


Zapis ze schlize vyboru Genetické spolec¢nosti Gregora Mendela, ktera se konala
dne 22. 5. 2013 v Brné

Misto konani: )
Pracovna feditele Ustavu experimentalni biologie (pavilon Al7, mistnost 431,
Prirodovédecka fakulta MU v Brné - Bohunicich, Kamenice 753/5)

Pritomni (bez tituld): DodkaF, Kodova, Malachova, Smarda, Vojtiskova, Zeleny
Dr. O. Dostal jako host

Omluveni: Angelis, Cellarova, Knoll, Kormut'dk, Masek, Miadokova, Nesvera,
Relichov4, Slaninov4, Seda, Tomaska, ZadraZzil

Program schdze:

. Informace o ¢innosti vyboru za uplynulé obdobi

. Zpréva o stavu uctu

. Zhodnoceni naplné posledniho €isla IL a pfiprava obsahu dalSiho Cisla
. Kontrola stavu ¢lenské zakladny

. Pfiprava konference GSGM v roce 2014 a plan ¢innosti na dalSi obdobi
. Stav pfihlaSek do soutéZze o Cenu GSGM 2014

. Navstéva dr. O. Dostéla, feditele Mendelova muzea MU v Brné

. RGzné

O~NO OIS WNE

ad 1) Schazi zahdjil prof. DoSkafF, ktery pfivital pfitomné a omluvil nepfitomné ¢leny
vyboru pro nemoc, vyuku a pfednasky v zahranici. V tvodu bylo vzpomenuto umrti
dlouholeté spolupracovnice, ¢lenky GSGM, doc. RNDr. Jarmily Hendrychove, CSc.
z UK Praha. Cest jeji pamatce!

Byla provedena kontrola Ukoll z jednani posledni vyborové schiize GSGM (listopad
2012):

a) Poradani prednaskovych cykll na aktualni témata z genetiky by mohlo byt realizo-
vano v uzké spolupraci s Mendelovym muzeem v Brné (viz bod jednani s dr. Dosta-
lem).

b) Byla provedena aktualizace seznamu ¢leni GSGM (dr. Ko€ova). Seznam bude
uverejnén v pfipravovaném ¢isle 41 Informacnich listu.

c) Vybor se zabyval dosud nevyuZivanou moznosti uvefejnéni informaci o pofadani
odbornych akci, pfedndsek, seminafu na jednotlivych genetickych pracovistich na
webovych strankach GSGM (knoll@mendelu.cz) pro SirSi odbornou verejnost.

d) Pfiprava genetické konference 2014 v Praze (viz bod 5).

e) Vybor dosud neobdrzel zadnou pfihlaSku do soutéZze o Cenu GSGM. Navrzena
opatfeni viz bod 6.

ad 2) Prof. Knoll zaslal zpravu o stavu U¢tu a konstatoval, ze se zlepSila aktivita
Clenské zakladny v placeni pfispévkld. Na Gctu spolenosti za ¢eskou ¢ast GSGM je
Castka 27 804 K&. Vybor souhlasil s vyuzitim Casti téchto prostiedkd na zlepSeni
grafické upravy IL. Za slovenskou ¢ast GSGM zpravu vypracuje doc. Slaninova a obé
zpravy o hospodareni za GSGM budou soudasti obsahu Informacnich listd €. 42.



ad 3) Vybor kladné hodnotil stoupajici odbornou a grafickou uroven IL, zejména
posledniho €. 40, jehoZ hlavni naplni byly ¢lanky tykajici se odkazu J. G. Mendela
pro soucasnost a zhodnoceni odbornych akci, pofadanych pfi pfilezitosti 190. vyroci
jeho narozeni. Soucasti IL byl odborny ¢lanek |I. Kovacikové, informace o ¢innosti
RNA klubu (T. Masek) a pfedstaveni historie a éinnosti Ustavu biologie a lékafské
genetiky 1. LF UK (O. Seda). ,Perlicky ze 3kolnich lavic* zaznamenané b&hem
pedagogické kariéry prof. J. Smardou z Biologického Ustavu LF MU byly Gsmévnou
teCkou za obsahové zdafilym Cislem 40.

Pfipravované nové &islo IL, jak uved! redaktor prof. Smarda, bude sestaveno ze tfi
autoreferatt Uspésné obhajenych disertadnich praci na Ustavu experimentalni biolo-
gie PFF MU z oblasti genetiky a molekularni biologie. Zafazovani autoreferati jako
odbornych ¢lankua v IL bylo jednim z navrh( vzeSlych z odpovédi ¢lent na dotaznik
k ¢innosti GSGM v roce 2012. Dale bude v pfipravovaném cisle IL uvefejnén aktualni
seznam c¢lend s uvedenim evidenéniho Cisla a pracovisté (zatim ¢eské Casti ¢lenské
zakladny), vyzva pro mladé védeckeé pracovniky k ucasti v soutézi o Cenu GSGM pro
rok 2014, a ¢lanek prof. Matalové o ¢innosti Mendeliana. Redakéni uzavérka IL €. 41
je 31. 5. 2013.

ad 4) Vybor jednomysiné pfijal nového &lena GSGM Dr. A. Sipka, Jr. z Ustavu
biologie a Iékarské genetiky 1. LF UK. Po zafazeni do seznamu ¢lent GSGM mu
bude zaslano elektronicky ¢lenské ¢islo.

Vybor souhlasil s ukon&enim ¢lenstvi GSGM Dr. S. Rakouského na jeho vlastni za-
dost. Dr. M. Mokrej5 musi pozadat o ukon€eni ¢lenstvi v GSGM pisemné (viz
Stanovy GSGM) (dr. MaSek).

Vroce 2012/13 bylo pfijato 13 novych Clend, ke dni 22. 5. 2013 ma Ceska cast
GSGM 77 &lenu. Aktualni seznam zpracuje dr. KoCova a preda prof. Smardovi, prof.
Knollovi a ¢leniim vyboru. Seznam ¢&lenu slovenské ¢asti bude upfesnén doc. Slani-
novou.

ad 5) Dr. Ko¢ova informovala vybor o stavu pfiprav Genetické konference v roce
2014. Termin konani konference — zafi 2014 (konkrétni datum bude upfesnéno).
Navrhovany odborny program bude zahajen historii vzniku a prehledem d&innosti
Katedry genetiky a mikrobiologie PFF UK za obdobi padesati let. Dale program bude
sestaven z plenarnich prednasek prednich €eskych a slovenskych odborniki na
aktualni témata, tykajicich se oblasti genetiky a molekularni biologie. Nedilnou
soucasti pak bude zarazeni pfednasky vitéze Soutéze o cenu GSGM.

Zatim je diskutovan vybér mista konani v Praze tak, aby splfiovalo kritéria pro pfed-
naskovou cinnost, ubytovani, stravovani a vyhovoval i po strdnce ekonomickeé.
Vytipovano je nékolik lokalit, v pribéhu prazdninovych mésici bude provedeno
poptavkové Fizeni a upfesnén vybér (dr. Kocova, dr. PospiSek).

Vybor konstatoval, Ze organizace a pfiprava konference pracovniky pofadajici
Katedry genetiky a mikrobiologie PFfF UK probih& podle planu.

ad 6) Vybor dosud neobdrzel Zzadnou pfihlasku do Soutéze o cenu GSGM pro mladé
védeckeé pracovniky a domniva se, Ze jednou z pficin tohoto stavu je nizka informo-
vanost. Vybor navrhl, aby do pfipravovanych IL byla znovu vioZena vyzva k Ucasti
v soutézi (dr. VojtiSkova, viz pfiloha k zapisu).



Dr. Zeleny z M.G.P. Zlin nabidl pomoc pfi pfipravé informacéniho letaku, ktery bude
rozmistén na potencialné zainteresovana pracovisté. Podminky a Statut Ceny GSGM
byl uvefejnén v IL &. 40 a je umistén na www. gsgm.cz.

Vybor vyzyva ¢leny GSGM, aby o soutézi informovali ha svych pracovistich a podpo-
fili aktivni u¢ast svych mladych kolegu.

ad 7) Pozvéani prof. DoSkafe k ucasti na jednani vyboru GSGM pfijal dr. O. Dostél,
feditel Mendelova muzea MU. Vybor byl seznamen s pracovnimi navrhy tykajicimi se
spoluprace muzea s GSGM. Jednalo by se zejména 0 moznost poradat seminare a
prednéasky v prostorach muzea (bez Ghrady prondjmu). Reditelstvi nabizi pro &leny
GSGM rovnéz bezplatnou Ucast na vystavach poradanych MM a soucasné vita od-
bornou pomoc pfi pfipravé specialnich vystav. V diskusi byly zminény moZznosti pora-
dani kurst pro stfedoSkolské ucitele na aktualni témata genetiky, udéleni certifikatl
GSGM o ucasti apod.

Vybor navrhl pfipravit ,Smlouvu o spolupraci“ do podzimu 2013 tak, aby spoluprace
mohla byt oficialné zahajena v pfistim roce (prof. Doskar). Bylo konstatovano, ze
Uzké spoluprace za Gcasti ¢lend GSGM z fad pracovnikil Ustavu experimentalni
biologie a dalSich odborniku jiz fadu probiha (viz zapis z jednani vyboru GSGM ze
dne 21.11. 2012 - IL €. 40, str. 3-4).

PFisti vyborova schize se bude konat v listopadu 2013. Pro zajisténi maximalni
Gcasti €lenu vyboru na jednani budou v delSim ¢asovém predstihu navrzeny nejmeéné
tfi terminy tak, aby termin vyhovoval vétSiné ¢len( vyboru.

Zapsala M. VojtiSkova

VYZVA  SoutéZ o Cenu GSGM v roce 2014

Vazené kolegyné a kolegové,

v zafi 2014 se uskutecni geneticka konference v Praze, jejiz nedilnou soucasti je
prezentace odbornych vysledkd studentd a mladych védeckych pracovnikl. Vybor
GSGM pii této prilezitost vyhlasil jiz paty ro¢nik Soutéze o cenu GSGM dotovanou
spole¢nosti M.G.P. s.r.o. Zlin finanéni ¢astkou 2000 EUR. Statut Ceny GSGM a
vesSkeré dalSi informace jsou k dispozici na internetovych strdnkach spoleénosti
(www.gsgm.cz).

Vybor vyzyva vSechny své Cleny a dalSi pedagogické a védecké pracovniky, aby
podpofili t¢ast svych mladSich kolegl v soutézi o cenu GSGM, kterym se tak nabizi
moznost ziskat prestizni ocenéni GSGM a prezentovat vysledky své vyzkumné
¢innosti na genetické konferenci.

Prihlasky do sout ézZe se pfijimaji do 30. dubna 2014 na adrese:
Vybor Genetické spole¢nosti Gregora Mendela

Ustav experimentalni biologie

Pfirodovédecké fakulta Masarykovy univerzity

Kotlarska 2

611 37 Brno

Vybor GSGM
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PRACOVISTE

Ustav experimentalni botaniky AV CR, v.v.i., Na
Karlovce 1a, 160 00 Praha 6

Ustav genetiky, Fakulta veterinarniho Iékafstvi,
Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno,
Palackého 1/3, 612 42 Brno

Ustav experimentalni biologie, PFirodovédecka
fakulta MU, Kotlafsk& 267/2, 611 37 Brno

Ustav technologie potravin, Agronomické fakulta
MENDELU, Zemédélskéa 1, 613 00 Brno

Katedra biologie a ekologie, Pfirodovédecka
fakulta OU, Chittussiho 10, 701 03 Ostrava
Ustav experimentalni botaniky AV CR, v.v.i.,
Sokolovska 6, 772 00 Olomouc

Ustav experimentalni biologie, Pfirodovédecka
fakulta MU, Tvrdého 450/14, 602 00 Brno

Ustav molekularni genetiky AV CR, v.v.i.,Videriska
1083, 142 20 Praha 4

Ustav morfologie, fyziologie a genetiky zvifat,
Agronomické fakulta MENDELU, Zemédélska 1,
613 00 Brno

Biofyzikalni ustav AV CR, v.v.i., Kralovopolska
135, 612 65 Brno

Katedra genetiky a mikrobiologie, Pfirodovédecka
fakulta UK, Vini¢éna 5, 128 43 Praha 2
Biofyzikalni Gstav AV CR, v.v.i., Kralovopolska
135, 612 65 Brno

Ustav biologie a lékafské genetiky, 2. Lékaiska
fakulta UK, V Gvalu 84, 151 12 Praha 5 - Motol
Ustav molekularni genetiky AV CR, v.v.i.,
Videnska 1083, 142 20 Praha 4

Vyzkumny Ustav potravinafsky, Radiova 7, 102 00
Praha 15

Ustav biologie rostlin, Agronomické fakulta
MENDELU, Zemédélska 1, 613 00 Brno

Katedra biologie, Pedagogicka fakulta MU, PofFici
7, 603 00 Brno (bydlisté: Koniklecové 2, 634 00
Brno)

Biotechnologicky Ustav AV CR v.v.i., Videfiska
1083, 142 20 Praha 4

Katedra genetiky a mikrobiologie, Pfirodovédecka
fakulta UK, Vini¢na 5, 128 43 Praha 2

Fakulta veterinarniho lékafstvi VFU, Palackého
1/3, 612 42 Brno

Podlesi 24, 624 00 Brno
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613 00 Brno
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Videnska 1083, 142 20 Praha 4

Katedra genetiky a mikrobiologie, Pfirodovédecka
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135, 612 65 Brno

Biofyzikalni ustav AV CR, v.v.i., Kralovopolska
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NOVINKY ZE SVETA GENETIKY

Odpoledne s DNA k 60. vyro €i objevu struktury DNA

Eva Matalova

Ustav Zivogisné fyziologie a genetiky AV CR, v.v.i., Laboratof embryologie Zivogichd,
Vevefi 97, 602 00 Brno

V letoSnim roce uplynulo 60 let od objevu struktury DNA. Za tento vyznamny
objev, ktery nastartoval éru molekularni biologie, byla udélena Nobelova cena za
fyziologii/medicinu v roce 1962. StéZejni prace D. J. Watsona a F. H. C. Cricka vySla
v Casopise Nature 25. dubna 1953. O Sedesat let pozdéji pfipravilo Mendelianum
MZM Brno ve spolupraci s Mendelovou univerzitou na 25. duben 2013 dalsi ro¢nik
vzdélavaciho cyklu Odpoledne s DNA uréeného pro studenty, pedagogy, ale i Siro-
kou vefejnost. Tyto akce jsou tradicné zaméfeny predevSim na pFfimé praktické
zkuSenosti s védou a vyzkumem formou "hands-on experience" a jsou proto otevira-
ny jen pro limitovany pocet uc¢astnikud. V letoSnim roce bylo jako hlavni téma vybrano
sekvenovani DNA. Mendelova univerzita ve svych molekularnich laboratofich nabidla
jak seznameni s metodami sekvenovani DNA, tak s jejich praktickym vyznamem.
Ugastnici méli k dispozici protokoly a laboratorni odpoledne bylo uzavieno diskusi
vysledkl ziskanych ze sekvenatoru. SoucCésti akce byla také prfednaska doc. T.
Urbana na téma genomika pro moderni Slechténi.

Informa €ni listy GSGM, 2013, 41: 7



Mendel Forum 2013

Eva Matalova

Ustav zivogisné fyziologie a genetiky AV CR, v.v.i., Laboratof embryologie Zivogich(,
Vevefi 97, 602 00 Brno

Mendelianum MZM Brno v letoSnim roce
opét nabidlo popularné-védeckou konferenci
z cyklu Mendel Forum. Tyto akce jsou uréeny
zejména pro studenty, pedagogy, ale také
Sirokou verejnost. Konference Mendel Forum
2013 se konala 26. dubna 2013, tentokrat na
Veterinarni a farmaceutické univerzité Brno,
kter4 se na organizaci setkani podilela. Mendel
Forum navazovalo na Odpoledne s DNA, které
probéhlo 25. dubna 2013 na Mendelové uni-
verzité u pfilezitosti pfipomenuti 60 let od obje-
vu struktury DNA.

LetoSni ro¢nik Mendel Forum byl zamé-
fen na indukované pluripotentni kmenové buni-
ky, téma ocenéné nejaktualnéjSi Nobelovou
cenou za fyziologii/medicinu. Bohata diskuse
probihala zejména po pfednasSce Dr. T. Barty,
ktery na uvedené problematice v soucasné
dobé pracuje na univerzit¢ v Newcastlu ve
Velké Britanii. Béhem prednasky byl vysvétlen
postup, jak lze somatické bunky ,pfeprogra-

MENDEL FORUM

movat‘ na kmenové a z nich potom vytvofit libovolny bunécény typ (tk&n, organ).
Kromé zcela novych obzor( pro regenerativni medicinu byly zminény také limitace
aplikace kmenovych bunék a néktera rizika, ktera jejich praktické vyuziti zpomaluji.

Soucasti  konference bylo
také pracovni setkani zakladniho
expertnino tymu projektu Mende-
lianum — atraktivni svét genetiky,
ktery aktualné pfipravuje prezenta-
ce brnénskych pracovist védy a
vyzkumu v nové pfipravovaném
navstévnickém centru. Mendel Fo-
rum nabidlo také informace o
probihajicich projektech z oblasti
genetiky, fyziologie a laboratorni
diagnostiky, do kterych se mohou
Ucastnici zapojit. Sbornik z konfe-
rence a informace o dalSich aktivi-

tach Mendeliana jsou dostupné na www.mendelianum.cz.
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Mendelovo Brno ve €tyfech ro €nich obdobich - fotosout &z

Eva Matalova

Ustav Zivogisné fyziologie a genetiky AV CR, v.v.i., LaboratoF embryologie Zivog&ich,
Vevefi 97, 602 00 Brno

Mendelianum Moravského zemského muzea nabidlo v lofiském roce vystavu
Prazdninové toulky Mendelovym Brnem a publikaci Mendelovo Brno, které seznamily
zajemce s fadou znamych i méné zndmych mist spojenych s védeckou, kulturni a
dalsi ¢innosti J. G. Mendela v Brné z pohledu odbornika.

