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Uvod

2 Uvop

Adenylat cyklasovy toxin (CyaA) je jednim z klicovych faktorti virulence bakterie
Bordetella pertussis, pivodce ¢erného kasle. CyaA se uplatiiuje v ranych fazich infekce, kdy
je nutné potla¢it imunitni odpovéd’ hostitele'. Pfesny mechanizmus, jakym toxin ptisobi na
cilové bunky, neni zcela znam. CyaA se vaze na integrin CD11b/CD18, neddavno objeveny
receptor pro tento toxin®, ktery se nachazi na nékterych myeloidnich buiikich imunitniho
systému, jez jsou obzvlast citlivé k pasobeni CyaA. CyaA ma také unikdtni schopnost
pronikat pfes cytoplasmatickou membranu cilovych bunék nezavisle na receptorem
zprosttedkované endocytose. Toxin dopravuje svou adenylat cyklasovou doménu do cytosolu
cilovych bun¢k, kde tato po navazani endogenniho kalmodulinu katalysuje
nekontrolovatelnou pfeménu ATP na cAMP**. Zvy3eni hladiny intracelularniho cAMP pak
vede k poruse bunééné signalizace a mikrobicidnich funkci fagocytarnich bungk’.

Studium priniku CyaA do bunék je dulezité ze dvou diivodll. CyaA je unikatni piiklad
proteinového toxinu schopného pronikat piimo cytoplasmatickou membranou bunck. Této
jeho vlastnosti 1ze vyuzit také pro indukci bunécnych imunitnich odpovédi. Rekombinantni
detoxifikovany CyaA nesouci cizorodé epitopy je mozno pouZzit pro dopravu riznych
viradlnich nebo nddorovych epitopli pifimo do cytosolu antigen prezentujicich bunék. To
umoznuje  prezentaci  vnesenych  epitopi  prostfednictvim  molekul  hlavniho
histokompatibilitniho komplexu I. tfidy (MHC I) a naslednou indukci cytotoxickych CD8" T-
lymfocyti (CTL)™’. Objev specifického receptoru pro toxin naznatuje moznost pouziti
rekombinantniho detoxifikovaného ACT rovnéz jako vektoru pro dopravu cizorodych epitopt
do endosomu a pro prezentaci prostfednictvim hlavniho histokompatibilitniho komplexu
I1. tiidy (MHC 1II) a tim indukci CD4 " T-lymfocyti.

CyaA je také vhodnym modelem pro studium interakce proteind s biologickou
membranou, ke studiu pfimé translokace proteinti pres biologick¢ membrany, ke studiu vlivu
posttranslacnich modifikaci proteinli mastnymi kyselinami na interakce protein-protein a
protein-biologickd membrana. CyaA poskytuje velmi zajimavy model studia jak z hlediska
jeho biologickych vlastnosti tak z hlediska jeho ptipadného praktického pouZiti pro ptipravu
novych vakcin nejen proti Gernému kasli®’, ale i proti celé fadé infek&nich a nadorovych

onemocnéni.
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3 LITERARNi PREHLED

3.1 INTERAKCE PATOGEN - HOSTITEL

Infekce je definovana jako kolonizace organismu bakteriemi (patogeny), které
zpisobuji onemocnéni'®. Patogeny mohou byt rozd&leny na primarni, které vyvolavaji
onemocnéni u zdravého hostitele, a podminéné (oportunni), jeZ zplisobuji onemocnéni jen
tehdy, pokud jsou poskozeny pfirozené¢ obranné mechanismy a je snizena funkce imunitniho
systému. V hostitelském organismu se bakterie mohou mnozit volné bez vazby na
hostitelskou builku, takové patogeny oznaCujeme jako extraceluldrni patogeny. Patogeny
fakultativn€ intraceluldrni odolavaji baktericidnim mechanismim fagocytujicich bunék
(zejména makrofagli), uvniti té&chto bunck prezivaji a dale se mnozi. Posledni skupinou jsou
obligatorn¢ intraceluldrni patogeny, které jsou metabolicky zcela zdvislé na eukaryotické
buiice hostitele''.

Patogenita je schopnost mikrobidlniho druhu vyvolat onemocnéni konkrétniho
hostitele a jejim kvantitativnim vyjaddfenim je virulence. Patogenita zavisi na druhovych
vlastnostech hostitele, a také na okamzitém funk¢nim stavu interagujicich jedinct. U hostitele
to je efektivita celé obranné soustavy bariér a prosttedki k likvidaci patogena, u bakterie pak
schopnost tvofit v dostatecném mnozstvi biochemické prostiedky (faktory virulence)
k poskozeni hostitele'". Tvorba faktort virulence je geneticky kédovana bud’ chromosomalng,
nebo extrachromosomalné na plasmidech'™!'. Faktory virulence se daji rozdélit do dvou
skupin podle své funkce. Prvni skupina (faktory invasivity) pomaha bakteriim kolonizovat
hostitele a proniknout do né¢j, druhd (toxiny) pak zplsobuje vytfazeni obrannych funkci
imunitniho systému a zpravidla odpovida za poskozeni organismu'®'",

Bakterie vyuzivaji riizné mechanismy, kterymi se navazuji na bunééné povrchy.
povrchu a receptorem na eukaryotické buiice. Jako receptory vétSinou slouzi membranoveé
glykoproteiny nebo glykolipidy'’. Odlisny zptisob priniku do hostitelskych bunék je spojen s
interakci mezi hostitelskou buiikou a bakterii s naslednou zménou cytoskeletu hostitelské
bunky, ktera umozni prinik bakterie. Pfikladem by mohl byt priinik salmonel, ktery probiha
na sliznici tenkého stieva''.

Mnoho bakteridlnich patogeni produkuje proteinové toxiny, které jsou schopny se
vazat do plasmatickych membran eukaryotickych bunék a zde vytvaret transmembranové

pory a tim zpusobit osmotickou lysi a bunéénou smrt. Bakteridlni toxiny se mohou délit podle
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mista zasahu na neurotoxiny, enterotoxiny, dermonekrotoxiny, cytotoxiny, kardiotoxiny,

leukotoxiny a hemolysinylo’11

. Na zdklad¢ struktury mohou byt toxiny rozdéleny do tii
skupin. (i) A-B toxiny své jméno ziskaly podle toho, ze jedna ¢ast toxinu (B) se po vazb¢ na
receptor oddé€li od enzymaticky aktivni ¢asti (A) , kterd je zodpovédna za toxicitu molekuly.
Do této skupiny patii vétSina bakteridlnich toxini. (i) Druhy typ toxinl nema zietelné
oddélenou ¢ast A a B a jejich piisobenim dochazi k naruSeni buné¢né membrany hostitele. Do
této skupiny patii hemolysiny a fosfolipasy. (iil) Superantigeny, které také nemaji usporadani

typu A-B toxind, stimuluji T-buiiky k uvoliiovani cytokini'®.

3.2 BORDETELLA PERTUSSIS

Rod Bordetella zahrnuje nékolik ¢lend, B. pertussis, B. parapertussis a
B bronchiseptica jsou vyznamnymi savéimi patogeny, B. avium patii mezi patogeny ptaka a
zbylé druhy jsou jen vzacné izolovany z klinickych vzorkt, ackoli nékteré z nich mohou byt
ptilezitostnym patogenem. Nejlépe prostudovanymi druhy jsou B. pertussis, B. bronchiseptica
a B. parapertussis, jejich? genomy byly v nedavné dob& osekvenovany'’. B. pertussis je
gramnegativni, kratka, nepohybliva tyCinka, ktera zplisobuje infekéni respiracni onemocnéni
cerny kaSel (pertusi) (Obr. 1) a je obligatnim lidskym patogenem. Infekce B. parapertussis
vyvolava podobné onemocnéni, avSak s mirnéjSimi pfiznaky, kromé u lidi je schopna vyvolat

(13,14

onemocnéni také u ovei . Naproti tomu B. bronchiseptica osidluje dychaci trakt pst a u

vepti vyvolava chronickou atrofickou rhinitis, kterd je casto doprovazena koinfekci
Pasteurella multocida'™>"®.

Cerny kasel postihuje predev§im déti v predskolnim véku a Ize ho charakterizovat jako
lokalizované onemocnéni dychacich cest se specifickymi projevy, jako je paroxysmalni kasel,
neurologické projevy (pertussova encefalopatie) a leukocytosa. Pribéh onemocnéni lze
rozdelit do tfi klinickych stadii. V prvni fazi nazyvané katardlni stadium, kdy se nemoc
projevuje nespecifickymi ptiznaky (kasel a symptomy podobné béznému nachlazeni), 1ze
bakterii vykultivovat z faryngalnich vytért. V této fazi lze rozvoj onemocnéni (predevsim
délku) ovlivnit antimikrobidlni 1é¢bou. Ve druhém az tietim tydnu onemocnéni nastupuje
paroxysmalni stadium (toxemické). Opakuji se zachvaty prudkého, suchého a kiecovitého
kasle, ktery je doprovazen nadmérnou produkci hlenu a zvracenim. V pokrocilém stadiu se
kasel muaze stat tak prudkym, Zze zplisobi cyanosu. V tomto stadiu nemoci jiz bakterii nelze
vykultivovat z hornich cest dychacich. Piiznaky choroby jsou zplisobeny faktory virulence,
pfedevsim toxiny. Konecnou fazi nemoci je stadium rekonvalescence, v némz zachvaty kasle

mizi. Prab&h nemoci je asto zhorSen druhotnou infekei pyogennimi koky'’.
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Bordetella pertussis osidluje vyhradné tasinky na respiracnim epitelu, predevSim

v pridusnici a bronsich, a blokuje tak jejich funkci. Tim unik4 b&Zné imunitni odpovédi'™®?'.

Obr. 1: Kolonizace trachealnich epitelialnich bunék B. pertussis (www.textbookofbacteriology.net).

Ve vyspélych zemich byla tato choroba témét vymycena diky masivnimu ockovani.
Nicméné v poslednich letech byl zaznamenan nértst piipadii této nemoci v zemich, které
zaCaly s o¢kovanim jako prvni. Divodem je zifejm¢ slabnuti specifické imunity dospélych
jedincti s prodluzujicim se odstupem po vakcinaci, coz vede k pienosu infekce z Casto
asymptomatickych, ale nakazenych jedincii na neimunizované kojence a malé déti'®. Ro¢né je
zaznamenano nékolik desitek miliond novych ptipadl, ztoho asi 300 000 lidi na nemoc
umird®. Prvni celobundena vakcina proti ernému kasli byla vyvinuta v roce 1940 a byla
ptipravovana chemickou nebo tepelnou inaktivaci bakterie Bordetella pertussis. Donedavna
uzivanou vakcinou byla suspenze usmrcenych bakterii B. pertussis, kterd byla vyvinuta v roce
1956. Pouzivala se jako monovakcina nebo jako soucast trivalentni vakciny DTP (Diphteria,
Tetanus, Pertusse). Vakcinace touto celobunécnou vakcinou vsak obcas zptsobovala vedlejsi
ucinky, jako napf. nevolnost, zvraceni, bolest, otoky a vyrazku kolem mista vpichu, ¢i
horecky a aseptické abscesy nékdy az anafylakticky Sok. Proto bylo vyvinuto nékolik typa
bezbunéénych vakcin proti ¢ernému kasli sloZzenych zjedné nebo vice slozek, zejména

pertussového toxinu a vldknitého hemaglutininu**>°

. V EU byla nyni zavedena vakcina aP
(Acellular Pertussis), obsahujici pertussovy toxin, vlaknity hemaglutinin a pertaktin®’. Dal§im
vhodnym kandidatem pro vyuziti v bezbunécné vakcing je adenylat cyklasovy toxin (CyaA)

jako hlavni faktor virulence bakterie B. pertussis".

3.2.1 FAKTORY VIRULENCE BAKTERIE BORDETELLA PERTUSSIS

Bordetella pertussis produkuje celou fadu faktorii virulence, které umoziuji bakterii
vstupovat do hostitelského organismu, interagovat s cilovymi buinikami, ¢elit imunitni obrané

hostitele a umoznit pomnoZzeni bakterie v hostitelském organismu. Daji se rozdélit do dvou



http://www.textbookofbacteriology.net/
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skupin, a to na toxiny a adhesiny'™**(Obr.2). Do skupiny adhesini patfi vlaknity
hemaglutinin (FHA), autotransporter — pertaktin (PRN), tracheédlni koloniza¢ni faktor (TCF) a
fimbrie (Fim)®.

Vlaknity hemaglutinin (FHA), protein o molekulové hmotnosti 220 kDa’’, je hlavni

adhesivni molekulou bakterie. Na bunééném povrchu vytvari typické filamentosni struktury,
které vSak nemaji uspotadanou strukturu charakteristickou pro fimbrie. FHA je asociovan

s vn¢j$i bakteridlni membranou nebo je pfipadné také sekretovan do extraceluldrniho

31
1

prostiedi’’. FHA také obsahuje tfi réiznd vazebna mista - pro glykoaminoglykany®? pro

sacharidové struktury™ a RGD sekvenci, diky niZ se vaZze k integrinu CD11b/CD18**. FHA
tedy vykazuje schopnost vazat se jak k fasinkovym epitelidlnim buinikam, tak i k buiikdm

: L g 34
imunitniho systému™.
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Obr. 2: Faktory virulence bakterie Bordetella pertussis. B. pertussis je gramnegativni bakterie s vnitini a vné&jsi
membranou (IM a OM), periplasmou a kapsuli. Modfe jsou znazornény adhesiny (FHA, Fim, TCF, BrkA, Vag8, Bats a
pertaktin), ervené pak toxiny (CyaA, PTX a DNT). Pomocné a transportni proteiny jsou Sedé, proteiny absorbujici Zelezo
jsou znazornény zelené. Bézovy je regulacni systém slozeny z proteini BvgA a BvgS. Velké hnédé Sipky znazoriuji export,
respektive import faktort virulence a siderofori. Slabsi hnédé 3ipky ukazuji fosforylaéni a regulaéni drahy*.

Pertaktin (PRN), protein o velikosti 69 kDa, se nachazi na vné&jSi bakteridlni

membrang. Interakci mezi savéimi bunikami a timto proteinem zajist'uje také specificky triplet
aminokyselinovych zbytkit RGD. Ackoli PRN obsahuje dva RGD triplety (v poloze 225-227
a 665-667), pouze N-koncovy se podili na vazb& k buiice™.
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Kromé¢ tifi nejdilezitéjSich proteinovych toxinl, pertussového toxinu (PTX),
dermonekrotického toxinu (DNT) a adenylat cyklasového toxinu (CyaA), produkuje
B. pertussis jeste nékteré neproteinové toxiny, jako je trachedlni cytotoxin (TCT) a endotoxin
lipopolysacharid (LPS).

Trachedlni cytotoxin (TCT) je muramylpeptid®®, ktery je uvoliovan béhem bakterialni

lyse, nebo jako vysledek pfirozené obmény peptidoglykanu béhem bakteridlniho riistu, je
produkovan jak ve virulentni, tak v nevirulentni fazi bakterie’’. TCT stimuluje uvoliiovani
interleukinu 1, ten nasledné indukuje tvorbu syntasy oxidu dusného. To vede k nadprodukci
oxidu dusného poharkovymi buitkami sliznice a poskozeni sousedicich fasinkovitych

epitelialnich bungk’’.

Dermonekroticky toxin (DNT) je na rozdil od ostatnich proteinovych toxint
produkovanych B. pertussis intracelularnim toxinem, uvoliiovanym az po lysi bakterialni
buiky”®. Ne&kdy se také nazyva termolabilni toxin vzhledem k tomu, e po 60 minutich
v 56°C je pln& inaktivovan®. Sviij nazev dostal podle charakteristickych koznich lesi, které
toxin zplisobi po podani pokusnym zvifatim. DNT je produkovan bakterii jako 1451
aminokyselinovych zbytkti dlouhy protein o molekulové hmotnosti 160 kDa***'. Na zakladg
primarni struktury mize byt DNT rozd€len na dvé funkéni domény. N-koncova ¢ast tvori
vazebné misto pro receptor a C-koncova doména vykazuje enzymatickou aktivitu, proto je
DNT Cclenem rodiny toxinii typu A-B. Po vazbé na receptor cilovych bunék dochdzi
k proteolytickému $tépeni DNT, které oddéli N-koncovy fragment od katalytické domény.
Odstépend cast bez prvnich 44 aminokyselinovych zbytkd je schopnd se disociovat
z receptoru a translokovat se ptes lipidovou dvojvrstvu do cytosolu. Jakmile je toxin
v cytoplasmé cilovych bunck, jeho katalytickd doména zprostiedkuje deaminaci malych
GTPas Rho™, Rac a Cdc42®. To vede ke zmén& v cytoskeletonu bundk a az k jejich
nekrose™.

Pertussovy toxin (PTX) patii mezi nejvétsi slozené rozpustné bakterialni exoproteiny

(117 kDa). Tvofi jej pét riznych podjednotek, nazvanych S1 az S5 podle jejich klesajicich
molekulovych hmotnosti. Podjednotky jsou uspofadany do hexamerni struktury s nasledujici
stechiometrii: 1S1:1S2:183:2S4:185%. PTX patii mezi toxiny typu A-Bs, ve kterych pét
podjednotek B zajistuje vazbu na specifické bunécné receptory a umoznuje tak katalytické
&asti A primik do cilovych bungk. Cast B se sklad4 z podjednotek S2 az S5 a tvoii trojhrannou
zakladnu, na niz se svym C-koncem vaze podjednotka S1, kterd predstavuje katalyticky
dil A*® (Obr. 3). Toxin je aktivng sekretovan B. pertussis’’ a patii mezi hlavni faktory

virulence této bakterie, jako takovy hraje nezastupitelnou roli v patogenesi ¢erného kasle™,
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ale zaroveti je i dulezitou komponentou vakciny proti Sernému kasli’’. PTX je doposud
nejlépe prostudovanym toxinem této bakterie'.

Piisobeni PTX na molekuldrni trovni se da rozdélit na ¢tyii hlavni kroky: (i) vazba na
receptor cilovych bunék, (ii) vnitrobunéény transport, (iii) translokace enzymaticky aktivni
podjednotky S1 pfes membranu a (iv) ADP-ribosyltransferasova aktivita podjednotky S1. Na
bunécny receptor se PTX véze pies B oligomer a poté vstupuje do bunck pomoci receptorem
zprostfedkované endocytosy. Podjednotka S1 v cytosolu katalysuje ptenos ADP-ribosylu
zNAD" na a-podjednotku inhibi¢niho G proteinu. Tato modifikace vede ke ztraté schopnosti
a-podjednotky vyménit GDP za GTP a tim ke ztrat¢ moznosti inhibovat endogenni adenylat

cyklasu®, coz vyusti v nekontrolovatelny rist intracelularniho cyklického AMP.

Obr. 3: Krystalova struktura pertussového toxinu. PTX se sklada z péti raznych podjednotek (znacené riznymi
barvami), které jsou usporadany do hexamerni struktury. Disulfidické vazby, které se tvoifi béhem skladani toxinu jsou
znazornény ervend. A) Pohled ze strany, B) pohled ze spodu.

PTX ovlivituje fysiologii napadené buiikky mnoha zpiisoby, mezi néz patii
morfologické zmény, exokrinni sekrece, stimulace lipolysy, dale aktivace bunéck

Langerhansovych ostriivki, zvySeni citlivosti k histaminu a mnoho dalSich.

Geny, kodujici faktory virulence, jsou rozptyleny podél chromosomu a netvofi
operon®®. Exprese téchto geni je pod kontrolou lokusu bvgAS (Bordetella Virulence
Gene)*™™°. Ten koduje dva proteiny, cytoplasmaticky aktivator transkripce BvgA a
transmembranovy protein BvgS, jenZ piisobi jako senzor’'”* (Obr. 4). BvgS funguje jako
transmembranova histidinovd kinasa, ktera reaguje na signdly zvnéjSiho prostiedi

autofosforylaci histidinového zbytku. Fosfatova skupina je poté pfenesena na zbytek aspartatu
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a dalsi zbytek histidinu BvgS, ze kterého je nakonec transportovan na aspartatovy zbytek
DNA-vazebného transkripéniho aktivatoru BvgA®™°. Molekula BvgA je fosforylaci
aktivovana a vaZe se na specifické sekvence v promotorovych oblastech gent dilezitych pro

virulenci bakterii a aktivuje jejich transkripci.
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Obr. 4: Dvouslozkovy sytém Bvg. Po piijmuti stimulu z periplasmatického prostoru dojde k fosforylaci BvgS
(pravdépodobné za ucasti ATP) a tim k jeho aktivaci. Kone¢nym piijemcem fosfatové skupiny je BvgA, ktery dale slouzi
jako regulator transkripce a aktivuje piepis nékterych genti. Tento Bvg-aktivovany stav se nazyva Bvg' faze. Pokud systém
neni aktivni, nachazi se bakterie v Bvg™ fazi a exprimuji se geny pro tuto fazi charakteristické. Rozpoznani intermediarni faze
Bvgi, ktera zahrnuje expresi Bvgi specifickych genii, naznaduje, Ze systém Bvg reguluje $iroké spektrum d&ji*®.

3.3 RTX ADENYLAT CYKLASOVY TOXIN

3.3.1 RTX TOXINY

Bylo identifikovano nékolik riznych geneticky, strukturné a funkéné odlisnych rodin
toxind, tvoticich pory, z nichZ rodina RTX (Repeat in ToXin) toxint tvoii jednu z nejvétsich.

RTX toxiny jsou sekretovany celou fadou gramnegativnich bakterii, z nichz vétSina
patii mezi lidské, zivocisné nebo rostlinné patogeny. Oznaceni RTX je odvozeno od vyskytu
nékolika charakteristickych a funkéné dilezitych nonapeptidovych repetitivnich sekvenci.
Mezi jednotlivymi RTX toxiny existuje pomérné vysoky stupent homologie. Nejvétsi rozdily
v aminokyselinovém sloZeni se vyskytuji v N-koncové oblasti’’. RTX toxiny vykazuji nékolik
spoleénych charakteristickych rysti, kterymi se odliSuji od ostatnich bakteridlnich

exoproteini’®. K tém patii:
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1. Vyskyt ptevazné kladné nabitych skupin v N-koncové oblasti a zaporné nabitych
zbytkt v C-koncové oblasti proteinu®.

2. Pro syntézu RTX toxinu a jejich sekreci je nutna pfitomnost n€kolika gend, které
se veétSinou nachazi ve stejné Casti chromosomu a casto vytvaii operon.
V nékterych pripadech se tyto geny mohou nalézat také na plasmidech®’.

3. Sekrece RTX toxinl z bakterii do vnéjSiho prostfedi neni zdvisla na N-koncovém
signalnim peptidu, ale na sekvenci nachazejici se v C-koncové c¢asti molekuly,
kterd neni béhem exportu odstépovéana. Tato sekvence byva oznaCovana jako C-
koncovy sekreéni signal®'.

4. Sekrece kazdého proteinu je zprostfedkovana specifickym sekre¢nim aparatem,
ktery je tvofen tfemi riznymi typy membranovych proteinii a rozpoznava C-
koncovy sekre&ni signal®,

5. Sekretované RTX toxiny se b&hem exportu nehromadi v periplasmatickém
prostoru buiiky®.

6. VSechny RTX toxiny nesou v C-koncové ¢asti molekuly, pted C-koncovym
sekrecnim  signdlem, nékolik nonapeptidovych repetitivnich  sekvenci
s konsensualnim motivem L/I/F-X-G-G-X-G-N/D-D-X (kde X je jakykoliv
aminokyselinovy zbytek). Jejich pocet je u jednotlivych proteinti riizny. Tyto
repetitivni sekvence jsou schopny vézat vapenaté ionty®'.

7. Strukturni gen pro toxin koduje inaktivni protein, ktery prechdzi v aktivni formu
teprve po kovalentni posttranslacni modifikaci zbytkem mastné kyseliny. Tato
modifikace je umoZné&na proteinem kédovanym jinym genem®'.

RTX toxiny ptedstavuji rtiznorodou skupinu toxinil, kterd hraje dilezitou roli ve
virulenci mnoha gramnegativnich bakterii, mezi néz patii Escherichia coli, Bordetella
pertussis, Proteus vulgaris, Morganella morganii, Vibrio cholerae, Moraxella bovis a
bakterie rodiny Pasteurellaceae (rody: Mannheimia, Pasteurella a Aggregatibacter). Skupina
zahrnuje cytotoxiny, které podle specifity k cilovym buiikkam rozdélujeme na hemolysiny
schopné lysovat rizné¢ bunécné typy eukaryotnich bunék vcetné erytrocytd a leukotoxiny,

61,64

jejichz cilova specifita je omezena’ . Napfiklad a-hemolysin HlyA bakterie E. coli je

65,66

cytotoxicky pro Sirokou $kalu bundk, pisobi na erytrocyty, granulocyty®®®, monocyty®” a

endotelialni  buiiky®.  Naproti  tomu  leukotoxiny  bakteriec = Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (LtxA) a Pasteurella haemolytica (LktA) jsou toxické pouze pro

=72
k697

omezenou druhové specifickou skupinu buné . Teprve nedavno byla objevena nova

skupina RTX toxint, jejimz zastupcem je RtxA — 4500 aminokyselinovych zbytka dlouhy

12
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protein z bakterie V. cholerae, ktery zptsobuje depolymerizaci F-aktinovych vlaken mnoha
typt bungk .

Operon RTX toxind se sestava ze Ctyt gent, které jsou usporadany v potadi r&xC, rixA,
rtxB a rtxD (Obr. 5). Translaci genu rtx4 vznika inaktivni toxin, tzv. protoxin, ktery je
aktivovan posttranslaéni modifikaci zbytkem mastné kyseliny’*. Tuto modifikaci zajistuje
produkt genu r&xC. Produkty genil rtxB a rtxD jsou specifickymi sloZkami transportniho
systému pro dany toxin — ABC protein a adaptorovy protein daného ABC transportéru. Gen,
ktery koduje slozku vné€jsi membrany sekrecniho aparatu (70lC), zpravidla vytvari
samostatnou transkripéni jednotku na jiném misté bakteridlniho chromosomu’. TolC je

soucasti nékolika riznych transportnich systémti.

mxc rixA rixB ixD toiC

Obr. 5: Schematické znazornéni obecného rtx lokusu. Silné barevné §ipky znazoriuji geny nezbytné pro syntézu
(Cervene), aktivaci (zelen€) a sekreci (modie) RTX toxind. Tenké Sipky ptedstavuji promotor.

RTX toxiny jsou transportovany z cytoplasmy na bunéény povrch pomoci sekre¢niho
systému typu I, ktery se sklada z proteinti RtxB, RtxD a proteinu podobnému TolC. Protein
RtxB je ATPasa patfici do rodiny ABC (ATP-Binding Cassette) transportnich proteina’®”.
V N-koncové ¢asti proteinu je lokalizovano osm hydrofobnich transmembranovych a-helix,

kterymi je RtxB zakotven ve vnitini membrang®>’

, C-koncova cast RtxB se nachazi
v cytoplasmé a zprostfedkovava vazbu a hydrolysu ATP, ¢imZ poskytuje energii pro export a
mozna i pro tvorbu pocate¢niho kandlu pies vnitini membranu. Protein RtxD patii do MFP
(Membrane Fusion Protein)*®, vytvaii velkou periplasmatickou doménu, pomoci které
umoziuje translokase reversibilné interagovat s trimernim proteinem TolC vnéj$i membrany a
tim také tvorbu transperiplasmatického kanalu (Obr. 6). Sekre¢ni systém typu I zavisi na
neodstépitelném C-koncovém sekreénim signdlu o pfiblizné 50 aminokyselinovych
zbytcich® ™. Export proteinu probiha v jednom energeticky spfazeném kroku, toxin je
prenesen na bunécny povrch pfes vnitini i vnéjSi membranu a zde zaujima svou nativni
konformaci. Tento relativné jednoduchy sekrecni systém typu I je schopny v gramnegativnich

bakteriich pfenaset na povrch buiiky polypeptidy o molekularni hmotnosti az 800 kDa béhem

n&kolika sekund®’.
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RtxB

Obr. 6: Model mechanismu sekrece RTX toxinu pomoci RtxBD/TolC aparatu. Kanalotvorny protein TolC
zanofeny do vnéj$i membrany v klidovém stavu neinteraguje s membranovym proteinem RtxD a ABC transportérem RtxB.
RtxD a RtxB tvofi stabilni komplex ve vnitini membrané. Rozeznani sekretovaného proteinu RtxA pomoci RtxB ve
spolupraci s RtxD indukuje konformacni zmény v periplasmatické doméné RtxD a asociaci s kandlotvornym proteinem TolC.
Je vytvofen transperiplasmaticky kanal, ktery umozni export RtxA. Po ukonceni procesu sekrece se proteiny RtxBD/TolC
aparéatu opét vraceji do oddéleného klidového stavu®.

