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Abstrakt

V klinické praxi se infekce zplsobené perzistentnimi bakteriemi stali celosvétovym
problémem. Mluvime o subpopulaci bunék, které jsou schopné odolavat letdlnim davkam
antibiotik a po jejich eliminaci jsou schopny resuscitovat a opét navodit ochotfeni. Mezi tyto
bakterie patfi i oportunisticky patogen Staphylococcus aureus, ktery zpsobuje rizné zdvazné
chronické infekce. Béhem dluhodobého petrvavani v pacientovi ziskavaji perzistentni bakterie

adaptacni mutace.

Cilem této diplomové prace bylo sledovat miru schopnosti perzistovat u vybranych
klinickych izolati, a prokazat vliv adaptacnich mutaci na miru schopnosti perzistovat jako
1 blize molekularné charakterizovat perzistentni stav pomoci genové exprese. K dispozici jsem
méla chronologické izolaty S. aureus od pacientli trpicich cystickou fibrézou (CF), kdy
pocateéni byl tzv. primoizolat (izolat odebrany pti odhaleni CF a pted zahdjenim antibiotické
1é¢by). Dalsi byl odebrany s ro¢nim odstupem a posledni s pllro¢nim odstupem od
pfedchoziho. Po nésledné celogenomové sekvenaci byly zjistény geny, ve kterych vznikly

adaptacni mutace.

Metodou stanoveni CFU (Colony Forming Units) jsem urcila miru schopnosti
perzistovat po pisobeni antibiotik. Zjistila jsem, ze tato schopnost zavisi jak na adaptaci izolatu
tak 1ina adaptacnich mutacich. Stanovila jsem, Ze mutace genu sigB miize zvySovat miru
schopnosti perzistovat. Pomoci pritokové cytometrie s dudlnim barvenim s DiOC2(3) a TO-
PRO-3 jsem urcila subpopulaci buné€k s membranovym potencidlem, bez potencidlu a mrtvé
buniky. Rozd¢leni do subpopulaci bylo rozdilne pro riizné antibiotika. Po ciprofloxacinu bunky
svilj membranovy potencidl ztracely v mensi mife neZ po plisobeni oxacilinu a vankomycinu.
Dale jsem fluorescen¢nim barvenim CTC a DAPI sledovala redoxni potencial bunék a zjistila
jsem, ze bunky ztraceji svij redoxni potencial v ¢ase po plisobeni vSech tfech antibiotik.
Stanovila jsem expresi gend, které se davaji do spojitosti s perzistenci (sigB, mazEF, agrA,
rnalll). Ukézalo se, Ze exprese genil agr4 a RNAIII byly ve vétSin€ pripadl potlaceny, coz

koreluje s faktem, Zze béhem chronické infekce maji tyto geny téz nizsi aktivitu.

Pro vytvoteni delece genu agr4 jsem vytvoftila konstrukt pouzivajici CRISPR — Cas 9
systém pro upravu genomu S. aureus. Nepodafilo se mi vSak transformovat plazmid do

klinickych izolath a izolovat mutanta s deleci genu agrA.

Klicova slova: Staphylococcus aureus, perzistence, Agr systém, SigB, adaptacni

mutace, ptisobeni antibiotik



Abstract

In clinical practice, infections caused by persistent bacteria have become a worldwide
problem. We are talking about a subpopulation of cells that are able to withstand lethal doses
of antibiotics and after their elimination are capable of resuscitation and re-induction of the
disease. The opportunistic pathogen Staphylococcus aureus is one of this bacteria and causes
various serious chronic infections. During the long-term persistence in patients, persistent

bacteria acquire adaptive mutations.

The aim of this diploma thesis was to monitor the degree of persistence in selected
clinical isolates, and at the same time to demonstrate the effect of adaptive mutations on the
degree of persistence as well as to molecularly characterize the persistent state by gene
expression. I had chronological isolates of S. aureus at my disposal, the initial one being the
primoisolate, an isolate taken at the diagnostics of cystic fibrosis before the start of antibiotic
treatment. Another was taken at a distance of one year and the last with a half-year interval
from the previous one. Following whole genome sequencing, genes in which adaptive

mutations occurred were identified.

The first method determines the degree of persistence by calculating CFU (Colony
Forming Units) after antibiotic treatment. I found that this ability depends mainly on the
adaptation of the isolate and the adaptation mutations obtained. I have determined that a
mutation in the gene sigB may increase the rate of persistence. By flow cytometry and dual
dying with DiOC>(3) and TO-PRO-3, I determined the subpopulation of cells with membrane
potential, subpopulation of cells without potential and dead cells. The division into
subpopulations was different for the selected antibiotics. The loss of membrane potential after
ciprofloxacin was not as severe as after oxacillin and vancomycin treatment. Next, I monitored
the redox potential of the cells with fluorescent dyes CTC and DAPI and found that the cells
lost their redox potential over time after treatment with all three antibiotics. I determined the
expression of genes that are associated with persistence (sigB, mazEF, agrA, rnalll). It has been
shown that the expression of the genes agr4 and RNAIII has been suppressed in most cases,

which correlates with the fact that these genes also have lower activity during chronic infection.

To create a deletion of the agrd gene, I created a construct using the CRISPR - Cas9
system to modify the S. aureus genome. However, | was unable to transform the plasmid into

clinical isolates and isolate the agrA4 gene deletion mutant.

Key words: Staphylococcus aureus, persistence, Agr system, SigB, adaptive mutations,

antibiotic treatment
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1 Uvod

V stasnej dobe mame rdzne technické vymozenosti, a napriek tomu mnoZzstvo
prirodnych javov sa skiima obt'azne a vedomosti o nich stale maju svoje medzery. Medzi takyto

jav mozeme zaradit' aj fenomén bakterialnej perzistencie, ktory sa ukazuje ako globalny

rwe v

Perzistentnti subpopulaciu buniek moézu tvorit’ zastupcovia ako G* tak aj G~ baktérii, aj
ked” mechanizmy navodzujuce perzistentny stav sa medzi tymito baktériami odliSuju
perzisterov charakterizuji rovnaké vlastnosti (Helaine a Ronneau 2019). Perzistery su
subpopulaciou buniek, ktoré su geneticky identické s rodicovskou populédciou, ale maji
pozmenenu fyzioldgiu vd’aka ktorému su schopné odolavat’ letdlnym dévkam antibiotik.
Perzistenciu charakterizuje tzv. dormantny stav bunky, kedy bunka utlmuje svoj metabolizmus,
ako aj procesy replikdcie, transkripcie a translacie. Bunky v perzistentnom stave st schopné
unikat’ pred imunitnym systémom hostitel'a a po ukonceni antibiotickej liecby su schopné
resuscitacie, kedy znovu nadobudnu virulencny stav a opat’ navodia infekciu (Michiels et al.

2016; Wilmaerts et al. 2019).

Bakteridlna perzistencia bola popisand uz v roku 1944 panom Hobbym a Bigerom,
avSak objavenim sa rezistencie sa dostala do ustrania (Hobby 1944). Zaujimavostou je, ze aj
ked perzistentné bunky toleranciu na antibiotikd nemaji geneticky kodované tak ako
rezistentné bunky predstavuji aky si predstupen rezistencie (Michiels et al. 2016).
V poslednych desiatich rokov sa upriamil pozornost’ aj na perzistenciu a v dneSnej dobe sa

s tymto fenoménom zaoberaju vedci z celého sveta.

S. aureus sa zarad’uje medzi patogény, ktoré zapriciniuju r6zne zavazné infekcie vedtce

az k smrti pacienta. Tato praca sa zaobera prave touto G* baktériou.

S. aureus ochotne vytvara perzistentnii subpopuldciu, ktord navodi dlhotrvajicu
chronicku infekciu. Pocas chronickej infekcie sa mozu vytvarat’ SCVs (small colony variants)
bunky alebo L — formy buniek, ktoré st roznymi formami perzistentnych buniek u S. aureus.
SCV bunky sa vyznaCuju pomalym rastom, zniZenou expresiou virulen¢nych faktorov

a vyhybaniu sa imunitného systému, zatial’ co L — formy buniek maju netiplnu bunkovu stenu,
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ktora ich chrani pred uc¢inkom antibiotik zameriavajucej sa na bunkov stenu (Tuchscherr et al.
2020; Xu et al. 2020). Vznik tychto foriem perzistentnych buniek vytvara vel’ky problém pri
liecbe stafylokokovych infekeii.

Navodenie perzsitentného stavu ako aj jeho priebeh su komplexné deje, do ktorych sa
zapajaju rdzne mechanizmy a bunkové procesy. U S. aureus bolo pozorované, ze regulatory
AgrA, SarA aSigB st schopné prepinat’ medzi akutnou a chronickou infekciou. Kym
regulatory AgrA a SarA reguluju produkciu virulen¢nych faktorov, a tym zohravaji ulohu
v akutnej infekcie, alternativny sigma faktor B zodpovedad za chronicku infekciu inhibiciou
expresie prave agr a sarA génov a navodenim tak menej agresivnych buniek (Tuchscherr et al.
2015). Mutacie v génoch Agr systému, ktory je hlavnym regulatorom virulenénych faktorov,
prispievaju k vyraznému zvySeniu perzistentnych buniek (Xu et al. 2017). Rezervoarom
perzisterov mézu byt aj biofilmy, ktoré chrania bunky pred nepriaznivymi u¢inkami antibiotik

a imunitného systému hostitel’'a (Moradali et al. 2017).

Mechanizmy perzistencie su najlepsie prestudované u E. coli a skimaju sa intenzivne
u Mycobacterium a Pseudomonas. Molekuldrna podstata vzniku perzisterov u S. aureus zatial

nie je prili§ preskiimana.

Chronické infekcie zapric¢inené perzistentnymi bunkami st velkou hrozbou dnesnej
doby, preto je potrebné v buducnosti vytvorit metddy, ktoré by perzisterov odhalili ako aj

popisat’ gény, drahy, adaptacné zmeny, ktoré s perzistenciou suvisia.

V tejto praci boli skimané chronologické izolaty S. aureus, ktoré boli odobrané
pacientom trpiacich cystickou fibrézou. Celkom som spracovala 7 chronologickych izolatov od
dvoch réznych pacientov, kde prvy bol tzv. primoizolat (izolat odobrany v momente diagndzy
cystickej fibrozy). Dalsie dva boli izolaty od rovnakého pacienta odobrané s odstupom priblizne
jedného roka a posledny izolat po d’alSom polroku, teda jeden a pol roka od prvého izolatu (vid’
kapitola 3.1.1). Pribuznost’ bola stanovend MLST genotypizaciou. Stanovenim miery
schopnosti perzistovat’ jednotlivych izolatov a vd’aka znalosti ich genotypu posudim ako sa
menila ich schopnost’ perzistovat’ v Case a aké molekularne biologické procesy mozu suvisiet
s navodenim perzistentného stavu. Praca vznikla so spolupracou FN Motol, 2. lekarskou

fakultou Univerzity Karlovy a MBU AV CR s.r.0.
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Ciele mojej diplomovej prace boli nasledujtce:

1)

2)

3)

4)

Stanovit’ mieru schopnosti perzistovat’ u klinickych izolatov S. aureus od pacientov
trpiacich CF po pdsobeni rdéznych antibiotik metddou kriviek hynutia a zistit’, ¢i
dochadza k zmene v schopnosti perzistovat v ramci chronologickych izolatov v ¢ase
a porovnat’ tito schopnost’ u izolatov so vznikajucimi adaptaénymi mutaciami.
Pomocou prietokovej cytometrie sledovat zmeny vitality buniek na zaklade zmien
membranového potencidlu aredoxného potencialu po pdsobeni antibiotik
ciprofloxacinu, oxacilinu a vankomycinu u vybranych chronologickych izolatov S.
aureus.

Sledovat' zmenu génovej expresie génov, ktoré¢ by mali byt spojené so vznikom
perzistentného stavu. Tymito génmi boli: sigB, mazEF, agrA a rnalll.

Vytvorit’ konstrukt pomocou ktorého by sa vydeletoval gén agr4 a stanovit’ vplyv tejto
delécie na mieru schopnosti perzistovat vybranych chronologickych izolatov po

posobeni nami vybranymi antibiotikami.
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2 PrehPad literatary

2.1 Perzistencia u baktérii

2.1.1 VSeobecné vlastnosti perzistentnych buniek

Baktérie su neustdle vystavené réznym environmentdlnym podmienkam, ako napr.
hladovanie na zZiviny, zmeny teplot, oxidativny a osmoticky stres, zmeny pH ako aj vystavenie
bunky tazkym kovom. Aby bakteridlne bunky boli schopné prezit v nepriaznivych
podmienkach, vytvorili si r6zne mechanizmy a komplexné systémy adaptacii. Po rozoznani
nepriaznivych vonkajsich podmienok pomocou regulacie génovej expresie sa fyziologicky

adaptuju na dané podmienky (Ron 2013, citované podl'a Jung et al. 2019).

Jedna z moZnosti ako sa mdze bakteridlna bunka vysporiadat’ s vplyvom prostredia je
perzistencia, stratégia, kedy nepriaznivé podmienky pre rast sa prekond uvedenim Ccasti
populécie do dormantného stavu. Perzistentné bunky docasne tiez odolavaju vplyvu antibiotik.
Jedna sa o subpopuléciu buniek, ktoré pochadzaju z geneticky identickej populacie buniek, ale
ich fenotyp a fyziologické vlastnosti su pozmenené. Perzistentné bunky su schopné navratit’
svoj povodny fenotyp, kedy su senzitivne na antibiotikd a hovorime o resuscitacii buniek. Ked’
su podmienky vhodné baktérie mozu zacat’ rast’ a vytvorit’ tak novu populdciu. Resuscitacia
buniek je pravdepodobne nahodna a je nejasné aké procesy sa na nej podielaju. Zastupenie
perzistentnych buniek v populécii zavisi na rychlosti rastu povodného fenotypu a perzisterov
a na tom, ako rychlo sa meni jeden fenotyp na druhy (Michiels et al. 2016; Wilmaerts et al.
2019). Formovanie perzistentnych buniek uzko stuvisi s fizami bakteridlneho rastu. Pocas lag
a skorej exponencialnej fazy je velmi nizky pocet perzistentnych buniek. Ich pocet sa
dramaticky zvysi v strede exponencialnej fazy a pokracuje az do stacionarnej fazy (Keren et al.

2004a, citované podl'a Michiels et al. 2016).

Vlastnost’, ktord je typickd pre perzisterov je tzv. bifazicka krivka hynutia (vid’ obrazok
¢. 1), kedy po pridani antibiotika vécSia cast’ populdcie zahynie a pocet prezivsich buniek rychlo
klesa (prva faza). Po ur€itom case bunky za¢inaji hynut’ pomalSie, a to vd’aka subpopulacii
perzisterov, ktoré st vysoko tolerantné voci antibiotikdm (druha faza). Je dolezité si uvedomit’,
Ze perzistencia a rezistencia sa navzdjom odliSuji. Po obnoveni delenia buniek perzistery
stracaju schopnost’ tolerancie na antibiotika a tato tolerancia nie je geneticky kdédovana, tym
padom je nededi¢nd, oproti rezistencii, ktora je geneticky kodovand a dedi¢na. Pozndme mnoho
sposobov rezistencie proti antibiotikam, ktoré zabranuju antibiotikam dosiahnut’ svoj ciel.

Naproti tomu perzistery maju pozmenenu fyzioldgiu, aby sa proti toxicite antibiotik vedeli
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ubranit’ (Kint et al. 2012; Lewis 2010, citované podl'a Michiels et al. 2016). Antibiotikd mézu
vytvarat gendmové mutacie a bunky, ktoré st schopné prezit' sa stanll rezistentnymi.
Tolerancia na antibiotika a bakteridlna perzistencia napomahaju k vytvéaraniu rezistentnych

kmenov. Mo6Zeme povedat’, ze perzistencia hra kI'aCovu ulohu v rezistencii na antibiotika (Jung

etal. 2019).

Populacia rezistentnych buniek na antibiotika

A

Preziviie bunky
(log stupnica)

Populacia buniek senzitivnych na
antibiotika obsahujica perzisterov

\ Miera zabijania perzistentnych buniek T

\ Miera zabijania beznych buniek
\‘ -

Cas

Obrazok ¢. 1: Porovnanie kriviek hynutia rezistentnej populacie a senzitivnej populacie na antibiotika, priCom
v senzitivnej populacii sa nachadzaju perzistery. Miera zabijania buniek nam ukazuje pritomnost’ subpopulaciu

tolerantnych perzisterov (prevzaté a upravené podl'a Michiels et al. 2016).

Rozpoznavame dva typy perzisterov, a to indukované, ktoré sa nazyvaju perzistery typu
I a spontanne, ktoré sa nazyvaju perzistery typu II. Indukované perzistery sa vytvaraji pomocou
spustacov, ktorymi su stresové signdly, ako napr. hladovanie, vysoky pocet buniek alebo
imunitné faktory. Aj ked sa sptsta¢ odstrani perzistentné baktérie si mézu zachovat’ svoj
fenotyp. Spontanne perzistery vznikaji ndhodne z €asti populécie pocas exponencialneho rastu,
kedy zastavia svoj rast. Spontanne perzistery nie su tak bezné ako indukované perzistery (vid’

obrazok €. 2) (Balaban et al. 2019).
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Indukovand perzistencia
P Sponténna perzistencia

Hladovanie, pocet buniek,
zmena pH, imunitné faktory,
lieky, atd.

Exponencialny
rast

—
| — a»

Obycajna baktéria m

Obrazok ¢. 2: Indukovana perzistencia (vlavo) vyzaduje spusta¢ k tomu, aby sa baktérie stali perzistentmi. Uroven
perzistencie zavisi od intenzity a trvania sptistaca. Beznym sptstacom je napr. hladovanie. Aj ked sa spustac
odstrani, perzistentné bunky st schopné si zachovat’ svoj fenotyp aj po dlhsiu dobu. K spontannej perzistencii
(vpravo) dochadza pri exponencialnej fazy rastu bakterialnych buniek. Cast’ populacie prechadza na perzistentny
fenotyp s konstantnou rychlostou (prevzaté a upravené podla Balaban et al. 2019; vytvorené pomocou

BioRender.com).

Bakteridlne bunky, aby odolali toxickym uc¢inkom antibiotik mozu prejst’ do tzv.
dormantného stavu, kedy sa mechanizmy transkripcie, translacie a replikacie utlmia,
nedochéadza k bunkovému rastu a deleniu. Je nutné si uvedomit’, Ze nie vSetky nerastuce bunky
su perzistery. V niektorych pripadoch si perzistentné bunky zachovéavaji transkripént,
translanu ako aj metabolickl aktivitu. Z uvedenych vyplyva, Ze perzistentné bunky sa mézu
chranit ako pasivne prechodu do dormantného stavu ako aj aktivne pomocou efektorov
perzistencie a efluxnych pump, ktoré nahromadené antibiotikd v bunke odstranuju (Jun et al.

2019; Michiels et al. 2016; Wilmaerts et al. 2019).

2.1.2 Mechanizmy perzistencie
Bakterialna perzistencia zahriiuje vela mechanizmov a procesov, avSak tieto
mechanizmy a procesy nie su uplne pochopené a prebadané. Nasledujice mechanizmy su

najviac pochopené (vid’ obrazok €. 3).

2.1.2.1 Toxin — antitoxin systém (TA systém)

TA systém sa sklada ztoxinu a antitoxinu, ktorych gény sa zoskupuju v operone
a nachéadzaju sa v gendme alebo na plazmide. Pozndme 6 typov TA systému, kde toxinom moze
byt protein alebo RNA. Antitoxin moZe byt bud’ antisense RNA alebo protein, ktory réznymi

mechanizmami inaktivuje toxin. Toxin naruSa bunkové procesy, ako napr. transkripciu
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atranslaciu aje stabilny. Naproti tomu antitoxin je nestabilny. Ked nastani stresové
podmienky antitoxin sa degraduje napr. ako vysledok ppGpp signalnej kaskady, toxin sa
aktivuje, zaCne sa hromadit’ a inhibuje transkripciu, translaciu alebo replikaciu. Bunka
pomocou TA systému sa dostava do dormantného stavu, vznikaju perzistentné bunky, ktoré
prezivaju v pritomnosti antibiotik. Niektoré TA moduly navyse ddvaju bakteridlnym bunkam
odolnost’ voci bakteriofagom. Tento mechanizmus sa nazyva abortivna infekcia (Jung et al.
2019; Page a Peti 2016, citované podl'a Habib et al. 2020). Zatial’ bolo dokazané, Ze pri vzniku
perzistencie sa uplatnuju TA systémy typu I, Il a V (Ronneau a Helaine 2019).

2.1.2.2 Druhy posol, (p)ppGpp

Pocas stringentnej odpovedi v bakterialnej bunke sa zane hromadit’ druhy posol
(p)ppGpp, ktory inhibuje RNA syntézu v bunkach, ktoré maji nedostatok aminokyselin
anavodi nadprodukciu génov, ktoré suvisia so stresom. Akumulacia alarmoéonu (p)ppGpp
inhibuje delenie buniek ato regulaciou replikdcie DNA a transkripcie. V biofilmoch
vytvorenych baktériami P. aeruginosa a E. coli sa nachadza velké mnozstvo perzistentnych
buniek, ktorych rychlost’ formovania ovplyvituje koncentracia (p)ppGpp. Mdzeme usudit, ze

druhy posol, (p)ppGpp je esencidlny pre tvorbu perzisterov (Jung et al. 2019).

2.1.2.3 Metabolizmus fosfatu

Aby bakteridlna bunka bola schopna produkovat’ energiu vo forme adenozin - trifosfatu
(ATP) ako aj syntetizovat’ druhy posol (p)ppGpp je Zivotne dblezité metabolizmus fosfatu.
Formovanie perzistentnych buniek je spojené s tymto procesom. Bunka znizenim energie, tym
padom aj zniZzenim hladiny ATP je schopna odolavat’ antibiotikdm, a to hlavne voci tym, ktoré
pOsobia na gyrazu, topoizomerazu alebo RNA polymerdzu, ktoré pre svoje mechanizmy
vyzadujua ATP. Najvyznamnej$i pokles ATP sa zaznamendva v stacionarnej fazy rastu bunky.
Cast rastiicej bakteridlnej populacie sa dostava do stacionarnej fazy rychlejsie, kde sa stavaju
perzistermi, ktoré produkuju menej ATP. Prechod do v€asnej stacionarnej fazy je stochasticke,
avsak formovanie perzistorov sa zvysuje s bunkovou denzitou (Conlon et al. 2016; Jung et al.

2016).

2.1.2.4 Reaktivne formy kyslika (ROS — reactive oxygen species)

Reaktivne formy kyslika sa prirodzene produkuji pocas metabolizmu kyslika.
Prostredie moze vytvarat’ tlak na bunku prostrednictvom UV Ziarenia, teploty alebo antibiotik
a hladina ROS sa zvysi, o moZe viest’ k poskodeniu DNA, lipidov alebo proteinov a nasledne
az k bunkovej smrti. Reaktivne formy kyslika v§ak mozu poskytntt’ bunke vyhody odolavanim

na antibiotika navodenim perzistentného stavu. Mechanizmy, ktoré sa na ilom podiel’aju vSak
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nie su uplne zname. Bolo preukdzané Wangom a jeho kolektivom (2017), Ze salicylat indukuje
tvorbu ROS, ¢o vedie k zvySeniu perzistentnych buniek v mechanizmu nezavislom na MarA
(aktivator antibiotikovej rezistencie). Taktiez sa preukazalo znizenie membranového potencialu
a metabolizmu prostrednictvom ROS, ¢o viedlo kzvySeniu perzisterov. Je niekol’ko
mechanizmov, ktorymi ROS prispieva k zvySeniu poctu perzisterov (Trastoy a kol. 2018; Wang

a kol. 2017).

2.1.2.5 SOS odpoved’

SOS odpoved’ alebo tiez zname ako stresova odpoved’ sa aktivuje pri poskodeni DNA
vytvorenim jednovldknovych zlomov. Pri pokojovom stave bunky su gény stresovej odpovedi
inhibované a za¢nu sa exprimovat’ az po poskodeni DNA, ktoré vyvolali stresové podmienky
(napr. UV ziarenie, antibiotikd). Pomocou produktov génov SOS odpovedi sa opravi DNA
a vznikni mutéacie. SOS odpoved’ je spojena s mnohymi TA systémami, ktoré sa prisposobujil
danym podmienkam. Bolo pozorované, Ze mutantné kmene v TA systéme, ktoré su regulované
SOS odpoved’ou vytvaraju s mensou frekvenciou perzistentné bunky, ¢o plati aj pre mutanty

defektné v SOS odpovedi (Jung et al. 2019).

2.1.2.6 Efluxné pumpy

Efluxné pumpy odstranuji toxické latky alebo latky nepotrebné pre bunku, aby
bakteridlna bunka udrZzala svoju Zivotaschopnost. Znizuju intracelularnu koncentraciu
antibiotik a tym pomahaju perzistentnym bunkam odolavat’ vo¢i antibiotikam. Uloha efluxnych
pump v perzistentnych bunkach bol potvrdeny u nerasticich a nedeliacich sa bunkach E. coli.

Funkcia efluxnych pimp u perzisterov v d’alSich baktériach nie je znamy (Trastoy et al. 2018).

2.1.2.7 Quorum sensing systém (QS systém)

Jedna sa o bakteridlny komunikaény systém, vd’aka ktorému bunky vedia zmenit’ svoje
kolektivne spravanie podl'a potreby na prispdsobenia sa prostrediu. Bunky medzi sebou
komunikuju pomocou signalnych molekul, tzv. autoinduktorov. QS systémy reguluju expresiu
najroznejSich génov, ako napr. gény virulencie, produkcie toxinov, motility, chemotaxie,
produkcie biofilmu a bakteridlnej kompeticie. QS systém napomaha bakteridlnym bunkdm

formovat’ perzistentné bunky a to ako u G tak aj u G™ baktérii (Trastroy et al. 2018).

17



o

—"| Antitoxin |Toxin> \
eviren a;zg o>

© {:}Degradécla
(a)

Aktivacia Inhibicia replikacie, transkripcie

TA systém

(b) Y

(d) a translacie DNA
s Respiracia/tvorba
T penergle ‘ -
[ ]
Formovanie
Inaktivicia perzisterov

Obrazok ¢. 3: Hlavné mechanizmy formovania perzistentnych buniek. (A) TA systém sa sklada z toxinu
a antitoxinu. Uvolneny toxin po degradacii antitoxinu navodzuje tvorbu perzisterov potlacenim replikacie,
transkripcie a translacie DNA. (B) Antibiotika alebo environmentalny stres sposobuju akumulaciu (p)ppGpp, ¢o
vedie k navodeniu degradécie antitoxinu v TA systéme a naslednému formovaniu perzistentnych buniek. (C) (D)
Ked’ je baktéria vystavena antibiotiku alebo stresu, aktivuje sa SOS odpoved’, zatial’ ¢o respiracia bunky a tvorba
energie je inaktivovana, ¢im sa inhibuje replikacia, transkripcia a translacia DNA (prevzaté a upravené podl'a Jung

et al. 2019; vytvorené pomocou BioRender.com).

2.1.3 Fenomén perzistencie u G* a G™ baktérii

Navodenie perzistentného stavu sa u grampozitivnych (G") a gramnegativnych (G")
baktérii mierne odliSuje. Jedno znajvyznamnejSich rozdielov st TA systémy, ktoré u G
baktérii E. coli, Salmonella, Pseudomonas a Mycobacterium napomaha k vytvaraniu
perzistentného stavu, zatial’ ¢o u G* baktérie, ako je S. aureus nebolo az donedavna preukazany
vztah medzi TA syst¢émom a vzniku perzisterov. U E. coli méZzeme ndjst niekol’ko TA
systémov, ktoré maji pozitivny efekt na vytvorenie perzistentnych buniek. Medzi tieto TA
systémy patria napr. HipAB, MazEF, MqrSA, RelBE, YafNO, GhoST, TisB, HokB a d’alsie.
Habib a jeho kolegovia (2020) objavili prvy TA systém typu I (TMCS), ktory pozostava z troch
komponentov, a to z toxinu, antitoxinu a regulatoru u S. aureus. Tento systém selektivne zabija
perzistentné bunky, inhibuje rast bunky a brani funkcii MDR (multidrug resistance) efluxne;j
pumpy NorA. Delécia génu norA, ktora vytvara tuto exfluxni pumpu znizuje sice rezistenciu

na fluorochinolény, ale zvySuje prezivanie perzistentnych buniek. TA systém TMCS reguluje,
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interaguje s touto exfluxnou pumpou a inhibuje ju, ¢im moéze prispievat k zvySenému

prezivaniu perzisterov (Habib a kol. 2020; Helaine a Ronneau 2019).

Na druhej strane QS systémy napomahajt vytvarat’ perzistentné bunky ako u G”, tak aj
u G~ baktérii. Prechod z akutnej infekcie do chronickej zalezi na génoch, ktorych expresiu riadi
prave QS u baktérie P. aeruginosa. Viac ako 10 % génov je regulovanych QS u tejto baktérie.
U baktérie S. aureus prechod do chronickej infekcie a vytvaranie perzisterov tiez zalezi na QS.
Tento systém navodzuje perzistentny stav aj u d’alSich baktérii, ako napr. E. coli alebo B.

subtilis (Bareia et al. 2018; Moradali et al. 2017; Trastroy et al. 2018).

Vytvorenie biofilmu u patogénnych baktérii, ako je napr. P. aeruginosa je jedna
z moznosti ako prezit nepriaznivé podmienky prostredia. V tychto biofilmoch sa nachéadza
vel'ké mnozstvo perzisterov, ktoré su chranené pred fagocytézou, oxidativnym stresom ako aj

pred antibiotikami (Moradali et al. 2017).

Grampozitivne baktérie vytvaraji az radovo viac perzistentnych buniek voci
antibiotikam ako gramnegativne baktérie. Tento rozdiel pravdepodobne spdsobuje skutocnost’,
7e G' baktérie disponuju s bunkovou stenou, ktora ich uéinnejsie chrani proti nepriaznivym

podmienkam naproti G~ baktériam, ktoré bunkovu stenu nemaju (Salcedo — Sora a Kell 2020).

2.2 Mechanizmy perzistencie u S. aureus

Tak ako mnohé patogénne baktérie aj S. aureus zapricinuje chronické infekcie, kedy
uspesne unikd imunitnému systému hostitel’a, a tym dokdze v hostitel'ovi prezivat’ dlhsi cCas.
Tento patogén, tym Ze vytvara subpopulaciu perzistentnych buniek, ktoré st schopné odolavat
antibiotikdm vytvara chronicku infekciu. Small colony variants (SCVs) st formou
perzistentnych buniek u S. aureus, avsak nie jedinou (bakterialne L — formy). Jedné sa o pomaly
rastace bunky, ktoré casto nesit mutacie spomal’ujice ich rast v hostitel'ovi (Tuchscherr et al.

2020).

2.2.1 Small colony variants (SCVs)

Tato subpopulécia buniek sa vyznacuje tym, Ze vytvaraju malé koldnie na agare, maju
znizenu produkciu pigmentu ako aj hemolyzinu, taktiez maju znizeny membranovy potencial,
¢o im dava vyhodu proti pozitivne nabitym antimikrobidlnym latkam (Proctor et al. 2006,

citované podl'a Tuchscherr et al. 2020).

