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Abstrakt

Fakultativni vnitrobunécné patogeny si vyvinuly schopnost rist a pfezit mimo i uvniti buiiky,
coz jim dava selektivni vyhodu, lepsi pfistup k zivinam, ochranu ptfed extracelularnimi
slozkami imunitniho systému a nestalymi podminkami mimo buiniku. Bakterie Francisella
tularensis a Listeria monocytogenes se umi ubranit prvotnim obrannym reakcim imunitniho
systému, vstoupit dovnitf makrofagli 1neprofesiondlnich fagocytii jako jsou napiiklad
hepatocyty ¢i endotel, pfedejit baktericidnim procestim ve fagosomu, rozmnozit se v cytosolu
a poté vzdorovat procestim bunééné smrti dokud samy nejsou pfipraveny infikovanou buiku
opustit a napadnout dalsi bunky. Toto pfemisténi mezi bunkami pouziva Listeria
monocytogenes G-aktin hostitelské buiiky, zatimco u bakterie Francisella tularensis neni
mechanismus zcela jasny. Popis mechanismu téchto procesii u patogenti Francisella tularensis

a Listeria monocytogenes je predmétem této bakalatské prace.

Klicova slova: bakterialni patogen, fakultativni, vnitrobunéény, Francisella tularensis, Listeria

monocytogenes
Abstract

Facultative intracellular patogenes have the ability to grow and survive inside and also outside
of cell. This is giving them a selective advatage and also better access to nutrients, protection
from extracellular components of immune system and variable conditions outside of the cell.
Bacteria Francisella tularensis and Listeria monocytogenes are able to resist the defence
mechanisms of immune system, enter the macrophages and non-profesional phagocytes for
example hepatocytes or endothelium, prevent bactericidal processes in phagosome, replicate in
cytosol and resist cell death processes until they are ready to leave the infected cell and spread
to another cell. For this displacement between cells is Listeria monocytogenes using actin,
whereas in Francisella tularensis the mechanism is not entirely clear. The description of the
mechanism of these processes in pathogens Francisella tularensis and Listeria monocytogenes

is the subject of this bachelor thesis.

Key words: bacterial pathogen, facultative, intracellular, Francisella tularensis, Listeria

monocytogenes
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Seznam pouzitych zkratek

Razeno dle vyskytu v textu

IDso ... infective dose, infekéni ddvka mikroorganismu, které vyvold onemocnéni u 50 %

vystavenych jedincii
IL-1 ... interleukin
TNF ... ,.tumor necrosis factor*
ATP ... adenosintrifosfat
BvgAS ... dvoukomponentovy systém bakterie Bordetella pertusis
BvgS ... senzorova kindza dvoukomponentového systému bakterie Bordetella pertussis
BvgA ... regulator dvoukomponentového systému bakterie Bordetella pertussis
RpoH (c*?) ... sigma faktor bakterie Vibrio cholerae

agr ... misto genu kédujiciho AIP

AIP ... ,autoinducing peptide®, ptitomnost peptidu zvySuje jeho dalsi expresi
TSST ... ,,toxic shock syndrome toxin®, toxin vyvolavajici syndrom toxického Soku
CHAB ... ,,cysteine heart* agar pro kultivaci Francisella tularensis

TGBA ... ,thioglycollate — glucose blood agar* pro kultivaci Francisella tularensis
BCYE ... ,,buffered charcoal yeast extract pro kultivaci Francisella tularensis

cELISA ... ,.the capture enzyme-linked immunosorbent assay*, imunologick4d metoda na detekci

antigenti
mADb ... antigen specificky pro lipopolysacharid bakterie Francisella tularensis
PCR ... polymerazova fetézova reakce, molekularni metoda detekce specifické sekvence
16S RNA ... slozka malé podjednotky ribozomu
LPS ... lipopolysacharid
LVS ... ,live vaccine strain®, zivy vakcina¢ni kmen

FPI ... ,,Francisella pathogenity islands®, ostrov patogenity bakterie Francisella tularensis

VIII



KpdD ... senzorova kindaza dvoukomponentového systému bakterie Francisella tularensis
PmrA ... regulator dvoukomponentového systému bakterie Francisella tularensis
NF-«B ... ,,nuclear factor kappa B

IxB ... ,,inhibitor kappa B*

TLR ... ,,Toll-like receptor®, receptor podobny genu Toll

NLR ... ,,NOD-like receptor®, cytosolicky receptor

PAMPs ... ,,pathogen-associated molecular patterns*

IgIC ... protein sekretovan sekretorickou drahou VI typu

VerG ... protein sekretovan sekretorickou drahou VI typu

CD35 ... receptor komplementu, pro vstup do buiiky opsonizovanych patogenti

Fcy ... receptor opsonizovanych patogenti pro vstup do bunky

FCP ... ,,Francisella-containing phagosome*, organela obsahujici bakterii Francisella tularensis
ROS ... ,reactive oxygen species®, reaktivni formy kysliku

gp91Phox gp22Phox  membranové proteiny NADPH oxidazy

p47Phox pdPhox | cytosolické podjednotky NADPH oxidazy

fevR ..., Francisella effector of virulence regulation®, regulator virulence

PI3K / Akt ... fosfatidilinositolova kinaza 3.tfidy / protein kinéza B, tvorba fagoforu
ATGI12, ATGS a ATGS ... faktory nutné pro autofogosom

LLO ... listeriolysin O, porotvorny cytolisin, virulencni faktor

ActA ... ,actin based intercelular motility*, virulen¢ni faktor

ATB ... antibiotika

LisRK ... dvoukomponentovym systémem bakterie Listeria monocytogenes

CheA ... senzorovym protein LisRK pro chemotaxi

CheY'... regulatorem LisRK pro chemotaxi
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PrfA ... transkrip¢ni regulator virulencnich faktort
INF ... interferon,
CDS, CD4 ... povrchové bilkoviny na T-lymfocytech

HMC ... ,,Major histoncompatibility complex®, glykoproteiny na povrchu bun¢k rozpoznavajici

cizi struktury
InlA, InlB ... internaliny, virulen¢ni faktor pro vstup do bun¢k
Met ... tyrosin kindza
HGF ... ,hepatocyte growth factor
LRR ... ,leucine-rich repeats®, repetice bohaté na leucin
Src ... tyrosin protein kindza
Arp2/3 komplex ... komplex proteinti regulujicich polymeraci aktinu
Clb ... ubikvitin-ligdza
InlK ... intrnalin, virulen¢ni faktor
MVP ... ,,Major vault protein®, cytoplazmaticka ¢asti ribonukleoproteinu

RIPK3 ... ,,Receptor interacting serine/thereonine- protein kinase 3*, enzym a komponent TNF

a vyvolava apoptozu a nekroézu

IRF3 ..., Interferon regulating factor*



I. Uvod

Organismy jsou ovlivnény podminkami, které jsou v prostiedi, ve kterém se vyskytuji
a zaroven jsou ovlivnény i vzajemnymi vztahy s ostatnimi organismy sdilejicimi toto prostiedi.
Tyto vztahy oznacujeme jako symbiotické a miizeme je rozliSit na mutualistické, komenzalni
a patogenni. (Dimijian, 2000) Zatimco u komensalismu se jedna o neutralni vztah mezi dvéma
zivymi organismy, kdy jeden organismus ma ze vztahu prospéch, ale druhy neni nijak nebo je
jen malo ovlivnén, tak v pfipadé¢ mutualismu je vztah uziteCny obéma symbiontim.
Mutualistické vztahy hraly velkou roli v evoluci, kdy pted cca 1,5 miliardou let doslo
k endocytdze jedné buniky druhou a tim i vzniku prvnich organel. Mutualistickym spojenim sil
bakterii a eukaryot umoznilo bakteriim vyuzivat vice zdroju pro zisk latek potifebnych k Zivotu
a hostitelsky organismus timto vztahem benefituje moznosti, jak ziskat metabolity, které jinak
neumi vyrabét (napiiklad vyroba vitaminu K bakteridlni mikroflérou ve stievech, (Rowland et
al.,, 2018)). Pfikladem mutualismu rostlin a bakterii mize byt vztah mezi luSténinami
a gramnegativni bakterii Rhizobium, kterda fixuje dusik (Black et al., 2012), a ptikladem
z Zivo€i$né fiSe miiZze byt vztah mezi pfezvykavci a rodem gramnegativni bakterii Bacterioides,

ktera jim dala moznost zpracovat celulézu jakozto zdroje zivin. (Wexler, 2007)

