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Abstrakt

Bordetella pertussis je Gram negativni, aerobni, nesporulujici kokdb#&¥estoze se jedna o
vyhradré lidsky patogen, v laboratornich podminkach inféujjiné savce. #nos mezi
hostiteli je zprosedkovan kapénkovou infekci, ke které dochazi buthp z hostitele na
hostitele nebo sekundd@re kontaminovaného prdstli. Bordetella se usazuje v hornich
dychacich cestach, odkud posléze sestupuje d@ plisobi onemoaimi znamé jako davivy
kaSel,cerny kaSel nebo pertuse, které ménkona s¥domi giblizné 195 000 umrti z 16 mil.
incidenci (dle zpravy WHO z roku 2010). Na zaklabjevu pertuzového toxinu bykerny
kaSel mivodné ozn&ovan jako toxinem zprastdkované onemo¢ni. Postupentasu byla
odhalenarada dalSich faktdr virulence, které Ize roztit na adheziny, toxiny a ostatni
faktory. Mezi adheziny pétfilamentdzni hemaglutinin, pertaktin a fimbriggxiny zastupuje
pertuzovy toxin, adenylat cyklazovy toxin, tracheétytotoxin, dermonekroticky toxin a
lipopolysacharid. ¥tSina faktod je regulovdana dvoukomponentnim systémem Bvg.
K uspgSnému infikovani hostitele je vSak pelha fady dalSich faktai, jako jsou nap
autotransportéryi tzv. siderophory, slouzici k ziskavani Zelezakalniho prostedi. Sekrece
faktoni virulence probiha pomoci vlastnich transportniest ¢autotransportéry) nebo pomoci
specializovanych bakterialnich sekméch systém. Napiklad sekréni systém typu 1
sekretuje adenylat cyklazu, typ 4 sekretuje pesyzoxin a typ 3 sekretuje efektory jako je
BopC. Vtéto préci jsou popsany zejména vySe #ndénvirulergni faktory regulované
BvgAS, faktory nezavislé na BvgAS (lipopolysachatiédchedlni cytotoxin, sekhei systém
typu 3) a samaejme¢ také regulace exprese Bvg systémem, ktery hrélezitou roli ve

virulenci Bordetella pertussis.
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Abstract

Bordetella pertusis is a Gram-negative, aerobic, non-spore-formingcobacillus. Although
it's strictly human pathogen, it's possible to icif@ther mammals at laboratory conditions.
Transmission among hosts is mediated via respyratact droplets. Infection could be direct,
host to host, alternatively by contaminated enviment. Bordetella colonizes upper
respiratory tract, wherefrom descends into lungd eauses disease known as whooping
cough or pertussis leading to 195 000 deaths omil6incidences per year (according to
WHO report from 2010). More than twenty years befarespectively to found pertussis
toxin, that time intensively under examination, tpesis was marked as toxin-mediated
disease. In the course of time, more other virdefactors were revealed, that could be
divided into groups of adhesins, toxins and othadhesins are filamentous haemagglutinin,
pertactin and fimbriae. Toxins include pertussidrtpadenylate cyclase, tracheal cytotoxin,
dermonecrotic toxin and lipopolysaccharide. Moswiofilence factors are regulated by two
component system Bvg. However, it is needed lotstloér factors for successful infection as
for example autotransporters or so called sidengsh@erving as iron acquisition from
environment. Secretion of virulence factors is ratetl by its own transport pathways
(autotransporters) or by specialised bacterialegiEnr systems. For example, type 1 secretion
system secretes adenylate cyclase, type 4 sepatessis toxin and type 3 secretes effectors
as BopC. At this work, there are particularly cleteazed virulence factors mentioned above,
regulated by BvgAS, factors independent of BvgAiBofholysaccharide, tracheal cytotoxin,
type 3 secretion system) and of course, expressigulation by Bvg system, that plays an

important role irBordetella pertussis virulence.

Key words: virulence factors, whooping cough, pertussis toxdenylate cyclase, Bvg,
T3SS



Uvod

RodBordetella

Rod Bordetella z ¢eledi Alcaligenaceae zahrnuje celkem deév znamych drui,
Z nichz Sest je schopno infikovat dychaci cestyiteds (1). Co se §e ostatnichit druhi, B.
trematum byla doposud izolovana aznych pora#ni a uSnich infekci (2)B. ansorpii

z epidermalnich cyst (1)B petrii v oblastech degenerativnich onem#drkosti (3).

ZatimcoB. pertussis zpisobuje akutni onemoéni respiréniho traktu, které nejvice
ohroZuje dti kratce po narozeni, blizcaipuznaB. parapertussis pasobi pertusi podobné
onemocgni s lelEim pribéhem.B. holmesii je rovreZ patogenentlovéka a krom septikémii
se zda byt takétwodcem onemocmi respirgniho traktu (4). Revazrie zvireci patogerB.
bronchiseptica miZze infikovat i¢lovéka a zfsobit ndslednou pneumonB. avium a hinzii
jsou negastji spojovany s onemoenim ptaki, avsSak jejich fitomnost nuté onemocsni
nepisobi (5), B. hinzii byla také izolovana z lidi postizenyniiznym onemocenim (1).
Ackoliv jsou znamé izolaty échto nowji objevenych drub, které jsou fylogeneticky
vzdalené od. bronchiseptica a gribuznych drufi, mechanizmy kolonizace a virulence zatim

nebyly popsany.

Tyto druhy roduBordetella mizeme rozdlit do dvou skupin, z nichz prvni zahrnuje
B. pertussis, B. parapertussis a B. bronchiseptica. Zastupci této skupiny jsou schopni
kolonizovat dychaci cesty sauc Na zaklad fylogenetickych analyz byly tyto druhy
klasifikovany spiSe jako poddruhy diky vysokémupsiuhomologie (6). Jejich podobnost
spasivd napiklad v regulanim systému Bvg a v produkovanych faktorech viroéen
podilejicich se na infekci. Naopak se liSi svoucHfteu vuci hostiteli, intenzitou pibéhu a
schopnosti vyvolat trvalé onemaen a pravdpodobré i zpisobem penosu. Zatim nebylo
dokazano, Ze by tyto vyrazné fenotypové odliSnaskly pivod v gitomnosti ¢i
negitomnosti ostrou patogenicity, fagové DNA, transpdmich elemenit ¢i plazmidi.
Nicmére bylo objeveno, Ze dkteré Bvg regulované oblasti jsou rozdilexprimovany (7).
Prikladem mohou byt geny a operony kodujici sékiresystém typu 3 (8), motilitu (9) a



pertuzovy toxin (10,11) Tyto rozdily v expresi pak mohoufigpivat k fenotypovym

odliSnostem.

