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Abstrakt

Bordetella pertussis je vyznamnym lidskym patogenem, ktery kolonizuje tkané dychaciho
ustroji. Patologickym projevem této infekce je zavazna a vysoce nakazlivd nemoc nazyvana
cerny kaSel. B. pertussis disponuje celou fadou faktort virulence, mezi které patii pertusovy
toxin, adenylat cykldzovy toxin, dermonekroticky toxin, trachealni cytotoxin, adheziny
a v neposledni fad¢ sekrecni systém typu 3 (T3SS). Komplexni regulaci virulence B. pertussis

zajiStuje dvouslozkovy systém signalni transdukce BvgAS.

Faktor virulence T3SS je nékterymi Gram-negativnimi bakteriemi vyuzivan ke kolonizaci
hostitele a je zodpovédny za patologické projevy infekce. T3SS hraje roli ve virulenci
B. bronchiseptica, savéim patogenu blizce ptibuzném B. pertussis. Vyznam T3SS ve virulenci

B. pertussis vsak dosud nebyl objasnén.

V poslednich desetiletich byl u¢inén vyznamny pokrok v porozuméni struktute, funkci
a regulaci vétSiny znamych faktorli virulence, neni vSak zatim zndmo, co zplsobuje

patologické stavy provazejici tuto infekei.

Kli¢ova slova: Bordetella, T3SS, regulace genové exprese, faktor virulence, patogeneze



Abstract

Bordetella pertussis is a significant human pathogen which colonises a respiratory tract. The
infection with B. pertussis results in serious and highly contagious disease called pertussis or
whooping cough. B. pertussis produces wide range of virulence factors such as pertussis
toxin, adenylate cyclase toxin, dermonecrotic toxin, tracheal cytotoxin, adhesins and type III
secretion system (T3SS). The BvgAS is two-component signal transduction system that

provides the complex regulation of B. pertussis virulence.

The virulence factor T3SS is used by some Gram-negative bacteria to colonise the host and is
responsible for pathogenesis of the infection. T3SS takes a role in virulence of mammalian
pathogen B. bronchiseptica, closely related to B. pertussis. The importance of T3SS in

virulence of B. pertussis remains to be investigated.

Significant advance in structure, function and regulation of the most of virulence factors have
been accomplished in last few decades. The causative agents of pathogenesis in that infection

remain unknown.
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Uvod

Cerny neboli davivy kaSel oznalovany také jako pertuse je vysoce nakazlivé akutni
onemocnéni dychacich cest Clovéka zplsobené bakteriemi Bordetella pertussis. Nakazeni
touto zdvaznou chorobou muze v piipadé neockovaného ditéte ¢i novorozence zplisobovat
Zivot ohrozujici stav, ktery ¢asto konéi smrti. Cerny kaSel piestal byt ve druhé poloving
20. stoleti povazovan za vaznou hrozbu diky zavedeni ucinné vakciny, coz vedlo
k vyznamnému sniZeni imrtnosti. Celosvétoveé zvySend umrtnost zaznamenana v poslednich

nekolika desetiletich vSak opét podnécuje vyzkum jejiho ptivodce (Skoff et al., 2015).

B. pertussis disponuje celou fadou nastrojui, které ji umoziuji infikovat a kolonizovat tkan¢
dychaciho tstroji ¢lovéka. Porozuméni mechanismim, diky kterym je tato bakterie tak
uspésSnym patogenem, je nezbytné ke zvySeni efektivity vakcinace ¢i 1écby Cerného kasle.
Teprve v nedavné dobé byl u B. pertussis objeven novy faktor virulence, sekrecni systém
typu 3 (T3SS). Piestoze mu dosavadni vyzkum nepftisuzuje piili§ velkou pozornost a zistava
ve stinu 1épe prozkoumanych faktord virulence, neni vyloucené, ze by T3SS mohl hrat

vyznamnou roli v patogenezi B. pertussis.

Tato prace ma za cil shrnout doposud objevené a popsané faktory virulence B. pertussis co do
jejich struktury, regulace exprese a vyznamu v patogenezi. V tomto kontextu je hlavni diraz
kladen praveé na T3SS. Tato prace ma za cil zhodnotit na zdkladé doposud znamych informaci

relevanci dal$iho studia T3SS.



1 Rod Bordetella

Rod Bordetella patii do Celedi Alcaligenaceae. Do rodu Bordetella dnes spada celkem
Sestnact druht a nékolik desitek dalSich ptirodnich izolatd, které se déli do deseti podskupin
dle pfibuznosti 16S rRNA, znichz pouze Ctyfi maji zivotni cyklus spojeny se zvifecim
hostitelem. Ze vSech téchto druhli je bézné vy€leniovana podskupina oznacovana jako
,Kklasické druhy®, kterym je vénovana pozornost piedevsim z klinickych divodi. Je obecné
znamo, ze bakterie rodu Bordetella jsou schopné zptisobit ve svém hostiteli infekce dychaciho
traktu. Hostitelem jsou nejéastéji ptaci a savci vcetné Clovéka (Mattoo and Cherry, 2005).
Nejnovejsi vyzkumy ukazuji, ze bakterie rodu Bordetella 1ze nalézt kromé savctll 1 v dalSich
raznorodych ekologickych nikach — ve vod¢, v piadé, ¢i v rostlinach. Nebyly vSak zatim
nalezeny druhy schopné patogeneze zijici pouze mimo zvifeci hostitele. Tyto nepatogenni
druhy jsou proto povazovany za piredchiidce patogennich druhi Zijicich ve zvifecich
hostitelich. K vyvoji patogennich druhti doslo nejpravdépodobnéji z druhii zijicich v ptdé

a/nebo ve vod&. Cely rod Bordetella pravdépodobné vznikl zpiedka Zijictho v pidé

(Hamidou Soumana et al., 2017).
1.1 Klasické druhy Bordetella

Mezi klasické druhy patii blizce ptibuzné B. pertussis, B. bronchiseptica a B. parapertussis.
Evoluéné nejstarsi z nich je B. bronchiseptica, z jejihoz predka se pravdépodobné nezavisle

na sob¢ pozdé&ji vyvinuly B. pertussis a B. parapertussis (Parkhill et al., 2003).

B. pertussis je Gram-negativni aerobni kokobacil znamy jako pivodce cerného kasle.
Je striktné lidskym patogenem a kromé clovéka neni zndm Zadny jiny pfirozeny rezervodr.
Na rozdil od ostatnich druhd rodu Bordetella, B. pertussis neni schopna aktivniho pohybu
pomoci bic¢iku alze ji v laboratornich podminkach kultivovat na krevnim agaru (Bordet-
Gengou agar) 1 v tekutém médiu (Steiner-Scholte medium). K védeckym experimentim
je nejCastéji pouzivan kmen B. pertussis Tohama I vyizolovany v 50. letech 20. stoleti
v Japonsku (Kasuga, 1954, cit. dle Fennelly et al., 2008). V dneSni dob& se vSak védci
potykaji s prokazatelnou adaptaci tohoto kmene na laboratorni podminky v porovnani
s klinickymi izolaty (Fennelly et al., 2008; Gaillard et al., 2011). Genom B. pertussis Tohama
I je velky 4 086 186 bazi a obsahuje 358 pseudogenil, coz jsou geny, které¢ diky bodovym

mutacim ¢i delecim ztratily svou funkci (Parkhill et al., 2003).



B. bronchiseptica mé na rozdil od striktn¢ lidskych patogent B. pertussis a B. parapertussis
asi 0 20 % v¢Etsi genom bez pseudogenti a koduje asi o 1 000 genl vice, coz mize souviset
s jeji bohatou Skalou hostiteldi, mezi které patii ptaci a savci vcetné Clovéka. Rozsahlejsi
geneticka vybava B. bronchiseptica miize mit také vyznam v pfeziti patogenu mimo hostitele.
Specializace B. pertussis na lidského hostitele mize byt zptisobena bud’ tplnou ztratou téchto
gent, nebo jejich poskozenim, resp. inaktivaci a naslednym vznikem pseudogenii (Mattoo and

Cherry, 2005; Parkhill et al., 2003; Register et al., 2015).



