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Al Mycobaterium avium podvrste paratuberculosis (MAP) je patogena bakterija, ki pri
prezvekovalcih s prezivljanjem v makrofagih povzroca paratuberkulozo. Mnoge patogene
bakterije proizvajajo siderofore, ki z visoko afiniteto do zeleza omogocajo prezivetje tako v
gostitelju kot tudi v okolju, kjer je zelezo tezko dostopno. V primerjavi s sorodnimi
mikobakterijami, ki proizvajajo mikobaktine, MAP ni sposobna proizvodnje tega siderofora
(in vivo ali in vitro). Kljub temu pa lahko Zivi in se razmnoZuje tako v gostitelju, kot v okolju.
Kako torej pridobiva Zelezo, ni jasno. S primerjavo mikobaktinskih operonov sorodnih vrst
mikobakterij so v dosedanjih raziskavah ugotovili ohranjenost operona za sintezo mikobaktina
tudi pri MAP, vendar z doloCenimi razlikami v dolZini in zaporedju posameznih genov. V
raziskavi smo uporabili dva medija (S+Fe in S-Fe) v katerem smo gojili kulturo MAP (kravji
sev CL1J623) in glede na faze rasti z metodo qPCR opazovali odziv genov vpletenih v sintezo
mikobaktina. S primerjanjem rastne krivulje smo ugotovili, da je pri vseh analiziranih genih do
najve¢jega odziva pri§lo v stacionarni fazi rasti. Geni obeh mbt operonov so se v tej fazi
izrazali v signifikantno vecji koncentraciji v mediju brez zeleza. S tem smo potrdili, da se geni
odzivajo na pomanjkanje zeleza. Ugotovili smo tudi, da imajo enak transkripcijski profil,
vendar se odzivi in koncentracije med izraZzenimi geni razlikujejo. Najnizjo odzivnost smo
opazili pri genu mbtA (del operona mbt-1), ki se je izrazal tudi v najmanj$i koncentraciji. Ker
je transkripcija genov mbt-operona regulirana z Zelezo-odvisnim IdeR regulatorjem, smo
analizirali tudi dinamiko in koli¢ino izrazanja gena za ldeR. In ker IdeR vpliva na transkripcijo
genov za sintezo bakterioferitinov (bfrA), smo preverili izrazanje tudi gena bfrA. Ugotovili
smo, da je IdeR regulator aktiven in njegovo izrazanje je bilo precej konstituivno. In potrdili
smo tudi, da je izrazanje gena bfrA ravno nasprotno izrazanju genov mbt-operona. Z analizami
smo torej dokazali, da se geni za sintezo mikobaktina pri MAP odzivajo na pomanjkanje
zeleza, za nadaljnje Studije pa bi bile potrebne Se raziskave na posttraskripcijskem,
translacijskem in posttranslacijskem nivoju.
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AB  Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis (MAP) is a pathogenic bacteria that
resides within host macrophages during infection of ruminant animals and causes
paratuberculosis. Many pathogenic bacteria secrete iron-chelating siderophores as virulence
factors in the iron-limiting environments of their ruminant hosts to compete for ferric iron.
Unlike other mycobacteria, which mobilize iron via mycobactins, MAP is unable to produce
detectable mycobactin in vitro or in vivo. Although MAP fails to produce mycobactin it is able
to survive within macrophages or in the environment. How bacteria acquires iron in the iron-
limiting environments remains unknown. Comparative sequence analysis of mbt operon
between mycobacteria species reveals that homologs to the mbt cluster were identified in the
Map genome. However, a direct comparison of the mbt cluster in MAP with other
mycobacteria show significant differences in primary structure of this region. Therefore usign
gPCR we analyzed expression of genes that are involved in mycobactin synthesis in iron-
replete (S+Fe) and iron-deplete (S-Fe) conditions and by measuring ODgy comparing
expression of genes to the bacterial growth. Our study shows that in iron-deplete conditions all
mbt genes were significantly up-regulated in stationary phase and all genes have equal
transcription profile, but their expression was shown in different concentration and different
fold changes. The lowest expression concentration and fold change in iron-deplete conditions
was showed by mbtA gene (mbt-1 cluster). Since transcription of mbt genes is regulated by
iron-dependent IdeR regulator, we also analyzed gene coding for IdeR and the other gene bfrA
(iron storage gene) that is regulated by the same regulator and has a role in bacterioferritine
synthesis. Study showed that bfrA was down-regulated in iron-deplete conditions, but
significantly up-regulated in iron-replete conditions, what showed us IdeR is active. Taken
togehter mbt genes and iron storage gene (bfrA) have opposite expressions in iron-deplete or
iron-replete conditions. We have showed on trascriptional level that all analyzed mbt genes
respond to iron-deplete conditions, but more studies at posttrascriptional, translational and
posttraslational level should be done.
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1 UVOD

Mycobacterium avium podvrste paratuberculosis (MAP) je bakterija, ki povzroca
paratuberkulozo pri prezvekovalcih, kot so govedo, ovce in koze. Paratuberkuloza je
neozdravljiva kroni¢na infekcijska bolezen prebavnega trakta. Zivali se najveckrat okuZijo s
kontaminirano krmo ali vodo, inkubacija pa je dolga in lahko traja tudi vec let (Beard in sod.,
2001; Li in sod., 2005). V zadnjih ¢asih bakterijo MAP povezujejo tudi z razvojem Crohn-ove
bolezni pri cloveku.

MAP se v gostitelju nahaja in razmnoZuje v makrofagih. Dolgo prezivi tudi v okolju izven
gostitelja, saj je odporna na okoljske dejavnike, kot so vrocina, dehidracija in son¢na svetloba.
Tako lahko v zemlji in gnoju prezivi ve¢ mesecev zaradi ¢esar je nevarna za prenos infekcije
med ¢redami Se neokuzenih zivali. Nevarnost prenosa infekcije pa obstaja tudi s prodajo in
prevozi zivali. Bakterija naj bi prezivela postopke pasterizacije pri proizvodnji mleka,
porocali pa so tudi o prisotnosti bakterije v sirih in drugih mle¢nih izdelkih (Behr in Collins,
2010; Pislak in sod., 1996; Ayele in sod. 2005; Ikonomopoulos in sod. 2005; Collins in sod.,
2002).

Za MAP je tako kot za ostale patogene pomembno ohranjanje osnovnih celi¢nih funkcij, ne
glede na okolje, v katerem se nahajajo. Ena izmed pomembnih funkcij je ohranjanje
homeostaze Zeleza tako v gostitelju kot v okolju izven gostitelja (zemlja, voda, gnoj).

V naravi je zelezo prisotno vecinoma v obliki slabo topnih hidroksidov, zaradi Cesar je
neposredna dostopnost Zeleza za bakterije omejena. V gostitelju je zaradi anaerobnih pogojev
zelezo topno in posledi¢no bolj dostopno, vendar je tam kot del obrambnega mehanizma proti
nevarnim patogenom dostopnost Zeleza strogo regulirana in je vezano na vrsto ligandov z
visoko afiniteto, kot so feritin, laktoferin in transferin, ki preprecujejo dostopnost Zeleza,
potrebnega za bakterijsko rast (Rodriquez in Smith, 2003). Mikroorganizmi so za pogoje, kjer
je dostopnost zeleza omejena, razvili spojine — sideroforje, s katerimi pridobivajo tezko
dostopno Zelezo (Schwartz and De Voss, 2001; Rodriquez in sod.; 2002). V primerjavi s
sorodnimi podvrstami Mycobacterium avium, MAP in vitro ni sposobna proizvajanja
sideroforov in rasti brez eksogeno dodanega siderofora-mikobaktina (Li in sod., 2005;
Janagama in sod., 2010a).

S primerjavo mikobaktinskih operonov sorodnih vrst mikobakterij so v dosedanjih raziskavah
ugotovili ohranjenost operona za sintezo mikobatina tudi pri MAP, vendar z dolo¢enimi
razlikami v dolZini in zaporedju posameznih genov (Li in sod., 2005). Zaradi mozne okvare v
genih za sintezo mikobaktina, se postavlja vprasanje, kako bakterije MAP ohranjajo
homeostazo zZeleza.

Domnevajo, da MAP s prezivljanjem v celicah gostitelja pridobiva zelezo, ki je tam zaradi
anaerobnih pogojev topno (Behr in Collins, 2010; Whittington in sod., 2004). Kaj pa se
dogaja v okolju, kjer zelezo zaradi aerobnih pogojev ni dostopno in v celici gostitelja, kjer so
koncentracije Zeleza omejene, na genski ravni pri MAP pa Se ni razjasnjeno.

Pri proucevanju izrazanja genov mikobaktinskega operona v odvisnosti od razpolozljive
koncentracije Zeleza so do sedaj posvetili ve¢ pozornosti MAP sorodnim mikobakterijam, za
katere je znano, da so sposobne proizvodnje mikobaktina. Za MAP pa je na tem podrocju zelo
malo znanega.

Najpogostejsi nacin ugotavljanja izraZanje genov je danes qPCR — verizna reakcija s
polimerazo v realnem casu, kjer je za ugotavljanje ekspresije gena potrebna ustrezna izolacija
mRNK, ¢e opazujemo izraZzanje na ravni transkripcije (Moody, 2001; Wong in Medrano,
2005).
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1.1 CILJI NALOGE

Cilj naloge je preveriti izrazanje oziroma odzivnost genov, vpletenih v sintezo mikobaktina v
odvisnosti od dostopnosti Zeleza pri MAP kravjem sevu CLI1J623 in ov¢jem sevu CLIJ 361.
Glede na RFPL tipizacijo se MAP loci na tri tipe: C (cattle), S (sheep) in I (intermediate,
podskupina ovc¢jega seva). Ena izmed razlik, ki lo¢i omenjene tipe MAP, je nukleotidno
zaporedje operonov za sintezo mikobaktina, ki se med tipi razlikujejo. Te razlike pa lahko
vplivajo na sintezo mikobaktina na vseh nivojih nastanka proteina.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

e Nezmoznost proizvajanja mikobaktina pri MAP je posledica okvarjenega odziva
genov za sintezo mikobaktina na zunanje koncentracije Zeleza.

e (dziv genov za sintezo mikobaktina na zunanje koncentracije Zeleza se razlikuje med
kravjimi in ov¢jimi sevi MAP.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 Mycobacterium avium PODVRSTE paratuberculosis
2.1.1 Splosne znacilnosti MAP

Mycobacterium avium podvrste paratuberculosis (MAP) je patogena bakterija, ki spada v rod
mikobakterij. Je po Gramu pozitivna, negibljiva palcka (Pislak in sod., 1996). Bakterija
povzro€a paratuberkulozo pri govedu, ovcah in drugih prezvekovalcih (Li in sod., 2005,
Janagama in sod., 2010b). Izolirali so jo tudi iz drugih vrst neprezvekovalcev, kot so zajci,
konji in druge divje Zivali (Collins in sod., 2002; Beard in sod., 2001). MAP je zelo odporna
na fizikalne dejavnike in prisotna v mleku naj bi prezivela postopke pasterizacije (Ayele in
sod., 2005; Behr in Collins, 2010). Porocali so tudi o prisotnosti bakterije v sirih in drugih
mlecnih izdelkih, kot posledica kontaminacije pri zbiranju mleka okuzenih krav
(Ikonomopoulos in sod., 2005). Dodatna pot okuzbe je mozna preko vodnih virov, ki so
kontaminirani kot posledica izpiranja z MAP obremenjenih povrsin (pasniki). Ugotovljeno pa
je bilo tudi, da prezivi kloriranje vode (Li in sod., 2005; Behr in Collins, 2010).

2.1.2 Raznolikost med sevi MAP

Z raziskovalnimi postopki, kot so RFLP tipizacija (polimorfizem dolzin restrikcijskih
fragmentov) in PFGE (gelska elektroforeza v pulzirajocem polju) lahko delimo MAP na tri
tipe, ki se glede na prisotnost polimorfizmov, kot posledice delecij in insercij, delijo na C
(cattle oziroma tip II), S (sheep oziroma tip I) in I (intermediate oziroma tip III) (Whittington
in sod., 2000; de Juan in sod. 2005; Stevenson in sod., 2009). Tip III ali intermediatni tip so
uvrstili v podskupino tipa I in naj bi bil izoliran iz okuZenih ovac in koz (Stevenson in sod.,
2009).

kravjega seva pa raste ov¢ji mnogo pocasneje ali sploh ne. Na ustreznem gojiscu z dodatkom
mikobaktina zaznamo rast kravjega seva po 4-16 tednih, medtem ko zaznamo rast ovc¢jega
ugotovili, da ne raste ob prisotnosti Zeleza. Oba seva pa za rast potrebujeta dodatek
mikobaktina (Behr in Collins, 2010; Whittington in sod., 1999; de Juan in sod., 2006; Merkal
in Curran, 1974).

Poleg fenotipskih razlik med sevoma so z genetskimi analizami ugotovili razlike v
nukleotidnem zaporedju operonov za sintezo mikobaktina. Glavna razlika je v dolZini gena
mbtA, ki je pri kravjem sevu skrajSan v primerjavi z ov¢jim sevom MAP in ostalimi
mikobakterijami. Prav tako so pri kravjem sevu zaznali tudi nesinonimne mutacije
(nesinonimne mutacije se lahko odrazajo v zamenjavi AK) na genih mbtE in mbtF (Alexander
in sod., 2009). Ov¢ji sev pa naj bi imel okvare v delovanju bakterioferitina (bfrA), ki ima
vlogo shranjevanja zeleza (Janagama in sod., 2010a; Marsh in sod., 2006).

2.1.3 Patogeneza

Najpogostejsi prenos bakterije je fekalno-oralni prenos, kot pri ostalih patogenih. Direktno
preko zauzitja kontaminiranih iztrebkov ali indirektno preko kontaminiranega mleka, vode ali
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hrane. Za okuzbo so dovzetnejSe mlade zivali zaradi nizke infekcijske doze. Najveckrat se
okuZijo ob sesanju pri materi zaradi kontaminiranega vimena in volne (pri ovcah). Drugi
najpogostejsi vir okuzbe je stalen vnos povzrocitelja z onesnazeno krmo in vodo. Za nadaljnji
razvoj bolezni v klini¢no obliko pa so pomembni e razli¢ni stresni in prehranski dejavniki, ki
slabijo odpornost zivali. NajvaznejS$i so brejost, porod, laktacija, neustrezna prehrana ter
prisotnost drugih bolezni. S krmo zauZite mikobakterije pridejo v podrocju Peyerjevih plos¢ s
pomo&jo M celic skozi epitelij &revesne sluznice. Ze nekaj ur po okuZbi najdemo
mikobakterije v makrofagih ¢revesne sluznice, ki jih zanesejo tudi v mezenterijalne bezgavke.
Rezultat infekcije je granulomatozna vnetna zadebelitev ¢revesne sluznice in granulomatozno
vnetje mezenterijalnih bezgavk. Od vdora mikobakterij v organizem pa do pojava prvih
klini¢nih znakov praviloma preteCe ve¢ mesecev, lahko pa tudi vec let. (Pislak in sod., 1996;
Wu in sod., 2007).

MAP se v gostitelju nahaja in razmnozuje v makrofagih. Bakterije v makrofagih s svojo
prisotnostjo zavirajo dozorevanje (acidifikacijo) fagosoma. V procesu acidifikacije se lizosom
zlije s fagosomom, pri ¢emer pride do razgradnje fagocitiranih bakterij. Mikobakterije pa se s
preprecevanjem tega zlitja izognejo razgradnji (Bannantine in Stabel, 2002; Wu in sod.,
2007).

Bakterija dolgo preZivi tudi v okolju izven gostitelja in se tako prenaSa na nove gostitelje. V
naravi lahko v zemlji in gnoju prezivi ve¢ mesecev (Whittington in sod., 2005). Odporna naj
bi bila na okoljske dejavnike, kot so vro€ina, dehidracija in son¢na svetloba. Prezivetje v tleh
pa je odvisno od fizikalno-kemijskih znacilnosti tal, vsebnosti organskih snovi, kalcija, zeleza
in pH (Pavlik in sod., 2010)

Tako v gostitelju kot v okolju je dostopnost zeleza omejena, zato je za prezivetie MAP v teh
okoljih kljuénega pomena ucinkovit sistem pridobivanja Zeleza. Mikroorganizmi so za
pogoje, kjer je dostopnost Zeleza omejena, razvili siderofore, ki se delijo na mikobaktine in
eksoheline (Schwartz in De Voss, 2001; Rodriquez in sod.; 2002). V primerjavi s sorodnimi
podvrstami Mycobacterium avium, MAP ni sposobna proizvajati sideroforov (in vitro ali in
Viv0) in ni sposobna rasti brez eksogeno dodanega siderofora-mikobaktina in vitro (Li s sod.,
2005; Janagama in sod., 2010). Rast MAP in vitro v razli¢ni meri omogoc¢ajo mikobaktini iz
drugih vrst mikobakterij. V¢asih so pridobivali mikobaktin P iz Mycobacterium phlei, danes
pa iz MAP mikobaktin pozitivnega seva NADC18 (Schwartz in de Voss, 2001). Domneva se,
da je nezmoznost proizvodnje mikobaktina primer adaptacije MAP na Zivljenje znotraj celic.

