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Seznam pouzitych zkratek

ABC protein — ATP binding cassette protein

Acp — acid phosphatase

ActA — actin binding protein A

agr — accessory gene regulator

AHL — N-acyl homoserin lakton

Apaf — apoptotic protease activating factor

Asp — asparagova kyselina, respektive jeji zbytek v sekvenci proteinu
ATP — adenozin trifosfat

CARD — caspase recruitment domain

ccm — cytochrome ¢ maturation

CD — cluster of differentiation — povrchové leukocytdrni znaky
CwhA — cell wall hydrolase A

DISC — death-inducing signaling complex

dot — defect in organelle trafficking

DNA — deoxyribonukleovd kyselina

enh — enhanced entry

FADD — Fas-associated death domain

FasL — liganda Fas receptoru

GALT — gut associated lymphatic tissue

Gsp — global stress protein

HilA — hiperinvasive locus A

His — histidin, resp. jeho zbytek v sekvenci proteinu
Hly — gen pro lysteriolyzin

HTH — helix-turn-helix — jedna z funkénich domén proteind
iap — invasion-gssociated protein

icm — intracellular multiplication

IFN — interferon

igl — intracellular growth [ocus

Inc — inclusion membrane protein

Inl — internalin

Ipa — invasion plasmid antigen Shigella flexneri
kDa — kilo Dalton — jednotka molekulové hmotnosti
LAMP — lysosomal associated membrane protein

LBP — lipopolisacharid binding protein

Ler — low-calcium response — jeden z transkripénich reguldtora



LLO — lysteriolyzin O

LPS — lipopolysacharid

LRR — leucine rich repeats

Isp — Legionella secretion pathway

Ivh — Legionella vir homologues

LVS — live vaccine strain — Zivy vakcina¢ni kmen

MAC — membrane attacking complex

MAPK — mitogen activated protein kinase

Mitp — mating pair formation

mil — macrophage infectivity [ocus

mip — macrophage infectivity potentiator

mgl — macrophage growth [ocus

MOMP — major outer membrane protein

mRNA — messenger ribonukleova kyselina

NTP — nukleosidn-trifosfat

Omp — outer membrane protein

ORF — open reading frames — otevieny Cteci ramec

Paf — PrfA-activating factor

pag — PhoP-activated gene

PAS — akronym pro jednu z domén vytvofenou z ndzvu jinych protei-
nd PER, ARNT, SIM

PI — pathogenicity island

Plc — fosfolipaza

p-o. — per os

Prf — peptide chain releasing factor -1

PTP — permeability fransition pore

Rab — small ras-like GTP-binding proteiny

rep — rezistance to cationic antimicrobial peptides

Rel — reticuloendotheliosis onkogen — transkrip¢ni faktor

RNA — ribonukleovd kyselina

RNI — reaktivni dusikové intermedidty

ROI — reaktivni intermedidty kysliku

sar — staphylococcal accessory gene regulator

SCID — severe combined immunodeficiency syndrom — syndrom ziska-
né kombinované imunodeficience

SCV — Salmonella-containing vacuole

sec-depen-

dentni nebo
sec-zavisly — zdvisly na sekre¢nim signdlu (secretory system signal)



Sif — Salmonella induced filaments

Sip — Salmonella invasion protein

SOD — superoxid dismutdza

SPI — Salmonella pathogenicity island

SRP — signal recognition particles

Srt — sortaza

Ssp — stringent starvation protein

Syc — specific Yop chaperone

TAT — twin-arginine franslocation systém

TBC — tuberkul6za

TLR — Toll like receptor

TNF — tumor necrosis factor

TNFR — tumor necrosis factor receptor

TPS — two-partner secretion system

TTSS — type three secretion system — sekre¢ni systém typu III

tzv. — takzvané

VASP — vasodilator-stimulated phosphoprotein

VDAC — voltage-dependent anion channel

Vir — virulence proteins — piivodné slozky promiskuitniho transport-
niho systému Agrobacterium tumefaciens

Yop — Yersinia outer protein

Ysc — Yersinia secretion

Poznamka: V seznamu zkratek jsou uvedeny v publikaci opakované pouzivané
zkratky, ostatni ndzvy gend ¢i proteind jsou uvddény pouze v textu. U méné
obvyklych zkratek je zvyraznén pivod zkratky podtrZzenou kurzivou.



