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Abstrakt

Bordetella pertussis je striktné lidsky patogen, ktery zplsobuje vysoce nakazlivé
respiraéni onemocnéni zvané Cerny kasel, které je v soucasné dobé na vzestupu. Tato
bakterie byla dlouhou dobou povazovana za extracelularniho patogena, nicmén¢ v souc¢asné
dobé se ukazuje jeji schopnost odpovidat na baktericidni aktivitu makrofagh a ptezivat
v Casnych endozomech makrofagi. Intraceluldrniho piezivani B. pertussis v makrofazich se
zkouma jak na lidské monocytarni bunééné linii THP-1, tak na priméarnich makrofazich
z lidskych dérci. V této praci jsme se zamétili na THP-1 infek¢éni model a to hlavné na ¢asné
faze infekce. Dtive provedena transkriptomickd studie ukézala vyznamné ovlivnéné geny
B. pertussis intracelularné se vyskytujici v THP-1 makrofézich. Pro tuto praci byly vybrany
geny, které néjakym zpiisobem souvisi s pfezivanim uvnitf makrofagii ¢i toto prezivani
vyznamn¢ ovlivituji. V1iv mutace v téchto genech byl testovan jak na mife cytotoxicity
k THP-1 buiikam, tak s tim souvisejici mnozstvi piezivsich bakterii uvnitt makrofagti. Mén¢
cytotoxicky byl dele¢ni kmen ve dvou genech pro cystein dioxygenazu (BP2871 a BP3011)
a mutantni kmen trvale se vyskytujici v Bvg"® fazi. Sledovani vlivu opsonizace
na intracelularni ptezivani nepfineslo tak jasné vysledky. Vliv séra na B. pertussis se zda byt
vice komplexni. Nicméné¢ se podatilo optimalizovat infek¢ni model, na kterém lze otestovat

1 dalsi podminky ¢i jiné mutatni kmeny.

Klicova slova: pordereiia pertussis, THP-1 bunsena linie, infekéni model, intracelulérni

prezivani, faktory virulence, opsonizace.



Abstract

Bordetella pertussis is strictly human pathogen that causes severe infection of the respiratory
tract known as whooping cough, which is currently on the rise. B. pertussis was considered as
an extracellular pathogen for a very long time. Recently it was shown the ability of B. pertussis
to survive inside early endosomes of macrophages. This ability is studied in the human
monocytic cell line THP-1 and also in primary macrophages from human donors. This diploma
thesis is focused on THP-1 infectious model and mainly for the early phase of infection.
A previously performed transcriptomic study showed significantly affected genes
of B. pertussis during intracellular survival in THP-1 macrophages. In this study, we selected
genes that are in some way related to intracellular survival inside human macrophages or have
significantly effect for intracellular survival. The effect of the mutation in these genes was
tested both on the level of cytotoxicity to THP-1 cells and the related number of surviving
bacteria inside the macrophages. The deletion strain in two genes for cysteine dioxygenase
(BP2871 and BP3011) and the mutant strain allocated in the Bvg" phase were less cytotoxic
than the control strain. Monitoring the effect of opsonization to intracellular survival have not
such clear results. The effect of serum to B. pertussis seems to be more complex. However, we

optimized the infection model, on which other conditions or other mutant strains can be tested.

Key words: Bordetella pertussis, THP-1 cell line, infection model, intracellular survival,

virulence factors, opsonization.
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1. Uvod

Bakterie rodu Bordetella obsahuji velké mnozstvi patogennich i nepatogennich zastupci,
z nichz nejznamé;jsi je B. pertussis, ktera je tzv. epidemickym klonem. Jedna se o klonalni linii,
kterd vznikla pfed méné nez 100 000 lety zjiného druhu, se kterym stile sdili mnoho
spolecnych vlastnosti, vtomto pfipadé z B bronchiseptica. B. pertussis je striktné lidsky
patogen, ktery kolonizuje horni dychaci cesty a zplsobuje onemocnéni zvané Cerny kasel.
Jelikoz je v poslednich letech i1 pfes vysokou miru proockovanosti toto onemocnéni opét
na vzestupu, zvysuje se zdjem o studium jeho ptivodce, piedevsim o jeho interakce s imunitnim
systémem a hostitelskymi bunikami.

Dlouhou dobu se ptedpokladalo, ze B. pertussis je extracelularnim patogenem.
Od 2. poloviny 20 stoleti se vSak zacala zkoumat schopnost bakterie ptezivat intraceluldrné
v hostitelskych bunkach. Tato vlastnost se zkoumd ptedevSim na makrofazich, které Ziji
v lidském téle pomérné dlouhou dobu a mohly by slouzit jako rezervodr bakterii béhem infekce
a prispivat migraci bakterii a kolonizaci dychaciho traktu hostitele.

B. bronchiseptica, z které se B. pertussis vyvinula, ma svlj zivotni cyklus spojeny
s prezivanim v parazitickych amébach, které jsou strukturné velmi podobné makrofagiim.
Po kolonizaci hostitele je dokonce schopna piezivat v hostitelskych bunikach. Pfi interakci
s parazitickymi amébami a pravdépodobné¢ i hostitelskymi bunikami ptechazi B. bronchiseptica
do avirulentni Bvg faze, ktera prispiva vyhybani se imunitnimu systému. Ukazuje se, ze
B. pertussis voli pravdépodobné stejnou strategii.

Cilem této prace bylo ovéfeni Zivotaschopnosti mutantnich kmenl B. pertussis pii
intraceluldrnim pfezivani v THP-1 makrofazich, vychéazejiciho zhypotézy, ze piezivani
B. pertussis v buiikach imunitniho systému je soucasti zivotniho cyklu bakterie a umoziuje ji
vyhnout se akutni imunitni odpovédi hostitele. Testované kmeny obsahovaly mutaci v genech,
jejichz exprese byla vyrazné modulovana béhem intracelularniho ptfezivani a mohly by hrat
dilezitou roli v intracelularnim pfezivani. Tato prace se také zaméfuje na vliv protilatek

a komplementu obsazenych v lidském séru na intracelularni ptezivani B. pertussis.
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2. Literarni prehled

2.1. Rod Bordetella

Bakterie rodu Bordetella jsou gram negativni kokobacily patfici do ¢eledi Alcaligenaceae.
Jedna se o taxonomicky rozséhlou skupinu obsahujici ptes 70 druhti. Nejvice je prozkoumano
kolem 16 druhd, z nichZ vétSina mize byt patogenni i pro lidského hostitele. Nicméné velké
mnozstvi druhli je nepatogennich a vyskytuje se v prostiedi (napt. ptida, voda). Mezi druhy
tohoto rodu doposud popsané pouze zenvironmentalnich zdroji patii naptiklad B. petrii
a B. muralis (Bridel et al. 2022; Tazato et al. 2015, Hamidou Soumana et al. 2017). V pribéhu
let se z téchto nepatogennich druhii pravdépodobné vyvinula 1 mala ¢ast druhli patogennich.
Dtkazem by mohla byt existence patogennich druht jako napt. bakterie B. bronchiseptica,
kterd ma stale zachovanou schopnost riist a mnozit se v environmentalnim prostredi, které
bakterii slouzi 1 jako rezervoar. Nakonec existuji druhy, které maji sviij zivotni cyklus spojeny
pouze se zvifecim ¢i lidskym hostitelem — napt. B. pertussis ¢i B. parapertussis, které se

vyvinuly z B. bronchiseptica (Hamidou Soumana et al. 2017).

2.1.1. Klasické druhy rodu Bordetella

Nejvice studovanymi zéastupci rodu Bordetella jsou B. pertussis, B. parapertussis
a B. bronchiseptica.

Nejznaméjsim zastupcem tohoto rodu je bakterie B. pertussis. Jedna se o striktné lidského
patogena, ktery kolonizuje fasinkovy epitel dychacich cest a zptisobuje respiracni onemocnéni
zvané Cerny kasel.

Kmeny druhu B. parapertussis jsou fazeny do dvou podskupin. Zastupci prvni podskupiny
maji lidského hostitele, ale zplisobuji mirngjs$i prabeh onemocnéni nez B. pertussis. Zastupci
druhé podskupiny maji jako hostitele ovce. Kmeny B. parapertussis izolované z lidského
hostitele jsou na rozdil od kmenti izolovanych z ovci velmi homogenni, coz by mohlo ukazovat
na nedavny vznik této vétve z jednoho klonu ov¢i linie (Porter ef al. 1996).

Druh B. bronchiseptica napadd primarn¢ dychaci cesty zvifat, napt. kocek, psi, kralikii
(Finger a von Koenig 1996), ale mize napadnout i imunosuprimovan¢ lidské jedince (Monti et
al. 2017). B. bronchiseptica se muze na rozdil od B. pertussis a B. parapertussis vyskytovat

1 volné v environmentalnim prostiedi, i intracelularné v parazitickych amébéch.
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2.1.1.1. Patogeneze onemocnéni u Bordetella pertussis

Onemocnéni Cerny kasel vyvolané bakterii B. pertussis kolonizujici horni cesty dychaci je
znamé od 16. stoleti. Cerny kasel je charakteristicky prudkymi, opakovanymi zachvaty kasle,
které trvaji 1-2 mésice. Tyto zachvaty jsou tak silné, Ze béhem nich mtze dojit ke zlomeni Zeber
&i roztrzeni branice (Mattoo a Cherry 2005). Cerny kasel je nebezpeény predeviim u kojenct,
ktefi nemaji pln¢ vyvinutou adaptivni imunitu. Nejlepsi prevenci proti ¢ernému kasli stale
zlstava vakcinace novorozenct. OvSem i pies vysokou proockovanost celosvétové populace je
v soucasné dobé ¢erny kasel opét na vzestupu (podle dat NNDSS — National Notifiable Dieases
Surveillance System). ZvySeny pocet jedinci s cernym kaslem v poslednich letech je
zaznamenan také v Ceské republice (Fabianovéa et al. 2019). Divodem je pravdépodobné
ptechod z okovani celobunéénou vakcinou (wP) na vakcinu acelularni (aP), kterd obsahuje
pouze majoritni antigeny bakterie a ma tedy méné vedlejSich ucinkd (Noble er al. 1987),
neposkytuje vSak dostate¢nou ochranu proti tomuto onemocnéni. U ockovaného jedince
nedochazi tak k propuknuti onemocnéni spojené¢ho s typickymi pfiznaky, neni vSak
zabranéno pienosu bakterii B. pertussis na naivni jedince v okoli, napt. neockované déti, pro
které mize byt onemocnéni fatalni (Warfel ez al. 2014).

Nedostatecnost aP vakciny se mize projevovat jako 1 tzv. asymptomaticka infekce
B. pertussis. Tato infekce nemusi mit zddné projevy, piipadné se projevuje jako mirné
onemocnéni doprovazené kaslem, ktery trva pouze nékolik dni. Tato forma se mlize vyskytovat
1 u o¢kovanych kojenci, i kdyz v nizsi mife nez u dospélych jedinct.

Vyskyt tohoto onemocnéni je posledni dobou velmi Casty a byva Castokrat zaménovan
s béznym nachlazenim. Analyzou vzorkl z nosohltanu asymptomatickych jedincii metodou
qPCR na univerzité€ v Zambii se zjistila mnohem vys$i pfitomnost pertusovych infekei, nez se
o¢ekavalo (Gill ef al. 2021). Mnozstvi asymptomatickych infekci, ¢i infekci s velmi mirnym
priabéhem, bylo zaznamenano i po vytvofeni systematického ptehledu monitorujiciho infekce
B. pertussis v riznych zemi svéta (Craig et al. 2020). Schwartz a kol. (2016) dokonce uvedli,
ze ochrana proti ¢ernému kasli po ockovani aP vakcinou vyrazné klesa od 4. roku po vakcinaci.
Kazdym dalsim rokem, ktery uplynul po obdrzeni aP vakciny, se dokonce zvysi

pravdépodobnost onemocnénim ¢ernym kaslem o 27 %.
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2.1.2. Faktory virulence a jejich regulace

Pii infekci hostitele a vyvoldni onemocnéni se uplatiuji majoritni faktory virulence
B. pertussis, které vyznamné ptispivaji k uchyceni, kolonizaci epitelu (adheziny) a ptezivani
v lidském hostiteli (toxiny). Nejznaméj$imi adheziny B. pertussis jsou filamentézni hemaglutin
(FHA) a fimbrie (Fim). FHA a Fim také snizuji tvorbu zadnétu v misté infekce, ¢imz ptispivaji
k perzistenci B. pertussis v dychacich cestach (Scheller ef al. 2015). FHA je také zasadni pro
tvorbu biofilmu, ktery bakterie chrani pted vlivy prostiedi, v tomto piipad¢ pfed imunitnim
systémem hostitele. Perzistence bakterii B. pertussis v nosohltanu, se pak mtze projevit jako
chronicka infekce spojend s vieklym kaslem (Conover et al. 2010; Sloan et al. 2020).

Nejznaméj$imi toxiny B. pertussis jsou adenylcyklazovy toxin (ACT) a pertusovy toxin
(PTX), ktery je typicky pro druh B. pertussis. Oba toxiny vedou k aktivaci adenylcyklazy, ktera
vede k pfeméné ATP na cAMP (Selwa ef al. 2014; Katada et al. 1983). Jedna se o klicovou
signalni molekulu, jejiz zvySend koncentrace v buiice ma za nasledek deregulaci signalnich
drah a metabolismu hostitelskych bun¢k. Dalsim ptikladem vlivu ACT muze byt piestavba
aktinového cytoskeletu fagocyti €i epitelidlnich bun€k a inhibice fagocytdzy (Kamanova et al.
2008; Hasan et al. 2018), ¢i blokace oxida¢niho vzplanuti neutrofilii spojend s produkci ROS
molekul (Cerny et al. 2017).

NejznaméjSim regulacnim systémem B. pertussis je dvoukomponentovy systém BvgAS,
ktery reguluje expresi vétSiny faktorti virulence. Tento systém (komplex) je slozeny
z transmembranové senzorové kinazy (BvgS) a cytoplazmatického reguldtoru odpovédi, ktery
je tvoren histidinovou kinazou (BvgA). BvgS vnima svou N koncovou ¢asti razné fyzikalni
a chemické zmény v periplazmatickém prostoru bakterie, ¢imz dojde k jeho autofosforylaci.
Spusti se fosforyla¢ni kaskada, ktera kon¢i na proteinu BvgA, ktery slouZi jako aktivator celé
fady genil. Systém BvgAS v hostiteli umozni transkripci mnoha faktorti virulence, mezi které
patii FHA, Fim, ACT, PTX ¢i sigma faktor BtrS potfebny pro expresi ¢asti gend sekre¢niho
systétmu III (Moon et al. 2017). K docileni optimalnich podminek pro kolonizaci hostitele
obsahuji faktory virulence rizné tifidy promotord, coz zpusobuje jejich expresi v odliSnych
casovych bodech infekéniho procesu. Nejdiive dochazi k transkripci adhezinu FHA a nasledné,
cca po 2 hodinach od infekce, dochdzi k expresi toxinu PTX (Kinnear et al. 2020).

Byly objeveny i dal$i dvoukomponentové systémy, napt. RisAK, jehoz hlavni funkei je
aktivovat expresi BvgAS reprimovanych genii — vrgs genl (konkrétné proteinem BvgR)
v avirulentni Bvg™ fazi (Coutte et al. 2016). BvgR exprimovany pouze v Bvg+ fazi Stépi

c-di-GMP (cyklicky diguanylat) na GMP. Timto mechanismem se zvedne hladina c-di-GMP,
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ktera je potiebna k aktivaci genti RisA kinazou. Z tohoto divodu je RisA aktivni pouze v Bvg
fazi (Chen et al. 2017; Belcher et al. 2021).

Vliv na virulenci mé i dal$i dvoukomponentovy systém — PIrRS objeveny u bakterie
B. bronchiseptica. Tento systém je dilezity pro aktivaci BvgAS v dolnich dychacich cestéach,
a preziti, resp. perzistenci bakterie v dolnich dychacich cestach (Bone ef al. 2017).

Bylo objeveno také 8 malych RNA (Bprl-7 a Bpr9) nezédvislych na systému BvgAS, které
jsou siln¢ exprimované béhem infekce. Tyto sRNA pravdépodobné hraji dulezitou roli
v patogenezi B. pertussis a adaptaci na hostitele. Jejich regulace se nyni zkouma (Hiramitsu et

al. 2020).

2.2. Imunitni odpovéd’ hostitele na ptitomnost patogena

Po vdechnuti B. pertussis hostitelem musi bakterie uniknout obrannym mechanismim
dychaciho traktu. Bakterie se setkava jak s mechanickymi zdbranami, napt. produkce mucini
v dychacich cestach, které brani jejimu navazani na bunky dychaciho traktu, tak bariérami
vrozené i1 adaptivni imunity. Vyvoj imunitnich reakci proti B. pertussis je znazornén na Obr. 1.

Humoralni imunitu zajis§tuje komplement a protilatky, zatimco do bunécné imunity se
nejvice zapojuji neutrofily, slizni¢ni dendritické buiiky (DC) nebo alveolarni makrofagy
a nasledné také T a B lymfocyty. Hlavnim obrannym mechanismem pfirozené imunity je zanét,
do které¢ho jsou zapojeny predevSim neutrofilni granulocyty a monocyty. Neutrofily hraji
dalezitou roli v odstranéni opsonizovanych bunék B. pertussis, Jejich migrace do dychacich
cest je vSak inhibovana PTX toxinem (Kirimanjeswara et al. 2005). Neutrofily hraji zasadni
roli pfi odstranéni B. pertussis z organismu piedevs§im u PRN negativnich kment (Inatsuka et
al. 2010), jejichz pocet se pouzivanim acelularni vakciny zvysil. Jejich hlavnim mechanismem
je tvorba neutrofilovych siti v mezibunéném prostoru, kterd mtize byt blokovana ACT toxinem
(Eby et al. 2014).

Dendritické buniky a makrofagy funguji jako antigen prezentujici buiky (APC), které
rozpoznavaji antigeny B. pertussis na jejim povrchu, tzv. PAMP molekuly. Mezi PAMP
molekuly patii LPS vazajici se na receptor TLR4, adheziny, ¢i toxiny. Po pohlceni bakterie
dojde k jejich aktivaci a antigen z pohlcené bakterie vystavi imunitni buiiky na svém povrchu
(MHC molekuly II. tfidy). Poté migruji do lymfatickych uzlin, kde prezentuji antigen

T lymfocytim, ¢imz je aktivuji (Jahnsen et al 2006). Tim je spusténa i adaptivni imunita.
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Aktivaci bun€k vrozené imunity dochazi také k produkci cytokini a chemokint, které
nasledné reguluji imunitni reakci hostitele na pfitomnost patogena. Produkce IL-12 a IFNy vede
k rozvoji Thl reakce spojené s vysokou produkci IFNy. Diferencované Thl bunky interaguji
s makrofagy, zajiStuji jejich pfeménu v aktivované makrofagy, coz nasledné pftispiva
k eliminaci intraceluldrnich patogent. Pfi ptsobeni cytokint IL-6, TGF-B a IL-1B se vyviji
zanétliva odpovéd” Th17 spojend s produkci cytokinu IL-17, rozvojem zanétlivé reakce
a migraci neutrofili do postizeného mista. Imunitni odpovéd’ typu Thl a Th17 je zésadni pro
odstranéni intracelularnich bakterii, mezi které patii i B. pertussis. Ukézalo se, Ze pro odstranéni
B. pertussis z organismu je klicova produkce predevsim IFNy (Barbic et al. 1997, Warfel
a Merkel. 2013).

Na druh¢ strané dnes bézné€ pouzivana aceluldrni vakcina aktivuje prfedevSim imunitni
odpovéd’ typu Th2, kterd vzniké plisobenim IL-4. Th2 lymfocyty se naopak podili predev§im
na eliminaci extraceluldrnich parazitli ve spolupraci s bazofily, eozinofily a mastocyty. Z tohoto
divodu neni imunitni odpovéd’ typu Th2 v eliminaci bakterii B. pertussis tolik zasadni (Mills
etal. 2014).

Dulezitou roli v dlouhodobé imunité hraji rezidentni tkdniové T lymfocyty (TRM), které se
po infekci hromadi v plicich a béhem reinfekce hostitele dochazi k jejich proliferaci a expanzi
do dychacich cest. Podobné jako Th1 a Th17 lymfocyty i TRM lymfocyty produkuji piedevsim
cytokiny IL-17 a IFNy (Wilk et al. 2017). Pti reinfekci B. pertussis se snizuje doba nastupu
adaptivni imunity.

