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Abstrakt: 

 

Černý kašel (pertuse) je vysoce infekční onemocnění dýchacích cest, které je 

způsobeno Gram negativní bakterií Bordetella pertussis. I přesto, že je ve vyspělých zemích 

proočkovanost populace vysoká, tak pertuse patří mezi nejrozšířenější onemocnění, před 

kterým se lze bránit očkováním. Bakterie produkuje celou řadu faktorů virulence, které 

usnadňují proces kolonizace řasinkového epitelu a infekci horních cest dýchacích. Mezi 

nejdůležitější faktory virulence patří adenylát cyklázový toxin (CyaA). Tento toxin se řadí mezi 

tzv. RTX (Repeat-In-ToXins) proteiny, které jsou uvolňovány z bakterie pomocí sekrečního 

aparátu typu 1 (T1SS). CyaA je multifunkční toxin, vykazující jak hemolytickou, tak                                    

i  cytotoxickou aktivitu. Cytotoxická aktivita toxinu je způsobena N-koncovou adenylyl 

cyklázovou (AC) doménou, která je napřímo dopravována přes cytoplasmatickou membránu 

do cytosolu buněk, kde interaguje s kalmodulinem a katalyzuje nekontrolovatelnou přeměnu 

adenosintrifosfátu (ATP) na cyklický adenosin-3´,5´-monofosát (cAMP). Receptorem CyaA 

toxinu na povrchu buněk je integrinový receptor CD11b/CD18 (známý též jako 

komplementový receptor typu 3), který se primárně vyskytuje na fagocytujících buňkách 

hostitelského organismu. Tato práce se zaměřuje na strukturně-funkční aspekty toxinu CyaA 

a shrnuje poznatky o mechanismu translokace AC domény přes buněčnou membránu. 

 

Klíčová slova: adenylát cyklázový toxin, Bordetella pertussis, kalmodulin, cAMP signalizace 
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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. 

 

Key words: adenylate cyclase toxin, Bordetella pertussis, calmodulin, cAMP signaling 
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Seznam zkratek  

AC   Adenylát cyklázová doména 

acyl-ACP  „acyl-acyl-carrier protein“ (acyl-acyl-nosný protein) 

ATP   Adenosintrifosfát 

BvgAS   „Bordetella Virulence Gene“ 

CaM   Kalmodulin 

cAMP   Cyklický adenosinmonofosfát 

cCMP   Cyklický cytosinmonofosfát 

CR3   Komplementový receptor typu 3 

cUMP   Cyklický uracilmonofosfát 

CyaA    Adenylátcyklázový toxin 

DAG   Diacylglycerol 

DNT   Dermonektorický toxin 

FHA   Filamentózní hemaglutinin 

FIM   Proteiny fimbrií 

GDP   Guanosindifosdát 

GEF „guanine nucleotide exchange factor“ (guanine nukleotid 

vyměňující faktor) 

GPCR   „G protein-couples receptor“ (receptor spřažený s G proteinem) 

GPI   Glycofosfatidylinositol 

GTP   Guanosintrifosfát 

Hly   Hemolyzinová doména 

iC3b   Inaktivaný C3b 

ICAM-1  Intracelulární adhezivní molekula 1 

IL-4   Interleukin 4 

NK    „natural killer“ (přirozeně zabíjecí buňky) 

PIP2   Fosfatidylinozitol-4,5-bifosfát 

PIPKIγ   Fosfatidylinozitol fosfát kináza typu Iγ 

PMA   Phorbol-12-myristát-13-acetát 

PTX   Pertusový toxin 

Rap1   „Ras-proximate 1“  
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RIAM „Rap1-GFT-interacting adapter molecule“ (Rap1-GFT-interagující 

adaptérová molekula) 

RTX   „repeats in toxin“ (opakování v toxinu) 

TCF   Tracheální kolonizační faktor 

TCT   Tracheální cytotoxin 

T1SS   Sekreční systém typu 1  
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1. Úvod 

Černý kašel je velmi infekční onemocnění dýchacích cest, které je nebezpečné zejména 

pro novorozence, kteří ještě nejsou očkováni. Ačkoliv proti pertuse existuje vakcína, tak počty 

nakažených jsou stále vysoké. Celosvětově se ročně objeví více než 50 milionů případů z nichž 

až 250 000 končí smrtí. V rozvojových zemích je úroveň zdravotnické péče nižší                                        

a proočkovanost není vysoká, zřejmě proto je hlášeno nejvíce případů z těchto zemí. Dalším 

důvodem stále vysokých čísel infikovaných jedinců může být slabší imunita po vakcinaci                       

a proto jsou doporučovány posilující dávky vakcíny [1]. Vakcíny mohou být dvojího typu                        

a to celobuněčná nebo nebuněčná (acelulární). Acelulární vakcína obsahuje pouze určité 

antigeny, v případě vakcíny proti černému kašli je to převážně inaktivovaný pertusový toxin               

a filamentózní hemaglutinin. Celobuněčná vakcína je v podstatě usmrcená bakterie a tato 

vakcína je sice účinnější, ale s četnými vedlejšími účinky. Černý kašel je často doprovázený 

dalšími komplikacemi např. pneumonií, encefalopatií, z důvodu zesláblého imunitního 

systému [2]. 

