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ABSTRAKT

Adenylatcyklazovy toxin (CyaA) bakterie Bordetella pertussis je protein sestavajici
z 1706 aminokyselin, obsahujici na svém N-konci enzymatickou adenylatcyklazovou (AC)
doménu a na C-konci repetitivni RTX (z angl. Repeat-in-Toxin) doménu. Pfitomnost RTX
domény fadi CyaA do rodiny tzv. RTX proteind, sekretovanych z cytosolu gramnegativnich
bakterii sekre¢nim aparatem typu I (T1SS). RTX doména CyaA se skldda z péti bloka
nonapeptidovych RTX repetic s konsenzudlni sekvenci X-(L/I/V)-X-G-G-X-G-X-D. Cilem
této prace bylo urcit lohu RTX domény v biologické aktivité CyaA a jeji vliv na sekreci
toxinu z bun¢k Bordetella pertussis. Systematickd delecni analyza blokli RTX repetic
ukdzala, Ze zadna z piipravenych delecnich variant toxinu nebyla schopna translokovat AC
doménu pfes cytoplazmatickou membranu do cytosolu cilovych bunc¢k a tvofit pory
v membranach téchto bunék. Odstranéni jednotlivych blokli RTX repetic vedlo navic k nizké
efektivité sekrece mutant do vnéjSiho prostiedi bakterie. Z téchto dat vyplyva, Ze strukturni
celistvost RTX domény CyaA hraje kli¢ovou Ulohu nejen v cytotoxické aktivité proteinu,

ale napomaha i pii jeho sekreci pfes T1SS.

Klic¢ova slova: adenylatcyklazovy toxin, CyaA, RTX doména, RTX proteiny, RTX bloky,
translokace AC domény, hemolyticka aktivita, sekrece, sekrecni aparat typu I, T1SS



ABSTRACT

The adenylate cyclase toxin (CyaA) of Bordetella pertussis is a 1706-residue protein
comprising an amino-terminal adenylate cyclase (AC) domain and a carboxy-terminal
Repeat-in-Toxin (RTX) domain. The RTX domain is a hallmark of the family of RTX
proteins, which are secreted from the cytosol of Gram-negative bacteria to the cell
environment through the Type I Secretion System (T1SS). The RTX domain of CyaA consists
of five blocks of RTX nonapetide repeats with a consensus sequence X-(L/I/V)-X-G-G-X-G-
X-D. The aim of this work was to determine the role of the RTX domain in biological
activities of CyaA and its role in the secretion of the toxin molecule from Bordetella
pertussis. Systematic deletion analysis revealed that none of the prepared CyaA constructs
was able to translocate its AC domain across the cytoplasmic membrane of host cells
and make pores in target membranes. Moreover, deletion of individual RTX repeat blocks
resulted in a very low efficacy of secretion of CyaA mutants into cell exterior. These data
suggested that structural integrity of the RTX domain of CyaA is essential not only for

cytotoxic activities of the toxin molecule but also for its secretion through the T1SS.

Key words : adenylate cyclase toxin, CyaA, RTX domain, RTX proteins, blocks of RTX
repeats, AC domain translocation, haemolytic activity, secretion, Type I Secretion System,

T1SS
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1 UVOD

Adenylatcyklazovy toxin (CyaA) bakterie Bordetella pertussis je multifunkéni toxin,
ochromujici spravné fungovani imunitnich bun€k pii infekci cernym kaslem. Dokaze
translokovat pies cytoplazmatickou membranu do cytosolu bunék svou enzymatickou
adenylatcyklazovou doménu, kterd potom vcytosolu po aktivaci eukaryotickym
kalmodulinem nekontrolovatelné¢ pifeménuje ATP na cAMP. Molekula cAMP zmate
bunécnou signalizaci postizené buiiky. OhroZenymi bunikami jsou predevSim ty, které
na svém povrchu nesou specificky receptor CD11b/CD18, tedy makrofagy, dendritické bunky
a neutrofily. Toxin je dale schopen tvofit v membrandch bun€k malé pory selektivni

pro kationty, a tim zpisobovat az jejich osmotickou lyzi.

CyaA patii do rodiny RTX proteintl. Jedna se o rodinu proteini gramnegativnich bakterii,
sekretovanych sekre¢nim aparatem typu 1. Patii do ni proteiny rozli¢nych funkci, které se
vétSinou podileji na virulenci bakterii. RTX proteiny spojuje vyskyt RTX domény
v C-koncové casti proteinu, ktera je charakteristickd mnoha nonapeptidovymi repeticemi
bohatymi na glycin a aspartat. V ramci téchto repetic jsou vazany vapenaté ionty, které navodi
sbalovani domény do specifické, beta-Sroubovicové struktury. RTX doména je velmi dilezita
pro vazbu toxinu na buiiky a jeho cytotoxickou aktivitu, i kdyZz mechanismus jeji funkce neni

zZnam.

Sekre¢ni aparat typu I umoziuje transport proteinli ven z buniky pies vnitini 1 vnéjsi
membranu v jednom kroku, bez periplazmatického meziproduktu. Transmembranovy kanal je
slozen pouze ze tfi proteini — ATPazy a adaptéru ve vnitini membrané a specifického

proteinu ve vnéj$i membrang.

Cilem mé prace bylo urcit dulezitost jednotlivych blokii RTX domény pro spravnou funkci
toxinu. Zaméfila jsem se proto na stanoveni schopnosti toxind s deletovanymi ¢astmi RTX
domény vazat se na eukaryotické bunky, translokovat do cytosolu pfes cytoplazmatickou
membranu svou adenylatcyklazovou doménu a tvofit v membrané bunék pory. DalSim cilem

bylo urcit roli RTX domény v sekreci proteinti sekre¢nim aparatem typu L.



2 PREHLED LITERATURY

2.1 Adenylatcyklazovy toxin

2.1.1.1 Bakterie Bordetella pertussis a jeji virulence

B. pertussis je gramnegativni, striktné aerobni kokobacil. Tento obligatni lidsky patogen
osidluje fasinkovy epitel dychacich cest a zpisobuje onemocnéni zvané Cerny kasel (jinak téz
pertuse nebo davivy kasel). Cerny kasel je onemocnéni dychacich cest, charakteristické
opakovanymi zachvaty kasle. Je zdvazny pfevazné pro déti. Toto onemocnéni bylo nejcastéjsi
pfi¢inou umrti kojenct pfed zavedenim vakcinace v 50. letech minulého stoleti. OvSem
ivdnesni dobé se prekvapivé stale castéji objevuji jeho epidemie v rozvinutych zemich,
ato v USA (Cherry 2012), Australii (Pillsbury et al. 2014), Norsku (Lavine et al. 2012),
Velké Britanii (Riolo ef al. 2013) ¢i Némecku (Wiese-Posselt a Hellenbrand 2010). To je
zpusobeno mimo jiné prechodem z velice ucinné celobunééné vakciny na vakcinu
bezbunécnou, kterd sice vyvolavd méné nezadoucich ucinkd, ale inedostateCnou imunitni
ochranu (Redhead ef al. 1993; Mahon et al. 1996). Nejnovéjsi poznatky ukazuji,
ze bezbunécna vakcina chrani proti onemocnéni, ale nebrani Sifeni patogena (Warfel et al.

2013).

B. pertussis produkuje celou fadu virulencnich faktort (Obr. 1). Z adhezinl, které
napomahaji adhezi bakterii k fasinkovému epitelu hornich cest dychacich, se jedna
o filamentézni hemaglutinin (FHA), fimbrie, pertaktin a trachedlni koloniza¢ni faktor.
Bakterie pfichycené k hostitelskym buitkkdm produkuji rtzné toxiny, které napomahaji
kolonizaci bakteriemi tim, Ze poSkozuji epitelidlni a imunitni buniky. Mezi exotoxiny patii
pertusovy toxin, adenylatcykldzovy toxin, dermonekroticky toxin a trachedlni cytotoxin.

Endotoxinem je lipopolysacharid (LPS) (Weiss a Hewlett 1986).

Pti zménéch ristovych podminek podléhd B. pertussis tzv. antigenni modulaci, tj. dochézi
k vratné pfeméné mezi virulentnim (Bvg"), pfechodnym (Bvg') a avirulentnim (Bvg)
fenotypem (Lacey 1960; Cotter a Miller 1994; Stockbauer et al. 2001). Virulentni fenotyp,
doprovazeny produkci adhezinli a toxinl, je nezbytny pfikolonizaci dychacich cest
bakteriemi. Avirulentni fenotyp se vyznacuje expresi proteinli vn&j$i membrany s neznamou
funkci, pouzivanych mozna pfi prezivani bakterii vné hostitele, tak jako bylo ukéazéano
u Bordetella  bronchiseptica (Cotter a Miller 1994). Pfechodny fenotyp (Bvg) je

pravdépodobné vyhodny pro pienos bakterii kapénkovou infekei a prvnim zndmym genem



typickym pro Bvg' je bipA (Stockbauer ef al. 2001). V laboratornich podminkéch je mozno
navodit avirulentni Bvg™ stav pfidavkem sirani nebo kyseliny nikotinové do média nebo
snizenim teploty kultivace z 37 °C na 25 °C (Melton a Weiss 1993). Koordinovanou expresi
virulen¢nich faktorti zajiStuji 2 proteinové produkty bvg lokusu, tvofici klasicky
dvoukomponentovy systém. BvgS je senzorovad kinaza, reagujici na podnéty v prostiedi,
BvgA je transkripcni aktivéator, vazajici se na promotor fady operont virulen¢nich faktor
aktivovanych bvg (Arico et al. 1989; Coote 1991). Dal§im proteinem je produkt hvgR genu,
transkribovaného oddélené z opacného vldkna DNA (Merkel et al. 1998). BvgR je represor
péti genl reprimovanych bvg (Beattie et al. 1993). Exprese genl aktivovanych bvg probiha
ve dvou fazich: casné geny koduji adheziny, pozdni potom toxiny. Tato posloupnost
zabezpecena existenci vazebnych mist s riznou afinitou k BvgA na promotorech (Boucher

a Stibitz 1995; Zu et al. 1996).
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Obr. 1 Bakterie Bordetella pertussis a jeji faktory virulence. Zndzornéné bakterialni struktury:
kapsule, OM — vn¢&jsi membrana, periplazma, IM — vnitini membrana. Faktory virulence jsou barevné
odliseny. Adheziny jsou oznaceny modre: Fha B — prekurzor filamentézniho hemaglutininu. FimD,
Fim 2 a Fim 3 — slozky fimbrii. Tcf — trachealni koloniza¢ni faktor. Pertaktin. Exotoxiny jsou
oznaceny Cervené. CyaA — adenylatcyklazovy toxin. PTX — pertusovy toxin. TCT — trachealni
cytotoxin. DNT — dermonekroticky toxin. Transportni proteiny jsou oznaceny Sedé¢ (Type I, III, IV
— sekrecni aparat typu I, III, IV). Proteiny adsorbujici Zelezo jsou modrozelené (TonB/ExbBD
systém). Uvniti buniky je schéma BvgA/S regulaéniho systému. BvgS je senzorova kinaza. BvgA je
transkripcni aktivator. BvgR je represor bvg genil. Pfevzato z Locht et al. (2001).
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2.1.2 Struktura adenylatcyklazového toxinu

Adenylatcyklazovy toxin, klicovy virulenéni faktor B. pertussis, je tvoten 1706
aminokyselinami (Obr. 2). Jeho molekulovd hmotnost je 177,5 kDa. Ma vice aktivit — jeho
N-koncovych 400 aminokyselin tvofi adenylatcykldzovou (dale jen AC) doménu
s adenylatcyklazovou aktivitou. Tato doména je translokovana pfes cytoplazmatickou
membranu do cytosolu cilovych bun¢k, kde je odstépena a vaze molekulu eukaryotického
kalmodulinu, ktery enzym aktivuje (Ladant 1988; Guo et al. 2005). Toxin déale patii mezi
klasické cytolyziny, zplisobujici pory v membrané. Tato aktivita je obsazena v Casti zvané
RTX hemolyzin, zahrnujici 1306 C-koncovych aminokyselin. RTX hemolyzin je mimo
tvorby portt dilezity i pro translokaci AC domény pies cytoplazmatickou membranu

do cytosolu (Rogel a Hanski 1992) a je ¢lenén na n€kolik dalSich domén:

i.  hydrofobni doménu, tvofici kation-selektivni pory v membrané (aminokyseliny 500—
700) (Benz et al. 1994);

ii.  aktivatni doménu, ktera obsahuje lysiny K983 a K860, posttranslaéné acylované na
g-amino skuping, nezbytné pro spravnou funkci toxinu (Masin ef al. 2005). Modifikaci
provadi produkt genu cyaC (Barry et al. 1991; Hackett et al. 1994). Tyto lysiny se
pravdépodobné podileji na pocatecnim inzerci toxinu do membrany (Benz ef al. 1994).
Navic jediny modifikovany lysin u toxinu produkovaného v B. pertussis, lysin 983,
(Hackett et al. 1994), ovliviluje selektivitu vytvofen¢ho oligomerniho péru (Masin et
al. 2005). Rekombinantni protein z Escherichia coli je navic acylovan palmitdtem
na lysinu K860 (Hackett et al. 1995);

iii. RTX doménu mezi aminokyselinami 1007 a 1706, s okolo 45 nizkoafinitnimi
(Kp=0,5-0,8 mM) vazebnymi misty pro vapenaté ionty. Vazba téchto ionti vyvola
velké konformaéni zmény v molekule (Hewlett et al. 1991; Rose ef al. 1995). RTX
doména je charakterizovdna vyskytem nonapeptidovych repetic o pfiblizné sekvenci
G-G-X-G-X-D-X-U-X (kde X je jakdkoli aminokyselina a U je hydrofobni
aminokyselina), typickych pro rodinu RTX proteinii. Charakteristika této rodiny je
spolu s obecnou strukturou RTX domén popsana v Kap. 2. 2. Mezi aminokyselinami
1166—1287 se nachazi oblast zodpovédna za vazbu toxinu na receptor (El-Azami-El-
Idrissi et al. 2003). Sbalovaci centrum molekuly je tvofeno aminokyselinami 1636-
1642 a sbalovani probiha ve sméru od C- k N-konci molekuly (Bumba, nepublikovana

data);
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iv.  sekre¢ni signal, ktery se nachazi na Gplném C-konci proteinu (Sebo a Ladant 1993).

AC doména RTX hemolyzin

hydrofobni acylatni RTX oblast (vazba Ca2+) sekre¢ni

doména doména 45 repetitivnich sekvenci  signal

— % - >« >
’

1 <« 400 500 700 8004 41000 <—p 1638 1706
vazebné misto pro CD11b interagujici
kalmodulin segment (AK 1166-1281)

acylace

na K860 a K983

Obr. 2 Schéma molekuly adenylatcyklazového toxinu. N-koncovych 400 aminokyselin tvofi
enzymaticky aktivni adenylatcyklazovou (AC) doménu s kalmodulin-vazebnym mistem. C-koncovych
1306 aminokyselin tvofi RTX hemolyzinovou doménu. Ta sestavd z hydrofobni domény, oblasti
posttranslacni modifikace zbytkem mastné kyseliny na zbytcich lysinu 860 a 983, repetitivni domény
tvorené priblizné 45 nonapeptidovymi sekvencemi vazajicimi vapenaté¢ ionty, sekvenci vazajici
receptor CD11b/CD18 mezi zbytky 1166 a 1281 a C-koncového sekrecniho signdlu. Prevzato
z Kamanové (2005).

2.1.3 Model interakce CyaA s cilovymi buiikami

Receptorem adenylatcykldzového toxinu na bunééném povrchu je integrin CD11b/CD18,
nazyvany téz amf; integrin, komplementovy receptor 3 (CR3) nebo Mac-1 (Guermonprez et
al. 2001). Tento receptor obsahuji neutrofily, monocyty, makrofagy, NK buiiky a dendritické
buiiky. Prvni kontakt toxinu s receptorem probihd ptes oligosacharidové zbytky, kterymi je
receptor modifikovan, ndsledné se toxin védze pfimo na peptidové fetézce CD11b/CDI18
(Morova et al. 2008). CyaA pravdépodobné tvoii v roztoku dva konformacni stavy. Prvni
translokuje AC doménu pies cytoplazmatickou membranu do bunck, druhy v nich vytvari

oligomerni kation-selektivni pory (Osickova et al. 1999) (Obr. 3).

Prvni konformer funguje jako monomer a vaze se na receptor CD11b/CD18, ¢i v ptipadé
bun¢k bez receptoru na membranu. CyaA nepotiebuje ke vstupu do buiiky endocytickou cestu
(Gordon et al. 1988). Po vazb& dochazi k jeho okamzitému vloZeni do cytoplazmatické
membrany a k vytvofeni formy pfipravené translokovat enzymatickou AC doménu
do cytosolu cilové buniky. Tato forma je spojend se vstupem vapenatych iontli do bunky (Fiser

et al. 2007). Vépenaté ionty aktivuji protedzu kalpain, kterd $t€pi protein talin. Talin
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uchycoval CD11b/CD18 k bunéénému cytoskeletu. Receptor s navazanym toxinem muize byt
po Stépenti talinu presunut do membranovych raftl, kde je dokoncena translokace AC domény
do cytosolu. Tomuto déji napomahd prostiedi raftti bohaté na cholesterol (Bumba ef al. 2010),
mechanismus translokace je vSak zatim neznamy. Enzym v bunice po aktivaci vazbou
eukaryotického kalmodulinu (Ladant 1988) nekontrolovatelné pfeménuje cytosolické ATP
na cAMP a rychle dochézi k depleci ATP (Fiser et al. 2007), vedouci k lyzi monocytt (Basler
et al. 2006). Pfemira cAMP zmate bunééné signalizacni drdhy makrofagh (Hickey et al.
2008). Tyto bunky pak mohou ztratit své fagocytické schopnosti (Kamanova et al. 2008).
CyaA miZze zplsobovat apoptozu makrofagt (Khelef ef al. 1993) a mnoho dalSich procest,

které spole¢né napomahaji uniku bakterie pfed imunitnim systémem hostitele.

Druhy konformer CyaA existuje pravdépodobné jiz v roztoku ve form¢ oligomerii (Lee
et al. 2005), ptipadné oligomerizuje aZz po vazbé na receptor a tvofi v bunééné membrang
oligomerni kation-selektivni pory (Vojtova-Vodolanova et al. 2009) o priméru menSim nez
0,8 nm (Benz et al. 1994), které zpisobuji inik draselnych iontd z makrofagl (PospiSilova
2010) 1 zerytrocytl (Gray et al. 1998), ¢imz vedou az k jejich koloidné-osmotické lyzi
(Weiss et al. 1984). Pory, tvofené CyaA, jsou mnohem mensi nez pdry, tvofené HlyA E. coli
(Benz et al. 1994). Translokace AC domény pies cytoplazmatickou membranu do cytosolu
a porotvorna aktivita toxinu jsou dvé nezavislé aktivity, protoze je Ize od sebe oddé¢lit tvorbou
riznych mutant v toxinu (Sakamoto et al. 1992; Osickova et al. 1999; Osickova et al. 2010).
Viapenaté ionty maji kli¢ovou ulohu v aktivité adenylatcykldzového toxinu. Jejich vyvazanim
z prostedi ¢i nizkou teplotou je také mozné selektivné zablokovat translokaci AC domény
(Hanski a Farfel 1985).
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Obr. 3 Model interakce CyaA s cilovymi buiitkami. Model pfedstavuje dva konformery CyaA,
které jsou vroztoku vrovnovaze. Po vazbé na receptor CD11b/CD18 je kazdy z prekurzort
inzertovan do membrany. Translokacni prekurzor ziistane v monomerni formé a po indukci vstupu
vapenatych ionti do cytoplazmy translokuje pfes cytoplazmatickou membranu do cytosolu
adenylatcykldzovou (AC) doménu. Pérotvorny prekurzor oligomerizuje a vytvoii por, kterym unikaji
z buniky draslikové ionty. Transmembranové segmenty jsou v obou piipadech shodné, pouze
zaujimaji jinou konformaci. RTX — RTX doména CyaA. a, B — podjednotky receptoru CD11b/CD18.
Ptevzato a upraveno z Osickové et al. (2010).

Studium interakce CyaA s bunikami je velmi pfinosné. Enzymaticky inaktivovany toxin je
totiz schopen dopravovat cizorodé antigeny do antigen-prezentujicich bunck. Tyto buiky je
potom vystavi na svém povrchu bud’ na molekulach MHC I. tiidy, ¢imz indukuji CD8" T-
bunécnou odpoveéd proti tomuto antigenu (Guermonprez et al. 1999), nebo na MHC
molekulach II. tfidy, ¢imZ indukuji CD4" T-bun&énou odpovéd’ (Loucka et al. 2002). Toho se
Jiz vyuziva pii vyvoji vakciny proti nddoru délozniho ¢ipku (Mackova et al. 2006) nebo proti

malarii (Tartz et al. 2006).
2.2 RTX proteiny

2.2.1 Obecna charakteristika RTX proteint

RTX proteiny jsou rodinou proteinii sekretovanych gramnegativnimi patogennimi
bakteriemi. Jejich ndzev pochézi z anglického Repeats-in-Toxin, coZ ma historicky pivod
v opakovanych sekvencich bohatych na glycin, které byly pozorovany v C-koncové ¢&asti

molekul cytolytickych toxinG produkovanych napi. E. coli, Mannheimia haemolytica ¢i

14



B. pertussis. Jejich molekulovd hmotnost se nejcastéji pohybuje okolo 100-200 kDa,

ale existuji také skupiny mnohem vétSich RTX proteini. MARTX (Multifunctional

Autoprocessing Repeats-in-Toxin) toxiny maji velikost az 5206 AK v piipadé toxinu

MARTXys, z Vibrio vulnificus (Satchell 2007) anejvétsi charakterizovany RTX protein

ze skupiny velkych repetitivnich adhezinl, LapA z Pseudomonas putida, ma 8682 AK (Hinsa

et al. 2003; Satchell 2011). Predpoklada se, Ze vSechny RTX proteiny néjak piispivaji

virulenci bakterii; jsou to metaloproteazy, lipazy, adheziny, bakteriociny, proteiny spojené

s tvorbou hlizek, proteiny S-vrstvy, proteiny asociované s tvorbou biofilmu a funkce dalSich

neni zatim zndma (Linhartova et al. 2010; Satchell 2011). Specifi¢téjsi aktivitu maji pak RTX

toxiny, které lze rozdélit na tii skupiny podle toho, zda vykazuji:

1

ii.

1ii.

obecnéjsi cytolytickou aktivitu vic¢i vice typim eukaryotickych bunck vcetné
erytrocytl. Jejich hemolyticka aktivita in vitro je detekovédna kultivaci bakterie
na krevnim agaru. In vivo ma tato skupina cytotoxickou aktivitu a zpusobuje lyzi
leukocytii (Bhakdi et al. 1989). Typickym zastupcem je hemolyzin HlyA uropatogenni

E. coli, modelovy organismus pro vyzkum RTX toxint;

omezenou specifickou aktivitu k ur€itym builkkdm (jedna se napf. o leukotoxin LtxA

z Aggregatibacter actinomycetemcomitans;

vice raznych aktivit (Linhartova et al 2010). Zastupcem je bifunkéni
adenylatcyklazovy toxin B. pertussis ¢1 MARTX cytotoxiny s rozlisSnymi aktivitami
(Satchell 2007). Naptiklad MARTXy. z Vibrio choleri nelyzuje bunky, ale zptisobuje
zakulacovani epitelidlnich bun€ék zménami jejich aktinového cytoskeletu (Fullner
a Mekalanos 2000). Navic se tento toxin inzertuje do bunénych membran a stejné
tako jako CyaA pies n¢ translokuje do bun€k svou enzymatickou doménu (Fullner

a Mekalanos 2000).

