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Abstrakt

Bakterie Bordetella pertussis je lidsky patogen a piivodce ¢erného kasle, vazné respiracni
nemoci, jejiz vyskyt se v prumyslové rozvinutych zemich v poslednich desetiletich zvysil.
Jednim z dosud malo prostudovanych faktorti virulence B. pertussis je sekrecni systém typu 3
(T3SS) zajist'ujici transport efektorovych proteinti produkovanych gramnegativnimi bakteriemi
do hostitelskych bunék. V této diplomové praci byly studovany faktory ovliviiujici aktivitu
T3SS in vitro. Bylo zjisténo, Zze T3SS laboratorniho kmene Tohama I 1ze aktivovat kontaktem
bunék s biologicky aktivnimi termolabilnimi slozkami krve (napt. komplement). Naopak
u nedavno izolovaného kmene B1917 je T3SS aktivni i bez indukce krvi. Indukce T3SS in vitro
byla dale studovdna unov¢ piipraveného kmene bakterie B. bronchiseptica RBS50
postradajiciho gen BB0302 kédujici regulator transkripce rodiny GntR (homolog BP0209
bakterie B. pertussis). Delece genu BB0302 vSak na aktivitu T3SS neméla vliv. Odolnost vii¢i
baktericidnimu piisobeni krevniho séra je dilezitym faktorem, ktery hraje roli v patogenezi
B pertussis. Bylo zjisténo, ze ¢eské klinické izolaty (2008—2015) jsou vici séru in vitro vyrazné
odolngj$i nez pivodni vakcinaéni kmeny (1954—1965). Tento jev pravdépodobné souvisi
s postupnou adaptaci globalni populace B. pertussis na lidského hostitele. Dale tato diplomova
prace doklada a diskutuje zjevné odliSnosti laboratorniho kmene Tohamal a soucasnych

klinickych izolata B. pertussis.

Klicova slova: Bordetella, klinické izolaty, virulence, genova exprese, T3SS, rezistence k séru,

komplement, adaptace, vakcinace



Abstract

Bordetella pertussis is a Gram-negative strictly human pathogen and the major causative agent
of whooping cough or pertussis. The incidence of this highly contagious respiratory disease in
developed countries has increased in the last decades. One of the less characterized virulence
factors of B. pertussis is the type three secretion system (TTSS) which is responsible for the
secretion of the effector proteins into host eukaryotic cells. This diploma thesis sheds light onto
factors influencing TTSS in vitro activity. Although TTSS of laboratory strain Tohama I was
induced by biologically active compounds present in blood (e. g. complement proteins), TTSS
of recent clinical isolate B1917 seems to be induced permanently. Furthermore, BB0302
encoding a GntR family transcription regulator in B. bronchiseptica RB50 (homologous to
BP0209 of Tohama I) was studied, however, the deletion of this gene did not affect the TTSS
functionality. Serum resistance is a factor that plays a key role in the pathogenesis of
B pertussis. We show that Czech recent isolates (2008-2015) are significantly more resistant
to serum killing in vitro than the original vaccine strains (1954—1965). This phenomenon seems
to result from the adaptation of global B. pertussis population to its human host. In addition,
this diploma thesis documents and discusses the obvious differences between the laboratory

strain Tohama I and recent isolates of B. pertussis.

Key words: Bordetella, clinical isolate, virulence, gene expression, T3SS, resistance to serum

killing, complement, adaptation, vaccination
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1 Uvod

Bakterie Bordetella pertussis je lidsky patogen a ptivodce zavazné a vysoce nakazlivé choroby
dychacich cest zvané ¢erny kasel. Po vzoru jinych zavaznych infekénich onemocnéni byla asi
v poloviné 20. stoleti do ockovaciho kalendafe zavedena vakcina urcend k prevenci ¢erné¢ho
kasle. Tento krok znamenal celosvétové vyznamny pokles nemocnosti a umrtnosti v disledku
¢ern¢ho kasle, ktery byl diky tomu jest¢ donedavna v zemich s vysokou proockovanosti
povazovan za pomérné vzacnou ¢i dokonce vymycenou chorobu. Zhruba v poslednich dvou az
trech dekadach byl vSak zejména v primyslove rozvinutych zemich zaznamenan celosvétovy
narulst cetnosti tohoto onemocnéni. Jednim z fady dlivodl navratu ¢erného kasle, diskutovanych
v této diplomové préci, je nedostatecnd a kratkodoba ti¢innost viceslozkové vakciny pouzivané

v soucasnosti ve vétsiné vyspélych zemi celého svéta.

B. pertussis je gramnegativni vyluéné lidsky patogen, ktery disponuje celou fadou faktort
virulence, tj. biomolekul, které umoznuji uspesné infikovat hostitelsky organismus, mnozit se
vném a souasn¢ se podilet na jeho patologickych zménach. Jednim z klicovych faktorh
virulence bakterie B. pertussis je pertusovy toxin, ktery byl dlouho povazovan za zdsadni faktor
virulence této bakterie a zaroven za puivodce projevil cerného kasle (pfedev§im zachvatovité
kaSlani). Rychly vyvoj molekularné-biologickych metod umoznil v nékolika poslednich
desetiletich ziskat nové a presnéjSi poznatky o evoluci, adaptaci a patogenezi bakterie
B. pertussis. V dnes$ni dobé je jiz ziejmé, Ze B. pertussis vyuziva k infekci hostitelského
organismu Sirokou paletu dulezitych faktord virulence, a i pfes intenzivni vyzkum neni dodnes
jasné, které faktory jsou zodpovédné za projevy cerného kasle, jakym zplisobem je bakterie
pfenasena z ¢lovéka na €loveéka, ani jak by méla vypadat idedlni vakcina k prevenci ¢erného
kasle. Z téchto divodi je zcela nezbytny dal$i podrobny vyzkum zaméfeny na jednotlivé
faktory virulence B. pertussis a obecn¢ na jejich interakcei s hostitelskym organismem vedouci
k pochopeni infek¢ni strategie tohoto patogenu v SirSim kontextu. Bez tohoto poznani neni jinak

mozné ucinng reagovat na narustajici pocet diagnostikovanych onemocnéni cernym kaslem.

Tato diplomova prace se zaméfila na studium dvou zatim pomérné malo charakterizovanych
faktorti souvisejicich s virulenci bakterie B. pertussis — schopnost bun¢k B. pertussis prezivat
baktericidni piisobeni krevniho séra a funkcnost sekrecniho systému typu 3 (T3SS). Zejména
role T3SS v patogenezi cerného kasle je u B. pertussis zatim nepfili§ jasnd, a pravé proto je

potieba vénovat se i témto doposud piehlizenym faktorim virulence B. pertussis.

11



Citlivost bun€k B. pertussis viici krevnimu séru je v této diplomové praci studovana v kontextu
evoluce a adaptace tohoto patogenu. Je zde porovnéavana citlivost souc¢asnych klinickych izolatt
s citlivosti kment izolovanych zhruba v 2. poloviné 20. stoleti, kdy bylo na izemi soucasné

Ceské republiky zavedeno plo$né o&kovani proti ptivodci ¢erného kasle.

T3SS je makromolekularni aparat slouzici gramnegativnim bakteriim v patogenezi —umoziuje
jim totiz vstfikovat rizné biologicky aktivni molekuly pfimo do cytoplasmy eukaryotické
bunky hostitelského organismu. Bakterie B. pertussis je jednou z fady bakterii, které timto
aparatem disponuji. Dodnes vSak neni znamo, zda vibec T3SS hraje néjakou roli v jeji
patogenezi. V této diplomové praci jsou mimo jiné studovany podminky, za kterych je T3SS

bakterie B. pertussis aktivni béhem kultivace in vitro.
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2 Cile prace

Tato diplomova prace se zabyva odolnosti bun¢k bakterie B. pertussis vici baktericidnimu

pusobeni krevniho séra a aktivitou sekre¢niho systému typu 3 (T3SS) v podminkach in vitro.
Dil¢i cile prace:

1. Pozorovani aktivity T3SS laboratorniho kmene bakterie B. pertussis Tohama I v souvislosti
s kontaktem s krvi béhem kultivace na pevném médiu. V ptipad¢ pozorovani rozdill v aktivité
T3SS v zavislosti na pfitomnosti krve urcit, zda je sledovany jev zavisly na pfitomnosti

biologicky aktivnich termolabilnich slozek krve.

2. Ptiprava kmene bakterie B. bronchiseptica s odstranénym genem BB0302 a jeho

charakterizace s ohledem na sekreci pomoci T3SS.

3. Porovnani odolnosti vi¢i baktericidnimu ptsobeni krevniho séra u soucasnych ceskych
klinickych izolati bakterie B. pertussis a u tzv. vakcinacnich kment B. pertussis izolovanych

v byvalém Ceskoslovensku v dobé zavedeni plo§ného ockovani proti této bakterii.

Hypotézy:

Ad 1. T3SS laboratorniho kmene B. pertussis Tohama Il Ize v podminkdch in vitro aktivovat
kultivaci na pevném médiu obohaceném berani krvi. Tepelna inaktivace biologicky aktivnich

termolabilnich slozZek krve vede k oslabeni aktivity T3SS.

Ad 2. Delece genu BBO0302 zméni sekreci pozorovanych proteinii pomoci T3SS bakterie
B. bronchiseptica nebo ovlivni expresi pozorovanych genii souvisejicich s T3SS v porovnani

s divokym typem.

Ad 3. Bunky soucasnych klinickych izolatii bakterie B. pertussis jsou odolnéjsi viici
baktericidnimu piisobeni séra nez puvodni vakcinacni kmeny. Referencni kmen Tohama I

vykazuje vyssi citlivost viici séru nez obé skupiny klinickych izolatu.
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3 Literarni prehled

3.1 Bakterie Bordetella pertussis

Bakterie rodu Bordetella patii do tfidy Betaproteobacteria, celedi Alcaligenaceae.
Rod Bordetella je tradi¢né délen na dvé €asti — klinicky vyznamné druhy a ostatni druhy. Mezi
klinicky vyznamné druhy patii B. pertussis, B. bronchiseptica a B. parapertussis. Tyto tzv.
»klasické druhy*“ maji Zivotni cyklus spojeny s hostitelskym organismem a jsou ptivodci
ruznych infekci dychaciho traktu savci a ptakt. Ostatni druhy, mezi které patii napt. B. hinzii
¢i B. holmesii, se na patogenezi savcu a ptakl podileji bud’ velmi vzacné, nebo jsou nachazeny
na sliznicich jako neskodni komenzalové (Mattoo a Cherry, 2005). Teprve nedavno bylo
zjisténo, ze nékteré druhy rodu Bordetella nemusi mit svij Zivotni cyklus nutné spojeny
s hostitelem a jsou schopné piezivani, ristu a mnozeni v pidé, kde ma rod Bordetella
(v€. patogennich druhil) pravdépodobné sviij evoluéni ptivod (Hamidou Soumana et al., 2017).
Tyto druhy byly objeveny pomoci fylogenetické analyzy 16S rRNA klasickych druhti a izolat
ziskanych z prostfedi (ptida, voda a rostliny). Je proto mozné, Ze nckteré patogenni druhy
mohou prostfedi mimo hostitele a pfezivani v ném vyuzivat jako svého rezervoaru. Na zaklad¢
stejné fylogenetické analyzy bylo nékolik desitek druht rodu Bordetella rozdéleno do deseti
podskupin, z nichz pouze Ctyfi zahrnuji druhy, které maji zivotni cyklus spojeny s hostitelem

(Hamidou Soumana et al., 2017).

Z vyctu druhli rodu Bordetella je z klinického hlediska daleko nejvyznamnéjSi bakterie
B. pertussis. V roce 1906 ji 1zolovali francouzsti védci J. Bordet a O. Gengou jako ptvodce
¢erné¢ho kasle (téz davivy kasel ¢i pertuse); (Bordet a Gengou, 1906 dle Mattoo a Cherry, 2005).
B. pertussis je obtizné kultivovatelny, aerobni, gramnegativni kokobacil béZné nepiesahujici
velikost 2 um. Dle nejnové€jSich poznatki je tato bakterie schopna pohybu pomoci struktury
pribuzné bi¢iku. Neni vSak ziejmé, zda ma tento jev néjaky vyznam v jeji Zivotni strategii

striktné vazané na lidského hostitele (Hoffman et al., 2019).

3.1.1 B. pertussis a ¢erny kasSel

Cerny kasel je zdvazna a vysoce nakazliva choroba dychaciho ustroji ¢lovéka. Neprovazi jej
zanét ani horecka a jeji pivodce, bakterie B. pertussis, je prenaSen z Clovéka na Clovéka
kapénkovou infekci. Postihuje déti a dospélé rizného veéku. Lze mu predchézet fadnym
ockovanim, které vSak stejné jako prodélana nemoc nezajistuje celozivotni ochranu dané¢ho

jedince. Pribéh a zdvaznost choroby se velmi lisi a odviji se od véku a ockovaci historie
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pacienta. Nejrizikovéjsi pacienti byvaji jeSté neoCkované ¢i pouze castecné ockované déti, dale
pak seniofi. Choroba typicky zacind po inkubacéni dobé¢ trvajici 7-10 dni tzv. kataralni fazi
pfipominajici svymi symptomy bézné nachlazeni. Nésleduje tzv. paroxysmalni faze, jejiz
znakem jsou silné zachvaty kasle, které mohou vést ke zvraceni, zlomenindm Zeber ¢i uduseni
v souvislosti s plicni hypertenzi. Trvani této faze je individudalni, ale muze trvat i nékolik
mesicl, dokud se pacient spontdnné zcela neuzdravi — tzv. faze rekonvalescence. Ptritomnost
bakterie je pozorovana zpravidla pouze v pocatecni fazi infekce, kdy je sice mozné ji potlacit
pomoci antibiotik (erytromycin), zmirnit tak jeji nasledky a zkratit dobu, po kterou je pacient
nakazlivy, ale zaroven je narocné ji v€as diagnosticky odhalit, coz je nezbytné pro pouziti

antibiotik (Mattoo a Cherry, 2005).

Vedle ¢erného kasle s typickym pribéhem je stale astéji diskutovana také tzv. asymptomaticka
infekce, ktera se projevuje pouze jako nachlazeni doprovézené nékolikadennim kaSlem.
Z tohoto diivodu vétSinou neni takové onemocnéni fadné diagnostikovano ani hlaSeno. Dle
nékterych udaji je vSak asymptomaticka infekce bakterii B. pertussis az dvacetkrat ¢astéjsi nez
typicky Cerny kaSel. Asymptomatickd infekce je pravdépodobné vysledkem nedostatecné
efektivity pouzivanych vakcin, které nebrani infekci a penosu B. pertussis, ale zabranuji pouze
plnému rozvoji onemocnéni. Tento fakt je také jednim z divodii opétovného celosvétového

narastu poctu ptipada ¢erného kasle v nékolika poslednich dekddach (Cherry, 2015), jak bude

diskutovano v nasledujicich kapitolach.

3.1.2 Historie ockovani proti ¢ernému kasli

V 30. letech 20. stoleti byla vyvinuta fada potencialnich vakcin s cilem snizit Cetnost
onemocnéni a vyrazné omezit Umrtnost v disledku infekce Cloveka bakterii B. pertussis.
Ve 40. letech 20. stoleti zacala byt v USA ploSné¢ pouZivana tzv. celobunécna vakcina
pfipravena z usmrcenych bunck (lyzatu) B. pertussis. V 50. letech 20. stoleti zacal byt lyzat
bunék B. pertussis kombinovan s toxoidem (inaktivovanym toxinem) tetanospasminu
(Clostridium tetani, ptivodce tetanu) a difterického toxinu (Corynebacterium diphtheriae,
puvodce zéaskrtu) a zavadén do praxe jako kombinované vakcina DTwP (diphtheriae tetanus
whole cell pertussis). OCkovani sice vedlo k zasadnimu sniZeni poCtu ptipadi a Gmrti
v disledku cerného kaSle, vakcina se vSak potykala se zjevnymi nezadoucimi
ucinky — zarudnuti, bolest a svédéni v mist¢ vpichu, horecka, unava, zvraceni a dalsi.
V 70. a 80. letech 20. stoleti dokonce byly publikovany kontroverzni studie, které spojovaly

ockovani vakcinou DTwP s naslednym rozvojem rtznych neurologickych poruch (epilepsie,
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encefalopatie apod.) ¢i syndromu nahlého imrti kojence u ockovanych pacientii. VSechna tato
podezieni byla nasledné provérena a na zaklade fady nezavislych robustnich studii vyvracena

pro zasadni nedostatky ptivodnich studii (Mattoo a Cherry, 2005).

Na druhou stranu bylo prokdzano, Ze ostatni jiz zminéné vedlejsi uCinky s pouzivanim vakciny
DTwP skutecn¢ souviseji. Tyto nezadouci uc€inky byly piipisovany velkému mnozstvi riznych
nezadoucich latek (zejména lipopolysacharidii), které jsou soucasti bunécné stény a jsou tak
bohuzel obsazeny i ve vakcin€. Zaroven jeste¢ v 80. letech 20. stoleti panoval nazor, Ze jak
onemocnéni ¢ernym kasSlem, tak i jeho fyziognomické projevy jsou zplisobeny pertusovym
toxinem (PT); (Pittman, 1984). Na zaklad¢ téchto dvou kli¢ovych fakt byla v Japonsku roku
1981 poprvé pouzita tzv. viceslozkova vakcina (DTaP) obsahujici namisto lyzatu bun¢k
B. pertussis pouze dva faktory virulence, a to pravé PT a filament6zni hemaglutinin (FHA);
ucinki a zacala byt na prelomu tisicileti pouzivana namisto DTwP v fad€ vyspélych zemi celého
svéta a pozddji i v Ceské republice, a to i pies nedostatek kvalitnich statistickych tdaji
dokazujicich dostate¢nou efektivitu DTaP v prevenci ¢erného kasle. Zdsadnim problémem
dosavadnich studii posuzujicich efektivitu tohoto typu vakciny byla bud’ nizkd cetnost
sledovaného statistického souboru, nebo Spatné zvolené kontrolni vzorky. V pivodnich
studiich také efektivitu vakciny DTaP uméle zvySovala definice pozitivniho ptipadu ¢erné¢ho
kasle schvalena Svétovou zdravotnickou organizaci. Ta ¢erny kaSel definovala jako alespon tfi
tydny trvajici zachvatovity kaSel pfi soucasném kultivacnim ¢i sérologickém dikazu
pfitomnosti bakterie B. pertussis v biologickém materidlu pacienta. Vzhledem k této definici
byla za efektivni povazovana i vakcina, ktera zajistila pouze zmirnéni prubéhu nemoci, ale
nezabranila infekci jako takové (véetné asymptomatické infekce) a jejimu prenosu (Mattoo a

Cherry, 2005; Cherry, 2015).

3.1.3 Vyvoj a adaptace kment B. pertussis

Genom bakterie B. pertussis (kmen Tohama I) obsahuje 358 pseudogent a 261 inser¢nich
elementl (IS); (prevazné typu IS481). Pro srovnani, genom piibuzné bakterie B. bronchiseptica
je vetsi asi o 1,25 MBp, navic obsahuje pouze dvé desitky pseudogenti a neobsahuje zZadny IS
element. Ztrata a inaktivace velkého mnozstvi genti (v porovnani s bakterii B. bronchiseptica)
je pravdépodobné vysledkem evoluce a zejména adaptace bakterie B. pertussis na jejiho

lidského hostitele (Parkhill ez al., 2003; Cummings et al., 2004).
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Rozsifeni IS elementli v genomu bakterie je obecné povazovano za zdroj mutaci (delece,
inzerce, repetice) a miize byt v dlouhodobé evoluci daného bakteridlniho druhu chapéno jako
mezikrok nezbytny k redukci velikosti genomu a k naslednému piechodu k obligatné
intracelularnimu parazitismu, resp. symbidze s hostitelskym organismem (Manzano-Marin a
Latorre, 2016). V piipad¢ bakterie B. pertussis byly doposud vedle intracelularniho parasitismu,
vzniku pseudogenil a redukce velikosti genomu popsany i pomérné rychlé a radikalni zmény
v organizaci celého genomu (Weigand et al., 2017). Takovéto genetické zmény na urovni
celého chromozomu mohou mit zna¢né nasledky — mohou ovlivnit napft. regulaci a expresi
geni kodujicich faktory virulence, coz mize vést ke zméné¢ antigenniho profilu daného
organismu a jeho virulence (Brinig et al., 2006). Bylo také pozorovano, ze vedle piestaveb
chromozomu maji IS elementy u B. pertussis vliv i na transkripci pfilehlych genti diky aktivité

vlastnich promotori, které jsou soucésti IS elementu (Amman ef al., 2018).

Jednou z konkrétnich zmén, ke které na této trovni u bakterie B. pertussis doslo, je zména
v sekvenci ptxP, promotoru genu kodujiciho pertusovy toxin. Stalo se tak v pritbéhu 2. poloviny
20. stoleti pravdépodobné jako reakce bakterie na zavedeni plosného ockovani. Bylo zjisténo,
ze puvodni klinické izolaty nesou v drtivé vétSin€ alelu ptxP1, popt. ptxP2, zatimco soucasné
kmeny, izolované po roce 2000, nesou z vice nez poloviny ptipadd alelu ptxP3. Ta byva
spojovana s vyss§i produkci samotného pertusového toxinu a obecné s vyssi virulenci kmenti
nesoucich tuto alelu (Mooi et al., 2009; Bart et al., 2014). Dalsi obdobnou adaptaci je uplna
ztrata produkce pertaktinu (Prn), jednoho z faktorti virulence B. pertussis. NejcastéjSim
mechanismem této adaptace je vlozeni IS481 do genu prn. Tyto mutantni kmeny zacaly byt
1zolovany na ptelomu tisicileti v zemich, ve kterych byla jiz dfive zavedena vakcina DTaP
béZné obsahujici pravé Prn. Bylo také ukazéano, ze pacienti ockovani vakcinou DTaP jsou
nachylnéjsi k infekci praveé témito kmeny neschopnymi produkce Prn (Pawloski et al., 2014;
Zeddeman et al., 2014). Tyto dva konkrétni piiklady jsou vSak pouhou Spickou ledovce
obdobnych adaptaci.

Pti studiu bakterie B. pertussis je proto dulezité vénovat pozornost ptivodu a historii daného
kmene. Z dostupné literatury je navic ziejmé, ze dlouhodobéjsi kultivace téhoz klinického
izolatu v podminkach in vitro, tzv. pasaZzovani, vede k pfizpisobeni kmene na laboratorni
podminky spojené s ndslednou zménou exprese geni zodpovédnych za tadu dulezitych
procest, jako je bundény metabolismus ¢&i virulence. Rada pracovnich skupin jiz publikovala

vysledky fylogenetickych analyz a pozorovani rozdild ve fenotypu tzv. laboratornich kmenti a

17



klinickych izolath bakterie B. pertussis, ze kterych je zfejma adaptace referenc¢nich kment
Tohama I a 18323 na podminky in vitro (van der Zee et al., 1997). Konkrétn¢ jde napf.
o rozdilnou citlivost bunék viici baktericidnimu ptisobeni krevniho séra ¢i produkci komponent
sekre¢niho systému typu 3 (Elder a Harvill, 2004; Gaillard et al., 2011). Oba zminéné jevy jsou

v této diplomové praci dale diskutovany v ptislusnych kapitolach.

3.1.4 Navrat ¢erného kasle

Jak jiz bylo zminéno v piedchozich kapitolach, pocet piipadi cerného kasle je v poslednich
nckolika desetiletich v primyslové vyspélych zemich na vzestupu. Nartst poctu ptipadi
zaznamenala i Ceska republika. Od roku 1989, kdy byl v CR diagnostikovan rekordné nizky
pocet pripadii cerného kasle (pouze 5 ptipadid celkem), ma pocet piipadi obecné rostouci
tendenci  (Obrazek ¢. 1). Vroce 2014 byl zaznamendn vibec nejvétsi pocet
nemocnych — 2 521 ptipadi (nemocnost 24/100 000 obyvatel). Stejné jako v ostatnich zemich
svéta jsou i u nds zaznamenavany dvou az pétileté cykly nartstu a opétovného poklesu hlaSené
nemocnosti. V roce 2018 bylo nahldSeno celkem 752 piipadi cCerného kasle (nemocnost
7,1/100 000 obyvatel) ve vSech v€kovych skupinach populace, nejcastéji vSak déti do 1 roku
véku. Ackoliv v letech 1984-2004 nebylo v CR zaznamenano zadné umrti v dasledku &erného
kasle, v letech 2005-2016 bylo zaznamenano celkem 5 umrti déti do 1 roku véku a umrti
jednoho seniora. V letech 2017 a 2018 zadné umrti v dasledku ¢erného kasle zaznamenano

nebylo (Fabianova et al., 2019).

Navrat ¢erného kasle, resp. narstajici pocet ptipadi je pravdépodobné vysledkem kombinace
nékolika riznych faktorti. Mezi kli¢ové faktory navratu ¢erného kasle bezesporu patii jiz diive
diskutované zavedeni Setrnéjsi, ale méné efektivni vakciny DTaP. Jednim z divodi selhavani
DTaP v navozeni dostatecné imunity a zamezeni infekce patii jeji nevhodné sloZeni (obsahuje
2-5 antigenl bakterie B. pertussis namisto n€kolika tisic antigend obsazenych v DTwP), navic
dodnes panuji spory o tom, které antigeny a v jakém pomé&ru pouZzivat pro jeji ptipravu. Déle
vakcina DTaP navozuje imunitni odpovéd’ charakterizovanou produkci T-bunék typu Th2
namisto produkce bunék typu Thl a Thl7, zpravidla indukované vakcinou DTwP, ktera
zajiSt'uje u€innéjsi obranu proti infekci a onemocnéni. Vakcina DTaP kromé toho umoziluje
pozorovano, ze jiz nékolik let od ockovani vyznamné klesa imunologickd pamét” ockovaného
pacienta, a to nezavisle na pouzitém typu vakciny. Dal§im dilezitym jiz dfive diskutovanym

faktorem navratu ¢erného kasle jsou genetické zmény odehravajici se v genomu bakterie
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B. pertussis. Tyto zmény zajist'uji pfirozenou adaptaci bakterie a umoziuji ji uniknout a¢inkiim
vakciny. Mezi dal$i obecné znamé faktory nartistu poctu piipadit dané choroby patii i
celosveétovy narlst cestovani, resp. globalizace. Zdanlivy nariist ptfipadt zpisobuje také
zlepSeni kvality diagnostickych metod, kterymi jsou dnes v piipadé Cerného kasle kultivacni

zachyt patogenu, sérologie a PCR (Cherry, 2015; Cherry, 2019).
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Obrizek &. 1 Rostouci trend hlagené nemocnosti ernym kaslem v Ceské republice v letech 1992-2018
ukazujici nemocnost na 100 000 obyvatel. Pievzato a upraveno (Fabianova et al., 2019).