Pertuse má inkubační dobu 5-7 dní a může trvat až 12 týdnů. Během prvních dvou fází 

jsou příznaky nespecifické se suchým dráždivým kašlem, který ve třetí fázi přechází                             

do dávivého hlenovitého kašle. Černý kašel lze léčit antibiotiky. V České republice je k očkování 

proti černému kašli využívána tzv. hexavakcína, která patří mezi povinná očkování dětí.                

Tato šesti složková vakcína je acelulární a chrání před černým kašlem, žloutenkou typu B, 

tetanem, záškrtem, dětskou obrnou a hemofilovou infekcí [2]. 

Bakterie Bordetella pertussis, která je zodpovědná za onemocnění patří mezi 

gramnegativní striktně aerobní bakterie a je obligátním lidským patogenem. Pro kolonizaci 

řasinkových buněk horních cest dýchacích produkuje a využívá celou řadu faktorů virulence. 

Mezi tyto faktory řadíme adheziny (např.fimbrie a filamentózní hemoglutinin) a dále toxiny 

(pertusový toxin, adenylátcyklázový toxin) [3, 4].  
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2. Bakterie Bordetella pertussis 

Bakterie Bordetella pertussis byla objevena a izolována O. Gengou a J.Bordetem v roce 

1906 [5]. Jedná se o gramnegativní striktně aerobní kokobacilus, který je výhradně lidským 

patogenem. Bakterie se šíří pomocí kapénkové infekce nebo přímého styku s bakterií a napadá 

horní cesty dýchací, které kolonizuje. Krevní řečiště a jiné tkáně bakterie neinfikuje [3]. 

Bordetella pertussis produkuje faktory virulence, které se podílejí na infekci, kolonizaci 

hostitele a na vyřazení obranného imunitního systému hostitelského organismu (Obr. 1).              

Mezi faktory virulence patří adheziny zprostředkovávající vazbu bakterie na řasinkový epitel           

a na povrch fagocytujících buněk. Do skupiny adhezinů je řazen tracheální kolonizační faktor 

(TCF), povrchový protein partaktin, filamentózní hemaglutinin (FHA) a proteiny fimbrií (FIM). 

 

Obrázek 1: Faktory virulence Bordetella pertussis. 
Bakterie Bordetella pertussis je znázorněna jako gramnegativní bakterie se základními strukturami jako jsou 
vnitřní a vnější membrána (IM a OM), periplazmou, kapsulí a nukleoidem. Dále jsou zde modře znázorněny 
adheziny (TCF (tracheální kolonizační faktor), povrchový protein partaktin, FHA (filamentózní hemaglutinin), FIM 
(proteiny fimbrií)) a červeně toxiny (CyaA (adenylátcyklázový toxin), PTX (pertusový toxin), TCT (tracheální 
cytotoxin), DNT (dermonekrotický toxin)), které jsou z většiny kódovány dvoukomponentním reulačním 
systémem BvgAS. Vyobrazen je i sekreční systém toxinu CyaA (typ I) a PTX (typ IV). Převzato z [4]. 
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Dalšími faktory jsou toxiny, které umožňují vyřadit z provozu obranný systém organismu [4]. 

Do skupiny toxinů patří adenylátcyklázový toxin (CyaA), pertusový toxin (PTX), tracheální 

cytotoxin (TCT) a dermonekrotický toxin (DNT). Adenylátcyklázový toxin se může vyskytovat     

i ve formě navázané na povrchu bakterie pomocí filamentózního hemaglutininu [6],                     

avšak pronikat do cytosolu buněk organismu mohou pouze nově sekretované toxiny [7].  

Faktory virulence jsou adheziny a regulovány pomocí dvoukomponentního  systému 

Bordetella Virulence Gene (BvgAS) [3, 4, 8]. Dvoukomponentní signální transdukce BvgAS 

reaguje na změny vnějších podmínek a reguluje expresi genů.  BvgA gen kóduje 

cytoplazmatický DNA-vazebný protein BvgA a dále gen bvgS kóduje receptorovou histidinovou 

kinázu BvgS. Signálem z vnějšího prostředí dochází k se fosforylaci BvgS, který dále fosforyluje 

protein BvgA. Ten se dále váže na specifické sekvence promotorů genů a dochází k aktivaci 

transkripce [8]. 
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3. Adenylátcyklázový toxin  

Adenylátcyklázový toxin je jedním z hlavních faktorů virulence bakterie Bordetella 

pertussis, který je důležitý pro infikování a kolonizaci horních cest dýchacích daného 

organismu [9]. CyaA toxin je multifunkční protein s cytotoxickou a hemolytickou aktivitou            

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

Skupina RTX proteinů je charakterizována C-terminálními části molekuly repetitivními 

nonapeptidovými sekvencemi, které jsou bohaté na aminokyseliny aspartát a glycin [12].            

