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Abstrakt

Vga(A).c a Msr(A) jsou klinicky vyznamnymi rezistentnimi proteiny
u stafylokokti, které udé€luji rezistenci k inhibitorim translace. Patti mezi ARE ABC-F
podrodinu proteint, kterd je soucasti ABC transportérti. Narozdil od typickych ABC
transportérti, ABC-F proteiny nemaji transmembranové domény, které jsou zodpovédné za
transport latek pfes membranu. Proto pro né neni charakteristickd transportni funkce, ale
regulacni nebo rezistencni funkce. Jejich mechanismus ptsobeni na ribozomu byl popsan
teprve nedavno, kde tyto proteiny vytésiiuji antibiotikum z ribozomu. Stale jsou vSak nékteré
aspekty jejich funkce neobjasnéné. Napiiklad to, jaky je vyznam umisténi Vga(A) na

membrang, které bylo detekovano v membranové frakci nikoliv v ribozomalni.

V této praci jsem prostfednictvim fluorescenéni mikroskopie pozorovala
subcelularni lokalizaci rezisten¢nich fuznich proteinli Vga(A)Lc-mEos2, Vga(A)Lc- GFP
a Msr(A)- eqFP650 v zivych bunkach S. aureus, za riznych kultivacnich podminek. Ukéazalo
se, ze Vga(A)Lc- GFP 1 Msr(A)- eqFP650 se vyskytuji v ohnisku blizko membrany. V
zavislosti na ATPazové aktivité nebo pritomnosti antibiotika se lokalizace Msr(A)- eqFP650
v buiice méni z ohniskové na difuzni, pravdépodobné na ribozomech, coz navrhuje hypotézu
0 dudlnim mechanismu ARE ABC-F proteind. Druhym cilem prace bylo sledovani in vivo
exprese Vga(A)ic v klinickych izolatech S. haemolyticus. Prokdzalo se, ze exprese
Vga(A)Lc je kontrolovana v zavislosti na pfitomnosti specifického antibiotika navdzaného
na ribozomu mechanismem oznacovanym jako transkripéni atenuace a, Ze exprese je

indukovana specificky antibiotiky, ke kterym protein udéluje rezistenci.

Klicova slova: ABC proteiny, ARE proteiny, antibioticka rezistence, Vga(A)Lc, Msr(A),

subcelularni lokalizace, Staphylococcus aureus, S. haemolyticus



Abstract

Vga(A).c and Msr(A) are clinically significant resistant proteins in
staphylococci that confer resistance to translational inhibitors. They belong to ARE ABC-F
protein subfamily, which is part of ABC transporters. Unlike typical ABC transporters,
ABC-F proteins do not have transmembrane domains that are responsible for the transport
of substances through the membrane. Therefore, they do not have characteristic transport
function but regulatory or resistance function. Their mechanism of action on the ribosome
has been described only recently, where these proteins displace the antibiotic from the
ribosome. However, some aspects of their function are still unclear. For example, what is
the function of the Vga(A) location on a membrane that has been detected in the membrane

fraction but not in the ribosomal.

In this work, using fluorescence microscopy, I observed subcellular localization
of the Vga(A)Lc-mEos2, Vga(A)Lc-GFP and Msr(A)-eqFP650 resistant fusion proteins in
live cells of S. aureus under different culture conditions . It has been shown that
Vga(A)Lc-GFP and Msr(A)-eqFP650 occur in a foci near the membrane. Depending on
ATPase activity or the presence of an antibiotic, the localization of Msr(A)-eqFP650 in the
cell changes from focal to diffuse, presumably on ribosomes, suggesting a hypothesis about
the dual mechanism of ARE ABC-F proteins. The second aim of this work was to monitor
in vivo expression of Vga(A)Lc in clinical isolates of S. haemolyticus. Vga(A)Lc expression
has been shown to be controlled depending on the presence of a specific antibiotic bound to
the ribosome by a mechanism known as transcriptional attenuation. Moreover the expression

is specifically induced by antibiotics to which the protein confers resistance.

Key words: ABC proteins, ARE proteins, antibiotic resistance, Vga(A)Lc, Msr(A),

subcellular localization, Staphylococcus aureus, S. haemolyticus
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1 UVOD

Antibioticka rezistencia v sucasnosti predstavuje celosvetovy problém, na ktory

upozornila aj Svetova zdravotnicka organizacia (WHO) (www.who.int/antimicrobial-

resistance/en/). Uéinnost’ antibiotik po ich zavedeni do klinickej praxe od polovice 80. rokov
minulého storoCia vyrazne klesa, pretoze stale viac baktérii si zacalo vyvijat’ mechanizmy
a prostriedky odolnosti voci antibiotikam. Pri¢inou vzniku a Sirenia rezistencie je nadmerné
¢1 nevhodné pouzivanie antibiotik v lieCbe bakteridlnych infekcii. DetailnejSie pochopenie
ucinku antibiotik a mechanizmov rezistencie by mohlo viest k vyvoju ucinnejsich
antibakteridlnych latok (Lin et al. 2015; Sharkey et al. 2016). Napriek tomu, Ze je
v stucasnosti vi¢sina mechanizmov rezistencie voc¢i klinicky vyznamnym antibiotikdm dobre
charakterizovana, stale existuju rezistencie, ktorych mechanizmus nie je Gplne objasneny.
Medzi ne patri aj rezistencia spdsobend antibioticky rezistentnymi (ARE) ABC-F proteinmi

(Sharkey et al. 2016).

ABC-F proteiny patria do superrodiny ABC (ATP- binding cassette)
transportérov. ABC transportéry s tvorené integralnymi membranovymi proteinmi, ktoré
su pritomné u baktérii, archea a eukaryot (Sharkey et al. 2016). Su zodpovedné za
ATP- riadenu translokaciu mnohych substratov cez membranu. StruktGrna organizacia
klasickych ABC transportérov pozostdva z dvoch nukleotid- vdzobnych domén (NBD)
advoch transmembranovych domén (TMD) (Schneider & Hunke 1998; Lubelski
et al. 2007). ABC-F proteiny su vSak narozdiel od typickych ABC transportérov zloZzené iba
z dvoch NBD, ktoré¢ st fuzované do jedného polypeptidu (Rees et al. 2009). Nakol'ko
nemaju TMD, tak sa zucastiuju bunkovych procesov inych ako transportnych, napr. DNA
opravy, enzymatickych regulécii, translacnej kontroly a antibiotickej rezistencie
(Sharkey et al. 2016). Prave tymto ARE ABC-F proteinom sa tato praca venuje. Tieto
proteiny udel'ujt rezistenciu k antibiotikdm, ktoré inhibuju syntézu proteinov vizbou do 50S
podjednotky ribozomu u Gram pozitivnych bakterialnych patogénov (Sharkey et al. 2016).
Napriek tomu, ze st vSadepritomné ich mechanizmus pdsobenia bol popisany len nedavno
(Su et al. 2018) a stale su niektoré aspekty ich funkcie neobjasnené. Kedysi boli nastolené
dve konkurujuce hypotézy. Prva predpokladala, ze je rezistencia sposobend efluxom, o
naznacuje umiestnenie niektorych znich na membrane (Chesneau 2005). Druha
predpokladala, Ze tieto proteiny chrania ribozom, tak ako bolo ukadzané v Stadiach od
Sharkey et al. (2016) a Su et al. (2018). AvSak napriek doposial’ ziskanych poznatkov, tu

stale pretrvavaju otazky tykajuce sa ich membranovej lokalizacie, ktord bola preukazana pre
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protein Vga(A) vstadii od Chesneau (2005), kde frakcionaciou buniek zdetegovali

pritomnost’ ARE-ABCF proteinov iba v membranovej frakcii, nie vSak v ribozomalne;.
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CIELE DIPLOMOVEJ PRACE

Hlavnym cielom tejto diplomovej prace bolo sledovanie subcelularnej lokalizacie
rezistentnych proteinov Vga(A)ic a Msr(A) v zivych bunkach Staphylococcus aureus

prostrednictvom fluorescen¢nej mikroskopie a to v nasledujucich krokoch:

e Priprava konstruktu exprimujuceho fizny fluorescenény protein Vga(A)Lc- mEos2

e Overenie funkcnosti fuznych proteinov Vga(A)Lc-mEos2 a Vga(A)Lc-GFP

e Sledovanie lokalizacie fuznych proteinov Vga(A)Lc-mEos2, Vga(A)Lc-GFP
a Msr(A)-eqFP650 za réznych kultivacnych podmienok a v réznych kmenoch
S. aureus

e Overit’ subcelularnu lokalizaciu rezistentného proteinu Vga(A)Lc.GFP frakcionaciou

buniek a Western blot analyzou

Druhym cielom tejto diplomovej prace bolo in vivo sledovanie expresie rezistentného

proteinu Vga(A)Lc v klinickych izolatoch S. haemolyticus.
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2 PREHLAD LITERATURY

2.1 BAKTERIALNA PROTEOSYNTEZA

Vo vsetkych zivych organizmoch sa bakteridlnej proteosyntézy -translacie-
zucastiuji ribozémy, ¢o st komplexy RNA a proteinov (Laursen 2005). Eukaryotické
a prokaryotické ribozomy sa od seba lisia velkostou a stavbou. Zatial' Co eukaryoticky
ribozém 80S pozostava z malej podjednotky 40S a z velkej podjednotky 60S, bakteridlny
ribozém 70S je menSi s pribliznou molekulovou hmotnostou 2,5 MDa a priemerom
200-250 A (Waller 1964; Wimberly et al. 2000). Pozostidva z dvoch asymetrickych
ribonukleoproteinovych podjednotiek, 30S a 50S podjednotky. Mensia 30S (0,8 MDa)
podjednotka je zlozena z jedného retazca 16S rRNA pozostavajicej z 1542 nukleotidov (nt)
a 21 ribozomdlnych proteinov. Viacsia 50S (1,5 MDa) podjednotka pozostava z dvoch
roznych rRNA, 23S rRNA (2904 nkt) a5S rRNA (120 nt) az 34 proteinov
(Wimberly et al. 2000; Laursen ef al. 2005; Byrgazov et al. 2013).

Kazda podjednotka zohrava Specifickt funkciu pri syntéze bielkovin. Hlavnou
funkciou malej ribozomalnej podjednotky je vizba na mRNA v iniciaénom kroku translacie.
Je podstatna pri dekdédovani genetickej informacie, v priebehu ktorej sa prislusné kodony
mRNA paruji s antikodonmi tRNA (Yonath 2005). Funkciou velkej ribozomalnej
podjednotky je, Ze katalyzuje tvorbu peptidovej vézby v peptidyltransferdzovom centre
(PTC). Obsahuje tri vizobné miesta: aminoacylové miesto (A), ktoré prijima prichaddzajicu
aminoacyl- tRNA (aa- tRNA); peptidylové miesto (P), ktoré viaze tRNA s nasytenym
peptidovym retazcom; a vystupné (E) miesto, viaZzuce deacylovanii tRNA v PTC. Poskytuje
viazobné miesta pre elongacné faktory (EF) azabezpecuje tvorbu a polymerizaciu

aminokyselin (Ramakrishnan 2002; Yonath 2005).

Translacia je komplexny proces rozdeleny do Styroch faz (Obr. 1). Prvou je
inicidcia, v ktorej sa ribozomdalny komplex zostavuje v oblasti iniciacie translacie (TIR) na
mRNA . Druhym krokom je elongacia, v ktorej dochddza polymerizaciou aminokyselin
k predlZzovaniu polypeptidového retazca. V d’alSom kroku oznacovanym ako terminécia, sa
molekula mRNA postiva po malej podjednotke ribozomu a po dosiahnuti STOP kodonu

dojde k ukonceniu translacie a novosyntetizovany protein sa uvolni. Poslednym krokom,
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oznacovanym ako recykldcia, dochddza za ucasti recyklaénych faktorov k disociacii

ribozému na jednotlivé podjednotky pre d’alsi cyklus syntézy bielkovin (Laursen 2005).

Translacia u prokaryot prebieha sucasne s transkripciou a ribozémy tak iniciuju
bakteridlnu translaciu na mRNA uz pocas transkripcie (Laursen 2005). Na zaciatku
translaéného cyklu sa vytvori komplex medzi tRNA, mRNA a 30S podjednotkou ribozému,
ktora interaguje so Shine- Dalgarno (SD) sekvenciou na mRNA, komplementarnou
k3" koncu 16S RNA (Ramakrishnan 2002). Iniciatorova tRNA nabita iniciacnou
aminokyselinou, metioninom (fMet- tRNA™¢) sa naviaZe na $tart kodon AUG na mRNA,
v P mieste ribozomu (Gualerzi & Pon 1990). Proces inicidcie prebieha za pomoci troch
inicia¢nych faktorov (IF1, IF2 a IF3). IF1 sa Specificky viaze do A miesta 30S ribozomalne;j
podjednotky, ¢im ho blokuje a usmeriiuje naviazanie inicidtorovej tRNA do P miesta. IF2 je
GTP- dependentny faktor, ktory sa prednostne viaze na fMet- tRNA™ [F3 pomadha pri
vybere inicidtorovej tRNA tym, ze destabilizuje viazby inych tRNA v P mieste ribozomu
apevne sa viaze na 30S podjednotku (Hartz ef al. 1990). Ku iniciaénému komplexu sa
nasledne pripoji 50S podjednotka, ¢im dojde k vytvoreniu 70S iniciaéného komplexu
a uvolneniu inicia¢nych faktorov. Kompletny ribozoém je pripraveny vstipit’ do druhej fazy

translacného cyklu (Zucker & Hershey 1986; Laursen 2005).

V druhej faze translaéného cyklu tzv. elongécie si ribozom pomocou tRNA
nabitych aminokyselin a elongaénych faktorov (EF-Tu, EF-G, EF-TS) formuje
polypeptidovy retazec. Ribozom sa pohybuje pozdiz mRNA v smere 5'- na 3'- koniec (pre
tento pohyb je potrebnd energia ziskand hydrolyzou GTP). Elongacia zafina vstupom
aa- tRNA do A miesta na ribozéme, ktoré je susediace s P miestom, pomocou EF-Tu
v komplexe s GTP (Vanuffel 1996; Laursen 2005). Poc¢as procesu dekodovania, ribozom
monitoruje spravne interakcie parovania baz medzi kodonom na mRNA a antikodonom na
tRNA. Tvorba peptidovej vizby sa uskutociuje medzi aminokyselinami naviazanymi na
tRNA v miestach A a P, ¢o vedie k prenosu aminokyseliny (alebo polypetidového retazca
v neskorSich cykloch elongacie) z tRNA v mieste P na aa- tRNA v mieste A. Aby sa mohla
naviazat’ d’alSia aa- tRNA, tRNA s polypeptidovym ret'azcom sa presuvaji z A a P miesta
do P a E miesta, v procese znamym ako translokécia, ktord je uskuto¢nena za casti EF-G.
Vysledkom je ribozém s deacylovanou tRNA v mieste E, peptidyl tRNA v mieste P
a prazdne A miesto pre aa- tRNA (Vanuffel 1996; Ramakrishnan 2002; Laursen 2005).
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Cely dej sa opakuje a peptidovy retazec narasta s pribtidajicim sa poctom
aminokyselin az do chvile, nez sa na molekule mRNA vyskytne Specificky triplet v mieste
A, oznacovany ako STOP kodoén. STOP kodoén je signdlom pre terminaciu proteosyntézy.
U baktérii st STOP koddony rozpoznéavané tzv. uvolnovacimi termina¢nymi faktormi RF1,
RF2 (release factor). Hydrolyzou peptidyl- tRNA vézieb, sa uvol'ni polypeptidovy ret'azec
z ribozému. Faktory RF1 a RF2 spolo¢ne rozpoznavaju UAA STOP kodon. Individualne je
UAG rozpoznavany RF1 a UGA RF2 faktorom (Ramakrishnan 2002).

Novosyntetizovany protein sa uvoliiuje z ribozému cez tzv. peptidovy vystupny
tunel (PET). V tomto bode sa komplex z peptidylu- tRNA, z ribozomalnych podjednotiek
disociuje a mRNA je uvolnena. Takto si ribozémy opiat’ pripravené zacat’ novy cyklus
translacie. Tohto procesu sa zucastiiuju tzv. ribozomalne recyklaéné faktory (RRF) spolu

s EF-G (Ramakrishnan 2002; Lancini & Parenti 1995).

EF-Tu-GTP

1

aatRNA

mRNA

amino w
kyselina
tRNA |
INICIACIA

Tvorba peptidovej
viizhy

Preclimfanie’ ELONGACNY
polypeptidového CYKLUS
ret'azca

Translokacia

RECYKLACIA )
TERMINACIA

GF-G-GTP

Obrazok 1 Bakterialna proteosyntéza. Inicidcia spocCiva v zloZeni 70S ribozému (30S a 50S podjednotka)
spolu s iniciaénou tRNA a START kodénomna mRNA vP mieste. V elongaénom cykle prichadza
aminoacyl- tRNA (aa- tRNA) do A miesta ribozému za pomoci elonga¢ného faktoru Tu (EF-Tu). Translokacia
tRNA je katalyzovana pomocou EF-G. Poslednymi krokmi proteosyntézy su terminacia a recyklacia, ktoré
vedu k uvolneniu polypeptidového retazca a naslednej disocidcii 70S ribozoému pre d’alsi cyklus translacie
(Wilson 2014- upravené).
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2.2 MAKROLIDY, LINKOZAMIDY, STREPTOGRAMINY,
PLEUROMUTILINY (MLSP)

Makrolidy, linkozamidy, streptograminy a pleuromutiliny (MLSP) st chemicky
odlisné, ale funkéne podobné antibiotika. Inhibuji proteosyntézu vézbou na
50S podjednotku bakterialneho ribozomu (Tenson et al. 2003; Le Bouter et al. 2011).
Spektrum ich u¢inku zahffia Gram pozitivne koky (predovsetkym stafylokoky
a streptokoky), Gram pozitivne sporulujice aerébne tyCinky (bacily), Gram negativne koky
a intracelularne baktérie (Chlamydia, Mycoplasma, Rickettsia). Gram negativne tyCinky st
vSeobecne rezistentné k tymto antibiotikdm s niektorymi doélezitymi vynimkami (t.j. druhy

Bordetella pertussis, Legionella , Campylobacter, Helicobacter) (Leclercq 2002).

2.2.1 KLINICKY VYUZIVANE MLSP ANTIBIOTIKA

2.2.1.1 Makrolidy

Makrolidové antibiotiké sa zarad’'uji medzi najiispesnejsie antibakteridlne latky
(Kannan et al. 2014). Predstavuju alternativu miesto pouZitia penicilinov a cefalosporinov
na lie¢bu infekcii sposobenych Gram pozitivnymi mikroorganizmami (Le Bouter et al.
2011).

Vyznacuji sa komplexnou makrocyklickou Struktirou s 14-, 15-, alebo
16- ¢lennym laktonovym kruhom, ku ktorému sa viaZzu minimalne 2 aminocukry alebo
neutralne cukry pomocou glykozidickych vidzieb (Leclercq 2002; Schroeder & Stephens
2016).

Predstavitelom prvej generdcie makrolidov (Mac) je erytromycin (ERY)
(Obr. 2), ktory bol aj prvym pouzivanym Mac v klinickej praxi od roku 1952
(Salih et al. 2014). ERY je produkovany z Saccharopolyspora erythraea a sklada sa z
14- ¢lenného kruhu s dvomi cukornatymi zlozkami (kladin6za, dezozamin) (Obr. 2)

(Poehlsgaard & Douthwaite 2003).
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Kladinéza

ERYTROMYCIN

Obrazok 2 Chemicka Struktira erytromycinu so cukornatymi zlozkami, kladinézou a dezozaminom
(Vimberg et al. 2004- upravengé).

Neskor bolo vyvinutych niekolko derivatov antibiotik, ktoré sa oznacuju ako
druha generdcia Mac. Druha generdcia Mac (klaritromycin, roxitromycin, azitromycin,
josamycin) sa vyznacuje lepSou farmakodynamikou, rozSirenym spektrom uc¢inku voci
Gram pozitivnym baktéridm a lepSou stabilitou v kyslom prostredi (Gaynor & Mankin 2003;
Tenson et al. 2003). Postupom casu vSak doSlo krozvoju rezistencie aj u vysSie
spominanych makrolidovych antibiotik druhej generacie. NajnovSou generaciou Mac su
ketolidy. Tieto 14- ¢lenné kruhové lie€iva sa od Mac Strukturne odliSuji pritomnost'ou keto
skupiny namiesto kladinézového zvySku v polohe C3 laktonového kruhu a maja
alkyl-arylové postranné retazce (Obr. 3) (Tenson et al. 2003) . Vyznacuju sa zlepSenou

aktivitou voci niektorym rezistentnym kmenom (Gaynor & Mankin 2003).

"Dezozamin

KETOLIDY

Obrazok 3 Chemicka Struktura ketolidu (Vimberg et al. 2004- upravené).

20



2.2.1.2 Linkozamidy

Jedinymi klinicky vyuzivanymi linkozamidmi st linkomycin (LIN), ktory bol
izolovany z podneho organizmu Streptomyces lincolnensis a zavedeny do klinickej praxe
vroku 1963 ajeho semisynteticky derivat klindamycin (CLI), ktory bol pripraveny
chloraciou LIN na siedmom uhliku aminocukornatej asti (Obr.4). Struktira LIN pozostava
z cukornatej zlozky metyltiolinkozamidu a aminokyselinového derivatu propylprolinu,
ktoré su spojené amidovou vidzbou. Vykazuju biologicki aktivitu najmid proti Gram
pozitivnym baktéridm, anaerébnym baktéridm a protozoam. Obe antibiotikd maju
bakteriostaticky €inok t.j. inhibuji syntézu proteinov. Pri vysSich koncentraciach mézu

pOsobit’ baktericidne (Ball et al. 1978; Spizek & Rezanka 2017).

LINKOMYCIN KLINDAMYCIN

Obrazok 4 Chemicka $truktira linkomycinu a klindamycinu (Pochlsgaard & Douthwaite 2003- upravené).

2.2.1.3 Streptograminy

Streptograminy su prirodné latky produkované kmenom Streptomyces
pristinaespiralis (pristinamycin I a 1) a Streptomyces virginiae (virginiamycin M a S). Na
zaklade chemickej Struktary ich rozdel'ujeme do dvoch skupin: streptograminy A (SgA)
a streptograminy B (SgB). SgA su tvorené cyklickymi polynenasytenymi makrolaktonmi
(pristinamycin IIA, virginiamycin M). Komponenty SgB st cyklické hexadepsipeptidy
(pristinamycin IA, virginiamycin S) (Cocito et al. 1997; Jacquet et al. 2008). Klinicky
vyuZivanym semisyntetickym derivitom odvodenym od SgA (PIIA) je dalfopristin
(Obr. 5A) a od SgB (PIA) je quinupristin (Obr. 5B). Liek zlozeny z tychto dvoch zloziek je
znamy pod obchodnym nazvom Synercid (Yonath 2005). Individudlne pdsobia
bakteriostaticky, zatial' co kombinacia tychto dvoch zloziek vedie k synergickému efektu so
sto nasobne vysSou aktivitou, ¢oho vysledkom je baktericidny ucinok streptograminov

(Haroche et al. 2000; Mast & Wohlleben 2014).
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Obrazok S Chemicka Struktira dalfopristinu a quinupristinu (Bockstael & Aerschot 2009- upravené).

2.2.1.4 Pleuromutiliny

Pleuromutiliny (Plu) boli objavené ako prirodné antibiotika v roku 1950
(Novak & Shlaes 2010). St produkované hubou z rodu Pleurotus. Prvym semisyntetickym
derivatom pleuromutilinu, ktory bol schvéleny pre pouZzitie vo veterinarnej praxi v roku 1979
je tiamulin (TIA) (Obr. 6) (Eyal et al. 2016). Vo vSeobecnosti vykazuju Plu silnu aktivitu
vo¢i Gram pozitivhym a niektorym Gram negativnym organizmom (Haemophilus
influenzae). Pozostavaju z trojcyklického mutilinového jadra s postrannym ret'azcom C- 14
kyseliny glykolovej, z ktorej keto- skupina C- 21 je esencidlna pre antimikrobialnu aktivitu

(Brown & Dawson 2015).

TIAMULIN O

Obrazok 6 Chemicka Struktura tiamulinu (Brown & Dawson 2015- upravené).
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2.2.2 MECHANIZMY UCINKU MLSP ANTIBIOTIK

Bakterialne patogény rezistentné k latkam s antibiotickym uc¢inkom aktudlne
predstavuju zavazny globalny problém. Na zéklade mechanizmu ucinku rozdel'ujeme
antibiotika na: antibiotikd inhibujiice syntézu peptidoglykanu, antibiotika poSkodzujice
bunkovli membranu, antibiotika inhibujuce replikacny ¢i transkripcny aparat a antibiotika

inhibujuce syntézu proteinov (Poehlsgaard & Douthwaite 2003; Wilson 2016).

Prave inhibicia proteosyntézy je jednym z kI'icovych funkénych mechanizmov
ucinku niektorych klinicky vyuzivanych antibiotik. Presny molekuldrny mechanizmus
MLSP antibiotik zavisi predovSetkym od toho kam sa v ribozome chemicka latka viaze. Ta
ovplyviuje interakciu s ribozomom i sposob inhibi¢ného ucinku (Gaynor & Mankin 2003).
MLSP antibiotika inhibuji proteosyntézu viazbou do 50S podjednotky v mieste PET,
ned’aleko PTC, ktorym novosyntetizované proteiny vychadzaji zribozomu (Obr. 7)
(Roberts 2008; Kanoh & Rubin 2010). Vo vSeobecnosti, inhibicia proteosyntézy moze
prebiehat’ piatimi spdsobmi: 1. inhibiciou elongécie nascentného peptidového retazca
v priebehu vcasnych faz translacie, 2 .stimulaciou disocidcie peptidyl- tRNA z ribozému,
3. inhibiciou tvorby peptidovej vizby, 4. zabranenim spravneho zlozenia velkej
ribozomalnej podjednotky, 5. dysregulaciou proteosyntézy. Pricom inhibi¢ny u€inok MLSP

antibiotik zavisi od vzdialenosti ich vizby od PTC (Gaynor & Mankin 2003).

Mac sa viazu do 50S podjednotky, v mieste PET tesne pred konstrikciou
tvorenou ribozomalnymi proteinmi L4 a L22. Vidzba Mac dramaticky zuZuje tunel, ¢im
blokuje vystup polypeptidového ret'azca z ribozomalneho tunelu (Gaynor & Mankin 2003;
Kannan et al. 2012). Zastavuje elongaciu peptidového retazca, ktora nakoniec vedie k

disociacii peptidyl- tRNA z ribozomu (Gaynor & Mankin 2003; Becker 2013).

LIN sa narozdiel od Mac, ktoré brania prestupu nascentného peptidu, viazu skoro
do PTC, kde interaguju s A aj P miestom ribozému a ovplyvituji proces vzniku prvych
peptidovych vizieb nascentného peptidu, stimuluji disociaciu peptidyl- tRNA z ribozému a

inhibujt tvorbu peptidovej vizby (Bockstael & Aerschot 2009).