Toxiny produkované B. pertussis ovlivituji imunitni reakce hostitele. V nedavné dobé
se ukazalo, ze migraci DC do lymfatickych uzlin brani PTX a rovnéz zpomaluje nastup
adaptivni imunity (Klimova ef al. 2022). Vazba PTX na DC mé za nésledek produkci IL-12
a [FNy, které jsou potfebné pro rozvoj imunitni odpovédi typu Thl, kterd je zasadni pro
odstranéni bakterie z organismu. PTX se rovnéz ucastni také stimulace Th17 imunitni odpovédi
(Andereason et al. 2009). Th17 imunitni odpovéd’ je rovnéz stimulovana ACT, ktery aktivuje
NALP3 inflamasomu, ¢imz se aktivuje kaspaza 1 a dojde k produkci IL-1p, ktery podporuje
rozvoj imunitni odpovédi typu Th17 (Dunne et al. 2010).
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Obr. 1: Imunitni odpovéd’ hostitele na infekci B. pertussis.
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Obrazek ukazuje komplexitu procesu odpovédi na infekci B. pertussis. Dochézi k aktivaci, ndboru imunitnich
bunek do mista infekce a vytvoreni dlouhotrvajici adaptivni imunity. Po pfichyceni B. pertussis k fasinkovému
epitelu dochazi k jejimu rozpoznani mistnimi dendritickymi bunkami (AMDC) ¢i makrofagy (AM). Imunitni
bunky zacnou sekretovat prozanétlivé interleukiny ¢imz dojde k pfilakani imunitnich bunék do mista infekce.
Neutrofily a makrofagy ve velké mife fagocytuji bakterie, dendritické bunky po pohlceni bakterie putuji
do lymfatickych uzlin, kde prezentaci antigenu na svém povrchu aktivuji T lymfocyty. Diferenciované
T lymfocyty migruji do mist infekce, produkci IFN-y a IL-17 aktivuji makrofagy a neutrofily. Nakonec dochazi
k aktivaci B lymfocyti, které produkuji specifické protilatky proti B. pertussis. V poslednim kroku se z malé ¢asti
B a T lymfocytd stanou pamétové buiky, které zabranuji dalsi infekci stejnym patogenem. Pievzato a upraveno

(Brummmelman ef al. 2015).

2.2.1. Opsonizace bakterii a vliv komplementu

Mezi klicové obranné mechanismy hostitele patfi komplement, ktery je soucasti vrozené
imunity, a specifické protilatky, které jsou Casti adaptivni imunity. Komplementovou kaskadu
(viz Obr. 2) Ize aktivovat tfemi rliznymi cestami, kterymi jsou klasicka, lektinova a alternativni.
Vsechny tfi zminované drahy vedou k aktivaci C3 konvertazy spojené s naslednou aktivaci C5
konvertazy. Tyto procesy vyusti ve vytvoreni MAC komplexu (membrane attact complex)
spojen¢ho s tvorbou portt v membrané bakterii. Protilatky jsou ziskané bud’ predchozi interakei
hostitelského organismu s danym patogenem, nebo vakcinaci (Bradstreet et al. 2009).

Produkce B lymfocytl je spojena s produkei specifickych protilatek proti B. pertussis —
predevsim IgG a IgA, které zarucuji dlouhodobou ochranu pfed timto patogenem. Nejvyssi
koncentrace protilatek se v krvi vyskytuje v okamziku, kdyz je infekce uz témet vyléend (Mills

et al. 1993).
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Obr. 2: Aktivace komplementu tfemi riiznymi cestami.
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Komplement pfi infekci B. pertussis je spoustén hlavné klasickou cestou, ktera zacina fixaci protilatek IgG
(zejména IgG1 a IgG3) komplementem. Lektinova cesta zafind vazanim polysacharidu manoézy ¢i fikolini.
Alternativni drdha zacina samovolnym $tépenim fragmentu C3 a nasledné dochazi k vazbé na faktor B, ktery je
nasledn¢ Stépen faktorem D. Hlavni slozkou vSech 3 drah je protein C3, ktery je C3 konvertazou Stépen
na fragment C3b, ktery se kovalentné vaze na bakterialni povrch a je soucasti C5 konvertazy. Vysledkem vSech

3 drah je tvorba MAC komplexu pomoci C5 konvertazy. Pfevzato a upraveno (Jongerius et al. 2015).

Ukaézalo se, ze expozice séra ¢i krve vede k vyraznym transkripénim zménam u klasickych
Bordetel. Dochazelo ke zvysené expresi faktorti virulence a rovnéz se projevila zvysSena
cytotoxicita bakterii k makrofdgim. Tyto zmény pravdépodobné pfispivaji k perzistenci
bakterii v hostiteli a k uspésné kolonizaci novych hostiteld (Gestal et al. 2018). Z tohoto diivodu
se sleduje také vliv opsonizace specifickymi protilatkami proti B. pertussis pritomnymi v krvi
na intraceluldrni ptrezivani B. pertussis. Specifické protilatky IgG jsou produkovany
B lymfocyty po o¢kovani (Gouw et al. 2014) ¢i po vniknuti B. pertussis do organismu. Nejvetsi
mnozstvi specifickych protilatek IgG bylo zaznamenano u nemocnych jedinct s typickymi
ptiznaky cerného kaSle. Po wuzdraveni se mmnozstvi protilatek v organismu snizilo.
U uzdravenych jedinct byla také snizena opsonizace a naslednd fagocytoza bakterii ve srovnani
s jedinci trpici ¢ernym kaSlem (Hovingh er al. 2018). Protilatky jsou specifické pro rtzné

faktory virulence pfitomné na povrchu bakterie. Vznikaji predev§im protilatky IgG proti PRN
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a Fim 3, které vyrazn¢ zvysuji ochranu pied infekci B. pertussis a jsou tedy zasadni pro
odstranéni B. pertussis z organismu. Velké mnozstvi protilatek proti PRN a Fim3 vznika
z diivodu, Ze se jedna o vysoce exprimované faktory virulence na povrchu bakterie, které
na rozdil od jinych faktort virulence (toxinti ¢i FHA adhezinu) nejsou uvoliiované do okoli.
Zjistilo se, ze po pouziti acelularni vakciny vznikaji pfedevsim protilatky proti PRN (Lesne et
al. 2020). Kvuli velkému mnozstvi PRN specifickych protilatek se zacaly v populaci objevovat
kmeny B. pertussis, které¢ neobsahuji PRN. Tyto PRN negativni kmeny jsou htife rozpoznavané
imunitnim systémem a lépe pfetrvavaji v hornich dychacich cestdch hostitele. Pouzivani aP
vakciny mélo za nésledek vznik a rozSifeni PRN negativnich kment (Lesne et al. 2020, Martin
et al. 2015).

Zjistilo se, ze antigeny Vag8 a BrkA jsou zapojeny do rezistence B. pertussis vuci
baktericidni aktivit¢ komplementu a pravdépodobné blokuji vazbu protilatek (Lesne et al.
2020), které jsou prvnim krokem klasické drahy komplementu. Do rezistence B. pertussis
ke komplementu jsou zapojeny i dalsi proteiny, napi. BapC, jehoz mechanismus plsobeni vSak
zatim neni znamy (Noofeli et al. 2011). B. pertussis ziskala schopnost rezistence vici
komplementu pfedev§im schopnosti vazat proteiny regulujici komplement.

Prvnim zndmym proteinem hrajicim roli v rezistenci ke komplementu je autotransportér
Vag8, ktery inhibuje vazbu komplementu na povrch bakterie na urovni C4b (soucast klasické
C3 konvertazy) a zaroven se specificky vaze na C1 inhibitor, coz vede k odStépeni C2 a C4
z povrchu bakterii (Hovingh et al. 2017). Ukézalo se, Ze protilatky proti B. pertussis u jedinci,
ktefi se s patogenem potkali, blokuji vazbu Vag8 na C1 inhibitor a zvySuji tim funkci
komplementu v eliminaci B. pertussis (Brookes et al. 2018).

Druhym zkoumanym proteinem hrajicim roli v rezistenci ke komplementu je protein BrkA,
ktery zabraiiuje skladani C4 na bakterialni povrch ¢i podporuje jeho degradaci, ¢imz inhibuje
klasickou drahu komplementu vedouci k tvorb€ porti v membrané G~ bakterii (Barnes a Weiss,
2001). Zprosttedkovana rezistence B. pertussis ke komplementu diky BrkA byla potvrzena
10 2 roky pozd¢ji. Také se prokazalo, ze k usmrceni B. pertussis komplementem se pouziva
predevsim klasickd cesta a nedochazi k aktivaci drah, které nejsou zavislé na protilatkach
(Barnes a Weiss, 2003). Klasicka cesta komplementu vSak mutize byt inhibovdna proteinem
C4BP (regulatorem lidského komplementu), ktery se muze véazat na povrchovy FHA
u B. pertussis. Vazba na stejné¢ misto C4BP byla pozorovana i1 u dalSich bakterii,
napft. Streptococcus pyogenes (Berggard et al. 1997).

B. pertussis se umi vyhybat také alternativni draze komplementu, kterd nicméné neni tak

Castd. B. pertussis se vaze na C doménu inhibitoru alternativni drdhy — faktoru H. Vazba
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k faktoru H byla dokonce silngjsi nez vazba k C4BP (Amdahl et al. 2011). Pfi odstranovani
B. pertussis se pravdépodobné uplatituje 1 lektinova dradha komplementu, ktera je iniciovana
sérovym lektinem MBL (lektin vézajici man6zu). Koncentrace MBL je vyrazné snizena
u dospélych jedincl, coz zvySuje jejich riziko onemocnéni cernym kaSlem (Grondahl-Yli-
Hannuksela et al. 2013).

Dilezitou roli v odolnosti proti komplementu hraje také O antigen, ktery je exprimovany
blizce ptibuznymi bakterie B. bronchiseptica a B. parapertussis, nikoliv vSak B. pertussis,
ptesto se vSak B. pertussis Uspé$n€ vyhyba zabijeni v hostiteli pravdépodobné obrannymi

mechanismy zminénymi vyse (Pishko et al. 2003).

2.2.2. Modelova bunéc¢na linie THP-1

THP-1 linie je imortizovana bunécna linie ziskana z jednoro¢niho chlapce trpiciho akutni
monocytickou leukemii, hojné vyuzivana v laboratotfich. Mezi jeji hlavni vyhody patii dobra
reproducibilita THP-1 bunék a jejich niz§i variabilita v porovnani s primarnimi
monocyty / makrofagy ziskanymi z lidského dérce. Nicmén¢ diky podobnosti obou systémil
muze tento model adekvatné zastoupit méné reprodukovatelny systém monocytl / makrofagi
ziskanych z pacientt (Kohro et al. 2004). Navic se pii pokusech s M. tuberculosis ukazalo, ze
ob¢ linie disponuji stejnou mirou fagocytdzy a zivotaschopnosti bakterii uvnitt buné¢k (Madhvi
etal. 2019).

Nicméné i ptes vysokou podobnost obou linii se v nékterych parametrech 1i§i — napft. nizsi
hladinou CD14 receptoru na povrchu THP-1 bunky, ¢i produkei IL-8 vzniklého stimulaci LPS
i u trvale CD-14 transfekovanych THP-1 bunc¢k (Bosshart a Heinzelmann 2016).
Pravdépodobné se u THP-1 bunék 1isi i struktura chromatinu, kterd mize ovlivnit expresi
mnoha genti a biologickych drah. Tyto nastinéné rozdily mezi bunikami jsou pravdépodobné
zpisobené imortizaci a dlouhodobym pasdzovanim THP-1 bunék v laboratofich (Liu et al.
2021).

THP-1 bunécnd linie se vyuziva pro studium funkce, mechanismi nebo signdlnich drah
monocytll / makrofagli, ale také pro studium interakce s bakteriemi, které jsou schopné
dlouhodobé prezivat ¢i se dokonce replikovat uvnitf makrofagi. K diferenciaci THP-1
monocytti na makrofagy se pouziva chemicky stimul — PMA (phorbol-12-myristate-13-acetate,
analogu k diacylglycerolu), ktery se k aktivaci makrofagti pouziva od druhé poloviny dvacatého
stoleti (Tsuchiya et al. 1982). Pii diferenciaci THP-1 monocytii je dilezité pouziti spravné

koncentrace PMA. Ve vysokych koncentracich PMA nedochédzi k tvorbé klasickych
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povrchovych markerti makrofagi a po infekei bakteriemi dochézi k rychlé bunééné smrti (Starr
et al. 2018). Po diferenciaci makrofagi pomoci PMA doslo k expresi Nramp1 proteinu, ktery
je zésadni pro intracelularni pfeZivani mnohych bakterii, mezi které patii rody Salmonella,
Leishmania, nebo Mycobacterium (Knowles et al. 2006; Canonne-Hergaux et al. 1999).
THP-1 makrofagy jsou Casto pouzivany jako in vitro modely pro studium interakci mezi
hostitelem a Sirokou Skalou patogennich bakterii a hub (Toth et al. 2017; Bosshart
a Heinzelmann 2016; Madhvi et al. 2016; Trotta et al. 2018). Mezi vyznamné patogenni
bakterie, které byly pomoci tohoto modelu studovany, patii napt. Acinetobacter baumannii,
ktery je povazovan za extracelularni oportunni patogen. Pocet jedincl infikovanych touto
bakterii v soucasnosti neustale roste a z tohoto diivodu se A. baumannii stava predmétem zajmu
intenzivnich studii. Ukazalo se, ze A. baumannii je schopny pietrvavat a replikovat se uvniti
THP-1 bunék, ¢imz se pravdépodobné vyhyba imunitni odpovédi hostitele, coz napomaha jeho
Siteni (Sycz et al. 2021). Dalsi studovanou bakterii je Mycobacterium tuberculosis, ktera patii
mezi typické intracelularni bakterie. Zjistilo se, ze se obchazi imunitni systém pomoci inhibice
apoptozy makrofagti (Riendeau a Kornfeld et al. 2003). Buné¢na linie THP-1 je vyuZzivana také
ve studiich zaméfenych na schopnost bakterie B. pertussis ptezivat intracelularné v ¢asnych
endozomech hostitelskych bun¢k (Lamberti et al. 2016; Valdez et al. 2016). Béhem
intracelularniho prezivani B. pertussis dochazi ke zvySené expresi stovek genit THP-1 bun¢k,
které¢ koduji cytokiny, chemokiny ¢i transkripni faktory. Geny se zvySenou expresi
reprezentovaly geny zapojené v regulaci imunitniho systému, prezentaci antigenu ¢i aktivaci
imunitnich bunék. Naopak geny, které¢ vykazovaly snizenou expresi, predstavovaly geny

dychaciho fetézce ¢i replikace DNA (Petrackova et al. 2020).

2.3. Intracelularni piezivani bakterii rodu Bordetella, Mycobacterium a
Salmonella

Mnoho bakterii po infekci hostitele preziva intracelularné v hostitelskych bunkach. Mezi
typické intracelularni bakterie patii naptiklad bakterie rodt Mycobacterium a Salmonella.
Intracelularni pfezivani je vSak zndmé také u B. bronchiseptica a neddvno bylo objeveno také
u piibuzné B pertussis. Z divodi porozuméni intracelularnimu ptezivani B. pertussis
v lidskych imunitnich bunikach se zkouma i podobnost s 1épe prozkoumanymi intracelularnimi
bakteriemi.

Mycobacterium jsou pievazné intracelularni bakterie. NejzndméjSim zastupcem je

Mycobacterium tuberculosis, ktery je schopny pifezit a mnozit se uvnitf lidskych makrofagh.
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Béhem intracelularniho ptezivani moduluje genovou expresi hostitele a dochéazi k snizené
expresi genu potiebnych pro mezibunécnou komunikaci (napt. povrchovych receptora CLIP
¢i MHC 1/ MHC 1I dulezitych pro prezentaci antigenu) a genl dulezitych pro intracelularni
ptezivani M. tuberculosis, mezi které patii naptiklad geny potiebné pro fagocytozu, NADPH
oxidazu, ¢i enzymové systémy potiebné k okyseleni fagozomu a usmrceni bakterie uvniti (von
Both et al. 2018). Zaroven je vyrazné zvySena exprese genli zapojenych v opraveé poskozeni
bunéného obalu bakterie, protoze makrofag pravdépodobné posSkozuje lipoidni soucast
povrchu bunék. Rovnéz je zvySena exprese genll zapojenych v f-oxidaci mastnych kyselin,
které bakterie vyuzivd jako zdroj uhliku a energie bcéhem intraceluldrniho piezivani
(Schnappinger et al. 2003). Pro vyuziti mastnych kyselin je diillezity enzym isocitrat lyaza, ktery
hraje roli v glyoxylatovém cyklu a konvertuje derivaty mastnych kyselin na jednoduché
uhlikaté slouCeniny. Isocitrat lyadza je tedy zasadni pro perzistence M. tuberculosis
v makrofazich (McKinney et al. 2000). Intracelularni piezivani M. tuberculosis je umoznéno
také diky schopnosti bakterie inhibovat apoptézu a tim se vyhybat imunitnimu systému
hostitele (Behar a Briken, 2019).

Dalsi typickou intraceluldrni bakterii jsou bakterie rodu Salmonella, které infikuji epitelidlni
bunky, makrofagy i dendritické bunky — zatim vSak nebylo dokézano, ze by se v dendritickych
bunkach byly schopné mnozit (Garcia et al. 2000). Pro pieziti bakterii Salmonella uvnitt
hostitelské buniky a néasledné replikaci je vyzadovan ostrov patogenity 2 (SPI-2), (Singh et al.
2018). Beéhem intracelularni lokalizace v hostitelskych buiikach bakterie rodu Salmonella
moduluji imunitni odpoved” hostitele. Dochazi k zvyseni glykolyzy, ¢i potladeni syntézy serinu
spojenou s akumulaci 3-fosfoglyceratu. Tyto zmény vedou k vytvoreni idedlnich podminek
k replikaci bakterie uvnitt makrofagt (Jiang et al. 2021). Salmonella je také schopna ménit
permeabilitu membrany otevienim ¢i uzavienim poéru ve vngj$i membrané. Snizeni
permeability membrany je spojena s odolnosti bakterie proti toxickym latkdm, coz je dilezity
faktor predevsim béhem oxidacniho stresu. Zmény permeability membrany jsou dilezitym
faktorem pro intracelularni pfezivani bakterii Salmonella (van der Heijden ef al. 2016).

Pro intracelularni pfezivdni mnohych bakterii (v€etné bakterii rodu Mycobacterium
a Salmonella) je zasadni Nramp1 protein (Canonne-Hergaux et al. 1999). Jedna se o integralni
membranovy protein vyskytujici se na lysozomech myeloidnich imunitnich bunék. Existuji
rizné genetické varianty tohoto genu, které zhorsuji odolnost vici infekcim intracelularnimi
patogeny. N¢které varianty genu mohou byt zodpovédné za odstraiiovani dvoumocnych kovii
z fagozomt dilezitych pro replikaci intracelularnich bakterii, napf. Mycobacterium

tuberculosis (Cellier et al. 2013). Jelikoz se po infekci M. tuberculosis se rozvine onemocnéni
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uméné nez 10 % infikovanych jedincti, zkoumala se také souvislost mezi riznymi alelami genu
kodujici Nrampl protein a projevem onemocnéni. Vysledky naznacuji, Ze tento protein mize
opravdu hrat dilezitou roli v obrané hostitele pfed rozvojem onemocnéni a mohl by byt zasadni
1 pro obranu pted dal§imi intracelularnimi bakteriemi (Li ez al. 2010).

Bakterie B. bronchiseptica, z niz se pozd¢ji vyvinuly druhy B. pertussis a B. parapertussis,
ma zivotni cyklus spojeny s intracelularnim piezivani uvniti parazitickych améb, které se
vyskytuji v environmentalnim prostfedi (Dewan a Harvill, 2019). Parazitické améby jsou
strukturné 1 morfologicky podobné makrofaglim, ve kterych B. bronchiseptica pteziva
po infekci hostitele. Ukazalo se, Ze 1 dalsi patogenni druhy rodu Bordetella jsou schopny
intracelularné ptezivat v makrofazich — napt. B. hinzii ¢i B. trematum, které nepatfi mezi
klasické Bordetelly. Pravdépodobné se tedy jedna o ziskané mechanismy, diky kterym bakterie
odolavaly jednobunéénym predatorim v prostfedi. Intracelularni ptezivani je zplsobeno
vysoce konzervovanymi geny, jejichz exprese je zvySena béhem intracelularniho piezivani
uvnitt makrofagi a jsou pravdépodobné zodpoveédné za perzistenci bakterii uvnitt makrofagu.
Predpoklada se, ze pravé tyto geny mohly environmentalnim bakteriim usnadnit ptrechod
na patogenni zpisob zivota (Rivera et al. 2019).

