Na vystavbé T3SS se podili draha sec, kterd prepravuje ¢asné stavebni slozky
do bakterialni membrany, jak je znazornéno na obrazku 6, vystavba sekrec¢niho aparatu
zacina vytvoreni vnéjSiho prstence ve vnéjsSi membrané. Nezavisle na vnéjSim prstenci
je vytvaren vnitfni prstenec, presnéji vystavba zacina dolnim vnitfnim prstencem.
Po zformovani obou prstencovych struktur jsou tyto dva komponenty co nejdiive
propojeny (Diepold et al, 2010). Poté, co je vytvorena baze, nastava formovani
cytoplazmatické ¢asti T3SS, aby systém mohl byt sekrec¢né aktivni. Jakmile je dokoncen
cytoplazmaticky komponent, T3SS zacina sekretovat strukturni proteiny potiebné
pro vystavbu jehly (Lara-Tejero et al., 2011; Sukhan et al, 2001). Jehla je duty tutvar
vznikajici polymeraci jednoho proteinu. Tato struktura roste smérem od Spicky
a prodluZuje se piidanim podjednotky proteinu tvoriciho jehlu. Podjednotka tohoto
proteinu putuje dutou strukturou castecné vytvorené jehly, kde je nasledné pripojena
k nartstajici Spicce (Crepin et al, 2005). Proces je napadné podobny syntéze biciku,
kde také dochazi k pridavani podjednotek flagelinu ke Spici jizZ vytvorené struktury
(Yonekura et al., 2002). Po urcitém case dochazi k zastaveni sekrece substratii nutnych
pro vystavbu jehly a nastdvd sekrece protein tvoricich Spicku jehly, proteini
zodpovédnych za vznik translokonu, takzvanych translokatori a kone¢né samotnych

efektorovych proteinti. Kdy a jak k tomuto pifepnuti dochazi, neni zatim plné objasnéno.
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Obrazek €. 6: Model vystavby T3SS. Nejprve je pomoci sec drahy vytvoien vnéjsi prstenec ve vnéjsi membrané
anezavisle na ném je vytvofen vnitfni prstenec. Nasledné jsou tyto prstence propojeny a je formovana
cytoplazmatickd komponenta. Po dokonceni cytoplazmatické ¢asti T3SS jsou pomoci ni sekretované ostatni proteiny
T3SS. Jakmile jehla T3SS dosidhne poZadované velikosti, jsou sekterovany stiedni substraty zodpovédné za vystavbu
$picky jehly. Po kontaktu s eukaryotickou buiikou je vytvoren translokon, skrze néhoz jsou translokovany efektorové
proteiny. Pfevzato a upraveno (Galan et al., 2014).

Jednim z moZnych mechanismi je takzvané ,molekuldrni pravitko“, protein, ktery
urcuje velikost jehly a nasledné prepnuti sekrece. Journet (2003) popsal protein YscP
u bakterie Y. enterocolitica, ktery je jednim koncem ukotven v bazi sekre¢niho aparatu
a druhym koncem k rostouci jehle. Diky tomuto ukotveni miize YscP kontrolovat velikost
rostouci jehly. Po dosaZeni finalni délky je pomoci YscP prepnuta sekrece na jiné
substraty popsané vyse (Journet et al., 2003). DalSim mechanismem ovliviiujicim délku
jehly je nacasovani prepnuti sekrece pomoci proteinu, ktery je soucasti vnitfniho
prstence baze aparatu. Takovy protein byl popsan u bakterie rodu Salmonellae, kde
je oznaCovan jako Prg]. Prg] prenasi signal z jehly k cytoplazmatickym elementiim T3SS,
které jsou dulezité pro sekreci (Lefebre a Galan, 2014). Jiné prace ovSem ukazuji, Ze
nadprodukce monomernich podjednotek proteinu, ktery je stavebni sloZkou jehly, vede
k prodlouzeni délky jehly. To naznacuje, Ze limitujicim faktorem pro délku jehly je pouze

dostupné mnozstvi monomernich podjednotek proteinu jehly (Crepin et al., 2005).

Spitka jehly je tvorena translokatorovymi proteiny, které jsou zodpovédné
za vznik translokonu v membrané cilové bunky (Neyt a Cornelis, 1999). Po vytvoreni

translokonu nasleduje sekrece efektorovych proteinii skrze T3SS do hostitelské buriky.
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3.4.2 Mechanismus sekrece pomoci sekre¢niho systému typu 3

Jednou z hlavnich slozek cytoplazmatické struktury T3SS je ATPazovy komplex.
Substratovy protein snavazanym chaperonem prochazi cirkularni, péru podobnou
strukturou ATPazového komplexu a kontaktuje jeho C-konec, ktery za hydrolyzy ATP
odstrani chaperon z proteinu, jak je znazornéno na obrazku 7. Pokud neni T3SS aktivni,
je ATPazovy por uzavien. Primér otvoru v jehle je 20 A coZ je p¥ili§ malo na to, aby mohly
proteiny prochazet skrze jehlu ve sbalené podobé. Dalsi funkci ATPazy je schopnost
pozménit strukturu substratového proteinu na rozbaleny (Akeda a Galan, 2005;
Muller et al., 2006). Po odstranéni chaperonu a zméné struktury prochdzi substratovy
protein pies dalsi strukturu, jiZ je cytoplazmaticky prstencovy protein exportniho aparatu.
Ten pomaha nesbalenému substratu prochazet skrze centralni kanal (Abrusci et al, 2013).
Bylo zjiSténo, Ze k sekreci substratu skrze T3SS dochazi polarizovanym zptlisobem. Nejdrive
do aparatu vstupuje protein svym N-koncem, ktery obsahuje sekrec¢ni signal a nasledné
prochazi v nesbalené podobé pres sekrecni systém. Ndaslednd translokace proteinu
do cytoplazmy hostitelské burniky probihda nejspiSe za pomoci protonmotivni sily

(Radics et al.,, 2014).

Extraceluldrni A
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Komplex chaperonu
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Obrazek ¢. 7: Schéma stavby a mechanismu sekrece pomoci T3SS. Komplex substratu s navdzanym chaperonem
je dopraven k cytoplazmatickym komponentam T3SS. Prostiedni schéma ukazuje odstranéni chaperonu pomoci
hydrolyzy ATP. Nakonec je substratovy protein polarizované transportovan jehlovitou strukturou. Prevzato
a upraveno (Radics et al., 2014).
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3.4.3 Sekrecni systém typu 3 u rodu Bordetellae

3.4.3.1 Role sekrecniho systému typu 3 v priibéhu infekce

Pro ustanoveni infekce v hostiteli maji bakterie velmi ¢asto vyvinuté mechanismy,
které slouzi k naruSeni imunitni odpovédi v hostiteli. Tyto mechanismy jsou obzvlasté
dilezité v pripadé, Ze bakterie je schopna pilisobit chronické onemocnéni hostitele. Bylo
ukazdno, Ze v pripadé persistence B. bronchiseptica v pradusSnici je u mysi
(Yuk et al,2000), krys (Yuk et al.,, 1998) i prasat (Nicholson et al., 2014) klicova pravé
role T3SS. Ucinku T3SS je v hostiteli dosazeno skrze proteiny sekretované pomoci T3SS,
takzvané efektorové proteiny T3SS. Ty mohou negativné regulovat humoralni imunitni
odpovéd v hostiteli (niZ$i produkce anti-Bordetellae protilatek), a tim usnadnit
uspésnou perzistenci infekce dolnich cest dychacich. Tyto sekretované proteiny také
maji schopnost vyvolat bunécnou smrt makrofagli a neutrofili a tim je inaktivovat. T3SS
rovnéZz negativné ovlivituje i aktivitu NF-kB jakoZto hlavniho reguldtoru transkripce
prozanétlivych cytokinovych gena (Yuk et al, 2000, Legarda et al, 2005). V mysSim
modelu pritomnost T3SS u B. bronchiseptica potencuje migraci imunosuprimovanych
dendritickych bunék z dychacich cest do lokalnich lymfatickych uzlin. T3SS také
v pribéhu infekce potlacuje produkci IFN-y a pozitivné ovliviiuje hladinu
interleukinu 10 (IL-10) (Skinner et al, 2005). S T3SS v procesu naruSeni imunitni
odpovédi spolupracuji i ostatni faktory virulence, napt. ACT, ktery ma spole¢né s T3SS

synergicky ucinek (Skinner et al., 2004).

Delece genu bscN, kdédujici protein slouZzici jako ATPaza T3SS u praseciho izolatu B.
bronchiseptica, vede k deaktivaci sekrecniho systému typu 3. V patologii respira¢niho
traktu byl porovnavan stupen atrofické rymy, ktery byl niZ$i u mutantnich kment
v porovnani s divokym typem. U pneumonie divokého kmene byly popsany vétsi 1éze,
které se méni vzavislosti na dobé trvani infekce. U mutantniho kmene byla
bronchopneumonie, charakterizovana mikroskopickymi lézemi, nalezena pouze
u nékolika malo pripadl. Z toho lze usoudit, Ze T3SS vyvolava zvyseni patologickych
zmén v respiracnim traktu prasat. T3SS také ovliviiuje imunitni odpovéd’ zvySovanim

hladiny IL-10 na drovni mRNA a také sniZovanim produkce IgG (Nicholson et al., 2014).
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PrestoZe je sekreCni systém typu 3 uvazovany jako jeden z faktorti virulence bakterii
rodu Bordetellae, jedinou praci potvrzujici toto stanovisko u B. pertussis publikoval
Fenelly (2008). Byla prokazana virulencni aktivita T3SS u bakterie B. pertussis tak,
Ze klinické izolaty B. pertussis exprimovaly funkcéné aktivni T3SS, ktery se podilel
na potlaceni imunitni odpovédi bunlky, a tim napomahal ke kolonizaci a perzistenci
infekce. Pokud B. pertussis mély deletovany gen bscN, dochazelo k lokalni zanétlivé

odpovédi v plicich infikovanych mysi. (Fennelly et al., 2008).

Opakovanim pasazovani bakterie B. pertussis v laboratofi miliZe dojit k transkrip¢ni
inaktivaci T3SS. Avsak po opétovném kontaktu bakterie s hostitelskou butikou miize byt

jeho exprese obnovena (Gaillard et al., 2011).

3.4.3.2  Regulace exprese sekrecniho systému typu 3

T3SS je regulovan pomoci dvoukomponentového systému BvgAS. Slozky T3SS jsou
koédovany v lokusech bsc a btr, pricemZ strukturni slozky a ATPaza jsou kddovany
vlokusu bsc a regula¢ni proteiny jsou koédovany vlokusu btr. 2,5 Mpb ,upstream”

od lokusu bsc lezi geny pro efektor BteA a jeho chaperon (Ahuja et al., 2016)(obr. ¢. 8).
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Obrazek €. 8: Schéma usporadani gend lokusu bsc-btr. Oranzové jsou oznaceny strukturni a regula¢ni geny T3SS
v lokusu bsc, modré ORF lokusu btr poté kéduji partnerské proteiny regulujici transkripci bsc gend, fialové ORF nejsou
charakterizovany. Sigma faktor btrS je znaden zelen&, anti-sigma faktor btrA je znacen ¢ervené. Sipky naznacuji smér
transkripce genti. Pievzato a upraveno (Ahuja et al., 2016).
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Aktivita sekrecniho aparatu je kontrolovana pomoci sigma faktoru BtrS, jeho
antagonistou, anti-sigma faktorem BtrA, nebo proteiny BtrU, BtrW a BtrV, které pomoci
fosforylace a defosforylace serinu brani transkripci genti T3SS (Kozak et al., 2005). Geny
podléhajici regulaci BvgAS se nachdazeji ve Ctytech riaznych klastrech, pricemz klastry
3a4 jsou jesté rozdéleny na 3a, 3b a 4a, 4b (obr. ¢. 9) Geny pro expresi T3SS jsou
umistény v lokusech 3b, jeZ jsou nezavislé na regulaci pomoci sigma faktoru BtrS, a 4b,
jeZ na BtrS zavislé jsou. V ramci BvgAS regulonu anti-sigma faktor BtrA ovliviiuje ve fazi
Bvg* adhezinové a toxinové geny, které vyzaduji BtrA pro uUplnou expresi. BtrA také
potlacuje expresi gent lokusu bsc-btr, které aktivuje sigma faktor. Ve fazi Bvg- negativné
reguluje lokus koédujici geny pro bicik. Bylo zjisténo, Ze deleci genu pro BtrA
v B. bronchiseptica dochazi k expresi chemotaktickych a bi¢ikovych genti. Dochazi také
k aktivaci exprese genl ptxA-E a ptlA-H, coz jsou homology lokusii B. pertussis kédujici
pertusovy toxin a sekre¢ni systém typu 4, pomoci kterého je PT sekretovan

(Ahuja et al., 2016).
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Obrazek ¢. 9: Klastry genti podléhajici regulaci BvgAS systému. Znazornéni miry exprese selektovanych genti
v uvedenych mutantnich kmenech postradajicich faktory BtrA, BtrS nebo jejich kombinaci. Obrazek ukazuje regulaci
transkripce genl témito faktory rozdélenou do ¢tyt rdznych klastri u bakterie B. bronchiseptica RB50. Pievzato
a upraveno (Ahuja et al, 2016).
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3.4.3.3  Komponenty sekrecniho systému typu 3

Funkci strukturnich genti T3SS u rodu Bordetellae 1ze odvodit na zakladé homologii,
jak je ukazano na obrazku 10. Mezi prostudované a popsané proteiny patri BscN, Bsp22,

BopB, BopD, BopN a BteA.

w BteA
BopB, D, N

Bsp22

BscF

Vnéjsi membrana

BscC

BscD, BsclJ

Cytoplazmaticka membrana L C] '_I_ BscN, BsclL

BtcA, Orf4, BcrH1, BscQ, K, U, W, R
BcrH2, BscW D S,T R

Obrazek ¢. 10: Schéma sekre¢niho systému typu 3 u bakterii rodu Bordetellae. Doposud byl popsan protein BscN
plnici ATPazovou funkci, Bsp22 tvorici samostatné polymerizujici filament6zni strukturu jehly, transloka¢ni proteiny
BopB a BopD slouzici pro vytvoreni pdru v membrané hostitele, efektorovy cytotoxicky protein BteA a protein BopN,
u kterého byla zatim popsana efektorova funkce a pomocny efekt na funkci efektorového proteinu BteA. Prevzato
a upraveno (Ahuja et al, 2016).

BscN se sklada ze 444 aminokyselin a poprvé byl popsan vroce 1998.
Je regulovany sytémem BvgAS a v T3SS funguje jako ATPaza. Na své ATP vazebné misto
je schopen navazat ATP a hydrolyzovat jej. Delece BscN zpilisobuje inaktivaci sekrece

a také sniZenou cytotoxicitu (Yuk et al., 1998).

Bsp22 je unikatni 22 kDa velky protein, ktery je soucasti jehly T3SS. Kazda
struktura T3SS jehly je tvofena polymernim proteinem homolognim k proteinu BscF
u Bordetellae. Nicméné protein Bsp22 tvori takzvany appendix nad samotnou jehlou
tvorenou proteinem BscF. Podobny appendix byl rozpoznan i u bakterie E. coli majici
protein pojmenovany EspA homologni pravé kproteinu Bsp22. Protein Bsp22

je schopen samostatné polymerizovat a tvorit filamentarni strukturu injektozomu
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s variabilni délkou. Jako slozka jehlovité struktury T3SS je schopen vazat protein BopD,
ktery je soucasti Spicky aparatu a je nezbytny pro vytvoreni translokonu v cilové burce.
Dale bylo zjisténo, Ze imunizace mysi pomoci Bsp22 vedla k poklesu kolonizace plic,
atudiz predstavuje alespon castecnou ochranu pred infekci B. bronchiseptica
(Medhekar et al., 2009; Yuk et al., 2000). Na rozdil od B. bronchiseptica nebyl pozorovan
protektivni efekt imunizace Bsp22 béhem infekce B. pertussis

(Villarino Romero et al., 2013).

Protein BopB se sklada z 331 aminokyselin a vroce 2003 byla popsan jako
protein podilejici se na cytotoxicité eukaryotickych bunék. In vitro byl nalezen
v supernatantu bakterialnich kultur, kam byl sekretovan pomoci T3SS. Je konzervovany
ve vSech klasickych druzich bakterii rodu Bordetellae (Kuwae et al., 2003). Jak jiz bylo
zminéno vySe, vaZze se na protein Bsp22 a je dilezity pro tvorbu translokonu
(Medhekar et al, 2009). BopD dokaze vytvorit komplex s proteinem BopB a spolu
se podili na vzniku translokonu v cytoplazmatické membrané hostitelské buriky

(Nogawa et al., 2004).

BteA, nékdy také v literature oznacovan jako BopC, je efektorovy protein, ktery
prochazi do cytoplazmy hostitelské buniky pomoci T3SS a je odpovédny za pozorovanou
cytotoxicitu béhem infekce B. bronchiseptica. BteA je 69 kDa velky protein
konzervovany ve vSech klasickych druzich bakterii rodu Bordetellae. Geny bteA a jeho
chaperonu btcA jsou umistény ,upstream” od lokusu bsc-btr, nicméné jsou regulovany
systémem BvgAS, stejné jako ostatni sloZky sekrecniho aparatu. BteA je sekretovan
pomoci T3SS do cytozolu hostitelské buiiky, kde plisobi cytotoxicky. Cytotoxicka aktivita
BteA se projevuje bunécnou smrti, ktera je extrémné rychld. Role BteA v cytotoxicité
je stéZejni, protoZe po jeho deleci v genomu B. bronchiseptica nedochazi k bunécné smrti.
Pokud je gen bteA vnesen do eukaryotické bunky transfekci, bunétna smrt nastava
kratce po transfekci, ackoli jesté nebyla detekovdna exprese proteinu BteA.

(Kuwae et al., 2006, Panina et al.,, 2005).