2.1.3.1 Paratuberkuloza (John's disease)

Paratuberkuloza je neozdravljiva kroni¢na infekcijska bolezen prebavnega trakta. Zivali se
najveckrat okuzijo s kontaminirano krmo ali vodo. Inkubacija je dolga, lahko traja tudi leto
dni in ve¢ (Beard in sod., 2001, Pislak in sod., 1996; Bannantine in Stabel, 2002). Klini¢no pri
obolelih Zivalih opazimo progresivno hujsanje, ki ne reagira na zdravljenje. Ze v
subklinicnem stadiju bolezni Zivali z iztrebki izlo¢ajo mikobakterije, s katerimi kontaminirajo
okolje, v klini¢nem stadiju pa se njihova koli¢ina moc¢no poveca. Na ta nacin se infekcija Siri
med Zivalmi v ¢redi, s prodajo in prevozi zivali pa tudi med ¢redami (Pislak in sod., 1996;
Snyder in Champness, 2007).

2.1.3.2 Chronova bolezen

Bakterijo MAP v zadnjih ¢asih povezujejo tudi z razvojem Crohn-ove bolezni pri ¢loveku.
Gre za kroni¢no vnetje ¢revesja s podobnimi bolezenskimi znaki kot pri paratuberkulozi, kot
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so izguba teze in driska. Vzrok bolezni Se ni znan in prav tako povezava med paratuberkulozo
pri zivalih in Chronovo boleznijo pri ljudeh Se ni povsem razjasnjena (Ayele in sod., 2005,
McDonald in sod., 2005; Hermon-Taylor in El-Zaatari, 2004).

2.2 HOMEOSTAZA ZELEZA PRI MIKOBAKTERIJAH

Zelezo je esencialen element, ki je nujen za normalno rast bakterij, saj je katalizator mnogih
encimskih reakcij (de Voss in sod., 1999, Rodriquez in Smith, 2003; Harrison in sod., 2006).
V anaerobonih pogojih se nahaja v topni obliki Fe*" in je v redukcijskem stanju. V aerobnih
pogojih je v oksidacijskem stanju Fe’* in se nahaja v obliki netopnih mineralov (Fe,O3 x
nH,0). Na topnost vpliva tudi pH, ki se v aerobnih pogojih povecuje z znizevanjem pH. Zato
je v vodi ve¢ina Fe*" raztopljenega v nevtralnih pH pogojih, Fe’" pa le v kislih pH pogojih.
Fe’" oblika je za razliko od Fe*" oblike tezko dostopna tako za bakterije kot za ostale
organizme. Se posebej pa so koncentracije Zeleza omejene v visjih organizmih, kjer je vezan
na specificne zelezo vezavne proteine kot so transferini, laktoferini in feritini.
Mikroorganizmi so zato razvili spojine - siderofore, ki z visoko afiniteto vezejo Zelezo
(Snyder in Champness, 2007; Miethke in Marahiel, 2007).

Pri mikobakterijah je homeostaza Zeleza uravnavana s proizvodnjo mikobaktinov, s katerimi
pridobivajo Zelezo, kjer so koncentracije omejene (tako v okolju kot tudi v gostitelju). Ker so
prevelike koli¢ine Zeleza lahko tudi toksicne, je sinteza mikobaktinov inducirana le ob
pomanjkanju Zeleza (Rodriquez in Smith, 2003). Zelezovi ioni namre¢ katalizirajo Fentonovo
reakcijo, ki je pomemben nacin tvorbe hidroksilnega radikala v organizmu. Gre za reakcijo
razpada vodikovega peroksida, pri ¢emer nastajajo mutagene oblike kisika, ki so mocno
toksicne (Osredkar, 2011; Snyder in Champness, 2007).

Fe!*+ H:0: —» [vmesni kompleks] —» OH- +Fe’*+ OH-

Zato je ob zadostni koli¢ini zeleza inducirana sinteza bakterioferitinov, ki sluzijo za
shranjevanje odvecnega zeleza, s ¢imer obvarujejo celico pred toksi¢nostjo (Harrison in sod.,
2006).

2.3 SIDEROFORI PRI MIKOBAKTERIJAH
2.3.1 Mikobaktini in eksohelini

Siderofori so nizko molekularne spojine z visoko afiniteto do zeleza. Proizvajajo jih bakterije
z namenom pridobivanja Zeleza iz okolja (Rodriquez in Smith, 2003). Pri mikobakterijah
poznamo dve skupini sideroforov - mikobaktine in eksoheline. Patogene vrste M. tuberculosis
in M. avium proizvajajo mikobaktine, saprofitske vrste proizvajajo eksoheline, nekatere
bakterije oboje, bakterije M. avium subsp. paratuberculosis pa ne proizvajajo nobenega od
omenjenih sideroforjev (Rodriquez in Smith, 2003, De Voss in sod., 1999).

Eksohelini so za razliko od mikobaktinov manjs$i na racun krajSe stranske alkilne verige,
nekateri so bolj polarni in vodotopni. Mikobakterije proizvajajo dva tipa eksohelinov.
Patogene mikobakterije proizvajajo eksoheline topne v kloroformu, ki imajo strukturo
podobno lipofilnim mikobaktinom, saprofitske vrste mikobakterij pa proizvajajo eksoheline
netopne v kloroformu, ki imajo strukturo podobno peptidom in so na racun polarnosti topni v
vodi (Gobin in sod, 1999).
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Pri M. tubecrulosis naj bi nastajali dve obliki mikobaktina - mikobaktin in njegov vodotopni
derivat, karboksi-mikobaktin (Rodriquez in Smith, 2003; de Voss in sod., 1999). Razlika med
mikobaktini in karboksi-mikobaktini je v zamenjavi alkilne stranske verige s karboksilno.
Mikobaktini vsebujejo dolgo lipidno molekulo, zaradi ¢esar so hidrofobni in zasidrani v
celicni membrani, kjer delujejo kot receptorji za razlicne ferikomplekse. Karboksi-
mikobaktini pa nastanejo z vezavo karboksilne skupine na mikobaktine zaradi cesar so
hidrofilni in lokalizirani ekstracelularno, kjer vezejo Fe’" in ga dostavljajo do specifi¢nih
membranskih receptorjev ali pa se kar celoten kompleks prenese v notranjost celice
(Mukhopadhyay in sod., 2012; Rodriquez in Smith, 2003).

Proizvodnja sideroforov je inducirana le v pogojih pomanjkanja Zeleza, s Cimer se celica
obvaruje prevelike koncentracije Zeleza, ki bi posledi¢no lahko bila toksi¢na (Snyder in
Champness, 2007).

Sinteza mikobaktinov je inducirana z encimi iz razreda neribosomalnih peptidnih sintaz.
Sestavljeni so iz jedrnega dela in dolgih stranskih lipidnih molekul. Jederni del vsebuje
hidroksifeniloksazolinski obro¢, ki nastane iz salicilne kisline (substrat v zacetni fazi sinteze
mikobaktina) in je odgovoren za vezavo zeleza. Lipidne molekule pa omogocajo vezavo
mikobaktina na celicno membrano in s tem prenos zeleza v celico (Mukhopadhyay in sod.,
2011; Rodriquez in Smith, 2003).

2.3.2 Geni za sintezo mikobaktina pri M. tuberculosis

O genih za sintezo mikobaktina je pri mikobakterijah najve¢ poznanega pri M. tuberculosis
(MTB), zato naSa raziskava sloni na primerjavi znanih dejstev tega seva.

Geni za sintezo mikobaktina so pri mikobakterijah organizirani v dva operona: mbt-1 in mbt-
2. Operon mbt-1 obsega gene MbtABCDEFGHIJ, mbt-2 pa mbtKLMN. Produkti genov so
encimi iz razreda neribosomalnih peptidnih (mbtB, mbtE in mbtF) in poliketidnih (mbtC,
mbtD) sintaz, salicilat sintaza (mbtl), saliciloil-AMP-ligaza (mbtA) ter encim hidroksilaza
(mbtG), ki sodelujejo v biosintezi mikobaktina in njegovega vodotopnega derivata, karboksi-
mikobaktina (Rodriquez in Smith, 2003; Quadri in sod., 1998).

Visoka koncentracija | %

Zeleza

!-'*) (*' f o e

hi-2 opero
mbt-2 operon ‘ Nizha konc. l mbt-1 operon
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_§_ ‘ | [Prepis bt operona
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Slika 1: Shematski prikaz biosinteze mikobaktina pri M. tuberculosis (Mukhopadhyay in sod., 2012)
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Produkti mbt-1 operona so odgovorni za sintezo mikobaktinskega skeleta (jedro
mikobaktina). Produkti operona mbt-2 (mascobni acil-S intermediati) pa sodelujejo v sintezi
lipidnih molekul. Sinteza je v prvem koraku odvisna od produkcije salicilata iz korizmata
oziroma njegovega vmesnega produkta izokorizmata. Produkcijo salicilata omogoca encim
salicilat sintaza kodirana preko gena mbtl, ki za svoje delovanje nujno potrebuje Mg*" ione
(Zwahlen in sod., 2007; Harrison in sod., 2006). V naslednjem koraku produkti gena mbtA
(saliciloil-AMP-ligaze) aktivirajo salicilat. Produkti gena mbtB (feniloksazolin sintaza) pa
aktivirano salicilno kislino vezejo s serinom in katalizirajo (hidroksi)feniloksazolin formacijo.
Produkti operona mbt-2 (mascobni acil-S-intermediati) skupaj z mikobaktinskim skeletom
sintetizirajo didehidroksi mikobaktin, tako, da produkti gena mbtL, odgovorni za prenos
acilne skupine, in produkti gena mbtK (lizin N-acil transferaza) prenesejo sintetizirano lipidno
molekulo na g-amino skupino lizina mikobaktinskega jedra. V zadnjem koraku pa produkti
gena mbtG (L-lizin-6-monooksigenaze) katalizirajo hidroksilacijo, kjer nastane mikobaktin
(Mukhopadhyay in sod., 2012; de Voss in sod., 1999; Zwahlen in sod., 2007).

2.3.3 Primerjava mbt operonov med sevi mikobakterij — M. paratuberculosis (MAP), M.
avium (MAYV) in M. tuberculosis (MTB)

S primerjavo mbt operonov so ugotovili, da sta oba operona ohranjena pri vseh
mikobakterijah, za katera so znana zaporedja genomov (MTB, MAV in MAP), vendar le
MAP ne proizvaja mikobaktina Pri vseh omenjenih mikobakterijah so tudi v celoti ohranjena
regulatorna mesta za vezavo IdeR represorja (Li in sod., 2005).
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Slika 2: Primerjava mbt-1 operona med MTB, MAYV in MAP. lipK=mbtJ in trp=mbtI (Li in sod., 2005)

Med mbtl in mbtJ je pri MAP oziroma MAV prisotna 6,6 oziroma 5,7 kb insercija v
primerjavi z MTB. Pri MAV je med mbtA in mbtJ prisotna 197,3 kb velika insercija v
primerjavi z MTB, medtem ko je pri MAP insercija velika 19,3 kb, vendar te insercije po vsej
verjetnosti ne vplivajo bistveno na produkcijo mikobaktina, saj MAV kljub vsemu proizvaja
ta siderofor. Glavna razlika je delecija mbtA pri MAP v primerjavi z MTB in MAV, ki okrne
C-terminalni del proteina. Gen mbtA ima dolzino 400 kb v primerjavi z MAV, ki ima 551 kb
in MTB 565 kb. Po homologiji naj bi ta del proteina vseboval pomembna vezavna mesta za
ATP, ki sodeluje v encimski reakciji aktivacije salicilata v zacetni fazi sinteze mikobaktina. V
tem primeru bi ob pomanjkanju Zeleza prislo do kopicenja salicilata v celici (Li in sod., 2005;
Quadri in sod., 1998).
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2.3.4 Regulacija transkripcije genov mbt operona

Transkripcija genov za sintezo mikobaktina je pri MTB pod vplivom IdeR regulatorja, ki ob
prisotnosti zeleza zavira njihovo prepisovanje, medtem ko aktivira gene za shranjevanje
zeleza (bfrA, bfrB). V prisotnosti Zeleza se IdeR veze na del promotorske regije DNA,
onemogo¢i vezavo polimeraz in tako zavira prepis. Ob odsotnosti Zeleza pa IdeR represor
sprosti vezavno mesto in omogoci prepis (Rodriquez in Smith, 2003; Rodriquez in sod, 2002).
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Slika 3: Regulacija transkripcije mbt operona z IdeR Zelezo-odvisnim regulatorjem pri MTB (Rodriquez
in Smith, 2003).

Ob povedani koncentraciji Zeleza v celici nastane kompleks ldeR-Fe*', ki se veze na del
sekvence na promotorski regiji DNA. Z vezavo onemogoCi prepis genov za sintezo
mikobaktina in sprozi prepis genov, ki kodirajo proteine za shranjevanje zeleza (bfrA, bfrB).
Poleg tega pa ob povecani koncentraciji zeleza indirektno vpliva tudi na mehanizme
regulacije proti oksidativnemu stresu, s ¢imer se celica obvaruje toksi¢nosti ob preveliki
koncentraciji Zeleza. Obratno ob pomanjkanju Zeleza kompleks ldeR-Fe*" ne nastane in je
inducirana transkripcija genov za sintezo mikobaktina, transkripcija genov za shranjevanje
zeleza pa zavrta oziroma je ravnotezje pomaknjeno proti transkripciji genov za sintezo
mikobaktina (Rodriquez in Smith, 2003).

2.3.5 Vpliv okoljskih dejavnikov na ekspresijske analize MAP in drugih sevov

Z ekspresijskimi analizami ideR regulatorja, genov mbtB in bfrA, so pri MAP dokazali, da je
IdeR regulator odvisen od Zeleza in ob povecani koncentraciji Zeleza zavira prepis gena mbtB
ter inducira prepis bfrA (Janagama in sod., 2009) Wu in sodelavci (2007) so pri MAP
ugotavljali ekspresijo genov po izpostavitvi razlicnim stresnim dejavnikom (visoka
temperatura, oksidativni stres in nizek pH) kot tudi v naravno okuzenih kravah. Pri nizkem
pH so in vitro zaznali povi$ano ekspresijo gena mbtC in mbtH.

Pri Mycobacterium tuberculosis (MTB) je ekspresija operonov mbt-1 in mbt-2 pod regulacijo
ideR represorja, ki zavira transkripcijo v prisotnosti Zeleza (Rodriquez in sod., 2002).
Ugotovili so, da je delecija gena ideR letalna. Ekspresija posameznih genov iz mbt operonov
je poviSana v mediju brez Zeleza, v makrofagih po infekciji z MTB in vivo in v ¢loveskih
makrofagih pri M. avium (Talaat in sod., 2003; Hou in sod., 2002). Pri M.tuberculosis so
ugotovili, da delecija gena mbtB onemogoci proizvodnjo mikobaktina in ne raste v mediju
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brez zeleza in makrofagih in vitro (De Voss in sod., 1999; LaMarca in sod., 2003). Dokazali
pa so tudi, da sta za rast MTB nujna gena mbtK in mbtG (Krithika in sod., 2006). Pri M.
smegmatis so Chavadi in sodelavci (2011) ugotovili, da so geni mbtA, mbtB, mbtC, mbtD,
mbtF in mbtG nujni, med tem ko gen mbtH ni nujen za rast.

2.4 MERJENJE EKSPRESIJE GENOV

Za merjenje ekspresije genov se danes uporablja ve¢ metod oziroma pristopov, najveckrat pa
se uporablja mikromereZe (bio€ipi) in veriZna reakcija s polimerazo v realnem casu (qQPCR)
(Moody, 2001; Bustin, 2000; Wong in Medrano, 2005). V nalogi smo uporabili metodo
verizne reakcije v realnem ¢asu s predhodnim prepisom mRNA v komplementarno cDNA.