O parazitickém vztahu mluvime ve chvili, kdy jeden partner ma prospéch na tkor druhého
partnera. Patogenni bakterie, jak jsou paraziticky zijici bakterie nazyvany, mohou vyuzivany
organismus poskodit nebo i zabit. Z ekologického pohledu je i patogenita dilezitou evolu¢ni

udalosti, kdy se oba organismy ptizplisobuji selekénimu tlaku, kterym na sebe plisobi.

Ve své praci se budu zabyvat fakultativné intracelularnimi bakteriemi, které spolu s obligatné
intracelularnimi bakteriemi patfi mezi priméarni patogeny, které jsou schopné vyvolat
onemocnéni 1 u zdravych jedincl. Fakultativné intracelularni bakterie, jsou flexibilnéjsi na
prostiedi, ve kterém se mohou rozmnoZovat a umi dokonc¢it Zivotni cyklus vné 1 uvniti buiiky.
(Moulder, 1985) Oproti tomu obligatni intracelularni parazité se mohou mnoZit pouze uvnitf
bunék, naptiklad gramnegativni bakterie Rikettsia prowazekii zplUsobujici skvrnity tyfus.
(Badiaga and Brouqui, 2012) Druhou skupinou jsou oportunni patogeny, které vyvolavaji
onemocnéni u jedincl s oslabenou imunitou. VéEtSinou se jednd o baterie pfirozené se
nachazejici vnasem organismu. Oportunnim patogenem je kupiikladu grampozitivni
Staphylococcus aureus, ktery se prirozené vyskytuje na kiizi a sliznicich, ale zaroven patii mezi

nejcastéjsi pivodce pooperacnich infekei. (Chambers, 2001)



Cilem prace je shrnout a porovnat zivotni a infek¢ni cyklus u fakultativné vnitrobunéénych
patogent Franscisella tularensis a Listeria monocytogenes, jakozto puvodct lidskych

onemocnéni.



II. Patogenita a virulence

Patogenita je schopnost patogenii vyvolat onemocnéni u hostitele a mezi jeji faktory patii
pfenosnost, invazivita a toxicita. Virulence je mira patogenity a mezi jeji faktory patii

andheziny, invaziny, impendiny, moduliny. (Casadevall and Pirofski, 1999)

Patogeny musi kolonizovat hostitele, dostat se do prostiedi, kde jsou schopni se rozmnozit
apoté se §ifit dal. Pro fakultativné intraceluldrni bakterie je vyhodngjsi se dostat dovnitf
hostitelské buiiky, kde jsou chranény pted slozkami imunitniho systému a maji leps$i pfistup

k Zivinam.

Ptenosnost bakterie je dana potfebnou infek¢éni davkou, pti které je bakterie schopné vyvolat
onemocnéni. Znaci se IDso (,,infective dose*), udavd mnozstvi bun¢k mikroba na zvite, kdy je

alesponi 50 % nemocnych.

Invazivita je schopnost patogenu vstoupit do organismu a déli se na n€kolik ¢asti. Nejdiive se
bakterie musi pfichytit na hostitelskou buitku. Tento proces zvany adheze je zprostiedkovan
povrchovymi strukturami bakterii a délime ji na specifickou a nespecifickou. Nejdiive nastane
vratnd nespecifickd adheze, kterd probiha na zakladé elektrostatickych ¢i hydrofobnich
interakci. Poté nastane nevratna specifickd adheze probihajici pomoci fimbrii, proteinovych
struktur na povrchu bakterie, které maji na svych koncovych ¢éastech specifick¢ adhezivni
molekuly (Wilson, 2002), které urcuji vazebnou specifitu. Pfikladem mohou slouzit pili IV
typu, které zprostfedkovavaji nejen adhezi, ale i urcity zpiisob pohybu smérem k buiice a tim
1 zlepSeni kontaktu s hostitelskou bunkou. (Pizarro-Cerd4 and Cossart, 2006) Mezi adheziny
patii také pouzdro bakterii, naptiklad u Streptococcus pneumoniae. (Oswald a Avery a Dubos
1931) Dal$im krokem vnitrobunéénych patogent je prinik do hostitelské bunky. Invaze miize
probihat jednim ze zpisobl endocytozy (,,trigger mechanismus* Salmonella enterica (Cossart
and Helenius, 2014)), pfimo pomoci povrchovych receptort (Yersinia spp. (Pizarro-Cerda and
Cossart, 2006)) nebo translokaci proteinii do hostitelského cytosolu, kde vyvolaji zménu
plazmatické membrany a bakterie jsou pohlceny (Shigella spp. (Pizarro-Cerda a Cossart 2006)).
Nekteré bakterie prezivaji uvnitt fagocytujicich bunék imunitniho systému, kdy si je napiiklad

makrofag sam pohlti (Mycobacterium tubeculosis (Cossart and Helenius, 2014)).

Bakterie, které se dokazaly pomnozit uvniti buiiky, a to bud’ v cytosolu (Rickettsia rickettsii
(Wilson, 2002)), vakuole nebo fagolysosomu (Coxiella burnetti (Wilson, 2002)) se poté musi
Sifit k dal§i buiikdm a na to maji nékolik cest. Bakterie mohou bunky lyzovat (Chlamidia

trachomatis (Wilson, 2002)), takze velké mnozstvi bakterii je vypusSténo do extracelularniho

-3-



prostoru, kde napadaji dalsi buiiky, nebo pomoci invaginace, kdy membrana napadené bunky
fizuje s membranou zdravé buiiky a tvoti se vacky plné bakterii (Brucella spp (Wilson 2002)).

Dalsi zptsob si vytvorily bakterie zijici v makrofazich (Salmonella thyphimurium (Wilson,

2002)), kteti jsou vyuziti k transportu v krevnim fecisti nebo lymfe.

Poslednim faktorem patogenity jsou toxiny, latky poskozujici hostitele. Toxiny délime na
exotoxiny a endotoxiny. Exotoxiny vypoustéji bakterie do svého okoli v pribehu svého rustu
a mohou mit rizné¢ ucinky na builku, od rozruSovani hostitelské membrany, pfes zménu
fyziologie bunék az po jejich lyzi. (Pollack et al., 1977) Endotoxin je soucasti bunécné stény
gramnegativnich bakterii. Nejzndméj$im endotoxinem je lipopolysacharid LPS, ktery indukuje
tvorbu cytokinti IL-1 a TNF, coz vede ke zvySeni horecky. Vysoké davky tohoto toxinu
vyvolavaji endotoxicky Sok, ktery muze vést az ke smrti hostitele. (Liideritz et al. 1978)

(Galanos and Freudenberg, 1993)



III. Regulace virulen¢nich faktor
Patogen pouziva rizné regula¢ni mechanismy, aby se pfizpisobil ménicim se podminkam nejen

v napadeném hostiteli (zmény teploty, pH...).