Studie ukazuji, Ze BteA se sklada z dvou funkcénich domén, priCemz prvnich
130 aminokyselin N-koncové domény ma schopnost lokalizovat BteA do lipidickych
raftli, vazat chaperon BtcA a také obsahuje T3SS sekrecni signdl, a C-koncova doména

(131-656 aminokyselin) je zodpovédna za cytotoxicitu. Dale je N-koncova c¢ast BteA
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(1-282 aminokyselin) je bohata na a-helikalni struktury a prvnich 31 aminokyselin
domény je spjato s agregacni schopnosti (Guttman et al., 2013; French et al, 2009).
Je prekvapivé, Ze BteA neni produkovan druhem B. parapertussis ackoli stejné jako

ostatni klasické druhy ve svém genomu gen bteA obsahuje (Hegerle et al., 2013).

BopN je protein popisovany v literature jako efektor, ktery je schopen vyvolat
produkci IL-10 (Nagamatsu et al., 2009). Novéjsi studie ale popisuji jeho pomocnou
funkci u BteA zprostredkované cytotoxicity (Abe et al, 2017). Proteinem BopN

se podrobnéji zabyva nasledujici kapitola.

3.5 Protein BopN

3.5.1 Role proteinu BopN v pribéhu infekce B. bronchiseptica

U infekce mysi kmenem sdeletovanym genem kodujici protein BopN byla
zaznamenadna silnéjsi zanétliva odpovéd, kterd korelovala se sniZzenim produkce
zvySena poskozeni plicni tkané a také zvySend migrace myeloidnich bunék imutniho
systému CD11b* do mista infekce v porovnani s infekci divokym kmenem. Pokud byl
bopN gen vnesen na plazmidu do eukaryotické bunky a zde piimo exprimovan,
lokalizoval do jadra a zaroven moduloval signalni drahu NF-kB. Doslo k blokaci
jaderného faktoru NF-kBp65 a zaroven stimulaci translokace jaderného faktoru
NF-kBp50. ZvySena translokace jaderného faktoru NF-kBp50 poté vedla ke zvySeni
182 aminokyselin N-koncové domény BopN je zodpovédnych za translokaci BopN
do jadra hostitelské bunky, pricemz C-koncova Cast proteinu BopN zplsobuje jiz
zminénou blokaci jaderného faktoru NF-kBp65 a zaroven podporuje translokaci
jaderného faktoru NF-kBp50. Tento protein tedy nepiisobi cytotoxicky, ale ucinkuje jako
imunosupresivni modulator, ktery inhibuje zanétlivou odpovéd imunitni buriky.
Na zakladé téchto dat byla proteinu BopN piirazena funkce efektorového proteinu

(Nagamatsu et al.,, 2009).
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Novéjsi studie, ale ukazala pomocny efekt proteinu BopN na cytotoxicitu
zprostiedkovanou efektorem T3SS, BteA, v pribéhu infekce B. bronchiseptica. Byla
tak vyslovena hypotéza, Ze by protein BopN mohl regulovat translokaci efektorového
proteinu BteA do cytoplazmy eukaryotické bunikky nebo by mohl aktivovat jeho funkci
primo v hostitelské burice (Abe et al.,, 2017).

3.5.2 Struktura proteinu BopN a jeho homologie

Protein BopN se sklada z 364 aminokyselin a jeho struktura obsahuje Hrp]
doménu a oblast TyeA, ktera je homologni k chaperonu proteinu YopN u bakterie
Yersinia pestis. Pro porovnani jeho homologie s ostatnimi bakteridlnimi proteiny byl
pouzit software HHpred (predikéni software pro proteinovou strukturu). Na zakladé
vysledkii ziskanych z tohoto softwaru je ziejmé, Ze protein BopN je homologni s dalsimi
proteiny gram-negativnich bakterii, jmenovité s YopN bakterie Yersinia pestis, CopN

Chlamydia pneumoniae, MxiC Shigella flexnerii a SepL Escherichia coli (obr. €. 11).
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Parsssters score 35iyes searchilocal realign with MAF:mo

No Hit Prab E-valus P-value 3Szere 55 Cols Quary WM Tesplave HAM
1 AP30 A CopM; TTES, decratics 4 2180.0 7. 1837 1 38-61 4284 29.3 M8 B-384 15410

7 SNRM_A Coph, Chaperone 5yel; < 199.9 1.30-48 4.40-53 373.7 238.7 1P} S4-044 =0a% |

3 IVIE_P PROTEIN MXIC; SECRETION 199.9 1.1E-47 4&E-52 DB6N.& 24.9 ITI 85-064 11-392

4 1¥KP_A putative sesbrane-Doosd 109.9 3.1E-44 5. 7E-45 333.1 18.7 48 28-263 1-248 |

S SC9E_A Sepl) secretion system 180.8 1E-31 1.9E-46 322.5 T.3 63 T7E-359 18-278 |

6 IXNL3_B Outer sesbrane proveis 100 1.3E-38 2.4E-41 2I77.1 1.7 2} 71373 i-207 |

T IXLY_C Outer sesbrane groteis 9.4 417 7 4E.22 128.3 18.8 B4 282-34% i-86

B IELD_O Quter membrane protels 9.6 SE-17 7.40-27 128.3 W2 B I51-M4S <88 (92)
9 3KEG_C Telomeric repest-bindin 9.7 8% 9.9917 5.6 T.4 Bl 14-228 598 |

11 2kW8 A Cosd proteln; owidorsss 30.8 1.4E+82 9.0825 23.4 4.8 3r 136-217 42-73
12 2HLT A Cyvochrose C-type Biogs 39.8 1.46+02 @.8027 22.9 4.8 31 186-216 45-75 |

I8 IXL3_P Juter mssbrane protein 456.5 3.2E+82 8.995% 25.8 1@.1 3@ I58-353 4-84 (2

Obrazek ¢. 11: (A) Schéma proteinu BopN, ktery se sklada z 364 aminokyselin. Spolu s Hrp] doménou je ve struktuie
proteinu BopN zakomponovan i usek TyaA, ktery je homologni k chaperonu proteinu YopN bakterie Yersinia pestis.
Dle struktury je tedy protein BopN chimérou Hrp] domény a chaperonu. (B) Obrazek znazoriuje homologie proteinu
BopN s proteiny ostatnich gram-negativnich bakterii, jmenovité YopN bakterie Yersinia pestis, CopN Chlamydia
pneumoniae, MxiC Shigella flexnerii a SepL Escherichia coli. Dostupné z toolkit.tuebingen.mpg.de /hhpred.
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3.5.3 Biologicka funkce homologii proteinu BopN

Proteiny homologni k proteinu BopN zminéné v kapitole 3.5.2 jsou soucasti T3SS,
ve kterém maji regula¢ni roli. Funguji jako ,zatky“ nebo také ,hlidaci“ znemoZnujici
sekreci efektori, dokud nenastanou vhodné podminky (naptiklad Kkontakt
s cytoplazmatickou membranou hostitelské bunky). Proteiny ,zatky“ se podileji
na Casové regulaci sekrece pomoci T3SS a jejich deleci dochazi ke zvySeni urovné

sekretovanych efektor(i. Nicméné acinky na sekreci translokatort jsou odlisné.

3.5.3.1 Protein YopN u bakterii rodu Yersinia

JiZ v roce 1994 byl popsan proces sekrece efektorového proteinu YopE do cytoplazmy
hostitele, ktery byl regulovan proteinem YopN. Bylo navrzeno, Ze protein YopN
se nachazi na povrchu bakterie, kde monitoruje koncentraci Ca?* a povrchové struktury
cilovych bunék, a nasledné prendsi signal intraceluldrnim regulatorim
(Rosqvist et al,, 1994). Delece genu yopN vede ke zvySené sekreci pomoci T3SS,
cozZ dokazuje jeho roli jako regulatoru mnoZstvi sekretovanych proteint skrze T3SS.

Sam o sobé vSak neni translokovan do hostitelské buriky (Boland et al., 1996).

YopN svou N-koncovou CBD doménou (32-76 aminokyselin) vaZe na chaperony
SycN/YscB, coZ je pric¢inou translokace proteinu YopN. Naopak vazba s chaperonem
TyeA jeho C-koncovou TBD doménou zpiisobuje redukci translokace proteinu YopN.
Po kontaktu s hostitelskou bunikkou je TyeA disociovan a sekrece je zahajena. Novéjsi
studie dokladaji, Ze YopN/TyeA/SycN/YscB komplex kontroluje sekreci z cytozolu,
je tedy cytozolickou strukturou T3SS (Cheng et al, 2001, Plano a Schesser, 2013). Nejen
YopN, ale i cely regula¢ni komplex YopN/TyeA/SycN/YscB je citlivy na pritomnost Ca?*.
Béhem ristu divokého typu bakterii Yersinia v médiu s vapenatymi ionty je pozorovana
sekrece Casnych a stfednich substrati T3SS, zatimco pozdni substraty se ve velkém
mnoZstvi neuvolnuji, dokud nedojde kchelataci vapenatych ionti nebo kontaktu
s hostitelskou buiikou. Sekrece strednich a pozdnich efektorovych proteinli nastava
po deleci jakéhokoliv proteinu z komplexu YopN/TyeA/SycN/YscB a jiZ nezaleZi
na pritomnosti ¢i nepiitomnosti vapenatych iontli (Dewoody et al., 2013) Novéjsi studie

potvrdila diivéjsi data, Ze YopN neni translokovdn do cytozolu hostitelské bunky
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azatranslokaci efektorovych proteini je odpovédnd centralni ¢ast YopN

(Bamyaci et al., 2018).

3.5.3.2  Protein MxiC bakterie Shigella flexnerii

MxiC se sklada z 355 aminokyselin a je nezbytny k zabranéni predcasné sekrece
efektord skrze T3SS u Shigella flexnerii. Po kontaktu s hostitelskou burikou se pomoci
MxiC aktivuje sekrece efektord, pricemz sdm MxiC je translokovan do cytoplazmy
hostitelské bunky. Inaktivace MxiC vedla k deregulované sekreci efektorti, avsak bez
efektu na translokatorové proteiny nebo na ostatni proteiny T3SS. Byl prokazan
i kontakt MxiC s ATPazou, coZ naznacuje, ze MxiC miliZe zabranit sekreci efektori
blokovanim T3SS zevniti (Botteaux et al., 2009). Model sekrece skrze T3SS u S. flexnerii
naznacuje, Ze Spicka jehly snima povrch hostitelské burniky a tento signal je prenaSen
do cytoplazmy, kde nejprve dojde kuvolnéni a sekreci proteinu MxiC a posléze
k zahajeni sekrece efektorovych proteinii. Studie z roku 2013 uvadi, Ze kromé potlac¢eni
sekrece efektordy, MxiC blokuje i sekreci translokatoru

(Martinez Argudo a Blocker, 2010).

3.5.3.3  Protein CopN bakterie Chlamydia pneumoniae

[ protein CopN, produkovany bakteriemi Chlamydie ssp., slouZi jako regula¢ni ,zatka“
pti sekreci efektorovych proteinti pomoci T3SS. Stejné jako MxiC je i CopN translokovan
do hostitelské buriky (Fields a Hackstadt, 2000). Role proteinu CopN je tedy
dvoji - plisobi jako efektor, ale i jako ,zatka“ pro sekreci efektori. Svym N-koncem vaze

chaperon a umi také kontrolovat bunécné déleni (Archuleta et al., 2011).
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4 Material a metodika

4.1 Pristrojové vybaveni, chemikalie a ostatni material

4.1.1 Pristrojové vybaveni

aparatura pro DNA elektroforézu - Bio-rad, USA

CO2 inkubator - Sanyo MCO-18 AIC, Panasonic, Japonsko

digitalni analytické vahy - Mettler Toledo AB 104-8, SRN

dokumentace agarézovych gelli - G-BOX Syngene, Biocon, Indie

hmotnostni spektrometr - Thermo Orbitrap Fusion, Thermo Fisher Scientific, USA

laminarni box - Gelaire, Flow Laboratories, Skotsko

mikrovlnna trouba - Daewoo, Korea

mrazici box (-20 °C) - Zanussi, [talie

mrazici box (-80 °C) - Jouan, Francie

odstredivka - Biofuge pico, Heraeus Instruments, SNR

odstredivka - Sorval Lynx 400, Thermo Fisher Scientific, USA

PCR cykler - T100 Thermal Cycler, Bio-rad, USA

pH-metr InoLab - WTW, SRN

predvazky Nagema - OWA Labor, NDR

scintilacni kapalinovy pocitac - Hidex SL 600, Finsko

Spektrometr - CO 8000 cell density meter, WPA, Velka Britanie

suchy termostatovany blok - Accu Block™ Labmet International, Inc., USA

termostatova vodni lazeti - Memmert, Unimed CR

trepacka- innova® 43, New Brunswick Scientific, Edison, USA

vakuova odparni centrifuga - Savant SpeedVac Concentrator,
Thermo Fisher Scientific, USA

vortex - Minishake 1, IKA-Works, Internacional, USA
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zarizeni pro Western Blot - Trans-Blot® SD, BioRad, USA
zazizeni pro detekci chemiluminiscen¢nich signali - G-BOX Chemi XT 16,
Syngene, Velka Britanie

zdroj pro elektroforézu - PowerPac™ Basic, BioRad, USA

4.1.2 Seznam pouzitych chemikalii, komerc¢nich sad a ostatniho materialu

[2,8-3H]cAMP, Amersham, USA adenosin-5’-trifosfat (ATP) - Amersham, USA
[¢-32P]ATP - Amersham, USA

1,4-dithiotreitol (DTT) - Stratagene, USA

aceton - VWR, Francie

acetonitril - Lachema, Neratovice

adenosin-3’,5"-(cyklicky) monofosfat (cAMP) - Amersham, USA
agaro6za pro DNA elektroforézu - Appligene, Francie

akrylamid - Biochemical Corp., USA

amonium bikarbonat- AcrosOrganics, USA

ampicilin - Biotika, SR

analyticka voda - VWR, Francie

bakteriologicky agar - Oxoid, Velka Britanie

bakto-trypton - Oxoid, Velka Britanie

bromfenolova modr - Sigma, USA

CaM (kalmodulin) - MBU, Praha

CAS - BD, Francie

cefalexin - Sigma, USA

Coomassie blue R-250 - Serva, SRN

cyklodextrin - Zibo Qianhui Biological Technology Co., Ltd, Cina
DF pufr - Geneaid Biotech, Taiwan

dihydrogenfosfore¢nan draselny - Sigma-Aldrich, USA
dimethylsulfoxid (DMSO) - Sigma-Aldrich, USA

DNA vazebné kolonky - Geneaid Biotech, Taiwan
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dNTP mix (roztok 10 mmol/l) - MBI Fermentas, Litva
ethanol - Lachema, Brno

ethidium bromid - Serva, SRN
ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) - Serva, SRN
glukosa - Lachema, Brno

glutamat sodny - Sigma, USA

glycerol - Lachema, Neratovice

hovézi sérovy albumin (BSA) - Sigma, USA
hydrogenfosforecnandisodny (dodekahydrat) - Lachema, Neratovice
hydrolyzat kaseinu - Oxoid, Velka Britanie

hydroxid sodny - Lachema, Neratovice

chloracetamid - abcam, Velka Britanie

chloramfenikol - Sigma, USA

chlorid draselny - Lachema, Neratovice

chlorid hote¢naty - Fluka, Svycarsko

chlorid sodny - Lachema, Neratovice

chlorid vapenaty - Lachema, Neratovice

isopropanol - Lachema, Brno

kanamycin - Sigma, USA

kvasni¢ny extrakt - Oxoid, Velka Britanie

kyselina askorbova - Sigma, USA

kyselina chlorovodikova - Lachema, Neratovice
kyselina mravenci - Sigma, USA

kyselina N-2-hydroxyethylpiperazin-N‘-2-ethansulfonova (HEPES) - Serva, SRN
kyselina nikotinova - Sigma, USA

kyselina octova - Lachema, Neratovice

kyselina orthofosfore¢na - Lachema, Neratovice
kyselina trichloroctova (TCA) - Sigma, USA

L- cystein hydrochlorid - Sigma, USA

L-glutathion - Appli Chem, Némecko
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methanol - Lachema, Neratovice

mléko odtucnéné susené - Milli, Opocno

mocovina - Lachema, Neratovice

N,N,N’,N’-Tetramethyl-1,2-diaminomethan (TEMED) - Merck, SRN

nitrocelul6zova membrana - BioTrace NT, Pall, USA

octan draselny - Lachema, Neratovice

odsolovaci kolonky Acclaim PepMap300 - Thermo Fisher Scientific, USA

oxid hlinity - Merck, Germany

pankreaticka ribonukleaza (RNaza) - Fermentas International Inc., Kanada.

peroxodisiran amonny (APS) - Serva, SRN

prolin - Sigma, USA

proteinovy standard - Thermo Fisher Scientific, USA

scintila¢ni roztok - Opti Fluor®, Perkin Elmer®, USA

SDS - Serva, SRN

separacni kolony EASY-Spray column - Thermo Fisher Scientific, USA

siran horec¢naty - Sigma-Aldrich, USA

souprava pro izolaci DNA - Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit, Cat. no. DF300
Geneaid Biotech, Taiwan

SuperSignal® West Femto - Thermo Fisher Scientific, USA

tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) - Serva, SRN

tris(hydroxymethyl)aminomethan-hydrochlorid (Tris-HCl) - Serva, SRN

tris-baze - Serva Electrophoresis, SRN

triton X-100 - Amersham, USA

trypsin GOLD - Promega, USA

Tween 20 - Sigma-Aldrich, USA

ultrafiltra¢ni mikrokolona Microcon 30 - Thermo Fisher Scientific, USA

W1 pufr - Geneaid Biotech, Taiwan

Wash pufr - Geneaid Biotech, Taiwan

B- merkaptoethanol - Merck, SRN

A-DNA -MBI Fermentas - Litva
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4.1.3 Seznam pouzitych enzymii

Herkulaza - Herculase Il Fusion DNA Polymerase, Algient Technologies, USA

T4 ligdza - Thermo Fisher Scientific, USA

Reakeni
*RE Zasahové misto Pufr teplota Vyrobce
BamH]I G/GATCC 2.1,3.1,CS 37°C England Biolabs, USA
BstXI| CCANNNNN/NTGG 3.1 37 °C England Biolabs, USA
EcoRlI G/AATTC 2.1%* 37 °C England Biolabs, USA
EcoRV GAT/ATC 3.1 37 °C England Biolabs, USA
Hindlll A/AGCTT 2.1,CS 37°C England Biolabs, USA
Kpnl GGTAC/C 1.1, CS 37°C England Biolabs, USA
Mfel C/AATTG CS 37 °C England Biolabs, USA
Mlul A/CGCGT 3.1 37 °C England Biolabs, USA
Ndel CA/TATG 2.1,3.1,CS 37 °C England Biolabs, USA
Notl GC/GGCCGC 3.1 37°C England Biolabs, USA
Sacl GAGCT/C 1.1, CS 37 °C England Biolabs, USA
Spel A/CTAGT 2.1, CS 37 °C England Biolabs, USA
Xhol C/TCGAG 2.1,3.1,CS 37 °C England Biolabs, USA

*RE = restrik¢ni endonukleaza

SloZeni pufri:

NEB pufr 1.1: 10mM Bis Tris Propan-HCI, 10mM MgCl2, 100ug/ml BSA, pH 7,9. New
England Biolabs, USA.