2.4.1 Verizna reakcija s polimerazo (PCR)

Verizna reakcija s polimerazo je encimska metoda za eksponentno pomnozevanje izbranega
DNA zaporedja s pomoc¢jo termostabilne DNA-polimeraze, ki ima optimalno temperaturo
delovanja pri 72 °C. Svojo aktivnost ohrani tudi, ¢e je kraj$i Cas izpostavljena vi§jim
temperaturam, ki so potrebne za denaturacijo dvoverizne DNA. Reakcija poteka v cikliénem
termostatu, kjer se temperatura zvezno spreminja v ponavljajoCih se ciklih. Pomnozujemo
lahko eno- ali dvoverizno DNA.

Sestavljena je iz treh faz (slika 5):
e denaturacije DNA pri temperaturi visji od 90 °C
e komplementarnega prileganja zacetnih oligonukleotidov na enoverizno DNA
e sinteze (podaljSevanja) komplementarne verige DNA pri temperaturi 50-60 °C z
encimom DNA-polimeraza.

Po koncani reakciji je potrebno produkte analizirati Se z gelsko elektroforezo (Jersek, 2003).
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Slika 4: VerizZna reakcija s polimerazo (Lee, 2012)
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2.4.2 Verizna reakcija s polimerazo v realnem ¢asu (QPCR)

PCR v realnem ¢asu oziroma kvantitativni PCR (ang. quantitative ali qPCR) za razliko od
obicajnega PCR omogoca merjenje koli¢ine produkta med samo reakcijo. PomnoZevanje in
zaznavanje poteka socasno, torej za dolocevanje produkta ne potrebujemo elektroforeze. To je
tudi glavna prednost PCR v realnem ¢asu v primerjavi z navadnim PCR, kot tudi niZja in
boljsa meja detekcije. Za kvantitativno ocenjevanje ekspresije genov (dolocanje Stevila kopij
novih mRNA v celici) je potrebno molekule mRNA najprej prepisati v cDNA z encimom
reverzna transkriptaza in nato s pomnozvanjem cDNA dolo¢imo koli¢ino mRNA (Bustin,
2000).

2.4.2.1 Princip metode qPCR

Princip reakcije je tako kot pri obi¢ajnem PCR in vitro pomnozitev dela taréne DNA s
termostabilno DNA-polimerazo, s to razliko, da pri qPCR v reakcijsko meSanico dodamo Se
barvilo, ki se veze na dvoverizno DNA in nam sluzi za spektrofotometri¢no dolocitev koli¢ine
pomnozka tekom reakcije. Pod enakimi pogoji izvedemo posebej Se reakcijo pomnozevanja
znanih koncentracij DNA standarda, ki je enako velik odsek DNA, kot tisti v vzorcu, le da
poznamo njegovo zacetno koncentracijo in nam zato sluzi za dolo€itev umeritvene krivulje
(Bustin, 2000).

Narascanje koli¢ine produkta (pomnozka) med qPCR lahko razdelimo v §tiri faze: zaetno-lag
fazo, zgodnjo eksponentno, eksponentno in stacionarno fazo (oz. faza platoja). Nepretrgano
spremljanje poteka reakcije v vsakem ciklu omogoci, da izmerimo koli¢ino pomnozka, ko je
reakcija Se v eksponentni fazi. Na osnovi izmerjenih podatkov nariSemo krivuljo, katera
podaja odvisnost intenzitete fluorescence (deltaRn) posazmeznih vzorcev od Stevila ciklov
(Wong in Medrano, 2005).

faza platoja
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Slika 5: Faze PCR amplifikacijske krivulje, ki beleZi emisijo fluorescence nastalega produkta vsakega
cikla pomnoZevanja (Wong in Medrano, 2005)

Prvih 10 do 15 ciklov med zacetno fazo je fluorescenca produkta (pomnozka) nizja ali enaka
fluorescenci ozadja. V tej fazi dolo¢imo bazno linijo. V zgodnji eksponentni fazi fluorescenca
produkta preseze fluorescenco ozadja. Tu dolo¢imo linijo prazne vrednosti (threshold), ki
predstavlja intenziteto fluorescence, ki je znacilno razlicna od fluorescence ozadja. Nato za
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vsak vzorec dolo¢imo cikel, ko krivulja preseze linijo prazne vrednosti (Ct vrednost). Med
eksponentno fazo je pomnoZevanje optimalno in z vsakim ciklom se v idealnih reakcijskih
pogojih koli¢ina produkta podvoji (pri 100 % ucinkovitosti pomnoZevanja). Po koncanem
pomnoZzevanju nam na osnovi izmerjenih vrednosti ra¢unalnik poda amplifikacijsko krivuljo,
ki prikazue odvisnost jakosti fluorescence posameznih vzorcev od Stevila ciklov. V zadnji,
plato fazi, pa se pomnoZevanje prekine, zaradi porabe reagentov in upada aktivnosti encima.
Na tem nivoju podatki o fluorescenci niso ve¢ uporabni za kvantitativno analizo (Wong in
Medrano, 2005; Behr in Collins, 2010).
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Slika 6: Prikaz Ct vrednosti in praZne linije. Cikel pri katerem fluorescenca vzorca preseZe linijo prazne
vrednosti je vrednost Ct. To je tocka na eksponentnem delu Kkrivulje pomnoZevanja, kjer fluorescenca
pomnozka preseZe fluorescenco ozadja (Applied Biosystems. Life Technologies., 2012)

2.4.2.2 Metode zaznavanja

Za dolocevanje pomnozkov pri qPCR poznamo dve metodi: nespecificen nacin zaznavanja z
uporabo barvila SYBR Green in specifi¢en na¢in z oznacenimi sondami TaqMan. Pri metodi
SYBR Green se barvilo veze na del dvojnovijatne DNA, pri ¢emer se spros¢a fluorescenca.
Barvilo ni specificno in se veze na katerikoli del dvoverizne DNA. Pri TagMan pa so
oznacene sonde specificne za izbrano zaporedje in se za razliko od SYBR Green veze na
specifi¢no izbrano zaporedje (Bustin, 2000; Wong in Medrano, 2005). Za nase analize smo
uporabili SYBR Green kemijo.

2.4.2.2.1 Nespecificne metode z uporabo SYBR Green kemije

SYBR Green je fluorogeno barvilo, ki se veZe na vsako dvojnovijatno DNA in fluorescira le,
ko je vezano na DNA. Njegova fluorescenca je v nevezani obliki 1000x manjSa od tiste v
vezani obliki. Ve¢ kot je pomnozkov, vec€ barvila se veze in vecja je intenziteta fluorescence.
Do povecanja oddane fluorescence tako pride med podaljSevanjem, med denaturacijo pa se
zopet zmanjsa.

Prednost fluorogenih barvil je ta, da jih lahko uporabljamo s katerimikoli zacetnimi
oligonukleotidi na pripadajo¢i taréni molekuli. Slabost pa je v vezavi fluorogenih barvil na
vse pomnozke, tako na specifine kot nespecificne, ter razli¢ne dimere, zaradi ¢esar lahko
dobimo laZzne rezultate oziroma neto¢no interpretacijo rezultatov. Specificnost lahko
povecamo s spremljanjem talilne krivulje (melting curve), saj se ta razlikuje med razli¢nimi
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pomnozki zaradi njihove razlicne dolzine in nukleotidne sestave. Talilna krivulja je krivulja,
ki preko meritve fluorescence prikazuje stopnjo denaturacije dvoverizne DNA v odvisnosti od
temperature. Ty, je prevojna tocka na talilni krivulji in prikazuje temperaturo pri kateri pride
do denaturacije DNA verige.

Z merjenjem talilne krivulje ugotavljamo tudi, ¢e so se pomnozevali pravi fragmenti. Vsak od
nastalih produktov ima dolo¢eno Ty, ki je odvisna od dolZine in vrste baznih parov. V
primeru kontanimacije ali tvorbe dimerov med zacetnima oligonukleotidoma se bodo T,, med
produkti razlikovale (Bustin, 2000).
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Slika 7: PomnoZevanje DNA z uporabo fluorescentnega oznacevalca SYBR Green (SG) (prikaz
pomnoZevanja ene verige DNA) Stopnja 1: Prileganje zacetnih oligonukleotidov na denaturirano DNA,
SYBR Green prost v raztopini. Stopnji 2 in 3: PodaljSevanje in postopna vezava SYBR Green-a v dvojno
vija¢nico (Fraga in sod., 2008).

2.4.2.3 Absolutna in relativna kvantifikacija

Rezultate qPCR lahko dolo¢amo na dva nacina: z absolutno ali relativno kvantifikacijo. Z
absolutno kvantifikacijo lahko iz standardne krivulje s primerjavo Ct vrednosti vzorca s Ct
vrednostmi standardov dolo¢imo absolutno $tevilo kopij v vzorcu.
Z relativno kvantifikacijo pa opisujemo spremembe v izrazanju tarCnega gena glede na
referencni gen. Rezultate podamo kot razmerja med tarénim in referenénim amplikonom v
istem in razli¢nih vzorcih (Wong in Medrano, 2005; Bustin, 2000).

2.4.2.4 Vrednotenje qPCR rezultatov

e Bazna linjja

Bazna linija je Stevilo ciklov, pri kateri jakost fluorescence Se ne preseze praga detekcije.
Odstraniti mora fluorescenco ozadja, ne sme pa biti na podroc¢ju, kjer se amplifikacijski
signal zacne dvigovati nad njo. Racunalnik jo avtomati¢no sam nastavi 1-2 cikla pred prvo
amplifikacijsko krivuljo, lahko pa jo rocno spremenimo (Wong in Medrano, 2005).
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e deltaRn

Delta Rn je razlika med emisijo fluorescence produtka (Rn) in fluorescentnim signalom
bazne linije. Je normaliziran reporterski signal, ki predstavlja razmerje med signalom
reporterskega barvila in pasivne reference. Pasivna reference se wuporablja za
normalizacijo signala reporterskega barvila. Z njo korigiramo nihanje fluorescentnega
signala, ki ne izvira iz PCR ampak fluorescence ozadja, kot so komponente reakcije,
prasni delci (Wong in Medrano, 2005).

e Prazna vrednost (threshold)

Prazno vrednost dolo¢imo, ko signal preseze fluorescenco ozadja, torej v zgodnji
eksponentni fazi. Vrednost predstavlja intenziteto fluorescence, ki je znacilno razli¢na od
fluorescence ozadja. Nastavimo jo lahko ro¢no, obi¢ajno pa jo avtomatsko izrauna
racunalnik kot 10x standardno deviacijo povprecnega signala bazne linije (Bustin, 2000;
Wong and Medrano, 2005).

e Vrednost Ct

Vrednost Ct je toCka na eksponentnem delu krivulje pomnozevanja DNA, kjer je
fluorescenca pomnozka vec¢ja od fluorescence ozadja. Rezultat je cikel, v katerem
fluorescenca vzorca preseze linijo prazne vrednosti. Na osnovi Ct vrednosti primerjamo
med seboj dobljene podatke in jih uporabimo za nadaljnjo obdelavo. Ct vrednost je
obratno sorazmerna z zacetnim Stevilom kopij, torej ve¢ zacetnega vzorca pomeni nizji
cikel pri katerem fluorescenca preseze fluorescenco ozadja (Bustin, 2000, Wong in
Medrano, 2005).

e Amplifikacijska krivulja

Krivulja, ki prikazuje odvisnost jakosti fluorescence posameznih vzorcev od stevila ciklov
oziroma potek pomnozevanja DNA v ¢asu (Wong in Medrano, 2005).

e Standardna krivulja

Standardno krivuljo pripravimo z zaporednim red¢enjem standarda znane koncentracije.
Kot standard se najpogosteje uporablja plazmid, ki vsebuje tar¢no sekvenco. Krivulja
odraza linearno razmerje med Ct vrednostmi in logaritemskimi vrednostmi koli¢in
standardne DNA (logN) in omogoca doloc¢itev koncentracij neznane DNA v vzorcu na
podlagi njene Ct vrednosti.

Iz krivulje lahko razberemo mnoge podatke o poteku reakcije, kot so naklon, y-presek in
korelacijski koeficient. Iz naklona dolo¢imo ucinkovitost pomnoZevanja: pri naklonu -
3,32 je ucinkovitost 100 %. V vsakem ciklu naj bi se koli¢ina produkta podvojila (v tem
primeru naklon ustreza vrednosti -3,32), v praksi pa je obiCajno ucinkovitost nekoliko
nizja.

Korelacijski koeficient R? je mera prileganja, ki pove, kako dobro se meritve prilegajo
idealni krivulji (pri idealnem prileganju je -1), ki je v tem primeru premica. Zaradi
pogojev je ponavadi vrednost manjsa od -1, priporocljivo pa je vsaj 0,99 (Bustin, 2000;
Wong in Medrano, 2005).
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e Ucinkovitost encimske reakcije

Ucinkovitost encimske reakcije razberemo iz enacbe standardne krivulje. Ustreza
vrednosti naklona, ki mora biti ¢im blizje vrednosti -3,32, kar je idealna vrednost (100 %
ucinkovitost). U¢inkovitost je ovisna od zacetnih oligonukleotidov in inhibicije.

e Tm

Disociacijska (talilna) krivulja je krivulja, ki prikazuje odvisnost stopnje denaturacije
dvoverizne DNA od temperature. Kljucna tocka na krivulji je temperatura taljenja (Tm).
Oznacuje temperaturo pri kateri je 50 % DNA v obliki enojne verige.

Pri uporabi SYBR Green kemije ugotavljamo, ali imajo talilne krivulje vrh pri isti
temperaturi. V primeru pojava nespecificnih produktov pri PCR (npr. dimeri zacetnih
oligonukleotidov) se talilne krivulje razlikujejo. Tako z merjenjem talilne krivulje
ugotavljamo tudi, ¢e so se pomnozevali pravi fragmenti (Wong in Medrano, 2005).

e Obcutljivost qPCR:

Obcutljivost PCR je dolocena kot najnizja koncentracija DNA, ki jo lahko dolo¢imo v
izbranih razmerah priprave vzorca in izvedbe PCR.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 NACRT POSKUSA

Bevitalizacija kulture MAP
seva CLIJ623 in CLIT361

Mentve optiéne
gostote (ODsx)

Eravjizev CLIJ Owéjisev CLIT361
623 —gojisce brez —gojiice brez
Zeleza \ Inokulacija kulture o= zeleza

W ustrezna gojiica
(pr ODsc=0.3)
Eravjisev CLIJ A ‘\M" Ovéjisev CLIT361

623 —gojiicez —gojifte z Zelezom
Zelezom
Inkubacyja
WZOrcev pr
37°C,0-64 dni
Spremljanje rastiz Izolacija ENA
metj enyjerrn 0D

- ﬂ

Merjenje koncentracge
in Cistosti RINA

Jl

Prepiz mENA
v cDNA

ﬂ

Merjenje
Obdelava podatkov | ekspresije genovz
qPCR

Slika 8: Shema poteka dela od revitalizacije kulture do obdelave podatkov dobljenih s qPCR analizami
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Poskus je zajemal veC faz: revitalizacijo kulture MAP, merjenje opticne gostote, izolacijo
RNA, tretiranje izolirane RNA z encimom DNaza, reverzno transkripcijo z encimom reverzna
transkriptaza, analize verizne reakcije s polimerazo v realnem c¢asu ter obdelavo in
interpretacijo podatkov.

Kulturo MAP kravji sev CLIJ623 smo revitalizirani na InSitutu za fizikalno biologijo
(Herrold's egg yolk trdno gojis¢e, Becton Dickinson). Zrasle kolonije smo precepili v
modificirano Sauton's gojis¢e z dodatkom Zeleza in mikobaktina J (100uL/L Fe, 2mg/L MJ).

.....

.....

precepili sta bili pripravljeni po modificiranem protokolu za Sauton's tekoCe gojisce
(preglednica 1), ki se med seboj razlikujeta v vsebnosti zeleza in mikobaktina. Z izolirano
RNA smo ugotavljali spreminjanje izraZzanja genov mbt operona. Poskus smo pripravili v treh
paralelkah.

Ov¢ji sev CLIJ361 so na inStitutu prav tako revitalizirali na trdnem Herrold's egg yolk gojiscu
(»HEYMg, Becton Dickinson), zrasle kolonije pa precepili v komercialna gojis¢a 7H9 z
mikobaktinom in ADC (Difco, Becton Dickinson). Kultura iz neznanih razlogov ni zrasla,
zato smo jo izlo¢ili iz poskusa.