Druha skupina obsahuje fylogeneticky vzdéjéhpoddruhyB. avium, B. hinzi, B.
holmesii a B. trematum a nowji izolované B. ansorpii a B. petrii. Jiz zmigné B. avium
infikuje epitel dychacich cest kura domacihoiaqgbi zagt hornich cest dychacich uila i
krocanich ml@at (12). B. hinzii byla izolovana z pacienta postizenym AIDS, z hlenu
pacienta s cystickou fibrézou i z dychacich cesawygch kuat a krocaf (13, 14).B. hinzii a
B. avium si jsou fenotypo¥ podobné a mohou se vyskytovat ve stejném fadstinfekce
¢lovéka je v obou fipadech spiSe spojena s oslabenou imunBohiolmesii byla izolovana
z krve pacient trpicich septikémii¢i zanstem endokardu a z hlenu pacienta s vaznou
respir&ni uzkosti (15)B. petrii byla krom jiz zmignych degenerativnich onemaaci kosti
izolovana i z prosedi, z dechlorujiciho bioreaktoru, zde byla zazrena jeji schopnost

anaerobnihotistu za redukce selenatu na elementérni selen (16).

Fylogenetické studie
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Obr. €. 1. Fylogeneticky strom deviti znamych drulii rodu Bordetella. Prevzato z (17).



Fylogenetické vztahy byly zkoumany metodou MME u(tiocus enzyre
electrophoresis), analyzou polymorfismu IS elendignsekverni analyzou zahrnuijici
porovnéni 16S rDNA sekvence a genomovou analyzowopdDNA microarray (18, 19, 20).
Tyto studie poukazuji na blizkoufipuznost vSech znamych dfuhrodu Bordetella a
pravdépodobného fedka patogennich drith B. bronchiseptica se zda byt evolinim
piedkem jiz zmigné prvni skupiny, z nichB. pertussis a B. parapertussis,, (na ¢lovéka
adaptovany druh) jsou povazovany z& dvzdilné linie adaptované na stejného hostitgte, t
kmeny spolén¢ s  B. bronchiseptica jsou souhrné ozna&ovany jako B. bronchiseptica
cluster”. Do tohoto klastru by se na zaklatbS rDNA analyzy dala zadit i B. holmesii,
analyza IS element konkrétrg 1IS481 a IS 1001 rowi potvrzuje tuto hypotézu, nicmérB.

holmesii se liSi v produkci faktdirvirulence (21, 22).

V roce 2003 byla publikovana studiédeckého tymu ze Sanger Institute, ktery ve
spolupraci s dalSimi instituty provedl sekvenaajemomovou analyzu kmeérB. pertussis
Tohama |,B. parapertussis,, 12822 a B. bronchiseptica RB50 (20). Jiz samotnd velikost
genomit (4,09 Mb Tohama I, 4,77 Mb 12822 a 5,34 Mb RBpOHporuje pedpoklad
nedavného diferencovani a samostatného vyvojecoyéh, naclovéka adaptovanych drih
z B. bronchiseptica. V porovnani s genomeB bronchiseptica doslo v genomech ngoveka
adaptovanych drdhke ztratdm rozsahlych oblasti DNA zahrnujici inaggkvence profag
(20), geny kodujici komponenty zodgowmé za membranovy transport a syntézu
povrchovych struktur (17). Zémy v genomu v pibéhu adaptace byly zaznamenany i na
arovni zvySeného @tu pseudogel) tyto geny byly inaktivovany vloZzenim inz@i sekvence
a bodovymici posunovymi mutacemi. Takto vzniklé mutace vSaktipdy jen velmi malo
geni majicich vztah k virulenci mikroorganizmu (17),zcpotvrzuje selektivni adaptaci
patogena na specifického hostiteléhdm které dochazi k redukci nefaiinych get a

naopak ke konzervaci geéesencialnich pro infekci aqiti v hostiteli.

Rozdily mezi danymi druhy, jako je ztrata produkceozdilnost produkce v ramci
patogenicity se dastnicich proteinu, se tykaji, jak jiz bylo zrrin, nagiklad PTX (gertussis
toxin), T3SS (¥pe 3secretion_gstem) a motility. Nafiklad p‘edekB. bronchiseptica klastru
exprimuje jak pertuzovy toxin aktivovany Bvg sys&m tak pohybovy aparat reprimovany
Bvg, zatimco potomcB. parapertussis a B. bronchiseptica PT neexprimuji (10)Clengni
fylogenetického stromu zde nabizi moznost, Ze k&#ezéxprese doslo dvakrat nezavisle na

sok®, v pripack pohybového aparatu, ktery exprimuje vyhradB bronchiseptica (23),



dokonceftkrat, pravépodobr v zavislosti na vyvoji adaptace ke specifickématheli u B.
pertussis, B. parapertussis,, a B. parapertussis,, (kmen adaptovany na ovce). T3SS je
v sowasnosti velmi zajimavym tématem, nébjeho komponenty jsou produkovanyBy
bronchiseptica a B. parapertussis,,, kdezto VvB. parapertussis,, a B. pertussis produkovany
nejsou, alespo ne v laboratornich podminkach (8). Nicraémedavné studie ukazuji, Ze
v Klinickych izolatech, které se j€Sheadaptovaly na laboratorni podminigtnouin vitro
kultivaci, je T3SS plé funkéni. Produkci T3SS Ize navic indukovat i u labonatcn kmeri

B. pertussis jako je Tohama I, nelfobylo zjiS€no, Zze kmeny Tohama | izolované z plic

experimentald infikovanych mysi produkuji s@asti T3SS sektmiho systému (24).

Bordetella pertussis v _historii

Prvni incidence pertuse byla zaznamenana v rocé tdFrancii, kterou zminil ve
svemclanku Niels Rosen von Rosenstein. Na tetémek odkazuje publikace The Mirror of
Health z roku 1540, kterou pofdzminuje J. H. Lapin v knize ,Whooping cough” z roku
1943 (17, 25). Prvni epidemie davivého kaSle bganamenana ro¥a ve Francii v PézZi
v roce 1578. Projevy onemasri popisuje Guillaume de Baillou v roce 1640 (26) 39 let
pozckji je onemockni Sydenhamem pojmenovano jako ,pertussis® (17)chayejici
praveEpodobrt z latinského ,tussis perennis®, coz se da vyl@ib pretrvavajici kasel (27).
Dle dostupnych informaci se tedy zda, Berdetella pertussis nema hlubSi historii nez
pocatek 15. stoleti, co se zaznamendnpopisu onemoaii, jez vyvolava, t§e (28), na

rozdil od zaskrtui tetanu, které jsou popisovany jiz v dobach antiky

Zminky o Bordetella pertussis se ot objevuji v roce 1900, kdy Jules Bordet a
Octave Gengou pozorovali organizmus Vv hlenu paaisrgertusi a roku 1906 oznamuji jeho
izolaci (29). V roce 1916 J. Chievitz a A. H. Meymprvé uzivaji metodu ,cough plates” ke
studiu a analyze organiZnpasobicich pertusi vyuzivajici Bordet-Gengou médianigkach,
které jsou inokulovany kasSlem pacigmakazenych timto onemagrim (30). Na peatku 20.
stoleti je organismus ozé@avan jakoBacillus pertussis a P. Kendrick a G. Elderinggwujici
se ¢etnym analyzam ,cough plates” (31, 32), vroce 1@8&oruji po delSi inkubaci na
miskach neobvyklé velikosti kolonie a na rozdil Batillus pertussis pozoruji jejich hojny
rast i na vyZzivném agaru beziigavku krve. VSimaji si moZnéripuznosti $Bacillus

bronchisepticus a jeho antisérem testuji izolovany kmen na aghaiins pozitivnim
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vysledkem, avSak izolat nevykazoval motilitu chaealstickou proBacillus bronchisepticus.
Pro své izolaty stnito vlastnostmi navrhuji pojmenovaBéacillus para-pertussis. V té dol&

byl na zaklad potreby krve v médiuBacillus pertussis pridruzen k roduHaemophilus, k
tomuto ozn&eni vSak byli P. Kendrick a G. Eldering kitii s ohledem na skuteost, ze
piibuzny izolat pojmenovany jakBacillus para-pertussis ke kultivaci krev nevyzadoval a
také s ohledem naipuznost Bacillus bronchisepticus (33). V polovirg 20. stoleti se
Bacillus pertussis a gribuzné druhy definitivé zatazuji do vlastniho rodu pojmenovaného na
pocest jednoho z objevité] Jules Bordet3ordetella (34).