Niektoré bunkové procesy, ako napr. transport elektronov, biosyntéza bunkovej steny,

globalne regulacné gény, CO», mastné kyseliny zvySuju tvorbu SCV. SCV bunky mdzeme
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rozdelit' na stabilné a nestabilné, priCom nestabilné sa mdzu zmenit' na stabilné pocas
dlhodobého pretrvavania v hostitel'skych bunkéach (pri pdsobeni urcitych antimikrobidlnych
latok) alebo za urcitych stresovych podmienok (vid’ obrazok €. 4) (Tuchscherr et al. 2020).

Tieto bunky nie je jednoduché sledovat’ v laboratornych podmienkach, nakolko
klinické izolaty sa Casto menia na rodiCovsky fenotyp. VSetky stafylokokové kmene sa
teoreticky mézu zmenit’ na SCV a sposobit’ tak chronickt infekciu. Agr QS systém (vid’
kapitola 2.4.1) interakciou s roznymi molekulami znizuje tvorbu virulentnych faktorov v SCV,

¢im napoméha dlhodobému prezivaniu v hostitel'skych bunkach (Tuchscherr et al. 2020).

@_'7"-))\
@ (a)

(b)

@3 Hostitel'ska bunka
Mitva hostiteI'ska bunka
f  Stres a obmedzenie Zivin (e)
Antimikrobialne latky

ad s
“ S aureus

* S. aureus nestabilné SCV

* S. aureus stabilné SCV Q

Obrazok €. 4: Tvorba SCV v hostitel'skych bunkach. Po vniknuti S. aureus do hostitel'skych buniek mézu nastat’
dva scenare, (a) hostitel'ska bunka zomrie alebo (b) baktérie v hostitel'skych bunkach prezivajt dlhsi ¢as. S. aureus
pouziva hostitel'ské bunky ako ukryt pred imunitnou odpoved’ou a antimikrobidlnymi latkami. Intracelularne
prostredie spusta selekciu baktérii, ktoré maji mutacie v génoch metabolizmu. (C) Pouzitie niektorych
antimikrobidlnych latok mozu viest’ k tvorbe perzisterov, ktoré mézu, ale nemusia byt SCV. V tomto pripade st
SCV stabilné alebo nestabilné. (D) V hostitel'skych bunkach S. aureus bojuje proti i€inkom stresu (hladovanie,
molekuly hostitel’a). Za takychto podmienok sa vyberaji nestabilné SCV. Tato subpopulacia sa vie rychlo navratit
na pévodny divy fenotyp podla podmienok prostredia (v bohatom médiu niekol’ko nestabilnych SCV sa zmeni
naspit’ na divy typ). (E) Dlhodobé pretrvavanie nestabilnych SCV S. aureus v stresovych podmienkach sa
selektuju na stabilné SCV (prevzaté a upravené podl'a Tuchscherr a kol. 2020, obrazok bol Tuchscherrom a jeho

kolektivom vytvoreny v BioRender.com).

20



2.2.2 Bakterialne L — formy
L — formy baktérii sa vyznacuju neuplnou bunkovou stenou ako aj pozmenenou
morfologiou. Mnoho klinicky vyznamnych mikrobidlnych druhov je schopné vytvorit' L —

formy, ked’ st vystavené urcitym environmentalnym stresom (Xu et al. 2020).

Tieto bakteridlne formy sa vyznacuji premenlivym tvarom, osmoprotektivnym stavom.
Na mikkom agare tvoria tzv. ,,fried egg* kolonie a zoskupuju sa na jedno miesto, preto je tazké
ich rozptylit. Ich netplnost’ bunkovej steny dava odolnost’ voci antibiotikam, ktorych cielom

je bunkova stena (Xu et al. 2020).

Mozu vytvérat’ ako stabilné tak aj nestabilné L — formy a uvadzaju sa ako sféroplasty
alebo protoplasty dosledku ¢iastocnej alebo uplnej absencie bunkovej steny. Stabilné L — formy
(s genetickymi variantmi) nie si schopné sa navratit’ na rodicovsky typ a nevedia vytvarat’
bunkovu stenu, preto je mozné, aby rastli na médiu bez pridania inhibitorov bunkovej steny.
Na druhu stranu nestabilné L — formy (st fenotypové varianty) st schopné sa navratit’ na
rodi¢ovsky typ bunky a vytvarat’ tak bunkovu stenu. Tento typ L — formy vyzaduje inhibitor
bunkovej steny ako aj hyperosmoticki ochranu (Allan et al. 2009, citované podl'a Xu et al.

2020).

L — formy mozeme nachddzat’ u roznych bakteridlnych druhoch a st uzko spojené
s perzistenciou. L — formy S. aureus st zapojené v mnohych pretrvavajicich infekénych

chorobach, ktorych liecba je vel'mi narocné (Xu et al. 2020).

2.3 Vyhliadky do budicna

Bakteridlna perzistencia bola dlhé roky v Ustrani a nevenovalo sa mu tol'’ko pozornosti
ako rezistencii. NaSe poznatky o tomto fenoméne zd’aleka nie su dostato¢né. Do formovania
perzistentnych buniek sa zapaja mnoho procesov a mechanizmov, ktoré sa lisia ako u G" a G

baktérii tak aj medzi druhmi.

Stafylokokové infekcie su v dneSnej dobe velkym problémom. Tieto infekcie maju
naro¢nu liecbu, ktora casto zlyha, pretoze tato baktéria modze vytvarat subpopulédciu
perzistentnych buniek, ktord vedie ku chronickej infekcie a z tychto perzistentnych buniek sa

navySe mozu formovat’ SCV bunky ako aj bakteridlne L — formy.

Pre uspesnt lieCbu chordb sposobenych perzistentnymi bunkami je potrebné skimat’
mechanizmy, drahy, ktoré st zapojené do tvorby perzisterov. Fluorescencné proteiny,

casozberna mikroskopia a prietokova cytometria ndm umoziuju sledovanie perzisterov in vivo
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na urovni jednej bunky. Dolezitym ukazovatelom uspechu alebo zlyhania liecby moze byt

hladina ATP v bunkéch pocas bakteridlnej infekcie (Conlon et al. 2016; Michiels et al. 2016).

Aj ked sa vo vSeobecnosti hovori o bakteridlnej perzistencii, tento jav mozeme
pozorovat' aj u eukaryotickych mikroorganizmoch ako C. albicans alebo S. cerevisiae
adokonca aj urakovinovych buniek. Podobne ako wu bakteridlnej perzistencii aj
u rakovinovych bunkdach sa vytvoria také, ktoré si ¢asom vytvoria odolnost’ vo¢i lickom a po

skonceni chemoterapie sa ochorenie opat’ navrati (Michiels et al. 2016).

2.4 Regulacia virulencie u S. aureus

Regulacia virulenénych faktorov je komplexna siet’, ktora interaguje ako s hostitel'om
tak aj vonkaj$im prostredim. Jednym z tychto regulatorov si dvojkomponentové systémy
(TCSs — two component systems), kde vonkajsi signal aktivuje membranovo viazanu histidin
kin4zu jej autofosforylaciou, ktord nésledne fosforyluje a aktivuje hlavny regulator (response
regulator). Hlavny regulator sa nasledne viaze na DNA a meni expresiu cielového génu.
Vicsina kmenov S. aureus koduje az 16 dvojkomponentovych systémov, avsak len jedna je
esencialna (WalKR) av mnohych kmetioch st ostatné dvojkomponentové systémy
inaktivované (Matsuo et al. 2010, Somerville a Proctor 2009, Villanueva et al. 2018, White et
al. 2014, citované podla Jenul a Horswill 2019).

Dvojkomponentové systémy agrAC, saeRS a arlRS reguluji vel'’ké mnozstvo proteinov,
ktoré vytvara hostitel’ a su zapojené aj vo virulencii S. aureus. Z tychto systémov je najlepsie

prestudovany systém agr (accessory gene regulator) (Jenul a Horswill 2019).

Aby S. aureus prezil prostredia hostitela pre reguldciu virulencie pouZziva
1 cytoplazmatické regulatory, ktoré st spojené s dvojkomponentovymi systémami. Medzi
najdodlezitejSie reguldtory patria transkripéné regulétory pochadzajice z proteinovej rodiny
SarA (SarA, Rot, MgrA, a d’alSie) a alternativne sigma faktory (SigB a SigH) (Jenul a Horswill
2019).

2.4.1 Agr quorum sensing systém

Quorum sensing je komunikdcia medzi bunkami pocas ktorého bunky vytvaraji
difuzivne molekuly, autoinduktory, a tym s schopné citit’ lokalnu hustotu populédcie. Agr
systém obsahuje gén, ktory koéduje prekurzor autoindukujaceho peptidu, AIP (autoinducing

peptides), ktory tento systém vnima a tym ho aktivuje (Wang a Muir 2016).
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2.4.1.1 Organizacia Agr systému
Agr systém pozostava z P> a P3 operénu, ktoré sa nachadzaju v bezprostrednej blizkosti

a v opacnej transkripcnej orientécii.

Operdn P> koduje polycistronnu RNAII, ktora obsahuje Styri otvorené Citacie ramce pre
agrBDCA gény. Prekurzorom pre AIP je protein AgrD, ktory je proteolyticky Stiepeny
membranovo viazanou peptidazou AgrB a vytvara sa tak intermediat. Aby AIP bol plne
maturovany musi sa podrobit’ d’al§iemu Stiepeniu po exporte intermediatu do extracelularneho
priestoru. Maturovany AIP aktivuje dvojkomponentovy systém pozostavajuci z membranovo
viazanej histidin kindzy , AgrC, a z hlavného regulatora (response ragulator), AgrA. AgrC po
vnimani AIP sa autofosforyluje a aktivuje fosoforylacnu kaskadu, ktord vedie k fosforylacii
AgrA. Fosforylovand AgrA sa viaze na promotory P2 a P3 a zahdji expresiu RNAII a RNAIII
(vid’ obrazok €. 5) (Jenul a Horswill 2019; Novick et al. 1993, Novick et al. 1995, citované
podl'a Wang a Muir 2016).

Z operénu P3, ktory je zavisly na AgrA sa transkribuje RNAIIL, ktory je hlavnym
efektorom agr quorum sensing systému. RNAIII reguluje produkciu virulenénych faktorov.
Regulacia moze prebiehat’ priamo na transkripénej Grovni, kedy sa meni iniciacia transkripcie
alebo na posttranskripénej trovni, kedy regulacna RNA interaguje s transkriptom cielového
génu. RNAIII je velka regulacnd RNA, ktora pozostava z komplexnej sekundarnej Struktary,
ktora je bohat4 na C vlasenkové Struktury, vd’aka ktorym vie interagovat’ s cielovou mRNA.
Okrem regula¢nej funkcie koduje i delta hemolysin (exoprotein) (Geisinger et al. 2006, Novick
et al. 1993, citované podla Jenul a Horswill 2019; Wang a Muir 2016).
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Obrazok €. 5: Schematické znazornenie molekularnej organizacie, signalnej biosyntézy a transdukénej kaskady
agr quorum sensing systému. Peptid AgrD koduje signal pre autoindukény peptid (AIP). AgrD je spracovany
a transportovany do vonkajSicho prostredia pomocou AgrB a signalnej peptidazy SpsB. Ked' extracelularna
koncentracia AIP dosiahne kritickll hodnotu, signél je vanimany histidin kinazou AgrC, ktora sa autofosforyluje.
Fosfat sa nasledne prenesie na AgrA, ktory sa viaze na promotory P> a P, ktoré riadia expresiu RNAII a RNAIIIL.
Transkript RNAII obsahuje operon agrBDCA, kddujhci primérne aparat na biosyntézu a detekciu AIP. RNAIII je
hlavna efektorova molekula Agr systému a pohana expresiu cielovych génov nachadzajicich sa downstream.
Fosforylované AgrA sa taktiez viaze na promoétory pre gény modulinov rozpustnych vo fenolu (PSM), ¢o nasledne

vedie ich expresii (prevzaté od Jenul a Horswill 2019).

2.4.1.1.1 Moduliny rozpustné vo fenolu (PSM — phenol soluble modulins)

AgrA je schopné regulovat’ aj gény modulinov rozpustnych vo fenolu (PSM — phenol
soluble modulins), a to priamym naviazanim sa na promotor operénov, ktoré koduju o — PSM
aP — PSM (Queck et al. 2008, citované¢ podl'a Jenul a Horswill 2019). Tieto molekuly su
skupinou virulen¢nych faktorov nachddzajucich sa v S. aureus (Xu et al. 2017). o — skupina
PSM pozostava z 20 aminokyselin a pre mnohé bunky je cytotoxicka. NeSpecificky nici
bunkovii membranu. B — skupina PSM pozostdva zo 44 aminokyselin a naproti skupine a nie

je cytotoxicka (Bojer et al. 2018).
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Regulacia formovania perzistentnych buniek u S. aureus je spojené s Agr systémom,
ktory reprimuje vznik perzisterov a regulacia je na RNAIII zavisla nepriamo. Do regulacie sa
zapajaji PSM molekuly. Mutacie v Agr systéme, ako delécia génov agrCA a agrD znizuje
expresiu génov zapojenych do virulencie a gény, ktoré st zdruzené s PSM su silne
reprimované. V exponencialnej aj stacionarnej fazy rastu expresia génov psmal —4 a psmp1 —
2 je regulovand AgrCA a RNAIIl. Kym AgrCA tieto gény upreguluje, tak RNAIII ich
nepriamo cez expresiu modulinov naopak downreguluje. Delécia génov agrCA, psmal — 4

a psmP1 — 2 zlepSuje formovanie perzisterov (Xu et al. 2017).

PSMa obmedzuje vznik perzisterov, a to ako toxicky peptid produkovany endogénne
alebo pridany ako sucast’ stafylokokového supernatantu. Toto naznacuje, Ze posobi exogénne.
Je pravdepodobné, Ze tieto moduliny interagujil priamo s perzistentnymi bunkami a zvySuju ich
citlivost’ na antibiotikd. Predpoklada sa, ze poc¢as akutnej infekcie PSM obmedzuji mnozstvo
perzistentnych buniek zvysSenim citlivosti na antibiotikd pomocou modulécie ich membrany.
Pocas chronickej infekcie sa naopak ich produkcia znizi, ¢o vedie k vytvaraniu perzisterov,

ktoré odolavaju antibiotikdm (Bojer et al. 2018).

2.4.1.2 Typy Agr systémov
S. aureus je schopny vytvarat’ Styri typy AIP molekul podla ktorych je mozné kmene
tejto baktérie rozdelit’ do Styroch agr typov. AIP molekuly charakterizuji rozdielne motivy

s rozliénou dizkou (Choudhary et al. 2018).

Agr typy maju rozdielne usporiadanie génov v agr lokuse ako aj variacie sekvencii
nielen agrD ale i agrB exportéru a agrC histidin kinazy a vyznacuji sa pritomnost'ou rozli¢nych
virulenénych génov. Gény agrC a agrd su vzdialené od seba 19 bp. Téato vzdialenost’ je vo
vSetkych Styroch agr typoch konzervovana. Vysoko variabilna oblast’, ktora jednotlivé typy od
seba odliSuje sa rozprestiera od C — terminalneho konca agrB, zahriwuje cely agrD gén a konci
N — terminalnou oblast'ou agrC ( vid’ obrazok ¢. 6) (Dufour et al. 2002, citované podl'a Jenul

a Horswill 2019; Choudhary et al. 2018).
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Obrazok €. 6: agr lokus v rdznych typoch agr. Intergénové vzdialenosti medzi génmi agrB, agrD, agrC a agrA st
konzervované v agr typoch. Cierna bodkovana ¢iara zvyrazituje variabilna oblast v agr lokuse (prevzaté a

upravené podl'a Choudhary et al. 2018).

Aj ked’ véc¢sina virulenénych génov je konzervovana v kmenoch S. aureus je mozné
najst malo rozdielov medzi jednotlivymi typmi. Pritomnost’ alebo naopak nepritomnost
urcitych virulenénych faktorov je zavislé na agr type daného kmena S. aureus (Choudhary et

al. 2018).

Niektoré kmene typu I a typu II, maji inaktivovany Agr systém transpozazou alebo
pridavnym hypotetickym génom vloZzenym do agr lokusu. Inaktiviacia Agr systému
pravdepodobne dava bunkdm vyhodu pri urcitych nepriaznivych podmienkach (Choudhary et
al. 2018).

Kmene S. aureus, ktoré nesu rovnaky agr typ, su schopné aktivovat’ si navzajom Agr
systém, zatial o kmene, ktoré maji rézny agr typ vo vicSine pripadov silne inhibuju Agr

systém in¢ho agr typu. Mechanizmus, ktorym sa to docieli je inhibicia funkcie AgrC receptoru,
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tento jav nazyvame ,,agr interferencia® (vid’ obrazok ¢. 7) (Ji et al. 1997, citované podl'a Jenul

a Horswill 2019; Wang a Muir 2016).

(0]
S
AIP-IlI
agr-l aktivator inhibitor inhibitor aktivator
agr-ll inhibitor aktivator inhibitor inhibitor
agr-lll inhibitor inhibitor aktivator inhibitor
aktivator e o
1 ; inhibitor inhibitor aktivator
agr-lV (slab¥) inhibitor i

Obrazok &. 7: Struktira a uinnost’ AIP zo vietkych $tyroch podskupin S. aureus (prevzaté a upravené podla Wang

a Muir 2016).

2.4.1.3 Regulacia Agr systému

Agr systém hra Gstrednt Glohu v patogenéze S. aureus, preto tato baktéria vyvinula
rozne stratégie, aby sa expresia génov Agr systému rychlo prisposobila meniacim sa
podmienkam, ¢i uz ide o environmentalne podnety alebo podnety hostitel'skej bunky (Jenul

a Horswill 2019).

2.4.1.3.1 Dvojkomponentovy systém ArIRS (autolysis regulated locus)

Ma negativny ucinok na agr, a to downregulaciou expresie RNAII a RNAIII. Pozitivne
reguluje serinové protedzy, ktoré su schopné Stiepit’ protilatky a blokovat’ ich aktivitu. Tento
systém je schopny aktivovat’ gény, ktoré¢ st zapojené do metabolizmu aminokyselin ako zdroji
uhlika (Fournier et al. 2000, Fournier et al 2001, citované podl'a Jenul a Horswill 2019; Jenul

a Horswill 2019).

2.4.1.3.2 Protein CodY

Jedna sa o transkripény faktor, ktory reguluje bunkovu odpoved’ na obmedzenie zivin
a metabolicky stres. Vnima intracelularnu koncentraciu GTP a bo¢né retazce aminokyselin.
Viaze sa na P; promotor, ktory sa nachadza v oblasti génu agrC. Tento promotor je slaby a riadi
len expresiu génu agrA, napriek tomu je agr negativne regulovany tymto proteinom, ked’ sa
naviaze na P; promoétor (Jenul a Horswill 2019; Sonenshein 2005, citované podla Jenul

a Horswill 2019).
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2.4.1.3.3 Rodina SarA proteinov
e SarA — jej expresia prebicha z troch promdtorov a vznikaju tak tri prekryvajuce sa
transkripty. Je schopnd sa naviazat na vlastny promoétor a blokovat' tak RNA
polymerazu, ¢im sa dosiahne represia expresie. Protein SarR pdsobi ako negativny
regulator. Viaze sa na vsSetky tri promoétory sard lokusu. Pozitivne je regulovany
alternativnym sigma faktorom SigB (vid’ obrazok ¢. 8). Samotny protein SarA pozitivne
reguluje agr naviazanim sa na P> prométor a jeho zosilnenim. Priamo reguluje i rozne

virule¢né faktory (zhrnuté v review Jenul a Horswill 2019).

Obrazok €. 8: Oblast promdtoru sard aregulacna siet’ SarA. Expresia génu sar4 je riadend tromi réznymi
promotormy (Pi, P> a P3). Alternativny sigma faktor B ( SigB) riadi expresiu sar4 vézbou na promotor P3. Vazbou
SarR na vSetky tri promdtory sa inhibuje expresia a brani sa autoregulacii pomocou SarA. SarA je aktivatorom
Agr systému a moze tiez fungovat’ ako negativny regulator troch proteinov podobnych SarA, a to SarH1, SarT

a Rot (prevzaté od Jenul a Horswill 2019).

e SarR — negativne reguluje expresiu agr naviazanim sa na P> promotor. Vizba SarR je
silnejSia ako SarA, ¢im ho vytesni a udrzuje tak negativnu reguldciu cez funkciu agr
(Manna a Cheung 2001, Reyes et al. 2011, citované podl'a Jenul a Horswill 2019).

e Rot (repressor of toxins regulatory protein) — reprimuje expresiu génov enterotoxinu B,

alfa — toxinu, proteaz a lipazy. Rot je pomocnym regulatorom agr, nakol’ko Rot regulon
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a Agr systém sa prekryvaji. V stacionarnej fazy rastu je expresia génu rof reprimovana
SarA proteinom, sigma faktorom B a RNAIIl. SarA protein sa priamo viaZze na
promotor, kym RNAIII blokuje translaciu génu rot (zhrnuté v review Jenul a Horswill
2019).

e MgrA — pozitivne reguluje agr aktivaciou P3 promotoru. Tento protein reguluje efluxné
pumpy NorA a NorB, ktoré udel'uju rezistenciu voc¢i r6znym antibiotikam (zhrnuté
v review Jenul a Horswill 2019).

2.4.1.3.4 Alternativny sigma faktor B (SigB)

SigB reguluje expresiu génov proteinov stresovej odpovedi, aby sa bakteridlna bunka

vedela prisposobit’ danym nepriaznivym podmienkam (Jenul a Horswill 2019).

Operon sigB sa sklada z génov rsbU, rsbV a rsbW. Expresia sigB je riadena pomocou
SigA ako aj samotnym SigB. SigA aktivuje expresiu celého operonu, kym SigB aktivuje
expresiu rsbV arsbW. Rsb (regulation of sigma B) proteiny reguluji aktivitu SigB na
posttransla¢nej tirovni. Poc¢as kl'udového stavu je SigB spojeny s anti — sigma faktorom RsbW
a je inaktivny. Ked’ nastant stresové podmienky na anti — sigma faktor sa naviaze anti — anti -
sigma faktor RsbV, ¢im sa SigB uvol'ni od RsbW a naviaZe sa na holoenzym RNA polymerazy.
RsbU sa nachadza v operdne na prvom mieste a je nevyhnutny pre aktivaciu SigB (Giachino et

al. 2001, Guldimann et al. 2016, Senn et al. 2009, citované podl'a Jenul a Horswill 2019).

SigB priamo aj nepriamo kontroluje priblizne 200 génov, a to vratane génov s funkciou
virulencie, tvorbou biofilmu, perzistencie, membranovym transportom a rezistenciou na

antibiotikd (Guldimann et al. 2016, citované podl'a Jenul a Horswill 2019).

V S. aureus sa nachadzaju gény pre 3 globalne regulatory, a to agr, sarA a sigB, ktoré
navzajom interaguju. S. aureus je schopny z akutnej infekcie prejst’ na chronicku infekciu, a to
vd’aka tymto regulatorom. Pocas akutnej infekcie je potrebné, aby bolo ¢im viac buniek, ktoré
produkuju viruleéné faktory, ktoré st pre hostitel'ski1 bunku toxické. V tomto pripade st aktivne
regulatory agr a sarA. Pocas chronickej infekcie je potrebné, aby bakterialne bunky unikali
imunitnej odpovedi hostitel’a, preto je dolezité, aby sa tvorba virulenénych faktorov inhibovalo.
SigB inhibuje ako agr tak aj sar4 a napomaha formovaniu perzistentnych buniek. SigB taktieZ
sprostredkuje formovanie tzv. SCV buniek, ktoré su jednou z foriem perzistentnych buniek u S.
aureus. Bolo dokazané, Ze delécia génu sigB neumoziuje vytvorenie SCV buniek (Tuchscherr

et al. 2015).
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2.4.2 Perzistencia a Agr systém

Genodm S. aures nesie obrovské mnozstvo génov, ktoré koduju faktory virulencie ako aj
faktory, ktoré mu pomdéhaji uniknut pred imunitou hostitel'a. Prave expresia urcitych
virulen¢nych faktorov umoziuje tomuto patogénovi adaptovat’ sa na definované prostredie
hostitel’'a. Pocas chronickej infekcie m6zu nastat’ spontanne mutacie, ktoré dodavaju odolnost’
voci antibiotikdm. Tieto mutacie mozu byt vysledkom selekéného tlaku, ktoré sposobuju rdzne
hostitel'ské faktory. Mutanty st schopné lepSie sa vyhybat’ imunitnej odpovedi hostitel'a ako
rodicovsky divy typ. Ked v hostitelovi dlhodobo pretrvava perzistentny stav vedie to
k zmenam v gendéme S. aureus (Suligoy et al. 2018; Tong et al. 2015, Tuchscherr et al. 2010,
citované podl'a Suligoy et al. 2018).

Mutacie v génoch Agr systému vedu k silnému utlmeniu virulencie a pravdepodobne
k tvorby perzistentnych buniek. Nefunkénost” Agr systému moéze zvysit' tvorbu perzisterov
prostrednictvom downregulacie PSMa a PSMB. Ako je vidiet' z uvedenych Agr systém hra
dolezitu tlohu pri tvorbe perzistentnych buniek. Zaujimavost'ou je, ze Agr systém hrd regulacnu
ulohu v metabolizme kyseliny sialovej, ktora sa podiel'a na tvorbe perzisterov a L — foriem S.

aureus (Xu et al. 2017).

2.5 Membranovy potencial u baktérii

Bakteridlna bunka, aby vedela vykonavat' ako chemickll tak aj mechanicku pracu
potrebuje energiu. Zdrojom tejto vol'nej energie je membranovy potencidl (transmembranové
napitie), ¢o je elektrochemicky gradient prechadzajuci cez vnutornu stranu bakteridlne;
membrany. Bakteridlny membrdnovy potencidl je dynamicky areguluje Siroku skalu
fyziologickych ako aj behaviordlnych dejov. Medzi tieto deje patri napr. homeostaza pH,
membranovy transport, pohyblivost, rezistencia na antibiotikd, delenie buniek, komunikacia
pomocou elektrického potencidlu a vnimanie Zivotného prostredia (vid® obrazok ¢. 9).
Membranovy potencial tvori ¢ast’ ionovej hybnej sily (IMF — ion motive force), ¢o je
elektrochemicky gradient i6nov, ktoré prechadzaji cez membréanu (zhrnuté v review Benarroch

a Asally 2020).
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Obrazok ¢. 9: Bakteridlne procesy, ktoré st spajané s membranovym potencidlom. Membranovy transport, syntéza
ATP, pohyblivost’ a rezistencia na antibiotika su procesy, ktoré si pohanané iénovymi silami, energiou ziskanou
translokaciou i6nov cez membranu. Baktérie tiez vyuzivaju svoj membranovy potencial ako prostriedok na
signalizaciu a spracovanie informacii. Depolarizaciou membranového potencialu baktérie moézu vstupit' do
perzistentného stavu, v ktorom st odolnejsie voci antibiotikdm. Homeostaza pH je riadena protonovymi pumpami,
ktoré udrziavaji PMF (proton motive force), je teda zavisla od membranového potencidlu. Bunkové delenie
vyzaduje membranovy potencial na spravnu lokalizaciu miesta delenia. Bakteridlny membranovy potencial méze
dynamicky reagovat’ na molekularne a elektrochemické signaly, ¢o umozinuje medzibunkovi komunikaciu

(prevzaté a upravené podl'a Benarroch a Asally 2020).

Elektrochemicky gradient poskytuje zdroj volnej energie syntézou ATP, ktoré je
nasledne pouZzité v réznych biologickych procesoch. Syntéza ATP moéZe byt riadend ako
protonovou hybnou silou (PMF — proton motive force) tak aj hybnou silou sodika (SMF —
sodium motive force). Jednou z Gloh membranového potencidlu je pomocou hybnej sily
protoénov, ktoré prenaSaju protony cez cytoplazmaticki membranu vytvarat ATP pomocou
ATP syntazy (Hése 2000, Mulkidjanian et al. 2008, citované podl'a Benarroch a Asally 2020;
Wilmaerts et al. 2019).

31



Niektoré latky je potrebné transportovat’ cez membranu proti koncentracnému gradientu
v ¢om poméha ionovd hybna sila. Tato hybna sila ma doélezitd ulohu pri prijme glukdzy,
antibiotik a naopak ako aj pri odstraneni antibiotik pomocou efluxu. U baktérii S. aureus a B.
subtilis 0Cinnost’ urcitych lieCiv zavisi pradve na membranovom potencialy. Depolarizaciou
membrany alebo ked’ d6jde ku zriteniu membranového potencialu su schopné bunky odolavat
antibiotikdm a mézu vytvarat’ i perzistentni subpopuldciu (Bryan a Kwan 1983, Poolman a

Konings 1993, Taber et al. 1987, citované podl'a Benarroch a Asally 2020).

Pomocou elektrickych interakcii su schopné bunky navzdjom interagovat’ v ramci
biofilmu, avSak tato interakcia, signalizécia nie je obmedzena len na biofilm, ale bunky r6znych
bakteridlnych druhov su schopné takto komunikovat’. Takéato forma komunikacie u niektorych
mikrobidlnych buniek sa nazyva elektrotaxia (galvanotaxia). Elektricka signalizaciu bunka
nevyuziva len na komunikéciu, ale je schopna vd’aka nej vnimat’ aj prostredie, napr. bunky B.
subtilis pomocou elektrickej signalizacie mézu kontrolovat’ osud, kvalitu vyvijajacich sa spor
( Cortese et al. 2014, Liu et al. 2017, Mycielska a Djamgoz 2004, Sirec et al. 2019, citované
podl'a Benarroch a Asally 2020).

Zmenou membranového potencidlu su bakteridlne bunky schopné branit’ sa voci
nepriaznivym U¢inkom vonkajSieho prostredia. Baktérie, aby sa ubréanili antibiotikdm
pdsobiace na ribozémy a zvladli ribozomalny stres vyuzivaju priliv horé¢ikovych ionov (Lee et

al. 2019, citované podl'a Benarroch a Asally 2020).

2.5.1 Spojitost’ medzi membranovym potenciadlom a perzistenciou

Bakterialna perzistencia je spojend so znizenym hladiny bunecnej energie, ktord sa
vytvara pomocou membranového potencidlu a ATP syntazy. NaruSenie intracelularnej hladiny
ATP alebo vyvolanie kolapsu membranového potencidlu vedie k vytvaraniu alebo k zvySeniu
tvorby perzistentnych buniek. ZniZenim energetickej hladiny bakteridlne bunky znizuju aj
syntézu DNA, bielkovin a peptidoglykanu, ¢o vedie k zvySenému preZivaniu posobenia
antibiotik, ktoré su zacielené prave na tieto komponenty. Hladina ATP zohrava ulohu aj pri
rozpustnosti proteinov a pri kontrole ich kvality. Proteiny sa za¢nu agregovat, ked sa
intracelularna hladina ATP znizi. V tychto proteinovych agregatoch sa nachadzaju aj proteiny,
ktoré st esencialne pre hlavné bunkové procesy, a pretoze st nedostupné bunky prechadzaju
do dormantného stavu a mozu tak prejst’ aj do perzistentného stavu (zhrnuté v review Wilmaerts

et al. 2019).
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Krebsov cyklus vytvara pre bunku energiu. Pocas tohto cyklu sa vytvara CO2, NADH,
FADH a ATP. Tieto latky mozu byt donorom elektronov, ktoré vstupuju do elektrénového
transportného retazca anapomahaji k vytvdraniu membranového potencidlu. Mutacie
v génoch Krebsovho cyklu tak mézu zapriCinit’ znizeny membranovy potencial nedostatkom
tvorby donorov elektronov. Bolo popisané, Ze inaktivacia génov sucA alebo sucB, ktoré koduja
podjednotky a — ketoglutarat dehydrogendzy, kli¢ového enzymu Krebsovho cyklu, vedie
k zvySenej tvorbe perzistentnych buniek. Rovnaky jav bol popisany aj pri inaktivacii inych
génov koédujice enzymy Krebsovho cyklu alebo génu atpA, ktory koduje Fi Fo ATPéazu
u baktérie S. aureus. Mutanty v tychto génoch vykazuju znizeny membranovy potencial a
vytvaraju vysoké hladiny perzisterov. Bolo charakterizované, ze v stacionarnej fazy rastu
membranovy potencial hrda doélezitu tlohu pri tvorbe a prezivaniu perzistentnych buniek

(Martinez-Reyes a Chandel 2020; Wang et al. 2018).

