Abstrakt

Bakterie Kingella kingae byla poprvé izolovana v roce 1960 mikrobiolozkou Elizabeth O. King
a donedavna byla povazovana za vzacnou pticinu lidskych onemocnéni. Avsak, za poslednich
30 let vzrusta pocet odbornych praci ukazujicich, Ze je tato bakterie vyznamnym pediatrickym
patogenem, ktery napada predevsim déti ve véku od 6 meésicti do 3 let a zptisobuje u nich hlavné

septickou artritidu, osteomyelitidu, infek¢ni endokarditidu a bakteriémii.

K. kingae vykazuje silny cytotoxicky ucinek vii€i nejriznéjsim typtim hostitelskych
bun¢k, ktery je zpusoben sekretovanym cytolyzinem RtxA patficim do rodiny RTX (Repeats
in ToXin) toxinl. RtxA se vaze na glykosylované struktury hostitelské buiiky, nasledné se vlozi
do jeji cytoplazmatické membrany a vytvofi v ni kation-selektivni pory, coz vede k naruSeni
iontové homeostazy a lyze napadené buiky. RtxA je produkovan jako neaktivni protoxin
proRtxA, jehoZz aktivace je zprostiedkovana acyltransferasou RtxC, kterd pifenasSi acylové
fetézce na dva konzervované lysinové zbytky K558 a K689 v protoxinu. Jako donor acylu

vyuziva acyl ptenasejici protein acyl-ACP.

V soucasnosti neni jasné, jakym zplsobem mezi sebou proteiny RtxC, acyl-ACP
a proRtxA vzajemn¢ interaguji a které aminokyselinové zbytky jsou za tyto interakce
zodpovédné. Cilem diplomové prace bylo na zakladé testovani interakci RtxC s acyl-ACP
a proRtxA, pomoci bakteridlniho dvouhybridniho systému, identifikovat zbytky, které¢ jsou
za tyto interakce zodpovédné. Byly pfipraveny mutantni varianty ACP a proRtxA
se substitucemi zbytkid, které by na zdklad€ in silico predikci mohly byt zodpovédné
za interakci téchto proteini s RtxC. Nasledn¢ byl testovan vliv mutantnich variant ACP
a proRtxA na interakci s RtxC, pfi¢emZ jako zbytky dualezité pro interakci s RtxC byly
v proteinu ACP nalezeny zbytky D36, D39 a D57 a v proteinu proRtxA zbytek R697. Navic
bylo ukédzano, Ze se na interakci s RtxC také ¢astecné podili konzervovany lysinovy zbytek
K558 protoxinu, zatimco konzervovany lysinovy zbytek K689 nemél na interakci s RtxC zadny

viiv.
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