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Abstrakt

Bordetella pertussis je lidsky patogen zptsobujici vazné respira¢ni onemocnéni ¢erny kasel.
Patogenita B. pertussis je zprostiedkovana celou fadou faktoru virulence. Mezi hlavni patii
pertusovy toxin, adenylat cyklazovy toxin, pertaktin a filamentozni hemaglutinin. Uspé&nost
infekce a kolonizace hostitele se odviji od spravného nacasovani produkce faktoru virulence,
k ¢emuz bakterie vyuzivaji fadu mechanizmi regulace genové exprese. Reakci na vnéjsi podnéty
zajistuji dvoukomponentové fosfotransferdzové systémy BvgAS, RisAK a PIrSR. Tyto systémy
signéalni transdukce moduluji odpovéd bakterie na fyziologické prostiedi hostitele a navozuji
jednotlivé faze infekce. Dalsi tiroven regulace poskytuji nekdodujici RNA, konkrétné sRNA spolu
s RNA chaperonem Hfq. Hfq je posttranskripéni regulator, ktery zprostfedkovéavé interakce
regulacnich sSRNA s cilovymi mRNA, ¢imz ovliviwgje jejich translaci. U B. pertussis je timto
pleiotropnim regulatorem ovlivnéna exprese zhruba 10% vSech genii, mezi které patii i faktory
virulence, jako sekre¢ni systém typu 3, adenylat cyklazovy toxin, pertusovy toxin a filament6zni
hemaglutinin. Znalost téchto regulacnich mechanizmu je klicova pro porozumeéni jednotlivych

fazi tohoto onemocnéni a miize byt napomocna ke kontrole jeho Sifeni.

Klic¢ova slova: Bordetella pertussis, faktory virulence, kontrola genové exprese, BvgAS,

Chaperon Hfq



Abstract

Bordetella pertussis is human pathogen, which causes severe respiratory disease called per-
tussis or whooping cough. Pathogenicity of B. pertussis is mediated by a wide variety of vi-
rulence factors including pertussis toxin, adenylate cyclase toxin, pertactin and filamentous
haemagglutinin. Successful infection and colonization of the host depend on the precise timing
of virulence factors production. For this purpose bacteria developed miscellaneous mechanisms
of gene regulation. Two-component phosphotransferase systems, such as BvgAS, RisAK and
PIrSR are involved in response to external stimuli. These systems of signal transduction modu-
late bacterial gene expression profiles and establish consecutive phases of infection. Non-coding
RNAs, particularly sSRNAs and RNA chaperone Hfq provide additional level of regulation. Hfq
is a post-transcriptional regulator, which mediates interaction of SRNA with target mRNA and
thereby modulates their translation. Hfq affects approximately 10% of all B. pertussis genes
including virulence factors such as type III secretion system, adenylate cyclase toxin, pertussis
toxin and filamentous haemagglutinin. Knowledge of these regulatory mechanisms plays a key
role in understanding of the pathogenesis of whooping cough and can lead to improved control

over the spread of the disease.
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1 Uvod

éerny kaSel, neboli pertuse, je zédvazné onemocnéni respira¢niho traktu zpusobené Gram-
negativni, striktné aerobni bakterii Bordetella pertussis. Nejtypi¢téjsim projevem tohoto one-
mocnéni je dlouho pretrvavajici, davivy suchy kasel. Nejnebezpecnéjsi je ¢erny kasel pro neocko-
vané novorozence (tj. déti mladsi 3 meésici), ale vyskytuje se napti¢ vSemi vékovymi skupinami.
Vzhledem k zavaznosti onemocnéni je vakcinace nejdilezitéjsim preventivnim opatienim. V CR
bylo plosné oc¢kovani celobunéénou vakeinou zahajeno v roce 1958. Po zavedeni oc¢kovani se za-
¢al prudce snizovat pocet nakazenych, ale od roku 1993 zacala incidence onemocnéni mezirocné
opét stoupat (Fabianova et al.,[2019)). Kvili nepfiznivym vedlejsim a¢inkim se v devadeséatych
letech ve vyspélych zemich zacalo ustupovat od celobunecné varianty a byla zavedena acelularni
(bezbunééné) vakcina, obsahujici vybrané antigeny B. pertussis (pertusovy toxoid, pertaktin,
fimbrie sérotypu 2 a 3 a filamentozni hemaglutinin). V CR doslo k piechodu na acelularni
vakcinu v roce 2007. Jak se ale dnes ukazuje, zména typu vakciny ma za nasledek nedostatec-
nou imunitni odpovéd a mize to byt jeden z fady diavodu, pro¢ je dnes pertuse na vzestupu
(Esposito et al., 2019).

Pro patogenezi B. pertussis jsou podstatné zejména faktory virulence zahrnujici adheziny
atoxiny, které jsou dnes jiz vcelku dobfe prostudovany. Velkou roli ale hraji rizné regulacni
mechanizmy, jako je kontrola genové exprese dvoukomponentovymi systémy, malymi RNA
achaperonem Hfq. Nejenom, Ze znalost téchto mechanizmu objasiuje chovani bakterie v hosti-
telském systému, ale také muze byt vyuzita k boji proti onemocnéni. Cilem pro antibiotika se
napiiklad mohou stat dvoukomponentové systémy, které se u eukaryotickych organizmu bézné
nevyskytuji.

Cilem této prace je shrnout poznatky o hlavnich faktorech virulence B. pertussis a jejich
pisobenim na hostitele. Hlavné ale bude kladen diraz na mechanizmy, které ovliviuji expresi
téchto faktort, jako jsou dvoukomponentové systémy BvgAS, RisAK a PlrSr, ale také malé
regula¢ni RNA (sRNA) a RNA chaperon Hfq.



2 Faktory virulence Bordetella pertussis

Faktory virulence jsou molekuly prevazné proteinové povahy asociované s patogennimi or-
ganismy. Napomahaji infekci a invazi hostitele a jsou zodpovédné za projevy onemocnéni. Radi
se mezi né proteiny s enzymatickou aktivitou (napiiklad hyaluronidéazy, kolagenézy a koagu-
lazy), které dokazi narusit hostitelské tkané a umoznit tak invazi bakterii; dale pak nukleéazy,
protedzy a lipazy, které stépi nukleové kyseliny a stavebni jednotky hostitelskych bunék. K nej-
diilezitéjsim faktorim virulence patii adheziny, které umoznuji bakteriim pfichyceni k tkanim
hostitele a zejména pak toxiny, které zpusobuji patogenni zmény v hostiteli. Geny pro faktory
virulence se nachézeji jak na chromozomu, ¢asto jako soucast takzvanych ostrovii patogenity,
tak extrachromozomalné na plazmidech, nebo jako soucast transpozont. Tyto geny se mohou
prenaset horizontalné a z avirulentnich mohou vznikat virulentni kmeny bakterii. Vétsina pro-
jevi onemocnéni vznikd vlivem pusobeni nékolika faktori virulence, jako je tomu i u ¢erného
kagle. V této kapitole budou probrany hlavni faktory virulence B. pertussis s dirazem na toxiny,

adheziny a sekre¢ni systém typu 3 (T3SS).

