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Abstract (English)

This work is based on five publications studying mostly adenylate cyclase toxin
(CyaA) from Bordetella pertussis and its interaction with biological membranes. CyaA
permeabilizes cell membranes by forming small cation-selective pores and subverts cellular
signaling by delivering an adenylate cyclase (AC) enzyme that converts ATP to cAMP into
host cells.

First study clarifies the membrane disruption mechanisms of CyaA and another
bacterial RTX toxin; a-hemolysin (HlyA) from Escherichia coli. For this purpose, we
employed a fluorescence requenching method using liposomes as target membranes. We
showed that both toxins induced a graded leakage of liposome content with different ion
selectivities (FiSer a Konopasek 2009).

Both AC delivery and pore formation were previously shown to involve a predicted
amphipathic a-helix(502-522). In the second publication we investigated another predicted
transmembrane o-helix(565-591) that comprises a Glu(570) and Glu(581) pair. We examined
the roles of these glutamates in the activity of CyaA, mostly on planar lipid membranes end
erythrocytes. Negative charge at position 570, but not at position 581, was found to be
essential for cation selectivity of the pore, suggesting a role of Glu(570) in ion filtering close
to pore mouth. The pairs of glutamate residues in the predicted transmembrane segments of
CyaA appear to play a key functional role in membrane translocation and pore-forming
activities of CyaA (Basler et al. 2007).

In the next work we describe a new activity of CyaA that yields elevation of cytosolic
calcium concentration ([Ca*];) in target cells. The CyaA toxin during the bacterial infection
targets primarily phagocytes expressing the omf. integrin (CD11b/CD18). The CyaA-
mediated [Ca*7]; increase in CD11b" J774A.1 monocytes was inhibited by extracellular La’**
ions but not by any specific inhibitor of cellular channels, suggesting that influx of Ca*" into
cells was not because of receptor signaling or opening of conventional calcium channels. The
translocating AC polypeptide itself appears to participate in formation of a novel type of
unexpected membrane path for calcium ions (Fiser et al. 2007).

We show that penetration of the AC domain across cell membrane proceeds in two
steps. It starts by membrane insertion of a toxin 'translocation intermediate', that
permeabilizes cells for influx of extracellular Ca®" and thus activates calpain-mediated
cleavage of the talin tether. Recruitment of the integrin-CyaA complex into lipid rafts follows
and the cholesterol-rich lipid environment promotes full translocation of the AC domain
across cell membrane (Bumba et al. 2010).

The ability of CyaA to promote influx of Ca*" into cells dictates the path and kinetics
of subsequent endocytic removal of CyaA toxoids from phagocyte membrane. Clathrin-
dependent endocytosis and transit of CyaA through transferrin-containing early recycling
vesicles was observed with the toxoid capable to promote Ca*" influx and to associate with
membrane lipid rafts. This uptake path allowed delivery, processing and presentation of
toxoid-fused antigens on MHC class II molecules. In turn, a mutated toxoid, unable to
mediate Ca*" influx into cells, was rapidly taken-up from cellular membrane by a clathrin-
independent macropinocytic mechanism (Fiser et al. 2011).
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Abstrakt (Cesky)

Tato prace shrnuje pét publikaci, které se zabyvaji prevazné adenylatcyklazovym
toxinem (CyaA) bakterie Bordetella pertussis a jeho interakci s biologickou membréanou.
CyaA naruSuje bunééné membrany tvorbou malych kationt-selektivnich kanald a rozvraci
bunécnou signalizaci pomoci enzymu (AC, adenylatcyklazy) preménujiciho bunééné ATP na
cAMP.

Prvni studie objasiiuje mechanizmus naruSovani membrany v piipadé CyaA a
pfibuzné¢ho RTX toxinu, a-hemolyzinu (HlyA) produkovaného Escherichia coli. K tomuto
ucelu byly pouzity lipozomy jako umély membranovy systém a fluorescencni zhaseci metoda.
Oba zkoumané toxiny vykazovaly postupny unik materidlu z lipozomt a rozdilné iontové
selektivity (Fiser a Konopasek 2009).

Jak doprava AC domény, tak tvorba kanall jsou zavislé na vlastnostech predikovaného
transmembranového o-helixu (502-522). V nasi praci jsme zkoumali dalsi predikovany
transmembranovy segment (565-591), ktery nese kyselé zbytky Glu(570) a Glu(581). Vétsina
pokusii byla provadéna na erytrocytech a planarnich lipidovych membranach. Zjistili jsme, ze
zaporny naboj v pozici 570 je zasadni pro iontovou selektivitu kanalu a je patrné¢ umistén v
blizkosti jeho usti. Substituce v obou pozicich zasadné ovlivituji schopnost translokace AC
domény (Basler et al. 2007).

Béhem bakterialni infekce se toxin CyaA primarné vaze na fagocytujici buiikky nesouci
na povrchu oy, integrin (CD11b/CD18). V dalsi studii jsme popsali a zkoumali novou
aktivitu CyaA kterd spociva ve zvySovani intraceluldrni koncentrace vépenatych ionta
([Ca*];). Toxinem indukovany nartst [Ca**]; v monocytech J774A.1 nesoucich CD11b nebyl
inhibovatelny specifickymi inhibitory bun&¢nych kanall, ale pouze ionty La*". To naznaduje,
Ze vstup Ca®* do bunék neni zpiisobeny bunéénou signalizaci. Zda se, Zze samotna translokace
AC domény vede k pfechodnému vpousténi Ca*" do bunék (Fiser et al. 2007).

Samotna translokace se patrné¢ odehrava ve dvou krocich; za¢ina inzerci AC domény
do membrany, kdy dochazi k pfesunu iontd Ca**. Tim je spousténo kalpainem
zprostfedkované §tépeni talinu, ktery ukotvuje integrin k cytoskeletu. Nasledkem je pfesun
uvolnéného komplexu integrin-CyaA do lipidovych raftii, kde prostfedi bohaté na cholesterol
umozni dokonceni translokace AC domény (Bumba et al. 2010).

Schopnost CyaA indukovat vstup Ca’" do cytoplazmy bunék urcuje i posloupnost
dalsich d&ji, které vedou k aktivnimu uklizeni CyaA z povrchu makrofagii. Toxoidy schopné
vpousténi Ca** do bunék a piesunu do raft jsou endocytovany pomoci clathrinovych vacka a
prochazeji Casnymi endozémy obsahujicimi marker transferrin. Tento zplsob dopravy
umoziuje nasledné St€peni toxoidu a prezentaci vzniklych peptidi na molekulach MHC I a II.
Naopak mutantni toxoidy neschopné vpousténi Ca*" jsou velmi rychle z membrany uklizeny
makropinocytézou nezavislou na clathrinu (Fiser et al. 2011).

Klicova slova

Bordetella, CyaA , translokace proteinu, membranovy kanal, planarni lipidové membrany,
vapnikova signalizace, endocytdza, narusovani lipozomil, makrofag, Fura-2
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uvoD

Tato prace se zabyva studiem adenylatcyklazového toxinu (CyaA, ACT), ktery
produkuje patogenni bakterie Bordetella pertussis, pivodce ¢erného kasle. CyaA je jeden z
klicovych virulen¢nich faktorti této bakterie — bez tohoto toxinu jsou kmeny Bordetella
pertussis avirulentni. CyaA se po sekreci z bakterie vaze na receptor CD11b/CD18, ktery se
vyskytuje pfevazné na myeloidnich butikach. Po inzerci toxinu do plazmatické mebrany CyaA
vykazuje n€kolik po sobé jdoucich aktivit: 1) zanofuje do plazmatické membrany svou
enzymatickou (AC) doménu, coz vyvoldva vstup vapenatych ionti do cytoplazmy, ii)
nasledny pfesun komplexu CyaA-CD11b/CD18 do membranovych rafti umozni dokoncit
translokaci AC domény, iii) AC doména je v cytoplazm¢ aktivovana bunécnym
kalmodulinem, coz umozni masivni pfeménu bunééného ATP na cAMP. Konecnym
dasledkem je bud’ zména bunécné signalizace vlivem Ca2+ a cAMP (pii nizkych davkach
CyaA) nebo nekroza bun€k kvili dramaticky sniZzené hladiné ATP (pfi vysokych davkach
CyaA). Kromé vyse popsaného mechanizmu u¢inku CyaA na buiiky tento toxin jesté vytvaii
malé kandly selektivni pro monovalentni kationty, které naruSenim integrity membrany
rovnéz piispivaji k toxicit¢ CyaA.

Toxin CyaA ma zéasadni terapeutické a diagnostické vyuziti; v souCasnosti se testuje
jako nosi¢ cizorodych antigenii urenych pro vakcinaci proti virovyem onemocnénim,
intracelularnim bakteridlnim patogenim a nékterym typim rakoviny. Pro tyto ucely se
vyuziva mutovana forma CyaA, kdy je jednou bodovou mutaci zrusena enzymaticka (AC)
aktivita a dalSimi mutacemi snizena schopnost toxinu vytvaret kationt-selektivni kanaly. Do
takto upraveného toxoidu se pak geneticky vklada oligopeptid odpovidajici dopravovanému
antigenu. Za urcitych okolnosti je pak takovy peptid translokovan s AC doménou do
,hapadenych® hostitelskych bunék, které nesou receptor CD11b/CD18, jsou schopny AC
doménu rozstépit a vloZeny epitop prezentovat na svém povrchu. Takovéto vyuziti
detoxifikovaného CyaA v sobé¢ skryva celou fadu vyhod. Piedné je vakcina smérovana cilen¢
na antigen-prezentujici buniky a je tedy mozné pouzivat relativné nizké davky toxoidu. Déle je
mozné kombinovat n€kolik riznych epitopt jak pro prezentaci na MHC-I, tak MHC-II, nebot’
¢ast toxinu je z povrchu bunék vstiebavana do fagocytujicich bun¢k endocytézou. Takovato
kombinovana rekombinantni vakcina tedy dokaze v pacientovi vyvolat imunitni odpovéd
zprostfedkovanou protilatkami a zaroven cytotoxickymi T-lymfocyty.

Moje prace vznikla na Katedie genetiky a mikrobiologie, PfF, Univerzity Karlovy v



Praze pod vedenim doc. Iva Konopéaska a v (izké spolupraci s tymem dr. Petera Seba
(Laboratof molekuldrni biologie bakterialnich patogenti, Mikrobiologicky ustav AV CR,
v.v.i.), ktery se toxinu CyaA vénuje jiz od devadesatych let minulého stoleti. Tato dizertacni
prace navazuje na podobné zaméfenou praci diplomovou, kterou jsem obh4jil v roce 2003.

Jednim z hlavnich cili vyzkumu CyaA je objasnéni zpiisobu, jakym se enzymaticka
AC doména dostdva pres bunénou membranu. Jde patrné o unikdtni mechanizmus, ke
kterému staci samotna molekula CyaA, vhodné slozeni biologické membrany a membranovy
potencial. Vybrané konkrétni cile rozsdhlého vyzkumu, na némz jsem se podilel se daji
struén¢ shrnout do nésledujicih bodu:

1) Charakterizovat mechanizmus G¢inku CyaA na umélych membranach bez bunécného
receptoru. Tento bod zahrnuje pokusy na lipozémech a na planarnich lipidovych
membrandch (v laboratofi prof. Rolanda Benze, Univerzita ve Wurzburgu). V soucasnosti
je veelku jasné, Ze se pisobeni CyaA na umélych systémech podstatné 1isi od G¢inku na
zivé buiky, které jsou schopné udrzovat membranovy potencial, gradienty ionti a
»uklizet“ navazany toxin z membrany pomoci endocytézy a pomoci proteolytické
degradace CyaA. Pfesto je systém planarnich lipidovych membran (planar lipid
membranes) nenahraditelny pro svou jednoduchost pifi charakterizaci kanalii rtiznych
mutantnich forem CyaA.

2) Béhem pokusii ve spolupraci s dr. Janem Kriigkem (FgU, AV CR) se ukazalo, e CyaA
vyvolava kromé tvorby kandli pro nomovalentni kationty také otevirani poéra
propoustéjicich vapenaté ionty. Nasledujici vyzkum mél zjistit, jestli se jedna o bunééné
vapnikové kanaly, které by CyaA pouze aktivoval, nebo jestli jde o samostatnou novou
aktivitu CyaA.

