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Predlozend disertacni prace je zamérena na studium ulohy bakteridlnich tetratricopeptide
repeat-like (TPR-like) proteind v patogenesi infekce. Modelovym organismem byla zvolena vysoce
virulentni intraceluldrni bakterie Francisella tularensis, jejiz mechanismus patogenese neni doposud

plné objasnén.

V prvni ¢3sti disertacni prace byly na zakladé bioinformatickych studii identifikovany tti geny
(FTS_0201, FTS_1680, a FTS_0778) s predikovanou TPR-like doménou. Pro pfipravu mutantnich
kmenu vybranych gena byla vyuZita mutagenese TargeTron. Pfipravené mutantni kmeny byly pouzZity
pro studium role vybranych proteinl v patogenité a imunogenité F. tularensis s vyuZzitim in vitro
ainvivo modeld a ddle pro studium zapojeni téchto proteind v adaptacnich mechanismech
na stres. Z vysledku disertacni prace bylo zjiSténo, Ze protein FTS_1680 je vyznamny pro intracelularni
replikaci a plnou virulenci bakterie. Dale byla zaznamenana sniZzena schopnost proliferace mutantnich
bakterii inFTS_1680/200 v in vivo systému s naslednou eliminaci téchto bakterii z organt mysi kmene
BALB/c. S vyuzitim proteomického pfistupu byl FTS_1680 identifikovan jako membranové asociovany
protein. V neposledni fadé byla testovana schopnost adaptace mutantnich bakterii na stresové
podminky, kdy byla prokazana vyznamna role FTS_1680 proteinu v adaptaci na teplotni stres. Dale
byla prokazana schopnost inFTS_1680/200 vyvolat plnohodnotnou protekci proti virulentnimu kmeni
FSC200 atodiky schopnosti wvyvoldvat brzkou imunitni zanétlivou odpovéd. Zapojenim
imunoproteomického pfistupu jsme urcili profil bakteridlnich povrchovych proteinl rozpoznavanych
mysSimi séry po imunizaci a infekci virulentnim kmenem a jejich srovnavanim jsme identifikovali nové

FSC200 imunoreaktivni antigeny.
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Vysledky disertacni prace rozsifily znalost faktor( virulence F. tularensis a pfFispély
tak k moznému objasnéni mechanismG virulence. Dale byly identifikovany nové imunoreaktivni

antigeny, které by mohly byt vyuzity pro tvorbu podjednotkové vakciny.
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This dissertation thesis is focused on the role of bacterial tetratricopeptide repeat-like
(TPR-like) e proteins in the pathogenesis of infections. As a model organism we have chosen highly
virulent intracellular bacterium Francisella tularensis (F. tularensis), whose mechanism

of pathogenesis is not completely described.

In the first part of dissertation thesis we took advantage of bioinformatic methods
and identified three genes (FTS_0201, FTS 1680, and FTS_0778) with predicted TPR-like
domains. Mutants defective in protein expression were prepared by TargeTron insertion
mutagenesis. Prepared mutant strains were used for studying the role of selected proteins
in pathogenicity and immunogenicity of F. tularensis subsp. holarctica strain employing in vivo and
in vitro models and further for studying the involvement of these proteins in stress tolerance. Our
results showed that the FTS_1680 protein is required for intracellular replication and full virulence
of bacterium. We also described impaired ability of inFTS_1680/200 mutant bacteria to proliferate
in in vivo system followed by elimination of these bacteria from BALB/c mice organs. Employing
proteomic approaches we identified the protein FTS 1680 as a membrane associated
protein. Moreover ability of mutant bacteria to adapt to stress conditions was tested. We showed
that the protein FTS_1680 plays an important role in stress tolerance. We also determined
the immunoprotective capacity of the vaccination with the inFTS_1680/200 mutant against challenge
with the virulent FSC200 strain. The results revealed that the ability of the inFTS_1680/200 mutant
to induce an early innate inflammatory response is crucial for its protective potential. Finally, using

immunoproteomic approach we defined the profile of Francisella membrane proteins recognized
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by post-vaccination and post-challenge sera and by their comparison we determined novel

immunoreactive FSC200 antigens.

The obtained results extend the knowledge of F. tularensis virulence factors and thus
contributed to possible elucidation of virulence mechanisms. Further, we identified novel

immunoreactive antigens useful for a subunit vaccine design.
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1. UvoD

1. UvoD

Francisella tularensis (F. tularensis) je fakultativni intracelularni patogen, ktery je schopen rdstu
uvnitf hostitelskych bunék. Tato vysoce infekéni bakterie je plvodcem onemocnéni nazyvaného
tularémie. Pro profylaxi tularémie neni dostupna Zadna vakcina, ktera by méla licenci pro humanni
pouziti. Nase znalosti tykajici se molekularnich mechanism( virulence F. tularensis z(stavaji z velké
Casti neuplné a to i pres identifikaci novych faktorl virulence. Nedostatek téchto informaci
znemoziuje odhaleni strategie vnitrobunééného prezivani tohoto mikroba a s tim spojeného vyvoje
ucinné a bezpecné vakciny (1). Proteiny obsahujici TPR motivy jsou zapojeny v celé fadé bunécnych
funkci, véetné téch, které se Ucastni bakteridlni patogenese (2, 3). DuleZitou roli hraji predevsim
v translokaci faktord virulence do hostitelskych bunék, dale pak v pfilnuti bakterie na hostitelskou

burniku a v neposledni fadé se uplatiuji v blokaci vyzravani fagolysosomu (4-7).

Ucast TPR-like proteinG v bakteridlni patogenesi byla prokdzdna v Fadé intracelularnich
patogenu vcetné F. tularensis (8). Bylo prokazano, Ze v pripadé TPR proteinld pouze bodova mutace
genu kodujiciho jednu z konzervovanych aminokyselin mizZe vést ke ztraté biologickych funkci téchto
proteind. Bodové mutace tedy mohou vést ke vzniku oslabeného kmene, avsak pfi zachovani exprese
vSech imunogennich proteind (5, 9). Vyzkum TPR proteinl je tedy velmi zajimavy i z hlediska hledani
vhodnych kandidat pro vyvoj novych vakcin. V predkladané disertacni praci jsme nejprve pomoci
bioinformatickych studii vybrali vhodné proteiny s TPR-like doménou a dale jsme se zaméfili

na studium jejich moZné role ve virulenci F. tularensis.

11
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2. TEORETICKY PREHLED

2.1. Francisella tularensis

Francisella tularensis (F. tularensis) je charakterizovana jako Gram-negativni, fakultativné
intracelularni patogen, ktery zplsobuje onemocnéni nazyvané tularémie. F. tularensis byla poprvé
identifikovana v oblasti Tulare Country, v Kalifornii vroce 1911 jako pUvodce smrtelné nakazy
u hlodavcl (syslG; Spermophilus beecheyi). Kratce poté byla izolovana, kultivovdna a pojmenovana
Bacterium tularense (10). V roce 1922, izoloval Edward Francis bakterii z krve pacientll a onemocnéni,
které zplsobovala, oznadil pod nazvem tularémie. Dale se Dr. Francis zaslouZil o charakterizaci
bakterie, popsal symptomy onemocnéni a potvrdil také moznost prenosu tularémie krevsajicim
hmyzem nebo z infikovanych zvifat na clovéka. Na pocest prace Dr. Francise byla bakterie

pojmenovana rodovym jménem Francisella.

F. tularensis patfi do tfidy gama-proteobakterii fadu Thiotrichales. Rodina Francisellaceae
zahrnuje pouze jeden rod Francisella, ktery se dale déli na tfi subtypy: Francisella tularensis,
Francisella novicida a Francisella philomiragia. Dale existuji 3 Uzce pribuzné poddruhy F. tularensis,
jejichz genom je vysoce konzervovany, avsak liSi se svou virulenci. Jednd se o poddruhy tularensis
(typ A), holarctica (typ B) a mediasiatica (11). V dusledku extrémni virulence, nizké infekcni
davky, snadnému S$ifeni ve formé aerosolu a schopnosti vyvolat zdvainé onemocnéni az amrti byla
F. tularensis zafazena Americkym centrem pro kontrolu a prevenci onemocnéni (US Center

for Disease Control and Prevention) mezi bioteroristicky zneuzitelné agens kategorie A (1, 12, 13).

2.1.1. Tularémie

F. tularensis je schopna vstoupit do organismu rliznymi cestami véetné poziti kontaminovaného
jidla nebo vody, inhalaci aerosolu obsahujiciho bakterie, kontaktem s infikovanymi zvitaty, predevsim
zajici, nebo skrze prenasece jakymi jsou klistata, mouchy a komari. Tularémie je akutni horecnaté
onemocnéni, které se projevuje symptomy podobnymi chfipce. V zavislosti na vstupu infekce existuje
nékolik projevl tularémie. Nejbéznéjsi formou je ulceroglandularni, ke které dochazi prinikem
infekce pres kizi (14). Méné béznou formou je okuloglandularni tularémie, kdy k infekci dochazi
skrze spojivky (15). Pozfeni infikovaného jidla mize vyustit v orofaryngedlni nebo gastrointestinalni
formu tularémie (16). Posledni a nejvazné;jsi formou je plicni tularémie, ke které mze dojit inhalaci

bakterii ve formé aerosolu, pripadné muze vzniknout sekundarni plicni infekce, a to diky organové

12
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diseminaci bakterii z jiného mista infekce. Inhalace pouhych deseti bakterii vysoce virulentniho
kmene je dostacujici pro vznik a rozvoj onemocnéni u lidi, kdy 30-60% nelécenych infekci mizZe mit

fatalni dasledky (13).

2.1.2. Osud F. tularensis uvnitf hostitelské bunky

Znalost klicovych faktor( virulence je doposud limitovana, ale i presto je zfejmé, Ze schopnost
vstupu, prizplsobeni se vnitfnimu prostredi buriky a nasledné mnoZeni uvnitt hostitelskych bunék je
stéZejni pro patogenesi F. tularensis. Francisella je schopna prezit a mnoZit se v rliznych bunécnych
typech véetné fagocytujicich (makrofagy, dendritické bunky a B bunky) a nefagocytujicich bunék

(hepatocyty, plicni epitelidini buriky) (17, 18).

Predpoklada se, Ze makrofagy predstavuji dilezity cil pfi vstupu bakterie do organismu (19).
Francisella vstupuje do makrofagl procesem nazyvanym “looping” fagocytosa, kdy vybézky
membrany hostitelské buriky tvofi asymetrické smycky, které zajistuji nasledné pohlceni bakterie
(20). Obecné, pohicené bakterie postupné prochazi endocytickym vyvojovym stadiem v podobé
¢asného a pozdniho endosomu, zavrsenym fuzi fagosomu s lysosomem, za vzniku fagolysosomu, kde
dochazi k degradaci mikroorganism( (21, 22). Aby se F. tularensis jako Uspésny intracelularni patogen
vyhnula tomuto procesu, byla nucena vyvinout strategie slouZici k rychlému uniku z fagosomu
do cytosolu. V cytosolu se nasledné bakterie mnoZi do znac¢ného poctu a v pozdni fazi infekce dochazi
k indukci apoptosy infikovanych bunék. Popsany cyklus je ukonéen naruSenim bunécné stény
a naslednou infekci sousednich bunék (23) (Obr. 1). Kromé mnoZeni v cytosolu a indukce bunécéné
smrti hostitele je Francisella schopna v pozdnéjsich fazich infekce pretrvavat ve vakuolach nazvanych
“Francisella-containing autophagic vacuoles®, jejichz dvojitd membrana je mikroskopicky podobna

autofagosomu (24, 25).

13
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Obr. 1 Osud F. tularensis uvnitf hostitelské buriky. Po vstupu do hostitelskych bunék jsou bakterie

F. tularensis pohlceny fagosomem. Pred fuzi fagosomu s lysosomem dochdzi k uniku bakterii
do cytosolu a jejich ndslednému mnoZeni. V pozdni fdzi infekce bakterie vstupuji do organel
podobnych autofagosomu a nazyvanych “Francisella-containing autophagic vacuoles”, pfipadné
indukuji pyroptosu ¢i apoptosu hostitelskych bunék. Nakonec F. tularensis opousti hostitelskou buriku

a pokracuje v infekci sousednich bunék.

2.1.3. Imunita a odpovéd hostitele na F. tularensis

Imunitni odpovéd' hostitele na proteinové antigeny F. tularensis je Thl bunécného typu a ma
mnoho spoleénych charakteristik simunitni odpovédi na antigeny ostatnich intraceluldrnich
patogenu (26). Prvotni indukce prozanétlivych cytokinl a cytokin Thl-typu stimuluje buriky vrozené
imunity jako jsou makrofagy, neutrofily a dendritické buriky. Tyto buriky jsou zodpovédné za primarni
kontrolu bakteridlnich poctll a stimulaci produkce fady cytokini jako jsou IFN-y, TNF-a
alL-12 (27, 28). Klicovym cytokinem v boji proti infekci je IFN-y, ktery rozhoduje o prlibéhu a vysledku
infekce v ¢asné fazi. Hlavnim zdrojem IFN-y jsou aktivované NK buriky a T bunky (29). Ke zvyseni
produkce IFN-y v ¢asné fazi infekce prispivd TNF-a spolu s IL-12 , které tak pomahaji kontrolovat
intracelularni infekci. Efektivni propojeni vrozené a ziskané imunity v boji proti tularémii je
zajistovano dendritickymi burikami, které predstavuji profesiondalni antigen prezentujici buriky. Bylo
zjiSténo, Ze Francisella indukuje aktivaci dendritickych bunék, které pak slouzi ke vstupu a proliferaci
bakterie (30). Dlouhodoba protektivni imunita je zajistovana CD4+ a CD8+ T burikami. Oba bunééné

subtypy uvolnuji IFN-y a TNF-a, a tim kontroluji rlst bakterie uvnitf makrofagd (31). DaleZitou roli

14
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proti tularemické infekci hraji také sérové protilatky a B buriky, avSak pro optimalni protektivni

odpovéd jsou nezbytné predevsim T bunky.

2.1.4. Faktory virulence

Mikroorganismy jsou vybaveny faktory virulence, které se zapojuji v procesech vstupu
a mnozeni bakterie uvnitf hostitelskych bunék a nasledné v Uniku baterie pfed bunécnou imunitni
odpovédi organismu. Navzdory vysoké virulenci F. tularensis nebyly doposud nalezeny geny
zodpovédné za produkci exotoxinli a vtomto kontextu je pravdépodobné, Ze patogenita bakterie
se odviji pfedevSim od schopnosti bakterie mnozZit se uvnitf hostitelskych bunék a tim zplsobovat
rozpad napadenych tkani a selhani organ(. Z historického hlediska byl vyzkum zaméren na relativné
pristupné povrchové struktury, jakymi jsou kapsula a lipopolysacharid. Nicméné, nejvétsi pokrok
na poli mapovani faktor( virulence u bakterie Francisella nastal s kompletnim osekvenovanim

genomu spolu s rozvojem prislusnych genetickych pfistupa.

2.14.1. Ostrov patogenity

Ostrov patogenity oznacovany jako FPI (Francisella pathogenicity island) je DNA oblast
o velikosti 33 kb, identifikovany uvniti genomu F. tularensis (32). FPI region je mezidruhové vysoce
konzervovan a vyskytuje se ve dvou kopiich ve vSech poddruzich F. tularensis, avsak u F. novicida
a F. philomiragia je zastoupen pouze v jedné kopii (32). Postupna mutagenese genl kddujicich FPI
potvrdila, Ze vétSina z nich (predevsSim geny ig/ a pdp lokusl) se podili na bakteridlni virulenci
(33). Obecné se predpoklada, Ze vSechny proteiny kédované FPI geny se aktivné ucastni v boji
proti obrannym mechanismim hostitele, avsak jejich presna role v patogenesi infekce je stdle

nejasna.