Konzervovana GTPaza Obg ma tustrednu ulohu pri navodeni perzistentného stavu u E.
coli, ked bunka ma nedostatok Zzivin. Pre navodenie perzistentného stavu Obg spolu
s alarmonom (p)ppGpp aktivuju transkripciu TA modulu typu I hokB/sokB. Toxin HokB narusi
membranu, ¢o vedie k jej kolapsu a znizenému membranovému potencidlu a navodi sa stav
dormancie. Obg nekontroluje perzistenciu len u E. coli, ale aj v oportunistickom patogéne P.

aeruginosa (Verstraeten et al. 2015).

2.6 Redoxny stav baktérii

Aby bakteriadlna bunka bola schopnd rast’a bola schopna preZit’ je potrebné, aby tvorba
ATP bola spojena s prenosom elektronov. Tieto procesy st zavislé na elektronovych nosicoch,
na stabilite proteinovych zvyskov a kofaktorov (cysteinové, Zelezo — sirne klastre). Silné
oxidanty (O2, H202) menia alebo poskodzuju tieto molekuly a navodia oxidativny stres. Pre
spravne fungovanie elektronovych prenaSacov a proteinov, ktoré st citlivé na redoxny stav
bunka udrzuje zmenou metabolizmu cytoplazmatické prostredie vo vyvazenom stave, tzv.

redoxnej homeostaze (zhrnuté v review Sporer et al. 2017).

Elektrony prechddzaji mnoZzstvom bunkovych reakcii. Podporuju tvorbu energie
a pomahaju udrziavat’ tioldisulfidovii homeostazu, ktora podporuje spravnu funkciu bielkovin.
Pocas tioldisulfidovej homeostdzy st tioredoxin a nizkomolekulové tioly v cytoplazme
pritomné  predovSetkym  vredukovanych  formach. Pri  takychto podmienkach
v cytoplazmatickych proteinoch sa len vel'mi neochotne vytvaraju disulfidické vizby medzi

cysteinovymi zvySkami. Redoxny stav netiolovych elektronovych nosicov, akymi su flaviny,
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chinony, nikotinamidadenindinukleotid (fosfat) [NAD (P)+] ako i samotné tioly (glutation,
tioredoxin) prispievaju k celkovému redoxnému stavu bunky (vid’ obrazok ¢. 10) (Aslund 1999,
Bennett et al. 2009, Gilbert 1990, Holmgren a Fagerstedt 1982, Hwang et al. 1992, Jakob 2004,
Leichert a citované podl'a Sporer et al. 2017).

Hlavny metabolizmus

Zdroj
uhlika \ Elektronové nosice
, (netiolove)
Katabolizmus SH SH
NAD(P)H e
Flaviny —> | Tiolové pufry === "Cys: ‘Cys.
Fenaziny
/—_ NstA, Aer, OxyR
*
_ "
DH : -~
1 e waw
; ) ' -FeS:
Q. mmmnmmmanman | FFAD WhiB, SoxR
) %, Aer, NifL, KinA,
2 A RmcA, BdIA, ArcB
( Ox
e- akceptor RegB, KaiA

Obrazok ¢. 10: Diagram zobrazuje miesta v bakterialnej bunke, v ktorych by redox — senzitivne bunky mohli
vyuzit' informacie o redoxnom stave bunky. Plné Sipky oznacuji tok elektronov, prerusované Sipky oznacuju
miesta vnimania. Skratky: DH — dehydrogendza; FAD — flavinadenin dinukleotid; FMN — flavin mononukleotid;
NAD(P)H — nikotinamidadenindinukleotid (fosfat), redukovany; Ox — oxidaza; PAS — protein s doménou Per-
ARNT-Sim; Q — chinén (prevzaté a upravené podla Sporer et al. 2017).

Pocas redoxnej homeostazy v cytoplazme, kedy je dostatocné mnozZstvo donorov
elektrénov a oxidacny stres je nizky, cysteinové zvysky na proteinoch su v redukovanej forme.
Senzorické proteiny, ktoré riadia odpoved’ na redoxné zmeny, vSak disulfidické vizby mézu
vytvorit. Glutaredoxinovy systém a tioredoxinovy systém zabezpecuje redukciu disulfidovych
vézieb. V obidvoch systémoch sa nachadza flavoprotein, ktory elektrony pochadzajuce
z NADPH (redukovany na NADP") pouziva na redukciu disulfidovych vizieb (Meyer et al.
2009, citované podl'a Sporer et al. 2017).

Tioly su redox — aktivne molekuly, ktoré m6ézu mat’ vplyv na metabolizmus, génovu
expresiu, spravanie avyvoj baktérii, ked sa zmenia redoxné podmienky zmenou ich
oxidativneho stavu. Nizkomolekulové tioly st schopné redukovat disulfidické vézby
cysteinovych zvyskov cytosolickych proteinov, a tym napomdhaju k vytvoreniu homeostazy.

Maju nizky redoxny potencial a vysoku intracelularnu koncentraciu, ¢o z nich robi ideélne
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redoxné pufre, ktoré vytvaraju redukcny stav v cytoplazme. Medzi redoxné pufre mdzeme
zaradit aj NAD(P)(H), ktory je donorom aj akceptorom elektronov aje zapojeny ako
v anabolickych reakciach, tak aj v reakciach vytvarajuce energiu (Antelmann a Helmann 2011,

Fahey et al. 1997, Newton et al. 2009, citované podla Sporer et al. 2017; Sporer et al. 2017).

V chemoorganoheterotrofnych baktériach, ktoré vyuzivaji organické zluceniny ako
zdroj uhlika, energie a redukcnej sily donory elektronov ovplyviiuju redoxny stav flavinov
a chinonov, ktoré patria medzi redox — aktivne molekuly. Flaviny sluzia ako kofaktory
proteinov alebo sa vol'ne nachédzaju v cytoplazme. Chinény sprostredkuju prenos elektronov

v bakteridlnych a mitochondridlnych membranach (zhrnuté v review Sporer et al. 2017).

Oxidacny stav elektronovych nosicov moze sluzit’ ako signal, ktory poskytne bunke
informéciu o tom aké su redoxné podmienky. Tieto molekuly mozu sluzit' ako regulaéné
signaly, ktoré riadia spravanie baktérii ako na trovni jednotlivca tak aj na tirovni populacie.
Tieto kontrolné mechanizmy sa nasledne zapajaji do rastu baktérii a interakcie s hostiteI'mi

(zhrnuté v review Sporer et al. 2017).

Bunky mézu vyuzit’ svoj redoxny stav ako zdroj informdcie o prostredi a podl'a danej
informécie vedia primerane reagovat. Cytoplazmaticky tiol — redoxny stav je schopny
ovplyvnit’ metabolizmus. Drahy, ktoré su zavislé na proteinoch s cysteinovymi zvyskami su
ovplyviiované tvorbou alebo zamedzenim tvorby disulfidovych vézieb. Redoxné zmeny

v bunke tieZ mo6Zu zapri€init’ i zmenu génovej expresie (zhrnuté v review Sporer et al. 2017).

Zmena v dostupnosti donora alebo akceptora elektronov nuti baktérie zmenit' svoj
metabolizmus, ¢im udrziavaji intraceluldrny redoxny stav, ¢o im umoZznuje prezitie a rast.
Redoxny stav moze kontrolovat’ bakteridlne spravanie, diferenciaciu ako i vyvoj spolocenstva

(zhrnuté v review Sporer et al. 2017).

2.6.1 Redoxny stav a perzistencia u S. aureus

Pocas infekcie sa S. aureus stretava s aerébnym prostredim s nizkym redoxnym
potencidlom, a to v cytosole hostitel'skej bunky. S. aureus sa adaptoval na toto nepriaznivé
prostredie pomocou preprogramovania transkripénych regulatorov, ktoré su citlivé na redox,
ktorymi su AgrA, Rex a SrrA. Transkripény regulator Rex reguluje gény zapojené do
anaerobneho metabolizmu. SrrA je sucastou dvojkomponentového systému SrrAB, ktory
reguluje gény zapojené do elektronového transportného retazca, anaerébneho metabolizmu,
v opravach nitrostativneho poskodenia. Nasledkom tohto preprogramovania je navodenie

fermentacného metabolizmu, zniZenie rychlosti rastu, rezistencia na urcité antibiotika
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a zvysenie tvorby SCV. Adaptacia na prostredie s nizkym redoxnym potencidlom by mohla
viest k vytvoreniu audrzaniu perzistentnych buniek ako ik perzistentnym infekcidm

(Christmas et al. 2019; Kinkel et al. 2013).

Aerobne prostredie s nizkym redoxnym potencidlom aké mozeme najst’ v hostitel'skom
cytosole potlaca/vypina DNA vizbovu schopnost’ AgrA. To je pravdepodobne docielené tym,
ze z redukovanych foriem flavinov a chinénov elektrony putuji na O, a vytvaraju sa tak
reaktivne formy kyslika. Tieto reaktivne formy kyslika nésledne podporuju tvorbu
intramolekularnych disulfidickych védzieb v DNA vizbovej doméne AgrA (Christmas et al.
2019).

Hlavnou sucastou adaptivnej reakcie S. aureus na aerdbne prostredie s nizkym
redoxnym potencidlom je signalizicia zvy$eného pomeru NADH:NAD" transkripénym

regulatorom Rex, ¢o vedie k derepresii génov, ktoré su nim regulované (Christmas et al. 2019).

V pritomnosti redukovanej formy glutathionu je mozné pozorovat’ zvyseny vyskyt SCV
buniek, ¢o naznacuje tomu, ze S. aureus, ktory preziva intracelularne v hostitel'skej bunke
(aerdbne prostredie, nizky redoxny potencial) moZze byt’ zdrojom tychto SCV buniek (Christmas

etal. 2019).
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3 Material a metody

3.1 Material

3.1.1 Bakterialne kmene

V tejto praci som pracovala s nasledujucimi bakterialnymi kmenmi:

»  Staphylococcus aureus subsp. aureus RN4220, ktory ma defektny restrikény systém,
ale ma zachovany modifika¢ny systém, preto je vhodny ako prechodny klonovaci

hostitel’ (Nair et al. 2011)

= 7 klinickymi izolatmi S. aureus z FN Motol s nizs§ie uvedenymi informaciami:

1. 39A° 18.04.2017 I Primoizolat
40A 23.07.2018 Ziadne vyrazné mutécie
41A 04.02.2019 oproti primoizolatu
63A 25.11.2019

28 36A° 28.08.2018 I sigB 142 R—L (substiticia
51A 16.09.2019 na pozicii 142, ktora vedie
75A 24.02.2020 k aminokyselinove;

zédmene argininu na leucin

Tabulka ¢. 1 : Klinické izolaty poskytnuté FN Motol a ich parametri. Oznacenie ®: primoizolat
»  Kmenmi Escherichia coli :
o E. coli DH5a

* Genotyp: deoR endAl gyrA96 hsd R17 (vk-, mk+) recAl reldl, supE44
thi— 1 (lac ZYA — arg F) U169 ¢80lacZ M15 F — 1 —)

=  Charakterizacia: Kmen E. coli DH5a obsahuje rozne mutacie v génoch.
Jedna sa o klonovaci kmen. Jej transformacnd G¢innost’ je dand tym, ze
je defektny v homolognej rekombindcii a nedochddza k degradacii

cudzorodej DNA.

= Poskytnuté spolo¢nostou CLONTECH.
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o E. coli K12 IM08B

o

3.1.2 Plazmidy

Genotyp: mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) p80lacZAMI15 AlacX74 recAl,
araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL endAl nupG Adcm, QPhelp-
hsdMS (CC8-2) QPN25-hsdS (CCS-1)

Charakterizacia: Kmen E. coli IMO8B obsahuje hsdM a hsdS gény zo S.
aureus NRS384 (s sucastou RM systému typu I u tohoto kmena),
produkty tychto génov umoziuju Specificki methylaciu DNA podla S.

aureus.

Poskytnuty vyskumnym centrom Biocev (Mgr. Gabriela Balikova-

Novotna, Ph.D.)

One Shot™ TOP10 E. coli

Genotyp: F- mcrA A( mrr-hsdRMS-mcrBC) @80lacZAMI1S5 A lacX74
recAl araD139 A( araleu)7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG

Charakterizacia: Vyznacuji sa vysokou transformacnou ucinnost’ou

a umoziuju stabilna replikaciu vysokokopiovych plazmidov.

Poskytnuté spolo€nost’ou ThermoFisher Scientific.

pCNsigBtet — odvodeny od plazmidu pCN56, namiesto kazety s erytromycinovou rezistenciou

ma kazetu pre tetracyklinovl rezistenciu.

» Jedna sa o vysokokopiovy plazmid s vel'kost'ou 6772 bp s nasledujicimi komponentmi

- TETr (tetM), MCS, GFP, TT.

* Plazmid bol vyrobeny a poskytnuty Mgr. Hanou Kotkovou (Kotkova 2019).

= Mapa:

pCNsigBtet |

pT181cop-623 repC > tef (M) >{ ampColEion i ghpmutz > TT |

pT181cop — 623repC je replikacny pociatok S. aureus, tet(M) kazeta pre tetracyklinovi

rezistenciu, ampColElori replikaény pociatok E. coli spojeny s kazetou ampicilinovej

rezistencie (gen bla), ™ je multikopiové miesto (MCS) — miesto pre vloZenie inzertu,

gfpmut?2 je gén kédujiaci GFP a TT je transkripény terminator
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pCasSA — vysokokopiovy plazmid s velkostou 10240 bp (10,240 kbp) s nasledujucimi
komponentmi — cap 1A promédtor, spacer insertion site, sgRNA, rpsL promotor, Cas9, repF,

Cm, KanR, ColE1l
* Plazmid bol poskytnuty Dr. Balikovou Novotnou z Biocevu.

= Mapa pCasSA:

ColE1 Bsal

., cap 1A prom
KanR o sp'gcer fnsertion site
sgRNA

rpsL promoter

pCasSA
10240 bp

Cm

&5
et

Cas9

repF

cap 14 — promotor pre expresiu sgRNA, rpsL — promdtor pre expresiu proteinu Cas9, Cas9 —
gén pre protein Cas9, repF’ — termosenzitivny pociatok replikacie S. aureus pre odstranenie
plazmidu po editacii (aprave), Cm — marker pre chloramfenikolovu rezistenciu v S. aureus,
KanR — marker pre kanamycinovu rezistenciu v E. coli, ColE1 — replikacny pociatok E. coli,

Bsal, Xbal, Xhol — restrikéné miesta
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3.1.3 Bakteriofagy

Bakteriofagy ¢11 a ¢80 — su to stafylokokové siphovirusy s vel'kostou genému 39 —
43 kb s 50 — 70 otvorenymi ¢itacimi rdmcami. Ich gendm pozostava zo Siestich funkénych
modulov, ato zlyzogénie, replikacie DNA, balenia, hlavy, chvosta alyzy. Patria do
séroskupiny B. Maju vysoku transdukénu efektivitu a nizku frekvenciu lyzogénie (Xia a Wolz
2013).

ydrolse
TFiber

==—HTCP
MAT
™P
P
ip
™
MiTP2
H

Lyzogénia Replikacia Balenie  Hlava Chvost Lyza

Obrazok ¢. 11: Mapa genomu stafylokokovych fagov ¢11 (GenBank NC 004615.1) a ¢80 (GenBank
NC_009526.1) (prevzaté a upravené podl'a Xia a Wolz, 2013).

3.1.4 Kultiva¢né média
Vsetky médid boli sterilizované v autoklave pri 120 °C a pretlaku vodnej pary 0,15 MPa
po dobu 20 minut. Pred sterilizaciou bol pri priprave pevného média pridavany agar (Oxoid) na

kone¢nu koncentraciu 2 % (w/v).

Kultivaéné médium pre S. aureus

* BHI médium — 12,5 g extrakt z mozgu, 5 g extrakt z hovidzieho srdca, 10 g pepton,
2 g glukoza, 5 g chlorid sodny, 2,5 g fosforecnan disodny

o 37 g BHI média (Oxoid) bolo rozpustené v 1 litru destilovanej vody, nasledne

sterilizovany

* TSB médium — 17 g trypton, 3 g soja, 5 g chlorid sodny, 2,5 g fosfore¢nan didraselny,
2,5 g glukdza

o 7,5 g TSB (Sigma) bolo rozpustené¢ v destilovanej vode na objem 250 ml.
Pridané bolo prislusné antibiotikum v potrebnej koncentracii (kanamycin 50

png/ml, tetracyklin 5 pg/ml)

Kultivaéné médium pre E. coli

* LB médium — 10 g trypton, 5 g kvasni¢ny autolyzat, 10 g chlorid sodny
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o pH upravené na 7,0 pomocou 1M NaOH. Doplnené destilovanou vodou na

objem 1 liter. Pridané antibiotikum v potrebnej koncentracii (kanamycin 50

pg/ml)

3.1.5 Pouzité antibiotika
Nazov antibiotika Skratka antibiotika Vyrobca Koncentracia

zasobného roztoku

(mg/ml)
Ciprofloxacin Cip Fluka 25
Chloramfenikol Cm Roth 25
Kanamycin Kan Fluka 50
Oxacilin Oxa Bristol — Myers Squibb 50
Tetracyklin Tet Fluka 10
Vankomycin Van MP Biomedicals 50

Zasobné roztoky antibiotik boli uchovavané v — 20 °C.

3.1.6 Enzymy

Enzym Vyrobca
Bsal — HF RE New England BioLabs
Lyzostafin Sigma
Proteinaza K ThermoFisher Scientific

Reverzna transkriptaza (Luna® Reverse Transcriptase) = New England BioLabs

RNaza A ThermoFisher Scientific
One Taq DNA polymeréza New England BioLabs

T4 DNA ligaza ThermoFisher Scientific
T4 polynukleotid kinaza ThermoFisher Scientific
Xbal RE ThermoFisher Scientific
Xhol RE ThermoFisher Scientific

3.1.7 Chemikalie
Chemikalie Vyrobca
Agar6za — Top Vision Agarose ThermoFisher Scientific
CaCl, Sigma
CCCP (karbonyl kyanid m — chlorofenylhydrazon) Sigma
CTC (5-kyano-2,3-ditolyltetrazoniumchlorid) Sigma
DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindol, dihydrochlorid) Roth
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DiOCx(3) (3,3'-dietyloxakarbocyaniniodid) ThermoFisher Scientific

DEPC - H,O Roth

DMSO Merck

DNA loading dye Fermentas

dNTP mix (10 mM) Fermentas

EDTA Lachema

Ethanol Lachema

Ethidium Bromid Sigma

Gene Ruler, DNA Ladder Mix Fermentas

Glukoza Merck

Glycerol Sigma

Inhibitor RNaz (RiboLock) ThermoFisher Scientific
Isopropanol Lachema

Kyselina octova Lachema

MgSOq4 Penta

NaCl Roth

NaOH BDH

Octan sodny Lachema

PBS (phosphate buffered saline) ThermoFisher Scientific
Random hexamer primer ThermoFisher Scientific
Sachar6za Penta

SDS (dodecylsiran sodny) Sigma

S.0.C médium ThermoFisher Scientific
TO — PRO -3 (TO — PRO - 3 iodid) ThermoFisher Scientific
TRI Reagent® Moleculer Research Center, Inc.
Tris HCI1 Sigma

3.1.8 Roztoky
Roztok pre krivky hynutia:

* 2 M NaCl-116,88 g NaCl rozpustit’ v 1 1 vody, sterilizovat’

Roztoky pre prietokovua cytometriu:

= 1xPBS-5ml 10x PBS (roztok bol komeréne dodany k fluorescencnej probe TO — PRO
— 3 od firmy Molecular Probes) + 45 ml destilovanej vody, filtrované cez 0,2 um PVDF
filter
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* Pracovny roztok DiOC2(3) — 10 pl DiOC»(3) (zasobny roztok 3 mM) + 190 ul DMSO

»  Pracovny roztok TO— PRO —3 — 1 ul TO — PRO — 3 (z&sobny roztok 1 mM) + 1000 pl
DMSO

»  Pracovny roztok CTC — 10 mg CTC sa rozpustilo v 700 ul destilovanej vody
» Pracovny roztok DAPI — 10 ul DAPI + 90 pl destilovanej vody

Roztoky pre izolaciu plazmidu E. coli:

» Roztok 1 — 50 mM glukéza, 10 mM EDTA, 10 mM Tris

» Roztok 2 — 1 M NaOH, 5% SDS, destilovana voda, pripravované vzdy cerstvé
* Roztok 3 —2 M octan sodny

= Zasobny roztok RNazy A (10 mg/ml)

Roztok pre izolaciu plazmidu S. aureus:

* TSM pufor — 1 ml 0,5 M Tris HCI, 50 pul 2 M MgSOs, 1,71 g sachardzy, 10 ml

destilovanej vody
= Zasobny roztok lyzostafinu (2 mg/ml)

Roztok na pripravu kompetentnych buniek S. aureus:

* 0,5 M sachar6za— 25,68 g sacharozy rozpustit’ v 150 ml destilovanej vody, sterilizované

filtraciou 0,2 pm PVDF filtrom

Roztoky pre horizontalnu gélovu elektroforézu:

* 50x TAE pufor — 36,3 g Tris, 8,57 ml 'adovej kyseliny octovej, 126 ml destilovanej
vody, 15 ml 0,5 M EDTA

= 1x TAE pufor — 20 ml 50x TAE nariedit’ do 1 1 destilovanej vody
= Zasobny roztok ethidium bromidu (1 % roztok vo vode)

Roztok pre transdukciu:

» TopAgar obohateny citratom — 30 g citronanu draselného, 7 g agaru, TSB médium na

11 média
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3.1.9 Primery

3.1.9.1 Primery pre klonovanie

Primer (delécia génu agrA) Sekvencia Tw
agrAUPF2 ATT ATC CAA GGT CTA GAG AAA TAC CCG 67,2°C
ATG AAG TAA G
agrAUPR GTT AAC TGA CTT TAT TAT CTT A ACA TTC 66,5 °C
ACA TCC TTA TGG CT
agrADNF AGC CAT AAG GAT GTG AAT GT TAA GAT AAT 69,4 °C
AAA GTC AGT TAA CGGC
agrADNR2 GTA TAT TTT TCT GA CTC GAG ATT TTA GCG 67,4 °C
TTT AGC AAT CG
agrAspacerF GAA ATG TCT ACAA AGT TGC AGC GA 59,3 °C
agrAspacerR AAA CTC GCT GCA ACT TTG TAG ACA 59,3 °C
Podciarknuta je Cast’ so sekvenciou pre RE Xbal (TCTAGAG) a Xhol (CTCGAG).
3.1.9.2 Primery pre kvantitativnu PCR
Primer Sekvencia Tm
GyrB F: ACT GAT GCC GAT GTG GA 52,0 °C
R: AAC GGT GGC TGT GCA ATA 54,0 °C
SigB F: GGT TAG TTC ATC GCT CACTT 53,4 °C
R: CTG TAA TCG GTG AAATCA AAAG 54,7 °C
MazEF F: CTA ATT TTT CTG GTG AGC TAC 54,0 °C
R: CGA TGA TAA AAT GAA AGA AGT A 50,9 °C
AgrA F: GCG AAG ACG ATC CAA AAC 53,7°C
R: CTT GCT CAA GCA CCT CA 52,8 °C
RNAIII F: TTC ACT GTG TCG ATA ATC CA 53,2°C
R: TGA TTT CAA TGG CAC AAG AT 51,1°C
3.1.9.3 Primer pre sekvenovanie plazmidu pCasSa
Primer Sekvencia T
pCasinzertR AAGATACAGGTATATTTTTCTG 50,9 °C
pCasspacerF GCAAAATATACAGGGGATTAT 52.0°C
Vsetky uvedené primery od komercéného vyrobcu (Eurofinsgenomics) som nariedila

mnozstvom vody uvedenom v pribalovej informdcii. Primery pouZité na sekvenovanie som este

20x nariedila na zasobny roztok, ktory som potom pouzivala v reakciach.
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3.1.10 Komer¢né supravy
Kit

MagJet Genomic DNA Kit
Premix One Taq Hot Start
Plasmid DNA Purification
(NucleoSpin® Plasmid)
Genelet Gel Extraction Kit
Genelet Plasmid Miniprep Kit
Genelet Gel Extraction and DNA
Cleanup Micro Kit

TRI REAGENT® BD
LunaScript® RT SuperMix Kit

Luna® Universal gPCR Master Mix

Vyrobca

ThermoFisher Scientific

Vyuzitie

Izolacia chromozomalnej DNA

New England BioLabs PCR

Macherey - Nagel

ThermoFisher Scientific
ThermoFisher Scientific

ThermoFisher Scientific

3.1.11. Pristroje a laboratérne vybavenie

Pristroj

Termostat
Vzdus$na trepacka
DNA/RNA UV Cleaner Box
Centrifugy

Micro 20

Micro 22 R

Centra CL3R

Minispin

Routina 3800

Centrifuge 5430

Spektrofotometer Helios y

NanoDrop One Microvolume UV-Vis Spektrofotometer

PCR thermocyklér
Real — time PCR cycler
Prietokovy cytometer
UV lampa

Elektroporator Gene Pulser
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Izolécia plazmidu

Extrakcia DNA z gélu
Izolacia plazmidu
Precistenie DNA od
enzymatickych reakcif

a purifikacia PCR produktov

Molecular Research Center Izolacia RNA
New England BioLabs Prevod RNA na cDNA
New England BioLabs Kvantitativna PCR

Vyrobca
Memmert

N — Biotek, NB 205

Boeco Germany

Hettich
Hettich
IEC
Eppendorf
Hettich
Eppendorf
ThermoFisher Scientific (Thermo
Electron Corporation)
ThermoFisher Scientific
VWR Doppio
Light Cycler 480 Roche
BC Cytoflex
Vilber Lourmat

BIO - RAD



Zariadenie na elektroforézu (Power Pac 3000) BIO - RAD

Magneticky stojan Dynal Biotech
Fotoaparat Olympus SP — 565UZ
Mikrovlnna rura LG

Hlboko mraziaci box (deep freeze) Schoeller

3.1.12 Programy a internetové odkazy

Cytexpert — program na vyhodnocovanie vysledkov z prietokovej cytometrie

FlowJo — program na vyhodnocovanie vysledkov z prietokovej cytometrie

Chromas, SnapGene — program na vyhodnocovanie vysledkov zo sekvenovania

Light Cycler 480 Software — program na vyhodnocovanie vysledkov z kvantitativneho PCR

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi — program na navrhovanie primerov

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi — analyza sekvencii

http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html — jednoduchy nastroj na prevod forward

— Ieverse primerov

https://biorender.com — program pre vytvorenie obrazkov
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3.2 Metody

3.2.1 Praca s bakterialnou kultiurou

S kultirou som pracovala sterilne, pri naockovani ¢erstvého média som pracovala v UV
boxu. S. aureus patri do bezpecnostnej triedy (Biosafety level) 2, je treba s nim preto pracovat
opatrne a dodrzovat’ hygienické pravidla. Hustotu bakterialnej populacie (OD) som merala na

spektrofotometru Helios y pri 600 nm.

3.2.2 Priprava konzerv pre dlhodobé uchovavanie kmenov
Pre dlhodobé¢ skladovanie som bakteridlne kmene uchovavala v 20% glycerolu (v/v)
v hlboko mraziacom boxe pri teplote — 80 °C. Prechodne mozu byt uchovavané na pevnych

agarovych médiach pri teplote 2 — 4 °C.

Pre pripravu konzerv pre uchovéavanie kmeniov som do oznafenej mikroskumavky
napipetovala 0,250 ml média (pre S. aureus BHI médium, pre E. coli LB médium) do ktorého
som pomocou kl'u¢ky resuspendovala biomasu z agarovej misky prislusného bakteridlneho
klonu, pripadne som pouzila uz narastenu kulturu v tekutom médiu. Potom som do
mikroskiimavky pridala 0,250 ml 40% (v/v) glycerolu a nechala som chvil'u inkubovat’ pri
laboratornej teplote. Takto pripravent kultiru som uchovavala v hlboko mraziacom boxe v —

80 °C.

3.2.3 Kultivacia bakterialnej kultiry na pevhom médiu

Pre kultivaciu baktérii na pevnom médiu na Petriho miskdch som pouZzila kultivaény
agar pre dany bakteridlny kmen spevneny 2 % agarom. Pre ozivenie kultiry z konzervy som
bakterialnu kultiru naniesla a rozotrela na pevnom médiu pomocou sterilného Sparadla. VSetky
oc¢kovania som uskuto¢fiovala v UV boxu. Petriho misky som nésledne umiestnila do

termostatu a nechala kultivovat’ pri 34 °C.

3.2.4 Kultivacia bakterialnej kultary v tekutom médiu

Pre kultivaciu baktérii v tekutom médiu som pouzila BHI médium alebo iné kultivacné
médium vhodné pre dany bakteridlny kmenl. Zaockovanie som uskutocnila pomocou sterilnej
bakteridlnej kl'ucky, ktorou som nabrala ve'mi malé mnozstvo bakteridlnej kultary z pevného
média apreniesla ho do tekutého média. Aby sa praca uskutociiovala sterilne, vSetky
zaoCkovania som uskutoc¢iiovala v UV boxu. Kultivacia zaockovanych bakteridlnych kultar

prebiehala vo vzdusnej trepacke cez noc pri 34 °C pri 180 RPM.
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3.2.5 Krivka hynutia s antibiotikami

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Najprv som z hlboko mraziaceho boxu vybrala pozadovany klinicky izolat a sterilnym
Sparadlom znej odobrala cCast’, ktori som rozotrela na agarovej platne a nechala

kultivovat’ v termostate pri 34 °C cez noc (vid’ kapitola 3.2.3).

Z tejto misky som pripravila tekuta kultaru odpovedajticeho izolatu a kultivovala cez

noc na vzdus$nej trepacke (ON kultara) (vid’ kapitola 3.2.4).

Do S$tyroch baniek som sterilne naliala 10 ml cerstvého BHI média a nechala

vytemperovat’ na 34 °C.

Zmerala som ODgoo no¢nej kultury, a spocitala som odpovedajice mnozstvo kultury
k naoc¢kovaniu do 10 ml ¢erstvého BHI média na pociato¢né ODgoo = 0,05 a s tymto
mnozstvom nocnej kultiry som zaockovala Styri 100 ml pripravené banky s 10 ml BHI

média vytemperovanym na 34 °C (kontrola a tri vybrané antibiotik4).
V niektorych pripadoch bol zo zbytku no¢nej kultury pripraveny a pouzity supernatant.

