Abstrakt (Cesky)

Tato priace shrnuje pét publikaci, které se zabyvaji pfevdzné adenylitcyklazovym
toxinem (CyaA) bakterie Bordetella pertussis a jeho interakci s biologickou membranou.
CyaA naruSuje bunééné membrany tvorbou malych kationt-selektivnich kandlti a rozvraci
bunécnou signalizaci pomoci enzymu (AC, adenyldtcyklazy) pfeméiujictho bunécné ATP na
cAMP.

Prvni studie objasiiuje mechanizmus narusovani membrdny v pifipadé CyaA a
pribuzného RTX toxinu, &-hemolyzinu (HlyA) produkovaného Escherichia coli. K tomuto
ucelu byly pouzity lipozomy jako umély membranovy systém a fluorescen¢ni zh4Seci metoda.
Oba zkoumané toxiny vykazovaly postupny tnik materidlu z lipozémi a rozdilné iontové
selektivity (FiSer a Konopasek 2009).

Jak doprava AC domény, tak tvorba kanall jsou zdvislé na vlastnostech predikovaného
transmembrdnového o-helixu (502-522). V na$i prici jsme zkoumali dalSi predikovany
transmembranovy segment (565-591), ktery nese kyselé zbytky Glu(570) a Glu(581). VétSina
pokusti byla provadéna na erytrocytech a plandrnich lipidovych membrandch. Zjistili jsme, Ze
zéporny ndboj v pozici 570 je zdsadni pro iontovou selektivitu kandlu a je patrné umistén v
blizkosti jeho usti. Substituce v obou pozicich zdsadné ovliviiuji schopnost translokace AC
domény (Basler et al. 2007).

Béhem bakteridlni infekce se toxin CyaA primarné vdze na fagocytujici buiiky nesouci
na povrchu oy, integrin (CD11b/CDI18). V dalsi studii jsme popsali a zkoumali novou
aktivitu CyaA ktera spociva ve zvySovani intracelularni koncentrace vapenatych iontl
([Ca®*],). Toxinem indukovany ndrist [Ca®*]; v monocytech J774A.1 nesoucich CD11b nebyl
inhibovatelny specifickymi inhibitory buné&nych kandld, ale pouze ionty La’*. To naznacuje,
Ze vstup Ca’* do bun&k neni zplsobeny bun&&nou signalizaci. Zda se, Ze samotnd translokace
AC domény vede k pfechodnému vpousténi Ca** do bunék (Fiser et al. 2007).

Samotnd translokace se patrné odehrdva ve dvou krocich; za¢ind inzerci AC domény
do membrény, kdy dochdzi k pfesunu iontii Ca**. Tim je spousténo kalpainem zprostfedkované
Stépeni talinu, ktery ukotvuje integrin k cytoskeletu. Nasledkem je piesun uvolnéného
komplexu integrin-CyaA do lipidovych rafti, kde prostfedi bohaté na cholesterol umozni
dokonceni translokace AC domény (Bumba et al. 2010).

Schopnost CyaA indukovat vstup Ca’** do cytoplazmy bunék urduje i posloupnost
dalsich dé&ji, které vedou k aktivnimu uklizeni CyaA z povrchu makrofagi. Toxoidy schopné
vpousténi Ca®* do bunék a piesunu do raftd jsou endocytovany pomoci clathrinovych vacki a
prochazeji Casnymi endozémy obsahujicimi marker transferrin. Tento zplisob dopravy
umoziuje nasledné Stépeni toxoidu a prezentaci vzniklych peptidi na molekulach MHC I a II.
Naopak mutantni toxoidy neschopné vpousténi Ca** jsou velmi rychle z membrany uklizeny
makropinocyt6zou nezdvislou na clathrinu (FiSer et al. 2011).
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