SgA sa viazu a posobia podobne ako LIN a blokuju naviazanie substratu do P
a A miesta PTC, ¢im brénia predlzovaniu polypeptidového retazca vo vcasnej faze.
K inhibicii dochédza tesne po dokonceni inicidcie (Vannuffel 1996; Cocito et al. 1997).
Okrem toho, vizba SgA indukuje konforma¢né zmeny na ribozéme, ¢im vyznamne zvySuje

ribozomalnu afinitu SgB (Contreras & Vazquez 1977; Harms et al. 2004).
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SgB sa viazu a posobia podobne ako Mac, blokuju syntézu peptidovej viazby a
vedu k pred¢asnému uvol'neniu nekompletnych polypeptidovych retazcov (Vannuftel 1996;

Bockstael & Aerschot 2009).

Plu podobne ako LIN sa viazu na 50S podjednotku bakterialneho ribozému do
PTC v A aP miestach ribozomu, kde interferuju s tvorbou peptidovej vizby
a sprostredkovavaju tak inhibiciu biosyntézy bakteridlnych proteinov (Dawson 2015; Eyal

etal. 2016).

Obriazok 7 Znazornenie vel’kej rizbozomalnej podjednotky (50S) a viizby réznych antibiotik v blizkosti
PTC. Mac, SgB; rezistencia udelovana Msr(A) proteinom. Spdsobuju inhibiciu elongacie nascentného
retazca. LIN, SgA, Plu; rezistencia udel'ovana Vga(A)/ Vga(A)ic proteinmi. Inhibuju tvorbu peptidovej vizby
(Wilson 2014- upravené).
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2.2.3 MECHANIZMY REZISTENCIE VOCI MLSP ANTIBIOTIKAM

Priblizne polovica antibiotik, ktord sa v sOCasnosti pouziva v liecbe
bakterialnych infekcii, inhibuje syntézu proteinov. Ich cielom st kl'icové miesta ribozému.
St zname Styri zdkladné mechanizmy rezistencie vo¢i MLSP antibiotikim u Gram
pozitivnych baktérii: 1) modifikacia ciel'ového miesta mutaciou alebo metylaciou 2) ochrana
ribozdmu ARE ABC-F proteinmi 3) enzymaticka inaktivacia antibiotik 4) aktivny eflux

antibiotik (Leclercq 2002; Shaker, Khaled et al. 2014).
2.2.3.1 Modifikacia ciel'ového miesta

Spolo¢nou a zaroveil najvyznamnejSou stratégiou baktérii pre rozvoj
antimikrobidlnej rezistencie je vyvarovanie sa ucinku antibiotika tym, Zze zabrafiuju ich

vézbe do ciel'ového miesta. Mutéaciou alebo metylaciou ribozoému (Munita & Arias 2016).
a) Metylacia 23S ribozomalnej RNA

Jednym znajlepSie preStudovanych pripadov rezistencie prostrednictvom
enzymatickej modifikacie cielového miesta je metylacia ribozomu katalyzovana enzymom,
ktory je kodovany erm  génmi (erytromycinovd ribozomalna  metylacia)
(Vester & Douthwaite 2001; Gaynor & Mankin 2003). Tieto enzymy st schopné
mono- alebo dimetylovat adeninovy zvySok v N(6) pozicii A2058 (Cislovanie v E.coli)
v PTC 23S rRNA domény V, azabranujii vézbe antibiotika do cielového miesta
(Poehlsgaard & Douthwaite 2003; Munita & Arias 2016). Plne zostaveny ribozém nie je
substratom pre metyltransferazu, pretoze A2058 je lokalizovany hlboko vo vnutri velkej
ribozomalnej podjednotky. Metylacia A2058 teda mdze prebiehat’ iba pocas zostavovania
ribozému, ¢o predstavuje vel'mi kratke Casové rozmedzie pre erm enzym na metylaciu
svojho rRNA ciel'a (Gaynor & Mankin 2003). Nakol'’ko Mac, LIN a SgB maju prekryvajice
sa vdazobné miesta v 23S rRNA, expresia erm génov udeluje krizovu rezistenciu voci

vSetkym ¢lenom MLSg skupiny (Munita & Arias 2016).

RozliSujeme dva typy metyltransferaz. Prvym typom st monometyltransferazy,
ktoré su pritomné u producentov a udel'uji vysoku rezistenciu k LIN, ale niz$iu mieru
rezistencie k Mac a SgB. Druhym typom su dimetyltransferdzy, ktoré udeluji vysoku
rezistenciu  vo¢i  vSetkym MLSp antibiotikdm (Gaynor & Mankin 2003;
Poehlsgaard & Douthwaite 2003).
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U stafylokokov, najpodstatnejSimi erm génmi su erm (A) (vicSinou
distribuovany v transpozéne v meticilin- rezistentnych S. aureus (MRSA)) aerm (C)
(vyskytujuci sa v plazmidoch v meticilin- citlivych S. aureus), ktory je zodpovedny za
erytromycinova rezistenciu. Dal$imi erm génmi st erm (B), rozsirené v enterokokoch
a streptokokoch (v ktorych boli prvykrat popisané) a gény triedy erm (F) u druhov
Bacteroides a inych anaerdbnych baktérii (Leclercq 2002; Munita & Arias 2016).

Postranskripénd modifikdcia tRNA nukleotidov je katalyzovand aj
Cfr metyltransferazou, ktora je kédovana cfr génom. Cfr gén je kédovany na plazmide a bol
opisany v roku 2000 v bovinnom izolate Staphylococcus sciuri (Munita & Arias 2016).
Cfr metyltransferaza metyluje C- 8 v A2503 23S rRNA v PTC bakterialneho ribozému.
Cfr udel'uje rezistenciu voci antibiotikdm viazucim sa do PTC na ribozome. S tzv. PALOPSa
fenotypom udel'uje rezistenciu voci fenikolom, LIN, oxazolidinonom, Plu, SgA a niektorym

makrolidovym ATB (Atkinson et al. 2013).
b) Mutacie

Poslednych 10 rokov bol identifikovany rastici pocet izolatov rezistentnych voci
MLSP antibiotikam sposobenych mutaciami. Izolaty mali mutacie v doméne V v 23S rRNA
av proteinoch L4 aL22, ktoré viedli ku konformaénym zmenam v mieste vézby pre
makrolidy a k vysokému znizeniu ich ucinnosti (Roberts 2008). Mutéacie v proteine L4
priamo alebo alostericky ovplyviiujii vézbu antibiotika a brania jeho vézbe na ribozoém.
Mutédcie v ribozomalnom proteine L22 sposobuji rezistenciu voc¢i antibiotikdm
prostrednictvom nepriameho mechanizmu. Ich vplyvom do6jde k rozSireniu ribozomalneho
tunelu a nascentny peptid je tak schopny vyhnut sa naviazanému antibiotiku, alebo
popripade vytesnit'® antibiotikum z vdzobného miesta (Gabashvili et al. 2001;

Gaynor & Mankin 2003).

2.2.3.2 Ochrana ribozomu ARE ABC-F proteinmi

Spoloéne ARE ABC-F rodina proteinov udel'uje rezistenciu voci vacSine
klinicky vyznamnym antibiotikdm, ktoré sa viazu na 50S podjednotku ribozomu, konkrétne
k Mac, LIN, ketolidom, fenikolom, Plu a Sg skupiny A aB. Ziadny z ARE ABC-F
proteinov, vSak neudel'uje rezistenciu ku vSetkym uvedenym skupinam naraz. ARE ABC-F

proteiny moZno rozdelit do troch skupin, ktoré st zaloZzené na schopnosti udelovat
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rezistenciu voci antibiotikdm. 1. Vga, Lsa, Sal homology udel'ujuce rezistenciu voci LIN,
SgA a Plu. 2. Msr homology udel'ujice rezistenciu voci Mac a SgB. 3. OptrA homolégy
udel'ujice rezistenciu voci fenikolom a oxazolidinbnom (Wang et al. 2015;
Sharkey et al. 2016). V ramci fenotypovych skupin, vSak jednotlivé proteiny udel'uja roznu
mieru rezistencie (Lenart et al. 2015). Lsa je kdédovany na chromozoéme Enterococcus
faecalis. Udel'uje rezistenciu voc¢i Lin a SgA (Singh et al. 2002). Medzi vyznamné proteiny
patri Vga(A) aMsr(A), obidva su kodované mobilnymi genetickymi elementami
v stafylokokoch. Vga(A) poskytuje nizku uroven rezistencie vo¢i LIN a vysoku odolnost’
voci SgA, zatial' co Msr(A) poskytuje vysoku rezistenciu voci 14-, 15- ¢lennym Mac a SgB
(Jacquet et al. 2008; Alekshun & Levy 2007). Podrobne sa budem venovat ARE ABC-F
proteinom v kap. 2.4.3.

2.2.3.3 Aktivny eflux antibiotik

Kedze cielom mnohych antibiotik pouzivanych v klinickej praxi st
intracelularne bakteridlne Struktary, tak si baktérie rozvinuli mechanizmy, ktoré udrzuju
nizku hladinu antibiotika v bunkdach (Munita & Arias 2016). Mechanizmus je
sprostredkovany membranovymi efluxnymi proteinmi, ktoré su schopné exportovat toxicku
zluceninu z bunky a viest’ tak k antibiotickej rezistencii. K dnesnému dnu bolo popisanych
pat’ efluxnych systémov, ktoré sa liSia v zmysle $truktirnej konformécie, zdroja energie
a rozsahu substratov (Bockstael & Aerschot 2009; Munita & Arias 2016). Medzi sekundarne
transportéry, vyuzivajice protonovy gradient, patri: RND (resistance- nodulation- cell
division), MFS (major facilitator superfamily), SMR (small multidrug resistance), MATE
(multidrug and toxic compound extrusion). Medzi transportéry, pohanané energeticky
zavislym spdsobom prostrednictvom hydrolyzy ATP, patria ABC transportéry (Alekshun &
Levy 2007; Munita & Arias 2016).

Najznamejsie transportéry udelijuce rezistenciu k MLSP antibiotikdm st
stucastou MFS a kodované ImrA a mef génmi (mefA, mefB, mefC a mefE), ktoré exportuju
linkozamidové a makrolidové antibiotikd. Vyskytuji sa hlavne uS. pyogenes,

S. pneumoniae (Munita & Arias 2016).
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2.2.3.4 Enzymaticka inaktivacia antibiotik

Niektoré baktérie produkuju enzymy nachadzajuce sa vo vnutri alebo blizko
bunkového povrchu, ktoré cielene rozpoznavaju a chemicky modifikuju antibiotikum tak, ze

sa stava inaktivhym (Bockstael & Aerschot 2009).

Existuje mnozstvo inaktivujucich enzymov, ktoré posobia na MLSP antibiotika.
Tieto gény koduju esterazy, nukleotidyltransferazy, lyazy, acetyltransferazy, glykozylazy,
a fosfotransferazy (Alekshun & Levy 2007). Esterazy ako napr. EreA a EreB st kodované
génmi ere (A)/ (B) ainaktivuju 14- (napr. ERY) a 15- (napr. Azitromycin) clenné Mac
hydrolyzou  lakténovového  kruhu  makrocyklického  jadra.  Linkozamidova
nukleotidyltransferaza koédovana [nu(4) génom udeluje rezistenciu len k LIN
(Roberts 2008). Lyazy koédované vgb(A) a vgb(B) inaktivuji SgB Stiepenim esterovej
vizby, ¢im linearizuju cyklicky depsipeptid (Mukhtar 2001, Bockstael & Aerschot 2009).
Acetyltransferazy, kodované génmi vat (virginiamycin A acetyltransferdza) inaktivuju
antibiotikd SgA, prenosom acetylu zacetylCoA na sekundarny hydroxyl antibiotika
(Bockstael & Aerschot 2009). Nakoniec makrolidova fosfotransferaza C kodovana génom
mph(C) inaktivuje 14-,15- a 16- ¢lenné makrolidové antibiotikd. Katalyzuje prenos

fostatovej skupiny (zvyCajne z ATP) na substrat (Li et al. 2015).
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2.3 REGULACIA ANTIBIOTICKEJ REZISTENCIE

Gény rezistencie voci antibiotikdm st regulované sofistikovanymi kontrolnymi
mechanizmami, ktoré dosledne regulujii expresiu génov iba v pritomnosti antibiotika, ¢im
zaistuju vysoky efekt uCinku a zaroven minimalizuji naklady na fitnes bakteridlnej
populacie (Munita & Arias 2016). Rezistencia k translaénym inhibitorom je casto
regulovana tzv. cis- regulaénymi nekoédujucimi RNA (ncRNA), ktoré registruju pritomnost’
antibiotika a zodpovedajicim spdsobom reguluji gény rezistencie. Tieto ncRNA,
oznacované aj ako riboregulatory, su Struktirne RNA elementy. Nachadzaji sa na 5" konci

neprekladanych oblasti (5"UTR) antibioticky rezistentnych génov (Dar & Sorek 2017).

Najprestudovanejsie s mechanizmy indukcie erm génov. Expresia ermC génu
uS. aureus je konstitutivna alebo inducibilnd. V konStitutivnej expresii sa aktivna
metyldzovd mRNA syntetizuje aj v nepritomnosti antibiotika. Inducibilnd expresia stvisi
s pritomnost'ou riboregulatora na 5'UTR upstream od Struktarneho erm génu pre metylazu
(Leclercq 2002). V nepritomnosti antibiotika, RNA riboregulatory inhibuju expresiu génu
rezistencie Vv cis prekrytim ribozomalneho védzobného miesta (RBS) (Obr. 8A)
(Gaynor & Mankin 2003). V pripade vézby antibiotika na ribozém, sa ribozém zastavi nad
kratkym uORF (upstream open reading frame) (tento dej oznaCujeme ako atenudcia)
a vyvola konforma¢ni zmenu RNA Struktir riboregulatorov, ktord vedie k uvol'neniu RBS
a k indukcii ErmC proteosyntézy (Obr. 8B) (Dar et al. 2018). Induktorom su 14- a 15- ¢lenné
Mac (Le Bouter et al. 2011). Neindukujtice 16- ¢lenné Mac, LIN a Sg zostdvaju aj nad’alej
ucinné (Leclercq 2002).

Okrem vyssie spominanej regulacie na Urovni translacnej iniciacie, su schopné
riboregulatory kontrolovat' expresiu génov antibiotickej rezistencie aj na transkripénej
urovni. Napriklad u Bacillus subtilis pri absencii LIN alebo virginiamycinu M, dochadza
k inhibicii expresie vm/R génu (kddujuci ABC protein) a k ukonceniu transkripcie vznikom
pred¢asného transkripéného terminatorového signédlu tvoreného zo stabilnej Struktary
v tvare slucky, nachddzajucim sa upstream od vm/R kddujicej oblasti (Obr. 9A). Pritomnost’
antibiotika a jeho vidzba na ribozom, vedie k zastaveniu ribozému nad kratkym uORF ¢o
sposobi preskupenie sekundarnej Struktiry mRNA a umoznenie transkripcie a syntézy vmiR

mRNA (Obr. 9B) (Ohki R. et al. 2005).
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A Regulacia pomocou transla¢nej atenuacie B
Inhibicia iniciacie
Antibiotikum
RBS prekryty i ;
uORF RNA strukturou ﬁ{? —*_RBSjedostupné
RBS ¥ Translaciamoéze zacat
ermC }— mRNA : ermC ) mRNA
Riboregulator
- Ribozom  RBS
Obrazok 8 Schematické znazornenie translacnej atenuacie. A) V nepritomnosti antibiotik je RBS prekryté
riboregulatorom a inicidcia translacie mRNA génu rezistencie tak neprebehne. B) V pritomnosti antibiotika
inhibujuceho translaciu, ribozém nasadne na urciti poziciu uORF, ¢o vedie ku konformaénej zmene Struktiry
riboregulatora. Zmenou konformacie sa RBS uvol'ni a translacia moze zacat’ (Dar & Sorek 2017- upravené).
Regulacia pomocou transkripénej atenuacie
A Pred&asna terminacia B
Antibiotikum
uORF | Formovanie vlasenky so sluckou W Terminator je obideny
vedie k predéasnej terminacii ﬁ% A Déjde k prepisu génu
LULUU : uuuu—{ "gén rezistencie YmMRNA

Riboregulator
. Ribozom

Obrazok 9 Schematické znazornenie transkripénej atenuacie, ktora reguluje expresiu v zavislosti od
vzniku pred¢asného terminatora transkripcie- vlasenky so slu¢kou, nasledovanej polyuridinovym
traktom. A) V nepritomnosti antibiotika transkripcia zacne a pred¢asne skonci. B) Ribozém na uORF inhibuje
tvorbu vlasenky a umoziuje transkripciu génu rezistencie (Dar & Sorek 2017- upravené).

Riboreguléatory reaguju na mnohé triedy antibiotik, avSak podl'a najnovsej Studie
sa u nich ukazala ist4 antibioticka Specifita (Dar & Sorek 2017). Prikladom je d’al$i gén
(kodujuci ABC protein) /Imo0919 u Listeria monocytogenes, ktory na zaklade proteinovej
sekvencie vykazuje 41% aminokyselinova identitu s Vga(A) ARE proteinom
(Chesneau et al. 2005). Expresia génu /mo0919 je kontrolovana riboregulatorom, ktory
Specificky reaguje na LIN, ale nie na ERY alebo chloramfenikol, hoci vSetky tri antibiotika
inhibuju transla¢nu elongaciu (Dar & Sorek 2017). Predpoklad4 sa, ze za usmernenie
antibiotickej $pecifity riboregulatora je zodpovednd aminokyselinova sekvencia a dizka
uORF. Bolo demonstrované, Ze antibioticka Specifita dvoch rozdielnych riboregulatorov
mozZe byt zmenena jednou aminokyselinovou mutaciou v uORF sekvencii (Dar, Sorek
2017). Dizka uORF reflektuje miesto vizby antibiotika na ribozéme. U riboregulatora
Imo0919, ktory je indukovany LIN, je uORF dlhy iba tri aminokyseliny, kdeZzto uORF
regulatorov indukovanych Mac, ktoré sa viazu dalej, je zvycajne dlhsi nez 10 aminokyselin.
To zodpoveda dizke peptidov, ktoré disociuju zribozému inhibovanym prisluinymi

antibiotikami. Linkozamidové antibiotikd zastavuji ribozém po syntéze 1- 2 aminokyselin,
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zatial’ ¢o ERY vyzaduje syntézu 6- 8§ aminokyselin na to, aby narastajtci peptid interagoval
s antibiotikom v PET. Predpoklad4 sa tak, ze uORF so sekvenciou troch aminokyselin
pravdepodobne urcuje Specifitu riboregulatoru tym, ze interaguje s linkozamidmi, nie vSak
s Mac naviazanymi na ribozém (Dar & Sorek 2017). Pri urCovani antibiotickej Specifickosti
riboregulatorov vSak pravdepodobne zohravaji tlohu aj iné faktory, pretoze chloramfenikol,
ktory sa tiez viaze do PTC v podobnom mieste ako LIN neaktivuje riboregulator /mo0919.
Avs$ak pritomnost’ a pozicia tohto kratkeho uORF je konzervovana aj u vzdialenych
homologov regulatora /mo0919 (napr. vnlR u B. subtilis alebo vga(A) u S.aureus) (Obr. 10)
(Dar et al. 2016).
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Shine-Dalgarno

Obrazok 10 Komparativna analyza 5° UTR sekvencie u homologov lmo0919 regulatora. Analyza
sekvencii ukazuje, Ze zatial’ ¢o nukleotidova sekvencia riboregulatora nie je zachovana medzi druhmi a vyrazne
sa lisi, pozicia a velkost kratkeho 3- aminokyselinového uORF (MXX*) je evolucne konzervovana medzi
vietkymi homologmi. SD sekvencia je konzervovana upstream od uORF (zltd). Dalsia konzervovana SD
sekvencia je detegovana na konci riboregulatora tesne pred oblastou kédujicou proteiny. Konzervované nt st
vyzna¢ené modrou farbou (Dar et al. 2016).
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2.4 STRUKTURA A MECHANIZMUS FUNKCIE ABC-F PROTEINOV

2.4.1 SUPERRODINA ABC PROTEINOV: STRUKTURA A KLASIFIKACIA

Pre vSetky zivé organizmy je podstatny primarny a sekundarny transport pre
prijem externych zivin a odstranenie neziaducich (toxickych) zlucenin. ABC transportéry
patria do jednej znajrozSirenejSich skupin membranovych proteinovych komplexov
(Rees et al. 2009; Licht & Schneider 2011). Zucastituju sa na mnohych energeticky zavislych
bunkovych procesoch, pretoze su schopné viazat' a hydrolyzovat ATP, ¢im dojde k
uvolneniu chemickej energie vyuzitej k translokacii substratu cez membranu
(Vasiliou et al. 2008; Beek et al. 2014). Okrem ABC proteinov s transportnou funkciou,
existuju ABC proteiny, ktoré nemaji TMD, ale len NBD a zucastiiuji sa bunkovych
procesov inych ako transportnych: DNA opravy, enzymatickych regulécii, translacnej

kontroly a antibiotickej rezistencie (Schneider & Hunke 1998; Sharkey ef al. 2016).

NBD je narozdiel od TMD vysoko konzervovana naprie¢ jednotlivymi ABC
rodinami (Locher2009). P6sobi ako motorova doména, viaZe a hydrolyzuje ATP s cielom
vyvolat’ konformaéné zmeny v TMD, ktoré umoznia transmembranovy transport (Schneider
& Hunke 1998; Beek et al. 2014). V prokaryotickych bunkach su ATP transportéry
lokalizované v plazmatickej membrane, pricom ATP s NBD dimérom sa nasledne

hydrolyzuje na cytoplazmatickej strane (Biemans-Oldehinkel ez al. 2006; Beek et al. 2014).

NBD pozostavaju z katalytickej RecA- like subdomény a o- helikdlnej
subdomény a obsahuji vysoko konzervované sekvencie aminokyselinovych motivov, ktoré
su zapojené do nukleotidovej vizby a koordinacie Mg?" idénov (Obr. 11). St to motivy
1) P- slucka alebo aj Walker A (G-X-X-G-X-KS/T), fosfat vdzobna slucka je oblast’ bohata
na glycin. 2) Walker B (h-h-h-h-D, kde “h* je hydrofébna aminokyselina) motiv viaze
hor¢ik, obsahuje hydrofobnu oblast’ s nabitymi aminokyselinami. 3) A- slucka obsahujtica
konzervovany aromaticky zvySok (zvyc€ajne tyrozin) je zahrnutd v interakciach s ATP.
4) D- slu¢ka (SALD motiv) priamo nasleduje Walker B motiv na C- termindlnej oblasti. Je
v kontakte so zvySkami oboch cis aj trans NBD monomérov v ATP- vizobnych miestach.
5) H- slucka (alebo tzv. oblast’ prepinaca) obsahuje vysoko konzervovany histidinovy
zvySok a je potrebny pre hydrolyzu. 6) Q- slucka je tsek priblizne z dsmich zvySkov
s konzervovanym glutaminovym zvySkom na N- konci a sprostredkiva interakcie medzi
NBD aTMD. 7) C motiv alebo inak L-S-G-G-Q, oznacovany aj ako ,signatura“ je

lokalizovany v a- helikalnej subdoméne a je charakteristickym motivom ABC transportérov.
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Ostatné konzervované motivy mozu byt pritomné aj u inych ATPaz (Lubelski et al. 2007;

Vasiliou et al. 2008; Beek et al. 2014).

A-sluéka a-helikalna doména

Regulaéna C- terminalna domena

Walker A ABC motiv D-sluéka
GxGxGK(S/T) LSGGQ SALD
NC_ I HEN T C
SoR Q... Walker B H
A- slugka Q- sluéka OOPPD(E) H- prepinaé

Obrazok 11 Schematické znazornenie pozicie sekvenénych motivov v NBD (Beek ef al. 2014- upravené).

Na zéklade fylogenetickej analyzy sekvencii NBD ABC proteinov, rozliSujeme
tri triedy ABC proteinov (Obr. 12) (Davidson et al., 2008). 1. trieda zahfiia exportéry, ktoré
sa podielaji na sekrécii rdoznych molekal (peptidy, lipidy, hydrofébne lieiva,
polysacharidy, proteiny, toxiny). Struktiirna organizécia exportérov pozostava z dvoch NBD
a dvoch TMD, ktoré su fuzované v jeden polypeptid. 2. trieda zahfia proteiny, ktoré sa
podiel’aji na inych bunkovych procesoch nez je transport. Tato trieda proteinov ma fuzované
dve NBD vjeden polypeptid apostrada TMD. 3. trieda zahfiia importéry, ktoré si
zodpovedné za transport Zivin do bunky u prokaryot (mono-, oligosacharidy, anorganické
16ny, aminokyseliny, peptidy, kovy, vitaminy) (Lubelski ef al. 2007; Davidson et al. 2008;
Theodoulou & Kerr 2015). Tieto proteiny su zavislé na vdzobnom proteine (BPD, binding
protein dependent) a rovnako ako prva trieda maji dve NBD a dve TMD flzované v jeden

polypeptid (Linton 2007).
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Obrazok 12 Klasifikacia ABC proteinov do troch zakladnych tried. 1. Importéry (dve NBD a dve TMD),
2. Proteiny s rezistentnou a regulacnou funkciou (dve NBD), 3. Exportéry (dve NBD a dve TMD) (Davidson
et al., 2008- upravengé).

2.4.2 ABC-F PROTEINY

V tejto praci sa venujem ABC-F proteinom, patriacim do druhej triedy ABC
proteinov. Tato trieda proteinov sa podiel’a na biologickych procesoch inych ako je transport,
zahriujuce opravy a replikacie DNA, regulacie enzymov, reguldcie a kontroly translaénych
procesov (transla¢ny faktor EttA) ¢i na antibiotickej rezistencii, ktorej sa téma tejto
diplomovej préace tyka (Sharkey ef al. 2016). ABC-F proteiny narozdiel od ostatnych ABC
proteinov nemaju ziadne identifikovatelné TMD (Wilson 2016; Murina ef al. 2017). St to
rozpustné proteiny tvorené z jediného polypeptidového retazca s dvomi hydrofilnymi NBD,

ktoré su oddelené flexibilnym inter- ABC linkerom (Lenart et al. 2015).