3) Dalsi otazkou bylo, jaky vyznam ma zvySeni intracelularni koncentrace Ca*" toxinem
CyaA na toxin samotny a na bunéénou fyziologii viibec. V pokusech provadénych
prevazné dr. Ladislavem Bumbou jsme zkoumali membranovy ,.traficking™ CyaA a ptfesun
komplexu CyaA+CD11b/CD18 do raft. V zatim poslednich pokusech jsme se s dr. Jifim

Masinem a dal§imi kolegy vénovali vlivu Ca*" na endocytozu CyaA.

Tento vyzkum byl finan¢né€ podporovan nasledujicimi granty:

Vyzkumné zaméry Akademie véd Ceské republiky AV0Z50200510 a AV0Z50520701,
Vyzkumny zamér Ministerstva $kolstvi, mladeZe a t&lovychovy (MSMT) MSM0021620858,
Projekt GAAV TAA500200914, Projekt MSMT LC06034.



LITERARNiIi PREHLED

o Bakterie Bordetella pertusis

Bakterie Bordetella pertussis, ktera produkuje toxin CyaA patii mezi zdvazné lidské
patogeny, vyvolava pertusi, cerny (davivy) kasel. V soucasné dob¢ (zima 2010/11) se navic v
mnoha zemich celé planety (pfevazné vSak severni Ameriky a Evropy) projevuji nedostatky
souCasné celobunécné vakciny proti Bordetella pertussis a dochazi k necekanému nartistu
poctu piipadii tohoto onemocnéni, s tim, ze tato situace hrani¢i s epidemii (de Greeff et al.
2010; Hochwald et al. 2010; Kretzschmar et al. 2010; Baugh a McCarthy 2010; Zouari et al.
2011).

Kazda bakterie, kterd je endogennim patogenem mnohobunéénych organizmi si
vyvinula urcitou specifickou schopnost pronikédni do hostitelského organizmu a celou fadu
mechanizmi, které ji umozni v tomto hostiteli pfezit, namnozit se a infikovat dalSiho
hostitele. Patogenni bakterie vytvareji nejriznéjsi struktury a latky, které jim pomadhaji ve
zminovaném procesu. Bakterie Bordetella pertussis patii mezi extracelularni patogeny a
jednim z prvnich tkold je tedy pfichyceni na hostitelskou buitku. K tomu slouzi naptiklad
filamentdzni hemaglutinin (Urisu et al. 1986; Relman et al. 1989; Lamberti et al. 2009),
fimbrie (van den Berg et al. 1999) a pertaktin (Bassinet et al. 2000). V dal$ich krocich infekce
zacne bakterie produkovat exotoxiny, které maji za ukol snizit obranyschopnost hostitele,
rozrusit napadenou tkan a tak zpfistupnit bakterii ziviny pro dalsi rast. Jedna se naptiklad o
dermonekroticky toxin (DNT), pertusovy toxin (PTX) a adenylatcyklazovy toxin (CyaA).
Krom¢ zninénych faktorti virulence B. pertussis navic obsahuje ve své bunécné sténé
lipopolysacharid (LPS), ktery pisobi v hostitelském organizmu jako endotoxin.

Detailiim biologie Bordetella pertussis a funkci jejich jednotlivych toxind se vénuji
ruzné piehledové Clanky z posledni doby (Locht et al. 2001; Mattoo a Cherry 2005; Mattoo et
al. 2001).

o Adenylatcyklazovy toxin, CyaA

Toxin CyaA, kterému je vénovana tato prace, patii mezi takzvané RTX toxiny, tedy do
skupiny proteint obsahujicich zcela charakteristické repetitivni motivy (Repats in ToXin) ve
své aminokyselinové sekvenci (Linhartova et al. 2010). Gen pro CyaA lezi na chromozomu

ve spolecném operonu s pomocnymi geny; proteiny exprimované z gend cyaB, D, E jsou
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zodpovédné za transport toxinu, produkt genu cyaC za posttransla¢ni modifikaci CyaA (Sebo
et al. 1991). Toxin CyaA je znacné velky polypeptid o 1706 aminokyselindch a molekulové
hmotnosti 177 kDa. Celd molekula se sklada z n€kolika Casti (viz Obr. 1): enzymaticka (AC)
doména, hydrofébni oblast s transmembranovymi helixy, acylacni doména, repetitivni
doména a C-koncovy sekrecni signdl. Celd molekula CyaA obsahuje 15 tryptofanovych

zbytkd, které je mozné vyuzit pro fluorescencni studie, a neobsahuje zadny zbytek cysteinovy.
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Obr. 1. Schéma domén toxinu CyaA
Toxin CyaA se primarné¢ vaze na builky nesouci integrinovy receptor CD11b/CD18
(Guermonprez et al. 2001). Kromé toho se muze s fadoveé nizsi afinitou vazat i na bunky bez
tohoto receptoru, patrné prosttednictvim glykosylovanych povrchovych proteini (Morova et
al. 2008), ptipadné¢ i do uméelych membran zcela bez proteinového receptoru (Benz, Maier, et
al. 1994; Masin et al. 2005; Osickova et al. 1999; Vojtova-Vodolanova et al. 2009).

Mechanisticky model interakce CyaA s membranou je shrnuty na Obr. 2.

Intoxikace
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Obr. 2. Model interakce CyaA s biologickou membranou (Osickova et al. 1999).

CyaA se patrné nachazi v roztoku ve form¢ dvou riznych konformert, jeden upfednostiiuje
oligomerizaci a tvorbu kationt-selektivnich kanala, druhy je zodpovédny za translokaci AC

domény do cytozolu bunék, kde je nasledné preménovano bunééné ATP na cAMP.



= Adenylat cyklazova (AC) doména CyaA

Enzymatickd AC doména (pfiblizné¢ AA 1-400) je ¢ast CyaA, ktera je po odstépeni
samostatné funk¢ni a po aktivaci kalmodulinem $tépi ATP na cAMP a pyrofostat (Wolff et al.
1980). Aby k tomu mohlo dojit, musi byt nejprve AC doména translokovana do cytozolu
bunky pfes plazmatickou membranu (Rogel a Hanski 1992). Tento proces je zajiStovan
zbytkem molekuly CyaA (Confer a Eaton 1982; Hackett, L Guo, et al. 1994; Glaser et al.
1988) a patrné nevyzaduje zadné bunécné kofaktory kromé cholesterolu (Bumba et al. 2010).
Translokace AC domény je rychly proces v fadu sekund aZ minut od pfidani CyaA k buiikdm
a zfejmé je provadéna monomery CyaA (M Gray et al. 1998). Trojrozmérna struktura AC
domény v komplexu s ¢asti kalmodulinu byla nedavno vyiesena (Q Guo et al. 2005) a je

uvedena na Obr. 2.

Obr. 2. Trojrozmérna struktura AC domény CyaA (duhové¢), C-koncova ¢ast kalmodulinu
(Cerng), vapenaté ionty vazané na kalmodulin (¢ervené). PDB: 1YRT.

Zpusob, jakym se AC doména dostava pies bunéénou membranu neni dosud objasnén. Je
veelku ziejmé, Ze pro translokaci AC domény musi dojit k jejimu celkovému rozvolnéni, aby
se mohla pfes membranu viibec dostat. Pro translokaci AC domény je nutny zbytek molekuly
CyaA, fyziologickd koncentrace Ca®" a fyziologicky membranovy potencial (Otero et al.
1995). Bunécny receptor CD11b/CD18 pro translokaci potfebny neni, jen zvysuje efektivitu
vazby celého toxinu na buiiky (Martin et al. 2004). Lakava hypotéza, ze by se translokace
mohla odehravat prostiednictvim kanalu, ktery CyaA v membrané tvofi se zda byt vyloucena,

nebot’ tyto kandly maji velmi maly primér. U téch mutantnich forem CyaA, které kanaly
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prakticky viibec netvofi, ke translokaci dochdzet miize (Osickova et al. 2010). Za zminku stoji
skutecnost, ze neékteré casti AC domény je mozné nahradit rizné dlouhymi peptidy, které jsou
zbytkem molekuly CyaA rovnéz translokovany pies membranu a mohou byt prezentovany na
MHC glykoproteinech. U téchto konstrukt vSak musi byt zachovan celkové kladny naboj
translokovaného peptidu. (Mackova et al. 2006; Karimova, Fayolle, et al. 1998).

AC doména se da rozdélit jest¢ na dvé dalsi subdomény: T25 (AA 1-224, na Obr. 2
modré a zelend) a T18 (AA 225-399, na Obr. 2 zlutd a Cervend), které si po proteolytickém
odstépeni zachovavaji schopnost vazby kalmodulinu (T18) a $tépeni ATP (T25) (Munier et al.
1991; Mock a Ullmann 1993). Pokud se tedy ob&é subdomény dostanou dostate¢né blizko k
sob¢ v pritomnosti kalmodulinu, je obnovena schopnost enzymu syntetizovat cAMP. Této
vlastnosti se prakticky vyuziva pro sledovani protein-proteinovych interakci v bakteridlnim
dvouhybridnim systému (Karimova, Pidoux, et al. 1998), kdy se dva potencialni vazebni
partnefi geneticky fuzuji se subdoménami T25 a T18. Pokud k interakci opravdu dochazi,
produkuje se cAMP, ktery je dale detekovan katabolickym aktivatorovym proteinem (CAP),
aktivujicim katabolicky operon, coz umoziuje selektovat bakteridlni buiiky naptiklad na

schopnost rlist na maltdze nebo laktdze (Dautin et al. 2002; Ladant a Ullmann 1999).

= Hydrofébni doména CyaA

Cela molekula CyaA obsahuje fadu mist se zvySenym vyskytem hydrofobnich
aminokyselin (viz Obr. 3). Podstatné je vSak jejich seskupeni v oblasti mezi zbytky 500-700,
které je nazyvano hydrofobni doménou (Hanski 1989). Jedna se o oblast, jejiz delece zrusi
schopnost vazby CyaA na biologické membrany. Mutace v této ¢asti proteinu méni vlastnosti
kanalt, které CyaA vytvaii (Osickova et al. 1999). Cast molekuly v rozsahu 400-1706
(zahrnujici tedy jesté acylacni a RTX doménu) je nékdy nazyvana hemolyzinova cast, protoze
je postacujici pro tvorbu kanali (Benz, Maier, et al. 1994) a lyzi erytrocytl (Sakamoto et al.

1992).
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Obr. 3. Hydrofébni useky molekuly CyaA. Modry graf znazorfiuje relativni zastoupeni
hydrofébnich aminokyselin, algoritmus Kyte a Doolittle (1982) (vychylka dol znaci vyskyt
nepolarnich aminokyselinovych zbytkl, vychylka nahoru znaci vyskyt polarnich zbytki).
V useku mezi aminokyselinovymi zbytky v pozicich 500 az 700 je vidét zvySeny obsah
nepolarnich zbytkii v nékolika segmentech. Cervené je znazornéno zastoupeni teoretickych
amfipatickych o-helixt, algoritmus Eisenberg et al. (1984). Pro tvorbu grafu byl pouzit
software Protean, verze 4.03 od firmy DNASTAR (upraveno).

Predpoklada se, ze hydrofobni doména tvoii pét transmembranovych helixt, které se
zabudovavaji do bunééné membrany a vytvari toxinovy kanal (Osickova et al. 1999).

Primarni sekvence téchto helixli je zndzornéna v Tabulce 1.

Primérna AA usek Sekvence predikovaného

hydrofobicita CyaA transmembranového useku
0.53 176-196 VIGNAAGIPLTADIDMFATIMP
0.49 502-522 AAVFGLGEASSAVAETVSGFEF
0.69 529-549 AGGFGVAGGAMALGGGIAAAV
0.53 570-591 EIALQLTGGTVELASSIALALA
0.57 607-627 AGAAAGALAAALSPMEIYGLV
0.69 678-698 VGAAVSTIAAAASVVGAPVAVV
0.48 1359-1379 AHAGIAAGRIGLGILADLGAG

Tab. 1. Predikované transmembranové Useky v celé primarni sekvenci CyaA (Osic¢kova et al.
1999). Tucné jsou dulezité¢ glutamatové zbytky. Hydrofobicita jednotlivych usekii byla
vypocitana podle algoritmu Eisenberg et al. (1984).

