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Abstrakt:

Cerny kadel (pertuse) je vysoce infekéni onemocnéni dychacich cest, které je
zplUsobeno Gram negativni bakterii Bordetella pertussis. | presto, Ze je ve vyspélych zemich
proockovanost populace vysoka, tak pertuse patfi mezi nejrozsifrenéjsi onemocnéni, pred
kterym se lze branit ockovanim. Bakterie produkuje celou radu faktor( virulence, které
usnadnuji proces kolonizace rasinkového epitelu a infekci hornich cest dychacich. Mezi
nejdulezitéjsi faktory virulence patti adenylat cyklazovy toxin (CyaA). Tento toxin se fadi mezi
tzv. RTX (Repeat-In-ToXins) proteiny, které jsou uvolfiovany z bakterie pomoci sekrecniho
aparatu typu 1 (T1SS). CyaA je multifunkéni toxin, wvykazujici jak hemolytickou, tak
i cytotoxickou aktivitu. Cytotoxickd aktivita toxinu je zplUsobena N-koncovou adenylyl
cyklazovou (AC) doménou, ktera je naprimo dopravovana pres cytoplasmatickou membranu
do cytosolu bunék, kde interaguje s kalmodulinem a katalyzuje nekontrolovatelnou pfeménu
adenosintrifosfatu (ATP) na cyklicky adenosin-3’,5'-monofosat (cAMP). Receptorem CyaA
toxinu na povrchu bunék je integrinovy receptor CD11b/CD18 (zndamy téz jako
komplementovy receptor typu 3), ktery se primarné vyskytuje na fagocytujicich bunkach
hostitelského organismu. Tato prace se zaméruje na strukturné-funkéni aspekty toxinu CyaA

a shrnuje poznatky o mechanismu translokace AC domény pres bunéénou membranu.

Klicova slova: adenylat cyklazovy toxin, Bordetella pertussis, kalmodulin, cAMP signalizace






Abstract:

Whooping cough (pertussis) is a highly infectious respiratory disease caused by the
Gram-negative bacterium Bordetella pertussis. Even though the vaccination rate of the
population is high, pertussis is one of the most widespread vaccine-preventable diseases.
The bacterium produces a variety of virulence factors that facilitate the process of colonization
of the ciliated epithelium and infection of the upper respiratory tract. Among the most
important virulence factors is the adenylate cyclase toxin (CyaA). This toxin belongs to the so-
called RTX (Repeat-In-ToXins) proteins, which are released from the bacterium using the Type
1 secretion apparatus (T1SS). CyaA is a multifunctional toxin, showing both hemolytic and
cytotoxic activity. The cytotoxic activity is caused by the N-terminal adenylyl cyclase (AC)
domain, which is translocated across the cytoplasmic membrane into the cell cytosol, where
upon interaction with calmodulin catalyzes the uncontrolled conversion of adenosine
triphosphate (ATP) to cyclic adenosine-3',5'-monophosphate (cAMP). CyaA is recognized by
the integrin receptor CD11b/CD18 (also known as complement receptor type 3), which is
primarily found on phagocytic cells of the host organism. This work focuses on the structural-
functional aspects of the CyaA toxin and summarizes the findings on the mechanism of

translocation of the AC domain across the cell membrane.
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Seznam zkratek

AC
acyl-ACP
ATP
BvgAS
CaM
cAMP
cCMP
CR3
cUMP
CyaA
DAG
DNT
FHA
FIM
GDP
GEF

GPCR
GPI
GTP
Hly
iC3b
ICAM-1
IL-4
NK
PIP2
PIPKIy
PMA
PTX
Rapl

Adenylat cyklazova doména

»acyl-acyl-carrier protein” (acyl-acyl-nosny protein)
Adenosintrifosfat

,Bordetella Virulence Gene”

Kalmodulin

Cyklicky adenosinmonofosfat

Cyklicky cytosinmonofosfat

Komplementovy receptor typu 3

Cyklicky uracilmonofosfat

Adenylatcyklazovy toxin

Diacylglycerol

Dermonektoricky toxin

Filamentdzni hemaglutinin

Proteiny fimbrii

Guanosindifosdat

»,8uanine nucleotide exchange factor” (guanine nukleotid
vymeénujici faktor)

,G protein-couples receptor” (receptor sprazeny s G proteinem)
Glycofosfatidylinositol

Guanosintrifosfat

Hemolyzinovd doména

Inaktivany C3b

Intracelularni adhezivni molekula 1

Interleukin 4

ynatural killer” (pfirozené zabijeci burky)
Fosfatidylinozitol-4,5-bifosfat

Fosfatidylinozitol fosfat kindza typu ly
Phorbol-12-myristat-13-acetat

Pertusovy toxin

»,Ras-proximate 1
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RIAM

RTX
TCF
TCT
T1SS

,Rap1l-GFT-interacting adapter molecule” (Rap1-GFT-interagujici
adaptérovd molekula)

»repeats in toxin“ (opakovani v toxinu)

Trachealni kolonizacni faktor

Trachedlni cytotoxin

Sekrecni systém typu 1
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1. Uvod

Cerny kasel je velmi infekéni onemocnéni dychacich cest, které je nebezpeéné zejména
pro novorozence, ktefi jesté nejsou o¢kovani. Ackoliv proti pertuse existuje vakcina, tak pocty
nakaZenych jsou stdle vysoké. Celosvétoveé se ro¢né objevi vice nez 50 milion0 pfipadl z nichz
az 250000 konci smrti. Vrozvojovych zemich je Uroven zdravotnické péce nizsi
a proockovanost neni vysoka, ziejmé proto je hlaseno nejvice pripadl z téchto zemi. DalSim
dlvodem stale vysokych cisel infikovanych jedinc muiZe byt slabsi imunita po vakcinaci
a proto jsou doporucovany posilujici davky vakciny [1]. Vakciny mohou byt dvojiho typu
a to celobunéénd nebo nebunécénd (acelularni). Acelularni vakcina obsahuje pouze urcité
antigeny, v pripadé vakciny proti ¢ernému kasli je to prevazné inaktivovany pertusovy toxin
a filamentdzni hemaglutinin. Celobunécna vakcina je v podstaté usmrcena bakterie a tato
vakcina je sice U¢inn&jsi, ale s éetnymi vedlej$imi ucinky. Cerny kasel je ¢asto doprovazeny
dalsimi komplikacemi napf. pneumonii, encefalopatii, z dlvodu zeslablého imunitniho
systému [2].

