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Abstrakt

Protein VgaA za stafylokok patii do skupiny ARE ABCF proteini, které udileji rezistenci
k antibiotiklim vazajicim se na 50S ribozomalni podjednotku mechanismem ochrany cilového
mista. VgaA udili rezistenci k linkosamidiim, streptograminim A a pleuromutilinim a
poskytuje tak tzv. LSAP rezistenc¢ni fenotyp. Exprese rezistencnich gent v nepiitomnosti
antibiotika Casto snizuje fitness, proto je jejich exprese pfisn¢ kontrolovana a spousténa pouze
v odpovédi na piitomnost antibiotika, ke kterému dany protein udili rezistenci. V ptipad¢ genu
vgaA byla inducibilni exprese taktéz pozorovana, jeji mechanismus vsak nebyl dosud objasnén.

V ramci diplomové prace bylo ukazéano, Ze gen vgaAic ze Staphylococcus haemolyticus je
regulovan pomoci ribozomem zprostitedkované atenuace. Tento mechanismus je zalozen na
detekci inhibitorG translace prostfednictvim ribozomu piekladajiciho specialni regulacni
otevieny Cteci ramec (UORF), ktery je soucésti atenuatoru lokalizovaného v 5’ neptekladané
oblasti mRNA. Gen vgad.cje regulovan na transkripéni irovni v odpovédi na LSAP antibiotika,
pficemz antibioticka specificita indukce je ovliviiovana nejen charakterem peptidu kddovaného
uORF, ale také antibiotickou specificitou rezistencniho proteinu. Technikou fluorescencni
mikroskopie bylo ukazano, Ze protein kontrolovany pfirozenym regulatorem je v ramci

populace bun¢k produkovan heterogenné.
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ARE ABCF proteiny, VgaArc, Staphylococcus haemolyticus, antibiotickd rezistence,
linkosamidy, streptograminy, pleuromutiliny, regulace genové exprese, rS’UTR element,

ribozomem zprostiedkovana atenuace, SRC



Abstract

The staphylococcal protein VgaA belongs to ARE ABCF family, which confers resistance
to ribosome binding antibiotics by the target protection mechanism. VgaA confers resistance to
lincosamides, streptogramins A and pleuromutilins and thus provides the so-called LSAP
resistance phenotype. The expression of resistance genes often reduces fitness in the absence
of an antibiotic, therefore the expression of resistance genes is often tightly controlled and
triggered only in response to the presence of an antibiotic to which the protein confers
resistance. The inducible expression has also been observed for the vgaA gene, nevertheless, its
mechanism has not been elucidated.

In the diploma thesis, it was shown that the vgaA.c gene from Staphylococcus haemolyticus
is regulated by ribosome-mediated attenuation. The mechanism is based on the detection of
translation inhibitors via a ribosome translating a special regulatory open reading frame
(uORF), which is part of an attenuator located in the 5’ untranslated region of the mRNA. The
vgaArc gene is regulated at the transcriptional level in response to LSAP antibiotics. Antibiotic
specificity of induction is affected not only by the nature of the peptide encoded by uORF but
also by the antibiotic specificity of the resistance protein. Fluorescence microscopy has shown
that the protein regulated by its natural regulator is produced heterogeneously within the cell

population.
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1 UVOD

Jesté na pocatku minulého stoleti byly infek¢ni nemoci hlavni pfi¢innou tmrti. Zasadni
zmena piisla v pritbéhu 40. let, kdy byla do klinické praxe zavedena antibiotika, kterd imrtnost
spojenou s infekénimi onemocnénimi vyrazné snizila. Problém s bakteridlnimi infekcemi ale
definitivné vyfeSen nebyl. Bakterie se na vznikly silny selek¢ni tlak zacaly rychle adaptovat a
dasledkem je, Ze antibiotika postupné ztraci svou ptivodni u¢innost.

Podle Svétové zdravotnické organizace plati v souCasnosti antimikrobialni rezistence za
jednu z nejvaznéjsich hrozeb pro vetfejné zdravi (World Health Organisation, 2020). Velkou
potiz predstavuji zejména nosokomidlni patogeny Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa a
Enterobacter spp. (souhrnné¢ ESKAPE), které neziidka vykazuji antibiotickou multirezistenci.
Predpoklada se, ze béhem nékolika malo let nebudeme schopni infekce zpisobené témito
patogeny viitbec 1é¢it (Mulani et al., 2019; Rice, 2008).

Z pohledu bakterie vSak nemusi velké mnozstvi rezistencnich genli v genomu znamenat
jednoznacnou vyhodu. Pokud neni antibiotikum v prostfedi praveé pfitomno, znamena exprese
rezistenCnich determinant velmi ¢asto sniZeni fitness projevujici se zejména zpomalenim ristu
a jinymi defekty (Andersson and Hughes, 2010; Andersson and Levin, 1999). Rezistencni
mechanismy jsou Casto zalozeny na modifikaci zasahového mista antibiotika. Kazda takova
zména zvySujici odolnost dané bunééné komponenty ale s sebou zaroven nese 1 riziko snizeni
jeji funkénosti. Takovym piikladem mohou byt rezistenéni geny erm kodujici enzym pro
modifikaci ribozomu. Jeho ¢innosti se ribozom stava odolnym vii¢i mnoha ribozom-vazebnym
antibiotikiim, zaroven ale tato modifikace vede k naruSeni syntézy fady proteint (Gupta et al.,
2013). Pritézi ale mize byt také produkce enzymu Sté€piciho antibiotikum. Bylo ukazano, ze
neregulovand exprese [B-laktamasy AmpC snizuje rustovou rychlost a invazivitu bunék
salmonely (Morosini et al., 2000).

Negativni vliv nadprodukce urcitého proteinu je mozné omezit zajisténim inducibility jeho
exprese. Proto také exprese mnoha rezistencnich genii je disledné regulovéna a spousténa
pouze v odpovédi na pfitomnost antibiotika (Dar and Sorek, 2017). Vyhodou je nejen zachovani
fitness v nepfitomnosti antibiotika, ale také zamezeni plytvani zdroji a energii. Inducibilné
exprimované rezistencni geny se mezi bakteriemi sndze §ifi a v populaci pretrvavaji déle
(Chancey et al., 2012; Depardieu et al., 2007).

Predkladand diplomova priace se zabyva studiem inducubility genové exprese

stafylokokového proteinu VgaAic, ktery udili rezistenci k antibiotikiim cilicim na ribozom.



2 CILE PRACE

Experimentalni ¢ast diplomové prace si klade za cil objasnit na molekuladrni urovni
mechanismus pfirozené inducibilni exprese genu vgadic pochazejiciho ze Staphylococcus
haemolyticus, ktery koduje rezistencni ARE ABCF protein. A dale pak ukdzat bunécnou
lokalizaci tohoto proteinu exprimovaného z vlastniho promotoru. Hlavnich dvou cilii bylo

dosazeno plnénim dil¢ich cila, které jsou uvedeny v nasledujicich bodech:

1. Prokazat regulaci ribozomem zprostiedkovanou atenuaci u genu vgaA;c
- Ukazat, Ze exprese vgad.c je regulovana prostiednictvim 5’UTR oblasti mRNA
- Identifikovat uORF a ukazat nezbytnost jeho pfitomnosti pro indukci genové exprese

- Ukazat nezbytnost vazby antibiotika do ribozomu pro indukci genové exprese

2. Urcit, zda se jedna o regulaci na urovni transkripce €i translace
- Pomoci RT-PCR ukazat, zda je transkripce v pfitomnosti linkomycinu piedcasné

ukoncéovana ¢i nikoli

3. Otestovat vliv rezistencniho fenotypu VgaA variant na antibiotickou specificitu indukce
genoveé exprese
- Pfipravit mutantni varianty proteinu VgaALc s posunutou antibiotickou specificitou

a sledovat vliv na antibiotickou specificitu indukce genové exprese

4. Ukazat zavislost antibiotické specificity indukce genové exprese na délce a
aminokyselinové sekvenci vedouciho peptidu v nepfitomnosti rezistencniho proteinu
- Pfipravit sadu mutantnich variant regulacni oblasti vgad;c s pozménénym uORF a

sledovat vliv na antibiotickou specificitu indukce genové exprese

5. Pomoci fluorescenéni mikroskopie urcit bunécnou lokalizaci rezisten¢niho proteinu
VgaArLc exprimovaného v pfirozeném mnozstvi v pfitomnosti riznych koncentraci

indukujiciho antibiotika linkomycinu v riznych ristovych fazich
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3 PREHLED LITERATURY

3.1 ANTIBIOTIKA BLOKUJICI TRANSLACI

Bakterialni proteosyntéza je nejcastéjSim cilem piisobeni antimikrobialnich latek v buiice
(Wilson, 2014). K inhibici translace dochazi nejcastéji v disledku vazby téchto latek do velké
(50S) ¢i malé (30S) ribozomalni podjednotky, piipadné na dal$i komponenty translacni
masinerie (napt. elonga¢ni faktory EF-G a EF-Tu) (Wilson, 2009). Pfedlozena diplomova prace
se zabyva skupinami antibiotik, které indukuji expresi rezistencnich genii rGznych typl
regulovanych ribozomem zprostfedkovanou atenuaci. Jednd se o makrolidy, linkosamidy,
streptograminy, pleuromutiliny, fenikoly a oxazolidinony cilici na 50S podjednotku ribozomu
(k témto antibiotikiim udili rezistenci ARE ABCF proteiny) (Obr. 1A-C), a dale tetracykliny
cilici na 30S podjednotku ribozomu (Obr. 1D).

30S
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S igaa
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Obr. 1: Vazebna mista vybranych skupin antibiotik cilicich na 50S a 30S ribozomalni podjeddnotku. (A) Linkosamidy,
streptograminy A a pleuromutiliny se vaZou na 50S podjednotku do tésné blizkosti peptidyltransferasového centra (PTC). (B)
Makrolidy a streptograminy B se vazou na 50S podjednotku dale do vystupniho tunelu nascentniho peptidu (NPET). (C)
Fenikoly a oxazolidinony se vazou na 50S podjednotku do té€sné blizkosti PTC. (D) Tetracykliny se vazou na 30S podjednotku
do blizkosti dekodovaciho centra. (Nguyen et al., 2014; Sharkey and O’Neill, 2018) — upraveno

3.1.1 MAKROLIDY

Makrolidova antibiotika jsou pouZivana v klinické praxi od 50. let minulého stoleti
(Hutchings et al., 2019) a maji velmi Siroké spektrum ucinku. UzZivaji se pro potlaceni infekci

zpusobenych predev§im grampozitivnimi koky (mimo enterokoky) a také dalSimi
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grampozitivnimi a gramnegativnimi bakteriemi, anaecrobnimi a intracelularnimi patogeny (Katz
and Ashley, 2005). V Ceské republice tvofila spotifeba makrolidi spole¢né s linkosamidy a
streptograminy za rok 2019 vice nez pétinu celkové spotieby vsech antibakteridlnich latek
(statistika ECDC). Makrolidovd antibiotika jsou produkovana pievazné padnimi
aktinomycetami, nebo maji semisynteticky puvod (Katz and Ashley, 2005).

Makrolidy sestavaji z typického makrolaktonového kruhu (14-Clenny, 15-¢lenny, nebo 16-
¢lenny), na ktery mohou byt napojeny neutralni cukry, aminocukry, pfipadné dalsi skupiny
(Kannan and Mankin, 2011). Makrolaktonovy kruh jako celek a jeho postranni fetézce urcuji
vazebnou afinitu antibiotika k ribozomu. Tyto postranni skupiny jsou v pfimém kontaktu s
nukleotidy rRNA a urcuji tak konkrétni mechanismus ptsobeni daného makrolidu a jeho
schopnost indukovat expresi rezistencnich gend. Naopak variace ve struktufe
makrolaktonového kruhu ovliviiuji zplisob vazby antibiotika a zpisob inhibice proteosyntézy
jen nepatrné (Dunkle et al., 2010; Hansen et al., 2002; Kannan and Mankin, 2011). Na obrazku
nize (Obr. 2) je ukdzana struktura eryhromycinu (14-lenny makrolid obsahujici kladinosu) a

spiramycinu (16-¢lenny makrolid), které byly pouzity v rdmci experimentalni ¢asti této prace.

Erythromycin Spiramycin |

Obr. 2: Chemicka struktura erythromycinu (14-lenny makrolid) a spiramycinu (16-lenny makrolid).
Obrazky byly ziskany z databaze DrugBank (https://go.drugbank.com/).

Makrolidy se vazou do vystupniho kandlu nascentniho peptidu (NPET) nedaleko
peptidyltransferasového centra (PTC), ¢imz zptsobuji jeho znatelné zizeni (Dunkle et al.,
2010; Schliinzen et al., 2001; Tu et al., 2005). Pivodné se predpokladalo, Ze toto zuzeni vede u
vSech proteinll bez rozdilu k pfed¢asnému ukonceni jejich elongace (po polymeraci dvou az
deseti aminokyselin (Tenson et al., 2003)) a odpoutani peptidyl-tRNA z ribozomu (Menninger
and Otto, 1982; Otaka and Kaji, 1975; Tenson et al., 2003). Relativn€ nedédvno se vSak ukazalo,
ze vétSina makrolida inhibuje tvorbu peptidové vazby pouze ve specifickém kontextu, tedy

v zavislosti na aminokyselinové sekvenci nascentniho peptidu (Hardesty et al., 1990; Kannan
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et al., 2012, 2014; Starosta et al., 2010). Napiiklad v pfitomnosti erythromycinu neni syntéza
narusena piiblizné u 5 % proteind (Kannan et al., 2012), v ptipadé¢ spiramycinuu 15 % (Poulsen
et al., 2000) a v piipad¢ pikromycinu dokonce az u 40 % proteinli (Almutairi et al., 2017). U
tzv. vedoucich peptidl (regulacni Cteci ramce gent regulovanych ribozomem zprostiedkovanou
atenuaci; viz odd. 3.3) pak dochazi za urcitych podminek k programovanému ,,uzamknuti*
ribozomu na mRNA, aniz by nastal rozpad ribozomalniho komplexu a uvolnéni peptidyl-tRNA
(Arenz et al., 2014b, 2014a; Johansson et al., 2014; Ramu et al., 2011; Vazquez-Laslop et al.,
2008; Weisblum, 1995a).

3.1.2 LINKOSAMIDY

Linkosamidy jsou malou ptesto klinicky vyznamnou skupinou antibiotik pouzivanou
zejména proti grampozitivnim bakteriim, anaerobnim bakteriim a nékterym protozoim (Spizek
and Rezanka, 2017). Patii mezi né pfirozena antibiotika linkomycin a celesticetin, ktera jsou
produkovana streptomycetami, a dale nékolik semisyntetickych derivatii linkomycinu, které se
vyznacuji lepsi u€innosti a SirSim spektrem u¢inku. V soucasnosti je v praxi nejpouzivanéj$im
linkosamidem pravé semisynteticky klindamycin, naopak linkomycin se z divodu casté
rezistence v praxi jiz nevyuziva (Schwarz et al., 2016).

Linkosamidova antibiotika se sklddaji z alkylovaného prolinu, ktery je peptidickou vazbou
propojen s aminocukrem (Bryskier, 2005). Na obrazku niZe (Obr. 3) je ukazana struktura

linkomycinu a klindamycinu, které byly pouZity v ramci experimentalni ¢4sti této prace.
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Obr. 3: Chemicka struktura linkomycinu a semisyntetického klindamycinu. Obrazky byly ziskany z databaze
DrugBank (https://go.drugbank.com/).

Linkosamidy se vazou do oblasti PTC a znemoziuji aminoacyl-tRNA zaujmout optimalni
polohu v A-misté€ ribozomu, ¢imz inhibuji peptidyltransferasovou reakci (Dunkle et al., 2010;
Schliinzen et al., 2001; Tu et al., 2005). Vysledkem je uvolnéni peptidyl-tRNA z ribozomu po

polymeraci dvou az ¢tyi aminokyselin (Menninger and Coleman, 1993; Tenson et al., 2003).
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3.1.3 STREPTOGRAMINY

Streptograminy zahrnuji dvé podskupiny oznaCované A a B, které se 1i$i svou chemickou
strukturou a vazebnym mistem na ribozomu. Streptograminy A jsou polynesaturované
makrolaktony vazajici se do tésné blizkosti PTC, zatimco streptograminy B jsou cyklické
hexadepsipeptidy vazajici se do NPET nedaleko PTC (Hansen et al., 2003; Harms et al., 2004;
Tu et al., 2005). Streptograminy zahrnuji pfirozené antibiotika produkovana streptomycetami
(v podob¢ smési streptogramintt A a B) a nékolik semisyntetickych variant. Streptograminy
jsou ucinné zejména proti grampozitivnim bakteriim (Mast and Wohlleben, 2014). Na obrazku
niZe (Obr. 4) je ukadzéana struktura pristinamycinu IIA (neboli virginiamycin M1) (streptogramin

A), ktery byl pouzit v ramci experimentalni ¢asti této prace.

Pristinamycin I1A
(virginiamycin M1)

Obr. 4: Chemicka struktura pristinamycinu IIA. Obrazek byl ziskan zdatabdze DrugBank
(https://go.drugbank.com/).

Streptograminy A pozménuji konformaci ribozomalniho A- a P-mista. Dusledkem je, Ze
aminoyacyl-tRNA nemulZe zaujmout optimalni polohu v ribozomu a peptidyltransferasova
reakce je inhibovana (Chinali et al., 1984). Streptograminy B nebrani piimo vzniku peptidové
vazby, ale inhibuji elongaci nascentniho proteinu a zptsobuji uvolnéni peptidyl-tRNA po
polymeraci pfiblizn¢ Sesti aminokyselin (Chinali et al., 1988a, 1988b; Tenson et al., 2003).
Streptograminy A a B aplikované oddélené maji bakteriostaticky efekt, ve smési ale funguji

synergicky a maji baktericidni efekt (Cocito et al., 1997).

3.1.4 PLEUROMUTILINY

Pleuromutiliny jsou vyuZivany predevSim ve veterinarni medicing, nicméné postupné jsou
zavadény také do té humanni (Goethe et al., 2019). Jejich spektrum ucinku zahrnuje zejména
bakterie grampozitivni aerobni 1 anaerobni a nékteré bakterie gramnegativni (Schwarz et al.,
2016). V klinické praxi jsou vyuzivany semisyntetické derivaty (napf. tiamulin, retapamulin,
lefamulin) (Goethe et al., 2019), které jsou odvozené od pleuromutilinu produkovaného

basidiomycetami rodu Clitopilus (Kavanagh et al., 1951).

14



Struktura pleuromutilini zahrnuje tricyklické mutilinové jadro (5-Clenny, 6-Clenny a 8-
¢lenny kruh), jehoz ¢trnacty uhlik nese vyrazny postranni fetézec, ktery je charakteristicky pro
jednotlivé typy pleuromutilini (Goethe et al., 2019). Na obrazku nize (Obr. 5) je ukdzana

struktura tiamulinu, ktery byl pouzit v ramci experimentalni ¢asti této prace.

Tiamulin

Obr. 5: Chemicka struktura tiamulinu. Obrazek byl ziskan z databaze DrugBank (https://go.drugbank.com/).

Pleuromutiliny se vazou do oblasti PTC. Jejich mutilinové jadro a vyrazny postranni
fetézec zasahuji do A-mista, resp. P-mista ribozomu, a blokuji tak peptidyltransferasovou reakci

(Davidovich et al., 2007; Giirel et al., 2009; Schliinzen et al., 2004).

3.1.5 FENIKOLY

Fenikoly jsou Sirokospektra antibiotika, ktera byla hojn¢ vyuzivana v klinické praxi do 60.
let 20. stoleti, kdy byla odhalena jejich vysoka toxicita. Z tohoto divodu se fenikoly
v soucasnosti vyuZivaji jen ve vyjimecnych pifipadech v huméanni medicin€ a omezené ve
veterinarni mediciné (Schwarz et al., 2004). Skupina fenikolli zahrnuje chloramfenikol
produkovany streptomycetami (Ehrlich et al., 1947) a n€kolik jeho semisyntetickych derivatd,
napft. florfenikol a thiamfenikol (Schwarz et al., 2004). Na obrazku nize (Obr. 6) je ukdzana

struktura chloramfenikolu, ktery byl pouZit v rdmci experimentalni ¢asti této prace.

Chloramfenikol o :/ o

Cl OH

Obr. 6: Chemicka struktura chloramfenikolu. Obrazek byl ziskan zdatabaze DrugBank
(https://go.drugbank.com/).

Fenikoly se vazou do oblasti PTC a znemoznuji tvorbu peptidové vazby pravdépodobné
narusenim optimalni orientace aminokyselin ucastnicich se této reakce (Bulkley et al., 2010;

Choi et al., 2020; Dunkle et al., 2010; Hansen et al., 2003; Schliinzen et al., 2001). Pavodn¢ se
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piedpokladalo, Ze tato antibiotika funguji jako univerzalni inhibitory proteosyntézy (Wilson,
2011), nicmén¢ nedavno se zjistilo, Ze translaci inhibuji pouze ve specifickém kontextu (Marks
et al., 2016). Chloramfenikol nejefektivnéji blokuje translaci, pokud se na ptedposledni pozici
nascentniho peptidu (pozice -1) nachazi alanin, ptipad¢ serin nebo threonin (Choi et al., 2020;
Marks et al., 2016). Naopak pokud se na posledni pozici nascentniho peptidu (pozice 0) nachazi
glycin nebo pokud tato aminokyselina pfichdzi v podobné glycyl-tRNA (pozice +1) translace
naruSena neni (Choi et al., 2020; Marks et al., 2016). Chloramfenikol nezptsobuje uvolnéni

peptidyl-tRNA z ribozomu, ale vyvolava uzamceni ribozomu na mRNA (Wilson, 2009).

3.1.6 OXAZOLIDINONY

Oxazolidinony zahrnuji vyhradné synteticka antibiotika, kterd jsou G¢inna proti Sirokému
spektru  grampozitivnich aerobnich 1 anaerobnich mikroorganismi (Wilson, 2009).
Nejvyznamnéj$im zastupcem této skupiny je linezolid (Obr. 7), ktery byl zaveden do klinické

praxe v roce 2000 (Wilson, 2009).

o]
Linezolid R /“\
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Obr. 7: Chemicka struktura linezolidu. Obrazek byl ziskan z databaze DrugBank (https://go.drugbank.com/).

PtestoZze se linezolid svou chemickou strukturou znaéné lisi od vySe zminéného
chloramfenikolu, sdili ob¢ tato antibiotika vazebné misto a také mechanismus u¢inku. Linezolid
se vaze do ribozomalniho A-mista, ¢imzZ brani aminoacyl-tRNA v zaujeti optimalni polohy pro
syntézu nové peptidové vazby (Ippolito et al., 2008; Kloss et al., 1999; Leach et al., 2007,
Wilson et al., 2008). K inhibici proteosyntézy dochézi ve specifickém kontextu, nejefektivnéji
pokud se na ptedposledni pozici nascentniho peptidu nachazi alanin, ptipadné serin nebo
threonin. Naopak pfitomnost glycinu na posledni pozici nascentniho peptidu nebo piistupujici

glycyl-tRNA neutralizuji inhibi¢ni efekt antibiotika (Choi et al., 2020; Marks et al., 2016).

3.1.7 TETRACYKLINY

Skupina tetracyklini zahrnuje latky pfirodniho pavodu produkované pidnimi
streptomycetami a latky semisyntetické, které jsou od téchto odvozené (Nguyen et al., 2014).

Jedna se o Sirokospektra antibiotika ucinkujici proti fadé grampozitivnich a gramnegativnich
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bakterii, v€etné obligatné intracelularnich patogent. Jejich vyznam v klinické praxi nicméné
postupné klesd z diivodu rychle se Sifici rezistence (Grossman, 2016). Chemicka struktura
tetracyklind zahrnuje charakteristické tzv. DCBA naftacenové jadro, na které jsou ptipojené
funk¢ni skupiny (Nguyen et al., 2014). Na obrazku nize (Obr. 8) je ukdzana struktura

tetracyklinu, ktery byl pouzit v ramci experimentalni ¢asti této prace.
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Obr. 8: Chemicka struktura tetracyklinu. Obrazek byl ziskan z databaze DrugBank (https://go.drugbank.com/).

Primarni vazebné misto tetracyklinli se nachéazi na 30S podjednotce ribozomu v oblasti
dekodovaciho centra, kde dochézi k parovani mezi kodonem mRNA a antikodonem aminoacyl-
tRNA (Brodersen et al., 2000; Jenner et al., 2013; Pioletti et al., 2001). Toto vazebné misto se
castecné prekryva s vazebnym mistem antikodonového ramena tRNA, v disledku ¢ehoz se
ternarni komplex aminoacyl-tRNA*EF-TusGTP nemuze stabiln€ vazat a translace je zastavena.
Konkrétné se jedné o stericky prekryv kruhti D a C naftacenového jadra tetracyklinu s prvnim
nukleotidem antikodonu aminoacyl-tRNA, ktery interaguje s tieti (tzv. wobble) bazi kodonu

mRNA (Brodersen et al., 2000; Jenner et al., 2013; Nguyen et al., 2014; Wilson, 2009).

3.2 BAKTERIALNI ABCF PROTEINY

Nadrodina ABC ATPas (ATP-binding cassette) predstavuje jednu z nejvétSich,
nejrozsifenéjSich a nejancestralnéjSich skupin proteinti, ktera se vyskytuje u bakterii, archaet,
eukaryot i nékterych virt (Caetano-Anollés et al., 2011; Krishnan et al., 2020; Murina et al.,
2019; Thomas and Tampé¢, 2020). ABC proteiny se déli do osmi rodin oznacovanych abecedné
ABCA az ABCH (Dean et al., 2001; Murina et al., 2019). Velka vétSina téchto proteina funguje
jako membranovy importér ¢i exportér transportujici mnozstvi riznych typu latek (napf. ionty,
lipidy, antibiotika, toxiny, vitaminy nebo peptidy). Cytosolické ABC proteiny (rodiny E a F) se
pak podileji na opravé DNA, ucastni se translace a jeji regulace, nebo udileji rezistenci
k ribozom-vazebnym antibiotikiim blokujicim translaci (mechanismem ochrany cilového
mista, nikoli effluxem) (Davidson et al., 2008; Fostier et al., 2020; Sharkey et al., 2016).

Spolecnou vlastnosti vS§ech ABC proteinti je pfitomnost dvou vysoce konzervovanych

hydrofilnich ABC domén (ozna¢ovanych také jako NBD — nukleotid-vazebné domény), jejichz
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funkci je vazba a hydrolyza ATP. VétSina ABC proteini ma dale dvé variabilni
transmembranové domény (TMD). Tyto domény zcela chybi u zminovanych cytosolickych
protein s netransportni funkci (Kerr, 2004; Rees et al., 2009).

V nasledujicich podkapitolach je detailnéji charakterizovana bakteridlni rodina ABCF
zahrnujici translacni regulatory a proteiny antibiotické rezistence vcetné proteinu VgaAic,

kterému se vénuje tato diplomova prace.

3.2.1 STRUKTURA A FUNKCE

Vsechny ABCF proteiny se skladaji ze dvou NBD domén (NBD; a NBD>), které jsou
soucasti jednoho polypeptidového fetézce (Boél et al., 2014; Fostier et al., 2020). Kazda
z téchto domén pak obsahuje tii subdomény: tzv. F1-like core, subdoménu ABCa skladajici se
ze tfech a-helixt a subdoménu ABCP skladajici se ze tiech antiparalelnich B-sheetii (Obr. 9C)
(Davidson et al., 2008; Fostier et al., 2020). F1-like core obsahuje dva vyznacné sekvenéni
motivy Walker A a Walker B, které byly poprvé identifikovany u F1 ATPasy (Walker et al.,
1982). Motiv Walker A (GxxGxGKS/T; x je libovolnd aminokyselina) je oznacovan také jako
P-smycka, nebot’ tvofi vodikové vazby s fosfaty ATP, ¢imz ho udrZuje ve spravné orientaci a
podili se na jeho hydrolyze. Motiv Walker B (ppeoD; ¢ je hydrofobni aminokyselina)
prostfednictvim svého aspartatu vytvaii koordinaéni vazbu s iontem Mg*", ktery funguje jako
kofaktor enzymatického Stépeni ATP. Tésné za Walker B motivem se nachazi konzervovany
glutamat, ktery hraje zasadni roli v hydrolyze ATP, nebot’ polarizuje molekulu vody. Pokud je
tento glutamat zaménén za glutamin (tzv. EQ mutace), protein ztraci schopnost Stépit ATP.
Soucasti Fl-like core je dale A-smycka, D-smycka, Q-smycka a H-spoj. A-smycka obsahuje
aromatickou aminokyselinu, kterd vytvaii stacking interakce s adeninem ATP a udrZuje ho tak
ve vhodné orientaci. D-smycka je tvofena konzervovanou aminokyselinovou sekvenci SALD
a zajiStuje optimalni orientaci molekuly vody pro hydrolyzu ATP. Q-smycka je spojkou mezi
F1-like core a subdoménou ABCa a obsahuje konzervovany glutamin, ktery se podili na vazbé¢
fosfatu ATP. H-smycka prosttednictvim histidinu vaze fosfaty ATP a stabilizuje tranzitni stav
katalyzované hydrolyzy. Soucasti subdomény ABCa je tzv. signature motiv, vysoce
konzervovany motiv unikatni pro ABC proteiny o aminokyselinové sekvenci LSGGQ/E, ktery
se podili na vazbé a hydrolyze ATP. Kazd4 ze dvou molekul ATP je vazdna obéma NBD
doménami za vzniku tzv. ATP-sendvice — ATP je vdzano signature motivem NBD; a motivy
Walker A, Walker B, A-smyckou, Q-smyckou a H-spojem NBD, (Obr. 9B) (Boél et al., 2014;
Fostier et al., 2020; Thomas and Tampé, 2020).
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Obr. 9: Obecna struktura NBD domény ABC proteinii. (A) Linearni uspotadani vyznaénych sekvenénich motivl uvnitf
NBD domény. (B) Nukleotid-vazebné misto. Aminokyselinové zbytky dilezité pro vazbu a hydrolyzu jsou znazornény
ty¢inkovym modelem, kofaktor Mg?* jako zelena kuli¢ka. (C) Terciarni uspoiadéni dvou nukleotid-vazebnych domén.
(Thomas and Tampé, 2020) — upraveno

Definujicim znakem ABCF proteint je vyrazny interdoménovy linker spojujici obé NBD
domény (Obr. 10) (Murina et al., 2019; Ousalem et al., 2019), jehoz koncova ¢ast se u
rezistencnich proteinii oznacuje jako doména antibiotické rezistence (ARD) (Crowe-McAuliffe
et al., 2018) a u nerezistencnich proteinti jako peptidyl-tRNA interak¢éni motiv (PtIM) (Boél et
al., 2014). Linker se sklada ze dvou a-helixii oddélenych smyckou (Chen et al., 2014; Crowe-
McAuliffe et al., 2018, 2020; Su et al., 2018) a dosahuje délky 60 az 100 aminokyselin (delsi
linkery jsou typické pro rezistencni proteiny) (Bo€l et al., 2014; Murina et al., 2019). Tato
struktura napadné vycnivajici do prostoru predstavuje klicovou funkéni ¢ast proteinu, nebot
pomoci ni se ABCF protein dostava skrz ribozomalni E-misto do pfimého kontaktu s vnittkem
ribozomu, kde plni svou ulohu (plati alespoii pro ABCF proteiny, u nichz byla objasnéna jejich
funkce) (Obr. 10) (Boél et al., 2014; Chen et al., 2014; Crowe-McAuliffe et al., 2018, 2020;
Murina et al., 2018, 2019; Ousalem et al., 2019; Sharkey et al., 2016; Su et al., 2018).

U nékterych bakteridlnich ABCF proteint je dale pfitomna tzv. arm subdoména, kterd je
soucasti NBD; a podobné jako linker vy¢niva do prostoru (Obr. 10) (Murina et al., 2019;
Ousalem et al., 2019). V piipadé bakterialniho ABCF proteinu EttA je arm subdoména
v pfimém kontaktu s vy¢nélkem ribozoméalniho proteinu L1 a omezuje jeho dynamiku (Boél et
al., 2014; Chen et al., 2014). Subdoména arm je piitomna také u nékterych rezistencnich

proteinti (zejména u proteinti vyskytujicich se u producenti antibiotik; Obr. 11) (Murina et al.,
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2019). Jeji funkce zde vSak neni zcela objasnéna. Pfedpoklada se, Ze stejn¢ jako u EttA proteinu
moduluje aktivitu ribozomu (Kobérska et al., 2021).

Posledni vyznamnou strukturou je C-termindlni prodlouzeni ¢i C-termindlni doména
(CTE, resp. CTD), ktera sméfuje k mRNA vystupnimu kanédlu ribozomu. Stejné jako
subudoména arm je CTD doména pro ABCF proteiny specificka, nevyskytuje se vSak u vSech
proteint této skupiny (Obr. 11) (Murina et al., 2019; Ousalem et al., 2019). Funkce CTD neni
zcela objasnéna. Jeji delece u rezistencnich proteind VmIR a VgaA ale vede ke sniZeni irovné
udélované rezistence (Crowe-McAuliffe et al., 2018; Jacquet et al., 2008). U ABCF proteinu
Uup bylo ukazano, Ze jeho CTD doména vaze DNA, neni nicméné jasné, zda se jedna o jeji

primarni funkci (Burgos Zepeda et al., 2010; Carlier et al., 2012; Murina et al., 2019).

508 SRS SR 508 205

Obr. 10: Struktura vybranych ABCF proteint a jejich vazebné misto na ribozomu. ABCF proteiny se skladaji ze dvou
NBD domén, které jsou spojeny linkerem oznacovanym PtIM u non-ARE proteinti a ARD u ARE proteind. Pfitomna mize
byt arm subdoménu a/nebo CTD doména. VSechny dosud charakterizované ABCF proteiny se vazou do E-mista ribozomu.
Kratky linker EttA se dostdva do kontaktu s tRNA v P-misté. Dlouhé linkery ARE proteind deformuji tRNA v P-misté a
zasahuji az do oblasti PTC (VmIR) ¢i NPET (MstE). (Fostier et al., 2020) — upraveno

Jak jiz bylo naznaceno, funkce vSech dosud charakterizovanych bakteridlnich ABCF
proteinl je spjata s translaci, a to zejména s translaci ve stresovych podminkach. Nutno ale
dodat, Ze funkce vétSiny z nich zlstdvd prozatim neobjasnéna (Fostier et al., 2020).
Nejprostudovanéjsi v rdmci rodiny ABCF jsou proteiny udilejici rezistenci k antibiotikiim
blokujicim translaci, které jsou souhrnné oznacovany jako ARE ABCF (antibiotic resistance).
Témto proteinlim je vénovana samostatnd podkapitola 3.2.2.

Prvnim ABCF proteinem, ktery byl detailn¢ charakterizovan, je translacni regulator
iniciaéni faze proteosyntézy EttA (energy-dependent translational throttle A), ktery patii mezi

nejrozsitené;si bakterialni ABCF proteiny (Boél et al., 2014; Chen et al., 2014; Murina et al.,

2019). Predpoklada se, Ze tento protein monitoruje energeticky stav buniky a na jeho zaklade
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pak inhibuje, nebo stimuluje syntézu prvni peptidové vazby. EttA se s navazanym ADP/ATP
interaguje s inicidtorovou tRNA™® vP-mist¢ a svou arm subdoménou s vyénélkem
ribozomalniho proteinu L1. EttA s navazanym ATP stabilizuje CCA akceptorové rameno P-
tRNA, ¢imz podporuje tvorbu peptidové vazby. Protoze interakce EttA s ribozomem zaroven
stimuluje Stépeni ATP navézaného na transla¢ni faktor, dochazi k hydrolyze této molekuly a
k odpoutani EttA z ribozomu. Ribozom nésledné vstupuje do elongacni faze a piestava byt vici
EttA citlivy (E-misto je obsazeno odstupujici tRNA). V piipad¢ vazby ADP na EttA (burika je
energeticky vycerpand) ziistava protein na ribozomu navazan déle, nebot’ neni stimulovéna jeho
disociace. Protoze arm subdoména transla¢niho faktoru omezuje dynamiku ribozomu, dostava
se ribozom do tzv. hiberna¢niho stavu a translace neprobiha. Pro buiiku je ¢innost proteinu EttA
klicova zejména v pozdni staciondrni fazi, kdy jsou buiiky energeticky vycerpané (pomér
ATP/ADP je nizky). Jeho delece totiz znamenala pro E. coli v této ristové fazi zna¢né sniZeni
fitness a v dusledku toho snizeni schopnosti kompetice (Boél et al., 2014; Chen et al., 2014).
Blizsi charakterizace ostatnich ABCF proteinii chybi. Pouze pro EttA paralogy YheS, YbiT
a Uup a protein YdiF se pfedpoklada, ze funguji jako translacni faktory (Murina et al., 2019).

3.2.2 ARE ABCF

Rezistenéni ABCF proteiny (ARE ABCF) udileji rezistenci k antibiotikiim, ktera se vaZou
do oblasti PTC a NPET velké ribozomalni podjednotky a blokuji tak bakterialni proteosyntézu.
U ARE proteini rozliSujeme tfi rezistencni fenotypy (Obr. 11). Proteiny s LSAP fenotypem
udileji rezistenci k linkosamidiim, streptograminim A a pleuromutiliniim. Proteiny s MSg
fenotypem udileji rezistenci k makrolidim (véetné ketolidl) a streptogramintim B. A proteiny
s PhO fenotypem udileji rezistenci k fenikolim a oxazolidinonim. Tato zkfizena rezistence
odpovida ¢astecné se prekryvajicim vazebnym mistim jednotlivych skupin antibiotik (Obr. 1)
(Sharkey and O’Neill, 2018). Z fylogenetického hlediska tvoti rezistenéni ABCF proteiny sedm
podrodin ozna¢ovanych ARE1-7 (Obr. 11) (Murina et al., 2019; Ousalem et al., 2019).

Mezi nejstudovanéj$i ARE ABCEF patii stafylokokové proteiny VgaA ze skupiny ARE1
vyskytujici se v nékolika variantach: VgaA (Allignet et al., 1992), VgaAv (Haroche et al.,
2000), VgaALc (Novotné and Janata, 2006), VgaAnew, VgaALiker a VgaArLikez (Vimberg et al.,
2020 - Priloha 1) (Ctyfi posledné jmenované varianty byly popsdny v nasi laboratofi).
Zdokumentovany jsou také dal$i VgaA varianty, ty vSak nemaji vlastni oznaceni (napi. Lozano

etal., 2012; Mendes et al., 2011; Qin et al., 2011; Tess¢ et al., 2013).
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Staphylococcus aureus LSaP
Staphylococcus haemolyticus LSAP

Staphylococcus aureus LSaP

Staphylococcus aureus LSAP

Enterococcus faecium LSaP

Listeria monocytogenes LSaP ARE1
Streptococcus pyogenes MSs

Streptococcus pneumoniae  MSp

Escherichia coli MSs

Staphylococcus aureus MSs

Enterococcus faecium MSs i
Staphylococcus aureus LSAP 7
Staphylococcus sciuri LSaP ARE3

Streptococcus agalactiae LSaP

Enterococcus faecalis LSAP
ARE7
AREG6
ARE2

Enterococcus faecalis PhO

Staphylococcus sciuri LSaP
Bacillus subtilis LSaP

3
Streptomyces thermotolerans M
Streptomyces ambofaciens M ARE4
100 TlrC Streptomyces fradiae M
OleB Streptomyces antibioticus M
100 LmrC Streptomyces li.nc?lr.zensis L ARES
VarM Streptomyces virginiae Sa
—— EttA Escherichia coli J non-ARE
Typ organismu Doménova struktura
Patogen [ NBD domény Subdoména arm uvnitt NBD:

Producent antibiotika [ Linker spojujici NBD domény [ C-terminélni doména
Obr. 11: Fylogeneticky strom a doménova struktura ARE ABCF a EttA. Fylogeneticky strom byl sestaven za pouziti
metody maximum likelyhood. Cisla u jednotlivych vétveni ukazuji bootstrap podporu ze sta replikatii Tuéné jsou vyznadeny
proteiny, pro které je k dispozici cryo-EM struktura. V tabulce je dale uveden rezistenéni fenotyp: L — linkosamidy, Sa —
streptograminy A, P — pleuromutiliny, M — makrolidy, Sg — streptograminy B, Ph — fenikoly, O — oxazolidinony a pfislusnost
k tfidé ARE. Vsechny ABCF proteiny obsahuji domény NBD; a NBD2 (modie) oddélené linkerem (zelené). Pfitomna muze
byt subdoména arm (zlut¢) nebo C-terminalni doména (tyrkysove). (Murina et al., 2018, 2019) — upraveno a doplnéno

PrestoZe se jednotlivé varianty proteinu VgaA mezi sebou na trovni aminokyselinové
sekvence vétSinou pfili§ nelisi, li$i se vyznamné Grovni udélované rezistence k jednotlivym
LSAP antibiotikim. Analyza tohoto fenoménu piinesla v roce 2015 (Lenart et al., 2015) prvni
piesvéd¢ivy dikaz pro mechanismus fungovani ARE ABCF proteind, ktery byl do té doby
nejasny (Ousalem et al., 2019). Pivodné se predpokladaly dvé hypotézy: (1) asociace
solubilniho ARE ABCEF proteinu s membranovym transportérem a nésledny efflux antibiotika
z buiiky a (2) ochrana zasahového mista antibiotik (tedy ribozomu) ARE ABCF proteinem
(Kerr et al., 2005). V ramci zminiované studie z naSi laboratote (Lenart et al., 2015) bylo
zjisténo, ze za rozdilnou antibiotickou specificitu jednotlivych VgaA wvariant odpovida
aminokyselinova variabilita zejména na pozicich 212, 218, 219, 220 a 226. Tyto aminokyseliny
jsou lokalizovany v hrotové oblasti linkerové domény. V kontextu o rok diive zjisténé funkce
nerezistenéniho ABCF proteinu EttA na ribozomu (Boél et al., 2014; Chen et al., 2014) bylo

navrzeno, ze také ARE ABCEF proteiny se vdZou na ribozom a svym (oproti EttA zna¢né del$im)
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linkerem piimo ¢i nepfimo odstrafiuji navazané antibiotikum z ribozomu (Lenart et al., 2015).
Definitivni ditkaz potvrzujici tuto hypotézu pfinesla v roce 2016 biochemicka studie (Sharkey
et al., 2016), kterd ukézala, ze po pfidani purifikovanych ARE proteinii VgaA a LsaA do in
vitro translacni eseje je z velké ¢asti neutralizovan inhibicni efekt pritomného linkomycinu (L)
¢i pristinamycinu ITA (Sa).

Rezistenéni ABCF proteiny tedy udileji rezistenci k ribozom-vazebnym antibiotikiim
mechanismem ochrany zasahového mista (Obr. 12A). ARE protein se vaze do ribozomalniho

E-mista a svou ARD doménou sméiuje do katalytického centra ribozomu. K této vazbé dochazi

.......

.....

.......

et al., 2018, 2020; Su et al., 2018). Protoze v ribozomalnim P-mist¢ je pfitomna peptidyl-tRNA
branici linkeru v dosazeni PTC, linker tuto tRNA vyrazné¢ deformuje a ohyba jeji CCA
akceptorové rameno smeérem do A-mista mimo jeji kanonickou pozici (Obr. 12E-I) (Crowe-
McAuliffe et al., 2018, 2020; Su et al., 2018). Tento ohyb je patrny jak v ptipadé peptidyl-
v ptipad¢ peptidyl-tRNA nesouci heptapeptid (Crowe-McAuliffe et al., 2018). Mechanismus
navraceni peptidyl-tRNA s takto dlouhym nascentnim fetézcem zpét do P-mista, resp. NPET
neni jasny. Predpoklada se, Ze tomuto procesu napomahd ptichozi ternarni komplex dorucujici
aminoacyl-tRNA do A-mista ribozomu (Crowe-McAuliffe et al., 2020).

Schopnost jednotlivych ARE ABCF proteinti udilet rezistenci zasadné zavisi na délce
linkeru a charakteru aminokyselin lokalizovanych nejen na jeho hrotu (Crowe-McAuliffe et al.,
2018, 2020; Lenart et al., 2015; Novotna and Janata, 2006; Su et al., 2018). Bylo ukazéano, ze
fenylalanin 237 lokalizovany na hrotu ARD domény proteinu VmIR se stericky piekryva
s vazebnym mistem linkomycinu (L), pristinamycinu IIA (Sa) a tiamulinu (P) (Obr. 12C).
Pfesto vSak zaména tohoto fenylalaninu za vyrazné mensi alanin, ktery se pifimo nepiekryva
s vazebnym mistem uvedenych antibiotik, nevedla ke ztraté rezistence (Crowe-McAuliffe et
al., 2018). Naopak v ptipad¢ proteinu MsrE vedla mutace leucinu 242 stericky se ptekryvajiciho
s vazebnym mistem azithromycinu (M) na alanin, ktery do vazebného mista tohoto antibiotika
nezasahuje, k témet kompletni ztraté rezistence (Su et al., 2018).