Nejjednodussim systémem pienosu informace o prostiedi v jakém se bakterie nachazi, je
dvoukomponentovy systém. Obecné se dvoukomponentové systémy skladdaji ze senzoru-
senzorové kindzy a regula¢niho proteinu. Senzor rozpozna signal, aktivuje tak kindzu, ta
autoforforyluje histidinovy zbytek na fosfotransferdzové doméné, takze prenese fosfatovou
skupinu z ATP na histidinovy zbytek a poté je fosfatova skupinu znovu pienesena, tentokrat na
aspartat regula¢niho proteinu. Regulacni protein je Casto transkripCnim aktivatorem, takze
dochazi ke zméné transkripce a upraveé produktu dle signalu. (Uhl and Miller, 1996) Kupftikladu
u Bordetella pertussis je dvoukomponentovy systém nazyvan BvgAS a je ovlivilovan
environmentalnimi zménami, napiiklad nizkou teplotou. Kodovéan je lokusem bvg (Arico et al.,

1989), senzorova kinaza se nazyva BvgS a regulator BvgA. (Uhl and Miller, 1994)

DalSim zptsobem regulace je pomoci sigma faktorti. Sigma faktory jsou proteiny pfitomné na
promotorech a regulujicich iniciaci transkripce jsou u prokaryot dilezitym mechanismem
regulace genové exprese. Rlizné promotory, véetné téch pro virulenéni faktory, jsou obsazeny
riznymi sigma faktory. Naptiklad gramnegativni bakterie Vibrio cholerae ma sviij virulenéni

faktor RpoH (c*?) regulovany zmé&nou teploty. (Parsot and Mekalanos, 1990)

Specialni zplisob rozpoznani signall z prostiedi je ,,quorum sensing™ (QS) systém, coZ je typ
bunééné komunikace, kterou patogeny koordinuji expresi virulen¢nich faktort ¢i tvorbu
biofilmu. (Castillo-Juarez et al., 2015) N-acyl homoserin laktony jsou signalem a proteiny R
jsou senzory a zaroven transkrip¢ni aktivatory. (Paldrychové 2017) Naptiklad u Staphylococcus
aureus agr lokus koduje AIP (,,autoinducing peptide*). Pfitomnost tohoto proteinu podporuje
jeho dalsi produkei a zaroven produkcei virulenénich faktori, jako jsou kuptikladu hemolysin a

nebo TSST (,,toxic shock syndrome toxin*). (Novick and Geisinger, 2008)



IV. Francisella tularensis

Francisella tularensis je opouzdieny, gramnegativni, nepohyblivy, nesporulujici kokobacil
a aerobni fakultativné vnitrobunécny patogen (Clemens et al., 2004) zpiisobujici onemocnéni
zvané tularémie. (McCoy 1911) Pouhych 10 bunck F. tularensis v organismu je schopnych
vyvolat onemocnéni. (Saslaw, 1961) Od roku 1950 je na seznamu potencialné biologickych
zbrani. (Dennis et al., 2001) Existuje pét poddruht, kter¢ se lisi vyskytem, virulenci a vektory,
které je prendseji. F. tularensis tularensis neboli typ A se vyskytuje v USA a je nejvice
virulentni. Pfenasi se skrze klistata nebo vdechnutim aerosolu obsahujicim bakterie. (Jones et
al., 2005) F. tularensis holarctica neboli typ B se vyskytuje v Eurasii a Severni Americe a fadi
se mezi vodou §ifici se nemoci. (Olsufjev, 1986) F. tularensis mediasistica byla objevena pouze
v Kazachstanu a Turkmenistanu a u lidi nemoc nevyvolava. (Olsufjev, 1986) F. novicida je
nizké virulence, onemocnéni vyvoldva u oslabenych pacientti. Objevena byla ve vodé
v Kanadg, Australii a Spanélsku. (Hollis, Moss, a Brenner, 1989) F. philomiragia je stejné jako
F. novicida nizké virulence a vyvolava onemocnéni u oslabenych pacientii. Vyskytuje se ve

slanych vodach. (Friis-Moller et al., 2004)

Francisella tularensis lze kultivovat na ,,cysteine heart” agaru obohaceném o berani krev
(CHAB). Po 48 hodinové kultivaci méd Francisella na tomto agaru hutné, 2 — 4 mm velké
kolonie a zelenobilé barvy. (Obr. 1) (Tarnvik and Weltgesundheitsorganisation, 2007) Dale
muze rist na TGBA (,,thioglycollate — glucose blood agar*) nebo BCYE (,,buffered charcoal
yeast extract®). (Tarnvik and Weltgesundheitsorganisation, 2007)

Obrazek 1: Francisella tularensis po 48 hodinové inkubaci na CHAB mediu,(Tarnvik

a Weltgesundheitsorganisation 2007)



Ptitomnost bakterie v organismu muzeme detekovat antigennimi nebo molekularné
biologickymi metodami. Mezi antigenni metody patii test piimé fluorescencni protilatky
a cELISA (,,the capture enzyme-linked immunosorbent assay*), kterd detekuje antigen mAb
specificky pro LPS. Molekularné biologickou metodou je PCR detekujici pro Francisella
specifickou 16S rRNA. (Tarnvik and Weltgesundheitsorganisation, 2007)

Francisella je gramnegativni bakterie a tudiz jeji hlavni faktor virulence je lipopolysacharid
(LPS), ktery v ptipad¢ Francisella ma neobvyklou strukturu lipidu A. Hlavni frakce lipidu A
neobsahuje fosfatové skupiny, neni acetylovan na O-3 glukosaminu a obsahuje skupiny
redukujici glukosamin (Vinogradov et al., 2002) a proto vykazuje jen malou toxicitu.
(Sandstrom et al. 1992) Dal§im virulen¢nim faktorem je pouzdro slozené hlavné z lipida
a molekul podobnych tém, jaké jsou v LPS (O-antigen a lipid A) a chréani pted lyzi. (Hood,
1977)

1. Tularémie

Tularémie je infekéni onemocnéni zplisobené bakterii Francisella tularensis vyskytujici se
hlavné u polnich zvitat jako jsou zajici nebo hlodavci. Na ¢lovéka miize byt pienesena skrze
inhalaci bakterii v aerosolu, kontaktem s infikovanym zvifetem nebo pomoci vektord, napiiklad
klistétem. V Ceské republice je nejvétsim zdrojem tularémie pijak luzni (Dermacentor
reticulatus). (Hubdlek, 2004) Existuji rizné formy tularémie, které jsou zavislé na mistu vstupu
infekce. Asi nejCastéjsi forma je ulceroglandularni neboli kozni, kdy se bakterie mnoZzi v misté
poranéni. (Ohara et al., 1998) Dalsi misto vstupu je skrze spojivky, kam si bakterie ¢lovek mtze
zanést promnutim oka prstem a vznikd forma ocni. (Steinemann 1999) Déle se mize ¢lovék
nakazit vdechnutim aerosolu s bakteriemi, poté vznika forma plicni, jejiz projevy jsou podobné
zéapalu plic (kaSel, dusnost), ale tato forma miize byt taky bezptiznakova. (Téarnvik and
Weltgesundheitsorganisation, 2007) Poslednim zptisobem nakazy je alimentarni cestou, kdy se
pozitim Spatné upraveného masa (hlavné zajec¢iho) mize vyvinout ustni nebo stfevni forma.
(Luotonen et al., 1986) Tularemie je 1écena riznymi antibiotiky naptiklad tetracyklinem nebo
streptomycinem a na tyto latky nebyla Zadna primarni (dand vlastnostmi bakterie) resistence
zaznamenana, avSak pro experimentalni ucely byly vyvinuty kmeny Francisella tularensis se
ziskanou resistenci vii¢i témto antibiotikiim. AvSak na erytromycin primarni rezistence zjisténa
byla a toto antibiotikum je pouZivano jako epidemiologicky marker. (Tarnvik and
Weltgesundheitsorganisation, 2007) Myslivei €1 pracovnici v rizikovych laboratofich miiZzou

byt preventivé ockovani profylaktickou vakcinou. (Oyston et al., 2004)



