Abstrakt

Adenylat-cyklazovy toxin (CyaA) je klicovym faktorem virulence bakterie
Bordetella pertussis. CyaA se vaze na fagocyty produkujici komplementovy receptor 3
(CR3) a nasledn¢ katalyzuje pfeménu vnitrobunééného ATP na vyznamného ,.druhého
posla® cAMP. Timto paralyzuje schopnost neutrofili a makrofagi zabijet bakterie
pomoci oxidativniho vzplanuti a mechanismti zavislych na fagocytéze. V této praci
analyzujeme mechanismus, kterym CyaA blokuje produkci baktericidnich reaktivnich

kyslikovych a dusikovych radikali neutrofily a makrofagy.

CyaA potla¢uje produkci reaktivnich kyslikovych radikala (ROS, z angl. ,reactive
oxygen species”) jednak prostiednictvim inhibice PLC ptes PKA adale nejspise
ovlivnénim skladani komplexu NADPH oxidazy prostiednictvim aktivace proteinu
Epac. Selektivni aktivace PKA nebo Epac blokovala produkci ROS indukovanou fMLP.
Inhibice PKA pomoci specifickych inhibitord navic vedla jen k ¢aste¢nému obnoveni
produkce ROS u neutrofili vystavenych CyaA. Signalizace CyaA/cAMP nasledné
omezila tvorbu DAG, zatimco tvorba PIP3 zistala neovlivnéna. Tyto vysledky

naznacuji, ze pisobeni CyaA muze ovlivnit lipidické slozeni membrany fagocytu.

Dale jsme ukazali, ze aktivace PKA pomoci cAMP vyvolava aktivaci tyrozinové
fosfatazy SHP-1. To v makrofazich zptsobi potlaceni produkce reaktivnich dusikovych
radikali (RNS, z angl. ,reactive nitrogen species®). Selektivni aktivace PKA pomoci 6-
Bnz-cCAMP utlumila v makrofézich expresi iNOS stimulovanou LPS. Uginek toxinu byl
pak zablokovan po inhibici PKA. Signalizace CyaA/cAMP dale vyvolala defosforylaci
c-Fos podjednotky transkrip¢niho faktoru AP-1 v zavislosti na aktivaci SHP-1, coz vedlo
ke zruseni exprese INOS vyvolané signalizaci TLR4. Snizeni hladiny SHP-1 pomoci
SIRNA vedlo k obnoveni produkce RNS v makrofazich aktivovanych TLR4 ligandy.
Inhibice SHP fosfataz nakonec snizila ptezivani B. pertussis v makrofazich. Tyto
vysledky odhaluyji novou signalni drahu, kterou cAMP aktivuje fosfatazu SHP-1
prostiednictvim aktivace signalizace PKA. SHP-1 pak muize v leukocytech regulovat
aktivitu celé fady receptori. Pusobeni CyaA tak prostiednictvim aktivace SHP-1
umoziuje B. pertussis uniknout pfed zabitim makrofagy produkujicimi RNS.

Na zaklad¢ ziskanych mechanismt jsme navrhli model signalizace vyvolané CyaA,

kterou bakterie B. pertussis pouziva K potlaceni baktericidni aktivity fagocyt hostitele.



	Abstrakt