Pertuse mad inkubacéni dobu 5-7 dni a m(iZe trvat az 12 tydnd. Béhem prvnich dvou fazi
jsou pfiznaky nespecifické se suchym drazdivym kaslem, ktery ve treti fazi prechazi
do davivého hlenovitého kasle. Cerny kasel Ize |é¢it antibiotiky. V Ceské republice je k o¢kovani
proti ¢ernému kasli vyuZivana tzv. hexavakcina, ktera patfi mezi povinna ocCkovani déti.
Tato Sesti slozkova vakcina je acelularni a chrani pred ¢ernym kaslem, Zloutenkou typu B,
tetanem, zaskrtem, détskou obrnou a hemofilovou infekci [2].

Bakterie Bordetella pertussis, ktera je zodpovédnd za onemocnéni patfi mezi
gramnegativni striktné aerobni bakterie a je obligdtnim lidskym patogenem. Pro kolonizaci
fasinkovych bunék hornich cest dychacich produkuje a vyuziva celou rfadu faktord virulence.
Mezi tyto faktory fadime adheziny (napf.fimbrie a filamentézni hemoglutinin) a ddle toxiny

(pertusovy toxin, adenylatcyklazovy toxin) [3, 4].
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2. Bakterie Bordetella pertussis

Bakterie Bordetella pertussis byla objevena a izolovana O. Gengou a J.Bordetem v roce
1906 [5]. Jedna se o gramnegativni striktné aerobni kokobacilus, ktery je vyhradné lidskym
patogenem. Bakterie se Sifi pomoci kapénkové infekce nebo pfimého styku s bakterii a napada

horni cesty dychaci, které kolonizuje. Krevni recisté a jiné tkdné bakterie neinfikuje [3].
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Current Opinion in Microbiology
Obrazek 1: Faktory virulence Bordetella pertussis.

Bakterie Bordetella pertussis je zndzornéna jako gramnegativni bakterie se zdkladnimi strukturami jako jsou
vnitini a vnéjsi membrdna (IM a OM), periplazmou, kapsuli a nukleoidem. Ddle jsou zde modre zndzornény
adheziny (TCF (trachedlni kolonizacni faktor), povrchovy protein partaktin, FHA (filamentozni hemaglutinin), FIM
(proteiny fimbrii)) a cervené toxiny (CyaA (adenyldtcykldzovy toxin), PTX (pertusovy toxin), TCT (trachedini
cytotoxin), DNT (dermonekroticky toxin)), které jsou zvétsiny kddovdny dvoukomponentnim reula¢nim
systémem BvgAS. Vlyobrazen je i sekrecni systém toxinu CyaA (typ 1) a PTX (typ IV). Prevzato z [4].

Bordetella pertussis produkuje faktory virulence, které se podileji na infekci, kolonizaci
hostitele a na vyrazeni obranného imunitniho systému hostitelského organismu (Obr. 1).
Mezi faktory virulence patfi adheziny zprostfedkovavajici vazbu bakterie na fasinkovy epitel
a na povrch fagocytujicich bunék. Do skupiny adhezin( je rfazen trachealni kolonizac¢ni faktor

(TCF), povrchovy protein partaktin, filamentézni hemaglutinin (FHA) a proteiny fimbrii (FIM).
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Dalsimi faktory jsou toxiny, které umoznuji vyfadit z provozu obranny systém organismu [4].
Do skupiny toxin( patfi adenylatcyklazovy toxin (CyaA), pertusovy toxin (PTX), trachedlni
cytotoxin (TCT) a dermonekroticky toxin (DNT). Adenylatcyklazovy toxin se muze vyskytovat
i ve formé navazané na povrchu bakterie pomoci filamentdézniho hemaglutininu [6],
avsak pronikat do cytosolu bunék organismu mohou pouze nové sekretované toxiny [7].
Faktory virulence jsou adheziny a regulovany pomoci dvoukomponentniho systému
Bordetella Virulence Gene (BvgAS) [3, 4, 8]. Dvoukomponentni signdlni transdukce BvgAS
reaguje na zmeény vnéjSich podminek a reguluje expresi gend. BvgA gen kdoduje
cytoplazmaticky DNA-vazebny protein BvgA a dale gen bvg$ kdduje receptorovou histidinovou
kindzu BvgsS. Signdlem z vnéjsiho prostifedi dochazi k se fosforylaci BvgS, ktery déle fosforyluje
protein BvgA. Ten se dale vaze na specifické sekvence promotord genl a dochazi k aktivaci

transkripce [8].
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3. Adenylatcyklazovy toxin

Adenylatcyklazovy toxin je jednim z hlavnich faktord virulence bakterie Bordetella
pertussis, ktery je dUlezity pro infikovani a kolonizaci hornich cest dychacich daného
organismu [9]. CyaA toxin je multifunkéni protein s cytotoxickou a hemolytickou aktivitou

a rfadi se mezi RTX proteiny (z angl. Repeats-in-ToXin) [10, 11].