NEB pufr 2.1: 50mM NacCl, 10mM Tris-HCl, 10mM MgCl2, 100pg/ml BSA, pH 7,9. New
England Biolabs, USA.

NEB pufr 3.1: 100mM NaCl, 50mM Tris-HCI, 10mM MgCl2, 100ug/ml BSA, pH 7,9. New
England Biolabs, USA.

NEB pufr CutSmart (CS): 50mM acetat draselny, 20mM Tris-acetat, 10mM acetat
hotecnaty, 100pg/ml BSA, pH 7,9 New England Biolabs, USA.

U vSech enzymi byla 100% aktivita v uvedenych pufrech.

4.1.4 Seznam pouzitych protilatek a sér a jejich redéni

Anti-Bsp22 mysi sérum (MBU, Praha), fedéni 1:3000 v TBST (4.1.6) pufru s 3% BSA

a 0,01% azidem.

Anti-BopN mysi sérum (MBU, Praha), fedéni 1:10 000 v TBST (4.1.6) pufru s 3% BSA
a 0,01% azidem.
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Anti-BteA mysi sérum (MBU, Praha), fedéné 1:30 000 v TBST (4.1.6) pufru s 3% BSA
a 0,01% azidem.

Anti-mysi sekundarni protilatka konjugovana s kirenovou peroxiddzou (GE Healthcare,

Velka Britanie).

4.1.5 Seznam pouzitych primeri

4.1.5.1 Primery pouZzité pri konstrukci plazmidii

Nazev Nukleotidova sekvence (5'-3) Délka (pb)| RE*
106BopN1f CTCGACTAGTCGAAAGCCTCGTTGCGCTTGTTG 33 Spel
193BopN1r TCTCGAATTCATTGGGGGCGGCATCGATCGATACGAG 37 EcoRI
194BopN2f TCAGGAATTCAACGCGATAGCAATGGAGAACGCATG 36 EcoRI
195BopN2r TCTCGGATCCGCAGCTTTCCGGCCTCGTTGAG 32 Bam HI
39BteAh1f CTCGGCGGCCGCGGACTTTCTTGCCAAGCGCGTG 34 Not1
40BteAhlr TCAGAATTCCTCGAGACTAGTCATATGCGGGTCCTCCGTGG 41 Xhol
41BteAh2f ATGACTAGTCTCGAGGAATTCTGACGGCGAGGCGTTCG 38 Xhol
42BteAh2r TACAGGGATCCCTGCTGTCGCTGGCGCATG 30 Bam HI
43BscNhif CTCGACTAGTCTGGTGCTGTCCATGCTCGAAATCC 35 Spel
44BscNh1r TTAGGATCCGAGCTCCTCGAGCATGCCCCTATCCGCGCC 39 Sacl
45BscNh2f ATGCGCGAGGAGCTCGGATCCTAATGGACCTGGAAAGCCTGCTTGC 46 Sacl
46BscNh2r TCAGGAATTCCAGTTCTTCCTTCGCTTTCTCCTGTTCC 38 EcoRI
35TEmf CTCGAAGCTTACGCGTGGATCTGGTATGCACCCAGAAACGCTGGTGAAAG 50 Hind 111
36TEMr CTGAGGATCCTCACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACC 37 Bam HI
37ACf CTCGAAGCTTACGCGTGGATCTGGTATGCAGCAATCGCATCAGGC 45 Hind 111
38ACr CTGAGGATCCTCACGAACGTCCGCTCGGCAC 31 Bam HI
187BBpBteAf ACTAAAGGGAACAAAAGCTGGGTACCAGGCGTCTCCTGGGCATG 44 Kpnl
182sigBteAr TGCATACCAGATCCACGCGTAAGCTTCACGTCCAGATTGGCATGGC 46 Hind 111
184pBopNf ACTAAAGGGAACAAAAGCTGGGTACCGAGGGCTCCTTCGAGTTGAAAG 48 Kpn1
185BopNr TGCATACCAGATCCACGCGTAAGCTTTGCGTTCTCCATTGCTATCGC 47 Hind 111
72ACTe5D445h1f |CTCGGCGGCCGCATGCAGCAATCGCATCAGGC 32 Not 1
73 ACTe5D445h1r |ATTACTCGAGATCCGCCGTCAGTGGAATACC 31 Xhol
74 ACTe5D445h2f | AATTCTCGAGATCGACATGTTCGCCATCATGC 32 Xho1
75 ACTe5D445h2r [TCAGGGATCCGGACTTCGAACGTCCGCTCG 30 Bam HI
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4.1.5.2  Sekvenacni primery
Nazev Nukleotidova sekvence (5'-3¢) Délka (pb)

94vBscNf GAATTTCGCCGTGTCTTCCG 20
95vBscNr GACAAGGTGGTGTCGGGTAG 20
85vBteAf CGTGCATTGCATCTACCCGT 20
96vBteAr AGGCCGTCAATCACCACATT 20
106BopN1f CTCGACTAGTCGAAAGCCTCGTTGCGCTTGTTG 33
195BopN2r TCTCGGATCCGCAGCTTTCCGGCCTCGTTGAG 32
T7fwd TAATACGACTCACTATAGGG 23
M13rev AACAGCTATGACCATG 16
pSS4245for CGCAGATGATGTACAAACTGCC 22
pSS4245rev CCATCAAGAAGAGCGACTTCGC 22

4.1.6 Pouzité roztoky a pufry

Agarézovy gel

Agar6za byla povarenim rozpusténa v TBE (4.1.6) pufru (dle pozadované

koncentrace). Ethidium bromid byl pfidan do vysledné koncentrace 0,5 pg/ml.

BFB nanaseci pufr pro agar6zovy gel

Bromfenolova modt 0,25 % (w/v)

Glycerol

40 % (v/v)

SOLI (pH 8)

Glukoéza 50 mM
EDTA 10 mM
Tris-HCl 25 mM
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SOLII

NaOH 0,2 mM
SDS 1% (w/v)
SOL III

octan draselny 3M

kyselina octova

11,5 % (v/v)

Laemli pufr (pH 6,8)

Tris-HCI 50 mM
DTT 100 mM
Glycerol 10 % (v/v)
SDS 2% (w/v)

Bromfenolova modr

0,1% (w/v)

B-merkaptoethanol

10 % (v/v)
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SDS gel

Délici gel 10 % 12,5 %
30% akrylamid 1,66 ml 2,07 ml
H20 1,38 ml 0,98 ml
1M Tris (pH 8,8) 1,87 ml 1,87 ml
10% SDS 50 ul 50 pl
25% APS 12,5 pl 12,5 pl
TEMED 12,5 pl 12,5l
Zaostrovaci gel

30% akrylamid 0,266 ml 0,266 ml
H20 1,8 ml 1,8 ml
1M Tris (pH 6,8) 1,87 ml 1,87 ml
10% SDS 50 pl 50 pl
25% APS 12,5 pl 12,5l
TEMED 12,5 ul 12,5 ul

Transferovy (blotovaci) pufr

Tris-baze 25 mM
Glycin 20 mM
Metanol 20% (w/v)

Blokovaci pufr

Susené mléko

3% (w/v)

TBST

46




TBS (pH 7,6)

Tris-HCI 20 mM
NaCl 137 mM
TBST

Tween® 20 0,1% (v/v)
TBS (pH 7,6)

TB pufr

HEPES 1 mM
CaCl; 1,5 mM
KCl 25 mM

Roztok byl ptipraven v ultra Cisté vodé a pH bylo upraveno pomoci KOH na 6,7. Tésné

pred pouzitim byl pfidan MnCl; na finalni 50mM koncentraci.

Cinidlo Bradfordové

Coomassie Brilliant blue R-250

0,01 % (v/v)

Ethanol

4,7 % (v/v)

H3PO4

8,7 % (v/v)

Tris-glycinovy pufr (pH 8,3)

Tris-baze 25 mM
Glycin 250 mM
SDS 0,1% (w/v)
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TBE pufr (pH 8,3)

Tris-borat

90 mM

EDTA

2 mM

Reak¢ni smés pro stanoveni adenylat cyklazové aktivity

Tris-HCI (pH 8,0 60 mM

MgCl2 0,1 mM

Triton X-100 0,1% (v/v)

BSA 1 mg/ml

CaM 1 uM

cAMP 0,1 mM

[2,8-3H]cAMP 200 CPM/ul

ATP 20 mM

[a-32P]ATP 10 000 -20 000 CPM/ul

Smés je uchovavana v teploté -20 °C.

PBS

NaCl 138 mM
KCl 3 mM
Na;HPO, 12 mM
KH2PO4 22 mM

pH bylo upraveno pomoci HCl na 7,4.
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TUS pufr

Tris pH 8,0 50 mM
Mocovina 8M

SDS 2% (w/v)
4.1.7 Pouzita kultivacni média

Luria-Bertani (LB) médium

LB médium (tekuté, pH 7)

Bakto-trypton 1% (w/v)

Kvasni¢ny extrakt

0,5 % (w/v)

NaCl

171 mM

5 M NaOH bylo pH média upraveno na 7,0, sterilizovano autoklavovanim (0,12 MPa,
20 min) a médium bylo nasledné uchovavano pfti 4 °C.

Tuhé LB médium - médium vzniklo tim, Ze se do tekutého LB média
pred sterilizaci pitidalo 18 g/l bakteriologického agaru. Nasledné bylo médium

uchovavano pri 4 °C.

Tuhé ¢i tekuté LB médium obohacené o antibiotikum - médium vzniklo
pridanim prislusného antibiotika o koncentraci: ampicilin (Amp) 100 pg/ml, kanamycin
(Km) 30 pg/ml, chloramfenikol (Cm) 30 pg/ml.
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SOB médium (z angl. Super optimal broth)

Bakto-trypton 2% (w/v)
Kvasni¢ny extrakt 0,5% (w/v)
NaCl 10 mM

KCI 2,5 mM
MgCl» 10 mM
MgSO4 10 mM

Autoklavovanim (0,12 MPa, 20 min) bylo médium sterilizovano a pred pouzitim byly
pridané zfiltrované 1 M roztoky MgCl, a MgSOa.

Tuhé Bordet-Gengou (BG) médium

BG agar (Difco™) 3% (w/v)

Glycerol 1% (v/v)

Autoklavovanim (0,12 MPa, 20 min) bylo médium sterilizovano a nasledné uchovavano
pri 4 °C.

Tuhé BG médium obohacené 15 % berani krvi - nejprve bylo pripraveno tuhé
BG, které bylo vytemperovano na 50 °C. Nasledné byla pridana defibrinovana berani
krev na konecnou koncentraci 15 %. Takto upravené médium bylo rozlito po ~ 20 ml

do Petriho misek o priméru 90 mm.

Tuhé BG médium obohacené 15 % berani krvi antibiotiky nebo solemi -
nejprve bylo pripraveno tuhé BG, které bylo vytemperovano na 50 °C. Nasledné byla
pridana defibrinovand berani krev na konec¢nou koncentraci 15 %. Dale byl pridan
50 mM siran horecnaty (MgS04), 10 mM chlorid hotrecnaty (MgClz) nebo antibiotika
o koncentraci uvedené niZe v tabulce. Takto upravené médium bylo rozlito po ~ 20 ml

do Petriho misek o prliméru 90 mm.
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Ampicilin (Amp) 100 pg/ml
Kanamycin (Km) 125 pg/ml
Streptomycin (Str) 500 pg/ml
Chloramfenikol (Cm) 30 pg/ml; 60 ug/ml
Cefalexin (Cphx) 10 pg/ml

Stainer-Scholte (SS) médium (pH 7)

Frakce A (koncentrace 10x)

Tris-HCI 403,6 mM
Tris (baze) 97,4 mM
Glutamat sodny 572,8 mM
Prolin 20,8 mM
NaCl 427,7 mM
KH2PO4 36,7 mM
KCl 26,8 mM
MgClz x 6H20 4,9 mM

Frakce B (koncentrace 100x)

L-cystein hydrochlorid monohydrat 33 mM
Kyselina askorbova 11,3 mM
L-glutathion (redukovany) 32,5 mM
Kyselina nikotinova 3,3 mM
Hydrolyzat kaseinu 5% (w/v)
Cyklodextrin 1% (w/v)

Kompletni SS médium bylo vytvoreno zfrakci A a B po jejich smichani a rozredéni
se sterilni tkanovou vodou. Po smichani obou frakci je doba spotieby ~ 1 tyden. Bylo
také pouzito tekuté SS medium s pridavkem antibiotika chloramfenikol v koncentraci
30 pg/ml.
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4.1.8 Pouzité plazmidy

Pro modifikaci bakteridlniho chromozomu B. bronchiseptica D445 byl pouZit
plazmid pSS4245 (S. Stibitz, USA), ktery obsahuje unikatni klonovaci misto a kdéduje
geny pro rezistenci na ampicilin (Amp), kanamycin (Km), neomycin (Neo)
a streptomycin (Str). Plazmid dale obsahuje gen pro restrikéni endonukleazu I-Scel
a unikatni misto Stépeni touto restrik¢ni endonukleazou. Promotor genu pro restrikéni
endonukleazu I-Scel je pod promotorem ptx, ktery je kontrolovan systémem BvgAS.
Tento plazmid patii mezi takzvané sebevrazZedné plazmidy, protoZe neni schopen

samostatné replikace v bakterii B. bronchiseptica.

Pro reportérovy systém a komplementaci mutovanych kmentl B. bronchiseptica
byl vyuzit plazmid pBBRI (Antoine a Locht, 1992) Tento plazmid obsahuje gen kédujici

rezistenci na chloramfenikol.

Jako templat pro amplifikaci enzymu (-laktamaza (TEM) byl pouzit plazmid
SpyTag-B-Lactamase-SpyCatcher (Addgene, USA) (Schoene et al., 2014).

4.1.9 Pouzité bakterialni kmeny

Kmen E. coli XL1-blue (Stratagene, USA) byl pouZzit pro konstrukci plazmidd.

Tento kmen v sobé obsahuje gen pro rezistenci na tetracyklin.

Kmen E.coli SM10 Apir (Biomedal, Spanélsko) byl pouzit ke konjugaénimu
prenosu plazmidové DNA do bakterie B. bronchiseptica D445. Tento kmen obsahuje gen
pro rezistenci na kanamycin (Km) a chromosomalné kédované Tra geny, které jsou
v pribéhu bakteridlni konjugace zodpovédné za preneseni plazmidu do pfijimajici

bakterie.

Klinicky izolat B. bronchiseptica D445 (Diavatopoulos et al, 2005) byl pouZit

pro konstrukci geneticky modifikovanych kmeni.
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4.1.10 Pouzity software

K navrzeni konstruktti byl pouzit program ApE (A Plasmid Editor, verze ApE 2.0.49).

Na zpracovani dat zhmotnostni spektrometrie byl pouzit software MaxQuant

(verze 1.5.3.8) a Perseus (verze 1.5.2.4)
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4.2 Metody

4.2.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerazova retézova reakce slouzila k amplifikaci fragmenti pri konstrukci
plazmidi a k ovérovani modifikace genomu konstruovanych kmentd. Templatem reakce
byl lyzat bakterie B. bronchiseptica D445 vytvoreny za pouZiti narostlé bakterialni
kolonie primo z agarové plotny. Malé mnozZstvi biomasy bylo preneseno do ultracisté
vody, nasledné povareno (95 °C po dobu 5 minut), 1 pl této smési byl nasledné pouzit
pro PCR reakci. PCR reakce o celkovém objemu 25 pl dale obsahovala: 5 pl
5x koncentrovaného Herkuldza pufru, 2,5 pl dNTP mix o koncentraci 10 mmol/I, 2,5 pl
10% DMSO, 5 ul patriénych primeri ,forward a reverse” o koncentraci 5 pM a 0,5 pl
enzymu Herkuldza polymerazy. Pro zkonstruovani reportérového systému zalozeného
na enzymu (3-laktamaza (TEM) byl jako templat pouzit plazmid kédujici gen B-laktamazu
SpyTag--B-Lactamase-SpyCatcher (4.1.8).

Cyklus PCR

Inicializace 98 °C 2 minuty
Denaturace 98 °C 20s
Nasedani primert 57°Caz62°C 20's
Syntéza DNA 72 °C 30s - 3 minuty
Finalni syntéza DNA 72 °C 3 minuty

Denaturace, nasedani primerti a syntéza DNA se opakovala 30x. Nasedani primert
probihalo v gradientu teplot dle ,melting temperature“ udavané vyrobcem primert. Doba
syntézy DNA zavisi na velikosti ocekavaného fragmentu (1min = 1 kpb).

4.2.2 Elektroforéza v agar6zovém gelu

Separace DNA fragmentili probihala pomoci horizontalni elektroforézy, na kterou
byl pouZit agarézovy gel (4.1.6), jehoZ hmotnostni koncentrace (0,6 % - 1,5 %) zavisela

na velikosti fragmentli DNA a ktery byl obohacen o ethidium bromid v koncentraci
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0,5 pg/ml. Rozvareny agarozovy gel byl vytemperovan na teplotu 50 °C a nasledné nalit
do formy s hrebinkem. Hrebinek byl po ztuhnuti vyjmut a gel s nosnou deskou byl
vloZen do aparatury pro DNA elektroforézu, kde byl ponoren do TBE pufru (4.1.6).
Do jamek vgelu byly poté nanaSeny vzorky smichané s5x koncentrovanym
bromfenolovym nanasecim pufrem (4.1.1) a jako standard k urceni velikosti fragmentt
byl pouzit A-DNA nastépeny pomoci restrikéni endonukleazy Pstl. Rozdéleni DNA
fragmenti probihalo pii napéti 100 Vpo dobu 30 minut, v pripadé izolace
linearizovaného plazmidu pii napéti 50 Vpo dobu 1 hodiny. Separovand DNA byla

nasledné vizualizovana pod UV svétlem.

