byly nejprve fuzovany
s N- nebo C- koncem T25, resp. T18 fragmentu AC enzymu. Ovéteni vSech 4 kombinaci
pak vedlo k zavéru, Ze nejlépe interagovali tii dvojice fuznich proteint, a to T25-RtxC
s T18-ACP, T25-RtxC s ACP-T18 a RtxC-T25 s T18-ACP. Na trovni negativni kontroly
interagovala dvojice RtxC-T25 s ACP-T18. MiiZeme piedpokladat, Ze sniZzena interakce
u posledni dvojice fuznich proteinli byla zplisobena tim, Ze pfi interakci proteinti RtxC
s ACP byly fragmenty T25 a T18 od sebe tak vzdalené, Ze nedoslo k jejich slozeni
do funkéniho AC enzymu, nebo Ze pozice fragmentii T25 a T18 stericky bréanila interakci

mezi proteiny RtxC a ACP.

Na zéklad¢ ziskanych vysledkl byla pro nasledujici stanoveni vyuzita dvojice
faznich proteinti RtxC-T25 a T18-ACP. Do proteinové sekvence ACP byly zavedeny
alaninové substituce negativné nabitych zbytkti D36, D39, E48, E49, D57 a E61, které
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by na zaklad¢ interakéniho modelu mezi RtxC a ACP mohly interagovat s pozitivné
nabitymi zbytky acyltransferasy RtxC (Dr. J. Cerny, BTU AV CR). Viechny pfipravené
mutantni varianty ACP byly unds v laboratoii také vyuzity ke studiu interakci
s acyltransferasami HlyC a CyaC. Mutantni varianty ACP se substituci D36A, D39A
nebo D57A vykazovaly vyznamné sniZzenou interakci nejen s acyltransferasou RtxC,
ale také s acyltransferasami HlyC a CyaC. Na druhé strané, substituce E61A nem¢la
na interakci ACP ani s jednou ztéchto tii acyltransferas signifikantni vliv. Odlisné
vysledky interakci pro jednotlivé acyltransferasy byly naméteny u zavedenych substituci
E48A a E49A v ACP. Zatimco tyto substituce nemély zadny vliv na interakci ACP
s RtxC, vyznamn¢ snizily interakci ACP jak s HlyC, tak s CyaC.

Na zékladé¢ interakéniho modelu mezi RtxC a ACP byly také navrZeny substituce
pozitivng nabitych zbytki v acyltransferase RtxC, o kterych se predpoklada, ze by mohly
interagovat s ACP. Piiprava danych mutantnich variant RtxC a méfeni jejich interakce

s ACP bude predmétem dalsi prace.

Nésledné byly testovany interakce mezi RtxC a RtxAsz9.713. Oba proteiny byly
ke stanoveni nejlépe interagujici dvojice nejprve fuzovany s N- nebo C-koncem T25,
resp. T18 fragmentu AC enzymu. Na zdkladé¢ vysledkd byla zvolena jako nejlépe
interagujici dvojice T25-RtxC s T18-RtxAs29.718. U ostatnich kombinaci fuznich proteinti
byla naméfena snizena interakce, jejiz pri¢inou muze byt pro interakci nevhodné

prostoroveé napojeni RtxC na T25, poptipad¢ RtxAsy9.718 na T18.

Po =zvoleni nejlépe interagujici dvojice fluznich proteind, T25-RtxC
a T18-RtxAs29.718, byly do proteinu RtxAs»9.718 zavedeny substituce v konzervovanych
lysinovych zbytcich, a to KS558R, KS558Q, K689R, K689Q, KS558R+K689R
a K558Q+K689Q. Tyto substituce mély objasnit, zda se konzervované lysinové zbytky
K558 a K689 ucastni samotné interakce protoxinu proRtxA s RtxC, nebo jsou jenom
akceptory acylovych zbytkl. Testovani interakce mezi RtxC a mutantnimi variantami
RtxAsx9.718 ukdzalo, ze pokud jsou substituovany jednotlivé konzervované lysinové
zbytky v proteinové sekvenci RtxAszo.713, nema to vliv na danou interakci.
Az po substituci obou zbytkh K558 a K689 soucasné, byl viditelny mirny
pokles interakce RtxAs29.718 s RtxC. Nicméné, z daného méteni nebylo mozné stanovit,
ktery z konzervovanych lysinovych zbytkl by se mohl ucastnit interakce mezi RtxAsz9.718