Blizce ptibuzné druhy B. pertussis a B. parapertussis jiz nemaji zivotni cyklus spojeny
s amébami a Zivotem v environmentalnim prostiedi. Podobn¢ jako B. bronchiseptica jsou vsak
schopné ptezivat intracelularné v hostitelskych buiikach. Schopnost intracelularniho piezivani
B. parapertussis v nekyselych fagozomech je umoznéna diky pfitomnost O antigenu (soucast
LPS ve vnéj$i membran¢ bunééné stény), ktery brani fagolysozomalnimu zrani, ¢imz nedochézi
k okyseleni fagozomu dulezitého pro degradaci bakterii uvnitt fagozomu. Naopak pfitomnost
hostitelskych IgG protilatek, které opsonizuji bakterii, vyrazné zvysilo fagocytozu a likvidaci
pohlcenych bakterii (Gorgojo et al. 2014). Béhem intracelularniho ptezivani v makrofazich
produkuje B. parapertussis typ melaninu, ktery chrani bakterie pted produkci ROS molekul
a naslednym usmrcenim v makrofazich. Rovnéz bylo zjisténo, ze exprese genu AppD, ktery je
zapojen v produkci melaninu, neni regulovdna dvoukomponentovym systémem BvgAS a je
nezavisld na BvgAS (Hiramatsu ef al. 2021). Schopnost intracelularné ptezivat uvnitf
makrofagl se zkouma i u B. pertussis, u které se dlouhou dobu ptedpokladalo, ze je pouze

extracelularnim patogenem (Belcher ef al. 2021).
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2.3.1. Intracelularni ptezivani Bordetella bronchiseptica v parazitickych amébach

Zivotni cyklus B. bronchiseptica je asociovany predevsim s infekci dychacich cest velké
fady drobnych savct. Tato bakterie si vSak ponechala i schopnost pfezit a mnozit se v prostiedi
(Hamidou Soumana et al. 2017), nebo wuvnitf parazitickych améb. Pfezivani
v parazitickych amébach je soucast zivotniho cyklu B. bronchiseptica. Bakterie vyskytujici se
v prosttedi je pohlcena amébou, ve které je schopna se namnozit. Soucasti Zivotni cyklu améb
je 1 tvorba plodnic z vice jedincl. Z plodnic se uvoliuji spory do okoli a spolu se sporami se
rozSifuje 1 bakterie B. bronchiseptica lokalizovand na jejich povrchu. Uvolnéna
B. bronchiseptica miize nasledné infikovat nového hostitele (Obr. 3). Pfenos spor na jiné misto
muze byt zprostiedkovan i bodavym hmyzem ¢i klistaty. B. bronchiseptica je schopna
dlouhodobé¢ piezivat, rist a mnozit se v riznych druzich améb, které tim vyrazné ptispivaji
k sitfeni B. bronchiseptica do dalSich mist a na nové hostitele (Taylor-Mulneix et al. 2017).

Uspé&snou interakci s amébami p¥itomnymi v prostiedi pravdépodobné zprostiedkovavaji
geny exprimované v Bvg™ fazi. Po pfenosu bakterie do sav¢iho hostitele se dojde k aktivaci
virulentni Bvg" faze (Taylor-Mulneix et al. 2017). Po kolonizaci hostitele mohou bakterie
B. bronchiseptica piezivat intracelularné i v imunitnich buiikach. Zjistilo se, ze v Bvg" fazi je
bakterie vyrazné¢ toxi¢téjsi k hostitelskym bunikam nez ve fazi Bvg™. Naopak schopnost adheze
a intracelularni lokalizace bakterii byla vyrazn& vy$$i u bakterii v Bvg" fazi (Brockmeier
a Register, 2000). Ukazalo se, Ze B. bronchiseptica s nefunkénim BvgAS systémem je schopna
dlouhodobé¢ prezivat v dendritickych buiikach, (Guzman et al. 1994). Souhrnné tato pozorovani
naznacuji prechod B. bronchiseptica do Bvg™ faze podobné jako v amébach (Guzman et al.
1994).

Pro intracelularni ptezivani B. bronchiseptica je naopak dilezity dvoukomponentovy systém
RisAK. Mutace v tomto systému snizovala pocet intracelularnich bakterii (Jungnitz ef al. 1998).
Jednim z mechanismu, jakym systém RisA pfispiva intraceluldarnimu pfezivani, je zpomaleni
acidifikace fagozomil, ktera je hlavnim mechanismem hostitele pro eliminace bakterii (Zimna
et al. 2001). Dulezitou tlohu béhem infekce B. bronchiseptica ma sekre¢ni systém typu 6
(T6SS). Funkeni T6SS je dalezity pro modulaci cytokinil a rozsifeni infekce v hostiteli. Ztratou
T6SS dochézi ke zvyseni intracelularniho pfezivani bakterii uvnitf antigen prezentujicich bunck
(APC). Bakterie v APC se dostavaji do systémovych orgéant, které kolonizuji. Tato pozorovani
naznacuji, Ze ztrata T6SS napomaha perzistenci B. bronchiseptica v organismu (Bendor ef al.

2015).
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Obr. 3: Zivotni cyklus B. bronchiseptica spojeny s parazitickymi amébami.
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Na obrazku je znazornéno pohlceni bakterie amébou a jeji nasledna transmise pomoci spor do nového hostitele.
Bakterie B. bronchiseptica (zna¢ena Cervené) se mize §ifit mezi malymi savci, ktefi jsou jeji pfirozenymi hostiteli.
Jeji zivotni cyklus se miZe spojit i s parazitickymi amébami. Spolu se sporami améby (zelena barva) mlze
infikovat nové hostitele. Pievzato a upraveno (Dewan a Harvill, 2019).

Béhem intracelularniho pfezivani v makrofazich aktivuje B. bronchiseptica piedevSim
expresi genil podilejicich se na opravé DNA a proteind, ¢i aktivaci riznych metabolickych drah
a biosyntézy membrany. Nedochazi vSak ke zvySené expresi genl zapojenych do virulence
a n¢které tyto geny jsou dokonce utlumeny (ACT, T3SS ¢i geny pro expresi O antigenu),
(Rivera et al. 2019). Podobnou regulaci exprese uvnitt makrofagli vykazuje i blizce piibuzna
B. pertussis, ktera ma béhem intracelularniho piezivani potlacenou expresi genii mnoha faktora
virulence — napt. ACT, PTX, PRN, Fim2 a dalsi (Farman et al. 2022).

Tyto vysledky souhrnné naznacuji pravdépodobnou strategii B. pertussis b&hem
intracelularniho pfezivani uvnitf imunitnich bunck hostitele, kdy se bakterie snazi byt

,heviditelnd“ a uniknout tak imunitnimu systému.
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2.3.2. Intracelularni ptezivani B. pertussis

Pohled na Zivotni strategii B. pertussis se v prubéhu poznavani tohoto patogena meénil.
B. pertussis byla tradiéné popisovana jako extracelularni patogen kolonizujici fasinkovy epitel
hornich cest dychacich. O schopnosti B. pertussis ptezivat intracelularné v hostitelskych
bunkach se zacalo uvazovat od roku 1959, kdy bylo popsano pieziti bakterii B. pertussis uvnitt
HeLa bun¢k a bunék ledvin makaka po dlouhodobém vystaveni téchto bunc¢k antibiotikiim
(Crawford a Fishel, 1959). Dlouhodobé pieZivani B. pertussis v makrofazich se zacalo
objevovat i v dalSich studiich v druhé poloviné 20 stoleti (Gray a Cheers, 1967). Tato teorie
byla definitivné potvrzena az na konci 20. stoleti, kdy Friedman a kol. prokazali dlouhodobé
preziti B. pertussis v primarnich makrofazich in vitro (Friedman et al. 1992).

Makrotagy jsou svym vzhledem podobné parazitickym amébam, které hraji dulezitou roli
v zivotnim cyklu B. bronchiseptica, ze které se B. pertussis vyvinula. Jedna se o vyznamné
antigen prezentujici bunky v lidském imunitnim systému. Zaroven jde o profesionalni fagocyty
s vysokou kapacitou fagocytézy. Jsou odvozené od monocytl, které vSak maji snizenou
schopnost prezentace antigenu a fagocytézy. Makrofagy hraji dulezitou roli pro odstranéni
B. pertussis z infikovaného organismu. Zjistilo, Ze z celkového poctu fagocytovanych bakterii
je nasledné 70 % usmrceno v kyselych kompartmentech buniky jako je pozdni endozom ¢i
lysozom, do dvou hodin po infekci. Zbylé bakterie jsou lokalizovany v ¢asnych endozomech
s neutralnim pH, ve kterych jsou schopny se replikovat v obdobi jednoho az dvou dnli
po infekci (Lamberti ef al. 2010). Zdrojem energie intracelularnich bakterii je pravdépodobné
kyselina glutamova (Lamberti et al. 2016). Na rozdil od blizce ptibuzné B. bronchiseptica neni
B. pertussis schopna piezivat v endozomech s nizkym pH, které ma na B. bronchiseptica jen
maly vliv (Schneider et al. 2000). Produkci ACT dochazi k blokaci makrofagovych markert
a je tedy znemoznéno vzniku komplexnich makrofagt. Ke ztraté¢ makrofdgovych markerti navic
muze dojit i u zralych a pln¢ diferenciovanych makrofagli (Ahmad et al. 2019).

Opsonizace B. pertussis specifickymi protilatkami IgG vyrazné zvySuje pocet
intracelularnich B. pertussis (Hazenbos et al. 1994; Lamberti et al. 2010). Po opsonizaci
B. pertussis specifickymi protilatkami doslo také ke zvySeni mnozZstvi bakterii degradovanych
v kyselych kompartmentech makrofagii. Nizs$i pocet bakterii, které ptezivaly intracelularné
uvnitt makrofagu, byl zaznamenan i po 2 dnech. Opsonizace ma tedy zasadni vliv na ptezivani
B. pertussis uvniti lidskych makrofagh a je zasadni v u€inném boji proti tomuto patogenu
(Lamberti et al. 2010). Fagocytdza opsonizovanych bakterii B. pertussis je inhibovéana faktory

virulence, které naopak hraji dualezitou roli v adherenci neopsonizovanych B. pertussis
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k monocytim — konkrétné adheziny PRN, Fim a FHA (Hazenbos ef al. 1994). Pii studiu vlivu
opsonizace B. pertussis na neutrofily, se ukazalo, Zze opsonizace tepeln¢ inaktivovanym sérem
obsahujicim protildtky snizila adhezi a fagocytozu bakterii neutrofily, ale nezménila
zivotaschopnost bakterii uvniti neutrofilt, kterd se pohybuje mezi 1-2 %. Je tedy mozné, ze
B. pertussis je schopna pouze kratkodobé¢ piezit v té€chto buiikach (Lenz et al. 2000). Jina studie
ukazuje u¢innou fagocytdzu granulocyty po opsonizaci B. pertussis protilatkami IgG, které se
navazou na receptory FcyR na povrchu granulocyt. Tyto receptory jsou déale zodpovédné
Podobnym zplsobem fungovala i opsonizace specifickymi protilatkami IgA (Rodriguez et al.
2001).

Extracelularni B. pertussis muze na hostitelské buinky pisobit cytotoxicky a vyvolat
apoptézu, kterd je provazena kondenzaci a fragmentaci DNA v jadie a vede k ndslednému
rozpadu na apoptotickd téliska (Zhang a Xu, 2000). Piedpokladalo se, Ze intracelularni
lokalizaci bakterie v hostiteli dojde k urychleni zabijeni hostitelskych bun€k. Nicmén¢ béhem
intracelularni lokalizace plsobi bakterie B pertussis spiSe anti-apoptoticky. Zjistilo se, ze
apoptoza je vyvolana ACT, naopak PTX nema na cytotoxicitu hostitelskych bunck vliv (Khelef
et al. 1993). Podobnou roli jako ACT by mohl hrat i dalsi faktor virulence — FHA. Plsobi
na makrofagy i epiteliarni buniky dychaciho traktu, u kterych vyvolava prozanétlivé reakce
produkci TNFa. Je zndmo, Ze produkce TNFa je stimulovana LPS pfitomného na povrchu
bakterie B. pertussis. FHA v§ak nasobné zvySuje jeho produkci, to je zptisobené pravdépodobné
vnitini cytotoxickou aktivitou FHA. Pisobenim FHA se také zvySovala apoptdza bunék, ta v§ak
nebyla zprostfedkovana prozanétlivym faktorem TNFa, ale faktorem TNRF1 (Abramson et al.
2001). Pro zvySeni cytotoxicity by mohl byt dilezity 1 T3 sekre¢ni systém bakterie, ktery
vstiikne do cytoplazmy hostitelské buniky mechanismem injekéni stiikacky efektorovy protein
BteA. U B. pertussis je vSak snizend exprese T3SS ve srovndni s blizce piibuznou
B. bronchiseptica. Tento rozdil je dan inzerci alaninového zbytku do pozice 503. Pii odstranéni
alaninového zbytku doslo ke zvySeni cytotoxicity B. pertussis — k potlaceni zanétlivé odpovédi
a rozvoji onemocnéni u mysSi, naopak vloZzenim alaninového zbytku do genu

u B. bronchiseptica doslo ke sniZeni cytotoxicity bakterii (Bayram et al. 2020).

2.3.2.1. Infek¢ni modely pro intraceluldrni pfezivani B. pertussis

Intracelularni ptezivani B. pertussis se zkouma na nékolika bunéénych modelech, mezi které

patii lidské primarni makrofagy, lidskd monocytarni linie THP-1, mys$i makrofagy ¢i lidské
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epitelialni buiiky. Makrofagy byly pro studium intracelularniho piezivani B. pertussis vybrany
také proto, Ze v lidském téle ziji pomérné dlouhou dobu. Mohly by tedy slouzit jako rezervoar
bakterii béhem infekce, ¢i pfispivat migraci bakterii v dychacim traktu hostitele.

Pii studiu intraceluldrnich bakterii na primarnich makrofazich se ukazalo, ze pokud
u bakterie dojde ke snizeni produkce faktorti virulence (ACT, PTX, Fim a dal$ich), dojde
ke zvySeni poctu intracelularnich bakterii a prodlouzeni doby, po kterou je bakterie schopna
perzistovat v plicich (Novak et al. 2020). Na primdrnich makrofazich se také zkoumal vliv
polarizace na intracelularni pfezivani B. pertussis. Makrofagy se mohou polarizovat na nékolik
typti— M1, M2a a M2c. Typ M1 je aktivovan IFN-y a nésledné likviduje intracelularni bakterie
produkci ROS a prispiva tvorbé zanétu produkei prozanétlivych cytokinti: IL-6 ¢i TNF-a. M2
makrofagy jsou spojeny s bunéénou odpovédi typu Th2. Jsou aktivovany IL-4. Tyto buiiky
neprezentuji antigen, produkuji minimalni mnoZstvi ROS molekul a jsou spojovany s posledni
fazi zanétu. Bakterie B. pertussis se dostavaji do makrofagl vazbou na CDI11b. Vazba
B. pertussis na makrofagy mize byt pravdépodobné i pfes molekulu CD206. Tato molekula je
ve vetsi mife exprimovand makrofagy typu M2. Intracelularné lokalizované bakterie mohou
modulovat makrofagy. U makrofagh typu M1 dojde k vyvolani zanétlivé odpovédi, ktera je
makrofagl jsou spojeny s vyrazné niz§im poctem B. pertussis piezivajicich v M1 bunkéch jiz
3 hodiny po infekci, tento rozdil byl pozorovan 1 48 hodin po infekci. Bakterie jsou tedy schopné
ptfezivat uvnitt obou typlti makrofagli, ovSem zdsadni jsou makrofagy typu M2, které by mohly
slouzit jako rezervoar bakterii (Valdez et al. 2021).

Intracelularni ptezivani B. pertussis bylo zkoumano i na mySich makrofazich. Zjistilo se,
ze v obran¢ hostitelského organismu proti infekci B. pertussis hraje dilezitou roli Mal protein
exprimovany imunitnimi buitkami. Mal protein je zdsadni pro vrozenou imunitu hostitele. Hraje
dilezitou roli v aktivaci imunitnich bunék prostfednictvim TLR receptort, kontroluje infekci,
rust bakterii v plicich, tvorbu zanétu, Sifeni infekce do jater, silu infekce a také zabranuje
prezivani a replikaci B. pertussis uvnitt makrofagi (Bernard et al. 2015).

Pii infekci hostitele nepronikd B. pertussis pouze do makrofagli. Adherence, vnik
a intracelularni pfezivani je zkouméno také na epitelidlnich buiikich dychaciho traktu.
B. pertussis piezivaly intracelularné v ¢asnych endozomech epitelidlnich bunék, byly vsak
schopny znovu osidlit extracelularni prostiedi (Lamborti ef al. 2013, Sivarajan et al. 2021).

Intracelularni piezivani B. pertussis se nejvice zkouma na lidské monocytarni linii THP-1.
Na této linii se zkouma ptedevsim regulace exprese velkého mnozstvi bakterialnich geni, které

umoziuje pfizptisobeni bakterie na intracelularni prostfedi makrofaga.
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2.3.2.1.1. Regulace exprese bakterialnich genli béhem intracelularniho ptezivani
zkoumana na THP-1 buiikach

Regulace exprese genil B. pertussis béhem intracelularniho pfezivani se nejvice zkouma na
THP-1 bunkach, které se vyznacujici vysokou reproducibilitou a nizsi variabilitou v porovnani
s primarnimi monocyty / makrofagy. Po analyze bakteridlnich proteomi intraceluldrnich
a extracelularnich bakterii bylo objeveno 762 proteint, jejichZz exprese v intracelularnich
bakteriich se liSila (zména se tykala 24 % - 29 % detekovanych proteinil). Po intracelularni
lokalizaci bakterie doslo k sniZzeni exprese genl pro biosyntézu a metabolismus aminokyselin
¢1 nukleotidt. Naopak se zvysil pocet proteinti figurujicich v syntéze proteinti ¢i opravé DNA.
Takeé se zjistilo, Ze tato adaptace probihd velmi rychle a byla pozorovana uz 3 hodiny po infekci
makrofagl B. pertussis. Zména proteind se zkoumala po dobu 48 hodin, doslo vSak ke zméné
uz pouze 8 % bakterialnich proteini. Mezi zménéné proteiny patfil napt. chaperon ClpB (jehoz
hladina se po prvnich 3 hodinach infekce nezménila), ktery formuje agregované proteiny
do ptivodniho stavu. Tento chaperon by mohl hrat dalezitou roli v intraceluldrnim piezivani
(Lamberti et al. 2016). Dulezity pro intracelularni pfezivani je protein BP0414, homologni
k proteinu MgtC, u kterého byl popséan vliv na intracelularni pfezivani patogenti. Protein MgtC
obsahuje konzervovanou N koncovou doménu a zabranuje degradaci bakterii v lysozomu.
Navic je dilezity pro pieziti v asnych endozomech a adaptaci na mirn¢€ kyselé prostredi
(Cafiero et al. 2018).

THP-1 systém je dale vyuzivan pro studium produkce faktorG virulence spojenych
s intracelularnim ptfezivanim. Pfedpokladalo se totiz, ze produkce toxinid by mohla byt dtlezita
pro modulaci infikovanych bunék a pfispivat tak k intracelularnimu piezivani bakterii. Tuto
hypotézy podporovaly studie z roku 2016, které poukazovaly na stejné, ¢i zvySené hladiny
faktorit virulence (ACT, PTX ¢i FHA) béhem intracelularniho prezivani a také snizenou
schopnost intracelularniho prezivani u bakterii deficientnich pro tyto faktory (Lamberti et al.
2016, Valdez et al. 2016). Tato hypotéza je v rozporu s pozorovanim v primarnich
makrofazich, kde ptfi snizené¢ produkci faktorti virulence bakterie lépe piezivala uvnitt
makrofagli (Novék et al. 2020). To podporuji také vysledky z transkriptomické analyzy
(ziskané metodou dual RNA seq) B. pertussis v THP-1 makrofazich. Zjistilo se, Ze béhem
infekce je snizend exprese bvgR, dilezitého pro expresi vétSiny faktorti virulence — byla
pozorovana snizend hladina faktorii virulence PTX, Fim i PRN. Naopak doslo ke zvysené
expresi nekterych genti kodujicich proteiny transportu Zeleza, cystein dioxygenazy ¢i regulatory

transkripce. Ziskané vysledky podporuji hypotézu, ze bakterie v intracelularnim prostredi
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prechézeji do avirulentni fize a makrofagy vyuzivaji pouze jako vektory k pfemisténi do jiného
mista ¢i jako sviij rezervoar (Petrackova et al. 2020). Ziskané vysledky by mohly naznacovat
vyuziti makrofagl B. pertussis jako intracelularni niky pravdépodobné spojené s transportem
bakterie do jest¢ neinfikovanych mist. Tato faze by mohla hrat vyznamnou roli v Zivotnim
cyklu bakterie, ostatné jako hraji améby u blizce ptibuzné B. bronchiseptica.