2 Faktory virulence Bordetella pertusis

Faktory virulence jsou latky, které umoziuji patogennimu organismu piezivat v hostitelském
organismu a kolonizovat ho, coz mulze pozdéji vést k patologickym zméndm
v kolonizovanych orgdnovych soustavach a k propuknuti choroby. Zpravidla se jedna

o toxiny, adheziny, imunosupresory a dalsi.

Na zéklad¢ zkuSenosti s jinymi chorobami zplUsobenymi bakteridlnimi patogeny bylo
uvazovano, ze i ¢erny kasel je zpisoben jednim sekretovanym toxinem. Za tento toxin byl
puvodné povazovan pertusovy toxin (Pittman, 1984). Od konce 20. stoleti je jiz znamo, ze
cerny kaSel je zplisoben souhrou a kombinaci vice faktorti virulence, kterymi B. pertussis
disponuje, at’ uz jde o sekretované toxiny, rizné povrchové struktury apod. (Locht et al.,
2001). Ty budou diskutovany v této kapitole predevsim s ohledem na jejich funkci a vyznam
v patogenezi s diirazem na dva nejlépe prostudované toxiny — pertusovy toxin (PT) a adenylat

cyklazovy toxin (ACT).

2.1 Toxiny

2.1.1 Pertusovy toxin

PT je jednim z prvnich objevenych, a proto i nejlépe prostudovanych, faktort virulence
zpusobujici zmény v hostitelském organismu B. pertussis. Patii mezi né¢ lymfocytézu
podporujici faktor (LPF) zplisobujici zvySené mnozstvi leukocytli (zejména lymfocytil) v krvi
mysi po vstiiknuti vakciny pfipravené z umrtvenych bunck B. pertussis (Morse, 1965; Morse
and Morse, 1976). To bylo pozdé€ji prokdzano i u lidi (Mu et al., 1994). Pozdéji byla tomuto
faktoru pfifazena také schopnost vyznamné meénit koncentraci intracelularniho cyklického
adenosinmonofosfatu (cAMP) v lidskych lymfocytech (Parker and Morse, 1973). Dalsi faktor,
histamin senzibilizujici faktor (HSF), zptisobuje u mysi infikovanych B. pertussis zvySenou
citlivost na histamin (Parfentjev and Goodline, 1948). Poslednim faktorem je ostrivky
aktivujici protein (IAP) zpiisobujici v hostitelském organismu hypoglykémii (Toyota et al.,
1978). AZ pozdéji byly tyto faktory a jejich vliv na hostitelsky organismus shrnuty a byly
piisouzeny jediné molekule — pertusovému toxinu (Pittman, 1979). Dodnes bylo popsano

mnoho dal$ich vlivi PT na hostitelsky organismus vcetné modulace imunitniho systému



béhem raného stadia infekce (Carbonetti et al., 2003), avSak vétSina z nich byla pozorovana

pouze na pokusnych zvitatech.

V dnesni dobé je jiz dobfe popsana struktura a molekularni mechanismus u¢inku PT na lidsky
organismus. Jedna se o ABs toxin velky 105 kDa slozeny z péti riznych podjednotek S1 — S5
(Obrazek ¢. 1). Podjednotka S1 tvoii samostatné podjednotku A. Podjednotka B je pentamer
tvofeny dvéma samostatnymi dimery S2-S4 a S3-S4, které spojuje podjednotka S5 (Tamura et
al., 1982). Podjednotky pentameru B jsou spojeny do kruhu v potradi [S2-S4] — [S3-S4] — S5.
Podjednotka A je zodpovédnad za adenosindifosfat (ADP)-ribosylac¢ni katalytické vlastnosti
PT (Stein et al., 1994a). Podjednotka B je schopna vazby na povrchové struktury buné€k, napf.
na N-glykosylované proteiny (Armstrong et al., 1988), na glykolipidy obsahujici laktdézu
(Tuomanen et al, 1988) a na vétSinu glykoproteinli obsahujicich kyselinu sialovou,

resp. N-acetylneuraminovou (Stein et al., 1994b), coz vysvétluje schopnost PT vstupovat do

nejruznéjsich typt bunék.

Obrazek ¢. 1

PT se sklada ze dvou podjednotek — z podjednotky A (Cervend) a z podjednotky B (tyrkysova).
Podjednotka B je kruhovy pentamer tvofeny dvojici dimerG S2-S4 a S3-S4 a monomerem SS5.
Obrazek A ukazuje bo¢ni pohled na PT, obrazek B zobrazuje pohled na PT zespodu. Prevzato
a upraveno (Locht et al., 2011).

PT je zbuinky sekretovan pomoci sekre¢niho systému typu 4 kdédovaného lokusem ptl
(pertussis toxin liberation) downstream od lokusu ptx (pertussis toxin). Oba lokusy sdili
spoleény promotor vramci jednoho operonu (Kotob et al., 1995). PT je po endocytdze
retrogradné dopraven do Golgiho aparatu (GA) a endoplazmatického retikula (ER) (el Baya et
al., 1997). Podjednotka A nasledné opousti ER a v cytosolu hostitelské bunky katalyzuje

ADP-ribosylacni reakci, pfi které je ADP-rib6za piivodem z nikotinamidadenindinukleotidu



(NAD) prenasena na a-podjednotku heterotrimernich G proteint rodiny Gi (Bokoch et al.,
1983; Katada and Ui, 1982). Timto zpisobem blokuje PT tvorbu cAMP v hostitelské burice,

coZ ma za nasledek jiz diskutované zmény chovani napadenych bunék (Obréazek €. 2).
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Obrazek ¢. 2

PT se vaze na povrch bunky a je endocytovan. Retrogradnim transportem se dostava pies GA do ER,
odkud se volna podjednotka A dostava do cytoplazmy, kde katalyzuje ADP-ribosyla¢ni reakci na
a-podjednotce heterotrimernich G proteint, které dale nemohou syntetizovat cAMP. Tim je naruSena
komunikace mezi hostitelskou bufikou a buitkami imunitniho systému organismu. Pfevzato a upraveno
(Melvin et al., 2014).

2.1.2 Adenylat cyklazovy toxin

ACT je dalsim klicovym faktorem virulence lidského patogenu B. pertussis a dalSich
ptibuznych druht rodu Bordetella napadajicich savce (Carbonetti, 2010). Jedna se o 177 kDa
velky protein skladajici se z 1706 aminokyselin kodovanych genem cyad (Gentile et al.,
1990; Glaser et al., 1988a). ACT je sekretovan pomoci sekrecniho systému
typu 1 kédovaného geny cyaBDE v ramci jednoho operonu (Glaser et al., 1988¢). Dalsi gen,
cyaC, lezi upstream od zminéného operonu a je transkribovan v opacném sméru (Barry et al.,
1991). Produkt tohoto genu slouzi k posttranslaéni modifikaci ACT, konkrétn¢ palmitoylaci
g-amino skupiny lysinu v pozici 860 a 983 vedouci ke spravné cytotoxické a hemolytické

funkci toxinu (Hackett et al., 1994; Masin et al., 2005). ACT je schopen vstupovat do
6



eukaryotickych bunék, kde, jak vyplyva z ndzvu toxinu, piisobi na hostitelské buniky adenylat
cyklazovou aktivitou, kterd byla v souvislosti s B. pertussis poprvé pozorovana v zivném

mediu po kultivaci tohoto patogenu (Hewlett and Wolft, 1976).

ACT patiici do rodiny toxini RTX (repeats in toxin). Sklada se ze dvou funk¢nich domén
(Obrazek €. 3), které plni svou funkci nezavisle na sobé (Sakamoto et al., 1992). Prvni z nich
je N-koncova invazivni adenylat cykldzova doména (AC) katalyzujici pfeménu ATP na
cAMP uvnitf hostitelskych bun¢k. Druhd doména je C-koncovd RTX hemolytickd doména,
ktera se podili na tvorbé péru v plazmatické membrang, zajistuje translokaci AC domény do
cytosolu hostitelské buiiky, vazbu na cilovou buniku a hemolyzu ¢ervenych krvinek (Ehrmann
et al.,, 1991; Iwaki et al., 1995). Ob¢é domény jsou spojeny Ctyimi po sob& jdoucimi
hydrofobnimi useky, které¢ se podili na tvorbé kanalu specifického pro kationty (Benz et al.,
1994; Szabo et al., 1994). Na C-konci proteinu se nachazi signalni sekvence pro sekreci

proteinu (Sebo and Ladant, 1993).