2.1.4.2. Metabolismus

Studie genomu odhalily nékolik faktorl virulence spojenych s metabolickymi a nutri¢nimi
funkcemi bakterie. Draha syntézy aromatickych aminokyselin byla identifikovdana jako kli¢ova
pro virulenci F. tularensis. Inaktivaci témér vsech gen( této drahy (napf. geny aroG a aroE1) dochazi
ke snizeni virulence. Tato skutec¢nost poukazuje na omezenou dostupnost aromatickych aminokyselin
v hostitelskych podminkach. Mutantni kmeny, u nichz byla eliminovana schopnost syntézy purin(
de novo (napf.geny deoB, purA, purMCD, purl, purF), se vyznacuji omezenou replikaci uvnitf

hostitelskych bunék, coZz taktéZ naznacuje sniZzenou koncentraci purind uvnitf makrofagud
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infikovaného organismu. Intracelularni studie transkriptomu odhalily vyznamné zmény v expresi gent
kddujicich enzymy zapojené do metabolismu sacharid(l, stejné tak jako geny pro transport
aminokyselin a sacharid(l. Proto tedy Ize vnimat vyznam nutrice ve virulenci F. tularensis jako jemnou
rovnovahu mezi schopnosti ziskavat Ziviny od hostitele (transport) a regulaci metabolismu hostitele,
v zavislosti na mnozstvi dostupnych zZivin. Je zndmo, Ze cytosol hostitelskych bunék je vyuzivan jako
zdroj nutri¢nich latek pro invazni bakterie. Jediny pfimy dlkaz vyuziti Zivin z cytosolu hostitele
u F. tularensis existuje pro tripeptid glutathion (y-glu-cys-gly), coZ je pochopitelné diky zdvislosti
Francisella na vysoké koncentraci cysteinu. Abychom plné pochopili propojeni mezi metabolismem
avirulenci F. tularensis, je zapotfebi propojit systematickou mutagenesi genl zapojenych
do metabolickych drah sbiochemickou a biofyzikdlni charakterizaci metabolickych schopnosti

bakterie.

2.1.4.3. Povrchové struktury

Genom F. tularensis kdduje nékolik predpokladanych lokusli biogenese polysacharidi
a polypeptidd, které se pravdépodobné uplatriuji v glykosylaci protein, biogenesi lipopolysacharidu
(LPS) a produkci kapsuly. Vyznam téchto povrchovych struktur ve virulenci F. tularensis byl jiz jasné
prokazan. LPS je komponentou vnéjsi membrany Gram-negativnich bakterii a je zodpovédny za jeji
organizaci a stabilitu. Struktura LPS O-antigenu se ukdzala byt vyznamnou pro intraceluldrni prezivani
bakterie. Mutanty O-antigenu, zejména genl whbt klastru, vykazuji obecné sniZzenou intracelularni
multiplikaci a jejich zvySena citlivost k séru je alespon Castecné zodpovédna za sniZzenou virulenci
u mysi (34-36). Existence a struktura kapsuly jsou pak stdle predmétem diskuse. Lokus capBCA je
predpokladanym klastrem biogenese kapsuly. Geny tohoto lokusu vykazuji znaénou homologii s geny
lokusu capBCADE Bacillus anthracis, zodpovédnych za syntézu kapsularniho Poly y-glutamatu
(PGA)(33). In vivo a in vitro studie selektivnich mutantl pro tyto geny prokazaly, Ze geny capA, capB
a capC se uplatnuji v patogenesi (37-39). Avsak teprve dalsi studie budou moci definitivné potvrdit

funkéni roli lokusu capBCA pfi tvorbé kapsuly.

2.1.4.4. Glykosylace proteinli

Glykosylace je jednou z nejcastéjsich forem posttranslaénich modifikaci. Jedna se o enzymaticky
proces, kdy jsou cukry (monosacharidy ¢i oligosacharidy) pripojovany k proteinlim za vzniku
bicikd, pilinG pfipadné adhesind nebo LPS (40, 41). Dvéma hlavnimi glykosylacnimi mechanismy je

vev

N-glykosylace a O-glykosylace, znichz O-glykosylace je nejbézinéjsi u prokaryot. Vyzkumu
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zamérenému na glykosylaci protein( byla vénovana velka pozornost v pribéhu posledniho desetileti,
predevsim diky prohloubeni znalosti ve vztahu glykosylace a bakterialni virulence.

Bakteridlni glykokonjugaty neboli povrchové glykosylované makromolekuly hraji vyznamnou
roli v pfilnuti (adhezi), bunécné komunikaci a signalizaci, tim ¢asto umozZnuji prvni kontakt mezi
organismem a jeho bezprostfednim okolim (40, 42). Biosyntéza glykokonjugatli je komplexni
enzymaticky proces probihajici za Ucasti i) enzym(O syntetizujicich monosacharidy,
ii) glykosyltransferas a iii) glykan transportérd, z nichZ nejvyznamnéjsi predstavitele tvofi skupina ABC
transportér (43). ABC transportéry zprostiedkovavaji translokaci glykanu u vsech hlavnich tfid
povrchovych glykokonjugatl véetné glykoproteind, teichoovych kyselin, kapsularnich polysacharidd
(CPS), exopolysacharidu (EPS) a O-antigenni polysacharidové casti LPS (44). V soucasné dobé je
zndma celd fada ABC transportérli, které se podili na prekonani obrannych mechanismi
hostitele, a tim jasné ptispivaji k virulenci.

Genovy lokus FTT_0789 — FTT_0800 F. tularensis subsp. tularensis obsahuje geny potencialné
zapojené do biosyntézy polysacharidl vcéetné i) ¢tyf genU kddujicich predpokladané
glykosyltransferasy, ii) galE homolog kdédujici predpokladanou UDP-glukosa-4-epimerasu a iii) gen
kddujici predpokladany ABC transportér (FTT_0793).

Pfi hledani genl zodpovédnych za glykosylaci proteinl F. tularensis subsp. tularensis SCHUS4
bylo zjisténo, Ze inaktivace genli FTT_0791 a FTT_0798 zplsobila ztratu glykosylace lipoproteinu
DsbA; esencidlniho faktoru virulence F. tularensis (45). Mutace neovlivnila biosyntézu LPS
O-antigenu, avSak neméla zadny vliv na bakterialni virulenci v mysim tularemickém modelu. Tato
skutecnost naznacuje, Ze za téchto podminek glykosylace DsbA nehraje vyznamnou roli ve virulenci
kmene SCHUSA.

| kdyZz byla glykosylace u F. tularensis teprve nedavno objevena, znalost glykosylacnich
mechanismU z(stdvd doposud omezena pouze na oligosacharyltransferasu PglA, jakozto findlni

enzym glykosylacni kaskady prenasejici glykolipid na cilovy protein.
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2.2. TPR proteiny ve vztahu k bakterialni virulenci

Tetratricopeptide repeat (TPR) strukturni motiv byl plvodné objeven v kvasinkach (46, 47).
Nyni jsou TPR proteiny znamy v celé fadé organismu, od bakterii az po ¢lovéka. Jedna se o minimalné
konzervované oblasti o velikosti 34 aminokyselin. Evoluc¢ni zachovani TPR motivu naznacuje, Ze se
jednd o zdsadné vyznamné struktury pro Zivé organismy. Proteiny obsahujici TPR motivy jsou
zapojeny v celé radé bunécnych funkci véetné téch, které se ucastni bakteridlni patogenese (2, 3).
S vyuZitim bioinformatickych pfistupl bylo predikovano mnoho faktord virulence obsahujicich TPR
strukturni motivy. Tato data stimulovala vyzkum zaméfeny na molekuldrni aspekty bakteridlni
patogenese zprostiedkované TPR motivy (8).

TPR proteiny jsou pfimo propojeny s virulenci bakteridlnich patogend. Dulezitou roli hraji
predevsim v translokaci faktor( virulence do hostitelskych bunék, dale pak v pfilnuti bakterie
na hostitelskou buriku a v neposledni fadé se uplatiuji v blokaci vyzravani fagolysosomu (4-7).
V kontextu bakteridlni patogenese patti chaperony tfidy Il sekrecniho systému typu Il (type llI
secretion system; T3SS) mezi nejvice prostudované TPR proteiny (9, 48-50). Chaperony ttidy Il
kontroluji a zabezpecuji rozpoznani a konformacni stabilizaci dvou hydrofobnich proteind zndmych
jako translokatory. Tyto translokarory pak vytvari pér v membrané eukaryotickych bunék, a tim
usnadnuji bakteridlnim efektordim vstup do hostitelskych bunék. TPR proteiny jsou také vyznamné
komponenty pro biogenesi pilu typu IV (Tfp). Piliny jsou flexibilni, extracelularni filamenta vyznamna
pro kolonizaci hostitele a virulenci mnoha bakterialnich patogen( jako jsou naptiklad Pseudomonas
aeruginosa, druhy Neisseria, Vibrio cholerae, Moraxella cattarhalis (51-54). Uplatruji se predevsim
v bakteridlni adhezi, motilité, tvorbé biofilmu a DNA transformaci (55). Nasledujici podkapitola je
vénovdna soucasnym znalostem bakteridlnich TPR proteinl uplatiujicich se v mechanismech
virulence, se zamérenim na vyznam TPR motivQ pfi spravném fungovani chaperon( tfidy Il T3SS
v patogenesi Yersinia (LcrH), Pseudomonas (PcrH) a Shigella (1pgC). Vzhledem k tomu, Ze TPR proteiny
nejsou omezeny pouze na chaperony typu Il T3SS, budou déle zminény dilezZité informace tykajici
se proteinl, u nichZ jsou v souvislosti s funkci ¢i strukturou TPR motivu dostupna pouze omezena
experimentalni data. Jednd se o proteiny P.aeruginosa PilF, Mycobacterium tuberculosis PknG,
Porphyromonas gingivalis TprA; a PilF, FTL_0205, ComlL, a jeho ortolog FTT1244c z druhu Francisella,

které predstavuji mozny cil pro studium TPR motivl v bakterialni patogenesi.
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2.2.1. Proteiny T3SS s TPR motivem

Bakterie rodu Yersinia vyuzivd T3SS k doruceni toxin pfimo do cytosolu hostitelskych bunék.
Efektorové molekuly Yop proteinu zasahuji do signdlnich drah souvisejicich s regulaci fagocytosy,
apoptosy a prirozené imunitni odpovédi, ¢imZ napomdhaji prezivani bakterie uvniti hostitele (56).
LcrH jako soucast Ysc-Yop systému je schopen vazby na translokatory YopB a YopD (5, 9) a navic
je zapojen do regulace syntézy Yop proteinu (57). Analyza krystalické struktury monomerni jednotky
LcrH proteinu odhalila pfitomnost tfi TPR-like motivi (9). Vyznamnost TPR motivu byla dale
podpofena i mutagenesi kanonickych aminokyselin, které jsou stézejni pro spravnou funkci TPR
motivu (5).

Bakterie P. aeruginosa, podobné jako VYersinia, vyuZivd T3SS kdoruceni toxinG pfimo
do cytosolu hostitelskych bunék. Byly identifikovany ctyfi efektorové T3SS proteiny, které jsou
prenaseny bunécénymi pdry do hostitelskych bunék. Jedna se o exoenzymy ExoS, ExoT, ExoU a ExoY,
které jsou schopny tlumit bunécné signalizacni cesty, a tim sniZovat ucinnost fagocytosy
uvnitf infikovanych makrofagl, pfipadné indukuji apoptosu u ostatnich bunécnych typu, jako jsou
epitelidlni bunky a fibroblasty. T3SS P. aeruginosa se velmi podoba sekre¢nimu systému, ktery maiji
bakterialni druhy Yersinia, a to jak na strukturni, tak na funkéni drovni. Mezi vyznamné podobnosti
patfi pfitomnost proteint PopB a PopD, které vykazuji 40% homologii s Yersinia translokatory YopB
a YopD. Protein PcrH, chaperon tfidy I, hraje vyznamnou roli v rozpoznani a stabilizaci téchto
proteind, které jsou naprosto nezbytné pro prenos toxini do hostitelskych bunék. Strukturni analyza
prokdzala, Ze celkova struktura proteinu PcrH je tvofena helikdlnim usporadanim tfi TPR
podjednotek, podobné jako je tomu u proteinu LcrH u Yersinia. Vyznamnost TPR motivl byla opét
prokazana mutagenesi, kterd potvrdila, Ze nespravna funkce TPR motivli chaperonu PcrH vede

k destabilizaci obou prenasecu, které pak nemohou byt sekretovany (4).

Mechanismus kolonizace stfevniho epitelu u bakteridlnich druhd rodu Shigella zahrnuje
proniknuti do epitelidlnich bunék, intracelularni pomnoZeni a nasledné rozsifeni do sousednich
enterocytd, které tak podléhaji nekroze, pficemz celkové dochazi k silné zanétlivé odpovédi (58).
Proces invaze hostitelskych bunék zavisi na T3SS, u rodu Shigella konkrétné na genech ipgC, ipaB,
ipaC a ipaD, které jsou nezbytné pro kolonizaci stfevniho epitelu. Proteiny IpaB a IpaC predstavuji
prenasece zodpovédné za lyzu membrany fagocytickych vakuol, kontaktni hemolyzu a bunéénou smrt
makrofagll (8). Oba proteiny se vyskytuji v bakteridlni cytoplasmé, kde jsou stabilizovany
chaperonem lpgC. Pri kolonizaci dochazi k sekreci protein( IpaB, IpaC a IpgC, které se pak mohou
dale uplatfiovat v mechanismech virulence bakterie. Analyza krystalické struktury proteinu lpgC

ukazala, Ze diky usporadani tfi TPR-like motivi mizZe dochazet, jak k dimerizaci proteinu, ktera
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je vyZzadovana pro stabilizaci a sekreci IpaB, a tudiZz pro Uspésnou kolonizaci stfevniho epitelu, tak

k vytvareni vazebného motivu, ktery je vhodny pro vazbu Siroké $kaly interagujicich partnera (59).

2.2.2. Dalsi virulentni faktory obsahujici TPR motiv

Bakterie P. aeruginosa vyuziva protein PilF v procesu biogenese Tfp (60). Detailni krystalicka
analyza proteinu PilF prokazala pfitomnost Sesti TPR jednotek. Ddle bylo zjisténo, ze celkové
usporadani téchto jednotek se vyznacduje pritomnosti tfi moznych rozhrani, ktera spliuji kritéria
pro tvorbu protein-proteinovych interakci (60). Konkrétni vazebné partnery se vsSak doposud

nepodafrilo identifikovat.

M. tuberculosis vyuZiva serin/threoninovou proteinkinasu G (PknG) k inhibici bakterialni
degradace v lysosomech, a tim je podporovdno prezivani této bakterie v hostitelskych makrofazich.
Struktura PknG je tvofena TPR doménou, kterd je nezbytnd pro spravnou kinasovou aktivitu tohoto

proteinu (61). Protein-proteinové interakce zprostfedkovavané TPR doménou nebyly dosud popséany.

RovnéZz Francisella spolu s dalSimi bakteridlnimi patogeny jako je P. gingivalis zapojuji
predpokladané TPR proteiny do mechanisml virulence. F. tularensis stejné jako je tomu
u P. geruginosa vyuziva protein PilF v procesu biogenese Tfp (6). Inaktivace genu pilF vede
k signifikantnimu sniZeni schopnosti této bakterie adherovat na hostitelské buriky rGzného typu
a ddle bylo pozorovano oslabeni virulence mikroba in vivo. Proteiny F. tularensis jako jsou FTL 0205,
ComL a jeho ortolog FTT1244c patfi mezi dalsi vyznamné faktory virulence, které se uplatiuji

pfi replikaci uvnitf hostitelskych bunék.

2.3. Molekularni chaperony ve virulenci bakterialnich patogent

Rada bakteridlnich patogend je schopna vyvoldvat infekéni onemocnéni, které predstavuje
velmi ndrocny proces, jak pro infekéni agens, tak pro hostitelsky organismus. Je tedy pochopitelné,
Ze bakterie si vyvinuly mechanismy, diky kterym jsou schopny odolavat stresovym podminkam.
Jakmile je bakterie fagocytovana hostitelskou burikou, setkdva se s radou stresovych faktord, jakymi
jsou zvySena teplota, acidifikace fagosomu, oxidativni vzplanuti a fuze fagosomu s lysosomem. Diky
témto stimuldm dochazi k indukci molekularnich chaperont, které napomahaji bakterii prekonat

nepriznivé podminky uvnitt hostitele, ¢imz pfispivaji k bakteridlni patogenesi (62).

Proteiny teplotniho Soku (heat shock proteins; HSPs), neboli molekularni chaperony predstavuji
vysoce konzervované proteiny, které byly plvodné popsany jako proteiny se zvySenou hladinou

exprese za stresovych podminek (63, 64). Mnohé HSPs mohou pusobit jako komplexy, které hraji

20



2. TEORETICKY PREHLED

vyznamnou roli pfi sbalovani, stabilizaci a translokaci proteini a dale pfi rekonstrukci Spatné

sbalenych nebo agregovanych protein( (65, 66).