Pomoci cilené mutageneze byla pfipravena sada bodovych mutant v pfedpokladaném
transmembranovém segmentu mezi aminokyselinovymi zbytky 502-522. Zaménami
glutamatovych zbytkli za prolinové a lyzinové zbytky se podafilo prokazat, ze praveé tento
transmembranovy helix hraje klicovou tlohu pii translokaci adenylatcykldzové domény do
cilovych bun¢k. Zménou naboje neseného timto segmentem CyaA se podafilo zvysit

frekvenci tvorby jeho iontovych kanalli a zaroven snizit jejich selektivitu pro kationty. Z toho
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vyplyva, Ze se tato oblast pravdépodobné ptimo podili na tvorbé kationt-selektivniho kanalu v
cilovych membranach (Osi¢kova et al. 1999). Prostorové rozmisténi transmembranovych
helix®i neni pies intenzivni vyzkum stale jednoznacné. Predikce membranové topologie se lisi
podle pouzittho modelu, nékteré algoritmy piredpokladaji vyskyt pouze Ctyt

transmembranovych helixt (viz Obr. 4).
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Obr. 4. Predikované transmembranové Useky CyaA (Cervené), Casti proteinu na povrchu
membrany (fialov€) a smycky (modie). A) Celd sekvence CyaA (AA 1-1706), B) vyiez
hydrofobni oblasti CyaA (AA 420-780). Pro predikci transmembranovych useki byl pouzit
program Octopus http://octopus.cbr.su.se/, (Viklund a Elofsson 2008).
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Nase predbézné modely hydrofobni domény (nepublikované vysledky) vygenerované
programem RosettaMembrane 3.1 (Yarov-Yarovoy et al. 2006) jsou pomérné¢ v souladu s
pfedchozimi pfedstavami, které vychazely z jinych algoritmt (Osickova et al. 1999). Pocet
predikovanych transmembranovych segmentl je zpravidla pét, poptipadé Sest, pokud je AC
doména jesté pred translokaci (viz Obr. 5). Zajimavy je tento soulad modeli pfedevsim proto,
ze program RosettaMembrane vyuziva v nekterych krocich vySe zminéného programu
Octopus, ktery ale piedpokladd transmembranové helixy pouze Ctyfi. Na modelu je rovnéz
vidé€t interakce prvniho stalého transmembranového helixu (Obr. 5, ¢ervené) s N-koncovou
oblasti patrné zajiStujici translokaci celé AC domény (Cern¢). Béhem vypoctu tohoto modelu
jsem se zatim nezabyval tvorbou oligomerGi v membrané, model tedy nelze pouzit pro

pfedstavy o kanalu CyaA v membrang.

Obr. 5. Model transmembranové oblasti CyaA (rozsah AA 421-781), vlevo model pied
translokaci AC domény, vpravo po translokaci. Membrana je umisténa vodorovné
(nezobrazeno) a transmembranové helixy ji prochéazeji svisle. Extracelularni prostor je nahofe,
intracelularni dole. N-koncova c¢ast smérem k AC doméné je zndzornéna cern¢, C-konec
smérem k RTX domén¢ tmaveé modie. Ostatnimi barvami jsou znazornény amfipatické helixy
podle Tab. 1: Cervené AA 502-522, oranzové 529-549, zluté¢ 570-591, zelené 607-627 a
svétle modie 678—698. Tento predbézny model (R. Fiser, nepublikovano) byl ziskan pomoci
Ab Inition predikce 3D struktury programem RosettaMembrane 3.1 (Yarov-Yarovoy et al.
2006).

Hydrofébni doména je zodpoveédné za tvorbu kation-selektivnich kanali v membrané
(Benz, Maier, et al. 1994). Tomu musi pfedchazet oligomerizace CyaA, kterd je zavisla na
celé hemolyzinové ¢asti véetné RTX domény (Vojtova-Vodolanova et al. 2009). Vnitini
primér kanall je vzhledem k celkové velikosti proteinu necekané maly, okolo 0,6-0,8 nm

(Ehrmann et al. 1991; Benz, Maier, et al. 1994), ptesto jsou tyto kanaly zodpovédné za unik
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iontll K z erytrocytu a jejich koloidné osmotickou lyzi (Gray et al. 1998). Existuji diivéjsih
hypotézy, podle kterych neni primarnim vyznamem kandlu CyaA naruSeni biologické
membrany, ale podpora translokace AC domény (Rogel a Hanski 1992; Rogel et al. 1991).
Podle novéjsich studii se kanaly CyaA tcastni tniku ionti K™ i u bun¢k nesoucich receptor
CD11b (Dunne et al. 2010; Osickova et al. 2010) a pfispivaji k cytotoxicité¢ vici fagocytiim
(Basler et al. 2000).

= Acylaéni doména CyaA

Dalsi diilezitou ¢asti CyaA je oblast s pomérné slabé konzervovanou sekvenci, ktera je
rozpoznavana bakteridlni acyltransferazou CyaC. Tento enzym produkovany B. pertussis
rozpoznava primarni sekvenci v okoli LysK983 a na g-amino skupinu tohoto lyzinu vaze
kyselinu palmitovou. Tato postranslaéni modifikace je naprosto nezbytna pro vazbu CyaA (a
vSech ostatnich RTX toxinll) do bunéénych membran at’ uz s receptorem (El-Azami-El-Idrissi
et al. 2003), nebo bez n¢j (Basar et al. 2001; Hackett, GUO, et al. 1994). Zatim neni zifejmé¢,
jestli se mastna kyselina na CyaA piimo zabudovava do biologickych membran, nebo jestli je

jen zodpovédna za spravnou konformaci CyaA, kterd pak vazbu do membrany umozni.

V piipadé, Ze jsou proteiny CyaA a CyaC produkovéany v rekombinantni formé
bakterii Escherichia coli, dochazi navic k acylaci na Lys860. Tato druha modifikace vSak neni
pro funkci CyaA kritickd (MasSin et al. 2005). Zajimav¢ je, ze dvojitou acylaci dochazi naopak
ke sniZeni hemolytické aktivity CyaA, zatimco schopnost translokace AC domény je stejna
jako u toxinu produkovaného bakterii Bordetella (Sebo et al. 1991). Snizena hemolyticka
aktivita je pfitom dana mensim mnozstvim vytvoienych kanald; jejich vlastnosti jinak
zGstavaji nezménéné (Betsou et al. 1993; Sebo et al. 1991; Hackett et al. 1995). Z n&kterych
studii vyplyva, Ze Lys860 patrné hraje v CyaA dileZitou strukturni roli, ktera je acylaci (a
pfipadnymi mutacemi) blokovana (Basar et al. 1999; Masin et al. 2005).

Toxin produkovany v nepiitomnosti proteinu CyaC je zcela neacylovany (forma pro-

CyaA) a v této praci je vyuzivan Casto jako negativni kontrola neschopné vazby na bunky.
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= RTX doména CyaA

V C-koncové ¢asti CyaA se nalézaji sekvence, kvili kterym je tento toxin fazen mezi
RTX proteiny. Naléza se zde pét podobnych blokli ohrani¢enych rizné¢ dlouhymi ,linkery*,
kazdy blok obsahuje okolo osmi repetitivnich devitiaminokyselinovych sekvenci (Glaser et al.
1988). V RTX doméné se naléza maly pocet (3-5) vysokoafinnich mist pro Ca*" (Kp asi 1 nM)
a asi 40 nizkoafinnich mist (Kp asi 0,5 az 0,8 mM) (Rose et al. 1995; Rhodes et al. 2001).

Kazda repetice se skldda z deviti az jedendcti aminokyselin, kde konsenzudlni
sekvence je: U X GG X G X D X Z X, kde U znaci jednu z aminokyselin: (L/I/F), a Z jednu z
aminokyselin: (L/I/V/W/Y/F). Tyto repetitivni motivy se seskupuji do celych blokii a vytvari
v proteinech rozsahlé domény. Kazda repetice je schopna chelatovat jeden iont Ca?*, sekvence
mezi repeticemi tvoii beta listy, které se po vazb¢ vapniku seskupuji do zcela pravidelné

nadsroubovice (Rhodes et al. 2001), viz Obr. 6.

v _
(Q/ _ A
=g

o

Obr. 6. Cast RTX domény se sedmi repeticemi, tedy smyckami vazajicimi Ca®* (¢erveng),
vlevo pohled kolmo na osu RTX bloku, vpravo pohled v ose. PDB: 2ZVD.

RTX doména je zodpovédna za spravné sbalovani CyaA (nebo alesponi jeho hemolyzinové
¢asti) v pritomnosti vapenatych iontl. Trojrozmérna struktura celé RTX domény neni znama,
existuje pouze predstava o usporadani samotnych repetitivnich segmentli (Obr. 6) na zdkladé
rentgenostrukturnich studii pfibuznych proteini. Dosud neni ziejmé, zda se RTX doména
muze piimo ucastnit vazby CyaA na biologické membrany, ptipadné jestli napomaha
translokaci AC domény. V RTX doméné je vazebné misto pro integrin CD11b/CDI18
(Guermonprez et al. 2001).
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o Intracelularni rovnovaha iontu Ca*

Jedna z publikaci, které jsou soucasti této prace se pifimo zabyva efektem CyaA na
intracelularni koncentraci iontt Ca®" (FiSer et al. 2007). Dalsi dvé publikace na tuto praci
bezprostiedné navazuji (Bumba et al. 2010; FiSer et al. 2011). Proto zde podavam stru¢ny
piehled o dilezitosti téchto ionti pro bunécnou signalizaci. Ionty Ca®" jsou zasadni pro celou
fadu bunécnych aktivit a funkci, sehrdvaji ulohu takzvaného druhého posla. Koncentrace
volnych ionti Ca** v cytoplazmé bun&k ([Ca*];) #idi hlavné aktivitu enzymi a pfenos
elektrického signalu na bunéné membran¢ (Wulf-Johansson et al. 2010), ale také genovou
expresi (Alford et al. 2003), replikaci, bunécny cyklus (Taylor et al. 2008), pohyb a tvar
bunék (Shevchuk et al. 2001) a dalsi. Této problematice se vénuji rozsadhlé piehledové ¢lanky
(Clapham 1995; Berridge et al. 1998). Klidova koncentrace Ca*" v cytosolu je fadové 100 nM.
Jako zasobarna vys$sich koncentraci iontli Ca** slouzi jednak extracelularni prostiedi, kde jsou
ionty Ca*" pfitomny v koncentraci okolo 2 mM, a také buné&&né organely. U svalovych bunék
jde pfevazné o sarkoplazmatické retikulum. U lymfocytd, které jsou pfirozenym cilem CyaA,
je Ca* skladovan v mitochondriich a endoplazmatickém retikulu (ER), viz Obr. 7 (LaFerla

2002).

Store-operated Voltage-gated Plasma membrane
Q calcium channel calcium channel  calcium ATPase pump

Ins(1,4,5)P3 [Ca2t] =100 nM
\ calt Cal+

— Mitochondria

") SERCA ATP

Presenilin

[Ca2+] =100-500 puM

Endoplasmic reticulum
&

olelcesoleldlolsiceassee s ccs et sssessscesssseseesoseesssesloss

Obr. 7. Model intracelularni rovnovahy iontt Ca**. Piejato z LaFerla (2002).

Uvnitf ER se ionty Ca®" nachazeji v koncentraci asi 100-500 pM a vazou se na riizné

proteiny, jako endoplazmin, calreticulin a disulfid izomerazy (Rowling et al. 1994). Tonty Ca**
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se obecné mohou z ER uvolilovat dvojim zpiisobem: receptorem inositol-1,4,5-trisfosfatu
(InsP3R) nebo ryanodinovym receptorem (RyR), ktery vSak na nami pouzivanych bunikach

neni exprimovan (Mackrill et al. 1997).

Otevirani kanalu InsP3R je spusténé vazbou inositol-3-fosfatu (Ins(1,4,5)P3), ktery je
produktem Stépeni phosphatidylinositol-4,5-bisfosfatu (PIP2) posfolipazou C. Tento enzym je
aktivovan nejriznéj$imi povrchovymi proteiny, napf. integriny, proteiny vazajicimi G-
proteiny (GPCR), rGstovymi faktory a cytokiny (DeMali et al. 1997; Short et al. 2000).
Vyznam ER v konkrétni bunééné vapnikové signalizaci se da zjistit tim, Ze se ER pted
pokusem Ca®" vypusti a tedy vyfadi z dalSich odpovédi. Nejcasté&ji se blokuje SERCA pumpa

(sarco-/endoplasmic reticulum calcium ATPase) pomoci thapsigarginu.

Vliv mitochondrii, které jsou vyznamnou zasobarnou Ca** (Nicchitta a Williamson
1984), na bunécnou signalizaci se rovnéz vétSinou zjist'uje jejich deaktivaci, naptiklad pomoci
protonoforu FCCP (Sergeant et al. 2008). Tento typ pokusii nicméné mulze byt zatiZzen
artefakty spojenymi s vlivem protonofori na potencidl plazmatické membrany (To et al.