Ob& domény potiebuji ke své funkci Ca®* ionty. Zatimco AC doména vyuziva Ca>" ionty
vazané kalmodulinem bézn¢ dostupnym v cytoplazmé hostitelské buniky, RTX doména vaze
volné Ca®" ionty pomoci motivu ,,GGXG(N/D)DX(L/I/F)X“ (kde ,X“ je libovolna
aminokyselina (aa)). Takovy motiv je v RTX doméné¢ asi ve 40 — 45 opakovanich, coz je, az
na drobné odchylky, charakteristické pro vétSinu RTX toxinl (Glaser et al., 1988b; Rose et
al., 1995).

Vazebné misto Posttranslaéné modifikované lysiny C-koncové signélni
pro kaITOdUIm Hydrofobni usck KTO KTSP) Vazebné repetice pro Ca™ domeéna
7
. 7, mm c
/|
1 400 500 700 1000 1600 1706
Adenylit cyklazova

_ RTX hemolytickd doména
doména

Obrazek ¢. 3

ACT lIze rozdélit na N-koncovou AC doménu (1. — 400. aa) a na C-koncovou RTX hemolytickou
doménu (400. — 1706. aa). Obé koncové domény spojuje hydrofobni usek tvofici por
v cytoplazmatické membran¢ (500. — 700. aa). Obrazek dale znazornuje misto pro vazbu kalmodulinu
v AC doméné, pozici posttranslacné modifikovanych molekul lysinu K860 a K983, pozici asi
40 repetic vazajicich Ca*" ionty v RTX hemolytické doméné (1000. — 1600. aa) a C-koncovou signalni
doménu. Pievzato a upraveno (Masin et al., 2015).



ACT se, obdobn¢ jako PT, vaze na Siroké spektrum bunék (Obrazek ¢. 4). Bylo zjisténo, Ze se
s vysokou afinitou vaze na N-glykosylovany integrinovy receptor oy, (CD11b/CD18), resp.
receptor komplementu 3 (CR3), ktery se béZn€ nachazi na povrchu makrofagl, neutrofill,
dendritickych bun¢k a pfirozenych zabiject neboli NK bunck (Guermonprez et al., 2001).
K takové interakci dochazi pouze v pfipad¢, kdy predtim probéhnou jiz zminéné acylaéni
posttransla¢ni modifikace ACT (El-Azami-El-Idrissi et al., 2003). Po navdzani na cilovou
buniku se hydrofobni segment RTX domény zabuduje do cytoplazmatické membrany a AC
doména je translokovana smérem do cytoplazmy hostitelské bunky, kde po vazbé
kalmodulinu spousti svou adenylat cyklazovou aktivitu (Glaser et al., 1988b). Nezavisle na
tom mize ACT v membrané oligomerizovat a utvofit jiz zmifovany kanal specificky pro
kationty (Iwaki et al., 1995; Vojtova-Vodolanova et al., 2009). Detaily tohoto procesu jsou ale
stale neznamé. Je vSak ziejmé, Ze cely proces je umoznén diky existenci negativniho

membranového potencialu na membrané hostitelské bunky (Otero et al., 1995).

Buiiky imunitniho O CR3 receptor

systému %}

AC doména

. RTX doména
Kalmodulin
o—
ATP  cAMP Kationty
Jadro
Hostitelska buiika

Obrazek ¢. 4

ACT se vaze na integrinovy receptor ayf, (CD11b/CD18, resp. CR3), ktery se bézné nachazi na
povrchu nékterych bunék imunitniho systému ¢lovéka. Po navazani na cilovou buiiku je RTX doména
zabudovéana do cytoplazmatické membrany a AC doména je translokovana smérem do cytoplazmy
hostitelské buiky, kde po vazbé kalmodulinu spousti svou adenylat cyklazovou aktivitu. Nezavisle na
tom mize ACT v membrané oligomerizovat a utvofit kandl specificky pro kationty. Ptevzato
a upraveno (Melvin et al., 2014).

ACT svou ¢innosti narusuje funkci imunitniho systému v hostitelském organismu (Utsumi et
al., 1978), a proto je dilezity pro ¢asnou fazi infekce B. pertussis. Mezi funkce ACT patii

zamezeni tvorby produktl oxidac¢niho vzplanuti u neutrofili a makrofagli (Confer and Eaton,
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1982), blokace aktivace a chemotaxe T-lymfocyti (Paccani et al., 2008) a znemoZnéni
makrofagiim fagocytovat doc¢asnou blokaci RhoA GTPazy, coZ ma za nasledek defosforylaci

kofilinu a pfestavbu aktinového cytoskeletu (Kamanova et al., 2008).

2.1.3 Dermonekroticky toxin

Dermonekroticky toxin (DNT), dfive tzv. termolabilni toxin, téz zvany letdlni toxin, objevili
v roce 1909 Bordet a Gengou (Bordet and Gengou, 1909; cit. dle Cowell et al., 1979). Nazev
toxinu je odvozeny od nekrotickych 1ézi, které vznikaji po jeho vstiiknuti pod kizi pokusného

zvitete (Cowell et al., 1979).

DNT je jednoduchy 160,6 kDa velky AB toxin senzymatickou aktivitou na C-konci.
(Kashimoto et al., 1999). Svou funkci ztraci po inkubaci jiz pii 56 °C po dobu 60 minut
(Zhang and Sekura, 1991). Gen dnt se témét nezménény vyskytuje u B. pertussis,
B. bronchiseptica 1 B. parapertussis. Na rozdil od B. bronchiseptica, u B. pertussis nema
v myS$im modelu Zzadny vliv ani na virulenci, ani na letalitu (Weiss and Goodwin, 1989).
Piestoze je zndmo, Ze DNT muzZe v in vitro podminkéach svou transglutamindzovou aktivitou
spustit Rho GTPazu a ovliviiovat tak cytoskelet hostitelskych bunék (Schmidt et al., 1999),

neni dodnes jisté¢, zda ma DNT vyznam pro virulenci a patogenezi B. pertussis v cloveéku.

2.1.4 Trachealni cytotoxin

Trachealni cytotoxin (TCT) je 921 Da velka molekula odvozena od peptidoglykanu, ktera
vznikd béhem piestavby bunééné stény B. pertussis (Cookson et al., 1989). Vin vitro
podminkéch lze po kultivaci TCT s bunikami respiracniho epitelu kiecka pozorovat podobné
poskozeni tkané, které vznika pfi infekci B. pertussis u €lovéka (Goldman et al., 1982). To je
zpusobeno stimulaci prozanétlivych cytokinti, pfedevSim interleukinu (IL) 1, coz uvnitf
hostitelskych bunék vede k nadprodukeci syntazy oxidu dusnatého a poSkozeni celého

respiraéniho epitelu (Flak and Goldman, 1999; Flak et al., 2000; Heiss et al., 1993).

2.2 Adheziny

Pro virulenci a patogenezi B. pertussis maji velky vyznam struktury nachéazejici se na povrchu
fyzického kontaktu bakteridlni buniky s bunikou hostitelskou. V ptipadé B. pertussis se jedna
predevsim o filamentdzni hemaglutinin (FHA), pertaktin (PRN) a fimbrie. VSechny tyto

struktury umoziuji B. pertussis ptilnout k riznym typtim eukaryotickych bunc¢k vcetné
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respiraénich bun¢k s fasinkami (Melvin et al., 2014). Zajimavé je, ze v piipadé nckterych
klinickych izolath B. pertussis ziskanych v poslednich letech bylo zjisténo, ze PRN
neprodukuji. Divodem muze byt selekce zpiisobend pouzivanim viceslozkové pertusové
vakciny (acellular pertussis vaccine, aP vakcina), kterd PRN obsahuje a vyvolava produkci
protilatek proti PRN v hostitelském organismu (Pawloski et al., 2014). Nezbytnost téchto

povrchovych proteint pro patogenezi B. pertussis tak ziistadva otdzkou.