4.2.3 Izolace DNA pomoci komerc¢ni sady Geneaid

Izolace fragmentli DNA zagar6zového gelu byla provadéna pomoci komercni
sady Geneaid. Fragment DNA byl skalpelem vyfiznut z agarézového gelu tak, aby
maximalni hmotnost byla 0,3 g. K fragmentu bylo nasledné piiddno 500 ul DF pufru
ainverzné promichand smés byla inkubovana v50 °C aZ do rozpusténi agarézy
(10-15 minut). Vzorky zchlazené na pokojovou teplotu byly nanaseny na kolonu
a odstredény (13250 g, 30 s, RT °C). Tento krok byl opakovan 2x. Nasledné bylo
na kolonu naneseno 400 pl W1 pufru a kolona byla odstredéna (13 250 g, 30 s, RT °C).
Poté byla kolona promyta 600 pl wash pufrem s pridanym ethanolem a odstfedéna
(13250 g, 30 s, RT °C). Sbérna mikrozkumavka byla vyménéna za cistou a nasledovalo
odstredéni (13 250 g, 5 minut, RT °C) pro uplné odstranéni etanolu, ktery je obsaZen
v promyvacim pufru. Sbérna mikrozkumavka byla opét vyménéna za cCistou a na kolonu
navazana DNA byla eluovana do 40 pl 10 mM Tris predehratého na 50 °C. Eluce byla pro
vyssi vytéZnost opakovana 2x (13 250 g, 2 minuty, RT °C).

4.2.4 Stépeni DNA pomoci restrikénich endonukleaz

Restrikéni ovéfeni plazmida probihalo ve 20 pl. K 5 pl plazmidové DNA byly ptidany
2 pl 10x koncentrovaného NEB pufru, ktery byl zvolen specificky pro danou restrikéni
endonukledzu, déle ultracistda voda a 0,5 pl patficné restrikéni endonukleazy ci jejich

kombinace. Restrikéni $tépeni eluovaného PCR produktu probihalo ve 40 pl. K 32 pl
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eluovaného PCR produktu byly pfidany 4 ul 10x koncentrovaného NEB pufru, ktery byl
zvolen specificky pro danou restrikéni endonukleazu, dale ultradistd voda a 2 ul patfi¢né
restrikcni endonukledzy c¢i jejich kombinace. Promichand smés byla inkubovana

ve vodni lazni pti 37 °C po dobu 2 hodin.

4.2.5 Ligace DNA fragmentii pomoci T4 ligazy

Ligaci predchazelo rozdéleni fragmenti na horizontalni elektroforéze (4.2.2).
Pokud byly fragmenty stejné intenzity, pak pro ligaci do plazmidu pSS4245 se liga¢ni
smés skladala z 6 pl fragmentu 1, 6 pl fragmentu 2, 2 pl linearizovaného plazmidu
pSS4245 (4.1.8), 3 pl 10x koncentrovaného T4 pufru a 1 pl T4 ligdzy doplnéného ultradistou
vodou do celkového objemu 30 pl. Pokud byl ligovan plazmid pBBRI (4.1.8), pak se liga¢ni
smé¢s sklddala z 6 pl fragmentu, 3 pl linearizovaného plazmidu pBBRI, 2 ul
10x koncentrovaného T4 pufru a 1 pl T4 ligdzy doplnéného ultracistou vodou do celkového

objemu 20 pl. Po promichani se smés ligovala pti pokojové teploté po 2 hodin.

4.2.6 Priprava kompetentnich bunék E. coli XL-1 Blue a E. coli SM10 Apir

Nejprve byly bakterie E. coli XL-1 Blue (4.1.9) zkonzervy dlouhodobé
uchovavané pri -80 °C vyockovany na tuhé LB médium. JelikoZ tento kmen nese gen pro
rezisteci na tetracyklin, obsahovalo tuhé LB médiu (4.1.7) tetracyklinové antibiotikum
o koncentraci 12,5 pg/ml. Kultivace probihala po dobu 16 hodin pti 37 °C. Podobné,
bakterie E. coli SM-10 A pir (4.1.9) byly nejprve zkonzervy vyockovany na tuhé
LB médiu s kanamycinem o koncentraci 60 pg/ml na které je bakterie rezistentni
a kultivace probihala po dobu 16 hodin pri 37 °C. Narostlé bakterie byly preockovany
do 50 ml tekutého LB média s pridanym tetracyklinem o koncentraci 12,5 pg/ml nebo
kanamycinem o koncentraci 60 pug/ml, kde byly kultivovany ptes noc (~12 hod, 37 °C).
Z tekutého LB média bylo nasledné pieneseno 10 ml kultury do 500 ml SOB média
(4.1.7), ve kterém byly bakterie za intenzivniho tfepani dale kultivovany po dobu
4 hodin pti 30 °C do ODeoo = 0,6. Narostla kultura byla odstfedéna v 50 ml zkumavkach
(700 g, 10 minut, 4 °C). Poté byl supernatant odstranén, k peletiim bylo ptidano 20 ml
vychlazeného (4 °C) TB pufru (XL-1) (4.1.6) nebo 100 mM CaClz (SM10 Apir). Bakterie
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byly mirnym tfepanim resuspendovany a 10 minut inkubovany na ledu s naslednym
odstredénim pri 700 g po dobu 10 minut za teploty 4 °C. Poté byl supernatant opét
odstranén a k peletim byly ptridany 4 ml vychlazeného (4 °C) TB pufru (XL-1) nebo
100 mM CacClz (SM10 Apir), ve kterém byly bakterie za mirného trepani resuspendovany.
K resuspendovanym bakteriim bylo po kapkach piiddvdno DMSO do vysledné
koncentrace 7%. Nasledovala inkubace suspenzi na ledu, rozdéleni do sterilnich
mikrozkumavek po 200 pl a okamzité zamraZeni tekutym dusikem. Takto pripravené

kompetentni buriky byly dlouhodobé skladovany v -80 °C.

4.2.7 Transformace plazmidu metodou teplotniho soku

K 15 pl smési DNA po ligaci bylo priddano 150 ul kompetentnich bunék
E. coli XL-1 Blue (4.1.9). K2 pl plazmidové DNA ziskané minipreparativni izolaci bylo
pridano 130 pl kompetentnich bunék E. coli SM10 Apir (4.1.9). V obou ptipadech byla
smés inkubovana 15 minut na ledu, 5 minut ve vodni 1azni o teploté 37 °C a poté opét
inkubovana 2 minuty na ledu. Nasledné byl priddn 1 ml pfedtemperovaného tekutého
LB média (4.1.6) a bakterie byly za intenzivniho tfepani kultivovany po dobu 1 - 2 hodin
pri teploté 37 °C. Kultura byla nasledné odstredéna pri 3 000 g po dobu 1 minuty pri
pokojové teploté. Pelet byl resuspendova v 100 pl supernatantu a nanesen na Petriho
misky s tuhym LB médium obohacené o ampicilin (100 ug/ml), kanamycin (30 pg/ml)
Ci chloramfenikol (15 pg/ml) dle transformovaného plazmidu. Takto vyseté bunkami

byly kultivovany pies noc pri teploté 37 °C.

4.2.8 Minipreprace plazmidové DNA

Plazmidova DNA byla ziskdna metodou alkalické lyze, 2 ml tekuté kultury
E. coliXL-1 Blue (4.1.9) s patricnym antibiotikem byly za intenzivniho trepani
kultivovany 12-16 hodin pfi teploté 37 °C. V mikrozkumavkach byla bakterialni kultura
odstredéna (6000 g, 2 min, 25 °C) a byl odstranén supernatant. Pelet byl jemné
resuspendovan v 100 pl roztoku SOL I (4.1.6), promichan a bunky byly lyzovany
pridavkem 200 pl roztoku SOL II (4.1.6). Po inverznim promichani byla smés

inkubovana na ledu a nasledné byla 5 minut pri pokojové teploté. Ke zlyzovanym
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burnikdm bylo pridano 150 pl roztoku SOL III (4.1.6), ktery neutralizoval smés a jadro
nebylo lyzovano. Po promichani byla smés odstredéna (13 250 g, 15 min, 4 °C).
Supernatant byl odebran do ¢isté mikrozkumavky, k supernatantu byl pridan stejny
objem izopropanolu (400 pl), promichan a odstfedén (13 250 g, 15 min, 4 °C).
Supernatant byl odstranén apelet Setrné vysusen. DNA byla promyta v 1 ml
70 % ethanolu, vSe bylo promichano a odstfedéno (13 250 RPM, 5 min, 25 °C). Etanol
byl odstranén a mikrozkumavka byla suSena po dobu 15-20 minut pfi teploté 37 °C.
KvysuSenému peletu bylo piiddno 40 pl TB pufru (4.1.6), obsahujici termostabilni
pankreatickou RNAzu (20 pg/ml). Po dikladném promichani byla smés inkubovana

30 minut pfri teploté 70 °C.

4.2.9 Priprava sekvenacni reakce a sekvenace DNA

Vsechny vytvorené konstrukty byly poslany na sekvenaci do némecké firmy
GATC Biotech. Mix pro sekvenaci plazmidové DNA obsahoval 2 ul poZadované
plazmidové DNA ziskané metodou alkalické lyze (4.2.84.2.8 ) 5 ul 5 pM piislusného
primeru a 3 pl ultracisté vody. Mix pro sekvenaci bakterialni DNA obsahoval 5 pul PCR
produktu eluovaného do 10 mM Trisa 5 pl 5 uM prislusného primeru (4.1.5.2).

4.2.10 Uchovavani bakterialnich kment B. bronchiseptica

Bakteridlni kmeny uchovavany zamrazené pri -80 °C v 40 % glycerolu.

4.2.11 Kultivace bakteridalnich kment B. bronchiseptica

Bakterie B. bronchiseptica D445 (4.1.9) byly kultivovany na tuhém BG médiu
(4.1.6) obohaceném o 15 % berani krev a pripadné o prislusna antibiotika v inkubatoru
s 5 % tenzi CO2 a pfti teploté 37 °C. DalS§im zpiisobem byla kultivace bakterii v tekutém
médiu SS (4.1.6) a moZnym pridavkem 2 mM CaZ2+.
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4.2.12 Konjugace plasmidu pBBRI do B. bronchiseptica

Bakterie B. bonchiseptica (4.1.9) byly kultivovany v tekutém SS médiu (4.1.6)
po dobu 12-18 hodin. Bakteriadlni kultura byla odstfedéna (3 000 g, 3 min. 25 °C)
ave 100 pl supernatantu byl pelet resuspendovan. Na tuhé BG médium (4.1.6) s 15 %
berani krvi bylo preneseno 50 pl resuspendované kultury, ktera byla nasledné smichana
s malym mnoZstvim bakterii E. coli SM10 A pir (4.1.9) obsahujici natransformovany
plazmid pBBRI (4.1.8) s ndmi zaklonovanymi fragmenty DNA. Takto smichané bakterie
byly konjugovany 4 hodiny v inkubatoru s 5 % tenzi CO2z a pfi teploté 37 °C. Poté byla
smeés rozetfena na tuhé BG médium s 15 % berani krvi, Cm 60 pg/ml a Cephx 10 pg/ml.

Vyrostlé kolonie byly reizolovany na tuhém BG médiu s pridavkem Cm 30 pg/ml.

4.2.13 Homologni rekombinace v B. bronchiseptica

Na tuhé BG médium (4.1.6) obohacené o 15 % berani krev a 50mM MgS04 byly
vysety bakterie B. bonchiseptica (4.1.9). Po 3 dnech byly narostlé kolonie seSkrabnuty
pomoci mikrobiologické klicky a preneseny na tuhé BG médium s 15% berani krvi,
50mM MgS0Os4, a 10mM MgCl;, kde byly smichany vpoméru 10:1 s bakteriemi
E. coli SM10Apir (4.1.9) obsahujici natransformovany plazmid pSS4245 (4.1.8) s nami
zaklonovanymi fragmenty DNA. Takto smichané bakterie byly konjugovany 4 hodiny
v inkubatoru s5 % tenzi CO2 a pri teploté 37 °C. Po konjugaci byla smés rozetfena
na tuhé BG médium s 15% berani krvi, 50mM MgSO4, Amp 100 pg/ml, Km 125 pg/ml
aStr 500 pg/ml, pro selekci 1. crossing-overu homologni rekombinace. Aby bylo
dosaZeno 2. crossing-overu homologni rekombinace, byly jednotlivé kolonie po 3 dnech
reizolovany na tuhé BG médium obsahujici pouze 15% berani krev. Narostlé kolonie

byly testovany pomoci PCR.

4.2.14 Precipitace supernatantu bakterialni kultury pomoci kyseliny

trichlorooctové kyseliny (TCA)

Padesat ml bakteridlni kultury B. bronchiseptica (4.1.9) kultivované
do kone¢ného ODesoo = 3 byla odstiedéno (14 000 g, 20 min., 4 °C) a supernatant byl

59



zfiltrovan pres 0,22um  filtr pro odstranéni neodstfedénych  bakterii.
K 38 ml supernatantu bylo nasledné pridano 12 ml 50 % TCA do vysledné koncentrace
10 % a vzorek byl precipitovan pres noc pri 4 °C. Precipitovany supernatant byl poté
odstredén (10 000 g, 30 min., 4 °C), TCA bylo odstranéno a k peletu precipitovaného
supernatantu byl piiddn 1 ml vychlazeného (-20 °C) acetonu. V acetonu resuspendovany
pelet precipitovaného supernatantu byl znovu odstredén (10000 g, 30 min. 4 °C),
aceton byl odstranén a pelet precipitovaného supernatantu byl vysusen po dobu 5 minut
v 37 °C. KvysuSenému peletu supernatantu bylo nasledné pridano 500 pl roztoku

8 M mocoviny a 50 mM NH4+HCO3 (AsoUsg) ve kterém se za kyvavého pohybu rozpoustél.

4.2.15 Méreni proteinové koncentrace metodou dle Bradfordové

Metoda meéreni proteinové Kkoncentrace dle Bradfordové je zaloZena
na kolorimetrickém stanoveni celkového proteinu ve vzorku. Proteiny v kyselém
prostredi interaguji s ¢inidlem dle Bradfordové (4.1.6), po navazani na protein se méni
barva roztoku z cerveno-hnédé na modrou a dochazi k posunu absorp¢niho maxima

Z 465 nm na 610 nm.

Kalibra¢ni krivka byla vytvorena z redici fady o koncentraci (0, 10, 25, 50, 75,
100 pg/ml) BSA. Supernatant vzorku byl redén 20x, pelet byl naredén 100x,
pro odecteni pozadi bylo méreno samotné ¢inidlo spolu s redicim roztokem. Do kyvety
pro méreni koncentrace bylo smichano 100 pl vzorku a 900 pl ¢inidla dle Bradfordové
a poté byla mérena absorbance pfi vinové délce 595 nm. Koncentrace proteinti byla

odvozena pomoci absorbance z pripravené kalibrac¢ni krivky (absorbance:koncentrace).

4.2.16 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE)

Polyakrylamidovy gel (4.1.6) byl pripraven o koncentraci, ktera zarucovala
idedlni rozdéleni analyzovanych proteinti. Délici a  zaostfovaci smés
polyakrylamidovéhu gelu byla nalita mezi dvé skla s hfebinkem pro vytvoreni jamek
na vzorky. Po ztuhnuti gelu byl odstranén hrebinek a gel byl vloZen do aparatury zalité
tris-glycinovym pufrem (4.1.6). Vzorky smichané s 5x koncentrovany Laemli

pufrem (4.1.6) byly nanaSeny v objemu 20 pl, znaceny proteinovy standard byl nanaSen
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v objemu 5 ul do jamek gelu. Proteiny byly elektroforeticky déleny pri 30 mA po dobu
70 minut. Separované proteiny byly vizualizovany pomoci

Coomassie Brilliant Blue R-250 ve kterém byl gel obarven.

4.2.17 Western blot

Elektroforeticky rozdélené proteiny z SDS-page (4.2.16) byly preneseny
na nitrocelul6zovou membranu pomoci polosuchého systému. Nejprve byl filtracni papir
a nitrocelul6zovad nembrana (oboje o velikosti 9x6 cm) namoceny do transferového
pufru (4.1.6). Samotné skladani polosuchého systému bylo zapocato vloZenim filtra¢niho
papiru na anodovou desku, nasledovala vrstva nitrocelul6zové membrany, na kterou
se navrstvil polyakrylamidovy gel. Ten byl pifevrstven opét filtracnim papirem. Z vrstev
byly vytlaceny vzduchové bubliny a systém byl uzavien katodovou deskou. Proces
prenosu proteinli na nitrocelulézovou membranu probihal pfi 100 mA po dobu

1 hodiny.

Nasledné byla membrana oplachnuta v ultracisté vodé, TBS (4.1.6) a nakonec
blokovana 40 minut 3 % roztokem mléka v TBS pri pokojové teploté. Po uplynuti této
doby byla zablokovana membrana promyta v roztoku TBS a poté byla za intenzivniho
trepani inkubovana v 15 ml roztoku primarni protilatky (4.1.4) v TBST (4.1.6) s 3% BSA
pres noc pri teploté 4 °C. Primarni protilatka byla odstranéna a membrana byla
za intenzivniho tfepani a pri pokojové teploté 2x 10 minut promyta v roztoku TBST.
V 15 ml roztoku sekundarni protilatky (4.1.4) byla membrana za intenzivniho trepani
inkubovana po dobu 40 minut pti pokojové teploté. Poté byla sekundarni protilatka
odstranéna a membrana byla za intenzivniho tfepani a pii pokojové teploté 2x 10 minut
promyta vroztoku TBST. Zviditelnéni vazby sekundarni protilatky konjugované
s kfenovou peroxiddzou bylo docileno komercéni sadou roztokdi SuperSignal®
West Femto, které byly smichdany vpoméru 1:1 (600 pl kombinace roztokl
na 1 membranu). Touto smési byla membrana pokryta a v pristroji G-BOX Chemi XT 16

byl pomoci kamery detekovan chemiluminiscen¢ni signal.
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4.2.18 Stanoveni adenylat cyklazové aktivity

Metoda stanoveni adenylat cyklazové aktivity byla provedena dle protokolu
D. Ladanta (Ladant et al., 1986). Adenylatcyklazova aktivita byla stanovena na zakladé
reakce, kterou enzym katalyzuje: [«-32P]ATP « [32P]cAMP + PPi + H*.