Za ugotavljanje razlike v izrazanju genov za sintezo mikobaktina pri kravjem sevu623
bakterije MAP smo se odlo¢ili analizirati gene mbtA, mbtB, mbtl, mbtK in mbtL, ki se v mbt
operonih nahajo za predpostavljenim vezavnim mestom za transkripcijski regulator IdeR.
Analizirali smo tudi gen bfrA, katerega produkti sodelujejo v sintezi proteinov za shranjevanje
zeleza Geni mbtA, mbtB in mbtl so del operona mbt-1, gena mbtK in mbtL pa del operona
mbt-2. Kot Ze omenjeno ldeR ob vezavi na del verige blokira prepis omenjenih genov in
hkrati inducira ekspresijo genov, ki so odgovorni za sintezo proteinov za shranjevanje zeleza
(gen bfrA). Z namenom, da bi preverili funkcijo in delovanje ideR regulatorja smo poleg
omenjenih genov analizirali tudi gen ideR.

IzraZanje analiziranih genov smo normalizirali na izrazanje gena SigA, ki se izraza neodvisno
od naSih pogojev rasti. Ekspresija gena SigA je namre¢ neodvisna od okoljskih stresnih
dejavnikov in poteka konstantno skozi vse faze rasti (Hu in Coates, 1999). Tako lahko iz
razmerja preiskovanega in normalizacijskega gena ugotovimo ali je priSlo do razlike v
izraZanju.

Izolacijo RNA smo izvedli vsak dan, ter za spremljanje rasti kulture vsak drugi dan izmerili
ODggo. Tako smo lahko spremljali izraZanje genov v odvisnosti od faze rasti.

3.2 METODE

3.2.1 Bakterijski sevi MAP

3.2.1.1 Kravji sev CL1J623

V raziskavi smo uporabili sev CLIJ 623. Sev je bil izoliran iz okuzenega goveda v Avstraliji,
kjer so tudi sekvenirali celoten genom tega seva (CSIRO, AUS).

Celice smo revitalizirali na HEYM gojiscu z mikobaktionom J (Bekton Dickinson) in shranili
pri temperaturi 37 °C. Zrasle kolonije smo precepili v modificirano Sauton's gojisce z
dodatkom Zeleza in mikobaktina, ter zopet inkubirali pri temperaturi 37 °C. Pri ODgg 0,4-0,5

.....
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modificiranem protokolu za Sauton's tekocCe gojisce (preglednica 1), ki se razlikujeta v
vsebnosti Zeleza in mikobaktina.

Preglednica 1: Modificirano Sauton's gojis¢e (Kopin¢ in Lapanje, 2012)

Kemikalije Koli¢ine za 1L
KI‘I2P04 0,5 g
MgS0,4.7H,0 05¢g
citronska kislina 2g
L-asparagin 4¢g
glicerol 60 mL
ZnS04.7H,0 1 mg
Tween 80 250 mg
Mikobaktin J 0ali 2 mg
100 mM FeCl, 0ali 1 mL

Vse sestavine (preglednica 1) smo zatehtali v ¢aso in dodali vodo. MeSanico smo dobro
premesali z magnetnim meSalom in na koncu umerili pH na 6,8 z dodajanjem NaOH. Gojisca
smo razdelili po 300 mL v ¢ase z zamaskom in sterilizirali v avtoklavu (t = 15 min,
T=120°C, p=1,1 bar).

MAP 468 CLIJ 623

paralelka 1 paralelka 2 paralelka3

7

15 ml 15 ml 15 ml

15 ml 15 ml 15 ml

€5

centrifugiranje 5 min na 5C00xg

+30mil +30ml S- +30 ml +30ml §- +30ml +30 ml §-Fe-
S+Fe+) Fe-M) S+Fe+M) Fe-MI S+Fe+n) ]
CLUGE23 +1 CLJG23 -1 CLIJG23 +2 CLIG23 -2 CLUGE23 +3 Cl623 -3

Slika 9: Postopek priprave vzorcev
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Kulture v Sauton's gojiscu (v treh paralelkah) smo centrifugirali 5 minut na 5000 x g, odlili
supernatant in resuspendirali v svezem Sauton's gojiScu z ali brez mikobaktina in Zeleza (slika
9). Sledila je inkubacija pri 37 °C.

3.2.1.2 Ov¢ji sev CL1J361

Ov¢ji sev smo na InStitutu za fizikalno biologijo poskusili revitalizirat v komercialnem
Becton Dickinson).

3.2.2 Merjenje opti¢ne gostote celic

Rast kulture MAP smo tekom inkubacije spremljali z merjenjem opti¢ne gostote pri valovni
dolzini 600 nm. Meritve smo naredili po enkrat za vsako paralelno kulturo vsak drugi dan.
Meritve dneva 0 predstavljajo tisti dan, ko smo suspenzijo precepili v Sauton's gojisce.

S suspenzijo celic smo napolnili kiveto in izmerili OD glede na sterilno Sauton's gojis¢e. Pred
vsakim merjenjem smo bakterijsko suspenzijo v centrifugirki dobro premesali.

3.2.3 Izolacija RNA

Prvo izolacijo RNA smo opravili pri ODgy = 0,1 (dan 0), se pravi na dan, ko smo precepili
kulturo v novo gojis€e. Izolirali smo vedno tri razlicne vzorce (iz treh neodvisnih poskusov
oziroma bioloskih ponovitev), enkrat na dan.

RNA smo izolirali v laminariju, ki smo ga ocistili s ¢istilom RNAzaZap (Ambion, USA), da
smo se izognili morebitni kontaminaciji z RNazami. Uporabili smo sterilne rokavice ter
Eppendorf centrifugirke brez RNaz.

RNA smo izolirali po modificiranem protokolu Chomczynski in Sacchi 2006:

1. 1-2 mL kulture, sledi 3 min centrifugiranje na 10000 x g in odstranitev supernatanta.

2. Resuspendiranje v 500 puL sol D in dodatek 375 mg steklenih kroglic.

3. Stresanje v SmartHelix Bead Beaterju 2 min na max frekvenci (30 Hz).

4. Po korakih dodamo najprej 50 pL natrijevega acetata, premesamo, in 500 uL kislega
fenol-kloroforma-izoamilalkohola, 25:24:1 (H,0 nasi¢enega), premeSamo.

5. Stresanje v Mill Mix 20 (Tehtnica, SLO) 2 min na max frekvenci (30 Hz).

6. Postavimo na led za 15 min.

7. Supernatant (vodna faza) prenesemo v Ciste epice in dodamo 500 pL izopropanola,
inkubiramo vsaj 1 uro na -20 °C.

8. Centrifugiranje 20 min na 16000 xg pri 4 °C, zavrzemo supernatant.

9. Peletu dodamo 300 pL solD, premesamo, dodamo 300 puL izopropanola, premeSamo
in inkubiramo vsaj 30 min na -20 °C.

10. Centrifugiranje 15 min na 16.000 x g pri 4 °C, zavrzemo supernatant.

11. Dodamo 1 mL 75 % EtOH, zmeSamo na vrtin¢niku. Inkubiramo 5 min na sobni
temperaturi, da raztopimo ostanke GITC (gvanidinijev tiocianat); vzorce na tej stopnji
lahko hranimo na -20 °C poljubno ¢asa.

12. Centrifugiranje 20 min pri 16000 x g pri 4 °C, odlijemo supernatant.

13. Posusimo RNA pelet na zraku, 5-10 min.
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14. Resuspendiramo v 40 uL DEPC vode in pred nadaljnjo uporabo shranimo vzorce na
-80 °C.

3.2.4 Merjenje koncentracije in Cistosti RNA

Koncentracijo in Cistost izolirane RNA smo dolocili s spektrofotometrom (Synergy H4™
Hybrid Reader, BioTek) z merjenjem absorbance pri Ay, Cistost RNA je odvisna od
kontaminacije vzorca z DNA, proteini, in ostalim kot so gvanidinij in druge soli, ki izvirajo iz
izolacijskih pufrov (Chomzynski in Sacchi, 1987). Cistost izolacije ocenimo iz razmerja med
absorbancami Aye0/ A2g0, ki mora biti nad 1,8 za ocenitev Cistega vzroca RNA. Tako RNA kot
DNA absorbirata pri valovni dolzini 260, medtem ko proteini absorbirajo pri 280.
Kontaminacijo s solmi pa dolo¢imo z razmerjem absorbanc A/ Az, kjer Cist vzorec
predstavljajo vrednosti nad 1,4 (Held, 2008). Ucinkovitost oziroma koncentracijo RNA
dolo¢imo z merjenjem absorbance pri valovni dolzini 260, vendar le, kadar Cistost (razmerje
absorbanc A6/ A280) doseze vrednosti nad 1,8 oziroma nad 1,4 pri merjenju kontaminacije z
solmi.

Kontaminacijo z DNA pa smo preverjali z metodo qPCR, kjer smo skupaj z RT vzorci
(prepisani vzorci z encimom reverzna transkriptaza) pomnozevali NORT vzorce (vzorci brez
reverzne trankripcije, le tretirani z encimom DNaza). Postopek za metodo qPCR je opisan v
poglaviju 3.1.7.

3.2.5 Tretiranje RNA vzorca z encimom DNaza

Uporabili smo kemikalije: DNaza, RNaza free (Fermentas), DNazni pufer (Fermentas),
RNazni inhibitor (Applied Biosystems), EDTA (Fermentas) in DEPC vodo (Ambion) iz
katerih smo pripravili reakcijsko meSanico (preglednica 2) v 1,5 mL Eppendorf centrifugirke.
V PCR Eppendorf centrifugirke smo odpipetirali po 7 uL pripravljene meSanice, dodali 20 pL
vzorca RNA in na koncu 3 pLL DNaze.

Preglednica 2: Kemikalije za reakcijsko meSanico za tretiranje RNA z encimom DNaza
Volumen za

Reakcijska meSanica 1 vzorec

DEPC voda 3uL

DNazni pufer 3uL

RNAZzni inhibitor 1 uL

DNAza I, RNAza free 3uL

vzorec RNA 20 uL

Sledila je:

e inkubacija 1,5 hna 37 °C
e dodatek 3 uL EDTA (25 mM)
e inkubacija 5 min na 70 °C

3.2.6 Reverzna transkripcija

Po ¢is€enju vzorca z DNazo sledi prepis RNA v komplementarno cDNA z encimom reverzna
transkriptaza. Prepisu sledi pomnozevanje taréne DNA z verizno reakcijo s polimerzo v
realnem casu (QPCR).
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Za reverzno transkripicjo RNA smo uporabili High Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit (AB Applied Biosystems) in DEPC vodo (dietilpirokarbonat — spojina, s katero
odstranimo prisotne RNaze v vodi) (Ambion). Iz omenjenih reagentov smo pripravili
reakcijsko meSanico (preglednica 3) v 1,5 mL Eppendorf centrifugirke, ki smo jo dobro
zmesali na vrtinéniku. V PCR Eppendorf centrifugirke smo odpipetirali 10 uL reakcijske
mesSanice in 10 pL vzorca.

Preglednica 3: Priprava reakcijske meSanice za reverzno transkripcijo

Volumen za
Reakcijska meSanica 1 vzorec
DEPC voda 3,2 uL
10xRT pufer 2 uL
25xdNTP mesanica 0,8 uL
10xRT nakljucni za¢etni nukleotidi 2 uL
Reverzna transkriptaza 1 uL
RNAZzni inhibitor 1 uL
RNA tretirana z DNazo 10 uL
Sledila je:

e inkubacija 10 min na 25 °C
e inkubacija 120 min na 37 °C
e inkubacija 5 min na 85 °C

3.2.7 qPCR - veriZna reakcija s polimerazo v realnem ¢asu

Verizno reakcijo s polimerazo v realnem casu smo izvajali na inStrumentu ABI Prism®
7500HT Sequence detection system (Applied Biosystems). Za zaznavanje nastalega PCR
produkta v realnem ¢asu smo uporabljali SYBR Green kemijo.

Uporabljali smo SYBR Greene PCR Master Mix (Applied Biosystems), ki vsebuje
fluorescentno barvilo SYBR Greene I, AmpliTaq gold® DNA polimerazo, encim Uracil-DNA
N-glikozilazo (UNG), ki prepecuje kontaminacijo s PCR produkti, ANTP, pasivno referenco
ROX in optimizirane komponente pufra. V reakcijsko meSanico smo dodajali specifi¢ne
zacetne oligonukleotide za vsak vzorec:
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Preglednica 4: Zacetni oligonukleotidi za qPCR

ime zacetnega temperatura dolzina
oligonukleotida sekvenca taréni gen prileganja pomnozka (bp)
mbtASF CACCACCGGCACACCAA
mbtASR TGGCGTTGAAGACGT mtbA 60 °C 59
mbtB1F CCGAAGGGTGTCGAAGTCA
mbtB1R ACACGTCCATCACCGAGATGT mbtB 62 °C 136
mbtl1F CCGTTGTCTCCAAGTGCCTT
mbtl1R CCAAGCCGCAGCAGAAAC mbitl 60 °C 99
mbtK2F AGCTACTCGCTGCCGTTGAT
mbtK1R GCGTGCAGTCCCAGATCGTA mbtK 60 °C 128
mbtL2F TCACCCGAAAACCACGTCA
mbtL2R GAACGCCACCGAGTCCAG mbtL 60 °C 126
sigA2F GGCAGCGACCAAAGCAAG
sigA2R TGTGGCGGTGCGTTTCAC sigA 60 °C 54
bfrAIF AGTTTTGCGTCTGCTCAACGA
bfrA1R GGAGTGCAGGAAGTATTGGTTGA bfrA 60 °C 69
ideR1F TGTATCTGCGGACCATCTACGA
ideR1R GGTCGGCCCGCTCTGAT ideR 60 °C 92

Z uporabo SBYR Green kemije zaznavanje produkta temelji na fluorescenci, ki se sprosc¢a ob
vezavi barvila na del dvoverizne DNA, ki z nastajanjem novih dvoveriznih molekul DNA
naraSc¢a. Teoreti¢no se v vsakem ciklu Stevilo kopij taréne DNA podvoji.

Reakecijske pogoje qPCR je potrebno za vsak vzorec optimizirati: dolociti temperature, Stevilo
in Case ciklov, ter nastaviti disociacijsko krivuljo za pridobitev talilne krivulje.

3.2.7.1 Priprava standardov

Plazmidne standarde za absolutno kvantifikacijo transkriptov so pripravili na Institutu za
fizikalno biologijo. 1z pripravljenih zaloznih raztopin standardov z znanimi koncentracijami
(mbtA, mbtB, mbtl, mbtK, mbtL, sigA, ideR in bfrA) smo z miliQ vodo pripravili 6 zaporednih
10-kratnih red¢itev za umeritveno krivuljo.

3.2.7.2 Priprava reakcijske meSanice za qPCR

e Reakcijske meSanice za PCR v realnem ¢asu smo pripravljali v brezprasni komori
e Pred in po delu smo komoro razkuzili in osvetlili z UV lu¢jo
e Uporabljali smo vedno nove rokavice (osvetljene z UV lu¢jo) in vse kemikalije so bile
vedno na hladnem (-10 °C do +4 °C)
e Volumen reakcijske meSanice za en vzorce je znaSal 20 puL. Vseboval je:
- 19 pL reakcijske meSanice
- 1 uL vzorca cDNA
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Preglednica 5: Primer priprave meSanice za qPCR

Sestavine reakcijske meSanice Volumen za 1 vzorec
H,0, 7,4 uL
zacCetni oligonukleotid F 0,8 uL
zacetni oligonukleotidR 0,8 uL
SYBR Green master mix 10 uL
suspenzija cDNA s
skupaj 20 pLL

e Najprej smo v 1,5 mL Eppendorf centrifugirke odpipetirali izracunan volumen
vode, nato oba zacetna oligonukleotida in nazadnje SYBR Green master mix.
Mesanico nato dobro premesali na vrtincniku in na PCR plos¢o 96-format
odpipetirali po 19 pL meSanice v vsako jamico. Na koncu smo odpipetirali po 1
uL vzorca DNA v vsako jamico.

e V vsako PCR reakcijo smo odpipetirali tudi standarde, ki smo jih predhodno
pripravili in negativne kontrole. Standardi predstavljajo znane koncentracije
doloCenega odseka DNA, ki nam sluzi kot umeritvena krivulja iz katere lahko
izraunamo koncentracije naSih produktov. Negativna kontrola pa meSanico, ki
smo ji namesto DNK dodali 1 pL deionizirane vode.

e PCR plos€o napoljnjeno z vzorci smo pokrili s folijo, dobro zatesnili in
centrifugirali toliko, da se meSanica posede.

e Plos¢o smo nato prensli v qPCR aparaturo (7500 Real Time PCR System, Applied
Biosystems, Life technologies, ZDA) in nastavili parametre za dolo¢eno reakcijo.