Faktory virulence

Bordetella pertussis vyuziva ke kolonizaci a infekci hostitele celtadu faktot
podilejicich se na infekci a kolonizaci hostitedhmpsany budou zejména adheziny a toxiny
nicmére je treba si ugdomit, Ze patogenni vlastnosti této bakterie jsowaSi ¢i mensi miry
ovlivnény i dalSimi faktory. Regulatorem jejich expresspmavié natasovanéeho dinku je
dvoukomponentni systém signalni transdukce BvgAi®rykreaguje na zému vrgjSich
podminek a spoustii zastavuje expresi génv case. Takto citli¢ a velmi gesré sladny
systém zajifuje Usgsnou infekci hostitele. Komplexnost fakiiovirulence produkovanych
kmenyB. pertussis popisuje nadchazejici obrazek (Che).

Requlace BvgASR

Bvg regul@&ni systém sefadi do rodiny dvoukomponentnich systénitwo-
component_gstems, TCS), nazyvanych téZ vzhledem #spbu regulace jako systémy
signalni transdukce. Ty sesw¢ skladaji ze senzorovéasti umisiné v cytoplazmatické
membrag, ktera reaguje na poéhy prichazejici z okoli do periplazmatického prostorator
senzorov&ast je charakteristicka histidin kindzovou domérderé je autofosforylovana na
konzervovaném histidinovém zbytku. Takto aktivovaisiidin kindza je pak zdrojem fosfatu
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Obr. ¢. 2. Faktory virulence Bordetella pertussis. Bordetella pertussis je zobrazena jako Gram negativni
bakterie s vnini a vrEjSi membranou (IM a OM), periplasmou a kapsuli. édhy Fim, FhaB, pertactin, Tcf,
BrkA, Vag8 a Bats jsou zobrazeny niedtoxiny PTX, CyaA a DNTRerverg, piidatné proteiny FhaC, FimB,
FImC a sekréni systémy (T1, T3 a T4) jsou Sedé. Systém slolzitskavani zeleza ExbB/ExbD, TonB, FauA,
BfeA and Bfrs jsou zelené a komponenty regaibo systému BvgA, BvgS and BvgR bézové. Velkédén

Sipky oznguji orientaci transportu faktdrvirulence a siderophoru. Slabsi¢dg Sipky naznauji schéma

regulace Bvg systémemid¥zato z (35)

pro fosforylaci aspartatového zbytku na receiveméi@g efektorového proteinu. Efektor se
nachazi v cytoplaz# je solubilni a po fosforylaci funguje jako trangkni faktor. Takto
jsou popisovany TCS hlavni skupiny, existuje vSakupina mensi, kde se fosfaepasi
mezi d¥ma histidiny a d¥ma aspartaty, které jsou sdsti ¢étyi signalnich domén.
Prikladem miize byt B. subtilis, ktery vyuZiva fosforyleni kaskadu, kde jsou jednotlivé
domény oddlené, ke spushi sporulace (36). TCS reaguji na signaly chemickeikalni,
jako jsou tizné ionty, teplota, pH, uroxiekysliku, osmolarita, redoxni stavigmasSéu
elektroni, kontakt s hostitelskou kkkou nebo dokonce stimulujici latky, které produkuje

organizmus sam.



bvg lokus zaujima B. pertussis priblizné 5 kb a zahrnuje geny pro kindzu Bvgs,
transkrigni aktivator BvgA, a pro BvgR, ktery se nachazied@lo smdru transkripce.
Transkripce &chto gerii je ovladanaiemi promotory (37). Za podminek, které neaktivuji
Bvg systém je aktivni pouze promotos, Rtery je zodpoddny za bazalni expresi gewv
operonu a udrzuje tak dirou hladinu BvgA proteinu, ktery ovSsem neni foglovan a
nedochazi tak k aktivaci gérpodilejicich se na virulenci. Pokud vSakjge z vrgjSiho
prostedi signal, ktery vede k fosforylaci BvgS kinadzytransdukci signalu na BvgA,
fosforylovany BvgA pak aktivuje transkripci z protoai faktoni virulence a také z ostatnich

promotofi bvg operonu (37).

bvg lokus byl identifikovan jako jedna z oblasti, koie inzerci transpozonu doslo ke
ztragé virulence (38). Touto transpozonovou mutagenedy malezeny i dalSi operony
kodujici PTX (ertusis_bxin) a ACT (alenylate_gclase_bxin) toxiny a FHA (flamentous
hemayglutinin) adhezin. Mutace lvg lokusu zruSily syntézu vSechi faktori virulence
zarovei. Takto nalezeny lokus oviiwijici virulenci byl givodreé ozna&en jakovir (38) a

teprve pozdji byl piejmenovany navg (Bordetella virulence_gnes).

Bvg dvoukomponentni systém se BRI pertussis sklada ze dvou komponent,
senzorové a efektorove, reprezentované BvgS a Bwgfeiny. BvgS je transmembranova
senzorova kindza o velikosti 135 kDa s N-termingh@riplazmickou doménou, ktera
rozpoznava wgSi signaly. Uvnit buiky se nachéazi linker oblast, stzv. PAS doménou,
transmiter, receiver a histidin fosfotransferovandoa. Diky pétu domén BvgS se BvgAS
fadi do mensi skupiny mé&gastych dvoukomponentnich systé&mproti EZnym mé& BvgAS
navic receiver a histidin fosfotransferovou domé@rpt). Na objaséni prenosu fosfat mezi
jednotlivymi doménami progdnictvim konzervovanych zbytkHis-Asp-His se vyznamin
podileli M. Andrew Uhl a Jeff F. Miller (39, 40, %1 Charakter v&Siho signalu
rozpoznavaného BvgS kindzou #irpdnich podminkdch neni zatim znam. Nicthén
v laboratornich podminkach Ize aktivitu BvgS kindzy. modulovat dinkem rekterych
faktoni jako je kultiva&ni teplota, magnesium sulfat a amid kyseliny nikowé. Jestlize |8.
pertussis kultivovana pi teplo€ nizSi nez 26°QCi v pritomnosti sulfatu nebo amidu, BvgS
kindza neni fosforylovana a nedochazi tak k akiifaktoni virulence, jedna se tak o tzv.
Bvg fazi.
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Vertikalni Sedy pruh znaziwje vnifni membranu gram negativnich organizrdobrazené MgSgpa kyselina
nikotinova ffedstavuji tzv. modulatory, které inaktivuji BvgSh&rzu a zabralji naslednému ienosu fosfatu

mezi doménami. ilevzato (42).