Takto naockované kultiry som nechala rast’ az do ODeoo = 0,5 (34°C, 180 RPM) 1 -2

hodin podl'a daného izolatu.

Po dosiahnuti ODeoo priblizne 0,5 som odobrala zkontrolnej kultary 100 pl do
mikroskimavky pre stanovenie krivky hynutia a 200 pl pre stanovenie parametrov
kultiry na prietokovej cytometrii. Tieto vzorky som d’alej spracovala podla kapitoly

3.2.6.

K zostavajucim kultiram som pridala jednotlivé antibiotikd — podla MIC
a koncentracie zasobnych roztokov som vypocitala mnozstvo antibiotika, ktoré bolo

potrebné pridat’, tak aby jeho celkova koncentréacia odpovedala 100x MIC.

Dalej som odoberala v hodinovych intervaloch vzorky na stanovenie CFU a stanovenie

ODsoo nasledujucim spdsobom:

a) Pre stanovenie OD som odobrala 200 pl kultury do kyvety, pridala som 1800 pl
2 M NaCl (popripade dH20) a zmerala som ODgoo kulttry.

b) Pre stanovenie CFU som odobrala 100 pl kultiry do mikroskiimavky a pridala
som 900 pl 2 M NaCl.

¢) Mikroskumavky som scentrifugovala (3200 x g, 5 min., laboratorna teplota).
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d) U scentrifugovanych mikroskimavkach som odobrala supernatant (900 pl)

a pridala som 900 pl 2 M NacCl.
e) Vytvorila som dekadicku riediacu radu v pocte riedeni odpovedajiacich ODgoo.

f) Jednotlivé riedenia som vysiala na pevné BHI médium metédou kvapkového
vysevu: 10 pl daného riedenia som napipetovala do matrice na pevné BHI

médium.

g) Pretoze baktérie v kvapkovych vysevoch obcas nevyrastli pristupila som ku
klasickému stanoveniu CFU: 100 ul urcitého riedenia som napipetovala na

pevné BHI médium a sterilne som rozotrela hokejkou.
h) Takto pripravené agarové platne som nechala kultivovat’ v termostate pri 34 °C.
1) Narastené koldnie na miskach som vyhodnotila po 24 az 48 hodinach kultivacie.

3.2.5.1 Krivka hynutia s antibiotikami a so supernatantom
1) Pre pripravu tekutej kultary vybraného klinického izolatu som postupovala podl'a bodov
1 — 4 v kapitole 3.2.5.

2) Nocnu kultiru vybraného klinického izoldtu som preliala do 15 ml skamavky
a scentrifugovala pri 4000 x g po dobu 10 min. pri laboratérnej teplote. Néasledne som
odobrala supernatant a pomocou membranového filtra s 0,2 pm pérmi som ho

prefiltrovala, aby supernatant neobsahoval Ziadne bunky.

3) Ztakto prefiltrovaného supernatantu som odobrala 200 pl a napipetovala na Petriho
misku s pevnym BHI médiom a sterilne rozotrela hokejkou. Takto pripravené Petriho

misky som nechala uschnut’ pri laboratornej teplote.

4) Nasledne som vzorky spracovala rovnakym sposobom ako to bolo uvedené v kapitole

3.2.5 body 6 - 9.

3.2.6 Meranie membranového potencialu pomocou prietokového cytometra
1) Priprava vzoriek pre prietokovl cytometriu prebiehala suc¢asne so stanovenim CFU pre
krivky hynutia a uskuto¢iovala sa paralelne pri rovnakej kultivacii (vid’ kapitola 3.2.5
body 1 —7).
2) Pre pripravu vzoriek na prietokovl cytometriu som odoberala z kazdej kultary 200 pl

do mikroskimaviek v rovnakych intervaloch ako pre krivky hynutia.
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3)

4)

5)

6)

Mikroskiimavky som scentrifugovala (3200 x g, 5 min., laboratdrna teplota), odobrala
som supernatant a pridala som 200 pl PBS (1:10 nariedeny a prefiltrovany zasobny
roztok PBS) a 4 ul DiOC»(3) (1:20 v DMSO nariedeny 3 mM roztok DiOC»(3)) a kratko
zvortexovala.

Inkubovala som vzorky 15 minut v termostate pri 34 °C, po uplynuti ¢asu som vzorky
premiestnila na l'ad v uzavretej nadobe pre ochranu pred svetlom. Kazda hodinu som
kroky 2 az 4 opakovala po dobu Styroch hodin.

Kratko pred meranim na prietokovom cytometri som k bunkam pridala 2 ul TO — PRO
—3(1:1000 v DMSO nariedeny 1 mM roztok TO — PRO — 3) a zvortexovala.

Vzorky som zmerala na prietokovom cytometri CytoFLEX S (Beckman Coulter,
vybaveny 4 lasermi a 13 fluorescen¢nymi detektormi), ktory je sucastou servisné¢ho
pracoviska PrF UK sekcie Biologie:

a) DiOC2(3) som analyzovala na pristroji pouzitim excitacie pri 488 nm (modry
laser), TO — PRO — 3 som excitovala pri 638 nm (Cerveny laser). Zelenu
fluorescenciu DiOC»(3) som detegovala s pouzitim bandpass filtru 525/40 nm
(APD gain 500), ¢ervent1 fluorescenciu DiOC»(3) pri 610/20 nm (APD gain 200)
a ¢ervenu fluorescenciu TO — PRO — 3 som detegovala pri 660/10 nm (APD
gain 376).

b) Rychlost prietoku vzorky cytometrom bola 11 pl/min a v kazdom vzorku bolo
zaznamenanych 10 000 udalosti.

¢) Vzorky som merala pri nasledujucej kompenzacii:

1. Z kanalu Dioc — red som odcitala 8% intenzity Dioc — green, z Dioc —
green 5% Dioc — red.

d) Pre identifikdciu jednotlivych subpopulacii boli pripravené kontrolné vzorky
odobrané pred pridanim antibiotik a spracované rovnakym sposobom ako
ostatné vzorky:

1. Pre nerespirujice bunky som pridala k bunkdm pred farbenim 2 pl 500
uM CCCP.
ii. Aby boli bunky permeabilizované zahrievala som ich v termobloku po
dobu 10 min pri 90 °C.
iii. Posledné boli zivé nefarbené bunky, ktoré som vobec nefarbila ani

tepelne neupravovala.
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3.2.7 Meranie redoxné¢ho potencialu pomocou prietokového cytometra

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Priprava vzoriek pre prietokova cytometriu prebiehala suc¢asne so stanovenim CFU pre
krivky hynutia a uskuto¢iiovala sa paralelne pri rovnakej kultivacii (vid’ kapitola 3.2.5
body 1 — 7).

Pre pripravu vzoriek na prietokova cytometriu som odoberala z kazdej kultary 200 pl
do mikroskumaviek v ¢asoch to, t3o, t1, t2, t3 a t4.

Mikroskumavky som scentrifugovala (3200 x g, 5 min., laboratoérna teplota), odobrala
som supernatant a pridala som 200 pl PBS (1:10 nariedeny roztok PBS)a 5 ul CTC (10
mg CTC rozpustené v 700 pl dH,0O — 50 mM, vo vzorke 1,25 mM CTC) a kratko
zvortexovala.

Umiestnila som vzorky na 30 minut do termostatu, po uplynuti ¢asu som vzorky
premiestnila na I'ad v uzavretej nadobe pre ochranu pred svetlom. Kroky 2 az 4 som
opakovala v ¢asovych intervaloch t3o, ti, t2, t3, ta.

Kratko pred meranim na prietokovom cytometri som k bunkam pridala 2 ul DAPI (10
mg/ml zasobny roztok 10x nariedeny — vo vzorke 10 pg/ml DAPI) a zvortexovala.
Vzorky som zmerala na prietokovom cytometri CytoFLEX S (Beckman Coulter,
vybaveny 4 lasermi a 13 fluorescen¢nymi detektormi), ktory je sucastou servisného
pracoviska PrF UK sekcie Biologie:

a) CTC som analyzovala na pristroji pouZitim excitacie pri 488 nm (modry laser),
DAPI som excitovala pri 356 nm (fialovy laser) a zeleny fluorescenény protein
(GFP — green fluorescent protein) som excitovala pri 395 nm (fialovy laser).
Zelent fluorescenciu GFP som detegovala s pouzitim bandpass filtru 525/40 nm
(APD gain 500), ¢ervent fluorescenciu CTC pri 610/20 nm (APD gain 200)
a modru fluorescenciu DAPI som detegovala pri 450/45 nm.

b) Rychlost prietoku vzorky cytometrom bola 11 pl/min a pri kazdom merani bolo
zaznamenanych 10 000 udalosti.

¢) Vzorky som merala pri nasledujucej kompenzacii:

i. Z kanalu Dioc — red som od¢itala 6,3 % intenzity Dioc — green, z Dioc —
green som odc¢itala 5 % intenzity Dioc — red.

d) Pre identifikdciu jednotlivych subpopulécii boli pripravené kontrolné vzorky
odobrané pred pridanim antibiotik a spracované rovnakym sposobom ako
ostatné vzorky:

i. Pre nerespirujiice bunky som pridala k bunkdm pred farbenim 2 pl 500
uM CCCP.
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ii. Aby boli bunky permeabilizované pridala som knim 60 pl 96%

ethanolu.
iii. Posledné boli zivé nefarbené bunky, ktoré som vobec nefarbila a okrem

PBS som k nim nepridavala d’alSie roztoky.

3.2.8 Meranie optickej denzity
K stanoveniu hustoty bakterialnej populacie v tekutom BHI médiu som pouzivala
metodu merania optickej denzity kultiry pomocou spektrofotometru Helios y. Na meranie som
nastavila vlnovi dizku svetla 600 nm (ODeoo). Ako blank som pouZivala dH,O alebo BHI

médium. Objem pre meranie bolo 2 ml. Boli pouzité jednorazové plastové kyvety.

3.2.9 Zber buniek pre izolaciu RNA
1) Prikultivacii buniek som postupovala podl'a bodu 1 — 5 ako v ndvodu pre krivky hynutia
(vid’ kapitola 3.2.5), s tym rozdielom, Ze som pracovala s dvojnadsobnym mnozstvom

bakteridlnej kultary (20 ml BHI média v 200 ml banke).

2) Po dosiahnuti ODgoo = 0,5 som pridala ATB v koncentracii 100x MIC a nasledne od
tohto Casu v stanovenych c¢asovych intervaloch som odoberala 2 ml kultiry do

mikroskiimaviek s objemom 2 ml.

3) Pri kazdom odbere som mikroskimavky centrifugovala (3200 x g, 5 min., laboratérna

teplota), odobrala som supernatant a pelet som ihned’ zmrazila v tekutom dusiku.

4) Takto pripravené bunky som uchovavala v hlboko mraziacom boxe pri teplote — 80 °C

do izolacie RNA.

3.2.10 Praca s bakterialnou DNA

3.2.10.1 Izolacia plazmidu E. coli

1) Klasicky spdsob izoldcie plazmidu

a. Jednotlivé narastené kultary kultivované cez noc (pripravené do cca 3 ml LB
média s pridavkom prislusného antibiotika) som prepipetovala (preliala) do
mikroskumaviek a centrifugovala som ich (3200 x g, 10 min., laboratérna

teplota).

b. Odobrala som supernatant a bunky som resuspendovala v 100 pl roztoku 1 (vid’

kapitola 3.1.7).

c. Do kazdej skimavky som pridala 5 pl RNazy A.
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d. Dalej som k bunkam pridala 200 ul roztoku 2 (vid’ kapitola 3.1.7), ktory som
pripravila vzdy Cerstvy (1 ml 1 M NaOH, 1 ml 5% SDS, 3 ml sterilnej dH>0),

premiesSala opatrnym prevracanim miskroskumavky a vlozila do 'adu na 5 min.

e. Nakoniec som pridala 150 pl roztoku 3 (vid' kapitola 3.1.7), premiesala

opatrnym prevracanim mikroskimavky a vlozila do l'adu.
f. Mikroskimavky som centrifugovala pri 14000 x g, 10 min., 4 °C.

g. Opatrne som odsala supernatant do novej mikroskiimavky a pridala som 350 ul
isopropanolu (0,7 nasobok objemu odobraného supernatantu), dala do

mraznic¢ky a nechala stat’ 30 min.
h. Potom som mikroskiimavky opét’ centrifugovala pri 14000 x g, 10 min., 4 °C.

i. Odobrala som supernatant apridala 250 pl 75% ethanolu (v/v) aznovu

centrifugovala (vid’ bod h.).

j. Izolovany plazmid som nechala ususit’, aby v iom neboli zbytky ethanolu, pri

laboratérnej teplote po dobu 30 min.

k. Plazmid som nakoniec rozpustila v deionizovanej vode.

2) Izolacia plazmidu pouzitim Plasmid DNA Purification (NucleoSpin® Plasmid) kit
(Macherey — Nagel)

a. Jednotlivé narastené kultiry kultivované cez noc (pripravené do 3 ml LB média
s prislusnym antibiotikom) som prepipetovala (preliala) do mikroskimaviek

a centrifugovala pri 3200x g, 5 min., pri laboratornej teplote.

b. Odobrala som supernatant a pridala 250 pl resuspendaéného roztoku (Buffer

Al) a2 pul RNazy A, resuspendovala som pomocou vortexovania.

c. Potom som pridala 250 pl lyzacného roztoku (Buffer A2) a obsah skumavky
som premiesala otoCenim 6 — 8x. Skimavku som nechala stat’ pri laboratdrne;j

teplote po dobu 5 min.

d. Nakoniec som pridala 350 pl neutralizaéného roztoku (Buffer 3) a skimavku
som opét’ premiesala oto¢enim 6 — 8x, kym modré sfarbenie nezmizlo a nezostal

bezfarebny obsah skimavky.

e. Skuimavku som centrifugovala pri 11000 x g, 5 min., pri laboratdrnej teplote.
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Supernatant som preniesla do Specidlnej kolonky (NucleoSpin Plasmid

Column), ktora je sucast'ou kitu a ktortt som umiestnila do mikroskiamavky.

. Kolonku s mikroskimavkou som centrifugovala pri 11000 x g, 1 min., pri

laboratérnej teplote a odstranila som supernatant.

. Pridala som 600 pl premyvacieho roztoku (Buffer A4) a opdt’ som kolonku

centrifugovala (11000 x g, 1 min., laboratérna teplota). Odstranila som

supernatant z mikroskiimavky.

Centrifugovala som prazdnu koldnku s mikroskimavkou pri 11000 x g, 5 min.,

pri laboratornej teplote.

Kolénku som premiestnila do novej sterilnej mikroskiimavky a pridala do nej
50 ul eluéného pufru (Buffer AE), nechala som ju stat’ 5 min. pri laboratorne;j

teplote.

. Mikroskumavku s kolonkou som centrifugovala (11000 x g, 1 min., laboratérna

teplota), do mikroskiimavky sa uvolnil vyizolovany plazmid.

3.2.10.2 1zolacia plazmidu S. aureus

1) Jednotlivé narastené kultiry kultivované cez noc (pripravené do cca 10 ml TSB média

2)

3)

4)

5)

6)

s prisluSnym antibiotikom) som preliala do 15 ml skimavky a centrifugovala som pri

4000 x g, 10 min., pri laboratdrnej teplote.

Odstranila som supernatant a bunky som resuspendovala v 300 pul TSM pufru (vid’
kapitola 3.1.8) spridavkom 3 pl RNazy A a 2,5% (v/v) pracovhym roztokom
lyzostafinu o koncentracii 2 mg/ml. Resuspendované bunky som preniesla do 2 ml

mikroskiimaviek.
Bunky som inkubovala 15 min. pri 37 °C.

Dalej som k bunkam pridala 600 pl roztoku 2 (vid’ kapitola 3.1.7), ktory som pripravila
cerstvy (1 ml 1 M NaOH, 1 ml 5% SDS, 3 ml sterilnej dH20), premieSala opatrnym

prevracanim skiimavky a vlozila do 'adu na 5 min.

Nakoniec som pridala 450 pl roztoku 3 (vid’ kapitola 3.1.7), premieSala opatrnym

prevracanim skimavky a vlozila do 'adu na 5 min.

Skumavky som centrifugovala pri 14000 x g, 10 min., 4 °C.
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7)

8)

9)

Opatrne som odsala supernatant do novych mikroskimaviek a pridala som 750 pl
isopropanolu (0,7 ndsobok objemu odobraného supernatantu) a dala do mraznicky a

nechala stat’ 30 min.
Potom som mikroskiimavky opét’ centrifugovala pri 14000 x g, 10 min., 4 °C.

Odobrala som supernatant a pridala 350 pl 75% ethanolu (v/v) a znovu centrifugovala

(vid’ bod 8).

10) Izolovany plazmid som nechala usuSit, aby v nom neboli zbytky ethanolu, pri

laboratorne;j teplote po dobu 30 min.

11) Plazmid som nakoniec rozpustila v deionizovanej vode.

3.2.10.3 Izolacia chromozomalnej DNA S. aureus pomocou MagJet Genomic DNA kit

(ThermoFisher Scientific)

1)

2)

3)

4)

S)

6)

Jednotlivé narastené kultury kultivované cez noc (pripravené do cca 3 ml BHI média)
som prepipetovala (preliala) do mikroskumaviek a centrifugovala som ich pri 3200 x g,

10 min. pri laboratdérnej teplote.

Odobrala som supernatant a bunky som resuspendovala v 40 pul TSM pufru (vid
kapitola 3.1.7) s pridavkom 2,5% (v/v) pracovnym roztokom lyzostafinu o koncentracii
2 mg/ml, a resuspendovala pomocou vortexu. Mikroskiimavky som nasledne nechala

inkubovat’ pri 37 °C po dobu 15 min.

Po inkubacii som pridala 200 pl Digestion Solution a 20 pl proteinazy K a obsah
skimavky som premieSala vortexovanim. Nasledne som skimavky dala inkubovat pri

56 °C na dobu 30 min.

Po inkubacii som pridala 20 pl RNazy A, obsah skiimavky som premieSala

vortexovanim a nechala stat’ pri laboratdrnej teplote po dobu 10 min.

Nésledne som pridala 300 pl lyzacného pufru (Lysis Buffer), obsah skimavky som
premieSala vortexovanim a lyzat som preniesla do mikroskiimavky, ktord obsahovala

400 pl isopropanolu a 25 pl magnetickych gul'6¢ok, vSetko som dokladne premiesSala

pomocou vortexovania.

Mikroskiimavky som umiestnila do magnetického stojanu a pockala cca 3 min., kym
magnet pritiahol magnetick¢é guldcky s adsorbovanou chromozomalnou DNA

a nasledne som odstranila supernatant.
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7) Vybrala som z magnetického stojanu mikroskimavky apridala som 800 pl
premyvacieho pufru 1 (Wash Buffer 1), obsah skiimaviek som premiesala vortexovanim
a mikroskimavky som vratila do magnetického stojanu a pockala som cca 3 min

a potom som odstranila supernatant.

8) Vybrala som zmagnetického stojanu mikroskimavky apridala som 800 pl
premyvacieho pufru 2 (Wash Buffer 2), obsah skimaviek som premiesala vortexovanim
a mikroskimavky som vratila do magnetického stojanu a pockala som cca 3 min.

a potom som odstranila supernatant.
9) Predchédzajici krok som zopakovala eSte raz.

10) Vybrala som mikroskimavky z magnetického stojanu a pridala som 150 pl eluéného
pufru (Elution Buffer), obsah skimavky som zvortexovala a inkubovala pri 72 °C po
dobu 5 min. Po inkubécii som vrétila mikroskimvaky do magnetického stojanu

a pockala cca 3 min.

11) Supernatant obsahujuci vyizolovani chromozomalnu DNA som prepipetovala do

Cistych sterilnych mikroskumaviek.

3.2.10.4 Vytvorenie fragmentu (inzertu) pre deléciu génu agrA
1) Pre vytvorenie fragmentu pre deléciu génu agrdA som pouZzila primery, ktoré maji
navzajom sa prekryvajice oblasti (vid kapitola 3.1.8.1).
2) Pre vytvorenie upstream casti fragmentu som do 0,2 ml mikroskiimavky napipetovala:

= Pufor pre One Taq DNA polymerazu (5x konc.) 10 pl

=  dNTP mix (10 mM) 1 ul

= agrAUPF2 (forward primer, 10 uM) 1 ul

= agrAUPR (reverse primer, 10 uM) 1 ul

= Templat (chromozomalna DNA) v mnozstve 1 ng — 1 pl
=  One Taq DNA polymerazu 0,25 ul

= Deionizovant vodu doplnent na celkovy objem 50 pl
3) Skumavku som kratko centrifugovala (short spin), dala do termocykléra a nastavila som

dany program:
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Krok PCR
Uvodna denaturécia

Denaturacia
Nasadnutie primerov
Elongacia

Denaturacia
Nasadnutie primerov
Elongacia

Konecna elongacia

Chladenie vzoriek

napipetovala:

Teplota
95 °C

95°C
53°C
68 °C
95 °C

62 °C
68 °C
68 °C

4°C

3 min.

30s
30s Opakovanie 15x (pre
1 min. nasadnutie nastavcov)

30s
30s
Opakovanie 35x

1 min.

5 min.

4) Pre vytvorenie downstream casti fragmentu som do 0,2 ml mikroskimavky

= Pufor pre One Taq DNA polymerazu (5x konc.) 10 pl

=  dNTP mix (10 mM) I

» agrADNF (forward primer, 10 uM) I

» agrADNR?2 (reverse primer, 10 uM) 1wl

=  Templat (chromozomalna DNA) v mnozstve 1 ng — 1 pl
= One Taq DNA polymerazu 0,25 ul

* Deionizovani vodu doplnent na celkovy objem 50 pl

dany program:

Krok PCR
Uvodna denaturacia

Denaturacia
Nasadnutie primerov
Elongacia

Denaturacia
Nasadnutie primerov
Elongacia

Kone¢na elongacia

Chladenie vzoriek

5) Skumavku som kratko centrifugovala (short spin), dala do termocykléra a nastavila som

Teplota Cas
95 °C 3 min.
95°C 30s
53°C 30s Opakovanie 15x (pre
68 °C 1 min. nasadnutie nastavcov)
95 °C 30s
62 °C 30s
Opakovanie 35x
68 °C 1 min.
68 °C 5 min.
4°C 0
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6) Pre vytvorenie celkového fragmentu som do 0,2 ml mikroskimavky napipetovala:
= Pufor pre One Taq DNA polymerazu (5x konc.) 10 ul
=  dNTP mix (10 mM) Il
= Templat (upstream a downstream Cast’ fragmentu) v mnozstve 1 ng— 1 pl
=  One Taq DNA polymerazu 0,25 ul
= Deionizovant vodu doplnent na celkovy objem 50 pl
7) Skumavku som kratko centrifugovala (short spin), dala do termocykléra a nastavila som

dany program:

Krok PCR Teplota Cas
Uvodna denaturécia 95 °C 3 min.
Denaturacia 95 °C 30s
Nasadnutie primerov 62 °C 30s Opakovanie 15x
Elongacia 68 °C 1 min.
Konecna elongacia 68 °C 5 min.
Chladenie vzoriek 4°C

8) Nasledne som k reakcii pridala primery,

= agrAUPF2 (forward primer, 10 uM) 1 ul
= agrADNR?2 (reverse primer, 10 uM) 1 ul

a pokracovala som v reakcii s rovnakym protokolom d’alSich 30 cyklov.

9) Po uspesnom vytvoreni celkového fragmentu pre deléciu génu agrd som vzniknuty
PCR produkt purifikovala pomocou kitu GeneJet Extraction and DNA Cleanup Micro
Kit (vid’ kapitola 3.2.10.7).
3.2.10.5 Vnesenie spaceru do plazmidu pCasSA
3.2.10.5.1 Fosforylacia primerov a priprava spaceru
1) Primery agrAspacerF a agrAspacerR (vid kapitola 3.1.8.1) bolo potrebné najprv
nafosforylovat. Fosforylaénii reakciu som namieSala v 0,5 ml mikroskimavke

s nasledujicimi komponentmi:
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* Forward primer (50 uM)

= Reverse primer (50 uM)

15 ul
15 ul

= T4 DNA ligaza pufor (10x konc.) 5 pul

* T4 polynukleotid kindza 1wl
» Deionizovanda voda 14 ul
Celkovy objem reakcie 50 ul

2) Mikroskumavku som kratko centrifugovala (short spin) a inkubovala pri 37 °C po dobu

1 hodiny.

3) K nafosforylovanym primerom som pridala 1,25 pl 2 M NacCl a inkubovala 3 min. pri

95 °C v termobloku. Nasledne som vybrala blok s mikroskimavkou a nechala som ju

schladit’ pri laboratdérnej teplote po dobu 2 hodin.

4) Takto pripravené nafosforylované a spojené (hybridizované) primery som este 20x

nariedila pomocou deionizovanej vody.

3.2.10.5.2 Golden gate ligacia spaceru

1) Pre spojenie nafosforylovaného spaceru a plazmidu pCasSA som pouzila Golden gate

ligaciu. Do malej mikroskiimavky (0,2 ml) som napipetovala:

= Plazmid pCasSA (20 fmol)

= Nafosforylovany spacer (20x nariedeny)
= Pufor pre T4 DNA ligazu (10x konc.)

= T4 DNA ligaza
= RE Bsal
= Polyetylénglykol

=  Deionizovana voda

1 ul
4 ul
I ul
0,5 ul
0,5 ul
1 ul
2 ul

Celkovy objem reakcie

10 pl

1) Mikroskimavku som kratko centrifugovala (short spin) a vlozila do termocykléra na

nasledujuci program:
Krok ligacie
Zahrievanie
Zahrievanie
Zahrievanie
Zahrievanie

Chladenie

Teplota

37°C
16 °C
65 °C
80 °C
10 °C
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2)

3)

Ligacnu reakciu som natransformovala do kompetentnych buniek E. coli DH5a (vid’
kapitola 3.2.10.14) a transformacntl zmes som vysiala na LB médium s ATB (50 pg/ml

kanamycinu). Z narastenych klonov som vyizolovala plazmid (vid’ kapitola 3.2.10.1).

Uspesnost’ ligacie som overila pomocou PCR reakcie a sekvenovania.

3.2.10.6 Stiepenie plazmidu pCasSA + spacer a inzertu pomocou restrikénych enzymov

L.

II.

1)

2)

3)

4)

1)

2)

3)

Stiepenie plazmidu pCasSA + spacer

Pre Stiepenie plazmidu som do 1,5 ml mikroskiimavky napipetovala:

= Pufor pre RE Xbal (Tango Buffer 10x konc.) Sul
= Plazmid v mnozstve 1 pug
= RE Xbal 2 ul

= Deionizovanu vodu doplnent na celkovy objem 50 pl

Mikroskiimavku som kratko centrifugovala (short spin) a nechala inkubovat pri 37 °C

po dobu 2 hodin.

Po uplynuti 2 hodin som do reakcie pridala 5 pl 10x konc. Tango Buffer a 2 pl RE Xhol
a inkubovala som d’alej pri 37 °C po dobu d’alSich 2 hodin.

Nastiepeny plazmid som purifikovala pomocou kitu GeneJet Extraction and DNA
Cleanup Micro Kit (vid kapitola 3.2.10.7) a spravnost’ Stiepenia som overila pomocou

horizontalnej agarézovej elektroforézy.

Stiepenie inzertu

Pre Stiepenie inzertu som do 1,5 ml mikroskimavky napipetovala:

= Pufor pre RE Xbal (Tango Buffer 10x konc.) 2wl
= Inzert v mnozstve 300 ng
= RE Xbal 1

= Deionizovant vodu doplnent na celkovy objem 20 pl

Mikrosktimavku som kratko centrifugovala (short spin) a nechala inkubovat’ pri 37 °C

po dobu 1 hodiny.

Po uplynuti 1 hodiny som do reakcie pridala 2 pl 10x konc. Tango Buffer a I ul RE
Xhol a inkubovala som d’alej pri 37 °C po dobu d’alSich 2 hodin.
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4)

Nastiepeny inzert som purifikovala pomocou kitu GenelJet Extraction and DNA

Cleanup Micro Kit (vid kapitola 3.2.10.7).

3.2.10.7 Precistenie nastiepenych PCR produktov a nastiepeného plazmidu

Nastiepeny fragment pre deléciu génu agrA a nastiepeny plazmid som precistila pomocou

kitu GenelJet Extraction and DNA Cleanup Micro Kit (ThermoFisher Scientific). Postupovala

som podl’a prilozen¢ho navodu.

1)

2)
3)

4)

S)

6)

7)

8)

9)

Objem PCR produktu ako aj naStiepené¢ho plazmidu som upravila na 200 pl pomocou

deionizovanej vody.
Pridala som k nim 100 pl Binding Buffer a dokladne premieSala pomocou pipety.
Nasledne som k nim pridala 300 pl 96% ethanolu a premiesala pomocou pipety.

Obsah skiimaviek som preniesla do Specidlnej kolonky (DNA Purification Micro

Column), ktora je sucast'ou kitu a ktortt som umiestnila do mikroskimavky.

Kolénku s mikroskiimavkou som centrifugovala pri 14000 x g, 2 min., pri laboratorne;j

teplote a odstranila som supernatant.

K PCR produktu som pridala 200 pl Prewash Buffer a opét’ som kolonku centrifugovala
(14000 x g, 2 min., laboratdérna teplota). Odstranila som supernatant z mikroskimavky.

Tento krok sa vynechava pri purifikacii plazmidu.

Nésledne som pridala k PCR produktu aj k plazmidu 700 pl premyvacieho pufru (Wash
Buffer) a centrifugovala kolonku (14000 x g, 2 min., laboratorna teplota).

Opakovala som bod 7.

Centrifugovala som prazdnu kolénku s mikroskimavkou pri 14000 x g, 5 min., pri

laboratorne;j teplote.

10) Kolonku som premiestnila do novej sterilnej mikroskiimavky a pridala do nej 15 pl

elu¢ného pufru (Elution Buffer) pre plazmid a 10 pl eluéného pufru pre PCR produkt,

nechala som ju stat’ 5 min. pri laboratérnej teplote.

11) Mikroskumavku s kolénkou som centrifugovala (14000 x g, 2 min., laboratorna teplota),

do mikroskiimavky sa uvolnil purifikovany plazmid a PCR produkt (fragment pre

deléciu agrAd génu).
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3.2.10.8 Ligacia restrikéného fragmentu do plazmidu pCasSA + spacer

1)

2)

3)

4)

5)

Do 0,2 ml mikroskiimavky som napipetovala:

= Nastiepeny plazmid v mnozstve 400 ng
= Nastiepeny fragment v mnoZstve 20 ng
= Pufor pre T4 DNA ligazu (10x konc.) 2 ul

= T4 DNA ligazu 3ul

= Deionizovant vodu doplnent na celkovy objem 20 pl

Mikroskiimavku som kratko centrifugovala (short spin) a vlozila do termocykléra na

nasledujuci program:

Krok ligacie Teplota Cas
Zahrievanie 16 °C 50 min.
Zahrievanie 20 °C 3 min. Opakovanie 20x
Zahrievanie 24 °C 5 min.
Zahrievanie 37°C 1 min.
Chladenie 4°C 0

Po skonceni ligacného programu som deaktivovala T4 DNA ligdzu pri 65 °C po dobu

10 min.