Béhem intracelularniho pifezivani dale dochazi kzvySené expresi 1 dalSich
dvoukomponentovych systémi — napi. RisAK, ¢ BP2547/2548 homologického
s dvoukomponentovym systémem PmrAB, ktery se vyskytuje u bakterii rodu Salmonella.
Navic u B. pertussis pozorujeme prizpusobeni membran stresu vyvolaného makrofagy (nizké
pH, ROS molekuly a dalsi), coz by mohla byt obdoba snizeni permeability membran béhem
intracelularniho ptezivani salmonel. Siln¢ modulovany byly i geny zapojené v metabolismu
siry — doslo ke zvySené expresi genil pro cystein dioxygenazu ¢i genu pro export cysteinu.
Ziskana data také poukazovala na inhibici apoptdézy bchem intracelularniho piezivani
B. pertussis, ktera je zndma u mnoha intracelularnich patogeni véetné M. tuberculosis. Zména
exprese se tykala i celé fady jinych gend, které se podileji na opravé poSkozenych proteini,
transportu kovil ¢i energetickém metabolismu. Celkové nami ziskané vysledky naznacuji, Ze
B. pertussis je extracelularni patogen s intracelularni fazi v lidskych makrofazich, béhem které

se vyskytuje v avirulentni Bvg™ fazi (Farman et al. 2022).

2.3.2.1.1.1. Geny B. pertussis se zvySenou expresi béhem
intracelularniho ptezivani

Mezi hlavni oblasti B. pertussis se zvySenou expresi béhem intracelularniho piezivani patii
geny zapojené v opravé bunék spojenych s biosyntézou, transportem, pienosem signalu,
regulaci transkripce ¢i homeostdze bunc¢k. Béhem intracelularniho pfezivani jsou bunky
vystaveny mnohym stresim a je potfeba se na né prizplsobit. Prvnim takovym stresem je
membranovy stres.

Bé&hem intracelularniho pfeZivani je B. pertussis vystavena nizkému pH ¢i plisobenim ROS
molekul. Aby se bakterie byla schopnd ucinné branit, dochdzi ke zméné sloZzeni membrany
1 zméné napéti. Dochazi k remodelaci lipidu A, ¢imz dochazi ke zpevnéni bunécéné stény
modifikaci lipidu A jako vyhodu béhem infekce pied slozkami adaptivni imunity (Marr et al.
2010). Dilezitou roli v pfizpisobeni membranového stresu hraje také sigma faktor E

(zodpovédny za napt. sestaveni LPS a proteinti vnéj$i membrany), ktery je negativné fizeny
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anti sigma faktorem RseA. Bylo dokonce prokazano, ze deleci anti sigma faktoru RseA se zvysi
odolnost B. pertussis prott membranovému stresu, €i se zvysi rychlost ristu B. pertussis pti
nizSich teplotach (25 °C), (Hanawa et al. 2013).

Piisobenim ROS molekul také dochazi k oxidaci cysteinovych a methioninovych zbytkd,
které byly néasledné redukovany ptislusnymi oxidoreduktdzami, jejichz exprese byla béhem
intracelularniho piezivani zvySena (Farman et al. 2022). Redukce methioninovych zbytk je
potiebna k jejich interakci s kalmodulinem, ¢imz se zvysi jeho afinita k ACT a dochézi k jeho
aktivaci potiebné béhem kolonizace hostitele (Vougier et al. 2004).

Byla zjisténa také zvySena exprese gend pro cystein dioxygendzu €i export cysteinu ven
z bunky (Farman et al. 2022). Dlouhou dobu se ptedpokladalo, Ze cystein dioxygendza, ktera
hraje dilezitou roli v homeostazi cysteinu, se vyskytuje pouze u eukaryot. Byl vSak dokéazan
jeji vyskyt u velké skupiny eubakterii (Dominy et al. 2006). Jedna se o dllezity regulator
intracelularniho cysteinu a zaroven se jedna o prvni enzym vedouci k pfeméné cysteinu az
na pyruvat (drdha je znazornéna na Obr. 4), ktery je nasledné¢ pouzit k energetickému
metabolismu. Po sulfooxidaci cysteinu cystein dioxygenazou muze také dojit k nasledné
dekarboxylaci cystein sulfinové kyseliny na hypotaurin. Tato draha se vSak u bakterii
nevyskytuje (Cook et al. 2005). Pro regulaci cysteinu v butice jsou dllezité také efluxni pumpy,
které zabranuji jakymkoliv toxickym uc¢inkiim cysteinu. Bylo dokazano, ze pfi nedostatku
cysteinu je aktivita cystein dioxygenazy snizena, a naopak pii prebytku cysteinu je velmi aktivni
a dochazi k preméné toxického cysteinu (Stipanuk ef al. 2009). U bakterie Pantoea ananatis
bylo dokazéano, Ze po deleci cystein dioxygenazy a nadprodukci efluxnich pump pro cystein
dochazi k zvysené produkci cysteinu bakterii, ktery je transportovan ven z bunky (Takumi et
al. 2017) Nadprodukce cysteinu je zptisobena jeho diilezitou roli v metabolismu siry. Syntéza
L-cysteinu je hlavnim mechanismem redukce siry na organické slouceniny, které mohou byt
nasledné pouzity k syntéze glutathionu, biotinu ¢i koenzymu A. Kromé toho hraje cystein
dilezitou roli i pfi tvorbé S-S disulfidickych mustkd, skladani proteinti, ¢i ochrané¢ pred
oxidativnim stresem. Cystein je tedy velmi potifebna a zaroven toxicka latka. Také se ukazalo
se, ze homeostaza cysteinu je velmi dulezitd pro adaptaci a intracelularni pteziti B pertussis

v makrofazich (Farman et al. 2022).
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Obr. 4: Draha piremény cysteinu na pyruvat
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Na obrazku jsou znazornény pfemény cysteinu. Jedna drdha pfemény cysteinu na pyruvat byla nalezena

iu velké skupiny eubakterii. Pfevzato a upraveno (Dominy et al. 2006).

Rovnéz se zvySuje exprese genil zapojenych do transportu esencialnich kovi, kterymi je
kobalt, nikl ¢i hot¢ik. Napft. u bakterii rodu Sa/monella bylo zjisténo, ze gen z rodiny ZupT
prendsi kromé ocekavaného zinku také mangan (Diaz-Ochoa et al. 2017). Bez pfijmu
mikrozivin, mezi které patfi i tyto kovy, by B. pertussis nemohla piezit v hostitelském prostredi
—napf. mangan hraje dilezitou roli ve virulenci, jako antioxidant ¢i enzymovy kofaktor. Kobalt
je zase nezbytna soucast vitaminu B12. I u jinych bakterii se ukazuje, ze defekty v transportu
manganu maji vliv na zvySenou citlivost k ROS molekulam v hostiteli a nizsi virulenci téchto
defektnich kment (Tseng et al. 2001; Tseng et al. 2002). Hostitelské buniky se snazi bakteriim
zabranit v pfijmu mikroelementil, a tim zabranit jejich namnozeni a kolonizaci hostitele, napf.
produkci proteinu kalprotektinu uvolnovaného predevsim z neutrofilti. Kalprotektin vychytava
mangan a zinek z hostitelského prostiedi, ¢imz dojde k zvyseni citlivosti bakterii k ROS
molekuldm (Kehl-Fie ef al. 2011). Vychytavani mikroelementti se vSak bakterie mize branit —
napf. bakterie Salmonella typhium tvofi dalsi kovové transportéry s vysokou afinitou, jejichz
funkce neni naruSena kalprotektinem (Diaz-Ochoa ef al. 2017). Kumulace mikroelementii —

opét naptf. manganu vSak muze byt pro bakterii toxické. B. pertussis se velkému mnozstvi
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intracelularniho manganu brani aktivaci manganového exportéru, ktery je za normalnich
podminek nefunk¢ni (zptisobeno inhibi¢ni duplikaci v tomto genu). Funkce exportéru se obnovi

48 — 72 h po vystaveni baterie toxickému mnoZstvi manganu (Capek et al. 2021).

2.3.2.1.1.2. Geny B. pertussis se snizenou expresi béhem intracelularniho
prezivani

Béhem intracelularniho ptfezivani B. pertussis dochazi také k snizené expresi ¢asti genli —
napt. nekterych faktorti virulence (PTX, PRN, Fim2). Dochazi vSak také k snizené expresi
siderofort, ¢i n¢kterych komponent dychaciho fetézce, ¢imz dochazi ke snizeni energetického
metabolismu bakterie.

Siderofory jsou znamé Fe’ vazebna &inidla, ktera vazou Fe’* béhem jeho nedostatku
s vysokou afinitou. Nasledn& dochézi k redukci nerozpustného Fe*" na rozpustny Fe?*. Béhem
nedostatku Fe?* také dojde k inaktivaci Fur represoru, ¢imz se aktivuje transport ostatnich kovti,
mezi které patii napt. Mn ¢i Co. lonty zeleza ziskané siderofory, napft. alcaliginem, jsou
potiebné pro kolonizaci hostitele v prvotnich fazich infekce (Brickman ez al. 2007), perzistenci
v hostiteli a intracelularni ptezivani B. pertussis. Pokud se v8ak B. pertussis setka s nedostatkem
Fe?" v hostiteli, dochazi k expresi mnoha genti spojenych s virulenci — nap¥. genti sekre¢niho
systém typu III (Brickman et al. 2011). V pozd¢jSich hodinach infekce vSak dochazi ke zvySené
produkci alcaliginovych sideroforli, coz naznaduje adaptaci B. pertussis na zdroje Fe**

ptitomného v intracelularnim prostfedi makrofagh (Farman et al. 2022).
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3. Material a metody

3.1. Material

3.1.1. Biologicky material

3.1.1.1. Bordetella pertussis

B. pertussis, kmen Tohama I

V infekénich experimentech byl nejcastéji pouzivan kmen Tohama I, izolovany v 50. letech
minulého stoleti v Japonsku. Byly pouZity i dele¢ni varianty tohoto kmene, ¢i mutantni kmen
trvale se vyskytujici v Bvg" fazi. Jejich seznam je uveden v tabulce (Tabulka 1).

Bakterie B. pertussis kmeny Tohama I GFP (green fluorescent protein) a mScarlet byly

pouzity v experimentech, kde byla provadéna vizualizace fluorescenénim mikroskopem.

Dele¢ni  varianty kmene | Nazev / funkce deletovaného genu

B. pertussis Tohama I

ABP2871 cystein dioxygenaza
ABP3011 cystein dioxygenaza
RisA RisA regulator odpovédi

Tab. 1. Prehled dele¢nich kmend B. pertussis pouzitych v diplomové praci. Dele¢ni kmeny byly piipravené
v Laboratofi post-transkrip¢ni kontroly genové exprese MBU AV CR.

B. pertussis, kmen B1917

Klinicky izolat, izolovany v roce 2000 v Nizozemi.

B. pertussis, kmen 18323
Klinicky izolat, izolovany v roce 1946 v USA.

Vsechny vySe zminéné bakteridlni kmeny byly dlouhodobé uchovavany v SS médiu s 20 %

glycerolem pii - 80 °C.
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3.1.1.2. Lidska bunééné linie — THP-1

Lidska leukemickd monocytarni bunéénd THP-1 linie byla ziskana ze sbirky ATCC (ATCC,
TIB-202). THP-1 bunky byly kultivovany v RPMI 1640 médiu s 10 % fetalniho teleciho séra
(FCS — fetal calf serum).

THP-1 buiky byly dlouhodobé uchovavany v RPMI médiu s FCS (40 %) a DMSO (10 %)
pii teploté -150 °C.

3.1.2. Kultiva¢ni pady

3.1.2.1. Pevné ptudy

Pro riist bakterii B. pertussis na pevné pudé byl pouzit BG (Bordet-Gengou) agar obohaceny
berani krvi nebo CHA (Charcoal) agar. Kultivaéni média byla rozlévana do Petriho misek (O
90 mm) po 20 ml a byla uchovavana pti 4 °C.

Bordet-Gengou (BG) agar obohaceny berani krvi

BG agar (Difco™) 30¢g
Glycerol (Serva) 10 g
Berani krev 15 % (v/v)
(LabMediaServis s.r.0.)

dH20 doll

Tab. 2: Seznam chemikalii potfebnych pro ptipravu BG agaru.

Charcoal (CHA) agar

CHA agar (Oxoid) 204 ¢

dH20 do 400 ml
Tab. 3: Seznam chemikalii potfebnych pro ptipravu CHA agaru.

36



3.1.2.2. Komplexni kultivaéni médium pro rist B. pertussis

Pro riist B pertussis v tekuté kultufe bylo pouzito SS (Stainer-Scholte) medium. SS médium

se sklada zfrakce A a frakce B. Zasobni roztoky frakce A i1 frakce B byly dlouhodobé

uchovavany v teploté — 25 °C.

Stainer-scholte (SS) médium — zasobni roztoky

Frakce A

10x koncentrovana

Frakce B

100 x koncentrovana

SloZeni Mnozstvi (g) Slozeni Mnozstvi (g)
Tris-HCL (VWR) 63,6 L- cystein (Sigma) 0.4
Tris-baze (VWR) 11,8 FeSO4x 7H,0 (Sigma) 0,1

L glutamat sodny (Sigma) 107,2 L-kyselina askorbova (Sigma) 0,2
L- prolin (Sigma) 2,4 Kyselina nikotinova (Sigma) 0,04
NaCl (Lach-Ner) 25 L-glutathion (Sigma) 1
KH,PO, (Lach-Ner) 5 ddH20 dol1
KCI (Sigma) 2

MgCL, x 6H,O (Sigma) 1

CaCL; x 2H,0 (Penta) 0,2

ddH»0 doll

Tab. 4: Seznam chemikalii potfebnych pro ptipravu koncentrovanych zasobnich roztoku frakce A a frakce B.
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Kompletni Frakce A (1x koncentrovana)

Frakce A (10x koncentrovana) 50 ml
Cyklodextrin (Sigma) 0,5¢g
Hydrolyzat kaseinu (BD) 25¢g
dH20 do 0,51

Tab. 5: Seznam chemikalii potfebnych pro ptipravu kompletni frakce A.

Tésné pred inokulaci B. pertussis do kompletniho SS média byla ptidana frakce B (100 x

koncentrovana) v ptisluSném mnozstvi.

3.1.2.3. Komplexni kultivaéni médium pro THP-1 buiky

Pro rGst THP-1 bun¢k bylo pouzito RPMI 1640 médium.

RPMI 1640

Fetal calf sérum (Sigma, F7524) 10 % (v/v)

RPMI 1640 (Sigma,-R8758) 500 ml
Tab. 6: Seznam chemikalii potiebnych pro ptipravu RPMI média.

Fetal calf serum (FCS) bylo nejprve tepelné inaktivovano pii 56 °C po dobu 30 minut. Poté
bylo dlouhodob¢ uchovavano pfi teploté — 25 °C.

RPMI 1640 médium s ptidavkem FCS bylo uchovéavano pfi teploté¢ 4 °C po dobu 1 -2
mésici.

Do média pouzivaného v tkanovych kulturach nebylo ptidavané antibiotikum.

3.1.3. Pufty

Deionizovand voda (ddH20) pouzita pro piipravu pufri byla pfipravena deionizaci

destilované vody (dH20) systémem Ultrapur (Watrex).
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PBS, pH = 7,4

NaCl (Lach-Ner) 138 mM
KCI (Sigma) 3 mM
Na:HPO4 (Sigma) 12 mM
KH2PO4 (Lach-Ner) 2 mM

Tab. 7: Seznam chemikalii potiebnych pro ptipravu PBS pufru.

3.1.4. Chemikalie

Vétsina pouzitych chemikalii byla od firem Sigma, Lach-Ner, Difco a Oxoid. Chemikalie

pro piipravu kultivacnich piid a pufrt jiz byly popsény v textu.

3.1.4.1. Séra

Pro opsonizaci B. pertussis bylo vyuzito lidské sérum od spolecnosti Sigma a prvni
mezinarodni standardizované antisérum proti B. pertussis (zajistujici NIBSC — Narodni institut
pro biologické standardy a kontrolu). Séra byla dlouhodob¢ skladovana pfti teploté — 25 °C
(Sigma) ¢i — 80 °C (NIBSC).

Lidské Sérum (Sigma, H4522)
Sérum ze zdravych lidskych jedinci. Dle ndmi provedené analyzy obsahuje hodnoty

protilatek odpovidajici pacientskym séram.

Lidské sérum (NIBSC, 06/140)

Sérum z B. pertussis pozitivnich lidskych jedinc. Obsahuje nésledujici definované

mnozstvi protilatek: 335 TU IgG a 65 IU IgA anti-PT, 130 IU IgG a 65 TU IgA anti — FHA.

3.1.5. Technické zazemi

3.1.5.1. Sterilizace

Sterilizace laboratorniho skla a Zivnych médii byla provedena autoklavovanim po dobu 20

minut, pii tlaku 0,12 MPa.
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3.1.5.2. Méteni pH

Hodnota pH byla méfena na pH metru s iontové selektivni sklenénou elektrodou. Pied
kazdym métenim byla pH metr kalibrovan. Hodnota pH roztoku byla upraveno pomoci NaOH

a HCI.
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3.2. Metody

3.2.1. Kultivace B. pertussis

Kultivace bakterii B. pertussis na pevném médiu byla provedena na BG agaru s 15 %
pridavkem berani krve nebo na CHA agaru. Bakterie byly kultivovany v inkubatoru pii teploté
37 °C pod 5 % COz2 atmosférou. Standardni doba rlistu B. pertussis na pevné pidé byla 3 dny
pted inokulaci do tekutého média a 6 dni pro hodnoceni CFU.

Kultivace bakterii B. pertussis v tekutém médiu byla provedena v SS médiu. B. pertussis
byly kultivovany v tekutém médiu pies noc. Mnozstvi pouzité biomasy na zaockovani nocniho
inokula odpovidalo fyziologii daného kmenu, aby druhy den dorostl do pozadovaného O.D. Pro
infekéni experimenty bylo idedlni O.D.coo=1, kdy se bakterie vyskytovaly ve stfedni
exponencialni fazi ristu. Bakterie byly kultivovany na orbitalni tfepacce pfi teploté 37 °C a 160

rpm.

3.2.1.1. Méfeni rastové kiivky bakterialni kultury

Paraleln¢ byl sledovan rast bakteridlni kultury B. pertussis v zavislosti na Case
ve Spektrofotometru Epoch 2, ktery zaznamenava zménu bakterialniho zakalu s frekvenci 30
min pti 600 nm. Bakterie byly ve Spektrofotometru kultivovany v 1 ml SS média ve 24 jamkové
desticce, teplota byla 37 °C, pocatecni O.D.s00 = 0,05, jako blank bylo pouZito SS médium. Rist
bakterialni kultury byl monitorovan do staciondrni faze riistu. Ve spektrofotometru byl testovan

rust divokych a mutantnich kment B. pertussis.

3.2.2. THP-1 bunky

THP-1 buiiky jsou dlouhodobé uchovavany v kryozkumavce pii teplot¢ - 150 °C.
Po rozmrazeni byly 2 x promyty RPMI médiem a oddé¢leny centrifugaci (3 min, 1200 rpm,
pokojova teplota), ¢imz doSlo kodstranéni konzervacniho média. Nasledné byly
resuspendovany ve 20 ml RPMI média a pieneseny do misky pro tkanové kultury. THP-1
buiiky byly kultivovany v inkubatoru pfi teploté 37 °C pod 5 % CO2 atmosférou. Nasledujici
2 dny bylo buitkdam vyménovano RPMI médium za nové. Doba zdvojeni THP-1 bunék se

pohybovala mezi 24 — 48 hodin.
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3.2.2.2. Poc¢itani THP-1 bunék

Mnozstvi THP-1 bunék bylo spocitano v Biirkerové komurce, podle umeéry
4 bunky / pocitaci pole odpovidaji 1 milionu THP-1 bun¢k v 1 ml. Buitky mohly byt pied
pocitdnim zakoncentrované centrifugaci (3 min, 1200 rpm, pokojovéa teplota). Pocitdni bunék

bylo pouzito pted diferenciaci THP-1 bun¢k.

3.2.2.3. Diferenciace THP-1 bun¢k

Diferenciace THP-1 bun¢k zacinala pfidavkem PMA (Phorbol-12-myristate-13-acetate)
o vysledné koncentraci 100 nM. Jedna se o chemicky stimul, ktery aktivuje diferenciaci
monocytli THP-1 na makrofagy. Nasledné bylo do kazdé jamky kultiva¢ni desticky ptidano
adekvatni mnozstvi THP-1 bunck tak, aby vysledna konfluence THP-1 makrofagh byla
80 — 90 % (napft. do nejcasteji pouzivané 48 jamkové desticky bylo pfidano 400 pl bunééné
suspenze obsahujici 4,6 x 10° THP-1 bungk). Diferenciace probihala 4 dny, posledni den byl
bez stimulace PMA. Zmény v morfologii bunck b&hem diferenciace byly ovéfovany

mikroskopicky.