RTX toxiny potfebuji pro svou aktivitu vapenaté ionty™, které se vazi do

nonapeptidovych repetitivnich sekvenci v C-koncové &asti toxinu®*™®

, jak bylo nejdiive
ukdzano pro a-hemolysin z E. coli a CyaA B. pertussis. 3D struktura alkalické proteasy
bakterie P. aeruginosa (Obr. 7) ukdzala, ze tyto repetitivni sekvence tvofi novou strukturu
pro vazbu vapniku, nazgvanou B-helix®. Prvnich Sest aminokyselinovych zbytki kazdého
motivu tvoii ohyb, do kterého se vazi Ca’" ionty, a zbylé ¥ zbytky tvori kratky p-list.
Takovéto uspotfadani otacek a B-listl vytvari pravotocivy helix paralelnich B-listil, kde jeden
zavit helixu odpovidd dvéma po sobé jdoucim nonapeptidovym motivim. K vazbé
vapenatych iontli dochazi nejspisSe az po sekreci toxinu, protoze cytoplasmaticka koncentrace
Ca”" iontd v bakteriich je velmi nizkd, napt. v E. coli je velmi ptisn& regulovana a udrzovana
na konstantni hlading& okolo 1 uM”’, coZ je o dva fady niZ§i koncentrace, nez jaka je potieba
pro plnou aktivitu HIyA E. coli’".

Interakce RTX toxinll s membranami cilovych bunék se da rozdélit do dvou kroki, na
vratnou adsorpci a nevratnou inserci do membrany’>”’. Pasivni adsorpci RTX toxind je
mozné na buiikach detekovat’™, coZ naznaGuje, Ze adsorpce toxinu na bun&&énou membranu
nemusi byt nasledovéana jeho inserci do membrany a bunécnou lysi. Po inserci do bunécéné
membrany prochazi toxin nevratnou konforma¢ni zménou’”, po které je mozno jej uvolnit
pouze za pouziti detergentu’®. RTX toxiny tvoii kation-selektivni péry definované velikosti
s kratkou dobou Zivota (pouze nékolik sekund)’’'®. Mechanismus inserce RTX toxinu do
membrany ani tvorby poéru zatim neni zndm. Podle nékterych studii je za tvorbu porh

104-107

zodpoveédnad hydrofobni doména lokalizovana v N-koncové ¢asti RTX toxinu , podle
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jinych, provedenych na HlyA bakterie E. coli, je tento Gsek dulezity pro inserci do membran

S «1,108,109
cilovych bunék ™.

Obr. 7: 3D-struktura alkalické proteasy bakterie P. aeruginosa. Uspotadani po sob& jdoucich otacek a fB-listh
(zelen€) RTX domény (razove) vytvati pravotolivy helix paralelnich B-listd - nazyvany paralelni B-helix, ktery vaze vapenaté
jonty (Gerné koule). Modfe je znazornéna katalyticka doména a Zluté a-helixy®’.

Zda je tvorba p6rt zavisld na oligomerizaci RTX proteintl, neni zatim jasné. Pfestoze

97,110,111

byly RTX toxiny izolovany z membran pouze jako monomery , tak analysa odpovédi

zavislé na davce RTX toxinu naznacuje, Ze lyse cilovych bun€k je vysoce kooperativni d¢j,

66,112-116

ktery pravdépodobné zahrnuje oligomerizaci toxinu Tuto teorii podporuje i

pozorovani, ze vzajemnou in vitro komplementaci pari neaktivnich deletovanych variant
HIyA bakterie E. coli a CyaA bakterie B. pertussis 1ze obnovit jejich hemolytickou aktivitu,
coz naznacuje, Zze k agregaci dvou nebo vice molekul toxinu dochazi jesté¢ pred tvorbou
poru! 17118,

V poslednich nékolika letech byla feSena otdzka bunécného receptoru RTX toxint.
Bylo ukézano, ze vyznamnou ulohu ve vazbé RTX toxind na leukocyty hraji predevs§im

119-121

[, integriny . Jako specificky bunécny receptor pro CyaA bakterie B. pertussis slouzi

integrin CD11b/CD18% Prestoze vsak HIyA bakterie E. coli vykazuje velkou homologii
s CyaA, tak jeho vazba na leukocyty je specificka pouze pfi nizkych koncentracich®. P¥iginou
toho je jeho interakce s integrinem CD11a/CD18'". Jin4 studie viak ukazuje, 7e vazbu HlyA
na buiiky nelze saturovat a Ze tedy toxin, pfi vazbé na granulocyty, nema specificky bunécny

122

receptor ~°. DalS§im ptikladem toxind, pro které byl zjistén receptor, jsou leukotoxiny bakterii

A. actinomycetemcomitans (LtxA) a P. haemolytica (LktA). LtxA je specificky pro lidské

leukocyty, kdezto LktA pro hovézi, presto je receptorem obou integrin CD11a/CD18'"*%!,

Zatim vsak neni jasné, zda existuje néjaky receptor, ktery zprostiedkovava vazbu RTX toxind
na erytrocyty. I kdyz v nedavné dobé bylo ukazano, ze jako alternativni receptor pro -

hemolysin z E. coli na membranach erytrocytt by mohl slouZit glykoforin'.
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Jorgensen a spolupracovnici ukazali, ze a-hemolysin bakterie E. coli zpiisobuje rychly
vstup Ca*" iontdi z extracelularniho prostoru a zaroven tnik K* iontd pres plasmatickou
membranu ven z erytrocyti'** . Pozd&jsi studie dokéazaly, Ze i nékteré dalsi RTX toxiny, napf.
LktA Dbakterie P. haemolytica, LtxA bakterie A. actinomycetemcomitans, zpusobuji
nekontrolovatelny vstup Ca®” iontd do cilovych bun&k''*'?*. Cytosolicka koncentrace Ca®"
iontll v cilovych buiikach je velmi ptisné regulovéna a zmény v jejich koncentraci patii mezi

, . : ixoh i 126,127
vyznamné mechanismy bunécné signalizace >

. Mezi zdkladni strategie patogenil pro
manipulaci s hostitelskymi buiikami proto patii zvy3eni &i snizeni koncentrace volnych Ca*"
iontd v cytosolu cilovych bunék'*. Napt. zména koncentrace Ca®" ionti v buiikach Jurkat,
zpusobena LtxA, spusti fadu déju, které zahrnuji mimo jiné aktivaci kalpainu, St€peni talinu,
mobilizaci a Castecné seskupovani [, integrinli do lipidovych rafti a nasledné¢ bunécnou

lysi'?

. Nékteré¢ vysledky naznacuji, Ze vstup vapniku vyvolany sublytickou davkou RTX
toxinu vyvola zanétlivou odpoved**'*% Nicméng stale pretrvava diskuse o mechanismu,

kterym RTX toxiny napomahaji vstupu vapniku do bun¢k.

332 ADENYLAT CYKLASOVY TOXIN (CyaA)

Adenylat cyklasovy toxin (CyaA, ACT nebo AC-Hly) je kli¢ovym faktorem virulence
bakterie B. pertussis, ktery hraje dilezitou roli v ranych stadiich kolonizace respira¢niho

133,134
traktu ™™

. Mutantni kmeny B. pertussis v genu cyad jsou totiz zcela avirulentni'>>'*®, CyaA
se prednostné vaze na myeloidni fagocytujici bunky produkujici integrinovy receptor
CD11b/CD18%. Po translokaci katalyticky aktivni AC-domény do bungk, tato vaZe eukaryotni
kalmodulin a nasledné katalysuje pfeménu intracelularntho ATP na cAMP, kliCovou
molekulu v bunééné signalizaci. To vede k fadé bunéfnych signalti, a tim ke zméné ¢i

paralyse buné¢énych baktericidnich funkci nebo k indukci apoptosy.

3.3.2.1 Produkce a sekrece CyaA

Produkce a sekrece adenylat cyklasového toxinu vykazuje rysy charakteristické pro
celou RTX rodinu toxinti. CyaA je kodovan lokusem cya (Obr. 8), ktery je pod kontrolou
dvouslozkového transdukéniho systému BvgA/S"’ (Obr.4). Geny cyadBDE jsou

. , . 138,139
lokalizovany v jednom operonu

, ktery zacind strukturnim genem cyad kodujicim
inaktivni protoxin proCyaA. Nasleduje gen pro ATPasu vnitini membrany (CyaB),
membranovy fuzni protein (CyaD) a slozka kanalu vnéjsi membrany (CyaE — homolog TolC
(Obr. 6)), ktera je charakteristickou soucasti sekreéniho systému typu I'°. Geny c¢yadBDE

jsou piepisovany do jedné mRNA ze spole¢ného promotoru umisténého pred genem cyad'®’.
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Geny cyaBDE mohou také byt piepisovany z promotoru leziciho mezi geny cyad a cyaB'™>,
ktery je ale na rozdil od vySe zminéného konstitutivni povahy a umoziuje syntézu pouze
malého mnozstvi mRNA. Gen cyaC lezi pted genem cyad. Je piepisovan v opacném smeru a
kéduje syntézu proteinu CyaC — acyltransferasy, ktera katalysuje posttranslaéni modifikaci

proCyaA mastnou kyselinou'*.

e e ey ey )

cyaC cyaA cyaB cyaD cyaE

Obr. 8: Schematické znazornéni cyaCABDE lokusu®'. Gen cyad kéduje protoxin CyaA. Dali tii strukturni geny
cyaBDE koduji proteiny nezbytné pro sekreci CyaA'®”. Geny cyadBDE jsou piepisovany do jedné mRNA ze spoleného
promotoru umisténého pied genem cyad. Geny cyaBDE jsou také prepisovany z promotoru leziciho mezi geny cyad a
cyaB"™’. Gen pro acyltransferasu cyaC, ktera prevadi protoxin do aktivni formy, lei pied genem cyad a je piepisovan v
opa&ném sméru'®’. Silné barevné Sipky znazoriiuji geny nezbytné pro syntézu (Servend), aktivaci (zeleng) a sekreci (modie)
CyaA. Tenké Sipky predstavuji promotor.

Predpokladd se, Ze toxin je sekretovan podobnym mechanismem jako RTX a-
hemolysin (HlyA) E. coli pomoci HlyBD/TolC aparatu. Model mechanismu sekrece a-

. . , v 141
hemolysinu je znazornén na Obr. 6™

. Protein CyaB by analogicky ve spolupraci s CyaD
mohl rozeznavat C-terminalni neod$tépovany sekreéni signal CyaA '** a fidit tak sekreci
rozbaleného CyaA polypeptidu skrze trimerni CyaBDE tunelovou jednotku, pifimo
z bakteridlni cytoplasmy do externiho média bez toho, ze by dochazelo ke vstupu CyaA do
periplasmatického prostoru >*'*!1%3,

CyaA vsak narozdil od ostatnich RTX proteint, které jsou po své sekreci uvolinovany
do okolniho prostiedi, zistava z velké Casti asociovan s bakteridlnim povrchem B. pertussis

pomoci interakce s vlaknitym hemaglutininem'**'*

. Nicméné takto zachyceny toxin je
pravdépodobné agregovany a neschopny slouzit jako kontaktni zbran bakterie. Pouze nové
sekretované molekuly toxinu jsou schopny napadat cilové buiiky. Adhese bakterii na cilové
buiikky napoméha paralyse buiiky toxinem, nebot’ vzhledem k vyssi lokélni koncentraci toxinu

VIV O «1 - 146-148
dochdzi k G€inngjsi vazbé toxinu na buiku .

3.3.2.2  Struktura a biologicka aktivita CyaA

CyaA je jedinecny mezi RTX toxiny, protoze jako bifunkéni toxin je schopen
translokovat svoji adenylat cyklasovou doménu ptes plasmatickou membranu cilovych bun¢k
a zaroven permeabilizuje bunécnou membranu vytvaienymi pory. CyaA je schopen piimé
translokace pies cytoplasmatickou membranu do cytosolu cilovych bunck aniz by k dopravé

149-151

do cytosolu potifeboval endocytosu Tento vstup CyaA do bunék translokaci ptes

membranu je zprostiedkovan jedinym 1706 aminokyselinovych zbytkti dlouhym
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polypeptidem (177 kDa). CyaA je tvofen dvéma strukturné¢ nezavislymi castmi: adenylat
cyklasou, ktera je unikatni pro CyaA a neni soucasti Zadného z ostatnich RTX toxintl, a RTX
hemolysinem, jenz je homologni s ostatnimi RTX toxiny'**'>? (Obr. 9).

RTX hemolysinova ¢ast (Hly) CyaA (asi 1300 aminokyselinovych zbytki) je sama o

sobé schopna tvofit v membranach malé kation-selektivni péry o priméru 0,6 az 0,8 nm'**'2.

Ty mohou permeabilizovat membrany cilovych bunék a iniciovat koloidné-osmotickou lysi

153 s VSRR Y (87,118 e
. 'V hemolysinové c¢asti se nalézd n€kolik funkénich domén™" °. Obsahuje (i)

100
0

erytrocytl

hydrofobni kanalotvornou doménu, kterd zahrnuje zbytky 500 az 800 ™, (ii) aktivaéni

doménu mezi zbytky 800 az 1000, kde se nalézd misto posttranslacni modifikace mastnou

154,155

kyselinou , (1) RTX doménu s vazebnymi misty pro vapenaté¢ ionty (asi 40), ktera

zahrnuje vice mén¢ konzervované nonapeptidové sekvence X-(L/I/F)-X-G-G-X-G-(N/D)-

D*”® (iv) posledni &asti hemolysinové domény CyaA je C-koncovy sekreéni signal, ktery je

v Mo v M v N . . ;oo 142
tvofen prevazné zaporné nabitymi aminokyselinovymi zbytky .

AC doména RTX hamolysin
T25 T18 Hydrofobnl Acyla&ni Repetiivni doména (vazba Ca?*) Sekre&ni
subdoména subdoména doména doména 45 repelitivnich sekvenci signal
- L > -+ » -~ 4 > —
ZI7
— T —
1 400 500 700 800 1 1000 1638 1708
Vazebné misto Oblast zodpov&dna za
pro kalmodulin vazbu na receptor CD11b
Acy|ace (AK 1166-1281)
na K860 a K983

Obr. 9: Schematické zobrazeni molekuly CyaA. Cisla oznaGuji jednotlivé aminokyselinové zbytky. Adenylat
cyklasova doména je slozena ze dvou subdomén T18 a T25. C-koncova ¢ast (RTX hemolysin) se sklada z n¢kolika funkénich
domén — z hydrofobni domény, repetitivni domény, C-koncového sekre¢niho signalu, oblasti aktivace mastnou kyselinou a
oblasti zodpovédné za vazbu na receptor CD11b/CD18.

Hydrofobni doména, lokalizovana mezi zbytky 500 a 700, hraje nezastupitelnou tllohu
pfi vazbé na buiky, pii tvorbé kation-selektivnich port a pii translokaci AC-domény do
cytosolu cilovych bungk'*”!'"*!1°°. Skiada se pravdépodobné z nékolika transmembranovych o-
helixi. Specifickd hemolyticka aktivita adenylat cyklasového toxinu je v porovnani
s ostatnimi RTX toxiny nizkd. Bylo vSak ukdzano, Ze kandlotvorna aktivita CyaA spolecné
s translokaci AC-domény maximalizuje celkové cytolytické vlastnosti toxinu na bunkach

produkujicich CD11b"%"7,
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Dalsi cast hemolysinu tvofi acylatni doména, na které dochazi k posttranslacni
modifikaci g-aminoskupiny lysind 983 a 860 mastnou kyselinou za Ucasti acyltransferasy
CyaCl5+15¢

Zakladni vlastnosti, kterd je spoletnd vSem RTX toxindm, je pfitomnost
aminokyselinovych repetitivnich sekvenci. Tato repetitivni doména CyaA se nachazi mezi
zbytky 1000 a 1600 a je tvofena pfiblizné¢ 45 nonapeptidovymi sekvencemi, které vytvaii
vazebnd mista pro vapenaté ionty. Pro aktivitu CyaA je striktn€ poZadovana piitomnost

volnych vépenatych ionti o fysiologické koncentraci (>0,2 mM)*>-'*¢

. Navic pfitomnost
vapenatych iontll je vyzadovdna také pro vazbu CyaA na oyP; integrinovy receptor
(CD11b/CD18) myeloidnich bun&k’. Nejdulezit&jsi ¢ast CyaA, kterd se Glastni vazby na
receptor, byla v neddvné dobé nalezena v repeticich bohatych na glycinové zbytky a to mezi
aminokyselinovymi zbytky 1166 a 1281'%°. CyaA obsahuje ¢etna (~40) vazebna mista pro
véapenaté ionty a dale pak malé mnoZstvi (~5) mist jiz nevratn& obsazenych Ca>" ionty, ktera
umoziuji interakci s membranou a hemolytickou aktivitu toxinu na erytrocytech®”'®.
Ocekava se, 7e Ca’ ionty se vazi do ohybu, které spojuji prilehlé antiparalelni B-listy
nonapeptidovych repetici v RTX ¢asti CyaA, podobné jako tomu je u RTX ¢asti alkalické
proteasy z P. aeruginosa® (Obr. 7). Vapenaté ionty se vazi k CyaA extrémné kooperativnim
zpusobem. Bylo zjisténo, Ze kandlotvorna aktivita CyaA se piiblizn¢ 50 krat zvysi jiz po
minimalnim narastu (~15%) v koncentraci volnych vapenatych iontd (z 0,7 na 0,8 mM)'.
Druha cast CyaA -invasivni AC doména véze po vstupu do cilovych bunck
intracelularni kalmodulin v poméru 1:1. Jeji enzymaticka aktivita poté stoupne vice jak 1000
krat a dosahne tak extrémni katalytické sily ke~ 2000 st zda se, ze také translokace pies

162 .
. Mechanismus

membranu, nikoli pouhd inserce, je fizend membranovym potencidlem
translokace asi 40 kDa AC domény pies lipidovou dvojvrstvu membrany cilovych bun¢k je
zatim pouze malo prozkouman. Navic translokace AC domény do bun¢k muze byt rozliSena
od tvorby kation selektivnich pértt bodovou mutaci v predikovaném membranovém useku
CyaA'""'® Nedavno Guo a spolupracovnici vyfesili krystalovou strukturu adenylat
cyklasové domény vkomplexu s C-koncovym fragmentem kalmodulinu (C-CaM)'®
(Obr. 10). Tato struktura odhalila ¢tyfi odd€lené casti, kterymi se AC doména vaze ke

kalmodulinu s navazanymi vapnikovymi ionty.
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Obr. 10: Struktura AC domény CyaA v komplexu s kalmodulinem. Modfe je vyznafena C-terminalni

globularni doména kalmodulinu, AC doména pak rdzové. Piitomnost vapenatych a hote¢natych iontd (Sedé koule) je pro

vzajemnou interakci obou proteinti nezbytna'®*,

Podobné jako u ostatnich RTX toxinl i u CyaA zavisi jeho biologicka aktivita na
posttranslaéni modifikaci'®. Tu zprostiedkovavé protein CyaC o velikosti 20 kDa'**'%, ktery
je produkovan spolu s CyaA v bunikach B. pertussis. CyaC katalysuje kovalentni modifikaci

154,155

e-aminoskupiny Lys-860 a Lys-983 zbytkem kyseliny palmitové a funguje jako

140,167 .
°' Mechanismus

acyltransferasa, kterd katalysuje pfenos acylu z acyl-ACP na protoxin
tohoto procesu zatim neni znadm, ale mutagenese genu pro CyaC napovida, ze katalytickymi
zbytky by mohly byt zbytky serinu a histidinu v pozicich 30 a 33. Jejich zdména vede ke
zruSeni acylaéni aktivity CyaC'™®. Substituce zbytku alaninu v pozici 140 vede narozdil od
vySe zminénych zamén k rozdilné specifit€é CyaC vici dvéma acylaénim mistlim v proCyaA.
Zvla§té pak zaména Ala-140 za valinovy zbytek vede tém&f vyhradné k acylaci Lys-983'%,
Rozsah CyaA acylace mastnou kyselinou bakterii B. pertussis zavisi na kmeni, kterym
je toxin produkovan. Bp-CyaA, izolovany z kmene B. pertussis Tohama I-typ 338, byl

acylovany jedinym zbytkem kyseliny palmitové na Lys-983'*

. Déle Basar a spolupracovnici
navrhli, Ze acylace Lys-983 je nezbytnd a postadujici pro aktivaci CyaA'*®. Sekvence CyaA
ale zahrnuje dvé charakteristickd mista acylace. To naznacuje, ze CyaA muze byt acylovan na
dvou lysinovych zbytcich Lys-860 a Lys-983. Rekombinantni r-Ec-CyaA, ktery je
produkovan spolu s CyaC v kmeni E. coli K12, nese skutecné zbytek mastné kyseliny na
zbytku Lys-860'>. Piivodnd se m&lo za to, Ze toto je diivod mensi specifické hemolytické
aktivity r-Ec-CyaA v porovnani s Bp-CyaA'>. Rekombinantni r-Bp-CyaA, nadprodukovany
B. pertussis kmenem 18323/pBN nese také acylovy zbytek na obou lysinovych zbytcich Lys-
860 a Lys-983. Zmensend hemolyticka aktivita r-Ec-CyaA je proto patrné dana modifikaci

pfedevS§im nenasycenou palmitoolejovou kyselinou (cis A9 C16:1), zatimco u Bp-CyaA se

vyskytuje pouze modifikace palmitovou kyselinou'®. Acylace CyaA je mimo jiné také
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diileZita pro vysokoafinitni vazbu na integrinovy receptor CD11b/CD18"°, aviak narozdil od
vazby na erytrocyty je pro vazbu na integrin CD11b/CD18 postadujici acylace Lys-860'*.

Integrin CD11b/CD18 byl v nedavné dobé identifikovan jako vysokoafinitni receptor
pro CyaA na myeloidnich fagocytujicich buiikach?, které se zdaji byt relevantnim cilem CyaA
za fysiologickych podminek'®. Nicmén& CyaA je schopen intoxikovat, byt s mensi G&innosti,
celou fadu bun&k, kterym schazi integrin CD11b/CD18, jako jsou napi. savéi erytrocyty' ',
Nékteré vysledky ukazuji, Ze CyaA je unikatni mezi RTX toxiny schopnosti translokovat
svou AC-doménu pies cytoplasmatickou membranu pfimo do cytosolu cilovych bunék bez
potieby endocytosy. K intoxikace bunék cAMP dochézi ihned po vystaveni CyaA. Veskeré
znam¢ inhibitory endocytosy blokuji pouze dopravu CyaA do endosomu zéavislou na
CDI11b/CD18, ale nikoli akumulaci cAMP'*'7! | a také jimi neni ovlivnéna doprava cizich
epitopt do cytosolu cilovych bundk pomoci AC domény"".

Role CyaA vinterakci bakterie B. pertussis s builkami respiraéniho epitelu,
v modulaci imunitni odpovédi a sekreci prozanétlivych cytokinl je pouze malo prozkoumana
(Obr. 11). Aktivita CyaA by mohla vyvolavat produkci IL-6 v trachealnim epitelu, ktery je
kolonizovan B. pertussis'’>. CyaA prispiva k mnoha patologickym efektim v mysich
modelech plicni infekce, jako jsou G¢inna plicni kolonizace, indukce histopatologickych lesi a
odvod zanétlivych leukocyta™' . Ve fysiologicky relevantnim modelu pfirozené mysi infekce
bakterii B. bronchiseptica jsou kmeny postradajici produkci CyaA zcela avirulentni v B- a T-
deficientnich mySich narozdil od neutropenickych mysi (deficienti na neutrofily), kde jsou

plng virulentni'®’.

To jasn€é naznacuje, ze myeloidni fagocytujici buiiky, zejména pak
neutrofily, jsou primarnim cilem in vivo pro CyaA B. bronchiseptica a nejspiSe také pro CyaA
B. pertussis'™*. Bylo ukazano, 7e CyaA zprostiedkovana intoxikace cAMP inhibuje
signalizaci z Fc receptorii po vazbé ¢astic, které jsou opsonisované protilatkami, ¢imz dochéazi
k inhibici fagocytosy B. pertussis neutrofily'”. CyaA dale snizuje chemotaktickou aktivitu a
oxida¢ni vzplanuti leukocytd, které jsou dilezité pro jejich baktericidni aktivitu'’®. CyaA
muize také vyvolat apoptosu makrofagii'’"'”, ktera je pravddpodobné zpisobend narusenim

membranového potencialu v mitochondriich'”.
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CyaA sekretovany

g Tworba pord
Intoxikace ?

Fagocytické funkce
Fagocytosa
Cradadni vzplanuli

Chemotaxe
Dendrificke bufiky
Meutrofilly
hacrofagy

Apoptosa
Odpoved T regulatnich bungk ? Bunééna lyse

1 IL-12, TNFa, ccL3

1 IL-10,IL6
{Semi-maturovany stav DC ?)

vvvvvv

infekce B. pertussis na sliznici respira¢niho traktu hostitele. B. pertussis kolonizuje Fasinky na respira¢nim epitelu
prudusnice a nosohltanu a zaroven mize adherovat na bufiky zahrnuté v imunitni odpovédi hostitele (makrofagy,
intraepitelialni dendritické buiky). A) Hlavni faktory virulence B. pertussis. B) Sekretovany CyaA se vaze na makrofagy,
neutrofily a dendritické buiiky pomoci ayf3, integrinového receptoru (CD11b/CD18). Po vazbé a inserci do membrany mize
toxin bud’ translokovat svou AC doménu do cytosolu a katalysovat tvorbu cAMP, nebo tvofit kationt-selektivni pory
v bunééné membrané a porusit tak bunéénou homeostasu. Kazda z téchto aktivit sama o sob& nebo v soucinnosti ovliviuji
rﬁznorlcé)sodé signalni kaskady, méni nebo potlacuji baktericidni funkce a antigenni presentaci nebo indukuji lysi a apoptosu
bunék .

3.3.2.3 Interakce CvyaA s cilovymi buiitkami

Pfesny mechanismus vazby CyaA na cilové buiiky a jeho inzerce do cytoplasmatické
membrany, podobné jako mechanismus tvorby kation-selektivnich iontovych péra a pienos
hydrofilni AC domény (40 kDa) ptes hydrofobni lipidovou membranu bunky ziistavaji zatim
nejasné. Adenylat cyklasovy toxin miZze interagovat s fadou rtiznych bunéénych typl a
prenaset svou katalytickou doménu do jejich cytosolu. Zaroven je CyaA schopen dopravovat
svou enzymatickou ¢ast do cytosolu eukaryotickych bunék jinym mechanizmem nez
receptorem zprostiedkovanou endocytosou'"""".

Zda se, Zze prvotni interakce CyaA sbunénym povrchem je nespecifickd a tato
adsorpce ma velmi nizkou afinitu. Mnohem Uuc¢innéj$i je vazba CyaA zprostfedkovana
specifickym receptorem CD11b/CD18, ktery je piitomny na povrchu myeloidnich bungk®.
Skutecnost, ze vazbu CyaA na CD11b/CD18 je mozné inhibovat anti-CD11b monoklonalni
protilatkou naznacuje, ze se vdze k CDI1b podjednotce receptoru. Vazba CyaA pomoci
CDI11b/CD18 receptoru je saturovatelnd, zavisld na ptitomnosti vapenatych iontd a vede
k dramatickému zvySeni cytotoxicity vic¢i builkam. Detaily interakce CyaA s buitkami
nesoucimi CD11b/CD18 jsou nyni intenzivn& studovany'”. Na integrinovy receptor se CyaA

véze v oblasti repetitivni domény toxinu mezi aminokyselinovymi zbytky 1166 az 1281'*. Po

adsorpci nasleduje ireversibilni inzerce CyaA do membrany, prilnik AC domény do cytosolu
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buniky a tvorba pori. Nékteré vysledky na jinych buiikdch nez fagocytech ukazuji na existenci
alternativniho receptoru CyaA neproteinové povahy'™'.

Adenylat cyklasovy toxin ma zcela unikdtni schopnost védzat se s detekovatelnou
aktivitou a pronikat pfes cytoplasmatickou membranu celé tady eukaryotickych bunék
neprodukujicich CD11b/CD18, tedy bez pomoci proteinového bundéného receptoru®>*'®,
tato vazba je vSak nesaturovatelnd a mnohem méné ¢inna nez saturovatelna vazba toxinu na
buiiky s receptorem”. Tim, Ze je CyaA schopen dopravovat svou enzymatickou doménu i do
cytoplasmy sav¢ich erytrocytl, tedy bun¢k neschopnych endocytosy, je CyaA zcela unikatni.
Erytrocyty proto skytaji vyborny model pro studii piimé translokace CyaA pfes
cytoplasmatickou membranu bez ucasti proteinového receptoru. Pro interakci CyaA
s membranou cilové bunky bez CD11b/CD18, jako jsou naptiklad erytrocyty, je nezbytna
integrita a kooperace vSech casti molekuly CyaA, posttranslaéni modifikace mastnou

. wr ’ ’ : o 118,14
kyselinou a piitomnost véapenatych iontd''®'*.

Prvnim krokem v interakci CyaA s
cytoplasmatickou membranou bez CD11b je nespecificka adsorpce CyaA na bunécny povrch,
kterd umozni ptiblizeni hydrofobni domény dostate¢n¢ blizko k lipidické dvojvrstveé
membrany. Nésleduje patrn€¢ zanotfeni hydrofobni domény CyaA do membrany. Tento krok je
nezavisly na teploté, probiha jiz pii 4°C"”*'®" a vyzaduje obsazeni vysokoafinnich mist
véapenatymi ionty® . V druhém kroku dochazi k translokaci adenylat cyklasové domény pies

cytoplasmatickou membranu. Tento krok probiha pouze pfi teploté vyssi nez 16°C''™'%°

aje
potieba obsazeni vysokoafinnich i1 nizkoafinnich vazebnych mist vapenatymi ionty, jejichz
vazba vyvolava velké konformacni zmény v molekule CyaA doprovazejici translokaci AC
domény®>*”. Translokace adenylat cyklasové domény do bun&k je také zavisla na p¥itomnosti
negativniho klidového membranového potencidlu, ktery je pfitomen na vétSing
eukaryotickych bun&k'®2. Pravé membranovy potencial by mohl byt hnaci silou pro prenos
AC domény pies cytoplasmatickou membranu'**'®.

