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Nazev diplomové prace: V1iv Gp46 na funkci HU proteinu bakterie Francisella tularensis

Francisella tularensis je vysoce virulentni bakterie a DNA vazebny HU protein pfedstavuje
jeden zjejich vyznamnych faktor virulence. Neddavno bylo publikovéano, Ze protein Gp46
inhibuje funkci HU proteinu bakterie Bacillus subtilis (Zhang et al., 2022). Hlavnim cilem
predkladané diplomové prace bylo zjistit, zda protein Gp46 bakteriofaga SPO1 B. subtilis
funguje i jako inhibitor HU proteinu F. tularensis. Jelikoz jsou HU proteiny vysoce

konzervované, mohl by Gp46 fungovat jako univerzalni inhibitor v§ech HU proteind.

Na pracovisti (Katedra molekularni patologie a biologie, VLF Univerzita obrany) bakteriofag
SPO1, ani jeho DNA, nebyl k dispozici, proto bylo nejprve nutné metodou overlap PCR ziskat
gen gp46 kodujici protein Gp46. Nasledné byl protein Gp46 pomoci afinitni chromatografie
purifikovan z expresniho sytému E. coli. V podminkach in vivo 1 in vitro jsme studovali, zda a
jak protein Gp46 ovliviiuje zivotaschopnost a virulenci F. tularensis. Pomoci EMSA metody
jsme prokézali, Ze DNA vazebna aktivita HU proteinu F. tularensis je in vitro inhibovana
proteinem Gp46 bakteriofaga SPO1 B. subtilis. Dale jsme ukazali, ze rast divokého kmene
F tularensis FSC200 exprimujiciho Gp46 in trans (FSC200/Gp46) odpovidal kinetice ristu
dele¢niho mutantniho kmene postradajictho HU protein (FSC200/AHU) a lisil se od rlstu
divokého kmene FSC200. Bakteridlni proliferace kmene FSC200/Gp46 uvnitt kostné-
dreniovych makrofagl byla srovnatelna s replikaci dele€éniho mutantniho kmene FSC200/AHU,
pficemz ucinnost replikace obou kmenti byla statisticky vyznamné snizena ve srovnani

s uCinnosti replikace divokého kmene FSC200. Tyto vysledky v kombinaci s poznatky



zneddvno publikované studie o proteinu Gp46 nasvédcuji, ze protein Gp46 by mohl byt

univerzalnim inhibitorem bakteridlnich HU proteint.
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Title of diploma thesis: The effect of Gp46 on function of HU protein of Francisella tularensis

Francisella tularensis is a highly virulent bacteria and the DNA binding HU protein is one of
its important virulence factors. Recently, it was reported that the Gp46 protein inhibits the
function of the Bacillus subtilis HU protein (Zhang et al., 2022). The main goal of the presented
diploma thesis was to find out if the Gp46 protein of the B. subtilis bacteriophage SPO1 also
works as an inhibitor of the F tularensis HU protein. Given the high conservation of HU

proteins, Gp46 might function as a universal inhibitor of all HU proteins.

At the Department of Molecular Pathology and Biology (Military Faculty of Medicine,
University of Defense) neither bacteriophage SPO1 nor its DNA were available, thus, it was
initially necessary to acquire the gp46 gene, which encodes the Gp46 protein, using the overlap
PCR method. Subsequently, the Gp46 protein was purified from the E. coli expression system
using affinity chromatography. In both in vivo and in vitro conditions, we studied whether and
how the Gp46 protein affects the viability and virulence of F tularensis. Using the
Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA), we demonstrated that the DNA binding activity
of the F. tularensis HU protein is inhibited in vitro by the Gp46 protein of the B. subtilis
bacteriophage SPO1. Next, we showed that the growth of the F. tularensis wild-type strain
FSC200 expressing Gp46 in trans (FSC200/Gp46) matched the growth kinetics of the deletion
mutant strain lacking the HU protein (FSC200/AHU) and differed from the growth of the wild-
type strain FSC200. Bacterial proliferation of the FSC200/Gp46 strain within bone-marrow
derived macrophages was comparable to that of the deletion mutant strain FSC200/AHU, with

the replication efficiency of both strains being significantly reduced compared to the replication
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efficiency of the wild-type strain FSC200. These results, combined with findings from a
recently published study on the Gp46 protein, suggest that the Gp46 protein could be a universal

inhibitor of HU proteins across bacterial species.

Keywords:

Francisella tularensis, tularemia, virulence, HU protein, Gp46



OBSAH

1 UVOQ s 11
2 Francisella tULAFENSIS ............ccuecuiieeiieiesiesieeeeeestt ettt ettt 12
2.1 CharakteriStIKA ......oeveriieiieieiie ettt sttt 12
2.2 TAXOMOIMIC ..c.utetieniieiieetteie ettt ettt sttt ettt et et e s et e bt et e ebeesbeeatesaeenbeesbeestenbeennesneens 12
2.3 Laboratorni dia@noStiKa...........cccieriieiiieiiieiieeieeiee ettt ens 13
2.4  F tularensis jako biologickd Zbraf............ccoeovieriieiieniiiiieiecieeee e 15
3 TULAICIMIC. ....eeeiiiee ettt ettt ettt et e et e b e e ate et e naeeens 17
3.1 EPIdemIOLO@IC ......eiiiiieiiieiiee ettt 17
3.2 Patogeneze @ IMUNILA.......cceeiiiiiiiiieiieiie ettt ettt et e et e st e et ee e eseesaeeeas 19
3.2.1 Vstup do hostitelskych bun€k ...........ocoooiiiiiiiiii e 20
322 FaGOSOM ..ottt 20
323 (77070 ) USRS 21
3.24 Reakce hostitele na infekCi........oooeiiiiiiriiiiiiiiee 22
3.3 KUNICKY ODTAZ ...ceviiiiieiiieiieeie ettt ettt e be et e s b e e saeeasaennnaens 23
R T o OSSP 24
3.5 OCKOVANT .ttt ettt et ettt ettt e nae e 26
4 FaKtoTy VITULENICE.....oeiiiiiieiiie ettt ettt e e e et e e e e e sabeeesnbeeenaneees 27
4.1 LipopolySaCharid........cceeeiieiiiiiiecie et et 27
4.2 KAPSULE ...ttt ettt et et ea 27
4.3 Pl tyPU IV et 27
4.4 FPIPIOtEINY .c.uteiiiiieiteiteteet ettt ettt et s sae b eanes 28
4.5 Regulatory tranSKIIPCE ....cccvveeeeeiieeiieeciie ettt et e e e e 28
4.6 5 L0 (01153 1 s SRR 29
T 5 (0175310 B €5 2 YU SPPR 31
I O3 1 (3 o) ¢ 1o SRR 32
7 EXPerimentalnd CAST.......ccoouiiiiiiiiieiieeit ettt ettt et et eaaeen 33
7.1 NAVIN PIIMETT ..ottt ettt et e e e naeenneas 33



7.2 SYNEEZA GPAO .ottt e 34
7.2.1 OVETLAD PCR ...ttt ettt et s eee 34
7.2.2 Elektroforéza v agardzoveém gelU...........ccovvvieiiiieiieniiieieeieeeeeeeee e 36
7.2.3 [zolace PCR produktll Z gelU........cc.coviiiiiiiiiiiieeiieeeee e 37
7.2.4 Meéfeni koncentrace izolovanych fragmenti...........cocceeeevierieeiiienieenienieecieeens 38
7.3 [zolace plazmidove DINA ..........oiiiiiieeieeeee et e sree e e e 38
7.4 RESITKCNT SEEPEIN ...vvveiviieeiiie ettt e e e e tae e s e e e e raeessseeeenns 38
7.5 KIonovani @p46 do VEKIOTU.........cccuiiiiiiieeiie ettt 39
7.6  Dezintegrace bakteridlnich bun€k .............coooieiiiiiiiiiiiii e 42
7.7  lzolace HU HA z F. tularensis a Gp46 Z E. COli.........cccocveviriiniininiiniinieicnenn, 43
7.8 SDS-PAGE, western blot, imunodetekce ............ccoeeeieiiiiiiiiiiiiiceciec e 45
7.9  EMSA —HU HA @ GPAO ..ottt st 48
7.10  Klonovani @p46 do F. tULAFERSIS ........cc.cccveeueeeieeiiieiieeieecieesie et see e sveesaesesa e 50
T 11 EICKITOPOTACE ...oovvieviieiiieiieeie ettt et esite et ette e bt estteeteesteeesseessaessseessseasseenseesnsaenssaans 51
7.12  Meteni rastovyCh KFIVEK .....cccviiiiiiiiiciiicii ettt 53
7.13  Izolace a kultivace primarnich mysich kostné-dfennovych makrofagii (BMMs)...... 54
7.14  Proliferace F. tularensis vV BMMS ........ccoccooiiiiiiiniiiiiiiiececeeeteeeeee e 55
7.15  Infekce MyST BALB/C...ooouviiiiieeeeceeee ettt et 57

VYSLEAKY ...ttt ettt ettt et e neeeateas 59
8.1 Syntéza CASt ZENU GDF6 ...conveeeiiiieieeeeee s 59
8.2 Syntéza celého ZENU GPF6 .......coeevuiiiiiiiiiiiiiete e 60
8.3 [zolace plazmidove DINA ........ooouiiiieiee et 60
8.4 Restrikeni Stépeni plazmidu pET28b @ gp46......ccvvvecevieeiiieiieeeeeeeee e 61
8.5 KIonovani @p46 do VEKIOTU........ccccuiiiiiiieeiieeciie ettt 62
8.6 PUrifikace GPAO Z E. COLi ..ottt s 64
8.7 SDS-PAGE, western blot a imunodetekee ..... ..o 65
B8 EM S A e ettt ettt et eae e 66



10
11
12
13
14

8.9  Klonovani gp46 do F tUIATENSIS .......c.ccccueevueeeiieiieeiieiieeie ettt 69

.10  EICKLIOPOTACE ...c.evieniieiiieiieeiie ettt ettt ettt ettt e be et e esseesnaeenbeessaeenseenens 71
.11 RUSLOVE KIIVKY uvvieiiiiiiieiieeie ettt ettt ettt ettt e essaeesaesnaeenseenene 72
8.12  Proliferace V BIMIMS .......cciiiiieiiiiiiieiieeie ettt ettt et e ees 73
8.13  Infekce MySTI BALB/C....ooouiiiiieiicieeeece ettt 74
DISKUZE ...ttt et e e e st e e st e e e abeeesbeeesaeeessaeeensaaeeteeeenraeennreens 76
) SRS 79
Seznam CItOVANE LEEIATUTY ......c.eevuiieiieiieeii ettt ettt e e e teesaaeenaeenee 80
Seznam obrazkll @ tabUlEK ..........ccvieiiiiiiiiiiiii e 89
SEZNAM ZKTALEK .....oeeieviieeiiieciie ettt e et e et e e e tae e s aaeesaseeessaaeesaseeesaseeenns 91
PEILONY ..ttt ettt ettt et s e e b et e et e sateens 93
14.1  Publikovany védecky clanek (Spidlova et al., 2023) .....cccoeeviieiiieniieiieeieeeeeiens 93

10



1 Uvod

Gramnegativni, intracelularni patogen Francisella tularensis zplisobuje onemocnéni zvané
tularémie. Bakterie je snadno Sifitelnd formou aerosolu, mize zplsobovat zavazny prub¢h
onemocnéni az smrt a k ndkaze staci jen velmi mald infekéni davka. Tato fakta z ni délaji
jednoho znejvice infek¢nich mikroorganismt, ktery zname. Tularémie je povazovana
za zoonotické onemocnéni, které se vyznacuje velkou Skalou hostiteli. Diagnostika byva
obtizna, protoze F. tularensis se Spatn¢ kultivuje. Onemocnéni se vyskytuje v riznych formach
s rozdilnym pribéhem a zpravidla na tularémii neni v prvni fadé pomysleno. Pro uspéSnou
terapii je zdsadni rychlé nasazeni u¢innych antibiotik. Antibioticka rezistence vSak predstavuje
do budoucna velky problém. Dle Centers for Disease Control and Prevention (CDC) byla
F tularensis klasifikovdna do kategorie A, kam spadaji mikroby s nejvysSim rizikem zneuziti
jako biologické zbran. Diky moznému vyuziti v bioterorismu zajem o studium této bakterie
v poslednich letech rapidn€¢ vzrostl. F. tularensis svym intracelularnim Zzivotnim cyklem
obchazi mechanismy pfirozené imunity a vétSina kmentl je vysoce virulentni. Faktort
virulence, proteind, jez jsou zodpovédné za virulenci a schopnost unikat obrannym
mechanismim hostitele, byla doposud popséna celd fada a vyzkum v této oblasti neustale

pokracuje.

Ve své diplomové praci se zabyvam studiem ovliviiovani jednoho z faktorti virulence, tzv. HU
proteinu. Jednd se o DNA vazebny protein, ktery ovliviiuje Sirokou Skalu molekularnich
procesti v bunkach. V nedavné dob¢ ve své praci Zhang et al. popsali protein Gp46, ktery je
koédovan v genomu bakteriofdga SPO1 Bacillus subtilis, jako inhibitor HU proteinu B. subtilis
Autofi ¢lanku zde zminili také myslenku, Ze by Gp46 mohl fungovat jako univerzalni inhibitor
vSech HU proteinti (Zhang et al., 2022). Vzhledem k tomu, ze F. tularensis postradajici HU
protein je velmi oslabend a ztraci virulenci, mohl by protein Gp46 slouzit jako terapeuticka

latka proti tularémii.
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2 Francisella tularensis
2.1 Charakteristika

Francisella tularensis je charakterizovana jako opouzdiend, gramnegativni, fakultativné
intracelularni bakterie, ktera zptisobuje zoonotické onemocnéni zvané tularémie (McLendon et
al., 2006). Tento patogen neni schopny pohybu, nevytvari spory a vyzaduje aerobni prostiedi.
Mikroskopické zatazeni neni jednoznacné. NejCastéji se uvadi, ze ma tyCinkovity tvar,
velikostné o priméru 0,8-1 um x 0,4-0,6 um (Bednat, 1996). Diagnostika F. tularensis neni
jednoduchd, obtizné se kultivuje a pro sviij rist vyzaduje obohacena média. Kultivace byva
doplnéna metodami sérologickymi a molekularné-biologickymi (Ellis et al., 2002). F. tularensis
se vyznacuje vysokou schopnosti virulence s nizkou infekéni davkou pii prenosu vzduchem
a predstavuje tak vysoké riziko ndkazy pro zdravotnicky personal. V soucasné dob¢ se dostava

neustale do poptedi z4jmu, jelikoZ je brana jako potencidlni biologicka zbraii (Cronquist, 2004).

Roku 1911 v Tulare County v Kalifornii doslo u sysli k vypuknuti nemoci podobné moru
s neznamou etiologii. Pozdé&ji byl ptivodce nemoci pojmenovan jako Bacterium tularense podle
lokace nélezu. Postupem casu se zjistilo, Zze patogen dokéaze v Zivotnim prostfedi pretrvavat
delsi dobu a miize vyvolat onemocnéni i u lidi. Prvni infekce u ¢lovéka byla popsana v roce
1913 (Petersen, Schriefer, 2005). Vyzkumem tularémie se hojné¢ zabyval Dr. Edward Francis,
ktery se béhem svého badani i1 sdm touto nemoci nakazil. Na jeho pocest byla bakterie rodové

pfejmenovana prave jako Francisella (Jellison, 1972).
2.2  Taxonomie

Taxonomicka historie F. tularensis je slozitd a casto se rizn¢ menila. Zpocatku byla bakterie
zatazena do rodu Bacterium, pozdé&ji do rodu Pasteurella, nasledné pak provizorné do rodu
Brucella. V roce 1947 se rozhodlo, ze bude jako prvni zastupce zatfazena do nového rodu

Francisella (Ellis et al., 2002).

Rod Francisella je jedinym zéastupcem spadajici do Celedi Francisellaceae, ktera je ¢lenem
y-podtiidy proteobakterii podle sekvencni podobnosti malych RNA podjednotek (Svensson et
al., 2005). Vramci rodu Francisella rozliSujeme na zédkladé¢ podobnosti DNA a sloZeni
mastnych kyselin dva hlavni druhy: F. tularensis a F. philomiragia (McLendon et al., 2006).
FE philomiragia je pro ¢lovéka patogenni jen zfidka, a to ptedevSim pro osoby s oslabenou

imunitou, a vyznacuje se niz$i riistovou narocnosti nez F. tularensis (Larsson et al., 2009).
12



F. philomiragia subsp. noatunensis, znamy také jako patogen ryb, byl klasifikovan jako
samostatny druh F. noatuensis (Ottem et al., 2009). Huber et al. navrhli vytvoteni dalSiho druhu

F. hispaniensis izolovaného z krve pacientky ve Spanélsku (Huber et al., 2010).

Druh F tularensis byl diive Clenén do péti poddruhti: subsp. tularensis (nazyvany také jako typ
A), holarctica (typ B), novicida, mediasiatica a japonskd varianta poddruhu holarctica
(McLendon et al., 2006). Pozd¢ji bylo navrzeno, aby byl poddruh novicida zatazen jako
samostatny druh F. novicida (Kingry, Petersen, 2014), nicmén¢ toto zatazeni neni striktné
dodrzovano, a i v nov¢jSich publikacich se miizeme setkat s obéma ndzvy: F. tularensis subsp.
novicida i F. novicida. Pro ucely této diplomové prace bude pouzivan nazev F. tularensis subsp.
novicida. Jednotlivé poddruhy se 1isi svou virulenci, patogenitou a geologickym vyskytem
tularensis (typ A) a holarctica (typ B). Typ A byl izolovan pouze v Severni Americe, je vysoce
virulentni a zpiisobuje velmi zdvazné az Zivot ohrozujici infekce. Typ B se vyskytuje po celé
Evropé€ a Asii, vykazuje nizsi virulenci a pribéh infekce je naopak mirny. Poddruh tularensis
se dale ¢leni do dvou subpopulaci: A1 a Az. Vyskyt poddruhu mediasiatica byl popsan ve stiedni
Asii a jeho virulence je srovnatelna s typem B (Larsson et al., 2009). F. tularensis subsp.
poddruhii. Pro c¢lovéka je tento poddruh patogenni velmi ziidka, infekce byla zjisténa
u imunokompromitovanych jedinci a osob po tonuti (Svensson et al., 2005). Jednotlivé
poddruhy F tularensis 1ze laboratorné odliSit na zdkladé biochemické struktury nebo pomoci
PCR v rozdilné genové oblasti, napt. fopA nebo tul4, porovnanim velikosti amplifikovanych

fragmentli (McLendon et al., 2006).
2.3 Laboratorni diagnostika

Laboratorni prikaz F. tularensis je mozny nékolika riiznymi zptisoby. Radime mezi né metody
kultivacni, sérologické (napt. ELISA, aglutina¢ni testy, imunofluorescence) ¢i molekularné-
biologické (napt. PCR, sekvenovani). Pro urCeni spravné diagnézy se obvykle vyuziva

kombinace téchto technik (Haristoy et al., 2003).

NejcCastéji pouzivanym biologickym materialem pro detekci F. tularensis jsou biopticky
odebrané vzorky infikovanych mékkych tkani nebo lymfatickych uzlin a sputum. Pfi podezieni
na septickou formu tularémie se k diagnostice vyuZzivaji také hemokultury (Doern, 2000).
Izolace patogenu z moci ¢i stolice se prakticky neprovadi (Ellis et al., 2002).
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F tularensis je kultivacné€ velmi naro¢na bakterie, proto tato metoda neni vhodna pro jeji rutinni
diagnostiku. Pro svij riist vyZaduje obohacena kultivacni média, nejCastéji o cystein. Mezi
tradicné pouzivané pevné pudy fadime krevni agar s cysteinem a gluk6ézou, ¢okoladovy agar
obohaceny o cystein ¢i neselektivni pufrovany agar s kvasnicovym extraktem (Doern, 2000).
Dale lze pouzit ov¢i krevni agar a Thayer-Martin agar (Mueller-Hinton agar s ptidavkem 5%
ov¢i krve a antibiotiky). Idedlni kultiva¢ni podminky F. tularensis jsou pfi teploté 37 °C, avSak
F. tularensis subsp. novicida a poddruh philomiragia vyzaduji teplotu nizsi a rostou dobie
pii 28 °C. Zvolenim vhodného média a nanesenim silné¢ho inokula mtizeme prvni viditelny rtst
zaznamenat po 18 hodinach inkubace. Pro piesné rozliSeni jednotlivych kolonii je idedlni doba
kultivace delsi, a to 2-4 dny. Na cystein-glukozovém krevnim agaru miizeme pozorovat kolonie
zelenobilé, kulaté, hladké, s lehce slzovitym tvarem a velikostné se pohybuji od 2 do 4 mm.
Pokud navic médium obsahuje plnou krev, mize byt kolem kolonii znatelnd lehka zéna alfa-
hemolyzy. F. tularensis se naopak ristové nedafi v tekutém médiu, ani i kdyz je obohaceno
o cystein. Viditelny rist kultur miizeme pozorovat po 24 hodinach. Pro pomnozeni se vyuzivaji
bujony — Mueller-Hinton, mozkovy a thioglykolatovy. Nejvhodnéj§im syntetickym médiem je

Chamberlainovo (Ellis et al., 2002).

Vzhledem k omezenim kultivace se diagnostika tularémie opird také o sérologické metody.
Jedna se o nejb&znéjsi techniku prikazu nemoci, kterd je zalozena na detekci protilatek proti
F tularensis. Ale ani tyto metody nejsou bezchybné. Jejich velkou nevyhodou je opozdény
nastup hladiny protilatek u infikovanych, které 1ze detekovat nejdiive za 2 tydny od ndkazy
(Bevanger et al., 1994). V roce 1926 Francis a Evans popsali aglutina¢ni reakci, kterou nazvali
jako tzv. TAT test. Jako antigen byla pouzita obarvena bakterie F. tularensis a princip testu
spocival v méfeni hladiny sérovych imunoglobulini, které se navazaly na antigen. Pozd¢ji byla
tato technika nahrazena rychlejsim mikroaglutina¢nim testem (tzv. MAT) (Maurin, 2020). Dalsi
vyhodou MAT bylo pouZiti mensiho mnoZstvi antigenu F. tularensis a tento test byl obecné
snadngj$i na provedeni a intepretaci vysledkli (Sato et al., 1990). Mezi dalsi sérologickou
metodu fadime imunofluorescenci (IFA). Ta nam ve srovnani s aglutinanimi testy umoziuje
rozlisit titry jednotlivych tfid imunoglobulini, nejcastéji 1gG, IgM a IgA. Nicméné literarni
udaje uvadi srovnatelnou specifitu a citlivost IFA s MAT (Maurin, 2020). Nov¢jsi sérologicky
prikaz imunoglobulint pfedstavuje ELISA (z angl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).

N¢kolik studii ukdzalo, ze vyznamné titry protilatek jsou u infikovanych osob detekovany diive
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pomoci ELISA nez starSimi testy — TAT, MAT ¢i IFA (Yanes et al., 2018). Jako antigen je

nejcastéji vyuzivan lipopolysacharid vnéj$i membrany F. tularensis (Maurin, 2020).

V neposledni fad¢ je cennym nastrojem pro prukaz tularémie metoda PCR (polymerazova
retézova reakce, z angl. Polymerase Chain Reaction). Ta je vhodna pro pifimou diagnostiku
infek¢nich agens, ktera se obtizné kultivuji. Vétsina PCR testd vyuziva primery, které jsou
namifené proti gentim kodujicim proteiny vnéjsi membrany, napt. fop4 nebo IlpnA kodujici 17-
kDa lipoprotein, protoze jsou vysoce specifické (Ellis et al., 2002) (Johansson et al., 2004).
PCR lze také aplikovat pro identifikaci kmena a jejich rozliSeni na urovni rodu, druhu a
poddruhu (Forsman et al., 1994). Doplitkem PCR muze byt metoda sekvenovani v oblasti

ribozomalni DNA (16S rDNA) (Johansson et al., 2004).
2.4 K tularensis jako biologicka zbraii

F tularensis je zatazena mezi potencidlni biologické zbrané. Vyznam pojmu bioterorismus se
zdroj od zdroje lisi. Dle Spencera je definice nasledujici: ,Bioterorismus je pouziti
mikroorganismii  (patogenti) nebo produkti zivych organisma (toxind) jako zbrani
s katastrofickym ti¢inkem, které 1ze popsat jako: kategorie nebo zpiisob pouZiti systému zbrani,
jehoz nasledkem je negativni dopad na fyzické, psychické nebo ekonomické zdravi naroda, coz
zpisobuje zasadni modifikaci rutinni ¢innosti (Spencer, 2007). Bioterorismus piestavuje do
budoucna velké riziko, proto americka organizace CDC kategorizovala potencialni
bioteroristické Cinitele (Tab.1). F. tularensis je zatazena do kategorie A, kam spadaji mikroby

s nejvetsim rizikem mozného zneuziti (Cronquist, 2004).
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Tab. 1 — CDC Kklasifikace potencialnich infek¢nich agens bioterorismu

Kategorie Definice kategorie Piiklady mikroorganismii
Vysoké riziko pro narodni Bacillus antracis
bezpecnost Clostridium botulinum
Snadné $ifitelnost Yersinia pestis
A - Mezilidsky ptenos Francisella tularensis

Filoviry (napi. Ebola, Marburg)

(u F tularensis neni popsan) 4 =
Arenaviry (napf. Lassa, Machupo)

Vysoka umrtnost
Obtizna 1é&ba Variola virus (major)

Brucella spp.

Clostridium perfringens

Salmonella spp.

Escherichia coli O157:H7

Shigella spp.

Rickettsia prowazekii

Vibrio cholerae

Chlamydia psittaci

Staphylococcus aureus

Coxiella burnetii

Virus Nipah

Hantavirus

Virus zluté zimnice

Viry klistové encefalitidy

Viry klistové hemoragické horecky
Multirezistentni Mycobacterium tuberculosis

Méng nebezpecné

Stfedn¢ snadno Sifitelné
B - Bez mezilidského ptenosu
Nizka mortalita

Lécba existuje

Novée objevené patogeny
Jejich zneuziti malo

C pravdépodobné, ale mozné
Vysoka mortalita a morbidita
Obtizna 1é¢ba

Zdroj: (Christian, 2013)

F tularensis je jedna znejvice infekénich bakterii, které znadme. Dlvody zafazeni mezi
potencialni biologické zbrané jsou jeji vysokd virulence, snadné Sifeni, a pfedevSim nizka
infek¢ni davka. Inhalace pouhych 10 CFU (z angl. Colony Forming Units) aerosolem staci
k vyvolani onemocnéni, z toho 30-60 % nelécenych infekci vysoce virulentnim kmenem mize

kon¢it smrti (McLendon et al., 2006).

Vletech 1932-1945 byla F. tularensis studovana japonskymi valeCnymi jednotkami
v MandZusku jako jeden z moZnych patogenti bioterorismu. Byvaly odbornik na vyzkum zbrani
Ken Alibeck naznacoval imyslné pouZiti F. tularensis b&hem 2. svétové valky, kdy tularémii
udajné onemocnélo vice nez 10 tisic némeckych a sovétskych vojaka. Po valce vyzkum této
bakterie pokracoval. V 50. a 60. letech 20. stoleti probihaly studie zejména v USA a Sovétském
svazu. V prub¢hu téchto let se americkym védciim podafilo vyvinout biologické zbrané se
Sifenim aerosolu F. tularensis. Zaroven byl provadén vyzkum zaméfeny na lepsi pochopeni
patofyziologie tularémie s cilem vyvinout ockovani a antibiotickou terapii. Studie byly tispésné
a vznikla ziva atenuovand vakcina c¢asteCné chranici proti virulentnimu kmenu SchuS4.

Soucasné byla objevena i t¢inna antibiotika — streptomycin, tetracyklin a chloramfenikol, ktera

16



bylo mozZno pouzit jako profylaxi i 1écbu. Roku 1970 bylo vydano natizeni, aby Spojené staty
americké ukoncily sviij biologicky vyvoj zbrani a do roku 1973 byl vsechen jejich material
zneuzitelny pro bioterorismus znic¢en (Dennis et al., 2001). V Sovétském svazu vyzkum tdajné
pokracoval az do pocatku 90. let minulého stoleti a podafilo se jim vyvinout kmeny F. tularensis
rezistentni vic¢i antibiotikim a vakcinam. Tento historicky fakt zvySuje potencialni riziko

hrozby (Foley, Nieto, 2010).
3 Tularémie
3.1  Epidemiologie

Tularémie, obecné znama také jako zaje¢i nemoc, nemoc lovci, horecka jelend ¢i horecka
klist’at, je pomérn€ bézné zoonotické onemocnéni (Gurcan, 2014). F. tularensis se vyznauje
Sirokou Skélou hostitelt. Infikuje vice nez 100 druhti divokych a domécich obratlovci a vice
nez 100 druht bezobratlych. Primarné se jedna o onemocnéni hlodavet (hlavné hrabost, mysi,
krys a veverek), zajict a kralikti, ktefi jsou povazovani za hlavni pfenaseCe infekce.
Mezi rizikova domdci zvifata fadime ovce, kocky, psy, prasata a koné (Yeni et al., 2021).
Infekce je mezi savéimi hostiteli pfendSena fadou clenovcd. Za nejvyznamnéjsi jsou
povazovani komati rodi Aedes, Culex, Anopheles a Ochlerotatus excrucians, klistata roda
Amblyomma, Dermacentor, Ixodes a Ornithodoros amouchy z ¢eledi Tabanidae (Tabanus spp.,
Chrisozona spp. a Chrisops spp.) (Carvalho et al., 2014). PfedevSim klist'ata jsou klinicky velmi
dilezita, jelikoZ zajistuji pretrvani F tularensis v ptirodé a nékteré druhy jsou rezervoary
bakterie po cely zivot. KliStata prenasi infekci ptredev§im v obdobi od jara do podzimu,
s vrcholem v letnich mésicich, kdy je jejich aktivita nejvyssi (Gurcan, 2014). V posledni dobé
jerovné€Z potvrzeno, Ze F. tularensis miiZe pietrvavat ve vodnim prostfedi pomoci volné zijicich

améb, které bakterie vyuZziva pro své preziti (Hennebique et al., 2021).