Tyto opakující se sekvence tvoří místa k navázaní vápenatých iontů [10], které jsou důležité 

pro poskládání RTX proteinů (Obr. 2) [13, 14].  Dále je pro poskládání RTX proteinů nutná 

posttranslační modifikace molekuly zbytkem mastné kyseliny [15]. Proteiny výhradně využívají 

 

Obrázek  2: Boční pohled na β-válec RTX motivu. 
Projekce trojrozměrného modelu RTX repetic obsahující aminokyselinové zbytky Gly333 a Phe376. Model 
pochází z alkalicképroteázy bakterie Pseudomonas aeruginosa. Šedá stuha znázorňuje proteinovou kostru, 
modré šipky vyobrazují krátké β-listy a žluté kuličky symbolizují Ca21 ionty. Dolní detailní pohled na místo 
vázající vápník v RTX repeticích ukazuje, že Ca21 iont je vázán šesti koordinovanými vazbami mezi dvěma po 
sobě jdoucími otáčkami. První obrat poskytuje karboxylový kyslík Asn347, dále karbonyly Asn343, Val345                   
a druhý obrat přispívá karbonyly Gly360, Leu362 a karboxylový kyslíkem Asp365. V šedém rámečku jsou 
zvýrazněny zbytky, které pomocí svých postranních řetězců přímo koordinují iont Ca21. Zeleně jsou znázorněny 
atomy uhlíků, modře dusíku a červeně atomy kyslíků. Převzato a upraveno z [16]. 
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sekreční mechanismus typu 1 (T1SS), který rozpoznává signální sekvenci na C-terminálním 

úseku molekuly toxinu [16, 17]. RTX toxiny mohou svou aktivitou způsobit lyzi cílových buněk 

pomocí vytváření pórů v cytoplazmatické membráně [18]. 

3.1. Genový lokus cya 

Na bakteriálním lokusu cya je bezprostředně za sebou kódováno pět genů                                    

a to cyaABCDE (Obr. 3) [19]. Adenylátcyklázový toxin je kódován genem cyaA. Následující geny 

cyaBDE kódují proteiny sekrečního aparátu typu 1 a jsou nezbytné pro správnou sekreci CyaA 

ven z bakteriální buňky. Protein CyaB je důležitý pro tvorbu ATPázy vnitřní membrány, z genu 

cyaD vzniká fúzní membránový protein, který se nachází mezi vnitřní membránou                                          

a periplazmatickým prostorem a CyaE má podíl na tvorbě kanálu vnější membrány [20]. Dalším 

genem je gen cyaC, který kóduje enzym acyltransferázu [17]. Enzym využívá acyl-ACP (acyl-

Acyl-Carrier Protein) jako donor acylového zbytku při aktivaci protoxinu pomocí posttranslační 

modifikace [17, 21, 22]. 

 Geny cyaABDE leží v jednom operonu a jsou přepisovány z jednoho promotoru                     

do jedné mRNA. Geny cyaBDE mohou být přepisovány i samostatně z promotoru ležícího mezi 

geny cyaA a cyaB. Gen cyaC  je přepisován ze samostatného promotoru opačným směrem [7, 

19, 20].  

 

 

 

 

Obrázek 3: Lokus chromozomu bakterie s geny cyaABCDE.  
Gen cyaA kóduje adenylát cyklázový toxin, gen cyaB protein vnitřní membrány, cyaC enzym acyltransferázu, 
cyaD membránový fúzní protein a gen cyaE kóduje protein vnější membrány. Černé šipky znázorňují  promotory 
a směr přepisu. Odstíny modré znázorňují přepis genů cyaABDE společným  promotorem do jedné mRNA. 
Červeně znázorněný gen cyaC je přepisován samostatně na opačnou stranu. Převzato a upraveno z [23]. 
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3.2. Struktura CyaA toxinu 

Adenylátcyklázový protein je kalmodulin-dependentní multifunkční protein                                

a jeho celková délka je 1706 aminokyselin [24]. CyaA obsahuje adenylát cyklázovou doménou 

(AC), která je tvořena 400 aminokyselinovými zbytky a nachází se na N-terminální části 

proteinu. Dalších 1306 aminokyselinových zbytků tvoří hemolyzinovou doménu (Hly)                        

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

 

Obrázek 4: Struktura adenylátcyklázového toxinu. 
Na N-konci CyaA se nachází adenylátcyklázová doména (AC), která obsahuje vazebné místo pro kalmodulin 
(CaM). Po AC doméně následuje hemolyzinová doména skládající se z hydrofobní domény, důležitých míst pro 
posttranslační acylaci (Lys860, Lys983), RTX domény a na C-konci se nachází sekreční signál. RTX doména 
obsahuje vazebné místo pro receptor CD11b/CD18. Převzato a upraveno z [28]. 
 

AC doména je charakteristická svou katalytickou aktivitou a skládá se ze dvou 

funkčních subdomén, které byly identifikovány omezenou proteolýzou a pomocí mutageneze 

a modifikace aminokyselinových zbytků byly lokalizovány jejich funkce [20, 29]. T25 doména 

je hlavní katalytické místo enzymu, váže na sebe hořečnaté ionty a končí 224 aminokyselinou 

[30]. Na pozici mezi aminokyselinovými zbytky 225-339 se nachází druhá  subdoména T18, 

která obsahuje vazebné místo pro cytosolický kalmodulin (CaM) [29]                                                          

např. na aminokyselinovém zbytku Trp 242 [20]. Tyto subdomény jsou schopny se                               

po proteolýze opět sestavit s CaM do aktivního komplexu [30]. 