LetoSni fotosoutéz je vyzvou (nejen) pro Briany, aby zachytili Mendelovo Brno
z pozice Siroké vefejnosti, ktera jim denné prochazi. FotosoutéZ je oteviena na
strankach www.mendelianum.cz a probiha ve &tyfech cyklech. Zima v Mendelové
Brné je jiz uzaviena (obr. 1), do 21. 6. 2013 je mozné zasilat fotografie do cyklu Jaro
v Mendelové Brné. Fotografie jsou prubézné zvefejiiovany na internetovych stran-
kach. O vitézi rozhoduji navstévnici webovych stranek, na kterych je k dispozici moz-
nost hlasovani o tfi nejlepSi snimky z kazdého cyklu. Pro (nejen) fotografickou inspi-
raci si Mendelianum dovoluje pozvat na virtualni prochazku Mendelovym Brnem,
kterd je spole¢né s dalSimi aktualnimi informacemi dostupn& na webovych strankach
www.mendelianum.cz.

Vitézové fotosoutéZe - Zima v Mendelové Brné
1. misto 2. misto 3. misto

Obrazek 1. Vitézné snimky soutéZe Zima v Mendelové Brné.

Prof. RNDr. Eva Matalova, Ph.D. (e-mail: matalova@iach.cz) je
védeckou pracovnici Ustavu zivogisné fyziologie a genetiky Akademie
véd CR, v.v.i., profesorkou fyziologie a farmakologie (Fakulta
veterinarniho |€karstvi, Veterinarni a farmaceutickd univerzita Brno) a
spolupracuje s Mendelianem MZM.
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Uloha bakteriofag @ v horizontalnim p fenosu gen @ u druhu Staphylococcus
aureus

Ivana Masla nova

Ustav experimentalni biologie, Pfirodovédecka fakulta Masarykovy univerzity,
Kotlarska 2, 641 37 Brno

Abstrakt

Rychla evoluce stafylokokovych druhl pfispiva ke znaéné variabilit¢ kmenl a
ke vzniku novych klonu. PFi¢inou je pfedevsim ziskavani novych gent odpovédnych
za vzrUstajici virulenci a rezistenci k antibiotikim prostfednictvim horizontalniho
pfenosu gend (HGT). Je obecné pfijimano, Ze vtomto procesu hraji hlavni roli
temperované bakteriofagy a predpoklada se, Ze pfispivaji k Sifeni mobilnich gene-
tickych elementd (MGE) vcéetné stafylokokové chromozomové kazety mec
(SCCmec). Zavazny medicinsky problém predstavuji kmeny druhu Staphylococcus
aureus rezistentni k meticilinu (MRSA). V soucasné dobé je popsano 11 rlznych typ(
SCCmec elementl, které nesou gen mecA odpovédny za rezistenci k meticilinu.
Pfesny mechanismus pfenosu a evoluce tohoto elementu jsou stale diskutovany a
jsou pfedmétem dalSiho vyzkumu. Tato prace je zaméfena na vyvoj a optimalizaci
vhodné techniky pro detekci a kvantifikaci bakteridlnich gent ve fagovych ¢asticich
pomoci kvantitativni ,real-time* PCR (gPCR). Byla stanovena frekvence sbalovani
12ti rdznych bakterialnich genl v&etné genl lokalizovanych na SCCmec, stafylo-
kokovém ostrové patogenity (SaPl) a genomickych ostrovech. Hlavnim a novym
vysledkem je zjisténi, Zze bakteriofagy sérologické skupiny B sbaluji ¢asti SCCmec
elementu (ccrAl a mecA) do svych kapsidi a mohou tak pfispivat k evoluci a Sifeni
novych kloni MRSA. Dosazené vysledky ukazuji, ze ¢asti SCCmec elementd je
mozné detekovat také ve virionech indukovanych bakteriofagl pfirozené se vyskytu-
jicich u Kklinickych kmenu.

Uvod

Rezistence k antibiotikiim predstavuje v globalnim méfitku nartstajici problém,
ktery je vysledkem nadmérného pouzivani antimikrobialnich latek a rozsahlé migra-
ce lidské populace. AvSak celkova odolnost a virulence bakterii je vymezena jejich
zakladni genetickou sestavou (Lindsay a Holden, 2004). Znaky, které uréuji schop-
nosti bakterialnich klonl stat se celosvétové rozSifenymi, jsou dodnes z velké &asti
neznamé. Multirezistentni grampozitivni koky jako stafylokoky, enterokoky a strepto-
koky, a také nékteré gramnegativni bakterie se stavaji vice a vice rozSifenymi.
Zpusoby Sifeni, prfezivani a celosvétové rozsifeni klon téchto bakterii rezistentnich
k antibiotikim predstavuji dulezité problémy humanni mediciny. Mimofadnou dulezi-
tost ma druh S. aureus, jelikoz patfi mezi hlavni pavodce infekci souvisejici s nemoc-
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niéni péci (nozokomialni) a komunitnich infekci. Geny kodujici rezistenci k anti-
biotikim se pfirozené vyskytuji v populaci mikroorganismd a mohou byt pfenasSeny
mezi riznymi bakterialnimi druhy prostfednictvim mobilnich genetickych elementud
(MGE). Tento proces oznacovany jako horizontalni pfenos gend (HGT) hraje vy-
znamnou roli v evoluci mikrobialnich genom a pfispiva ke genetické variabilité pato-
gennich bakterii.

PredloZzen& prace se zabyva studiem HGT zprostifedkovaného bakteriofagy u
kmenu MRSA. Bakterialni druh S. aureus je jeden z nejvyznamnéjSich a nejza-
mikrofléry a nevyvolava zadné obtize. Na druhé strané u jedinci se snizenou imu-
nitou muze vyvolat celou fadu onemocnéni od béznych hnisavych koznich infekci
nebo abscesu az po osteomyelitidy, endokarditidy, pneumonie nebo celkové sepse.
Patfi k hlavnim plvodcum z&vaZznych pooperacnich komplikaci u pacientl s orto-
pedickymi implantaty a katétry, u nichz mohou mit vyznamny podil i dalSi druhy
stafylokoku. Nezanedbatelné jsou i stafylokokové toxikozy. Stafylokokové infekce, na
nichz se mohou podilet i oportunistické koagulaza-negativni druhy, zaznamenaly
dramaticky narust také s pouzivanim plastovych pomucek v medicing, jako jsou
umeélé srdecni chlopné, klouby, srdecni stimulatory a katétry, jelikoZz bakterie jsou
schopné velmi efektivni adheze k témto umélym povrchim a tvofi mnohavrstvé
biofilmy, které se obtizné odstranuji piisobenim imunitniho systému nebo |é&i dostup-
nymi antibiotiky (Gotz, 2002).

Rychla evoluce pfispivajici k variabilité a vzniku novych Uspésnych klonul je
zavisla na ziskavani novych gend horizontalnim pfenosem, které jsou zodpovédné
za virulenci, ATB rezistenci a Sifeni v prostfedi. VSeobecné je pfijimano, Ze hlavni
tlohu v pFfenosu genl hraji temperované bakteriofagy. Studium HGT u druhu
S. aureus prispiva k objasnéni evoluce kmenu rezistentnich na meticilin, které pred-
stavuji zavazny problém v |é€bé nozokomiélnich infekci. Cilem prace je podat ucele-
ny pohled na roli bakteriofagu v evoluci kmenl MRSA.

Cile

Tato prace je zamérena na studium schopnosti stafylokokovych bakteriofagt celedi
Siphoviridae sérologické skupiny B sbalovat chromozomalni a plazmidové geny s
vyuzitim metody kvantitativni ,real-time*“ PCR (qPCR), kterd umozriuje stanovit nejen
pritomnost riznych gend pfimo ve fagovych ¢asticich, ale i jejich kvantitu.

Hlavni cile:

1. srovnéni transdukénich schopnosti bakteriofaga z rlznych sérologickych skupin
s ohledem na prenos genu lokalizovanych na raznych typech mobilnich genetickych
elementl bakterialniho chromozomu a na plazmidech;

2. vyvoj vhodné metody purifikace a extrakce DNA z transdukujicich fagovych ¢astic
s vylouéenim pfitomnosti exogenni bakterialni DNA,;

3. vyvoj a optimalizace metody qPCR pro pfimou detekci a kvantifikaci bakterialnich
genu ve fagovych &asticich;

4. navrzeni primerd pro kvantifikaci bakterialnich gend ve fagovych ¢asticich a
statisticka analyza schopnosti bakteriofag sbalovat bakterialni geny (pfedevsim mo-
bilni genetické elementy).
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Material a metody

Bakterialni kmeny a bakteriofagy

V préaci bylo pouzito nékolik klinickych a laboratornich kmenu druhu S. aureus, které
se vyznacovaly zndmou sekvenci genomu, vysokym obsahem raznych typu mobil-
nich genetickych elementl a citlivosti k vybranym bakteriofagdm. V transdukénim
systému byl jako donorovy kmen vybran kmen S. aureus COL. Do tohoto donoro-
vého kmene byl pfenesen penicilindzovy 28 kb plazmid pUSA300-HOUMR-like
z kmene S. aureus NRL/St 07/759 (Kahankova et al., 2010). Jako recipientni kmen
byl v experimentech vyuzit restrikéné-deficientni kmen S. aureus RN4220. V trans-
duk&nim systému byla pouzita kontrolni DNA kmene Bifidobacterium animalis subsp.
lactis DSM 101407 (Mas$lariova et al., 2012). Jako dal$i donorovy kmen byl pouZzit
klinicky meticilin-rezistentni kmen S. aureus UMCG-M4, a jako recipientni kmeny byly
pouzity UMCG-M2, SH1000 a RN1HG (Chlebowicz et al., 2010). Pro transdukéni a
kvantifikacni experimenty byly pouzity bakteriofagy Celedi Siphoviridae @11, ¢ 80,
80a, a ¢81 a Myoviridae 812 a STAFAL®. Dalsi skupinou bakteriofagtl byly fagy
indukované UV z&fenim z klinického kmene UMCG-M4.

Propagace a purifikace bakteriofagd z transdukujicich fagovych lyzatd

V praci byly pouzity standardni mikrobiologické techniky pro kultivaci bakterii, pfi-
pravu fagovych lyzatu a transduk&ni experimenty. Donorové kmeny pro transdukéni
experimenty byly inkubovany pfes noc v Nutrient Broth CM1 (Oxoid, UK). Do takto
narostlé kultury bylo pfidano 5 ml fagového lyzatu (pfiblizné 10° PFU/mI) a CaCl, do
vysledné koncentrace 2mM. Smés byla inkubovana pfi 37 C, dokud nedoslo k upiné
lyzi bakterialnich bunék. Pro odstranéni zbytki bunék byly pouzity techniky dife-
rencialni centrifugace a filtrace pfes nylonovy filtr 0,45 uym. Takto oSetfeny fagovy
lyzat byl nasledné purifikovan ultracentrifugaci (150 000 x g/3 h) v CsCI hustotnim
gradientu (1,4 — 1,7 g/ml) a dialyzovan proti fagovému pufru (10 mM NacCl, 10 mM
CaCl,, 50 mM Tris-HCI; pH 8,0). Pro transdukéni experimenty byly stanoveny hodno-
ty PFU/mI titraci na recipientnim restrikEné-deficientnim kmeni RN4220 (MaSlariova
et al.,, 2012; Varga et a., 2012). Purifikovany fagovy lyzéat byl skladovan pfi 4 C a
jeho uniformita a Cistota byla ovéfena elektronovou mikroskopii. Viriony byly nega-
tivné barveny 2% molybdenanem amonnym a fotografovany v transmisnim elektro-
novém mikroskopu MORGAGNI 268D (Philips) (MaSlariova et al., 2012). Kolonie
transduktantl byly postupné pasazovany na miskach se selekénim médiem (tetra-
cyklin 5 pg/ml nebo 50 uM Cd(NO3), 4H,0) a citronanem sodnym, a nasledné na
miskach bez selekéniho media a citronanu sodného a nakonec byly ockovany na
misky bez citronanu sodného a bez selekéniho media. Genetické pozadi donoro-
vého, recipientniho kmene a transduktantd bylo ovéfeno pomoci pulzni gelové
elektroforézy (PFGE) za pouZiti restrikéni endonukleazy Smal.

Izolace a purifikace fagové DNA

Kontrolni DNA z kmene Bifidobacterium animalis ssp. lactis DSM 10140" byla pfi-
dana k fagovym vzorkim pred purifikaci v hustotnim gradientu CsCl pro ovéreni, Zze
vzorek neobsahuje exogenni bakterialni DNA. Pfipadna exogenni DNA byla od-
stranéna RNazou A a DNazou |, které byly pfidavany ke vzorkiim do finalni koncen-
trace 1 pg/ml a 5 yg/ml. Po enzymatickém oSetfeni bylo odstranéni kontrolni DNA
ovéfeno pomoci PCR a gPCR (Maslanova et al., 2012). DNA z fagovych ¢&astic byla
izolovana pomoci fenol-chloroformové extrakce. DNA ze supernatantu byla vysraze-
na 96% etanolem a 3 M octanem sodnym.
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PCR a gPCR
Uniformita fagovych lyzatt byla testovana prostfednictvim multiplex PCR (Kahankova

et al., 2010). Pritomnost dlouhych fragmentt elementu SCCmec ve fagovych Casti-
cich byla testovana metodou ,long“ PCR. Pro pfipravu reakéni smeési byl pouZzit
LongAmp Tag PCR Kit (New England Biolabs) (Chlebowicz et al., 2012; MaSlanova
et al., 2012). Bakterialni DNA donorového kmene, ktera byla pouzita jako standard
pro qPCR reakce byla izolovana pomoci PCR Template Isolation Kit (Roche
Diagnostics, USA) dle pfilozeného protokolu vyrobce a s pfidanim lyzostafinu.
Plazmidova DNA z donorového, recipientniho kmene a transduktantt byla izolovana
pomoci kitu High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche Diagnostics) s drobnymi
modifikacemi (Kuntova et al., 2012). Pro gPCR byl pouzivan pfistroj znacky Applied
Biosystems ABI PRISM 7300. VSechny reakce byly pfipravovany v triplikatech
v optickych 96-jamkovych destickach MicroAmp®. Reakéni smés byla pfipravovana
v objemu 25 pl a obsahovala 12,5 pl 2 x QuantiFastTM SYBR® Green PCR Master
Mix (QIAGEN), primery o koncentraci 300 uM, 25 ng purifikované DNA z fagovych
¢astic v celkovém objemu 2,5 ul. Standardni fada pro gPCR byla pfipravena deseti-
nasobnym fedénim celogenomové DNA donorového kmene (koncentrace od 10 ng
do 0,1 pg). Pro ur€eni poctu kopii genu rezistence lokalizovanych na plazmidech ve
vzorcich fagové DNA bylo nezbytné stanovit pocet kopii plazmidi (PCN — plasmid
copy number) v donorovych kmenech, jejichz DNA byla pouZzita jako standardy pro
gPCR (Lee et al., 2006).

Vysledky

Kvantifikace a detekce mobilnich genetickych elementd kmene S. aureus COL ve
fagovych &asticich pomoci gPCR

V této studii jsme se zaméfili na detekci a kvantifikaci bakterialnich gend kme-
ne S. aureus COL pfimo ve fagovych casticich prostfednictvim gPCR. Cilem bylo
prokazat pfitomnost riznych bakteridlnich gend kmene S. aureus COL, ktery ve
svém genomu obsahuje fadu variabilnich genetickych elementt, pfimo v ¢asticich
fagl a kvantifikovat frekvenci jejich zabalovani. Pro dukaz pfitomnosti bakterialni
DNA ve fagovych ¢ésticich a jejich kvantifikaci byla vyvinuta nova technika, ktera
umoznila sledovat frekvenci zabalovani plazmida a chromozomovych gend. Hlavnim
cilem bylo potvrdit schopnost faga sbalovat do kapsidu vybrané geny pro virulenci a
antibiotikovou rezistenci lokalizované na rlznych ¢astech genomu jako predpoklad
pro jejich potencialni pfenos transdukci. Neparametrickou statistickou analyzou bylo
prokazano, Ze transdukujici bakteriofagy sérologické skupiny B ¢11, ¢80 a ¢80a na
rozdil od bakteriofaga @81 sérologické skupiny A uginné sbaluji vybrané chromozo-
mové geny lokalizované ve 4 rliznych lokusech chromozomu a dale geny nesené na
variabilnich elementech SCCmec, stafylokokovém ostrové patogenity SaPl1, geno-
mickych ostrovech vSaa a vSaf a plazmidech s rliznou frekvenci.

Pfed vlastni detekci a kvantifikaci bakterialnich genu ve fagovych ¢asticich
bylo nezbytné ovéfit homogenitu a Cistotu fagovych lyzata a vylouéit pfitomnost exo-
genni bakteridlni DNA u jednotlivych vzorkl. K tomuto GCelu byla vyvinuta vhodna
metodika (obr. 1). K fagovym lyzatam byla pfidana kontrolni bakterialni DNA druhu B.
animalis subsp. lactis. Minimalni detekéni koncentrace kontrolni DNA pro rodové
specifickou DNA je 0,005 ng/ul. Ke kazdému vzorku fagového lyzatu byl pfidavan
100 nasobek této koncentrace a pfitomnost kontrolni DNA byla ovéfena pomoci PCR
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Bakterialni DNA

® Kontrolni DNA druhu 1. Propagace transdukujicich fagi na
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Erid

Obrazek 1. Schéma extrakce fagové DNA

a gPCR. Nasledovala purifikace fagovych lyzatu v gradientu CsCl a dialyza jednotli-
vych vzorku proti fagovému pufru. Elektronova mikroskopie (obr. 2) vyloucila pFitom-
nost bakterialnich bunék, organel a ovéfila homogenitu jednotlivych vzorki. QPCR
byla pouZzita pro dikaz sbalovani raznych bakterialnich gend kmene S. aureus COL
bakteriofagy sérologické skupiny B. Tato metoda také umoznila pfesnou kvantifikaci
bakterialnich genl uvnitf virion. Zaméfili jsme se na sledovani mobilnich genetic-
kych elementd v€etné genu ovliviujicich virulenci a rezistenci k antimikrobialnim lat-
kam. Sledované geny byly rozdéleny do skupin na zakladé lokalizace na bakterialnim
genomu: (1) plazmidové geny kodujici tetracyklinovy efluxni systém (tetK) a gen pro
B-laktamazu (blaz), (2) geny lokalizované na SCCmec elementu, v€etné genu pro
penicilin vazajici protein (PBP2) a pro rekombinazu typu | (ccrAl), (3) geny loka-
lizované na stafylokokovém ostrové patogenity (SaPl), gen pro integrazu (Salint) a
gen pro stafylokokovy enterotoxin B (seb), (4) stafylokokovy gen pro enterotoxin (set)
lokalizovany na genomickém ostrové vSa a geny pro leukocidiny (lukE-lukD), (5) ge-
ny lokalizované na ,core” genomu — gen pro termonukledzu (nuc), gen pro serin V8
protedzu (sspA), gen pro putativni O-metyltransferazu lokalizovanou na konzerva-
tivnim fragmentu Sa2052 (Stépan et al., 2001) a gen pro koagulaéni faktor (clumping
factor — clfB). U jednotlivych vzorkl fagové DNA byl nejprve stanoven pocCet netrans-
dukujicich &astic pomoci kvantifikace fagovych konzervativnich gena. Jako kontrolni
vzorek byla pouzita DNA bakteriofaga @81 patfici do sérologické skupiny A, ktera se
nevyznacuje transdukénimi schopnostmi (Dowell a Rosenblum, 1962). Pocet virion(
schopnych infekce u faga @81 byl stanoven na zakladé amplifikace konzervativni
oblasti pro sérologickou skupinu A. Jako standard pro kvantifikaci byla pouZzita DNA
faga @81, ktery byl nejprve pomnoZen na restrikéné deficientnim a bezprofagovém
kmeni RN4220. U bakteriofagl patficich do sérologické skupiny B (¢80, ¢80a a ¢11)
byla provedena amplifikace konzervativni oblasti jejich genomu. Standardem pro
kvantifikaci byla fedici fada plazmidové DNA vektoru pUC18 s naklonovanym frag-
mentem DNA o velikosti 4867 bp (GenBank: AF513856), ktery zahrnuje oblast geno-
mu bakteriofaga @53 charakteristickou pro sérologickou skupinu B a 7716 bp
fragment konzervativni sekvence DNA bakteriofaga 3A spolecny pro fagy ze séro-
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skupiny A (GenBank: AF513855) byl pouZit jako standard v pfipadé bakteriofaga @81
(Doskar et al., 2000).