Pivodnimu piedpokladu, Ze k translokaci adenylat cyklasové domény dochazi ptes
vytvorfeny kationt-selektivni por'®, odporuje nékolik pozorovani. Primér kationt-selektivniho
péru CyaA (0,6-0,8 nm) je pfiliS maly na to, aby jim proSel rozvinuty polypeptidovy
tetézec'™. Prinik AC domény do cytosolu erytrocytdl je linedrnd zavisly na koncentraci
piidaného toxinu, kdezto tvorba membranovych pérti vykazuje sigmoidni koncentracni
zavislost. Toto pozorovani poukazuje na moznost, Ze translokace AC domény a tvorba poru

] o r v s 17 v : 107,152
v membrané jsou dva riizné, na sob& nezavislé procesy s odlisnymi mechanismy'’”

. Tyto
vysledky zaroven naznacuji, ze prunik katalytické AC domény do cytosolu erytrocytli je

realizovan pievazné monomery CyaA, zatimco tvorba membranovych port a hemolyticka
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9,101,107,155,162 - .
A>T . Bylo ukazano, Ze zaména

aktivita vyzaduje oligomerizaci molekul Cya
glutamatového zbytku 509 za prolinovy selektivné rusi schopnost translokace adenylat
cyklasové domény do erytrocytil a zaroveti nemé vliv na tvorbu pora'”’. Je mozné, Ze si tyto
aktivity dokonce vzajemné konkuruji, protoze pokud je translokace blokovana vazbou
specifické protilatky proti adenylat cyklasové doméné nebo je AC doména deletovana, je
hemolyticka aktivita toxinu zvySena'®’. Také skutetnost, Ze odli¥na acylace toxinu vede
ke snizeni tvorby iontovych porid, pficemz nedochazi k ovlivnéni translokace adenylat
cyklasové domény pies cytoplasmatickou membranu, podporuje hypotézu, Ze translokace AC
domény do bun¢k je realizovana monomery toxinu, zatimco tvorba iontovych pért vyzaduje
oligomerizaci'>>'®. Na schopnost CyaA tvofit funkéni oligomery poukazuje také funkéni
komplementace dele¢nich mutant CyaA. Zatimco jednotlivé mutantni toxiny byly inaktivni,
pii pouziti smési dvou mutantnich proteinii doslo k &4steénému obnoveni aktivity CyaA''®,
Na zakladé vySe uvedenych pozorovani byl navrzen model interakce CyaA

s membranou'"’.

Tento model predpokldda existenci dvou konformacnich stavii CyaA
na membrang - translokaéniho prekurzoru a kanalového prekurzoru. Zatimco translokacni
prekurzor po inzerci CyaA do membrany translokuje svou AC doménu do cytosolu bunék,

kanalovy prekurzor je zodpovédny za tvorbu oligomernich iontovych pért (Obr. 12).

Intoxikace l Hemolyza

/__\‘C"‘M CD11b/CD18
transloka&ni kanélovy oligomemi
ATP  cAMP — —
prekurzor =" prekurzor = kation-selektivni
pbr

Obr. 12: Model interakce CyaA s membranou cilové buiiky. CyaA se mlze vazat na integrinovy receptor
CD11b/CD18, translokovat invasivni AC doménu do cytosolu nebo oligomerizovat a vytvaret kationt-selektivni pory. Toxin
se viak miize také véazat do cytoplasmatické membrény nezavisle na proteinovém receptoru'”’.
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3.4 Vyuzti CyaA JAKO NOSICE PRO DOPRAVU CIZORODYCH EPITOPU DO

ANTIGEN PREZENTUJICICH BUNEK

Antigen specifické imunitni odpovédi lze rozdélit na bunétné zprostredkované -
zalozené na T-lymfocytech, a na mechanismy humoralni - zaloZené na plisobeni protilatek.
T-lymfocyty 1ze velmi zjednodusené¢ rozdélit na ty, které na svém povrchu nesou koreceptor
CD4 (CD4" T-lymfocyty) a na ty, které na svém povrchu nesou koreceptor CD8 (CD8" T-
lymfocyty)'*+1%.

Exogenni antigeny prochdzeji endosomalnim zpracovdnim a jsou prezentovany na
molekulach hlavniho histokompatibilitniho komplexu druhé tfidy (MHCII). Jsou
rozeznavany CD4" T-buiikami, jeZ jsou pomocné a velmi dileZité buiiky imunitniho systému
uréujici pribéh imunitni reakce. Pomocné CD4" Ty buiiky typu 1 (Tyl) spolupracuji
s makrofagy a CD8" cytotoxickymi Tc lymfocyty (CTL). Zatimco pomocné Ty buiiky typu 2
(Ty2) poskytuji pomoc B-bunikam v diferenciaci a produkci protilatek. Rozhodnuti o pribéhu
imunitni reakce je klicové, vzhledem ktomu, ze extracelularni infekce jsou optimalné
potlacovany protilatkami (odpovéd’ zavisla na Ty2), kdezto intracelularni infekce vyzaduji
aktivaci makrofag a CTL (odpovéd’ zavisla na Ty1)'™.

Na molekulach hlavniho histokompatibilitniho komplexu prvni tfidy (MHC I) jsou
prezentovany hlavné cytosolické antigeny, které vznikly endogenni cestou, napf. proteiny
replikujicich se virl, intracelularnich paraziti nebo specifické proteiny nddorovych bunék. Ty
jsou poté rozeznavany CDS8" cytotoxickymi Tc lymfocyty (CTL), coz umozni eliminaci bunék
infikovanych viry, intracelularnimi bakteriemi nebo eliminaci nadorovych bungk'*,

Ackoli jsou vSeobecné na molekulach MHCI. tfidy prezentovany endogenné
syntetisované proteiny, profesiondlni antigen prezentujici buiiky (APC) jsou schopny
prezentovat na molekulach MHC I. tfidy také exogenni peptidy. Tento proces se nazyva
cross-prezentace. Pokud cross-prezentace vede k aktivaci CD8" T-lymfocytii in vivo, je tento
proces nazyvan cross-priming'®”'**. P¥i cross-prezentaci dochazi k endocytose exogennich
proteini zachycenych na povrchu APC a jejich pfenosu z fagosomu do cytoplasmy, kde
dochazi k jejich casteéné degradaci proteasomem. Nedavno bylo ukézéno, ze fagosomy
dendritickych bunék mohou fazovat s endoplasmatickym retikulem. Antigeny v nich
obsazen¢ mohou byt tedy exportovany do cytoplasmy, Stépeny proteasomem a zpét
transportovany do fuzniho veziklu fagosom-retikulum, kde se vazi na molekuly MHC I'*°. To

do zna¢né miry objasnilo mechanismus cross-prezentace.
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CyaA ma schopnost pronikat ptes cytoplasmatickou membranu riiznych typti bunék a
specificky se véazat na profesiondlni antigen prezentujici bunky (APC), jeZ produkuji vysoké
mnozstvi receptoru CD11b/CD18. To vedlo k mySlence, Ze by CyaA mohl byt vyuzit jako
nereplikativni invasivni vektor, ktery by nesl cizorodé epitopy z patogennich viri nebo
nadorovych markera. Tyto epitopy by byly pomoci CyaA dopraveny piimo do cytosolu bun¢k
nezavisle na receptorem zprostiedkované endocytose a mohly by byt proteasomem
zpracovany pro prezentaci epitopl na MHC molekuldch 1. tfidy a nésledné k indukci
specifické CD8" imunitni odpovédi.

Nezbytnym piedpokladem pro pouziti rekombinantniho CyaA, coby vektoru pro
dopravu cizorodych CDS8" epitopti do cytosolu APC, je zachovani jeho biologické invasivni
aktivity po vloZeni antigenniho epitopu. To umoZiiuje vysokd strukturni flexibilita AC
domény, jez je schopna pojmout cizi antigenni peptidy az o délce 200 aminokyselinovych

190-192 Nedavno bylo také ukazano, ze AC doména je

zbytkl, aniz by doslo ke ztraté invasivity
schopna pienaset dovnit buiiky i peptidy, které na ni byly pfipojeny disulfidickou vazbou'®”.
Vinvasivni katalytické adenylat cyklasové doméné CyaA byla identifikovana
permisivni mista, do kterych lze vkladat cizorodé peptidy, aniz by byla ovlivnéna schopnost
vzniklého toxoidu translokovat tuto doménu pies cytoplasmatickou membranu™”.
Do permisivni pozice u aminokyselinového zbytku 224 byl vlozen modelovy CD8" T-
bunécny epitop z nukleoproteinu viru lymfocytarni choriomeningitidy (LCMV). V in vitro
experimentech bylo uk4zano, Ze takovy CyaA se da pouzit k aktivaci specifickych CD8" T-

194 . . . . . v . . v ’
%% Také v experimentech in vivo se potvrdilo, e rekombinantni CyaA s vlozenym

lymfocyti
epitopem LCMV nebo epitopem z V3 regionu HIV-1 gp120 glykoproteinu vyvolava silnou
specifickou CD8" cytotoxickou odpovéd’. Schopnost rekombinantniho toxinu vyvolat CTL
odpovéd’ je zavisla na jeho schopnosti vniknout do cilovych buné€k, pticemz nezavisi na jeho
adenylat cyklasové aktivite ®'°"'?>1%® Geneticky detoxifikované verze CyaA, neschopné
produkovat cAMP, bylo tspésné pouzito k indukci specifické CTL bunécné odpoveédi ucinné
v profylaktické vakcinaci proti viru LCMV a rovnéz v imunoterapii uréitych nadora "7,
Bylo potvrzeno, ze prezentace cizorodych peptidi insertovanych v molekule CyaA je
zajiStovana mechanismy nezavislymi na endocytickych procesech a ze tyto peptidy jsou
pomoci CyaA dopravovany do drahy zajiStujici jejich zpracovani a prezentaci na molekulach
MHC I. t¥idy'”'. Dale byl do permisivniho mista u aminokyselinového zbytku 224 vlozen
ruzny pocet epitopi LCMV a utéchto konstruktl byla porovnavana hladina cytotoxické

odpovédi in vivo. Imunizaci mysi rekombinantnim toxinem nesouci 1 az 4 epitopy doslo

k indukci piiblizné stejné hladiny specifické cytotoxické odpovédi proti viru LCMV. To
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ukazalo, ze CyaA je schopen dopravovat do cytosolu bun¢k velké cizorodé antigeny
obsahujici n&kolik epitopti pro antigenni prezentaci'®. Byl zkonstruovan rekombinantni CyaA
nesouci v riznych permisivnich pozicich tfi riizné modelové CD8" T-bunééné epitopy, epitop
LCMV, epitop z V3 regionu HIV gp120 glykoproteinu a epitop OVA z kuieciho ovalbuminu.
Pomoci CyaA toxoidu nesouciho tento polyepitop bylo dosazeno soucasné prezentace vSech
tii epitopt na molekulach MHC 1. t¥idy a byla navozena specificka cytotoxicka odpoved'®.
Toho by se v budoucnosti dalo vyuzit pti vyvoji polyvalentni vakciny. Také bylo ukdzano, ze
pouze takové rekombinantni CyaA, které maji vloZeny epitop v invasivni adenylat cyklasové
doméng, jsou schopny uspésné dopravovat epitopy do drahy zajiStujici jejich zpracovani a
prezentaci na molekulach MHC L. t¥{dy"".

Nedavno bylo také ukdzano, Ze epitopy vloZzené do CyaA prochazeji rovnéz
zpracovanim v endosomech a jsou prezentovany na molekulach MHC II. tfidy a rozeznavany
CD4" T-buiikami. Prezentace CD4" T-bundného epitopu vyzadovala interakci CyaA
s CD11b/CD18 a nasledn& klatrinem zprostftedkovanou endocytosu'’'?”. Na Obr. 13 je
znadzornén mechanismus antigenni prezentace epitopi dopravovanych pomoci CyaA do
bunck.

CyaA molekuly, neschopné produkovat cAMP, mohou byt in vivo soubézné pouzity
k dopravé CDS8" a CD4" T bunéénych epitopii nebo dokonce k dopravé celych antigenti do
drahy antigenni prezentace na molekulich MHCI a MHCIIL. Toto umoZiuje vytvofit
soucasné epitop specifickou CD4" Tyl polarizovanou a epitop specifickou CD8" CTL
imunitni odpovéd’ u¢innou v profylaktické vakcinaci proti letalni davce LCMV viru u mysi*”".
Jako velmi vyznamny se jevi Tyl profil imunitni odpovédi CD4", ktery podporuje CD8"
CTL imunitni odpovéd’.

Ucinnost CyaA pfi dopravé antigenit do APC byla v minulosti mnohokrat potvrzena v
preklinickych studiich na zvifecich modelech. Nyni jsou v ptipravé klinické testy faze I/II pro
rekombinantni CyaA toxoid nesouci CD8" antigen E7 lidského papiloma viru 16?2, Probiha
té7 ptiprava klinickych testi pro terapii metastazujicich melanoma'®”.

Kromé toho bylo neddvno ukazano, ze fuze CyaA s mykobakteridlnimi antigeny

(CFP10, ESAT-6) mize v budoucnu slouzit jako nastroj pro zlepSeni diagnostiky latentni

tuberkulosy, nebot’ zvysuje u¢innost jejich rozpoznavani imunitnim systémem>”.
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Obr. 13: Dva ruzné mechanismy antigenni prezentace pro dopravu cizorodych epitopii do bunék pomoci
CyaA. CyaA se vaZe na antigen prezentujici buiiky (APC) a translokuje svou AC doménu s vlozenym CD8" T-bun&énym
epitopem do cytosolu, kde dochazi pomoci proteasomu k proteolytické degradaci CyaA. Pomoci peptidovych pump jsou
epitopy transportovany do endoplasmatického retikula, kde dochazi k jejich asociaci s podjednotkami MHC 1. Poté jsou
molekuly MHC I s navdzanym peptidem vystaveny na bunééném povrchu a dochazi k jejich interakci s T-bunéénym
receptorem na povrchu cytotoxickych T-lymfocyt a ke spusténi proliferace specifickych cytotoxickych T-lymfocyti. CyaA
se muze také do cytoplasmy APC dostat receptorem zprostiedkovanou endocytosou. Endosom flizuje s vackem, ktery vznikl
odstépenim z Golgiho aparatu, ktery obsahuje MHC molekuly II. t¥idy. CD4" epitop se navaze do vazebného mista na MHC
molekule a poté je s MHC glykoproteinem II. tfidy vystaven na povrchu APC. Komplex MHC molekul II. tfidy s navazanym
peptidem je rozpoznan receptory CD4" pomocnych T-lymfocyt, dochazi k jejich aktivaci a ty néasledné aktivuji B-
lymfocyty.

34.1 IMUNODOMINANTNI EPITOPY MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

Rod Mycobacterium zahrnuje vice nez 50 druhd, mezi nimiz jsou vedle obligatné
patogennich ptivodcii onemocnéni - tuberkulosy (M. tuberculosis, M. bovis a M. africanum) a
lepry (M. leprae), téZz podminéné patogenni a nepatogenni kmeny, které piedstavuji
vyznamnou slozku piirodnich biotopa***.

Mycobacterium tuberculosis je obligatni aerobni acidorezistentni ty¢inka s vysokym
obsahem lipidii v bunécné sténé, coz zpusobuje vysokou odolnost mykobakterii vici
nepfiznivym podminkdm okolniho prostiedi a ¢ini tak lécbu tuberkulosy (TBC) velice
obtiznou®”. Bakterie M. tuberculosis byla poprvé izolovana Robertem Kochem v roce 1882.

Tuberkulosa je pandemicky rozsifenou infekci. Téméf tfetina svétové populace je
infikovana M. tuberculosis, kazdorocné se objevuje asi 10 milioni novych piipadi a ro¢né

h**2% Podle Svétové zdravotnické organizace (WHO)

umird témét 3 milidny nemocnyc
pfipadd na rozvojové zemé asi 95 % celkového vyskytu. Vroce 1993 byla tuberkulosa
vyhlaSena WHO za celosvétovy naléhavy problém. Nemocnost v zapadnich zemich, ke
kterym je fazena i Ceska republika, se pohybuje v rozmezi 13 - 15 novych p¥ipadii na 100 000

obyvatel. Rizikové skupiny jsou pfedev§im toxikomani, bezdomovci, vézni, obyvatelé
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hromadnych zafizeni, lidé s oslabenou imunitou (zejména HIV pozitivni) a chabou fyzickou

204,205,209

kondici . Nejcastejsi formou tuberkulosy je jeji plicni forma, ktera ptedstavuje az

85 % vSech onemocnéni. Urogenitalni postizeni je druhou nejcastéjsi formou mimoplicniho
postizeni a tvoii asi 20 % t&chto forem”***%.

Rapidné se zvysujici migrace obyvatelstva a rozvoj cestovniho ruchu, obliba navstév
»-méné civilizovanych* oblasti svéta, stejné jako postupujici pandemie AIDS s sebou nesou
hrozbu zpétného rozsiteni tohoto onemocnéni i do vyspélych zemi.

Jako prevence TBC se pouziva plosné ockovani obyvatelstva. Soucasnéa vakcina Bacillus
Calmette-Gueérin (BCG) byla vyvinuta zacatkem minulého stoleti a je odvozena od oslabené¢ho
kmene M. bovis?'**!!. Tento kmen je intracelularni, napadd makrofagy a vyvolava podobnou
imunitni odpovéd’ jako M. tuberculosis (90 % DNA homologie). Uinnost této vakciny je stale
pfedmétem sport. Studie ukazuji, ze vétSina lidi vykazuje po aplikaci pozitivni koZni test, ale u
n&kterych lidi je vakcina zcela neefektivni (30 %)*'%. Tato jeji kolisava u¢innost je neuspokojiva
zejména u plicni formy TBC (0-80 %). Nicméné hlavnim divodem pro soucasné vyuzivani BCG
vakciny je fakt, ze muze zabranit rozsiteni TBC u déti. Po mnoho let proto zlstdva hlavnim
cilem boje proti této nebezpecné chorob¢ vyvoj bezpecné a t¢inné vakciny. V posledni dobé
bylo zvetejnéno nekolik slibnych strategii pro novou vakcinu. (i) Jako vakcina s lepSimi
protektivnimi ucinky je testovan rekombinantni kmen BCG, ktery byl modifikovan vloZzenim
ur¢itych gent a zvySenim exprese definovanych antigent a zaroven sniZzenim ostatni kapacity
pro imunitni stimulaci*'®; (ii) slibné také vypada p¥iprava oslabeného kmene M. tuberculosis,
jenz by m¢l byt bezpecny, ale indukoval by lepsi imunitni odpovéd’ nez BCG nebo divoky typ
(nemutovany); (iii) dalsi testovanou vakcinou je rekombinantni virus vakcinie, ktery neni
schopen replikace a produkuje vysoce imunogenni antigen Ag85A  bakterie
M. tuberculosis®™*; (iv) v neposledni fadé to je podjednotkova vakcina®", kterd se sklada
z purifikovanych mykobakteridlnich proteinii nebo z molekul DNA upravenych pro expresi
antigend v hostiteli*'°.

Nedavna sekvenace genomu M. tuberculosis umoznila urcit nové imunodominantni
rodiny gent, které by v budoucnu mohly byt zahrnuty v bezbunétné vakciné proti TBC.
Vybér vhodnych kandidatd byl zalozen na vyskytu velkého mnozstvi téchto molekul v mediu
po kultivaci M. tuberculosis (napt. Ag85) nebo na jejich “imunodominanci® po vakcinaci
zivou bakterii (napt. ESAT-6, CEP-10, TB10.4)*'"?"®. V nedavné dobé byl také objeven RD1
lokus, ktery kéduje proteiny aktivng sekretované patogennimi druhy mykobakterie®'?,

nepatogenni druhy vcetné BCG vSak tento lokus postradaji. Lokus RD1 kéduje proteiny

z rodiny ESAT-6, ktera zahrnuje 23 ¢lend v kmenu M. tuberculosis H37Rv, nejznamnéj$imi
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jsou vysoce imunogenni antigeny CFP-10 (culture filtrate protein 10), ESAT-6 (early secreted
antigenic target-6) a TB10.4*%°, jehoZ gen se viak nenachazi na RD1 lokusu.

Protein TB10.4 je kodovan genem Rv0288, ktery se zd4 byt esencialni pro virulenci*!
a in vitro rist M. tuberculosis***. Jak se ukézalo, sekvence TB10.4 je vysoce konzervativni
v klinickych izolatech M. tuberculosis®’. Tento protein je také cilem antimykobakterialni
imunitni odpovédi u 1idi*'"?'®, zaroven ho také siln& rozeznavaji jedinci o¢kovani BCG a

70 % nemocnych TBC?'. Tyto vysledky naznaluji, ze¢ by TB10.4 mohl byt slibnym

kandidatem pro vyvoj nové podjednotkové vakciny proti M. tuberculosis.

3.5 INTEGRINY

Integriny jsou velkou skupinou adhesivnich molekul. Neékteré integriny vazi
komponenty mezibunéné hmoty (extraceluldrni matrix), jiné membranové ligandy pattici do
imunoglobulinové rodiny'*®.

Skladaji se ze dvou transmembranovych podjednotek a a . Rozmanitost integrinli je
zpusobena tim, Ze jedna podjednotka B (8 typl) se miiZze vazat s riznymi o podjednotkami
(17 typt). Integriny se déli do 8 rodin nazvanych podle podjednotky B (Obr. 14). VétSina
bun¢k produkuje jen jeden specificky integrin, pfesto jsou Ctyfi integriny z [, rodiny
produkovany pouze leukocyty'*#%34%,

N-koncové ¢asti podjednotek o a B se podileji na tvorbé vazebného mista pro ligand.
Vazebné misto existuje ve dvou konformacich, které se 1iSi svou afinitou k ligandim.
V klidovém stavu je v nizkoafinni konformaci, kterd po aktivaci bunky rliznymi stimuly
prejde do vysokoafinniho stavu, umoziiujiciho pevnou vazbu'**2%4,

Integriny vykazuji relativné nizkou afinitu ke svym ligandim v porovnani s vysokou
afinitou povrchovych hormonélnich receptorii. Pfesto integriny svymi mnohonasobnymi
interakcemi stovek az tisicti molekul k proteinim mezibunécné hmoty dovoluji buiice, aby
byla pevné zakotvena. Jestlize buiika migruje, je nezbytné, aby byla schopna vytvofit nebo
prerusit tento specificky kontakt. To je usnadnéno tim, ze jsou jednotlivé interakce slabé.
Burka, produkujici rizné integriny, které vazi stejny ligand, je Casto schopna regulovat
aktivitu kazdého integrinu zvladst a tim jemné vyladit jejich interakci s mezibunécnou

186,223,224
hmotou ===,
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Rece specifické pro

Kolagenové receptory | Py e
leukocyty
P

Obr. 14: Rodiny integrinovych receptori.’” 8 riiznych B podjednotek se mize vézat se 17 riznymi o
podjednotkami a vytvari tak nejméné 24 integrind.

3.5.1  RODINA 3, INTEGRINU

Integriny pattici do 3, rodiny se oznacuji jako integriny leukocytl, protoZe jsou jejich
hlavnimi receptory. Tato rodina obsahuje Ctyfi ¢leny, které maji spole¢nou 3 podjednotku a
1i8i se svou a podjednotkou, CD11a/CD18 (a2, LFA-1), CD11b/CD18 (o2, CR3, Mac-1,
Mo-1), CD11¢/CD18 (02, p150/95) a CD11d/CD18 (aupf2)?**.

Gen pro CDI8 (B,) fetézec, ktery koduje transmembranovy protein bohaty na
cysteinové zbytky, je lokalizovan na lidském 21. chromosomu®®***, Cytoplasmaticka &ast
této podjednotky obsahuje sekvenci kritickou pro “inside-out* signalizaci*.

Geny pro lidské podjednotky CD11a (177 kDa), CD11b (170 kDa), CD11c (150 kDa)
a CD11d (160 kDa) jsou lokalizovany na 16. chromosomu®®***. Podjednotky CD11b, CD11c
a CD11d se shoduji ve své aminokyselinové sekvenci ze 60-66 %, kdezto podjednotka CD11a
se snimi shoduje jen ze 35 %*>'. Kazda ztéchto o podjednotek obsahuje v N-koncové
extracelularni ¢asti asi 200 aminokyselinovych zbytkii dlouhou I-doménu (od “ inserted” nebo
“interactive”), také nc¢kdy nazyvanou A-doména (podle homologie s A motivem von
Willebrandtova faktoru), ktera je kriticka pro vazbu vétSiny ligandi. Na rozhrani mezi
transmembranovou a cytoplasmatickou doménou téchto podjednotek byl identifikovan
GFFKR motiv (Obr. 15), ktery se ucastni asociace podjednotek o a B a v nepfitomnosti
aktivaniho signalu tvoii “pant”, ktery zamyk4 heterodimer v nizkoafinni (neaktivni)
konformaci**®,

[ integriny dynamicky asociuji s ostatnimi membranovymi proteiny a tyto interakce
zprostiedkovavaji adhesi a signalizatni funkce P, integrind®®. Kazdy &len této rodiny

rozeznava jeden nebo vice ¢lenli rodiny molekul interceluldrni adhese (ICAM). Integriny
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CD11b/CD18, CD11c¢/CD18 a CD11d/CD18 navic rozpoznavaji i proteiny z ostatnich tfid a
integriny CD11b/CD18 a CD11¢/CDI18 krom& toho také polysacharidy®®. Spoleény rys
proteinovych ligandli je ziejm¢ piitomnost kyselych aminokyselinovych zbytkl
uspotadanych do flexibilni kligky, ktera umozni koordinaci Mg”>" nebo Mn”" jontu a tim
utvofeni mostu mezi [-doménou v a podjednotce a I-like doménou v P podjednotce.
Aminokyselinovéa sekvence RGD, ktera je diillezitym rysem ligand ostatnich integrinti, neni

vyzadovéna pro ligandy B, integrint®*®.

I-like doména

p-vrtule s vazebnymi |
misty pro Ca?" ionty g

Q)

7/ 7 I Plasmaticka
4,4, membrana

a-podjednotka pB-podjednotka

Obr. 15: Struktura B2 integrini. o-podjednotka obsahuje na svém N-konci sedm homolognich repetici, které
tvori B-vrtuli, znazornénou tmavé zelené. RUzove je znazornéna I-doména v a-podjednotce a I-like doména v B-podjednotce,
oranzove pak misto MIDAS (metal ion-dependent site). Zelené je znazornéna GFFKR sekvence, ktera je dilezita pro asociaci

podjednotek, signalizaci a rozeznani ligandu. Integrin je zobrazen v inaktivnim stavu®®.

3.5.2  GLYKOSYLACE 3, INTEGRINU

Oligosacharidové fetézce glykoproteinii jsou velmi rozmanité a daji se rozdé¢lit do
dvou skupin; na N-glykosidicky vazané a O-glykosidicky vazané.

O-glykosidicky vazané sacharidy se vazi na: (i) serin nebo threonin, prvnim
sacharidem pak je N-acetylgalaktosamin, méné Casto galaktosa, mannosa nebo xylosa.; (i1)
hydroxylysin, ktery je modifikovan jedinym zbytkem galaktosy nebo disacharidem
glukosylgalaktosou; (iii) hydroxyprolin, na ktery se vaze arabinosa.

Prvnim sacharidovym zbytkem N-glykosidicky vazaného oligosacharidového fetézce
je zpravidla N-acetylglukosamin, ktery se vaze na asparaginovy zbytek v proteinu v sekvenci
N-X-S/T (kde X je jakykoli zbytek s vyjimkou prolinovéhu a aspartatového). N-glykosidicky

vazané oligosacharidy obsahuji nejméné¢ 5 sacharidovych zbytki - pentasacharidové jadro
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tvofené dvéma N-acetylglukosaminovymi a tfemi mannosovymi zbytky, které jsou spolecné
ttem zakladnim strukturdm: (i) vysokomannosové, (ii) komplexni a (iii) hybridni. Komplexni
typ fetézce mize zaujimat mono-, bi-, tri-, tetra- a penta-antennarni strukturu a obsahovat
rizné mnozstvi zbytkd sialové kyseliny. Vysokomannosovy typ oligosacharidu obsahuje od 3
do 60 mannosovych zbytki.

Biologickd role oligosacharidi zahrnuje S§iroké spektrum funkci od téch
nejjednodussich az po ty velmi dulezité, jako jsou funkce dulezité pro vyvoj a rist. Jsou
zahrnuty pfi tvorbé a udrZeni stability spravné konformace proteinu, slouzi jako vazebné
misto pro mikroorganismy, toxiny a protilatky, zprostiedkovavaji interakce mezi buitkami
nebo bunkou a mezibunéénou hmotou a vneposledni tfadé hraji roli v rozeznavani
lymfocyta®’.

