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Abstrakt:

Bacillus anthracis je grampozitivni sporulujici patogenni bakterie zpUsobujici snét
slezinnou, anthrax. Vzhledem k dumysinym faktordm virulence a odolnosti endospor
se tato bakterie stala v posledni dobé& nastrojem bioterorismu. Tato prace ma za ukol
popsat a shrnout dosud zname regulacni systémy a poznatky o regulaci hlavnich
virulen¢nich faktort Bacillus anthracis, které jsou nezbytné pro vznik infekce a pfeziti
Bacillus anthracis v hostiteli. Sou€asti prace je popis hlavnich virulen¢nich faktor( a
jejich determinant, popis patogenese anthraxu a dalSi sméry vyzkumu Bacillus
anthracis (vyvoj vakciny a identifikace endospor). Patogenicita Bacillus anthracis
zcela zavisi na virulen€nich plazmidech (pXO1, pX02), které virulentni kmen Bacillus
anthracis nese. Témito plazmidy jsou kodovany hlavni virulenéni faktory:
edemogenni toxin (EdTx), letalni toxin (LeTx) a pouzdro. Dale tyto plazmidy také
koduji regulacni proteiny, které Fidi synthesu virulencnich faktord. Plazmid pXO1
kdduje AtxA, hlavni pozitivni regulaéni protein hlavnich virulennich faktord Bacillus
anthracis, protein PagR, represor PA, a geny gerX operonu, které fidi germinaci
bakterialnich spor. Plazmid pXO2 kdduje regulaéni proteiny AcpA a AcpB, které se
ucastni pozitivni regulace synthesy pouzdra. Regulace virulence se také ucCastni
proteiny kdédované chromozomalné — protein AbrB, regulator prfechodovych fazi
ristu, nékteré proteiny rodiny Spo0, regulujici pfechod do sporulace, a jiné soucasti
regulace germinace spor. Na Fizeni virulence se téz podileji zvySena koncentrace

CO, a zvySena teplota, jako indikatory vstupu do hostitelského organismu.
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Regulation of virulence in Bacillus anthracis

Abstract:
Bacillus anthracis is pathogenic bacterium causing disease anthrax. At present, this

bacterium became suitable device of bioterrorism, due to its ingenious virulence
factors and endurance of spores. This work summarizes recently known regulation
systems of virulence in Bacillus anthracis that are necessary for triggering of infection
and survival of Bacillus anthracis in the host. Main virulence factors and their
determinants, anthrax pathogenesis are described. Pathogenicity of Bacillus
anthracis is completely based on virulence plasmids (pXO1, pX0O2) contained in
virulent strain of Bacillus anthracis. These virulence plasmids encode main virulence
factors: edema toxin (EdTx) and lethal toxin (LeTx) and enzymes of synthetic
pathway of antifagocytic capsule. These plasmids also encode regulation proteins
which induce virulence factor synthesis: AtxA protein, the main positive regulator of
main virulence factors of Bacillus anthracis, a PagR protein, a PA represor,
regulation proteins AcpA and AcpB that participate in positive regulation capsule
synthesis and, at the same time, gerX operon genes, that drive germination of
bacterial spores. There are also other regulation encoded chromosomally as AbrB
protein, a transition state regulator, some proteins of Spo0O family that drive
sporulation pathway and another parts of spore germination. Two important physical
factors — concentration of CO, and temperature also regulate the virulence as

indicators of entry into host organism.
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Seznam zkratek

AcpA
AcpB
AtxA
CaM
bp
cap
cya
EdTx
EF
gerX
lef
LeTX
LF
ORF
PA
pagA
pagR

wit

pozitivni regulacni protein synthesy pouzdra, gen acpA
pozitivni regulacni protein synthesy pouzdra, gen acpB
hlavni pozitivni regulaéni protein hlavnich virulencnich faktort, gen atxA
kalmodulin (calmodulin)

par basi (base pair)

geny pro synthesu pouzdra (capsule)

gen kodujici protein EF

edemogenni toxin (edema toxin), sloZzeny z PA a EF
edemogenni faktor (edema factor), komponenta EdTx
germinacni operon

gen kodujici protein LF

letalni toxin (lehal toxin), slozeny z PA a LF

letalni faktor (lehal factor), komponenta LeTx

otevfeny Cteci ramec (open reading frame)

protektivni antigen, komponenta EdTx a LeTx

gen kodujici protein PA

represor protektivniho antigenu (protective antigen represor)

geneticky ptvodni kmen (wild type)



1. Uvod

Bacillus anthracis je prokaryotni, obligatné paraziticky organismus zpUsobujici
onemocnéni slezinnou snét (anthrax, uhlak), které zejména v minulosti zplsobovalo
znacné obtize v oblasti chovu zemédélskych zvifat. Robert Koch zkoumal Bacillus
anthracis a urcil ho jako plvodce snéti slezinné, anthraxu (1877). Byl to historicky
prvni patogenni organismus pfifazeny ke konkrétni nemoci jako jeji plvodce. Na
poznatcich o této bakterii formuloval Koch znamé ,Kochovy postulaty”. Pozdéji Louis
Pasteur vyvinul proti snéti slezinné funkéni vakcinu (1881).

Teprve v nedavné minulosti byly popsany virulen¢ni plazmidy, které jsou
nepostradatelné pro patogenicitu této bakterie, nebot zajiStuji hlavni virulen¢ni
faktory — toxiny a pouzdro.

V dneSni dobé uz Bacillus anthracis nema vzhledem k existenci ucinné
vakciny (uzivané ve veterinarni medicing), tak zasadni hospodarsky vyznam. Jeho
dllezitost vSak vzrostla na poli mezinarodnich vztah(, nebot byl vyuzit jako nastroj
terorismu, kde se ukazal byt ,vyhodnou zbrani“ vzhledem k a&innym virulenénim

faktoram a schopnosti tvorby vysoce odolnych endospor.

2. Bacillus anthracis

Bacillus anthracis je grampozitivni, fakultativné anaerobni tyCinkovita
nepohybliva bakterie. Bakterie rodu Bacillus jsou schopné sporulace, pfechodu
vegetativni bunky do stavu dormance ve formé& endospory. Proces sporulace a
vykliCeni endospor zavisi na podminkach prostredi, které jsou u Bacillus anthracis
dany pfitomnosti i nepfitomnosti v hostiteli. Sporulace bakterii se uskute€riuje po
uhynuti hostitele béhem opusténi téla hostitele. VykliCeni endospor je zahajeno po
vstupu do hostitelského organismu.