2010).

Pro spousténi vapnikové signalizace se nékdy vyuzivd Ca®* z extracelularniho
prostoru. Pfes plazmatickou membranu se ionty Ca*" dostavaji kanaly fizenymi ligandem
(igand-gated channels, LGCC), kanaly ovladanymi ionty Ca®*" z vnitinich organel (store-
operated calcium channels — SOCCs) a kandly ovlddanymi napétim (voltage-dependent
calcium channels, VGCC). Posledni jmenované se vyskytuji pouze na excitovatelnych

buiikach (LaFerla 2002).

Po zvySeni [Ca*]i v cytoplazmé& tyto ionty aktivuji rGzné proteiny; kalmodulin,
kalpain, kalcineurin, troponin C, kalbindin, a jiné. Kazdy z téchto proteinli pak sehrava
specifickou ulohu bunééné signalizaci (Goll et al. 2003; Timmins et al. 2009; Kmetzsch et al.
2010; Barski et al. 2003). Efekt zvySeni [Ca*] pak zavisi na prostorovém a Casovém
rozlozeni vapnikového signalu. Bézna bunééna signalizace vyvolana ionty Ca®* je vétSinou
spousténa kratkodobym zvySenim [Ca®'].. Dlouhodobé zvyseni [Ca*']; je pro buiku letalni a
vétSinou vede k apoptdze (Walter a Hajnoczky 2005).

Jak ukazuji prace z posledni doby, plisobeni bakteridlnich toxinli miize vyvolavat
v cilovych bunikdch zmény v koncentraci vapenatych iontl, které hraji velmi vyznamnou
ulohu ve vnitrobunééné fyziologii a regulaci celé fady Zivotnich funkci bun€k. Jaky je presny

vyznam téchto zmén neni doposud zcela jasné, ale oscilace v koncentraci vapenatych iontil
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indukované toxinem mohou vést az ke zméndm v genové expresi builkky a produkci

specifickych cytokinti (Uhlen et al. 2000; Nhieu et al. 2004).

Neékteré bakterialni toxiny mohou ovliviiovat vnitrobunéénou koncentraci vapniku.
Nedavno bylo zjisténo (Uhlen et al. 2000), ze RTX toxin a-hemolyzin (HlyA) z uropatogenni
bakterie Escherichia coli je schopen vyvolat v cilovych epitelidlnich bunkach vapnikové
oscilace. Autofi pfedpokladaji, Ze se tyto oscilace spousti napadena buiika jako obranny
mechanizmus proti dlouhodobé zvySené intracelularni koncentraci Ca?*. Tyto oscilace navic
spousti expresi novych gent - cytokinti IL-6 a IL-8. Povaha signalu, ktery spousti otevirani a
zavirani kanali pro vépnik jako odpovéd bun€k na interakci s toxinem zlstdvad nadéle
nejasna. Objevila se 1 prace, ktera u tohoto toxinu naznacuje i moznost piimé ucasti kanali
HlyA ve vapnikovych proudech na membrané¢ (Koschinski et al. 2006).

V ptipadé dalsiho RTX toxinu, proteinu LtxA z bakterie Mannheimia haemolytica
bylo zjiSténo, Ze interakce toxinu s bovinnimi leukocyty vede k zvySeni [Ca?']. To je
zpusobeno jednak vstupem vapniku pies kandly v cytoplazmatické membrané a jednak
uvolnénim vépniku z endoplazmatického retikula (Cudd et al. 2003).

Zajimava souvislost mezi vnitrobunénou koncentraci vapniku a enzymatickou
aktivitou toxinu byla objevena u edema toxinu bakterie Bacillus anthracis (Kumar et al.
2002). Tento toxin je podobn¢ jako CyaA schopen translokovat do cytozolu cilové bunky svou
enzymatickou adenylatcyklazovou doménu. Autofi ukdzali, Ze po translokaci toxinu dochézi
ke vstupu vépniku do bunék pies vapnikové kandly lokalizované v plazmatické membrané.
Timto zpusobem si toxin ,upravuje” vnitrobunécnou koncentraci véapniku, nebot jeho
adenylatcyklazova aktivita vyzaduje vazbu kalmodulinu, jehoZ afinita pro edema faktor je
dramaticky zavisla na vnitrobunéné koncentraci vapenatych iontll. Zmény v koncentracich
volného vapniku v cilovych buiikdch byly pozorovany také pro skupinu toxint, schopnych
tvofit pory v plazmatické membrané cilovych buné€k (stejné jako CyaA patii do rodiny tzv.
,pore-forming* toxinil). Krause (1998) zjistil, ze aerolyzin z bakterie Aeromonas hydrophila
indukuje zvySeni hladiny [Ca?*]. v lidskych granulocytech. Na tomto jevu se podili jednak
vstup vapniku z extracelularniho prostfedi pies pory tvofené aerolyzinem v kombinaci
s toxinem indukovanym uvolfiovanim véapniku z endoplazmatického retikula signalizaci pies
G-proteiny, fosfolipizu C a inositol trifosfat (IP,). V neddavn¢ dob& bylo ukazano, Ze
listeriolyzin z bakterie Listeria monocytogenes (Repp et al. 2002) a pneumolyzin z bakterie
Streptococcus pneumoniae (Cockeran et al. 2001) indukuji svou kanalotvornou aktivitou

vstup vapniku z extraceluldrniho prostfedi do cytozolu napadené bunky. Listeriolyzin je navic
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schopen v buice indukovat vapnikové oscilace, které jsou fizené otevirdnim a zaviranim port
tvorenych toxinem.

Adenylatcykldzovy toxin je slozitd molekula, kombinujici vlastnosti vySe zminénych
toxind. Z toho je patrné, ze odpovéd’ bunky na interakci CyaA s hostitelkou buiitkou métena
zménami koncentrace intracelularniho vapniku, miZze byt komplexnéjsi povahy, nez v

uvadénych prikladech.
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Tato prace vyuziva jednoduchého modelového systému fosfolipidovych vackt —
lipozému — pro studium mechanizmu, jakym CyaA a homologni toxin HlyA z bakterie
Escherichia coli naruSuje biologické membrany. Kromé nasi studie se zatim nikdo nepokusil
porovnat tyto dva RTX toxiny za identickych experimentdlnich podminek na jednom
modelovém systému. Lipozdémy, které jsme pouzili, byly naplnény fluorescencni sodnou
ANTS a jejim zhaSeCem DPX. Pfi narusovani membrany lipozomt dochazi k uniku sondy
a/nebo zhésece, coz se projevuje celkovym ndrGstem intenzity fluorescence vzorku. V této
studii jsme navic vyuzili takzvané zhaseci metody (Fluorescence requenching method), ktera
umozni zjistit, kterd z latek ANTS/DPX prochazi toxinovymi kanaly rychleji (Ladokhin et al.
1995). Vzhledem k tomu, ze ANTS nese zdporny naboj a DPX kladny, Ize na vysledek
pohliZet jako na iontovou selektivitu daného toxinového kanalu. Tato metoda urceni iontové
selektivity ma vSak jednu zvlastni vlastnost; namétfend iontova selektivita odpovidd poméru
redlnych propustnosti pro oba ionty jen na znacné velkych lipozomech. Je vcelku jednoduché
si predstavit, ze pro lipozém rozmérl desitek nanometrii, ktery v sobé obsahuje fadové 10°
molekul ANTS/DPX se pii otevieni membranového kanalu s propustnosti DPX:ANTS = 10:1
vyprazdni difuzi tak rychle, ze uvnitf nezlistane ani ANTS ani DPX. lontova selektivita tedy
nebude méfitelnd, jednd se o takzvany unik stylem ,,vS8e-nebo-nic. Proto jsme piipravovali
lipozémy riiznych definovanych velikosti. V pfipadé CyaA jsme pozorovali vysokou iontovou
selektivitu a pro HlyA selektivitu nizkou. Kromé& zminovanych pokust jsme jesté testovali
mutantni formu CyaA, kterd ma zaménéné zaporné nabité aminokyseliny v usti
predikovaného kanalu za zbytky s kladnym nébojem.

Na této publikaci jsem se podilel nastudovanim teorie zhaseci metody (Fluorescence
requenching method), provedenim veSkerych pokust, jejich vyhodnocenim a ptipravou

rukopisu véetné obrazové dokumentace.

23


http://dx.doi.org/10.1016/j.bbamem.2009.03.019

2.

M. Basler, O. Knapp, J. MaSin, R. FiSer, E. Maier, R. Benz, P. Sebo, a R. Osicka,
“Segments crucial for membrane translocation and pore-forming activity of
Bordetella adenylate cyclase toxin,”

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, vol. 282, Duben 2007, s. 12419-12429.

Elektronicka verze publikace: http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M611226200

Cely text publikace v tisténé podobé prace: Priloha ¢. 2
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Tato studie se zabyva transmembranovymi segmenty CyaA, které jsou zodpovédné za
tvorbu kandlu a za translokaci enzymatické AC domény. V celé¢ sekvenci CyaA je
predikovano celkem sedm transmembranovych usekti (Osi¢kova et al. 1999), z toho pét je v
hydrofobni oblasti a mohou se piimo Ucastnit tvorby kanalu. Elektrofyziologicka méfeni v
této praci byla provadéna na planarnich lipidovych membranach (ze smési sojovych lipidi),
do kterych byl zabudovavan rekombinantni CyaA a jeho mutantni formy. Pokusy byly
provadény na Univerzité ve Wurzburgu, v laboratofi prof. Rolanda Benze.

Kandly, které oligomery CyaA v membrandch tvofi jsou vysoce selektivni pro
monovalentni kationty v porovnani s chloridovymi anionty. Vnitini pramét kanalu je
piekvapivé maly - do 0,8 nm, (viz vySe) prace Ehrmann et al. (1991). Propustnost pro
jednotlivé kationty je tedy zavisla na jejich hydratacnim obalu. BéZna vodivost jednotlivych
kanalt je asi 40 pS v pfitomnosti 1 M KCl, pH 7 (Benz, Maier, et al. 1994), métené proudy
jsou tedy asi 2 pA pii 50 mV. Vodivost membran v piitomnosti CyaA vykazuje strmou
koncentracni zavislost s Hillovym koeficientem okolo 3, s tim, Zze se ocekava tvorba
docasnych vodivych oligomert toxinu, které jsou opét schopny disociace na neaktivni
monomery. Doba otevieni jednotlivych kanall je v porovnani s jinymi kanaly tvoficimi toxiny
velmi mala, asi okolo 3 sekund. Dynamika tvorby oligomernich kanali a jejich iontova
selektivita se daji ovlivnit mutacemi v transmembranovych segmentech CyaA, ¢imZ se mimo
jiné zabyva tato prace.

Pii ptipravé tohoto ¢lanku jsem provadél veskeré pokusy na planarnich lipidovych
membrandch vcetné jejich vyhodnoceni. Z ¢asovych divoda jsem vSak provedl charakterizaci
jen Sesti vybranych mutantnich forem CyaA, ostatni toxiny byly charakterizovany jinymi
spoluautory. Jednalo se tedy o méfeni vodivosti jednotlivych kanali CyaA, doby jejich
otevieni, iontové selektivity a celkové membranové aktivity. Podilel jsem se na pfipravé ¢asti

obrazové dokumentace.
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Cely text publikace v tiSténé podobé prace: Priloha €. 3
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Tato prace se zabyva zménami v intracelularni koncentraci vapenatych iontl po
interakci bunék makrofagi (linie J774A.1) s CyaA. Vyznam ionti Ca®>" pro bunéEnou
signalizaci je vysvétlen v tUvodu dizertani prace. Z naSich pozorovani projevu
»superhemolytickych® mutantnich forem CyaA, které nevyvolavaji zvySeny vstup vapenatych
iontl do bun¢k, je zfejmé, Ze za tuto aktivitu nejsou zodpoveédné kation-selektivni kandly
tvofené samotnym toxinem. Tyto ,,superhemolytické toxiny vSak prokazatelné tvoii zvySené
mnozstvi kanali v umélych membranach (Osickova et al. 1999). Pokusili jsme se postupné
blokovat véapnikové kandly lokalizované v plazmatické membrané¢ ¢i membrané
endoplazmatického retikula a zjistili jsme, Ze patrné ve vstupu vapniku do bunék také nehraji
vyraznou roli. Nepodafilo se ndm inhibovat vstup vapenatych iontl specifickymi inhibitory
bunécnych kanali exprimovanych na zkoumanych bunkéch. I po vypusténi Ca?" z ER pomoci
thapsigarginu a naruseni funkce mitochondrii piisobenim FCCP stale dochazi ke zvySeni

[Ca**]. po G€inku CyaA. ZvySeni [Ca?*]. je tedy moZné pficist samotné molekule CyaA.