2. Rozpoznani prostiedi

Nez se Francisella dostane do prostfedi vhodného k replikaci, musi projit mnoha prostfedimi
mimo i1 uvnitt hostitele. Na tyto ménici se podminky se umi piizpisobit pomoci zmény exprese
genll. Jedny z genli ovlivnény prakticky vSemi environmentalnimi zménami jsou faktory
virulence, coz je 16-19 gent, které¢ se nachazeji na ostrovech patogenity FPI (,,Francisella
pathogenity islands®) a jejich ovlivnitelnost a hojné regulovatelnost dokazuje jejich dilezitost
pro intracelularni pieziti. (Nano and Schmerk, 2007) Za detekci zmén prostedi je zodpovédny
dvoukomponentovy systém (TCS) (Dai et al., 2011). Senzorova kinaza je KpdD a regulator
PmrA. (Johnson, 2018) Francisella si na rozdil od ostatnich bakterii kéduje pouze jeden
alternativni sigma faktor o2, ktery slouzi jako regulator transkripce ve stresovych situacich
(napf. teplotnich). (Grall et al., 2009) Jednou z ménicich se podminek je napiiklad teplota. Na
jeji zménu se Francisella novicida ptizptsobuje pomoci upravy lipidu A v LPS. Pii 25 °C je na
glukosamidu amidové navazana 3-hydroxydekanova kyselina a pii 37 °C je amidové vazana
3 -hydroxyoktanovd kyselina. (Shaffer et al., 2007) Mechanismu této regulace je
pravdépodobné stejné jako u jinych bakterii pomoci sigma faktoru. (Grall et al., 2009)

3. Rozpoznani F. tularensis imunitnim systémem

At uz pfi vstupu do organismu nebo pfi replikaci v cytosolu, je Francisella detekovana
imunitnim systémem a je vystavena riznym rozpoznavacim procesim a receptorum, naptiklad
TLR (Toll-like receptor, receptor podobny genu Toll) a nebo cytosolickym NLR (,,NOD-like
receptor), které bézn€ rozpoznavaji povrchové struktury patogenti, jako jsou PAMPs
(,,pathogen-associated molecular patterns®). Vzhledem k jedinecnému sloZeni lipidu A
lipopolysacharidi maji gramnegativni bakterie nizkou endotoxicitu a nevyvolava tak odpovéd’
pomoci TLR4-editované signalizace, ale pomoci TLR2-editované signalizace (Cole et al.,
2007). Tato draha vyvolava produkci zanétlivych cytokinti a tu je Francisella nasledné schopna
potlac¢it pomoci proteinu 23-kDa, ktery inhibuje produkci TNF-a. (Bosio a Dow 2005) Diky
tomuto proteinu buiika nerozpoznava LPS a bakterialni lipopetid a neaktivuje NF- kB (,,nuclear
factor kappa B*), transkripéni faktor odpovidajici za expresi TNF- a. Ddle je inhibovéana
odpovéd’ mitogenem aktivované protein kindzy p38, které reaguji na stresové podnéty,
napfiklad pfitomnost cytokinti nebo tepelny Sok. Inhibovana je i produkce proteinu c-jun, ktery

se zabranuje TNF- o indukované apoptoze. (Telepnev, 2003)



4. Zivotni cyklus

Francisella tularensis je fakultativni vnitrobunécny patogen a jako takovy ma dvé faze

infek¢niho cyklu. Obé¢ tyto vaze jsou dilezité pro propuknuti nemoci.

A. Vnébunécna faze zivotniho cyklu a rezervoar v hostiteli
At se patogen dostane do téla jakoukoliv cestou, pozdéji se vzdy ocitne v krvi. Napftiklad
u mysi je extracelularni faze zivotniho cyklu diilezita pro vyvolani nemoci. (Forestal et al.,
2007) Dalsi dtlezitou udalosti pro vyvolani tularemie v hostiteli je replikace v nefagocytujicich
bunkach. (Horzempa et al., 2010) Jedny z téchto bun¢k jsou erytrocyty. (Horzempa et al., 2011)
Tyto bunky jsou jedny z nejCastéjSich v krvi organismu a slouzi k ptenosu kysliku télem,
obsahuji Zelezo. Do erytrocytu Francisella vstupuje pomoci inaktivace faktoru komplementu
C3b na C3bi, které uklada na svlij povrch. (Clay et al., 2008) Faktor C3bi poté interaguje
s receptorem CD35 a usnadiiuje tak interakci bakterie s erytrocytem. Protoze se Francisella
v cytosolu erytrocytu Spatné replikuje, jsou pro jeji pritomnost v ném jina vysvétleni. Jednim
z nich je, Ze slouzi jako rezervodr v hostiteli. Dal§im vysvétlenim miize byt vEtsi Sance na preziti
ve vektorech. (Horzempa et al., 2011) A jednim zposlednich vysvétleni pfitomnosti
Francisella v erytrocytu, miize byt jeho vysoky obsah Zzeleza, které reguluje expresi

virulen¢nich faktort. (Deng et al., 2006)

B. Vnitrobun&¢na faze Zivotniho cyklu
Aby onemocnéni mohlo propuknout, Francisella tularensis se musi §ifit do bun€k, ve kterych
se muze dobfe replikovat. V jejim piipadé jsou to makrofagy, dendritické bunky, neutrofily,

hepatocyty, endotelidlni i epitelidlni bunky. (Obr. 2) (Oyston et al., 2004)
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Obrazek 2: Zivotni cyklus bakterie Francisella tularensis, (Chong and Celli, 2010)



4.1. Vstup do fagocytujici buiiky
Patogen vstupuje do buiiky, aby unikl pfed nehostinnymi podminkami panujicimi vné buiiky.
Fagocyty, do kterych Francisella tularensis vstupuje, aby se mohla replikovat, exprimuji riizné
receptory pro rozpoznani PAMPs nebo pro protilatky, které jsou na povrchu bakterie navazany
po vstupu do hostitele procesem opsonizace. (Geier and Celli, 2011) Opsonizace je vyznamnym
spoustéCem procesu vstupu bakterie do makrofaga, protoze méni receptory, skrze které je
Francisella tularensis pohlcena, jakym zptisobem unikne z fagosomu, a také méni zpusob,
jakym se bude Francisella tularensis proliferovat v cytosolu. (Geier and Celli, 2011) Jednim
z opsoninu je faktor komplementu C3. (Barker et al., 2009) Jiny receptor hrajici roli
v pohlcovani opsonizovanych patogent je Fcy. (Underhill and Ozinsky, 2002) Neopsonizovana
bakterie vstupuje do bun¢k pomoci mannozového receptoru. (Balagopal et al., 2006) Dalsi
moznosti, jak vstoupit do bunky je skrze lipidové rafty. Francisella v makrofazich vytvari FCP
(,,Francisella-containing phagosome*), coz jsou casné fagosomy plné bakterii. Tyto vacky
obsahuji cholesterol a caveolin-1, coz jsou slozky lipidovych rafti a priinik pfes tyto oblasti
snizuje moznost degradace bakterie, jakmile se fagosom dostane do buiiky. (Tamilselvam and

Daefler, 2008)