Vegetativni bunky maji velkost 1,2 um x 3-5 um, v tekutém mediu tvori
sedimentujici fetizky (obr. 1). Na pevném mediu tvofi ploché, Sedobilé zrnité kolonie
se zprohybanym povrchem okraje kolonie (,caput Medusae“)(obr. 2). Slizovity vzhled
kolonie zpUsobuje produkce pouzdra, zvlasté pFi kultivaci v pfitomnosti

pétiprocentniho oxidu uhli¢itého (5% CO;), s jehoz vzrlstajici koncentraci je



produkce pouzdra masivngjsi. In vivo se buriky sdruzuji po dvou az tfech, tvofi

typicka pouzdra.
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Obr.1: B. anthracis, natér z kultury. Barveno dle Grama Obr.2: Kolonie B. anthracis na krevnim agaru (,caput Medusae®).
(pfevzato z Votava a kolektiv, 2006). (pfevzato z Votava a kolektiv, 2006).

Jsou-li vnéjSi podminky pro vegetativni buriky nepfiznivé, dochazi ke sporulaci
- vzniku endospor (obr. 3). Proces je zavisly na pfitomnosti volného atmosferického
kysliku, s nimz se do kontaktu bakterie dostanou po uhynuti hostitele. Endospory
maji ovalny tvar a jsou velice odolné k teplotnim vykyvim, nizké vodni aktivité
prostfedi, UV zafeni a pasobeni nékterych dezinfekénich latek, v pudé jsou schopny
prezit nékolik desitek let (Mock and Fouete, 2001).
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Obr.3: Spory B. anthracis, barveno dle Grama (pfevzato z www.vaemergency.com).

Za patogenicitu Bacillus anthracis jsou zodpovédné nasledujici virulenéni
faktory: pouzdro, které chrani burfiku proti fagocytose, a toxiny, které znemoznuji
systémovou obranu hostitele. Edemogenni toxin (EdTx, edema toxin) zpusobuje

vyCerpani vnitrobunétnych zasob energie (ATP), &imz je poruSena bunécna



homeostaze koncentrace iontu. Letalni toxin (LeTx, lethal toxin) specificky degraduje
Cleny MAPkinasové signalizacni kaskady. Tyto hlavni virulenéni faktory jsou
kédovany dvéma plazmidy, na jejichZz pfitomnosti patogenicita Bacillus anthracis

zcela zavisi.

2.1. Patogeneze snéti slezinné (anthraxu)

Cilovou skupinou Bacillus anthracis jsou savci, pfedevsSim herbivorni savci.
Rezervoar této patogenni bakterie tvofi zejména plada (a voda) kontaminovana
endosporami (sporami) této bakterie. Infekce je zahajena vstupem endospor do
hostitele. Vzhledem ke zplsobu vstupu do hostitelského organismu jsou znamy a
popsany tfi klinické formy anthraxu: kozni, gastrointestinalni a inhala¢ni forma.

Ke klinickym projevim kozni formy anthraxu dochazi, je-li inokulace
uskutecnéna poranénou kuzi pfi kontaktu s kontaminovanym materialem (nejcastgji
nemocna nebo mrtva zvifata, klize infikovanych zvifat ur€ena k dalSimu zpracovani),
pfipadné je zpusobena bodnutim hmyzem. Forma kozni se projevuje zarudnutim v
misté vstupu, kde se pozdéji objevi otok a nekroticky vied (pustula maligna, eschar)
(obr. 4) zpusobeny pomnozenim bakterie a produkci toxinu (edematogenni toxin,
EdTx). Vied je nebolestivy. Horecka, ani jiné celkové pfiznaky u kozni formy nebyvaji

pfitomny, vyskytuje se regionalni lymfadenitida (zanét miznich uzlin).

Obr.4: Eschar, nekroticky vied (kozni forma anthraxu) (pfevzato z CDC www.bt.cdc.gov).

Gastrointestinalni forma propuka po pozfeni kontaminovaného masa nebo
vody. V tomto pfipadé lze rozliSovat nakazu intestinalni, ktera se projevuje

nevolnostmi, bolestmi bficha, horeckou se zvracenim a krvavymi prijmy, a vzacnégjsi



oropharyngealni, kde byvaji obvykle zasazeny mandle nebo ustni dutina (Bohm et
al., 1998; Votava a kolektiv, 2006).

Plicni anthrax propukda, jsou-li endospory inhalovany. Plicni forma se
projevuje zpocatku nespecificky (podobné jako chfipka) horeckou, kadlem a bolesti
na hrudi. Postupem ¢asu se objevuje dyspnoe (dusnost). U neléCenych pfipadu stav
vrcholi septickym Sokem se selhanim obéhu a ventilace s nasledkem smrti.

Po vstupu do organismu inhalaéni cestou zUstavaji spory ve stavu latence v
plicnich alveolach, dokud nejsou fagocytovany makrofagy a transportovany do
spadové lymfatické uzliny, kde dochazi k zapoceti infekce vykliCenim endospor
(Brittingham at al., 2005). Po vykli¢eni jsou bakterie schopné uniknout z
fagolysosomu makrofagl a pomnozit se v cytoplazmé& makrofagl (Dixon et al.,
2000). Vegetativni bakterialni buriky usmrcuji makrofagy, v nichZz se tyto bakterie
nachazeji, a dale se mnozi v extracelularnim prostoru. Mechanismus uniku z
makrofagl je zavisly na ¢asné expresi edemogenniho (EdTx) a letalniho toxinu
(LeTx). Po prfekonani lymfatické bariéry, invaduji bakterie do krevniho (Mock and
Fouet, 2001).

VSechny tyto formy se mohou vyvinout do formy septické, ktera je zpusobena
invazi pomnozZenych bakterii do krevniho obéhu. Byla popsana téz anthraxova
meningitis.