Obrazek 2: Transmisni elektronovd mikroskopie bakteriofagud @11, ¢80, ¢80a a @81
propagovanych na donorovém kmeni S. aureus COL. (A) @11 (zvétSeni 180 000x), (B) ¢80
(zvétSeni 140 000x), (C) ¢80a (zvétSeni 180 000x), (D) @81 (zvétSeni 140 000x). Viriony
byly negativné barveny 2% molybdenanem amonnym (NH,),Mo00O,. MéFitko 100 nm.

Zjisténé absolutni hodnoty odpovidaji molarnimu poctu kopii ve 25 ng fagové
DNA. Tyto absolutni hodnoty byly pfepocitany na 1 ng fagové DNA a transformovany
pomoci logie. Tento prepocet byl pouZzit pro vSechny pozdéji kvantifikované geny a
vSechny analyzované vzorky fagové DNA, coZz umoziiuje jejich vzajemné statistické
srovnani. U vSech sledovanych fagovych vzorkl byl vypocitan pomér mezi poctem
kopii sledovaného bakterialniho genu v 1 ng fagové DNA (GC/ng) a poctem infek-
¢nich &astic, ktery byl odvozen z GC/ng fagovych konzervativnich gena, které jsou
popsany vyse. Z vypocitanych pomérud je patrny rozdil mezi transdukujicimi bakterio-
fagy sérologické skupiny B, kdy tyto bakteriofagy obsahuji bakterialni geny vzhledem
k poctu infek€nich €astic s nékolikanasobné vysSi frekvenci nez bakteriofag ¢81 pat-
fici do sérologické skupiny A. | kdyz plazmidové geny rezistence byly ve vSech fago-
vych vzorcich kvantifikovany v pfiblizné stejném poctu kopii (GC/ng), vysledny pomér
mezi transdukujicimi viriony a poc¢tem infekénich &astic byl v pfipadé bakteriofaga
@81 nizSi nez u fagu séroskupiny B.

Pocty kopii fagového konzervativniho genu u bakteriofagu ¢80a, @11 a ¢80
jsme porovnali s po¢tem infek&nich &astic bakteriofaga ¢81. Kvantita infekénich ¢as-
tic ve vzorku faga @81 je o 2 rfady vysSi nez u ostatnich vzork( fagové DNA, které
maji schopnost transdukce. V 1 ng DNA bakteriofaga 81 se nachazi pfiblizné 10°
infekénich ¢astic. U bakteriofaga ¢80 bylo kvantifikovano 10’ infek&nich &astic v 1 ng
DNA. Stejny pocet infek&nich &astic byl kvantifikovan také v 1 ng DNA bakteriofagu
¢80a a @l11.

Celkovy pfehled kvantifikace vSech sledovanych bakterialnich genu u 4 riz-
nych fagovych vzorku je uveden na obr. 3, kde jsou patrné rozdily mezi jednotlivymi
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Obrazek 3: Kvantifikace bakterialni DNA ve fagovych vzorcich propagovanych na donoro-
vém kmeni Staphylococcus aureus COL (prameérné hodnoty tfi méfeni transformované jako
log1o kopii bakterialnich gent v 1 ng fagové DNA).

fagovymi vzorky a skupinami monitorovanych bakterialnich genu. Pocet kopii
bakteridlnich geni na 1 ng fagové DNA (GC/ng) bylo v rozmezi 1,05 x 10% pro
plazmidovy gen rezistence tetK do 3,86 x 10° pro gen kdduijici integrazu lokalizova-
ny na SaPI1. Z vysledku je patrny rozdil ve sbalovani bakterialni DNA mezi fagy ¢80,
@80a, @11 sérologické skupiny B a bakteriofagem @81 patficim do sérologické skupi-
ny A. Novym a stéZejnim vysledkem byl dikaz pfitomnosti gend nesenych ele-
mentem SCCmec a kvantifikace téchto genl ve fagovych ¢&ésticich. Ackoli hori-
zontalni pfenos SCCmec se predpoklada, dukaz o pfenosu kazety a mechanismus
pfenosu nebyl doposud popsan. Oba geny mecA a ccrAl byly detekovany ve
fagovych &asticich séroskupiny B ve vyznamné vy$sim poctu kopii (od 4,9 x 10°
GC/ng pro faga ¢80 do 2,6 x 10* GC/ng pro fAga ¢80a) neZ v ptipadé netransdu-
kujiciho fAga @81 (7 x 10* GC/ng). Srovnatelna kvantita dvou monitorovanych gentl
naznacuje moznost sbalovani souvislych delSich fragmenttd tohoto MGE do viriond.
Toto pozorovani bylo podpofeno a ovéfeno vysledkem ,long“ PCR, kdy jsme ve vzor-
cich bakteriofagl sérologické skupiny B detekovali 8,7 kb oblast ohrani¢enou geny
mecA a ccrAl (obr. 4).

Obrazek 4: Detekce 8,7 kb dlouhého regionu SCCmec
ohrani¢eného geny mecA a ccrAl ve fagovych &asticich @11,
¢80, 80a a @81. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA
donorového kmene Staphylococcus aureus COL. Jako hmo-
tnostni standard byl pouZzit 2-Log Ladder (New England Bio-
labs).
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Detekce stafylokokové chromozomové kazety mec typu V u Staphylococcus aureus
ST398

Cilem této casti bylo ovéfit schopnost fagu sbalovat ¢asti SCCmec v pfiroze-
ném systému. Jako donorovy kmen byl vybran meticilin-rezistentni S. aureus UMCG-
M4 zafazeny do sekvencéniho typu ST398. Sekvenovani genomu tohoto kmene pro-
kazala pritomnost 4 profagu patficich do sérologickych skupin A, B a Fa s moznym
transdukénim potencialem. Do kmene UMCG-M4 byl UspésSné elektroporaci pre-
nesen plazmid pT181, ktery byl nasledné prenesen transdukci do recipientniho kme-
ne RN4220 (obr. 5). Jako transdukujici fagy byl pouzit fagovy lyzéat pfipraveny indukci
profagl UV zarfenim z kmene UMCG:M4. Vysledky naznaluji moznost prenosu
elementu SCCmec mezi kmeny patficimi do sekvencéniho typu ST398 prostfednic-
tvim pfirozené se vyskytujicich bakteriofagu ve formé profagu u téchto klinickych
kmena.

Obrazek 5: Analyza plazmidové DNA u derivatd kmenl pfipravenych elektroporaci a
transdukci. pT181 — tetracyklinovy plazmid, RN4220 — bezplazmidovy recipientni kmen, neg.
kontrola, UMCG-M4 — plazmidov4 DNA z kmene UMCG-M4, RN4220 (pT181)* — plazmid
pT181 pieneseny do kmene elektroporaci, UMCG-M4 (pT181) * - plazmid pT181 preneseny
do kmene elektroporaci, RN4220 (pT181)*- plazmid pT181 pfeneseny do kmene transdukci.

Prenos plazmidd zodpovédnych za rezistenci k antibiotikdm transdukci v rdmci
kmenu patricich do klonu Staphylococcus aureus USA300

DalSim vysledkem studie byla kvantifikace plazmidd v transdukujicich fago-
vych &asticich pomnozZenych na kmenech klonu USA300, kdy byla sledovana vyssi
frekvence prenosu plazmidd v ramci stejné klonalni linie podobné jako u kment z
klonalni linie ST398. Komunitni klon Staphylococcus aureus USA300 rezistentni k
meticilinu je hlavnim zdrojem koznich infekci a zahrnuje kmeny s obsahem rGznych
genu rezistence. V této praci jsme se zaméfili na dikaz transdukce penicilinazového
a tetracyklinového plazmidu bakteriofagy ¢80a a @JB mezi rGznymi klinickymi izolaty,
které patfi do klonu USA300. Prokazali jsme, Ze pfirozené se vyskytujici profagy mo-
hou byt mediatorem HGT po indukci UV zafenim. Vysoké frekvence transdukce (107
— 107° CFU/PFU) byla pozorovana jak v pripadé bakteriofag(i propagovanych na do-
norovém kmeni, tak v pfipadé profagl indukovanych z donorového kmene UV za-
fenim. Kvantitativni ,real-time* PCR jsme detekovali penicilinadzovy plazmid ve fago-
vych &asticich a ur€ili pomér mezi transdukujicimi bakteriofagy a poétem infek&nich
gastic (pomér byl pfiblizné 1:1700). Uspé&3ny pfenos plazmidd mezi kmeny klonu
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USA300 prostifednictvim bakteriofagl ukazuje, Ze transdukce je efektivnim mecha-
nismem Sifeni plazmidd v ramci klonu USA300. NaSe vysledky potvrzuji, Ze trans-
dukce je vyznamnym nastrojem v evoluci novych multirezistentnich kmend tohoto
klonu.

Charakterizace a distribuce plazmidd v MRSA kmenech patficich do rdznych klonal-
nich linii

Charakterizovali jsme obsah plazmidd u kmeni MRSA izolovanych v patnacti
¢eskych nemocnicich v rozmezi let 2000 - 2008. Vysledky ukazuji, Ze urcité typy
plazmidd se vyskytuji s vySSi frekvenci ve specifickych klonalnich liniich, a naopak
nékteré plazmidy byly detekovany u riznych klona. Plazmidovd DNA byla detekova-
na u 65 (89 %) kmenu, u 33 z nich obsahovaly kmeny vice nez jeden plazmidovy typ.
Bylo identifikovano celkem 24 riznych typu plazmidd v rozmezi velikosti 1,3 az 55
kb. Pro jejich blizSi charakterizaci byla vyuZzita restrikéné-endonukledzova analyza,
eliminace plazmidu, DNA hybridizace a sekvenovani. Bylo zjisténo, Ze konjugativni
plazmid kodujici gen pro rezistenci k erytromycinu a gen pro enterotoxin D je nesen
kmeny z riznych CCs. Na druhou stranu plazmidy kédujici geny pro rezistenci k
chloramfenikolu a tetracyklinu, vétSina penicilinazovych plazmidld a kryptickych
plazmidd byla detekovana pouze v jednom CCs. PfedevSim plazmidy pUSA300-like
byly nalezeny pouze u kmen( patficich do klonu USA300. Velka diverzita obsahu
plazmidd detekovanych v této studii naznacuje, Ze plazmidy hraji dalezitou roli v evo-
luci kmenl MRSA a mohou byt pfenaSeny s vySSi frekvenci prostfednictvim HGT
uvnité klonélnich linii.

Diskuse

Bakteriofagy jsou nejvice abundantnimi objekty v biosféfe a hraji vyznamnou
tlohu v evoluci a adaptaci jejich hostitelll na prostfedi. Z analyzy kompletnich bakte-
ridlnich genomu vyplyva, Ze profagy mohou predstavovat 10 - 20 % bakterialniho
genomu (Casjens, 2003). Soucasné se predpoklada, Zze bakteriofagy jsou vyznam-
nym mediatorem horizontalniho pfenosu genu prostfednictvim obecné a specializo-
vané transdukce a kromé vnitrodruhovych transdukci byly popsany i mezidruhové a
mezirodové prenosy (Maiques et al., 2007). U druhu S. aureus je Castym jevem
integrace fagové DNA do bakterialniho chromozomu ve formé profagd. Mnoho kme-
nG obsahuje ve svém genomu jeden a vice profagu, které tak predstavuji potencial
pro HGT prostfednictvim transdukce béhem jejich indukce (Varga et al., 2012).
Prestoze transdukce u stafylokokl byla popsana jako jeden z mechanizmd HGT a
byla vyuzivana pro studium pfenosu determinant rezistence a pfi modifikacich geno-
mu, presna predstava o sbalovani rznych bakterialnich elementd nebyla popsana a
frekvence, s jakou jsou tyto elementy sbalovany do fagovych viriont, nebyla dosud
publikovana. V této praci jsme se zamérili na objasnéni frekvence sbhalovani riznych
typu bakterialnich genl rdznymi bakteriofagy u kmenu S. aureus rezistentnich k meti-
cilinu. StéZejnim bodem prace byl vyvoj vhodné metody umoZziujici detekci bakte-
rialnich genl pfimo ve fagovych virionech.

V prvni ¢asti experimentu byly tfi rizné fagy serologické skupiny B srovnavany
v kvantifikaénich experimentech s fagem @81, ktery byl na zakladé velmi nizké frek-
vence transdukce zafazen mezi fagy, které nemaji schopnost obecné transdukce,
podobné jako jiné fagy patfici do jinych sérologickych skupin nez B (Dowell, 1962).
PfestoZe je tento fag povaZzovan za netransdukujici, ve vzorcich DNA z fagovych
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¢astic jsme detekovali vSechny sledované typy bakterialnich gend. Pocet kopii genu
specifického pro fagy séroskupiny A indikujici pocet infekénich &astic byl pfiblizné o
dva fady vySSi nez pocet kopii genu specifického pro fagy séroskupiny B u trans-
dukujicich fagu @11, 80 a ¢80a. Také pocet vétSiny bakterialnich gent detekova-
nych uvnitf kapsidd faga @81 byl vyznamné nizSi nez u transdukujicich fagld. Vyji-
mkou jsou pocty kopii plazmidovych gena rezistence (tetk a blaz), které se vyrazné
neliSily mezi sledovanymi fagovymi vzorky, avSak pomér mezi témito geny a fagovym
konzervativnim genem pro faga @81 byl v ramci sledovanych vzorka o dva az tfi frady
niZsi pro gen tetkK a o tfi az Ctyfi fady niZsi v pfipadé genu blaZ nez pomér mezi vyse
zminénymi geny a fagovym konzervativnim genem pro fagy séroskupiny B. Bakte-
riofag @81 tedy sbaluje do svého kapsidu bakterialni geny, ale transdukce je méné
pravdépodobna nez u bakteriofagl séroskupiny B v dusledku nizké proporce trans-
dukujicich viriont ve fagovém lyzéatu, coz bylo potvrzeno transdukénimi experimenty.
Z transdukénich a kvantifikaénich experiment( byla stanovena efektivita transdukce
penicilinazového plazmidu. U pT181 nebylo mozné efektivitu transdukce stanovit,
vzhledem k tomu, Ze se pfedpoklada jeho sbalovani ve formé konkatemer( (Novick
et al., 1986), coZz neumoZziuje stanovit pfesny pocet transdukujicich virionu.

U dalSich bakterialnich genl byla provedena kvantifikace bez transduké&nich
experimentd z duvodu obtizné selekce. Nejvyssi pocet kopii (GC/ng) fagové DNA byl
ziskan v pripadé gent lokalizovanych na SaPl a na genomickych ostrovech. Ze
stanovenych poméru mezi sledovanymi bakteridlnimi geny a konzervativnim fagovym
genem vyplyva, ze kazda sta az tisici ¢astice bakteriofaglh séroskupiny B sbaluje
geny lokalizované na SaPl. Zaroven usuzujeme, Ze geny lokalizované na SaPIl nebo
genomickych ostrovech vSaa a vSap jsou sbalovany do virion spoleéné, vzhledem
k téméf shodnym detekovanym GC/ng (obr. 3). Vysoka pravdépodobnost sbalovani
téchto genl koresponduje s dfive popsanou specializovanou transdukci SaPIl (Chen
a Novick, 2009). Také vysoké hodnoty GC/ng v pfipadé genl na genomickych
ostrovech vSaa a vSap naznacuji, Ze se takto lokalizované geny sbaluji s vysokou
frekvenci. Pri¢inou vysoké frekvence sbhalovani genu lokalizovanych na SaPl a geno-
mickych ostrovech maZe byt spoleény evoluéni pdvod s bakterofagy. Casteéna ho-
mologie SaPl k fagové DNA byla identifikova u 46-bp regulaéni sekvence vyskytujici
se u vSech stafylokokovych fagu; geny pro integrazu, nekédujici regiony; a nékolik
genu vyskytujicich se u SaPI3 predpoklada spolecny fagovy pavod tohoto elementu
(Yarwood et al., 2002). Novick et al. (1986) pozorovali aZz 10° nasobné zvyseni trans-
dukéni frekvence plazmidd, do nichZz byl naklonovan fragment faga 11, coz pod-
poruje hypotézu, Ze sekvence fagového puvodu jsou sbalovany s vySsi frekvenci nez
jiné oblasti genomu. Na druhé strané, pfesny evolu¢ni plvod genomickych ostrovi
vSaa a vSaf neni znamy. Jejich integrace do chromozomu muaze byt evoluéné velmi
vzdalena a tento mobilni geneticky element v prabéhu evoluce ztratil mechanizmus,
ktery umoznoval jeho pfenos (Hiramatsu et al., 2004).