Klasické RTX proteiny charakterizuji nasledujici znaky:

1

v C-koncové oblasti proteinti se vyskytuje rizny pocet nonapeptidovych repetic
s vysokym vyskytem aminokyselin glycinu a aspartitu a typickou sekvenci
G-G-X-G-X-D-X-[L/I/V/W/Y/F]-X (X je jakykoli aminokyselinovy zbytek) (Satchell
2007). Presna skladba sekvence se vSak u riznych autord ponékud lisi
a pfi charakterizaci RTX proteinli zalezi na tom, jakou odchylku od dané sekvence

autofi jesté toleruji. Analyzu velkého poctu bakteridlnich genomt s vyhledavanim
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ii.

1ii.

1v.

VL.

Vil.

RTX repetic provedli napt. Linhartova et al. (2010) a Delepelaire (2004). Objevili
pfes 1000 RTX proteinti z vice nez 200 bakteridlnich druhd. Zjistili, Ze repetic mize
byt u RTX proteintl jen nékolik, ale i vice nez padesat;

repetice popsané v bod¢ i. vazi véapenaté ionty, coz je kliCové pro spravné sbaleni
proteinu do unikétni B-Sroubovicové struktury (Baumann et al. 1993) (podrobnéjsi
pojednani viz Kap. 2. 2. 2.);

RTX proteiny jsou charakteristické vysokou kyselosti (p/ okolo 4) (Linhartova et al.
2010) a velmi nizkym az zddnym vyskytem cysteinovych zbytkl (Delepelaire 2004);
vSechny jsou gramnegativnimi bakteriemi sekretovany ven z buiky sekre¢nim
aparatem typu I (T1SS). Ten rozpoznava C-koncovy sekrecni signal (Gray et al.
1986), ktery neni béhem transportu odstépovan (Felmlee et al. 1985a). T1SS je obecné
tvofen proteinem RtxB — membranovou ATPazou zrodiny ABC pienaseci (z angl.
ATP-Binding Cassette) ve vnitini membrané, a dale adaptérem RtxD z rodiny MFP
proteinli (z angl. Membrane Fusion Protein), ktery spojuje RtxB s proteinem OMP
(z angl. Outer Membrane Protein), ktery tvofi kanal ve vnéjsi membrané (dale
v Kap. 2. 3. 1) (Letoffe et al. 1996). Pii transportu velikych MARTX proteinilt se
uplatnuji dokonce Ctyii proteiny. Geny r&xB a rixE pak koduji dvé ATPazy ve vnitini
membran¢ (Boardman a Satchell 2004);

strukturni geny RTX toxinid koduji inaktivni ,,protoxiny®, k jejichZ aktivaci je nutny
produkt dalSiho genu, r&xC. RtxC proteiny aktivuji protoxiny posttranslacni
modifikaci, a to pfipojenim mastné kyseliny na e-aminoskupinu konkrétnich lysind.
Donorem zbytku mastné kyseliny je acyl-ACP (acyl carrier protein) (Trent et al.
1998);

strukturni gen rtx4 se nachazi ve spole¢ném operonu rtxCABD s aktivaénim genem
rtxC a geny kodujicimi sekrecni aparat rexB a rtxD. Gen pro OMP se nachéazi nékdy
ve vlastnim operonu, nékdy mimo néj (Coote 1992). Typickym piikladem genového
uspotfadani je leukotoxinovy lktCABD operon Mannheimia haemolytica (Strathdee
aLo 1989). Genové uspotadani hlyCABD operonu E. coli a cyaCABDE operonu
B. pertussis je popséno v Kap. 2. 3. 2.;

B integriny (CD18) tvoii nejcastéji receptory RTX toxini specifické pro urcité burky.
Naptiklad HlyA E. coli interaguje s B, integrinem CD11a/CD18 (Lally et al. 1997),
CyaA B. pertussis s 3, integrinem CD11b/CD18 (Guermonprez ef al. 2001).
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2.2.2 Struktura RTX proteint

Vazba vépenatych iontl v oblasti repetic RTX domény vede ke konformacnim zménam,
které jsou nezbytné pro spravnou funkci RTX toxint (Rose ef al. 1995). RTX doména se
po jejich navazani sbali do B-Sroubovice. Jde o unikatni strukturu, kterou jako prvni popsali
Baumann et al. (1993), kdyz rentgenovou krystalografii ur€ili strukturu zinkové alkalické
protedzy (AP) Pseudomonas aeruginosa (Obr. 4). C-koncova doména AP tvoii dvouvrstvy B-
sendvi¢, jehoz kazdd vrstva je tvofena paralelnimi B-vldkny. V centrdlni casti, kde je
struktura nejpravidelnéj$i a konsenzudlni sekvence nejpiesnéjsi, tato B-vlakna mirn€ rotuji
do pravotocivé B-Sroubovice. Celou strukturu jakoby ,,uzamykaji“ vapenaté ionty, vdzané
smyckami propojujicimi B-vlakna. Tyto smycky jsou tvofeny prvnimi Sesti aminokyselinami
konsenzuélni nonapeptidové sekvence, G-G-X-G-X-D, a vazi vzdy zpoloviny iont nachazejici
se nad smyckou, zpoloviny iont pod smyckou. Jinymi slovy, jeden vapenaty iont je
koordinovan Sesti aminokyselinami pochazejicimi z paru smycek, konkrétné karboxylovymi
skupinami aspartatii a karbonylovymi skupinami glycinti. V nékterych ptipadech dochazi
k ¢astetné koordinaci také molekulou vody, ale vapenaté ionty, které jsou koordinovany
pouze aminokyselinami, jsou navazany pevnéji (neni totiz mozné je experimentalné zamenit
za Sr** ionty). Zbylé tii zbytky z nonapeptidové sekvence X-L/F/I-X tvoii kratka B-vlakna.
Obr. 4 Struktura alkalické proteazy
Pseudomonas aeruginosa. Nahote: pohled
svichu na dvojvrstvy [-sendvi¢. Ve stredu:
pohled zboku, znazoriiujici paralelni B-vldkna
(modie) a pary smycek (Sed€) koordinujicich
vazbu Ca®" (Zlutg). Cervend jsou dole v detailu
vyznaceny karboxylové a karbonylové skupiny
pfislusnych aminokyselin, koordinujici vazbu
Ca”™ iontl, modie pak dusikové atomy. Model

byl pfevzat z Linhartové et al. (2010) a vytvofen
na zakladé dat Baumann et al. (1993).
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Struktury nékolika dal§ich RTX proteinil, které byly vyfeSeny, odpovidaji vyse popsané
struktufe. Jednd se o strukturu metaloprotedzy Serratia marcescens (Baumann 1994),
alkalické metaloprotedzy z bakterie Pseudomonas aeruginosa IFO3080 bez zinkového
ligandu (Miyatake ef al. 1995), metaloproteazy Serratia sp. E-15 (Hamada et al. 1996), lipazy
Pseudomonas sp. MIS38 (Angkawidjaja et al. 2007) a lipazy LipA Serratia marcescens
(Meier et al. 2007).

2.3 Sekreéni aparat typu I (T1SS)

2.3.1 Struktura sekrec¢niho aparatu typu I

T1SS katalyzuje jednokrokovy transport proteinu pfes obé membrany a periplazmu
gramnegativnich bakterii kanalem tvofenym tfemi proteiny: ABC pfenaSecem RtxB, MFP
proteinem RtxD a OMP proteinem vnéj$i membrany. Nejvice prostudovanym sekre¢nim
aparatem typu I je systém E. coli pro transport hemolyzinu HlyA. OMP proteinem vné&jsi
membrany je zde TolC (Wandersman a Delepelaire 1990), ABC pienaSecem protein HlyB
a MFP proteinem je HlyD (Obr. 5.) (Mackman et al. 1985b; Holland ef al. 2005).

Obr. 5: Schéma sekreéniho aparatu typu I
(T1SS). Vnitini (dole) a wvn&j$i (nahote)
membrana jsou zobrazeny zluté, ABC ptenaSec
HlyB zelen¢, MFP protein HlyD modfe, nahote
je TolC ve vn&jSi membrané. Znazornény jsou
také prislusné znamé struktury. A - CLD doména
HlyB (Lecher et al. 2012). B - Dimer ATP-
vazebnych domén HIyB snavazanym ATP
(fialove) (Zaitseva et al. 2005a) C — protein TolC
(Koronakis et al. 2000).

2.3.1.1 HlyB — ABC prenaSec

Protein cytoplazmatické membrany HlyB patii do rodiny ABC pfenasect,, dodava tedy
energii pro transport hydrolyzou ATP. HlyB vaze krom¢ ATP i substrat HlyA a zahajuje
sekreci (Gentschev a Goebel 1992; Zhang et al. 1998). Ma minimalné Sest predikovanych

transmembranovych oa-Sroubovic (Gentschev a Goebel 1992). Je znama struktura jeho
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C-koncové, ATP-vazebné domény, vyc€nivajici do cytoplazmy. Tuto strukturu analyzovaly
dve skupiny pomoci rentgenové krystalografie. Jednalo se o strukturu ATP-vazebné domény
s navazanym ATP (Zaitseva et al. 2005a)(Obr. 5B) nebo bez ATP (Schmitt et al. 2003).
Ze struktur vyplyva, ze HlyB funguje jako homodimer ze dvou polypeptidl, které spole¢né
vytvareji vazebnd mista pro dvé molekuly ATP (Oswald ef al. 2006). Vazba substratu navodi
konforma¢ni zmény, umoziujici vazbu ATP (Schmitt e al. 2003). Vazba ATP vyvola
dimerizaci, po které muze dojit k hydrolyze ATP (Hanekop et al. 2006). ATP-vazebna
doména vaze také C-termindlni sekrecni signal molekuly substratu, a je zodpovédna za jeho

rozeznani (Benabdelhak et al. 2003).

HlyB navic obsahuje N-termindlni CLD doménu (z angl. C39-like domain), mitici
do cytosolu. Struktura izolované CLD domény HIlyB byla uréena pomoci nuklearni
magnetické rezonance (Lecher ef al. 2012) (Obr. 5A). Jedna se o inaktivni variantu C39
peptidazy. C39 peptiddzou nekteré netradicni ABC ptenasece T1SS odstépuji N-koncovy
signalni peptid pfi sekreci bakteriocinl (Havarstein et al. 1995). Ackoli ztratila proteolytickou
funkci, byla CLD doména v pribé¢hu evoluce zachovéna. Tento fakt miize vysvétlovat jeji
navrhovana funkce molekuldrniho chaperonu. Vzhledem k jeji interakci s RTX repeticemi
molekuly substratu by ochrafiovala substrdt a udrzovala jej v cytoplazmé az do sekrece

v nesbaleném stavu (Lecher et al. 2012).

2.3.1.2 HlyD — adaptér

Ulohou adaptéru HlyD je hlavn& propojit ostatni dva proteiny - HlyB a TolC — pii tvorbé
transportniho kandlu, ovSem bylo uk4zéano, ze samotny HlyD také tvoii kanal TISS (Pimenta
et al. 2005). Oznaceni ,,adaptér™ by tak mé¢lo byt pfehodnoceno. Struktura proteinu HlyD
zatim nebyla urena, informace o ni byly ziskdny ze sekvencnich a topologickych analyz
(Schulein et al. 1992). Tvofi rozsahlou periplazmatickou doménu, podilejici se na interakci
s TolC (Sharff et al. 2001; Lee et al. 2012). Kratkd N-koncova ¢ast proteinu, exponovana
v cytoplazmé, ma dulezitou roli v rozezndvani substratu, pieneseni signalu a v nasledném
sestaveni translokacniho komplexu (Balakrishnan et al. 2001). LiSi se nazory o uspotadani

HlyD, zda je to homotrimer (Thanabalu ef al. 1998) ¢i homohexamer (Lee ef al. 2012).

2.3.1.3 TolC — protein vnéjsi membrany
TolC je OMP proteinem ve vnéjs§i membrané T1SS E. coli pro sekreci HlyA. Struktura
proteinu TolC (Obr. 6A), ur¢end vroce 2000 pomoci rentgenové krystalografie, je velmi

neobvykla: t¥i protahlé TolC monomery vytvari 140 A dlouhy a 30 A Siroky kanal

19



(Koronakis et al. 2000) s vnitinim primérem 19,8 A (Koronakis et al. 2004). Ve vng&jsi
membrané je TolC ukotven B-barelem, odpovidajicim struktuie porinl. Je tvofen pravotocive
uspofadanymi B-skladanymi listy. Oproti jinym porinim je unikatni v tom, Ze se na jeho
tvorb¢ podileji tfi monomery, a ze je Siroce otevien do vnéjsiho prostoru. TolC pokracuje dale
do periplazmy rozsdhlym, 100 A dlouhym o-barelem, tvofenym z o-§roubovic. V misté
pfechodu z vnéj$i membrany do cytoplazmy tvoii a-Sroubovice specifickou, novou strukturu
levotocivé uspofadaného a-Sroubovicového vélce, pfipominajiciho B-barel. Ekvatorialni
doména ma dulezitou ulohu pfi kontaktu s proteinem HlyD a pfi otevirani periplazmatického
usti kanalu déale popsanym mechanismem (Sharff et al. 2001). V nejvzdalengjsi
periplazmatické Casti se a-Sroubovice paruji zpisobem, oznacenym jako ,,coiled-coil®. Pary
Sroubovic se zde levotoCivé ovijeji okolo sebe. Na zdklad¢ struktury byl vytvofen model
otevirani periplazmatického tsti kandlu (Obr. 6B a C), které piipomind otevirdni clony
fotoaparatu. V ramci kazdého monomeru existuje jeden par vnitinich ,,coiled-coil* Sroubovic
(H7, HS), branicich vstup do kanalu, a jeden vn&jsi par (H3, H4). Vnitini par se pfi otevieni

usti kandlu napiimi a zatadi se vedle vné&jSiho paru (Koronakis et al. 2000).
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Obr. 6 Struktura proteinu TolC ve vnéjSi membrané. A — Struktura proteinu TolC, vytvorena
pomoci rentgenové krystalografie. Monomery jsou znazornény ruznymi barvami. Dolni cast je
v periplazmé. Osa molekuly je normalou k plose vn&jsi membrany. Beta-barel ve vnéjsi membrané
(nahote) je otevien do mimobunécného prostoru, periplazmatické usti alfa-barelu (dole) je uzavieno.
B, C - pohled z periplazmy na usti alfa-barelu. Jeden monomer je vybarven. Vnéjsi par ,,coiled-coil*
Sroubovic je ozna¢en H7 a HS, vnitini par H3 a H4. B — , coiled-coil“ Sroubovice H3 a H4 uzaviraji
periplazmaticky vchod do kandlu. Struktura byla vytvofena pomoci rentgenové krystalografie.
C - model zobrazujici usti kanalu, oteviené mechanismem pfipominajicim otevirani clony
fotoaparatu. Pfevzato a upraveno z Koronakis ef al. (2004).
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2.3.2 Srovnani struktur TISS pro sekreci HIyA u E. coli a CyaA
u B. pertussis

Proteiny T1SS B. pertussis pro sekreci adenylatcyklazového toxinu, CyaB resp. CyaD,

jsou homologni k proteinim T1SS E. coli HlyB resp. HlyD (Obr. 7). CyaE B. pertussis je

homologni k proteinu TolC E. coli. Nicméné, pii srovnavani proteinovych sekvenci z TolC

cvwr

CyaA miuzZe byt sekretovan systémem E. coli pro sekreci HlyA (Masure et al. 1990).

U E.coli je strukturni gen pro transportovany protein, hemolyzin HIlyA, kodovan
v operonu hlyCABD (Obr. 7) spole¢né s geny hlyB a hlyD, koédujicimi proteiny TI1SS,
a s genem pro protein HlyC (Felmlee ef al. 1985b; Mackman et al. 1985a). HlyC aktivuje
HlyA acylaci dvou lysinli (Nicaud et al. 1985; Stanley et al. 1994). Gen pro protein vné&jsi

membrany, TolC, je kdédovan mimo Ahly operon (Wandersman a Delepelaire 1990).

U B. pertussis se gen pro produkci adenylatcykldzového toxinu CyaA nachazi
v cyaCABDE operonu (Glaser et al. 1988), regulovaném bvg systémem (Kap. 2. 1. 1.). Vn&jsi
protein CyaE je tedy na rozdil od TolC u E. coli kddovan ve spolecném operonu s genem
pro CyaA. Gen cyaC je piepisovan v opacném sméru nez cyad z vlastniho promotoru.

Produkt genu cyaC zprostiedkovava posttranslaéni modifikaci CyaA (Barry ef al. 1991).

E. coli B. pertussis
TolC CyaE
s
('%;’ 'g
sz IHIyD CyaD
HlyB CyaB
HIyA ( CyaA (
——
tolC
[s=——— - ——— s e e T e I E
hlyC hiyA hlyB hlyD cyaC cyaA c¢yaB cyaD cyaE

Obr. 7 Srovnani struktur T1SS pro sekreci HIyA u E. coli (vlevo) a CyaA u B. pertussis
(vpravo). Nahote je ilustrace podobnosti tii proteintt T1SS. Vnitini (dole) a vnéjsi (nahote)
membrany jsou zobrazeny zluté. Struktura TolC je pievzata z Koronakis et al. (2004). Zelen€ jsou
zobrazeny ABC pienaSeCe, modie MFP proteiny, Cervené protein vnéjSi membrany CyaE. Dole je
zobrazeno uspotfadani genli. V E. coli se nachazi operon #lyCABD a protein TolC je kddovén v jiném
operonu. V B. pertussis se nachazi operon cyaCABDE.
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2.3.3 Mechanismus sekrece sekre¢nim aparatem typu I

Dva monomery HlyB v oteviené konformaci (Oswald et al. 2006) spolecné s trimernim
(Thanabalu et al. 1998) ¢i hexamernim (Lee et al. 2012) HlyD tvofi stabilni komplex
ve vnitini membrané bakterie (Obr. §). Po interakci substratu s obéma proteiny HlyB i HlyD
dochazi ke konforma¢nim zménam vSech tii proteind, vedoucich k pfechodnému navazani
proteinu vnéj$i membrany TolC a tim k vytvofeni kompletniho transloka¢niho kanalu
(Thanabalu et al. 1998). Na molekule substratu rozpoznavaji HlyB a HlyD jeho C-koncovy
sekre¢ni signdl (Kenny ef al. 1992), a to pravdépodobné na zdkladé¢ jeho sekundérni struktury
(Hui et al. 2000). U sekrecnich signalt substratd T1SS totiz nebyl nalezen konzervovany
motiv v primarni sekvenci (Holland ez al. 2005). Sekre¢ni signdl neni v pritbéhu sekrece ani

po ni odStépovan (Felmlee ef al. 1985a).

Vazba substratu umozni navazani ATP a to ATP-vazebnou doménou HlyB (Schmitt et al.
2003). Dojde k dimerizaci HlyB (Zaitseva et al. 2005b), ktera umozni hydrolyzu ATP
(Hanekop et al. 2006). Hydrolyza ATP je nezbytna pro transport (Koronakis et al. 1995).
Sekrece je kromé hydrolyzy ATP pohénéna také protonovym gradientem AW, ktery je
potiebny pouze v ¢asné fazi sekrece, na Grovni vazby substratu ¢i prichodu cytoplazmatickou
membranou (Koronakis et al. 1991). Hydrolyza ATP indukuje konformac¢ni zmény HlyB
(Hollenstein et al. 2007), ptrenasejici se dale na HlyD a TolC (Thanabalu et al. 1998).
Je otevieno periplazmatické usti alfa-barelu TolC (Sharff et al. 2001). Probehne rychla
translokace proteinu kanalem (Hollenstein et al. 2007) a rozdéleni dimeru HlyB (Oswald
et al. 2006). Transportovany protein je piendSen v nesbaleném stavu (Kenny et al. 1991),
pfipadné mize Castecné zaujimat sekundarni strukturu, az do limit kanalu (vnitfni primérem
19,8 A by mohla projit a-§roubovice) (Delepelaire 2004). Jisté viak je, ze C-koncovd RTX
doména je v cytoplazmé nesbalena, protoze tamni koncentrace vépenatych iontl je velmi
nizka (<0,1 pM) (Gangola a Rosen 1987). K vazb¢ vapenatych iontii v oblasti RTX domény
a k vytvoteni kompaktni tercialni struktury dochazi az po sekreci toxinu ven z bunky, kde je

fyziologicka koncentrace Ca** okolo 2 mM (Chenal et al. 2009).
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Obr. 8 Mechanismus sekrece sekreénim aparatem typu I. HlyB je zobrazen Zluté, HlyD rtzové,
TolC vyfesenou strukturou (Koronakis et al. 2000), substrat HlyA ¢erné. Kontakt TolC s komplexem
HlyB a HlyD ve vnitini membrané je pfechodny a je indukovan vazbou substratu. Translokaci,
probihajici pres vnitini membranu (IM), periplazmu a vnéj$i membranu (OM) pohéni hydrolyza ATP,
protonovy gradient na vnitfni membrang a sbalovani proteinu vné builky ucinkem véapenatych iontl
v 2 mM koncentraci. V cytosolu je koncentrace vapenatych ionti < 100 pM, coz udrZuje substrat
pted sekreci v nesbaleném stavu. Pfevzato a upraveno z Koronakis et al. (2004).
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3 MATERIAL A METODY
3.1 Material

3.1.1 Plazmidy

Plazmid pCACT3 (8887 part bazi); nese gen cyad, kodujici CyaA, a gen cyaC, kddujici
protein CyaC nutny pro posttransla¢ni aktivaci CyaA; kazdy pod kontrolou LacZ promotoru,
inducibilniho IPTG (isopropyl-B8-D-1-thiogalactopyranoside). Plazmid nese rezistenci

k ampicilinu, kédovanou genem blaM. Obsahuje vysokokopiovy pocatek ori I odvozeny

od plazmidu pMBI1 (Betsou ef al. 1993).

Plazmid pSS4245 (8286 part bazi) slouzi pro alelické vymény v bakterii B. pertussis.
Na plazmidu je umistén gen pro restrikéni endonukledzu I-Scel a zdsahové misto pro tento
enzym. Transkripce genu /-Sce I je kontrolovana BvgA/S systémem. Plazmid nese rovnéz
geny pro resistenci k tetracyklinu, streptomycinu, bleomycinu a neomycinu, které jsou
funkéni v B. pertussis, zatimco gen pro resistenci k ampicilinu slouzi pro replikaci plazmidu

v E. coli (Inatsuka et al. 2010).

3.1.2 Bakterialni kmeny

E. coli XL1-Blue (Stratagene, USA), kmen nesouci rezistenci na tetracyklin; byl pouzivan

k replikaci plazmidové DNA a k produkci CyaA proteind.