Uloha linkerové PAS domény v BvgS proteiniistava zatim neobjasma. Byly
ziskany mutanty, které vykazovaly konstitutivningdukci zgisobenou mutaci préaw této
linkerové doméa (43), ¢inici BvgS inertni u¢i Gc¢inku modul&nich faktot. PAS domény
jsou vSeobech spojovany s regulaci na zaktadwtelnych podgtd, zmén koncentrace
kysliku, redoxnich fenaseéa a cukif. Ackoliv nebyla prokazanaipma souvislost mezi
regulaci Bvg systémem a a&mémi podminkami, byl pozorovan pokles cytochromu d
v avirulentni fazi (44). Mozna spojitost byla poaeéna i u cytochromu c (45). Co ale
poukazuje na vliv redoxniho stavdepaséu elektrori na BvgS linkerovou doménu, je
vyzkum A. Bocka a R. Grosse, kt@ozorovali ubichino® jakoZto silny inhibitor kinazové
aktivity u BvgS a EvgSH. coli) (46).

Efektorovy protein BvgA je cytosolicky protein olk®sti 23 kDa, ktery funguje

jako transkrigni aktivator. Na jeho N-terminalni dom&se nachazi konzervovany aspartat,



ktery je fosforylovan Hpt doménou BvgS, je tedyjggncem fosfatu, tzv. receiver, a na C-
konci se nachézi doména efektorova, ktera obsdbhijg vazebny helix-turn-helix motiv.
V roce 1991 byla identifikovana oblasteplchazejictfha promotoru, kde se vazal BvgA (47),
z této studie, vyuzivajici metodu DNasa | protelicgelové elektroforézy, vzesSla sekvence
obsahujici térr identické repetice TTTCCTA na jednom vigka TTTCTTA na viaka
druhém. O Sest let pogdbyl ke stejnym studiim pouzit fosforylovany BvgZjistilo se, Ze
takto modifikovany BvgA mé& nejen vysSi afinitu kieleené sekvenci, ale Ze se vaze i
v oblasti mezi repetici a -35 oblasti (48). Nasjedanalyza této oblasti, ktera byla ozena
jako sekundarni vazebné misto, odhalila, Ze vazlkdakooperativni charakter a delece
primarni nebo sekundarni oblasti neumoznila aktivgenu. K DNasa | protektivnim
analyzadm byla pouZita i RNA polymerdza a byl pr@kézznik komplexu BvgA dimér
vazicich se v primarnich a sekundarnich oblasteBINA polymerazou (49). Snahy o
identifikaci podobnych oblasti ptx promotoru za pouziti nefosforylovaného BvgA byly
nedsgsné, avSak DNasa | protektivni experimenty s fodgémanym BvgA prokézaly jeho
nezbytnost k aktivaci genu (50). Po této studiiledmvaly dalSi, potvrzujici nezbytnost
BvgA-P k aktivaci gefi Ucastnicich se virulence, a tedy BvgA-P byl identfikn jako
jediny aktivator nezbytny kn vitro transkripci. Vice informaci ohlednrozeznavanych
sekvenci bylo ziskano cilenymi Upravami primarnilgury BvgA a nasledhcharakterizaci
vazby kfha promotoru. Bylo zji&no, Ze BvgA-P se vaze k primarni sekvenci jako Head
head dimer a jednotlivé monomery rozpoznavaji set@eve velkych Zzlabcich, oéddné
jednou helikalni otékou. Nasledujici dimery se vazaly obdebs periodicitou fiblizné
22 bp v sekundarni oblasti (42). Obdobna studigtu promotoru odhalila Sest dimer

vazajicich se v oblasti@d promotorem (51).

bipA promotor, ktery je zobrazen na obrazkul, je gikladem unikétniho zisobu
regulace. Footprinting metoda odhalila vazbu Bvg¥ysokou afinitou v upstream oblasti a
s nizkou afinitou v downstream oblasti (52). To dmge aktivaci za nizkych koncentraci
BvgA a represi za vysSich koncentraci v pg&idfazi, kdy jsou exprimovany pozdni geny,
caso¥ se tedy svou expresi na zaKlagtchto vlastnostiradi mezi intermediatni geny.
Potvrzeni bylo provedeno na zaldadenetické analyzy za vyuziti mutace ve vazebnych
mistech (53).
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Obr. & 4. Schématické znazoréni BvgA-P a RNA polymerdzy a jejich vazby ke item riaznym
promotoram. Sila a pozice BvgA vazebnych misedukuje vlastnosti promotdrregulovanych BvgA. BvgA
jsou zobrazeny stle Sedé, polymerdza tmageda. C- terminalni domény podjednotek RNA polymerazy
jsou znazorény pouze profha promotor, pro ktery byla data dostupna (54). Jditdotvazebna mista pro
monomery jsou znazogna Sipkami, které jsou zbarvené podle jejich Ggovazby, jak je vysétleno pod
schématem. Tyto sily vazby bylydeny za uziti jednoduchého algoritmu zaloZzenéhoystedcich mutagenezi
konsensus sekvence (55, 56). Zap@incisla oznauji mensi shodu s konsensus sekvenpgésie umisni
BvgA bylo odhaleno $penim DNA s navazanym BvgA-FeBABE z&tpmnosti RNA polymerazy (FEBABE je
metoda kovalentni modifikace na specifickych ztphic$ Fe (54, 57).iBvzato z (42).

Co se tge C-terminalni domény RNA polymerazy, vaze se amétvazebné misto
jako BvgA, jak je vyobrazeno edchozim schématu, nicn€ma opéné stras DNA

helixu, tedy v malém zZlabku (54).

Vazba BvgA k DNA sekvenci je velice zajimavym téamat Na zéklagl rozdilnych
afinit transkrigniho aktivatoru k vazebnym sekvencim @znym zmsohim aktivace
promotof, jak ukazuje vyzkum G. Karimova a A. Ullmann, kstezansiili na charakterizaci
téchto vazebnych mist (58), se da vyvodit, Ze afiB¥gA vici vazebnym sekvencimigd -
35 oblasti neni dena pouze variacemi v rozpoznavané sekvenci, ateopgulovana délkou
linkerd mezi repeticemi, na které se vdZzou dimery BvgAoiu nutno dodat, Ze&koliv jsou
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vazebna mista pro transkeig faktor BvgA u gefi jako jsouptx nebocya (cyklaza)slaba, u

ptx byla prokdzana velika sila promotoru pro jeho phidivaci (59). Variabilita sily
promotofi na zaklad rozdilnych afinit, jak je zobrazeno néedchozim schématu, vlastnosti
transdukni kaskady BvgAS a rozmanitost podminek prexdit v hostiteli mohou vypovidat o
slozi&jSim zpisobu regulace exprese faktorirulence, nez by byla role pouhého sgma
Reverzibilita fosforylace efektorového proteinudyplozorovana na obdobném systému s Hpt
doménou LE. coli (60), da se tedy usuzovat o prépddobné funkni analogii. Cely systém

regulace se tedy zda byt velmi komplexniiagiisobujici se aktualnimu praostli.