2.3 Sekrecni systém typu 3

Sekrecni systém typu 3 (T3SS) je vposledni dobé povazovan za jeden ztady faktor
virulence bakterie B. pertussis. VE&t§i pozornost je mu vénovana v samostatné kapitole

¢. 4 — Sekrec¢ni systém typu 3.
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3 Regulace virulence B. pertussis pomoci BvgAS

Vroce 1931 Leslie a Gardner pozorovali na zakladé aglutinace na krevnich agarech ctyfi
rizné faze rustu B. pertussis (Leslie and Gardner, 1931). Pozdé&ji, v roce 1960, Lacey popsal
pouze tii faze — X, C a I, dnes znamé jako faze Bvg', Bvg a Bvg' (v tomto pofadi), mezi
kterymi muze tentyz klon B. pertussis ptechdzet v zavislosti na podminkach, ve kterych je
kultivovan, resp. ve kterych zije in vivo. Rozdily kultivace v Laceyho pokusech spocivaly
piedev$im v obsahu iontii rtiznych soli v médiu a v riizné teploté kultivace. Kultura ve fazi
,,C*, resp. Bvg’, byla na rozdil od faze ,,X“, resp. Bvg', popsana jako faze, ve které je bakterie
neschopnd aglutinace a hemolyzy ¢ervenych krvinek. Faze ,,I, resp. ngi, byla popsana jako
stav mezi fazemi ,,X*“ a ,,C“ (Lacey, 1960). Pozd¢ji byl jednoduchou mutaci pomoci
transpozonu TnS vytvofen mutant B. pertussis neschopny produkovat vétSinu znadmych
faktord virulence, coZ napovédé€lo, ze je na chromozomu pfitomna oblast zajistujici regulaci
exprese faktorti virulence. Tento lokus, diive znamy jako vir (virulent phase), nese dnes nazev
bvg (Bordetella virulence gene) a kdduje dvouslozkovy systém signalni transdukce zvany

BvgAS (Weiss et al., 1983).

V dnes$ni dob¢ je jiz znamo, Ze BvgAS reguluje stovky genli zodpovédnych za produkci
vétSiny faktor virulence vcetné T3SS, rozdilnou fyziologii bakterie nebo produkei dalSich
regulacnich systémii (Cummings et al., 2006; Yuk et al., 1998). Témto gentim se souhrnné
fika geny vag (virulence-activated genes). Na lokusu bvg se downstream od geni bvgAS
nachazi gen bvgR kodujici 32 kDa velky protein, ktery zptsobuje utlumeni aktivity gent,
které se nepodileji na virulenci B. pertussis. Jde o tzv. geny vrg (virulence-repressed genes).
Gen bvgR je aktivovan na Urovni transkripce v zavislosti na aktivité¢ geni hvgAS v pozitivnim
smyslu. K transkripci bvgR je nezbytna vazba fosforylovaného BvgA na promotor tohoto

genu (Merkel et al., 1998; Merkel et al., 2003).

3.1 SloZeni BvgAS

Jak jiz nazev napovida, dvouslozkovy systém BvgAS se sklada ze dvou proteint, BvgA

a BvgS (Obrazek ¢. 5).

BvgS (diive oznaCovany jako BvgB a BvgC) je 135 kDa velky transmembranovy protein.
Svou N-koncovou ¢asti orientovanou do periplasmatického prostoru dokdze snimat signaly

z okoli (Stibitz and Yang, 1991) pomoci dvou Venus flytrap domén (VFT) VFT1 a VFT2
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(Herrou et al., 2010). Nejnov¢jsi vyzkum ukdzal, ze pro funkci téchto VFT domén
a naslednou aktivaci systému BvgAS je nezbytny prolin v pozici 319 (Hiramatsu et al., 2017).
Smérem od N-konce k C-konci nasleduje doména prochdzejici membranou, dale Per/Arnt/Sim
doména (PAS), (pozn.: jedna se o proteinovy motiv), histidin-kinazovd doména (HK),
pfijimaci doména (Rec) a nakonec histidin-fosfotransferazovd doména (Hpt).
Cytoplazmatickd ¢ast BvgS vystupuje jako heterodimer (Dupre et al., 2015; Dupre et al.,
2013; Uhl and Miller, 1994).

Neaktivni BvgS Aktivni Bvg$S

Vngjsi membrina

Periplasmaticky
prostor

g lokus —  —{vag lokus —

Obrazek ¢. 5

BvgS prochazi C-koncem do periplasmatického prostoru, kde se nachazi receptory VFT1 a VFT2.
V cytosolu se nachdzi PAS doména, HK doména, Rec doména a Hpt doména. Po aktivaci BvgS
dochazi k autofosforylaci HK domény BvgS a naslednému pienosu fosfatu ptes Rec a Hpt domény az
na cytosolicky BvgA, ktery po aktivaci dimerizuje (neni znadzornéno na obrazku) a funguje jako faktor
transkripce gent z lokusu vag. (Pozn.: H = histidin, D = aspartat). Pfevzato a upraveno (Melvin et al.,
2014).

BvgA je 23 kDa velky protein nachézejici se v cytoplazmé B. pertussis. Jeho N-koncova Rec
doména je schopna vazat fosfat, zatimco C-koncova helix-turn-helix doména (HTH) je
schopna vazat se na DNA pravé pomoci motivu HTH (Arico et al., 1989). Bylo zjisténo, ze

BvgA funguje jako homodimer a bylo téz pozorovano, Ze po ptidani MgSO4 do media neni
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detekovan dimer BvgA, ale pouze monomer (Perraud et al., 2000; Scarlato et al., 1990).

Podminky tvorby dimeru nejsou dodnes piesné objasnény.

3.2 Mechanismus regulace pomoci BvgAS

Po vazbé signdlu pomoci VFT domén proteinu BvgS v periplasmatickém prostoru dochézi
k postupnému pienosu tohoto signdlu do cytosolu (Obrazek ¢. 5). Nejprve dochdzi
k mechanické zméné konformace VFT domén, ktera vyvold zménu konformace i na PAS
domén¢. Funkci PAS domény je zachovat signdl ziskany v periplasmatickém prostoru pomoci
VFT domén a ptenést tento mechanicky signal na dal§i domény smérem do cytosolu (Dupre
et al., 2013). Dale dochazi ke zméné konformace HK domény, kterd je poté schopna
autofosforylace na histidinu v pozici 729. Odtud je y-fosfait ptivodem z ATP postupné
pienesen na aspartat v pozici 1023 na Rec doméné a dale na histidin v pozici 1172 na Hpt
doméng. Nakonec je fosfat pfenesen na solubilni BvgA, konkrétn¢ na aspartat v pozici 54

(Uhl and Miller, 1994, 1996a, b).

Pokud nedojde k navazani fosfatu na BvgA, HTH doména se nemiize vazat na DNA, protoze
ji vtom stericky brani neaktivni, resp. nefosforylovana N-koncova Rec doména. Tento
mechanismus byl plivodné prokdzan u piibuzného proteinu NarL izolovaného z E. coli
(Baikalov et al., 1996; Zhang et al., 2003). Po aktivaci funguje fosforylovany BvgA
(BvgA~P) jako regulacni faktor transkripce riznych genil, zejména genl zodpovédnych za
virulenci (mimo jiné pozitivné autoreguluje 1 produkci sebe samého). Vaze se na DNA na
specifickou sekvenci, napt. ,,TTTCCTA* v ptipad¢ genu pro FHA (Roy and Falkow, 1991;
Roy et al., 1989). Sekvence ,,TTT(C/G)NTA* (kde N znamena libovolnou bazi) byla pozd¢ji
ukdzana jako optimalni sekvence pro vazbu BvgA~P na DNA (Boucher et al., 2001; Deora et
al., 2001). BvgA~P piimo zprostiedkovava vazbu a-podjednotky C-koncové domény RNA

polymerazy v misté promotoru dané¢ho genu (Boucher et al., 2003).