3.1.5 Kultivace B. pertussis

Bakterie B. pertussis je obecn& povaZovdna za obtizn¢ kultivovatelny mikroorganismus.
Ptestoze se jednd o patogen striktné vazany na lidského hostitele, je mozné jej kultivovat
in vitro jak na pevném, tak v tekutém zivném médiu, a je také schopen infikovat tkanové kultury

¢i pokusna zvifata (mys, kralik, pavian).

Pevné médium zvané Bordet-Gengou agar (BG agar) je komplexni Zivné médium, které je po
pridani krve (ov¢i, koniské) pouzivano pro izolaci a diagnostiku B. pertussis (Bordet a Gengou,
1906 dle Mattoo a Cherry, 2005). BG agar je dodnes nejCastéji pouZivanym pevnym Zivnym
médiem pro kultivaci této bakterie v podminkach in vitro. V prubéhu 20. stoleti byla provedena
fada pokusti o Gpravu slozeni BG agaru s cilem zjednodusit jeho ptipravu a zvysit rychlost rstu
bunék B. pertussis. DalSim pouzivanym pevnym médiem je Charcoal agar (CHA agar)
obsahujici aktivni uhli. Toto médium umoziuje kultivaci B. pertussis bez ptidavku krve a je
dnes vedle BG agaru bézné pouzivano v diagnostickych laboratofich pro zachyt B. pertussis
(Powell et al., 1951). Bunky B. pertussis jsou schopné ristu jak na CHA agaru obohaceném

berani krvi, tak na standardnim CHA agaru bez pfidavku krve, coz neplati o BG agaru.
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V pribéhu 20. stoleti byla také popsana fada tekutych zivnych médii ur€enych pro kultivaci
bunck B. pertussis. NejCastéji pouzivanym tekutym zivnym médiem je tzv. Stainer-Scholte
(SS) médium popsané v roce 1970 jako chemicky definované médium vhodné pro piipravu
celobunécné pertusové vakceiny (Stainer a Scholte, 1970). Slozeni SS média vychazi zejména z
poznatku, Ze B. pertussis nevyuziva jako zdroj uhliku cukry, nybrz aminokyseliny. Upravou
slozeni SS média (napf. pouzitim pouze minimalniho, resp. limitujictho mnozstvi vybranych
minerall) 1ze simulovat podminky podobné podminkdm in vivo které vedou ke zméné fenotypu

bunék kultivovanych v téchto podminkach (Brickman et al., 2011; Hanawa et al., 2016).

3.2 Regulace virulence B. pertussis

Na zéklad¢ zatim blize necharakterizovanych vnéjSich vlivl stiida bakterie B. pertussis dvé
zakladni zivotni faze odlisné predevsim schopnosti produkovat faktory virulence. Avirulentni
faze je oznacovana jako Bvg" (z anglického Bordetella virulence genes), virulentni faze jako
Bvg*. Piechod mezi fazi Bvg" a Bvg™ zajist'uje dvoukomponentovy systém signalni transdukce
BvgAS. Tento systém se sklada z transmembranové senzorické kindzy BvgS a solubilniho
cytosolického proteinu BvgA. N-koncova ¢ast proteinu BvgS zasahuje do periplasmatického
prostoru, kde vnima rizné chemické a fyzikalni podnéty z okoli. Po aktivaci této tzv. senzorické
domeény je signal pfenaSen pfes membranu na cytosolickou C-koncovou ¢ast proteinu, kterd je
nasledn¢ autofosforylovana. Tento signdl je fosforyla¢ni kaskadou pifeddn na solubilni
cytosolicky protein BvgA, ktery se nasledné spojuje do dimerii a vaze se pfimo na DNA jako
aktivator transkripce celé fady genl podilejicich se na virulenci bakterie. Souhrnné jsou tyto
geny oznacovany jako geny vag (z anglického virulence activated genes); (Chen a Stibitz,

2019).

Naopak geny, které jsou exprimovany charakteristicky ve tazi Bvg’, jsou souhrnné oznacovany
jako geny vrg (z anglického virulence repressed genes). Aktivatorem transkripce téchto geni
vrg je protein RisA, ktery je nepfetrzité fosforylovan, resp. aktivovan senzorovou kinazou
RisK. Aktivovany RisA ale zaroven vyZzaduje k aktivaci genli vrg dostatecnou koncentraci
cyklického diguanylatu (c-di-GMP). V tom spociva regula¢ni funkce fosfodiesterazy BvgR,
ktera je exprimovana ve fazi Bvg™ (bvgR patii mezi geny vag) a $t€pi c-di-GMP na GMP. Timto
mechanismem je zajiSténo, aby geny vrg byly exprimovany pouze ve fazi Bvg, kdy v bunce
neni produkovan protein BvgR a hladina c-di-GMP je na dostate¢né trovni. Signalni systém
Ris jesté dopliiuje senzorova kinaza/fosfatdza RisS zajistujici defosforylaci proteinu RisA, jak

bylo pozorovano v ptipadé bakterie B. bronchiseptica. Gen risS je vSak v genomu B. pertussis
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poskozeny a jeho produkt postradajici fosfatazovou aktivitu pravdépodobné nema zadnou
regulacni funkci (Merkel et al., 1998; Stenson et al., 2005; Coutte et al., 2016; Chen et al.,
2017; Chen a Stibitz, 2019). Molekularni mechanismus pfechodu mezi obéma fazemi

znazornuje nasledujici obrazek (Obrazek ¢. 2).

Zaroven je potfeba dodat, ze prechod mezi virulentni a avirulentni fazi je zpusoben pouze
zménou regulace exprese velkého mnozstvi genl, a proto tento pfechod neni skokovou
zalezitosti. Postupnou zménou koncentrace fosforylovaného BvgA se spolu s mnozstvim
proteinu BvgR a c-di-GMP rizné¢ méni Groven exprese jednotlivych genii skupiny vrg 1 vag.
Z toho duvodu byva v literatuie popisovana i tzv. faze ptechodu (z anglického intermediate)

mezi obéma fazemi virulence oznacovana jako Bvg' (Boulanger ef al., 2013).

Souhra vice riznych dvoukomponentovych systému signalni transdukce ma obecné v regulaci
genové exprese v 1181 bakterii Casto zdsadni kontrolu nad celkovym fenotypem a zivotni strategii
dané bakterie. Mutaci jednoho z gent kddujiciho regulaéni protein mize na takovéto tirovni
znamenat pro dany organismus zdsadni evolu¢ni vyhodu. Je mozZné, zZe konkrétn€ mutace genu
risS umoznila v evoluci bakterii B. pertussis po inaktivaci systému BvgAS expresi gent vrg,
které se zdaji byt dalezit¢ mimo jiné i pro pfenos z hostitele na hostitele formou aerosolu.
V porovnani s bakterii B. bronchiseptica (produkujici funkéni fosfatdzu RisS) je regulace
obnasi expresi genil souvisejicich mimo jiné s pohybem pomoci bi¢iku a chemotaxi namisto

exprese gend vrg (Chen a Stibitz, 2019).

DalSim faktorem, ktery by mohl hrat roli v i€¢innosti pfenosu infekce z hostitele na hostitele je
fakt, Ze bakterie B. pertussis (na rozdil od bakterie B. bronchiseptica) nijak zasadné nereaguje
na snizeni teploty ve svém Zivotnim prostiedi ani zménou slozeni bunéné membrany na trovni
mastnych kyselin, ani poklesem fosforylovaného proteinu BvgA, resp. produkci faktord
virulence. To bylo pozorovano v podminkach in vitro pti zméné teploty kultivace v SS médiu
ze standardnich 37 °C na 24 °C (Seydlova et al., 2017). V této souvislosti ziistava otazkou, jaké
vnéjsi faktory maji vliv na spusténi, resp. vypnuti senzorové kindzy BvgS v podminkach
in vivo. Jiz difive vSak bylo pozorovano, Ze v podminkach in vitro 1ze navodit inaktivaci
systému BvgAS pfidanim siranu ¢i kyseliny nikotinové do Zivného média a uméle takto

modulovat produkci faktorii virulence (Melton a Weiss, 1989; Melton a Weiss, 1993).

Dalsi mechanismy regulace virulence bakterie B. pertussis uzce souvisejici s produkei a sekreci

pomoci T3SS jsou diskutovany v kapitole 3.3.2.3.

21



BV + kt - r . 7 . .
g aktivnl aktivni periplasmaticky

L RisK T prostor

nefunkéni cytoplasmaticky

P prostor
SN PR
S 0 e s 0 ~~—® BvgR
BvgA Bvg S~ BvgA Bv AN
S S bvgR [
geny - f\ T
. J § - ;og geny vrg
o’ oCocn s
GMP ¢c-di-GMP
Bvg- neaktivni aktivni periplasmaticky

BvgS RisK T prostor

nefunkeni cytoplasmaticky
prostor

BvgA Bv,
: BvgA > > BvgA

geny vag by g R

Obrazek ¢. 2 Senzoricka kinaza BvgS je ve fazi Bvg" aktivni, autofosforyluje se a ptrenasi fosfat na
solubilni protein BvgA. Ten nasledné v cytoplasmée dimerizuje a aktivuje transkripci genil vag v¢. genu
bvgR. Protein BvgR ma fosfodiesterazovou aktivitu a $tépi c-di-GMP na GMP, ¢imZ znemoziuje
proteinu RisA aktivovat transkripci genil vrg.

V druhém ptipad€ je senzoricka kinaza BvgS neaktivni a bunka se nachazi ve fazi Bvg'. Regulator
transkripce BvgA neni fosforylovan a transkripce gentl vag neprobiha. Proto neni pfitomen ani protein
BvgR a vyssi hladina c¢-di-GMP umoziuje expresi gend vrg pomoci aktivatoru RisA. Gen risS je
v genomu B. pertussis (narozdil od bakterie B. bronchiseptica) trvale poSkozeny. Jeho produkt postrada
fosfatazovou aktivitu, a proto ziejmeé nemé zadny vyznam v regulaci virulence bakterie B. pertussis.
Ptevzato a upraveno (Chen a Stibitz, 2019).
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3.3 Faktory virulence B. pertussis

Bakterie B. pertussis disponuje pomérné velkym mnozstvim riznorodych faktort virulence.
Tato kapitola je vénovéana zédkladnimu popisu pertusového toxinu (PT) a adenylatcyklazového
toxinu (ACT) — doposud nejlépe prostudovanym faktorim virulence. Dale se podrobné vénuje
vlastnostem uzce souvisejici s virulenci, které byly prakticky studovéany v této diplomové praci.
Jedna se o sekre¢ni systém typu 3 a odolnost bakterie B. pertussis viici baktericidnimu plisobeni

krevniho séra.

3.3.1 Toxiny

Jednou z odlis$nosti bakterie B. pertussis v porovnani s ostatnimi druhy rodu Bordetella je
produkce PT. Jde o exotoxin typu ABs, ktery bakterie uvoliiuje do okolniho prostfedi pomoci
sekre¢niho systému typu 4. PT nésledn¢ vstupuje endocytézou do hostitelskych bunék.
V endoplazmatickém retikulu je podjednotka A (nebo téZ S1) oddé€lena od zbytku toxinu a
vstupuje do cytoplasmy, kde vyznamné naruSuje metabolismus a signaliza¢ni drahy bunky
zamezenim produkce cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP). Touto cestou B. pertussis
ovliviiuje imunitni odpovéd’ ve svlij prospéch. PT je pfipisovana fada klinickych projevil
¢erného kaSle, mimo jiné byva spojovan i s typickym dlouhotrvajicim kaslem. Zéaroven je PT
protektivnim antigenem a jeho detoxifikovanad forma je proto v riznych podobach pouzivana
pro ptipravu vakciny DTaP (Parker a Morse, 1973; Sato et al., 1974; Kotob et al., 1995; el Baya
et al., 1997; Carbonetti et al., 2003).

ACT (téz CyaA nebo hemolyzin) je vyznamny faktor virulence vSech ,klasickych druht* rodu
Bordetella v¢. B. pertussis. Jednd se o exotoxin rodiny RTX (repeats in toxin) vylucovany
sekre¢nim systémem typu 1. Toxin se sklad4 z dvou klicovych domén s riznou biologickou
aktivitou. C-koncovd doména zvand RTX doména je zodpovédnd za vnofeni ACT do
membrany hostitelské buriky, kde je schopna oligomerizovat a tvofit pory, coZ mize mit za
nasledek lyzi napadené builkky (proto hemolyzin). Mimo to je nezbytna pro translokaci
N-koncové domény do cytoplasmy. N-koncova doména zvané adenylat-cyklazovd doména ma
po translokaci schopnost vézat v eukaryotickych bunkach cytoplasmaticky kalmodulin a
nasledné katalyzovat pfeménu ATP na cAMP. Tim obdobné jako PT narusuje signalizacni
drahy a metabolismus hostitelskych bunék (Glaser et al., 1988; Ehrmann ef al., 1991; Iwaki et
al., 1995; Vojtova-Vodolanova et al., 2009).
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Mezi nasledky plisobeni ACT v organismu patii vedle jiz zminéné hemolyzy naruSeni fadné
funkce T-lymfocyta (aktivace a chemotaxe) a makrofagh (fagocytoza). Dal$im pozorovanym
ucinkem ACT je rozpad tésnych spoju (z anglického tight junctions) bunék epitelu dychacich
cest, ¢imz narusuje pfirozenou obranyschopnost fasinkového epitelu vic¢i respiratnim
patogentim. Ptestoze je ACT protektivnim antigenem, neni v soucasnosti detoxifikovany ACT

soucasti vakciny DTaP (Kamanova et al., 2008; Paccani et al., 2008; Hasan et al., 2018).

Dals§imi toxiny produkovanymi bakterii B. pertussis jsou dermonekroticky toxin (DNT) a
trachealni cytotoxin (TCT). V porovnani s PT a ACT nejsou pfilis detailn€ prostudovany a neni

zcela jasny ani jejich vyznam ve virulenci a patogenezi B. pertussis.

3.3.2 Sekrecni systém typu 3 — T3SS
3.3.2.1 Obecna charakteristika a vyznam T3SS ve virulenci

Transport proteinti z buiikky gramnegativni bakterie do jejiho okoli (tzv. sekrece) je zajistén
riznymi mechanismy. Jednim z nich je sekre¢ni systém typu 3 (T3SS), ktery je hojné€ vyuzivan
v interakci bakterii s hostitelskymi bunikami. Tvoii jej robustni komplex proteind, ktery byva
pro svuj tvar a funkci oznacovan jako injektozom. T3SS je velky asi 3,5 MDa. Svym tvarem a
podobnym principem vystavby je T3SS také napadné podobny bi¢iku gramnegativnich bakterii.
Obé struktury totiz pro svou vystavbu v bunécné sténé vyuzivaji praveé sekreci typu 3. Geny
zodpovédné za tvorbu obou struktur sdileji homologie zfejmé diky spole¢nému evolucnimu
puvodu. Bazélni téleso T3SS tvoti kanal prochazejici celou bunéénou sténu. Z bazalniho télesa
vystupuje z povrchu buiiky relativné dlouhd, duta struktura ptfipominajici jehlu, ktera je na své
Spi¢ce ukoncena komplexem proteinli zvanym translokon (Obrazek €. 3). Ten v podminkach
in vivo zajistuje interakci s hostitelskou eukaryotickou bunikou, do které miiZze bakterie ptimo
vstiikovat efektorové proteiny (proto injektozom) a ovliviiovat tak jeji fyziologii a
zivotaschopnost. Tento mechanismus byva gramnegativnimi bakteriemi vyuzivan v patogenezi
1 symbioze (Green a Mecsas, 2016; Portaliou et al., 2016). Geny kodujici T3SS byvaji zpravidla
kédovany spolecné v ramci velkych genetickych lokusti bud’ na chromozomu, nebo na
plazmidu. Diky tomu jsou Casto pfenaSeny i mezidruhové pomoci horizontdlniho ptenosu.
Efektorové proteiny vSak byvaji kodovany na jiném misté v chromozomu a horizontalniho
pfenosu se proto neucastni (Gophna et al., 2003) a byvaji proto rodové specifické. T3SS je
faktorem virulence vyuzivanym fadou gramnegativnich patogennich bakterii, v€etné¢ bakterii

rodu Bordetella.
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T3SS je kddovan lokusem bsc a patii do vybavy vSech klasickych druht rodu Bordetella. Jako
faktor virulence byl doposud nejvice studovan u bakterie B. bronchiseptica, u které bylo jiz
drive zfejmé, ze vyuziva T3SS v patogenezi (Yuk et al., 1998). Vyznam T3SS ve virulenci dané
bakterie byl zjistén porovnavanim divokych typti bakterii a kmena s mutaci v genu bsch, ktery
kéduje ATPazu nezbytnou pro funkei T3SS. V podminkéch in vitro byl pozorovan cytotoxicky
vliv T3SS na rizné bunécné linie véetné makrofagi. Vyznam T3SS pravdépodobné tkvi
v navozeni cytotoxickych uc€inkti na fadu bunécnych typt a v komplexnim rozvratu imunitni
odpovédi hostitelského organismu. Bylo ukdzéano, ze B. bronchiseptica pomoci T3SS narusSuje
funkci dendritickych bunék, které nasledné v hostitelském organismu namisto fadné funkce
navozuji imunosupresivni odpovéd’ snizenim produkce interferonu (IFN)-y nezbytného pro
Zaroven bylo ukazano, Zze T3SS v synergii s ACT stimuluje imunitni odpovéd’ zaloZenou spiSe

na bunécné linii Th17 (Stockbauer et al., 2003; Skinner et al., 2005; Siciliano et al., 2006).

Sekrecni systém typu 3 Bakterialni bicik
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Obrazek ¢. 3 Grafické znazornéni piiblizné struktury T3SS na molekuldrni Grovni. Obrazek popisuje
zakladni struktury T3SS, porovnava jej s bi¢ikem gramnegativni bakterie a znazornuje prinik a orientaci
bazalniho t€lesa obou struktur skrz celou bunéénou sténu. Prevzato a upraveno (Portaliou et al., 2016).
Ptestoze bakterie B. pertussis nese v genomu kompletni lokus bsc a sdili vyznamné homologie
s lokusem bsc bakterie B. bronchiseptica, nebylo jesté¢ donedavna ziejmé, jestli B. pertussis
také vyuziva T3SS jako faktoru virulence v podminkach in vivo a do jaké miry (¢i zda viibec)

je aktivni v podminkach in vitro (Kerr et al., 1999; Fauconnier et al., 2001).

25



Fennelly et al. (2008) nasledné popsali funkéni T3SS u bakterie B. pertussis a pozorovali
u kmenti s inaktivovanym T3SS v porovnéni s divokym typem snizenou schopnost kolonizovat
dychaci ustroji mysi. Tento jev vSak nebyl pozorovan u laboratornich kmenti B. pertussis (kmen
Tohama I), ale pouze u klinickych izolata. Jedna se vSak o ojedin€lé pozorovani, T3SS totiz

neni jako faktoru virulence bakterie B. pertussis vénovano v literatute ptili§ pozornosti.

Bylo také prokazéno, ze exprese genti lokusu bsc je zavisld na podminkach, ve kterych je
B. pertussis kultivovana. V piipadé pasazovani klinickych izolati B. pertussis v podminkach
in vitro prestava byt T3SS funk¢ni, ackoliv podstata tohoto jevu nebyla na molekularni irovni
doposud objasnéna. Nékteré studie vSak ukazuji, ze k obnoveni funkce T3SS staci kontakt s
hostitelskou buiikou ¢i s krvi, resp. s krevnim sérem hostitele. Pfimy dikaz tohoto jevu, ¢i
definice konkrétnich faktort ovliviujicich sekreci pomoci T3SS, chybi. Jako znak pouZivany
pro dikaz sekrece pomoci T3SS je bézné pouzivana imunochemické detekce proteinu Bsp22,
ktery je sekretovan vyhradné pomoci T3SS (Gaillard et al., 2011; Bibova et al., 2015; Gestal et
al., 2018). Mimo to bylo pozorovano, ze aktivitu T3SS bakterie B. pertussis (v¢. laboratorniho
kmene Tohama I) Ize v podminkach in vitro pozitivn€ ovlivnit i kultivaci této bakterie v zivném
médiu obsahujicim limitujici mnozstvi iontl Zeleza ¢i glutamétu (Brickman et al., 2011;

Hanawa et al., 2016).

3.3.2.2 Proteiny sekretované pomoci T3SS

Doposud nebylo objasnéno, jaké vSechny proteiny jsou transportovany pomoci T3SS a jakou
maji funkci v hostitelském organismu. Mezi sekretované proteiny bezesporu patii BopB, BopD
a Bsp22. Tyto strukturni proteiny pravdépodobné hraji roli pouze ve vystavbé translokonu,
poru spojujiciho Spicku T3SS s cytosolem hostitelské buiiky. Jsou proto nezbytné pro spravnou
funkci T3SS, ale nemaji funkci efektorovych proteinti. Protein Bsp22 byl u bakterie
B. bronchiseptica popsan jako protektivni antigen, proti kterému v mySim modelu vznikaji
specifické protilatky ucinné v potlaceni infekce. V piipadé proteinu Bsp22 bakterie B. pertussis
(97% homologie s B. bronchiseptica) vSak tyto imunogenni vlastnosti pozorovany nebyly

(Nogawa et al., 2004; Medhekar et al., 2009; Villarino Romero et al., 2013).

Jedinym doposud zndmym efektorem sekretovanym pomoci T3SS je u bakterii rodu Bordetella
cytotoxicky protein BopC (t¢z BteA). V ptipad¢ bakterie B. bronchiseptica byl pozorovan
negativni vliv tohoto proteinu na fagocytézu zprostiedkovanou makrofagy. Déje se tak
naruSenim signalizaéni drdhy zajiStujici polymerizaci aktinu. Bakterie timto zplsobem

narusuje funkci imunitniho systému a vyhyba se fagocytoze (Panina et al., 2005; Kuwae et al.,
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2016). Neni vsak vylouceno, ze efektor BopC a obecné T3SS hraje ve virulenci v pfipadé druhu

B. pertussis rozdilnou roli nez u druhu B. bronchiseptica.

Dalsim, pon€kud kontroverznim proteinem, sekretovanym pomoci T3SS, je protein BopN,
ktery je v rizném kontextu povazovan za efektor. Piestoze jiz bylo prokazano, Ze je protein
BopN sekretovan pomoci T3SS, nebylo doposud jednoznaéné popsano, jaka je jeho biologicka
funkce. V literatuie mu byly doposud piitfazeny rizné funkce: regulace sekrece pomoci T3SS;
samostatné ptisobici cytotoxicky efektor; protein podilejici se na cytotoxické aktivité v synergii
s efektorem BopC. Navzdory témto nejasnostem je ziejmeé, Ze se v hostitelském organismu
pfimo ¢i nepiimo podili na navozeni zvySené produkce IL-10 (coz ma za nésledek potlaceni
zanétlivé odpovédi) a na cytotoxicité zprostfedkované pomoci T3SS (Nagamatsu et al., 2009;

Abe et al., 2017).

Mezi proteiny sekretované pomoci T3SS je potieba zatadit také protein BtrA (téz BspR).
V souvislosti s mutaci genu btrA byl u bakterie B. bronchiseptica pozorovan zajimavy fenotyp.
Tento kmen nebyl schopen produkovat dilezité faktory virulence (ACT, FHA a Prn) a
vykazoval obecné niz8i virulenci, na druhou stranu tento kmen vykazoval v porovnani
s divokym typem masivni sekreci pomoci T3SS a jeho cytotoxicita zavisla na T3SS byla vyssi
(Kurushima et al., 2012). Protein BtrA byl vSak pozdéji charakterizovan jako regulacni protein
(diskutovano v nasledujici kapitole) a jeho sekrece proto mize byt soucasti mechanismu

regulace jim zprostiedkované.

3.3.2.3 Regulace T3SS

Sekre¢ni systém typu 3 spada do regulonu BvgAS. Tak jako u fady jinych faktorti virulence,
exprese a funkce T3SS je regulovana dal$imi mechanismy podfadnymi systému BvgAS.
Jednim z nedavno popsanych mechanismt regulace T3SS u B. bronchiseptica 1 B. pertussis je
fizen na principu extracytoplasmatického sigma faktoru (ESF), konkrétné BtrS a jeho
anti-sigma faktoru (ASF), BtrA. Oba proteiny jsou kddovéany v lokusu btr, ktery ptimo navazuje
na lokus bsc. Regulaéni systém BtrS-BtrA ovliviluje pozitivné€ 1 negativné expresi nékolika
desitek az stovek gent, které vétSinou souviseji s T3SS nebo s jinymi povrchovymi strukturami.
Nedavno byl také popsan vyznam ASF BtrA pro navozeni kasle v krysim modelu infekce.
Vyzkum kment B. pertussis mutantnich v genu btr4A dale prokazal cytotoxickou aktivitu
zavislou na T3SS a efektoru BopC. Zda se tedy, Ze ASF BtrA je mimo jiné do znacné miry

zodpovédny za potlaceni funkce T3SS u B. pertussis. Zustava vsak otazkou, které faktory maji
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vliv na ustanoveni rovnovahy systému BtrS-BtrA jak v podminkéch in vitro, tak in vivo, a které

geny tento regulacni systém ovlivituje (Ahuja et al., 2016; Nakamura et al., 2019).