Ve studiu patogenese a hostitelskych obrannych mechanismu je dulezitym
modelem mySi model infekce, ktery se aplikuje zejména pro formu plicni a kozni.
Onemocnéni ma podobny prubéh jako u ¢lovéka. MySi model infekce je dulezity pro

uréovani stupné virulence u vyzkumu mutantnich kmenu Bacillus anthracis.

3. Virulencéni faktory

3.1. Pouzdro

Pouzdro je vnéjSim obalem bakterie, ma za ukol chranit bakterii pfed imunitni
odpovédi hostitele, je slabé imunogenni a inhibuje fagocytosu (Makino et al., 1989).

Pouzdro Bacillus anthracis se sklada z polymeru y-D-glutamové kyseliny, pfipojuje se



volné k povrchu bakterialni bufky. Prekurzor pro stavbu pouzdra je kyselina L-
glutamova.

Synthesa pouzdra je kdédovana plazmidem pXO2 v cap lokusu, kde se
nachazeji Ctyfi geny: capB, capC, capA, které jsou zodpovédné za synthesu, a dep
gen zodpovédny za depolymeraci pouzdra. Pfi porovnavani genl kédujicich proteiny
ucastnici se stavby pouzdra v Bacillus anthracis a Bacillus subtilis, byla nalezena
sekven¢ni homologie capB a capC s geny Bacillus subtilis (ywsC a ywtA). Na
zakladé této homologie byl CapA protein uréen jako enzym katalytujici polymeraci
kyseliny L-glutamové a CapC jako mozny integralni protein ucastnici se transportu
polymeru y—D-glutamové kyseliny ven z buriky (Urushibata et al., 2002).

Tvorba pouzdra je obecné indukovana podminkami podobnymi fyziologickému
prostfedi hostitelského organismu — zvySenou koncentraci oxidu uhli¢itého (nad

koncentraci atmosferickou)/bikarbonatu (pro tekuta media) a zvySenou teplotou.

3.2. Toxiny

Bacillus anthracis produkuje tfi toxinové proteiny: protektivni antigen (PA,
protective antigen), letalni faktor (LF, lethal factor) a edemogenni faktor (EF, edema
factor). Toxiny patfi do skupiny A-B typu toxinG. Funkéni toxin obsahuje vzdy dvé
slozky: sloZzka A je enzymatickou soucasti toxinu, ktera je do hostitelské buriky
doruCena slozkou B. Slozka B s navazanou slozkou A se vaze na receptor
hostitelské buriky a tim komplexu (A-B) zajisti receptorem zprostfedkovanou
endocytosu a je dale €inna v doruceni enzymu do cytoplasmy. Kombinaci dvou z
téchto tfech proteinl jsou formovany dva druhy toxinl. Slozkou B je zde protektivni
antigen (PA) tvofici vzdy s jednou ze slozek A (bud letalni faktor (LF), nebo
edemogenni faktor (EF)) kompletni toxin — letalni toxin (LeTx, lethal toxin) a
edemogenni toxin (EdTx, edema toxin).

Geny kodujici komponenty toxinG (pagA — PA, lef — LF, cya — EF) jsou
lokalizovany na plazmidu pXO1. Toxiny hraji v pathogenesi zcela zasadni roli.
Kmeny mutantni v genech pro toxiny nebo kmeny postradajici tento plazmid (pXO1°)
jsou avirulentni v mySim experimentalnim modelu pathogenese a nepusobi letalné
(Mock and Fouet, 2001).
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3.2.1. Protektivni antigen (PA)

Nazev je odvozen ze skute€nosti, Ze je tento protein schopen vyvolat imunitni
odpovéd. Funkeni protein (PA83; 735 aminokyselin) je tvofen ¢tyfmi doménami (obr.
5).

Doména 1 (aminokyselinové zbytky 1-249) obsahuje proteolyticky citlivé misto, in
vitro $tépitelné trypsinem, in vivo buné&nymi proteasami. Po §tépeni v tomto misté je
od celého protektivniho antigenu oddélena N-koncova doména, PA20 (20 kDa). Vétsi
zbyvaijici Cast proteinu (PA63) poté mize nasednout na plazmatickou membranu
hostitelskych bunék, zformovat heptamer (obr. 6) a navazat jeden z toxinogennich
faktoru (LF nebo EF), ¢imz zapo&ne katalytickou funkci toxina.

Doména 2 proteinu PA (aminokyselinové zbytky 250-487) tvofi B-barelové jadro
protektivniho antigenu s vnitini smyckou uplatriujici se pfi tvorbé poru. Konformace
této domény je zavisla na pH. Pokles pH urcuje konverzi preporu ve funkéni por.
Doména 2 obsahuje misto citlivé k protease chymotrypsinu, které ma zasadni
vyznam pro toxicitu, pro translokaci slozky A (LF) pfes membranu. Experimentalné
byly provedeny zamény aminokyselinovych zbytkd na pozicich Phe®'®, Phe®'* a

Asp315

za menSi aminokyselinu alanin. Jak jednoducha substituce Ala315Asp, tak i
dvojita substituce Ala313Phe, Ala314Phe zpUlsobila snizeni schopnosti protektivniho
antigenu translokovat letalni toxin (Singh et al, 1994).

Doména 3 (aminokyselinové zbytky 488-594) je nejmenSi z domén. Obsahuje
hydrofobni oblast a je mistem protein-proteinové interakce, kterd je dulezitd pro
oligomerizaci.

Doména 4 (aminokyselinové zbytky 595-735) je mistem vazby na receptor
hostitelské bunky.

Protektivni antigen se vaze na dva druhy receptori: CMG-2 (capillary
morphogenesis protein 2) a TEM8/ATR (Tumor Endothelium Marker 8). CMG-2 je
membranovy protein, ktery burice zprostfedkuje adhesi ke kolagenu (typ IV) a
lamininu. TEM8 spojuje kolagen (typ | a IV) extracellularni matrix s aktinovym
cytoskeletem buriky, umoznuje nasednuti na endotelialni bunky (Lacy at al., 2003;
Faundez et al., 2006).
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Obr.5: Monomer PA (PAB3). Obr.6: Heptametr PA, prepor.

Domény: 1-rdzova, 2-zelena, 3-Zluta a 4-modra (pfevzato z Collier et al., 2004).