E. coli SM10 A pir - (Biomedal, Spanélsko), kmen nesouci resistenci na kanamycin; byl
pouzivan pro pienos plazmidu do recipientni buniky B. pertussis konjugaci zprostiedkovanou

chromozomalné kodovanymi Tra geny.
B. pertussis Tohama I - (Institute Pasteur, Francie)

Bakteridlni kmeny byly dlouhodobé uchovavany ve 40% glycerolu pii -80 °C (mrazici
boxy Jouan, Thermo Scientific, Francie a Sanyo, Schoeller, CR). Bakterialni kmeny vzniklé
transformaci pfislusné plazmidové DNA do superkompetentnich bun¢k E. coli XL1-Blue
aE. coli SM10 A pir byly kratkodobé uchovavany pti 4 °C na agarovych plotnach s LB

médiem.
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3.1.3 Syntetické oligonukleotidy

Tab. 1 Seznam pouZzitych oligonukleotidi a jejich sekvenci (dodavatel: Generi Biotech, Hradec

Kralové, CR).
Nazev Sekvence Délka  Restrikéni
(b) misto*

F-XhoIXmal' 5’- TCGAGACTAGTGCTAGCGGC-3’ 20 Spel
Xhol

R-XhoIXmal' 5’- CCGGGCCGCTAGCACTAGTC-3" 20 Spel
Xmal

F-RTXblok2 5- TTTCTCGAGGAGGAGCGCCTCGAACG-3”’ 26 Xhol

F-RTXblok3 5- TTTCTCGAGATCCATCCAGGCAGGATC-3" 27 Xhol

F-RTXblok4 5’- TTTCTCGAGGGCGCGCATGCCGGC-3” 24 Xhol

R-Xmal 5’- CGGCCCGGGCCGCTG-3” 15 Xmal

F-BP-Al 5’- AATGCGGCCGCGTTCATCACGCCGCTGG -3° 28 Notl

R-BP-Al 5'- AATGGATCCTGACGTTTTCGACATTGCG -3 28 BamHI

F-BP-A1-2 5’- AATGCGGCCGCACGTTCATCACGCCGCTG -3° 29 Notl

R-BP-A1-2 5’- AATGGATCCGGCCGGCGCCCAGGT -3° 24 BamHI

F-BP- A1-3 5- AATGCGGCCGCGTTCATCACGCCGCTGG -3° 28 Notl

R-BP- Al1-3 5'- AATGGATCCTGCGCAACACGTTGCTGG -3 27 BamHI

F-BP- Al1-4 5’- AATGCGGCCGCGCTGGCCGCGCCAGG -3 26 Notl

R-BP- Al-4 5’- AATGGATCCCCGGTGATCGGCGTCG -3 25 BamHI

F—rpoBi 5’- CGCCAATGTAGACGATGCC-3" 19

R—rpoBi 5’- GCTGGGACCCGAGGAAAT-3" 18

F—cyaBi 5’- GCATCGCCATCTCATCGG-3’ 18

R—cyaBi 5’- GCGTTGTTGACCAGCACTTT -3’ 20

F—cyaAi 5’- CGAGGCGGTCAAGGTGAT -3’ 18

R—cyaAi 5’- GCGGAAGTTGGACAGATGC -3° 19

*Oligonukleotid obsahuje misto pro restrik¢ni §t€épeni danou endonukleazou, které bylo pouzito

pro klonovani.

" Komplementarni DNA sekvence adaptéru.
* Primery pouzité pro kvantitativni PCR.

3.1.4 Protilatky

3D1 - monoklonalni mysi protilatka proti CyaA (E. L. Hewlett, University of Virginia, USA)
9D4 - monoklonalni mysi protilatka proti CyaA (E. L. Hewlett, University of Virginia, USA)
Anti-my$i IgG monoklondlni protilatka konjugovana s kienovou peroxiddzou (GE Healthcare,

Velké Britanie)
Monoklonalni krali¢i protilatka proti ;AAMP (A. Ullmann, Institut Pasteur, Francie)

Anti-krali¢i  IgG  monoklonalni s kenovou

(GE Healthcare, Velka Britanie)

protilaitka  konjugovana peroxidazou
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3.1.5 Restrikéni endonukleazy a jejich pufry

Tab. 2 Seznam pouZitych restrikénich endonukleaz.

Enzym  Zasahové misto Vyrobce X:}ellﬁgﬁi},, NEB Reakénio Vyzaduje
pufr* teplota (°C) 0,01% BSA

BamHI G|GATCC gfgfaﬁg%ﬁgi 2,35 4% (1) 37°C ano
Neol CICATGG gfgfaﬁg%ﬁgi 1,2, 3% 4 37°C ne

Notl GC|GGCCGC gfjaﬁg%%gi 3t 37°C ano

Spel A[CTAGT gfgfj:%gi 2,4, (1) 37°C ano
Xhol C|TCGAG gf(:’fj:%gi 2,354 (1)  37°C ano
Xmal cccGGg  New England 4t 37°C ano

Biolabs , USA

* Enzymy maji v daném pufru 100% aktivitu, v pufrech uvedenych v zavorce maji enzymy 75%
aktivitu

"NEB pufr 4, slozeni 10x : 200 mM Tris-acetat, 500 mM acetat draselny, 100 mM acetat hotfecnaty,

10 mM DTT, pH 7.9. New England Biolabs, USA.

*NEB pufr 3, slozeni 10x : NaCl 1 M, Tris-HCI 500 mM, MgCl, 100 mM, DTT 10 mM, pH 7.9. New
England Biolabs, USA.

NEB pufr 3.1, slozeni 10x : NaCl 1 M, Tris-HCI 500 mM, MgCl, 100 mM, BSA 1 mg~ml'1, pH 7.9.
New England Biolabs, USA.

3.2 Metody

3.2.1 Molekularné-biologické metody

3.2.1.1 Transformace plazmidové DNA do kompetentnich bunék

Objem 1 pl plazmidové DNA byl smichan s200 pl suspenze kompetentnich bunék.
Smés byla inkubovana 10 minut na ledu, ohfdta po dobu 5 minut ve vodni lazni o teploté
37 °C (vodni lazeti Unimed, CR) a zchlazena po dobu 2 minut na ledu. Po piidani 1 ml
pfedehfatého LB media (Luria-Bertani medium, obsahuje 10 g tryptonu, 5 g kvasni¢ného
extraktu [oboji Oxoid, VB] a 10 g NaCl v1 1 H,O, pH 7, sterilizovano autoklavovanim
20 min pii 0,12 MPa) byla kultura inkubovana ve vodni lazni pti 37 °C po dobu 1 hod, poté
1 min odstfedéna pti 16 000 g, 25 °C. Vétsina supernatantu byla odebrana a zbyla odstfedéna

kultura byla nanesena na misku s tuhou LB ptidou a antibiotikem dle rezistence na plazmidu
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(18 1" bakteriologického agaru [Oxoid, VB] v tekutém LB médiu, pii teploté 50 °C bylo
pfidano antibiotikum). Butiky byly inkubovany pti 37 °C po dobu 16 hodin.

3.2.1.2 Minipreparativni izolace plazmidové DNA

LB medium (1,5 ml) s pfisluSnym antibiotikem bylo zaockovano Ccerstvé narostlou
bakterialni kolonii a 12 hodin kultivovano za intenzivniho tfepani pii 37 °C. Bakterialni
kultura byla odstfedéna 1 min pti 16000 g, 25 °C. Pelet byl resuspendovan ve 100 pl roztoku I
(50 mM glukéza, 25 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA, pHS). Po pétiminutové inkubaci byly
bunky lyzovany ptidavkem 200 pl roztoku II (0,2 M NaOH, 1% [hmotnost/objem] SDS),
Setrné¢ promichany a ponechany 5 minut na ledu. Poté bylo k lyzovanym bunikdm piidano
150 pl roztoku III (3 M octan draselny, 2 M Kkyselina octovd) a vysrdzené proteiny
s chromozomalni DNA byly odstfedény (16000 g, 4 °C, 15 minut). K ~400 pl supernatantu
s plazmidovou DNA byl pfidan stejny objem isopropanolu, smés byla promichana
a ponechana 2 minuty srazet na ledu. Nésledovalo odstfed'ovani (16000 g, 4 °C, 15 minut),
odstranéni supernatantu, promyti peletu 1 ml 70% ethanolu, odstied’ovani (16000 g, 25 °C,
3 minuty) a ditkkladné vysuseni peletu. Pelet byl rozpustén ve 40 ul TE pufru s termostabilni
pankreatickou RNazou (Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM, RNaza 20 ug- ml', pH 8)
a smés byla inkubovana 30 minut p#i 70 °C (vodni lazeft Unimed, CR). Ziskana plazmidova

DNA byla uchovévéna pfi teploté 25 °C (mrazici box Liebherr, Svycarsko).

3.2.1.3 Izolace plazmidové DNA Lego Kitem

Vsechny kolonie z plné porostlé misky vyseté po transformaci (viz 3. 2. 1. 2.) byly smyty
do 1 ml roztoku I (viz 4. 2. 1. 3.). Suspenze byla nafedéna mirnym objemovym nadbytkem
(~4:3, zaviselo na hustoté¢ suspenze) roztoku II, promichdna pomalou inverzi a nechdna
5 minut inkubovat pii pokojové teploté. Poté bylo pfidano 0,5 ml roztoku III, suspenze byla
promichdna a odstfedéna (16000 g, 25 °C, 15 minut). Supernatant byl pfeveden do 10ml
zkumavky a smichén se stejnym objemovym mnozstvim DNA vazebného pufru. Smés byla
nanesena na minikolonky s kfemic¢itymi partikulemi (~3 ml smési na 200 pl partikuli
v 1 kolonce) a vystavena mirnému podtlaku (pfistroj Lego Kit Promega). Po castecném
odstranéni pufru odsatim bylo znovu ptidano 500 pl vazebného pufru. Po dalS$im odsati byly
minikolonky s navézanou plazmidovou DNA promyty 3 ml DNA promyvaciho pufru a jeho
zbytky byly odstranény odstfedénim (16000 g, 25°C, 1 min). Plazmidovd DNA byla
eluovéana z napln€¢ minikolonky 40 pl eluéniho pufru (Quiagen, Némecko) do sterilni

zkumavky (eluce odstted’ovanim 16000 g, 25 °C, 1 min). DNA vazebny pufr, promyvaci pufr
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a vazebné kiemicité partikule byly soucasti komeréné dodavaného kitu pro izolaci plazmidové

DNA (Top-Bio, CR). Plazmidova DNA byla uchovavana pii -20 °C.

3.2.14 Stépeni DNA restrikénimi endonukleizami

Objem smési pro Stépeni zavisel na objemu roztoku DNA, kterou bylo tfeba nastépit.
Reakéni smés vzdy obsahovala restrikéni enzym (1-2 U na reakci v objemu 20 pl) a 1x pufr
vyzadovany pfisluSnou endonukledzou (viz Tab. 2). K pufiim 3 a 4 bylo pfiddno BSA
na vyslednou koncentraci 1x, pufr 3.1 jiz obsahoval BSA. Objem byl doplnén sterilni H,O.
Reakéni smés byla inkubovéna 2 hodiny pti 37 °C. Po Stépeni byla smés nanesena na gel
a byla provedena DNA elektroforéza (viz 4. 2. 1. 8.). Fragment DNA pozadované délky byl
vyfiznut z agar6zového gelu a izolovan dle navodu vyrobce pomoci kitu (NZYGelpure

Agardze Gel Extraction Kit, NZYTECH, Portugalsko).

3.2.1.5 Ligace fragmentii DNA

Ligace byla provadéna vobjemu 20 pl. Konce DNA byly oSetfeny restrikénimi
endonukledzami. Smés obsahovala ~10 ndsobny pifebytek fragmentu nad plazmidovou DNA,
I1x T4 DNA liga¢ni pufr (10x koncentrovany: 400 mM Tris-HCI, 100 mM MgCl,, 100 mM
DTT, 5 mM ATP, pH 7,8 pfi 25 °C; Thermo Fisher Scientific, USA) a 1 ul T4 DNA ligazy
(5 U-pl"; Thermo Fisher Scientific, USA). Objem byl doplnén sterilni H,O. Ligace probihala
16 hod pti pokojové teploté.

3.2.1.6 Amplifikace fragmenti DNA

Amplifikace fragmentll plazmidové DNA pomoci metody PCR (polymerase chain
reaction) byla provadéna v objemu 20 pl ve specialnich tenkosténnych mikrozkumavkach.
Smés obsahovala 0,5 pl plazmidové DNA, 4 ul Phusion GC pufru (5x koncentrovany
obsahuje 7,5 mM MgCly; Finnzymes, Finsko) resp. 4 pul Q5® reakéniho pufru (5x
koncentrovany obsahuje 10 mM MgCl,; New England Biolabs, USA). Déle bylo do kazdé
reakce ptidano 1-2,5 pl kazdého z primert ,,forward“ a ,reverse o koncentraci 10 pM
a0,5-1 ul 10 mM dNTP. Objem byl doplnén sterilni vodou. Nakonec bylo do celé smési
pfidano 0,5 ul Phusion™ DNA polymerasy (2 U - pl”, Finnzymes, Finsko) resp. Q5" High
Fidelity DNA polymerasy (2 U - ul”', New England Biolabs, USA).

Reakce byly provadény v PCR pfistroji T100 Thermal Cycler (Bio-rad, USA)
s nastavenym cyklem: 2 min pfi teploté¢ 98 °C (pocatecni denaturace templatové DNA), 40x

(10 s pti teploté¢ 98 °C [denaturacni faze], 30 s pii teploté 56 - 58°C [nasednuti primerd,
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teplota zavisela na vypoctené teploté tani primert], 30 s-1 min pfi teploté 72 °C [prodluZovaci
faze, doba zavisela na poctu part bazi produktu pifi uvaZeni polymeracéni rychlosti 1000
pb/30 s]). Po probéhnuti vSech cykli byl obsah ponechan 5 minut v PCR pfistroji pii teploté

72 °C, coz zaruCovalo ukonceni polymeracni faze a poté byl obsah ochlazen na teplotu 4 °C.

Pii provadéni PCR na koloniich B. pertussis byly do predpiipravené smési, obsahujici Q5"
High Fidelity DNA polymerasu, Q5 reakéni pufr, primery ,,forward a ,,reverse* a dNTP
ve vyse uvedenych mnozstvich (pfipadné také 5 pl pridavku ,,GC enhancer®), ptidany
bakterie odebrané z kolonie na plotné s BG mediem a berani krvi a obsahujici chromozomalni

DNA B. pertussis, ktera slouzila jako DNA templatova.

3.2.1.7 Horizontalni elektroforéza v agarozovém gelu

Pro elektroforézu byly pouZity agarézové gely o hmotnostnich koncentracich agardzy
0,6%, 0,8% popt. 1%, v zavislosti na velikostech DNA fragmenti. Gel byl pfipraven
rozpusténim ptislusného mnozstvi agardzy (Sigma-Aldrich, USA) v TBE pufru (90 mM Tris-
borat, 2 mM EDTA, pH 8,3), povafenim do uplného rozpusténi agardzy a ptidanim ethidium
bromidu do vysledné koncentrace 0,5 pg-ml’. Gel byl po ochlazeni na 50 °C nalit
do aparatury pro DNA elektroforézu (vSe od firmy Bio-Rad, USA). K roztoku DNA byl
pfidin DNA vzorkovaci pufr (0,25% [hmotnost/objem] bromfenolovda modf, 40%
[objem/objem] glycerol). Standardem pro urceni velikosti fragmentii byla A-DNA (Fermentas)
St€pena v laboratofi restrikéni endonukledazou Pstl. Fragmenty byly rozdéleny v TBE pufru
podle svych velikosti pfi vlozeném napéti 100 V. Rozdélené DNA fragmenty byly
vizualizovany UV svétlem (G:BOX Syngene, Biocon, Indie).

3.2.1.8 Bakterialni konjugace

Na plotny stuhym BG mediem (Bordet-Gengou agar, 1 litr média byl pfipraven
rozpuSténim 30 g komeréné dodavaného prasku [Difco, USA; obsahuje 4,5 g infuse ze 125 g
brambor, 5,5 g NaCl a 20 g agaru] a 10 g glycerolu v H,O, autoklavovano pii 0,12 MPa
20 minut), berani krvi (Biotest, Konarovice, CR) a MgSOy (15% berani krev a 50mM MgSOy
byly pfidany do BG media o teploté ~50 °C) byly tfi dny pfed zapocetim konjugace vysety
bakterie B. pertussis. Jeden den pfed zapocetim konjugace byly na plotnu s LB mediem
s ampicilinem 150 pg-ml" vysety bakterie E. coli SM10 A pir, transformované riiznymi

variantami plazmidu pSS4245. Na malé ploSce misky s BG agarem, berani krvi, 50 mM
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MgSO4 a 10mM MgCl, byly smichany v poméru 10:1 bakterie B. pertussis a E. coli SM10 A
pir. Smés byla inkubovéana po dobu 4 hodin pti 37°C v 5% atmosféte CO,.

3.2.1.9 Homologni rekombinace

Smes bakterii B. pertussis a E. coli SM10 A pir po konjugaci byla pro dosaZeni prvniho
kroku homologni rekombinace rozettena ve velmi tenké vrstvé na plotny s BG tuhym médiem
s 15% berani krvi, 50 mM MgSO, a s ptidavkem antibiotik (500 pg - ml" streptomycin,
40 pg - ml" kanamycin a 30 ug - ml' ampicilin). Jednotlivé kolonie, narostlé piiblizng
po 5 dnech, byly izolovany a pro dosazeni druhého kroku homologni rekombinace byly
rozetfeny na plotny s BG agarem s 15% berani krvi. Jednotlivé kolonie, narostlé ptiblizné
po 3 dnech, byly vybrany na zakladé¢ ocekavanych fenotypickych znakii a rozetfeny na

samostatné misky s 15% berani krvi.

3.2.1.10  Izolace celkové RNA a jeji oSetieni DNazou
Z tekuté kultury B. pertussis v SS médiu o ODgpo=1 bylo odebrano 1350 ul. Dale bylo
pfidano 450 pl roztoku ethanolu s 5% obsahem fenolu a vzorek byl odsttedovan (15 min,

16000 g, 4 °C). Supernatant byl odebran a pelet zamrazen pti -80 °C.

Pti vlastni izolaci celkové RNA byl pelet resuspendovan ve 150 pl lyza¢niho pufru
(20 mM Tris pH 8, 50 mM EDTA pH 8, 0,6 M sachar6za, 2,5 mg - ml”! lysozymu, v DEPC
vodg). Poté bylo piidano 150 pl pufru (2 % SDS [hmotnost/objem], 1 mg - ml" proteinasy K,
v DEPC vod¢) a vzorek byl ohian na 1 min pii 95 °C. Po inkubaci byl vzorek uloZen na led.
Do vzorku bylo ptidano 900 pl roztoku TRIzol® Reagent (Sigma-Aldrich). Vzorek byl
promichan inverzi a ponechan pii pokojové teploté. Déle k nému bylo pfiddno 260 pl
chloroformu. Mikrozkumavka byla promichana a poté byl vzorek inkubovan 10 min
pii pokojové teploté. Oddéleni fazi bylo podpoteno odstted’ovanim (20 min, 4 °C, 16000 g).
Z vzorku bylo odebrano 600 pl svrchni vodné fdze do nové mikrozkumavky a k ni pfidano
600 pl isopropanolu. Po promichani inverzi byl vzorek inkubovéan 30 min pii 4 °C. RNA byla
v tomto kroku sraZzena a ndslednym odstfedovanim ptevedena do peletu (16000 g, 30 min,
4 °C). Supernatant byl odstranén, pelet promyt 300 ul 75% ethanolu a odstied’ovan (16000 g,
5 min, 4 °C). Po odsati ethanolu byl pelet, obsahujici celkovou RNA, vysusen pii pokojové
teploté a rozpustén ve 30 pl vody zbavené nukledz (Sigma). Byly odebrany 3 pl vzorku,
pfidano 3 pl nandSeciho pufru (93% formamid, 10 mM EDTA pH 8§, 1,5 M bromfenolova
modf) a kvalita ziskané RNA byla ovéfena horizontalni agar6zovou elektroforézou

pii vlozeném napéti 80 V.
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Ke vzorkiim celkové RNA byla pfiddna DN4za tak, aby reakce probihala ve vysledném
objemu 100 pl (10 pl 10x pufru pro DNazu I [Epicentre, USA], 2 U DNazy I [Epicentre,
USA], 0,5 ul ribonukleasového inhibitoru Rnasinu [Promega, USA], doplnéno vodou
zbavenou nukledz). Vzorky byly inkubovany 1,5 hod pti 37 °C. Do vzorkl bylo poté ptidano
100 pl smési PCI (phenol, chloroform, isoamylalkohol [25:24:1]), byly promichany
a odsttedovany (3 min, 16000g, 25°C). Svrchni vodnd faze byla pfenesena
do mikrozkumavek Phase Lock Gel™ (5 Prime, zachazeni dle pokynii vyrobee). Déle do nich
byl pfidan chloroform vobjemu 1:1 k vodné fazi. Mikrozkumavky byly protfepany,
inkubovany 5 min pii pokojové teploté a odstfed'ovany (16000 g, 3 min, 4°C). Nasledné bylo
do novych mikrozkumavek odebrano 100 pl vodné faze. Do kazdé bylo pfidano 10 pl octanu
sodné¢ho pH 5,2 a 300 pul 96% EtOH. Vzorky byly promichany inverzi a RNA byla sraZena
30 min pfi -20 °C. Vzorky byly odstiedény (16000 g, 40 min, 4 °C) a supernatant odstranén.
Pelet byl promyt 300 ul 75% ethanolu odstiedovanim (16000 g, 5 min, 4 °C). Po odsati
ethanolu byl pelet vysuSen pii pokojové teploté a rozpustén ve 30 pl vody zbavené nukledz.
Byly odebrany 3 pl vzorku, pfiddno 3 pl nanaSeciho pufru a kvalita ziskané RNA byla

ovétena horizontalni agar6zovou elektroforézou.

Pii druhém kroku oSetieni DNazou bylo k 27 ul vzorkh RNA pfiddno 5 pl DNazy I
(Sigma), 5 pl 10x pufru pro DNazu I (Sigma), objem byl promichdn a inkubovan 15 min
pii pokojové teploté. Nasledné byla reakce zastavena piidanim 5 upl pufru (Stop solution
buffer, Sigma) a soucasnym zahiatim na 70 °C po dobu 10 min. Kvalita ziskané RNA byla
sledovana horizontdlni agarézovou elektroforézou a kvalita 1 kvantita byly sledovany
spektrofotometrickym métenim (NanoDrop ND 1000, Thermo Fisher Scientific, USA), které
kromé& méteni koncentrace dava informaci o Cistoté, vyjadiené poméry absorbanci pti 260 nm
a 280 nm (A260/A280) a pomérem A260/A230. Cistda RNA byla charakterizovana pomérem
A260/A280 ~2 a zaroven pomérem A260/A230 v rozmezi 1,7 - 2,2.

3.2.1.11 Reverzni transkripce

Celkovd RNA byla nasledné prepsana do cDNA. Mnozstvi 600 ng celkové RNA bylo
smichano s vodou zbavenou nukleaz, aby vysledny objem byl 13 pl. Do reakce bylo dale
pfidano 2 pl smési primerd (0,25 pg primerd nahodnych hexamertt a 0,25 pg oligo dT
primeril). Reakéni smés byla zahfata na 70 °C po dobu 5 min a ihned zchlazena na ledu.
Potom bylo pfidano 5 pl 5x pufru pro reverzni transkriptizu (M-MLYV Reaction Buffer,
Promega, USA), 1 pl (200 U) M-MLYV reverzni transkriptazy (Promega, USA), 2 ul 10 mM
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smési ANTP, 0,5 pul ribonukleasového inhibitoru Rnasinu (20 U). Vyslednd smés byla
doplnéna vodou zbavenou nukledz na objem 25 pl a byla inkubovana 1 hod pii 37 °C. Jako
negativni kontrola procesu reverzni transkripce byl pouzit vzorek, kde RNA byla nahrazena
vodou. Jako kontrola nepfitomnosti genomové DNA byl ptipraven vzorek, kde nebyla pfidana

reverzni transkriptaza.

3.2.1.12  Kvantitativni polymerazova retézova reakce v realném case (QPCR)

Reakéni smés o kone€ném objemu 20 pl obsahovala 1 pl templatové cDNA ziskané
reverzni transkripci, 2 pl kazdého z primert ,,forward” a ,reverse* (viz Tab. 1) o finalni
koncentraci 200 nM, 10 pl 2x koncentrované komeréni smési ,,SYBR Green JumpStart Taq
ReadyMix*“ (20 mM Tris-HCI pH 8,3, 100 mM KCI, 7 mM MgCl,, 0,4 mM kazdého dNTP,
0,05 U-ul" Taq DNA polymerazy, JumpStart Taq protilatky, SYBR Green I a stabilizatory
[Sigma-Aldrich, USA]) a 5 pl vody zbavené nukledz. Primery k detekci vSech gent byly
navrzeny na stejnou teplotu tani, aby reakce mohly probihat pfi stejném teplotnim cyklu.
Do procesu byly vzdy zatazeny dvé negativni kontroly, neobsahujici templat, a dvé kontroly

z procesu reverzni transkripce.