2.1 Endotoxiny

Endotoxiny jsou strukturni molekuly obsazené ve vnéjsi membrané (OM) Gram-negativnich
bakterii, které se uvoliuji pti lyzi bunky. Jsou to ¢asto komplexy lipopolysacharidu a lipopro-
teintd, jsou teplotné stabilni a zptisobuji systémové ptiznaky, jako jsou horecka, zvraceni a dalsi.

Jsou geneticky konzervovany a jsou kédovany chromozomalné.

2.1.1 Lipopolysacharid

Klasicky lipopolysacharid (LPS) se sklada ze tii slozek, lipidu A, tzv. core oligosacharidu
a O-antigenu (polysacharidu). B. pertussis postrada schopnost syntézy O-antigenu, protoze byl
lokus wlb, zodpovédny za syntézu O-antigenu, inaktivovan inzerénim elementem IS481 a proto
se nékdy misto LPS oznacuje jako lipoologosacharid (LOS). Naproti tomu evolu¢né velmi pii-
buzné bakterie B. bronchiseptica a B. parapertussis lokus wlb neztratily a produkuji kompletni
LPS (Preston et al., 1999).

LPS se v hostiteli vaze na receptory CD14, TLR4 a MD-2 (rozeznavaji pathogen associated
molecular patterns - PAMPs), které jsou exprimovany bunikami prezentujici antigen (APCs),
jako jsou napiiklad dendritické buniky a makrofagy (Wright et al., (1990, Chow et al., 1999,
Nagai et al., [2002). Ztrata O-antigenu u B. pertussis zpusobuje nizsi miru aktivace APCs, nez

je tomu u kompletniho LPS B. parapertussis (Fedele et al., [2008]).
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2.2 Exotoxiny

Dalsi vyznamné latky, které se podileji na virulenci bakteridlniho kmene, jsou exotoxiny.
Jsou to latky sekretované z buiiky a jsou Casto proteinové nebo peptidové povahy (proto
jsou teplotné nestabilni). Pisobi lokalné a byvaji ¢asto kodované na plazmidech a v mobil-
nich genetickych elementech. Diive se vSechny pfiznaky nemoci pfisuzovaly jedinému toxinu
(u B. pertussis to byl pertusovy toxin) ale dnes vime, Ze je to souhra aktivit mnohych faktori

virulence.

2.2.1 Pertusovy toxin

Jednim z nejvyznamnéjsich toxint B. pertussis je bezesporu pertusovy toxin (PTX). Sklada
se ze Sesti podjednotek — S1-S5 (S4 se v hexameru vyskytuje dvakrat). Radi se k takzvanym
AB toxintim, které se vyznacuji odlisnym ptisobenim komponenty A (active) a B (binding),
kdy A prokazuje enzymatickou aktivitu a B se vize na membrénové receptory hostitelskych
bunék a zprostiedkovéava transport komponenty A do bunky. U PTX zastava tlohu komponenty

A podjednotka S1 a komponenty B podjednotky S2-S5 (Tamura et al., |1982).

Obrazek 1: Schématické znazornéni PTX — S2 zelend, S2 tyrkysovéd, S3 tmavé modra, 2 x S4
Cervené, SH zluta. Prevzato a upraveno (Stein et al.,1994b)).

PTX samotny je kodovan lokusem ptz, zatimco sekreéni systém typu 4, ktery je zodpovédny

za sekreci PTX, je kodovan lokusem ptl (pertussis toxin liberation) (Kotob et al., (1995, Weiss
et al., 1993)).



Komponenta B se navéze se na povrchové receptory hostitelskych bunék, jako jsou sialogly-
koproteiny (Stein et al., [1994al)), glykolipidy s navazanou laktozou a N-glykosylované proteiny
(Tuomanen et al.,|1988)). Poté je PTX pomoci receptorem zprostiedkované endocytozy dopra-
ven do cytoplazmy, kde se retrogradnim transportem dostane do endoplazmatického retikula
(ENR) (el Baya et al.,[1997)). Tam se oddéli S1 od komponenty B pisobenim NAD (nikotinamid
adenin dinukleotid) glykohydrolazy a adenosintrifosfatu/adenosindifosfatu (ATP/ADP) (Burns
a Manclark, 1986, Moss et al., [1983).

Funkci S1 je ADP-ribosylace o podjednotky trimerntho G proteinu, coz ma za nasle-
dek ztratu inhibice ATP cyklazy a tudiZ zvySeni koncentrace cyklického adenosinmonofosfatu
(cAMP) v cytosolu (Katada a Ui, [1982). Mezi specifické projevy ptisobeni PTX patii napiiklad
citlivost k histaminu (Parfentjev a Goodline, 1948), lymfocytoza (Mu et al., [1994), modulace
imunitniho systému (Carbonetti et al.,[2003)) a aktivace Langerhansovych ostriuvk, ktera zpi-

sobuje hypoglykémii (Toyota et al., |1978).

2.2.2 Adenylat cyklazovy toxin

Dalgim dilezitym toxinem B. pertussis je adenylat cyklazovy toxin (ACT). Obsahuje dvé
¢asti s odlisnou funkei, adenylat cyklazovou (AC) doménu na N konci a repeats in toxin (RTX)
hemolyzinovou ¢ést na C konci, fadi se tak k RTX toxinim. AC doména se sklada ze dvou
subdomén — katalytické domény T25 a domény T18, kterd je zodpovédné za vazbu na kalmo-
dulin. Cast RTX obsahuje dvé mista pro posttransla¢ni acylaci a hydrofobni domény, které
jsou nezbytné pro tvorbu membréanového poru hostitelskych bunék (viz dale) (Guo et al., 2005
Bauche et al., [20006)).

ACT je kdédovan genem cyaA, ktery se nachazi v operonu spolu s geny cyaBDE koédujici
proteiny sekre¢niho systému typu 1, ktery zajistuje transport ACT z bunky (Glaser et al.,|1988al,
Glaser et al.,|1988b). V opa¢ném sméru je piepisovan gen cyaC, jehoZ produkt je nezbytny pro
posttransla¢ni apravu ACT (Barry et al., |[1991), pii které je na lysiny 860 a 983 piidan zbytek
kyseliny palmitové (Hackett et al., 1994, Hackett et al., [1995), coZ je nezbytné pro pronikani
toxinu do hostitelskych bunék (Basar et al., 1999, Masin et al., 2005).