3.2.2. Letalni faktor (LF)

Letalni faktor (obr. 7) je proteasa tvofena 776 aminokyselinami. Pro svou
aktivitu vyzaduje zine€naté ionty. Letalni faktor je enzym specificky $tépici N-koncové
¢asti bunécnych proteinkinas MAPkinasové signalni kaskady, ¢imz ji inaktivuji.

Pro aktivaci makrofagd ma MAPkinasova (Mitogen-activated protein kinases)
signalni kaskada zasadni vyznam. V eukaryotickych bunécnych dé&jich ma za ukol
odpovidat na extracelularni stimuly a regulovat bunécné déje, pfevadi tedy vnéjsi
signal az do oblasti regulace transkripce odpovidajicich genu. V diasledku svého
pusobeni letalni toxin inhibuje dé&je indukované touto drahou, tedy produkci NO
(oxidu dusnatého vznikajiciho zejména v makrofazich jako mikrobicidni latka), TNF
(tumor necrosis factor, cytokin) a interleukint IL-1, IL-6 (tkafiové hormony) a jinych
cytokinl. Funkci téchto cytokinl je aktivace leukocytl, amplifikace zanétu a zahajeni
systémové odpovédi na zanét. K zeslabeni produkce TNF a interleukint (IL-1, IL-6)

dochazi uz 6 hodin po infekci (Brittingham et al., 2005).
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Obr.7: LF (pfevzato z Lidington et al., 2001).

3.2.3. Edemogenni faktor (EF)

Edemogenni faktor (obr. 8 vlevo) je tvofen 767 aminokyselinami. Funkéné
tvofi adenylatcyklasu, enzym tvofici cyklicky adenosinmonofosfat (cCAMP) =z
adenosintrifosfatu (ATP). Aktivita tohoto enzymu je vazana na kalmodulin (CaM) (obr.
8 vpravo), coz je protein eukaryotni bunky vazajici vapenaté ionty, ktery modifikuje
enzymoveé funkce svych vazebnych partner(.

Edemogenni toxin méni energetické poméry hostitelské bunky (makrofagl)
snizenim hladinu ATP. Nasledkem toho je inhbovana fagocytosa, schopnost
oxidativniho vzplanuti makrofagli, produkce cytokin s naslednou stimulaci k

chemotaxi neutrofilnich granulocytu. Jsou poruseny iontové a vodni poméry buriky.

EF alone EF/CaM complex{ ‘, a

Switch A/—w‘. t-

Obr.8: EF: vlevo — EF samotny, vpravo — s navazanym kalmodulinem, EF/CaM (pfevzato z www.tufts.edu, Bohm, 2004).
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3.2.4. Internalizace toxinl do hostitelské bunky

Sekrece jednotlivych toxini z bakterie Bacilus anthracis probiha oddélené.
Aby toxiny mohly vykonat svou enzymatickou funkci, musi byt nejdfive dorucCeny
dovnitf hostitelské buriky. Prvnim clenem, zprostfedkujicim vazbu na membranu
hostitelské buriky, je protektivni antigen — PA. PA se vaze na receptory cilovych
bunék (obr. 9). Poté je proteolyticky §tépen v doméné 1, €imz je aktivovan za vzniku
PAG63 a je schopen zformovat na plazmatické membrané hostitelské burky
heptamerni strukturu (prepér). Poté se letalni faktor a edemogenni faktor
kompetitivné vazou na protektivni antigen PA:LF/EF v poméru 1:1. Vznik hetero-
oligomeru zahajuje receptorem zprostfedkovanou endocytosu (obr. 10). Komplex
receptor-heterooligomer za soucinnosti bunéénych proteina clathrin pak vpuci do
hostitelské buriky za vzniku membranového vacku. Nizké pH panujici v tomto vacku
indukuje konformacéni zménu oligomerni struktury prepéru v pér. Letalni toxin (LeTx) i
edemogenni toxin (EdTx) pozaduji pro svou aktivitu kyselé prostfedi, které indukuje
jejich Castecné rozbaleni (denaturaci) a umozni toxinim transport pfes vznikly poér
(von Heijne, 2005).
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Obr.9: Model PA navazaného na receptor hostitelské buriky Obr.10: Internalizace hetero-oligomeru — vazba PA na receptor, —
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CMG-2 (capillary morphogenesis protein 2). odstépeni PA20, tvorba oligomeru, vazba EF/LF na PA,
(pfevzato z www.burnham.org, Liddington, 2001). inernalizace, tvorba péru, opusténi endosomu (EdTX, LeTx) a

intracelularni pasobeni (pfevzato z Mock and Fouet, 2001).

Transport toxinu z vacku umoznuje struktura, ktera je zformovana na bazi péru

v misté kontaktu oligomeru s plazmatickou membranou — kruh z aromatickych
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aminokyselin. Tento kruh (svorka) 2z aromatickych aminokyselin je tvofen
aminokyselinou fenylalaninem na pozici 427 (Phe*?’) zkazdé z podjednotek
protektivniho antigenu z heptametru. Celkem je tedy tato struktura tvofena sedmi
aminokyselinami, které jsou uspofadany v centru poru. Pfi zaméné tohoto
fenylalaninu na pozici 427 za menSi aminokyselinu alanin (Ala427Phe), byla
pozorovana snizena (az zruSena) schopnost translokace toxind. Tato skuteCnost
naznacuje, ze kruh aromatickych aminokyselin ma podstatnou funkci v protazeni

toxind porem (Krantz et al., 2005).

4. Virulenéni plazmidy

Hlavni virulenéni faktory Bacillus anthracis, tedy toxiny a pouzdro, jsou
kodovany dvéma plazmidy. PIné virulentni kmen nese dva velké plazmidy: pXO1 a
pXO2 (obr. 11).