V zavislosti na koncentraci cytosolického BvgA~P jsou s rozdilnou aktivitou piepisovany
geny ze Ctyt riznych tfid, které zodpovidaji za aktudlni fenotyp B. pertussis. Timto fenotypem
jsou mysleny jiz zminéné fize Bvg', ngi a Bvg (Obrazek €. 6). Prestoze jsou dnes znamé
faktory, které systém BvgAS vypinaji (napi. MgSO4 nebo kyselina nikotinova), neni kromé
teploty 37 °C znamy jiny faktor, ktery ho zapina (Herrou et al., 2010).
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Obrazek ¢. 6

Po spusténi systému BvgAS pomoci teploty 37 °C dochazi k ptfechodu bun€k B. pertussis z faze Bvg
do faze Bvg'. Na molekularni urovni dochazi k sou¢asnému umléeni genti vrg a rovnéz k aktivaci genti
vag zodpovédnych za virulenci B. pertussis. Geny vag se déli na ¢asné geny, stiedni geny a pozdni
geny. Exprese pozdnich genti znamena piechod z fize Bvg' do fize Bvg'. Pievzato a upraveno
(Decker et al., 2012).

3.3 Regulace virulence B. pertussis pomoci systému RisAK

Prestoze BvgAS hraje vyznamnou roli v regulaci virulence B. pertussis, bylo prokazano, ze
neni jedinym regulaénim systémem, ale soucasti sit¢ regulacnich systému, které se vzajemné
ovliviiyji. DalSim takovym analogickym systémem je RisAS, ktery je kddovan lokusem ris
(regulator of intracellular stress response). Opét se jedna o dvouslozkovy systém, ktery hraje
roli v regulaci exprese geni vrg. Po vzoru systému BvgAS plni protein RisA funkci efektoru
a protein RisS funkci senzoru. Vyznam systému RisAS byl pozorovan u B. bronchiseptica na
vlivu oxidativniho stresu na pteziti uvnitf hostitelskych bunck, chemotaxi, resp. tvorbu bic¢iku,
nebo na regulaci mnozstvi Zeleza v cytosolu. RisAS navic reguluje mnoho dalSich gent,

jejichz funkce zatim neni znama (Jungnitz et al., 1998).

Na rozdil od B. bronchiseptica a B. parapertussis nema RisS u B. pertussis funkci
membranového senzoru. Gen risS je v B. pertussis povazovan za pseudogen a funkci RisA
nahrazuje kindza RisK. Vyznam regulonu RisA v patogenezi B. pertussis vSak jesté nebyl

fadn¢ prozkouman (Coutte et al., 2016; Stenson et al., 2005).

Jak jiz bylo zminéno, v regulaci exprese genii vrg hraji vyznamnou roli proteiny BvgR
a RisA. Nejnovéjsi vyzkum ukazal vzajemnou souhru v regulaci zajisténé obéma proteiny. Ve

fazi Bvg' je aktivni protein BvgR, ktery svou aktivitou pfeménuje cyklicky diguanylat
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(c-di-GMP) na GMP. Pokud je vSak BvgA neaktivni, fosforylovany RisA zpiisobuje po
navazani c-di-GMP aktivaci genl vrg a soucasné blokaci nékterych gent vag, mimo jiné bvgA
a bvgR, ale 1 genu tykajicich se chemotaxe a tvorby biCikli (Obrazek €. 7). RisA se mitize
v zavislosti na fosforylaci pomoci RisK a vazby c-di-GMP vyskytovat ve ¢tyfech riznych

podobéach, kdy v kazdé z nich reguluje jinou skupinu gent (Coutte et al., 2016).

prn
fthaB
fthaC
cva A, B
pix bvgR GMP

vags bvgA ...: | ' Q@
A

NN/

> |\ 'gy

®e.___ .
c-di-GMP

bitiky a

chemotaxe vrg

Obrazek ¢. 7
Aktivovany BvgA podporuje expresi genti vag vcetné bvgR. BvgR Stépenim c-di-GMP brani
fosforylovanému RisA v aktivaci genll vrg a soucasné mu brani v blokaci nékterych genl vag a genti

tykajicich se chemotaxe a tvorby bicikt. Aktivni BvgAS systém je tak nadfazeny systému RisAK.
Ptevzato a upraveno (Coutte et al., 2016).
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4 Sekrecni systém typu 3

Sekrece proteinil je jednim z diilezitych procest, ktery slouzi mikroorganismtim k transportu
proteinti z cytoplazmy do vnéjSiho prostiedi, do cytoplazmatické membrany jiné buiiky nebo
do jejiho cytosolu. Sekretovany mohou byt jak membranové proteiny, tak proteiny
vykondvajici svou funkci mimo bunku. K sekreci proteinii z cytoplazmy bakterii slouzi
specializované sekrecni systémy. Dodnes bylo u bakterii popsdno celkem sedm riznych typl
sekre¢nich systémul. Nékteré z nich jsou v evoluci pevné konzervovany a lze je nalézt takika
v kazdé bakterialni burice, jiné jsou naopak vzacné a specializuji se na sekreci jen nékolika
malo konkrétnich proteint. Sekre¢ni systémy se od sebe 1iSi svou strukturou a mechanismem
transportu proteind. Struktura aparatu se odviji od stavby bun&éné stény a cytoplazmatické
membrany bakterie a také od mista urCeni, kam ma byt dany protein sekretovan. Ne&které
sekrecni systémy jsou pro bakterie esencidlni a zajist'uji zivotné dilezité funkce, jiné mohou
svému nositeli pfindSet urcitou vyhodu, jako napf. pfi symbidze nebo pii obsazovani dané
ekologické niky, resp. kolonizaci hostitele v pfipad¢é patogennich bakterii apod. Patogenni
mikroorganismy mohou timto zpiisobem sekretovat faktory virulence, kterymi mohou napf.
navodit zmény chovani imunitniho systému dle aktualnich potifeb. Mezi takovéto sekrecni

systémy patii i sekre¢ni systém typu 3 (T3SS) (Green and Mecsas, 2016).

4.1 Charakteristika sekrece typu 3

Sekrece typu 3 (T3S) je jednou z cest, kterou miize bakterie sekretovat proteiny ze
svého cytosolu do vnéjsiho prostfedi. T3S je bakteriemi bézné vyuzivana ve dvou na sobé

nezavislych procesech.

Jednim ze zminénych procest je vystavba bakteridlniho biciku. Dnes je jiz obecné znamo, ze
bakteridlni bi¢ik ma dvé zékladni strukturni ¢asti. Jednou znich je bazélni téleso, které
zajistuje ukotveni bi¢iku v membranég, jeho vystavbu a naslednou rotaci. V piipadé¢ Gram-
negativnich bakterii je bicik kotven pomoci proteinovych diski do vnitini cytoplazmatické
membrany (C-disk a MS-disk) a do bunééné stény (P-disk a L-disk). VSechny tyto disky jsou
propojeny dutym kanalem, ktery 0sti na povrch bakterie tzv. hackem. T3SS, ktery je soucasti
bazalniho télesa, sekretuje molekuly flagelinu, které polymerizuji a vytvaii druhou zakladni
cast celé struktury — samotné vldkno biciku (Obrazek ¢. 8), (Macnab, 2003). Bylo vsak
prokdzano, ze pomoci T3SS spojeného se strukturou biciku mulze bakterie sekretovat

1 proteiny, které se stavbou bic¢iku ani jeho funkci nijak nesouvisi (Young and Young, 2002).
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Druhym procesem, béhem kterého se uplatiiuje T3S, je sekrece efektorovych proteint piimo
do cytosolu eukaryotickych bunék vramci patogeneze ¢i symbidzy nékterych Gram-
negativnich bakterii. T3SS byl v tomto kontextu objeven teprve v 90. letech 20. stoleti. Svou
strukturou a mechanismem sekrece proteini se velice podoba T3SS spojené¢ho s masinérii
bakteridlniho bic¢iku (Obrazek €. 8). Mezi bakterie vyuzivajici T3SS v patogenezi patii rody
Yersinia, Salmonela, Shigella, Escherichia, Chlamydia, ¢i Pseudomonas, u kterych byl T3SS
doposud studovan nejintenzivnéji. T3SS disponuji 1 bakterie rodu Bordetella. T3SS se také
nachazi u bakterii patogennich pro rostliny (Hueck, 1998; Michiels et al., 1991; Salmond and
Reeves, 1993).