Vedle systémi BvgAS a BtrS-BtrA hraje roli v regulaci T3SS pravdépodobné také regulace
genoveé exprese na post-transkripcni Grovni zprostfedkovana malymi nekodujicimi RNA
(sRNA). To bylo zjisténo pii studiu RNA chaperonu Hfq, ktery obecné v bakterialni butice vaze
ruzné molekuly sSRNA a mRNA a zprosttedkovava jejich specifickou interakei, ¢imz ovliviiuje
miru translace dan¢ho genu. V ptipad¢ B. pertussis byl pozorovan vyznam chaperonu Hfq
mimo jiné v produkci nékterych faktorti virulence (PT, ACT, ¢i FHA), odolnosti viici
komplementu ¢i piezivani béhem infekce v mySim modelu. Zaroven byla u kmene B. pertussis
neprodukujiciho Hfq pozorovana neschopnost sekrece pomoci T3SS (Bibova et al., 2013;
Bibova et al., 2015; Dienstbier et al., 2019). Konkrétni molekuly sRNA a jejich tiloha v regulaci

virulence ¢i sekrece pomoci T3SS vSak doposud identifikovany nebyly.

Na zakladé souCasného poznani je patrné, ze vétSina vysledkii ohledné funkce T3SS byla
ziskana u ptibuzné bakterie B. bronchiseptica a vyznam, regulace ¢i role T3SS v patogenezi
B. pertussis nejsou jasné. V tomto kontextu mél byt v této diplomové praci studovan gen
BP0209 bakterie B. pertussis, jehoz produktu byla bioinformatickymi metodami pfifazena role
regulatoru transkripce patficiho do rodiny GntR, nicméné¢ tato hypotéza nebyla doposud
experimentalné ovérena. Na zdklad¢ studia transkripéniho profilu B. pertussis Tohama I po
predchozi infekci v my§im modelu byla vytvofena hypotéza davajici do souvislosti tento gen
s funkci T3SS. Je také mozné, Ze samotny gen BP0209 vyZaduje ke své vlastni expresi chaperon
Hfq, jelikoz jeho mRNA byla identifikovana v nadbytku pouze v divokém typu po infekci
mySiho modelu, ne v§ak u mutantniho kmene s deleci genu /fg (Bibova et al., 2015; Amman
et al., 2018). Hypotézu navic podporuji nedavna zjisténi, ze exprese genl v lokusu kodujicim
T3SS patogennich bakterii rostlin (0zna¢ovany jako /rp) je regulovana transkripénim faktorem
patficim pravé do rodiny GntR (Tsuge ef al., 2006). V genomu kmene B. pertussis Tohama I je
vSak gen BP0209 obklopen sekvencemi [S481 a delece tohoto genu je proto technicky naro¢na,
ne-li vyloucena. Z toho divodu byla souvislost BP0209 s aktivitou T3SS studovéana na jeho

homologu BB0302 bakterie B. bronchiseptica RB50.
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3.3.3 Odolnost viici ucinkiim komplementu
3.3.3.1 Komplement

Krevni sérum je nebunécna slozka krve obsahujici Sirokou paletu anorganickych a organickych
latek, mezi které patii i komplement. Komplement je soucasti humoralni slozky nespecifické
imunity lidského organismu. Konkrétné€ se jedna o nékolik desitek sérovych proteinti, které jsou
standardn¢ oznaCovany velkym pismenem ,,C*“ (z anglického complement) s néslednou
arabskou ¢islici ,,1-9%, za kterou mutize jesté nasledovat dalsi specifikace, o jakou podjednotku
proteinu se jedna (napf. C3a). Proteiny komplementu spolu za danych podminek vzajemné
interaguji a tvoii jakousi sit’ zvanou kaskada komplementu. Piestoze je funkce komplementu
na molekularni Girovni dnes jiz kvalitn€ prostudovéna, pro stru¢ny popis jeho slozeni, funkce a
vyznamu pro imunitni odpovéd hostitelského organismu vychézi tato diplomova prace
prevazné z dnes jiz obecné znamych fakt publikovanych v souhrnnych odbornych uc¢ebnicich
Janeway’s Immunobiology (Murphy K. M. et al., 2008) a Immunology (Male D. ef al., 2006)

misty doplnénych o nékteré soucasné poznatky.

Prestoze je komplement obsazen v krevnim séru, je potfeba si uvédomit, ze sérum je v lidském
organismu vylucovano z krve mimo jiné i na sliznice dychaciho ustroji, které ptichazeji do
styku s patogennimi mikroorganismy. Mezi klicové funkce komplementu patii opsonizace,
tvorba lytického poru v membrané mikroorganismi a chemotaxe nékterych leukocytii k mistu
poru bézné oznacovaného zkratkou MAC (membrane attack complex), prestoze hlavni vyznam
komplementu v obrané hostitelského organismu proti infikujicim mikroorganismim tkvi

predevsim v osponizaci a chemotaxi.

Pro dosazeni zminénych funkci musi byt nejprve komplement aktivovan. Déje se tak bud’
vazbou na rizné antigenni struktury, nebo samovolné. Doposud byly popsany tii zplisoby
aktivace komplementu. Schematicky jsou znazornény na strané ¢.32 (Obrazek ¢. 4).
Chronologicky prvni byla popsana tzv. klasicka cesta (CP z anglického classical pathway),
ktera je aktivovana proteinovym komplexem C1. Tento komplex je tvofen hexamerem Clq a
dvéma dvojicemi proteintt Clr a Cls. Cely komplex vyzaduje pro svou funkci a stabilitu
vapenaté kationty. Protein Clq ma schopnost vézat se na povrchy opsonizované pomoci
protilatek (pfedevsim IgA a IgM), nebo pomoci tzv. proteinil akutni faze (C-reaktivni protein
(CRP), ¢i sérovy amyloid P). Vazba proteinového komplexu C1 k opsoninu vede ke

konformaéni zméné kvartérni struktury proteinu, jejiz vysledkem je aktivace serinovych
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protedz Clr a Cls. Takto aktivovany komplex C1 déle §tépi proteiny C2 a C4. Vzniklé
fragmenty C4b a C2a se vazou na napadeny antigenni povrch a vytvaieji komplex C4bC2a, téz
zvany klasickd C3-konvertaza, ktery dale efektivné §tépi proteiny C3. Vzniklé fragmenty C3b
se nasledné ve velkém mnozstvi pfichytavaji k antigennimu povrchu, zatimco fragmenty C3a
slouzi k chemotaxi fagocyti. Kombinaci klasické C3-konvertazy a proteinu C3b vznikd enzym

C4bC3bC2a neboli klasicka C5-konvertaza.

Lektinova cesta aktivace komplementu (LP =z anglického [ectin pathway) je svym
mechanismem velice podobnd CP. Namisto komplexu C1 vSak na jejim pocatku stoji komplex
vazajici se na antigenni sacharidové struktury mikroorganismil. Tento komplex je strukturné a
funkéné velice podobny komplexu C1. Sestava se ze sérového lektinu vazajiciho manodzu
(MBL) a dvou dvojic serinovych protedz asociovanych s MBL (MASP-1 a MASP-2). Vazbou
MBL na cilové misto jsou protedzy aktivovany a S$tépi proteiny C2 a C4 za vzniku

C3-konvertazy a nasledné C5-konvertazy.

Na rozdil od CP a LP alternativni cesta (AP z anglického alternative pathway) nepotiebuje ke
své aktivaci pfitomnost protilatek ani jinych antigennich struktur. Protein C3 totiz mizZe byt
Stépen spontann¢ za piitomnosti tzv. faktor B a D. Fragment C3b se po rozstépeni vaze na
antigenni povrch spolu s faktorem B, ktery je faktorem D $tépen na fragmenty Bb a Ba za
vzniku komplexu C3bBb neboli alternativni C3-konvertazy. Pfichycenim dalSiho fragmentu
C3Db k alternativni C3-konvertaze vznika analogicky jako v ptipadé CP enzymaticky komplex
C3bBbC3b neboli alternativni C5-konvertaza.

Vysledkem stépeni proteinii komplementu byvaji zpravidla dva fragmenty. VEtsi fragment byva
dale vazén na antigenni povrch, zatimco mensi zastava solubilni a slouzi nasledné jako
chemoatraktant, zprostfedkovatel zanétu ¢i spousté¢ fagocytové aktivity makrofagi apod. At
uz je komplement aktivovan jakymkoliv zplsobem, vysledkem je vzdy sestaveni

C3-konvertazy a nasledné C5-konvertazy, ktera stoji na po¢atku tvorby MAC.

PrestoZze je MAC a jeho fatalni Gi€inky na buniku znamé jizZ nékolik desetileti, teprve nedavno
byl detailn€ popsan zpuisob, jakym MAC vznikd. Protein C5 je Stépen C5-konvertazou za
vzniku fragmentu C5a a C5b. Pro naruseni bakterialni bunécné stény je nezbytné nutné, aby byl
fragment C5b v misté¢ Stépeni C5-konvertazou ihned vélenén do membrany a neprodlené
interagoval s proteiny C6 a C7 za vzniku komplexu C5bC6C7 umisténého v membrané.

Nasledné je ke komplexu C5bC6C7 piipojen i proteinovy komplex C8, ktery v membrané
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umoziuje naslednou polymeraci 10—-16 molekul proteinu C9. Polymeraci proteinu C9 vznika
v membrang pér o priiméru asi 100 A, coZ je pro piedstavu zhruba 10x vice, neZ je primér
béznych porinti gramnegativnich bakterii. V pfipad¢ gramnegativnich bakterii vznika MAC
pouze ve vnéjSi membrané a nasledkem jeho tvorby je pravdépodobné narusena i vnitini
membrana bakterie. Navzdory neddvnym diskusim neni pro pfekonani vrstvy peptidoglykanu
zapottebi lysozymu ani jinych obdobnych enzymi. Vznik takto robustniho kandlu vedeného
obéma membranami znamena pro napadenou buiku smrt v dasledku rozvratu iontové
rovnovahy a protonového gradientu mezi cytoplasmou a vnéjsim okolim bunky (Heesterbeek
et al., 2019). Tvorba MAC byla prokézana i u riznych grampozitivnich bakterii, pfestoze byly
donedévna pro svou silnou vrstvu peptidoglykanu povazovany vici tvorbé MAC za odolné.
Bylo prokazéano, Ze se protein C3b pfichytava ndhodné po celém povrchu grampozitivnich
bakterii, ale tvorba MAC je pro kazdy studovany bakterialni druh mistné specifickd. Neni v§ak
doposud jisté, jestli ma tento jev piimo vliv na ni¢eni grampozitivnich bunék v podminkach
in vivo, ani neni zfejmé, jak k vystavéni MAC v membrané pod vrstvou peptidoglykanu
dochazi (Berends ef al., 2013). Je ale nutno podotknout, ze diky odolnosti fady patogennich
bakterii vii¢i pisobeni komplementu pravdépodobné ve skutecnosti k tvorbé MAC nedochézi
prilis ¢asto. VEtsi vyznam komplementu v obrané hostitelského organismu proti infikujicim

mikroorganismim pravdépodobné tkvi pfedevsim v jeho osponizacni a chemotaktické funkci.

Pro svou Sirokou Gi€innost a omezenou specificitu musi byt aktivita komplementu hostitelskym
organismem regulovana na mnoha trovnich. Zejména v ptipadé¢ AP miiZze dochdzet k aktivaci
komplementu a vzniku zanétu na libovolnych povrSich organismu, at’ uz se jedna o bunky
organismu vlastni, buiiky mikroorganismi ¢i rizné implantaty apod. T¢lu vlastni tkané jsou
proto vybaveny ochrannymi mechanismy, které brani rozvoji kaskady komplementu. Pro
pfedstavu jeden z prvnich popsanych mechanisml regulace komplementu je zprostfedkovan
pomoci tzv. faktoru urychlujiciho rozklad (DPF), ktery je v membrané hostitelskych bunék
ukotven pomoci glykofosfatidylinositolové (GPI) kotvy. DPF vyznamné urychluje rozpad
spontann¢ vznikajicich C3 a C5-konvertdz, ¢imz zabraniuje nezadoucimu rozvoji kaskady
komplementu, tvorbé MAC a naslednému autoimunitnimu poSkozeni tkan¢ (Medof et al., 1984;
Fujita et al., 1987). Na obdobném principu funguje fada dalSich regulatorti. Mezi nejbézné&;jsi
z nich patii C4BP, faktor-H a Clinh, které budou v kontextu odolnosti bunék B. pertussis dale

diskutovany v kapitole 3.3.3.3.
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Schéma kaskady komplementu aktivované klasickou (CP), lektinovou (LP) i alternativni (AP) cestou zakoncené sestavenim lytického poru (MAC) v bunééné sténé
bakterie. CP je aktivovana komplexem C1, ktery rozeznava protilatky ¢i reaktanty akutni faze vazané na povrchu bakterie. Komplex C1 §tépi proteiny C2 a C4 za
vzniku klasické C3-konvertazy (C4bC2a). Ta dale $tépi protein C3. Fragment C3a se uvoliiuje do okoli jako chemoatraktant bunék IS; fragment C3b opsonizuje
bunku, nebo dava vzniknout klasické C5-konvertaze (C4bC2aC3b). LP ma totozny prubeh jako CP, namisto komplexu C1 vSak za¢ina komplexem MBL, ktery na
povrchu bakterie rozezndva antigenni sacharidové struktury obsahujici mandzu. AP za¢ina samovolnym §tépenim proteinu C3 za tcasti faktort B a D (FB a FD).
Kombinaci C3 a FB vznika alternativni C3-konvertaza (C3bBb), ktera je svou funkci totozna s klasickou C3-konvertazou. Pfidanim dal$iho fragmentu C3b vznika
alternativni C5-konvertaza. C5-konvertaza (nezévisle na ceste aktivace) $tépi protein C5. Fragment C5b nasledné v bunécné stén¢ bakterie interaguje s proteiny C6,
C7 a C8. Vznikly komplex C5b-8 umoznuje polymerizaci 10—16 molekul proteinu C9 za vzniku MAC. Pievzato a upraveno (Thiriard et al., 2018).
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Kromé molekularni podstaty piimé baktericidni funkce komplementu a jeho regulace se
vyzkum v poslednich nékolika desetiletich hojné soustfedi také na studium vyznamu
komplementu pro hostitelsky organismus, jako je udrzovani homeostazy, regenerace tkani a
v neposledni fadé na autoimunitni choroby a patologie spojené s jeho disfunkci, jako je astma,
nemoci ledvin, revmatoidni artritida a dal$i. Pozornost je vénovana také souvislostem mezi
komplementem a nadorovymi nemocemi i moznostem vyuziti komplementu k jejich 1écbé

(Ricklin ef al., 2010; Mathern a Heeger, 2015).

3.3.3.2 Test odolnosti vici séru — SKA

Test odolnosti viici ucinktim séra (SKA z anglického serum killing assay) je laboratorni metoda
bézné uzivanad ke zjiSténi miry citlivosti bakteridlnich bunék viici baktericidnim u¢inkim
krevniho séra, resp. komplementu v podminkéch in vitro. Tato metoda je zaloZena na kultivaci
bunék pozorované bakterie v tekutém médiu, nésledné inkubaci zndmého mnozstvi téchto
bunck s krevnim sérem v ur€itém Casovém obdobi a zjisténi mnozstvi prezivSich bunck

provedené nejcastéji kultivaci na pevném médiu.

V ramci experimentl ovétujicich citlivost bakterii viici séru se Ize v literatuie setkat s riznymi
obménami této metody. Lze napt. upravit vstupni mnozstvi bakterii nebo dobu, koncentraci a
sloZeni séra, kterému jsou bakterie vystaveny. Metoda SKA pouzitd pro vypracovani této
diplomové prace vychazi z protokolu, ktery popsaly Fernandez a Weiss (1994), které jako prvni
pozorovaly zmény citlivosti B. pertussis vaci séru v riiznych podminkach in vitro. Piesny
postup metody SKA pouzity pro vypracovani této diplomové prace je véetné schématu popsan

v kapitole 4.2.2.

3.3.3.3 Odolnost B. pertussis vii¢i komplementu

Patogenni bakterie jako napt. B. pertussis vyvinuly v pribéhu evoluce fadu strategii, jak se
behem infekce hostitelského organismu vyhnout nezddoucim G¢inkiim komplementu a tvorbé
MAC. Nejcastéji se jedna o produkci vlastnich biologicky aktivnich latek blokujicich faddnou
funkci komplementu a maskovani svého povrchu pomoci riznych polysacharidi ci
glykoproteinii s cilem zamezit rozeznavani antigennich struktur imunitnim systémem. Casto
také bakterie vyuzivaji funkci hostitelskych protein regulujicich rozvoj kaskady
komplementu. V prabéhu poslednich tfi desetileti bylo u bakterie B. pertussis popsano hned
nékolik mechanismi zaloZenych na téchto principech a budou diskutovany v této kapitole. Pro

ptrehled slouZzi souhrnny obrazek na strané €. 41 (Obrazek ¢. 5).
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Autotransportéry

Viibec poprvé byla schopnost B. pertussis odolat ptisobeni krevniho séra pfipsana proteinim
BrkA a BrkB kodovanych lokusem brk (Bordetella resistance to killing). Protein BrkB je velky
32 kDa a obsahuje Sest hydrofobnich domén, diky kterym slouzi jako kanal umistény ve vnitini
membrané bakterie. Pomoci tohoto kanalu je protein BrkA transportovan do periplazmatického
prostoru. Protein BrkA je velky 103 kDa a patii do proteinové rodiny autotransportérti. Na svém
N-konci ma signalni peptid velky 42 aminokyselin, za kterym nasleduje a-doména velka
73 kDa. Na C-konci se nachéazi B-doména velkd 30 kDa, ktera se (typicky pro autotransportéry)
zanofuje do vnéjsi membrany bakterie a vytvari kanal ve tvaru beta-barelu. Takto vznikly por
zajistuje prenos o-domény na vngj$i stranu membrany, k niz zlstdva a-doména pcvné
ukotvena. Bylo také zjisténo, Ze pro transport a ukotveni a-domény na vnéj$i stranu membrany
je nezbytny 31-39 aminokyselin velky peptid, ktery spojuje obé¢ domény dohromady. Blizsi
bioinformaticka charakterizace proteinu BrkA odhalila sekvencni a strukturni podobnosti
s pertaktinem (Prn), dalSim povrchovym faktorem virulence B. pertussis. Oba proteiny
napt. obsahuji adhezivni motiv RGD (Arg-Gly-Asp), ale v ptipadé Prn nebyl prokazan vliv na
citlivost B. pertussis vii¢i ptisobeni komplementu. Dale bylo prokazano, ze oba geny, brkA a
brkB, maji v promotorové oblasti misto pro vazbu transkripéniho regulatoru BvgA a spadaji tak
do regulonu BvgAS (Fernandez a Weiss, 1994; Shannon a Fernandez, 1999; Oliver et al.,
2003).

Co se tyce biologické aktivity a vlivu proteinu BrkA na funkci komplementu, bylo pozorovano,
ze mutantni kmen B. pertussis, u kterého byl gen brkA odstranén, vykazoval v mySim modelu
v porovnani s divokym typem niZ§i schopnost virulence. Obdobny fenotyp pochopitelné
vykazoval 1 kmen neschopny produkce kanalu BrkB zajiSt'ujiciho transport proteinu BrkA na
povrch bunky, kde BrkA plsobi. Déle bylo kromé¢ odlisné citlivost k séru pii pokusech
s tkanovymi kulturami bunéénych linii HeLa (bunky lidského epitelu) a MRC-5 (lidské plicni
fibroblasty) prokdzéano, Ze tyto mutantni kmeny jsou k hostitelskym bunkdm méné adhezivni
a hlife do nich pronikaji. Byla také provéfena moZnost spolecného Ucinku proteinu BrkA
v kombinaci s jinym faktorem virulence B. pertussis (ACT, PT, FHA, DNT, TCT a Vags),
u zadného znich vSak synergie ucinku pozorovana nebyla. Naopak vysSi odolnost vici
baktericidnimu ucinku séra byla pozorovana u kmene s ptidanou kopii genit brkA a brkB na
plazmidu a u soucasnych klinickych izolatd B. pertussis. Na zaklad¢ téchto vysledk je protein
BrkA povazovan za faktor virulence dulezity pro kolonizaci dychaciho Ustroji hostitelského

organismu (Fernandez a Weiss, 1994; Fernandez a Weiss, 1998).
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Selektivnim vychytavanim véapenatych kationti (nezbytnych pro funkci komplexu C1) bylo
zjisténo, ze protein BrkA ma negativni vliv pravé na CP. Pozdé&ji bylo blize specifikovano, ze
protein BrkA nebrani vazbé proteinového komplexu CI1, ale pfichyceni proteinu C4b
k membrané, ¢imz zamezuje vzniku klasické C3-konvertazy a naslednému rozvoji kaskady
komplementu — bakterie se tak vyhne nejen tvorbé MAC, ale i opsonizaci a produkci
chemoatraktantii ve svém okoli. Pfestoze doposud nebyl objasnén mechanismus funkce
proteinu BrkA, nabizi se hypotéza vazby proteinu BrkA s proteiny C4BP ¢i Clinh, coZ jsou
sérové proteiny hostitelského organismu ucinkujici v negativni regulaci rozvoje kaskady
komplementu (Fernandez a Weiss, 1994; Barnes a Weiss, 2001). Je potfeba dodat, Ze autofi
téchto studii nebrali v potaz LP, o niz se zacalo uvazovat teprve na konci 20. stoleti. Ma-li tedy
protein BrkA negativni vliv na ukladani proteinu C4b na membranu, je mozné, Ze blokuje
soucasné¢ CP 1 LP. To bylo ovéfeno pozd&ji, kdy stejny vyzkumny tym prokézal aktivaci
kaskady komplementu v podminkéch in vitro pouze pomoci specifickych protilatek. Byla tak
vyloucena jak AP a LP, tak CP vedena vazbou proteinu C1 na povrch bakterie bez pfitomnosti
specifickych protilatek. Soucasné byla opét potvrzena jiz diskutovand funkce proteinu BrkA
(Barnes a Weiss, 2003). VSechny dosavadni poznatky o odolnosti B. pertussis viuci
komplementu vSak byly ziskany na zaklad¢ pokusti vedenych v podminkach in vitro za pouziti

kment B. pertussis dlouhodob¢ adaptovanych na laboratorni podminky.

Jina studie se proto zaméfila na porovnani funkce proteinu BrkA v podminkéch in vitro a
in vivo v mySim modelu. V téchto pokusech byla pouZzita sada mutant brk4 zkonstruovanych
v soucasnych klinickych izolatech B. pertussis 1 v laboratornim kmeni Tohama L.
V podminkach in vitro byla u v§ech mutantnich kment pozorovana zvySena citlivost k séru, a
to nezavisle na pfitomnosti specifickych protilatek. V podminkach in vivo byly mutantni kmeny
soucasnych klinickych izolati schopné infekce dychacich organt piekvapivé stejné tcinné,
jako plvodni divoké typy. Mutantni kmeny odvozené od kmene Tohamal vSak byly
v porovnani s divokym typem vyznamné omezené¢ co do schopnosti infekce mysich dychacich
organti. Tento rozdil mezi mutantnim a divokym typem kmenl odvozenych od kmene
Tohama I byl ale pozorovan i u mysi neprodukujicich protein C3. Je proto otdzkou, jaky ma
protein BrkA vyznam pro tyto kmeny v infekci dychacich organi. Soucasné bylo touto cestou
zpochybnéno, jestli mé protein BrkA vyznam v odolnosti vii€i séru v podminkach in vivo
v ptipad¢ soucasnych klinickych izolath B. pertussis (Elder a Harvill, 2004). Otazkou je také
vypovidaci hodnota pokust provedenych na mySim modelu v ptipadé striktné lidské patogenni

bakterie, jakou je B. pertussis. Obecné vSak plati, Ze citlivost B. pertussis k baktericidnimu

35



pusobeni komplementu je v podminkéch in vitro zavisla na fad¢ okolnosti a miize se proto
vyznamné liSit od podminek in vivo. V podminkach in vitro mimo jiné zalezi na zpisobu
kultivace bun¢k, koncentraci a typu pouzitého séra, ptizptisobeni daného kmene na laboratorni
podminky kultivace a také na fazi rastu, ve které se bunécna kultura pouzitd pro zjisténi
citlivosti daného kmene B. pertussis k séru nachazi. Buiiky ve stacionarni fazi riistu jsou totiz
o dva az tfi fady odolnéjsi nez buiiky v exponencidlni fazi rastu. Tento jev vSak neni zavisly
ani na produkci proteinu BrkA, ani na tom, v jaké fazi virulence (Bvg™"") se buiiky nachazeji

(Barnes a Weiss, 2002; Pishko et al., 2003).

Kromé proteinu BrkA byly v neddvné dob¢ popsany dalsi dva autotransportéry, BapC a Vags,
které maji vliv na vyssi odolnost bunék B. pertussis vuci pusobeni séra. Protein BapC
(Bordetella autotransporter protein-C) byl objeven a nasledné studovan diky sekvencni
podobnosti s ostatnimi autotransportéry, piestoze byl gen bapC plvodné anotovan jako
pseudogen. Vlastnosti tohoto proteinu zatim nebyly pfili$ detailné studovany, piipominaji vSak
vlastnosti piipisované proteinu BrkA. Protein BapC je regulovan dvoukomponentovym
systémem BvgAS. Je ukotven ve vnéjsi membrané bunécné stény B. pertussis a stejné jako
protein BrkA pravdépodobné blokuje doposud neobjasnénym mechanismem aktivaci
komplementu klasickou cestou zavislou na ptitomnosti specifickych protilatek. Kromé
odolnosti vici séru ma protein BapC pravdépodobné vliv i na adhezi k povrchu makrofagt
(bunéc¢na linie P-388 D-1) a podporuje virulenci B. pertussis v myS$im modelu (Noofeli et al.,

2011; Bokhari et al., 2012; Riaz et al., 2015).