Predmluva

Tato publikace vznikla na zdkladé potieby student Proteomového centra pro
studium intraceluldrniho parazitismu bakterii zaméfenych na genomické a
proteomické studie, orientovat se ve funkcnich charakteristikach jednotlivych
komponent mikroorganismd, které podminuji utvdieni vzdjemnych vztaht mik-
roorganismus-hostitel a maji vztah k expresi znaku virulence ¢i podminuji
vznik patogenetickych pochodi v hostitelském organismu.

Intraceluldrni bakteridlni patogeny jsou riiznorodou skupinou mikroorganis-
mi vyvoldvajicich velice zdvazné infekce, proti nimz md soucasnd medicina
pouze omezené moznosti obrany. Tento fakt prameni z naseho dosud nedoko-
nalého pozndni molekuldrni podstaty parazitickych vztaht ¢lend této skupiny
bakterii na stran€ jedné, na stran¢ druh€ z omezenych znalosti spektra induko-
vanych obrannych mechanismu hostitele, regulace a exprese bunéénych funkci
vedoucich k protektivni imunitni odpovédi. Autofi této publikace se domnivaji,
Ze jednou z mozZnosti, jak prispét k lepSimu pochopeni vzdjemnych vztaht
intraceluldrnich bakteridlnich patogend a jejich hostitelti (véetné vektord), je
dokonalé zmapovani moZnosti exprese mikrobnich genti za podminek, které
odpovidaji v koevoluci vytvorenych vztahi prokaryotickych a eukaryotickych
bunék a pozndni bunéénych struktur ¢i organel, jeZ se déju indukovanych
vzdjemnou interakci dcastni.

Literdrn{ prameny tykajici se molekuldrni podstaty vztaht intraceluldrnich
bakterii a jejich hostiteld jsou velice skoupé na informace umoziiujici pochopit
cely vztah v jeho komplexnosti. Proto byli autofi tohoto textu nuceni v obecné
¢dsti pouZit k vysvétleni nékterych zdkladnich déju pii kontaktu mikroorganis-
mu s bunéénymi systémy hostitelti odkazy na informace ziskané ze studia ex-
traceluldrnich bakterii, u nichZ jsou tyto vztahy i jednotlivé bunécné funkcni
systémy popsany lépe. Autofi se domnivaji, Ze poznatky odvozené z jinych
bakteridlnich patogeni mohou byt, vzhledem ke znacné konzervativnosti mo-
lekul a bakteridlnich funkénich systému, uZiteéné i k pochopeni vztahu intrace-
luldrnich bakteridlnich patogent a jejich hostiteld. Ve specidlni ¢dsti jsou pak
uvedeny piiklady nékolika typt intraceluldrnich bakteridlnich patogenti, které
se lisi ve strategii parazitického vztahu k hostiteli a maji nékteré unikdtni
molekuldrni ¢i strukturdlni slozky, které striktné definuji jejich vztah k bunéc-
nym systémum hostiteld.



v o~

Autofi té€to publikace véfi, Ze zde Ctendfi najdou uZitecné informace umoz-
fujici lepsi orientaci ve sloZité problematice vztah mikroorganismi a makro-
organismi tykajici se omezené skupiny bakterii s vyhranénym Zivotnim stylem
a doufaji, Ze tyto informace jim usnadni dalsi védeckou praci v oblasti mikro-
biologie, imunologie, epidemiologie ¢i molekularni biologie.



Uvod

Vznik bakteridlnich infekci, a¢ se zdd byt z pozice bakterie velice jednoduchy,
je sloZity proces, kterého se dcastni jak molekuldrni struktury bakteridlnich
bunék a jejich regula¢ni mechanismy, tak strukturni a regulacni slozky bun¢k
hostitelskych. Tento multifaktorovy proces lze rozdélit na nékolik postupnych
kroku, které jsou charakterizovdny tcasti vymezenych skupin bakteridlnich ¢i
hostitelskych molekul. V prvé fadé musi bakterie vstoupit do pifimého kontaktu
s hostitelskymi bunéénymi syst€my prostfednictvim adheznich molekul nebo
ligandt receptorovych struktur. Ndsleduji reakce obou Zivych organismil zpros-
tredkované systémy prenosu signdld, jeZ vedou k alteraci jejich genové exprese
i zméné signdlnich systémt samotnych. Pro dspésného patogena je vysledkem
téchto promeén jeho schopnost mnoZit se v preferovanych tkanich ¢i nitrobunéc-
nych prostordch hostitele. ZvySujici se mnoZstvi mikrobl ¢i jejich slozek
v organismu vede k aktivaci obrannych reakci hostitele, které vytvareji neptiz-
nivé prostredi pro dalsi setrvani bakterie v hostiteli. Ta se pak brani povrchovou
expresi ¢i sekreci efektorovych molekul, které atak molekuldrnich a buné¢nych
hostitelskych obrannych systému eliminuji. Vysledkem stfetu hostitelskych
a bakteridlnich molekuldrnich systémia obrany je poSkozeni bunék a tkdni
hostitelského organismu. Nutno vSak podotknout, Ze toto poskozeni miiZe byt
vysledkem jak ptisobeni bakteridlnich molekuldrnich sloZek (napf. toxinit), tak
disledkem neadekvdtni obranné reakce hostitele.
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1  Vztah mikroorganismiu a jejich hostitela
je dan koevoluci obou organismu