Sekrec¢ni systém typu 3 Bakterialni bicik

Mimobunéény
prostor

Bunécna sténa

Vnitini
cytoplazmaticka
membrina

Cytosol

Obrazek ¢. 8

Obrazek znazoriuje strukturni podobnost T3SS a bakterialniho biciku ukotveného v membrané Gram-
negativni bakterie. Pfevzato a upraveno (Portaliou et al., 2016).

Souvislost mezi obéma zminénymi procesy zacala byt pozorovana na pielomu 20. a 21.
stoleti, kdy byly u nékterych Gram-negativnich patogennich bakterii objeveny geny nutné pro
sekreci efektorovych proteinii do eukaryotickych bunc¢k. U téchto gent byla soucasné
pozorovana piibuznost s geny podilejicimi se na vystavbé bakteridlnich bicikti (Collazo and
Galan, 1996; Galan et al., 1992; Michiels et al., 1991). U nékterych strukturnich proteint
bazélniho télesa T3SS byly také objeveny homologie se strukturnimi proteiny ATP syntazy
(Ibuki et al., 2011; Pallen et al., 2006).
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Pro ptehlednost bude T3SS dale v textu vzdy chapan pouze jako faktor virulence Gram-
negativnich bakterii, resp. jako molekularni komplex zajist'ujici sekreci efektorovych molekul

do cytosolu eukaryotickych bunék.

4.2 Pavod T3SS v evoluci

Moderni molekuldrni fylogenetické analyzy porovnavajici ptibuznost strukturnich proteinti
T3SS napomohly rozdélit bakterie nesouci geny pro T3SS do sedmi rodin. Takto ziskané
fylogenetické stromy vSak nekoreluji s evoluéni piibuznosti sekvenci 16S rRNA téchto
bakterii. Zajimavé je, ze fylogenetické stromy ziskané na zdklad¢ podobnosti strukturnich
proteinit T3SS jsou stejné nezavisle na tom, ktery konkrétni protein byl pro analyzu pouZit.
Fylogenetické analyzy také nasvédcuji, ze T3SS je struktura odvozend od T3SS nachazeného
v bazalnim télese biciku, a ze od odd¢€leni téchto dvou struktur uz dale nedoslo k vzajemnému
ovlivnéni jejich vyvoje (Gophna et al., 2003; Nguyen et al., 2000). Bylo také prokazano, ze
jeden bakteridlni kmen mulze nést geny pro vice druht T3SS najednou (Shea et al., 1996).
VSechny tyto informace nasvédcuji, Ze se geny kodujici T3SS vyvinuly jako relativné
konzervované genetické struktury a jsou pfedavany mezi mikroorganismy mechanismem
horizontalniho pienosu genetické informace. Tyto geny jsou zpravidla organizovany v radmci
jednoho lokusu bud’ na mobilnim ostrivku patogenity na chromozomu, nebo na plazmidu

(Troisfontaines and Cornelis, 2005).

U bakterii rodu Bordetella byl nalezen pouze jeden T3SS souvisejici s virulenci. Tento T3SS

se fadi do rodiny Ysc pojmenované podle bakterialniho rodu Yersinia (Gophna et al., 2003).

4.3 Struktura a vystavba T3SS

vvvvvv

zminéno, nachazi se u Gram-negativnich bakterii a zajistuje sekreci efektorovych proteinii do
membrany, ¢i cytoplazmy eukaryotické hostitelské buniky. Co do struktury a mechanismu to
znamend, ze cely aparat musi pfekonat vlastni vnitini cytoplazmatickou membranu

a buné¢nou sténu, a navic musi prekonat i cytoplazmatickou membranu cilové bunky.

K pfiblizeni struktury vyznamné napomohly snimky celého komplexu T3SS potizené pomoci
elektronové mikroskopie (Obrazek €. 9). T3SS je diky svému tvaru 1 mechanickému principu
fungovani pfirovnavan k injekéni stiikacce a celd masinerie proto byva nékdy oznaCovana

jako tzv. injektozom (Kubori et al., 1998; Marlovits et al., 2004). Cely T3SS je velky asi
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3,5 MDa a lze jej rozd€lit na tfi hlavni ¢asti — transmembranové bazalni téleso, tzv. jehlu
vyCnivajici ven z bakteridlni buiikky a translokon, ktery vytvari pér v membrané hostitelské
buniky. Cely tento komplex tvoii jakysi mistek mezi cytosolem bakterie a cytosolem

hostitelské buriky.

Vystavba T3SS (Obrazek ¢. 10) zacind translokaci diskd tvoficich bazalni téleso do vnitini
cytoplazmatické membrany a do bunécné stény. Translokace obou téchto ¢asti probihd
nezavisle na sob¢, ale ihned po slozeni v membrané jsou ob¢ ¢asti spojeny dohromady
a utvari stabilni strukturu (Diepold et al., 2010). Bazalni téleso T3SS poté neslouzi pouze
k sekreci efektorovych proteint, ale také k sekreci strukturnich proteind tvoficich vnéjsi ¢ast
T3SS — jehlu a translokon. Jehla T3SS je rovnd, duta struktura navazujici na bazalni téleso.
Vzniké polymeraci asi 6 kDa velkého proteinu 'SctF (Hoiczyk and Blobel, 2001). Jehla T3SS
bézné dosahuje délky nékolika desitek nanometrli. PfestoZe je mechanismus regulace délky
dodnes nejasny, bylo prokdzano, ze protein SctP pravdépodobné funguje jako tzv.
molekularni pravitko zajiStujici vystavbu jehly T3SS do pozadované velikosti. Bylo také
experimentalné prokazano, ze zména velikosti proteinu SctP ovlivni i1 velikost jehly T3SS.
Studie zabyvajici se velikosti jehly T3SS navic prokézaly, Ze zkraceni 1 prodlouzeni této ¢asti
T3SS vin vitro podminkach narusuje virulenci pozorovaného patogenu. Protein SctP patii
mezi tzv. Casné substraty sekretované T3SS a pravdépodobné v okamziku, kdy jehla T3SS
doséhne pozadované velikosti, zajiStuje tento protein zahdjeni sekrece tzv. stfednich
substratl, které se podileji na vystavbé Spicky jehly a translokonu. Po dosaZzeni pozadované
velikosti jehly byva jeji Spicka opatfena proteinem, ktery zajiStuje prvotni kontakt
s hostitelskou cytoplazmatickou membranou a nezndmym zpisobem podnécuje sekreci
a tvorbu translokonu (Mueller et al., 2005). Translokon je nezbytny k zajiSténi sekrece
efektorovych proteinti do hostitelské bunky. Sklada se z proteinii SctB a SctE a je vystavovan
skrze T3SS na Spicce jehly (Neyt and Cornelis, 1999). Sekrece tzv. pozdnich substrata, tzn.
samotnych efektorovych proteinti, ndsleduje ihned po dokonceni vystavby translokonu

(Journet et al., 2003; Kubori et al., 1998; Lefebre and Galan, 2014; Mota et al., 2005).