Jedinym nerezistentnym ABC-F proteinom, ktory bol charakterizovany je EttA
(energy- dependent translational throttle A). EttA, povodne nazyvand YjjK, je translacny

faktor a najrozSirenejSi regulaény ABC-F protein u eubaktérii. Reguluje vstup 70S
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iniciatného komplexu do elonga¢ného cyklu translacie v zavislosti od zmien
intracelularneho pomeru ATP/ ADP. V bunkach, ktoré¢ maji nizky ATP/ ADP pomer,
zamedzuje syntéze bielkovin. Dostatok ATP vedie k uvolneniu EttA zribozomu, co
stabilizuje ribozém v konformacii, ktora podporuje tvorbu peptidovej vizby v PTC a vstup
ribozomu do elongacného cyklu translacie (Boel et al. 2014). Délezitost ATP hydrolyzy sa
preukazala u hydrolyticky deficientnej mutanty EttA-EQI1+2 (dvojitd substiticia
v katalytickych zvySkoch), ktora negativne ovplyviiovala bunkovy rast inhibiciou
proteosyntézy. EttA sa viaze na ribozom v mieste vystupu tRNA (E miesto)
(Boel et al. 2014; Lenart et al. 2015). Jedine¢nou vlastnost'ou Struktary EttA (Obr. 13) je
81 AA- zvyskovy linker medzi dvoma NBD. Oznacujeme ho ako motiv interakcie tRNA
v mieste P (PtIM). PtIM vytvara charakteristicki predizenti §truktaru, ktora vstupuje do
ribozému v smere PTC, kde aminokyselinové zvysky na $picke PtIM domény Specificky
rozpoznavaju aminoacyl- tRNA- fMet. Druhym funkéne dolezitym Struktirnym motivom
EttA je subdoména ,ramena“, ktord je vsunutd do NBD a interaguje s L1 velkou
ribozomélnou podjednotkou a obmedzuje dynamiku ribozému podla dostupnosti ATP,

predstavuje tak vysSie spominanu regulaént funkciu (Boel et al. 2014).

% e 30S |
255 tRNAVet Rameno,

_ PtIM '
NBD1 Rameno - NBD2 £
linker Ly

Obrazok 13 EttA (modra) viazana na 50S ribozomalnu podjednotku v komplexe s P- tRNA- fMet
(Cervenad) a viizobné miesta antibiotik (zelend, purpurova, zZItd). Subdoména ,,ramena“ EttA (tyrkysova)
a PtIM doména (tmavomodra) su oznacené. Priblizeny nahl'ad zobrazuje detailny pohl'ad na PtIM doménu
interagujuicu s P- tRNA- fMet v smere vdzby antibiotika (Chen et al. 2014; Lenart et al. 2015- upravené).
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2.4.3 ABC-F UDELUJUCE REZISTENCIU K ANTIBIOTIKAM

ABC-F proteiny sprostredkujiuce rezistenciu voci antibiotikdm sa sthrnne

oznacuju ako ARE proteiny (Sharkey et al. 2016).

ARE ABC-F proteiny boli identifikované v Gram pozitivnych baktériach
produkujucich antibiotikd ako su Streptomyces, ale aj v patogénnych baktériach ako
Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus (Sharkey et al. 2016; Wilson 2016). Podrobna
fylogenetickd analyza ABC-F podrodiny proteinov, ktord zobrazuje okrem regula¢nych
ABC-F proteinov aj ARE ABC-F proteiny u producentov a u patogénov je na Obr. 14.

ABCF3
ABCFR
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Obrazok 14 Fylogeneticka analyza ABC-F podrodiny proteinov. Na obrazku su zobrazené proteiny
patriace medzi ARE ABC-F patogény (Vga(A), Msr(A), VmIR, Lsa, SalA; Cervena farba), proteiny patriace
medzi ARE ABC-F producenty (CarA, srmB, tlrC; tmavomodra farba) a regulacné proteiny ABC-F (EttA;
zelena farba) (Murina et al. 2017- upravené).
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Mechanizmus, akym tieto proteiny udeluju rezistenciu voci antibiotikdm bol
predmetom dlhotrvajicej diskusie s dvomi konkurujicimi hypotézami. Prvou hypotézou
bolo, Ze je rezistencia spdsobend antibiotickym efluxom naproti tomu druhou hypotézou
bolo, Ze tieto proteiny chrania ribozom (Obr. 15). Dnes uz je jasné, ze ABC-F proteiny
fungujt na ribozéme (Su et al. 2018). V nasledujucich strankach zhrniem $tadie, ktoré tento

fakt dokazuju a zaroven aj Studie, ktoré dokladaji hypotézu o efluxe.

oo i

aktivny eflux
antibiotik

inhibicia protekcia
translacie ribozomu

Obrazok 15 Navrhované mechanizmy antibiotickej rezistencie ARE ABC-F proteinov.
Antibiotikum (kosos$tvorec) vstupuje pasivne do bunky, pricom hnacou silou je jeho vdzba na ribozém
(bodkovany tunel), ¢o vedie k inhibicii translacie. Lava strana nam znazornuje neznamy sposob interakcie ARE
ABC-F proteinov (¢inky) s TMD, sposobujuci eflux antibiotik. Prava strana naopak znazorfiuje zabranenie
véazby antibiotika do cielového miesta, i1¢inkom ARE ABC-F proteinu (Kerr ef al. 2005- upravené).

2.4.3.1 Ochrana ribozomu ARE proteinmi
2.4.3.1.1 Viizba ARE proteinov na ribozom

Nedavno bola publikovand cryo- EM Struktira ARE ABC-F MsrE proteinu
viazaného na bakterialny ribozom (Obr. 16). Co definitivne potvrdilo, Ze protein skuto¢ne
funguje na ribozéme (Su et al. 2018). Predpoklada sa, Ze tato funkcia je univerzalne
konzervovana pre vSetky ARE ABC-F proteiny, ktoré udel'uji rezistenciu k inhibitorom
translacie. Protekciu ribozému podporuje aj fakt sekvencnej homoldgie ARE proteinov
s translaénym faktorom EttA a skutoc¢nost’, Ze tieto proteiny poskytuju rezistenciu vylucne

k antibiotikdm inhibujucich translaciu (Boel ef al. 2014). MstE sa viaze rovnako ako EttA

37



na ribozoém v mieste vystupu tRNA (E miesto), kde linker, ktory tvori helikdlnu Struktiru
smeruje do PTC a interaguje s aminoacyl- tRNA- fMet naviazanou v P mieste (Boel et al.

2014; Su et al. 2018).

Obrazok 16 Vizba MsrE na ribozom Thermus Thermophilus. 50S podjednotka (bledooranzova), 30S
(azurova). MsrE protein (zelend) a tRNA (fialova) (Su et al. 2018).

2.4.3.1.2 Funkcia linkeru a ramena u ARE proteinov

Dizka linkeru medzi dvoma NBD je vo vieobecnosti u ABC-F proteinov
variabilna (Obr. 17) (Murina et al., 2017). Linker u MstE je v porovnani s linkerom u EttA
dlhsi a je kl'ucovy pre uCinnost’ a Specifitu antibotickej rezistencie (Lenart et al. 2015;
Su et al. 2018). Predpoklada sa, ze ribozomalna funkcia ARE proteinov spociva v tom, Ze
uvolfiuju antibiotikum z ribozému kontaktom predizeného linkeru s antibiotikom. Aby
k takémuto kontaktu doslo, ARE proteiny sposobia konformaént zmenu ribozému a posun
P-tRNA do A miesta, ¢o nasledne umozni linkeru dosiahnut’ antibiotikum (Su et al. 2018).
MsrE sa od EttA 1iSi absenciou druhého funkéne doélezitého Struktirneho motivu, tzv.
subdoménou ,,ramena®, ktoré je vsunuté do NBD (Boel et al. 2014). K ARE MstE je
doménovym usporiadanim podobny ARE Vga(A).

Vo Vga(A) subdoména ,ramena“ tiez chyba a jeho linker je predizeny
0 30 aminokyselinovych zvySkov (Lenart ef al. 2015). Spominané ddlezitost’ linkeru bola
spozorovand prave pri porovnavani proteinov Vga(A) a Vga(A)ic (index LC oznacuje
rezistenciu na linkomycin a klindamycin), ktory bol objaveny v klinickych izolatoch
Staphylococcus haemolyticus (Novotna & Janata 2006). Vga(A)Lc udeluje narozdiel od
Vga(A) rezistenciu okrem SgA, aj linkozamidom ¢i Plu. Gén Vga(A)ic sa lisi od génu
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Vga(A) na proteinovej irovni siedmimi aminokyselinovymi substitiiciami, z ktorych Styri:
L2128, G219V, A220T, G226S su zoskupené v linkeri spdjajicim obe NBD. Pri
porovnavani rezistentného fenotypu doSlo v pripade Vga(A)c ku zvySenej Urovni
rezistencie k linkozamidom, pri€om Vga(A) udeloval vysoku Groven rezistencie iba ku SgA
(Lenart et al. 2015). Vyplyva z toho, Ze linker je dolezity pri rozpoznévani antibiotik, kde
Styri aminokyselinové zvysky sustredené v 15- aminokyselinovej oblasti st rozhodujuce pre
stanovenie fenotypu t.j. pre stanovenie substratovej Specifity (Novotna & Janata 2006;
Lenart et al. 2015). Zaujimavym experimentom bolo skratenie tohto prediZeného linkeru,
pritomného u ARE proteinov (konkrétne u Vga(A)rc) na dizku linkeru, ktory je u EttA.
Skratenie linkeru malo vyznamny uc¢inok na funk¢énost’ linkeru, ¢oho vysledkom bolo, ze
protein nechranil ribozém pred antibiotikom a jeho hydrolyticky inaktivna EQ1+2 mutanta
neblokovala peptidyltransferazova reakciu. To naznacuje, Ze skrateny linker nie je viac

schopny dosiahnut’ PTC a interagovat’ s nim (Murina ef al. 2018).

Vgafv HETTRE Staphyiococcus surens

Vigad ABH10964.1 Siaphyiococcus hasmoltions
WgaE CBYBBIES. 1 Staphylococcus aurens

Vg=B AABOSGE3 .1 Siaphyilococcus Sureus

Wogal ACKO2085.2 Enlerccoccus fEecium

Imo 019 QEYEIE Lisiena monocylogens s
MarDO&RAB2 Strepiococai s pYogene s

Ml YP_002T43ET3.1 Shreplococcus prsumomn a8
M=rE YP_T24476.1 Eschenichia colf

hsrA QOFNKD Staphy ococcus SUTEUS

Kz AAKD 11671 Enferococcus faedum

;IEE L=aE AFUA5065.1 Staphylococcus aureus
95

L=aB MNP 8201651 Staphylococcus scium
L=al AEAZTOM 1 Streplococcus agalachae
—— Leal AATAE0TT 1 Enterococcus faecalis

:d:?tﬁ. AKABEE14.1 Enterococous faecaiis

Salh AGMNTAZME Staphylococous soiu

WmiA NP 388442.1 Bacilus subiliis

CarA AACI202T 1 Sreplomyces thermotiole rans

o SrmB CAA4 5050 1 Skeptomyces ambofaciens
X0 ThiC AAADSESD 1 Streplomyces fradiae
OB AAAS(E25.1 Sreplomyces antibiofous
LE LmrC Q54381 Streptomyces inooinensis

Var Q9LBVY Streplomyce s vingimas
EttA NF_418808.1 Eschenchia cofi — =0.2 amino acid substiuions

Hostitelska baktéria = Struktura domén
Fatogen B ED- domény Subdatnéna- rameno
FProducent antibidtil .Inter— HBD linkar - C- konzove predffenie

Obriazok 17 Strom zobrazujici $truktiru domén ABC-F proteinov a rozdielnost’ v ich dizke linkeru a
subdoméne ,ramena“ u patogénov, producentov a regulacnych proteinov (EttA) (Murina et al., 2018-
upraveng).
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2.4.3.1.3 Biochemicky dokaz ribozomadlnej funkcie ARE proteinov

Ribozomalnu funkciu ARE ABC-F proteinov dalej rozvijaji nasledujuce
biochemické experimenty. Prvy dokaz ribozomalnej funkcie ABC-F proteinov bol
demonstrovany prostrednictvom in vitro spriahnutého transkripéného a translaéného assay
(T/T) enterokokovych ARE proteinov Vga(A) a Lsa(A) (Sharkey et al. 2016). Konkrétne
autori preukézali, ze pridanim purifikované¢ho proteinu S. aureus Vga(A) do in vitro T/T
systému odvodeného z S. aureus, doslo k ochrane translacie pred inhibiciou antibiotikami
skupiny SgB- virginiamycinom M. Okrem toho autori demonstrovali, Ze vo vizobnom assay
doslo po pridani Lsa(A) proteinu z Enterococcus faecalis k vytesneniu radioaktivneho
linkomycinu z 70S ribozomu. Tato Stidia ukazala, ze na ribozémoch Escherichia coli,
Vga(A) aktivny nie je, ¢o navrhuje, Ze tento protein je schopny Specificky ochranovat’ len
niektoré ribozoémy, o je v sulade s tym, ze Vga(A) neudel'uje v E. coli rezistenciu. Tato
studia poukdzala na to, Ze tieto rezistentné proteiny pravdepodobne znizuju pristupnost’
alebo afinitu vézobnych miest pre antibiotikum na 50S ribozomélnej podjednotke, ¢im

priamo chrania transla¢né mechanizmy pred inhibiciou sprostredkovanou antibiotikami.

Dalsia publikovana $tudia (Murina ef al. 2018) navrhuje detailny model ochrany
PTC ribozomu proteinom Vga(A)Lc, pred inhibiciou antibiotikami. S pouzitim
rekonstituovaného iniciaéného komplexu ribozémov S. aureus s fMet-tRNA ukdzala, ze
Vga(A)Lc je NTPéza, ktora striktne vyzaduje NTP hydrolyzu (nie len NTP vézbu) pre
ribozomalnu ochranu. Zamenou konzervovanych katalytickych glutamatovych zvyskov za
glutaminové zvySky v obidvoch NBD kazetach (E105Q a E410Q; EQ1+2), bola pripravena
dvojitd mutanta Vga(A)Lc EQ1+2, ktord viaZe, avSak nehydrolyzuje ATP. Vysledkom je
uzamknutie enzymu v aktivnej konformadcii viazanej ATP. Vazba Vga(A).c EQI+2 na
ribozdm, v takto hydrolyticky neaktivnej forme inhibuje peptidyltransferazu, ¢o naznacuje

priamu interakciu medzi ARE ABC-F proteinmi a ribozomom.

2.4.3.2 Funkcia ARE proteinov na membrane

Napriek tomu, Ze ribozomalna funkcia ARE proteinov bola preukdzana, tak
existuju starSie Studie, ktoré ukazuju lokalizaciu niektorych ARE proteinov na membrane
a dokumentuju ich spolupracu s transportérom. Membranovéa lokalizacia bola preukazana
pre Vga(A) protein (Chesneau et al. 2005). U Vga(A) a Msr(A), pritomnych v klinickych
1zolatoch Staphylococcus epidermidis BM 10385 a IPF69, sa frakcionaciou buniek ukazalo,
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ze protein Vga(A) kolokalizuje s B podjednotkou Fi.Fo ATPazy v membranovych frakcidch
stafylokokovych buniek. V analyzovanych ribozomalnych frakciach vSak Vga(A)
detegovany nebol (Obr. 18).

1 2 1 2 1 2
kDa MR MR MRMR MRMR
50 - IS 5
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Obrazok 18 Analyza membranovych (M) a ribozomalnych (R) frakcii z klinického izolatu S. epidermidis.
Prva ¢ast’ (1) kazdého panelu zodpoveda kmeniu BM 10385 s vga(A), a druha ¢ast’ (2) zodpoveda kmenu IPF69
s msr(A). (A) Protilatka proti MalE-Vga(A); (B) Protilatka proti B podjednotke Fi-Fo ATPazy; (C) Protilatka
proti L24 proteinu (Chesneau ef al. 2005).

Druhd Studia (Nunez-Samudio & Chesneau 2012) poukazuje na spolupracu
proteinu Msr(D) s efluxou pumpou Mef(E). ARE protein Msr(D) je v Streptococcus
pneumoniae ko-transkribovany s inym génom kodujticim transportér Mef(E) patriaci medzi
MES transportéry. Pokial’ boli tieto proteiny exprimované v E. coli zvlast’ vykazovali kazdy
svoj vlastny fenotyp rezistencie. Msr(D) samostatne udeluje vysoku rezistenciu voci
makrolidom (8- 16 ug/ml), zatial' co Mef(E) udel'uje iba nizku troven rezistencie voci
makrolidom (2- 8 pg /ml). AvSak pokial’ boli exprimované dohromady, ich synergickym
ucinkom sa Uroven rezistencie az osemnasobne zvysila (64 pg/ml). Ich interakcia bola
pozorovand aj fluorescencnou mikroskopiou. Mef(E) bol fuzovany so zelenym
fluorescenénym proteinom GFP. V nepritomnosti Msr(D) bol Mef(E) nespravne zloZeny
a ako agregat sa vyskytoval v cytoplazme (Obr. 19A). Pritomnost’” Msr(D) vSak zmenila
lokalizaciu MefE-GFP jeho inzerciou do membrany na péloch bunky (Obr. 19B).
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Obrazok 19 Mikroskopicka analyza fluorescen¢ného signalu Mef(E)-GFP. A) Distribucia fluorescencéného
signalu bez expresie Msr(D). B) Distribicia fluorescenéného signalu spolu s expresiou Msr(D)
(Nunez-Samudio & Chesneau 2012- upravené).

Mef(E)GFP
+ Msr(D)

Dané¢ vysledky tak poukazujii na moznu fyzicku interakciu medzi ABC Msr(D)
a MFS Mef(E) a naznacuju, Ze proteiny ARE ABC-F by mohli sprostredkovat’ interakciu
s membranou a asociovat s doposial neidentifikovanymi TMD (Nunez-Samudio
& Chesneau 2012). Teoreticky, by takto vytvoreny funkény efluxny komplex bol schopny
znizovat’ koncentraciu antibiotika v bunke jeho exportovanim von z bunky (Chesneau ef al.
2005). Pointou v3ak je, Ze rozhodujucou zlozkou klasickej pumpy ABC proteinov je prave
transmembranova doména, ktorda ARE ABC-F podrodine proteinov chyba (Wilson 2016).
Tym sa vyvoldva otazka, akéd je funkcia ABC-F proteinov, v pripade Ze sa vyskytuji na

membrane.
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3 MATERIAL A METODY

3.1 MATERIAL

3.1.1 BAKTERIALNE KMENE
XL1-Blue kompetentné bunky (Stratagene)

XL-1 Blue kompetentné bunky boli pouzité¢ pri klonovani plazmidov

pripravenych SLiCE metddou a na transformaciu pre namnozenie plazmidu.

Genotyp: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F’ pro AB laclgZ deltaM15
Tnl0 (Tetr)]

IMO08B kompetentné bunky

Derivat kmenia DCIOB E. coli produkujici metylazu DNA, ktord ma rovnaky

metylovany patern ako kmen S. aureus.

Genotyp: mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139 A(ara-
leu)7697 galU galK rpsL endA1 nupG Adem QPhelp-hsdMS (CC8-2) QPN25-hsdS (CC8-

1))

Staphylococcus aureus RN4220 (Focus Bio-Inova)

Kmen Staphylococcus aureus RN4220 je laboratorny kmen a bol pouzity ako
recipientny kmen pre expresiu fuzneho fluorescen¢ného proteinu Vga(A)Lc-mEos2 a pre

sledovanie rezistentného fenotypu, ktory tento protein udel’uje.

Staphylococcus aureus NCTC 8325-4

Derivat klinického izolatu, ktory je menej geneticky modifikovany nez S. aureus

RN4220.
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Staphylococcus aureus JE2

JE2 je meticilin-rezistentny kmen S. aureus (MRSA), plazmidom odlieceny

derivat klinického izolatu USA300 z komunity.

Staphylococcus haemolyticus

Kmen Staphylococcus haemolyticus je klinicky izolat a bol pouzity pre in vivo

expresiu proteinu Vga(A)rc.

3.1.2 VEKTORY
pRMC?2 (6433 bp) (ziskano od T. Foster)

pRMC2 je modifikovany klonovaci vektor pALC2703, ktory ma mutovany
inducibilny Pxyiteto promotor a obsahuje multiklonélne klonovacie miesta. Pxyiteto promotor
je indukovany anhydratetracyklinom. Ako seleke¢ny marker pre S. aureus sa pouZival

chloramfenikol. Pre E. coli sa ako selekény marker pouzival ampicilin.

3.1.3 PRIMERY

Primery poZivané v experimentalnej Casti boli pripravované firmou Sigma alebo
Promega. Primery boli riedené sterilnou destilovanou vodou na pracovni koncentraciu
10 pmol/ul. Zoznam vSetkych pouZivanych primerov v experimentélnej Casti je uvedeny

v Tabulke 1.
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Tabul’ka 1

Nazov primeru

Primery pouZzivané pri priprave konstruktu Vga(A)Lc-mEos2

Vga pRMC invPCR F

TAAGAATTCACTGGCCGTC

Vga PGGGS pRMC invPCR R

TGAACCACCACCTGGTTTATCTAAATTTCTTTTTTC

Vga PGGGS mFEos2 F

AAAACTTAATAAATGAAAAAAGAAATTTAGATAAACCAGGTGG
TGGTTCAATGAGCGCGATCAAGCCG

pRMC mEos2 R

CAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTCTT
AGCGACGAGCGTTATCAGGTAaac

Primery pouZivané pre overenie spravnosti klonovania

pRMC2_F

ACATTATATCATTGATAGAGTTATTTGTCAAACTAG

mEos2 R

GTACATCTTCTCGGTACTC

Vga PGGGS mEos2 F

AAAACTTAATAAATGAAAAAAGAAATTTAGATAAACCAGGTGG
TGGTTCAATGAGCGCGATCAAGCCG

pRMC2 R

ATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTG

Primery pouZivané pre overenie pritomnosti inzertu v plazmide pRMC2

Vga PGGGS_mEos2 F

AAAACTTAATAAATGAAAAAAGAAATTTAGATAAACCAGGTGG
TGGTTCAATGAGCGCGATCAAGCCG

pRMC2 R ATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTG

Primery pouZivané pri sekvenacii
pRMC2 R ATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTG
pRMC2 F ACATTATATCATTGATAGAGTTATTTGTCAAACTAG

3.1.4 KULTIVACNE MEDIA

Uvedené kultiva¢né média boli pripravované v destilovanej vode a sterilizované

autokldvovanim (Tuttanauer model 2540E) pri teplote 121 °C po dobu 15 mintt (pokial’ nie

je uvedené inak).

B2 médium

ZloZenie:

Kvasni¢ny extrakt
NaCl

Kazeinovy hydrolyzat
Glukoza

K2HPO4

Destilovana voda doplnena do objemu 1000 ml

pH=7,5
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BHI médium

ZloZenie:

Brain- heart infusion

Destilovana voda doplnena do objemu 250 ml
pH=7,5

BHI agar

ZloZenie:

Brain- heart infusion

Agar

Destilovana voda doplnena do objemu 250 ml
pH=7.,5

LB médium

ZloZenie:

Trypton
Kvasni¢ny extrakt
NaCl

Destilovana voda doplnena do objemu 1000 ml

pH=7,5

LB agar

ZloZenie:
Agar

LB médium
pH=7,5

SOC médium

ZloZenie:

Kvasni¢ny extrakt

Trypton

1 M NaCl

1 M KCl

Destilovana voda

pH=7,5
Po sterilizacii:
2 M MgCl; 5 ml (sterilizovany filtraciou)
2 M MgSO4 5 ml (sterilizovany filtraciou)

2 M glukéza 10 ml (sterilizovany filtraciou)
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TSA agar

ZloZenie:
Trypton Soya Broth (Oxoid)
Agar

Destilovana voda doplnena do objemu

TSB médium

ZloZenie:
Trypton Soya Broth (Oxoid)
Destilovana voda doplnena do objemu

Mueller-Hinton agar

ZloZenie:

Mueller- Hinton Broth (Oxoid)

Agar

Destilovana voda doplnena do objemu

Mueller-Hinton médium

ZloZenie:
Mueller- Hinton Broth (Oxoid)
Destilovana voda doplnenéa do objemu

Médium pre uchovavanie kompetentnych buniek

ZloZenie:

Polyetylénglykol (Mw= 8000)
Glycerol

1 M MgSO4

LB médium doplnit’ do objemu

Pripravené médium bolo sterilizované filtraciou.

Médium pre uchovavanie buniek

ZloZenie:
TSB médium
Glycerol
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3.1.5 ROZTOKY A PUFRY

Fyziologicky roztok
ZloZenie:
Chlorid sodny 09¢g
Destilovana voda doplnena do objemu 100 ml

Priprava: Navazené mnozstvo chloridu sodného je zodpovedné vyslednej koncentracii
fyziologického roztoku 0,9 %, rozpusteného v destilovanej vode v urfitom objeme.
Sterilizovany bol autoklavovanim (Tuttanauer model 2540E) pri teplote 121 °C po dobu

15 minat.

Roztok glycerolu (10%)

Zlozenie:
Glycerol 10 ml
Destilovana voda 100 ml

10% roztok glycerolu bol sterilizovany filtraciou.

10% roztok SDS

ZloZenie:
SDS 10g
Destilovana voda doplnenéa do objemu 100 ml

10% roztok SDS bol sterilizovany filtraciou.