K pfenosu tularémie na ¢lovéka miize dojit bud’ pfimym kontaktem s infikovanym zvitetem
nebo nepiimo — tj. kousnutim vektory, konzumaci kontaminované¢ vody a potravin nebo
vdechovanim aerosolt (Carvalho et al., 2014). Pfenos F. tularensis z ¢lovéka na ¢lovéka nebyl
dosud potvrzen. Klinickou formu onemocnéni urcuje misto vstupu a cesta pfenosu infekce

(Yeni et al., 2021).

U F tularensis rozliSujeme dva riizné Zivotni cykly. Tularémie typu A je nejcastéji spojovana

se suchozemskym cyklem onemocnéni, u kterého jsou za nakazu lidi zodpovédni pfedevsim
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mali obratlovci spole¢né se Clenovci, prenase€i infekce. Druhym typem Zivotniho cyklu
F tularensis je cyklus vodni. Ten je Castéji spojovan s F. tularensis typu B, ikdyz byl
vodnich tokl z mrtvych tél nakazenych hlodavct. Kontaminovana voda je pak zdrojem nakazy

jak pro lidi, tak ¢lenovce (Carvalho et al., 2014) (Obr.1).

F. tularensis Terrestrial Cycle F. tularensis Aguatic Cycle
Type A tularemia Type B tularemia
Humans Humans

- --I l' %
T ol
:r'lr".‘ .".I_...,
1] 1

1 |
|

Ticks |
. - Water courses, flooded
i Mesguitoes

Ticks landscapes

R :
¥ < ) § Sy

Obr. 1 — Schéma zivotnich cyklu F. tularensis (Carvalho et al., 2014)

Prvni hlaSeny pfipad tularémie byl popsan ve Spojenych statech v Kalifornii. V USA toto
onemocnéni u lidi podléhd oznamovaci povinnosti a od té¢ doby byly hlaSeny ve vSech statech
krom& Havaje (Feldman, 2003). Tularémie se postupné rozsifila i do ostatnich oblasti svéta,
véetné Evropy. Za hlavni endemické oblasti jsou povaZzovany zemé severni polokoule, ziidka

kdy byva nalez nemoci hlaSen na polokouli jizni (Gurcan, 2014).

V USA v prvni poloving 20. stoleni byla ndkaza F. tularensis pomérné Casta. V roce 1939 zde
vypukla velka epidemie, pii které byl zaznamenan nejvyssi pocet hlaSenych ptipadi, a to 2 291
(Feldman, 2003). V roce 1950 ¢isla nakazenych vyrazné klesla a data uvadéji asi 900 piipadi
ro¢né (Gurcan, 2014). Od 50. let 20. stoleti se pocty infikovanych postupné snizovaly a
mezi lety 1993 a 2005 bylo zaznamenano pouze 125 pacientl s tularémii (Foley, Nieto, 2010).

Vysveétleni drastického poklesu infekei neni k dispozici, nicméné jednim z predpokladii je méné

18



cey

Castd expozice lidi hostiteli. Tento fakt miize souviset s ubytkem populace zijici v této dobé
na venkov¢ (Stidham et al., 2018). Roku 2010 ¢isla mirn€ stoupla, nikterak dramaticky, bylo
hlaseno kolem 100 infikovanych jedinct (Gurcan, 2014). V soucasné dob¢ se vétSina pripada
tularémie v USA vyskytuje v jiho-centralnich statech, z toho vice nez 50 % hlasenych infekci

je v Arkansasu, Missouri, Kansasu, Nebrasce a Oklahomé (Stidham et al., 2018).

Tularémie je Siroce rozsifena také v Evropé, kromé Velké Britanie, Albanie, Recka, Islandu
a Lichtenstejnska. Za hlavni endemické oblasti jsou povazovany severské zemé — Svédsko
a Finsko (Yeni et al., 2021). V &ervenci 2019 vypukla ve Svédsku nejvétsi epidemie tularémie
za vice nez 50 let. Hlavnim divodem pienosu infekce bylo komaii kousnuti. K 40. tydnu
od vypuknuti epidemie bylo hlaSeno témét 1000 ptipadii, coz bylo minimalné Ctytikrat vice
nez primérny pocet mezi lety 2000-2018 (Dryselius et al., 2019). Vyznamny vyskyt infekce
F tularensis byl zaznamenan také ve vychodni Evrop¢ a Rusku. V téchto oblastech byly nakazy
popséany hlavné v obdobi 2. svétové valky (Yeni et al., 2021). V letech 1999-2000 se objevila
ohniska v Kosovu jako negativni disledek tehdejsi valky. V obdobi 2001-2010 mélo Kosovo
nejvyssi roéni incidenci tularémie v Evropé, nasledovalo Svédsko, Finsko, Slovensko, Ceska
republika, Norsko a dal$i (Gurcan, 2014). F. tularensis se vyskytuje 1 v n¢kterych asijskych
oblastech. P¥ipady byly hldseny naptiklad v Japonsku, Cing, franu &i Turecku. Pravé Turecko
je povazovano za zemi spojovanou s vysokym rizikem pfenosu infekce poZitim kontaminované
vody, vétSina piipadil je zde hlaSena pravé v oblastech venkova. V roce 1953 zde vypukla
nejvétsi epidemie tularémie v historii zemé (Yeni et al., 2021). Zajimavé je, ze v Africe, JiZni
Americe a Antarktid¢ nikdy nebyly ptipady tularémie detekovany a Australie méla pouze dva

ptipady vyskytu (Gurcan, 2014).

Tularémie byla hldSena ve vSech vékovych kategoriich, muzi vykazuji vyS$$i prevalenci
nez zeny. Tento fakt souvisi s vykonem profesi vykonavanych hlavné muzi, u kterych je vyssi
riziko kontaktu s rezervoary nebo pienaseci (Carvalho et al., 2014). Mezi ohroZené skupiny
fadime lesniky, myslivce, farmare, veterinare, laboratorni pracovniky a obecné osoby

manipulujici s masem a zvitaty (Gurcan, 2014).
3.2 Patogeneze a imunita

F. tularensis se vyznacuje intraceluldrnim Zivotnim cyklem se schopnosti vstoupit, mnoZit se

a pfetrvavat uvnitt riznych typt fagocytujicich (makrofdgy, dendritické burky a neutrofily)

1 nefagocytujicich (hepatocyty, endotelidlni bunky a fibroblasty) hostitelskych bunék. U savcii
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pfedstavuji primarni cil replikace makrofagy. Makrofdgy jsou builkky oznafované jako tzv.
profesiondlni fagocyty a zaroven se jednd o antigen prezentujici buiiky. Za normadlnich
okolnosti jsou schopny aktivovat mechanismy vrozené imunitni odpovédi, ktera vede
k likvidaci mikroorganismu. F. tularensis vyuziva svou intracelularni strategii k potlaceni

téchto mechanismti a umi se tak vyhybat obrané pfirozené imunity (Barel et al., 2015).
3.2.1 Vstup do hostitelskych bunék

Ke vstupu F. tularensis do hostitelskych makrofagii dochazi unikatni formou fagocytozy, ktera
je nazyvana jako tzv ,,pseudopod loops“. Makrofagy vytvari na své plazmatické membrané
asymetrické prostorové smycky (tzv. panozky) a pomoci nich obklopuji patogen (Clemens et
al., 2005). Pro vstup bakterie je zasadni také pfitomnost a povaha opsonizace, ktera vyznamn¢
zvySuje vychytavani patogentll a urCuje, ktery z receptori se u€astni fagocytozy (Celli, Zahrt,
2013). Béhem invaze F. tularensis do hostitelskych bunék se zapojuje celd fada receptori.
manozovy receptor (MR), Fcy receptor, nukleolin a plicni surfaktantovy protein A (SP-A)
(Moreau, Mann, 2014). Hovoii se rovnéz o dilezitosti tzv. lipidovych rafti pro vstup
F tularensis do hostitele. Tyto lipidové domény jsou bohaté na cholesterol a predstavuji oblast
s vysokym mnozstvim receptori a signaliza¢nich molekul, které interaguji s patogenem.
Predpoklada se, Ze vycCerpani cholesterolu by mohlo inhibovat vstup bakterie do hostitelské

buiiky (Straskova, Stulik, 2012).
3.2.2 Fagosom

Za normalnich okolnosti se béhem fagocytdzy tvoii nova organela — tzv. fagosom. Ten
postupem ¢asu dozrava a v pozdni f4zi endosomalniho stadia dochazi k jeho okyseleni, které je
zavislé na aktivité ATPazy. Acidifikace vyvola fuzi pozdniho endosomu s lysosomem, vznika
fagolysosom a cely proces vrcholi degradaci pohlcenych bakterii. F tularensis umi tento

obranny mechanismus obejit a fize fagosom-lysosom je inhibovéna (Straskova, Stulik, 2012).

Po pohlceni dochazi u této bakterie ke vzniku tzv. Francisella-containing phagosome (FCP).
Nové vytvofeny FCP postupné ziskdva znaky €asnych (napf. EEA-1, Rab5) a pozdnich (napf.
LAMP-1, LAMP-2, CD63, Rab7) endosomtl. Na druhou stranu obsahuje malé/zadné mnozstvi
katepsinu D, ktery zodpovidéa za fazi s lysosomy (Broms et al., 2010). F. tularensis naruSuje

fagosomalni membranu a unika do cytosolu hostitelské bunky, kde se replikuje (Barel et al.,
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2015). Bylo identifikovano nckolik strategii, které¢ pfispivaji k fagosomalnimu uniku
a intracelularnimu pteziti F. tularensis, avSak zakladni mechanismus zlistava do jisté miry stale
neznamy. Nicmén¢ velka skala studii identifikovala geny pfitomné na tzv. ostrovu patogenity
(Fracisella Pathogenecity Island; FPI) jako jedny zklicovych hrac¢i pro modulaci zrani
fagosomti a unikani F. tularensis do cytosolu hostitelskych bunék (Broms et al., 2010).
Pted tim, nez F. tularensis unikne do cytosolu, musi ¢elit mikrobicidnim U¢inkiim reaktivnich
forem kysliku (ROS), které jsou tvoreny béhem respiraéniho vzplanuti pomoci enzymu
NADPH oxidazy (Celli, Zahrt, 2013). 1 zde intracelularni patogeny, vCetné F. tularensis,
vyvinuly rizné strategie na odolnost vii¢i ROS. Jednim z mechanismi je naptiklad blokace

aktivace NADPH oxidazy na nov¢ vytvoreném FCP (Chong, Celli, 2010).
3.2.3 Cytosol

Zhruba 4-20 hodin po infekci se zacne F. tularensis hojné mnozit v cytosolu hostitelské bunky
(Pechous et al., 2009). Béhem replikace se vSak musi adaptovat na metabolismus a ziskani zivin
v cytosolu (Meibom, Charbit, 2010). ZmnozZeni F. tularensis nakonec vede ke smrti hostitelské
buiiky prostfednictvim apoptdzy ¢i pyroptoézy (Kopping et al., 2019). F. tularensis nasledné
unikd a dochazi k jejimu Sifeni a infekci dalSich hostitelskych bunék (Chong, Celli, 2010).
U mySich makrofagli bylo prokazano, ze Francisella sidli ve vezikuldch podobnych
autolysosomiim au ¢asti bakterii dochdzi misto bunéfné smrti k opétovnému vstoupeni
do endocytarni drahy prostfednictvim autofagie hostitelské buniky. Zatim nenti jisté, zda je tento
mechanismus soucasti ochrany bunééné imunity proti infekci, nebo se jedna o adaptivni proces

patogenu (Pechous et al., 2009).
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Obr. 2 — Intracelularni zivot F. tularensis v makrofazich (inspirovano: (Pechous et al., 2009),

(Jones et al., 2012), (Celli, Zahrt, 2013)).

1 — vstup F. tularensis do hostitelské bunky pfes makrofagové receptory; 2 — vznik FCP se znaky casnych
endosomi (EEA-1, Rab5); 3 — F tularensis vyuzivd mechanismu blokace NADPH oxidazy k potlaceni
mikrobicidnich u¢inkd ROS; 4 — dozravani fagosomu a vznik pozdnich endosomi (znaky: CD63, Rab7, LAMP-1
a LAMP-2); 5 — fagosomalni Gnik do cytosolu; 6 — replikace v cytosolu; 7 — bunécéna smrt hostitelské bunky nebo
jeji autofagie (opétovny vstup do endosomalniho stadia); 8 — uvolnéni F. tularensis z usmrcené hostitelské burnky,

nasleduje jeji Sifeni do okoli a infekce dalSich bunék
3.2.4 Reakce hostitele na infekci

Obrana proti intracelularnim bakteriim, vcetné F.  tularensis, je zavisld na bunécné

zprostfedkované imunitni odpovédi. V pocatecni fazi infekce se uplatiiuji mechanismy vrozené

imunity a dochazi témét k okamzité zanétlivé odpovédi produkei cytokinid (Tarnvik, Berglund,

2003). Za tyto d¢je jsou zodpoveédné makrofagy, dendritické buniky a NK bunky (pfirozeni

zabijeci), které indukuji sekreci prozéanétlivych cytokini typu Thl, a to pfedevSim IL-12,

TNF-a a INF-y. Mechanismy vrozené imunity jsou dulezité pro pocate¢ni kontrolu infekce a
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aktivace fagocytujicich bun€k hraje roli ve zpomaleni nastupu infekce, jelikoz slouzi jako
primarni cil replikace F. tularensis a Siteni nemoci (Pechous et al., 2009). V pozd¢jsi fazi
infekce hraje klicovou roli adaptivni imunita zprostfedkovana zejména T-lymfocyty. Na obrané
se podileji CD4+ (pomocné) i CD8+ (cytotoxické) T-lymfocyty, které proliferuji a diferencuji
pro obranu proti infekci, zatimco funkce CD8+ T-lymfocytt je zavisla na pomoci CD4+ a jejich
schopnosti produkovat cytokin INF-y (Tarnvik, Berglund, 2003). T-bunétnou imunitni
odpovéd’ Ize prokazat in vitro ptiblizné 2 tydny po ndstupu tularémie na zékladé produkce

specifickych cytokinti (Cowley, Elkins, 2011).
3.3  Klinicky obraz

Klinicky prubéh infekce je velmi riiznorody, mize byt asymptomaticky az po zavazné c¢i
dokonce  smrtelné  nasledky.  Zivot  ohrozujici  stavy  nastivaji  zejména
u imunokompromitovanych jedinci a pii nedostate¢né 16€b¢ pacientll. Symptomy se v priméru
objevuji po 3-5 dnech od expozice, inkubacni doba se vSak muize prodlouzit az na 21 dni
(Wawszczak et al., 2022). Prib¢h tularémie zavisi na misté vstupu infekce do téla, infekéni
davce a virulenci kmene (Troha et al., 2022). Na zaklad¢ cesty ptenosu F. tularensis jsou
rozliSovany tyto formy onemocnéni: ulceroglanduldrni, glandularni, okuloglanduldrni,
orofaryngealni, pneumonick a tyfoidni (CDC, 2018). Pocate¢ni klinicky obraz je pro vSechny
formy velmi podobny a prvotnim symptomem byva nahla vysoka horecka (38-40 °C) cCasto

doprovazena tfesavkou, malatnosti, myalgii, tinavou a bolesti hlavy (Carvalho et al., 2014).

VW

Nejbeéznéjsim typem je ulceroglanduldrni tularémie, kterd se objevuje az u 80 % pftipadu.
Obvykle se vyskytuje po kousnuti clenoveem nebo pfimym kontaktem s infikovanym zvifetem
(napf. Skrabnuti) (Troha et al., 2022). Nejprve se projevuje chiipkovymi ptiznaky, nasledné se
v misté¢ vstupu bakterie do téla objevuje mald bolestiva papula. Ta po né€kolika dnech
nekrotizuje a stava se z ni kozni vied (Wawszczak et al., 2022). Tento projev je doprovazen
zvétsenim lymfatickych uzlin, obvykle v oblasti tfisel nebo podpazi (CDC, 2018). Vied se brzy

zhoji a zUstava po ném jizva (Wawszczak et al., 2022).

Glandularni forma je velmi podobné ulceroglandularni a spole¢né tyto dva typy pifevladaji
v Evropé (az 95 % ptipadll) (Wawszczak et al., 2022). Zasadnim rozdilem glandularni formy je
nerozpoznatelna primarni koZni 1éze. Vyskyt nemoci je stejny jako u predchoziho typu (Hestvik

etal., 2015).
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Okuloglandularni tularémie nastdva pii proniknuti bakterie okem. K této situaci mtze dojit
napf. pfi dotyku nakazeného zvifete béhem porazky s naslednou kontaminaci vlastniho oka
(CDC, 2018). Tato forma se projevuje jednostrannou konjunktivitidou, ktera je u nékterych
jedinct doprovazena zlutymi viedy ¢i papulami na spojivce, fotofobii, nadmérnym slzenim

a lymfoadenopatii krénich uzlin (Carvalho et al., 2014) (Troha et al., 2022).

Orofaryngealni forma tvoii asi 5 % pfipadi a vznikd pozitim kontaminované vody nebo
potravy. Pacienti s timto typem tularémie trpi bolesti v krku, viedy v ustech, tonzilitidou
a velkym otokem krénich lymfatickych uzlin (obvykle na jedné stran¢). Tato forma byva Casto

pii diagnostice zaméenovana se streptokokovou faryngitidou (Wawszczak et al., 2022).

Za nejzévaznéjsi je povazovana pneumonicka forma. Pokud tento typ neléime, mlze az
v 60 % koncit smrti (Troha et al., 2022). Vznika vdechovédnim prachu nebo aerosold
patogennich bakterii nebo jako komplikace jinych forem (napt. ulceroglandularni) pii Sifeni
F. tularensis krevnim fecistém do plic (CDC, 2018). Projevuje se kaslem, dusnosti ¢i bolesti na
hrudi. Tyto symptomy mohou progredovat v tézky zdpal plic (Carvalho et al., 2014).
Na rentgenu hrudniku byva typickym nélezem zvétSeni mizni lymfatické uzliny (Hestvik et al.,
2015). Na CT hrudi byvaji pfitomny plicni 1éze, které jsou typicky nodulédrni a mnohocetné
s neostrym ohranic¢enim. Tularémie typu A ma zpravidla horsi prubéeh této formy, nez typ B

(Wawszczak et al., 2022).

Tyfoidni forma se vyznacuje vysokou umrtnosti, az kolem 50 %, v Evropé je jeji vyskyt vzacny
(Wawszczak et al., 2022). Jedna se o zavazné systémové a febrilni onemocnéni, které je
charakterizovano jako kombinace celkovych pfiznaki s absenci lokéalnich pfiznaki jinych

forem (Carvalho et al., 2014) (CDC, 2018).
3.4  Lécha

Hlavni strategii ispeSné terapie tularémie predstavuje rychla a presna diagnostika s naslednym
nasazenim ucinnych antibiotik. V¢asnd a vhodna lécba vyrazné snizuje morbiditu tohoto
onemocnéni. Vybér adekvatniho antibiotika zavisi predev§im na stavu a véku pacienta (Troha
et al, 2022). Mezi klinicky U¢innd antibiotika fadime aminoglykosidy (streptomycin
a gentamicin), tetracykliny (doxycyklin), fluorochinolony (ciprofloxacin) a chloramfenikol.

Naopak betalaktamy, makrolidy, linkosamidy a trimoxazol nejsou pro 1écbu tularémie vhodné
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(Tarnvik, Chu, 2007). Rezistence na ucinna antibiotika nebyla doposud popsana, proto se

testovani citlivosti v klinické praxi standardné neprovadi (Troha et al., 2022).

Pro mirny az stfedné tézky prubéh infekce u dospélych pacientli jsou lékem volby peroralni
fluorochinolony, druhé misto zastupuji tetracyklinova antibiotika. Nevyhodou tetracyklint je
vys$i riziko relapsu nemoci nez pii 1é¢bé chinolony. Naopak jsou vhodnéjsi u pacientti, ktefi se
tularémii nakazili kousnutim klistétem. Doxycyklin totiz empiricky 1€¢i 1 jina onemocnéni
souvisejici s nakazou klist'aty (napt. lymskou borelidozu) a mimo jiné mé mensi vedlejsi ucinky
nez ciprofloxacin (Rojas-Moreno et al., 2018). U détskych pacienti byla popsana
kontraindikace tetracyklinu z diivodu poskozeni kosti a svalli, jinak je terapie podobna jako
u dospélych, s vyjimkou upravy davkovani (Tarnvik, Chu, 2007). U tézkych piripada tularémie
jsou prvni volbou aminoglykosidy zastoupené streptomycinem a gentamicinem. Tato skupina
antibiotik se vyznacuje bakteriocidnim ucinkem a jejich hlavni vyhodou je nizka mira relapsii.
Naopak velkym negativem je jejich ototoxicita a nefrotoxicita a nutnost parenteralniho podani.
Gentamicin lze aplikovat intramuskularné i1 intraven6zné, streptomycin pouze do svalli (Troha
et al.,, 2022). Tyto druhy antibiotik je také doporuceno indikovat u pacientli s nejasnou
diagnozou. Aminoglykosidova terapie trva obvykle 7-10 dnti, v zavislosti na klinickém stavu
infikovanych (Klementa et al., 2022). U jedinch se vzacnymi komplikacemi, jako je
endokarditida nebo meningitida, je poc¢atecni terapie kombinovand, €asto se vyuziva spojeni
aminoglykosidu s chloramfenikolem. U téhotnych Zen se jako 1€k volby vyuZiva streptomycin

nebo chloramfenikol (Troha et al., 2022).

Rezistence F. tularensis na vySe zminénou terapii nebyla doposud popsana, piesto je nutné
hledat nové terapeutické alternativy. Za hlavni ditvody povazujeme potencidlni toxicitu 1é¢iv
prvni volby, vysokou miru relapsii, a predev§im moZné zneuziti pfipadnych rezistentnich
kmenti v bioterorismu. Nové terapeutické strategie zahrnuji vyvoj zcela novych druhi
antibiotik €1 vylepSeni mechanismu téch stavajicich, potlaceni virulence F. tularensis nebo
imunoterapii (Wawszczak et al., 2022). Pravé imunoterapie piedstavuje do budoucna velky
potencial. Hlavnim principem je posileni vrozené i adaptivni imunity hostitele a potlaceni
mechanismi patogeneze bakterie. Jedna se napft. o efektorové mechanismy imunoterapeutik na
urovni fagocytodzy proti F. tularensis, cytokinové terapie nebo zvySeni protilatkové odpovédi

proti F. tularensis (Skyberg, 2014).
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3.5 Ockovani

Ackoliv existuje G€innad 1écba tularémie, antibioticka rezistence je do budoucna velkym
rizikem, proto je potfeba ucinné vakciny proti F. tularensis neustdle velmi zdiraziiovana.
Navzdory rozsahlym vyzkumim na vyvoji vakciny béhem poslednich let, stale jesté neexistuje
7adna ockovaci latka schvalena FDA (Utad pro kontrolu potravin a 16¢iv; z angl. Food and Drug

Administration) pro bezpe¢né huménni pouziti (Sunagar et al., 2016).

Prvni z moznych vyzkumnych smérii predstavuje Ziva atenuovana vakcina (LVS; z angl. Live
Vaccine Strain). Tento typ je pfipravovan z zivych mikroorganismi oslabenych ve virulenci,
ale stale imunogennich. Atenuovany kmen F. tularensis vykazuje omezenou schopnost pieziti
amnozeni in vivo, ktery mé za ukol vyvolat obrannou reakci imunitniho systému, avSak
bez potencialu vzniku skute¢né infekce (Putzova et al., 2016). Principem vyroby téchto typi
vakcin je cilend mutace v genech zapojenych do metabolickych drah a drah souvisejicich

s virulenci, které jsou nezbytné nutné pro intracelularni zivot bakterie (Barry et al., 2014).

Dalsi moznost ochrany piedstavuje usmrcena (inaktivovana) celobunééna vakcina. Oc¢kovaci
latka se skladéa z castic patogenu, ktery byl vykultivovan a nésledné usmrcen (napt. teplem ¢i
chemicky) (Hong et al., 2013). Tomuto typu vakcinace byla hlavni pozornost vénovéana
v minulosti, a to pfedevs§im v 40. letech, kdy Lee Foshay a jeho védecka skupina vyvinuli prvni
ale ockovani vykazovali lokalni reakce jako nekrotické 1éze ¢i regionalni lymfadenopatie

(Sunagar et al., 2016).

Posledni z hlavnich typi mechanismu imunizace pfedstavuji podjednotkové vakciny. Jedna se
o bezbunétnou ockovaci latku, které se skldda ze syntetizovanych nebo izolovanych
antigennich slozek F. tularensis (napt. LPS). Antigeny jsou nasledné¢ rozpoznany T-lymfocyty,
které¢ indukuji obrannou imunitni odpovéd’. Zasadni vyhodou je jejich neinfekénost (Wayne
Conlan, Oyston, 2007). Z hlediska vyroby, bezpecnosti a schvaleni FDA by byla tato moznost
idedlni. Nicméné doposud nebyly identifikovany bakteridlni antigeny, které by byly schopny
vyvolat dostatecné silnou obrannou reakci imunitniho systému proti infekci (Sunagar et al.,

2016).
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4 Faktory virulence
4.1  Lipopolysacharid

Lipopolysacharid (LPS), nazyvany také jako endotoxin, je jednou z hlavnich slozek vnéjsi
membrany u vétSiny gramnegativnich bakterii. Vyznamné se podili na interakci s toll-like
receptorem 4 (TLR4) na hostitelskych bunikach, ktera spousti imunitni odpovéd’ organismu
a vede k produkci prozanétlivych cytokini (McLendon et al., 2006). LPS se sklada ze tii
zakladnich slozek: lipid A, jadrovy oligosacharid a O-antigen. Lipid A se vyznacuje vysoce
imunostimula¢nim ucinkem a je jednim ze zakladnich mechanismt virulence G- bakterii
(Rowe, Huntley, 2015). F. tularensis ma oproti ostatnim gramnegativnim agens rozdilny LPS,
ktery se lisi svymi biologickymi a strukturdlnimi vlastnostmi. Jedna se ptedevsim o atypicky
lipid A, u kterého dochazi k modifikaci délky, polohy a poctu fetézcti mastnych kyselin, véetné
zmén fosforylace. Vlivem této zmény ve struktuie LPS dochazi k tniku imunitni odpovédi a

lipid A neni rozpoznatelny TLR4 (Dueiias et al., 2006).
4.2  Kapsule

Divoké kmeny F. tularensis (napt. SchuS4) a LVS obsahuji na svém povrchu kapsuli, ktera je
bohata na sacharidy a chrani bakterii pted lyzi zprostiedkovanou komplementem v séru, ¢imz
podporuje jeji intracelularni preziti (McLendon et al., 2006). Kapsule dale napoméha odolnosti
F. tularensis vici riznym stresovym podminkam vyvolanym prostfedim ¢i hostitelem (Pechous
et al., 2009). Bylo taktéZ prokazéano, ze polysacharidové pouzdro je totozné s O-antigenem
z LPS. Je védecky dokédzano, Ze opouzdiené mikroorganismy jsou plné virulentni. Naopak
bakterie bez kapsule postradaji virulenci a ztraci schopnost vyvolat imunitni reakci (Rowe,

Huntley, 2015).
4.3  Pilitypu IV

Pili typu IV (Tfp, zangl. Type Four Pili) pfedstavuji dal§i zdsadni faktor virulence
pro gramnegativni bakterie, véetné F. tularensis. Jejich ptitomnost byla poprvé zjisténa v roce
2004, kdy byly pozorovéany pii kultivaci LVS. Nésledné byla jejich exprese popsdna také
u SchuS4 a F. tularensis subsp. novicida, coz dokazuje jejich mezidruhovou ptitomnost (Rowe,
Huntley, 2015). Mezi hlavni funkce pili typu [V patii zajiSténi pohyblivosti na povrchu, tvorba
agregatli a biofilmu, adheze hostitelské buiiky a transformaci DNA. NaruSeni Tfp mé u vétSiny

bakterii za nasledek snizeni jejich virulence (Chakraborty et al., 2008).
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4.4  FPI proteiny

Francisella pathogenecity island (FPI), v ptekladu jako ostrov patogenity, je vyznamna oblast
v genomu bakterie, kterd byla poprvé identifikovana v roce 2004 (Nano, Schmerk, 2007).
Velikost FPI se pohybuje kolem 33 kb a obsahuje 16-19 otevienych ctecich ramcti (ORF)
ortzné velikosti. Ostrov patogenity se od zbytku genomu li§i nizkym podilem obsahu
nukleovych bazi cytosinu a guaninu (Broms et al., 2010). Bylo taktéz dokazéano, ze koduje
sekre¢ni systém typu VI (Pechous et al., 2009). V genomu poddruh fularensis, holarctica
a mediasiatica se nachazeji dv¢ identické kopie FPI, naopak u F. tularensis subsp. novicida

a F. philomiragia je ptitomna pouze jedind kopie (Broms et al., 2010).