Pro stanoveni byl pouzit radioaktivni substrat [a-32P]ATP, ktery byl katalyticky
preménén na radioaktivni [32P]cAMP. Cyklické AMP bylo ze smési separovano pomoci
adsorp¢ni chromatografie. ProtoZe cAMP neobsahuje (na rozdil od ATP, ADP a AMP)
nabité naboje, neni na koloné adsorbovano, ale z kolony eluovdno a jeho preménéné

mnozstvi bylo nasledné stanoveno radioaktivné.

Testované kmeny B. bronchiseptica (4.1.9) byly predkultivovany v tekutém
SS média (4.1.6) do ODsoo = 1. Nasledné byly kultury inokulovany do 50 ml tekutého
SS média na vysledné ODeoo = 0,15 a kultivovany 12 - 16 hodin do pozadovaného ODeoo.
Pro stanoveni celkové AC aktivity kultury byla do cisté mikrozkumavky odebrana
kultura 20x zredéna roztokem obsahujicim 8 M mocovinu, 50 mM Tris, pH 8,0
(mocovinovy extrakt). Pro stanoveni extracelularni AC aktivity byl odebran 1 ml kultury
do mikrozkumavky a odstiedén (14 000 g, 3 min., 25 °C). Supernatant byl zfiltrovan
(0,22 um filtr) a smichan s roztokem obsahujicim 8 M mocovinou, 50 mM Tris, pH 8,0
vpoméru 1:1. Poté bylo z obou smési odebrano 10 pl do cCisté mikrozkumavky.
Ke vzorku bylo ptiddno 50 pl reakéni smési (4.1.6), suspenze byla fddné zamichana
pomoci vortexu a umisténa do vodni lazné pri teploté 30 °C po dobu 15 minut. Reak¢ni
smés byla kvzorkiim pridavana ve stejnych Casovych intervalech 20 s. Reakce byla
zastavena ve stejnych 20 s casovych intervalech pifidanim 200 pul 0,5 M HCI s naslednou
inkubaci na suchém bloku po dobu 5 minut pri teploté 100 °C. Probéhla kysela
hydrolyza kontaminant potlaci vznik interferenci pri nasledné adsorpc¢ni chromatografii.
Upravou vzorkd na pH 7,6 bylo docileno p¥idanim 0,2 ml 1,5 M neutralizovaného
imidazolu. Vzorky byly poté naneseny na kolony naplnéné neutralnim Al;Os.
Ke vzorklim byly pfidany 3 ml 10 mM imidazolu (pH 7,6) a eluce do scintila¢nich
lahvicek probihala 10-15 minut. Po eluci bylo priddno ke vzorkiim 10 ml scintila¢niho
roztoku. Pomoci scintilacniho pristroje byla zmérena radioaktivita 32P a 3H
(v hodnotach DPM). Pro odecteni hodnot na pozadi bylo zméreno mnozstvi [32P]cAMP

v reakéni smési bez pridaného vzorku. Hodnoty radioaktivity byly zméreny i ve vzorcich
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32P a 3H o znamém mnozstvi [32P]JATP a nasledné byly odecteny spolu s pozadim

od namérenych hodnot ve vzorcich.

Pro vypocet adenylat cyklazové aktivity v prisusném vzorku byl pouZit vzorec:

n- (APV /AHV —Aps /AHB ) dAur

A =
" Apr- Vit

AAC s adenylatcyklazova aktivita vzorku [pmol/min/ml extraktu = U/ml extraktu]
Apy..uen.... radioaktivita 32P ve vzorku [DPM]

ApB e radioaktivita 32P v slepém vzorku [DPM]

PAN radioaktivita 32P v 50 pl reakéni smési [DPM]

AHB v radioaktivita [2,8-3H]cAMP v slepém vzorku [DPM]

Al . radioaktivita [2,8-3H]cAMP ve vzorku [DPM]

PAN2 ) — radioaktivita [2,8-3H]cAMP v 50 pl reakéni smési [DPM]

1 TR latkové mnoZstvi ATP v 50 pl reakéni smési [umol]

(o IRV redéni mocovinového extraktu

VME wrvenes objem piidaného fedéného mocovinového extraktu k 50 ul reakéni smési [ml]
| reakéni ¢as [min]

4.2.19 Hmotnostni spektrometrie

4.2.19.1 Priprava vzorku pro hmotnostni spektrometrii

Testované kmeny B. bronchiseptica (4.1.9) byly predkultivovany v tekutém
SS médiu (4.1.6) do ODeoo = 1. Nasledné byly kmeny inokulovany do 50 ml tekutého
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SS média na vysledné ODeoo * 0,15 a za intenzivniho trepani kultivovany 12 - 16 hodin
do konecného ODesoo = 3. Nasledné byla kultura odstredéna (14 000 g, 5 min., 25 °C), k
peletu byl pridan roztok 8 M mocoviny a 50 mM NH4HCO3 (As0Ug) ve kterém byl
za vodorovného kyvani pelet rozpustén. Suspenze s rozpusSténym peletem byla
zmrazena do doby zpracovani precipitovaného supernatantu. Supernatant bakterialni

kultury byl zpracovan, jak bylo popsano v kapitole (4.2.14).

V resuspendovaném precipitatu supernatantu a peletu byla zmérena proteinova
koncentrace dle Bradfordové (4.2.15). Padesat pg celkového proteinu z kazdého vzorku
bylo naneseno na ultrafiltracni mikrokolonu (Microcon-30) a kolony byly odstredény
(14 000 g, 20 min., 25 °C). Kolona byla 2x promyta AsoUg (14 000 g, 20 min., 25 °C).
Nasledné byla kolona 2x promyta 50 mM NH4HCO3 (14 000 g, 20 min., 25 °C). Poté byly
vzorky redukovany 50 pl 0,1 M 1,4-dithiothreitol fedéného v 50 mM NH4HCO3 pri 60 °C.
Pridanim 5,5 pl 0,5M chloracetamidu (CAA) byly vzorky alkylovany. CAA
je svétlosenzitivni, a proto byly vzorky uloZeny do temné komory a po 30 minutach
odstredény (14 000 g, 20 min., 25 °C). Proteiny byly Stépeny piidanim 2ug trypsinu
v 70 ul 50 mM NH4HCO3, kde trypsin specificky stépi karboxylovou skupinu lysinu nebo
argininu, pokud neni dal$i aminokyselinou prolin. Stépeni probihalo v 37 °C po dobu
16 hodin (pfes noc). Po Stepeni byl vzorek odstredén (14 000 g, 20 min., 25 °C)
a pro vétsi vytéznost 2x eluovan do 60 pul 50 mM NH4HCOs3. Pro odsolovani vzorki bylo
nejprve nutné pripravit mikrokolonu C18 promytim v 50 ul 50 % MeOH, dale ve 100 pl
90% acetonitrilu ve vodé (ACN:H20) s 0,1 % trifluoroctovou kyselinou (TFA) a v 100 pl
2% (ACN:H20) 0,1 % TFA, po kazdém promyti nasledovalo odstredéni
(8000 g, 1 min,, 25 °C). Na pripravenou mikrokolonu bylo naneseno 200 pl vzorku,
ktery byl odstfedén (8 000 g, 1 min., 25 °C) do cisté mikrozkumavky. Poté bylo pridano
100 pl 2 % (ACN:H20) 0,1 % TFA a odstredéno (8 000 g, 1 min., 25 °C) a nasledné 80 pl
80 % (ACN:H20) 0,1 % TFA a odstredéno (8000 g, 1 min., 25 °C). Pro hmotnostni
analyzu byla peptidovd smés vysuSena pomoci vakuové odparni -centrifugy,
resuspendovana ve 2 % (ACN:H20) 0,1 % TFA na koncentraci 1 pug/ul a 3ul vysledného

vzorku byly pouZity pro hmotnostni analyzu.
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4.2.19.2 Hmotnostni spektrometrie a vyvhodnoceni dat

Hmotnostni spektrometrie byla provedena formou sluzby vlaboratori OMICS
Proteomika. Aparatura pro Kkapalinovou chromatografii propojenou shmotnostnim
spektrometrem (LC-MS) se skladala ze separacni kolony (EASY-Spray column,
50cmx 75 pm ID), odsolovaci kolony (Acclaim PepMap300, 300 pm x 5 mm, C18)
a hmotnostniho spektrometru. Peptidy byly do iontového zdroje eluovany postupné
zvySujicim se gradientem ACN v H20 a 0,1 % kyseliné mravenci od 4 do 35 % béhem
1 hodiny pfri rychlosti 15 pl/min. Peptidové prekurzory byly skenovany vrozmezi
350-1400 m/z (hmotnost/naboj) s rozliSenim 120k pri 200 m/z. Primarni ionty
snabojem 2-6* byly béhem analyzy fragmentovany ve 2 scyklech smaximalni
vytéznosti 10* iontli/cyklus. Identické prekurzory, s presnosti na 10 ppm (z angl. parts
per million), byly vylouCeny proopakovanou fragmentace po dobu 45 s. Data
vygenerovand béhem LC-MS/MS byla zpracovana kombinaci softwarli MaxQuant
a Perseus (4.1.10). Enzymova specifita byla nastavena na Stépeni za C-koncem lysinu
nebo arginin s maximem 2 specificky nenastépenych vazeb. Jako fixni modifikace byla
nastavena dithiometylace cysteinu a jako variabilni modifikace byla nastavena
N-koncova acetylace proteinu a oxidace metioninu. Pro analyzu byly pouzity biologické
duplikaty vzork(l. Relativni intenzita jednotlivych proteinii byla kvantifikovana
na zakladé poctu ziskanych spekter jednotlivych peptidi nalezicich k danému proteinu.
Pro detailni analyzu byly vybrany jen proteiny s hladinou spolehlivosti <0,01, u kterych
byly detekovany alesponn 2 unikatni peptidy. Jako signifikantni zména mnoZstvi
detekovaného proteinu mezi vzorky byla povazZovana mira zmény logz exprese proteini
>2 nebo <0.5. Logaritmické vyjadreni miry zmény exprese lze vypocitat ze vzorce:
log2FC = logz(B) - logz2(A), kde FC predstavuje zménu exprese proteind. Pro snazsi
manipulaci s ¢isly je zména exprese proteinii vyjadiena logaritmicky: FC = 2log2FC

(Quackenbush, 2002).
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5  Vysledky

5.1 Konstrukce kmeni s deleci v genech bopN, bscN a bteA

Pro stanoveni vlivu proteinu BopN na sekreci skrze T3SS byly nejprve
zkonstruovany kmeny B. bronchiseptica D445 s deletovanym genem bopN. Dale byl
pripraven kmen s deleci genu bscN, ktery koduje protein BscN slouzici jako ATPaza
T3SS. Po deleci tohoto genu nedochazi kvystavbé sekrecniho systému a nasledné
sekreci. Pro pozdéjsi stanoveni translokace proteinu BopN do cytozolu eukaryotickych
bunék byl vytvoren kmen s deleci v genu bteA. Jak bylo popsano v kapitole prehledu
literatury (3.4.3.3), protein BteA cytotoxicky ptlisobi na eukaryotické buiiky a zplisobuje
jejich smrt. Delece byla provedena homologni rekombinaci pomoci amplifikovanych
usekil v oblastech pred a za cilenym genem (obr. ¢. 12). Byl zachovan prvni a posledni
kodon deletovaného genu a delece nezpisobila zménu ¢teciho ramce. ProtoZe kmeny
rodu Bordetellae jsou Spatné transformovatelné, byl plazmid prenesen bakteridlni
konjugaci. Bakteridlni konjugace (4.2.13) transformovanych bunék E. coli SM10 A pir (4.1.9)
obsahujicich plazmid pSS4245 (4.1.8) s kmenem B. bronchiseptica D445 (4.1.9) probihala
na tuhém BG médiu (4.1.7) s ptidavkem 15 % berani krve. Médium bylo déale obohaceno
0 MgSO,, ktery je zodpovédny za inaktivaci BvgAS systému a o MgCl,, ktery pomaha
stabilizaci kontaktu obou bakterii v pribéhu konjugace. Pro homologni rekombinaci byl
pouzit plazmid pSS4245, ktery nese geny kodujici rezistenci k antibiotikim streptomycin,
amplicilin, neomycin a kanamycin. Promotor, ze kterého se piepisuji geny pro rezistenci
na neomycin, kanamycin a streptomycin neni tak silny a streptomycin, jakozto tieti v potadi
neni exprimovan dostatecné v E. coli. Pro bakterie E. coli je tedy toto antibiotikum letalni
ana tuhém médiu vyrostou pouze kolonie druhu Bordetellae, které piepisuji vSechny tii
po sob¢ jdouci antibiotika. Zaroven v sob¢ tento plazmid nese sekvenci kédujici I-Scel
endonukledzu, jejiz transkripce zavisi na pfitomnosti MgSOy4 a jeji cilové restrikéni misto.
Po konjugaci byly bakterie rozetfeny na tuhé¢ BG médium (15 % berani krev, MgSOs,
ampicilin, kanamycin, streptomycin), doslo k selekci prvniho crossing-overu homologni
rekombinace, atim k vlozeni plazmidu pSS4245. Plazmid pSS4245 se neni schopen
samovoln¢ replikovat v bakteriich Bordetellae, a proto musi byt vlozen do bakterialniho

chromozomu k poskytnuti antibiotické rezistence. Vyrostlé kolonie byly reizolovany na tuhé
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BG médium pouze s 15 % berani krvi, pfiCemz neptitomnost MgSO4 zplsobila aktivaci
BvgAS systému a taktéz expresi endonukledzy I-Scel, které St€pila DNA. Dvouietézcovy
zlom v chromozomu by byl pro bakterii letalni, a proto doSlo v chromozomu bakterie zcela
pfirozen¢ k opravé zlomu rekombinaci mezi homolognimi sekvencemi, druhym
crossing-overem. Vysledkem takovéto opravy byly kmeny divokého typu nebo kmeny

B. bronchiseptica s pozadovanou deleci genu.

B. bronchiseptica D445

wt
X-
I-Sce |
I. homologni rekombinace II. homologni rekombinace

Obrazek ¢. 12: Schématické znazornéni homologni rekombinace. Znazornéni prvniho (vlevo) a druhého (vpravo)
crossing overu homologni rekombinace a jeji mozné vysledky.

5.1.1 Priprava kmene s deleci genu bopN

Kmen s deleci genu bopN byl vytvoren stejnym zplisobem jako bylo popsano
Namagatsu (Nagamatsu et al, 2009), tedy bylo zachovano prvnich 9 a poslednich
8 aminokyselin proteinu BopN a nedoslo pri tom k pozménéni cteciho ramce. Nejprve
byly naamplifikovdny oblasti pfed a za genem bopN oznacené jako
H1 (3937497..3938237) a H2 (3939282..3940053). Tyto oblasti byly metodou
PCR (4.2.1) amplifikovany pomoci primeri 106BopN1f, 193BopN1lr, 194BopN2f

a 195BopN2r (4.1.5.1), pricemZ reverzni primer oblasti H1 a forward primer oblasti
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H2 vsobé nesl sekvenci koédujici misto pro Stépeni restrikéni endonukleazou

EcoRI (4.1.3) (obrazek ¢. 13).

A
Spel BamHI
747 pb 782 pb
€ bopN >
106BopN1f H1 H2 195BopN2r
-_— 193BopN1r 194BopN2f €<
<€—EcoRl EcoRl—>
BamHI BamHlI
|-Scel misto I-Scel misto
|-Scel gen |-Scel gen
Spel EcoRI EcoRI BamHI|
pSS4245 ABopN o — g / pSS4245 ABopN
8268 bps H1 H2 9797 bps

B

Obrazek ¢. 13: Schéma Kkonstrukce plazmidu pSS4245 AbopN pro pripravu kmene B. bronchiseptica D445
sdeleci genu bopN. A: Schéma piipravy homologni oblasti H1 (747 bp) amplifikované primery 106BopN1f
a 193BopN1r a homologni oblasti H2 (782 bp) amplifikované primery 194BopN2f a 195BopN2r z chromosomu
B. bronchiseptica D445. Sipky znazorfiuji orientaci a misto nasedani primerdi. B: Schéma ligace fragment béhem
konstrukce plazmidu pSS4245 AbopN.

Amplifikované fragmenty byly izolovany pomoci horizontalni
elektroforézy (4.2.2) a kolonek komerc¢ni sady Geneaid (4.2.3), Stépeny restrik¢nimi
endonukleazami Spel, EcoRl a BamHI (4.1.3) a nasledné znovu precistény pomoci
kolonek Geneaid. Plazmid pSS4245 (4.1.8) byl linearizovan restrik¢nimi
endonukleazami Spel a BamHI (4.1.3), rovnéz preciStén pomoci horizontalni
elektroforézy a kolonek komerc¢ni sady Geneaid. Ziskané fragmenty a linearizovany

vektor byly dale analyzovany na agar6zovém gelu (obr €. 14).

68



5077 — 4507k 4
2838
%?60-2443 T—

140, 1986 I
1700 .

1159, 1093
805

514

Obrazek ¢. 14: Analyza izolovanych PCR fragmentii homolognich oblasti H1 a H2 a linearizovaného plazmidu
pSS4245. Ovéreni bylo provedeno na 1% agarézovém gelu, ktery byl obarveny ethidium bromidem a vizualizovany
pod UV svétlem. Gel analyzuje nasledujici vzorky: 1 - oblast H1 o velikosti 747 pb, 2 - oblast H2 o velikosti 782 pb,
3-linearizovany plazmid pSS4245 o velikosti 8 268 pb. Prvni draha obsahuje velikostni standard A DNA $tépeny
restrik¢ni endonukleazou Pst 1. Velikosti jsou uvedeny v parech bazi (pb).