Ligacnu reakciu som natransformovala do kompetentnych buniek E. coli DH5a (vid’
kapitola 3.2.10.14) a transforma¢nti zmes som vysiala na LB médium s ATB (50 pg/ml

kanamycinu). Z narastenych klonov som vyizolovala plazmid (vid’ kapitola 3.2.10.1).

Uspesnost’ ligacie som overila pomocou PCR reakcie a sekvenovania.

3.2.10.9 Horizontalna agarézova elektroforéza

Priprava 1% (w/v) gélu pre elektroforézu:

1))
2)

3)

4)

Do 70 ml (50 ml) 1x TAE som pridala 0,7 g (0,5 g) agar6zy a zamieSala v banke.
G¢l som povarila v mikrovinnej rare, az kym sa agar6za v banke iplne nerozpustila.

Chvil'u som nechala zmes vychladnit a behom toho som do banky pridala 2,5 pl

ethidium bromidu.

Banku som zamies$ala a jej obsah som vyliala do formic¢ky na gél.
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S)
6)

7)

Do vybraného miesta som umiestnila hrebienok a gél nechala stuhnut’.
Tuhy gél som premiestnila do vani¢ky na horizontalnu elektroforézu s TAE pufrom.
Pripravila som si vzorky na elektroforézu:

a. 'V jamkach mikrotitracnej dosticky som zmiesala 2 pl markeru (GeneRuler DNA

Ladder Mix) a 3 ul DNA loading dye.
b. Pre vlastné vzorky som zmiesala 3 — 5 ul DNA a 3 ul DNA loading dye.
c. Vsetky vzorky som napipetovala do jamiek v gélu.

d. Pre separaciu molekul v gélu som pouZzila jednosmerné napitie o vel'kosti 4

V/em?.

3.2.10.10 Izolacia fragmentu z horizontilnej agardézovej elektroforézy

Izolacia fragmentu z horizontalnej agarézovej elektroforézy som uskutoc¢nila pomocou kitu

Genelet Gel Extraction Kit. Postupovala som podl'a prilozeného navodu.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

G¢l obsahujuci pozadovany fragment som pomocou cCistého skalpela vyrezala o

najblizsie k fragmentu a umiestnila som ho do predom zvazenej mikroskumavky.

Urc¢ila som hmotnost’ vyrezaného gélu a pridala som rovnaké mnozstvo objemu (1:1 —

objem : hmotnost’) vizbového pufru (Binding Buffer).

Nechala som gélovli zmes inkubovat’ pri 60 °C po dobu 10 min. a parkrat som zmes

premiesala, kym sa gél Giplne nerozpustil.

Ked’ bol dany fragment mensi ako 500 bp pridala som k rozpustenému gélu isopropanol

(rovnaké mnoZstvo v akom bol gélovy rez rozpusteny).

Preniesla som 800 pl rozpustené¢ho gélu do priloZenej kolonky (Genelet purifika¢na
kolonka). Kolonku som umiestnila do mikroskimavky a centrifugovala som (12000 x

g, 5 min., laboratérna teplota).

Pridala som 700 pl premyvacieho pufru (Wash Buffer), centrifugovala (12000 x g, 3

min., laboratérna teplota) a odstranila som supernatant.

ESte raz som centrifugovala prazdnu kolonku s mikroskimavkou po dobu 5 min. (vid’

bod 6).
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8)

9)

Kolonku som preniesla do novej mikroskimavky a pridala som do kolonky 25 pl
elu¢ného pufru (Elution Buffer), nechala som ju stat’ pri laboratornej teplote po dobu 5

min. anasledne som centrifugovala (12000 x g, 2 min., laboratorna teplota).

Do miksroskumavky sa mi pri centrifugécii uvolnil pozadovany DNA fragment.

3.2.10.11 Sekvenacia DNA

Sekvenovanie prebehlo na servisnom pracovisku biologickej sekcie PrF UK

v laboratoriu sekvenovania. Pre sekvenovanie bol pridany Specificky primer navrhnuty na tieto

ucely (vid’ kapitola 3.1.9). Vzorka bola pripravena podl'a navodu laboratoria.

3.2.10.12 Priprava kompetentnych buniek E. coli

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Do 25 ml LB média som pridala 250 pl 20% glukézy (w/v) a 125 pul 2 M MgSOq4
(vysledna koncentracia MgSO4 v LB médiu je 10 mM a glukozy 0,2%).

Do pripravené¢ho média z bodu 1 som naockovala 0,25 ml kultary kultivovanej cez noc

(vid kapitolu 3.2.4).
Kultiru som nechala rast’ pri trepani (180 RPM, 37 °C) do ODeoo v rozmedzi 0,3 — 0,4.

Potom som bunky preliala do predchladenej centrifugacnej kyvety a schladila na l'ade
po dobu 20 min.

Nasledne som bunky centrifugovala (3200 x g, 10 min., 4 °C) a odsala supernatant.

Potom som bunky resuspendovala v 0,25 ml LB s pridavkom gluk6zy a MgSO4 (vid’
bod 1).

K takto resuspendovanym bunkdm som pridala 2,5 ml uchovavacieho média (36%

glycerin, 12% PEG 8000, 12 mM MgSO4 v LB médiu, pH 7, sterilizovany filtraciou).

Objem v centrifugacnej kyvete som rozdelila po 200 pl do popisanych a predchladenych

mikroskiimaviek a uchovavala v hlboko mraziacom boxe pri teplote — 80 °C.

3.2.10.13 Priprava kompetentnych buniek S. aureus

Pre pripravu kompetentnych buniek S. aureus som pouzila postup uvedeny v metdédach

pre genetickd manipulaciu S. aureus (Schneewind a Missiakas 2014).

1) Pripravila som kulturu kultivovanu cez noc (vid’ kapitolu 3.2.4) z kmenov, ktoré som

nasledne pouzila pri elektroporacii.

2) Tuto kultiru som zriedila 1:100 do 25 ml vytemperovaného TSB média.
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3)

4)

5)

6)
7)

8)

9)

Nechala som kultivovat’ do ODsoo priblizne 0,5 (34 °C, 180 RPM).

Kultaru som potom zliala do centrifugacnej kyvety a centrifugovala (5000 x g, 15

min., 4 °C).

Odstranila som supernatant a pelet som resuspendovala v 10 ml vychladenej sterilne;j

0,5 M sacharézy (pripravené v deionizovanej vode).
Centrifugovala som pri 8000 x g, 10 min., pri 4 °C.
Od tohto bodu som pracovala s bunkami na l'ade.

Odstranila som supernatant a potom som rozpustila bunkovy pelet v 5 ml vychladene;j

0,5 M sachardzy.

Opét som centrifugovala pri 8000 x g, 10 min., pri 4 °C.

10) Opakovala som krok 8 a 9.

11) Nakoniec som bunky resuspendovala v 250 pl vychladenej 0,5 M sacharézy.

12) Objem v centrifugacnej kyvete som rozpipetovala po 100 pl do oznacenych a predom

vychladenych mikrosktimaviek a uchovavala pri — 80 °C.

3.2.10.14 Transformacia plazmidu do kompetentnych buniek E. coli

1)

2)
3)
4)

5)

6)

7)

Kompetentné bunky (vid kapitola 3.2.10.12) som premiestnila z hlboko
mraziaceho boxu do krabice s 'adom. K bunkdm na l'adu som napipetovala prislusné

mnozstvo plazmidu (0,1 — 1 ug plazmidove; DNA).

Nechala som stat’ na 'ade po dobu 20 min.

Potom som mikroskiimavku umiestnila na 2 min. do termobloku rozohriaty na 42 °C.
Mikroskiimavku som potom umiestnila na 10 min. na I'ad.

Potom som pridala 1 ml ¢erstvého LB média a nechala bunky rast’ pri 37 °C po dobu 1

hodiny.

Nésledne som bunky zamieSala na vortexe a vysiala 200 ul na LB médium s ATB,
zbytok v mikroskiimavke som scentrifugovala (4000 x g, 5 min., laboratorna teplota),
odobrala som supernatant, aby zostalo 200 pl, a toto mnoZstvo som opét’ zamiesala na

vortexe a vysiala na d’alSie LB médium s ATB.

Transformanty som nechala cez noc rast’ v termostate pri 34 °C.
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3.2.10.15 Transformacia plazmidu do kompetentnych buniek One Shot ™ TOP10 E. coli
1) Kompetentné bunky (komeréne dodané) som premiestnila z hlboko mraziaceho boxu
do krabice s 'adom. K bunkdm na 'ade som napipetovala prislusné mnozstvo plazmidu

(0,1 — 1 pug plazmidovej DNA) a jemne premiesala.
2) Nechala som stat’ na l'ade po dobu 30 min.
3) Potom som mikroskiimavku umiestnila na 1 min. do termobloku rozohriaty na 42 °C.
4) Mikroskimavku som potom umiestnila na 5 min. na I'ad.

5) Potom som pridala 450 pl vytemperovaného S.O.C média (dodany s kompetentnymi
bunkami) a nechala bunky rést’ pri 37 °C v termobloku s trepackou po dobu 1 hodiny.

6) Nasledne som bunky zamieSala na vortexe a vysiala 100 ul na LB médium s ATB,
zbytok v mikroskimavke som scentrifugovala (4000 x g, 5 min., laboratérna teplota),
odobrala som supernatant, aby zostalo 100 pl, a toto mnozstvo som opét’ zamieSala na

vortexe a vysiala na d’alSie LB médium s ATB.
7) Transformanty som nechala cez noc rést’ v termostate pri 34 °C.

3.2.10.16 Elektroporacia plazmidu do kompetentnych buniek S. aureus
Pre elektroporaciu S. aureus som pouzila postup uvedeny v metddach pre geneticku

manipuléciu S. aureus (Schneewind a Missiakas 2014).

1) Kompetenté bunky S. aureus (vid’ kapitolu 3.2.10.3) som na l'ade nechala c¢iastocne
rozmrazit’ a potom som k nim napipetovala 1 pl vyizolovaného plazmidu (mnozZstvo by

malo odpovedat’ 0,1 — 1 pg plazmidovej DNA).

a. Pri editacii genomu pomocou CRISPR — Cas9 systému sa ku kompetentnym
bunkdm napipetuje 10 upl vyizolovaného plazmidu (mnozstvo by malo

odpovedat’ 1 — 2 pg plazmidovej DNA).

2) Obsah mikroskiimavky (cca 100 pl) som napipetovala do elektroporacnej kyvety (1

mm = 0,1 cm), stale som ich uchovavala na l'ade.
3) Elektroporator som nastavila na nasledujlice parametre:
Napitie — 2,5 kV, Odpor — 100 Q, Kapacita — 25 pF

a. Pri editacii genomu pomocou CRISPR — Cas9 systému som elektroporator

nastavila na nasledujuce parametre:
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Napitie — 2,1 kV, Odpor — 100 Q, Kapacita — 25 pF
Po nastaveni som aplikovala na kyvetu s bunkovou suspenziou elektricky pulz.

4) Okamzite som do kyvety pridala 1 ml TSB média, bunky som preniesla do

mikroskumavky a nechala 1 hodinu rast’ pri 34 °C.

a. Pri editdcii gendmu pomocou CRISPR — Cas9 systému som obsah

mikroskimavky nechala rast’ 2 hodiny pri 30 °C.

5) Po jednej hodine som bunky zamieSala na vortexe a vysiala 100 ul na TSB médium
s prislusnym ATB, zbytok v mikroskimavke som scentrifugovala (4000 x g, 5 min.,
laboratérna teplota), odobrala som supernatant, aby zostalo 100 pl, a toto mnozstvo
som opét’ zamieSala na vortexe a vysala na d’alSie TSB médium s ATB, na ktorom som

selektovala.

6) Bunky som nechala rast na TSB médiu s prisluSnym ATB cez noc v termostatu pri 34

°C.

a. Pri editacii gendmu pomocou CRISPR — Cas9 systému som bunky nechala rast’

na TSB médiu s prisluSnym ATB cez noc v termostatu pri 30 °C.

3.2.10.17 Transdukcia plazmidu pCNsigBtet do vybranych kmenov S. aureus
Pre transdukciu S. aureus som pouzila postup uvedeny v metddach pre geneticka

manipuléciu S. aureus (Schneewind a Missiakas 2014).

I.  Priprava fagového lyzatu

1) Pripravila som kultaru kultivovanu cez noc v 10 ml TSB média s pridavkom 5

mM CaCl; z donorového kmena.

2) Kultaru kultivovani cez noc som nariedila 1:100 v 10 ml TSB média
s pridavkom 5 mM CaCl; a nechala som inkubovat’ vo vzdusnej trepacke pri 34
°C, 180 RPM, kym nedosiahla optickii denzitu ODeoo = 0,4 (priblizne 108
buniek/ml).

3) Do sterilnych skimaviek som napipetovala 0,5 ml zdsobného fagového lyzatu
(bakteriofag @80) a 0,5 ml bunkovej kultury (multiplicita infekcie — 1:1 —
baktérie : fagovy lyzat).

4) Skumavky som nechala stat’ 30 min. v termostate pri 34 °C.
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S)

6)

7)

8)

Pripravila som si 10 ml TSB média s pridavkom 5 mM CaCl a po uplynuti 30
minut som obsah skiimavky vyliala do média anechala inkubovat vo
vzdusnej trepacke pri 34 °C, 180 RPM po dobu 3 hodin. Nasledne som cez noc

nechala bunky uplne zlyzovat’ pri laboratorne;j teplote.

Na d’alsi deit som lyzat centrifugovala pri 3000 x g, 10 min. pri laboratérnej
teplote, opatrne som dobrala supernatant a sfiltrovala pomocou 0,2 pum PVDF

filtrom.
Prefiltrovany lyzat som uchovavala pri 4 °C.

Pri priprave fagového lyzatu z bakteriofaga @7/ som postupovala rovnakym

spdsobom.

II.  Transdukcia plazmidu do recipientného kmena

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Pripravila som kulturu kultivovanil cez noc v 3 ml TSB média s pridavkom 5

mM CaCl; z recipientného kmena.

Kultaru kultivovant cez noc som nariedila 1:100 v 5 ml TSB média s pridavkom
5 mM CaClz a nechala inkubovat’ vo vzdus$nej trepacke pri 34 °C, 180 RPM,
kym nedosiahla optick denzitu ODgoo — 0,4.

Pripravila som si potrebny pocet sterilnych skimaviek s 2,5 ml TopAgaru

obsahujuci citrat a nechala vytemperovat’ na 45 °C.

Aby som dostala spravny pomer fagovych cCastic a bakterialnych buniek bolo
potrebné, aby som fagovy lyzat nariedila. Pouzila som dekadicku riediacu radu.

Je dolezité, aby multiplicita infekcie bola 1:10 (fagove Castice : baktérie).

K 0,5 ml bunkovej kultury som pridala 0,5 ml postupne riedeného fagového

lyzatu a nechala som inkubovat’ v termostate pri 34 °C po dobu 30 min.

Po inkubacii som obsah skiimavky zmieSala s TopAgarom a vyliala na TSB
médium s ATB (5 pg/ml tetracyklinu). Pockala som, kym TopAgar stuhne

a nasledne som misky kultivovala cez noc v termostate pri 34 °C.
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3.2.11 Praca s bakterialnou RNA

3.2.11.1 1zolacia RNA

1)

2)

3)

4)

S)

6)

7)

8)

K peletu bakterialnych buniek (vid kapitola 3.2.9) som pridala 1 ml izola¢ného kitu TRI

Reagent® a pomocou vortexovania som bunky uplne zlyzovala.

Vzorky som nechala 5 min. stat’ pri laboratdrnej teplote a nasledne som k nim pridala
0,2 ml chloroformu a 15 sekind som ich intenzivne premiesavala, kym som nedostala
homogénnu zmes. Tuto zmes som nechala 15 min. stdt’ pri laboratdrnej teplote

a nasledne som ju scentrifugovala pri 12000 x g, 15 min., pri 4 °C.

Po centrifugdcii som dostala 3 fadzy. V hornej vodnej fdze sa nachadzala RNA,

v interfaze a v tretej organickej fdze sa nachadzala DNA a proteiny.

Hornt bezfarebnll vodnu fazu som opatrne preniesla do ¢istej mikroskimavky (RNAse
free), pridala som k nej 0,5 ml isopropanolu a nechala stat’ pri laboratérnej teplote po

dobu 10 min.

Vzorky som centrifugovala pri 12000 x g, 8 min., pri 4 °C a nasledne som opatrne

odstranila supernatant.

K RNA peletu som pridala 1 ml 75% ethanolu a zvortexovala. Nasledne som vzorky

centrifugovala pri 7500 x g, 5 min., pri 4 °C.

Odstranila som ethanolovy supernatant a pelet som nechala vyschnut’ na vzduchu po

dobu 5 min.

K peletu som nasledne pridala 0,5 pl RiboLocku a 50 pl RNase free vody a nechala
inkubovat’ pri 40 °C po dobu 15 min.

9) Nakoniec som zmerala koncentraciu ziskanej RNA pomocou NanoDrop One

Microvolume UV-Vis Spektrofotometr.

10) Vzorky som skladovala v hlboko mraziacom boxe pri teplote — 80 °C.
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3.2.11.2 Prevod RNA na ¢cDNA
Pre prevod RNA na cDNA som pouzila LunaScript® RT SuperMix Kit. Tento kit obsahuje
reverznu transkriptazu, Luna® Reverse Transcriptase, inhibitor RNazy, random hexamer a poly

— dT primery ako aj modré farbivo.

1) Do PCR mikroskimavky som napipetovala 4 pl LunaScript RT SuperMix (5x
koncentrovany), variabilné mnozstvo vyizolovaného RNA (vid’ kapitola 3.2.11.1).
Mnozstvo RNA templatu odpovedalo 1 pg celkovej RNA v reakcii. Celkovy objem

reakcie bol 20 pl. Kde to bolo potrebné reakciu som doplnila beznukledzovou vodou.

2) Na termocykléry som si nastavila nasledujuci program:

= Nasadnutie primerov 25°C 2 min.
= Syntéza cDNA 55°C 10 min.
= Tepelna inaktivacia enzymu 95 °C 1 min.

3) Koncentraciu a ¢istotu cDNA som zmerala pomocou NanoDropu.

3.2.11.3 Kvantitativna polymerazova reakcia (qPCR)
1) Pre kvantitativnu RT PCR som pouzila komerény kit Luna Universal gPCR Master Mix.
Do 1,5 ml mikroskimaviek som pripravila premixy — jeden s referenénymi primermi

gyrB, d’alSie so sledovanymi primermi pre gény sigB, mazEF, agrA, rnalll.

* Pre jednu reakciu mal premix nasledujuce zloZenie:

e Komer¢ny kit Luna (2x konc.) 10 pl
e Primer F (10 uM) I ul
e Primer R (10 uM) 1wl
e Beznukledzova voda 3ul
Celkovy objem 15wl

2) Premixy som rozpipetovala do 384 jamkovej dosticky pre qPCR po 15 ul a do kazde;j
jamky som pridala 5 ul cDNA templatu v technickych duplikatoch (v pripade kontrolnej

reakcie 5 pl beznukledzovej vody).
3) Dosticku som zalepila foliou a kratko scentrifugovala na Centrifige 5430 (Eppendorf).

4) Dosticku som vlozila do Real — time PCR cycleru ROCHE LC480, kde som spustila

nasledujuci program:
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W

Krok PCR Teplota Cas

Uvodna denaturécia 94 °C 15 min.
Denaturacia 95 °C 10s
Nasadnutie primerov 52 °C 10s
Predlzovanie primerov 68 °C 25s

High resolution melting analyza: Denaturacna analyza (krivka)
Kontinualne zvySovanie teploty na 72 °C (4,8 °C/ s)
Chladenie dosticky na 4°C o0
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4 Vysledky

4.1 Kritérium vyberov kmenov
Ciel: Vybrat taky kmen S. aureus, ktory ma kumulativne mutacie a Agr typ iny ako I a taky
kmen, ktory nesie mutdaciu v géne sigB.

Pre nadchadzajuce experimenty som vybrala chronologické izolaty S. aureus pacienta
¢. 1, ktoré mali iny Agr typ ako I (diplomova praca Anety Valtovej sa zaoberala izolatmi, ktoré
mali Agr typ I) a mal kumulativne mutacie, a izolaty S. aures pacienta €. 2, ktoré niesli mutaciu
v géne sigB.

V tabulke €. 2 a €. 3 st uvedené kumulativne mutécie, ktoré vznikli poc¢as chronicke;j
infekcie. Izolaty boli osekvenované v MBU AV CR a naslednii analyzu mutant a zistenie

kumulativnych mutécii mal na starosti RNDr. Jaroslav Nunvar, Ph.D.
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Referenc¢na
poloha

1051321
1947748

484086

1159628
1791418
1810287

Zmena
nukleotidu

T—-C
G—oA

(T)6—(T)5

T—C
C-oT
T—C

Efekt
proteinu

Substitucia

Ziadny

Substitucia
Ziadny

Zmena
aminokyseliny

A—T

T—I

Pristup k
proteinu

Intergénové

WP_000842277.1

Intergénové

Pseudogén

WP _000791581.1
WP_000340465.1

Produkt 39A  40A 41A

Downstream only
Energy coupling factor transporter
S component Thiw
Upstream from WP_001177186.1
(hypothetical protein) and X
WP _001822491.1 (transcriptional
regulator)
Glutamate synthase X

Fibrinogen-binding protein
Bacillithiol biosynthesis cysteine-
adding enzyme BshC

Tabulka ¢. 2: Kumulativne mutacie pacienta ¢. 1 (izolaty 39A, 40A, 41A a 63A), ktoré vznikli pocas chronickej infekcie.
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Referen¢na
poloha

639414
894127
1623592

1813357
1314674

381267
1042054
1395013
347632

355991
480551

487692
650847
915068

953869
957185
988921
1042336
1442345
2394576
2619206

2802561

2178485

Zmena
nukleotidu

C->T
G—-T
G—-T

C—oA
G—-T

G—-T

A—-G

G—-T
(T)7—(T)6

T—-C
A—G

A—-G
T—C
A—-G

A—-G
T—C
C—-T
G—A
T—-C
T—C
G-T

T—C

C—oA

Efekt
proteinu

Substiticia
Ziadny
Substiticia

Substitucia

Ziadny
Ziadny
Substitiicia
Frame Shift

Ziadny
Substitucia

Substitiicia
Ziadny
Substitiicia
Ziadny
Ziadny
Substitucia

Substiticia

Substiticia

Ziadny

Substitucia

Zmena
aminokyseliny

V—lI

R—S

A—S

E—D

-V

N—-S

T—-A

T-I
V-l

[-M

R—L

Pristup k proteinu

WP_000737654.1
WP_000558764.1
WP_000108671.1

WP_000411087.1

Intergénové

WP_000052781.1
WP_000030814.1
WP_000673098.1
WP_000077311.1

WP_000400841.1
WP_099119600.1

WP_000154240.1
WP_000817954.1
WP_000172367.1

WP_001180271.1
WP_001794171.1
WP_001794169.1
WP_000238673.1
Intergénové
WP_000999194.1

Intergénové
WP_000565312.1

WP_001041107.1

Produkt

Metal ABC transporter substrate-binding protein
Pyridine nucleotide-disulfide oxidoreductase

tRNA (N(6)-L-threonylcarbamoyladenosine(37)-
C(2))-methylthiotransferase MtaB
D-alanine aminotransferase

Upstream from WP_000805733.1 (DUF961
domain-containing protein)
alkyl hydroperoxide reductase subunit C
phosphoribosylformylglycinamidine cyclo-ligase
Aminoacyltransferase FemB
Bifunctional homocysteine S-
methyltransferase/methylenetetrahydrofolate
reductase
mRNA interferase PemK
4-(cytidine 5'-diphospho)-2-C-methyl-D-erythritol
kinase
Transcription-repair coupling factor
ABC transporter ATP-binding protein

ATP-dependent helicase/deoxyribonuclease subunit
B
ABC transporter permease

IS5/1S1182 family transposase
Serine protease
Phosphoribosylglycinamide formyltransferase
Upstream from WP_000342154.1 (serine protease)
Acyl-CoA dehydrogenase

Upstream from WP_001793880.1 (hypothetical
protein)
Capsular polysaccharide biosynthesis protein
Cap8C
RNA polymerase sigma factor SigB

Tabul’ka ¢. 3: Kumulativne mutéacie pacienta €. 2 (izolaty 36A, 51A a 75A), ktoré vznikli pocas chronickej infekcie.
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4.2 Stanovenie kriviek hynuti po posobeni antibiotik pre chronologické
izolaty
Ciel’: Stanovit krivky hynutia po posobeni troch vybranych antibiotik a urcit podla nich mieru
schopnosti perzistovat' u jednotlivych chronologickych izolatov.

Aby som jednotlivé pokusy, kde boli kultiry vystavené antibiotikdm, vedela uskutocnit’,
bolo potrebné poznat’ MIC klinickych izolatov, ktorymi som v pokusoch pracovala. Stanovenie
MIC klinickych izolatov sa uskuto¢nil vo FN v Motoli a vysledky mi boli nasledne poskytnuté.

Hodnoty MIC jednotlivych klinickych izolatov su zaznamenané v tabulke €. 4.

Pacient Izolat Ciprofloxacin Oxacilin Vankomycin
(mg/1) (mg/1) (mg/1)
1. 39A 0,25 0,125 2
40A 0,25 0,125 2
41A 0,5 0,125 2
63A 0,25 0,125 2
2. 36A 0,5 0,5 2
S51A 0,5 0,5 2
75A 0,5 0,5 2

Tabulka ¢. 4 : Hodnoty MIC jednotlivych klinickych izolatov.

V tejto Casti diplomovej prace som stanovila krivky hynutia v ¢asovom intervale od 1
do 4 hodin, kedy bola kultura v exponencidlnej fazy rastu a bola vystavena posobeni roznych
antibiotik, ktoré mali koncentraciu 100x MIC. Rovnako ako pri predchadzajicich diplomovych
pracach H. Kotkovej (Kotkovd 2019) a A. Valtovej (Valtovd 2020) som pouzila metodu
kvapkového vysevu na agarovu platitu v Styroch riedeniach (107! — 10#). Postupovala som
podla bodov, ktoré su uvedené v kapitole 3.2.5. Niektoré nizSie riedenia u jednotlivych
klinickych izolatov vyrastali vel'mi zle alebo nevyrastali vobec, preto som pristupila k metode
celoplo$ného rozteru. Pri tejto metdde som pre kazdé antibiotikum v kazdej hodine vysiala
jedno riedenie. Zaroven sme sa rozhodli otestovat’, ¢i vplyv supernatantu z nocnej kultury
vybranych klinickych izolatov, u ktorého sme predpokladali, Ze obsahuje molekuly QS systému
zlepsi schopnost’ vyrastania z perzistentného stavu. Pri neskorSich chronologickych izolatov
som preto pouzivala filtraciou sterilizovany supernatant jednotlivych klinickych izolatov (vid’
kapitola 3.2.5.1), pretoze pri porovnani vysledkov z prietokového cytometra Uplny ubytok
buniek sme nepozorovali. Pouzitie supernatantu pomohol bunkdm vyrast z perzistentné¢ho

stavu aj pri nizkych riedeniach. Miera schopnosti perzistovat’ pri pouziti supernatantu bolo
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jedno az o dva rady vicsie oproti vysevom, kde supernatant pouzity nebol. Toto porovnanie je
mozné vidiet’ na obrazku ¢. 12. Pokusy som robila v biologickych triplikatoch, v niektorych

pripadoch v duplikate a ojedinele v jednom replikate.

Obrazok €. 12: Schopnost’ vyrastanie z perzistentného stavu izolatu 41 A bez pridania supernatantu na agarovu

platiiu a s pridanym supernatantom. Na obrazkoch mézeme vidiet' kvapokvy vysev pre vSetky tri antibiotika
v riedeniach 107! — 10** v ¢asoch t; — t3. Bunky boli inkubované 24h v termostate pri 34 °C. Na obrazku vlavo
mdzeme vidiet’ agarovu platitu bez pridania supernatanu. Bunky vyrastali ve'mi neochotne z perzistentného stavu

oproti obrazku vpravo, kde na agarovii platitu bol pridany supernatant a bunky preukazatelne vyrastli uz po 24h.

Aby som biologické triplikaty a duplikdty vedela porovnavat, hodnoty CFU
z jednotlivych odberov som vztiahla na CFU kontroly (Cas to pred pridanim antibiotik podl'a
vzorca:

CFU (t1-4)
CFUp,

CFUrel =

Antibiotika, ktoré som pouzivala pre stanovenie kriviek hynuti sa bezne pouzivaju na
liecbu stafylokokovych infekcii u pacientov trpiacich cystickou fibrézou. Tieto antibiotika
pdsobia rozlicnym mechanizmom. Pouzivala som nasledujuce antibiotiké - fluorochinolonové
antibiotikum ciprofloxacin (zo zdsobného roztoku 25 mg/ml som pouzila 10 pl pre izolaty 39A,
40A a 63A; 20 pl pre izolaty 41A, 36A, 51A a 75A), oxacilin patriaci medzi B — laktamové
antibiotikd (zo zasobného roztoku 50 mg/ml som pouzila 2,5 pl pre izolaty 39A, 40A, 41A
a 63A; 10 ul pre izolaty 36A, 51A a 75A) a vankomycin, ktoré je glykopeptidové antibiotikum
(zo z&sobného roztoku 50 mg/ml som pouzila 40 pl pre kazdy izolat).
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Pre prehladnost uvadzam iba krivku hynutia pre antibiotikum ciprofloxacin
chronologickych izolatov pacienta ¢.1 ako aj pacienta ¢. 2 pre ilustraciu jeho priebehu.
V grafoch mo6zZeme pozorovat’ charakteristicku bifazick krivku (vid’ grafy €. 1 a €. 2). Ked’ bol

rozdiel v stanoveni CFU bez a pri pridani supernatantu, boli v grafoch pouzité vysledky so

supernatantom.
Krivka hynutia pacienta .1, ciprofloxacin
0 1 2 3 4
1
£ 0,1
[
g 0,01
—39A
0,001 J0A
0,0001 41A sup
63A_sup
0,00001
0,000001
0,0000001

€as (h)

Graf ¢. 1: Krivka hynutia u izolatov 39A, 40A, 41 A a 63A po pdsobeni 100x MIC ciprofloxacinu. Graf znazoriuje
relativny pocet prezivsich buniek v kazdej hodine v priebehu posobenia antibiotika. Hodnoty na ose y st vynesené
logaritmicky pri zaklade 10. Chybové tseCky oznaéuji standardni odchylku z troch biologickych replikatoch
(39A, 40A) a z dvoch biologickych duplikatoch (41A, 63A). U izolatov 41 A a 63A pri stanoveni CFU sa pouzili

vysledky, ked’ bol pridany sterilny supernatant na kultivacnom médiu (sup).
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Krivka hynutia pacienta €.2, ciprofloxacin

0 1 2 3 4
1
£
> 0,1
g
2
Ll
o 0,01
—36A
0,001 51A_sup
75A_sup
0,0001
0,00001
0,000001
Cas (h)

Graf ¢. 2: Krivka hynutia u izolatov 36A, 51A a 75A po posobeni 100x MIC ciprofloxacinu. Graf znazorfuje
relativny pocet prezivsich buniek v kazdej hodine v priebehu posobenia antibiotika. Hodnoty na ose y s vynesené
logaritmicky pri zaklade 10. Chybové usecky oznaduju $tandardnti odchylku z dvoch biologickych replikatoch
(36A). Vysledky izolatov S51A a 75A pochadzaji z jedného biologického replikatu. U izolatov S1A a 75A pri

stanoveni CFU sa pouzili vysledky, ked’ bol pridany sterilny supernatant na kultivaénom médiu (sup).

