Abstrakt

Uropatogenni bakterie Escherichia coli jsou primarni pfi¢inou infekci mocového traktu.
Jednim z faktorii virulence téchto bakterii je a-hemolyzin (HlyA), ktery patii mezi
cytolytické RTX (Repeats in ToXin) toxiny sekretované nékterymi gramnegativnimi
patogennimi bakteriemi. RTX toxiny sdili nékolik charakteristickych strukturnich
a funk¢nich domén a segmentt: (1) N-koncovou hydrofobni doménu tvotici membranové
pory, (2) acylovany segment, v némz jsou dva lysinové zbytky modifikovany fetézci
mastnych kyselin, (3) repetitivni (RTX) doménu vazajici vapenaté ionty a (4) C-koncovy
sekre¢ni signdl, ktery je rozpoznavan sekre¢nim systémem typu 1. HlyA je syntetizovan
jako neaktivni protoxin (proHlyA), k jehoz aktivaci dochdzi kovalentni acylaci
e-aminoskupiny dvou konzervovanych lysinovych zbytkd, K564 a K690, pomoci
koexprimované acyltransferasy HlyC. Jako donor acylového fetézce slouzi acyl-acyl
carrier protein (acyl-ACP). Molekularni mechanismus, kterym acyltransferasa HlyC

interaguje s acyl-ACP a proHlyA je prozatim jen malo prozkouman.

Cilem ptedkladané bakaldiské prace bylo nalézt aminokyselinové zbytky
ucastnici se interakce mezi proteiny HlyC a ACP. Na zaklad¢ in silico interakéniho
modelu HlyC s ACP byly v HlyC predikovany kladn¢ nabité zbytky a v ACP negativné
nabité zbytky, které by se mohly Ucastnit elektrostatické interakce mezi obéma proteiny
diky tvorbé naésledujicich interakénich par: R49-E61, K105-D57, R108-E48,
R120-D36 a K129-D39. Nejdiive byly pfipraveny mutantni varianty HlyC, resp. ACP
se zavedenymi bodovymi substitucemi predikovanych interagujicich zbytkl. Nasledné
byl pomoci bakterialniho dvouhybridniho systému testovan vliv mutantnich variant HlyC
na interakci s ACP. Byly nalezeny zbytky R108 a R120 v proteinu HlyC jako nezbytné
pro interakci s ACP. Zbylé testované substituce v acyltransferase (R49A, KI105A
a K129A) interakci vyrazn€ neovlivnily. Testovdnim vlivu mutantnich variant ACP
na interakci s HlyC byly nalezeny zbytky E48 a D36 v ACP jako nezbytné pro interakci
s HlyC. Substituce D57A a D39A v ACP sniZily interakci s HlyC pfiblizn€ na polovinu
a substituce E41A vyrazné€ neovlivnila interakci s HlyC. Tyto vysledky ukazuji, Ze pro
interakci HlyC s ACP jsou zcela zasadni dva interakéni pary, R108—E48 a R120-D36.
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