V souvislosti s aktivitoubvgAS operonu jsou uB. pertussis popsany virulentni,
avirulentni a intermediatni faze. OdIiSil je od sebacey v publikaci roku 1960, kde je
puvodné pojmenoval jako faze X, C a | na zakiagrodukce antigel) a proto byl tento
fenomén pechodu mezitznymi fazemi virulence nazvan jako antigenni moceil61).
Postupentasu se ale pro jednotlivé faze ustdlilo aamd Bvd, Bvg a Bvg . Jak jiz bylo
zmineno, v laboratornich podminkéch Ize tyto faze¢lemavodit @inkem modulatat. A
protoze se kazda faze projevujecitym typem fenotypu, nazyva se tento proces jako

fenotypova modulace (62).

Bvg' faze je specificka f@pisem souboru géndialezitych pro virulenci, souhrrin
zvanych jakovags (vir-activated _gne3. Ty byly na zaklad ¢asové posloupnosti jejich
aktivace klasifikovany doit tfid jako ¢asné, intermediatni a pozdni (63, 64). Zaitove
s aktivaci &chto geri dochazi i k represi tité skupiny gef,, popsanych jakargs (vir-
repressed_eney, které jsou reprimovany BvgR (65), proteinem kdémtoym vbvgASR
lokusu. Tento protein je zajimavy tim, Ze jeho jkedana velikost je 23 kDa, zatimco
experimentalé zjisttna velikost je 34 kDa (66). Tento fakt by mohl pamvat na mozny
piidatny regulani faktor, jehoZ pesnéa funkce je v3ak dosud neobjaenCasné geny, jejichZ
promotory vyZaduji k aktivaci nizké koncentrace Bygoduji FHA, fimbrie a samdejme
BvgASR systém, coz naztige dilezitost adhezit pri prvotni kolonizaci hostitele. Mezi

pozdni geny péi cya aptx operony, jako intermediatni je ozimaanprn (pertaktin) (64).

Bvg faze uB. pertussis nastava za moduiach podminek popsanych vyse, kdy je
BVgASR systém neaktivni, moznym vy#enim mechanizmu je blokace dimerizace
modulatorem (67). Za takovych podminek nedochazixgtesi vags geni, ale diky
negitomnosti BvgR jsou aktivnirgs geny. Relevance jejich expreseBvpertussis in vivo
neni prokazana, nicmé&mekolik takto exprimovanych geénbylo nalezeno. Jedna se/m6,
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vrgl8, vrg24, vrgb3 awrg74 (68). Pozdji byly identifikovany dalSi proteiny specifické gor
Ackoliv je funkce &chto vrgs neznama, existuje hypotéza o mozné Ulagehtd geri
v pozdnich fazich infainiho cyklu. Nejmé# jedenvrg je silrg indukovan quorum sensing

systémem, ktery kontroluje denzitu gané populace (70).

Bvg je charakterizovana jako faze, kdy dochazi k expréigerychvags, jako FHA
a zarové nedochazi kexpresirgs (56) a niize byt indukovana semimodulativnimi
podminkami nebo by mohla byt vyvolana mutacbvgS jak bylo prokadzano uB.
bronchiseptica (71). V Bvd fazi také dochazi k aktivaci specifickych gejako jebipA (Bvg-
intermediate_pase _A, kterému je fifazovana hlavni role &asnych fazich kolonizace
v dychacich cestach hostitele aiemosu infekce. Tuto hypotézu podporuje skoubst, Ze
dany protein je na N-terminalni dong¢homologni s intiminenE. coli nebo invasinem
popsanym u druhYersinia (72) a déle infeéni experimenty, ve kterych je mutant geneticky
uzanteny v Bvg fazi efektivni i kolonizaci hostitele, ale v pozdnich fazich infeknebyl

schopen persistence v organizmu (73).

Filamentézni hemaglutinin (FHA)

FHA je hlavnim adhezinerBordetella pertussis, ktery se stal jednim z modelovych
faktorni virulence a jehoz studiem byly ziskangkteré zakladni poznatky tykajici se
nagiklad zpisobu aktivace transkripce pomoci BvgAS systémuwk8ira tohoto velkého
proteinu gipomina vlasenku o velikosti 2 x 50 nm, kde je @ini struktura usgédana do
19-ti zbytkového opakujiciho se motivu, bohatéhd3nespdadané struktury (74). Velikost
sekretovaného FHAIni 220 kDa, ale je syntetizovan jako 367 kDa vebkgkurzor, ktery je
produktem strukturniho genithaB (75). Sowastifha operonu, ktery kéduje dalSi proteiny
potrebné k biosyntéze a sekreci FHA, jsou FhaC, 62 \kiay protein, ktery vytvé p-barel
ve vrejSi membran, specificky sekretujici FhaB (76, 77)aBzitym okamzikem v sekreci
FhaB je Uprava jeho prekurzorw@nim giblizné jedné fetiny jeho C-konce proteazou
SphB1, ktera séadi do velké rodiny tzv. subtilisin(78, 79). C-konec pra¥godobr pisobi
jako chaperon, branici vzniku nativni konfirmacetpinu dokud neni sekretovan ziky
(78). Prekurzor je upravovan i na N-konci v réjistteré odpovidé rozpoznavaci sekvenci Lep

peptidaz, &koliv je tato sekvence konzervovana meéznymi sekretovanymi proteiny, nezda
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se, Ze by uBordetella pertussis hral zasadni roli ip sekreci proteinu, jak bylo deies
ovéreno (80). Nicmé# pozdjSi studie nabizi model interakce N-terminalnickveaci FhaB
a FhaC (81), kde by C-konec byl p@&p#ni sekvence blokujici maturaci sekretovan ven.
Pomoci této interakce N-koic je pravadpodobr® malé mnoZstvi protein které
nepodstoupily $peni Lep peptidazou, uchyceno na povrchuiklgpua pispiva tak
k adhezivit k hostitelskym bitkam, zatimco sekretované proteinyaspbi spise

imunomodul&né.

U FHA bylo popséno ¢kolik vazebnych domén, kterymi se vaze thané epitopy.
Pati mezi © RGD triplet Arg-Gly-Asp (82), umighy na jednom z koric vlasenkoveé
struktury (74). Tato RGD doména zdjige adhezi k monocgtn, makrofagm a
pravdépodobré i dalSim leukocytm prostednictvim CR3 receptoru (82). DalSi doménou je
CRD (arbohydrates_ecognition _@main), kterd zprostdkovava adhezi #asinkovym
epitelidlnim buikam a k makrofagyn a nachazi se v oblasti mezi zbytky 1141 a 1239. (8
Na FHA se také nachazi lektinu podobna vazebna damé heparin (84). Bylo dokazano,
Ze v gitomnosti heparinu a dextran sulfatu byla adheaitdbrdetella pertussis snizena,
zatimco v pitomnosti nesulfatovaného dextranu nikoliv, niceépri inhibici burécné
sulfatace cukr byla schopnost adherenceébnizena (85). Zde se nabizi Wtbeni, Ze
sulfatované cukry, které jsou s@sti epitof buntk mohou zprosedkovavat adhezi, zatimco
v piipadt pritomnosti volnych sulfatovanych cukby mohla byt vazebna doména obsazena a
tim miZze znemoznit naslednou vazbu. Vazebnymi doménarostedkovany kontakt FHA
s fagocytickymi biikami se ukazal byt zasadnim aspektem v oiiisténi Bordetella
pertussis z organismu neutrofily (86), nicmé&nbyly pozorovany jeho imunomoduia
Ucinky, jako suprese produkce IL-12 makrofagy, ktemdukuje diferenciaci Thl bwk
podilejicich se na odstram intracelularnich patogén(87). Podle nedavnych studii FHA
indukuje v monocytech produkci cytokinu IL-10, Kténhibuje sekreci IFNr, coZ poukazuje
na imunosupresivni vliv FHA (88).