Obrazek 2: Bocni pohled na B-valec RTX motivu.

Projekce trojrozmérného modelu RTX repetic obsahujici aminokyselinové zbytky Gly333 a Phe376. Model
pochdzi z alkalicképrotedzy bakterie Pseudomonas aeruginosa. Sedd stuha zndzorriuje proteinovou kostru,
modré Sipky vyobrazuji krdtké B-listy a Zluté kulicky symbolizuji Ca21 ionty. Dolni detailni pohled na misto
vazajici vapnik v RTX repeticich ukazuje, Ze Ca21 iont je vdzdn sesti koordinovanymi vazbami mezi dvéma po
sobé jdoucimi otdackami. Prvni obrat poskytuje karboxylovy kyslik Asn347, ddle karbonyly Asn343, Val345
a druhy obrat prispiva karbonyly Gly360, Leu362 a karboxylovy kyslikem Asp365. V Sedém ramecku jsou
zvyraznény zbytky, které pomoci svych postrannich retézcu prfimo koordinuji iont Ca21. Zelené jsou zndzornény
atomy uhlik(, modre dusiku a ¢ervené atomy kysliki. Prevzato a upraveno z [16].

Skupina RTX protein(l je charakterizovana C-terminalnimi ¢asti molekuly repetitivnimi
nonapeptidovymi sekvencemi, které jsou bohaté na aminokyseliny aspartat a glycin [12].
Tyto opakujici se sekvence tvofi mista k navazani vapenatych iontl [10], které jsou dllezité
pro poskladani RTX protein( (Obr. 2) [13, 14]. Ddle je pro poskladani RTX proteind nutna

posttranslaéni modifikace molekuly zbytkem mastné kyseliny [15]. Proteiny vyhradné vyuZzivaji
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sekrecni mechanismus typu 1 (T1SS), ktery rozpoznava signalni sekvenci na C-termindlnim
useku molekuly toxinu [16, 17]. RTX toxiny mohou svou aktivitou zpUsobit lyzi cilovych bunék

pomoci vytvareni pérd v cytoplazmatické membrané [18].

3.1. Genovy lokus cya

Na bakteridlnim lokusu cya je bezprostiredné za sebou kddovano pét genu
a to cyaABCDE (Obr. 3) [19]. Adenylatcyklazovy toxin je kédovan genem cyaA. Nasledujici geny
cyaBDE koéduiji proteiny sekre¢niho aparatu typu 1 a jsou nezbytné pro spravnou sekreci CyaA
ven z bakteridlni buriky. Protein CyaB je dllezity pro tvorbu ATPdazy vnitfni membrany, z genu
cyaD vznikd fazni membrdnovy protein, ktery se nachdzi mezi vnitfni membranou
a periplazmatickym prostorem a CyakE ma podil na tvorbé kandlu vnéjsi membrany [20]. DalSim
genem je gen cyaC, ktery kéduje enzym acyltransferazu [17]. Enzym vyuZiva acyl-ACP (acyl-
Acyl-Carrier Protein) jako donor acylového zbytku pti aktivaci protoxinu pomoci posttranslaéni

modifikace [17, 21, 22].

cyaC cyaA cyaB D E
Pcya

Obrazek 3: Lokus chromozomu bakterie s geny cyaABCDE.

Gen cyaA koduje adenyldt cykldazovy toxin, gen cyaB protein vnitini membrany, cyaC enzym acyltransferdzu,
cyaD membrdnovy fiizni protein a gen cyaE kéduje protein vnéjsi membrdny. Cerné Sipky zndzorfiuji promotory
a smér prepisu. Odstiny modré zndzornuji prepis gent cyaABDE spolecnym promotorem do jedné mRNA.
Cervené zndzornény gen cyaC je pfepisovdn samostatné na opacnou stranu. Pfevzato a upraveno z [23].

Geny cyaABDE leZi vjednom operonu a jsou prepisovany z jednoho promotoru
do jedné mRNA. Geny cyaBDE mohou byt prepisovany i samostatné z promotoru leziciho mezi
geny cyaA a cyaB. Gen cyaC je prepisovan ze samostatného promotoru opacnym smérem [7,

19, 20].
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3.2. Struktura CyaA toxinu

Adenylatcyklazovy protein je kalmodulin-dependentni multifunkéni  protein
a jeho celkova délka je 1706 aminokyselin [24]. CyaA obsahuje adenylat cykldzovou doménou
(AC), ktera je tvorena 400 aminokyselinovymi zbytky a nachdazi se na N-termindlni casti
proteinu. DalSich 1306 aminokyselinovych zbytkd tvofi hemolyzinovou doménu (Hly)

na C-konci molekuly (Obr. 4) [25, 26, 27].

AC doména Hemolyzinova doména
-+ Ll | L
abni 8&0 ELE] cni
Subdoména Subdoména H?dmf,ﬂbm Lys™" Lys . ; Sekreufm
125 T18 doména ¢ ¢ RT¥ vapnik vazajici doména signal
e -~ < >
v/, ’ F N
, N
1 T 400 500 700 '\ /i 1012 ? 1638 1706
M-konec C-konec
kalmodulin vazebné Misto pro acylaci  Vazebné misto pro receptor
misto CD11b/CD18

Obrazek 4: Struktura adenylatcyklazového toxinu.

Na N-konci CyaA se nachdzi adenyldtcykldzova doména (AC), kterd obsahuje vazebné misto pro kalmodulin
(CaM). Po AC doméné ndsleduje hemolyzinova doména skladajici se z hydrofobni domény, dileZitych mist pro
posttranslacni acylaci (Lys860, Lys983), RTX domény a na C-konci se nachdzi sekrecni signdl. RTX doména
obsahuje vazebné misto pro receptor CD11b/CD18. Prevzato a upraveno z [28].