U bakterii jsou vyznamné proteiny DnaK, Dnal, GroEL, a HtpG, které pfedstavuji hlavni zastupce
HSPs tiid. VSechny tyto chaperony se vyznamné sekvencéné podobaji svym eukaryotnim koleglim (67).
DnaK je jednim z nejlépe charakterizovanych bakteridlnich chaperon(i. Role tohoto chaperonu
ve sbalovani proteinli byla dobfe prostudovana a bylo prokazano, Ze se jednad o protein spojeny
s bakterialni virulenci. Mutace proteinu DnaK v bakteriich jako je Brucella suis, Campylobacter jejuni,
Salmonella enterica a F. tularensis vedla k naruSeni replikace bakterii v makrofazich a snizeni
schopnosti kolonizovat tkané infikovanych mysi (68-70). Tato data podporuji tvrzeni, Ze HSPs jsou
zasadni pro prezivani téchto bakterii v hostitelském prostredi. Jednim z nejznaméjsich prikladd role
HSPs v bakterialni patogenesi je infekce hostitelskych makrofagl bakterii Listeria monocytogenes.
Exprese proteinu ClpC (¢len rodiny Hsp100) umoznuje bakterii Unik z fagosomu do cytoplasmy, kde je

Listeria schopna pokracovat v proliferaci (71).

Kromé uvedenych pfikladi mnohé bakterie vyuZivaji také specifické molekularni chaperony
jako adheziny slouzici k invazi do hostitelskych bunék. Tyto molekuldrni chaperony, sekretované
na bunécéném povrchu, mohou byt uvolriovany do extracelularniho prostredi, kde plsobi jako signalni
faktory (72). Obé tfidy chaperond Hsp60 a Hsp70 byly v této roli popsany. Déale jsou znamy pfipady,
kdy bakterie byly schopny ovlivnit hostitelské chaperony tak, aby navysily vlastni proliferaci a byly
schopny prekonat obranné mechanismy hostitele (73). Je tedy ziejmé, Ze bakterie znacné vyuZivaji

funkci HSPs k prekonani obrannych mechanism( hostitele cilenych proti bakteridlni infekci.
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2.4. Co-chaperony

Co-chaperony jsou vazebnymi partnery chaperon(i Hsp90 nebo Hsp70 a v Sirsim smyslu mohou
byt definovany jako proteiny, které se podili na funkci dalSich chaperond. Samy o sobé mohou mit
chaperonovou aktivitu, jak lze soudit z jejich schopnosti branit agregaci polypeptidu a tim se vazat
na Hsp70 a Hsp90 a soucasné na dalSi vazebné partnery. Nékteré co-chaperony neinteraguji
s polypeptidy vazebnych partnerd, ale reguluji pisobeni chaperon(. Co-chaperony jsou také schopny
zprostredkovavat specifitu chaperon(, a to tim, Ze vybiraji vazebné partnery a prezentuji je Hsp70
nebo Hsp90, ¢imz koordinuji vazebny kolobéh chaperon( a usnadriuji sbalovani polypeptidu pfipadné

rozbaleni proteinu (74).

Z hlediska struktury Ize vétSinu co-chaperoni zaradit do dvou tfid: i) co-chaperony obsahujici
“J“ doménu, jak je mozné vidét u Hsp40 (co-chaperony Hsp70) a ii) TPR co-chaperony, které
interaguji s Hsp70 nebo Hsp90. Vyvoj téchto J a TPR domén v komplexnich organismech odrazi narlst
biologickych procest, pro které je plsobeni Hsp70 nebo Hsp90 nezbytné. Zda se, Ze co-chaperony,
které vykonavaji vice specializované funkce, prevzaly J a TPR domény jako zplsob zaclenéni se

do mechanismu pUsobeni chaperonl Hsp70 a Hsp90 (74).

Pavodni charakterizace Hsp70 co-chaperonli jako regulatori chaperonové dcinnosti byla
odvozena od studii (74), jejichz vysledky prokazaly, Ze Dnal (¢len rodiny Hsp40 u prokaryot) a GrpE
plUsobi na adenosintrifosfatasovy (ATPase) cyklus proteinu DnaK, ktery je znam jako hlavni Hsp70
u bakterie Escherichia coli. Dale bylo prokazano (75), Ze protein Dnal se sdm o sobé vyznacuje
chaperonovou aktivitou. Toto zjiSténi se stalo soucasti obecné akceptovaného konceptu, kde se
polypeptidy vazou na Dnal, ktery se ddle vaZe na DnaK. Poplypeptid je nasledné prenesen na DnaK
a tato interakce je stabilizovana schopnosti Dnal katalyzovat utvareni DnaK-adenosindifosfatu (ADP),
ktery ma vyssi afinitu k nesbalenym polypeptidim, nez je tomu u DnaK-ATP. Role GrpE pak spociva
ve vazbé na DnaK, kdy dochazi k nukleotidové vyméné a oslabeni interakce DnaK a polypeptidu
s naslednym rozvolnénim komplexu. Tento sled udalosti je nezbytny pro spravnou funkci Hsp70
v procesu sbalovani proteinll. Hsp40 rodina se vyznaduje tim, Ze zajistuje nezbytnou specifitu
chaperonovych reakci a to tak, Ze vybira vazebné partnery, u nichZ nasledné dochazi ke zméné

konformace v dusledku interakce s Hsp70 (74).

Mechanismus plisobeni proteini Hsp90 se znacné lisi od rodiny Hsp70 (76). Zda se, ze Hsp90
hraji roli ve sbalovani pouze velmi blizkych proteinovych rodin, které jsou reprezentovany
transkripénimi faktory (jako jsou nuklearni receptory) a proteinkinasami. Hsp90 co-chaperony
mulzZeme rozdélit na skupinu, ktera obsahuje TPR domény (ta mUZe interagovat i s Hsp70)

a na skupinu, v jejiz struktufe TPR domény nebyly identifikovany. TPR Hsp90 co-chaperony hraji roli
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v Sirokém spektru biologickych proces(l, protoZe tyto proteiny obvykle obsahuji jesté dalsi domény,
které katalyzuji rozmanité reakce, jakymi jsou ligace ubikvitinu a peptidyl-prolyl isomerizace. Druha
skupina co-chaperond, kterd neobsahuje TPR domény je strukturné znacné odliSnd a zahrnuje

proteiny p23, Cdc37 a Ahal/Hch1 (74).

Otazka, zdali byly identifikovany vSechny co-chaperony, je stale oteviend. Ackoli v genomové
databdzi je mozné identifikovat proteiny obsahujici TPR domény, neni mozné na zdkladé samotné
sekvence urcit, které z nich jsou schopny vazby na Hsp90 ¢i Hsp70. Také nové proteiny, které se
vazou na Hsp70 a Hsp90, cekaji na své objeveni. Je pozoruhodné, Zze nékteré co-chaperony mohou
plsobit samostatné, bez vazby na chaperony, jak je tomu u proteinu p23, ktery plsobi nezavisle
na Hsp90. (77). Tyto pozorované vlastnosti zpochybnuji nazor, Ze co-chaperony jsou podtizeny funkci
Hsp90 ¢i Hsp70. Zda se vsak jedna o obecnou schopnost co-chaperont, zatim zUstava neobjasnéno

(74).
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NapIni mé disertacni prace bylo identifikovat nové faktory virulence F. tularensis, které
by mohly hrat vyznamnou roli v patogenesi tularemické infekce. V predklddané disertaéni praci byly

stanoveny nasledujici diléi cile:

1. Na zadkladé bioinformatickych studii identifikovat geny s predikovanou TPR doménou
a pfipravit mutantni kmeny vybranych genli v modelovém organismu F. tularensis.

2. Studovat virulenci pfipravenych mutantnich kmend s vyuzitim in vivo (mysi kmene BALB/c)
a in vitro (primarni mysi makrofagy) infekénich modeld.

3. Studovat zapojeni vybranych TPR protein( v adaptacnich mechanismech na stres.

4. Studovat molekularni mechanismy oslabeni mutantniho kmene inFTS _1680/200 a jeho
schopnost vyvolat protektivni imunitni odpovéd u mysi kmene BALB/c.

5. Studovat podstatu protektivniho charakteru mutantniho kmene inFTS_1680/200 se zacilenim

na ziskani duleZitych informaci o imunitni odpovédi na tularemickou infekci.
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4.1. Bakterialni kmeny, plasmidy a podminky kultivace

Bakterialni kmeny a plasmidy pouZité v této praci jsou uvedeny v Tab. 1.

F. tularensis ssp. holarctica FSC200 (78) byla poskytnuta Dr. Ake Forsbergem ze Svédské

obranné agentury, Swedish Defence Research Agency, Umea. F. tularensis ssp. holarctica FSC200

a pfipravené mutantni kmeny byly kultivovany na Mcleod agarovych plotnach obohacenych

o bovinni hemoglobin (Becton Dickinson, Cockeysville, MD, USA) a lIsovitaleX (Becton Dickinson,

Cockeysville, MD, USA) v inkubatoru pfi 37°C a 5% CO,, nebo v tekutém Chamberlainové médiu (79)

pfi 30°C, 37°C nebo 42°C. E. coli kmeny byly kultivovany na Luria-Bertani (LB) agaru, v tekutém LB

médiu a na MacConkey/maltosovych plotnach pfi

30°C nebo 37°C. V pfipadé potreby byl

pro kultivaci do média pfidan penicillin (100 U/ml), ampicillin 100 pg/ml, kanamycin (50 pg/ml

pro E. coli a 20 pug/ml v pfipadé F. tularensis) a 0,5 mM IPTG .

Tab. 1 Bakteridlni kmeny a plasmidy pouZité v této prdci

NAZEV PRISLUSNA CHARAKTERISTIKA ZDROJ/REFERENCE
E. coli kmeny
a-Select Gold F-deoR endA1l recA1l relAl gyrA96 hsdR17(rk’, mk*) Bioline
Efficiency supE44 thi-1 phoA A(lacZYA argF)Uu169
®80lacZAM15\
DHM1 F’, cya-854, recAl, endAl, gyrA96 (NaIR), thil, BACTH system kit;

hsdR17, spoT1, rfbD1, ginV44(AS)

EUROMEDEX, (80)

Francisella kmeny

FSC200

F. tularensis ssp. holarctica, klinicky isolat

sbirka FCS (Francisella strain

collection), (78)
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Tab. 1 pokracovdni

PRISLUSNA CHARAKTERISTIKA

ZDROJ/REFERENCE

inFTS_0201 inFTS_0201/FSC200 tato préce
inFTS_0778 inFTS_0778/FSC200 tato préce
inFTS_1680 inFTS_1680/FSC200 tato prace
inFTS_1680 inFTS_1680 s pKK289FTS_1680 tato prace
komplementovany

inFTT_0166¢ inFTT_0166¢/Schu S4 tato prace
Plasmidy

pCR4-TOPO Klonovaci vektor, AmpR, Km" Invitrogen
pKEK1140 targetron plasmid specificky pro F. tularensis (81)
pKEK1140/in201 pKEK1140 s inserci v genu FTS_0201 tato prace
pKEK1140/in778 pKEK1140 s inserci v genu FTS_0778 tato prace
pKEK1140/in1680 pKEK1140 s inserci v genu FTS_1680 tato prace
pKNT25 BACTH systém plasmid (80)
puUT18 BACTH systém plasmid (83)
pUT18/1680 pUT18 s nenarusenym genem FTS_1680 tato prace
pKNT25/1670 pKNT25 s nenarusenym genem FTS_1670 tato prace
pKNT25/1167 pKNT25 s nenarusenym genem FTS_1167 tato prace
pKNT25/1166 pKNT25 s nenarusenym genem FTS_1166 tato prace
pKNT25/0277 pKNT25 s nenarusenym genem FTS_0277 tato prace
pKNT25/0263 pKNT25 s nenarusenym genem FTS_0263 tato prace

4.2. TargeTron inseréni mutagenese

Pro mutagenesi genl FTS 0201, FTS 0784 a FTS_1680

jsme wvyuzili komeréni soupravu

TargeTron Gene Knockout System (Sigma-Aldrich) dle navodu vyrobce a modifikaci specifickych
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pro bakterii F. tularensis (81). Vhodné misto inserce a PCR primery (Tab. 2) pro zaclenéni insertu
do genomové DNA vybranych genu byly vygenerovany pomoci algoritmu dostupného na webovych
strankach firmy Sigma-Aldrich. Vznikly PCR produkt byl Stépen pomoci enzym( Hindlll a BsrGl
a klonovan do vektoru pKEK1140 (velkoryse poskytnut Dr. Karlem Klosem, UTSA, San Antonio, TX),
specialné vyvinutého pro F. tularensis (81). Pfipravené konstrukty byly pouZity pro elektroporaci
F. tularensis ssp. holarctica FSC200. Pfitomnost insertu v genomové DNA byla ovéfena kombinaci
intron-specifického primeru “EBS universal” a genové-specifického primeru. K odliseni divokého
a mutantniho bakteridlniho kmene byly vyuZity genové specifické primery, které amplifikuji napfic
mistem inserce. Pozitivni klony byly inkubovany ptes noc pti 37°C v Chamberlainové médiu a poté
naredény a vysety na MclLead agarové plotny (bez kanamycinu), které byly nadale inkubovany
pfi 37°C, coz vede k odstranéni TargeTron teplotné citlivého vektoru. Inseréni mutanty byly nasledné

ovéreny pomoci genové specifickych primeru.

Tab. 2 Primery poulZité v této prdci

OZNACEN{ PRIMERU SEKVENCE 5°- 3°

FTS_0201_IBS AAAACTCGAGATAATTATCCTTAAAAAACAATTTAGTGCGCCCAGATAGGGTG
FTS_020 1_EBS]_d CAGATTGTACAAATGTGGTGATAACAGATAAGTCAATTTAGATAACTTACCTTTCTTTGT
FTS_0201_EBS2 TGAACGCAAGTTTCTAATTTCGGTTTTTTTCCGATAGAGGAAAGTGTCT

FTS 0201 F TAGTTTTCACGCTTGTCTCC

FTS_0201_R GACAAAAGACCAACAGGGC

FTS_1680_IBS AAAACTCGAGATAATTATCCTTAAACCCCAAATCAGTGCGCCCAGATAGGGTG
FTS_1680_EBS]_d CAGATTGTACAAATGTGGTGATAACAGATAAGTCAAATCATCTAACTTACCTTTCTTTGT
FTS_ 1680 EBS2 TGAACGCAAGTTTCTAATTTCGGTTGGGTTCCGATAGAGGAAAGTGTCT

FTS_1680 F TATCCAAGAAACAAACTCAAG

FTS_1680_R TCAAAGGGTAGGCATTATC

FTS_1680_p KK289 F GCATGTCATATGAAAAACTTATCCAAGAA

FTS_1680_pKK289 R ACATGCGAATTCCTAGTTAGTATTGTTTATAAGTTGAC

FTS_0778_IBS AAAACTCGAGATAATTATCCTTAACAGCCAAAGACGTGCGCCCAGATAGGGTG
FTS_O??8_EBSld CAGATTGTACAAATGTGGTGATAACAGATAAGTCAAAGACTATAACTTACCTTTCTTTGT
FTS_0778_EBS2 TGAACGCAAGTTTCTAATTTCGATTGCTGTTCGATAGAGGAAAGTGTCT

FTS_0778_F GTTGGTGTGATTGGTAGTTGT

FTS_ 0778 R AGCAGCAGCAGTTGTAAGATA
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Tab. 2 pokracovdni

OZNACEN{ PRIMERU SEKVENCE 5°- 3°

FTS_1681 IBS AAAACTCGAGATAATTATCCTTAAAGAGCGTTGCGGTGCGCCCAGATAGGGTG
FTS_1681_EBS]_d CAGATTGTACAAATGTGGTGATAACAGATAAGTCGTTGCGCGTAACTTACCTTTCTTTGT
FTS_1681_EBS2 TGAACGCAAGTTTCTAATTTCGGTTCTCTTCCGATAGAGGAAAGTGTCT

FTS_1681 F TTTTTGATTATGGTATTTCCG

FTS_1681 R GTAGCAATAACTCCACCAGCA

FTS_1682_IBS AAAACTCGAGATAATTATCCTTAGCTCCCGCAGTAGTGCGCCCAGATAGGGTG
FTS_1682_EBS]_d CAGATTGTACAAATGTGGTGATAACAGATAAGTCGCAGTAGTTAACTTACCTTTCTTTGT
FTS_1682_EBS2 TGAACGCAAGTTTCTAATTTCGATTGGAGCTCGATAGAGGAAAGTGTCT

FTS_1682 F ACCATCAGTTTTTCTTTGCC

FTS_1682_R TACATTCCAGGTCTTTTCTTGA

4.3. Funkcéni komplementace

Pro wvytvoreni FTS 1680 komplementovaného kmene jsme vyuzili metodu trans
komplementace. DNA fragment kddujici gen FTS 1680 byl amplifikovdan pomoci primerd
1680 _pKK289 F a 1680 pKK289 R (Tab. 2), s vyuzitim FSC200 genomové DNA jako templatu. Findlni
PCR produkt byl ovéren sekvenaci a poté klonovan do vektoru pKK289gfp, a to zdménou za gen
kddujici zeleny fluorescencni protein (82). Vznikly konstrukt oznaceny jako pKK289FTS 1680 byl

nasledné vloZzen do inFTS_1680 mutantniho kmene pomoci elektroporace.