DalSi skupinou sledovanych genl byly geny mecA a ccrAl, lokalizované na
stafylokokové chromozomové kazeté mec. SCCmec je mobilni element v rozmezi
velikosti od 21 kb do vice nez 64 kb, integrujici se mistné-specificky do bakterialniho
chromozomu. Ackoli mechanizmus excize a integrace SCCmec do bakterialniho
chromozomu byl popsan (Wang a Archer, 2010), pfesny zpUsob pfenosu tohoto ele-
mentu do bakteridlnich bunék neni znamy a v Uvahu pfichazi jak konjugace, tak
transdukce jako funk&ni mechanismy HGT u druhu S. aureus. Pfedpoklada se, Ze
predevsim elementy s velikosti mensi nez 45 kb, jako je napf. SCCmec element typu
| nebo typu IV, miaZe byt pfendSen prostifednictvim obecné transdukce. NaSe vysled-
ky potvrzuji, Ze geny lokalizované na elementu SCCmec mohou byt efektivné sbalo-
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vany bakteriofagy @11, @80 a ¢80a a s velmi nizkou frekvenci také bakteriofagem
@81l. Ze stanovenych pomérld mezi sledovanymi geny na elementu SCCmec a
konzervativnim fagovym genem vyplyva, ?e kazda 10* (@11, ¢80 a ¢80a) az 10°
(p81) Castice bakteriofagl sbaluje ¢asti SCCmec. Kvantifikace geni mecA a ccrAl
umoznila stanovit rozdily v kvantité sledovanych genu u jednotlivych fagovych vzor-
kd. Zjistili jsme, Ze frekvence sledovanych genl v ramci jednoho vzorku jsou témér
totozné. Tento vysledek podporuje hypotézu, Ze bakteriofagy mohou sbalovat delSi
useky SCCmec elementu, coz souhlasi rovnéz s vysledky long PCR (obr. 4). Ackoli
HGT zprostfedkovany bakteriofagy zavisi na citlivosti recipientnich kment k fagam,
ukazuje se, Zze geny SCCmec mohou byt pfenaSeny také mezidruhové, coz potvrzuje
vyskyt sekvenénich homologl gentl mecA a ccr u S. aureus a koagulaza-negativnich
stafylokoku (Bloemendaal et al., 2010; Hanssen et al., 2004).

DalSi ¢ast prace byla zaméfena na HGT zprostfedkovany bakteriofagy, které
se vyskytuji u klinickych kmenu ve formé profagd. Kmen UMCG-M4 sekvenéniho
typu ST398 obsahuje ve svém genomu 4 profagy. Prvni vysledky ukazuji, Ze nékteré
bakteriofagy indukované UV zafenim z kmene UMCG-M4 maji transdukéni potencial,
coz dokazuji uspésné provedené transdukce plazmidu pT181. ProtoZe v soucasné
dobé neni znam pfesny mechanizmus sbalovani bakterialnich genu, je obtizné sta-
novit na zékladé dostupnych sekvencnich dat, ktery z profagd je transdukujici.
Obecné se predpoklada, Ze bakterialni DNA je sbalovana na zakladé specifity fago-
vych sbalovacich proteind k pac nebo pseudopac sekvencim koédovanych na
bakteridlnim chromozomu (Wirtz et al.,, 2010). SCCmec element typu V (5C2&5)
u kmene UMCG-M4 byl popsan u kmenu S. aureus patficich do sekvenéniho typu
ST398 (Chlebowitz et al., 2010). Sekvencni analyzy naznacuji, Ze tento typ kazety je
pfitomen i u dalSich stafylokokovych druht jako S. pseudintermedius, S. epidermidis
a S. haemolyticus (Ruppe et al., 2009), coZz naznaCuje moznost horizontalniho
pfenosu tohoto elementu. Prvni analyzy fagové DNA bakteriofdga @53 prostied-
nictvim ,long“ PCR naznacuji pfitomnost velkych &asti tohoto elementu SCCmec ve
virionech. Pfedmétem dalSiho zkoumani bude kvantifikace ¢asti SCCmec elementu
ve fagovych ¢asticich ziskanych UV indukci z kmene UMCG-M4::pT181.
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Abstrakt

Mobilni genetické elementy (MGE) tvofi zasadni slozku variabilni ¢asti bakterialniho
genomu. U druhu Staphylococcus aureus se podili na multirezistenci a virulenci kme-
nG a poskytuji tak evoluéni vyhodu, ktera spolu s dalSimi faktory vede k vytvoreni
vysoce klonalniho charakteru populace S. aureus. Z hlediska pfenosu genu rezi-
stence k antimikrobialnim latkam jsou nejvyznamnéjSimi zastupci MGE plazmidy.
Tato prace pfinasi ucelenou informaci o obsahu a charakteru plazmidud v populaci S.
aureus v Ceské republice. Reprezentativni soubor 73 kmen( byl ziskan z patnécti
¢eskych nemocnic v letech 2000-2008. Kombinaci mikrobiologickych a molekularné
biologickych metod bylo zjisténo, Zze v analyzovaném souboru kmenud bylo 24 raz-
nych typa plazmidd o velikostech v rozmezi od 1,3 do 55 kb, pficemz 89 % kmenu
obsahovalo jeden nebo vice plazmidl. Obsah konkrétnich typt plazmidd ve vétSiné
pfipadl koreloval s pfislusnosti kmene k urcité klonalni skupiné (clonal cluster, CC),
pfipadné se plazmidy vyskytovaly u pfibuznych klonu dle zasad variability restrikéné
modifikacnich (RM) systému tak, jak je popsal Corvaglia a kol. (2010). Byla stanove-
na kompletni sekvence tfi plazmidi pDLK1-3. Srovnavaci analyza sekvenci plazmidd
pDLK1 a pDLK2 v databazi GenBank ukazala, Ze tyto plazmidy existuji v populaci S.
aureus v témeér nezménéné podobé jiz desitky let, coZz svédcCi o jejich strukturni a
evoluéni stabilité. Naproti tomu plazmid pDLK3 byl krypticky, nesl geny pro nékolik
replikacnich proteind a také analog oriT mista, které je zasadni pro iniciaci pfenosu
plazmidd. Jedna se tedy o plazmid s vysoce mozaikovitou strukturou, ktery pravdeé-
podobné hraje roli v pfenosu plazmida. Déale byly v souboru zjistény velké (>20 kb)
penicilindzové plazmidy, malé plazmidy koédujici rezistenci k erytromycinu, tetra-
cyklinu nebo chloramfenikolu a fada malych kryptickych plazmidd. Kromé gent kodu-
jicich rezistence k antibiotikim, byl na jednom typu velkého plazmidu detekovan gen
pro enterotoxin D. V souboru kmen( epidemického klonu USA300 bylo prokazano,
Ze jednim z hlavnich vektor pfenosu plazmidud jsou transdukuijici fagy, a to jak labo-
ratorni, tak fagy pfirozené se vyskytujici v kmenech. Metodou gPCR byla prokazana
vysoka frekvence sbalovani plazmidd do fagovych &astic 10° CFU/PFU. Rovnéz bylo
prokazano, Ze geny rezistence nesené na plazmidech se transdukci nejen pfenesou
do nové hostitelské bunky, ale je zachovana i jejich exprese. Celkové prace pfinasi
podrobnou informaci o vyskytu, charakteru a pfenosu plazmidd v ¢eské populaci S.
aureus. Vysledky pfispély k blizS§imu pochopeni klonalni struktury a evolu€nich
vztah( mezi kmeny a mohou se stat podkladem pro vypracovani systému kontroly Si-
feni virulentnich faktor a genu rezistence k antimikrobialnim latkdm, které vyznamné
zvySuji patogenitu téchto kmena.

Informa €éni listy GSGM, 2013, 41: 23 - 36
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Uvod

Staphylococcus aureus byl poprvé popsan a pojmenovan roku 1884 F.
Rosenbachem. Z klinického hlediska je vyznamna jeho schopnost tvofit biofilm, afini-
ta k pojivovym tkdnim a schopnost tvofit abscesy. Tyto vlastnosti umoZznuji tomuto
druhu Iépe odolavat antibiotické terapii a rovnéz vyznamnym zpusobem ovliviuji
horizontalni pfenos genu, a to jak v ramci druhu S. aureus, tak mezidruhové (Weigel
et al., 2007; Cheng et al., 2011). S. aureus je mnohostranny patogen, a to jak hu-
manni, tak zvifeci, ktery zplsobuje infekce v rozsahu od relativné mirnych zanéta
kize a mékkych tkani, az po Zivot ohroZujici sepse, nekrotizujici pneumonie nebo
syndrom toxického Soku a dalSi toxik6zy. Velkym problémem humanni mediciny jsou
multirezistentni kmeny, a to zejména kmeny S. aureus rezistentni k meticilinu
(MRSA).

Za typicky znak stafylokokové populace je povazovana existence kloni kmenu
S. aureus. Robinson a Enright (2003) publikovali evoluéni model vzniku péti domi-
nantnich klond nemocni¢nich kmend MRSA (CC5, CC8, CC22, CC30 a CC45),
pficemz Uspéch téchto typu CC jako vysoce patogennich kmenu je do jisté miry ovliv-
novan i jejich schopnosti pfijimat mobilni genetické elementy (MGE) véetné plazmidud
(Shearer et al.,, 2011). Genom S. aureus se sklada z konzervativni Casti (core
genome, ~75 %), variabilni sloZky (core variable genome, ~10 %) a MGE jako jsou
plazmidy, bakteriofagy, transpozony a ostrovy patogenity, které tvofi pfiblizné 15 %
genomu (Lindsay et al., 2006b). Uvadi se, Ze vétSina otevienych ¢&tecich ramcl
(ORF), ve kterych se jednotlivé kmeny mezi sebou liSi, jsou souc¢asti MGE (Ito et al.,
1999).

Plazmidy, které jsou pfedmétem studia prfedkladané prace, jsou autonomné se
replikujici extrachromozomalni elementy tvofené kruznicovou DNA o velikosti od 1,3
kbp po nékolik desitek kbp. Kromé& genu zajiStujicich jejich vliastni replikaci a u nékte-
rych typu plazmidua také mobilitu, obsahuji dale geny kédujici faktory virulence a rezi-
stence k antimikrobialnim latkdm. Klasick& klasifikace plazmidi na zakladé velikosti a
zpUsobu replikace rozliSuje tfi skupiny stafylokokovych plazmidd a do ¢tvrté tfidy jsou
fazeny plazmidy, které svymi charakteristikami nepatfi do prvnich tfi skupin
(Mlynarczyk et al., 1998; Novick, 1989). (I) Do prvni skupiny se fadi malé (1,3-4,6
kbp), vysokokopiové (10-55 kopii na bunku) plazmidy, které se zpravidla replikuji
mechanizmem otacivé kruznice (RCR). Iniciace RCR je zajisténa replikacnim pro-
teinem kodovanym plazmidovym genem rep, ktery specificky Stépi plazmidovou DNA
a dochazi k rozvolnéni DNA v oblasti dvoufetézcového pocatku replikace (dso).
Dochézi k syntéze dvouretézcové DNA a zaroven je vytlacovan jeden fetézec, ktery
posléze slouzi jako templat pro syntézu druhého dvouretézce. Pro druhou syntézu je
esencialni pfitomnost tzv. jednofetézcového pocatku replikace (sso). Z hlediska pfi-
tomnosti dalSich - neesencialnich - genl jde vétSinou o plazmidy kryptické nebo
nesou jeden, vzacné dva geny pro rezistenci k antibiotikim. Tato skupina obsahuje
Ctyfi rodiny plazmidd pojmenované podle prototypového plazmidu dané rodiny
pT181, pC194, pSN2 a pE194. Plazmidy skupiny | jsou ¢asto soucasti jinych MGE
véetné SCCmec kazety. Jejich pfenos se déje nejCastéji transdukci (Ubelaker a
Rosenblum, 1978) nebo mobilizaci (Projan et al., 1989). (II) Druhou skupinu tvofi
velké (15-46 kbp), nizkokopioveé (4-6 kopii na bunku) plazmidy, které zpravidla vyuzi-
vaji theta mechanizmus replikace. Pfi theta mechanizmu probiha replikace po rozvol-
néni DNA v misté pocatku replikace obéma smeéry az do vytvoreni dvou vyslednych
plazmidu, které jsou od sebe na zavér odstépeny. Tyto plazmidy zpravidla obsahuji
nékolik gend kédujicich rezistenci k antibiotikim a gendm virulence. Do skupiny je
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fazena vétSina penicilindzovych plazmidua (étyfi rodiny a, B, y a 8) (Mlynarczyk et al.,
1998), pSK1 rodina aminoglykozid-trimetoprim rezistentnich plazmidd a dalSi dale
neklasifikované plazmidy. Casto jsou do nich integrovany dalsi MGE (plazmidy z
prvni skupiny, transpozony, inzeréni sekvence) a jejich pfeskupovanim pak vznikaji
dalSi varianty plazmidd druhé skupiny (Thomas et al., 1989). Tyto plazmidy se
pravdépodobné pfevazné prenasi transdukujicimi bakteriofagy (Smillie et al., 2010;
Shearer et al., 2011). (Ill) Tfeti skupina je zastoupena plazmidy konjugativnimi, které
dosahuiji velikosti az 60 kb. Jejich zakladni charakteristika se neliSi od skupiny I, az
na pfitomnost tzv. tra oblasti, ktera obsahuje geny esencialni pro vlastni konjugaci.
Konjugativni plazmidy umozniuji rovnéz mobilizaci plazmidd, které mohou vytvaret
relaxaéni komplexy. Tyto multiproteinové komplexy jsou kédovany geny operonu
mob kodujici relaxazy MobA, MobB a obsahuji rozpoznavaci misto MobS. K mobili-
zaci dochazi se stokrat vyssi frekvenci nez k pfenosu konjugativniho plazmidu
(Novick, 1991). Tento typ plazmid vSak neni u S. aureus pfiliS ¢asty. Shearer et al.,
(2011) ve své praci uvadi, Ze v databdzi NCBI Ref Seq je uvedeno 195 kompletnich
sekvenci stafylokokovych plazmidd, z nichz 45 % bylo vétSich nez 20 kb a 22 % bylo
vétSich nez 30 kb a tedy dostatecné velkych na to, aby kddovaly konjugativni aparat
a celkové jen 6 % obsahuje tzv. oblast tra nutnou pro konjugativni pfenos. Obsah
plazmidd kmenu S. aureus je velmi variabilni, coz bylo potvrzeno i daty ze sekve-
nacnich projektd, ze kterych vyplyva, ze nékteré kmeny neobsahuji zadny plazmid,
zatimco jiné maji az tfi plazmidy. Je znamo, Ze obsah plazmidu je ovliviiovan fadou
procesl probihajicich v ramci hostitelské bunky samotné, jako je predevsSim inkom-
patibilita a pfitomnost restrikéné modifikacnich (RM) systému a s tim souvisejici pfi-
slusSnost k urcité klonalni skupiné. Kmeny s defektivnim RM systémem ziskavaji
MGE s vysSi frekvenci, a tim u nich dochazi k akumulaci faktora virulence a genu
rezistence k antimikrobialnim latkdm a maji tak vétsSi potencial stat se tzv. super-
bakterii (z angl. superbug) (Corvaglia et al., 2010; Sung a Lindsay, 2007; Waldron a
Lindsay, 2006). Znacny vliv ma také prostiedi, ve kterém se dana bakterialni bunka
vyskytuje.

Horizontalni pfenos genu je u stafylokokl nejCastéji zprostfedkovan bakterio-
fagy. Tuto schopnost maji fagy S. aureus serologické skupiny B a nékteré fagy ze
skupiny F. Za prototyp transdukujiciho faga je povazovan temperovany fag 11 (¢11)
serologické skupiny B, ktery je schopen zabalovat plazmidovou nebo chromozomalni
DNA az do velikosti svého genomu, tj. 45 kbp. Pfenos molekul plazmidové DNA a tim
i gend na nich nesenych je zajiStovan také mechanizmy nevyuZivajicich pfitomnost
transdukujicich bakteriofagli, a to konjugaci a mobilizaci. Stafylokokové konjugativni
plazmidy jsou charakterizovany pfitomnosti oblasti tra skladajici se z nékolika trans-
kripCnich jednotek, ktera je zodpovédna za vlastni pfenos plazmidu. Kromé vlastniho
prenosu Fidi konjugativni plazmidy S. aureus také mobillizaci dalSich plazmidd, a to
takovych, které nesou rozpoznavaci misto MobS a mohou vytvaret relaxacni komple-
xy. K mobilizaci dochazi se stokrat vyssi frekvenci nez k pfenosu konjugativniho
plazmidu (Novick, 1991). Pfenos je mozny jak mezi jednotlivymi kmeny daného dru-
hu, tak i mezidruhové. Mezidruhovy pfenos plazmidl S. aureus je &asto spojen
s konjugativnimi plazmidy streptokokd a enterokokl, které vykazuji Siroké rozmezi
hostitelt. Pfednostné vSak k vymeéné genetického materialu dochézi v rdmci druhu a
u S. aureus dokonce v ramci jednotlivych linii (Lindsay, 2008).

Zavérem lze tedy konstatovat, Ze MGE jsou vyznamnou soucasti variabilni
¢asti bakterialniho genomu, a to prfedevsim jako vektory pfenosu genu rezistence k
antimikrobialnim latkdm a genu virulence. U druhu Staphylococcus aureus se podili
na multirezistenci a zvySené virulenci kmenu tohoto zavazného humanniho a veteri-
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narniho patogena a také se spolupodili na vysoké klonalité stafylokokové populace.
jakozto autonomné se replikujici MGE. VétSina plazmidd S. aureus je pfenaSena me-
zi burikami hostitele pomoci transdukujicich bakteriofagt, nékteré plazmidy jako jsou
napf. plazmidy konjugativni nesou geny pro vlastni mobilitu.

Cile

Predkladan& prace studuje obsah a strukturu plazmidd kmend S. aureus a
také si klade za cil postihnout zakladni vztahy mezi plazmidy a jejich hostitelskymi
kmeny populace S. aureus v Ceské republice. V tomto sméru studie navazuje na
predchozi prace pracovisté zabyvajici se popisem genu rezistence k antimikrobialnim
latkdm nesenych na plazmidech S. aureus a také studiem stafylokokovych bakterio-
fagu a jejich transdukénich schopnosti.