Aby som mohla porovnat’, ako sa zmenila schopnost’ jednotlivych izolatov perzistovat
v Case, stanovila som mieru schopnosti perzistovat’ jednotlivych klinickych izolatov z druhej
bifazickej Casti krivky hynutia, kedy pocet prezivSich buniek uz neklesa a porovnavala som ich
medzi sebou. Do spolo¢ného grafu som vyniesla chronologické izolaty pacienta ¢.1 (vid’ graf
¢. 3) ado dalSieho grafu som vyniesla chronologické izolaty pacienta ¢.2 (vid’ graf ¢. 4)
a nakoniec som do spolo¢ného grafu vyniesla vSetky Studované chronologické izolaty (vid’ graf
¢. 5). Pre porovnanie zmeny schopnosti perzistovat’ jednotlivych izolatov je mozné vyniest’
chronologické izolaty jednotlivych pacientov do spolocného grafu pre kazdé antibiotikum

zvlast.

78



MP, pacient €.1; ciprofloxacin, oxacilin, vankomycin

39A 40A 41A 41A sup. 63A 63A_sup.
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®
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1E-08

1E-09
Chronologické izolaty
Graf ¢. 3: Miera schopnosti perzistovat (MP) izolatov 39A, 40A, 41A a 63A po poésobeni 100x MIC
ciprofloxacinu, oxacilinu a vankomicinu. Graf znazoriiuje relativny pocet prezivsich buniek po posobeni
jednotlivych antibiotik. Hodnoty na osi y st vynesené logaritmicky pri zaklade 10. V grafe je mozné vidiet rozdiel
v miere schopnosti perzistovat’ u izolatov 41 A a 63 A, ked’ sa pri stanoveni CFU pouzili vysledky, kedy bol pridany

sterilny supernatant na kultivacnom médiu (sup).

MP, pacient €.2; ciprofloxacin, oxacilin, vankomycin
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Graf ¢. 4: Miera schopnosti perzistovat’ (MP) izolatov 36A, 51A a 75A po posobeni 100x MIC ciprofloxacinu,
oxacilinu a vankomicinu. Graf znazornuje relativny pocet prezivsich buniek po pdsobeni jednotlivych antibiotik.
Hodnoty na osi y st vynesené logaritmicky pri zéklade 10. Hodnoty pouzité v grafe boli ziskané z experimentov,

kde pri stanoveni CFU bol pouzity sterilny supernatant na kultivatnom médiu (sup).
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MP, vSetky izolaty; ciprofloxacin, oxacilin, vankomycin
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Graf ¢. 5: Miera schopnosti perzistovat’ (MP) vsetkych mnou Studovanych izolatov po posobeni 100x MIC
ciprofloxacinu, oxacilinu a vankomicinu. Graf zndzoriiuje relativny pocet prezivSich buniek po pdsobeni

jednotlivych antibiotik. Hodnoty na osi y st vynesené logaritmicky pri zéklade 10.

V mojej diplomovej praci som skimala izolaty, ktoré¢ mali Agr typ II a neniesli ziadne
mutacie v agr operdne (pacienta €. 1) a izolaty, ktoré mali Agr typ III, neniesli Ziadne mutacie
v agr operone, ale niesli mutaciu v géne sigB (pacient €. 2). Izolaty, ktoré mali Agr typ
I skiimala moja predchodkyia.

Izolaty mutéciou v géne sigB nesu substitunli mutaciu v tomto géne na pozicii 142,
ktorda vedie k aminokyselinove] zamene argininu na leucin. Arginin ako po6vodna
aminokyselina je konzervovana vo vSetkych znamych genémoch S. aureus. Vytvorenie tejto
mutacie je pravdepodobne Skodlivé, preto sa vyskytuje len zriedkakedy.

Produkt génu sigB zodpoveda za obecnu stresovil odpoved’ u S. aureus. Jeho vplyv na
perzistenciu je pravdepodobne nepriamy a je tu moznost’ prepojenia cez Agr systém, ktory je
sucastou SigB regulonu (Xu et al. 2017). AvSak Stadie dokazali, Ze mutanty v sigma faktoru B
(4sigB), vytvaraji v mensej miere perzistentné bunky ako divoky kmen S. aureus (Moisan et
al. 2006). Mutacia v géne sigB by mohla zvySovat’ schopnost’ perzistencie a v chronologickych
1zolatoch STA a 75A sa vytvorili 1 d’alSie mutacie pocas pretrvdvania v organizme pacienta.

Chronologické izolaty pacienta ¢. 1 apacienta ¢. 2 sa navziajom dalej odliSuja
v mutaciach, ktoré sa vytvorili poc¢as dlhodobej infekcie u pacientov trpiacich cystickou
fibrézou (vid’ tabul’ka €. 3 v kapitola 4.1). Jedina vyznamn4 je frame shift mutacia u pacienta

¢. 2 v géne kodujlici methyléntetrahydrofolat reduktazu, ktord je sticastou drahy premeny

80



tetrahydrofolatu v jedno uhlikovom metabolizme. Vplyv tejto mutécie na perzistentny stav vSak
zatial' nebola popisana. U ostatnych proteinov si iba mutiacie so zdmenou, ich vplyv je
Spekulativny (st malé a nedaju sa odhadnut’).

Pri zrovnani posobenia jednotlivych antibiotik som dospela k nasledujucemu.

Po pdsobeni ciprofloxacinu chronologické izolaty 40A, 41A a 63A maji o rad vyssiu
mieru schopnost’ perzistovat’ oproti primoizolatu 39A (vid’ graf ¢. 3). Chronologické izolaty
51A a 75A maju az o dva rady vysSiu mieru schopnost’ perzistovat’ ako primoizolat 36A (vid’
graf ¢. 4). Chronologické izolaty pacienta ¢. 1 maju o jeden az o dva rady nizSiu mieru
schopnost’ perzistovat' oproti chronologickym izolatom pacienta ¢. 2. Tento rozdiel je
pravdepodobne dany tym, Ze chronologické izolaty pacienta ¢. 2 nesti mutaciu v géne sigB.

Po oxacilinu miera schopnosti perzistovat pre izolaty 40A, 41A a 63A sa zvysila o jeden
az odva rady oproti primoizolatu (vid graf ¢. 3). Miera schopnost perzistovat
u chronologickych izolatov pacienta ¢. 2 sa v Case nemenila. VSetky tri izolaty maja
zrovnatelnu schopnost’ perzistovat (vid’ graf ¢. 4).

Ako vyplyva z kriviek hynuti pre vankomycin, schopnost’ perzistovat’ chronologickych
izolatov pacienta €. 1 sa v ¢ase zvysila o jeden az dva rady oproti primoizolatu (vid’ graf €. 3).
Vsetky tri chronologické izolaty pacienta ¢. 2 mali tiez zrovnatel'nii schopnost’ perzistovat’ (vid’
graf . 4).

Pri vSetkych chronologickych izoldtov vznikalo najmenej prezisterov po poOsobeni
ciprofloxacinu a najviac perzisterov vznikalo po posobeni oxacilinu. Po pdsobeni vankomicinu
vnikalo o nieCo menej perzisterov ako po pdsobeni oxacilinu, ale rozdiel nebol tak velky (vid’
graf €. 5).

Z vysledkov vyplyva, ze zmeny v miere schopnosti perzistovat' u chronologickych
izolatov pacienta ¢. 1 boli viditelné, ato tak, ze schopnost’ perzistovat' sa v Case zvysila.
U chronologickych izolatov pacienta €. 2 v miere schopnosti perzistovat’ neboli také rozdiely
v dlh§om ¢asovom intervale, len pri ciprofloxacinu bola miera schopnosti perzistovat o rad
vys$$i oproti primoizolatu.

U chronologickych izoldtov pacienta ¢. 1 sa v Case zvySuje schopnost pretrvavat
v perzistentnom stave. Obecne je mozné povedat’, Ze chronologické izolaty pacienta €. 2 maju
vysSiu schopnost’ perzistovat’ o jeden az dva rady a to hlavne pri antibiotiku ciprofloxacin.

Pocas stanovenia kriviek hynuti som si vS§imla, Ze chronologické izolaty pacienta €. 2
dosahuji hodnotu ODeoo = 0,5 za dlhSiu dobu ako izolaty pacienta €. 1, preto som stanovila ich

rychlost’ rastu a dobu zdvojenia. Hodnoty doby zdvojenia su vynesené v tabulke €. 5.
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Cislo pacienta Izolat Doba zdvojenia (T12), min.

1 39A 30,7
40A 30,5
41A 31,3
63A 31,3
2 36A 40,7
S1A 53,1
75A 43,4

Tabul’ka €. 5: Doba zdvojenia Studovanych klinickych izolatov. Doba zdvojenia bola vypocitana zo smernice
priamky (k) zo semilogaritmického vynesenia hodnot pre OD (Log»>(OD*1000)) proti ¢asu (t), podla vzorca - T1p
=1/k.

Izolaty pacienta ¢. 1 mali skoro rovnaké doby zdvojenia, oproti tomu izolaty pacienta €.
2 mali o nieco dlhsi Cas zdvojenia. Izolaty pacienta ¢. 2 nesu mutaciu v géne sigB. Mutacia
v géne sigB ako pravdepodobne aj d’alSie muticie zapri€inuji pomalSiu rastova rychlost
a dlhSiu dobu zdvojenia.

4.3 Vplyv vybranych antibiotik na membranovy potencial v priebehu

kriviek hynuti u jednotlivych chronologickych izolatov
Ciel: Pozorovat'" vplyv vybranych antibiotik na formovanie subpopuldcie s nizsim
membranovym potencidlom a tuto subpopuldciu kvantifikovat voci mrtvym bunkam a bunkdam

so zachovanym membranovym potencialom.

K pozorovaniu membranového potencidlu som pouZzila kombindciu dvoch
fluorescenénych farieb, a to fluorescenénu farbu TO — PRO — 3 pre meranie permeability
buniek a Di0oC»(3) (3,3'-diethyloxakarbokyanin jodid) pre meranie polarity buniek. TO — PRO
— 3 je cyaninové farbivo viazuce sa na nukleové kyseliny, ktoré nie je schopné preniknat’ do
cytoplazmy bunky, ked’ je membrana intaktni. Pri poSkodeni bunkovej membrany je vSak
farbivo schopné preniknit’ do bunky a viazat’ sa na DNA (McAuley et al. 2018). DioC»(3) je
karbocyaninovd fluorescencna farba, hromadi sa na hyperpolarizovanych membranach
a prenika do lipidovej dvojvrstvy. Vykazuje zelent fluorescenciu vo vSetkych bakterialnych
bunkach, avSak v bunkach, ktoré udrziavaji svoj membranovy potencidl sa za¢ne hromadit’
a molekuly DioC»(3) za¢nu asociovat’, ¢im sa jeho fluorescencia posuva k ¢ervenému spektru
(Hammer a Heel 2012). Z pomeru zelenej/Cervenej fluorescencie je mozné urcit zmenu
membranového potencidlu u meranych buniek oproti kontrolnym vzorkdm. Kombinacia TO —
PRO - 3 s DioC2(3) umoznuje odlisit’ bunky bez membranového potencialu s neporusenou

membranou a bunky bez potencidlu s permeabilizovanou membranou.
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Obrazok ¢. 13: Chemicka Struktura molekul DioCy(3) aTO — PRO — 3, ktoré som pouzila pri merani

membranového potencialu buniek na prietokovom cytometri (upravené a prevzaté z McAuley et al. 2018).

V tomto experimente som analyzovala chronologické izolaty S. aureus pacienta €. 1
(39A, 40A, 41A a 63A) apacienta ¢. 2 (36A, 51A a75A). V jednotlivych ¢asoch kriviek
hynutia — 1, 2, 3 a 4 hodiny od pridania antibiotika ciprofloxacinu, oxacilinu a vankomycinu
som bunky odoberala, centrifugovala a resuspendovala v PBS. Potom som ich podl'a navodu
zafarbila a zmerala (postup a podmienky merania vid’ kapitola 3.2.6). Meranie sa uskuto¢nili

bud’ v biologickom triplikate, duplikate alebo ako jedno meranie.

Pre rozliSenie jednotlivych subpopulécii bolo potrebné, aby som si pripravila pre kazdy
izolat v Case to kontrolné vzorky. Kontrolné vzorky pozostavali z buniek s permeabilizovanou
membranou (zahriatie buniek na 90 °C po dobu 15 min.), so skratovanym membranovym
potencidlom ale s neporusenou membranou (pridanie 500 puM CCCP — ni¢i membranovy
potencidl odstranenim protonového gradientu) a nefarbené bunky bez pridania antibiotika pre

kontrolnu respirujicu a intaktni populéciu.

Vysledky som najprv vyhodnocovala v programu Cytexpert, pre stanovenie pomeru
zelenej a Cervenej fluorescencie som pouZila program FlowJo. V programu FlowJo som vo
vyneseni FSC vo¢i SSC vhodne odlisila subpopuléciu buniek od zbytkov membran a proteinov,
aby som testovala v nasledujtcich vyneseniach iba bunky. Bunky som nasledne analyzovala vo
vyneseni Dioc ratio vo¢i TO — PRO — 3 (Novo et al. 2000). Pomer Dioc ratio som stanovila

nasledujucim sposobom:

Zelena fluorescencia DioC;(3)

Dioc ratio = <
Cervena fluorescencia DioC,(3)

Z uvedeného vztahu vidime, Ze bunky s vy$§im membranovym potencidlom, ktoré
maju spektrum fluorescencie posunuty do ¢ervenej oblasti spektra, buda mat’ menSiu hodnotu

Dioc ratio ako bunky s niz§im membranovym potencialom, u nich bude tato hodnota vicsia.
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Podla kontrolnych vzoriek som odlisila tri subpopulacie buniek, a to nasledujuce -
bunky s membranovym potencidlom a intaktné, bunky bez membranového potencidlu
a intaktné a bunky bez membranového potencialu a permeabilizované. O Stvrtej subpopulacie,
ktora by mala predstavovat’ bunky s membranovym potencidlom, avSak permeabilizované, som
neuvazovala, pretoze z hl'adiska fyziologie nie je takyto stav mozny. Nasledne som vo vyssie
uvedenom vyneseni (Dioc ratio proti TO — PRO — 3) aplikovala rozdelenie do troch

subpopulécii pre Casy ti1 — t4 po pridani antibiotik ciprofloxacinu, oxacilinu a vankomycinu.

Aby som mohla zastipenie subpopulacii rozliSit’ medzi jednotlivymi chronologickymi

izolatmi, vyniesla som vysledky do grafov (vid’ grafy ¢. 6a — 6¢, 7a — 7c, 8a — 8c).

U chronologickych izolatov pacienta ¢. 1 (39A, 40A, 41A a63A) po pdsobeni
antibiotika ciprofloxacin aj v Case t4 prevladala subpopulacia zivych buniek so zachovanym
membranovym potencidlom nad subpopulaciou zivych buniek, ktoré svoj membranovy
potencial stratili. Oproti primoizolatu (39A) izolaty, ktoré boli odobrané s odstupom ¢asu (40A,
41A a 63A) maju vicSie percento zastupenia zivych buniek so zachovanym membranovym
potencidlom (vid’ graf ¢. 6a). Po pdsobeni antibiotik oxacilinu a vankomycinu, ktoré pdsobia
na bunkovu stenu dochadzalo k strate membranového potencialu pri vSetkych chronologickych
izolatov. Po pdsobeni tychto antibiotik aj v ¢ase t4 som pozorovala vicsie percento zastupenie
zivych buniek so stratenym membranovym potencidlom u izolatov 40A, 41A a 63A oproti
primoizolatu 39A. Urcité percento zivych buniek so zachovanym membranovym potencidlom
som pozorovala hlavne u primoizolatu (39A) a izolatu 40A, zatial’ o u izolatov 41A a 63A

zastipenie tejto subpopulacie bola zanedbatel'na (vid grafy €. 6b a €. 6¢).

Tak ako pri chronologickych izolatov pacienta €. 1, tak aj u chronologickych izolatov
pacienta €. 2 (36A, 51A a 75A) po posobeni ciprofloxacinu prevladala subpopulacia Zivych
buniek so zachovanym membranovym potencidlom u izolatov 36A a 75A. Izolat 75A mal
priblizne rovnaké percentudlne zastipenie subpopuldcie Zivych buniek so zachovanym
membranovym potencidlom ako primoizolat (36A). Zaujimavé je, Ze u izolatu S1A v prvej
hodine prevladala subpopulidcia buniek so zachovanym membranovym potencidlom
a odstupom casu zaala prevladat’ subpopulacia buniek so stratenym membranovym
potencidlom, avSak v rdmci populacie bolo stale celkom vysoké percento subpopulacie buniek
so zachovanym membranovym potencidlom (vid’ graf €. 7a). Aj ked’ vysledky izolatu 51A pre
antibiotikum ciprofloxacin mierne odliSuju od izolatov 36A a 75A v populacii buniek 51A je

stale zastlipenie subpopulacie so zachovanym membranovym potencidlom. Meranie izolatu
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51A sa uskutocnilo iba raz a je mozné, Ze nastali chyby pri merani, ktoré mohli viest k tejto
odchylke vysledku. Po pdsobeni oxacilinu priblizne v rovnakom percentudlnom zastupeni
prevladala subpopulacia zivych buniek so stratenym membranovym potencialom u vsetkych
Styroch chronologickych izolatov (vid’ graf ¢. 7b). V pripade vankomycinu stale prevladala
subpopulacia zivych buniek so stratenym membranovym potencidlom, avsak u izolatov 51A
a 75A bolo vicsie percento mitvych buniek oproti primoizolatu (36A) a mali aj menSie

zastapenie zivych buniek so stratenym membranovym potencidlom (vid’ graf ¢. 7c).

Pre porovnavanie subpopulacii medzi chronologickymi izolatmi som zvolila Cas ts,
pretoze od Casu ti — t4 zastipenie subpopulacii sa vyrazne nemenilo a v Case t4 sa subpopulécie
ustalili. Z vynesenych grafov je mozné usudit’, Ze na fyziologicky stav buniek ma skor vacsi
vplyv pouzité antibiotikum ako genetickd podstata samotného izolatu. Ked’ sa porovnaju
chronologické izolaty pacienta ¢. 1 (39A, 40A, 41A a 63A) a pacienta €. 2 (36A, 5S1A a75A)
moézeme vidiet', ze zastupenie subpopulacii pre jednotlivé antibiotikéd su podobné (vid’ grafy €.
8a, 8b a 8c). Niektoré adaptatné mutacie izolatov, ako napr. mutdcie v Agr systéme, by mohli
prispievat’ k zmene v zastipeni subpopulacii (Valtova 2020). Vytvorenim cielenych mutantov

v Agr systéme by sme mohli dospiet’ k presnej$im zaverom vplyvu mutécii v Agr systéme.
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Graf €. 6a: Zastipenie mitvych buniek, buniek bez membranového potencidlu a s membranovym potencidlom
v populécii (%) v 4 hodine krivky hynutia po pdsobeni 100x MIC ciprofloxacinu u chronologickych izolatov
pacienta ¢. 1. Vynesené hodnoty su priemerom z troch biologickych replikatov (39A, 40A, 41A) a z dvoch
biologickych duplikatov (63A). Chybové usecky ukazuju Standardnt odchylku z troch biologickych replikatov
(39A, 40A, 41A) a z dvoch biologickych duplikatov (63A).
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Pacient €. 1, oxacilin
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Graf ¢. 6b: Zastipenie mrtvych buniek, buniek bez membranového potencialu a s membranovym potencialom
v populacii (%) v 4 hodine krivky hynutia po pésobeni 100x MIC oxacilinu u chronologickych izolatov pacienta
¢. 1. Vynesené hodnoty st priemerom z troch biologickych replikatov (39A, 40A, 41A) a z dvoch biologickych
duplikatov (63A). Chybové usecky ukazuju Standardnt odchylku z troch biologickych replikatov (39A, 40A, 41A)
a z dvoch biologickych duplikatov (63A).
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120
& 100
3
©
5 80
o
[e]
'g- 60
7 W Mftve bunky
) .
T 40 | Zivé bunky bez potenciélu
o
~§' m Zivé bunky s potencidlom
8 20 i i
) l

. e _ _
39A 40A 41A 63A

lzolaty

Graf ¢. 6¢: Zastipenie mitvych buniek, buniek bez membranového potencidlu a s membranovym potencidlom
v populacii (%) v 4 hodine krivky hynutia po pdsobeni 100x MIC vankomycinu u chronologickych izolatov
pacienta ¢. 1. Vynesené hodnoty su priemerom z troch biologickych replikatov (39A, 40A, 41A) a zdvoch
biologickych duplikatov (63A). Chybové tsecky ukazuju §tandardnt odchylku z troch biologickych replikatov
(39A, 40A, 41A) a z dvoch biologickych duplikatov (63A).
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Pacient €. 2, ciprofloxacin
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Graf ¢. 7a: Zastipenie mitvych buniek, buniek bez membranového potencialu a s membranovym potencialom
v populacii (%) v 4 hodine krivky hynutia po posobeni 100x MIC ciprofloxacinu u chronologickych izolatov
pacienta ¢. 2. Vynesené hodnoty su priemerom z dvoch biologickych duplikatov (36A, 75A). Izolat S51A bol
merany len raz. Chybové usecky ukazuju $tandardni odchylku z dvoch biologickych duplikatov (36A, 75A).
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Graf ¢. 7b: Zastapenie mitvych buniek, buniek bez membranového potencidlu a s membranovym potencidlom
v populacii (%) v 4 hodine krivky hynutia po pdsobeni 100x MIC oxacilinu u chronologickych izolatov pacienta
¢. 2. Vynesené hodnoty st priemerom z dvoch biologickych duplikatov (36A, 75A). Izolat 51A bol merany len
raz. Chybové usecky ukazuji Standardnu odchylku z dvoch biologickych duplikatov (36A, 75A).
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Pacient ¢.2, vankomycin
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Graf ¢. 7c: Zastiipenie mrtvych buniek, buniek bez membranového potencidlu a s membranovym potencidlom
v populécii (%) v 4 hodine krivky hynutia po pdsobeni 100x MIC vankomycinu u chronologickych izolatov
pacienta ¢. 2. Vynesené hodnoty su priemerom z dvoch biologickych duplikatov (36A, 75A). Izolat 51A bol
merany len raz. Chybové usecky ukazuju Standardnt odchylku z dvoch biologickych duplikatov (36A, 75A).
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Graf ¢. 8a: Zastiipenie mftvych buniek, buniek bez membranového potencialu a s membranovym potencidlom
v populacii (%) v 4 hodine krivky hynutia po posobeni 100x MIC ciprofloxacinu u vSetkych chronologickych
izolatov. Vynesené hodnoty st priemerom z troch biologickych replikatov (39A, 40A, 41A) a zdvoch
biologickych duplikatov (63A, 36A, 75A). 1zolat 51A bol merany len raz. Chybové usecky ukazuju Standardna
odchylku z troch biologickych replikdtov a z dvoch biologickych duplikatov (36A, 75A).
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Vsetky izolaty, oxacilin
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Graf ¢. 8b: Zastapenie mftvych buniek, buniek bez membranového potencidlu a s membranovym potencidlom
v populécii (%) v 4 hodine krivky hynutia po pésobeni 100x MIC oxacilinu u vSetkych chronologickych izolatov.
Vynesené hodnoty st priemerom z troch biologickych replikatov (39A, 40A, 41A) a z dvoch biologickych
duplikatov (63A, 36A, 75A). Izolat 51A bol merany len raz. Chybové usecky ukazuji Standardnt odchylku z troch
biologickych replikatov (39A, 40A, 41A) a z dvoch biologickych duplikatov (36A, 75A).

Vsetky izolaty, vankomycin

120
=
= 100
o
s
3 80
o
oy
S 60
w
]
‘e 40
o
o
g ’ i ﬁ i i I i
N

0 [~ — _ — —_— —_
39A 40A 41A 63A 36A 51A 75A
Izolaty
B Mrtve bunky | Zivé bunky bez potencialu m Zivé bunky s potencialom

Graf ¢. 8c: Zastiipenie mrtvych buniek, buniek bez membranového potencidlu a s membranovym potencidlom
v populacii (%) v 4 hodine krivky hynutia po pdésobeni 100x MIC vankomycinu u v$etkych chronologickych
izolatov. Vynesené hodnoty st priemerom z troch biologickych replikatov (39A, 40A, 41A) a zdvoch
biologickych duplikatov (63A, 36A, 75A). Izolat 51A bol merany len raz. Chybové usecky ukazuju Standardnu
odchylku z troch biologickych replikatov (39A, 40A, 41A) a z dvoch biologickych duplikatov (36A, 75A).
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4.4 Vplyv vybranych antibiotik na redoxny potencial bunky v priebehu

kriviek hynuti u jednotlivych chronologickych izolatov
Ciel: Pozorovat vplyv vybranych antibiotik na formovanie subpopulacie produkujicej GFP
(green fluorescent protein) s nizsim redoxnym potencialom a tuto subpopuldaciu kvantifikovat

voci bunkam produkujicim GFP so zachovanym redoxnym potencidalom.

Aby som mohla sledovat’ expresiu génu sigB v priebehu jednotlivych casoch kriviek
hynutia, do chronologickych izolatov pacienta €. 1 (39A, 40A, 41A a 63A) pomocou techniky
transdukcie (vid® kapitola 3.2.10.17) som vniesla plazmid pCNsigBtet (vid® kapitola 3.1.2),
ktory ma prométorovu sekvenciu génu sigB fuzovanti s GFP. Pre techniku transdukcie som
zvolila bakteriofaga ¢80, ktory je stafylokokovy fag s vysokou transdukénou efektivitou
anizkou frekvenciou lyzogénie. Plazmid pCNsigBtet som sa pokusila vniest pomocou
techniky transdukcie aj do chronologickych izolatov pacienta €. 2 (36A, 51A a 75A), avsak
transdukcia aj po niekol’kych pokusoch nebola uspesna. Pre trasndukciu som pouzila najprv
bakteriofaga ¢80 a neskor aj bakteriofdga ¢/1, avSak ani v jednom pripade sa transdukcia
nepodarila. Podl'a analyzy sekvencie prislusnych izolatov sa potvrdilo, Ze sa jedna o lyzogény
tychto fagov, a preto s vysokou pravdepodobnost'ou nebola transdukcia uspesna (vid’ obrazky
¢. 14 a¢. 15). Vysledky analyzy sekvencie boli poskytnuté RNDr. Jaroslavom Nunvafom,
Ph.D. aboli vykonané¢ v BIOCEVU vo Vestci. Nastava tu aj moznost, Ze bakteriofagy
a chronologické izolaty maju iny restrikéno — modifikacny systém a plazmid je v bakteridlnych

bunkach degradovany.
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Obrazok ¢. 14: Analyza sekvencie izolatu 36A a bekteriofaga ¢//. Z analyzy mozeme vidiet, Ze sa jedna

o lyzogéniu tohto faga u izolatu 36A.
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Obrazok é 15: Analyza sekvencie izolatu 36A a bekteriofaga ¢80 Z analyzy mozeme vidiet, Ze sa jedna

o lyzogéniu tohto faga u izolatu 36A.

V tomto experimente som analyzovala len chronologické izolaty S. aureus pacienta €. 1
(39A,40a,41A a 63A). V jednotlivych ¢asoch kriviek hynutia— 1, 2, 3 a 4 hodiny (v niektorych
pripadoch sa S§tvrta hodina nepodarila namerat’ na prietokovom cytometri) od pridania

antibiotika ciprofloxacinu, oxacilinu a vankomycinu som bunky odoberala, centrifugovala
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aresuspendovala v PBS. Potom som ich podla navodu zafarbila azmerala (postup
a podmienky merania vid’ kapitola 3.2.7). Meranie sa uskuto¢nili bud’ v biologickom triplikate,

duplikate alebo ako jedno meranie.

Fluorescencné farbivo DioCz(3) som v tomto experimente nemohla pouzit’, nakol’ko
sticasné meranie s GFP nie je mozné. Pre pozorovanie Zivotaschopnych, respiracne aktivnych
buniek som preto pouzila fluorescencné farby 5-kyano-2,3-ditolyltetrazoniumchlorid (CTC) a
4,6-diamidino-2-fenyl indol (DAPI). CTC je slabo lipofilny kation, preto je pre membranu
priepustna. Jej silna amfifilita ju udrziava v plazmatickej membrane. Zdravé bunky dychajice
prostrednictvom elektronového transportného systému absorbuju aredukuji CTC na
nerozpustny ¢erveny fluorescencny produkt, formazan. Bunky, ktoré nedychaju alebo dychaju
s nizSou frekvenciou redukuju mensSie mnozstvo CTC, atym padom produkuju menSie
mnozstvo formazanu (BacLight™ RedoxSensor™ CTC Vitality Kit 2005; Horobin et al.
2013; Stockert et. al 2018). DNA $pecifickd sonda DAPI sa viaze do AT bohatych oblasti
malého Zliabku DNA. Farbi akykol'vek typ buniek, ktoré obsahujit DNA. Odumreté bunky
obsahuju len nepatrné mnozstvo DNA, preto je mozné vd’aka fluorescencnej farbe DAPI
odstranit’ neSpecificky zafarbené odumreté bunky. Tato farba vSak nie je schopna rozlisit’
aktivne a neaktivne bakteridlne bunky (Kapuscinski 1995; Créach et al. 2002). Pomocou
fluorescencnej farby CTC sa mi podarilo rozliSit’ subpopuldciu buniek produkujiice GFP, a tym
identifikovat’ bunky exprimujice z promoétoru pre sigB, ktoré stratili redoxny potencial.
Fluorescencna farba DAPI mi ciastoéne umoznila rozliSenie medzi odumretymi bunkami
a zivymi bunkami. AvSak vd’aka roznym bakteridlnym transportnym systémom sa dostavala aj
do odumretych buniek, alebo farbila DNA i buniek s aktivnym redoxnym potencidlom. Bunky

akumulujuce DAPI som preto nevyhodnocovala.

Vynesenie zelenej fluorescencie voci ¢ervenej fluorescencie mi umoznila rozlisit’ Styri
subpopulacie — bunky neprodukujuce GFP arespirujuce, bunky neprodukujoce GFP
a nerespirujuce, bunky produkujuce GFP a respirujuce a nakoniec bunky produkujuce GFP
a nerespirujuce. V tomto vyneseni som rozdelila bunky do Styroch subpopulacii pre Casy ti — t3

(t) po pridani antibiotik ciprofloxacinu, oxacilinu a vankomycinu.
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Obrazok €. 16: Chemicka Struktira molekal DAPI a CTC, ktoré som pouzila pri merani redoxného potencialu

buniek na prietokovom cytometri (upravené a prevzaté z Kapuscinski 1995; Stockert 2018).

Pre rozliSenie som si pripravila kontrolné vzorky. Celkom som si pre kazdy izolat v ase
to pripravila 3 kontroly — mftve bunky (pridanie 60 pl 96% ethanolu), bunky so skratovanym
membranovym potencidlom ale s neporusenou membranou (pridanie 500 puM CCCP — nici
membranovy potencial odstranenim proténového gradientu) a nefarbené bunky bez pridania

antibiotika. Ako d’alSie som pre identifikaciu signadlu GFP pripravila bunky bez plazmidu.