Reakce byly provadény v PCR piistroji s fluorescencni detekci CFX96 (Bio-rad, USA)
s nastavenym cyklem: 2 min pfi teploté 95 °C (pocatecni denaturace templatové DNA), 40x
(15 spfi teploté 95 °C [denaturacni faze], 30 spii teplot¢ 60 °C [nasednuti primert],
30 s pti teploté 72 °C [prodluzovaci faze]), kiivka tani 55 °C az 95 °C. Fluorescence byla
meéfena po elongaci primerd a po probéhnuti amplifikani reakce byly navic analyzovany
kiivky tani vzniklych produkti. K ovéteni specifity qPCR reakce byla dale pouzita

horizontalni agarézova elektroforéza.

Exprese cilového genu byla urcena jako pomér Cq (,.cycle of quantification® je
cyklus pti amplifikaci, pti kterém se fluorescence zvedne nad hodnotu fluorescence pozadi,
a ktery urcuje mnozstvi templatu ve vzorku) cilového genu a referen¢niho genu rpoB,

koédujiciho B-podjednotku RNA polymerazy.
3.2.2 Produkce a purifikace proteint

3.2.2.1 Produkce CyaA proteinii v tfepané kulture
Superkompetentni buiikky E. coli XL1 byly transformovany (3. 2. 1. 2.) plazmidem

nesoucim gen k expresi pozadovaného proteinu a inkubovany 16 hod na miskach s tuhou LB
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pudou a antibiotikem dle rezistence na plazmidu. Poté bylo nékolik kolonii bud’ pfeneseno
do 2 ml tekutého LB média (v piipadé¢ ovéfovani exprese proteinu znoveé vytvorené¢ho
plazmidového konstruktu) nebo 16 hodin pted produkci proteinu ve velkém objemu do 50 ml
MDO média. Médium bylo vzdy piedehiaté na 37 °C a tésné pred pienesenim bakterii do néj
byl pfidan ampicilin o koncentraci 150 pg-ml”'. MDO médium (20 g glycerolu [piidn az
do rozmichané suspenze], 20 g kvasni¢ného extraktu, 7,3 mM KH,POy4, 17,2 mM K,;HPOy,
37,4 mM NH4Cl, 3,5 mM Na,;SO4 a 29,6 uM thiaminu v 1 I, pH 7,0) bylo Cerstvé pifipraveno
a sterilizovano autoklavovanim po dobu 20 min pii 0,12 MPa. V piipad¢ produkce proteinu
ve velkém objemu bylo pfidano 5 ml tekuté kultury, rostouci 16 hodin za stdlé¢ho tfepani
v 50 ml MDO média, do 250 ml MDO média s ampicilinem. Bakterie byly kultivovany
za stalého trepani pti 37 °C do ODgoo=0,3 (optickéd denzita pfi vinové délce 600 nm, méfeno
spektrofotometrem SECOMAM S.2501+, ALC-SECOMAM, Francie). Poté byla produkce
proteinu indukovana ptidavkem IPTG o vysledné koncentraci 0,1 mM. Kultura rostla
za stalého tiepani pii 37 °C dal$i 4 hodiny a kultivace bakterii byla ukonfena prudkym
ochlazenim narostl¢ bakteridlni kultury v ledové lazni. Po zchlazeni byla kultura stocena
(3700 g, 20 min, 4 °C v odstfedivce MLW K80"). Supernatant byl odstranén a pelet jednou
promyt 50 ml pufru (50 mM Tris-HCI, pH 8), odstied’'ovan (3800 g, 10 min, 4 °C, odstfedivka
Hettich Zentrifugen Universal 32 R, Némecko) a zamrazen (-25 °C).

3.2.2.2 Priprava mocovinového extraktu CyaA proteinii

Bakteridlni biomasa byla resuspendovana v TC pufru (50 mM Tris-HCI, 1 mM CaCl,,
pH 8). Buniky byly rozbity ultrazvukem (Ultrasonikator S3000, Misonix, USA) nastavenym
na nasledujici program : amplituda 40 W, 10 minut (8 x 15 s sonikacni pulz a 2 min pauza)
piisoucasném chlazeni vzorku v ledové 1ldzni. Po sonikaci byly zbyvajici celistvé bunky
odstranény odstfed'ovanim (1400 g, 4 °C, 5 min.). Supernatant byl pfenesen do nové
zkumavky a odstedén (43000 g, 4 °C, 30 minut odstfedivka Thermo Scientific), ¢imZ doslo
k oddéleni cytosolu od zbytkli bun€k v peletu. V ném byla krom¢ bunéénych membran
pfitomna inkluzni téliska, obsahujici nadprodukovany protein. Supernatant byl odstranén
a do peletu bylo vmichano 2,4 g krystalické mocoviny. Poté bylo pfidano 3 ml TC puftu,
pelet resuspendovan a obsah zkumavky promichédvan pomalou inverzi po dobu 45 minut, aby
doslo k uplnému rozpusténi mocoviny na vyslednou koncentraci 8 M. Poté nasledovalo
odstted’ovani (43000 g, 4 °C, 30 minut) a prevedeni supernatantu (mocovinovy extrakt)

do novych zkumavek.
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3.2.2.3 Purifikace CyaA proteini pomoci kapalinové chromatografie na DEAE
iontoménici
Do mocovinového extraktu (3. 2. 2. 2) byl pfidan NaCl o vysledné koncentraci 50 mM.
Chromatografickd kolona byla naplnéna 1-3 ml regenerované matrice ,,DEAE-Sepharose*
(DCL-6B-100, Sigma-Aldrich, USA) a promyta 2 ml pufru ,,DEAE-A* (Tris-HCl 50 mM,
pHS). Dalsi postup se lisil u purifikace intaktniho CyaA (dale jen CyaA) a dele¢nich mutant
CyaA (viz Kap. 5. 1., Obr. 10).

Pti purifikaci CyaA byla kolona proplachnuta objemem promyvaciho pufru ,,DEAE-B*
(Tris-HCI 50 mM pHS, mocovina 8 M, NaCl 120 mM), odpovidajicim nékolika objemim
kolony. Mocovinovy extrakt byl nanesen na kolonu s matrici ,,DEAE-Sepharose®, kde doslo
k navézani CyaA. Kolona byla promyta mnozstvim promyvaciho pufru, odpovidajicim tfem
objemim kolony. Protein byl poté eluovan postupné mnozstvim elu¢niho pufru ,,DEAE-E*
(Tris-HCI 50 mM pHS8, mocovina 8§ M, NaCl 200 mM), odpovidajicim poloviné objemu
kolony. Frakce byly sbirany a mnozstvi v nich obsaZeného proteinu bylo sledovano metodou
podle Bradfordové (10 pl eluovaného vzorku bylo ptiddno do 90 ul ¢inidla Bradfordové
(Quick Start™ Bradford 1x Dye Reagent, Bio-Rad, USA).

V ptipad¢ delecnich mutant CyaA byla kolona proplachnuta objemem pufru ,,DEAE-C*
(Tris-HCI 50 mM pHS8, mocovina 8 M), odpovidajicim nckolika objemim kolony.
Mocovinovy extrakt byl nanesen na kolonu ,,DEAE-Sepharose® a nenavadzana frakce byla

sbirana. Matrice byla promyta pufrem ,,DEAE-C* a proteiny eluovany pufrem ,,DEAE-E*.

3.2.24 Purifikace proteint afinitni chromatografii na kalmodulin-agaré6ze

Tato metoda vyuziva vysoké afinity AC domény CyaA k eukaryotickému kalmodulinu
(Wolff et al. 1980; Guo et al. 2005). Purifikace byla provadéna pii 4 °C za pouziti
vychlazenych pufrii. Na kolonu byly naneseny 1-2 ml kalmodulin-agar6zy (GE Healthcare,
Velka Britanie) a tato matrice byla promyta 15 ml pufru (mocovina 8 M, EDTA 2 mM)
a ekvilibrovéna stejnym objemem pufru ,,KA* (Tris-HCI 50 mM, CaCl, 1 mM, NaCl
500 mM, pH 8). Vybrané frakce z chromatografie na DEAE iontoméni¢i (3. 2. 2. 3) byly
fedény 1:4 pufrem ,,KA*“ a naneseny na kolonu. Kolona byla promyta 15 ml pufru ,,KA*
a eluce proteinu byla provedena elu¢nim pufrem ,,KE* (mocovina 8 M, EDTA 2 mM, Tris-

HCI 50 mM, pH 8) pfti 25°C po frakcich odpovidajicich polovin€ objemu matrice.
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3.2.25 Stanoveni koncentrace proteinii metodou podle Bradfordové

Ke stanoveni koncentrace proteinti ve vzorku bylo pouZzito metody podle Bradfordové.
V rozmezi 10-300 pg-ml”’ byla piipravena série fedéni proteinu BSA (hovézi sérovy
albumin), ktery slouzil jako kalibrac¢ni standard. Ke 100 pl jednotlivych fedénych standardi
nebo 100 pl vody (referen¢ni standard) bylo pfidano 900 pl ¢inidla Bradfordové. Vzorky byly
promichany a jejich absorbance byla zmétena proti referenénimu standardu pii vinové délce
595 nm. Byla sestrojena standardni kalibracni kiivka, podle jejihoz linearniho pribéhu byla

odvozovana koncentrace méfeného proteinu.

3.2.2.6 Elektroforéza SDS-PAGE v polyakrylamidovém gelu

Pii pfipravé vzorku na SDS-PAGE elektroforézu byl vzorek proteinu smichan
se vzorkovym pufrem (5x koncentrovany zésobni roztok: 250 mM Tris-HCI, 500 mM DTT,
10% [hmotnost/objem] SDS, 0,5% [hmotnost/objem] bromfenolovd modf, 50%
[objem/objem] glycerol, 10% [objem/objem] - merkaptoethanol). Pro porovnani molekulové
hmotnosti proteinii byl pouzit proteinovy standard (PageRuler Unstained Protein Ladder,

Fermentas International Inc., Kanada).

Vzorek byl nanesen na gel, sestavajici z horniho 5% zaostfovaciho gelu o pH 6,8 (266 ul
30% roztoku akrylamidu [akrylamid 29% (hmotnost/objem), N,N'-methylen-bisakrylamid 1%
(hmotnost/objem)], 1,23 ml dH,O, 200 ul Tris-HC1 1 M pH 6,8, 60 ul 10% SDS, 20 ul 25%
APS a 5 ul TEMED) a ze spodniho 7,5% rozdélovaciho gelu o pH 8,8 (1,24 ml 30% roztoku
akrylamidu, 1,8 ml dH,O, 1,87 ml Tris-HCl 1 M pH 8,8, 50 ul 10 % SDS, 12,5 ul 25% APS,
12,5 ul TEMED).

Elektroforéza probihala v Tris-glycinovém pufru (25 mM Tris-HCI, 250 mM glycin, 0,1%
[hmostnost/objem] SDS, pH 8,3) na pfistroji Power pac 1000 (Bio-Rad, USA), nastaveném
na konstantni proud 35 mA na jeden gel. Po jejim dokonceni byl odstranén zaostfovaci gel
arozdélovaci gel byl obarven barvicim roztokem pro SDS-PAGE elektroforézu (225 ml
methanol, 225 ml dH,O, 50 ml kyselina octova, 0,5 g Coomassie Brilliant Blue R-250)
za mirného tfepani pii 25 °C pro vizualizaci rozdélenych proteind. Po dostatecném obarveni
proteini byl gel odbarven v odbarvovacim roztoku pro SDS-PAGE elektroforézu (250 ml
methanol, 650 ml dH,O, 100 ml kyselina octovd) za mirného tfepani pti 25 °C, omyt vodou

a vysuSen v celofdnové folii.
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3.2.2.7 Imunochemicka detekce proteinu na membrané

Vzorky pro analyzu byly nejdiive rozdéleny na gelu klasickou SDS-PAGE elektroforézou,
s tim rozdilem, ze pro porovnani molekulové hmotnosti proteinti byl pouzit obarveny
proteinovy standard (PageRuler Prestained Protein Ladder, Fermentas International Inc.,
Kanada). Po dokonceni elektroforézy byl odstranén zaostfovaci gel a rozdelovaci gel byl
ulozen do blotovaciho pufru (2,5 mM Tris-HCI, 19,2 mM glycin, 0,01% [hmotnost/objem]
SDS, 20% [objem/objem] methanol, pH 8,3). Nitrocelul6zovd membrana a filtracni papiry
byly upraveny na velikost gelu a uloZeny do blotovaciho pufru. Poté byl vytvofen sendvic
v poradi: 1. filtracni papir, 2. nitrocelulosovd membrana, 3. gel, 4. filtra¢ni papir. Ze sendvice
byly eliminovany vzduchové bubliny, byl zalit blotovacim pufrem a umistén do aparatury
pro Western blotting (Hoefer Semi-Phor TE70 semi-dry transfer, USA). Pfenos proteind
z gelu na membranu probihal pii napéti 1 mA na 1 cm® gelu po dobu 70 min. Poté byla
membrana uloZena alespon na 16 hodin pfi 4 °C do blokovaciho pufru (5% mléko
[hmostnost/objem] a PBS 1x [138 mM NaCl, 3 mM KCl, 12 mM Na,HPO4, 2 mM KH,POy,
pH 7,4] vdH;0). Po této inkubaci byla membrana oplichnuta pufrem ,W* (0,05%
[objem/objem] Tween 20 a PBS 1x v dH,0). Membréna byla inkubovéna 1-2 hod za mirného
kyvani s primarni protilatkou 3000x fedénou v pufru ,,W*. Poté byla membrana promyvéana
Sestkrat po 10 minutidch pufrem ,,W*. Nésledovala inkubace 30 min za mirného kyvani se
sekundéarni, anti-mysi protilatkou 3000x fedénou v pufru ,,W* a poté opét promyvani Sestkrat
po 10 minutach pufrem ,,W*. Na membranu bylo naneseno 300 pl luminiscen¢niho roztoku
(SuperSignal® West Femto Maximum Sensitivity Substrate, Thermo Scientific, USA),
obsahujiciho substrat pro kifenovou peroxidasu, navdzanou na sekundarni protilatku.

Chemiluminiscenc¢ni signal byl zaznamenan pfistrojem CURIX 60 (Agfa Healthcare, Belgie).
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3.2.3 Stanoveni biologickych aktivit CyaA proteini

3.2.3.1 Stanoveni adenylatcyklazové aktivity

Pti stanoveni adenylatcyklazové (AC) aktivity bylo vyuzito schopnosti enzymaticky
aktivni adenylatcykldzové domény CyaA katalyzovat po vstupu do cilovych eukaryotickych
bunék pieménu ATP na cAMP. Stejnym zpiisobem je schopna katalyzovat preménu
radioaktivniho ATP na cAMP in vitro podle nasledujici rovnice:

Mg**
[-?P]JATP €—> [*P|cAMP + PP, + H'

V casovych intervalech 20 s byla postupné ve vSech vzorcich spousténa vySe uvedena
reakce pridanim 50 pl reakéniho mixu (60 mM Tris-HCI pH 8, 0,1 mM CaCl,, 7 mM MgCl,,
0,1% [objem/objem] Triton X-100, 1 mg-ml'1 BSA, 1 pmol ‘I kalmodulin, 0,1 mM cAMP,
200 CPM-pul™ [***H] cAMP [INC, USA], 2 mM ATP, 10 000 — 20 000 CPM-pl" [0->*P]ATP
[MGP, Ceska republika], uchovavan pii -20 °C) do 5 ul vzorku CyaA. Obsah byl vzdy
okamzit¢ po pfidani radioaktivni smési promichdn a umistén do 14zné o teploté 30 °C.
Zaroven byl proveden slepy pokus, ve kterém obsahovala mikrozkumavka pouze reakcni
smés. Reakce byla po péti minutach zastavena pfidanim 200 pl 0,5 M HCI opét ve stejnych
dvacetivtetinovych intervalech. Vzorky byly vloZzeny na 5 minut do termostatovaného
suchého bloku o teploté 100 °C. Poté bylo upraveno pH vzorkl na hodnotu 7,6 ptidavkem
0,2 ml neneutralizovaného 1,5M imidazolu. Vzorky byly naneseny na chromatografické
kolony (Poly-Prep, Bio-Rad, USA), naplnéné 1 g neutralniho oxidu hlinitého, kdy pti pH 7,6
dochazi k navazani negativné nabitych latek ([**PJATP, [**P]JADP, [**P]JAMP) na kolonu,
zatimco cAMP volné protéka. Eluce cAMP byla provedena 3 ml 10 mM imidazolu o pH 7,6
do scintila¢ni lahvicky. K eluatu bylo pfiddno 10 ml scintilacniho roztoku (Opti-Fluor,
PerkinElmer, USA) a obsah byl dikladné protfepan. V ptipravenych vzorcich byla zméfena
radioaktivita pro [**P] i [’H] (vnitini standard) na scintilaénim piistroji (Liquid scintillation

counter Wallac 1409 DSA, PerkinElmer, USA).

Béhem vypoctu byly hodnoty pro jednotlivé vzorky upraveny vzhledem ke ztratdm
[**P]JATP, vzniklym b&hem stanoveni, pomoci hodnot radioaktivity vnitiniho standardu
(’H]cAMP), a dale byly odeéteny hodnoty dosaZené pro slepy vzorek. Nakonec bylo
ze zndamého mnozstvi [*P]JATP, hodnoty jeho radioaktivity a ze zméfené radioaktivity

[**PJcAMP vypocitano mnozstvi vzniklého cAMP podle vztahu:
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n X (Apv/Anv - Apg/Ang) X d X AgrMm [pmol ~min" - ml"" extraktu

= =U- ml" extraktu
Aac Aprm X VME X € ]

Apy radioaktivita **P ve vzorku [DPM]

Apg  radioaktivita **P ve slepém vzorku [DPM]

Aprw  radioaktivita **P v 50 pl reakéniho mixu [DPM]

Apy  radioaktivita [***H]cAMP ve vzorku [DPM]

Apg  radioaktivita [***H]cAMP ve slepém vzorku [DPM]

AurM  radioaktivita [***H]cAMP v 50 ul reakéniho mixu [DPM]

n latkové mnozstvi ATP v 50 pl reakéniho mixu [umol]

d fedéni vzorku

Vme  objem pfidaného fedéného vzorku k 50 pl reakéniho mixu [ml]

t reak¢ni ¢as [min]
3.2.3.2 Piiprava suspenze erytrocytu

Sterilng bylo odebrano 1,5 ml berani krve (Biotest, Konarovice, CR), ktera byla 5x

promyta 750 ul TNC pufrem (50 mM Tris-HCl pH 7,4, 150 mM NaCl, 2 mM CaCl,)
pii odstted’ovani 16000 g po dobu 30 s. Tim byla odstranéna krevni plazma a ostatni burky,
které pfi této procedute lyzuji. Po promyvani bylo piiblizn€ 400 pl erytrocytti doplnéno TNC
pufrem na 10 ml. Koncentrace suspenze byla upravena na ODs4;=3. Mnozstvi krvinek v 1 ml
suspenze vyplyva ze vztahu:

Asa1 = 3,0 odpovida poétu 5 x 10® gervenych krvinek v 1 ml.

3.2.3.3 Stanoveni vazebné aktivity CyaA na erytrocytech

Vazebna aktivita vyjadfuje schopnost toxinu interagovat s membranou cilovych bungk a je
umérnd mnozstvi molekul toxinu, které jsou schopny navadzat se na membranu béhem
inkubace. M¢éti se AC aktivita veskerého mnozstvi toxinu, které interagovalo s membranou

a nebylo v zavére¢nych promyvacich krocich odmyto.

Do 990 pl suspenze erytrocyttl, obsahujici piiblizng 5 x 10® bun&k (4. 2. 3. 2), bylo pfidano
10 pl purifikovaného CyaA proteinu o koncentraci 0,5 pM (coz odpovidd u nemutovaného
toxinu koncentraci 100 pg - ml"). Koncentrace proteinti byla stanovena metodou podle
Bradfordové (3. 2. 2. 5.) apoté bylo vypocitané fedéni jest¢ upraveno podle AC aktivit
nafedénych toxini. Proteiny byly fedény v TUE pufru (Tris-HCl 50 mM pH 8§, moc€ovina
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8 M, EDTA 2 mM). Vyslednd koncentrace purifikovanych proteinii v reakci byla 5 nM.
Suspenze erytrocytu, slouZzici jako negativni kontrola vazby bez pfitomnosti vapenatych iontd,
obsahovaly 5 mM EDTA, a nésledné& pfidany purifikovany protein. Vzorek 5 ul smési krvinek
s toxinem, do kterého bylo pfidano 45 pl lyzacniho TCT pufru, slouzil pro ur€eni mnozstvi

proteinu vstupujiciho do reakce.

Inkubace probihala po dobu 30 minut pfi teploté 37 °C. Po skonceni inkubace byly vzorky
odstited'ovany (16000 g, 1 min, 25 °C), supernatant byl odstranén a pelet resuspendovan
v990 ul TNC pufru. Poté bylo 250 pl suspenze odebrano do nové mikrozkumavky
(odstranéni toxinu adherovaného ke sténam mikrozkumavky) a 2x bylo provedeno promyvani
TNC pufrem (16000 g, 1 min, 25 °C), za icelem odstranéni nenavazaného toxinu. Potteti byl
vzorek promyt TNE pufrem (50 mM Tris-HCI pH 7,4, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA). Pelet
byl uloZen na led. Pfi méteni AC aktivity byly buiiky lyzovany jeho resuspendovanim v 50 pl

reak¢niho mixu a byla v ném stanovena AC aktivita (3. 2. 3. 1).

Vypocet AC aktivit ve vzorcich byl proveden zptisobem uvedenym v Kap. 3. 2. 3. 1. Poté
byla AC aktivita ve vzorcich, obsahujicich navazany CyaA protein, vztazena k AC aktivité
celkového CyaA proteinu vstupujiciho do reakce. Vypoctena vazebna aktivita byla vyjadiena
jako relativni vazba vztazenim k vazebné aktivité¢ vzorku nemutované¢ho CyaA v pfitomnosti

2 mM Ca*".

3.2.34 Stanoveni invazivni aktivity CyaA na erytrocytech

Invazivni aktivita CyaA je Umérna mnozstvi molekul toxinu, které pfenesou
adenylatcyklazovou doménu pies plazmatickou membranu erytrocytit béhem doby inkubace.
Po skonceni inkubace je ke vzorku pfiddn trypsin, ktery roz$t€pi molekuly toxinu
netranslokované do cytosolu. Po pfidani nadbytku inhibitoru trypsinu a lyzi erytrocytl je

stanovena AC aktivita.

Postup stanoveni invazivni aktivity byl obdobny postupu stanoveni vazebné aktivity
(4. 2. 3. 3). Postupy se liSily po prvnim odstfed’ovani nasledujicim inkubaci, kdy bylo 250 pl
vzorku pfevedeno do nové zkumavky. Do vzorku byl pfidan trypsin v kone¢né koncentraci
20 pg-ml”. Vzorek byl inkubovan po dobu 10-15 min pti 37 °C, poté byla aktivita trypsinu
zastavena piidanim inhibitoru trypsinu ve vysledné koncentraci 40 ug-ml”. Dalsi promyvani
bylo shodné s promyvanim pfi stanoveni vazebné aktivity (3. 2. 3. 3), tedy 2x bylo provedeno

promyvani TNC pufrem (16000 g, 1 min, 25 °C) a potteti byl vzorek promyt TNE pufem.
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Pelet byl uloZzen na led. Pfi méfeni AC aktivity byl pelet resuspendovan v 50 pl

radioaktivniho mixu a byla stanovena AC aktivita.

Vypocet AC aktivit ve vzorcich byl proveden zpisobem uvedenym v Kap. 3. 2. 3. 1. Poté
byla AC aktivita ve vzorcich CyaA proteinu neodstépeného trypsinem vztazena k AC aktivité
celkového CyaA proteinu vstupujiciho do reakce. Vypoctend invazivni aktivita byla
vyjadiena jako relativni invazivita vztazenim k invazivni aktivité vzorku nemutovaného CyaA

v piftomnosti 2 mM Ca*".