AC doména je charakteristickda svou katalytickou aktivitou a sklada se ze dvou
funkénich subdomén, které byly identifikovany omezenou proteolyzou a pomoci mutageneze
a modifikace aminokyselinovych zbytkd byly lokalizovany jejich funkce [20, 29]. T25 doména
je hlavni katalytické misto enzymu, vaze na sebe hofecnaté ionty a konci 224 aminokyselinou
[30]. Na pozici mezi aminokyselinovymi zbytky 225-339 se nachazi druha subdoména T18,
ktera  obsahuje vazebné misto pro cytosolicky kalmodulin  (CaM) [29]
napf. na aminokyselinovém zbytku Trp 242 [20]. Tyto subdomény jsou schopny se
po proteolyze opét sestavit s CaM do aktivniho komplexu [30].

Po navazani molekuly kalmodulinu na vazebné misto dojde ke konformacni zméné AC
domény, kterd katalyzuje preménu vnitrobunééného ATP (adenosintrifosfat) na cyklicky
adenosin-3",5"-monofosfat (cCAMP) [31]. cAMP je dllezita signalizacni molekula, ktera funguje
jako druhy posel, oviem jeho vysoka koncentrace narusuje bunécénou signalizaci a baktericidni
aktivitu efektorovych bunék imunitniho systému, ¢imz usnadnuje kolonizaci dychaciho traktu

infikovaného organismu, [31].
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Obrazek 5: Krystalova struktura AC domény CyaA v komplexu s C-terminalni doménou kalmodulinu.

Zelené zndzornéné jsou a-helixy a modre B-fetézce AC domény, ddle je Cervené vyobrazena C-termindini
doména kalmodulinu. Fialové a Zluté kulicky symbolizuji vépenaté a horecnaté ionty. Cernou barvou je
zvyraznéna struktura analogu ATP adefovir difosfdatu. Prevzato z [28].

Od roku 2005 je znama krystalova struktura komplexu AC domény s C-termindlni
doménou kalmodulinu a metabolitem antivirového |éciva (adefovir difosfat) (Obr. 5) [31].
Tento metabolit se pevné vazie na katalytické misto a napodobuje tak vazbu s ATP.
Dale tato studie odhalila, Ze existuji Ctyfi oblasti AC enzymu, které vazou vapnikem nabity
kalmodulin se skrytym kontaktnim povrchem. Tyto oblasti AC domény pfispivaji k vazbé
kalmodulinu a CaM-indukovand konformacni zména je nezbytna pro katalytickou aktivaci [28,
29, 31, 33]. V této praci bylo dokazano, Ze nékolik aminokyselinovych zbytk( ma klicovou roli
v katalytické aktivité AC enzymu CyaA, dikazem bylo napf. odstranéni lysinovych zbytkd
(Lys58 a Lys65), které vedlo ke snizeni nebo ztraté enzymatické aktivity AC [20, 32].

Hemolyzinovd doména je funkéné nezdvislda cast CyaA, kterd se nachazi
na C-termindlnim konci a tvofi ji 1306 aminokyselinovych zbytkd [34]. Mezi hlavni funkce Hly
patfi zprostfedkovani dopravy katalytické AC domény do cytosolu, vazba CyaA
s cytoplazmatickou membranou cilovych bunék a tvorba kationt selektivnich kanal( [17, 26,
27]. Doménu lze rozdélit do 5 funkéné rozdilnych oblasti.

Spojovaci ¢asti mezi AC doménou a Hly je segment dlouhy 100 aminokyselinovych

zbytk(, ktery je malo probadan a neni znamo pfilis mnoho informaci o strukture a jeho funkci
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pfi aktivitdch CyaA. Tento segment je bohaty na argininové zbytky a slouZi k integrovani
a destabilizaci lipidové membrany. Je pfedpokladano, Zze segment 375 az 485 se vysoce podili
na translokaci AC domény pres bunéénou membranu [35].Usek aminokyselinovych zbytkd
411-490 tvofi a-helikdIni sekundarni struktury [36].

Nasledujici hydrofobni doména se nachazi vrozmezi 500-700 aminokyselinovych
zbytk(l a obsahuje glutamatové zbytky. DlleZitou soucdsti domény jsou transmembranové
a-helixy, které jsou nezbytné pro translokaci AC domény a tvorbu kationt-selektivnich
oligomernich péra [27, 37, 38]. Specifickd hemolytickd aktivita CyaA je v porovnani
s hemolyziny RTX nizsi a z toho Ize predpokladat, Zze hydrofobni doména Cya se vyvinula spisSe
pro translokaci AC domény pres bunénou membrdnu, nez pro schopnost vytvaret
kationt-selektivni pdry [39].

Dalsi ¢asti proteinu je misto na kterém dochazi k posttranslacnim modifikacim zbytkem
mastné kyseliny a které lezi mezi aminokyselinou 700-1011. Acylaci postranniho retézce lysind
860 a 983 pomoci zbytku kyseliny palmitové dojde k aktivaci toxinu [40]. Diky dil¢im studiim
bylo dokazano, Ze acylace Lys983 je klicova pro dostatec¢nou schopnost CyaA pronikat pres
membranu myeloidnich fagocytl, kdezto posttranslaéni modifikace Lys860 je postradatelnd
[41, 42]. Dale studie ukazuje na moZnost, Ze aminokyselinovy zbytek Lys983 mulze mit
vyznamnou roli ve struktuie celého toxinu [41].