Z nasSich pokust s mutantnimi toxiny neschopnymi translokace AC domény je ziejmé,
ze na vstupu vapniku do buné€k se podili pfimo molekula CyaA. Podle nasi souc¢asné hypotézy
se vstup vapniku odehrava soucasné s translokaci adenylatcyklazové domény pifes membranu.

V ramci této studie jsem s pomoci dalSich kolegii vlastnoru¢né provadél meéteni
intracelularni koncentrace vapenatych iontii jak na fluorometru tak na mikroskopu. Podilel

jsem se na navrhu pokusii, na ptipravé obrazové dokumentace a ptivodnich verzich rukopisu.
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V této studii bylo naSim cilem zjistit, co se déje s molekulami CyaA vazanymi na
receptor CD11b/CD18 po toxinem indukovaném vstupu vapenatych ionti do cytoplazmy
bunék. Uspotfadani riznych fosfolipidii a proteinli v plazmatické membrané bunck neni
nahodné, ale naopak se jednotlivé slozky separuji podle svych fyzikalnich vlastnosti (Schafer
et al. 2011). Mikrodomény obecné¢ bohaté na saturované fosfolipidy, glykosfingolipidy,
cholesterol a nékteré specifické proteinové receptory se nazyvaji lipidové rafty (Korade a
Kenworthy 2008; Brdicka et al. 2000; Thomas et al. 2004). Tyto submikroskopické casti
membrany vykazuji snizenou fluiditu, vétsi tloustku membrany (Garcia-Saez et al. 2007) a
pii nizké teploté jsou na rozdil od okolni membrany odolné vic¢i neiontovym detergentiim
jako je Triton X-100 (Brown a London 2000; London a Brown 2000). Z tohoto diivodu jsou
nékdy nazyvany také detergent rezistentni membrany (Detergent Resistant Membranes,
DRM). Lipidové rafty jsou zodpovédné piedev$im za signalizaci a sestavovani rtiznych
komplexti receptorovych molekul. Jednou z mnoha molekul, které se v raftech mohou za
urcitych okolnosti nachézet, je 1 receptor pro CyaA, integrin CD11b/CD18 (Feuk-Lagerstedt
et al. 2007). Pfesunu téchto molekul do raftii napomahaji proteiny flotilin a caveolin (Allen et
al. 2007). Nékteré typy endocytdzy jsou zahajovany pravé v lipidovych raftech (Kirkham a
Parton 2005).

V nasi studii jsme ukazali, ze CyaA se vaze na komplex CD11b/CD18 mimo lipidové
rafty a ze zde indukuje vstup véapenatych iontd do cytoplazmy. ZvySend hladina [Ca*];
vyvolava aktivaci protedzy kalpainu, ktera svou aktivitou $tépi protein talin spojujici CD11b s
bunénym aktinovym cytoskeletem. Konecnym dasledkem je ptesun CyaA+CD11b/CD18 do
membranovych rafti, kde je patrné dokoncena translokace celé AC domény a piipadné
nasleduje jeji odstépeni do cytozolu. Na této publikaci jsem se podilel méfenim intracelularni

koncentrace vapenatych iontll v buitkdch J774A.1 a U937 na fluorometru.
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Cely text publikace v tisténé podob¢ prace: Priloha €. 5

Bunky napadené adenylatcykldzovym toxinem se snazi G¢inkiim toxinu branit a to
napiiklad jeho proteolytickou degradaci (Bumba et al. 2010). To vSak Casto vede k odstépeni
jiz translokované AC domény do cytozolu, kde je enzym stile funk¢éni a miize nadéle
narusovat bunécnou signalizaci. Jinou moznosti je pro builkku odklizeni CyaA z membrany
pomoci endocytézy. Endocytéoza je obecné proces, kterym bunky pohlcuji molekuly z
okolniho prostfedi po navdzani na bunéfnou membranu. Timto zpiisobem jsou pohlcovany
predevsim velké molekuly proteini nebo polysacharidi, které nemohou piechazet ptes
bunétnou membranu diftzi. Endocytdéza u sav¢ich bun¢k mize probihat nékolikerym
zpusobem. Miize byt zprostiedkovdna vacky obalenymi bud’ clathrinem (Aridor a Traub
2002) nebo caveolinem (Le a Nabi 2003), ptipadn¢ probihd pomoci neobalenych vackt
(Kirkham a Parton 2005). Dalsi rozdéleni endocytozy lze provést podle velikosti
pohlcovanych Castic; pinocytdza je spojovana s vacky mensimi nez asi 200 nm (vSechny diive
uvedené moznosti), zatimco fagocytézou muize butika pohlcovat napft. celé bakterialni bunky.
Po oddéleni endocytického vacku od plazmatické membrany bunky dochazi ke tfidéni
endocytovanych molekul v ranych endozomech. Neékteré molekuly jsou okamzité
dopravovany na zpé€t na povrch buniky k opakovanému pouziti (nejcastéji bunécné recyklujici
receptory, transferrin). Ostatni molekuly jsou transportovany do pozdnich endozomi a
lysozémi k degradaci. O tom, zda dojde k recyklaci ¢asného endozému, nebo jeho preméné
na pozdni endozdém rozhoduji napiiklad Rab proteiny (Daro et al. 1996; Miaczynska a Zerial
2002; Murray et al. 2002), ptipadné ubiquitinace prenasenych molekul (Bache et al. 2003).
Kromé molekuly, kterd je endocytovana a jejiho receptoru na mebrané se v endozémech
nalézaji rtizné jiné molekuly, které davaji danému endozému charakteristické vlastnosti.
Pomoci téchto molekul je naptiklad regulovano endozomalni pH (které ma vliv na degradaci
endozomalniho obsahu), tvar endozémd, jejich aktivni transport a flize s dal§imi organelami
(Mellman 1996; Duclos et al. 2000). V ramci této studie jsem vlastnorucné provadél vétSinu

mikroskopickych pozorovéani véetné vyhodnoceni, pfipravy obrazové dokumentace a videt.
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DISKUZE

Sjednocujicim tématem této dizertacni prace je adenylatcyklazovy toxin, produkovany
patogenni bakterii Bordetella pertussis. Pro vSechny ptilozené publikace je spole¢né studium
interakce tohoto toxinu s fosfolipidovou dvojvrstvou biologické membrany, at’ uz in vitro —
prace FiSer a Konopasek (2009), Basler et al. (2007) nebo na zivych buinkach nesoucich
specificky receptor a schopnych aktivni obrany proti CyaA — prace Fiser et al. (2007), Bumba
et al. (2010) a Fiser et al. (2011).

V ptipadé studia CyaA na umélych systémech je tfeba uvazovat o aktivité toxinu s
ohledem na membranovy potencial, ktery je nezbytny pro zcela definovanou a orientovanou
inzerci CyaA do fosfolipidové dvojvrstvy (Knapp et al. 2008) a nasledné pro ptipadnou
translokaci AC domény pies tuto membranu. Studium CyaA a jinych RTX toxinG na
lipozémech, tedy nejjednodussim modelovém systému, kde vSak neni membranovy potencial,
bylo v minulosti provadéno jiz n€kolikrat. Pti téchto pokusech se sleduje Uinik fluorescenc¢nich
sond z lipozoml (Masin et al. 2004; Martin et al. 2004). V té€chto studiich je nutné pocitat s
tim, ze velka ¢ast molekul CyaA, které jsou k membranam ptidavany v denaturované forme
(ze zésobniho roztoku 8M mocoviny), nezaujme v membrané spravnou konformaci. Takovéto
molekuly mohou byt bud’ upln€ inaktivni, nebo zplsobovat nespecifické narusovani
membrany. Vzhledem k tomu, jak malé jsou kandly CyaA pozorované na jinych systémech
(Ehrmann et al. 1991; Benz, Maier, et al. 1994), je jasné, ze uniku fluorescen¢nich sond z
lipozémti mize v prvni fad¢ branit vnitini prifez kandlti CyaA. Fluorescen¢ni sondy bézné
pouzivané pro studium narusovani membrany (karboxy-fluorescein, calcein) nesou zaporny
naboj a da se tedy ocekavat, Ze nebudou kationt-selektivnim kanalem vibec prostupovat. V
zavérech se uvadi, ze CyaA na lipozomech tvofi rozsahlejsi agregaty umoznujici napiiklad 1
prinik fluorescenéné znacenych dextranti (Masin et al. 2004). V préci Fiser et al. (2009) jsme
pro analyzu naruSovani membrany lipozomil pouzivali dvojici molekul; zaporn€ nabitou
sondu ANTS a kladn€ nabity zhdse¢ DPX (Ladokhin et al. 1995). Metoda umoziuje zjistit
mnozstvi kazdé z latek uvnitt a venku lipozomil a tedy vypocitat podil propustnosti pro tyto
dve¢ latky. Nase vysledky ukazuji, ze pfednostné prochazi kanadly CyaA zhase¢ DPX 1 pfi
pomérne malych koncentracich toxinu (fddové nmol/l). Podle naSich vysledki tedy CyaA
netvoii rozsahlejsi poskozeni membrany lipozémd, ale spiSe definované docasné kanaly (v
tomto ptipad¢ i na membranach bez elektrického potencidlu). Namétena kationtova selektivita

je navic zavisld na bodovych mutacich CyaA v predpokladaném usti kandlu (mutace

28



E509K+E516K), coz naznaCuje podobné vlastnosti poru jako pii méfeni na planarnich
lipidovych membranach. Tyto vysledky nemusi byt v rozporu s pozorovanim, ze pro Unik
zaporn¢ nabitych molekul sondy je potfeba vysSich koncentraci CyaA. V nasi publikaci byl
rovnéz charakterizovan mechanizmus uniku ANTS/DPX uc¢inkem HIyA, tedy piibuzného
RTX toxinu produkovaného E. coli. V tomto pifipadé jsme pozorovali neselektivni Unik
odpovidajici patrné vyrazné¢ vét§imu rozméru kanali HlyA (Ostolaza et al. 1993; Benz,
Hardie, et al. 1994). Po vydani publikace FiSer et al. (2009) byly vydany dalsi inspirativni
prace popisujici moznosti méefeni mechanizmu uniku obsahu lipozoéml pomoci casove
rozliSené fluorescence (Patel et al. 2009; Apellaniz et al. 2010). Tento ptistup v budoucnu
umozni jednoduché sledovani tohoto procesu bez pracnych titraci zhaSecem provadénych pii
klasické fluorescen¢ni zhaSeci metod¢ (Ladokhin et al. 1995). Pro nase ucely by navic bylo
vyhodné pouzivat dvojici sonda/zhase¢, kde zhaSecem by byl monovalentni kationt. Nase
predbézné pokusy se zhasenim ANTS pomoci ionti Cs™ vSak zatim nebyly uspésné (Fiser,

nepublikované vysledky).

Dalsi prace se zabyva vyznamem jednotlivych predikovanych transmembranovych
helixit v hydrofobni doméné CyaA a to jak pro tvorbu kandlu, tak pro unikatni proces
translokace AC domény (Basler et al. 2007). Pro tyto ucely byla sestavena fada mutantnich
rekombinantnich proteinti, které byly exprimovany v E. coli a jejichz vlastnosti byly
testovany na erytrocytech a planarnich lipidovych membranéch. Jednotlivé zkoumané useky
CyaA jsou popsany ve zminéné publikaci. Podafilo se nam identifikovat aminokyselinové
zbytky, které tvofi zaporné nabité povrchy v Usti kandlu CyaA. Prvni pokusy tohoto typu
vedly k ndlezu dvou glutamati v pozicich ES09 a E516, které zodpovidaji za iontovou
selektivitu kanalu (Osickova et al. 1999). Ve své praci jsme objevili aminokyselinoy zbytek
E570, ktery tvoii podobny iontovy filtr na dalSim transmembranovém helixu (Tab. 1, Obr. 5).
Kromé toho byl objeven aminokyselinovy zbytek ES581, ktery se patrné piimo ucastni
translokace AC domény, nebot’ po jeho mutagenezi na lyzin byla translokace inhibovana. Tyto
nalezy jsou zajimavé hlavné proto, Ze ostatni nalézané mutace zastavujici translokaci AC
domény byvaji pfimo v této doméné a vétSinou meéni jeji kladny celkovy naboj (Karimova,
Fayolle, et al. 1998), ktery je pro translokaci (pravdépodobné pohdnénou membranovym
potencidlem) nezbytny. Aspartaty v pozicich 557 a 558 na smycce pravdépodobné spojujici
dva vySe zminované helixy a rovnéz se tvorby iontového filtru ¢aste¢né ucastni. Pro objasnéni
zpusobu translokace AC domény muze byt zajimava napiiklad mutace ES09P, kde prolin

vlozeny doprostfed a-helixu zamezi uplné translokaci. AC doména je pak uvéznéna v podobé
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transloka¢niho intermedidtu, kdy je dostupna proteolytickému Stépeni zvenku a zarovent miize

v jisté mife zasahovat do cytozolu.