4.4. Infekce a kultivace primarnich makrofagt

Makrofagy odvozené z bunék kostni dfené (BMMs) byly izolovany ze stehennich a lytkovych
kosti 6-10 tydennich mysich samic kmene BALB/c a dale diferencovany v makrofagy v pfitomnosti
DMEM média (Invitrogen) obohaceného o 10% fetdlni bovinni sérum (FBS), 10% L929 bunécny
supernatant (zdroj M-CSF; macrophage colony-stimulating factor), 50 pg/ml streptomycinu a 50 U/ml
penicillinu, po dobu Sesti a7 sedmi dnl( (83). BMMs byly nasazeny na 24-jamkové desticky
pro tkariové kultivace o koncentraci 5 x 10° bunék na jamku. F. tularensis byla nafedéna bunéénym
kultivacnim médiem a vznikld suspenze byla pouzZita pro infekci BMMs v poméru 50:1

(bakterie:burika). Skutecna infekéni davka byla urcena vysevem bakteridlni suspenze na Mcleod
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agarové plotny. Vstup bakterie do bunky byl zajistén stocenim 24-jamkovych desti¢ek (400xg, 5min)
s ndslednou 30 min inkubaci pfi 37°C. Odstranéni extraceluldrnich bakterii bylo provedeno promytim
bunék teplym DMEM médiem a kultivaci infikovanych bunék v médiu s gentamycinem (5 pg/ml)
po dobu 30 min. Ve zvolenych casovych intervalech byly infikované BMMs promyty a lyzovany
vychlazenym 0,1% deoxycholdtem sodnym. Lyzaty byly ndsledné nafedény a vysety na MclLeod
plotny. Po 72 hod inkubaci pfi 37°C byly odecteny pocty intraceluldrnich bakterii pfipadajici na dany

pocet bunék v jednotlivych jamkach.

4.5. Infekce a studium virulence na mysich kmene BALB/c.

Pro testy prezZiti byla pouzita skupina péti mysi kmene BALB/c (%), které byly infikovany
subkutanné divokym kmenem, mutantnim kmenem JinFTS_1680, komplementovanym kmenem
a mutantnimi kmeny inFTS_0201 a inFTS_0778 v davce 3 x 10> CFU/mys. Dalsi skupina mysi (n = 5)
byla infikovana subkutdnné mutantnim kmenem inFTS 1680 v davce 3 x 10° CFU/mys.
Intraperitonealni infekce byly provadény pouze s divokym kmenem FSC200 (3 x 10 CFU/mys3),
mutantnim kmenem inFTS_1680 (3 x 10° nebo 3 x 10° CFU/my$) a komplementovanym kmenem
(3 x 10 CFU/my3). Kontrolni skupina mysi byla inokulovéna pouze sterilnim fyziologickym roztokem.
Skutecné inokulacni davky byly ovéfeny pocitanim Zivotaschopnych bakterii po vysevu suspenze
na MclLeod plotnu. Mysi byly pozorovany denné po dobu 21 dni, kdy byly zaznamendvany projevy

nemoci, eventudlné dhyn.

4.6. Kolokalizace F. tularensis s LAMP-1 v primarnich bunkach

Schopnost Uniku mutantniho kmene inFTS_1680 z fagosom( makrofagl derivovanych z bunék
kostni dfené byla testovana pomoci kolokalizace bakterie se znakem pozdnich endosomt (LAMP-1)
v Case 1 a 6 hod po infekci. Infikované BMMs (4.4.) byly fixovany 3,8% paraformaldehydem po dobu
30 min a nasledné neutralizovany 50mM NH,4CI. Po promyti bunék PBS, byly membrany makrofagt
permeabilizovany 0,2% Tritonem X-100 po dobu 15 min. Bakterie byly vizualizovdny pomoci primarni
protilatky (krdlici polyklonalni anti-F. tularensis sérum) fedéné 1:3000 a sekunddrni protilatky
(AlexaFluor™ 488 goat anti-rabbit 1gG) Fedéné 1:500. Nasledné byly barveny pozdni endosomy
pomoci LAMP-1 protilatky (rat monoclonal anti-mouse LAMP-1) fedéné 1:100 a sekundarni protilatky
(AlexaFluor™ 594 donkey anti-rat IgG) fedéné 1:500. Kolokalizace bakterii s LAMP-1 byla analyzovana

konfokalnim mikroskopem Nikon TE2000 vybavenym programem “NIS Elements AR”.
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4.7. Test cytotoxicity na primarnich makrofazich

Pro posouzeni cytotoxického efektu inFTS_1680 mutantniho kmene na primarni burky, byly
BMMs nasazeny na 96-jamkové kultivaéni desti¢ky o koncentraci 2 x 10* bunék/jamku a ponechéany
adherovat do druhého dne v inkubatoru pt¥i 37°C, 5% CO,. Nasledujici den byly makrofagy infikovany
bakterialni suspenzi o MOI 50:1 (bakterie:makrofag). Ve zvolenych casovych intervalech
(2 hod, 24 hod a 48 hod) po infekci byly odebrany bunécné supernatanty, ve kterych byla stanovena
pritomnost uvolnéné LDH pomoci kitu na detekci cytotoxicity (Cytotoxicity Detection Kit; Roche
Diagnostics, Germany). Vzorky byly méfeny na ELISA readeru pfi vinové délce 490nm. Pro pozitivni
kontrolu, reprezentujici 100% bunécné lyze, byly pouzity neinfikované BMMs, které byly lyzovany
po dobu 5 min 0,1% deoxycholdatem sodnym. Absorbance vzorkd byla vyjadiena procentualné

a vztazena k hodnotam pozitivni kontroly.

4.8. Studium protektivniho charakteru mutantniho kmene in vivo

Studie zamérené na protektivni charakter inFTS_ 1680 mutantniho kmene byly provedeny
na skupinach 5-ti mysi, které byly imunizovany subkutdnné mutantnim kmenem v ddvce
3 x 10° CFU/mys. Kontrolni skupina my3i byla inokulovana pouze sterilnim fyziologickym roztokem.
28 dni po vakcinaci byla imunizovana zvifata infikovdna plné virulentnim matefskym kmenem FSC200
v davkach 3 x 10% nebo 3 x 10° CFU/mys. Mysi byly denné sledovany po dobu 21 dnd, kdy byly
zapisovany projevy onemocnéni, eventualné uhyn. Pro stanoveni pfesnych imunizaénich a infekénich
davek byly jednotlivé bakteridlni suspenze vysety na plotny s Mcleod agarem, kde byly

po 72 hodinach odecteny Zivotaschopné bakterie.

4.9. Studium organové distribuce in vivo

Studie zamérené na kinetiku bakteridIni distribuce a rlstu v mysich organech byly provedeny
na skupindch tfi mysi, kdy kazdd skupina byla infikovana intraperitonedlné ¢i subkutanné divokym
kmenem FSC200, komplementovanym kmenem inFTS_1680 nebo mutantnim kmenem inFTS_1680
v davce 3 x 10> CFU/mys. V uvedenych ¢asovych intervalech po infekci byla odebrana jaterni, slezinna
a plicni tkan, kterd byla homogenizovana v PBS a nasledné nafedéna a vyseta na MclLeod plotny

pro urceni celkového poctu bakterii v jednotlivych organech.
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4.10. Protilatkové a cytokinové analyzy

Nefedéna séra mysi kmene BALB/c byla vyuZita pro kvantitativni detekci protilatek IgA, 1gM,
IgG1, 1gG2a, 1gG2b pomoci tzv. Custom Quantibody Array technologie (RayBiotech, Inc.). Tato
technologie byla také vyuzita pro stanoveni cytokinu IFN-y v mySim séru a homogenatech jater

a sleziny. Hladina protilatek a IFN-y byla stanovena firmou RayBiotech (Quantibody service).

4.11. Prezivani bakterii za stresovych podminek

Kmeny F. tularensis byly ockovany z cerstvé rozmraZzenych bakteridlnich zdsobnich kultur
do 2,5 ml Chamberlainova média obohaceného prislusnymi antibiotiky a kultivovany pres noc
pri37°C. Kultury byly natedény cerstvym Chamberlainovym médiem na ODgy = 0.1. Bakteridlni
kultury byly ptreneseny na 96-ti jamkové desticky v péti replikdtech po 250 ul a byly vystaveny
nasledujicim stresovym podminkdm: pH 4.0, 4% NaCl, deplece Zeleza a inkubovany 24 hodin
pfi37°Cnebo 42°C (v pfipadé teplotniho stresu). Bakteridlni rast byl stanoven méfenim
ODggoV hodinovych intervalech po dobu 24 hod. Pro stanoveni oxidativniho stresu byla vyuZita
stacionarni faze bakterii kmene FSC200 a mutantniho kmene inFTS 1680, které byly nafedény
cerstvym Chamberlainovym médiem 1:10 a vystaveny pUsobeni 0,03% H,0, Vzorky byly odebrany
v €ase 0, 20 a 40 minut po expozici a sériové natedény a vysety na plotny s McLeod agarem, kde byly

po 72 hodinach odecteny Zivotaschopné bakterie (84, 85).

4.12. Bakterialni adenylatcyklasovy systém

Bakterialni adenylatcyklasovy dvouhybridni test byl proveden dle instrukci vyrobce (BACTH
System kit, Euromedex, ref. EUKOO1). Kratce, protein FTS_ 1680 byl fuzovan s T18 podjednotkou
adenylatcyklasy (in frame fize na N-konec T18 podjednotky), na rozdil od zvolenych proteint i) GroEL
(FTS_1670), ii) DnaK (FTS_1167), iii) DnaJ2 (FTS_0277), iv) GrpE (FTS_1166) a v) HtpG (FTS_0263),
které byly fuzovany k T25 adenylatcykldsové podjednotce (in frame fize na N-konec
T25 podjednotky). Primery a plasmidy pouZité v tomto testu jsou uvedeny v Tab. 2 a 1. Pro kazdy
test, byly pouZity E. coli DHM1 chemokompetentni buriky, které byly transformovany 1 pl smési obou
plasmidd, nesoucich fuze na podjednotkach T25 a T18 a vysety na LB plotny obsahujici 100 pg/ml
ampicilinu a 50 pg/ml kanamycinu. Plotny s bakterialnimi kulturami byly inkubovany pti 30°C po dobu
2 dnd. Neékolik kolonii bylo zaockovdano do 3 ml LB média obohaceného 100 pg/ml
ampicilinu, 50 pg/ml kanamycinu a 0.5 mM IPTG a inkubovany pres noc pfi 30°C. Nasledujici den byly
2 ul kazdé kultury kdpnuty na MacConkey/maltosové plotny obsahujici pfislusna antibiotika a IPTG.

Plotny byly ndsledné inkubovany nékolik dni, dokud se neobjevilo ¢ervené zbarveni. Dva prazdné
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plasmidy pUT18 a pKNT25 byly pouzity jako negativni kontrola. Vektory nesouci geny iglA a iglB, byly

pouZity jako pozitivni kontrola. IglA-IgIB interakce byla u F. tularensis prokazana jiz drive (86).

4.13. Separace pomoci tritonu X-114

Bunécné lyzaty bakteridlnich kmenG F. tularensis FSC200 a inFTS_1680 byly pfipraveny
mechanickou lyzou pomoci pfristroje French press (16000 psi). Naslednou ultracentrifugaci
(115000 x g, 1lhod, 4°C) celobunécného lyzatu byly ziskdny frakce obohacené o membranové
proteiny. Po odstranéni supernatantu byl membranovy pelet oplachnut v PBS a znovu stocen. Findlni
pelet obsahujici membranové proteiny byl rozpustén v ledovém PTX pufru (PBS obsahujici 350 mM
NaCl, 2% Triton X-114 a inhibitory proteas) a inkubovan pti 4°C po dobu 1 hodiny za michani
v rotatoru. Po 1 hodiné byl vzorek centrifugovan (12,000 rpm, 4°C, 30 min) a supernatant ponechdn
10 min pfi 37°C pro ustaleni fazové separace. Po nasledné centrifugaci byla odstranéna horni vodna
faze a k organické fazi byl pfidan stejny objem PBS obsahujici 350 mM NaCl, jaky byl odebran. Fazova
separace byla zopakovdna dvakrat. Vyslednd detergentova frakce byla resuspendovana v PBS

a koncentrace protein( byla stanovena pomoci BCA metody (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

4.14. Priprava frakce obohacené o pilinové proteiny

Bakterie F. tularensis FSC200 rostly na MclLeod plotnach po dobu 48 hodin a poté byly
resuspendovany v PBS. Ndslednym protfepdnim (maximalni rpm, 2 min) a centrifugaci (13,000 rpm,
10 min) bakteridlni suspenze byl ziskdn supernatant obohaceny o piliny, ktery byl odebran.
Eventualné pfitomné bakterie byly ze supernatantu odstranény zahfatim na 65°C po dobu 2 hod.
Nasledna agregace pild probihala pfi orbitalnim tfepani (18 hod, 4°C). Suspenze byla dale stocena
(150,000 x g 4°C, 1 hod) a ziskané pelety byly resuspendovany v PBS. Vysledna koncentrace protein(
byla stanovena pomoci BCA metody (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

4.15. Dvourozmérna gelova elektroforesa

Pro odstranéni nezadouciho detergentu byly proteiny detergentové faze nejprve opakované
precipitovany vychlazenym acetonem. Proteinové precipitaty byly rozpustény v rehydratacnim pufru
obsahujicim 1% (w/v) ASB-14 surfaktant. Nasledné pouzZité metody jako jsou izoelektricka
fokusace, redukce, alkylace a SDS-PAGE byly provedeny dle postupu popsaného dfive (87). Proteiny

rozdélené na 2D gelech byly nasledné obarveny koloidnim modfenim (Invitrogen).
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Pro imunoproteomické studie byly proteiny rozdélené na zédkladé 2D elektroforesy pfeneseny
na BioTrace PVDF membranu (Pall Corporation, Pensacola, FL) a dale detekovany pomoci sér z mysi
kmene BALB/c imunizovanych inFTS_1680/200 mutantnim kmenem a nasledné infikovanych FSC200
virulentnim kmenem (primarni protilatka). Pro sekundarni znaceni byla pouZita polyklonalni kozi
protilatka proti mysim 1gG, IgA a IgM (DAKO). Pro tyto experimenty byly pfipraveny 3 biologické

replikaty frakci obohacenych o detergentové a pilinové proteiny.