'Z diivodu zlepSeni orientace mezi homologickymi proteiny T3SS napfi¢ bakterialnimi druhy
v poslednich letech roste tendence pojmenovavat homologické proteiny jednotnymi zkratkami. Pro
tento Ucel zacala byt pouzivana zkratka SctX (secretion and cellular translocation), kde X znaci
libovolné pismeno, popf. ¢islo oznacujici konkrétni protein. Pro T3SS vyskytujici se v bazalnim télese
biciku existuje analogicky zkratka F1iX (Hueck, 1998; Portaliou et al., 2016).
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Obrazek ¢. 9

T3SS vyizolovany z bakterie Salmonella typhimurium. Snimek pofizeny pomoci elektronové
mikroskopie (Marlovits et al., 2004).
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Obrazek ¢. 10

Vystavba T3SS zacina translokaci transmembranovych diskti do vnitini cytoplazmatické membrany
a bunécné stény nezavisle na sob€. Po spojeni obou transmembranovych casti je vystavéno celé
bazalni téleso T3SS. Kompletni bazalni téleso T3SS poté zacina sekretovat Casné substraty, mezi které
patii protein SctF tvofici jehlu T3SS a protein SctP zodpovédny za velikost jehly T3SS. Po dosazeni
pozadované velikosti jehly T3SS jsou sekretovany stfedni substraty zodpovédné za tvorbu $picky jehly
a po kontaktu s membranou hostitelské bunky i za tvorbu translokonu. Po vytvoreni translokonu jsou
sekretovany pozdni substraty, resp. efektorové proteiny. Pfevzato a upraveno (Galan et al., 2014).
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4.4 Mechanismus sekrece pomoci T3SS

Vzhledem k tomu, Ze $itka jehly T3SS neptesahuje 30 A (Marlovits et al., 2004), je ziejmé, Ze
proteiny sekretované T3SS nemohou byt v nativni konformaci, ale musi byt alespon ¢astecné
rozbalené. Nedavné vyzkumy nasvédcuji tomu, ze v tomto kontextu hraji v sekreci T3SS
diileZitou roli cytosolické chaperony a ATPaza ptitomna v bazalnim télese T3SS. Chaperony
jsou malé proteiny napomadhajici udrzet protein urCeny k sekreci v nesbaleném stavu
a dopravit ho do pfisluSného sekre¢niho systému (Lee and Galan, 2004). V bazalnim télese
T3SS poté pravdépodobné dochdzi k predani sekretovaného proteinu do jadra sekrec¢niho

aparatu (Abrusci et al., 2013; Ibuki et al., 2011; Pallen et al., 2006).

V otazce signalizace a sméfovani konkrétnich proteinti do T3SS byly spolecné s chaperony
pozorovany také N-koncové signalni sekvence sekretovanych proteini. Dodnes vSak nebyla
na N-konci efektorovych proteinii sekretovanych pomoci T3SS rozpoznana zadna
jednozna¢na homologicka sekvence nebo struktura, ktera by zajiStovala sekreci, nebo podle
které by bylo dokonce mozné piedpovidat, zda je dany protein sekretovan T3SS, ¢i nikoliv

(Galan et al., 2014).

T3SS pro svou funkci vyzaduje zdroj energie. I vtomto tématu vSak stile zbyva mnoho
otevienych otazek. Na zdkladé evolucni piibuznosti T3SS s bakteridlnim bi¢ikem bylo
uvazovano, Ze by sekrece proteinii pomoci T3SS byla pohdnéna na principu proteinit MotA
a MotB, které pohani rotaci bi¢iku. Tato hypotéza vSak byla vyvracena (Wilharm et al., 2004).
Na druhou stranu byly nalezeny dikazy, ze T3SS pro svou funkci vyzaduje energii jak
v podobé ATP, tak v podobé protonmotivni sily. Predpoklddany model (Obrazek ¢. 11)
uvazuje vyuziti energie ziskané hydrolyzou ATP k uvolnéni efektorového proteinu uréeného
k sekreci z komplexu s chaperonem a pieneseni v nesbaleném stavu do masinerie T3SS.
K samotné translokaci proteinu do cytoplazmy hostitelské buiiky pravdépodobné slouzi

protonmotivni sila (Galan, 2008).
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Efektorovy
protein

Chaperon

Obrazek ¢. 11

Efektorovy protein je v komplexu s chaperonem dopraven k bazalnimu télesu T3SS, kde je za
spotieby ATP z tohoto komplexu uvolnén a je pfipraven k sekreci. Samotnou sekreci efektorového
proteinu skrze T3SS pravdépodobné pohani protonmotivni sila. Pfevzato a upraveno (Galan, 2008).

4.5 Vyznam T3SS v patogenezi B. pertussis

Prestoze doposud nebyly potizeny snimky T3SS izolovaného z bakterie rodu Bordetella, na
zakladé homologii strukturnich proteinti s T3SS jinych bakterii 1ze ptedpokladat shodny tvar,
resp. proteinové slozeni i mechanismus celého komplexu. Vyzkumy zaméiené na lokus bsc
kodujici T3SS u B. pertussis ptedpovidaji, Ze cely sekrecni komplex je kddovan asi 30 geny,
mezi které patii jak strukturni geny, tak geny pro chaperony a nékteré sekretované molekuly.
U nékterych otevienych ¢tecich ramci tohoto lokusu dodnes neni zndma jejich funkce. Poradi

geni na lokusu bsc je vSak dobfe znamo (Obrazek ¢. 12) (Fauconnier et al., 2001).

et R T e S (e o S T A S T L

o T H AT T T T T T -

urad mcpA gred 1481 \FED, berD 234 N, 226HiD B H241J KL N OPQRST UW C LIN2I3 1415 icfG-like
bsc bop bsp ber bop  ber bsc brp — 1 kb

Obrazek ¢. 12

Geny lokusu bsc jsou na schématu barevné rozdéleny podle své funkce: bsc — oranzova, bop — modra,
bsp22 — fialova, bcr — Cervend, brpl — zelena, oteviené Cteci ramce neznamé funkce — bila,
housekeeping geny — Zluti. Inseréni sekvence 481 je vyznatena Gernd. Sipky naznatuji smér
transkripce gend. Pfevzato a upraveno (Fauconnier et al., 2001).
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Jak jiz bylo zminéno, fada proteint souvisejicich s T3SS ma své sekvencni homology napii¢
bakterialnimi druhy nesoucimi geny pro T3SS (Tabulka ¢. 1). T3SS rodu Bordetella je nejvice

piibuzny rodu Yersinia, u kterého je T3SS relativné dobie prozkoumany (Gophna et al.,

2003).

Nomenklatura proteini T3SS
Funkce proteinu
Bordetella Yersinia Sct
BopB YopB SctE Tvorba translokonu
BopN YopN SctW Regulace sekrece
BscF YscF SctF Struktura jehly
BscLNO YscLNO SctLNO ATPazovy komplex
— LerV SctA 5
Spicka jehly
Bsp22 - -
BteA - — Efektorovy protein

Tabulka ¢. 1

V tabulce jsou uvedeny nékteré z vyznamnych proteinit T3SS, jejich funkce a nazev z pohledu
riznych nomenklatur, které si vzidjemné odpovidaji dle homologii jejich sekvenci aa. Kompletni
seznamy proteind T3SS jsou dostupné v pfislusné literatuie (Fauconnier et al., 2001; Portaliou et al.,
2016).

Prestoze strukturni proteiny T3SS jsou v evoluci konzervovany, efektorové proteiny se mezi
druhy bakterii vyznamné 1iS§i v zdvislosti na konkrétnich potiebach daného patogenu.
Efektorové proteiny ani nemusi byt soucasti lokusu, kde je kodovan T3SS. Stejné tak je tomu
u B. pertussis, kde je doposud jediny znamy efektor, BteA, kédovan asi 2,5 Mb od lokusu bsc
(Panina et al., 2005).

Vyznam T3SS ve virulenci bakterii rodu Bordetella byl objeven teprve nedavno. V pocatku
vyzkumu byl pozorovan vliv T3SS na imunitni odpovéd’ hostitelského organismu béhem
infekce dychaciho tustroji mysi bakteriemi B. bronchiseptica. MysS infikovana divokym
kmenem B. bronchiseptica vykazovala snizenou produkci protilatek proti B. bronchiseptica
oproti myS$im infikovanym kmeny B. bronchiseptica neschopnym sekrece faktort T3SS.
Zaroven byl pozorovan vyznam T3SS v zamezeni translokace nuklearniho faktoru kB do

jadra bun€k imunitniho systému a v navozeni apoptozy fagocytujicich bunék (Legarda et al.,
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2005; Yuk et al., 2000). Potlac¢eni imunitni odpovédi v prubéhu infekce je pravdépodobné
zprostiedkovano navozenim zmény chovani antigen prezentujicich bunck, které po setkani
s patogenem a po nasledné migraci do sekundarnich lymfoidnich organd navozuji
imunosupresivni odpovéd’ organismu na infekci. Cely tento proces doprovazi zvysena hladina
et al., 2005). Bylo také prokdzano, ze v tomto procesu hraje roli nejen T3SS, ale i ACT
(Skinner et al., 2004). Sekrece proteinii spojenych s T3SS byla jiz zaznamenana i v ptipadé
klinickych izolatd B. pertussis. Stejn¢ tak byl u B. pertussis pozorovan vliv T3SS na potlaceni
imunitni odpovédi béhem kolonizace tkani dychaciho traktu v mySim modelu (Fennelly et al.,

2008).