Po sckreci z bunky se ACT vaze bud na filamentozni hemaglutinin (FHA) B. pertussis
azustava neaktivni (Zaretzky et al., 2002)), nebo na a5, integrinovy receptor neutrofilnich
granulocytt a makrofagi (Morova et al., 2008). V membranach ACT vytvaii oligomerni kation
selektivni poéry, které zptsobuji lyzi bunék. Monomerni AC doména je translokovana do cyto-

solu hostitelské buiiky (Vojtova-Vodolanova et al., [2009)), kde se vaZe na kalmodulin a tim se
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zvysuje hladina cAMP (Ladant et al., |1989). AC doména mé také schopnost zvySovat hladinu
cytosolického Ca?*, coz spolu se zvysenou hladinou cAMP zptisobuje rozvrat v bunééné sig-
nalizaci (Fiser et al., 2007). To mé za nasledek napiiklad prestavbu aktinového cytoskeletu
makrofagt kvuli sniZeni aktivity RhoA GTPazy (Kamanova et al., |2008), indukci apoptozy
u rezidentnich alveolarnich makrofaga (Gueirard et al., |1998), nebo snizenou miru fagocytozy

(Confer a Eaton, 1982)).

2.2.3 Trachealni cytotoxin

Narozdil od predeslych toxint je trachealni cytotoxin (TCT) glykopeptidové povahy. Je to
derivat bunééné stény (N-acetylglukosaminyl-1,6-anhydro-N-acetylmuramylalanyl-y-glutamyl-
diaminopimelylalanin), ktery vznikd pifi prestavbé peptidoglykanu (Cookson et al., [1989). Je
to jeden z mala faktoru virulence, které nejsou ovliviiovany BvgAS systémem. Indukuje pro-
dukei NO v plicnich epitelidlnich bunkach (Flak a Goldman, |1999) a prozanétlivého faktoru
interleukin-1 (IL-1) (Heiss et al., [1993)), coZ mé za nésledek destrukei fasinkového epitelu plic

(Goldman et al., |1982).

2.2.4 Dermonekroticky toxin

Tetnto toxin objevili roku 1909 J. Bordett a O. Gengou na zakladé studia koznich lézi,
které zptisoboval na pokusnych zviratech. Pozdéji byl lokalizovan a popsan jako intracelulérni
protein (Cowell et al., 1979). C-konec dermonekrotického toxinu (DNT) u B. bronchiseptica
se vyznacuje transglutaminézovou aktivitou, kterou uplatiiuje na malych GTPéazach rodiny
Rho. Takto modifikované proteiny jsou pak zodpovédné za tvorbu stresovych aktinovych vldken
(Horiguchi et al.,|1997, Schmidt et al.,[1999). Nejnovéjsi studie ukazuji, Ze se DNT vaze na Ca?™
napétovy kanal, ktery se ve velké mire vyskytuje na bunkach v nervovém systému. Poznatky
ziskané na bunéénych kulturdch a na mysim modelu poukazuji na moznou korelaci s vaznou

komplikaci ¢erného kasle, encefalopatii (Teruya et al., [2020)).

2.3 Adheziny

Bakterialni adheziny jsou molekuly asociované s povrchem bunky a slouzi k pfichyceni na
povrchy hostitelskych bunék a extracelularni matrix. Jsou klicové pro pocatecni fazi kolonizace

hostitele.



2.3.1 Filamentézni hemaglutinin

Mezi nejvyznamnéjsi adheziny B. pertussis patii filamentézni hemaglutinin (FHA). Je to
velky protein kodovany genem fhaB, ktery se nachézi v lokusu spolu s geny fhaA a fhaC (Sti-
bitz et al., |1988)). Protein FhaC tvoii por v OM a slouzi k sekreci FHA z bunky (Clantin et
al., [2007) pomoci sekre¢niho sytému typu 5, konkrétné two-partner secretory pathway (TSP).
FHA je nutny pro prvni fazi kolonizace dychaciho traktu, nicméné po kolonizaci trachey se
jeho role v kolonizaci plic neprokazala, alesponi ne na mysim modelu (Kimura et al., [1990).
Obsahuje arginin-glycin-aspartat (RGD) motiv (Relman et al., [1989), kterym se vaZe na a2
integrinovy receptor bunék imunitniho systému (makrofagu a neutrofilnich granulocytii), nebo
na glykoproteiny vyskytujici se na membranach bunék rasinkového epitelu (Relman et al.,|1990),
Prasad et al.,|1993). V hostiteli mimo adherenci dokéaze indukovat tvorbu interferonu-vy (IFN-v)
aktivujici makrofagy (Dirix et al.,2009) a potla¢uje produkei IL-12, coz brzdi protektivni imu-
nitni odpovéd zalozenou na aktivaci pomocnych T-lymfocyta (Th-1) (McGuirk a Mills, 2000)).
Drive byla FHA prisuzovana schopnost indukovat tvorbu IL-10 u dendritickych bunék, bylo

viak zjisténo, ze tuto odpovéd stimuloval kontaminujici endotoxin (Romero et al., 2016).

2.3.2 Pertaktin

Dalsim dilezitym faktorem ovliviiujicim kolonizaci hostitele je PRN. Je kddovan genem prn
(Charles et al., |1989)) a stejné jako FHA obsahuje RGD vazebny motiv, ktery zprostredkovava
vazbu na a3y integrinovy receptor hostitelskych bunék (Leininger et al.,1991)). Jeho C koncova
doména slouzi jako autotransportér (sekreéni systém typu 5) odpovédny za sekreci PRN pies
OM (Junker et al., 2006]). Ac¢koliv PRN neni zcela nezbytny pro kolonizaci dychaciho traktu
bakteriemi B. bronchiseptica (v krysim modelu), je velmi dilezity pro preziti zanétlivé odpovédi
imunitniho systému hostitele (v my$im modelu) (Inatsuka et al., 2010)). PRN indukuje tvorbu
protektivnich protilatek, coz z néj déla idealni antigen pro pouziti ve vakcinach. Polymorfni
region 1 na FHA je rozeznan B-lymfocyty, indukuje tvorbu protilatek a podili se na navozeni
imunologické paméti (King et al.,|2001). V poslednich letech se ale objevuji kmeny B. pertussis,
které PRN prestaly produkovat (Esposito et al., 2019).

2.3.3 Fimbrie

Mezi faktory virulence, slouzici ke kontaktu s hostitelem, se fadi i fimbrie sérotypu 2 a 3,
jejichz hlavni podjednotky jsou kodované geny fim2 a fim3 (Mooi et al., [1987), nicméné pro

jejich spréavné sestaveni a transport jsou zapotiebi dalsi geny, napiiklad fimB, fimC a fimD



(Willems et al., [1992). Fimbrie sérotypu 2 a 3 u B. bronchiseptica jsou klicové pro kolonizaci
dolnich cest dychacich a vyvolavaji silnou protilatkovou odpovéd organismu (v krysim modelu)
(Mattoo et al.,|2000)). Podjednotka FimD je nezbytna pro vazbu na monocyty (Hazenbos et al.,
1995) a hlavni podjednotky (Fim2, Fim3) vazou cukry obsahujici sulfat (naptiklad heparan
sulfat, chondroitin sulfat a dextran sulfat), které se velmi hojné vyskytuji v dychacim traktu

(Geuijen et al., 1996).