Geny pfitomné v oblasti FPI jsou indukovany bcéhem intracelularniho ristu F. tularensis
a ukazalo se, Ze jsou nezbytné nutné pro vznik fagosomu a nésledny tnik bakterie do cytosolu.
Porucha v FPI-kodovanych genech vede k defektu v riistu bakterie uvniti hostitelskych buné¢k,
¢imz dochazi k potlaceni virulence. V oblasti FPI se vyskytuji dva dilezité operony — ig/
(z angl. Intracellular Growth Locus) a pdp (z angl. Pathogenicity Determinant Protein) (Broms
etal.,2010). IglA aIglIB jsou interagujici proteiny v cytoplazmé a jejich hlavni funkeci je sekrece
efektorovych proteinti. IglC potlacuje dozravani fagosomu a podporuje unik F. tularensis
nezbytny pro virulenci, ale jeho pfesna funkce zlstava doposud neobjasnénd, jako u ostatnich

pdp genli (Pechous et al., 2009).
4.5  Regulatory transkripce

Regulatory zastavaji v bakterialni buiice dlileZitou roli. Nékteré maji zasadni vliv na modifikaci
transkripce virulentnich genti, ¢cimz se stavaji nepostradatelné pro patogenitu bakterii. Za jeden
z nejlépe popsanych transkripénich regulatori F. tularensis je povazovan protein MglA
nachdzejici se na tzv. makrofagovém ristovém lokusu. Tento transkripéni faktor reguluje az
100 riiznych gend, véetné téch nachazejicich se na FPI (Spidlova et al., 2020). Ukézalo se, ze
delece MglA mé za nasledek potlaceni intracelularni replikace v hostitelskych buiikéach a taktéz
F tularensis neni schopna narusit fagosom a uniknout do cytosolu (StraSkova, Stulik, 2012).
Vyznamna a zaroven jedinecna je interakce MglA s proteinem SspA, ktery reguluje transkripci
v odpovédi na stresové podminky, obzvlast’ pii hladovéni (Cuthbert et al., 2017). Vzdjemna
interakce MglA a SspA vede ke vzniku komplexu s RNA polymerazou, ktera je nezbytna
pro aktivaci gentli na ostrové patogenity (Baron, Nano, 1998).
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Po objevu komplexu MglA/SspA byly prokdzany podrobné mechanismy interakce s DNA.
Jako dalsi vyznamny regulacni faktor byl objeven FevR, oznafovén také jako PigR. Bylo
prokazano, ze PigR interaguje s komplexem MglA/SspA za podpory guanosintetrafostatu
(ppGpp) a tato asociace je diilezita pro kontrolu koordinace virulen¢nich genii (Spidlova et al.,
2020). PigR hraje zasadni roli pro replikaci F. tularensis v makrofazich a u mysi (Straskova,

Stulik, 2012).

MigR je regulator intracelularniho ristu popsany u iglABCD promotoru, ktery je kédovany
uvnitt FPI. Postradd ovsem DNA-vazebnou doménu, proto je jeho ucinek neptimy. Mimo jiné
hraje zasadni roli pro riist kmene LVS v makrofazich a podili se na blokaci aktivity NADPH
oxidazy v neutrofilech (Buchan et al., 2009).

4.6  HU protein

HU protein byl poprvé popsan v roce 1975, kdy byl izolovan z kmene E. coli U93 (Rouvicre-
Yaniv et al., 1979). Nejprve byl nazyvan jako Faktor U, pozd¢ji na zakladé podobnosti
s eukaryotickymi histony jako HU (Drlica, Rouviere-Yaniv, 1987). Radi se mezi tzv. proteiny
asociované s nukleoidy (NAPs, z angl. Nucleoid-Associated Proteins), tento nazev primarné
souvisi s jejich lokalizaci (Kamashev, Rouviere-Yaniv, 2000). Na zéklad€ stupné homologie
sekvence aminokyselin obsahuje skupina NAPs dalsi tfi zastupce: H-NS (z angl. Histon-like
Nucleoid Structuring), IHF (z angl. Integration Host Factor) a FIS (z angl. Factor for Inversion
Stimulation) (Stojkova, Spidlova, 2022). Velkd vétSina NAPs se vdze na DNA s nizkou
sekvencéni specificitou a zplisobuje jeji lokalni deformaci a ohyby (Gruber, 2014). VétSina
druhti bakterii vSak nesdili vSechny typy NAPs. AvSak u HU proteinu se zda, ze je kddovéan
prakticky v§emi bakteriemi a byl také objeven u archebakterii a v chloroplastech (Grove, 2011).
HU sdileji nékteré dilezité funkce s histony u eukaryot, proto jsou nékdy také nazyvany jako
proteiny podobné histonim (zangl. Histone-like Proteins), strukturou se vSak

od eukaryotického histonu zna¢né€ odlisuji (Pettijohn, 1988).

Jedna se o malé, bazické, kladn¢ nabité a tepelné stabilni bakterialni proteiny, které ovliviiuji

Sirokou Skalu molekuldrnich procesi v bunikdch (Kamashev, Rouviere-Yaniv, 2000). Jsou

vysoce konzervované a strukturalné jsou tvoreny kompaktnim jadrem, které je propleteno

monomery. Z kazdého monomeru vychazi dva spiralovité segmenty tvofici proteinové téleso,

které je zakonCeno [-fetézci objimajicimi Sroubovici (Grove, 2011). B-fetézce obsahuji

prolinové zbytky, které se vmezetuji do DNA a zptsobuji jeji strukturdlni deformace (Gruber,
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2014). V neptitomnosti DNA jsou B-fetézce po vétSinou neusporaddané a skladaji se pouze
z diivodu vazby na ptisluSnou DNA. Strukturu HU proteinu déle dopliiuje kratky C-terminalni
a-helix (Grove, 2011).

|

Obr. 3 — Struktura HU proteinu zndzornéna v ohnuté roviné DNA (Gruber, 2014)

Modra a oranzova barva — monomery proplétajici kompaktni jadro

Cerna a Seda barva — ohnuta rovina DNA

Zluta barva — prolinové zbytky

HU proteiny existuji ve formé homo- nebo heterodimerti. Dominantni formou u bakterii, napf.
u E. coli a dal$ich enterobakterii, je struktura heterodimeru, ktera se sklada ze dvou podjednotek
— HU-a a HU-B kédovanych geny hupA a hupB. U jinych bakterii, jako je napt. M. tuberculosis
nebo F tularensis, se HU protein vyskytuje ve form¢ homodimeru. Ten se na rozdil od
heterodimeru skladé4 pouze z jedné podjednotky, a to HU-B kddované genem hupB (Stojkova et
al., 2018).

Bylo prokdzano, ze HU proteiny hraji dileZitou funkci v mnoha bakteridlnich procesech
souvisejicich s DNA. Velmi Casto se vyznacuji vysokou mirou afinity k poSkozené DNA.
K poskozeni bakterialni DNA dochazi béhem ptekonavani obrannych mechanismil hostitele
za UCelem nasledné bakteridlni prosperity. Nasledné je spusSténa produkce faktori virulence

(Stojkova et al., 2018). Vliv HU proteinu na expresi virulennich genli byl popsan u fady
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patogennich bakterii, vcetné F tularensis, M. tuberculosis, Salmonella typhimurium,
Porphyromonas gingivali nebo Streptococcus pneumoniae. Bylo zjisténo, ze HU protein
interaguje s LPS na vnéj$i membran¢ gramnegativnich bakterii. U grampozitivnich bakterii se
predpokladd vazba HU proteinu na jinou zaporné nabitou molekulu, nejspiSe na kyselinu
lipoteichoovou. Krom¢ vazby na LPS se vyznacuje i vazbou na extracelularni DNA. Vyskyt
HU proteinu v extraceluldrnim prostoru byl prokdzan u M. tuberculosis a ukézalo se, ze HU
protein zde hraje vyznamnou roli pfi podpoie mykobakteridlni infekce (Stojkova, Spidlova,
2022). Tento fakt ukazuje, ze by HU protein mohl byt potencialnim cilem pro vyvoj terapeutik
proti TBC. U E. coli zastava HU protein dtlezitou roli pii zahajeni replikace DNA, bunééného
déleni, SOS odpovédi a metabolismu galaktozy (Stojkova et al., 2018). Uloha HU proteinu
v bakteridlnich builkkach je neustdle intenzivné studovdna, ale mechanismus interakce
mezi hostitelem a patogenem je do zna¢né miry stale velkd neznama (Stojkova, Spidlova,

2022).

5 Protein Gp46

Protein Gp46 je kodovan v genomu bakteriofaga SPO1 Bacillus subtilis. Obecné lze
bakteriofagy charakterizovat jako viry, které infikuji a nasledné lyzuji bakterie, ¢imz pozitivné
reguluji pribéh bakterialni infekce. Lyticky fdg SPO1 B. subtilis obsahuje komplexni genom
kodujici vice nez 200 proteint, véetné tzv. modulu pro pievzeti hostitele (HTM, z angl. Host
Takeover Module). HTM je tvofen béhem rané faze prevzeti hostitele, a pravé gen gp46 je v této
oblasti lokalizovan. V neddvné dobé Zhang et al. (2022) popsali Gp46 jako inhibitor HU
proteinu B. subtilis. Nadmérna exprese Gp46 u B. subtilis vedla ke snizeni jeho riistu, bunécné
filamentaci a blokované segregaci chromozomt. Tento fenotyp se podobal fenotypu kmene
s deletovanymi geny pro HU protein u E. coli. Autofi publikace taktéz prokazali, ze Gp46
interaguje s HU proteinem v misté jeho vazby na DNA a zminili zde mySlenku, Ze by Gp46

mohl fungovat jako mezidruhovy inhibitor vS§ech HU proteint (Zhang et al., 2022).

Otazkou univerzalnosti inhibice se zabyvadm v experimentdlni ¢asti mé diplomové prace, a to

na modelu bakterie F. tularensis, kterd HU protein obsahuje.
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6 Cile prace

Cilem préace je zjistit, zda protein Gp46 bakteriofaga SPO1 bakterie Bacillus subtilis funguje
jako inhibitor DNA vazebného proteinu (HU protein) Francisella tularensis.

V diplomové praci byly stanoveny nésledujici diléi cile:

1. Slozeni a amplifikace genu gp46
2. Piiprava kmene Escherichia coli exprimujiciho protein Gp46
3. Izolace proteini Gp46 a HU HA (HU protein zna¢eny HA epitopem)

4. Studium vlivu Gp46 na funkci HU proteinu F. tularensis
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7 Experimentalni ¢ast

7.1  Navrh primerii

Pro amplifikaci genu gp46 byly navrzeny dva typy oligonukleotidl (Tab. 2): a) slouzici jako

templatova DNA genu gp46, jelikoz genomova DNA bakteriofaga SPO1 nebyla k dispozici, a

b) slouzici pro amplifikaci ¢asti genu gp46 a naslednou overlap PCR. Pokud to bylo mozné,

byla dodrzena standardni pravidla pro navrh primert: délka 18-24 bp, obsah GC 40-60 %,

teplota tani (Tm, z angl. Melting Temperature) v rozmezi 50-60 °C, teplota tani dané¢ho paru

oligonukleotidl se nelisila o vice nez 5 °C.

Tab. 2 — Navrhy oligonukleotidu

Nazev Sekvence (5°-3")

ATGATGACAGAAGACCAAAAATTTAAGTACCTGACTAAA

gp46_1_Fw ATTGAGGAATTGGAAGCGGGATGCTTTAGTGA

/6 1R TTCTTAAGGTATTTGAGGTCACCTGTAATATCCTCCTTCGT
gpao_1_Rev CCAATCACTAAAGCATCCCGCTTC
er‘]‘fcfo};Wlf ATACCATGGCCATGATGACAGAAGACCAAAAATT
Gr 1 R TTCTTAAGGTATTTGAGGTCACCTGTAATATCCTCCTTCGT
rot_1_Rev CCAATCACTAAAGCATCCCGCTTC

/59 F GGGCATCATAGAGGAGTCTATTGAATTAATCCGTGCTGTA
gp0_< tW AATGGTCTAACGTATAGTGAAGAGTT

469 R TAGTGGGCTGATGTCTAGTTCTTCTATAATTTCCTGAGTG
gpe0_< _Rev AAGTCATGCAACTCTTCACTATACGTTAGACC
rGP46 2 Fw ATACCTTAAGAAGGGCATCATAGAGGAGTCTAT

rGP46 Rev2 = ATATCTCGAGTTAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTA
_HA Xhol TAGTGGGCTGATGTCTAGTTC

Kurziva — komplementarni ,,ocasky*
Tuéné — rozpoznavaci misto pro endonukleazu
Podtrzeno — sekvence kodujici HA epitop
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7.2 Syntéza Gp46

Nejprve byla zvlast provedena syntéza prvni a druhé ¢asti genu gp46 pomoci PCR s vyuzitim
enzymu PfuUltra Il polymeréazy, templatovych a amplifikanich oligonukleotidi. Poté se tyto
dv¢ casti genu spojily metodou overlap PCR a byl syntetizovan cely gen gp46, taktéz s vyuzitim
PfuUltra Il polymerazy a primerta rGP46 Fwl Ncol a rGP46 Rev2 HA Xhol.

7.2.1 Overlap PCR

Obecn¢ PCR je molekularné-biologickd metoda slouzici k amplifikaci DNA. Zakladnim
principem je cyklické namnozeni vybranych useki DNA, které probihd pi1 opakovanych
zméndach teplot. Prvni krok se nazyva denaturace, pii které dochazi k rozvolnéni vodikovych
mustkd, rozestoupeni dvousroubovice a vzniku jednovlaknové DNA. Druhym krokem je tzv.
annealing, béhem kterého nasedaji primery na jednovldknovou DNA za snizeni teploty reakéni
smési. Poslednim krokem je elongace, pii které se syntetizuje novy fetézec DNA pomoci
enzymu DNA polymerazy a dochazi opét k zvyseni teploty reakéni smési. Vysledkem téchto

reak¢nich krokti je zmnozeni pivodni sekvence DNA.

Overlap PCR (z angl. Overlap Extension Polymerase Chain Reaction; OE-PCR) je variantou
klasické PCR a vyuziva se pro spojeni dvou ¢i vice mensich fragmenti DNA do jedné vétsi
sekvence. V nasem ptipad¢ se jednd o fiizi prvni a druhé ¢asti genu gp46 do celého genu. Princip

a popis metody je zndzornén na Obr. 4.
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Krok 1: Amplifikace primarnich fragmenta

PCR reakce pro 1.fragment PCR reakce pro 2.fragment
Forward primer 1 Reverse primer 1 Forward primer 2 Reverse primer 2
T ] 7 27}
Bz PELLLLLELLEEEEEELELLLLELLEEEE

1. fragment ' 2_fragment

Krok 2: Overlap PCR

WA
I . 2. fragment
1. fragment

l Spojeni 1. a 2. fragmentu

Fuzni gen tvofeny 1.+ 2. fragmentem

Krok 3: Finalni amplifikace spojenych fragmentu

Forward primer — <« Reverse primer
spoleény pro fizni gen | CLLTRIEIRIGGDIAIIIRILELRARARRRES spole¢ny pro flizni gen

Finélni amplifikovany fuzni gen

Obr. 4 — Schéma principu overlap PCR (upraveno dle (Hilgarth, Lanigan, 2020))

Materidl, reagencie, pfistroje:

e Komponenty reakce (popsany viz Tab. 3 a Tab. 4)
e PTC-200 Peltier Thermal Cycler, BioTech

Postup:

Pro syntézu prvni/druhé poloviny genu gp46 byla pouzita nasledujici reakéni smeés (Tab. 3) a
jeji ptiprava probihala po celou dobu na ledu. Zkumavka s reakéni smési byla poté vlozena
do termocykleru, kde byla po nastaveni pfisluSného programu (Tab. 4) zahdjena reakce. Syntéza
celého genu gp46 probihala obdobn€. Mnozstvi templatové DNA (1. a 2. ¢ast genu) piidané
do reakce bylo vypocitano na zakladé méteni koncentrace DNA (Tab. 5) tak, aby byl zachovan

pomer 1:1. Nastaveni programu bylo stejné (Tab. 4).
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Tab. 3 — Slozeni PCR reakéni smési pro syntézu prvni/druhé ¢asti genu gp46

Komponenty reakce Objem [pl]
Templat — oligonukleotid Fw (10mM) 2
Templat — oligonukleotid Rev (10mM) 2
Primer Fw (10mM) 1,25
Primer Rev (10mM) 1,25

dNTPs (10mM) 1

Pufr pro PfuUlra II polymerdzu (10x) 5
Voda 36,5

PfuUltra I polymeraza 1

Tab. 4 — Nastaveni programu na termocykleru

Fize Podmlnkgf
Teplota Cas
Denatur 95°C 2 min
enaturace o 20's 0
Annealing 57°C 20s o
cykla
Elongace 72°C 30
g 72°C 3 min

Tab. 5 — Slozeni PCR reakéni smési pro syntézu celého genu gp46

Komponenty reakce Objem [pl]
Templat — prvni polovina genu gp46 2,7
Templat — druha polovina genu gp46 2,25

Primer Fw (10mM) 1,25

Primer Rev (10mM) 1,25

dNTPs (10mM) 1

Pufr pro PfuUltra II polymerazu (10x) 5
Voda 35,55

PfuUltra II polymeraza 1

7.2.2 Elektroforéza v agardzovém gelu

Pomoci gelové elektroforézy miZzeme separovat makromolekuly, jako jsou nukleové kyseliny
(DNA a RNA) a proteiny. Zakladni princip metody je zaloZen na rozdilné pohyblivosti molekul
v gelu v elektrickém poli, ktera zavisi na naboji a velikosti Castic. U nukleovych kyselin
vyuzivame skute€nosti, Ze se jednd o zaporné nabité molekuly, které se pohybuji ke kladné
nabitému polu (anodd). Cim jsou molekuly mensi a konfirmaéné jednodussi, tim dale od startu
v gelu doputuji (tzn., Ze se pohybuji rychleji). Z toho vyplyva, ze rychlost pohybu je nepfimo
umérnd velikosti ¢astic. Agardzovy gel se pfipravuje o riizné hustoté v zavislosti na druhu

separovanych ¢astic, pro zviditelnéni molekul DNA se do gelu pfidava interkala¢ni barvivo
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(nejcastéji ethidiumbromid). Pro odhad velikosti separovanych DNA fragmentd se minimalné

do jedné pozice v gelu nanasi tzv. DNA ladder neboli velikostni marker/standard.

Materidl, reagencie, pfistroje:

o 2% agardzovy gel (0,4 g agardzy na 20 ml 1x koncentrovaného TAE pufru (TAE Buffer
(50x) molecular biology grade, Serva))

e Interkalacni ¢inidlo — SybrSafe, Invitrogen (1ul/10 ml gelu)

e Vzorkové barva — Orange DNA Loading Dye (6x), Thermo Scientific

e DNA ladder — HyperLadder™ 50 bp, Meridian BIOSCIENCE

e Elektroforeticka vana s kompletnim pfislusenstvim — Mupid-One, Advance

Postup:

Nejprve byl pfipraven 2% agardzovy gel smichdnim agar6zy a TAE pufru v daném pomeéru (0,4
g agardzy na 20 ml TAE pufru). Takto pfipravena smés byla kratce povarena v mikrovinné
troub¢, dokud se agardza zcela nerozpustila. Do smési byla ptidana interkala¢ni barvicka a smés
byla ptelita do plastové vany s hiebinkem, ktery ndm slouzil jako pomficka pro vytvoreni jamek
pro vzorky/standard. Gel byl ponechdn miniméalné¢ 30 minut zatuhnout. Po zatuhnuti byl
pomocny hiebinek vyjmut a gel byl pfemistén do elektroforetické vany, kde byl opatrné
ponofen do 1x koncentrovaného TAE pufru. Do vzniklych jamek byly aplikovany vzorky
smichané s vzorkovou barvou/DNA ladder. Elektroforeticka aparatura byla nastavena na 100 V
a 20 minut (1. a 2. ¢ast genu gp46) nebo 100 V a 30 minut (cely gen gp46). Nasledné
zviditelnéni DNA separované v agar6zovém gelu bylo provedeno pomoci systému Infinity 3026

WL (firma Schoeller).
7.2.3 Izolace PCR produktii 7 gelu

Material, reagencie, pristroje:

e QIAquick® Gel Extraction Kit, Qiagen
e Centrifuga, Thermo Scientific

e Vodni lazen, Assistent 3180, Karl Hecht
e Vortex Wizard, VELP Scientifica

Postup:
Po zviditelnéni DNA v agar6zovém gelu byly z gelu vytiznuty PCR produkty spravné velikosti,

které byly nasledné zvazeny. Izolace DNA probihala dle navodu komer¢ni soupravy Qiagen.
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Objemy reagencii odpovidaly poméru 100 mg agar6ézového gelu s cilovou DNA ~ 100 pl pufra

(dle hmotnosti zvazenych fragmentli). DNA byla eluovana destilovanou vodou.
7.2.4 Mgéieni koncentrace izolovanych fragmentii

Koncentrace izolovanych DNA fragmentl byla zmétena na spektrofotometru NanoPhotometer

od firmy Implen oproti blanku (destilovana voda).
7.3 Izolace plazmidové DNA

Materidl, reagencie, pfistroje:

e QIAprep® Spin Miniprep Kit, Qiagen
e Ttepacka Infors HT Ecotron, Biotrade
e Centrifuga, Thermo Scientific

e NanoPhotometer, Implen

e LB médium

e Kanamycin sulfat, Serva

Postup:
Izolace plazmidu pET28b z kultury E. coli XLL1

Kultura E. coli XL1 exprimujici plazmid pET28b byla zao¢kovana do 10 ml LB média
s kanamycinem (zasobni roztok kanamycinu je 50 mg/ml a pracovni koncentrace 50 pg/ml
média = bylo pfidano 10 pl kanamycinu do 10 ml LB média). Kultivace probihala na tfepacce
(37 °C, ptes noc, 200 rpm). Druhy den byla kultura centrifugovana (17 000xg, 3 min, RT) a
peleta pouZita pro izolaci plazmidové DNA pomoci komer¢ni soupravy Qiagen (dle navodu).

Koncentrace izolované plazmidové DNA byla zmé&fena na spektrofotometru.

7.4 Restrikcni Stépeni

Jedna se o proces, pii kterém dochazi ke §tépeni DNA pomoci restrikénich enzymi (restrikéni
endonukledzy, restriktazy). Konkrétné se Stépi fosfodiesterova vazba, ktera spojuje dva
sousedni nukleotidy v fetézci nukleové kyseliny. Restrikéni enzymy §tépi v tzv. rozpoznavacim
misté, nejcastéji se jedna o palindromovou oblast (Cteni je stejné zepiedu i zezadu). Restriktazy
se vyuZzivaji pii klonovani, v nasi praci byly konkrétné pouZity nejprve enzymy Ncol-HF a

Xhol, pozdéji 1 enzymy Ndel a Sacl-HF (kapitola 7.10).
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Materidl, reagencie, pfistroje:

e Restrikéni endonukledzy Ncol-HF a Xhol, New England Biolabs
e QIAquick® Gel Extraction Kit, Qiagen

e Vodni lazen, Assistent 3180, Karl Hecht

e Vybaveni na gelovou elektroforézu — stejné jako v kapitole 7.2.2
e GeneRuler 1kb DNA Ladder, Sigma-Aldrich

e NanoPhotometer, Implen

e Quick Ligation™ Kit, New England Biolabs

Postup:
Restrikéni Stépeni plazmidu pET28b a genu gp46

Restrikéni smési byly piipravovany zvlast’ pro plazmid pET28b a gen gp46 (Tab. 6). Restrikce
probihala ve vodni lazni pii 37 °C pies noc. Druhy den byla smés kratce stoCena a byly k ni
pfidany 4 pl vzorkového pufru pro néslednou elektroforézu. Na elektroforézu byl pouzit 1,5%
agarozovy gel (0,3 g agarézy na 20 ml TAE pufru, kratce rozvafit v mikrovinné troubé do
rozpusténi agar6zového prasku) a probihala pti 100 V, 30 minut. Po zviditelnéni byly z gelu
vytiznuty odpovidajici DNA fragmenty a zvazeny. Nasledovala izolace fragmentii DNA z gelu
dle ndvodu komercni soupravy od firmy Qiagen. Nakonec byla zméfena koncentrace

1zolovanych DNA fragmentil na spektrofotometru.

Tab. 6 — Reakéni smés (plazmid pET28b/gp46) pro restrikéni $té€peni

Komponenty reakce Objem [pul] = Komponenty reakce Objem [ul]
Plazmid pET28b 8 gp46 16
CutSmart pufr (10x) 2 CutSmart pufr (10x) 2
Ncol-HF 1 Ncol-HF 1
Xhol 1 Xhol 1
Voda 8 Voda -

7.5  Klonovani gp46 do vektoru

Béhem molekularniho klonovani obecné dochdzi k namnozeni jedné jediné kopie DNA useku
do velkého mnozstvi kopii za vyuziti replikacniho aparatu hostitelské butiky, nejcastéji bakterie
¢1 kvasinky. Vychozim a stéZejnim krokem klonovani je ligace. Béhem té dochazi ke spojovani
dvou fragment DNA pomoci kovalentni vazby. Konkrétné se jedna o zaclenéni studovaného
DNA fragmentu, tzv. inzertu (v naSem piipad¢ gen gp46) do piislusného vektoru (v nasem
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ptipadé plazmid pET28b). Cely proces je fizen enzymem DNA ligadzou. Vysledny plazmid se
zaclenénym inzertem je transformovan do kompetentnich bunék, ve kterych dochézi béhem
kultivace k jeho replikaci. V nasi praci byly vyuzity komeréné dostupné E. coli TOP10
chemokompetentni buniky (Invitrogen) a expresni kompetentni bunky BL21 (DE3) (New

England Biolabs). Poslednim krokem klonovéani je izolace vysledné plazmidové DNA.

Buiika E. coli
RE1| Klonovany inzert |RE2
Ligace inzertu
[/ dePhmsemichs Pusobeni CaCl2
v pro permeabilizaci
RE1 RE2 Plasmid se zaklonovanym inzertem bun&éné stény
Mcs
\ Kompetentni burika
N E coli

(<]
K]

Transformace
—

Recipientni plasmid

Vysledny plasmid

Transformovana burika E. coli

Transformované buriky E. coli na agarové misce

—  -- ; r—

Inokulace 3
kultivaéniho média ™.
jednou z bilych kolonii

o Centrifugace bakterialnich
~~.bunék ze ziskané kultury

= Ze ziskanych bakterialnich bunék ’
Ta je izolovana plasmidova DNA

N

Izolovany plasmid

Obr. 5§ — Tlustracni schéma procesu klonovani (4WORKS Solutions, 2024)

Ligace
Dle zmétené koncentrace DNA fragmenti bylo vypocteno potiebné mnozstvi inzertu a vektoru
pro ligacni reakci a to tak, aby byla zachovana koncentrace volnych konctit DNA v poméru 3:1

(inzert:vektor). Ligacni smés byla pfipravena dle Tab. 7 s vyuzitim komponent ze soupravy
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Quick Ligation™ Kit od firmy New England Biolabs. Takto pfipravena smés se inkubovala 5

minut pii pokojové teploté.

Tab. 7 — Reak¢éni smés pro ligaci

Komponenty reakce Objem [pl]
Plazmid pET28b 2,7
Inzert — gp46 0,4
Ligacni pufr (Quick Ligation Reaction Buffer, 2x konc.) 10
Ligaza (Quick Ligase) 1
Voda 5,9

Transformace E. coli

Materidl, reagencie, pfistroje:

One Shot® TOP10 Competent Cells, Invitrogen (chemokompetentni E. coli TOP10)
S.0.C. médium, Invitrogen

LB médium

Kanamycin sulfat, Serva

One7aq® Quick-Load 2X Master Mix with Standard Buffer, New England Biolabs
T7 Forward Sequencing Primer, Invitrogen

M13 Reverse Sequencing Primer, Invitrogen

Termocycler, Sensoquest

Centrifuga HeraeusPico 21, Thermo Scientific

Ttepacka Infors HT Ecotron, Biotrade

Vodni lazen Assistant 3180, Karl Hecht

Postup:

Do vialky s 50 pl chemokompetentnich E. coli bylo napipetovano 10 pl liga¢ni smési a smés

byla inkubovana 30 minut na ledu. Nésledoval teplotni Sok (inkubace pii 42 °C ve vodni 14zni

po dobu 30 sekund). Béhem tohoto procesu by mélo dojit k rozvolnéni buné¢né membrany

a prostupu DNA do bakteridlnich bun€k. Po 2 minutovém ochlazeni na ledu bylo do kazdé

vialky pfidano 250 pl S.O.C. média a kultury byly inkubovany na tfepacce (37 °C, 1 hod, 225

rpm). Transformacni smés byla vyseta na LB agar skanamycinem (selekéni marker) a

ponechana kultivovat ptes noc pii 37 °C.

Druhy den byly jednotlivé narostlé kolonie testovany pomoci PCR na koloniich (Tab. 8).