Od 1012 do 1683 aminokyseliny se nachazi repetetivni RTX motivy s charakteristickou
sekvenci X-(Leu/lle/Phe)-X-Gly-Gly-X-Gly-(Asp-Asn)-Asp (X- libovolny aminokyselinovy zbytek)
(Obr. 6) [13, 15, 43]. Dva po sobé jdouci RTX motivy na sebe vazi vapenaté ionty a tvofi jednu
otocCku B-valce [28]. Cely usek se déli do péti blokd (I-V) nachazejicich se na pozicich mezi
aminokyselinovymi zbytky 1012-1088, 1135-1211, 1286-1353, 1410-1488 a 1526-1618 [38,
44]. Bloky I-lll jsou spojené segmenty (L1-L3) tvofenymi antiparalelnimi B-retézci [38].
Segmenty L1 a L2 jsou zfejmé dulleZité pro navazani integrinu CD11b/CD18 [21].
Blok IV se skladd zosmi RTX motivii a pomoci aspartatovych postrannich fetézcu
a karbonylovych skupin glycinovych zbytk( vaze sedm vapenatych iont( [44]. Spojovaci
segment blok( IV aV je tvoren ze tfi antiparalelnich B-listd. Blok V se skldda z deviti RTX motivl
a navazani osmi vapenatych iontd probiha stejné jako u bloku IV [44]. Déle se v repetitivnim
useku toxinu mezi aminokyselinovymi zbytky 1166-1287 (bloky IlI-Ill) nachazi vazebné misto

pro integrinovy receptor fagocytujicich bunék CD11b/CD18 [3, 44].
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Blok |
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Acyaltni
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Haostitelska bunéénd membrana

Obrazek 6: Rekontrukce struktury RTX751 v komplexu s amB2 a M1F5 Fab pomoci kryoelektronové
mikroskopie.

Rekonstrukce struktury pomoci kryoelektronové mikroskopie. Modre zndzornéna struktura Hly domény od
aminokyselinového zbytku 751 s riZovou podjednotkou integrinu awm, bilou podjednotkou integrinu 8>

a zelené vyobrazenou protildtkou M1F5 (svétle zeleny lehky retézec, tmavé zeleny téZky retézec). Prevzato
a upraveno z [45].

Posledni Usek na C-terminalnim konci, tvofi sekrecni signal o velikosti 74 zbytk, ktery

je nezbytny pro sekreci proteinu pres T1SS [3, 44].
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4. Sekre¢ni aparat typu 1

Je zndmo nejméné sedm sekrecnich systém( gramnegativnich bakterii, které
transportuji molekuly pfes membrany. Pro RTX proteiny je charakteristicky sekreéni systém
typu 1 [16]. T1SS je specializovany tripartitni translokacni aparat a obsahuje ¢ast transportéru
ATP-vazebné kazety s vnitini membranou (CyaB) [44, 46]. Ve vnitfni membrané je ukotveny

MFP (membranovy fuzni protein) a v porech vnéjsi membrany je ukotveny TolC (CyaE) [46,

48].
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Obrazek 7: Mechanismus sekrec¢niho aparatu typu 1.

T1SS je kédovdn geny cyaB, cyaD, cyaE. CyaB rozpozndva sekrecni signdl na C-termindlInim Cdsti proteinu.
Soucasné je hydrolyzovdno ATP na ADP a dochdzi ke spojeni CyaE a CyaB. Protein se pomoci T1SS presune
do extraceluldrniho prostoru, kde poté interaguji vapenaté ionty s C-termindlini ¢dsti proteinu. RTX motivy

Vinéji membrina

/ " Vnitfni membrina

jsou poté skldddny do B-vdlice a jsou vytvoreny Brownovy zdpadky. Prevzato a upraveno z [49].

CyaB rozpozndva a vaze nestépitelny sekrecni signdl na C-terminalni ¢asti toxinu
za soucasné hydrolyzy ATP (Obr. 7). Dochazi ke zméné konformace CyaB, spojeni s CyaE
a ke tvorbé uzavieného aparatu ,kanalového tunelu” preklenujiciho cely periplazmaticky
prostor, ktery umoznuje sekreci nesbaleného proteinového substratu RTX do extracelularniho

prostfedi z intraceluldarniho prostoru bakterie [50]. CyaA nemlzZe byt slozen do funkéni
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konformace kvilli nizké koncentraci vdpenatych iontd v cytosolu bakterie [49].
V extracelularnim prosttedi jsou vapenaté ionty vazany na sekvence na C-termindlni ¢asti
toxinu a dochazi ke skladani RTX domény do Ca?* nabitych B-valci a bloku, které tvofi
Brownové zdpadky v extrudovaném polypeptidu, které brani ve zpétném pronikani pres T1SS

[49].
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5. Integrinovy receptor CD11b/CD18

Rodina integrinu tvofi heterodimerni receptory na bunécném povrchu. SloZeny jsou
z pravidla ze dvou rliznych transmembranovych podjednotek a, B a tvori velkou skupinu
adhezivnich molekul [51]. U obratlovcl lze vytvofit vice jak 24 heterodimerd, které jsou
tvorené o, Bl nebo B2 podjednotkou integrinu [51]. Tato prdce se podrobnéji vénuje
integrinovému receptoru CD11b/CD18.

Transmembranovy glykoprotein integrin CD11b/CD18 jinak nazyvany komplementovy
receptor typu 3 (CR3) je rozeznavan adenylatcyklazovym toxinem Bordetella pertussis [52].
Patfi do rodiny B2 integrind, které se primarné vyskytuji na povrchu leukocytd myeloidni linie,
mezi které patti neutrofily, monocyty, NK bunky (,natural killer”), polymorfonuklearnimi
leukocyty a aktivovanymi leukocyty [53]. Ddle je produkovan dendritickymi burikami, které
jsou nezbytné pro prezentaci antigent a indukci bunécné imunitni odpovédi. Celkové jsou
leukocyty schopné produkovat ctyfi rozdilné integriny se spoleénou B. podjednotkou
a lisici se svou a podjednotkou a to CD11a/CD18, CD11b/CD18, CD11¢/CD18 a CD11d/CD18
[52, 54].