a RtxC.
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Proto byl fragment RtxAs29.718 rozdélen na dvé kratsi varianty, a to RtxAs29.623
a RtxAg24-718, z nichz kazdé nesla prave jedno acylaéni misto s jednim z konzervovanych
lysinovych zbytkti (K558, resp. K689). Nejdiive byla stanovena interakce mezi RtxC
a zkracenymi fragmenty RtxAsz9.623 a RtxAe24-718, a nasledné¢ do nich byly vneseny
substituce K558R a K558Q), resp. K689R a K689Q. Ukazalo se, ze substituce zbytku
K689 nemaji zadny vliv na interakci RtxAs24-718 s RtxC. Naproti tomu, substituce zbytku
K558 vedly ke snizeni interakce mezi RtxAso.623 a RtxC, coz by mohlo vysvétlovat
snizeni interakce mezi RtxC a fragmentem RtxAs»9.718, v némz byly substituovany oba

konzervované lysinové zbytky zaroven.

Jelikoz bylo prokazano, ze se konzervovany lysinovy zbytek K689 neucastni
interakce proRtxA s RtxC, byly do jeho okoli vneseny bodové substituce, které by danou
interakci mohly ovlivnit. Do zkraceného fragmentu RtxAe24-718 byly zavedeny substituce
R690L, E692L, Y696L a R697L. Z danych substituci vedla k vyznamnému snizeni
interakce mezi RtxAg24.718 a RtxC pouze substituce R697L. To ukazuje, Ze je zbytek
R697, na rozdil od tfech dalSich testovanych, dlileZity pro interakci mezi proRtxA a RtxC.
Do budoucna je planovana piiprava dal§ich mutantnich variant proRtxA v této oblasti

a testovani jejich interakce s RtxC.

V této diplomové praci byla za vyuZiti bakteridlniho dvouhybridniho systému
studovana interakce mezi acyltransferasou RtxC, acyl-ACP a protoxinem proRtxA.
V proteinu ACP se podafilo GspéSné€ nalézt nékolik zbytkt (D36, D39 a D57), které byly
zapojeny do jeho interakce s RtxC. Substituce dvou konzervovanych lysinovych zbytkt
proteinu proRtxA pak ukézaly, Ze by se zbytek K558, na rozdil od zbytku K689, mohl
uplatnovat nejen jako akceptor acylu, ale 1 v interakci s acyltransferasou RtxC. Jako dalsi
zbytek v protoxinu, ktery by se mohl podilet na jeho interakci s RtxC pak byl
identifikovan zbytek R697, nachézejici se ve druhém acylacnim misté, v blizkosti

konzervovaného zbytku K689.
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7 Zaver

Tato diplomova prace byla zaméfena na testovani proteinovych interakci pomoci
bakterialniho dvouhybridniho systému. Byly studovany interakce mezi acyltransferasou
RtxC a acyl-ACP, resp. protoxinem proRtxA. Do proteini ACP a proRtxA byly
na zaklad¢ vysledkt z predikénich algoritmt uspésné zavedeny substituce vytipovanych
aminokyselinovych zbytki. U ziskanych mutantnich variant ACP a proRtxA byla
nasledné testovana jejich interakce s RtxC, pficemz se podafilo nalézt né¢kolik zbytk,
které se podilely na studovanych interakcich. Vysledky ziskané v této praci lze shrnout

nasledovné:

e Negativné nabité aspartatové zbytky D36, D39 a D57 proteinu ACP se podileji
na jeho interakci s acyltransferasou RtxC.

e Konzervovany lysinovy zbytek K558 proteinu proRtxA neni pouhym akceptorem
acylového fetézce, ale také se ¢astecné podili na jeho interakei s RtxC.

o Konzervovany lysinovy zbytek K689 proteinu proRtxA nemé na jeho interakci
s RtxC Zadny vliv.

¢ Aminokyselinovy zbytek R697 proteinu proRtxA se podili na jeho interakci s RtxC.
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