4.16. Hmotnostni analyza a identifikace proteinu

Proteinové skvrny obarvené koloidni modfi byly vyfiznuty z 2D-gelt a nasledné podrobeny
proteolytickému $tépeni trypsinem podle postupu, ktery byl popsan nedavno (87). Stépeni bylo
ukoncéeno okyselenim vzork(l na pH 2-3 pomoci trifluoroctové kyseliny. Vznikla smés peptidd byla
smichana s 10 mg/ml roztokem DHB matrice v objemovém poméru 1:1, nanesena na MALDI tercik
a nasledné analyzovana na 4800 MALDI-TOF/TOF hmotnostnim spektrometru (AB Sciex, Foster
City, CA) v pozitivnim reflektronovém maddu. Sbér a zpracovani dat bylo provedeno pomoci software
4000 Series Explorer v3.5 (AB Sciex). Hmotnostni spektra peptidd na MS uUrovni byla snimana
v rozsahu od 800 do 4,000 m/z. Vnitfni kalibrace hmotnostniho spektra byla provedena pomoci
peptidd trypsinu vzniklych autolyzou. Pro naslednou fragmentaci peptidd na aminokyseliny a zdznam
tandemového hmotnostniho spektra (MS/MS) bylo z MS spekter vybrano Sest nejvice intenzivnich
prekurzorovych iontd s minimalni hodnotou signalu k Sumu (S/N) = 100 a s vylouéenim tryptickych
autolytickych peptidd. Identifikace protein( byla provedena na zakladé porovnani namérenych dat
s daty teoretickymi, generovanymi in-silico z proteinové databaze F. tularensis subsp. holarctica
kmen FSC200 (NC_019551.1) pomoci GPS Explorer™ Software v.3.6 (AB Sciex) s vyhledavacim
algoritmem Mascot v2.2. Pro generovani peptidll z proteinové databaze byly zvoleny nasledujici
parametry: proteolyticky enzym = trypsin, povoleny pocet vynechanych stépnych mist (tzv. missed
cleavages) = 1, variabilni modifikace = oxidace methioninu, pevna modifikace = karbamidometylace
cysteinovych rezidui. Tolerance odchylky namérené a teoretické hmoty byla nastavena na 100 ppm
na urovni prekurzorovych iontl a 0,25 Da na Urovni fragmentovych iontd. Za spravné identifikovany
protein byl povaZovan takovy, pro néhoz tzv. GPS protein score confidence interval (%) dosahoval

100% a zaroven byly identifikovany minimalné dva peptidy tohoto proteinu na MS/MS drovni.
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5.1. Vybér vhodnych kandidatt pro pfripravu bakterialnich mutantnich

kmenu

Analyzou sekvence genomu F. tularensis FSC200 pomoci webového predikéniho programu
TPRpred byla zjisténa pritomnost nékolika proteinl s predikovanou TPR-like doménou (88). Pomoci
zvoleného bioinformatického pristupu byl identifikovan protein FTS_1680 (YP_007012402.1) s péti
predikovanymi TPR motivy v pozicich 24-57, 59-92, 94-127, 130-163 a 164-197 (s 99,83%
pravdépodobnosti), protein FTS 0201 (YP_007011286.1) se dvéma predikovanymi TPR motivy
v pozicich 78-111 a 114-147 (s 99.95% pravdépodobnosti) a protein FTS_0778 (YP_007011730)
se ¢tyfmi predikovanymi TPR motivy v pozicich 90-125, 126-161, 499-534, 537-572 (se 100.00%
pravdépodobnosti) (Obr. 2). Pro pfipravu mutantnich kmenl vybranych gend byla vyuZita
mutagenese TargeTron zaloZzend na mobilnich intronech skupiny II (81), které byly zaclenény
do sekvence genl FTS 0201 (TargeTron insertion site 347/348s; inFTS_0201), FTS_ 0778 (TargeTron
insertion site 297 273/274s; inFTS_0778) a FTS_1680 (TargeTron insertion site 177/178s; inFTS_1680)

(Obr. 2).
PROTEIN DEFINICE 177|178s GCGCTAATA - intron - GAGACAAAA
v ] TPR

FTS_1680 hypoteticky protein — Tl 212 D SLR

348|349a CCAGATTTT - intron - GCTAAAGAG

v

FTS_0201 hypoteticky protein — T — 244

274|275s GTCGAAGAT - intron - TATCTTGGG

v

FTS_0778 lipoprotein i ) 582

Obr. 2 Schematické zndzornéni proteinovych domén s vyznacenym mistem TargeTron inserce.
Domény byly vyznaceny na zdakladé predikce pomoci webové predikéniho programu TPRpred (88). TPR
domény jsou zndzornény sedou barvou, zatimco SEL1-like domény modre. FTS 1680 hypoteticky
protein (pristup: YP_007012402.1), FTS_ 0201 hypoteticky protein (pfistup: YP_007011286.1),
FTS_0778 lipoprotein (pristup: YP_007011730). Zndzornény jsou také nukleotidové sekvence

s vyznacenym mistem inserce (trojuhelnik).
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5.2. Schopnost replikace TPR-like proteind uvnitf makrofagt

Role TPR-like proteinG FTS_0201, FTS 0778 a FTS_1680 pfi mnoZeni bakterie uvnitf
hostitelskych bunék byla sledovdna pomoci in vitro infekéni studie s vyuzitim primarnich BMMs
a monocyto-makrofagové bunécné linie (J774.2). Bunky byly infikovany virulentnim kmenem FSC200
a mutantnimi kmeny inFTS_0201, inFTS_0778 a inFTS_1680. Schopnost replikace jednotlivych kmenl
byla sledovdna v ¢asovych intervalech 1, 6, 12 a 24 hodin po infekci. Vnitrobunécné mnozeni
mutantnich kmen( inFTS_0201 a inFTS_0778 uvnitf BMMs (Obr. 3A) a J774.2 (data neuvedena) bylo
srovnatelné s divokym kmenem FSC200. Naproti tomu, mutantni kmen inFTS_1680 jevil signifikantné
snizenou schopnost replikace v porovnani s divokym kmenem FSC200 a to jak uvnitf BMMs
(Obr. 3A), tak J774.2 (Obr. 3B). Rozdil v intracelularnim rlstu mezi inFTS_1680 a divokym kmenem
FSC200 nebyl zplisoben snizenou schopnosti rlstu mutantni bakterie jako takové, protoZe rlst
divokého kmene a inFTS 1680 mutanta v Chamberlainové chemicky definovaném médiu byl
vzajemné srovnatelny (Obr. 11A). Statisticky signifikantni rozdil v intracelularni replikaci inFTS_1680
byl pozorovéan v ¢asovych intervalech 12 a 24 hodin po infekci BMMs a také po 24 hodinach v pfipadé
infekce J774.2 bunék. Funkéni komplementaci mutovaného kmene doslo k ¢astecnému obnoveni
proliferacni schopnosti na Uroven matefského kmene, coz naznacuje, Ze protein FTS_ 1680 je
vyznamny pro intracelularni replikaci bakterie F. tularensis. Kromé toho inser¢ni mutagenese gend
(FTS_1681, FTS 1682) 1z predikované transkripéni jednotky obsahujici FTS 1680, neovlivnila
bakteridlni proliferacni schopnost (data neuvedena). Tyto vysledky tak predstavuji dalsi dudlezité

kritérium, které naznacuje, Ze pozorovana ztrata virulence plné souvisi s inaktivaci genu FTS_1680.
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Obr. 3 FTS_1680 prispiva k preZivani bakterie uvnitf BMMs a J774.2 bunék. Ristovd kinetika
divokého kmene FSC200 (pind kolecka), inFTS_1680 mutantniho kmene (plné ctverecky), inFTS_1680
komplementovaného kmene (inFTS_1680_K; plné trojuhelnicky) a mutantnich kmen( inFTS_0201
(prdzdné ctverecky) a inFTS_0778 (prazdnd kolecka) uvniti (A) BMMSs nebo (B) J774.2 bunék. Pocet
intraceluldrnich bakterii byl uren v intervalech 1, 6, 12 a 24 hodin po infekci. Vysledky jsou vyjadreny
jako pruméry log;, CFU/ jamku * SD tfi nezdvislych experimenti provedenych v triplikatech (n = 9).
Statistickd vyznamnost byla urcena na zdkladé nepdrového t-testu; *p<0.05, **p<0.001, ***p<0.0001
(porovndvdn mutantni kmen inFTS_1680 s divokym kmenem FSC200) a #p<0.05 (porovndvdn

komplementovany kmen s mutantnim kmenem inFTS_1680).

5.3. Studium virulence TPR-like proteinti na mysim infekénim modelu

Abychom ur¢ili, zdali jsou proteiny FTS_0201, FTS_0778 a FTS_1680 vyznamné pro schopnost
F. tularensis vyvolat onemocnéni in vivo, skupiny péti mysi kmene BALB/c byly subkutanné infikovany

divokym kmenem FSC200, mutantnimi kmeny inFTS_0201, inFTS_0778, inFTS_1680, pfipadné
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inFTS_1680 komplementovanym kmenem. Vyvoj infekce byl sledovan pod dobu 21 dni. Mysi
infikované mutantnimi kmeny infFTS_0201 a inFTS_0778 v davce 3 x 10> CFU/my3 uhynuly po péti
dnech infekce, srovnatelné se skupinou mysi infikovanou materfskym kmenem FSC200. Naproti
tomu, mysi  infikované inFTS 1680 mutantnim kmenem prezily infekci nejen v ddvce
3 x 10? CFU/mys, ale dokonce v davce 3 x 10° CFU/my$ (Obr. 4A), prestoze se u mysi objevily
symptomy onemocnéni. Infekce komplementovanym kmenem vyvolala thyn mysi se zpoZidénim
dvou aZ tfi dnl ve srovnani s pIné virulentnim matefskym kmenem FSC200. Oslabeni mutantniho
kmene inFTS_1680 bylo ddle ovéfeno s vyuZitim intraperitonedlniho modelu infekce. Podobné jak
tomu bylo u subkutanni infekce, véechny mysi infikované dévkou 3 x 10° CFU/my3 prezily infekci,
avsak symptomy onemocnéni byly pozorovany (Obr. 4B). Pro vylouceni mozného polarniho efektu
na geny, které nasleduji za genem FTS 1680, byl uréen virulentni fenotyp mutantnich kmend
inFTS_1681 a inFTS_1682. Obé mutantni formy dosahovaly urovné virulence divokého kmene
(Obr. 4A). Tyto vysledky tak dale potvrdily vyznam proteinu kdédovaného genem FTS 1680

Vv F. tularensis in vivo virulenci.

A B
1201 120-
100 -
< -= inFTS_1680 3100 .
7 801 - FSC200 7 807
£ eo0d -+ nFTS_1680_K £ 60 -e- FS5C200
B —— inFTS_0201 = - nFTH_1662
2 40 — inFTS_0778 g 407 = inFTH_1662_K
= 20 - - nFTS_1681 = 20
—— inFTS_1682
0 T T -T T T T 1 o Ll - L] T T T 1
o 3 6 9 12 15 18 21 o 3 6 9 12 15 18 21
Cas po s.c. infekci (dny) Cas po i.p. infekci (dny)

Obr. 4 Protein FTS_1680 je vyznamny pro bakteridlni virulenci na mysim tularemickém modelu.
Procentudlné vyjddrené preZiti bylo stanoveno na skupiné péti mysi kmene BALB/c, které byly
infikovdny (A) subkutdnné (s.c.) mutantnim kmenem inFTS_1680 v ddvce 3 x 10° CFU/mys, divokym
kmenem FSC200 (3 x 10° CFU), inFTS_1680 komplementovanym kmenem (inFTS_1680 K; 3 x 10°
CFU), inFTS_0201 mutantnim kmenem (3 x 10° CFU), inFTS_0778 mutantnim kmenem (3 x 10° CFU),
inFTS_1681 mutantnim kmenem (3 x 10° CFU) nebo inFTS_1682 mutantnim kmenem (3 x 10° CFU),
pfipadné (B) intraperitonediné (i.p.) mutantnim kmenem inFTS_1680 v davce 3 x 10° nebo 3 x 10°
CFU/mys, divokym kmenem FSC200 (3 x 10° CFU) nebo inFTS_1680 komplementovanym kmenem
(3 x 10° CFU).
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5.4. Popis genového lokusu obklopujiciho gen FTS_1680

Genova oblast v okoli FTS 1680 je vysoce konzervovana mezi rlznymi kmeny Francisella,
véetné tfi po sobé jdoucich genl stejné orientace (FTS_1680, FTS 1681 a FTS_1682) (Obr. 5).
FTS_1680 koduje hypoteticky protein o velikosti 212 aminokyselin, produktem genu FTS_1681 je
faktor BamB spjaty s vnéjsi membranou o velikosti 456 aminokyselin a FTS_ 1682 kéduje protein
zrodiny DHA1 (drug:H+ antiporter-1) o velikosti 393 aminokyselin, ktery spada do podtfidy MFS
(major facilitator superfamily). Vyhledavanim v proteinové databazi BLAST bylo zjisténo, Ze protein
FTS_1680 sdili 28% (query cover 93%, E-value = 2e-15) homologii s TPR proteinem YfgM z E. coli K-12
a protein FTS_1681 pak vykazuje 26% ( query cover 94%, E-value = 6e-48) homologii s proteinem
Yfgl z E. coli K-12. Proteiny YfgM a YfgL jsou spojovany s teplotni toleranci (89) a velmi nedavno bylo
také popsano, Ze protein YfgM je funkcéné zapojen v SecYEG translokacnim systému E. coli (90).
Abychom vyloucili moznost poldrniho efektu na nasledujici tzv. downstream geny, ovéfili jsme
hladinu prepisované mRNA u genu sousedicich s FTS_1680. qRT-PCR neprokazala signifikantni vliv
inserce v genu FTS_1680 na expresi genl FTS_1681 a FTS_1682 (data neuvedena).

FSC200 hemK prfA hemA

5_1680 FTS_1681 FTS_1682 FSC200

Obr. 5 Schematicky diagram zndzoriujici organizaci genové oblasti obklopujici FTS_1680 v FSC200
kmeni. Jednd se o oblast, kterd je vysoce konzervovand napfic riiznymi kmeny Francisella. Zahrnuje tri
po sobé jdouci geny stejné orientace (FTS_1680, FTS_1681, FTS_1682). FTS_1680 koduje hypoteticky
protein o velikosti 212 aminokyselin, FTS_1681 je anotovany jako faktor BamB spjaty s vnéjsi
membrdnou o velikosti 456 aminokyselin a FTS_1682 kdduje drug:H+ antiporter-1 protein z DHA1

rodiny o velikosti 393 aminokyselin, ktery je soucdsti podtridy MFS (major facilitator superfamily).

5.5. Schopnost uniku inFTS_1680 z fagosomu hostitelské bunky

Typicky infekéni cyklus bakterie F. tularensis uvnitf makrofagl zahrnuje uUspésny unik
z fagosomu s naslednym aktivnim pomnoZenim v cytosolu hostitelskych bunék. Na zakladé snizené
schopnosti proliferace mutantniho kmene inFTS_1680 uvnitf BMMs byla analyzovdna schopnost

mutanta uniknout zfagosomu hostitelskych bunék svyuzZitim kolokalizaéni studie se
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znakem pozdnich endosomt LAMP-1. Jako pozitivni kontrola byl pouzit AdsbA mutant, ktery byl jiz
dfive popsan jako neschopny Uniku do cytosolu hostitelské buriky (91). Mutantni kmen inFTS_1680
vykazoval témér stejnou uroven kolokalizace s LAMP-1 markerem jako matefsky kmen FSC200.
Kolokalizace mutanta s LAMP-1 markerem ¢inila 31% v ¢asovém intervalu 1 hodina po infekci a 35,3%
6 hodin po infekci. Oproti tomu, kolokalizace divokého kmene FSC200 s LAMP-1 markerem cinila
31,3% po 1 hodiné s naslednym signifikantnim snizenim na 23,5% po 6 hodinach infekce ve srovnani
s FSC200 (Obr. 6). Procentualni rozdil v LAMP-1 kolokalizaci divokého a inFTS_1680 mutantniho
kmene nedosahoval hodnot detekovanych u AdsbA mutanta (Obr. 6). | pfes statisticky rozdil v poctu
bakterii matefského a mutantniho kmene pozorovany u 6 hodinového intervalu, je mozné
predpokladat, Ze dliivodem celkového oslabeni mutantniho kmene je spiSe narusend schopnost

proliferace inFTS_1680 v cytosolu hostitelské buriky nez mirné snizend schopnost Uniku z fagosomu.

LAMP-1
80-
@l FSC200
604 @8 inFTS_1680
3 AdsbA

Kolokalizace (%)
N oy
7 &

1.0 6.0
Interval po infekci (hodiny)
Obr. 6 Mutantni kmen inFTS_1680 je schopen tniku z fagosomu BMMs. Kvantifikace kolokalizace
LAMP-1 s divokym kmenem FSC200 (Cernd barva), mutantnim kmenem inFTS_1680 (modrd barva)
nebo s AdsbA mutantnimi bakteriemi (Sedd barva). V kazdém &asovém bodé bylo analyzovdno 100
infikovanych bunék ze tii rozdilnych krycich sklicek. Viysledky reprezentuji prumér tii vzorki + SD ze tri
nezavislych experimentd. Statistickd vyznamnost byla ur¢ena pomoci t-testu; **p<0,01, (porovndvdn
inFTS_1680 mutantni kmen s divokym kmenem FSC200) a ###p<0,001 (porovndvdn inFTS_1680

mutantni kmen s AdsbA mutantnim kmenem).