Fimbrie (Fim)

Fimbrie jsou dalSi adhezivni strukturoditpmnou u Gram-negativnich bakterii,
ktera je umistha na povrchu hiky. Sklada se z polymerizovanych podjednotek,

uspdadanych do filament.
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Bordetella pertussis produkuje dva hlavni serotypy 1 a 2 koédovanéétmgymi
lokusyfim2 afim3 (89, 90) a dale serotyp, ktery jétpmen pouze v malé e a je kddovan
genemfimX (91). Fim2 protein m& molekulovou hmotnost 22,5akdDFim3 22 kDa a jejich
produkce podléha Bvg regulaci. Produkce zmyich serotyp je modulovana drobnymi
inzeknimi a delénimi mutacemi v promotorové oblasti, kde se nactiaek asi 15 cytosin
Rozdilnost délky této oblasti pak owivje vzdalenost vazebného mista transkiibpo
aktivatoru od vazebného mista pro polymerazu, g Wdiabilitu sily promotoru (92). Oba
typy fimbrii jsou asociovany s minoritni podjednotk FimD, ktera je umisha na Spice
komplexu (93). Gen pro tento protein je uloZen eropu, ktery koduje fidatné proteiny
FimB a FimC, FimB funguje jako chaperon a FimC jakanslokator do wjSi membrany.
Zajimavé je, Ze tento operon je uloZzen mezi geaB afhaC (94).

Co se tyka ulohy fimbrii, FimD podjednotka komples@ivaze na VLA-5 @ry late
antigen-5 na monocytech, coZz mé za nésledek aktivaci CR@yaeni miry vazby FHA na
tento receptor (95). Zda se tedy, Ze by fimbrienkr@dhezivni funkce mohly slouzit jako
kooperator pro vazbu dalSich fakigako je FHA, navic je hlavni podjednotka schopéaat
sulfatované cukry jako je heparin sulfat, chondnosulfat a dextran sulfat, které jsoezbé
piitomné na epitopech v respiram traktu (96). Zasrem bych poznamenal zajimavost, Ze
fimbrie Bordetella pertussis m& zné&nou homologii k fibronektinu (96), ktery se nachazi

v hostitelské extracelularni matrix a také vazéasované cukry.

Pertaktin (Prn)

Tento povrchovy protein p@at mezi autotransportéry, které podstupuji
autoproteolytické gpeni na jejich C-konci. Prekurzor pertaktinu je lKI3a veliky protein,
ktery je zkracen o 35 aminokyselinovy polypeptidNraonci, obsahujici signalni sekvenci, a
30 kDa C-koncovowast (97), maturovany protein je tedy velky 69 kDda zaklad
krystalové struktury byl pertaktin popsan jako L@laknovy p-barel s pitezem ve tvaru ,V*
(98). V pertaktinu se nachazi RGD doménalkohk oblasti bohatych na prolin a leucin (99).
Pritomnost ¢échto domén riize gispivat k adhezi stejnym apobem jako FHA nebo fimbrie.
To ostat@ potvrzuje prace E. Leiningera a kol., ktery ukdzal mutant s deletovanypin
genem nil sniZzenou adherenci (100).
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Mezi dalSi autotransportéBordetella pertussis pati BrkA, SphB1, TcfA a Vags.
BrkA se zda mit protektivniginky proti séru (101). SphB1 je prvni objeveny axgosportér,
ktery slouzi jako faktor ip maturaci jiného proteinu v rdmci jednoho organisrégpi C-
konec FHA pi prichodu membranou. TcfA je autotransportér specifipky Bordetella
pertussis a je jediny, ktery ndwstava vazany na povrchu iiky (17). | pges to ale
pravdEpodobré ovliviiuje schopnost kolonizace, mutant deficitni v jehadpikci kolonizoval
hostitele s efektivitou dad nizsi (102). Vag8 se podili na sekreci efékfmrmoci T3SS, jak
bylo objeveno WB. bronchiseptica (103). Redpoklada se, Ze B. pertussis by jeho funkce
mohla byt obdobna.

Pertuzovy toxin (PTX)

117 kDa velky protein séadi do rodiny AB toxid. Sklada se z celkem Sesti
podjednotek oznmnych jako $— S, které jsou v holotoxinu v kruhovém usgpdani jako
SS, a S, s S spojkou, oznéované jako B oligomer, s Spodjednotkou na vrchu,
nazyvanou A podjednotka (104). Kazd&ahto proteinovych podjednotek je syntetizovana
s N-koncovou signalni sekvenci, cozéddi o transportu do periplazmatického prostoru
pomoci hlavniho transportniho systému (7). ZKyuje holotoxin exportovan pomoci T4SS
(105), ktery je WB. pertussis ozn&ovan jako Ptl (prtussis dxin liberation) a jehoZ operon se
nachazi zatx (106). Oba operony jsou ovladany ze stejnptxopromotoru, coz dokazuje
preruseni exprese inzerci transpozonu v genu gret&y je na koncptx operonu a fakt, ze
pouze prvni gen pro;®bsahuje RBS (107). Pertuzovy toxin je produkov@nradré u B.
pertussis, piibuzné druhyB. parapertussis a B. bronchiseptica sice geny pro jeho syntézu
obsahuji, ale jsou transktips neaktivni (108).

Studium vazby PTX na eukaryotické ny ukazalo, Ze se toxin vaZzereg
glykoproteiny obsahujici sialovou kyselinu (109)nasledna série vyzkumza &elem
identifikace konkrétniho receptoru nabizi hypotézi PTX rozeznava nazanych buikach
jeden nebo vice zbyiksialovych kyselin, ke kterym se vaze a stimuluydaeytdézu (7). Po
vstupu do biky je PTX transportovano do Golgiho aparatu a edsl do
endoplazmatického retikula retrogrddnim transportkde S1 disociuje zacésti ATP z
oligomeru (110, 111, 112) a vstupuje do cytoplazvhgytoplazné pak genasi ADP-ribdzu

z NAD na cystein na C-konaipodjednotky membranovych trimernich G-proterahrnujici
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Gi, G, a G a znemoiuje jeji disociaci (113). Takto narusSené signalrdhg maji pak za
nasledek permanentni aktivaci Buné adenylat cyklazy, deregulaci iontovych kanal
blokaci aktivace fosfolipdzy C. Nasledkem této detace je senzitivita k histaminu, zvySena
sekrece inzulinu a stimuai i supresivni &inky na imunitni systém (114), dale inhibice
chemotaxe, oxidativni odpédi a uvohovani lyzozomalnich enzyim z neutrofii a
makrofagi (7). Navic je PTX schopen stimulovat produkci CR&eptodi, a tedy i
usnadhovat adhezi pomoci FHA, coz je dokdzano idfékn experimentem v mysich, kde je
dele&ni PTX mutant defektni ve schopnosti kolonizovaipresini trakt (115). Akoliv jsou
tyto vlivy zasadni, porovname-li klinické projeB: pertussis a B. parapertussis, lze najit
jediny vyznamny rozdil, a to sice leukocytézuigpbenoB. pertussis (116). Zda se tedy, ze
navzdory fivodnim hypotézdm nehraje PTX tolik vyznamnou réhidm infekceslovéka.