Farbiaci roztok- Coomassie Brilliant Blue

ZloZenie:

Metanol 50 %
Coomassie Brilliant 0,1 %
Kyselina octova 10 %
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Odfarbovaci roztok (Destain)

ZlozZenie:

Metanol 200 ml
Kyselina octova 100 ml
Destilovana voda 700 ml

1x PBS

ZlozZenie:
1 tableta PBS (Phosphate Buffer Saline) DulbeccoA (Oxoid)
Destilovana voda 100 ml

10x DNA vzorkovy pufor

ZloZenie:

100 mM EDTA

1 % SDS

20 % glycerol

0,25 % bromfenolova modra
pH= 8,0

1x SDS- PAGE pufor

ZloZenie:

25 mM Tris
192 mM glycin
0,1 % SDS

2x SDS- PAGE vzorkovy pufor

ZloZenie:

125 mM Tris- HCI

2 % SDS

5 % merkaptoetanol

20 % glycerol

0, 002 % bromfenolova modra

1x TAE pufor

ZlozZenie:

40 mM Tris- acetat
1 mM EDTA

pH= 38,0
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TE-! pufor

ZlozZenie:

10 mM Tris- HCI
0,1 mM EDTA
pH= 38,0

Prenosovy pufor

ZlozZenie:

25 mM Tris
192 mM glycin
0,1 % SDS

15 % metanol

Pufor pre polymerazu
5x Phusion GC pufor
Pufor pre Taq- Purple DNA polymerazu

Pufor pouzity pri SLiCE
Pufor NEB ¢. 4

Pufor pre pripravu bunkovych frakeii

ZloZenie:

10 mM Tris-HCI

50 mM NH4Cl

8 mM MgCl,

2 mM merkaptoetanol

1 tableta Complete Mini EDTA-free inhibitoru proteaz (Roche)
pH=7.5

3.1.6 ANTIBIOTIKA

Zasobn¢ roztoky antibiotik uvedené v Tab. 2 boli pripravené 1000x
koncentrované a sterilizované filtraciou. Pouzivali sa za ucelom selekcie testovanych
bakteridlnych kmeniov na kultiva¢nych pddach a v médiach. V experimentalnej Casti prace
boli vyuzité aj antibiotické disky: linkomycin (2 pg) aklindamycin (2 pg), ktoré boli

zakupené od firmy Sigma.
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Tabul’ka 2

Antibiotikum Koncentracia Rozpustené v
Anhydratetracyklin 100 ng/ml Etanol
Chloramfenikol 25 mg/ml Etanol
Erytromycin 10 mg/ml Etanol
Karbenicilin 100 mg/ml destilovana voda
Kanamycin 50 mg /ml destilovana voda
80 mg/ml
Klindamycin 10 mg/ml destilovana voda
Linkomycin 10 mg/ml destilovana voda
Pristinamycin TA 10 mg/ml Metanol
Pristinamycin ITA 10 mg/ml Metanol
Tetracyklin 10 mg/ml Etanol
Tiamulin 10 mg/ml destilovana voda
3.1.7 Enzymy
DNA polymerazy

Phusion High-Fidelity DNA Polymerase
Taq-Purple DNA polymeraza (Top-Bio)

Ostatné

Lyzostafin (pracovna koncentracia 10 mg/ ml) (Ambi Product LLC)

3.1.8 PROTILATKY

Primarna protilatka

Specificka protilatka proti Vga(A)Lc proteinu

Sekundarna protilatka
Stabilized Peroxidase Conjugated Goat Anti- rabbit (H+L) (Invitrogen)- Kozia

polyklonalna protilatka proti kraliciemu IgG konjugovana s chrenovou peroxidédzou

3.1.9 FLUORESCENCNE FARBIVA

BIODIPY Fluorescen¢ny vankomycin (FL-VAN) (Invitrogen)

Fluorescen¢ny teikoplanin (FL-TEI) (Sigma)
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3.1.10 POUZITE CHEMIKALIE

Tabul’ka 3
Nazov Skratka Firma
40% Akrylamid AA Merck
Aceton Lach:Ner
Agar Oxoid
Agardza BIO-RAD
Anhydratetracyklin hydrochlorid AnhTet Fluka
Bakteriologicky agar Oxoid
Blotting- Grade Blocker Oxoid
Brain- heart infusion BHI Oxoid
Bromfenolova modra BIO-RAD
Deoxyadenozintrifosfat dATP NEB
Deoxycytidin trifosfat dCTP NEB
Deoxyguanozin trifosfat dGTP NEB
Deoxytymidin trifosfat dTTP NEB
Dodecylsiran sodny SDS Sigma Aldrich
Erytromycin ERY Duchefa
Etanol CH3-CH2-OH Fagron
Ethidium Bromid EtBr Sigma Aldrich
Etyléndiamintetraacetat EDTA Sigma Aldrich
FluoroBrite DMEM Gibco
Glukoza GLU Lach-Ner
Glycerol Lach-Ner
Glycin Lach-Ner
Hydrogénfosfore¢nan draselny K>HPO4 AppliChem
Hydroxid sodny NaOH Lach-Ner
Chloramfenikol CAM Duchefa
Chlorid draselny KCl Lachema
Chlorid sodny NaCl Lach-Ner
Kanamycin KAN Duchefa
Karbenicilin CARB Duchefa
Kazein hydrolyzat Fluka
Klindamycin CLI Duchefa
Kvasni¢ny extrakt Oxoid
Kyselina chlorovodikova HCI Lachema
Kyselina octova CH3-COOH Lach:ner
Kyselina sirové H>S04 Lachema
Linkomycin LIN Sigma Aldrich
Metanol MetOH Lach:Ner
Mueller- Hinton Broth MH Oxoid
N,N,N,N- tetrametylendiamin TEMED AppliChem
Pepton BD
Persiran aménny APS Sigma
Phosphate buffered saline PBS Oxoid
Polyetylénglykol (Mr= 8000) PEG Sigma Aldrich
Pristinamycin [A PIA Aventis Pharma S.A.
Pristinamycin ITA PIIA Aventis Pharma S.A.
Siran hore¢naty MgS04.7H20 Lachema
Tiamulin TIA Fluka
Tris(hydroxylmethyl)aminomethan Tris Serva
Trypton-séjovy vyvar TSB Oxoid
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3.1.11 KOMERCNE SUPRAVY A STANDARDY

Izolacia plazmidovej DNA z E. coli:

Wizard® Plus SV Minipreps DNA purification System (Promega)
Precistenie PCR zmesi pred restrikénym Stiepenim

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

Standard molekulovej hmotnosti pre DNA agarézovii elektroforézu:

1 kb Plus DNA ladder (Invitrogen). Fragmenty st vo velkosti od 100 bp do
12 000 bp. 5 ul standardu obsahuje fragment vo velkosti 1650 bp, ktory zodpoveda 40 ng

DNA. Pomocou tohto Standardu mézeme odcitat’ pribliznu koncentraciu vzorky DNA.

Priprava pracovného roztoku:
100 ul 1 kb Plus DNA ladder
100 ul 10x DNA vzorkovy pufor
800 ul TE™! pufru

Standard molekulovej hmotnosti pre SDS- PAGE elektroforézu:

BlueElf Prestained Protein Marker (Jena Bioscience). Proteinovy marker

obsahuje 13 purifikovanych proteinov s molekulovou hmotnost'ou 5- 245 kDa.

3.1.12 SOFTWARE A INTERNETOVE APLIKACIE

CLC Main Workbench 6.8.1. — software pre analyzu sekvencii

ExPaSy- internetova stranka vyuzita pre preklad nukleotidovej sekvencie na
aminokyselinovu.

GenS5 2.01- software zaznamenavajici namerané hodnoty z dostickového spektrofotometra
(Biotek Synergy HT)

GenBank- databaza sekvencii

GENESYys V 1.5.5.0- program na analyzu DNA elektroforézy v agar6zovom géli

ImageJ (FIJI)- program na spracovanie a analyzu mikroskopickych obrazkov

Image lab 5.0- program na zobrazenie detekcie proteinov metdédou Western blot,

poriadené na pristroji ChemiDocTM MP Imaging system (Bio-Rad)
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SoftWorx 6.5.2- program na rekonstrukciu a dekonvulaciu ziskanych mikroskopickych

obrazkov metddou Strukturovaného osvetlenia a wide-field
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3.2 METODY

3.2.1 KULTIVACIA A UCHOVAVANIE BAKTERII
3.2.1.1 Kultivacia a uchovavanie Escherichia coli

Bunky E. coli boli kultivované bud’ na pevnej pode (LB agar) v termostate
24 hodin pri teplote 37 °C, alebo v tekutom médiu (LB médium) po dobu 16- 18 hodin pri
teplote 37 °C za staleho trepania pri 200 RPM (revolution per minute; otdcky za minutu).
Pre selekciu buniek nesucich vektor bolo pridané prislusné antibiotikum. Pre kratkodobé
uchovévanie buniek, ktoré¢ boli kultivované na pevnych podach, boli Petriho misky obalené

parafilmom a uskladnené pri teplote 4 °C.
3.2.1.2 Kultivacia a uchovavanie Staphylococcus aureus

Bunky bakteridlneho kmena S. aureus boli kultivované na pevnych pddach (BHI
agare, pripadne TSA agare) pri teplote 37 °C, 24 hodin.V pripade kultivacie v tekutom médiu
boli bunky kultivované v BHI médiu alebo TSB médiu pri teplote 37 °C, 16-18 hodin za
staleho trepania pri 200 RPM. Kmene obsahujuce vektor boli kultivované vzdy v pritomnosti
selekéného antibiotika chloramfenikolu (CAM) v koncentracii 25 pg/ ml. Pokial nie je
uvedené inak, kultivacia prebiehala vzdy v pritomnosti induktora anhydratetracyklinu
(AnhTet) v koncentracii 100 ng/ml, ktory je ddlezity pre indukciu bakteridlneho kmena
s inducibilnym promoétorom. Pre kratkodobé uchovavanie buniek, ktoré boli kultivované na
pevnych pddach, boli Petriho misky obalené parafilmom a uskladnené pri teplote 4 °C. Pre
dlhodobejsie uchovévanie buniek pestovanych v tekutom médiu boli uchovavané pri teplote
-80 °C v TSB médiu obsahujucim 15% glycerol. Bunky pre Western blot analyzu a na
mikroskopické pozorovanie (pokial’ nie je uvedené inak) boli pripravené nasledujicim
sposobom. Najskor boli bunky vyockované na BHI agar s CAM (25 pg/ ml) a kultivované
cez noc pri teplote 37 °C v termostate. Na druhy den bola z narastenych buniek pripravena
suspenzia buniek v 0,9 % fyziologickom roztoku (McFarland= 0,5-1). 500 pl tejto bunkovej
suspenzie bolo zaockovanej do 10 ml BHI média s CAM (25 pg/ ml) a takto pripravena
kulttra bola kultivovana za staleho trepania pri 200 RPM.
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3.2.1.3 Kultivacia a uchovavanie Staphylococcus haemolyticus

Bunky bakteridlneho kmena S. haemolyticus boli kultivované na pevnych
podach (BHI agar) pri teplote 37 °C, 24 hodin. V pripade kultivacie v tekutom médiu boli
bunky kultivované v BHI médiu pri teplote 37 °C, 16-18 hodin za staleho trepania pri
200 RPM. Bunky pre Western blot analyzu (pokial’ nie je uvedené inak) boli pripravené
nasledujicim spoésobom. Bunky boli vyockované na BHI agar a kultivované cez noc pri
teplote 37 °C v termostate. Na druhy den bola z narastenych buniek pripravena suspenzia
buniek v 0,9 % fyziologickom roztoku (McFarland= 0,5-1). 500 pl tejto bunkovej suspenzie
bolo zaockovanej do 10 ml BHI média a takto pripravena kulttra bola kultivovana za staleho

trepania pri 37 °C/ 200 RPM.

3.2.2 PRIPRAVA A TRANSFORMACIA KOMPETENTNYCH BUNIEK

Transformacia je jednosmerny prenos cudzorodej DNA zjednej bunky do
druhej. Pri transformécii su klI'ic¢ové kompetentné bunky, ktoré su schopné prijat’ cudzorodu

DNA.
3.2.2.1 Priprava kompetentnych buniek E. coli pre transformaciu teplotnym Sokom

Kmen E. coli XL1-Blue, pouzivany v experimentalnej Casti tejto diplomove;j

prace pre transformaciu teplotnym Sokom, bol pripraveny nasledovnym spdsobom:

1. Prvym krokom pri priprave kompetentnych buniek bola priprava inokula. Inokulum
bolo pripravené zaockovanim kolénie E. coli do 2 ml LB média a kultivaciou pri
37 °C cez noc (16- 18 hodin) za staleho trepania pri 200 RPM.

2. Dalsim krokom bola priprava bunkovej kultiry. Do 100 ml LB média,
vytemperovaného na 37 °C, bolo zaokované 1 ml inokula narasteného cez noc.

3. Bunkova suspenzia bola kultivovana pri teplote 37 °C/ 200 RPM az do dosiahnutia
ODsoo (optickej denzity) v rozmedzi od 0.4- 0.6.

4. Kultura bola po dosiahnuti prisluSnej ODegoo ihned” schladena v l'adovom kuipeli po
dobu 15 minut a od tejto doby bola udrziavana v chlade.

5. Bunkova suspenzia bola prenesena do 50 ml vychladenych sterilnych skimaviek a

zcentrifugovand pri 1 575 x g/ 10 minut/ 4 °C.
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6.

Po centrifugécii bol opatrne odstrdneny supernatant a bunky boli resuspendované
v 30 ml 0,1 M CaCl v destilovanej vode (dH20), ktory bol vopred vychladeny na
I'ade. Bunky boli inkubované 20 mintt na l'ade.

Po inkubédcii boli bunky zcentrifugované pri 1575 x g/ 10 minut/ 4 °C. Po
centrifugacii bol opiat’ opatrne odstraneny supernatant a bunky boli resuspendované
v 2 ml pripraveného roztoku CaCl: s glycerolom.

Bunky boli inkubované 30 minut na I'ade. Po inkubacii boli takto pripravené bunky
rozdelené do alikvot po 200 ul do vychladenych 1,5 ml sterilnych mikroskiimaviek
typu Eppendorf. Bud’ boli uchovéavané pri teplote —80 °C, alebo boli okamzite

pouzité pre transformaciu.

3.2.2.2 Transformacia kompetentnych buniek E. coli teplotnym Sokom

1.

K alikvote (200 pul) zamrazenych alebo Cerstvo pripravenych kompetentnych buniek
E. coli bol pridany 1 pl plazmidovej DNA a opatrne bola bunkové suspenzia
premiesana.

Bunkova suspenzia bola inkubovana 30 minut na l'ade.

. Po inkubacii na I'ade boli bunky v mikroskimavke (1,5 ml) vystavené teplotnému

Soku pri teplote 42 °C po dobu 45 sektnd.

Nasledne bola suspenzia ihned’ schladena na 'ade po dobu 5 minut.

K suspenzii buniek bolo pridané 1 ml LB média vytemperovaného na teplotu 37 °C.
Bunky boli inkubované pri teplote 37 °C po dobu 1 hodiny v termostate.

Po uplynuti jednej hodiny bola suspenzia buniek zcentrifugovana pri
3214 x g/ 1 minatu. Opatrne bolo odstranené LB médium tak, aby v mikroskiimavke
ostalo priblizne 100 pul média so sedimentovanymi bunkami, v ktorom boli
resuspendované.

Resuspendované médium s bunkami bolo vyockované na agarovi pddu (LB agar), s
pridavkom prislusného antibiotika pre selekciu transformantov.

Petriho misky boli inkubované cez noc pri teplote 37 °C.

57



3.2.2.3 Priprava kompetentnych buniek S. aureus pre transformaciu elektroporaciou

1.

10.

Prvy den bol rozockovany bakteridlny kmen S. aureus na BHI agare, ktory bol
kultivovany pri teplote 37 °C, cez noc v termostate.

Na dalsi dent bolo pripravené inokulum. Do 5 ml B2 média bola zaoCkovana
1 izolovand koldnia buniek S. aureus, narastenej cez noc. Inokulum bolo kultivované
za staleho trepania pri teplote 37 °C/ 200 RPM cez noc.

Do 50 ml B2 média vytemperované¢ho na 37 °C bol zaoCkovany 1 ml cez noc
kultivovaného inokula a bunkova kultira bola kultivovana za staleho trepania pri
teplote 37 °C/ 200 RPM az do dosiahnutia pozadovanej ODgoo= 0.5- 0.8.

Po dosiahnuti prisusnej ODgoo bola kulttra centrifugovana vo vychladenej centrifuge
pri 2 057 x g/ 10 minut/ 4 °C.

Opatrne bol odstraneny supernatant. Bunky boli resuspendované v 50 ml sterilnej
deionizovanej vode a zcentrifugované pri 2 057 x g/ 10 minut/ 4 °C.

Po odstraneni supernatantu boli bunky resuspendované v 20 ml 10% glycerolu
a opit’ zcentrifugované pri 2 057 x g/ 10 minuat/ 4 °C

Opét’ bol opatrne odstraneny supernatant a bunky boli resuspendované v 5 ml
10% glycerolu. Bunkova suspenzia bola inkubovand 15 mintt pri laboratornej
teplote.

Po inkubdcii pri laboratérnej teplote boli bunky zcentrifugované pri
2057 x g/ 15 minut/ 4 °C

Supernatant bol opatrne odstraneny abunky boli resuspendované v 800 pl
10% glycerolu

Takto pripravené kompetentné bunky boli rozdelené do alikvot po 50 pl do 1,5 ml
mikroskiumaviek. Bud’ boli uchovavané pri teplote -80 °C, alebo boli okamzite

pouzité na transforméciu elektroporaciou.

3.2.2.4 Transformacia kompetentnych buniek S. aureus elektroporaciou

1.

K alikvote (50 pl) zamrazenych alebo Cerstvo pripravenych kompetentnych buniek
S. aureus bol pridany 1 pl plazmidovej DNA (k alikvote buniek by DNA nemala byt’
pridana v objeme va¢Som nez 5 pl) a opatrne bola celd suspenzia premieSana.

Suspenzia buniek bola inkubovana 30 minut pri laboratornej teplote.
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3. Po inkubécii bolo napipetovanych 100 pl bunkovej suspenzie do elektroporacne;j
kyvety (0,2 cm) a nésledne boli bunky vystavené elektrickému impulzu (1,8 kV) po
dobu 2,5 milisekind.

4. Po elektrickom impulze bolo k bunkam okamzite pridané 1 ml SOB média. Bunky
boli opatrne rozsuspendované a prenesené¢ do mikroskiimavky.

5. Bunky boli inkubované po dobu 1 hodiny pri teplote 37 °C v termostate.

6. Po inkubdcii boli bunky zcentrifugované pri 3 214 x g/1 minttu.

7. Po centrifugacii bolo odpipetované také mnozstvo supernatantu, aby
v mikroskimavke ostalo priblizne 100 pl média, v ktorom boli bunky opatrne
resuspendované.

8. Bunkova suspenzia bola vyockovana na TSA agar s pridavkom CAM (25 pg/ ml)
ako selekéného antibiotika a inkubovand v Petriho miske pri teplote 37 °C, 24 hodin

v termostate.

3.2.3 PRIPRAVA KONSTRUKTOV

3.2.3.1 Priprava konStruktov klonovacou metédou SLiCE (Seamless Ligation Cloning

Extract)

Princip metdédy SLiCE spociva vo vyuziti homoldgnej rekombinaénej aktivity
v bunkovych lyzatoch E. coli pre vnesenie DNA fragmentov do vektoru. Pozostaval

z nasledujucich krokov (Obr. 20).
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Obriazok 20 Schematické znazornenie klonovania metédou SLiCE (Zhang et al. 2011- upravené).
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V prvom kroku reakcie bol vektor linearizovany a klonovany inzert bol
amplifikovay s pouzitim primerov, ktoré obsahovali 5" konce presahujuce casti

komplementarne k vektoru, prostrednictvom PCR metody.

V druhom kroku bolo potrebné odstranit’ templat z PCR reakcie. K 45 ul PCR
reakcie bolo pridanych 5 pul 10x koncentrovaného pufru €. 4 a 1 ul Dpnl enzymu, ktory mal
za ulohu Specificky rozstiepit’ templatova (metylovani) DNA. Takto pripravend zmes bola

inkubovana pri teplote 37 °C cez noc v termostate.

Tretim krokom bola samotna in vitro SLiCE reakcia, ktord bola pripravend do
finalneho objemu 20 pl (Tab. 4) Pripravena vzorka bola inkubovana po dobu dvoch hodin
pri teplote 37 °C. Finadlnym krokom bola transformacia kompetentnych buniek reakénou

Zmesou.

Tabul’ka 4 ZloZenie SLiCE reakcie

Reagencie MnoZstvo na jednu reakciu
SLiCE extrakt 2 ul
10xT4 liga¢ny pufor 2 ul
PCR fragment 3,7 ul
Linearizovany vektor 11,3 pl

3.2.4 METODY PRACE S DNA
3.2.4.1 Izolacia plazmidovej DNA

Na izolaciu plazmidovej] DNA bola vyuzivand komeréne dostupnad suprava
Wizard® Plus SV Minipreps DNA purification System (Promega). Postup izolacie
plazmidovej DNA bol nasledovny:

1. Prvy den bol rozoCkovany bakteridlny kmen na LB agar. Kultivacia prebiehala pri
teplote 37 °C, cez noc v termostate.

2. Dalsi den bolo pripravené inokulum. Do 3 ml LB média bola zaockovana 1 kolonia
buniek E. coli, narastenej cez noc a takto pripravené inokulum bolo kultivované za
staleho trepania pri teplote 37 °C/ 200 RPM cez noc (16- 18 hodin).

3. 1 ml cez noc kultivovanej kultury bolo prenesenej do mikroskimavky
a zcentrifugovanej pri 15 871 x g/ 1 minttu/ 4 °C.

4. Opatrne bol odstraneny supernatant a bunky boli resuspendované v 250 pl

resuspendacného roztoku
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10.

11.

12.

13.

K tejto suspenzii bolo pridanych 250 ul lyzacného roztoku. V tomto kroku doslo
k 1yze buniek a uvolneniu plazmidovej DNA.

Nasledne bolo k suspenzii pridanych 10 ul alkalickej protedzy, ktora inaktivovala
proteiny.

Pripravena suspenzia bola inkubovana 10 mintt pri laboratornej teplote.

Po inkubacii bolo k suspenzii pridanych 350 ul neutralizaéného roztoku. Suspenzia
bola premiesana.

Po premiesani bola vzorka zcentrifugovana pri 15 871 x g/ 5 mintt. Supernatant bol
opatrne prepipetovay do kolonky s membranou z kremicitého skla.

Pripravend kolénka bola inkubovand 1 minatu pri laboratdrnej teplote a opit’
zcentrifugovana pri 6 010 g/ 1 minutu.

Plazmidova DNA bola premytd v 500 pl premyvacieho roztoku. Roztok bol
zcentrifugovany pri 6 010 x g/ 1 minatu. Znovu bolo pridanych 300 ul premyvacieho
roztoku a kolonka bola zcentrifugovana pri 6 010 x g/ 2 mintty.

Koldnka bola nasadend na mikroskiimavku o objeme 1,5 ml. Na povrch kolény bolo
napipetovanych 50 pl sterilnej vody. Pripravena kolonka bola inkubovana 1 minatu
pri laboratdrnej teplote a na zaver bola zcentrifugovana pri 6 010 x g/ 1 minutu.

Po centrifugacii bola koldonka odstranena aizolovand plazmidovda DNA bola

uschovana v mikroskamavke.

3.2.4.2 Purifikacia PCR produktu

Pre purifikdciu PCR produktu bol pouzity komeréne dostupny kit Wizard® SV

gel and PCR Clean-Up System (Promega). Princip spociva v naviazani DNA na kolénku

s membranou z kremicitého skla pri vysokej iontovej sile. Po purifikacii dojde k uvol'neniu

DNA do roztoku s nizSou iontovou silou (sterilnej destilovanej vody).

1.

K findlnemu objemu ziskanych PCR produktov bol pridany ekvivalentny objem
membranovo- vizobného roztoku.

Produkty PCR boli prenesené do kolonky s membranou z kremicitého skla.

Po preneseni PCR produktov do kolonky boli inkubované po dobu 1 minuty pri
laboratérne;j teplote.

Po inkubécii boli kolonky zcentrifugované pri 9 391 x g/ 1 minutu.

Do koloniek bolo pridanych 500 pl membranovo- premyvacieho roztoku a opét’ boli

zcentrifugované pri 9 391 x g/ 1 minatu.
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6. Po centrifugacii bolo znovu pridanych 300 pl membranovo- premyvacieho roztoku
a kolonky boli zcentrifugované pri 9 391 x g/ 2 minuty.

7. Na povrch membrany bolo pridanych 50 ul destilovanej vody.

8. Nasledovala inkubacia po dobu 1 mintty pri laboratornej teplote.

9. Po inkubécii prebehla centrifugécia pri 9 391 x g/ 1 minutu.
3.2.4.3 Elektroforéza DNA v agarézovom géli

Elektroforéza je klasickou metddou, univerzalne pouzivanou na rozdelenie
makromolekul. Principom elektroforézy je pohyb nabitych makromolekul v elektrickom
poli, ktorého vysledkom je separacia fragmentov DNA na zaklade ich velkosti. Rychlost’
pohybu jednotlivych foriem DNA v agar6zovom géli zavisi od velkosti molekuly DNA,

tvaru molekuly DNA, koncentracie agarézového gélu a napitia.

Na rozdelenie fragmentov DNA bol v priebehu experimentdlnej prace
pouzivany 1% agar6ézovy gél v Ix TAE pufri. Agarézu bolo nutné v pufri rozpustit
zohriatim v mikrovinnej trube. Po dokladnom rozpusteni bola agar6za vychladena priblizne
na teplotu 50 °C. Pre vizualiziciu DNA pod ultrafialovym (UV) svetlom, bolo pridané
fluorescen¢né interkalacné farbivo- 0,001% ethidium bromid (EtBr), ktoré po oZiareni
oranzovo fluoreskuje. Analyzované vzorky boli pred nanesenim na gél zmieSané s
10x vzorkovym pufrom a ako Standard bol pouzity 1 Kb Plus DNA ladder (Obr. 21)

v mnozstve 5 ul. Fragmenty boli separované v aparatare pri kon§tantnom napéti 3- 5 V/ cm.

bp
=12.000

-5,000

Obrazok 21 1Kb Plus DNA ladder
(prevzaté www.induslab.com.br/media/catalog/product/cache/1/image/44307c3ee4561ed8fe9de16473295d8a
/1/0/107 7018 _1.jpg ).
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3.2.4.4. Sekvenovanie

Sekvenovanie DNA bolo prevadzané firmou GATC Biotech (Nemecko).
Vzorky boli dodavané v mikroskimavkach vo forme plazmidovej DNA v odporucanych
koncentraciach 50- 100 ng/pl v celkovom objeme 10 pl. K plazmidovej DNA bol pridany
primer (kap. 3.1.3 v Tab.1.) v odporucanej koncentracii 5 pmol/ pl. Vyhodnotenie sekvencii

bolo nasledne prevedené pouzitim pocitacového programu CLC Main Workbench 6.8.1.

3.2.5 POLYMERAZOVA RETAZOVA REAKCIA (PCR)

Polymerazova retazova reakcia je jednou zo zdkladnych metdd vyuzivanej
v molekularnej biologii, ktord umozituje vel'mi efektivne amplifikovat’ Specifické tseky

DNA ohrani¢enych oligonukleotidovymi primermi v podmienkach in vitro.
3.2.5.1 Amplifikacia naklonovaného génu vga(A)r.cv pRMC2 (PCR 1)

Reakéna zmes pre amplifikaciu bola pripravena v celkovom objeme 50 pl a je
uvedena v Tab. 5. Podmienky reakcie st uvedené v Tab. 6. Pritomnost’ PCR produktu bola

analyzovana pomocou DNA elektroforézy. Na gél bolo nanesenej 10 pl reakénej zmesi.

Tabul’ka 5 ZloZenie reakénej zmesi

ZloZenie reakénej zmesi Objem na jednu reakciu
dH,O 35,8 ul
Phusion HF R. B. 10 pl
10 Mm dNTP 1 ul
templat 0,25 ul
forward primer (Vga_pRMC_invPCR _F) 1 ul
reverse primer (Vga PGGGS_pRMC invPCR_R) 1 ul
phusion polymeraza 1l

Ako templatova DNA bol pouzity plazmid pGBNO044 (obsahuje vga(A).c).

Tabulka 6 Podmienky PCR (1) reakcie

Teplota Cas Pocet cyklov Faza
98 °C 1 minuta 1 Primérna denaturécia
98 °C 15 sekund Denaturdcia
57°C 30 sekund 25 Nasadnutie primerov
72 °C 2 minuty Elongicia
72 °C 3 mintty 1 Finalna elongécia
15 °C 5 minit Chladenie
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3.2.5.2 Amplifikacia génu kodujiceho fotokonvertibilny fluorescenény protein mEos2

(PCR 2)

Reak¢éna zmes pre amplifikaciu bola pripravena v celkovom objeme 50 pul a je

uvedena v Tab. 7. Podmienky reakcie st uvedené v Tab. 8. Pritomnost’ PCR produktu bola

analyzovana pomocou DNA elektroforézy. Na gél bolo nanesenej 10 pl reakénej zmesi.