Homologni oblasti byly pomoci koheznich konci zaligovany (4.2.5)
do linearizovaného plazmidu, ktery byl nasledné transformovan (4.2.7) do bunék
E.coliXL-1 Blue (4.1.9). Natransformované bunky byly vysety na tuhé
LB médium (4.1.7) obsahujici ampicilin, jehoZ gen pro rezistenci nese plazmid
pSS4245 (4.1.8). Vyrostlé kolonie byly kultivovdny ve 2 ml tekutého LB média
s ampicilinem po dobu 16 hodin (4.1.7). Z kultur byla poté izolovana plazmidova DNA
metodou alkalické lyze (4.2.8) a spravnost konstrukt byla ovéfena Stépenim pomoci
restrikCnich endonukleaz Notl a BamHI (4.1.3) a vizualizovand na agar6zovém

gelu (4.2.2) (obr. ¢. 15).

Klon ¢islo 1 byl spolu se sekvena¢nimi primery pSS4245for

a pSS4245rev (4.1.5.1) odeslan na sekvenaci do némecké firmy GATC Biotech.
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Obrazek &. 15: Restrikéni ovéfeni minipreparované plazmidové DNA pSS4245 AbopN. Stépeni plazmidové DNA
bylo provedeno restrikénimi endonukledzami Spel a BamHI a poté analyzovano na 1% agarézovém gelu. PoZadovana
velikost fragmenti u spravné zkonstuovanych plazmidi pti tomto restrikénim Stépeni byla 1 529/8 268 bp. Prvni
draha obsahuje velikostni standard A DNA $tépeny restrikéni endonukledzou Pst 1. Velikosti jsou uvedeny v parech
bazi (pb).

Vytvoreny konstrukt ¢islo 1 byl transformovan (4.2.7) do bunék E. coli SM10 A pir
(4.1.9) a byla provedena konjugace s kmenem B. bronchiseptica D445 (4.1.9). Bakterie
byly rozetfeny na tuhé BG médium s MgSOs4 a antibiotiky pro selekci prvniho
crossing-overu homologni rekombinace. Nasledné byly vyrostlé kolonie reizolovany
na tuhé BG médium (4.1.7) s 15 % berani krvi bez MgSO0. a antibiotik. Sestnact kolonif
bylo resuspendovano ve 100 pl ultracisté vody a nasledné byly povareny na 95 °C
po dobu 5 minut. Ovéreni, o jaky kmen se jedna, bylo provedeno pomoci PCR (4.2.1)

s naslednou vizualizaci pomoci horizontalni elektroforézy (4.2.2) (obr. ¢. 16).

11497

5077-4507
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Obrazek ¢. 16: Analyza individualnich Kkolonii B. bronchiseptica D445 po druhém crossing-overu.
Chromozomalni DNA z analyzovanych kolonii byla amplifikovana PCR primery 106BopN1f a 195BopN2r, a PCR
reakce byla nanesena na 0,8% agar6zovy gel. O¢ekdvana velikost PCR produktu u divokého kmene byla 2 566 pb,
zatimco velikost PCR produktu po deleci genu bopN byla 1 529 pb. Prvni draha obsahuje velikostni standard A DNA
Stépeny restrikéni endonukledzou Pst 1. Velikosti jsou uvedeny v parech bazi (pb).

Pro dalsi experimenty byl vybréan klon Cislo 3.
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5.1.2 Priprava kmene s deleci genu bscN

Delece genu bscN v kmeni B. bronchiseptica D445 (4.1.9) bylo dosaZeno za pouziti
amplifikace oblasti H1 (3928879..3929536) a H2 (3930866..3931546) nachazejicich
se pred a za genem bscN. Amplifikace byla provedena pomoci primert 43BscNhif,

44BscNh1r, 45BscNh2f a 46BscNh2r (4.1.5.1) metodou PCR (4.2.1) (obr. ¢. 17).

Spe| EcoRl
697 pb 670 pb
<€ bscN >
43BscNhi1f H1 H2 46BscNh2r
-_ 44BscNh1lr 45BscNh2f <—
<«—Sacl Sacl—>
A
B

EcoRl

Sacl

Spel
H1
|1-Scel misto

|-Scel misto

|-Scel gen

|-Scel gen

pSS4245 AbscN
9641 bps

Sp‘el Sacl Sa\cl EcoRI

pSS4245 AbscN — -
8274 bps + H1 + H2

Obrazek ¢. 17: Schéma konstrukce plazmidu pSS4245 AbscN pro pripravu kmene B. bronchiseptica D445
sdeleci genu bscN. A: Schéma ptipravy homologni oblasti H1 (697 bp) amplifikované primery 106BopN1f
a193BopN1r a homologni oblasti H2 (670 bp) amplifikované primery 45BscNh2f a 46BscNh2r zchromosomu
B. bronchiseptica D445. Sipky znazoriuji orientaci a misto nasedani primert. B: Schéma ligace fragmenti béhem
konstrukce plazmidu pSS4245 AbopN.

Jak demonstruje obrazek €. 18, PCR produkt a plazmid pSS4245 (4.1.8) byly
poizolaci (4.2.3) Stépeny restrikcnimi endonukledzami Spel, EcoRI a Sacl (4.1.3)

aporeizolaci  vizualizovdny @ na  agar6zovém gelu  pomoci  horizontalni

elektorforézy (4.2.2).
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Obrazek ¢. 18: Analyza izolovanych PCR fragmentii homolognich oblasti H1 a H2 a linearizovaného plazmidu
pSS4245. Ovéreni bylo provedeno na 1% agarézovém gelu, ktery byl obarveny ethidium bromidem a vizualizovany
pod UV svétlem. Gel analyzuje nasledujici vzorky: 1 - linearizovany plazmid pSS4245 o velikosti 8 274 pb, 3 - oblast
H2 o velikosti 670 pb, 4 - oblast H1 o velikosti 697 pb. Prvni draha obsahuje velikostni standard A DNA $tépeny
restrik¢ni endonukleazou Pst 1. Velikosti jsou uvedeny v parech bazi (pb).

Linearizovany plazmid byl spolu s fragmenty H1 a H2 ligovan T4 ligazou (4.2.5)
a nasledné transformovan (4.2.7) do bunék E. coli XL-1 Blue (4.1.9). Z vyrostlych kolonii
byla metodou alkalické lyze (4.2.8) izolovana plazmidova DNA, spravnost konstruktu
byla ovéfena Stépenim pomoci restrik¢nich endonukleaz (4.1.3) Spel a EcoRI-HF
afragmenty byly rozdéleny pomoci horizontalni elektroforézy na agar6zovém
gelu (4.2.2) (obr. €. 19). Z analyzovanych mutovanych kment byly vybran konstrukt
Cislo 19, ktery byl spolu se sekvenac¢nimi primery pSS4245for a pSS4245rev (4.1.5.2)
odeslan na sekvenaci (4.2.9) do némecké firmy GATC Biotech.
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Obrazek ¢&. 19: Restrikéni ovéfeni minipreparované plazmidové DNA pSS4245 AbopN. Stépeni plazmidové DNA
bylo provedeno restrikénimi endonukledzami Spel a EcoRI-HF a poté analyzovdno na 1% agarézovém gelu.
Pozadovana velikost fragmentii u spravné zkonstuovanych plazmidi pfi tomto restrikénim $tépeni je 1 367/8 274 bp.
Prvni dradha obsahuje velikostni standard A DNA Stépeny restrikéni endonukledzou Pst 1. Velikosti jsou uvedeny
v parech bazi (pb).

Vytvoreny konstrukt byl transformovan (4.2.7) do bunék E. coli SM10 A pir (4.1.9)
a konjugovan (4.2.13) s kmenem B. bronchiseptica D445 (4.1.9). Spravnost homologni
rekombinace byla ovéfena metodou PCR (4.2.1) snaslednou vizualizaci pomoci

horizontalni elektroforézy (4.2.2) (obr. ¢. 20).
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Obrazek ¢. 20: Analyza individualnich kolonii B. bronchiseptica D445 po druhém crossing-overu.
Chromozomalni DNA z analyzovanych kolonif byla amplifikovana PCR primery 43BscNh1f a 46BscNh2r, a PCR reakce
byla nanesana na 0,8% agarézovy gel. O¢ekavana velikost PCR produktu u divokého kmene byla 2 700 pb, zatimco
velikost PCR produktu po deleci genu bopN byla 1 367 pb. Prvni draha obsahuje velikostni standard A DNA Stépeny
restrik¢ni endonukleazou Pst 1. Velikosti jsou uvedeny v parech bazi (pb).

Z testovanych kment byl vybran kmen cislo 27.
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5.1.3 Priprava kmene s deleci genu bteA

Delece bylo dosaZeno stejné jako v predchozich dvou pripadech za pomoci
amplifikace pomoci primert 41BteAh2f, 42BteAh2r, 41BteAh2f a 42BteAh2r (4.1.5.1)
v oblastech pred (H1) a za (H2) genem bteA metodou PCR (4.2.1) jak je naznaceno
na obrazku c¢islo 21. PCR produkt byl dle molekulové velikosti rozdélen na agar6zovém
gelu pomoci horizontalni elektroforézy (4.2.2), homologni oblasti
H1 (3179951..3180663) a H2 (3182632..3183253) byly z agarozového gelu vytiznuty
a izolovany pomoci komer¢ni sady Geneaid (4.2.3). Nasledné byly Stépeny restrik¢nimi
endonukleazami Notl, Xhol a BamHI (4.1.3). Zaroven byl izolovan i linearizovany
plazmid pSS4245 (4.1.8), ktery byl pred izolaci naStépeny pomoci retrikénich
endonukledz Notl a BamHI (4.1.3) (obr. ¢. 22).

A

Notl BamHl|
728 pb 638 pb
<€ bteA >
39BteAh1f H1 H2 42BteAh2r
40BteAhlr 41BteAh2f
<—Xhol Xhol—> €
B
BamHI BamHI

Xhol |

H1 tet
|-Scel misto

|-Scel misto

|-Scel gen
pSS4245 AbteA Netl  Xhol Xhol  Bamk

8261 bps L L - —

|I-Scel gen

pSS4245 AbteA
9627 bps

Obrazek ¢. 21: Schéma konstrukce plazmidu pSS4245 AbteA pro pripravu kmene B. bronchiseptica D445
sdeleci vgenu bteA. A: Schéma piipravy homologni oblasti H1 (638 bp) amplifikované primery 41BteAh2f
a 42BteAh2r a homologni oblasti H2 (638 bp) amplifikované primery 41BteAh2f a 42BteAh2r zchromosomu
B. bronchiseptica D445. Sipky znazortuji orientaci a misto nasedani primert. B: Schéma ligace fragmenti béhem
konstrukce plazmidu pSS4245 AbteA.
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Obrazek ¢. 22: Analyza izolovanych PCR fragmentii homolognich oblasti H1 a H2 a linearizovaného plazmidu
pSS4245. Ovéreni bylo provedeno na 1% agarézovém gelu, ktery byl obarveny ethidium bromidem a vizualizovany
pod UV svétlem. Gel analyzuje nasledujici vzorky: 1 - oblast H1 o velikosti 728 pb, 2 - oblast H2 o velikosti 638 pb,
3 - linearizovany plazmid pSS4245 o velikosti 8261 pb Prvni drdha obsahuje velikostni standard A DNA $tépeny
restrik¢ni endonukleazou Pst 1. Velikosti jsou uvedeny v parech bazi (pb).

Homologni oblasti byly pomoci koheznich konct zaligovany T4 ligazou (4.2.5)
do linearizovaného plazmidu pSS4245 (4.1.8) Dale byla liga¢ni smés transformovana
do bunék E. coli XL-1 Blue (4.1.9) metodou teplotniho Soku (4.2.7). Z vyrostlych kolonii
byla metodou alkalické lyze (4.2.8) izolovana plazmidova DNA a spravnost konstruktl
byla ovérena sekvencnim Stépenim restrikénimi endonukledzami Notl a BamHI (4.1.3)
(obr. ¢. 23A). Zanalyzovanych mutovanych kmeni byly vybrany konstrukty 3 a 4
ajejich spravnost byla znovu ovérena sekvenénim Stépenim restrikénimi
endonukleazami Mfel a EcoRV-HF (4.1.3), které se nachazeji primo v oblasti

H1 a H2 (obr. ¢. 23 B).
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Obrazek ¢. 24: Analyza individualnich kolonii B. bronchiseptica D445 po druhém crossing-overu.
Chromozomalni DNA z analyzovanych kolonii byla amplifikovana PCR primery 39BteAh1f a 42BteAhZ2r, a PCR reakce
byla nanesana na 0,8% agarézovy gel. O¢ekavana velikost PCR produktu u divokého kmene byla 3 100pb, zatimco
velikost PCR produktu po deleci genu bteA byla 1 366 pb. Prvni draha obsahuje velikostni standard A DNA $tépeny
restrik¢ni endonukleazou Pst 1. Velikosti jsou uvedeny v parech bazi (pb).

Z testovanych kmentd byl vybran kmen ¢&islo 8, ktery byl spolu se sekvenalnimi
primery pSS4245for a pSS4245rev (4.1.5.2) odeslan na sekvenaci (4.2.9) do némecké
firmy GATC Biotech.

5.1.4 Sekvenace vytvorenych kment

Zkonstruované mutantni kmeny s deleci genu bteA, bscN a bopN byly dale
ovéreny pomoci sekvenace (4.2.9). Pro sekvenaci byly pouzity vnéjsi primery popsané
v kapitole 4. Vybrané mutantni kmeny byly ovéreny sekvenaci poZadovaného useku
DNA, které predchazela amplifikace poZadovaného fragmentu pomoci sekvenacnich
primerd, u kmenu AbopN byly pouzity primery 106BopN1f a 195BopN2r (4.1.5.2),
u 4.1.5.2kmenu AbscN pouzity primery 94vBscNf a 95vBscNr (4.1.5.2), u kmenu AbteA
pouzity primery 85vBteAf a 96vBteAr (4.1.5.2) a izolace fragmentl zgelu pomoci
komerc¢ni sady Geneaid (4.2.3). Sekvenace byla provedena u némecké firmy

GATC Biotech.

5.1.5 Ovérieni vytvoirenych kmenii metodami SDS-PAGE a Western Blot

Pro ovéreni mutantnich kment byla analyzovdna pritomnost deletovanych
proteini v peletu a precipitovaném supernatantu. Kmen B. bronchiseptica D445 (4.1.9)

divokého typu a zkonstruované kmeny B. bronchiseptica D445 AbteA; AbscN a AbopN
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fluoresceinu, ktery poté emituje zeleny signal pri 530 nm. Pokud vSak dochazi
ke Stépeni, FRETovy fluorescentni substrat je rozdélen na dva, takZe excitovany
kumarin pri 409 nm poté produkuje modry fluorescencni signal pri 447 nm. Tento

modry signal Ize snadno pozorovat pomoci fluorescen¢niho mikroskopu.

5.2.1 Konstrukce plazmida pBBRI obsahujici reportérové geny

Pro ucely projektu navazujiciho na tuto diplomovou praci byly konstruovany oba
dva vyse zminéné typy reportérovych systémi, ackoli je v této praci vyuzivan pouze
systém zaloZeny na adenylat cyklazové doméné. Béhem konstrukce byly nejprve
do pBBRI plazmidu (4.1.8) zaklonovany geny kodujici adenylat cyklazovou doménu (AC)
a B-laktamazovy enzym (TEM), a tyto plazmidy byly nasledné pouzity pro konstrukci
fize s proteiny BopN a ssBteA (obr. ¢. 27). Béhem konstrukce reportéru fizovaného
s proteinem BteA bylo pouzito pouze prvnich 130 N-koncovych AA kédujici sekrecni

signal (ssBteA) nebot intaktni BteA protein zptisobuje bunécnou smrt.

AC ——m — TEM

AC TEM

> G | G >

Obrazek ¢. 27: Schéma konstrukce dvou typi reportérovych systémii. AC oznacuje adenylat cyklazovou doménu,
TEM oznacCuje [-laktamazovy enzym, pbteA oznacuje promotor genu bted, sshteA je ozaCeno prvnich
130 aminokyselin genu bteA, pbopN oznacuje promotor genu bopN.

Oblast genu kddujici adenylat cyklazovou doménu (AC) a B-laktamazovy enzym
(TEM) byla amplifikovdna pouzitim reverse a forward primert (4.1.5.1) 35TEmf,
36TEMr, 37ACf a 38ACr metodou PCR (4.2.1). Postup klonovani znazornuje obrazek

Cislo 28.
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Pro dalSi zpracovani byl vybran konstrukt ¢islo 13, ktery byl nasledné
sekvenovan (4.2.9) pomoci sekvenacnich primerd pSS4245for, pSS4245rev (4.1.5.1)
a transformovan (4.2.7) do bunék E. coli SM10 A pir (4.1.9).

Detoxifikace v genomu B. bronchiseptica D445 AbteA bylo dosaZeno za pomoci
homologni rekombinace. Po konjugaci byly bakterie vysety na BG médiu s pridavkem
15 % berani krve a smési antibiotik (ampicilin, kanamycin, streptomycin). Nasledné byly
klony reizolovany na tuhé BG médium (4.1.7) pouze s 15 % berani krvi. Ovéreni, o jaky
kmen se po probéhlém 2. crossing-overu jednd, bylo provedeno pomoci PCR (4.2.1),
Stépenim restrik¢éni endonukleazou (4.1.3) Xhol a naslednou vizualizaci na agar6zovém

gelu (4.2.2) jak ukazuje obrazek ¢islo 37.

A

Obrazek ¢. 37: Analyza individualnich kolonii B. bronchiseptica D445 po druhém crossing-overu.

Chromozomalni DNA z analyzovanych kolonii byla amplifikovana PCR primery 72ACTe5D445h1f a 75ACTe5D445h2.
PCR reakce byla nasledné nanesana na 1% agarézovy gel (A), anebo Stépena restrikéni endonukledzou Xhol a rovnéz
nanesena na 1% agardzovy gel (B). Predpokladané velikosti nestépenych PCR produktl jsou 1 145 pb u AbteA
a 1151 pb u detoxifikovaného AbscN kmene, zatimco po Stépeni restrikéni endonukleazou Xhol je o¢ekdvana velikost
1145 pb u AbteA kmene, a 574 pb a 577 pb u detoxifikovaného AbscN kmene. Prvni draha obsahuje velikostni
standard A DNA $tépeny restrik¢éni endonukleazou Pst . Velikosti jsou uvedeny v parech bazi (pb).

Z testovanych kment byl pro dalsi zpracovani vybran kmen cislo 7.