Adenylat cyklazovy toxin (ACT)

Nazev tohoto toxinu je odvozen od jeho hlavni eratyché aktivity. Krond této
aktivity vykazuje toxin také aktivitu hemolytickojez Ize pozorovat na miskach s krvi, kde
lyzuje ¢ervené krvinky a kulturys. pertussis vytvareji kolem kolonii projasiné zony. Tento
177 kDa velky protein sgadi do velké skupiny RTX toxin(repeats indxin), zavislych na
vapniku, nebt obsahuje asi 45 repetic deviti aminokyselin G-&»-D-X-L-X, z nichz
kazda repetice vaze vapnik (117).

ACT se sklada ze dvou hlavnich domén. Na N-konciaadh&zi katalyticka doména,
kterou mizeme dale rozdit na dw subdomény, z nichz prvni nese adenylat cyklazovou
(AC) aktivitu a druhd je zodpédna za vazbu calmodulinu, ktery AC aktivuje (118}.
terminalnich doména obsahuje vazebnou doménu, ktajé roli ve vazé k hostitelskym

bunkédm a translokaci katalytické domeény doyhitirgk (117).

Operon, jehoz saasti je gen pro adenylat cyklazeyaA, obsahuje i dalSi geny
pottebné pro sekreci tohoto toxinu, oZowané jakocyaBDE, které kéduji struktury
sekré&niho systému typu 1 (119). P@jidoyl nalezen dalSi gen, ktery jéldzity pro aktivaci
toxinu, cyaC. Je uloZen i®d cyaABDE operonem a je transkribovan v épam sndru
z vlastniho promotoru (120). dhek CyaC proteinu spiva v palmitoylaci nas-amino

skupire lysinu 983 (121). Je zajimave, a také nutné zmieitttSina ACT po sekrecitistava
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asociovana s hilkou pomoci vazby s FHA, coZz naznge prav@podobrg jeho ulohu
v efektivni dopra¥ ACT do cilové biiky, diky vySSi lokalni koncentraci na membfam
pravcépodobr i indukované konformaci vhodj$i pro inzerci AC do hbitky (122).
Akceptorem sekretovaného toxinu je CR3 (CD11b/CD18%eptor fitomny na povrchu
makrofagi, neutrofili a dendritickych buk (123). Pozdi bylo dokazano, ze ACT se vaze
k N-vazebnym oligosachaidich na CR3 (124). Nové studie vSak prokazuji, Zze Q@R8I
nezbytny pro adhezi a nasledné dopraveni AC doptagzmy (125). Navazany ACT e
nabyvat dvou konformaci, z nichZz jedna vede k vigmd poru, ktery je selektivni a
zpasobuje export drasliku a druha konformaéseqgbi translokaci AC domény dovintiunky
za sodasného zvyseni intracelularni koncentracé" ¢526, 127, 128). Toto zvySeni méa za
nasledek aktivaci calpainu, €alependentni protedzy, kter&pgit protein pojici cytoskelet
s CR3, talin. Komplex CR3 s ACT nasleédmigruje do lipidickych rafi, kde dochazi k

translokaci. Translokovana AC doména je pak vazbcalmodulinem aktivovana (129).

Hlavni Glohou adenylat cyklazy je konverze ATP &M@, signalni molekuly
angazované v mnohych signalnich drahach. Po tieasla aktivaci AC domény nastava
rychla konverze ATP do cytotoxickych koncentraciMi® pisobici apoptézu makrofagi
lysi monocyfi (130, 131). V prvotni fazi fied apoptézou ACT dereguluje jakoukoliv
signalizaci, ktera by vedla k imunitni odpol jako je oxidativni vzplanuti, fagocyt6za

chemotaxe a umazje tak geziti burgk B. pertussis.

Dermonekroticky toxin (DNT)

Jednim z prvnich popsanych faktowvirulence Bordetella pertussis je DNT.
Identifikovan byl v roce 1909 objeviteli tohoto amsmu jako endotoxin (132), coz se
pozckji ukazalo jako nepravdivé. Na zaktadyzkumu uB. bronchiseptica byla zjiS€na
teplotni labilita tohoto toxinu, ktery byl po Zai na 56 °C po dobu 20 minut pin
inaktivovan (133),imz ziskal oznéeni jako HLT (leat_kbile bxin). Na zaklad vysoké
homologie se da tedygdpokladat velmi podobna hodnota tepelné inaktivacB. pertussis
(134). Analyza pomoci SDS-PAGE ¢ia jeho molekularni hmotnost na 140 kDa (135).
Souwasré pouzivany nazev mauapod v reakci na intradermalni aplikaci, ktera byla

pozorovana uuznych laboratornich zkdt jako nekrotické |éze nadaki (136, 137). U
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intraperitonealni a intravenozni aplikace DNT bybzorovany zrény na slezinné tkani (138,
139).

Dermonekroticky toxin sé&adi do rodiny AB toxid diky své struktie, kde N-
koncova doména ma vazebnou funkci a enzymatickaitakse nachazi na C-koncovasti
(140, 141). Mezi N- a C-terminalnimi doménami sek paachazi¢tyti predikované
transmembranové helixy (142). Uun-koncové sekvence se nachazi sekvence L-S-G-C-T-
T, jejiz cystein je esencialni pro aktivitu. Tatekgence je konzervovana mezi ostatnimi
cytotoxickymi nekrotizujicimi faktory jako jsou CNE, CNF-2 a transglutaminaza u déuh

Streptoverticilium (143).

Vazba k cilové biice je zprosedkovana N-koncovou doménou, k prégadobrg
velmi specifickému receptoru, na coz poukazuje,fad rekteré buiky jsou na DNT
senzitivni a Bkteré ne (140). Vstup do bky probiha dle satasné pedstavy na aktinu
nezavislou cestou, kde se na endocytéze podilindyna/ endosomu pak probiha ogEni
vazebné domény za sekvenci Arg-Ala-Lys-Krdtera je rozpoznavana furinem nebo jemu
podobnou endoprotedzou. Nasledna translokace etizighnadomény do cytoplazmy je
zprostedkovana ¢tyimi  transmembranovymi helixy na N-konci vznikléhoagmentu
s katalytickou aktivitou (142). Zdeupobi jako transglutaminaza na Rho GTPazach (Rho,
Rac, Cdc42), které sedstni signalnich drah a owiuji organizaci cytoskeletu, dynamiku
mikrotubuli, diferenciaci, genovou expresi a sekreci. Rho GYPgou modifikovany
pirenenou GIn na Glu, ktera probiha vipad Rac a Cdc42 v pozici 61 (144) akigac Rho
se jedna o pozici 63 (142). Zétpmnosti polyamifi vSak DNT zprogedkovava pednosts
jejich vazbu k pislusnym GlIn, dmito modifikacemi je GTPazova aktivita zruSenaedyt
jsou GTP-vazebné proteiny nize v draze konstitdgtightivni (145). Nasledkem jsou pak
piestavby cytoskeletu, formace stresovych vlakenalfdkh adhezivnich spibja vznik
filopodii (145, 146).