Receptor typu 3 je schopny vazat vice nez 30 neproteinovych i proteinovych ligand(
[54]. Dale poskytuje bunkam v cytoplazmatické membrané bez cytosolické domény schopnost
transmembranové signalizace pomoci interakce s GPI-vazebnymi proteiny [56].

Integrinovy receptor CD11b/CD18 je slozen z awm podjednotky (CD11b)
a B2 podjednotky (CD18), které jsou nekovalentné asociovany pres Gly-Phe-Phe-Lys-Arg motiv
nachdazejici se mezi cytoplazmatickou a transmembranovou doménou a podjednotky (Obr. 8)
[57].

Délka podjednotky am ¢ini 1152 aminokyselinovych zbytk( a sklada se z extracelularni domény
na kterou navazuje transmembranovy Usek a cytoplazmaticka ¢ast [58]. Na své N-terminalni
Casti extracelularni domény se nachazi tzv. B-propeller, ktery se sklada z I-domény (,inserted”)
a sedmi B-listd u kterych se predpoklada, Ze se slozi do B-propeller [59, 60lI-doména se sklada
ze 187 aminokyselinovych zbytk(i a obsahuje na svém povrchu koordinacni misto MIDAS
(MgZ/Mn?*), které je klicové pro vazbu ligandu napf. fibrinogenu a intracelularni adhezni
molekuly 1 (ICAM-1) [53, 57, 59]. Dale se na pozicich patého az sestého B-listu nachdazi mista
pro navazani Ca?* [59]. Mezi zbytky 614-682 se nachdzi segment, ktery je primarné

rozpoznavan CyaA [28].
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Podjednotka B, je fetézec dlouhy 769 aminokyselinovych zbytk(i a stejné jako
podjednotka CD11b se sklada z extracelularni domény, transmembranového segmentu
a na své C-terminadlni ¢asti se nachazi cytosolicky segment [62]. Na extraceluldarni doméné lezi
I-like doména mezi zbytky 124-363 a dale oblast bohatd na cystein, kterd se sklada z 56
cysteinovych zbytkl a je rezistentni proti protedzam. Tato Cys-bohatd oblast se nachazi
v blizkosti membrany a je sloZzend do ctyr opakujicich se jednotek, které jsou dlouhé zhruba

40 aminokyselinovych zbytkl [28].

Cyaht-vazebné

Mg Ca®> misto
¥ —
conb (I 15 3 ‘I -E, ol |7 ﬁ
| - + 1152
B-propeller
7
CD18 uli 3|4 ﬁ

1 — 769
Cys-bohata oblast

Obrazek 8: Schématické znazornéni integrinového receptoru CD11b/CD18.

Podjednotka CD11b je dlouhd 1152 aminokyselinovych zbytkid. N-termindini ¢dst zacind modre oznacenym
N-sekrecnim signdlem (16 aminokyselinovych zbytki), ndsleduje Zluté oznacend extraceluldrni doména
o velikosti 1088 zbytk(. Na C-termindlini ¢dsti se nachdzi hnédé zndzornény transmembrdnovy segment (24
zbytku) a béZové vyobrazend cytoplazmatickad cdst (24 zbytku) [58, 63]. Extraceluldrni doména obsahuje ¢dst
nazyvanou B-propeller, kterd obsahuje 7 repetitivnich 8-listii oznacenych zelené (52-79 zbytkt) a cervenou
I-doménu (187 zbytkd) [59, 60]. Na I-doméné je lokalizovdna koordinaéni oblast Mg?*/Mn?* a od 5 do 7 B-listu
se nachdzi vazebné misto pro Ca?* [59, 60, 61.]. Nachdzi se zde i segment, ktery je primdrné rozpozndvdn CyaA
[28]. Podjednotka CD18 je 769 aminokyselinovych zbytkt dlouhy retézec, ktery obsahuje modre zndzornény
N-termindini sekrecni signdl (22 zbytkd), Zluté vyobrazenou extraceluldrni doménu (678 zbytki), hnédé
zobrazeny transmembrdanovy segment (23 aminokyselinovych zbytk() a béZové zndzornénd cytoplazmatickad
Cdst (46 zbytk() [62]. Na extracelularni doméné se nachdzi Cervené zndzornénd I-like doména, kterd se nachdzi
mezi 124-363 aminokyselinovych zbytk(. Ddle je zde lokalizovand zelené vyobrazend Cys-bohatd oblast
rozdélend do 4 opakujicich se jednotek. Prevzato a upraveno z [28].

Integrin CD11b/CD18 je bohaté glykosylovan a obé podjednotky integrinu obsahuji
N-glykosylace (Asn-X-Ser/Thr) [28, 64, 65]. Glykosylace CR3 je nezbytna pro vazbu
a cytotoxickou aktivitu adenylatcyklazového toxinu.