4.1.1. Komplement
Komplement je systém plazmatickych a membranovych sérovych proteint, které vyvolavaji

regulované zanétlivé reakce jako odpovéd’ na ptfitomnost mikroorganismi jak je vidét na
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Obrazek 3. Tti zpiisoby aktivace komplementu, (Dunkelberger and Song, 2010)
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Existuji tfi zptisoby jak komplement aktivovat. Klasickou cestu vyuzivaji slozky imunitniho
systému, kdyz se C1q vaze na protilatku navdzanou na antigen a dojde k aktivaci Clr a Cls,
které¢ Stépi C4 a C2. Ke spusténi lektinové drahy dojde navdzanim lektinu na manozu
sacharidového motivu na povrchu patogenti a dojde k aktivaci MASPs (,,MBL-associated
serine proteases®) a St€peni C4 a C2. SpoleCnym produktem Stépeni téchto cest je draha C3
konvertazy, C4bC2a. C3b se spoji s C4bC2a a vznikne C5 konvertdza. Tyto konvertazy jsou
dilezité pro prevedeni C3 a C5 proenzymu na enzymy a nasledné $tépeni faktoru C3a na C3b,
ktery se ucastni procesu opsonizace. Poslednim zplisobem je alternativni cesta. Tato drédha
zaCind spontanni hydrolyzou C3 a vznikem pocatecni AP3 konvertdzy, coz vede k dalSimu
Stépeni a moznému vzniku C3 a C5 konvertdz. At uz je komplement aktivovan kteroukoliv
dréhou, vysledkem jsou tfi rizné akce: tvorba anafylotoxinl (silnych zanétlivych molekul),
vznik membranového komplexu, ktery lyzuje cilené povrchy nebo C3b indukujici opsonizaci

a naslednou fagocytozu. (Dunkelberger and Song, 2010)

Francisella pouziva alternativni i klasickou cestu aktivace komplementu (Nasr and Klimpel,
2008) a je odolna vici jejich lytickym ucinkiim diky lipopolysacharidiim a struktufe bunééné
stény. (Lindemann et al., 2011) Dulezitou slozkou komplementu je pro Francisella faktor C3,
protoze usnadnuje jeji pohlceni makrofagy a oddaluje maturaci fagosomu. (Baudino et al.,
2014) Jakmile je bakterie opsonizaci oznacena k fagocytoze, navaze se na C3-receptor na

povrchu makrofaga a je jim pohlcena.

4.2.Vnitrobunécné prostiedi
Po vstupu do fagocytujici buiiky se Francisella vyskytuje ve fagosomu, coz je organela, ktera
vznikne fagocytézou bakterie dovniti buiiky. (Haas, 2007) Fagosom se spojuje s lyzozomem
a maturaci postupné dozrava do rozkladného kompartmentu zvaného fagolysosom. (Haas,
2007) Aby se bakterie vyhnula baktericidnim u¢inkim maturujiciho fagolysosom a protoze se
replikuje v cytosolu, musi z n€j uniknout. Na to mé ve svych ostrovech patogenity geny pro
sekretorickou drahu VI typu (Clemens et al., 2018) Tato draha sekretuje protein IglG, ktery
pravdépodobné spolupracuje s proteinem VgrG a plisobi jako protein propichujici membranu.
(Rigard et al., 2016) Dalsi protein sekretovany sekretorickou drahou VI typu je IglF, dalezity
pro replikaci v cytosolu. (Rigard et al., 2016) Zptsobta likvidace bakterii ma fagolysosom
nékolik. Fagolysosom miiZze bud’ acidifikovat své lumen skrze v-ATPazu (Futai, 2000) nebo
muze produkovat reaktivni formy kysliku pomoci NADPH oxidazy. (Babior, 2004) Francisella
umi blokovat NADPH oxidazu a tedy i oxidativni vzplanuti a tvorbu ROS (,,reactive oxygen

species®). (Schulert et al., 2009)
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Pro poddruh F. tularensis novicida je pro Unik z fagosomu a replikaci v cytosolu dilezity

protein IglC a jeho rehulator MglA. (Santic, 2005)

4.2.1. Blokace NADPH oxidazy
NADPH oxidaza je multiproteinovy komplex na membrané fagolysosomu, kde produkuje
superoxidové aniony, které jsou poté pomoci superoxiddismutazy pieménény na peroxid
vodiku. (Nathan and Shiloh, 2000) Tento komplex se sklada ze dvou membranovych proteinu
gp91Phox 3 gp22PhoX - kieré spoledné tvoii flavocytochrom bsss. Ten je mistem ukotveni
cytosolickych podjednotek p47Pho* a p40P"%, které je pro aktivaci nutné fosforylovat. (Babior,
2004)

Zpisob blokace NADPH oxidazy je rozdilny pro jednotlivé poddruhy. F. tularensis
a F. holarctica zastavuji funkci NADPH oxidazy vyélenénim gp91P"°%/gp22Pho* 7 membrany,
takze p47°"* neni fosforylovano. F. novicida naruSuje funkce NADPH oxidazy pomoci
defosforylace Phox jednotek. (McCaffrey et al., 2010) (Mohapatra et al., 2010) Aby Francisella
mohla NADPH oxidazu blokovat, potfebuje na to byt vybavena regulatory virulence fevR

(,, Francisella effector of virulence regulation®). (Buchan et al., 2009)

4.3. Replikace v cytosolu

Mnozeni bakterii nastdva kratce po uniknuti z fagolysosomu, a proto je tézké rozlisit geny pro
jednotlivé ¢asti cyklu. Geny, které byly identifikovany jako dulezité pro replikaci v cytosolu,
jsou znazornény v tabulce 1. Faktory, u kterych byla odhalena 1 funkce v replikaci jsou
purMCD, ggt, htpG, dsbB, mglB a pmrA. Proteiny HtpG a DsbB se fadi mezi chaperony a gen
mgIB je transkripéni regulator. (Meibom and Charbit, 2010) Regulator pmrA pozitivné
ovliviiuje expresi genti v FPI, které mimo jiné koéduji 1 sekretorickou drahu VI typu. (Ramsey
and Dove, 2016) Gen purMCD kéduje enzymy potiebné pro de novo syntézu purinovych
nukleotidii. Jsou to enzymy fosforibosylaminoimidazol syntetdza, SAICAR syntetaza
a fosforibosyaminglycin ligdza. (Pechous et al., 2008) Gen ggt kdéduje vy-glutamyl
transpeptidazu, ktera se podili na hydrolyze glutathionu (yGlutamilcysteinylgycin) a tim zisku
cysteinu. (Alkhuder et al., 2009)
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Intracellular Bactanal Proposad function

stage factors
Cytosolic gl Unknown
replication
FTTo3&3c Unknowwn
purfCD Purine biosynthesis
aat ¥Elutarmyl transpeptidase
FTTogas: Lnknown
npdl Lnknowwn
htp5® Chaperone
dsbBr Dizulfide bond formation
Palfa Unknown
alge Unknown
papB® Unknowwn
cdg 2t Lnknown
maie® Transcniptional regulator
pmréf Orphaned two-component response regulator

Tabulka 1: Faktory podilejici se na replikaci v cytosolu, upraveno, Chong a Celli 2010

4.4. Buné¢na smrt
Zpiisob bunécné smrti vyvolané patogenem je rizny. Mezi typy programované smrti patii
apoptdza Ci pyroptdza. Francisella tularensis umi regulovat nastup bunécné smrti, dokud pro

ni vystup do extracelularniho prostoru neni prospésny. (Parmely et al., 2009)