2.4 Sekrec¢ni systém typu 3

Sekre¢ni systémy bakterii jsou pomérné slozité transportni struktury, které lze délit na dveé
skupiny. Do prvni skupiny patii ty, co tvori pér v OM a pro transport pfes cytoplazmatickou
membréanu vyuzivaji obecnou sekretorickou drahu (GSP) (typ 2 a 5) a do druhé skupiny patii
ty, které dokazi sekretovat molekuly pies obé membrany (typ 1, 3, 4 a dalsi). Jak bylo zminéno
vyse, mnohé sekreéni systémy hraji dilezitou roli v transportu faktord virulence z buniky (Green
a Mecsas, [2016).

Doposud ale nebyl zminén T3SS, vyznamny faktor virulence pouzivany bakteriemi rodu
Salmonella, Shigella, Yersinia, Pseudomonas a v neposledni fadé také Bordetella (Hueck, 1998)).
T3SS je kodovan lokusem bsc, ktery obsahuje geny pro mnoho strukturnich (bsc — bordetella
secretion) a vnéjsich proteint (bop — bordetella outer protein) a lokusem btr, ktery obsahuje
zejména geny regulujici aktivitu T3SS (Fauconnier et al., [2001, Bannan et al., |1993)). Diky
svému tvaru a schopnosti vstiikovat efektorové proteiny prfimo do cytoplazmy hostitelské bunky

mechanizmem podobnym injekci se T3SS aparatu rikd také injektizom.



‘efektorové

translokon
Spicka jehly

= jehla

bazéalni
télisko

Obrazek 2: Struktura T3SS — sklada se z bazalniho téliska, které stejné jako bazalni télisko bic¢iku
prochazi OM i vnitini membranou (IM), jehly, 8pi¢ky a translokonu zajistujici kontakt s eukaryotickou

buiikou (Kubori, [1998) (pfevzato a upraveno Diepold a Armitage, |2015).

P1i vystavbé injektizomu u Yersinia enterocolitica dochazi nejprve k translokaci disk ba-
zélniho téliska do IM, OM a do bunécéné stény (Diepold et al., . Tato struktura pak
slouzi k transportu dalsich strukturnich proteint tvoiici jehlu, ktera se skladé z mnoha molekul
proteinu YscF a vznikd jeho polymeraci (Hoiczyk a Blobel, [2001). Vzhledem k malé tloustce
vnitfniho prostoru T3SS musi byt proteiny prepravovany v neslozeném stavu, coz je zajis-
téno fadou specifickych chaperonii (Radics et al., . Poté, co jehla dosdhne dostatecné
délky je na jeji $picku dopraven protein LerV (Mueller, , ktery je nezbytny pro syntézu
translokonu (Goure et al., . Mezi sekretované proteiny u B. pertussis patii Bsp22, BopN,

BopB, BopC a BopD. U piibuzné bakterie B. bronchiseptica bylo prokézano, ze T3SS zpu-



sobuje programovanou buné¢nou smrt (apoptézu) a snizuje hladinu nuklearniho faktoru xB
(NFxB), ¢imz moduluje imunitni systém hostitele a potlacuje zanétlivou odpoveéd (Yuk et al.,
2000). BopD spolu s proteinem BopB tvoii por v cytoplazmatické membrané hostitelskych bu-
nék (jesoucasti translokonu), coz zpisobuje hemolyzu (Nogawa et al., 2004) a BopN zvysuje
hladinu IL-10, ktery potlacuje zanét (Nagamatsu et al., [2009). Soucinnost téchto proteint pii
snizovani zanétlivych faktori ma za nésledek pomalejsi reakci imunitniho systému a tim padem
efektivnéjsi kolonizaci dychactho traktu bakteriemi. Jedinym doposud znamym efektorovym
proteinem T3SS rodu Bordetella je BopC, ktery narusuje aktinovou signalni drahu a navozuje

tim nekrotickou smrt buniky (Kuwae et al., [2006, Kuwae et al., 2016)).



3 Regulace virulence dvoukomponentovymi systémy

Jednou z klicovych vlastnosti Zivych organizmu je transdukce informaci z okoli a reakce
na né. Bakterie vétsinou vyuzivaji dvoukomponentové systémy, které reaguji na chemické nebo
fyzikalni zmény v okoli a predavaji informaci o vnéjsim déni do bunky. Tyto systémy se skladaji
ze senzorové kinazy, proteinu integrovaného v membrané se schopnosti fosforylace jak sebe
sama, tak i druhé komponenty, regulatoru. Ten se po aktivaci chova jako transkripéni faktor,
enzym, RNA vazebny protein, nebo zprostiedkovava protein-proteinové interakce. Pfedmétem
této kapitoly budou hlavni systémy signalni transdukce u B. pertussis — BvgAS, RisAK a PIrSR.
Vzhledem k tomu, Ze se v eukaryotickych bunkach takové systémy nevyskytuji, lze je vyuzit

jako cil nékterych antibiotik (Mitrophanov a Groisman, [2008)).

3.1 BvgAS

Nejlépe prostudovanym systémem signalni transdukce u bakterii rodu Bordetella je BvgAS.
Lokus bug (bordetella virulence gene, dfive vir) obsahuje geny kodujici hlavni komponenty
systému — BvgA a BvgS (dfive povazovan za dva proteiny — BvgC a BvgB) (Stibitz et al.,|1988)).
BvgS plni funkei transmembranové senzorové kindzy a sklada se z nékolika domén nutnych
pro prenos signalu. BvgA je protein lokalizovany v cytoplazmé a zastéva roli transkripéniho
regulatoru.

Prijem signélu zacin& na periplazmatické N-koncové ¢asti proteinu BvgS, kde se nachazi
dvé VFT (venus fly trap) domény (Herrou et al.,2010). Do kavit téchto domén se vaze ligand,
ktery zapri¢ini konformacni zménu a pfenos signalu pomoci autofosforylace v cytosolické ¢éasti
proteinu (Uhl a Miller,|1996a)). Doposud nejsou znamy ligandy, jez by vyvolavaly aktivaci BvgAS
systému pfi infekci in vivo, ale pro modulaci virulence v laboratornich podminkéach in vitro se
vyuziva nikotinova kyselina a siran hofe¢naty, které inhibuji fosforyla¢ni aktivitu BvgS kinazy
(Dupré et al., 2015, Melton a Weiss, [1993)). Diive se k deaktivaci BvgAS pouzivala nizka teplota
kultivace (25°C), nicméné bylo prokazéano, Ze pii teplotach nizsich, nez 25°C nedochézi k uplné
deaktivaci BvgAS systému (Seydlova et al., 2017). Transmembranovou doménu nasleduje PAS
doména, nezbytna pro pfenos signalu z periplazmatického prostiedi do cytosolu bunék (Dupré
et al., 2013)). Fosfat z ATP je pfenesen na konzervovanou aminokyselinu histidin 729, ktery
se nachézi na histidin kinazové (HK) doméné. Déle probiha série autofosforylaci, kde je fosfat
prenasen pres aspartat 1023 na tzv. receiver (Rec) doméné a histidin 1172, ktery je soucasti
C-terminalni histidin fosfotransferdzové (Hpt) domény BvgS a funguje jako donor fosfatu pro