Jinym zajimavym zjiSténim bylo, Ze u proteinu LsaA mutace lysinu 244, ktery tvofi
vodikovy mustek s G2251 a G2252 23S rRNA, ale nezasahuje do oblasti PTC, na alanin

znamena znacné snizeni urovné udélované rezistence k linkomycinu (L), pristinamycinu IIA
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(Sa) a tiamulinu (P) (Crowe-McAuliffe et al., 2020). Stejné tak mutace aminokyselin proteinu
VgaAic, které interaguji s nukleotidy 23S rRNA, nikoli vSak s antibiotiky, vedly ke zméné
rezistenéniho fenotypu. Z uvedeného tak vyplyva, ze rezistencni mechanismus ARE ABCF
proteinii na molekularni urovni je komplexni proces, ktery zahrnuje pfimé i neptfimé interakce
rezistenc¢niho proteinu s antibiotikem. Svou roli hraje jak stericky piekryv aminokyselinovych
zbytkli ARD domény a navézaného antibiotika, tak také allosterické plisobeni rezistencniho
proteinu, kdy piimy kontakt mezi aminokyselinami ARD domény a nukleotidy 23S rRNA
vyvolava zménu vazebného mista antibiotika vedouci k jeho odpoutani (Crowe-McAuliffe et

al., 2018, 2020; Su et al., 2018).
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ATB vazajici se do PTC
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Obr. 12: Mechanismus fungoviani ARE ABCF proteinii. (A) Model fungovani ARE ABCF na ribozomu. Protein
s navazanym ATP pfistupuje k ribozomu blokovanému antibiotikem pies E-misto. Svou ARD doménou zplsobuje ohyb
pritomné peptidyl-tRNA a dostava se do mista vazby antibiotika (PTC ¢i NPET). Hrot ARD domény indukuje pfimo ¢i nepiimo
vyvazani antibiotika. Hydrolyzou ATP ziskava ARE protein otevienou konformaci a uvoliiuje se z ribozomu. Deformovana
peptidyl-tRNA se vraci do své pivodni polohy. Zptisob pohybu peptidyl-tRNA nesouci delsi oligopeptid neni znam (B-D)
Vazebna mista antibiotik a pozice ARD domény v ribozomu. ARD doména proteinti LsaA (B) a VmIR (C) se dostava do
blizkosti antibiotik cilicich na PTC (Tia — tiamulin, Lnc — linkomycin, VgM — virginamycin M (pristinamycin IIA); Sa), nikoli
antibiotik vazajicich se ddle do NPET (Ery — erythromycin). Delsi ARD doména proteinu MsrE (D) zasahuje do mista vazby
antibiotik cilicich na NPET (VgS — virginamycin S; Sg). (E-I) Konformace peptidyl-tRNA v pfitomnosti a nepfitomnosti ARE
ABCEF proteinu. (E) V nepfitomnosti ARE proteinu zaujima peptidyl-tRNA kanonickou polohu ve svém P-misté. Po vazbé
ARE proteinu je indukovana deformace peptidyl-tRNA smérem k ribozoméalnimu A-mistu. Na obrazku je znazornéna poloha
peptidyl-tRNA a ARD domény proteinti LsaA (F), VmIR (G), MstE (H) a VgaALc (I). (Crowe-McAuliffe et al., 2020; Wilson
et al., 2020) — upraveno
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3.3 REGULACE GENOVE EXPRESE RIBOZOMEM
ZPROSTREDKOVANOU ATENUACI

Exprese geni udilejicich rezistenci k antibiotikim, kterd blokuji translaci, je casto
kontrolovdna pomoci tzv. vnitiniho regulacniho RNA elementu mechanismem zvanym
ribozomem zprostiedkovana atenuace (Dar and Sorek, 2017; Dersch et al., 2017).

Vnitini regulacni RNA elementy jsou specializované useky RNA lokalizované¢ v 5’
koncové nepiekladané oblasti messengerové RNA regulovaného genu. Tyto tzv. rS’UTR
elementy funguji jako atenuatory — v odpovédi na urcity signal pred¢asné ukoncuji expresi
downstream lokalizovaného genu, a to bud’ na transkrip¢ni, nebo na translacni irovni. Existuje
sedm zékladnich tfid r5’UTR elementli: RNA teplomé&r reagujici na zmény teploty, PRE (pH-
responsive) element detekujici zmény pH, riboswitch detekujici pfitomnost riiznych latek
(iontl, nukleotidovych derivat, aminokyselin a jinych metabolitli), T-box detekujici nenabité
tRNA, r5’UTR element detekujici ribozomdlni proteiny, r5’UTR element detekujici
termindtorové/antitermindtorové proteiny, a konecné r5’UTR element typu leader peptid
detekujici inhibitory translace a jiné latky vazajici se do ribozomu (nenabité tRNA, antibiotika
a dalsi malé molekuly) (Grundy and Henkin, 2006; Mandin et al., 2013; Naville and Gautheret,
2009; Romby and Charpentier, 2010).

Regulacni plsobeni vnitinich regulacnich RNA elementt je zalozené na jejich schopnosti
zaujmout dv¢ riizné vzajemné se vylucujici sekundarni struktury. Transkripéni atenuator tvori
terminatorovou vlasenku, ktera ptedcasné ukoncuje transkripci (obvykle Rho nezavisle), nebo
antiterminatorovou vlasenku, kterd umoZiuje tvorbu kompletniho transkriptu. Translacni
atenuator pak vytvaii vlasenku maskujici ribozom-vazebné misto, ¢imz znemoziuje translaci
dané mRNA, nebo naopak strukturu, kterd nechava RBS pro ribozom volné ptistupné. Graficka
podoba téchto struktur je ukazana na obrazku niZe na ptikladu r5’UTR elementu typu leader
peptid (Obr. 13). Pfesmykani z jedné struktury do druhé se d€je v odpovédi na specificky signal,
pro jehoz detekei je regulacni RNA element uzptsoben. Jak jiz bylo naznaceno, miize se jednat
o signal fyzikalné-chemického charakteru (zména teploty ¢i pH) nebo latkového charakteru
(iont, chemicka slou¢enina, tRNA nebo napft. protein). Pfitomnost tohoto signalu mize mit bud’
negativni, anebo pozitivni vliv na expresi genu. r5’UTR elementy detekuji (vazou) signél
veétSinu pfimo bez nutnosti Gcasti dalSich bunéénych faktori. Vyjimkou je pouze element typu
leader peptid, ktery ptitomnost translacnich inhibitorii detekuje prostfednictvim translatujiciho

ribozomu (Mandin et al., 2013; Naville and Gautheret, 2009; Romby and Charpentier, 2010).
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Ribozomem zprostiedkovana atenuace je tedy zajiStovana r5’UTR elementem typu leader
peptid. Tento element se vyznacuje pfitomnosti specialniho oteviené¢ho Cteciho ramce o rizné
délce, oznacovaného jako leader ORF (vedouci ORF) ¢i uORF (upstream ORF). Jeho funkei je
monitorovani schopnosti ribozomu plynule translatovat. V pfitomnosti ribozom-vazebné
molekuly, na kterou regulacni element reaguje, se ribozom v pribéhu syntézy vedouciho
peptidu ,,uzamkne* a zformuje tzv. SRC (stalled ribosomal complex). Ribozom v tomto stavu
nemuze katalyzovat syntézu nové peptidové vazby a zaroven se nemtze odpoutat od mRNA.
Disledkem je pfeorganizovani sekundarni struktury RNA fetézce a ovlivnéni exprese (na
transkripéni ¢i translacni Grovni) downstream lokalizovaného genu. Pokud ribozom pielozi
uORF plynule, strukturni uspofadani mRNA zistava v zékladnim stavu (Mandin et al., 2013;
Naville and Gautheret, 2009) (Obr. 13).

Iniciace translace B Terminace
Terminaéni
-ATB uORF UORF vlasenka RNA polymerasa
RBS je nepfistupné
b 5' UuUUuuu
RBS’ =% mRNA RBS =
Translatujici ribozom Translatujici ribozom
DNA
P . 2 Antiterminacéni
¥ : vlasenka
+ATB RNA polymerasa
5 5' uuuuuuuﬁ-e B
ON RBS' wORF 7 e . mRNA RBS uORF 7& S 2
je pristupné DNA =
,,Uzam¢éeny* ribozom ,Uzaméeny* ribozom

Obr. 13: Mechanismus regulace geni antibiotické rezistence r5°’UTR elementem typu leader peptid. Ribozom-vazebné
misto (RBS) je znazornéno zluté, uORF zeleng, antibiotikum ¢ervenou hvézdickou. (A) Translacni atenuace. V neptitomnosti
antibiotika ribozom plynule translatuje uORF, na mRNA se tvoii vlasenka maskujici RBS. V pfitomnosti antibiotika se ribozom
na uORF ,juzamkne“, zméni se uspotadani mRNA a RBS se uvolni. Exprese probiha. (B) Transkripéni atenuace. V
nepfitomnosti antibiotika ribozom plynule translatuje uORF, na mRNA se tvoii terminacni vlasenka. V pfitomnosti antibiotika
se ribozom na uORF ,,uzamkne®, zformuje se antiterminaéni vlasenka a transkripce pokracuje. (Dersch et al., 2017) — upraveno

Regulace ribozomem zprostfedkovanou atenuaci je béZna u genti i€astnicich se biosyntézy
aminokyselin, syntézy aminoacyl-tRNA, u genll antibiotické rezistence nebo u genll pro
utilizaci zdroje uhliku. Klasickym ptikladem je trp operon E. coli, kodujici enzymy pro syntézu
L-tryptofanu (Bertrand et al., 1975; Jackson and Yanofsky, 1973; Lee and Yanofsky, 1977).
Zde uORF obsahuje dva sousedici kodony pro tryptrofan. Je-li v bufice dostatek tryptofanyl-
tRNA (indikuje dostatek L-tryptofanu), ribozom se procita ptes uORF plynule a na mRNA se
tvofi termindtorova vlasenka ptfedcasné ukoncujici transkripci. Pokud je tryptofanyl-tRNA
nedostatek, vaze se do ribozomu pfi piekladu tryptofanovych kodonti nenabita tRNA a vznika

SRC. Ten néasledn¢ vyvolavd zformovani antiterminatorové vlasenky a geny pro syntézu
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tryptofanu jsou ptepisovany. Obdobny systém byl popséan také u gent pheS a pheT z E. coli
kédujici a a B podjednotku fenylalanin-tRNA synthetasy, které jsou soucasti genového klastru
thrS-infC-pheS-pheT. (Trudel et al., 1984; Wu et al., 1984). Transkrip¢ni atenuator se v tomto
piipadé nachazi uprostied klastru (pied geny pheS a pheT) a obsahuje uORF kodujici celkem
pét fenylalanini. Pokud je dostatek fenylalanyl-tRNA, tvofi se terminatorova vlasenka a
transkript nese pouze geny thrS a infC. Pokud je fenylalanyl-tRNA nedostatek, SRC indukuje
zformovani antiterminatorové vlasenky a RNA polymeraza piepise klastr kompletné.

V uvedenych dvou pfipadech tedy SRC vznika v disledku vazby nenabité tRNA do
ribozomu. Zcela odli$ny princip vzniku SRC byl popsan u tna operonu kodujiciho tii ORF,
tnaC (vedouci peptid), tnaA (tryptofanasa) a tnaB (tryptofanova permeasa), u kterého dochazi
k predcasné terminaci transkripce netypicky Rho-dependentnim zptisobem (Bischoff et al.,
2014; Gong and Yanofsky, 2002). V nepfitomnosti volného L-tryptofanu pielozi ribozom
regulacni uORF a odpoutéd se od mRNA. Ptitomna Rho-dependentni terminaéni mista za tnaC
poté ukonci transkripci mRNA. Pokud je volny L-tryptofan v nadbytku, vazou se dvé tyto
molekuly do hydrofobnich kapes nascentniho fetézce vedouciho peptidu TnaC, které jsou
vytvofeny jesté¢ uvnitf ribozomu. Vysledkem je zformovani SRC braniciho pfistupu Rho
faktoru. Transkripce mRNA tak pokracuje a geny tnad a tnaB jsou exprimovany. Tento
mechanismus umoziiuje vyuziti pfebyte¢ného tryptofanu jako zdroje uhliku, dusiku a energie
(Hopkins and Cole, 1903). Obdobné jako molekula tryptofanu mohou vznik SRC vyvoléavat

také ribozom-vazebna antibiotika. Tento pfipad je detailné popsan v nésledujici podkapitole.
3.3.1 ANTIBIOTIKY RiZENA ATENUACE

U gent antibiotické rezistence dochdzi ke vzniku SRC v disledku vazby antibiotika do
ribozomu. Atenuator je schopen jednotliva antibiotika inhibujici translaci rozliSovat a spoustét
expresi dan¢ho rezistencniho genu pouze v pfitomnosti tzv. indukujicich antibiotik (Ramu et
al., 2009; Vazquez-Laslop et al., 2011a). Mezi indukujici antibiotika patii vzdy alesponl ¢ast
antibiotik, ke kterym dany gen udili rezistenci. Mohou jimi ale byt i antibiotika, vici kterym
gen rezistenci neposkytuje. To bylo popsano napt. u chloramfenikolového rezisten¢niho genu
catA86, ktery je navic indukovan erythromycinem (Rogers and Lovett, 1990), u
teracyklinového rezistenéniho genu terQ, ktery je navic indukovan linkomycinem a
erythromycinem (Wang et al., 2004) nebo u MLSg rezistenéniho genu erm47, ktery je navic
indukovan chloramfenikolem a linezolidem a dale pak linkosamidy, streptograminy, ketolidy a
16-Clennymi makrolidy, coz jsou antibiotika, ke kterym erm geny sice udileji rezistenci, ale

jako induktory genové exprese obvykle nefunguji (Guerin et al., 2020).
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Prestoze je regulace ribozomem zprostfedkovanou atenuaci znacné rozsifena a tyka se
klinicky vyznamnych gent, neni ve vétSin€ piipadli zndm detailni mechanismus, ktery
antibiotickou specificitu indukce vzniku SRC (a tedy specificitu indukce genové exprese)
zajistuje. Z dosavadnich studii vSak vyplyva, Ze zdsadni roli hraje charakter regula¢niho uORF,
zejména jeho aminokyselinova sekvence a také délka. ,,Uzamknuti ribozomu na uORF nastava
v disledku pfimych a nepfimych interakci mezi specifickymi aminokyselinovymi motivy
vedouciho peptidu, konkrétnim antibiotikem navazanym v ribozomu a nukleotidy 23S rRNA
(Arenz et al., 2014b, 2014a; Marks et al., 2016; Ramu et al., 2009; Sothiselvam et al., 2014;
Vazquez-Laslop et al., 2011a). U geni udilejicich rezistenci mechanismem ochrany ribozomu
se navic uplatiuje zpétnovazebna autoregulace rezistencnim proteinem, kterd mize
vyznamnym zpusobem ovlivnit i to, kterd antibiotika ve vysledku efektivné funguji jako
indukujici a ktera nikoli (Vimberg et al., 2020 - Pfiloha 1; Wang et al., 2004) (viz dale).

Ribozomem zprostiedkovana atenuace byla experimentalné potvrzena u ARE ABCF genti
vgaL (Dar et al., 2016) a ImrC (Kobérska et al., 2021). Velmi pravdépodobné se uplatiiuje také
uvmlR (Dar et al., 2016; Ohki et al., 2005) a u genti msr (Chancey et al., 2015; Matsuoka et al.,
1999; Ross et al., 1990; Singh et al., 2001). Mezi systémy nejlépe prostudované pak patii
indukce erm gentli erythromycinem (Arenz et al., 2014b, 2014a; Gupta et al., 2016; Sothiselvam
et al., 2014; Vazquez-Laslop et al., 2011b) a také indukce chloramfenikolem a linezolidem

(Lovett, 1990, 1996; Lovett and Rogers, 1996; Marks et al., 2016; Stokes and Hall, 1991).

3.3.1.1 Atenuace Fizena erythromycinem a telithromycinem

Tradi¢nimi modelovymi geny pro studium ribozomem zprostfedkované atenuace jsou geny
skupiny erm, které prostfednictvim methylace 23S rRNA udileji rezistenci k makrolidim,
linkosamidiim a streptogramintim B, ale jejich induktory jsou obvykle pouze n¢které makrolidy
(Vazquez-Laslop et al., 2011b; Weisblum, 1995b). Pro ti1 geny z této skupiny, ermB, ermC a
ermD byla potizena podrobnd cryo-EM struktura SRC, kterd umozZnila objasnit piesny
mechanismus programovaného ,,uzamknuti“ ribozomu (Arenz et al., 2014b, 2014a, 2016;
Beckert et al., 2021). Pro zadné jiné rezistencni geny takova struktura k dispozici neni.

U vedoucich peptidd (znamych ¢i putativnich) erythromycinem indukovanych
rezistenénich genl bylo popsano n€kolik konzervovanych aminokyselinovych motivi, které
specificky navozuji vznik SRC v odpovédi na antibiotikum navazané v ribozomu. Jedna se o
motivy RxVD (x je libovolnd aminokyselina), IFVL, IAVV a RLR (Ramu et al., 2009; Vazquez-
Laslop et al., 2011a). Zatimco motivy IFVI a IAVV reaguji na pifitomnost 14-¢lennych a 15-

¢lennych makrolidt s kladinosou, motivy RxVD a RLR jsou univerzalnéjsi a reaguji i na 14-
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¢lenné a 15-Clenné makrolidy bez kladinosy vcetné ketolidu (Beckert et al., 2021; Gupta et al.,
2016; Sothiselvam et al., 2014; Vazquez-Laslop et al., 2011b).

Motiv RxVD byl popsan u vedouciho peptidu genu ermB, jehoz exprese je kontrolovana
na translacni urovni (Arenz et al., 2014a; Min et al., 2008). Tento gen nese uORF (oznacovany
jako ermBL) kodujici peptid o délce 27 aminokyselin. V pfitomnosti erythromycinu dochazi ke
vzniku SRC po polymeraci deseti aminokyselin MLVFQMRNVD (Min et al., 2008; Vazquez-
Laslop et al., 2010). Cryo-EM struktura ukdzala, Ze navazany erythromycin jednak zasadné
meéni konformaci peptidyl-tRNA a jednak stabilizuje aminoacyl-tRNA v nekanonické poloze.
Diusledkem téchto zmén je nemoznost vzniku nové peptidové vazby. Zasadni vliv mé zejména
pozménéna orientace nukleotidu A76 peptidyl-tRNA a rotovany postranni fetézec AsplO
ErmDL. Stabilizace lysyl-tRNA v A-misté je pak dana elektrostatickymi interakcemi mezi
kladn€ nabitym Lys11 a zaporné& nabitym prostfedim vytvarenym nukleotidy G2505, U2506 a
C2452, jejichz poloha je v diisledku vazby erythromycinu pozménéna (Obr. 14) (Arenz et al.,
2016).
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Obr. 14: Schematicky model programovaného zablokovani translace ErmCL v pFitomnosti erythromycinu. Aminoacyl-
tRNA je znazornéna oranzové, peptidyl-tRNA zelen€, nukleotidy rRNA modfe a erythromycin Cervené. (A) Pti absenci
erythromycinu neni narusena tvorba peptidové vazby mezi Asp10 a Lys11 a vedouci peptid je syntetizovan prodluzovan. (B)
V pfitomnosti erythromycinu dochazi ke zméné pozice nascentniho fetézce ErmBL ve vystupnim tunelu ribozomu a ke
stabilizaci lysyl-tRNA v nekanonické poloze. V dtisledku toho se netvoii nové peptidova vazba a formuje se SRC. (Arenz et
al., 2016) - upraveno

U genu ermC regulovaného na translacni urovni se vyskytuje motiv IFVI (Arenz et al.,
2014b; Gryczan et al., 1980; Horinouchi and Weisblum, 1980; Shivakumar et al., 1980). uORF

tohoto genu, ermCL, koduje peptid o délce 19 aminokyselin. Pokud je pfitomen erythromycin,
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vznikd SRC po polymeraci deviti aminokyselin MGIFSIFVI (Johansson et al., 2014; Vazquez-
Laslop et al., 2008). Na zéklad¢ cryo-EM struktury bylo ukazano, ze ke vzniku SRC dochazi
zejména vlivem interakci mezi Val8/Phe7 ErmCL a U2506 23S rRNA, Ile6 ErmCL a U2586
23S rRNA alle3 ErmCL a A2062 23S rRNA. Tyto interakce zapficinuji znacné vychyleni bazi
U2585 a A2602 23S rRNA, v dusledku ¢ehoz seryl-tRNA nemize zaujmout optimalni polohu
v A-misté a nova peptidova vazba se netvoii (Obr. 15) (Arenz et al., 2014Db).
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Obr. 15: Schematicky model programovaného zablokovani translace ErmCL v pfitomnosti erythromycinu. AA-tRNA
je znazornéna zluté, P-tRNA zelené€, nukleotidy rRNA modie a erythromycin Cervené. (A) V nepfitomnosti antibiotika je
umoznén normalni pribéh translace. Ser-tRNA vstupuje do ribozomového A-mista, vytvati se nova peptidova vazba mezi 19
a S10 atetézec ErmCL je prodluzovén. (B) V piitomnosti erythromycinu zaujima nascentni fetézec ErmCL abnormalni polohu,
kterd si vynucuje konformacni zmény 23S rRNA patrné predevsim u nukleotidd A2062, U2585 a A2602. Tato zména
nedovoluje syntézu nové peptidové vazby a vznika SRC. (Arenz et al., 2014b) — upraveno

Motiv IFVI se rovnéz vyskytuje vjednom ze dvou vedoucich peptidd genu ermA.
Predpoklada se, Ze pro spusténi exprese methyltransferasy ErmA je nutné nejprve vytvoreni
SRC na uORF ermALI, které odhali RBS pro ermAL2, a poté také na uORF ermAL2, které
odhali RBS pro ermA (Murphy, 1985; Sandler and Weisblum, 1988). Mechanismus vzniku
SRC na ermAL?2 je pravdépodobné totozny jako ten u vySe popisovaného uORF ermCL, nebot’
nastava po polymeraci deviti aminokyselin MGTFSIFVI, naopak u ermALI nastava po
polymeraci osmi aminokyselin MCTSIAVYV (nésleduje glutamat) (Ramu et al., 2011; Vazquez-
Laslop et al., 2010). Pro vznik SRC jsou v tomto ptipad¢ esencialni aminokyseliny IAVV a
soucasn¢ také aminokyselina nasledujici za timto motivem. Tvorba SRC je podporovana, pokud
je touto aminokyselinou tzv. slaby akceptor nascentniho peptidu ErmAL1 (jedna se o

aminokyseliny E, D, K, R, H, ptipadn¢ W, I, Y). Naopak pokud je za timto motivem ptitomny
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tzv. silny akceptor nascentniho peptidu ErmAL1 (aminokyseliny A, F, M, C), efekt IAVV
motivu je neutralizovan, vzniké peptidova vazba a SRC formovan neni (Ramu et al., 2011).
Nejrozsiten€j$im motivem pro rozpoznani erythromycinu a dal$ich makrolidd a ketolid
je tzv. RLR motiv (resp. R/K-x-R/K motiv; x je libovolna aminokyselina), ktery je soucasti mj.
vedouciho peptidu genu ermD. Pro SRC formovany na uORF tohoto genu byla velmi neddvno
ziskana podrobna cryo-EM struktura, a to jak pro SRC indukovany erythromycinem, tak pro
SRC indukovany telithromycinem (ketolid) (Beckert et al., 2021). Ob¢ tato antibiotika
zpusobuji zménu konformace nascentniho vedouciho peptidu, kterda mj. znamena rotovani
kladn€ nabitého postranniho fetézce Argd smérem k A-mistu, kde se dostava do kolize s kladné
nabitym Arg8 pfichazejicim v podobé arginyl-tRNA. Arginyl-tRNA v disledku toho
nevyvolava reorientaci nukleotid 23S rRNA U2506 a U2585, ktera je nezbytnd pro probéhnuti
peptidyltransferasové reakce. Syntéza vedouciho peptidu se tak zastavuje a vznikd SRC.
Zatimco v ptipad¢ telithromycinu vede ptitomnost RLR motivu ke zformovéani SRC vzdy, u
erythromycinu je vznik SRC zavisly také na charakteru aminokyselin nachazejicich se v jeho
okoli. V ptipadé ErmDL bylo uk4zano, ze pro indukci jsou vyznamné zejména aminokyseliny

Ser4 a Met5, kter¢ jsou v kontaktu s kladinosou erythromycinu (Obr. 16) (Beckert et al., 2021).
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Obr. 16: Schematicky model programovaného zablokovani translace ErmDL v pFitomnosti erythromycinu a
telithromycinu. AA-tRNA je znazornéna modfe, P-tRNA zelené, nukleotidy rRNA Sed€, erythromycin cervené a
telithromycin zZluté. (A) V nepfitomnosti antibiotika vyvolava ptichozi AA-tRNA reorientaci nukleotidi U2506 a U2585. Diky
tomu je umoznén vznik peptidové vazby mezi Leu7 a Arg8 a fetézec ErmDL je prodluzovan. (B) V pfitomnosti erythromycinu
zaujima nascentni fetézec ErmDL abnormalni polohu a postranni fetézec Arg6 sméfujici k A-mistu brani pfichozi arginyl-
tRNA zaujmout optimalni polohu pro vznik nové peptidové vazby. Pro indukci vzniku SRC jsou dale dulezité aminokyseliny
Ser4 a Met5, kter¢ jsou v pfimém kontaktu s antibiotikem. (C) V pfitomnosti telithromycinu zaujima nascentni fetézec ErmDL
abnormalni polohu a postranni fetézec Arg6, obdobné jako v pfedchozim ptipadé, sméfuje k A-mistu, ¢imz brani ptichozi
arginyl-tRNA zaujmout optimalni polohu pro vznik nové peptidové vazby. Zde vznik SRC zavisi pouze na pfitomnosti RLR
motivu. (Beckert et al., 2021) — upraveno
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Pozice RLR motivu je v ramci znamych i putativnich vedoucich peptida erm a dalSich genti
vysoce variabilni (Sothiselvam et al., 2016; Vazquez-Laslop et al., 2011a). Zajimavym
zjisténim bylo, ze tento motiv je schopen vznik SRC v piitomnosti erythromycinu indukovat
vedouciho peptidu. To znamend, Ze RLR motiv nutné nevyzaduje pro navozeni vzniku SRC
pfimy kontakt N-terminalniho konce nascentniho vedouciho peptidu s antibiotikem.
Pravdépodobnym divodem je, Ze erythromycin svou vazbou do ribozomu vyvolava
konformac¢ni zmény nejen v oblasti NPET, ale i v PTC, které nasledn¢ brani tvorb¢ peptidové
vazby mezi specifickym donorem a akceptorem (Sothiselvam et al., 2014). Tvorba peptidové
vazby mezi Leu2 a Arg3 RLR motivu je z diivodu zna¢né velikosti argininti a jejich naboje
problematicka i v neptitomnosti antibiotika (Sothiselvam et al., 2014, 2016). Motiv R/K-L-R/K
se vyskytuje nejen u erm geni, ale také napf. u putativnich vedoucich peptidi ARE ABCF genil
msrSA, msrA a msrC (Matsuoka et al., 1999; Ross et al., 1990; Singh et al., 2001; Vazquez-
Laslop et al., 2011a).

3.3.1.2 Atenuace Fizena fenikoly a oxazolidinony

Jak bylo uvedeno vySe v oddé€lenich 3.1.5 a 3.1.6, fenikoly a oxazolidinonony inhibuji
proteosyntézu kontextové specificky a zaroven nezplsobuji disociaci peptidyl-tRNA a
v disledku toho ani uvolnéni ribozomu z mRNA (Choi et al., 2020; Marks et al., 2016). Proto
neni v tomto piipadé pro vznik SRC nezbytny specificky aminokyselinovy motiv tak, jako tomu
je u makrolidy fizeného vzniku SRC. Dostacujici je tak pouze pfitomnost jediné konkrétni
aminokyseliny. V pfitomnosti antibiotika dochazi k ,,uzamknuti“ ribozomu, pokud se na
ptedposledni pozici nascentniho vedouciho peptidu nachdzi alanin, pfipadné serin ¢i threonin.
Naopak ma-li byt tvofena peptidova vazba s glycinem, SRC se s nejvétsi pravdépodobnosti
nevytvori (Marks et al., 2016). V ptipad¢ genu cat486 kodujiciho chloramfenikolovou
acetyltransferasu vznikd SRC na uORF po polymeraci péti aminokyselin MVKTD (Alexieva
et al., 1988; Lovett, 1990). Pokud je kriticky threonin mutovan za alanin, ktery vznik SRC
indukuje efektivnéji, je v toeprintingové eseji (technika pro urceni pfesné pozice SRC) patrny
vyrazné silngj$i signal znacici U€innéjsi indukcei (Marks et al., 2016).

Dalsim ptikladem fenikoly indukovanych genti jsou geny cmlA (Marks et al., 2016; Stokes
and Hall, 1991) a fex4 (Kehrenberg and Schwarz, 2004) kodujici membranové transportéry.
Zde zformovani SRC nastava po polymeraci aminokyselin MSTSKNAD, resp. MVKAV.

Stejny mechanismus uc¢inku jako fenikoly maji oxazolidinonova antibiotika, coz potvrzuje

1 fakt, Ze linezolid a tedizolid jsou schopné indukovat vznik SRC na uORF genti cat486 a cmiA
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(Choi et al., 2020; Marks et al., 2016). Dosud vsak nebyl popsan oxazolidinonovy rezistencni
gen regulovany ribozomem zprostiedkovanou atenuaci fizenou témito syntetickymi antibiotiky.
Logickym diivodem je velmi neddvné zavedeni oxazolidinont do praxe. Lze ale pfedpokladat,

ze se v budoucnu tento typ regulace muze u oxazolidinonovych rezisten¢nich geni uplatnit.

3.3.1.3 Atenuace Fizena tetracyklinem

Mechanismus indukce vzniku SRC v odpovédi na tetracyklin nebyl dosud blize studovan.
Je vsak jisté, ze bude zaloZen na jinych principech, nez tomu je v ptipad¢ indukce antibiotiky
vazajicimi se do PTC a NPET (viz vyse). Tetracyklin, jehoz vazebné misto je na 30S
podjednotce v oblasti dekddovaciho centra (Brodersen et al., 2000; Jenner et al., 2013; Pioletti
et al., 2001), se nedostava do blizkosti aminokyselin G€astnicich se syntézy vedouciho peptidu,
proto je nepravdépodobné, ze by specifické rozpoznavani antibiotika zaviselo na charakteru
urcité aminokyseliny (na jeji velikosti, naboji ¢i polarit¢).

Regulace ribozomem zprostiedkovanou atenuaci byla prokdzana u dvou genii kodujicich
proteiny pro ochranu ribozomu tetM a tetQ. Gen tetM je regulovan na transkripéni urovni
(sekvence vedouciho peptidu MLCMPMVMHKNPSDKSIYHWDFYALLGF) (Su et al.,
1992), gen tetQ na translacni Grovni (sekvence vedouciho peptidu MRQ) (Wang et al., 2004,
2005). Velmi pravdépodobné se pak translani atenuace uplatiiuje v regulaci genl tetK
(sekvence putativniho vedouciho peptidu MKCLFKNLGNLYEVKE) (Khan and Novick,
1983; Mojumdar and Khan, 1988) a tet63 (sekvence putativniho vedouciho peptidu
MKCLYKNWGIYLR) (Zhu et al., 2020), které koduji effluxové proteiny.

Velmi neobvykly typ regulace, ktery je variaci translacni atenuace, byl popsan u genu tetL
z Bacillus subtilis (sekvence vedouciho peptidu MKCNECNRVQLKEGSVSLTL) (Bernhard
et al., 1978; Lodato et al., 2006; Palva et al., 1990; Schwarz et al., 1992), ktery je homologem
gentl fetK a tet63 (Zhu et al., 2020). V tomto piipad¢ efektivni plynuld translace uORF aktivné
udrzuje sekundarni strukturu mRNA ve stavu, kdy je RBS rezisten¢niho genu maskovano a
exprese neprobihd. Pokud je translace uORF narusena (napf. mutaci v RBS’, nebo zavedenim
stop kodonu na prvni ¢i druhou pozici uORF), piednostné se formuje struktura umoziujici
expresi genu fetL, regulator ztraci senzitivitu k pfitomnosti antibiotika a exprese je ve srovnani
s WT vyrazn€ navySena. Zajimavym zjiSt€énim bylo, Ze vyraznd zména sekvence uORF v
oblasti od tfetiho do jedenéactého kodonu fungovani regulatoru nenarusila. V ptipadé, Ze je na
uORF vlivem piitomného tetracyklinu zformovan SRC (pozice neni zndma), uspoiadani
sekundarni struktury se zméni a RBS rezisten¢niho genu je uvolnéno. Dochazi k tomu ale pouze

u transkriptti, které jsou v momentu vyskytu tetracyklinu (resp. v momentu jeho vazby do
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ribozomu) pravé vytvareny. SRC neindukuje expresi z transkriptii, jejichz syntéza jiz byla
dokoncena (jejich strukturni uspofadani je pfili§ stabilni). Diivodem tohoto tlumeni exprese
muize byt skutecnost, ze TetL je membranovy protein, jehoz pfili§ velké mnozstvi muze
potencialné¢ narusit strukturu membrany a mit tak negativni vliv napf. na bunécny rust. Je
mozné, ze se tento neobvykly typ regulace uplatiiuje 1 u piibuznych membranovych
transportérti (Lodato et al., 2006).

Geny tetM a tetQ jsou regulovany klasickym typem transkrip¢ni, resp. translacni atenuace.
Napadnou vlastnosti uORF genu tetM je, ze mezi prvnimi deviti kodony je Sest kodont
vzacnych, tj. jejich relativni zastoupeni je v celkovém aminoacyl-tRNA poolu velmi nizké
(kodony pro aminokyseliny M, C, H). Predpoklada se, ze zpomaleni translace, ke kterému v této
oblasti dochéazi, mize mit na formovani SRC vliv (Su et al., 1992). U genu tetQ pak byla
dilezitost sekvence uORF ukédzéna piimo. Mutace tiettho kodonu za stop kodon
znamena trvalou represi exprese fet(Q). Stejny fenotyp dava také zavedeni dvojité mutace
(synonymni mutace na druhém kodonu a nesynonymni mutace na tfetim kodonu) vedouci ke
zmeéné sekvence z MRQ na MRE. Exprese z atenudtoru genu tetQ je v nepfitomnosti
rezistenéniho proteinu TetQ indukovana tetracyklinem, linkomycinem a erythromycinem.
Zaroven byla pozorovana negativni zpétnovazebna regulace rezistenénim proteinem v nizkych
koncentracich antibiotika (exprese z atenuatoru je v nepiitomnosti rezisten¢niho proteinu
nasobné vysSi nez v jeho piitomnosti). Podstatou je dynamickd ochrana ribozomu timto
proteinem, kterd ma za nasledek razantni sniZzeni pravdépodobnosti vzniku SRC (Wang et al.,
2004, 2005). Obdobna zpétnovazebna regulace se uplatiiuje také u ARE ABCF, cozZ bylo na

prikladu genli vga4 demonstrovano nasi laboratofti (viz dale) (Vimberg et al., 2020 - Ptiloha 1).

3.3.1.4 Atenuace Fizena linkomycinem a dalSimi LSaAP antibiotiky

Mechanismus vzniku SRC indukovaného linkomycinem a dal§imi LSAP antibiotiky nebyl
doposud podrobné¢ zkouman. Protoze LSAP blokuji translaci hned v jejich uvodnich fazich
(Tenson et al., 2003), je pro indukci fizenou t€mito antibiotiky dostacujici i velmi kratky uORF.

Exprese ARE ABCF genu vm/R z Bacillus subtilis je indukovéana pristinamycinem IIA (Sa)
a linkomycinem (v pfitomnosti rezistenéniho proteinu VmIR). Northern hybridizace a in vitro
transkripCni esej ukazala, Ze transkripce tohoto genu je v nepfitomnosti induktoru predcasné
ukoncovana pomoci Rho-nezéavislého terminatoru lokalizovaného 32 nukleotidii upstream od
vmlIR ORF. Uvnitf této oblasti mezi terminatorem a start kodonem je dle predikei pfitomna také
vlasenka potencialné maskujici RBS rezisten¢niho genu. Jeji role v regulaci exprese vsak

oveérovana nebyla. Zajimavé je, ze autofi studie vyloucili pfitomnost regulacniho uORF, a tak i
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moznost regulace ribozomem zprostiedkovanou atenuaci (Ohki et al., 2005). Dar et al. (2016)
nicméné pozdéji ukazal, ze jako uORF v tomto pripade velmi pravdépodobné slouzi ¢teci ramec
kodujici tripeptid o sekvenci MIN. Sekvencéni analyza totiz ukdzala, Ze pozice i sekvence tohoto
putativniho uORF je konzervovana hned u nékolika vzdalenych homologt genu vmi/R. U
jednoho z téchto homologt, genu vgal (diive Imo0919) z Listeria monocytogenes, byla role
uORF o délce pouhych tfi kodonli experimentalné ovétena. Pomoci nové metody term-seq,
kterd umoznuje identifikaci 3’ konci mRNA, bylo ukdzano, ze ARE ABCF gen vgal je
regulovan na transkrip¢ni Urovni a jeho exprese je spousténa v odpovédi na linkomycin (v
pfitomnosti rezistencniho proteinu Vgal). Regulace ribozomem zprostfedkovanou atenuaci
byla nasledné potvrzena mutagenezi klicovych prvkl regulatoru, tj. terminatoru,
antiterminatoru a uORF. Zatimco delece v oblasti terminatoru vedla ke konstitutivni expresi
rezistenéniho genu, delece v oblasti antitermindtoru ¢i zavedeni bodové mutace do start kodonu
uORF koédujiciho vedouci peptid o sekvenci MKF znamenala trvalou represi genu. Trvalé
represe nastala také v pritomnosti Erm methyltransferasy, kterd modifikaci vazebného mista
znemoznuje vazbu linkomycinu do ribozomu (Dar et al., 2016).

Pro dalsi ARE ABCF gen ImrC ze Streptomyces lincolnensis byl potvrzen uORF o délce
Sestnacti aminokyselin (sekvence vedouciho peptidu MTVSGDAPLRCLTPLW), ktery
odpovidd na linkosamidy, streptograminy A a pleuromutiliny (v pfitomnosti rezistencniho
proteinu LmrC). Fungovani atenuatoru se v tomto ptipadé 1isi od univerzalniho modelu, nebot’
pro zformovani terminétoru je vyZzadovéna translace uORF. Jedné se tak o obdobnou variaci
atenuace, jaka se uplatiiuje u vySe zminovaného genu fetL s tim rozdilem, ze zde se regulace
odehrdva na transkripéni, nikoli translacni, Grovni. Pokud byl start kodon uORF genu /mrC
mutovan a uORF nebyl prekladan, rezistencni gen byl exprimovan konstitutivné. Protein LmrC
piimo spousti transkripci regulatoru /mbU, ¢imzZ se podili na regulaci gend pro biosyntézu
linkomycinu u S. lincolnensis. (Kobérska et al., 2021). Pfesny mechanismus neni znam, jednou
z nasich hypotéz vsak je, Ze LmrC funguje jako induktor v predikované atenuaci genu /mbU.

U genu bmrCD kodujiciho multirezistenéni ABC transportér byl popsdn neobvykle dlouhy
uORF o délce padesati tfi aminokyselin (sekvence vedouciho peptidu MFIKGFHIGAANLLF-
CFRERFFRSDRAIKSAVRNISVKKGMELTIHAFFIVKI) (Reilman et al., 2014). Takto
dlouhy uORF je predispozici pro indukci mnoha typy antibiotik — ze Ctyficeti sedmi testovanych
antibiotik bylo dvanact latek indukujicich, mj. makrolidy, chloramfenikol, linezolid,
doxycyklin (tetracyklin) ¢i linkomycin (Reilman et al., 2014; Torres et al., 2009). Makrolidova
indukce je pravdépodobné dana motivem RER, fenikolova a oxazolidinonova pfitomnosti

alaninu. Pro indukeci linkosamidy a tetracykliny nejsou zndmy konkrétni pozadavky.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 MATERIAL

4.1.1 BAKTERIALNI KMENY

Escherichia coli XLL1-Blue kompetentni buniky (Stratagene)

Kmen XL1-Blue byl pouzit pro klonovani a amplifikaci konstruktt.

Genotyp: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F proAB lacl"ZAMI15 Tnl0 (Tet")]
Escherichia coli XL10-Gold ultrakompetentni buriky (Stratagene)

Kmen XL10-Gold byl pouzit pro klonovani a amplifikaci konstrukti.

Genotyp: Tet'A(mcrd) 183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr) 173 endA 1 supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac Hte [F
proAB lacl"ZAM15 Tnl0 (Tet") Amy Cam']

Escherichia coli IM08B (Monk et al., 2015)

Derivat kmene K12 DH10B byl pouzit pro upravu konstruktl uréenych k transformaci do
kment Staphylococcus aureus. Kmen IMO8B nese gen pro HsdMS methyltransferasu, ktera
zajistuje, Ze plasmidy ziskdvaji methylaci charakteristickou pro Staphylococcus aureus
NCTC8325-4.

Genotyp: mcrd A(mrr-hsdRMS-mcrBC) 80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU
galK rpsL endAl nupG Adcm QPhelp-hsdMS (CC8-2) QPN25-hsdS (CC8-1)

Staphylococcus aureus RN4220 (NARSA)

Laboratorni kmen RN4220, derivat NCTC 8325-4 s inaktivovanym restrikénim systémem,
byl pouZit k expresi vgadrc, znaceného vgadrc-eqFP650 a pro expresi eqFP650 z ptirozené,
ptipadné mutované, upstream oblasti vgaA;c. Kmen byl pouzit v experimentech objasiiujicich

mechanismus regulace exprese genu vgaAd;c a pro mikroskopickd pozorovani.

Staphylococcus aureus JE2 (Fey et al., 2013)
Methicilin-rezistentni kmen (MRSA) byl pouzit v experimentu dokazujicim nezbytnost
vazby antibiotika do ribozomu pro spusténi exprese vgad.c. Jedna se o derivat komunitniho

izolatu USA300 LAC pouzitého pro tvorbu Nebraské knihovny transpozonovych mutant.
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Staphylococcus aureus NE823 vraS::ermB (Fey et al., 2013)

Derivat kmene JE2 byl pouzit pro dokazani nezbytnosti vazby antibiotika do ribozomu pro

spusténi exprese genu vgadrc. Kmen nese transpozon s genem pro ErmB methyltransferasu,

ktera modifikuje 23S rRNA a brani tak vazbé antibiotik skupiny MLSg do ribozomu.

Staphylococcus aureus NE1858 stpC::ermB (Fey et al., 2013)

Derivat kmene JE2 byl pouzit pro dokdzani nezbytnosti vazby antibiotika do ribozomu pro

spusténi exprese genu vgadrc. Kmen nese transpozon s genem pro ErmB methyltransferasu,

ktera modifikuje 23S rRNA a brani tak vazbé tzv. MLSg antibiotik do ribozomu.

4.1.2 KULTIVACNI MEDIA

Kultiva¢ni média byla sterilizovana autoklavovanim pii 121 °C po dobu 15 min.

BHI médium

Brain-heart infusion 37 g-dm™

Destilovana voda
pH="7)5

LB médium
Trypton
Kvasni¢ni extrakt
NaCl
Destilovana voda
pH=7,5

BHI agar
Agar
BHI médium
pH=17,5

LB agar
Agar
LB médium
pH=17,5

10 g-dm™
5 g-dm

5 g-dm

15¢g
1000 ml

I5¢
1000 ml

37

SOC médium

Trypton 20 g-dm™
Kvasni¢ni extrakt 5 g-dm™
NaCl 10 mM
KCl 2,5 mM
Destilovana voda

pH=17,5

Po sterilizaci:

MgCl> 10 mM (sterilizace filtraci)
MgSO4 10 mM (sterilizace filtraci)
Glukosa 20 mM (sterilizace filtraci)

MH médium
Mueller-Hinton Broth 21 g-dm’
Destilovana voda
pH=17,5

Médium pro dlouhodobé uchovavani
bunék
LB médium 42,5 ml
Glycerol 7,5 ml



4.1.3 ANTIBIOTIKA

Zasobni roztoky antibiotik byly ptipraveny dle Tab. 1, sterilizovany filtraci a uchovavany
v teploté -20 °C. Antibiotika byla pouzita pro selekci pozadovanych bakteridlnich kment, pro
stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC), pifipadné pro indukci exprese proteinu

VgaALc.

Tab. 1: Seznam pouzitych antibiotik v€etné jejich blizSich charakteristik.

Antibiotikum Zasobni Pracovni koncer.ntrace Rozpustnost Vyrobce
koncentrace pro selekci

Ampicilin 100 mg/ml 100 pg/ml dH,O Duchefa Biochemie
Erythromycin 10 mg/ml - Ethanol Duchefa Biochemie
Chloramfenikol 25 mg/ml 25 pg/ml Ethanol Sigma Aldrich
Karbenicilin 100 mg/ml 100 pg/ml dH,O Duchefa Biochemie
Klindamycin 10 mg/ml - dH,O Sigma Aldrich
Linkomycin 10 mg/ml - dH,O Sigma Aldrich
Pristinamycin 1A 10 mg/ml - Methanol Aventhis Pharma
Spiramycin 10 mg/ml - Ethanol Sigma Aldrich
Tetracyklin 10 mg/ml - Ethanol Sigma Aldrich
Tiamulin 10 mg/ml - dH,O Sigma Aldrich

4.14 VEKTORY

pRMC2 (6555 bp)

Kyvadlovy vektor pPRMC2 je odvozen od vektoru pALC2073 a je ur¢en pro pouziti u
Escherichia coli a Staphylococcus aureus. Vektor obsahuje tetracyklinem indukovany
promotor Pxyireto, ktery ale v ramci této prace vyuzit nebyl, nebot’ se pracovalo s pfirozenym
promotorem genu vgaArc. Selekénim markerem vektoru je u Staphylococcus aureus rezistence
k chloramfenikolu, u Escherichia coli rezistence ke karbenicilinu/ampicilinu. Podrobné;jsi

specifikace vektoru: https://www.addgene.org/68940/.

4.1.5 OLIGONUKLEOTIDY

Primery pouzivané v experimentalni ¢asti této prace byly syntetizovany firmou Sigma
Aldrich, Promega, ptipadné¢ Eurofins. Primery byly nafedény sterilni destilovanou vodou do
finélni koncentrace 100 uM (100 pmol/ul). Seznam vsech pouzitych primerd vcetné jejich
pouZiti je uveden v Tab. 2. Primery oznacené * byly navrZzeny mnou, primery pro amplifikaci
rpoD byly ptevzaty z publikace (Theis et al., 2007) a ostatni primery byly navrZzeny MSc.
Vladimirem Vimbergem, Ph.D., nebo Mgr. Gabrielou Balikovou Novotnou, Ph.D.