4.1. Plazmid pXO1

Velikost plazmidu je 182 GBP a obsahuje 143 otevienych ¢tecich ramcu
(ORF). Vyznamnou soucasti plazmidu je usek o 44,8 GBP nesouci pag operon,
jehoz souclasti jsou geny pagA (kodujici produkci protektivniho antigenu) a pagR
(kodujici represor produkce protektivniho antigenu). Dale tento usek nese geny lef
(letalni faktor) a cya (edemogenni faktor), geny pro resolvasu, transposasu a gerX —
tfi geny germinacniho operonu, které se ucastni fizeni kliCeni spory. Dale tento
plazmid koduje regulacni protein, produkt genu atxA, ktery je zodpovédny za regulaci
virulen€nich struktur, je to hlavni regulator virulence Bacillus anthracis. Cela tato
oblast je ,ostrovem patogenity“ (pathogenicity island) (obr. 11), coz je ¢ast genomu
udavajici bakterii virulen€ni fenotyp, typicky pfitomny u patogenniho kmene a
nepfitomny u nepatogenniho kmene, daného druhu bakterie. Ostrov patogenity je
schopny horizontalniho pfenosu ¢i transpozice dle dalSich determinant, které
obsahuje (J.Hacker; Ezzell et al., 1996; Okinawa et al., 1999).
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Obr.11: Virulen&ni plazmidy B. anthracis pXO1 a pX02. Cerné Sipky zna&i smér transkripce. Bilé Sipky oznaduji ostrov

patogenicity (pfevzato z Mock and Fouet, 2001).

4.2. Plazmid pXO02

Velikost plazmidu je 96 GBP a obsahuje 85 otevienych ¢tecich ramci (ORF).
Nese geny capB, capC, capA a dep, jejichz ukolem je Fizeni synthesy a degradace
pouzdra a regulacni geny acpA a acpB, jejichz produkty se u€astni regulace exprese
pouzdra (Mock and Fouet, 2001).

4.3. Zavislost virulence na pfitomnosti plazmidi pX0O1 a pX02

Virulence, tedy produkce pouzdra, toxinl a regulacnich proteinu AtxA, AcpA a
AcpA, je plné vazana na plazmidovou DNA. Ztrata jednoho z plazmidl zpusobi, ze
dany kmen ma oslabenou schopnost kolonizovat hostitele. Kmeny pXO1* pX02
jsou v pfirodé bézné, ale vzhledem k absenci antifagocytického pouzdra je jejich
virulence omezena a nepusobi letalné v mySim modelu infekce. Kmeny pXO1
pX0O2*, jsou charakteristické slab3i produkci pouzdra a jsou zcela avirulentni v
mySim modelu infekce, protoze neprodukuji toxiny.

Cilené zbaveni bakterie plazmidi (odlé€eni) je mozné, dochazi k nému za
rdznych laboratornich podminek, napfiklad pfi ristu v 43°C nebo v pfitomnosti
antibiotik. Pfirozena ztrata plazmidu byla popsana jen pro plazmid pX0O2, spontanni
ztrata pXO1 je nepravdépodobna a v pfirodé dosud nepozorovana. Buriky se ztratou
plazmidu &ast&ji sporuluji, vykazuji niZ8i rdstové rychlosti na minimalnim mediu a

jsou nachylné&jsi k infekci bakteriofagy (Mock and Fouet, 2001).
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5. Regulace virulence

Obecné je germinace endospor a exprese hlavnich virulenénich faktort
iniciovana vstupem do hostitelského organismu. Fyziologické podminky uvnitf
teplokrevnych ZzivocCichll, na rozdil od prostfedi napfiklad pldy, v niz mohou
pretrvavat dormantni endospory, Ize charakterizovat vzestupem teploty a
koncentrace oxidu uhli¢itého. Virulencni faktory, pouzdro a toxiny, jsou produkovany
kratce po vykliCeni endospor ve vegetativni, metabolicky pIlné aktivni bunky (Guidi-
Rontani et al.,, 1999). Pfi dalSim rdstu probiha regulace virulenénich faktor(
regulacnimi proteiny. Na trakskripéni Urovni jsou geny virulenénich faktorQ
kontrolovany regulacnimi proteiny AtxA, ktery je kddovan virulenénim plazmidem
pXO1, AcpA a AcpB, oba kdédovany plazmidem pXO2 (obr. 12). Mechanismus

kontroly virulence regulacnimi proteiny (AtxA, AcpA a AcpB) je dosud neobjasnén.
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Obr.12: Schematické zobrazeni virulenénich plazmida B. anthracis (pXOP1, pX02) a plsobeni regulacnich elementd — protein

AcpB neni zafazen (pfevzato z Mock and Fouet, 2001).



5.1. Regulaéni protein AtxA

AtxA je hlavnim regulacnim proteinem hlavnich faktor( virulence a jedinym
znamym regulatorem synthesy toxinovych protein u Bacillus anthracis. Nachazi se v
ostrovu patogenity na virulen¢nim plazmidu pXO1. Samotny atxA gen a jeho exprese
je regulovana teplotou, nikoliv CO, (Dai and Koehler, 1997). Protein AtxA pusobi
pozitivné na geny nalezici k virulenénim plazmidim pXO1 a pXO2 a také na nékteré
geny kodované chromozomalné, avSak nejvice regulovanych genu je kdédovano
plazmidy (Bourgogne et al., 2003). Protein AtxA aktivuje geny, jejichz exprese je také
zesilovana zvy$enou koncentraci CO; (geny pro toxiny a synthesu pouzdra) (Dai et
al., 1995; Uchida et al., 1997).

5.2. Regulaéni proteiny AcpA, AcpB

AcpA a AcpB jsou regulacni proteiny, které pozitivné fidi expresi genu, jejichz
produkty zajistuji produkci pouzdra (capB, capC, capA a dep). Oba regulacni
proteiny sdileji s regulatorem AtxA urCitou sekvenéni homologii. Protein AcpA je
s proteinem AtxA z 25% identicky v aminokyselinové sekvenci a sdili s proteinem
AtxA 47% sekvencéni podobnost (danou biochemickymi vlastnostmi zu€astnénych
aminokyselinovych zbytk() (Drysdale et al., 2003). Protein AcpB sdili s proteinem
AcpA 62% sekvenéni podobnost, s proteinem AtxA 50% sekvenéni podobnost
(Bourgogne et al., 2004). Vzajemné jsou AcpA a AcpB cCasteCnymi funkénimi
homology.

Exprese téchto regulanich proteinl je zavisla na regulaci AtxA, ktery pusobi
na expresi AcpA i AcpB pozitivné. Delece v atxA genu znamena snizeni produkce
AcpA a AcpB protein. Synthesa obou proteind je také zesilena vzrustajici

koncentraci CO,/bikarbonatu.