Po navázání molekuly kalmodulinu na vazebné místo dojde ke konformační změně AC 

domény, která katalyzuje přeměnu vnitrobuněčného ATP (adenosintrifosfát) na cyklický 

adenosin-3´,5´-monofosfát (cAMP) [31]. cAMP je důležitá signalizační molekula, která funguje 

jako druhý posel, ovšem jeho vysoká koncentrace narušuje buněčnou signalizaci a baktericidní 

aktivitu efektorových buněk imunitního systému, čímž usnadňuje kolonizaci dýchacího traktu 

infikovaného organismu, [31].  
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Od roku 2005 je známa krystalová struktura komplexu AC domény s C-terminální 

doménou kalmodulinu a metabolitem antivirového léčiva (adefovir difosfát) (Obr. 5) [31]. 

Tento metabolit se pevně váže na katalytické místo a napodobuje tak vazbu s ATP.                          

Dále tato studie odhalila, že existují čtyři oblasti AC enzymu, které vážou vápníkem nabitý 

kalmodulin se skrytým kontaktním povrchem.  Tyto oblasti AC domény přispívají k vazbě 

kalmodulinu a CaM-indukovaná konformační změna je nezbytná pro katalytickou aktivaci [28, 

29, 31, 33]. V této práci bylo dokázáno, že několik aminokyselinových zbytků má klíčovou roli 

v katalytické aktivitě AC enzymu CyaA, důkazem bylo např. odstranění lysinových zbytků 

(Lys58 a Lys65), které vedlo ke snížení nebo ztrátě enzymatické aktivity AC [20, 32]. 

Hemolyzinová doména je funkčně nezávislá část CyaA, která se nachází                                       

na C-terminálním konci a tvoří ji 1306 aminokyselinových zbytků [34]. Mezi hlavní funkce Hly 

patří zprostředkování dopravy katalytické AC domény do cytosolu, vazba CyaA                                           

s cytoplazmatickou membránou cílových buněk a tvorba kationt selektivních kanálů [17, 26, 

27]. Doménu lze rozdělit do 5 funkčně rozdílných oblastí. 

Spojovací částí mezi AC doménou a Hly je segment dlouhý 100 aminokyselinových 

zbytků, který je málo probádán a není známo příliš mnoho informací o struktuře a jeho funkci 

 

Obrázek 5: Krystalová struktura AC domény CyaA v komplexu s C-terminální doménou kalmodulinu.  
Zeleně znázorněné jsou α-helixy a modře β-řetězce AC domény, dále je červeně vyobrazena C-terminální 
doména kalmodulinu. Fialové a žluté kuličky symbolizují vápenaté a hořečnaté ionty. Černou barvou je 
zvýrazněna struktura analogu ATP adefovir difosfátu. Převzato z [28]. 
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při aktivitách CyaA. Tento segment je bohatý na argininové zbytky a slouží k integrování                         

a destabilizaci lipidové membrány. Je předpokládáno, že segment 375 až 485 se vysoce podílí 

na translokaci AC domény přes buněčnou membránu [35].Úsek aminokyselinových zbytků 

411-490 tvoří α-helikální sekundární struktury [36]. 

Následující hydrofobní doména se nachází v rozmezí 500-700 aminokyselinových 

zbytků a obsahuje glutamátové zbytky. Důležitou součástí domény jsou transmembránové                 

α-helixy, které jsou nezbytné pro translokaci AC domény a tvorbu kationt-selektivních 

oligomerních pórů [27, 37, 38]. Specifická hemolytická aktivita CyaA je v porovnání 

s hemolyziny RTX nižší a z toho lze předpokládat, že hydrofobní doména Cya se vyvinula spíše 

pro translokaci AC domény přes buněčnou membránu, než pro schopnost vytvářet                   

kationt-selektivní póry [39]. 

Další částí proteinu je místo na kterém dochází k posttranslačním modifikacím zbytkem 

mastné kyseliny a které leží mezi aminokyselinou 700-1011. Acylací postranního řetězce lysinů 

860 a 983 pomocí zbytku kyseliny palmitové dojde k aktivaci toxinu [40]. Díky dílčím studiím 

bylo dokázáno, že acylace Lys983 je klíčová pro dostatečnou schopnost CyaA pronikat přes 

membránu myeloidních fagocytů, kdežto posttranslační modifikace Lys860 je postradatelná 

[41, 42]. Dále studie ukazuje na možnost, že aminokyselinový zbytek Lys983 může mít 

významnou roli ve struktuře celého toxinu [41]. 

Od 1012 do 1683 aminokyseliny se nachází repetetivní RTX motivy s charakteristickou 

sekvencí X-(Leu/Ile/Phe)-X-Gly-Gly-X-Gly-(Asp-Asn)-Asp (X- libovolný aminokyselinový zbytek) 

(Obr. 6) [13, 15, 43]. Dva po sobě jdoucí RTX motivy na sebe váží vápenaté ionty a tvoří jednu 

otočku β-válce [28]. Celý úsek se dělí do pěti bloků (I-V) nacházejících se na pozicích mezi 

aminokyselinovými zbytky 1012-1088, 1135-1211, 1286-1353, 1410-1488 a 1526-1618 [38, 

44]. Bloky I-III jsou spojené segmenty (L1-L3) tvořenými antiparalelními β-řetězci [38]. 