Receptory CR3 zprostfedkovavaji na povrchu bunék interakce mezi adhezivnimi
molekulami a mohou slouZit jako transmembranové mechanické spojnice mezi vnéjsim
prostredim a vnitrkem buriky. Je zde vyuZivana signalizace, kterd se vyznacuje konformacni
zménou a to obousmérna signalizace (,,bi-directional signaling”) [66]. Klidovy stav molekuly

(sklopena forma) prechazi do aktivniho stavu, ktery se vyznacuje napfimenou konformaci
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molekuly (Obr.9). Adenylatcykldzovda doména se primarné vaie na sklopenou
konformaci CD11b/CD18 a to interkaci s hlavickou i koncovkou integrinu, které se pfi
pfechodu do napfimené konformace oddéluji [45]. Pfi sklopené formé je afinita integrinu nizka
a po aktivaci prejde do vysokoafinitniho stavu [67]. V prabéhu konformacnich zmén
se neméni pouze afinita ligandu k molekule, ale také dochazi k rGzné vazbé bunécnych

proteind na cytoplazmatické ¢asti obou podjednotek integrinu CD11b/CD18 [66].

Meaktivni farma Aktivni forma

Obrazek 9: Model konformaénich zmén integrinového receptoru CD11b/CD18.
Obrdzek zndzorfiuje prechod z neaktivni sklopené formy (b) do aktivni naprimené formy (c) receptoru
s navdzanym ligandem. Prevzato a upraveno z [66].

CD11b/CD18 jsou exprimovany na povrchu burky v neaktivni formé a prechod do
aktivni formy je indukovan rGznymi stimuly (Obr. 9). Aktivacni signaly mohou pfichazet bud
zevnitf, nebo zvenku burky [68]. Vnéjsi aktivacni signdl ,outside-in“ je zplUsobeny vazbou
ligandu (fibrinogen, ICAM-1, iC3b) [68, 69].

Pro signal zevnitf ,inside-out” (vazba IL-4, PMA) jsou dUleZité sekvence, které asociuji
s cytoskeletalnimi proteiny (talin, aktin, filamin) a to sekvence v cytoplazmatické casti

podjednotky B a sekvence Gly-Phe-Phe-Lys-Arg v am podjednotce [57, 68].
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Obrazek 10: ZjednoduSené schéma aktivacni drahy integrinu ,inside-out”.

Navdzdnim agonisty zpusobi zvyseni koncentrace vdpenatych iontt a DAG. Je aktivovdn GEF, ktery vyménou
GDP za GTP aktivuje Rap1 a interaguje s proteinem RIAM. Talin je spojen s RIAM a je navddén k plazmatické
membradné. Aktivacni draha zahrnujici PIPKI, zapricini stépeni talinu pomoci calpain a tim dojde k aktivaci
receptoru [70, 71]. Pfevzato a upraveno z [66].

Prvnim krokem v signaliza¢ni draze ,inside-out” je vazba agonisty (napf. GPCR nebo
phorbol-12-myristat-13-acetat), kterym je indukovano zvyseni koncentrace vapenatych iontQ
a diacylglycerolu (DAG) a tento proces vede k aktivaci GEF (,,guanine nucleotide exchange
factor”). GEF vyménou GDP za GTP zpUsobi aktivaci malé GTPazy Rap1, ktera dale interaguje
s proteinem RIAM (Rapl-GFT-interacting adapter molecule) (Obr. 10) [66]. Adaptorovy
protein RIAM slouZi ke spojeni s talinem a navadi ho k plazmatické membrané [70].

Soubéziné probihd aktivaéni draha, ktera zahrnuje PIP, (fosfatidylinozitol-4,5-bifosfat)
a protedzu calpain. Plsobenim PIPKI, (fosfatidylinozitol fosfat kindza typu I,) dochazi
k lokalnimu zvySeni koncentrace PIP;, které vede k asociaci talinu s cytoplazmatickou casti
podjednotky B. Prostfednictvim Ca?* zdvislé protedzy calpain dochazi ke 3tépeni talinu
a tim k aktivaci integrinu [71]. Diky talinu, ktery na své C-terminalni ¢asti obsahuje vazebné
misto pro aktin, dochazi k pfimému spojeni mezi integrinem (pfes B podjednotku) a aktinovym

cytoskeletem [72].
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6. Interakce CyaA s membranou a translokace AC domény

Principem mechanismu této vysoce specifické interakce CyaA s membranou
hostitelskych eukaryotnich bunék je ireverzibilni inzerce CyaA do lipidové dvojvrstvy bunék
a nasledna translokace AC domény pomoci hemolyzinové domény do cytosolu cilové
fagocytujici buniky [11, 26, 28]. CyaA se mlze navazat na jakoukoliv membranu bez receptoru,

ale ucinnost vazby neni tak vysoka jako navazani pres komplementovy receptor typu 3 [26].

Odtok draslikovych iontd

I e Vazba CD11b/CD18
Lipidové prekurzor
mikrodomény ! = .
RTX RTX RTw s RTX RTX
N— daména “_;." doména b daména armen
-— —
Farowy prekurzor
TianSIoKIEE AL CD11b/CD1E8 Oligomerizace a tvorba

domeény ; .
Viok vapenatych iontd poru
ATP  cAMP

Obrazek 11: Interakce CyaA s membranou fagocytuji buriky.

Po navdzdni CyaA na integrinovy receptor CD11b/CD18 dochdzi k oligomerizaci membrdny za pomoci
,porového prekurzoru” (konformace CyaA), tim jsou vytvoreny pory pres které proudi z extraceluldrniho
prostredi vdpenaté ionty do intraceluldrniho prostredi a draslikové ionty z intra- do extraceluldrniho prostredi.
Dalsi konformace CyaA ,translokacni prekurzor” translokuje AC doménu a tim vyvola vtok vdpenatych iontu
do cytosolu bunky. Vazba cytosolického kalmodulinu (CaM) zpisobi nekontrolovatelnou pfeménu ATP na
cAMP. Prevzato a upraveno z [28].