Prace je zaméfena na charakterizaci plazmidi vyskytujicich se v ¢eské popu-
laci kmenu S. aureus, a to v€éetné kompletni sekvenace vybranych plazmidu. Pro tyto
Ucely byl vytipovan reprezentativni soubor kmen, které byly podrobné genotypové
popsany a bylo tak mozné sledovat vztah mezi obsahem konkrétnich plazmidd a pfi-
sludnosti kmene ke klonalni skuping (CC). Cést prace je také vénovéana optimalizaci
metodiky obecné transdukce pro potfeby druhu S. aureus, a to za ucelem studia
mozného zplsobu pfenosu plazmidd bakteriofagy.

Hlavni cile prace:

1. stanoveni obsahu a blizSi charakterizace plazmidl u reprezentativniho souboru
kmenu Ceské populace S. aureus;

2. sledovani vzajemnych vztah( mezi pfitomnosti urcitych typl plazmidd a pfislus-
nosti kmenu S. aureus do jednotlivych klonalnich skupin (CC);

3. experimentélni prikaz pfenosu vybranych plazmidd prostfednictvim transduku-
jicich bakteriofagu u Kklinicky vyznamnych kmenud S. aureus.

Material a metody

Bakterialni kmeny

Pro ucely prace byl vytvofen soubor vice nez 140 kmenii MRSA, které byly SzZU v
Praze ziskany z klinickych mikrobiologickych laboratofi patnécti nemocnic v Ceské
republice v letech 2000-2008. lIzolaty byly selektovany pomoci Smal makrore-
strikénich spekter a obsahu plazmida tak, aby byly vylou¢eny duplikaty. Vysledny
soubor pak obsahoval 73 izolatd pochazejicich jak od pacientd (66), tak z nemoc-
niéniho prostfedi (7). Kmen S.aureus USA300 byl ziskan od prof. F. Gotze (Uni-
verzita v Tubingenu, Némecko).

Genotypizace kmend

Typ spa byl stanoven dle dfive popsaného protokolu (Shopsin et al., 1999) a s vyuzi-
tim Ridom SpaType Software v.2.0.3 (Ridom). Pro PFGE byla DNA Stépena restrik-
¢ni endonukleazou Smal (Roche Diagnostics) dle dfive popsaného protokolu
(Panticek et al., 1996). Klonalni skupina (CC) byla odvozena na zakladé spa typu
pomoci Based Upon Repeat Pattern (BURP) (Strommenger et al., 2006), PFGE
spektra a typu saulhsdS genu Saul typu RM systému (Cockfield et al., 2007). Typ
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SCCmec typ (I az VI) byl stanoven pomoci PCR dle dfive popsaného protokolu
(Milheirico et al., 2007). Pro pfifazeni kmenu ke klonu USA300 byl pomoci PCR
stanoven element ACME a lukF-PV-lukS-PV gen dle dfive popsaného protokolu
(Diep et al., 2006).

|zolace a analyza plazmidové DNA

Plazmidova DNA byla izolovdna pomoci kitu High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche
Diagnostics) dle pfilozeného manualu s tim, Ze bakterie byly lyzovany v pfitomnosti
lyzostafinu (30 ug/ml, 20 min/37° C). Plazmidova DNA byla Stépena enzymy Alul,
EcoRlI, Hindll a Hindlll (Roche Diagnostics) a analyzovana elektroforézou v 1,2%
agardzovém gelu (Serva) v 1%TAE pufru pfi 4,5 V/cm s naslednou vizualizaci
ethidium bromidem a UV-zafenim. Velikost plazmidid byla stanovena jako soucet
velikosti ziskanych fragmentl ve tfech nezavislych méfenich.

Eliminace plazmidd

Pro eliminaci plazmidu byly vybrané kmeny inkubovany s 0,004% SDS pfi 45 C/24h
a nasledné byly eliminanty selektovany na selekénim médiu pomoci tzv. razitkové
metody (Sonstein a Baldwin, 1972). Ztrata plazmidu byla ovéfena provedenim
elektroforézy plazmidové DNA (viz. vySe) a PCR detekci genu neseného pfislusnym
plazmidem (viz nize).

Stanoveni citlivosti k antibiotikdm

Citlivost k antibiotikim byla stanovena diskovou difazni metodou s nésledujicimi dis-
ky (Oxoid): penicilin (10 1U), oxacilin (1 pg), ampicilin (10 ug), erytromycin (15 ug),
ciprofloxacin (5 pg), gentamicin (10 ug), clindamycin (2 pg), tetracyklin (30 pg),
chloramfenikol (30 ug), kotrimoxazol (25 ug), rifampicin (5 pg).

Detekce plazmidovych gend

Plazmidové geny byly detekovany PCR, templatem byla plazmidova DNA. Primery
pro geny blaz (Martineau et al., 2000), tetK (Ng et al., 2001), aac(6‘)—aph(2“)
(Strommenger et al., 2003), ermC (Martineau et al., 2000), sed (Johnson et al.,
1991), etb (RuZickova et al., 2005) byly pfevzaty. DalSi primery byly navrZzeny pro
tuto studii, jejich sekvence stejné jako podminky reakce jsou uvedeny v publikaci
(Kuntova et al., 2012). PCR produkty byly nasledné analyzovany elektroforézou v 2%
agardzovém gelu, obarveny etidium brodmidem a vizualizovany UV-zarenim.

Hybridizace DNA

Z produktd PCR plazmidovych genl ermC, tetK a cat byly pfipraveny sondy pro
hybridizaci s plazmidovou DNA, ktera byla pfenesena na nylonovou membranu
Southernovym pfenosem. Znaceni sond, vlastni hybridizace a vizualizace byla prove-
dena s pouzitim Dig DNA Labeling and Detection Kit (Roche Diagnostics).

Stanoveni produkce B-laktamazy a enterotoxinu D

Produkce B-laktamazy byla stanovena pomoci nitrocefinovych disk( (ERBA-Lache-
ma) a produkce enterotoxinu D metodou pasivni reverzni latexové aglutinace
(Reverse Passive Latex Agglutination Kit SET-RPLA, Denka Seiken) v laboratofi
SzU Praha.
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Sekvenovani DNA

Plazmidova DNA byla klonovana do vektoru pBluescript SK(-) (Stratagene). Vlastni
sekvenovani provedla laboratof Eurofins MWG Operon Sequencing Department
(Ebersberg, Némecko). Gen-Bank/EMBL/DDBJ pfistupova ¢isla pro plazmidy
pDLK1, pDLK2 a pDLK3 jsou GU562624, GU562625, GU562626.

Vysledky

Charakterizace a distribuce plazmidd v MRSA kmenech patficich do rdznych klonal-
nich linii

Cilem bylo charakterizovat obsah plazmidd u kmenli MRSA izolovanych z
patnacti ¢eskych nemocnic v rozmezi let 2000-2008. Kmeny byly vybrany tak, aby
jejich genotypové charakteristiky byly odliSné. Celkové se podafilo shromazdit repre-
zentativni soubor kmenu patficich do rdznych klonalnich linii. V nasledujicim pre-

M v s

jsme béhem studia vySe uvedené tématiky dospéli.

Z hlediska obsahu plazmidu byl studovan soubor vice nez stoctyficeti kmenu
MRSA. Po podrobné charakterizaci kmenu s vyuZitim sou¢asnych molekularné bio-
logickych a mikrobiologickych metod bylo vytipovano 73 izolatd s riznym genetic-
kym pozadim, u kterych byla provedena podrobna analyza plazmidové DNA. Bylo
zjiSténo, ze 89 % kmenu obsahovalo alespon jeden extrachromozomalni plazmid.
Celkoveé bylo uréeno 24 rliznych typa plazmid v rozmezi velikosti 1,3 az 55 kb., coz
predstavuje reprezentativni vzorek tohoto typu MGE u S. aureus. V souboru byla
nalezena fada plazmidu, které nesly geny pro rezistenci k antibiotikim:

Penicilinazové plazmidy

Vice nez polovina kmenu (39/73) obsahovala velké plazmidy v rozmezi velikosti od
20 do 55 kb, a to jak samostatné, tak v kombinaci s rliznymi typy malych plazmidd. U
vSech téchto kmen( byl detekovan gen blaZ pro -laktamazu a aZ na pét izolatu byla
také potvrzena produkce tohoto enzymu. Celkové bylo popsano pét rliznych typ(
penicilinazivych, tedy gen blaZ nesoucich plazmidu: (1) 38-kb konjugativni plazmid,
ktery navic nesl gen cadD pro rezistenci ke kadmiu a gen traK esencialni pro
plazmidovy transfer, (2) 27.6-kb plazmid (typ podobny plazmidu pIB485, Omoe et al.,
2003), ktery navic nesl gen cadD pro rezistenci ke kadmiu a gen sed pro enterotoxin
D, pfiemz u vSech téchto plazmidd byla potvrzena i produkce tohoto enterotoxinu,
(3) 26-kb plazmid, ktery navic nesl gen cadD pro rezistenci ke kadmiu a gen aacA-
aphD pro gentamicinovou rezistenci, (4) 30-kb plazmid, ktery navic nesl gen cadD
pro rezistenci ke kadmiu a gen tetK pro tetracyklinovou rezistenci, (5) 27-kb plazmid
(typ podobny plazmidu pUSA-HOU-MR, CP000731), ktery navic nesl gen cadD pro
rezistenci ke kadmiu.

Plazmid nesouci gen pro rezistenci k erytromycinu
Gen ermC zajistujici rezistenci k erytromycinu byl detekovan u 31 % (17/55) kmen
nesoucich plazmid. Plazmid o velikosti 2,4 kb nesouci gen pro rezistenci k
erytromycinu byl sekvenovan a oznacen pDLK1. Na z&kladé 95% sekvencni homolo-
gie (100 % v replika¢ni oblasti) byl plazmid pfifazen do skupiny plazmid{ podobnych
pT48 (NC_001395) z inkompatibilni skupiny Inc12.
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Plazmid nesouci gen pro rezistenci k chloramfenikolu

Gen cat zajistujici rezistenci k chloramfenikolu byl detekovan u ¢tyf kmend nesou-
cich stejny maly plazmid o velikosti 2,9 kb, ktery byl sekvenovan a oznacen pDLK2.
Na zakladé 99% sekvencéni homologie byl plazmid pfifazen do skupiny plazmidd
podobnych pC194 (NC_002013) z inkompatibilni skupiny Inc8.

Plazmid nesouci gen pro rezistenci k tetracyklinu

Gen tetK zajistujici rezistenci k tetracyklinu, ktery je typicky nesen malymi plazmidy,
byl nalezen v plazmidu o velikosti 4 kb u jednoho izolatu. Na zakladé restrikéniho
spektra Hindlll byl tento plazmid pfifazen k plazmidim skupiny pT181 (NC_001393).

Byla stanovena kompletni sekvence tfi plazmidl ozna¢enych pDLK1, pDLK2 a
pDLKS3. Srovnavaci analyza sekvenci vedla ke zjisténi, Zze plazmidy pDLK1 a pDLK2
jsou analogy jiz dfive popsanych plazmidu, coz ukazuje na strukturni stabilitu a evo-
luéni vyznamnost plazmidd MRSA. Plazmid pDLK3 je naopak vysoce mozaikovy
plazmid obsahuijici specifické sekvence esencialni pro plazmidovy pfenos, z ¢ehoz
vyplyva jeho moZzna role pfi horizontélnim transferu plazmida a také jde o dikaz re-
kombinace stafylokokovych plazmidd.

Sledovana byla rovnéz korelace mezi obsahem konkrétnich typu plazmida a
prislusSnosti kmene k CC. Bylo zjisténo, ze vétSina plazmidd koreluje s typy CC. U
plazmidu, které byly nalezeny u vice typu CC, pak bylo zjisténo, Ze se vyskytuji jen u
omezeného mnoZzstvi konkrétnich typl CC dle z&sad variability v HsdS proteinu Saul
RM systému tak, jak to popsal Corvaglia et al. (2010). Variabilni obsah v podstaté
identickych plazmidd kmend klonu USA300 ukazuje jednak na nedavné klonalni
Sifeni téchto kmend, a také na roli plazmidd v evoluci klonu USA300. Velka diverzita
obsahu plazmidu detekovanych v této studii naznaduje, ze plazmidy hraji dalezitou
roli v evoluci kmenu MRSA a mohou byt pfendSeny s vysSi frekvenci prostfednictvim
HGT uvnitf klonalnich linii.

Detekce a kvantifikace mobilnich genetickych elementd kmene S. aureus COL ve
fagovych &asticich pomoci gPCR

V této Casti prace jsme se zabyvali detekci a kvantifikaci bakterialnich gent
kmene S. aureus COL, ktery obsahuje ve svém genomu fadu variabilnich genetic-
kych elementl véetné plazmidu, pfimo ve fagovych &asticich prostfednictvim qPCR.
Pro tento ucel byla vyvinuta nova metodika, kterd umoznila sledovat frekvenci zaba-
lovani plazmidd a chromozomovych gend. Dale byl pro tuto studii pfipraven kmen S.
aureus COL (pT181, pUSA300-HOUMR-like), coz zahrnovalo transdukci penicilina-
zového plazmidu pUSA300-HOUMR-like z pavodniho hostitelského kmene S. aureus
NRL/St 07/759 do kmene S. aureus COL (pT181) pomoci bakteriofaga ¢80a.

Neparametrickou statistickou analyzou bylo prokazano, Ze transdukujici bakte-
riofagy @11, ¢80 a ¢80a patfici do sérologické skupiny B na rozdil od bakteriofaga
@81 patficiho do sérologické skupiny A uc€inné sbaluji vybrané chromozomové geny
a dale geny nesené na variabilnich elementech SCCmec, stafylokokovém ostrové
patogenity SaPl1, genomickych ostrovech vSaa a vSap a plazmidech s rGznou frek-
venci. Sledované geny byly rozdéleny do skupin na zakladé lokalizace na bakte-
ridlnim genomu: (1) plazmidové geny kodujici tetracyklinovy efluxni systém (tetK) a
gen pro B-laktamazu (blaz), (2) geny lokalizované na elementu SCCmec, vcetné
genu pro penicilin vazajici protein (PBP2) a pro rekombinazu typu | (ccrAl), (3) geny
lokalizované na stafylokokovém ostrové patogenity (SaPl), gen pro integrazu (Salint)
a gen pro stafylokokovy enterotoxin B (seb), (4) stafylokokovy gen pro enterotoxin
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(set) lokalizovany na genomickém ostrové vSa a geny pro leukocidiny (lukE-lukD),
(5) posledni sledovanou skupinou jsou geny lokalizované na ,core” genomu — gen
pro termonukleadzu (nuc), gen pro serin V8 proteazu (sspA), gen pro putativni O-
metyltransferazu lokalizovanou na konzervativnim fragmentu Sa2052 (Stépan et al.,
2001) a gen pro koagulaéni faktor (clumping factor — clfB).

Pocet kopii bakterialnich genli na 1 ng fagové DNA (GC/ng) byl v rozmezi od
1,05 x 10% pro plazmidovy gen rezistence tetk do 3,86 x 10° pro gen kéduijici
integrdzu lokalizovany na SaPIl. Vysledky ukazuji jasny rozdil ve sbalovani bakte-
rialni DNA mezi fagy ¢80, ¢80a, @11 sérologické skupiny B a bakteriofagem @81
patficim do sérologické skupiny A.

Zasadnim vysledkem byl dikaz pfitomnosti genl nesenych na elementu
SCCmec a kvantifikace téchto genu ve fagovych &asticich. Oba geny mecA a ccrAl
byly detekovany ve fagovych &asticich séroskupiny B ve vyznamné vySSim poctu
kopii (od 4,9 x 10°® GC/ng pro faga ¢80 do 2,6 x 10* GC/ng pro faga ¢80a) nez
v piipadé netransdukujiciho faga ¢81 (7 x 10* GC/ng). Srovnatelna kvantita dvou
monitorovanych genl a detekce 8,7 kb oblasti ohrani¢ené geny mecA a ccrAl ve
vzorcich bakteriofagl sérologické skupiny B metodou ,long“ PCR naznacuji moZnost
sbalovani delSich fragmentu tohoto MGE do viriona.

Prfenos plazmidd zodpovédnych za rezistenci k antibiotikium transdukci v ramci
kmend patficich do klonu Staphylococcus aureus USA300

Predmétem této studie byla kvantifikace plazmidu v transdukujicich fagovych
Casticich ziskanych pomnozenim na kmenech klonu USA300. Komunitni klon
Staphylococcus aureus USA300 rezistentni na meticilin je hlavnim zdrojem kozZnich
infekci a zahrnuje kmeny s obsahem rlznych gena rezistence. V této praci byl prove-
den ddkaz transdukce penicilindzového a tetracyklinového plazmidu bakteriofagy
@80a a @JB mezi riznymi klinickymi izolaty klonu USA300. Pro tento Ucel byl testo-
van nasledujici transdukéni systém: donor - kmeny klonu USA300 (07/759, 98/019,
08/629, 08/986), recipient - laboratorni kmen RN4220; transdukujici fag ¢80a. Po
uspésné optimalizaci pfenosu plazmidd v tomto systému, byl proveden pfenos peni-
cilinazového plazmidu (27 resp. 31 kb) z kmen( klonu USA300 (07/759, 98/019,
08/629, 08/986) do klinického recipientniho kmene 07/235 pomoci transdukujicich
bakteriofagl @80a a @JB. Dulezitym vysledkem bylo zjisténi, zZe pfirozené se
vyskytujici profagy mohou byt po indukci UV zafenim vektorem pfenosu plazmida.
Vysoka frekvence transdukce (10™° — 10°® CFU/PFU) byla totiz pozorovana jak v
pfipadé bakteriofdgu propagovanych na donorovém kmeni, tak pravé v pfipadé
profagli indukovanych z donorového kmene UV zéafenim. Metodou kvantitativni
sreal-time"“ PCR bylo zjisténo, Zze pomér mezi transdukujicimi bakteriofagy a poctem
infek&nich Castic byl pfiblizné 1:1700.

Celkové bylo prokadzano, Ze transdukce je efektivnim mechanismem Sifeni
plazmidd v ramci klonu USA300 a zaroven je vyznamnym nastrojem evoluce nové
vznikajicich multirezistentnich kmenu tohoto klonu.