Segmenty L1 a L2 jsou zřejmě důležité pro navázání integrinu CD11b/CD18 [21].                                 

Blok IV se skládá z osmi RTX motivů a pomocí aspartátových postranních řetězců                                       

a karbonylových skupin glycinových zbytků váže sedm vápenatých iontů [44]. Spojovací 

segment bloků IV a V je tvořen ze tří antiparalelních β-listů. Blok V se skládá z devíti RTX motivů 

a navázání osmi vápenatých iontů probíhá stejně jako u bloku IV [44]. Dále se v repetitivním 

úseku toxinu mezi aminokyselinovými zbytky 1166-1287 (bloky II-III) nachází vazebné místo 

pro integrinový receptor fagocytujících buněk CD11b/CD18 [3, 44]. 
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Poslední úsek na C-terminálním konci, tvoří sekreční signál o velikosti 74 zbytků, který 

je nezbytný pro sekreci proteinu přes T1SS [3, 44].  

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 6: Rekontrukce struktury RTX751 v komplexu s αMβ2 a M1F5 Fab pomocí kryoelektronové 
mikroskopie. 
Rekonstrukce struktury pomocí kryoelektronové mikroskopie. Modře znázorněná struktura Hly domény od 
aminokyselinového zbytku 751 s růžovou podjednotkou integrinu αM, bílou podjednotkou  integrinu β2                  
a zeleně vyobrazenou protilátkou M1F5 (světle zelený lehký řetězec, tmavě zelený těžký řetězec). Převzato 
a upraveno z [45]. 
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4. Sekreční aparát typu 1 

Je známo nejméně sedm sekrečních systémů gramnegativních bakterií, které 

transportují molekuly přes membrány. Pro RTX proteiny je charakteristický sekreční systém 

typu 1 [16]. T1SS je specializovaný tripartitní translokační aparát a obsahuje část transportéru       

ATP-vazebné kazety s vnitřní membránou (CyaB) [44, 46]. Ve vnitřní membráně je ukotvený 

MFP (membránový fúzní protein) a v pórech vnější membrány je ukotvený TolC (CyaE) [46, 

48].  

CyaB rozpoznává a váže neštěpitelný sekreční signál na C-terminální části toxinu                    

za současné hydrolýzy ATP (Obr. 7). Dochází ke změně konformace CyaB, spojení s CyaE                       

a ke tvorbě uzavřeného aparátu „kanálového tunelu“ překlenujícího celý periplazmatický 

prostor, který umožňuje sekreci nesbaleného proteinového substrátu RTX do extracelulárního 

prostředí z intracelulárního prostoru bakterie [50]. CyaA nemůže být složen do funkční 

 

Obrázek 7: Mechanismus sekrečního aparátu typu 1.  
T1SS je kódován geny cyaB, cyaD, cyaE. CyaB rozpoznává sekreční signál na C-terminálním části proteinu. 
Současně je hydrolyzováno ATP na ADP a dochází ke spojení CyaE a CyaB. Protein se pomocí T1SS přesune 
do extracelulárního prostoru, kde poté interagují vápenaté ionty s C-terminální části proteinu. RTX motivy 
jsou poté skládány do β-válce a jsou vytvořeny Brownovy západky. Převzato a upraveno z [49]. 



 
25 

 

konformace kvůli nízké koncentraci vápenatých iontů v cytosolu bakterie [49]. 

V extracelulárním prostředí jsou vápenaté ionty vázány na sekvence na C-terminální části 

toxinu a dochází ke skládání RTX domény do Ca2+ nabitých β-válců a bloků, které tvoří 

Brownové západky v extrudovaném polypeptidu, které brání ve zpětném pronikání přes T1SS 

[49].   
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5. Integrinový receptor CD11b/CD18 

Rodina integrinů tvoří heterodimerní receptory na buněčném povrchu. Složeny jsou 

z pravidla ze dvou různých transmembránových podjednotek α, β a tvoří velkou skupinu 

adhezivních molekul [51]. U obratlovců lze vytvořit více jak 24 heterodimerů, které jsou 

tvořené α, β1 nebo β2 podjednotkou integrinu [51]. Tato práce se podrobněji věnuje 

integrinovému receptoru CD11b/CD18. 

Transmembránový glykoprotein integrin CD11b/CD18 jinak nazývaný komplementový 

receptor typu 3 (CR3) je rozeznáván adenylátcyklázovým toxinem Bordetella pertussis [52]. 

Patří do rodiny β2 integrinů, které se primárně vyskytují na povrchu leukocytů myeloidní linie, 

mezi které patří neutrofily, monocyty, NK buňky („natural killer“), polymorfonukleárními 

leukocyty a aktivovanými leukocyty [53]. Dále je produkován dendritickými buňkami, které 

jsou nezbytné pro prezentaci antigenů a indukci buněčné imunitní odpovědi. Celkově jsou 

leukocyty schopné produkovat čtyři rozdílné integriny se společnou β2 podjednotkou                               

a lišící se svou α podjednotkou a to CD11a/CD18, CD11b/CD18, CD11c/CD18 a CD11d/CD18 

[52, 54].  