Podobné jako ostatni integriny i [, intergriny jsou bohaté glykosylovany. Obég
podjednotky CDI11 (o-podjednotka) i CDI18 (B-podjednotka) obsahuji nékolik mist N-
glykosylace (N-X-S/T), 10-19 mist v podjednotkich CDI11 a 6 mist v podjednotce
CD18%%»! Aviak pouze néktera znich jsou modifikovana oligosacharidovym fetézcem
vazanym N-glykosidicky k asparaginovému zbytku. Studie struktury oligosacharidového
fetézce P, integrint, izolovanych z lidskych leukocytii, neodhalila Zadné rozdily v glykosylaci
jednotlivych podjednotek. VSechny tedy obsahuji vysokomannosovy typ, vysokomolekularni

komplexni typ a malé mnozstvi hybridniho typu oligosacharidovych fetézcti™’(Obr. 16).

ran— @@

N
Chitoblosové
Jadro @ N-acelylglukosamin
n E Mannosa
-~ v < v ol & Galaktosa
Mar_lln:sové N-acetyllaktosamin @ Sialova kyselina
jadro

Obr. 16: ZjednoduSené schematické zobrazeni N-glykosidicky vazaného komplexniho typu oligosacharidu 2
integrini. Tento komplexni typ obsahuje chitobiosové jadro (dva N-acetylglukosaminové zbytky, GlcNAc) vazané na
asparaginovy zbytek v sekvenci N-X-S/T. Z druhé¢ strany je k nému navazano mannosové jadro (tfi mannosové zbytky, Man),
na které navazuje N-acetyllaktosaminovy zbytek (N-acetylglukosamin a galaktosa, Gal). Ten se muze nékolikrat opakovat a
bud’ je na né&j navazana sialova kyselina, nebo zlstava nemodifikovany.
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3.6 INTEGRIN CD11b/CD18

Integrin CD11b/CD18, nazyvany také jako owmP,, komplementovy receptor typu 3
(CR3), Mac-1 nebo Mo-1, je heterodimerni povrchovy receptor’>. Tento integrin je
produkovan leukocyty myeloidni linie, tedy neutrofily, monocyty, NK (natural killer)
buitkami, polymorfonukledrnimi (PMN) leukocyty a aktivovanymi leukocyty, kde se t€astni

gy (X L 232235
mezibunécné adhese, fagocytosy a bunécéné aktivace

a predev§im pak dendritickymi
bunkami, které jsou klicové pro prezentaci antigenti a indukci bunééné imunitni odpovédi.

CD11b/CD18 je nejdulezitéjsim receptorem pro peptid iC3b, ktery vznika
v komplementové kaskadé. Podle tohoto ligandu dostal CD11b/CD18 jeden ze svych nazvi -
komplementovy receptor typu 3 (CR3). Vazba iC3b zprostiedkovava opsonisaci a fagocytosu
mikroorganismii  pomoci CDI11b/CD18 a také zvySeni afininity NK bunék k C3
opsonisovanym &asticim™".

CDI11b/CD18 je velmi promiskuitni receptor, ktery rozeznava kromé iC3b vice nez 30
riiznych proteinovych i neproteinovych liganda™° (Tab. 1). Tyto mnohostranné interakce
poskytuji molekularni zéklad pro universalni roli neutrofili a monocyti v obrané proti
patogenim®*.

Vazba ligandu na CDI11b/CD18 indukuje riizné funkce jako napf. extravasaci
leukocytd, nebo podporu migrace a aktivace neutrofili a monocytd'*®. CD11b/CD18 je
receptorem podilejicim se na fagocytose opsonisovanych organismil a Castic, protoze vaze
bakterie opsonisované ¢asticemi iC3b>°. Svou lektinovou doménou viak miiZe rozpoznat
sacharidy na povrchu bakterie a zprostiedkovat tak i fagocytosu bez opsonisace™ .
CDI11b/CD18 je schopen interagovat s GPI-zakotvenym proteinem, ktery postrada
cytosolickou cast, ale i s lipopolysacharidovym (LPS) receptorem CD14 a receptorem typu
3B pro Fc cast IgG (FcyIlIB). V této asociaci poskytuje CD11b/CD18 témto povrchovym

r e Lo . 233,238-241
molekulam schopnost transmembranové signalizace™>>***!,
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Tab. 1: Ligandy integrinu CD11b/CD18.

Proteiny extracelularni hmoty ﬁb ronekt'inzzi’j ’ laminin232, kolagenC232,
vitronektin
Imunoglobu.hnova IC AM_1233, ICAM-223
Proteinové . superroshna . 232 230 1 - - 736
ligandy Proteiny krevni koagulace ﬁbrlr;g)gggrzlzw,g%lg%fz( , kininogen
Produkty komplementu 1C3b" e
haptoglobin™®, denaturovany albumin®",
Ostatni elastasa, myeloperoxidasa®™***®, FHA

B. pertussis34

lipopolysacharid (LPS)*’, zymosan, -
Neproteinové ligandy glukany®®, heparin, oligodeoxynukleotidy**°,
glykofosfatidylinositol (GPI)ba**®

Candida albicans™**, Leishmania gp63°**,

Bordetella pertussis***, Escherichia coli***

Patogenni mikroorganismy

3.6.1 STRUKTURA CD11b/CD18

CD11b/CD18 je heterodimerni transmembranovy glykoprotein, ktery se sklada
z nekovalentné asociovanych podjednotek CD11b (an) a CD18 (B2). Kazda podjednotka ma

rozsdhlou extracelularni doménu, na kterou navazuje kratky transmembranovy segment a

243,244

kratkd cytosolickd cast V tomto integrinu bylo objeveno néckolik zajimavych

strukturnich domén. V podjednotce CD11b to jsou I-doména, repetice vazajici vapenaté ionty

234

a lektinovda doména™".V podjednotce CDI18 to jsou I-like doména a oblast bohatd na

cysteinové zbytky, kterd je resistentni vigi proteasam>” (Obr. 17).

|I-doména

Repetice vazajici
vapenaté ionty
(Brvriule)

W, Hike domena

Oblast bohata na
cysteinové zbytky

Lektinova doména

Transmembranova doména

Cytoplasmaticka dast

Transmembranova doména
Cyloplasmaticka cast

Podjednotka CD11b  Podjednotka CD18

Obr. 17: Strukturni domény integrinu CD11b/CD18. Kazda z podjednotek integrinu, CD11b i CD18 ma
rozsahlou extracelularni doménu, na kterou navazuje kratky transmembranovy segment a kratkd cytosolickd Ccast.
Podjednotka CD11b obsahuje né€kolik strukturnich domén, jsou to I-doména, repetice vazajici vapenaté ionty a lektinova
doména. V podjednotce CD18 je zajimava I-like doména a oblast bohatd na cysteinové zbytky, ktera je rezistentni vici
proteasam. Struktura celého integrinu pfipomind hlavu na dvou nohach. Hlavu tvofi I-doména podjednotky CD11b a I-like

doména podjednotky CD18 a jednd se vazebné misto pro vétsinu liganda®'.

Struktura celého integrinu pfipomina hlavu na dvou nohach. Hlavu tvoii I-doména

podjednotky CD11b a I-like doména podjednotky CD18, zaroven obsahuje vazebné misto pro
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veétSinu liganda. Je-li integrin v neaktivnim (klidovém) stavu, jsou nohy jakoby ohnuty
v kolenou a pii prechodu do aktivniho stavu se narovnaji*’ (Obr. 18).

Bylo zjisténo, Ze tvorba heterodimeru nevyzaduje ptitomnost cytoplasmatické a
transmembranové casti podjednotek CD11b a CD18. Asociace a a  podjednotek vyzaduje
pouze piimy kontakt N-koncovych oblasti obou podjednotek, v nichz se nachazi I-doména a
I-like doména™®.

Aktivovany stav
I-doména Hike doména ;
& - I¢; 2
f=y \
‘ }i____;.‘

cD11b @8- cDi8 N
. !
Klidovy stav <:> -
f ® %

i o1,

Signalisace

Signalisace
winside-out” noutside-n®

Obr. 18: Model piechodu integrinu CD11b/CD18 z klidového do aktivovaného stavu.”* Struktura celého
integrinu pfipomina hlavu na dvou nohach. Je-li integrin v klidovém (neaktivnim) stavu jsou nohy u sebe a jakoby ohnuty
v kolenou. Pfi pfechodu integrinu do aktivovaného stavu se nohy od sebe vzdaluji a zaroven se narovnavaji, tim dochazi
k napfimeni celého integrinu (na obrazku znazornéno Sedymi Sipkami). Pfechod integrinu do aktivovaného stavu je
indukovan riznymi stimuly. Mtze se jednat o pfechod aktivovany vazbou ligandu anebo pfechod indukovany po aktivaci
bunky pomoci signalizace “inside-out. Pfechod integrinu do aktivovaného stavu je doprovazen odli§nou vazbou bunéénych
proteintl na cytosolické domény podjednotek CD11b i CD18. Toto vede k spusténi signaliza¢nich kaskad CD11b/CD18 a
signalizaci “outside-in* 22422524,

3.6.2 STRUKTURA PODJEDNOTKY CD11b

CDI11b je protein o 1137 aminokyselinovych zbytcich se signadlnim peptidem dlouhym
16 aminokyselin. Aminokyselinova sekvence podjednotky CD11b mé charakteristické rysy
transmembranového proteinu s N-koncovou extracelularni doménou dlouhou 1092 zbytka,
transmembranovou doménou dlouhou 26 zbytkli a C-koncovou hydrofilni doménou dlouhou
19 zbytkd. V N-koncové doméné se nachazi 19 mist N-glykosylace (N-X-S/T). Molekulova
hmotnost neglykosylovaného proteinu &ini 125 kDa a glykosylovaného 170 kDa**’ (Obr. 19).

v

B - vrtule C-koncova ohlast

Obr. 19: Schematické znazornéni podjednotky CD11b. Obdélnik s rtizovymi prouzky predstavuje signalni
sekvenci, ¢ervenym obdélnikem je zndzornéna I-doména, zelenym transmembranova ¢ast, fialovym pak cytoplasmaticka
oblast. Modré obdélniky predstavuji  struktury W1-W7, fialovymi prouzky v B strukturach 5,6 a 7 jsou znazornéna vazebna
mista pro vapenaté ionty.
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Primérni struktura CD11b zahrnuje sedm vnitinich repetici o 60 aminokyselinovych
zbytcich, sbalenych do B-struktur™***, které tvoii B-vrtuli (B-propeller). Kazda p-struktura je
tvofena Ctyimi antiparalelnimi B-listy, které tvoti dvojité W. Polypeptidovy fetézec tvoii kruh
tak, ze N- a C-konec B-vrtule spolu sousedi a B-struktura W7 se nachazi mezi B-strukturami
W6 a WI1. B-vrtule je tésné sbalend doména s rozsahlymi hydrofobnimi kontakty mezi
jednotlivymi sousednimi B-strukturami. Mezi B-strukturami W2 a W3 se nachazi [-doména,
ktera tvoii okraj horniho povrchu p-vrtule>>**'2* (Obr. 20).

Repetice W5-W7 vykazuji vysoky stupeni homologie a obsahuji sekvenci shodnou
s klickou EF-handu pro vazbu Ca>" jontu, kterd se vyskytuje v proteinech jako je napt.
kalmodulin. Repetice W1-W4 nemaji EF-hand-like sekvence, ale obsahuji vysoce
konservovanou sekvenci YFGAS/AL a LVTVGAP, kter4 lemuje stied repetici®*’.

[-doména obsahuje 200 aminokyselinovych zbytkt, které se skladaji do své terciarni
struktury nezavisle na zbytku podjednotky CD11b. Tato doména ma klasické a| usporadani
se 7 amfipatickymi o helixy, které obklopuji ze dvou stran 5 pievazné paralelnich
B lista®******°. P&t aminokyselinovych zbytki lokalizovanych v této I-doméné tvoii vazebné
misto pro ion Mg*", nazyvané MIDAS (metal ion-dependent adhesion site). Tento kov
koordinuji zbytky D140, S142, S144 (tyto tfi zbytky tvoifi MIDAS motiv — DXSXS), T209 a

234,249,251—253. Kationt Mg2+ je

D242, které jsou kritické pro vazbu ligandu do I-domény
uprostied vazebného mista [-domény a koordinuje konformacni zmény, které urcuji zda je

CD11b/CD18 ve vysokoafinnim nebo nizkoafinnim stavu®**** (Obr. 21).

o

“mmmi.,
i

Doména f —vrtule

Obr. 20: Schematické znazornéni struktury B-vrtule’®. Cerné tecky mezi P listy 1 a 2 W5, W6, W7 znazoriuji
kation Ca”".

Lektinova doména se nachazi mezi aminokyselinovymi zbytky 599 —1092. Piesna
lokalizace a struktura nebyla doposud uréena®®.
C-koncova cast podjednotky CD11b je slozena do domény nékolikanasobného

B sendvice®?,
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Obr. 21: Krystalicka struktura I-domény podjednotky CD11b****%¢ a I-like domény podjednotky CD18>,
A) I-doména ma klasické a|p uspotadani, kdy sedm amfipatickych a helix@ (oznacené cervené) obklopuje ze dvou stran pét
prevazné paralelnich B listd (oznacené modre). Tmave zelenou kouli je znazornén hotfe€naty ion, ktery je vazan v misté
MIDAS. Connollyho povrch vazebného mista pro ligandy je znizornén fialovs, Sedivé a zlut¢*®. B) I-like doména
podjednotky CD18 vykazuje podobnou strukturu jako I-doména CD11b. Cervené je znazornéna kostra domény a modfe pak
vétinou paralelni B lisy. Tmavé zelené koule predstavuji Ca®" ionty vazané v mists MIDAS. Connollyho povrch vazebného
mista je znazornén Sedé (AK 144-148) a zluté (AK199-203, AK225-230, AK305-309).

3.6.3 STRUKTURA PODJEDNOTKY CD18

Obr. 22: Schematické znazornéni podjednotky CD18. Obdélnik s rizovymi prouzky predstavuje signalni

sekvenci, Cervenym obdélnikem je znazornéna I - like doména, zelenym transmembranova Cast, fialovym cytoplasmaticky
usek, modré obdélniky piedstavuji tyfi repetice s cysteinovymi motivy.

CDI8 je protein o 769 aminokyselinovych zbytcich, ktery obsahuje rozsahlou
extracelularni doménu, kratkou transmembranovou a cytosolickou ¢ast. N-koncovy signalni
peptid o 22 aminokyselinovych zbytcich se odstépuje pied zbytkem glutaminu, ktery je Casto

modifikovan na pyroglutamovou kyselinu™*.

Extracelularni doména obsahuje 677
aminokyselinovych zbytkli a 6 mist N-glykosylace (N-X-S/T). Na tuto oblast navazuje
hydrofobni transmembranovd doména o 23 aminokyselinovych zbytcich a cytoplasmatické
¢ast o 46 aminokyselinovych zbytcich, ktera obsahuje nékolik nabitych basickych zbytkd.
Molekulova hmotnost neglykosylované podjednotky CD18 po odstranéni signalni sekvence je
82 kDa a po glykosylaci ¢ini 95 kDa*’ (Obr. 22).

Zvlastnim rysem podjednotky CD18 je vysoky obsah cysteinovych zbytkl (7,4 %).
Aminokyselinové zbytky 445-631 vymezuji oblast bohatou na cysteinové zbytky (20 %),

ktera obsahuje Ctyii za sebou jdouci repetice osmi cysteinovych motivii (7 cysteinovych

zbytkl v 1. repetici). VSech 56 cysteinovych zbytki je extracelularnich, coz indikuje, Ze jsou
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disulfidicky spojeny. Protoze se nevyskytuji zadné disulfidické vazby mezi podjednotkami
CDI11b a CDI18, musi byt tyto vazby intramolekularni*>.

V N-koncové ¢asti CD18 je lokalizovana I-like doména, kterd je svou strukturou velmi
podobna I-doméné podjednotky CD11b (Obr. 21). Obsahuje stejny MIDAS motiv (DXSXS)
jako I-doména. Vazebné misto pro ligand je tvofeno Ctyimi na sebe nenavazujicimi
sekvencemi (R144-K148, Q199-A203, L.225-L.230 a G305-H309) a je podobné vazebnému

, L x252.257
mistu v [-doméné—="".

3.6.4 SIGNALIZACE INTEGRINU CD11b/CD18

V oblasti integrinové signalizace existuji dva dilezit¢é pojmy, a to “inside-out” a
“outside-in“ signalizace. Pojmy znazoriiuje Obr. 18, ktery zaroven ukazuje piechod integrinu
CD11b/CD18 z klidového do aktivovaného stavu.

Aktivace fagocytujicich bunék riznymi prozanétlivymi medidtory (napft. bakterialnimi
produkty, chemokiny) vyusti v konforma¢ni zménu integrinu, ktera zesili jeho schopnost
vazat ligand. Tento proces se nazyva “inside-out“ signalizace®®’. Molekularni mechanismus,
ktery zprosttedkovava tuto signalizaci, neni dosud zndm. Piedpoklada se vSak, Zze tuto
signalizaci zprostfedkovava vice neZ jedna signalizatni draha®*’. Jednou z moznych cest by
mohl byt mechanismus, ktery je zavisly na malé GTPase Rho*®'. “Inside-out* signalizace
zahrnuje zménu afinity i avidity integrinu, kterd je zavislad na bunééném systému a ¢aste¢né na
stimulu, ktery tuto zménu zptsobil**. Jako stimul pro tuto signalizaci slouzi jednak ligandy
jinych receptort, mize se jednat o rizné prozanétlivé mediatory (napi. bakteridlni produkty
nebo chemokiny), ale také jiz aktivované molekuly CD11b/CD18, které pozitivné reguluji
jesté neaktivované molekuly CD11b/CD18. Integriny CD11b/CD18 mohou byt rovnéz
aktivovany v dusledku aktivace jinych integrini produkovanych bunikou. Komplexnost tohoto
systému je dana nutnosti zprostiedkovat bunénou migraci 22029,

Zména afinity, ktera zahrnuje piechod integrinu z klidového do aktivovaného stavu,
muze byt mimo signalizace “inside-out” iniciovana rovnéz vazbou ligandu CD11b/CDI8.
Mezi klidovym a aktivovanym stavem integrinu existuje uréita rovnovaha, kterou je ligand
integrinu schopen uzamknout v aktivovaném stavu *2°. Tato zmé&na afinity zpisobi aktivaci
protein kinasy C (PKC) a je regulovana GTPasou rodiny Rho. Zvlasté cytoplasmaticka ¢ast
podjednotky CDI18 a sekvence GFFKR v podjednotce CD11b jsou kritické pro tuto
signalizaci, protoze asociuji stadou cytoskeletarnich proteinii (napf. a-aktinem, talinem,

filominem, vinkulinem, Rack1)226.
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Zména avidity reguluje mnozstvi CD11b/CDI18 na povrchu lidskych monocyti a

0264
neutrofila™".

Je indukovana signalizaci “inside-out”, ale 1 vazbou ligandu, zahrnuje
shlukovéni integrinu CD11b/CD18 v ur¢itych membranovych oblastech (membrane patches),
v klidovém stavu jsou integriny mimo tyto oblasti drZzeny interakcemi svych cytosolickych
casti s cytoskeletarnimi proteiny bunky. Po aktivaci integrini a zménach v jejich
cytosolickych doménach pravdépodobné dochézi k preruseni téchto interakci a shlukovéni
integrini®****?® Rovné&z je mozné, Ze cytoskeletarnimi proteiny buitky svou vazbou
uzaviraji integrin v neaktivnim stavu a teprve po preruseni kontaktu cytosolickych domén
podjednotek CD11b a CDI8 stémito proteiny dochazi k interakci cytosolickych domén
s jinymi bunéénymi proteiny (jiné cytoskeletarni a adaptorové proteiny, nereceptorové tyrosin
kinasy) a spu§téni “outside-in“ signalizace integrint**°. Signalizace je zavisla na fosfoinositol-
3-kinase (PI-3-kinase) a reorganizaci cytoskeletarniho aktinu. Tuto cestu aktivuje vazba Fcy
receptoru, ale neni aktivovana, pokud jsou leukocyty aktivovany receptorem pro peptidy
zandtu™°. V neutrofilech muze cestu vedouci k “inside-out signalizaci zprostiedkovat
serin/threonin kinasa Pak 17?°. Propojeni integrinu s protilatkami, vazba se specifickymi
ligandy nebo spolecnd vazba s ostatnimi povrchovymi strukturami ¢i receptory zpusobi
aktivaci nekterych signalizacnich cest, coz vede k rozmanitym bunéénym odpovédim, napft.
ke zméné v expresi n¢kterych genti, diferenciaci bunék ¢i jejich migraci. Tento déj se nazyva
“outside-in* signalizace. Prestoze aktivace fokalni adhesni kinasy (FAK) je dulezitd pro
mnoho “outside-in“ signalizaci integrinli, protoze vaZze peptidy na bazi cytoplasmatické
domény podjednotky CD18, neni FAK kriticka pro “outside-in“ signalizaci B, integrinii™.
Vlastni mechanismus spusténi signalizace “outside-in“ vSak podobné jako u signalizace
“inside-out™ stale neni znam (Obr. 23).

CDI11b/CD18 je dale schopen v cytoplasmatické membrané bunky interagovat s
riznymi GPI-kotvicimi proteiny, které postradaji cytosolickou cast. Jedna se naptiklad o
receptor pro LPS (CD14) nebo receptor uPAR (urokinase-type plasminogen activator
receptor). V této asociaci poskytuje integrin CD11b/CD18 témto povrchovym molekulam
schopnost transmembranové signalizace %2726,

Obecn¢ lze tici, Ze tak jako vaze integrin CD11b/CD18 Sirokou Skalu ligandt, pouziva

1 mnoho rtiznych signalizacnich cest, které¢ zahrnuji MAPK (mitogen-activated protein kinase)

kaskddu, PI-3-kinasu, tyrosinové kinasy rodiny Src (Frg, Hck, Lyn), kinasu Syk a
FAK261:264.269.270
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Signal (aktivace CD11b/CD18)
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Paxilin B
Tensin Nereceptorové @
Cortactin | tyrosin Kinasy: /
Talin sarkova rodina kinas
A-gldinin {Far, Hek, Lyn kindza)
Filamin kinasa Syk + \
Cas kinasa F ak/Pyk PKC

| \ LW VO

Kalmodulin

@9 c-Chl Kalpain
4—_, I3k
l P|P2+P\P3
Ly )
Rho Oxldacnl
Rac Cytohesm 1 vzplanu i l

RhoGAP
Zmény aktinového ]
[Transkripce geni ] [Degranulace cytoskeletu

Obr. 23: Schematicky obrazek “outside-in“ signalizace integrinu CD11b/CD18725326027° pg vazbs a aktivaci
integrinu CD11b/CD18 (na obrazku znazornéno cervenou Sipkou) dochdzi k aktivaci mnoha signalizacnich drah. Jejich
vzajemna spoluprace (,,cross-talk®) s ostatnimi signalizacnimi drahami buiiky aktivovanymi jinymi stimuly je zodpovédna za
rozmanité bunécné odpovedi. Drahy signalizace CD11b/CD18 jsou schopné zprostfedkovat cytoskeletarni zmény nutné pro
migracni pohyb buiiky, ale rovnéz také pro fagocytézu bakterie. Drahy také spousti genovou transkripci a aktivuji bunku ke
zniGeni bakterie *’'. Vazba ligandu na CD11b/CDI8 iniciuje vytvofeni multiproteinového signalizaéniho komplexu
sloZzeného z nereceptorovych tyrosin kinas, cytoskeletarnich a adaptorovych proteint. Signalni drahy CD11b/CD18 jsou
Zzévislé na intraceluldrnich tyrosin kinasach, kli¢ové se jevi kinasy sarkové rodiny (p58°%, p59/611*, p53/56'¥™) a kinasa Syk
266272 pyestoze aktivace FAK (fokalni adhezni kinasy) je dileZitd pro mnoho “outside-in signalizaci integrini, neni FAK
kliGova pro “outside-in signalizaci B, integrinii 2”°. Jeji zapojeni je zprostfedkované a nejevi se jako kritické. Aktivace kinas
vede k fosforylaci asociovanych cytoskeletarnich proteini jako je paxilin, talin, a-aktinin a toto zpusobuje cytoskeletarni
zmeény. Aktivace tyrosin kinas vede také k aktivaci signalnich drah fosfolipasy C (PLC) a fosfatidyl-inositol-3-kinasy (PI3K)
214275 PLC iniciuje uvoln&ni intracelularnich zasob vapniku a nasledny vstup vapniku z extracelularniho média *’°. Tyto
udalosti rovnéz vedou k aktivaci proteinti depolymerizujicich aktin a nasledné k reorganizaci aktinového cytoskeletu.
Zprostiedkovang dochéazi rovnéz k aktivaci fosfolipasy D (PLD) a malych GTPas Rho a Rac *””. Vazba ligandu na CD11b/
CD18 muize rovnéz iniciovat aktivaci MAP-kinasovych drah (konkrétné ERK a JNK) a tim spustit genovou transkripci a
aktivaci bufiky 225233:260270278

3.7 INTERAKCE PROTEINU SE SACHARIDY

J 4

Lektiny jsou proteiny, které se vazi na cukerné molekuly, avSak enzymové je
neméni’”’. Zu&astiiuji se mnoha vyznamnych biologickych pochodi, jako napiiklad iniciace
infekce, oplodnéni, rast, diferenciace. Jsou vSak také vyuZivany ke studiu imunitniho systému
a interakci protein se sacharidy. Jejich specifita je obvykle definovana monosacharidy a
oligosacharidy, které jsou tak i nejlepsimi inhibitory*®’

Zbytky kyseliny sialové, které se nachazi na koncich oligosacharidovych fetézct
mnoha plasmatickych proteinil, chrani tyto proteiny pfed degradaci v jatrech. Napftiklad
struktura ceruloplasminu obsahuje nékolik oligosacharidovych fetézcti koncicich sialovou
kyselinou. Odstranéni zbytku kyseliny sialové pomoci neuraminidasy je jedna z metod,

413

kterymi se v organismu oznacuji “staré* proteiny pro jejich degradaci a nahrazeni novymi.

Plasmatickd membrana hepatocytli obsahuje lektiny specifické pro nesialované proteiny
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(asialoglykoproteinovy receptor). Interakce tohoto receptoru s glykoproteinem bez zbytkl
sialové kyseliny pak vede kendocytose tohoto proteinu a jeho nasledné degradaci
v hepatocytech. Obdobny mechanismus je vyuzit napf. i pfi odstrafiovani starych erytrocytt
z krevniho fteci$té. Pomoci oznaceni glykoproteini riznymi koncovymi oligosacharidy a
jejich naslednou interakci s hepatocyty je regulovan také poloCas Zivota mnoha hormonti
(luteinizaéni hormon, thyreotropin)**'.

Nékteré mikroorganismy vyuzivaji lektiny na zprostfedkovani bakteridlni adhese na
hostitelské buiiky anebo pro prinik toxinit do bunék. Helicobacter pylori, bakterie odpovédna
za vétSinu pripadt Zaludecnich viedd, adheruje na vnitini povrch zaludku diky interakci mezi
bakterialnimi membranovymi lektiny a specifickymi oligosacharidy membranovych
glykoproteint epitelidlnich buné€k. Jednim z vazebnych mist rozeznavanych H. pylori je
oligosacharid Le”, ktery je soudasti determinantu krevni skupiny O. Toto pozorovani
vysvétlilo nékolikrat vyssi vyskyt zaludéénich viedi u lidi s touto krevni skupinou a soucasné
umoznilo 1 navrzeni jednoho ze zpusobt 1écby - podavanim syntetického analogu Leb?2,

I mnoho vird vyuzivd interakci svych povrchovych molekul s glykoproteiny
hostitelskych bunék. Jednim z pfikladd je virus chiipky a jeho povrchovy protein
hemaglutinin, ktery je esencialni pro vstup viru do buiiky™®.

Vzhledem k to mu, ze CyaA je schopen se vazat na mnoho typt bunék, které nemaji
integrinovy receptor CD11b/CD18, je moZné, ze tuto interakci zprostiedkovavaji sacharidy na

bunécném povrchu. CyaA by tedy mohl mit lektinovou aktivitu.

Tab. 2: Lektiny a jimi rozeznivané oligosacharidy.

Lektin ZKkratka | Rozeznavany sacharid
Rostliny
Konkavalin A ConA Mana1-OCH;
Aglutinin pSeni¢nych klik¢ka WGA NeuS5Ac(a2—3)Gal(B1—4)Glc
(Wheat germ aglutinin) GIcNAc(B1—4)GIcNAc
Ricin Gal(B1—4)Glc
Aglutinin Lens culinaris LCA
Savci
Galektin-1 Gal(B1—4)Glc
Manosu vazajici protein A Oligosacharidy s vysokym obsahem
Sy . MBP-A
(Mannose-binding protein) mannosy
Viry
Hemaglutinin viru chiipk
(Inﬂuégnza virus hemag%ll}l,tinin) HA NeuSAc(02—6)Gal(Bl—4)Gle
Protein 1 polyoma viru VP1 NeuSAc(a2—3)Gal(B1—4)Glc
Bakterie
Enterotoxin LT Gal
Cholera toxin CT GM1 pentasacharid
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4 CIiLE DISERTACNI PRACE

PRODUKCE A PURIFIKACE INTEGRINU CD11b/CD18

» Produkce integrinové podjednotky CDI11b v bakterii E. coli a jeji purifikace pro
imunizace a ptipravu specifickych protilatek.
» Produkce integrinu CD11b/CD18 v hmyzich buiikdch S2.