Diskuse

Analyza plazmidové DNA byla jedna z prvnich molekularné biologickych me-
tod pouzivanych pro typizaci a blizSi charakterizaci bakteridlnich kmen( S. aureus
(resp. MRSA) (Zuccarelli et al., 1990). Metoda je vyhodna svou jednoduchosti a
dostupnosti potfebného vybaveni, ackoliv v poslednich letech se od prosté vizuali-
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zace nativnich nebo restrikénimi endonukleazami Stépenych molekul plazmidové
DNA agar6zovou elektroforézou preSlo spiSe k detekci plazmidovych gen pomoci
PCR a sekvenovani DNA, které pfinaSi mnohem presnéjSi a ucelenégjsi informaci o
této Casti genomu. Metoda ma vsak i urcita omezeni plynouci predevSim z faktu, ze
plazmidy patfi mezi mobilni genetické elementy (MGE) a mezi kmeny se pienasi, i
kdyz, jak dokazuje i tato prace, horizontalni pfenos plazmidd S. aureus neprobiha
zcela nahodile, ale Fidi se urcitymi pravidly. S rozvojem sofistikovanéjSich moleku-
larné biologickych metod a dostupnosti kompletnich sekvenaci genomu S. aureus
ustoupila tato metoda ponékud do pozadi. Je vSak nepostradatelnou pfi studiu a
charakterizaci epidemickych klonu, jejich Sifeni a rovnéz pfi snaze postihnout Sifeni
gend rezistence a také fady genl virulence nesenych pravé na plazmidech S.
aureus. Analyzu plazmidové DNA je vhodné doplnit informaci o poctu kopii v burice,
a to napf. metodou gPCR, jak jme ukazali v praci MasSlanova et al. (2012).

Z dat dostupnych v genomovych databazich pro S. aureus vyplyva, Ze 11 z 18
genomu (61 %) MRSA obsahuje alespori jeden extrachromozomalni plazmid
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/genomes/Iproks.cg). Stejny obsah plazmidd zjistili
Cristino a Pereira (1989) ve své studii kmend MRSA pochazejicich z portugalské
nemocnice. Naproti tomu Coia et al. (1988) a Caddick et al. (2005) nedetekovali ve
svych souborech kmenu MRSA ziskanych z britskych nemocnic i komunity Zadny
izolat bez plazmidu. V nasi studii byl zjiStén podil kmenu obsahujicich plazmidy rela-
tivné vysoky, a to 89 %, coZ je hodnota, ke které dospél ve své studii zahrnujici
analyzu plazmidd kmenu S. aureus z rlznych geografickych oblasti (USA, Australie,
Velka Britdnie) také Shearer et al. (2011). Zd4 se tedy, Ze obsah plazmidd kmen
MRSA je znacné variabilni. Podle studie Brady et al. (2007) vSak existuje spojitost
mezi uspésnosti urcitého klonu a jeho plazmidovym profilem. Ve své praci dospéli k
zavéru, Ze kompatibilni plazmidy se podili na celkové fitness daného klonu. O
evoluéni dulezitosti a zaroven strukturni stabilité plazmida svéddi i fakt, Ze ackoliv se
populace S. aureus (MRSA) dynamicky vyviji a ur€ity klon je postupné nahrazovan
jinym, mnoho plazmidu cirkuluje v populaci fadu let v téméf nezménéné podobé.
Dobfe Ize tento jev pozorovat napfiklad na vyskytu plazmidu pT181, ktery byl
detekovan u prvniho popsaného MRSA kmene COL (izolovan v roce 1960 ve Velké
Britanii) a plazmid s témér identickou sekvenci byl popsan u epidemického klonu
USA300 o témér padesat let pozdéji. V nasi studii jsme tento fakt potvrdili sekvenéni
analyzou plazmidt pDLK1 a pDLK2 a také analyzou restrikéniho profilu plazmidu
kodujiciho enterotoxin D, pfi které bylo zjisténo, Ze analogy téchto plazmidd jsou u
kmenu S. aureus popisovany jiz desitky let, a to v geograficky rznych populacich
tohoto patogena (Omoe et al. 2003; Catchpole et al., 1988; Horinouchi a Weisblum,
1982). Nami popsané typy velkych plazmidi detekoval ve své studii zahrnujici
plazmidy kmena ziskanych v razém Case i geografickém misté také Shearer et al.
(2011).

Determinanty rezistence k antimikrobialnim latkam patfi z hlediska vysledného
fenotypu kmene k nejvyznamnéjSim a také nejsledovanéjSim plazmidovym genum.
Ve vétSiné nami analyzovanych izolatl rezistence kédovana plazmidovymi geny ko-
respondovala s antibiogramem zjisténym u daného kmene. Vyjimkou byly kmeny tzv.
Ceského klonu (spa typ t037/ SCCmec kazeta typ IIIA), které i pfes svou
multirezistenci obsahovaly bud pouze krypticky plazmid nebo krypticky spole¢né s
plazmidem kodujici determinantu rezistence k erytromycinu. V souladu s informa-
cemi, které poskytuji sekvenacni projekty genomd S. aureus, predpokladame, Ze
relevantni geny jsou neseny na transpozonech nebo plazmidech integrovanych do
bakterialniho chromozomu (Holden et al., 2004; Oliveira et al., 2000; Rolain et al.,
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2009). U penicilindzovych plazmidud jsme jejich eliminaci z pfislusného kmene zjistili,
Ze spolu s plazmidy doslo ke ztraté jak genu pro B-laktamazu, tak schopnosti
produkovat tento enzym. Nijak se vSak nezménila rezistence k oxacilinu ani peni-
cilinu, coz je pravdépodobné zpusobeno produktem genu mecA pfitomnym na
kazeté SCCmec (Hiramatsu et al., 1990). U poloviny kmen( jsme prekvapivé deteko-
vali plazmidy, jejichZ fenotyp se nepodafilo objasnit a pravdépodobné se tedy jedna o
plazmidy kryptické. Ackoliv je znama kompletni sekvence DNA fady kryptickych
plazmidd S. aureus, stale chybi uspokojivé informace o tom, jaka je jejich role v
evoluci stafylokoku a jakou vyhodu poskytuji své hostitelské bakterii.

Waldron a Lindsay (2006) ve sveé praci dosli k zavéru, ze k vyméné DNA mezi
kmeny S. aureus z rliznych linii dochazi v mensi mife, nez je tomu u kmenu ze stejné
linie, a to predevSim diky pfitomnosti RM systém(. Toto zjiSténi je v souladu s nasi
studii, ve které jsme vétSinu typl plazmidu detekovali vyhradné v ramci konkrétni
CC. Corvaglia et al. (2010) s touto teorii dale pracoval a pfinesl podrobna data o Saul
RM systému, konkrétné upozornil na variabilitu v proteinové sekvenci HsdS mezi CC
klastry. Nasledkem této variability dochazi pfednostné k pfenosu plazmidové DNA z
jednoho CC do jiného, avSak ne do kmena CC jiného typu, napf. pfenos z kmenu
CC8 je mozny do kmenl CC5, ale ne do kmend CC30. Tomuto pfesné odpovida
nami popsany vyskyt plazmidd nesenych napfi€ liniemi. VSechny ftfi typy takto dete-
kovanych plazmid byly nejdfive izolovany z kmeni CC8 a o dva roky pozdéji z
kmenu CC5, zadny z nich nebyl popsan v kmeni CC30.

Tato prace dale pfinasi dilkaz o tom, Ze obsah plazmidu se u genotypové
pfibuznych kmentd mize ménit, a to v relativné kratkém ¢asovém obdobi. Konkrétné
byla zjiSténa variabilita obsazenych plazmidi u kmen( patficich do ceského,
berlinského a USA300 klonu. Z hlediska kmenu klonu USA300 muZzeme konstatovat,
Ze variabilita plazmidové DNA pfispiva k rychlé evoluci tohoto invazivniho kmene,
coZ je v souladu s praci Highlander et al. (2007). Analyza plazmidu déle pfinasi
informaci o klonalnim Sifeni kmenu. Podobné jako Kennedy et al. (2010) jsme zjistili,
Ze kmeny klonu USA300 obsahuji v podstaté identické plazmidy v raznych kombina-
cich, a tedy, Ze se tyto kmeny rozsifily klonalné a v nedavné dobé.

Plazmidy disponuji schopnosti pfenosu z jedné hostitelské buriky do jiné. Bylo
popsano, Ze jednim z hlavnich zplsobl pfenosu plazmidd u kmenu S. aureus je
jejich obecna transdukce, tedy prenos zprostfedkovany bakteriofagem (Lindsay,
2008). Vyjimku tvofi konjugativni a tzv. mobilizovatelné plazmidy, které nesou vlastni
geny pro svUj pfenos, u kmenu S. aureus vSak nejsou pfilis frekventované. Ve studii
Varga et al. (2012) jsme experimentalné prokazali pfenos penicilinazového a tetra-
cyklinového plazmidu transdukujicimi fagy z kmene klonu USA300 do laboratorniho
kmene RN4220, ale také do bezplazmidového kmene ze stejného klonu. Pro potfeby
studie Maslanova et al. (2012) byl rovnéz Gspésné pifenesen penicilindzovy plazmid z
kmene USA300 do kmene COL, ktery patfi stejné jako vSechny kmeny tohoto klonu
do CC8. VSechny transdukce v rdmci kmenu klonu USA300 vykazovaly vysokou frek-
venci prenosu pohybuijici se kolem hodnoty 10° CFU/PFU, co? je priikazné vyssi
hodnota nez uvadéji puvodni prace Asheshov (1969) nebo Kayser et al. (1972). V
nasi studii Maslarova et al. (2012) bylo metodou qPCR jednozna¢né prokazano a
také kvantifikovano, Ze transdukujici bakteriofagy sbaluji do svého virionu plazmidy
resp. plazmidoveé geny, a to s relativné vysokou frekvenci. Je tedy zfejmé, Ze trans-
dukujici bakteriofagy jakozto vektory prfenosu plazmidd hraji v evoluci kmeni MRSA
vyznamnou roli a rovnéz pfispivaji k Sifeni a adaptabilité invazivnich epidemickych
klond jakym je napf. vySe uvedeny USA300.
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Na zavér Ize tedy shrnout, Ze plazmidy predstavuji dalezitou ¢ast genomu
MRSA, a to tim, Ze pfispivaji k rezistenci k antibiotikim a také virulenci kmenu. Déle
bylo zjist&no, Ze obsah plazmidi u kment MRSA zachycenych v Ceské republice ve
velké mife koreluje s pfisluSnosti kmenld k CCs a jejich subklonim. V neposledni
fadé pritomnost tolika rdznych typu plazmidd v rdznych kombinacich vede k zavéru,
Ze tyto autonomni molekuly DNA hraji vyznamnou roli v evoluci klonalnich linii MRSA
a Vv jejich genotypové ruznorodosti. Zasadnimi mediatory horizontalniho transferu
plazmidd jsou transdukujici bakteriofagy, a to véetné pfirozenych profagt danych
kmenu (Varga et al., 2012; Maslanova et al., 2012).
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Abstrakt

Protein c-Myb je kli¢ovy transkripéni faktor pro fyziologickou regulaci kmenovych a
progenitorovych bunék v kostni dfeni, stfevnich kryptach a v neurogennich oblastech
mozku. Jeho deregulace a aberantni funkce je spojena s rGznymi typy nadorovych
onemocnéni, véetné prsnich karcinomu. Funkce proteinu c-Myb v nadorech prsu je
vSak rozporuplna - byl klasifikovan jako onkoprotein nezbytny pro mamarni tumori-
genezi i jako nadorovy supresor. Tato prace se zabyva proteinem c-Myb v kontextu
prsnich karcinomu se zaméfenim na jeho vyznam pro invazivitu a metastazovani
téchto nadord. Pro studium funkce proteinu c-Myb v prsnich karcinomech jsme jako
modelovy systém vytvofili varianty dvou bunéénych linii odvozenych z mamarnich
nadorl MDA-MB-231 a 4T1, které exprimuji exogenni c-Myb (MYBup). Zkoumali
jsme proliferaci, migracni a invazivni aktivitu téchto bunék in vitro, jejich tumorigenni
a metastaticky potencial in vivo a vyhledavali jsme efektory proteinu c-Myb
v pozorovanych procesech. Zjistili jsme, Ze ucinek ektopické exprese c-Myb na
migraci a invazivitu bunék prsnich nadorl in vitro je zavisly na podminkach, kon-
krétné na (ne)pfitomnosti chemoatraktantu a sloZzeni extracelularni matrix. Protein
c-Myb stimuluje chemotaktickou migraci a invazivitu bunék prsnich nédor(
v matrigelu, ale neovliviiuje chemokinetickou motilitu a penetraci kolagenu 1.
Ortotopicky implantované buriky 4T1MYBup tvofi v mySich BALB/c pomaleji rostouci
nadory, které spontanné metastazuji do kosti a jater, nikoli do plic, na rozdil od nado-
ri kontrolnich, které zakladaji metastazy v kostech, jatrech i plicich. Snizené& frek-
vence plicnich metastaz nadord MYBup muaze byt disledkem omezené schopnosti
cirkulujicich nadorovych bunék exprimujicich exogenni MYB vstupovat pres cévni
sténu s kontinualni bazalni membranou do plicniho parenchymu. Buriky MDA-MB-
231MYBup up mély ve srovnani s kontrolnimi  burfikami sniZzenou schopnost
transendotelialni migrace in vitro. ldentifikovali jsme nékolik gend, jejichZz exprese je
deregulovana v burikdch MYBup. Katepsin D, matrixovA metaloproteinaza 1 a 9
(MMP1/9) jsou spolu se signalni drdhou JNK (c-Jun NH2-terminalni kindza) pravdé-
podobné urcujicimi faktory zprostfedkujicimi Gcinek proteinu c-Myb na migraci a
invazivitu bunék MDA-MB-231 in vitro. Proteinem Myb fizena represe Mmpla a Msn
v burikdch 4T1 by mohla byt alespon Caste€né pficinou selektivni inhibice plicnich
metastaz nadort MYBup v mySim modelu in vivo. Analyza expresnich dat klinickych
vzorkd prsnich karcinomu uloZenych v databazich Oncomine a GEO naznacila rele-
vanci pozorované inhibice MMP1/MSN proteinem c-Myb pro metastazovani karcino-
mua prsu onkologickych pacientek. Vysledky této prace pfispivaji k poznéni funkce
proteinu c-Myb v biologii prsnich karcinomd, nabizeji novy pohled na jeho rozporupl-
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né pusobeni jako onkoproteinu / nadorového supresoru v téchto nddorech a pouka-
zuji na podminénost jeho funkce s dusledky pro matrix-dependentni invazivitu, extra-
vazaci a organotropismus bunék prsnich karcinomu.

Uvod

Protein c-Myb patfi do rodiny transkripénich faktorl se specifickou DNA-
vazebnou doménou, do niz patfi proteiny B-Myb, A-Myb a virovy derivat v-Myb.
Lidsky protoonkogen c-myb (MYB, ,v-myb avian myeloblastosis viral oncogene
homolog®) lokalizovany na chromozomu 6 (6g22-g23) koéduje protein se tfemi stru-
kturnimi doménami: N-koncovou DNA vazebnou doménou, centralni transaktivaéni
doménou a C-koncovou doménou s negativni regulaéni funkci. Fyziologicky c-Myb
funguje jako regulator progenitorovych bunék v kostni dfeni, ve stfevnim epitelu a
v mozku (Ramsay a Gonda, 2008). Transaktivaci cilovych genu se podili na Fizeni
procesu proliferace, diferenciace a bunécné smrti. Vysokou expresi genu MYB se vy-
znaluji nezralé proliferujici hematopoetické progenitorové buriky, proliferaéné aktivni
bunky v bazi stfevnich krypt a pravdépodobné i progenitory neuront v neurogennich
,hiche" v dospélém mozku (Malaterre et al., 2008; Lorenzo et al., 2011).

Patologické dusledky aberantni exprese genu MYB byly nejdfive rozpoznany
v pta¢ich modelech, kde onkogenni forma zplsobuje hematologické malignity
(myeloblastézu, odtud nazev genu), pozdéji byla amplifikace genu MYB spojena
s leukemogenezi u Clovéka (Pattabiraman a Gonda, 2012), nové i v B-bunécné leu-
kémii (Waldron et al., 2012). Dysfunkce proteinu c-Myb se prokazala i v epitelialnich
nadorech, nejdfive v kolorektalnich karcinomech, pak v nddorech prsu, pankreatu,
hlavy a krku, v melanomech a dalSich (Walker et al., 1998; Biroccio et al., 2001;
Persson et al.,, 2009; Miao et al.,, 2011). Nové bylo zjisténo, ze MYB pusobi jako
onkogen v nadorech prostaty (Srivastava et al., 2012).

Donedavna byla jako mechanismus tumorigenni funkce proteinu c-Myb
uvazovana pouze deregulace proliferace, zastava diferenciace a prevence bunécné
smrti (Ramsay a Gonda, 2008). Béhem poslednich let se objevily informace, Ze
protein c-Myb se podili také na migraci, resp. invazivit¢ nadorovych bunék.
Souvislost mezi proteinem Myb a invazivitou nadort byla poprvé prezentovana na
konferenci tykajici gastrointestinalnich nador v roce 2009 (Weston et al., 2009). K.
Weston a jeji kolegové zjistili, ze vypnuti exprese protoonkogenu MYB redukuje
migraci a invazivitu bunék adenokarcinomu jicnu in vitro a ze Myb-pozitivni buriky se
v nadorech jicnu in vivo nachazeji pfedevsim v okrajovych oblastech, kde dochazi
k lokalni invazi okolni tkané. Prvni publikace pfedstavujici protein c-Myb jako invaziv-
ni faktor vysla v roce 2010 (Tanno et al., 2010). Vypnuti endogenni exprese MYB
v bunikach kolorektalnich nadord a neuroblastomu vedlo k jejich snizené invazivité in
vitro a omezilo schopnost leukemickych bunék usazovat se v kostni dfeni in vivo.
Mechanismus indukce invazivity spocival v aktivaci transkripéniho faktoru Slug fizené
proteinem Myb a nasledné epitelialné-mezenchymalni tranzici (EMT) (Tanno et al.,
2010). Rok poté byl c-Myb identifikovan jako regulator EMT i v burikdch prsnich
karcinomu a byly nazna¢eny mozné dusledky pro jeho funkci v invazivité prsnich na-
dori (Cesi et al., 2011). Zatim posledni publikace zminujici MYB a invazivitu
nadorovych bunék uvadi, Ze c-Myb podporuje EMT také v bunkach prostatickych
nadorl (Srivastava et al., 2012) a Ze tento protein muze stimulovat invazivitu bunék
hepatocelularnich karcinomua nezavisle na EMT (Chen et al., 2010).
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Karcinomy prsu predstavuji velmi heterogenni skupinu nadort, jak z hlediska
patogeneze, tak klinické progndzy a terapeutickych moznosti. PfestoZze sporadické
prsni nadory jsou Casto diagnostikovany v relativné €astych stadiich lokalniho one-
mocnéni bez znamek metastatického Sifeni, u 25 - 50 % pacientek dojde nékdy i
desitky let po prvotni diagnéze k rozvoji vzdalenych metastdz (Lorusso a Riegg,
2012). Zatimco pravdépodobnost doby preZiti 5 let je pro pacientky s lokalizovanym
primarnim nadorem prsu 98 %, pro pfipady metastazujicich prsnich nadoru tato prav-
dépodobnost dramaticky klesa na pouhych 27 %. Prsni karcinomy zakladaji meta-
stazy nejCastéji v kostech, plicich, mozku a lymfatickych uzlindch, vyuZzivaji tedy lym-
fogenni i hematogenni Sifeni.