BvgA protein (Uhl a Miller, 1996al).
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BvgA mé na N-konci receiver doménu s aspartatem 54, na ktery se vaze fosfat a C-koncovou
doménu obsahujici helix-turn-helix DNA-vazebny motiv (Beier et al.,[1995)). Aktivovany (fosfo-
rylovany) BvgA tvoii homodimer, ktery se vaze na DNA, konkrétné na sekvenci TTT(C/G)NTA
(Boucher et al., a nakonec vaze a navadi RNA polymeréazu na konkrétni promotor (Bou-
cher et al.,[2003)). Timto mechanizmem reguluje BvgAS systém velké mnoZzstvi geni.

Inaktivovany BvgAS Aktivovany BvgAS

Vnéjsi membrana

Periplazma

Cytoplazma

—vrg loci>— — vag loci>—

Obrazek 3: Struktura a funkce signalniho transdukéniho systému BvgAS — Transmembra-
nova senzorova kindza BvgS se sklada ze tii Casti: periplazmatické, transmembrénové a cytosolické.
Periplazmaticka ¢ast obsahuje dvé VFT domény nutné pro piijem signalu. Cytosolicka ¢ast obsahuje
PAS doménu, HK doménu, Rec doménu a Hpt doménu. Pti aktivaci vnéjsim signalem je na HK doménu
pripojen fosfat, ten je pfenaSen pres Rec doménu aZ na Hpt doménu a odtud je pfenesen na Rec do-
ménu proteinu BvgA (His729— Asp1023—His1172— Asp54). BvgA ma helix-turn-helix DNA vazebnou

doménu a je pozitivni regulator (aktivator) genii vags a nepiimo i represor vrgs (virulence repressed

genes) (Uhl a Miller, |1996b) (pfevzato a upraveno Melvin et al., 2014).
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3.1.1 Regulon BvgAS

Podle transkriptomické studie, kterou provedla Moon et al. v roce 2017, ovliviiuje systém
BvgAS expresi bezméla 550 gent, z nichz 245 pozitivné a 326 negativné. Tyto geny se daji
rozdélit do nékolika kategorii. Do prvni kategorie spadaji geny pro faktory virulence a dalsi
faktory pro jejich sekreci a funkei. Oznacuji se souhrnné jako vags (virulence activated genes)
a patti k nim naptiklad geny cyaABCDE, fhaBC, fim2, prn a operony ptl a ptz. Druha kategorie
obsahuje geny pro dalsi transkripéni regulatory, jako jsou napiiklad o faktory oV a BtrS, ktery
je nezbytny pro expresi T3SS nebo dvoukomponentovy systém signalni transdukce KdpDE.
Geny nachazejici se v operonu pro T3SS patii do kategorie 3 a kategorie 4 zahrnuje geny pro
transportni proteiny asociované s membrénou, jejichz funkce je zatim neznamé. Mimo tyto geny
dochéazi také k pozitivni autoregulaci samotného bvgA (Scarlato et al.,1990). VySe popsané geny
jsou pozitivné regulovany aktivovanym BvgA. Do téchto kategorii se daji rozdélit i negativné
regulované geny. V prvni kategorii jsou to hlavné vrgs (virulence repressed genes — vrg-6, vrg-
24, vrg-18 a wvrg-75), ale i gen pro LPS bpl a také fim3. Na negativni regulaci vrgs se také
podili protein BvgR, ktery je téz kodovan lokusem bvg (Merkel et al., |1998a)) a je pozitivné
regulovan aktivovanym BvgA (Merkel et al., [2003)). Druha kategorie sdruzuje geny kodujici
enzymy metabolickych drah, napiiklad pyruviatdehydrogenaza, acyl-koenzym A syntetéaza, ale
i membranové proteiny pro transport cukri a aminokyselin nebo pro syntézu peptidoglykanu.

Ve tieti kategorii jsou identifikovany proteiny chladového soku (Moon et al., [2017)).

+ _
1| ACT, FHA, Fim2, PRN, PTL, PTX vrgs, LPS, Fim3

2 oV, o EFC, KdpDE proteiny metabolickych drah
3 T3SS proteiny chladového Soku
4 transportni proteiny

Tabulka 2: Regulon BvgAS — geny a proteiny pozitivné (+), ¢ negativné (—) regulované
systémem BvgAS, rozdélené do 4 kategorii.

Mira aktivity BvgAS, tj. které geny a v jaké mite jsou aktivni ur¢uje miniméalné tii riizné faze
virulence B. pertussis. Jsou to faze Bvg™ (virulentni), Bvg’ (pifechodna) a Bvg™ (avirulentni),
které koreluji s postupem infekce. Pti ¢asné fazi infekce je pro bakterie stézejni kolonizace dy-
chaciho traktu, k ¢emuz potiebuji produkovat velké mnozstvi adhezini (PRN, FHA, fimbrie).
Pri této fazi je také nezbytné modulovat imunitni systém hostitele tak, aby nedochazelo k pro-

dukci prozanétlivych faktori, coz zajistuji zejména toxiny PTX a ACT. Po tspésné kolonizaci
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plic se za¢inaji projevovat typické priznaky onemocnéni, jako je dévivy kasel, protoze dochézi
k destrukci bunék alveolarniho epitelu a produkeci prozanétlivych faktord, na ¢emz se podili
prevazné toxiny (ACT, PTX, DNT, TCT). Pro obé tato stadia infekce je charakteristicka nad-
produkce faktort virulence, coz odpovida fazi Bvgt (Cotter a Miller, 1994). éerny kasel se sifi
kapénkami a aerosolem a pii tomto prenosu se uplatiiuje intermedialni faze Bvg?, pii které je
produkovéan biofilm, na kterém se podili protein BipA (Stockbauer et al.,|[2001)). Diky této fazi
také bakterie dokaze preckat neptiznivé podminky, véetné nedostatku zivin (Cotter a Miller,
1997). Posledni fazi je Bvg™, pii které dochazi k expresi vrgs a nejsou produkovéany faktory
virulence (Merkel et al., [1998b)). Tato faze hraje vyznamnou roli zejména u B. bronchiseptica,
ktera je schopna prezivat mimo hostitele. U B. pertussis méa tato faze vyznam pii prezivani
ve fagozomu makrofagt (Friedman et al., [1992)). Nedavné vysledky naznacuji, ze v intracelu-
larnich bunkach B. pertussis a B. bronchiseptica dochézi k snizeni exprese faktort virulence
(Petrackova et al., 2020, Linz et al., [2019)). Casovou prodlevu mezi expresi ¢asnych, stfednich
a pozdnich faktoru virulence zajistuje rozdilné afinita promotoru danych gentu k dimeru BvgA

(Kinnear et al., 2001)).
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Obrazek 4: Prehled fazi virulence — pfi prvni fazi, kterou lze aktivovat kyselinou nikotinovou
asfranem hofe¢natym (in vitro) jsou exprimovany vrgs. V Bvg® fazi se prepisuji ¢asné a stfedni geny,
které se podileji na pfenosu a prvotnich stadiich infekce. Patii sem hlavné BipA (stfedni gen), zodpo-
védny na tvorbu biofilmu. Casné (adheziny) a pozdni (toxiny) geny se exprimuji v Bvg™ fazi, pii které

dochéazi ke kolonizaci hostitele, imunomodulaci a projevy onemocnéni v disledku poskozeni bunék

(pfevzato a upraveno Melvin et al., 2014]).