3.2.7.3 Potek qPCR

Plos¢o smo nato postavili v cikli¢ni termostat in izvedli pomnoZevanje DNA. Pomnozevanje
DNA je sestavljeno iz Stirih faz: S prvo fazo se zacne 2 minutna aktivacija nukleaze UNG pri
50 °C za prepe€evanje kontaminacije s PCR produkti (odstrani vse uracile, ki so vezani na
reakcija Ze koncana). Sledi ji 10 minutna aktivacija DNA-polimeraze pri 95 °C. Tretja faza je
sestavljena iz 45 ciklov 15 sekundne denaturacije DNA pri 95 °C, 1 minutnega prileganja
zacetnih oligonukleotidov na specificne dele DNA ter podaljSevanja specificnih zacetnih
oligonukleotidov pri 60 °C. Na koncu sledi Se Cetrta faza disociacije DNA, ki je sestavljena iz
15 sekudne denaturacije pri 95 °C, pocasnega ohlajanja do 1 minutnega prileganja pri 60 °C
in 15 sekundne denaturacije pri 95 °C.

Korak 4 Korak = Korak = Korak 4

Cikel [1 | Cikel [1 | ot [45 | Clikel
B [s50 ]
[1o:00 [o1s ]
50.0
=2 oo |

F <00

Slika 10: Parametri pomnoZevanja qPCR reakcije s SYBR Green kemijo
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3.2.7.4 Analiza podatkov

Po izvedbi reakcije nam racunalniski program SDS v1.3.1 (Applied Biosystems) poda
grafi¢no predstavitev pomnozevanja vzorcev.

Rezultate analiziramo tako, da izberemo avtomatsko nastavitev bazne linije in ro¢no dolo¢imo
linijo prazne vrednosti (threshold) v spodnjem eksponentnem delu krivulje pomnozevanja.
Preverimo tudi, ¢e imajo talilne krivulje vrh pri isti temperaturi. V primeru vecjih odstopanj
tako reakcijo izklju¢imo i1z nadaljnje obdelave podatkov.

Amplifikacijska krivulja (Slika 11) prikazuje podatke o kinetiki pomnoZevanja tarcne
sekvence, talilna krivulja (Slika 12) pa podatke o lastnostih konc¢nega produkta
pomnozevanja.

Deita fin vs Cycle
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Slika 11: Prikaz Ct vrednosti in amplifikacijske krivulje vzorcev

050

Detivatre

Taregsbatien ()

Slika 12: Primer disociacijske krivulje vzorcev

Surove podatke nato obdelamo na razli€ne nacine glede na tip podatkov in glede na naSe
potrebe. Dolo¢ene Qy, vrednosti prenesemo v program Microsoft Excel za nadaljnjo obdelavo.

Rezultate qPCR lahko dolo¢amo na dva nacina, z absolutno ali relativno kvantifikacijo. V
naSem primeru smo rezultate qPCR obdelali z absolutno kvantifikacijo z uporabo umeritvene
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krivulje. Absolutno kvantifikacijo uporabljamo, ko nas zanima to¢no Stevilo kopij gena. S
primerjavo Ct vrednosti vzorca s Ct vrednostmi standardov (z uporabo standardne krivulje)
dolo¢imo absolutno Stevilo kopij v vzorcu. Metoda predvideva, da sta ucinkovitosti
pomnozevanja amplikona v vzorcu in standardu enaki. Pomembno je tudi, da koncentracija
vzoré¢ne DNA lezi znotraj obmocja koncentracij, ki ga zajamemo z red¢itvami standarda in da
je v obmocju, ki ga lahko zanesljivo kvantificiramo (Wong in Medrano, 2005).

Standardna krivulja

27.5
B
27
=
26.5 -
=
pri=]
255 I
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=
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3 3.2 3.4 3.6 3.8 4 4.2 4.
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Slika 13: Prikaz linearnenega razmerja Ct vrednosti in logaritemskih vrednosti koli¢in standardne DNA
(Applied Biosystems, 2012)

Iz enacbe standardne krivulje smo razbrali tudi u¢inkovitost encimske reakcije, ki ustreza
vrednosti naklona in mora biti ¢im bliZje vrednosti -3,32, kar je idealna vrednost (100 %
ucinkovitost).

3.2.7.4.1 Ugotavljanje DNA kontaminacije

Cistost izolirane RNA smo ugotavljali z metodo qPCR Vzorce iz posameznih dnevov
izolacije, ki smo jih ocistili z encimom DNAza (vzorci NORT) smo skupaj z cDNK (RT
vzorci) vzorei (RNA tretirana z DNAzo in prepisana v cDNA) pomnozevali z verizno reakcijo
s polimerazo v realnem casu. Test kontaminacije smo vedno opravili na genu mbtA, pod
enakimi reakcijskimi pogoji, kot za vse ostale gene.
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Slika 14: Rezultat (Ct vrednosti) testa DNA kontaminacije za gen mbtA: Stevilka 1 predstavlja en vzorec
in Stevilka 2 drugi vzorec, kjer sta pri vi§jem ciklu pomnoZeni prepisani RNA in pri niZjem DNA.

Razlika v Ct vrednostih vzorcev RT (reverzna transkripcija) in NORT (brez reverzne
transkripcije) mora bit ¢im vecja. Ker pa je v praksi nemogoce povsem odstraniti prisotno
DNA, smo v nasem primeru dolocili za Se sprejemljivo, ¢e kontaminacija ni presegla 10 %
PCR produkta, kar pomeni vsaj 3,3 cikle razlike. V primeru kontaminacije ve¢je od 10 % smo
ponovili ¢is¢enje z DNazo in reverzno transkripcijo.

3.2.8 Primerjava ekspresije

Rezultate qPCR smo obdelali z uporabo programa Microsoft Excel.

3.2.8.1 Obdelava surovih podatkov qPCR

gPCR smo iz programa SDS v1.3.1. prenesli v program Microsot Excel, jih obdelali in izbrali
vrednosti, katere smo zeleli uporabiti v izracunih.

Iz dobljenih Ct vrednosti program SDS poda koncentracijo DNA (Qy) v vzorcu glede na
umeritveno krivuljo. Za izracun Stevila kopij gena v vzorcu smo upostevali predpostavko, da
velja:

1 plazmid = 1 gen (copy numbar) (D)

doléina plazmida [by] = doltina vektovia [bp] 4+ doldina tneerta [bp] ...Q)

Iz koncentracije (Qi) smo izracunali Stevilo kopij gena v naSem vzorcu. Predhodno smo
izracunali §e molsko maso plazmida z dolocenim insertom, ki smo ga uporabili v analizi. Iz
molske mase in koncentracije (Q;) smo nato izracunali mnoZzino. Z uporabo Avogadrovega
Stevila, ter upoStevanjem redcCitev vzorca in volumna ekstrakta smo izracunali Stevilo kopij
gena.
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Molsko maso plazmida z insertom dobimo:

M,[bp] = 650-= ...(3)
kjer je M,, povpre¢na molska masa enega baznega para.

M, = deliina plazmida [by] ¥ 650 g /mol ...(4)
kjer M, pomeni molsko maso plazmida.
MnozZino za 1 ng/ml plazmida izratunamo:

e
Bo= . ...(5)

Stevilo kopij gena izraéunamo:
N=unxAN; ...(6)
kjer N pomeni $tevilo kopij molekul/ml, n pomeni mnozino in Ny Avogadrovo Stevilo.

Formula, ki smo jo uporabili v Excelu torej sledi:

. =(qu ¥ 1077

) X 6,022 X 10 X R X Ve
Mw

(7

kjer N pomeni Stevilo kopij molekul/ml, n pomeni mnoZino, Qy koli¢ino DNA, Na
Avogadrovo Stevilo, R faktor red¢enja in V. volumen ekstrakta.

3.2.8.2 Absolutne vrednosti kopij genov in normalizacija na gen SigA

Vsakemu vzorcu izolirane RNA smo z metodo qPCR izmerili ekspresijo normalizatorja SigA.
SigA je gen, ki kodira enega od sigma faktorjev RNA polimeraze (proteini potrebni za
iniciacijo RNA sinteze). Ekspresija gena SigA ni odvisna od okoljskih stresnih dejavnikov in
poteka konstantno skozi vse faze rasti (Yanmin Hu in sod., 1999). Iz razmerja preiskovanega
in normalizacijskega gena lahko ugotovimo ali je prislo do razlike v izrazanju.

Zeleli smo ugotoviti, kako se koncentracija mRNA spreminja s ¢asom, se pravi z dnevi
izolacije. Iz standardne krivulje s primerjavo Ct vrednosti vzorca s Ct vrednostmi standardov
dolo¢imo absolutno Stevilo kopij v vzorcu.

Absolutne vrednosti izrazanja genov dobimo po zgoraj opisanem postopku (poglavje 3.1.8.1).
Ker smo vzorce za analizo nanaSali vedno v dveh ponovitvah in dveh razli¢nih red¢itvah
izberemo ustreznejsi redcitvi in izraCunamo povprec¢je vrednosti ter standardni odklon (s tem
upoStevamo tehni¢no napako obeh meritev). Standardni odklon uporabljamo kot mero
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reprezentativnosti aritmeti¢ne sredine. Manj$i kot je standardni odklon (v primerjavi z
aritmeti¢no sredino) manjSe so razlike med dejanskimi vrednostmi spremenljivke in njeno
aritmeticno sredino ter obratno (Basti¢, 2006). Razlike med rezultati smo preverili s
statisticnim t-testom, s katerim smo ugotovili, ali so razlike statisti¢no znacilne.

Stevila kopij gena smo normalizirali na gen SigA in izra¢unali standardni odklon:

X Koy

Ril; Ri(fﬂ} = Xsig,ql',{ﬁ!}

B Nagaun

...(8)
kjer Riw in Ri@r pomeni razmerje genov i (i so geni mbtA, mbtB, mbtl, mbtK, mbtL, bfrA in
ideR) in gena SigA; Xi pomeni $tevila kopij genov mbtA, mbtB, mbtl, mbtK, mbtL, bfrA in
ideR; HI »high iron« in LI »low iron«.

| 2 n
st.odiklon X, et odklon X .
N

Xien Xsigaen .9
Absolutne vrednosti smo izracunali posebej za medij z Zelezom in medij brez Zeleza ter jih
med seboj primerjali.

3.2.8.3 Razmerje LI/HI

Ker smo Zeleli ugotoviti, kako se geni mbt operona izrazajo ob pomanjkanju Zeleza, smo
izraCunali razmerje izraZzenih genov med medijem brez Zeleza in mikobaktina (low iron — LI)
in medijem z Zelezom in mikobaktinom (high iron — HI) . Normalizirane vrednosti genov v
mediju brez zeleza in mikobaktina (LI) smo delili z vrednostmi v mediju z zelezom in
mikobaktinom (HI), ter izracunali standardni odklon. Iz razmerij vidimo ali se v mediju brez
zeleza dolocen gen izraza v povisani (»up regulacija«) oziroma znizani (»down regulacija«)
koncentraciji glede na medij z Zelezom:

Rirn ...(10)
kjer Yj pomeni razmerje LI/HI.

| 2 7
st.odklon Ry st.odklon By
st.odklon (V) =¥, X l( i‘m-‘-ﬂ) +( u&})

"ql Ryceny Bipry

(1)

kjer Riwry pomeni razmerje gena i (i so geni mbtA, mbtB, mbtl, mbtK, mbtL, bfrA in ideR) in
SigA v mediju brez zeleza (LI) in Rjur pomeni razmerje gena i (mbtA, mbtB, mbtl, mbtK,
mbtL, bfrA in ideR) v mediju z Zelezom (HI).
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3.2.8.4 Razmerje genov mbt operona v posameznih fazah rasti

Zeleli smo ugotoviti tudi kak$na so razmerja izraZenih genov glede na gen mbtA. Ta razmerja
smo izraCunali tako, da smo kopije genov delili s kopijami genov izbranega gena mbt
operona. V naSem primeru smo izbrali gen mbtA in tako dobili vrednosti kolikokrat se
dolo¢en gen mbt operona bolj oziroma manj izrazi glede na drugega. S tem preverimo tudi
delovanje ideR regulatorja. V primeru vecjih odstopanj lahko sklepamo, da ima dolocen gen
okvaro pri regulaciji transkripcije.

Izracunali smo razmerja izraZzenih genov v mediju brez Zeleza, v posameznih fazah rasti (lag,
eksponentna in stacionarna faza), v vsaki fazi izraCunali povpre¢je in standardni odklon.
Statisti¢no znacilnost (p < 0,05) razlik pa preverili s t-testom.

Razmerja, povprecja in standardno odklon smo izracunali:

Biy

z. =
' Rubeann ..(12)

kjer Z; pomeni razmerje gena i (i so geni mbtB, mbtl, mbtK, mbtL, bfrA in ideR) in mbtA.

N
= EE=1E'f

N ..(13)

kjer Zi predstavlja vrednost razmerja iz posamezne faze in N Stevilo razmerij v posamezni
fazi.

| ]
1 i -
st odklon [E{j = ]]m E _ EZ, — )=
N hE= ...(13)

Standardni odklon smo izracunali z uporabo Excelove enacbe za standardni odklon vzorca,
kjer Z; predstavlja vrednost spremenljivk, p predstavlja pricakovano aritmeticno sredino in N
predstavlja velikost vzorca.

3.2.9 Statisti¢no vrednotenje razultatov

3.2.9.1 Studentov t-test

Za ugotavljanje statisticno znacilnih razlik med povpre¢nimi vrednostmi (med razultati
izrazenih genov) smo uporabili Studentov t-test. S t-testom ugotavljamo ali so razlike med
aritmeti¢nima sredinama dveh vzorcev signifikantne. Torej (Ce so razlike), ali so nastale
slucajno ali pa so statisticno znacilne.

Postavili smo ni¢elno domnevo Ho, ki pravi, da med rezultati izraZenih genov ni statisticnih
razlik in raziskovalno domnevo Hj, ki pravi da so med rezultati izraZzenih genov statisticno
znacilne razlike. Stopnjo znacilnosti pa smo izbrali 0,05 oziroma 5 %.

S predpostavko, da je varianca med vzorci enaka (analize pod enakimi pogoji) smo z uporabo
Excelove formule za t test izraCunali p vrednosti. Uporabili smo metodo za dva neodvisna ali
odvisna vzorca in dvostransko porazdelitev.
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Pri verjetnosti nad 0,05 nic¢elne hipoteze, ki pravi, da med rezultati ni znacilnih razlik, ne
zavrnemo. Trdimo lahko, da razlike (¢e so) niso posledica kakega sistemati¢nega vpliva, pac¢
pa so nastale slucajno (Basti¢, 2006). V primeru p vrednosti pod 0,05 pa ni¢elno hipotezo
zavrnemo in posledi¢no sprejmemo hipotezo, ki pravi, da se razultati statistiéno znacilno
razlikujejo.

3.2.9.2 Pearsonov koeficient korelacije

Pearsonov koeficient korelacije (ry) je Stevilska mera, ki predstavlja velikost linearne
povezanosti spremeljivk X in Y, merjenih na istem predmetu preucevanja. Ponavadi nas
zanima, ali sta spremenljivki v populaciji sploh povezani (Kosmelj, 2007). Danes
najpogosteje uporabljena metoda ugotavljanja korelacije izraZzenih genov je Pearsonova
metoda oziroma Spearmanova metoda rangov (Hardin in sod., 2007). S Pearsonovim
koeficientom smo ugotavljali ali med izrazenimi geni mbt operona obstaja korelacija.
Korelacijo smo preverili med geni mbtA, mbtB, mbtl, mbtK, mbtL in bfrA.

Postavili smo:
e nicelno domnevo Hy: p=0 , spremenljivki nista linearno povezani

e alternativno domnevo H;: p #0 , spremenljivki sta linearno povezani

I > I'tap, Hp zavrnemo in sprejmemo H;
I < I'ap, sSprejmemo Hy

Z uporabo Excelove formule za Pearsonov koeficient korelacije smo izraunali vrednosti r, ki
lahko zavzamejo vrednosti vedno samo med -1 in 1. Govorimo lahko o pozitivni in negativni
povezanosti. Pozitivna povezanost obstaja takrat, kadar so vrednosti prve (X) spremenljivke
in druge spremenljivke (Y) visoke oziroma nizke. Tedaj je koeficient pozitiven in blizu 1.
Negativna povezanost pa obstaja takrat, kadar so vrednosti prve (X) spremenljivke visoke in
vrednosti druge (Y) spremenljivke nizke oziroma obratno. Tedaj je koeficient negativen in
blizu -1.