Protoonkogen MYB je jednim z cilovych genl estrogenového receptoru (ER),
jeho exprese je proto vyrazné vy3si v prsnich nadorech exprimujicich ER (ER") nez
v nddorech ER negativnich (ER’). Nicméné i mezi naddory ER" existuje variabilita
v expresi genu MYB (Thorner et al., 2010). Jedna z prvnich funk&nich studii proteinu
c-Myb v prsnich karcinomech konstatovala zavislost bunééné proliferace prsnich na-
dorovych bunék na expresi protoonkogenu MYB (Drabsch et al., 2007). Ztrata jeho
funkce pfiméla buriky ER™ zastavit bunéény cyklus, buriky ER™ v3ak nebyly k supresi
MYB senzitivni. B&hem indukované diferenciace ER™ prsnich nadorovych buné&k
MCF7 dochazi k vypnuti endogenni exprese MYB (Drabsch et al., 2010). Geneticka
inhibice MYB spousti diferenciaci a naopak jeho ektopicka exprese diferenciaci i apo-
ptozu bunécné linie MCF7 blokuje (Drabsch et al., 2010). Deplece MYB znemoznuje
vznik nadord v MMTV-NEU mySim modelu in vivo (Miao et al., 2011). MYB byl takto
definovan v prsnich naddorech jako onkogen s podobnym uc€inkem, jaky byl popsan u
leukémii a kolorektalnich nadord. Pokud jde o invazivitu a metastazovani prsnich
nadord, byl c-Myb zahrnut do regulaéni sité spojené s EMT a jeho exprese se
ukazala byt nepostradatelnou pro zmény indukované transformujicim ristovym fakto-
rem B v bunikach prsniho karcinomu MCF7 (Cesi et al., 2011).

Kratce po sobé v roce 2010 se vSak objevily ¢lanky popisujici nadorové supre-
sivni funkci proteinu c-Myb v prsnich karcinomech. Deisenroth a spolupracovnici
prekvapivé identifikovali novou funkci jednoho z dfive popsanych cilovych genu pro-
teinu c-Myb Hep27 (kédovany genem DHRSZ2) (Deisenroth et al., 2010). Zjistili, Ze
mitochondrialni enzym Hep27 se muzZe v dusledku aberantni exprese MYB trans-
lokovat do jadra, kde interakci s Mdm2 stabilizuje protein p53 (Deisenroth et al.,
2010). Takto by protein c-Myb mohl ovliviiovat charakter nadori prsu s proteinem
p53 wt. Piimy funkéni prdkaz nadorové supresivni funkce proteinu c-Myb byl podan
kratce poté (Thorner et al., 2010). Vypnuti exprese MYB pomoci shRNA v burikich
MCF7 potencovalo tumorigenezi in vitro (rst kolonii nezavisly na podkladu,
»=anchorage-independent growth“) a urychloval rust ortotopicky implatovanych ma-
marnich nadort in vivo. Klinickou relevanci k témto experimentalnim vysledkim
pfidala dalSi studie, ktera poukazala na to, Ze skupina pacientek s karcinomy prsu
vyznacujicimi se vysokou expresi MYB genu ma vybornou prognoézu a minimalni
pravdépodobnost vyskytu distalnich metastaz (Nicolau et al., 2011).

Cile

Cilem této studie je stanoveni funkce transkripniho faktoru c-Myb regulaci tumori-
gennich vlastnosti bunék prsnich karcinomu, s konkrétnim zameéfenim na invazivitu a
metastazovani nadoru:

1. stanovit funkci proteinu c-Myb v regulaci migrace bunék prsnich karcinoma in vitro;
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2. stanovit funkci proteinu c-Myb v Fizeni invazivity bunék prsnich karcinomd in vitro;
3. urcit vyznam proteinu c-Myb pro tumorigenezi a metastazovani prsnich karcinom
in vivo;

4. identifikovat molekularni efektory Myb-fizenych procesu v burikach prsnich karci-
nomu.

Material a metody

Bunécéné linie

MDA-MB-231 — nadorova linie odvozena z pleuralni efuze lidského adenokarcinomu
prsu

4T1 — nadorova linie odvozena z tumoru milécné Zzlazy mysi kmene BALB/cfC3H
(kmen s vysokou Cetnosti spontannich prsnich nadort zpusobenou pfitomnosti exo-
genniho viru MMTV (,mouse mammary tumor virus®)

HUVEC - lidské endotelidlni bunky ziskané z pupecnikové Zily (,Human Umbilical
Vein Endothelial Cells®)

Transfekce

Pro pfipravu stabilnich linii bunék MDA-MB-231/4T1 se zvySenou expresi genu MYB
byly bunky transfekovany expresnim plazmidem nesoucim sekvenci cDNA lidského
a mySiho genu MYB s pouzitim €inidla Lipofectamine 2000 (Invitrogen) podle navodu
vyrobce. Pfechodného vypnuti genové exprese bylo docileno transfekci bunék MDA-
MB-231MYBup specifickymi siRNA s pouzitim xtremeGENE siRNA (Roche) podle
navodu vyrobce. Cilova koncentrace siRNA byla 30 nM.

Transaktivacni testy

Transaktivaéni funkce proteinu c-Myb byla testovana s vyuzitim luciferazovych repor-
térovych konstrukt. Vektory se zkoumanymi regulaénimi Useky (umély promotor
s Sesti vazebnymi misty pro c-Myb, sekvence promotoru lidského genu pro CTSD,
MMP1 a MMP9 o razné délce) byly transfekovany burfiky MDA-MB-231/4T1
soucasné s plazminem kédujicim B-galaktozidazu. Lyzat bunék byl pouzit k testovani
aktivity B-galaktozidazy a luciferazy.

PCR array
K expresnimu profilovani bunék MDA-MB-231MYBup jsme pouZili ,RT? Profiler PCR

Array Human Tumor Metastasis* (PAHS-028A, SABiosciences). Ziskana data jsme
vyhodnotili softwarem PCR Array Data Analysis Template Excel (SABiosciences).

LIranswell* migraéni/invazivni test

Chemotakticka migrace bunék byla testovana sestavou ,Cultrex Cell Invasion Assay"
(Trevigen). Kit vyuzZiva kultivaéni systém ,transwell“ v 96-jamkovém formétu. Buriky
MDA-MB-231 (5 x 10* bunék/jamku) byly pfidany do horni asti jamek, do dolni &asti
jamek bylo pfidano médium s pfidavkem 10% FCS, pouzitého jako chemoatraktantu.
Po 16 hod byly migrujici buriky obarveny Calceinem AM a emitovana fluorescence
byla zméfena pfistrojem Synergy HT. Pro testovani bunécné invazivity byl tento
postup modifikovan pfidanim extraktu bazalni membrany (matrigel).

Selekce migracné aktivnich bunék linie MDA-MB-231 in vitro
Buriky s vysokou chemotaktickou migra¢ni aktivitou (MIG4) jsme selektovali z bunék
MDA-MB-231 c¢&tyfmi cykly transwell* migrace a expanze ziskané subpopulace
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bunék. Postupovali jsme jako pfi ,transwell* migracnim testu, po d&tyfhodinové
inkubaci byly buriky uvolnény z filtru disociaCnim pufrem (soucast kitu ,Cultrex Cell
Invasion Assay“) a preneseny do kultivacni misky s kompletnim médiem. Cyklus
migrace a expanze jsme opakovali Ctyfikrat.

Analyza bunééné migrace/invazivity v realném case pomoci XCELLigence ,Real-
Time Cell Analyzer"

Pro kinetickou analyzu bunécné migrace/invazivity jsme vyuzili systém ,CIM-plates
16" a méfeni impedance pfistrojem xCELLigence ,Real-Time Cell Analyzer* (RTCA).
Pro invazivni experimenty jsme membranu horni ¢asti destiCky CIM 16 prekryli
vrstvou extraktu bazalni membrany (matrigel) nebo kolagenu |1, pfipadné
monovrstvou endotelialnich bunék HUVEC. V indikovanych pfipadech jsme do média
v dolni ¢asti jamky pfidali inhibitor GM6001, SP600125 nebo metylester pepstatinu A.

Analyza chemokinetické motility bunék (,wound healing assay") v realném case
Buriky jsme kultivovali na misce upravené pro videomikroskopické pozorovani, po
dosazeni 100% konfluence jsme mechanicky odstranili ¢ast bunék za vzniku bez-
bunécné ryhy o Sifce 240 nm (Sitka ryhy byla zméfena mikroskopicky pomoci
software LAS (,Leica Application Suite*). Pro snimani v intervalu 10 minut po dobu
20 hodin jsme pouzivali mikroskop Leica TCS SP5 X.

Analyza metastatické aktivity nadorovych bunék 4T1 in vivo

Ortotopické mamarni nadory byly indukovany injekci bunék 4T1 (varianty MYBup M-
M5 a vektor) do mléénych Zlaz samic mySi kmene BALB/c (stafi 7 tydnua). Mysi byly
sledovany po dobu jedno mésice, rust nadoru pravidelné monitorovan. Po dasazeni
priméru nadoru 1,2 cm, byly mySi utraceny a pfitomnost metastatickych infiltratl byla
hodnocena ve fixovanych organech histologicky.

Vysledky

Pro stanoveni funkce proteinu c-Myb v fizeni invazivity a metastazovani prsnich
karcinomu byly vytvofeny varianty dvou bunécénych linii (MDA-MB-231 a 4T1), které
jsou rozsahle vyuzivany ke studiu invazivity nadorovych bunék a metastazovani
prsnich nadorua, produkujici funk&ni exogenni transkripéni faktor c-Myb (varianty
MYBup, M-M a H-M; obr. 1).
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Obrazek 1: Ektopicka exprese genu MYB/Myb vbunkach MDA-MB-231 a 4T1.
Imunodetekce proteinu c-Myb ve stabilnich klonech konstitutivné exprimujicich exogenni c-
Myb.
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Nejprve jsme testovali ristové, migracni a invazivni vlastnosti bunék MYBup in
vitro. Zjistili jsme, Ze ektopicka exprese c-Myb neovliviiuje proliferacni aktivitu bunék
MDA-MB-231 a 4T1 in vitro. Smérovana migrace byla testovana v uspofadani
JLranswell* za podminek chemoatrakce. Fluorimetrickd detekce migrujicich bunék i
méfeni zmén impedance v dasledku migrace vredlném Case systémem RTCA
XCELLigence ukazaly zvySenou chemotaktickou migracni aktivitu bunék MYBup
obou linii. Buriky produkujici exogenni c-Myb se ale nelisi od bunék kontrolnich
v rychlosti chemokinetické migrace, coz dokladaji vysledky testu ,scratch/wound-
healing”, kdy se motilita bunék hodnoti v nepfitomnosti gradientu chemoatraktantu
rychlosti zacelovani mechanického ,poranéni* konfluentni vrstvy bunék. Pokud buriky
MDA-MB-231 chemotakticky prochazeji v kultivanim systé-mu ,transwell* pfes vrst-
vu endotelialnich bunék HUVEC, je transmigrace v burikach ektopicky exprimujicich
MYB ve srovnani s kontrolnimi liniemi dokonce zpomalena.

Invazivni aktivita bunék MYBup byla hodnocena podobné jako chemotakticka
migrace, ale postup migracnich testu ,transwell* byl modifikovan a dopinén o fazi pe-
netrace substratu simulujiciho prostfedi extracelularni matrix (ECM). Jako bariéry
buné&ného pohybu jsme pouzili dva typy matrix: matrigel (extrakt bazalni membrany)
a kolagen | (abundantni protein intersticialni ECM). Zjistili jsme, Ze bunky MYBup
linie MDA-MB-231 i 4T1 prochazeji membranou pokrytou matrigelem, ale ne kolage-
nem | snadze nez bunky kontrolni. c-Myb tedy aktivuje invazivitu bunék prsnich karci-
nomu in vitro v zavislosti na typu mimobunécéné matrix.

Dale jsme se zamérili na identifikaci efektorl proteinu c-Myb v fizeni
migrace/invazivity bunék MDA-MB-231 in vitro. PouZili jsme PCR array ,RT? Profiler
PCR Array Human Tumor Metastasis* (SABiosciences) pro soucasnou analyzu
panelu 84 genul relevantnich pro metastazovani nadord. Identifikovali jsme Sest genu
(CDH11, MCAM, ITGB3, MMP9, HTATIP2 a IL18) svyznamné deregulovanou
expresi v bufikdach MYBup. Deregulaci na darovni proteinu jsme v bufkach s exo-
gennim proteinem c-Myb potvrdili pro CDH11 a MMP9. Kromé zvy3Sené hladiny
kadherinu 11 a MMP9, jsme v bufikdch MYBup zjistili nadprodukci katepsinu D,
transkripéniho faktoru Slug a fosforylované formy (Ser73) proteinu c-Jun a naopak
pokles exprese/sekrece proteinu MMP1 ve srovnani s kontrolnimi burikami.

Funkéni testy s vyuzitim specifickych siRNA a/nebo farmakologickych inhibi-
tor( a také porovnani s expresnim profilem subpopulace bunék MIG4 linie MDA-MB-
231 vybrané na zakladé své vysoké chemotaktické aktivity ukazaly, Ze katepsin D
(kbdovany genem CTSD) alespon Castec¢né zprostiedkovava ucinek transkripéniho
faktoru c-Myb na buné€nou migraci, spole¢né s aktivaci signalni drahy JNK a mozna
také vypnutim exprese MMP. Schopnost bunék MDA-MB-231MYBup pronikat matri-
gelem je senzitivni k inhibici CTSD a MMP, genetické vypnuti CTSD a inhibice JNK
blokuje jejich invazivitu v kolagenu I.

Pro studium invazivity/tumorigeneze/metastazovani bunék MYBup in vivo jsme
pouZili buiky 4T1 (a jejich varianty produkujici exogenni c-Myb) v syngennim mysSim
modelu nadoru prsni zZlazy, kdy se bunky 4T1 ortotopicky implantuji do mySi BALBI/c.
Vysledky dokumentuji, Ze nadory ektopicky exprimujici Myb (MYBup) rostou pomaleji
a metastazuji do plic s vyrazné nizsi frekvenci (obr. 2) nez nadory kontrolni (pouze u
22 % mysi s nadory MYBup byla zjisténa pfitomnost nadorovych infiltrata v plicich),
ale neliSi se ve frekvenci a rozsahu nadorové infiltrace kosti a jater, jak ukazala
histologick& analyza.

Zjistili jsme, Ze bunky a nadory 4T1MYBup produkuji méné intersticialni kola-
genazy MmpZla a moesinu nez kontrolni vzorky. Analyzovali jsme proto expresi genu
MYB a vybranych cilovych gena (v€éetné MMP1 a MSN, kodujicich intersticidlni kola-
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genazu, resp. moesin) v klinickych vzorcich karcinomu prsu nastroji databazi Onco-
mine a GEO a zjistili jsme nepfimou umérnost mezi hladinou MYB a MMP1/MSN
MRNA v prsnich nadorech. Navic jsme zaznamenali nizkou expresi MYB mRNA ve
skupiné primarnich nadort prsu metastazujicich do plic v porovnani se skupinou
nadorl metastazujicich mimo plice (obr. 2) a podobny expresni profil je zachovan
v sekundarnich nadorech karcinomu prsu v plicich (nizka hladina mRNA MYB) ve
srovnani se sekundarnimi nadory lokalizovanymi mimo plice (vysoka hladina mRNA
MYB). Pfitom exprese gend MMP1 a MSN ve skupinach nadoru rozdélenych na
zakladé lokalizace metastaz ma opacny profil nez exprese genu MYB (vysoka
hladina mRNA MMP1 a MSN v nadorech metastazujicich do plic).
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Obrazek 2: (A) Frekvence plicnich metastdz nadort 4T1IMYBup in vivo. (B) Exprese MYB
v souboru prsnich karcinomu ze studie Minn et al., 2005 (databaze GEO, GSE2603).
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Diskuse

Testovanim bunééné migrace dvéma odliSnymi pfistupy jsme zjistili, Ze ekto-
picka exprese MYB navysSuje chemotaktickou pohyblivost bunék prsnich karcinomd,
ale neovliviiuje chemokineticky pohyb. Ackoli chemotaxe i chemokineze se uplatriuji
pfi metastatickém Sifeni nadoru, nejsou funkéné ekvivalentni. Vyhoda bunék snadno
polarizovatelnych pro smérovany pohyb muze byt v podminkach chemokinetickych
ztracena (Thou-Wong et al., 2006), je proto mozné, Ze buriky MYBup, podobné jako
MIG4 nejsou vybaveny pro chemokinetickou motilitu, ackoli disponuji t€innou sméro-
vanou migraci,

Expresni profilovani bunék MYBup v genech relevantnich pro metastazovani
pomoci ,Human Tumor Metastasis PCR array” a testovani dalSich kandidatnich gen
poukazalo na nékolik potencialnich efektorl chemotaktické migrace indukované pro-
teinem Myb: CTSD, MMP9, MMP1, CDH11, SNAI2 a signélni draha JNK/JUN.
Deregulace genu CTSD byla v burfikhich MDA-MB-231MYBup zjisténa na udrovni
produkce mRNA, proteinu i jeho sekrece z buriky. Transaktivacni testy ukazaly Myb-
dependentni aktivaci promotoru lidského genu CTSD a in silico bylo nalezeno nékolik
potencialnich vazebnych mist pro Myb v promotoru tohoto genu. Pfestoze regulaéni
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sekvence genu CTSD nebyly dosud funkéné charakterizovany s ohledem na trans-
aktivaci fizenou proteinem Myb, mMRNA CTSD byla identifikovand mezi transkripty,
jejichz hladina roste s exogenni expresi MYB v bufkach prsnich karcinomu v celo-
genomové expresni studii (Rushton et al.,, 2003). Katepsin D je lysozomalni
aspartatova protéza a je povazovan za negativni prognosticky marker pro pacientky
s karcinomem prsu (Foekens et al., 1999). NaSe funkéni testy ukazaly zavislost
migraéni aktivity bunék MYBup na expresi a/nebo enzymatické aktivité katepsinu D.
Katepsin D stimuluje chemotaktickou migraci bunék MDA-MB-231MYBup proteo-
lytickym Stépenim neznamého substratu, nebo interakci se svym povrchovym
receptorem nebo jinymi proteiny, nebo kombinaci téchto mechanism( (Laurent-
Matha et al., 2005; Benes et al., 2006; Beaujouin et al., 2010; Koch et al., 2013).