Produkty reakce byly separovany pomoci gelové elektroforézy za pouziti 1,5% agarézového
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gelu. Pozitivni kolonie byly zaoCkovany do tekutého LB média s kanamycinem (37 °C,
ptes noc, 200 rpm). Nasledujici den byla kultura pouzita pro ptipravu bakteridlni konzervy a

pro izolaci plazmidu (gp46pET28b). Postup byl stejny jako v kapitole 7.3.

Tab. 8 — PCR na koloniich a podminky reakce

Komponenty reakce Objem Faze Fodminky
(k] Teplota Cas
DNA polymeraza 2X MM 6,25 Denaturace 94 °C 1 min
Forward primer (T7 promoter) 0,25 94 °C 30s 30
Reverse primer 0,25 Annealing 55°C 30s cykli
Templat | Elongace 68 °C 30s
Voda 4,75 68 °C 3 min

Transformace kompetentnich bunék expresniho kmene E. coli BL21 (DE3)

Plazmid gp46pET28b byl ovéfen sekvenaci (Stfedisko sekvenovani DNA, Mikrobiologicky
tistav AV CR v.v.i.) a dale pouzit pro transformaci expresniho kmene E. coli BL21 (DE3) (New
England Biolabs) za podminek totoznych s piedchozi transformaci s jedinou zménou a to, ze
bylo pouzito 100 ng izolovaného plazmidu. Pozitivni kolonie byly pouzity k vytvofeni zasobni

bakteridlni konzervy.

7.6 Dezintegrace bakterialnich bunék

Zakladnim principem této metody je naruseni bakterialni bunééné stény pomoci vysokého tlaku
pfi prichodu vzorku celou lisu a zisku bakterialniho lyzatu s ptisluSnymi proteiny. Cely proces
probihd v tzv. tlakovém bunéném lisu neboli French pressu. V nasi praci byla tato metoda
vyuzita pro zisk lyzatu pro purifikaci proteinu HU HA z F tularensis a proteinu Gp46

z bakterie E. coli.

Material, reagencie, pfistroje:

e Chamberlainovo médium

e LB médium

e Kanamycin sulfat, Serva

e [PTG (isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside) — induktor promotoru, Serva
e TBS pufr

e Inhibitory protedz Complete EDTA free, Roche

e Benzonase® Nuclease, Sigma-Aldrich
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e Bakterie F. tularensis FSC200/AHU + HU HApKK — Kanamycin rezistentni
e Bakterie E. coli BL21 (DE3)/gp46pET28b

e Centrifuga 5804 R, Eppendorf

e French Pressure Cell Press, Thermo Scientific

e Denzitometr CO 8000 Cell Density Meter, WPA Biowave

Postup:
E. coli

Z bakterialni konzervy byla ¢ast suspenze ockovana do 10 ml LB média s kanamycinem a
kultivovana O/N pii 37 °C. Druhy den byly bakterie pfeockovany do 100 ml Cerstvého LB
média s kanamycinem na optickou denzitu ODeoo nm 0,2 a kultura byla kultivovana pii 37 °C a
250 rpm — dokud nebylo dosazeno ODsoo nm 0,7-0,8. Poté bylo ke kultute ptidano indukéni
¢inidlo IPTG do konec¢né koncentrace 400 uM (400 pl zésobniho roztoku o koncentraci 100
mM). Kultivace probihala dalsi 4 hodiny a poté byly bakterie stoceny pti 7500 rpm, laboratorni
teploté, 15 minut. Vznikla peleta byla promyta TBS a zamraZena pti -20 °C. Dal$i den byla
peleta resuspendovéana ve 2 ml TBS a k suspenzi bylo pfiddno 40 pl inhibitorti protedz a 2 ul
benzonazy. Nasledn¢ bylo provedeno rozbiti bunék pomoci ptistroje French press pii 16 000
psi se 3 opakovanimi. Bunéény debris a nerozbité bunky byly odstranény centrifugaci pti 6500

rpm, 15 minut, laboratorni teplota.

F tularensis

U F tularensis byl postup velmi podobny jako u E. coli. Kmen F. tularensis FSC200/AHU +
HU HApKK exprimujici HA-znaceny HU protein byl v laboratofi pfipraven dtive (Pavlik,
Spidlova, 2022). Nejprve byly vysety bakterie F. tularensis z konzervy, zaockovany do 10 ml
Chamberlainova média na ODsoo nm 0,2 a kultivovany pies noc. Druhy den byly zaockovany
do 50 ml Chamberlainova média s kanamycinem a kultivovany ptes den pii 37 °C a 200 rpm
do dosazeni ODegoo nm 0,8. Po promyti pelety pomoci TBS byla peleta resuspendovana v 1 ml
TBS, s ptidavkem 20 pl inhibitort protedz a 1 pl benzonazy. Lyza bunék probihala pfistrojem

French press za totoznych podminek.
7.7  Izolace HU_HA 7 F tularensis a Gp46 z E. coli

Materidl, reagencie, pfistroje:

e antiHA Agarose, Pierce

e Pierce Spin Column Screw Cap, cat. no. 69705
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e QubitTM Protein Assay Kit, 100 Assays, Invitrogen

e TBS pufr

e TBS-T pufr (TSB obohaceny o 0,05% TWEEN-20)

e 3 M NaSCN, Sigma-Aldrich

e 50 mM Tris, pH 7.5, 150 mM NaCl

o Centrifuga Heraeus Pico 21, Thermo Scientific

e MACS MIX minirotator, Miltenyi Biotec

e Zeba™ Spin Desalting Columns, 7K MWCO, Thermo Scientific
e DEAE Support, Bio-Rad

e 2 ml centrifugacni kolonky, Pierce

e Amicon® Ultra-0.5 Centrifugal Filter Devices, Sigma Aldrich

Postup:
Do kolonek Pierce Spin Column Screw Cap bylo ptidano 150 ul antiHA agarose slurry (anti

HA resin) a pomoci centrifugace (12 000x g, 1 min) byl odstranén uchovavaci roztok. Resin
byl promyt 150 ul TBS, nasledovala opét centrifugace za stejnych podminek. Do kazdé kolonky
bylo naneseno 550 pl bakteridlniho lyzatu (do jedné kolonky lyzat E. coli, do druhé kolonky
lyzat F. tularensis) a smési byly inkubovany O/N pfi 4 °C na rotatoru. Druhy den byl lyzat
odstranén centrifugaci (12 000x g, 1 min) a jiman do mikrozkumavky a uschovan (oznacen jako
FT — z angl. Flow Through, proteklé frakce). Kolonky s resinem s navazanym proteinem byly
3 x promyty 500 pl TBS-T a promyté frakce byly vzdy uschovany (oznaceno W1-W3, z angl.
Wash, promyvaci frakce). Poslednim krokem byla eluce — k resinu v kolonce bylo pifidano
200 ul 3 M NaSCN a nasledovala opét centrifugace. Eluce byla opakovéana 2x — vzdy s témi
samymi 200 pl eluatu. Eluat (=Gp46/HU) byl uschovan a kolonka s resinem byla promyta 3 M
NaSCN a poté TBS pro opétovné pouziti. Pro nasledné pouZiti purifikovanych proteinti ve
funkc¢nich studiich byla nutna vymeéna pufru u eluatu. Tento proces byl proveden s vyuZzitim
Zeba kolonek dle navodu vyrobce a purifikované proteiny byly pfevedeny do pufru o slozeni
50 mM Tris, pH 7.5, 150 mM NaCl. Z diivodu mozné vazby proteinu Gp46 k HU proteinu
bakterie E. coli, byl purifikovany protein Gp46 pie€istén pomoci iontové-vymeénné
chromatografie s vyuZzitim DEAE Support kulicek a 2 ml centrifugacnich kolonek. Eluce
proteinu pomoci pufri se zvySujici se iontovou silou byla kontrolovana pomoci refraktometru.
Frakce obsahujici Gp46 protein byla pomoci Zeba kolonek opét prevedena do pufru o slozeni
50 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl. Nésledn¢ byla zmétfena koncentrace (souprava QubitTM
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Protein Assay Kit, 100 Assay) purifikovanych proteinii. Pokud byla koncentrace proteinu Gp46
nizkd, nasledovalo koncentrovani vzorku pomoci komeréni soupravy Amicon, dle navodu

vyrobce.
7.8 SDS-PAGE, western blot, imunodetekce

SDS-PAGE je typ elektroforézy v polyakrylamidovém gelu za piitomnosti dodecylsiranu
sodného (SDS), ktera se pouziva pro separaci proteinti na zaklad¢ jejich molekulové hmotnosti.
Vlivem SDS dochazi k denaturaci proteini, které pak nesou negativni naboj. Polyakrylamidovy
gel se vyuziva jako médium pro pohyb molekul v elektrickém poli. Negativné nabité proteiny
obalené SDS (nositel naboje) putuji ke kladné nabité anod¢. Mensi molekuly migruji rychleji a
doputuji dale, z ¢ehoz vyplyva, Ze rychlost pohybu je nepiimo umérna logaritmu molekulové
hmotnosti. Separované molekuly mohou byt nasledné pfeneseny z gelu na membranu — tzv.
western blot. Detekce proteinu na membrané je provadéna pfidanim tzv. primarni protilatky
proti danému proteinu. V piipadé pfitomnosti proteinu se na néj primarni protilatka navaze a
v dal$im kroku je rozpoznana sekundarni protildtkou. V této diplomové prace byla pouzita
metoda pfenosu tzv. suchou cestou (semi-dry). Jeho vyhodou je homogenita elektrického pole,
mensi spotieba transferového pufru a v zavislosti na aparatufe moznost pfenosu az 6 mini-geld
nardz. Naopak neni vhodny pro pienos proteinti s vysokou molekulou hmotnosti. Kone¢na
detekce proteinil je nejcastéji provadéna fluorescenéné nebo chemiluminiscenéné, v nasi praci

byla pouzita druhd moZnost.

SDS-PAGE

Material, reagencie, pristroje:

e 3x koncentrovany SDS pufr s B-ME (pfipravit té€sné pred pouZitim)
e TGX™ FastCast™ Acrylamide Kit, 12%, Bio-Rad

e TEMED, Sigma

e Mini-PROTEAN® Tetra Cell, Bio-Rad

e Precision Plus Protein™ Standards, Kaleidoscope™, Bio-Rad

e GeLoader Tips 0,5-20 ul, Eppendorf

e Termoblok, Grant

e Centrifuga Heraeus Pico 21, Thermo Scientific

o Vortex Wizard, VELP Scientifica
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Postup:
Vzorky pro SDS-PAGE byly pfipraveny smichdnim 20 pg proteinovych frakei s 3x

koncentrovanym vzorkovym pufrem SDS s [-ME v poméru 2:1. Nafedéné vzorky byly
povaieny v termobloku pii 95 °C po dobu 5 minut, poté ochlazeny na pokojovou teplotu
a stoceny. Polyakrylamidovy gel (12%) byl piipraven dle ndvodu TGX™ FastCast™
Acrylamide Kit (tloustka gelu 1,0 mm). Elektroforeticka souprava byla sestavena dle navodu
komer¢ni soupravy Mini-PROTEAN® Tetra Cell. Skla s gely byla dle predepsaného postupu
umisténa do elektroforetické aparatury. Horni pufr byl nalit asi 0,5 cm pod okraj aparatury a to
tak, aby jamky se vzorky byly ponofeny. Dolni pufr byl do tanku nalit asi do 1/3 skel. Do jamek
byly pomoci specialnich GELoader $picek pipetovany nafedéné vzorky a standard. Tank byl
uzavien vikem s elektrodami, které byly pfipojeny ke zdroji za podminek: napéti — 200 V,
maximalni proud 60 mA a délka separace cca 1 hod. Po dokonceni elektroforézy byl gel opatrné

vyjmut a umistén do cca 100 ml transferového pufru, kde se nechal 10 minut promyvat.

Western blot

Materidl, reagencie, pfistroje:

e Trans-Blot® SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell, Bio-Rad
e PVDF Imobilion-P Transfer Membranes, Merck

e NOVEX (R) Stainer A, Colloidal Blue Stain Kit, Invitrogen

e NOVEX (R) Stainer B, Colloidal Blue Stain Kit, Invitrogen

e Methanol

e Transferovy pufr

e Extra Thick Blot Paper mini blot size, Bio-Rad

e Filtra¢ni papir Whatman 3 mm Chr Blotting Paper, Whatman

Postup:

Pro metodu blotovani byla vyuZita komeréni souprava Trans-Blot® SD Semi-Dry
Electrophoretic Transfer Cell od firmy Bio-Rad. Vystfizena PVDF membrana (o velikosti gelu)
byla smocena na 1 minutu ve 100 ml methanolu a poté promyvana ve 100 ml transferového
pufru minimaln€ po dobu 20 minut na tiepacce (béhem této doby byl transferovy pufr min. 3x
vymeénén). V transferovém pufru byly také namoceny ptipravené filtratni papiry. Nasledné byl
slozen semi-dry blotovaci sendvi¢: na anodu extra silny filtra¢ni papir 2 PVDF membrana -

gel = 5 filtra¢nich papirt. Sendvic¢ byl ptiklopen katodovou ¢asti, viko bylo upevnéno a pfenos
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proteinti byl spustén za podminek: 25 V (konstantni), 170 mA, 20 minut. Po skoceni procesu
byly gel i membrana oplachnuty ve vodé. Membrana byla usuSena a uchovana v lednici do
dalSiho pouziti. Gel byl pro kontrolu obarven pomoci NOVEX Colloidal Blue Kit (20 ml
Stainer A, 5 ml Stainer B, 20 ml methanolu a 55 ml destilované vody) ptfes noc a druhy den
odbarven promytim v destilované vodé. Nakonec byl gel pfenesen do uchovavaciho roztoku

(20% siran amonny), zataven do folie a uchovavan v lednici.

Chemiluminiscen¢ni detekce
Materidl, reagencie, pristroje:
¢ Blotting — Grade Blocker, Bio-Rad (tzv. mléko)
e TBS pufr
e 0,05% TWEEN 20
e Rabbit Polyclonal HA tag antibody - conjugated to HRP (HRP Anti-HA tag antibody),
Abcam

e BM Chemiluminescence Blotting Substrate (POD) kit, Roche

e Ttepacka Infors HT Ecotron, Biotrade

e  MACS-MIX minirotator, Miltenyi Biotec

e Cytiva Amersham™ Hypercassette™ Autoradiography Cassette, Fisher Scientific
e Sekundarni protilatka HRP, Dako

e Parafilm

e Medical X-Ray Fim Blue, Agfa

e Methanol

Postup:

Byla provedena aktivace osuSené membrany s pfenesenymi proteiny. PVDF byla smocena
v methanolu a nasledné promyta v TBS na tfepacce. Poté probéhla hodinova blokace v misce
na tfepacce s 90-100 ml roztoku 5% mléka v TBS s 0,05 TWEEN 20. Takto pfipravena
membrana byla inkubovédna s pfedem pfipravenou primdrni protilitkou HRP Anti-HA tag
antibody natedénou 1:5000 v roztoku 5% mléka v TBS s 0,05 TWEEN 20 v lednici O/N. Druhy
den byla membrana opatrné¢ vlozena do 50 ml centrifugacni zkumavky tak, aby proteiny
sméfovaly dovniti zkumavky a membrana byla oplachovana 6x9 minut 5-10 ml TBS s 0,05%
TWEEN 20 a 1x5 minut v 5-10 ml TBS (na minirotatoru). Chemiluminiscen¢ni detekce byla

provadéna pomoci BM Chemiluminescence Blotting Substrate (POD) kitu. Reak¢éni smés byla
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pfipravena 30 minut pfed koncem promyvani. Bylo smichano 1,6 ml roztoku A s 16 pl roztoku
B z kitu BM Chemiluminescence Blotting Substrate (POD) a smés byla inkubovana 30 min
za tmy. Po skonceni inkubace byl roztok nakapan (1,6 ml/membréna) na parafilm a membréana
byla vlozena na 1 minutu do kapky roztoku ECL tak, aby proteiny smétfovaly dolt do roztoku.
Membréana byla lehce osusena a vlozena do RTG kazety mezi folii. V temné komote byl
k membrané v kazeté ptilozen RTG film, ktery byl po stanovené dobé¢ vlozen do vyvolavaciho

pristroje dle piedepsaného postupu.
7.9 EMSA-HU HAa Gp46

EMSA (z angl. Electrophoretic Mobility Shift Assay) je elektroforetickd metoda pouzivana
k detekci proteinti vazajicich DNA. Princip EMSA spocivé v rozdilné migraci volné a navazané
DNA. DNA s navdzanym proteinem migruje v agarézovém nebo polyakrylamidovém gelu
pomaleji nez volna DNA. V piipad¢ této diplomové prace tuto metodu vyuzijeme pro potvrzeni,

zda protein Gp46 inhibuje DNA vazebnou aktivitu HU proteinu.

Materidl, reagencie, pfistroje:

e DNA — PCR fragment pigR gen (105 ng/pl)

e HU HA —pfevedeny do pufru 50 mM Tris, 150 mM NaCl — koncentrace 0,25 pg/pl

e (Gp46 — po iontové vymeénné chromatografii, v pufru 50 mM Tris, 150 mM NaCl —
koncentrace 0,296 ng/ul

e Vazebny pufr (20 mM Tris, pH 8, 0,1 mM EDTA-Nay, 50 mM KCl, 10 pg/ml BSA,
5% glycerol, 0,1 mM DTT) — z&sobni 10x koncentrovany

e 10x Loading Dye, 10x koncentrovany nanasSeci pufr, Takara

e 1% agarozovy gel v 0,33x TBE pufru (TBE Buffer 10x, Serva)

e GeneRuler 1 kb DNA Ladder, Thermo Scientific

e Elektroforeticka aparatura

Postup:

Jiz dfive bylo potvrzeno, Ze protein HU je schopny se vazat na DNA obsahujici gen pigR
(Pavlik, Spidlova, 2022). V této diplomové praci byl proveden experiment, jehoz cilem bylo
zjistit, zda protein Gp46 tuto aktivitu blokuje. Reak¢ni smés byla ptipravena dle Tab. 9. Vzorky
byly inkubovéany na ledu po dobu 20 minut. Mezitim byl pfipraven agar6zovy gel (1% agardza

v 0,33 koncentrovaném TBE pufru) s interkala¢ni barvou. Po skonceni inkubace byla reakce
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zastavena pfidanim 2 pl 10x koncentrované¢ho nanaSeciho vzorkového pufru a nésledné byla
smés nanesena na gel. Elektroforéza probihala v chladnicce (4 °C) pii 50 V po dobu 4 hodin,

poté byl proud zvysen na 100 V po dobu dalsich 40 minut.

DNA fragment obsahujici pigR gen pro EMSA experiment byl pfipraven pomoci PCR dle Tab.

10 a Tab. 11 a izolovan z gelu po separaci v agar6zovém gelu (viz kapitoly 7.2.2 a 7.2.3).

Tab. 9 — Reak¢ni smés pro EMSA experiment

1 2 3 4 5 6 7
DNA  DNA+Gp46 DNA+HU HU+Gp46+DNA
HO 17,24 3,64 15,24 21,10 8,44 5,04 2,64
DNA (80 ng;
pigR gen) 0,76 0,76 0,76 0,76 | 0,76 0,76 0,76
10x
koncentrovany 2 2 2 2 2 2 2
zasobni pufr
HU - - 2 2 2 2 2
Gp46 - 13,6 - 3.4 6,8 10,2 13,6

Tab. 10 — PCR reak¢ni smés pro amplifikaci fragmentu pigR (promotor pigR)

Komponenty reakce Objem [ul]
Templat = chromozomalni DNA FSC200 1
PfuUltra II Buffer (10x), Agilent 5
PigR- Rev primer, Generi Biotech 1,25
PigR- Fw primer, Generi Biotech 1,25
10 mM dNTPs 1
PfuUltra I polymeraza 1
Voda 39,5

Tab. 11 — Podminky PCR reakce pro amplifikaci fragmentu pigR genu

, Podminky
Faze “
Teplota Cas
95 °C 2 min
Denaturace
95°C 20's
Annealing 55°C 20s 40 .
cykla
72 °C 30s
Elongace .
72 °C 3 min
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7.10  Klonovani gp46 do F. tularensis

Materidl, reagencie, pfistroje:

Tab. 12 — Oligonukleotidy pro amplifikaci genu gp46 pro klonovani do E.coli/F.tularensis

shuttle vektoru

Nazev Sekvence (5°-3") Tm | Restrikéni
misto
gp46_Fw AAACATATGATGACAGAAGACCAAAAATT 60 °C Ndel
(Ndel)
gp46 Rev AAAGAGCTCTTAAGCGTAATCTGGAACATCGTAT | ) o Sucl
(Sacl) GGGTATAGTGGGCTGATGTCTAGTTC ac
Postup:

Uckel

Amplifikace genu
gp46 pro expresi
ve F. tularensis

Amplifikace genu
gp46 pro expresi
ve F. tularensis

Pro expresi proteinu Gp46 ve F. tularensis bylo potieba gen gp46 klonovat do ,,shuttle* vektoru

pKK289KmGFP. Tento vektor obsahuje replikacni pocatek jak pro replikaci v E. coli, tak také

pro replikaci ve F. tularensis. Sekvence kodujici gen gp46 byla do vektoru vloZena misto

sekvence kodujici protein GFP pomoci restrikénich mist Ndel a Sacl.

Pomoci templatu

gp46pET28b a paru primert gp46 Fw (Ndel) a gp46 Rev (Sacl) byl gen amplifikovan véetné

sekvence kodujici HA epitop (podtrZzena) a rozpozndvacich mist pro dané restrikéni

endonukledzy (zvyraznény tucné) (Tab. 12, Tab. 13).

Tab. 13 — Reak¢ni smés a podminky pro PCR reakci

. Podminky
Komponenty reakce Oﬁjde]m Faze

Teplota Cas

Templat — gp46pET28b 1 94 °C 1 min
Primer Fw (10mM) 125 Denaturace g o 30
Primer Rev (10mM) 1,25 Annealing 55°C 30s

dNTPs (10mM) 1 68 °C 30s
Pufr pro PfuUltra II 5 Elongace 68 °C 3 min
Voda 39,5
PfuUltra Il polymeraza 1

30 cykli

Po PCR amplifikaci byl fragment spravné velikosti izolovan z agardzového gelu (viz kapitola

7.2.3) a nasledné opracovan restrikénimi enzymy Ndel a Sacl-HF. Stejnymi endonukledzami
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byl §tépen i vektor pKK289KmGFP, ktery byl izolovéan z kultury E. coli XL1 -pKK289KmGFP
postupem shodnym jako v kapitole 7.3.

Tab. 14 —Reak¢ni smés pro restrikei genu gp46 a vektoru pKK289KmGFP

Komponenty reakce Objem [pul] = Komponenty reakce Objem [pl]
Vektor pKK289KmGFP 16 gp46 16
CutSmart pufr (10x) 2 CutSmart pufr (10x) 2
Ndel-HF 1 Ndel-HF 1
Sacl -HF 1 Sacl -HF 1
Voda - Voda -

Fragmenty spravnych velikosti ziskané restrikénim §té€penim byly izolovany z agar6zového
gelu a pouzity pro ligaci (Tab. 15). Liga¢ni smés byla pouzita pro transformaci E. coli TOP10
(viz kapitola 7.5). Po ovéfeni spravnosti konstruktu gp46pKK289Km sekvenaci byl plazmid
pouzit pro elektroporaci bakterii F. tularensis FSC200.

Tab. 15 — Ligacni smés

Komponenty reakce Objem [pl]
Vektor pKK289Km Ndel/Sacl 1,6
Inzert — gp46 Ndel/Sacl 0,2
Ligaéni pufr (Quick Ligation Reaction Buffer, 2x konc.) 10
Ligaza (Quick Ligase) 1
Voda 7,2

7.11  Elektroporace

Material, reagencie, pristroje:

e Elektrokompetentni buiiky F. tularensis FSC200
e  gp46pKK289Km

e Elektroporacni kyvety 2 mm, Bio-Rad

e Chamberlainovo médium

e McLeod agar

e Kanamycin sulfat, Serva

e Elektroporator GenePulser Xcell™, Bio-Rad

e GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

e Centrifuga Eppendorf 5804 R, Eppendorf
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Postup:
Elektrokompetentni butiky F. tularensis FSC200 (pfipraveny na pracovisti)! byly rozmraZzeny

na ledu a k bunkdm byl pfidan 1 pl plazmidové DNA (gp46pKK289Km). Smés byla lehce
promichdna a po inkubaci 10 minut na ledu pfenesena do 2 mm elektroporacnich kyvet.
Elektroporace probihala za podminek: 2,5 kV, 600 Q, 25 pF. Poté byl k buiikam ihned pfidan
1 ml predehtatého Chamberlainova média a suspenze byla pienesena do 15 ml zkumavky.
Buriky byly kultivovany 4 hodiny za stalého tiepani pii 37 °C. Poté byla kultura centrifugovéana
3 minuty pii 6000 rpm pfi laboratorni teploté. Cca 700 ul supernatantu bylo odstranéno, peleta
byla resuspendovana a suspenze byla vyseta na McLeod plotny s kanamycinem. Plotny byly

inkubovany 5 dni pti 37 °C.

Pti ovétovani klonii nesoucich inzertni DNA bylo v principu postupovano podle metodiky
v kapitole 7.5. Templatovd DNA do PCR na koloniich byla pfipravena odebranim ¢asti narostlé
kolonie sterilnim pératkem a resuspendovanim v 10 pl vody. Poté byly vzorky vystaveny
po dobu 10 minut teploté¢ 95 °C a kratce centrifugovany. PCR byla provedena s primery
gp46_Fw (Ndel) a gp46 Rev (Sacl). Pozitivni kolonie byly pouzity pro ptipravu bakteridlnich
konzerv, které byly uchovavany pii -150 °C.

1

Piiprava elektrokompetentni buiiék F tularensis FSC200

F. tularensis FSC200 byla vyseta ze zasobni konzervy na dvé McLeod plotny bez antibiotika a kultivovana 24-48 hodin (podle nartstu bakterif)
pii teploté 37 °C. Z ploten byla bakterialni kultura pfeockovana do 10 ml predehfatého Chamberlainova média a kultivovana pfi 37 °C do
druhého dne. Narostla kultura byla centrifugovana 15 minut pii 6500 rpm a 24 °C. Po odstranéni supernatantu byla peleta resuspendovéna v
predehfatém Chamberlainové médiu, bunééna suspenze byla zao¢kovana do 50 ml pfedehfatého Chamberlainova média na OD600 ~ 0,1 a

kultivovana do OD600 = 0,3-0,6.

Narostla kultura byla centrifugovana 15 minut ve vychlazené centrifuze pii 7300 rpm. Od usazenych buné€k bylo dtikladné odstranéno médium
a bunky byly dvakrat promyty vychlazenou 0,5 M sacharézou pti 7300 rpm. K usazenym promytym buikam byl pfidan 1 ml vychlazené 0,5
M sachardzy. Buiky byly dikladné resuspendovany, rozdéleny po 100 ul do vychlazenych zkumavek a uchovavany pii -80 °C.
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7.12  Méieni rustovych kiivek

Materidl, reagencie, pfistroje:

e Chamberlainovo médium

e Synergy HI Microplate Reader, BioTek

e Blank — ¢ist¢ médium (B)

e Bakteridlni suspenze kmenu FSC200 (FSC200)

e Bakteridlni suspenze kmenu FSC200/AHU (AHU)

e Bakteridlni suspenze kmene FSC200 nesouci plazmid gp46pKK289Km — kanamycin
rezistentni (FSC200/Gp46, v Tab. 16 oznacen 200/Gp)

Postup:
Bakteridlni kultury (FSC200, FSC200/Gp46 a FSC200/AHU) byly zaockovany do

Chamberlainova média (v ptfipadé potieby byl ptfidan kanamycin — 20 pg/ml) na optickou
denzitu ODsoo nm 0,1 a kultivovany pii 37 °C a 200 rpm pies noc. Druhy den byla zmétfena
ODe00 nm nocni kultury a v erstvém médiu byly piipraveny suspenze o0 ODgoonm 0,1 (v piipade
potieby byl pfidan kanamycin — 20 pg/ml). Jednotlivé suspenze byly v pentaplikatu pipetovany
do mikrotitracni desticky (96 jamek) dle schématu v Tab. 16. Do prazdnych jamek bylo
napipetovano 350 ul vody jako ochrana pfed vyschnutim jamek se vzorky. Takto pfipravena
desticka byla vloZena do pfistroje Synergy H1 Microplate Reader, kde byla kultivovana 24

hodin a kazdych 60 minut probihalo méteni ODeso0 nm.