Receptor typu 3 je schopný vázat více než 30 neproteinových i proteinových ligandů 

[54]. Dále poskytuje buňkám v cytoplazmatické membráně bez cytosolické domény schopnost 

transmembránové signalizace pomocí interakce s GPI-vazebnými proteiny [56].  

Integrinový receptor CD11b/CD18 je složen z αM podjednotky (CD11b)                                            

a β2 podjednotky (CD18), které jsou nekovalentně asociovány přes Gly-Phe-Phe-Lys-Arg motiv 

nacházející se mezi cytoplazmatickou a transmembránovou doménou α podjednotky (Obr. 8) 

[57].  

Délka podjednotky αM činí 1152 aminokyselinových zbytků a skládá se z extracelulární domény 

na kterou navazuje transmembránový úsek a cytoplazmatická část [58]. Na své N-terminální 

části extracelulární domény se nachází tzv. β-propeller, který se skládá z I-domény („inserted“) 

a sedmi β-listů u kterých se předpokládá, že se složí do β-propeller [59, 60I-doména se skládá 

ze 187 aminokyselinových zbytků a obsahuje na svém povrchu koordinační místo MIDAS 

(Mg2+/Mn2+), které je klíčové pro vazbu ligandu např. fibrinogenu a intracelulární adhezní 

molekuly 1 (ICAM-1) [53, 57, 59]. Dále se na pozicích pátého až šestého β-listu nachází místa 

pro navázání Ca2+ [59]. Mezi zbytky 614-682 se nachází segment, který je primárně 

rozpoznáván CyaA [28]. 
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Podjednotka β2 je řetězec dlouhý 769 aminokyselinových zbytků a stejně jako 

podjednotka CD11b se skládá z extracelulární domény, transmembránového segmentu                        

a na své C-terminální části se nachází cytosolický segment [62]. Na extracelulární doméně leží 

I-like doména mezi zbytky 124-363 a dále oblast bohatá na cystein, která se skládá z 56 

cysteinových zbytků a je rezistentní proti proteázám. Tato Cys-bohatá oblast se nachází 

v blízkosti membrány a je složená do čtyř opakujících se jednotek, které jsou dlouhé zhruba 

40 aminokyselinových zbytků [28]. 

Integrin CD11b/CD18 je bohatě glykosylován a obě podjednotky integrinu obsahují            

N-glykosylace (Asn-X-Ser/Thr) [28, 64, 65]. Glykosylace CR3 je nezbytná pro vazbu                                    

a cytotoxickou aktivitu adenylátcyklázového toxinu.  

Receptory CR3 zprostředkovávají na povrchu buněk interakce mezi adhezivními 

molekulami a mohou sloužit jako transmembránové mechanické spojnice mezi vnějším 

prostředím a vnitřkem buňky. Je zde využívána signalizace, která se vyznačuje konformační 

změnou a to obousměrná signalizace („bi-directional signaling“) [66]. Klidový stav molekuly 

(sklopená forma) přechází do aktivního stavu, který se vyznačuje napřímenou konformací  

 

Obrázek 8: Schématické znázornění integrinového receptoru CD11b/CD18.  
Podjednotka CD11b je dlouhá 1152 aminokyselinových zbytků. N-terminální část začíná modře označeným             
N-sekrečním signálem (16 aminokyselinových zbytků), následuje žlutě označená extracelulární doména                       
o velikosti 1088 zbytků. Na C-terminální části se nachází hnědě znázorněný transmembránový segment (24 
zbytků) a béžově vyobrazená cytoplazmatická část (24 zbytků) [58, 63]. Extracelulární doména obsahuje část 
nazývanou β-propeller, která obsahuje 7 repetitivních β-listů označených zeleně (52-79 zbytků) a červenou                  
I-doménu (187 zbytků) [59, 60]. Na I-doméně je lokalizována koordinační oblast Mg2+/Mn2+ a od 5 do 7 β-listu 
se nachází vazebné místo pro Ca2+ [59, 60, 61.]. Nachází se zde i segment, který je primárně rozpoznáván CyaA 
[28]. Podjednotka CD18 je 769 aminokyselinových zbytků dlouhý řetězec, který obsahuje modře znázorněný    
N-terminální sekreční signál (22 zbytků), žlutě vyobrazenou extracelulární doménu (678 zbytků), hnědě 
zobrazený transmembránový segment (23 aminokyselinových zbytků) a béžově znázorněná cytoplazmatická 
část (46 zbytků) [62]. Na extracelulární doméně se nachází červeně znázorněná I-like doména, která se nachází 
mezi 124-363 aminokyselinových zbytků. Dále je zde lokalizovaná zeleně vyobrazená Cys-bohatá oblast 
rozdělená do 4 opakujících se jednotek. Převzato a upraveno z [28]. 
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molekuly (Obr.9). Adenylátcyklázová doména se primárně váže na sklopenou 

konformaci CD11b/CD18 a to interkací s hlavičkou i koncovkou integrinu, které se při 

přechodu do napřímené konformace oddělují [45]. Při sklopené formě je afinita integrinu nízká 

a po aktivaci přejde do vysokoafinitního stavu [67].  V průběhu konformačních změn                           

se nemění pouze afinita ligandu k molekule, ale také dochází k různé vazbě buněčných 

proteinů na cytoplazmatické části obou podjednotek integrinu CD11b/CD18 [66].  