Ackoli protonkogen JUN patfi mezi charakterizované cilové geny trans-
krip€niho faktoru c-Myb (Quintana et al., 2011), v burikdch MDA-MB-231MYBup jsme
nezjistili vyraznou deregulaci hladiny mRNA/proteinu JUN, nicméné aktivita proteinu
c-Jun reprezentovana mnozstvim jeho fosforylované formy (Ser73) je v bunkach
s exogennim proteinem c-Myb zvySena. Fosforylaci proteinu c-Jun v misté Ser73
zajiStuje c-Jun N-terminalni kindza JNK/SAPK. Neni ndm znamo, jakym zpusobem c-
Myb aktivuje JNK/Jun signalni drahu, hypotézou vysvétlujici aktivaci JNK signalni
drédhy by mohla byt Myb-fizena deregulace exprese/aktivity fosfataz DUPS1/16 (Zhao
et al., 2011; Zuber et al., 2011, SI). Zjistili jsme, Ze pfitomnost inhibitoru kinazy JNK
SP600125 sniZzuje schopnost ucinné smeérované migrace bunék MYBup. Schopnost
remodelovat aktinovy cytoskelet je kliCovy faktor, kterym signalizace JNK/Jun udéluje
burikdm migra¢ni potencial (Jiao et al., 2008; Jiao et al.,, 2010; Kulshammer,
Uhlirova, 2012). Pro potvrzeni funkéniho pfispévku proteind c-Jun a JNK by byla
nutna individualni inhibice JUN/IJNK prostfednictvim siRNA, nicméné muzeme
shrnout, Ze inhibice signalni drahy JNK prostfednictvim SP600125 blokuje chemotak-
tickou motilitu bunék MDA-MB-231MYBup.

Jako dalSi z potencialnich efektord bunéné migrace aktivované proteinem
Myb byl identifikovan transkripéni faktor Slug (kédovany genem SNAI2) a kadherin
11 (CDH11). Exprese obou téchto genu je v burikdch MDA-MB-231 produkujicich
exogenni c-Myb navySena ve srovnani s kontrolni linii. Akumulace SNAI2 mRNA a
proteinu Slug vlivem zvySené hladiny proteinu c-Myb byla zaznamenana uz dfive
(Tanno et al., 2010, Cesi et al., 2011), CDH11, pokud vime, dosud mezi cilové geny
proteinu Myb zafazen nebyl. Slug je vyznamny regulator EMT (Peinado et al., 2007)
a kadherin 11 (OB-kadherin) se pouziva jako jeden z mnoha mezenchymdlnich
marker( v bunkach nadord prsu (Hazan et al., 2004; Sarri6 et al., 2008). Na funkci
proteinu c-Myb v indukci EMT s dasledky pro buné&nou motilitu jiz bylo poukdzano
(Tanno et al., 2010; Cesi et al., 2011). Jak jsme prokazali, exprese proteint Slug a
kadherinu 11 neni pro chemotaktickou migraci bunék indukovanou proteinem Myb
nezbytna, coz naznacuje, Ze c-Myb pravdépodobné aktivuje chemotaktickou migraci
bunék MDA-MB-231 nezavisle na EMT.

PFi testovani invazivity bunék s modifikovanou expresi genu MYB jsme pouZili
dva typy nahrad ECM, matrigel a kolagen typu I. SloZeni téchto matrixovych bariér
odrazi biologickou odliSnost bazalni membrany a intersticialni ECM. NaSe vysledky
ukazuji, Ze ackoli buriky MYBup snaze prochazeji bariérou tvofenou matrigelem nez
buriky kontrolni, nevykazuji zvySenou schopnost invadovat matrix tvofenou kolage-
nem |. OdliSna proteolytickd vybava bunék MYBup muze byt pfi¢inou matrix-
specifické invazivity. V burfikdch MYBup jsme pozorovali deregulovanou expresi
proteaz MMP1 a MMP9: zatimco expresi genu MMP9 protein c-Myb aktivuje, hladina
MRNA MMP1 a inter- i extracelularni mnoZstvi proteinu MMP1 jsou v dasledku



ektopické exprese MYB sniZzeny. NaSe data souhlasi s nedavno publikovanymi udaji,
Ze genetickd manipulace exprese MYB zpusobuje odpovidajici zmény v expresi
MMP9 (Bhattarai et al., 2011). Pokud je nam znamo, negativni regulace exprese
MMPL1 fizena proteinem c-Myb jesté popsana nebyla. Hlavnim substratem MMP9 je
kolagen IV (obsazeny v matrigelu), zatimco MMP1 degraduje zejména kolagen |.
Buriky MYBup tedy invaduji matrigel ucinnéji nez kontrolni linie navzdory nedostatku
kolagenazy MMP1 a MMP9 muzZe byt efektorem pfispivajicim k nardstu invazivity
bunék MYBup testované na ,transwell” filtrech pokrytych vrstvou matrigelu (Xu et al.,
2010; Wang et al.,, 2011). Buiiky MYBup vSak vyhodu v invazivni aktivit¢ nad
kontrolnimi bunikami ztraceji v matrix tvofené kolagenem |, coz muze zpusobeno
absenci MMP1 (Jiang et al., 2005; Foley et al., 2012).

Pro testovani invazivniho potencialu bunék MYBup in vivo jsme vyuZzili bunéc-
né linie 4T1 v syngennim mySim modelu. N&dory vyvolané linii 4T1 jsou Casto
pouzivanym modelem pro studium metastazovani, protoZze zakladaji sekundarni
nadory s vysokou ucdinnosti, jejich distribuce je podobné jako u lidskych karcinom
prsu a poloha sekundarnich nadord neni preduréena mistem injektdZze nadorovych
bunék jako v pfipadé experimentalnich metastaz (Pulaski a Ostrand-Rosenberg,
2001; Tao et al., 2008; Francia et al., 2011). Vysledky ukazuji, Ze in vivo je rast
bunék 4T1 exprimujicich exogenni Myb vyznamné zpomalen ve srovnani s ras-
tem kontrolni linie a schopnost nadord MYBup zakladat sekundarni nadory v plicich
je vyznamné omezena, aniz se zméni ucinnost infiltrace kosti a jater. Abychom
zjistili, zda maji uvedené data odvozena z mySiho modelu in vivo néjakou relevanci
pro metastazovani prsnich karcinomd onkologickych pacientek, vyuZzili jsme verejné
pristupnych databazi shromazdujicich data z rGznych studii vénovanych celogeno-
mové expresni analyze klinickych vzorku. Z databazi Oncomine a GEO jsme vybrali
Gtyfi soubory vzorkd primarnich prsnich karcinomud nebo jejich metastaz a analyzou
expresnich profild genu MYB v klinickych vzorcich primarnich prsnich nadord s riz-
nym tropismem metastaz (Minn et al., 2005) jsme zjistili, Ze nadory metastazujici do
plic maji vyznamné nizsi relativni mnozstvi MYB mRNA neZ nadory metastazujici
mimo plice. Zda se, Ze vysoka hladina mRNA MYB v primarnim nadoru neumoZzniuje
ac¢innou metastatickou kolonizaci plic, ale umoznuje infiltraci a sekundarni rust
v jinych organech, coz koresponduje s naSimi vysledky. Pokud vime, funkce proteinu
c-Myb jako faktoru determinujiciho organotropismus metastaz prsnich nadort dosud
nebyla popsana. Za pravdépodobnou pfi€¢inu Myb-indukované suprese plicnich
metastaz povaZzujeme snizenou schopnost vstupu do plicniho parenchymu. Poruchu
transendotelidlni migrace vlivem ektopické exprese MYB jsme zaznamenali v bun-
kach MDA-MB-231 a dalSi data podporuji hypotézu o funkci proteinu c-Myb v nega-
tivni regulaci extravazace v cilovych mistech s tésnymi vazbami mezi endotelialnimi
burfikami a s kontinualni subendotelialni bazalni membranou, jako jsou plice (Bauer
et al., 2007; Drake et al., 2009; Williams et al., 2009).

Ackoli existuji publikace dokladajici, ze c-Myb je dalezity pro proliferaci bunék
prsnich karcinomd in vitro a rtst nadord mlééné Zlazy v mySich in vivo (Drabsch et
al., 2007; Miao et al., 2011), byla zaznamenana také nadorové supresivni funkce
proteinu c-Myb v prsnich nadorech (Deisenroth et a., 2010; Thorner et al., 2010).
Nadorové supresivni Gginek genu MYB byl zjisttn u ER" nadori a jako
mechanismus tohoto ucinku byla navrZzena stabilizace proteinu p53 prostfednictvim
cilového proteinu Hep27 (Deisenroth et a., 2010; Thorner et al., 2010). Jak ukazuji
naSe vysledky, i v ER" nadorech s mutantni formou proteinu p53 maze c-Myb neza-
visle na Hep27 plnit funkci nadorového supresoru, pfipadné organové specifického
supresoru metastaz.

45



Na zakladé exprese v 4T1MYBup nadorech in vivo a burikach in vitro a také
vzhledem Kk jejich expresnim profilim v lidskych karcinomech prsu uloZzenym
v databdzich Oncomie a GEO, jsme jako molekularni efektory organotropismu
metastaz fizeného proteinem Myb navrhli intersticialni kolagenazu MMP1/Mmpla a
ERM protein moesin. Moesin se Uc€astni pfipojeni kortikalnich aktinovych viaken
k cytoplazmatické membrané a umozniuje rychlou reorganizaci cytoskeletu v reakci
na vnéjsi signaly (Niggli a Rossy, 2008). Moesin je nezbytny pro kolonizaci plic
burikami melanomu (Estecha et al., 2009) a v leukocytech se podili na polarizaci
bunky pfedchazejici transendotelialni migraci (del Pozo et al., 1998). Je mozné, Ze
Myb-indukovana represe moesinu blokuje procesy nutné pro polarizaci buriky po
kontaktu s endotelelem, a tedy uc€innou transendotelialni migraci. MMP1 je jednim
z genl, které se vyrazné exprimuji v prsnich nadorech preferenéné kolonizujicich
plice (Minn et al., 2005; Gupta et al., 2007; Minn et al., 2007). U&inek MMP1 na plicni
metastazovani se prisuzuje schopnosti remodelovat cévni sténu a zajistit u¢innou
extravazaci (Gupta et al., 2007). Domnivame se, Ze potlaceni exprese Mmpla
vyvolané ektopickou expresi genu Myb vbuikdch 4T1 muze byt pfic¢inou
zpomaleného rastu tumord 4T1MYBup in vivo a také jejich neschopnosti zakladat
metastazy selektivné v plicich kvuli ztizené extravazaci, pfi€¢emz v metastazovani do
kosti a jater nejsou omezeny.

Zaver

Vysledky této prace pfispivaji k poznani funkce proteinu c-Myb v biologii
prsnich karcinomd a nabizeji novy pohled na jeho rozporuplné pusobeni jako onko-
proteinu/nadorového supresoru v téchto nadorech. NasSe vysledky poukazuji na sku-
te¢nost, Ze funkce proteinu c-Myb je v bunkach prsnich karcinom( uréovana podmin-
kami a kontextem mikroprostfedi, v némz je sledovana.

Zjistili jsme, ze protein c-Myb stimuluje chemotaktickou, ale ne chemoki-
netickou motilitu bunék prsniho karcinomu MDA-MB-231. Vysokd chemotakticka
aktivita téchto bunék ale neni podminéna jen vysokou expresi genu MYB. NaSe
vysledky ukazuji, Ze c-Myb reguluje invazivitu bunék prsnich nadorl v zavislosti na
sloZzeni matrix, ktera predstavuje bariéru bunééné migraci. Pokud je bunkam jako
prekazka pohybu ve sméru koncentracniho gradientu chemoatraktantu pfedlozena
vrstva matrigelu, zajiStuje protein c-Myb U€innou penetraci této bariéry. Pokud je
v3ak intersticialni matrix modelovana in vitro vrstvou kolagenu |, je invazivita bunék
na expresi genu MYB nezavisla. U&inek proteinu c-Myb na chemotaktickou migraci a
invazivitu bunék linie MDA-MB-231 in vitro je rekapitulovan v linii 4T1, neni tedy
buné&né ani druhové specificky.

Identifikovali jsme nékolik gentd (CDH11, MCAM, HTATIP2, IL18, MMP9,
MMP1, CTSD, SNAI2), jejichz exprese je deregulovana v bunikach MDA-MB-231
v dusledku pfitomnosti exogenniho proteinu c-Myb. Mezi potencialni efektory protei-
nu c-Myb v fizeni buné¢né migrace a invazivity jsme na zakladé funkéniho testovani
zafadili katepsin D (kédovany genem CTSD), matrixové metaloproteindzy 1/9 a
signalni drahu JNK.

Dokumentovali jsme novou funkci proteinu c-Myb v fizeni organotropismu
metastaz mamarnich karcinomu in vivo. c-Myb zpomaluje rust ortotopicky implanto-
vanych nadord 4T1 v syngennim mySim modelu a zabrafuje jejich spontannimu
metastazovani do plic, aniz by ovlivhoval formovani metastaz v kostech a jatrech.
Jako hypotézu vysvétlujici selek-tivni inhibici vzniku plicnich metastaz fizenou protei-
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nem c-Myb jsme navrhli omezenou schopnost extravazace bunék s exogenni expresi
MYB v plicnich kapilarach. Toto vysvétleni podporuje nami zjisténa skutecnost, Ze
buriky MDA-MB-231MYBup maji poskozenou funkci transendotelialni migrace in
vitro.

V bunkach 4T1MYBup jsme zaznamenali snizenou produkci intersticialni
kolagenazy Mmpla a ERM proteinu moesinu. Negativni korelaci mezi expresi MYB a
MMP1/MSN mRNA jsme zjistili také v klinickych vzorcich prsnich karcinoma
s vyuzitim databazi Oncomine a GEO. Klinicka a expresni data z téchto databazi
ukazala, Ze vysoka exprese genu MYB v primarnim nadoru prsu predznamenava
nizkou pravdépodobnost vzniku metastaz v plicich. Naopak primarni nadory
metastazujici do plic, stejné jako sekundéarni nddorova loziska v plicich, exprimuji ve
vysoké mife mMRNA MMP1/MSN. Represe geni Mmpla a Msn fizen& proteinem Myb
by mohla alespori ¢aste¢né vysvétlit nadorové supresivni funkci proteinu c-Myb a
smeérovani metastaz prsnich karcinomd mimo plice v mySich modelech in vivo. Je
mozné, ze kontrola nad expresi gen MMP1 a MSN zajisténa proteinem c-Myb je
relevantni také pro progndézu a metastazovani prsnich karcinomi onkologickych
pacientek.
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Perli €ky ze Skolnich lavic

Vyroky zkouSenych studentu tak, jak je zaznamenal béhem své pedagogicke kariéry
na Biologickém Ustavu Lékarské fakulty MU (dfive UJEP) prof. MUDr. Jan Smarda,
DrSc.

(otazka na funkci genetické poradny): "Tém rodi€am se energicky domluvi, aby
nezatézovali lidstvo tou patologii.”

*k%k

"Mediteranni rasa ma lepsi ochlupeni.”

*k%k

"Rozdil mezi pokusem chemickym a biologickym je ten, Ze v chemii ten pokus
probiha tak, jak ma probihat."

*kk

"NejhlavnéjSi soucast mikroskopu je stojan, potom také stolek."

*k%k

"Z té nadledvinky se vyleje ten adrenalin a my z toho mame buseni.

*kk

"Kolonie tvofi koule€ vélivy - pardon, vale¢ koulovy."

*k%k

"Dlouhy krk se vyvinul potfebou zirafy jist listi ve vysSich polohach.”
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Vsadte vSechno na jednu kartu!

Novy real-time PCR pfistroj LightcyC|er® 96

Na zdkladé vice nez 10 let zkusenosti s Real-time PCR jsme vyvinuli zcela novy gradientovy LightCycler® 96,
ktery splriuje ndrocné poZadavky moderni laboratore na kvalitu, vykon, design a uZivatelsky pfijemny SW.

* Nejpresnéjsi real-time PCRinstrument
na trhu — optickd vlakna zarucuji pfesné
snimanf ze viech 96 jamek zaroven

* Gradientovy stfibrny blok umoziuje
velmi rychlé cyklovani, délka trvani
amplifikacniho béhu < 40 min

* Moderni, uzivatelsky pfijemny SW
Vam udetfi ¢as pfi analyze dat

* SWVas informuje o ukonceni béhu
a naméfena data Vam odesle e-mailem

* Dotykova obrazovka Vam umozni spustit béh
bez pouziti externiho pocitace

* Pristroj je velmi tichy, 43 dB (A),
nebude Vas rusit, ani pokud ho budete mit
pfimo na Vasem pracovnim stole

* Vice na www.lightcycler96.com

Méate-li zdjem zdarma vyzkoudet LightCycler® 96 ve Vadi laboratofi, prosim kontaktujte nds na adrese czech.appliedscience@roche.com.
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