Dalsi prace vychazely ze zékladniho pozorovéni, kdy pifidavek CyaA k builkam
nesoucim receptor CD11b/CD18 vyvolava vzestup intraceluldrni koncentrace iontd Ca**
(FiSer et al. 2007). Snaha pozméhovat hladinu [Ca*];, a tim manipulovat s hostitelskou
buiikou, je spolecna pro rtizné toxiny produkované zivocisSnymi patogeny (Nhieu et al. 2004).
Nejzajimavéj$i na aktivité CyaA je skute¢nost, Zze Ca*" neproudi do buiiky hemolytickym
kanalem, nybrz tranzientnim porem, ktery se vytvaii pii translokaci AC domény pies
cytoplazmatickou membranu. Pfi pokusech na planéarnich lipidovych membranach se zatim
nepodaftilo tento jev zachytit, nejspis kvili absenci cholesterolu, ptipadné receptoru CD11b.
Uvazovali jsme o moznosti, Ze by ionty Ca*" nové pfichdzejici do buiiky mohly vyvolat
aktivaci kalmodulinu, ktery je nezbytny pro stimulaci adenylatcyklazové aktivity CyaA,
podobné¢ jako u edema toxinu bakterie Bacillus anthracis (Kumar et al. 2002). Tuto hypotézu
se vSak nepodaiilo prokazat, protoze zablokovani vstupu Ca®" nespecifickym inhibitorem
riznych véapnikovych kanald, v¢etné CyaA (inhibice lanthanitym iontem La’"), nezabranilo
AC aktivité uvnité makrofagii. Mozné vysvétleni je i takové, ze vlivem La’* nedochazi ke
kompletni blokaci vstupu Ca** do bunék, a Ze pro aktivaci kalmodulinu v bezprostiedni
blizkosti plazmatické membrany staci i slabé a lokalni zvySeni [Ca*"].. Dokonce se zd4, Ze tato
predpokladana lokalné zvySena hladina [Ca®"]; staéi pro aktivaci proteazy kalpainu, ktery $t&pi
protein talin, kotvici receptor CD11b k aktinovému cytoskeletu (Bumba et al. 2010). Aktivace
kalpainu je pfitom potfebna pravé v blizkosti plazmatické membrany a dd se castecné
indukovat ionomycinem (na rozdil od thapsigarginu, ktery zvySuje [Ca®']; v celé cytoplazmé).
Podle nasi predstavy vede uvolnéni CD11b z cytoskeletu k presunu komplexu receptor-toxin
do lipidovych raftl, kde je translokace AC domény dokoncena. Zatim neni ziejmé, jestli je
presun do raftil aktivni, ¢i spiSe pasivni proces. Je v§ak mozné, Ze by urcitou roli v segregaci
komplexu CyaA+CDI11b/CD18 uvolnéného z cytoskeletu mohla hrat i kyselina palmitova
vazand na CyaA (Levental et al. 2010). K Uplné translokaci AC domény je tedy ziejmé
vyzadovana piitomnost cholesterolu obsazeného v raftech. Zdé4 se, Ze cholesterol hraje v
aktivit¢ CyaA zdsadni roli, ackoliv zde nejde o slozku membrany nutnou pro endocytézu
CyaA jako u jinych bakteridlnich toxinti (Sandvig a van Deurs 2002). Deplece cholesterolu
pomoci methyl-B-cyclodextrinu vede k neschopnosti CyaA AC doménu translokovat. lonty

......

Jsou schopny opozdit ,,uklizeni* CyaA z povrchu bunék (FiSer et al. 2011). Toxin CyaA-
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E570K+E581P zbaveny schopnosti zvySovat [Ca*]i je z membrany odstraiovan
makropinocytdzou, coz plati i o detoxifikované mutované varianté (tedy toxoidu CyaA-
E570K+E581P-AC") neschopné syntézy cAMP. Toxoid CyaA-AC se zachovanou aktivitou
vstupu Ca** do bunék (bez schopnosti syntézy cAMP) se na plazmatické membrané udrzuje
asi 0 10-15 minut delsi dobu a mlze se tak déle projevovat napiiklad jeho schopnost
vypoustét ionty K* z cytoplazmy (Fiser et al. 2011; Dunne et al. 2010), a tim déle naruSovat
iontovou rovnovahu bunky. Toxoid CyaA-AC- je pozd¢€ji endocytovan pomoci clathrinovych
vackl a degradovan v bunécnych lysozémech, jak jiz bylo pozorovano diive (Schlecht et al.

2004).

31



REFERENCE

Alford, A., Yellowley, C., Jacobs, C., a Donahue, H. 2003. Increases in cytosolic calcium, but
not fluid flow, affect aggrecan mRNA levels in articular chondrocytes. JOURNAL OF
CELLULAR BIOCHEMISTRY 90: 938-944.

Allen, J., Halverson-Tamboli, R., a Rasenick, M. 2007. Lipid raft microdomains and
neurotransmitter signalling. NATURE REVIEWS NEUROSCIENCE 8: 128-140.

Apellaniz, B., Nieva, J., Schwille, P., a Saez, A. 2010. All-or-None versus Graded Single-
Vesicle Analysis Reveals Lipid Composition Effects on Membrane Permeabilization.
BIOPHYSICAL JOURNAL 99: 3619-3628.

Aridor, M., a Traub, L. 2002. Cargo selection in vesicular transport: The making and breaking
of a coat. TRAFFIC 3: 537-546.

Bache, K., Raiborg, C., Mehlum, A., a Stenmark, H. 2003. STAM and Hrs are subunits of a
multivalent ubiquitin-binding complex on early endosomes. JOURNAL OF
BIOLOGICAL CHEMISTRY 278: 12513-12521.

Barski, J., Hartmann, J., Rose, C., Hoebeek, F., Morl, K., Noll-Hussong, M., De Zeeuw, C.,
Konnerth, A., a Meyer, M. 2003. Calbindin in cerebellar Purkinje cells is a critical
determinant of the precision of motor coordination. JOURNAL OF NEUROSCIENCE
23: 3469-3477.

Basar, T., Havlicek, V., Bezouskova, S., Hackett, M., a Sebo, P. 2001. Acylation of lysine 983
1s sufficient for toxin activity of Bordetella pertussis adenylate cyclase - Substitutions

of alanine 140 modulate acylation site selectivity of the toxin acyltransferase CyaC.
JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 276: 348-354.

Basar, T., Havlicek, V., Bezouskova, S., Halada, P., Hackett, M., a Sebo, P. 1999. The
conserved lysine 860 in the additional fatty-acylation site of Bordetella pertussis

adenylate cyclase is crucial for toxin function independently of its acylation status.
JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 274: 10777-10783.

Basler, M., Knapp, O., Masin, J., Fiser, R., Maier, E., Benz, R., Sebo, P., a Osi¢ka, R. 2007.
Segments crucial for membrane translocation and pore-forming activity of Bordetella
adenylate cyclase toxin. JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 282: 12419-
12429.

Basler, M., Masin, H., Osicka, R., a Sebo, P. 2006. Pore-forming and enzymatic activities of
Bordetella pertussis adenylate cyclase toxin synergize in promoting lysis of
monocytes. INFECTION AND IMMUNITY 74: 2207-2214.

Bassinet, L., Gueirard, P., Maitre, B., Housset, B., Gounon, P., a Guiso, N. 2000. Role of
adhesins and toxins in invasion of human tracheal epithelial cells by Bordetella

pertussis. INFECTION AND IMMUNITY 68: 1934-1941.

Baugh, V., a McCarthy, N. 2010. Outbreak of Bordetella pertussis among oncology nurse
specialists. OCCUPATIONAL MEDICINE-OXFORD 60: 401-405.

32



Benz, R., Hardie, K., A Hughes, C. 1994. Pore Formation In Artificial Membranes By The
Secreted Hemolysins Of Proteus-Vulgaris And Morganella-Morganii EUROPEAN
JOURNAL OF BIOCHEMISTRY 220: 339-347.

Benz, R., Maier, E., Ladant, D., Ullmann, A., A Sebo, P. 1994. Adenylate-Cyclase Toxin
(Cyaa) Of Bordetella-Pertussis - Evidence For The Formation Of Small Ion-Permeable
Channels And Comparison With Hlya Of Escherichia-coli. JOURNAL OF
BIOLOGICAL CHEMISTRY 269: 27231-27239.

van den Berg, B., Beekhuizen, H., Willems, R., Mooi, F., a van Furth, R. 1999. Role of
Bordetella pertussis virulence factors in adherence to epithelial cell lines derived from
the human respiratory tract. INFECTION AND IMMUNITY 67: 1056-1062.

Berridge, M., Bootman, M., a Lipp, P. 1998. Calcium - a life and death signal. NATURE 395:
645-648.

Betsou, F., Sebo, P., A Guiso, N. 1993. Cyac-Mediated Activation Is Important Not Only For
Toxic But Also For Protective Activities Of Bordetella-Pertussis Adenylate Cyclase-
Hemolysin. INFECTION AND IMMUNITY 61: 3583-3589.

Brdicka, T. et al. 2000. Phosphoprotein associated with glycosphingolipid-enriched
microdomains (PAG), a novel ubiquitously expressed transmembrane adaptor protein,
binds the protein tyrosine kinase Csk and is involved in regulation of T cell activation.
JOURNAL OF EXPERIMENTAL MEDICINE 191: 1591-1604.

Brown, D., a London, E. 2000. Structure and function of sphingolipid- and cholesterol-rich
membrane rafts. JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 275: 17221-17224.

Bumba, L., Masin, J., Figer, R., a Sebo, P. 2010. Bordetella Adenylate Cyclase Toxin
Mobilizes Its beta(2) Integrin Receptor into Lipid Rafts to Accomplish Translocation
across Target Cell Membrane in Two Steps. PLOS PATHOGENS 6(5): €1000901
http://apps.isiknowledge.com/full record.do?
product=WOS&search mode=GeneralSearch&qid=30&SID=V2C4mlh@ABkil4pof9
i&page=1&doc=1 (Ptistoupeno Listopad 18, 2010).

Clapham, D. 1995. CALCIUM SIGNALING. CELL 80: 259-268.
Cockeran, R., Theron, A., Steel, H., Matlola, N., Mitchell, T., Feldman, C., a Anderson, R.
2001. Proinflammatory interactions of pneumolysin with human neutrophils.

JOURNAL OF INFECTIOUS DISEASES 183: 604-611.

Confer, D., a Eaton, J. 1982. Phagocyte Impotence Caused By An Invasive Bacterial
Adenylate-Cyclase . SCIENCE 217: 948-950.

Cudd, L., Clarke, C., a Clinkenbeard, K. 2003. Contribution of intracellular calcium stores to
an increase in cytosolic calcium concentration induced by Mannheimia haemolytica

leukotoxin. FEMS MICROBIOLOGY LETTERS 225: 23-27.

Daro, E., vanderSluijs, P., Galli, T., a Mellman, 1. 1996. Rab4 and cellubrevin define different

33



early endosome populations on the pathway of transferrin receptor recycling.
PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES OF THE UNITED
STATES OF 93: 9559-9564.

Dautin, N., Karimova, G., a Ladant, D. 2002. Bordetella pertussis adenylate cyclase toxin: a
versatile screening tool. TOXICON 40: 1383-1387.

DeMali, K., Whiteford, C., Ulug, E., a Kazlauskas, A. 1997. Platelet-derived growth factor-
dependent cellular transformation requires either phospholipase C gamma or
phosphatidylinositol 3 kinase. JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 272: 9011-
9018.

Duclos, S., Diez, R., Garin, J., Papadopoulou, B., Descoteaux, A., Stenmark, H., a Desjardins,
M. 2000. Rab5 regulates the kiss and run fusion between phagosomes and endosomes
and the acquisition of phagosome leishmanicidal properties in RAW 264.7
macrophages. JOURNAL OF CELL SCIENCE 113: 3531-3541.