3.2.3.5 Stanoveni hemolytické aktivity CyaA na erytrocytech

Do 980 pl suspenze erytrocyti, obsahujici p¥iblizné 5 x 10® bun&k (3. 2. 3. 2), bylo piidano
20 ul mocovinovych extraktl proteind, nastavenych na stejnou AC aktivitu. Suspenze
erytrocytll, slouzici jako negativni kontrola hemolyzy bez pfitomnosti vapenatych iontd,
obsahovaly 5 mM EDTA a nasledné pfidany mocovinovy extrakt. Slepy vzorek obsahoval
980 wl krvinek s20 pul TUC (Tris-HCl 50 mM pH 8, mocovina 8 M, CaCl, 0,2 mM).

Smes byla promichana a inkubovana pfi teploté 37 °C.

Pii méfeni kinetiky lyze bylo v hodinovych intervalech (pocinaje 3. hodinou) odebirdno
120 pl vzorku, ktery byl odstted’ovan (16000 g, 1 min, 25 °C) a 100 pl supernatantu bylo
odebrano do 96-ti jamkové desticky. Lyze byla poté vyhodnocena spektrofotometricky
pii 541 nm (Safire 2, TECAN, Schoeller, CR). Od hodnot byla odeétena absorbance slepého
vzorku. Ziskané hodnoty absorbance v jednom casovém bodu byly procentudlné vztazeny
k hodnot& absorbance nemutovaného CyaA v2mM Ca® a hemolyticka aktivita byla

vyjadfena v procentech.

3.2.3.6 Stanoveni vazebné aktivity CyaA na makrofazich

Vazebna aktivita CyaA byla stanovena na mys$i makrofdgové linii J774A.1. Buiky byly
kultivovany v médiu RPMI (500 ml média RPMI-1640 [Sigma-Aldrich, USA] bylo
obohaceno o 0,03% L-glutamin, 0,45% glukosu, 8,8%o0 pyruvat, 100 TU ml'lpenicilin,
100 mg mI"  streptomycin, 250 ng-ml' amphotericin B [Sigma-Aldrich], 10%
[objem/objem] fetalnitho hovéziho séra inaktivovaného teplem [Gibco®, USA]) v CO,
inkubatoru (37 °C, 5 % hladina CO;). Tkanova linie J774A.1 je linii adherentni a jeji
pasazovani probihalo zhruba pti 80-90% porostu bunck. Adherentni buniky byly béhem
pasazovani stazeny bunécnou Skrabkou do média RPMI a nésledné odsttedény (840 g, 25 °C,

3 min). Po odstranéni supernatantu byl sediment bunck resuspendovan v Cerstvém RPMI
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médiu, buiiky vysety na Petriho misky asi v 30% porostu buné¢k a umistény do CO,

inkubatoru. Médium RRMI bylo kultivovanym bunikdm vyménovano kazdy druhy den.

Pied vlastnim experimentem bylo RPMI médium vyménéno za DMEM médium (500 ml
média Dulbecco’s Modified Eagles’s Medium — high glucose [Sigma-Aldrich, USA] bylo
obohaceno o 100 IU ml'penicilin, 100 mg ml" streptomycin, 250 ng ml" amphotericin B
[Sigma-Aldrich], 10% [objem/objem] fetalniho hovéziho séra inaktivovaného teplem
[Gibco®, USAY]), obsahujicim 1,8 mM Ca*" nutny pro aktivitu toxinu. Buiiky byly kultivovany
alespont 1 h pti 37 °C v CO; inkubatoru. Pocet bunc¢k v suspenzi byl poté stanoven pomoci
Biirkerovy komiirky. Suspenze bunék byla nasledn€ nafedéna ve vychlazeném DMEM médiu

tak, aby vysledna koncentrace ¢inila 10° bunék v 1 ml média.

Vsechny nasledujici kroky byly provadény na ledu, aby bylo zabranéno endocytoze toxinu
buiikami. Do 990 pl suspenze bundk, obsahujici piibliznd 10° bundk, bylo piidano 10 pl
purifikovaného CyaA proteinu (koncentrace 0,5 uM, fedéno v TUC pufru). Vysledna
koncentrace purifikovanych proteinli v reakci byla 5 nM. Vzorek 5 pl smési bunék toxinem,
do kterého bylo piiddno 45 ul lyzaéniho TCT pufru, slouzil pro uréeni mnozstvi proteinu
vstupujiciho do reakce. Inkubace probihala po dobu 30 minut na ledu. Po skonceni inkubace
byly vzorky ptfevedeny do nové mikrozkumavky, 4x promyty vychlazenym DMEM médiem
(odstfed’ovani 840 g, 3 min, 4 °C), pelet byl ulozen na led a byla v ném zmétena AC aktivita
(3. 2. 3. 1). AC aktivita ve vzorcich, obsahujicich navazany CyaA protein, byla vztaZena
k AC aktivité celkového CyaA proteinu vstupujiciho do reakce. Vypoctena vazebna aktivita
kazdého mutované¢ho CyaA byla vyjadiena jako relativni vazba vztazenim k vazebné aktivité

nemutované¢ho CyaA.

3.2.3.7 Stanoveni hladiny vnitrobunééného cAMP v makrofazich

Schopnost toxinu translokovat AC doménu pies cytoplazmatickou membranu do bunck
J774A.1 byla méfena stanovenim hladiny vnitrobunécného cAMP. Hladina cAMP v burikach
inkubovanych s toxinem byla ur¢ena pomoci metody kompetitivni ELISA. Pfi této metodé
kompetuje cAMP, vytvotené v buinikach, s cAMP, navazanym na mikrotitraéni desticku,
ovazbu na primarni protilditku proti cAMP. Komplex volného cAMP s protilatkou je
odmytim odstranén, takZe kolorimetricky signal je vyssi ve vzorcich, které obsahovaly méné

bunééného cAMP.
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Prvni den byl konjugat cAMP-BSA natedén 1:6 000 [v:v] 0,1 M hydrogenuhli¢itanovym
pufrem (0,1 M NaHCO;, 0,05 M Na,COs;, pH 9,6) a ptidan po 50 ul do jamek na 96-ti
jamkové ELISA desticce (,,dest. 1, Nunc-Immuno, maxisorp). ,,.Dest. 1* byla inkubovana
po dobu 4 hod pfti 25 °C a druhy den 2x promyta 200 pl pufrem TBST (TBS-Tween; 50 mM
Tris-HCL 150 mM NaCl, 0,1% [hmotnost/objem] Tween, pH 8). Poté doslo k zablokovani
nespecifickych mist dvouhodinovou inkubaci s 200 ul TBST-2% BSA (2 % [hmotnost/objem]
BSA v TBST) pfi teploté 25 °C. Nasledné byla ,,dest. 1 promyta v 200 ul TBST.

Makrofagy byly stazeny bunécnou Skrabkou do média RPMI, spocitdny v Biirkerové
komiirce, nafedény na koncentraci 2 x 10° a poté piidany do 96 jamkové mikrotitradni
desticky pro tkanové kultury (,,dest. 2°) v koncentraci 200 000 bun¢k na jamku. ,,Dest. 2%
byla inkubovéna 1,5-3 hod v 37 °C v CO; inkubétoru. Poté bylo odstranéno RPMI médium,
ptidano 50 pl DMEM média a buniky byly inkubovany dalSich 30 minut v CO; inkubatoru.

Do nové mikrotitracni desticky (,,dest. 3“) byla pfipravena fedici fada toxini v TUC pufru
o koncentracich 100x vys$Sich, nez byla vysledna poZzadovand koncentrace toxinu, tedy
o koncentracich 50 nM, 37,5 nM, 25 nM a 12,5 nM. Do kazdé jamky bylo ptfidano 5 pl takto
nafedéného toxinu a 245 pl DMEM média. Thned bylo odebrano 50 pl této smési a ptidano
k 50 pl bunék inkubovanych v ,,dest. 2 “ (doslo tak k fedéni 100x na kone¢né koncentrace
toxinu 0,5 nM, 0,375 nM, 0,25 nM a 0,125 nM). Dale probihala inkubace bunéck
s definovanym mnozstvim toxinu po dobu 30 minut v 37 °C v CO; inkubdatoru. Po inkubaci
byla ,,dest. 2 “ v pfipadé¢ potieby odstredovana (840 g, 25 °C, 3 min) a bylo odstranéno
médium. Pfidanim 60 pl ,,stop pufru“ (50 mM HCL 0,2% [objem/objem] Tween) doslo
k zastaveni tvorby cAMP a ndslednym inkubovanim 15 min pfi teplot¢ 100 °C doslo
k denaturaci enzymu. Poté bylo pfiddno 60 pl neneutralizovaného 150 mM imidazolu

a vytvofené vzorky naneseny na ,,dest. 1%

Do prvniho sloupce ,,dest. 1 bylo pfidano 100 pl TBST (pozadi jako kontrola nespecifické
vazby sekundarni protilatky). Do druhého a tietiho sloupce bylo v duplikatu piiddno 100 pl
fedici fady cAMP — 3 000 nM, 1 000 nM, 300 nM, 100 nM, 30 nM, 10 nM, 3 nM a 1 nM.
Redici fada byla piipravena v TBST. Do jamek ve zbylych sloupcich bylo piidano 100 ul
ptislusnych vzorka. Poté bylo do vSech jamek mimo prvniho sloupce ptidano 50 pl kralici
primarni protilatky proti cAMP tedéné 1 : 3000 v TBST-2% BSA a ,,dest. 1 byla inkubovéana

ptes noc pii teploté 4 °C.
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Tteti den byla ,,dest. 1 5x promyta 200 ul TBST a poté bylo do vSech jamek vcetné
prvniho sloupce pfidano 100 pl sekundarni anti-krali¢i protilatky, znacené kifenovou
peroxidazou, fedéné 1:1000 v TBST-2% BSA. Po dvouhodinové inkubaci za mirného ttepani
pii teploté 37 °C byla ,,dest. 1* 5x promyta 200 ul TBST. Do kazd¢ jamky bylo ptidano
100 ul OPD substratu (0,5 pg-ml”" OPD [o-Phenylendiamin, Sigma-Aldrich, USA] a 0,03%
H,O; tésné pied provedenim pokusu smichano s roztokem 0,1 M citratu trisodného o pH 5
[upraveno koncentrovanou H3;PO,]). Reakce probihala nékolik desitek vtefin podle intenzity
zabarveni vzorku fedici fady cAMP a byla zastavena ptidavkem 50 pl 2 M H,SO4. Nakonec
byla odectena hodnota absorbance pti vlnové délce 492 nm (Safire 2, TECAN, Schoeller,
CR), pomoci kalibra¢ni k¥ivky dopogitana koncentrace cAMP. Absorbance slepého pokusu,
obsahujicitho pouze buiiky, byla odectena ode vSech hodnot. Hodnoty koncentrace cAMP
v linearni ¢asti grafu zavislosti koncentrace cAMP na koncentraci CyaA toxinu byly
zprimérovany. Primérnd vnitrobunééna koncentrace cAMP kazdého mutovaného CyaA byla
vztazena k pramérné vnitrobunééné koncentraci cAMP nemutovaného CyaA vyjadiena jako

relativni translokace.

3.2.3.8 Cirkularni dichroismus

Me¢teni CD spekter bylo provedeno ve védecko-servisni skupiné Molekularni
spektroskopie na Ustavu organické chemie a biochemie (UOCHB) AVCR v Praze. Spektra
byla nahrdvédna v oblasti 195-260 nm na pfistroji Jasco J-815 Circular Dichroism
Spectropolarimeter (Jasco, Japonsko) pii pokojové teploté v kiemenné kyveté o optické draze
1 mm (110-QS, Hellma® Analytics). MéFici program byl nastaven na bé&znou citlivost

ptistroje, skenovaci rychlost 10 nm - min™ a &as odpovédi 10 s.

Purifikované proteiny v TUE pufru (mocovina 8 M, EDTA 2 mM, Tris-HCI 50 mM, pH 8)
byly tésné¢ pfed méfenim renaturovany pomoci gelové filtrace na kolonkach se Sephadexem
75 (GE Healthcare) v CD méficim pufru (5 mM Tris-HCI pH 7.4, 50 mM NaCl) a natedény
na koncentraci 100 pg - ml'. Spektrum kazdého proteinu bylo nejprve zméfeno
bez ptitomnosti vapenatych iontti a poté byla koncentrace Ca** upravena na 10 mM

a spektrum bylo nahrano znovu.

Analyza CD spekter byla provedena Lucii Bednarovou (UOCHB) za vyuziti programu
Dichroweb. Spektra pufri byla odectena od spekter proteini. Molarni elipticita (6) byla

vyjadiena v jednotkach [deg - cm™ - dmol™].
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3.2.3.9 Stanoveni sekrece proteinu sekre¢nim aparatem B. pertussis

Vzorky byly odebrany z kultury B. pertussis o ODgp=1 rostouci ve 3 ml SS média
(11,84 g L-glutamatu, 0,24 g L-prolinu, 2,5g NaCl, 0,5g KH,PO,, 0,2g HCL 0,1g
MgCl, x 6 H,0, 0,0151 g CaCl,, 1,5 g Tris-baze, 10 g kasaminokyseliny, 1 g cyklodextrinu,
4 g L-cysteinu, 1 g FeSO4 x 7 H,0, 0,4 g niacinu, 40 g kyseliny askorbové, 15 g glutathionu
v 11 H,O, filtrovano ptes 0,22m filtr). Pfimo z kultury byl odebran kontrolni vzorek (50 pl),
natedén 1:1 TU pufrem (Tris-HCI, pH 8, 8 M mocovina) na findlni koncentraci mocoviny
4 M, a bylo stanoveno celkové mnozstvi CyaA pomoci enzymatické AC aktivity. Poté byl
1 ml kultury odstiedén (16000 g, 5 min, 25 °C) a 50 pl supernatantu bylo smichéno s 50 pl
TU pufru. Pelet byl resuspendovan ve 100 pul T4U pufru (Tris-HCI, pH 8, 4 M mocovina),
inkubovan 30 min pfi pokojové teplot¢ a odstfedén (16000 g, 5 min, 25 °C). Tento
supernatant byl pouzit pro méfeni AC aktivity a odpovida frakci CyaA proteind, které jsou
asociovany na buné&ném povrchu (4 M oplach). Ziskany pelet byl poté resuspendovan
ve 100 ul TU pufru a tato frakce odpovidd nesekretovanénu proteinu. Mnozstvi CyaA
proteinli v jednotlivych frakcich (celkovy protein v kultufe, protein sekretovany
do supernatantu, protein v oplachu 4 M mocovinou a cytosolicky protein) bylo urceno

stanovenim AC aktivity ve vzorcich (viz 3. 2. 3. 1).
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1.

iii.

1v.

CILE PRACE

Ptiprava dele¢nich konstrukti adenylatcyklazového toxinu (CyaA) nesouci sérii deleci
v RTX doméné

Charakterizace biologickych aktivit dele¢nich variant CyaA

Piiprava mutantnich kmenli B. pertussis nesouci jednotlivé delece v RTX doméné

adenylatcyklazového toxinu

Stanoveni role RTX domény pfti sekreci CyaA proteinti pomoci sekre¢niho aparatu typu
I (T1SS)

Hypotéza diplomové prace:

RTX doména hraje klicovou ulohu nejen v cytotoxickeé aktivité adenylatcyklazového toxinu,

ale i pri sekreci toxinu pres cytoplazmatickou membranu bakterie B. pertussis. Biologicka

aktivita toxinu a jeho schopnost sekrece z bunék bude postupné snizovana v zavislosti

na velikosti RTX domény.
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5 VYSLEDKY

5.1 Priprava CyaA proteinii nesoucich postupné delece v RTX doméné

Analyza primarni sekvence RTX domény CyaA ukézala, ze nonapeptidové repetice
o konsenzudlni sekvenci X-(L/I/V)-X-G-G-X-G-X-D jsou uspoiadany do pé&ti blokl, které

jsou oddé€leny rizné dlouhymi sekvencemi s nezndmou strukturou a funkci (Obr. 9).

Konsenzualni motiv: X-(L/1/V)-X-G-G-X-G-X-D

QVVEVDTLE 11020
1029
1038
1047
1056
1065
1076
1085
EERLERMGDTGIHADLQKGTVEKWPALNLFSVDHVK 1131
NIENLHGSRLND 1143
RIAGDDQDN 1152
ELWGHDGND 1161

TIRGRGGDD 1170 BlOk 2
ILRGGLGLD 1179
TLYGEDGND 1188
IFLQDDETVSDDIDGGAGLD 1208
TVDYSAMIHPGRIVAPHEYGFGIEADLSREWVRK 1242
ASALGVDYYD 1252
NVRNVENVIGTSMKD 1267
VLIGDAQAN 1276
TLMGQGGDD 1285
TVRGGDGDD 1294
LLFGGDGND 1303
MLYGDAGND 1312

TLYGGLGDD 1321 B|0k 3
TLEGGAGND 1330
WFGQTQAREHD 1341
VLRGGDGVD 1350
TVDYSQTGAHAGIAAGRIGLGI 1372

GA

KLGE
TVSGIENVVGTELAD 1408
RITGDAQAN 1417
VLRGAGGAD 1426
VLAGGEGDD 1435
VLLGGDGDD 1444 Blok 4
QLSGDAGRD 1453
RLYGEAGDD 1462
WFFQDAANAGN 1473
LLDGGDGRD 1482
TVDFSGPGRGLDAGAKGVFLSLGKGFASLMDEPETSNVLRN 1523
IENAVGSARDD 1534
VLIGDAGAN 1543
VLNGLAGND 1552
VLSGGAGDD 1561
VLLGDEGSD 1570
LLSGDAGNDD 1580
LFGGQGDD 1588
TYLFG\'chl[DISW BIOk 5
TIVESGGGHD 1609
TIRINAGAD 1618
QLWFARQGND 1628
LEIRILGTDD 1638
ALTVHDWYRDADHRVEITHAANQAVDQAGIEKLY 1672
EAMAQYPDPGAAAAAPPAARVPDTLMQSLAVNWR 1706

Obr 9 — Sekvence RTX domény CyaA uspoiadané do péti blokii. Sekvence CyaA mezi
aminokyselinami 1000 a 1706 byla uspotfadana podle uveden¢ho konsenzualniho motivu (Osicka et
al. 2000). Barvami jsou rozliSeny jednotlivé bloky ve smyslu terminologie prace.

Abych urcila roli jednotlivych blokd na biologickou aktivitu CyaA, pfipravila jsem sérii
dele¢nich konstrukti (Obr. 10). U konstruktu CyaA Al jsem deletovala blok 1 (delece
aminokyselin v rozmezi 1009-1095), konstruktu CyaA Al-2 chybi bloky 1-2 (1009-1215),
konstruktu CyaA A1-3 chybi bloky 1-3 (1009-1357) a konstruktu CyaA A1-4 chybi bloky 1-4
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(1009-1486). Konstrukty jsem navrhla tak, aby mohla byt zachovana piedpokladana
kompaktni struktura jednotlivych blokd. VSechny vytvofené konstrukty obsahovaly blok 5,

ve kterém se nachazi sbalovaci centrum molekuly (Bumba, nepublikovana data).

AC 'do_m'éna RTX doména
1 1706
CyaA I
CyaA A1 A1009 -1095 N
CyaAA1-2  A1009-1215 N —
CyaAA1-3  A1009-1357 EEE—
CyaAA1-4  A1009 -148c R —H

Obr. 10 — Schéma dele¢nich konstrukti CyaA.

5.1.1 Priprava expresnich vektort nesoucich delece v RTX doméné CyaA

Na Obr. 11 je znadzornéno schéma ptipravy expresnich vektorti, nesoucich delece v RTX
doméné CyaA. Plazmid pCACT3 byl Stépen restrikénimi endonukledzami Xhol a Xmal,
atato mista byla propojena DNA adaptérem ziskanym spojenim dvou syntetickych
a komplementarnich oligonukleotidi se sekvenci 5- TCGAGACTAGTGCTAGCGGC-3’
a5~ CCGGGCCGCTAGCACTAGTC-3". Tento DNA adaptér nesl mista pro Stépeni
restrikénimi endonukledazami Xhol, Spel a Xmal a jeho sekvence byla navrzena tak, aby nebyl
narusen Cteci rdmec. Timto zplisobem byl vytvofen expresni vektor pCACT3 Al-4.
Pro vytvofeni vektorti pro expresi proteini CyaA Al, CyaA Al-2 aCyaA Al-3 byly
do plazmidu pCACT3 S§tépeného restrikénimi endonukleazami Xhol a Xmal vloZzeny PCR
produkty kédujici RTX bloky, amplifikované z genu cyad na plazmidu pCACT3. Do vektoru
pCACT3 Al-3 byl vlozen blok 4 (amplifikovan za pouziti primerti F-RTXblok4 a R-Xmal),
do vektoru pCACT3 Al-2 bloky 3-4 (primery F-RTXblok3 a R-Xmal) a do vektoru
pCACT3 Al bloky 2-4 (primery F-RTXblok2 a R-Xmal).

Jednotlivé delece byly ovéfeny pomoci restrikéniho Stépeni s ndslednou elektroforetickou
analyzou DNA fragmenti. V piipadé¢ plazmidu pCACT3 Al-4 byly k ovéfeni pouzity
restrikéni endonukledzy Spel a Ncol, v pfipadé plazmidi pCACT3 Al, Al1-2 a Al-3 bylo
provedeno Stépeni Xmal a Xhol. Vektory vykazovaly po Stépeni na gelu zadané fragmenty
a byly nésledn¢ ovéfeny sekvenaci ve Stredisku sekvenovani DNA na Mikrobiologickém

tstavu AVCR, v. v. i., v Praze 4 — Kréi.
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Adaptér:
5- TCGAGACTAGTGCTAGCGGC-3°
3-CTGATCACGATCGCCGGGCC-5'

Xhol Spel Xmal

Obr 11 Schéma piipravy expresnich vektori nesoucich delece v genu cyaA. Plazmid pCACT3
byl stépen endonukledzami Xmal a Xhol a nasledné¢ do né&j byly vlozeny fragmenty RTX bloki
namnozené pomoci PCR v pfipadé vektori pCACT3 Al, Al-2 a Al-3, ¢ adaptér tvofeny
syntetickymi oligonukleotidy v ptipadé vektoru pCACT3 A1-4. Bla — rezistence k ampicilinu, cyaC —
gen pro acyltransferazu aktivujici CyaA.

5.1.2 Produkce CyaA proteini v E. coli a jejich purifikace

Pro produkci rekombinantnich CyaA proteinit byl pouzit plazmid pCACT3, resp. jeho
mutované varianty popsané v piedchozi kapitole. Expresni vektory byly transformovéany
do bun¢k E. coli XL-1 Blue. Produkce proteini byla provedena v objemu 250 ml a jejich
exprese byla indukovana IPTG. Jak je patrné na Obr. 12A, elektroforetickd analyza proteint
(SDS-PAGE) z bunéénych lyzath E. coli ukazala, ze pted indukci IPTG chybél na gelu
prouzek o velikosti odpovidajici proteinu CyaA (200 kDa). Nicmén¢, po indukci IPTG se
objevily prouzky o velikosti 200 kDa, resp. 190 az 140 kDa, odpovidajici produkci divokého
typu CyaA, resp. jeho mutovanych variant (Tab. 3).

CyaA proteiny byly po produkci extrahovany z inkluznich télisek pomoci 8 M moc€oviny.

Pfitomnost a mnoZstvi proteinli v mocovinovych extraktech byla ovéfena pomoci
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SDS-PAGE. Z Obr. 12B je patrné, Ze na gelu se nachazely prouzky o velikostech
odpovidajicich proteinu CyaA (200 kDa) a jeho dele¢nim variantdm (190-140 kDa).