Tab. 2.: Seznam pouZitych primeri véetné jejich pouZiti.
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Sekvence (5°—3")

*F.P_Michaela_MUT3_54C
*R.P_Michaela_Prom_Del_56C
VgaAle REG_F_47C

R.P_VgaA TRANSCR_ATTEN_56C

*F.P_Michaela_MUT4_55C
*R.P_Michaela_Prom_Del_56C
VgaAle REG_F_47C
R.P_VgaA_TRANSCR_ATTEN_56C

F.P_VVA_MUTI_49C
R.P_VVA_MUTI_50C
R.P_VgaA TRANSCR_ATTEN 56C

F.P._VgaAlec_Own_P_Plasmid (57C)
R.P._VgaAlc_Own_P_Plasmid (54)
F.P._VgaAlec_Own_P (55C)
R.P._VgaAlc_Own_P (56C)
PRMC_reverse (56C)
*F.P_Michaela_MUT3_54C
VgaV_Control_Rev(60C)
*RP_atten_VgaAlc
*F.P_Michaela_MUT4_55C
RP_rpoD

FP_rpoD

F.P._VgaAle_eqFP_Own_P_Plasmid
R.P._VgaAlc_Own_P_Plasmid (54)
F.P._VgaAlec_Own_P (55C)
R.P._VgaAlc_eqFP_Own_P (56C)
PRMC_reverse (56C)
*F.P_Michaela_MUT3_54C
VgaV_Control_Rev(60C)

F.P._VgaAlc_Own_P_Plasmid (57C)
R.P._VgaAlc_Own_P_Plasmid (54)
F.P._VgaAle_Own_P (55C)
R.P._VgaAlc_Own_P (56C)
*F.P._Michaela_MUT3_54C

PRMC _reverse (56C)

LCreg_375 (pMNO001)
TGCGAAAAAATAAGTGTCTAATTGCTAG
AAGCAGCATAACCTTTTTCCGTGATG
TGAAGTTACCATCACGGAAAAAGGTTATGCTGCTTGCTTTCTACGAAAGATATTAC
GTATTTTCATATTTTCTCATCCTCTTATAAG

LCreg_ 247 (pMN002)
TTAATACGATAAAGGAAAGGGTGAACC
AAGCAGCATAACCTTTTTCCGTGATG
TGAAGTTACCATCACGGAAAAAGGTTATGCTGCTTGCTTTCTACGAAAGATATTAC
GTATTTTCATATTTTCTCATCCTCTTATAAG

uORF_mut (pMN003-4)
AGATTAACTAATCCTATTTTCAAAAG
TGTAGTTGGTTCACCCTTTC
GTATTTTCATATTTTCTCATCCTCTTATAAG
LCreg-VgaAvc (pMN006)
TAAGAGCTCGAATTCACTGGCCGT
CAATAAACGATCTTGAACATAATGTTTTATATG
CTTCATATAAAACATTATGTTCAAGATCGTTTATTGTTGAACATAAATCGCCTAAAGATTTATCAG
GTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTCGAGCTCTTATTTATCTAAATTTCTTTTTTCATTTATTAAGTTTTGAAACTC
ATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTG
TGCGAAAAAATAAGTGTCTAATTGCTAG
AGGAAGTTCGTTTCTCTTTTCGACCCTTTC
TGAAGTCCCTCTAACAGTATTTTCA
TTAATACGATAAAGGAAAGGGTGAACC
GATACGTAGGTCGTGGTATG
CACGAGTGATTGCTTGTC
LCreg-VgaALc-eqFP650 (pMNO007)
CCAGGTGGTGGTTCAATGGGTGAAGATAGTGAATTAATTAGTGAAAAT
CAATAAACGATCTTGAACATAATGTTTTATATG
CTTCATATAAAACATTATGTTCAAGATCGTTTATTGTTGAACATAAATCGCCTAAAGATTTATCAG
CACTAATTAATTCACTATCTTCACCCATTGAACCACCACCTGGTTTATCTAAATTTCTTTTTTCATTTATTAAGTTTTGAAACTC
ATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTG
TGCGAAAAAATAAGTGTCTAATTGCTAG
AGGAAGTTCGTTTCTCTTTTCGACCCTTTC
LCreg-VgaALc_EQ1+2 (pMNO008)

TAAGAGCTCGAATTCACTGGCCGT
CAATAAACGATCTTGAACATAATGTTTTATATG
CTTCATATAAAACATTATGTTCAAGATCGTTTATTGTTGAACATAAATCGCCTAAAGATTTATCAG
GTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTCGAGCTCTTATTTATCTAAATTTCTTTTTTCATTTATTAAGTTTTGAAACTC
TGCGAAAAAATAAGTGTCTAATTGCTAG
ATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTG
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Ptiprava konstruktu
Ptiprava konstruktu
Koloniova PCR

Koloniova PCR, sekvenace

Ptiprava konstruktu
Ptiprava konstruktu
Koloniova PCR

Koloniova PCR, sekvenace

Ptiprava konstruktu
Ptiprava konstruktu
Sekvenace

Ptiprava vektoru pro SLiCE
Ptiprava vektoru pro SLiCE
Ptiprava insertu pro SLiCE
Ptiprava insertu pro SLiCE
Sekvenace

Sekvenace

Sekvenace

RT, PCR (RT-PCR)

PCR (RT-PCR)

RT, PCR (RT-PCR)

PCR (RT-PCR)

Ptiprava vektoru pro SLiCE
Ptiprava vektoru pro SLiCE
Ptiprava insertu pro SLiCE
Ptiprava insertu pro SLiCE
Sekvenace

Sekvenace

Sekvenace

Ptiprava vektoru pro SLiCE
Ptiprava vektoru pro SLiCE

Priprava insertu pro SLiCE, sekvenace
Ptiprava insertu pro SLiCE, koloniova PCR

Koloniova PCR
Sekvenace



Sekvence (5'—-3")

F.P._VgaAlc_eqFP_Own_P_Plasmid
R.P._VgaAlc_Own_P_Plasmid (54)
F.P._VgaAlc_Own_P (55C)
R.P._VgaAlc_eqFP_Own_P (56C)
*F.P._Michaela_MUT3_54C

PRMC _reverse (56C)

VgaV_Control_Rev(60C)
VgaV_Control_Rev(60C)
VgaV_Control_Rev(60C)

F.P._ uORF_9AA
R.P._ uORF_9AA
R.P_VgaA_TRANSCR_ATTEN_56C

F.P. uORF MGG
R.P. uORF MGG
R.P_VgaA_TRANSCR_ATTEN_56C

F.P. uORF_MKF
R.P. uORF_MKF
R.P_VgaA TRANSCR_ATTEN_56C

F.P. uORF_MRQ
R.P. uORF_MRQ
R.P_VgaA TRANSCR_ATTEN_56C

F.P._uORF_MRL
R.P. uORF_MRL
R.P_VgaA_TRANSCR_ATTEN_56C

F.P. uORF_MRLR
R.P. uORF_MRLR
R.P_VgaA TRANSCR_ATTEN_56C

LCreg-VgaALc_EQ1+2-eqFP650 (pMNO010)
CCAGGTGGTGGTTCAATGGGTGAAGATAGTGAATTAATTAGTGAAAAT
CAATAAACGATCTTGAACATAATGTTTTATATG
CTTCATATAAAACATTATGTTCAAGATCGTTTATTGTTGAACATAAATCGCCTAAAGATTTATCAG
CACTAATTAATTCACTATCTTCACCCATTGAACCACCACCTGGTTTATCTAAATTTCTTTTTTCATTTATTAAGTTTTGAAACTC
TGCGAAAAAATAAGTGTCTAATTGCTAG
ATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTG
LCreg-VgaALc_LTGAG (pMNO014) a LCreg-VgaALc_LTGAG-eqFP650 (pMNO15)
AGGAAGTTCGTTTCTCTTTTCGACCCTTTC
LCreg-VgaALc_SGAG (pMNO016) a LCreg-VgaALc_SGAG-eqFP650 (pMNO017)
AGGAAGTTCGTTTCTCTTTTCGACCCTTTC
LCreg-VgaALc_SGTG (pMNO018) a LCreg-VgaALc_SGTG-eqFP650 (pMNO019)
AGGAAGTTCGTTTCTCTTTTCGACCCTTTC
uORF_9AA (pMN020)
GGAAAGGGTGAACCAACTACATGATTAACGAACCATATTTTCAAAAGTAAACAATTGAAAGTGT
ACACTTTCAATTGTTTACTTTTGAAAATATGGTTCGTTAATCATGTAGTTGGTTCACCCTTTCC
GTATTTTCATATTTTCTCATCCTCTTATAAG
uORF_MGG (pMN021)
GAATTTAATACGATAAAGGAAAGGGTGAACCAACTACATGGGTGGTTAATCCTATTTTCAAAAGTAAACAATTGAAAGTGTTTTAT
ATAAAACACTTTCAATTGTTTACTTTTGAAAATAGGATTAACCACCCATGTAGTTGGTTCACCCTTTCCTTTATCGTATTAAATTC
GTATTTTCATATTTTCTCATCCTCTTATAAG
uORF_MKF (pMN022)
GAATTTAATACGATAAAGGAAAGGGTGAACCAACTACATGAAATTTTAATCCTATTTTCAAAAGTAAACAATTGAAAGTGTTTTATT
AATAAAACACTTTCAATTGTTTACTTTTGAAAATAGGATTAAAATTTCATGTAGTTGGTTCACCCTTTCCTTTATCGTATTAAATTC
GTATTTTCATATTTTCTCATCCTCTTATAAG
uORF_MRQ (pMN024)
AATACGATAAAGGAAAGGGTGAACCAACTACATGCGTCAATAATCCTATTTTCAAAAGTAAACAATTGAAAGTG
CACTTTCAATTGTTTACTTTTGAAAATAGGATTATTGACGCATGTAGTTGGTTCACCCTTTCCTTTATCGTATT
GTATTTTCATATTTTCTCATCCTCTTATAAG
uORF_MRL (pMN023)
GAATTTAATACGATAAAGGAAAGGGTGAACCAACTACATGCGTTTATAATCCTATTTTCAAAAGTAAACAATTGAAAGTGTTTTAT
ATAAAACACTTTCAATTGTTTACTTTTGAAAATAGGATTATAAACGCATGTAGTTGGTTCACCCTTTCCTTTATCGTATTAAATTC
GTATTTTCATATTTTCTCATCCTCTTATAAG
uORF_MRLR (pMN025)
GATAAAGGAAAGGGTGAACCAACTACATGCGTTTAAGATAATATTTTCAAAAGTAAACAATTGAAAGTGTTTTATTT

AAATAAAACACTTTCAATTGTTTACTTTTGAAAATATTATCTTAAACGCATGTAGTTGGTTCACCCTTTCCTTTATC
GTATTTTCATATTTTCTCATCCTCTTATAAG
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Ptiprava vektoru pro SLiCE

Ptiprava vektoru pro SLiCE

Priprava insertu pro SLiCE, sekvenace
Ptiprava insertu pro SLiCE, koloniova PCR
Koloniova PCR, sekvenace

Sekvenace

Sekvenace
Sekvenace
Sekvenace

Ptiprava konstruktu
Ptiprava konstruktu
Sekvenace

Ptiprava konstruktu
Priprava konstruktu
Sekvenace

Ptiprava konstruktu
Ptiprava konstruktu
Sekvenace

Ptiprava konstruktu
Ptiprava konstruktu
Sekvenace

Ptiprava konstruktu
Ptiprava konstruktu
Sekvenace

Ptiprava konstruktu
Ptiprava konstruktu
Sekvenace



4.1.6 ROZTOKY A PUFRY

Roztoky a pufry pfipravované v laboratofi:

DNA vzorkovy pufr (10x)

EDTA 100 mM
Glycerol 20 % (v/v)
SDS 1 % (w/v)

Bromfenolova modf
Destilovana voda
pH=28

0,25 % (v/v)

Fyziologicky roztok
NaCl 0,9 % (wW/v)
Destilované voda
Sterilizace autoklavovanim pii 121 °C
po dobu 15 min

Glycerol (10 %)

Glycerol 0 % (v/v)
Destilovana voda
Sterilizace filtraci

PBS (10x)
NaCl 1,37 M
KCl 27 mM
KH2PO4 18 mM
Na2HPO4 100 mM
Destilovana voda
pH=74

Prenosovy pufr (WB)
Tris 25 mM
Glycin 192 mM
SDS 0,1 % (w/v)
Methanol 15 % (v/v)

Destilovana voda

Komeréné dostupné pufry:

Endonukleasovy pufr

SDS (5 %)
SDS 5% (w/v)
Destilovana voda
Sterilizace filtraci

SDS-PAGE pufr (1x)

Tris 25 mM
Glycin 192 mM
SDS 0,1 % (w/v)

Destilovana voda

SDS-PAGE vzorkovy pufr (2x)

Tris-HCl 125 mM
SDS 2 % (w/v)
Merkaptoethanol 5% (v/v)
Glycerol 20 % (v/v)
Bromfenolova modr 0,002 % (v/v)
Destilovana voda
pH =16,8

TAE pufr (1x)
Tris-acetat 40 mM
EDTA 1 mM
Destilovana voda
pH=17,5

TE! pufr
Tris-HCI 10 mM
EDTA 0,1 mM
Destilovana voda
pH=28

10x pufr pro DNasu I (New England BioLabs)

Kinasovy pufr

10x pufr pro T4 polynukleotid kinasu (PNK Buffer) (New England BioLabs)



Ligacni pufr

10x pufr pro T4 DNA ligasu s 10 mM ATP (New England BioLabs)

Polymerasové pufry
5x reakéni pufr pro Phusion® High-Fidelity polymerasu (New England BioLabs)
5x reakéni pufr pro Q5® High-Fidelity polymerasu (New England BioLabs)
10x kompletni reakéni pufr pro Taq polymerasu (Top-Bio)
Ix reakéni pufr pro M-MuLV reverzni transkriptasu (New England BioLabs)

Pufr pro SLiCE reakci
10x pufr pro T4 DNA ligasu s 10 mM ATP (New England BioLabs)

Restrikéni pufry
10x pufr pro restriktasu dle doporuceni vyrobce: NEBuffer 4 (New England BioLabs)
10x pufr CutSmart® (New England BioLabs)

4.1.7 ENZYMY

Kinasa

T4 polynukleotid kinasa (PNK) 10 U/ul (New England BioLabs)

Ligasa
T4 DNA ligasa 400 U/ul (New England BioLabs)

Polymerasy
Phusion® High-Fidelity DNA polymerasa 2 U/ul (New England BioLabs)
Q5® High-Fidelity DNA polymerasa 2 U/ul (New England BioLabs)
Taq-Purple DNA polymerasa 1 U/ul (Top-Bio)
M-MuLV reverzni transkriptasa (New England BioLabs)

Nespecificka endonukleasa

DNasa I x U/ ul (New England BioLabs)

Restrikéni endonukleasy (New England BioLabs)

Dpnl 20 U/ul 5-GmA'TC-3
DrallI 20 U/l 5’-CACNNN'GTG-3’
Xbal 20 U/l 5-T'CTAGA-3’
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4.1.8 PROTILATKY A SUBSTRAT PRO WB ANALYZU

Primarni protilatky

Specificka krali¢i protilatka proti VgaA

Sekundarni protilatky
Stabilized Peroxidase Conjugated Goat Anti-Rabbit (H+L) (Invitrogen) — Kkozi

polyklonalni protilatka proti krali¢im protilatkdm konjugovana s kienovou peroxidasou

Substrat pro kifenovou peroxidasu sekundarni protilatky

Immobilon™ Western chemiluminescent HRP Substrate (Merck)

4.1.9 FLUORESCENCNI BARVICKY

DAPI (Thermo Fisher Scientific) — modra fluorescen¢ni barvicka pro vizualizaci DNA

4.1.10 POUZITE CHEMIKALIE

Tab. 3: Seznam pouzitych chemikalii.

Chemikalie Zkratka Vyrobce
40% akrylamid + 1,7% bis-akrylamid AA/bis-AA Merck
Aceton Lach-Ner
Adenosin trifosfat ATP Fermentas
Agar Oxoid
Agarosa BIO-RAD
Albumin hovéziho séra BSA New England BioLabs
Blotting-Grade Blocker Oxoid
Brain-heart infusion BHI Oxoid
Bromfenolova modf BFB BIO-RAD
Deoxyadenosin trifosfat dATP New England BioLabs
Deoxycytidin trifosfat dCTP New England BioLabs
Deoxyguanosin trifosfat dGTP New England BioLabs
Deoxythymidin trifosfat dTTP New England BioLabs
Dimethylsulfoxid DMSO New England BioLabs
Dodecylsiran sodny SDS Sigma Aldrich
Ethanol CH;-CH,;-OH Fagron
Ethidium bromid EtBr Sigma Aldrich
Etylendiamintetraacetat EDTA Sigma Aldrich
FluoroBrite DMEM Gibco
Glukosa GLC Lach-Ner
Glycerol Lach-Ner
Hovézi extrakt BD
Hydrogenfosforecnan draselny K>HPO,4 AppliChem
Hydroxid sodny NaOH Lach-Ner
Chlorid draselny KCl Lachema
Chlorid hofecnaty MgCl, Lachema
Chlorid sodny NaCl Lach-Ner
Chlorid véapenaty CaCl, Lach-Ner
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Chemikalie Zkratka Vyrobce
Isopropanol Lachema
Kaseinovy hydrolyzat Fluka
Kvasni¢ny extrakt Oxoid
Kyselina chlorovodikova HCI Lachema
Kyselina sirova H>S04 Lachema
Methanol MetOH Lach-Ner
Mueller-Hinton Broth MH Oxoid
N,N,N’,N’- tetrametylendiamin TEMED AppliChem
Pepton BD
Peroxodisiran amonny APS Sigma Aldrich
Phosphate buffered saline PBS Oxoid
Polyetylenglykol (M; = 8000) PEG Sigma Aldrich
Siran horecnaty MgSO,4-7H,0 Lachema
Tris(hydroxylmethyl)aminomethan Tris Serva
Trypton-so6jovy bujon TSB Oxoid

4.1.11 SPECIALNI DEZINFEKCNI A CISTICI PROSTREDKY
Ajatin (1 %) — dezinfek¢ni prostiedek

PCR Clean™ DNA & RNA Decontamination Spray (Minerva Biolabs) — piipravek

pro oSetfeni povrchii proti RNasam
RNaseZAP™ Cleaning agent for removing RNase (Sigma Aldrich) — pfipravek pro

oSetfeni povrchil proti RNasam

4.1.12 KOMERCNI SOUPRAVY A STANDARDY

Izolace DNA z agarosového gelu

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega)

Izolace plasmidové DNA
Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega)

Purifikace PCR produktu
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega)

Sekvenace DNA
Mix2Seq Kit ON (Eurofins Genomics)

Standard molekulové hmotnosti pro DNA agarosovou elektroforézu
1 kb Plus DNA ladder (Invitrogen) (Obr. 17)
GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) (Obr. 18)
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bp  ngf/0.5pug
15000 20

1 % agarose stained in Ethidium Bromide

0.5 pg/lane, 1X TAE

Obr. 17: 1 kb Plus DNA ladder (Invitrogen). (Pfevzato
a upraveno z: https://www.thermofisher.com/order/
catalog/product/10787018#/10787018)

bp ng/05pg %

—3000 28 56
—2000 28 56
1500 28 56
1200 £
-~
1000 80 16.0
900 27 ¢
— 800 27 5
— 700 2r b
— 600 27 5
— 500 80 6.0
— 400 30 6.0
— 300 30 6.0

— 200 30 6.0

— 100 30 6.0

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1X TBE, 5V/em, 1 h

Obr. 18: GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder
(Thermo Fisher Scientific). (Prevzato z:

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/SM
0323#/SM0323)

Standard molekulové hmotnosti pro proteinovou SDS-PAGE elektroforézu
BlueElIf Prestained Protein Marker (Jena Bioscience) (Obr. 19)
PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific) (Obr. 20)

~25
~20
~17
~1

-5

Tris-Glycine
4-20%

Obr. 19: BlueElf Prestained Protein Marker (Jena
Bioscience). (Ptevzato z:
https://www.jenabioscience.com/molecular-
biology/protein-mw-marker/prestained-protein-mw-
marker/ps-105-blueelf-prestained-protein-marker)

-~250

Gel

4-20% Tris-glycine SDS-PAGE

Obr. 20: PageRuler Plus Prestained Protein Ladder
(Thermo Scientific). (Ptevzato Z:
https://www.fishersci.co.uk/shop/products/pageruler-
prestained-10-170kda-protein-ladder/11822124)

4.1.13 SOFTWARE A INTERNETOVE APLIKACE

BLAST — Nastroj pro srovnavani sekvenci s anotovanymi sekvencemi z databaze GenBank

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

BPROM - Nastroj pro predikci sigma70 promotorti

http://www.softberry.com/berry.phtml?topic=bprom&group=programs&subgroup=gfindb
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CLC Main Workbench 6.8.1. — Program pro analyzu sekvenci

Codon Usage Database — Databaze kodonovych preferenci organismit

https://www .kazusa.or.jp/codon/

De Novo DNA — Nastroj pro designovani genetickych systémi

https://www.denovodna.com/

EMBOSS Needle — Nastroj pro srovnavani nukleotidovych a aminokyselinovych sekvenci

https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss needle/
GENESys v1.5.5.0 — Program pro pofizeni a Gipravu fotografii elektroforetického gelu
ImageJ — Program pro zpracovavani a analyzu mikroskopickych snimku

PASIFIC — Nastroj pro predikci alternativnich struktur mRNA pro identifikaci cis-regulace
http://www.weizmann.ac.il/molgen/Sorek/PASIFIC/

QuikChange Primer Design Program — Nastroj pro navrhovani mutagennich primert dle
protokolu QuikChange®

https://www.agilent.com/store/primerDesignProgram.jsp

RNAfold v2.4.17 — Nastroj pro predikci sekundarni struktury RNA

http://rna.tbi.univie.ac.at/

Tm Calculator v1.12.0 — Nastroj pro vypocet teploty tani a teploty nasedani primert

https://tmcalculator.neb.com/#!/main

Unipro UGENE v34.0 — Program pro analyzu sekvenci

4.2 METODY
4.2.1 KULTIVACE A UCHOVAVANI BAKTERI{
4.2.1.1 Kultivace a uchovavani Escherichia coli

Kmeny: XL1-Blue, XL10-Gold, IMO8B

Na LB agaru byly buiky E. coli kultivovany v termostatu pii 37 °C po dobu
16 az 18 hodin. V tekutém LB médiu byly bunky kultivovany na tfepacce pii 37 °C a otackach
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200 RPM po dobu 16 az 18 hodin. Pro selekci bun¢k nesoucich konstrukt se do agaru/média
ptidalo pfislusné antibiotikum. Pro kratkodobé uchovavani byly plotny s buiikami potazeny
parafilmem a umistény do 4 °C. Pro dlouhodobé uchovéavani byly builkky z pevného média

rozptyleny v LB médiu s pfidanym glycerolem (15 %) a umistény do -80 °C.
4.2.1.2 Kaultivace a uchovavani Staphylococcus aureus

Kmeny: RN4220, JE2, NE823, NE1858

Na BHI agaru byly buiiky S. aureus kultivovany v termostatu pii 37 °C po dobu 24 hodin.
V tekutém BHI médiu byly buiky kultivovany na tiepacce pii 37 °C a otackach 200 RPM po
dobu 16 az 18 hod. Pro selekci bun€k nesoucich konstrukt se do agaru/média ptidalo ptislusné
antibiotikum. Pro kratkodobé uchovavani byly plotny s buikami potazeny parafilmem a
umistény do 4 °C. Pro dlouhodobé¢ uchovavani byly butiky z pevného média rozptyleny v LB

médiu s pfidanym glycerolem (15 %) a umistény do -80 °C.

4.2.2 PRIPRAVA A TRANSFORMACE KOMPETENTNICH BUNEK

Cilem transformace je vneseni cizorod¢é DNA z prosttedi do bunky. Pro uspéSnou
transformaci je potfeba mit buiiky ve stavu kompetence. Ten miiZze nastat ptirozené nebo muize

byt navozen uméle. Transformace se provadi nejcastéji teplotnim Sokem nebo elektroporaci.

4.2.2.1 Priprava kompetentnich bunék Escherichia coli pro transformaci teplotnim

Sokem

1. Hluboce zamrazené butiky byly vysety na plotnu s LB agarem a inkubovany pies noc (16-
18 hod) pti 37 °C.

2. Jedna kolonie byla zaockovana do 3 ml LB média a suspenze byla inkubovana na tiepacce
ptes noc (16-18 hod) pti 37 °C a otackach 200 RPM.

3. 2 ml bakteridlni suspenze narostlé pfes noc byly zaoCkovany do 50 ml LB média a
inkubovany na tfepacce pii 37 °C a otackach 200 RPM az do ODesoonm = 0,4 — 0,6.

4. Podosazenipozadované OD byly buiiky chlazeny po dobu 10 min na led€ a ndsledné sto¢eny
na centrifuze (10 min, 3 500 RPM, 4 °C). Byl odstranén supernatant a bunky byly
resuspendovany v 20 ml vychlazeného 0,1 M roztoku CaCl,.

5. Bunky byly 10 min chlazeny na ledé, stoCeny na centrifuze (10 min, 3 500 RPM, 4 °C) a byl

odstranén supernatant. Bunky byly resuspendovéany v 10 ml vychlazené¢ho 0,1 M CaCl,.
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6. Bunky byly 45 min chlazeny na led¢, sto¢eny na centrifuze (10 min, 3 500 RPM, 4 °C) a byl
odstranén supernatant. Buiiky byly resuspendovany v 1 ml 0,1M CaClz s 15% glycerolem.

7. Bunky byly 30 min chlazeny na led¢.

8. Bunécna suspenze byla rozdélena po 100 pl do 1,5ml mikrozkumavek, zmrazena pomoci

tekutého dusiku a umisténa do -80 °C, ptipadné byla ihned pouZzita.

4.2.2.2 Transformace kompetentnich bunék Escherichia coli teplotnim Sokem

1. Hluboce zamrazené kompetentni bunky Escherichia coli byly rozpusStény na led¢ a
rozdeleny do 1,5ml mikrozkumavek po 50 pl (pfip. byly pouzity Cerstvé pripravené bunky).

2. K buiikkam byl ptidan plasmid o objemu 1 pl.

3. Buiky byly nasledn¢ inkubovany 30 minut na ledé a poté vystaveny teplotnimu Soku
(42 °C, 45 sekund) a nechany 1 minutu na ledu.

4. K bunétné suspenzi byl ptidan 1 ml LB média.

5. Po hodinové inkubaci pti 37 °C v termostatu byly bunky zcentrifugovany (1 min, 5 000
RPM), byl odstranén 1 ml supernatantu a ve zbytku byly buniky resuspendovany.

6. Bakterie byly vysety na LB agar s pfidanym selekénim antibiotikem a inkubovany pfes noc

(16-18 hod) v 37 °C.

4.2.2.3 Priprava kompetentnich bunék Escherichia coli pro transformaci elektroporaci

1. Hluboce zamrazené buiiky byly vysety na plotnu s LB agarem a inkubovany pies noc (16-
18 hod) pti 37 °C.

2. Jedna kolonie byla zaockovana do 2 ml LB média a suspenze byla inkubovéna na tfepacce
ptes noc (16-18 hod) pii 37 °C a otackach 200 RPM.

3. 1 ml bakteridlni suspenze narostlé pfes noc byl zao¢kovan do 50 ml SOC média a inkubovan
na tfepacce pii 37 °C a otackach 200 RPM az do ODegoonm = 0,4 — 0,6.

4. Po dosazeni pozadované OD byly buiiky chlazeny po dobu 10 min na ledé.

5. Poté byly buniky stoceny na centrifuze (10 min, 3 000 RPM, 4 °C), byl odstranén supernatant
a pelet byl promyt v 50 ml ddH>O (deionizovana voda).

6. Kultura byla stoc¢ena na centrifuze (10 min, 3 000 RPM, 4 °C), byl odstranén supernatant a
buiiky byly promyty ve 20 ml 10% glycerolu ve vodé.

7. Kultura byla opét stoena na centrifuze (10 min, 3 000 RPM, 4 °C), byl odstran¢én
supernatant a buiiky byly promyty v 5 ml 10% glycerolu ve vodé.

8. Kultura byla inkubovana 15 min na led¢ a sto¢ena na centrifuze (15 min, 3 000 RPM, 4 °C).

Supernatant byl odstranén a bunky byly resuspendovany v 800 pul 10% glycerolu ve vodé.
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9. Suspenze byla rozdélena po 100 pl do 1,5ml mikrozkumavek, zmrazena pomoci tekutého

dusiku a umisténa do -80 °C, pfipadné¢ byla ihned bez mrazeni pouzita.

4.2.2.4 Transformace kompetentnich bunék Escherichia coli elektroporaci

1. Hluboce zmrazené kompetentni buniky Escherichia coli byly rozpustény na led¢ a rozdéleny
do 1,5ml mikrozkumavek po 50 pl (ptip. byly pouzity Cerstvé pfipravené buiiky).

2. K buitkam byl pfidan plasmid o objemu 1 az 5 pl.

3. Bunky byly nasledné inkubovany 30 minut na ledé.

4. 50 pl bakteridlni suspenze bylo pieneseno do vychlazené elektropora¢ni kyvety (0,1 cm,
resp. 0,2 cm) a vystaveno elektrickému pulzu (1,8 kV, resp. 2,5 kV) po dobu 5 ms.

5. Thned po elektroporaci bylo k buitkdm ptidano 750 pl SOC média s glukosou a suspenze
byla ptenesena do ¢isté 1,5ml mikrozkumavky.

6. Suspenze byla inkubovana na tiepacce 2 hod pti 37 °C a otackach 200 RPM Poté byly bunky
zcentrifugovany (1 min, 5 000 RPM), byl odstranén 1 ml supernatantu a ve zbytku
supernatantu byly bunky resuspendovany.

7. Bakterie byly vysety na LB agar s pfidanym selekénim antibiotikem a inkubovany pfes noc

(16-18 hod) v 37 °C.

4.2.2.5 Priprava kompetentnich bunék Staphylococcus aureus pro transformaci

elektroporaci

1. Hluboce zamrazené¢ bunky byly vysety na plotnu s BHI agarem a inkubovany pies noc (16-
18 hod) pti 37 °C.

2. Jedna kolonie byla zaockovana do 2 ml BHI média a suspenze byla inkubovana na tfepacce
ptes noc (16-18 hod) pii 37 °C a otackach 200 RPM.

3. 1 ml bakterialni suspenze narostlé pies noc byl zaockovan do 50 ml BHI média a inkubovan
na tfepacce pii 37 °C a otackach 200 RPM az do ODgoonm = 0,5 — 0,8.

4. Po dosazeni pozadované OD byly buniky chlazeny po dobu 10 min na ledé.

5. Poté byly buniky stoceny na centrifuze (10 min, 3 000 RPM, 4 °C), byl odstranén supernatant
a pelet byl promyt v 50 ml ddH>O (deionizovana voda).

6. Kultura byla sto¢ena na centrifuze (10 min, 3 000 RPM, 4 °C), byl odstranén supernatant a
buiiky byly promyty ve 20 ml 10% glycerolu ve vodé.

7. Kultura byla opét stoCena na centrifuze (10 min, 3 000 RPM, 4 °C), byl odstranén
supernatant a buiikky byly promyty v 5 ml 10% glycerolu ve vodé.
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8. Kultura byla inkubovana 15 min na ledé a sto¢ena na centrifuze (15 min, 3 000 RPM, 4 °C).
Supernatant byl odstranén a bunky byly resuspendovany v 800 pl 10% glycerolu ve vode.
9. Suspenze byla rozdélena po 100 ul do 1,5ml mikrozkumavek, zmrazena pomoci tekutého

dusiku a umisténa do -80 °C, piipadné¢ byla ihned pouzita na transformaci.

4.2.2.6 Transformace kompetentnich bunék Staphylococcus aureus elektroporaci

1. Hluboce zmrazené kompetentni bunky Staphylococcus aureus byly rozpustény na ledé a
rozdéleny do 1,5ml mikrozkumavek po 50 ul (piip. byly pouzity Cerstvé pripravené bunky).

2. K buiikkam byl pfidan plasmid o objemu 1 az 5 pl.

3. Bunky byly nasledné€ inkubovany 30 minut na ledé¢.

4. 50 pl bakterialni suspenze bylo pieneseno do vychlazené elektroporacni kyvety (0,2 cm) a
vystaveno elektrickému pulzu (1,8 kV) po dobu 2,5 ms.

5. Thned po elektroporaci bylo k bunikam ptidano 750 ul BHI média s glukosou.

6. Suspenze byla pfenesena do Cisté 1,5ml mikrozkumavky a po dobu 2 hod inkubovana na

ttepacee pii 37 °C a otackach 200 RPM.

4.2.3 METODY PRACE S DNA
4.2.3.1 Polymerasova ietézova reakce (PCR)

Polymerasova fetézova reakce slouzi k amplifikaci vybraného useku DNA v in vitro
podminkach pomoci termostabilni polymerasy izolované z termofilniho mikroorganismu. Zde
byla PCR reakce vyuZita pii klonovani a pro ovéfeni ptfitomnosti urcitého konstruktu
v transformantech (tzv. koloniova PCR vyuzivajici malou ¢ast bakterialni kolonie jako templat
pro amplifikaci). Dale byla pouzita technika RT-PCR. Princip této metody a jeji aplikace jsou
uvedeny v odd. 4.2.4.4.

4.2.3.1.1 Amplifikace kratSich variant konstruktu LCreg 538 (LCreg_375, LCreg_247)

Templatem pro piipravu obou konstruktd byl konstrukt LCreg 538. Pro pfipravu
konstruktu  LCreg 375 byly pouzity primery F.P Michaela MUT3 54C a
R.P_Michaela Prom Del 56C, pro ptfipravu konstruktu LCreg 247 byly pouzity primery
F.P_Michaela MUT4 55C a R.P_Michaela Prom Del 56C. Slozeni reakéni smési a

podminky reakce jsou uvedeny v Tab. 4.
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Tab. 4: SloZeni reakéni smési a podminky PCR reakce.

SloZeni reakéni smési 1 l:’ler:l)(zcsit(vsl On:l) Faze Teplota Cas f;lglelf
5x Phusion® HF r. pufr 10 pl Uvodni denaturace 98 °C 1 min 1
50 mM MgCl, 1l Denaturace 98 °C 30 sec
10 mM dNTP 1l Nasednuti primert 57°C 30 sec 30
F.P. 1l Elongace 72 °C 3 min
R.P. 1l Dokonceni elongace 72 °C 5 min 1
Phusion® HF pol 0,5 ul Zchlazeni 15°C 1 min 1
Templat 0,5 ul
DMSO 1l
ddH,O 34 ul

4.2.3.1.2 Koloniova PCR pro ovéreni pritomnosti konstrukti LCreg 375 a LCreg_ 247

Templatem pro reakci byla nepatrna ¢ast kolonie ptipravenych transformantt E. coli XL1.
Pro amplifikaci byly v obou ptipadech pouzity primery VgaAlc REG F 47C a R.P_VgaA
_TRANSCR_ATTEN 56C. Slozeni reak¢éni smési a podminky reakce jsou uvedeny v Tab. 5.

Tab. 5: SloZeni reakéni smési a podminky PCR reakce.

SloZeni reakéni smési 1 1:’Iel;(l)(zcsit(vzlon:l) Faze Teplota Cas f;lglel:
10x Taq k. r. pufr 2 ul Uvodni denaturace 96 °C 3 min 1
10 mM dNTP 0,2 ul Denaturace 96 °C 15 sec
F.P. 0,2 ul Nasednuti primerti 50 °C 15 sec 23
R.P. 0,2 ul Elongace 72 °C 45 sec
Taq-Purple pol 0,2 ul Zchlazeni 15 °C 15 sec 1
Transformant -
ddH,O 17,2

4.2.3.1.3 Amplifikace LCreg-eqFP650 s mutaci ve start kodonu uORF (uORF_mut)

Templatem pro piipravu konstruktu byl konstrukt LCreg 538 pfipraveny MSc.
Vladimirem Vimbergem, Ph.D. Tento konstrukt nese fluorescen¢ni reportér eqFP650 napojeny
k 538 nukleotidi dlouhé upstream oblasti genu vgaAd;c pres 57 nukleotidi dlouhou ¢ast ORF
genu vgaAic. Pouzitymi primery byly F.P_VVA MUTI 49C a R.P_ VVA MUTI 50C.

Slozeni reak¢ni smési a podminky reakce jsou uvedeny v Tab. 6.

Tab. 6: SloZeni reakéni smési a podminky PCR reakce.

SloZeni reak¢ni smési 1 ?«tgf(lcsit(vslon:]) Faze Teplota Cas f;lfﬁ:
5x Phusion® HF r. pufr 10 pl Uvodni denaturace 98 °C 1 min 1
10 mM dNTP 0,5 ul Denaturace 98 °C 10 sec
F.P. 0,5 ul Nasednuti primera 45 °C 15 sec 25
R.P. 0,5 ul Elongace 72°C 3 min 30 sec
Phusion® HF pol 0,5 ul Dokonceni elongace 72 °C 3 min 1
Templat 0,5 ul Zchlazeni 15 °C 15 sec 1
ddH,O 37 ul
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4.2.3.1.4 Amplifikace VgaALc — insert pro SLiCE (LCreg-VgaALc)

Amplifikace tohoto insertu byla provedena MSc. Vladimirem Vimbergem, Ph.D. za pouziti
primeri F.P. VgaAlc Own P (55C) a R.P. VgaAlc Own P (56C). Templatem pro reakci
byla genomova DNA ze Staphylococcus haemolyticus 7067 4 76.

4.2.3.1.5 Amplifikace VgaArLc_EQ1+2 — insert pro SLIiCE (LCreg-VgaALc_EQ1+2)

Templatem pro ptipravu insertu byl konstrukt pRB374 A1cE105,410Q piipraveny Mgr.
Jakubem Lenartem. Pouzitymi primery byly F.P. VgaAlc Own P (55C) a
R.P. VgaAlc Own_P (56C). SloZeni reakéni smési a podminky reakce jsou uvedeny v Tab. 7.

Tab. 7: SloZeni reakéni smési a podminky PCR reakce.

SloZeni reakéni smési 1 gﬁ?{zcsit(vsl Onsl) Faze Teplota Cas f;lglel:
5x Phusion® HF r. pufr 10 ul Uvodni denaturace 95 °C 3 min 1
10 mM dNTP 1wl Denaturace 95 °C 15 sec
F.P. 1wl Nasednuti primerti 50-65 °C 30 sec 30
R.P. 1wl Elongace 72 °C 1 min
Phusion® HF pol 0,5 ul Dokonceni elongace 72 °C 3 min 1
Templat 0,5 ul Zchlazeni 15°C 15 sec 1
DMSO 1l
ddH,O 35ul

4.2.3.1.6 Amplifikace konstruktu pRMC2 s LCreg oblasti — vektor pro SLiCE (LCreg-
VgaALc a LCreg-VgaALc_EQ1+2)

Templatem pro ptipravu vektoru pro SLiCE byl konstrukt LCreg_ 538, pouZitymi primery
byly F.P. VgaAlc Own P Plasmid (57C) a R.P. VgaAlc Own_P Plasmid (54). Slozeni

reak¢ni smési a podminky reakce jsou uvedeny v Tab. 8.

Tab. 8: SloZeni reakéni smési a podminky PCR reakce.

SloZeni reakéni smési 1 lr'/z:(l)(zcsit(vsl On:l) Faze Teplota Cas f;lﬁleli
5x Q5®r. pufr 10 ul Uvodni denaturace 95 °C 3 min 1
10 mM dNTP 0,5 ul Denaturace 95 °C 15 sec
F.P. 0,5 ul Nasednuti primert 50-65 °C 30 sec 30
R.P. 0,5 ul Elongace 72 °C 3 min 30 sec
Templat 0,5 ul Dokonceni elongace 72 °C 3 min 1
Q5® HF pol 0,5 ul Zchlazeni 15°C 15 sec 1
ddH,O 37,5 ul
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4.2.3.1.7 Amplifikace VgaArLc s ¢asti eqFP650 — insert pro SLiCE (LCreg-VgaAvLc-
eqFP650)

Amplifikace tohoto insertu byla provedena MSc. Vladimirem Vimbergem, Ph.D. za pouziti
primeri F.P. VgaAlc Own P (55C) a R.P. VgaAlc eqFP Own P (56C). Templatem pro
reakci byla vyuzita genomova DNA ze Staphylococcus haemolyticus 7067 4 76.

4.2.3.1.8 Amplifikace VgaALc_EQ1+2 s ¢asti eqFP650 —insert pro SLiCE reakci (LCreg-
VgaAvLc_EQ1+2-eqFP650)

Templatem pro ptipravu insertu pro SLiCE byl konstrukt VgaAiLcEQ1+2eqFP650 (050)
pfipraveny Mgr. Gabrielou Balikovou Novotnou, Ph.D. PouZitymi primery byly
F.P. VgaAlc Own_P (55C) aR.P. VgaAlc Own_P (56C). Slozeni reakéni smési a podminky
PCR reakce jsou uvedeny v Tab. 9.

Tab. 9: SloZeni reakéni smési a podminky PCR reakce.

SloZeni reakéni smési 1 lﬁr:l)(zcsit(vsl On;l) Faze Teplota Cas f;r)lgleli
5x Phusion® HF r. pufr 10 ul Uvodni denaturace 95°C 3 min 1
10 mM dNTP 1l Denaturace 95 °C 15 sec
F.P. 1l Nasednuti primeri 50-65 °C 30 sec 30
R.P. 1l Elongace 72 °C 1 min
Templat 0,5 ul Dokonceni elongace 72 °C 3 min 1
Phusion® HF pol 0,5 ul Zchlazeni 15°C 15 sec 1
ddH,O 36 ul

4.2.3.1.9 Amplifikace konstruktu pRMC2 s LCreg oblasti a s eqFP650 — vektor pro
SLiCE reakci (LCreg-VgaALc-eqFP650 a LCreg-VgaALc_EQ1+2-eqFP650)

Templatem pro ptipravu vektoru pro SLiCE byl konstrukt LCreg_ 538, pouZitymi primery
byly F.P. VgaAlc eqFP_Own P Plasmid a R.P. VgaAlc Own P Plasmid (54). SloZeni

reak¢ni smési a podminky PCR reakce jsou uvedeny v Tab. 10.

Tab. 10: SloZeni reakéni smési a podminky PCR reakce.

SloZeni reakéni smési 1 lr'/z:(l)(zcsit(vsl On:l) Faze Teplota Cas f;lﬁleli
5x Q5®r. pufr 10 ul Uvodni denaturace 95 °C 3 min 1
10 mM dNTP 0,5 ul Denaturace 95 °C 15 sec
F.P. 0,5 ul Nasednuti primert 50-65 °C 30 sec 30
R.P. 0,5 ul Elongace 72 °C 3 min 30 sec
Templat 0,5 ul Dokonceni elongace 72 °C 3 min 1
Q5® HF pol 0,5 pl Zchlazeni 15 °C 15 sec 1
ddH.O 37,5ul
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4.2.3.1.10 Amplifikace LCreg-eqFP650 s mutacemi v sekvenci uORF (uORF_9AA,
uORF_MGG, uORF_MKF, uORF_MRL, uORF_MRLR a uORF_MRQ)

Templatem pro piipravu konstruktu utORF MRLR byl konstrukt uORF MRL, templatem
pro pfipravu ostatnich konstruktii byl LCreg 538, pouzitymi primery byly F.P. uORF 9AA a
R.P. uORF 9AA, F.P. uORF MGG a F.P. uORF MGG, F.P. uORF MKF a R.P. uORF MKF,
F.P. uORF_MRL a R.P. uORF_MRL, F.P. uORF_MRLR a R.P. uORF_MRLR, F.P. uORF_MRQ

a R.P. uORF_MRQ. SloZeni reak¢ni smési a podminky reakce jsou uvedeny v Tab. 11.

Tab. 11: SloZeni reakéni smési a podminky PCR reakce.

SloZeni reakéni smési 1 gﬁ?{zcsit(vsl Onsl) Faze Teplota Cas f;lglel:
5x Phusion® HF r. pufr 10 ul Uvodni denaturace 95 °C 30 sec 1
10 mM dNTP 1wl Denaturace 95 °C 30 sec
F.P. 125 ng Nasednuti primert 55°C 1 min 16
R.P. 125 ng Elongace 72 °C 3 min 30 sec
Phusion® HF pol 1wl Dokonceni elongace 72 °C 3 min 1
Templat 5-50 ng Zchlazeni 15°C 15 sec 1

ddH,0 do 50 pl
4.2.3.2 Elektroforéza v agarosovém gelu

Elektroforéza v agarosovém gelu se pouziva pro separaci molekul DNA a RNA. Technika
je zaloZena na odlisné mobilité rzn€ velkych zaporné nabitych molekul nukleovych kyselin
v elektrickém poli. Rychlost a pfesnost separace je dana molekulovou hmotnosti a konformaci
fragment DNA a RNA, koncentraci agarosy v gelu, pouzitym pufrem a napétim. Rozdélené
molekuly nukleovych kyselin jsou vizualizovany pomoci interkalacnich barvicek, zde pomoci
fluorescenéni latky ethidium bromid (EtBr). V rdmci diplomové prace byl univerzalné pouzit

1% agarosovy gel pro separaci molekul DNA a 2% agarosovy gel pro separaci molekul RNA.