K pochopeni vztahi prokaryotickych a eukaryotickych bunék, jinak feceno
bakterii a jejich hostitelti, bude uZite¢né na pocatku zrekapitulovat evolu¢ni
aspekty téchto vztahii. Vztahy bakterii a jejich hostiteld 1ze obecné rozlisit na
symbiotické, komenzdlni a patogenni. Symbioticky vztah byl definovdn jako
vzdjemné souZiti dvou ruznych organismi. Z tohoto vztahu md prospéch ales-
pon jeden ze zicastnénych organismi (de Bary, 1879). Komenzdln{ vztah zna-
mend sdileni stejného prostoru dvéma Zivymi entitami bez zjevného prospéchu
¢i Skodé druhého partnera. Patogenni vztah, na rozdil od vztahu komenzalniho,
znamend evidentni prospéch jednoho partnera na tkor partnera druhého. Vy-
sledkem patogenniho vztahu je pak poskozeni ¢i smrt jednoho z partneri.

Obecné se predpoklddd, Ze Zivot na Zemi vznikl priblizné pred 3,6 miliar-
dami let. Zhruba pted 1,5 miliardou let doSlo na zdkladé prvnich dspésné
realizovanych symbidz eubakterii a archaebakterii ke vzniku buné¢nych orga-
nel, jadra, mitochondrif a plastidi (Margulis, 1996, Margulis et al., 2000). Tento
symbioticky akt nebyl unikdtni; pfedpokladd se, Ze aktd ,,splynuti* dvou neja-
dernych bezmitochondridlnich bunék byla celd fada, z nichz pouze nékteré
vedly k postupnému vzniku eukaryotické buriky tak, jak ji zndme dnes. I po
vzniku eukaryotické buiiky logicky dochdzelo a stdle dochdzi k dal§im interak-
cim, které snad jiZ od zac¢dtku mély bud symbioticky, komenzdlni, ¢i patogenni
charakter.

Symbiotické vztahy maji vyznamny podil na evoluci Zivych systému.
Predné je mozné spatfovat vyznam symbiotického vztahu bakterii a jejich
hostiteltt v komplementaci moznosti svych i svych hostitelii ve vyuZiti nutric-
nich zdroju. To ndsledné umoznilo bakteridlnim hostiteliim osidlovat nejriznéj-
§i ekologickd prostiedi. Druhy vyznam symbiotismu bakterif a jejich hostitelt
z hlediska evoluce Zivych systému je umoznéni diverzifikace hostitelskych
organismi. Na principu symbiotismu byly vneseny do organismi nékteré,
z hlediska hostitel nové metabolické drdhy, nové obranné mechanismy c¢i
signdlni systémy a v krajnich pripadech byly vytvoreny i nové tkané nebo umoz-
néna zména jejich rozsahu a funkce. Princip symbiotismu tak provazi euka-
ryotické Zivé systémy jiZ od svého vzniku a prakticky vedle genetické variability
(na ni7 se ostatné symbiotismus také podili déji souvisejicimi s horizontdlnim
prenosem DNA jako je transformace, transdukce a konjugace) je druhym
systémem, kterému vdéci organismy za svoji evoluci.



Ustdlené symbiotické vztahy mezi bakteriemi a jejich hostiteli jsme schopni
mapovat na zdkladé pretrvavajicich ,.bunéénych konglomerdti®, pfi¢emz se
tento vztah nevyhybd Zivo¢iSnym ani rostlinnym taxoniim. Lze uvést celou fadu
prikladt: symbioticky ¢i komenzdlni vztah Amoeba proteus a tzv. X-bakterii
s nejasnym efektem pro oba organismy, clenovci a Buchnera spp. (bakterie tvoii
esencidlni aminokyseliny) ¢i Wolbachia spp., prezvykavci a Bacterioides spp.,
kdy bakterie vytvofily moZnost zuZitkovani celuldzy jako nového zdroje Zivin
do té doby nezuZzitkovatelného. U rostlin je snad nejzndméjsi symbioticky vztah
luSténin s Rhizobium spp., které fixuji dusik a pro které hostitelskd rostlina vy-
tvofila novy orgdn — kofenové hlizky (prehled viz napt. Steinert et al., 2000).