Tabul’ka 7 ZloZenie reakénej zmesi

ZloZenie reakcénej zmesi

Objem na jednu reakciu

dH,O

Phusion HF R. B. (Reaction Buffer)

10 Mm dNTP

templat

forward primer (Vga PGGGS_mEos2 F)
reverse primer (PRMC2 _mEos2 R)
phusion polymeraza

35,8 ul
10 pl
1 ul

0,25 ul
1 ul
1 ul
1 ul

Ako templatova DNA bol pouzity plazmid pET24dmEos (obsahuje fluorescenc¢ny protein
mEos2).

Tabul’ka 8 Podmienky PCR (2) reakcie

"3

Teplota Cas Pocet cyklov Faza
98 °C 1 mintta 1 Primérna denaturécia
98 °C 15 sekiind Denaturécia
67 °C 30 sekand 25 Nasadnutie primerov
72 °C 1 mintta Elongacia
72 °C 3 mintty 1 Finalna elongécia
15 °C 5 mintta Chladenie

3.2.5.3 Koloniova PCR

Prostrednictvom tejto PCR reakcie bola overend spravnost klonovania génu
koédujticeho protein Vga(A)Lc fuzovaného s fluorescenénym proteinom mEos2 v pRMC2
vektore. Rozdiel v mechanizme tejto reakcie je, Ze namiesto vyizolovanej DNA bola pridana
pomocou sterilnej Spicky kolonia z nakultivovaného testovaného kmena (ktora
predstavovala templat) do reakénej zmesi v celkovom objeme 20 pl. Trebalo dat’ pozor na
to, aby sa pri odoberani kolonie testovaného kmena neodobrali aj kiisky agaru, ktoré by
reakciu mohli kontaminovat’ alebo inhibovat’. K amplifikécii bola pouZzita Taq- Purple DNA
polymeraza (1 U/ ul; Top-Bio). Zlozenie reakénej zmesi je uvedené v Tab. 9. Podmienky
reakcie st uvedené v Tab. 10. Overenie PCR bolo analyzované pomocou DNA

elektroforézy. Na gél bolo nanesenej 10 ul reakénej zmesi.
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Tabulka 9 ZloZenie reakénej zmesi

ZloZenie reakénej zmesi Objem na jednu reakciu

dH,O 16,4 ul
10x PCR blue buffer 2 ul

10 Mm dNTP 0,2 pl
templat 0,5 pl
forward primer 0,2 pl
reverse primer 0,2 pl
Taq purple polymeraza 0,5 pl

Boli pouzité dva sety primerov pre dve PCR reakcie. Primery boli Specifické pre dant

reakciu a su uvedené v kap. 3.1.3 v Tab.1.

Tabul’ka 10 Podmienky PCR reakcie

Teplota Cas Pocet cyklov
95 °C 3 minuty
95 °C 15 sekand
45 °C 30 sekiind 23
72 °C 1 minuta
15 °C 5 minut

3.2.5.4 Kontrolna PCR pre overenie pritomnosti inzertu v plazmide pRMC2

Polymerazova retazova reakcia bola vykonand aj pre overenie inzertu
u transformovanych kolonii Staphyloccocus aureus RN4220. Pouzitymi primermi boli
Vga PGGGS mEos2 F apRMC2 R, ktoré nasadaji na pRMC2 vektor v miestach
ohraniCujtcich vloZeny inzert. ZloZenie reakénej zmesi je uvedené v Tab. 11 a podmienky

PCR reakcie st uvedené v Tab. 12.

Tabulka 11 ZloZenie reakénej zmesi

ZloZenie reakénej zmesi Objem na jednu reakciu

dH,O 26,9 ul
10x PCR blue buffer 2 ul

10 Mm dNTP 0,2 ul
templat 0,5 ul
forward primer (Vga PGGGS_mEos2 F) 0,2 ul
reverse primer (PRMC2_R) 0,2 ul
Taq purple polymeraza 0,5 ul

Templatom bola izolovana kolonia z nakultivovaného testovaného kmena.
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Tabulka 12 Podmienky PCR reakcie

2

Teplota Cas Pocet cyklov
95 °C 10 minut
45 °C 2 minuty Pridanie Taq purple polymerazy
95 °C 15 sekiind
45 °C 30 sekiind 23
72 °C 1 mintta
15 °C 15 sekiind

3.2.6 STANOVENIE CITLIVOSTI NA ANTIMIKROBIALNE LATKY

V experimentalnej Casti tejto diplomovej prace bola stanovena citlivost’ na
antimikrobialne latky kvalitativne a kvantitativne. Pre kvalitativne stanovenie bola pouzita

diskovéa difizna metdda a pre kvantitativne stanovenie bola pouzita mikrodilu¢na metoda.
3.2.6.1 Mikrodilu¢na metoda

Testovanie  mikrodiluénou  metédou  prebiechalo v 96- jamkovych
mikrotitranych platnickaich s MH médiom s postupne sa zvySujicou koncentraciou
testovaného antibiotika v rozmedzi 0,5- 32 pg/ml. Vysledkom tejto metdédy bolo stanovenie

mnimalnej inhibicnej koncentracie (MIC). MIC antibiotika predstavuje najnizsiu

koncentraciu antibiotika, ktoréd inhibuje vidite'ny rast bakterialneho kmetia v MH médiu.

1. Na pripravu inokula boli odobraté 2- 3 izolované bakteridlne kolonie narastené na
TSA/BHI agare s pridavkom CAM vo vyslednej koncentracii 25 ug/ml pre udrZanie
plazmidu a selekciu buniek S. aureus obsahujucich plazmid pRMC2. Inokulum
testovaného kmena bolo pripravené resuspendovanim kolonie v 2 ml fyziologického
roztoku na vysledny zakal v rozmedzi od 0,5- 1 McFarland.

2. Do jednotlivych jamiek v 96- jamkovej mikrotitra¢nej dosticky bolo napipetovanych
100 ul MH média opét’ s pridavkom CAM. Ak vyzadoval experiment, bol pridany aj
induktor anhydratetracyklin vo vyslednej koncentracii 100 ng/ml, ktory je dolezity
pre indukciu bakteridlneho kmena s inducibilnym promoétorom. Nasledne bolo
pridané vypocitané mnoZstvo testovaného antibiotika .

3. Na zéver bolo k celej zmesi pridanych 5 pl pripraveného inokula, ktoré bolo opatrne
premieSané v médiu za ucelom homogénneho premieSania buniek.

4. Dosticka bola po okrajoch obalend parafilmom z ddévodu prevencie vyschnutia,

pripadne vniknutiu externého vzduchu abola inkubovanid v termostate na

37 °C/ 24hodin.
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V pripade potreby ziskania dat ohl'adne rastu buniek pri ODeoo, bola dosticka
vlozend do spektrofotometra (Biotek Synergy HT) pri teplote 37 °C po dobu 24 hodin
a kazdych 10 minut bola zaznamenand ODsoo. MIC bola stanovena z nezavislych merani,
vzdy v dvoch paraleldch. Ako negativna kontrola bol pouzity kmen S. aureus obsahujici

préazdny vektor pPRMC2.
3.2.6.2 Diskova difuzna metoda

Diskovou difiznou metédou bola stanovena citlivost’ podl'a toho, ¢i vySetrovana
baktéria v stanovenej koncentracii buniek na agarovej pdde vytvorila zonu inhibicie rastu
okolo disku surcitou koncentraciou antibiotika po predpisanej dobe inkubdacie. Pre

stanovenie bol pouzity Mueller- Hintonov (MH) agar.

1. Na pripravu inokula boli odobraté 2- 3 izolované bakterialne kolonie narastené na
TSA/ BHI agare s pridavkom CAM (25 pg/ ml), pre udrzanie plazmidu a selekciu
buniek S. aureus obsahujucich plazmid pRMC2. Inokulum testované¢ho kmena bolo
pripravené resuspendovanim koldnie v 2 ml fyziologického roztoku na vysledny
zakal v rozmedzi od 1- 2 McFarland.

2. Pripravena suspenzia bola nasledne vyliata do pripravenej petritho misky s MH
agarom (20 ml). Kyvavymi pohybmi misky bol rovnomerne pokryty cely povrch
agaru. Suspenzia sa nechala na 1 minttu vsiaknut’ a prebytok bol z misky pomocou
pipety odstraneny. Kultiva¢néa pdda sa nechala chvil'u osusit’.

3. Sterilnou ihlou boli na povrch agaru polozené jednotlivé testovacie antibiotické disky
vo vzdialenosti 1- 2 cm od okraja misky. Takto pripravené misky boli inkubované
v termostate agarom nahor na 18- 24 hodin pri teplote 37 °C.

4. Po kultivacii boli od¢itané priemery inhibi¢nych zon.

3.2.7 METODY PRACE S PROTEINMI
3.2.7.1 Priprava vzoriek pre SDS- PAGE

1. Po rotacnej kultivacii testovaného bakterialneho kmena bol odobraty 1 ml kultiry do
mikroskiumavky a bunky boli zcentrifugované pri 15 871 x g/ 30 sekund.
2. Opatrne bol pomocou pipety odstraneny supernatant a bunky boli resuspendované

v 100 pl 1x PBS roztoku.
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3. Bol pridany lyzostafin v koncentracii 10 mg/ ml za ucelom lyzy buniek a uvol'nenia
proteinov z bunky.

4. Takto pripravené vzorky boli inkubované v termostate pri teplote 37 °C/ 30 minnt.

5. Po inkubacii bol kuvzorkam pridany 2x SDS- PAGE vzorkovy pufor
v ekvivalentnom objeme.

6. Po tepelnej denaturécii pri teplote 98 °C po dobu 15 minut a po schladeni boli vzorky

pripravené na nanasanie do jamiek polyakrylamidového gélu.
3.2.7.2 SDS-PAGE proteinova elektroforéza

SDS- PAGE proteinova elektroforéza je metdda zalozend na rozdeleni proteinov
podl'a vel'kosti za posobenia elektrického pradu. V experimentélnej Casti tejto diplomovej
praci bol vzhl'adom na velkost’ studovaného proteinu pripraveny 10% gél. Zlozenie gélu je
uvedené v Tabulke 13. Pri skladani aparatiry pre gél boli najskor dokladne ocistené
a odmastené sklicka etanolom. Boli pouzit¢ 1 mm sklicka uréené pre SDS- PAGE
elektroforézu. Co sa tyka pripravy jednotlivych gélov, najprv bol pripraveny separaény gél,
ktory sa prevrstvil cca 1 ml destilovanej vody za i¢elom odstranenia kyslika, ktory blokuje
polymerizaciu gélu. Gél sa nechal priblizne 30 mintt polymerovat’. Po uplynuti tejto doby
bola odstranena destilovana voda a bol pripraveny zaostrovaci gél, ktory bol naneseny nad
separacny gél. Do separacného gélu bol vloZzeny prislusny hrebienok. Pripraveny gél sa
nechal priblizne 30 minat polymerovat. Po polymerizacii gélu bola pripravena
elektroforetickd aparatura, naplnend 1x SDS- PAGE pufrom. Do jednotlivych jamiek
proteinového gélu bol naneseny proteinovy Standard BlueElf Prestained Protein Marker
(Obr. 22) v objeme 3- 5 ul a vzorky o objeme 10 pul. Elektroforéza spociatku prebiehala pri
napéiti 90 V pre rozdelenie vzoriek v zaostrovacom géli, po prechode vzoriek do separacného
gélu bolo napitie zvySené na 120 V. Po skonceni separacie proteinov bol gél vybrany
spomedzi skiel anasledne bol pouzity bud’ na farbenie pomocou farbiaceho roztoku

Comassie Brilliant Blue, alebo na analyzu metédou Western blot.
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Tabul’ka 13 ZloZenie 10 % gélu pre SDS- PAGE proteinovi elektroforézu

ZloZenie gélu Separacny gél 10 % Zaostrovaci gél 4 %

40 % akrylamid + 1,7 % bisAA 5ml 666 pl
1,5 M Tris-Cl, pH= 8,8 5 ml -
0,5 M Tris-Cl, pH= 6,8 - 1250 pl
Destilovana voda 9,4 ml 100 pl
5 % SDS 400 pl 2984 ul
30 % APS 200 pl 50 pl
TEMED 20 pl 5ul

kDa

~245

~180

~135

~100

~75

~83

~48

~35

~25

~20

~17

~11

| =
Tris-Glycine
4~20%

Obrazok 22 BlueElf Prestained Protein Marker (prevzaté z www.jenabioscience.com/images/PDF/PS-
105.pdf).

3.2.7.3 Farbenie SDS- PAGE gélu

1. Po ukonceni SDS- PAGE elektroforézy boli gély prenesené do nadoby obsahujicej
farbiaci roztok Comassie Brilliant Blue a inkubované po dobu 15 mintt na trepacke.

2. Po 15 minttach bol farbiaci roztok z nadoby vyliaty a gély boli nasledne odfarbované
odfarbovacim roztokom po dobu 15 minat na kyvacke pri laboratérnej teplote
niekol'kokrat opakovane, az kym sa gél neodfarbil.

3. Odfarbeny gél bol vlozeny do priesvitnej folie a nasledne bol oskenovany.
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3.2.7.4 Western blot

Metodou Western blot bol v tejto praci detegovany primarne protein Vga(A)rLc
v bunkovom lyzate Staphylococcus aureus a Staphylococcus haemolyticus. Metdda bola
pouzitd aj pri detekcii fizneho proteinu Vga(A)rc so zelenym fluorescencnym proteinom
GFP a fotokonvertibilnym fluorescenénym proteinom mEos2. Metdda vyuzivala gélova
elektroforézu k separacii proteinov podl'a ich velkosti (SDS- PAGE). Nasledne boli proteiny
prenesené z gélu na povrch PVDF (polyvinyldifluorid) membrany pomocou blotovacieho
zariadenia Trans- Blot SD Semi- Dry Cell (Bio-Rad) posobenim elektrického prudu.

Proteiny boli na povrchu membrany detegované Specifickymi protilatkami.

Pred samotnym prenesenim proteinov z gélu na membranu bolo potrebné
aktivovatt PVDF membranu namocenim na 10 sekiind do metanolu a potom pomocou
pinzety preniest na 10 minat do prenosového pufru. V prenosnom pufri boli udrziavané aj
dva filtracné papiere a polyakrylamidovy gél. Trebalo dbat’ pozor na to, aby nedochadzalo
k ich vyschnutiu. Pristroj je realizovany ako ststava anddy (spodny diel) a katédy (horny
diel), a ked’Zze proteiny su zaporne nabité, tak boli prenesené z gélu smerom dolu t.j. na
povrch membrany. Na blotovaci pristroj bol teda postupne ukladany filtraény papier, PVDF
membrana, gél, filtraény papier. Pri skladani bol brany ohl'ad na to, aby medzi jednotlivymi
vrstvami nevznikali vzduchové bubliny, ktoré by prenos proteinu mohli obmedzit. Prenos
prebiehal za staleho napétia 15 V po dobu 15 minut. Po ukonceni prenosu bolo nutné povrch
membrany tzv. zablokovat’, ¢im sa zabranilo naviazaniu protilatky na nespecifické miesta.
Blokovanie bolo prevadzané umiestnenim membrany do 5 % mlieka rozpusteného v 1x PBS
roztoku a inkubdciou pri teplote 4 °C cez noc. Na d’al§i deii bola membrana inkubovana
v 1 % mlieku rozpustenom v Ix PBS roztoku s primarnou protilatkou proti Vga(A)Lc
(riedenie 1: 1000) po dobu 1 hodiny pri laboratornej teplote. NeSpecificky naviazané
protilatky boli z membrany odmyté Styrikrat po 15 minttach v 1x PBS roztoku. Potom bola
membrana inkubovana sekundarnou protilatkou (riedenie 1: 2000) znovu po dobu 1 hodiny
pri laboratornej teplote apremytd rovnakym sposobom. Detekcia bola uskutocnena
chemiluminiscenénym spdsobom s vyuzitim 5 ml zmesi ImmobilomTM Western
chemiluminiscent HRP Substrate (Merck) asigndl bol vizualizovany pomocou

ChemiDocTMMP (Bio- Rad).
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3.2.7.5 Priprava bunkovych frakcii centrifugaciou

1.

10.

11.

12.

13.

14.

Bunkova kultara bola pripravena v 5 ml BHI média. Kultivacia bola za staleho
trepania pri teplote 37 °C/ 200 RPM po dobu 24 hodin.

Na druhy den bolo zaockované inokulum z predchadzajucej kultury do Cerstvého
BHI média v objeme 50 ml. Kultivicia bola za staleho trepania pri teplote
37 °C/ 200 RPM az do pozadovanej ODgoo= 0.7- 0.8.

Po kultivacii boli bunkové kultury zcentrifugované pri 3 200 x g,/ 4 °C/ 10 minut.
Po centrifugacii boli bunky zamrazené v tekutom dusiku a uskladnené pri teplote
—80 °C.

Na d’alsi den boli bunky resuspendované v 1 ml pripraveného pufru (kap. 3.1.5).
Vzorky boli prenesené do skumavky so sklenenymi guli¢kami (0,1 mm priemer)
v pomere 2:1 (vzorka : sklenené gulicky)

K dezintegracii bol pouzity FastPrep- 24™ 5G inStrument- 4 cykly po dobu
20 sekund. Medzi kazdym cyklom boli vzorky chladené na 'ade po dobu 120 sektind.
Celkovy lyzat bol oddeleny od guli¢iek centrifugaciou pri 500 x g/ 2 minuty/ 4 °C.
Po centrifugacii bol supernatant opatrne prepipetovany do mikroskumavky.
Bunkovy debris bol odstraneny centrifugaciou pri 16 000 x g/ 10 minut/ 4 °C. Bolo
odpipetovanych 50 pl supernatantu (predstavoval bunkovt frakciu 16Ss). Pelet bol
rozpusteny v 50 ul mocovine (predstavoval bunkovu frakciu 16Sp).

Membrany boli izolované centrifugaciou pri 30 000 x g/ 30 minut/ 4 °C. Bolo
odpipetovanych 50 pul supernatantu (predstavoval bunkovu frakciu 30Ss). Pelet bol
resuspendovany v 50 ul moc€ovine (predstavoval bunkovu frakciu 30Sp).

Ribozomy boli oddelené od cytoplazmy centrifugaciou pri 100 000 x g/ 1 hodinu.
Bolo odpipetovanych 50 pl supernatantu (predstavoval bunkovt frakciu 100Ss).
Pelet bol rozpusteny v 50 pul mocovine (predstavoval bunkovu frakciu 100Sp).

Ku kazdej vzorke bol pridany ekvivalentny objem 2x SDS- PAGE vzorkového pufru
a takto pripravené vzorky boli denaturované pri teplote 96 °C/ 15 minut

Objem nanesenych vzoriek bol nasledne stiahnuty na koncentraciu proteinov pre

rovnomerné nanasanie na gél pre SDS- PAGE elektroforézu (3.2.7.2).
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3.2.7.6 Qubit assay

Quibit assay sa vyuziva spolu s Qubit fluorometrom na kvantifikaciu DNA,
RNA a proteinov. Fluorometer vyuziva fluorescencné farbiva na stanovenie koncentracie
nukleovych kyselin a proteinov vo vzorke. Kazdé farbivo je Specifické pre jeden typ
molekuly: DNA, RNA alebo protein. Tieto farbiva maju extrémne nizku fluorescenciu, kym
sa nenaviazu na urciti molekulu. UV spektrofotometer meria absorbanciu svetla pri 260 nm

(pre DNA a RNA) alebo 280 nm (pre proteiny).

V tejto praci bola pomocou tohto testu stanovend koncentracia proteinov vo

vzorkéch, ktoré boli pripravené sposobom uvedenym v schéme (Obr. 23).

190 ul  + 10 pl Standardu

¢.1,2,3
Qubit reagent 10 ul } Qubit ©he

Quibit pufor 199 ul pracovny roztok

 —

199 ul  + 1 pl naSej vzorky

Obrazok 23

Po priprave boli vzorky premieSané na vortexe po dobu 2- 3 sekind a inkubované pri
laboratornej teplote/ 15 minut v tme. Po inkubécii boli vzorky opat’ premieSané na vortexe
po dobu 2- 3 seklind a nésledne bola zmerana koncentracia proteinov na Qubit fluorometri.

3.2.8 MIKROSKOPIA

Bunkové biolodgia bola dlho zaloZena len na svetelnej mikroskopii a zaroven tak
obmedzena jej optickym rozliSenim (Schermelleh et al. 2010). Pocas poslednych dvoch
desatro¢i sa vSak do popredia dostali nové technoldgie, medzi nimi 1 fluorescencné
mikroskopické techniky, ktoré nam otvorili nové prilezitosti na Stidium biologickych
Struktir v detailoch. A prave z tohto dévodu bola tito metdda zvolend v experimentalnej
Casti tejto prace. Pretoze umoznuje sledovanie a zobrazovanie proteinov a ich dynamicke;j
organizdcie v nanometrovom rozliSeni nielen na fixovanych ale aj v zivych bunkach

(Godin et al. 2014).
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3.2.8.1 Mikroskopia so Struktirovanym osvetlenim (SIM)

Superrezolu¢na mikroskopia je opticka mikroskopia, ktord nam umoznuje
sledovat’ objekty s rozliSenim, ktoré¢ je vysSie nez je difrakény limit. Difrak¢ény limit
klasickej svetelnej mikroskopie neumoziuje odlisit’ dva body blizSie nez 250 nm. SIM je
kompatibilnd s vac¢Sinou Standardnych fluoroforov. Principom tejto mikroskopie je
osvetlenie vzorky svetlom s pruhovanym vzorom vzniknutym difrakciou na mriezke
(Strukturované osvetlenie). Pozicia a orientacia pruhovaného vzoru sa niekolkokrat meni
v roznych smeroch a emitovany fluorescencny signdl je zaznamenany pre kazdi z tychto
poloh. Interferenciou svetla s detailami vzorky vzniké tzv. moiré efekt. Obraz je detegovany
CCD kamerou a obsahuje tak informacie o vzorke s vysokou priestorovou frekvenciou.
Ziskavame a zhromazd’'ujeme nespracované data niekol’kych obrazkov v réznych smeroch
a v zavere pomocou pocitacového spracovania sa vytvori rekonstruovany obraz s vysokym
lateralnym rozliSenim, dvojnasobnym v xy osi v porovnani s wide-field (WF) rozliSenim, t.j.

priblizne 100 az 130 nm (Obr. 24) (Schermelleh et al. 2010; Godin ef al. 2014).

o !
5 - ® o
= 5 fazovych Interferencia excitovaného
g posunov svetla so struktirou vzorky a
4 (Moiré effect)
@ \
c= o o _— g
g 7] 5 fazovych
= posunaov Matematicka
5 rekonstrukeia %
]
= ol
w0 5 fazovych =1
Wide-field CCD | posunov

Obrazok 24 Princip vzniku rekonsStruovaného mikroskopického obrazu metédou Struktirovaného
osvetlenia (Schermelleh ef al. 2010- upraven¢).

3.2.8.2 Opracovanie krycich sklicok na mikroskopovanie pre zvySenie hydrofilného

charakteru povrchu skla

Krycie sklicka Zeiss (hribka NO 1 1/2; High Performance; 18 x 18 mm; 0, 170
+/- 0, 005 mm) pri superrezolu¢nej mikroskopii museli byt Specidlne opracované pre
zvySenie hydrofilného charakteru povrchu skla. Sklicka boli vloZzené do Erlenmeyerove;j
banky a dvakrat premyté v dH>O. Po premyti boli inkubované za staleho trepania (200 RPM)
4 hodiny pri teplote 37 °C v 1 M HCl a po inkubécii boli sklicka dokladne premyté v dH>O
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az pokial’ pH v roztoku nedosiahlo hodnotu 7,0. Nakoniec boli kratko premyté a uskladnené
v 96 % EtOH.

3.2.8.3 Priprava buniek na mikroskopické pozorovanie

Po kultivécii bol 1 ml kultiry zcentrifugovany pri 15 871 x g/ 1 minutu, opatrne
bol odstraneny supernatant a bunky boli premyté dvakrat v1 ml v Ix PBS roztoku.
Po jednotlivom premyti boli bunky zcentrifugované pri 15 971 x g/ 1 mintitu a supernatant
bol opatrne odstraneny. Bunky boli nésledne rozsuspendované 10- 15 pl FluoroBrite médiu,
ktoré zabraniuje vybieleniu fluorescenénych proteinov a zarovei je bohaté na glukozu, ¢im
vytvaralo vhodné prostredie pre zivé bunky. V pripade pouzitia fluorescencnych farieb,
FL-VAN (fluorescenény vankomycin, znacenie bunkovej steny), FL-TEI (fluorescen¢ny
teikoplanin, znacenie bunkovej membrany) sa bunky premyvali nie v 1x PBS roztoku, ale

vo FluoroBrite médiu s pridavkom fluorescenc¢nej farby.
3.2.8.4 Priprava preparatu na mikroskopické pozorovanie

Krycie sklicka, uskladnené v 96 % EtOH, sa nechali vysusit’ na vzduchu alebo
boli opalené¢ nad kahanom. Po uschnuti bolo krycie skli¢ko prilepené pomocou lepiacej
pasky na plastovy ramik s vyvitanou dierkou v rozmeroch o priemere 13 mm a 5- 8 mm do
hibky. Na krycie skli¢ko bolo napipetované 10 pul bunkovej suspenzie, ktora bola prikryta
agardzou (1 % agardza v PBS roztoku: 0,04 g agardzy, 40 ml PBS roztoku). Agar6za bola
vyrezana pomocou plastovej skimavky, ktorej hrdlo malo rovnaky rozmer ako vyvftana
dierka v plastovom ramiku. Diera s agardézou bola prelepena lepiacou paskou, aby sa
zabranilo vyschnutiu vzorky. Takto pripraveny preparat bol pripraveny k mikroskopickému

pozorovaniu (Obr. 25).

Obrazok 25 Preparat na mikroskopické pozorovanie.
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3.2.8.5 Podmienky pre mikroskopické pozorovanie

Obrazky boli nasnimané bud’ v rezime wide-field, v ktorom je celd vzorka
vystavena svetelnému zdroju, alebo metodou SIM (Liu et al. 201). Objektiv- Olympus so
60x zvacsenim. Mikroskopické nastavenie pre pozorovanie jednotlivych fluorescencnych

proteinov je uvedené v Tab. 14.

Tabul’ka 14 Nastavenie pre mikroskopicke pozorovanie

Fluorescenény protein mEos2 GFP eq-FP650
Excitacia 488 nm, 568 nm
fotokonverzia pri 405 488 nm 568 nm
nm
WF SIM
Expozicia 50-70 (1 150) 170 (300)
Laser 10 % 1%
Vzdialenost’ medzi
vrstvami 0,250 0,125
Hriuabka vzorky 2,5-3 1,5
Vel’kost’ obrazku
v pixeloch 512x512 256x256

! plati pre eq-FP650
Uvedeny expozi¢ny ¢as a miera excitacie boli vacSinou konstantné, menili sa iba v pripade

nizkeho alebo slabého fluorescencného signalu u pripravenych vzoriek.