3.2 RisAK

RisAS je druhy dvoukomponentovy regulacni systém, ktery byl objeven u B. bronchiseptica.
Sklada se ze dvou proteini — RisS senzorové kinazy a RisA transkripcniho faktoru. Jsou kodo-
vany geny 11sS a risA, které se nachéazi v operonu ris a u B. bronchiseptica jsou plné funkéni,
nicméné u B. pertussis je risS pouze pseudogen, coz znamena, ze pro svou aktivaci RisA potie-
buje jiny protein (Stenson et al.,[2005)). Strukturné se fadi k EnvZ-OmpR fosfotransférazovému
systému, kde RisS je ortolog EnvZ a RisA ortolog OmpR. Tento systém vyuzivaji napiiklad
gram-negativni bakterie rodu Shigella, Salmonella a FEscherichia. U téchto bakterii ovliviiuji
expresi porinti rodiny Omp, v odpovédi na ménici se osmolaritu prostiedi (Forst a Roberts,
. U rodu Bordetella v3ak tato funkce nebyla prokizéna a RisAS se uplatiiuje pii regulaci
virulence, v odpovédi na oxidativni stres a perzistenci bakterii v plicich. Stejné jako u BvgAS
transdukéniho systému je pro aktivaci nutna fosforylace kindzy v cytoplazmé, ktera probihé na

histidinu 258, poté se aktivuje autofosforyla¢ni kaskdda pres dalsi konzervované aminokyseliny
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a prijemce fosfatu na proteinu RisA je aspartat 60 (Jungnitz et al., 1998]).

Jak uz bylo feceno vyse, RisS je u B. pertussis pseudogen a je inaktivovan bodovou mu-
taci, ktera zapriCinila posun ¢teciho ramce. Pro fosforylaci RisA je nezbytna jina kindza a to
RisK, kter4 se stejné jako RisS sekvenéné podoba EnvZ fosfotransferaze. M4 konzervovanou HK
doménu, kde se nachazi histidin 274, prijemce fosfatu z ATP. Modulace siranem hofe¢natym,
nebo nikotinovou kyselinou se u RisAK neuplatiiuje a cely systém je nezavisly na BvgAS (Chen
et al., 2017). Stejné jako protein BvgR se i RisA podili na regulaci vrgs, ale zatimco BvgR
je negativni regulator téchto gent, RisA je dilezity pro jejich aktivaci. V promotoru vrg6 se
nachézi sedminukleotidova sekvence AAAT(G/T)TA, ke které ma protein RisA vysokou afinitu
(Croinm et al., 2005).

I pfes to, ze systém RisAK neni zavisly na BvgAS, uplatiiuje se jeho funkce pii udrzovani
fazi Bvg™, Bvg® a Bvg~. Podle transkriptomické analyzy se p¥i zménach Bvg fazi méni i re-
gulace proteinem RisA. Pii Bvg™ pozitivné reguluje vrgs a naopak negativné reguluje nékteré
vags, jako jsou prn, fhaB a cyaA. Za nemodulujicich podminek, kdy je navozena faze Bvg’,
respektive Bvg™, jsou naopak potlaceny geny tviD (gen pro kapsularni protein), vrg6, ale i bipA
a aktivovany geny dilezité pro motilitu a chemotaxi — mot, flg a flh (Coutte et al., [2016)).
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3.3 PIrSR

V predchozich kapitolach byla popsana cela rfada zptisobi, jakymi dokdze B. pertussis do-
sahnout perzistentni kolonizace v tkédnich hostitele, konkrétné v dolnich cestéach dychacich. Pro
tento ucel je vyuzivan i posledni diskutovany dvoukomponentovy systém PIrSR (persistence in
the lower respiratory tract), ktery pfidava na komplexité regulacni kaskadé patogenu. Lokus
plrSR je vysoce konzervovany mezi takzvanymi klasickymi druhy rodu Bordetella (tj. B. pertussis,
B. parapertussis a B. bronchiseptica) a kdéduje dva proteiny, senzorovou kindzu PlrS a tran-
skripéni regulator PIrR. Svoji strukturou se radi k rodiné fosfotransferazovych systémi NtrYX,
kde NtrY je kinéza skladajici se ze ¢tyl transmembranovych, jedné periplazmatické a tii cyto-

plazmatickych domén a NtrX je regulétor s Rec a DNA vazebnou doménou.

Bakterie pro orientaci v hostiteli vyuzivaji riznych mechanizmi. Jednim z nich je rozpoznani
koncentrace plyni ve svém okoli a reakce na ni. Bakterie rodu Bordetella reaguji na zvysenou
hladinu CO, v dolnich cestach dychacich zvySenou expresi geni pro faktory virulence (Hester
et al., 2012). Zda se, ze pravé tento signal ma vliv i na systém PIrSR. Ukézalo se, Ze aé je
v plicich nestaci. Kmeny B. pertussis bez funkéniho PlrSR nebyly schopné udrzet a dokonce
ani aktivovat Bvg™ fazi. Jakym zptusobem ovliviuje PIrR BvgAS v8ak neni znamo (Bone et al.,

2017).

Obrazek 5: Stavba PIrSR dvoukomponentového systému — PlrS obsahuje ¢tyii domény loka-
lizované v cytoplazmatické membrané (CM), PDC doménu v periplazmé, HAMP, PAS a HK domény
v cytoplazmé. PIrR svou Rec doménou na aspartat 52 prijimé fosfat a DNA vazebnou doménu vyuZiva

k regulaci transkripce. Oba proteiny funguji jako homodimery (pfevzato a upraveno Bone et al.,|2017).
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4 Regulace virulence chaperonem Hfq a malymi RNA

Dulezitym nastrojem pro post-transkripéni regulaci genové exprese u bakterii jsou malé ne-
kodujici molekuly RNA (sRNA), které dokazi odpovidat na mnohé zmény prostiedi zapinidnim,
nebo vypinanim ruznych gent. Aby byla zvySena u¢innost pusobeni téchto molekul, vyuzivaji
bakterie protein Hfq (z anglického host factor q), ktery zprostiedkovava tvorbu komplext mezi
sRNA a cilovou mRNA. Nasledujici kapitola ma za cil shrnout jak obecné vlastnosti a mecha-
nizmy pusobeni regulacnich RNA v prokaryotnich organizmech, tak i funkci a strukturu RNA

chaperonu Hfq.