Proces prechodu AC domény toxinu bunécnou membranou probiha ve dvou krocich
(Obr. 11) [73]. V prvnim kroku je vytvoren pfechodny kanal, tzv. ,translokacni intermediat”,
pro vapenaté ionty inzerci AC domény do membrany se zbytkem molekuly CyaA a tim vznika
otevrena cesta pro vtok extracelularnich vapenatych iontd do cytosolu [74], ¢imZ je aktivovano
Stépeni talinu pomoci proteazy zavislé na vapniku calpain [71, 73]. Talin vaZze cytoplazmatickou
¢ast podjednotky a integrinu CD11b/CD18 k aktinovému cytoskeletu a jeho stépenim dochazi
k presunu komplexu CyaA-integrin pro prechod do cholesterol bohatych lipidovych

mikrodomén. Kompletni translokace pozitivné nabité AC domény pres bunéénou membranu
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fagocytujici burniky je mozZné diky cholesterolem rozvolnénému prostiedi lipidové
mikrodomény (Obr. 12) [73].

AC translokace je fizena gradientem elektrického potencidlu membrany [75, 76].
Klicové pro druhy krok je soubéina oligomerizace membrany hostitelskych bunék diky
»porového prekurzoru” a tim jsou tvoreny kation-selektivni transmembranové péry [27, 39,
77, 78].Kationt-selektivni péry maji kratkou Zivotnost a prochazi jimi malé kationty. Velikost

por, kterd ¢ini 0,6-0,8 nm byla odhadnuta pomoci metody osmotické exkluze [27, 79].

"translokacni
intermediat"

TV ; sdid |
ATP
cAMP
vazba na receptor vtok vépenatych iontd presun CyaA do lipidového raftu
inzerce do membrany Etépeni talinu translokace AC domény pfes memranu

Obrazek 12: Model translokace AC domény pies bunéénou membranu.
Model podrobnéji zndzorriuje translokaci AC domény a ndsledujici navdzdni cytosolického kalmodulinu a tim
zplisobenou intoxikaci buriky cAMP [14, 81]. Upraveno a prevzato z [73].

Po translokaci AC domény pfes membranu fagocytujici buriky se na AC doménu CyaA
vaze eukaryotni cytosolicky protein kalmodulin  vpoméru 1:1, <¢imz dochazi
k nekontrolovatelné pfeméné ATP na cAMP, cUMP a cCMP [14, 80, 81, 82]. Vysoka
koncentrace cAMP zabranfuje napf. signalizaéni draze pro tyrozinazu Syk, ktera reguluje
mnozstvi bunécnych procest, které jsou zapojené do kontroly bakteridlnich infekci
sentinelovych bunék a tak cAMP inhibice této signalizaéni drahy narusuje skalu imunitnich
obrannych mechanismd hostitele (chemotaxe, fagocytéza) [28,82, 83, 84, 85, 86].
V dentritickych bunkach enzymaticka aktivita CyaA zpUsobuje inhibici tvorby cytokind,
konkrétné interleukinu 12, ktery se jako signalni molekula Ucastni imunitni protizanétlivé
odpovédi [87]. U neutrofill dochdzi kzabranéni produkce kyslikovych radikal(
a k naslednému ovlivnéni tvorby neutrofilni extracelularni past (NETs) slouzici k zachyceni

a eliminaci bakterii [28].
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Extracelularni tok vapenatych iontl do cytosolu burnky zpomaluje recyklaci bunécéné
membrany, ve které pretrvavaji inzertované CyaA a z bunky prechazeji draslikové ionty do
extraceluldrniho prostoru. Timto pfechodem iontl se destabilizuje burfka a nastava
koloidné-osmoticka lyze buriky [74]. Snizenim teploty nebo odstranénim vapenatych iontl
z extraceluldrniho prostredi Ize zablokovat translokaci AC domény pres buné¢nou membranu

[13, 17].
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7. Zavér

Adenylatcyklazovy toxin bakterie Bordetella pertussis patfi mezi vyznamné faktory
virulence, které jsou nezbytné pro bakteridlni kolonizaci rfasinkového epitelu hornich cest
dychacich a rozvoj infekce ¢erného kasle v hostitelském organismu. Ziskané poznatky
o strukture a funkci CyaA toxinu ndm pomahaji pochopit nejen mechanismus sekrece RTX
proteinl pomoci bakteridlniho sekrec¢niho aparatu typu 1, ale také jeho interakci s bunécnym
receptorem CD11b/CD18 na povrchu bunky a translokaci enzymatické AC domény pres
cytoplasmatickou membranu do cytosolu cilovych bunék, jenz vede k nekontrolovatelné
pfeméné cytosolického ATP na cAMP a nasledné inhibici baktericidnich funkci fagocytujicich
bunék. Klicova role vapenatych iontl, které jsou nezbytné pro sbaleni toxinu do aktivni
konformace, byla potvrzena vyfeSenim struktury RTX a acylaéni domény toxinu pomoci
rentgenové difrakce a kryoelektronové mikroskopie. Krystalova struktura AC domény nam
umoznila nahlédnout do trojrozmérné struktury AC domény a objasnit mechanismy aktivace
AC enzymu pomoci vazby kalmodulinu. Nicméng, struktura hydrofébni domény toxinu je zatim
nezndma a jeji vyreSeni by mohlo zdsadnim zplsobem prispét k pochopeni nejen
k mechanismu translokace AC domény pres bunéénou membranu, ale zaroven i k strukturni
charakterizaci membranovych poérl. Interakce toxinu s membranou cilovych bunék
a translokace AC domény se zda byt velmi dynamicky proces a i pres to, Ze CyaA toxin je
relativné dobre charakterizovén, existuje spousta nezodpovézenych otdzek, které by mohly

byt zadsadni k pochopeni vsech molekularnich mechanismu CyaA.
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