3.2.8.6 Spracovanie a analyza mikroskopickych obrazkov

Mikroskopické obrazky boli nasledne zrekonStruované a dekonvulované
v programe SoftWorx 6.5.2. RekonStrukcia bola Ziadica u obrazkov vytvorenych metédou
SIM, ktora sa niesla rizikom vzniku artefaktov. Dekonvulécia je matematické spracovanie
obrazu, ktoré redukuje rozmazanie obrazu a vylepSuje kontrast a rozliSenie. RekonStrukcia
aj dekonvulacia boli automaticky uskuto¢nené po zadani prikazu do programu. Dal%ie
spracovanie a analyza boli uskutocnené v programe FIJI Imagel. V tomto programe bola
pouzita funkcia maximalnej Z- projekcie obrazkov (z- stack). Spdsob projekcie spociva
v zluGeni vsetkych ziskanych rezov v Z- osi do jedného obrazku. Dalej boli v tomto
programe zlucené obrazky z dvoch farebnych kandlov do jedného obrazku, pocitali,

analyzovali bunky a merala sa intenzita fluorescencie v jednotlivych bunkéch.
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4 VYSLEDKY

4.1 SUBCELULARNA LOKALIZACIA ARE Vga(A).c PROTEINU
PROSTREDNICTVOM FLUORESCENCNEJ MIKROSKOPIE

Pre pozorovanie subcelularnej lokalizacie rezistentného proteinu Vga(A)rc bolo
zvolené pouzitie fluorescennych proteinov, nakolko pre stafylokoky nebol doposial
vyvinuty protokol pre uspesni imunodetekciu intracelularnych proteinov fluorescencne
znacCenymi protilatkami. Vyhodou pouzitia fluorescencnych proteinov oproti fluoroforom je,
ze fluorescencné proteiny su geneticky viazané ku proteinu nasho zaujmu a su cCasto
pouzivané ako biologické markery, ktoré umoznuju vizualizaciu lokalizacie subcelularnych
proteinov, skiimanie génovej expresie, protein-proteinovych interakcii, proteinovej syntézy
a degradacie (Endesfelder ef al. 2011; Sattarzadeh ef al. 2015; Kato et al. 2017). Nepatrnou
zmenené vlastnosti, nemusi fungovat’ alebo nemusi byt spravne v bunke lokalizovany

(Endesfelder ef al. 2011).

Ako fluorescenény protein pre pripravu konstruktu exprimujiceho gén kodujtci
Vga(A)Lc bol zvoleny fotokonvertibilny mEos2, ktory sa neskor planoval pouzit’ aj na
sledovanie jednotlivych molekul. mEos2 je monomérny fotokonvertibilny fluorescenény
protein, ktory je schopny ucinne sa skladat’ pri teplote 37 °C. Vyznacuje sa tym, Ze
fotokonvertuje zo zeleného fluorescencného spektra do cerveného fluorescenéného spektra.
V zakladnom stave je tento protein zeleny a po oziareni UV svetlom pri vinovej dizke
405 nm prechadza do vel'mi fotostabilného cerveného fluorescenéného stavu
(McKinney et al. 2009; Baker et al. 2010; Sattarzadeh et al. 2015). Ako hostitel'sky kmen
bol zvoleny Staphylococcus aureus RN4220, pretoze je idealny pre molekularno- genetickl

manipulaciu.

V experimentalnej Casti prace bola pozorovana aj bunkova lokalizacia
fluorescen¢ného fuzneho proteinu Vga(A)Lc-GFP, ktory bol pripraveny kolegom
Mgr. Jakubom Lenartom. Zeleny fluorescencny protein (GFP) pochadza z organu medizy
Aequorea victoria (Ohba et al., 2013). GFP sa vyznacCuje vysokou fotostabilitou a je
najbeznejSim fluorescenénym proteinom pouzivanym v promoétorovych a proteinovych

faznych konstruktoch (Chalfie 1995). Fuzny protein GFP bol pouzity za ucelom
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porovnavania mozného vplyvu dvoch réznych fluorescencnych proteinov na lokalizaciu

Vga(A)Lc.

4.1.1 PRiPRAVA KONSTRUKTU PRE EXPRESIU PROTEINU
V STAPHYLOCOCCUS AUREUS RN42220

4.1.1.1 Priprava konstruktu Vga(A)Lc-mEos2

Prvym krokom pri priprave konstruktu bolo zvolenie si expresného vektoru
pRMC?2 s naklonovanym génom kodujucim Vga(A)ic protein. pPRMC2 obsahuje inducibilny
promotor, indukovany anhydratetracyklinom- homolég tetracyklinu. Vyhodou vol'by tohto
vektoru je, Ze mézeme kontrolovat’ spistianie expresie vlozeného génu. Okrem toho bol pre
expresiu ARE proteinov Gspesne pouzity v naSom laboratériu uz predtym (Vimberg, 2015).
pRMC2 ma dva pociatky replikacie, pre E. coli apre S. aureus a selekéné gény pre

ampicilinovu a chloramfenikolovu rezistenciu.

Pre pripravu konStruktu exprimujuceho gén kodujuci fizny fluorescenény
protein Vga(A)rLc-mEos2 bol vektor pPRMC2 s naklonovanym génom vga(A)rc (pGBN044)
a klonovany inzert s génom mFEos2 linearizovany a amplifikovany prostrednictvom PCR
(kap. 3.2.5.1 a3.2.5.2) (Obr. 26), spouzitim Specifickych primerov, ktoré obsahovali
5" konce presahujtce Casti (35 nt) komplementarne k vektoru (kap. 3.1.3). Tieto primery
obsahovali aj PGGGS aminokyselinovu sekvenciu, ktord predstavovala flexibilny linker
spajajuci $tudovany protein s fluorescenénym proteinom. Ugelom flexibilného linkeru je
snaha o redukciu negativneho vplyvu na funkciu Vga(A)Lc. Po amplifikécii boli vysledné
PCR produkty analyzované DNA elektroforézou (kap. 3.2.4.3) (Obr. 27) a purifikované
komeréne dostupnym kitom SV gel and PCR Clean-Up system (kap. 3.2.4.2). Dalsim
krokom bolo odstranenie templatovej (metylovanej) DNA Stiepenim restrikénym enzymom

Dpnl a nasledné prebehnutie SLiCE reakcie (kap. 3.2.3.1).
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PCR1

Mf\f\f\f\ PCR2
A “— APA

Obrazok 26 Schéma zobrazujica klonovanie prostrednictvom metédy SLiCE. PCR 1: Amplifikacia
naklonovaného génu vga(A).c vpRMC2, PCR 2: Amplifikicia génu kddujiceho fotokonvertibilny
fluorescencny protein mEos2.

M mEos2 vga(A)ec mEos2
1. 2. 3. 4 1. 2. 3. 4. 1. 2. 3. 4.

6 000 bp +—

2 000 bp «—
1650 bp<+—

1 000 bp<«—
850 bp+—
650 bp+—

Obrazok 27 Analyza PCR produktov po amplifikacii DNA elektroforézou. Po PCR amplifikacii celého
vektoru pRMC2 s naklonovanym génom vga(A).c boli ziskané 4 PCR produkty. Po PCR amplifikacii
klonovaného inzertu bolo ziskanych 5 PCR produktov pre gén mFEos2. Vysvetlivky: M- $tandard molekulove;j
hmotnosti.

Na druhy dent bola SLiCE reakcia transformovana teplotnym Sokom do kompetentnych
buniek E. coli XL1- Blue (kap. 3.2.2.2). Bunky boli po transformdcii vysiate na LB agar so
selekénym antibiotikom karbenicilinom (100 pg/ml). Dali defi boli dve narastené kolénie
buniek E. coli analyzované pre pritomnost vektoru obsahujuceho poZadovany inzert
pomocou koléniovej PCR (kap. 3.2.5.3) K amplifikécii boli pouzité 2 sety primerov pre dve
PCR reakcie: I. pRMC2-F, mEos2-R (1,3 bp); II. vga PGGGS mEos2-F, pRMC2-R
(300 bp). PCR produkty boli analyzované na gélovej elektroforéze (kap. 3.2.4.3) (Obr. 28).
Po overeni spravnosti konStruktu boli prislusné kolonie E. coli, pre tucely izolacie

plazmidove; DNA (kap. 3.2.4.1), zaockované do 3 ml LB média s karbenicilinom
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(100 pg/ml). Bunky boli cez noc kultivované pri teplote 37 °C za staleho trepania pri
otackach 200 RPM. Izolovany plazmid bol odoslany na sekvena¢nti analyzu (kap. 3.2.4.4).

Vlozeny fragment bol presekvenovany z primerov forward pRMC2 a reverse pPRMC2.

M vga(A)rLc mEos2

2000 bp +—

850 bp +—
650 bp «—

Obriazok 28 Overenie jednotlivych fragmentov pre vga(A).c v pPRMC2 a mEos2 v bunkach E. coli DNA
elektroforézou. Vysvetlivky: 1- oznacenie prvej testovanej koloénie bunky E. coli; 2- oznacenie druhej
testovanej kolonie bunky E. coli. Z analyzy vyplyva, Ze testovana kolonia s ¢islom 1 obsahuje vlozeny vektor.
M- standard molekulovej hmotnosti.

4.1.1.2 Transformacia konStruktu do Staphylococcus aureus RN4220 a overenie

transformantov

Pripraveny konStrukt bol transformovany elektroporaciou do kmena
Staphylococcus aureus RN4220 (kap. 3.2.2.4). Pritomnost’ plazmidu (konStruktu) v bunkach
bola overend pomocou kontrolnej PCR (kap. 3.2.5.4). K amplifikacii useku obsahujuceho
vloZeny gén boli pouzité primery vga PGGGS_mEos2-F a pRMC2-R. Na Obr. 29 vidime,
ze transformacia kons$truktu do kmena S. aureus RN4220 bola tispesnd. Otestované kolonie
boli preockované na TSA agar s CAM (25 pg/ml). Na dalsi dent boli vyrastené kolonie
rozsuspendované v médiu pre uchovavanie buniek (kap. 3.1.4). Takto pripravené zasobné

kmene boli uschovavané pri teplote -80 °C.
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vga(A)c-mEos2

M 1. 2. 3. 4 5. 6. 7. 8.

850 bp «—
650 bp +—

Obrazok 29 DNA elektroforéza kontrolnej PCR. Overenie pritomnosti plazmidu pRMC2 obsahujiceho
fazny protein vga(A)rc-mEos2 v kmeni Staphylococcus aureus RN4220. M- Standard molekulovej hmotnosti.

4.1.2 OVERENIE FUNKCNOSTI FUZNYCH PROTEINOV Vga(A)Lc-mEos2
A Vga(A)Lc-GFP V KMENI STAPHYLOCOCCUS AUREUS RN4220

4.1.2.1 Testovanie citlivosti RN4220 exprimujiceho fuzne proteiny Vga(A)Lc-mEos2
a Vga(A)Lc-GFP

Pre testovanie citlivosti kmena S. aureus RN4220 exprimujuceho fizny protein
Vga(A)Lc-mEos2 a Vga(A)Lc-GFP na antibiotikd bola vyuzitd mikrodiluénd metoda
(kap. 3.2.6.1). Stanovenie MIC mikrodilucnou metdédou bolo uskutocnené v piatich
nezavislych meraniach a to vzdy v pritomnosti a v nepritomnosti induktora expresie fliznych
proteinov AnhTet v koncentracii 100 ng/ml. Kazdé meranie prebehlo v dvoch paralelach.
V Tab. 15 je uvedenda MIC, ktora sa v tychto experimentdlnych meraniach najviac

opakovala.

Citlivost’ kmena S. aureus RN4220 exprimujuceho Vga(A)Lc-mEos2 z vektoru
pRMC2 k LIN bola porovnavana s kmenom exprimujicim Vga(A)ic bez fluorescencného
proteinu naklonovaného taktiez do pRMC2. Ako negativna kontrola bol pouzity kmen
s prazdnym vektorom pRMC2. Zvysledkov merania vyplyva, ze fuzny protein
Vga(A)Lc-mEos2 udel'uje rezistenciu k LIN. Aj ked’ jeho hodnota MIC bola 2 az 4x znizena

nez Vga(A)Lc, bol funkény a pre d’alSie experimenty pouzitelny. Kmen s fiznym proteinom
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Vga(A)Lc-GFP bol testovany na citlivost’ k LIN, ku CLI a k ERY. Jeho hladina udel'ovania

rezistencie bola len 2x znizena nez Vga(A)ic.

Tabul’ka 15 Hodnoty MIC u S. aureus RN4220

S. aureus RN4220
MIC (mg/l) LIN CLI ERY
AnhTet - + - + = +
pRMC2 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Vga(A)Lc 4 32 0,5 2 0,5 0,5
Vga(A)Lc-GFP 2 16 0,5 2 0,5 0,5
Vga(A)Lc-mEos2 2 8-16

4.1.2.2 Vplyv roznej hladiny expresie fiiznych proteinov na bunkovy rast

Sledovala som rast bunkovej kultry kmena S. aureus RN4220 exprimujuci
fazny protein Vga(A).c-mEos2 a S. aureus RN4220 exprimujuci fuzny protein
Vga(A)Lc-GFP v pritomnosti zvySujlcej sa koncentracie induktoru (AnhTet 0-100 ng/ml).
Rast kmenov s fiznymi proteinmi bol porovnavany s kmeniom exprimujucim Vga(A)Lc bez
fuzneho proteinu. Ako negativna kontrola bol pouzity S. aureus RN4220 s prazdnym
vektorom pRMC2. Testovanie bolo uskutocnené v dvoch paralelach pri koncentraciach
AnhTet 0, 20, 100 ng/ml. Hodnoty OD pri 630 nm boli od¢itané po dobu 24 hodin
v 10 minutovych intervaloch inkubacie v spektrofotometri pri teplote 37 °C (Graf' 1). Z grafu
je zrejmé, Ze zvySujuca sa koncentracia AnhTet predlzuje lag fazu rastu buniek 1 u kmena

s prazdnym vektorom.
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Graf 1: negativna kontrola- pPRMC2; pozitivna kontrola- Vga(A)LC; fuzne proteiny V-GFP

(Vga(A)Lc-GFP), V-mEos2 (Vga(A)Lc-mEos2).

Vplyv roznej hladiny expresie fuznych proteinov na bunkovy rast
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~~~~~~~~~ pPRMC2 0 AnhTet
Vga(A)LC 0AnhTet
--------- V-GFPO AnhTet
--------- V-mEos2 0 AnhTet
— — pRMC2 20 AnhTet
Vga(A)LC 20 AnhTet
= =— V-GFP20AnhTet
= = V-mEos2 20 AnhTet

pRMC2 100 AnhTet
Vga(A)LC 100 AnhTet

V-GFP 100 AnhTet

V-mEos2 100 AnhTet

4.1.2.3 Detekcia fuznych proteinov metédou Western blot

Pred samotnou fluorescen¢nou mikroskopiou bolo nutné overit’, ¢i sa proteiny
mEos2 a GFP exprimuju v celej svojej dizke a &i su stabilné. Testovanymi kmefimi boli
S. aureus RN4220: s prazdnym vektorom pRMC2, s génmi kodujicimi protein Vga(A)Lc,
Vga(A)Lc-GFP, Vga(A)Lc-mEos2.  Experiment bol uskuto¢neny v pritomnosti
1 v nepritomnosti induktora AnhTet (100 ng/ml). Kultivacia buniek prebiehala podla
postupu uvedeného v kap. 3.2.1.2 az do dosiahnutia pozadovanej ODgoo= 0.7- 0.8. Nasledne
bol upraveny objem nanesenych vzoriek na rovnakii OD a bunky boli pripravené pre
SDS - PAGE elektroforézu podla kap. 3.2.7.2. a potom pre Western blot analyzu podl'a
kap. 3.2.7.4. Po detekcii na Obr. 30 vidime, Ze sa oba fizne proteiny Vga(A)Lc-GFP
a Vga(A)Lc-mEos2 po indukcii AnhTet exprimovali, aj ked’ ich expresia bola priblizne o
polovicu nizsia nez expresia Vga(A)rc. U Vga(A)Lc-mEos2 dochadzalo navySe k vyraznej

degradacii.
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pRMC2 Vga(A)LC Vga(A)LC-GFP Vga(A)LC-mEos2
AnhTet - + - e = <+ - +

100 kDa -—

— - - —

i — oy
-

Obrazok 30 Porovnanie expresie fiznych proteinov Vga(A)Lc-GFP a Vga(A)Lc-mEos2 v kmeni S. aureus
RN4220 s indukovatePnym prométorom pRMC2 (Pxyl/tet), pomocou Western blotu. Ako negativna
kontrola bol pouzity prazdny vektor pPRMC2. Ako pozitivna kontrola bol pouzity Vga(A)Lc.

413 MIKROSKOPICKE POZOROVANIE BUNKOVEJ LOKALIZACIE
FUZNYCH PROTEINOV Vga(A)rc-mEos2 A Vga(A)Lc-GFP V KMENI S. AUREUS
RN4220

Po overeni funk¢nosti fuznych fluorescenénych proteinov Vga(A)Lc-mEos2
a Vga(A)Lc-GFP v kmeni S. aureus RN4220, boli podrobené mikroskopickému
pozorovaniu. Bunky na mikroskopické pozorovanie boli kultivované podla postupu
uvedeného v kap. 3.2.1.2 a pripravené spéosobom uvedenym v kap. 3.2.8.3. Preparat pre
mikroskopiu bol pripraveny podla kap. 3.2.8.4. Negativnou kontrolou boli vzorky bez
indukcie AnhTet.

Kultivacia buniek prebiehala az do pozadovanej OD pri 600nm. Po jej dosiahnuti
bola  bunkovd  kultira  zaindukovanda  induktorom  AnhTet v koncentricii
100 ng/ml. Po indukcii boli bunkové kultary nasledne presunuté na nizsiu kultivacnt teplotu
25 °C pri 200 RPM na dve hodiny pre expresiu proteinu. Pre expresiu proteinu bola pouzita
teplota, ktora nie je idedlna pre rast buniek. Znizenu teplotu som pouzila z dovodu snahy
o zladenie podmienok mikroskopie a analyzy bunkovych frakcii pomocou imodetekcie.
Predtym bolo totiZ v laboratériu pozorované, Ze ARE proteiny maju tendenciu po rozbiti

buniek vypadéavat’, co mohlo byt’ redukované prave expresiou pri zniZenej teplote.

Z Panelu 1, ktory porovnava lokalizaciu fiznych proteinov Vga(A)Lc- GFP
a Vga(A)Lc- mEos2 je zrejmé, ze Vga(A)Lc-GFP bol za danych kultivaénych podmienok
lokalizovany v blizkosti membrany v mnohopocetnych ohniskéach (Panel 1A), narozdiel od
Vga(A)Lc-mEos2, ktorého lokalizacia bola &isto difuzna (Panel 1B). Dalej bola overovana
schopnost’ fotokonverzie fluorescencného proteinu mEos2. Jednotlivé bunky boli oznacené
(Panel 2A- modré $ipky) a osvietené UV svetlom pri vinovej dizke 405 nm, pri ktorej

protein fotokonvertoval (Panel 2B). Fotokonverzia fungovala, avSak fluorescencny signal
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bol vel'mi slaby. Na zéklade ziskanych vysledkov z testovania citlivosti, tento konStrukt
fungoval 2-4x slabSie a dovodom slabého fluorescenéného signdlu bola pravdepodobne
degradacia proteinu, ktoru odhalila WB analyza s tym, Ze hlavny signal mal rovnaku vel’kost
ako Vga(A)Lc. To naznacuje, ze bol pravdepodobne v bunkach fizny protein rozstiepeny tak,
ze samotny Vga(A)Lc fungoval ako rezistentny protein a diftizna distribucia fluorescenéného
signalu zodpovedala signalu mEos2. Dalej sa tak behom prace pokratovalo len

s fluorescen¢nym proteinom GFP.

Panel 1 Mikroskopické pozorovanie bunkovej lokalizacie fuznych proteinov
Vga(A)Lc-mEos2 a Vga(A)Lc-GFP v kmeni S. aureus RN4220

Vga(A)c S. aureus RN4220

Kultivacia pri 37 °C po mdikovand OD600, indukcia a kultivacia pri 25 °C/ 2h.

ODe6oo Vga(A)c -GFP Vga(A)pc-mEos2

0.5-0.6

Poznamka- Z dévodu nizkeho signalu fuzneho proteinu Vga(A)rc-mEos2 bola snimka ziskana pri dlhsej
expozicii 150 a s vy$8im vykonom laseru (50 %).

Panel 2 Fotokonverzia Vga(A)Lc-mEos2 v kmeni S. aureus RN4220

Vga(A)c S. aureus RN4220

Kuttivacia pri 37 °C po indikovani OD600, indukcia a kultivacia pri 25 °C/ 2h.

0D600 Vga(A);c -mEos2 Vga(A); c-mEos2
fotokonverzia

0.5-0.6

Poznamka- Z dévodu nizkeho signalu fizneho proteinu Vga(A)rc-mEos2 bola snimka ziskanad pri dlhsej
expozicii a s vy$§im vykonom laseru. Pre zeleny kanal- exp. 150, laser 50 %, pre Cerveny kanal- exp. 100, laser
30%. Modr¢ sipky znazornuji oznacené a osvietené bunky S. aureus RN4220 pri vinovej dlzke 405 nm.
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414 MIKROSKOPICKE POZOROVANIE BUNKOVEJ LOKALIZACIE
FUZNEHO PROTEINU Vga(A)Lc-GFP V KMENI S. AUREUS RN4220

4.1.4.1 Vplyv kultivacnej teploty, rastovej fazy a doby expresie na bunkovu lokalizaciu

Vga(A)Lc-GFP v RN4220

Mikroskopicky boli  sledované¢ zmeny v intraceluldrnej  distribucii
Vga(A)rLc- GFP za roznych kultivacnych podmienok a v r6znych rastovych fazach. Najprv
bolo testované ¢i sa meni lokalizacia pokial’ je expresia proteinu indukovana v réznych
rastovych fazach. Kultivacna teplota bola 25 °C, tak ako v predoSlom experimente. Potom
bolo testované ako sa lokalizacia zmeni pri teplote 37 °C, ktora je optimalna pre rast buniek
a funkciu proteinu. V tomto pripade boli testované dve varianty, v prvej bola expresia
indukovana na zaciatku kultivacie a v druhom pripade expresia prebichala len 1 hodinu

a bola indukovana v priebehu kultivacie po dosiahnuti pozadovanej ODeoo.

Po kultivécii pri teplote 25 °C, v zavislosti od rastu buniek pri ODgoo= 0.2, neboli
ziatial pozorované v bunkach vyrazné mnohopocetné ohniskd proteinu v blizkosti
membrany. V bunkéach vSak bolo vidiet syntézu septa, ¢o naznacovalo, Ze su bunky na
zaCiatku exponencionalnej fazy rastu (Panel 3B). Mnohopocetné ohniska boli pozorované
az pri ODgoo= 0.8, kedy sa so zvySujucim poctom buniek, zvysil aj pocet buniek

s mnohopocetnymi ohniskami proteinu blizko membrany (Panel 3C).

Naopak po kultivacii buniek pri teplote 37 °C a expresie indukovanej na zaciatku
kultivacie, bol protein Vga(A)Lc-GFP lokalizovany ¢iasto¢ne diftizne, pricom sa tu
objavovalo ohnisko s intenzivnou fluorescenciou, ktoré bolo v bunke vZdy len jedno a zdalo
sa byt’ opét’ v blizkosti membrany (Panel 3D). Naviac boli pozorované aj zmeny v pocetnosti
buniek s ohniskovou lokalizaciou proteinu. Pri ODgoo= 0.8 doSlo k ubytku buniek
s ohniskom proteinu v blizkosti membrany (Panel 3E) (Graf2). V pripade, ze dizka expresie
fazneho proteinu Vga(A)Lc-GFP po dosiahnuti nizsie uvedenej ODegoo prebiehala len po
dobu jednej hodiny, nebolo pozorované takmer Zziadne ohnisko proteinu v blizkosti
membrany (Panel 3F). V pripade negativnej kontroly (kultiry bez indukcie) bol signal
vel'mi nizky (Panel 3A). Rozdiel v spdsobe lokalizacie proteinu v bunke medzi dvomi
roznymi teplotnymi podmienkami je detailnejSe zobrazeny s vysSSim rozliSenim
prostrednictvom SIM (kap. 3.2.8.5) v Paneli 4. Na zaklade tohto experimentu moZeme

tvrdit, Ze lokalizéacia proteinu Vga(A)Lc, je zavisla nielen od teplotnych podmienok, ¢asu
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indukcie, ale aj od rastovej fazy a od toho, v ktorej rastovej faze a ako dlho je protein

exprimovany.

Nakol’ko boli vidiet’ rozdiely v sposobe distribucie fizneho proteinu v bunkach
pri nizSej teplote a nie je mozné ani testovat’ aktivitu proteinu pri takto nizkej teplote
(pri 25 °C bunky nerastu). Bude teda istejSie pre d’alSie pozorovania pouzivat’ teplotu, pri
ktorej je mozné kontrolovat’ aktivitu proteinu a, ktorych kultivacné podmienky nastavaji a

su rovnaké ako pri testovani citlivosti.

Panel 3 Vplyv kultivacnej teploty, rastovej fizy a doby expresie na bunkovi lokalizaciu Vga(A)Lc-GFP
v RN4220: Snimky predstavujuce Z- stack maximalnych intenzit. (D,E,F).

Vga(A)rc-GFP v S. aureus RN4220

37°C po indikovani ODgyq, 25°C/ 2 h. 37°C

Bez indukcie Indukcia v indikovanej | Indukcia na zaciatku Indukcia v indikovanej
ODgqp ODsoo a expresia 1 hod.

Panel 4 DetailnejSie zobrazenie vplyvu teplotnych podmienok na subcelularnu lokalizaciu
Vga(A)Lc-GFP v S. aureus: Cervene znacena bunkova membrana fluorescenénym teikoplaninom (FL-TEI).

SIM
Vga(A), ~-GFP
37 °C po indikovant ODgg, 37°C Indukcia na zaciatku
25°C/2 h.

86



Graf 2

Pomer buniek kmena S. aureus RN4220 s ohniskovou lokalizaciou
fuzneho proteinu Vga(A)Lc-GFP v zavislosti od rastovej fazy

n=255 n=73
100%

80%
60%
40%

20%

0OD=0.2 RN4220 0OD=0.8 RN4220

0%

M Bunky s ohniskovou lokalizaciou Bunky bez ohniskovej lokalizacie

4.1.5 Vga(A)Lc-GFP V KMENI S. AUREUS 8325-4 A S. AUREUS JE2

4.1.5.1 Testovanie citlivosti k antimikrobialnym latkam u kmefa S. aureus 8325-4 a

S. aureus JE2

Lokalizdcia fazneho proteinu Vga(A)c-GFP bola pozorovana aj v
derivatoch klinickych izolatov S. aureus, ktoré mame v laboratériu k dispozicii tiez.
Narozdiel od laboratorneho kmetia RN4220 st tieto klinické derivaty prirodzenej$im
hostitelom, pretoze si menej geneticky modifikované. Pre tito pracu boli zvolené dva

kmene, S. aureus 8325-4 a S. aureus JE2.