5.3. Regulace produkce toxint

Geny kodované virulencnimu plazmidu pXO1 — lef a cya, které koduji letalni
faktor (LF) a edemogenni faktor (EF), a pag operon (pagA — PA a pagR — represor

PA) jsou pozitivné regulovany proteinem AtxA. AtxA je nezbytny pro tvorbu letalniho
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a edemogenniho toxinu (LeTx a EdTx). Kmeny s deleci atxA genu neprodukuji toxiny
(Dai and Koehler, 1997) a nejsou virulentni v mySim modelu infekce. Teplota (37°C)

je podstatny faktor pro expresi téchto toxint (Sirard et al., 1994).

5.3.1. Regulace pag operonu

V pag operonu jsou neseny dva geny v poradi pagA (PA), pagR (represor PA).
Produkt druhého genu (downstream od pagA genu) pagR, PagR protein, je
represorem, negativnim zpétnovazebnim regulatorem genu pagA (Hoffmaster and
Koehler, 1999)). Gen pagR je kotranskribovan s pagA genem. Transkripce
probihajici monocistronné da pouze jeden produkt, PagA (PA). Bicistronni pfepis
dava vzniknout dvéma produktim, jak PagA (PA), tak i PagR. Zplsob transkripce
zavisi na sekundarni struktufe 3" terminatorové oblasti pagA genu. V této oblasti se
nachazi invertovanad sekvence, ktera je schopna tvofit vlasenkovou strukturu
(Hoffmaster and Koehler, 1999).

Transkripce pag operonu je pozitivné regulovana proteinem AtxA. PagR
reprimuje in vitro expresi pagA genu i atxA genu. Kmeny pagR™ (pagR-null mutace;
mutace v genu, jehoz pFepis nevede k funkénimu produktu) produkuji vy$Si mnozstvi
PagA (PA) a AtxA proteinu oproti nemutovanému kmeni. Kmen kédujici vice kopii
promotoru pagA genu produkuje standardni mnozZstvi PA. Zesilena exprese atxA
genu ma negativni ucinek na produkci PagA (PA). Represor PagR reguluje celkové
mnozstvi produkovaného PagA (PA). Je mozné, Ze ucinek PagR in vitro a in vivo
neni totozny: LDsy (Lethal dose, smrtelna davka pro 50% z testovanych objektd) pro
mySi model infekce se u kmenl mutantnich v pagR genu a kmenu nemutovanych
neliSi ( Hoffmaster and Koehler, 1999).

Gen pagR je regulovan pozitivné COy/bikarbonatem (Bartkus and Leppla,
1989).

5.4. Regulace cap operonu

cap operon se nachazi na virulencnim plazmidu pXO2, koduje geny
zodpovédné za stavbu antifagocytického pouzdra, které chrani bakterialni buriku.

Jeho soucasti jsou jiz vySe zmifiované geny capB, capC, capA a dep. cap operon
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podléha kontrole regulacniho proteinu AtxA, podobné jako geny kodujici komponenty
edemogenniho a letalniho toxinu (PA, EF a LF). Regulace exprese genlu cap
operonu AtxA proteinem je tedy pozitivni. Na rozdil od genl pro tyto toxiny se
v regulaci cap operonu zucastiuji jesté dalSi regulacni proteiny — AcpA a AcpB, které
jsou kédované plazmidem pXO2. Na expresi genll cap operonu pUsobi tyto dva
regulatory také pozitivné. Skutecnost, ze AtxA je aktivni i v regulaci transkripce gen
cap operonu, potvrzuje pouze zeslabeni synthesy pouzdra u kmenu s deleci v acpA
nebo acpB genu (Drysdale et al., 2004). AtxA je hlavnim pozitivnim regulatorem
genl cap operonu. Vliv AcpA je spiSe pfidatny v patogennim kmeni. Pozitivni vliv
regulatoru AcpA puUsobi viditelné az v nepfitomnosti proteinu AtxA. Protein AcpA
pusobi s proteinem AtxA v soucinnosti. Zesileni synthesy pouzdra (vedouci patrné
od zesileni synthesy prekurzoru az Kk viditelné tlustéjSimu pouzdru) zavislé na
pusobeni proteinu AtxA je nezavislé na pfitomnosti AcpA. Kmeny s deleci v atxA
genu vykazuji zeslabeni produkce pouzdra oproti kmenim geneticky pavodnimu
(Drysdale et al., 2004).

Jednoducha delece v genu acpA nebo v genu acpB (acpA” nebo acpB’) nema
na produkci pouzdra vyznam. Efekt regulace témito proteiny se projevi az pfi dvojité
deleci obou téchto genl (acpA acpB’), ktera znamena, Ze pouzdro nebude
synthetisovano (Drysdale, 2004). ZpUsob pusobeni AcpA a AcpB byl sledovan na
dvojitych deleCnich mutantach: atxA  acpA™ a atxA” acpB’. Dvojita delece atxA™ acpB’
ma na pouzdro maly vliv, produkce pouzdra je pouze zeslabena (efekt je podobny
jako u atxA’). Dvojita delece atxA" acpA” ma zcela rozdilny efekt. Pouzdro
produkovano neni. Funkce regulacnich proteind AcpA a AcpB tedy neni rovnocenna,
tyto proteiny jsou pouze CasteCnymi funkcnimi homology. Protein AcpA se podili na
pozitivni regulaci exprese genl cap operonu vétS§i mérou nez protein AcpB v
geneticky kompletnim kmeni (obr. 13).

Produkce pouzdra je ovlivnéna také CO,. PFi zvétSujici se koncentraci CO, se
tloustka pouzdra zvétSuje. Plsobeni CO; je patrné uskute€fovano prostfednictvim

proteinu AcpA, na ktery CO, plUsobi také pozitivne.
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Obr.13: Vizualizace synthesy pouzdra u wild type (wt) B. anthracis a odpovidajicich mutant v genech pro regulaéni proteiny

AtxA, AcpA a AcpB samostatné a v kombinaci. Barveno tusi (pfevzato z Drysdale et al., 2003).