Z uporabo priloge A, v kateri je podana kriti¢na vrednost Pearsonovega koeficienta pri
doloceni stopnji znacilnosti p (p=0,05) in doloceni velikosti vzorca n (n=21), smo nicelno
domnevo zavrnili oziroma sprejeli. Ce je izradunana ocena r po absolutni vrednosti ve¢ja od
krit¢ine vrednosti (I'tap), ni¢elno domnevo zavrnemo v korist alternativne domneve (Kos$melj,
2007).

3.2.9.2.1 Interval zaupanja za koeficient korelacije

Interval zaupanja, ki ga doloCata njegova spodnja in njegova zgornja meja, je interval, v
katerem se z dano gotovostjo (ponavadi dolo¢imo 95 %) nahaja ocenjevalni parameter. Z
uporabo Fisherjevega postopka smo dolocili ineterval zaupanja za Pearsonov koeficient
korelacije. V tem postopku je treba s pomocjo tabele (priloga) pretvoriti Pearsonov
korelacijski koeficient v Fisherjev koeficient. IzraCunamo spodnjo in zgornjo mejo intervala
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zaupanja za Fisherjev koeficient (enacba 14), ter standardni odklon (enacba 15) in s pomocjo
tabele (priloga) pretvorimo izraCunani meji nazaj v Pearsonov koeficient (Kozuh, 2005).

Zr — 196 X sa,,
.ET'I']-.-?&XNE;“ ... 14

kjer je Zr vrednost Fisherjevega koeficienta in se standardna napaka Fisherjevega koeficienta.

1
Y —

S8g =

LA

.15

kjer je se;r standardna napaka za Fisherjev koeficient in n Stevilo vzorcev.

3.2.9.2.2 Signifikanca razlik med korelacijskimi koeficienti

Z uporabo spletnega raCunala (http://vassarstats.net/rdiff.html) smo preverili domneve o
razlikah med korelacijskimi koeficienti. Zanimalo nas je, ali obstajajo statisticno znacilne
razlike med korelacijami izrazenih genov.

Postavili smo ni¢elno domnevo Ho, ki pravi, da med korelacijskimi koeficienti izrazenih
genov ni statisticnih razlik in raziskovalno domnevo Hj, ki pravi da so med korelacijskimi
koeficienti izrazenih genov statisticno znacilne razlike. Stopnjo znacilnosti pa smo izbrali
0,05 oziroma 5 %. Z uporabo Fisherjeve metode, ki pretvori r (Pearsonov koeficient) v Z
koeficent smo izrac¢unali vrednosti p. Pri verjetnosti p nad 0,05 nicelne hipoteze, ki pravi da
med korelacijskimi koeficienti ni znacilnih razlik, ne zavrnemo. Pri verjetnostih p pod 0,05 pa
zavrnemo nicelno hipotezo v korist alternativne, ki pravi da so med korelacijskimi koeficienti
statisti¢no znacilne razlike.

3.3 KEMIKALIJE IN LABORATORIJSKA OPREMA
3.3.1 Priprava kulture MAP, sev CL1J623

Kemikalije za pripravo modificiranega Sauton's gojisca:

KH,PO4 (Sigma-Aldrich, ZDA)
MgSO04-7H,0 (Sigma-Aldrich, ZDA)
Citronska kislina (Sigma-Aldrich, ZDA)
L-asparaginska kislina (Sigma-Aldrich, ZDA)
Glicerol (Sigma-Aldrich, ZDA)
ZnS047H,0 (Sigma-Aldrich, ZDA)
Tween 80 (Sigma-Aldrich, ZDA)
Mikobaktin J (IDVET, Francija)

FeCl; (Sigma-Aldrich, ZDA)

NaOH (Sigma-Aldrich, ZDA)

miliQ voda

Laboratorijska oprema:
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steklovina

aparat za miliQ (Simplicity Water Purification System, Milipore, ZDA)
magnetno mesalo

tehtnica (Kern, Slo)

pipete (Eppendorf, Germany)

pH meter (Inolab, Germany)

avtoklav (Kambic, Slo)

centrifuga (Tehtnica, Slo)

brezprasna komora (Iskra PIO, Slo)

3.3.2 Merjenje opti¢ne gostote

Kemikalije:

Sauton's tekoce gojisce
kultura (Mycobacterium avium podvrste paratuberculosis)

Laboratorijska oprema:

spektrofotometer USB 2000 (Ocean Optics, ZDA)
kivete (Ratiolab, Germany)

brezprasna komora (Iskra PIO, Slo)

pipete (Eppendorf, Germany)

3.3.3 Izolacija RNA

Kemikalije:

solD (denaturacijska raztopina; 4 M gvanidinijeve tiocianat; 25 mM natrijev citrat;
pH 7,0; 0,5 % (w/v) N-laurosylsarcosine (sarkozil); 0,1 M 2-merkaptoetanol)
(Ambion, ZDA)

2-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich, ZDA)

natrijev acetat (Sigma-Aldrich, ZDA), za pripravo 2 M raztopine natrijevega acetata
kisli fenol-kloroform-izoamilalkohol, 25:24:1, H,O nasi¢enega (Roth, Germany)
izopropanol (Sigma-Aldrich, ZDA)

etanol (Sigma-Aldrich, ZDA), za pripravo raztopine 75 % (w/v) etanola

DEPC-voda (Ambion, ZDA)

steklene kroglice (Sigma-Aldrich, ZDA)

Laboratorijska oprema:

brezprasna komora (Iskra PIO, Slo)
pipete (Eppendorf, Germany)
centrifuga (Tehtnica, Slo)

vrtinénik (Assistent, Germany)
Mill Mix 20 (Tehtnica, SLO)
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termoblok
zamrzovalnik (-20 °C)
zamrzovalnik (-80 °C)

3.3.4 Merjenje koncentracije in Cistosti RNA

Kemikalije:

DEPC voda (Ambion, ZDA)
vzorci RNA

Laboratorijska oprema:

Synergy H4™ Hybrid Reader (BioTek)
brezprasna komora (Iskra PIO, Slo)
pipete (Eppendorf, Germany)

3.3.5 Tretiranje RNA z encimom DNaza

Kemikalije:

DEPC voda (Ambion, Life technologies, ZDA)

DNazni pufer (Fermentas, ZDA)

RNazni inhibitor (Applied Biosystems, Life technologies, ZDA)
EDTA (Fermentas, ZDA)

DNaza (DNasa I, RNase free; Fermentas, ZDA)

vzorci RNA

Cistilo RNzaZap (Ambion, Life technologies, ZDA)

Laboratorijska oprema:

gorilnik

pipete (Eppendorf, Germany)

vortex (Assistent, Germany)

PCR cikli¢ni termostat (Biometra, Germany)
termoblok

3.3.6 Reverzna transkripcija

Kemikalije:

High Capacity ¢cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Life

technologies, ZDA):
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- 10xRT pufer

- 25xdNTP meSanica

- 10xRT nakljucni zacetni oligonukleotidi
- reverzna transkriptaza

- RNazni inhibitor

e DEPC voda (Ambion, Life technologies, ZDA)
e RNA tretirana z DNazo

Laboratorijska oprema:

gorilnik

pipete (Eppendorf, Germany)

centrifuga (Sigma-Aldrich, ZDA)

vrtincnik (Assistent, Germany)

PCR cikli¢ni termostat (Biometra, Germany)

3.3.7 Verizna reakcija s polimerazo v realnem ¢asu — qPCR

3.2.7.1 Priprava standardov
Kemikalije:

e zalozne raztopine standardov (plazmidne standarde za absolutno kvantifikacijo
transkriptov smo pripravili na Institutu za fizikalno biologijo) — mbtA, mbtB, mbtl,
mbtL, sigA, bfrA in ideR (IFB, Slo)

e miliQ

Laboratorijska oprema:

e gorilnik

e pipete (Eppendorf, Germany)
e vrtincnik (Assistent, Germany)

3.3.7.2 Reakcijska meSanica za qPCR

Kemikalije:
e miliQ (avtoklavirana)
e zaletni oligonukletidi (Jena Bioscience, Germany)
¢ SYBR Greene PCR Master Mix (Applied Biosystems, Life technologies, ZDA)
e parafinsko olje (Sigma-Aldrich, ZDA)

Laboratorijska oprema:
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PCR komora

multikanalne pipete (Eppendorf, Germany)

pipete (Eppendorf, Germany)

vrtincnik (Assistent, Germany)

centrifuga (Sigma-Aldrich, ZDA)

termoblok

qPCR cikli¢ni termostat (7500 Real Time PCR System, Applied Biosystems, Life
technologies, ZDA)

4 REZULTATI

4.1 MERJENJE OPTICNE GOSTOTE
4.1.1 Kravji sev CL1J623

Kulturi MAP smo z merjenjm opti¢ne gostote celic dolo€ili rastni krivulji. Spremljali smo rast
kulture v mediju z Zelezom in mikobaktinom in v mediju brez Zeleza in brez mikobaktina. Ker
nas je zanimalo kdaj, v kateri fazi rasti pride do spremembe izrazanja genov za sintezo
mikobaktina, glede na razpoloZljive koncentracije zeleza, in kako se izraZzanje spreminja v
razli¢nih fazah rasti, smo rast z merjenjem opticne gostote spremljali skozi vse fazi rasti.

Iz obeh krivulj (slika 15) je razvidna faza prilagajanja oziroma lag faza, kjer ni opaznih razlik
v gostoti celic. Vidna razlika v rasti pa je v eksponentni oziroma logaritemski fazi. Vidimo, da
je naklon rastne krivulje v mediju brez zeleza in mikobaktina nizji kot v mediju z zelezom in
mikobaktinom. Ta razlika se nadaljuje tudi pri prehodu v stacionarno fazo rasti, kjer kultura v
mediju brez Zeleza in mikobaktina doseZe nizjo opti¢no gostoto.
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Slika 15: Meritve opti¢ne gostote (valovna dolzina 600nm) bakterije MAP v gojiS¢u z Zelezom in
mikobaktinom (S+Fe+MJ) in v gojiS¢u brez Zeleza in mikobaktina (S-Fe-MJ).

4.2 REZULTATI EKSPRESIJSKIH ANALIZ
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Ekspresijske enalize smo ugotavljali na genih mbtA, mbtB, mbtl (operon mbt-1), mbtK in
mbtL (operon mbt-2), ki imajo vsak svoje vezavno mesto za IdeR represor. Poleg genov mbt
operonov pa smo analizirali tudi gen za bakterioferitin (bfrA), pri katerem je transkripcija prav
tako regulirana z IdeR regulatorjem, le da tu IdeR deluje kot aktivator in ne represor
transkripcije. Preverili smo tudi dinamiko in koli¢ino izraZzanja gena za ldeR, ki predvidoma
ni avtoreguliran in naj bi se izrazal konstitutivno.

4.2.1 Primerjava absolutnih vrednosti kopij genov
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Slika 16: Absolutne vrednosti kopij posameznega gena (normalizirane na gen SigA) v mediju z Zelezom in
mikobaktinom (S+Fe) in v mediju brez Zeleza in mikobaktina (S-Fe), prikazane na grafih lag (A),
eksponentne (B) in stacionarne faze (C). Signifikantne razlike med izraZenim genom v mediju z Zelezom in
genom v mediju brez Zeleza (p < 0,05) so oznacene z zvezdicami ** oziroma * pri p<0,08. Napake
predstavljajo standardno deviacijo.
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Gena mbtA in mbtL se izrazata v najnizji koncentracji glede na ostale analizirane gene. V vseh
fazah se izrazata priblizno 5-krat manj kot mbtB, mbtK, in mbtL. IzraZanje obeh genov je nizje
v primerjavi z ostalimi geni tako v mediju z Zelezom kot v mediju brez zeleza.

Razlike med izrazanjem genov v mediju z Zelezom in v mediju brez Zeleza so najbolj izrazite
in statisticno znacilne v stacionarni fazi rasti, za razliko od eksponentne faze, kjer razlike niso
statistiéno znacilne. V stacionarni fazi rasti vidimo v mediju brez Zeleza glede na medij z
Zelezom 5-krat visje izrazanje genov mMbtA, 6-krat vi§je izrazanje mbtK, priblizno 4-krat visje
izrazanje mbtB, 10-krat vi§je izrazanje mbtl in mbtL. Pri genu bfrA opazimo 7-krat vi§je
izrazanje v mediju z zelezom glede brez zeleza, pri IdeR pa 1,5-krat vi§je izrazanje v mediju
brez zeleza.

4.2.2 Razmerja LI/HI

Vrednosti LI/HI predstavljajo razmerje med izrazanjem genov v mediju brez Zeleza in
mikobaktina (low iron — LI) in vrednostmi v mediju z Zelezom in mikobaktinom (high iron —
HI). Pri vrednosti 1 (oziroma 0 pri logaritmiranih vrednostih) je izrazanje v obeh medijih
enako. Dobljenim vrednostim smo izracunali tudi standardno deviacijo, ter s t-testom potrdili
tiste razlike v izrazanju, ki so signifikantne (oznacene z zvezdicami). Razmerja smo prikazali
z grafi, ki smo jim izenacili skalo za lazjo primerjavo in logaritmirali vrednosti za jasnejsi
prikaz.
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Slika 17: Odziv genov operona mbt-1 — Razmerje normaliziranega izraZanja genov mbtA (graf A), mbtB
(graf B) in mbtl (graf C) v mediju brez Zeleza (LI) in v mediju z Zelezom (HI). Na grafih so predstavljena
LI/HI razmerja izraZanja genov, ter krivulji rasti v mediju z in brez Zeleza (S+Fe+MJ in S-Fe-MJ).
Signifikantne razlike so oznacene z dvema zvezdicama** pri vrednostih p<0,05; p vrednosti do 0,08 pa so
oznacene z eno zvezdico*. Napake predstavljajo standardno deviacijo.
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Slika 18: Odziv genov operona mbt-2 — Razmerje normaliziranega izraZanja genov mbtK (graf A) in mbtL
(graf B) v mediju brez Zeleza (LI) in v mediju z Zelezom (HI). Na grafih so predstavljena LI/HI razmerja
izraZanje genov, ter krivulji rasti v mediju z in brez Zeleza (S+Fe+MJ in S-Fe-MJ). Signifikantne razlike
so oznacfene zZ dvema zvezdicama** pri vrednostih p<0,05; p vrednosti do 0,08 pa so oznafene z eno

zvezdico*. Napake predstavljajo standardno deviacijo.
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Slika 19: Odziv genov — Razmerje normaliziranega izrazanja genov bfrA (graf A) in ideR (graf B) v
mediju brez Zeleza (LI) in v mediju z Zelezom (HI). Na grafih so predstavljena LI/HI razmerja izraZanja
genov, ter krivulji rasti v mediju z in brez Zeleza (S+Fe+MJ in S-Fe-MJ). Signifikantne razlike so
oznacene z dvema zvezdicama** pri vrednostih p<0,05; p vrednosti do 0,08 pa so oznacene z eno
zvezdico*. Napake predstavljajo standardno deviacijo.

Iz LI/HI razmerja (slika 17, 18 in 19) lahko vidimo izraZzanje posameznega gena v mediju
brez Zzeleza in mikobaktina (S-Fe-MJ) glede na medij z Zzelezom in mikobaktinom
(S+Fe+MJ).

Izrazanje gena mbtA (slika 17A) je signifikantno zvisana v lag fazi ter v stacionarni fazi rasti,
kjer je zvisanje bolj izrazito. Gen mbtB (slika 17B) ima povisano ekspresijo skozi vse faze
rasti, razen v dvanajstem dnevu. Najbolj izrazito pa je opazno signifikantno zviSano izrazanje
v stacionarni fazi. Gen mbtl (slika 17C) se izraza v povisani koncentraciji v vseh fazah rasti,
razen v dnevu 0 in 22, kjer je izrazanje signifikantno znizano. Kot pri ostalih genih pa je
najbolj izrazito signifikantno poviSano izrazanje v stacionarni fazi rasti. Izrazanje gena mbtK
(slika 18A) je zviSano v vseh fazah rasti in tudi precej konstantno. Izrazito signifikantno visje
izrazanje pa je zopet v stacionarni fazi. Gen mbtL (slika 18B) ima signifikantno povisano
izrazanje skozi vse faze rasti, najbol izrazito pa v stacionarni fazi.
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Na sliki 19A je razvidno, da je ekspresija gena bfrA signifikantno znizana v vseh fazah rasti,
razen v drugi polovici lag faze, kjer v parih primerih opazimo signifikantno zviSanje
eskpresije. Razvidno je, da se gen bfrA v primerjavi z geni mbt operona izraza ravno
nasprotno glede na razpolozljive koncentracije Zeleza.