U tychto kmenov bola stanovenda MIC mikrodilu¢énou metodou (kap. 3.2.6.1)
v pritomnosti a v nepritomnosti induktora AnhTet (100 ng/ml). Negativnou kontrolou bol
prazdny vektor pPRMC2 a pozitivnou kontrolou bol Vga(A)Lc bez fizneho proteinu. Meranie
prebehlo v dvoch paralelach. Rozdiel v miere udel'ovania rezistencie medzi tymito troma
kmenmi =z testovania citlivosti k antibiotikam mikrodiluénou metédou bolo, Ze
Vga(A)Lc-GFP funguje v kmenioch 8325-4 a JE2 oniefo lepSie nez v kmeni RN4220
(Tab. 16 a Tab. 17). Vyraznejsie rozdiely medzi tymito troma kmenimi, st vSak z testovania
citlivosti k antibiotikdm metédou DDT (3.2.6.2). Na Obr. 31 je u kmena RN4220 viditelny
naznak inhibi¢nej zony okolo disku s CLI (nie je to uplna inhibi¢nd zona, pretoZe vo vnutri
bol pozorovany rast jednotlivych kolonii). To u kmenov JE2 ani 8325-4 zrejmé nie je,
a u ktorého Vga(A)Lc je porovnatel'ny s Vga(A)Lc- GFP. Negativnou kontrolou bol prazdny
vektor pPRMC2.
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Okrem fuzneho proteinu Vga(A)Lc-GFP bola testovana citlivost’ k antibiotikam
mikrodilu¢nou metdédou aj u ATP deficientnej mutaty Vga(A)L.cEQ1+2-GFP v kmeni
S. aureus JE2 (Tab. 17). Mutacia spdsobuje neschopnost’ hydrolyzovat ATP a v sulade
s ocakavanim neudel'ovala rezistenciu. ATP deficientnd mutanta bola v tejto préci tiez

podrobené mikroskopickému pozorovaniu.

Tabulka 16 Hodnoty MIC u S. aureus 8325-4

S. aureus 8325-4 (RN4220")
MIC (mg/l) LIN CLI ERY
AnhTet - A - + - +
pRMC2 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Vea(A)Lc 1 32 0,5 4(2) 0,5 0,5
Vga(A)Lc-GFP l 16 0,5 4(2) 0,5 0,5

! hodnota MIC pre RN4220 pokial sa lisi

Tabul’ka 17 Hodnoty MIC u S. aureus JE2

S. aureus JE2 (RN4220")
MIC (mg/l) LIN CLI ERY
AnhTet - i - + - +
pRMC2 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Vea(A)Lc 1 32 0.5 402) 0,5 0,5
Vea(A)Lc-GFP 1 16 0.5 402) 0,5 0,5
Vea(A)LcEQI+2-GFP_ | 0.5 0.5 0,5 0,5 0,5 0,5

! hodnota MIC pre RN4220 pokial sa 1isi

RN4220 JE2

Vga(A)Lc Vga(A)Lc
e © o

CLI ERY CLI ERY LIN  (Mgr. J. Lenart)
8325-4

pRMC2 Vga(A)Lc Vga(A)c- GFP

Y ? 9 9

CLI LIN Cul LIN Cul LIN

Obriazok 31 Porovnanie citlivosti DDT u troch réznych kmefov S. aureus. Na obrazku je zrejmy naznak
inhibi¢nej zény okolo disku s CLI u kmenia RN4220 exprimujuceho Vga(A)rc. Aj napriek tomu, Zze hodnoty
MIC su takmer porovnatel'né pre vSetky tri kmene, tento naznak inhibi¢nej zoény nie je pre JE2 ani 8325-4
zrejmy. (pPRMC2- prazdny vektor, negativna kontrola).



4.1.5.2 Mikroskopické pozorovanie a vplyv antibiotika na bunkovu lokalizaciu

rezistentného proteinu Vga(A)Lc-GFP v kmeni S. aureus 8325-4 a S. aureus JE2

Pretoze sa zda, ze protein Vga(A)Lc funguje v kmenoch 8325-4 a JE2 lepsie, bol

fazny protein Vga(A)Lc-GFP v tychto kmenoch podrobeny mikroskopickému pozorovaniu.

V porovnani s RN4220 bolo vidiet’ inu distribuciu proteinu, ktoré je u kmena 8325-4 a JE2

menej difuzna a viac ststredena v ohnisku v blizkosti membrany (Panel 5), na ¢o poukazuje

aj vysSia intenzita fluorescencie v ohnisku v kmeni 8325-4 a JE2 (Obr. 32). Lepsia

funkénost’ proteinu v tychto kmenoch sa tak potvrdila aj mikroskopickym pozorovanim.

Panel 5 Vplyv roznych kmeinov S. aureus (RN4220, 8325-4 a JE2) na bunkovu lokalizaciu fazneho
proteinu Vga(A)Lc-GFP: Snimky predstavuji Z- stack maximalnych intenzit.

Vga(A)LC-GFP v S. aureus

Kultivacia pri 37 °C/Indukeia na zadiatku AnhTet (100 ng/ml)

RIN4220

83254

JE2

Vea(A)LC-GFP v RN4220

20 000

15 000

Pixelvalue

10 000

5000

Pixel value

Vega(A)LC-GFP v 8325-4

20000

15000

10 000

5 000

Pixel value

Vega(A)LC-GFP v JE2

20000

15 000

10 000

5000

Obrazok 32 Porovnanie intenzity fluorescenéného signalu v ohnisku v ramei réznych kmefiov

S. aureus: RN4420, 8325-4 a JE2.
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Testovanie vplyvu antibiotika na bunkovi lokalizaciu fuzneho proteinu
Vga(A)Lc-GFP bol tak d’alej pozorovany uz len u kmenov S. aureus 8325-4 a JE2. Bunky
boli kultivované podla kap. 3.2.1.2 v pritomnosti LIN (2 pg/ml) od zaciatku kultivacie.

Indukcia génu pre expresiu proteinu bola uskutocnena tiez na zaciatku kultivacie.

Lokalizécia proteinu sa v pritomnosti antibiotika (LIN) nezmenila tak ako
vo frekvencii buniek s ohniskami na zaciatku a na konci exponencionalnej fazy (Panel 6, 7),
tak ani v intenzite fluoresencného signalu v ohnisku (Obr. 33). Rovnako tak neboli
pozorované¢  ziadne rozdiely v lokalizdcii ~mutantného kmena exprimujicim
Vga(A)LcEQ1+2-GFP bez antibiotika. V pritomnosti antibiotika bol rast i expresia
Vga(A)LcEQ1+2-GFP znacne inhibované, bunky nedorastli do ODgoo= 0.8 a expresia
fazneho proteinu, ktory sa vyskytoval len diftizne bola slabd z dovodu, ze dvojitd mutanta

neudel’uje rezistenciu.

V kmeni S. aureus 8325-4 a JE2 v neskorSej faze rastu, na zéklade analyzy, opat’

doslo k ubytku buniek s ohniskovou lokalizaciou proteinu v blizkosti membrany (Graf 3).

Panel 6 Vplyv antibiotika na subcelularnu lokalizaciu Vga(A)Lc-GFP v S. aureus 8325-4: Snimky
predstavuju Z- stack maximalnych intenzit.

Vga(A), ~GFPv §. aureus 8325-4

Kultivacia pri 37 °C

OD600 Bez indukcie Indukcia na zadiatku

Bez antibiotika LIN (2 pg/ml)

0.4-0.5

90




Panel 7 Vplyv antibiotika na subcelularnu lokalizaciu Vga(A)Lc-GFP a
Vga(A)LcEQ1+2-GFP v S. aureus JE2: Snimky predstavuju Z- stack maximalnych intenzit.

Vga(A) -GFP S. aureus JE2 Vga(A) cEQ1+2-GFPS. aureus JE2
Indukcia na zac¢iatku, 37 °C
ODs00 Bez antibiotika LIN (2 pg/ml) Bez antibiotika LIN (2 pg/ml)
0.2
0.8
Graf 3

Pomer buniek kmena S. aureus 8325-4 a JE2 s ohniskovou
lokalizaciou fizneho proteinu Vga(A),c-GFP v zavislosti od
rastovej fazy

n=62 n= 1641 n=310 n=1516
100%

90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
o R L]
0OD=0.2 83254 0OD=0.8 83254 OD=0.2 JE2 OD=0.8 JE2

B Bunky s ohniskovou lokalizaciou Bunky bez ohniskovej lokalizacie

91



Vga(A)LC-GFP v JE2 Vga(A)LC-GFP v JE2 + LIN (2 ug/ml)

2000071 20 000
e 15000¢ -
= 2 15000}
i =
2 -
& 10000} £ 10000
5000 5000+

Obriazok 33 Porovnanie intenzity fluorescen¢ného signalu Vga(A)Lc GFP v JE2 v ohnisku v zavislosti od
antibiotika.

4.1.5.3 Subceluldrna lokalizacia Vga(A).c a Vga(A)Lc-GFP proteinu pomocou

centrifugacie a naslednej imunodetekcie

Pre overenie mikroskopicky pozorovanej subcelularnej lokalizdcie fuzneho
proteinu  Vga(A)L.c-GFP  bola prevedend subcelularna lokalizacia  Vga(A)Lc
a Vga(A)ic- GFP po frakcionacii buniek centrifugaciou (kap. 3.2.7.5) prostrednictvom
imunodetekcie (kap. 3.2.7.4). Ako kontroly boli pouzit¢ klinicky izolat 140 UL
S. haemolyticus (Novotna & Janata 2006) a derivat klinického izolatu JE2 S. aureus, obe

exprimujuce Vga(A)Lic.

Bakterialne kmene S. aureus boli kultivované podla kap. 3.2.1.2. Kmen
S. haemolyticus bol kultivovany podla kap. 3.2.1.3. Jednotlivé bunkové kultiry boli
kultivované v pritomnosti a v nepritomnosti LIN (4 pg/ml). Indukcia bola uskutocnené od
zacCiatku kultivacie, v pripade 140 UL linkomycinom a v pripade JE2 anhydratetracyklinom.
Ziskané bunkové lyzaty sa podrobili SDS- PAGE analyze podl'a kap. 3.2.7.2 a Western blot
analyze podl'a kap. 3.2.7.4.

Zo ziskanych frakcii (Obr. 34) su v ramci pozorovania lokalizacie rezistentného
proteinu Vga(A)Lc najpodstatnejSie frakcie 30Sp (predstavujicu membranova frakciu),
100Ss (predstavujucu cytozolickll frakciu) a 100Sp (predstavujicu ribozomélnu frakciu).
Z detekcie expresie proteinu metodou Western blot je zrejmé, ze v pripade klinického izolatu
140 UL, ktory predstavuje prirodzeny kmen s nativnym promoétorom, v nepritomnosti LIN
protein Vga(A)Lc nebol indukovany. Naopak v pritomnosti LIN bol protein indukovany a

detegovany v niz§ej miere v membranovej frakcii, ale vo védcSej miere v ribozomalnej
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frakcii. U kmena S. aureus JE2 exprimujiceho Vga(A)Lc v nepritomnosti LIN bol Vga(A)Lc
opat’ viac sustredeny v membranovej frakcii, i ked’ slaba expresia proteinu bola detegovana
aj vribozomalnej frakcii. V pritomnosti LIN sa zda, Ze bol protein len v membranove;j
frakcii, v ribozomalnej frakcii detegovany vobec nebol. Ukmena S. aureus JE2
exprimujuceho Vga(A)LC-GFP bol fuzny protein v nepritomnosti LIN slabo detegovany iba
v membranovej frakcii a v pritomnosti antibiotika bol viac sustredeny v ribozomalnej frakcii

a vel'mi slabo v membranove;j frakcii.

Z vysledkov je tak zrejmé, ze Vga(A)Lc-GFP sa vyskytoval v membranovej
frakcii menej nez Vga(A)rc a v ribozomalnej frakcii bol protein detegovany len u 140 UL
au Vga(A)Lc-GFP v oboch pripadoch v pritomnosti antibiotik. Detekcia proteinu
v ribozomalnej frakcii je tak v rozpore s pozorovanim Chesneau (2005), ale koreluje s tym,

ze funguje na ribozéme (Su et al. 2018).

S mikroskopickym pozorovanim uvedené vysledky koreluji len v pripade, Ze
boli bunky kultivované bez LIN, kedy je protein Vga(A)Lc pozorovany blizko membrany a
detegovany v membranovej frakcii. V pritomnosti LIN sa koreldcia vylucuje, kedze
mikroskopicky narozdiel od imunodetekcie, protein lokalizdciu nemeni aje stale

lokalizovany v blizkosti membrany.

<& o
v \
& & ¥
LIN M CL 16Ss 16Sp30Ss 30Sp100Ss 100Sp
140 UL _ ‘
Vga(A)Lc
140 UL
Vga(A)Lc + S nat
JE2 _
Vga(A)Lc - e x —
JE2
VeaAe T P p— |
JE2
Vga(A).c-GFP  ~ B e
JE2 + PR il

Vga(A)Lc-GFP

Obrazok 34 Subceluliarna lokalizicia Vga(A)Lc a Vga(A)Lc-GFP. Vysvetlivky: LIN- linkomycin, M-
marker, CL- celkovy lyzat, 16Sp- bunkovy debris.
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42 SUBCELULARNA LOKALIZACIA ARE Msr(A) PROTEINU
PROSTREDNICTVOM FLUORESCENCNEJ MIKROSKOPIE

V ramci tejto prace bol mikroskopicky pozorovany okrem Vga(A)Lc, aj klinicky
vyznamny ARE ABC-F protein- Msr(A). Msr(A) je rovnako pritomny u stafylokokov ako
Vga(A)rc. Narozdiel od Vga(A)Lc udeluje rezistenciu k Mac a SgB a je druhou najcastejSou
rezistencnou determinantou udel'ujucou rezistenciu k ERY. Msr(A) protein bol pre
fluorescen¢nii mikroskopiu flizovany s Cervenym fluorescenénym proteinom- eqFP650
ajeho lokalizdcia bola pozorovand v kmeni S. aureus 8325-4. Fluorescencny protein
eqFP650 tzv. far-red je vel'mi vyznamny pri in vivo zobrazovani. Je charakteristicky jasnou
infratervenou  fluorescenciou, rychlou  maturaciou avysokou  fotostabilitou

(Luker et al. 2015).

Konstrukt Msr(A)-eqFP650 bol pripraveny dr. Vladimirom Vimbergom, ktory
na zéklade testovania citlivosti k antibiotikdm zistil, Ze tento fuzny protein nie je funkény
pri teplote 37 °C, ale pri nizSej teplote 30 °C (Tab. 18). VSetky experimenty boli teda

vykonané pri tejto teplote.

Tabulka 18 Hodnoty MIC u S. aureus 8325-4

S. aureus 8325-4

MIC (mg/l) ERY

37°C 30 °C
AnhTet (100 ng/ml) - + - +
Msr(A) 2 32 4 16-32
Msr(A)-eqFP650 0,5 0,5 0,5 8
Msr(A)EQ1+2 0,5 0,5 1 0,5
Msr(A)EQ1+2-eqFP650 0,5 0,5 0,5 kmen nerastol

Mgr. V. Vimberg, Ph.D.
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42.1 MIKROSKOPICKE POZOROVANIE BUNKOVEJ LOKALIZACIE
REZISTENTNEHO PROTEINU Msr(A) V KMENI S. AUREUS 8325-4

Mikroskopicky  bola  pozorovana  lokalizacia  Msr(A)-eqFP650 v pritomnosti
a v nepritomnosti antibiotika- ERY (2 pg/ml) v kultivatnom médiu a lokalizdcia ATP
deficientnej mutanty Msr(A)EQ1+2-eqFP650. Kultivacné podmienky pre mikroskopické
pozorovanie Msr(A)-eqFP650 boli rovnaké ako v pripade Vga(A)ic-GFP (kap. 3.2.1.2),
lisili sa iba v teplote, ktora u Msr(A) bola vykonana pri 30 °C. Kultivéacia prebiehala az do
ODgoo= 0.4- 0.5.

Kultivacné podmienky pre kmen s hydrolyticky deficientnou mutantou EQ1+2
boli uskutocnené podla postupu uvedeného v kap. 3.2.1.2. Nakolko ale z vysledkov
testovania citlivosti kmen s Msr(A)EQ1+2-eqFP650 nerastol po indukcii expresie od
zaciatku kultivacie pri teplote 30 °C, bunky sa nechali najskor narast’ pri teplote 37 °C az do
ODeoo= 0.4-0.5. Po jej dosiahnuti bola nasledne bunkova kultura zaindukovana induktorom
AnhTet. Po indukcii boli bunkové kultiry nasledne presunuté na nizsiu kultivacnt teplotu

30 °C pri 200 RPM na dve hodiny pre expresiu proteinu.

Narozdiel od Vga(A)Lc-GFP bolo v pripade Msr(A)-eqFP650 mozné sledovat’
vyrazny rozdiel vplyvu antibiotika na lokalizaciu proteinu. V nepritomnosti ERY bol protein
lokalizovany v ohnisku blizko membrany (Panel 8B), pozorované ohnisko bolo v celej
bunke len v jednom pocte (Obr. 35). V pritomnosti ERY (2 pg/ml), sa protein rozptylil
smerom dovnutra bunky (Panel 8C). Negativnou kontrolou bola neindukovana kultara

Msr(A)-eqFP650 S. aureus 8325-4, teda bez pritomnosti AnhTet (Panel 8A).

Lokalizacia ATP deficientnej mutanty Msr(A)EQ1+2-eqFP650 sa narozdiel od
lokalizacie Vga(A)Lc EQ1+2-GFP, zmenila tieZ a to difizne dovnttra bunky (Panel 8D).

Vplyv ERY na lokalizdciu Msr(A)-eqFP650 bola sledovand aj po ukonceni
kultivacie ateda 1 expresie. Antibiotikum bolo pridané do FluoroBrite média k bunkdm
a kulttra bola inkubovand po dobu jednej hodiny pri izbovej teplote. Vysledkom pokusu
bolo, Ze aj post-kultivacne po pridani ERY do média doslo k difuzii proteinu do bunky
(Panel 9C). Narozdiel od bunkovej kultary, ku ktorej antibiotikum nebolo pridané (Panel
9A) a kultary inkubovanej s CLI (Panel 9B) (Msr(A) neudel'uje ku CLI rezistenciu), bola
v oboch pripadoch lokalizacia proteinu v ohnisku blizko membrany. Vplyv ERY na bunkovi

lokalizaciu fuzneho proteinu Msr(A)-eqFP650 je detailnejSe zobrazeny s vys$Sim rozliSenim
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prostrednictvom SIM (kap. 3.2.8.5) v Paneli 10. Intenzita fluorescencie v ohnisku a v bunke

v pritomnosti i v nepritomnosti ERY je zobrazend na Obr. 36.

Panel 8 Vplyv antibiotika na subcelularnu lokalizaciu Msr(A)-eqFP650: Zelene znacena bunkova stena s
fluorescenénym vankomycinom (FL-VAN). Snimky predstavuji Z- stack maximalnych intenzit.

Msr(A)-eqFP650 v S. aureus 83254

Msr(A)EQ1+2-eqFP650
v S. aureus 83254

37 °C po imndikovanit ODe00, 30 °C/2 h.

0Dy, Bez mdukcie

Indukcia v indikovanej OD600

ERY (2 pg/ml)

AnhTet (100 ng/ml)

0.4-0.5

Obrazok 35 3D zobrazenie bunky s Msr(A)-eqFP650 lokalizovanym v ohnisku blizko membrany len
v jednom pocte. Zelene znacena bunkova stena FL-VAN (Mgr. G. Balikova- Novotna, Ph.D.).
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Panel 9 Antibiotikum pridané po kultivacii. * Antibiotikum bolo pridané do FluoroBrite média
a inkubovalo sa 1 hodinu pri izbovej teplote. Snimky predstavuju Z- stack maximalnych intenzit.

Msr(A)-cqFP650

Indukeia pri OD600=0.4-0.5, 30 °C/ 2h.

Bez antibiotika

CLI (2 pg/ml) *

ERY (8 pg/ml) *

Panel 10 DetailnejSie zobrazenie vplyvu antibiotika na subcelularnu lokalizaciu Msr(A)-eqFP650 v S.
aureus 8325-4: zelene znacena bunkova stena s FL-VAN. Snimky predstavuji Z- stack maximalnych intenzit.

SIM
Msr(A)-eqFP650 v 5. aureus 8325-4

Indukcia pri OD600= 0.4-0.5,30 °C/ 2h.

Bez antibiotika ERY (2 pg/ml)
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Msr(A)-eqFP650 v 8325-4 Msr(A)- eqFP6350 v 8325-4 + ERY (2 ng/ml)
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Obrazok 36 Porovnanie intenzity fluorescen¢ného signalu v ohnisku Msr(A)-eqFP650 8325-4 v zavislosti
od antibiotika.
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43. IN VIVO EXPRESIA ARE PROTEINU Vga(A).c V KLINICKYCH
IZOLATOCH STAPHYLOCOCCUS HAEMOLYTICUS

Ako je v literarnom prehl'ade uvedené, blizkymi homologmi Vga(A) st Imo0919
z Listeria monocytogenes a vmlR pritomny u B. subtilis (Obr. 10, kap. 2.3). U Imo0919
a vmlR sa zistilo, Ze ich regulécia je kontrolovana riboregulatormi, ktoré spustaju expresiu
génu v zavislosti od pritomnosti Specifického antibiotika naviaza¢ého na ribozome
mechanizmom oznaCovanym ako transkripna atenuacia. Pre Vga(A) bola pritomnost’

atenuatoru iba predikovana (Dar et al. 2016).

Zaujimalo ma tak, ¢i indukcia expresie vga(A).c pozorovanad u kmena 140 UL
(Obr. 34, kap. 4.1.5.3) je skuto¢ne sprostredkovana atenuédciou. Preto bola porovnavana
expresia Vga(A)Lc v zavislosti od pritomnosti LIN u klinickych izolatov S. haemolyticus
65 OL a 140 UL. S. haemolyticus 65 OL je kmen, ktory vedl'a vga(A)LC nesie taktiez
rezistencny gén ermC, ktory je konstitutivne exprimovany. V désledku toho st v tomto
kmeni ribozomy dimetylované v A2058 pozicii v 23S rRNA, ¢oho vysledkom je to, Ze titeto
ribozomy neviazu LIN. Ako negativna kontrola bol pouzity klinicky izolat S. haemolyticus
74 OV, ktory neobsahuje Vga(A)ic koédujuci gén a pozitivnou kontrolou bol S. aureus
RN4220 exprimujici Vga(A)Lc. Kultivacia buniek S. haemolyticus prebiehala podla
postupu uvedeného v kap. 3.2.1.3. Bunky boli zaindukované od zaciatku kultivacie réznou
koncentraciou LIN (0; 0,25; 4 png/ ml) a kultivované az do ODgoo= 0.7-1. Bunky S. aureus
RN4220 boli kultivované podla postupu uvedeného v kap. 3.2.1.2, zaindukované AnhTet
(100 ng/ ml). Po kultivécii bola upravend OD kultir pre rovnomerné mnoZstvo nanaSania
vzoriek a potom boli pripravené bunkové lyzaty pre SDS-PAGE analyzu (kap. 3.2.7.2).
Po SDS-PAGE bola uskuto¢nena WB analyza (kap. 3.2.7.4).

Z vysledku (Obr. 37) vyplyva, Ze schopnost’ indukcie skutocne aj v pripade
Vga(A)Lc zavisi od vizby antibiotika na ribozém a nie od priamej védzby antibiotika na
riboregulator. V kmeni 65 OL S. haemolyticus, exprimujucim ErmC, v ktorom je ribozom
rezistentny k LIN (LIN neviaze) z ddovodu metylacie A2058 v 23S rRNA, regulator
vga(A)rc nereaguje na pritomnost’ zvySujucej sa koncentracie LIN. Naopak v pripade kmenia
140 UL, ktory obsahuje len rezistenny gén vga(A)LC, expresia proteinu reaguje na
pritomnost’ LIN naviazané¢ho na ribozém, na o poukazuje zosilnejuca sa expresia pri

zvySujucej sa koncentracii LIN.
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RN4220 Vga(A)LC
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Obrazok 37 In vivo expresia Vga(A)c proteinu v klinickych izoliatoch S. haemolyticus. 65 OL
s konstitutivne exprimujticim erm(C) génom a 140 UL, ktoré boli zaindukované LIN pri 0; 0,25 a 4 pg/ml.
Negativna kontrola- 74 OV; klinicky izolat, ktory neobsahuje Vga(A)rLc koédujuci gén. Pozitivna kontrola-
RN220 Vga(A)rc; kmen S. aureus, ktory exprimuje gén kodujuci Vga(A)ic.

Z komparativnej analyzy 5° UTR sekvencie sa tiez ukéazalo, Ze regulatory
pritomné /mo0919, vmIR a vga(A)LC obsahuju tri aminokyseliny dlhy uORF. U ktorého sa
predpoklada, Ze urcuje Specifitu indukcie. U Imo0919 je totiz expresia indukovand iba LIN,

nie vSak ERY, patriacim medzi Mac.

Zaujimalo ma, aké antibiotikd indukuju expresiu vga(A)LC. Bola sledovana
expresia Vga(A).c po indukcii réznymi antibiotikami v subinhibi¢nej koncentracii
(0,25 pg/ ml) pri teplote 37 °C. Kultivacia buniek prebiechala podla kap. 3.2.1.3.
Testovanymi antibiotikami boli LIN, CLI, ERY, TIA, PIIA, PIA a karbenicilin (CARB).

Vysledkom je, (Obr. 38) ze expresia Vga(A)ic je indukovana linkozamidovymi
antibiotikami (LIN, CLI), streptograminovymi antibiotikami typu A (PIIA) a mierna
expresia je aj pri indukcii TIA. VSetky spominané antibiotikd sa viaZzu do ribozému
v blizkosti PTC, az s vynimkou ERY, ktory ako uZ bolo uvedené sa viaze do ribozomu

v mieste PET. Je teda prekvapenim, Ze Vga(A)Lc je indukovany aj erytromycinom.
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Obriazok 38 Expresia Vga(A)Lc u S. haemolyticus po indukcii réoznymi antibiotikami v subinhibi¢nej
kncentracii (0,25 pg/ml). Pozitivna kontrola- RN220 Vga(A)ic; kmen S. aureus, ktory exprimuje gén
kodujuci Vga(A)ic.
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5 DISKUSIA

Predlozena diplomova praca sa venuje otdzke bunkovej lokalizacie ARE
proteinov. Prostrednictvom fluorescencnej mikroskopie bola sledovana subceluldrna
lokalizacia rezistentnych fuznych proteinov Vga(A)Lc-mEos2, Vga(A)Lc-GFP a
Msr(A)-eqFP650 v zivych bunkach kmena S. aureus. Fluorescenéné proteiny boli zvolené z
dévodu, Ze pre stafylokoky nebol doposial’ vyvinuty protokol pre tispeSni imunodetekciu

intracelularnych proteinov fluorescencne znacenymi protilatkami.