ANALYSA INTERAKCE RTX TOXINU S 3, INTEGRINY

» Oveétit roli N-glykosylace B, integrinovych receptort pii vazbé CyaA a jinych RTX
toxind.

IMUNOLOGICKE VYUZITI CyaA JAKO NOSICE PRO DOPRAVU MYKOBAKTERIALNICH EPITOPU DO

ANTIGEN PREZENTUJICICH BUNEK

(ve spolupraci s laboratori Dr. C. Leclerc, Institut Pasteur)

» Vyuzit purifikované fuzni proteiny CyaA s mykobakteridlnimi epitopy ke studiu
schopnosti CyaA dopravovat tyto epitopy do antigen prezentujicich bunck pro jeho
prezentaci na molekulaich MHC 1. a II. tfidy a indukci specifické CD4" a CD8" T-
bunécné imunitni odpoveédi in vitro a in vivo a déle k navozeni imunitni odpovédi proti

M. tuberculosis a zjistit miru poskytované ochrany proti tomuto patogenu.
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5 MATERIAL A METODY

5.1 SEZNAM POUZITYCH CHEMIKALI{

[2,3-"H] cAMP, INC, USA

3-isobutyl-1-methylxanthin (IBMX), Sigma-Aldrich, USA
[a-**P]ATP, INC, USA

B-merkaptoethanol, Merck, SRN

[y-**P]JATP, INC, USA

A-DNA, MBI Fermentas, Litva

Adenosin-5’-trifosfat (ATP) , Sigma-Aldrich, USA
Adenosin-3",5"-(cyklicky) monofosfat (cAMP), Sigma-Aldrich, USA
Agarosa pro DNA elektroforesu, Promega, USA

Akrylamid, Sigma-Aldrich, USA

Ampicilin, Biotika, Slovenska Republika

Antibiotika (10 000 U/ml penicilin G, 10 mg/ml streptomycin a 25 pg/ml amphotericin B) 100x
koncentrovany roztok, Sigma-Aldrich, USA

Azid sodny, Sigma-Aldrich, USA

Bacto-tryptone, Oxoid, Anglie

Bakteriologicky agar, Oxoid, Anglie

Bromfenolova modf, Sigma-Aldrich, USA

Complete Mini (EDTA-free Protease Inhibitor Coctail Tablets), Roche, SRN
Coomassie Blue G-250, Serva, SRN

Coomassie Blue R-250, Serva, SRN

D-Arabinosa, Sigma-Aldrich, USA

D-Fruktosa, Lachema, Ceska republika

D-Mannosa, Sigma-Aldrich, USA

D-Xylosa, Lachema, Ceska republika

DEAE-Sepharosa CL-6B, Pharmacia, Ceska republika

Dextran T-500, Pharmacosmos, Dansko

Dihydrogenfosfore¢nan draselny, Lachema, Ceské republika
Dihydrogenfosfore¢nan sodny (dihydrat), Lachema, Ceska republika
Dimethylsulfoxid (DMSO), Sigma-Aldrich, USA

Dithiothreitol (DTT), Serva, SRN

dNTP mix (10 mM roztok), MBI Fermentas, Litva

Dodecylsulfat sodny (SDS), Serva, SRN

Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného, Lachema, Ceska republika
Ethanol, Lachema, Ceska republika

Ethidiumbromid, Serva, SRN

Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA), Serva, SRN
Ethylendiamintetraoctova kyselina 0,02 % (w/v), Pfipravna medii, UMG AV CR, Praha
F-12 médium, Sigma-Aldrich, USA

Fenol, Sigma-Aldrich, USA

Fetalni hovézi sérum (FCS), Biochrom, SRN

Ficoll-paque plus, Amersham biosciences, USA

Galakturonové kyselina, Lachema, Ceska republika

Glukosa, 25 % (w/v), Pfipravna medii, UMG AV CR, Praha
Glukosa, Lachema, Ceska republika
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Glycerol, Lachema, Ceska republika

Glycin, Serva, SRN

Hovézi sérovy albumin (BSA), frakce V, Sigma-Aldrich, USA
Hydrogenfosfore¢nan draselny, Lachema, Ceska republika
Hydrogenfosfore¢nan sodny (heptahydrat), Lachema, Ceska republika
Hydrogenuhli¢itan sodny, 7,5 % (w/v), Piipravna medii, UMG AV CR, Praha
Hydroxid draselny, Lachema, Ceska republika

Hydroxid sodny, Lachema, Ceska republika

Chloramfenikol, Merck, SRN

Chlorid draselny, Lachema, Ceska republika

Chlorid hoteénaty, Lachema, Ceska republika

Chlorid sodny, Lachema, Ceska republika

Chlorid vapenaty, Lachema, Ceska republika

Chloroform, Penta, Ceska republika

Chlorpromazin, Sigma-Aldrich, USA

Imidazol, Fluka, SRN

Isopropanol, Neratovice, Ceska republika

Isopropyl B-D-thiogalaktopyranosid (IPTG), Sigma-Aldrich, USA
Kanamycin, Sigma-Aldrich, USA

Kvasni¢ny extrakt, Oxoid, Anglie

Kyselina borita, Lachema, Ceska republika

Kyselina chlorovodikova, Lachema, Ceska republika

Kyselina fosfore¢nd, Lachema, Ceska republika

Kyselina N-2-hydroxyethylpiperazin-N’-2-ethansulfonova (HEPES), Serva, SRN
Kyselina octova, Lachema, Ceska republika

L-Fukosa, Sigma-Aldrich, USA

L-glutamin, 3 % (w/v), Pfipravna medii, UMG AV CR, Praha
Lipofectamine 2000, Invitrogen, USA

Methanol, Lachema, Ceské republika

MIéko odtuénéné susené, Milli, Ceska republika

Mocovina, Lachema, Ceska republika

N-acetylgalaktosamin, Sigma-Aldrich, USA
N-acetyllaktosamin, Calbiochem, USA

N-acetylmannosamin, Sigma-Aldrich, USA
N,N’-diacetylchitobiosa, MP biomedicals, USA
N,N’,N’-triacetylchitobiosa, MP biomedicals, USA
N,N’-methylenbis-akrylamid, Serva, SRN
N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin (TEMED), Serva, SRN
Ni-NTA agarosa, Qiagen, SRN

Nitrocelulosova membrana BioTrace NT, Pall, USA

Octan drasekny, Lachema, Ceska republika

Octan sodny, Lachema, Ceska republika
O-nitrophenyl-B-D-galaktosid, Sigma-Aldrich, USA
Paraformaldehyd, Sigma-Aldrich, USA

Phenyl -Sepharosa, Pharmacia, Ceska republika

Peroxid vodiku, Lachema, Ceska republika

Persulfat amonny (APS), Serva, SRN

Pyrofosfore¢nan sodny, Lachema, Ceska republika

Pyruvat, 1,1 % (w/v), Pfipravna medii, UMG AV CR, Praha
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RPMI s NaHCOs, Piipravna medii, UMG AV CR, Praha
Rychloustalova¢ pro ruéni zpracovani RTG filmi, Foma, Ceska republika
Sestava na izolaci DNA, Top-Bio, Ceska republika
Sestava QCL-100 na stanoveni LPS, Cambrex, USA
Schneider’s Drosophila médium, Gibco, USA
Sialova kyselina, Sigma-Aldrich, USA
Siran hotecnaty, Sigma-Aldrich, USA
Siran sodny, Fluka, SRN
Standardy (High Range Molecular Weight Standards) pro ur¢ovani hmotnosti proteinti pro SDS-
PAGE o sloZeni: myosin (205 kDa), p-galaktosidasa (116,5 kDa), fosforylasa (97,4 kDa), BSA (66,2
kDa), ovalbumin (45 kDa), anhydrasa (31 kDa), trypsin inhibitor (21 kDa) a lysozym (14 kDa); Bio-
Rad, USA
Tetracyklin hydrochlorid, Sigma-Aldrich, USA
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris), Serva, SRN
Tris(hydroxymethyl)aminomethan-hydrochlorid (Tris-HCI), Serva, SRN
Triton X-100, Amersham, USA
Trypanova modf, Sigma-Aldrich, USA
Trypsin inhibitor, Sigma-Aldrich, USA
Tunikamycin, Sigma-Aldrich, USA
Tween 20, Sigma-Aldrich, USA
Uhli¢itan sodny, Lachema, Ceska republika
Vyvojka pro ruéni zpracovani RTG filmii, Foma, Ceska republika
Voda pro tkanové kultury, UMG AV CR, Praha
Vsechny pouzité chemikalie dosahovaly analytické Cistoty.

5.2 PRISTROJOVE VYBAVENI

Biirkerova komirka, Marienfeld, SRN

CO; inkubator IG 150, Jouan, Francie

Digitalni analytické vahy, Mettler, SRN

Elektroforéza Mini-PROTEAN II, Bio-Rad Laboratories, Inc., USA
Fluorescenc¢ni priitokovy cytometr LSR II, BD Biosciences, USA
Invertovany mikroskop IX 71, Olympus, Japonsko

Laboratorni tfepacka LT-2, Kavalier,Votice

Laminarni box MSC 12, Jouan, Francie

Mrazici box (-150 °C), Sanyo, USA

Mrazici box (-20 °C), Zanussi, Jugoslavie

Mrazici box (-80 °C), Jouan, Francie

Odstiedivka Biofuge pico, Heraeus Instruments, SRN

Odstiedivak Sorvall OTD Combi, Du Pont Instruments, USA
Odstiedivka Sorvall RC5C Plus, Du Pont Instruments, USA
Odstredivka Sorvall RC26 Plus, Du Pont Instruments, USA
Odstiedivka Sorvall RT6000B, Du Pont Instruments, USA
Odstredivka Universal 32R, Hettich Zentrifugen, SRN

pH-metr MV 870, Précitronick, NDR

Predvazky Nagema, OWA Labor, NDR

Sestava pro magnetickou separaci, MACS Myltenyi Biotec, SRN
Scintilaéni kapalinovy pocita¢ WALLAC 1410, Pharmacia, Svédsko
Spektrofotometr pro mikrotitracni desticky Twinreader Plus, Labsystems, USA
Spektrofotometr SECOMAM S.2501+, ALC-SECOMAM, Francie
Suchy termostatovany blok, Vyvojové dilny CSAV, Ceska republika
Temperovana ploténka, Vyroba elektrickych zafizeni, Ceska republika
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Termostatovana vodni lazen typ 357, Elpan, Polsko
Termostatovand vodni lazen typ U7C, VEC MLW, SRN
Termostatovana vodni lazen typ UHS, VEB MLW, SRN
Ultrasonikator S300, Misonix, USA

Vortex MS 1, IKA-Works, Inc., USA

Zatizeni pro DNA elektroforesu, Bio Rad, Inc., USA

Zatizeni pro DNA elektroforesu, MBU AV, Ceska republika

Zatizeni pro izolaci DNA (Lego-kit), TopBio, Ceska republika
Zatizeni pro Western blot Semiphor, Hoefer, USA
Zdroj pro elektroforézu, Vyvojové dilny CSAV, Ceska republika
Zdroj UV zateni, Ultra Violet Products, Inc., USA

5.3 POUZITE RESTRIKCNi ENDONUKLEASY

Tab. 3: Seznam pouZitych restrikénich endonukleas

Enzym Zasahove Vyrobce reavk}c“lr(ilfl Iril};EB %:;ictgl VyZaduje
misto o 0,01% BSA
pufr (°O)

Bal | TGG/CCA |NEB,USA 4 37 ne
BspE 1 T/CCGGA |NEB, USA 3 37 ne
BspLU 111 | A/CATGT |Roche, SRN zvlastni pufr |37 ne
BsrG 1 T/GTACA |NEB, USA 2,4 37 ano
BstB 1 TT/CGAA |NEB, USA 4 65 ne
Ecl136 11 GAG/CTC | MBI Fermentas, Litva | Zvlastni pufr |37 ano
EcoR | G/AATTC |NEB, USA 1,2,3,4 37 ne
EcoR V GAT/ATC |NEB, USA 3 37 ano
Fspl TGC/GCA |NEB, USA 4 37 ne
Hinc 11 GTY/RAC |[NEB, USA 2,3,4 37 ano
Hind 111 A/AGCTT |NEB, USA 2 37 ne
Kpn I GGTAC/C |NEB, USA 1 37 ano
Nco | C/CATGG |[NEB, USA 1,2,3,4 37 ne
Nde I CA/TATG |NEB,USA 2.4 37 ne
Nsi I ATGCA/T |NEB, USA 3 37 ne
Sal | G/TCGAC |NEB,USA 3 37 ano
Sph 1 GCATG/C |[NEB, USA 1,2,4 37 ne
Xba | T/CTAGA |NEB, USA 2 37 ano
Xho I C/TCGAG |NEB, USA 2,3,4 37 ano

Y..... pyrimidinova baze

R..... purinova baze
5.4  OSTATNi ENZYMY

=  Alkalicka fosfatasa (SAP), MBI Fermentas, Litva
=  Pankreaticka ribonukleasa (RNasa), MBI Fermentas, Litva

= T4 DNA-ligasa, MBI Fermentas, Litva-dodavany s T4 DNA ligatnim pufrem (10x

koncentrovany, pH 7,5, 660 mM Tris-HCI, 50 mM MgCl,, 100 mM DTT, 10 mM ATP)
= T4 DNA polymerasa, New England Biolabs, USA

=  Phusion polymerasa (Finnzymes, Finsko) s kompletnim pufrem (10x koncentrovany, pH 8,8,

100 mM KCIl, 200 mM Tris-HCI, 100 mM (NH,4),SO4, 20 mM MgSOy, 1% Triton X-100)
= RNAsa A, Qiagen, SRN
=  Trypsin, Sigma-Aldrich, USA
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5.5 SEZNAM POUZITYCH PROTILATEK

= anti-6xHis monoklondlni protilatka konjugovana s kienovou peroxidasou, Sigma-Aldrich,
USA

= anti-CD11b monoklonalni protilatka MEM174, V. Hotejsi, UMG AV Ceska republika

= anti-CD11b monoklonalni protilatka konjugovana s fykoerytrinem M1/70PE, Pharmingen,
USA

= anti-CD18 monoklonalni protilaitka MEM48, V. Hotejsi, UMG AV Ceska republika

= anti-FLAG monoklonalni protilatka M2, Sigma-Aldrich, USA

= anti-mysi Ig protilatka konjugovana s AlexaFluor488, Molecular probes, USA

= anti-mysi Ig protilatka konjugovana s kienovou peroxidazou, Amersham, USA

= anti-krali¢i Ig protilatka konjugovana s kienovou peroxidazou, Amersham, USA

= anti-mysi Ig protilatka konjugovana s magnetickymi partikulemi, MACS Myltenyi Biotec,
SRN

5.6 POUZITE ROZTOKY A PUFRY

30% roztok akrylamidu pro SDS-PAGE:

Akrylamid 29% (w/v)

N,N’-methylenbisakrylamid 1% (w/v)
Alserver:

Glukosa 2,05% (w/v)

Kyselina citronova 0,055% (w/v)

Dihydrogencitronan sodny 0,683% (W/v)

NaCl 0,42% (w/v)

Steriluje se autoklavovanim (0,12 MPa, 20 minut).

Barvici roztok pro SDS-PAGE:

Methanol 225 ml
Voda 225 ml
Kyselina octova 50 ml
Coomassie Brilliant blue G250 0,5¢g
BFB (5x koncentrovany):
Bromfenolova modr 0,25 (w/v)
Glycerol 40 % (v/v)
Blotovaci pufr: pH 8.3
Glycin 39 mmol/I
Tris 48 mmol/l
SDS 0,0375 % (w/v)
Methanol 20% (w/v)
Cinidlo Bradfordové:
Coomassie Brilliant blue R250 0,01 % (W/v)
Ethanol 4,7 % (v/v)
H3PO4 8,7 % (V/V)
HBSS s 1 % glukosou: pH 7,4
HEPES 10 mmol/1
NaCl. 140 mmol/l
KCl 5 mmol/I
Glukoza 1 % (w/v)
CaCl, 2 mmol/l
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MgCl, 2 mmol/l
Chemiluminiscenéni roztok A: pH 8,8
Roztok 1:
Luminol (rozpustit v DMSO) 2,5 mmol/l
Tris-HCI 100 mmol/l
Roztok 2:

Kyselina p-kumarova (rozpustit v DMSO) 90 mmol/I
Vysledny roztok A: k 10 ml roztoku 1 ptidat 44l roztoku 2

Chemiluminiscen¢ni roztok B: pH 8,5
H,0, 5,4 mmol/l
Tris-HCI 100 mmol/l

Pted detekci byly smichany chemiluminiscencni roztok A a roztok B v poméru 1:1. Roztoky byly
pred detekci uchovavany zamrazené pii teploté -80°C.

Lyzaéni roztok: pH 7,4
Tris-HCI 50 mmol/I
NaCl 150 mmol/l
Triton X-100 1%

Do lyzacniho roztoku byl pfidan jesté inhibitor proteas (EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail
Tablets) v mnozstvi 1 tableta do 10 ml lyzacniho roztoku (dle instrukci vyrobce) pro inhibici
proteolytického $tépeni proteinti.

Odbarvovaci roztok pro SDS-PAGE:

Methanol 250 ml
Voda 650 ml
Kyselina octova 100 ml

PBS: pH 7,4
NaCl 138 mmol/l
KCl 3 mmol/l
Na,HPO4 12 mmol/l
KH,PO4 2 mmol/l

PBST
Tween 20 0,1 % (w/v)
v PBS

PBST/mléko
Susené mléko 5% (w/v)
Tween 20 0,1 % (w/v)
v PBS

PBS/BSA
BSA 2 % (wW/v)
v PBS

PBS/BSA-E
BSA 0,5 % (w/v)
EDTA 2 mmol/l
v PBS

Promyvaci pufr A pro Phenyl-Sepharosu: pH 8,0
Tris-HC1 50 mmol/1
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Isopropanol 60 % (v/v)

Promyvaci pufr B pro Phenyl-Sepharosu:
Tris-HCI 50 mmol/I

Reakcni smés pro stanoveni cyklasové aktivity:

Tris-HCI (pH 8,0) 60 mmol/l
MgCl, 7 mmol/l
CaCl, 0,1 mmol/l
Triton X-100 0,1% (v/v)
BSA 1 mg/ml
Kalmodulin 1 pw mmol/l
cAMP 0,1 mmol/l
[2,8-°H]cAMP asi 200 dpm/ul
ATP 2 mmol/l
[a-**P]ATP asi 10000-20000 dpm/ul

Uchovava se pfi -20°C.

Rozdélovaci gel pro SDS-PAGE 7,5 %:

30 % roztok akrylamidu 1,24 ml
Destilovana voda 1,8 ml
1 M Tris-HCI pufr 1,87 ml
10 % SDS 50 ul
20 % APS 12,5 pul
TEMED 12,5 ul
Rozdélovaci gel pro SDS-PAGE 15 %:
30 % roztok akrylamidu 2,5 ml
Destilovana voda 0,55 ml
1 M Tris-HCI pufr 1,87 ml
10 % SDS 50 pl
20 % APS 12,5 ul
TEMED 12,5 ul
Roztok I:
Glukosa 50 mmol/1
Tris-HCl 25 mmol/l
EDTA 10 mmol/1

pH 8,0

pH 8,8

pH 8,8

pH 8,0

Steriluje se autoklavovanim (0,12 MPa, 20 minut). Uchovava se pfi 4°C.

Roztok II:
NaOH 0,2 mmol/l
SDS 1% (W/v)
Roztok II1:
5 mol/l octan draselny 60 ml
Ledova kyselina octova 11,5ml
Voda 28,5 ml
Uchovava se pii 4°C.
TB pufr:
HEPES 10 mmol/1
CaCl, 15 mmol/l
KCl 250 mmol/1
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pH se upravi na 6,7 pomoci 1 M KOH a poté se ptida MnCl, do vysledné koncentrace 55 mmol/l.
Roztok se sterilizuje filtraci ptes filtry o velikosti port 0,45 um

TBE pufr: pH 8,3
Tris 90 mmol/1
Kyselina borita 90 mmol/l
EDTA 2 mmol/l

TBS: pH 8,0
Tris-HCI 50 mmol/l
NaCl 150 mmol/l

pH se upravi na 7,6 pomoci HCI

TBST:
Tween 20 0,1 % (w/v)
v TBS

TBST/BSA
BSA 2 %(wW/v)
v TBST

TC pufr: pH 8,0
Tris-HCI 50 mmol/l
CaCl, 2 mmol/l

TCT pufr: pH 8,0
Tris-HCI 50 mmol/l
CaCl, 2 mmol/l
Triton X-100 0,1% (v/v)

TCU pufr: pH 8,0
Tris-HCI 50 mmol/l
CaCl, 2 mmol/l
Mocovina 8 mol/l

TE pufr: pH 8,0
Tris-HCI 10 mmol/l
EDTA 1 mmol/l

TN pufr: pH 8,0
Tris-HCI 50 mmol/l
NacCl 300 mmol/l

TN-A pufr: pH 8,0
Tris-HCI 100 mmol/l
NacCl 50 mmol/l

TN-B pufr (Ekvilibra¢ni pufr pro Phenyl-Sepharosu): pH 8,0
Tris-HCI 50 mmol/l
NacCl 1 mol/l

TNE pufr: pH 8,0
Tris-HCI 50 mmol/l
NaCl 150 mmol/l
EDTA 1 mmol/l

51



Material a metody

Tris-glyc

TS pufr

TUMC p

Uchovavaci roztok pro SDS-PAGE:

UT pufr:

inovy pufr:

Tris
Glycin
SDS

Tris-HCI
SDS

ufr:
Mocovina
Tris-HCI
CaCb
Mng

Methanol
Voda
Glycerol

Mocovina
Tris-HCI

25 mmol/l
250 mmol/l
0,1 % (w/v)

50 mmol/l
10 % (W/v)

4 mol/l
50 mmol/l
2 mmol/l
2 mmol/l

25 ml
450 ml
25 ml

8 mol/l
50 mmol/l

UT-B pufr (Elué¢ni pufr pro Phenyl-Sepharosu):

Mocovina
Tris-HCI

UTN pufr:

Mocovina
Tris-HCI
NacCl

8 mol/l
50 mmol/l

8 mol/l
100 mmol/l
50 mmol/l

UTN-A pufr (Ekvilibrac¢ni pufr pro DEAE-Sepharosu):

Mocovina
Tris-HCI
NaCl

8 mol/l
50 mmol/l
120 mmol/l

UTN-B pufr (Elué¢ni pufr pro DEAE-Sepharosu):

Mocovina
Tris-HCI
NacCl

UTNI pufr:

Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE:

Mocovina
Tris-HCI
NaCl
Imidazol

Tris-HCI
DTT
SDS

Bromfenolova modr

8 mol/l
50 mmol/l
200 mmol/1

8 mol/l

50 mmol/l
300 mmol/l
250 mmol/1

50 mmol/l
100 mmol/l
2 % (W/v)
0,1 % (w/v)

pH 8,3

pH 7,4

pH 8.0

pH 8,0

pH 8,0

pH 8,0

pH 8,0

pH 8,0

pH 8.0

pH 6,8
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Glycerol 10 % (v/v)
Roztok se uchovava zamrazeny pii teploté -20°C. Pfed pouzitim se ptida 2-merkaptoethanol do
vysledné koncentrace 10 % (v/v).

Zaostrovaci gel pro SDS-PAGE 5 %: pH 6,8
30 % roztok akrylamidu. 266 pl
Destilovana voda 1,23 ml
1 M Tris-HCI pufr (pH 6,8) 200 ul
10 % SDS 60 pl
20 % APS 20 ul
TEMED Sul

5.7 SYNTETICKE OLIGONUKLEOTIDY

Oligonukleotidy byly dodany jako jednovldknovda DNA v lyofilizované formé (Vienna
Biocenter, Rakousko; Generi Biotech, Hradec Kralové, CR). Pro nasledné pouziti ke vkladani do
plasmidové DNA byly rozpustény v TE pufru na vyslednou koncentraci 100 pM. Smés dvou
komplementarnich oligonukleotidii byla inkubovana pti teploté¢ 70°C po dobu 10 minut a poté
pozvolna ochlazena na pokojovou teplotu. Timto zplsobem byly oligonukleotidy prevedeny na
dvouvlaknovou formu DNA. Pro pouziti k sekvenaci DNA byly oligonukleotidy rozpustény v TE

pufru na vyslednou koncentraci 10 pmol/pl.

Tab. 4 PouZité oligonukleotidy

Oligonukleotidy kédujici usek od 18. do 30. aminokyseliny epitopu TB 10.4

TB10.4:18-30-1 5"-GTACCTATGGCTGGTTACGCTGGTACCCTGCAGTCTCTGGGTGCTTAC-3"

TB10.4:18-30-11 5"-GTACGTAAGCACCCAGAGACTGCAGGGTACCAGCGTAACCAGCCATAG-3’

Oligonukleotidy obsahujici restrikéni misto pro endonukleasu Hind IIT

TB-ad-1 5"-GTACCACGTCGTCGTCGTAAAAGCTTACGTCGTCGTCGTTAC-3’

TB-ad-11 5"-GTACGTAACGACGACGACGTAAGCTTTTACGACGACGACGTG-3’

Primery pro amplifikaci celého antigenu TB 10.4 z bakterie M. tuberculosis

TB-adforw 5"-CATGAAGCTTAATGTCGCAAATCATGTACAACTAC-3’

TB-adrev 5-GATGAAGCTTGTAACGCCGCCCCATTTGGCGGC-3"

Oligonukleotidy k odstranéni signalni sekvence podjednotky CD18

CD 18-1 5"-CCCATGGCACAGGAGTGCACGAAGTTCAAGGTCAGCAGCTGCCGGGAATGCA-3’

CD 18-2 5"-TTCCCGGCAGCTGCTGACCTTGAACTTCGTGCACTCCTGTGCCATGGGGTAC-3’

Primery pro amplifikaci ¢asti podjednotky CD18

CD 18 for 5’-CGAGTGCCTGAAGTTCGAAA -3~

CD 18 rev 5"-GCGCTGTACAAGTTGTCCTCCAGGTG-3’

Primery pro odstranéni signalni sekvence podjednotky CD11b

CD11b orf-1 5"-CGGGGTACCCCATGGCATTCAACTTGGACACTGAAAAC-3’

CD11b orf-2 5’-CGTCCGGAATTCTTCAGAGTAC-3’

Primery pro amplifikaci ¢asti podjednotky CD11b

CD11b for 5-CTGAACCAGACTGTCATATGGG-3’
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CDl11brev 5’-CGCGGTCGACGGGGTTGGGGACCTCGAA-3’
Primery pro amplifikaci 4 fragmenti podjednotky CD11b
CD11bl for 5"-CGCGCATATGTTCAACTTGGACACTGAAAACG-3’
CD11bl rev 5'-CGCGCTCGAGCGTGATGACAACTAGGATCTT-3’
CD11bll for 5’-CGCGCATATGGATGGAGAAAAGTTTGGCGAT-3’
CD11blI rev 5'-CGCGCTCGAGCCTGGGCAAGGGGCACAC-3’
CD11bllI for 5'-CGCGCATATGGGGCAGAGGGCTCGGTGG-3"
CD11bIIl rev 5'-CGCGCTCGAGCACCAGAGAGAAGTTCAGGC-3”
CD11blV for 5"-CGCGCATATGGGAACGCCATTGTCTGCTTT-3’
CD11blIV rev 5'-CGCGCTCGAGGACAGTCTGGTTCAGCCGG-3’

5.8 POUZITA KULTIVACNI MEDIA

5.8.1 KULTIVACNI MEDIA PRO BAKTERIALN{ KULTURY

5.8.1.1 Tekutd kultivacni média

LB médium (Luria-Bertani médium):

Bacto-tryptone 10g
Kvasni¢ny extrakt S5¢g
NaCl 10g
Deionizovana voda do 1000 ml

MDO médium:

NaH2P04 1 g
NazHPO4 3 g
Nast4 0,5 g
Thiamin 10 mg
Kvasniény extrakt 20 mg
Glycerol 20 mg
Deionizovana voda do 1000 ml

Upravi se na pH 7,0 pomoci 5 mol/l NaOH. Steriluje se autoklavovanim (0,12 MPa, 20 minut).

SOB médium:
Bacto-tryptone 20g
Kvasni¢ny extrakt S5¢g
NaCl 0,6 g
KCl1 02¢g
Deionizovana voda ad 990 ml

Steriluje se autoklavovanim (0,12 MPa, 20 minut). Poté se pfidd 10 ml sterilniho roztoku
1 mmol/l MgCl, a 1 mmol/l MgSQO,.
Takto ptipravend média se uchovavaji pii 4 °C.

Médium s antibiotikem:
Ptipravi se médium (LB médium nebo MDO médium). Po sterilaci a vychladnuti se k médiu

ptida piislusné antibiotikum do vysledné koncentrace (Tab. 5).
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5.8.1.2

Tuha kultivaéni média

LB médium s antibiotikem:
Pripravi se LB médium a pied sterilaci se do média ptida 18 g/l bakteriologického agaru a po

sterilaci a vychladnuti se k médiu ptislusné antibiotikum do vysledné koncentrace (Tab. 5).

