Abstrakt

Adenylatcyklazovy toxin (CyaA) je kliCovym faktorem virulence bakterie Bordetella
pertusis, ktera je pivodcem €erného kasle. CyaA se vaze na fagocyty, které exprimuji na svém
povrchu komplementovy receptor 3 a poté katalyzuje rychlou pfeménu ATP na cAMP, které
rozvraci bunéénou signalizaci. Zaroven CyaA tvofi uvnitf bunéfné membrany kation-selektivni
pory, které zapfiCinuji unik drasliku z bunécného cytosolu. Enzymaticky neaktivni forma CyaA
toxinu, adenylatcyklazovy toxoid (CyaA-AC"), se pouziva jako nastroj pro dopravu antigen jiz 20
let.

Tato prace se zaméfila pfedevSim na studium mechanismu pasobeni CyaA toxoidu a
toxinu. Zkoumali jsme adjuvantni uc€inky CyaA toxoidu, jeho kapacitu nofit se do bunécné
membrany a moznost jeho vyuziti pro dopravu epitopl z chfipkového viru. Ukazali jsme, ze
porotvorna aktivita toxoidu a nasledna aktivace MAP kinaz JNK a p38 jsou kliCoveé pro adjuvantni
ucinek toxoidu CyaA-AC- a zpUsobuji maturaci dendritickych bunék (DC - z angl. dendritic cells),
nezavislou na signalizaci TLR (z angl. Toll-like receptor) drah a inflamazému. K stimulaci
dendritickych bunék dochazi dokonce i in vivo a toxoidem aktivované DC jsou pak schopné
navodit CD8* a CD4" T buné&né odpovédi in vitro a in vivo. Dale jsme ukazali, ze prvnich 371
aminokyselin je postradatelnych pro schopnost CyaA dopravovat vlozené epitopy do bunééného
cytosolu, a Ze tudiz role AC domény pfi procesu penetrace toxinu do buriky je spiSe pasivni.
Konstrukt CyaA toxoidu s vloZzenym antigenem HA2 podjednotky hemaglutininu chfipkového viru
A navodil latkovou i buné&nou imunitni odpovéd v mySich bez pouziti dalSiho adjuvans a ochranil
je proti infekci homolognim i heterolognim chfipkovym virem.

Také jsme zkoumali roli CyaA toxinu pfi infekci. CyaA manipuluje lidské a mysi DC
stimulované TLR tak, Zze dochazi ke zvySenému zaniku bunécnych adhezivnich kontaktd,
naslednému zvysSeni chemotaktické migrace a snizeni schopnosti dendritickych bunék pfedkladat
bilkovinné antigeny a navodit tak proliferaci antigen-specifickych CD4* a CD8" T bunék. Ukazali
jsme, Zze CyaA manipulace mySich DC in vitro je zavisla vyhradné na cAMP signalizaci, nikoli na
porotvorné aktivité CyaA. Na mySim modelu jsme dale prokazali, ze pérotvorna aktivita CyaA neni
nutna pro bakterialni kolonizaci, avSak zvySuje infiltraci neutrofild a vyznamné pfispiva k plicni

patologii béhem pertusové infekce.