Poslednim z doposud popsanych autotransportérii, které maji pozitivni vliv na odolnost bakterie
B. pertussis vici séru, je protein Vag8 (virulence activated gene-8). Jedna se o 95 kDa velky
protein spadajici do regulonu BvgAS. Prvni pokusy o charakterizaci tohoto proteinu ukazaly
sekvenéni podobnost s autotransportéry, jako jsou napi. BrkA a Prn, a to piedev§im
v C-koncové doméné kotvici protein do vnéj$i membrany bunétné stény. Plvodné vSak
vyznam ve virulenci B. pertussis véetné odolnosti vii€i séru pozorovan nebyl (Fernandez a
Weiss, 1998; Finn a Amsbaugh, 1998). Pozd¢ji bylo ukdzano, Ze protein Vag8 ma schopnost
vazat protein Clinh, inhibitor serinovych proteaz. Tento sérovy protein v hostitelském
organismu zajistuje negativni regulaci proteini Cl1 a MBL, inicidtord aktivace CP a LP.
B. pertussis vaze protein Clinh ke svému povrchu pomoci proteinu Vag8 a zneuziva jeho
regulacni funkce k naruSeni aktivace komplementu (Marr ef al., 2011). Dalsi vyzkum ptiblizil

zpisob, jakym B. pertussis pravdépodobné vyuziva interakce proteinu Vag8 s proteinem
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Clinh. Buniky B. pertussis jsou schopny vylucovat tzv. vacky vnéjsi bakteridlni membrany
(OMV z anglického outer membrane vesicles), v jejichz membrané¢ jsou nejpocetnéji
zastoupeny proteiny Vag8 (34 %) a BrkA (24 %). Soucasné¢ miize byt oa-doména
autotransportéru Vag8 jednoduse uvolnéna z membrany do okolniho prostfedi. Témito dvéma
zpisoby se protein Vag8 dostava do blizkého okoli bun¢k B. pertussis, kde vlivem proteinu
Clinh vazaného s proteinem Vag8 dochdzi k rozpadu proteinovych komplexti C1 a MBL.
Rozpad téchto komplexti znamena uvolnéni a aktivaci proteolytickych podjednotek Clr a Cls,
resp. MASP-1 a -2, které nasledné ,,v bezpecné vzdalenosti® od bakterie aktivuji proteiny C2 a
C4. Diky tomu dochazi k celkovému snizeni koncentrace zminénych proteinti komplementu
v blizkém okoli bun¢k B. pertussis, které jsou tak chranény pted vznikem C3-konvertazy a

rozvojem kaskady komplementu na svém povrchu (Raeven et al., 2015; Hovingh ef al., 2017).

Hostitelské regulacni proteiny komplementu

Jeden z mechanismi, pomoci kterého bakterie B. pertussis vyuziva hostitelskych proteini
regulujicich rozvoj kaskady komplementu v obrané proti baktericidnimu plsobeni séra, byl
popsan v ptedchozi kapitole. Kromé OMYV a proteinu Vag8, ktery vaze regulacni protein Clinh,
bylo pozorovano, ze B. pertussis vaze regulacni sérovy protein blokujici vznik klasické
C3-konvertazy, C4BP, pomoci dalsiho faktoru virulence, filamentézniho hemaglutininu
(FHA). FHA je povrchovy protein spadajici do regulonu BvgAS. Prestoze FHA véze protein
C4BP, nebyla v podminkach in vitro u mutantniho kmene B. pertussis neprodukujiciho FHA
pozorovana zvySena citlivost k plisobeni séra. Piesna role proteinu FHA v odolnosti
B. pertussis vici séru tak zlistava neobjasnéna (Berggard et al., 1997; Fernandez a Weiss, 1998;

Berggard et al., 2001).

DalSim hostitelskym reguldtorem komplementu, ktery pravdépodobné B. pertussis vaze ke
svému povrchu a nésledné pouziva v obrané vici alternativni cesté aktivace komplementu, je
faktor-H, jehoz funkci je odstranéni proteinu C3b z povrchu bakterie. AZ na nepodloZené
spekulace vSak doposud nebyl popsan mechanismus, kterym B. pertussis faktor-H vaze, ani
molekula, ktera by tuto vazbu zajist'ovala (Amdahl et al., 2011; Meri et al., 2013). Tato fakta
popisujici vyuzivani hostitelského aparatu regulujiciho aktivaci komplementu jdou také ruku
v ruce spozorovanim, ze B. pertussis zvySuje v pribéhu infekce v mySim modelu svou

odolnost vii¢i komplementu aktivovanému alternativni cestou (Pishko ef al., 2003).
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Struktura bunééné stény — lipopolysacharidy, kapsule a biofilm

V soucasnosti je odolnost B. pertussis vuci pusobeni komplementu povazovana spiSe za
komplexni vlastnost, kterou zajist'uje souhra raznych faktorti virulence s odliSnou biologickou
aktivitou. Vyznamny vliv na odolnost této bakterie vici séru maji i lipopolysacharidy (LPS) a

dalsi polysacharidy vyskytujici se na povrchu vnéjsi membrany bunécné stény B. pertussis.

Na rozdil od bakterii B. bronchiseptica a B. parapertussis, které produkuji kompletni LPS
typicky pro vnéj$i membranu gramnegativnich bakterii (tj. lipid A slouzici k ukotveni LPS do
vnéj§i membrany pomoci mastnych kyselin; jadro polysacharidu tvotfené n¢kolika riznymi
sacharidy a variabilni O-antigen, ktery je zpravidla tvofen opakujicim se motivem
oligosacharidl), buiiky B. pertussis produkuji pouze zkraceny LPS bez O-antigenu. Tento
rozdil ma relativné komplexni vyznam pro vlastnosti bun¢k a hraje mimo jiné roli v jejich
citlivosti k baktericidnimu ptisobeni séra. Zatimco B. bronchiseptica a B. parapertussis jsou
diky produkci O-antigenu v podminkéch in vitro odolné vii¢i pisobeni 90% naivniho krali¢iho
séra (tzn. bez specifickych protilatek) po dobu 1 hodiny, divoky typ B. pertussis neprodukujici
O-antigen v téchto podminkach nepteziva. PouZiti séra obsahujiciho specifické protilatky vSak
prokazalo, ze O-antigen nehraje roli v ochrané proti rozvoji kaskady komplementu aktivované
pomoci protilatek, tzn. CP. Stejn¢ tak nebyl v citlivosti vi¢i séru pozorovan vyznam ani
koncového trisacharidu, ktery na konci LPS produkuje i B. pertussis. V ptipadé bakterie
B. bronchiseptica bylo pozorovano, ze ptechod do virulentni faze Bvg" provazi zkraceni
O-antigenu. Vyhodou zkraceni €1 Uplné absence O-antigenu (jako je tomu v piipade
B. pertussis) mize byt umoznéni kontaktu jinych faktort virulence nachazejicich se na povrchu
buniky s buiikami hostitelského organismu (adheziny, sekrecni systémy, imunomodula¢ni
proteiny apod.). Buiika s netradi¢énim LPS (napf. bez O-antigenu) se muze také sndz vyhnout
vazbé méné specifickych opsonint, jako jsou proteiny akutni faze (CRP ¢i sérovy amyloid P)

apod. (Preston et al., 1999; Harvill et al., 2000; Barnes a Weiss, 2003; Burns et al., 2003).

Konkrétné LPS bakterie B. pertussis je tvoren sadou atypickych sacharidii a neobsahuje
manozu (Obrazek €. 6). Neumozituje proto aktivaci komplementu lektinovou cestou. Tato
struktura je v jistém smyslu dvouse¢nou zbrani, jelikoZ miZe slouzit jako obrana proti AP a LP,
ale soucasné miize byt cilem specifickych protilatek, ¢ili CP (Caroff et al., 2000). N&kteti autoii
navic v podminkdach in vitro pozorovali citlivost B. pertussis 1 viici naivnimu séru (Harvill et
al., 2000). Tato rozdilnd pozorovani lze do znané miry vysvétlit drobnymi odchylkami

v podminkdéch, za kterych byly pokusy provadény, jak jiz bylo diskutovano dfive.
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Nedavno bylo také pomoci elektronové mikroskopie potvrzeno, Ze bunky B. pertussis
produkuji v avirulentni fazi (Bvg’) kolem své bunécné stény tenké pouzdro, tzv. kapsuli.
Nebylo vSak pozorovéno, Ze by piitomnost kapsule zlepSovala adhezi k sav¢im buitkam nebo
ze by chranila bunky ptfed fagocytozou ¢i baktericidnim ptisobenim séra (Neo et al., 2010).
Vyznam kapsule v patogenezi B. pertussis je tak stdle neobjasnén. Neni ani vylouceno, Ze by

kapsule hréla roli v kratkodobém ptezivani mimo hostitele.
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Obrazek €. 6 Struktura LPS bakterie B. pertussis kmen 1414. Narozdil od typickych gramnegativnich
bakterii je molekula LPS pomérné kratka, neobsahuje totiz O-antigen. Pfevzato a upraveno (Caroff et
al., 2000).

Bakterie B. pertussis také produkuje polysacharid zvany Bps (Bordetella polysaccharide).
Svou strukturou je podobny poly-8-1,6-N-acetylglukosamintim produkovanym dal$imi druhy
bakterii. Jeho produkce je u bakterie B. pertussis nezbytna pro tvorbu biofilmu a kolonizaci
horniho dychaciho ustroji v mySim modelu. Biofilm se zda byt dulezity jak v pocatecni fazi
infekce, tak pro dlouhodobéjsi prezivani i v imunizovaném hostiteli, kterého muze bakterie
vyuzivat jako svého rezervoaru. Produkce biofilmu tvofeného polysacharidem Bps také zvySuje
odolnost B. pertussis vii¢i baktericidnimu u¢inku komplementu aktivovaného klasickou cestou.
Tento obranny mechanismus pravdépodobné zabraiiuje usazovéani proteint C3b a C4b
k bakterialnimu povrchu a naslednému rozvoji kaskady komplementu zavislé na pfitomnosti

proteinového komplexu C1 (Sloan et al., 2007; Conover et al., 2010; Ganguly et al., 2014).
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Zajimavosti je, Ze aparat produkujici polysacharid Bps je kodovan operonem bpsABCD, ktery
nespadd do regulonu BvgAS. Negativni regulace transkripce tohoto operonu je fizena
proteinem BpsR, ktery se vaze piimo do oblasti promotoru bps4ABCD, kde plisobi jako represor
transkripce. Vyznam BpsR v regulaci genové exprese je vSak u klasickych druhlt Bordetella
pravdépodobné podstatné Sir$i. V poslednich letech je protein BpsR hojné studovan
v bakteridlnim modelu B. bronchiseptica, kde ovliviiuje nejen produkci biofilmu zajistujiciho
schopnost piezivani v savéim hostiteli, ale ma také vliv na pohyblivost, virulenci a schopnost
adheze bakterie. Aktivita BpsR je pifimo zdvisla na pfitomnosti kyseliny nikotinové
(vitamin B3), kterd je soucasné izce spojena s energetickym metabolismem a regulaci virulence

bunky (Conover et al., 2012; Guragain et al., 2018; Booth et al., 2019).

Vzhledem k dosavadnimu vyzkumu neni zatim vyznam LPS a biofilmu v obrané proti IS
hostitelského organismu zcela pochopen. Je vSak ziejmé, ze ptfitomnost LPS ve vakcinach
zasadné zhorsuje jejich vedlejsi ucinky. Proto nejsou LPS vhodnym antigenem k ockovani
navzdory potencidlnimu vzniku protilatek specifickych proti B. pertussis v ockovaném
organismu (Mattoo a Cherry, 2005). Pfestoze se n¢které studie rozchazeji v ndzoru na citlivost
riznych kmentl B. pertussis vic¢i naivnimu séru, obecné se vSechny shoduji na podstatném
zvySeni citlivosti vic¢i séru obsahujicimu specifické protilatky. Na zakladé téchto znalosti je
ziejmé, Ze jednou z klicovych vlastnosti vakciny proti bakterii B. pertussis musi byt navozeni

tvorby dostate¢ného mnoZstvi specifickych protilatek v hostitelském organismu.
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4 Material a metody

4.1 Material
4.1.1 Kmeny bakterii

Kmen bakterie B. pertussis Tohama I (Kasuga et al., 1954) a byl pouzit pro studium aktivity
T3SS a jako referen¢ni kmen pro SKA. Kmen B1917 byl pouzit jako referencni soucasny
klinicky izolat pfi studiu aktivity T3SS (Bart et al., 2014). Kmeny ceskych klinickych izolath

bakterie B. pertussis pouzité k analyze SKA jsou uvedeny v nasledujici tabulce (Tabulka ¢. 1).

Kmen Rok izolace Kmen Rok izolace
Vakcinacni kmeny Soucasné klinické izolaty
VS401 1954 Bpl55 2008
VS366 1957 Bp312 2008
VS67 Pted 1966 Bp6242 2012
VS377 Pied 1966 Bp6260 2012
VS393 Pied 1966 Bp6384 2012
K10 2012
Bp46 2014
Bp82 2014
Bp318 2015

Tabulka €. 1 Seznam vakcina¢nich kmeni a klinickych izolatt bakterie
B. pertussis pouzitych k analyze SKA.

e Vakcina¢ni kmeny — kmeny oznacené jako VS (z anglického vaccine strain) jsou
kmeny, které byly izolovany na uzemi byvalého Ceskoslovenska v letech 1954—1965
pred zavedenim, nebo v dobé zavadeéni ploSného ockovani proti B. pertussis. Tyto
kmeny byly v minulosti pouzZity pro pfipravu celobunéénych vakcin (DTwP).
Vakcina¢ni kmeny poskytli kdals$imu vyzkumu Dr. BoStik a Dr. Vavrova
(Sevapharma).

e Sou¢asné klinické izolaty — kmeny, které byly izolovany na tizemi dneini Ceské
republiky v pocatku 21. stoleti. Tyto kmeny poskytla k dal§Simu vyzkumu Narodni
referenéni laboratof pro pertusi a difterii (Mgr. Zavadilova; SZU).

Kmen bakterie B. bronchiseptica RB50 (Cotter a Miller, 1994) byl pouzit pro ptipravu
mutantniho kmene s deleci genu BB0302 a jeho dal§i charakterizaci. Kmeny druhu
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bronchiseptica jsou ptirozené rezistentni k antibiotiku streptomycin (Str), ¢ehoz bylo vyuzito

v klonovaci strategii béhem piipravy zminéného mutantniho kmene.

Kmen bakterie Escherichia coli SM10 Apir (Biomedal) byl pouzit pro konstrukci vektoru
pSS4245 26DG nezbytného k deleci genu BB(0302 v chromozomu bakterie B. bronchiseptica
RB50. Kmen SMI10 Apir je rezistentni vici antibiotiku kanamycin (Kan) a je schopen
mezidruhové konjugace pomoci genti 7ra, ¢ehoz bylo vyuzito v klonovaci strategii. Tento

kmen byl dlouhodobé€ uchovavan v uméle navozeném stavu kompetence.

Bunky vsech pouzitych kment bakterii byly dlouhodobé uchovavany ve 20% roztoku glycerolu
pfi teploté -80 °C.

4.1.2 Zivna média

Kultivace bakterii rodu Bordetella byla provadéna za pouziti pevnych zivnych médii
Bordet-Gengou agar (BG agar) a Charcoal agar (CHA agar). Pro kultivaci v tekutém médiu

bylo pouzito Stainer-Scholte (SS) médium. Destilovand voda (dH2O) pouzitd pro piipravu

vSech Zivnych médii byla deionizovana systémem Ultrapur (Watrex).

BG agar byl ptfipraven jako 3% roztok (w/v) BG agaru (Difco™) a 1% roztok (v/v) glycerolu
v dH20. Roztok byl sterilizovan autokldvovanim (0,12 MPa, 20 min). Pfed pouZitim bylo
médium temperovdno na 50 °C a nésledné byla ptidana ptedem temperovand (37 °C)
defibrinovana berani krev (LabMediaServis s.r.0.) na vyslednou koncentraci 15 % (v/v).

M¢édium bylo rozlévano do Petriho misek (@ 90 mm) po 20-25 ml.

Pro ptipravu CHA agaru byl pfipraven 5,1% roztok (w/v) Charcoal agaru (Oxoid™) v dH2O.
Roztok byl sterilizovan autoklavovanim (0,12 MPa, 20 min). Pfed pouZitim bylo médium
temperovano na 50 °C a nasledné bylo rozlévano do Petriho misek (@ 90 mm) po 20-25 ml.
Obohaceni CHA agaru defibrinovanou berani krvi bylo provedeno totoZnym postupem, jako v
ptipravé BG agaru. CHA agar obohaceny berani krvi je v této diplomové praci ozna¢ovan jako

CHAB agar (z anglického blood).

Pro ptipravu SS média byly pfipraveny zvlast’ dva zasobni koncentrované roztoky ozna¢ované
jako frakce A a frakce B. Oba roztoky byly dlouhodobé& uchovavany pfi teploté -25 °C. Roztok
frakce B byl pted zmrazenim sterilizovan filtraci (0,22 um). SloZeni obou roztokl je uvedeno

v nasledujici tabulce (Tabulka €. 2).
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Slozeni

MnozZstvi [g]

Frakce A (10x koncentrovany)

Tris-HCI (VWR)
Tris-baze (Carl Roth)
L-glutamat sodny (Sigma)
L-prolin (Sigma)

NaCl (Sigma)

KH>PO4 (Penta)

KCI (Sigma)

MgCl - 6H20 (Sigma)
CaClz - 2H20 (Sigma)
dH>0O

63,6

11,8

107,2
2,4

25

5

2

1
0,2

vysledny objem 1 L

Frakce B (100x koncentrovany)

L-cystein (Sigma)

FeSO4 - 7H20 (Sigma)
L-kyselina askorbova (Sigma)
Kyselina nikotinova (Sigma)
L-glutathion (red.); (Sigma)
dH>O

0,4

0,1

0,2

0,04
1

vysledny objem 0,1 L

Tabulka €. 2 Seznam latek pouzitych pro pfipravu zasobnich

roztoku SS média.
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Kompletni SS médium bylo pfipraveno smichdnim piislusného mnozstvi zasobniho roztoku
frakce A s destilovanou vodou a pfidanim hydrolyzatu kaseinu (Sigma) v mnozstvi 5 % (w/v)
a cyklodextrinu (Sigma) v mnozstvi 1 % (w/v). Po rozpusténi byla celd smés sterilizovana
filtraci (0,22 um) a kratkodob& uchovavana pii teplote 4 °C. Tésné pred pouzitim bylo

kompletni SS médium (pH ~ 7) pfipraveno pfiddnim pozadovaného objemu roztoku frakce B.

Kultivace bakterii E. coli byla provaddéna za pouziti zivného média Luria-Bertani (LB).
K ptipravé LB média byl pouzit bakto-trypton (Oxoid) 1 % (w/v), kvasni¢ny autolyzat (Oxoid)
0,5 % (w/v) a NaCl ve vysledné koncentraci 171 mM. Hodnota pH média byla upravena na 7,0
pomoci 5SM roztoku NaOH (Lachema). Roztok byl sterilizovan autokldvovanim (0,12 MPa,
20 min). Pevné LB médium bylo pfipraveno piidanim bakteriologického agaru v mnozstvi 18 g
v 1 L média pred sterilizaci autokldvovanim. Médium s obsahem agaru bylo pfed pouZitim

temperovano na 50 °C a nasledné bylo rozlévano do Petriho misek (@ 90 mm) po 20-25 ml.



Rizné varianty obohacenych Zivnych médii byly dle potieby pfipraveny pfidanim latek
uvedenych v nasledujici tabulce tésné pied pouzitim daného média (Tabulka €. 3). Obohacend

pevna média byla rozlévana do Petriho misek (@ 90 mm) po 20 ml.

Obohacujici latka Vysledna koncentrace
Ampicilin (Amp) 100 pg - ml™!
Kanamycin (Kan) 50 g - ml!
Streptomycin (Str) 500 pg - ml!
MgCl» 10 mM
MgSO4 50 mM

Tabulka €. 3 Seznam latek pouzitych pro pfipravu obohacenych
zivnych médii.

4.1.3 Plazmidy

Plazmid pSS4245 (Inatsuka et al., 2010) byl pouzit pro konstrukei vektoru pSS4245 26DG
ur¢ené¢ho k deleci genu BB0302 v chromozomu bakterie B. bronchiseptica. Plazmid velky
8 286 bp obsahuje klonovaci oblast (MCS), jejiz sekvence DNA je vyhledavana tadou
specifickych restrik¢nich endonukledz, coz umoziuje vlozeni libovolného fragmentu DNA
pravé do této oblasti. Ve sméru upstream bezprostfedné od oblasti MCS je gen kodujici
restrikéni endonukleazu I-Scel. Mezi timto genem a oblasti MCS je specifické misto Stépeni
vyhleddvané touto endonukleazou. Cely tento systém je fizen promotorem pitxA4, ktery spada do
regulonu BvgAS, a jeho aktivitu Ize v podminkach in vitro kontrolovat zménou koncentrace
siranovych aniontt v zivném médiu. Plazmid dale kdéduje geny rezistence vici fadé antibiotik,
napf. Amp a Kan. Neni vSak v buiikdch B. bronchiseptica schopen autonomni replikace a
z bun¢k vymizi, pokud neni za¢lenén do chromozomu na principu homologni rekombinace.
Téchto vlastnosti bylo vyuzito v selek¢ni strategii v pribehu klonovéni. Pro vloZeni fragmentu
DNA 26DG byla pouzita piedem linearizovana forma plazmidu. Stépeni bylo provedeno
pomoci restrikéni endonukledzy Eco53kI §tépici DNA v mist¢ MCS za vzniku tupych konct

(MBU, Praha).

4.1.4 Pufry a dalSi roztoky

V této kapitole je popséno sloZzeni vSech ptipravovanych pufrl a jinych roztokli nezbytnych
v raznych metodach pouzitych pro vypracovani této diplomové prace. Destilovand voda
(dH20) pouzita pro ptipravu vSech vodnych roztokii byla deionizovéna systémem Ultrapur

(Watrex). V ptipad¢ potfeby byla hodnota pH upravena pomoci roztokti SM NaOH a 1M HCI.

45



BFB vzorkovaci pufr

BFB pufr ureny pro rozdéleni vzorkl nukleovych kyselin v agar6zovém gelu byl pfipraven

jako 0,25% roztok (w/v) bromfenolové modii ve 40% roztoku (v/v) glycerolu.
Blokacni pufr

Pufr ureny pro nespecifickou blokaci nitrocelul6zové membrany pouzité pii metodé

imunoblotu byl pfipraven jako 5% roztok (w/v) susené¢ho mléka v TBST.
BSA

Roztok urceny pro fedéni protilatek pouzitych v metodé imunoblotu byl ptipraven jako 10%
roztok (w/v) sérového albuminu (BSA; VWR) v TBST. Roztok byl konzervovan azidem

sodnym ve vysledné koncentraci 0,2 % (v/v).

Colloidal Coomassie G-250 (Tabulka ¢. 4)

Slozeni Vysledna koncentrace
CBB G-250 (Thermo Fisher Scientific) 0,02 % (w/v)
Alx(SO4)3 - 18H20 (MP Biomedicals) 5% (W/v)
Etanol (96%) 10 % (v/v)
H3PO4 (85%) 2 % (v/v)

pH =74

Tabulka €. 4 Seznam latek pouzitych pro pfipravu
Colloidal Coomassie G-250.

Roztok Colloidal Coomassie G-250 urCeny krychlé vizualizaci proteinii rozdélenych

v polyakrylamidovém gelu pfipravila Dr. Petrackova (Dyballa a Metzger, 2009).
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EDTA v PBS (Tabulka ¢. 5)

SlozZeni Vysledna koncentrace [mM]
Na;HPO4 12

KH>PO4 22

NaCl 138

KCl 3

EDTA (Sigma) 10

pH =74

Tabulka €. 5 Seznam latek pouzitych pro piipravu EDTA v PBS.

Laemli vzorkovaci pufr (Tabulka ¢. 6)

Slozeni Vysledna koncentrace
Tris-HCI 50 mM

DTT 100 mM
Bromfenolova modf 0,1 % (W/v)
SDS 2 % (W/v)
Glycerol 10 % (v/v)
B-merkaptoethanol 10 % (v/v)
pH=6,8

Tabulka €. 6 Seznam latek pouzitych pro ptipravu Laemli
vzorkovaciho pufru.

Mild stripping pufr (Tabulka ¢. 7)

Slozeni Vysledna koncentrace
Glycin 200 mM

SDS 0,1 % (W/v)
Tween® 20 1 % (v/v)
pH=22

Tabulka ¢. 7 Seznam latek pouzitych pro piipravu Mild
stripping pufru.
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Polyakrylamidovy gel (Tabulka ¢. 8)

Slozeni Mnozstvi [ul]

Zaostrovaci gel

dH20 1230
Tris-base (1M; pH 6,8) 200
SDS 10% (Carl Roth) 60
Akrylamid 30% (Carl Roth) 266
APS 25% (Sigma) 20
TEMED (MP Biomedicals) 5
Rozdeélovaci gel

dH.0 980
Tris-base (1M; pH 6,8) 1870
SDS 10% 50
Akrylamid 30% 2070
APS 25% 10
TEMED 5

Tabulka ¢. 8 Seznam latek pouzitych pro piipravu
polyakrylamidového gelu.

TAE pufr (Tabulka €. 9)

Slozeni Vysledné koncentrace [mM]
Tris-base 40

Kyselina octova 20

EDTA 1

pH =384

Tabulka €. 9 Seznam latek pouzitych pro ptipravu TAE pufru.
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TBS pufr (Tabulka ¢. 10)

SlozZeni Vysledna koncentrace [mM]
Tris-HCI 50

NaCl 150

pH=706

Tabulka €. 10 Seznam latek pouzitych pro ptipravu TBS pufru.

Pufr TBST byl pfipraven jako 0,1% roztok (v/v) ptipravku Tween® 20 v pufru TBS.

TE pufr (Tabulka ¢. 11)

Slozeni Vyslednd koncentrace
Tris-HCI 10 mM
EDTA 1 mM
Lysozym (Sigma) ~1mg-ml!

pH =380

Tabulka €. 11 Seznam latek pouzitych pro ptipravu TE pufru.

Lysozym byl do pufru ptidan vzdy tésné pied pouzitim pufru.