4.1 Regulace genové exprese nekoédujicimi RNA

Podle funkce lze vSechny molekuly RNA rozdélit na koédujici, slouzici jako templat pro
proteosyntézu (mRNA) a nekodujici, zastavajici role ve struktuie ribozomu (rRNA), v pfenosu
aminoacylovych zbytki (tRNA) a v regulaci genové exprese. Podle toho, z jakého lokusu jsou
prepisovany, délime regulacni RNA na dvé skupiny. Do prvni skupiny se fadi ty, které jsou
kédovany v bezprostiedni blizkosti jimi ovliviiovaného genu a ptisobi in cis a do druhé skupiny
patii ty, které jsou transkriboviny nezévisle na cilovém genu a ptisobi in trans.

V 5’UTR (neptekladané oblasti na 5’ konci) mRNA se kromé kli¢ové sekvence pro vazbu na
ribozom (ribosome binding site — RBS) nachézi i cis regulacni RNA elementy. Zpravidla tvoii
sekundéarni vlasenkovou strukturu, kterd zahrnuje RBS a inhibuje proteosyntézu. Patii sem
riboswitch elementy, které se sklddaji z aptameru a expresni platformy. Po navazéani ligandu na
aptamer dojde k rozvolnéni sekundarni struktury, coz je vyuzivano pii udrzovani homeostazy
prvki (kdy sam prvek je ligand). Ke zméné z uzaviené do oteviené konformace lze vyuzit
i zmény teploty, coz vyuzivaji RNA termometry, kdy zvysujici se teplota uvoliuje inhibi¢ni
sekundarni strukturu. To je vyuzivano pro orientaci bakterie v hostiteli, kdy je ovliviiovana
tvorba faktori virulence, nebo pri tvorbé proteinu teplotniho Soku. Cis regula¢ni RNA elementy
se mohou prepisovat i z opa¢ného vlakna DNA (antisense), nez je cilovy gen. V takovém piipadé
dochézi k vazbé regulacni RNA na komplementarni oblast mRNA, coZ zpusobuje naptiklad
atenuaci transkripce, inhibici translace, pozitivni i negativni ovlivnéni stability mRNA a dalsi
(Brantl, 2007, Papenfort a Vogel, 2010).

Jako antisense RNA elementy nefunguji jen cis-kddované regulaé¢ni RNA. Stejnym zptisobem
totiz funguji i trans-koédované RN A, které se 1isi tim, Ze jsou kodovany nezavisle na ovliviiovaném
genu, jsou transkribovany pouze za urcitych podminek a maji niz$i miru komplementarity

s cilovou sekvenci, coz jim ale umoziuje vazbu na vice mRNA a tim i komplexné&jsi odpovéd na
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zmény prostiedi. Vzhledem k jejich relativné mensi velikosti (50-300 bp) jsou oznacovany jako
sRNA. Efekt piisobeni je v naprosté vétsiné negativni, nicméné mohou svoji vazbou narusit
inhibi¢ni sekundarni strukturu a pusobit pozitivné. Kromé vazby na jinou RNA mohou sRNA
interagovat s proteiny, jako napiiklad 65 RNA, ktera vaze RNA polymerazu a ovliviuje tak
stresovou odpovéd vyvolavanou faktory o a ¢7°. Vzhledem k mensi specifité vazeb je na misté
zvySovani Gc¢innosti tvorby vazebnych komplext. K tomu slouzi RNA chaperon Hfq, ktery bude
pfedmétem néasledujicich kapitol (Gottesman, 2005, Papenfort a Vogel, [2010).

Malé RNA se mohou uplatiiovat i v "imunitni odpovédi"bakterii na cizorodou RNA, nebo
DNA. Clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR) transkript je pre-
kurzor malych crRNA, které vznikaji stépenim endonukleazami rodiny Cas (Carte et al.,2008)).
Takto vzniklé crRNA se vazou na cilovou DNA nebo RNA a zprostiedkovavaji tak jejich de-
gradaci (Brouns et al., 2008). Z nastépenych cizich nukleovych kyselin vznikaji nové spacer
sekvence v CRISPR lokusu, které pti opétovné infekci stejnym agens funguji jako imunologicka
pamét (Barrangou et al., 2007). Kromé ochranné funkce pred invazivnimi nukleovymi kyseli-
nami (fagovd DNA/RNA, nebo plazmidy) se systém CRISPR/Cas hojné vyuziva v genovém

inzenyrstvi.

4.2 Chaperon Hfq

Poslednim zminénym systémem regulace genové exprese je post-transkripéni regulator RNA
chaperon Hfq. Tento protein byl objeven v roce 1968, jako hostitelsky faktor nezbytny pro
replikaci RNA bakteriofaga @Qf v buiitkich E. coli (de Fernandez et al., |1968). Patii do ro-
diny tzv. Sm-like (LSm) proteint, které jsou funkénimi i strukturnimi homology eukaryotnich
Sm proteini (Valentin-Hansen et al., 2004). Obé& tyto skupiny proteinii obsahuji Sm motiv,
ktery je zodpovédny za vazbu RNA a za oligomerizaci (Hermann et al., [1995)). Sm proteiny
tvori heptamer a LSm, véetné Hfq tvori hexamerni prstencovou strukturu (Mgller et al., 2002).
U hexameru jsou rozliSovany tii strany — proximalni, distalni a lateralni. Proximalni strana ma
vysokou afinitu k AU bohatym oblastem RNA, kazdy protomer zprostiedkovava vazbu s jed-
nim nukleotidem a je specificka predev§im pro interakci s sSRNA (Schumacher, [2002). Distalni
strana vaze tii nukleotidy na kazdém protomeru, upfednostiiuje triplet ARN, kde R je purin
aN je jakakoliv baze a podili se zejména na tvorbé komplexu s mRNA (Link et al., [2009)). La-
teralni strana ma roli v tvorbé komplexu sRNA-Hfq, dale pii vazbé mRNA a néasledné disociaci
Hfq z komplexu sRNA-Hfq-mRNA (Sauer et al., 2012, Zhang et al., 2013). RNA interagujici