5.5. AbrB - negativni regulator genu pro toxiny

AbrB protein negativné reguluje expresi genu pro toxiny (pagA, lef, cya). abrB
gen je kédovan chromozomalni DNA. Na virulenénim plazmidu pXO1 na ostrovu
patogenicity se nachazi sekvence shodna s chromozomalnim abrB genem, ale
produktu genu koédovanému plazmidem chybi oproti AbrB proteinu kédovanému
chromozomalné 27 aminokyselin na N koncové ¢asti. Deleci chromozomalniho abrB
genu bylo docileno ¢astéjSi a mohutnéjsi exprese PA, efekt na produkci LF a EF neni
tak vyrazny oproti PA (Saile, E. and Koehler, T.M.). P¥i deleci abrB genu neseného
plazmidem pXO1 nebyla zaznamenana indukce exprese toxinl. Jako protein
ovliviujici produkci toxinG Ize tedy oznalit pouze protein, ktery je kodovan
chromozomalné.

AbrB je regulacni protein, ktery kontroluje expresi toxinu v pfechodnych fazich
rastu, pfi pfechodu do exponencialni a do stacionarni faze ristu. V geneticky
kompletnim kmeni dosahuje produkce PA svého maxima ve fazi prechodu
z exponencialni do stacionarni rUstové faze. Soucasné hladina AbrB proteinu
dosahuje maxima ve stfedni exponencialni fazi rastu. Z této skute¢nosti by se dalo

odvodit, Ze regulator AbrB brzdi produkci EdTx a LeTx pfed exponencialni fazi rastu,
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ma tedy za ukol naCasovani produkce toxini do pozdni exponencialni rastové faze,
kdy infekce je jiz v pozdéjSi fazi a vegetativni bunky Bacillus anthracis jiz invadovaly
do krevniho obéhu.

abrB je negativné regulovan SpoOA proteinem. Rodina regulacnich proteinQ
Spo0 se ucastni v fizeni sporulace. Nejvy3Si produkce AbrB proteinu je naCasovana
do stfedni exponencialni faze rustu. Kdyz mnozstvi regulaéné aktivniho SpoOA
proteinu stoupa, je zaznamenan pokles mnozstvi AbrB proteinu. V kmeni s deleci
spo0A genu je produkce AbrB vySSi a zasahuje az do stacionarni faze.

AbrB protein Bacillus anthracis sdili 85% sekvencni homologii s dobfe
probadanym orthologem, AbrB proteinem, Bacillus subtilis. Mechanismus regulace
timto proteinem u Bacillus anthracis je predpokladan ze znalosti mechanismu
regulace exprese AbrB proteinu u Bacillus subtilis, kde se AbrB protein pfimo vaze
do promotorové oblasti kontrolovanych genl. N-koncova &ast AbrB proteinu u
Bacillus subtilis obsahuje strukturu schopnou vazat se k DNA (Vaughn et al., 2000).
Sekvence virulenéniho plazmidu pXO1, na kterém se nachazeji regulované geny,
obsahuje 16 potencialnich AbrB vazebnych mist, z nichz nékteré se nachazeji v
promotorovych oblastech genu pro toxiny.

AbrB ma zaroven maly negativni regulacni uc€inek na expresi atxA (Saile and
Koehler, 2002).

5.6. Germinace a sporulace

Germinace a sporulace jsou v zZivoté Bacillus anthracis dulezitymi udalostmi.
Jeho schopnost po usmrceni hostitele vytvofit endospory a setrvat v pidé ve stavu
dormance po dlouhou dobu znamena mimo jiné vétsi nezavislost na rezervoarovém
zvifeti. Geny pro germinaci se nachazeji jak na chromozomu, tak i na virulen¢nim
plazmidu pXO1 v germinaénim operonu mezi pag operonem a atxA genem. Tento
germinacni operon je v bakterialni FiSi jedinym dosud znamym germinacnim
operonem nachazejicim se na plazmidové DNA. Ke germinaci obecné dochazi pfi
styku s hostitelskym organismem, coz je signalizovano zvySenou koncentraci oxidu
uhli¢itého a zvySenou teplotou — studie vSak naznacuji, Ze samotna zvysena teplota
neni kritickym faktorem pro uspé&sSnou germinaci (Sirard, et al., 1994), existuje vice

na sobé nezavislych recepénich systému pro germinaci.
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Studium na flznim systému gerX s lacZ bylo zjiSténo, Ze exprese z
germinacniho operonu probiha jiz dvé az tfi hodiny po iniciaci sporulace (Guidi-
Rontani et al., 1999). Kmeny Bacillus anthracis mutantni v genech gerX operonu
nevykazuji tak vysokou virulenci — kliCeni spor ma nizSi efektivitu oproti
nemutovanému kmeni.

Hlavnim signalem pro sporulaci je kontakt se vzduchem, resp. volnym
kyslikem ve vySSi koncentraci, nez je dana fyziologickym prostfedim hostitele.
Efektorovymi €leny signalizaCni kaskady, jsou sensorické histidin-kinasy, fosforylasy
rodiny Spo0 (Bongiorni et al., 2007). Inhbi¢nim Cinitelem je napfiklad Rap fosfatasa
kddovana plazmidem pXO1 (Bongiorni, et al.,, 2006). Zahrnuje také
dvoukomponentové systémy. Signalizace probiha fosforylaci (defosforylaci)
jednotlivych ¢lenl, které se ucastni regulacni signalizaéni kaskady, a v pfipadé
podminek nevhodnych pro setrvani bakterii ve stavu vegetativni buriky (vhodnych ke

sporulaci) je tato kaskada ukon&ena aktivaci pfislusnych transkrip&nich faktora.

6. Vakcina proti anthraxu

Anthrax byl prvni nemoci, proti které byla vyvinuta funkéni vakcina. Tuto
vakcinu zkonstruoval roku 1881 Louis Pasteur. Dodnes se ve veterinarni mediciné
pouziva kmen, ktery byl izolovan okolo roku 1937 — ,Sterne strain“. Tento kmen
zkonstruoval M. Sterne (Nass, 2000). Nese jen jeden z virulencnich plazmidd,
plazmid pXO1 (pXO1* pX02), produkuje tedy pouze EdTx a LeTX, nikoliv pouzdro,
vakciny je detoxifikovany Sterne strain, v némz byly inaktivovany geny kodujici EF a
LF, nedochazi k produkci funkénich EF a LF (tedy nevznikaji ani funkéni EdTx a
LeTx). Pro svou CasteCnou virulenci je ziva vakcina nevhodna pro imunizaci lidi.
Proto byla v 50. letech 20.stoleti, po objevu toxinQ, vyvinuta bezbunééna vakcina.
Imunizaéni efekt této vakciny je zalozen na podani PA jako imunogenniho proteinu.
Pouziti PA je bezpeCné, nicméné Ziva vakcina poskytuje nositeli vétSi ochranu. Pro
anthracis nez jen PA. Z tohoto dlvodu byla do bezbuné&né vakciny pfidana dalSi

imunizujici slozka, LF. Nékteré pouzivané vakciny jsou uvedeny na obr. 14. DalSi
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vhodné struktury pro konstrukci vakciny se hledaji zejména z produktl virulenéniho
plazmidu pXO1 (Ariel et al., 2002).