Na sliki 19B je razvidno, da ekspresija IdeR regulatorja mo¢no niha. V prvih nekaj dneh
zaznamo signifikantno zviSanje kot tudi zniZanje ekspresije. V drugi polovici lag faze je vidno
signifikantno zviSanje ekspresije ter v prehodu v eksponentno in stacionarno fazo, vendar v
zelo razli¢nih razmerjih.

Iz slik 17 in 18 je razvidno, da imajo geni obeh mbt operonov signifikantno zvisano izrazanje
v stacionarni fazi rasti, bfrA (slika 19A) pa v skladu s pri¢akovanji signifikantno znizano
izrazanje. Izrazanje regulatorja IdeR (slika 19B) variira po fazah, vedinoma pa zviSano ali
znizano izrazanje ne presega faktorja 2.

Z racunanjem LI/HI razmerja izrazenih genov v mediju S+Fe in S-Fe lahko prikazemo odziv
na pomanjkanje Zeleza, ki je lahko negativen ali pozitiven, vendar o sami koli¢ini izrazenega
gena ne vemo ni¢. Razmerja LI/HI dveh razli¢nih genov med medijema lahko dobimo enaka,
vendar iz popolnoma razli¢nih vrednosti kopij genov. Enako razmerje lahko dobimo na racun
velikega Stevila kopij v mediju brez Zeleza in velikega Stevila kopij v mediju z zelezom, in
obratno na racun nizkega Stevila kopij gena v mediju brez Zeleza in nizkega Stevila kopij gena
v mediju z Zelezom.
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4.2.3 Razmerja izraZenih genov v stacionarni fazi

Ker nas je zanimalo kolikokrat se je dolocen gen mbt operona bolj ali manj izrazil glede na
drugega, smo izraCunali tudi razmerja izraZzenih genov. Z izbranim genom (v nasem primeru
mbtA) smo izra¢unali razmerja vseh analiziranih genov. Izbrali smo stacionarno fazo, ker so v
tej fazi razlike v izrazanju v vseh primerih statisticno znacilne. Vrednosti vecje ali manjse od
0 so nakazovale vi$jo ali niZjo spremembo v izraZzanju za faktor 2° glede na spremembo
izrazanja gena MbtA. Za preverjanje domnev o razlikah smo uporabili Studentov t-test in na
podlagi p vrednosti izbrali le signifikantne razlike med geni.
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Slika 20: Razmerja izraZenih genov (gen/mbtA) v mediju brez Zeleza glede na medij z Zelezom. Prikazane
s0 povprecne vrednosti razmerja (LI/HI)gen/(LI/HI)mbtA v stacionarni fazi rasti. Signifikantne razlike so
oznacene z dvema zvezdicama** pri vrednostih p<0,05; p vrednosti do 0,08 pa so oznacene z eno*.
Vrednosti nad x osjo oziroma vecje od 0, prikazujejo viSjo spremembo v izraZanju in vrednosti niZje od 0
prikazujejo niZjo spremembo v izraZanju glede na spremembo gena mbtA.

S slike 20 je razvidno, da se vsi geni mbt operona na pomanjkanje Zeleza odzivajo mocneje
kot mbtA, saj ni nobeno razmerje nizje od vrednosti 0. PoviSanje izrazanja genov mbtB, mbtl
in pogojno mbtL (p=0,08) v stacionarni fazi je 2-krat veje kot poviSanje izrazanja mbtA.
Domneve o razlikah med genom mbtK in mbtA s t-testom nismo potrdili, torej med
izrazanjem oziroma odzivom genov mbtK in mbtA ni statisti¢éno znacilnih razlik.
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4.3 KORELACIJA IZRAZENIH GENOV mbt OPERONA

Preglednica 6: Pearsonovi koeficienti korelacije (r) med izraZenimi geni mbt operona in bfrA ter
koeficienti k, ki prikazujejo naklon Kkrivulje med dvema genoma. Za vsak korelacijski koefient pa je
prikazan tudi interval zaupanja.

mbtA mbtB mbtl mbtK mbtL bfrA
mbtA r=1
1= 0,837
mbtB 1= 634 <r<0,931 r=1
K= 0333
1= 0812 T=0.971
Mbtl G S87<r<0,921 | 0929<r<0,988 r=1
K=0317 K=0,953
= 0,881 1=0,976 1=0,936
MbtK 0725 <r<0,05 | 0941<r<099 | 0,846<r<0974 r=1
K= 0,699 k= 1,043 k= 1,903
1= 0,701 = 0,895 = 10,8806 = 0813
MbtL 387 <r<0.869 | 0,755<r<0,956 | 0,725<r<005 | 0,587 <r<0,921 r=1
K=0221 K=0,708 K=0,707 k=0322
T=-0381 =033 T=0273 =029 =029
bIrA 698 <r<0,06 | -0,67<r<0,12 | 0.63<r<0,179 | 0,642<r<0,16 | 0.642<r<0,06 | ' |
k=-0,563 k=-1,035 k=-1,035 k=-0,59% K=-1,07

V pregledanici so prikazani Pearsonovi koeficienti korelacije med LI/HI razmerji izraZenih
genov mbt operona in bfrA. Glede na riyp vrednost (Fap = 0,4329), ki smo jo iz priloga A
razbrali glede na Stevilo vzorcev n (n=21), smo sprejeli oziroma zavrnili ni¢elno hipotezo.
Ugotovili smo, da so v vseh primerih r vrednosti veéje od rap, razen med genom bfrA. Med
izrazenimi geni mbt operona torej obstaja linearna povezanost, in sicer pozitivna korelacija,
med tem ko med geni mbt operona in bfrA ni korelacije.

Izracunali smo tudi naklon krivulj k, ki prikazujejo linearno povezanost med geni. Namre¢
dva para genov lahko izrazata enak koeficient korelacije med tem, ko je naklon krivulje
drugacen, npr. bolj strm pri enem paru in obratno. Naklon krivulje (K) pove razmerje Y/X in
Cesar lahko tudi vidimo kateri gen je bolj odziven glede na drugega.

Med koeficientom k, naklonom krivulje, med genom mbtA in ostalimi geni mbt operona
(Y=mbtA, X=mbtK), lahko vidimo, da je med mbtA in mbtK naklon 0,7, kar je dvakrat ve¢ kot
med ostalimi geni primerjanimi z genom mbtA. Iz vseh naklonov krivulj lahko tudi vidimo, da
imajo najnizji koeficient geni korelirani z genom mbtA (Y=mbtA, X=ostali geni), kjer se
vrednosti gibljejo vedno okoli k=0,3, podobno tudi med mbtK in mbtL. V primerjavi z geni
mbtB, mbtl in mbtK, kjer so vrednosti v povpre¢ju k=0,8, se pravi do 3x bolj strmo
spreminjanje linearne krivulje med geni. Glede na vrednosti koeficienta k med geni mbtA in
stalimi geni mbt operona lahko vidimo, da je mbtA priblizno 0,3x manj odziven kot ostali
geni.

IzraCunane odzivnosti so Se en primer prikaza korelacije in razmerja med izrazenimi geni, kot
v poglavju 4.5., vendar so vrednosti razmerij precej manj natan¢na. Vzrok je v tem, da smo tu
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za izraCun razmerja uporabili vse meritve (vse faze oziroma case), v poglavju 4.5. pa samo
meritve iz stacionarane faze, kjer je dejansko prislo do poviSanega izrazanja. V tem primeru
pa so zajeti tudi Casi, kjer ni bilo poviSanega izrazanja, kar posledicno popaci dejanske
relacije.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

V raziskavi smo zeleli preveriti izrazanje genov za sintezo mikobaktina pri bakteriji MAP v
odvisnosti od koncentracije Zeleza. Preveriti smo Zeleli kje in kdaj prihaja do razlik v
izrazanju genov v odvisnosti od faze rasti in kaksne so te razlike. Operona se s primerjavo
mbt operonov sorodnih mikobakterij nekoliko razlikujeta, zato nas je zanimalo ali so te
razlike vzrok za nezmoznost proizvodnje mikobaktina. S poskusom smo Zzeleli preveriti
predvsem funkcionalnost genov mbt-operona na transkripcijski ravni, ko bakteriji primanjkuje
zeleza. Zanimalo nas je tudi, ali se izrazanje genov razlikuje med ov¢jim in kravjim sevom.
Zaradi neznanih vzrokov ov¢ji sev ni pokazal rasti tudi po enem letu inkubacije, zato smo za
nadaljnje delo izbrali kravji sev CL1623.

5.1.1 Merjenje opti¢ne gostote in izolacija mRNA

V prvem delu raziskave so analize zajemale merjenje opticne gostote kulture MAP gojene v

merjenjem opti¢ne gostote smo Zeleli zajeti vse faze rasti pri katerih smo kasneje z izolirano
mRNA preverili izrazanje genov na ravni transkripcije. V lag fazi so meritve ODggp in
izolacija mRNA zajemale prvih 14 dni. Dosedanje raziskave drugih raziskovalcev so zajemale
meritve in izolacijo le prvih nekaj dni, ker pa obstaja moznost, da je zaradi pocasne rasti MAP
odziv na pomanjkanje Zeleza bolj po€asen, smo meritve v lag fazi zajeli v ve¢jem razponu. V
eksponentni in stacionarni fazi pa smo vzeli po tri meritve pri katerih smo izolirali tudi
mRNA.

Glede na rastni krivulji, ki smo jih dobili z merjenjem ODggp, smo glavne razlike opazili v
eksponentni in stacionarni fazi rasti. V mediju brez Zeleza in mikobaktina je bila opti¢na
gostota nizja, prav tako tudi naklon krivulje. Sklepamo lahko, da je kulturi primanjkovalo
zeleza in da ima glede na kulturo, ki je rasla z Zelezom in mikobaktinom pocasnejso rast, kar
se kaze v nizjem naklonu rastne krivulje. Glede na te razlike ze lahko sklepamo na ze znana
dejstva, da ima MAP okvaro pri sintezi mikobaktina.

Za stacionarano fazo je znacilno, da se Stevilo celic ne spremninja in je dosezena takrat, ko
zacne v rastnem gojiScu primanjkovati hranil ali se zacnejo kopiciti toksi¢ni produkti, ki
inhibirajo rast (Danev¢i¢ in Mandi¢-Mulec, 2007). Kultura v gojis¢u brez zeleza in
mikobaktina je prej preSla v stacionarno fazo verjetno zaradi pomanjkanja Zeleza in
nesposobnosti tvorbe mikobaktina.

Kot vemo je sinteza mikobaktina inducirana v pogojih, ko Zeleza primanjkuje, zato smo te
razlike v rasti dobro pogledali tudi na ravni transkricpije genov. NajveCje razlike smo
pricakovali v eksponentni kot tudi v stacionarni fazi rasti.

5.1.2 Ekspresijske analize

Izrazanje genov smo prikazali z absolutnimi vrednostmi izrazenih genov (slika 16) in
razmerjem LI/HI (slika 17, 18 in 19), kjer lahko vidimo ali imajo geni v mediju brez Zeleza
poviSano oziroma znizano izrazanje glede na medij z zelezom. Torej kakSen je odziv na
pomanjkanje zeleza. Analizirane gene smo normalizirali na gen SigA, s ¢imer smo preverili ali
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so se analizirani geni izrazali le na osnovnem celi¢nem nivoju, neodvisno od stresnih pogojev
ali pa so se odzivali glede na koncentracije zeleza v gojiscu.

Kot je iz rezultatov razvidno (slike 16-19) je do najbolj izrazitih razlik v izrazanju prislo v
stacionarni fazi, kjer se vsi izrazeni geni v mediju brez Zeleza glede na medij z Zelezom
signifikantno razlikujejo. Vsi geni mbt operona so se v gojis¢u brez Zeleza v primerjavi z
gojis¢em z zelezom izrazali v vecji koncentraciji. Razlog za to bi lahko bil, da je MAP
izkorisCala zelezo, ki se je preneslo iz gojisa, v katerem smo kulturo revitalizirali
(S+Fe+MJ), v novo gojis¢e (S-Fe-MJ). Tako je do pomanjkanja Zeleza prislo Sele v
stacionarni fazi in ker je izrazanje genov za sintezo mikobaktina inducirano v pogojih
pomanjkanja Zeleza (Behr in Collins, 2010), je do signifikantno zviSanega izrazanja prislo
Sele v stacionarni fazi.

Iz grafov (slika 16) vidimo tudi razlike v standardni deviaciji med fazami rasti. Najnizje
deviacije so v stacionarni fazi, med tem ko so v lag in eksponentni fazi vecje. Razlike v
deviaciji lahko pripiSemo manj stabilni oziroma variabilni ekspresiji v lag in eskponentni fazi,
zaradi Cesar so v teh fazah deviacije posledi¢no vecje. Za razliko bolj definiranega izrazanja v
stacionarni fazi, kjer je deviacija posledi¢no manjsa.

Za primerjavo lahko v gojis¢u brez zeleza vidimo (slike 16-19) signifikantno znizano
izrazanje gena bfrA v stacionarni fazi, za katerega je znacilno, da se izraza ravno nasprotno
kot geni mbt operona. Torej, kadar je prisotnega dovolj Zeleza, ldeR regulator inducira
transkripcijo genov za sintezo proteinov odgovornih za shranjevanje Zeleza in obratno. S tem
smo lahko potrdili delovanje IdeR regulatorja pri MAP, kar je tudi v skladu z dosedanjmi
raziskavami Janagame in sodelavcev (Janagama in sod., 2009).

Iz prikazanih absolutnih vrednosti genov v stacionarni fazi (slika 16C) smo ugotovili, da sta
se gena MbtA in mbtL v mediju brez Zeleza izrazala v najnizji ter gen mbtl v najvisji
koncentraciji v primerjavi z ostali geni mbt-operona. Z raCunanjem razmerja genov, kjer smo
zeleli prikazati v kakSnem razmerju se geni odzivajo (slika 20), pa smo ugotovili, da imajo
geni mbtB, mbtl ter pogojono tudi mbtL 2-krat vec¢ji odziv na pomanjkanje zeleza kot mbtA.
Razlog, da je tudi gen mbtL 2-krat bolj odziven, ¢eprav je v mediju brez Zeleza izraZzen v
podobni koncentraciji kot mbtA, je v tem, da se je pri ra¢unanju LI/HI razmerje povecalo na
racun nizkega Stevila kopij v mediju z Zelezom. Kar je tudi razvidno s slikel6C. Pri
preverjanju domnev o razlikah med geni s t-testom nismo dobili signifikance med genoma
mbtA in mbtK, iz ¢esar lahko sklepamo, da med njunima odzivoma ni razlik. Razlike, ki so
nastale niso statisticno znacilne. Gena mbtA in mbtK sta torej v primerjavi z ostalimi geni
najmanj odzivna.

Z racunanjem korelacije med izrazenimi geni mbt operona, smo z uporabo Pearsonovega
koeficienta korelacije, ki preverja linearno povezanost med izbranima genoma, prisli do
rezultatov, da med vsemi geni mbt operona obstaja korelacija izrazanja. Sklepamo lahko, da
imajo geni enak transkripcijski profil, razen bfrA, ki z vsemi geni mbt operona ni pokazal
korelacije (r<rwap). Vse vrednosti (razen pri bfrA) kazejo pozitivno korelacijo med geni, kar
pomeni, da se ob povecanju izrazanja enega gena poveca izrazanje tudi drugega gena. Glede
na teorijo, ki pravi, da se geni mbt operona in bfrA izrazajo ravno nasprotno, bi pricakovali
korelacijo izrazanja mbt genov tudi z genom bfrA, le z negativnim predznakom. Korelacije
nismo dobili, ker smo pri raCunanju upoStevali vse Case oziroma faze rasti in ker v
analiziranem cCasovnem okviru ni ustreznega trenda izrazanja, ki bi ustrezal linearni
povezanosti med geni. Ce primerjamo izraZanje na slikah 17-19 (razmerja LI/HI), kjer smo
ugotovili, da se mbt geni in bfrA izrazajo ravno nasprotno, vidimo, da smo to dokazali le v
stacionarni fazi in pogojno lag fazi, med tem ko je v eksponentni fazi trend izrazanje povsem
drugacen. Zaradi ¢esar posledi¢no ne moremo dobiti korelacije.
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Glede na statisticne teste, kjer smo preverjali domneve o razlikah med korelacijskimi
koeficienti med geni smo ugotovili, da med koeficienti r ni statisti¢no znacilnih razlik, torej je
mo¢ korelacije med geni priblizno enaka (r=0,9). Vzrok za to bi lahko bil v Sirokem razponu
intervalov zaupanja. Predvidevamo lahko, da imajo mbt geni enak transkripcijski profil, ne
vemo pa ali imajo enako tudi odzivnost. Zato smo primerjali tudi naklone krivulj, ki
korelirani z mbtA iz Cesar lahko sklepamo, da je gen mbtA najmanj odziven na pomanjkanje
zeleza. V vseh primerih se je izrazal do 0,3-krat manj v primerjavi z ostalimi geni mbt
operona (preglednica 6). Ta interpretacija odzivnosti je Se en primer prikaza korelacije in
razmerja med izrazenimi geni kot v primeru razmerij, ki smo jih izracunali v poglavju 4.2.3
oziroma prikazani na sliki 20, le da so v tem primeru precej manj natan¢ne. Razlog pa je ta, da
smo za izracun razmerja uporabili vse meritve (vse faze oziroma case), v poglavju 4.2.3 pa
samo meritve iz stacionarane faze, kjer je dejansko prislo do poviSanega izrazanja. V tem
primeru pa so zajeti tudi Casi, kjer ni bilo poviSanega izrazanja, kar posledicno popaci
dejanske relacije.