Tab. 5: Koncentrace antibiotik pro bakteridlni kultury

Antibiotikum Koncentrace (ug/ml)
Ampicilin 150
Chloramfenikol 100
Kanamycin 60
Tetracyklin 12,5

5.8.2 KULTIVACNI MEDIA PRO TKANOVE LINIE

F-12 médium
5,75 g praskového média bylo rozpusténo v 16,7 ml 7,5 % NaHCO; (Ptipravna médii, UMG

AV CR, Praha), objem byl doplnén vodou pro tkafiové kultury (Piipravna médii, UMG AV CR,
Praha) do 450 ml. Poté bylo uoraveno pH na hodnotu 7,3 a médium bylo prefiltrovano pies 0,22 um
filtr. K takto pfipravenému médiu bylo pfidano 50 ml FCS a 5 ml 100x koncentrovaného roztoku

antibiotik.

RPMI (Roswell Park Memorial Institute):
K 450 ml média RPMI s NaHCO; (Pripravna médii, UMG AV CR, Praha) byl ptidan L-

glutamin (5 ml 3 % L-glutaminu), glukoza (9 ml 25 % glukdzy), pyruvat (2,5 ml 1,1 % pyruvatu),
antibiotika (5 ml 100x koncentrovaného roztoku Sigma-Aldrich) a FCS (50 ml).

Schneider’s Drosophila medium
K 450 ml média Schneider’s Drosophila medium (Gibco, USA) bylo ptidano FCS (50 ml)

Schneider’s Drosophila medium s antibiotikem
K 45 ml média Schneider’s Drosophila medium (Gibco, USA) bylo ptidano FCS (Sml) a

antibiotikum do vysledné koncentrace (Tab. 6).

Tab. 6: Koncentrace antibiotik pro tkanové kultury

Antibiotikum Koncentrace (ng/ml)
Blasticidin 25
Hygromycin 100
5.9 PLASMIDY
Nazev Rezistence Popis/Puvod Citace
Gen cyaA kédujici CyaA a gen cyaC kodujici
CyaC,protein nezbytny pro posttranslacni
o modifikaci CyaA mastnou kyselinou; oba 191
pT7CACTI Ampicilin geny pod kontrolou inducibilniho lac
promotoru, pouzit pro produkci celého
adenylat cyklasového toxinu v E.coli.
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pT7CACT233/BsrG I

Ampicilin

Odvozen od plasmidu pT7CACTI1, do
jehoz genu cyad bylo vloZzeno unikatni
restrikéni misto rozeznavané endonukleasou
BsrG I, pouzit pro inzerci DNA sekvenci
jednotlivych antigent.

191

pT7CACT336/BsrG I

Ampicilin

Odvozen od plasmidu pT7CACTI1, do
jehoz genu cyad bylo vlozeno unikatni
restrikéni misto rozezndvané endonukleasou
BsrG 1, pouzit pro inzerci DNA sekvenci
jednotlivych antigend.

191

pT7CACT/1080VA-

ES

Ampicilin

Odvozen od plasmidu pT7CACT1, do jehoz
genu cyad za 108. aminokyselinu byl vlozen
OVA epitop a 188. aminokyselinu dipeptid,
¢imz byla zruSena enzymaticka aktivita CyaA,
pouzit pro inzerci epitopu OVA do plasmidi
pT7CACT233/BsrG I a
pT7CACT336/BsrG |, nesouci antigen
TB10.4 z bakterie M. tuberculosis a jeho ¢ast
od 18. do 30. aminokyselinového zbytku.

191

pT7CACT/233FLAG

Ampicilin

Odvozen od plasmidu pT7CACT1 a pouzit
pro produkci adenylat cyklasového toxinu
nesouciho za 233. aminokyselinovym
zbytkem FLAG epitop

159

pET28b

Kanamycin

Obsazena sekvence pro histidinovou kotvu,
pouzit pro vlozeni extracelularni domény
CD11b a jejich fragmentt.

Novagen,
USA

pET28b/BsrG 1

Kanamycin

Derivat plasmidu pET28b, pouzit pro inzerci
antigenu TB10.4 bakterie M. Tuberculosis.

M. Siméové,
MBU, AV
CR

pTZ19R

Ampicilin

Pouzit pro vlozeni celych geni podjednotek
integrinu CD11b/CD18.

Pharmacia,
Svycarsko

pCDM1

Ampicilin

Obsahuje gen pro CD11b a gen pro supresor
tRNA supF.

247

pCDBI

Ampicilin

Obsahuje gen pro CD 18 a gen pro supresor
tRNA supF.

pAcS5.1/V5-His/A

Ampicilin

Obsazena sekvence pro histidinovou kotvu,
pouzit pro produkci integrinu CD11b/CD18
v S2 bunkach.

Invitrogen,
USA

pMT/V5-His

Ampicilin

Obsazena sekvence pro histidinovou kotvu,
pouzit pro produkci integrinu CD11b/CD18
v S2 bunkach.

Invitrogen,
USA

pMT/BiP/V5-His

Ampicilin

Obsazena sekvence pro histidinovou kotvu a
signalni peptid specificky pro S2 buiky,
pouzit pro produkci integrinu CD11b/CD18
v S2 bunkach.

Invitrogen,
USA

pCoBlast

Ampicilin,
Balsticidin

Pouzit pro pripravu konstruktl nesoucich gen
pro CD18 a gen pro rezistenci k blasticidinu.

Invitrogen,
USA

pCoHygro

Ampicilin,
Hygromycin

Pouzit pro ptipravu konstrukti nesoucich gen
pro CDllb a gen pro rezistenci
k hygromycinu.

Invitrogen,
USA

pSHH

Ampicilin

Obsazeny Ltx promotor, geny [txC, ltxA a
ItxB, ¢ast genu [txD, pouzit pro produkci
leukotoxinu v E.coli

E. T. Lally,
University of
Pennsylvania,
Philadelphia,
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USA
. .- V. Sheshko,
pTZHly11 Ampicilin | Obsazeny - geny hlyd, “hlyC, pouZit pro | pyy
produkci hemolysinu v E.coli. CR
Obsazeny geny hlyB hlyD  kédujici
pLG575 Chloramfenikol | transportni aparat pro HlyA, pouzit pro 100
produkci hemolysinu v E.coli.
5.10 BAKTERIALNi KMENY
Kmen Genotyp Citace
. recAl endAl gyrA96 thi- 1 hsdR17 supE44 relAl lac [F 'proAB Stratagene,
E-coli XLI-Blue |y 10 7 a15Ti0(Tet)] USA

E. coli BL21 (ADE3)

F ompT gal[dcm] [lon] hsdSp (rgmp’,; an E. coli B strain) s DE3
A profdgem nesoucim gen pro T7 RNA-polymerasu

Novagen, USA

. F hsdR (rg, mg') araDI139 Af(araABC-leu)7679 galU galK Invitrogen
E. coli MC1061/P3 ’
ot AlacX74 rpsL thi merB (am) Tet® (am)} USA
5.11 POUZITE TKANOVE LINIE
Tkanova linie Popis Citace
J774A.1 Mys$i makrofagova linie ATCC Catalog No. TIB-67, USA
Jurkat T-bunénd linie ATCC
Schneider 2 cells, odvozeny od primarni
S2 buiky kultury pozdniho stadia embryi Drosophila Invitrogen, USA
melanogaster.
CHO-K1 Chinese Hamster Ovary cells ATCC, Catalog No. CCL 61

CHO-CD11b/CD

CHO-K1  buiky, transfekované
kodujicimi lidsky integrin CD11b/CD18.

geny

D. Golenbock, Boston University
School of Medicine, Boston, USA

Burnky Jurkat a J774A.1 byly péstovany v RPMI médiu, S2 bunky v Schneider’s Drosophila
médiu a bunky CHO-K 1 nebo CHO-CD11b/CD18 v médiu F-12.

5.12 METODY A PRACOVNIi POSTUPY

5.12.1

UCHOVAVANI BAKTERIALNICH KMENU

Kmeny E. coli byly kratkodobé uchovavany na tuhém LB médiu s prisluSnym antibiotikem.

Dlouhodobé byly uchovavany ve 40 % roztoku glycerolu pii teploté - 80°C. Bakterialni kmeny

vzniklé transformaci plasmidové DNA do kompetentnich bun€k E. coli byly kratkodobé uchovavany

na tuhém médiu s pfislusnym antibiotikem pti 4°C.

5.12.2 PRIPRAVA SUPERKOMPETENTNICH BUNEK ESCHERICHIA COLI

Kmen E. coli XL-1 Blue byl reizolovan na tuhém LB médiu s tetracyklinem do izolovanych

kolonii (37°C, 16-24 hodin). Poté byly 2 - 3 kolonie E. coli z tuhého LB média pfeneseny do 50 ml

SOB média a po kultivaci bakterii pfi teploté 19°C a dosaZeni pozadované optické denzity bakterialni

kultury (ODggo = 0,6) byla kultura prudce ochlazena v lazni voda - led a centrifugovana (6000 g, 4°C,
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10 minut). Sediment bakteridlnich bun€k E. coli byl resuspendovan v 16 ml ledového TB pufru.
Nasledovala inkubace bunécné suspenze v lazni voda - led (4°C, 10 minut) a opétovna centrifugace
bun€k (6000 g, 4°C, 10 minut). Po odstranéni supernatantu byl sediment bakteridlnich bunck
resuspendovan ve 4 ml ledového TB pufru. K bunécné suspenzi bylo pfidano DMSO do koncentrace
7 % (v/v) a po inkubaci v 1dzni voda - led (4°C, 10 minut) byla buné¢na suspenze rozplnéna po 200 ul
do mikrozkumavek a zamrazena v tekutém dusiku. Takto pfipravené superkompetentni buniky E. coli

byly dlouhodobé uchovavany pfi teploté - 80°C.

5.12.3 TRANSFORMACE PLASMIDOVE DNA DO SUPERKOMPETENTNI{CH BUNEK

K 200 pul suspenze superkompetentnich bunék byl pfidan 1 ul plasmidové DNA ziskané
minipreparativni izolaci, obsah byl Setrné, ale dikladn¢ zamichan. V ptipad¢, Ze byla transformovana
DNA ziskana ligaci, bylo ke stejnému mnozstvi superkompetentnich bunék ptidano 15 ul ligacni
smesi DNA. Smés byla inkubovéna (4°C, 30 minut) a nasledné pienesena na 5 minut do vodni 1azné o
teploté 37°C a poté ochlazena v ledu. Po pfidani 1 ml tekutého LB média byla kultura inkubovana
(37°C, 60 minut). Béhem této doby se plasmid uvniti transformovanych bunék replikuje a zaroven
dochazi k produkci urcitétho mnozstvi produktu genu pro rezistenci k uréitému antibiotiku. V zavéru
celého procesu bylo vyseto 50-200 ul suspenze na tuhé LB médium s pfislusnym antibiotikem. Bunky

byly inkubovany (37°C, 12-16 hodin).

5.12.4 1ZOLACE PLASMIDOVE DNA

5.12.4.1 Minipreparace plasmidové DNA

Jednou Cerstvé narostlou bakterialni kolonii byly zaoCkovany 2 ml LB média s pfislusnym
antibiotikem a byly kultivovany za intenzivniho tfepani (37°C, 12-14 hodin). Bakterialni kultura byla
centrifugovana (12000 g, 20°C, 60 sekund) a sediment byl resuspendovan ve 100 ul roztoku I, bunky
byly lyzovany ptidavkem 200 pl roztoku II, Setrn€¢ promichany a inkubovany v ledu. K lyzovanym
buitkdm bylo pfidano 150 pl roztoku III a nésledné byla smés promichdna a inkubovana (4°C,
15 minut). Centrifugaci (12000 g, 4°C, 15 minut) byly odstranény zbytky bunécnych struktur,
vysrazené proteiny a chromosomalni DNA. Supernatant byl pfeveden do nové mikrozkumavky a
plasmidovda DNA byla srazena stejnym objemem isopropanolu (4°C, 10 minut). Po centrifugaci
(12000 g, 4°C, 15 minut) byl pelet srazené¢ DNA promyt 500 pl 70 % ethanolu. Sediment byl vysusen
na vzduchu 10 minut a nasledné rozpustén ve 40 ul TE pufru pH 8,0 s termostabilni pankreatickou
RNasou (20 pg/ml). Smes byla inkubovana (70°C, 30 minut) a plasmidovd DNA byla dlouhodobé¢

uchovavana pfti teploté -20°C.

5.12.4.2 Midipreparace plasmidové DNA
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Bakterialni kolonii po transformaci pozadovanou plasmidovou DNA bylo zaockovano 50 ml
LB média s pfislusnym antibiotikem a kultivovano (37°C, 10 hodin). Centrifugaci (6000 g, 4°C,
10 minut) byly oddé€leny bakterialni bunky a resuspendovany v 1 ml roztoku I. Suspenze bunék byla
rozdélena do tfi mikrozkumavek na tfi stejné objemové dily. Do kazdé mikrozkumavky bylo ptidano
0,5 ml roztoku Il a promichdno pomalou inverzi. Vzorky byly inkubovany pii pokojové teploté
5 minut. Poté bylo ptfiddno 0,5 ml roztoku IIl a obsah byl intenzivné promichan. Centrifugaci
(12000 g, 20°C, 7 minut) byly odstranény vysrazené proteiny, chromosomalni DNA a ostatni buné¢né
struktury. Supernatant byl pfeveden do 10 ml zkumavky a smichan s 3,5 ml DNA vazebného pufru.
Smés byla postupné nanesena na dvé minikolonky s kiemicitymi partikulemi umisténé na vakuové
odsavaCce a byla prosata za mirného podtlaku. Minikolonky s navdzanou plasmidovou DNA byly
promyty 4x1 ml DNA promyvaciho pufru, pfeneseny do nové mikrozkumavky a centrifugaci byly
odstranény zbytky promyvaciho pufru (12000 g, 20°C, 2 minuty). Plasmidova DNA byla eluovana
z naplné minikolonky pfidavkem 50 pl sterilni vody, kterd byla piedehiata na 50°C. Plasmidova DNA
pfipravena timto zptisobem byla vysoce koncentrovana a uchovavala se pfi -20°C. DNA vazebny puft,
promyvaci pufr a vazebné kfemicité partikule jsou soucasti komer¢né dodavaného kitu pro izolaci

plasmidové DNA (Top Bio, Praha, CR).

5.12.5 MANIPULACE S PLASMIDOVOU DNA

5.12.5.1 St&peni plasmidové DNA restrikénimi endonukleasami

Plasmidova DNA ziskana minipreparativni izolaci (5 pl) nebo plasmidova DNA ziskana
midipreparativni izolaci (1 pl), v obou pfipadech odpovida toto mnozstvi 0,5 ug DNA, byla smichana
s 2 ul 10x koncentrovaného ptislusného pufru a 2 ul 10x koncentrovaného BSA, vSe podle optima
dané endonukleasy. Objem byl doplnén na 20 ul deionizovanou vodou a dobife promichan. K
promichané smési byly pfidany 1 az 2 U pozadované restrikéni endonukleasy a smés byla inkubovana
2 hodiny ve vodni lazni o vhodné teploté. V ptipadé potieby byly enzymy s doporuc¢enou reakéni

teplotou 37°C inaktivovany zahtatim na 70°C po dobu 20 minut.

5.12.5.2 Defosforylace 5 -koncu linearni plasmidové DNA

Do mikrozkumavky obsahujici 10 ul nastépené plasmidové DNA byl ptidan 1 ul 10x
koncentrovaného NEB 2 pufru a objem byl doplnén deionizovanou vodou do 19 pl. Po promichani byl
pfidan 1 pl alkalické fosfatasy (1 U), smes byla opétovné promichana a inkubovana pfi teploté 37°C

po dobu 60 minut. Alkalickd fosfatasa byla inaktivovana 20 minut pii teploté 70°C.

5.12.5.3 Zatupeni kohesnich konct fragmenti plasmidové DNA

K 20 pl smési plasmidové DNA, ktera byla $tépena restrikénimi endonukleasami byl ptidan

1 pul 10x koncentrovaného NEB pufru (T4 DNA polymerasa je aktivni ve vSech Ctyfech standardnich
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NEB pufrech), 0,5 ul 4 mmol/l dNTP, 7,5 ul deionizované vody a 1 ul T4 DNA polymerasy. Po
promichani byla smes inkubovana 30 minut pii 12°C. T4 DNA polymerasa byla inaktivovana inkubaci

10 minut pti 75°C.

5.12.5.4 Ligace fragmentut DNA

Stépeny plasmid byl smichan s vkladanym DNA fragmentem (oba vétsinou purifikovany
z agarosového gelu) nebo syntetickym oligonukleotidem v molarnim poméru 1:10, 3 pul
10x koncentrovaného liga¢niho pufru (660 mmol/l Tris-HCI (pH 7,5), 50 mmol/l MgCl,, 100 mmol/l
dithiotreitol, 10 mmol/l ATP) a deionizovanou vodou, ktera byla doplnéna do 29 ul. Po promichani
byl ptidan 1 pul T4 DNA-ligasy (5 U) a reakéni smés se nechala inkubovat 2 hodiny pfi pokojové
teplote pfi ligaci kohesnich koncti DNA nebo 12 az 16 hodin pfi ligaci zatupenych koncti DNA.

5.12.5.5 Amplifikace fragmenti plasmidové DNA

Do tenkosténné mikrozkumavky uréené pro amplifikaci pomoci metody PCR (Polymerase
Chain Reaction) bylo k1 pl templatové DNA (200 ng/ul) ptfidano 5 pl 10x koncentrovaného
kompletniho pufru. Nasledné bylo ptidano 1,5 pl 10 pmol/l primerul a 1,5 pl 10 pmol/l primeru II,
které byly rozpustény v TE pufru. Dale bylo pfidano 5 pl 2 mmol/l ANTP, 35,5 ul deionizované vody
a 0,5 pl Phusion DNA polymerasy. Templatova DNA byla denaturovana zahtatim na 94°C po dobu
2 minut, dale néasledoval nastaveny cyklus, ktery se opakoval celkem 30-krat: 15 sekund pii teploté
94°C (denaturac¢ni faze), 30sekund pii teplot¢ 60°C pro amplifikaci antigenu TB10.4
z M. tuberculosis nebo 58°C pro amplifikaci podjednotek CD18, CD11b a jejich fragmentl (nasednuti
primerd) a 72°C po dobu 1 minuty (polymeracni faze). Po probéhnuti vSech 30 cykli byly zkumavky
s reak¢ni smési ponechany 10 minut v PCR pfistroji pfi teploté¢ 72°C a poté byl jejich obsah ochlazen

na teplotu 4°C a podle potieby bud’ okamzité zpracovan, ¢i zamrazen pfi teploté -20°C.

5.12.5.6 Elektroforesa DNA fragmentu v agarosovém gelu

Koncentrace agarosového gelu byla zvolena podle velikosti délenych fragmentti, pficemz ve
vétsing ptipadl byl pouzivan 0,6 % (w/v) a 1 % (w/v) agarosovy gel obsahujici ethidiumbromid o
vysledné koncentraci 0,5 pg/ml. Pfiprava suspenze: vafenim az do Uplného rozpusténi agarosy a
ochlazenim na teplotu 50°C. Poté byla takto ptipravend smes nalita do obdélnikové formy z plexiskla
asi do vysky 0,5-1 cm. Vyska hiebinku pro nanaSeni vzorkl byla nastavena tak, aby dno jamky bylo
ode dna formy vzdaleno asi 0,2-0,3 cm. Gel byl vlozen do aparatury pro agarosovou elektroforesu a
ptevrstven TBE pufrem do vysky asi 2 mm nad gel. Do jamek byl nanesen vzorek DNA a standard
k urovani velikosti DNA o znamych velikostech fragmentl (A DNA Stépena restrik¢éni endonukleasou
Pst I). Zatizeni bylo zakryto krytem z plexiskla a na elektrody bylo vlozeno napéti o takové velikosti,

aby vytvofeny potencidlovy gradient Cinil 5 V/cm. Elektroforesa probihala vétSinou po dobu 2 hodin,
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poté byla aparatura odpojena od zdroje napéti, odebran kryt a vyjmut gel. Rozdé¢leni jednotlivych
DNA fragmentd bylo pozorovano pii UV svétle. U vSech geli byl potizen elektroforeogram pomoci

CCD kamery.

5.12.5.7 Izolace DNA fragmentt z agarosového gelu

Fragment DNA byl vyfiznut z agarosového gelu a pienesen do mikrozkumavky, do které¢ bylo
pridano 900 pl DNA vazebného pufru. Takto pfipraveny vzorek byl inkubovan pti 55°C 10 minut do
uplného rozpusténi agarosy. Smés byla nanesena na minikolonku s kiemicitymi partikulemi a
vystavena mirnému podtlaku. Navazana plasmidova DNA byla dvakrat promyta jednim mililitrem
promyvaciho roztoku a piebytek tohoto roztoku byl odstranén centrifugaci (12000 g, 20°C, 2 minuty).
Plasmidova DNA byla uvolnéna z ndpln¢ minikolonky piidavkem 40 ul sterilni vody, kterd byla

predehtata na 50°C. Ziskané DNA fragmenty byly uchovavany pfi teploté -20°C.

5.12.6 SEKVENACE PLASMIDOVE DNA

Plasmidova DNA urcena k sekvenaci byla izolovana pomoci kitu NucleoSpin (Macherey-
Nagel GmbH, SRN) nebo pomoci kitu QIAprep (QIAGEN GmbH, SRN). Sekvenace byla provedena
Sangerovou metodou kombinovanou s technikou cyklického sekvenovani. Bylo pouzito kitu pro
cyklické sekvenovani (ABI PRISM Big Dye terminator ready reaction cycle sequencing kit, Applied
Biosystems, USA), neznaceného primeru komplementarniho k sekvenované DNA a vyhodnoceni
pomoci DNA sekvenatoru ABI PRISM 377 (Perkin Elmer, USA). Tato cast prace byla provedena
v sekvenacni laboratoii MBU AV CR, Praha (Dr. J. Felsberg).

5.12.7 PRIPRAVA MOCOVINOVEHO EXTRAKTU PROTEINU PRO PURIFIKACI

5.12.7.1 Produkce proteind v 500 ml tfepané kultuie

Bakterie FE. coli XL1-Blue nebo FE.coli BL21(ADE3) byly transformovany plasmidem
ur¢enym k produkci pozadovaného proteinu a inkubovany na LB plotnach s pfislusnym antibiotikem.
Druhy den byly do 50 ml tekut¢tho MDO média obsahujiciho pfislusné antibiotikum pfeneseny 2 - 3
bakterialni kolonie, které nesly plasmid s genem pro pozadovany protein, a bakterie E. coli byly
kultivovany za stalého tfepani 12 - 16 hodin pii 37°C. Z no¢ni kultury bylo odebrano 5 ml suspenze
bakterialnich bunék a témi bylo zaockovano cerstvé 500 ml MDO médium s pfisluSnym antibiotikem
predehiaté na 37°C. Bakterialni kultura byla inkubovana za neptetrzitého tiepani pii teploté 37°C do
optické density ODggo = 0,6. Poté byla produkce proteinu indukovana piidavkem IPTG o vysledné
koncentraci 1 mmol/l a kultura se nechala rdst dal$i 4 hodiny. Kultivace bakterii byla ukoncena
prudkym ochlazenim narostlé bakteriani kultury v lazni voda - led.

Pro analyzu vyprodukovaného mnozstvi proteinu v buiikach E. coli byl z narostlé bakterialni

kultury odebran vzorek (1 ml), ktery byl dale centrifugovan (10000 g, 4°C, 1 minuta). Po odstranéni
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supernatantu byl pelet bunék resuspendovan ve 200 ul UT pufru. Nasledné bylo odebrano 20 ul pro
analyzu pomoci SDS-PAGE.

5.12.7.2 Izolace proteina z bakterialni kultury

Narostla bakterialni kultura byla centrifugovana (6000 g, 4°C, 20 minut). Pelet bun¢k byl
resuspendovan v TC pufru (20 ml) a sonikovan (3x 50 W, 18 kHz, 4°C, 30 vtetin s 30 vtefinovymi
prestavkami na chlazeni). Celistvé bunky E. coli byly stoCeny centrifugaci (6000 g, 4°C, 5 minut).
Supernatant byl pifeveden do nové zkumavky a centrifugovan (13000 g, 4°C, 15 minut), ¢imz doslo ke
stoeni proteinu piitomného v inkluznich téliscich bakterii. Membrany bunék stocené spolu
s inkluznimi t€lisky byly odstranény odmyvanim sedimentu v UT-A pufru a inkluze s proteinem byly
poté resuspendovany v deionizované vodé¢. Nasledovala centrifugace (13000 g, 4°C, 10 minut) a po
odstranéni supernatantu bylo na sediment inkluznich télisek nasypano 4,8 g pevné mocoviny a piidano
asi 6 ml TN-A pufru, tak aby vysledny objem smési byl 10 ml. Smés byla inkubovana pti pokojové
teploté¢ 60 minut s ob¢asnym promichanim, aby doslo k uplnému rozpusténi mocoviny na vyslednou
koncentraci 8 mol/l. Centrifugaci smési (13000 g, 4°C, 30 minut) byl dale ziskdn mocovinovy extrakt
toxinu.

Pro analyzu na SDS-PAGE byl z mocovinového extraktu a odmytych membran odebran

vzorek 20 pl, ke kterému bylo pfidano 5 pl 5x koncentrovaného vzorkového pufru pro SDS-PAGE.

5.12.8 PRIPRAVA CYTOSOLICKEHO EXTRAKTU LtxA

Bakterie E. coli XL1-Blue byly transformovany plasmidem pSHH a inkubovany na LB
plotnach s ampicilinem (150 pg/ml). Druhy den byly jednou vekou kolonii zaockovany 2 ml LB
média s ampicilinem a bunky byly inkubovany ptes noc ve 37°C. Z no¢ni kultury byl odebran 1 ml
bakterialni suspenze a tim bylo zaoCkovano cerstvé 50 ml LB médium s ampicilinem. Bakterialni
kultura byla inkubovéna za nepfietrzitého tiepani pii 37°C do optické density ODggo = 0,6. Poté byla
bakterialni kultura centrifugovana (6000 g, 4°C, 20 minut). Pelet byl resuspendovan v 5 ml PBS a
sonikovan (1x 50 W, 18 kHz, 4°C, 40 vtetin). Susupenze byla centrifugovana (13000 g, 4°C,
15 minut) a supernatant obsahujici aktivni leukotoxin byl pouzit ke stanoveni cytotoxické aktivity

LtxA.

5.12.9 PRODUKCE 0-HEMOLYSINU

Bakterie E. coli XL1-Blue byly transformovany plasmidem pLG575 a poté plasmidem
pTZHlyl1, byly inkubovany na LB plotnach s ampicilinem (150 pg/ml) a chloramfenikolem
(100 pg/ml). Druhy den byly jednou vekou kolonii zao¢kovany 2 ml LB média s ampicilinem a bunky
byly inkubovany pies noc ve 37°C. Z no¢ni kultury byl odebran 1 ml bakteridlni suspenze a tim bylo
zaockovano Cerstvé 50 ml LB médium s ampicilinem a chloramfenikolem. Bakterialni kultura byla

inkubovana za nepftetrzitého tiepani pti 37°C do optické density ODgy = 0,4. Poté byla produkce
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HIyA indukovana ptidavkem IPTG o vysledné koncentraci 1 mmol/l a kultura se nechala rist dalsi 4
hodiny. Po uplynuti této doby byla bakterialni kultura centrifugovana (6000 g, 4°C, 20 minut) a

supernatant obsahujici aktivni hemolysin byl pouzit ke stanoveni cytotoxické aktivity HlyA.

5.12.10 PURIFIKACE CyaA

5.12.10.1 Purifikace toxinu iontoméni¢ovou chromatografii na DEAE-Sepharose

Chromatograficka kolona byla dikladné promyta deionizovanou vodou a byla naplnéna 10 ml
gelu DEAE-Sepharosy a opét byla proplachnuta deionizovanou vodou, ¢imz doslo k odstranéni
ethanolu, ve kterém je DEAE-Sepharosa uchovavana. Kolona byla ekvilibrovana UTN-A pufrem do
doby, nez pH pufru, ktery vytékal z kolony, bylo stejné jako pH nanaseného pufru (asi 100 ml UTN-A
pufru). Purifikace toxinu iontoméni¢ovou chromatografii probiha pti pH 8 vzhledem k tomu, ze pl
CyaA je 4,17.

Byl zméfen objem mocovinového extraktu toxinu a bylo pfidano takové mnozstvi NaCl, aby
kone¢na koncentrace NaCl v mocovinovém extraktu dosahovala 50 mmol/l. Takto upraveny vzorek
byl nanesen na piedem pfipravenou kolonu s DEAE-Sepharosou, kde doSlo k zachyceni CyaA.
Vétsina ostatnich zachycenych proteinti na koloné s DEAE-Sepharosou mimo toxinu byla nasledné
odstranéna promyvéanim kolony UTN-A pufrem (25 ml). Navéazany toxin byl z kolony poté eluovan
16 ml UTN-B pufru v postupn¢ odebiranych 2 ml frakcich.