5.6. Role proteinu FTS_1680 v bunécné cytopatogenité indukované

mikrobem F. tularensis

Pro studium role proteinu FTS_1680 v bunécné cytopatogenité byly BMMs infikovany divokym
kmenem FSC200 nebo inFTS_ 1680 mutantnim kmenem. MnozZstvi uvolnéné laktatdehydrogenasy

(LDH) do bunéc¢ného supernatantu bylo analyzovano v ¢ase 2 hod, 24 hod a 48 hod po infekci. Dvé
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hodiny po infekci byla hladina LDH uvolnéné z bunék infikovanych inFTS_1680 (pfiblizné 4%)
srovnatelnd s mnozstvim LDH stanoveném u mateifského kmene FSC200 (pfiblizné 6%) (Obr. 7).
Vintervalu 24 hodin po infekci se hladina uvolnéné LDH zvySila na 5% v pfipadé mutantniho kmene
a11% v pripadé divokého kmene (Obr. 7). Za 48 hodin po infekci dosahla hladina uvolnéné LDH
u bunék infikovanych mutantnim kmenem 37%, coZ byla hodnota signifikantné nizsi ve srovnani
s divokym kmenem FSC200, kde byla identifikovdana hodnota 54% (Obr. 7).

LDH test ukazal, Ze mutantni kmen inFTS_1680 je schopen indukovat ¢asové zdvislou ztratu
integrity bunééné membrany na signifikantné nizsi hladiné nez je tomu u divokého kmene. Nizsi

cytopatogenita se tak pravdépodobné podili na oslabeném fenotypu inFTS_1680.

@ FSC200
@ inFTS 1680

Cytopatogenita (%)

2 24 48
Interval po infekci (hodiny)

Obr. 7 Indukce cytotoxicity uvniti BMMs. BMMs byly infikovdny divokym kmenem (Sedé sloupce)
nebo mutantnim kmenem inFTS_1680 (modré sloupce). V casovych intervalech 2, 24 a 48 hodin
po infekci byly z kultivacnich jamek odebrdny supernatanty, ve kterych byla ndsledné stanovena
aktivita LDH pomoci komercni soupravy (LDH Cytotoxicity Detection Kit, Roche). LDH aktivita
je vyjddfena procentudiné a vztaZena k hladiné LDH detekované u neinfikovanych lyzovanych bunék
(pozitivni kontrola). Vysledky pochdzeji ze tfi nezavislych experimenti, provedenych v kvadruplikdatech

a jsou vyjadreny jako prumér + SD. Statistickd vyznamnost byla uréena pomoci t-testu; **p<0.01.

5.7. Studium protektivniho charakteru mutantniho kmene inFTS_1680

Mysi kmene BALB/c byly imunizovany subkutanné mutantnim kmenem inFTS_ 1680 v davce
3 x 10? CFU/my3. Imunizované mysi byly po 28 dnech infikovany pIné virulentnim FSC200 kmenem
vdavce 3x10> nebo 3x10° CFU/my$ a to jak cestou subkutdnni (s.c.), tak intraperitonealni

(i.p.). Véechny imunizované mysi prezily infekci virulentnim kmenem a to i v ddvce 3 x 10° CFU/my3
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bez jakychkoli projevi tularemické infekce (Tab. 3). Naproti tomu kontrolni skupina neimunizovanych

mysi uhynula paty den po infekci.

Tab. 3 inFTS_1680 mutantni kmen je schopen chrdnit mysi kmene BALB/c proti ndsledné infekci

plné virulentnim FSC200 kmenem.

Imunizacni davka (CFU) Davka (CFU) a zpusob infekce Prezivsi/celkovy pocet mysi
inFTS_1680/200 FSC200
3x10° 3x10%s.c. 5/5
3x10° 3x10°s.c. 5/5
3 x 10? 3x10%i.p. 5/5
3x10° 3x10°i.p. 5/5

5.8. Schopnost eliminace inFTS_1680 mutantniho kmene z mysich organt

Pro testovani schopnosti mutantniho kmene inFTS_1680 pretrvavat a Sifit se v hostitelskych
tkanich, BALB/c mysi byly infikovany intraperitoneélné divokym kmenem FSC200 nebo mutantnim
kmenem inFTS_1680 v dévce 3 x 10> CFU/mys. Pocty bakterii byly analyzovédny v homogenatech
plicni, jaterni a slezinné tkané v casovych intervalech dvé hodiny a 1, 2, 3, 5, 7, 14, 21, 28, a 35 dni
po infekci (Obr. 8A). Ziskané vysledky ukazaly, Ze v pripadé intraperitonealni infekce divokym
kmenem byly bakterie detekovany jiz dvé hodiny po infekci v jaterni tkani a nasledné prvni den
po infekci v plicich a sleziné. Treti den po infekci doslo k vyraznému narlstu celkového poctu bakterif
ve viech sledovanych orgénech, kdy bylo identifikovano témér 10 bakterii v jatrech, 10° bakterif
ve sleziné a10® bakterii v plicich. Vzhledem krychlému rozvoji onemocnéni v pfipadé plné
virulentnich kmen0 skupina mysi infikovand divokym kmenem FSC200 uhynula do patého dne
od inokulace. Ackoliv byl mutantni kmen inFTS 1680 zpocatku schopen replikace ve vsech
studovanych tkanich, od tfetiho dne infekce se pocty bakterii pribézné snizovaly, az doslo k Uplné
eliminaci bakterii, a to nejprve z plic vden ctrnacty, poté z jater dvacaty prvni den a nakonec ze
sleziny tficaty paty den. V pripadé subkutanni cesty infekce (obr. 8B), byly identifikovany celkové nizsi
pocty bakterii ve vSech studovanych orgdnech v porovnani s intraperitonedlni cestou infekce
(obr. 8A), avsak bakterie byly schopny pretrvavat v organech déle. Ziskané vysledky prokazaly,
Ze mutantni kmen inFTS_1680 je schopen mysi infikovat a pretrvavat v infikovanych organech, aviak
neni schopen se efektivné mnoZit v hostitelskych tkanich. Ddale byly mysi infikovany inFTS_1680

komplementovanym kmenem, kdy bylo zjiSténo, Ze Zivotaschopné mikroorganismy detekované
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v organech nedosahuji takové Urovné, jaka byla detekovana v pripadé materského kmene, nicméné

byl zaznamenan signifikantni narlst v porovnani s inFTS_1680 mutantnim kmenem (obr. 8A a B).
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Obr. 8 Bakterie mutantniho kmene inFTS_1680 vykazuji sniZeny riist v mysich orgdnech. Pocty

bakterii detekované ve sleziné, plicich a jatrech mysi kmene BALB/c infikovanych intraperitonedlné

(i.p.) (A) nebo subkutdnné (s.c.) (B) divokym kmenem FSC200 (Cernd barva), inFTS_1680 mutantnim

kmenem (modrd barva) nebo inFTS_1680 komplementovanym kmenem (inFTS_1680 K; sedd barva)

vddvce 3 x 10° CFU/mys. Vsechny mysi, které byly infikoviny divokym kmenem FSC200

nebo inFTS_1680 komplementovanym kmenem, a uhynuly po pdtém dnu infekce, jsou oznaceny

42



5. VYSLEDKY

hvézdickou (*). Vysledky zndzorriuji priumér log10 CFU/orgdn * SD v jednotlivych ¢asovych intervalech

po infekci.

5.9. Analyza IFN-y u mysi kmene BALB/c po subkutanni infekci inFTS_1680

Nase vysledky prokazaly, Ze mutantni kmen inFTS_1680 je schopen vyvolat protektivni odpovéd’
proti subkutanni a intraperitonedlni infekci plné virulentnim matefskym kmenem FSC200 u mysi
kmene BALB/c. Z tohoto dlvodu jsme se nasledné zaméfili na analyzu cytokinu IFN-y, u kterého byla
prokdzdna vyznamna spojitost s bakteridlni patogenesi a protekci pred infekci bakterii Francisella
(92). Jednotlivé skupiny mysi kmene BALB/c (n=3) byly subkutanné infikovany matefskym kmenem
FSC200 nebo inFTS_1680 mutantnim kmenem v davce 3 x 10> CFU/mys. Séra a homogenaty jater
a sleziny byly odebirany 1., 3., 5., 7., 14., 21. a 28. den po infekci. Koncentrace IFN-y byla stanovena
pomoci komeréniho systému tzv. Quantibody Array System (RayBiotech, Inc.) Nase vysledky ukazaly,
Ze koncentrace IFN-y vséru, stejné tak jako v jatrech a sleziné mysi infikovanych rodic¢ovskym
kmenem FSC200 dosahovaly velmi nizkych hodnot v ¢asnych fazich infekce (Obr. 9). Tyto vysledky
naznacuji, Zze organismus neni schopen efektivné zacilit imunitni odpovéd proti invazi patogenu.
V nasledujicich dnech hladina IFN-y slabé vzrostla a dosahla maxima paty den po infekci ve vSech
tfech typech testovaného materialu (Obr. 9). P&t dnl po FSC200 infekci byl zaznamenan uhyn mysi
v disledku rozvoje infekce. Naproti tomu, infekce mutantnim kmenem inFTS_1680 vyustila
v dramatické zvySeni koncentrace IFN-y ve vsech typech zkoumaného materiadlu (Obr. 9). Maximalni
hladina IFN-y byla zaznamenana paty den po infekci s postupnym sniZzovanim koncentrace
az k nulovym hodnotam, které byly zjiStény mezi ¢trndctym a dvacatym prvnim dnem po infekci
(Obr. 9). Ziskané vysledky naznacuji, Ze IFN-y predstavuje klicovy cytokin v aktivaci hostitelského
imunitniho systému proti bakteriim mutantniho kmene inFTS 1680. Vtomto kontextu je
zfejmé, ze IFN-y mlzZe byt zodpovédny za ochrannou schopnost mutantniho kmene v subkutannim

modelu tularemické infekce.
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komercniho systému tzv. Quantibody Array System (RayBiotech, Inc.).

IFN-y odpovédi u mysi kmene BALB/c po inokulaci inFTS_1680 mutantnim
kmenem. Vzorky sér (A), sleziny (B) a jater (C) byly pripraveny z neinfikovanych kontrolnich mysi
kmene BALB/c (Sedd barva) a mysi inokulovanych inFTS_1680 mutantnim kmenem (modrd barva)

nebo FSC200 kmenem (Sernd barva) v ddvce 3 x 10° CFU/mys. Hladiny IFN-y byly stanoveny pomoci
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5.10. Protilatkovy profil v sérech mysi kmene BALB/c po subkutanni infekci

inFTS_1680

Vedle indukce cytokinu IFN-y jsme sledovali rozvoj humoralni adaptivni imunity, ktera
predstavuje dalsi ddlezity imunologicky parametr in vivo protekce. Mysi kmene BALB/c (n=3) byly
subkutanné infikovany mutantnim kmenem inFTS_1680 v davce 3 x 10> CFU/mys. Hladina protilatek
IgM, 1gG1, 1gG2a, IgG2b a IgA byla stanovena v mysich sérech 1., 3., 5., 7., 14., 21. a 28. den
poimunizaci a nasledné srovndna shladinou protilatek detekovanych u mysi infikovanych
rodicovskym kmenem FSC200. Séra mysi imunizovanych mutantnim kmenem inFTS_1680 prokazaly
zvySenou hladinu vSech stanovovanych protilatek kromé IgM, a to v pozdni fazi infekce (Obr. 10).
Produkce protilatek vykazovala velmi podobnou kinetiku s nardstem hladin po 14-tém dni infekce
s maximem hladin pozorovanym 21. den po infekci (Obr. 10). Hladina protilatek 1gG1, 1gG2a, IgM
algA detekovanych po vakcinaci divokym kmenem FSC200 narlstala postupné aZz do patého
dne, kdy doslo k thynu infikovanych mysich (Obr. 10). Hladina protilatek detekovanych po vakcinaci
divokym kmenem FSC200 nedosahovala vysSich hodnot, nez které byly nalezeny v sérech kontrolni

skupiny mysi (Obr. 10).
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Obr. 10 Kinetika in vivo protildtkové odpovédi u mysi kmene BALB/c po inokulaci inFTS_1680

mutantnim kmenem. Vzorky sér byly odebrdny z neinfikovanych kontrolnich mysi kmene BALB/c

(Sedd barva) a mysi inokulovanych inFTS_1680 mutantnim kmenem (modrd barva) nebo FSC200

kmenem (éernd barva) v ddvce 3 x 10> CFU/mys. Hladiny protildtek IgA, IgM, 1gG1, IgG2a a IgG2b byly

stanoveny pomoci komercniho systému tzv. Quantibody Array System (RayBiotech, Inc.).
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5.11. Mapovani imunoproteomu po imunizaci inFTS_1680 a infekci FSC200

Jak jsme prokazali, protektivni odpovéd inFTS 1680 mutantniho kmene je doprovazena
zvySenou hladinou protildtek 1gG1, IgG2a, 1gG2b a IgA. Rozhodli jsme se tedy stanovit spektrum
antigenl rozpozndvanych specifickymi protilatkami po vakcinaci inFTS_1680 mutantnim kmenem.
Za predpokladu, 7Ze proteiny vystavené na povrchu buiky a dale proteiny asociované
s membrdnou, jsou klicovym cilem protilatek, jsme provedli analyzu pilinového a membranového
subproteomu zapojenim imunoproteomického pfistupu. S vyuZitim sér z BALB/c mysi imunizovanych
mutantnim kmenem inFTS_1680 bylo identifikovano 54 antigenl (Tab. 4), véetné 16, které doposud
nebyly popsany. Skupina novych imunoreaktivnich antigent zahrnuje spektrum enzyml, stejné tak
jako ribosomalni a stresové proteiny. Z nalezenych proteinli stoji za zminku protein biosyntesy
kapsuly CapB (FTS_1385), protein PilA (FTS_0381), D-alanyl-D-alanin karboxypeptidasa (FTS_1034),
chaperon Dnal (FTS_1168) a PdpE (FTS_0101/FTS_1129). Vzhledem k tomu, Ze vakcinace inFTS_1680
mutantnim kmenem chrani mysi pred infekci plné virulentnim kmenem FSC200, pouzili jsme také
séra z mysi imunizovanych mutantnim kmenem a nasledné infikovanych FSC200 kmenem, ve kterych
jsme stanovovali FSC200 specifické antigeny. Vtomto pfipadé jsme identifikovali 70 antigenl
rozpozndvanych séry zimunizovanych a nasledné infikovanych mysi (Tab. 4), znichz skupina
19-ti antigen(, predstavuje nové identifikované proteiny (Tab. 4). Tato nova skupina zahrnuje také
proteiny se znamou roli v patogenesi F. tularensis, kam patfi napfiklad protein IglE

(FTS_0111/FTS_1139) a hypoteticky protein (FTS_0414).

Tab. 4 Proteiny rozpozndvané bud séry zmysi kmene BALB/c vakcinovanych inFTS_1680

mutantnim kmenem a /nebo séry z mysi imunizovanych inFTS_1680 a ndsledné infikovanych

FSC200 virulentnim kmenem.