Transferovy pufr (Tabulka ¢. 12)

SloZeni Vysledna koncentrace
Tris-base 2mM

glycin 20 mM

SDS 0,01 % (w/v)
metanol 20 % (v/v)

pH =383

Tabulka ¢. 12 Seznam latek pouzitych pro ptipravu
Transferového pufru.
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Tris-glycinovy pufr (Tabulka ¢. 13)

SlozZeni Vyslednd koncentrace
Tris-HCI 25 mM
Glycin (VWR) 250 mM

SDS 0,1 % (W/v)
pH =383

Tabulka €. 13 Seznam latek pouzitych pro pfipravu
Tris-glycinového pufru.

Tris-Urea pufr (Tabulka ¢. 14)

Slozeni Vysledna koncentrace
Tris-base 50 mM
Mocovina 8 M

pH =380

Tabulka ¢. 14 Seznam latek pouzitych pro ptipravu TU pufru.

4.1.5 Protilatky

Protilatky pouzité pro specifickou detekci proteini pomoci imunoblotu jsou uvedeny

v nésledujici tabulce (Tabulka €. 15):

Nazev Redéni Typ protilatky ~ Pavod/zdroj
Anti-Bsp22 1:10000 Primérni, mys$ MBU, Praha
Anti-BopN 1:8000 Priméarni, mys$ MBU, Praha
Anti-BopC 1:30000 Priméarni, mys$ MBU, Praha
Anti-mysi IgG 1:10000 Sekundérni GE Healthcare

Tabulka ¢.15 Seznam protilatek pouzitych pro detekci proteinll pomoci
imunoblotu.
Primarni protilatky byly pouzivany opakovang. Jejich roztok byl konzervovan azidem sodnym
ve vysledné koncentraci 0,2 % (v/v). Pro vizualizaci dané protilatky na membrané byla pouzita
sekundarni protilatka konjugovana s kifenovou peroxidazou. Jeji enzymatickd cinnost je
inhibovéana azidem sodnym, proto jim roztok sekundarni protilatky nebyl konzervovan a byl

vzdy pfipraven a pouZit jednorazove.

50



4.1.6 Syntetické oligonukleotidy

Vsechny syntetické oligonukleotidy pouzité k riznym ucelim vypracovani této diplomové

prace jsou uvedeny v nasledujici souhrnné tabulce (Tabulka €. 16).

Nazev Gen V [bp] Sekvence [5-37] RE
Primery pro konstrukci vektorii

Fwl 26D 28 ATAAAGCTTACGTGGTCGAACTCAGCAA

Revl 26E 28  ATAGICTAGCGCGGGGATTATAGGCTGAT Nhel
Fw2_26F 30  ATAGICTAGCCAGCTCGACATGAACCTTTGA  Nhel
Rev2 26G 27 ATAAAGCTTTGAGGTCGTAGCCGGTGT

Sekvenacni primery

Seq f1_26H 19  ATGGCATAGCGTCAACGTG

Seq rl 261 19  CGATCTGGCTCGAATCCTC

Primery pro gPCR

BprpoB _fw 18 GCTGGGACCCGAGGAAAT

BprpoB rev 7?2 19 CGCCAATGTAGACGATGCC

Bsp22 F2 20  GTGTATGTGCAGGGTCGTCG

Bsp22 R2 P2 1§ GGATTGGGCGGAAACTCG

bopNfw 19  GCAATGCCCTGAAACAACG

bopNrev boPN' 19 GTCCTCGCTGATTCCCACA

bteA_fw 18  CGACGCCTACAAGCAGCA

BteA R2 borC 1§ CCATCCAGCCATTTCACG

bscN_R1 18  ATGAATGCCGTGGTGTCG

bscN_Fl bseN 50 GCGTTCGTCGGTTAGTTGTC

Tabulka ¢. 16 Seznam vsech pouzitych syntetickych oligonukleotidd (Sigma). Zasahova mista
konkrétnich restrikénich endonukleédz jsou v sekvenci oznacena podtrzenim a svislou ¢arou. Navrzeni
a kontrolu efektivity primerii provedly Dr. Bibova a Dr. Dienstbier (MBU, Praha);

RE = restrik¢ni endonukledza, V = velikost oligonukleotidu.
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4.2 Metody

Vsechny pracovni postupy popsané v této kapitole citlivé na kontaminace nezadoucimi
mikroorganismy byly provadény v laminarnim boxu. Sterilizace pracovniho prostoru
a laboratorniho néacini byla dle moZnosti provadéna pomoci 70% vodného roztoku etanolu,

plamenem kahanu a UV zafenim (15 min).

4.2.1 Kultivace mikroorganismii

Kultivace bakterii B. pertussis na pevném médiu byla provedena na BG agaru, nebo na
CHA agaru pfi teploté 37 °C v atmosféte obohacené o oxid uhliity (~ 5 %). Standardni doba
rustu na BG agaru byla 3-5 dni, na CHA agaru 2—4 dny v ptipad¢ B. pertussis, resp. 2—3 dny
na BG agaru v ptipad¢ B. bronchiseptica. Pro kultivaci v tekutém médiu bylo pouzito
SS médium pfi teploté 37 °C a vzdu$néni tfepanim o rychlosti 160 rpm. V ptipad¢ kultivace
B. pertussis byla z pevného do tekutého média ockovéana biomasa o poc¢ate¢nim ODgoo = 0,05—
0,1, vptipadé B. bronchiseptica byla ockovana biomasa ~ 3 hemolytickych kolonii. Pro
zamezeni tepelného Soku bunck bylo zivné médium pied ockovanim vzdy temperovano na

teplotu kultivace, tj. 37 °C.

Kultivace bakterii E. coli na pevném i v tekutém médiu byla provedena pomoci LB média pii

teploté 37 °C. Standardni doba rtistu byla do 24 hod.

4.2.2 Test odolnosti vici séru — SKA

Metoda SKA (viz 3.3.3.2) byla pouzita pro zjiSténi citlivosti bun¢k B. pertussis sou€asnych
klinickych izolat a ptivodnich vakcina¢nich kmeni. Tato mikrobiologicka metoda je zalozena
na inkubaci daného mnozstvi bunck s krevnim sérem a nasledné kultivaci prezivSich bunck na

pevném médiu pro zjisténi jejich mnozstvi.

Buiiky byly nejprve kultivovany asi 4 dny na BG agaru a nasledné byly pfeockovany do 20 ml
SS média pfi ODsoo=0,1. Buniky byly ponechény rast po dobu asi 12—-16 hod do pozdni
exponencialni faze rtstu a pii ODsoo ~ 0,8 byla odebrana Cast suspenze, kterd méla po ziedéni
v SS médiu do objemu 1 ml ODgoo = 0,05. Dal$im fedénim v SS médiu byla ziskana suspenze
obsahujici ~ 10° bunék/ml v objemu 450 ul. K této suspenzi bylo piiddno 50 pl lidského
krevniho séra (Sigma; H4522). Takto pfipravena smeés byla ponechéna v mikrozkumavkach po
dobu 1 hod pii 37 °C a vzdu$néna tfepanim pii 300 rpm. Neprodlené po uplynuti doby inkubace
bylo 50 pl suspenze oSetfeno 450 pl 10mM roztoku EDTA v PBS (viz Tabulka €. 5), ¢imZ byla
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zastavena baktericidni funkce krevniho séra, resp. komplementu. Po nckolika minutach
inkubace byly bunky zfedény v SS médiu do pozadované koncentrace a byly ockovany
v triplikatech na BG agary po 100 pl inokula. Po uplynuti doby 4-5 dni byly z misek odecteny

pocty piezivsich bunek.

Stejnym zpusobem byly pfipraveny kontrolni vzorky, které byly inkubovéany s tepelné
inaktivovanym krevnim sérem. To bylo pfedem inkubovano pfi teploté 57 °C po dobu 30 min.
Buiiky inkubované s inaktivovanym krevnim sérem nepodléhaji jeho baktericidnimu ptsobeni.

Cely postup SKA pro piehlednost znazoriiuje nasledujici schéma (Obrazek €. 7).

— [} =7+ 4

Kultivace testovanych kmeni | | Kultivace v SS médiu (37 °C, | | Redéni kultury v SS médiu
asi po dobu 4 dnti na BG agaru. | | 160 rpm). Pocateéni ODgy, = 0,1. | | (10° bunék/ml), nésledné
Kultivace do exponencialni faze | | pfidani krevniho séra, nebo
rastu, ODgy ~ 0,8. tepeln¢ inaktivovaného séra

. (kontrolni vzorky).
(\\\O, EDTA
— W _<,,oo- Ptiprava fedici fady
m—) C'\M, o m—) prezivsich bunék a o¢kovani
S,é— ° po 100 ul inokula na

BG agary v triplikdtech.
Inkubace bun&k se sérem po | | Inaktivace séra inkubaci bun¢k v | | Asi po 5 dnech kultivace

dobu 1 hod (37 °C, 300 rpm). 10mM roztoku EDTA po dobu | | odecet mnozstvi prezivsich
nékolika minut. bunék a vyhodnoceni.

Obrazek €. 7 Pracovni schéma metody SKA.

Metoda SKA je velice citliva na jakékoliv zmény pracovniho postupu. Proto byl kladen duraz,
aby byla vSechna opakovani provedena totoznym postupem za pouZiti stejného laboratorniho
nacini a biologického materidlu. Prace s bunikami mimo inkubétor byla vzdy provedena co
mozna nejrychleji s cilem zabranit tepelnému Soku bunék. Kazdému odbéru bunék ze suspenze

pfedchazela jeji fadna homogenizace.

Vsechny studované kmeny bakterii byly testovany metodou SKA alespoii ve ttech biologickych
opakovanich. Pti kazdém biologickém opakovani bylo testovano né€kolik kmeni soucasné spolu
s referen¢nim kmenem Tohama I. V ramci jednotlivych skupin (tj. Tohama I, souc¢asné klinické
izolaty a vakcinaéni kmeny) byl ze ziskanych dat urcen aritmeticky primér a smérodatné

odchylky od priiméru v 95% konfidencnim intervalu. Data vSech tfi skupin byla mezi sebou
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porovnana jednosmérnou statistickou analyzou rozptylu (ANOVA) pfi hlading statistické
vyznamnosti p <0,05 s vysledkem p<0,0001. Nasledn¢ byla data jednotlivych skupin
porovnana mezi sebou ve vSech trech moznych kombinacich statistickou metodou neparového
t-testu pii hlading statistické vyznamnosti p <0,05. Statistické vyhodnoceni dat a grafické
znazornéni vysledkii bylo provedeno pomoci programu GraphPad Prism (verze 8.4.0;

GraphPad Software)

4.2.3 Aktivita T3SS v zavislosti na kontaktu s krvi

Pro sledovani aktivity T3SS bakterie B. pertussis Tohama I v z&vislosti na kontaktu s krvi pfi
kultivaci v podminkéch in vitro bylo vyuzito kultivace bun€k na standardnim CHA agaru a na
CHA agaru obohaceném berani krvi (CHAB agar) snaslednou kultivaci ve standardnim
SS médiu dle nasledujiciho schématu (Obrazek €. 8): buniky byly nejprve kultivovany na
CHAB agaru, odkud byly po ziskani dostatecného mnozstvi biomasy (~ 3 dny) pfeoCkovany
jak na CHAB agar, tak na CHA agar. Pfeockovani na stejny typ média bylo néasledn¢ dvakrat
zopakovano (~ 2 dny). Ctvrté nasledné pieotkovani bylo provedeno na opadny typ média
(CHA agar ne/obohaceny berani krvi). Z kazdé provedené kultivace byla ptipravena tekuta
kultura ve standardnim SS médiu (20 ml, pocate¢ni ODsoo = 0,1), ze které byly po 24 hod
kultivace (kone¢na ODgoo ~ 2) odebrany vzorky supernatantu média pro naslednou precipitaci
souboru sekretovanych proteinli a vzorky bunétného peletu pro naslednou izolaci celkové

RNA.

Soubor proteinti sekretovanych do SS média jednotlivych vzorkll byl nasledné analyzovan
pomoci elektroforézy SDS—PAGE v polyakrylamidovém gelu (4.2.4). Pomoci imunoblotu
(4.2.5) byly nasledné detekovany proteiny Bsp22, BopN a BopC, které patii mezi proteiny
sekretované pomoci T3SS. Soucasné bylo pomoci kvantitativni polymerazové fetézové reakce
v redlném case (4.2.8) ur¢eno pomérné mnozstvi mRNA té€chto genl v pfisluSnych vzorcich.
Na zaklad¢ ziskanych dat byl pozorovan vyznam kontaktu bakterie B. pertussis Tohama I
s berani krvi pfi kultivaci na CHAB agaru v kontextu sekrece proteinit pomoci T3SS do

SS média.
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Obrazek €.8 Schéma pasazovani bunék B. pertussis (Tohamal) na CHA agaru a CHAB agaru.
Vychozi kultura byla kultivovana na CHAB agaru ~ 3 dny. Kazdé pfeockovani bylo provedeno po ~ 2
dnech. Kazda kultura byla soucasn¢ z agaru pieockovana do standardniho SS média pro odbér vzorku
supernatantu média a peletu bunék po 24 hod kultivace.

Znaceni vzork: B0 = pivodni kultura; B1-3 =pasaZzované kultury na CHAB agaru; BC = kultura
preockovana na CHA agar po ptfedchozim pasazovani na CHAB agaru; A1-3 = pasdzované kultury na
CHA agaru; AC = kultura pfeockovana na CHAB agar po pfedchozim pasazovani na CHA agaru.

V ndvaznosti na vySe popsany experiment byla dale studovana aktivita T3SS bakterie
B. pertussis Tohama I v zavislosti na kontaktu s biologicky inaktivovanou berani krvi. K tomu
bylo vyuzito kultivace bunék na CHAB agaru obohaceném bud’ standardni berani krvi, nebo
berani krvi, ktera byla pfed pouZzitim inkubovana po dobu 30 min pfi teploté 56 °C, ¢imz byla
zajiSténa inaktivace biologicky aktivnich termolabilnich latek obsaZenych v krvi, jako jsou
napt. proteinové slozky komplementu. Po ziskani dostatecného mnoZzstvi biomasy (~ 3 dny)
byly ob¢ kultury pteockovany do SS média (20 ml, pocatecni ODeoo = 0,1) a kultivovany po
dobu 24 hod (kone¢na ODsoo ~ 2). Po ukonc¢eni kultivace byly odebrany vzorky supernatantu
média pro néslednou precipitaci souboru sekretovanych proteinli a vzorky bunééného peletu
pro naslednou izolaci celkové RNA. Soubor proteint sekretovanych do SS média obou vzorki
a pomérné mnozstvi mRNA pozorovanych genti bylo nésledné analyzovano totozné, jako ve

vySe popsaném experimentu. Na zdklad¢ ziskanych dat byl pozorovan vyznam kontaktu

bakterie B. pertussis (Tohama I) s biologicky aktivnimi termolabilnimi latkami obsazenymi
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v berani krvi pfi kultivaci v podminkéch in vitro na CHAB agaru v kontextu sekrece proteint

pomoci T3SS do SS média.

Nakonec byla aktivita T3SS v souvislosti s kontaktem s berani krvi pozorovana u referen¢niho
kmene soucasnych klinickych izolatii, B1917. K tomu bylo opét vyuzito kultivace bun€k na
CHA agaru a CHAB agaru. Po ziskdni dostatecného mnozstvi biomasy (~ 3 dny) byly obé
kultury pieockovany do SS média (20 ml, pocatecni ODgoo = 0,1) a kultivovany po dobu 24 hod
(kone¢nd ODeoo ~ 2). Po ukonceni kultivace byly odebrany vzorky supernatantu média pro
naslednou precipitaci souboru sekretovanych proteinti a vzorky bunécéného peletu pro
naslednou izolaci celkové RNA. Odebrané vzorky byly analyzovany obdobné jako ve vyse

popsanych pokusech.

4.2.4 Elektroforéza SDS-PAGE v polyakrylamidovém gelu
4.2.4.1 Precipitace proteint a piiprava vzorki

Izolace proteinti uvolnénych do supernatantu Zivného média byla po ukonceni kultivace
provedena odstfedénim bunck v kultufe (8 200 g, 20 min) a naslednou filtraci (0,22 pm)
daného objemu supernatantu do roztoku piedem vychlazené kyseliny trichloroctové (TCA;
Sigma) o vysledné koncentraci 10 % (v/v). Suspenze supernatantu média s TCA byla
ponechana po dobu ~ 24 hod pfi teploté 4 °C, aby doslo k vysrazeni proteind. Nasledné byly
proteiny odstredény (12 850 g, 50 min, 4 °C), supernatant odstranén a vznikly pelet byl oSetfen
5 ml vychlazeného acetonu. Po nésledném odstfedéni (12 850 g, 30 min, 4 °C) byl aceton
odstranén. Vzorky proteint byly nasledné ptipraveny k rozd€leni v polyakrylamidovém gelu
rozpu$ténim a denaturaci v TU pufru a nakonec byly stokrat ziedény v Laemli vzorkovacim
pufru (pétkrat koncentrovany; fedény TU pufrem v poméru 1:4 (v/v)) oproti objemu pivodné

odebrané¢ho vzorku kultury dle nasledujiciho vztahu:
Vru + Laemii = OD X Vittura x 100

4.2.4.2 Priprava polyakrylamidového gelu a elektroforézy

Smichanim vSech slozek rozdé&lovaciho polyakrylamidového gelu samovolné zapocala
polymerace akrylamidu. Pfed zatuhnutim byla smés prelita mezi skla tvotici formu gelu pomoci
aparatury tomu urcené (Bio-Rad). Horni hladina gelu byla pfevrstvena etanolem (pro zamezeni
pfistupu vzduchu jinak braniciho polymeraci) a gel byl ~ 30 min ponechéan tuhnout. Poté byl
odstranén etanol a ihned po jeho ptipravé byla pfidana smés zaostfovaciho gelu po hranu skel

formujicich gel. Do gelu byl nasledné€ vloZen hieben formujici jamky pro nanédSeni vzork. Gel
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byl ~ 15 min ponechédn tuhnout. Nasledné byla sestavena aparatura elektroforézy za pouziti
Tris-glycinového pufru dle instrukei vyrobce aparatury (Bio-Rad). Do gelu byly naneseny
vzorky pomoci mikrostiikacky Hamilton standardné v objemu 10 pl. Do krajni jamky gelu byl
vzdy nanesen standard velikosti proteinti (PageRuler™; Thermo Fisher Scientific). Pro zajisténi
rovnomérného prichodu vzorkl gelem byl do nevyuzitych jamek gelu nanesen samotny Laemli

vzorkovaci pufr.

4.2.4.3 Priibéh elektroforézy a vizualizace proteint

Aparatura elektroforézy byla pfipojena ke zdroji elekttiny (Bio-Rad) a byla ponechana po dobu
45—-60 min pfi konstantnim elektrickém proudu 25 mA (na jeden gel), aby se vzorky proteinti
rozdelily v celé délce gelu. Poté byl gel vyjmut z aparatury a byla odstranéna zaostfovaci Cast
gelu. Nasledné byl gel pro vizualizaci proteind rozdélenych v gelu ocistén pomoci dH2O a
inkubovan v roztoku Colloidal Coomassie G-250 v uzaviené krabiCce za stalého michéni.
Ptestoze prvni proteiny bylo mozné pozorovat jiz po prvnich 10 min inkubace, bylo odbarveni

pozadi pomoci dH,O provedeno az po ~ 12 hod inkubace (Dyballa a Metzger, 2009).

V ptipadé potteby specifické detekce proteinii rozdélenych v polyakrylamidovém gelu byl gel
namisto barveni pomoci roztoku Colloidal Coomassie G-250 pouzit k pfenosu proteind na

nitrocelul6zovou membranu pro naslednou detekci proteinit pomoci imunoblotu.

4.2.5 Detekce proteinii pomoci imunoblotu

Specificka detekce proteini na membrané byla provedena pomoci imunochemické metody,
imunoblotu. Po rozdéleni danych vzorkli proteini pomoci elektroforézy SDS-PAGE
v polyakrylamidovém gelu byl gel vyjmut z aparatury a o¢ist€én pomoci dH2O. Pro pieneseni
proteinli z gelu na nitrocelulozovou membranu byl do aparatury fungujici na principu
polosuchého imunoblotu (Trans-Blot® Turbo™; Bio-Rad) vloZen nejprve savy papir piedem
inkubovany (~ 5 min) v Transferovém pufru a na n¢j byla umisténa nitrocelul6zova membrana
(Amersham Protran 0,45 um; GE Healthcare) pfedem smocena na hladiné dH>O (~ 5 min). Na
membranu byl déale polozen polyakrylamidovy gel, na ktery byl nakonec poloZen savy papir
inkubovany v Transferovém pufru. Cely sloupec byl pevné uzavien do aparatury. Pouzita
membrana byla v obou rozmérech o ~ 1 cm del$i nez gel, resp. savy papir, aby elektricky proud
neprochazel po okrajich, ale rovnomérné celym sloupcem. Proteiny byly pfendSeny na

membranu za konstantniho napéti 15 V po dobu 50 min.
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Nasledné byla membrana vyjmuta z aparatury a inkubovana za stalého michani v Bloka¢nim
pufru po dobu 1 hod pro nasyceni membrany nespecifickymi proteiny. Déle byla membrana
ttikrat oplachnuta pomoci pufru TBST po dobu ~ 5 min a inkubovana s pfisluSnou primarni
protilatkou v zavislosti na pozorovaném proteinu po dobu ~ 12 hod pfi 4 °C. Po nésledném
oplachnuti membrany pomoci TBST (tfikrat ~ 5 min) byla membrana inkubovana s ptisluSnou
sekundarni protilatkou po dobu 1 hod. Pro zajisténi kvalitni detekce byla membrana opét
oplachnuta pomoci TBST (tiikrat ~ 5 min). Nésledna detekce chemiluminiscen¢niho signalu
vyvolané¢ho enzymatickou aktivitou kienové peroxidazy konjugované se sekundarni protilatkou
byla zajisténa pomoci komer¢ni sady SuperSignal™ West Femto (Thermo Fisher Scientific) a

detektoru G:BOX Syngene (Biocon).

V ptipadé potieby detekce jiného proteinu na téZze membrané byly protilatky odstranény
inkubaci membrany v Mild stripping pufr po dobu 20 min za stalého michéni. Nasledn¢ byla
membrana oplachnuta pomoci pufru TBST (tfikrat ~ 5 min) a cely proces vazby protilatek a

detekce signalu byl zopakovan.

Vsechny kvalitativni trendy uvedené v kapitole 5 Vysledky pozorované pomoci elektroforézy
SDSPAGE v polyakrylamidovém gelu a pomoci imunoblotu byly pozorovany opakované
u vzorkl ziskanych z alespon tii biologickych opakovéani danych experimentti. Obrazova

dokumentace pak vychézi pouze z jednoho z téchto biologickych opakovani.

4.2.6 1zolace celkové bakterialni RNA

V prubéhu izolace RNA z bunécného peletu byly dodrzovany piisné pracovni podminky pro
zamezeni kontaminace vzorkli ribonukledzami: prace s RNA byla provedena v digestofi
za pouziti nastrojii a nddobi ur¢eného vyhradné na praci se vzorky RNA; pracovni prostor a
pouzité nacini bylo oSetfeno pomoci pfipravku RNaseZap™ (Thermo Fisher Scientific); byla
pouzita pouze komeréné dodavana sterilni destilovana voda oSetfend pomoci DEPC zajist'ujici

inaktivaci ribonukledz (Thermo Fisher Scientific).

Pro izolaci a kvantifikaci celkové bakteridlni RNA byl vzorek kultury o objemu 1 400 pl
neprodlené po odebrani smichan s 350 ul 5% roztoku fenolu v etanolu, ¢imz byla zastavena
degradace RNA. Suspenze byla fadn¢ promichana a buniky bakterii byly odstfedény (21 130 g,
5 min). Supernatant byl odstranén a bunéény pelet byl do izolace celkové RNA kratkodobé

uchovavan pfi teploté -80 °C.
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Bunéény pelet byl po rozmrazeni rozpustén v 250 ul TE pufru a asi po 45-60 s bylo ptfidano
750 pl pripravku TRI Reagent® (Thermo Fisher Scientific). Celd smés byla fadné promichana
a inkubovana pfi laboratorni teploté po dobu 5 min. Smés byla dale odstfedéna (13 500 g,
10 min, 4 °C) a supernatant byl pfeveden do pfedem pfipravené mikrozkumavky s 200 ul
vychlazeného chloroformu. Smés byla ponechéna inkubovat pfi laboratorni teploté po dobu
10 min a pfilezitostné¢ byla zvolna promichéna. Nasledné byla smés odstfedéna (13 500 g,
12 min, 4 °C) a svrchni faze oddélené emulze obsahujici molekuly nukleovych kyselin
(~450 ul) byla opatrné prevedena do piedem piipravené mikrozkumavky s 500 pl
vychlazeného isopropanolu. Smés byla Setrné promichdna a inkubovana po dobu 45 min pfi
teploté¢ 4 °C. Poté byla vysrazenda RNA odstfedéna (13 500 g, 30 min, 4 °C) a na sténé
mikrozkumavky vznikl sotva viditelny pelet. Po odstranéni supernatantu byly zbytky kapalné
faze smési znovu odstiedény (13 500 g, 1 min, 4 °C) a supernatant odstranén. RNA byla
o¢isténa pridanim a néslednym odstifedénim 900 pl vychlazeného 75% roztoku etanolu
(13500 g, 10 min, 4 °C). Supernatant byl odstranén, bylo provedeno dodatecné odstredéni
(13500 g, 1 min, 4 °C) a po odstranéni zbytku supernatantu byl pelet ulpély na sténé
mikrozkumavky ponechan oschnout po dobu ~ 5 min. Poté byl pelet rozpustén v 50 ul dH>O a
byla zjisténa koncentrace ziskaného vzorku RNA pomoci spektrofotometru NanoDrop™ 2000

(Thermo Fisher Scientific).