3.2.3. Infekce makrofagh THP-1 divokymi kmeny a dele€nimi mutanty
B. pertussis

Réno byla zmétena O.D. no¢niho inokula B. pertussis. Pomoci pfimé tméry, kdy O.D.s00 = 1
odpovidaji 2x10° bakterii B. pertussis v 1 ml, bylo vypo&itano adekvatni mnozstvi bakterialni
kultury, kterym byly infikovany THP-1 makrofagy. Bakterie byly na infekci nafedény v RPMI
médiu. Pocatecni infekéni ddvka (MOI, pomér poc¢tu THP-1 bunék ku poctu B. pertussis) byla
v rozmezi 1:1 — 1:50 (napt. do nejcastéji pouzivané 48 jamkové destiCky bylo pridano 400 pl
bunééné suspenze obsahujici 4,6 x 10° bakterii pii pouziti MOI 1:10). Schéma infekéniho

experimentu je znazornéno na Obr. 5.
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Obr. 5: Schéma infekéniho experimentu

Pasazovani bunék 4 dny
3 dny s PMA
1 den bez PMA

© A _ '’
3 Infekce (1 hod)

Intracelularni prezivani /'

> (médium s polymyxinem B)
. lyzat CFU
Monocyt Makrofag \
00000000 /"
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[ méreni viability
THP-1 bunék

Kultivace Noé&nni inokulum
B. pertussis na B. pertussis
pevné pladé

3 dny

Nejprve se diferenciuji monocyty na makrofagy po dobu 4 dnii. Mezitim se kultivuje B. pertussis na pevné
pude po dobu 3 dnti a ndsledné je inokulovana v SS médiu pfes noc. Nasledujici den jsou THP-1 bunky infikovany
prislusnym mnozstvim B. pertussis po dobu 1 h. Néasledné se vyméni médium s bakteriemi za médium
s polymyxinem B, ktery zabije extracelularni bakterie. Infekéni experiment slouzi pro zjisténi poctu
intraceluldrnich bakterii pomoci CFU, nebo vliv B. pertussis na viabilitu THP-1 bun¢k pomoci WST-1 assay.

Vytvofeno v BioRender.com.

Kultivacni desticka byla po pfidani piisluSného mnozstvi bakterii B. pertussis
centrifugovéna (3 min, 600 g, pokojova teplota), aby se usnadnila interakce B. pertussis
s makrofagy, a nasledn€ inkubovana v inkubatoru (37 °C, 5 % COz2) po dobu 1 hodiny, béhem
které doslo k fagocytoze B. pertussis THP-1 makrofagy. Naslednym oplachem RPMI médiem
doSlo k odstranéni extracelularnich bakterii a neadherentnich THP-1 bunék. Zbylé
extracelularni bakterie byly odstranény pifidanim RPMI média s antibiotikem polymyxin B
o koncentraci 100 pg/ml. Desticka byla inkubovana v inkubatoru (37 °C, 5 % CO2) po dobu

1 hodiny. Podrobnéjsi schéma prubéhu infekce je zndzornéno na Obr. 6.
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Obr. 6: Schéma prvnich 2 h infekce
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Usnadnéni interakce B. pertussis s makrofagy

Centrifugace 3 min, 600 g, pokojova teplota)
1 h inkubace (37 °C, 5 % C0,)

Odstranéni média s extracelularnimi B. pertussis

Oplach RPMI médiem
Odstranéni neadherentnich THP-1 bunék

RPMI médium s poylymyxinem B (100 pg/mil)
Usmrceni extracelularnich B. pertussis

1 hinkubace (37 °C, 5 % CO;)

Po infekci THP-1 bunék B. pertussis je kultivacni desticka centrifugovana, aby doslo k usnadnéné interakci
B. pertussis s makrofagy. Po 1 hodiné infekce dojde k odstranéni média s extracelularnimi bakteriemi a oplachu,
¢imz jsou odstranény neadherentni THP-1 buiky vzniklé po infekci B. pertussis. Nasledné je pfidino médium

s polymyxinem B, ¢imz dojde k usmrceni zbylych extracelularnich bakterii. Vytvofeno v BioRender.com.

Infekéni experiment byl pouzit pro zjisténi poctu intracelularnich bakterii pomoci hodnoceni
CFU, nebo pro zjisténi vlivu B. pertussis na viabilitu THP-1 bun¢k pomoci WST-1 assay
(Obr. 5). Prubeh infekce THP-1 bun¢k vybranymi kmeny B. pertussis byl pozorovan také
mikroskopicky.

3.2.3.1. Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescen¢ni mikroskopii byl zaznamenavan pribéh infekce THP-1 bunék B. pertussis
Tohama I GFP a mScarlet v realném case. Infekce byla pozorovana na mikroskopu Olympus

CelIR po dobu 1 hodiny pii stondsobném / dvésténasobném zvétseni.
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3.23.2.CFU

CFU slouzi pro zjisténi presného poctu bakterii B. pertussis ve vzorku. Pro CFU byly pouzity
misky s CHA agarem, na které bylo zaockovano 100 pl bakteridlni kultury zifedéné
do pozadovaného mnozstvi. VétSinou byly pouZity tetraplikdty na 1 vzorek. Kolonie
na miskéach byly spocitany po 6 dnech ristu.

Nejprve byly na misky zao¢kovany B. pertussis pouzité na infekci THP-1 bunék (inokulum).
Tato série vzorkill byla oznacena jako ¢asovy bod TO hod.

Pii vysevech intracelularnich bakterii byly v ur¢itych casovych bodech jamky s THP-1
buikami infikovanymi bakteriemi B. pertussis 2x promyty PBS, lyzovany v dH20 a nasledné
zaoCkovany na misky.

Pii vysevech extraceluldrnich bakterii B. pertussis byly na misky zaoCkovany bakterie
vyskytujici se v RPMI médiu 1 h po infekci.

B. pertussis byly pted vysevy nafedény v SS médiu.

3.2.3.3. WST-1 assay

Pro zjisténi vlivu B. pertussis na viabilitu THP-1 bun¢k byla pouzita WST-1 assay (Obr. 7),
ktera slouzi ke kvantifikaci poc¢tu zivotaschopnych bun¢k v médiu. V urcitych ¢asovych bodech
byl k infikovanym THP-1 buiikkdm piidan Cell Proliferation Reagent WST-1. Reakce je
zaloZena na Stépeni tetrazoliové soli na formazan plisobenim mitochondridlnich dehydrogenaz.
Tato reakce je doprovazena barevnou zménou, ktera byla méfena na spektrofotometru Epoch 2,
absorbance 450 nm. Barevnd zména byla méfena po 20, 40 a 60 minutdch od ptidani kitu.
Meéirené vzorky byly nejcastéji v triplikatech. Jako kontrola byly pouzity neinfikované THP-1
bunky s pfidanym Cell Proliferation Reagent WST-1, jako blank bylo pouZzito RPMI médium
a pfidanym Cell Proliferation Reagent WST-1.
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Obr. 7: Schéma méreni viability THP-1 bunék po infekci B. pertussis

— pfidani WST-1 ——  Méreni absorbance vzorku Epoch |
(viabilita THP-1 bunék) ve
spektrofotometru

sBiclek
Absorbance: 450 nm

Méreni po 20, 40 a 60
minutach od pridani WST-1

Vzorky v triplikatech

K THP-1 buinikdm infikovanymi B. pertussis se ptida WST-1. Reakce je doprovazena barevnou zménou
meéfenou na spektrofotometru Epoch 2 (pfi absorbanci 450 nm) kazdych 20 minut po doby 1 hodiny. Métené

vzorky jsou v triplikatech. Vytvoieno v BioRender.com.

3.2.3.4. Infekce makrofagti THP-1 opsonizovanymi B. pertussis

Diferenciace THP-1 bunék a kultivace B. pertussis byla identicka jako pti infekci THP-1
bun¢k divokymi a mutantnimi kmeny B. pertussis (viz kapitola 3.2.3.).

Pted infekci byla nejprve inaktivovana ¢ast séra (30 min, 56 °C). Nasledn¢ byly bakterie
B. pertussis v mnozstvi 10® bakterii / 1 ml inkubovany (30 min, 37 °C) s aktivnim nebo
inaktivovanym sérem v RPMI médiu bez pfidané¢ho FCS. Pro inkubaci bylo pouzito 1 — 20 %
sérum / 1 ml. Soucasné bylo tepeln& inaktivovano (20 min, 70 °C) 10% bakterii
B. pertussis / 1 ml a nasledné byly inkubovany (30 min, 37 °C) v RPMI médiu s 10 % FCS.
Zaroven byly inkubovany (30 min, 37 °C) Zivé B. pertussis v RPMI médiu s 10 % FCS, které
slouzily jako kontrola. Nasledné doSlo k infekci makrofagi bakteriemi. Zbyly pribéh

experimentu zlstal beze zmény. Schéma celého experimentu je znazornéné na Obr. 8.
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Obr. 8: Schéma infek¢niho experimentu
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Nejprve se diferenciuji monocyty na makrofagy po dobu 4 dni. Mezitim se kultivuje B. pertussis na pevné padé
po dobu 3 dnii a nasledné je inokulovana v SS médiu ptes noc. Nasledujici den je nejprve tepelné inaktivované
sérum a nasledné je B. pertussis inkubovana s aktivnim a inaktivovanym sérem. Soucasné dochazi k tepelné
inaktivaci B. pertussis. THP-1 buiiky jsou infikovany pfisluSnym mnozstvim B. pertussis po dobu 1 h. Nasledné
se vyméni médium s bakteriemi za médium s polymyxinem B, ktery zabije extracelularni bakterie. Infekéni
experiment slouzi pro zjisténi poctu intracelularnich bakterii pomoci CFU, nebo vliv B. pertussis na viabilitu

THP-1 bunék pomoci WST-1 assay. Vytvofeno v BioRender.com.
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4. Cile prace

Diplomova prace byla zaméfena na studium intracelularniho ptfezivani vybranych kment
bakterie Bordetella pertusis v hostitelskych buikdch makrofagl za riznych podminek.

V ramci diplomové prace byly stanoveny nasledujici cile vychazejici z hypotézy, Ze
prezivani B. pertussis v bunkach imunitniho systému je soucasti zivotniho cyklu bakterie

a umoznuje ji vyhnout se akutni imunitni odpovédi hostitele:

1. Optimalizace THP-1 infekéniho modelu.

2. Ovéfeni zivotaschopnosti vybranych mutantnich kmenti B. pertussis pti intracelularnim
ptezivani v THP-1 makrofazich.

3. Sledovani vlivu protilatek a komplementu na intracelularni piezivani B. pertussis.
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5. Vysledky

5.1. Rustova charakteristika kmenli B. pertussis pouZzitych pii
infek¢nich experimentech

Dobrym zakladem pro infek¢ni experimenty byla standardni a reprodukovatelnd kultivace
bakterii, a to jak divokého typu Bordetella pertussis, tak jejich mutantnich forem. Snahou bylo
charakterizovat vybrané kmeny B. pertussis a docilit tak na pocatku infek¢éniho experimentu
stejného fyziologického stavu vSech sledovanych kmeni B. pertussis.

Kultivace kmenti startovala na ,,charcoal agarech bez krve, ndsledovéna kultivaci v tekutém

SS médiu pti 37 °C, ktera byla kontinudln¢ monitorovana na spektrofotometru Epoch.

Tab.8: Doba zdvojeni divokych kment B. pertussis

Kmen B. pertussis Doba zdvojeni (median (h) = SD*) | Doba lagu (h)
Tohama I (N=18) 3,8+£0,1 1.5

B1917 (N=8) 6,1 £0,2 5

18323 (N=3) 5,6 0,1 1.5

Bakterialni zékal byl méfen ve 12 jamkové desticce (objem v jamce 1 ml) na spektrofotometru pti 600 nm.
*SD = smérodatna odchylka

V experimentech byly pouzity 3 divoké kmeny Bordetella pertussis. Vzhledem
k referencnimu kmenu Tohama [ mély kmeny B1917 1 18323 delsi dobu zdvojeni, atou B1917
occa 60 % au 18323 045 %. Doba lagu bakterie byla vyrazné delsi pouze u kmene B1917 (viz
Tab. 8).
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Tab. 9: Doba zdvojeni mutantnich kment B. pertussis Tohama I

Kmen B. pertussis Doba zdvojeni (median (h) + SD*) | Doba lagu (h)
A(BP2871+ BP3011), (N=4) 54+0,3 2

ABP2871 (N=4) 3,9+0,1 2

ABP3011 (N=4) 4+0,2 1.5

Bvg" ™" (N=6) 3,7+0,2 1.5

ArisA™" (N=4) 48+0,1 1.3

Bakterialni zakal byl méfen ve 12 jamkové destic¢ce (objem v jamce 1 ml) na spektrofotometru Epoch 2 pti 600 nm.
Uvedené deleéni mutanty jsou na pozadi B. pertussis Tohama I.

*SD = smérodatna odchylka

***hyg" je mutantni kmen trvale se vyskytujici v Bvg" fazi, resp. trvale aktivni BvgS kindza

*#*F*risA je mutantni kmen s deletovanym regulatorem odpovédi RisA

Testované dele¢ni kmeny B. pertussis byly na pozadi kmene Tohama I. Kmeny s mutaci
v genu BP2871, BP3011 a Bvg" kmen rostly s podobnou dobou zdvojeni jako divoky typ.
K vyznamnému prodlouzeni doby zdvojeni doslo az u delecniho kmene ve dvou genech
(BP2871+ BP3011) a to o 40 % a u risA mutantniho kmene o 26 %. Doba lagu byla
ve sledovanych kmenech podobnéd s mirnym prodlouzenim u kmene ABP2871 a A(BP2871+
BP3011), (viz Tab. 9).

Doba zdvojeni se li§i nejen u mutantnich kment, ale i u sledovanych divokych typi
B. pertussis. Ziskané informace nam poslouzi pro spravnou synchronizaci ristu vybranych

kment pfi infekénich experimentech.

5.2. THP-1 monocytarni buné¢na linie

Monocytarni THP-1 bunécnd linie byla diferenciovana na adherentni makrofagy pomoci
chemického stimulu PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate). Diferenciace probihala 3 dny
s jednim dnem bez stimulace PMA. Zmény v morfologii bun¢k po diferenciaci byly ovéfovany

mikroskopicky.
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Obr. 9: Diferenciace THP-1 bunék

bunky (Obr. 9A) a stimulované — makrofagy — adherované na povrch (Obr. 9B). Kultivace probihala
na 6 jamkovych destickach v RPMI médiu pii 37 °C.
Obrazky byly potfizeny na mikroskopu Olympus, typ CellR. Pouzité zvétSeni: 100 x.

Po 4 dnech stimulace THP-1 bun¢k s PMA doslo ke zmén& morfologie bun€k. THP-1 buiiky,
byly vétsi, granulované a adherovaly k povrchu kultivacni desticky Vysledna konfluence
diferenciovanych makrofagii po 4 dnech diferenciace se pohybovala mezi 80 — 90 %.

Mikroskopie slouzila ke kontrole spravné diferenciovanych THP-1 bun¢k nasledné

pouzitych na infek¢éni experiment.

5.3. THP-1 infek¢ni model

Pomoci standardizované bunécné linie THP-1 se zkoumal vliv bakterie B. pertussis a jejich
mutantnich kment na viabilitu THP-1 bunék a pocet prezivsich intraceluldrné lokalizovanych
B. pertussis uvnitt makrofagt (CFU).

Po diferenciaci byly THP-1 bunky infikované vybranymi kmeny B. pertussis. Na infek¢ni
experimenty byly pouzity pocatecni hodnoty MOI od 1 do 50 dle typu experimentu. Po 1 h
inkubace byly extracelularni bakterie usmrceny pfidanim polymyxinu B o koncentraci
100 pg/ml. Pribeh infekee byl u vybranych experimentii sledovan i mikroskopicky pti pouziti
GFP nebo mScarlet produkujiciho kmene B. pertussis (Obr. 10).
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Obr. 10: THP-1 makrofagy infikované kmeny B. pertussis Tohama I GFP a mScarlet

THP-1 makrofagy infikované kmeny B. pertussis Tohama I GFP (Obr. 10A), mScarlet (Obr. 10B) a kontrolni
neinfikované makrofagy (Obr. 10C). Obrazky byly pofizeny 2 h po infekci. Infekce probihala v 6 jamkovych
destickach v RPMI médiu pti 37 °C za pouzitého MOI 1:10.

Obrazky byly potfizeny na mikroskopu Olympus, typ CellR. Pouzité zvétseni: 200 x (Obr. 10A a B), 100 x
(Obr. 10C).

. 4 y 3

Pro vizualizaci infekéniho procesu, byly pouzity bakterie B. pertussis produkujici
fluorescencni signal. Makrofagy byly infikovany kmeny B. pertussis Tohama I GFP ¢i mScarlet
(viz Obr. 10A a B). Oba modely byly vhodné pro kontrolu infekce. Po infekci THP-1 makrofagt
B. pertussis byla pozorovana nizsi konfluence THP-1 bunék nez u kontrolnich neinfikovanych
makrofagi (Obr. 10C) a byly detekovatelné oba typy znacenych bakterii (Obr. 10A a B).
Paralelni vysevy na pevnou ptidu potvrdily Zivotaschopnost bakterii uvniti makrofagt a tvotily
ptiblizn¢ 10 % z ptivodniho poctu (data nejsou prezentovana).

Infekce THP-1 makrofagi B. pertussis probihala podle nasich predpokladi. Tento modelovy
systém byl pak pouzit i pro nasledujici infekéni experimenty, kde uz nebyly pouzity bakterie

s fluorescencnim signalem.
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5.4. Ptezivani bakterie Bordetella pertussis v THP-1 bunkéch

Infekéni experiment v sobé zahrnoval synchronizaci jak eukaryotické ¢asti experimentu, tak
fyziologického rustu B. pertussis. Bylo potieba optimalizovat infekéni experiment tak,
abychom doséhli reprodukovatelnych vysledkti. V pocatcich se ukazalo, jak velky vliv maji
vstupni parametry pokusu jako O.D. inokula¢ni bakterialni kultury, ¢i mira infek¢ni davky
(MOI).

Testované kmeny B. pertussis byly vybrany na zéklad¢ pfedchozi transkriptomické studie
intracelularné lokalizovanych bakterii, kterd ukazala po infekci vyznamnou modulaci ¢asti
bakterialnich genti (Farman et al. 2022). Pro testovani byly vybrané geny pro cystein
dioxygenazu ¢i regulacni geny zapojené v regulaci virulence bakterie a byl zkouman vliv této
dele¢ni mutace pfi interakci s hostitelem.

Schopnost ptezivani B. pertussis v THP-1 makrofazich byla hodnocena jak pomoci mnozstvi
intracelularné lokalizovanych bakterii pomoci vysevl na plotny (CFU), tak soucasné byl
testovan cytotoxicky vliv bakterii na viabilitu hostitelskych THP-1 bunék.

V ramci prace jsme se zaméfili na Casnou fazi infekce, tj. v rozmezi 1-24 hod, s dirazem
na ¢asovy bod T2 hod. Celkovy prubéhu infekce je znazornén na Obr. 5 kap. 3.2.3. Z vysledki
bylo patrné, ze v ¢asovém bod¢€ T2 hod a T6 hod byl vliv na makrofagy srovnatelny, a to jak
u referen¢niho kmene (72 %), tak u kmene s dvojitou deleci genil pro cystein dioxygenazu
(90 %). Po 24 hodinach doslo k zvySeni viability infikovanych THP-1 bun¢k na 95 % u kmene
Tohama I a 127 % u kmene A(BP2871+ BP3011), (Obr. 11).

Cytotoxické zmény na makrofagy jsou dobie porovnatelné¢ uz T2 hod, na kterou jsme
se v nasledujicich experimentech zame¢fili. V €asovém bod€ T24 hod naopak dochézelo
ke zménam 1 u diferencovanych makrofagt, tak uz se na standardni testovani mutantnich

kment bakterie B. pertussis tolik nehodila.
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Obr. 11: Cytotoxicky vliv B. pertussis na THP-1 buiiky v ¢asné fazi infekce
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Viabilita infikovanych THP-1 makrofagi v T2 hod, T6 hod a T24 hod v procentech byla méfena pomoci
WST-1 kitu pti 450 nm. Doba inkubace s reagentem byla 40 min. Ziskané hodnoty jsou medianem ze dvou
biologickych replikatt. Infekéni davka byla v tomto piipade 1:10.

5.4.1. Vliv fyziologického stavu bakterie pfed infekci na pribch piezivani v
hostiteli

Pti infekénich experimentech se postupné ukézalo, jak dilezity vliv mé fyziologicky stav
bakterie B. pertussis pted infekci. Pro standardizaci nésledujicich experimentii bylo nutné
otestovat vliv O.D. no¢niho inokula bakterialni kultury na nasledny infekéni pokus a vybrat
vhodnou fazi riistu, aby dalsi infek¢ni experimenty byly mezi sebou srovnatelné.