A B
Vv el M

Po indukci IPTG
> N oY/ Predi i N YT Y
v LAY Pred indukci v v
S v & XX PTG ol A . . o
kba Mr o of oF ¥ P58 kDa Mr ¥ o ¥ oFf ¥

7

200—> — <—CyaA 200—>
150 —> =S - 4 150—> ‘“-——-- R CyaA
188=3 e aEE 120—
1g53 - = B == - 100—> Sy
70 | 4% -2 85— “— N |
= BEEEN 70— = 53
50— e =1 5 = &= 60—> !5 £
40% pa— =
= =

1
E:
|

50— \- ==

ot} 40— -

Obr. 12 SDS-PAGE elektroforéza produkce rekombinantniho CyaA a jeho dele¢nich variant.
A — vzorky odebrané pti produkei proteinil v 250 ml kultury pted a 2 hodiny po indukci IPTG. Objem
1 ml tekuté kultury byl odstfedén a pelet byl lyzovan 100 pl TUS pufru (Tris-HCI 50 mM, mocovina
&M, SDS 1% [w/v], pH 8). B — vzorky odebrané po extrakci proteintt 8 M mocovinou. Gely byly
7,5%. Vzorku bylo naneseno 15 pl. Mr zna¢i marker molekulovych hmotnosti. Proteiny byly
vizualizovany barvenim Coomassie Blue

Tab. 3 Pi‘ehled molekulovych hmotnosti dele¢nich variant proteinu CyaA.

Nézev proteinu Molekulova hmotnost [kDa]
CyaA 178
CyaA Al 169
CyaA A1-2 156
CyaA Al1-3 141
CyaA Al-4 128

Standardni purifikacni protokol CyaA zahrnuje kapalinovou chromatografii na DEAE
iontoméni¢i a naslednou purifikaci proteinu pomoci chromatografie s hydrofobni interakci
(Phenyl-Sepharose) (Karimova ef al. 1998). Tento postup vSak nebyl vhodny pro purifikaci
delecnich mutant proteinu CyaA, jejichz afinita ke kladné nabitému DEAE iontoménici je
sniZzena z ditvodu odstranéni velkych ¢asti zdporn€ nabité RTX domény. Byla tedy provedena
dvoukrokova chromatografie, jejimz prvnim krokem byla chromatografie na DEAE

iontoménici a druhym krokem afinitni chromatografie na kalmodulin-agaréze.
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Pti chromatografii na DEAE-iontoménici byl pro CyaA pouzit standardni protokol: kolona
byla ekvilibrovana pufrem ,,DEAE-B“ (se 120 mM NaCl), pot¢é na ni byl nanesen
mocovinovy extrakt a nenavazana frakce proteinli byla vymyta pufrem ,,DEAE-B*. Proteiny,
navazané na matrici DEAE, byly eluovany pufrem ,,DEAE-E®, obsahujicim 200 mM NaCl.
Pti purifikaci mutovanych CyaA byla kolona ekvilibrovana pufrem ,,DEAE-C* (bez NaCl),
poté na ni byl nanesen mocovinovy extrakt a nenavazana frakce proteinli byla vymyta pufrem
,DEAE-C*“. Proteiny, navdzané na matrici DEAE, byly eluovany pufrem ,,DEAE-E®.
Nenavazané i elucni frakce byly analyzovany metodou SDS-PAGE a elu¢ni frakce byla
nasledné pouzita pro druhy krok purifikace. Jak je patrné na Obr. 13A, nenavazana frakce
obsahuje protein o velikosti odpovidajici CyaA (200 kDa), ale také prouzky s mensi
molekulovou hmotnosti odpovidajici ne€istotdm. Elu¢ni frakce 2-4 ve druhém sloupecku
obsahuje Cisty protein CyaA o velikosti odpovidajici 200 kDa. V nasledujicich elu¢nich
frakcich (sloupecky 3 a 4) jsou prouzky odpovidajici proteinu CyaA slab& viditelné.
Na Obr. 13B, ktery ukazuje frakce z purifikace mutovanych CyaA, se nachazeji na gelu
postupné se snizujici prouzky odpovidajici velikostem mutovanych CyaA, a to jak
v nenavazané frakci (sloupecky 1, 3, 5 a 7), tak veluéni frakci (sloupecky 2, 4, 6 a 8).

Mnozstvi obsazenych necistot je v téchto dvou frakcich srovnatelné.

A B N \9’ '\9" \'b‘
4 4 4 >
X X X X X
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Obr. 13 Gely SDS-PAGE se vzorky z purifikace kapalinovou chromatografii na DEAE
iontoménici. A — purifikace CyaA. Mocovinovy extrakt byl nanesen na kolonu a nenavazana frakce
(sloupecek 1) byla sbirana. Eluce byla provedena postupné objemy 1,5 ml pufru ,,DEAE-E* a frakce
byly sbirany. Sloupecek 2 zobrazuje elucni frakce 2-4, sloupecek 3 frakce 5-6 a sloupecek 4 frakci 7.
B — purifikace mutovanych CyaA. Mocovinovy extrakt byl nanesen na kolonu a nenavdzana frakce
byla sbirdana (1, 3, 5 a 7). Eluce byla provedena pufrem ,,DEAE-E“. Elu¢ni frakce je zobrazena
ve sloupeccich 2, 4, 6 a 8. Gely byly 7,5%. Vzorku bylo naneseno 15 pl. Mr zna¢i marker
molekulovych hmotnosti. Proteiny byly vizualizovany barvenim Coomassie Blue
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Cistota proteintl, ziskana chromatografii na DEAE iontomé&ni¢i, nebyla dostateénd, proto
nasledoval druhy krok purifikace. Tim byla afinitni chromatografie na kalmodulin-agardze,
pii které bylo vyuZito vysoké afinity AC domény CyaA ke kalmodulinu (Ladant 1988).
Kolona byla po naneseni elu¢ni frakce z pfedchoziho purifikaéniho kroku promyta pufrem
,KA®, obsahujicim 1 mM CaCl,, ktery umoznuje navazdni AC domény ke kalmodulinu,
zatimco ostatni proteiny nejsou za téchto podminek navdzany. CyaA proteiny byly poté
eluovany pufrem ,, KE®, obsahujicim EDTA. Jak je znidzornéno na Obr. 14, SDS-PAGE
analyza elu¢nich frakci ukazala, ze vSechny pfipravené proteiny mély dostatecnou cCistotu
a jejich molekulovd hmotnost odpovidala teoretické hmotnosti proteini. Koncentrace
purifikovanych proteini byly stanoveny metodou podle Bradfordové a jejich hodnota se

pohybovala okolo 0,7 mg - ml™.
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Obr. 14 Gel SDS-PAGE se vzorkem z purifikace afinitni chromatografii na kalmodulin-
agaréze. Naneseny vzorek je z vybrané nejkoncentrovangjsi elucni frakce. Gel byl 7,5%. Vzorku
bylo naneseno 15 pl. Mr zna¢i marker molekulovych hmotnosti. Proteiny byly vizualizovany
barvenim Coomassie Blue.

5.2 Charakterizace biologickych aktivit mutovanych CyaA

na erytrocytech
CyaA se véaze nejen na buiiky obsahujici specificky receptor CD11b/CD18, ale rovnéz
na nékteré jiné eukaryotické bunky, ktery tento receptor nemaji, napi. na erytrocyty. Vazba

mutovanych CyaA na erytrocyty byla méfena jako enzymatickd AC aktivita molekul toxinu,
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ktery zistal asociovdn s membranou erytrocytu po inkubaci s purifikovanymi toxiny.
Na Obr. 15A je znazornéna vazebna aktivita CyaA a jeho mutovanych forem v pfitomnosti
2mM Ca*" a5 mM EDTA, ktera slouZi jako negativni kontrola. Vazebna aktivita proteind
byla vyjadiena jako relativni vazba CyaA v piitomnosti 2 mM Ca®’; tj., vazebna aktivita
CyaA v2mM Ca*" byla rovna 100 %. Jak je patrné na Obr. 15A, vazebna aktivita
mutovanych CyaA se pohybovala v rozmezi 10-45 %, a to jak v p¥itomnosti 2 mM Ca®", tak
i v pfitomnosti 5 mM EDTA. VSechny mutované CyaA proteiny vykazovaly srovnatelnou
uroven vazby. Z vysledku lze uzavfit, ze neni patrno Zadné ovlivnéni vazebné aktivity
v zé&vislosti na poc¢tu ubranych RTX bloki v mutovanych CyaA proteinech. Tyto proteiny se

Castecné vazZou na erytrocyty a tato vazba je nezavisla na pfitomnosti vapenatych iontd.
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Obr. 15 Stanoveni aktivit variant proteinu CyaA na erytrocytech. AC aktivity byly méfeny
v ptitomnosti 2 mM Ca”" resp. 5 mM EDTA. Aktivity CyaA v piitomnosti 5 mM EDTA a kazdého
ACyaA byly vztazeny k aktivité CyaA v ptitomnosti 2 mM Ca®" a vyjadieny v procentech. Panel A
zobrazuje vazebnou aktivitu. Mnozstvi 5 x 10® bunék bylo inkubovano s 5 nM purifikovanym toxinem
po dobu 30 min. Poté byla zméfena AC aktivita molekul asociovanych s erytrocyty. Zobrazeny jsou
primérné hodnoty a smérodatné odchylky z nejméné 2 nezavislych pokust provedenych v duplikatu,
resp. z 1 pokusu proveden¢ho v duplikdtu (u vzorkii CyaA Al 5 mM EDTA, CyaA Al-3 5mM
EDTA a CyaA Al-4 5 mM EDTA). Panel B zobrazuje invazivni aktivitu. Mnozstvi 5 x 10* bunék
bylo inkubovéno s 5 nM purifikovanym toxinem po dobu 30 min. Nasledovalo osetieni 20 ug-ml™
trypsinu a zmétfeni AC aktivit molekul, které nebyly trypsinem S$tépeny tzn. byly translokovany
do cytosolu pfes cytoplazmatickou membranu. Zobrazeny jsou prumérné hodnoty a smeérodatné
odchylky znejméné 2 nezavislych pokusi (n=2-3) provedenych v duplikétu, resp. n=1 (u vzorku
CyaA 5 mM EDTA).

CyaA je schopen translokovat svou enzymatickou AC doménu pies cytoplazmatickou
membranu do erytrocytii (Rogel ef al. 1991), k emuz bezpodmineéné vyzaduje Ca** ionty

v milimolarnich (mM) koncentracich (Rose ef al. 1995). Invazivni aktivita CyaA byla méfena
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jako AC aktivita (viz 3. 2.3.1.) molekul toxinu translokovanych pies cytoplazmatickou
membranu do cytosolu erytrocytii po jejich inkubaci s purifikovanymi toxiny a nasledném
proteolytickém S$tépeni mimobunécnych proteinii protedzou, trypsinem. Na Obr. 15B je
patrné, Ze invazivni aktivita CyaA v pfitomnosti 5 mM EDTA je zanedbatelna, stejn¢ tak jako
invazivni aktivity viech delenich mutant CyaA v pfitomnosti 2 mM Ca**. Z téchto dat
vyplyvéd, ze CyaA proteiny nesouci postupné delece v RTX doméné nejsou schopny

translokovat AC doménu do cytosolu erytrocytl ptes cytoplazmatickou membranu.

Erytrocyty jsou déale vybornym systémem pro méfeni hemolytické aktivity toxinu. Ta dava
informaci o schopnosti toxinu tvofit v membranach erytrocytii pory a zpusobovat tak jejich
koloidné osmotickou lyzi. Hemolytickd aktivita byla méfena spektrofotometricky jako
absorbance hemoglobinu uvolnéného z erytrocytd pii 541 nm. Mocovinové extrakty,
obohacen¢ o CyaA, vykazovaly mnohonasobné veétsi schopnost lyzovat erytrocyty,
nez purifikovany CyaA; z tohoto divodu byly pro méfeni hemolytické aktivity pouzity
mocovinové extrakty. Koncentrace CyaA proteinii v mocovinovych extraktech byla stanovena
na zakladé jejich AC aktivity. Na Obr. 16A je zobrazen pribéh lyze erytrocytl v Case
pro CyaA a jeho dele¢ni varianty. Pribéh lyze erytrocyti vcase pro CyaA byl
charakterizovan exponencidlné se zvySujici absorbanci uvolnéného hemoglobinu az do paté
hodiny inkubace, ve které jiz doSlo k maximalni lyzi erytrocytii toxinem. Na rozdil od toho
u dele¢nich konstruktii CyaA nebylo patrno zddné uvoliiovani hemoglobinu z bun¢k dokonce
ani v sedmé hodin¢ inkubace. Na Obr. 16B je zobrazena relativni hemolytické aktivita CyaA
a jeho dele¢nich variant v piitomnosti 2 mM Ca** a 5mM EDTA. Jak je dale patrné
na Obr. 16B, hemolyticka aktivita CyaA v pfitomnosti 5 mM EDTA byla zanedbatelna, stejné
tak jako hemolytické aktivity viech mutovanych proteinti CyaA v pfitomnosti 2 mM Ca®".
Z téchto dat vyplyva, Ze delecni konstrukty CyaA nejsou hemolyticky aktivni.
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Obr. 16 Stanoveni hemolytické aktivity variant CyaA na erytrocytech. Absorbance hemoglobinu
uvolnéného z lyzovanych bundk Ass byla méfena v hodinovych intervalech. Mnozstvi 5 x 10° bungk
bylo inkubovéno s mo¢ovinovymi extrakty CyaA a mutovanych CyaA v piitomnosti 2 mM Ca”" resp.
5 mM EDTA. Panel A zobrazuje prubéh lyze v ¢ase inkubace 0. - 7. hod pfi jednom reprezentativnim
pokusu. Od hodnot byla odectena absorbance slepého pokusu. Panel B zobrazuje relativni lyzi
erytrocytd. Hodnoty Ass; mutovanych CyaA a CyaA v pfitomnosti 5 mM EDTA po 4 hodinich
inkubace byly vztazeny k hodnoté Asy CyaA v piitomnosti 2mM Ca®". Ode viech hodnot byla
odectena absorbance slepého pokusu. Zobrazeny jsou primérné hodnoty a smeérodatné odchylky
ze dvou nezavislych pokust.

5.3 Charakterizace biologickych aktivit mutovanych CyaA na buiikach

nesoucich specificky receptor CD11b/CD18

Receptor CD11b/CD18 je specifickym receptorem pro CyaA na bunécném povrchu bunék
imunitniho systému, jako napf. monocytl, makrofigii ¢i neutrofili (Guermonprez et al.
2001). Jako model pro stanoveni biologickych aktivit toxinu na bunikach s receptorem byla
pouzita mySi makrofagova linie J774A.1. Vazba na povrch J774A.1 bun¢k byla métena jako
enzymatickd AC aktivita molekul toxinu, které zlistavaji asociovany s membranou makrofagu
po inkubaci s purifikovanymi toxiny. Na Obr. 17A je znazornéna relativni vazebna aktivita
CyaA a jeho mutovanych forem po inkubaci v piitomnosti 2 mM Ca*". Je patrné, Ze viechny
mutované CyaA proteiny vykazuji srovnatelnou uroven vazby, ktera se pohybovala v rozmezi
10-30 % oproti divokému typu. Tato data naznauji, ze mutované formy CyaA nejsou

schopny specificky interagovat s povrchovym receptorem CD11b/CD18.

Schopnost translokace AC domény pies cytoplazmatickou membranu do cytosolu

makrofaghh byla méfena jako ndrlst vnitrobunééné koncentrace cAMP, zplsobeny
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enzymaticky aktivni AC doménou translokovanou do cytosolu J774A.1 bunék. Hladina
cAMP byla uréena metodou ELISA. Z Obr. 17B je patrné, Ze translokace AC domény
do makrofagli u mutovanych CyaA je zanedbatelnd. Z téchto dat vyplyva, ze CyaA proteiny,
nesouci postupné delece v RTX doméné, nejsou schopny zvySovat hladinu cytosolického
cAMP a tudiz nejsou schopny translokovat svoji AC doménu pies cytoplazmatickou

membranu do cytosolu buné¢k.
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Obr. 17 Stanoveni aktivit delenich mutant CyaA na J774A.1 myS$i makrofagové linii.

Panel A zobrazuje vazebnou aktivitu. Inkubace probihala v DMEM médiu obsahujicim 1,8 mM Ca*".
Mnozstvi 1 x 10° bun&k bylo inkubovano s 5 nM koncentraci purifikovaného toxinu po dobu 30 min.
Poté¢ byla zméfena AC aktivita molekul toxinu asociovanych s membranou makrofagh. Aktivita
kazdého ACyaA byla vztazena k aktivité CyaA a vyjadiena v procentech. Zobrazeny jsou primérné
hodnoty a smeérodatné odchylky znejméné dvou (n=2-4) nezavislych pokusi provedenych
v duplikatech. Panel B zobrazuje translokaci AC domény do makrofagi. Mnozstvi 2 x 10° bunék
v DMEM médiu bylo inkubovano s koncentracemi purifikovaného toxinu 0,5 nM, 0,375 nM, 0,25 nM
a 0,125 nM po dobu 30 min. Hladina vnitrobunééného cAMP vytvofeného po inkubaci byla ur¢ena
metodou ELISA. Relativni translokace byla vypoctena vztazenim vnitrobunéné koncentrace cAMP
dele¢nich mutant k hodnoté c.amp u CyaA a vyjadfena v procentech. Zobrazeny jsou primérné
hodnoty ze dvou nezavislych pokusti provedenych v duplikatech.

5.4 Mapovani antigenniho epitopu pro protilatku 9D4

Protilatka 3D1 je myS$i monoklonélni protilatka proti AC doméné CyaA a jeji epitop se
nachdzi mezi aminokyselinami 385-399 (Lee et al. 1999). Protilitka 9D4 je také mysi
monoklondlni protilatka, ktera rozpoznava RTX doménu CyaA ale i RTX doménu ostatnich
RTX toxinti. Nicméné, jeji vazebné misto na RTX doméné CyaA neni zndmo. K mapovani
epitopu 9D4 protilatky byly pouzity mutované CyaA proteiny nesouci postupné delece v RTX
doméng. Purifikované proteiny (viz Kap. 5.1.2) byly rozdéleny pomoci SDS-PAGE

a pfeneseny na nitrocelulosovou membranu technikou ,,Western blotting®. Jednotlivé proteiny
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byly poté detekovany na membrané pomoci 3D1 a 9D4 protilatky. Jak je patrné na Obr. 18A,
protilatka 3D1 rozpoznala vSech pét variant CyaA, které tvoii na membrané postupné se
snizujici prouzky odpovidajici klesajicim molekulovym velikostem proteinid. Na Obr. 18B je
patrné, ze protilatka 9D4 rozpoznala proteiny CyaA, CyaA Al a CyaA Al-2, ale nebyly jiz
detekovany proteiny CyaA Al-3 a CyaA Al-4. Z tohoto vysledku lze uzavftit, Ze antigenni
epitop protilatky 9D4 se nachazi v ramci RTX bloku 3.
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Obr. 18 Imunochemicka detekce CyaA proteini pomoci protilatky 3D1 (panel A) nebo 9D4
(panel B). Purifikované proteiny byly rozdéleny v 7,5% polyakrylamidovém gelu, pfeneseny
metodou ,,Western blotting* na nitrocelul6zovou membréanu a detekovany protilatkami.

5.5 Analyza sekundarni struktury CyaA a mutovanych CyaA pomoci

cirkularniho dichroismu

RTX doména CyaA je v nepfitomnosti vapenatych iontll nestrukturovand a po vazbé
vapenatych iontii se sbaluje do specifické struktury B-Sroubovice (kap. 2. 2. 2) (Rose et al.
1995; Chenal et al. 2009). Abych zjistila, zda je RTX doména sbalovdna u delecnich mutant,
pouzila jsem metodu spektroskopie cirkularniho dichroismu (CD), kterda udéva informaci
o zastoupeni sekundéarnich struktur v proteinech. Nejdiive byla zméfena CD spektra
purifikovanych proteini v nepfitomnosti vapenatych ionti (Obr. 19, ¢erné linky). Z Obr. 19
A-E je patrné, ze spektra divokého typu toxinu a mutovanych proteinti v nepfitomnosti
vapenatych iontl jsou charakterizovdna negativnim pasem u 208 nm a negativnim raménkem
okolo 220 nm. Naproti tomu, CD spektra proteinii CyaA (Obr. 19A), CyaA Al (Obr. 19B)
a CyaA Al-2 (Obr. 19C) v piitomnosti 10 mM Ca®" (Servené linky) jsou charakterizovana
negativnim pasem okolo 217 nm a negativnim raménkem okolo 208 nm (Cervené linky).
Nicménég, spektra CyaA Al-3 (Obr. 19D) a CyaA Al-4 (Obr. 19E) jsou charakterizovana
spiSe dvéma negativnimi pasy pii 210 a 220 nm. Na spektrech CyaA A1-4 (Obr. 19E) je navic
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na rozdil od ostatnich spekter snizeni molarni elipticity pii 196 nm v piitomnosti 10 mM Ca*".
Vzhledem k tomu, Ze CyaA ma mnoho predikovanych a-Sroubovic mimo RTX doménu a -
$roubovicovou strukturu v oblasti RTX domény, zména spektra po pfidani Ca*" naznaduje
sbalovani RTX domény do B-Sroubovice. Podobnd, i kdyz méné€ vyraznd zmeéna spektra byla
pozorovana po piidani Ca** i u mutovanych CyaA. Pouze u proteinu CyaA Al-4, ktery témét
postrddd RTX doménu, byl pozorovan minimalni posun spekter smérem ke spektru

charakteristickému pro [ strukturu.
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Obr. 19 CD spektra CyaA (A), CyaA Al (B), CyaA Al1-2 (C), CyaA Al1-3 (D) a CyaA Al-4 (E).
Zobrazena je molarni elipticita 0 v jednotkach (deg - cm® - dmol'x10°), m&Fena spektropolarimetrem
Jasco J-815 na proteinech o koncentraci 100 pg - ml" purifikovanych dvoukrokovou chromatografii.
Spektra byla zméfena ve vlnovych délkdch 195-260 nm ptfi pokojové teploté¢ v kiemenné kyveté
o optické draze 1 mm. Cerné spektrum zobrazuje protein v nepfitomnosti Ca>" a ervené spektrum
protein v piitomnosti 10 mM Ca*".

5.6 Role RTX domény pri sekreci proteinu CyaA z B. pertussis

Protein CyaA je sekretovan bakteridlnim sekrecnim aparatem typu I (T1SS). Aby byly
proteiny sekretovany apardtem, musi ziistat v nesbaleném stavu. Proteiny se nasledné sbaluji
vlivem véapenatych iontfi, kterych je vné buiiky vice (>2 mM Ca®") neZ v cytosolu (<100 nM
Ca"). Umisténi sekre¢niho signalu na C-konci proteinu a sbalovani C-koncové RTX domény
v médiu vlivem vapenatych iontli naznacuje, Ze sekrece proteinli zacina jejich C-koncovou

Casti, ktera se také nejdiive objevi vné buiky pii vystupu z aparatu. RTX doména CyaA je
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navic sbalovana ve sméru od C- k N-konci (Bumba, nepublikované data). Pro studium role

RTX domény pfi sekreci toxinu byly pouzity vySe piedstavené dele¢ni konstrukty CyaA.

5.6.1 Priprava mutantnich kment B. pertussis

Mutantni kmeny B. pertussis byly pfipraveny za vyuziti plazmidu pSS4245, cozZ je vektor
pro alelickou vyménu u B. pertussis (Inatsuka et al. 2010). Tento plazmid koéduje specidlni
restrikéni endonukledzu 1-Scel, a zarovenn obsahuje zdsahové misto pro tento enzym. Gen
I-Sce 1 je kontrolovan BvgA/S systémem. Plazmid dale obsahuje klonovaci misto, do kterého
jsou vkladany useky genu B. pertussis, dlouhé 1000 pb a nesouci pozadovanou mutaci.
Po ptenosu konjugaci do B. pertussis dochazi kintegraci plazmidu pSS4245
do chromozomalni DNA pomoci antibiotikové selekce (1. krok homologni rekombinace, viz
Obr. 21) ak nasledné alelické vyméné za mutovanou variantu genu, ktera je spousténa

pfi Bvg' podminkéch (2. krok homologni rekombinace, Obr. 21).