s Hfq maji pomérné konzervovanou strukturu. Na 5" konci se nachazi mRNA vazebné oblast,
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nasleduje ji AU bohaté vazebné misto pro Hfq, za kterym se nachézi vlasenkova sekundarni
struktura a na 3’konci je zpravidla poly U oblast, alternativni vazebné misto pro Hfq. Vla-
senkova struktura plni roli transkripéniho terminatoru, kteréd by za normalnich okolnosti byla
degradovana bunéénymi enzymy, nicméné tomu brani vazba na Hfq (Vogel a Luisi, . Hfq
plni velice vyznamnou roli v regulac¢nich procesech, coz muze potvrzovat i to, Ze je to jeden
znejabundantnéjsich proteini v exponencialni rustové fazi a pocet jeho kopii se pohybuje v de-
sitkach tisic molekul na buiitku (Azam et al., . Z vyse zminénych vlastnosti Hfq lze vyvodit,
jakymi zpisoby bude ovliviiovat genovou expresi. Mechanizmy regulace pomoci chaperonu Hfq

a SRNA jsou nézorné predstaveny v nasledujicim obrazku @
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Obrazek 6: Mechanizmy ptsobeni Hfqg a sSRNA — A| Tvorba komplexu sRNA-HfqG-mRNA ma
za nésledek inhibici translace, z divodu obsazeni RBS sRNA a vzniku inhibi¢ni sekundarni struktury.
B| Opakem minulého pfipadu je pozitivni regulace translace, kdy je jiz existujici inhibi¢ni struktura
na mRNA odstranéna komplexem sRNA-Hfq. C| Vazba sRNA na Hfq brani degradaci sRNA RNazou
E. D| Vazba mRNA na komplex sRNA-Hfq ma za nasledek RNéazou E zprostFedkovanou degradaci.
E| Hfq miize fungovat jako stimulator polyadenylace mRNA pomoci poly A polymerazy (PAP), coz
mé za nasledek degradaci mRNA exoribonukleazou (Exo) (pfevzato a upraveno Vogel a Luisi, .
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4.3 Interakce chaperonu Hfq s malymi RNA u B. pertussis

Posttranskripéni regulace RNA chaperonu Hfq se tyka velké fady geni. U B. pertussis se
podle transkriptomické analyzy jedna az o 10% vSech exprimovanych proteint exponencialni
faze. Celkem 368 genti, z nichz je 212 negativné a 156 pozitivné regulovanych, mize byt rozdé-
leno do nékolika skupin. Geny souvisejici s energetickym metabolizmem buiniky jsou zastoupeny
20,9% v exponencialni ristové fazi, kategorie patogenita a adaptace zaujima 13,6% a prenos
informace 15,1% regulovanych gent ve stacionarni fazi rastu. U kmene Ahfq s deletovanym
genem pro Hfq byla jasné prokazéna redukce exprese faktori virulence z vice, nez 80%. Jako
priklad 1ze uvést lokus bsc, kodujici T3SS proteiny Bsp22, BopN a BopD. Dalsim regulovanym
genem je tcfA, ktery koduje tracheédlni koloniza¢ni faktor. Kmen Ahfq také vykazoval snizenou
produkci ACT a nizkou hladinu sekrece u PTX a FHA. U genu cyaA, ptzA a fhaB ale nebyla
prokazana snizena exprese a negativni regulace probiha az na posttransla¢ni arovni (Bibova et
al., 2013, Bibova et al., [2015)). Komparativni studie transkriptomu a proteomu naopak ukazuji
zvySenou expresi ptr a ptl gent u Ahfg kmenu. Vzhledem k celkové snizené virulenci tohoto
kmene je to prekvapivy vysledek a muze to ukazovat na urcitou kompenzaci za chybé&jici Hfq
(Dienstbier et al., [2019). Hfq ovliviiuje celou fadu gent, které se podili na metabolizmu Ze-
leza a toleranci vici stresovym podminkam. Tyto vlastnosti jsou kli¢ové pro preziti bakterie ve

fagozomu lidskych makrofagt (Hayes et al., 2020).
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5 ZAavér

Patogenni bakterie kazdoro¢né zptisobi zna¢né mnozstvi vSech tmrti na svété. I pfes to, ze
¢erny kasSel patfi mezi onemocnéni, kterym lze predejit vakcinaci, incidence kazdoro¢né stoupa.
Proto je na misté zvySeny zajem o vyzkum jeho ptuvodce, bakterii B. pertussis. Studium faktoru
virulence je tfeba doplnit o zkouméni regula¢nich mechanizmi, protoze jediné tak lze porozumeét
chovéani patogenu v lidském organizmu.

Z faktoru virulence jsou dnes jiz podrobné popsany toxiny ACT a PTX a adheziny PRN
a FHA. Hraji nezanedbatelnou roli v kolonizaci hostitele a v nasledné perzistenci infekce na
epitelu dolnich cest dychacich. Adheziny jsou nutné pro pfichyceni k povrchum bunék hostitele,
coz je nezbytné pro kolonizaci dychacich cest. Nasledné se uplatiuji toxiny, které poskozuji
rasinkovy epitel plic, coz se projevuje typickymi priznaky onemocnéni, jako je davivy kasel.
Role faktorii virulence také spoc¢iva v modulaci imunitniho systému hostitele, kdy napomahaji
uniku patogenu pfed baktericidnimi aktivitami fagocytu.

Féze nutné pro tspésnou kolonizaci hostitele navozuje dvoukomponentovy systém BvgAS,
ktery je povazovan za hlavni regulator virulence B. pertussis. Jeho regulon obsahuje geny pro
faktory virulence, které jsou souhrnné oznacovany jako vags a vrgs. Patii sem faktory virulence
PTX, ACT, T3SS, FHA, PRN a dalsi. Nicméné doposud nejsou zndmy podminky ¢i ligandy,
které by dokéazaly aktivovat tento systém in vivo, coz by se mélo stat predmétem dalstho vy-
zkumu. Daleko méné popsané jsou systémy RisAS a PIrSR, které svou ¢innosti velmi dobte
dopliuji funkei BvgAS a poskytuji tak dalsi iroven regulace. Nejasna je hlavné kooperace sys-
tému mezi sebou.

Poslednim diskutovanym mechanizmem regulace virulence je post-transkripéni kontrola ge-
nové exprese zprostiedkovand RNA chaperonem Hfq a malymi regulacnimi sRNA. Vyskyt to-
hoto proteinu byl prokdzan u celé fady bakterii, kde ptisobi jako post-transkrip¢ni regulator
genové exprese. Spolu s sSRNA poskytuje komplexni odpovédi na zmény prostiedi, coz se tyka
mimo jiné i virulence u B. pertussis. Delece genu pro Hfq mé za nésledek vyrazné snizeni pro-
dukce a sekrece klicovych faktoru virulence, jako jsou PTX, ACT, FHA a T3SS. Kromé téchto
genu ovliviiuje Hfq i geny souvisejici s odpovédi na oxidacéni stres, coz se ukazuje byt klicové
pro prezivani bakterie ve fagozomu makrofagu.

Zmalost procesu regulujicich genovou expresi a produkci faktoru dilezitych pro virulenci
B. pertussis ndm miize pomoci lépe porozumét patogenezi ¢erného kasle a pripadné nalézt nové

antigeny pro pripravu efektivnéjsich vakein.
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