Detoxifikace v genomu B. bronchiseptica D445 AbscN bylo dosaZeno stejnym
zpuisobem jako u kmene B. bronchiseptica D445 AbteA. Detoxifikace ziskanych kment

po druhém crossing-overu byla ovérena metodou PCR (4.2.1), Stépenim restrikéni
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endonukleazou (4.1.3) Xhol a vizualizaci pomoci horizontalni

elektroforézy (4.2.2) (obr. ¢. 38).
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Obrazek ¢. 38: Analyza individualnich kolonii B. bronchiseptica D445 po druhém crossing-overu.
Chromozomalni DNA =z analyzovanych kolonii byla amplifikovina PCR primery 72ACTe5D445h1f
a 75ACTe5D445h2r. PCR reakce byla nasledné nanesana na 1% agarézovy gel (A), anebo Stépena restrik¢ni
endonukleazou Xhol a rovnéZ nanesena na 1% agardzovy gel (B). Predpokladané velikosti nestépenych PCR produkti
jsou 1 145 pb u AbscN a 1 151 pb u detoxifikovaného AbscN kmene, zatimco po $tépeni restrikéni endonukleazou Xhol
je ocekavana velikost 1 145 pb u AbteA kmene, a 574 pb a 577 pb u detoxifikovaného AbteA kmene. Prvni draha
obsahuje velikostni standard A DNA $tépeny restrik¢éni endonukledzou Pst L. Velikosti jsou uvedeny v parech bazi (pb).

Z testovanych kment byl dale kmen ¢islo 7

Dalsi ovéfeni spravnosti vytvorenych kment bylo dosaZeno stanovenim celkové
adenylat cyklazové aktivity bakteridalni kultury. Byly analyzovany kmeny
B. bronchiseptica D445 AbteA a AbscN s detoxifikovanym ACT (AbteA/AC- klon 7;
AbscN/AC- klon 7), kmen B. bronchiseptica divokého typu a odpovidajici AbteA a AbscN
kmeny pouzité pro pripravu detoxifikovanych kmeni. VSechny kmeny byly kultivovany
v 3 ml tekutého SS média (4.1.7) do konecného ODsoo = 1,5 a nasledné u nich byla

stanovena celkova adenylat cyklazova aktivita (4.2.18) (tab. ¢. 1).
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Celkova AC aktivita mU/ml
B.b.D445 wt 13.6
AbteA 22.8
AbscN 10.9
AbteA AC- klon #7 0
AbscN AC- klon #7 0

Tabulka ¢. 1: Hodnoty adenylat cyklazové aktivity analyzovanych kultur. Celkova AC aktivita byla stanovena z
kultur B. bronchiseptica D445 divokého typu, AbteA, AbscN, AbteA AC- a AbscN AC- po pridani kalmodulinu (4.2.18)
a je vyjadfena v mU adenylat cykldzového enzymu/ml.

Jak ukazuje tabulka, u detoxifikovanych konstrukti nedochazelo k preméné ATP
na cAMP, tudiz tyto kmeny nevykazovaly Zadnou AC aktivitu. Zkonstruované kmeny byly

tedy vytvoreny spravné.

5.2.3 Delece genu bopN v detoxifikovaném kmeni AbteA

Delece genu bopN v kmeni AbteA B. bronchiseptica D445 bylo dosaZeno stejné
jako pri konstrukce kmenu AbopN (5.1.1). Ovéreni kolonii po druhém crossing-overu
bylo provedeno metodou PCR (4.2.1) pomoci primerti 106BopN1fa 195BopN2r (4.1.5.1)

a naslednou vizualizaci pomoci horizontalni elektroforézy (4.2.2) (obr. ¢. 39).
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Obrazek ¢. 39: Analyza individualnich Kkolonii B. bronchiseptica D445 po druhém crossing-overu.
Chromozomalni DNA z analyzovanych kolonii byla amplifikovana PCR primery 106BopN1f a 195BopN2r, a PCR
reakce byla nanesana na 0,8% agar6zovy gel. O¢ekavana velikost PCR produktu u divokého kmene je 2 566 pb,
zatimco velikost PCR produktu po deleci genu bopN je 1 529 pb. Prvni draha obsahuje velikostni standard A DNA
Stépeny restrikéni endonukledzou Pst I. Velikosti jsou uvedeny v parech bazi (pb).

Z testovanych kment byl pro dalsi zpracovani vybran kmen ¢islo 22.
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5.2.4 Vnesenireportérovych plazmidi pBBRI do detoxifikovanych kmenti

Detoxifikované mutantni kmeny B. bronchiseptica D445 A bteA AC-; AbscN AC-;
AbteA AbopN AC- byly nasledné komplementovany plazmidem pBBRI obsahujici AC

doménu fiizovanou se sekrecnim signalem ssbteA (5.2.1).

Toho bylo dosaZeno bakterialni konjugaci (Error! Reference source not found.)
uvedenych kment a E. coli SM10 A pir (4.1.8), kterd obsahovala plazmid pBBRI (4.1.8)
kodujici sshbteA-AC (5.2.1). Po konjugaci byly bakterie vysety na BG médium (4.1.7)
s pfidavkem 15 % berani krve a antibiotiky chloramfenikol a cefalexin. Plazmid pBBRI
nese gen kédujici rezistenci na chloramfenikol. Na tuhém médiu stouto kombinaci
antibiotik vyrostou pouze bakterie B. bronchiseptica, protoZe jsou prirozené rezistentni

na cefalexin, zatimco pro bakterie E. coli je toto antibiotikum letalni.

5.3 Regulace aktivity sekrec¢niho systému typu 3 v médiu v zavislosti

na vapenatych iontech a role proteinu BopN v této regulaci

Vzhledem ktomu, Ze proteiny homologni k proteinu BopN reguluji sekreci
substratovych proteinli sekrecniho systému typu 3 a tato regulace je zavisla
na piitomnosti vapenatych ionti, byl vliv vapniku na aktivitu T3SS analyzovan

i u bakterie B. bronchiseptica D445.

5.3.1 Stanoveni s vyuzitim reportérovych kmenti

U zkonstruovaného kmenu AbteA AC- s pBBRI plazmidem (4.1.8) kédujicim
ssbteA-AC byla stanovena zavislost sekrece tohoto reportéru do média na vapenatych
iontech. Jako kontrola specifity translokace pres T3SS byl pouzit kmen AbscN AC-
neschopny sekrece pres T3SS se stejnym plazmidem. Oba kmeny AbteA AC- / pBBRI
ssbteA-AC a AbscN AC- / pBBRI ssbteA-AC byly predkultivovany ve 2 ml tekutého
SS média (4.1.7) a nasledné kultivovany v 50 ml SS média bez vapniku anebo s 2 mM
vapnikem po dobu 16h. Poté byla stanovena adenylatcyklazova aktivita (4.2.18)
v bakterialni kulture a rovnéz jeji hodnota v supernatantu. Jak ukazuje obrazek 40,

nebyla detekovana Zadna AC aktivita v supernatantu kultury
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AbscN AC- /pBBRI sshteA-AC, coz potvrzuje specifickou translokaci tohoto reportéru
pres T3SS. Obrazek 40 dale wukazuje, Ze pritomnost vapniku v kulture
AbteA AC-/ pBBRI sshteA-AC vedla ke sniZeni mnoZstvi detekované AC aktivity

v supernatantu.

60

B celkovd AC aktivita
50

Wextracelularni AC aktivita
40
30 I
20
10
. R _

AbscN/AC- AbteA/AC- AbscN/AC- AbteA/AC-

AC aktivita (mU/ml)

o

2 mM Ca2+

Obrazek ¢. 40: Stanoveni vlivu vapenatych ionti na sekrecireportérového proteinu sshteA-AC. Reportérové
kmeny B. bronchiseptica D445 AbteA AC-/ ssbteA-AC a AbscN AC-/ ssbteA-AC byly vyuzity pro stanoveni vlivu
vapenatych ionttl na sekreci T3SS. Celkova a extracelularni AC aktivita bakterii kultivovanych po dobu 18 h v médiu
bez vapniku nebo v médiu obohaceném o 2mM Ca?* byla stanovena, jak uvedeno v 4.2.18. AC aktivita byla stanovena
po pridani kalmodulinu a je vyjadiena v mU adenylat cyklazového enzymu / ml.

Tato data naznacuji, Ze by vapnik mohl hrat podobnou roli v sekreci skrze T3SS
Bordetellae, jak jiz bylo popsano pro jiné rody bakterii, napt. u Yersiniae. Pro lepsi
charakterizaci vlivu vapniku na sekreci skrze T3SS byla zmérena Casova kinetika
sekrece reportéru (obr. ¢. 41). Bakterie byly opét predkultivovany ve 2 ml tekutého
SS média (4.1.7) a nasledné kultivovany v 50 ml SS média bez vapniku anebo s 2 mM
vapnikem. V jednotlivych ¢asovych bodech, a to v casech 9, 12, 15 a 18h od inokulace
do 50 ml SS byly odebirany vzorky kultur pro stanoveni celkové AC aktivity a rovnéz
byla stanovena hodnota AC aktivity v supernatantu. Vysledky byly nasledné zpracovany
dotii graf. Jak demostruje obrazek 41A, celkovdA AC aktivita kultury
AbteA AC-/ pBBRI sshteA-AC narfistala v ¢ase spolecné s rlistem optické denzity a jeji
mnozstvi v bakteridlni kulture ani rychlost riistu bakteridlni kultury nebyly pridavkem
2mM Ca2* vyrazné ovlivnény. Jak dale ukazuje obrazek 41B, také mnozZstvi
extracelularni AC aktivity (aktivity AC v supernatantu) nartstalo v case a bylo funkci
optické denzity u obou kultur. Avsak mnoZstvi extracelularni AC aktivity bylo u kultury

AbteA AC- / pBBRI ssbteA-AC po pridani vapentych iontli vyrazné nizsi, a to ve vSech
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analyzovanych casovych bodech. Pokud vyjadiime extracelularni AC aktivitu jako
% celkové AC daného kmene (obr. ¢ 41C), mUZeme ukdazat, Ze nejvétsi procentudlni
rozdil je mezi kmenem kultivovanym v médiu bez vapniku (ODeo0=6,48) a kmenem
kultivovanym v médiu obohaceném o vapenaté ionty (ODsoo=7) v Case 18h od inokulace.
V grafu neni zahrnuta negativni kontrola, kterou predstavovala kultivace
T3SS-deficientniho kmene B. bronchiseptica D445 AbscN AC-/ ssbteA-AC, u kterého byla
AC aktivita v supernatantu rovna nule. Pokus byl ukoncen v ¢ase 18 h od inokulace
vzhledem ktomu, Ze vtomto Case se jiZ jednd o pozdni exponenciadlni aZ Casnou
stacionarni fazi bakterialni kultury, pti které dochazi ke zpomaleni ristu bakterii. V této
fazi také miZeme ocekavat lyzi bakteridlnich bunék, a nespecifickou detekci uvolnéni
pouzitého reportéru. Z vyse uvedenych divodi byl vybrana 18 h kultivace pro nasledné

experimenty.
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Obrazek ¢. 41: Stanoveni zavislosti vlivu vapenatych ionti na sekreci v pribéhu kultivace. AC aktivita byla
stanovena u kultury B. bronchiseptica D445 AbteA AC-/ ssbteA-AC kultivované v médiu bez vapniku nebo v médiu
obohacené o 2mM vapenaté ionty. Body osy x vyznacené v obrazcich predstavuji casové body 9,12,15,18 h, ve kterych
byly odebirany vzorky kultury pro stanoveni AC aktivity a zaroven byla stanovena jeji opticka denzita. A: Celkova
AC aktivita v mU adenylat cyklazového enzymu / ml. B: Extracelularni AC aktivita kultury v mU adenylat cyklazového
enzymu / ml. C: Extracelularni AC aktivita kultury jako procento celkové AC aktivity.
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V dal$i sérii experimentli byl analyzovan vliv vapenatych iontl na sekreci
ssbteA-AC reportéru i u kmene nesouci deleci genu bopN (AbteA AbopN AC-). Kontrolni
kmen AbteA AC- a zaroven i testovany kmen AbteA AbopN AC- byly stejné, jak bylo
popsano vysSe, predkultivovany ve 2 ml tekutého SS média (4.1.7) a nasledné
kultivovany v 50 ml SS média bez vapniku anebo s 2 mM vapnikem. Cas kultivace byl
18h a obrazek cislo 42 ukazuje vysledky vSech 3 experimenti. Extracelularni AC aktivita
kultur je vtéchto grafech vyjadiena po normalizaci na celkovou AC aktivitu kultury
a vynesana jako % extracelularni AC aktivity u odpovidajici kutury, ktera rostla v médiu
bez vapniku. Jak je ukadzdno na obrazku 42A, v pripadé kontrolniho kmene AbteA AC-
byla opét pozorovana inhibice translokace reportéru skrze T3SS vlivem vapenatych

iontt, avsak u testovaného kmene AbteA AbopN AC- k této inhibici nedochazelo.
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Obrazek ¢. 42: Vliv delece genu bopN na vapnikem-zprostiedkovanou regulaci sekrece T3SS. Reportér
sshteA-AC byl vyuZit pro stanoveni vlivu delece genu bopN na aktivitu T3SS v médiu. Extracelularni AC aktivita kultury
po normalizaci na celkovou AC aktivitu kultury je vyjadiena jako procento % extracelularni AC aktivity kultury, ktera
rostla v médiu bez vapniku: (A) AbteA AC- a (B) AbopN AbteA AC-.
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5.3.2 Stanoveni za pomoci hmotnostni spektrometrie

Aby bylo moZné detekovat vliv vdpenatych iontli na vSechny proteiny ucastnici
sena vystavby sekrece T3SS, a rovnéZ vSechny substratové proteiny T3SS byla
provedena  analyza za  pouziti  hmotnostni  spektrometrie u  kmeni
B. bronchiseptica D445 (4.1.9) divokého typu a mutantnich kment
B. bronchiseptica D445 AbscN a AbopN.

Pro prvotni ziskani predstavy o vdpnikem-zprostredkovené regulaci produkce a
sekrece proteini T3SS byly kmeny B. bronchiseptica D445 divokého typu
a zkonstruované mutantni kmeny AbopN kultivované v médiu bez a po pridani
2mM Ca2* analyzované pomoci SDS-PAGE stejnym zplsobem, jak bylo popsano

v kapitole (5.1.5) (obr. ¢. 43).
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Obrazek ¢. 43: Vliv vapenatych iontii na produkci a regulaci proteinti T3SS. Detekce proteind u kmenu
B. bronchiseptica D445 divokého typu a u vytvoreného mutantnitho kmenu s deleci genu bopN pomoci metod SDS-
PAGE. Analyza byla provedena u kultur péstovanych v tekutém médiu bez vapniku nebo v médiu obohaceném o 2 mM
Ca2+ pomoci 10% SDS-PAGE a nasledného obarveni Coomassie Blue R-250. Jedna hvézdic¢ka oznacuje protein Bsp22,
dvé hvézdicky oznacuji protein BopD a tfi hnézdicky zobrazuji polohu proteinu BopN. Prvni draha obsahuje
nebarveny proteinovy marker. Velikost proteint je uvedena v kiloDaltonech (kDa).
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Poloha proteinti BopN, BopD a Bsp22 na SDS-PAGE byla odhadnuta dle jejich
molekulové hmotnosti. Jak vyplyva z obrazku 43, pritomnost vapenatych ionti v kultuie
divokého kmene B. bronchiseptica D445 zplsobila snizeni sekrece proteini BopN
a BopD. BopD je translokator T3SS zodpovédny za vznik péru v membrané hostitelské
buriky, kterym jsou translokovany efektorové proteiny do bunécného cytozolu.
U kultury B. bronchiseptica D445 AbopN se pridavek 2 mM vapniku na sekreci proteinu

BopD nijak neprojevil.