Nejdiive byly pfipraveny plazmidy pSS4245 nesouci pozadované dele¢ni mutace v genu
cyaA (Obr. 20). Plazmid pSS4245 byl $tépen endonukledzami Notl a BamHI a nésledné
doné& byly vlozeny fragmenty mutovanych cyad geni, dlouhé 1000 part bazi. Tyto
fragmenty byly amplifikovany pomoci PCR z expresnich vektorit pCACT3 Al (primery F-
BP-Al a R-BP-Al), pCACT3 Al-2 (primery F-BP-Al-2 a R-BP-A1-2), pCACT3 Al-3
(primery F-BP-A1-3 a R-BP-A1-3) a pCACT3 Al-4 (primery F-BP-A1-4 a R-BP-A1-4) viz
sekvence primert v Tab. 1. Vlozeni 1000 pb dlouhého fragmentu do pfipravenych plazmidii
,»,pSS4245 AcyaA* bylo ovéteno kontrolnim Stépenim enzymy Notl a BamHI a sekvenaci

ve Stredisku sekvenovani na MBU AVCR.
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Obr 20 Schéma pripravy alelickych vektori pSS4245 nesoucich delece v genu cyad (pSS4245
AcyaA). Plazmid pSS4245 byl §tépen endonukleazami Notl a BamHI a nasledné do né&j byly vloZzeny
1000 pb dlouhé fragmenty cyad gent s delecemi, namnoZzené pomoci PCR z expresnich vektort
pCACT3 Al, Al-2, A1-3 a Al-4. Bla — rezistence k ampicilinu, cyaC — gen pro acytransferazu
aktivujici CyaA, [-Scel — gen pro restrikéni endonukledzu Stépici uvnitt plazmidu pSS4245, neo —
rezistence k neomycinu a ke kanamycinu, tet — rezistence k tetracyklinu, str — rezistence
ke streptomycinu.

Vytvoiené konstrukty, nesouci delece Al, Al-2, Al-3, resp. Al-4 v genu cyad, byly
transformovany do bakterii E. coli SM10 A pir a dopraveny do bun€k B. pertussis pomoci
bakteridlni konjugace. Vzhledem k tomu, Zze jednotlivé mutované CyaA proteiny nejevi
hemolytickou aktivitu (Obr. 16), mutantni kmeny B. pertussis nesouci pozadované mutace
byly selektovany jako nehemolytické kolonie na miskach ziskanych pii druhém kroku

homologni rekombinace (Obr. 21).
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Obr. 21 Dva kroky homologni rekombinace plazmidu pSS4245, nesouciho dele¢ni mutaci
vgenu pro cyad (pSS4245 AcyaA). Mutantni pSS4245 plazmidy byly preneseny konjugaci
z bakterii E. coli SM10 A pir do B. pertussis Tohama 1. Pfidavek antibiotik do tuhého média podpotil
1. krok homologni rekombinace plazmidu do chromozomu B. pertussis pfes dva homologni useky,
ohranicujici vytvofenou deleci. Ke 2. kroku homologni rekombinace - vyStépeni plazmidu
z chromozomu - doSlo po pfetieni kolonii na misky neobsahujici MgSO, ani antibiotika. Takto byly
vytvoreny kolonie kodujici divoky typ CyaA (a) a delecni mutanty (b).

Ptitomnost poZadované mutace v genomu nehemolytickych kolonii byla dale ovétfena
pomoci PCR na bakterialnich koloniich s vyuzitim primerG pouzitych vySe k amplifikaci
1000-pb useku gend, a naslednou sekvenaci PCR produktl. Celistvost CyaA a delec¢nich
variant CyaA, produkovanych koloniemi, byla dale ovéfena pomoci imunochemické detekce
proteinu na membrané. Jednotlivé kolonie byly individualné kultivovany v SS médiu, a smés
bunéénych proteinti byla rozdélena pomoci SDS-PAGE. Proteiny byly pfeneseny
na membranu a detekovany pomoci 3D1 protilatky. Jak je patrné na Obr. 22, vétSina
testovanych kolonii produkovala CyaA proteiny pozadovanych délek (viz purifikované
proteiny nanesené na gel jako vnitini standard). Zaroven byl u kolonii B.p. Cyad A1, B.p.
CyaA Al-2 (Obr. 22A) a B.p. Cyad A1-3 (Obr. 22B) patrny degradacni produkt o nizsi
molekulové hmotnosti. Pravdépodobné dochédzelo k vnitrobunééné degradaci mutovanych
CyaA proteind, kterd mohla byt zplGsobena zkracenim jejich RTX domény. Z téchto dat
vyplyva, Ze postupné delece v RTX doméné CyaA byly Uspé$né zavedeny do chromozomu

B. pertussis a bakterie produkovala pozadované proteiny.
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Obr. 22 Imunochemicka detekce CyaA proteinti z kolonii B. pertussis pomoci protilatky 3D1.
Jednotlivé mutantni kolonie B. pertussis, kultivované v SS médiu do dosazeni OD=1, byly odstfedény
(16000 x g, 5 min, 25 °C) a pelety byly lyzovany v TUS pufru (Tris-HCl 50 mM, mocovina 8§ M,
SDS 1% [w/v], pH 8). Lyzaty byly naneseny na 7,5% polyakrylamidovy gel a pfeneseny metodou
,, Western blotting* na nitrocelul6zovou membranu. A — sloupecky 1-6 — kolonie B.p. Cyad 41,
sloupecky 7-12 — kolonie B.p. Cyad A1-2. B—zleva purifikované proteiny CyaA a CyaA Al-3
slouzici jako standardy, sloupecky 1 — 10 - kolonie B.p. Cyad 41-3. C — zleva purifikovany
CyaA Al-4, sloupecky 1-4 — kolonie B.p. Cyad A1-4.

5.6.2 Sekrece mutovanych CyaA v B. pertussis

SS médium pro kultivaci B. pertussis obsahuje 0,1 mM koncentraci vapenatych iontt.
Za téchto podminek zlstava vétSina sekretovaného CyaA asociovana s bunéénym povrchem
(Zaretzky et al. 2002). Navic koncentrace vapenatych iontii v SS médiu (0,1 mM CaCl,)
neumoziuje sbalovani RTX domény, kterda probihd ve vySSich koncentracich
(od 1 mM CaCly). Z tohoto divodu byly provedeny sekre¢ni experimenty v SS médiu
samotném a v SS médiu obohaceném o 2 mM Ca’’. Bundna kultura byla rozdélena
na tii frakce nasledujicim zplGsobem: kultura B. pertussis v SS médiu byla odstfedéna
a supernatant reprezentuje frakci CyaA sekretovaného do média (frakce ,,v supernatantu®).
Bunéény pelet byl oplachnut pufrem T4U, obsahujicim 4 M mocovinu, ktera sice nezptsobi
bunécnou lyzi, ale je schopna extrahovat proteiny na bunééném povrchu. Tato suspenze byla
nasledné odstfedéna a supernatant (,,4 M oplach®) reprezentuje frakci sekretovanych molekul
navazanych na povrch buiky, zatimco pelet obsahuje proteiny =z cytosolu bakterie
(,,cytosolicka frakce*). Mnozstvi molekul protein CyaA v jednotlivych frakcich bylo zjisténo
métfenim jejich AC aktivity (Kap. 3.2.3.1.). Tabulka 4 ukazuje hodnoty celkovych AC
aktivit v1 ml kultury pfimo odebrané pfiridznych experimentech, které znacné kolisaji.
Jedinym pozorovatelnym trendem je vyrazné niz§i AC aktivita ve vSech vzorcich z kultury
B.p. Cyad A41-4. Z tohoto divodu byly srovnavany relativni hodnoty AC aktivit
v jednotlivych frakcich.
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Tab. 4 Celkova AC aktivita v ml kultury v péti nezavislych experimentech

AC aktivita v experimentu [mU - ml™|

0,1 mM Ca** 2 mM Ca**
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
B.p. Cyad 364 89 13,5 7.3 251 71,5 173 49,1 287 3,3
B.p. CyaAd Al 355 12,0 159 5,1 22 | 85 17,1 147 1,0 0,7
Bp. Cyad41-2 | 268 99 9,5 52 1,5 | 10,7 282 7,9 1,2 0,5
B.p. Cyad A1-3 14,0 - 9,8 2,1 1,5 | 11,0 - 4,1 0,7 3,6
B.p. CyaA A1-4 1,6 26 2,2 0,5 03| 14 52 1,2 0,3 0,2

Na Obr. 23A je zobrazeno relativni zastoupeni AC aktivit v cytosolické frakci, ve 4 M
oplachu a v supernatantu pii sekreci divokého typu toxinu v B. pertussis. V SS médiu
s obsahem 0,1 mM Ca*" bylo zhruba 50 % molekul toxinu sekretovano ven z buiiky, nicméné
vétSina CyaA molekul byla asociovana s bunéénym povrchem bakterie. Naproti tomu,
v piftomnosti 2 mM Ca®>" bylo pies 90 % molekul toxinu nalezeno v supernatantu a pouze
nepatrné mnozstvi CyaA bylo detekovéano v cytosolické frakci ¢i ve 4 M oplachu. Obr. 23B
znazornuje efektivitu sekrece, vypocitanou jako pomér AC aktivit sekretovanych molekul
(tj. soucet ve 4 M oplachu a v supernatantu) a AC aktivity v cytosolické frakci. Efektivita
sekrece divokého typu toxinu v piftomnosti 2 mM Ca®" odpovida asi tiicetindsobku jeho

efektivity v ptitomnosti 0,1 mM Ca®". Ztéchto dat vyplyva, Ze vapenaté ionty indukuji

sekreci CyaA do supernatantu.
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Obr. 23 Sekrece CyaA v B. pertussis. A — relativni distribuce AC aktivity ve frakcich. Vzorky byly
odebrany z kultury bakterii v SS médiu pti OD=I1. Cytosolickd frakce (Sedy sloupec) reprezentuje
vnitrobunééné molekuly uvolnéné z peletu TU pufrem s 8 M mocovinou. Frakce 4 M oplach (bily
sloupec) reprezentuje molekuly asociované s butkami a ziskané oplachem bun¢k T4U pufrem s 4 M
mocovinou. Frakce v supernatantu (¢erny sloupec) reprezentuje sekretované molekuly nachazejici se
po odstfedéni v supernatantu. Mnozstvi CyaA ve frakcich bylo stanoveno jako jejich AC aktivita.
Soucet AC aktivit ve tfech frakcich byl povazovan za 100 %. Zobrazeny jsou primérné hodnoty
a smérodatné odchylky z n=13 nezavislych sekrecnich experimenti. B — efektivita sekrece CyaA,
vyjadfena jako pomér AC./ACiy. AC,: je aritmetickym souctem AC aktivity v supernatantu
ave frakci v4 M oplachu. AC;, je AC aktivita v cytosolické frakci. Zobrazeny jsou pramérné
hodnoty a smérodatné odchylky z n=16 nezavislych experimentt.

Na Obr. 24 jsou zobrazeny vysledky sekrec¢nich experimentll provedenych s divokym
typem a jeho mutovanymi variantami. Relativni distribuce AC aktivit (obr. 24A) ukazuje,
Ze v ptitomnosti 0,1 mM Ca>" byly CyaA proteiny sekretovany asi z 50 % a vétsina molekul
byla asociovana s bunéénym povrchem (4 M oplach). Naproti tomu, protein CyaA Al-4 byl
sekretovan pouze z 30 % a vétSina tohoto proteinu byla detekovdna pouze v supernatantu.
Na rozdil od divokého typu toxinu, ktery byl z 90 % sekretovan do supernatantu obsahujiciho
2 mM Ca®’, deleéni konstrukty CyaA byly sekretovany pouze z 20-60 % a vétsina téchto
proteinli byla také nalezena v supernatantu. Na Obr. 24B je zndzornéna efektivita sekrece
divokého typu a mutovanych CyaA. Efektivita sekrece se pohybuje na hladiné¢ 1-2
u mutovanych CyaA v piftomnosti 2 mM i 0,1 mM Ca®’, kdezto efektivita sekrece CyaA
v piftomnosti 2 mM Ca®" odpovida hodnoté 30. Tyto vysledky jednoznaéné naznaduiji,

ze sbalovani RTX domény CyaA umoznuje sekreci CyaA pres sekre¢ni aparat typu 1.
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Obr. 24 Sekrece CyaA proteinii v mutovanych kmenech B. pertussis. A — relativni distribuce AC
aktivity ve frakcich. Vzorky byly odebrany z kultury bakterii v SS médiu pfi OD=I1. Cytosolicka
frakce (Sedy sloupec) reprezentuje vnitrobunééné molekuly uvolnéné zpeletu TU pufrem s 8 M
mocovinou. Frakce 4 M oplach (bily sloupec) reprezentuje molekuly asociované s burikami a ziskané
oplachem bun¢k T4U pufrem s 4 M mocovinou. Frakce v supernatantu (Cerny sloupec) reprezentuje
sekretované molekuly nachazejici se po odstfedéni v supernatantu. Mnozstvi CyaA ve frakcich bylo
stanoveno jako jejich AC aktivita. Soucet AC aktivit ve tfech frakcich byl povazovan za 100 %.
Zobrazeny jsou prumérné hodnoty a smeérodatné odchylky znejméné 5 nezavislych sekrec¢nich
experimentll (n=5-13). B — efektivita sekrece CyaA, vyjadfena jako pomér AC,,/ACi. AC,y: je
aritmetickym souctem AC aktivity v supernatantu a ve frakci v4 M oplachu. AC;, je AC aktivita
v cytosolické frakci. Zobrazeny jsou prumérmé hodnoty a smérodatné odchylky znejméng
5 nezavislych experimentti (n=5-16).

Meteni AC aktivity je vysoce citlivd metoda pro stanoveni mnozstvi CyaA molekul
ve vzorcich. Dava vSak informaci pouze o pifitomnosti funkéni AC domény. Pro ovéfeni,
ze v jednotlivych frakcich se vyskytoval protein v plné délce, ne pouze jako AC doména,
jsem provedla SDS-PAGE se vzorky z frakei v supernatantu, ve 4 M oplachu a z cytosolické
frakce. Proteiny byly rozdéleny SDS-PAGE elektroforézou, pfeneseny na membranu metodou
,Western blotting”“ a detekovany pomoci imunochemické detekce s 3D1 protilatkou.
Na Obr. 25A je znazornéna detekce purifikovanych proteint slouZzici jako interni standard.
Na Obr. 25D, znéazornujici analyzu frakce v supernatantu, je na membrané patrny jediny
prouzek a to ve vzorku B.p. CyaA v piitomnosti 2 mM Ca®", coz je ve shodé s vysledkem,
ziskanym stanovenim AC aktivit (Obr. 24A). Ve frakci ve 4 M oplachu (obr. 25C) jsou
pozorovatelné  prouzky odpovidajici  velikostem proteinii CyaA, CyaA Al,
CyaA Al-2 a CyaA Al-3 v piitomnosti 0,1 mM Ca®>". V cytosolické frakci (Obr. 25B) jsou
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v obou koncentracich vapenatych iontd pfitomny prouzky o odpovidajicich velikostech
pro vSech pét detekovanych variant CyaA. Na Obr. 25B jsou déle patrné prouzky proteinti
o niz§ich molekulovych hmotnostech ve vzorcich B.p. Cyad A1, B.p. CyaA AI1-2 a B.p. CyaA
A1-3, které naznacuji probihajici degradaci odpovidajicich proteinii v cytosolu. Proteiny
v cytosolické frakci maji tendenci se degradovat, zatimco CyaA protein v supernatantu je
stabilni. VSechny vysledky, ziskané imunochemickou detekci toxinu na membrané, jsou

v souladu s vysledky ziskanymi méfenim AC aktivit ve vzorcich.

0,1 mM 2 mM 0,1 mM 2mM 0,1 mM 2 mM
A Ca Ca” C ca® ca” D Ca* ca*
R 90, I QB 22> 92,
N A 5 gV v‘;\vviv?}‘; v g TP Y A ;V\v,gﬁ\r%%s\
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Obr. 25 Imunochemicka detekce CyaA proteini pomoci protilatky 3D1 v jednotlivych
bunéénych frakcich. Mnozstvi vzorku frakce odpovidajici 2x fedéni piivodni kultury bylo rozdéleno
v 7,5% polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS a proteiny byly pfeneseny metodou ,,Western
blotting“ na nitrocelulozovou membranu. A — proteiny z E. coli purifikované dvoukrokovou
chromatografii slouZzici jako standard. B — cytosolicka frakce. C — frakce v 4 M oplachu. D — frakce
V supernatantu.

5.6.3 Stanoveni hladiny mRNA genii cya operonu

Gen cyaA pro adenylatcykldzovy toxin je kddovan v operonu cyaCABDE spolecné s geny
pro sekre¢ni aparat typu I (cyaB, cyaD a cyaE). Gen cyaB kéduje ABC pienaSe¢ sekre¢niho
aparatu typu I. Vzhledem k tomu, Ze jsem detekovala rozdilné hodnoty celkovych AC aktivit
v ruznych koncentracich vapenatych iontd uriznych variant CyaA proteinu (Tab. 4),
a zaroveh vyrazny rozdil v sekreci CyaA v 0,1 mM Ca*" a v 2 mM Ca®" (Obr. 23), chtéla jsem
zjistit, jaké jsou hladiny mRNA pro gen cyad a pro geny sekrecniho aparatu (konkrétné gen
cyaB). Proto jsem izolovala celkovou RNA ze vSech kultur pfi jednom sekre¢nim
experimentu, tuto RNA jsem oSetfila DNéazou, abych zamezila eventudlni amplifikaci
genomové DNA pii kvantitativni PCR. Pfi kazdém kroku jsem kontrolovala kvalitu produktt
horizontélni agar6zovou elektroforézou, a kvalitu a kvantitu spektrofotometrickym meétenim.
Na ukdzkovém gelu po oSetieni DN4zou na Obr. 26 se u vSech vzorkli celkové RNA
nachéazely tii prouzky, které odpovidaji ribozomalni RNA. Ve vzorcich chybél prouzek

genomové DNA, tzn. oSetfeni DNazou bylo uspé$né. Zarovent RNA nebyla degradovéna.
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Obr. 26 Horizontalni agarozova elektroforéza celkové RNA vybranych vzorki. Celkova RNA
z kultury pfi sekrecnim experimentu byla izolovéana a oSetfena DN4zou. Gel byl 0,8%. Do levé jamky
byl nanesen standard molekulovych hmotnosti (A-DNA S$tépena restrikéni endonukleasou Pstl).

Pro reverzni transkripci bylo pouZito stejné mnozstvi celkové RNA uvSech vzorki.
Ziskana komplementarni DNA (cDNA) byla pouzita pro kvantitativni PCR (qPCR). Tato
metoda umoznuje stanovit mnozstvi cilovych molekul pfitomnych ve vzorku na pocatku
amplifika¢ni reakce. Plati, ze ¢im vice kopii pozadované sekvence cDNA bylo pfitomno
ve vzorku na poc¢atku qPCR reakce, tim diive amplifika¢ni kiivka dosdhne exponencialni faze
a tedy prekroc¢i hodnotu pocatecni fluorescence (obr. 27). Cyklus, pti kterém k tomu dojde, je

nazyvan Cq (z angl. cycle of quantification).
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Obr. 27 Standardni vystup zmény fluorescence pri amplifikaci DNA pfi qPCR. Cq (cyklus
kvantifikace) je cyklus, pfi kterém hodnota fluorescence méteného vzorku vzroste nad hodnotu
fluorescence pozadi. V této pocatecni Casti exponencidlni faze existuje kvantitativni vztah mezi
mnozstvi PCR produktu a pocatecnim poctem kopii cDNA. Pfevzato z Bibové (2010).
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Kvantitativni PCR byla provedena s primery pro geny cyad, cyaB a rpoB (Tab. 1,
Kap. 3. 1.3.). Zaroven byla ovéfena tvorba produkti o spravné velikosti a absence
nespecifickych produkti horizontadlni agarézovou elektroforézou po provedeni qPCR.
Program qPCR zahrnoval také analyzu kfivek tani, jejiz analyzou byla vyloucena tvorba
dimerG primerd. Hladina referenéniho genu rpoB byla za danych podminek pfi pokusu
konstantni. Exprese cilového genu byla pro kazdy vzorek urfena jako pomér ziskanych
hodnot Cq cilového genu a Cqreferenéniho genu rpoB, kddujiciho podjednotku RNA
polymerazy. Z vysledku stanoveni hladiny mRNA pro geny cyad a cyaB u prvniho
experimentu, zobrazené¢ho na Obr. 28, je ziejmé, Ze hladiny mRNA pro gen cyad (Obr. 28A),
kédujici transportovany protein, ani pro gen cyaB (Obr. 28B), kodujici protein sekre¢niho
aparatu, se neli$i ani v zavislosti na koncentraci vapenatych iontl (Cerny vs. Sedy sloupec),
ani v zavislosti na délce transportovaného proteinu. Jedna se vSak o predbézny vysledek,

ktery bude ovéfen dalSimi pokusy.
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Obr. 28 Hladiny mRNA pro geny cyad (A), resp. cyaB (B). 600 ng celkové RNA kazdého vzorku
ze sekreCniho experimentu (provedené¢ho v riznych koncentracich vapenatych iontd pro sekreci
riznych variant CyaA) bylo pifepsdno do cDNA, se kterou byla provedena amplifikace pomoci
kvantitativni PCR. Byly odecteny hodnoty Cq pro geny cyad, cyaB a rpoB. Byl ur€en pomér hodnot
Cq cyaAd, resp. cyaB a Cq referencniho genu rpoB. Zobrazen je primér a smérodatnd odchylka ze dvou
nezavislych pokust kvantitativni PCR provedenych v triplikdtu pro gen cyad (n=2) a jednoho pokusu
provedeného v triplikdtu pro gen cyaB (n=1). Hladina mRNA nebyla stanovena v koloniich
B.p. Cyad A1-3.
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6 DISKUZE
Adenylatcyklazovy toxin (CyaA) z bakterie Bordetella pertussis obsahuje RTX doménu,

v ramci nizZ se vazou vapenaté ionty a tim navozuji jeji sbalovani do tzv. B-Sroubovicové
struktury. Bylo ukazéno, ze vazba vépenatych iontl v oblasti RTX domény je nezbytna
pro spravnou funkci toxinu (Bellalou et al. 1990; Rose ef al. 1995). RTX doména proteinu
CyaA se sklada z péti blok nonapeptidovych repetic, zatimco RTX protedzy ¢i RTX lipazy
obsahuji jen jeden, respektive dva bloky RTX repetic (Baumann et al. 1993; Baumann 1994;
Miyatake et al. 1995; Hamada et al. 1996; Angkawidjaja et al. 2007). V této praci byly
ptipraveny dele¢ni varianty CyaA Al, CyaA Al-2, CyaA Al-3 a CyaA Al-4, ve kterych byly
postupné odstranény skupiny blokii v RTX doméné, a nésledné¢ byla testovana jejich
biologické aktivita. Bylo zjisténo, Ze Zadny z deleCnich konstruktti nebyl biologicky aktivni.
Jak je patrné na Obr. 16, jejich hemolytické aktivita byla zanedbatelnd, stejné tak jako jejich
schopnost translokovat AC doménu pfes membranu do cytosolu bunék (viz Obr. 15B a 17B).
Vsechny konstrukty vykazovaly ¢éaste¢nou vazebnou aktivitu, odpovidajici zhruba 30 %
vazby divokého typu v piitomnosti 2 mM Ca®’, ato jak na buiikach obsahujicich specificky
receptor pro toxin, CD11b/CD18 (viz Obr. 17A), tak i na erytrocytech, jez tento receptor
nemaji. Vazba na erytrocyty navic nebyla zavisld na pfitomnosti vapenatych iontl (viz
Obr. 15A). Vazebna aktivita na erytrocytech naznacuje, Ze vazba mutovanych CyaA proteint
nebyla zavisla na sbaleni RTX domény do spravné struktury. To je v souladu s vysledky
obdrzenymi na modelovém systému lipidickych dvojvrstev, které ukazaly, ze vazba CyaA
do uméle vytvorené membrany neni zavisla na pifitomnosti vapenatych iontd, ikdyz pouze
po predchozi inkubaci s vdpenatymi ionty tvofi toxiny po vazbé také pory do membrany
(Ostolaza a Goni 1995). Nicméné¢, vazba deleCnich konstruktli nebyla ,,produktivni®,
tj. mutované toxiny se sice Casteén¢ vazaly na bunky, ale nevykazovaly zadné cytotoxické

aktivity (hemolyza a translokace AC domény).