Z vsemi analizami in obdelavo rezultatov smo prisli do zakljuckov, da se vsi geni mbt-
operona izrazajo v odvisnosti od pomanjkanja Zeleza. Vzroka za nesposbnost tvorbe
mikobaktina na transkripcijskem nivoju nismo nasli. Pomembna, na proteinskem nivoju Se
neraziskana, je delecija mbtA pri MAP v primerjavi z MTB in MAV, ki okrne C-terminalni
del proteina. Ta del naj bi vseboval pomembna vezavna mesta za ATP, ki sodeluje v encimski
reakciji aktivacije salicilata v zaCetni fazi sinteze mikobaktina. V tem primeru bi ob
pomanjkanju Zeleza prislo do kopicenja salicilata v celici (Li in sod., 2005; Quadri in sod.,
1998). Zanimivo bi bilo torej vzporedno z naSimi analizami meriti tudi koncentracijo
salicilata v celici. Glede na teorijo, ki poleg dveh skupin sideroforov (mikobaktine in
eksoheline) uvrsca tudi salicilno in citronsko kislino kot Zelezova kelatorja, vendar z veliko
nizjo afiniteto (de Voss in sod., 1999), bi bilo mozno sklepati, da MAP izkorisc¢a salicilat. Z
rezultati smo namre¢ ugotovili, da se prav gen mbtl, ki je odgovoren za sintezo salicilata,
izraza v najvecji koncentraciji. Razlog za to pa je lahko tudi v majhni konstanti encimske
reakcije. Konstanta encimske reakcije pove, koliko substrata lahko encim pretvori v produkt v
doloceni ¢asovni enoti (Boyer, 2005), zato bi lahko iz rezultatov sklepali, da je za pretvorbo
korizmata v salicilat potrebno mnogo ve¢ encima kodiranega preko mbtl. Iz istega razloga
lahko sklepamo, da se gena mbA in mbtL izrazata v nizki koncentraciji. V primeru visoke
konstante encimske reakcije pri aktivaciji salicilata, je potrebno manj encima kodiranega
preko gena mbtA, zato se posledi¢no izraza v nizki koncentraciji. V tem primeru lahko
pri¢akujemo, da je natan¢na regulacija posameznih genov mbt-operonov dodatno regulirana,
morda preko povratne zanke z intermediati v postopku sinteze mikobaktina. Vse to bi bilo
potrebno $e prouciti. Vzrok manjSe odzivnosti genov mbtA in mbtK na pomanjkanje Zeleza pa
je lahko na samem promotorskem mestu pred genoma.

Kako bakterija prezivi v okolju, kjer je zelezo tezko dostopno, ostaja vprasanje s katerim se
Stevilni raziskovalci Se dan danes ukvarjajo. Glede na zmoZnost preZivetja v okolju izven
celice, kot tudi v celici, MAP verjetno izkoris¢a mikobaktine eksogenega izvora — izkorisca
mikobaktin sorodnih mikobakterij, s katerimi sobiva v okolju (Miethke in Marahiel, 2007).
Ali pa privzema zelezo kot intracelularni parazit okoljskih ameb z mehanizmom, ki je
neodvisen od mikobaktina. Lahko, da v celici izkorS¢a Zelezo na raCun nizjega redoks
potenciala, zaradi Cesar je bolj dostopno. Z analizami genov odgovornih za dormanco, pa so
potrdili, da je MAP sposobna tudi prehoda v dormantno fazo. Dormanca je stanje s katerim
mnoge bakterije prezivijo neugodne razmere, zmanj$ajo metabolno aktivnost s cimer
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varcujejo z energijo. Poraba in potreba po Zelezu je manjSa in tako je v nekultivabilni fazi
obstojnost bakterije bistveno daljSa. Ob spremembi razmer pa bakterije ponovno postanejo
aktivne (Whittington in sod., 2004). Tako je s staliS¢a razvoja infekcije pomembno
razumevanje obstoja MAP v okolju kot tudi v gostitelju. Prezivetje v obeh primerih nakazuje
na mozen obstoj potencialnega partnerja, mikrobnega ali kemijskega izvora, kar omogoca
perzistentnost MAP.

6.2 SKLEPI

e Ugotovili smo, da se geni obeh mbt-operonov (mbtA, mbtB, mbtl, mbtK in mbtL)
odzivajo na pomanjkanje Zeleza.

e Signifikantne razlike in najvecji odzivi v izraZanju so se pokazali v stacionarni fazi
rasti.

e Gena mbtA in mbtL sta se izrazala v najman;j$i in gen mbtl v najvecji koncentraciji.

e (Odzivnost na pomanjkanje Zeleza je bila najmanjs$a odzivnost pri genu mbtA in mbtK,
v primerjavi z geni mbtB, mbtl in pogojno mbtL, ki so bili 2-krat bolj odzivni.

e Iz ugotovljenih rezultatov lahko predvidevamo, da nizka koncentracija izrazanja in
nizji odziv gena mbtA verjetno vzrok nesposobnosti tvorbe mikobaktina pri MAP, kot
predvideva literatura.

e (dziva genov med kravjim in ov¢jim sevom nismo mogli primerjati, saj ov¢ji sev
zaradi neznanih razlogov ni kazal rasti.

e 7 nadaljnimi raziskavami bi bilo potrebno preveriti izrazanje tudi drugih genov mbt-
operonov pri MAP ter ugotoviti morebitne vzroke nesposobnosti tvorbe mikobatkina
tudi na posttranskripcijskem, translacijskem in posttranslacijskem nivoju.
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6 POVZETEK

V raziskavi smo preverili izrazanje genov za sintezo mikobaktina pri bakteriji Mycobacterium
avium podvrste paratuberculosis (MAP) za katero je znano, da ni sposobna sinteze tega
zelezovega kelatorja. Patogena bakterija, ki povzroca paratuberkulozo pri prezvekovalcih in s
tem velike ekonomske Skode kmetovalcem, je zelo perzistentna v okolju in zato nevarna za
prenos bolezni v ¢redi in med credami. Mikobaktini s katerimi sorodne mikobakterije
pridobivajo tezko dostopno zelezo, so esencialni za prezivetje tako v okolju kot tudi v
gostitelju. Tako se je postavilo vpraSanje, kako prezivi bakterija MAP s staliS¢a pridobivanje
zeleza in njegove homeostaze.

Ker so z dosedanjimi raziskavami ugotovili, da so geni za sintezo mikobaktina ohranjeni tudi
pri MAP smo se odlo¢ili analizirati njihovo izrazanje. Pri M. tuberculosis so geni za sintezo
mikobaktina organizirani v dva operona. Operon mbt-1 obsega gene mMbtABCDEFGHIJ,
operon mbt-2 pa obsega gene MbtKLMN. V nasi raziskavi smo analizirali gene mbtA, mbtB in
mbtl, ki so del operona mbt-1 ter gene mbtK in mbtL, ki so del operona mbt-2. Omenjeni geni
se na obeh operonih nahajajo vsak za svojim vezavnim mestom transkripcijskega regulatorja
ideR. S tem smo zeleli preveriti tudi, ali ima kateri od analiziranih genov okvaro na vezavnem
mestu transkripcijskega regulatorja. IdeR je Zelezo-odvisni regulator, ki ob prisotnosti zeleza
blokira prepis genov za sintezo mikobaktina. Z vezavo na del DNA verige onemogoci
prepisovanje mikobaktinskega operona, hkrati pa aktivira prepis genov (bfrA), ki kodirajo
encime za sintezo bakterioferitinov ter s tem obvaruje celico pred toksi¢nostjo zaradi
prevelike koncentracije Zeleza. V raziskavi smo zato analizirali tudi gen bfrA in z namenom,
da bi preverili funkcijo in delovanje ideR regulatorja, smo poleg omenjenih genov analizirali
tudi gen ideR. V raziskavi smo uporabili dva medija (S+Fe in S-Fe) v katerem smo gojili
kulturo MAP (kravji sev CLI1J623) in glede na faze rasti opazovali odziv genov vpletenih v
sintezo mikobaktina. Glede na raziskave sorodnih mikobakterij smo na pomanjkanje zeleza
pricakovali velik odziv genov mbt operona, ter negativen odziv gena bfrA oziroma povisan
odziv gena bfrA v mediju z Zelezom. S primerjanjem rastne krivulje smo ugotovili, da je pri
vseh analiziranih genih do najvecjega odziva prislo v stacionarni fazi rasti. Geni obeh mbt
operonov so se v tej fazi izrazali v signifikantno vecji koncentraciji v mediju brez zeleza. S
tem smo potrdili, da se geni odzivajo na pomanjkanje Zeleza. Ugotovili smo tudi, da imajo
enak transkripcijski profil, vendar se odzivi med geni razlikujejo in geni se izrazajo v zelo
razli¢nih koncentracijah. Najnizjo odzivnost smo opazili pri genu mbtA (del operona mbt-1),
ki se je izrazal tudi v najmanj$i koncentraciji. Gen, katerega produkti sodelujejo v zacetni fazi
sinteze mikobaktina, bi torej lahko bil vzrok za okvare pri sintezi mikobaktina, vendar bi bilo
potrebno opravit Se marsikatero raziskavo v tej smeri. Prav tako se je v nizji koncentraciji
izrazal tudi gen mbtlL, ki je del operona mbt-2. V najvecji koncentraciji pa se je izrazal gen
mbtl, katerega produkti sodelujejo v prvi fazi sinteze mikobaktina. Primerljiv odziv genu
mbtA na pomanjkanje Zeleza pa smo opazili tudi pri genu mbtK, ki je prav tako del operona
mbt-1. Dvakrat vecji odziv pa smo zaznali pri genih mbtl, mbtB in pogojno mbtL. V najvecji
koncentraciji pa se je izrazal gen mbtl. Ugotovili smo, da je izrazanje gena bffA ravno
nasprotno izrazanju genov mbt operonov. V mediju brez Zeleza nismo zaznali poviSanega
izrazanja, obratno pa smo v mediju z Zelezom zaznali signifikantno zviSano izraZanje.
Preverili smo tudi dinamiko in koli¢ino izrazanja gena za ldeR, ki predvidoma ni
avtoreguliran in se je izrazal precej konstitutivno. Izrazanje regulatorja ideR je po fazah sicer
variiralo, ve€inoma pa zvisano ali znizano izrazanje ni preseglo faktorja 2.

Z analizami smo torej dokazali, da se geni za sintezo mikobaktina na pomanjkanje Zeleza
odzivajo. Odzivi in koncentracije se sicer razlikujejo med geni, zato bi bilo potrebno te razlike
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preveriti tudi na posttranskripcijskem, translacijskem in posttranslacijskem nivoju, kot tudi
analizirati izraZanje ostalih genov obeh mbt operonov. Dokazali smo tudi da je regulator ideR
aktiven, ter zaznali poviSano izrazanje gena bfrA ob povecani koncentraciji Zeleza. Razlike v
odzivu in koncentraciji pa lahko pripiSemo vefim dejavnikom, ki bi jih bilo potrebno Se
preveriti.
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PRILOGE

Priloga A: Kriti¢ne vrednosti Pearsonovega koeficienta korelacije pri doloceni stopnji
znacilnosti, o = 0,01 in a = 0,05 (Kosmelj, 2007: 213)

V preglednici je za Stevilo enot v vzorcu N in za verjetnost a navedena kriti€na absolutna
vrednost ocene Pearsonovega koeficienta korelacije r, pri kateri zavrnemo ni¢elno domnevo
HO: p = 0 pri dvostranskem poskusu.

n 0,05 0,01 n 0,05 0.01 n 0.05 0,01
1 - -1 31| 0.,3550 0,4556 61| 0,2521 10,3274
2 - -l 32| 0.3494 0.4487 2| 0,2500 0.3248
3| 0.9969 0.9999] 33| 0.3440 0.4421 63| 0.2480 03223
4 09500 0.9900] 34| 0,3388 0.4357 64| 0.2461 03198
5| 0.8783 0.9587] 35| 0.3338 0.4296 65| 0.2441 0.3173
6| 0.8114 0.9172] 36| 0,3291 04238 66| 0.2423 03150
71 0.7545 0.8745] 37| 03246 0.4182 67| 0.2404 03126
8| 0.7067 0.8343] 38| 0.3202 04128 68| 0.2387 03104
9| 0.6664 0.7977] 39| 03160 04076 69| 0.2369 0.3081
10| 0.6319 0.7646] 40| 03120 0.4026 70 0,2352 00,3060
11| 0.6021 0.7348] 41| 0,3081 0.3978 71| 0,2335 0,3038
12| 0.5760 0.7079] 42| 0,3044 0.3932 72| 0,2319 03017
13| 0.5529 0.6835] 43| 03008 0.3887 73| 02303 0,2997
14| 05324 0.6614) 44| 0,2973 0.3843 74| 0,2287 02977
15| 05140 0.6411) 45| 0.2940 0.3801 75 02272 02957
16| 04973 0.6226] 46| 0,2907 0.3761 76| 02257 0,2938
17| 0.4821 0.6055] 47| 0.2876 0.3721 77| 02242 00,2919
18| 04683 0.5897)] 48| 0.2845 0.3683 78| 0,2227 00,2900
19| 0.4555 0.5751] 49| 0,2816 0.3646 79( 02213 00,2882
20| 04438 0.5614] 50| 0,2787 0.3610 80| 0.2199 0.2864
21| 04329 05487 51| 0,2759 0.3575 32( 0,2172 10,2830
22| 04227 0.5368] 52| 0,2732 0.3542 84| 0.2146 02796
23| 04132 0.5256] 53| 0,2706 0.,3509 86| 0,2120 0,2764
24| 0.4044 0.5151] 54| 0.2681 0.3477 38| 0,2096 00,2732
25| 03961 0.5052] 55| 0.2656 0.3445 90| 0,2072 10,2702
26| 03882 0.4958] 56| 0,2632 0.3415 2( 02050 10,2673
27| 03809 0.4869] 57| 0.2609 0.3385 04 0.2028 0.2645
28| 03739 0.4785] 58| 0,2586 00,3357 96| 0,2006 0,2617
29| 03673 04705] 59| 02564 0.3328 98| 0.1986 0.2591
30| 03610 046291 60| 0,2542 0.3301] 100( 0.1966 0.2565




	2.1.3.1 Paratuberkuloza (John's disease)
	2.1.3.2 Chronova bolezen
	2.4.2.1 Princip metode qPCR
	2.4.2.2 Metode zaznavanja
	2.4.2.2.1 Nespecifične metode z uporabo SYBR Green kemije
	2.4.2.3 Absolutna in relativna kvantifikacija
	2.4.2.4 Vrednotenje qPCR rezultatov
	3.2.1.1 Kravji sev CLIJ623
	3.2.1.2 Ovčji sev CLIJ361
	3.2.7.1 Priprava standardov
	3.2.7.2 Priprava reakcijske mešanice za qPCR
	3.2.7.3 Potek qPCR
	3.2.7.4 Analiza podatkov
	3.2.7.4.1 Ugotavljanje DNA kontaminacije
	3.2.8.1 Obdelava surovih podatkov qPCR
	3.2.8.2 Absolutne vrednosti kopij genov in normalizacija na gen sigA
	3.2.8.3 Razmerje LI/HI
	3.2.8.4 Razmerje genov mbt operona v posameznih fazah rasti
	3.2.9.1 Studentov t-test
	3.2.9.2 Pearsonov koeficient korelacije
	3.2.9.2.1 Interval zaupanja za koeficient korelacije
	3.2.9.2.2 Signifikanca razlik med korelacijskimi koeficienti
	3.2.7.1 Priprava standardov
	3.3.7.2 Reakcijska mešanica za qPCR