Dunne, A. et al. 2010. Inflammasome Activation by Adenylate Cyclase Toxin Directs Th17
Responses and Protection against Bordetella pertussis. JOURNAL OF
IMMUNOLOGY 185: 1711-1719.

Ehrmann, 1., Gray, M., Gordon, V., Gray, L., A Hewlett, E. 1991. Hemolytic-Activity Of
Adenylate-Cyclase Toxin From Bordetella-Pertussis. FEBS LETTERS 278: 79-83.

Eisenberg, D., Schwarz, E., Komaromy, M., A Wall, R. 1984. Analysis Of Membrane And
Surface Protein Sequences With The Hydrophobic Moment Plot. JOURNAL OF
MOLECULAR BIOLOGY 179: 125-142.

EisenbErg, D., Weiss, R., A Terwilliger, T. 1984. The Hydrophobic Moment Detects
Periodicity In Protein Hydrophobicity. PROCEEDINGS OF THE NATIONAL
ACADEMY OF SCIENCES OF THE UNITED STATES OF 81: 140-144.

El-Azami-El-Idrissi, M., Bauche, C., Loucka, J., Osicka, R., Sebo, P., Ladant, D., a Leclerc,
C. 2003. Interaction of Bordetella pertussis adenylate cyclase with CD11b/CDI18 -

Role of toxin acylation and identification of the main integrin interaction domain.
JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 278: 38514-38521.

Feuk-Lagerstedt, E., Movitz, C., Pellme, S., Dahlgren, C., a Karlsson, A. 2007. Lipid raft
proteome of the human neutrophil azurophil granule. PROTEOMICS 7: 194-205.

Fiser, R., a Konopasek, 1. 2009. Different modes of membrane permeabilization by two RTX
toxins: HlyA from Escherichia coli and CyaA from Bordetella pertussis.
BIOCHIMICA ET BIOPHYSICA ACTA-BIOMEMBRANES 1788: 1249-1254.

Fiser, R., Masin, J., Basler, M., Krtidek, J., Spuldkova, V., Konopasek, 1., a Sebo, P. 2007.
Third activity of Bordetella adenylate cyclase (AC) toxin-hemolysin - Membrane
translocation of AC domain polypeptide promotes calcium influx into CD11b(+)
monocytes independently of the catalytic and hemolytic activities. JOURNAL OF
BIOLOGICAL CHEMISTRY 282: 2808-2820.

34



Fiser, R. et al. 2011. Calcium influx and relocation into lipid rafts rescue Bordetella
hemolysin from macropinocytic uptake and enable it to permeabilize phagocyte
membrane. PLOS PATHOGENS. Submitted

Garcia-Saez, A., Chiantia, S., a Schwille, P. 2007. Effect of line tension on the lateral
organization of lipid membranes. JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 282.
http://apps.isiknowledge.com/full record.do?
product=WOS&search_mode=GeneralSearch&qid=62&SID=N2mPIjni2@jmm4Bihp
né&page=1&doc=1 (Pfistoupeno Unor 2, 2011).

Glaser, P., Ladant, D., Sezer, O., Pichot, F., Ullmann, A., A Danchin, A. 1988. The
Calmodulin-Sensitive Adenylate-Cyclase Of Bordetella-Pertussis - Cloning And
Expression In Escherichia-Coli. MOLECULAR MICROBIOLOGY 2: 19-30.

Goll, D., Thompson, V., Li, H., Wei, W., a Cong, J. 2003. The calpain system.
PHYSIOLOGICAL REVIEWS 83: 731-801.

Gray, M., Szabo, G., Otero, A., Gray, L., a Hewlett, E. 1998. Distinct mechanisms for K+
efflux, intoxication, and hemolysis by Bordetella pertussis AC toxin. JOURNAL OF
BIOLOGICAL CHEMISTRY 273: 18260-18267.

de Greeff, S., de Melker, H., van Gageldonk, P., Schellekens, J., van der Klis, F., Mollema, L.,
Mooi, F., a Berbers, G. 2010. Seroprevalence of Pertussis in the Netherlands: Evidence
for Increased Circulation of Bordetella pertussis. PLOS ONE S.
http://apps.isiknowledge.com/full_record.do?
product=WOS&search_mode=GeneralSearch&qid=16&SID=Q15DMgkmEf7gf7F1D
71&page=1&doc=1 (Pfistoupeno Unor 9, 2011).

Guermonprez, P., Khelef, N., Blouin, E., Rieu, P., Ricciardi-Castagnoli, P., Guiso, N., Ladant,
D., a Leclerc, C. 2001. The adenylate cyclase toxin of Bordetella pertussis binds to
target cells via the alpha(M)beta(2) integrin (CD11b/CD18). JOURNAL OF
EXPERIMENTAL MEDICINE 193: 1035-1044.

Guo, Q., Shen, Y., Lee, Y., Gibbs, C., Mrksich, M., a Tang, W. 2005. Structural basis for the
interaction of Bordetella pertussis adenylyl cyclase toxin with calmodulin. EMBO
JOURNAL 24: 3190-3201.

Hackett, M., Guo, L., Shabanowitz, J., Hunt, D., A Hewlett, E. 1994. Internal Lysine
Palmitoylation In Adenylate-Cyclase Toxin From Bordetella-Pertussis. SCIENCE 266:
433-435.

Hackett, M., Guo, L., Shabanowitz, J., Hunt, D.F., a Hewlett, E.L. 1994. Internal lysine
palmitoylation in adenylate cyclase toxin from Bordetella pertussis. Science 266: 433-
435.

Hackett, M. Et Al. 1995. Hemolytic, But Not Cell-Invasive Activity, Of Adenylate-Cyclase
Toxin Is Selectively Affected By Differential Fatty-Acylation In Escherichia-Coli.
JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 270: 20250-20253.

Hanski, E. 1989.Invasive Adenylate-Cyclase Toxin Of Bordetella-Pertussis. TRENDS IN

35



BIOCHEMICAL SCIENCES 14: 459-463.

Hochwald, O., Bamberger, E., Rubin, L., Gershtein, R., a Srugo, I. 2010. A Pertussis Outbreak
among Daycare Children in Northern Israel: Who Gets Sick? ISRAEL MEDICAL
ASSOCIATION JOURNAL 12: 283-286.

Karimova, G., Fayolle, C., Gmira, S., Ullmann, A., Leclerc, C., a Ladant, D. 1998. Charge-
dependent translocation of Bordetella pertussis adenylate cyclase toxin into eukaryotic
cells: Implication for the in vivo delivery of CD8(+) T cell epitopes into antigen-
presenting cells. PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES
OF THE UNITED STATES OF 95: 12532-12537.

Karimova, G., Pidoux, J., Ullmann, A., a Ladant, D. 1998. A bacterial two-hybrid system
based on a reconstituted signal transduction pathway. PROCEEDINGS OF THE
NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES OF THE UNITED STATES OF 95: 5752-
5756.

Kirkham, M., a Parton, R. 2005. Clathrin-independent endocytosis: New insights into
caveolae and non-caveolar lipid raft carriers. BIOCHIMICA ET BIOPHYSICA ACTA-
MOLECULAR CELL RESEARCH 1745: 273-286.

Kmetzsch, L. et al. 2010. The Vacuolar Ca2+ Exchanger Vcx1 Is Involved in Calcineurin-
Dependent Ca2+ Tolerance and Virulence in Cryptococcus neoformans.
EUKARYOTIC CELL 9: 1798-1805.

Knapp, O., Maier, E., Masin, J., Sebo, P., a Benz, R. 2008. Pore formation by the Bordetella
adenylate cyclase toxin in lipid bilayer membranes: Role of voltage and pH.
BIOCHIMICA ET BIOPHYSICA ACTA-BIOMEMBRANES 1778: 260-269.

Korade, Z., a Kenworthy, A. 2008. Lipid rafts, cholesterol, and the brain.
NEUROPHARMACOLOGY 55: 1265-1273.

Koschinski, A., Repp, H., Unver, B., Dreyer, F., Brockmeier, D., Valeva, A., Bhakdi, S., a
Walev, 1. 2006. Why Escherichia coli alpha-hemolysin induces calcium oscillations in
mammalian cells - the pore is on its own. FASEB JOURNAL 20: 973-+.

Krause, K., Fivaz, M., Monod, A., a van der Goot, F. 1998. Aerolysin induces G-protein
activation and Ca2+ release from intracellular stores in human granulocytes.
JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 273: 18122-181209.

Kretzschmar, M., Teunis, P., a Pebody, R. 2010. Incidence and Reproduction Numbers of
Pertussis: Estimates from Serological and Social Contact Data in Five European
Countries. PLOS MEDICINE 7. http://apps.isiknowledge.com/full record.do?
product=WOS&search_mode=GeneralSearch&qid=22&SID=Q15DMgkmEf7gf7F1D
71&page=18&doc=1 (Pfistoupeno Unor 9, 2011).

Kumar, P., Ahuja, N., a Bhatnagar, R. 2002. Anthrax edema toxin requires influx of calcium
for inducing cyclic AMP toxicity in target cells. INFECTION AND IMMUNITY 70:
4997-5007.

36



Kyte, J., a Doolitle, R. 1982. A Simple Method For Displaying The Hydropathic Character Of
A Protein. JOURNAL OF MOLECULAR BIOLOGY 157: 105-132.

Ladant, D., a Ullmann, A. 1999. Bordetella pertussis adenylate cyclase: a toxin with multiple
talents. TRENDS IN MICROBIOLOGY 7: 172-176.

Ladokhin, A., Wimley, W., a White, S. 1995. Leakage of membrane vesicle contents:
Determination of mechanism using fluorescence requenching. BIOPHYSICAL
JOURNAL 69: 1964-1971.

LaFerla, F. 2002. Calcium dyshomeostasis and intracellular signalling in Alzheimer's disease.
NATURE REVIEWS NEUROSCIENCE 3: 862-872.

Lamberti, Y., Hayes, J., Vidakovics, M., a Rodriguez, M. 2009. Cholesterol-dependent
attachment of human respiratory cells by Bordetella pertussis. FEMS IMMUNOLOGY
AND MEDICAL MICROBIOLOGY 56: 143-150.

Le, P., a Nabi, I. 2003. Distinct caveolae-mediated endocytic pathways target the Golgi
apparatus and the endoplasmic reticulum. JOURNAL OF CELL SCIENCE 116: 1059-
1071.

Levental, 1., Grzybek, M., a Simons, K. 2010. Greasing Their Way: Lipid Modifications
Determine Protein Association with Membrane Rafts. BIOCHEMISTRY 49: 6305-
6316.

Linhartova, I. et al. 2010. RTX proteins: a highly diverse family secreted by a common
mechanism. FEMS MICROBIOLOGY REVIEWS 34: 1076-1112.

Locht, C., Antoine, R., a Jacob-Dubuisson, F. 2001. Bordetella pertussis, molecular
pathogenesis under multiple aspects. CURRENT OPINION IN MICROBIOLOGY 4.
82-89.

London, E., a Brown, D. 2000. Insolubility of lipids in Triton X-100: physical origin and
relationship to sphingolipid/cholesterol membrane domains (rafts). BIOCHIMICA ET
BIOPHYSICA ACTA-BIOMEMBRANES 1508: 182-195.

Mackova, J., Stasikova, J., Kutinova, L., Masin, J., Hainz, P., Simsova, M., Gabriel, P., Sebo,
P., a Nemeckova, S. 2006. Prime/boost immunotherapy of HPV16-induced tumors

with E7 protein delivered by Bordetella adenylate cyclase and modified vaccinia virus
Ankara. CANCER IMMUNOLOGY IMMUNOTHERAPY 55: 39-46.

Mackrill, J., Challiss, R., OConnell, D., Lai, F., a Nahorski, S. 1997. Differential expression
and regulation of ryanodine receptor and myo-inositol 1,4,5-trisphosphate receptor
Ca2+ release channels in mammalian tissues and cell lines. BIOCHEMICAL
JOURNAL 327: 251-258.

Martin, C., Requero, M., Masin, J., Konopasek, 1., Goni, F., Sebo, P., a Ostolaza, H. 2004.

Membrane restructuring by Bordetella pertussis adenylate cyclase toxin, a member of
the RTX toxin family. JOURNAL OF BACTERIOLOGY 186: 3760-3765.