THP-1 makrofagy byly infikovany bakterialni kulturou, ktera v rannich hodinach dorostla
na O.D.eoonm 1,0; 1,5 a 2,0. V tomto experimentu se testoval referencni kmen Tohama I
a ukazalo se, Ze se zvysujici se hodnotou O.D. se zvySovala v ¢ase T2 hod viabilita makrofagti
(Obr. 12A). Tedy bakterie ztracely svoji cytotoxicitu k hostitelskym buiitkam. Viabilita THP-1
bunék byla pro O.D. 1 a 1,5 kolem 40 % az 45 %. Pti O.D. 2,0 dosahovala 60 %.

V nasledujicich experimentech jsme se snazili vychazet z O.D. = 1, aby byly 1épe vidét
rozdily v cytotoxicité¢ mezi srovnavanymi kmeny.

Spolecné stimto experimentem se testovalo i1 prezivani B. pertussis v makrofazich

(Obr. 12B). Bylo hodnoceno, jaké mnozZstvi bakterii pieziva v dany ¢asovy bod v makrofazich.
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Ukazalo se, ze se zvySujici se hodnotou O.D. no¢niho inokula se zvySovala schopnost
B. pertussis intracelularné ptezivat v THP-1 makrofazich (Obr. 12B). MnozZstvi intracelularnich
bakterii kmene Tohama I (ranni hodnota O.D.600 nm no€niho inokula byla 1,0; 1,5 a 2,0) v T2
hod poklesla na 10 %, 15 %, resp. 20 % (vztazeno k danému inokulu).

Obr. 12: Vliv fyziologického stavu no¢niho inokula B. pertussis (hodnota ranniho odectu

O.D. 600nm) na viabilitu THP-1 bunék a preZivani B. pertussis v makrofazich
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Viabilita infikovanych THP-1 makrofagi v T2 hod (Obr. 12A) v procentech byla méfena pomoci WST-1 kitu
pfi 450 nm. Doba inkubace s reagentem byla 40 min. Ziskané hodnoty jsou medianem ze tfi technickych replikata.
Infekéni davka byla v tomto ptipadé 1:20.

Intracelularni prezivani B. pertussis (%) v makrofazich v T2hod (Obr. 12B) bylo stanoveno pomérem CFU
v T2 hod k inokulu. Ziskané hodnoty jsou medidnem ze ¢ty technickych replikati Infekéni davka v tomto piipadé
byla 1:20.

Popsana situace nicméné¢ ukazuje na provazanost systému. Tedy, Ze pii nizsi cytotoxicité
bakterii vice makrofagl pteziva a pii nasledném vysevu bakterii miizeme tak uméle navysSovat
1 pocet intracelularné lokalizovanych ptezivSich B. pertussis Vyssi prezivani B. pertussis pii
0.D. = 2 muze byt tak ¢astecné zpiisobeno vétsim mnozstvim THP-1 bunék ve vzorku. Mezi
viabilitou makrofagi a intracelularnimi bakteriemi neni idealni pfiméa iiméra.

Nicmén¢ k danym okolnostem se ukazuje, ze O.D. no¢niho inokula ma vliv na intracelularni

prezivani B. pertussis v makrofazich v prubéhu infekce.
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5.4.2. Mira ptezivani divokych kment B. pertussis v THP-1 bunikach

Referencnim kmenem pro Bordetella pertussis je kmen Tohama I, ktery je nejvice studovan
a laboratorné pouzivan. Presto se mize v nekterych parametrech od jinych divokych typu ¢i
klinickych izolath lisit, proto jsme vybrané infekéni experimenty provadéli i s kmeny B1917
a 18323.

V infekénich experimentech se ukazalo, ze na pribéh ma vliv i mira pocatecni infekcni
davky (MOI, resp. pocet bakterii na jednu hostitelskou buiiku). Z tohoto diivodu se testovaly
kmeny pii vice MOI, pokud by se cytotoxicky efekt kmene projevil pouze pti urcité infekéni
davce.

THP-1 makrofagy byly infikovany kmeny B. pertussis o pocatecni infek¢ni davce 1:5, 1:10,
1:20 a 1:50. Ukazalo se, ze se zvySujici se infekéni davkou na zacatku infekce se snizovala
viabilita THP-1 makrofagii po infekci vSemi divokymi kmeny B. pertussis (Obr. 13).
Pti pouziti infekéni davky 1:5 a 1:10 (netestovalo se u kmene 18323) byla viabilita THP-1
bunék u vSech kmenii cca 70 % v porovnani s neinfikovanymi buitkami. Po infekci infekéni
davkou 1:20 doslo k vyraznému poklesu viability THP-1 bunék na cca na 40 %. Pokles viability
THP-1 buné¢k byl nejvyraznéjsi po pouziti MOI 1:50 — doslo k poklesu na cca 15 % po infekci
kmeny B1917 a 18323 a 25 % po infekci kmenem Tohama I.

V nasledujicich experimentech zamétenych na vlivu mutantnich kment na viabilitu THP-1
bunék jsme se snazili testovat riznd MOI, aby byl co nejlépe zmapovan cytotoxicky ucinek

vybranych kment.
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Obr. 13: Vliv pocéateéni MOI na viabilitu THP-1 bunék a intracelularni prezivani

laboratornich a divokych kmeni B. pertussis
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Viabilita infikovanych THP-1 makrofagi v T2 hod byla métena pomoci WST-1 kitu pti 450 nm. Doba inkubace
s reagentem byla 40 min. Ziskané hodnoty jsou medianem z min 2 az 4 biologickych replikati. Kazdy biologicky
replikat vychazi ze triplikatu naméfenych hodnot.

Spole¢né s viabilitou THP-1 bunék se testovalo 1 prezivani divokych kment B. pertussis
v makrofazich (Obr. 14) - CFU. Ukazalo se, Ze pfi pouziti niz8i infekéni davky — MOI 1:5
bakterie 1épe prezivaly uvnitt makrofagii. U kmene Tohama I bylo intracelularné lokalizovano
35 % plvodniho poctu bakterii (infekéniho inokula), u kmene B1917 pouze 16 %. Pii zvySeni
infek¢ni davky na 1:10 klesl pocet intracelularné lokalizovanych bakterii na 10 % u obou
testovanych kment (netestovalo se u kmene 18323). Pocet intracelularnich bakterii se

pti zvySeni pocatecni infekéni davky na 1:20 jiz dale neménil.

57



Obr. 14: Intracelularni prezivani laboratorniho a divokého kmene B. pertussis
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Intracelularni prezivani B. pertussis (%) v makrofazich v T2 hod bylo stanoveno pomérem CFU v case T2
hod k inokulu. Ziskané hodnoty jsou medianem z min 2 az 4 biologickych replikati. Kazdy biologicky replikat
vychazi ze tetraplikatu naméfenych hodnot.

5.4.3. Mira prezivani mutantnich kment B. pertussis v hostiteli

Nasledné byl testovan vliv mutace genl potencialné zapojenych v intraceluldrnim ptezivani

B. pertussis na viabilitu THP-1 bun¢k a pfezivani bakterii uvnitt makrofaga.

5.4.3.1. Mutace v genech regulujicich virulenci bakterie B. pertussis — bvg
regulon a RisAK dvoukomponentovy systém

Na zakladé vysledkt z predeslé transkriptomické analyzy pfezivani bakterii uvnitt THP-1
makrofagl se ukazalo, Ze B. pertussis zfejmé prechazi do Bvg faze a zaroven dochazi k aktivaci
RisAK dvoukomponentového systému. Z tohoto diivodu byla testovana jak mira ptezivani, tak
viabilita THP-1 bun¢k 2 hod po infekci témito mutantnimi kmeny B. pertussis.

V pribéhu infekéniho experimentu jsme se snazili opét respektovat fyziologicky stav
bakterie a mit pocate¢ni O.D. kultury kolem 1,0. U kmene ArisA dochazelo ovSem
k nerovnomérnému poméru mezi O.D. kultury a vyslednym MOI. Celkova infekéni davka se
pohybovala misto pozadovanych MOI 1:20 pouze MOI 1:10. U tohoto kmene korelace mezi
0.D. a mnozstvim zivotaschopnych bunék pouzitych pro infekci nefungovala. Ziejmé byl velky
podil 1 mrtvych bunék v médiu, které ovSem mohou mit i vliv na sledované parametry, proto
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jsme zvolili pfi testovani i dvojnasobnou MOI, abychom tak uméle dorovnali mnozstvi
zivotaschopnych bakterii pii infekci.

THP-1 bufiky byly infikovany kmeny Tohama I, Bvg" a ArisA infekéni davkou 1:20 a 1:40.
Pii infekéni ddvce 1:20 byla viabilita THP-1 bunék infikovanych referenénim kmenem
a kmenem ArisA MOI 1:20 sniZzena na 40 % vzhledem k neinfikovanym THP-1 bunkam.
Viabilita makrofaghi byla vyssi, pokud byl pouzity kmen alokovany v Bvg" fazi, a to skoro na
60 %. Nejvice cytotoxicky a signifikantni efekt mél kmen Aris4 ve dvojnasobné infekéni davce,
kdy viabilita THP-1 klesla na 16 %. Stejny trend byl pozorovan i pfi pouziti MOI 1:40
(Obr. 15A).

Pro porovnani bylo pouzito i statistického hodnoceni ANOVA, ze kterého vyplynulo, Ze
signifikantni vliv na viabilitu makrofaghi ma kmen Bvg" a to pouze pii zvy$ené infekéni davce
MOI 1:40, pti MOI 1:20 se to rozdil také potvrdil, ale s vyssi pV = 0,095.

Soucasné bylo testovano i piezivani mutantnich kmenti B. pertussis v makrofazich.
Z vysledk vyplyva, Ze mutantni kmen Bvg" pfezival 1épe a kmeny s deletovanym RisA
regulatorem naopak hiife nez kontrolni kmen Tohama I. Rozdily mezi kmeny byly signifikantni
(Obr. 15B). Bvg" kmen byl zaroveti testovan na hemolyzu krve vysevy na kultivaéni BG misky

s berani krvi, ¢imZ doslo k potvrzeni Bvg" fenotypu i po intracelularni lokalizaci bakterie.
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Obr. 15: Pisobeni gend regulujicich virulenci B. pertussis na viabilitu THP-1 bunék a

intracelularni prezivani B. pertussis
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Viabilita infikovanych THP-1 makrofagi v T2 hod (Obr. 15A) byla méfena pomoci WST-1 kitu pii 450 nm.
Doba inkubace s reagentem byla 40 min. Ziskané hodnoty jsou medidnem z min 2 az 6 biologickych replikata.
Kazdy biologicky replikat vychazi ze triplikatu namétenych hodnot. Infekéni davka byla v tomto piipadé 1:20
a 1:40. Statistické rozdily byly provedeny pomoci analyzy rozptylu (ANOVA) — hladina statistické vyznamnosti
p (graficky znazornéno pomoci hvézdicek, * p < 0,05; *** p <0,001), pti p > 0,05 byl rozdil nesignifikantni
(ns) — v grafu vyznaceny pouze signifikantni zmény.

Intracelularni pitezivani B. pertussis (%) v makrofazich v T2 hod (Obr. 15B) bylo stanoveno pomérem CFU
v ¢ase T2 hod k inokulu. Ziskané hodnoty jsou medianem z min 2 az 5 biologickych replikat. Kazdy biologicky
replikat vychazi ze tetraplikatu namérenych hodnot. Infekéni davka byla v tomto ptipadée 1:20.

5.4.3.2. Mutace v genech pro cystein dioxygenazu u B. pertussis (ABP2871,
ABP3011)

Transkriptomickd analyza intraceluldrné ptezivajicich bakterii B. pertussis ukazala
vyznamné zvySenou expresi gentl pro cystein dioxygenazu (BP2871 a BP3011), proto bylo
velmi zajimavé otestovat ucinek téchto genl na pfezivani bakterie v makrofazich ¢i jejich
viabilitu. Byly vytvofeny mutantni kmeny v téchto dvou genech, ptipadné delece obou a jejich
vliv testovan na THP-1 buiikach.

Pti pouziti MOI 1:10, resp. 1:20 ¢i 1:40 dosahovala viabilita makrofagt pro kmen Tohama I
70 %, resp. 40 % ci 18 %. Pokud byla infekce provedena s dele¢nimi kmeny pouze v jednom
genu pro cystein dioxygenazu, byla viabilita makrofagh po infekci srovnatelnd s infekci
referencnim kmenem. Signifikantné snizena cytotoxicita na THP-1 buiiky byla pozorovana
pouze u dvojitého mutantniho kmene a viabilita THP-1 bunék dosahovala 84 % pro MOI 1:10,
77 % pro MOI 1:20 a 62 % pro MOI 1:40. (Obr. 16).
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Obr. 16: Vliv mutace
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Viabilita infikovanych THP-1 makrofagii v T2 hod byla méfena pomoci WST-1 kitu pti 450 nm. Doba inkubace
s reagentem byla 40 min. Ziskané hodnoty jsou medidnem z min 2 az 6 biologickych replikat. Kazdy biologicky
replikat vychazi ze triplikdtu naméfenych hodnot. Infekéni davka byla v tomto ptipadé 1:10, 1:20 a 1:40.
Statistické rozdily byly provedeny pomoci analyzy rozptylu (ANOVA) — hladina statistické vyznamnosti p
(graficky znazornéno pomoci hvézdicek, ** p <0,01; **** p<0,0001), pti p > 0,05 byl rozdil nesignifikantni
(ns) — v grafu vyznaceny pouze signifikantni zmény.

Z vysledkt vyplyva, Ze mutantni kmeny s deleci pouze vjednom z genl pro cystein

dioxygenazu (ABP2871 ¢ ABP3011) nevykazovaly signifikantni rozdil v cytotoxicité

na makrofagy ve srovnani s kmenem Tohama I. Vyrazné niz§i miru cytotoxicity k THP-1

bunkdm vykazoval pouze dvojit¢ mutantni kmen A(BP2871+ BP3011) ve vSech testovanych

MOL.
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5.4.4. Vliv opsonizace a komplementu na piezivani B. pertussis v THP-1 bunikach

V nasledujicich experimentech bylo snahou se pfiblizit redlnému systému a otestovat vliv
séra na bakterii B. pertussis, kterd bude pouzita pfi infekénich experimentech. V experimentech
jsme se soustiedili na testovani referencniho kmene Tohama I a to jak v pfitomnosti normalniho
séra, tak séra inaktivovaného teplem. Timto zpisobem bylo mozné testovat nejen vliv
komplementu, ale 1 vliv protilatek.

Testovalo se, jak lidské sérum od zdravych dérct (sérum z vice darci od firmy Sigma), tak

sérum NIBSC, kde je piesn¢ definované mnozstvi protilatek proti B. pertussis.

5.4.4.1. Testovani vlivu séra na zZivotaschopnost B. pertussis

Pred vlastnimi infekénimi experimenty spojenymi s THP-1 bunikami jsme chtéli otestovat
samotny vliv séra na zivotaschopnost bakterie (CFU). Testovala se 30 min inkubace s lidskym
sérem od firmy Sigma a NIBCS sérem. Kontrolou ndm byla kultivace B. pertussis v RPMI
médiu s FCS sérem. Byl sledovan vliv jak aktivniho, tak inaktivovaného séra (inaktivace
komplementu).

Srovnani probé¢hlo na referenénim kmenu B. pertusis Tohama 1. Z vysledkt vyplyva, ze
signifikantni rozdil je mezi sérem aktivnim a inaktivovanym, a to u obou sledovanych sér.
Samotny vliv komplementu ma za nésledek masivni snizeni Zivotaschopnosti bakterie. U
aktivniho séra od firmy Sigma doslo k poklesu na 25 %, vzhledem ke kontrole, a na 5 % u
NIBCS séra. U inaktivanovanych sér bylo pfezivani podstatné vyssi a to 45 % u Sigma séra a
60 % u NIBCS a bez signifikantniho rozdilu (Obr. 17).

Vysledky naznacuji vyznamné zapojeni komplementu pfi likvidaci patogena v prostiedi
a ziskana data byla vyuzita pfi nastaveni parametr infekéniho experimentu, resp. stanoveni

vhodné pocate¢ni MOI.
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Obr. 17: Vliv ptsobeni 10 % séra na Zivotaschopnost B. pertussis Tohama I
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Vliv pisobeni 10 % séra na Zivotaschopnost B. pertussis byl stanoven pomérem CFU B. pertussis inkubovanych
se sérem k bakteriim inkubovanym bez lidského séra. B. pertussis byla inkubovana s lidskym sérem od spolecnosti
Sigma a se sérem NIBSC s garantovanym mnozstvim specifickych protilatek. Ziskané hodnoty jsou medianem
z minimaln¢€ 4 az 7 biologickych replikati. Kazdy biologicky replikat vychazi z technického tetraplikatu hodnot.
Statistické rozdily byly stanoveny pomoci analyzy rozptylu (ANOVA) — hladina statistické vyznamnosti
p (graficky znazornéno pomoci hvézdicek; ** p < 0,01; **** p < 0,0001, pfi p > 0,05 byl rozdil nesignifikantni
(ns)). V grafu vyznaceny pouze signifikantni zmény.

Vliv séra jsme netestovali pouze na referenénim kmeni Tohama I, ale i divokém kmeni
B. pertussis. Pro ovéfeni jsme si vybrali kmen B1917, ktery byl izolovany az v roce 2000 a neni
tolik zatizen dlouhodobym pasaZovanim v laboratofich.

Pusobeni 10 % aktivniho Sigma séra na B. pertussis Tohama I vedlo k vyraznému poklesu
poctu zivotaschopnych bakterii na 25 % vzhledem ke kontrole, u kmene B1917 byl pokles
pouze na 45 % vzhledem ke kontrole. Podobny trend s vyraznéj$imi rozdily mezi kmeny byl
pozorovan i vlivem 10 % aktivniho NIBSC séra. Po inkubaci B. pertussis s inaktivovanym
sérem klesl pocet bakterii u obou testovanych kment o ptiblizné 50 % - shodné pro ob¢€ pouzita
séra (Obr. 18).

Celkov¢ vysledky ukazuji, ze kmen B. pertussis B1917 je odolngjsi proti ptisobeni aktivniho

séra nez kmen Tohama 1.
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Obr. 18: Vliv pusobeni 10 % séra na Zivotaschopnost B. pertussis Tohama I a B1917
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Vliv séra B. pertussis Tohama I (data shodna s Obr. 17) a B1917. Vliv 10 % aktivniho séra (SA) a inaktivniho
séra (SI) na Zivotaschopnost bakterii Tohama I a B1917. Hodnoty vychazeji z poméru CFU B. pertussis
inkubovanych se sérem k bakteriim inkubovanym bez séra. B. pertussis byla inkubovana s lidskym sérem
od spolecnosti Sigma a se sérem NIBSC s garantovanym mnozstvim specifickych protilatek. Ziskané hodnoty jsou
medianem ze 3 biologickych replikat. Kazdy biologicky replikat vychazi z technického tetraplikatu hodnot.

5.4.4.2. Vliv opsonizace bakterii na miru ptezivani v makrofazich THP-1 a jejich
cytotoxicky Uc€inek na hostitele

Po testovacich experimentech s bakteriemi ovlivnénymi sérem, byly tyto opsonizované
B. pertussis Tohama [ pouzity pro infekéni experimenty. Sledoval se vliv opsonizace
na cytotoxicky ucinek bakterii na THP-1 buiilky a miru intracelularniho ptfezivani bakterii
v makrofazich.

Nejprve se testoval vliv séra pii infekéni davee MOI 1:10. Vlivem pulsobeni séra doslo
k vyraznému ubytku bakterii ve vzorku, coz bylo patrné uz z predchazejicich experimenta.
Nasledné¢ bylo tézké odlisit miru vlivu opsonizovanych bakteriich na makrofagy, protoze se
lisila pocatecni infekéni MOI (testovani pomoci vysevu inokulacni kultury — kap. 5.4.4.1.).
Po opsonizaci inaktivovanym sérem byla pocate¢ni infekéni davka sniZzena o cca 50 % u obou
typtt sér. Po opsonizaci aktivnim Sigma sérem byla pocatecni MOI zhruba 4 x nizsi
a po oposonizaci aktivnim NIBSC sérem dokonce 20 x niz$i nez u kontrolniho vzorku.

Vysledky ukazaly, Ze v kontrolnich podminkach (kultivace bakterie v médiu bez lidského
séra) se pohybovala viabilita THP-1 bun¢k v T2 hod po infekci kolem 64 %. Po ptisobeni obou
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typl inaktivovanych sér byla mira viability THP-1 bun¢k podobna kontrole. Naopak u bakterii
vystavenych aktivnimu lidskému séru (Sigma 1 NIBSC) se cytotoxicita na THP-1 buiiky snizila
a viabilita dosahovala mezi 80 — 90 %. Kolem 90 % se pohybovala i mira viability hostitelskych

bunék infikovanych mrtvymi, tepelné inaktivovanymi, bakteriemi. (Obr. 19).