Tab. 16 — Pipetovaci schéma mikrotitracni desticky

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
A | Voda | Voda Voda Voda Voda Voda Voda Voda Voda Voda Voda
B Voda B FSC200 AHU @ 200/Gp Voda B FSC200 AHU 200/Gp Voda
C | Voda B FSC200 AHU @ 200/Gp Voda B FSC200 AHU 200/Gp Voda
D Voda B FSC200 AHU @ 200/Gp Voda B FSC200 AHU 200/Gp Voda
E Voda B FSC200 AHU @ 200/Gp Voda B FSC200 AHU 200/Gp Voda
F Voda B FSC200 AHU @ 200/Gp Voda B FSC200 AHU 200/Gp Voda
G | Voda | Voda Voda Voda Voda Voda Voda Voda Voda Voda Voda
H | Voda | Voda Voda Voda Voda Voda Voda Voda Voda Voda Voda
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7.13  Izolace a kultivace primdrnich mySich kostné-dieriovych makrofigi (BMMs)

Materidl, reagencie, pfistroje:

e Kultivacni médium BMMs
= Kultivaéni médium DMEM, Invitrogen
= 10% teplotn¢ inaktivované hovézi sérum, FBS, Sigma
= 10% supernatant ziskany kultivaci L929 bb
= 50 U/ml Penicilin + 50 ug/ml Streptomycin (jen pro prvni pasaz), Sigma Aldrich
e Mysi BALB/c
e Ethanol (70%)
e Dual Fluorescence Cell Counter LUNA, Logos Biosystems

e Fluorescenéni barva — akridinova oranz

Postup:

Po eutandzii mySi BALB/c pomoci CO; provedené odpovédnym pracovnikem proskolenym
pro praci s pokusnymi zvifaty byly z holennich a stehennich kosti ziskany kostné-dieniové
buiiky dle nasledujiciho postupu. Nejprve byla rozstiihnuta bfisni dutina a stfih pokracoval dale
k zadnim nozickam. V oblasti panve byly nozky oddéleny od téla a uchovany v DMEM médiu.
Vypreparované noZic¢ky byly ponofeny na 1-3 minuty do 70% ethanolu kvili dezinfekei a poté
byly pfemistény opét do DMEM média. Nésledné byla dikladné odstranéna svalova hmota a
byly oddéleny stehenni a holenni kosti (dllezité je nepfestiihnout kost, aby se bunky z kostni
diené neznecistily, piipadn€ uUpln¢ nevyplavily). Vypreparované kosti byly opét umistény
do DMEM meédia. Konce kosti byly s velkou opatrnosti odstiihnuty tésn€ nad kloubem a kazda
kost byla z obou stran proplachnuta cca 2 ml média pomoci jehly do 50 ml zkumavky. Nasledna
inkubace 1 minutu vedla k usazeni vétSich kusi tkan€ ¢i diené a poté byl supernatant pienesen
do nové 50 ml zkumavky. Bunécnd suspenze byla centrifugovana 5 minut, 400x g, RT.
Po stoceni byl odstranén supernatant a bunky byly roziedény v 10 ml BMMs média
s antibiotiky. Mnozstvi bun¢k bylo spocitano pomoci piistroje Dual Fluorescence Cell Counter
LUNA v piitomnosti akridinové oranzi. Na bakteridlni Petriho misky bylo ptfiddno 15 ml
BMMs média s antibiotiky, nasledné buiiky o koncentraci 6x10° a suspenze na misce byla
kultivovana pii 37 °C, 5 % COaz. Po 4 dnech byla provedena vyména média (odebrano 7,5 ml a
pfidano 7,5 ml Cerstvého). Po tydnu byly makrofagy diferencovany.
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7.14  Proliferace F. tularensis v BMMs

Materidl, reagencie, pfistroje:

e Kultiva¢ni médium DMEM + 10% FBS (DMEM + FSB)

e Kultiva¢ni médium DMEM + 10% FBS + 5 pg/ml gentamicinu

e PBS

e McLoad agar (cca 70 ploten McLoad a 60 ks McLoad + kanamycin)
e 0,1% deoxycholat sodny (0,01 g/10 ml PBS)

o F tularensis FSC200 (pozitivni kontrola)

e F tularensis FSC200/AHU

e Kmen FSC200/Gp46 KAN rezistentni

e Dual Fluorescence Cell Counter LUNA, Logos Biosystems

e Fluorescenéni barva — akridinova oranz

Postup:
Bakterie

Kazdy druh bakterie byl masivné naockovan na 1 McLoad plotnu a inkubovan 16-24 hodin
pii 37 °C a 5 % CO.. Po naristu bakterii byly pfipraveny bakteridlni suspenze FSC200 a
jednotlivych mutantti 0 ODeoo nm 1. Z ptipravenych suspenzi byl odebran 1 ml do eppendorf
zkumavky a stocen 3300 x g, 7 minut, RT. Supernatant byl odsat a bakterie byly resuspendovany
v 1 ml kultivacniho DMEM média s FBS. Pro kontrolu byly bakteridlni suspenze vysety
na McLeod agar (50 pl suspenze od kazdé bakterie (v duplikatu) v CFU fedéni 107).

Buiiky

Bunky pfipravené v kapitole 7./3 byly promyty cca 10 ml pfedehiatého PBS. Poté bylo
k bunikam pfidano studené PBS (cca 4 ml/plotna) a bunky byly dikladné seSkrabnuty
a pfeneseny do centrifugacni zkumavky typu falcon. Nasledovala centrifugace 250 g, 5 min,
RT. PBS bylo odstranéno a buriky byly resuspendovany v 1 ml DMEM + FBS a poté doplnény
do 10 m DMEM + FBS. Ze zkumavky bylo odebrano 18 pul bunék, ptidaly se 2 pl fluorencenéni
barvicky a pocet bunék byl spocitan na pfistroji LUNA. Na 24-jamkovy panel byly nasazeny
butiky — 5x10° bunék/jamku do 1 ml DMEM + FBS. Buiiky v takto pfipraveném panelu byly
ponechany adherovat do druhého dne v inkubétoru pii 37 °C a 5 % COx.

55



Infekce kostné-drefiovych mySich makrofagi

Dalsi den bylo zjamek odsato médium tak, aby ziistalo jen 250 pl. Do kazdé jamky byla
pipetovana bakterialni suspenze o MOI (multiplicita infekce, pomér infekcnich castic (bakterii)
na 1 eukaryotni buiiku) = 50. Centrifugaci v ¢ase 0 za podminek 400 x g, 5 min, RT byla
umoznéna synchronni fagocytéza. Nasledovala inkubace 30 minut v inkubatoru: 5 % CO»,
37 °C v kompletnim DMEM médiu (DMEM + FBS). Poté byly jamky 3x promyty teplym PBS.
Do kazdé jamky byl piidan 1 ml DMEM média (DMEM + FBS) s 5 ng/ml gentamicinu a bunky
byly inkubovany 30 minut, 5 % CO,, 37 °C (b&hem této inkubace by mélo plisobenim
gentamicinu dojit k odstranéni zbyvajicich extraceluldrnich bakterii). Poté byly buiiky opét 3x
promyty PBS. Nasledné byla provedena inkubace bunék v jednotlivych ¢asovych intervalech,
tj. 1 hod/6 hod/24 hod., v 1 ml kompletniho kultivacniho média DMEM (DMEM + FBS) (5 %

COz, 37 °C). Ve zvolenych casovych intervalech byl vzdy odstranén supernatant, buniky byly
3x (1 hod, 6 hod) nebo 1x (24 hod) promyty piredehiatym PBS a poté lyzovany vychlazenym
0,1% deoxycholatem sodnym po dobu 5 minut na ledu. Bunécna suspenze byla doplnéna 900 ul
PBS (fedéni 107!) a nasledné byla pro kazdy kmen pfipravena ostatni fedéni dle Tab. 17
podle schématu desitkové fedici fady (Obr. 6). Pro kazdy zvoleny casovy interval bylo vyseto
50 ul nafedéné bunécné suspenze (v duplikatu) na McLeod plotny pro odec¢et CFU. Tento
experiment byl proveden celkem 2x. Aby byl vysledek mezi jednotlivymi ¢asovymi intervaly
vice znatelny, pfi druhém experimentu byl pfidan ¢asovy interval 18 hod a byla poupravena

fedéni (Tab. 18).

Tab. 17 — Redéni pro CFU jednotlivych bakterii — 1. experiment

x « Redéni
Cas odbéru
CFU FSC200  FSC200/AHU FSC200/Gp46
KAN rezistentni
1 hod 10% 107 103 10* 10* 107
6 hod 10% 107 103 10* 10% 107
24 hod 10°% 107 104+ 107 10 10°¢

Tab. 18 — Redéni pro CFU jednotlivych bakterii — 2. experiment

e & Redéni
Cas odbéru
CFU FSC200  FSC200AHU FSC200/Gp46
KAN rezistentni
1 hod 10* 107 10 10 10°
6 hod 1041075 10 104 105
18 hod 10°% 107 10° 105 106
24 hod 106 107 105 10 104
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50l

J\ 50wl S0pl 50p 50ul S0pl 50pl

Suspenze I tularensis
v PBS 0 ODggp= 1

\ / McLeed p]Otﬂy
450 ul PBS

Redéni 10! 102 1073 10+ 105 10-6 107
Obr. 6 — Piprava desitkov¢ fedici fady (Zdroj: vlastni)
7.15  Infekce mysi BALB/c

Materidl, reagencie, piistroje:
e I tularensis FSC200 (fedéni: 3x10?)
e F tularensis FSC200/AHuB (fedéni: 3x10?)
e F tularensis FSC200/Gp46 (fedéni: 3x10?)

e Mysi
- Celkovy pocet mySi na 1 skupinu: 5
- Celkovy pocet skupin: 3 (1x FSC200, 1x FSC200/AHuB, 1x FSC200/Gp46)
- Pocet infikovanych typl bakterii: 3
- Celkovy pocet mysi na pokus: 15
e McLeod agar
e Fyziologicky roztok
e PBS

Postup:

Nejprve byla pfipravena pfislusnd fedéni jednotlivych bakteridlnich suspenzi FSC200 a

mutantil. Suspenze FSC200 0 ODgoonm 1 (coZ odpovida cca 3-5x10° bakterii/ml) byla postupné

desitkovym fedénim (Obr. 6) fedéna tak, aby suspenze obsahovala 3-5x10* bakterii v 1 ml.

Z této suspenze bylo odebrano 0,2 ml a pfidano k 3,8 ml fyziologického roztoku, coz ve

vysledku odpovidalo infekéni ddvece 3-5x10%/0,2 ml. Obdobnym zplisobem byly pfipraveny

ostatni suspenze bakterii. Skupindm po 5 mysich byla subkutdnné (s.c.) aplikovana davka 3x10?
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CFU/mys jednotlivych bakteridlnich kmentt v 0,2 ml fyziologického roztoku. Skutecny
aplikovany pocet CFU byl uréen vysevem na McLeod plotny takto: FSC200 3x10? CFU/mys,
FSC200/ AHU 4,8x10*> CFU/mys, FSC200/Gp46 1,4x10> CFU/mys. Jednotlivé skupiny
infikovanych mysi byly sledovany po dobu 21 dni, béhem této doby byla zaznamenavéana

pfipadna nemoc nebo Gumrti.
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8 Vysledky
8.1  Syntéza Casti genu gp46

Dle navrzenych oligonukleotidii (Tab. 2) byla provedena syntéza prvni a druhé ¢asti genu gp46
pomoci overlap PCR s vyuzitim enzymu PfuUltra Il polymerazy. Nasledné byla uspésnost PCR
reakce ovéfena metodou gelové elektroforézy. Jako referencni standard pro urceni velikosti
syntetizovanych &asti (bp) byl pouzit HyperLadder™ 50 bp (Meridian BIOSCIENCE) (na Obr.
7 znazornén vlevo, v gelu prvni pozice). Na Obr. 7 mizeme pozorovat pfitomnost PCR
produktii odpovidajicich prvni i druhé Casti genu gp46, tzn., Ze syntéza byla Gspésna. Velikost

1. ¢asti genu gp46 je cca 140 bp a délka 2. ¢asti genu gp46 je piiblizné 170 bp.

SIZE (bp)

2000

1800

1400 R
1200

1000 ——
800 -
700

600 St
500 QR
400 —

300
200 l—%l \—%I

100 T T

1. cast genu gp46 140 bp 2. ¢ast genu gp46 — 170 bp

Obr. 7 — Elektroforéza v agar6zovém gelu pro ovéteni PCR reakce 1. a 2. Casti gp46

Koncentrace fragmentl izolovanych z agar6zového gelu byla zméfena na spektrofotometru
NanoPhotometer od firmy Implen oproti blanku (destilovana voda). Hodnoty koncentraci jsou

uvedeny v Tab. 19.

Tab. 19 — Koncentrace DNA fragmentti odpovidajicich 1. a 2. ¢asti genu gp46

I1zolovany fragment Koncentrace [ng/ul]
1. Cast gp46 37,0
2. Cast gp46 44,5

59



8.2  Syntéza celého genu gp46

Fragmenty kodujici prvni a druhou ¢ast genu gp46 byly v poméru 1:1 pouzity jako templat
pro overlap PCR. Produkt reakce byl separovan pomoci gelové elektroforézy. Jako referencni
standard byl opét pouzit HyperLadder™ 50 bp (na Obr. 8 zndzornén vlevo, v gelu prvni pozice).
Na Obr. 8 je patrna ptitomnost PCR produktu a jeho velikost odpovida ptiblizné 300 bp, coz

znamena, ze jsme potvrdili uspesnou syntézu vysledného gp46.

SIZE (bp) | ng/BAND
2000 80
1800 20
1600 20
1400 20
1200 20
1000 100
800 30
700 30
600 30
500 30
400 30
300 100
200 40

gp46— 300 bp
100 40
50 40

Obr. 8 — Elektroforéza v agar6zovém gelu pro ovéfeni PCR amplifikace celého genu gp46

Na spektrofotometru NanoPhotometer byla zméfena koncentrace DNA genu gp46 izolovaného

z gelu. Jeji hodnota je zaznamenana v Tab. 20.
Tab. 20 — Koncentrace DNA genu gp46

Izolovany fragment Koncentrace [ng/ul]
gp46 34,5

8.3  [Izolace plazmidové DNA

Pro dalsi faze experimentu bylo tfeba izolovat plazmid pET-28b z kultury E. coli XL-1.
Koncentrace izolované plazmidové DNA byla zméfena na NanoPhotometer od firmy Implen a

jeji hodnota je zaznamendna v Tab. 21.
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Tab. 21 — Koncentrace plazmidové DNA pET-28b

Vzorek Koncentrace [ng/pl]
Plazmidova DNA 170

8.4  Restrikcni Stépeni plazmidu pET28b a gp46

Na Obr. 9 je znazornéna mapa plazmidu pET-28b, v€etné mnohocetného klonovaciho mista,
které 1ze vyuzit pro klonovani do plazmidu. V nasi diplomové praci byly vyuzity restrikéni
enzymy Ncol a Xhol, které $tépi v oblastech 296 bp a 158 bp od replika¢niho pocatku. Stejné

restrikéni enzymy byly pouZity pro opracovani fragmentu genu gp46.

Xho l{158)
Not l(168)
Eag l(186)
Hind Hli(173)
Sal lj179)
Sac l(190)
EcoR (192

BamH l{138)
Nhe lj231)
Nde l(238)
Nco I(296)

Pvu l(4426)
Saf lj4426)

Sma l(4300)

Miu I{1123)
Bl [{1137)

pET-28b (+)
Cla li4117) (5368 bp)

Nru lj4083) BstE li(1304)

Apa 1(1334)

(e5g1-g0) P2

BssH ll{1534)
EcoR V(1573)
Hpa l{1629)

Eco5T 1(3772)

AlwN li3840)

BssS 1(3397) PshA |{1968)

BsplLU11 l{3z2z24)
Sap l(3108)
Bst1107 l{2995)

Psp5 ll2230)
Tth111 |{2968)

Obr. 9 — Schématickd mapa plazmidu pET-28b (+) o velikosti 5368 bp

Po skonceni restrikéniho Stépeni byla provedena gelova elektroforéza s vyuZitim referencnich
standardii HyperLadder™ 50 bp (na Obr. 10 znizornén vlevo, v gelu prvni pozice) a
GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (na Obr. 10 znazornén vpravo, v gelu tieti pozice). Na Obr. 10
muZzeme pozorovat pozitivni vysledek restrikce. DNA odpovidajici genu gp46 o délce cca 300
bp a DNA odpovidajici linearizovanému plazmidu pET-28b o velikosti pfiblizn€¢ 5300 bp.

Produkty restrikéniho Stépeni spravné délky byly izolovany zgelu a nasledné byla
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spektrofotometricky zméfena jejich koncentrace. Hodnoty koncentraci jsou zaznamenany

v Tab. 22.

SIZE (bp) | ng/BAND bpng/05pg %
000 50
1800 20
i |20 10000 200 6.0
1000 i i
il W / a000 300 60
%0 | =1/ 500 100 &0
700 30 =1/ 4000 300 60
o | = = 0 A O
500 30 —__ 05 250 5.0
400 30 el — 2000 25,0 5.0
e — 1000 250 50
300 100
el — 1000 60.0 120
500 & N 750 250 5.0
— 500 250 50
il W —250 250 50
50 40
gp46—300 bp pET28b— 5300 bp

Obr. 10 — Elektroforéza v agar6zovém gelu pro ovéteni délky fragmenti ziskanych

restrikénim Stépenim
Tab. 22 — Koncentrace izolovanych DNA fragmentt (gp46 a pET28b)

Izolovany DNA fragment Koncentrace [ng/ul]
gp46 20,5

pET-28b 18,5
8.5  Klonovani gp46 do vektoru

Izolované fragmenty byly pouZity pro ligacni reakci v poméru inzert:vektor = 3:1 a ligacni smés
byla pouzita pro transformaci chemokompetentnich bunék E. coli TOP10. Ovéfeni spravného
zaklonovani bylo provedeno metodou PCR na koloniich s vyuzitim oligonukleotidu
komplementarniho  k sekvenci plazmidu (T7 promoter primer) a oligonukleotidu
komplementarniho k sekvenci genu gp46 (rGp46 Rev2 HA Xhol). Pro testovani bylo
nahodné vybrano 8 izolovanych bakteridlnich kolonii. Produkty reakce byly separovany
v agar6ézovém gelu a DNA byla zviditelnéna (ocekavany produkt délky cca 400 bp — gen gp46

+ ¢ast sekvence plazmidu pET-28b). Z Obr. 11 je patrné, Ze klonovani bylo uspésné, a Ze vétSina
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testovanych kolonii E. coli TOP10 obsahuje inzert, tedy plazmid pET-28b s genem gp46
(standard — HyperLadder™ 50 bp).

Vektor gp46pET28b byl z bakteridlni kolonie ¢. 8 vyizolovan a spravnost sekvence byla
potvrzena ve Stiedisku sekvenovani DNA v Mikrobiologickém ustavu AV CR v.v.i., abychom

méli jistotu, ze nedoslo k Zadnym mutacim, které by mohly ovlivnit dal$i faze experimentu.

SIZE (bp) | ng/BAND

— 2000 50
. 1800 20
— 1600 20
— 1400 20
— 1200 20
—— 1000 100
— 800 30
— 700 30
— 600 30

— 200 40
— 100 40 '

2p46pET28b — 400 bp

oS
— @ | w0 : —

Obr. 11 — Elektroforetické ovétreni délky produkti PCR na koloniich (klonovani gp46pET-
28b do E. coli TOP10)

Plazmid gp46pET28b byl dale vyuzit pro transformaci expresniho kmene E. coli BL21 (DE3).
Ovéfteni spravného zaklonovani bylo provedeno opét pomoci PCR na koloniich za pouZiti
stejného paru primer (ofekavany produkt délky cca 400 bp — gen gp46 + Cast sekvence
plazmidu pET-28b) s naslednou vizualizaci metodou gelové elektroforézy. Na Obr. 12 miZzeme
pozorovat DNA fragment o velikosti cca 400 bp, coz potvrzuje Uspésné zaklonovani

gp46pET28b do E. coli BL21 (DE3).
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SIZE (bp) | ng/BAND

— 2000 50

1800 20
— 1600 20
— 1400 20
- 1200 20
—— 1000 100
—— 800 30
- 700 30
— 600 30
— 500 30
—— 400 30
—— 300 100
— 200 40
— 100 40
— 50 40 2p46pET28b — 400 bp

Obr. 12 — Elektroforetické ovéteni délky produkti PCR na koloniich (klonovani gp46pET-
28b do E. coli BL21 (DE3))

8.6  Purifikace Gp46 7 E. coli

Bakterialni kultura E. coli BL21 (DE3) s vlozenym plazmidem gp46pET-28b byla pouzita pro
indukeci produkce proteinu Gp46 (fizovaného s HA kotvou) a jeho néslednou purifikaci pomoci
agarozovych kuli¢ek nesoucich protilatku proti HA epitopu. VSechny frakce ziskané¢ béhem
purifikace byly uchovany. Nasledné¢ byla zméfena koncentrace proteinti v jednotlivych frakcich
(Tab. 23) pomoci soupravy QubitTM Protein Assay Kit, 100 Assays od firmy Invitrogen
s vyuzitim kalibra¢ni kiivky (tvofena fadou standardl od vyrobce). Vysledny objem métenych
vzorkli musel byt 200 pl, pfesné poméry pipetovanych reagencii do smési jsou zaznamenany

v Tab. 23, vysledné hodnoty koncentraci jsou uvedeny tamtéz.

Tab. 23 — Pipetované objemy a zméfené koncentrace purifikovanych proteini a frakci

Objem [pl] Vysledna
Nazev vzorku Qubit working koncentrace

solution Vzorek [ug/ “l]

FT 199 1 > 5 mg/ml
Wash 1 (TBS-T 0,05%) 199 1 1,9800
Wash 2 TBS-T 0,05%) 195 5 0,4640
Wash 3 TBS-T 0,05%) 195 5 0,3240

Elu¢ni frakce (3 M NaSCN) 199 1 0,79
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8.7  SDS-PAGE, western blot a imunodetekce

Z jednotlivych frakei byly pfipraveny vzorky pro kontrolni SDS-polyakrylamidovou
elektroforézu (Standard Precision Plus Protein™ Standards, Kaleidoscope™, Bio-Rad — na
Obr. 13 znazornén vlevo). Separace proteinll v gelu potvrdila, Ze doSlo k expresi proteinu Gp46
(Obr. 13). Dale mizeme pozorovat, Ze izolovany protein Gp46 je pomérné Cisty a jeho
molekulova velikost odpovida piredpokladané hmot¢ pod 15 kDa. Na stejny polyakrylamidovy
gel byl nanesen i vzorek eluovaného HU HA proteinu, jehoz purifikace probihala stejnym
¢isty s molekulovou hmotou cca 12 kDa (z tohoto diivodu nejsou na gel naneseny vSechny
frakce ziskané béhem purifikace). Pro zobrazeni proteinti byl gel po elektroforetické separaci
obarven koloidnim modfenim pomoci soupravy NOVEX Colloidal Blue Staining. Jako druhy
kontrolni krok byla provedena chemiluminiscenéni imunodetekce separovanych frakci pomoci
protilatky namifené proti HA epitopu, se kterym byly oba proteiny fhzovany. Vysledek

imunodetekce je zaznamenan na Obr. 14 a 1ze pozorovat obdobny vysledek jako pii koloidnim

modfeni.
-250 e
— - 150 .
b
—_— - 100
- - 75 -
w-— | - 50
— - 37
v
- 25
— | - 20
AR
Volna
- 10 I jamka
[kDa] ™ I
Eluit Gpd6 Eluat HU_HA
T T T <15 kDa 12 kDa
Standard  WCL FT Wi W2 W3

Obr. 13 — SDS-PAGE elektroforéza obarvena koloidnim modfenim
(WCL — celobunéény lyzat; FT - protekla frakce; W1-3 — promyvaci frakce)
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- 290

100 kDa
— - 1 :;r‘J 75 kDa
— ~ 100 50kDa
— - 75
37 kDa
— 50
- 37 25 kDa
20 kDa
- 25
— 20
15 kDa
5
10 kDa
- 10
[kDa]
Standard WCL FT Wl w2 W3 Elunit Gp46 Elnat HU_HA
<15 kDa 12 kDa

Obr. 14 — Imunodetekce purifikovanych proteinti a jednotlivych frakci (RTG film)
(WCL — celobunéény lyzat; FT - protekla frakce; W1-3 — promyvaci frakce)

88 EMSA

Dalsim krokem bylo ovéteni hypotézy, zda protein Gp46 inhibuje DNA vazebnou aktivitu
HU_ HA proteinu na modelu F. tularensis. Jiz dtive bylo v laboratotfi metodou EMSA zjisténo,
ze se HU HA protein silné vaze k DNA kodujici oblast pfed pigR genem (oznaena jako pigR
promotor) a i k DNA kodujici samotny pigR gen. Této skute€nosti bylo vyuZito béhem testovani
vazby HU HA proteinu k této DNA v pfitomnosti proteinu Gp46. Nejprve bylo nutné cilovou
DNA sekvenci amplifikovat pomoci PCR. Poté byl PCR produkt pomoci elektroforézy
separovan, fragment z gelu izolovan a pouZit pro EMSA experiment. Na Obr. 15 1ze pozorovat,
ze amplifikovand DNA odpovida ocekavané délce produktu pigR genu cca 300 bp (standard —
GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder — Obr. 15 vlevo).
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Obr. 15 — Elektroforeticka separace PCR reakce (DNA kodujici pigR gen)

Z prvotnich experimentli se zdalo, ze protein Gp46 zadnym zplisobem neovlivituje vazbu
HU HA proteinu k cilové DNA (neuvedeno). Moznym vysvétlenim bylo, Ze protein Gp46 neni
funkéni v prostiedi s velkou iontovou silou (jako eluéni pufr byl pouzit 3 M NaSCN). Z tohoto
davodu byl protein Gp46 pteveden do jiného pufru (50 mM Tris, pH 7.5, 150 mM NaCl), coz
se na aktivité¢ ale také neprojevilo. Dale byla provedena iontové-vymeénnd chromatografie
s vyuzitim DEAE Support ¢éstic, aby byla oSetfena i pfipadnd vazba Gp46 na HU protein
E. coli BL21 (DE3), ze kterych byl protein Gp46 purifikovan. Pomoci SDS — polyakrylamidové
elektroforézy bylo zjiSténo, Ze k uvolnéni proteinu Gp46 z DEAE ¢astic dochazi v pufru 4 (400
mM Tris, pH 7.5, 150 mM NaCl) (neuvedeno), tato frakce pak byla pouzivdna do dalSich
experimentl. Frakce ziskané promytim ¢astic pomoci pufrt 5 a 6 obsahovaly kromé proteinu
Gp46 1 dalsi protein podobné velikosti, pravdépodobné HU protein z E. coli. Frakce, ktera
obsahovala Cisty Gp46 protein, byla opét pfevedena do pufru o slozeni 50 mM Tris, pH 7.5,
150 mM NaCl. Po tomto kroku byla prométena koncentrace proteini v jednotlivych frakcich
(Tab. 24) a byly pfipraveny vzorky pro novy EMSA experiment. Piecistény protein Gp46 byl
v riznych koncentracich (1-4 pg) ptidan do reakce s DNA kodujici pigR gen a DNA vazebnym
HU HA proteinem (Obr. 16).
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Tab. 24 — Objemy a koncentrace frakci po iontové-vyménné chromatografii pro EMSA

, Objem [ul] Vysledns
Nazev vzorku : :
Qubit working koncentrace [pg/ul]
. Vzorek
solution
FT2 190 10 0,0680
Pufr 2 (100 mM Tris, pH 7.5, 150 mM NaCl) 190 10 0,0968
Pufr 3 (200 mM Tris, pH 7.5, 150 mM NaCl) 190 10 0,0816
Gp46 v pufru 4 (400 mM Tris, pH 7.5, 150 mM NaCl) 199 1 0,2960
Pufr 5 (750 mM Tris, pH 7.5, 150 mM NaCl) 199 1 0,5040
Pufr 6 (1 M Tris, pH 7.5, 150 mM NaCl) 199 1 0,6200

Na Obr. 16 mtizeme pozorovat vysledek EMSA experimentu. V jamce €. 2 byl nanesen vzorek
obsahujici pouze DNA. V jamce DNA+Gp46 mame dikaz o tom, ze protein Gp46 se sam
o0 sob& na DNA nevaze a zddnym zplsobem neovliviiuje mobilitu DNA v gelu. V jamce €. 4 je
nanesen vzorek slouzici jako pozitivni kontrola (DNA+HU HA), kde mizeme pozorovat
tvorbu DNA-HU HA proteinovych komplexti (na obrazku dva horni bandy — oznaceny
svorkou). V jamkach ¢. 5 — 8 (DNA+HU_HA-+Gp46) pozorujeme zietelné vytésnovani DNA
z komplexu s HU HA proteinem zpisobené ptitomnosti proteinu Gp46. Je viditelné, ze se
zvySujici se koncentraci Gp46 se snizuje mnozstvi komplexi DNA+HU HA a zvySuje se
mnozstvi volné DNA. Z toho vyplyva, Ze Gp46 vytésnuje DNA z vazby s HU HA proteinem a
1ze fict, Ze Gp46 inhibuje DNA vazebnou aktivitu HU HA proteinu u bakterie F tularensis

in vitro.
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Obr. 16 — Vysledek EMSA experimentu
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8.9  Klonovani gp46 do E tularensis

V dalsi fazi experimentalni prace bylo ovéfovano, zda protein Gp46 funguje jako inhibitor HU
proteinu F. tularensis 1 in vivo. Z tohoto divodu bylo nutné ptipravit kmen F. tularensis, ktery
by exprimoval protein Gp46. Nejprve byly navrzeny nové primery pro amplifikaci genu gp46
(Tab. 12), tak aby vysledny DNA fragment mohl byt opracovan resktriktazami Ndel a Sacl-HF
a nasledné vlozen do tzv. shuttle vektoru pKK289KmGFP misto genu gfp. Obr. 17 ukazuje
uspesné provedenou PCR reakci genu gp46. Velikost PCR produktu odpovidala cca 300 bp, coz
koresponduje s velikosti gp46 genu (standard — GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder). Koncentrace

izolovaného PCR produktu ¢inila 115 ng/ul (spektrofotometricky zmétena).
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Obr. 17 — PCR reakce genu gp46 pro klonovani do shuttle vektoru pKK289Km