Vysledky som vyhodnocovala v programu Cytexpert. Vynesenim FSC vo¢i SSC som
vhodne odliSila subpopuldciu buniek od zbytkov membran a proteinov, aby som
v nesledujucich vyneseniach testovala len bunky. Bunky som néasledne analyzovala vo vyneseni
zelena fluorescencia voci Cervenej fluorescencii. Aby som mohla sledovat’ ako sa menilo
zastupenie subpopulacii buniek v Case, a ako sa toto zastipenie 1iSi medzi chronologickymi

1zolatmi, vlozila som vysledky do grafov (vid’ grafy ¢. 9a —9d, 10a— 10d, 11a — 11d).

Mozeme vidiet,, ze u vSetkych chronologickych izolatov pacienta €. 1 (39A, 40A, 41A
a 63A) prevlada subpopulacia buniek, ktoré produkuji GFP, ¢o naznacuje tomu, ze gén sigB je
exprimovany v kazdom izolate. Po pdsobeni ciprofloxacinu po 30 minutach odberu vzoriek
subpopulécia buniek produkujiice GFP respirujlice a nerespirujice su skoro rovnako zastupene
(vid’ grafy €. 9a — 9d), u izolatu 63 A dokonca prevlada subpopulacia buniek produkujice GFP
a respirujuce (vid’ graf ¢. 9d). Po 30 minutach vSak subpopulacia buniek produkujice GFP

a respirujuce klesa a prevlada subpopulacia buniek produkujuce GFP a nerespirujuce (vid’
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grafy ¢. 9a — 9d). Jedine uizolatu 41A aj po 30 minttach prevlada subpopulacia buniek
produkujuce GFP a respirujuce (vid’ graf ¢. 9c¢).

V pripade pdsobenia oxacilinu a vankomycinu, ¢o su antibiotika posobiace na bunkovt
stenu doslo k strate redoxného potencidlu uz po 30 mintutach odberu a tento pomer sa uz
vyznamne nemenil po celtl dobu experimentu. U izolatoch 39A, 40A a 41A po 30 minutach
v niektorych pripadoch aj po 1 hodine prevladala alebo bola skoro rovnako zastiipena
subpopulécia buniek neprodukujuce GFP a nerespirujuce (vid grafy ¢. 10a, 10b, 10c, 11a, 11b,
11c). Vsetky chronologické izolaty po poOsobenia tychto antibiotik mali vécSie zastipenie
buniek produkujuce GFP a nerespirujuce ako bunky produkujice GFP a respirujuce (vid’ grafy

¢.10a—10d, 11a—11d).

Z vynesenych grafov mézeme usudit, ze Zivotaschopnost, redoxny potencial bunky
istym sposobom koreluje s membranovym potencidlom bunky. U antibiotika ciprofloxacinu
mozeme pozorovat’ zachovany membranovy potencial u vacSiny buniek v priebehu casu, avsak
pri redoxnom potencialy dochiddza k poklesu a odstupom ¢asu prevladaji bunky bez redoxného
potencialu. Redoxny potencial bunky nam hovori viac o zivotaschopnosti bunky. K presnejsim
zaverom by bolo urcite potrebné zvolit' ini fluorescencnu farbu na rozliSenie odumretych
a zivych buniek namiesto DAPI, vykonat’ viac merani alebo pozorovat’ d’alSie metabolické

aktivity buniek.
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Graf €. 9a: Zastupenie respirujucich buniek, nerespirujucich buniek, buniek produkujuce GFP a nerespirujtce,

buniek produkujuce GFP a respirujice v populécii (%) v priebehu ¢asu krivky hynutia (0; 0,5; 1; 2 ; 3 hodiny) po

posobeni 100x MIC ciprofloxacinu uizolatu 39A. Vynesené hodnoty si priemerom z dvoch biologickych

duplikatov. Chybové tise¢ky ukazuju $tandardnti odchylku z dvoch biologickych duplikatov.
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Graf ¢. 9b: Zastlpenie respirujicich buniek, nerespirujicich buniek, buniek produkujice GFP a nerespirujuce,

buniek produkujuce GFP a respirujuce v populacii (%) v priebehu ¢asu krivky hynutia (0; 0,5; 1; 2 ; 3, 4 hodiny)

po posobeni 100x MIC ciprofloxacinu u izolatu 40A. Vynesené hodnoty sii priemerom z troch biologickych

replikatov. Chybové Gsecky ukazuju $tandardna odchylku z troch biologickych replikatov.
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Graf ¢. 9c: Zastupenie respirujucich buniek, nerespirujiucich buniek, buniek produkujice GFP a nerespirujuce,

buniek produkujiice GFP a respirujice v populacii (%) v priebehu ¢asu krivky hynutia (0; 0,5; 1; 2 ; 3, 4 hodiny)

po pdsobeni 100x MIC ciprofloxacinu u izolatu 41 A. Vynesené hodnoty st z jedného biologického replikatu.
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Graf ¢. 9d: Zastlpenie respirujucich buniek, nerespirujicich buniek, buniek produkujuice GFP a nerespirujuce,

buniek produkujiice GFP a respirujice v populacii (%) v priebehu ¢asu krivky hynutia (0; 0,5; 1; 2 ; 3, 4 hodiny)

po posobeni 100x MIC ciprofloxacinu u izolatu 63A. Vynesené hodnoty pochadzajii z jedného biologického

replikatu.
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Graf ¢. 10a: Zastipenie respirujucich buniek, nerespirujucich buniek, buniek produkujuce GFP a nerespirujtce,
buniek produkujuce GFP a respirujiice v populécii (%) v priebehu ¢asu krivky hynutia (0; 0,5; 1; 2 ; 3 hodiny) po
posobeni 100x MIC oxacilinu u izolatu 39A. Vynesené hodnoty st priemerom z dvoch biologickych duplikatov.

Chybové usecky ukazuji standardnu odchylku z dvoch biologickych duplikatov.
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Graf ¢. 10b: Zastpenie respirujucich buniek, nerespirujicich buniek, buniek produkujuce GFP a nerespirujuce,
buniek produkujiice GFP a respirujuce v populacii (%) v priebehu ¢asu krivky hynutia (0; 0,5; 1; 2 ; 3, 4 hodiny)
po posobeni 100x MIC oxacilinu u izolatu 40A. Vynesené hodnoty st priemerom z troch biologickych replikatov.

Chybové usecky ukazujt Standardni odchylku z troch biologickych replikatov.
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Graf ¢. 10c: Zastupenie respirujiicich buniek, nerespirujicich buniek, buniek produkujice GFP a nerespirujuce,

buniek produkujiice GFP a respirujuce v populacii (%) v priebehu ¢asu krivky hynutia (0; 0,5; 1; 2 ; 3 hodiny) po

posobeni 100x MIC oxacilinu u izolatu 41 A. Vynesené hodnoty st priemerom z dvoch biologickych duplikatov.

Chybové usecky ukazuji standardnu odchylku z dvoch biologickych duplikatov.
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Graf ¢. 10d: Zastupenie respirujucich buniek, nerespirujiicich buniek, buniek produkujice GFP a nerespirujtce,

buniek produkujuce GFP a respirujuce v populacii (%) v priebehu ¢asu krivky hynutia (0; 0,5; 1; 2 ; 3, 4 hodiny)

po posobeni 100x MIC oxacilinu u izolatu 63A. Vynesené hodnoty pochadzaju z jedného merania.
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Graf ¢. 11a: Zastipenie respirujucich buniek, nerespirujucich buniek, buniek produkujuce GFP a nerespirujtce,
buniek produkujuce GFP a respirujice v populécii (%) v priebehu ¢asu krivky hynutia (0; 0,5; 1; 2 ; 3 hodiny) po
posobeni 100x MIC vankomycinu u izolatu 39A. Vynesené hodnoty st priemerom z dvoch biologickych

duplikatov. Chybové tise¢ky ukazuju $tandardnti odchylku z dvoch biologickych duplikatov.
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Graf ¢. 11b: Zastipenie respirujucich buniek, nerespirujucich buniek, buniek produkujiice GFP a nerespirujtce,
buniek produkujuce GFP a respirujuce v populacii (%) v priebehu ¢asu krivky hynutia (0; 0,5; 1; 2 ; 3, 4 hodiny)
po posobeni 100x MIC vankomycinu u izolatu 40A. Vynesené hodnoty su priemerom z troch biologickych
replikatov. Chybové Gsecky ukazuju standardna odchylku z troch biologickych replikatov.
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Graf ¢. 11c: Zastipenie respirujucich buniek, nerespirujucich buniek, buniek produkujuce GFP a nerespirujtce,

buniek produkujuce GFP a respirujtiice v populécii (%) v priebehu ¢asu krivky hynutia (0; 0,5; 1; 2 ; 3 hodiny) po

posobeni 100x MIC vankomycinu uizoldtu 41A. Vynesené hodnoty st priemerom z dvoch biologickych

duplikatov. Chybové tisecky ukazuju Standardnt odchylku z dvoch biologickych duplikatov.
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Graf ¢. 11d: Zastipenie respirujucich buniek, nerespirujicich buniek, buniek produkujice GFP a nerespirujtice,

buniek produkujiice GFP a respirujuce v populacii (%) v priebehu ¢asu krivky hynutia (0; 0,5; 1; 2 ; 3, 4 hodiny)

po posobeni 100x MIC vankomycinu u izolatu 63A. Vynesené hodnoty pochadzaju z jedného merania.
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4.5 Stanovenie expresie génov sigB, mazEF, agrA a rnalll pomocou metody

RT qPCR u chronologickych izolatov pacienta ¢. 1
Ciel: Posudit'v akej miere su exprimované geny sigB, mazEF, agrA a rnalll v priebehu krivky

hynutia.

Pre uréenie mieru expresie génov nasho zdujmu v priebehu krivky hynutia som
vyizolovala RNA pred pridanim antibiotik a v ¢asoch 30 minat a 3 hodiny po pdsobeni
antibiotik ciprofloxacinu, oxacilinu a vankomycinu a nasledne som ju previedla na cDNA
pomocou reverznej transkripcie (vid’ kapitola 3.2.11.2). Koncentraciu cDNA som zmerala na
NanoDrope (vid’ tabulka ¢&. 6), ktory taktiez overil Cistotu izolovanej RNA a cDNA
jednotlivych vzoriek. Vo vsetkych pripadoch bolo znecistenie zanedbatelné. Tento pokus
vychadza len z jedného biologického replikatu.

4

Izolat Cas Koncentracia Koncentracia Koncentracia

c¢DNA (ng/nl) cDNA (ng/nl) cDNA (ng/nl)

(ciprofloxacin) (oxacilin) (vankomycin)

39A 0 minut 952,8 (kontrola)

30 minut 989.9 1041,2 7442

3 hodiny 810,4 826,9 808,2
40A 0 minat 800,6 (kontrola)

30 minut 765 763.,9 759,2

3 hodiny 818,3 788,2 761,6
41A 0 minut 746 (kontrola)

30 minut 787,5 797,5 727,1

3 hodiny 710,2 885,9 875,4

Tabulka €. 6: Koncentracia prevedenej cDNA v jednotlivych ¢asoch odberu po posobeni antibiotik ciprofloxacinu,
oxacilinu a vankomycinu.

Pretoze sa hodnoty koncentracie cDNA v jednotlivych vzorkach aj ¢asoch lisili (vid’
tabul’ka ¢. 6), musela som pristupit’ k vhodnému nariedeniu ¢cDNA na rovnaku hodnotu
koncentracie celkovej cDNA. Koncentracia z ktorej som vychéadzala bola td s najmensSou
hodnotou (41A cas 3 hodiny pre ciprofloxacin, ¢ = 710,2 ng/ul) a zostavajiice vzorky som
vhodne nariedila. Nasledne som do kazdej jamky pridala 5 pul vhodne nariedenej cDNA, ako je

uvedené v protokolu (vid’ kapitola 3.2.11.3).
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So ziskanou cDNA a prislusnymi primermi som vykonala samotnu kvantifikaciu
jednotlivych transkriptov metddou RT qPCR na pristroji LightCycler 480. Pre odhalenie chyby
v pipetovani som na dosticku vyniesla vzdy dva technické duplikaty, ked’ sa tieto dve hodnoty
od seba lisili o viac nez 0,5 hodnoty C;, nezapocitala som ich do priemeru. Pre samotniit RT
qPCR som pouzila Luna® Universal gPCR Master Mix. Tento mix obsahuje Hot Start Tag
DNA polymerazu, modré farbivo pre kontrolu pridania mixu a hlavne fluorofor, ktory sa viaze
do malého zliabku dsDNA a je odvodeny od SYBR® green I a patentovo chraneny. Po vizbe
fluoroforu do malého zliabku dsDNA fluorescencia vyrazne vzrastie. Cyklus v ktorom
fluorescencia pretne prah pozadia, sa nazyva cyklus prahu (cycle of treshold, C;) a je mozné
podl’a neho ur¢it’ mnozstvo transkriptu vo vzorke. Hodnoty C; som ziskala pomocou programu

LightCycler 480 Software, ktory tito hodnotu vypocitava automaticky.

Pre zistenie efektivity reakcie som pre kazdy gén vytvorila riediacu radu so zniZzujucou
sa koncentraciou DNA (10° 1071, 102, 102, 10, 10”) a pre vypodet efektivity reakcie som
pouzila matematicky vzorec vychadzajlci z publikacie z roku 2001 (Pfaffl 2001). Najprv som
zhodndt priemernej C; pre Standardnt krivku v zavislosti na prirodzenom logaritmu
z mnozstva cDNA v riediacej rade (In(cDNA) zostavila priamku, z jej smernice som vypocitala

ucinnost’ reakcie (efektivitu, Er):

Ef = 10‘%
kde Ef je ucinnost, ktorej hodnoty by mali dosahovat’ do hodnoty 2 (pri 100 % Uc¢innosti), v
mojom pripade pre kazdy gén bola v rozmedzi 1,8 — 2. Pomocou U¢innosti som nasledne
vypocitala mieru expresie sledovanych génov (sigB, mazEF, agrA, rnalll), ktoré boli
porovnavané s mierou expresie referenéného génu pre gyrazu (gyrB). Vypocet relativnej miery
expresie cielového génu (R) po pridani antibiotik ku kultare (vzorke) som vykonala AA

kvantifik4ciu podl'a vzorca (Pfaffl 2001):

E o Athiellovygén(kontrola—vzorka)
R = f(cielovy gén)

ACt ., , (kontrola—vzorka)
E . refereniny gén
f(referentny gén)

Aby som mohla porovnat, ako sa meni expresia génov nasho zaujmu v ramci
chronologickych izolatov a aky vplyv maju na expresiu jednotlivé antibiotikd aich doba
pdsobenia, vyniesla som vypocitanl relativnu expresiu do grafov pre kazdy gén zvlast’ (vid’

grafy ¢. 12, 13, 14 a 15).
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Expresia génu sigB v priebehu krivky hynutia
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Graf ¢. 12: Relativna miera expresie génu sigB u chronologickych izolatov pacienta ¢. 1 v ¢asoch 0, 30 mintt a 3
hodiny po pdsobeni antibiotik ciprofloxacinu (Cip, modra), oxacilinu (Oxa, oranzova) a vankomycinu (Van, siva).

Hladina mRNA je normalizovana vzhl'adom ku kontrolnym vzorkam v ¢ase ty (kultira bez antibiotika).

Z grafu ukazujici expresiu génu sigB je mozné vidiet, Ze je najviac exprimovany
uizolatu 40A ato hlavne po troch hodindch posobenia ciprofloxacinu, ale zvySend miera
expresie sa zaznamenala aj po troch hodinach posobenia oxacilinu. MenSia expresia génu sigB
sa zaznamenala aj pri primoizolatu 39A po troch hodinach pdsobenia ciprofloxacinu
a oxacilinu. Zaujimavé je, ze izolat 41 A, ktory bol oproti primoizolatu izolovany s najvacsim
odstupom casu vykazuje najmensSiu mieru expresie génu sigB. PoOsobenie antibiotika

vankomycin ani u jedného izolatu nenavodilo vyS$iu mieru expresie tohto génu.
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Expresia génu mazEF v priebehu krivky hynutia
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Graf ¢. 13: Relativna miera expresie génu mazEF u chronologickych izolatov pacienta ¢. 1 v ¢asoch 0, 30 minut
a 3 hodiny po posobeni antibiotik ciprofloxacinu (Cip, modra), oxacilinu (Oxa, oranZzova) a vankomycinu (Van,

siva). Hladina mRNA je normalizovana vzhl'adom ku kontrolnym vzorkam v Case to (kultira bez antibiotika).

Z grafu ukazujuci relativnu mieru expresie génu mazEF mozeme usudit, Ze tak ako pri
géne sigB tak aj u géne mazEF je najvicsia miera expresie u izolatu 40A a to v ¢ase troch hodin.
Zvyseni expresiu tohto génu moézeme zaznamenat aj uizoldtu 39A po troch hodinach
pOsobenia oxacilinu ako aj uizolatu 41A po 30 minatach atroch hodinach pdsobenia

ciprofloxacinu ako aj oxacilinu v tretej hodine.
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Expresia génu agrA v priebehu krivky hynutia
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Graf ¢. 14: Relativna miera expresie génu agrA u chronologickych izolatov pacienta ¢. 1 v ¢asoch 0, 30 mintit a 3
hodiny po pdsobeni antibiotik ciprofloxacinu (Cip, modra), oxacilinu (Oxa, oranzova) a vankomycinu (Van, siva).

Hladina mRNA je normalizovana vzhl'adom ku kontrolnym vzorkam v Case to (kultira bez antibiotika).

V grafu pre relativnu expresiu génu agrA je mozné vidiet, Ze expresia je skoro az 10
nasobne nizSia oproti kontrolnému stavu a to hlavne po posobeni antibiotik ciprofloxacinu
a oxacilinu. Mierny ndarast expresie oproti kontrolnému stavu vykazuju vSetky tri izolaty a to
v ¢ase tri hodiny po posobeni oxacilinu. U izolatu 41A je mierny ndrast expresie oproti
kontrolnému stavu aj po 30 minutach pdsobenia oxacilinu. V pripade tohto génu je expresia

skor utlmena ako by dochadzalo k nadprodukcii produktu tohto génu.
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Expresia génu rnalll v priebehu krivky hynutia
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Graf ¢. 15: Relativna miera expresie génu rnalll u chronologickych izolatov pacienta ¢. 1 v ¢asoch 0, 30 minut a 3
hodiny po pdsobeni antibiotik ciprofloxacinu (Cip, modra), oxacilinu (Oxa, oranzova) a vankomycinu (Van, siva).

Hladina mRNA je normalizovana vzhl'adom ku kontrolnym vzorkam v ¢ase ty (kultira bez antibiotika).

V grafu zobrazujucom mieru expresie génu rnalll je mozné vidiet, ze po pdsobeni
antibiotika oxacilinu v ¢ase troch hodin u izolatov 40A a 41 A miera expresie sa zvySila az 10
nasobne oproti kontrolnému stavu. Vysokt mieru expresie méZeme zaznamenat aj po 30
minatach pdsobenia oxacilinu u izolatu 41A. Miera expresie rnalll sa vyznafuje vysSou
expresiou u izolatov 40A a 41A, ktoré boli odobrané s odstupom casu oproti primoizolatu
(39A). U vSetkych izolatov m6Zeme pozorovat’ niZSiu mieru expresie oproti kontrolnému stavu
po posobeni vankomycinu. Najniz§iu mieru expresie sme zaznamenali u izolatu 40A po troch

hodinach posobenia vankomycinu.

Z vysledkov merania génovej expresie mozeme usudit’, Ze typ antibiotika, doba jeho
pOsobenia ako aj Cas izolacie od primoinfekcie maji vplyv na zmenu génovej expresie
sledovanych génov. Tieto vysledky st skor informativne a pre presnejSie a relevantnejSie
vysledky by bolo potrebné vykonat’ viac merani, ako aj meranie izolatov, ktoré nesu nejaku

adapta¢nil mutaciu v Agr systéme alebo v géne sighB.
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4.6 Priprava KkonStruktu pre deléciu génu agr4 v jednotlivych

chronologickych izolatov

Ciel’: Pripravit konstrukt pomocou ktorého by sa dalo v jednotlivych chronologickych izolatov

vydeletovat’ gén agrA a metodou krivky hynutia stanovit ich mieru perzistencie.

Aby som mohla stanovit' a porovnat mieru perzistencie chronologickych izolatov
s deléciou v génu agrAd s chronologickymi izoldtmi bez tejto mutacie, pokusila som sa
metodami génového inzinierstva pripravit plazmid, pomocou ktorého by som tento gén

vydeletovala a nasledne ho vniesla do vybranych chronologickych izolatov.

K priprave konStruktu som pouzila plazmid pCasSA navrhnuty Chenem a jeho
kolegami (Chen et al. 2017). Jedné sa o plazmid, ktory pouziva CRISPR — Cas9 systém pre
rozne Gpravy genomu S. aueus (delécia, inzercia, bodova mutécia). Do tohto plazmidu je mozné
vlozit’ 'ubovolny spacer, ktory sluzi ako navadzacia RNA pre Cas9 nukledzu a inzert, ktory sa

pomocou homolognej rekombindcie véleni do chromozomalnej DNA.

Pre vytvorenie delécie génu agrA pre spacer aj pre inzert som pouzila primery navrhnuté
Chenom a jeho kolektivom (Chen et al. 2017) (vid” kapitola 3.1.9.1). Primery navrhnuté pre
inzert bolo potrebné, aby som upravila, a to tak, aby boli univerzélne pre deléciu v akomkol'vek
izolate s l'ubovolnym typom Agr systému. Primery som posunula do oblasti mimo variabilnt

oblast’ génu pre agrC.

V prvom kroku bolo potrebné, aby som primery (vid kapitola 3.1.8.1) urcené pre
vytvorenie spaceru nafosforylovala (vid kapitola 3.2.10.5.1). Po tomto kroku som pristupila
ku Golden gate ligacii (vid’ kapitola 3.2.10.5.2), pomocou ktorého som spojila spacer a plazmid
pCasSA. Liga¢nu zmes som nasledne natransformovala do buniek E. coli DH5a (vid’ kapitola
3.2.10.14) a vysiala na pevné LB médium s kanamycinom (50 pg/ml). Pre kontrolu plazmidov,
¢1 obsahuju spacer, som vybrala 6 narastenych kolonii, ktoré som kultivovala v tekutom médiu
cez noc a potom z nich vyizolovala plazmidy (vid’ kapitola 3.2.10.1). Uspesnost’ ligacie som
overila pomocou PCR reakcie ako aj pomocou sekvenovania daného tiseku (pouZitim primerov
pre sekvenovanie; vid’ kapitola 3.1.9.3) na servisnom pracovisku PrF UK. Vzniknuty produkt

pochédzajuci z PCR reakcie som overila na agar6zovej elektroforéze (vid’ obrazok ¢. 17).
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Obrazok ¢. 17: Agarozova elektroforéza ukazujiica ispesnu Golden gate ligaciu. Ohranicie poukazuje na plazmidy,
ktoré nesu spacer o velkosti priblizne 20 bp. Amplifikovany isek pochédza so spaceru a z ¢asti plazmidu a jeho

velkost’ je priblizne 200 bp.

Po Gspesnom spojeni spaceru a plazmidu som pristipila k vytvoreniu inzertu pre deléciu
génu agrA. Tento inzert sa skladal z dvoch casti, ato z upstream a downstream casti. Pre
vytvorenie inzertu som pouzila primery, ktoré maju navzajom sa prekryvajice oblasti (vid
kapitola 3.1.8.1). Ako prvé som vytvorila upstream cast' inzertu pomocou PCR reakcie
anasledne downstream cast’ (vid kapitola 3.2.10.4). Vzniknuté produkty som overila na
agarozovej elektroforéze. Pre vytvorenie celkového inzertu bolo potrebné tieto dve Casti spojit,
¢o sa mi pomocou PCR reakcie podarilo (vid’ kapitola 3.2.10.4). Aby som mala pre nasledujuce
kroky dostatoéné mnozstvo celkového inzertu, tento inzert som pomocou PCR reakcie
naamplifikovala. Vysledny produkt som overila na agar6zovej elektroforéze a precistila som
ho pouzitim kitu pre precistenie PCR produktov (Genelet Extraction and DNA Cleanup Micro
Kit; vid’ kapitola 3.2.10.7).

Pre spojenie plazmidu pCasSA so spacerom a vytvoreného inzertu bolo potrebné, aby som
plazmid aj inzert vhodne nastiepila. Pre tento i¢el som pouzila restrikéné enzymy (RE) Xbal
a Xhol (vid’ kapitola 3.2.10.6). Po restrikénom Stiepeny som plazmid aj inzert purifikovala od
prebyto¢nych RE pomocou kitu GenelJet Extraction and DNA Cleanup Micro Kit (vid’ kapitola

108



3.2.10.7). Nastiepeny plazmid (pCasSA so spacerom) a dany inzert som nasledne pomocou
ligacie spojila (vid kapitola 3.2.10.8). Liga¢nu zmes som nésledne natransformovala do buniek
E. coli IMO8B (vid’ kapitola 3.2.10.14) a vysiala na pevné LB médium s kanamycinom (50
ug/ml). Pre kontrolu plazmidov, ¢i obsahuju inzert, som vybrala 6 narastenych kolonii, ktoré
som kultivovala v tekutom médiu cez noc a potom z nich vyizolovala plazmidy (vid’ kapitola
3.2.10.1). Uspesnost’ ligcie som overila jednak pomocou PCR reakcie ako aj sekvenovanim
daného tseku z plazmidu (pouzitim primerov pre sekvenovanie; vid kapitola 3.1.9.3) na
servisnom pracovisku PrF UK. Vzniknuty produkt pochadzajtci z PCR reakcie som overila na

agarozovej elektroforéze (vid’ obrazok ¢. 18).

v

:
\J
:

Obrazok ¢. 18: Overenie tspesnosti ligacie inzertu do plazmidu pCasSA so spacerom. OhraniCenie poukazuje na

uspesnu ligaciu, kde plazmidy izolované z trasnformantov nest inzert. Vel'kost inzeru je priblizne 900 bp.
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Overené plazmidy som transformovala do kompetentnych buniek E. coli IM08B, ktoré

navodia jednu z modifik4cii DNA podobnu S. aureus.

Z uspesnych transformantov som vyizolovala plazmidy (vid kapitola 3.2.10.1)
a pomocou elektroporacie som (vid’ kapitola 3.2.10.16) ich preniesla do kompetentnych buniek,
ktoré som pripravila z vybranych klinickych izoldtov S. aureus alaboratérneho kmena
RN4220, ktory je defektny v restrikénom systéme (vid’ kapitola 3.2.10.13). Transformanty som
vysiala na pevné TSB médium s chloramfenikolom (5 pg/ml) a nechala inkubovat’ 42 h pri 30
°C. Pre kontrolu delécie génu agrd som vybrala narastené kolonie, ktoré som kultivovala
v tekutom médiu cez noc a potom znich vyizolovala chromozoméalnu DNA (vid’ kapitola
3.2.10.3). Uspesnost’ delécie génu agrd som overila pomocou PCR reakcie. Vzniknuty produkt

pochadzajuci z PCR reakcie som overila na agar6zovej elektroforéze.

Vnesenie plazmidu do laboratorneho kmena S. aureus RN4220 sa prejavil ako najt'azsi
krok. Aj po niekolkych pokusoch a optimalizacii protokolu sa mi podarilo ziskat’, len malo
transformantov. Vo vicSine pripadov elektropordcia nebola Uspe$nd a nevyrastli ziadne
trasnformanty. V pripade, ze vyrastlo aspoil niekol’ko transformantov, bohuzial’ uprava genému
nebola uspesna a delécia génu agrd sa nepodarila. V pripade, ked’ som vniesla plazmid do
klinického izolatu 36A, elektroporacia bola Gispesnejsia, avSak delécia génu agrA sa ani v tomto
pripade nepodarila. V kone¢nom dosledku sa mi nepodarilo vytvorit’ delecného mutanta v géne

agrA.

Pricina preco sa delécia génu agr4 nepodarila moZze byt’ viacero. Jedna z moznosti je,
ze plazmid nie je schopny sa udrzat’ v bunke, pretoZe je plazmid restrikéno — modifikaCnym
(RM) systémom bunky Stiepeny, a preto tprava gendému sa neuskutocni. Vyrastené kolonie st
tak spontanne rezistentné ku kanamycinu. DalSou z moZnosti je, Ze homolégna ¢ast’ inzertu
v downstream oblasti nie je dostato¢ne dlhd, a preto medzi homoldégnymi tisekmi s gendémovou
DNA nedoslo k homolognej rekombindcii. PretoZze primery navrhnuté Chenom a jeho
kolektivom (Chen et al. 2017) boli navrhnuté do variabilnej oblasti pre Agr typ I a moje izolaty
maju Agr typ Il a III, neboli vhodné pre moje klinické izolaty.

Tieto problémy, by sa mohli vyriesit’ tym, zZe sa vytvori plazmid s novym a vhodnej$im
inzertom, ktory by ale vytvoril len netiplnt deléciu génu agrA, popripade sa mozu pouzit’ r6zne
kmene E. coli s rozlicnym RM systémom ako medzi krok pred samotnou mutagenézov v S.

aureus.
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5 Diskusia

Staphylococcus — aureus  patri medzi  grampozitivne  baktérie.  Hovorime
o oportunistickom patogéne, ktory bezne kolonizuje dychaci trakt a kozu l'udi a vo vacSine
pripadov je nesSkodny. Za urcitych podmienok vSak tento patogén mdze navodit' rdzne
ochorenia, ktoré moézu vyustit’ az do smrti pacienta. Oslabenie imunitného systému, rozne rany
na pokozke ako aj chirurgické zakroky zapricinuju stafylokokové infekcie. Velky problém
nastava vtedy, ked’ z akutnej infekcie sa stane chronicka infekcia, ktorej lie¢ba je vel'mi naro¢na
a Castokrat zlyhava. Jednym zo zasadnych problémov preco je antibioticka liecba neucinna je
tvorba subpopulécie perzistentnych buniek. Tato subpopulacia buniek aj ked je geneticky
identickd s rodiCovskou populdciou je schopnd odoldvat’ antibiotikim a po vysadeni
antibiotickej lie¢by su schopné navratit’ svoj povodny fenotyp (virulentny) a opéat’ navodit’
ochorenie. Velkym problémom sa ukazuje aj Sirenie rezistentnych buniek, ktoré sa
pravdepodobne formuju prave z perzistentnych buniek. Fenomén perzistencie sa neobmedzuje
len na S. aureus, ale moéZeme ho n4jst’ i u d’al§ich klinicky vyznamnych patogénov, ktorych

lie¢ba neraz zlyhava.

Skuimaniu perzistencie sa v dneSnej dobe kladie ovela vac¢si doraz ako v minulosti, kedy
tento fenomén bol v Ustrani oproti rezistencii. Aj ked’ mame Coraz viac poznatkov o perzistencii
su stadle nedostacujuce. Skumanie tohto javu vobec nie je jednoduché, lebo nastolenie
perzistentného stavu je komplexnym javom, do ktorého sa zapéjaji rézne mechanizmy, navyse
st rozdiely v mechanizmoch medzi grampozitivnymi a gramnegativnymi baktériami. Stadium
neul’ahcuje ani fakt, ze ich mnoZstvo v populécii je maly a bunky v perzistentnom stave st
schopné rychlo sa navratit’ do aktivneho stavu. Aby sa ziskalo o najviac informacii, je dolezité

pristupovat’ k tomuto problému komplexne a vyuzivat’ niekol’ko experimentalnych pristupov.