Vzhledem ktomu, Ze DNT neni sekretovan (36), natyposud fi infekenich
experimentech pozorovan rozdil mezi divokym kmeremmutantem neprodukujicim DNT
(147). Biologicka role a jeho relevance fBordetella pertussis tedy neni jasna, nicmén
ucinky purifikovaného proteinu na eukaryotické nky jsou dolse popsany. Evidence

specifického receptoru pro vstup do BknSak nadale chybi.
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Trachealni cytotoxin (TCT)

TCT je produktem obgmy peptidoglykanu a vznikaébem bugéného fistu,
nepati tedy mezi toxiny regulované Bvg systémem. Tewotdnt ma molekularni hmotnost
921 Da a jeho struktura byla definovana jakbacetylglukosaminyl-1,6-anhydid-
acetylmuramyl-(L)-alanyj-(D)-glutamyl4meso-diaminopimelyl-(D)-alanin (148), ovSem na
zaklad nekolika experiment byl urcen nejmensi aktivni fragment(D)-glutamylimeso-
diaminopimelyl, a déle bylo zji&o, Ze hlavni Ulohu v cytotoxi¢it TCT ma pra¥
diaminopimelyl (149). Doposud byly nalezenyéddalsi Gram-negativni bakterie, které
uvoluji monomer peptidoglykanuNeisseria gonorrhoeae (150), jejiz TCT zpsobuje
poSkozeniasinkového epitelu Fallopiovy trubice (vejcovodibl) aVibrio fischeri, kde je
indukovana morfogeneze &elného organu symbiotického Zztiocha, pozorovano na
Euprymna scolopes (sepiola kropenata) (152). Ostatni bakterie j&kaoli recykluji tento
disacharid tetrapeptid importem pomoci integralrphateinu AmpG, ktery je lokalizovan v
cytoplazmatické membrén Zda se, ZeBordetella pertussis neprodukuje funéni AmpG,

ackoliv je v genomu fitomen (7).

Efekt TCT na eukaryotni liky je obdobny efektu lipopolysacharidu. Ma vliv na
zvySenou expresi ILdl a naslednou produkci iNOSn@ucibilni NO syntaza) a zastaveni
DNA syntézy v Kec¢ich trachealnich epitelialnich tkach (153). INOS generuje radikaly
oxidu dusnatého, které jsou cytotoxicke, nelposkozuji enzymy obsahujici Zelezo (154).
Produkce dchto radikah je iniciovdna v hladkych epitelidlnich pohérkovytmimkach, odkud
dale difunduji do progdi a poSkozuji sousedni tkarsamotné poharkové fky zistavaji
bez poSkozeni. TCT je zajimavy tim, Ze jako jedaktor virulence je imo zodpo¥dny za
patologicky efekt, doprovazejici nakaziernym kaSlem. PoSkozertasinkového epitelu
zt¢Zuje odstra#gni bakterii a hlenu z respimiaiho traktu, coz ma za nasledek vyvolani
charakteristického kasle (149).

Lipopolysacharid (LPS)

Stejrg jako u ostatnich Gram-negativnich bakterii, LPS wwmlIréni z vrgjsi
membranyB. pertussis béhem bakterialni lyze {sobi jako endotoxin, jehoZ lipid A ma

pyrogenni, mitogenni a dalSi toxické&nky, mimo jiné také indukuje produkci TNFu(hor
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necrosis _&ctor) makrofagy (155). Na rozdil od enterobakieich LPS, které jsou
popisované jako hladky typ, LPBordetella pertussis je drsného typu. Jeji lipid A se liSi od
ostatnich pitomnosti GalNAcA, glukuronové kyseliny a glukosami(156), zatimco u
ostatnich B. bronchiseptica klastru je LPS hladkého typu gifomnym O-antigenem (157).
O-antigen je vysoce praimnou slozkou LPS a ma protektivnéinky vaci séru, uB.
pertussis vSak neni itomen (158). Nicménhbylo dokazano, ZB. pertussis je schopna fgzit
acinky velkého mnozstvi komplementu, nezavisle nataahsportéru BrkA (159). Tento jev
byl zanedlouho vysitlen roli LPS v resistenci proti surfaktant proteiA, ktery stimuluje

fagocytozu makrofagy a neutrolily (159).

Zda se tedy, Zeckoliv B. pertussis postrada O-antigen jakozto ochranu proti

likvidaci sérovym komplementem, kombinace BrkA &Sje dostaténé protektivni.

Sekréni systém typu 3 (T3SS)

Tento sekreni systém byl identifikovan ué¢kolika Gram negativnich patogennich
bakterii jako jsou nadjklad Yersinia (160) neboSalmonella (161). Jeho hlavni roli je
dopraveni efektorovych molekukimo do cytoplazmy hostitelské itky, kde misobi jako
toxiny. Komponenty T3SS vytvA jehle podobny datvar, ktery umidje kontakt
s membranou napadenéiky a sekreci efektér

PrestoZe \B. bronchiseptica je T3SS pl& funkeni i v laboratornich podminkach
(104), laboratorni kmenBordetella pertussis komponenty T3SS neprodukujiteBtoze jsou
piislusné geny transkidpé aktivni, k jejich translaci nedochazi (104). Niswéylo zjis€no,
Ze cerstw izolované klinické izolatyB. pertussis T3SS produkuji stefntak jako laboratorni

kmeny, které se dostaly do kontaktu s imunitnint&yem khem pokusné infekce (24, 164).
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Znalost molekularnich mechanianfaktori virulence, kteréBordetella pertussis
uziva k uspsSné kolonizaci hostitele, je esencialni prindou obranu &¢i tomuto patogen,
at’ jiz na preventivnti terapeutické urovni. Iies rozsahlé vakcinace koncétgricatych let,
které zn&né snizily incidenci, jeBordetella pertussis aktualnim problémem a dokonce od
devadesatych let byl pozorovan itrincidence v mnoha zemich. Tento probléfzenbyt
zpusoben zrmdnami ve zfisobu vakcinace, nebov sowkasné dob pouzivana bezbutina
vakcina, ktera v devadesatych letech nahradilaimakiouré¢nou, se zda byt ménicinna.
Celoburgéna vakcina (obsahujici usmrcendd pertussis) mela v nékterych gipadech
vakcinace vedlejSidinky, a proto byly vyvinutyfadou vyrobé nové bezbutné vakciny
obsahuijici pouze izolované antigeny jako RIIXHA. Tyto vakciny vSak nechranild pied
nakazou tak dlouhou dobu, jakdvedni vakciny, nasledkerehoz je nafiklad zvySeny
vyskyt onemocéni mezi adolescenty. V sdasnosti se ale Zma uvazovat o afovném
pirechodu na celobwtiné vakciny nové generace, tzv. ,live attenuatedinas”. Proto jsou
veSkeré informace tykajici se regulace genové sepee produkce virulénich faktof,
analyzy jejich vzajemnych interakci a studium jejiefektu na hostitelen vivo velmi

dulezité.
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