FSC200 lokus Nazev proteinu Detekovano Detekovano Antigen Publikovano
inFTS1680 inFTS1680 +
sérem FSC200 sérem
FTS_1229 Hypoteticky protein X DF
FTS_1229
FTS_1783 NADH dehydrogenasa | X X DF
podjednotka E
FTS_1782 NADH dehydrogenasa | X PF, DF
podjednotka F
FTS_1781 NADH dehydrogenasa X DF (93)
podjednotka G
FTS_1779 NADH dehydrogenasa X DF
podjednotka |
FTS_1753 FOF1 ATP syntasa X X PF, DF (93)
podjednotka alfa

DF = detergentova frakce, PF = pilinova frakce
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Tab. 4 pokracovani

FSC200 lokus Nazev proteinu Detekovano IS GVETT) Antigen Publikovano
inFTS1680 inFTS1680 +
sérem FSC200 sérem
FTS_1751 FOF1 ATP syntasa PF, DF (93-95)
podjednotka beta
FTS_1727 Aconitat hydratasa DF (93, 96, 97)
FTS_1636 Peptidasa rodiny PF (98, 99)
U6l
FTS_1709 ET-Tu PF (93, 96, 100-
104)
FTS_1702 50S ribosomalni PF, DF (95, 96, 100-
protein L7/L12 103)
FTS_1681 Hypoteticky protein PF
FTS_1681
FTS_1862 30S ribosomalni PF, DF (93, 95, 103,
protein S1 104)
FTS_1857 Protein bunécéného PF, DF (93, 95, 96, 103,
déleni FtsZ 104)
FTS_1883 Protein z rodiny PF, DF (93, 102, 103)
vazebnych proteinu
rozpustnych
v periplasmé
FTS_0161 Universalni stresovy PF, DF (95)
protein
FTS_0203 Pyrrolidon PF (98, 101)
karboxylat
peptidasa
FTS_0221 30S ribosomalni DF (103)
protein S2
FTS_0222 EF-Ts PF (98, 101-104)
FTS_0265 Glutamat PF (95, 105)
dehydrogenasa
FTS_0452 Hypoteticky protein DF (98)
FTS_0452
FTS_0479 Aminotransferasa T PF (100, 101)
FTS_0482 Glycine PF
dehydroganasa
podjednotka 2
FTS_1552 AcCoA carboxylasa PF (93, 95, 96, 98-
100, 103, 104)
FTS_1551 AcCoA carboxylase PF (101)
FTS_1517 Succinyl CoA PF (97)
syntetasa
podjednotka beta
FTS_1510 Lyasa biosyntesy PF (93, 102)
pyridoxalu PdxS

DF = detergentova frakce, PF = pilinova frakce
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Tab. 4 pokracovani

FSC200 lokus

Nazev proteinu

Detekovano
inFTS1680
sérem

Detekovano
inFTS1680 +
FSC200 sérem

Antigen

Publikovano

FTS_0990 Protein rodiny X X PF (96)
AhpC/TSA
FTS_0682 Putrescin ABC X X DF
transportér
FTS_1295 Protein OmpA X X PF, DF (93, 94, 96, 98,
rodiny (FopA) 101-104)
FTS_0889 Faktor pro replikaci X PF (98, 101)
bakteriofaga Q beta
FTS_0931 50S ribosomalni X PF
protein L25
FTS_1491 Fosfopyruvat X PF, DF (104)
hydratasa (enolasa)
FTS_1485 Protein 18 z rodiny X X PF (93, 101, 103)
chitinas
FTS_1471 Peroxidasa/katalasa X X PF (93-97, 101-
104)
FTS_1476 Glycerofosforyl X DF (96)
diester
fosfodiesterasa
FTS_1385 Protein CapB X X DF
FTS_0323 Protein rodiny X X PF, DF (93, 94, 96, 98)
OmpA
FTS_0334 lipoprotein rodiny X DF
OmpA
FTS_0355 LemA like protein X X PF, DF (93, 96, 98, 99,
103)
FTS_0381 Tfp protein PilA DF
FTS_0412 Hypoteticky protein PF, DF (94, 96, 98,
FTS_0412 100)
FTS_0414 Hypoteticky protein X DF
FTS_0414
FTS_0415 Hypoteticky protein X X PF, DF
FTS_0415
FTS_0429 Hypoteticky protein X X PF, DF (97, 102)
FTS_0429
FTS_0273 Dihydrolipoamid X PF
dehydrogenasa
FTS_1201 Hypoteticky protein X X PF (98, 99, 101)
FTS_1201
FTS_1185 Lipoprotein B X X PF (99)
rodiny
FTS_1034 D-Ala D-Ala X PF, DF
karboxypeptidasa

DF = detergentova frakce, PF = pilinova frakce
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Tab. 4 pokracovani

FSC200 lokus Nazev proteinu Detekovano Detekovano Antigen Publikovano
inFTS1680 inFTS1680 +
sérem FSC200 sérem
FTS_1000 30S ribosomalni protein X PF
S6
FTS_1067 Protein disulfid X X DF (93, 96, 98,
isomerasa 103)
FTS_0829 Glycerol-3-fosfat X DF
acyltransferasa PlsX
FTS_0828 Methionin transportér X PF, DF
metN
FTS_0819 Glycerofosforyl diester X PF
fosfodiesterasa
FTS_0783 Aspartat X PF
aminotransferasa
FTS_0685 Hypoteticky lipoprotein X X DF
FTS_0685
FTS_1168 Chaperon Dnal X X DF
FTS_1167 Chaperon DnaK X X PF (93, 95-104)
FTS_1441 Tfp protein X X DF (98, 99)
FTS_0111/ Hypoteticky protein X PF
FTS_1139 FTS_0111/FTS_1139
FTS_0101/ Hypoteticky protein X X PF
FTS_1129 FTS_0101/FTS_1129
FTS_1119 Pyruvatkinasa X PF
FTS_1117 Glyceraldehyde 3-fosfat X PF (95, 101)
dehydrogenasa
FTS_1109 Protein prenasejici acyl X X DF (103)
FTS_0659 Hypoteticky protein X PF (96)
FTS_0659
FTS_0654 Hypoteticky protein X PF
FTS_0654
FTS_0642 Hypoteticky protein X X PF (98)
FTS_0642
FTS_0617 Bakterioferritin X PF (93, 95, 96,
101)
FTS_0600 Transamin/perosamin X X DF (105)
syntetasa
FTS_1365 Galaktokinasa X X DF
FTS_0292 AcCoA karboxylasa, X DF (96, 101)
karboxyltransferasa
podjednotka alfa
FTS_0571 Hypoteticky protein X PF (96, 98, 101,
FTS_0571 103, 104)
FTS_0570 Hypoteticky protein X X PF (93, 98, 99)
FTS_0570

DF = detergentova frakce, PF = pilinova frakce
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Tab. 4 pokracovani

FSC200 lokus Nazev proteinu Detekovano Detekovano Antigen Publikovano
inFTS1680 inFTS1680 +
sérem FSC200 sérem

FTS_0568 Hypoteticky protein X DF

FTS_0568
FTS_0543 Hypoteticky protein X DF

FTS_0543
FTS_0542 Lipid-A-disaccharid X DF

syntasa
FTS_0540 (3R)- X PF
hydroxymyristoyl-
ACP dehydratasa
FTS_0519 Faktor bunécného X PF
déleni MinE

FTS_1670 Chaperonin GroEL X X PF (93-96, 98-104)
FTS_0098/ IgIB X PF (93, 98, 104)
FTS_1126
FTS_0008 Hypoteticky protein X X PF (98, 103, 104)

FTS_0008
FTS_0093 Hypoteticky protein X X PF (93, 98, 103,

FTS_0093 104)

DF = detergentova frakce, PF = pilinova frakce
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5.12. FTS_1680 a jeho role v adaptaci F. tularensis na stresové faktory

Rast mutantniho inFTS_1680 a inFTS_1680 komplementovaného kmene v tekutém médiu
pfi 37°C byl srovnatelny s rlstem divokého kmene FSC200 (Obr. 11A). Pro studium ptripadného
zapojeni proteinu FTS_1680 v adaptaci na stres jsme sledovali rlst inFTS 1680 mutantniho
kmene, komplementovaného kmene a materského kmene FSC200 za stresovych podminek
simulujicich prostredi, se kterym se bakterie musi vyrovnat uvnitt hostitelské buriky. Sledovali jsme
rist a prezivani pfipravenych bakterialnich kmen( pfi zvySené teploté 42°C (106), pti depleci Zeleza
simulované kultivaci v nekompletnim Chamberlainovu médiu (107), pfi osmotickém stresu
navozeném pridanim 4% NaCl do kompletniho média (106), v médiu se zménénou hodnotou pH
na pH=4 a pfi oxidativnim stresu za pfidani H,0, do kultivaéniho média do findlni koncentrace
0,03 % (85).

Témér za vsech testovanych podminek byly zaznamenany totozné ristové kfivky pro mutantni
kmen inFTS_1680 i matersky kmen FSC200 (data neuvedena). Pouze pfi simulaci teplotniho stresu
rostt mutantni kmen inFTS 1680 podstatné pomaleji ve srovndni s materfskym kmenem
(Obr. 11B). Komplementaci mutantniho kmene doslo k obnoveni ristu na Urovern materského kmene
(Obr. 11B). Navic, mutantni kmeny s narusenymi geny FTS 1681 a FTS_1682 rostly pti 42°C na urovni
materského kmene, coZz naznaCuje, Ze pozorovana ztrata rezistence kteplotnimu stresu
u mutantniho kmene je zpUsobena vyhradné inaktivaci genu FTS 1680. Celkové tyto udaje
naznacuji, Ze protein FTS_1680 hraje vyznamnou roli za podminek, kdy bakterie celi zvySené
teploté, avSak tento protein jiZz neni vyznamny pro prekondvani stresovych podminek uvnitf

hostitelské buriky v prlibéhu bakteridlni infekce.
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Obr. 11 Protein FTS_1680 hraje vyznamnou roli v toleranci bakterie na teplotni stres. Rustové

kfivky F. tularensis kmend, které rostly v Chamerlainové médiu pri 37°C (A) nebo 42°C (B); divoky
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kmen FSC200 (c¢ernd linie), inFTS 1680 mutantni kmen (Cdrkovand linie) a inFTS_ 1680
komplementovany kmen (sedd linie, priddn kanamycin = 20 ug/ml). Pro stanoveni bakteridiniho ristu
byly vzorky (pentaplikdty) méreny pri ODgy a to kaZdych 10 minut po dobu 24 hodin. CFU bylo

analyzovdno na konci kaZzdého experimentu pro ovéreni ODgy méreni.

5.13. Analyza protein-proteinovych interakci proteinu FTS_1680

Skutec€nost, Ze protein FTS_1680 hraje roli v adaptaci bakterie na teplotni stres a dale
predikovanad pritomnost TPR motivi v sekvenci proteinu naznacuji, Ze protein FTS_1680 muze
interagovat se zastupci protein( teplotniho stresu, jako jsou GroEL (FTS_1670), DnaK
(FTS_1167), Dnal2 (FTS_0277), GrpE (FTS_1166) a HtpG (FTS_0263). Interakce proteinl, vedouci ke
katalytické aktivité adenylatcyklasy CyA a produkci cAMP byla sledovana pomoci hydrolyzy maltosy
na MacConkey/maltosovych plotnach. BohuZel se nepodafilo prokazat interakci proteinu FTS_1680
s zadnym ze zvolenych proteind (data neuvedena). Exprese v cya deficientnim kmeni DHM1 vedla

k syntese cAMP a aktivaci reportérového genu mal pouze v pfipadé pozitivni kontroly.

5.14. Lokalizace proteinu FTS_1680

Nastroj pro predikci signdlnich sekvenci lipoprotein( LipPred (108), jenZ identifikuje acylované
proteiny na zdkladé pritomnosti tzv. lipoboxu [LVII[ASTVI][GAS][C] v aminokyselinové sekvenci
proteinu, identifikoval protein FTS_1680 jakoZto lipoprotein (lipobox AlIC) s predikéni spolehlivosti
0,99. Tato predikce byla ovérena experimentalné pomoci fazové separace s Tritonem X-114 (109)
s naslednou analyzou proteind detergentové faze pomoci 2D-SDS-PAGE. Uginnost frakcionace
proteind do vodné a detergentové faze byla nejprve ovérena imunodetekci proteinli znamé
lokalizace (neacylovany protein vnéjsi membrany FopA a lipoprotein DsbA) (data neuvedena). Protein
FTS_1680 byl opakované identifikovan v detergentové frakci (Obr. 12). Porovnanim 2D-proteinovych
map detergentovych frakci matefského kmene FSC200 a mutantniho kmene inFTS_1680 byla také
potvrzena absence proteinu FTS_1680 v mutantnim kmeni (Obr. 12A a B). Tyto vysledky potvrzuji
membranovou lokalizaci proteinu FTS 1680 a rovnéZz jsou ve shodé s predikovanou acylaci

sledovaného proteinu.
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Obr. 12 (A) Reprezentativni 2D-SDS-PAGE proteinovd mapa rozdélenych proteini detergentové
faze ziskané fazovou separaci (Triton X-114 — voda) proteinii bakterie F. tularensis ssp. holarctica
FSC200. Protein kédovany FTS 1680 byl detekovdn v bazické oblasti rozsahu pH 3-10 a v rozmezi
molekulovych hmot 20-25 kDa (v souladu s teoretickymi MH/pl = 23,8 kDa/9,39) a identifikovdn
pomoci hmotnostni spektrometrie. (B) Reprezentativni 2D-SDS-PAGE proteinovd mapa rozdélenych
proteinii detergentové faze ziskané fdazovou separaci (Triton X-114 — voda) proteinii mutantniho

kmene inFTS_1680. Protein kodovany FTS_1680 v této frakci nebyl detekovan.
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Rada intraceluldrnich patogend je schopna Usp&$né preZivat v hostitelskych bufkach
avyvoldvat onemocnéni hostitele. F. tularensis ktomuto ucelu vyuZivd unikdtni strategii
vnitrobunécného prezivani. Doposud vSak nebyly pIné objasnény mechanismy bunécného
vstupu, rychlého Uniku z fagosomu, aktivniho pomnozeni v cytosolu a diseminace. Vzhledem k tomu
Ze v poslednich letech vznikla fada praci, které dokumentuji spojitost mezi TPR proteiny a virulenci
bakterialnich patogen( (8, 110), domnivali jsme se, Ze TPR proteiny by mohly hrat vyznamnou roli

ve virulenci F. tularensis.

Pro ovéfeni této hypotézy byly na zakladé predikce vybrany geny FTS 0201, FTS 0778
a FTS 1680 kédujici TPR-like proteiny u F. tularensis subsp. holarctica FSC200. Exprese téchto

proteinl byla nasledné narusena pomoci inser¢ni mutagenese TargeTron.

Schopnost bakterie mnozit se v hostitelskych burkach je hlavnim predpokladem Uspésné
patogenese intracelularnich patogen(. Proto byla nejprve posuzovana schopnost replikace
mutantnich kmenU inFTS 0201, inFTS 0778 a inFTS_1680 uvnitf mysich makrofagl. Pouze
inFTS_1680 mutantni kmen vykazoval signifikantné snizeny rdast v primdrnich BMMs
(Obr. 3A) a mirné narusenou schopnost replikace v burikdch monocyto-makrofagové linie 1774.2
(Obr. 3B). Ackoliv byly pozorovany rozdily v uUrovni intracelularni replikace mezi témito dvéma
bunécénymi modely, inFTS_1680 mutant vykazoval signifikantni sniZzeni replikace v obou bunécnych
modelech, coZ naznacuje vyznam genu FTS_ 1680 pro zajisténi optimalniho mnozeni bakterie uvnitt
hostitelské burky. Fenotypové odliSnosti v pfipadé intracelularni proliferace uvnitf rozdilnych
fagocytujicich bunécénych linii byly pozorovany také u dalSich oslabenych mutantnich kmen(

F. tularensis (84, 85, 111).

Modelovym organismem pro sledovani tularemické infekce in vivo je mysi model. Studie preziti
(TTD; Time To Death) byly provedeny na mysich kmene BALB/c, pfi kterych bylo
prokazano, Zze mutantni kmeny inFTS 0201 a inFTS_0778 vykazuji stejnou Uroven virulence jako
plvodni matersky kmen. Tyto vysledky naznacuji, Ze v ptipadé aplikovaného subkutanniho mysiho
tularemického modelu, geny FTS 0201 a FTS 0778 nepredstavuji vyznamnou slozku virulentniho
aparatu bakterie (Obr. 4A). Ziskané vysledky tykajici se inFTS 0201 mutantniho kmene vsak
nekoreluji s daty publikovanymi ve studii (85), kterd uvadi, Ze pfi intraperitonealni infekci mysi kmene
BALB/c mutantnim kmenem F. tularensis LVS s narusenym genem FTL_0205 (FTS_0201 ortholog) bylo
pozorovano silné oslabeni virulence. Pozorované nesrovnalosti ve virulenci mezi kmeny inFTS_201

a FTL_205 je moziné vysvétlit rozdilnym poctem NKD sekvenci, které se wvyskytuji ve strukture
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porovndavanych protein(, dale pak rozdilnymi typy podani infekce, eventudlné tim, ze v pripadé
FSC200 kmene dochazi k zastoupeni genu FTS 0201 dalsimi faktory virulence, podobné jak bylo
popsano v publikaci Meibom et al. (112).

Nasledujici TTD studie byly zamérené na oslabeny inFTS_1680 mutantni kmen. Vyznamné bylo
zjisténi, Ze 100% mysi subkutdnné infikovanych mutantnim kmenem inFTS_1680, a to v davce
a7 3x10° CFU, bylo schopno preiit infekci. Naproti tomu, mysi infikované jak divokym kmenem
FSC200, tak inFTS_1680 komplementovanym kmenem v davce 3 x 10> CFU nebyly schopny adaptace
na bakteridlni infekci a uhynuly 5 az 7 dni po inokulaci. Vzhledem k tomu, Ze droven virulence
se mliZe mezi subkutannim a intraperitonedlnim modelem infekce velmi lisit, testovali jsme také
mutantni kmen inFTS_1680 a pfislusny komplementovany kmen s vyuZitim intraperitonedlni cesty
infekce. Podobné jak jsme zaznamenali u subkutanniho poddani, mysi infikované mutantnim kmenem
inFTS_1680 byly schopny prezit bakteridlni infekci, zatimco mysi infikované divokym kmenem
FSC200, pripadné inFTS 1680 komplementovanym kmenem, uhynuly na nasledky
onemocnéni. Ziskané vysledky ukazaly, Ze pozorované oslabeni mutantniho kmene inFTS_1680 se
vyskytuje nezdvisle na cesté podani. Celkové tedy vysledky nasich experimentl podporuji

hypotézu, Ze gen FTS_1680 se podili na virulenci kmene FSC200 F. tularensis.