Pfitomnost a Cistota CyaA v jednotlivych eluovanych frakcich z DEAE-Sepharosy byla poté
zjisténa pomoci SDS-PAGE. Z kazdé frakce byl odebran vzorek 20 pl, ke kterému bylo pfidano 5 pl
5x koncentrovan¢ho vzorkového pufru pro SDS-PAGE. Po zahiati (100 °C, 5 minut) byl vzorek
ptipraven k naneseni na SDS-PAGE pomoci které bylo mnozstvi toxinu ve frakcich analyzovano.

Frakce obsahujici CyaA byly poté spojeny a vzorek byl pfipraven k purifikaci toxinu
hydrofobni chromatografii na Phenyl-Sepharose.

5.12.10.2 Purifikace toxinu hydrofoébni chromatografii na Phenyl-Sepharose

Chromatograficka kolona byla ditkladné promyta deionizovanou vodou a byla naplnéna 2 ml
Phenyl-Sepharosy a poté opét proplachnuta deionizovanou vodou. Kolona byla nasledné ekvilibrovana
TN-B pufrem (20 ml).

Vzorek obsahujici toxin, jenz byl purifikovan na DEAE-Sepharose, byl fedén 4x pomoci TN-
B pufru a byl nanesen na piedem pripravenou kolonu s Phenyl-Sepharosou. Kolona s navazanym
toxinem byla poté stfidavé promyta 20 ml 60 % isopropanolu v 50 mmol/l Tris pH 8,0 a 20 ml
50 mmol/l Tris pH 8,0. Pravé promyti kolony 60 % isopropanolem je klicové pro odstranéni
bakterialniho lipopolysacharidu (LPS) z purifikovaného toxinu. Promyti kolony s navazanym toxinem
na Phenyl-Sepharose bylo opakovano celkem 3x a navdzany toxin byl z kolony poté eluovan 10 ml

UTE-B pufru v postupné odebiranych 1 ml frakcich.
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Pritomnost a Cistota CyaA v jednotlivych eluovanych frakcich z Phenyl-Sepharosy byla poté
zjiSténa pomoci SDS-PAGE stejnym postupem, jako pifi purifikaci toxinu iontoméni¢ovou
chromatografii na DEAE-Sepharose. Frakce obsahujici CyaA byly spojeny a vzorek purifikovaného
toxinu byl fedén 4x pomoci TN-B pufru. Cely postup purifikace toxinu hydrofébni chomatografii na
Phenyl-Sepharose byl opakovan, ¢imz doslo k dal$imu snizeni mnozstvi LPS v purifikovaném toxinu.
Jednotlivé eluované frakce z Phenyl-Sepharosy byly poté analyzovany stejnym zptisobem pomoci

SDS-PAGE a nasledné byly spojeny frakce obsahujici CyaA.

5.12.11 PURIFIKACE ANTIGENU TB10.4 A FRAGMENTU PODJDENOTKY CDI11b AFINITNi

CHROMATOGRAFIi NA NI-NTA AGAROSE

Mocovinovy extrakt byl nanesen na 7 ml Ni-NTA agarosy ekvilibrované 8-nasobkem objemu
napIn¢ kolony UTN pufrem. Nenavazané proteiny byly odmyty 8-ndsobnym mnozstvim objemu
naplné¢ kolony pfidavkem stejného pufru. Zachyceny protein byl eluovan po 1 ml frakcich
250 mmol/l imidazolem v UTN pufru. Mnozstvi a Cistota proteinu v pribéhu vSech purifika¢nich
krokti byly kontrolovany pomoci SDS-PAGE a koncentrace proteinu v jednotlivych frakcich byla

stanovena metodou podle Bradfordové.

5.12.12 PURIFIKACE EXTRACELULARNI DOMENY PODJDENOTKY CDI11b  AFINITNI

CHROMATOGRAFII NA NI-NTA AGAROSE

Membranova frakce byla nanesen na 7 ml Ni-NTA agarosy ekvilibrované 8-nasobkem objemu
napln€ kolony TUMC pufrem. Nenavazané proteiny byly odmyty 8-ndsobnym mnozstvim objemu
naplné kolony pfidavkem stejného pufru. Zachyceny protein byl eluovan po 1 ml frakcich 250 mmol/l
imidazolem v TUMC pufru. Mnozstvi a Cistota proteinu v prib&éhu vSech purifika¢nich kroka byly
kontrolovany pomoci SDS-PAGE a koncentrace proteinu v jednotlivych frakcich byla stanovena

metodou podle Bradfordové.

5.12.13 STANOVENI LIPOPOLYSACHARIDU

Do mikrotitrani desticky (Nunc, Dansko) ptredehtaté na 37°C bylo vneseno 50 pl vzorku
natedéného tak, aby vysledné hodnoty LPS spadaly do linearni oblasti kalibracni ktivky (dle instrukci
vyrobce). Veskera fedéni byla provadéna v apyrogenni vodé. V case t=0 minut bylo pfidano ke
vzorku v jamce 50 ul lyzatu z ostrorepa (dodavaného v soupravé pro stanoveni) a v 10-ti sekundovych
intervalech nastartovany reakce v pfipadnych dalSich jamkach pridavkem stejného objemu lyzatu.
Doba jedné reakce trva 10 minut. Po uplynuti této doby bylo do prvni jamky pfidano 100 pl
chromogenniho substratu (dodavaného v soupravé pro stanoveni) a v 10-ti sekundovych intervalech
byl substrat ptidavan i do jamek ostatnich. V case t =16 minut od zacatku experimentu byla reakce

zastavena piidavkem 100 pl roztoku 25 % kyseliny octové a to opét v 10-ti sekundovych intervalech
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do kazdé jamky dle puvodniho potadi. Mnozstvi LPS v jednotlivych vzorcich bylo po

spektrofotometrické analyze odecteno z pfilozené kalibracni kiivky.

5.12.14 ELEKTROFORESA V POLYAKRYLAMIDOVEM GELU (SDS-PAGE)

K20 ul vzorku proteinu bylo pfidano 5 pl vzorkového pufru uréeného pro elektroforesu
v SDS-polyakrylamidovém gelu. Po zahtati na 100°C po dobu 5 minut byly takto pfipravené vzorky
nanaseny na gel, sestavajici ze zaostrfovaciho 5 % gelu a ze 7,5 %, resp. 15 % rozdélovaciho gelu. Po
probéhnuti elektroforesy (8 V/em® pro zaostfovaci gel a 15 V/em® pro rozd&lovaci gel) v Tris-
glycinovém pufru (pH 8,3) byly rozd€lené proteiny v gelu barveny barvicim roztokem po dobu
2 hodin. Poté byly tyto gely odbarveny odbarvovacim roztokem a pieneseny do uchovavaciho roztoku,
pfipadné vysuseny. Pro porovnani molekulové hmotnosti rozdélenych proteinti byl pouzit standard

molekulovych hmotnosti.

5.12.15 WESTERN BLOT

Po skonceni elektroforetického rozdéleni vzorkli byl z polyakrylamidového gelu odstranén
zaostfovaci gel. K pfenosu proteinil z polyakrylamidového gelu na nitrocelulosovou membranu
pomoci elektrického pole byla pouzita polosucha metoda. Pienos proteinti probihal pti konstantni
hustoté proudu 0,8 mA/cm® nitrocelulosové membrany po dobu 1 hodiny. Po skondeni pienosu
proteind byla nitrocelulosovd membrana inkubovana s 5 % nizkotuénym mlékem rozpusténym v PBS
pres noc ve 4°C, ¢imz doslo k vysyceni nespecifickych vazebnych mist, do kterych by se nasledné
mohla nespecificky vazat protilatka.

Pro detekci proteini ve fuzi s histidinovou kotvou nasledovala inkubace s anti-6xHis
protilatkou konjugovanou s kienovou peroxidasou, kterd byla pifed pouzitim 3000 x nafedéna
v roztoku 1 % mléka v PBST. Inkubace probihala 1 hodinu pti 37°C. Po specifické vazbé protilatky
byla membrana promyta 4x 10 minut roztokem PBST.

Pro detekci integrinu CD11b/CD18 byla membrana inkubovavna 1 hodinu pii pokojové
teploté s anti-CD18 monoklondlni protilatkou MEMA48 (fedéni 1:1000). Po vazbé primarni protilatky
byla membrana promyta v PBST pufru (4x 5 minut, RT, mirné tfepani), ¢imz doslo k odmyti
nespecificky vazané primarni protilatky. Specificky védzana primarni protilatka byla detekovana
pomoci anti-mysi Ig sekundarni protilatky konjugované s kienovou peroxidazou. Inkubace membrany
probihala s 3000x fedénou sekundarni protilatkou v PBST pufru s 5 % (w/v) nizkotu¢nym mlékem
(RT, 60 minut, mirné tfepani). Po specifické vazbé sekundarni protilatky byla membrana promyta 4x
10 minut roztokem PBST.

Vizualizace byla provedena chemiluminiscen¢ni metodou.
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5.12.16 STANOVENI KONCENTRACE PROTEINU

Ke stanoveni koncentrace proteinii ve vzorku bylo pouZito metody podle Bradfordové™’.
Nejdtive byla v rozmezi 10-100 pg/ml piipravena série fedéni BSA, ktery byl pouzit jako kalibracni
standard. K fedéni byl pouzit stejny pufr jako k pfipravé méfeného vzorku. Poté bylo ke 100 ul
jednotlivych tedénych standardd, 100 ul vzorku a 100 pl samotného pufru (referencni standard)
pridano 900 pl cinidla Bradfordové. Vzorky byly promichany a inkubovany pii pokojové teploté
15 minut. Absorbance série standardi a méfeného vzorku byla méfena proti referenénimu standardu
pii vinové délce 595 nm. Nakonec byla stanovena koncentrace proteinu ve vzorku odectenim

z proméiené kalibracni kiivky.

5.12.17 STANOVENI VLASTNOSTI ADENYLAT CYKLASOVEHO TOXINU

5.12.17.1 Redé&ni moovinového extraktu

K 10 pl mocovinového extraktu bylo ptidano 90 pl 8 mmol/l roztok mocoviny v TCT pufru.
K 5wl takto natedéného extraktu bylo pridano 495 ul TCT, ¢imZ doslo ke zfedéni mocoviny a
renaturaci CyaA. Redéni vzorku 1:1000 (v/v) bylo provadéno v pufru o teploté 4°C bezprostiedns

pred stanovenim adenylat cyklasové aktivity.

5.12.17.2 Stanoveni adenylat cyklasové aktivity

Adenylat cyklasovy toxin bakterie B. pertussis obsahuje enzymaticky aktivni doménu, jenz po
vstupu do cilovych bungk katalysuje pfeménu molekuly ATP na molekuly cAMP. Adenylat cyklasova

aktivita byla stanovena na zakladé¢ reakce, kterou enzym katalysuje:
[0-?P]JATP <——> [*P]cAMP + PP; + H".

Pii stanoveni bylo pouZito radioaktivng znaGeného substratu [o-*P]JATP, ktery je v priib&hu
reakce pfeméiiovan na radioaktivni [**P]JcAMP. Ten byl po prob&hnuti reakce oddélen z reakéni smési
pomoci adsorp¢ni chromatografie na oxidu hlinitém pfi pH 7,6, pficemz se cAMP na rozdil od
negativné nabitych latek (ATP, ADP, AMP a PP;) neadsorbuje na kolonu, ale volné prochazi. Po
zméfeni radioaktivity eluentu bylo vypo&itano mnozstvi vzniklého cAMP!66-2-28¢

Vzorek s fedénym renaturovanym CyaA byl zamichan, od hladiny bylo co mozna nejptesnéji
odebrano 5 ul a pridano k 50 pl reakéni smési v mikrozkumavce. Obsah byl zamichan vortexem a
umistén do 1azné o teploté 30°C. Ve stejnych Casovych rozestupech (20-30 s) byly postupné spustény
reakce v ostatnich vzorcich. Zaroven byl pfipraven slepy pokus, ktery obsahoval pouze reakéni smés
bez CyaA a také pozitivni kontrolni vzorek, ktery obsahoval w.t. CyaA. Reakce probihala 5 minut pfi
teploté 30°C, byla zastavena ptidanim 200 pl 0,5 mol/l HCI a vzorky byly vlozeny na 5 minut do

termostatovaného suchého bloku s teplotou 100°C. Zde probehla kysela hydrolysa kontaminant, které
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by mohly interferovat pii nasledné adsorbéni chromatografii, pficemz cAMP zlstava stabilni.
Nasledné bylo upraveno pH na hodnotu 7,6 pomoci 0,2 ml 1,5 mol/l imidazolu. Smés byla nanesena
na chromatografické kolony (Poly-Prep, Bio-Rad, USA) naplnéné neutralnim oxidem hlinitym a
cAMP byl eluovan roztokem 10 mmol/l imidazolu pH 7,6. K eluatu bylo piidano 10 ml scintilacniho
roztoku a obsah byl dikladné protiepan. V takto pfipravenych vzorcich byla po dobu 1 minuty méfena
radioaktivita pro [**P] i [’H] (vnitini standard). Také byla zméfena radioaktivita v pivodni reakéni
smesi.

Namétené hodnoty pro jednotlivé vzorky byly upraveny vzhledem k ztratdm na kolong,
pomoci hodnot radioaktivity vnitfniho standardu (["H]JcAMP). Dale byly od kazdé hodnoty odeéteny
hodnoty pro slepy pokus a ze znamého mnozstvi [**P]JATP a jeho hodnoty radioaktivity a ze zméfené
radioaktivity [**P]JcAMP bylo vypoéitino mnozstvi vzniklého cAMP. Tato hodnota byla poté

prepocitana jako procento aktivity pivodniho CyaA. Pti vypoctu se postupovalo podle vztahu:

n X (Apy - Apg) X d X Apr

A= APRXVMEXtXAHV

A ..., adenylat cyklasova aktivita vzorku [pumol/min/ml extraktu]
Apy. . ... radioaktivita **P ve vzorku [DPM]

App. .. .. radioaktivita **P v slepém vzorku [DPM]

Apg. .. .. radioaktivita **P v 50 ul reakéni smési [DPM]

Any. . ... radioaktivita [2,8-°’H]cAMP ve vzorku [DPM]

Apr. .. .. radioaktivita [2,8-"H]cAMP v 50 pl reakéni smési [DPM]

n...... latkové mnozstvi ATP v 50 pl reakéni smési [pumol]

d...... fedéni mocovinového extraktu

VME...... objem ptidaného fedéného mocovinového extraktu k 50 pl reakéni smési [ml]
[ reakéni ¢as [min]

Tento pokus provedl RNDr. J. Masin, Ph.D. (MBU, AV CR, Praha)

5.12.17.3 Pfiprava suspenze erytrocyti

Ke 3 ml berani krve bylo pfidano 30 ml TN pufru, vychlazeného na 4°C a vznikla smés byla
odsttedéna (4000 RPM, 4°C, 10 minut). Po odstranéni supernatantu byly krvinky resuspendovany ve
30 ml TN pufru a znovu odstiedény (4000 RPM, 4°C, 10 minut). Tento proces byl jest¢ dvakrat
opakovan. Poté byly krvinky resuspendovany ve 30 ml TN pufru. Bylo stanoveno mnozstvi krvinek a
to tak, ze 100 ul suspenze krvinek bylo lysovano 900 ul TCT pufru a mnozZstvi uvolnéného
hemoglobinu bylo stanoveno spektrofotometricky méfenim absorbance pfi vinové délce 541 nm
(z ¢ehoz bylo vypocitano mnozstvi krvinek v suspenzi). Suspenze krvinek, byla nafedéna TN pufrem
tak, aby vysledna absorbance nové odebraného alikvotu po piidavku TCT pufru byla 3,0, coz
odpovida asi 5.10° erytrocytd v 1 ml suspenze. Nakonec byl k takto pipravené suspenzi erytrocyti

pridan roztok CaCl,, aby vysledna koncentrace vapenatych iontii byla 2 mmol/I.
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5.12.17.4 Odstranéni N-glykosidicky vazanvych oligosacharidovych fetézcu

5x10® erytrocytd bylo inkubovano 1 hodinu ve 37°C bud’ v samotném pufru TN nebo v pufru
TN, ktery obsahoval 500 mU/ml Endo H, PNGasy F a 40 mU/ml neuraminidasy. Nasledn¢ byly buiiky
3x promyty pufrem TN a pouzity v dalSich pokusech.

5.12.17.5 Stanoveni invasivni aktivity CyaA

Do zkumavky bylo odebrano 0,5 ml suspenze erytrocytii, zkumavka byla vloZzena do ledu a ke
krvinkdm bylo ptfidano 5 pl mocovinového extraktu CyaA. Obsah byl promichén a uchovavan v ledu.
Poté byly vzorky inkubovany 30 minut pfi teplot¢ 37°C. Po inkubaci, pfi které CyaA interaguje
s membranou a adenylat cyklasova doména je translokovana pfes cytoplasmatickou membranu
erytrocytl, byly vzorky opét umistény do ledu a ke kazdému byl pfidan 1 ml TNE pufru a erytrocyty
byly odstfedény (13000 RPM, 4°C, 1 minuta). Supernatant byl odstranén a sediment erytrocyti byl
resuspendovan v 1 ml TNE pufru. Vzorky byly odstfedény (13000 RPM, 4°C, 1 minuta) a po
odstranéni supernatantu byly erytrocyty resuspendovany v 0,5 ml TNE pufru. VSechny vzorky takto
promytych krvinek byly umistény do ledu a ke kazdému bylo pfidano 10 pl roztoku trypsinu o
koncentraci 2 mg/ml. Obsah byl dobfe promichén a inkubovan 10 minut pfi teploté¢ 37°C. Doslo
k rozstépeni téch casti molekul CyaA, které nebyly zabudovany do membrany erytrocytt. Po inkubaci
bylo ke kazdému vzorku ptidano 10 ul inhibitoru trypsinu o koncentraci 4 mg/ml a 1 ml TNE pufru.
Po promichéani byla smés centrifugovana (13000 RPM, 4°C, 1 minuta). Supernatant byl odstran¢én a
k sedimentu bylo ve stejnych ¢asovych intervalech ptidano 50 pl reakéni smési pro stanoveni adenylat
cyklasové aktivity. Naméiené hodnoty odpovidaly mife translokace adenylat cyklasové domény do
erytrocytl (invasivni aktivita) a byly procentuelné vztazeny k mife invasivni aktivity w.t. CyaA.

Tento pokus provedl RNDr. J. Masin, Ph.D. (MBU, AV CR, Praha)

5.12.17.6 Stanoveni hemolvtické aktivity CyaA

Do mikrozkumavky bylo odebrano 0,5 ml suspenze erytrocyti kni bylo pfidano 5 ul
mocovinového extraktu CyaA. Mnozstvi pfiddvaného CyaA bylo urCeno stanovenim adenylat
cyklasové aktivity nebo odhadnutim mnozstvi CyaA z SDS-PAGE v pfipadé enzymaticky neaktivnich
toxind. Smés byla promichana a inkubovana 5-10 hodin pii teploté 37°C. Jako slepy pokus byl pouzit
vzorek, ktery neobsahoval CyaA. Po inkubaci byly vzorky centrifugovany (13000 RPM, 25°C,
1 minuta). Supernatant obsahujici uvolnény hemoglobin byl odebran do spektrofotometrické kyvety.
Absorbance pfi 541 nm byla stanovena proti slepému pokusu. Ziskané hodnoty absorbance byly
pfepocteny na koncentraci pfidavaného toxinu a procentuelné¢ vztazeny k mife hemolytické aktivity

w.t. CyaA.
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5.12.18 STANOVENI HEMOLYTICKE AKTIVITY HIyA

Do mikrozkumavky bylo odebrano 0,5 ml suspenze intaktnich nebo deglykosylovanych
erytrocytll k nim bylo pfidano 10 pl media, ve kterém byla kultivovana bakterialni kultura produkujici
HlyA nebo bakterialni kultura nesouci pouze prazdny vektor. Po rizn¢ dlouhé inkubaci ve 37°C byly
vzorky centrifugovany (13000 RPM, 25°C, 1 minuta). Supernatant obsahujici uvolnény hemoglobin
byl odebran do spektrofotometrické kyvety. Absorbance pfi 541 nm byla stanovena proti slepému
pokusu. Ziskané hodnoty absorbance byly procentueln€ vztazeny k mite hemolytické aktivity HlyA na

intaktnich erytrocytech.

5.12.19 IZOLACE LIDSKYCH NEUTROFILU

Ke 20 ml Cerstvé lidské krve bylo pfidano 30 ml 1 % roztoku dextranu T-500 a smés byla
inkubovana 20 minut pii pokojové teploté. Plasma (vrchni vrstva) byla pfenesena do nové
centrifugacni zkumavky a centrifugovana 250 g 10 minut pii 4°C. Pelet byl resusupendovan v 30 ml
PBS a touto suspenzi bylo pfevrstveno 10 ml roztoku Ficoll-Paque. Smés byla centrifugovana
40 minut pii 20°C bez brzdéni. Pelet byl resuspendovan v 20 ml ledové vychlezeného roztoku 0,2 %
NaCl a inkubovan 30 s na ledu po této dob¢ bylo pridano 20 ml ledové vychlazeného roztoku 1,6 %
NaCl. Bunky byly centrifugovany (250 g, 6 minut, 4°C) a supernatant byl odstranén. Tento postup byl
jesté jednou zopakovan a poté byly neutrofily resuspendovany v PBS (4°C) a pouzity k dal$im

pokustim.

5.12.20 PRACE S TKANOVYMI LINIEMI

5.12.20.1 Uchovavani tkanovvych linii

Mysi makrofagova linie J774A.1, T-bunéfna linie Jurkat, buinky CHO-KI1 a CHO-
CD11b/CD18 byly kratkodobé uchovavany v konzervach s kryoprotektivnim roztokem (FCS
450 pl/ml, 450 pwl/ml ristového média a 100 ul/ml DMSO) pii teplot¢ -80°C. Tyto konzervy byly
dlouhodobé¢ skladovany pii teploté¢ -150°C. Pro bunécnou linii S2 byl pouzit jiny kryoprotektivni
roztok - 450 ul/ml Cerstvého rtstového média, 450 pul/ml pouzitého ristového média a 100 pl/ml

DMSO.

5.12.20.2 Rozmrazeni bunék

Konzerva bun¢k s kryoprotektivnim roztokem byla rychle rozmrazena ve vodni lazni o teploté
56°C a buiiky byly pievedeny do riistového média. Aby doslo k odstranéni kryoprotektivniho roztoku,
byla suspenze bun¢k nasledné centrifugovana (120 g, 37°C, 3 minuty) a po odstranéni supernatantu
byl sediment bun¢k resuspendovan v 10 ml, resp. 5 ml (buniky S2 a Jurkat) ristového média. Bunky
byly dale vysety na Petriho misku, resp. do lahve T-25 pro tkanové kultury (buiky Jurkat) a
kultivovany v CO, inkubatoru (37°C, 5 % hladina CO,). Buiiky S2 byly vysety do lahve T-25 pro
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tkanové kultury a inkubovany v inkubatoru bez CO, pti 25°C. Maximalni doba, po kterou byly buiky

od svého rozmrazeni kultivovany, €inila tfi tydny.

5.12.20.3 Pasazovani tkanové linie

Tkanova linie J774A.1 je linii adherentni a jeji pasazovani probihalo zhruba pii 80-90 %
konfluenci bunék (asi 8-9 milionti bunék J774.A1 na Petriho misku o priméru 9 cm). Adherentni
bunky byly béhem pasazovani stazeny buné¢nou Skrabkou do média RPMI a nasledné centrifugovany
(120 g, 37°C, 3 minuty). Po odstranéni supernatantu byl sediment bunék resuspendovan v 10 ml
cerstvého média RPMI. Buiiky byly dale vysety na Petriho misky asi v 30 % konfluenci bun¢k a
umistény do CO, inkubatoru (37°C, 5 % hladina CO,), kde byly dale kultivovany. Médium RPMI bylo
kultivovanym bunikam vyménovano kazdy druhy den.

Tkanové linie CHO-K1 a CHO-CD11b/CD18 jsou adherentni linie a jejich pasadzovani
probihalo zhruba pti 80-90 % konfluenci bunék (asi 5-6 miliéni bunék na Petriho misku o priméru
9 cm). Adherentni bunky byly béhem pasazovani uvolnény 5 mmol/l roztokem EDTA (Piipravna
médii, UMG AV CR, Praha) a nésledné centrifugovany (120 g, 37°C, 3 minuty). Po odstranéni
supernatantu byl sediment bun€k resuspendovan v 10 ml Cerstvého média F-12. Buinky byly dale
vysety na Petriho misky asi v 30 % konfluenci bun¢k a umistény do CO, inkubatoru (37°C, 5 %
hladina CQO,), kde byly dale kultivovany. Médium F-12 bylo kultivovanym bunkam vyménovano
kazdy druhy den.

Tkanové linie Jurkat a S2 jsou suspenznimi liniemi a jejich pasazovani probihalo pfi dosazeni
hustoty bungk 5x10%ml. Buiiky byly centrifugovany (120 g, 37°C, 3 minuty) a po odstranéni média
resuspendovany v 5 ml Cerstvého rdstového média. Buiikky byly vysety do lahvi T-25 pro tkanové

kultury v hustoté 5x10°/ml.

5.12.20.4 Stanoveni po¢tu bunék v suspenzi pomoci Blirkerovy komurky

Suspenze bunék byla nanesena do Biirkerovy komurky. Bylo poc¢itano mnozstvi bunék v 32
polich (2 x 16) a byl stanoven primérny pocet bunék v jednom poli o objemu 4 pl.
Celkovy pocet bunék n v 1 ml bunécné suspenze byl poté stanoven podle vzorce:

n=2,5x 10’ x pramémy pocet bunék v jednom poli.

5.12.21 IMUNOPRECIPITACE

Bunky CHO-CD11b/CD18 byly inkubovany s glykosidasami, tunikamycinem nebo pouze
s ristovym mediem pii 37°C 13 hodin. 20x10° bunék bylo promyto 2x pufrem HBSS a lyzovano pii
stalém michani 1 ml lyza¢niho roztoku 30 minut pii 4°C. BunéCny lyzat byl centrifugovan
(13000 RPM, 15 minut, 4°C) a supernatant byl pienesen do nové vychlazené mikrozkumavky.
K supernatantu bylo ptfidano 20 pl anti-CD11b monoklonalni protilatky MEM174 kovalentné
navazané na agarosové kuli¢ky (L. Bumba, MBU AV CR, Praha), vzorky byly poté za stalého michani
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inkubovany 3 hodiny pifi 4°C. Agarosové kulicky byly 5x promyty lyza¢nim pufrem, smichany
s eluénim pufrem TS a centrifugovany 13000 RPM, 5 s. Supernatant obsahujici integrin CD11b/CD18
byl analyzovan pomoci SDS-PAGE a Western blotu.

5.12.22 ODSTRANENI N-GLYKOSIDICKY VAZANEHO OLIGOSACHARIDOVEHO RETEZCE

1x10° bundk CHO-CD11b/CD18, J774A.1 nebo lidskych neutrofilii bylo inkubovano 30 minut
pti 4°C s inhibitory proteas a chlorpromazinem - inhibitorem na klatrinu zavislé endocytosy v pufru
HBSS. Po této dob¢ byly bunky promyty pufrem HBSS a inkubovéany dalsi 1 hodinu ve 37°C bud’
v samotném pufru HBSS nebo v pufru HBSS, ktery obsahoval 500 mU/ml Endo H, PNGasy F a
40 mU/ml neuraminidasy. Nasledné¢ byly bunky 3x promyty pufrem HBSS a pouzity v dalsich
pokusech.

5.12.23 INHIBICE TVORBY N-GLYKOSIDICKY VAZANEHO OLIGOSACHARIDOVEHO RETEZCE

Bunky CHO-CD11b/CD18 nebo J774A.1 byly inkubovany 24 hodin v ristovém médiu
s 10 ug/ml tunikamycinu, poté byly 3x promyty pufrem HBSS a pouzity v dal§ich pokusech.

5.12.24 INHIBICE VAZBY CvaA/233FLAG K BUNKAM VOLNYMI SACHARIDY

0,5 pg/ml Cya/233FLAG bylo inkubovano 15 minut pii 4°C s roztokem 10 mmol/l L-fukosy,
D-arabinosy, N-acetylgalaktosaminu, N-acetylmannosaminu, D-mannosou, sialovou kyselinou,
galakturonovou kyselinou, D-fruktosou, D-xylosou, N-acetyllaktosaminem, N,N-acetylchitobiosou,
N,N’,N’-acetylchitotriosou v pufru HBSS nebo samotnym pufrem HBSS. Po této dobé byla smés

pouzita pro vazebny experiment.

5.12.25 VAzBA CyaA/233FLAG K BUNKAM

1x10° bunék CHO-CD11b/CD18, J774A.1 nebo lidskych neutrofili bylo inkubovano s
0,5 ug/ml Cya/233FLAG v 500 ul HBSS (30 minut, 4°C), poté byly 3x promyty pufrem HBSS a
navazany CyaA/233FLAG byl detekovan 1000x natfedénou anti-FLAG monoklonalni protilatkou M2
v PBS/BSA (30 minut, 4°C). Buiiky byly 3x promyty HBSS a inkubovany dalSich 30 minut pii 4°C
s 1000x fedénou anti-mysi Ig protilatkou konjugovanou s AlexaFluor488 v PBS/BSA. Bunky byly 3x
promyty, resuspendovany v 150 ul HBSS a analyzovany pritokovou cytometrii na pfistroji LSR II
v pritomnosti 5 pg/ml propidium iodidu (znaceni mrtvych bunék).