V proteinu CyaA se mezi aminokyselinami 1166 a 1287, tzn. v rdmci blokl 2 a 3, nachazi
vazebné misto pro receptor CDI11b/CD18 (El-Azami-El-Idrissi e al. 2003). Ptiesto je
na Obr. 17A patrné, Ze jsem pii méfeni vazby na builky obsahujici tento receptor
nezaznamenala zadnou vyraznou zménu vazebné aktivity mezi proteiny CyaA Al
aCyaA Al-2. Tento vysledek naznaCuje, Ze mutované toxiny se nevdzaly specificky
na molekulu CD11b/CD18. Obr. 15A navic ukazuje, Ze vazba mutovanych toxini

na erytrocyty nebyla zavisld na pfitomnosti vapenatych iontd. Castecnou vazbu toxinu
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na buniky Ize vysvétlit jeho inzerci do lipidické dvojvrstvy, ktera probiha nezavisle
na pfitomnosti vapenatych iontd (Ostolaza a Goni 1995). Podobny efekt byl také pozorovan
u HlyA, kde nepfitomnost RTX domény vyrazné¢ snizuje schopnost vazby HIyA
do membrany erytrocyti (Ludwig et al. 1988). Hydrofobni vlastnosti lipidické dvojvrstvy
umoziiuji tésny kontakt stoxinem, k jehoZ zprostiedkovani zcela postacuje hydrofobni
doména CyaA ¢i uhlikaty fetezec mastnych kyselin na dvou lysinovych zbytcich (Lys 860
a Lys 983). Caste¢nou vazbu na buiiky, nezavislou na receptoru, lze dale vysvétlit interakci

CyaA s riznymi cukernymi zbytky na bunéném povrchu (Morova et al. (2008).

Ukézala jsem, Ze ackoli se dele¢ni mutanty ¢astecné vazaly na bunky (Obr. 15A a 17A),
nebyly schopny translokovat AC doménu pies cytoplazmatickou membranu do cytosolu
bun¢k (Obr. 15B, 17B). Tento vysledek naznacuje, ze strukturni celistvost RTX domény je
nutna pro spravnou funkci toxinu. Na diilezitost celistvosti C-koncové RTX domény proteinu
CyaA pro jeho funkci bylo poukdzano jiz diive. Byly charakterizovany biologické aktivity
CyaA s deletovanymi c¢astmi hydrofobni, acylaéni ¢i RTX domény, a bylo ukazéano,
ze vSechny mutované proteiny nebyly cytotoxické ani hemolytické (Bellalou et al. 1990;
Iwaki et al. 1995). Iwaki et al. (1995) jiz dokonce konstatovali zanedbatelnou biologickou
aktivitu deleéni mutanty CyaA A1009-1489. Delece celych bloki RTX domény CyaA
takovym zpusobem, jaky je popsan v této praci, ale nebyla doposud provedena. Studium
biologické aktivity proteinu HlyA E. coli po deleci ¢asti RTX domény bylo provedeno
nékolika skupinami. RTX doména HlyA se skladad z jediného bloku obsahujiciho okolo 13
RTX repetic, proto by zasahy do tohoto kompaktniho bloku mohly mit vyraznéjsi efekt
na funk¢énost proteinu. Vysledky studii na HIlyA ukdzaly, Ze delece minimalné tfi repetic
vedou k uplnému naruseni hemolytické aktivity HlyA (Felmlee a Welch 1988; Ludwig et al.
1988). Totéz ukazuji i mé vysledky provedené na CyaA.

Ztrata cytotoxické aktivity CyaA by se také dala vysvétlit nesbalenou konformaci RTX
domény u dele¢nich mutant toxinu. Prokdzala jsem vSak, ze u vSech dele¢nich konstruktd
s vyjimkou proteinu CyaA Al-4 doSlo ke zméndm mezi CD spektry proteind zmétenych
v nepiitomnosti vapenatych iontd a po ptidani 10 mM Ca** (Obr. 19). Tyto zmény byly
charakteristické naristem zastoupeni B struktury po pfidani 10 mM Ca®’, a byly piipsany
sbalovani RTX domény proteinti do struktury B Sroubovice. Ackoli nebylo prokazéano,
7e mutované proteiny zaujimaly stejnou strukturu, jako divoky typ, je to pravdépodobné.

Proteiny totiz byly navrzeny tak, aby obsahovaly neporusené sbalovaci centrum molekuly,
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nachdazejici se v ramci bloku 5 (Bumba, nepublikované udaje)(Sotomayor-Perez ef al. 2011),
a aby nebylo piferuSeno potadi bloki ve sméru od C- k N-konci molekuly (viz Obr. 10),
protoZze v tomto sméru probiha jeji sbalovani (Bumba, nepublikované tdaje). Piedpoklad,
ze dele¢ni mutanty zaujimaly strukturu divokého typu, je v souladu s navrzenou hypotézou,
ze nepiitomnost biologické aktivity variant CyaA zkracenych v RTX doméné je zpiisobena

nezbytnosti celistvosti celé RTX domény.

Sekrece proteinli sekrecnim aparatem typu I (T1SS) je blokovana jejich sbalenim
v cytoplazmé (Kenny ef al. 1991; Wolff et al. 2003). Pro jeji spravny prabéh je proto nutné
zachovani rozvolnéného stavu proteinti pii prichodu T1SS (Holland et al. 2005). Sekrece je
pohanéna hydrolyzou ATP zprostfedkovanou vnitrobunéénou doménou ABC pienaSece T1SS
(Koronakis et al. 1993) a v pocateCnim stadiu je sekrece spfaZena rovnéz s protonovym
gradientem (Koronakis ef al. 1991). Spekuluje se, Ze zména konformace RTX domény
vyvolana vépnikem by mohla pohédnét sekreci proteinu do vnéjsiho prostiedi. Nizka
koncentrace vapenatych iontd v cytosolu (< 100nM Ca*") udrzuje nestrukturovanou
konformaci RTX domény, coz umoziiuje transport proteinu kanalem T1SS. Efektivita sekrece
proteinu by pak mohla byt zvySena sbalovanim RTX domény, které je mozné diky > 2 mM
mimobunécné koncentraci vapenatych iontl pfi vystupu C-konce proteinu z Gsti T1SS kandlu
(Delepelaire 2004; Holland et al. 2005). Chenal et al. (2009) dale spekuluji, ze sbalena
a kompaktni RTX doména by mohla fungovat jako ,,molekularni rohatka®, blokujici zpétny
pohyb proteinu do cytosolu. Nicméné, experimentdlni ovéfeni téchto hypotéz nebylo
provedeno. Z tohoto divodu jsem provedla sekre¢ni experiment in vivo, zaméteny na sekreci
CyaA proteinu bunkami B. pertussis sekreCnim aparatem typu I, a to ve standartnim SS médiu
obsahujicim 0,1 mM Ca®" (koncentrace, pii které je RTX doména rozvolnéna) a v SS médiu
obohaceném o 2 mM Ca’’, coZ je koncentrace nutna ke sbalovani RTX domény. Molekuly
CyaA jsem detekovala za vyuziti jejich enzymatické AC aktivity. Pfednosti této metody je, Ze
je citliva a pfesnd, zatimco bézn¢€ pouzivana detekce sekretovanych molekul imunochemickou
detekci proteinu na membrané umozituje jen hrubou kvantifikaci. Z vysledku na Obr 23A je
patrné, e zatimco v ptitomnosti 0,1 mM Ca>* bylo do supernatantu sekretovano pouze ~10 %
toxinu, v pfitomnosti 2 mM Ca®" to jiz bylo ~90 %. Efektivita sekrece CyaA byla
mnohonasobné vys§i v pitomnosti 2 mM Ca®" neZ v SS médiu bez pfidaného Ca®". Zavislost
sekrece HlyA na koncentraci vapenatych iontl byla studovéana in vivo v E.coli (Pimenta et al.

(2005). Tito autofi ukazali, ze efektivita sekrece HlyA se zvySuje s rostouci koncentraci
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vapenatych iontii v médiu. Tyto poznatky jsou v souladu s mymi vysledky. Pimenta et al.
(2005) vsak stanovovali mnozstvi sekretovaného proteinu HlyA na zékladé¢ urceni jeho
hemolytické aktivity na erytrocytech, coz mize byt zavadgjici, jelikoz hemolytick4 aktivita je
vyrazné ovlivnéna koncentraci vapenatych ionti. Vysledky mého experimentu tedy poprvé
presveédEive potvrdily vySe navrzenou hypotézu. Vapenaté ionty navozuji konformaéni zménu
RTX domény CyaA ke kompaktngjsi strukture vné bunky a zvySuji tak efektivitu sekrece
pomoci TISS. Tento vysledek je v souladu s obecné uzndvanou predstavou, ze C-konec
proteinu prochazi kanalem TI1SS dfive, nez jeho N-konec, stile vSak chybi jasné

experimentalni podloZeni tohoto tvrzeni.

Predpokladala jsem, Ze efektivita sekrece delecnich konstrukti CyaA Al, CyaA Al-2,
CyaA Al-3 a CyaA Al-4 se bude postupné sniZovat v zavislosti na velikosti RTX domény.
Abych testovala tuto hypotézu, provedla jsem sekre¢ni experiment, zaméfeny na sekreci
riznych variant CyaA, a to ve stejnych podminkach, jako bylo popsano vyse. Z Obr. 24B je
patrné, ze efektivita sekrece mutovanych CyaA byla vyrazné sniZzena oproti efektivité sekrece
CyaA v piitomnosti 2 mM Ca*". Nezaznamenala jsem predpoklidané snizovani efektivity
sekrece CyaA proteinii s postupné ubiranymi RTX bloky, pfestoze varianta CyaA Al-4
postradajici vétSinu RTX domény byla sekretovana snejniz$i efektivitou v obou
koncentracich vapenatych iontii. Pomoci kvantitativni PCR jsem zdroven ovéfila, Ze hladiny
transkriptd cyad genu, kodujiciho CyaA protein, i genu cyaB, kodujiciho ABC pienasec
T1SS, jsou srovnatelné v kulturach produkujicich konstrukty CyaA o rtiznych délkach RTX
domény a péstovanych v riznych koncentracich vapenatych iontii (Obr. 28). Tento kontrolni
pokus naznacuje, ze pozorované zmeny v sekreci nebyly zplisobeny zménou miry transkripce
genl cyaAd a cyaB. Pro ovéfeni proteinové hladiny CyaB v kulturach by bylo vhodné navic
provést imunochemickou detekei proteinu specifickou protilatkou. Co se tyce proteinu CyaA
Al1-4, jeho celkové mnozstvi v kultufe bylo vyrazné sniZzeno oproti mnozstvi jinych variant
CyaA v pftislusnych kulturdch B. pertussis (Tab. 4). Vysvétleni tohoto jevu je takové,
ze protein byl v cytosolu degradovan kvuli chybéjici ¢asti RTX domény. Pozorovala jsem
vyraznou vnitrobunécnou degradaci v kulturach produkujicich proteiny CyaA Al, CyaA Al-2
a CyaA A1-3 (Obr. 22A a B, Obr. 25B), mnozstvi proteinu CyaA Al-4 v kultufe vSak bylo tak
nizké, ze byl imunochemickou detekci na membrané stézi rozpoznan. Je mozné, ze doslo
k Gplné degradaci proteinu v cytosolu, ktera byla zplsobena blokaci sekrece jiz v jeji

pocatecni fazi. To bylo ukézéno skupinami Gray ef al. (1986) a Pimenta ef al. (2005), které
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nalezly vcytosolu minimum proteinu, pokud upln¢ zablokovaly jeho sekreci TI1SS
(tj. v neptitomnosti HlyB a HlyD ¢i v pfitomnosti mutovaného HlyD). Dele¢ni konstrukty,
vytvofené v této praci, mohly byt také degradovany v cytoplazmé z divodu nizké efektivity
jejich sekrece. Pravdépodobné dochdzelo ke zpomaleni sekrece a ke hromadéni
nesekretovaného proteinu v cytoplazmé bakterie. Dosud nebyl nalezen Zadny chaperon, ktery
by stabilizoval rozvolnéné RTX proteiny, ikdyz pfitomnost takového chaperonu je
predpokladdna (Holland 2004). Jako mozny molekularni chaperon byla navrzena CLD
doména, coz je N-koncova doména proteinu HlyB, vy¢nivajici na vnitrobunééné strané ABC
pfenasece. Tato doména interaguje s rozvolnénou RTX doménou, stabilizuje molekulu HlyA
pted sekreci a nepfitomnost této domény vede k inhibici sekrece HlyA (Lecher et al. 2012).
A naopak, delece RTX domény u CyaA Al-4 vede k destabilizaci celého proteinu a jeho

nasledné degradaci v cytosolu bakterie.

Z predkladanych vysledkii vyplyva, ze celistvost RTX domény CyaA hraje dulezitou roli
v sekreci tohoto proteinu. V piipadé HIlyA tomu tak neni, jelikoz proteiny mohly postradat
az 11 z 13 RTX repetic a stale byly sekretovany (Felmlee a Welch 1988; Ludwig et al. 1988).
Pro sekreci proteinu HlyA se ukdzal byt nezbytny spiSe C-koncovy sekrecni signal (Felmlee
a Welch 1988; Gray et al. 1986). Naproti tomu CyaA bez C-koncového sekre¢niho signalu
byl sekretovan sekre¢nim aparatem typu I bakterie E. coli, ktery rozpoznaval alternativni
sekre¢ni signal v oblasti RTX domény CyaA (Sebo a Ladant 1993). Protedza B z Erwinia
chrysanthemi, postradajici N-koncové RTX repetice, jejiz sekre¢ni signal byl vSak intaktni,
nebyla sekretovana. Nicméné, postradala-li tato proteaza C-koncové RTX repetice
a obsahovala-li sekre¢ni signal, tak jiz sekretovana byla (Delepelaire a Wandersman 1990).
Autofi studie na tento fakt nijak nepoukazuji, ale vysledek by mohl odpovidat mym
vysledkiim: pti deleci N-koncové ¢asti RTX domény CyaA také nedochézelo k ucinné sekreci
proteinu. U CyaA tak mlZe byt nezbytny zrovna blok 1. Dale bylo provedeno mnoho pokust
s cilem sekretovat fuzni proteiny. Tyto proteiny obsahovaly vzdy sekre¢ni signal, ptipadné
i¢ast RTX domény proteinu sekretovaného TI1SS, a tato ¢ast byla fuzovéna s jinym
proteinem. Letoffe a Wandersman (1992) provedli rozsahlou studii sekrece proteind,
sestavajicich z C-koncové oblasti proteazy B z Erwinia chrysanthemi fizované s N-
koncovymi doménami cizorodych proteini. Vysledkem téchto experimentl bylo, ze pouze
proteiny nesouci delsi cizorody polypeptid vyzadovaly RTX repetice pro sekreci v E. coli.

Vysledky studii dalSich vyzkumnych skupin také poukazaly na nezbytnost piitomnosti
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alespoil n€kolika RTX repetic pro sekreci proteinli fizovanych s del$im cizorodym proteinem,
zatimco krat$i proteiny byly sekretovany i v nepfitomnosti RTX repetic (Mackman et al.
1987; Delepelaire a Wandersman 1990; Kenny et al. 1991). Zaroven byla sekretovana
zkracena C-koncova doména HIyA, obsahujici pouze sekrecni signal a neobsahujici RTX
repetice (Mackman et al. 1987). Vysledky studii role RTX domény pti sekreci proteind
mohou byt ovlivnény mnoha faktory. Mimo jiné muize mit na sekreci vliv vysoka
kooperativita RTX domény, a tedy vyber mista delece RTX repetic. Pfesto je ziejmy obecny
trend zavislosti poctu repetic nutnych pro sekreci na délce transportované¢ho proteinu.
Korelace délky RTX proteint s po¢tem RTX repetic byla prokdzdna srovnavanim sekvenci
v databazich (Linhartova ef al. 2010). Funkce RTX domény spociva ve ,,vytahovani* proteinti
ze sekrecniho aparatu, zplisobeném sbalovanim RTX domény do struktury B Sroubovice.
K sekreci mensich proteinti dojde i bez této dopliiujici transportni energie, zatimco pro sekreci
velkych proteinii je nezbytné vytvofeni dostatecné velké a kompaktni ,,zatky*, kterd
znemoznuje jejich zpétny pohyb do cytosolu. To by mohl byt problém také pii sekreci
delecnich konstruktll prezentovanych v této praci - RTX doména pravdépodobné nebyla
dostatecné velkd, aby znemoznila difizni pohyb tam a zpét sekre€nim aparatem. To potvrzuje
i Obr. 24A, ktery ukazuje, ze nejen efektivita (24B), ale irelativni distribuce mutovanych
proteini do jednotlivych frakei je velice podobnd vysledku sekrece divokého typu
v piitomnosti 0,1 mM Ca”>" (koncentrace vapenatych iontil, pfi které nedochazi ke sbalovani
RTX domény). V pfitomnosti 0, mM Ca’" je u CyaA efektivita sekrece velmi nizka
a pravdépodobné dochézi k sekreci proteinu pouhou difuzi, kterou v pocatecnich krocich

pohani hydrolyza ATP spole¢né s protonovym gradientem.

Pii sekreci CyaA provedené v B. pertussis do SS média, obsahujicim 0,1 mM Ca®’,
dochazi k asociaci sekretovanych molekul s filamentéznim hemaglutininem FHA na povrchu
bun¢k, ale nikoliv s pertaktinem, LPS ¢i pertusovym toxinem (Zaretzky et al. 2002).
Z Obr. 24A je patrné, Ze velka cast sekretovanych molekul CyaA 1 dele¢nich variant CyaA se
nachazela v piitomnosti 0,1 mM Ca®" ve frakci ,,4 M oplach®, byla tedy asociovana
s bunéénym povrchem. K vyraznému snizeni zastoupeni frakce ,,4 M oplach® doslo
v piftomnosti 2 mM Ca** u divokého typu toxinu. Zvyseni podilu asociované frakce v nizsi
koncentraci vépenatych iontli by mohlo souviset s nizsi efektivitou sekrece, kdy dochézi
pravdépodobné také ke zpomaleni prichodu kandlem a k usnadnéni interakce s povrchovymi

strukturami bakterie. Na povrchu bunék by mohlo dochazet k elektrostatické interakci
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zaporné nabité C-koncové RTX domény CyaA s kladné nabitou molekulou FHA. Na druhou
stranu, interakce FHA s CyaA je pravdépodobné zprostiedkovana AC doménou CyaA
(Hoffman et al. 2014). Bylo ukdzano, Ze vazba vapenatych iontii v oblasti RTX domény
snizuje celkovy néboj proteinu vyvazdnim zaporné¢ho naboje aspartitovych zbytkd,
a molekula se pak stava kompaktnéjsi a hydrofobnéjsi (Sotomayor-Perez et al. 2011). V nizké
koncentraci vapenatych iontd, a tedy i v SS médiu, md molekula zaporny naboj a mlize proto
mit vysokou afinitu k FHA (coz vysvétluje pozorovany vysoky podil frakce 4 M oplach).
V ptitomnosti 2 mM Ca®" elektrostaticka interakce téchto proteind neni vyhodnd, a protein
miZze byt ihned po sekreci uvolnén do supernatantu (pozorovany zvysSeny podil frakce

Vv supernatantu).
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7 SOUHRN

1.

ii.

iil.

1v.

VL.

Z plazmidu pCACT3 byly pfipraveny expresni vektory pro produkci konstrukti
CyaA Al, CyaA Al-2, CyaA Al1-3 a CyaA Al-4 nesoucich sérii deleci blokii RTX
domény.

Byly piipraveny proteiny CyaA, CyaA Al, CyaA Al-2, CyaA Al-3 a CyaA Al-4
v dostate¢né Cistoté a koncentraci.

Vytvorené delecni konstrukty se ¢astecné vazaly na membranu erytrocytti. Tato vazba
byla nezavisld na véapenatych iontech v médiu a byla ,,neproduktivni®, tj. mutanty
nebyly invazivni ani hemolyticky aktivni na erytrocytech.

Vytvoiené delecni konstrukty se ¢astecné véazaly na membranu J774A.1 makrofagi,
nesoucich receptor pro toxin CDI11b/CDI18, ale nebyly schopny translokovat
AC doménu ptes cytoplazmatickou membranu a zvySovat hladinu vnitrobunééného
cAMP.

Oblast bloku 3 v RTX doméné byla determinovana jako antigenni epitop pro mysi
monoklondlni protilatku 9D4.

Metodou cirkularniho dichroismu bylo zji$téno, ze dochazi ke sbalovani jednotlivych

bloki RTX domény u dele¢nich variant CyaA toxinu.

vii. Byly vytvofeny mutantni kmeny B. pertussis nesouci jednotlivé delece v RTX doméné

CyaA.

viii. Sekre¢nim experimentem, provedenym s divokym i s mutantnimi kmeny B. pertussis,

1X.

bylo zjisténo, Ze vapenaté ionty indukuji sekreci CyaA do vnéjsiho prostiedi.
Sekre¢ni experimenty déale naznacuji, Ze délka RTX domény urcuje efektivitu sekrece

substrata T1SS.
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8 SEZNAM ZKRATEK

ABC z angl. ATP-Binding Cassette

AC doména adenylatcyklazovd doména

ACP z angl. acyl carrier protein

AP alkalicka protedza

APS persulfat amonny

B.p. Bordetella pertussis

BSA hovézi sérovy albumin

bvg z angl. Bordetella virulence gene

CLD doména ptipominajici C39 peptidazu (z angl. C39-like domain)
CPM counts per minute

Cq prahovy cyklus pii kvantitativni PCR (z angl. cycle of quantification)

CyaA adenylatcyklazovy toxin

DEAE diethylaminoethyl

DEPC voda voda oSetfena diethylpyrokarbonatem

dH20 destilovana voda

DMEM médium z angl. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
dNTP 2’ deoxyribonukleosid 5’ trifostat

DPM pocet pifemén za minutu (z angl. Disintegrations Per Minute)
DTT dithiotreitol

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

ELISA z angl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

FHA filament6zni hemaglutinin

Hly hemolyzin E. coli

IPTG isopropyl B-D-thiogalaktopyranosid

J774A.1  mysi makrofagova tkanova linie
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LB médium Luria-Bertani médium

LPS lipopolysacharid

M1/70 monoklondlni mys$i protilatka proti CD11b

MDO obohacené médium pro kultivaci bakterii

MFP adaptér T1SS (z angl. Membrane Fusion Protein)

MHC hlavni histokompatibilni komplex (z angl. Major Histokompatibility Complex)

OD opticka denzita
OMP protein vnéjSi membrany (z angl. Outer Membrane Protein)

RPMI médium z angl. Roswell Park Memorial Institute Medium

RTX oznaceni skupiny proteinii (z angl. Repeats in Toxin)
SDS-PAGE elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodeclysiranu
sodného (SDS)

TEMED  N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin

TI1SS sekre¢ni aparat typu I (z angl. Type I Secretion System)
TLRs z angl.Toll-Like Receptors

TolC z angl. colicin tolerant

Tris tris(hydroxymethyl)aminomethan

Tris-HCI  tris(hydroxymethyl)aminomethan-hydrochlorid
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