37



Masin, J., Basler, M., Knapp, O., El-Azami-El-Idrissi, M., Maier, E., Konopasek, 1., Benz, R.,
Leclerc, C., a Sebo, P. 2005. Acylation of lysine 860 allows tight binding and
cytotoxicity of Bordetella adenylate cyclase on CD11b-expressing cells.
BIOCHEMISTRY 44: 12759-12766.

Masin, J., Konopasek, 1., Svobodova, J., a Sebo, P. 2004. Different structural requirements for
adenylate cyclase toxin interactions with erythrocyte and liposome membranes.
BIOCHIMICA ET BIOPHYSICA ACTA-BIOMEMBRANES 1660: 144-154.

Mattoo, S., Foreman-Wykert, A., Cotter, P., a Miller, J. 2001. Mechanisms of Bordetella
pathogenesis. FRONTIERS IN BIOSCIENCE 6: E168-E186.

Mattoo, S., a Cherry, J. 2005. Molecular pathogenesis, epidemiology, and clinical
manifestations of respiratory infections due to Bordetella pertussis and other
Bordetella subspecies. CLINICAL MICROBIOLOGY REVIEWS 18: 326-+.

Mellman, I. 1996. Endocytosis and molecular sorting. ANNUAL REVIEW OF CELL AND
DEVELOPMENTAL BIOLOGY 12: 575-625.

Miaczynska, M., a Zerial, M. 2002. Mosaic organization of the endocytic pathway.
EXPERIMENTAL CELL RESEARCH 272: 8-14.

Mock, M., a Ullmann, A. 1993. Calmodulin-activated bacterial adenylate cyclases as
virulence factors. Trends Microbiol 1: 187-192.

Morova, J., Osicka, R., Masin, J., a Sebo, P. 2008. RTX cytotoxins recognize beta(2) integrin
receptors through N-linked oligosaccharides. PROCEEDINGS OF THE NATIONAL
ACADEMY OF SCIENCES OF THE UNITED STATES OF 105: 5355-5360.

MuniEr, H., Gilles, A., Glaser, P., Krin, E., Danchin, A., Sarfati, R., A Barzu, O. 1991.
Isolation And Characterization Of Catalytic And Calmodulin-Binding Domains Of
Bordetella-Pertussis Adenylate-Cyclase. EUROPEAN JOURNAL OF
BIOCHEMISTRY 196: 469-474.

Murray, J., Panaretou, C., Stenmark, H., Miaczynska, M., a Backer, J. 2002. Role of Rab5 in
the recruitment of hVps34/p150 to the early endosome. TRAFFIC 3: 416-427.

Nhieu, G., Clair, C., Grompone, G., a Sansonetti, P. 2004. Calcium signalling during cell
interactions with bacterial pathogens. BIOLOGY OF THE CELL 96: 93-101.

Nicchitta, C., a Williamson, J. 1984. Spermine - A Regulator Of Mitochondrial Calcium
Cycling. JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 259: 2978-2983.

Osickova, A., Masin, J., Fayolle, C., Krusek, J., Basler, M., Pospisilova, E., Leclerc, C.,
Osicka, R., a Sebo, P. 2010. Adenylate cyclase toxin translocates across target cell
membrane without forming a pore. MOLECULAR MICROBIOLOGY 75: 1550-1562.

Osi¢kova, A., Osi¢ka, R., Maier, E., Benz, R., a Sebo, P. 1999. An amphipathic alpha-helix

including glutamates 509 and 516 is crucial for membrane translocation of adenylate
cyclase toxin and modulates formation and cation selectivity of its membrane

38



channels. JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 274: 37644-37650.

OstolazA, H., Bartolome, B., Dezarate, 1., Delacruz, F., A Goni, F. 1993. Release Of Lipid
Vesicle Contents By The Bacterial Protein Toxin Alpha-Hemolysin. BIOCHIMICA ET
BIOPHYSICA ACTA 1147: 81-88.

Otero, A., Yi, X., Gray, M., Szabo, G., A Hewlett, E. 1995. Membrane Depolarization
Prevents Cell Invasion By Bordetella-Pertussis Adenylate-Cyclase Toxin. JOURNAL
OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 270: 9695-9697.

Patel, H., Tscheka, C., a Heerklotz, H. 2009. Characterizing vesicle leakage by fluorescence
lifetime measurements. SOFT MATTER 5: 2849-2851.

RelmaN, D., Domenighini, M., Tuomanen, E., Rappuoli, R., A Falkow, S. 1989. Filamentous
Hemagglutinin Of Bordetella-Pertussis - Nucleotide Sequence And Crucial Role In
Adherence. PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES OF
THE UNITED STATES OF 86: 2637-2641.

Repp, H., Pamukei, Z., Koschinski, A., Domann, E., Darji, A., Birringer, J., Brockmeier, D.,
Chakraborty, T., a Dreyer, F. 2002. Listeriolysin of Listeria monocytogenes forms
Ca2+-permeable pores leading to intracellular Ca2+ oscillations. CELLULAR
MICROBIOLOGY 4: 483-491.

Rhodes, C., Gray, M., Watson, J., Muratore, T., Kim, S., Hewlettt, E., a Grisham, C. 2001.
Structural consequences of divalent metal binding by the adenylyl cyclase toxin of
Bordetella pertussis. ARCHIVES OF BIOCHEMISTRY AND BIOPHYSICS 395: 169-
176.

Rogel, A., A Hanski, E. 1992. Distinct Steps In The Penetration Of Adenylate-Cyclase Toxin
Of Bordetella-Pertussis Into Sheep Erythrocytes - Translocation Of The Toxin Across
The Membran. JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 267: 22599-22605.

Rogel, A., Meller, R., A Hanski, E. 1991. Adenylate-Cyclase Toxin From Bordetella-Pertussis
- The Relationship Between Induction Of Camp And Hemolysis. JOURNAL OF
BIOLOGICAL CHEMISTRY 266: 3154-3161.

RosE, T., Sebo, P., Bellalou, J., A Ladant, D. 1995. Interaction Of Calcium With Bordetella-
Pertussis Adenylate-Cyclase Toxin. JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 270:
26370-26376.

RowliNg, P., Mclaughlin, S., Pollock, G., A Freedman, R. 1994. A Single Purification
Procedure For The Major Resident Proteins Of The Er Lumen - Endoplasmin, Bip,
Calreticulin And Protein Disulfide-Isomerase PROTEIN EXPRESSION AND
PURIFICATION 5: 331-336.

Sakamoto, H., Bellalou, J., Sebo, P., A Ladant, D. 1992. Bordetella-Pertussis Adenylate-
Cyclase Toxin - Structural And Functional Independence Of The Catalytic And
Hemolytic Activitie. JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 267: 13598-13602.

Sandvig, K., a van Deurs, B. 2002. Transport of protein toxins into cells: pathways used by

39



ricin, cholera toxin and Shiga toxin. FEBS LETTERS 529: 49-53.

Sebo, P., Glaser, P., Sakamoto, H., A Ullmann, A. 1991. High-Level Synthesis Of Active
Adenylate-Cyclase Toxin Of Bordetella-Pertussis In A Reconstructed Escherichia-Coli
System. GENE 104: 19-24.

Sergeant, G., Bradley, E., Thornbury, K., McHale, N., a Hollywood, M. 2008. Role of
mitochondria in modulation of spontaneous Ca2+ waves in freshly dispersed
interstitial cells of Cajal from the rabbit urethra. JOURNAL OF PHYSIOLOGY-
LONDON 586: 4631-4642.

Shevchuk, A., Gorelik, J., Harding, S., Lab, M., Klenerman, D., a Korchev, Y. 2001.
Simultaneous measurement of Ca2+ and cellular dynamics: Combined scanning ion
conductance and optical microscopy to study contracting cardiac myocytes.
BIOPHYSICAL JOURNAL 81: 1759-1764.

Short, S., Boyer, J., a Juliano, R. 2000. Integrins regulate the linkage between upstream and
downstream events in G protein-coupled receptor signaling to mitogen-activated
protein kinase. JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 275: 12970-12977.

Schafer, L., de Jong, D., Holt, A., Rzepiela, A., de Vries, A., Poolman, B., Killian, J., a
Marrink, S. 2011. Lipid packing drives the segregation of
transmembrane helices into disordered
lipid domains in model membranes. PROCEEDINGS OF THE NATIONAL
ACADEMY OF SCIENCES OF THE UNITED STATES OF 108: 1343-1348.

Schlecht, G., Loucka, J., Najar, H., Sebo, P., a Leclerc, C. 2004. Antigen targeting to CD11b
allows efficient presentation of CD4(+) and CD8(+) T cell epitopes and in vivo Thl-
polarized T cell priming. JOURNAL OF IMMUNOLOGY 173: 6089-6097.

Taylor, J., Zeng, X., Pottle, J., Lee, K., Wang, A., Yi, S., Scruggs, J., Sikka, S., a Li, M. 2008.
Calcium signaling and T-type calcium channels in cancer cell cycling. WORLD
JOURNAL OF GASTROENTEROLOGY 14: 4984-4991.

Thomas, S., Preda-Pais, A., Casares, S., a Brumeanu, T. 2004. Analysis of lipid rafts in T
cells. MOLECULAR IMMUNOLOGY 41: 399-409.

Timmins, J. et al. 2009. Calcium/calmodulin-dependent protein kinase II links ER stress with
Fas and mitochondrial apoptosis pathways. JOURNAL OF CLINICAL
INVESTIGATION 119: 2925-2941.

To, M., Aromataris, E., Castro, J., Roberts, M., Barritt, G., a Rychkov, G. 2010. Mitochondrial
uncoupler FCCP activates proton conductance but does not block store-operated Ca2+
current in liver cells. ARCHIVES OF BIOCHEMISTRY AND BIOPHYSICS 495: 152-
158.

Uhlen, P. et al. 2000. alpha-Haemolysin of uropathogenic E-coli induces Ca2+ oscillations in
renal epithelial cells. NATURE 405: 694-697.

Urisu, A., Cowell, J., A Manclark, C. 1986. Filamentous Hemagglutinin Has A Major Role In

40



Mediating Adherence Of Bordetella-Pertussis To Human Widr Cells. INFECTION
AND IMMUNITY 52: 695-701.

Viklund, H., a Elofsson, A. 2008. OCTOPUS: improving topology prediction by two-track
ANN-based preference scores and an extended topological grammar.
BIOINFORMATICS 24: 1662-1668.

Vojtova-Vodolanovg, J., Basler, M., Osicka, R., Knapp, O., Maier, E., Cerny, J., Benada, O.,
Benz, R., a Sebo, P. 2009. Oligomerization is involved in pore formation by Bordetella
adenylate cyclase toxin. FASEB JOURNAL 23: 2831-2843.

Walter, L., a Hajnoczky, G. 2005. Mitochondria and endoplasmic reticulum: The lethal
interorganelle cross-talk. JOURNAL OF BIOENERGETICS AND BIOMEMBRANES
37: 191-206.

Wolft, J., Cook, G., Goldhammer, A., A Berkowitz, S. 1980. Calmodulin Activates
Prokaryotic Adenylate-Cyclase. PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY
OF SCIENCES OF THE UNITED STATES OF 77: 3841-3844.

Wulf-JohanssOn, H., Amrutkar, D., Hay-Schmidt, A., Poulsen, A., Klaerke, D., Olesen, J., A
Jansen-Olesen, 1. 2010. Localization Of Large Conductance Calcium-Activated
Potassium Channels And Their Effect On Calcitonin Gene-Related Peptide Release In
The Rat Trigemino-Neuronal Pathway. NEUROSCIENCE 167: 1091-1102.

Yarov-Yarovoy, V., Schonbrun, J., a Baker, D. 2006. Multipass membrane protein structure
prediction using Rosetta. PROTEINS-STRUCTURE FUNCTION AND
BIOINFORMATICS 62: 1010-1025.

Zouari, A. et al. 2011. The re-emergence of pertussis in Tunisia. Med Mal Infect.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21215539 (Ptistoupeno Unor 9, 2011).

41



	Abstract (English) 
	Abstrakt (česky) 
	ÚVOD
	LITERÁRNÍ PŘEHLED 
	Bakterie Bordetella pertusis 
	Adenylátcyklázový toxin, CyaA
	Adenylát cyklázová (AC) doména CyaA 
	Hydrofóbní doména CyaA 
	Acylační doména CyaA 
	RTX doména CyaA 

	Intracelulární rovnováha iontů Ca2+ 

	PUBLIKACE AUTORA
	DISKUZE 
	REFERENCE 