Vga(A)Lc protein bol pozorovany v konsStruktoch sdvomi réznymi
fluorescenénymi proteinmi, GFP a mEos2, v rdmci ich porovndvania na mozny vplyv
lokalizacie Vga(A)Lc proteinu. Napriek tomu, Ze z vysledkov testovania funk¢énosti u kmenia
exprimujucim fizny protein Vga(A)rc-mEos2, bola jeho rezistentnd aktivita (8-16 pg/ml)
o dva az Styrikrat nizSia nez u WT kmena exprimujicim Vga(A)rc (16-32 pg/ml), zostavalo
faktom, ze rezistenciu k LIN udel'oval a bol funkény. AvSak po WB analyze sa odhalilo, ze
protein vyrazne degraduje. Mikroskopicky pozorovany slaby fluorescencny signal
Vga(A)Lc-mEos2 sa prisudil k pozorovanej degradacii proteinu ajeho cisto diftizna
lokalizécia pravdepodobne odpovedala fluorescencnému signalu mEos2 bez Vga(A)ic,

a z toho dévodu sa s nim v experimentalnej Casti tejto prace d’alej nepokracovalo.

Z mikroskopického pozorovania bolo za rdznych kultivaénych podmienok
zistene, ze lokalizécia proteinu je zavisla od teplotnych podmienok, rastovej fazy a od toho
v ktorej rastove] faze a ako dlho je protein exprimovany. Indukcia expresie proteinu
a kultivacia buniek prebiehala pri dvoch teplotnych podmienkach, 25 °C a 37 °C. Pri teplote
25 °C bol fuzny protein Vga(A)Lc-GFP mnohopocetne distribuovany v ohniskach v blizkosti
membrany. Co sa tyka vyskytu mnohopoéetnych ohnisk, tie boli vyrazne pozorované pri
ODe0o=0.8. Pri ODgoo= 0.2 neboli vyrazne pozorovatel'né, za to vSak bolo mozné pozorovat’
pritomnost’ vznikajucich sept. Co potvrdzuje, Ze tito faza rastu buniek predstavovala

pociatocnu exponencionalnu fazu rastu.

Sposob lokalizacie fizneho proteinu Vga(A)Lc-GFP sa vSak zmenil, ked’ boli
bunky vystavené len teplote pri 37 °C a indukované od zaciatku ich kultivacie. Lokalizacia
fzneho proteinu Vga(A)Lc-GFP bola za tychto kultivaénych podmienok Ciasto¢ne difuizna,
ale s vyskytom ohniska s intenzivnou fluorescenciou, ktoré bolo v bunke vZdy len v jednom

pocte pravdepodobne na membrane, co dosveduje WB analyza. Ohnisko bolo niekedy aj
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v blizkosti septa. V pocetnosti buniek s ohniskom proteinu v ramci rastovej fazy bola
situdcia opacna nez pri 25 °C, kedy v tomto pripade dlhsou kultivaciou ubudalo buniek
s ohniskom proteinu v blizkosti membrany. Pri expresii po dobu jednej hodiny dokonca
nebolo vidiet’ takmer Ziadne ohniska v bunkach. Co znadi, Ze pri dlh3ej expresii sa proteinu

pravdepodobne produkuje vela, ¢im tak vznikaju pozorované ohniska.

Kultivacna teplota 25 °C pre expresiu proteinu bola zvolend z dovodu snahy
o zladenie podmienok mikroskopie a analyzy bunkovych frakcii pomocou imodetekcie.
Predtym bolo v laboratériu pozorované, Zze ARE proteiny maji tendenciu po rozbiti buniek
vypadéavat’, co mohlo byt redukované prave expresiou pri znizenej teplote. Ked'ze sposob
lokalizacie pri nizsej teplote bol iny nez pri 37 °C a zaroven funkcnost’ proteinu Vga(A)Lc
pri tejto teplote nie je znama, nakol’ko bunky pri takto nizkej teplote nerasti. Dévodom
mnohopocetnej distribucie proteinu v ohniskach v blizkosti membrany, ktord viac narastala
v neskorsej faze rastu buniek, méze byt, ze 25 °C nie je Gplne optimalnou fyziologickou
teplotou a doSlo k nadprodukcii proteinu v nerozpustnej forme a produkcii pocetnych
inkliznych teliesok v blizkosti membrany. Naopak, pri teplote 37 °C je za tychto
kultivaénych podmienok aktivita proteinu zndma, nakol’ko odrazaju podmienky pri ktorych
sa stanovuje aj citlivost' k antibiotikdim. Z tohto dovodu sa tak v praci pokracovalo

v kultivéacii len pri teplote 37 °C.

Podstata pozorovaného ohniska len v jednom pocte na bunku, ktoré sa vyskytuje
aj v pripade sledovania lokalizacie Msr(A)-eqFP650 nie je zndma. Vyskytuje sa v oboch
pripadoch v blizkosti membrany. Fakt, Ze boli bunky mikroskopicky sledované metdédou
Struktarovaného osvetlenia (SIM), pri ktorej je potrebna postrekonstrukcia obrazkov, ktora
je spojend s rizikom vzniku artefaktov, mdze vyvolavat otdzku, ¢i sa nejednd o akysi
artefakt, av§ak ohniska boli pozorované¢ aj v rezime wide field, pri ktorom je vznik artefaktov
vel'mi malo pravdepodobny. Pontika sa vysvetlenie, Ze ohniskd, predstavuji inklizne
telieska (nerozpustné zhluky rekombinantného proteinu, vacSinou charakteristické
biologickou neaktivitou), ktoré sa tvoria napr. pri nespravnom skladani proteinov z dévodu
ich nadmernej ¢i rychlej produkcie. AvSak zvySujice sa dokazy naznaCuju, ze pritomné
agregaty v baktériach nemusia nevyhnutne znamenat’ stratu biologickej aktivty. Skupina
Garcia- Fruitos (2005) ukazala, Ze agregaty su aspon ¢iastocne tvorené biologicky aktivnymi
polypeptidmi. Ind §tudia, ktord sa zaoberd proteinovymi agregatmi (Lindner et al. 2008)
zobrazila vysledky z mikroskopického pozorovania kolokalizacie malého heat-shock

proteinu IbpA (inclusion body protein A) s proteinovymi agregatmi vzniknuté pod vplyvom
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urcitého stresu u buniek E. coli. Protein IbpA, ktory lokalizuje nespravne zloZené proteiny,
S. aureus nema. Je ale mozné, ze ma iné proteiny s podobnou funkciou. Vzniknuté
proteinové agregaty vyzeraju nielen rovnako, ale su aj umiestnené v bunke podobnym
sposobom ako aj nami Studované ARE proteiny. Pretoze pohyb ohniska sa zriedka pozoruje,
umiestnenie agregatov v bunke po rozdeleni je urcené ich umiestnenim v materskej bunke.
Umiestnenie proteinového agregatu bolo v Y4 alebo %, vstrede bunky v blizkosti
vznikajiceho septa (o som spozorovala tiez), alebo v bunke pritomné vobec neboli, ked’ze
po rozdeleni materskej bunky sa proteinovy agregat moze nachadzat len v jednej
z dcérskych buniek. S ¢asom sa tak pocet agregatov pritomnych v bunkach v nasledujtcich
generaciach znizuje, ¢o bolo v nasom pripade pozorovatelné tiez. Je tak potrebné zistit’ ¢i sa
jedné o inkluzne telieska alebo nie. Preukazat’ to ¢i sa jedna o agregat je mozné jednoducho
prostrednictvom fadzového kontrastu. Aj ked’ v priebehu tejto prace boli bunky fazovym
kontrastom pozorované, nebolo mozné z dovodu nizkeho signalu pozorované Struktiry
kolokalizovat’ s fluorescenénymi ohniskami. V pripade potvrdenia, Ze by iSlo o proteinové
agregaty, by sa nasledne izolovali a pomocou hmotnostnej spektrometrie detegovali, ¢i ide
o agregat len Studovanych proteinov, alebo nie. Myslim si, ale Ze aj keby to boli inklizne
telieska, stale to moze mat’ v bunke nejaka funkciu. ABC-F proteiny so svojou struktirou sa
moézu tazko vyskytovat vol'ne v roztoku, pretoze z nich vycnieva linker. Je teda mozné, ze
pokial’ nie st na ribozomoch, tak sa vyskytuji v tychto komplexoch. To je ale potrebné

potvrdit’ d’al$imi experimentami.

Lokalizacia fizneho proteinu Vga(A)Lc-GFP je zavisla aj od typu kmena. LepSia
funkénost’ proteinu v derivatoch klinickych izolatov 8325-4 a JE2 bola preukazana aj
testovanim citlivosti k antibiotikdm. Zatial' ¢o z testovania mikrodiluénou metdédou boli
hodnoty MIC u Vga(A)Lc-GFP v kmetioch 8325-4 a JE2 iba o nieCo lepSie nez v kmeni
RN4220. Vyraznejsie rozdiely medzi tymito tromi kmenimi boli z testovania citlivosti DDT.
Kedy v kmeni RN4220 exprimujucim Vga(A)Lc bol pozorovateI'ny ndznak inhibi¢nej zony
okolo antibiotického disku s CLI. Vo vnutri inhibi¢nej zony bol pozorovany slaby rast
bakteridlnych kolonii, ktory pre kmene JE2 ani 8325-4 exprimujicim Vga(A)Lc- GFP
zrejmy nebol. Tieto bakteridlne kolonie vSak neboli znamkou rezistentnych mutant ani
zmesnej kultiry (nepublikované udaje, J. Lenart). Vysvetlenim tohto rozdielu je, Ze zhorseny
rast okolo disku s antibiotikami sa pri testovani citlivosti v bujone nemoze prejavit, pretoze
schopnejSie bunky pravdepodobne prerasti tie, ktoré rasti menej arozdiely tak nie su

viditeIné. LepSia funk¢énost’ proteinu v derivatoch klinickych izoldtov sa preukazala aj
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mikroskopicky. Lokalizacia Vga(A)Lc-GFP v porovnani s laboratornym kmeniom RN4220,
bola lepsie stustredena v blizkosti membrany (v ohnisku) a menej difizne, na ¢o poukézala
aj zvysena intenzita fluorescencie sustredenej prave v ohnisku. Co by mohlo znamenat’, Ze
pritomnost’ ohniska blizko membrany ma nejakt funkcénu stvislost. Frekvencia vyskytu
ohniska v bunkéch aj v tychto kmeiioch bola pri dlhsej kultivécii nizSia nez na zaciatku
kultivacie. Tieto zistenia tak naznacuju, Ze pozorované ohnisko v bunke nepredstavuje
inklazne telieska vznikajuce v dosledku neprirodzenej nadprodukcie proteinu z tetO
promotoru, pri ktorej by zaroven pravdepodobne nebol pozorovany ani narast intenzity

fluorescencie spojeny s lepSiu aktivitou proteinu.

In vivo lokalizacia proteinu, ale nekoreSponduje vysledkom po frakcionacii
buniek centrifugiciou andaslednou imunodetekciou. V nepritomnosti antibiotika
linkomycinu bol Vga(A)rLc-GFP v kmeni S. aureus JE2 detegovany v membranovej frakcii,
v pritomnosti linkomycinu bol detegovany v ribozomalnej frakcii. Co znamend, Ze
s mikroskopickym pozorovanim tieto vysledky korelujii len v pripade, Ze boli bunky
kultivované bez antibiotika, kedy je fuzny protein Vga(A)Lc-GFP blizko membrany.
V pritomnosti antibiotika sa korelacia vylucuje, nakol’ko mikroskopicky protein lokalizaciu
nemeni a je stale v ohnisku blizko membrany. Jednym z vysvetleni méze byt (nakol’ko ARE
proteiny majui tendenciu vypadavat), ze protein vypadava behom roéznych centrifugicit
a kontaminuje tak pelety jednotlivych frakcii. V ribozomalnej frakcii ale bol okrem
Vga(A)Lc-GFP v pritomnosti LIN detegovany aj Vga(A)Lc exprimovany v klinickom izolate
S. haemolyticus 140 UL. Tato detekcia proteinov v ribozomalnej frakcii je v rozpore
s pozorovanim Chesneau (2005), ktory detegoval Vga(A) protein v klinickom izolate
S. epidermidis iba v membranovej frakcii, nie vSak v ribozomalnej. Rozdiel by mohlo
vysvetlovat’ pozorovanie v pritomnosti antibiotika, ktoré bolo pritomné v pufri v priebehu
frakcionacie, ¢o u Chesneau nebolo. Musim vSak zdoraznit’, Ze frakcionacia buniek
a nasledna imunodetekcia proteinu Vga(A)Lc bola uskuto¢nena len raz z dovodu nedostatku

¢asu a pre potvrdenie pozorovanych vysledkov je nutné experiment zopakovat'.

V ramci tejto diplomovej prace boli mikroskopicky pozorované aj kmene
exprimujuce mutované proteiny Vga(A)LcEQ1+2-GFP a Msr(A)EQ1+2-eqFP650, ktoré su
deficientné v ATP-4zovovej aktivite. Tieto mutované proteiny nie si schopné hydrolyzovat’
ATP. Na zaklade testovania citlivosti na antibiotikd mikrodiluénou metddou,
Vga(A)LcEQ1+2-GFP ani Msr(A)EQ1+2-eqFP650 nevykazovali rezistentni aktivitu. Pre
Vga(A)LcEQ1+2-GFP bola hodnota MIC 0,5 pg/ml a v pripade kmena exprimujiceho EQ
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mutantu Msr(A)EQ1+2-eqFP650, mal na rast buniek inhibi¢ny G¢inok. Z tohto dovodu bol
kmen s fuznym proteinom Msr(A)EQ1+2-eqFP650 najskor kultivovany pri teplote 37 °C,
aby bunky narastli a po dosiahnuti pozadovanej ODsoo bola expresia indukovana a bunky
pokracovali v kultivacii pri teplote 30 °C. Za takychto podmienok bunky rastli, aj ked’ vel'mi
pomaly. Z mikroskopického pozorovania, v pripade dvojitej EQ mutanty Vga(A)Lc-GFP,
neschopnost” hydrolyzy ATP nevedie opit’ k Ziadnym zmenam v jeho lokalizacii v bunke.
Naopak u dvojitej EQ mutanty Msr(A)-eqFP650, ATPazova aktivita ma vplyv na lokalizaciu
fzneho proteinu, ktorého fluorescencny signal je difuzny v bunke. Predpoklada sa, Ze to
odpoveda pevnej véizbe proteinu na ribozoémoch, ktord bola preukdzana u ABC-F ATP-
deficientnej EQ1+2 EttA (Boel et al. 2014). V stadii (Nunez-Samudio & Chesneau 2012)
tiez sledovali lokalizdciu fizneho proteinu prostrednictvom fluorescenénej mikroskopie.
ISlo o pribuzny ARE Msr(D) protein. Protein mali pripraveny v konStrukte na C
terminalnom konci, GFP-Msr(D) ana N termindlnom konci Msr(D)-GFP. V ich pripade
narozdiel od nasho Vga(A)Lc-GFP, ktory je funkény na N konci, bol funkény naopak protein
GFP-Msr(D) konstrukt, ktorého lokalizdcia bola difiizna. Nefunkény Msr(D)-GFP bol podla
ich vyjadrenia pre bunku toxicky a prejavoval sa fokédlnou lokalizaciou na membréne. Tieto
vysledky pozorovania si v uplnom kontraste s nasim pozorovanim proteinov Vga(A)ic
a Msr(A). Avsak vysvetlenim moze byt’, ze v ich pripade bol protein povodne z streptokoka,
ale pozorovany v E. coli, takZze v Gram negativnej namiesto Gram pozitivnej baktérie.
Pozorovanie teda nemusi odpovedat’ realnej situdcii, 1 ked’ bol protein v E. coli Ciasto€ne

aktivny.

Sledovala som aj vplyv antibiotika ako na lokalizadciu fizneho proteinu
Vga(A)Lc-GFP, tak aj na Msr(A)- eqFP650. Lokalizacia Vga(A)Lc-GFP sa v pritomnosti
linkomycinu nijak vyrazne nemenila a protein bol umiestneny rovnako v ohnisku blizko
membrany ako aj v nepritomnosti antibiotika. OdlisSnym vysledkom je ale pozorovanie
vplyvu antibiotika na lokalizdciu fizneho proteinu Msr(A)-eqFP650. V nepritomnosti
antibiotika bol protein lokalizovany v ohnisku blizko membrany ako aj Vga(A)Lc-GFP, ale
v pritomnosti antibiotika bola jeho lokalizacia v bunke difuzna, co moéZe znamenat, Ze je
protein v cytozole alebo pravdepodobnejsie na ribozémoch. Co potvrdzuje WB analyza, ked’

bol po pridani antibiotika protein detegovany na ribozémoch, nie v cytozole.

Otazne je, preco je lokalizacia fizneho proteinu Vga(A)Lc-GFP mikroskopicky
narozdiel od Msr(A)-eqFP650 stale rovnaka a nezavislda od pritomnosti antibiotika ¢i

mutovaného proteinu Vga(A)L.cEQ1+2-GFP. Rozdiely v lokalizacii mézu reflektovat
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rozdiely vo funkcii proteinu. Msr(A) i Vga(A) sa odlisuju antibiotickou Specifitou. Okrem
toho u Msr(A) je v Struktire pritomna mald doména ramena vsunutej do prvej Casti NBD,
ktora u Vga(A)LC uplne chyba. Rameno je totiz zodpovedné za regula¢nt funkciu, Co sa
ukazalo u ABCF EttA, interaguje s L1 vel'kou ribozomalnou podjednotkou a obmedzuje
dynamiku ribozému podl'a dostupnosti ATP (Boel et al. 2014). Mozno to je ddvodom preco
u Msr(A) vidime reakciu v odpovedi na antibiotikum ¢i hydrolyticky inaktivneho proteinu.
Nemozno, ale tiez vylucit, ze dovodom tejto rozdielnosti mézu byt podmienky expresie
proteinu. Msr(A)-eqFP650 bol exprimovany pri teplote 30 °C a Vga(A)Lc-GFP pri
25 °C a37 °C. Pricom pri teplote 25 °C sa protein ukladal v blizkosti membrany
neprirodzene v spominanych mnohopocetnych ohniskach, kdezto pri 37 °C bola jeho
lokalizacia v ohnisku blizko membrény rovnaka ako aj v pripade Msr(A)-eqFP650. Navyse
v oboch pripadoch boli proteiny funkéné a vykazovali rezistentn aktivitu. Nepredpokladdm
teda, zeby prave teplota pri 30 °C mala zasadny vplyv na zmenu jeho lokalizacie
v pritomnosti antibiotika alebo ATP deficientnej mutanty. Rozdiely ale mozu byt dané
vlastnost’ami fuzovaného fluorescenéného proteinu. Do buducnosti tak bude nutné vymenit’
zeleny fluorescencny protein GFP za ¢erveny fluorescenény protein eqFP650 v konStruktoch

s rezistentnymi proteinmi.

Kazdopadne jednym z podstatnych vysledkov tejto prace zostava, ze v pripade
fazneho proteinu Msr(A)-eqFP650 sa jeho lokalizacia vplyvom antibiotika meni. Z ohniska
blizko membrany na difiznu (pravdepodobne na ribozémoch) v pritomnosti erytromycinu
ato nielen v priebehu kultivacie, ale aj po ukonceni kultivacie. Kedy bol erytromycin
pridany do FluoroBrite média k bunkdm a inkubovany po dobu jednej hodiny pri izbovej
teplote. Lokalizacia sa v pripade inkubécie v nepritomnosti induktoru anhydratetracyklinu
ani v pritomnosti klindamycinu, ku ktorému Msr(A) neudiel’a rezistenciu, nezmenila. To
znamena, Ze protein reaguje zmenou lokalizacie len na antibiotikum, ku ktorému udel'uje
rezistenciu. Tento experiment vylucuje moznost, Ze sa lokalizacia zmenila z dovodu napr.
zniZenej translacie vplyvom antibiotika. V pripade ale, Ze bola inkubacia len po dobu
15 minut, nebola pozorovana vyrazna zmena lokalizacie v pritomnosti ERY po kultivacii
(nepublikované tdaje), co naznacuje, Ze jedna hodina je dlhd doba na zacatie nového
translaéného cyklu. Na zdklade tohto pozorovania sa tak ¢rtd hypotéza o dudlnom
mechanizme ARE ABC-F proteinov. Kedy pri absencii antibiotika je protein umiestneny na
membrane, pripadne v inkliznom teliesku, ktoré interaguje s membranou a akonahle vstlpi

antibiotikum do bakterialnej bunky, je protein z inkluzneho telieska aktivovany a zareaguje
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na antibiotikum translokaciou k ribozomom. Kde nésledne plni uz preukazanti ochrannt
funkciu ribozému tym, Ze uvolni naviazané antibiotikum na ribozéme, zmenou jeho

konformaécie (Su et al. 2018).

V dalsej casti tejto diplomovej prace som porovnanim expresie Vga(A)rc
v zé&vislosti od pritomnosti linkomycinu u dvoch klinickych izolatov ukéazala, ze indukcia
expresie vga(A)rc je skutoCne sprostredkovana atenuaciou, tak ako bolo predikované
v ¢lanku od Dar (2016). Testovanim S. haemolyticus 65 OL kmena s konstitutivne
exprimujucim erm(C) génom, ribozém z dovodu metylacie v A2058 pozicii v 23S rRNA
neviazal antibiotikum a regulator vga(A).c tak nereagoval na zvySujucu sa koncentraciu
linkomycinu. Naopak v kmeni 140 UL exprimujicim iba vga(A).c, expresia proteinu
Vga(A)Lc reagovala na pritomnost’ zvySujlcej sa koncentracie linkomycinu naviazaného na

ribozéme.

Gén vga(A)Lc pritomny u S. aureus je vzdialenym homolégom génu /mo0919
z Listeria monocytogenes (Chesneau et al. 2005) a vm/R u B. subtilis. Z komparativnej
analyzy 5” UTR sekvencie bolo predikované, Ze riboregulator pritomny u /mo0919, ktory
obsahuje tri aminokyseliny dlhy uORF, je konzervovany ako u vm/R u Bacillus subtilis, tak
aj u vga(A)rc. Z dovodu takéhoto kratkeho uORF, tento riboregulétor Specificky reaguje na
linkomycin a nereaguje na antibiotikum z inej triedy- erytromycin, ktory patri medzi
makrolidy. K makrolidom je Specificky riboregulator, ktory obsahuje uORF zvycajne dlhsi
nez 10 aminokyselin. S dizkou uORF suvisi i vizba ATB do zasahového miesta.
Linkozamidové antibiotikd sa viazu blizko PTC a teda vedu k zéstave ribozému po syntéze
1- 2 aminokyselin, zatial' ¢o makrolidové antibiotikéd sa viazu vysSie, do PET a preto tak
vyzaduji syntézu 6- 8 aminokyselin k tomu, nez narastajuci polypeptidovy ret'azec bude
interagovat’ s antibiotikom v PET (Dar ef al. 2016) Zaujimalo ma tak, aké antibiotikd buda
indukovat’ expresiu vga(A)rc, ktorého aminokyselinovd sekvencia uORF pozostava
z metioninu, izoleucinu a asparaginu (MIN). Protein Vga(A).c bol vystaveny
k subinhibicnym koncentracidm roznych antibiotik. Jeho expresia bola indukovana
linkozamidovymi  antibiotikami  (linkomycin, klindamycin), streptograminovymi
antibiotikami typu A (pristinamycin IIA) a mierna expresia bola aj pri indukcii tiamulinom.
Vsetky tieto spominané antibiotikd sa viazu do ribozému v blizkosti PTC a sposobuju
pravdepodobne zastavu ribozému po pridani 1-2 aminokyselin. Expresia Vga(A)Lc je tak
indukovana Specificky antibiotikami viazanymi na ribozom, ku ktorym protein udel'uje

rezistenciu. Prekvapivym vysledkom vSak bola indukovand expresia Vga(A)ic
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erytromycinom, ku ktorému tento tri aminokyseliny dlhy riboregulator Specificky nie je.
Predpokladalo sa, ze by mohlo ist o nejakd chybu pri vykonani experimentu, napr.
k nevedomej vymene antibiotika, avSak experiment bol nasledne zopakovany eSteraz
a vysledok bol totozny. Nie je jasné preco tomu tak je a tato problematika tak zostava

predmetom d’alSieho vyskumu.
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6 SUHRN

1. Vramci tejto diplomovej prace bol klonovacou metdédou nezavislou na ligicii,
SLiCE, pripraveny konStrukt exprimujici fuzny fluorescencny protein

Vga(A)Lc- mEos2.

2. Funkénost’ proteinov Vga(A)Lc-mEos2 a Vga(A)Lc-GFP v kmeni S. aureus RN4220
bola overend testovanim ich citlivosti k antibiotikam, detekciou fiznych proteinov
metodou Western blot a mikroskopiou. Pretoze protein Vga(A)Lc-mEos2 vykazoval

vyraznu degradaciu, pre d’alSie experimenty nebol pouzity.

3. Vga(A)Lc-GFP bol detegovany ako v ohniskéch, tak difizne, pricom lokalizacia bola
zavisla od teplotnych podmienok, rastovej fazy, ¢asu indukcie a od toho v ktorej
rastove] fadze a ako dlho bol protein exprimovany. Pri teplote 25 °C sa nespravne
produkoval blizko membrany v mnohopocetnych ohniskach, pri teplote 37 °C bola

jeho lokalizéacia v ohnisku v jednom pocte na bunku blizko membrany.

4. V derivatoch klinickych izolatov S. aureus 8325-4 a JE2 bol fuzny protein lepSie
lokalizovany s vys$Sou fluorescecnou intenzitou v ohnisku blizko membrany, nez
v laboratornom kmeni S. aureus RN4220. To koreluje s lepSou aktivitou Vga(A)Lc

v tychto kmenoch.

5. Pritomnost antibiotika nemala vplyv na lokalizdciu fizneho proteinu
Vga(A)Lc-GFP, ktory sa vyskytoval stile blizko membrany. V pripade
Msr(A)-eqFP650, pritomnost’ antibiotika od zaciatku kultivacie 1po kultivacii
zmenila jeho lokalizdciu z ohniskovej v blizkosti membrany na difiznu,
pravdepodobne na ribozomoch. Rovnako tak bola zmenena aj u ATP deficientnej
mutanty Msr(A)EQ1+2-eqFP650, ¢im sa tak ¢rta hypotéza o dudlnom mechanizme
ARE ABC-F proteinov.

6. In vivo lokalizacia nekoreSpondovala lokalizacii Vga(A)Lc-GFP po centrifugacii
a imunodetekcii, kedy v pritomnosti antibiotika bol fuzny protein detegovany

v ribozomalnej frakcii. Detekcia fizneho proteinu Vga(A)Lc-GFP v S. aureus
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1 Vga(A)rc v klinickom izolate S. haemolyticus je v rozpore s tym, ¢o pozoroval

Chesneau, ale suhlasna s tym, Ze ARE proteiny funguju na ribozéme.

Ukézala som, ze expresia Vga(A)ic je kontrolovand v zavislosti od pritomnosti
Specifického antibiotika naviazaného na ribozome mechanizmom oznacovanym ako
transkripnd atenuacia a, ze induktory expresie s antibiotikd, ku ktorym

(s vynimkou erytromycinu) protein udel'uje rezistenciu.
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