1. Ve 100 ml 1x TAE pufru byl zahtatim rozpustén 1, resp. 2 g agarosy (pro piipravu 1%,
resp. 2% agarosového gelu).

Po vychladnuti smési na cca 50 °C byl piidan 1 ul EtBr (kone¢na koncentrace 0,001 %).
Smés byla nalita do vanicky s usazenym hiebenem.

Gel se nechal 20 min tuhnout.

Poté byla vanicka s gelem umisténa do elektroforetické vany a zalita 1x TAE pufrem.

AN

Z gelu byl vytazen hieben a do jamicek byly naneseny 3 ul markeru molekulovych
hmotnosti (1 kb Plus DNA ladder ¢i GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder) a po 5 pl

analyzovanych vzorkt smichanych s 10x vzorkovym pufrem (vysledna koncentrace 1x).
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7. Elektroforéza probihala pfi konstantnim napéti 3-5 V/cm.

8. Vysledek separace byl vyhodnocen pomoci programu GENESys V 1.5.5.0.

4.2.3.3 Purifikace PCR produktu a izolace DNA z gelu

PCR produkt byl piecistén pomoci komeréné dostupného kitu Wizard SV Gel and PCR

Clean-Up System (Promega).

. Na kolonku byl nanesen PCR produkt smichany s 200 ul Membrane Binding Solution.

Vzorek byl zcentrifugovan (30 sec, 8 000 RPM) a kapalina proslé skrz byla odstranéna.

Do kolonky bylo pfidano 700 pul Wash Solution, smés byla zcentrifugovana (30 sec,
8 000 RPM) a kapalina prosla skrz byla odstranéna.

Do kolonky bylo pfidano 300 pl Wash Solution a vzorek byl zcentrifugovan (2 min,
8 000 RPM).

Kolonka s navazanou DNA byla pfesunuta do sterilni 1,5ml mikrozkumavky.

Na membranu kolonky bylo napipetovano 30 pl sterilni vody (zbavené nukleas), vzorek byl
ponechédn 1 minutu pti pokojové teploté a poté zcentrifugovan (1 min, 8 000 RPM).

Kolonka byla odstranéna a precisténa DNA byla uchovavana v -20 °C.

DNA byla z agarosového gelu izolovana pomoci komeréné dostupného kitu Wizard SV

Gel and PCR Clean-Up System (Promega).

1.

Po ukonceni elektroforézy byla skalpelem vyfiznuta ¢ast gelu s pozadovanym DNA bandem.
Gelovy vytez byl zvdzen a umistén do 1,5ml mikrozkumavky.

Na 10 mg gelového vytezu bylo ptidano 10 ul Membrane Binding Solution.

Smés byla zvortexovana a inkubovéana v 65 °C do uplného rozpusténi gelu. Poté byla
tekutina presunuta na kolonku.

Vzorek byl zcentrifugovan (30 sec, 8 000 RPM) a kapalina prosla skrz byla odstranéna.

Do kolonky bylo pfidano 700 pl Wash Solution, vzorek byl zcentrifugovan (30 sec,
8 000 RPM) a kapalina prosla skrz byla odstranéna.

Do kolonky bylo pfidano 500 pl Wash Solution a vzorek byl zcentrifugovan (5 min,
8 000 RPM).

Kolonka s navazanou DNA byla pfesunuta do sterilni 1,5ml mikrozkumavky.

Na membranu kolonky bylo napipetovano 30 pl sterilni vody (zbavené nukleas), vzorek byl
ponechédn 1 minutu pti pokojové teploté a poté zcentrifugovan (1 min, 8§ 000 RPM).

Kolonka byla odstranéna a vyizolovana a precisténa DNA byla uchovavana v -20 °C.
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4.2.3.4 Osetieni PCR produktu pomoci Dpnl

V ptipadé, ze byla provadéna cilend mutageneze konstrukti pomoci PCR, bylo po
dokonceni reakce nutné odstranit templatovou DNA, ktera nenese mutaci. Templatova DNA je
(na rozdil od PCR produktu) methylovand, proto ji lze specificky Stépit pomoci restrikéni
endonukleasy Dpnl, ktera rozpoznava a $tépi vyhradné methylovanou DNA (5°-GmA"TC-3").

Slozeni reakéni smési a podminky reakce jsou uvedeny v Tab. 12. Pokud byla Dpnl
restriktasa aplikovana na purifikovany PCR produkt, nasledovala tepelna inaktivace enzymu
(20 min, 80 °C), pokud byla aplikovana na nepfecisteny PCR produkt, inaktivace provedena
nebyla a nasledovala ihned purifikace PCR produktu (viz odd. 4.2.3.3).

Tab. 12: SloZeni reakéni smési pro oSetfeni PCR produktu Dpnl enzymem a podminky reakce

Slozeni reak¢éni smési Mnozstvi na 1 reakci Inkubace Inaktivace
10x pufr NEBuffer 4 3ul 20 min, 80 °C
PCR produkt 20 ul o (ptipadné
Dpnl 1l 16 hod, 37°C purifikace
dH,O 6 ul PCR produktu)

4.2.3.5 Fosforylace PCR produktu pomoci kinasy

Primery pouzité pro PCR amplifikaci nejsou na svych 5” koncich fosforylované. V piipadé,
ze bylo potieba produkt ptipraveny PCR reakci zaligovat (cirkularizovat) in vitro, musel byt
tento produkt nejprve na svych 5’ koncich fosforylovan pomoci kinasy. SloZeni reakéni smési
a podminky reakce jsou uvedeny v Tab. 13. Fosforylace néasledovala po purifikaci (viz odd.

4.2.3.3) a oSetfeni PCR produktu pomoci Dpnl enzymu (viz odd. 4.2.3.4).

Tab. 13: SloZeni reakéni smési pro fosforylaci PCR produktu T4 polynukleotid kinasou a podminky reakce

SloZeni reakéni smési MnozZstvi na 1 reakci Inkubace Inaktivace
10x pufr pro T4 3l
polynukleotis kinasu
PCR produkt 25 ul 2 hod, 37 °C 20 min, 65 °C
10 mM ATP 1l
T4 polynukleotid kinasa 1l

4.2.3.6 SLiCE reakce

Klonovaci technika SLiCE (Seamless Ligation Cloning Extract) (Zhang et al., 2012) se
pouziva pro spojeni dvou (¢i vice) vhodné upravenych DNA fragment do jedné cirkularni
molekuly. Metoda vyuziva bakterialni bunécény extrakt, ktery funguje jako katalyzator in vitro

homologni rekombinace mezi jednotlivymi fragmenty.
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Na zaklad¢ doporuceni autort protokolu byl pro reakci zvolen moldrni pomér mezi
vektorem a insertem 1:3. Bunéény extrakt je mozné pfipravit svépomoci z komeréné
dostupnych kment Escherichia coli (napt. IM109, DH10B). Slozeni reakcni smési a podminky
SLiCE reakce jsou uvedeny v Tab. 14. Reakéni smés byla poté bez dalSich uprav

transformovana elektroporaci do bun¢k Escherichia coli (viz odd. 4.2.2.4).

Tab. 14: SloZeni reakéni smési pro SLiCE a podminky reakce

SloZeni reakéni smési MnozZstvi na 1 reakci Inkubace
10x pufr pro T4 DNA ligasu Lul
s 10 mM ATP K
Insert 2 ul 1 hod, 37 °C
Vektor 6 ul
SLiCE extrakt 1wl

4.2.3.7 Stépeni DNA restrikénimi enzymy

Restrikéni endonukleasy specificky §tépi dvouvldknovou DNA za vzniku fragmentl
s presn¢ definovanymi konci. Tyto fragmenty mohou byt dale vyuzity pro klonovani gend.

Restrikéni Stépeni bylo provadéno dle doporuceni vyrobce (New England BioLabs).
Vektor 1 insert byly pfipravovany soub&znym St€penim obéma enzymy v jedné reakci, proto
byl zvolen takovy pufr, ve kterém je aktivita obou enzymi co nejvyssi. SloZeni reakénich smési
a podminky reakce jsou uvedeny v Tab. 15, resp. Tab. 16. Po dob&hnuti reakce byla uplnost
Stépeni vzdy ovéfena DNA elektroforézou (viz odd. 4.2.3.2). Pokud Stépeni neprobéhlo
kompletné, byla reakéni doba prodlouzena. Po Uplném nastépeni nasledovalo rozdéleni
fragmentli pomoci DNA elektroforézy a izolace fragmenti z gelu pomoci kitu Wizard SV Gel

and PCR Clean-Up System (Promega) (viz odd. 4.2.3.3).

Tab. 15: SloZeni reak¢ni smési pro restrikéni Stépeni recipientniho konstruktu (piiprava vektoru) a podminky reakce

Slozeni reak¢éni smési MnozZstvi na 1 reakci Inkubace Inaktivace
10x pufr CutSmart® 20 ul
DNA 10 ng
Dralll 0,5 ul 4 hod, 37 °C 20 min, 65 °C
Xbal 1,5 u
dHO do 200 pl

Tab. 16: SloZeni reakéni smési pro restrikéni Stépeni donorového konstruktu (pfiprava insertu) a podminky reakce

SloZeni reakéni smési MnozZstvi na 1 reakci Inkubace Inaktivace
10x pufr CutSmart® 20 ul
DNA 10 pg
Dralll 1,5 ul 4 hod, 37 °C 20 min, 65 °C
Xbal 1,5 ul
dHO do 200 pl
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4.2.3.8 Ligace DNA

DNA ligasa je enzym schopny tvofit fosfodiesterovou vazbu mezi dvéma konci DNA.
V této diplomové praci byla DNA ligasa vyuzita pro cirkularizaci linearniho PCR produktu,
piipadné pro spojeni dvou fragmenti DNA (vektor, insert) vzniklych St€penim restrikénimi
enzymy. Slozeni reak¢nich smési a podminky reakei jsou uvedeny v Tab. 17, resp. Tab. 18. Pro
ligaci dvou fragmentii byl dodrZzen molarni pomér mezi vektorem a insertem 1:3. V piipadé, ze
byla DNA ligasa pouzita pro cirkularizaci PCR produktu, byl PCR produkt nejprve oSetien
Dpnl enzymem (viz odd. 4.2.3.4) a fosforylovéan kinasou (viz odd. 4.2.3.5). V piipad¢ ligace
fragmentt ziskanych restrikénim Stépenim se fosforylace neprovadi. Po ukonceni reakce byla

ligacni smés transformovéna do Escherichia coli XL1-Blue, nebo XL10-Gold.

Tab. 17: SloZeni reakéni smési pro ligaci (cirkularizaci) linearniho PCR produktu a podminky reakce

Slozeni reak¢éni smési Mnozstvi na 1 reakci Inkubace Inaktivace
10x pufr pro T4 DNA ligasu 1l
s 10 mM ATP R . R
PCR produkt 8 ul 16 hod, 4 °C 10 min, 65 °C
T4 DNA ligasa 1l

Tab. 18: SloZeni reak¢ni smési pro ligaci restrikénich fragmenti a podminky reakce

SloZeni reakéni smési Mnozstvi na 1 reakci Inkubace Inaktivace
10x pufr pro T4 DNA ligasu 2ul
s 10 mM ATP K
Insert (Dralll + Xbal) I x o . o
Vektor (Dralll + Xbal) 3x I'hod, RT*°C 10:min, 65 °C
T4 DNA ligasa 1l
dHO do 20 ul

4.2.3.9 Izolace plasmidové DNA

Plasmidovda DNA byla izolovana pomoci komeréné dostupného kitu Wizard Plus SV

Miniprep DNA Purification System (Promega).

1. Do 3 ml LB média s ptislusnym antibiotikem byla zaoCkovana 1 kolonie transformovanych
bunék Escherichia coli narostlych na LB agaru s piisluSnym antibiotikem. Kultura byla
inkubovana na tfepacce pies noc (16-18 hod) pti 37 °C a otakach 200 RPM.

Naésledujici den byla bakterialni kultura zcentrifugovana (1 min, 4 000 RPM, 4 °C).
Supernatant byl odstranén a pelet resuspendovan v 250 ul Cell Resuspension Solution.

K suspenzi bylo ptidano 250 ul Cell Lysis Solution. Smés byla jemné promichéna.

U

Déle bylo pridano 10 pl Alkaline Protease Solution a opét bylo vSe opatrné promichano.
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6. Suspenze byla inkubovana 5 min pti pokojové teplot¢.

7. Poté bylo k suspenzi ptidano 350 pl Neutralization Solution a smés byla promichana.

8. Vzorek byl zcentrifugovan (10 min, maximalni rychlost) a supernatant byl pfepipetovan do
kolonky vloZené do sbérné zkumavky (soucasti kitu).

9. Vzorek byl zcentrifugovan (1 min, maximalni rychlost), kapalina prosla skrz byla odstranéna
a kolonka byla znovu vlozena do sbérné zkumavky.

10. Do kolonky s navazanou DNA bylo pfidano 750 pul Wash Solution (obsahuje etanol).

11. Nasledovala centrifugace (1 min, maximalni rychlost) a odstranéni sto¢ené kapaliny.

12. Do kolonky bylo ptfiddno 250 pul Wash Solution a vzorek byl zcentrifugovan (3 min,
maximalni rychlost).

13. Kolonka s navazanou a promytou DNA byla opatrné¢ ptfesunuta do sterilni 1,5ml
mikrozkumavky tak, aby nedoslo zaroven k pfenosu tekutiny ze sbérné zkumavky.

14. Na membranu kolonky bylo napipetovano 100 ul sterilni vody (zbavené nukleas).

15. Nasledovala centrifugace (1 min, maximalni rychlost).

16. Kolonka byla odstranéna a izolovand DNA byla uchovéavéana v -20 °C.

4.2.3.10 Sekvenace DNA

Sekvenovani DNA bylo provadéno firmou Eurofins Genomics (komeréné dostupny kit
Mix2Seq Kit ON). Vzorky pro sekvenovani byly pfipraveny dle doporu€eni vyrobce: 15 ul
purifikované plasmidové DNA o koncentraci 50-100 ng/ul, 2 pl primeru o koncentraci 10 pM.
Vysledky sekvenovani byly vyhodnoceny pomoci programu CLC Main Workbench 6.8.1.

Sekvenace DNA byla vyuzita pro ovéfeni spravnosti nové pripravenych konstrukti.

4.2.4 METODY PRACE S RNA

Pti praci s RNA bylo potteba dodrzovat né€kolik zésad vedoucich k minimalizaci moZnosti
kontaminace vzorku RNasami, které izolovanou RNA rychle degraduji. Pied zahdjenim
¢innosti bylo nutné pracovni stil a pomucky (napft. elektroforetikou vanu) diikladné umyt jarem
a vodou a vie oSetfit ptipravkem pro inaktivaci RNas. Zde byly pouzity piipravky PCR Clean™
DNA & RNA Decontamination Spray a RNaseZAP™ Cleaning agent for removing RNase. Pfi
praci s RNA bylo potieba pracovat velmi Cisté, pouzivat specialni Spicky s filtrem a striktné
pouzivat ochranné rukavice a plast. Pro ptipravu vzorku bylo nezbytné pouzivat vodu bez
obsahu RNas (komer¢né dostupnd). Vhodné bylo i pouzivani pomtcek vyhrazenych pouze pro

praci s RNA (v naSem ptipad¢ sada pipet a elektroforetickd aparatura).
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4.2.4.1 Izolace celkové RNA

1.

10.
11.

12.

13.

Hluboce zamrazené bunky byly vysety na plotnu s BHI agarem a s pfidanym selekénim
antibiotikem a byly inkubovany ptes noc (16-18 hod) pii 37 °C.

Bunky byly resuspendovany ve 3 ml fyziologického roztoku na denzitu McF = 1.

Z této suspenze bylo zaockovano 600 pl do 12 ml BHI média s ptfidanym selekénim a
testovanym antibiotikem a kultura se nechala nartist do OD = 1.

Po dosazeni pozadované OD bylo 10 ml suspenze sto¢eno na centrifuze (10 min, 3 000
RPM), supernatant byl odstranén pomoci vakuové pumpy a pelet byl resuspendovéan v 250
ul TE! pufru. Dalsi 1 ml suspenze byl stogen a uchovan v -80 °C pro pozd&jsi WB analyzu
(viz odd. 4.2.5.2 a4.2.5.3).

Smés byla presunuta do zkumavky Lysing Matrix B obsahujici sklenéné kulicky pro
destrukci bun¢k (pramér 0,1 mm).

Bunky byly lyzovany pomoci FastPrep (60 sec, 6 pohybt za sekundu).

K lyzéatu bylo ptidano 750 pl TRIzolu, vzorek byl zvortexovdn a nechan stit 5 min pii
pokojové teplote.

Ke smési bylo ptidano 200 pl chloroformu, vzorek byl zvortexovan a nechan stat 2 az 3 min
pii pokojové teploté.

Vzorek byl zcentrifugovéan (15 min, 12 000 RPM, 4 °C) a svrchni vodna faze byla presunuta
do c¢isté mikrozkumavky.

Ke smési bylo ptiddno 500 pl isopropanolu a vzorek byl zvortexovan.

Poté byl vzorek zcentrifugovan (10 min, 12 000 RPM, 4 °C), supernatant byl odstranén
pomoci vakuové pumpy a pelet byl resuspendovéan v 1 ml 75% EtOH.

Vzorek byl opét zcentrifugovan (5 min, 12 000 RPM, 4 °C), supernatant odstranén a pelet
byl resuspendovan v 50, ptipadn¢ 100 ul destilované vody zbavené RNas.

RNA byla uchovévana v -20 °C.

4.2.4.2 Osetreni izolované RNA pomoci DNase I

Pii praci s RNA je nezddouci pfitomnost DNA, proto byly vzorky s izolovanou RNA

osetfeny DNasou (endonukleasa). SloZeni reakéni smési a podminky reakce jsou uvedeny

v Tab. 19. Po ukonceni reakce byla uspéSnost izolace a oSetfeni RNA ovéiena elektroforézou

(mély by byt patrné alespon dva vyrazné¢ bandy — 23S rRNA a 16S rRNA). Postup RNA

elektroforézy je obdobny jako postup DNA elektroforézy (viz odd. 4.2.3.2.). Pro separaci RNA

byl pouzit 2% agar a byla pouzita elektroforeticka aparatura uréend vyhradné pro praci s RNA.
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Tab. 19: SloZeni reak¢ni smési pro oSetieni izolované RNA DNase I enzymem a podminky reakce

SloZeni reakéni smési Mnozstvi na 1 reakci Inkubace Inaktivace
10x pufr pro DNasu I Sul
RNA 43 ul 30 min, 37 °C 10 min, 75 °C
DNasa I 2ul

4.2.4.3 TRIlzolova extrakce

TRIzol™ Reagent je ¢inidlo sklddajici se z fenolu a guanidin isothiokyanatu. TRIzolova

extrakce je obdobou fenol-chloroformové extrakce, kterd je zalozend na odliSné rozpustnosti

DNA, RNA a proteint v riznych rozpoustédlech. TRIzol se ke smési pfidavéa v prvnim kroku

a udrzuje integritu RNA. Pfidani chloroformu vede k oddéleni vodné (svrchni) a organické

(spodni) faze. RNA je obsazena ve vodné fazi, proteiny v organické fazi a DNA je na rozhrani

obou fazi. Protokol dale vyuziva isopropanol, ktery srazi RNA a umoziuje tak jeji precisteéni.

1.

K 45 pl izolované RNA osetfené DNasou I bylo pfidano 150 pl TRIzolu, vzorek byl
zvortexovan a poté se nechal stat 5 min pti pokojové teploté.

Ke smési bylo ptidano 40 pl chloroformu, vzorek byl zvortexovéan a poté se opét nechal stat
2 min pii pokojové teploté.

Vzorek byl zcentrifugovan (15 min, 13 000 RPM) a svrchni vodna faze (obsahujici RNA)
byla ptesunuta do Cisté mikrozkumavky.

Ke smési bylo ptidano 100 pl isopropanolu (precipituje RNA) a vzorek se nechal stat 10 min
pii pokojové teploté.

Poté byl vzorek zcentrifugovan (10 min, 13 000 RPM), supernatant byl odstranén a pelet byl
resuspendovan v 1 ml 75% ethanolu.

Vzorek byl opét zcentrifugovan (10 min, 13 000 RPM), supernatant byl odstranén a pelet se
nechal kratce oschnout na vzduchu.

Nasledné¢ byl pelet resuspendovan v 20 pl destilované vody zbavené RNas.

RNA byla uchovévana v -20 °C.

4.2.4.4 Reverzni transkripce RNA a nasledna PCR (RT-PCR)

Reverzni transkripce je proces, béhem kterého dochédzi za pomoci enzymu reverzni

transkriptasa (RNA-dependentni DNA polymerasa) k syntéze DNA fetézce podle RNA

predlohy. Takto syntetizovand DNA se oznacuje jako komplementarni DNA (cDNA) a slouzi

jako templat pro naslednou PCR reakci, kterd ovetuje ptitomnost sekvence zdjmu v izolované

RNA. Pro reverzni transkripci vgaArc byl vyuzit primer RP_atten VgaAlc, pro naslednou PCR
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reakci byla vyuzita dvojice primeri F.P_Michaela. MUT4 55C a RP atten VgaAlc. Pro
reverzni transkripci rpoD byl vyuzit primer RP_rpoD, pro naslednou PCR reakci byla vyuzita
dvojice primertt FP_rpoD a RP_rpoD (Theis et al., 2007).

1. Do mikrozkumavky bylo napipetovano 12 pul ddH>O (zbavené RNas), 1 pul 20 uM primeru,
I ul 10 mM dNTP a 1 pl izolované a piecisténé celkové RNA. RNA ve vSech vzorcich
dosahovala stejné koncentrace. Do vzorku slouziciho jako pozitivni kontrola byl
napipetovan 1 pl plasmidové DNA namisto RNA. Do vzorku slouziciho jako negativni
kontrola byl napipetovan 1 pl ddH>O namisto RNA. VSechny vzorky byly vytvofeny
v duplikatech (paralely s a bez reverzni transkriptasy).

2. Sm¢s byla inkubovana 5 min pii 65 °C a poté byla 1 min chlazena na ledu.

3. Ke smési byly pfidany 4 pl 5x RT pufru, 0,5 ul RNaseOUT (inhibitor RNas) a 0,5 pl reverzni
transkriptdzy MaximaH-. Od kazdého vzorku byla vytvofena zéaroven paralela, ktera
neobsahovala reverzni transkriptasu (negativni kontrola).

4. Sm¢és byla inkubovana 5 min pfi 25 °C, poté 1 hod pti 50 °C a nakonec byla smés inkubovéana
5 min pfi 85 °C (inaktivace enzymu).

5. Nasyntetizovand cDNA slouZila jako templat pro naslednou PCR reakci. Slozeni reakéni

smési a podminky PCR reakce jsou uvedeny v Tab. 20 a 21.

Tab. 20: SloZeni reakéni smési a podminky PCR reakce pro vgadrc cDNA.

SloZeni reakéni smési 1 ll./ler;(l){zcsit(vzlon:l) Faze Teplota Cas f;lfﬁf
10x Taq k. r. pufr 2 ul Uvodni denaturace 96 °C 1 min 1
10 mM dNTP 0,2 ul Denaturace 96 °C 10 sec
F.P. 0,2 ul Nasednuti primerti 55°C 15 sec 24
R.P. 0,2 ul Elongace 72 °C 30 sec
Taq-Purple pol 0,4 ul Zchlazeni 15 °C 15 sec 1
Templat (cDNA) 1l
ddH,O 16 pl

Tab. 21: SloZeni reakéni smési a podminky PCR reakce pro rpoD cDNA.

SloZeni reakéni smési 1 ]:'t:(l)(zcsit(vzlonﬂl) Faze Teplota Cas f;lﬁleli
10x Taq k. r. pufr 2 ul Uvodni denaturace 95 °C 10 min 1
10 mM dNTP 0,2 ul Denaturace 95 °C 20 sec
F.P. 0,2 ul Nasednuti primerti 50 °C 20 sec 25
R.P. 0,2 ul Elongace 72 °C 20 sec
Tag-Purple pol 0,4 ul Zchlazeni 15°C 15 sec 1
Templat (cDNA) 1 ul
ddH,O 16 ul
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4.2.5 METODY PRACE S PROTEINY
4.2.5.1 Priprava vzorki pro SDS-PAGE

1. Do 3 ml BHI média s piidanym selekénim antibiotikem byly zaockovany buiiky narostlé na
BHI agaru s pfidanym selek¢nim antibiotikem (kultivace 16-18 hod, 37 °C). Suspenze byla
inkubovéna na tfepacce pies noc (16-18 hod) pti 37 °C a otackach 200 RPM.

2. Bunky byly preockovany do 3 ml BHI média s pfidanym selek¢nim antibiotikem (pocatecni
ODe6oonm = £0,1) a suspenze byla kultivovana na tiepacce (37 °C, 200 RPM) do ODsoonm = 1.

3. Po dosazeni pozadované OD byl 1 ml suspenze sto€en na centrifuze (1 min, 13 000 RPM, 4
°C), byl odstranén supernatant a buiiky byly resuspendovany v 50 pl 1x PBS.

4. Ke vzorku byly pfidany 2 ul lysostaphinu, nasledovala inkubace 15 az 60 min pii 37 °C.

5. Po ukonceni inkubace bylo ke vzorku ptiddno 50 ul SDS-PAGE vzorkového pufru (2x) a
vzorek byl inkubovan 15 min pti 95 °C.

6. Po ukonceni inkubace byl lyzat stocen na centrifuze (15 sec, 13 000 RPM), tak aby zbytky

bunck klesly na dno a nebyly nasledn€ nanaseny na gel.

4.2.5.2 Denaturujici elektroforéza proteinii v polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE)

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za vyuZiti dodecylsiranu sodné¢ho (SDS-PAGE)
je technika vyuzivana pro separaci proteinti. Dodecylsiran sodny obklopi proteiny a doda jim
zaporny naboj, jehoz velikost je pfimo imérna velikosti proteinu. Rychlost a piesnost separace
je dana koncentraci akrylamidu a bis-akrylamidu v gelu, délkou a molekulovou hmotnosti
polypeptidového fetézce, stupném denaturace, posttranslacnimi modifikacemi a pouZitym
napétim. Oddélené proteiny lze vizualizovat napt. pomoci barvicky Coomassie Brilliant Blue
nebo muze byt provedena Western blot analyza. V ramci této diplomové prace byl univerzalné

pouzit 10% separacni gel a 4% zaostfovaci gel.

1. Skla (1 mm) byla dikladné omyta saponatem a destilovanou vodou, ocisténa ethanolem a
osusena. Nasledné byla sestavena aparatura pro nalévani gelt.

2. Ve zkumavce byl ptipraven 10% separacni gel dle Tab. 22. Jako posledni byl do smési piidan
APS a TEMED. Smés byla ithned napipetovana mezi skla cca do 4/5 jejich vysky.

3. Naneseny gel byl opatrné prevrstven 1 ml destilované vody (pro zajisténi anaerobnich
podminek) a nechdn 30 min polymerovat. Poté byla voda slita.

4. Ve zkumavce byl pfipraven 4% zaostfovaci gel dle Tab. 22. Jako posledni byl ptidan APS a

TEMED. Sm¢s byla ihned napipetovana mezi skla nad separacni gel a byl zapustén hieben.
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5. Gel se nechal 30 min polymerovat.

6. Poté byla sestavena elektroforetickd vana, kterd byla naplnéna 1x SDS-PAGE pufrem.

7. Z gelu byl opatrné vytazen hieben a do vzniklych jamicek byl nanesen marker molekulovych
hmotnosti (BlueEIf Prestained Protein Marker) v mnozstvi 4 ul a analyzované vzorky
ptipravené dle protokolu v odd. 4.2.5.1 v mnozstvi 5 ¢i 10 pl.

8. Elektroforéza probihala v zaostfovacim gelu pii 80 V, v separacnim gelu pii 130 V.

9. Po ukonceni elektroforézy byl gel vyjmut ze skel a vysledek separace byl vyhodnocen

pomoci Western blot analyzy.

Tab. 22: SloZeni separa¢niho (10%) a zaostfovaciho (4%) gelu pro SDS-PAGE

SloZeni gelu Separaéni gel 10% (2x) Zaosttovaci gel 4% (2x)

40% AA +1,7% bis-AA 2,5 ml 666 ul

1,5 M Tris-Cl, pH 8,8 2,5ml -

0,5 M Tris-Cl, pH 6,8 - 1250 pl

dH,0 4,7 ml 2984 ul

5% SDS 200 pl 100 pl

30% APS 100 pul 50 ul

TEMED 10 ul 5ul

4.2.5.3 Western blot

Westrn blot je technika vyuZivana pro detekci specifického proteinu ve smési proteint.
Proteiny jsou rozdéleny dle velikosti pomoci SDS-PAGE elektroforézy a za pomoci
elektrického proudu jsou pieneseny z gelu na povrch specidlni membrany, na které probiha
detekce pomoci specifickych protilatek. Na protein zajmu byla navazana primarni protilatka
(zde kréli¢i) a nasledné sekundarni protilatka (zde kozi) konjugovand s reportérovym enzymem
(zde kienova peroxidasa). Detekce signalu byla provadéna chemiluminiscenénim zplsobem,
kdy reportérovy enzym pieménoval pfidany substrat na nestabilni produkt, ktery se stabilizoval
vyzéfenim signalu. Tento signal byl detekovan. Protoze mnoZstvi vyzafeného signalu je timérné
mnozstvi sekundérni protilatky a jeji mnoZstvi je umérné mnozstvi detekovaného proteinu, je

mozné odhadnout na zdkladé sily signdlu mnoZzstvi tohoto proteinu ve vzorku.

1. Polyakrylamidovy gel s rozdélenymi proteiny byl namocen do pfenosového pufru.

2. PVDF membréna o velikosti zhruba 5 x 8 cm byla za pomoci pinzety namocena na 10 sec
do methanolu, ¢imz doslo k jeji aktivaci. Po aktivaci nesmi membrana vyschnout.

3. Poté byl methanol slit a do krabicky s membranou byl ihned nalit pfenosovy puft.

4. Dvé¢ savé membrany byly namoceny do pfenosového pufru.
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5. Na spodni desku blotovaciho pfistroje (anoda) byly umistény jednotlivé vrstvy v tomto
pofadi: savd membrana, PVDF membrana (opatrné za pomoci pinzety), PAGE, sava
membrana. Pfi vrstveni bylo nutné odstranit vSechny vzniklé bubliny. Poté bylo pfilozeno
viko blotovaciho pfiistroje (katoda).

6. Blotovani probihalo 15 min pii napéti 15 V.

7. Po ukonceni pfenosu byla membrdna pinzetou ptrenesena do 5% mléka v 1x PBS a
inkubovéna 1 hod pii pokojové teploté (piipadné pies noc ve 4 °C). V tomto kroku se kasein
z mléka navazal na neobsazena vazebna mista membrany a zablokoval je.

8. Poté byla membrana pinzetou pienesena do 2 ml 1% mléka v 1x PBS s pfidanou primarni
protilatkou (fedéni 1:1000) a byla inkubovana 1 hod pti pokojové teploté za mirného tfepani.

9. Nespecificky navazana protilatka byla odstranéna promytim v 1x PBS. Promyti bylo
provedeno alespon tfikrat po 15 min.

10. Poté byla membrana pinzetou pfenesena do 2 ml 1% mléka v 1x PBS s pfidanou sekundarni
protilatkou (fedéni 1:2000) a byla inkubovana 1 hod pfi pokojové teploté za mirného tfepani.

11. Nespecificky navazana protildtka byla odstranéna promytim v I1x PBS. Promyti bylo
provedeno nejméné tfikrat po 15 min.

12. Na membranu oznafenou obé&ma protildtkami byly napipetovany 2 ml substratu
(Immobilon™ Western chemiluminescent HRP Substrate) a signal byl detekovan pomoci

piistroje ChemiDoc™ MP (Bio-Rad).

4.2.6 STANOVENI CITLIVOSTI NA ANTIMIKROBIALNI LATKY

Citlivost k antimikrobidlnim latkdm je mozné testovat kvalitativné nebo kvantitativné.
Kvalitativni testovani umoziuje urcit, zda je dany kmen bakterie citlivy nebo rezistentni
k ur¢itému antibiotiku. Citlivosti jednotlivych kmeni 1ze srovnat na zaklad¢ velikosti inhibi¢ni
z6ny na kultivaéni misce. Kvantitativni metody pak slouzi pro stanoveni pfesné koncentrace
antibiotika, pfi které bakterie viditeln€ piestava rlst (tzv. minimalni inhibi¢ni koncentrace,
MIC). V ramci experimentalni ¢asti této diplomové prace byla pro zjiStovani citlivosti na

antibiotika pouzita kvantitativni mikrodiluéni metoda v mikrotitra¢nich destickéach.

4.2.6.1 Mikrodilu¢ni metoda

Mikrodilu¢ni metoda vyuziva fedici fadu antibiotika vytvofenou v jamkach mikrotitracni
desticky (zde 96 jamkové). V ramci diplomové prace se pracovalo s dvojkovou fedici fadou.

Meéieni standardné probihalo v MH médiu (vyjimecné v BHI médiu) s piidavkem selek¢niho

65



antibiotika (pro udrzeni konstruktu). Testovdna byla antibiotika dle potfeby (linkomycin,

klindamycin, pristinamycin IIA, tiamulin, tetracyklin, erythromycin, spiramycin). Nartst bunék

byl stanovovan po 24 hodinov¢ kultivaci v termostatu pii 37 °C. Vysledné hodnoty MIC byly

urceny na zékladé dvou méteni s duplikaty.

1.

Do jamek Al az H11 96 jamkové mikrotitra¢ni desticky bylo napipetovano 100 pl MH
média s pfidanym selekénim antibiotikem.

Do jamek posledniho sloupce (A12 az H12) bylo napipetovano 200 ul MH média s ptidanym
selek¢énim antibiotikem a s pfidanym testovanym antibiotikem o koncentraci 128 pg/ml.

Z jednotlivych jamek posledniho sloupce 12 bylo odebrano 100 pl média, které bylo pfidano
do jamek sloupce 11. Obsah jamek byl promichan. Takto se postupovalo az k jamkam
sloupce 2. 100 pl média z jamek sloupce 2 bylo odstranéno. Timto zptisobem byla ptipravena
fedici fada, kdy se koncentrace testovaného antibiotika snizovala vzdy o polovinu
(koncentrace 0,125 az 128 pg/ml). Jamky sloupce 1 zistaly bez testovan¢ho antibiotika
(koncentrace 0 pg/ml) a slouzily jako kontrola.

Inokulum bakterii bylo pfipraveno resuspendovanim jedné kolonie (narostlé na BHI agaru
s pfidanym selekénim antibiotikem; kultivace 16-18 hod, 37 °C) ve 3 ml fyziologického
roztoku (0,9% NaCl) na denzitu McF = 0,5 — 1.

Do vSech jamek desticky bylo pfidédno 5 pl inokula ptislusného kmene bakterii a smées byla
promichéana. Vysledny objem v kazdé jamce tak byl 105 pl.

Ptipravena desticka byla dokola potazena parafilmem (prevence vysychdni a odpafovani
média do pfistroje a minimalizace moznosti kontaminace) a na rozich pielepena paskou
(prevence protrzeni parafilmu).

Desticka byla inkubovana v termostatu pii 37 °C po dobu 24 hod. Pomoci spektrofotometru

Tecan Infinite 200Pro zmeéfena hodnota Agsoonm @ uréena minimalni inhibi¢ni koncentrace.

4.2.7 MERENI FLUORESCENCE REPORTERU EXPRESE eqFP650

4.2.7.1 Kmeny s konstrukty, které nekoduji kompletni rezistenéni protein, pouze

fluorescen¢ni reportér pod kontrolou prirozeného regulatoru vgaAic

V piipad€ kment nesoucich konstrukty bez kompletniho funkéniho rezistenéniho proteinu

byla intenzita fluorescence méfena v piitomnosti testované¢ho antibiotika o velmi nizké

koncentraci. Buiiky byly kultivovany mimo mikrotitracni desticku ve vétSim objemu média

(takto kultivované bunky poskytuji lepsi signal nez buriky kultivované piimo na desticce).
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Inokulum bakterii bylo pfipraveno resuspendovanim jedné kolonie (narostlé na BHI agaru
s pfidanym selekénim antibiotikem; kultivace 16-18 hod, 37 °C) ve 3 ml fyziologického
roztoku (0,9% NaCl) na denzitu McF =0,5 — 1.

Do 2 ml BHI média s ptidanym selekénim antibiotikem a s nebo bez testovaného antibiotika
o subinhibi¢ni koncentraci bylo ptidano 100 pl inokula. Kultura byla inkubovéna na tfepacce
pies noc (16-18 hod) pti 37 °C a otackach 200 RPM.

Po ukonceni kultivace bylo provedeno kontrolni méfeni ODegoonm. V piipadé potieby byla
kultura nafedéna tak, aby porovnavané vzorky byly pfiblizné stejn¢ denzni. V ptipad¢ prace
s vétSim poctem vzorkid (experiment z oddéleni 5.4.2) byl tento krok vynechdn a naméteny
fluorescencni signal byl normalizovan vzhledem k absorbanci Agoonm bunécné suspenze.

1 ml suspenze byl stocen na centrifuze (1 min, maximalni rychlost), pomoci vakuové pumpy
byl odstranén supernatant a bunky byly resuspendovany v 100 ul 1x PBS.

50 ul bunééné suspenze bylo naneseno na ¢ernou 96 jamkovou mikrotitraéni desticku.
V pfipadé prace s vétSim poctem vzorkll (experiment z oddéleni 5.4.2) byla pouzita
transparentni desticka.

Pomoci spektrofotometru Tecan Infinite 200Pro byla zméfena intenzita fluorescence

(Exs590nm/Emesonm), ptipadné absorbance Aesoonm.

4.2.7.2 Kmeny s konstrukty, které kéduji kompletni rezisten¢ni protein vin cis

usporadani s prirozenym regulitorem vgaArc

V piipadé kmenil nesoucich konstrukty s kompletnim funkénim rezistenénim proteinem

byla intenzita fluorescence meéfena v pifitomnosti testovaného antibiotika o dvanacti

koncentracich (0; 0,125 az 128 pg/ml). Bunky byly kultivovany pfimo na mikrotitrani

desti¢ce, nebot’ tento typ konstruktii poskytuje dostatecné silny signal.

l.

Do jamek A1 az H11 96 jamkové mikrotitracni desticky bylo napipetovano multikanalovou
pipetou 100 pul BHI média s pfidanym selekénim antibiotikem.

Do jamek posledniho sloupce (A12 az H12) bylo napipetovano 200 pul BHI média
s pfidanym selek¢énim antibiotikem a testovanym antibiotikem o koncentraci 128 pg/ml.
Pomoci multikanalové pipety bylo z jamek posledniho sloupce 12 odebrano 100 pl média a
bylo pfesunuto do jamek sloupce 11. Obsah jamek byl promichan. Takto se postupovalo az
k jamkam sloupce 2. 100 pul média z jamek sloupce 2 bylo odstranéno. Timto zpiisobem byla

piipravena fedici fada, kdy se koncentrace testovaného antibiotika snizovala vzdy o polovinu
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(koncentrace 0,125 az 128 pg/ml). Jamky sloupce 1 zistaly bez testovaného antibiotika
(koncentrace 0 pg/ml) a slouzily jako kontrola.

Inokulum bakterii bylo pfipraveno resuspendovanim jedné kolonie (narostlé na BHI agaru
s pfidanym selek¢nim antibiotikem; kultivace 16-18 hod, 37 °C) ve 3 ml fyziologického
roztoku (0,9% NaCl) na denzitu McF =0,5 — 1.

Do vsech jamek desticky bylo ptidéano 5 pl inokula ptislusného kmene bakterii a smés byla
promichana. Vysledny objem v kazdé jamce tak byl 105 pl.

Ptipravend desticka byla dokola potaZena parafilmem (prevence vysychdni a minimalizace
moznosti kontaminace).

Desticka byla inkubovana v termostatu pii 37 °C po dobu 24 hod. Pomoci spektrofotometru

Tecan Infinite 200Pro zmétena intenzita fluorescence (Exs90nm/Emesonm) @ hodnota Asoonm.

4.2.8 FLUORESCENCNI MIKROSKOPIE

4.2.8.1 Priprava vzorku pro fluorescenéni mikroskopii

l.

2a.

3a.
4a.

2b.
3b.

4b.

Inokulum bakterii bylo pfipraveno resuspendovanim jedné kolonie (narostlé na BHI agaru
s pfidanym selekénim antibiotikem; kultivace 16-18 hod, 37 °C) ve 3 ml fyziologického
roztoku (0,9% NaCl) na denzitu McF = 0,5.

150 pl inokula bylo zaockovano do 3 ml BHI média s pfidanym selekénim antibiotikem a
testovanym antibiotikem (linkomycin o koncentracich 0; 0,125; 0,25; 1; 4; 16 ug/ml).
Kultura byla kultivovana na tfepacce ve 37 °C a otackach 200 RPM do McF =0,4; 1; 2; 4.
Po dosazeni pozadované McF byly buiiky stoceny na centrifuze (1 min, 8 000 RPM), byl
odstranén supernatant a buniky byly resuspendovéany v 100 pl 1x PBS.

150 pl inokula bylo zao€kovano do 3 ml BHI média s pfidanym selekénim antibiotikem.
Kultura byla kultivovana na tfepacce pii 37 °C a otackach 200 RPM az do McF = 0,1; 0,4;
1; 3,5; 9 (kultivace ptes noc). Poté bylo ke kultufe ptfiddno testované antibiotikum
(linkomycin o koncentracich 0; 0,25; 1; 4; 16; 32; 64 pg/ml).

Po kultivaci 1 hod za stejnych podminek (37 °C, 200 RPM) byly buiiky stoCeny na centrifuze
(1 min, 8 000 RPM), byl odstranén supernatant a pelet byl resuspendovan v 100 pl 1x PBS.
K suspenzi byly pfiddny 2 pl modré fluorescencni barvicky DAPI a vzorek se nechal
1 min stat pii pokojové teploté.

Nasledn¢ byly bunky sto¢eny na centrifuze (1 min, 8 000 RPM), byl odstranén supernatant
a bunky byly resuspendovany v 100 ul 1x PBS.
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7. Mikroskopovaci podlozni sklicko bylo omyté 96% ethanolem a usuSeno na vzduchu. Poté
na n¢j bylo napipetovano 800 ul horké 1% agarosy ve vod¢ (agarosa prodluzuje zivotnost
bunék nanesenych na sklicko a fixuje je).

8. Po ztuhnuti agarosy bylo na agarosu naneseno a opatrné rozprostieno 5 pul bunééné suspenze.

9. Po zaschnuti bylo ptilozeno kryci sklicko.

4.2.8.2 Fluorescenc¢ni mikroskopie

Snimky byly potizeny ve wide-field rezimu pomoci fluorescen¢niho mikroskopu Olympus
BX41 a kamery Olympus DP73. Pro pozorovani byl vyuzit imerzni objektiv se stondsobnym
zvétsenim. Celkové zvétSeni bylo 1000x. Signal DAPI byl detekovan pii vinové délce 455 nm
(po excitaci paprskem o 345 nm). Signal eqFP650 byl detekovan pfi vinové délce 694 nm (po

excitaci paprskem o 575 nm).
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5 VYSLEDKY

5.1 EXPRESE REZISTENCNIHO GENU vgadrc JE REGULOVANA
RIBOZOMEM ZPROSTREDKOVANOU ATENUACH

Regulace ribozomem zprostiedkovanou atenuaci byla potvrzena mj. pro linkomycinovy
rezisten¢ni gen vgal z Listeria monocytogenes (Dar et al., 2016). V této studii byla vyslovena
hypotéza, Ze stejny typ regulace se vyskytuje 1 u péti dalSich geni, které jsou vzdalenymi
homology vgaL — vgaA, vmIR a tiech gent pro putativni ABC transportéry. Podkladem pro toto
tvrzeni byla srovnavaci analyza jejich upstream sekvenci, ktera ukazala, ze vSechny tyto geny
nesou potencidlni uORF o délce tii smysluplnych kodond, jehoz sekvence i pozice je znacné
konzervovana, prestoze zbytek sekvence se vyrazné lisi (Dar et al., 2016). Experimentalni
dikaz potvrzujici tuto hypotézu nicméné chybi. Jednim z cila této diplomové prace tak bylo
provést sadu experimentd ovétujicich, ze se u genl vgad navrzeny mechanismus regulace
uplatituje. To obnéselo stanoveni piiblizné pozice promotoru, identifikaci uORF a otestovani
nutnosti vazby antibiotika do ribozomu pro spusténi exprese. Experimenty byly provedeny s
variantou vgaA;c, ktera byla popséna nasi vyzkumnou skupinou (Novotnd and Janata, 2006).

Pro sledovani miry genové exprese byla zvolena strategie méfeni relativni fluorescence
proteinového markeru. Pro tento ti¢el byl vybran protein eqFP650, se kterym se v nasi laboratofi
pracovalo jiz dfive. Jednd se o fluorescencni protein emitujici v oblasti cerveného svétla
(maximum pfi vinové délce 650 nm), ktery rychle maturuje a méa dobrou svitivost i fotostabilitu
(Shcherbo et al., 2010). Divodem pro vybér fluorescenéniho proteinu jako reportéru exprese
bylo jeho dalsi pouZiti v navazujicich experimentech, kde slouZzil pro vizualizaci rezisten¢niho
proteinu uvniti buniky. Dalsi vyhodou této strategie je jeji jednoduchost, nebot’ nakultivované
buitkky mohou byt ihned podrobeny méteni bez nutnosti dal§ich mezikrokd.

V této sad¢ experimenti se pracovalo vyhradné se zjednodusenym systémem neudilejicim
rezistenci, kdy byl reportér exprese pripojen k promotorové oblasti genu vgaAd;c pies malou
cast ORF vlastniho rezisten¢niho genu vgaA.c (translacni fuze s ORF vgad.rc o 19 kodonech).
Dlivodem pro zachovani této ¢éasti genu byla minimalizace moznosti naruSeni sekundérni
struktury regulacni upstream oblasti, nebot’ za¢atek ORF vgaAd;c mlze byt jeji soucasti.