Izolované fragmenty DNA (gp46 a plazmid pKK289KmGFP) byly dale opracovany
restriktdzami Ndel a Sacl-HF. Obr. 18 ukazuje produkt reakce o velikosti cca 300 bp, tj. gp46
po restrikci. Na Obr. 19 miizeme pozorovat vysledek restrikce plazmidu pKK289KmGFP, ktery
dané resktriktazy S$tépi na 3 fragmenty o délce cca 230 bp (na Obr. 19 je vidét pouze slab¢), 480
bp a 4800 bp. Prvni dva $tépy odpovidaji genu gfp a tieti nejdelsi linearizovanému plazmidu,
do kterého mlZzeme ligaci vlozit nad§ inzert. Na spektrofotometru byla zmétena koncentrace

restrikénich fragmentd, jejich hodnota je zaznamenana v Tab. 25.
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Obr. 18 — gp46 po restrikci
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Obr. 19 — pKK289KmGFP po restrikci

Tab. 25 — Koncentrace DNA fragmentl po restrikci

PCR produkt Koncentrace [ng/ul]
gp46 44
pKK289Km 30,5
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Izolované fragmenty byly pouzity pro liga¢ni reakci v poméru inzert:vektor = 3:1 a ligacni smés
byla pouzita pro transformaci chemokompetentnich bunék E. coli TOP10. Ziskani
transformanti byli testovani pomoci PCR na koloniich (Obr. 20) s vyuzitim primera
komplementarnich k sekvenci plazmidu (oekavany fragment pii pozitivnim vysledku cca 600
bp). Déle byl z jedné pozitivni kolonie izolovéan plazmid gp46pKK289Km, jehoz sekvence byla

ovéfena metodou sekvenovani.
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Obr. 20 — PCR na koloniich E. coli TOP10
8.10 Elektroporace

Plazmid gp46pKK289Km byl poté vloZzen do elektrokompetentnich bunék F tularensis
FSC200 pomoci elektroporace. Uspésnost elektroporace byla otestovana metodou PCR
na koloniich s naslednym zviditelnénim pomoci elektroforézy (primery pouZité pro reakci jsou
komplementarni k sekvenci gp46). Na Obr. 21 mlzeme pozorovat velikost testovanych
fragmentti o délce cca 300 bp. Z jedné pozitivni kolonie byly vytvofeny zasobni konzervy

mutantniho kmene, ktery byl oznacen F. tularensis FSC200/Gp46.
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Obr. 21 — PCR na koloniich F. tularensis pro ovéfeni Uspésnosti elektroporace
71



8.11 Rustové kiivky

Nejprve bylo testovano, zda se exprese Gp46 projevi na rustové rychlosti F. tularensis FSC200.
Byl porovnavan rist nové vytvofeného mutantniho kmene FSC200/Gp46 s rtistem divokého
kmene FSC200 a dele¢niho mutantniho kmene FSC200/AHU. Z graf ristovych kiivek (Obr.
22 a 23) jasné vyplyva, zZe riast kmene FSC200/Gp46 se 1isi od rastu divokého kmene FSC200
a ptripomind rist kmene FSC200/AHU. Tento fakt podporuje nasi hypotézu a naznacuje, ze
protein Gp46 blokuje funkci HU proteinu, tudiz fenotyp kmene FSC200/Gp46 ptipomina
fenotyp kmene FSC200/AHU. Dodatecné byl kolegy v laboratofi testovan rist kmene FSC200,
ktery nesl plazmid pKK289KmGFP. Bylo potvrzeno, Ze zména rustu kmene FSC200/Gp46
nesouvisi s kultivaci v pfitomnosti ~ kanamycinu,  jehoz  rezistenci  plazmid

pKK289KmGFP/gp46pKK29Km koéduje (neuvedeno) (Spidlova et al., 2023).
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Obr. 22 — Rustoveé kiivky 1
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Obr. 23 — Rustovée kiivky 2
8.12  Proliferace v BMMs

Dalsim experimentem, ktery mél otestovat vliv proteinu Gp46 na funkci HU proteinu
F tularensis, bylo ovéfeni schopnosti testovanych kmenid F tularensis mnoZzit se v mySich
kostné-dfeniovych makrofazich. Experiment byl proveden dvakrat, v diplomové praci jsou
zaznamenany pouze prumérné hodnoty z obou experimentd. Infikované makrofagy byly ve
zvolenych Casovych intervalech lyzovany a lyzat byl v danych fedénich vyset na McLeod
plotny. Po péti dnech byl proveden odecet CFU (tzn. poctu narostlych kolonii). Vysledné odecty
CFU byly déle zpracovany v programu MS Excel nasledujicim zpisobem: hodnoty primérného
poctu CFU byly pfepocteny na 1 ml nefedéné suspenze, logaritmovany a logaritmické hodnoty
zprumérovany (Tab. 26). Z téchto vyslednych hodnot byl vytvotfen graf pro porovnani
proliferace FSC200, FSC200/AHU a FSC200/Gp46.

Tab. 26 — Primér logaritm®i CFU z obou experimentil

Casodbéru  FSC200  FSC200/aHy ~ FSC200/Gpd6
CFU Primérny logaritmus CFU
1 hod 6,9127 6,8178 6,6708
6 hod 6,9710 6,5938 6,5971
18 hod 8,1781 7,383 7,5542
24 hod 8,5482 73517 7,8392
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V grafu (Obr. 24) miZeme pozorovat jiz po 1 hodin€ snizenou hodnotu CFU u kmene
FSC200/Gp46 oproti divokému kmeni FSC200. V Casovych intervalech 6, 18 a 24 hodin
po infekci se tento trend opakuje. Na zakladé toho mizeme konstatovat, ze Gp46 negativné
ovliviiuje proliferaci FSC200 v mysich makrofazich. Z grafu je vidét, Zze kmen FSC200/Gp46
se mnozi v kostné-dfeniovych makrofazich obdobné jako kmen FSC200/AHU a proliferace
obou mutantnich kment je signifikantné odlisna oproti divokému kmeni FSC200. Tato data
potvrzuji nasi hypotézu, ze protein Gp46 inhibuje HU protein F. tularensis a signifikantné

zpomaluje proliferaci kmene FSC200/Gp46 v mysich kostné-dienovych makrofazich.
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Obr. 24 — Proliferace kmeni F. tularensis uvnitt mysich kostné-dienovych makrofagti —

primérna data ze dvou experimenti

(p < 0,001 ***,p < 0,000] ****)

8.13 Infekce mysi BALB/c

Poslednim experimentem, ktery testoval vliv proteinu Gp46 na funkci HU proteinu
F tularensis, byla in vivo infekce na modelu mysi typu BALB/c. Z diivéjSich vysledk
laboratoie vyplyva, ze kmen s deleci genu kodujiciho HU protein je oslaben a nevyvolava
umysi onemocnéni. Predpokladali jsme, Ze vlivem pisobeni inhibitoru Gp46 by i kmen

FSC200/Gp46 mohl byt atenuovan. Mysi byly sledovany po dobu 21 dni a nasledné bylo
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v programu GraphPad Prism 10 provedeno grafické a statistické vyhodnoceni experimentu

(Obr. 25).

Z grafu (Obr. 25) vyplyva, ze 100 % mysi infikovanych kmenem FSC200/AHU pfezilo.
Vsechny mysi infikované kmenem FSC200 uhynuly 6. den po infekei. 40 % mysi infikovanych
kmenem FSC200/Gp46 uhynulo taktéZ 6. den po infekci, zbylych 60 % uhynulo 7. den
po infekci. Ackoliv se jednéd pouze o jednodenni posun v thynu a pouze u 60% testovanych

mys$i, pfesto jde o signifikantni zménu (v Obr. 25 znazornéno *, p < 0,05).
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Obr. 25 — Preziti infikovanych mySi BALB/c
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9 Diskuze

F. tularensis je intracelularni patogen zpusobujici tularémii. Jedna se o vysoce infekéni
onemocnéni, které mize predstavovat velké bezpecnosti riziko. Z tohoto ditvodu je nutné, co
nejlépe pochopit mechanismus infekce a detailné popsat bakteridlni faktory virulence.
V poslednich letech zdjem o studium F. tularensis roste a v soucasné dob¢ je popsana jiz cela
fada mechanismt virulence (Degabriel et al., 2023). Velkym prilomem bylo objeveni
genomové oblasti oznaCované jako tzv. ostrov patogenity, ktera koéduje vyznamné geny
nezbytné pro intracelularni rast a virulenci F. tularensis. V posledni dobé¢ se do popiedi dostala
role dal$iho virulen¢niho faktoru — HU proteinu. Jedna se o DNA vazebny protein, ktery ma
vliv na Sirokou $kalu bunéénych molekuldrnich procesti. Bylo prokazano, ze delece genu
koédujiciho HU protein vede k oslabeni virulence bakterie (Stojkova et al., 2018). Obecné HU
proteiny jsou vysoce konzervované a pfitomné u vSech bakterii, véetné F. tularensis. Studium
inhibice HU proteinu F. tularensis se stalo hlavnim pfedmétem této diplomové prace. Nedavno
bylo publikovano (Zhang et al., 2022), ze protein Gp46 bakteriofaga SPO1 ovlivituje HU
protein B. subtilis a autofi vyslovili ideu, Ze by Gp46 mohl fungovat jako univerzalni inhibitor
vSech HU proteinti. V této diplomové praci jsme testovali univerzalnost proteinu Gp46 na
modelu HU proteinu F. tularesnis. Experimentalni vysledky predkladané prace byly otisknuty

ve védeckém Casopise Frontiers in Microbiology s Impact faktorem 5,2 (Spidlova et al., 2023).

Nejprve jsme testovali, zda piitomnost proteinu Gp46 ovlivni schopnost HU proteinu
F tularensis tvotit DNA-proteinové komplexy. Jiz diive bylo prokazano (Pavlik, Spidlova,
2022), ze HU protein F. tularensis vaze DNA kédujici pigR gen. Tohoto faktu jsme chtéli vyuZit
a testovat DNA vazebnou aktivu HU proteinu s pigR genem v pfitomnosti proteinu Gp46
metodou EMSA. Zpocatku se zdalo, Zze Gp46 nikterak neovliviiuje vazbu HU HA proteinu
k cilové DNA. Moznym vysvétlenim mohlo byt, Ze jsme do reakce ptidavali Gp46 eluovany
pufrem o vysoké iontové sile (3 M NaSCN), ¢imz jsme zpiisobili nefunkénost proteinu. Zhang
et al. (2022) ve své praci popsali, Ze pokud pouzili v EMSA reakci pufr o vysoké koncentraci
soli (300 mM NacCl), tak nedochazelo k tvorbé komplexu HU protein B. subtilis + Gp46. Reakci
jsme tedy zopakovali s tim, Ze jsme oba proteiny (Gp46 1 HU HA) prevedli do pufru s nizsi
iontovou silou, nicméné ani toto feSeni nebylo U¢inné. Jak uz bylo v této praci nékolikrat
zminéno, HU proteiny jsou pfitomné u vSech bakterii, tedy i u bakterii E. coli BL21 (DE3),
ze kterych byl protein Gp46 purifikovan. Piedpokladali jsme, Ze béhem purifikace z expresnich

E. coli BL21 (DE3) mohlo dojit k vazbé Gp46 na HU protein, coZ by znamenalo, Ze protein
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Gp46 je jiz vazan v komplexu s HU proteinem E. coli a neni tak schopen vytvofit komplex
s HU proteinem F. tularensis a vytésnit z komplexu DNA. Z tohoto divodu jsme optimalizovali
proces purifikace proteinu Gp46 a zatadili jako jeden z kroki iontové-vyménnou
chromatografii, abychom byli schopni ziskat Cisty protein Gp46. Tato optimalizace se ukazala
jako ucinna a metodou EMSA jsme spéSné potvrdili inhibi¢ni efekt proteinu Gp46 na DNA
vazebnou aktivitu HU proteinu. Zjistili jsme, ze pfidani proteinu Gp46 vede k vytésnéni DNA
kodujici pigR gen z komplexu s HU proteinem (Obr. 16, Spidlova et. al., 2023). Timto
experimentem jsme potvrdili inhibi¢ni ucinek proteinu Gp46 na HU protein F. tularensis in

vitro.

Dale nés zajimalo, jestli by bylo mozné prokazat inhibi¢ni u¢inek proteinu Gp46 na HU protein
F tularensis 1 v in vivo experimentech. Pripravili jsme mutantni kmen F. tularensis FSC200
exprimujici Gp46, jez byl kodovan na plazmidu pKK289Km, coZ je tzv. shuttle vektor, ktery se
replikuje jak v E. coli, tak 1 ve F. tularensis. Pokud by naSe hypotéza byla spravna, a protein
Gp46 inhiboval funkci HU proteinu, o¢ekavali jsme, Ze pfipraveny mutantni kmen F. tularensis
FSC200/Gp46 bude vykazovat fenotyp podobny kmenu s deleci genu hupB kodujiciho HU
protein FSC200/AHU. Stojkova et al. (2018) popsali, Zze delece genu hupB vede k vyrazné
zmeéné zastoupeni produkovanych proteini mutantniho kmene, zejména snizeni produkce FPI

proteind, coz v konecném diisledku vede k oslabeni mutantniho kmene ve virulenci.

Nejprve jsme testovali riist nové vytvofeného mutantniho kmene FSC200/Gp46 a porovnavali
ho sristem divokého kmene FSC200 a kmene sdeleci genu kddujiciho HU protein
FSC200/AHU, o kterych je zndmo, Ze rostou srovnateln¢, nicméné delecni mutant vstupuje
diive do faze stacionarni (Stojkova et al., 2018). V nasem experimentu jsme pozorovali, Ze
kinetika ristu FSC200/Gp46 se velmi podoba kinetice FSC200/AHU, coZ naznacuje, Ze exprese
proteinu Gp46 inhibuje riist divokého kmene FSC200 obdobnym zptisobem jako delece genu
kodujiciho HU protein, coz by podporovalo nasi hypotézu. Nabizela se myslenka, zdali neni
rust kmene FSC200/Gp46 ovlivnén pfitomnosti kanamycinu v kultivatnim médiu. Z toho
divodu byl kolegy z laboratofe dodate¢né testovan vliv antibiotika a bylo potvrzeno, ze
pomalejsi kinetika rastu mutantniho kmene FSC200/Gp46 nesouvisi s kultivaci v pfitomnosti

kanamycinu (Spidlova et al., 2023).

Jiz diive bylo prokéazéano, Ze se dele¢ni mutantni kmen FSC200/AHU replikuje v mySich kostné-

dieniovych makrofazich méné uCinné nez kmen divokého typu (Stojkova et al., 2018).
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Pokud by protein Gp46 blokoval spravné fungovani HU proteinu, oc¢ekavali jsme, Ze stejny
fenotyp, tedy méné efektivni replikaci, budeme pozorovat i u kmene FSC200/Gp46. Praveé
makrofagy jsou v ¢asném stadiu tularémie infikovany jako prvni, F. tularensis se uvnitt nich
replikuje a obchazi jejich obranné mechanismy. V naSem experimentu jsme zjistili, ze mutantni
kmen FSC200/Gp46 se replikuje podobné jako dele¢ni kmen FSC200/AHU, a Ze jejich
proliferace v mysich makrofazich in vitro je statisticky vyznamné¢ oslabena oproti divokému
kmeni FSC200. Tento vysledek je prvnim ditkazem, ze protein Gp46 ma schopnost negativné
ovlivitovat intracelularni replikaci F. tularensis, coz by potenciondlné mohlo vést i ke snizeni

virulence (Spidlova et al., 2023).

Na zaklad¢ téchto zjisténi jsme predpokladali, ze by protein Gp46 mohl snizovat
zivotaschopnost F. tularensis na mysim modelu tularémie. Pokud by protein Gp46 vedl
k oslabeni F. tularensis in vivo, do budoucna by se mohl pouzit jako terapeutickd latka proti
tularémii. U mysi infikovanych dele¢nim kmenem FSC200/AHU jsme potvrdili pfedchozi
vysledky (Stojkova et al., 2018) a dle ocekavani cela skupina mysi infekci timto oslabenym
kmenem pfezila, na rozdil od skupiny infikované divokym kmenem FSC200, kde jsme
zaznamenali 100% thyn 6. den po infekci. U vytvotfeného mutantniho kmene FSC200/Gp46
jsme ptedpokladali, Ze by se mohl chovat jako dele¢ni kmen FSC200/AHU. Avsak vysledek
tento predpoklad nenaplnil. Ani jedna testovanad my$ infekci kmenem FSC200/Gp46 nepiezila
— 40 % uhynulo 6. den po infekci (stejné jako skupina mysi infikovanych kmenem FSC200) a
zbylych 60 % mysi uhynulo 7. den po infekci (Spidlova et al., 2023). Pfesto byl tento
jednodenni posun v thynu vyhodnocen jako statisticky vyznamny (p < 0,05). Je mozné, Ze
lepSich vysledkii bychom dosahli, pokud bychom pfipravili mutantni kmen F tularensis
kodujici gen gp46 ptimo na chromozomu. V naSem experimentdlnim uspotfadani jsme nebyli
schopni zajistit selekéni tlak antibiotika po dobu in vivo experimentu, coz mohlo vést k tomu,
ze F. tularensis ptestala replikovat plazmid nesouci gen gp46. Do budoucna je urcité zapotiebi
vliv proteinu Gp46 na virulenci déle studovat, jelikoZ nase vysledky ukéazaly potencial proteinu

Gp46 puasobit jako inhibitor HU proteinu 1 na modelu F. tularensis.

Zéaveérem lze konstatovat, ze vysledky predkladané prace ptispivaji k myslence, ze by protein
Gp46 mohl fungovat jako inhibitor HU proteinu i na modelu F. tularensis, a tak by mohla byt

potvrzena jeho inhibi¢ni univerzélnost.
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10 Zavér
Vsechny dil¢i cile stanovené v této diplomové praci byly naplnény:

1. Uspé&sné jsme slozili a amplifikovali gen gp46.

2. Ptipravili jsme kmen E. coli BL21 (DE3) exprimujici protein Gp46.

3. Nazékladné vhodn¢ zvolené metodiky a podminek jsme uspésné izolovali protein Gp46
z bunek E. coli a protein HU _HA z F. tularensis.

4. Pomoci in vitro experimentu jsme potvrdili inhibi¢ni uc¢inek proteinu Gp46 na DNA
vazebnou aktivitu HU proteinu bakterie F. tularensis, dale jsme pomoci in vitro a in vivo
metod prokazali, ze fenotyp kmene F. tularensis exprimujiciho protein Gp46 pfipomina
fenotyp dele¢niho mutatniho kmene FSC200/AHU, coz naznacuje negativni dopad

exprese Gp46 na funkci HU proteinu.

Vysledky této diplomové prace naznacuji, Ze protein Gp46 bakteriofaga SPO1 bakterie Bacillus
subtilis by mohl slouzit jako univerzalni inhibitor HU protein{l, coZ jsme potvrdili na modelu

Francisella tularensis.

79



11  Seznam citované literatury

4WORKS SOLUTIONS, 2024. LabGuide. online. Dostupné z:
https://labguide.cz/metody/klonovani/. [cit. 2024-03-17].

BAREL, Monique; GRALL, Nathalie a CHARBIT, Alain, 2015. Pathogenesis of Francisella
tularensis in Humans. In: Human Emerging and Re-emerging Infections. s. 555-566. ISBN
9781118644843. https://doi.org/10.1002/9781118644843.ch29.

BARON, Gerald a NANO, Francis, 1998. MglA and MgIB are required for the intramacrophage
growth of Francisella novicida. Molecular Microbiology. roc. 29, ¢. 1, s. 247-259. ISSN 0950-
382X. https://doi.org/10.1046/j.1365-2958.1998.00926.x.

BARRY, Eileen; COLE, Leah a SANTIAGO, Araceli, 2014. Vaccines against Tularemia.
Human Vaccines. roc€. 5, ¢. 12, s. 832-838. ISSN 1554-8600. https://doi.org/10.4161/hv.10297.

BEDNAR, Marek, 1996. Lékarska mikrobiologie: bakteriologie, virologie, parazitologie.
Praha: Marvil. ISBN 80-238-0297-6.

BEVANGER, L.; MAELAND, J. a KVAN, A., 1994. Comparative analysis of antibodies to
Francisella tularensis antigens during the acute phase of tularemia and eight years later. Clinical
Diagnostic Laboratory Immunology. ro¢. 1, & 2, s. 238-240. ISSN 1071-412X.
https://doi.org/10.1128/cdli.1.2.238-240.1994.

BROMS, Jeanette; SJOSTEDT, Anders a LAVANDER, Moa, 2010. The Role of the Francisella
Tularensis Pathogenicity Island in Type VI Secretion, Intracellular Survival, and Modulation of
Host Cell Signaling. Frontiers in Microbiology. ro¢. 1, ¢. 136, s. 1-17. ISSN 1664-302X.
https://doi.org/10.3389/fmicb.2010.00136.

BUCHAN, Blake; MCCAFFREY, Ramona; LINDEMANN, Stephen; ALLEN, Lee-Ann a
JONES, Bradley, 2009. Identification of migR , a Regulatory Element of the Francisella
tularensis Live Vaccine Strain iglABCD Virulence Operon Required for Normal Replication
and Trafficking in Macrophages. Infection and Immunity. ro€. 77, €. 6, s. 2517-2529. ISSN
0019-9567. https://doi.org/10.1128/IA1.00229-09.

CARVALHO, C.L.; LOPES DE CARVALHO, I.; ZE-ZE, L.; NUNCIO, M.S. a DUARTE, E.L.,

2014. Tularaemia: A challenging zoonosis. Comparative Immunology, Microbiology and

80



Infectious Diseases. rocC. 37, ¢. 2, S. 85-96. ISSN 01479571.
https://doi.org/10.1016/j.cimid.2014.01.002.

CDC, 2018. Centers for Disease Control and Prevention: Tularemia. online. 2018-12-13.
Dostupné z: https://www.cdc.gov/tularemia/index.html. [cit. 2023-10-20].

CELLI, Jean a ZAHRT, Thomas, 2013. Mechanisms of Francisella tularensis Intracellular
Pathogenesis. Cold Spring Harbor Perspectives in Medicine. roC. 3, ¢. 4, s. 010314-010314.
ISSN 2157-1422. https://doi.org/10.1101/cshperspect.a010314.

CLEMENS, Daniel; LEE, Bai-Yu a HORWITZ, Marcus, 2005. Francisella tularensis Enters
Macrophages via a Novel Process Involving Pseudopod Loops. Infection and Immunity. roc.

73,¢.9,5s.5892-5902. ISSN 0019-9567. https://doi.org/10.1128/I1A1.73.9.5892-5902.2005.

COWLEY, Siobhan a ELKINS, Karen, 2011. Immunity to Francisella. Frontiers in
Microbiology. ¢. 26. ISSN 1664-302X. https://doi.org/10.3389/fmicb.2011.00026.

CRONQUIST, Steven D., 2004. Tularemia: the disease and the weapon. Dermatologic Clinics.
ro€. 22, €. 3, s. 313-320. ISSN 07338635. https://doi.org/10.1016/j.det.2004.03.009.

CUTHBERT, Bonnie; ROSS, Wilma; ROHLFING, Amy; DOVE, Simon; GOURSE, Richard
etal., 2017. Dissection of the molecular circuitry controlling virulence in Francisella tularensis.
Genes & Development. rto¢. 31, ¢ 15, s. 1549-1560. ISSN 0890-9369.
https://doi.org/10.1101/gad.303701.117.

DEGABRIEL, Manon; VALEVA, Stanimira; BOISSET, Sandrine a HENRY, Thomas, 2023.
Pathogenicity and virulence of Francisella tularensis. Virulence. ro¢. 14, ¢. 1, s. 1-21. ISSN

2150-5594. https://doi.org/10.1080/21505594.2023.2274638.

DENNIS, David; INGLESBY, Thomas; HENDERSON, Donald; BARTLETT, John; ASCHER,
Michael et al., 2001. Tularemia as a Biological Weapon. JAMA. ro¢. 285, ¢. 21. ISSN 0098-
7484. https://doi.org/10.1001/jama.285.21.2763.

DOERN, G. V., 2000. Detection of Selected Fastidious Bacteria. Clinical Infectious Diseases.
ro¢. 30, ¢. 1, s. 166-173. ISSN 1058-4838. https://doi.org/10.1086/313586.

81



DRLICA, K. aROUVIERE-YANIV, J., 1987. Histonelike proteins of bacteria. Microbiological
Reviews. ro¢. 51, €. 3, s. 301-319. ISSN 0146-0749. https://doi.org/10.1128/mr.51.3.301-
319.1987.

DRYSELIUS, Rikard; HIERTQVIST, Marika; MAKITALO, Signar; LINDBLOM, Anders;
LILJA, Tobias et al., 2019. Large outbreak of tularaemia, central Sweden, July to September
2019. Eurosurveillance. ro¢. 24, €. 42, s. 1-5. ISSN 1560-7917. https://doi.org/10.2807/1560-
7917.ES.2019.24.42.1900603.

DUE#RAS, Ana; ACEVES, Monica; ORDURA, Antonio; DIAZ, Ramén; SANCHEZ CRESPO,
et al., 2006. Francisella tularensis LPS induces the production of cytokines in human monocytes

and signals via Toll-like receptor 4 with much lower potency than E. coli LPS. International

Immunology.roc€. 18, €. 5,s. 785-795. ISSN 1460-2377. https://doi.org/10.1093/intimm/dx1015.

ELLIS, Jill; OYSTON, Petra; GREEN, Michael a TITBALL, Richard, 2002. Tularemia.
Clinical Microbiology Reviews. ro¢. 15, ¢. 4, s. 631-646. ISSN 0893-8512.
https://doi.org/10.1128/CMR.15.4.631-646.2002.

FELDMAN, Katherine Anne, 2003. Tularemia. Journal of the American Veterinary Medical
Association. roc. 222, ¢. 0, s. 725-730. ISSN 0003-1488.
https://doi.org/10.2460/javma.2003.222.725.

FOLEY, Janet a NIETO, Nathan, 2010. Tularemia. Veterinary Microbiology. ro€. 140, ¢. 3-4, s.
332-338. ISSN 03781135. https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2009.07.017.

FORSMAN, M.; SANDSTROM, G. a SJOSTEDT, A., 1994. Analysis of 16S Ribosomal DNA
Sequences of Francisella Strains and Utilization for Determination of the Phylogeny of the
Genus and for Identification of Strains by PCR. International Journal of Systematic
Bacteriology. ro€. 44, ¢. 1, s. 38-46. ISSN 0020-7713. https://doi.org/10.1099/00207713-44-1-
38.

GROVE, Anne, 2011. Functional evolution of bacterial histone-like HU proteins. Curr. Issues
Mol. Biol. ro¢. 13,¢. 1, s. 1-12.

GRUBER, Stephan, 2014. Multilayer chromosome organization through DNA bending,
bridging and extrusion. Current Opinion in Microbiology. ro€. 22, s. 102-110. ISSN 13695274.
https://doi.org/10.1016/;.mib.2014.09.018.

82



GURCAN, Saban, 2014. Epidemiology of Tularemia. Balkan Medical Journal. ro€. 33, ¢. 1, s.
3-10. ISSN 21463123. https://doi.org/10.5152/balkanmed;.2014.13117.

HARISTOY, X.; LOZNIEWSKI, A.; TRAM, C.; SIMEON, D.; BEVANGER, L. et al., 2003.
Francisella tularensis Bacteremia. Journal of Clinical Microbiology. ro€. 41, €. 6, s.2774-2776.

ISSN 0095-1137. https://doi.org/10.1128/JCM.41.6.2774-2776.2003.

HENNEBIQUE, Aurélie; PEYROUX, Julien; BRUNET, Camille; MARTIN, Amandine;
HENRY, Thomas et al., 2021. Amoebae can promote the survival of Francisella species in the
aquatic  environment.  rocC. 10, ¢. 1, s. 277-290. ISSN  2222-1751.
https://doi.org/10.1080/22221751.2021.1885999.

HESTVIK, G.; WARNS-PETIT, E.; SMITH, L.; FOX, N.; UHLHORN, H. et al., 2015. The
status of tularemia in Europe in a one-health context: a review. Epidemiology and Infection.

ro€. 143, €. 10, s. 2137-2160. ISSN 0950-2688. https://doi.org/10.1017/S0950268814002398.

HILGARTH, Roland a LANIGAN, Thomas, 2020. Optimization of overlap extension PCR for
efficient transgene construction. MethodsX. ro¢. 7, s. 100759. ISSN 2215-0161.
https://doi.org/https://doi.org/10.1016/].mex.2019.12.001.

HONG, Kee-Jong; PARK, Pil-Gu; SEO, Sang-Hwan; RHIE, Gi-eun a HWANG, Kyuh-Jam,
2013. Current status of vaccine development for tularemia preparedness. Clinical and
Experimental  Vaccine Research. ro¢. 2, ¢. 1, s. 34-39. ISSN 2287-3651.
https://doi.org/10.7774/cevr.2013.2.1.34.