CD11b/CD18 jsou exprimovány na povrchu buňky v neaktivní formě a přechod do 

aktivní formy je indukován různými stimuly (Obr. 9). Aktivační signály mohou přicházet buď 

zevnitř, nebo zvenku buňky [68]. Vnější aktivační signál „outside-in“ je způsobený vazbou 

ligandu (fibrinogen, ICAM-1, iC3b) [68, 69]. 

 Pro signál zevnitř „inside-out“ (vazba IL-4, PMA) jsou důležité sekvence, které asociují 

s cytoskeletálními proteiny (talin, aktin, filamin) a to sekvence v cytoplazmatické části 

podjednotky β a sekvence Gly-Phe-Phe-Lys-Arg v αM podjednotce [57, 68].  

 

Obrázek 9: Model konformačních změn integrinového receptoru CD11b/CD18. 
Obrázek znázorňuje přechod z neaktivní sklopené formy (b) do aktivní napřímené formy (c) receptoru 
s navázaným ligandem. Převzato a upraveno z [66]. 
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Prvním krokem v signalizační dráze „inside-out“ je vazba agonisty (např. GPCR nebo 

phorbol-12-myristát-13-acetát), kterým je indukováno zvýšení koncentrace vápenatých iontů 

a diacylglycerolu (DAG) a tento proces vede k aktivaci GEF („guanine nucleotide exchange 

factor“). GEF výměnou GDP za GTP způsobí aktivaci malé GTPázy Rap1, která dále interaguje 

s proteinem RIAM (Rap1-GFT-interacting adapter molecule) (Obr. 10) [66]. Adaptorový 

protein RIAM slouží ke spojení s talinem a navádí ho k plazmatické membráně [70]. 

Souběžně probíhá aktivační dráha, která zahrnuje PIP2 (fosfatidylinozitol-4,5-bifosfát) 

a proteázu calpain. Působením PIPKIγ (fosfatidylinozitol fosfát kináza typu Iγ) dochází 

k lokálnímu zvýšení koncentrace PIP2, které vede k asociaci talinu s cytoplazmatickou částí 

podjednotky β. Prostřednictvím Ca2+ závislé proteázy calpain dochází ke štěpení talinu                         

a tím k aktivaci integrinu [71]. Díky talinu, který na své C-terminální části obsahuje vazebné 

místo pro aktin, dochází k přímému spojení mezi integrinem (přes β podjednotku) a aktinovým 

cytoskeletem [72].  

 

 

 

Obrázek 10: Zjednodušené schéma aktivační dráhy integrinu „inside-out“.  
Navázáním agonisty způsobí zvýšení koncentrace vápenatých iontů a DAG. Je aktivován GEF, který výměnou 
GDP za GTP aktivuje Rap1 a interaguje s proteinem RIAM. Talin je spojen s RIAM a je naváděn k plazmatické 
membráně. Aktivační dráha zahrnující PIPKIγ zapříčiní štěpení talinu pomocí calpain a tím dojde k aktivaci 
receptoru [70, 71]. Převzato a upraveno z [66]. 
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6. Interakce CyaA s membránou a translokace AC domény 

Principem mechanismu této vysoce specifické interakce CyaA s membránou 

hostitelských eukaryotních buněk je ireverzibilní inzerce CyaA do lipidové dvojvrstvy buněk       

a následná translokace AC domény pomocí hemolyzinové domény do cytosolu cílové 

fagocytující buňky [11, 26, 28]. CyaA se může navázat na jakoukoliv membránu bez receptoru, 

ale účinnost vazby není tak vysoká jako navázání přes komplementový receptor typu 3 [26].  

Proces přechodu AC domény toxinu buněčnou membránou probíhá ve dvou krocích 

(Obr. 11) [73]. V prvním kroku je vytvořen přechodný kanál, tzv. „translokační intermediát“, 

pro vápenaté ionty inzercí AC domény do membrány se zbytkem molekuly CyaA a tím vzniká 

otevřená cesta pro vtok extracelulárních vápenatých iontů do cytosolu [74], čímž je aktivováno 

štěpení talinu pomocí proteázy závislé na vápníku calpain [71, 73]. Talin váže cytoplazmatickou 

část podjednotky α integrinu CD11b/CD18 k aktinovému cytoskeletu a jeho štěpením dochází 

k přesunu komplexu CyaA-integrin pro přechod do cholesterol bohatých lipidových 

mikrodomén. Kompletní translokace pozitivně nabité AC domény přes buněčnou membránu 

 

Obrázek 11: Interakce CyaA s membránou fagocytují buňky.  
Po navázání CyaA na integrinový receptor CD11b/CD18 dochází k oligomerizaci membrány za pomocí 
„pórového prekurzoru“ (konformace CyaA), tím jsou vytvořeny póry přes které proudí z extracelulárního 
prostředí vápenaté ionty do intracelulárního prostředí a draslíkové ionty z intra- do extracelulárního prostředí. 
Další konformace CyaA „translokační prekurzor“ translokuje AC doménu a tím vyvolá vtok vápenatých iontů 
do cytosolu buňky. Vazba cytosolického kalmodulinu (CaM) způsobí nekontrolovatelnou přeměnu ATP na 
cAMP. Převzato a upraveno z [28]. 
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fagocytující buňky je možné díky cholesterolem rozvolněnému prostředí lipidové 

mikrodomény (Obr. 12) [73]. 