Odpoved’ regulédtoru byla sledovéana po indukci linkomycinem o subinhibi¢ni koncentraci.
Linkomycin byl induktorem zvolen na zakladé Western blot analyzy, ktera ukézala, Ze
linkomycin ma schopnost indukovat expresi rezistencnich genl vgad v klinickych a

komenzalnich izolatech Staphylococcus haemolyticus (Vimberg et al., 2020 - Ptiloha 1).
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5.1.1 PRIPRAVA KONSTRUKTU NESOUCICH FLUORESCENCNI REPORTER
POD KONTROLOU MUTOVANYCH REGULACNICH OBLASTI vgad;c

5.1.1.1 Priprava konstrukti LCreg 375 a LCreg_247 s ruznou délkou upstream oblasti

genu vgaAic

Konstrukty LCreg 375 a LCreg 247 jsou odvozeny od vektoru pRMC2 a nesou
fluorescencni reportér eqFP650 napojeny pies malou ¢ast ORF genu vgaA ¢ k regulacni oblasti
o délce 375, resp. 247 nukleotidii. Oba konstrukty byly pfipraveny klonovaci technikou, ktera
vyuziva PCR reakci pro tvorbu konstruktu s rozsdhlou deleci. V obou piipadech byl jako
templat pouzit konstrukt LCreg 538 (pfipraveny MSc. Vladimirem Vimbergem, Ph.D.), ktery
nese regulacni oblast o délce 538 nukleotidli. Generované delece byly dlouhé 163, resp. 291
nukleotidd.

Prvnim krokem v ptipravé obou konstruktii byla PCR amplifikace celého konstruktu vyjma
deletované oblasti vymezené 5’ konci primeri. Slozeni a podminky PCR reakce jsou uvedeny
v odd. 4.2.3.1.1. Amplifikace byla poté¢ ovéiena pomoci DNA elektroforézy v agarosovém gelu
(viz odd. 4.2.3.2) (Obr. 21).
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Obr. 21: Vysledek PCR amplifikace konstrukti LCreg 375 a LCreg 247. PCR produkty byly rozdéleny DNA
elektroforézou v 1% agarosovém gelu a vizualizovany pomoci ethidium bromidu.

PCR produkty byly osetfeny pomoci enzymu Dpnl (viz odd. 4.2.3.4), ktery specificky stépi
pouze methylovanou DNA, ¢imz dojde k degradaci templatové DNA. PCR produkty byly poté
purifikovany pomoci kitu Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (viz odd. 4.2.3.3).

Protoze PCR reakce generuje linearni DNA bez fosforylovanych 5° koncti, bylo nutné
produkty v dalsim kroku fosforylovat pomoci T4 polynukleotid kinasy (viz odd. 4.2.3.5) a
cirkularizovat pomoci T4 DNA ligasy (viz odd. 4.2.3.8). Konstrukty byly poté transformovany
do buné€k Escherichia coli XL1-Blue (viz odd. 4.2.2.2).
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Nasledné byla provedena koloniova PCR ovétujici pfitomnost pozadovaného konstruktu
v narostlych transformantech. Slozeni a podminky PCR reakce jsou uvedeny v odd. 4.2.3.1.2.
Pro oba konstrukty, LCreg 375 i LCreg 247, byla pouzita stejna sada primert, kdy forward
primer nasedal svym 3’ koncem do deletované oblasti. K amplifikaci tak dochdzelo pouze u
transformant obsahujicich nemutovany templatovy konstrukt, u transformant obsahujicich
pozadovany konstrukt k amplifikaci nedochazelo. Vysledek PCR reakce byl ovéfen pomoci
DNA elektroforézy v agarosovém gelu (viz odd. 4.2.3.2).

Z transformant obsahujicich zadany konstrukt byla vyizolovana plasmidova DNA pomoci
kitu Wizard Plus SV Miniprep DNA Purification System (viz odd. 4.2.3.9). Spravnost
ptipravenych konstruktii byla definitivné potvrzena sekvenaci (viz odd. 4.2.3.10) z primeru
R.P_ VgaA TRANSCR ATTEN 56C (pro oba konstrukty).

V ptipad€ LCreg_ 247 bylo na zaklad¢ vysledkl sekvenace zjiSténo, Ze konstrukt obsahuje
rozséahlejsi deleci, nez pro jakou byly primery ptivodné navrzeny. Konstrukt mél nést deleci o
délce 277 nukleotidl (regulacni oblast méla mit délku 261 nukleotidtr), nicméné konstrukt nese
deleci o délce 291 nukleotid (regulacni oblast je dlouhd 247 nukleotidl). To mohlo byt
zpisobeno poskozenim PCR produktu jest¢ ptred jeho fosforylaci a cirkularizaci. Povaha
experimentu, ve kterém mél byt konstrukt vyuzit, nicméné umoZznovala pouZiti 1 tohoto
,chybného* konstruktu, proto s nim bylo dale pracovano.

Konstrukty byly transformovany do Staphylococcus aureus RN4220 (viz odd. 4.2.2.6).

5.1.1.2 Priprava konstruktu uORF_mut se substituci ve start kodonu uORF

Konstrukt uORF mut je odvozen od vektoru pRMC2 a nese fluorescen¢ni reportér
eqFP650 napojeny ptes malou ¢ast ORF genu vgaA.c k regulacni oblasti o délce 538 nukleotidl
obsahujici mutaci T312A (mutace ve start kodonu piedpokladané¢ho uORF; cislo nukleotidu
dano vzdalenosti od 5’ konce regulacni oblasti naklonované do vektoru). Konstrukt byl
pfipraven mistn¢ specifickou mutagenezi, kdy byl jako templat vyuzit konstrukt LCreg_538.

Prvnim krokem v ptipravé konstruktu byla PCR reakce s primery nasedajicimi tésné vedle
sebe, pticemz forward primer nesl (na svém 5’ konci) pozadovanou substitu¢ni mutaci. SloZeni
a podminky PCR reakce jsou uvedeny v odd. 4.2.3.1.3. Amplifikace byla poté ovétena pomoci
DNA elektroforézy v agarosovém gelu (viz odd. 4.2.3.2) (Obr. 22).
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Obr. 22: Vysledek PCR amplifikace konstruktu uORF_mut. PCR produkt byl rozdélen DNA elektroforézou v 1%
agarosovém gelu a vizualizovan pomoci ethidium bromidu.

Dalsi postup prace s PCR produkty se shoduje s postupem uvedenym v odd. 5.1.1.1.

s vyjimkou koloniové PCR, ktera v tomto ptipad¢ nebyla provedena.

5.1.2 STANOVENI PRIBLIZNE POZICE PROMOTORU

Prvnim krokem v ovéfovani navrzeného mechanismu regulace exprese rezistenéniho genu
vgaArc bylo nalezeni promotoru. Na zaklad¢ znalosti pozice promotoru pak bylo mozné
odhadnout, zda je 5’UTR oblast mRNA dostate¢né dlouha pro potencialni regula¢ni fungovani.
V ramci experimentu byla nejprve vytipovana oblast vyskytu promotoru a nasledné byla
pomoci pocitacového programu provedena in silico predikce jeho piesné lokalizace.

Pro tucel identifikace promotoru byly piipraveny konstrukty LCreg 538, LCreg 375 a
LCreg 247 nesouci 5’UTR oblast o délce 538, 375, resp. 247 nukleotidt, kterd kontroluje
expresi fluorescencniho reportéru eqFP650. Konstrukt LCreg 538 byl piipraven MSc.
Vladimirem Vimbergem, Ph.D., pfiprava zbylych dvou konstruktd byla soucasti diplomové
prace (viz odd. 5.1.1.1). Kontrolnim konstruktem v experimentu byl prazdny vektor pPRMC2.
Uroveti genové exprese byla stanovena v laboratornim kmenu Staphylococcus aureus RN4220.

Postup ptipravy vzorki pro fluorescenéni méteni je uveden v odd. 4.2.7.1. Genova exprese
byla sledovdna v nepfitomnosti antibiotika a po indukci linkomycinem o subinhibi¢ni
koncentraci 0,25 pg/ml. Mgcfeni fluorescence bylo provedeno nezéavisle dvakrat vzdy
v duplikatech. Vysledny graf ukazuje primérné hodnoty zjednoho méfeni, druhé meéteni
provedené na jiném piistroji vysledek potvrdilo (neni ukadzano). Intenzita fluorescence
naméfena pro kmen s prazdnym vektorem byla povazovana za autofluorescenci bunck a
kultivatniho média a byla odeCtena od intenzity fluorescence kmenu s konstruktem

kodujicim eqFP650.

73



Vliv zkracovani regulacni oblasti na expresi genu vgad;c je ukdzan na Grafu 1. Ziskana
data potvrdila spravné fungovani reportérového systému s eqFP650, nebot’ signifikantni signal
byl u kontrolniho konstruktu LCreg 538 naméfen pouze v piitomnosti linkomycinu, coz
reflektuje inducibilni charakter vgadic exprese. Z namétenych hodnot je patrné, ze exprese
probiha pouze v ptipad¢, kdy je pfirozena regulacni oblast genu dlouha nejméné 375 nukleotidt
a je pfitomen linkomycin. Naopak délka 247 nukleotidl neni pro spusténi exprese dostacujici.
Z uvedeného vyplyva, ze promotor se s nejveétsi pravdépodobnosti nachazi mezi 248. a 375.
nukleotidem upstream od ORF vgad;c. Informace zjisténé z tohoto experimentu byly dale

vyuzity pfi in silico predikci pfesné pozice promotoru.
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Graf 1: Identifikace promotorové oblasti vgad.c. K expresi vgaALc dochazi pouze v pfitomnosti linkomycinu u konstruktd
s regulacni oblasti o délce 538 a 375 nukleotidti. Oblast o délce 247 nukleotidii zfejmée neobsahuje promotor. V nepfitomnosti
antibiotika k expresi genu nedochazi. Tato pozorovani jsou v souladu s ptedpokladem, Ze vgaAdic je regulovan ribozomem
zprostifedkovanou atenuaci. Pozitivni kontrola: konstrukt s regulacni oblasti genu dlouhou 538 nukleotidii. Negativni kontrola:
prazdny vektor. Kultivace probihala ve 3 ml BHI média se selekénim antibiotikem a snebo bez linkomycinu, intenzita
fluorescence byla métena v 1x PBS.

Konkrétni pozice promotoru byla nalezena pomoci volné dostupného online néstroje pro
predikci bakteridlnich sigma 70 promotort BPROM. V oblasti mezi 248. a 375. nukleotidem
upstream od ORF vgad,c (délka 128 nukleotidli) byly nalezeny dva potencidlni promotory
(Tab. 23). Pfesna pozice promotoril je ukdzana na Obr. P-1 v Pfiloze 2. mRNA transkribovana
z téchto potencialnich promotorti nese 5’ koncovou neptekladanou oblast o délce 314, resp. 259
nukleotid a je tak dostatecné¢ dlouhd pro ptfipadné regulani fungovani. Toto zjiSténi
podporuje navrzeny mechanismus regulace genové exprese, ribozomem zprostiedkovanou

atenuaci.
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Tab. 23: In silico predikce promotoru v oblasti 248 aZ 375 nukleotidi upstream od otevi‘eného ¢teciho ramce vgadrc.
Predikce pomoci online dostupného programu BPROM (http://www.softberry.com).

z , LDF Vzdalenost startu
Eelbon G “10box (skore) | o1 reshold transkripce od ORF vgaALc
PI  TTGCTA (53)  AAGTAATAT (54) 7,87 314
P2 TTGACA (66) GTTTAAATT (56) 7,99 259

5.1.3 IDENTIFIKACE uORF

Cilem druhého experimentu bylo identifikovat regulacni uORF a ukdzat, ze jeho
pritomnost je nezbytnym piredpokladem pro spravné fungovani riboregulatoru. Tento
experiment byl kli¢ovy pro potvrzeni regulace ribozomem zprostiedkovanou atenuaci.

V prvnim kroku byly vytipovany potencidlni uORF. Pfi hledani vhodného ORF byla
zohlednovéana zejména piitomnost dostatecné silného RBS, kterd byla ovéfovana pomoci
nastroje De Novo DNA — RBS Calculator. Jako potencialni uORF byl zvolen otevieny cteci
ramec o sekvenci MIN, cozZ je v souladu s vysledky sekvencni srovnévaci analyzy provedené
v ramci difve zminované prace zabyvajici se mechanismem regulace vgal (Dar et al., 2016).

Pro ucel identifikace uORF (ovéteni, ze Cteci rdmec MIN funguje jako uORF) byl
piipraven konstrukt uORF_mut nesouci bodovou substitucni mutaci T312A ve start kodonu.
Kontrolou v experimentu byl prazdny vektor pPRMC2 a nemutovany konstrukt LCreg 538.
Testovany byly dva kmeny nesouci konstrukty uORF _mut vyizolované ze dvou riznych E. coli
transformant oznadenych ¢&isly 7 a 8. Urovei genové exprese byla stanovena v laboratornim
kmenu Staphylococcus aureus RN4220.

Postup ptipravy vzorkl pro fluorescenéni méfeni je uveden v odd. 4.2.7.1. Genova exprese
byla sledovdna v nepfitomnosti antibiotika a po indukci linkomycinem o koncentraci 0,25
pg/ml. Méteni fluorescence bylo provedeno nezéavisle dvakrat vzdy v duplikatech. Vysledny
graf ukazuje praimérné hodnoty z jednoho méteni, pficemz druhé méfeni provedené na jiném
pfistroji vysledek potvrdilo (neni ukdzano). Intenzita fluorescence namétfend pro kmen
s prazdnym vektorem byla povazovana za autofluorescenci bun¢k a kultivacniho média a byla
odectena od intenzity fluorescence kmenu s konstruktem kodujicim eqFP650.

Vliv mutace vedouci ke zruSeni uORF kodujici tripeptid MIN je ukazan na Grafu 2.
Vysledky ukazuji, Ze k expresi dochazi vyhradné v pfitomnosti linkomycinu z konstruktu
LCreg 538 nesouciho nemutovanou regulaéni oblast vgaA,c. Ze ziskanych dat tak jednoznacné
vyplyva, ze absence Cteciho rdmce MIN vede k umliceni exprese genu vgadic, tedy ze

pritomnost tohoto kratkého otevieného Cteciho ramce je pro expresi vgad.c nezbytna. Toto
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pozorovani tak podporuje hypotézu, Ze rezistenni gen vgadic je regulovan ribozomem

zprostfedkovanou atenuaci.
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Graf 2: Identifikace uORF. K expresi vgadrc dochdzi pouze v pfitomnosti linkomycinu z konstruktu s intaktnim uORF.
Z konstruktth bez uORF k expresi genu nedochazi nezavisle na pfitomnosti antibiotika. Tato pozorovani jsou v souladu
s pfedpokladem, ze vgaAic je regulovan ribozomem zprostiedkovanou atenuaci. Pozitivni kontrola: konstrukt s pfirozenou
regulacni oblasti. Negativni kontrola: prazdny vektor. Kultivace probihala ve 3 ml BHI média se selekénim antibiotikem a
s nebo bez linkomycinu, intenzita fluorescence byla méfena v 1x PBS.

5.1.4 VAZBA ANTIBIOTIKA DO RIBOZOMU JAKO PREREKVIZITA SPUSTENI
GENOVE EXPRESE

Z modelu popisujiciho princip ribozomem zprostiedkované atenuace (viz odd. 3.3.1) je
zfejmé, ze pro spusténi genové exprese neni dostaCujici samotnad piitomnost antibiotika
v prostiedi, ale je nezbytné, aby se toto antibiotikum vazalo do ribozomu. Pouze v takovém
ptipadé se na uORF formuje SRC a exprese rezisten¢niho genu je spusténa.

Pfitomnost tohoto atributu v regulaci genu vgaArc je mozné otestovat stanovenim exprese
v systému, kde se antibiotikum nemutze do ribozomu vézat. V takovém ptipadé lze ocekavat,
ze k expresi dochézet nebude nezavisle na pfitomnosti antibiotika. Pro tento ucel byly pouzity
stafylokokové kmeny nesouci konstitutivni variantu rezisten¢niho genu ermB, ktery koduje N-
methyltransferasu. Ta modifikuje A2058 domény V 23S rRNA (Escherichia coli ¢islovani),
¢imz brani vazbé makrolidi, linkosamidi a streptograminti B do ribozomu (Weisblum, 1995b).

V experimentu testujicim vliv methylace ribozomu na expresi genu vgadrc byl pouzit
konstrukt LCreg 538 a dale kontrolni prazdny vektor pPRMC2. Oba tyto konstrukty byly
nejprve transformovany do bunék Escherichia coli IMO8B (viz odd. 4.2.2.2), z kterych byly
vyizolovany (viz odd. 4.2.3.9). V tomto kroku plasmidy ziskaly methylaci typickou pro

Staphylococcus aureus NCTC8325-4, ¢imz se zvysila ucinnost ndsledné transformace
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elektroporaci do bunék klinickych izolata Staphylococcus aureus JE2 (viz odd. 4.2.2.6), které
maji pln¢ funkéni restrikéni systém. V experimentu byly pouzity tfi kmeny Staphylococcus
aureus ziskané z Nebraské knihovny transpozonovych mutant — JE2, NE823 (vraS::ermB) a
NE1858 (stpC::ermB) (Fey et al., 2013). Kmen JE2 je rodicovsky kmen, od kterého byly
transpozonové mutanty NE823 a NE1858 odvozeny, a slouzil jako kontrolni kmen bez ErmB
N-methyltransferasy. Kmen NE823 nese transpozon s konstitutivnim ermB, ktery je vlozen do
genu vrasS (senzorovy protein dvoukomponentového systému PprA/PprB) a kmen NE1858 nese
tentyz transpozon vlozeny do genu stpC (putativni ABC transportér). Z uvedeného je ziejmé,
ze mutantni kmeny nesou ve svém genomu gen ermB na ukor jiného genu, proto musela byt
provedena kontrola, Ze regulator exprese vgaAdrc neni deleci daného genu ovlivnén. Z tohoto
divodu byly pro méfeni miry genové exprese pouzity mutanty s dvéma rliznymi inzercemi genu
ermB.

Postup ptipravy vzorki pro fluorescenéni méteni je uveden v odd. 4.2.7.1. Genova exprese
byla sledovéana v nepfitomnosti antibiotika a po indukci linkomycinem o koncentraci 0,25
pg/ml. Méteni fluorescence bylo provedeno nezavisle dvakrat vzdy v duplikatech. Vysledny
graf ukazuje primérné hodnoty z jednoho méteni, pfiCemz druhé méteni provedené na jiném
piistroji vysledek potvrdilo. Intenzita fluorescence namétfena pro kmen s prazdnym vektorem
byla povaZovana za autofluorescenci bunék a kultivacniho média a byla odectena od intenzity
fluorescence piisluSného kmenu s konstruktem kodujicim eqFP650.

Efekt methylace ribozomt na inducibilitu exprese vgaArc je ukdzan na Grafu 3. Naméfené
hodnoty ukazuji, ze k efektivni expresi genu dochdzi pouze u kontrolniho kmenu JE2
s citlivymi (nemethylovanymi) ribozomy, ktery byl kultivovan v pfitomnosti linkomycinu.
Vyrazné niZsi je pak exprese u kmenu kultivovanych bez antibiotika a u kmenti, které maji
ribozomy k linkomycinu rezistentni (methylované). Z vysledkl tak vyplyva, Ze pro spusténi
exprese rezistenéniho genu vgaA;c je nutné, aby se buiika nachéazela v prostiedi s indukujicim
antibiotikem, a zaroven, aby se toto antibiotikum vazalo do ribozomu. Toto zji$téni je v souladu

s navrzenym mechanismem regulace, ribozomem zprostfedkovanou atenuaci.
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Vliv methylace ribozomu na expresi z vgaA, - regulatoru
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Graf 3: Vliv methylace ribozomu na expresi vgadLc. K expresi vgadrc dochazi pouze v pfitomnosti linkomycinu v kmenu
s nemethylovanymi ribozomy. V kmenech s methylovanymi ribozomy k expresi nedochazi, pfestoze je indukujici antibiotikum
pifitomno. Tato pozorovani jsou v souladu s ptedpokladem, Ze vgaAirc je regulovan ribozomem zprostfedkovanou atenuaci.
Pozitivni kontrola: kmen JE2 s nemethylovanymi ribozomy. Negativni kontrola: prazdny vektor. Kultivace probihala ve 3 ml
BHI média se selekénim antibiotikem a s nebo bez linkomycinu, intenzita fluorescence byla méfena v 1x PBS.

5.2 GEN vgadrc JE REGULOVAN NA TRANSKRIPCNi UROVNI

Ribozomem zprostfedkovand atenuace genové exprese se miiZze odehravat na transkripéni
¢i translacni trovni. V pfipadé transkripéni atenuace je v neindukujicich podminkéch tvoten
nekompletni transkript, ktery nenese rezisten¢ni gen. Naopak v ptipad¢ transla¢ni atenuace jsou
tvoteny transkripty o konstantni délce, které se liSi pouze svym sekundarnim uspofadanim.

Pro predikci sekundarni struktury ¢asti mRNA, ptipadné piimo pro predikci pfitomnosti
transkripéniho atenuatoru, je k dispozici fada bioinformatickych ndstroji. Pomoci néstroje
PASIFIC — Prediction of alternative structures for identification of Cis-regulation (Millman et
al., 2016) bylo predikovano, ze vgad;c mRNA obsahuje transkripcni atenuator (plati pro oba
transkripty syntetizované z putativnich promotorii P1 a P2 —viz Tab. 23 v odd. 5.1.2). Nicméné
predikce pomoci nastroje RNAfold ukazala, ze se na dané mRNA formuje kromé termindtoru
také vlasenka blokujici ribozom-vazebné misto ¢tecitho ramce vgaAdic (opét plati pro oba
transkripty syntetizované z putativnich promotord P1 a P2 — viz Tab. 23 vodd. 5.1.2).
Sekundarni struktury transkriptl predikované néstroji RNAfold a PASIFIC jsou ukézany v
Ptiloze 2 této diplomové prace (Obr. P-1B,C). Cilem zde prezentovaného experimentu bylo

ukazat, na jaké urovni je gen vgaAc regulovan.
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5.2.1 PRIPRAVA KONSTRUKTU S GENEM vgadic POD KONTROLOU
PRIROZENEHO REGULATORU

5.2.1.1 Priprava konstruktu LCreg-VgaALc

Konstrukt LCreg-VgaAirc je odvozen od vektoru pPRMC2 a nese piirozeny promotor a
atenuator genu vgaAdrc a vlastni rezistenéni gen vgaAdc. Konstrukt byl pfipraven bezeSvym
klonovanim metodou SLiCE.

V prvnim kroku byl pomoci PCR naamplifikovan vektor, ktery se timto linearizoval a
insert, ke kterému byly prostfednictvim PCR primerti s 5 nepérujicimi konci zavedeny piesahy
homologni s konci linearniho vektoru (homologni oblast by méla byt dlouha 30 az 50 bp).

Templatem pro ptipravu linearizovaného vektoru nesouciho regulacni oblast rezisten¢niho
genu byl konstrukt LCreg 538. Pouzity byly primery nasedajici tésné pred a tésné za
reportérovy gen, tak aby tento nebyl soucasti linearniho vektoru. SloZeni reak¢ni smési a
podminky PCR reakce pro piipravu vektoru jsou uvedeny v odd. 4.2.3.1.6. Vysledek
amplifikace je ukdzdn na obrazku nize (Obr. 23). Insert nesouci Cast upstream oblasti
rezistencniho genu, vlastni rezistenc¢ni gen vgaAd,c a ¢ast sekvence linearizované¢ho plasmidu
byl pfipraven MSc. Vladimirem Vimbergem, Ph.D. Templatem pro pfipravu insertu byla
genomova DNA z klinického izolatu Staphylococcus haemolyticus 7067 4 76.

7000bp—>\ j“ 1: marker
i
bl

2: linearni vektor s LCreg (6 236 nt)

Obr. 23: Vysledek PCR amplifikace (linearizace) vektoru LCreg-pRMC2. PCR produkt byl rozdélen DNA elektroforézou
v 1% agarosovém gelu a vizualizovan pomoci ethidium bromidu.

Po amplifikaci byl vektor a insert pfe¢istén pomoci kitu Wizard® SV Gel and PCR Clean-
Up System (viz odd. 4.2.3.3). Linearizovany vektor a insert byly spojeny pomoci homologni
rekombinace v pfitomnosti bunééného lyzatu ptipraveného dle protokolu pro SLiCE klonovéni
(Zhang et al., 2012) (viz odd. 4.2.3.6), ve které¢ doslo k rekombinaci mezi homolognimi useky.

V nasledujicim kroku byla reakéni smés transformovana do kompetentnich bun¢k Escherichia
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coli XL10-Gold (viz odd. 4.2.2.4). Poté byla z transformant vyizolovana plasmidovd DNA
pomoci kitu Wizard Plus SV Miniprep DNA Purification System (viz odd. 4.2.3.9). Spravnost
piipraven¢ho konstruktu byla potvrzena sekvenaci (viz odd. 4.2.3.10) z primeru
R.P VgaA TRANSCR ATTEN 56C. Konstrukt byl elektroporovan do Staphylococcus
aureus RN4220 (viz odd. 4.2.2.6). Stanoveni MIC (Tab. 24 v odd. 5.3.1.1.1) a posouzeni riistu
kment nesoucich konstrukt (Graf G v odd. 5.5.1) potvrdilo, Ze je konstrukt v poradku.

5.2.2 TESTOVANI VLIVU ZVYSUJICi SE KONCENTRACE LINKOMYCINU NA
MNOZSTVi TRANSKRIPTU vgaA.c

Podobu transkripti (jejich délku) v neindukujicich a indukujicich podminkach lze stanovit
mapovanim pomoci RT-PCR. RNA je nejprve reverzni transkripci ptepsana do podoby cDNA
a nasledné je provedena amplifikace zddaného useku pomoci PCR. V experimentu byl vyuZit
kmen Staphylococcus aureus RN4220 nesouci konstrukt LCreg-VgaArc, ktery koéduje
rezisten¢ni gen pod kontrolou své ptirozené regulaéni oblasti. Buiiky byly kultivovany v médiu
bez indukujiciho antibiotika a v pfitomnosti linkomycinu o koncentraci 0,25; 2 a 4 pg/ml.
Uroveti exprese vgad,c byla paralelné stanovovana dvéma technikami — RT-PCR a Western
blot analyzou.

Z bun¢k byla vyizolovdna celkova RNA (Obr. 24), kterd byla oSetfena DNasou I
(odstranéni kontaminujici DNA) a pfeciSténa pomoci extrakce TRIzolem (viz odd. 4.2.4.1-3).
Poté byla zmé&fena koncentrace a Cistota RNA a v pfipad¢ potieby byla ¢ast vzorkli nafedéna

tak, aby bylo mnoZstvi RNA ve vSech vzorcich stejné.

1: marker (DNA)

: celkova RNA — kultivace bez linkomycinu

: celkova RNA — kultivace s 0,25 pg/ml linkomycinu
: celkovd RNA — kultivace s 2 pg/ml linkomycinu

: celkovad RNA — kultivace s 4 pg/ml linkomycinu

Obr. 24: Vyizolovana celkovda RNA. RNA byla rozdélena RNA elektroforézou v 2% agarosovém gelu a vizualizovany
pomoci ethidium bromidu.

vgaArc mRNA obsazena v 500 ng vyizolované celkové RNA byla piepsdna do podoby
cDNA pomoci reverzni transkriptasy M-MuLV pochazejici z viru mysi leukémie (Moloney

Murine Leukemia Virus). Poté byla provedena amplifikace Gseku, jehoZz pfitomnost znaci
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translacni atenuaci a nepfitomnost transkripéni atenuaci (schéma experimentu na Obr. 25).
Postup RT-PCR je uveden v odd. 4.2.4.4. Kontrolou byly vzorky s destilovanou vodou a
s plasmidovou DNA (konstrukt LCreg-VgaAic) a dale paralela vSech vzorkii bez reverzni
transkriptasy. Jako vnitini kontrola byl pouzit housekeeping gen rpoD. Buiky ze stejné
kultivace byly pouzity pro paralelni Western blot analyzu mnozstvi proteinu VgaArc (kultivace
bunék viz prvni Ctyti body protokolu v odd. 4.2.4.1, SDS-PAGE a Western blot viz odd. 4.2.5.2
a4.2.5.3).

Predikovany
terminator
&
w2
—Bl— VeA -
4——  Primer pro reverzni prepis RNA
—> «4——  Primery pro PCR
F.P_Michaela_MUT4_55C RP_atten_VgaAlc

287 nt

Obr. 25: Schéma RT-PCR experimentu. V experimentu byl pouzit konstrukt LCreg-VgaALc nesouci pfirozenou upstream
oblast genu vgaAdrc o délce 538 nukleotidli a kompletni strukturni ORF kodujici VgaALc. Upstream oblast genu obsahuje dva
predikované promotory P1 a P2, uORF kodujici tripeptid MIN, predikovany terminator a predikovanou vlasenku maskujici
RBS genu vgaAd.rc. Reverzni piepis RNA byl proveden z primeru RP_atten VgaAlc, jehoz 3’ konec nasedal na druhy nukleotid
ORF vgadrc. cDNA slouzila jako templat pro PCR amplifikaci tseku o délce 287 nukleotidii. Vyuzity byly primery
RP_atten VgaAlc a F.P_Michaela. MUT4 55C (svym 3’ koncem nased4 na sedmy nukleotid upstream od uORF).

Vysledky RT-PCR a Western blot analyz je ukazan na Obr. 26. Data ukazuji, Ze mnoZstvi
transkriptu vgadrc nesouciho ORF rezistencniho proteinu vyrazné nariistd s narlstajici
koncentraci indukujiciho antibiotika pfitomného v kultivaénim médiu. Stejné tak stoupa i
hladina proteinu. Naopak mnozstvi kontrolniho transkriptu je ve vSech podminkach ptiblizné
konstantni. Zde je vSak tfeba poznamenat, Ze primery pro detekci mnoZstvi transkriptu
nesouciho housekeeping gen rpoD nasedly nespecificky a namisto reverzni transkripce a
nasledné amplifikace genu rpoD doslo k reverzni transkripci a nasledné amplifikaci useku 16S
rRNA. Primery pro amplifikaci genu rpoD byly ptevzaty z publikace (Theis et al., 2007).
Velikost amplifikovaného fragmentu s pouZzitim téchto primert vSak byla pfiblizné o 250
nukleotidii del$i nez ocekavany produkt specifické amplifikace ¢asti rpoD. Z tohoto diivodu
byl produkt sekvenovan a identifikovan jako 16S rRNA. Nicméné transkript pro 16S rRNA
muZze byt rovnéz pouzit jako vnitini kontrola RT-PCR experimentu, nebot’ jeho mnozstvi neni
na subinhibi¢ni koncentraci antibiotika zavislé (pouzito napi. ve studii (Yang et al., 2017)).

Avsak z divodu nespecifického nasedani primerd nelze spolehlivé urcit relativni mnozstvi
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kontrolniho transkriptu v testovanych podminkach, vysledky je tedy nutné brat pouze jako
orientacni. Experiment tak bude nezbytné zopakovat s vyuzitim nového paru primera pro gen
rpoD, ptipadné zvazit vyuziti jiného housekeeping genu jako wvnitini kontroly. RT-PCR
experiment a Western blot analyza byla provedena nezavisle dvakrat (z toho jednou s vnitini

kontrolou v RT-PCR experimentu) vzdy se stejnym vysledkem.

A LIN (ug/ml)
0 0,25 2 4

vgad,c RT-PCR

:7_7‘,:}_. u}; . i3
165 rRNA '
(rpoD) ‘ ' ' RT-PCR
Veahe -

B
Transkript vgad; Transkript 165 TIRNA (rpeD) Protein VgaA; ¢
1 1 1
0.8 0,8 0.8
0.6 0.6 0.6 /./
0.4 0.4 0.4
dRislE S
0 0 0
0 0.25 2 4 0 0.25 2 4 0 0.25 2 4
LIN (ug/ml) LIN (pg/ml) LIN (ug/ml)

Obr. 26: Uroveii regulace genu vgadic. (A) RT-PCR analyza mnoZstvi transkriptu vgadic a 16S rRNA (rpoD)
v nepiitomnosti indukujiciho antibiotika a v pfitomnosti linkomycinu o koncentraci 0,25; 2 a 4 pg/ml a paralelné provedena
Westeren blot analyza mnozstvi proteinu VgaALrc. Pozitivni kontrola RT-PCR: plasmidova DNA (LCreg-VgaALc). Negativni
kontrola RT-PCR: neptidani templatu do reakce. Negativni kontrola WB: kmen S. aureus nesouci prazdny vektor pPRMC2 bez
genu pro VgaAiLc. Pro vSechny vzorky byla provedena paralela s reverzni transkriptasou (RT+) a bez reverzni transkriptasy
(RT-) (B) Relativni mnozstvi transkriptu vga4rc a 16S rRNA (rpoD) v testovanych podminkach a relativni mnozstvi proteinu
VgaALc v testovanych podminkach.

5.3 ANTIBIOTICKA SPECIFICITA INDUKCE vgadic JE DANA
ANTIBIOTICKOU SPECIFICITOU REZISTENCNIHO PROTEINU

V ramci studie nasi laboratofe (Vimberg et al., 2020 - Ptiloha 1) byla provedena Western
blot analyza mapujici produkci péti VgaA variant (VgaArc, VgaAv, VgaAnew, VgaALkE! a
VgaAvLkr2) u Staphylococcus haemolyticus v odpovédi na subinhibi¢ni koncentrace
linkomycinu, klindamycinu, pristinamycinu IIA a tiamulinu a déale erythromycinu a
karbenicilinu (B-laktam). Vysledkem bylo zjiSténi, ze ve vétsing piipadii jsou jednotlivé vgaA
varianty exprimovany pouze v piitomnosti LSAP antibiotik, ke kterym sami udileji rezistenci.

Nejvyraznéjsi rozdil byl v indukei klindamycinem — v pfitomnosti tohoto antibiotika byl
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produkovan pouze protein VgaArc, ktery je zaroven jedinou analyzovanou variantou udilejici
ke klindamycinu rezistenci. To naznacuje, ze kazda z testovanych vgaA variant ma regulator,
jehoz specificita odpovida rezistencni specificité VgaA varianty. Navazujici experimenty pak
ukazaly, ze antibioticka specificita indukce genové exprese vgad nezavisi na vlastnostech
atenuatoru, ale je urCovana rezistencni aktivitou VgaA proteinu. Tento zavér byl u€inén na
zaklad¢ vysledkii experimentu, ve kterém byla méfena indukce genové exprese zvySujicimi se
koncentracemi LSAP antibiotik linkomycinu, klindamycinu, pristinamycinu IIA a tiamulinu v
kmenech Staphylococcus aureus RN4220. Tyto kmeny nesly souc¢asn¢ dva vektory — konstrukt
LCreg 538 kodujici fluorescenéni reportér pod kontrolou regulacni oblasti vgadic, a jednu z
variant konstruktu kodujiciho konstitutivné exprimovany gen vga4 s mutacemi v oblasti ARD
domény, které meni rezistencni fenotyp. Toto tzv. in trans uspotadani genovych komponent
nicmén¢ nemusi zcela odpovidat pfirozené situaci, kdy je exprese vgad kontrolovana
atenuatorem v odpovédi na pritomnost antibiotika, tj. produkce rezistencniho proteinu je
umeérna mnozstvi antibiotika v prostredi (Vimberg et al., 2020 - Ptiloha 1).

Cilem tfeti ¢asti diplomové prace bylo provedeni analogického experimentu testujiciho
vliv rezisten¢ni aktivity VgaA variant na indukci genové exprese v tzv. in cis uspotadani, kdy
jsou geny pro jednotlivé VgaA varianty translacné fuzovany s fluorescenénim reportérem
eqF'P650 a zaroven pod kontrolou atenuatoru.

Rezisten¢ni specificita VgaA proteinll je dana n€kolika aminokyselinami lokalizovanymi
zejména v doméné ARD. Bylo ukazano, Ze klicové jsou mj. aminokyseliny v pozicich 212, 218,
219, 220 a 226 (Crowe-McAuliffe et al., 2020; Lenart et al., 2015). Pro testovani vlivu
rezistencni aktivity VgaA proteinti byly vybrany VgaA varianty, které se od sebe vyznamné lisi
urovni udélované rezistence k LSAP antibiotikiim. PouZita byla varianta LTGAG udilejici
oproti VgaArc zvySenou uroven rezistence ke v§em testovanym antibiotikim, varianta SGAG
udilejici vyznamnou uroven rezistence pouze k pristinamycinu IIA a varianta SGTG udilejici
oproti VgaAyc sniZenou uroven rezistence ke klindamycinu a pristinamycinu IIA a zvySenou
uroven rezistence k tiamulinu. VgaArc obsahuje kombinaci SKVTS. Piehled pozic uvedenych
aminokyselin je ukdzan na Obr. 27.

Mimo tyto varianty byla testovana také tzv. dvojitd EQ mutanta (E105,410Q) proteinu
VgaArc (VgaArLc EQI1+2), ktera je deficientni v ATPasové aktivité obou nukleotid-vazebnych
domén. VgaA EQI1+2 mutanta asociuje s ribozomem, vaze ATP, ale neni schopna provést jeho
hydrolyzu. ProtoZe energie generovana rozkladem ATP je nezbytna pro spravné fungovani,

ztraci protein svou rezistencni aktivitu a zaroven blokuje peptidyltransferasové centrum
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ribozomu (Murina et al., 2018). Piehled zavedenych aminokyselinovych zamén je ukazan

na Obr. 27.

NBD; ARD doména NBD; MIC (pg/ml)

105 212218219220226 410 LIN CLI PHA TIA

VgaAic E S KV T S E 8-16 4 16 4-8
VgaAic EQI+2 Q S K V T S Q 0,5 0,25 1 0,5
VgaAic LTGAG E L T G A G E 64 8 64  32-64
VgaAic SGAG E S K G A G E 2 0,25-0,5 16 1-2
VgaAic SGTG E S K G T G E 8-16 1 8 16

Obr. 27: Piehled aminokyselinovych mutaci vnesenych do proteinu VgaALvc a rezisten¢ni fenotyp téchto VgaA variant.
Model vlevo ukazuje cryo-EM strukturu ribozomu v komplexu s VgaALc proteinem v E-misté (Crowe-McAuliffe et al., 2020).
Vazebné misto LSAP antibiotik je znazornéno hvézdic¢kou. Leva cast tabulky (Sedé pozadi) ukazuje aminokyselinové pozice,
ve kterych se jednotlivé VgaA varianty 1isi. Mutace (Cervené) jsou zodpovédné za posunutou antibiotickou specificitu, ptipadné
za nefunkénost proteinu. Tmavé pozadi zna¢i aminokyseliny ARD domény (na modelu vlevo zakrouzkovana oblast), které
udévaji antibiotickou specificitu rezistencniho proteinu. Svétlé pozadi zna¢i aminokyseliny NBD domén, které jsou
zodpovédné za funk¢nost proteinu. Prava ¢ast tabulky ukazuje rezistenéni fenotyp jednotlivych VgaA variant. Uvedené
hodnoty MIC byly zjistény pro rezistencni geny exprimované konstitutivné z arteficialniho promotoru (Lenart et al., 2015;
Vimberg et al., 2020 - Pfiloha 1).

5.3.1 PRIPRAVA KONSTRUKTU S GENEM vgadrc A JEHO VARIANTAMI S
ODLISNYM REZISTENCNIM FENOTYPEM POD KONTROLOU
PRIROZENEHO REGULATORU

5.3.1.1 Priprava konstruktu LCreg-VgaALc-eqFP650

Konstrukt LCreg-VgaALc-eqFP650 je odvozen od vektoru pRMC2 a nese pfirozeny
promotor a atenuator genu vgaA.c, vlastni rezistenéni gen vgadic a fluorescencni reportér
eqF'P650 ptipojeny k rezistenénimu genu pomoci flexibilniho linkeru kédujiciho pentapeptid o
aminokyselinové sekvenci PGGGS. Funkci linkeru je minimalizace negativniho vlivu
fluorescenéniho proteinu na ¢innost VgaA. Konstrukt byl pfipraven bezeSvym klonovanim
metodou SLiCE.

Postup ptipravy konstruktu je stejny jako v odd. 5.2.1.1 snasledujicimi odchylkami.
Linearizovany vektor byl pfipraven z konstruktu LCreg 538 s vyuzitim reverse primeru
nasedajicim na start genu eqFP650 tak, aby fluorescencni reportér byl soucéasti PCR produktu.
Slozeni reakéni smési a podminky PCR reakce pro ptipravu vektoru jsou uvedeny v odd.
4.2.3.1.9. Vysledek amplifikace je ukdzan na obrazku nize (Obr. 28). Insert byl ptfipraven MSc.
Vladimirem Vimbergem, Ph.D. z genomové DNA Staphylococcus haemolyticus 7067 4 76

s vyuzitim reverse primeru, jehoz 5’ neparujici konec nesl ¢ast genu efFFP650.
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7000bp—>\ 4' ; 1: marker
T :

Y | 2: linearni vektor s LCreg (6 236 nt)
e | 3: linearni vektor s LCreg a eqFP650 (6 953 nt)

Obr. 28: Vysledek PCR amplifikace (linearizace) vektori LCreg-pRMC2 a LCreg-pRMC2-eqFP650. PCR produkty byly
rozdéleny DNA elektroforézou v 1% agarosovém gelu a vizualizovany pomoci ethidium bromidu.

5.3.1.1.1 Testovani citlivosti kmenu Staphylococcus aureus RN4220 nesouciho fuzni gen

vgaArc-eqFP650 k vybranym antibiotikiim

Stanovent citlivosti bakteridlnich kmeni Staphylococcus aureus RN4220 nesoucich vektor
s rezistencnim genem vgaAc fuzovanym s fluorescencni reportérem a bez n¢j, a dale kontrolni
vektor s fluorescencnim reportérem fizenym pfirozenou regulacni oblasti genu vgadic a
prazdny vektor pRMC2 k linkomycinu, klindamycinu, pristinamycinu IIA a tiamulinu bylo
provedeno mikrodiluéni metodou ve standardnim MH médiu (viz odd. 4.2.6.1). Méfeni bylo
provedeno nezavisle tfikrat vzdy v duplikatech. Vyslednd Tab. 24 ukazuje hodnoty nejvice se
opakujici v jednotlivych métenich.

Dle ptedpokladi je rezistencni gen vgaArc exprimovany z ptirozeného promotoru schopen
udilet rezistenci k LSAP antibiotikim a navic ve srovnani s konstitutivné¢ exprimovanou
variantou (Lenart et al., 2015) poskytuje uroven rezistence piiblizné 4x az 8x vys$si. Fuzni
varianta proteinu s fluorescen¢nim reportérem pak vykazuje ptiblizn€ 2x az 4x niZsi Groven
rezistence nez piirozena varianta bez reportéru, coZ je nicméné dostatecné pro pouZiti

v navazujicich experimentech.

Tab. 24: Hodnoty MIC antibiotik blokujicich 50S ribozomalni podjednotku pro testované kmeny. LIN — linkomycin
(linkosamid), CLI — klindamycin (linkosamid), PIIA — pristinamycin IIA (streptogramin A), TIA — tiamulin (pleuromutilin),
ERY - erythromycin (14-¢lenny makrolid). * Testovano v ramci studie (Lenart et al., 2015).

MIC (ng/ml)
LIN (L) CLI (L) PIIA (Sa) TIA (P) ERY (Mi4)

S. aureus RN4220

pRMC2 1 <0,125 2 1 0.25
LCreg 538 1 <0,125 2 2 0,25
LCreg-VgaAic 64-128 16 64 64 0,25
LCreg-VgaALc-eqFP650 32 4-8 32 32 0,25
konstitutivni VgaAic * 8-16 4 16 4-8 0,25
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5.3.1.2 Priprava konstrukti LCreg-VgaALc_EQ1+2 a LCreg-VgaALc_EQ1+2-eqFP650

Konstrukty LCreg-VgaArc EQ1+2 a LCreg-VgaArc EQI1+2-eqFP650 jsou odvozeny od
vektoru pRMC2 a nesou pfirozeny promotor a atenudtor genu vgaAdc, vlastni rezistencni gen
vgaArc obsahujici dvojitou mutaci E105,410Q (zkracené EQ1+2) a ptipadné také fluorescencni
reportér eqFP650 piipojeny k rezistencnimu genu pomoci flexibilniho linkeru kodujiciho
pentapeptid o aminokyselinové sekvenci PGGGS. Oba konstrukty byly pfipraveny klonovaci
metodou SLiCE.

Postup ptipravy konstruktu bez fluorescencniho reportéru je stejny jako v odd. 5.2.1.1
s ndsledujicimi  odchylkami.  Templatem pro pifipravu insertu byl konstrukt
pRB374 ArLcE105,410Q (pfipraveny Mgr. Jakubem Lenartem). Slozeni reakéni smési a
podminky PCR reakce pro pfipravu insertu jsou uvedeny vodd. 4.2.3.1.5. Vysledek

amplifikace je ukdzan na obrazku nize (Obr. 29).

12345 6

1: marker

: insert VgaArc EQI1+2 — amplifikace I (1 580 nt)

s insert VgaArc EQI1+2 — amplifikace II (1 580 nt)
: insert VgaArc EQI1+2 — amplifikace III (1 580 nt)

:insert VgaArc EQI1+2 — amplifikace IV (1 580 nt)
(vzorek pfi nanaseni na gel pretekl do sousedni jamky)

6: insert VgaArc EQI1+2 —amplifikace V (1 580 nt)

&
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Obr. 29: Vysledek PCR amplifikace insertu VgaALc_EQ1+2. PCR produkty byly rozdéleny DNA elektroforézou v 1%
agarosovém gelu a vizualizovany pomoci ethidium bromidu.