Bylo také prokazano, Ze exprese proteini T3SS je z4visld na podminkach, ve kterych je
B. pertussis kultivovana. Pokud je dany kmen B. pertussis tzv. pasazovan vin vitro
podminkach, T3SS prestdva byt exprimovan. Nékteré studie vSak ukazuji, ze k obnoveni
exprese T3SS staci kontakt s hostitelskou buiikou. Jako znak pouzivany pro detekci exprese
T3SS je pouzivana imunoblotova detekce Bsp22, proteinu sekretovaného T3SS (Gaillard et
al., 2011).

4.5.1 Proteiny sekretované T3SS

B. pertussis a B. bronchiseptica vyuZivaji T3SS k sekreci, nicméné& doposud bylo pozorovano
pouze malé mnozstvi sekretovanych proteinti. Patfi mezi né proteiny BteA, Bsp22, BopB,

BopD a BopN.

BteA, né¢kdy oznacovany jako BopC, je 69 kDa velky protein. BteA je doposud jedinym
efektorovym proteinem sekretovanym pomoci T3SS, ktery byl u bakterii rodu Bordetella
objeven. BteA ke své funkci vyzaduje chaperon BtcA, diky kterému byl v genomu odhalen.
Bylo prokazano, zZe transkripce bted je regulovana syst¢émem BvgAS. Daéle bylo prokazano,
7e BteA nema vliv na hemolyzu Casto spojovanou s T3SS u jinych bakterii, ale ma vliv pouze
na cytotoxicitu v riznych typech hostitelskych bun¢k (Kuwae et al., 2006; Panina et al.,
2005). Nedavny vyzkum se také zamétil na 130 aa velkou N-koncovou sekvenci BteA. Bylo
prokdzano, Ze tato sekvence zajistuje ukotveni BteA do lipidickych rafti v eukaryotickych
cytoplazmatickych membranach. Mimo N-koncovou doménu je BteA pravdépodobné slozen
z dalSich dvou domén. Struktura BteA vSak doposud neni znamé (French et al., 2009;

Guttman et al., 2013). Pfestoze je gen bteA pevné konzervovadn v genomu B. pertussis,
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B. bronchiseptica 1 B. parapertussis, produkce BteA byla pozorovana pouze u B. pertussis
a B. bronchiseptica. V1iv BteA na cytotoxicitu a na snizeni schopnosti fagocytdézy makrofagu

byl doposud prokazan pouze u B. bronchiseptica (Guttman et al., 2013; Hegerle et al., 2013).

Bsp22 je 22 kDa velky protein, ktery hraje vyznamnou roli v sekreci pomoci T3SS. Pfestoze
neni efektorovym proteinem, ktery by vstupoval do hostitelskych bunék, je nezbytny ke
kolonizaci a pteziti B. bronchiseptica v tkanich dychaciho ustroji mysi a také k cytotoxicke
a hemolytické aktivite¢ (Yuk et al., 2000). Funkci Bsp22 je tvorba filamentozni Spicky jehly
T3SS, kterd spojuje T3SS s translokonem lokalizovanym v cytoplazmatické membrané
hostitelské buiiky. Tomu nasvéd¢uje schopnost polymerizace Bsp22 a schopnost vazby Bsp22
na BopD, ktery je soucasti translokonu. V mySim modelu byl v ptipad€ B. bronchiseptica také
pozorovan pozitivni ucinek protilatek proti Bsp22 po piedchozi imunizaci (Medhekar et al.,
2009). Avsak v sérech pacientli prokazatelné nakazenych bakteriemi B. pertussis nebyly

nalezeny specifické protilatky proti Bsp22 (Villarino Romero et al., 2013).

BopN odpovida na zakladé homologii s proteiny T3SS ostatnich bakterii nesoucich geny pro
T3SS strukturnimu a regulacnimu proteinu SctW. Bylo vSak pozorovano, Ze BopN
translokovany do hostitelskych bun¢k ovliviiuje imunitni systém pomoci IL-10. Dodnes ale
nebylo prokazano, ze je BopN do hostitelskych bun¢k opravdu pomoci T3SS translokovan

(Fauconnier et al., 2001; Nagamatsu et al., 2009; Portaliou et al., 2016).

BopB a BopD byly na zakladé pokusii pozorovany jako proteiny sekretované pomoci T3SS
zodpovédné za tvorbu translokonu v cytoplazmatické membrané hostitelské buiiky a jejich

produkce a sekrece proto tzce souvisi s jiz popsanymi funkcemi T3SS (Nogawa et al., 2004).
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74avér

Znacny narust pripada infekce a opétovné piipady umrti zptsobené lidskym patogenem
B. pertussis v posledni dob¢ vyustily ve zvySenou intenzitu studia tohoto patogenu. PT a ACT
jsou dnes relativné¢ dobie prostudované faktory virulence, resp. toxiny B. pertussis, puvodce
cern¢ho kaSle. Vyzkum se v této oblasti zabyvad molekularnimi mechanismy, které mohou
pomoci rozlustit presny princip jejich vlivu na hostitelsky organismus a zefektivnit boj proti

tomuto patogenu.

Srovnatelny pokrok byl v poslednich desetiletich zaznamenén také v otazce regulace
virulence B. pertussis. Zde je hlavni dliraz kladen na centrdlni regulani systém,
dvouslozkovy systém signalni transdukce BvgAS. PrestoZe je vyznam BvgAS naprosto
zasadni, dalsi vyzkum by se mél v tomto sméru dle mého nazoru zaméfit 1 na dalsi regulacni
systémy, napt. RisAK a sledovat provazanost téchto regulacnich systémul. Zaroven by se dalsi
vyzkum mohl zaméfit na mechanismus a faktory, které spousti virulentni fizi Bvg'. Dnes je

za jediny faktor navozujici virulentni stav Bvg' povazovana teplota 37 °C.

Vzhledem ke kratké dobé, po kterou je T3SS studovan jako faktor virulence B. pertussis,
zustava v této problematice mnoho otevienych otdzek. Zajem o studium T3SS u lidského
patogenu B. pertussis je zalozen predevSim na znalostech ziskanych u jinych piibuznych
patogent, kde hraje T3SS vyznamnou roli v infekci hostitele a patogenezi onemocnéni.
Prestoze dosavadni vyzkum potvrdil vyznam T3SS ve virulenci B. bronchiseptica, vyznam
T3SS ve virulenci B. pertussis zistava nejasny. DalSi vyzkum je proto potieba zaméfit na
zjisténi, zda a jakym zptusobem B. pertussis vyuziva T3SS k infekci svého hostitele, tedy
¢loveka. K tomu bude mimo jiné zapotiebi optimalizovat praci s timto patogenem v in vitro
podminkach, jelikoZ neni s jistotou znamo, jaké faktory maji vliv na spusténi exprese T3SS

v B. pertussis.

Dodnes také neni zndmo, které faktory virulence B. pertussis slouzi pouze ke zprostfedkovani
infekce a které maji za nasledek patologické projevy infekce spojené s cernym kaslem. I proto
je potieba pokraCovat v detailnim vyzkumu mechanismil virulence tohoto patogenu s cilem

moznosti ndsledného navrzeni ucinné vakcinace ¢i 1éCby cerného kasle.

Tato bakalafska prace bude slouzit jako podklad pro mou diplomovou praci, kterd se bude
zabyvat studiem klinickych izolath B. pertussis a vyznamem T3SS ve virulenci tohoto

patogenu.
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