U perzistentnych bunkach moze dochadzat’ k vzniku adapta¢nych mutacii, ktoré nam
mozu napovedat’, ktoré gény sa zapdjaju pri tvorbe perzistentného stavu. Vznik adaptacnych
mutacii je mozné navodit’ a sledovat’ v laboratornych podmienkach alebo ako d’alsi variant su
chronologické izolaty pochadzajiice z chronickych infekcii, kde adaptacné mutacie

zodpovedajuce za zvySenie vzniku perzisterov spontanne vznikli.

Prvym cielom mojej diplomovej prace bolo stanovenie perzistentnej populacie
pomocou kriviek hynutia, ktoré su vS§eobecne povazované za kvantitativnu metédu stanovenia

miery perzistencie. Tato vypracovand metdda vychadza z predchadzajucich prac néasho
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laboratoria. Metddu kriviek hynutia som pouzila na ziskané primoizolaty, ktoré predstavovali
zatial’ neadaptované izolaty a v d’alSich dvoch pripadoch troch naslednych izolatov od dvoch
roznych pacientov. Pomocou tejto metddy som mohla skimat’, ako sa schopnost’ perzistovat’
meni v ¢ase a &i i krat§i Casovy usek sta¢i k ziskaniu vys$$ej schopnosti perzistovat’. Dalej som
mohla posudit’ aj to, ako sa tato schopnost’ lisi na zédklade pouzitého antibiotika. Izolaty boli
osekvenované v MBU AV CR a podla vysledkov sekvenacie som mohla ziskané adaptaéné
mutacie dat’ do suvislosti s mierou perzistencie. MIC pouzivanych antibiotik ciprofloxacin,
oxacilin a vankomycin som mala k dispozicii od FN Motol a podl'a stanovenych koncentracii

som vystavovala skimané izolaty.

V druhej casti mojej diplomove] prace som sa zamerala na fyziologicky stav
perzistentnych buniek, a to na membranovy potencial a redoxny potencidl na zaklade pdsobenia
antibiotika. Znizeny membranovy potencial sa dava do suvislosti s perzistentnymi bunkami
a redoxny potencial nam odhali Zzivotaschopnost’/vitalitu buniek. Podl'a tychto poznatkov sme
otestovali ako sa meni membranovy potencial a redoxny potencidl u pozorovanych izolatov

v priebehu kriviek hynutia.

Pomocou prietokového cytometra som pozorovala pdsobenie vybranych antibiotik na
membranovy potencidl a redoxny potencial bunky a pokusila sa dat’ do stvislosti so ziskanymi
mutédciami izolatov alebo casovym intervalom akymi boli odobraté a mierou perzistencie, ktorti
som zistila stanovenim CFU. Tak ako u membranového potencidlu tak aj uredoxného
potencialu som pouzivala dudlne fluorescencné farbenie, navyse u izolatov, kde som sledovala
redoxny potencial bol zavedeny aj plazmid, ktory mal promotorova sekvenciu génu sigB
fuzovani s GFP. V priebehu kriviek hynutia som tak vedela rozliSit' subpopulaciu buniek
s membranovym potencidlom, bez membranového potencialu ale Zivé a mftve bunky bez
membranového potencidlu. Pocas sledovania redoxného potencidlu som vedela rozlisit” bunky
so zachovanym redoxnym potencidlom, bez redoxného potencidlu a bunky produkujuce GFP
so zachovanym redoxnym potencidlom aso stratou redoxného potencialu. Ako kontrolné
vzorky mi sluzili nefarbené bunky, bunky so skratovanym membranovym potencidlom po

posobeni CCCP (protonofor) a mftve bunky, ktoré vznikli po pdsobeni 96% ethanolu.

V tretej a poslednej Casti mojej prace som sa zamerala na molekuldrnu podstatu
perzistencie. V tejto Casti som sledovala génova expresiu metodou RT qPCR u vybranych

génov, ktoré maju preukdzanu stuvislosti s perzistenciou (sigB, mazEF, agrA, rnalll). Génova
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expresia bola merand v ¢asovych intervaloch 0 hodin, 30 minat a 3 hodiny po pdsobeni

antibiotika.

V poslednej Casti mojej diplomovej prace som sa pokusila pomocou CRISPR — Cas9
systému vydeletovat’ gén agrA, ktory je hlavnym reguladtorom dvojkomponentového systému
agrCA aposudit’ aky vplyv ma tato delécia na vytvorenie perzistentné¢ho stavu. Tuto deléciu
som chcela previest pomocou plazmidu pCasSA, ktory som upravila podl’a mojich izolatov,

avSak sa mi upraveny plazmid nepodarilo vniest’ do klinickych izolatov.

Pracu som zacala vyberom izolatov, ktoré boli podrobené skimaniu. Podl'a ziskanych
dat zo sekvenénej analyzy MBU AV CR s.r.o, kde boli ndjdené vietky mutacie v porovnani
s najbliz§im klonalnym predkom, som vybrala izolaty, ktoré neniesli Ziadne mutacie v Agr
lokuse a mali Agr typ iny ako I aizolaty, ktoré niesli mutaciu v géne sigB. Chronologické
izolaty prvého pacienta niesli sice kumulativne mutécie ale neniesli Ziadnu mutdciu v Agr
lokuse a mali Agr typ II. Pomocou tychto izoldtov som chcela posudit’ aky vplyv ma delécia
génu agrA na tvorbu perzistentnych buniek. Je zname, Ze mutacie v génoch Agr systému vedu
k znizenej schopnosti virulencie, ¢im bakteridlna bunka je schopna unikat’ imunitnej odpovedi
a je schopnd vytvarat’ perzistentné bunky (Suligoy et al. 2018; Xu et al. 2017). Chronologické
izolaty druhého pacienta niesli substituéni mutdciu v géne sigB a mali Agr typ III. Alternativny
sigma faktor B reguluje mnoZstvo génov, a tym i r6zne bunkové procesy. Literatira uvadza, ze
produkty génov sarA, sigB a Agr lokusu st navzajom prepojené a pocas chronickej infekcie
prave SigB inhibuje expresiu génov Agr lokusu a sard, ¢im ovplyviluje vznik perzisterov.
Delécia génu sigB zniZuje tvorbu perzistentnych buniek a znemoziuje tvorbu SCV buniek
(Tuchscherr et al. 2015). Liu a jeho kolektiv v roku 2018 nasli substituénti mutaciu v géne sigB,
ktory napomahal k tvorbe biofilmu a biofilm je prave rezervoarom velkého mnoZstva
perzistentnych buniek (Moradali et al. 2017). Tato substituénd mutacia spocivala v zdmene
glutaminu na prolin, zatial ¢o umnou sledovanych chronologickych izolatov substitu¢na
mutécia viedla k zdmene argininu na leucin. Tieto substitu¢né mutacie sa nezhoduju a dé sa len
predpokladat’, Ze substitu¢na mutacia v géne sigB, ktoré nest chronologické izolaty, napoméha

k tvorbe perzistentnych buniek, tak ako podla nasich vysledkov stanovenim kriviek hynutia
vyplyva.

U perzistentnej populacie je typicky bifazicky priebeh hynutia. Krivky hynutia mnou
sledovanych klinickych izolatov vykazovali prave, takyto priebeh hynutia (vid’ grafy ¢. 1 a €.

2). U prvého pacienta som sledovala narast schopnosti perzistovat’ v zavislosti na ziskanych

113



mutacii. Oproti primoizolatu (39A) vsSetky ostatné chronologické izolaty (40A, 41A, 63A)
vykazovali va¢siu mieru schopnosti perzistovat. Sice tieto chronologické izolaty neniesli
ziadnu mutaciu v Agr lokuse, ktory je spojeny s tvorbou perzistentnych buniek ale po dlhSom
pretrvavani v organizme pacienta si vytvorili adaptaéné mutécie, ktoré pravdepodobne
prispievaju  k tvorbe perzistentnej subpopuldcie. Spojitost medzi tymito adaptacnymi
mutaciami a perzistenciou je potrebné dalej skimat’ a dokazat. Rozdiel v schopnosti
perzistovat’ v zavislosti na adaptacii bolo mozné sledovat’ po posobeni vsetkych antibiotik.
U vSetkych troch antibiotik (ciprofloxacin, oxacilin, vankomycin) je mozné vidiet' narast

o jeden az dva rady oproti primoizolatu.

U druhého pacienta bola miera schopnosti perzistovat’ uz u primoizoldtu pomerne
vysokd. U chronologickych izolatov druhého pacienta sa objavila substitu¢nd mutacia v géne
sigB a rada d’al$ich adapta¢nych mutacii. Miera schopnosti perzistovat’ po posobeni antibiotik
oxacilinu a vankomycinu bol medzi izolatmi priblizne zrovnatelny. Po pdsobeni antibiotika
ciprofloxacinu vSak miera schopnosti perzistovat’ izolatov 51A a 75A bola o dva rady vyssia
oproti primoizolatu (36A). Chronologické izolaty druhého pacienta vykazovali vySS$iu mieru
schopnosti perzistovat’ oproti chronologickym izolatom prvého pacienta (vid’ graf ¢. 5). Tato
skuto¢nost’ bola pravdepodobne spdsobena tym, ze izolaty druhého pacienta niesli mutaciu
v géne sigB, ktory je zapojeny pri tvorbe perzistentnych buniek a niesli i mnoho d’alSich
adapta¢nych mutécii, ktoré by mohli prispiet’ k navodeniu perzistentného stavu, avsSak ich

spojitost’ s perzistenciou je zatial’ len Spekulativna.

Moje predchodkyne poukazali na skutocnost, ze metdda stanovenia kriviek hynutia
metddou stanovenia CFU ma svoje nedostatky, pretoze pri vysokom riedeni kultiry populacia
Casto nevyrastla. Tento jav pozorovali hlavne u izolatov, ktoré boli ve'mi adaptované a mali
mutacie v Agr systéme. Na rovnaky problém som narazila aj ja, kedy izolaty, ktoré boli viac
adaptované pri vysokych riedeniach vyrastali neochotne. Tento jav je pravdepodobne
sposobeny tym, Ze velmi adaptované a mutované izolaty v Agr systéme nie su schopné
produkovat’ dostatoéné mnozstvo molekul, ktoré by napomohli k resuscitacii perzisterov.
Z tohto dovodu som sa rozhodla otestovat’ vplyv supernatantu z no¢nych kultar vybranych
chronologickych izolatov na vyrastanie z perzistentného stavu. Predpokladala som, Ze
supernatant obsahuje molekuly QS systému, ktoré by mali napomdahat’ pri resuscitacii
perzistentnych buniek. PouZitie supernatantu pozitivne ovplyvnilo vyrastanie z perzistentného
stavu viac bunkam aj pri nizkych riedeniach a stanovenie miery schopnosti perzistovat’ pri

pouziti supernatantu bolo jedno az o dva rady vicSie oproti vysevom, kde supernatant pouzity
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nebol (vid’ obrazok €. 12). Literatura uvadza, ze kmene S. aureus s rovnakym Agr typom su
schopné si navzajom aktivovat’ Agr systém, ¢im bunka prechadza na agresivny virulentny stav

(Wang a Muir 2016).

Moje predchodkyne d’alej zistili, Ze miera schopnosti perzistovat’ je najviac zvysSena
u agr mutant (Kotkova 2019; Valtova 2020). Podl'a nasSich vysledkov i substitu¢na mutécia
v géne sigB nasho izolatu napoméha pri tvorbe perzistentnych buniek ale za schopnost
perzistovat’ mézu byt zodpovedné aj iné mutacie nez v Agr operone. V literatire st popisané
nepriame dokazy o tom, ze vyradenie génu sigB ma vplyv na tvorbu perzisterov. Literatira
uvadza na mySacom modely, ze delécia génu sigB znizuje mieru schopnosti prezivat
v hostitel'ovi a vytvarat SCV formy, ktoré st jednou z foriem perzisterov (Tuchscherr et al.
2015). Dalej bolo publikované, Ze substituéna mutacia objavena Liu a jeho kolektivom (2018)
vSak napomadha pri tvorbe biofilmu a zachovava i virulenciu S. aureus. Je pravdepodobné, ze

mutacia v géne sigB moze napomahat’ i pri tvorbe perzistentného stavu.

V druhej Casti mojej prace som sa pokusila ukazat, ako poOsobenie sledovanych
antibiotik ovplyvituje membranovy potencial a redoxny potencial v priebehu krivky hynutia.
Kolaps/znizenie membranového potencialu sa dava do suvislosti s vytvaranim perzistentnych
buniek (Wilmaerts et al. 2019). Znizeny membranovy potencidl u perzisterov mozeme sledovat’
u baktérie E. coli aj S. aureus. U E. coli za kolaps membranového potencidlu zodpoveda
porotvorny toxin HokB, kym u S. aureus za znizenie membranového potencialu a vzniku
vysokej hladiny perzistentnych buniek zodpovedaju mutacie v génoch kdodujuce enzymy
Krebsovho cyklu (Verstraeten et al. 2015; Wang et al. 2018). Podl'a uvedeného zniZeny
membranovy potencidl moézeme pozorovat’ u perzisterov, preto sme sa ho rozhodli sledovat’

u skimanych izolatov.

Redoxny potencidl ndm udava Zivotaschopnost’, respiraénu aktivitu buniek. Pocas
roznych stresovych podmienkach mdze bunka svoj redoxny stav zmenit. Redoxny stav mozZe
kontrolovat’ ako bakterialne sprévanie, diferenciaciu tak aj vyvoj spolocenstva (Sporer et al.

2017). Redoxny potencial bunky zatial’ nebol spdjany s perzistentnym stavom.

Membranovy potencidl sme merali po pdsobeni antibiotik ciprofloxacinu, oxacilinu
a vankomycinu a vysledky st zaznamenané v grafoch €. 6a — 6¢ a 7a — 7¢ pre kazdého pacienta
a kazdé antibiotikum zvlast. V grafoch uddvam len hodnoty v Case ts, kedy sa zastipenie
jednotlivych subpopulécii ustélilo. Zistili sme, Ze po posobeni ciprofloxacinu aj po Stvrtej

hodine prevlada subpopuléacia buniek so zachovanym membranovym potencialom (vid’ graf ¢.
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8a). Pravdepodobne je to spdsobené tym, ze ciprofloxacin posobi na gyrazu a nie na bunkovi

stenu ako oxacilin a vankomycin.

U prvého pacienta moézeme vidiet, Ze aj po 4 hodinach podsobenia ciprofloxacinu
prevladala subpopulécia buniek so zachovanym membranovym potencialom, avSak oproti
primoizolatu adaptovanejSie izolaty mali vdcSie percentudlne zastipenie tychto buniek (vid’

graf . 6a).

U druhého pacienta rozdiel medzi nim a prvym pacientom nebol vyrazny. Po Styroch
hodindch pdsobenia ciprofloxacinu boli populéacie s potencialom a bez potencialu skoro v
rovnakom pomere u primoizolétu i u izolatu 75A. U izolatu 51A prevlada subpopulécia buniek
bez membranového potencidlu, avSak pri tomto merani bolo nameranych menej buniek

a meranie sa uskutocnilo iba raz, preto tu mohli nastat’ chyby (vid’ graf ¢. 7a).

U antibiotik, ktoré pdsobia na bunkovu stenu vo Stvrtej hodine ich pdsobenia prevladali
bunky bez potencialu u oboch pacientov (vid’ grafy ¢. 8b a 8c). Po pdsobeni oxacilinu aj po
Stvrtej hodine mdzeme vidiet’ zastipenie buniek so zachovanym membranovym potencidlom,
naproti tomu po pdsobeni vankomycinu je len minimalne mnoZzstvo buniek so zachovanym

membranovym potencidlom.

Je zreymé, ze kazdé antibiotikum, ktoré sme pouzivali posobi na fyziologicky stav
prezivSich baktérii roznym spoésobom. Kazdé z tychto antibiotik mé rozdielne pole pdsobenia.
Ciprofloxacin inhibuje gyrdzu, kym oxacilin inhibuje transpeptidaciu a karboxypeptidaciu pri
syntéze peptidoglykdnu vézbou na proteiny viaZzuce penicilin (PBP) urastiicich buniek.
Vankomycin inhibuje syntézu bunkovej steny vdzbou na stenové prekurzory, ktoré tak nemozu

tvorit’ zosiet'ovanie pomocou transpeptiddz a dochadza tak k zastaveniu rastu.

Podl’a tychto poznatkov je zrejmé, Ze oxacilin a vankomycin razantne indukuj znizeny
membranovy potencial. Na znizeny membranovy potencial u S. aureus mé vacsi vplyv zvolené
antibiotikum ako genetické pozadie izolatu. Meranie fyziologického stavu pomocou
prietokového cytometra nie je Uplne vypovedajlica informdcia o perzistentnom stave, pretoze
strata membranového potencidlu sa nedd korelovat’ s mierou perzistencie, ktorti sme ziskali
stanovenim CFU. Po posobeni antibiotika ciprofloxacinu na prietokovom cytometri sme

namerali vZdy va¢Sie mnozstvo buniek so zachovanym potencialom ako sme stanovili pomocou

CFU.
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Redoxny potencial sme merali spolone s expresiou génu sigB. Zvolila som
fluorescencnu farbu CTC, ktora udava redoxny potencidl buniek a spektra s GFP je mozné
spolu merat’ dohromady, pretoze sa neprekryvaju. Do chronologickych izolatov prvého
pacienta som preto pomocou techniky transdukcie vniesla plazmid pCNsigBtet, ktory ma
promotorova sekvenciu génu sigB fizovanu s GFP. Pomocou tohto plazmidu a prietokového
cytometra, ktory detegoval fluorescenciu GFP sa mi podarilo pozorovat’, ¢i pdsobenie antibiotik
indukuje obecnu stresovi odpoved’ a ktoré typy buniek po posobeni antibiotik hyna. Tento
plazmid som sa pokusila vniest’ pomocou techniky transdukcie aj do chronologickych izolatov
druhého pacienta, avSak neuspesne. Po sekvencnej analyze izolatov a fagov ¢80 a ¢11 bolo
zistené, ze sa jedna o lyzogény tychto fagov, a preto s najvacSou pravdepodobnost'ou nebola

transdukcia uspesna.

Pre rozoznanie zivych a mftvych buniek som zvolila fluorescen¢nu farbu DAPI, ktora
sa vSak ukézala ako nevhodnad, pretoze vd’aka roznym bakterialnym transportnym systémom sa
dostavala ako do odumretych buniek, tak farbila DNA i buniek s aktivnym redoxnym
potencidlom. Bunky akumulujice DAPI som preto nevyhodnocovala. Pre budice merania je
preto potrebné v kombinacii CTC zvolit’ vhodnejsiu fluorescencnu farbu na rozlisenie zivych

a mftvych buniek.

U vSetkych chronologickych izolatov prvého pacienta méZeme vidiet', Ze prevladaju
bunky, ktoré produkuju GFP aj v Case to, po aplikacii antibiotik dosSlo k zvySeniu populacie
buniek s exprimovanym GFP, ¢o ndm napoveda, Ze nami pouzivané antibiotika indukuju
expresiu sigB operdonu. Zaujimavé je, ze aj v Case to mdézeme zaznamenat bunky, ktoré
produkuju GFP. Rola tohto sigma faktoru nie je u S. aureus uplne objasnena a si¢asné prace
viac skimaju jeho tcast’ v regulacii virulencie ako adaptécii na stres (Jenul a Horswill 2019).
Po Styroch hodinach pdsobenia antibiotik ciprofloxacinu, oxacilinu a vankomycinu prevladali
bunky s exprimovanym GFP, ¢o naznacuje, Ze urcitl rolu v nastoleni perzistentného stavu hrat’

bude, ale je potrebné tito spojitost’ d’alej preukazat’.

Po pdsobeni ciprofloxacinu u vSetkych izoldtov okrem izolatu 41A, kde prevladaja
bunky so zachovanym redoxnym potencidlom, postupom casu bunky stracaji svoj redoxny
potencidl a vicSina z nich exprimuje sigB (vid grafy €. 9a — 9d). Rovnaky trend moZeme
pozorovat aj u antibiotik oxacilinu a vankomycinu, kde postupom casu u vSetkych
chronologickych izolatov prevladaji bunky so zniZenym redoxnym potencidlom a vécSina

tychto buniek exprimuje sigB (vid’ grafy ¢. 10a— 10d a 11a— 11d).

117



Z uvedenych mézeme posudit, Ze po posobeni antibiotika ciprofloxacin sice bunka
zachovava svoj membranovym potencial, avSak svoj redoxny potencial znizuje. Pri antibiotik
oxacilin a vankomycin bunka postupom ¢asu straca ako svoj membranovy potencial tak aj svoj
redoxny potenciadl. Redoxny potencial ndm viac vypovedd o zivotaschopnosti/respiracnej

aktivite bunky, a tym moéze byt i lep$im ukazovatel'om fyzioldgie perzistentnych buniek.

Zaroven som bola schopna rozlisit’, ktora populacia s redoxnym potencidlom a bez
redoxného potencialu exprimuje sigB podla signalu reportérového GFP. Jeho expresia bola
zaznamenana ako v bunkach s redoxnym potencial i bez redoxného potencidlu a tychto buniek
bola vicsina (vid’ grafy ¢. 9a—9d, 10a—10d, 11a— 11d). V priebehu krivky hynutia sa zvySoval
pocet buniek sexprimovanym GFP abez redoxného potencidlu u vSetkych sledovanych
antibiotik. To by ukazovalo na to, Ze na tvorbu perzisterov ma vplyv ako strata redoxného

potencialu, tak aj expresia sigB.

V d’alSej Casti mojej prace sme stanovili mieru génovej expresie u troch izolatov prvého
pacienta, o ktorych vieme, ze ovplyviiuji mieru pezistencie a u ktorych sme stanovili mieru
expresie sigB prietokovou cytometriou. Expresia génu alternativneho sigma faktora B sa mierne
zvysila u izolatov 39A a 40A po troch hodin pdsobenia ciprofloxacinu a oxacilinu oproti
kontrole (kultara bez antibiotika) (vid’ graf ¢. 12). Vysledky RT qPCR a prietokovej cytometrie
uplne nekoreluju. Vo vysledkoch prietokovej cytometrie doslo k zvySeniu expresie GFP uz po
30 minutach posobenia antibiotik. Vysledky z qPCR a cytometrie nemozno Uplne zrovnavat,
pretoze qPCR zaznamenava zmeny v expresii v celej populacii buniek, viac — menej nam ale
potvrdili, Ze i na urovni mRNA génu sigB dochadza k zvySeniu jeho expresie po pdsobeni

antibiotik.

Expresia génov mazEF bola zvySena u vSetkych troch izolatov po troch hodin pdsobenia
antibiotik (vid’ graf €. 13). MazEF st génmi TA systému. TA systémy sa spajaju s perzistenciou
ale skor u G baktérii, ako E. coli alebo Pseudomonas. U S. aureus, ktora je G* baktéria nebol

preukazany vzt'ah medzi TA systémom a perzistenciou (Helaine a Ronneau 2019).

U génu agrd sme zaznamenali mierne zvySenie expresie po pdsobeni antibiotika
oxacilin po troch hodinach pdsobenia u vSetkych troch izolatov. Expresia tohto génu
u ostatnych antibiotik a ¢asoch bol skor downregulovany (vid’ graf €. 14). Gén agrA je hlavnym
regulatorom dvojkomponentového systému agrCA a reguluje expresiu ako RNAIII tak aj PSM
molekual. Ako RNAIII tak aj PSM molekuly su zapojené do virulencie S. aureus. Pocas
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perzistentného stavu je vSak virulencia potla¢ana, a tym padom iexpresia génu agrd je

inhibovana (Wang a Muir 2016; Xu et al. 2017).

Expresia génu rnalll bola zvysena po troch hodinach posobenia oxacilinu u vsetkych
izolatoch a po 30 minttach pdsobenia oxacilinu u izolatu 41 A (vid’ graf ¢. 15). Expresia tohto
génu oproti kontrole vSak nebola az tak vyrazne zvySend a pri ostatnych antibiotikdch jeho
expresia bola skor potlacana. RNAIII reguluje produkciu virulenénych faktorov, preto je
exprimovany hlavne pri akutnych infekciach a pocas chronickej infekcie je jeho expresia

potlacana (Wang a Muir 2016).

Metoda stanovenia génovej expresie je vhodnd k pozorovaniu molekuldrnych
mechanizmov perzsitencie, o jej miere vSak vela nevypovedd. Vzhladom k heterogenite
perzisterov sa neda prili§ oCakavat, ze miera expresie jedného alebo viac génov bude
v buducnosti dostatocne vhodna pre pouzitie v klinickej praxi pri detegovani perzisterov.
Kombinaciou RT qPCR a prietokovej cytometrie a merania redoxného potencialu by sa vSak

mohli perzistentné bunky l'ahSie detegovat’.

V poslednej Casti mojej prace som sa zaoberala deléciou génu agrd v izolatoch, ktoré
neniesli ziadne mutacie v Agr lokuse. Tuto deléciu som chcela previest pomocou CRISPR —
Cas9 systému. Pomocou tejto delécie som mohla stanovit mieru schopnosti perzistovat’
mutovanych 1zol4tov a porovnat’ ich mierou schopnosti perzistovat’ izolatov bez mutacie alebo

s mutaciou v géne sigB, a tak preukazat rolu agr4 génu pri tvorbe perzisterov.

Pre deléciu génu agrd som pouzila plazmid pCasSA navrhnuty Chenom a jeho
kolektivom, ktory pouziva CRISPR — Cas 9 systém pre Upravu gendmu S. aureus. Do tohto
plazmidu je mozné vlozit’ 'ubovol'ny spacer ako aj inzert. Pomocou Golden gate ligacie som
vlozila spacer do plazmidu a po vytvoreni celkového inzertu, ktory pozostaval z upstream
a downstream casti som pomocou liganej reakcie vlozila aj inzert do plazmidu. Takto
pripraveny plazmid som transformaciou preniesla do buniek E. coli IMO8B, ktoré umoziuji
Specificku stafylokokovu modifikdciu DNA. Po izolacii plazmidov z E. coli IMOSB som sa
plazmidy pokusila najprv preniest do S. aureus RN4220, ktory ma defektny restrikéno -
modifikaény (RM) systém. BohuZial’ aj po niekol’kych pokusoch po elektroporacii plazmidu do
tychto buniek nepodarilo ziskat’ transformanty. Po elektroporacii plazmidu do pozadovaného
klinického izolatu sa mi podarilo ziskat’ prislusné transfomanty, avSak tieto transformanty

nemali deléciu génu agrA.
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Neuspech vytvorit’ deléciu génu agrA moze spocivat’ v tom, ze homologna Cast’ inzertu
v downstream oblasti nie je dostato¢ne dlhé, a preto medzi homoldégnymi tisekmi s gendémovou
DNA nedoslo k homolognej rekombinacii. Primery navrhnuté Chenom a jeho kolektivom boli
navrhnuté do variabilnej oblasti pre Agr typ I, avSak moje izolaty mali Agr typ II a III, preto
bolo potrebné primery upravit’ a tym downstream oblast’ inzertu skratit’. Nastava tu aj moznost’,
ze plazmid je RM systémom klinickych izolatov Stiepeny a plazmid nezotrva v bunke

dostatocne dlho, aby doslo k expresii Cas9 endonukleazy.

Jednym z rieseni by mohol byt vytvorenie plazmidu s novym a vhodnej$im inzertom,
ktory by ale vytvoril len netiplnu deléciu génu agrd. Je mozné pouzit’ aj rozne kmene E. coli

s rozlicnym RM systémom ako medzi krok pred samotnou mutagenézou v S. aureus.

Podrla zatial’ znamych informécii mézeme povedat’, ze perzistencia, jej vznik a priebeh
je komplexny dej do ktorého sa zapajajii rozne mechanizmy a neexistuje univerzalnost’ medzi
jednotlivymi bakteridlnymi druhmi. Kombinacia rdéznych technik ako aj skiimanie réznych
parametrov, fyziologickych stavov perzistentnych buniek ndm mdzu pomdct’ lepSie porozumiet’

dejom suvisiacich s perzistenciou.

Kombinacia rdéznych antibiotik, ktoré maji rozdielne pole pdsobenia, je mozné
perzistentné bunky odstranit’. Dalej antibiotikami, ktoré necielia na bunkové procesy, ktoré
vyzadujl energiu a rast buniek, ale aktivuji enzymy, ktorym je napr. ClpP proteaza, ktora zahaji
nekontrolovanii proteolyzu, je tiez mozné proti perzisterom bojovat’. DalSou stratégiou v boji
proti perzisterom je navratit’ dormantny stav dezagregaciou proteinov, ktoré si pre bunkové

procesy esencialne, a to pomocou Saperonov DnaK a ClpB (Wilmaerts et al. 2019).
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6 Suhrn

Cielom mojej prace bolo sledovanie miery schopnosti perzistovat u vybranych

chronologickych izolatov, a to ako sa tato schopnost’ meni v priebehu adaptéacie na hostitel’a,

a ako je tdto zmena ovplyvnena ziskanymi mutaciami. Dalej som mala za ulohu preukézat

vplyv jednotlivych adaptaénych mutacii ako v geneticky neutrdlnom pozadi (S. aureus

RN4220), tak aj u jednotlivych chronologickych izolatov aich vplyv na mieru schopnosti

perzistovat’.

V mojej diplomovej prace boli dosiahnuté tieto ciele:

1)

2)

3)

4)

5)

Pomocou krivieck hynutia som zistila mieru schopnosti perzistovat u
vybranych chronologickych izolatov od dvoch pacientov trpiacich cystickou fibrézou
a zistila som, ze schopnost’ perzistovat’ stipa s adaptaciou izolatu. TaktieZ som zistila,
Ze mutanty v géne sigB maju vysSiu mieru schopnosti perzistovat’.

Sledovala som vplyv roznych antibiotik na membranovy potencidl pomocou prietokovej
cytometrie auréila som zastipenie subpopuldcii v priebehu posobenia antibiotika.
Kazdé antibiotikum malo odlisny vplyv na membranovy potencidl prezivsej
subpopulécie buniek.

Taktiez som sledovala vplyv antibiotik na redoxny potencial bunky pomocou
prietokovej cytometrie aur€ila som jednotlivé subpopulacie buniek v priebehu
pOsobenia antibiotika. Zistila som, ze v subpopulacii prezivSich buniek prevladali
bunky so znizenym redoxnym potencidlom, a to po posobeni vSetkych troch antibiotik.
Stanovila som mieru génovej expresie pre gény, ktoré sa davaju do spojitosti
s perzistenciou. Zistila som ze gény agrA a rnalll, ktoré st sucast'ou agr operéonu su vo
vécsine pripadov inhibované po posobeni nami Studovanych antibiotik.

Upravila som plazmid pCasSA aby bol vhodny pre vytvorenie delécie génu agr4. Mieru
schopnosti perzistovat’ som bohuZial’ nevedela stanovit’ u mutant s deléciou génu agrA,
nakol’ko sa mi nepodarilo takyto mutant vytvorit. Na r6zne pri¢iny neuspechu pri

uprave genomu S. aureus som poukazala a navrhla mozné rieSenia tohto problému.
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