Postup pripravy konstruktu s fluorescenénim reportérem je stejny jako v odd. 5.3.1.1
s nasledujicimi  odchylkami.  Templatem pro pfipravu insertu byl konstrukt
VgaALcEQI1+2eqFP650 (050) (ptipraveny Mgr. Gabrielou Balikovou Novotnou, Ph.D.).
Slozeni reakéni smési a podminky PCR reakce pro ptipravu vektoru jsou uvedeny v odd.

4.2.3.1.8. Vysledek amplifikace je ukdzan na obrazku niZze (Obr. 30).
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123456

1: marker
2: insert VgaArc EQ1+2-eqFP650 — amplifikace I (1 588 nt)
! 3: insert VgaArc EQI1+2-eqFP650 — amplifikace II (1 588 nt)
1 500 bp—» H“-u. 4: insert VgaArc EQ1+2-eqFP650 — amplifikace I1I (1 588 nt)
- 1 S:insert VgaArc EQI1+2-eqFP650 — amplifikace IV (1 588 nt)
""' ‘ ‘ 6: insert VgaArc EQ1+2-eqFP650 — amplifikace V (1 588 nt)

Obr. 30: Vysledek PCR amplifikace insertu VgaArLc_EQ1+2-eqFP650. PCR produkty byly rozdéleny DNA elektroforézou
v 1% agarosovém gelu a vizualizovany pomoci ethidium bromidu.

5.3.1.3 Priprava konstruktii LCreg-VgaALc LTGAG, LCreg-VgaALc LTGAG-
eqFP650, LCreg-VgaALc SGAG, LCreg-VgaALc SGAG-eqFP650, LCreg-
VgaArLc_SGTG a LCreg-VgaArLc_SGTG-eqFP650

Konstrukty  LCreg-VgaArLc LTGAG, LCreg-VgaArLc LTGAG-eqFP650, LCreg-
VgaALc SGAG, LCreg-VgaALc SGAG-eqFP650, LCreg-VgaArc SGTG a LCreg-
VgaArLc SGTG-eqFP650 jsou odvozeny od vektoru pRMC2 a nesou pfirozeny promotor genu
vgaAic, vlastni rezistencni gen vgaAdc obsahujici oproti pfirozené variant¢ mutace Leu212-
Thr218-Gly219-Ala220-Gly226, Ser212-Gly219-Ala220-Gly226, resp. Ser212-Gly219-
Thr220-Gly226 (Obr. 27) a pfipadné také fluorescencni reportér eqFP650 piipojeny
k rezistencnimu genu pomoci flexibilniho linkeru kodujiciho pentapeptid o aminokyselinové
sekvenci PGGGS. Vsechny konstrukty byly pfipraveny restrikénim $tépenim.

V prvnim kroku byly konstrukty nastépeny dvojici restrikénich enzym Xbal a Dralll.
Donorovym konstruktem pro ptipravu vektoru byl pro vSechny mutantni varianty konstrukt
LCreg-VgaAic, resp. LCreg-VgaArc-eqFP650. Donorovymi konstrukty pro pfipravu insert
byly plasmidy LTGAG _pRB374, pRB374 SGAG a Vgarcba SGTG pRB374 (Lenart et al.,
2015). Slozeni reakénich smési a podminky reakci jsou uvedeny v odd. 4.2.3.7. Po ukonceni
reakce nésledovalo rozdéleni fragmentii pomoci DNA elektroforézy (viz odd. 4.2.3.2) (Obr. 31
a 32) a izolace pozadovanych fragmenti z gelu (viz odd. 4.2.3.3).
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1: marker

2: LCreg-VgaAic oSetieny Xbal a Drall — vektor
(zadany fragment 7 360 bp)

3: LCreg-VgaAic-eqFP650 osetieny Xbal a Drall — vektor

7000 bp —p !ﬂ -
—

= (zadany fragment 8 077 bp)
R 4: LCreg-VgaAic — nestépena kontrola
500 bp —» ; . 5: LCreg-VgaALc-eqFP650 — nestépend kontrola
s
-
gt

Obr. 31: Vysledek restrikéniho Stépeni konstrukti LCreg-VgaALc a LCreg-VgaALc-eqFP650. Fragmenty byly rozdéleny
DNA elektroforézou v 1% agarosovém gelu a vizualizovany pomoci ethidium bromidu.

1: marker
2: LTGAG pRB374 stépeny Xbal a Drall
(zadany fragment 512 bp — insert)
3: pPRB375_SGAG stépeny Xbal a Drall
(zadany fragment 512 bp — insert)
_ 4: Vgarcba SGTG pRB374 stépeny Xbal a Drall
. _ (zadany fragment 512 bp — insert)
ﬂ 5: LTGAG_pRB374 — nestépena kontrola
500 bp —» : 6: pPRB375_SGAG — nestépena kontrola
7: Vgarcba SGTG_pRB374 — nestépena kontrola

3000bp —» «  w

Obr. 32: Vysledek restrikéniho $tépeni konstrukti LTGAG_pRB374, pRB374_SGAG a VgaArcba_SGTG_pRB374.
Fragmenty byly rozdéleny DNA elektroforézou v 1% agarosovém gelu a vizualizovany pomoci ethidium bromidu.

V nasledujicim kroku byly pfislusné fragmenty ligovany (viz odd. 4.2.3.8) a konstrukty
byly transformovany do kompetentnich bun€k Escherichia coli XL1-Blue (viz odd. 4.2.2.2).
Poté byla z transformant vyizolovana plasmidovda DNA pomoci kitu Wizard Plus SV Miniprep
DNA Purification System (viz odd. 4.2.3.9). Spravnost ptipravenych konstruktl byla potvrzena
sekvenaci (viz odd. 4.2.3.10) z primeru VgaV Control Rev(60C). Konstrukty byly
elektroporovany do Staphylococcus aureus RN4220 (viz odd. 4.2.2.6).

5.3.2 STANOVENI PROFILU GENOVE EXPRESE VgaA VARIANT S ODLISNYM
REZISTENCNIM FENOTYPEM V PRITOMNOSTI VYBRANYCH LSAP
ANTIBIOTIK

Zameérem této casti diplomové prace bylo provedeni kontrolniho experimentu, ktery oveéri,

ze antibiotickd specificita indukce genové exprese vgadic je dana antibiotickou specificitou

88



samotného rezisten¢niho proteinu (Vimberg et al., 2020 - Pfiloha 1). V experimentu bylo
testovano celkem pét variant proteinu VgaA (dve varianty stejné jako v ptivodnim experimentu
s in trans usporadanim genovych komponent a tfi varianty zcela nové).

V ramci experimentu byl zjistovan profil exprese vgadic pod kontrolou ptirozené¢ho
regulatoru, jeho nefunkéni EQ mutanty a tii variant oznacovanych LTGAG, SGAG a SGTG
s posunutou antibiotickou specificitou. Vyuzity byly varianty s a bez translaéné fizovaného
fluorescen¢niho reportéru. Dale byl jako kontrola vyuzit konstrukt LCreg 538 nesouci pouze
fluorescencni reportér exprimovany z regulatoru vgad,c a kontrolni prazdny vektor pRMC2.
Genova exprese byla sledovana v laboratornim kmenu Staphylococcus aureus RN4220.

Postup ptipravy vzorki pro fluorescenéni méteni je uveden v odd. 4.2.7.2. Genova exprese
byla méfena v pfitomnosti koncentracni fady antibiotik linkomycinu, klindamycinu,
pristinamycinu IIA a tiamulinu v rozmezi 0; 0,125 — 128 pg/ml. Byly provedeny celkem dva
nezavislé experimenty, pri¢emz méteni fluorescencniho signalu probihalo vzdy v technickych
duplikatech. Vysledny graf ukazuje praimérné hodnoty z jednoho méteni, pii druhém méteni
bylo dosazeno obdobného vysledku. Ziskané data byla zpracovana nasledujicim zptisobem: 1)
od naméfenych intenzit fluorescence jednotlivych vzorka byla odectena hodnota odpovidajici
autofluorescenci kultivacniho média bez bunék; 2) takto upravené hodnoty byly normalizovany
k po¢tu bunék (Asoonm); 3) od takto upravenych hodnot intenzity fluorescence vzorki
koédujicich fluorescencni proteiny byly odecteny hodnoty intenzity fluorescence vzorkl bez
fluorescen¢niho proteinu (v tomto kroku byly vysledné hodnoty poniZzeny o autofluorescenci
bunék). Pro kazdé¢ méfeni, tedy pro kazdou 96 jamkovou desticku obsahujici celkem Ctyfi
kmeny (pRMC2, LCreg 538, VgaA s a bez eqFP650) a jeden typ indukujiciho antibiotika byl
nastaven optimalni gain (zisk) fotonového detektoru. Gain udava citlivost detektoru
k dopadajicim fotoniim. Pokud je nastavena stejna hodnota gainu pro v§echna méfeni, je mozné
tato mefeni mezi sebou srovnat co do vySe naméefeného signalu, nicméné je zde riziko, ze
zvoleny gain nebude ideédlni pro vS§echna méfeni a bude dochazet ke ztraté informace (je-li gain
nastaven na pfili§ nizkou hodnotu, neni mozné detekovat velmi slaby signal, naopak je-li gain
nastaven na pfili§ vysokou hodnotu, neni mozné detekovat velmi silny signal). Pokud je
nastaven optimalni gain, pfistroj automaticky zvoli nejlepsi hodnotu gainu pro dané méteni.
Vyhodou tohoto nastaveni je, Ze nedochazi ke ztraté informace a pfistroj je schopen detekovat
velmi silné, resp. velmi slabé signaly. Nevyhodou naopak je, ze neni mozné srovnat absolutni
hodnoty intenzity fluorescence zriiznych méteni. Protoze cilem tohoto experimentu bylo
ukdzat, ze antibiotickd specificita indukce je zavisla na antibiotické specificité rezistencniho

proteinu, bylo vhodnéj$i pouzit pro kazdé méfeni optimalni gain. Hodnota softwarem
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nastaveného gainu se pohybovala v rozmezi 225 az 255. Pokud by cilem experimentu bylo
srovnat intenzitu signalu (tj. Grovenl genové exprese) pro jednotlivé varianty proteinu a
jednotliva antibiotika, bylo by nutné pouzit stejnou hodnotu gainu pro vSechna méfeni.

Profil exprese jednotlivych variant vgad po indukci n€kolika typy antibiotik, ke kterym
nemutovany protein VgaArc udili rezistenci, je ukazan na Obr 33. MIC antibiotika pro danou
variantu rezisten¢niho proteinu fizovanou s fluorescencnim reportérem je uvedena v levém
hornim rohu kazdého grafu, v zavorce je pak uvedena hodnota MIC pro stejnou variantu bez
fluorescen¢niho reportéru — Ize si povSimnout, ze tato hodnota je ve vétsiné ptipada vyrazné
vys$si nez u stejného proteinu produkovaného z arteficialniho konstitutivniho promotoru, jak je
uvedeno vyse v piehledové tabulce na Obr. 27. V piipadé proteinu VgaAirc (pod kontrolou
ptirozeného reguldtoru), pro ktery byly stanoveny hodnoty MIC také ve standardnim MH médiu
(viz odd. 5.3.1.1.1), se zde zjisténé hodnoty mirn¢ li§i. Divodem je pravdépodobné kultivace
v odlisném médiu. Zde bylo pouzito BHI, kter¢ je optimalni pro kultivaci stafylokokt.

Genova exprese z prirozené regulacni oblasti vgadic je vyrazné silngjsi v pfitomnosti
funkéniho rezistencniho proteinu nez v jeho nepfitomnosti (konstrukt LCreg 538, v obrazku
oznaceno jako ,,.bez VgaA®). Pozitivni zpétnovazebnd regulace rezistencnim proteinem pii
vysSich koncentracich antibiotika je v souladu s dfivéj§im pozorovanim (Vimberg et al., 2020
- Ptiloha 1). V tomto pfipadé je mozné srovnani absolutnich hodnot fluorescence, nebot’
fluorescenéni méfeni pro kmen s a bez rezistencniho proteinu bylo provadéno vzdy zaroven v
ramci jedné mikrotitracni desticky, a to u vSech testovanych VgaA variant.

Buniky nesouci konstrukt LCreg 538, tedy bez genu vgaAdic, nevykazuji v pfitomnosti
nizkych koncentraci antibiotik témét Zadny signal, coz je v rozporu s vysledky prezentovanymi
v ramci podkapitoly 5.1. Pfi nizkych koncentracich antibiotika by se méla projevit negativni
zpétnovazebna regulace rezistenénim proteinem a genova exprese by méla byt vysSsi
v nepiitomnosti rezistenéniho proteinu nez v jeho pfitomnosti. Tento trend vSak patrny neni, a
to ani u setli méfeni, ve kterych byla nastavena vysoka citlivost detektoru. Primarnim divodem
jsou ziejme odlisné podminky kultivace bun€k a odlisné prostiedi, ve kterém bylo fluorescen¢ni
méfeni provadéno. Zatimco v experimentech prezentovanych vodd. 5.1 byly buiky
kultivovany na tfepacce ve 3 ml média a fluorescence bunck byla métena v 1x PBS, zde byly
buniky kultivovany v termostatu ve 100 pl média a fluorescence bun€k byla méfena piimo
v kultivaénim médiu. Prvni zpiisob piipravy vzorka poskytuje ve vysledku silnéjsi signal
materialné) efektivnéjsi vyuzit druhy zptisob ptipravy vzorki, nebot’ bylo analyzovéano velké

mnozstvi vzorki, které pro zamyslené srovnani poskytuji dostatecné silny signal.
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Profil exprese vgaA variant v odpovédi na rtizna antibiotika koreluje s jejich antibiotickou
specificitou. Toto zjisténi je v souladu s publikovanymi vysledky experimentu s in trans
usporadanym systémem (Vimberg et al., 2020 - Piiloha 1). Pfi koncentracich antibiotika
odpovidajicich hodnoté MIC, ptipadné polovicni (MICso) daného kmenu a vysSich exprese
rezistencniho genu neprobihd. Relativné nejvyssi urovné genové exprese je dosazeno ve veétsing
ptipadi pii MIC,s. Piblizn€ do této koncentrace antibiotika je zaroven povétsSinou patrnd piima
uméra mezi koncentraci antibiotika a vysi genové exprese. Pfi vysSSich koncentracich
antibiotika uroven genové exprese klesa, a nakonec se zastavuje zcela (bakterie prestava rast).
V ptipadé VgaA variant udilejicich pouze nizkou Uroven rezistence by bylo nutné pro zjisténi
linearni zavislosti testovat dalsi nizs$i koncentrace antibiotika.

V pfipadé linkomycinové, klindamycinové a tiamulinové indukce v pfitomnosti
VgArLc EQ1+2 a klindamycinové indukce v pfitomnosti VgaArLc SGAG k expresi nedochazi,
nebot’ tyto varianty neudileji k uvedenym antibiotikim rezistenci. Naméteny slaby signal
s velkymi smérodatnymi odchylkami lze povazovat za artefakt vznikly v pribéhu méfeni. Pro
uvedend Ctyii metfeni piistroj automaticky nastavil gain 255 (nejvyssi gain, ktery byl v celém
experimentu pouzit) tak, aby zachytil 1 velmi slaby signal. Tomu odpovida i1 skutec¢nost, ze
fluorescenéni signal (slaby a s velkymi smérodatnymi odchylkami) byl v téchto ptipadech
zaznamenan také u kontrolniho kmenu nesouciho konstrukt LCreg 538 bez rezistencniho
proteinu. Lze tedy konstatovat, Ze pozorovany signal neodpovida signifikantni genové expresi.

Naopak velmi zajimava je situace v piipadé genu vgadr,c EQI+2 exprimovaného
v pfitomnosti pristinamycinu IIA. Mutantni protein piekvapivé udili k tomuto antibiotiku
nizkou rezistenci (MIC 4 pg/ml), Cemuz odpovida 1 profil jeho genové exprese. Tento jev byl
pozorovan i pii nezavislém druhém méfeni a zarovei také v ramci studie (Vimberg et al., 2020
- Ptiloha 1), proto je nepravdépodobné, Ze by se jednalo o kontaminaci ¢i chybu v méfeni.
Podstata tohoto fenoménu neni jasnd. Ze vSech testovanych antibiotik udili WT varianta
proteinu 1 vSechny ostatni varianty VgaA nejvyssi Groven rezistence prave k pristinamycinu
ITA, coz by mohlo naznacovat, Ze toto antibiotikum ma ze vSech testovanych antibiotik nejnizsi
vazebnou afinitu k ribozomu. Nabizi se tak vysvétleni, ze si EQ mutanta zachovala zlomek své
puvodni aktivity a tato aktivita je pak pozorovatelna v pfitomnosti antibiotika, viici kterému byl
puvodni nemutovany protein nejucinnéjsi. Uvedenou hypotézu by bylo mozné otestovat
pomoci EQ mutanty nejucinnéjs$i VgaA varianty LTGAG.

Data ziskana v tomto experimentu jsou v souladu s modelem popisujicim regulaci gent
skupiny vgad, ktery byl navrzen v publikaci (Vimberg et al., 2020 - Ptiloha 1). Data zaroven

poskytla piesnéjsi popis chovani studovaného atenuatoru.
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Obr 33: Profil exprese variant genu vgadrc po indukci linkomycinem, klindamycinem, pristinamycinem IIA
a tiamulinem o dvanacti riiznych koncentracich. Osa x grafu znazorfiuje koncentraci antibiotika pouzitého pro indukci genové
exprese, osa y znazoriiuje relativni intenzitu fluorescence eqFP650. Hodnoty v levém hornim rohu kazdého grafu predstavuji
MIC kmenu kodujiciho fizni rezistenéni protein, v zavorce je uvedena hodnota MIC kmenu nesouciho tentyZ rezistenéni protein
bez fluorescenéniho reportéru. Pro kazdé méteni (jeden graf pfedstavuje jedno méfeni mimo grafii ,,bez VgaA* (u téch byl profil
exprese zjiStovan v ramci kazdého meéfeni jako kontrola)) byl nastaven optimalni gain, proto je mozné srovnavat mezi
jednotlivymi vzorky pouze relativni intenzitu signalu, nikoli jeho absolutni. Urover genové exprese z piirozeného regulatoru
vgaALc je vyrazn€ vyssi, je-li pfitomen funkeni rezistencni protein. Profil genové exprese jednotlivych variant proteinu VgaALc
odpovida antibiotické specificit¢ daného proteinu. Kultivace probihala ve 100 ul BHI média s pfidanym selek¢nim a testovanym
antibiotikem, hodnota Acoonm a intenzita fluorescence byla méfena piimo v kultivaénim médiu.

5.4 ANTIBIOTICKA SPECIFICITA ATENUATORU vgadic JE
V NEPRITOMNOSTI REZISTENCNIHO PROTEINU ZAVISLA NA
CHARAKTERU uORF

Antibiotickd specificita fady atenuatorti fidicich expresi gent udilejicich rezistenci
k antibiotikim je ddna délkou a sekvenci uORF (viz piehled literatury, odd. 3.3.1) (Arenz et
al., 2014b, 2014a; Lovett, 1990, 1996; Marks et al., 2016; Mayford and Weisblum, 1990;
Sothiselvam et al., 2014; Stokes and Hall, 1991; Wang et al., 2004, 2005). V ptipad¢ atenuatoru
vgaA je vSak antibioticka specificita indukce ddna spiSe rezistencni aktivitou samotného
proteinu (Vimberg et al., 2020 - Pfiloha 1) (a odd. 5.3 této diplomové prace). Nicméné 1 v tomto
ptipad¢ je pro indukci zasadni uORF, béhem jehoz translace velmi pravdépodobné dochézi
v pritomnosti antibiotika ke vzniku SRC. Otazkou tak je, jak velkou mérou se na procesu
regulace vgad gent charakter vedouciho peptidu kddovaného uORF skute¢né podili, a zda je
mozné zménou jeho sekvence zménit antibiotickou specificitu indukce (napf. z indukce LSAP
antibiotiky na makrolidovou ¢i tetracyklinovou indukci). Mechanismus LSAP indukce nebyl
doposud podrobné zkouman, proto je studium tohoto systému zajimavé i z tohoto hlediska.

uORF gentl vgaA koduje vedouci peptid o sekvenci MIN (viz odd. 5.1.3) a odpovidé na
pfitomnost linkosamidd, streptograminti A a pleuromutilin (Vimberg et al., 2020 - Ptiloha 1).
Jak bylo uvedeno v piehledu literatury, 1 jiné rezistencni geny vyuZivaji takto kratké uORF.
uORF genu vgal koduje vedouci peptid o sekvenci MKF a odpovidd na pfitomnost
linkomycinu (v pfitomnosti rezisten¢niho proteinu Vgal) (Dar et al., 2016). uORF genu fetQ
koduje vedouci peptid o sekvenci MRQ a odpovida na pfitomnost tetracyklinu, linkomycinu a
erythromycinu (v nepfitomnosti rezistenéniho proteinu TetQ) (Wang et al., 2004, 2005). A
zkracena varianta uORF genu ermD koduje vedouci peptid o sekvenci MRLR a odpovida na
pfitomnost erythromycinu a dalSich makrolidi a ketolidl (Sothiselvam et al., 2014, 2016).

Pro posouzeni vlivu charakteru uORF na antibiotickou specificitu atenuatoru vgaA.c byl

pouzit reportérovy konstrukt LCreg 538 (zde oznaceny jako uORF MIN) a dale pét variant
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tohoto konstruktu s pozménénou délkou a sekvenci uORF. Pouzita byla varianta uORF kodujici
nonapeptid o sekvenci MINEPYFQK, dvé varianty uORF kodujici tripeptid o nevyznaéné
sekvenci MGG a MRL a dvé varianty uORF z jinych rezisten¢nich gent kodujici tripeptid MKF
a MRQ. Mira genové exprese byla stanovovana na zakladé intenzity fluorescence reportéru

eqFP650. Odpovéd’ reguldtoru byla sledovana po indukci nékolika typy antibiotik.

5.4.1 PRIPRAVA KONSTRUKTU NESOUCICH FLUORESCENCNI REPORTER
POD KONTROLOU REGULACNICH OBLASTi GENU vgadic S RUZNYMI
VARIANTAMI uORF

5.4.1.1 Priprava konstrukti uORF_9AA, uORF_MGG, uORF_MKF, uORF_MRQ,
uORF_MRL a uORF_MRLR

Konstrukty uORF 9AA, uORF MGG, uORF _MKF, uORF MRQ, uORF MRL a
uORF MRLR jsou odvozeny od konstruktu LCreg 538. Prodlouzeni pivodniho WT uORF
bylo dosazeno mutaci ve stop kodonu (nahrazen za kodon pro glutamat). Zaroven byla zavedena
mutace do kodonu nasledujiciho za stop kodonem, ktery pivodné kédoval serin. Serin indukuje
vznik SRC v pfitomnosti chloramfenikolu (Choi et al., 2020; Marks et al., 2016). Toto
antibiotikum je ale selekénim antibiotikem pro udrZeni pouzitého vektoru v buiice a jeho
pfitomnost by tak mohla vést k nespecifickému formovani SRC na uORF a tedy k nespecifické
indukci genové exprese. Kodon pro serin byl zaménén za kodon pro prolin. Vysledny konstrukt
nese UORF koédujici vedouci peptid o sekvenci MINEPYFQK (konstrukt uORF 9AA).
Konstrukty byly pfipraveny mistné specifickou mutagenezi dle protokolu QuikChange® Site
Directed Mutagenesis Kit (zavedené mutace jsou uvedeny v Tab. 25). Intaktnost sekundarni

struktury atenudtorti s mutovanymi uORF byla ovéfena pomoci softwartt RNAfold a PASIFIC.

Tab. 25: Pi‘ehled bodovych mutaci zavedenych do uORF vgaAic.

Konstrukt (¢islo nukleotidu dano vzdalenosti od 5’1\I/<[olrl:::$:gulaéni oblasti naklonované do vektoru) ix::;(c};sf]lgllg;a
uORF_ MIN

(= LCreg_538) ) MIN*
uORF_mut T312A

uORF_9AA T320G, T323C, C325A MINEPYFQK*
uORF_MGG A314G, T315G, A317G, A318G, C319T MGG*

uORF MKF T315A, T316A, A317T, A318T, C319T MKEF*
uORF_MRQ A314C, T315G, A317C, C319A MRQ*

uORF _MRL A314C, T315G, A317T, A318T, C319A MRL*

uORF MRLR = A314C, T315G, A317T, A318T, C319A, T320A, A321G, C324A, C325A MRLR*
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Prvnim krokem v ptipravé vsSech konstrukti byla PCR reakce s primery navrzenymi
programem QuikChange® pro designovani primerti. Takto navrzené primery se piesné
prekryvaji a zadané mutace nesou priblizné ve svém stfedu. Substituce byly navrzeny tak, aby
odpovidaly kodonovym preferencim Staphylococcus aureus subsp. aureus NCTC 8325
(parentalni kmen kmenu RN4220). Pro tento ucel byla vyuzita Codon Usage Database
spravovanad vyzkumnym institutem Kazusa (https://www.kazusa.or.jp/codon/). Slozeni a
podminky PCR reakce jsou uvedeny v odd. 4.2.3.1.10.

PCR produkty byly oSetieny pomoci enzymu Dpnl (viz odd. 4.2.3.4), ktery odstranil
nemutovanou templatovou DNA. Smé&s byla nasledné ptimo transformovana do kompetentnich
bun¢k Escherichia coli XL10-Gold (viz odd. 4.2.2.2). Poté byla z transformant vyizolovana
plasmidova DNA pomoci kitu Wizard Plus SV Miniprep DNA Purification System (viz odd.
4.2.3.9). Spravnost piipravenych konstrukti byla potvrzena sekvenaci (viz odd. 4.2.3.10) z
primeru R.P VgaA TRANSCR ATTEN 56C. Konstrukty byly nasledné elektroporovany do
Staphylococcus aureus RN4220 (viz odd. 4.2.2.6). Konstrukt uORF MRLR se ani po

opakovanych pokusech nepodatilo do Staphylococcus aureus RN4220 natransformovat.

5.4.2 TESTOVANI VLIVU DELKY A SEKVENCE uORF NA INDUKCNi PROFIL
ATENUATORU vgadrc

Zaémérem této Casti diplomové prace bylo prostudovat roli uORF atenuatoru vgaA.c
v rozpoznavani antibiotik. V experimentu byl vyuzit WT uORF kodujici tripeptid MIN a dale
mutantni uORF kédujici vedouci peptidy o sekvenci MINEPYFQK, MGG, MKF, MRQ a
MRL. Kontrolou v experimentu byl prazdny vektor pRMC2 a konstrukt uORF mut pouzity
v experimentu z odd. 5.1.3, ktery nese mutaci ve start kodonu uORF. Indukéni pattern vyse
uvedenych variant atenuatorlt vgaArc byl zjiStovan v laboratornim kmenu Staphylococcus
aureus RN4220 v odpovedi na ptitomnost linkomycinu, klindamycinu, pristinamycinu IIA,
tiamulinu, tetracyklinu, erythromycinu a spiramycinu.

Pro tcel stanoveni vhodné koncentrace antibiotika pro indukei genové exprese byla nejprve
mikrodiluéni metodou stanovena citlivost vSech testovanych kmenti k témto antibiotikiim.
Meéfieni bylo provedeno dle postupu uvedeného v odd. 4.2.6.1 s nasledujicimi odchylkami:
meéteni probihalo v BHI médiu (v tomto médiu byly kultivovany butiky, u nichz byla nasledné
stanovovana uroven genové exprese) a pi1 koncentraci selekéniho antibiotika 5 pg/ml (divod

snizeni selek¢ni koncentrace z obvykle pouzivané koncentrace 25 pg/ml je uveden nize).
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Stanoveni MIC bylo provedeno nezavisle dvakrat az tiikrat vzdy v duplikatech. Tab. 26 ukazuje

hodnoty MIC nejvice se opakujici v jednotlivych métenich.

Tab. 26: Hodnoty minimalnich inhibi¢nich koncentraci (MIC) antibiotik blokujicich translaci pro testované kmeny.
LIN — linkomycin (linkosamid), CLI — klindamycin (linkosamid), PITA — pristinamycin IIA (streptogramin A), TIA — tiamulin
(pleuromutilin), TET — tetracyklin, ERY — erythromycin (14-¢lenny makrolid), SPI — spiramycin (16-¢lenny makrolid).

S. aureus MIC (ng/mb
RN4220 LIN (L) CLI(L) PIIA(Sy) TIA(P) TET g\ﬁg SPI (Ms)
pRMC2 0,25 0,063 2-4 0,25 1 0,125 2
uORF_MIN 0,5 0,063 4 0,125-0,25 0,25 0,125 2
uORF_mut 0,25 0,063 4 0,25 0,25-0,5 0,125 2
uORF 9AA 0,25 0,063 8 0,25 0,25-0,5 0,125 1-2
uORF MGG 0,25 0,031-0,063 4 0,25 0,25-0,5 0,125 2
uORF_MKF 0,25 0,063 4 0,25 0,25-0,5 0,125 2
uORF_MRQ 0,25 0,031-0,063 4 0,25 0,25-0,5 0,125 2
uORF_MRL 0,25 0,063 4 0,25 0,25-0,5 0,125 2

Pro indukci genové exprese byla zvolena koncentrace antibiotika odpovidajici ptiblizné
¢tvrting MIC (MICss): linkomycin (0,0625 pg/ml), klindamycin (0,0156 pg/ml), pristinamycin
ITA (1 pg/ml), tiamulin (0,0625 pg/ml), tetracyklin (0,0625 pg/ml), erythromycin (0,0312
ug/ml) a spiramycin (0,5 pg/ml). MIC méfeni ukazalo, Ze pfi této koncentraci antibiotika jsou
bunky schopny nartist do denzity odpovidajici nejméné 65 % denzity bunck kultivovanych
v nepfitomnosti antibiotika (neni ukdzano). Kontrolni méfeni indukce genové exprese u WT
atenuatoru vgad;c a u varianty s prodlouZzenym uORF ukazalo, ze pfi této koncentraci jiz
dochazi k signifikantni genové expresi (neni ukdzano).

Testovani vlivu koncentrace selekéniho antibiotika chloramfenikolu na indukci
klindamycinem, pristinamycinem IIA a tetracyklinem u konstruktu s prodlouzenym uORF,
ukazalo, Ze pii koncentraci chloramfenikolu 25 pg/ml je signal po indukci tetracyklinem o vice
nez polovinu niz$i nez pii koncentraci 5 pg/ml, mensi pokles v naméfené fluorescenci byl
pozorovan také v pfipad¢ klindamycinu a pristinamycinu IIA. Pro udrZeni plasmidu v buiice
byla z tohoto diivodu v hlavnim experimentu pouZita koncentrace chloramfenikolu 5 pg/ml.

Postup ptipravy vzorkl pro fluorescencni méteni je uveden v odd. 4.2.7.1. Méfeni bylo
provedeno nezavisle Ctyfikrat vzdy v duplikatech. Gain pro vSechna fluorescencni méteni byl
nastaven manualné¢ na hodnotu 228. Vysledny graf ukazuje primér vSech méfeni. Intenzita
fluorescence naméfend pro kmen s prazdnym vektorem byla povazovéana za autofluorescenci
bunék a byla odeCtena od intenzity fluorescence kment s konstruktem kodujicim eqFP650.

Induk¢ni profil atenuatorti vgaA:c s mutovanymi uORF je ukdzén na Grafu 4.
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Indukéni profil uORF variant
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Graf 4: Indukéni profil atenuatoru vgaAdic s riznymi variantami uORF. Vedouci peptid MIN je optimalni pro detekci
LSAP antibiotik. Pro rozpoznani téchto antibiotik je klicova aminokyselinova sekvence vedouciho peptidu. Prodlouzeni uORF
vede ke konstitutivni expresi a k zintenzivnéni LSAP indukce. Hvézdickami je znazornéna P-hodnota vypocitana ¢-testem pro
dvojici wild-type uORF a mutovany uORF v pfitomnosti daného antibiotika, pfipadné pro dvojici naznacenou svorkami: ***
(P <£0,01; velmi vyznamny rozdil); ** (0,01 < P <0,1; stfedn€ vyznamny rozdil); * (0,1 < P; nevyznamny rozdil). Negativni
kontrola: atenuator bez uORF (konstrukt uORF mut nesouci bodovou mutaci ve start kodonu uORF). Kultivace probihala ve
2 ml BHI média s 5 pg/ml selekéniho antibiotika chloramfenikolu a s nebo bez testovaného antibiotika, hodnota Asoonm a
intenzita fluorescence byla méfena v 1x PBS.

V ptipadé vétSiny konstruktd nedochdzi v nepfitomnosti antibiotika k expresi
fluorescencniho reportéru, coz je v souladu s ocekavanim. Vyjimkou je pouze konstrukt
uORF 9AA kodujici prodlouzeny vedouci peptid. Jednim z moznych vysvétleni mize byt, ze
struktura atenuatoru je uzplisobena uORF o délce tfi smysluplnych kodond. V piipadé
vyrazn€j$iho prodlouzeni uORF je vétsi cast mRNA obsazena translatujicimi ribozomy, které
mohou destabilizovat sekundarni strukturu daného transkriptu, v disledku ¢ehoz pak muze
dojit k naruSeni regula¢ni schopnosti atenudtoru. Alternativnim vysvétleni je, Ze zavedeni
prislusnych bodovych mutaci (pfestoze jen ti1) narusilo regulac¢ni sekundarni strukturu mRNA.
Terminator pak v disledku toho neni dostatecné G¢inny. Nicméné¢ 1 presto je v piipad¢ tohoto

konstruktu patrnd velmi silné indukce linkomycinem, klindamycinem, pristinamycinem IIA a

tiamulinem. Pozorovanou slabou expresi v pfitomnsoti tetracyklinu, erythromycinu a
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spiramycinu je nutno zanedbat, nebot’ piislusné namétrené signaly nepievysuji signal namétreny
u buné¢k kultivovanych bez antibiotika (kontrola).

WT atenuator vgadrc kédujici vedouci peptid o sekvenci MIN odpovida velmi silné na
pfitomnost pristinamycinu IIA, slab&ji pak na pfitomnost linkomycinu, klindamycinu a
tiamulinu, coz je v souladu s publikovanymi vysledky (Vimberg et al., 2020 - Ptiloha 1). Gen
vmIR nesouci putativni uORF, ktery koduje tripeptid o stejné sekvenci odpovida na linkomycin
a pristinamycin IIA (v pfitomnosti rezistencniho proteinu VmlIR) (Ohki et al., 2005).

Obdobny indukéni profil jako je u vedouciho peptidu MIN vykazuje také vedouci peptid o
sekvenci MKF — velmi silné¢ odpovidd na pfitomnost pristinamycinu IIA, méné pak na
pritomnost linkomycinu a klindamycinu. To je v souladu se specificitou indukce genu vgal, ze
kterého vedouci peptid MKF pochazi. Bylo ukazano, ze vgal je indukovan linkomycinem (v
pfitomnosti rezistenéniho proteinu Vgal), indukce pristinamycinem IIA nicméné testovana
nebyla (Dar et al., 2016).

Varianta atenuatoru kodujici vedouci peptid o sekvenci MRL odpovidda pouze na
pristinamycin IIA, a to vyrazn¢ slabéji nez vedouci peptid MIN ale zaroven vyrazné silnéji nez
vedouci peptid MGG, ptipadné atenuator bez uORF. Stejné tak atenuator, jehozZ uORF koduje
vedouci peptid o sekvenci MRQ. Toto zjisténi je velmi prekvapivé, nebot’ u plvodniho
atenuatoru terQ) translacné flzovaného s reportérovym genem byla pozorovana indukce
linkomycinem, tetracyklinem a erythromycinem, indukce pristinamycinem IIA nicméné
testovana nebyla (Wang et al., 2004).

Velmi zajimavym zjisténim je, Ze atenuator kodujici na druhé a tfeti pozici uORF glyciny
(nejmensi kodované aminokyseliny) neodpovida na ptitomnost zaddného z testovanych
antibiotik. To jednoznaéné¢ ukazuje, Ze pro prvotni rozpoznani navazanych LSAP antibiotik je
dilezita aminokyselinova sekvence uORF. Tento vysledek zarovenl také naznacuje, Ze se na
uORF v ptitomnosti indukujicich antibiotik formuje SRC (coz pfimo experimentalné prozatim
prokazano nebylo) tak, jako u jinych na atenudtorii zavislych na ribozomu.

V souladu s ofekavanim atenudtor s mutaci ve start kodonu uORF nebyl indukovan
linkomycinem ani Zadnym z dal$ich testovanych antibiotik.

Erythromycin neindukuje expresi zZzadné ztestovanych variant atenuétord, coz je
v souladu s faktem, Ze pro rozpoznani tohoto antibiotika je obvykle nezbytna syntéza delSiho
vedouciho peptidu (Ramu et al.,, 2009; Vazquez-Laslop et al., 2011a). Erythromycinova
indukce by patrné byla pozorovana u varianty atenuatoru s uUORF kodujicim tetrapeptid MRLR

(Sothiselvam et al., 2014). Indukce spiramycinem neni pozorovéana u zaddného z testovanych
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konstruktl, coZ je v souladu s o¢ekédvanim, nebot’ 16-Clenné makrolidy jako induktory obvykle
nevystupuji (Gupta et al., 2016; Sothiselvam et al., 2014; Vazquez-Laslop et al., 2011b).

Vyse uvedend pozorovani jednoznac¢né potvrzuji, Ze pro primarni rozpoznani antibiotika
atenuatorem genu vgad;c je esencialni charakter vedouciho peptidu kédovaného uORF,
zejména jeho aminokyselinova sekvence, a naopak neni diilezita piitomnost stop kodonu na
¢tvrté pozici uORF. Pokud jsou soucésti vedouciho peptidu prostorové nevyrazné
aminokyseliny (glycin), k rozpoznani antibiotika nedochézi. Zaroven zména aminokyselinové
sekvence vedouciho peptidu vede k posunu antibiotické specificity atenudtoru. Ziskana data
ukazuji, ze aminokyselinova sekvence MIN je optimalni pro rozpoznani testovanych
linkosamidi, streptograminti A a pleuromutilinti, tedy antibiotik, ke kterym rezisten¢ni protein

VgaA udili rezistenci.

5.5 BUNECNA LOKALIZACE REZISTENCNIHO PROTEINU VgaAic
SYNTETIZOVANEHO VE FYZIOLOGICKEM MNOZSTVIi

Otazka bunécné lokalizace ARE ABCEF proteinil neni doposud zcela dofeSena. Piestoze je
v soucasnosti jiz definitivné potvrzeno, ze tyto proteiny udileji rezistenci mechanismem
ochrany ribozomu (Lenart et al., 2015; Sharkey et al., 2016; Su et al., 2018), neni jasné, proc¢
frakcionace bunék a néslednd Western blot analyza ukazuje membranovou lokalizaci n¢kterych
téchto proteinti (Chesneau et al., 2005; Olano et al., 1995). Jednim z moZnych vysvétleni je, Ze
ARE ABCF interaguji s membranovym transportérem (Kerr et al., 2005; Reynolds et al., 2003).
Tato soucinnost byla nicméné dosud potvrzena pouze pro jediny z ARE ABCF proteintl, protein
MsrD, ktery spolupracuje s MFS transportérem MefE (Nunez-Samudio and Chesneau, 2013).

Vramci diplomové prace Mgr. Bich Nguyen Thi Ngoc (Nguyen Thi Ngoc, 2018)
vypracované v nasi laboratofi byla technikami fluorescen¢ni mikroskopie zkoumana bunécna
lokalizace ARE ABCF proteini VgaAic a MsrA (vysledky pozorovani shrnuty v diskuzi této
diplomov¢ prace). Uvedena studie byla provedena s vyuzitim systému, kdy byl rezisten¢ni gen
exprimovan z arteficidlniho promotoru (exprese indukovéana pfidavkem anhydrotetracyklinu o
koncentraci 100 ng/ml). Tento systém vSak nereflektuje mnozstvi antibiotika v prostiedi a
mnozstvi produkovaného proteinu tak neodpovidd fyziologickému stavu. Cilem zde
prezentovaného experimentu bylo pomoci fluorescenéni mikroskopie ukazat bunécnou
lokalizaci proteinu VgaALc, jehoz produkce je fizena pfirozenym regulatorem, a ovéfit tak

nekteré ze zaveéri predchazejici diplomové prace (Nguyen Thi Ngoc, 2018).
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5.5.1 STANOVENI RUSTOVE KRIVKY KMENU Staphylococcus aureus RN4220
NESOUCIHO KONSTRUKT LCreg-VgaArLc-eqFP650

Pted vlastnim mikroskopickym pozorovanim bylo nutné stanovit ristovou kiivku
testovanych kmena tak, aby bylo mozné urcit, jaké hodnoty bunécné denzity ptiblizné
odpovidaji jednotlivym fazim rtstu. Rastova kiivka byla stanovena pro kmen Staphylococcus
aureus RN4220 nesouci gen vgaAdrc pod kontrolou pfirozené regulacni oblasti, stejny gen
translacné fuzovany s fluorescencnim reportérem eqFP650 a prazdny vektor pPRMC2. Buiky
byly kultivovany za stejnych podminek, které byly nasledné aplikovany pii kultivaci bunék pro
mikroskopovani. Kultivace probihala ve 3 ml BHI média s pfidanym selekénim antibiotikem
na tfepacce pii otaCkach 200 RPM a teploté¢ 37 °C. Bunéény nartist byl zjistovan pomoci
McFarland denzitometru (DENSI-LA-METER II) kazdych 30 min po dobu sedmi a ptl hodin.
Tento pftistroj je schopen méfit zakal az do hodnoty 15 McF. Pti vys$Sich denzitadch tak neni
nutné suspenzi fedit, coZ je vyhodné pravé v ptipadé prace s malym objemem kultury. Stejnym
zpisobem byla uréovana bunécnd denzita kultury pti kultivaci bun¢k pro miskroskopovaci
pozorovani. Méteni bylo provedeno pouze pro kultivaci bez linkomycinu.

Z naméfenych dat (Graf 5) vyplyva, ze vSechny testované kmeny rostou stejné. Lag faze
je dlouha pfiblizné€ jednu hodinu. Exponencidlni fize zac¢ina ptiblizné v devadesaté minute, trva
dve hodiny a kultura na jejim konci dosahne denzity ptiblizné 3,5 McF. Kultura ve stacionarni
fazi dosahuje denzity az 9,5 McF. Lze ptedpokladat, Ze pti koncentracich linkomycinu vyrazné
nizsich nez MIC (pro kmen s konstruktem LCreg-VgaArc-eqFP650 32 pg/ml pii kultivaci
v MH médiu (viz odd. 5.3.1.1.1) a 16 pg/ml pfi kultivaci v BHI médiu (viz odd. 5.3.2)) bude

rustova kiivka ptiblizné stejna, piti vyssich koncentracich pak bude dochazet k inhibici rastu.
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Rustova kiivka Staphylococcus aureus RN4220
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Graf 5: Ristova k¥ivka kment Staphylococcus aureus RN4220 nesoucich prazdny vektor pPRMC?2 a konstrukty LCreg-
VgaALc a LCreg-VgaALc-eqFP650. Kultivace probihala ve 3 ml BHI média s pfidanym selekénim antibiotikem na tfepacce
pii otackach 200 RPM a teploté 37 °C. Méteni bylo provadéno kazdych 30 minut.

5.5.2 VIZUALIZACE VgaArLc POMOCI FLUORESCENCNI MIKROSKOPIE

V ptipadé exprese z arteficidlniho promotoru je bunécna lokalizace proteinu VgaAic
zavisla na teplotnich podminkach, dob¢é exprese, na fazi rustu, kdy je exprese zapocata, a na
bakteridlnim kmenu, a naopak nezavisi na pfitomnosti linkomycinu (Nguyen Thi Ngoc, 2018).
Pokud je produkce gen vgaAdic pod kontrolou pfirozeného regulatoru, produkce proteinu je
zavisla na mnozstvi indukujiciho antibiotika linkomycinu v prosttedi (Vimberg et al., 2020 -
Ptiloha 1) (a odd. 5.3 této diplomové prace). Zde provedené pozorovani by tak nemélo byt
ovlivnéno artefakty zpiisobenymi nadprodukci (neptirozenou mirou produkce) rezistenéniho
proteinu, které potencidlné mohly ovlivnit vysledky vychozi studie. V ramci jednotlivych
experimentl byla sledovéana lokalizace proteinu v bunikach po indukci linkomycinem o rtiznych
koncentracich v riznych rtstovych fazich.

Postup kultivace a ptipravy vzorki pro mikroskopické pozorovani je uveden v odd. 4.2.8.1.
Vsechny kultivace byly provadény pii 37 °C ve 3 ml BHI média s pfidanym selekénim
antibiotikem. Indukujici antibiotikum bylo pfidavano do kultury v riznych koncentracich: 0;
0,125; 0,25; 1; 4; 16; 32; 64 pug/ml a Casech (resp. fazich rastu): McF = 0 (pocatek kultivace);

0,1 (lag faze); 0,4; 1; 2; 3,5 (exponencialni faze); 4 (ndstup stacionarni faze); 9 (kultivace ptes
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noc; stacionarni faze). Postup vlastniho mikroskopovani je uveden v odd. 4.2.8.2. Vysledné
snimky uspotfddané do péti obrazka ptedstavuji piekryv dvou barevnych kanali, modrého
(DAPI znacici DNA) a cerveného (proteinovy reportér eqFP650 translacné fuzovany s
VgaArc). Pro kazdy vzorek bylo pofizeno osm az deset snimkil z riznych ¢asti suspenze
nanesen¢ na mikroskopovaci sklicko.