Takto ziskany vzorek vSak vedle RNA obsahoval také molekuly DNA, které byly nésledné
enzymaticky odstranény. K tomu byla pfipravena smés ~ 10 ug vzorku izolované DNA a RNA
s 1 ul deoxyribonukledzy a 5 pl jejiho desetkrat koncentrovaného pufru komeréné dodavanych
v sadé TURBO DNA-free™ Kit (Thermo Fisher Scientific). Smés byla doplnéna dH2O na
vysledny objem 50 pl. Poté byla smés Setrné promichana a inkubovédna po dobu 1 hod pfi
teploté 37 °C. Reakce byla zastavena ptidanim inaktiva¢niho pufru (soucast zminéné sady). Po
5 min inkubace byla smés odstiedéna (9 400 g, 1,5 min) a svrchni faze oddélené emulze
(~ 45 ul) byla opatrn€ pfevedena do cist¢é mikrozkumavky. Koncentrace, Cistota a kvalita
ziskané RNA byla ovétena spektrofotometricky pomoci pristroje NanoDrop™ 2000 (Thermo

Fisher Scientific) a pomoci elektroforézy v agar6zovém gelu.

4.2.7 Reverzni transkripce RNA

Pro néslednou kvantifikaci byla izolovana RNA enzymaticky prevedena na cDNA. V priibé¢hu
prace se vzorky RNA byly dodrzovany ptisné pracovni podminky pro zamezeni kontaminace

vzorkl nukledzami. Prace se vzorky byla provadéna v ledové 1azni. Pfed samotnou reakci bylo
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potieba ~ 500 ng ptepisované RNA hybridizovat s primery (250 ng ndhodné hexamery a 250 ng
oligo dT) ve vysledném objemu 16,5 ul doplnéném dH>O. Hybridizace byla provedena pii
70 °C po dobu 5 min a vzorky byly ihned piemistény do ledové 1azné. Ke kazdému vzorku
RNA hybridizované s primery bylo nasledné ptfidano 200 U reverzni transkriptazy M-MLV
vobjemu 1 pl a 5ul M-MLV pétkrat koncentrovaného reakéniho pufru (Promega), 20 U
inhibitoru ribonukledz RNasin® (Promega) a smés dNTP ve vysledné koncentraci 800 uM od
kazdého (Sigma). Celkovy objem reak¢ni smési byl 25 pl. Reverzni transkripce probihala po
dobu 1 hod pii 37 °C. Kazdy vzorek RNA byl pfepsan do cDNA a nasledné¢ analyzovan
v duplikétu. Kontrola pfipadné kontaminace molekulami DNA byla provedena piiddnim dH>O
do reakéni smési namisto reverzni transkriptazy, bez které by ve vzorku neméla byt DNA viibec
ptitomna. Kontrola kontaminace pouzitych chemikalii a enzym nukleovymi kyselinami byla

provedena reverzni transkripci, do jejiz reakce byla namisto vzorku RNA ptidana pouze dH2O.

4.2.8 Kvantitativni polymerazova retézova reakce v realném ¢ase (QPCR)

Mnozstvi mRNA sledovanych gent v celkové bakterialni RNA pfepsané do cDNA bylo uré¢eno
pomoci polymerazové fetézové reakce v redlném case (qPCR) za pouziti syntetickych
oligonukleotidt (primerut) hybridizujicich s cilovou cDNA, amplifikace téchto usekti DNA a
detekce fluorescen¢niho signalu zavislého na mnozstvi amplifikované DNA v redlném case.
Piesnost pfipravy jednotlivych reakénich smési byla zajiSténa pouzitim elektronického
davkovace Multipette® E3 a vicekanaloveé pipety Research® plus (Eppendorf). Prace se vzorky

byla provadéna v ledové 1azni.

Kazda reak¢ni smés obsahovala 2 ul templatové cDNA (padesatkrat ziedény produkt reverzni
transkripce RNA), 2,5 ul primerii v obou smérech templatu v poméru 1:1 o vysledné
koncentraci 420 nM a 6 pl smési SYBR® Green JumpStart™ T7ag ReadyMix™ (Sigma)
zajiStujici polymeraci DNA a vyvoj fluorescenéniho signalu zéavislého na koncentraci
dvouvlaknové DNA. Reakéni smés byla doplnéna dH>O do vysledného objemu 12 pl. Kazdy
vzorek cDNA byl timto postupem zpracovan v triplikatu. Reakce byla provedena za pouziti
desticky PCR Plate 384-well (Thermo Fisher Scientific) a pfistroje CFX384 Touch™
Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad) dle schématu uvedeného v nésledujici tabulce

(Tabulka ¢. 17).
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Teplota Doba trvani

Proces °C] (s] Opakovani
Pocatecni denaturace templatové DNA 95 120 1x
Denaturace DNA 95 15

Hybridizace primerii s templatovou DNA 60 30 40x
Amplifikace DNA 72 30

Mg¢éteni kiivky tani 65-95 1x

Tabulka €. 17 Schéma jednotlivych krokti qPCR.

Pfi pouziti tohoto schématu reakce byla efektivita vSech pouzitych syntetickych
oligonukleotidii ~ 100%, ziskand data tak nebyla ovlivnéna rozdilnou efektivitou primerii,
kterou by jinak bylo nutné zohlednit pfi vyhodnocovéani dat. MnoZzstvi sledované mRNA,
resp. Uroven exprese jejiho genu, proto byla uréena metodou 22T, Principem této metody
vyhodnoceni dat ziskanych pomoci qPCR je urceni okamziku, kdy amplifikace cDNA
sledovaného genu zacala probihat exponencialni fadou. Tento casovy bod (bézn¢ oznacovany
jako Cq) je detektorem fluorescence rozpoznan ve chvili, kdy intenzita fluorescence vzorku
pfesahne intenzitu fluorescence jeho piivodniho pozadi. Plati, ze ¢im vétsi mnozstvi sledované
cDNA obsahoval piivodni vzorek, tim dfive je dosazeno bodu Cq. Relativni mnozstvi cDNA
sledovaného genu v ptivodnim vzorku bylo vyjadieno pomérné k mnozstvi cDNA referencniho
genu, za ktery byl zvolen gen rpoB kédujici B podjednotku bakterialni RNA polymerazy.
Vsechny vzorky cDNA (ziskané reverzni transkripci v duplikatech; viz 4.2.7) byly analyzovany
pomoci qPCR v triplikatech pro kazdy gen zvlast.

Relevance ziskanych dat byla analyzovana statistickou metodou parového t-testu pii hladiné
statistické vyznamnosti p <0,05. Vysledky qPCR uvedené v této diplomové praci (5.2 a
5.3.3.2) vychazeji pro technickou naro¢nost metody pouze z jednoho biologického opakovani
a bylo by proto vhodné je zopakovat alesponn v jednom dal$im biologickém opakovani.
Vyhodnoceni dat a grafické znazornéni vysledkid bylo provedeno pomoci programu
CFX Maestro™ (verze 1.1; Bio-Rad), Excel 2016 (Microsoft Office) a GraphPad Prism (verze
8.4.0; GraphPad Software).

4.2.9 Horizontalni elektroforéza v agarozovém gelu

Horizontélni elektroforéza v agar6zovém gelu byla pouzita pro rozdéleni smési molekul
nukleovych kyselin podle jejich odlisné velikosti. Agar6zovy gel byl pfipraven povarenim jako

0,8—-1% (w/v) roztok agarézy (Sigma) v TAE pufru. Pro detekci DNA byl do gelu dle instrukci
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vyrobce (1 pl na 50 ml gelu) pfidan ptipravek Midori Green Advance (Nippon Genetics
Europe), v pfipad¢ detekce RNA byl pouzit pfipravek StainIN™ RED Nucleic Acid Stain
(highQu) (1 pl na 25 ml gelu a 1 pul na 100 ml TAE pufru v elektroforetické aparatuie). Po
ochlazeni byl gel odlévan v aparatufe tomu ur¢ené (Bio-Rad). Po ztuhnuti (~ 1 hod) byl z gelu
odstranén hieben vytvarejici jamky pro nanaSeni vzorkil a gel byl umistén do aparatury
(Bio-Rad). Vzorky byly pfed nanaSenim na gel smichany s BFB vzorkovacim pufrem. Jako
standard velikosti nukleovych kyselin byl pouzit A-DNA Stépeny restrik¢éni endonukleazou Pstl.
Rozd€leni vzorki bylo provedeno pii napéti 100 V po dobu ~ 30 min. Nasledna detekce DNA
1 RNA byla provedena pomoci detektoru G:BOX Syngene (Biocon) v rozhrani UV zéfeni.

4.2.10 Charakterizace genu BB0302

Strategie kompletni delece genu BB0302 byla zaloZena na piipravé klonovaciho vektoru
pSS4245 26DG, ktery vznikl vlozenim fragmentu DNA nazvaného 26DG do MCS plazmidu
pSS4245. Fragment 26DG byl ptipraven amplifikaci a spojenim dvou tusekt DNA pifimo
navazujicich na gen BB0302 v obou smérech na chromozomu bakterie B. bronchiseptica RB50.
Samotna delece byla provedena na principu homologni rekombinace vloZenim a néslednym
vynétim vektoru pSS4245 26DG z oblasti genu BB0302 na chromozomu B. bronchiseptica
RB50. Princip ptipravy klonovaciho vektoru a navozeni delece genu BB0302 zjednodusen¢
znézornuje nasledujici schéma (Obrazek €. 9). V rdmci charakterizace nové vzniklého kmene
byl fenotyp kmene B. bronchiseptica RB50A0302 porovnan s fenotypem divokého typu
(B. bronchiseptica RB50). Konkrétné byla porovnana generaéni doba a riistova rychlost
v exponencialni fazi ristu obou kment v SS médiu (4.2.10.7) a sekrece proteinti Bsp22, BopC
a BopN pomoci T3SS metodou imunoblotu. Soucasné byla porovnéana relativni exprese gent
zminénych proteinli navic s genem bscN kodujicim ATPézu, kterd se podili na struktufe a
funkci T3SS. Postup ptipravy kmene RB50A0302 je podrobné popsan v nasledujicich
kapitolach.
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Fwl 26D Fw2 26F

26DE BB0302

Revl 26E Rev2 26G

26DE  BBO0302

pSS4245
8 286 bp

pSS4245 26DG
9 686 bp

26DE BB0302

B. bronchiseptica B. bronchiseptica
RB50 RB50A0302

Obrazek €. 9 Pomoci PCR byly piipraveny fragmenty DNA 26DE a 26FG lemujici gen BB0302 na
chromozomu B. bronchiseptica. Oba fragmenty byly na navazujicich koncich oSetfeny restrikcni
endonukleazou Nhel a spojeny T4 DNA ligdzou do fragmentu 26DG. Ten byl vlozen do MCS
linearizovaného pSS4245. Vznikly vektor byl po vlozeni do B. bronchiseptica zaclenén do chromozomu
na zakladé homologni rekombinace mezi useky 26DE (varianta ¢. 1), nebo 26FG (varianta ¢. 2). Po
aktivaci promotoru p#xA restrikéni endonukledza I[-Scel zpUsobila v jejim zasahovém misté

dvouvlaknovy zlom, ktery byl nasledn€ opraven na principu homologni rekombinace. Varianty opravy
A a D vedly k navraceni plivodniho genotypu, varianty B a C vedly k deleci genu BB0302.
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4.2.10.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Amplifikace DNA pomoci PCR byla pouzita pro ptipravu fragmenti 26DE (768 bp) a 26FG
(638 bp) mezi nimiz na chromozomu B. bronchiseptica RB50 lezi gen BB0302. Jako
templatovda DNA pouzitd pro amplifikaci téchto fragmentti byla pouzita genomovd DNA
(gDNA) této bakterie. Ta byla ziskdna odebranim sotva viditelného mnozstvi buné¢né biomasy
vykultivované na BG agaru do 15 ul dH20. Smés byla homogenizovana a inkubovana pii
100 °C po dobu 10 min. Nasledn¢ byl odstfedén prebytecny bunéény material (21 130 g, 5 min)

a nakonec byl odebran supernatant obsahujici gDNA.

Smés PCR obsahovala dle pokyni vyrobce DNA polymerdzy 1 ul templatové DNA
nepiesahujici 400 ng v piipadé gDNA, resp. 30 ng v piipad¢ plazmidové DNA (pDNA), 0,5 pl
DNA polymerazy a 10 pl jejiho petkrat koncentrovaného reakéniho pufru (Herculase II Fusion
DNA Polymerase; Agilent Technologies), 2,5 ul primerii v obou smérech templatu v poméru
1:1 o vysledné koncentraci 0,5 uM, smeés ANTP ve vysledné koncentraci 250 uM od kazdého
(Sigma) a DMSO (Agilent Technologies) ve vysledné koncentraci 4 % (v/v). Celkovy objem
reakéni smési byl pomoci dH20 doplnén do 50 pl. V ptipadé oveéfovacich reakci byl zachovan
uvedeny pomér latek v reakéni smési v polovicnim celkovém objemu reakce. Syntetické
oligonukleotidy pouzité jako primery byly navrzeny tak, aby jejich teplota tani vyhovovala
nasledujicimu schématu, podle kterého probihala PCR (Tabulka ¢. 18).

Proces T?j)é(;ta DOb?:;V ani Opakovani
Pocate¢ni denaturace templatové DNA 98 120 1x
Denaturace DNA 95 30

Hybridizace primerii s templatovou DNA 58 30 40x
Amplifikace DNA 72 90

Dokonceni amplifikace DNA 72 480 1x

Tabulka €. 18 Schéma jednotlivych krokd PCR.

Reakce byly provedeny pomoci pfistroje T100™ Thermal Cycler (Bio-Rad). Kvalita produktu

PCR byla zpravidla ovéfena pomoci elektroforézy v agar6zovém gelu.

4.2.10.2 1zolace molekul DNA

Molekuly DNA ziskané z enzymatickych reakci (PCR, S$tépeni restrikéni endonukledzou,

ligace) byly pro dalsi pouziti bud’ izolovany pfimo zreakéni smési, nebo byly produkty
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rozdeleny pomoci elektroforézy v agar6zovém gelu a fragment DNA o konkrétni velikosti byl
z gelu nasledné extrahovéan. V obou piipadech byla DNA izolovana pomoci komeréni sady
QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen) dle protokolu pfedepsaného vyrobcem sady. Izolace
pDNA zroztoki byla provedena pomoci komercéni sady GeneJET Plasmid Miniprep Kit
(Thermo Fisher Scientific). Cistota a mnozstvi ziskané DNA bylo vzdy ovéfeno
spektrofotometricky pomoci pfistroje NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher Scientific) a pomoci

elektroforézy v agar6zovém gelu.

Izolace DNA z reakéni smési

Produkt DNA enzymatické reakce byl v mikrozkumavce smichédn s pufrem PB (obohacenym o
indikator pH) v poméru 1:5. Smés byla promichana a v pfipadé zmény barvy roztoku (ze zluté
na oranzovou az fialovou) bylo pH upraveno ptfiddnim 10 pl 3M roztoku acetatu sodné¢ho
(pH = 5,0). Smés byla pienesena na specialni kolonu dodavanou vyrobcem. Odstiedénim smési
byla kolonou zachycena cilova DNA (17 900 g, 1 min), kterd byla dale ocisténa ptidanim a
odstfedénim 750 pl pufru PE s etanolem (17 900 g, I min). Nakonec byla prazdnd kolona znovu
odstfedéna (17 900 g, 1 min) pro odstranéni veskerych zbytkl kapalin. Zachycena DNA byla z
kolony jimana do ¢isté mikrozkumavky aplikaci 50 pul dH>O (pH = 7-8,5).

Izolace DNA z agar6zového gelu

Fragmenty molekul DNA o pfislusné velikosti byly z agar6zového gelu extrahovany pomoci
skalpelu. Byla zjistétna hmotnost vyjmuté c¢asti gelu, ktera byla dale inkubovana
v mikrozkumavce s pufrem QG v poméru 1:3 po dobu 10 min pfi teploté 50 °C. Po rozpusténi
gelu byla smé&s promichana a byla provedena kontrola pH (<7,5). Pro zvySeni efektivity
extrakce byl do smési pfidan isopropanol v objemovém poméru 1:1 vici velikosti ptivodniho
fragmentu gelu a smés byla promichana. Cilovd DNA byla zachycena na specidlni kolon¢
dodavané vyrobcem prenesenim smési na kolonu a naslednym odsttedénim (17 900 g, 1 min).
Zachycend DNA byla ocisténa postupnym piidanim a odstfedénim 500 pl pufru QG (17 900 g,
1 min) a 750 pl pufru PE s etanolem (17 900 g, 1 min). Nakonec byla prazdné kolona znovu
odstfedéna (17 900 g, 1 min) pro odstranéni veskerych zbytkl kapalin. Zachycend DNA byla
z kolony jiména do ¢isté mikrozkumavky aplikaci 50 ul dH>O (pH = 7-8,5).

Izolace plazmidové DNA

Pro izolaci pDNA bylo odstiedéno (12000g, 5 min) 10 ml kultury sloZené zbunék

obsahujicich cilovy plazmid. Pelet byl opakovanym pipetovanim rozpustén v 250 ul roztoku
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Resuspension Solution. Dale bylo ptidano 250 pl roztoku Lysis Solution a smés byla ditkkladné
promichéna. K vzniklému viskdéznimu roztoku bylo ptidano 350 pl roztoku Neutralization
Solution a smés byla opét diikladné promichdna. Nésledné byla odstfedéna chromozomalni
DNA a pevné zbytky bunc¢k (12 000 g, 5 min). Cilova pDNA byla zachycena na specialni
kolon¢ dodavané vyrobcem prenesenim supernatantu na kolonu a néslednym odstfedénim
(17900 g, 1 min). Zachycend pDNA byla ociSténa piiddnim a odstfedénim 500 ul roztoku
Wash Solution (17 900 g, 1 min). Krok ¢isténi pDNA byl jednou zopakovan a prazdna kolona
byla dodatecné¢ odstfedéna (17 900 g, 1 min) pro odstranéni veskerych zbytkti kapalin.
Zachycena pDNA byla nakonec inkubovéna s 50 pl roztoku Elution Buffer a jimana z kolony

do ¢isté mikrozkumavky odstfedénim (17 900 g, 2 min).

4.2.10.3 Sestaveni klonovaciho vektoru

Fragmenty DNA 26DE a 26FG pouzité pro ptipravu klonovaciho vektoru pSS4245 26DG byly
po predchozi izolaci oSetieny kazdy zvlast restrikéni endonukledzou Nhel. Reakéni smés
obsahovala ~ 5 pg DNA, 50 U enzymu Nhel a 10 pl desetkrat koncentrovaného pufru NEB 2.1
(oboje New England Biolabs). Reakéni smés byla doplnéna dH20 do objemu 100 pl. Reakce
probihala po dobu 16 hod pfi teploté 37 °C, poté byla ukoncena inkubaci trvajici 20 min pfi
teploté 65 °C. Oba takto oSetfené fragmenty DNA byly izolovany z reak¢nich smési (4.2.10.2).

Dale byl ~ 1 nug od obou fragmentti DNA smichén spolu s dH20 do vysledného objemu 15 pl.
Tato smés fragmenti DNA byla inkubovana po dobu 5 min pfi teploté 65 °C a nasledné byla
smés inkubovana v ledové lazni po dobu 5 min. Nésledné bylo k této smési ptidano 5 U T4
DNA ligazy, 2 ul jejiho desetkrat koncentrovaného pufru a 2 pl PEG (vSe Thermo Fisher
Scientific). Vyslednd smés o objemu 20 pl byla inkubovana 16 hod pfi teploté 22 °C. Reakce
byla ukoncena inkubaci trvajici 20 min pfii teploté¢ 65 °C. Oba fragmenty tak byly v misté
kohezivnich konct vzniklych plsobenim restrikéni endonukledzy Nhel spojeny ligaci do
jednoho fragmentu DNA oznaceného 26DG. Tento fragment byl nésledné izolovan z reakéni
smési (4.2.10.2), amplifikovan pomoci PCR (4.2.10.1) a produkt byl rozdélen na zaklad¢
velikosti molekul DNA v agarézovém gelu (4.2.9). Cast gelu obsahujici molekuly DNA
o pozadované velikosti (tj. 1 400 bp) byla vyjmuta a DNA byla extrahovéna (4.2.10.2).
Spravnost pofadi nukleotidli v izolovaném konstruktu DNA 26DG byla ovéfena pomoci

sekvenace DNA (4.2.10.6).

Fragment DNA 26DG byl nasledné vlozen do mista MCS piedem linearizovaného plazmidu
pSS4245 s tupymi konci (4.1.3). Reakéni smés obsahovala ~ 1,3 pg fragmentu DNA 26DG,
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20 ng pDNA, 5 U T4 DNA ligazy, 2 pl jejiho desetkrat koncentrovaného pufru a 2 ul PEG.
Smés byla doplnéna dH>O do vysledného objemu 20 pul a byla inkubovana po dobu 16 hod pfi
teploté 22 °C. Reakce byla ukoncena 20min inkubaci pfi teploté 65 °C. Produkt ligacni reakce
(pDNA) byl izolovan (4.2.10.2) a nasledn¢ transformovana do kompetentnich bun¢k bakterie
E. coli SM10 Apir.

4.2.10.4 Transformace plazmidu do kompetentnich bunék

Vektor pSS4245 26DG byl transformovan do kompetentnich bun¢k bakterie E. coli SM10 Apir
metodou tepelného Soku. K transformaci byla pouzita veskera izolovana pDNA bez ohledu na
jeji koncentraci s cilem ziskat co nejveétsi mnozstvi kolonii obsahujicich transformovany vektor.
Bylo totiz mozné, Ze dojde také k transformaci vektoru, ktery byl ligacni reakci uzavien bez
vloZeného fragmentu DNA. Izolovand pDNA o objemu 35 pl byla smichéna s 200 pl suspenze
kompetentnich bun¢k (ODsoo = 0,3). Smés byla inkubovéna ~ 1 hod v ledové lazni, nasledné
byla inkubovéna po dobu 90 s pii teploté 42 °C a ihned byla ptfenesena zpét do ledové lazné.
Ke smési byl déale pfidan 1 ml LB média temperovaného na teplotu 37 °C a smés byla
inkubovéna po dobu 40 min pfi teploté 37 °C za stalého vzdusnéni kultury tfepanim (160 rpm).
Bunky byly nasledné o¢kovany v objemu 100 pl na LB agar obohaceny o Amp a Kan, zbytek
bun¢k byl ockovan jako koncentrat bunck ziskany odstfedénim bunék (17 900 g, 1 min),
odstranénim supernatantu a rozmichanim bunééného peletu ve 100 pl tekuté¢ho LB média.
Buiiky byly kultivovany po dobu 24 hod a vyrostlé kolonie byly pfeo¢kovany na stejny typ
agaru pro ziskani vétSiho mnozstvi biomasy bunék. Ptitomnost vektoru pSS4245 26DG byla
nasledné testovana pomoci PCR a sekvenovanim DNA. Pozitivni kmen byl konzervovan v 20%

roztoku glycerolu pfi teploté -80 °C.

4.2.10.5 Konjugace a homologni rekombinace vektoru

Metoda konjugace byla pouzita pro pteneseni vektoru pSS4245 26DG do bunck bakterie
B. bronchiseptica RB50. V dostatecném ptedstihu pfed samotnou konjugaci byly na LB agaru
obohaceném o Amp a Kan vykultivovany buiiky E. coli nesouci vektor a recipientni buinky
B. bronchiseptica na BG agaru obohaceném o MgSOs, jehoz pfitomnost brani transkripci
z promotoru ptxA4 a naslednému rozstépeni vektoru (4.1.3). Buiiky obou kment byly pomoci
bakteriologické kli¢ky smichany na plose ~ 7 cm? BG agaru obohaceném o MgSO4 a CaCl,
v poméru piiblizné 10:1 (pfevaha B. bronchiseptica). Smés bunck byla inkubovéna pfi teploté
37 °C po dobu 3 hod. Néasledn¢ byla bunécnd kultura odebrana a resuspendovana v 1 ml

SS média. Byla ptipravena fedici fada inokula a bunky byly ockovany po 100 pl na BG agary
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obohacené o MgSQOs, Str a Kan. SloZeni tohoto média zamezuje rastu bunék E. coli a
B. bronchiseptica bez vektoru zaclenéného do chromozomu. Po 3 dnech kultivace byly vyrostlé
kolonie pfeoCkovany na standardni BG agar. Snizeni koncentrace MgSO4 vedlo k aktivaci
promotoru ptxA, resp. k expresi restrikéni endonukleazy I-Scel, kterd zptsobila dvouvlaknovy
zlom specificky v mist¢ vektoru zaclenéného do chromozomu. Bunéény aparat opravil
poskozenou DNA pomoci homologni rekombinace zdvojenych usekit 26DE a 26FG (jedna
kopie pluvodni, jedna kopie vlozena jako soucast vektoru), coz vede teoreticky v poloviné
piipadt k deleci genu BB0302 (viz schéma — Obrazek €. 9). Jeho ne/pfitomnost v buitkach

izolovanych kolonii byla ovétena pomoci PCR a sekvenaci DNA.

4.2.10.6 Sekvenace DNA

Konkrétni potfadi nukleotidli bylo zjiStovano metodou Sangerova sekvenovani DNA, kterou
zajistila specializovana spolecnost GATC Biotech. K sekvenaci byla piipravena a odeslana
smés prislusného sekvenacniho primeru o vysledné koncentraci 5 uM a templatové DNA
o hmotnosti 400-500 ng v piipadé pDNA, resp. 100400 ng v piipadé¢ produktu PCR.
Sekvenacni data byla zaslana elektronicky a vyhodnocena pomoci programu SnapGene®

Viewer (verze 5.0.7; GSL Biotech).

4.2.10.7. Méreni ristové krivky bakterialni kultury

Rist bunécné kultury v zavislosti na ¢ase byl sledovan pomoci spektrofotometru Epoch 2
(BioTek), ktery umoziiuje prubézné zaznamenavani zmén OD rostoucich kultur béhem
kultivace bakterii v tekutém médiu na mikrotitracni desti¢ce (Nunc™, Thermo Fisher
Scientific). Buniky byly nejprve kultivovany po dobu ~ 2 dnl na BG agaru a nésledné byly
pfeockovany do SS média, kde byly kultivovany po dobu 24 hod, resp. do staciondrni faze
rustu. Nésledné bylo 10 pul kultury preockovano na mikrotitracni desti¢ku, kde byla kultivace
provedena v objemu 2 ml (pocatecni ODgoo ~ 0,001). Kultivace probihala nasledujicich 48 hod
pii teploté 37 °C za stalého michani. OD vzorki byly méfeny automaticky s frekvenci 20 min.
Meéfieni bylo provedeno ve tfech biologickych opakovanich. Pro uréeni ¢asového intervalu
exponencialni faze rlstu bunéné kultury byla ziskana data vyobrazena graficky
v semilogaritmickém vyneseni. Naméfené hodnoty OD nalezZici tomuto casovému useku byly
prolozeny linearni funkci, jejiz ptfedpis byl nasledn€ pouzit pro vypocet generacni doby a
specifické rastové rychlosti sledovanych bunék. Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci

programu Fityk (verze 1.3.1.; GPL) a Excel 2016 (Microsoft Office).