Patogenni vztahy mezi bakteriemi a jejich hostiteli existuji rovnéz u celé
fady taxont. Nékteré améby jsou usmrcovdny v prib&hu intraceluldrni prolife-
race mikrobu Legionella pneumophila (Gao et al., 1999) ¢i Francisella tula-
rensis (Abd et al., 2003). Rovnéz vztah prvoka Paramecium caudatum a gram-
negativni bakterie druhu Holospora je mozné oznacit za patogenni (Kaltz,
Koella, 2003). Z pochopitelnych divodi jsou vSak nejznamé;jsi patogenni vzta-
hy bakterii a obratlovct, zv1asté ¢lovéka. Dnes je zndmo vice nez 200 prokaryo-
tickych patogent schopnych infikovat a vyvolat onemocnéni ¢lovéka. Rizné
patogeny se specializovaly na riiznd vnitini prostiedi ¢lovéka. Nékteré osidluji
zaZivaci trakt (enteropatogenni a enterotoxigenni Escherichia coli, Salmonella
spp.), jiné urogenitdlni trakt (Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis),
jsou schopny mnoZit se na povrchu kiize (Staphylococcus aureus) ¢i na sliznici
dutiny dstni (Streptococcus spp.). Skupina prokaryotickych mikroorganismi je
schopna pronikat az do nitra fagocytujicich bunék hostitelli, prezit podminky
panujici uvniti jednotlivych intraceluldrnich prostfedi, cytosolu ¢i organel hos-
titelskych bunék, a pomnotZit se.

Z hlediska Zivotniho stylu je moZné patogenni bakterie zaradit do tff skupin:
extraceluldrni bakterie mnoZici se na buné¢nych povrSich ¢i mimo kontakt
s eukaryotickymi burnikami, fakultativni intraceluldrni bakterie schopné prolife-
race vné i uvnitf hostitelskych bun€k a kone¢né striktni ¢i obligatni intracelularni
bakterie, které jsou schopny mnoZeni vyhradné uvnitf hostitelskych bunék.
Piiklady lidskych bakteridlnich patogent schopnych vyuZivat jednotlivé niky
pro preZiti a rozmnoZovani jsou uvedeny v tabulce 1.

Rovnéz patogenni vztahy vyznamnou mérou pfispivaji k evoluci selek¢nim
tlakem, ktery na sebe vzdjemné vyvijeji oba partnefi. Tyto selekéni tlaky jsou
zprostiedkovany komplexem fyzikdlnich a molekuldrnich veli¢in, jimiZ na sebe
oba partnefi pasobi a kterym se oba pfizptisobuji. Zkusenosti ukazuji, Ze pokud
je nové infek¢ni agens introdukovano do citlivé hostitelské populace, vznikla
infekce md v fadé€ piipadl dramaticky epidemicky prubéh.



Tab. 1 Priklady bakteridlnich taxonii vyuZivajicich pro preZiti a proliferaci
riiznd prostredi

Prostiedi Cl(_)s tri- | Staphylo- |  Legio- Listeria | Rickettsia
dium coccus nella

Vnéjsi prostiedi + + + + +
Vnéjsi bunéény - + + + +
povrch

Fagozom - - + + +
Cytosol - - - + +
Jadro - - - - +

Poznamka: Prakticky vSechny patogenni bakterie, s vyjimkou bakterii produkuji-
cich v extraceluldrnim prostiedi toxiny (viz uvedené Clostridium), kolonizuji své
hostitele. VyuZivaji vétSinu dostupnych extraceluldrnich i intraceluldrnich kompart-
mentt. Clostridium patii ke skupiné bakteridlnich patogend smrticich pomoci
toxinu, které se prendseji na ,,hostitele* potravou, stafylokoky se mnozi na mukdz-
nich povrsich, legionelly a listerie patii do skupiny fakultativnich intracelularnich
patogend, rickettsie jsou obligdtni nebo také striktni intraceluldrni patogeny.