Year(s)
Agent Vaccine name Antigen developed
Anthrax Live Spore Vaccine Whole spore, attenuated 1937
Anthrax Vaccine, Adsorbed PA 19608
LUinited Kingdom Vaccine PA. LF 19505

Obr.14: Nékteré pouzivané vakciny proti anthraxu: jméno, antigen, rok vyvinuti (pfevzato z Cieslak et al., 2000).

7. Anthrax a bioterorismus

Spory Bacillus anthracis se ukazaly byt u€innym nastrojem bioterorismu. V
nedavné minulosti, v letech 2001-2003 byly zneuzity spory Bacillus anthracis teroristy
k utokiim na vladni Cinitele Spojenych statd americkych (Guarner et al., 2003). Spory
byly rozesilané postou v obalkach. Nebezpeci téchto utokl spociva v tom, Ze Ze se
spory dostanou do vzduchu a mohou byt vdechnuty. Po vdechnuti spor dochazi
k inhalaéni formé& anthraxu, jak je uvedeno v kapitole 2.1. Ackoliv je Bacillus
anthracis dobfe citlivy k antibiotické 1éCbé& (penicilinova antibiotika; ciprofloxacin,
doxycyklin, erytromycin, chloramfenikol, aminoglykosidy, vankomycin), podana
antibiotika usmrti jen Zivé bakterie v hostiteli. Toxiny (EdTx, LeTx) vyprodukované
bakteriemi pfed podanim antibiotika dale pusobi i po usmrceni bakterii. Proto IéCba
antibiotiky v pokrocilé fazi onemocnéni nebyva ucinna. V souvislosti s hrozbou utokd
touto biologickou zbrani bylo uvazovano o alternativnim zpUsobu léCby postizenych
osob. Vtomto zpusobu IéEby by mély byt pouzity protilatky proti imunogennim
Casticim Bacillus anthracis (PA), které jsou izolovany z krevni plazmy dobrovolnych
darct zfad vojakd armady USA, ktefi podstoupili vakcinaci (Enserink, 2002). Je
pouze otazkou, je-li tento zplsob léEby vhodny, bude-li mozné timto zpusobem
vyprodukovat dostateCné mnozstvi protilatek a pro jaky po€et osob by byla tato IéCba

dostupna.
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Okolo pfipadu ,Anthrax v obalkach®, spor Bacillus anthracis rozesilanych
postou byly vedeny diskuse v souvislosti s jejich puvodem. Na jedné strané stala
domnénka, zZe spory Bacillus anthracis pochazely z ,domaci laboratofe. Zjistilo se,
Ze byly spory obohaceny o silikatové Castice (,polymerized glass®, ,sol gel“, ,spin-on-
glass®; o velikosti fadové v nanometrech), které se nachazely na povrchu spor a tim
zabranovaly vzajemné adhesi jednotlivych spor. Takto upravené spory mohly byt
dobfe pfenaseny vzduchem, na rozdil od neupravenych spor. Spory Bacillus
anthracis tedy patrné pochazely z dobfe vybavené laboratofe a pfi pfipravé sporové
suspenze byly pouzity pokrocilé postupy (Matsumoto, 2003).

V souvislosti s témito utoky a naslednymi umrtimi na anthrax byl urychlen
vyvoj pfistroje pro rychlou detekci spor Bacillus anthracis. Jednim ze zdafilych
pokusl se stal pfenosny laserovy detektor (vyvinul R. Van Duyene, Service, 2005).
Metoda detekce se nazyva ,Surface-enhanced Raman spectroscopy” (SERS).
Vzorek je poloZzen na kovovou destiCku, ktera ma drsny povrch, a je osvicen. Drsny
povrch je urCen klepSimu osvétleni vzorku, odraz svétla od drsné destiCky
zintenzivnuje elektromagnetické pole obklopujici vzorek. Paprsek dojde ke vzorku a
odrazi se od né&j. Po narazu paprsku na vzorek SERS sleduje posun vinové délky
svétla od puvodni vinové délky. Na zakladé zmény intenzity paprsku a zmény vinové
délky jsou naméfené hodnoty srovnhany se znamymi hodnotami standardu latek. Tak
je urCeno chemickeé slozeni latky. Jako specificka latka, ktera ma indikovat pfitomnost
spor Bacillus anthracis, byl zvolen kalcium dipikolinat, latka obsazena v bakterialnich
endosporach. Tento pfistroj je schopen vyhodnotit vzorek v nékolika minutach
(Service, 2005).

8. Zaver

Ackoliv dnes jiz bézné bakteridlni infekce zpravidla nepfedstavuji fatalni
hrozbu, jak tomu bylo v minulosti zejména pfed objevenim antibiotik, téma anthraxu
je vzhledem k mezinarodnim teroristickym utokim stale aktualni. Hrozba ploSného
pouziti spor Bacillus anthracis jako biologické zbrané motivuje k hlubSimu poznani
tohoto organismu pro vyvoj bezpeéné a ucinné preventivni ochrany a efektivni 1éCby.

Znalost mechanismU podilejicich se na regulaci virulence je dulezitou soucasti tohoto
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usili a muze v budoucnosti znamenat lepSi schopnost preventivni ochrany pred
patogennim organismem. V neposledni fadé nam rozmanitost regulace dava najevo,
o jak komplexni a dokonalé organismy v pfipadé bakterii jde. DneSni znalosti v tomto
oboru mohou zaujimat pouhy zlomek celkové obsaznosti, kterou regulace virulence

Bacillus anthracis zaujima.
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