68



5 Vysledky

Vysledky této diplomové prace 1ze rozdélit do tii oddélenych podkapitol, které odpovidaji jejim
cilim. Prace si vzala za cil popsat aktivitu T3SS laboratorniho kmene B. pertussis Tohama |
v zévislosti na kontaktu skrvi béhem kultivace na pevném médiu (5.1), pfipravit a
charakterizovat kmen B. bronchiseptica RBS0A0302 s ohledem na sekreci pomoci T3SS (5.2)
a porovnat odolnost ptivodnich ¢eskych vakcina¢nich kment a souc¢asnych ceskych klinickych
izolatd bakterie B. pertussis vici baktericidnimu ptisobeni krevniho séra v podminkach in vitro

(5.3).

5.1 Aktivita T3SS bakterie B. pertussis v zavislosti na kontaktu s krvi

Rozdily v produkci a sekreci proteini T3SS u laboratorniho kmene Tohama I bakterie
B. pertussis byly pozorovany béhem kultivace na CHA agaru a CHA agaru obohaceném berani
krvi (CHAB agar) s naslednou kultivaci v SS médiu (schéma pokusu viz Obrazek ¢. 8). Vzorky
proteinti uvolnénych do SS média byly nejprve rozdéleny pomoci elektroforézy SDS-PAGE a
poté byly ve vzorcich detekovany proteiny Bsp22, BopN a BopC pomoci imunoblotu (Obrazek
¢. 10). Takto byly zpracovany vzorky z pivodni kultury (BO), vzorky prvnich dvou pasazi
kultivovanych na CHA agaru (Al a A2), vzorky tfetich pasazi kultivovanych na CHA i
CHAB agaru (A3 a B3) a jejich pasazi pfenesenych na opacny typ agaru (AC a BC).

Plvodni vzorek BO ukazuje, Ze v pocatku experimentu probihala aktivni sekrece sledovanych
proteinll. Vzorky odebrané z kultur A1, A2 a A3, které byly pasdzovany na CHA agaru, ukazuji
postupny pokles sekrece sledovanych proteinit do média. Po pfeneseni tieti pasazované kultury
na CHAB agar, vzorek AC, doslo k obnoveni sekrece pomoci T3SS. Aktivni sekrece pomoci
T3SS byla naopak pozorovana v piipadé vzorku B3, ktery odpovida tieti pasazi kultury
péstované v kontaktu s krvi na CHAB agaru (sekrece na stejné urovni byla pozorovana i
v ptipad¢ predchozich pasazi, tj. B1 a B2). Po pfeneseni kultury B3 na CHA agar, vzorek BC,

doslo k vyznamnému poklesu sekrece pozorovanych proteini T3SS do média.

Vyznam piitomnosti krve v agaru na produkci a sekreci komponent T3SS byl soucasné
sledovan na urovni exprese geni (tj. mnozstvi mRNA) kodujicich sledované proteiny pomoci
gPCR (4.2.8). Byla porovnana exprese genl bsp22, bopN a bopC ve vzorcich A3 a AC
(Obrazek €. 11), kde byla kultura pasdzovand na CHA agaru (A3) pfenesena na CHAB agar
(AC). Stejné tak byla porovnana exprese téchto gent ve vzorcich B3 a BC (Obrazek ¢. 12), kde
byla naopak kultura pasdzovana na CHAB agaru (B3) pfenesena na CHA agar (BC).
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Obrazek €. 10 Snimek gelu SDS—PAGE s rozdélenymi proteiny obarvenymi pomoci roztoku Colloidal
Coomassie G-250. Obrazek ukazuje rovnomérné mnozstvi proteinii v jednotlivych vzorcich:
M = standard molekulovych hmotnosti; B0 =plvodni kultura péstovana na CHAB agaru;
A1-3 = pasazované kultury na CHA agaru; AC = kultura pfeo¢kovand na CHAB agar po pfedchozim
pasazovani na CHA agaru.B3 = tfeti kultura pasdzovana na CHAB agar (ptfedchozi dvé kultury, tj. Bl a
B2, nejsou zobrazeny); BC = kultura pfeockovana na CHA agar po pfedchozim pasaZovani na
CHAB agaru. Cervené $ipky oznaduji piedpokladanou pozici sledovanych proteind sekretovanych
pomoci T3SS, konkrétn€ Bsp22, BopN a BopC. Spodni ¢ast obradzku ukazuje snimky nitrocelul6zové
membrany ziskané metodou imunoblotu. Na zobrazenych c¢astech membran je mozné vidét
chemiluminiscenéni signdl v mistech navazani protilatek specificky rozeznavajicich pozorované
proteiny.
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Obrazek ¢. 11 Obrazek graficky znazoriiuje pomérné mnozstvi mRNA gent bsp22, bopN a bopC
vztazeného na mnozstvi mRNA referen¢niho genu rpoB. A3 = tieti naslednad kultura pasazovana na
CHA agaru; AC =kultura pteockovana na CHAB agar po piedchozim pasazovani na CHA agaru.
Vysledky parového t-testu pifi hladiné statistické vyznamnosti p < 0,05 byly graficky znazornény
pomoci hvézdicek: **** < 0,0001; *** = 0,0003; * <0,0214.

ok ok %k %k ok %k %k %k
8_ r 1
L 7_I3_0 & d ok ok
—I_ 1
5.50
o —
8 o 1
o
=
(5]
g
2 4
an
g
=
s 24
(5]
o 1,00 i 1.01 O B3
[ ] [] 1 °"
0 . : :
bsp22 bopN bopC

Obrazek €. 12 Obrazek graficky znazoriiuje pomérmé mnozstvi mRNA gent bsp22, bopN a bopC
vztazeného na mnozstvi mRNA referencniho genu rpoB. B3 = tfeti nasledna kultura pasdzovana na
CHAB agaru; BC = kultura pfeockovana na CHA agar po piedchozim pasazovani na CHAB agaru.
Vysledky parového t-testu pii hlading statistické vyznamnosti p < 0,05 byly graficky znazormény
pomoci hvézdicek: **** < (0,0001.
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Z uvedenych vysledki je ziejmé, ze v ptipadé kultur kultivovanych na CHA agaru (A3 a BC)
byla exprese genti kddujicich proteiny T3SS vyrazné nizsi nez v pripadé kultur kultivovanych

na CHAB agaru (B3 a AC).

Na zéklad¢ téchto vysledkii byl dale studovan vliv biologicky aktivnich termolabilnich latek
obsazenych v berani krvi na troven sekrece pomoci T3SS. K tomu byly bunky B pertussis
Tohama I kultivovany soucasné¢ na CHAB agaru a CHAB agaru obohaceném tepelné oSetfenou
berani krvi s naslednou kultivaci obou kultur v SS médiu. Aktivita sekrece pomoci T3SS obou
vzorkl byla nasledn€¢ porovnana obdobné, jako v pfedchozim experimentu: ziskané vzorky
proteind uvolnénych do SS média byly zpracovany pomoci elektroforézy SDS-PAGE a pomoci
imunoblotu byly detekovany proteiny sekretované pomoci T3SS (Bsp22, BopN a BopC);
(Obrazek ¢. 13). Pomérné mnozstvi mRNA genii bsp22, bopN a bopC v obou vzorcich bylo
stanoveno pomoci qPCR (Obrazek €. 14).
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Obrazek ¢. 13 Snimek gelu SDS—PAGE s rozdélenymi proteiny obarvenymi pomoci roztoku Colloidal
Coomassie G-250. Obrazek ukazuje rovnomérné mnozstvi proteinii v jednotlivych vzorcich:
M = standard molekulovych hmotnosti; WT = soubor proteini izolovanych z bun€k B. pertussis
Tohama I kultivovanych na CHAB agaru a nasledné v SS médiu; 56°C = soubor proteind izolovanych
z bunék B. pertussis Tohama I kultivovanych na CHAB agaru obohaceném tepelné oSetfenou berani
krvi po dobu 30min pfi 56°C a nasledné kultivované v SS médiu. Cervené Sipky oznacuji
piedpokladanou pozici sledovanych proteind sekretovanych pomoci T3SS, konkrétné Bsp22, BopN a
BopC. Prava ¢ast obrazku ukazuje snimky nitrocelul6zové membrany ziskané metodou imunoblotu. Na
zobrazenych ¢astech membran je mozné vidét chemiluminiscencni signal v mistech navazani protilatek
specificky rozeznavajicich pozorované proteiny.
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Obrazek €. 14 Obrazek graficky znazorfiuje pomérné mnozstvim mRNA gent bsp22, bopN a bopC
vztazeného na mnozstvi mRNA referencniho genu rpoB. Vysledna data jsou podilem pomérného
mnozstvi mRNA téchto gend izolované zbunék B. pertussis Tohamal kultivovanych bud’ na
CHAB agaru = WT, nebo na CHAB agaru obohaceném tepelné€ oSetienou berani krvi po dobu 30 min
pti 56 °C = 56°C. Vysledky parového t-testu pti hladin€ statistické vyznamnosti p < 0,05 byly graficky
znazornény pomoci hvézdicek: *** < (0,0004 **** < (0,0001.

Ziskana data naznacuji, Ze inaktivace termolabilnich sloZzek berani krve pouzité pro obohaceni
CHA agaru zpiisobuje snizeni exprese genl bsp22, bopN a bopC a sekreci produktil téchto gent
do SS média. Vzhledem k tomu, Ze referencni kmen Tohama I byl izolovan v roce 1954 a byl
od té doby intenzivné pasazovan v laboratornich podminkach, byl dale vliv krve na produkci a
sekreci T3SS sledovan v nedavno izolovaném kmeni B1917. Vzorky kultur kmene B1917
pestovanych na obou typech agaru (CHA a CHAB) s naslednou kultivaci v SS médiu byly
analyzovany podobné, jako v ptedchozich ptipadech: ve vzorcich supernatantu SS média byl
jako marker aktivity T3SS detekovan protein Bsp22 a z bunécného peletu byla izolovana
celkova RNA pro kvantifikaci mRNA gentl bsp22, bopN a bopC. Vysledky jsou zobrazeny na
nasledujicich obrazcich (Obrazky ¢. 15 a 16).

V ptipadé klinického izolatu B1917 nebyl pozorovan signifikantni rozdil v aktivit€¢ T3SS pfi
porovnani bunék kultivovanych na CHA agaru a CHAB agaru. Z téchto vysledkt vyplyva, Ze
u pasazované¢ho kmene Tohama I doslo k poklesu exprese a produkce T3SS komponent a
k jejich opétovné aktivaci je zapotiebi kontakt s krvi. U soucasného klinického izolatu B1917

k tomuto poklesu nedoslo a proto kontakt s krvi nemé&l Zadny indukujici efekt.
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Obrazek €. 15 Snimek gelu SDS—PAGE s rozdélenymi proteiny obarvenymi pomoci roztoku Colloidal
Coomassie G-250. Obrazek ukazuje rovnomérné mnozstvi proteinli v jednotlivych vzorcich:
M = standard molekulovych hmotnosti; CHA =soubor proteini izolovanych z bunék B. pertussis
B1917 kultivovanych na CHA agaru a nasledné v SS médiu; CHAB = soubor proteinil izolovanych
zbunék B. pertussis B1917 kultivovanych na CHAB agaru a naslednd v SS médiu. Cervené Sipky
oznacuji ptedpokladanou pozici proteini Bsp22, BopN a BopC sekretovanych pomoci T3SS. Prava ¢ast
obrazku ukazuje snimek ziskany pomoci imunoblotu. Na zobrazené ¢asti membrany je mozné videt
chemiluminiscencni signal v misté navazani protilatky specificky rozeznavajici protein Bsp22.
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Obrazek €. 16 Obrazek graficky zndzorfiuje pomérné mnozstvim mRNA genl bsp22, bopN a bopC
vztazeného na mnozstvi mRNA referencniho genu rpoB. Vysledna data jsou podilem pomérného
mnozstvi mRNA téchto genil izolované zbun¢k B. pertussis B1917 kultivovanych bud’ na
CHA agaru = CHA agar, nebo na CHA agaru = CHAB agar. Vysledky parového t-testu pii hlading
statistické vyznamnosti p <0,05 byly graficky znazornény pomoci zkratky ,ns“ (nesignifikantni)
p <0,245.
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5.2 Role genu BB0302 v regulaci exprese a produkce T3SS

Na zaklad¢ nasich ptedchozich publikovanych vysledkl (Bibova et al., 2015) a jisté homologie
s regulatory T3SS urostlinnych patogent, byl gen BP0209 vytipovan jako hypoteticky
regulator T3SS u B. pertussis. Bohuzel delece genu BP0209 se ndm nepodafila, zfejmé kvali
pritomnosti IS481 elementl, které priléhaji k obéma strandm tohoto genu a které znacné
komplikovaly ptipravu delece pomoci homologni rekombinace. Proto jsme se rozhodli pouzit
ptibuzné bakterie B. bronchiseptica, u které neni homologni gen BB03(02 obklopen IS481

elementy a ptiprava delece tak byla mnohem jednodussi.

5.2.1 Priprava kmene B. bronchiseptica RBS0A0302

Pro ptipravu klonovaciho vektoru pSS4245 26DG byly pomoci PCR pfipraveny fragmenty
DNA zvané 26DE (768 bp) a 26FG (638 bp) lemujici gen BB0302 na chromozomu
B. bronchiseptica RB50 (Obréazek ¢. 17 A). Oba fragmenty byly spojeny ligaci do jednoho
fragmentu o velikosti 1 400 bp oznaceného jako 26DG (Obrazek ¢. 17 B).
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Obrazek &. 17 Priprava delece genu BB0302. Snimky agar6ézovych geld s rozdélenou DNA ukazuji
v obou Castech v prvnim sloupci zleva standard velikosti nukleovych kyselin (hodnoty v bp). Panel A
ukazuje pfitomnost fragmentli 26DE a 26FG pfiblizn¢ o predpokladané velikosti (768 bp a 638 bp)
ziskanych pomoci PCR. Panel B ukazuje fragment 26DG (1 400 bp), resp. produkt ligace fragmentt
26DE a 26FG. Vyznacena ¢ast gelu obsahujici pravdépodobné fragment 26DG byla vyjmuta pro
naslednou izolaci této DNA.
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Fragment 26DG byl nésledné vyjmut z gelu, amplifikovan pomoci PCR a po sekvenaci DNA
byl ligaci vlozen do MCS plazmidu pSS4245. Vznikly vektor pSS4245 26DG byl
transformovan do bun¢k E. coli SM10 Apir. Po transformaci byly bunky kultivovany na
LB agaru obohaceném o Amp a Kan. Jedna ze tfi kolonii testovanych pomoci PCR za pouziti
specifickych primeri obsahovala produkt odpovidajici svou velikosti (1 400 bp) fragmentu
26DG (Obrazek €. 18 C). Tento klon byl po sekvenaci izolované pDNA nésledné pouzit pro
pieneseni vektoru do bun€k B. bronchiseptica RB50 pomoci konjugace. Po konjugaci byly
buniky pfeneseny na BG agar navozujici podminky pro vlozeni vektoru vcetné¢ mutovaného
genu do chromozomu diky homologii s fragmenty 26DE a 26FG. Dale byly vyrostlé kolonie
preockovany na BG agar navozujici podminky pro opétovné vystépeni vektoru z chromozomu,
béhem kterého dojde k rekombinaci a sou¢asnému vystépeni jedné z kopii genu BB0302, tj.
bud’ mutované, nebo ptivodni (viz Obréazek €. 9). Pfitomnost genu BB0302 v gDNA izolované

z péti nahodné vybranych kolonii byla otestovana pomoci PCR (Obrazek ¢. 18 D).
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Obrazek €. 18 Priprava delece genu BB0302. Snimky ukazuji produkty PCR rozdélené podle velikosti.
Pro PCR byly pouzity specifické primery ovétujici pfitomnost iseku DNA 26DG velkého 1 400 bp.
Panel C ukazuje produkty PCR ziskané amplifikaci z pDNA izolované ze tii kolonii E. coli SM10
ziskanych po transformaci vektoru pSS4245 26DG. Ptitomnost fragmentu o pozadované velikosti byla
pozorovana pouze v piipadé klonu €. 3 (zvyraznéno rameckem).

Panel D ukazuje produkty PCR ziskané amplifikaci z gDNA izolované z péti kolonii B. bronchiseptica
RB50 izolovanych po konjugaci a homologni rekombinaci s ndslednym vyStépenim vektoru
pSS4245 26DG z chromozomu. Velikost produktii z klont €. 1, 2, 3 a 5 odpovidala deleci genu
BB0302, v ptipade¢ klonu ¢. 4 doslo pravdépodobné k navraceni pivodniho genotypu.

V obou castech je v prvnim sloupci zleva standard velikosti nukleovych kyselin (hodnoty v bp).
Kontrolni vzorek ,,gDNA* byl ziskan amplifikaci z gDNA izolované z divokého typu B. bronchiseptica
RB50, kontrolni vzorek ,,pDNA“ byl ziskan amplifikaci z vektoru pSS4245 26DG.
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V jednom ptipadé byl pozorovan navrat k piivodnimu genotypu (2 063 bp), ve zbylych ¢tyiech
ptipadech byl ziskdn pouze produkt odpovidajici svou velikosti fragmentu DNA 26DG
(1 400 bp), coz nasvédCovalo tspesné deleci genu BB03(02. Jeden z téchto kloni byl nahodné
vybran pro potvrzeni delece genu BB0302 pomoci sekvenace DNA a byl nésledné pouzit pro

charakterizaci genu BB0302.

5.2.2 Charakterizace kmene B. bronchiseptica RBS0A0302

V ramci charakterizace kmene RB50A0302 byla porovnana jeho rychlost rastu v SS médiu
s rychlosti rastu divokého typu, RB50. Souvislost mezi genem BB0302 a aktivitou T3SS byla
zkoumana na urovni transkripce nékterych gentit T3SS do mRNA (kvantifikace pomoci qPCR;
4.2.8) a sekrece nekterych proteinit T3SS do SS média (detekce pomoci imunoblotu; 4.2.4 a

4.2.5) opét v porovnani s divokym typem.

5.2.2.1 Ristova rychlost

V pribéhu kultivace byly v sledovanych kulturach monitorovany hodnoty optické hustoty
(OD). Z téchto hodnot byly ziskany ristové kiivky a v semilogaritmickém vyneseni byla ¢asti
rustové kiivky odpovidajici exponencialni fazi riistu prolozena linedrni funkce (Obrazek €. 19).
Predpis takto ziskané funkce popisujici exponencialni fazi ristu byl pouzit pro vypocet
generacni doby a rhstové rychlosti v exponencidlni fazi rastu bunéCnych kultur obou
studovanych kment. Vysledky ziskané aritmetickym primérem hodnot biologickych triplikata
shrnuje nasledujici tabulka (Tabulka €. 19).

Bakterialni kmen RB50 RB50A0302
Generac¢ni doba Td [min] 74,60 73,46
Smeérodatna odchylka [min] +4,07 +2,03
Riistova rychlost ¢ [hod™!] 0,80 0,82
Smeérodatna odchylka [ hod! ] + 0,04 +0,02

Tabulka ¢. 19 Generacni doba a rdstova rychlost bunék kment
B. bronchiseptica RB50 a RB50A0302 v exponencialni fazi ristu. Vysledné
hodnoty jsou aritmetickym primérem biologickych triplikati doplnénych
smérodatnou odchylku.
V ptipadé obou kmenl byla zjiSténa velice podobnd generacni doba a riistova rychlost
v exponencidlni fazi ristu. Genera¢ni doba byla stanovena ptiblizn€ na 74 min, rtistova rychlost

doséhla hodnoty asi 0,8 hod!. Delece genu BB0302 tedy snejvyssi pravdépodobnosti

neovlivnila rastové vlastnosti kmene RB50.
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Obrazek €. 19 Rustoveé vlastnosti divokého typu a kmene RB50A0302 B. bronchiseptica. Panely A a B
ukazuji grafické vyneseni zavislosti OD na ¢ase od pocatku kultivace obou studovanych kment bakterie
B. bronchiseptica az do jejiho ukonceni. Panely C a D zachycuji detail exponencialni faze rdstu
vyobrazené na panelech A a B. Zavislost OD na Case je zde v semilogaritmickém vyneseni. Hodnotami
exponencialni faze rstu na panelech C a D je prolozena linearni funkce (oranzova piimka), popisujici
charakter ristu bunécné kultury. Jeji funk¢ni predpis byl pouzit pro vypocet generacni doby a rdstové
rychlosti obou kmeni. Cervenou barvou jsou zvyraznény hodnoty exponencidlni fize riistu kultur.
Obrazek ukazuje reprezentativni data jednoho ze tii biologickych opakovani zpracovanych v programu
Fityk (1.3.1).

5.2.2.2 Aktivita T3SS

Sekrece proteinii Bsp22, BopN a BopC kmeny RB50 a RB50A0302 byla testovana pomoci
imunoblotu. Kvalitativni vysledky jsou zobrazeny na nasledujicim obrazku (Obrazek ¢. 20).
Soucasné¢ byla pomoci qPCR sledovana exprese odpovidajicich geni a také genu bscN
kodujiciho ATPazu T3SS. Vysledky tohoto pozorovani byly zpracovany graficky (Obrazek
¢. 21). Na zakladé téchto vysledki se zda, Ze delece genu BB0302 neovlivnila expresi gent

bsp22, bopN, bopC a bscN, ani sekreci jejich produkta.
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Obrazek €. 20 Snimek gelu SDS—PAGE s rozdélenymi proteiny obarvenymi pomoci roztoku Colloidal
Coomassie G-250. Obrazek ukazuje rovnomérné mnozstvi proteind v jednotlivych vzorcich:
M = standard molekulovych hmotnosti; RB50 = soubor proteinti sekretovanych do SS média kmenem
RB50; RB50A0302 = soubor proteinti sekretovanych do SS média kmenem RB50A0302. Cervené Sipky
oznacuji predpokladanou pozici sledovanych proteini sekretovanych pomoci T3SS, konkrétn¢ Bsp22,
BopN a BopC. Prava ¢ast obrazku ukazuje snimky ziskané pomoci imunoblotu. Na zobrazenych ¢astech
membran je mozné vidét chemiluminiscencni signal v mistech navédzani protilatek specificky
rozeznavajicich pozorované proteiny.
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Obrazek ¢. 21 Obrazek graficky znazornuje pomérné mnozstvim mRNA gent bsp22, bopN, bopC a
bscN vztazeného na mnozstvi mRNA referenc¢niho genu rpoB. Vysledna data jsou podilem pomérného
mnozstvi mRNA téchto gent izolované z bun¢k B. bronchiseptica divokého typu (RB50) a kmene
RB50A0302. Vysledky parového t-testu pii hladin€ statistické vyznamnosti p < 0,05 byly graficky
znazornény pomoci hvézdicek: * = 0,028; ns (nesignifikantni) p <0,175.
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5.3 Odolnost klinickych izolata B. pertussis vii¢i baktericidnimu pusobeni
krevniho séra

Pomoci metody SKA (3.3.3.2 a 4.2.2) byla stanovena odolnost souboru deviti soucasnych
Ceskych klinickych izolatl, péti pivodnich ceskoslovenskych vakcina¢nich kmenit a
referenéniho kmene Tohama I bakterie B. pertussis vici baktericidnimu plisobeni krevniho
séra. Odolnost byla ur€ena jako procentudlni podil kultivovatelnych bunék vystavenych
krevnimu séru a kultivovatelnych bunék vystavenych tepelné inaktivovanému séru. Odolnost
vuci séru, resp. prumérny podil bun¢k ptezivsich SKA byl v piipad¢ referencniho kmene
Tohama I stanoven na hodnotu ~ 1,6 %, v ptipad¢ ptivodnich vakcina¢nich kmeni ~ 7,1 % a
v pripad¢ soucasnych klinickych izolati ~ 25,3 %. Vysledky v¢. statistického vyhodnoceni dat
byly pro prehlednost znazornény graficky (Obrazek ¢. 22).
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Obrazek ¢. 22 Rezistence studovanych kment vici baktericidnim u¢inkiim séra. Grafické znazornéni
odolnosti vSech tfi testovanych skupin (Tohama I, piivodni vakcina¢ni kmeny — VS a soucasné klinické
izolaty — CI) metodou SKA. Odolnost byla vynesena jako podil kultivovatelnych bunék vystavenych
séru a kultivovatelnych bunék vystavenych tepelné inaktivovanému séru v procentech.

Vsechny studované kmeny byly testovany metodou SKA alespon ve tfech biologickych opakovanich;
velikost skupin n(Tohama I) =10, n(VS) =15, n(CI) = 33. Vodorovna €ara uvniti boxu znazornuje
aritmeticky prameér ziskanych hodnot. Smeérodatné odchylky byly graficky znazornény v 95%
konfiden¢nim intervalu a odlehlé hodnoty byly vyznaceny graficky pomoci symbolii @ = Tohama I,
A = VS, m = CL Vysledky neparového t-testu pii hlading statistické vyznamnosti p < 0,05 byly graficky
znazornény pomoci hvézdicek: **** p < 0,0001; *** p = 0,0002; ** p = 0,0052.
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6 Diskuze

Sekrecni systém typu 3 (T3SS) je jednim z faktorii virulence ¢asto uzivanym patogennimi
gramnegativnimi bakteriemi ke vstfikovani efektorovych protein pfimo do cilovych bunck
napadeného hostitelského organismu. Jednou z takovych je i bakterie B. bronchiseptica, u které
byl prokazan cytotoxicky efekt proteinu BopC (t¢z BteA) sekretovaného do hostitelskych
(eukaryotickych) bun¢k vyhradné pomoci T3SS (Panina ef al., 2005). Piestoze blizce piibuzny
druh, bakterie B. pertussis, je schopen produkce totozného aparatu T3SS vcetné produkce
efektoru BopC, vyznam T3SS a patogenezi B. pertussis nebyl doposud dostateéné objasnén.
Navic byl T3SS bakterie B. pertussis az doneddvna povazovan v podminkéch kultivace in vitro

za neaktivni (Fennelly ef al., 2008).