HUBER, Birgit; ESCUDERO, Raquel; BUSSE, Hans-Jiirgen; SEIBOLD, Erik; SCHOLZ,
Holger C. et al., 2010. Description of Francisella hispaniensis sp. nov., isolated from human
blood, reclassification of Francisella novicida (Larson et al. 1955) Olsufiev et al. 1959 as
Francisella tularensis subsp. novicida comb. nov. and emended description of the genus

Francisella. International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology. roc. 60, €. 8,

s. 1887-1896. ISSN 1466-5026. https://doi.org/10.1099/ij5.0.015941-0.

CHAKRABORTY, Subhra; MONFETT, Michael; MAIER, Tamara; BENACH, Jorge;
FRANK, Dara et al., 2008. Type IV Pili in Francisella tularensis: Roles of pilF and pilT in Fiber
Assembly, Host Cell Adherence, and Virulence. Infection and Immunity. ro€. 76, €. 7, s. 2852-
2861. ISSN 0019-9567. https://doi.org/10.1128/IA1.01726-07.

&3



CHONG, Audrey a CELLI, Jean, 2010. The Francisella Intracellular Life Cycle: Toward
Molecular Mechanisms of Intracellular Survival and Proliferation. Frontiers in Microbiology.

ro€. 1, €. 138, s. 1-12. ISSN 1664-302X. https://doi.org/10.3389/fmicb.2010.00138.

CHRISTIAN, Michael D., 2013. Biowarfare and Bioterrorism. Critical Care Clinics. roc. 29,
¢. 3,s. 717-756. ISSN 07490704.

JELLISON, William L., 1972. TULAREMIA: Dr. Edward Francis and His First 23 Isolates of
Francisella tularensis: Dr. Edward Francis and His First 23 Isolates of Francisella tularensis.
Bulletin of the History of Medicine. ro¢. 46, ¢. 5, s. 477. Dostupné také z:
http://www.jstor.org/stable/44450116.

JOHANSSON, Anders; FORSMAN, Mats a SJIOSTEDT, Anders, 2004. The development of
tools for diagnosis of tularemia and typing of Francisella tularensis. APMIS. ro¢. 112, ¢. 11-12,

s. 898-907. ISSN 0903-4641. https://doi.org/10.1111/5.1600-0463.2004.apm11211-1212.x.

JONES, Crystal; NAPIER, Brooke; SAMPSON, Timothy; LLEWELLYN, Anna;
SCHROEDER, Max et al., 2012. Subversion of Host Recognition and Defense Systems by
Francisella spp. Microbiology and Molecular Biology Reviews. roc. 76, €. 2, s. 383-404. ISSN
1092-2172. https://doi.org/10.1128/ MMBR.05027-11.

KAMASHEYV, D. a ROUVIERE-YANIV, J., 2000. The histone-like protein HU binds
specifically to DNA recombination and repair intermediates. 7he EMBO Journal. ro€. 19, €. 23,
s. 6527-6535. ISSN 14602075. https://doi.org/10.1093/emboj/19.23.6527.

KINGRY, Luke a PETERSEN, Jeannine, 2014. Comparative review of Francisella tularensis
and Francisella novicida. Frontiers in Cellular and Infection Microbiology. roC. 4, €. 35, s. 1-

12. ISSN 2235-2988. https://doi.org/10.3389/fcimb.2014.00035.

KLEMENTA, Viktor; KARASEK, David a KURASOVA, Ester, 2022. Tularemie v
kazuistikadch. Medicina pro praxi. ro€. 19, €. 3, s. 211-214.

KOPPING, Erik; DOYLE, Christopher; SAMPATH, Vinaya; THANASSI, David a ROY, Craig,
2019. Contributions of TolC Orthologs to Francisella tularensis Schu S4 Multidrug Resistance,

Modulation of Host Cell Responses, and Virulence. Infection and Immunity. ro€. 87, €. 4, s.

00823-18. ISSN 0019-9567. https://doi.org/10.1128/TA1.00823-18.

84



LARSSON, Pir; ELFSMARK, Daniel; SVENSSON, Kerstin; WIKSTROM, Per; FORSMAN,
Mats et al., 2009. Molecular Evolutionary Consequences of Niche Restriction in Francisella
tularensis, a Facultative Intracellular Pathogen. PLoS Pathogens. ro€. 5, €. 6. ISSN 1553-7374.
https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1000472.

MAURIN, Max, 2020. Francisella tularensis, Tularemia and Serological Diagnosis. Frontiers
in  Cellular  and  Infection = Microbiology.  roc. 10. ISSN  2235-2988.
https://doi.org/10.3389/fcimb.2020.512090.

MCLENDON, Molly; APICELLA, Michael a ALLEN, Lee-Ann, 2006. Francisella tularensis:
Taxonomy, Genetics, and Immunopathogenesis of a Potential Agent of Biowarfare. Annual
Review of Microbiology. ro¢. 60, ¢. 1, s. 167-185. ISSN 0066-4227.
https://doi.org/10.1146/annurev.micro.60.080805.142126.

MEIBOM, Karin a CHARBIT, Alain, 2010. Francisella Tularensis Metabolism and its Relation
to Virulence. Frontiers in Microbiology. ro¢. 1, ¢. 140, s. 1-13. ISSN 1664-302X.
https://doi.org/10.3389/fmicb.2010.00140.

MOREAU, G. a MANN, Barbara, 2014. Adherence and uptake of Francisella into host cells.
Virulence. ro€. 4, €. 8, s. 826-832. ISSN 2150-5594. https://doi.org/10.4161/viru.25629.

NANO, Francis a SCHMERK, Crystal, 2007. The Francisella Pathogenicity Island. Annals of

the New York Academy of Sciences. ro¢. 1105, ¢. 1, s. 122-137. ISSN 0077-8923.
https://doi.org/10.1196/annals.1409.000.

OTTEM, K.F.; NYLUND, A.; KARLSBAKK, E.; FRIIS-MgLLER, A. a KAMAISHI, T., 2009.
Elevation of Francisella philomiragia subsp. noatunensis Mikalsen et al. (2007) to Francisella
noatunensis comb. nov. [syn. Francisella piscicida Ottem et al. (2008) syn. nov.] and
characterization of Francisella noatunensis subsp . orientalis subsp. nov., two important fish
pathogens. Journal of Applied Microbiology. ro€. 106, €. 4, s. 1231-1243. ISSN 13645072.
https://doi.org/10.1111/5.1365-2672.2008.04092 .

PAVLIK, Pavla a SPIDLOVA, Petra, 2022. Arginine 58 is indispensable for proper function of
the Francisella tularensis subsp. holarctica FSC200 HU protein, and its substitution alters
virulence and mediates immunity against wild-type strain. Virulence. ro¢. 13, ¢. 1, s. 1790-1809.

ISSN 2150-5594. https://doi.org/10.1080/21505594.2022.2132729.

&5



PECHOUS, Roger; MCCARTRHY, Travis a ZAHRT, Thomas, 2009. Working toward the Future:
Insights into Francisella tularensis Pathogenesis and Vaccine Development: Insights into
Francisella tularensis Pathogenesis and Vaccine Development. Microbiology and Molecular
Biology ~ Reviews.  roC. 73, ¢ 4, S. 684-711. ISSN 1092-2172.
https://doi.org/10.1128/ MMBR.00028-09.

PETERSEN, Jeannine a SCHRIEFER, Martin, 2005. Tularemia: emergence/re-emergence.
Veterinary  Research. roc€. 36, ¢. 3, S. 455-467. ISSN  0928-4249.
https://doi.org/10.1051/vetres:2005006.

PETTIJOHN, David E., 1988. Histone-like Proteins and Bacterial Chromosome Structur. 7The
Journal of Biological Chemistry. ro€. 263, €. 26, s. 12793-12796.

PUTZOVA, Danicla; SENITKOVA, Iva a STULIK, Jiri, 2016. Tularemia vaccines. Folia
Microbiologica. ro€. 61, €. 6, s. 495-504. ISSN 0015-5632. https://doi.org/10.1007/s12223-
016-0461-z.

ROJAS-MORENO, C; BHARTEE, H; VASUDEVAN, A; ADIGA, R a SALZER, W, 2018.
Tetracyclines for Treatment of Tularemia: A Case Series. Open Forum Infectious Diseases. roc.

5,¢.9,s. 1-3. ISSN 2328-8957. https://doi.org/10.1093/ofid/ofy176.

ROUVIERE-YANIV, Josette; YANIV, Moshe a GERMOND, Jacques-Edouard, 1979. E. coli
DNA binding protein HU forms nucleosome-like structure with circular double-stranded DNA.

Cell.ro¢. 17, ¢.2,.265-274. ISSN 00928674. https://doi.org/10.1016/0092-8674(79)90152-1.

ROWE, Hannah a HUNTLEY, Jason, 2015. From the Outside-In: The Francisella tularensis
Envelope and Virulence. Frontiers in Cellular and Infection Microbiology. roC. 5, €. 94, s. 1-

20. ISSN 2235-2988. https://doi.org/10.3389/fcimb.2015.00094.

SATO, T.; FUJITA, H.; OHARA, Y. a HOMMA, M., 1990. Microagglutination test for early
and specific serodiagnosis of tularemia. Journal of Clinical Microbiology. ro€. 28, ¢. 10, s.

2372-2374. ISSN 0095-1137. https://doi.org/10.1128/jcm.28.10.2372-2374.1990.

SKYBERG, Jerod A., 2014. Immunotherapy for tularemia. Virulence. roc. 4, €. 8, s. 859-870.
ISSN 2150-5594. https://doi.org/10.4161/viru.25454.

86



SPENCER, R.C., 2007. Potential bio-terror agents. Journal of Hospital Infection. ro¢. 65, €. 2,
s. 19-22. ISSN 01956701. https://doi.org/10.1016/S0195-6701(07)60008-5.

SPIDLOVA, Petra; SOKOLOVA, Eliska a PAVLIK, Pavla, 2023. Bacteriophage SPO1 protein
Gp46 suppresses functions of HU protein in Francisella tularensis. Frontiers in Microbiology.

ro€. 14, s. 1-10. ISSN 1664-302X. https://doi.org/10.3389/fmicb.2023.1330109.

SPIDLOVA, Petra; STOJKOVA, Pavla; SIOSTEDT, Anders a STULIK, Jiri, 2020. Control of
Francisella tularensis Virulence at Gene Level: Network of Transcription Factors.
Microorganisms. rocC. 8, ¢. 10, S. 1-16. ISSN 2076-2607.
https://doi.org/10.3390/microorganisms8101622.

STIDHAM, Ralph; FREEMAN, David; VON TERSCH, Robert; SULLIVAN, Peter a
TOSTENSON, Samantha, 2018. Epidemiological Review of Francisella Tularensis: A Case
Study in the Complications of Dual Diagnoses. PLoS Currents. ro¢. 1. ISSN 2157-3999.
https://doi.org/10.1371/currents.outbreaks.8eb0b55{377abc2d2503 14bbb8fc9dod.

STOJKOVA, Pavla a SPIDLOVA, Petra, 2022. Bacterial nucleoid-associated protein HU as an
extracellular player in host-pathogen interaction. Frontiers in Cellular and Infection

Microbiology. roc¢. 12, s. 1-7. ISSN 2235-2988. https://doi.org/10.3389/fcimb.2022.999737.

STOJKOVA, Pavla; SPIDLOVA, Petra; LENCO, Juraj; REHULKOVA, Helena; KRATKA,
Lucie et al., 2018. HU protein is involved in intracellular growth and full virulence of
Francisella tularensis. Virulence. ro¢. 9, ¢. 1, s. 754-770. ISSN 2150-5594.
https://doi.org/10.1080/21505594.2018.1441588.

STRASKOVA, Adéla a STULIK, Jiti, 2012. Intracellular pathogenesis of Francisella
tularensis. Military Medical Science Letters. ro¢. 81, ¢. 1, s. 27-39. ISSN 03727025.
https://doi.org/10.31482/mms].2012.004.

SUNAGAR, Raju; KUMAR, Sudeep; FRANZ, Brian a GOSSELIN, Edmund, 2016. Tularemia
vaccine development: paralysis or progress?. Vaccine (Auckl). ro€. 6, s. 9-23. ISSN 2230-2298.
https://doi.org/10.2147/VDT.S85545.

SVENSSON, Kerstin; LARSSON, Pir; JOHANSSON, Daniel; BYSTROM, Mona;
FORSMAN, Mats et al., 2005. Evolution of Subspecies of Francisella tularensis. Journal of

87



Bacteriology. roC. 187, ¢. 11, S. 3903-3908. ISSN 0021-9193.
https://doi.org/10.1128/JB.187.11.3903-3908.2005.

TARNVIK, A. a BERGLUND, L., 2003. Tularaemia. European Respiratory Journal. roé. 21,
€. 2,5s.361-373. ISSN 0903-1936. https://doi.org/10.1183/09031936.03.00088903.

TARNVIK, ARNE a CHU, MAY, 2007. New Approaches to Diagnosis and Therapy of
Tularemia. Annals of the New York Academy of Sciences. ro¢. 1105, €. 1, s. 378-404. ISSN
0077-8923. https://doi.org/10.1196/annals.1409.017.

TROHA, Kaja; BOZANI¢ URBANCIC, Nina; KORVA, Misa; AVSIC-ZUPANC, Tatjana;
BATTELINO, Saba et al., 2022. Vector-Borne Tularemia: A Re-Emerging Cause of Cervical
Lymphadenopathy. Tropical Medicine and Infectious Disease. ro€. 7, €. 8, s. 1-16. ISSN 2414-
6366. https://doi.org/10.3390/tropicalmed7080189.

WAWSZCZAK, Maria;, BANASZCZAK, Barbara a RASTAWICKI, Waldemar, 2022.
Tularaemia — a diagnostic challenge. Annals of Agricultural and Environmental Medicine. roc.

29, ¢. 1, 5. 12-21. ISSN 1232-1966. https://doi.org/10.26444/aaem/139242.

WAYNE CONLAN, J. a OYSTON, Petra, 2007. Vaccines Against Francisella Tularensis.
Annals of the New York Academy of Sciences. roC. 1105, €. 1, s. 325-350. ISSN 0077-8923.
https://doi.org/10.1196/annals.1409.012.

YANES, Hadjila, HENNEBIQUE, Aur¢lie; PELLOUX, Isabelle; BOISSET, Sandrine;
BICOUT, Dominique et al., 2018. Evaluation of In-House and Commercial Serological Tests
for Diagnosis of Human Tularemia. Journal of Clinical Microbiology. ro€. 56, ¢. 1, s. 01440-

17. ISSN 0095-1137. https://doi.org/10.1128/JCM.01440-17.

YENI, Derya; BUYUK, Fatih; ASHRAF, Asma a SHAH, M., 2021. Tularemia: a re-emerging
tick-borne infectious disease. Folia Microbiologica. ro€. 66, €. 1, s. 1-14. ISSN 0015-5632.
https://doi.org/10.1007/s12223-020-00827-z.

ZHANG, Peipei; ZHAO, Xiaohui; WANG, Yawen; DU, Ke; WANG, Zhihao et al., 2022.
Bacteriophage protein Gp46 is a cross-species inhibitor of nucleoid-associated HU proteins.
Proceedings of the National Academy of Sciences. ro€. 119, €. 9, s. 1-11. ISSN 0027-8424.
https://doi.org/10.1073/pnas.2116278119.

88



12 Seznam obrazku a tabulek

Obr. 1 — Schéma Zivotnich CYKIU F. tUlATensis ...........ccoeveeeciieiieeciieiieeieeseeeie et eve e 18
Obr. 2 — Intraceluldrni Zivot F. tularensis v makrofazich ...........ccoccooiiiiiiiiiiiies 22
Obr. 3 — Struktura HU proteinu znazornéna v ohnuté rovin€ DNA ..........ccccvevviieviieeeieeeee, 30
Obr. 4 — Schéma principu overlap PCR.........ccoooiiiiiiiiiiee e 35
Obr. 5 — Tustracni schéma procesu KIONOVAN...........cccueeviiriiiiiiiiiieieeieeeeee e 40
Obr. 6 — Piiprava desitkove fedic Tady ........cceeeeiieeiiiiieiie e 57
Obr. 7 — Elektroforéza v agar6zovém gelu pro ovéfeni PCR reakce 1. a 2. ¢asti gp46 .......... 59

Obr. 8 — Elektroforéza v agar6zovém gelu pro oveéfeni PCR amplifikace celého genu gp46. 60

Obr. 9 — Schématicka mapa plazmidu pET-28b (+) o velikosti 5368 bp.......ccceevveriierieennnnnns 61
Obr. 10 — Elektroforéza v agar6zovém gelu pro ovéteni délky fragmentt ziskanych restrikénim
157 0153 111 s 4 USRS 62
Obr. 11 — Elektroforetické ovéteni délky produktti PCR na koloniich (klonovani gp46pET-28b
dO E. COLI TOPTO) ittt sttt et be et ettt et e eaeenbeensesaeens 63
Obr. 12 — Elektroforetické ovéteni délky produkti PCR na koloniich (klonovani gp46pET-28b
dO E. €Oli BL21 (DE3)) euiiiiiieeiiie ettt ettt e e st e et e e eaaeeeaaeesasaeesasaeessnaeenes 64
Obr. 13 — SDS-PAGE elektroforéza obarvend koloidnim modienim............cccoeeeeviiiieennnns 65
Obr. 14 — Imunodetekce purifikovanych proteinti a jednotlivych frakci (RTG film).............. 66
Obr. 15 — Elektroforeticka separace PCR reakce (DNA kodujici pigR gen)........ccccveeeeveenneee. 67
Obr. 16 — Vysledek EMSA eXPerimentu .........coouvieiuieriiariienieeiieeieeite sttt seeeeeee s 68
Obr. 17 — PCR reakce genu gp46 pro klonovani do shuttle vektoru pKK289Km .................. 69
ODY. 18 — @46 PO TESLIIKCT .euvieeiiieeiiie ettt ettt e e e e e e et eeentaeeennaeesnseeennnes 70
Obr. 19 — pPKK289IKMGFP PO 1€StITKCI ....vveeeviieeiiieeiieeiie e 70
Obr. 20 — PCR na koloniich E. coli TOP10......c.ccooiiiiiiiiiiieieeeeee et 71
Obr. 21 — PCR na koloniich F. tularensis pro oveteni Gspésnosti elektroporace .................... 71
ODr. 22 — RUSLOVE KFTVKY L.eeiiiiiiiieiieeee ettt 72
ODr. 23 — RUSLOVE KFTVKY 2.ttt e 73
Obr. 24 — Proliferace kmenl F. tularensis uvnitit mySich kostné-dfeniovych makrofagh —
primeérnd data ze dvou eXPErimMENtll ........c.eevueerieeriieeieeiie et eree ettt ettt seeeebeeseaeensee e 74
Obr. 25 — Preziti infikovanych mySi BALB/C ......oooviiiiiiiiiiieee e 75



Tab. 1 — CDC Kklasifikace potencialnich infek¢nich agens bioterorismu...........ccccoeceevereenneee 16
Tab. 2 — Navrhy oligonukleotidll..........ccuieiiiiiiieiieie e 33
Tab. 3 — Slozeni PCR reak¢ni smési pro syntézu prvni/druhé Casti genu gp46....................... 36
Tab. 4 — Nastaveni programu na termocCyKIeTU...........cceevvuiieiiiiiiiieeciieeee e 36
Tab. 5 — Slozeni PCR reakéni smési pro syntézu celého genu gp46 ........c.coevvevvveveeeieennnennnen. 36
Tab. 6 — Reakéni smés (plazmid pET28b/gp46) pro restrikéni St€peni........c.ccccvevveeieenenennen. 39
Tab. 7 — Reakeni SMES Pro lIZACT .....eeeviiiiiiiieiie ettt e e e e e e e eaee e 41
Tab. 8 — PCR na koloniich a podminky 1€akce ..........cccooouiieiiiieiiiieiiecieeeeeeee e 42
Tab. 9 — Reakéni smeés pro EMSA eXPeriment .........c.occvveruiieiiieniiiiienieeiiesie et sve e seve e 49
Tab. 10 — PCR reak¢ni smés pro amplifikaci fragmentu pigR (promotor pigR) ..................... 49
Tab. 11 — Podminky PCR reakce pro amplifikaci fragmentu pigR genu..........cccceecvevvruennnee 49
Tab. 12 — Oligonukleotidy pro amplifikaci genu gp46 pro klonovani do E.coli/F.tularensis
SHULEIE VEKEOTU ....nieitiiieicee ettt ettt et ettt e b 50
Tab. 13 — Reak¢ni smés a podminky pro PCR 1€akcCi........c.ceevieviiiciiiniiiiieniiciecieeeeeeeeen 50
Tab. 14 —Reak¢ni smés pro restrikei genu gp46 a vektoru pKK289KmGFP ..............cc.......... 51
Tab. 15 — LiZACNT SINES ..e.uvieiiiiiiieiieeie ettt ettt ettt e st e st e et e st e et e e beeenbeesneeeneeas 51
Tab. 16 — Pipetovaci schéma mikrotitra¢ni destiCKy .........cceeevieriiiiiiniiieiieeiiceeeeeeee e, 53
Tab. 17 — Redéni pro CFU jednotlivych bakterii — 1. eXperiment..............ccocoweveveeverueveeuenenss 56
Tab. 18 — Redéni pro CFU jednotlivych bakterii — 2. experiment..............c.cccooevurveererrennnnenn. 56
Tab. 19 — Koncentrace DNA fragmentl odpovidajicich 1. a 2. ¢asti genu gp46..................... 59
Tab. 20 — Koncentrace DNA eNU @PF6 .......cccueveeiiieiiieeciie ettt et e ieeesaeeesaeeesaee e 60
Tab. 21 — Koncentrace plazmidové DNA PET-28D ......cooviiieiiiieiieeieeeeeeeeee e 61
Tab. 22 — Koncentrace izolovanych DNA fragmentli (gp46 a pET28Db) ....ccceevvevviriinvnicnnene 62
Tab. 23 — Pipetované objemy a zmétené koncentrace purifikovanych proteint a frakci........ 64
Tab. 24 — Objemy a koncentrace frakci po iontové-vyménné chromatografii pro EMSA...... 68
Tab. 25 — Koncentrace DNA fragmentll po reStrikKCi.......ccvieevieriiiiieriieiiecieeieeeee e 70
Tab. 26 — Primér logaritmit CFU z obou eXperimentll ..........c.ceevveeerieeeiieeeiieeeeeeeieeesieeenns 73

90



13 Seznam zKkratek

ATP
bp
CDC
CFU
CR3
CT
DMEM
DNA
ELISA

FCP
FDA
FPI

HTM
IFA

IL

INF
kDa
LPS
LVS
MAT
MR
MOI
NADPH
NAPs
Ndel
NK buiiky
O/N
ORF
PCR

Adenosintrifosfat

Pért bazi

Centers for Disease Control and Prevention

Jednotky tvortici kolonie (Colony Forming Units)

Komplementovy receptor 3

Vypocetni tomografie

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

Deoxyribonukleova kyselina

Imuno-enzymaticka metoda pro detekci antigenli (Enzyme-linked Immuno
Sorbent Assay)

Francisella-containing phagosome

Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (Food and Drug Administration)
Ostrov patogenity bakterie F tularensis (Francisella Pathogenecity
Island)

Modul pro ptevzeti hostitele (Host Takeover Module)
Imunofluorescence

Interleukin

Interferon

Kilodalton

Lipopolysacharid

Zivy vakcina¢ni kmen (Live Vaccine Strain)

Rychly mikroaglutinaéni test

Manozovy receptor

Multiplicita infekce (Multiplicity of Infection)
Nikotinamidadenindinukleotidfosfat redukovana forma

Proteiny asociované s nukleoidem (Nucleoid-Associated Proteins)
Enzym z Neisseria denitrificans

Ptirozeni zabijeci (Natural Killer Cell)

Ptes noc (Over Night)

Otevieny cteci ramec (Open Reading Frame)

Polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)

91



Pfu

rDNA
RNA

ROS

Sacl
SDS-PAGE

SP-A
SRA
TAE pufr

Taq
TAT
Tip
Th
TLR
TNF
VLF
Xhol
USA

Enzym z Pyrococcus furiosus

Ribozomalni deoxyribonukleova kyselina

Ribonukleova kyseliny

Reaktivni formy kysliku

Enzym ze Streptomyces achromogenes

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu
sodného (Sodium Sodecyl Sulfate—Polyacrylamide Gel Electrophoresis)
Surfaktantovy protein A

Scavengerovy receptor A

Elektroforeticky pufr obsahujici Tris, kyselinu octovou (Acetic acid) a
EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova)

Enzym z Thermus aquaticus

Aglutinaéni reakce

Pili typu IV (Type Four Pili)

Pomocny T-lymfocyt

Toll-like receptor

Faktor nekrotizujici nadory (Tumor Necrosis Faktor)

Vojenska l¢katska fakulta

Enzym z Xanthomonas holcicola

Spojené staty americké (United States of America)

92



14

14.1

Prilohy

Publikovany védecky clanek (Spidlova et al., 2023)

& frontiers | Frontiers in Microbiology

@mfwmdml

OPEN ACCESS

EDITED BY
Max Maurin,
Univarsité Granoble Alpes, Frarce

REVIEWED BY

Dawid Thanssi,

Stony Brock University, United States
Thuo Ma,

Albary College of Pharmacy and Health
Sciences, United States

Armanda Grffn,

Riocky Mountain Laboratories, KIAID, NIH,
United States

"CORRESPOHDENCE
Petra Spidlova

petra spidiova@uncb.cz
Favla Pawlik

parvia s.paviik@gmail. com

RECEIVED 30 October 2023
BMCCEPTED 27 Movember 2023
PUBLISHED 08 December 2023

CITATIOM

Spadlova P, Sololova E and Pavlik P (2023]
Bacteriophage 5POL protein Gpdd suppresses
functions of HU protein in Francisella
tularensis.

Front. Microbicl. 14:1330103.

dii: 10.3385/ frmecb 20231330103

COPTRSGHT

© 2023 Spidlova, Sokolova and Paviik. This is
an open-sccess arbicle distributed undar the
terrmes cﬂ'the Creative Commons Attribution
Lice: I. The usa, distribution or
-ma-du:l:cr n cthar forums is parmittad,
provided the onginal authoris) and the
copyright cwmer(s) ane credited and that the
original publication in this journal is cited, in
accordance with accepted academic practice.
Mo use, distribution or reproduction is
permitted which does not comply with these
e,

Fronsless In Microbiology

TieE Criginal Res=arch
PUBLISHED OE Decamber 2023
oo 10,3385 /Fmich 20231330108

Bacteriophage SPO1 protein Gp46
suppresses functions of HU
protein in Francisella tularensis

Petra Spidlova™, Eliska Sokolova'? and Pavla Pavlik™®

Diepartment of Mol=cular Pathology and Biclogy, Faculty of Military Health Sciences, University of
Defence, Hradec Kralove, Czrechia, *Facy iy of Pharmacy in Hradec Kralove, Charles Uriversity, Hradac
Kralowe, Crachia

The nuclecid-associated protein HU is a common bacterial transcription factor,
whose role in pathogenesis and virulence has been described in many bacteria.
Our recent studies showed that the HU protein is an indispensable virulence factor
in the human pathogenic bacterium Francisella twlarensis, 3 causative agent of
tularemia disease, and that this protein can be a key target in tularemia treatment
or vaccine development. Hera, we show that Francisaila HU protein is inhibited by
Gp46, a protein of Bacillus subtilis bacteriophage SPO1. We predicted that Gpdb
could occupy the F tularensis HU protein DNA binding site, and subseguently
confirmed the ability of Gpdé to abolish the DMA-binding capacity of HU protein.
Mext, we showed that the growth of Francisella wild-type strain expressing Gp4s
in trans corresponded to that of 3 deletion mutant strain lacking the HU protein.
Similarly, the efficiency of intracellular proliferation in mouse macrophages
resembled that of the deletion mutant strain, but not that of the wild-type strain.
These results, in combination with findings from a recent study on Gp44, enabled
us to confirm that Gp46 could be a universal inhibitor of HU proteins among
bactenal species.

HETWORDS

Francisella, HU protein, Gpd6, virulence, histone-like protein, transcription factor,
nucleoid-associated protein

1 Introduction

Francisella tularensis, a Gram-negative bacterium, is the causative agent of tularemia, a
zoonotic systemnic disease (McoCov and Chapin, 1912). There are various clinical forms of this
disease depending on how it is transmitted. The type A strain of F tularensis is one of the most
lethal to humans. It is spread by acrosols, with an infectious dose of only 10 colony-forming
units (CFUs) and a mortality rate of 50% in untreated cases. For this reason, the Type A strain
is classified as a Tier | select agent of bioterrorism, meaning it can likely be used in a bioterrorist
attack { Dennis et al., 2001). E tularensis is considered pathogenic because of its ability to survive
within phapocytic cells and escape from the phagnsome into the cytoplasm {Checroun et al,
2004). Although the exact mechanism of phagnsomal escape remains unknown, studies have
suggested that disruption of genes located in the Francisella pathogenicity island (FPI), a gene
dluster coding for a functional but atypical type V1 secretion system (Te55) (Spidlova and Stulik,
2017; Clemens et al, 2018), leads to the inability of bacteria to escape the phagosome (Celli and
). Several transcription factors such as MglA/SspA (Lauriano et al., 2004; Brotcke
; Charity et al., 2007), PigR (Brotcke et al, 2006 Charity et al Ramsey et al,
2015}, and PmrA (Mohapatra et al, 2007; Bell et al. tamsey and Dove, 2016) have been
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implicated in the regulation of virulence and stress response genes,
and various models have been proposed to explain FPI genes
expression (Charity et al., 2007; Ramsey and Dove, 2016; Cuthbert
et al, 2017 Our recent research demonstrated that the F fularensis
HU protein is an additional key regulator that should not
be overlooked (Stojkova et al., 2018; Pavlik and Spidlova, 2022).