Pro ovéreni prvotni predstavy ziskané po analyzou SDS-PAGE gelu byla u kmenti
B. bronchiseptica D445 divokého typu, AbscN a AbopN provedena analyza pomoci
hmotnostni spektrometrie (4.2.19), pricCemzZ kmen AbscN slouzil jako kontrola specifity
sekrece skrze T3SS. Kmeny byly jako v predchozim pripadé kutivovany v tekutém
SS médiu (4.1.7) po dobu 18 hodin, supernatant kultur byl precipitovan pomoci
TCA (4.2.14) a nasledné byly vzorky supernatantu i peletu kultur pripraveny
pro analyzu hmotnostni spektrometrii spojenou s nano kapalinovou chromatografif
(LC-MS/MS). Hmotnostni spektrometrie byla provedena formou sluzby v laboratori
OMICS Proteomika. ObdrZena data byla zpracovana pomoci softwarli MaxQuant
a Perseus (4.1.10) Prezentované vysledky obsahovaly pouze proteiny, u kterych byly
detekovany alespont 2 unikatni peptidy a hladina spolehlivosti byla mensi nez 0,01.
Jako signifikantni zména mnozstvi detekovaného proteinu mezi analyzovanymi vzorky

byla povaZovana mira zmény exprese proteini mensi nez 0,5 nebo vétsi nez 2 (tab. ¢. 2).
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Protein mira zmény exprese proteini
Identifikace proteinu [Anotace proteinu v B. bronchiseptica D445 homolog proteinu v B. pertussis Tohama | [pel wt / wt Ca2+ [pel AbopN/AbopN Ca2+ |sup wt/ wt Ca2+sup |sup AbopN/AbopN Ca2+sup
KAK65880 type Il secreted protein BspR OS BtrA/BspR 1,36 1,02
KAK65890 type Ill secretion apparatus protein, HrpE/YscL family OS BscL 0,83 1,56
KAK65893 type Il secreted protein BopD OS BopD 3,31 1,46
KAK65901 type lll secretion regulator YopN/LcrE/InvE/MxiC OS BopN 1,55
KAK65903 type Ill secretion low calcium response chaperone LcrH/SycD OS BcrH2 0,72 1,29
KAK65921 type Il secretion chaperone SycN OS 0,56 1,31 0,69 1,08
KAK65921 type Il secretion chaperone, CesT family OS BscW 1,21 0,91
KAK65923 type Il secretion apparatus protein, Yscl/HrpB, C-terminal protein OS Bscl 1,25 1,35
KAK65929 type Il secreted protein BopB OS BopB 3,21 0,71 1,97 0,91
KAK65934 type Ill secretion apparatus protein, YscQ/HrcQ family OS BscQ 1,52 0,88
KAK65935 type Ill secretion outer membrane pore, YscC/HrcC family OS BscC 1,40
KAK65942 type |l secretion apparatus H+-transporting two-sector ATPase OS BscN 2,39 2,63
KAK65952 type Ill secretion low calcium response chaperone LcrH/SycD OS BcrH1 0,69 0,70
KAK75296 type Ill secretion chaperone, CesT family OS BtcA 0,69 0,91
KAK65953 alanine racemase OS alr 0,96 1,10
KAK65896 histidine kinase-like ATPase domain protein OS Btrw 1,85 1,62
KAK65907 STAS domain protein OS Btrv 1,20 1,24
KAK65928 oligopeptide ABC transporter, oligopeptide-binding protein OS BtrN 0,94 0,95 1,83
KAK65891 putative RNA polymerase sigma factor HrpL 0S Btrs 0,91 1,80 [ o3
KAK65939 putative Yop protein translocation protein U OS BscU 0,95 1,71
KAK65924 putative N-acetyltransferase YedL OS BscP 1,33 0,96
KAK65918 putative N-acetyltransferase YedL OS Bcrd 2,22 0,88
KAK65931 putative N-acetyltransferase YedL OS 0,98 0,57 0,98
KAK65945 T3SS tip complex protein Bsp22 OS Bsp22 1,20 1,52 1,05
KAK65919 putative N-acetyltransferase YedL OS 0,95 1,75
KAK65913 putative N-acetyltransferase YedL OS BscE 0,55 1,74
KAK75306 T3SS cytotoxic effector BteA OS BteA 3,80 0,94 1,19 0,99

Tabulka €. 2: Stanoveni vlivu vapenatych ionti na produkci a sekreci proteinii sekrecniho systému typu 3. MnoZstvi proteinli v supernatantu a v peletu u kultur
B. bronchiseptica D445 divokého typu a zkonstruového mutantniho kmenu AbopN kultivovanych v médiu bez vapniku nebo v médiu obohaceném o 2 mM Ca2+ bylo stanoveno pomoci
hmotnostni spektrometrie. Jako signifikantni byla povaZovina zména mnoZstvi proteinti >2 nebo <0,5. Zelené jsou vyznaceny proteiny, u kterych byla zvySena exprese Ci jejich
sekrece po pridavku vipenatych iontt, Cervené jsou vyznaceny proteiny, jejichZ exprese Ci sekrece byla vipnikem sniZena. Prvni tfi sloupce zahrnuji analyzu zmény exprese proteind
v peletu, zatimco dalsi tfi sloupce zahrnuji analyzu mnozstvi v supernatantu kultury.
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Tabulka demonstruje vliv vapenatych iontl na produkci a sekreci proteini
sekrec¢niho systému typu 3. V souladu s analyzou pomoci SDS-PAGE ukazala hmotnostni
spektrometrie Ze, u divokého kmenu B. bronchiseptica D445 zpusobil pridavek
vapenatych iontd sniZeni mnoZstvi translokatorovych proteinu BopD a proteinu BopN
v supernatantu. Data zaroven ukazuji, Ze vlivem vapniku doSlo v peletu ke zvySeni
mnoZstvi translokatorovych proteinti BopD, a i proteinu BopN i kdyZ v mensi mire.
Nedochazi tedy ke sniZeni exprese translokatorového proteinu BopD, pouze neni
sekretovan do média pomoci T3SS. V supernatantu byla také detekovana vlivem vapniku
snizena sekrece proteint Bspr (BtrA) a BcrH2. Zda se vsak, Ze vlivem vapniku dochazi
ke zvySeni exprese proteini ATPazy BscN, efektoru BteA a proteinu Bcr4 s dosud
nedefinovanou funkci. U kmenu B. bronchiseptica D445 s deletovanym genem bopN byla
pozorovana sniZena sekrece v supernatantu pouze u chaperonu BcrH2 a u anti-sigma
faktoru, proteinu BtrS. MiZeme tedy rici, Ze po deleci proteinu BopN u Bordetellae
nedochazi vlivem vapniku kvyraznému ovlivnéni sekrece a produkce proteint
sekrecniho systému typu 3. AvSak opét bylo pozorované vapnikem-zprostiedkované

zvySeni exprese ATPazy BscN v peletu kultury.
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6 Diskuze

Sekre¢ni systém typu 3 (T3SS) je razen mezi faktory virulence u bakterii rodu
Bordetellae. Jednim ze substratovych proteinti T3SS je i protein BopN, jehoZ role je dle
literatury velmi nejednoznacnd. Protein BopN byl popsan jako efektor, ktery
je translokovan do eukaryotické buriky. V hostitelské buiice pak dle skupiny védcl
z Japonska moduluje prozanétlivou odpovéd tim, Ze blokuje translokaci jaderného
faktoru NF-kB65 a soucasné podporuje translokaci jaderného faktoru NF-kB50. ZvysSeni
interleukinu 10 (Nagamatsu et al, 2009). Diikaz takového tvrzeni vsSak postrada
kontrolu translokace proteinu BopN do eukaryotické buriky. Jina studie, ktera prokazala
pomocny efekt proteinu BopN na cytotoxicitu zplisobenou prokdzanym efektorovym
proteinem BteA naopak na zakladé homologii s ostatnimi proteiny predpoklada,
Ze by protein BopN mohl plisobit jako regula¢ni protein. Regulace by mohla probihat
bud’ zprostredkované, anebo by samotny protein BopN mohl vstupovat do eukaryotické
buriky, kde by aktivoval efektor Bordetellae, BteA (Abe et al, 2017). Vzhledem
k nejasnosti funkce proteinu BopN byl vsérii pokusli tento problém resen. Nutno
podotknout, Ze studie zroku 2017 byla publikovana aZ po zahajeni prace na tomto

projektu.

Hlavnim cilem projektu, jehoz casti je i tato diplomova prace je prokazat,
zda je protein BopN dopravovan do eukaryotickych bunék v ramci bakterialni infekce.
Diive publikovana studie Nagamatsu a kol. (2009) totiz k dlikazu efektu proteinu BopN
na NF-kB signalni drahu vyuzila pouze arteficidlni expresi proteinu BopN primo
v eukaryotické burice (Nagamatsu et al, 2009). Taktéz je dillezité analyzovat, do jaké
miry protein BopN ovliviiuje dopravu efektorového proteinu BteA do hostitelské buriky.
Pro tyto studie byly navrzeny a zkonstruovany dva typy reportérovych systému. Prvni,
zaloZzeny na adenylat cyklazové doméné (AC) adenylat cyklazového toxinu a druhy,
zaloZzeny na enzymu [(-laktamaza (TEM). Principem pouZiti reportérového systému
zaloZeného na AC je katalyticka preména ATP na cyklické AMP pomoci enzymu adenylat
cyklazy a této premény miiZe byt dosaZeno po aktivaci kalmodulinem, ktery vSak neni
produkovan bakterialni burnikou. Pokud je T3SS substratovy protein fuzovan s adenylat

cyklazovou doménou, nedochazi k tvorbé cyklického AMP v bakterii, ale az po jeho
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dopraveé do cytozolu eukaryotické buriky. MnoZstvi preménéného cAMP tedy reflektuje
mnozstvi T3SS substratového proteinu, ktery byl dopraven do cytozolu eukaryotické
buriky. Reportérovy systém zaloZeny na enzymu [3-laktamaza vyuziva schopnosti tohoto
enzymu Stépit fluorescencni substrat CCF2. Po infekci je fluorescencni substrat CCF2
vpraven do infikovanych bunék a pokud doSlo rovnéz k dopravé enzymu B-laktamazy
skrze T3SS do cytozolu, vysledkem je rozdilné emisni spektrum substratu v porovnani
s neStépenym fluorescen¢nim substratem. Toto miiZe byt vizualizovano fluorescencni
mikroskopii anebo kvantifikovano pomoci priitokové cytometrie. Ackoli byl reportérovy
systém zaloZeny na AC pouZivan pro in vitro studie, jeho pouZiti pro analyzu translokace

proteinu BopN do eukaryotické bunky bylo nad ramec této diplomové prace.

Tato diplomova prace se predevSim zabyvala regulacni roli proteinu BopN
pri kontrole sekrece skrze T3SS do média a roli vapenatych ionti vtéto regulaci.
Jakjiz bylo zminéno vuvodu této diplomové prace, protein BopN je proteinovou
chimérou, kterd je tvorena uUsekem homologiim k proteinu YopN rodu Yersiniae
a usekem homolognim k YopN chaperonu TyeA. Aminokyselinova podobnost proteinu
BopN s proteinem YopN a jeho chaperonem TyeA vazajicim se na C-koncovou oblast
YopN je az 60 % (Abe et al,, 2017). Bylo popsano, Ze u rodu Yersiniae vapnik inhibuje
sekreci efektorovych proteinti T3SS do média. To je ddno vlivem vapniku na proteiny
komplexu tvoreného iproteinem YopN, které reguluji sekreci a které jsou citlivé
na pritomnost Ca2*. Nicméné, po deleci jakéhokoli proteinu ztohoto komplexu jiZ
k inhibici sekrece vapenatymi ionty nedochazi (Dewoody et al, 2013). Biologicka role
této vapnikem zprostredkované regulace je pravdépodobné to, aby nedochazelo
k predcasné sekreci efektorli T3SS v hostiteli, pokud jesté nedoslo ke kontaktu bakterie
s cytoplazmatickou membranou cilové bunky. Z téchto diivodii byl studovan vliv delece
proteinu BopN na sekreci T3SS do média a role pridavku 2 mM vapenatych iontl

v tomto procesu.

Ktomuto tucelu byly pouZity 2 nezavislé metody: hmotnostni spektrometrie
areportérovy systém zaloZeny na adenylat cyklazové doméné (AC) adenylat
cyklazového toxinu, ktera byla flzovana se sekrecnim signdlem proteinu BteA

(aminokyseliny 1-130), takzvany ssbteA-AC reportér.

Stanoveni adenylat cyklazové (AC) aktivity v supernatantu a v celé bakterialni

suspenzi u kmeni AbteA AC- a AbscN AC- stimto reportérem ssbteA-AC ukazalo,
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Ze sekrece reportéru do média se déje specificky skrze T3SS. U mutantniho kmene bez
ATPazy T3SS a tudiz neschopného sekrece skrze T3SS, AbscN AC-, byla namérena nulova
AC aktivita v supernatantu, zatimco u kmene AbteA AC- AC aktivita dosahovala radu
desitek mU enzymu/ml. Zajimavé vSak bylo zjisténi, Ze u kmene AbteA AC- doSlo
po pridavku vapniku ke sniZeni procenta extracelularni AC aktivity, coZ koreluje
se sniZzenou sekreci reportéru do média. Ziskana data jsou podobna jako v pripadé jinych
rodi gram-negativnich bakterii, kdy vapnik inhiboval aktivitu jejich T3SS
(Dewoody et al., 2013). Pro zjiSténi role proteinu BopN na sekreci pomoci T3SS byla AC
aktivita stanovena i v supernatantu kultury kmene AbteA AbopN AC- / ssbteA-AC. Pokud
by BopN hral roli v regulaci sekrece T3SS a jeho zavislosti na vapenatych iontech, pak by
se AC aktivita v supernatantu kultur AbteA AbopN AC-/ ssbteA-AC péstovanych v médiu
bez a po pridavku 2 mM Ca?* neméla vyrazné lisit. Vysledky obdrZené ze tri pokust
naznacuji, Ze po deleci genu bopN se vlivem vapenatych iontli sekrece do média nijak

nesniZila, naopak, po pridavku vapniku dochazelo ke zvyseni AC aktivity.

PouZiti reportérového systému pro monitorovani sekrece T3SS umoznilo rychlou
a snadnou kvantifikaci. AvSak reportér sshteA-AC nepredstavuje prirozeny biologicky
substrat T3SS a mohl byt sekretovan arteficialné. Pozorovali jsme, Ze v supernatantu
bakterialni kultury se nachazi zhruba jen 10 % z celkového mnozstvi produkovaného
reportéru. Abychom se vyhnuli ovlivnéni plynouciho z pouzZiti reportéru ssbteA-AC
a zaroven dostali komplexni vhled do regulace sekrece skrze T3SS a jeho ovlivnéni

vapnikem, byla rovnéz pouZzita hmotnostni spektrometrie.

Analyza hmotnostni spektrometrie odhalila, Ze vlivem vapenatych iontli doslo
ke snizeni mnoZstvi proteini BtrA/BspR, BopD a BopN vsupernatantu Kkultury
B. bronchiseptica divokého typu. Naopak v peletu této kultury byly detekovany zvysSené
hodnoty translokatorového proteinu BopD, a Castecné i proteinu BtrA/BspR, BopN.
Korelace mezi supernatantem a peletem tedy vypovida o tom, Ze nedoSlo ke zméné
exprese BopD proteinu vlivem vapenatych iontli, pouze nebyl sekretovan do média
pomoci T3SS. Vliv vadpenatych iontli na expresi proteini BtrA/BspR a BopN je v této
chvili nejednoznac¢ny. Bylo by nutné stanovit hladiny patficnych mRNA v peletu
bakterialni kultury bez vapniku a po pridavku 2 mM CaZ2+. Je také moZné, Ze v kulture
s pridavkem vapniku jsou proteiny efektivnéji degradovany. Hmotnostni spektrometrie

vSak neukdazala vliv vapniku na mnoZstvi efektoru BteA v supernatantu kultury divokého
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typu, i kdyZ jeho mnozZstvi v peletu bylo zvySené. Pfi analyze kmene B. bronchiseptica
s deleci genu bopN vySlo najevo, Ze ke sniZeni mnozstvi translokdtorového proteinu

BopD a anti-sigma faktoru BtrA/BspR v supernatantu kultury nedochazi.

Data ziskana pomoci obou metod nejsou, co se tyce vlivu vapniku na sekreci BteA
efektoru do média zcela konsistentni. Dilvodem miiZe byt to, Ze pro reportérovy systém
nebyl pouzit cely protein BteA vzhledem k jeho cytotoxické aktivité, ale pouze jeho
prvnich 130 aminokyselin. Na druhou stranu i metoda hmotnostni spektrometrie ma sva

uskali a velmi ¢asto je nazyvana metodou semi-kvantitativni a nikoliv kvantitativni.

v

V kazdém piipadé vSak tato prace prokazala inhibi¢ni Gc¢inek vapenatych ionti
na aktivitu T3SS, predevSim mobilizaci a sekreci translokdazy BopD. Velmi zajimavé
je také snizeni mnoZzstvi proteinu BopN po ptidavku vapenatych ionti do média. V praci
byl rovnéz pozorovan vliv vapniku na nékteré dalSi menSi proteiny T3SS, takzvané
na vapniku zavislé chaperony T3SS, u kterych miizeme predpoklddat interakci

s proteinem BopN.

Pokud byl deletovan gen kddujici BopN, k inhibici in vitro sekrece T3SS vlivem
vapenatych iontli nedochazelo. Nase vysledky tedy naznacuji regulacni roli proteinu

BopN v sekreci T3SS.
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Souhrn

Byly vytvoieny kmeny B. bronchiseptica D445 s delecemi genti bopN, bscN a bteA.

Byl navrZen reportérovy systém zaloZeny na kalmodulinu zavislé adenylat cyklazové
domény adenylat cyklazového toxinu (pBBRI AC) a reportérovy systém zaloZeny

na enzymu f3-laktamaza (pBBRI TEM).

Na kalmodulinu zavisla adenylatcyklazova doména (AC) adenylat cyklazového toxinu
byla fizovana jako reportérovy gen s prvnimi 130 aminokyselinami proteinu BteA
ajeho promotorem za vytvoreni plazmidu pBBRI sshteA-AC a rovnéZ s proteinem
BopN a jeho promotorem za vytvoreni plazmidu pBBRI bopN-AC. Pro pouZiti
reportérového systému zaloZeného na AC doméné byl detoxifikovan adenylat

cyklazovy toxin bakterie B. bronchiseptica D445 AC-.

Regulace aktivity sekrecniho systému typu 3 vmédiu v zavislosti na pridavku
2mM Ca?* byla stanovena pomoci reportéru ssbteA-AC u  kmene
B. bronchiseptica D445 AbteA AC-. Pritomnost vapniku vedla ke sniZzeni mnoZstvi
detekované AC aktivity v supernatantu kultury AbteA AC-, ale neovlivnila mnoZstvi
celkové AC aktivity v kulture. Je dileZité podotknout, Ze Zddna AC aktivita nebyla
detekovana v supernatantu kultury AbscN AC- / pBBRI ssbteA-AC, tedy kmene
neschopného sekrece skrze T3SS vzhledem k deleci ATPazy T3SS. Vapenaté ionty

tedy inhibuji sekreci reportéru T3SS u B. bronchiseptica.

Dale byl zkoumadan vliv vapenatych ionti na in vitro sekreci reportéru ssbteA-AC
i u kmene nesouciho deleci genu bopN (AbteA AbopN AC-). Bylo zjisténo, Ze u kmene
B. bronciseptica D445 AbteA AbopN AC- nedochazelo k inhibici sekrece reportéru
po pridavku 2 mM Ca?*

Role proteinu BopN v regulaci aktivity T3SS byla stanovena i metodou hmotnostni
spektrometrie. U kmenu B. bronchiseptica D445 divokého typu vapenaté ionty
neovliviiovaly sekreci BteA T3SS efektoru do média, avSak sniZovaly mnoZstvi
sekretovaného translokatoru proteinu BopD, ktery se podili na vytvoreni
translokatorového péru a rovnéz proteinu BopN. U kmenu B. bronchiseptica D445

s deleci v genu bopN nebylo pozorovano sniZeni sekrece proteinu BopD.
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7) Vbudoucnu bude analyzovana translokace reportéru sshteA-AC do eukaryotické
buiiky v kmeni sdeleci vgenu bopN (AbteA AbopN AC-) a bude srovnana
s translokaci tohoto reportéru zkmene (AbteA AC-). Také bude detekovana
translokace proteinu BopN do eukaryotické bunky za pouZiti reportérového systému

zaloZzeného na AC doméné a rovnéz na enzymu [3-laktamaza (TEM).
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