Obr. 19: Vliv inkubace B. pertussis s 10 % sérem na viabilitu THP-1 bunék pri MOI 1:10

100 *
190
82
80 .
—_ 64 65 65
S = S
= 60
e | e e S
= | ... | B
= Ceneiear
= | B s
Z 40 I
& 950080
> | s I s e
0
kontrola 10 % SA 10 % SA 10 % SI 10 % SI tepelné
Sigma NIBSC Sigma NIBSC  inaktivované
Sérum

Viabilita infikovanych THP-1 makrofagii v T2 hod byla mé&fena pomoci WST-1 kitu pti 450 nm. Doba inkubace
s reagentem byla 40 min. Ziskané hodnoty jsou medianem z min 2 az 4 biologickych replikat. Kazdy biologicky
replikat vychazi ze triplikatu namétenych hodnot. Teoreticka infekéni davka byla v tomto ptipade€ 1:10. Statistické
rozdily byly provedeny pomoci analyzy rozptylu (ANOVA) — hladina statistické vyznamnosti p (graficky
zndzornéno pomoci hvézdicek, ** p < 0,01, pfi p > 0,05 byl rozdil nesignifikantni (ns)). V grafu vyznaceny pouze
signifikantni zmény.

Ziskané vysledky cytotoxického plisobeni B. pertussis byly statisticky hodnoceny pomoci
analyzy rozptylu (ANOVA) a ukazalo se, Ze diky velkym rozdilim mezi jednotlivymi
biologickymi replikaty je signifikantni zména pouze u aktivnich sér. Tedy pokud nedochdzi
k inaktivaci komplementu a vyznamné se snizi infek¢ni davka jesté pred vlastni infekei. U séra
NIBCS je rozdil vyrazny, u séra od firmy Sigma je hladina p vyssi (0,1034), protoze byl mensi
pocet biologickych replikatt.

Nicméné z nami ziskanych vysledki nemtzeme s jistotou urcit, zda je pozorovany rozdil

zpusoben pusobenim séra ¢i i rozdilnou pocate¢ni MOL.
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Soucasné¢ se testoval 1 vliv opsonizace B. pertussis na intracelularni ptezivani pomoci vysevi
bakterii v T2 hodin¢ infekce na kultivaéni plotny (Obr. 20). Vysledky z experimentl jsou
pravdépodobné opét zatiZzeny chybou — rozdilnou pocatecni MOI, jelikoz pii nizsi pocatecni

infek¢ni davce bakterie 1épe prezivaji uvnitt makrofagu.

Obr. 20: Vliv inkubace B. pertussis Tohama I s 10 % sérem na intracelularni preZivani
v makrofazich p¥i MOI 1:10
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Intracelularni prezivani B. pertussis v makrofazich v T2 hod bylo stanoveno pomérem CFU v ¢ase T2 hod
k inokulu. Ziskané hodnoty jsou medidnem z min 3 az 4 biologickych replikati. Kazdy biologicky replikat vychazi
ze tetraplikatu namétenych hodnot. Teoreticka infekéni davka byla v tomto piipadé 1:10. Statistické rozdily byly
provedeny pomoci analyzy rozptylu (ANOVA) — hladina statistické vyznamnosti p (graficky znazornéno pomoci
hvézdic¢ek ** p < 0,01; *** p < 0,001, pti p > 0,05 byl rozdil nesignifikantni (ns)). V grafu vyznaceny pouze
signifikantni zmény.

Vysledky ukazuji, Ze 2 hod po infekci klesl pocet intracelularnich B. pertussis inkubovanych
bez lidského séra na cca 15 %. Inkubaci s aktivnimi séry se pocet intracelularnich B. pertussis
pohyboval mezi 24 % az 33 % svelkymi smérodatnymi odchylkami. Po inkubaci
s inaktivovanymi séry signifikantné vrostl pocet intracelularnich bakterii — na cca 46 %

po inkubaci se Sigma sérem a 35 % po inkubaci s NIBSC sérem (Obr.20).
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Testoval se také vliv 20 % séra od firmy Sigma na viabilitu THP-1 bun€k i miru
intracelularniho ptezivani. V obou pfipadech vykazoval srovnatelné vysledky, které byly
pozorované u 10 % séra (data nejsou publikovana).

Z divodu rozdilné pocatecni MOI jsme se v navazujicim experimentu snaZzili vyrovnat
rozdily mezi riznou pocatecni davkou bakterii. Pro lepsi dorovnani rozdilu jsme zvolili
MOI 1:1. Upravili jsme pocate¢ni infek¢éni davku po opsonizaci nésledujicim zplsobem.
Bakterie inkubované s aktivnim sérem od firmy Sigma jsme oproti kontrole navysili 4 x pred
zac¢atkem infek¢niho experimentu, aktivnim NIBSC sérem 10 x a obéma typy inaktivovanych
sér 2 X.

Nasledné jsme testovali ptisobeni séra na viabilitu THP-1 bunék (Obr. 21) a intracelularni
prezivani B. pertussis (Obr. 22) pfi pocatecni infek¢éni davee 1:1, kterd se opét vice blizi realné

situaci.

Obr. 21: Vliv inkubace B. pertussis Tohama I s10 % sérem na viabilitu THP-1
pri MOI 1:1
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Viabilita infikovanych THP-1 makrofagii v T2 hod byla méfena pomoci WST-1 kitu pti 450 nm. Doba inkubace
s reagentem byla 40 min. Ziskané hodnoty jsou medianem z 2 biologickych replikati. Kazdy biologicky replikat
vychazi ze triplikdtu naméfenych hodnot. Teoreticka infekéni davka byla v tomto ptipadé 1:1. Statistické rozdily
byly provedeny pomoci analyzy rozptylu (ANOVA) — hladina statistické vyznamnosti p <0,05. Nebyly zde
zaznamenany zadné signifikantni zmény — nesignifikantni zmény nejsou v grafu vyznaceny.

Vysledky ukazaly, ze viabilita THP-1 makrofagh 2 hod po infekci se pohybovala v rozmezi

80 — 90 % bez signifikantnich rozdilii mezi kontrolou a opsonizovanymi vzorky. (Obr. 21).
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Tedy vyrovnané mnozstvi bakterii pii infekci nevedlo ke zménam v cytotoxicité na THP-1
bunky. Podatilo se ndm tak dosdhnout vyrovnaného po¢tu makrofagt, ze kterych jsme stanovili
mnozstvi intracelularnich bakterii.

Vysledky CFU ukazaly signifikantni rozdil pouze mezi kontrolnimi podminkami
a inaktivovanym NIBCS sérem, kde 60 % bakterii v T2 hodiné v makrofazich ptezilo oproti
kontrole, kde to bylo 20 %. V dalSich podminkéch bylo pfeZivani podstatné nizsi a bliZilo se
bud’ kontrole — aktivni sérum Sigma (25 %), nebo mén¢ nezZ v kontrole, jako u aktivniho NIBCS
séra (6 % s pV = 0,103) ¢i 12 % u inaktivovaného Sigma séra.

I ptes nekteré nedostatky, napt. tento experiment byl pilotni a délali se pouze technické
replitaty, se ukézal pozitivni vliv protilatek na efektivitu fagocytézy (NIBCS, SI). Nékteré
nepfesnosti mohly byt nicméné dany 1 teoretickymi vypocty realné infekéni davky, ktera se
pohybovala u kontroly a inaktivovanych sér misto MOI 1:1, tak byla 1:1,5, ¢i u aktivniho séra
od firmy Sigma byla MOI 1:2 (tedy 2 x tolik) a naopak u aktivniho NIBSC séra bylo pocatecni
MOI 1:1.

Obr. 22: Vliv inkubace B. pertussis Tohama I s 10 % sérem na intracelularni prezivani
B. pertussis pii MOI 1:1
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Intracelularni prezivani B. pertussis v makrofazich v T2 hod bylo stanoveno pomérem CFU v ¢ase T2 hod
k inokulu. Ziskané hodnoty jsou medianem ze 4 technickych replikat. Teoreticka infekéni davka byla v tomto
piipadé 1:1. Statistické rozdily byly provedeny pomoci analyzy rozptylu (ANOVA) — hladina statistické
vyznamnosti p (graficky znazornéno pomoci hvézdicek; **** p < 0,0001, pfi p > 0,05 byl rozdil nesignifikantni
(ns)). V grafu vyznaceny pouze signifikantni zmény.
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5.4.4.2. Vliv opsonizace bakterii na efektivitu fagocytozy THP-1 bunck

Jak uz predchozi experimenty naznacovaly, vliv séra nemusi byt pouze piimy, ptisobeni
na zivotaschopnost bakterii (resp. pocatecni MOI), ale 1 nepfimy, kdy napf. dojde
k zefektivnéni fagocytézy hostitelskych bunck. Diivéjsi studie ukézaly, Ze pfitomnosti
specifickych protilatek proti ¢ernému kasli dochazi ke zvyseni fagocytézy opsonizovanych
bakterii (Gorgojo et al. 2014), proto jsme se na vliv opsonizace na mnozstvi extracelularnich
bakterii v médiu také soustiedili.

Vliv inkubace se sérem se nejprve testoval pfi teoretické pocatecni infekéni davee 1:10

(Obr. 23).

Obr. 23: Vliv inkubace B. pertussis Tohama I s 10 % sérem na pocet extracelularnich
B. pertussis pri MOI 1:10
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Pocet extracelularni bakterii B. pertussis v médiu v T1 hod byl stanoven pomérem CFU v ¢ase T1 hod
k pocatecni infekéni davee inokulu. Ziskané hodnoty jsou medianem ze 3 technickych replikatd. Infekéni davka
byla v tomto pfipadé 1:10. Statistické rozdily byly provedeny pomoci analyzy rozptylu (ANOVA) — hladina
statistické vyznamnosti p (graficky znazornéno pomoci hvézdicek, * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001), pti p
> 0,05 byl rozdil nesignifikantni (ns)). V grafu vyznaceny pouze signifikantni zmény.
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Vysledky ukazaly, ze v T1 h po infekci klesl pocet extracelularnich bakterii B. pertussis
kultivovanych bez lidského séra na 64 %. Po opsonizaci aktivnim Sigma sérem mirné vzrostla
viabilita THP-1 na cca 70 % pfi porovnani s kontrolnim vzorkem, zde vSak nebyl signifikantni
rozdil. Naopak po inkubaci B. pertussis s aktivnim NIBSC sérem a obéma typy inaktivovanych
sér doslo k signifikantnimu poklesu extracelularnich bakterii na 30 — 40 % (Obr. 23).

Nésledn¢ jsme zkoumali vliv 10 % séra (po vyrovnani pocateni infekéni davky)
pii teoretické MOI 1:1 (Obr. 24).

V kontrolnich podminkach doslo k poklesu poctu extracelularnich bakterii 1 hod po infekci
na 34 %. Po opsonizaci B. pertussis s aktivnimi séry a inaktivovanym Sigma sérem
signifikantné klesl pocet extraceluldrnich bakterii na 9 — 13 %. Po inkubaci B. pertussis
s inaktivovanych NIBSC sérem klesl pocet bakterii na 16 %, rozdil vSak nebyl signifikantni

z diivodu vysoké pV = 0,1822 (Obr. 24).

Obr. 24: Vliv inkubace B. pertussis Tohama I s 10 % sérem na pocet extracelulirnich
B. pertussis pii MOI 1:1
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Pocet extracelularni bakterii B. pertussis v médiu v T1 hod byl stanoven pomérem CFU v ¢ase T1 hod
k inokulu. Ziskané hodnoty jsou medidnem ze 2 biologickych replikatti. Kazdy biologicky replikat vychazi
ze tetraplikatu naméfenych hodnot. Teoreticka infekéni davka byla v tomto pfipadé 1:1. Statistické rozdily byly
provedeny pomoci analyzy rozptylu (ANOVA) — hladina statistické vyznamnosti p (graficky znazornéno pomoci
hvézdicek, * p < 0,1, pii p > 0,1 byl rozdil nesignifikantni (ns)). V grafu vyznaceny pouze signifikantni zmény.

70



Vysledky u obou testovanych MOI naznacuji vliv lidského séra na zvySenou efektivitu
fagocytozy bakterii makrofagy, resp. snizeny pocet extracelularnich bakterii v T1 hod
po infekci.
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6. Diskuze

B. pertussis je striktné lidsky patogen, ktery osidluje fasinkovy epitel hornich dychacich
cest a zplisobuje onemocnéni zvané ¢erny kaSel. Tato bakterie je epidemickym klonem, ktery
se pred méné nez 100 000 lety vyvinul z bakterie B. bronchiseptica, ktera ma sviij zZivotni
cyklus spojeny s intracelularnim pfezivanim uvniti parazitickych améb (Dewan a Harvill,
2019). B. pertussis byla dlouhou dobu povazovana za extracelularniho patogena. Pozd¢ji se
zjistilo, Ze 1 tato bakterie je schopnéa dlouhodobé¢ ptezivat v ¢asnych endozomech hostitelskych
bun¢k vcetné profesiondlnich fagocyti (Crawford a Fishel 1959; Friedman et al. 1992;
Lamberti et al. 2010). Tato zivotni faze B. pertussis by mohla ptispivat k uniku bakterii pred
imunitnim systémem hostitele a k rozvoji infekce (Rivera et al. 2020).

Predkladana diplomova prace byla zaméfena na studium prub¢hu intraceluldrniho ptezivani
B. pertussis v THP-1 bunikach, a mohla by pfispét k vyuziti infekéniho modelu pfi studiu genii
odpovédnych pii intracelularnim ptezivani B. pertussis a k rozsifeni znalosti, jak tato interakce
mezi hostitelem a patogenem probiha.

Prvnim z cili prace bylo optimalizovat infekéni model na lidské monocytarni bune¢né linii
THP-1 pro sledovani cytotoxickych uc¢inkli bakterie na makrofagy a soucasné i pro studium
miry intracelularniho pfezivani bakterie v hostitelské burice.

Infekéni experiment byl nastaven tak, Ze k makrofaghm diferencovanym pomoci
chemického stimulu PMA byly pfidany bakterie B. pertussis po dobu 1 hodiny. V publikacich
se doba infekce pohybuje v rozmezi od 20 minut (Valdez et al. 2016; Lamberti et al. 2010)
do 2 hodin (Fedele et al. 2005; Lamberti et al. 2016). V naSem ptipadé jsme testovali i kratsi
casovy usek (30 min), kde ale Gc¢innost infekce byla snizena. Proto jsme pii standardnich
experimentech zvolili jednohodinovou inkubaci s bakteriemi a nasledné¢ THP-1 buiiky oSetfili
antibiotikem polymyxinem B, které spolehlivé usmrti extraceluldrné se vyskytujici bakterie
(data nejsou prezentovana). Polymyxin B se hojné vyuziva v infekénich experimentech
k usmrceni extracelularnich bakterii (Fedele et al. 2005; Lamberti et al. 2016; Valdez et al.
2016; Lamberti ef al. 2010). Vhodnou alternativou je 1 gentamicin (Rivera ef al. 2019; Gestal
et al. 2019), které se ndm pfi pilotnim pokusu zdédlo méné€ uc¢inné (data nejsou prezentovana).

V nasich experimentech v tomto uspotradani pti MOI 1:10 bylo fagocytovano 50 % bakterii,
coz je v souladu s pozorovanim Gorgojo et al. (2014) na B. parapertussis, kteti pozorovali
fagocytozu u cca 59 % bakterii pifi MOI 1:30 pomoci fluorescenéni mikroskopie. DalS§im
a velmi dalezitym parametrem infekce bylo pfezivani, tj. mnozstvi bakterii, které po fagocytoze

v makrofazich preziva. Autofi Lamberti a kol. (2010) publikovali, zZe pti infekéni davee MOI
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1:50 je 70 % fagocytovanych bakterii zabito v kyselych kompartmentech makrofagti do 2 hodin
po infekci. Zbylych 30 % bakterii zistava lokalizovanych v ¢asnych endozomech makrofagu,
ve kterych jsou bakterie schopné se i replikovat. V naSich experimentech se ukazalo, Ze
v THP-1 makrofazich 2 hodiny po infekci pifi poc¢atecnim MOI 1:10 a vysSim pieziva pouze
10 % bakterii a 1 % ptvodniho poctu po 24 hodinach po infekci. Také oproti pozorovani
argentinské skupiny (Lamberti et al. 2010; Lamberti et al. 2016; Valdez et al. 2016), jsme
nepozorovali zvySovani poctu intracelularnich bakterii v pozd¢jSich hodinach infekce (data
nejsou publikovéana). Tento rozdil v pfezivani a schopnosti dalsi replikace bakterii by mohl byt
zpusoben odliSnymi kmeny ¢i drobnymi odliSnosti v pribéhu infekéniho experimentu.
Argentinska skupina pouzivala kmen B213 (variantu kmene Tohamal rezistentni
ke streptomycinu), v mé praci byl pouzivan standardni laboratorni kmen Tohama I.

V této prace jsme se zamé&fili na Casnou fazi infekce, s diirazem na Casovy tUsek 2 hodiny
po infekci, kdy uz byly pozorovany velké zmény v cytotoxickém pulsobeni B. pertussis
na THP-1 bunky. Zaroven byl tento ¢asovy bod vybran z diivodu plné diferencovaného stavu
THP-1 bun¢k Stimulace diferenciace pomoci chemického latky PMA je pouze kratkodobé
(v fadech dnll), nésledn¢ dochazi postupné dediferenciaci bunck spojené se zménami
v adherenci k povrchu (Lund ef al. 2016). Pro dlouhodobé&jsi studie simulujici pfirozenéjsi stav
by byly vyhodné&jsi primarni makrofagy z lidskych darct, které vydrzi v diferenciovaném stavu
podstatné déle a byly v nich detekovany intracelularni bakterie 1 14 dni po infekci (Novak et al.
2020), nicméné maji zase jiné nedostatky jako reprodukovatelnost ¢i mnozstvi bunck ziskané
z jednotlivych darct.

Po intracelularni lokalizaci se B. pertussis aktivné prizplisobuje cizimu, stresujicimu,
prostiedi v hostitelskych buitkach. K lepSimu porozuméni intracelularniho piezivani
B. pertussis byly provedeny vnasi laboratoii transkriptomické studie intraceluldrné
lokalizovanych bakterii, které¢ odhalily velké mnozstvi modulovanych gentli, mezi které patii
napf. geny pro biosyntézu a metabolismus aminokyselin, metabolismu siry, komponenty
dychaciho fetézce, faktory virulence, transportu, regulace transkripce ¢i opravé DNA (Lamberti
et al. 2016; Petrackova et al. 2020; Farman et al. 2022).

V prvnich fazich prace jsme se zaméfili na fyziologicky stav bakterie a jeho vliv na pribch
infekéniho experimentu. Pfi infekénich experimentech jsme vychdzeli z bakteridlni kultury,
ktera dosahovala v rannich hodinach hodnot O.D. kolem 1,0. Ukézalo se, ze pti vysSich rannich
hodnotach O.D. no¢niho inokula (napt. O.D. = 2,0) se sniZuje cytotoxicita vii¢i THP-1 buiikam,
coz miize byt zpisobeno vysSim poctem mrtvych bunck v suspenzi a s naslednym ztizenym

srovnanim jednotlivych infek¢énich experimentd. Navic pii O.D. = 1, kdy se bakterie nachazi se

73



stfedni exponencialni fazi, jsou vice cytotoxické k THP-1 bunikam a 1épe se pak projevi rozdily
v cytotoxicité mezi riznymi kmeny B. pertussis.

Pti studiu cytotoxického piisobeni mutantnich kmenti B. pertussis na THP-1 bunky byly
pouzity predevsim vyssi pocatecni infekéni davky (MOI 20 ¢i MOI 40), kdy je kontrolni kmen
Tohama I vice cytotoxicky k makrofagm a opét se mohou lépe projevit rozdily mezi
studovanymi kmeny.

V prvni etapé této praci jsme se zaméfili na miru intraceluldrniho pfezivani bakterie
a soucasn¢ cytotoxicky efekt u mutantniho kmene B. pertussis, ktery ma ovlivnéné bvg geny
a trvale se vyskytuje v Bvg" fazi. Blizce piibuzna B. bronchiseptica se v Bvg" fazi vyskytuje
napf. v teplokrevném hostiteli, naproti tomu pii intracelularni lokalizaci v parazitickych
amébach se vyskytuje v Bvg™ fazi (Taylor-Mulneix et al. 2017). Ptechod B. bronchiseptica
do Bvg™ faze byl pozorovan i v dendritickych bunikach mysi (Guzman et al. 1994). Nedavné
studie naznacuji ptechod do Bvg fiaze béhem intraceluldrni lokalizace bakterie také
u B. pertussis (Petrackova et al. 2020; Rivera et al. 2020).