4.4.1. Autofagie
V pribéhu mnozeni v cytosolu je Francisella nechranéna pfed imunitnim systémem a hrozi jeji
zniceni v prib&hu autofagie. Pro autofagii je typicka tvorba fagoforu a obalovani cytosolovych
kompartmentti do membrany. Pro tvorbu fagoforu jsou nutné PI3K / Akt (fosfatidilinositolova
kindza 3.tfidy / protein kindza B) a Beclin 1. Pro dokonceni autofagosomu jsou nutné faktory
ATG12, ATGS5 a ATGS8. V neposledni fadé¢ je aktivovan i toll-like receptor 2 a tim
zvySena produkce prozanétlivych cytokinti. Francisella snizuje expresi MHC (,,Major
histoncompatibility complex*) II. tfidy a oddaluje tak vznik autofagosomu a snizuje zanétlivou

reakci. (Cremer et al., 2009)
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V. Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes je grampozitivni, nesporolujici, neopouzdiend, fakultativné anaerobni
ty¢inkovitd bakterie a fakultativn¢ intracelularni patogen. (Ruppitsch et al., 2015) Pohybuje se
pomoci flagelinovych bic¢ikt, jejichz exprese je zvySend v nizSich teplotach (okolo 20 °C),
zatimco ve 37 °C je jejich exprese snizena. (Peel et al., 1988) Listeria monocytogenes je
puvodcem potravinového onemocnéni zvaného listeridza. (Murray et al., 1926) Existuje
6 druht Listerie: L. monocytogenes, L. ivanovii, L. seeligeri, L. innocua, L. welshimeri

a L. grayi. Jedina L. seeligeri je povaZzovana za nepatogenni. (Rocourt a Grimont 1983)

Listeria monocytogenes lze kultivovat na krevnim agaru (nejcastéji z ov¢i krve) nebo na agaru
z vajenych zloutkl. Kultivace neni narocnd, protoze Listeria je psychrofilni a halotolerantni
bakterie a roste tedy za nizkych teplot a vysSich koncentraci soli a nitratd. (Ruppitsch et al.,

2015)

Detekce Listeria probihd pomoci molekularni serotypizace, pomoci variace somatickych
a flagelarnich antigent. (Kérouanton et al., 2010) DalSimi zplsoby jsou PCR nebo analyza

DNA sekvenci, typickych pro Listeria spp. (Aires-de-Sousa et al., 2006)

Mezi virulencni faktory Listeria patifi hemolyzin zvany listeriolysin O (LLO), lecitindza,
fosfolipaza C, internaliny a ActA (,,actin based intercelular motility*). (Ramana and Mohanty,
2013) Listeriolysin O je membranové aktivni cytolysin, antigen v imunitni reakci s T-buikami
a inhibitor prezentace antigenu makrofagy. (Beattie and Ziegler’, 1990) Lecitindza se podili na
mezibunééném Sifeni lyzovanim hostitelské membrany okolo bakterie, ve které se ocitne po
vstupu do bunky. (Vazquez-Boland et al., 1992) Také ActA umoziuje mezibunécné Sifeni
pomoci polymerace aktinu a tim podporuje pohyblivost bakterie v hostiteli. (Travier et al.,

2013) Fosfolipaza C je dulezita pro unik z vakuoly a mezibunéénému $ifeni. (Smith et al., 1995)
1. Listeridza

Listerioza je infekéni onemocnéni zptisobené bakterii Listeria monocytogenes. S imrtnosti
(McLauchlin 1990, McLauchlin 1990b) L. monocytogenes se vyskytuje ve vode, ptd¢, tlejicim
mase a vegetaci. (Welshimer, 1968) Z téchto zdroja se nakazi domaci i divoka zvitata, u kterych
zpusobuje potraty a encefalitidu. Ze Spatné pasterizovaného mléka ¢i tepeln€ upraven¢ho masa
z nakazeného zvitete se listeridza miZe pfenést na ¢loveka. Pokud se nakazi t€¢hotna Zena, tak

zatimco matka nemd Zadné piiznaky nebo ma ptiznaky podobné chfipce, u plodu dochézi
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k zanétu plodovych obalti, coz mize vést az k potratu. V lepsich ptipadech se listeriéza projevi
az po porodu a vznikd meningitida. Jednim z hlavnich pfiznakd nakazy u netéhotnych
dospélych je gastroenteritida spojena se zvracenim &i prijmy. Castou formou listeridzy je
meningoencefalitida, ktera v krajnich pfipadech miize vést az k ochrnuti. Mezi mén¢ Casté
formy listeridozy patii bakteriemie, myokarditida, pneumonie ¢i hepatitida. U veterinaia ¢i
farmait, kteti ptisli do pfimého kontaktu s nakazenou placentou, je jednim z ptiznak listeridzy
vyrazka. (Vazquez-Boland et al., 2001) Listerioza se 1é¢i penicilinem nebo ampicilinem
v kombinaci s gentamycinem. (Swaminathan and Gerner-Smidt, 2007) Pfirozena resistence,
mezi lidskymi kmeny je vyjimec¢nd (Hansen et al., 2005). Mezi zvifecimi kmeny je piirozena
resistence na antibiotika hojna a tyto kmeny miizou slouzit jako pfenasei ATB resistence.
(Srinivasan et al. 2005) Kviili této hrozbé jsou zakazény antibiotikové ptisady do krmiva
hospodaiskych zvitat. (Castanon, 2007) Proti bakterii L. monocytogenes se da ockovat
vakcinou na bézi adenoviru, které cili na antigen LLO. (Jensen et al., 2013) Zvlastnosti je, ze
atenuovana Listeria monocytogenes muze slouzit jako nositelka neonatalni vakciny, proti

riznym typum rakoviny ¢i dokonce bakterii Francisella tularensis. (Liang et al., 2014)

2. Rozpoznani prostredi

Listeria monocytogenes se musi umét prizptisobit mnoha prosttedim, nez se dostane do
hostitele, ve kterém se mlize pomnozit. A v ptipad¢ Listeria je jednim z prostedi i chlad
v lednicich. Na chladové 1 jiné stresové podminky se Listeria ptizpusobuje
dvoukomponentovym systémem LisRK, alternativnimi ¢ faktory (sigH, sigB, sigL, sigC),
regulatory o® (rsbT, rsbV ) a negativnimi regulatory ctsR, hrcA. (Chan et al., 2008)

Listeria méa 16 riznych typi LisRK a jednim z nich je napfiiklad regulovana chemotaxe, kde
senzorovym proteinem je CheA a reguldtorem CheY. (Dons et al., 1994) Faktor o® hraje roli
v odpovédi na stresové podminky jako je nizka teplota, vysoky tlak nebo nizké pH.
(Wemekamp-Kamphuis et al., 2004) V nizké teploté je exprese ctsR a hrcA potlacena a v téchto
podminkach jsou tyto geny negativnimi regulatory sigma faktori. Jinak se ctsR podili naptiklad

1 na zvySené odolnosti proti peroxidu vodiku. (Karatzas et al., 2003)

Transkripni regulator, ktery pomahd bakteriim Listeria v ptechodu mezi saprofytem
a patogenem je PrfA, ktery reguluje zhruba 10 genid souvisejicich s motilitou, vstupem do

0w W

cytosolu ¢i odolnost viici zluci. (Freitag et al., 2009)
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3. Rozpoznani L. monocytogenes imunitnim systémem

Jakmile Listeria za¢ne kolonizovat hostitele, jako prvni reaguji slozky vrozené a specifické
imunity. Jedna z prvnich reakci je produkce cytokinu INF-y (interferon-y) pomoci THI1-
lymfocyti, coz nasledné aktivuje makrofagy. Makrofagy poté produkuji cytokin TNF (,,tumor-
necrosis factor®), ktery muze vyvolavat apoptézu napadenych bunék. (Pamer, 2004)
Zajimavosti je, ze produkce INF typu I (INF-a a INF-B), snizuje zivotaschopnost infikovanych
makrofagii. (Stockinger et al., 2002) Dalsi dtlezitou slozkou imunitni odpovédi jsou T-buiky
(T-lymfocyty). Funkce y6 T-bunék je kontrola zanétlivé reakce (Egan and Carding, 2000)
a funkce of3 T-bunék je dlouhodobé ochrana proti bakteriim. Jedny z receptori na aff T-bunkach
jsou CD8 a CD4. CD8+ T-lymfocyty na rozdil od CD4+ T-lymfocytl zahajuji obranu nezavisle
na INF-y (Harty et al., 1992), ale CD4+ T-lymfocyty vyvolavaji u makrofagi vétsi baktericidni
ucinky a zabranuji Uniku bakterii z fagosomu. (Portnoy, 1989) CD8+ T-lymfocyty také maji
MHC glykoproteiny 1. tfidy, které slouzi k rozeznani antigenii uvnitf cytosolu a bakterii
infikované hepatocyty podléhaji lyzi. (Bouwer et al., 1998) Také jsou pomoci TLR a NLR

rozeznavany PAMPs.