v

V pozdéjsich fazich, kdy jiZ patogen v populaci delsi dobu persistuje, je
patrnd tendence ke sniZovdni virulence, a to ze tif divodu. Jednak je to sniZeni
poctu citlivych jedinci v populaci zpiisobené umrtnosti v prabéhu epidemické
faze infekce, jednak vznikem imunity namifené proti molekuldrnim cilim
mikroorganismu, které se podileji na vyvoldni infekce a konecného patogene-
tického obrazu onemocnéni. Za piiklad mtze slouZit vneseni spalni¢kového viru
do izolovanych populaci jihoamerickych indidnt v 16. stoleti uskute¢néné
zprvu nevédomky migraci relativné rezistentni zdpadoevropské populace do
Jizni Ameriky. Zpocdtku byla imrtnost prakticky stoprocentni, dnes se v ne-
vakcinovanych populacich détskd imrtnost pohybuje okolo 30 %. Poslednim
divodem, ktery se vSak spalnicek jiZ netykd, je spontdnni vznik oslabenych ¢i
neZivotaschopnych variant patogenniho agens pod tlakem zménénych podmi-
nek v hostitelské populaci. Atenuace muZe vést az k ustaveni rovnovdhy ve
vztahu k hostiteli, kterd v§ak muZe byt kdykoli zménéna ve prospéch mikro-
organismu bud’ oslabenim individudlniho hostitele, ¢i genetickou zménou sa-
motného mikroorganismu navozenou mutaci, ¢i horizontdlnim pienosem gent
kédujicich nové faktory virulence.






2  Adheziny a receptory urcuji specifitu
vzajemné interakce bakterie a hostitele

Aby mohlo dojit ke vzdjemnému kontaktu bakterie a Zivého hostitelského
systému, tedy k realizaci jistého vztahu dvou odliSnych Zivych entit zaloZenych
bud na principu mutualismu, komenzalismu, symbiotismu, ¢i parazitismu, musi
dojit k molekuldrnim interakcim povrchovych komponent bunéénych systémi
hostitele s integrdlnimi sloZkami bakteridlni bunécné stény ¢i extraceluldrnimi
bakteridlnimi produkty. Tyto interakce jsou nezbytné pro extraceluldrni kolo-
nizaci bunéénych povrchi, indukci vstupu bakterii do bunéénych systému
i k vyméné signdll ¢i molekul ovliviiujicich v§echny ndsledné vzdjemné inter-
akce bakterie s hostitelem. Pro intraceluldrni bakteridlni patogeny je pak nutné,
aby jiz primdrni kontakt sméfoval k ndslednému vstupu bakterie do nitra
hostitelské buriky. V fadé pripadi je jiZ tento primdrni kontakt signdlem pro
expresi bakteridlnich genti spojenych se vznikem patogenetického procesu.
Pro bakteridlni slozky zaji$tujici kontakt s eukaryotickou burikou se vZil
nazev adheziny, pro hostitelské vazebné molekuly receptory (Mangan, Snyder,
1979, Beachey, 1981, Soto, Hultgren, 1999). Bakteridlni adheziny jsou chemic-
ky i strukturné velice riznorodé — od jednoduchych cukrii, po komplexni orga-
nelové struktury. Tato riznorodost vznikla pravdépodobné na zdklad€ evoluc-
nich tlakt, kterym byly a stdle jsou bakterie vystaveny v nejriznéjSich vnéjsich
prostiedich nebo v prostredi uvniti hostitelskych tkdni ¢i bunék (St Geme, 1997).
Bakteridlnimi adheziny je uréovdn tropismus bakterii k nékterym ZivociSnym
druhtim ¢i cilovym tkdnim a je jimi ddna i specificita vztahu bakterie-hostitel.

Bakterialni adheziny jsou strukturné bud’ vldknité, velice ohebné povrcho-
vé struktury zvané pili nebo fimbrie ¢i pfimo slozky bakteridlnich bunécnych
membrdn (tzv. non-pili adheziny). Jejich specifita je znacnd, a proto se na
povrchu nékterych bakterii vyskytuje vice typt adhezinti asociovanych s jistym
typem onemocnéni ¢i jeho patogenetickymi projevy (viz niZe). Fimbridln{
adheziny ¢i pili jsou exportovdny a sestavovdny na bakteridlnim povrchu
nékolikerym zptisobem. V zdsadé byly rozezndny ¢tyfi moZnosti, jak dopravit
komponenty a sestavit architekturu adhezinu na bakteridlnim povrchu. Jsou to
mechanismy, které v anglosaské literature nesou ndsledujici nazvy:

1. chaperon-usher pathway,
2. general secretory pathway (tzv. sec-pathway — viz niZe kapitolu 5 vénovanou
sekre¢nim systémum),