Jednim z cilti této diplomové prace bylo objasnit, za jakych podminek je T3SS v buiikach
B. pertussis aktivni béhem in vitro kultivace. Pfedem byla stanovena hypotéza zalozena na
dosavadnich nepublikovanych zkuSenostech kolegli z Laboratofe post-transkripéni kontroly
genové exprese (MBU, Praha), e zdsadni vyznam pro aktivitu T3SS bakterie B. pertussis
v podminkdch kultivace in vitro ma berani krev bézné€ pouzivana pro obohaceni BG agaru,
konkrétn¢€ pak jeji biologicky aktivni slozky. Pro ovéteni této hypotézy bylo navrzeno pracovni
schéma podrobné popsané v kapitole 4.2.3. Principem tohoto experimentu bylo kultivovat
kmen bakterie B. pertussis Tohama I (u kterého Gaillard e al. (2011) jiZ diive potvrdili aktivitu
T3SS v podminkach invitro po predchozi infekci mysSiho modelu) v pfitomnosti a
nepfitomnosti berani krve. Pro tento typ experimentu byl namisto bézn€ uzivaného BG agaru
pouzit CHA agar, ktery je na rozdil od BG agaru mozné pouzit pro kultivaci B. pertussis
nezavisle na obohaceni berani krvi. Pro zji§téni vyznamu obsahu berani krve v agaru byl pouZit
jak standardni CHA agar, tak CHA agar obohaceny berani krvi (CHAB agar) a na rozdil od
experimentalniho schématu, které popsali Gaillard ef al. (2011), nebyly bunky pasaZovany
pouze v prostiedi tekutého SS média (které berani krev neobsahuje), ale byly pasdzovany na
obou zminénych typech agaru. Z kazdé pasaZzované kultury byla néasledné pfipravena tekuta

kultura v SS médiu pro ovéfeni aktivity T3SS.

Vysledky dokumentované v kapitole 5.1 v prvni fad€¢ potvrzuji vysledky, které publikovali
Gaillard et al. (2011), totiz ze pasdzovanim bunék B. pertussis v podminkach in vitro bez
pfitomnosti krve v zivném médiu (at’ uz se jednd o SS médium, ¢i CHA agar) dochazi
k postupné ztraté aktivity T3SS. Experimentdlni schéma pouzité v této diplomové préci vSak

umoznilo potvrdit hypotézu, ze k opétovnému navozeni aktivity T3SS sta¢i bunky pteockovat

81



na CHAB agar obohaceny berani krvi. Soucasné bylo potvrzeno, Ze bunky B. pertussis, které
byly tfikrat nasledn¢ pasaZzovany na CHAB agaru, ztraceji aktivitu T3SS az po pieneseni na
CHA agar. Tyto zmény v aktivité T3SS byly pozorovany jak na trovni sekretovanych proteint
T3SS (Bsp22, BopN a BopC), tak na urovni exprese geni kodujicich tyto proteiny. Regulace
aktivity T3SS kontrolovana kontaktem bakterie s krvi obsazenou v zivném médiu tedy probiha
na urovni transkripce sledovanych genii. Na zaklad¢ téchto vysledkt v§ak nelze vyloucit dalsi
mechanismy na urovni post-transkripcni regulace ¢i regulace samotné sekrece proteinii. Jak
totiz popsali Bibova et al. (2015), pro sekreci pomoci T3SS je u bakterie B pertussis nezbytny
RNA chaperon Hfq, ktery hraje kli¢ovou roli v regulaci genové exprese na post-transkripéni

arovni.

Po ovéfeni zakladni hypotézy, totiz Ze krev obsaZena v agaru je zodpovédna za aktivaci T3SS
v butikach B. pertussis kultivovanych v podminkach in vitro, byl proveden nasledny pokus,
ktery si dal za cil ovéfit, zda berani krev inkubovana pfi teploté 56 °C bude mit stejny vliv na
aktivitu T3SS, jako nezahtata krev. Tepelnym oSetfenim krve totiz dojde k inaktivaci jejich
biologicky aktivnich termolabilnich slozek. Vysledky uvedené v této diplomové praci
naznacuji, ze aktivita T3SS bakterie B. pertussis kultivované na CHAB agaru obohaceném
tepeln¢ inaktivovanou berani krvi byla na trovni sekrece proteinii vyznamné nizsi nez u vzorku
kultivovaném na CHAB agaru, k jehoZ obohaceni byla pouZita nezahtatd berani krev. Tento
rozdil v aktivit€¢ T3SS byl pozorovan i na urovni exprese genll bsp22, bopN a bopC, jejiz
hodnoty byly v bunikach kultivovanych na standardnim CHAB agaru pfiblizn€é dvojndsobné
vy$$i v porovnani s bunkami kultivovanymi na CHAB agaru obohaceném tepelné

inaktivovanou krvi.

Jelikoz doposud diskutované vysledky monitoruji aktivitu T3SS pouze laboratorniho kmene
B. pertussis Tohama I, byl pro ovéfeni relevance dosazenych vysledkd proveden experiment
pozorujici aktivitu klinického izolatu B1917, ktery je v soucasnosti nékterymi védeckymi
skupinami pouZzivan jako novy referencni kmen reprezentujici souc¢asné klinické izolaty (Bart
et al.,2014). Pro jednoduchost bylo experimentalni schéma zjednoduseno a buiiky kultivované
bud’ na CHA agaru, nebo na CHAB agaru byly pro kontrolu aktivity T3SS bez dalSiho
pasazovani ockovany do SS média. Obohaceni agaru krvi vSak v pfipad¢ klinického izolatu
B1917 nevedlo ke zméné& aktivity T3SS ani na arovni transkripce pozorovanych gend, ani na
urovni mnozstvi proteini sekretovanych do SS média. Zistava otdzkou, zda by se zména

v aktivité T3SS projevila, pokud by bylo zachovdno piivodni schéma experimentu zahrnujici
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pasazovani bunck na obou typech agaru. Faktem vSak je, Ze v pfipad¢ laboratorniho kmene
Tohama I 1ze i bez pasdzovani sledovat signifikantni pokles aktivity T3SS bun¢k kultivovanych
na CHA agaru v porovnani s buitkami kultivovanymi na CHAB agaru, coz u kmene B1917
pozorovano nebylo. Zda se tedy, ze exprese a produkce komponent T3SS u soucasnych

klinickych izoléth je v porovnani s kmenem Tohama I znacné vyssi a nevyzaduje indukci krvi.

Vliv krve ¢i krevniho séra na produkci faktora virulence bakterie B. pertussis byl pozorovan jiz
drive. Pishko et al. (2003) publikovali data dokazujici zvySenou odolnost bun¢k B. pertussis
(Tohama I) viic¢i baktericidnimu ptisobeni krevniho séra v podminkéch in vitro, pokud byly
bunky kultivovany na standardnim BG agaru obohaceném berani krvi. Piestoze pozorovany jev
je v souladu s nasi hypotézou a s vysledky této diplomové prace, popsany experiment nelze
zopakovat, jelikoz bunky B pertussis neni mozné (alesponl v naSich experimentilnich
podminkach) kultivovat na BG agaru bez obohaceni berani krvi. Bez ohledu na tuto zjevnou
nesrovnalost se Pishko ef al. (2003) domnivaji, Ze zvyseni odolnosti buné¢k vici krevnimu séru
tepelnd inaktivace krve pouZité pro pfipravu BG agaru vede ke sniZeni exprese gent a aktivity
T3SS. Na zaklad¢ téchto souvislosti Ize stanovit hypotézu, ze kultivace bun€k B. pertussis na
BG agaru obohaceném pouze tepelné inaktivovanou krvi povede v porovnani s buitkami
kultivovanymi na standardnim BG agaru k obecnému sniZeni schopnosti virulence téchto
bun¢k v disledku nepfitomnosti biologicky aktivnich sloZzek krve, jako jsou napf. proteiny
komplementu, sérové protilatky, globuliny, CRP, transferin a fada dalSich proteinii b&zné
pritomnych v krvi. Tuto hypotézu podporuje i nedavno publikovana prace, ve které Gestal et
al. (2018) dokumentuji reakci bunék klasickych druhti Bordetella na inkubaci ptimo v berani
krvi ¢i v krevnim séru. Navzdory pouziti odliSného experimentdlniho schématu, kdy byly
studované buniky kultivovany na standardnim BG agaru a nésledné byly inkubovany po dobu
60 min bud’ v SS médiu, berani krvi ¢i krevnim séru, dosli Gestal et al. (2018) ke shodnému
vysledku, totiz Ze kontakt bunék B. pertussis s krevnim sérem vede k zvySeni produkce
nekterych faktori virulence. Lze predpokladat, ze pouziti standardniho CHA agaru namisto
BG agaru by vedlo k pozorovani jeSt€¢ vyraznéjSiho rozdilu popsanych jevi, jelikoz pfi
zachovani tohoto experimentdlniho schématu vSechny pozorované buiiky ptichazeji do
kontaktu s krvi jiz pti kultivaci na BG agaru. V tomto vyzkumu byl navic jako jediny zéastupce
druhu B. pertussis pouzit kmen BP536 odvozeny od kmene Tohama I, popsany jev tedy nebyl

pozorovan u zadného soucasného klinického izolatu.
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Gestal et al. (2018) navic pfipousti, Ze inkubace bun¢k v krvi komplikuje dalsi laboratorni praci
kontaminace vzorkd sérovymi proteiny, které byly analyzovany pomoci elektroforézy
SDS-PAGE a pomoci imunoblotu. Faktem také je, ze béhem infekce dychaciho tstroji hostitele
ptijdou bunky B. pertussis do kontaktu s podstatné nizs$i koncentraci krevni plazmy, nez pouzili
Gestal et al. (2018). Koncentrace a slozeni krevni plazmy vylu¢ované na povrch dychaciho
epitelu je vSak otazkou, na kterou nelze s jistotou odpovédét — miize se totiz liSit mezi
jednotlivymi jedinci a odviji se mimo jiné od sou¢asného imunologického a zdravotniho stavu
daného jedince. Odhadem by koncentrace krevniho séra na povrchu dychaciho traktu mohla
odpovidat asi 20% roztoku Ccisté krevni plazmy, coz je pétina koncentrace pouzité
v diskutovaném clanku (Persson, 1991; Fernandez a Weiss, 1994). DalSim faktorem, ktery
pravdépodobné zkresluje vysledky obdobnych experimentd, je pouziti berani krve pro kultivaci

striktné lidského patogenu.

Na zaklad¢ dat uvedenych v této diplomové praci bude déale kontakt kmend B. pertussis
Tohama I a B1917 s krvi studovan na trovni celého proteomu (LC-MS/MS) a transkriptomu
(RNA-seq). K studiu kontaktu bunék B. pertussis s krvi bude dale zachovan princip kultivace
na CHA agaru s moznosti obohaceni bud’ krvi, nebo pouze jejimi derivaty, jako je krevni sérum,
¢1 tepelné inaktivované krevni sérum. V navaznosti na soucasné vysledky jinych vyzkumnych
skupin byly také provedeny predbéZné experimenty zaloZené na kultivaci bun€k B. pertussis
v SS médiu s upravenym sloZzenim tak, aby vérohodnéji pfipominalo podminky panujici
v respiraénim traktu. Konkrétné jde o limitaci klicovymi Zivinami — glutamatem a ionty
zeleza — které by mély vést k nabuzeni aktivity T3SS (Brickman et al., 2011; Hanawa et al.,
2016). Na tomto misté je vSak potieba pfipomenout, Ze fakta tykajici se druhu B. bronchiseptica
nelze automaticky aplikovat i v ptipadé€ B. pertussis a naopak — jako tomu je v ptipadé posledné
citovanych publikaci, kde pfi zachovani stejného experimentalniho schématu byly vysledky

ziskané na modelu B. bronchiseptica jen vzdalen¢ podobné tém pozorovanym u B. pertussis.

Dalsi hypotézou testovanou v této diplomové praci byla souvislost genu BB0302 bakterie
B. bronchiseptica RB50 s aktivitou T3SS. Pro ovéfeni této hypotézy byl ptipraven dele¢ni
kmen RB50A0302 a byla porovnana rychlost ristu v SS médiu, exprese vybranych genii T3SS
(bsp22, bopN, bopC a bscN) a sekrece vybranych proteintt pomoci T3SS (Bsp22, BopN a

BopC) v porovnani s divokym typem.
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Porovnani generacni doby a ristové rychlosti obou kment vede k pfedpokladu, Ze delece genu
BB0302 pravdépodobné neméd za danych experimentilnich podminek vliv na ristové
schopnosti bakterie B. bronchiseptica RB50 v SS médiu. Zajimavosti je jen obtizné
vysvétlitelny skokovy nartist OD, ktery nastal v piipad¢ vSech méfenych vzorkt na pfechodu
z pozdni exponencidlni faze ristu do stacionarni faze (v ¢ase ~ 26 hod od pocatku kultivace),
kdy OD béhem dvou az tii ndslednych méteni (tj. v horizontu ~ 1 hod) vzrostla asi o dvé
desetiny. K vysvétleni tohoto jevu se nabizi moznost technické chyby v pribéhu méfeni,
k zminénému nartistu OD vSak doslo u kazdého méfeného vzorku vsech tii biologickych
opakovani vzdy v jiném ¢asovém intervalu v priab&hu asi dvou hodin. B€hem kultivace bakterie
B. bronchiseptica v tekutém médiu pfi kultivaci do stacionarni faze rastu zpravidla vznikaji
shluky bunék spojované s tvorbou biofilmu, ktera je viibec nejintenzivnéjsi ve fazi Bvg', neboli
v piechodové fazi virulence mezi fazemi Bvg" a Bvg'. (Irie et al., 2004). Nelze tedy vyloudit,
ze skokovy nartst OD byl zaznamenan v ¢asovém intervalu tvorby biofilmu a pfechodu bun¢k

do stacionarni faze rustu.

Ani v expresi vybranych genli, ani v sekreci proteinii pomoci T3SS jsme nepozorovali
signifikantni rozdily mezi dele¢nim a plivodnim kmenem. Srovnéni profili sekretovanych
proteinti obou kment rozdélenych pomoci SDS-PAGE neodhalilo Zadny protein, ktery by byl
¢1 nebyl v jednom z kmentl sekretovan v odliSném mnoZstvi. Odhaleni funkce produktu genu
BB0302 by mohlo byt docileno srovnanim kompletnich proteomi ¢i transkriptomi divokého
typu a kmene RB50A0302, nicméné ziskané vysledky naznacuji, Ze v regulaci T3SS
u B. bronchiseptica Zadnou funkci nema. Nelze také vyloucit, Ze produkt genu hraje roli pouze

v podminkach, které nelze kultivaci in vitro navodit.

Vzhledem k tomu, Ze se ndm nepodaftilo zkonstruovat ABP0209 kmen B. pertussis, rozhodli
jsme se deletovat homologni gen BB0302 v B. bronchiseptica. Ptestoze je gen 100% homologni
genu BP0209 bakterie B. pertussis, je mozné, ze u obou bakterii hraje rozdilnou roli. Pro
ovéfeni této hypotézy by bylo vhodné deleci genu BP0209 provést v takovém kmeni
B. pertussis, ktery v blizkosti genu BP0209 nemd nékolik 1S481 elementt, jako je tomu
v pfipad€ kmene Tohama I. Kandidatem splitujicim tuto podminku by mohl byt kmen B1917,
u kterého je homolog BP0209 anotovan pod ndzvem B1917 RS01125.
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Odolnost bakterie B. pertussis viici baktericidnimu piisobeni krevniho séra je jednou z jejich
vlastnosti, diky které je schopna infikovat a ptezivat v hostitelském organismu. Od konce
20. stoleti, kdy zacal byt tento jev pozorovan, byla popsdna fada molekul a molekuldrné-
biologickych mechanismi, jez tomuto patogenu umoznuji prezivat v pritomnosti komplementu
(viz kapitola 3.3.3.3). V soucasnosti se vyzkum zaméfuje i na evoluci a adaptaci B. pertussis na
celoplo$né intenzivni ofkovani proti ¢ernému kasli. Jednou z takovych adaptaci, ktera byla
studovana v této diplomové praci, je zvySeni odolnosti bun¢k B. pertussis vici piisobeni
komplementu v podminkach in vitro. K pozorovani tohoto jevu byly pouzity dvé skupiny
kment klinickych izolath B. pertussis. Jednu z téchto skupin reprezentovaly kmeny izolované
na izemi byvalého Ceskoslovenska v letech 19541965, zatimco druha skupina sestdvala ze
soucasnych (2008-2015) €eskych klinickych izolatd. Citlivost vici séru téchto dvou skupin

byla zaroven porovnana s citlivosti laboratorniho kmene Tohama I izolovaného v roce 1954.

Z dat uvedenych v této diplomové praci je patrné, ze skupina souc¢asnych klinickych izolata je
ptiblizné Ctytikrat odolnéjsi viici séru nez skupina pivodnich vakcinacnich kmeni. Tato data
napovidaji, ze v prib&éhu asi 50 let od zahdjeni vakcinace proti ¢ernému kasli doslo
u soucasnych klinickych izolati ke zvySeni odolnosti vii€i baktericidnimu pasobeni krevniho

séra.

Dosavadni vyzkum odolnosti B. pertussis vii¢i komplementu se zabyval spiSe biomolekulami
a molekularnimi mechanismy, které s timto jevem souviseji. Jednou ze studii feSici obdobnou
problematiku publikovali Elder a Harvill (2004). V této studii se sice pfednostné zaméfili na
porovnani vyznamu proteinu BrkA v podminkach in vitro a in vivo v mySim modelu (viz
kapitola 3.3.3.3), pro sviij vyzkum vSak pouzili vedle laboratornich kmenti také dva soucasné
klinické izolaty, které i v ptipad¢ delece genu brk4 vykazovaly obecné vyssi odolnost vici

baktericidnimu piisobeni krevniho séra nez laboratorni kmeny.

Na tomto misté je potieba si uvédomit, Ze v této diplomové praci byla studovana pouze odolnost
vuci baktericidnim vlastnostem samotného komplementu ¢ili tvorbé MAC. Tézko tedy ze
ziskanych dat usuzovat, jakou odolnost vii¢i séru by vykazovaly pouzité¢ kmeny v podminkéach
in vivo v relevantnim biologickém modelu, ve kterém je potfeba pocitat napt. i s opsonizaci
zajiSténou interakci bunc€k bakterie se slozkami komplementu a s ndslednou cinnosti
fagocytujicich bunék imunitniho systému. Zaroven je potfeba zminit, Ze citlivost B. pertussis
vuci komplementu je v podminkéch in vitro zavisla na fadé€ faktort: zplsob kultivace, riistova

faze bunék, pouzity kmen a jeho adaptace na laboratorni podminky, ¢i koncentrace a typ
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pouzit¢ho séra. Pozorovani v podminkach in vitro se proto mohou mezi vyzkumnymi
skupinami vyznamné liSit. Zaroven bylo popsdno, ze aktivace komplementu je v piipade
B. pertussis v podminkach in vivo na rozdil od podminek in vitro vedena klasickou cestou a je
zavisla predevSim na pritomnosti specifickych protilatek produkovanych hostitelskym
organismem, coz je dalsi faktor, ktery ma vliv na porovnéani stavu v podminkéch in vitro a

in vivo (Barnes a Weiss, 2002; Pishko et al., 2003).

V kontextu opsonizace a aktivace komplementu klasickou cestou za ucasti specifickych
protilatek se Barnes a Weiss (2002) s odkazem na piedchozi studie (Weiss et al., 1999;
Weingart et al., 2000) dovolavaji vyvoje a pouzivani vakcin, které v prevenci ¢erného kasle
navozuji tvorbu protilatek a pamétovych bunc¢k imunitniho systému specifickych proti
B. pertussis. U naivniho nebo nedostate¢né¢ ockovaného cloveka (predevsim ditéte) totiz
produkce specifickych protilatek pti prvnim setkdni s danym antigenem trva n¢kolik dni. Bunky
B. pertussis proto pravdépodobné mohou rust v po¢atecni fazi infekce exponencialni rychlosti
a souCasné¢ bez pritomnosti opsonizujicich protilatek ,riskovat® baktericidni ucinek

komplementu aktivovaného pomoci (chybé&jicich) protilatek.

Mezi diskutované odpovédi na tuto vyzvu v soucasnosti patii Gprava slozeni soucasné vakciny
DTaP, ktera by vedla ke kvalitné;jsi a dlouhotrvajici imunitni odpovédi vici infekei B. pertussis.
Jednou z teoretickych moznosti je obohaceni vakciny typu DTaP o detoxifikovany ACT. Bylo
totiZz prokazano, Ze be¢hem infekce B. pertussis vznikaji proti ACT specifické protilatky stejné
tak jako po ockovani pomoci DTwP. Tyto protilatky jsou schopné potlacit enzymatickou
aktivitu ACT a zmirnit nésledky infekce B. pertussis. Navic pronikaji ptes placentu a v téle
novorozence vydrzi i nékolik mésici, kde slouzi jako do€asné ochrana od narozeni do fadného
ockovani daného jedince. I ptes tato fakta doposud neni detoxifikovany ACT soucasti DTaP
(Farfel et al., 1990; Eby et al., 2017). V této souvislosti je dal§i moZnosti pro zlepSeni kvality
prevence Cerné¢ho kaSle zavedeni oCkovani Zen mezi 27.a 36. tydnem tehotenstvi. Dalsi
mozZnosti je pravidelné preockovani dospélych osob vakcinou DTaP v intervalu tfi let. Nekteré
veédecké skupiny vSak povazuji zdokonaleni vakciny typu DTaP za nedosazitelné a vénuji se
bud’ upravé vakciny typu DTwP scilem dosdhnout niz§i reaktogenicity, nebo vyvoji
alternativniho typu vakcin. Jednou z takovych je vakcina BPZE1 zalozend na Zivém, ale
oslabeném kmeni B. pertussis neschopném produkce PT, DNT a TCT. V ramci klinickych
studii bylo doposud prokdzano, Ze tato vakcina na rozdil od vakciny typu DTaP navozuje

imunitni odpovéd’ vedenou bunéénym typem Thl (nikoliv Th2), vyznamné navozuje produkci
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specifickych protilatek a pamét'ovych bunck a zabranuje kolonizaci nosohltanu, ¢imz brani i

ptenosu infekce (Cherry, 2019; Lin et al., 2020).

Soucasné se na zakladé uvedenych dat tato diplomova prace ptipojuje k nazoru diskutovaném
v odborné literatuie, ze referen¢ni kmen Tohama I je dlouholetym pasazovanim v laboratornich
podminkach pfilis adaptovany na kultivacni podminky in vitro. V této diplomové praci bylo
totiz vedle vySe diskutované rozdilné aktivity T3SS laboratorniho kmene Tohamal a
soucasné¢ho klinického izolatu B1917 zéaroven zjisténo, ze laboratorni kmen Tohamal je
vyrazné citlivéjsi k baktericidnim uc¢inkiim séra nez soucasné klinické izolaty i nez pivodni
vakcinac¢ni kmeny, které byly izolovany ptiblizné ve stejném obdobi jako Tohama 1. At uz jsou
davody k vysvétleni téchto pozorovani jakékoliv (adaptace v souvislosti vakcinace, vyvoj
novych molekuldrnich mechanismli odolnosti vi¢i komplementu), dal$i pouzivani tohoto
tradi¢niho kmene pro budouci vyzkum ptivodce ¢erného kasle stoji za zvazeni (Caro ef al.,

2008; Kallonen et al., 2011).
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7 Souhrn

Bylo prokazano, ze sekrecni systém typu 3 (T3SS) laboratorniho kmene B. pertussis
Tohama I lze v podminkach in vitro aktivovat pouhou kultivaci na pevném médiu
obohaceném berani krvi. Bylo prokazano, ze tento jev zavisi na pfitomnosti krve v agaru
a ze tepelnd inaktivace termolabilnich biologicky aktivnich latek pfitomnych v krvi
vede ke snizeni exprese genti T3SS a snizeni aktivity sekrece pomoci T3SS.

Pomoci klonovaciho vektoru pSS4245 byl Gspésné ptipraven kmen B. bronchiseptica
RB50A0302. Blizsi funkce produktu genu BB03(02 bakterie B. bronchiseptica vSak
pfifazena nebyla. Delece tohoto genu nevedla ani ke zméné rastové rychlosti
v SS médiu, ani ke zméné aktivity T3SS na Grovni genové exprese vybranych genl a
sekrece proteinti Bsp22, BopN a BopC.

Skupina soucasnych ¢eskych klinickych izolati izolovanych v pocatku 21. stoleti je za
danych experimentalnich podminek pomérné odolna vici pasobeni krevniho séra a jeho
pfitomnost v zivném médiu na né¢ ma mirnéjsi baktericidni Gc¢inek v porovnani se
skupinou ptivodnich vakcinaénich kmenli izolovanych na twzemi byvalého
Ceskoslovenska v 50. a 60. letech minulého stoleti. Jednim z divodii tohoto jevu miize
byt adaptace soucasnych klinickych izolati jako odpovéd na vakcinu pouzivanou
v prevenci ¢ern¢ho kasle.

Laboratorni kmen Tohamal je v porovnani s obéma skupinami klinickych izolath
pouzitych v této diplomové praci vyrazné citlivéjsi vici plisobeni krevniho séra.
Zaroven vliv krve na aktivitu T3SS pozorovany u tohoto kmene nebyl pozorovan
u soucasn¢ho referencniho klinického izolatu, B1917. Tyto vysledky podporuji
v soucasné dob¢ velmi diskutovanou myslenku nahradit referenéni kmen Tohama I
jinym referenénim kmenem zfad soucasnych klinickych izolath (napt. B1917)

z dlivodu nadmérného pfizplisobeni kmene Tohama I na laboratorni podminky.
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