Nejprve byl sledovan vliv pfitomnosti riznych koncentraci linkomycinu, ktery byl piidan
na zacatku kultivace, na lokalizaci VgaArc v exponencialni fazi (McF = 1). Negativni kontrolou
byl protein bez fluorescen¢niho reportéru a kultivace bez linkomycinu. Ze ziskanych dat (Obr.
34) je patrné, Ze rezistencni protein je za téchto podminek rozptylen v buiikach ¢isté difuzné
nezavisle na mnozstvi linkomycinu. Dale si Ize povSimnout, Ze ¢ast bunék vykazuje vyrazné
je tedy v expresi rezistencniho proteinu heterogenni. Heterogenita v genové expresi se
vyskytuje u bunék kultivovanych v pfitomnosti linkomycinu o koncentracich 1 a 4 pg/ml.
Bunky kultivované v ptitomnosti linkomycinu o koncentraci 16 pg/ml (Obr. 34C: J) vgadic
neexprimuji, coz je v souladu s pfedchozimi vysledky (viz odd. 5.3.2), kdy byla méiena
intenzita fluorescence reportéru (odpovidajici irovni exprese genu) pii riiznych koncentracich
linkomycinu. Proteosyntéza je v tomto ptipad¢ pravdépodobné zablokovéana, nebot” MIC pro
dany kmen je 16-32 pg/ml v zavislosti na kultiva¢nich podminkéch (viz odd. 5.3.1.1.1 a 5.3.2).
Je zde ale potfeba poznamenat, Ze v experimentu z odd. 5.3.2 byly bunky kultivovany ptfes noc
(méfeni bylo provedeno na bunikach ve stacionarni fazi), zatimco v tomto experimentu byly

kultivovany do dosaZeni McF = 1 (analyza byla provedena na buiikdch v exponencidlni fazi).
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Obr. 34: Vliv koncentrace linkomycinu (LIN) pfidaného na pocatku kultivace na buné¢nou lokalizaci rezisten¢niho
proteinu VgaALc v kmenu Staphylococcus aureus RN4220. (A) Rustova kiivka Staphylococcus aureus RN4220
s vyznacenym Casem pifidani antibiotika (Cervend Sipka) a Casem odbéru vzorku pro mikroskopovani (modra Sipka). (B)
Schematické znazornéni pribéhu experimentu. (C) Mikroskopie. Modry signal odpovidd DNA (DAPI), Cerveny signal
odpovidéa znacenému VgaArc (eqFP650). Exprese vgaALc probiha pouze v pfitomnosti linkomycinu, a to do koncentrace nizsi
nez MIC. Exprese je v ramci populace bunék heterogenni. VgaALc je v bunikach za vSech podminek rozptylen ¢isté difuzné.
Rozlozené barevné kanaly jsou ukazany v Pfiloze 3 (Obr. P-2). Negativni kontrola: kmen s konstruktem bez fluorescen¢niho
reportéru. Kultivace probihala ve 3 ml BHI média s ptidanym selekénim antibiotikem a linkomycinem o indikované
koncentraci do McF = 1. Buiky resuspendované v 1x PBS a obarvené barvickou DAPI byly pozorovany fluorescenénim
mikroskopem.

V dalsi fazi byl sledovan vliv ristové faze na lokalizaci a miru produkce rezistenéniho
proteinu VgaALc v buiikach. Buiiky byly od poc¢atku kultivovany v pfitomnosti linkomycinu o
nékolika koncentracich a pod mikroskopem byly pozorovany po nartstu do ¢tyfech rtiznych
denzit. Negativni kontrolou v experimentu byl konstrukt bez fluorescencniho reportéru a
kultivace bez linkomycinu. Na vysledném obrdzku (Obr. 35) nejsou ukazany vzorky bez
fluorescen¢niho reportéru, tyto vzorky dle piedpokladu neposkytovaly cerveny signal
odpovidajici reportéru eqFP650. Cast vzorki z tohoto experimentu nebyla fotografovana ihned
po kultivaci, ale az nasledujici den. V takovém piipad¢€ byly vzorky nabarveny barvickou DAPI
a zamrazeny v 10% glycerolu v 1x PBS, pfipadné¢ zamrazeny v 10% glycerolu v 1x PBS a

barvickou DAPI nabarveny az nasledujici den tésné pfed pozorovanim. Z divodu, Ze barveni
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pied zmrazenim se ukazalo jako nevhodné (modry signal neni rovhomérné rozprostien po celé
plose buiiky), se tento postup v dalSich experimentech nevyuzival a buiiky se dale barvily az po
rozmraZeni. Cast kultivaci s linkomycinem o koncentraci 4 a 16 pg/ml rostla velmi pomalu,
proto je nebylo mozné zatradit do experimentu a v prezentovaném obrazku chybi.

Vysledky potvrzuji pfedchozi pozorovani, ze v pfitomnosti linkomycinu od pocatku
kultivace je rezisten¢ni protein v buiikdch rozptylen difuzné, pouze u nékolika mélo bunék
(Obr. 35C: E a H) je patrné difuzni lokalizace kombinovand s ohniskovou. Tyto bunky vykazuji
zvysenou expresi. Opét je patrna heterogenita v genové expresi. V piitomnosti linkomycinu o
koncentraci 16 pg/ml k expresi vgaA,c nedochézi, coz je v souladu s vysledky prvniho dil¢iho
experimentu (Obr. 34) a s naméfenymi hodnotami intenzity fluorescence reportéru (viz odd.
5.3.2). Se zavéry z odd. 5.3.2 dale souhlasi, ze genova exprese je piiblizné stejna pii koncentraci

linkomycinu 1 a 4 pg/ml a soucasné vyssi nez pii koncentraci 0,25 pg/ml.
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Obr. 35: Vliv koncentrace linkomycinu (LIN) piidaného do kultury na poéatku kultivace na bunéénou lokalizaci
rezisten¢niho proteinu VgaArLc v buiikach kultivovanych do indikované denzity (McF stupnice). (A) Rustova kiivka
Staphylococcus aureus RN4220 s vyzna¢enym c¢asem piidani antibiotika (Cervend Sipka) a ¢asem odbéru vzorku pro
mikroskopovani (modré Sipky). (B) Schematické znazornéni prubéhu experimentu. (C) Mikroskopie. Modry signél odpovida
DNA (DAPI), ¢erveny signal odpovida znacenému VgaArc (eqFP650). Bilé Sipky poukazuji na ohniska v poctu jedno na
bunku, zluté Sipky poukazuji na ohniska v poctu dvé na buniku. Exprese vgaArc probiha pouze v ptitomnosti linkomycinu a je
v ramci populace bunék heterogenni. VgaALc je ve vétsin€ bunék rozptylen difuzné, u n€kolika bunék se zvySenou expresi je
lokalizace ¢astecné difuzni, ¢astecné ohniskova. Rozlozené barevné kandly jsou ukdzany v Pfiloze 3 (Obr. P-3). Negativni
kontrola: kmen s konstruktem bez fluorescencniho reportéru (neni soucasti obrazku). Kultivace probihala ve 3 ml BHI média
s pfidanym selekénim antibiotikem a linkomycinem o indikované koncentraci do indikované denzity (McF stupnice). Poté byly
buniky resuspendovany v 1x PBS, obarveny barvickou DAPI, zamrazeny v 10% glycerolu a nasledujici den mikroskopovany
(**), pfipadn¢ zamrazeny v 10% glycerolu a nasledujici den resuspendovany v 1x PBS, obarveny barvickou DAPI a poté
mikroskopovany (*e).

Nésledné byl sledovan vliv pfitomnosti riznych koncentraci linkomycinu, ktery byl pfidan
v exponencidlni fazi (McF = 1), na lokalizaci VgaAic. Po pfidani antibiotika byla kultura
inkubovana na tfepa¢ce 1 hodinu. Negativni kontrolou v experimentu byl konstrukt bez

fluorescen¢niho reportéru a kultivace bez linkomycinu. Ziskana data (Obr. 36) potvrzuji
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piredchozi pozorovani, ze bunky uvniti populace produkuji VgaAic nestejné. Zde je
heterogenita v genové expresi patrna u bunék kultivovanych s linkomycinem nezavisle na jeho
koncentraci. Dlivodem, proc je exprese pozorovana i pii minimalni inhibi¢ni koncentraci (16
ug/ml), je pravdépodobné fakt, Ze antibiotikum bylo do kultury ptidano az po dosazeni denzity,
ktera odpovida exponencidlni fazi. Bunky tedy byly v momenté piidani linkomycinu
metabolicky aktivni a obsahovaly velké mnozstvi ribozomi. Antibiotikum tak v tomto
mnozstvi zablokovalo pouze ¢éast ribozomt. Naopak v pfipadé pfitomnosti linkomycinu o
koncentraci 16 pg/ml hned od poc¢atku kultivace bunika nema dostatek volnych ribozomd, a
proto k expresi rezisten¢niho proteinu nedochédzi. V podminkach, kdy bylo antibiotikum
pridano do kultury az po dosazeni exponencialni faze je protein v bunikach rozptylen ve vétsiné
ptipadt pouze difuzné. Mimo to se ale u velmi malé ¢asti bunék objevuje distribuce ¢astecné
difuzni, caste¢né ohniskova. Tato ohniska se vyskytuji v poctu obvykle jedno na buiku
(ozna&eni bilou Sipkou), méné pak v poétu dvé na buiiku (oznaéeni Zlutou Sipkou). Casteéné

fokalné lokalizovany protein je patrny pouze u bunék se zvySenou expresi rezistencniho genu.
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Obr. 36: Vliv koncentrace linkomycinu (LIN) pfidaného do kultury po dosazeni McF = 1 na bunécnou lokalizaci
rezisten¢niho proteinu VgaAvrc. (A) Ristova kiivka Staphylococcus aureus RN4220 s vyznaenym Casem pfidani antibiotika
(Cervena Sipka), odbér vzorku pro mikroskopovani nasledoval po jedné hoding kultivace. (B) Schematické znazornéni prub&éhu
experimentu. (C) Mikroskopie. Modry signal odpovida DNA (DAPI), erveny signal odpovida zna¢enému VgaArc (eqFP650).
Bilé sipky poukazuji na ohniska v poctu jedno na butiku, zluté Sipky poukazuji na ohniska v poctu dvé na bunku. Exprese
vgaArc probiha pouze v pfitomnosti linkomycinu a je v ramci populace bunck heterogenni. VgaALrc je ve vétSiné bunck
rozptylen difuzné, u nékolika bunék se zvysenou expresi je lokalizace ¢aste¢né difuzni, castecne ohniskova. Rozlozené barevné
kanaly jsou ukazany v Pfiloze 3 (Obr. P-4). Negativni kontrola: kmen s konstruktem bez fluorescencniho reportéru. Kultivace
probihala ve 3 ml BHI média s pfidanym selekénim antibiotikem do McF = 1, po pfidavku linkomycinu o indikované
koncentraci kultivace pokracovala 1 hodinu. Buiiky resuspendované v 1x PBS a obarvené barvickou DAPI byly pozorovany
fluorescenénim mikroskopem.

V dalsi fazi byl sledovan vliv ristové faze, ve které byl pfidan linkomycin, na lokalizaci a
miru produkce rezisten¢niho proteinu VgaArc v bunkach. Linkomycin byl v tomto ptipadé
pfidan v lag fazi (McF = 0,1), v exponencialni fazi (McF = 0,4; 1 a 3,5) a ve stacionarni fazi
(McF = £9) (kultivace ptes noc 18 hod). Po ptfidani antibiotika byla kultura inkubovana na
ttepacce 1 hodinu. Negativni kontrolou v experimentu byl konstrukt bez fluorescenéniho
reportéru a kultivace bez linkomycinu. Cést vzork z tohoto experimentu nebyla fotografovana
thned po kultivaci, ale aZ nasledujici den. V takovém piipadé€ byly vzorky zamraZeny v 10%
glycerolu v 1x PBS a nasledujici den byly tésné pied samotnym pozorovanim obarveny
barvickou DAPI.

Ziskana data (Obr. 37 a 38) potvrzuji pfedchozi pozorovani, ze k expresi genu vgadic
dochdzi v nejvétsi mife u bun€k indukovanych linkomycinem o koncentracich 1 — 16 pg/ml, a
to v ptipadé, Ze byl k buiikdm pfidan po dosazeni exponencialni faze (McF = 1, pfipadné 3,5),
kdy jsou bunky metabolicky vysoce aktivni. Naopak nejnizsi je exprese v piipad¢ ptidavku
linkomycinu po nartstu do stacionarni faze (McF = +9). To je v souladu s faktem, Ze se tyto
bunky nachazeji ve stacionarni fazi a jejich metabolismus je utlumen. Dale opét plati, Ze exprese
genu je vramci populace heterogenni. Heterogenita se vyskytuje u bun€k kultivovanych
s linkomycinem o koncentracich 0,25 — 16 pg/ml. Vyssi koncentrace antibiotika (32 a 64 ug/ml)
pravdépodobné zplisobuji zablokovani velké ¢asti ribozomil, které tak nejsou schopné syntézy
rezistencniho proteinu, proto u danych kultivaci neni exprese patrna. U vétSiny bunék, které
byly kultivovany s antibiotikem po dosazeni lag faze (McF = 0,1); exponenciélni faze (McF =
0,4; 1) a stacionarni faze (McF = £9), je VgaAic rozptylen Cisté¢ difuzné nezavisle na
koncentraci antibiotika. U velmi malé ¢asti bunék (ptfedevsim u bunék kultivovanych
s antibiotikem po dosazeni stacionarni faze) je za téchto podminek patrna ¢aste¢né difuzni,
castecné ohniskova lokalizace. Ohniska se opét vyskytuji u bun€k s vy$si genovou expresi
oproti zbytku populace obvykle v po¢tu jedno na buiiku. Napadné vyssi zastoupeni ¢astecné

ohniskové, ¢astecné difuzni lokalizace rezistencniho proteinu je patrné u bunék, ke kterym byl

linkomycin o riznych koncentracich pfidan po dosazeni konce exponencialni faze (McF = 3,5)
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(Obr. 37C: O, P a Obr. 38C: N, O, P). Zajimav¢ je, ze v tomto piipad¢ jsou ohniska znatelna

nejen u bunék se zvysenou expresi vgad:c, ale i u bunek s niz§im fluorescencnim signalem.
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Obr. 37: Vliv koncentrace linkomycinu (LIN) piidaného do kultury po dosaZeni indikované denzity (McF stupnice) na
bunéénou lokalizaci rezisten¢niho proteinu VgaAvrc. (A) Ristova kiivka Staphylococcus aureus RN4220 s vyznacenymi
Casy pridani antibiotika (Cervené Sipky), odbéry vzorkd pro mikroskopovani nasledovaly po jedné hodiné kultivace. (B)
Schematické znazornéni pribéhu experimentu. (C) Mikroskopie. Modry signal odpovidda DNA (DAPI), Cerveny signal
odpovida zna¢enému VgaALc (eqFP650). Bilé Sipky poukazuji na ohniska v poctu jedno na buitku. Hodnoty v pravém hornim
rohu ptedstavuji denzitu kultury (McF stupnice) dosazené po hodinové kultivaci s antibiotikem. Exprese vgaA4rc probiha pouze
v pfitomnosti linkomycinu a je v ramci populace bunék heterogenni. VgaAic je ve vétsiné bunék rozptylen difuzné, zejména
u bun€k kultivovanych do McF = 3,5 je vSak lokalizace ¢asteéné difuzni, ¢astecné ohniskova (nezavisle na koncentraci
antibiotika a na intenzité exprese). Rozlozené barevné kanaly jsou ukazany v Ptiloze 3 (Obr. P-5). Negativni kontrola: kmen
s konstruktem bez fluorescencniho reportéru (neni soucasti obrazku). Kultivace probihala ve 3 ml BHI média s pfidanym
selekénim antibiotikem do indikované denzity (McF stupnice), po pfidavku linkomycinu o indikované koncentraci kultivace
pokracovala 1 hodinu. Buiky resuspendované v 1x PBS a obarvené barvickou DAPI byly pozorovany fluorescen¢nim
mikroskopem. U vzorkl s oznacenim *e prob&hlo nejprve zamrazeni v 10% glycerolu, nasledujici den poté probéhlo
resuspendovani v 1x PBS, obarveni barvickou DAPI a mikroskopovani.
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Obr. 38: Vliv koncentrace linkomycinu (LIN) piidaného do kultury po dosaZeni indikované denzity (McF stupnice) na
bunécénou lokalizaci rezistenéniho proteinu VgaAvrc. (A) Ristova ktivka Staphylococcus aureus RN4220 s vyzna¢enymi
Casy pridani antibiotika (Cervené Sipky), odbéry vzorkd pro mikroskopovani nasledovaly po jedné hodiné kultivace. (B)
Schematické znazornéni pribchu experimentu. (C) Mikroskopie. Modry signal odpovida DNA (DAPI), Cerveny signal
odpovida znacenému VgaALrc (eqFP650). Bilé Sipky poukazuji na ohniska v poctu jedno na buiiku, zluté Sipky poukazuji na
ohniska v poctu dvé na buniku. Hodnoty v pravém hornim rohu pfedstavuji denzitu kultury (McF stupnice) dosazené po
hodinové kultivaci s antibiotikem. Exprese vgaALc probiha pouze v pfitomnosti linkomycinu a je v ramci populace bunék
heterogenni. VgaALc je ve vétsiné bunék rozptylen difuzné, zejména u bunek kultivovanych do McF = 3,5 je vsak lokalizace
castecné difuzni, ¢astecné ohniskova (nezavisle na koncentraci antibiotika a na intenzité exprese). Rozlozené barevné kanaly
jsou ukazany v Pfiloze 3 (Obr. P-6). Negativni kontrola: kmen s konstruktem bez fluorescenéniho reportéru (neni soucasti
obrazku). Kultivace probihala ve 3 ml BHI média s ptidanym selekénim antibiotikem do indikované denzity (McF stupnice),
po pfidavku linkomycinu o indikované koncentraci kultivace pokracovala 1 hodinu. Bunky resuspendované v 1x PBS a
obarvené barvickou DAPI byly pozorovany fluorescenénim mikroskopem. U vzorkli s oznacenim *e probchlo nejprve
zamrazeni v 10% glycerolu, nasledujici den poté probéhlo resuspendovani v 1x PBS, obarveni barvickou DAPI a
mikroskopovani.

Nasledujici dvé tabulky (Tab. 27 a 28) pfedstavuji vysledek souhrnné analyzy heterogenity
v genové expresi vgaAdrc v ramcei populace bunék za riznych kultivaénich podminek. Hlavni

¢isla v tabulce ukazuji procentualni zastoupeni bunék s velmi silnou expresi vgad;c, které byly
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vypocitany zjednoho reprezentativniho snimku bunécné kultury v danych kultivacnich
podminkéch. Hodnoty z obou tabulek soucasné byly barevné zvyraznény pomoci podminéného
formatovani.

Z dat vyplyva, Ze kultura obsahuje nejvétsi podil bunck s velmi silnou expresi
v podminkach, kdy bylo indukujici antibiotikum pfiddno v exponencialni fazi (McF = 0,4; 1;
3,5). Pokud bylo indukujici antibiotikum pfidano na pocatku kultivace, kultura obsahuje
relativné nejveétsi podil bunék s velmi silnou expresi vgaAic po nariistu do exponencialni faze
(McF = 04; 1; 2). Tyto hodnoty jsou vSak niz§i nez v prvné jmenovaném priipad¢.
Nejefektivnéjsi koncentraci linkomycinu pro indukci tvorby bunék s velmi silnou expresi
vgaArcje 1 az 4 pg/ml, pripadné 16 pg/ml. Podstata heterologni exprese vgaArc neni zndma a

1 .

jeji mozné priciny jsou diskutovany pozdé;ji.

Tab. 27: Procentualni zastoupeni bunék s velmi silnou expresi v kultuie, ktera byla indukovana riznymi koncentracemi
linkomycinu od poéatku kultivace. V pravém hornim rohu kazdé bunky je uveden pocet bunék, ze kterych byla procentualni
hodnota vypoétena. Sipkou sméfujici dolt je naznadeno piidani linkomycinu na po&atku kultivace. Vodorovnou $ipkou je
znazornéna kultivace na tfepadee. Sipkou sméfujici nahoru je naznaGena faze odbéru bunék pro mikroskopovani.

Zastoupeni bun¢k ¥ida LIN (Vl%/n;(l)lt.
s velmi silnou expresi (%) S
1 | 4 | 16
| LIN — 1 McF = 0,4 1,19 % 1,75 " 1,62
|LIN—> 1 McF=1 Exp 0,31 * 3,61 * 1,74 '°
| LIN— 1T McF=2 1,65 nd nd
| LIN— 1 McF =4 Stac 0,73 2'% nd nd

Tab. 28: Procentualni zastoupeni bunék s velmi silnou expresi v kultui‘e, ktera byla indukovana riznymi koncentracemi
linkomycinu v riaznych fazich ristu. V pravém hornim rohu kazdé buriky je uveden pocet bunék, ze kterych byla procentualni
hodnota vypoétena. Sipkou sméfujici dolti je naznadena faze ptidani linkomycinu. Vodorovnou ipkou je znazornéna kultivace
na tfepacce. Sipkou sméfujici nahoru je naznaéen odbér bunék pro mikroskopovani po hodinovi kultivaci.

g Veﬁisgi)ﬁllz) el?iezg?eésli %) pfidan v indikované dLerlllz\itgtl%/ﬁ:Ilzl)), poté kultivace 1 hod
° 0
Lag| McF=0,1— | LIN —1h— 1 4,72 "
McF =04 — | LIN —1h— 1 299090 88 273 o
Exp McF=1— | LIN —1h— 1 0,85 3,37 4 6,59 2 0,60 **
McF=3,5— | LIN —1h— 1 0,69 ¥ 3,50 % 4,12 3% 3,80 2%
Stac| McF=49 — | LIN —1h— 1 0,64 " 1,07 ¥ 0,79 7 1,15 3

Nasledujici graf (Graf 6) ptedstavuje vysledek souhrnné analyzy ohniskové lokalizace
proteinu VgaArc. Hodnoty na ose y predstavuji procentualni zastoupeni bunck s fokalni
lokalizaci VgaArc. Hodnoty byly vypocitany z jednoho reprezentativniho snimku bunécné

kultury v danych kultiva¢nich podminkéach.
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Pokud bylo indukujici antibiotikum piidano na pocatku kultivace, v lag fazi, pfipadn€ na
pocatku exponencialni faze, ktvorbé ohnisek téméf nedochdzelo. Naopak indukce
linkomycinem na konci exponencidlni faze ristu (McF = 3,5) vedla k nejintenzivné;jsi tvorbé
ohnisek. Tato ohniska se tvofila po piidavku linkomycinu o koncentracich 1, 4, 16, 32 a 64
ug/ml. Absence antibiotika ¢i jeho velmi nizka koncentrace (0,25 pg/ml) k tvorbé ohnisek
nevedla. Ohniskova lokalizace byla déale pozorovana ve vyrazné¢ mensim poctu po indukci
linkomycinem ve stacionarni fazi (McF = 49). V tomto ptipad¢ byl podil bun€k s fokalni
lokalizaci piiblizn€ stejny pii vSech testovanych koncentracich indukujiciho antibiotika. Tato
pozorovani naznacuji, Ze ohniskové lokalizace nemd funkéni souvislost. K tvorbé ohnisek
dochazi pravdépodobné vlivem nadprodukce rezistencniho proteinu a ta jsou tak

pravdépodobné tvofena nerozpustnym proteinem.

Fokalni lokalizace proteinu VgaA, - po pfidavku linkomycinu v
indikované denzité
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Graf 6: Fokalni lokalizace proteinu VgaAvLc po pfidavku linkomycinu v indikované bunééné denzité. Osa x znazornuje
bunéénou denzitu, ve které bylo ptidano indukujici antibiotikum o koncentraci 0; 0,25; 1; 4; 16; 32 nebo 64 pg/ml. Osa y
znézorfiuje procentualni zastoupeni bun&k s fokalni lokalizaci proteinu VgaArc. Ciselné hodnoty u kazdé z datovych fad
predstavuji celkovy pocet bunék, ze kterého byla procentualni hodnota vypoctena. Nejvétsi podil bunek s fokalni lokalizaci je
pozorovan po indukci antibiotikem o koncentraci 1 az 64 pg/ml na konci exponencialni faze (McF = 3,5), méné pak po indukci
ve stacionarni fazi (McF = +9).
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6 DISKUZE

V predkladané diplomové praci bylo ukézano, ze gen vgadic ze Staphylococcus
haemolyticus kédujici ARE ABCF rezistencni protein je regulovan na transkripéni Grovni
ribozomem zprostiedkovanou atenuaci. Exprese genu je spousténa v odpovédi na LSAP
antibiotika, kterd jsou primarné€ rozpoznavana pomoci vedouciho peptidu kodované¢ho uORF.
Celkova antibioticka specificita indukce se vSak odviji také od antibiotické specificity
rezistencniho proteinu, pomoci které je regulacni systém dolad’ovan. Protein, jehoZz produkce
je fizena pfirozenym regulatorem reflektujicim mnozstvi antibiotika v prostiedi udili vyssi
uroven rezistence nez stejny protein pod kontrolou arteficidlniho regulatoru. Mikroskopicka
pozorovani ukézala, ze produkce proteinu kontrolovaného ptirozenym regulétorem je v ramci
populace bun¢k heterogenni a ze jeho lokalizace uvnitt bunky je spise difuzni.

V prvni ¢asti prace bylo dokazéano, ze promotor genu se nachazi ptiblizn¢ mezi 248. a 375.
nukleotidem upstream od ORF genu (viz odd. 5.1.2). Pocitaova predikce nésledn¢ ukdzala, ze
se vtéto oblasti nachdzi dva potencidlni promotory (5’UTR o délkach 314, resp. 259
nukleotidt). Obdobnou délku maji 5S’UTR oblasti jinych atenuaci regulovanych rezisten¢nich
genu — naptiklad geny vgalL (Dar et al., 2016), vin/R (Ohki et al., 2005) a fetM (Su et al., 1992)
regulované na transkripéni trovni nesou 5’UTR oblast o délce 207, 225, resp. 272 nukleotida,
a geny ermB (Min et al., 2008), ermC (Gryczan et al., 1980) a ermD (Hue and Bechhofer, 1992)
regulované na transla¢ni trovni nesou 5’UTR oblast o délce 259, 141, resp. 354 nukleotidd.

Déle bylo ukéazano, ze pro zachovani inducibility genové exprese je nezbytné, aby byl v
ramci 5’UTR oblasti zachovan intaktni kratky otevieny ¢teci ramec kodujici vedouci peptid o
sekvenci MIN (viz odd. 5.1.3). Pomoci néstroje RBS Calculator (De Novo DNA) je
predikovano, Ze frekvence iniciace translace tohoto uORF je témér tiikrat vyssi nez frekvence
iniciace translace strukturniho ORF vgaA;c (4671 vs 1740 au). U genovych variant vgaAd ke a
vgaArixe2 (Vimberg et al., 2020 - Ptiloha 1) je pak tento rozdil dvojnasobny (2125 vs 1041 au)
a u varianty vgaA, (Vimberg et al., 2020 - Ptiloha 1) dokonce desetindsobny (3934 vs 363 au).
Je mozné usuzovat, Ze ¢im je translace regulacniho cteciho rdmce efektivnéjsi, tim je atenuator
k pfitomnosti antibiotika senzitivnéjs$i (jeho pfitomnost detekuje diive). V souladu s touto
hypotézou je, Ze na ptitomnost testovanych LSAP antibiotik odpovidal nejintenzivnéji atenuator
vgaAy, nejméné intenzivné pak atenudtor vgadrxe (Vimberg et al., 2020 - Ptiloha 1).

Dal§im ptfedpokladem pro regulaci ribozomem zprostfedkovanou atenuaci je vazba
antibiotika do ribozomu. Prostfednictvim Erm 23S rRNA methyltransferasy bylo nepifimo

ukazano, ze pro spusténi exprese vgaAdic neni dostacujici pouze ptitomnost indukujiciho
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antibiotika uvnitt bunky, ale je nezbytna jeho vazba dovnitt ribozomu (viz odd. 5.1.4). Erm-
methylovany ribozom zabranuje vazbé makrolid, linkosamidi a streptograminti B, nikoli vSak
streptogramintit A a pleuromutilinii. Zajimavé by tak bylo otestovat, zda si pristinamycin IIA a
tiamulin v téchto podminkach schopnost indukovat expresi vgaA.c zachovavaji.

S vyuzitim programu PASIFIC pro predikci transkripéni cis-regulace prostifednictvim
atenuatoru bylo predikovano, ze gen vga4 je regulovan transkripéni atenuaci (Dar et al., 2016).
In silico modelovani sekundarni struktury mRNA provedené programem RNAfold nicméné
ukazalo, ze 5S’UTR oblast genu nese kromé putativniho terminatoru také vlasenku maskujici
ribozom-vazebné misto rezistenéniho genu, diky cemuz nelze vyloucit ani regulaci na translacni
urovni. RT-PCR mapovani délky transkriptu provedené v ramci této diplomové prace ukazal,
ze regulace genu vgaA c se odehrava na irovni transkripce (viz odd. 5.2.2). Nelze vSak vyloucit,
ze se uplatiiuje regulace na obou urovnich, tedy transkripcni i transla¢ni. Exprese genu by
v takovém pfipad¢ byla tlumena v nepfitomnosti antibiotika terminatorovou vldsenkou i
vlasenkou blokujici RBS. V pfitomnosti antibiotika pak zformovany SRC rozrusi obé tyto
struktury a exprese genu je spusténa. Pritomnost jak terminatoru tak i vlasenky maskujici RBS
je predikovana také u ARE ABCF genu vimR (Ohki et al., 2005). V ramci navazujici prace bude
regulacni role terminatorové vlasenky a vlasenky maskujici RBS ovéfena pomoci mutageneze.

VgaALrc atenuator odpovida na linkosamidy, streptograminy A a pleuromutiliny (Vimberg
et al., 2020 - Ptiloha 1), coZ jsou antibiotika z hlediska chemické struktury velmi rozdilna,
nicméné s piekryvajicimi se vazebnymi misty (Sharkey and O’Neill, 2018). Jedna se o jeden
z prvnich popsanych atenuatori odpovidajicich na streptograminy a zaroven prvni popsany
atenuator odpovidajici na pleuromutiliny. Indukce streptograminy A (pristinamycinem I1A)
byla dfive ukazana u ARE ABCF genu vm/R, jehoZ ptedpokladany uORF koduje vedouci peptid
o stejné sekvenci jako vgad;c, tedy MIN (Dar et al., 2016; Ohki et al., 2005). Indukce smési
streptograminit A a B (dalfopristinem/quinupristinem) pak byla ukdzana u genu erm47
kodujiciho vedouci peptid o sekvenci MQIYGGIYHIRLRNSSLNQSIN (Guerin et al., 2020).
Linkosamidova indukce byla pozorovana u vice genti pro rezistenéni mechanismy riznych typt
(proteiny ochranujici ribozom, ribozomalni methyltransferasy, transportéry) (viz odd. 3.3.1.4).
Jejich regulatory se mezi sebou vyrazné 1isi svymi uORF, které koduji vedouci peptidy o zcela
rozdilnych sekvencich i délkéch (tfi az padesat tfi aminokyselin). Lze tedy pfedpokladat, Ze pro
specifické rozpozndvani linkosamidl existuje vice mechanismti. Mechanismus LSAP fizeného
vzniku SRC nebyl ani u jednoho z popsanych atenuator podrobné¢ studovan.

Exprese genl vgaA (a pravdépodobné i ostatnich ARE ABCF gentl) je indukovana vSemi
antibiotiky, ke kterym protein udili rezistenci (Vimberg et al., 2020 - Ptiloha 1) (a odd. 5.3.2
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této diplomové prace). V tomto piipadé totiz konkrétni antibiotikum neni detekovano jen
prosttednictvim specifickych aminokyselinovych motivii vedouciho peptidu, tak jako tomu je
mj. u erm gend (coZz je jednim z divodl, pro¢ jsou tyto geny indukovany pouze malou
strukturné uniformni skupinou antibiotik (Vazquez-Laslop et al., 2011b; Weisblum, 1995b)).
V piipad€ genli vgaAd je vysledny induk¢ni profil udavan rezistencni aktivitou proteinu. Ta
zpétnovazebné a nepiimo rozhoduje, kterd LSAP antibiotika budou ve vysledku fungovat jako
efektivni induktory a kterd nikoli. Jednd se o viibec prvni popsany piipad, kde rezisten¢ni
protein sam urcuje antibiotickou specificitu vlastni indukce (Vimberg et al., 2020 - Ptiloha 1).
Lze ocekévat, Ze u ostatnich ARE ABCF gent je systém regulace obdobny.

Podstatou dolad’ovani specificity indukce pomoci rezisten¢niho proteinu je, ze ARE ABCF
protein poskytuje pouze jednordzovou ochranu ribozomu, coz znamena, ze ribozom musi byt
pti kazdém dalSim kole translace ochranén znovu. Pokud je pfitomno LSAP antibiotikum, ke
kterému dané varianta neudili rezistenci, ribozomy ziistavaji antibiotikem blokovany a syntéza
rezisten¢niho proteinu nemiize efektivné probihat, pfestoze atenuator antibiotikum rozpoznava.
Pokud je naopak ptfitomno antibiotikum, ke kterému dané varianta poskytuje rezistenci, mize
dochazet k syntéze tohoto proteinu, nebot’ ribozom je chranén (Vimberg et al., 2020 - Ptiloha
1). Lze ptfedpokladat, Ze toto prvotni ochranéni ribozomu je mozné diky bazilni hladiné
rezistencniho proteinu, jenZ je udrzovana v dusledku terminace, kterd neni stoprocentné uc¢inna
(coz je obvykla vlastnost podminénych terminéatori (Chen et al., 2013)). Naopak napiiklad u
geni erm kodujicich methyltransferasu, ktera chrani ribozom trvale, se tento zplsob
dolad’ovani antibiotické specifity indukce uplatnit nemiize.

Dynamickéd ochrana ribozomu zaroven zajiStuje zpétnovazebnou regulaci negativni ve
velmi nizkych koncentracich antibiotika, a pozitivni pfi vySSich koncentracich. To umoziuje
produkci proteinu v mnozstvi, které je umérné mnoZstvi pfitomného antibiotika, coZz
minimalizuje zaté¢Z na fitness bunky. Zpétnovazebné dolad’ovani antibiotické specificity
indukce zaroven zajist'uje rychlou adaptaci regula¢niho systému v ptipad¢ vzniku nové varianty
rezistenéniho proteinu s odliSnym rezistenénim fenotypem. Cely systém je tak nejen velmi
efektivni, ale 1 flexibilni (Vimberg et al., 2020 - Ptiloha 1) (a odd. 5.3.2 této diplomové prace).

Mezi koncentraci antibiotika a urovni genové exprese vgadic je patrnd piima ameéra v
relativné velkém rozmezi koncentraci antibiotika, proto je mozné potencialné uvazovat
biotechnologické vyuziti tohoto systému pro snadnou, rychlou a levnou detekci mnozstvi
antibiotika ve vzorku. Pfikladem konkrétni aplikace mtlize byt stanoveni mnozstvi urcitého

antibiotika v médiu v pribéhu kultivace producenta daného antibiotika. V literatufe byl jiz
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popsan reportérovy systém pro vyhleddvani translac¢nich inhibitord, ktery je zalozeny na
atenuaci (konkrétn¢ je vyuzit upraveny atenuator trp operonu E. coli) (Osterman et al., 2012).

Rezistencni aktivita proteinu je nicméné zodpovédna pouze za finalni doladéni celého
systému regulace. Primarnim faktorem determinujicim, Ze expresi genu budou indukovat LSAP
antibiotika, nikoli jina, je zfejme charakter vedouciho peptidu, ktery je kddovan uORF (viz odd.
5.4.2). uORF kodujici tripeptid spiSe rozpozné antibiotika blokujici translaci v jeji Casné fazi
(LSAP), nez antibiotika, kterd translaci zastavuji pozd¢ji (makrolidy). LSAP antibiotika mohou
byt zaroven ale rozpoznavana i delSimi vedoucimi peptidy (Kobérska et al., 2021; Reilman et
al., 2014) (aodd. 5.4.2 této diplomové prace). To ukazuje, Ze pro zformovani SRC nejsou
vyzadovany transla¢ni terminaéni faktory ukoncujici proteosyntézu, jak by mohla naznacovat
velmi mala velikost uORF, ktera je konzervovand u n¢kolika ARE ABCF (Dar et al., 2016).

V ramci experimentu, ve kterém byl testovan vliv sekvence a délky vedouciho peptidu na
schopnost detekce vybranych LSAP antibiotik, makrolida a tetracyklinu, bylo ukézano (viz odd.
5.4.2), ze WT tripeptid MIN se ze vSech testovanych variant kratkych uORF jevi jako
nejoptimalnéjsi varianta praveé pro detekci linkosamidd, streptogramini A a pleuromutilini.
V ptipadé prodlouZeni uORF je pozorovana indukce LSAP antibiotiky jesté vyrazné vySsi nez
u WT uORF. Jak jiz bylo uvedeno, mliZe to byt nasledkem vétsiho poctu ribozomd, které jsou
na mRNA navéazané, a které tak mohou vyrazné destabilizovat sekundarni uspotadani
atenuatoru. Varianty MRQ a MRL slabé reaguji pouze na streptograminy A. Dilezitost
aminokyselinové sekvence pro rozpoznani antibiotika navazaného v ribozomu jednoznacné
potvrzuje také varianta atenuatoru s uORF kodujicim tripeptid MGG, ktery neodpovida na
pritomnost zadného z testovanych antibiotik. Velmi pravdépodobnym vysvétlenim je, ze dva
po sob¢ jdouci glyciny, které jsou nejmensi kodovanou aminokyselinou, patrné nemaji
dostatecnou velikost, aby se dostaly do kontaktu s antibiotikem a detekovaly tak jeho
pfitomnost, piipadné aby se dostaly do kontaktu s 23S rRNA a zptsobily vznik SRC.

Navzdory ocekavani vedouci peptid o sekvenci MRQ neni schopen detekovat ptitomnost
tetracyklinu. ProtoZe vazebné misto tetracyklinu je v oblasti parovani tRNA-mRNA (Brodersen
et al., 2000; Jenner et al., 2013; Pioletti et al., 2001), lze uvazovat, Ze jeho rozpoznani neni
zavislé na aminokyselinové sekvenci vedouciho peptidu, ale spiSe na nukleotidové sekvenci
uORF ¢i na jeho kodonovém sloZeni, resp. kodonovych preferencich daného bakteridlniho
kmenu. Zpisob rozpoznani navazaného antibiotika pomoci nukleotidi by byl v principu
obdobou zpiisobu rozpoznani antibiotika pomoci aminokyselin. Kodonové slozeni pak urcuje,
jak rychle bude vedouci peptid syntetizovan, a v disledku toho kolik ¢asu budou mit

komponenty translacni maSinerie zaujmout konformaci, kterd povede ke vzniku SRC.
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Abychom zjistili, zda se néktery z t€chto mechanismi v rozpoznavani tetracyklinti uplatiuje,
bude zapotiebi dalsi podrobné studium tohoto systému.

Vsechna vyse uvedena zjisténi ohledné role uORF v rozpoznavani antibiotik jsou zdkladem
navazujiciho studia, jehoz cilem bude objasnit okolnosti vzniku SRC na vgad;c mRNA.
Konkrétné bude stanovovéano (napf. pomoci toeprintingové eseje), v jaké pozici vedouciho
peptidu dochazi k formovani SRC a jakym zpiisobem je jeho vznik zavisly na aminokyselinové
sekvenci a délce vedouciho peptidu. Zajimavé bude srovnat pozice SRC indukovanych riznymi
typy antibiotik, a také zda vznik SRC miize vyvolat varianta VgaArtcac sama o sobé, jak
naznacila jeji konstitutivni exprese nezavisla na pfitomnosti antibiotika, ktera byla pozorovana
v ramci studie (Vimberg et al., 2020 - Ptiloha 1). Nejdetailnéjsi popis SRC komplexu poskytuje
cryo-EM struktura, proto bude cilem ji ziskat.

Znalost presného mechanismu formovani SRC v pfitomnosti LSAP antibiotik umozni
navrhnout nové derivaty antibiotik, které schopnost indukovat vznik SRC ztrati. Naptiklad u
nékterych semisyntetickych derivati makrolidl stoji za ztratou schopnosti indukovat vznik
SRC na nékterych uORF rezisten¢nich genti modifikace ¢i iplna ndhrada kladinosy (Vazquez-
Laslop et al., 2011b).

V ramci posledni ¢asti diplomové prace byla pomoci fluorescenéni mikroskopie studovana
bunécna lokalizace rezisten¢niho proteinu VgaArc kontrolovaného pfirozenym reguldtorem u
Staphylococcus aureus RN4220 (viz odd. 5.5.2). Lokalizace stejného proteinu avSak
kontrolovaného artificidlnim regulatorem byla v nasi laboratofi zkoumana jiz diive v ramci
diplomové prace Mgr. Bich Nguyen Thi Ngoc (Nguyen Thi Ngoc, 2018). V tomto piipad¢ bylo
pozorovano, ze protein VgaAic je u vétSiny bunek za vétSiny podminek rozptylen Cisté difuzné.
Pouze pfti expresi rezistencniho proteinu zapocaté v exponencialni fazi a probihajici pii teploté
25 °C dochazelo ktvorbé mnohopocetnych ohnisek. Pfi¢inou jejich vzniku vSak
pravdépodobné byla suboptimalni teplota, kvili které se protein shlukoval do nerozpustnych
télisek. Genova exprese za stejnych podminek, avSak pii teploté 37 °C k tvorbé ohnisek totiz
nevedla. Mimo to byla pozorovana také lokalizace v jediném ohnisku kombinovana s difuzni
lokalizaci. K t¢ dochdzelo u ¢asti bun€k pozorovanych v exponencidlni fazi rastu, u kterych
byla exprese vgaA,c zapoc€ata na zacatku kultivace (pti 37 °C) (Nguyen Thi Ngoc, 2018).

V predkladané diplomové praci bylo ukdzano (viz odd. 5.5.2), Ze vétSina pozorovanych
bunék se vyznacuje Cisté¢ difuzni lokalizaci VgaAic, coz je v souladu s diivéjsimi vysledky
(Nguyen Thi Ngoc, 2018). Buiiky s jednopocetnou ohniskovou lokalizaci kombinovanou
s difuzni lokalizaci se v nejvétsim poctu vyskytuji v piipadé zapoceti indukce vgaAdrc

linkomycinem o koncentraci 1 az 64 pg/ml na konci exponencialni faze (linkomycin o

116



koncentraci 0,25 pg/ml tvorbu ohnisek téméf nevyvolaval). V této fazi rastu metabolicka
aktivita bun¢k ustava a buiky téméf nerostou, coz bylo potvrzeno i béhem stanovovani narastu
bun¢k po hodinové kultivaci v pfitomnosti a nepfitomnosti antibiotika. V ptipad¢ absence
antibiotika doslo za dany ¢asovy interval pouze ke zdvojnasobeni bunécné denzity, v ptipade
pridani antibiotika doslo k Giplnému zastaveni riistu nezéavisle na koncentraci. Nabizi se tak
vysvétleni, Ze v buiice v této fazi riistu dochazi k redukci poctu aktivnich ribozomt a rezisten¢ni
proteiny, jejichz funkce je spjata prave s témito bunéénymi komponentami, se v disledku toho
shlukuji do utvara, které jsou pozorovatelné jako ohniska.

V navaznosti na to se nabizi otdzka, zda si proteiny tvofici tato ohniska zachovavaji svou
funkei ¢i nikoli. Pro VgaArc kontrolovany arteficidlnim regulatorem bylo ukézano (Nguyen
Thi Ngoc, 2018), ze protein je 1épe lokalizovan v jednom ohnisku (ohnisko vykazuje vyssi
intenzitu fluorescence) a je méné difuzné rozptylen v pfipadé kmenti klinickych izolati
stafylokoka nez v piipadé¢ laboratorniho kmenu. Soucasné¢ ma protein VgaArc v klinickych
izolatech lepsi rezistencni aktivitu (Nguyen Thi Ngoc, 2018), coz by mohlo naznacovat, ze si
protein lokalizovany v ohniskach svou funkci zachovava. Dal§im pozorovanim podporujicim
tuto hypotézu je, Ze protein MsrA po ptidavku erythromycinu (antibiotikum, ke kterému protein
udili rezistenci) o koncentraci 2 pg/ml zménil svou lokalizaci z ¢isté ohniskové na €isté difuzni
(Nguyen Thi Ngoc, 2018). To by mohlo naznacovat, Ze MsrA proteiny se v odpovédi na
antibiotikum vraci na ribozom a svou aktivitu si tedy zachovavaji. AvSak u proteinu VgaArc
po pridavku linkomycinu ke zméné¢ lokalizace nedochazelo (Nguyen Thi Ngoc, 2018). U téchto
dvou experimentli nebylo provedeno opakovani, proto nelze vyvozené zavéry brat jako
konec¢né. Naopak v ptipadé proteinu pod kontrolou ptirozeného regulatoru bylo pozorovano, ze
se ohniska vyskytuji Casto, nikoli vSak vzdy, u bunc¢k vykazujicich zvySenou expresi
rezistencniho genu, coZ by mohlo naznacovat, Ze se jednd o inkluzni téliska vznikla
nadprodukci proteinu. V takovém piipad€ by se dalo ocekavat, Ze protein zde umistény svou
funkci spiSe ztratil. Pfesnou podstatu ohniskové lokalizace proteinu VgaArc tak experimenty
z této prace neodhalily. Je nicméné diivodné se domnivat, Ze se jedna spiSe o artefakt, jehoz
pfic¢inou jsou neoptimalni podminky pro expresi.