Vzhledem k dosazenym vysledkim zin vitro a in vivo studii, jsme se rozhodli zaméfit
se detailnéji na studium mutantniho kmene inFTS_1680. Dalsi experimenty této prace se tykaly
sledovani intraceluldarniho osudu mutantniho kmene inFTS 1680, a to konkrétné jeho pfitomnosti
v pozdnich endosomech primarnich BMMs. Nase vysledky ukdzaly, Ze inFTS_ 1680 mutant je schopen
tedy pravdépodobné, Ze stéZejni role proteinu FTS_1680 spociva v procesu replikace bakterie uvnitf
cytosolu, odkud pak mUze dojit k rozsifeni bakterii do okolnich bunék. Mutantni kmen inFTS_1680 byl
schopen pomnozit se uvnitf cytosolu, avSak ne vtakovém mnoiZstvi, jaké bylo zaznamendno pfi
replikaci divokého kmene. Ziskané vysledky naznacuji, Ze protein FTS_1680 je vyznamny pro
udrzZeni, pfipadné podporu vysoké urovné bakteridlni replikace uvnitf cytosolu. V tomto ohledu se
FTS_1680 podoba faktordm virulence, které hraji specifickou roli v pribéhu multiplikace mikroba
v cytosolu, nasledné po Uniku z fagosomu, stejné tak jako je tomu u Sell-like proteinu DipA
(33, 24). Publikovana prace ukazuje, Ze dipA mutant neni schopen proliferace uvnitf burnky, navzdory
schopnosti uniknout z fagosomu, a rovnéz projevuje zcela oslabeny fenotyp v in vivo infekénich
modelech (24). Nase vysledky dale ukazaly, Ze protein FTS_1680 se také podili na vnitrobunécné
cytopatogenité F. tularensis kmene FSC200 (Obr. 7). Ziskané vysledky se shoduji s publikovanymi
pracemi (38, 113), které poukazuji na spojitost mezi snizenou schopnosti bakteridlnich kmenu

indukovat plnou cytotoxicitu a pozorovanym replikacnim defektem uvnitf cytosolu.
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Dosazené vysledky z in vivo studii prokazaly, Ze inFTS_1680 mutantni kmen je schopen chranit
mysi kmene BALB/c pfed naslednou infekci plné virulentnim matefskym kmenem FSC200 a to jak
cestou subkutanni, tak intraperitoneadlni. K lepSimu pochopeni in vivo oslabeni a protektivniho Gcinku
inFTS_1680 mutantniho kmene jsme se ddle zabyvali schopnosti tohoto mutanta pretrvavat a mnozit
se uvnitf vybranych mysich organd. Studovany mutant byl schopen nizké replikace v jatrech, sleziné
a plicich, v prbéhu prvnich dni po infekci. Nicméné pocet Zivotaschopnych bakterii klesal v zavislosti
na Case (Obr. 8). Naproti tomu divoky a komplementovany kmen vykazovaly v prvnich dnech infekce
vys$Si hladiny replikace ve vSech sledovanych orgdnech s naslednym rozvojem infekce a Uhynem
infikovanych mysi (Obr. 8). V nékolika pripadech bylo popsano, ze proliferace v jinych bunécnych
typech nez v makrofazich je dostacujici pro podporu bakteridlni patogenese F. tularensis
(111). Rychla eliminace inFTS_1680 mutantniho kmene z testovanych organl tak naznacuje, Ze tento
kmen nemusi byt schopen replikace v nefagocytujicich burikach, coz také muZe pfrispivat

k pozorovanému oslabeni.

Zaroven nase vysledky ukazaly pomaly narlst hladiny IFN-y u infekce BALB/c mysi matefskym
kmenem FSC200 a tim i neschopnost hostitelského organismu vyrovnat se s bakteridlni
infekci. Oproti tomu, narGst hladiny IFN-y v ¢asné fazi infekce po podani inFTS_ 1680 mutantniho
kmene (maximalni hladina identifikovdna 5 dni po infekci; Obr. 9) poukazuje na casnou
protizanétlivou odpovéd organismu predstavujici vyznamny faktor pro preziti mysi kmene
BALB/c. Hladina IFN-y zaroven koreluje s mnozstvim bakterii v organismu, ¢imz podporuje celkovou
systémovou imunitni odpovéd organismu a rozvoj protekce v pfipadé infekce inFTS_1680 mutantem.
Bylo prokdzdno, Ze u mysi deficientnich v produkci IFN-y byly detekovany wvyssi pocty bakterii
v organech ve srovnani s plvodnim materskym kmenem, a dale histopatologie a jaterni funkéni testy

prokdazaly mirnéjsi poskozeni jater (117).

Vedle T-bunécéné odpovédi, predstavuje humordlni odpovéd reprezentovand B-burikami dalsi
vyznamnou slozku adaptivni imunitni odpovédi, kterd se vyskytuje jak po vakcinaci, tak v prlibéhu
subletalni infekce. Infekce mysi inFTS_1680 mutantnim kmenem vedla ke zvySeni hladin vSech
testovanych tfid imunoglobulinli v pozdni fazi infekce (21 dni po imunizaci), vyjma IgM (Obr. 10). Tyto
vysledky podporuji existenci Thl bunééné odpovédi, zavislé na IFN-y, u vakcinovanych mysi. Bylo
prokdazano, Zze schopnost opsonizace protilatkami specifickymi proti tularémii usnadniuje odstranéni
patogenu z organismu, a to jak u lidi vakcinovanych kmenem LVS, tak u experimentdlnich zvirat
infikovanych timto nebo jinymi kmeny bakterie Francisella (117). Avsak, pfesna role jednotlivych
isotypl protilatek, jejichZ hladina je zvySena po imunizaci inFTS_1680 mutantnim kmenem, z(stava

neobjasnéna.
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Nase vysledky ukdzaly, Ze schopnost modelového mysiho organismu preZit a vyrovnat
se s infekci mutantnimi bakteriemi kmene inFTS_1680 je dana efektivni imunitni odpovédi, ktera je
zajistovana zvysenou hladinou IFN-y v rané fazi infekce a dale pak zvySenou hladinou specifickych

imunoglobulind.

Nasledné jsme se zaméfili na identifikaci tularemickych antigen(, které mohou byt dileZité pfi
in vivo infekci mutantnim kmenem JinFTS_1680. S vyuzitim imunoproteomického pfistupu jsme
identifikovali 8 antigend, které byly rozpoznavany obéma typy sér z imunizovanych mysi (Tab. 4.)
Na druhou stranu, odpovéd imunizovanych mysi na infekci virulentnim kmenem FSC200 byla
reflektovana produkci protilatek proti dalsim 19-ti nové identifikovanym bakteridlnim proteinim
(Tab. 4.) Mezi identifikovanymi antigeny by bylo dobré zdlraznit proteiny CapB, PilA,
D-alanyl-D-alanin karboxypeptidasu, FTS 0414, PdpE a IglE, které reprezentuji potencionalni nebo

dobfe znamé faktory virulence (118-122).

Spolecnou vlastnosti TPR domén je schopnost tvorby multiproteinovych komplext
a zprostredkovani protein-proteinovych interakci. Diky témto vlastnostem se TPR proteiny ¢asto
uplatniuji jako co-chaperony a to zejména v pfipadé protein( teplotniho Soku (8). V nasi praci bylo
zjiSténo, Ze mutantni kmen inFTS_1680 neni schopen adaptace na teplotni stres. V této souvislosti
jsme se rozhodli testovat vazebné interakce proteinu FTS_1680 s nékolika typickymi zastupci
proteind teplotniho Soku, a to pomoci bakteridlniho dvouhybridového systému BACTH. AvsSak
s pouzitim zvoleného systému jsme nebyli schopni identifikovat Zadné vazebné interakce mezi
proteinem FTS_1680 a cilenymi proteiny. BACTH systém je prezentovan jako vhodny pro studium
proteinovych interakci, ke kterym dochazi mimo cytoplasmu. | pfesto mohou byt vysledky ziskané
v této Casti prace faleSné negativni a to predevsim vlivem prechodnych interakci, které nemusi byt
v ramci systému detekovany. Dalsi pricinou nelspésné identifikace mUze byt lokalizace proteinové
interakce v periplasmatickém prostoru, ktery se ukazal jako problematicky pfi testovani jinych
dvouhybridovych bakteriadlnich systémi (123) a zaroven neni jasné, zda nepredstavuje komplikaci
také pfi analyze pomoci BACTH systému. V této Casti prdce jsme se také snazili pfipravit nativni
rekombinantni protein, ktery by mohl byt vyuZit k objasnéni chaperonové funkce TPR proteinu

FTS_1680. Purifikace FTS_1680 proteinu za nativnich podminek vSak nebyla doposud Uspésna.

Zajimavym zjisténim plynoucim z bioinformatickych studii je vysoka homologie proteinu
FTS_1680 s E. coli proteinem YfgM, u kterého byla nedavno prokdzana interakce s translokaénim
systémem SecYEG (90). Dle zminéné publikace se mlzZe protein YfgM jako soucast periplasmatické
chaperonové sité uplatriovat v odpovédi na stresové podminky (90). Pfima interakce s proteiny SecA

a SecE, vSak doposud nebyla pozorovana, nicméné nelze ji ani vyloucit. Nutno poznamenat, Ze oba
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tyto proteiny ovliviiuji replikaci F. tularensis v hostitelskych organech (39). Publikované vysledky tak

koresponduji s nasimi in vivo pozorovanimi.

Za ucelem detailnéjsi studie proteinu FTS_1680 byla provedena charakterizace bakteridlniho
proteomu. Protein FTS_1680 je predikovan jako membranovy protein. Pro potvrzeni této predikce
bylo vyuZito Triton X-114 fadzové separace pro izolaci proteinl F. tularensis asociovanych
s membranou. Na zakladé ziskanych vysledku Ize konstatovat, Zze FTS_1680 je skutecné membranovy
protein. Kdyz vezmeme v potaz také predikci s wvyuzitim webového nastroje LipPred, Ize
spekulovat, Ze protein FTS 1680 muZe byt modifikovan acylovou skupinou, kterd mize slouzit
k ukotveni proteinu do membrany, coz by mohlo umoznit proteinu FTS_1680 tvorbu membranové
asociovanych proteinovych komplex(. V tomto kontextu je zajimava skutecnost, Ze dalsi protein
Francisella s TPR doménou, DipA protein, byl identifikovan na povrchu SchuS4 kmene, kde tvofi
membranové asociovany komplex s vnéjsim membranovym proteinem FopA v pribéhu rilstu uvnitf

makrofagl (124).

Nutno zminit, Ze trans komplementaci nativniho genu se nepodarilo plné navratit k plivodnimu
fenotypu divokého kmene, a to v pripadé obou in vitro i in vivo experimentl. Nas pristup pro tvorbu
inser¢nich mutantl vyuZivajici mobilni introny skupiny Il vyvolava otazku potenciélnich polarnich
efektd, které by mohly ovlivnit pozorovany fenotyp. Nicméné, véfime, Ze v pFipadé nasich studii je

tato moznost velmi nepravdépodobna.

V nasich experimentech vyuzivame pro komplementaci plasmid, ve kterém je kdédujici sekvence
klonovana nasledné za GroES promotor (82). Neuplnda komplementace mlze souviset s rozdilnou
expresi genl zprostfedkovanou nativnim a groES promotorem, pfipadné dalSimi omezenimi
vyplyvajicimi z trans komplementaci (122, 125). Nicméné, fenotyp divokého kmene byl témér plné
obnoven v in vivo experimentech a pfi posuzovani tolerance k teplotnimu stresu. Kromé toho byly
podniknuty dalsi experimentdlni kroky, za Ucelem vylouceni potencialnich polarnich efektl. Pomoci
gRT-PCR nebyly prokazany zadné zmény v expresi tzv. downstream genll FTL_1681, FTL_1682,
a FTL_1683 v pfipadé srovnani inFTS_1680 mutantniho a plvodniho matefského kmene. Navic
mutagenese genl FTL_1681 a FTL_1682 neméla zadny vliv na proliferaci, virulenci a schopnost
bakterie adaptovat se na teplotni stres. Vysledky téchto pozorovani podporuji zavérecné
ustanoveni, Ze geny nasledujici za studovanym genem FTS_1680 (tzv. downstream geny), neovliviuji

virulenci F. tularensis.

Zavérem lze F¥ici, Ze tato prace zabyvajici se zapojenim TPR-like proteinli v patogenesi
F. tularensis identifikovala lokus FTS_1680 jako novy faktor virulence, ktery je nezbytny pro spravnou

intracelularni  replikaci bakterie v hostitelské bunce, plnou expresi bakterialni
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cytopatogenity, toleranci k teplotnimu stresu a in vivo virulenci. Dale byl protein kddovany genem
FTS 1680 identifikovan jako protein asociovany s membranou. Na zakladé ziskanych vysledk( tedy
protein FTS_1680, spolu s proteiny PilF, FTL_205 a DipA reprezentuje dalsi protein TPR-like rodiny,
ktery je vyznamny pro virulenci bakterie Francisella. Identifikace proteinovych interakci a objasnéni
funkce proteinu FTS_1680 by mohlo prispét k prohloubeni znalosti a porozuméni mechanismu
vnitrobunécného prezivani bakterie F. tularensis. Nase vysledky ddle prokazaly, ze inFTS 1680
mutantni kmen vyvolava Thl bunécnou imunitni odpovéd’ zavislou na IFN-y, ktera je efektivni vici
nasledné infekci plné virulentnim matefskym kmenem FSC200. Dale byly identifikovany nové
imunoreaktivni antigeny mikroba F. tularensis, ziskané jak pro vakcinaci inFTS_1680 mutantnim
kmenem, tak i naslednou infekci kmenem FSC200. Tyto proteiny tak pfispivaji k seznamu

imunostimulacnich bakterialnich proteinl vhodnych pro tvorbu nové podjednotkové vakciny.
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V disertacni praci jsem se zabyvala studiem TPR-like proteinl F. tularensis, které by mohly hrat

roli v patogenesi tularemické infekce. Dosazené vysledky Ize shrnout do nasledujicich zavéra:

e Na zakladé bioinformatickych studii byly identifikovany geny s predikovanou TPR doménou
FTS 0201, FTS 0778, a FTS_1680, pro které byly pfipraveny metodou inser¢ni mutagenese

TargeTron mutantni kmeny v modelovém organismu F. tularensis subsp. tularensis FSC200.

e Bylo zjisténo, Ze pouze mutantni kmen genu FTS 1680 projevuje oslabeny fenotyp
pfi replikaci a prezivani v mysich makrofazich, stejné tak jako v mySim modelu tularemické

infekce.

e Protein FTS_1680 je vyznamny pro mnozZeni bakterii v cytosolu hostitelskych bunék a déle

pro bakterialni cytopatogenitu uvnitf mysich makrofaga.

e Protein FTS_1680 hraje vyznamnou roli v adaptaci mikroba na teplotni stres.

e Mutantni kmen inFTS_1680 je schopen chranit mysi kmene BALB/c pred naslednou

subkutanni infekci pIné virulentnim matefskym kmenem FSC200.

e Bakterie inFTS_ 1680 mutantniho kmene jsou schopny distribuce a mnoZeni v mysich
organech, ¢imZ umoZiuji vyvoj protektivni imunitni odpovédi chranici pred ndslednou infekci

pIné virulentnim matefskym kmenem FSC200.

e Imunizace mysi mutantnim kmenem inFTS_1680 vyvolava nadprodukci cytokinu IFN-y spolu

se zvySenou hladinou imunoglobulint tfidy 1gG1, 1gG2a, 1gG2b a IgA.

e Zapojenim imunoproteomického pfistupu byly nalezeny nové imunoreaktivni antigeny
specifické pro virulentni kmen FSC200, které tak pfispivaji k seznamu proteini vhodnych

pro tvorbu podjednotkové vakciny.

e Svyuzitim proteomického pfistupu byl charakaterizovan FTS_1680 jako membranové vazany

protein.
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