AC translokace je řízená gradientem elektrického potenciálu membrány [75, 76]. 

Klíčové pro druhý krok je souběžná oligomerizace membrány hostitelských buněk díky 

„pórového prekurzoru“  a tím jsou tvořeny kation-selektivní transmembránové póry [27, 39, 

77, 78].Kationt-selektivní póry mají krátkou životnost a prochází jimi malé kationty. Velikost 

pórů, která činí 0,6-0,8 nm byla odhadnuta pomocí metody osmotické exkluze [27, 79].  

Po translokaci AC domény přes membránu fagocytující buňky se na AC doménu CyaA 

váže eukaryotní cytosolický protein kalmodulin v poměru 1:1, čímž dochází 

k nekontrolovatelné přeměně ATP na cAMP, cUMP a cCMP [14, 80, 81, 82]. Vysoká 

koncentrace cAMP zabraňuje např. signalizační dráze pro tyrozinázu Syk, která reguluje 

množství buněčných procesů, které jsou zapojené do kontroly bakteriálních infekcí 

sentinelových buněk a tak cAMP inhibice této signalizační dráhy narušuje škálu imunitních 

obranných mechanismů hostitele (chemotaxe, fagocytóza) [28,82, 83, 84, 85, 86]. 

V dentritických buňkách enzymatická aktivita CyaA způsobuje inhibici tvorby cytokinů, 

konkrétně interleukinu 12, který se jako signální molekula účastní imunitní protizánětlivé 

odpovědi [87]. U neutrofilů dochází k zabránění produkce kyslíkových radikálů                                               

a k následnému ovlivnění tvorby neutrofilní extracelulární past (NETs) sloužící k zachycení                 

a eliminaci bakterií [28].  

 

Obrázek 12: Model translokace AC domény přes buněčnou membránu. 
Model podrobněji znázorňuje translokaci AC domény a následující navázání cytosolického kalmodulinu a tím 
způsobenou intoxikaci buňky cAMP [14, 81]. Upraveno a převzato z [73]. 
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Extracelulární tok vápenatých iontů do cytosolu buňky zpomaluje recyklaci buněčné 

membrány, ve které přetrvávají inzertované CyaA a z buňky přecházejí draslíkové ionty do 

extracelulárního prostoru. Tímto přechodem iontů se destabilizuje buňka a nastává             

koloidně-osmotická lyze buňky [74]. Snížením teploty nebo odstraněním vápenatých iontů 

z extracelulárního prostředí lze zablokovat translokaci AC domény přes buněčnou membránu 

[13, 17].  
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7. Závěr 

Adenylátcyklázový toxin bakterie Bordetella pertussis patří mezi významné faktory 

virulence, které jsou nezbytné pro bakteriální kolonizaci řasinkového epitelu horních cest 

dýchacích a rozvoj infekce černého kašle v hostitelském organismu. Získané poznatky                          

o struktuře a funkci CyaA toxinu nám pomáhají pochopit nejen mechanismus sekrece RTX 

proteinů pomocí bakteriálního sekrečního aparátu typu 1, ale také jeho interakci s buněčným 

receptorem CD11b/CD18 na povrchu buňky a translokací enzymatické AC domény přes 

cytoplasmatickou membránu do cytosolu cílových buněk, jenž vede k nekontrolovatelné 

přeměně cytosolického ATP na cAMP a následné inhibici baktericidních funkcí fagocytujících 

buněk. Klíčová role vápenatých iontů, které jsou nezbytné pro sbalení toxinu do aktivní 

konformace, byla potvrzena vyřešením struktury RTX a acylační domény toxinu pomocí 

rentgenové difrakce a kryoelektronové mikroskopie. Krystalová struktura AC domény nám 

umožnila nahlédnout do trojrozměrné struktury AC domény a objasnit mechanismy aktivace 

AC enzymu pomocí vazby kalmodulinu. Nicméně, struktura hydrofóbní domény toxinu je zatím 

neznámá a její vyřešení by mohlo zásadním způsobem přispět k pochopení nejen                                        

k mechanismu translokace AC domény přes buněčnou membránu, ale zároveň i k strukturní 

charakterizaci membránových pórů. Interakce toxinu s membránou cílových buněk                               

a translokace AC domény se zdá být velmi dynamický proces a i přes to, že CyaA toxin je 

relativně dobře charakterizován, existuje spousta nezodpovězených otázek, které by mohly 

být zásadní k pochopení všech molekulárních mechanismů CyaA. 
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