Vramci predkladané prace bylo dale pozorovano (viz odd. 5.5.2), ze produkce
rezistencniho proteinu VgaArc kontrolovaného pfirozenym reguldtorem je v rdmci populace
bunék znacné heterogenni — u jednotlivych bun€k byla pozorovana riizna intenzita signalu, a u
nekterych pak vyraznd nadprodukce rezistenéniho proteinu. Heterogenita v expresi byla
pozorovana nezavisle na koncentraci antibiotika i na ristové fazi, ve které byla indukce

zapocCata. Podstata této heterogenity v genové expresi neni jasnd. V pfipadé pouziti
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arteficidlniho promotoru (Nguyen Thi Ngoc, 2018) byly bunky s vyrazné siln€jsi expresi
pozorovany také, ale ve vyrazné mensim poctu. To naznacuje, Ze se pravdépodobné nejedna o
heterogenitu zpisobenou piipadnym rozdilnym poctem kopii plasmidu u jednotlivych bunék
(vobou typech experimenti byl vyuzit stejny vektor pRMC2). V literatufe obdobna
pozorovani, kdy je atenuatorem kontrolovany gen exprimovan jednotlivymi buiikami populace
nestejné, popsana nebyla. Je v§ak velmi dobfe znamo, Ze bakterialni populace tvofena geneticky
uniformnimi bunikami vykazuje heterogenitu v mnoha fenotypovych projevech, od velikosti a
tvaru bunky, pifes rtstovou rychlost a motilitu, az po toleranci k rtiznym stresim vcetné
antibiotik. Tato do jisté miry ndhodné heterogenita je adaptaci na fluktuaci podminek prostiedi
aumoznuje populaci bun¢k byt pfipravena na mozné budouci zmény (Ackermann, 2015; Evans
et al., 2018). Uvedeny fenomén sice nevysvétluje pfimo heterogenitu v expresi genu vgadic
(v tomto piipad¢ jiZ stresova situace nastala — burika se nachazi v prostiedi s antibiotikem), 1ze
vSak uvazovat, Ze stoji za heterogenitou v expresi gend pro transportérové systémy, které
dopravuji antibiotikum do bunky, ¢imz ovliviuji citlivost buiiky k tomuto antibiotiku. Bylo
napt. ukdzano, ze v kultute Salmonella enterica vykazuji jednotlivé bunky vyraznou
heterogenitu v expresi porinu ompC, ktera je spojena s vyraznou heterogenitou v rezistenci ke
kanamycinu, ktery timto porinem pronikéd do buiiky (Sanchez-Romero and Casadesus, 2014).
Heterogenita ve spousténi exprese genu vgad;c tak mize byt obdobné¢ dana rozdilnou
intracelularni hladinou linkomycinu, ktera je zplsobena rozdilnou schopnosti jednotlivych
bunék pfijimat toto antibiotikum.

Pokud ¢ast populace bunék exprimuje rezistenni gen ve zvySené mife, nabizi se otazka,
zda tyto bunky vykazuji vyS$$i Groven rezistence ve srovnani s ostatnimi butikami populace.
Této otazce bychom se radi vénovali v rdmci navazujiciho vyzkumu. Jednou z mozZnosti, jak
tuto hypotézu otestovat, je roztfidit buiiky se silnym a slabym signalem technikou pritokové
cytometrie spojené se sortovanim buné€k a stanovit dynamiku riistu v pfitomnosti antibiotika,
pfipadné vzajemné porovnat proteomy obou typt bunék.

Téma regulace genové exprese ARE ABCF proteinli a zapojeni téchto proteinii do
regulacnich procesli neni zcela jisté jesté¢ vyCerpané a zaslouzi si dal$i pozornost. V ramci
doktorského studia se planuji této problematice dale vénovat. Cilem dal$iho studia bude mimo
jiné objasnit pfesny mechanismus formovani SRC v pfitomnosti LSAP antibiotik a ukazat, do
jaké miry se na rozpoznavani téchto antibiotik podili charakter uORF a do jaké miry rezistencni
aktivita proteinu. Mimo to bude déle analyzovana piedpokladana regulacni role ARE ABCF
proteind, kterou naznacuje chovéani proteinu VgaArtgag. Pozornost bude vénovéana také

pfirozené heterogenité v expresi vgaArc v ramci bakteridlni populace.
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7 SOUHRN

e Regulace exprese genu vgad;c je zajistovana 5’ koncovou nepiekladanou oblasti mRNA.
Pro spravné fungovani regulatoru je nezbytna ptitomnost kratkého uORF kodujiciho
vedouci peptid o sekvenci MIN. Podminkou pro spusténi exprese genu je vazba
indukujiciho antibiotika do ribozomu. Spolecné tato pozorovani ukazuji, Ze gen vgaAdic
je regulovan prostiednictvim r5’UTR elementu typu leader peptid mechanismem zvanym

ribozomem zprostfedkovana atenuace.

e Pomoci techniky RT-PCR bylo ukazéano, ze v nepfitomnosti antibiotika je transkripce

genu piedcasné ukoncovana. Gen vgad;c je tedy regulovan transkripéni atenuaci.

e Mutované proteiny VgaArc sposunutou antibiotickou specificitou posouvaji
antibiotickou specificitu indukce vlastni genové exprese. Rezisten¢ni protein tedy svou
aktivitou zpétnovazebné ovliviiuje vlastni produkci tak, aby k ni dochéazelo vyhradné

v pritomnosti antibiotik, ke kterym udili rezistenci.

e Zména délky ¢i sekvence uORF vede k zadsadni zméné indukéniho profilu atenuétoru
v nepiitomnosti rezistencniho proteinu. Tento poznatek bude vyuZit v navazujicim studiu,
jehoz cilem bude objasnit, do jaké miry je redlné antibioticka specificita indukce genové

exprese ddna rezistencni aktivitou proteinu a jak velkou roli v ni hraje charakter uORF.

e Pokud jsou bunky Staphylococcus aureus kultivovany od pocatku v pfitomnosti
linkomycinu, je v nich protein VgaALc rozptylen téméf vyhradné €isté difuzné. Zaroven

je patrna znacna heterogenita v expresi rezisten¢niho genu v ramci populace.

e Pokud jsou buniky Staphylococcus aureus kultivovany v pfitomnosti linkomycinu az po
dosaZeni urcité denzity, je v nich protein VgaALc rozptylen vétSinou Cisté difuzné, méné
Casto ¢astecné ohniskové (jedna se o jedno ohnisko lokalizované v blizkosti membrany).
Nejvétsi podil bunék s castecné ohniskovou lokalizaci je patrny v pfipadé ptridani
linkomycinu na konci exponencialni faze. Zarovei plati, ze buniky jedné populace jsou
v expresi rezistenéniho genu znaéné heterogenni. Casteéné ohniskova lokalizace se

vyskytuje u bunék s intenzivnéjsi expresi genu vgad;c.
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ABSTRACT Vga(A) protein variants confer different levels of resistance to lincos-
amides, streptogramin A, and pleuromutilins (LS,P) by displacing antibiotics from
the ribosome. Here, we show that expression of vga(A) variants from Staphylococcus
haemolyticus is regulated by cis-regulatory RNA in response to the LS,P antibiotics
by the mechanism of ribosome-mediated attenuation. The specificity of induction
depends on Vga(A)-mediated resistance rather than on the sequence of the ribo-
regulator. Fine tuning between Vga(A) activity and its expression in response to the
antibiotics may contribute to the selection of more potent Vga(A) variants because
newly acquired mutation can be immediately phenotypically manifested.

KEYWORDS ABCF proteins, Staphylococcus haemolyticus, Vga(A), antibiotic
resistance, clindamycin, lincosamides, pleuromutilins, regulation of gene expression,
ribosome-mediated attenuation

he expression of antibiotic resistance genes is commonly activated in response to
Tribosome-targeting antibiotics by ribosome-mediated attenuation (1). In the ab-
sence of antibiotic, the secondary structure of the 5" untranslated RNA (5’ UTR) inhibits
the expression of the resistance gene by either masking the ribosome binding site (RBS)
or by generating a premature transcriptional terminator. Upen antibiotic binding, the
ribosomes stall during translating at a short upstream regulatory open reading frame
(UORF), which disrupts the formation of the inhibitory 5° UTR structure, thus releasing
the gene repression (1). The ability of an attenuator to sense the expression of a
respective resistance gene and the antibiotic specificity of the protein together deter-
mine the overall resistance phenotype. Therefore, it is of great importance to under-
stand the molecular mechanisms behind the specificity of antibiotic-driven expression
of resistance determinants.

Antibiotic resistance proteins of the ATP binding cassette F (ARE-ABCF) family
collectively confer resistance to antibiotics targeting the ribosomal peptidyl transferase
center (PTC) by the ribosome protection mechanism (reviewed in references 2-5). At
least seven phylogenetic lineages of ARE-ABCF are widely distributed, namely in the
genomes of Firmicutes (AREs 1 to 3, 6, and 7) and Actinobacteria (AREs 4 and 5) species
(6). Antibiotic resistance phenotypes of characterized ARE-ABCFs correspond to the
spatial overlap in antibiotic binding sites (2, 4), namely, proteins Vga, Lsa, Sal, VmIR, and
Lmo0919 confer resistance to lincosamides, streptogramin A, and pleuromutilins (LS,P),
while Msr proteins confer resistance to macrolides, ketolides, and streptogramin B
(MKSg), and proteins OptrA and PoxtA mediate resistance to phenicols and oxazolidi-
nones (PhO).
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Vga(A) is one of the best-studied ARE-ABCFs (7-11). Naturally occurring Vga(A)
variants confer different levels of resistance to LS,P antibiotics in staphylococci (9,
12-18). Among human isolates, the incidence of vga(A) is usually low in Staphylococcus
aureus (19-21), while it is more common in Staphylococcus haemolyticus, where it is
often combined with msr(A), which encodes the macrolide-streptogramin B resistance
protein of the same ARE1 subfamily (9, 22). A considerably higher incidence of vga(A)
and related vga resistance genes (up to 33%) are present in S. aureus isolates of animal
origin (18, 23-25), where they have spread in response to extensive usage of pleuro-
mutilins in food-producing animals (26). In connection with the recent approval of
lefamulin, the first systemic pleuromutilin in human medicine, vga resistance genes
may also spread rapidly among S. aureus strains of human origin in the future.

According to the current model of the ARE-ABCF-mediated ribosome protection
mechanism (3-5), Vga(A) binds the exit site (E site for uncharged tRNA) of the ribosome
and displaces the antibiotic by a linker connecting the two nucleotide binding domains
(NBD). The linker is also termed the antibiotic resistance domain (ARD) (27), since it is
essential for resistance (11). The variable stretch of 15 amino acids in the ARD deter-
mines the antibiotic specificity of Vga(A) variants (9, 10). Although it has been sug-
gested that vga(A) expression is regulated by ribosome-mediated attenuation of tran-
scription (28), the mechanism was not experimentally proven. Moreover, how
antibiotics differentially induce the expression of vga(A) variants with the different
antibiotic specificity is an open question.

Here, we investigated the resistance phenotype and expression profile of vga(A)
variants in clinical and commensal isolates of Staphylococcus haemolyticus (22, 29), and
we further dissected how the expression of different vga(A) variants is regulated in
response to different antibiotics.

RESULTS

Naturally occurring vga(A) variants are expressed differentially in response to
clindamycin. A search for vga(A) in 182 previously whole-genome sequenced S.
haemolyticus strains (22, 30) revealed five different protein variants in 23 strains (Fig. 1A;
see also Table S3 in the supplemental material). Vga(A) - present in 17 strains was
described previously (9); one Vga(A), variant present in one strain differed from the
previously described Vga(A), (31) by a P(12)H substitution. Three protein variants,
Vga(A)yew (in two strains), Vga(A), e, (in two strains), and Vga(A), - (in one strain),
where the last two differ by the V(165)I substitution, are identified here for the first time
(Fig. 1A). Despite each Vga(A) variant having a unique combination of seven amino
acids in the 15-amino-acid-long region of the linker crucial for antibiotic specificity (Fig.
1A) (10), 18 out of 23 strains were resistant to lincomycin (lincosamide), pristinamycin
IIA (streptogramin A), and tiamulin (pleuromutilin). The Vga(A) variants only differed in
resistance to the lincosamide clindamycin (see Table S4 in the supplemental material).
All but two clindamycin-resistant strains (SH5 and SH20) harbored vga(A), ., which is
consistent with the previously reported specificity of this variant (9). In the two
clindamycin-resistant strains (SH20 and SH5) without vga(A), ., the clindamycin resis-
tance could be explained by the presence of erm(A) and Inu(A), encoding a 235 rRNA
methyltransferase and a lincosamide nucleotidyltransferase, respectively. Thus, we
conclude that the vga(A), ¢ variant confers resistance to clindamycin in the analyzed 5.
haemolyticus isolates, as all strains apart from SH5 and SH20 did not harbor any
additional resistance genes that could explain the observed clindamycin resistance.

Expression analysis of vga(A) in response to the subinhibitory concentration of
antibiotics in 14 strains revealed that in most cases, vga(A) was expressed only after
exposure to LS,P antibiotics, and that the vga(A) expression profile of all but two tested
strains (SH31 and SH20) correlated with the resistance phenotype (Fig. 1B; see also Fig.
52 and S4 in the supplemental material). Clindamycin, in particular, induced the
expression of vga(A) . in strains that were clindamycin resistant, while in four vga
(A) c-positive but clindamycin-susceptible strains, the expression of vga(A), - was not
detected upon clindamycin induction (Fig. 1B). Strains in which the resistance pheno-
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A Positions of Amino Acid Variations in Vga(A)
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FIG 1 Vga(A) variants differ in their expression profiles in response to antibiotics in S. haemolyticus. (A) Differences in amino
acid sequences of Vga(A) variants among Staphylococcus haemolyticus strains. Only positions of amino acid variations are
shown. Amine acid variations from Vga(A), - are shown in red; variations within a 15-amine-acid-long linker stretch that was
proven to affect resistance specificity are highlighted by the pink background. Model of Vga(A) binding to the ribosome
showing the position of the variable region at the Vga(A) linker. (B) MICs of lincomycin (LIN), clindamycin (CLI), erythromycin
(ERY), pristinamycin llA (PIIA), tiamulin (TIA), and carbenicillin (CARB) for S. haemolyticus strains with vga(A) variants, and
Western blots (WBs) showing Vga(A) production in response to the subinhibitory concentration of respective antibiotic.
Representative WBs of at least two independent experiments each are shown. All WBs are shown in Fig. 51 in the supplemental
material. Full WBs of seven representative strains together with loading WB control are shown in Fig. S2 in the supplemental
material, and the growth of these strains in the presence of antibiotics is shown in Fig. S3. Additional macrolide (M),
lincosamide (L), streptogramin B (Sg) resistance determinants identified in the genomes of tested strains are shown on the
right.

type did not correlate with the vga (A) expression profile (Fig. 1B) include strain SH31,
in which vga(A), - expression was not detected upon induction of clindamycin despite
phenotypic clindamycin resistance, and strain SH20, in which antibiotic-induced ex-
pression of vga(A), e, Seems to be suppressed due to the presence of ermA. As ErmA
renders ribosomes resistant to macrolide-lincosamide-streptogramin B antibiotics (see
Fig. S1B in the supplemental material), our observation indicates that the ribosome-
mediated attenuation mechanism regulates vga(A) expression.

vga(A) expression is regulated by the mechanism of ribosome-mediated at-
tenuation. Next, we addressed the mechanism of regulation of vga(A) expression. It
was experimentally proven that two homologs of vga(A), Imo0979 and vml(R) from
Listeria monocytogenes and Bacillus subtilis, respectively, are regulated by ribosome-
mediated attenuation of transcription in response to lincosamides (28, 32). Simultane-
ously, it was shown that despite the nucleotide sequence of the upstream regulatory
region of vga(A) and Imo0919 homologs diverging significantly, the position and size of
a 3-amino-acid uORF are conserved across large evolutionary distances; therefore, the

November 2020 Volume 64 Issue 11 e00666-20 aacasm.org 3



Vimberg et al.

A Premature terminator

=]

20000
g OLIN -
g 15000 ELN+
MIN eqFP6S0 K
PL P2 " loRF § 10000
t(éresjjg % 5000
reg
N LCreg_247 % 0 = = I-I-l.
uORF_mut -
-! @ YV AP A > S S
UORF 3 @(. & ‘}vﬁ’ A 6‘0 é‘&(}e \“0(.,&
QQC}'&’ \'dz%"qg’&@\' QQ L
N TG VLS
& A
Al
c 10000 DILIN (0.25) ¥
8000 Ocu (0.016)

mPIIA (1)

6000 W TIA (0.064)
4000 WERY (0.5)
2000 m I ﬁ

o =M [l N

LCreg Vreg LIKEreg

Relative Fluorescence

FIG 2 Expression of vga(A) is regulated by a ribosome-mediated attenuation mechanism. (A) Testing the
activity of transcriptional attenuator encoded upstream of vga(A), . using fluorescent reporter fusion.
Graphical overview of reporter constructs encompassing 538, 375, and 247 nucleotides upstream of the
vga(A), ., including predicted promoters P1 and P2 and the first 19 codons fused to eqFP650 fluorescent
protein and LCreg_538 construct in which the start codon ATG of the predicted upstream regulatory
open reading frame (UORF), was mutated to AAG (UORF_mut). (B) Relative fluorescence intensity of
eqFP650 reporter constructs LCreg_538, LCreg, LCreg_247, and uORF_mut expressed in 5. aureus RN4220
in the absence or the presence of lincomycin (LIN, 0.25 mg/liter) and LCreg reporter construct expressed
in 5. aureus JE2 without or with constitutively expressed ermB, inserted in the genome. ErmB prevents
the binding of lincomycin to the ribosome. (C) Relative fluorescence intensity of 5. aureus RN4220
expressing eqFP650 fluorescent protein under the control of vga(A), - (LCreq), vga(A), (Vreg), or vga(A),
(LIKEreg) 5’ UTRs in response to lincomycin (LIN), clindamycin (CLI), pristinamycin llA (PIIA), tiamulin (TIA),
and erythromycin (ERY) at an antibiotic concentration which corresponded to the maximum level of
induction. (B, C) Averages and standard deviations of three independent measurements are shown. The
alignment of 5" UTRs and secondary structure predictions are shown in Fig. S5 in the supplemental
material. The full range of antibiotic concentrations and corresponding fluorescence levels are shown in
Fig. S6a. The growth of 5. aureus RN4220 in the presence of antibiotics is shown in Fig. S6b.

same mechanism for their regulation has been suggested (28). To validate the atten-
uation mechanism of vga(A) regulation, regions 538, 375, and 247 nucleotides up-
stream of vga(A), ., together with the first 19 codons of vga(A), ., were translationally
fused with the red fluorescent protein eqFP650 (33), leading to plasmids LCreg_538,
LCreqg, and LCreg_247, respectively. Also, a mutation of the uORF (MIN) start codon
(ATG to AAG) in the LCreg_538 construct leading to plasmid uORF_mut was generated
(Fig. 2A). Relative fluorescence in response to the subinhibitory concentration of
lincomycin (0.25 mg/liter) of S. aureus carrying reporter constructs showed that expres-
sion of eqFP650 was induced only in strains with LCreg_538 and LCreg plasmids
(Fig. 2B). The signal was not detected in LCreg_247, which does not contain the
predicted promoter or the uORF_mut-lacking start codon. These results indicate that
vga(A) is transcribed together with its leader sequence and that an intact uORF is
required for induction. In addition, induction of eqFP650 was also abolished when the
LCreg fusion construct was coexpressed with the constitutively expressed ErmB 23S
rRNA methyltransferase (34), which prevents binding of lincomycin to ribosomes and
thus the formation of stalled ribosome complex (Fig. 2B). Together, our results imply
that vga(A) expression is regulated by a ribosome-mediated attenuation mechanism in
response to ribosome-bound lincomycin.

The sequence of the 5 UTR does not determine the antibiotic specificity of
vga(A) induction. Sequence and secondary structure analysis of 5" UTRs showed that
a putative regulatory region of all vga(A) variants is homologous with predicted
terminator and antiterminator structures and identical short uORFs coding for the
3-amino-acid peptide MIN; however, each variant has its unique 5° UTR sequence
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differing in 4 to 36 nucleotides (see Fig. S5 in the supplemental material). To identify
whether this polymorphism could be responsible for a different expression of vga(A)
variants in response to antibiotics in S. haemolyticus, we compared the expression of
eqFP650 fused with 375, 374, and 458 upstream regions of vga(A), ¢, vga(A), g, and
vga(A),, respectively (plasmids LCreg, LIKEreg, and Vreg expressed in RN4220), after
exposure to a range of lincomycin, clindamycin, pristinamycin IlA, tiamulin, and eryth-
romycin concentrations. All tested vga(A) 5'-UTR reporters reached the maximal
eqFP650 fluorescence in the presence of lincomycin, clindamycin, pristinamycin 1A,
and tiamulin at an antibiotic concentration close to MIC,, for susceptible strains
(Fig. 2C; see also Table S6 and Fig. S6 in the supplemental material). In contrast,
erythromycin did not induce expression of eqFP650 (Fig. 2C and Fig. S6). However, the
total level of fluorescence among antibiotics differed. Clindamycin was the weakest
inducer of eqFP650 expression, independent of 5' UTRs of vga(A), . or other 5'-UTR
variants, leaving unexplained the observation that vga(A), -, but not other vga(A)
variants, was induced by exposure to clindamycin in S. haemolyticus.

The specificity of vga(A) expression is shaped according to the antibiotic
specificity of Vga(A) variants. Since the polymorphism of 5° UTRs did not explain
differences in vga(A) expression in response to clindamycin, we hypothesized that the
Vga(A) protein itself might determine the specificity of its expression. To test this
hypothesis, we investigated the expression of the LCreg reporter in the presence of
constitutively produced Vga(A) mutants. The mutants differed in only five amino acids
in the middle of the inter-NBD linker (amino acid positions 212, 218, 219, 220, and 226;
see Table S5 in the supplemental material) but exhibited different abilities to confer
resistance to lincosamides (10). The experiment was done as described previously;
however, a wider range of antibiotic concentrations reflecting resistance of S. aureus
RN4220 expressing vga(A) was tested (Fig. 3A).

As shown in Fig. 3A, the expression of fluorescent reporters LCreg and Vreg in
response to antibiotics was substantially improved when they were coexpressed with
Vgal(A). Moreover, the expression of the reporters correlated with the level of resistance
conferred by a particular Vga(A) mutant (Fig. 3A), indicating that Vga(A) drives the
antibiotic specificity of its induction. However, coexpression of the 5" UTR regulatory
regions with Vga(A) mutants expressed constitutively in trans may not reflect the
situation in clinical isolates, where the presence of antibiotics fine tunes the expression
of Vga(A). Therefore, we fused LCreg with full-length vga(A), - and eqFP650 to create
LCreg-vga (A), ~-eqFP650 translation fusion construct, and we compared its expression
in RN4220 with that in strains in which LCreg was expressed alone or in combination
with constitutive vga(A), ¢ (see Fig. S7 in the supplemental material). Similarly, as in the
previous experiment, the induction pattern of LCreg-vga(A) - eqFP650 corresponded
to the specificity of Vga(A),., but it was even more efficient in terms of both the level
of induction (Fig. S7A) and the conferred resistance (Fig. S7B). Collectively, these results
demonstrate that Vga(A) indeed shapes the specificity of its expression in response to
antibiotics.

The resistance activity of Vga(A) is the main factor affecting the specificity of
the vga(A) induction. There are two possibilities for how Vga(A) can affect the
specificity of self-induction. The first is that ribosome protection by Vga(A) allows
growth at higher antibiotic concentrations, which results in higher vga(A) expression.
However, the observation that the ATP hydrolysis-deficient Vga(A), cEQ2 mutant inhib-
its transpeptidation in vitro (11) suggests that Vga(A) can by itself induce ribosome
stalling. Therefore, the second possibility is that the Vga(A) protein can be directly
involved in the induction. To find out whether Vga(A) contributes to the activation of
its expression, we evaluated an LCreg reporter in the presence of ATPase-deficient
Vga(A), EQ2 or functional Vga(A) variants in the absence or the presence of antibiotics.
At subinhibitory concentrations of lincomycin (0.25 mg/liter) and pristinamycin 1A
(0.25 mg/liter), the fluorescence of the reporter was significantly higher in the absence
than in the presence of functional Vga(A) (Fig. 3B). In contrast, the presence of
Vga(A), EQ,, which does not confer resistance (see Table S6 and Fig. S9 in the
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FIG 3 Expression of vga(A) in response to antibiotics is shaped by the resistance activity of Vga(A). (A) Effect of constitutive expression of mutated vga(A) (10)
with different specificity of resistance to lincosamides, streptogramin A, and pleuromutilins on the expression of eqFP650 reporter under the control of the
vga(A) - 5" UTR (LCreg) in S. aureus RN4220. Relative fluorescence intensity of cells grown in the presence of different concentrations of lincomycin (LIN),
clindamycin (CLI), pristinamycin 1A (PIIA), and tiamulin (TIA) overnight in 96-well plates are shown. MIC values of S. aureus RN4220 expressing different Vga(A)
mutants are indicated above each graph. (B) Comparison of the activity of LCreg reporter in the absence or the presence of a subinhibitory concentration of
LIN, CLI, PIIA, or TIA in 5. aureus RN4220 expressing active Vga(A), Vga(A), ., VgalA), weae: V9alA) reae OF ATPase-deficient Vga(A), . EQ2 forms. Fluorescence
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standard deviations of three independent measurements are shown. The constitutive production of all Vga(A) variants was checked by Western blot analysis
(see Fig. S8 in the supplemental material). Growth of RN4220 expressing different Vga(A) variants in the presence of antibiotics is shown in Fig. S9. Fig. S10
shows that the expression of vga(A), .EQ2 does not inhibit the growth of RN4220.

supplemental material), resulted in a similar induction pattern as that of LCreg ex-
pressed alone (Fig. 3B). The exception was tiamulin, which did not induce expression in
the presence of Vga(A), cEQ, because tiamulin substantially inhibited the growth of the
respective strain (Fig. S9B). These observations suggest that active Vga(A) variants at
low concentrations of antibiotics clear the antibiotic from the ribosome, thereby
reducing reporter expression in a feedback manner. Contrary to our expectations,
Vgal(A) reac but not Vga(A), EQ2, activated LCreg reporter expression in the absence
of antibiotics (Fig. 3B). This indicates that only this Vga(A) variant can induce reporter
expression similarly to an antibiotic. Taken together, our results suggest that the
induction of vga(A) expression is predominantly fine-tuned indirectly through the
resistance activity of Vga(A) variants.
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Ribosome stalled complex formed at uORF in the presence of lincosamide, streptogramin A, or pleuro-
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tively translated at higher antibiotic concentrations, since Vga(A) cannot rescue the ribosome from
inhibition. (C) In the presence of an LS,P antibiotic to which a particular Vga(A) variant confers resistance,
ribosomes are protected, and Vga(A) is effectively translated proportionally to the amount of antibiotic.
We speculate that direct modulation of the stalled ribosome complex by Vga(A) is part of regulation.

DISCUSSION

In this work, we show that induction of vga(A) - expression is mediated by an
attenuation mechanism that involves a short ORF encoding the MIN peptide and
requires antibiotics to bind to the ribosome (Fig. 2B). We dissected the differential
ability of clindamycin to induce vga(A) expression in S. haemolyticus isolates (Fig. 1B) by
analyzing the antibiotic specificity of attenuators located upstream of several vga(A)
variants in S. aureus. We have shown that differential expression of vga(A) is not due to
the discriminatory ability of the attenuators toward clindamycin but depends on the
ability of vga(A) to confer resistance (Fig. 2C and Fig. 3A). Induction of reporters with
clindamycin in the presence of Vga(A) . resulted in maximum values even at a
concentration approximately four times lower than that for lincomycin (see Fig. S7A in
the supplemental material). Therefore, clindamycin, which inhibits S. aureus ribosomes
more effectively than lincomycin (35), seems to be a more effective inducer than
lincomycin in the presence of a vga(A) variant that confers resistance to clindamycin.
The antibiotic responsiveness of the attenuator, together with the ability of Vga(A) to
confer resistance, results in the tuned expression of vga(A) that reflects both the
amount of antibiotic and the resistance specificity of the protein (Fig. 4). In other words,
mutations leading to more effective forms of Vga(A) can be immediately phenotypically
manifested without the need to modify the specificity of the attenuator. On the other
hand, a Vga(A) variant which is not effective in protecting the ribosome will not be
produced. From a clinical perspective, more potent Vga(A) variants active against new
LS,P antibiotic derivatives can emerge more easily.

Although we have shown that the ability of Vga(A) to confer resistance is an
important prerequisite for antibiotic-induced vga(A) expression, we have also observed
that Vga(A) rgag Which is the most efficient Vga(A) form, activated reporter in the
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absence of antibiotic (Fig. 3B). This observation indicates that Vga(A) may additionally
modify its expression directly by interacting with the ribosome during ribosome
stalling. Structures of the related antibiotic resistance ABCF proteins VmIR and Msr(E) in
complex with the ribosome (27, 36) revealed that linkers reach the PTC of the ribosome
where, consistently with this hypothesis, they change conformations of the same 235
rRNA residues that are important for antibiotic-induced ribosome stalling at uORFs
upstream of erm resistance genes (37-39). For further understanding of the involve-
ment of Vga(A) proteins in the direct regulation of their expression, it will be necessary
to separate proposed regulatory activity from antibiotic resistance activity. However,
this could be challenging, namely, because both antibiotic removal and modulation of
ribosome stalling might involve the same Vga(A)-induced conformational changes of
the PTC.

Lincomycin, pristinamycin llA, and tiamulin represent the three antibiotic classes
with an overlapping binding site on the ribosome to which vga(A) confers resistance
(10). Although LS,P antibiotics differ substantially in their structure (40), we have
demonstrated here for the first time that they all induce vga(A) expression, whereas a
macrolide antibiotic, erythromycin, to which vga(A) does not confer the resistance, does
not (Fig. 2C). Contrary to the broad inducing specificity of vga(A), expression of erm
genes conferring resistance to macrolide-lincosamide-streptogramin B antibiotics are
induced only by some macrolides (41). Whether a macrolide is an inducer is determined
by the specific motifs within the uORF sequence (42-44). On the other hand, uORFs of
vga(A) (MIN) and Imo0919 (MKF) (28) do not share sequence similarity, but both are only
3 amino acids long. The short size of the uORF may correspond to the fact that
translation in the presence of lincomycin stops after 1 or 2 cycles (45). It is therefore
reasonable to think that the short length of the vga(A) uORF broadly but clearly defines
the specificity of the vga(A) attenuator to structurally diverse LS,P antibiotics with the
overlapping binding sites.

Interestingly, the 3-amino-acid uORFs seem to be shared by attenuators of many
vga(A) homologs that confer resistance to LS,P antibiotics (28) but not by attenuators
of other lincomycin resistance gene classes (46, 47). Therefore, the size of the short
uORF does not seem to be a prerequisite for the attenuation induced by lincosamides
in general but could be important for the LS,P antibiotic resistance proteins of the
ABCF family, where it may reflect direct involvement of these proteins in the induction.

Among vga(A) variants found in S. haemolyticus, the dominant variant, especially in
clinical isolates, was vga(A), , which is the only vga(A) variant that conferred resistance
to clindamycin (see Table S3 in the supplemental material). Despite the acquired
knowledge of vga(A) regulation gained by this study, we were unable to explain many
of the observed findings (Fig. 1B). Although the sequences of the 5 UTRs and the
vga(A), c genes were identical, some strains did not produce Vga(A) ¢ in response to
antibiotics, while in others, the production was constitutive (Fig. 1B). These inconsis-
tencies indicate that the vga(A) regulation is complex, perhaps involving co-occurring
macrolide-lincosamide-streptogramin-pleuromutilin resistance proteins or reflecting
strain-specific polymorphism. Notably, five LS,P sensitive strains with silenced vga(A),
(see Table S4 in the supplemental material) represent a potential threat to the thera-
peutic efficacy of these antibiotics, since these strains may revert to antibiotic-
resistance during treatment (48). Further studies are required to understand the
mechanism of vga(A) induction and the direct involvement of Vga(A) and other cellular
factors in this process.

MATERIALS AND METHODS

Strains. The following S. haemeolyticus strains from two previously described whole-genome se-
quenced collections were used: 134 invasive S. haemolyticus isolates collected from geographically
diverse origins across Europe, North America, and Japan, and 48 S. haemelyticus isolates collected from
the skin of healthy volunteers (22, 30). Sequences of natural vga(A) variants and mutants are provided
in the File S2 in the supplemental material. Staphylococcus aureus RN4220 was used as a host for eqFP650
reporter constructs. Staphylococcus aureus JE2 and its insertion mutant NE1858 with ermB inserted into
the ABC transporter ATP-binding protein (JE2:ermB) (49) were used to test the effect of ermB expression
on the induction of vga(A) by lincomycin. Staphylococcus aureus ATCC 29213 was used as a reference
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strain for susceptibility testing. Escherichia coli strains XL1-Blue and BL21 were used for cloning and
heterologous expression of Vga(A), .. Escherichia coli IMO8B was used to prepare plasmids for highly
efficient electroporation into staphylococci (50).

Antibiotics. Chloramphenicol, lincomycin, clindamycin, tiamulin, and erythromycin were purchased
from Sigma-Aldrich; carbenicillin was purchased from Duchefa Biochemie, and pristinamycin lIA was
kindly provided by Aventis Pharma (Vitry-sur-Seine, France).

Plasmids. All plasmids used in the study are described in Table S1 in the supplemental material.
Oligonucleotides used for cloning are listed in the Table S2. eqFP650 reporter constructs were assembled
using seamless ligation cloning extract (SLICE) (51). All created plasmids were sequenced and then
transformed into Escherichia coli IMO8B (50) to mimic adenine methylation patterns of recipient staph-
ylococeal strains, purified, and electroporated into S. aureus strains using a MicroPulser electroporation
apparatus (Bio-Rad) according to the instrument application guide. Site-directed mutagenesis was
performed using two complementary primers, according to the QuikChange site-directed mutagenesis
kit protocol (Agilent Technologies).

MICs. MICs for S. haemolyticus were determined by the broth microdilution method according to 15O
standard 20776-1. MICs for S. aureus RN4220 carrying plasmids were determined in the presence of
25 pg/ml chloramphenicol and that of 25 pg/ml kanamycin to maintain pRMC2 and pRB374-based
constructs, respectively. All measurements were performed in triplicates two times. Susceptible S. aureus
ATCC 29213 was used as a control.

Production of the recombinant Vga(A),. protein and anti-Vga(A) antibody preparation. Pro-
duction of Vga(A),. (plasmid pJL040) in E. coli BL21 (DE3, Novagen) in the presence of coexpressed
chaperonins GroES and GroEL was induced by adding 1 mM isopropyl-B-p-thiogalactopyranoside (IPTG)
when optical density at 600 nm (OD,,,) reached 0.6, then further incubated for 16 h at 18°C.

Vga(A), . was purified as described previously (7) with the following exceptions: cell extract was
loaded onto 1-ml home-packed Ni Sepharose high-performance (HP) (GE Healthcare Life Sciences)
columns, washed with 50 mM NaH,PO,/K,HPO,, 2 M NaCl, and 50 mM imidazole (pH 7.5), and eluted
with 250 mM imidazole. Fractions containing Vga(A), - were mixed and concentrated on an Amicon Ultra
10K device (Merck Millipore) to a final volume of 1 ml and loaded onto an ENrich SEC 650 column
(Bio-Rad) equilibrated by 50mM Tris-Cl, 200 mM NaCl, 5mM MgCl,, 2mM dithiothreitol, and 10%
glycerol (pH 8). Protein was further stored at —80°C.

Polyclonal anti-Vga(A) antibody was produced by BioGenes GmBH (Berlin, Germany) by immunizing
rabbits with purified Vga(A), -6>His protein. Immunized serum was then affinity purified against
agarose-bound Vga(A), -6 His and then against Msr(A)-6<His to remove the His tag-reacting antibody
fraction. The specificity of the anti-Vga(A) antibody was tested by Western blot analysis of S. aureus
RN4220 with an empty pRMC2 vector and with vectors expressing Vga(A), - or Msr(A)-6<His (see Fig. 51
in the supplemental material).

Western blot analysis of Vga(A) expression. Vga(A) expression was tested in 5. haemolyticus cells
harvested from cultures grown to an optical density at 600 nm (OD,,,) of 0.7 to 1.2 in 1 ml brain heart
infusion (BHI) in the absence or the presence of subinhibitory concentrations of lincomycin (0.25 ug/ml),
clindamycin (0.125 pg/ml), erythromycin (0.125 pg/ml), pristinamycin lIA (0.25 pg/ml), tiamulin (0.25 pg/
ml), and carbenicillin (0.25 pg/ml). Harvested cells were washed twice in 1 phosphate-buffered saline
(PBS) and lysed by lysostaphin (1 pg per 100 ul of resuspended cells in 1< PBS) for 15 min at 37°C. 6 X
SDS loading buffer (20 ul; BioLabs) was added to the lysed cell suspension, and the overall mixture was
incubated for 15 min at 96°C. Furthermore, 10 ul of the mixture was loaded and separated on a 12%
SDS-PAGE gel. After separation, proteins were transferred onto a polyvinylidene difluoride (PVDF)
membrane (Immobilon-P; Merck Millipore, United States) using the Bio-Rad SemiDry blotting system (10
min at 15 V). Vga(A) was detected by an anti-Vga(A) polyclonal antibody (1:1,000) and by secondary goat
anti-rabbit IgG antibody horseradish peroxidase (HRP) conjugate (1:2,000) (Sigma-Aldrich, Germany).
Protein abundance was measured using Immobilon Western HRP substrate (Merck Millipore, United
States), and the signal was developed using the Bio-Rad ChemiDoc MP imaging system.

eqFP650 reporter fluorescence measurements. Colonies grown overnight at 37°C on BHI agar
plates with appropriate antibiotics were resuspended in 0.9% NaCl to a McFarland turbidity standard of
0.5. Suspension (5 pl) was inoculated in 200 ul BHI per well in black 96-well plates (Thermo Fisher
Scientific, Germany) in the absence or presence of antibiotics at a range of concentrations. For strains
without vga(A) expression, the antibiotics and ranges were as follows: lincomycin (0.008 to 1 ug/ml),
clindamycin (0,002 to 0.25 ug/ml), and pristinamycin A (0,15 to 16 pg/ml). For strains expressing
mutated vga(A), the antibiotics and ranges were as follows: lincomycin (0.125 to 128 ug/ml), clindamycin
(0.031 to 32 pug/ml), and pristinamycin IIA (0.125 to 128 pg/ml). Bacteria were grown for 24 h at 37°C and
fluorescence (excitation at 590 nm [Ex,,,]/emission at 590 nm [Em,.,]), and absorbance at 600 nm (A,)
of the bacterial cultures were measured at the end of cultivation using a Tecan Infinite 200 Pro plate
reader. Autofluorescence values of the strains without eqFP650 were subtracted from the fluorescence
values of the strains that encoded eqFP650, and they were normalized to the absorbance. The experi-
ment was repeated three times, each time with duplicates.

For better sensitivity, testing of the strains with constitutive vga(A) expression in the presence of
subinhibitory concentrations of antibiotics (Fig. 3B) was performed on 3 ml of culture inoculated with
150 pl from the 0.5 McFarland suspension and cultivated until an OD,,, of 1 at 37°C. Cells were harvested
by centrifugation (5,000 rpm, 10 min), resuspended in 200 ul of 13X PBS, and 100 ul was transferred to
black 96-well plates (Thermo Fisher Scientific, Germany) to measure the fluorescence, while 100 pl was
subjected to cell lysis and Western blot analysis to control the presence of Vga(A) proteins.
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Priloha 2: Predikce sekundarniho usporadani transkriptu vgaA,c

A

GCTTTCTACGAAAGATATTACTTAATATAAATTTAGATTATATGATAATCTAAATTTCATCAAGTAATATAGTGGTTTGGCAAGCATTGGC
12 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60 62 64 66 68 70 72 74 76 78 80 82 84 86 83 ™

TTTGCTAGCCACATACGTGGTAGCGACGCCTGCTTGTTGGGGAATATCCCCAAGCCCCTTAGGATTTTTTTCTGCGAARARATAAGTGTCT
92 95 100 105 10 15 120 125 130 135 140 145 180 185 160 165 170 175 182

351 -10 (1 start (1) 352 -10 2
Al GCCACTGTTCATT ARTAAATTAAREARATAATTTGAGTTGAACATTGACAT TTATTTIGCTATTICTITARATT

183 190 195 200 205 210 215 220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270 273

start (2) M I N *
GAATTTRATACGATAAAGGAAAGGGTGAACCAACTACHNNNNN " CCTATTTTCAAAAGTARACAATTGARAGTGTTTTATTTACA
274 280 285 290 295 300 306 310 Kt 320 325 330 336 340 345 350 365 360 364

AACAGCGTTTGATTTGTGTTGTTTTCAATTGTACTTTTCAGGATAGGATGAARATTCTGTAGTTGGCTCTAAAAGTATTTTGTTAGAGTTC
365 370 375 380 385 390 395 400 405 410 415 420 425 430 435 440 445 450 455

Predikovany terminator Predikovana vlasenka maskujici RBS
ATCTATATAGATTTAT AATRETGAARAT
456 460 465 470 475 480 485 430 495 500 505 510 515 520 525 530 535 540 546
VgaALc

ACTGTTAGAGGGACTTCATATARAACATTATGTTCAAGATCGTTITATT(
547 550 555 560 565 570 575 580 585 590 595

B  Transkript & 1

C  Transkript &. 2

X1



Transkript €. 1

E  Transkript&. 2

Terminator

Obr. P-1: Predikce sekundarniho uspoiadani transkriptu vgadic. (A) Anotovand upstream oblast genu vgadic.
Predikované promotory 1 a2 (Tab. 23 v odd. 5.1.2) a pfislusné transkrip¢ni starty jsou oznaceny tmave, resp. svétle Sedé; uORF
o sekvenci MIN je oznacen modfe, terminator predikovany nastrojem PASIFIC je oznacen Cerveng, vlasenka maskujici RBS
vgaArc predikovana nastrojem RNAfold je oznacena zelené a prvnich devatenact kodonti vgadic je oznaceno zluté. Barevné
koédovani je zachovano i v nasledujicich obrazcich B-E. (B, C) Predikce sekundérni struktury mRNA o nejnizsi mozné volné
energii pomoci nastroje RNAfold (vizualizace pomoci néstroje forna). Terminatorova vlasenka a vlasenka maskujici RBS
vgaALc byla soucasti predikce v ptipadé zahrnuti kompletni sekvence vgad.c, ¢astené sekvence vgadrc (ukazano na obrazku)
i v ptipadé, Ze ORF vgadic zahrnut nebyl vibec. (B) Predikce sekundarni struktury transkriptu syntetizovaného z promotoru
¢. 1 (délka 5S’UTR oblasti 314 nukleotid). Minimalni volna energie -93,8 kcal/mol. (C) Predikce sekundarni struktury
transkriptu syntetizovaného z promotoru €. 2 (délka 5’UTR oblasti 259 nukleotidl). Minimalni volna energie -87,3 kcal/mol.
(D, E) Predikce transkripéniho atenuatoru pomoci nastroje PASIFIC. Predikce se skore 0,5 a vyssi je brana jako spolehliva.
Terminatorova sekvence je vyznacena svétle modfe, antiterminitorova sekvence oranzové a sekvence schopna parovat
s terminatorem i antiterminatorem je vyznacena svétle zelené. (D) Predikce sekundarni struktury transkriptu syntetizovaného
z promotoru ¢. 1 — skore 0,43. (C) Predikce sekundarni struktury transkriptu syntetizovaného z promotoru ¢&. 2 — skore 0,5.
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Priloha 3: Mikroskopie — rozlozené kanaly

VgaALc-eqFP650

DNA (DAPI)

SloZeny obraz

XV




Obr. P-2: RozloZeny ¢erveny (VgaALc-eqFP650) a modry (DNA — DAPI) kanal mikroskopickych obrazki A —J z Obr.
34 (odd. 5.5.2). Snimky jsou v ¢ernobilém provedeni z divodu lepsiho kontrastu. Bilé Sipky poukazuji na umisténi ohniska
uvnitt buiky.

VgaAic-eqFP650 DNA (DAPI) Slozeny obraz
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Obr. P-3: RozloZeny ¢erveny (VgaALc-eqFP650) a modry (DNA — DAPI) kanal mikroskopickych obrazki A — N z Obr.
35 (odd. 5.5.2). Snimky jsou v ¢ernobilém provedeni z divodu lepsiho kontrastu. Bilé Sipky poukazuji na umisténi ohniska
uvnitf buiky.

VgaAic-eqFP650 DNA (DAPI) Slozeny obraz
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Obr. P-4: RozloZeny Cerveny (VgaALc-eqFP650) a modry (DNA — DAPI) kanal mikroskopickych obrazka A —J z Obr.
36 (odd. 5.5.2). Snimky jsou v ¢ernobilém provedeni z divodu lepsiho kontrastu. Bilé Sipky poukazuji na ohniska v poctu
jedno na bunku, zluté Sipky poukazuji na ohniska v poctu dvé na burku.

VgaArc-eqFP650 DNA (DAPI) Slozeny obraz
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Obr. P-5: RozloZeny ¢erveny (VgaArLc-eqFP650) a modry (DNA — DAPI) kanal mikroskopickych obrazkia A — T z Obr.
37 (odd. 5.5.2). Snimky jsou v ¢ernobilém provedeni z divodu lepsiho kontrastu. Bilé Sipky poukazuji na umisténi ohniska
uvnitf buiky.

VgaAic-eqFP650

DNA (DAPI)

Slozeny obraz
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Obr. P-6: RozloZeny ¢erveny (VgaALc-eqFP650) a modry (DNA — DAPI) kanal mikroskopickych obrazki A —J z Obr.
38 (odd. 5.5.2). Snimky jsou v ¢ernobilém provedeni z divodu lepsiho kontrastu. Bilé Sipky poukazuji na ohniska v poctu
jedno na bunku, zluté Sipky poukazuji na ohniska v poctu dvé na burku.
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