Studovala jsem vliv kmene alokovaného v Bvg"™ fizi na miru cytototoxicity na THP-1 bunék
a miru intracelularni pfezivani bakterii. Nas ptedpoklad, Ze tento kmen bude vice cytotoxicky
k makrofaglim, coz bylo pozorovano u B. bronchiseptica (Brockmeier a Register, 2000), se
nepotvrdil. Naopak kmen Bvg"™ piisobil 2 x méné& cytotoxicky na THP-1 butiky pti MOI 1:40.
Ukazuje se, Ze v intracelularnim adaptomu B. pertussis jsou zapojeny ob¢ sady gent, jak z Bvg”
tak Bvg" faze (Farman et al. 2022). Jelikoz se jedna o velmi komplexni systém, skladajici se
z taze ptichyceni a fagocytozy do buiiky, ale také faze prezivani v bunikach makrofdga, mohla
by mit alokace pouze v jedné fazi vliv na snizenou toxicitu bakterie. Piipadn¢ zde mohou byt
aktivovany dalsi regulac¢ni drahy, které mohou vést k utlumu produkce nékterych faktort
virulence. Zaroven kmen Bvg™ signifikantné lépe piezival v THP-1 bufikich 2 hodiny
po infekci. Lepsi pfezivani v makrofazich by mohlo byt zplsobeno pravé jeho nizsi
cytotoxicitou k THP-1 bunkam, jelikoz ziskdme vice bakterii z vice makrofagl. Po korekci
na stejny pocet makrofagli po 2 hodinach infekce ptezivalo u kontrolniho kmene 16 % bakterii
a u kmene Bvg" 24 %, rozdil se ndm snizil z 13 % na 8 % po korekci.

Dal$im mutantnim kmenem ovliviiujicim virulenci bakterie, ktery byl v této diplomové praci
studovan, byl kmen s deleci v genu ris4. Protein RisA je regulatorem dvoukomponentového
systétmu RisAK. Tento systém je dilezity pro produkci vrg gen v Bvg™ fazi, jelikoz nasim
ptedpokladem bylo, Ze B. pertussis se v této fazi nachazi béhem intracelularniho ptezivani,
zkoumali jsme vliv i této mutace. Béhem no¢ni kultivace v SS médiu mél tento kmen jinou

fyziologii riistu nez kontrolni kmen. Standardné jsme oc¢ekévali, ze kmen pii O.D. = 1 obsahuje
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2x10° bakterii. U kmene Aris4 jsme viak neziskali pii dané O.D. dany po&et bakterii a vysledna
kalkulovana pocatecni MOI byla pak jina. Vyslednd infek¢ni davka byla v tomto ptipadé
o polovinu niz8i. Usuzovali jsme, Ze Zivotaschopnost bakterii je o polovinu niZsi. Z tohoto
divodu jsme navic zkouseli dvojndsobné pocatecni MOI. Pti stejné kalkulované pocatecni
MOI, ale 2 x nizsi skute¢né infekéni davee, byl kmen Aris4 stejné cytotoxicky k THP-1 buiikam
jako kontrola. Pi1 dvojndsobném pocate¢nim MOI byl kmen Aris4 vice cytotoxicky k THP-1
buiikdm (viabilita pouze 16 %). Tento rozdil v cytotoxicité mohl byt ¢astecné zpiisobeny také
velkym mnozstvim mrtvych bakterii ve vzorku, které piisobi na THP-1 bunky cytotoxicky,
prevazné ptitomnosti LPS na bakterialnim povrchu (Starr e al. 2018). Z diivodu jiné fyziologie
rustu kmene ArisA nelze jednoznaéné hodnotit, zda tato mutace skutecné vedla ke snizeni
cytotoxicity kmene a jak velké. Kmen ArisA4 také hiife ptezival v THP-1 buiikach, coz ukazuje
na dilezitost funk¢éniho RisAK systému béhem intraceluldrniho ptezivani B. pertussis. Vyznam
dvoukomponentového systému RisAK pii prezivani se ukazuje i v literatuie. Studoval se
u B. bronchiseptica, kde se zjistilo, ze zpomaluje acidifikaci endozomti a je zasadni
pro intraceluldrni ptezivani B. bronchiseptica v hostitelskych buiikach (Zimna et al. 2001;
Jungnitz et al. 1998), coz je v souladu s nasim pozorovanim. Nicmén¢ snizené piezivani Aris4
kmene by mohlo byt opét ¢astecné zpiisobené 1 snizenou zivotaschopnosti bakterii spojenou
s touto deleci.

Kromé¢ studia regulacnich genti pro virulenci jsme se zaméfili 1 na geny pro cystein
dioxygenazu, které byly u B. pertussis v transkriptomické analyze objeveny a, jejichZ exprese
byla v prib¢hu intracelularniho pfezivani signifikantné zvysena. Prvnim z nich je gen BP2871
(log2FC = 7) a druhym gen BP3011, jehoz exprese byla jen mirn¢€ zvysena (log2FC = 2), jak
ve své studii uvadi Farman (Farman et al. 2022). Cystein dioxygenaza hraje dilezitou roli
v regulaci cysteinu, esencidlni aminokyseliny, potfebné k celé fad¢ bun&cnych procest. Cystein
vSak obsahuje vysoce reaktivni thiolovou skupinu, ktera je pfi zvysené hlading cysteinu v buiice
toxicka (Park a Imlay 2003). Domnivame se, ze intracelularni prostfedi makrofaga je velmi
bohaté na cystein, ktery se rychle dostavd do bakterialni bunky. Bakterie se tedy snazi
eliminovat cystein zvySenou expresi genu/t pro efluxni pumpy pro cystein, ¢i zvySenou expresi
gent pro cystein dioxygenazu, kterd pfeménuje toxicky cystein na pyruvat. Cilena delece pouze
jednoho genu pro cystein dioxygenazu, a to jak genu BP2871, tak genu BP3011 nevedla
ke snizeni cytotoxicity kmene na THP-1 buiiky. Teprve az mutace obou geni pro cystein
dioxygenazu soucasn¢ vedla k vyraznému sniZeni cytotoxického pisobeni B. pertussis
na THP-1 buiiky, a to az o 3,4 x pti MOI 1:40, u kterého byly rozdily mezi kmeny nejvyssi.

Z téchto pozorovani miizeme usuzovat, ze homeostaza cysteinu je pro adaptaci na intracelularni
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prezivani velmi dilezitd a proto jisténa, ze i1 pii vypadku jednoho z gend pro cystein
dioxygendzu, mtize byt jeho funkce ¢astecné nahrazena i dalSim genem.

Poslednim cilem mé diplomové prace bylo sledovéani vlivu protilditek a komplementu
na interakci B. pertussis s THP-1 bunikami. Slozky séra maji zasadni vliv na eliminaci bakterie
z hostitele, ovliviuji pfichyceni a fagocytézu modulaci funkci vybranych faktort virulence
(Hazenbos et al. 1994), proto studium vlivu séra na piezivani B. pertussis po opsonizaci bylo
dualezitou casti této prace.

Zajimalo nas, jak na interakci B. pertussis pusobi jednotlivé slozky séra. Zkoumali jsme
vliv jak aktivniho séra obsahujiciho komplement a specifické protilatky proti B. pertussis, tak
i tepelné inaktivovaného séra, kde je vliv komplementu eliminovan. Opsonizacni experimenty
jsme se snazili optimalizovat na nase podminky, aby doslo k aktivaci pouze specifickych drah
a nikoliv eliminaci bakterii ptfed vlastnim pokusem. Vychézeli jsme z dostupnych zdroji
(Fernandez a Weiss 1994; Stafanelli ef al. 2001) a pfedchazejicich studii provadénych na naSem
pracovisti (Stipl 2020) a zvolili jsme vy$§i podateéni davky bakterii (10° bakterii na 1 ml)
inkubovanych se sérem 30 min a nasledn¢ 10 x fedéni médiem pied vlastni infekci, aby
pfitomné sérum nemélo uz podstatny vliv na infekeci.

V infekénich experimentech jsme testovali vliv lidského séra od zdravych dérct (sérum
z vice darct od firmy Sigma) a séra NIBSC s pfesné definovanym mnozstvim protilatek proti
B. pertussis (335 U IgG a 65 IU IgA anti-PT, 130 IU IgG a 65 IU IgA anti — FHA).

V pocatecnich experimentech jsme studovali samotny vliv séra na Zivotaschopnost
B. pertussis (CFU). Z vysledka vyplynulo, ze po opsonizaci B. pertussis 10 % inaktivovanym
sérem klesne pocet bakterii zhruba na polovinu. Po opsonizaci s aktivnim sérem klesne pocet
bakterii podstatnéji na cca 5 — 25 % plvodniho poctu. Obecné k vétSimu poklesu dochazi
u NIBSC séra, zfejmé, z divodu vyssiho mnoZstvi specifickych protilatek, které jsou dilezité
pro aktivaci klasické cesty komplementu (Dunkelberger a Song 2010). V této ¢asti experimentu
jsme prokazali signifikantni rozdil v cytotoxicit¢ mezi aktivnim a inaktivovanym sérem bez
ohledu na typ pouzitého séra.

Vliv séra na zivotaschopnost bakterii jsme testovali nejen na referenénim kmeni Tohama I,
ale i na kmeni B1917 a ukdzalo se, ze kmen B1917 je odolnéjsi proti ptisobeni aktivniho séra
nez kontrolni kmen. Plisobeni obou typil inaktivovanych sér na zivotaschopnost bakterii bylo
srovnatelné u obou hodnocenych kmeni. Tyto vysledky naznacily, ze kmen Tohama I se

------

se voln¢ v piirod€. Z tohoto ditvodu se zd4d byt do budoucna kmen B1917 vhodnéjSim

76



referencnim kmenem podobnym soucasnym klinickym izolatim, které jsou piiblizn¢ 4 x
odolngj§i vii¢i séru nez kmen Tohama I (Bart et al. 2014; Stipl 2020).

Nasledujici experimenty jiz byly zaméfeny na vliv séra na B. pertussis pii interakci
s THP-1 makrofdgy a na intracelularni pfezivani bakterii. Tento systém byl o poznani
komplikovanéjsi. Navic v pocatcich byly experimenty =zatizené chybou spojenou
s nerovnomeérnym MOI na pocatku experimentu. Pii standardnich infek¢nich experimentech
byla pocate¢ni infekéni davka jasné definovana. Pii opsonizacnich experimentech byl ale
puvodni pocet bakterii v médiu redukovan vlivem pouZzitého séra a do vlastniho infekéniho
pokusu §lo rizné mnozstvi bakterii dle typu pouzitého séra. Tento fakt pak mél vliv na viabilitu
THP-1 bun¢k 1 mnozstvi intracelularné ptezivajicich bakterii. Velky vliv na zivotaschopnost
bakterii mélo zejména aktivni sérum a bylo potieba tuto skute¢nost promitnou do pldnovani
pokusu a dle predeslych vysledkd ,,uméle” navysit pocet bakterii, které jsou pouzity
v experimentu. U inaktivnich sér doslo ke dvojndsobnému navyseni, u aktivniho Sigma séra ke
¢tyfnasobnému a u NIBCS séra k desetinasobnému navyseni poc¢tu bakterii. Z toho diivodu byla
ponizena pocatecni infekéni davka na MOI 1:1, aby bylo mozné experiment provést v daném
schématu.

Vliv séra na intracelularni pfezivani uzce souvisi 1 s problematikou fagocytézy. Mnoho
studii spojuje vliv opsonizace B. pertussis specifickymi protiladtkami se zvySenou mirou
fagocytozy hostitelskymi buitkami (Lamberti ef al. 2010; Rodriguez et al. 2001; Hazenbos et
al. 1994). Obdobné toto bylo pozorovano také u blizce ptibuzné B. parapertussis (Gorgojo et
al. 2014). Existuji nicméné 1 studie, kde nepozorovali vliv na fagocytdzu bakterii po opsonizaci
od neopsonizovanych bakterii, ¢i bakterii inkubovanych se sérem neobsahujici protilatky
(Stefanelli et al. 2001). Nase vysledky zvySenou fagocytozu podpotily, protoze po inkubaci
B. pertussis s 10 % aktivnim ¢i inaktivovanym sérem se 2x az 4x zvysil pocet intracelularné
lokalizovanych bakterii pfi MOI 1:1. Pokud bylo MOI vyssi (1:10) mira fagocytozy se zvysila
2x. Tyto vysledky mohou byt zatizeny nerovnomérnou infekéni davkou na zacéatku
experimentu. MOI 1:10 byla nastavena pfed opsonizaci nikoliv pted infekci.

Vysledky z experimentli zamétenych na intracelularni pieZivani B. pertussis pii MOI 1:10
ukazaly signifikantné lepSi pfezivani u inaktivovanych sér, coz muze byt v rozporu
s publikovanymi daty, kdy naopak vlivem opsonizace dochazi k vyss$i mife usmrceni bakterii
uvnitt hostitelskych bunck (Lamberti et al. 2010; Gorgojo et al. 2014). U aktivnich sér doslo
pouze k mirné zvysené mire piezivani a pii korekci na pocet makrofadgl je rozdil nepatrny.
Testovali jsme také pocate¢ni MOI 1:1 s korekci na vliv opsonizace, ale kromé& lepSiho

prezivani v pfitomnosti inaktivniho NIBCS séra, jsme rozdil neprokézali. Pii srovnani je tieba
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brat také v tivahu, ze v uvedenych studiich pouzivali k opsonizaci pouze specifické protilatky
proti B. pertussis. Vzhledem k nejasnostem, slozitosti provedeného experimentu a vysokému
rozptylu mezi méfenimi bude nutné tyto data verifikovat, pfipadné optimalizovat lepsi schéma
navrzeného experimentu.

Sledoval se také vliv opsonizovanych bakterii na viabilitu THP-1 makrofagt. Studie z roku
2018 ukézala, ze B. pertussis po inkubaci s aktivnim sérem vyrazné zvysila expresi faktori
virulence a svou cytotoxicitu k hostitelskym bunkdm (Gestal et al. 2018). Naopak naSe
vysledky naznacuji, ze po inkubaci s aktivnim sérem pii MOI 1:10 se sniZuje cytotoxicita
opsonizovanych bakterii k makrofagiim. Toto pozorovani zfejmé¢ bylo ovlivnéno riiznou
pocatecni infekéni davkou na zacatku infekéniho experimentu diky opsonizaci. Po nasem
vyrovnani infekéni davky na MOI 1:1 nebyly jiz signifikantni rozdily mezi vzorky pozorovany.
Nelze vsak vyloucit fakt, ze kviili malé pocatecni infek¢éni davee byly rozdily mezi kmeny velmi
malé.

Tato diplomova prace byla zaméfena na studium piezivani B. pertussis v THP-1 bunkéch
v Casné fazi infekce. THP-1 infek¢ni model se pro tyto experimenty osvédcil jako rychla
a reprodukovatelnd metoda pro testovani vice mutantnich kmenti najednou. Testoval se 1 vliv
opsonizace, kterd ma nemaly vliv na intraceluldrni pfezivani B. pertussis a je tak bliz$i redlné
situaci. Obecné si intracelularni ptezivani B. pertussis v lidskych imunitnich butikach zaslouzi
naSi pozornost, nebot’ makrofagy mohou slouzit jako rezervoar bakterii pro reinfekce,

¢i ptispivat k migraci v hostiteli.
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7. Souhrn

e Byla charakterizovdna rustova rychlost vybranych kmenl B. pertussis. Doba
zdvojeni kontrolniho kmene Tohama I byla 3,8 h + 0,1 h. Podobna riistova rychlost
byla naméfena i u mutantnich kment Bvg', ABP2871 a ABP3011. U divokych
kmenti B1917 a 18323 a mutantnich kment ArisA a A(BP2871 + BP3011) byla doba
zdvojeni v rozmezi 5 az 6 hod.

¢ Byl optimalizovan infekéni model na THP-1 makrofazich pro srovnavaci testovani
mutantnich kmeni B. pertussis. Byly sledovany 2 hlavni parametry — cytotoxicita
bakterie k makrofagim (WST-1) a mira prezivani bakterie v makrofazich (CFU).

e Kmen B. pertussis trvale se vyskytujici v Bvg® fazi vykazoval niz§i miru
cytotoxicity k makrofagtim nez kontrolni kmen Tohama I. Tento signifikantni rozdil
byl naméfen pii pouziti pocatecniho MOI 1:40. Viabilita makrofagh po infekci
kontrolnim kmenem byla pouze 18 % a po infekci kmenem Bvg" byla 40 %. Mira
pieZivani mutantniho kmene Bvg" v makrofazich se také lisila: u kmene Bvg" byla
24 % a u kontrolniho kmene byla 11 %.

e Mutace vregulatorové doméné¢ dvoukomponentového systému RisA vedla
ke snizenému prezivani B. pertussis uvnitt THP-1 bunék pozorované pii stejné
1 dvojnasobné pocatecni infek¢ni davce, a to na 3—4 %, vzhledem ke kontrole (11 %).

e Bylo prok4zéno, Ze dvojitd mutace v genu pro cystein dioxygendzu ma vliv
na intracelularni ptezivani B. pertussis v THP-1 bunkach. Tato mutace A(BP2871 +
BP3011) vede k vyraznému sniZeni cytotoxického pisobeni bakterie. Nejvétsi
rozdily byly zaznamenany pfi pouZziti poatecniho MOI 1:40. Viabilita THP-1 bun¢k
po infekci kontrolnim kmenem byla 18 %, zatimco viabilita THP-1 bunék po infekci
mutantnim kmenem A(BP2871 + BP3011) byla 62 %. Mutace pouze v jednom genu
pro cystein dioxygenazu nemé¢la vliv a dosahovala pfiblizné stejnych hodnot jako
kontrolni kmen — viabilita THP-1 buné¢k po infekci ABP2871 byla 18 % a po infekci
ABP3011 25 %.

e NaSe pozorovani zaméfené na vliv 10% séra na piezivani bakterie ukézala,
ze pusobenim inaktivovaného séra na B. pertussis Tohama I dochézi k redukei poctu
bakterii na 44 % u séra od firmy Sigma a na 61 % u NIBSC séra oproti kontrolnimu
vzorku, tj. bakterie B. pertussis inkubovana bez lidského séra. Po plsobeni aktivniho
séra na bakterii se pocet zivotaschopnych bakterii zredukoval na 26 % u séra od firmy

Sigma a 5 % u NIBSC séra.

79



Srovnani kmene B1917 s Tohama I se ukazalo, Ze kmen B1917 byl vice odolny proti
pusobeni aktivniho séra nez kmen Tohama I. Po 30 min inkubaci s aktivnim sérem
od firmy Sigma se pocet bakterii zredukoval pouze na 46 % a 31 % u NIBSC séra.
Vliv inaktivovaného séra nebyl tak vyznamny — pocet bakterii zredukoval na 51 %
u séra od firmy Sigma a 52 % u NIBSC séra.

DalSim testovanym parametrem byla i mira fagocytozy. Pti infek¢nim experimentu
se ukdzalo, Ze inkubace B. pertussis s 10 % sérem se nejvice projevilo na zvySené
mife fagocytozy THP-1 bunkami — pfi pocatetni MOI 1:1 se extraceluldrné
nachézelo 34 % u kontrolniho kmene a mezi 9 — 16 % u B. pertussis inkubovanych
s obéma typy aktivnich i inaktivovanych sér. Vyssi mira fagocytozy byla pozorovana
1 pii pocate¢ni MOI 1:10, kdy se u kontroly extracelularné nachazelo 64 % bakterii
a po inkubaci bakterii se séry pouze 29 — 42 % - vyjma aktivniho Sigma séra, kdy
byl pocet extracelularnich bakterii 73 %.

Testoval se také vliv ptisobeni 10 % séra na miru cytotoxicity k THP-1 bunikam.
Pti pouziti poc¢ate¢niho MOI 1:1 se viabilita makrofagi v T2 hod po infekci
kontrolnim kmenem a bakteriemi inkubovanymi s lidskym sérem pohybovala mezi
80 — 90 % bez signifikantnich rozdili. Pokud se na zacatku infekce pouzilo MOI
1:10 byla viabilita bunék po infekci kontrolnim vzorkem a B. pertussis
inkubovanymi s inaktivovanymi séry cca 65 %. Naopak po infekci B. pertussis
inkubovanymi s aktivnimi séry byla viabilita THP-1 bunck v rozmezi 82 — 87 %.
Pozorované vysledky pti pouziti MOI 1:10 vS8ak mohou byt zatiZeny rozdilnou
pocatecni MOI z diivodu tbytku bakterii po plisobeni séra.

Nase vysledky také naznacuji vliv piisobeni 10 % séra na intracelularni pfeZivani
v THP-1 bunkach. Pti infekéni davee MOI 1:10 signifikantné Iépe piezivali bakterie
opsonizované inaktivovanymi séry (NIBSC: 46 %, Sigma: 35 %) oproti kontrole
(15 %). Pii infekéni davee MOI 1:1 byl signifikantni rozdil v pfeZivani pouze
po opsonizaci NIBSC sérem (60 %) oproti kontrole (20 %).
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