HU proteins have been demonstrated to have a wide range of
functions, such as DNA-binding transcription factors, initiation of
DMNA replication, cell division, 3085 response, and galactose
metabolism {Bonnefoy and Rouviére-Yaniv, 1992; Precbrajenskaya
et al, 1994; Aki et al.,, 1996; Oberto et al., 2009 Ferrandiz et al., 2018).
HU protein is also essential for the survival of Streptococous
preumenige (Ferrindiz et al., 2018). Furthermore, it has been
reparted that HU protein regulates 8% of the genes in Escherichia coli,
particularly those involved in adaptation to the host cell and stress
response (Oberto et al., 2009). This protein is also important for the
initiation of the 505 response by displacing the repressor Lexa
{Preobrajenskaya et al., 1994). The HU protein can affect virulence
gene expression in Salmonella enterica serovar Typhimurium
{Mangan et al, 2011), E fularemsis (Stojkova et al., 2018), and
Porphyromonas gingivalis (Privadarshini et al, 2013). Additionally,
its deletion leads to a reduced growth rate and decreased type 111
secretion system-related gene expression in Vibrio parahaemodyticus
(Phan et al, 2015). HU protein hes been shown as well to
be important for cellular motility in Salmonedla (Mangan et al., 2001),
Xanthomonas citri (Conforte et al, 2018), and Cytophaga Iulchinsonii
{Giuan et al, 2018}, It also controls the transcription of genes involved
in anaerobic respiration (nitrate reductase A narH) in both E. coli
{Oberto et al, 2009) and Saeimorella (Mangan et al, 2011).
Furthermore, the HU protein can be a potential target for the
development of therapies against tuberculosis, as it has been
demonstrated to be involved in the repression of gaf transcription and
oxidative stress response (Aki ot al, 19%6; Balandina et al, 2001;
Bhowmick et al., 2014). It is also essential for biofilm formation and
pathogenesis in X. citri (Conforte et al, 2018) and C. hutchinsonii
{Guan et al., 2018). Therefore, the HU protein is essential for the
regulation of numerous genes and metabolic pathways within
bacterial cells, and its diverse functions explain the wide range of
phenotypes in HU protein-deficient strains.

Recently, the significance of HU protein in F tularensis subsp.
holarctica FSC200 intracellular growth and virelence has been
uncovered (Stoikova et al., 2018). This protein, previously well studied
in Gram-negative bacteria other than E tularensis (Stojkova et al,
20019}, wsually forms heterodimers (Enterobacteriscene) and is
encoded by two genes: hupd and hupB. However, when found in
FE tularensis or Mycobacterium tuberculosis, HU is encoded by a single
hupB gene and forms homodimers (Bhowmick et al., 2014; Stojkova
et al, 201%; Spidlova et al, 2020). HU is crucial for the replication and
virulence of the FSC200 strain in mice (Stojkova et al., 2018) and it
binds double-stranded DNA and protects against hydroxy] radicals.
Deletion of the hupB gene, which encodes HU, leads to decreased
expression of PigR and most FPI proteins, as well as the
downregulation of pigh and several FPI genes. An E tularensis mutant
strain lacking the fuipB gene was attenuated both in vitro and in viva,
illustrating the importance of HU for Francisella virulence (Stojkova
et al., 2018). Our latest study showed that arginines 58 and &1 are
necessary for the HU protein DNA-binding capacity in F tularemsis.
Moreover, we identified a potential DNA-hinding motif in the HU
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protein, suggesting that it can bind DNA in a novel sequence-
dependent manner (Pavlik and Spidlova, 20220

Gpde is encoded by the genome of the hytic phage SPOL of
B. subtifis. It has no sequence similarity to other proteins with the
described function. Recently, Zhang et al. described this protein as an
inhibitor of the B. subtilis HU protein {#hang et al.. 2022). Expression
of Gp46 in frans in B. subfilis led to B. subfilis growth reduction, cell
filamentation, and hlocked chromosome segregation. This phenotype
resembled that of E coli HU deletion mutant. Those authors also
found that Gp46 interacts with B subtifis HU protein at its
DMA-binding site, and they speculated that Gp46 could be a cross-
species HU protein inhibitor (Zhang et al, 2022).

Here, we describe the role of Gp46 on E tularensis HU protein
activity and the effects of plasmid-bome Gp46 expression on the
vitality and pathogenicity of ¥ fularensis subsp. holarctica FAC200 in
vitro. We confirmed the inhibitory effect of Gp46 on HU protein DNA
binding activity leading to decreased expression of pigit gene coding
for one of Francisella FPI regulator, revealed that the growth of
FSC200 expressing Gp46 in trans was similar to that of the HU protein
deletion mutant strain, and observed that the efficiency of bacterial
proliferation inside mouse macrophages was significantly reduced
when compared to the wild-type strain FSC200. Thus, we confirmed
its impact on in vitro virulence of Francisella.

2 Materials and methods
2.1 Bacterial strains and growth conditions

The bacterial strains and plasmids wsed in this study are
summiarized in Supplementary Table 51, The bacterial strains were
cultured as previously described (Stojkova et al., 2018; Pavlik and
Spidlova, 2022). McLeod agar plate enriched for bovine hemoglobin
{BD Diagnostics, 212392} and IsoVitalex (BD Diagnostics, 21 1876) or
Chamberlain medium (Chamberlain, 1965) with shaking 200mpm at
37°C were used for Francisells celtivation. The E coli strains were
cultured in Luria Bertani (LB} broth medium or on LB agar plates.
‘When necessary, antibiotics were used at the following concentrations:
kanamycin 20 pg/mL (E tularensis) or S0pg/mL (E. coli).

2.2 Generation of Gp46 expressing
constructs

2.21 Gpde construct preparation and expression
in Escherichia coli

The DMNA sequence coding for the bacteriophage SPO1 Gpde
protein was downloaded from MCBL® As shown graphically in
Supplementary Figure 51, the complete gene fused with the sequence
coding for the HA tag (hemagglutinin) was sequentially synthesized
by several overlap polymerase chain reactions (PCRs) using template
oligonudeotides and PCR primers listed in Supplementary Table 51,
The accuracy of the final PCR product was confirmed by sequencing

1 hetps:/fesswnchinlmonib.gownucoors/NC_011421 17 re=port=Ffastaffrom
=T2126t0=T445
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(Institute of Microbiology, Czech Academy of Sciences). gpdé was
doned into the pET28b vector (Movagen) using Neol and Xhaol
restriction sites and propagated in E. cofi BL21 (DE3) (New England
BioLabs, Ipswich, MA. United States).

2.2.2 Expression of plasmid-borne Gp46 in
Francisella tularensis

To propagate Gp46 in E fularensis, gene gpde was amplified
using the primers gp46pKK Fw and gpdépKK_Rev
(Supplementary Table 52) using gp46pET28b as a template. The
reverse primer contained sequence coding for the HA tag. Using the
restriction enzymes Ndel and Sacl, the PCR product was choned into
the Francisella shuttle vector pKE289KmGFP (Bonguist et al., 2008)
replacing the g gene. Electroporation (2,500V, 600£2 25pF) was
used to insert the final product into F tularensis strain FSC200, and
the strain was denoted as FSC200/Gp46. Expression of Gp46 protein
was verified using Western blot and anti-HA antibody {Abcam,
Ab128131) {Supplementary Figure 54).

2.3 Molecular docking and molecular
dynamics simulation

E tularensis subsp. holarctica FSC200 strain HU protein
(FTS_D886, AFT9I728, CPM03862.1) structure was predicted as
previously described (Pavlik and Spidlova, 2022). The predicted
structure of F fularensis HU, experimental crystal structure of Gpde
{Bacterinphage SPO1 protein Gp46; RCSB:7BYT) (hang et al . 2022),
and DMA 16bp long corresponding to the DMNA-binding motif (Pavlik
and Spidlova, 2022) of E tularensis HU found inside the pigR gene
were wsed in molecular docking studies of protein-protein or protein-
DNA complexes using the HDOCK server (Yan et al, 2020) with
default parameters. The best matching models were visualized using
the BIOVIA Discovery Studio Visualizer (Dassault Systémes BIOVIA,
San Diego, CA, USA) and used in further simulation analyses.

Molecular dymamics simulation (MDS) was performed as
previously described (Pavlik et al., 2023). MDS was achieved wsing
GROMACS v2020.1 (van der Spoel et al, 2005; Abraham et al., 2015;
Lemkul, 2019). Force fields CHARMM36 all-atom (Vanommeslaeghe
y, Grosdidier et al, 2011; Vanommeslaeghe et al., 2012;

et al., 20
Vanommeslaeghe and MacKerell Jr, 2012; Soteras Gutiérrez et al.,
2016) and AMBER (Wang et al.. 2000) were used for protein or
protein-DNA - complex  stability analyses, respectively. After
constructing the topology complex. it was placed in a cubic box and
sobvated with water. Na' and CI jons were added to neutralize the
systen. Poor contact between the atoms was minimized by performing
eneTgy minimization with 50,000 steps. The systern was equilibrated
using standard constant volume and temperature (NVT) and constant
pressure and temperature (NPT) parameters. MI¥S analysis was run
for 50ms, and the stabilities of the complexes were analyzed using the
root-mean-square deviation (RMSD). Radius of gyration (Rg) was
used to measure the compactness of the complex.

2.4 Purification of Francisella tularensis HU

E tularensis subsp. holarctica FSC200 carrying the HU protein
labeled with an HA tag (HU_HA) (Pavlik and Spidlova, 2022) was
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cultured overnight in Chamberlains medium supplemented with
kanamycin (20 pg/mL). The pellet was resuspended in Tris-buffered
saline (TBS) and lysed using a French press {16,000 psi, three times).
The clear lysate was mixed with anti- HA agarose resin { Thermo Fisher
Scientific, 26,181 ) and incubated at 4°C overnight with rotation. HU_
HA proteins bound to the resin were washed three times with TBES
supplemented with 0.05% Tween20 and eluted with 3 M NaSCN. Buffer
exchange was performed wsing Zeba Spin Desalting Columns
{Thermo Fisher Scientific, 80882). The protein was stored in buffer
containing 150 mh{ NaCl and 50 mM Trisat pH 7.5. The concentration
of the protein samples was determined using a (Qubit assay (Invitrogen,
Q33211).

2.5 Purification of Gp46

E coli BL21 (DE3) carrying gp-lE'FIE'TISb was cultured in Luria-
Bertani (LB} medium supplemented with kanamycin (50pg/mL) at
37°C overnight. The next day, the bacterial oulture was diluted 1:100 in
fresh LB medium with kanamycin and cultured until reaching
0D 2n=04-08, subsequently isopropyl f-D-thiogalactoside
{400 pM) was used to induce protein expression. After 4h, the bacteria
were pelleted, resuspended in 2 mL of TBS, and lysed using a French
press (16,000 psd, three times). The clear lysate was applied onto an
anti-HA agarose resin {Thermo Fisher Scientific, 26181) and incubated
at 4°C overnight with rotation. After three washes with TES
supplemented with 0.05% Tween20, bound Gpé6 protein was duted
using 3 M NaSCN. Buffer exchange was performed using Zeba Spin
Diesalting Columns (Thermo Fisher Scientific, 89882). The protein was
stored in buffer containing 150mM NaCl and 50 mM Tris at pH 7.5.
To minimize the possibility of E. cofi HU protein co-purification,
anion exchange chromatography was performed using Macro-Prep
DEAE Support (Bio-Rad, 1560020). The concentration of the protein
samples was determined using a Qubit assay (Invitrogen, ()33211).

2.6 Electrophoretic mobility shift assay
(EMSA)

The inhibitory effect of Gp46 on the interaction between the HU
protein and DNA was analyzed using the EMSA method. HU protein
{500 ng) was incubated with 100ng of DNA corresponding to either
the 477 bp sequence upstream of the pigh gene, the pigR gene itself, or
the sequence upstream of the gene encoding IL1J with or without
Gp4é (04,000 ng). All selected DNA sequences contain DNA-binding
maotif of the HU protein. Reaction mixtures were incubated in binding
butfer (20mM Tris-HCl, pH 8, 0.1 mM EDTA-Na,, 50mM KL 10pg/
mL bovine serum albumin, 5% glycerol, and 0.1 mM DL-dithiothreitol)
for 20min at 4°C. The samples were loaded onto a 1% tris-borate-
EITA (TBE) agarose gel and separated by electrophoresis (0.33= TBE,
S0V, 240min). The complexes were visualized using UV and
SYBR®Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, $33102).

2.7 Isolation of RNA and RT-PCR

RMA from FSC200, FSC200/AHU, and FSC200/Gp46 strains was
isolated from Chamberain medium cultures of Ol 0.7 using
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RMeasy Mini Kit ((Qiagen, 74106) according to the manufacturer’s
instruction. Obtained RMA was treated with DMase I (Thermo
Scientific, END521). Aliquots of RMNA were wsed for reverse
transcription and the obtained cDMA was used for PCR amplification
of target genes (rpad, pigR, and hupH) using appropriate primers
{Supplementary Table 52). Samples were analyzed by agarose gel
electrophoresis and intensities of bands were determined by Image].

2.8 Standard and stress growth kinetics

E tularensis strains (F$C200, FSC200/AHU, FSCI00/pEKK289,
and FSCHEGpd6] were grown overnight in Chamberlain's medium
(when appropriate supplemented with kanamycin 20 pg/mL) at 37C
and 200 rpm. The next day, bacterial cultures were diluted in fresh
Chamberlains medium {for standard growth curve) or in
Chamberlain’s medium supplemented with CuCl, (Sigma Aldrich,
222,011) to a final concentration of 20 pM (for oxidative stress growth
curve) to O, =0.1 and 200l aliquots of the suspensions were
applied to a 96-well plate in pentaplicates. Pure Chamberlains medium
was used as blank. The remaining wells were filled with water to
prevent evaporation. Growth kinetics were determined by measuring
optical density at 600nm using a BioTek Synergy H1 microplate
reader (Agilent). The experiment was repeated four times.

2.9 In vitro proliferation in bone
marrow-derived macrophages

Mouse bone marrow cells were isolated from femurs of female
Balh/c mice 6-10weeks old (Velar, Prague, Crech Republic) and
differentiated inte bone marrow-derived macrophages (BMMs), as
described previously (Spidlova et al., 2018; Stojkova et al, 2018).
BMMs were infected with F tularensis strains (FSC200, FSC2000AHU,
FSC200/Gpd6, and FSC200/pKK289) at a multiplicity of infection
(MOI) of 50. After 30min of incubation, extracellular bacteria were
killed using gentamicin (5 pg/ml). At specific time points (1, 6, 18,
and 24h) after infection, cells were lysed with 0.1% sodium
deoxycholate. The lysates were plated on Mcleod agar plates at
appropriate dilutions. The plates were then incubated at 37°C for
several days. The number of viable intracellular bacteria was
determined by counting the colony-forming units (CFU). The
experiment was performed in triplicate for each strain and was
repeated twice.

2.10 Infection of the mouse model
Groups of five BALB/c mice were inoculated subcutaneously with

one of the F tularensis strains (FSC200, FSCXWAHU, or FSC200/

Gp4a) at an infection dose of 3 10°/mouse. The mice were monitored

for signs of illness, and morbidity was recorded.

2.11 Statistical analysis

Statistical significance was determined wsing GraphPad Prism
version 9 (GraphPad Software, La Jolla, CA, United States). The level
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of significance was defined using two-way ANOVA followed by
Bonferroni's multiple comparison test, unless otherwise indicated.
p-values are indicated as follow: p<0.05 %, p<0.01 **, p<0.001 **%,
P 0O0] 4,

2 Results

3.1 Molecular docking and molecular
?ynamics simulation of Gp46 and
rancisella HU protein

The structure of HU protein was predicted using the HDOCK
server (Yan et al, 2020) as described previously (Pavlik ot al .,
2023). The bacteriophage SPOL protein Gp4é structure was
downloaded from Protein Data Bank (PDB:7BY7) (Zhang et al.,
1022). We used the HDOCK server to model and predict the
structure of Francisells HU protein and Gp46. We found that
Gp46 was bound to the HU protein (Figure 1A) at the same
location as in the study of B. subtilis HU protein and Gp4a (Zhang
et al, 2022). We analyzed the most probable sites of interaction
using the BIOVIA Discovery Studio Visualizer and predicted
three arginine residues of the HU protein that are necessary for
DMA-binding capacity (R55, R58, and Rél) as amino acids
interacting with Gp4e (Figure 1B). Hydrogen-hydrogen-type
bonds (salt bridges) were predicted at these sites
{Supplementary Table 53). We also determined the stability of the
HU-Gp46 complex compared with the non-complexed HU
protein using root-mean-square deviation (RMSD) analysis
{Figure 1C). The free HU protein dimer proved to be less stable
(0.3-0.6nm) than the HU protein dimer in complex with Gp4a
(0.2-0.4 nm) when analyzed for 50 ns, thus indicating a steady
interaction of these two proteins. We also determined compactness
of protein or protein complexes using radius gyration analysis
{Figure 10}, where HU protein dimer is more compact {note:
increased wvalues indicate a decreased protein  structure
compactness, thus complex flexibility is increased but exhibits less
stahbility) than HU-Gp46 complex, suggesting Gp46 disorganizes
the stability and consistency of the HU protein.

3.2 Gp46 Binds Francisella HU protein and
abolishes its DNA-binding capacity

In our previous studies, we demonstrated that F tularensis HU
protein binds DNA and identified a Francisella HU protein’s specific
DMA-binding motif {Pavlik and Spidlova, 2022). Using molecular
docking and MDS, we showed that Gp46 and Francisella HU proteins
formed a stable complex (Figure 1) Mext, we wsed the EMSA
method to determine whether the Gp46 protein could displace DNA
from the HU protein-binding site and occupy that site. As tested
DMA we used three PCR-amplified fragments of DNA containing
HU protein-binding motiffs (Paviik and Spidlova, 2022). These PCR
products corresponded to the pigR gene, a sequence upstream of the
pigh gene, and a sequence upstream of the IL 1 gene. This experiment
confirmed that HU protein binds these DNA fragments
(Figures 2A-C; lane DNA + HU) and that as the amount of Gp46
increased, the ability of HU protein to bind DMA decreased
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(Figures 2A-C; lanes DNA+HU+ Gpd6, [1-4pg of Gpds]),
sugpesting competition between DMA and Gp46 in HU protein
DNA-binding site. Free DNA bands (blue arrows in Figure 2)
densities were measured using Image] to show increasing amount of
free DA in the presence of Gp46 (Supplementary Figure 51). The
results obtained were validated by RMSD analyses, which showed
that in all cases, the complex “HU protein-DNA" was more stable
than the complex “HU protein-Gp4é-DNAT (Figures 200-F), despite
RMSD analysis of HU-Gp46-upstream [L1§ showed very similar
values (Fipure 2F) of stability, we suggest that replacing of HU protein
can occur very quickly when focused on the first 5 ns. Owr results
corroborate that Gpd6 acts as an inhibitor of Frencisells HU
DNA-binding capacity.

Fromtlers In Microblology

3.3 Gp46 affects transcription levels of
pigR and hupB

In EMSA experiment we have shown that Gp#6 is able to block
HU protein hinding to dsDNA upstream pight gene. In order to
validate if this interaction could affect expression of pight we used
reverse transcription-PCR. As shown in Figure 3, plasmid-borne
expression of Gp4é led to the decreased expression of pigh comparable
to that in deletion mautant strain FSC20/AHU, which is in contrast to
FSC200 strain. Moreover, we found out, that Gp4é alters the
expression of hupB gene as well. The transcription kevel of rpod which
was used as a control based on previous experiments {Stojkova et al,
2018) remained unchanped.
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3.4 Bacteriophage SPO1 protein Gp46
alters the gro of Francisella tularensis
similarly as does the HU protein deletion
strain

To verify the biological relevance of Gp4s as an inhibitor of
E tularensis HU protein, we prepared a wild-type strain F fularensis
FSC200 expressing plasmid-borne Gp46 (FSC200/Gp4é). First, the
growth kinetics of FSC200/Gp46 were compared to those of the wild-
type FSCZ00, deletion mutant FSC200/AHU strains, and a strain
FSC200/pE K239 expressing empty kanamycin resistant plasmid
Previously, we reported that the growth of the deletion mutant strain
FSC200/AHLU was comparable to that of the wild-type strain FSC200,
even if the mutant strain entered the stationary phase of growth earlier

FrOnters In Microbiclogy

{Stojkova etal., 2008). Here, we show that the growth of FSC200/Gp4e
resembles that of the deletion mutant strain (Figure 4), which is in line
with our hypothesis that Gp46 inhibits the HU protein.

3.5 Francisella wild-type strain expressing
Gp46 shows similar growth defect in
oxidative stress conditions as does the HU
protein deletion strain

HU protein is known to protect the bacterium against oxidative
stress. Francizella deletion mutant strain FSC200/AHU is unable to
withstand oxidative stress conditions, as we have previously published
(Stojkova et al, 2018). Therefore, we tested whether the wild-type
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FIGURE 4
Growth kinetics of F. tulsrensis strains. Bacteris wens grown in
Chamberiain’s medium (when appropriate with kanarmycin at a
concentration of 20 pg/ml] at 37°C for 24 h in a 96-wel plate.
Growth kinetics were determined by measuring the optical density st
600 nm using a Synengy HE microplate reader.

strain expressing Gp46 shows the same phenotype under stressful
growth conditions. We used CuCl to induce the production of
reactive oxypen species (ROS) and therefore oxidative stress
growth conditions.

We found that the wild-type strain expressing Gp6 fails to grow
adequately under conditions of oxidative stress, similar to the FSC200/
AHU deletion mutant strain (Figure 5). Together with the other
results of this study, we demonstrate that Gp46 inhibits HU protein
action in Francisella. Additionally, using a control, wild-type strain
carrying an empty kanamycin-resistant plasmid, we show here that
this growth defect is not caused by the antibiotic or the plasmid used.

3.6 Gp46 Inhibits intracellular replication of
Francisella in macrophages

Owur earlier study demonstrated that the deletion mutant strain
lacking the HU protein replicated in mouse marrow-derived
macrophages less effectively than the wild-type strain (Stojkova et al.,
2018). If Gp46 blocks the functioning of the HU protein, we expected
that the replication efficiency of the FSCI00/Gpdé strain would
be reduced in comparison to that of the wild-type strain and

Frontlers In Microbiology

approximately the same as that of the deletion mutant strain. BMMs
were infected with the FSC200, FSC200/AHU, FSC200/Gp46, and
FSCZ00/pEK289 strains at an MO of 50. Time intervals of 1, 6, 18,
and 24h post-infection were selected for counting of Franciselln
mubtiplication. The logarithm of the number of viable bacteria (CFU/
mL), depending on the time post-infection, is shown in Figure 6. The
graph dearly demonstrates that the proliferation eficiency of FSC200
expressing plasmid-borne Gp46 was affected. The strain replicated less
effectively than the wild-type strain, and the similarity with the
deletion mutant strain was obvious. As was mentioned above the
FSC200/ Gp46 multiplication defect is not linked to the general growth
defect. This is the first report to indicate that Gp46 diminishes the
intracellular replication of F. tularensis in BMMs by inhibiting DNA
binding with the HU protein.

4 Discussion

Based on a recent study of B. subtilis SPO1 bacteriophage protein
Gpdé as @ potential universal inhibitor of bacterial HU proteins
(Zhang et al, 2022}, we decided to verify whether Gp46 can also
inhibit . fularensis HU protein and thus could be used as an effective
treatment against tularemia. We analyzed the possible interaction
between E tularensis HU protein and Gpdé using bininformatic
approaches. Using docking simulations (Figure 1), we showed that the
Francisslia HU protein interacts with Gp46 at the same location as the
B subtilis HU protein. Our analysis showed that the most stable
non-bond types of interaction between the HU protein and Gpdé are
predicted in amino acids that are necessary for the ability of HU
proteins to bind DNA (R55, R58, and R61) (Figure 1),

Subsequently, RMSD analysis confirmed the greater stability of
the HU protein-Gp46 complex than that of the unbound HU protein
dimer (Figures 1C,0). Consequently, using the EMSA method,
we tested whether in vitro DMA-binding function of HU protein is
affected by Gp46. Three different PCR-amplified DMNA fragments
containing the HU proteins DNA binding motif, corresponding to the
pigh gene (Figure 14), a sequence upstream of the pigh geme
{Figure 2B), and a sequence upstream of the IL1§ gene (Figure 1)
were tested The first two DMNA fragments were chosen as possible sites
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of bacterial DNA, where the HU]:u'ale'inaﬁecls E tularensis virulence.
Previously, we described the downregulation of pigh expression in
AHU deletion mutant strains (Stojgkova et al, 2018) and
downregulation of pigit expression in Francisella strain with a point
mutation in the sequence coding for HU protein (Pavlik and Spidlova,
20127). Both these mutations resulted in strain attenuation, confirming
the essential role of Pight and HU in pathogenesis of Francisella. The
latter was chosen as a possible part of eukaryotic DMA, where the HU
protein may affect the host immune response during F tularensis
infection. The HU binding motifis {Padik and Spidlova, 2022) were
present in all three chosen sequences. We confirmed that Gpds
aholishes the DMA-binding ability of the HU protein in all three tested
cases, and thus, we suggest that it can act as an inhibitor of F fularensis
HU protein. These results were supported by RMSD analysis of
complex stability, where we identified that the complex of HU
protein-DHA was more stable than the complex of HU protein-
Gpd6-DINA (Figures 2D-F), thus suggesting that Gp4é can displace
DMNA from the DNA binding site of the HU protein.

Further, we analyzed the expression bevels of pigh as well as hipB
(Figure 3) in wild-type strain FSC200, strain expressing plasmid-
borne Gpds (FSCZ00/Gp46), and deletion mutant strain FSC200/
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AHU. Using reverse transcription-PCR we demonstrated that the
expression of Gpde in wild-type strain affects not only the
transcription level of pigRt which confirms our EMSA data (Figure 28)
but also the expression level of heupB gene. These results clearly
confirmed the role of Gp4é as a HU protein inhibitor.

To contribute to the research on Gp46 as a cross-species bacterial
inhibitor, we performed several in vifro and in vivo experiments.
We compared the growth of F tulsrensis wild-type strain FSC200,
deletion mutant strain FSC2WAHU, FSC200/Gpd6 expressing
plasmid-borne Gp46, and FSCI00/pKE289 expressing empty
kanamycin resistant plasmid. We observed growth kinetics of FSC200/
Gp46 similar to those of FSC200/AHU, suggesting that Gp4é inhibits
the wild-type strain in a similar manner as deletion of the gene coding
for HU protein (Figure 4). We also anabvzed the resistance of wild-
type strain expressing plasmid-borne Gpdé (FSC200/Gpds) to
oxidative stress, because previously we showed that ddetion of gene
coding for HU protein significantly decreased the ability of bacterium
to resist these stress growth conditions (Stojkova et al, 2018). In
agreement with our hypothesis, that Gp4é blocks functioning of HU
protein we ohserved increased of sensitivity to ovidative stress growth
conditions in wild-type strain FSC200 expressing plasmid-borne
Gp6 (FSC200/Gp46) (Figurs 5).

The intracellular replication ability of strain FSC200/Gpd6 was
also compared to that of the wild-type FSC200 and FSC200/AHU
strains as well as to that of wild-type strain carrying empty
kanamycin resistant strain FSC200/pEE289 {Figure 6). We found
that FSC2000Gp46 rep]icmes inside BMMs, similar to the deletion
mutant strain. FSCZ00/AHU and FSC200/Gp4s were significantly
attenuated in vitro compared with the wild-type strain and FSC200/
pEK289. Here, we show the first evidence of the ability of Gp46 to
negatively affect F tularensis intracellular replication, and thus
could influence its virulence. Based on these results, we suggested
that Gp4s may also reduce E tularensis viability during infection in
mice, and might be used as an agent for tularemia treatment.
However, we were unable to confirm this hypothesis in vivo. Mice
infected with FAC200/Gp46 died comparably to these infected with
virulent wild-type FSC200 strain (Supplementary Figure 53).
Although our pilot in vivo experiment was not successful and all
tested mice died, we hypothesize that the effect of Gp46 on virulence
of Francisells needs to be further studied. We assumed that the
expression of Gp4é could suppress E fularensis HU protein, leading
to the same phenotype as the deletion mutant strain FSC200/
AHU. However, in our experimental setup, we were not able to
ensure proper replication of the plasmid-carrying gpd6 pene. The
absence of attenuation of virulence of FSC200/Gp46 in mice could
be due to a lack of need to express the plasmid-borne gpds gene
because i} no selective conditions are wsed (replication of plasmid
is useless without the necessity to ensure resistance to kanamycin),
and ii} it would be inconvenient for the bacterium (clones that do
not replicate plasmid are selected preferentially because they grow
better and are virulent). Stable integration of gp4é gene into the
FSC200 chromosome would be more appropriate for further studies
of in vivo experiments.

Although our study contributes to the idea that Gp4é can be a
universal inhibitor of HU proteins among bacterial species, its use as
an effective bacterial disease treatment, at least in the case of tularemia,
remains open to further study, as well as in other bacterial species. So
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far the effect of Gp46 on in vivo inhibition of bacterial virulence has
not been proven.
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