4. Zivotni cyklus

Jako fakultativni intracelularni patogen, musi Listeria projit extracelularni i1 intraceluldrni fazi

zivotniho cyklu.

A. Vnébunécna faze
Nez se Listeria dostane do hostitele, pfeziva jako saprofyt. Do hostitele se nejcastéji dostane
skrze zkazené jidlo a tedy do zaludku ¢i stfev a odtud pokracuje jeji cesta do krve. Poté je,
nejcastéji v makrofazich, prepravena do jater ¢i slinivky, odkud mtize znovu uniknout do krve.

(Freitag et al., 2009)

B. Vnitrobunééna faze
Aby doSlo ke kolonizaci hostitele a propuknuti onemocnéni, musi se Listeria dostat do
makrofagi, hepatocytil ¢i sttevnich epitelovych bun€k, ve kterych se umi rozmnozit. Listeria
napadd i bunky nervového systému, do kterych se §ifi pomoci mezibunééného kontaktu
z infikovanych leukocyti nebo migraci infikovanych leukocyti do CNS. (Drevets and

Campbell, 1991) Schéma Zivotniho cyklu na obrazku 4.
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Obrazek 4: Zivotni cyklus Listeria monocytogenes, zobrazeny i virulenéni faktory, (Pizarro-

Cerdé et al., 2012)

4.1.Vstup do bunky
Vstup do bunky je dilezitym krokem na cesté k vyvolani onemocnéni. Proteiny hrajici roli
v tomto procesu jsou internaliny InlA a InIB. Pro vstup do epithelialnich bunck se InlA védze na
E-cadherin, ktery se vyskytuje mimo jiné i na bunkach placenty. (Mengaud et al., 1996) Do
hepatocytll vstupuje Listeria pomoci vazby InlB na receptorovou tyrosinkindzu Met, ktera je za
normalnich okolnosti receptorem pro HGF (,,hepatocyte growth factor®). (Shen et al., 2000)
Protein InlB napodobuje HGF skrze vazbu repetic bohatych na leucin (LRR, ,leucine-rich
repeats®) na imunoglobulinovou doménu. (Niemann et al., 2007) Obé& tyto cesty jsou soucasti
klatrinem zprosttedkované endocytozy. V piipadé InlA/E-catherin cesty dochézi k interakci
s lipidovym raftem, jehoz soucasti je caveolin-1. Ten aktivuje Src a to vede k fosforylaci
E- catherinu. Fosforylace je nasledovana ubikvitinaci pomoci ubikvitin-ligdzy Hakai, coz
pfitahuje klatrin. Src fosforyluje i cortaktin a ten aktivuje Arp2/3 komplex a polymeraci
G aktinu. V ptipadé InIB/Met drahy dochazi k autofosforylaci Met a fosforylaci ubikvitin-
ligazy Clb, kterd jej nasledn¢ ubikvitinuje. Do mista vstup je povolan dynamin, ktery interaguje
s cortaktinem a aktivuje Arp2/3 komplex a polymeraci aktinu. Tyto interakce mezi klatrinem
a aktinem vyvolavaji invaginaci bakterii a jejich obaleni do klatrinového vacku. (Pizarro-Cerda

et al., 2010)

Do makrofagii Listeria vstupuje pomoci komplementového faktoru C3 a C3 receptoru (Drevets
and Campbell, 1991) a také faktoru Clq a jeho Clq receptoru. (Alvarez-Dominguez et al.,
1993)
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4.2. Vnitrobunécné prostiedi
Unik z fagolysosomu & z klatrinového vacku je dilezity pro pieziti Listeria a moznosti
rozmnozit se vcytosolu. Pro tUnik ztéchto kompartmenti je ve fagocytujicich
i nefagocytujicich bunkach zapotfebi listeriolysin O (LLO, produkt genu #hly)
a fosfatidylinositol specificka fosfolipaza C (produkt genu plcA). V pribéhu maturace
fagolysosomu se snizuje pH, coz aktivuje produkci LLO. LLO patii mezi cytolysiny a vytvari
do membrany fagolysosomu pory, které maji dva ucely. Jednim z nich je snizit pH a tudiz
oddalit maturaci fagolysosomu a druhym je moznost uniku bakteriemi produkované

fosfolipazy, ¢imz ji umozni zvenku rozrusit membranu. (Marquis and Hager, 2000)

4.3. Replikace v cytosolu
Po niku z fagolysosomu do cytosolu se muiize Listeria zacit mnoZit. Geny diileZité pro replikaci
v cytosolu jsou PrfA zavislé. Jednim z téchto genu je i gen Apt, ktery koduje transportni protein
pro cukr fosfatovou permeazu. Tato permeaza je dilezita pro vychytavani glukoza-1-fosfatu,
ktery slouzi bakterii jako zdroj uhliku uvnitt buniky. (Goetz et al., 2001) Gen gipD kdduje
glycerol kindzu. Geny dulezité pro syntézu aminokyselin jsou glnAd (syntéza serinu
a glutaminu), ilvD (leucin a valin), arcD a ardC (arginin). Geny dilezité pro metabolismus
dusiku jsou ginA a gltAB (syntéza glutaminu a glutamatu), pficemz donor dusiku je amino
skupina na glutamatu. Gen pro stresovou odpovéd’ je kuptikladu clpB (koduje jednotku ATP-
dpd Clp protedzy, také umi poskytnout aminokyseliny jako zdroj uhliku a dusiku). Chaperony
pro stresovou odpovéd’ jsou naptiklad DnaK, GroEL ¢i GrpE. (Joseph et al., 2006) Gen dnaG
kodujici DNA primdzu, kterd se ucastni replikace bakterialni DNA. Gen pro kondenzaci

chromozomt je smc. (Chatterjee et al., 2006) (Graumann, 2001)

Aby bakterie mély vice Casu na replikaci a mnoZeni, nesoutézi s buitkou o zdroje dusiku
a uhliku, ale vyuZivaji alternativni produkty hostitelské¢ buiiky. Napiiklad fosforylovana

glukoza jako zdroj uhliku ¢i ethanolamin z fosfolipida jako zdroj dusiku. (Joseph et al., 2006)

4.4. Buné¢na smrt
Bunécna smrt je, v pfipad¢ napadeni bunky patogenem, ochrana proti Sifeni bakterie do dalSich
bunék. Listeria se spuSténi téchto pochodlim brani regulaci svych virulenc¢nich faktord.
Kupftikladu nekroze se Listeria vyhybé zabranénim lytické aktivit€¢ LLO, napiiklad degradaci
ubikvitinem nebo niz$i aktivitou v neutrdlnim pH. Pfitomnost bakterie Listeria v bunice ¢i
pritomnost aktivniho LLO pravdépodobné aktivuje RIPK3 (,,Receptor interacting
serine/thereonine- protein kinase 3*) cestu nebo IRF3 (,,Interferon regulating factor*) zavislou
drahu vedouci k nekroze. Apoptdze v hepatocytech je pravdépodobné aktivovana TNF a to
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vede k aktivaci caspazy-3. V lymfocytech je apoptoza aktivovana ptitomnosti LLO nebo IFN

z fagocytli. Mechanismu bakteridlni ochrany proti apoptdze neni zndm. (McDougal and Sauer,
2018)

4.4.1. Autofagie
Listeria ma n¢kolik cest jak unikd autofagii. Pro inik ptfed autofagii pouziva dva virulen¢ni
faktory, ActA a InlK. Protein ActA slouzi k polymeraci aktinu a coz vede k pohybu uvniti
1 mezi bunkami. InlK spolupracuje s MVP (,,Major vault protein‘), coz jsou cytoplazmatické
casti ribonukleoproteinu. Protein ActA je regulovan dvéma promotory, proximalnim
a upstream promotorem. Proximalni promotor je dilezity pro intracelularni expresi proteinu
ActA a je aktivovan v cytosolu hostitelské buiiky. (Shetron-Rama et al., 2002) Exprese InlK
zatim neni zcela objasnéna, jen se vi, Ze InlK neni regulovan PrfA ani o®. (Dortet et al., 2011)
Podle toho, ktery protein je exprimovan miiZze nastat jedna z nasledujici moznosti, které jsou
shrnuty na obrazku 5.

Intracytosolic Listeria monocytogenes

ok Q. Q 4
+InlK
MVP
AactA '-';;
AinlK e ‘ 7 '

/ Autophagy
AactA
+ InlK
MVP
Arp2/3
Actin

ActA
AinlK ‘0

Actin
tai

Obrazek 5: Zpusoby jak se Listeria monocytogenes vyhyba autofagii, (Dortet, Mostowy,
a Cossart 2012)

(1) ActA 1 InIK mohou byt exprimovany zaroven a InlK povolalo MVP. Jakmile je InlK
nahrazeno ActA, je 1 MVP nahrazeno aktinem, vytvoii se aktinovy ocas a autofagie nenastane.
(2) Pokud neni ani jeden protein exprimovan dojde k ubikvitinaci, navdzani p62 a LC3

a bakterie je pfedurCena k autofagii. Také miize byt exprimovany jen jeden z proteind.
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(3) Pokud je exprimovan je InlK, je bakterie oznacena MVP a je chranén pied autofagii a pokud
(4) je exprimovan jen ActA dochézi k vytvotreni aktinového ocasu a uniku ptfed autofagii.

(Dortet et al., 2012)

4.5. Mezibunééné Siteni
K pohybu uvnitt buiiky i mezi nimi Listeria vyuziva protein ActA, ktery polymeruje aktin, coz
vytvaii silu pro pohyb v cytoplazmé hostitele. Jakmile dojde ke kontaktu bakterie
s membranou, protlaci vy¢nélek hostitelské plazmatické membrany smérem do mezibunécného
prostoru, ktery muze byt az 10 mikrometrti dlouhy. Pii kontaktu vy¢nélku s recipientni buiikou,
dojde k pohlceni vybézku obsahujiciho baterii, ktera se tak dostane do cytoplazmy dalsi bunky.
V této nové buiice je bakterie obalend dvéma membranami, ze kterych unika pomoci LLO. Po
tomto uniku obnovi aktinovy ocas a znovu se zane pohybovat uvniti buiiky. (Ortega et al.,

2019)

-20 -



VI. Zavér

Tato prace se zabyva popisem a srovnanim znamych faktii o Zivotnim a infek¢nim cyklu dvou
fakultativné vnitrobunécnych patogend, bakteriich Francisella tularensis a Listeria

monocytogenes.

Ptestoze je Francisella tularensis gramnegativni kokobacil ftadici se do tiidy
Gammaproteobacteria a Listeria monocytogenes je grampozitivni ty¢inkovita bakterie a ptislusi
do tiidy Bacilli, jsou obé bakterie zastupci fakultativné vnitrobunéénych patogennich bakterii
a ptivodci vaznych lidskych onemocnéni s vysokym procentem umrtnosti. V ptipadé bakterie
Francisella tularensis se jedna o tularemii a bakterie Listeria monocytogenes zpusobuje
listeriozu. F. tularensis i L. monocytogenes rozpoznavaji prosttedi, ve kterém se nachazi
pomoci dvoukomponentového systému a alternativnich sigma faktorQ. F. tularensis si na rozdil
od L. monocytogenes koduje pouze jeden sigma faktor pro vSechny stresové situace. Po vstupu
do téla jsou povrchové epitopy PAMPs obou bakterii rozpoznavany pomoci TLR a poté uvnitf
buitkky pomoci NLR. Dale se produkuji cytokiny, které je F. tularensis schopna potlacit expresi
23-kDa proteinu. Ob¢ bakterie také prochéazeji vnébunécnou fazi zivotniho cyklu. Pro bakterii
F. tularensis je tato faze cyklu a pobyt v erytrocytech dillezitou soucasti virulence. Vnébunécna
faze L. monocytogenes, kdy zije jako saprofyt, je dilezitd pro rozpoznani a ptizplisobeni se
riznym prosttedim. L. monocytogenes 1 F. tularensis se umi replikovat ve fagocytujicich
1 nefagocytujicich bunkéch. Pro vstup do fagocytujicich bun€k vyuzivaji stejny mechanismus
zneuziti faktorli komplementu C3 a Clq a jejich receptort. Do nefagocytujicich bunék kazda
vstupuje jinak, F. tularensis pomoci manozového receptoru, L. monocytogenes pomoci
internalini InlA a InlB. Po vstupu do bunky jsou ob¢ bakterie uzavieny v fagosomu, ale kazda

ma jiny zpusob, jak z n&j uniknout.

F. tularensis si ve svych FPI koduje sekterotickou dréhu VI typu, ktera sekretuje membranu
propichujici protein IglG spolupracujici s proteinem VgrG. Déle také umi blokovat NADPH
oxidazu. Postup blokace NADPH oxidazy je specificky pro jednotlivé poddruhy F. tularensis.
L. monocytogenes unika z fagosomu jesté pred zacatkem jeho maturace, pomoci listeriolysinu
O, ktery déla pory do membrany fagosomu, a pomoci fosfolipazy C, kterd naruSuje strukturu

fagosomalni membrany.

Po tniku z fagosomu se obé bakterie mnozi v cytosolu. Pfi cytosolické replikaci jsou bakterie
rozpoznavany imunitnim systémem a L. monocytogenes 1 F. tularensis umi oddalit bunécnou

smrt. F. tularensis bunénou smrt oddaluje pomoci downregulace MHC 11. tfidy a oddaluje tak
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vznik autofagosomu. L. monocytogenes se chrani pied autofagii expresi ActA pro polymeraci
hostitelského aktinu a naslednym vznikem aktinového ocasu nebo expresi InlK pro obaleni do
MVP. V posedni fazi cyklu F. tularensis unikne do extracelularniho prostoru po lyzi bunky.
L. monocytogenes se S§iti zbunky do buiky pomoci aktinového ocasu a vytvoieni

membranového vybézku infikované bunky ke kontaktu s neinfikovanou bunkou.

I piesto, Ze jsou Francisella tularensis a Listeria monocytogenes zcela rozlisné bakterie, jejich
infekéni cyklus ma spoustu spolecnych ryst. Velky rozdil je v odlisné hloubce poznéni
jednotlivych fazi infek¢niho cyklu u obou bakterii. Vysvétluji si to faktem, ze Francisella
Budoucnost vyzkumu téchto patogenti vidim v hlubS§im poznani mechanismu virulence, jejich

regulace a vyvoji cilenych vakcin.
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