Pti vyhodnocovani byly brany v potaz pouze zivé bunky. Vysledky jsou vyjadifeny jako

procento vazby CyaA k intaktnim bunkam, které bylo ziskano podle vzorce:

MFIr - MFIx
MFIp - MFIn

Vazba CyaA (%) =
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MFly. . . ... pramér hodnot intensity florescence (mean fluorescence intensity) intaktnich
bunék, které nebyly inkubovany s CyaA

MFIp. ... .. prumér hodnot intensity florescence intaktnich bungk, které¢ byly inkubovany
s CyaA

MFIr. . . . . . prumér hodnot intensity florescence bun¢k, které byly inkubovany

s glykosidasami, tunikamycinem nebo sacharidy a poté s CyaA

5.12.26 DETEKCE INTEGRINU CD11b/CD18 NA BUNECNEM POVRCHU

1x10° bunék bylo inkubovano s anti-CD11b monokonalni protilaitkou MEM174 nebo s anti-
CD18 monokonalni protilatkou MEM48 (fedéni 1:1000 v PBS/BSA, 30 minut, 4°C), po promyti byla
primarni protilatka znacena anti-mysi Ig protilatkou konjugovanou s AlexaFluor488. Buiky byly 3x
promyty, resuspendovany v 150 ul HBSS a analyzovany pritokovou cytometrii na piistroji LSR II

v pfitomnosti 5 pg/ml propidium iodidu (znaceni mrtvych bunék).

5.12.27 STANOVENI INTRACELULARNIHO cAMP

1x10°bunék CHO-CD11b/CD18, J774A.1 nebo lidskych neutrofildt bylo pieneseno do
mikrozkumavky a inkubovano 20 minut se 100 umol/l roztokem IBMX (3-isobutyl-1-methylxantin,
inhibitor fosfodiesteras) v pufru HBSS.

CyaA/233FLAG byl nejprve nai€dén na 100x vyssi koncentraci nez byla pozadovana kone¢na
koncentrace roztokem TCU, poté byly jesté 25x fedén pufrem HBSS. 50 pl takto natedéného toxinu
bylo ihned ptfidano k buiikam.

Buriky byly inkubovany 30 minut pfi 37°C s riznymi koncentracemi CyaA/233FLAG, reakce
byla zastavena piidanim roztoku 0,1 % Tweenu 20 ve 100 umol/l HCI a vzorky byly zahtaty na 100°C
15 minut. Poté byly vzorky neutrlizovany 150 umol/l imidazolem a koncentrace cAMP byla stanovena
metodou kompetitivni ELISA*.

Na ELISA mikrotitracni desticku (Nucn-Immuno, Maxisorp, Dansko) byl navazan konjugat
cAMP-BSA (D. Ladant, Pasteurlv institut, Francie) nafedény na koncentraci 5 pg/ml v roztoku
0,1 mol/l Na,CO; pH 9,5. Poté byla desticka 2x promyta TBST, inkubovana 3 hodiny pii 37°C
s TBST/BSA a nasledné 3x promyta TBST. Ke konjugatu cAMP-BSA bylo ptidano 100 pl vzorkt
nebo cAMP standardu a 100 ul 3000x fedéné anti-cAMP krali¢i protilatky (A. Ullmann, Pasteuriv
institut, Francie) v TBST/BSA. Deseticka byla inkubovana 13-14 hodin pti 4°C, promyta 4x TBST a
nasledn¢ inkubovéana 2 hodiny pti 37°C s anti-krali¢i Ig protilatkou konjugovanou s kienovou
peroxidasou (fedéni 1:1000). Poté byla desticka 4x promyta TBST a pifi 492 nm byla stanovena
peroxidasova aktivita pomoci substratu o-fenylendiaminu.

Tento pokus provedl RNDr. J. Masin, Ph.D. (MBU, AV CR, Praha).

5.12.28 STANOVENI CYTOTOXICKE AKTIVITY LtxA A HIvA

Bunky Jurkat byly inkubovany s glykosidasami nebo pouze s ristovym médiem 12-14 hodin

pfi 37°C. 1x10° bunék bylo inkubovano s konreolnim bakteridlnim lysitem nebo s bakterialnim
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lysatem, ktery obsahoval LtxA, resp. s médiem, ve kterém byla kultivovana bakterialni kultura
produkujici HlyA nebo bakterialni kultura nesouci pouze prazdny vektor. Po rizné¢ dlouhé inkubaci
byly buiiky pfeneseny na led a smichany se 100 pl 0,4 % roztoku barvy Trypanova modf. Zivé buiiky,
které byly schopny vylucovat barvu, byly spocitany v Biirkerové komdrce. Tato metoda je zaloZena na
skute¢nosti, Ze negativné nabita barva Trypanova modf neinteraguje s butikami, pokud neni poskozena
bunécna membrana.

Vysledek byl vyjadien jako procento zivych bunck:

Zivé buiiky (%)= 100x pocet zivych bungk po inkubaci s LtxA nebo HlyA/ podet Zivych

bunék v negativni kontrole.

5.12.29 PRODUKCE INTEGRINU CD11b/CD18 v S2 BUNKACH

5.12.29.1 Priprava transfekéni smési

2 ul Lipofektaminu 2000 bylo smichiano s 50 pl bezsérového média Opti-MEM1 a
inkubovano 5 minut pfi pkojové teploté. Mezitim bylo smichano 0,8 pg DNA s 50 pul média Opti-
MEM I. Natedéna DNA byla smichana s natedénym Lipofektaminem 2000 a inkubovana 20 minut pii

pokojové teploté.

5.12.29.2 Transfekce S2 bunék

3x10° S2 bun&k bylo vyneseno do jedné jamky 24 jamkové desti¢ky, po 6 hodinach inkubace
pii 25°C byla k buiikam pfidana smés pro transfekci a buiiky byly inkubovéany 12-14 hodin pti 25°C.
Druhy den byly buniky pfi vyméné media preneseny do nové jamky, pokud byly buiiky transfekovany
inducibilnimi plasmidy, byla produkce proteinu indukovana roztokem 0,5 umol/l CuSQO,4. Po
24 hodinové inkubaci pii 25°C byla analysovana hladina produkce integrinu CD11b/CD18 nebo byla

ustanovena stabilni bunééna linie.

5.12.29.3 Ustanoveni stabilni bunééné linie

48 hodin po transfekci bylo ristové médium vyménéno za médium selekéni, které obsahovalo
prislusné antibiotikum. Selekéni médium se vyménovalo kazdé 4 dny, za tfi tydny byla ustanovena

stabilni bunééna linie.

5.12.29.4 Magneticka separace S2 bunék produkujicich CD18§

Kolonka s feromagnetickou naplni (MiniMACS column) byla umisténa v silném magnetickém
poli a ekvilibrovana 0,5 ml PBS/BSA-E.

1x107 S2 bun&k bylo oznateno anti-CD18 monoklonalni protilatkou MEM48 (fedéni 1:1000,
30 minut, 4°C) v 0,5 ml ledového PBS/BSA. Buriky byly 3x promyty 1 ml PBS/BSA a poté znaceny

10x fedénnou sekundarni anti-mysi Ig protilatkou konjugovanou s magnetickymi kulickami (super-
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paramagnetic MACS MicroBeads) v ledovém PBS/BSA (15 minut, 4°C). Bunky byly promyty 3x
0,5 ml ledového PBS/BSA-E a takto oznacena bunécna suspenze byla nanesena na ekvilibrovanou
kolonku s feromagnetickou néplni, kterd byla umisténa v silném magnetickém poli. Magneticky
oznacené bunky byly zadrZeny na kolon¢ a odd€leny od bunék neprodukujicich podjednotku CD18,
které byly odstranény promytim kolony 3x 0,5 ml ledového PBS/BSA-E. Po odstranéni kolonky
z magnetického pole byly oznacené bunky eluovany 1 ml PBS, pievedeny do ristového media a dale
kultivovany. Anti-mysi Ig protilatka konjugovana s magnetickymi kulickami (super-paramagnetic
MACS MicroBeads), kolonka s feromagnetickou naplni a magnet jsou soucasti komeréné dodavaného

kitu pro magnetickou separaci (MACS Myltenyi Biotec, SRN).

5.12.29.5 Selekce S2 bunék produkujicich sekretovany integrin CD11b/CD18

S2 bunky pro svij rust potfebuji pritomnost ristovych faktord, proto bylo do kazdé jamky
v 96-ti jamkové desti¢ce umisténo 3x10° pfedem usmrcenych S2 bunék v daném selekénim médiu,
bunéénd kultura S2 bunék produkujicich sekretovany integrin CD11b/CD18 byla nafedéna a
kultivovana tak, aby v kazdé jamce byla pouze jedna bunka. Poté, co se bunky rozrostly, produkce
extracelularni domény byla indukovana piidavkem Cu®" ionti. Mnozstvi produkovaného integrinu

v ristovém mediu bylo analysovano metodou ELISA.

5.12.29.6 Analysa produkce sekretovaného integrinu CD11b/CD18

Na ELISA mikrotitracni destiCku (Nucn-Immuno, Maxisorp, Dansko) byla navazana anti-
CD11b monoklonalni protilitka MEM174 nebo anti-CD18 monoklonalni protilaitka MEM48 natedéna
na koncentraci 10 pug/ml v roztoku 0,1 mol/l Na,CO; pH 9,5. Poté byla desticka 4x promyta PBST a
inkubovana 1 hodinu pfi 37°C s PBST/BSA a nasledné 4x promyta PBST. Do kazdé jamky bylo
pfidano 100 pl média, ve kterém byly kultivovany transfekované buiiky S2. Desticka byla inkubovana
1 hodinu pii 37°C, promyta 4x PBST a nasledn¢ inkubovana 1 hodinu pti 37°C s anti-6xHis
monoklonalni protilatkou konjugovanou s kienovou peroxidasou (fedéni 1:1000). Poté byla desticka
4x promyta PBST a pii 492nm byla stanovena peroxidasové aktivita pomoci substratu o-

fenylendiaminu.

5.12.29.7 Stanoveni intracelularni hladiny CD11b a CD18

1x10° transfekovanych bungk S2 bugk bylo fixovano 3,7 % formaldehydem v PBS 20 minut
pii 4°C, poté byly bunky promyty a permeabilizovany 0,2 % roztokem Tween 20 v PBS 2 minuty pfi
4°C. Nespecifické vazbé protilatky se zabranilo inkubaci bunék v pfitomnosti 7 % FCS v PBS
30 minut pfi pokojové teploté. Bunky byly 3x promyty PBS/BSA a inkubovany s anti-CD11b
monokonalni protilitkou MEM174 nebo s anti-CD18 monokonalni protilatkou MEM48 (fedéni

1:1000 v PBS/BSA, 30 minut, 4°C), po promyti byla primarni protilaitka znacCena anti-mys$i Ig
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protilatkou konjugovanou s AlexaFluor488. Bunky byly 3x promyty, resuspendovany v 150 ul HBSS

a analyzovany prutokovou cytometrii na piistroji LSR II.

5.12.30 STANOVENI PREZENTACE ANTIGENU NA MHC MOLEKULACH I. TRIDY

Dendritické bunky odvozené z kostni diené (Bone-Marow derived Dendritic Cells, BM-DC)
byly kultivovany v RPMI médiu, které obsahovalo 2 ng/ml rtstového faktoru (granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor). Suspenzni a semiadherentni buiiky, které obsahovaly az 70 %
bun¢k produkujicich CD11b a CDl1 1c, byly sklizeny 7.-8. den.

Pro studium prezentace epitopu OVA:257-264 byly jako antigen prezentujici buiiky (APC)
pouzity BM-DC z C57BL/6 mysi (Charles Rivers, Francie), které byly inkubovany s riznymi
koncentracemi epitopu OVA:257-264 nebo rekombinantnich CyaA-TB-OVA toxoidii (10° bungk,
4 hodiny). Tyto APC byly kokultivovany s anti-OVA:257-264 CD8" T-buné¢nymi hybridomy (B3Z,
10° bunék, 18 hodin)®™® (N. Shastri, University of California, USA), které jsou schopny specificky
rozpoznavat komplexy molekul MHC I s navazanym OVA peptidem na povrchu APC, a jejichz
stimulace miize byt monitorovana pomoci interleukinu 2 (IL-2) uvoliiovaného do supernatantu (testem
CTLL-2).

Pro studium prezentace epitopu TB10.4:20-28 byly jako antigen prezentujici buiiky (APC)
pouzity BM-DC z BALB/c mys$i (Charles Rivers, Francie), které byly inkubovany s riznymi
koncentracemi epitopu TB10.4:20-28 nebo rekombinantnich CyaA-TB-OVA toxoidt (10° bungk,
4 hodiny). Tyto APC byly kokultivovany s anti-TB10.4:20-28 CD8" T-bun&inymi hybridomy*
(YBS, 10° bungk, 18 hodin), které jsou schopny specificky rozpoznavat komplexy molekul MHC I
s navazanym TB10.4:20-28 peptidem na povrchu APC, a jejichz stimulace miiZze byt monitorovana
pomoci interleukinu 2 (IL-2) uvoliiovaného do supernatantu (testem CTLL-2).

Po 18 hodinach kultivace byly supernatanty z téchto kultur zamraZeny po dobu 2 hodin pfi
teplotd -80°C a poté inkubovany (100 pl) s cytotoxickymi T-lymfocyty (CTLL-2, 10* bun&k), jejichz
proliferace je stimulovana v pfitomnosti IL-2. Po 24 hodinach byl do jamky pfidan radioaktivni
[*H]thymidin v koncentraci 50 uCi na jamku. Po 6 hodinach byly buiiky sklizeny a byla stanovena
koncentrace inkorporovaného [*H]thymidinu.

Tato cast prace byla provedena v laboratori Prof. C. Leclerc (Pasteurtv ustav, Francie).

5.12.31 IMUNIZACE MYSI

Jako adjuvans byla pouzita smés adjuvans DMT, kterd se skladala z Dimethyl-dioktadecyl-
ammonium bromidu (DDA) (250 pug), Monofosforyl-lipidu A (MPL) (25ug) a Trehalosa-
dikorynomykolatu (TDM) (25 pg). Roztok DDA (Sigma-Aldrich, USA) v destilované vod¢é o
koncentraci 10 mg/ml byl zahiivan 30 minut pfi 80°C a vortexovan kazdych 5 minut. Lyofilizovana
smés MPL-TDM (Sigma-Aldrich, USA) byla rozpusténa v 1 ml PBS do vysledné koncentrace
0,5 mg/ml obou slozek. Tésné pred pouzitim byly DDA a MPL-TDM a antigen TB10.4 smichany.
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Mysi byly imunizovany jednou subkutanni (s.c) davkou bakterie BCG (10° CFU), proteinu
TB10.4 (10 pg) v DMT nebo samotnym DMT adjuvans. Pfi imunizaci rekombinantnim CyaA
obdrzely mysi dv¢ intraperitonealni (i.p.) davky (v den 0 a 15) rekombinantniho CyaA (50 pg) v alum
(Al(OH);).

Tato cast prace byla provedena v laboratori Prof. C. Leclerc (Pasteuruv ustav, Francie).

5.12.32 T-BUNECNE TESTY

Mysi slezinné buiky byly izolovany a analysovany 21 dni po imunizaci my$i, v nékterych
pokusech byly CD4" nebo CD8" T-buiiky odstranény negativni selekci za pouziti Automacs (Miltenyi
Biotech, SRN).

Tato cast prace byla provedena v laboratori Prof. C. Leclerc (Pasteuruv ustav, Francie).

5.12.32.1 T-bunééna proliferace

Slezinné bunky byly inkubovany s riiznymi koncentracemi antigenti v 96-ti jamkové desticce
(1x10° bun&k na jamku) v médiu RPMI, které obsahovalo 2 mmol/l glutamaxu, 100 U/ml penicilinu,
100 pg/ml streptomycinu a 50 pumol/l 2-merkaptoetnolu. Po 72 hodinach byl do jamky pfidan
radioaktivni [*H]thymidin v koncentraci 1 pCi na jamku. Po 18 hodinach byly buiiky sklizeny a byla
stanovena koncentrace inkorporovaného [*H]thymidinu.

Tato cast prace byla provedena v laboratori Prof. C. Leclerc (Pasteuruv ustav, Francie).

5.12.32.2 ELISPOT

Na mikrotitraéni desticku (Multiscreen filtration plates, Millipore, Francie) byla navazana
anti-IFN-y monoklonalni protilatka (R4-6A2, BD Pharmingen, USA), do jednotlivych jamek bylo
dano 5x10° slezinnych bunék z neimunizovanych mysi, které byly ozateny y-zafenim (3000 radi), bud’
s antigeny nebo pouze v médiu. Poté k nim byly pfidany slezinné buiky z imunizovanych mysi.
Bunky byly inkubovany 40 hodin pfi 37°C, desti¢ka byla poté promyta destilovanou vodou a PBST.
Spoty byly detekovany biotinylovanou anti-IFN-y monoklonalni protilatkou a streptavidin-alkalickou
fosfatasou (BD Pharmingen, USA) a pomoci substratu 5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphate-nitroblue
tetrazolium (Sigma-Aldrich, USA).

Tato cast prace byla provedena v laboratori Prof. C. Leclerc (Pasteuruv ustav, Francie).

5.12.33 TEST OCHRANY PROTI INFEKCI M. TUBERCULOSIS

Naivni i imunizované mysi byly infikovany nizkou davkou M. tuberculosis H37Rv v aerosolu
30 dni po imunizaci. 2 ml suspenze obsahujici 5x10° CFU/ml bylo pfevedeno na aerosol tak, aby
vysledna davka ¢inila = 100 = 10 CFU na mys. Plice a sleziny byly 30 dni po infekci homogenizovany

v organovém homogenizatoru MM300 (Qiagen, Francie) a pomoci sklenénych kulicek o priméru
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2,5 mm. Sériove pétkrat natedéné homogenaty byly kultivovany na 7H11 agaru s ADC (Difco, Becton
Dickinson, USA) 15-18 dni pii 37°C a poté bylo pocitanu CFU.

Tato cast prace byla provedena v laboratori Prof. C. Leclerc (Pasteuruv ustav, Francie).
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6 VYSLEDKY

6.1 PRODUKCE A PURIFIKACE PODJEDNOTKY CD11b PRO PRIPRAVU

PROTILATEK VHODNYCH K DETEKCI METODOU WESTERN BLOT

V soucasné dobé neni na trhu Zadna protildtka vhodna k detekci integrinové
podjednotky CD11b metodou Western blot, kterd by byla velmi uzite¢nd pro studium
interakce CyaA-CDI11b/CD18. Proto jsme se rozhodli pfipravit rekombinantni CD11b jako
antigen pro imunizaci a ptipravu protilatky. K produkci podjednotky CD11b jsme pouzili
bakteridlni systém E. coli z diivodu snadné a rychlé produkce proteinil.

Pro snadnéjsi produkci proteinu CD11b byla ¢cDNA kédujici podjednotku CD11b
vlozena do plasmidu pTZ19R. Gen koédujici podjednotku CD11b byl vystépen z plasmidu
pCDMI restriktasou Xba I a vlozen do plasmidu pTZ19R $tépeného stejnym enzymem. Pro
odstranéni signdlni sekvence byla pomoci PCR reakce amplifikovana ¢ast genu kodujici
podjednotku CD11b. Jako primery byly pouzity syntetické oligonukleotidy. 5, 3’- primer byl
komplementarni k sekvenci v genu pro podjednotku CD11b, kterd nasleduje za sekvenci pro
signalni peptid, a na svém 5’-konci byl opatfen sekvenci rozeznavanou enzymem Nco I.
37, 5’- primer byl komplementarni k sekvenci uprostied genu pro podjednotku CD11b, ve
které bylo obsazeno restrikéni misto pro enzym BspE L. Jako templatovda DNA byl pouzit
plasmid pTZ19RCD11b.

Produkt PCR byl stépen dvojici endonukleas Nco I a BspE I a vloZzen do plasmidu
pTZI9RCDI11b Sstépeného stejnymi enzymy. Ziskany plasmid pTZ19RCDI11b-ASP byl
nasledn¢ pouzit ke konstrukci extracelularni domény podjednotky CD11b s C-koncovou
histidinovou kotvou. Plasmid pET28b/BsrG 1 byl nejprve Stépen enzymem EcoR 1 a po
zatupeni kohesnich konct byl $tépen enzymem BsrG I a nasledné defosforylovan. Do takto
upravené¢ho vektoru byl vlozen fragment BsrG I —EcoR V o velikosti 2100 bp z plasmidu
pTZ19RCDI11b-ASP. Do ziskaného plasmidu pET28b-CD11b/EcoR V-BsrG I, ktery byl
Stépen endonukleasou Nco I, byl vlozen fragment o velikosti 2797 bp vysStépeny stejnym
enzymem z plasmidu pTZ19RCD11b-ASP (Obr. 24).

Rekombinantni extracelularni doména podjednotky CD11b s C-koncovou histidinovou
kotvou byla produkovéna v butikach E. coli BL21(ADE3). Pro produkci byly pouzity teploty
37°C, 30°C a 25°C, protoze jsme chtéli extracelularni doménu CD11b ziskat jako rozpustny

protein. Produkce a spravna velikost domény byla ovétena SDS elektroforesou (Obr. 25).
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Obr. 24: Schema konstrukce plasmidu pro produkci extraceluldrni domény podjednotky CD11b.
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Obr. 25: Produkce podjednotky CD11bASP s C-koncovou histidinovou kotvou. A) SDS elektroforesa
celobunéénych lysatd; B) SDS-PAGE cytosolu a moc¢ovinovych extraktti v 7,5% polyakrylamidovém gelu. Jako negativni
kontrola byly pouzity buiiky E. coli BL21 (ADE3) nesouci prazdny plasmid pET28b/BsrG I.

Vzhledem k tomu, Ze se ndm nepodafilo zvysit rozpustnost proteinu CD11b ani pfi
nizsich teplotach, byla pro dal§i produkci extraceluldrni domény podjednotky CD11b ve
veétsSim mnozstvi pouzita teplota 37°C. Pii pfipravé mocovinového extraktu byla na SDS-
PAGE analysovana také membranova frakce. Jak je vidét na Obr.26A produkovana
extracelularni doména CD11b je asociovdna s membréanami. K takto pfipravené membranové
frakci byl pfidan roztok Tritonu X-100 nebo Tweenu 20 do vysledné koncentrace 1% a nebo
byla ponechdna v samotném pufru TUMC. Pro purifikaci extracelularni domény CD11b byla
pouzita afinitni chromatografie na Ni-NTA agarose. Nicmén¢ ani jedna ze zvolenych
podminek, tj. purifikace v pufru TUMC, v pufru TUMC s pfidavkem Tritonu X-100 nebo
Tweenu 20, nevedla k GspéSnému ziskani cisté podjednotky CD11b (Obr. 26B-D). Proto

jsme se rozhodli pro fuzi extraceluldrni domény CD11b s N-koncovou histidinovou kotvou.
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Obr. 26: Purifikace extracelularni domény podjednotky CD11b fiizované s C-koncovou histidinovou kotvou.
A) Analysa membranové frakce a mocovinového extraktu (7,5 % SDS-PAGE). Ziskané membranové frakce byly naneseny
na chromatografickou kolonu obsahujici Ni-NTA agarosu v pfitomnosti samotného TUMC pufru (B), TUMC pufru s 1 %
Tritonem X-100 (C) nebo TUMC pufru s 1 % Tweenem 20 (D). Na 7,5 % polyakrylamidovy gel s SDS byly vzorky
naneseny vzdy v tomto pofadi: 1. membranova frakce; 2. nezachycena frakce; 3. promyti; 4.-9. frakce po eluci.

Plasmid pET28bCD11b/BsrG I byl stépen endonukleasou Nco I, fragment o velikosti
2797 bp byl izolovan z gelu a uchovan pro zpétné vlozeni. Do takto upraveného plasmidu
pET28bCD11b-ASP byl vlozen oligonukleotid kédujici N-koncovou histidinovou kotvu,
ktery byl navrzen tak, aby na N-konci bylo po vlozeni zruSeno zasahové misto pro enzym
Nco I. Ziskany plasmid byl opét stépen restriktasou Nco I a do tohoto mista byl vlozen diive
izolovany fragment o velikosti 2797 bp. Vysledny plasmid pET28bCD11b/BsrG I-N,C-His
byl pouzit pro produkci rekombinantni extracelularni domény podjednotky CD11b s N- a C-
koncovou histidinovou kotvou (Obr. 24).

Podobné jako v piedchozim piipadé i nyni byla extracelularni doména CDI11b
nalezena v membranové frakci. Pro purifikaci jsme opét pouzili afinitni chromatografii na Ni-
NTA agarose za tii riiznych podminek. Membrdanova frakce byla na chromatografickou
kolonu nanesena v TUMC pufru, v TUMC pufru s 1 % Tritonem X-100 nebo v TUMC pufru
s 1 % Tweenem 20. Ani tentokrat vSak purifikace nebyla Gspé$na (Obr. 27).
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Obr. 27: Purifikace extracelulirni domény podjednotky CD11b fiizované s N- i C-koncovou histidinovou
kotvou. Membranova frakce obsahujici extracelularni doménu CD11b byla nanesena na chromatografickou kolonu
obsahujici Ni-NTA agarosu v piitomnosti samotného TUMC pufru (A), TUMC pufru s 1 % Tritonem X-100 (B) nebo
TUMC pufru s 1 % Tweenem 20 (C). Na 7,5 % polyakrylamidovy gel s SDS byly vzorky naneseny vzdy v tomto pofadi: 1.

membranova frakce; 2. nezachycena frakce; 3. promyti; 4.-9. frakce po eluci.

Je pravdépodobné, Ze nizka ucinnost purifikace afinitni chromatografii byla ddna
asociaci extracelularni domény CD11b s membranami. Rozhodli jsme se tedy, ze tuto doménu
rozdélime na Ctyfi priblizné stejné velké casti (Obr. 28), z nichZz kazda bude opatiena N- i C-

koncovou histidinovou kotvou. Doufali jsme, Ze tim pfedejdeme asociaci s membranou.

1104

257 258 498 499 739 740 882
I cD11b II cD1b il ¢D11b IV

17 84 1863 336 400 452 515 575 632

ool
] L]

CD11b

Obr. 28: Schematické znazornéni podjednotky CD11b a jeji rozdéleni na 4 &asti. Cisla oznaduji jednotlivé
aminokyselinové zbytky.

Pomoci PCR byly amplifikovany jednotlivé ¢asti genu pro CD11b. 57, 3’-primer byl

vzdy komplementarni k zacatku useku, tj. zaclinal 17., 258., 499. nebo 740.

aminokyselinovym zbytkem proteinu CD11b, a na svém 5’-konci byl opatien sekvenci

kodujici zdsahové misto pro endonukleasu Nde I. 37, 5"-primer byl komplementarni ke konci

kazdého useku a na svém 5’-konci nesl sekvenci pro zasahové misto enzymu Xho 1.
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Plasmid pET28b byl sté€pen enzymy Nde I a Xho I, do takto upravené¢ho plasmidu byly
vlozeny jednotlivé fragmenty podjednotky CD11b. Pfitomnost DNA a bezchybnost sekvence
kédujici fragmenty CD11b byla ovétena sekvenovanim.

Vysledné plasmidy pET28bCDI11bl-IV byly pouzity pro produkci jednotlivych
fragmentl podjednotky CD11b s N- a C-koncovou histidinovou kotvou. Jednotlivé fragmenty
byly purifikovany z mocovinového extraktu afinitni chromatografii na Ni-NTA agarose
(Obr. 29). Vypurifikovené proteiny byly pouZity pro imunizaci a piipravu protilatky.

Ziskané vysledky tedy ukazuji, Ze nizkéd G¢innost purifikace celé podjednotky CD11b
byla skutecné zapticinéna jeji asociaci s membranami, protoze po rozdéléni podjednotky na

Ctyfi Casti byla jiz purifikace vysoce u¢inna.
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Obr. 29: Elektroforeticka analysa vyslednych purifikovanych proteini. Alikvoty proteini po vSech
purifikacnich krocich byly déleny pomoci 15 % SDS-PAGE a gel byl barven Coomassie blue.

6.2 PRODUKCE INTEGRINU CD11b/CD18 V S2 BUNKACH - HMYZIM EXPRESNIiM

SYSTEMU

Expresni systém zaloZzeny na S2 bunkach (Schneider 2 cells) musky Drosophila
melanogaster jsme vybrali, protoze spojuje nejlepsi vlastnosti jak sav¢ich tak hmyzich
expresnich systémil. PouzZiva velmi dobfe charakterizované S2 burky, které jsou odvozeny od
primarni kultury pozdniho stddia embryi (20-24 hodin staré¢) musky Drosophila
melanogaster. Tyto bunky rostou jako semi-adherentni kultura pii pokojové teploté a bez
potieby CO,, produkuji proteiny s eukaryotickou posttranslaéni modifikaci, avsak s rozdilnou
glykosylaci — poskytuji vysokomannosovy typ N-glykosylace. V neposledni tadé, expresni
vektory pro tento systém jsou dostupné jak pro konstitutivni, tak pro inducibilni produkci, a

také pro produkci proteint sekretovanych do média.
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6.2.1 KONSTRUKCE PLASMIDU PRO PRODUKCI INTEGRINOVYCH PODJEDNOTEK CDI11b A

CD18 A JEJICH EXTRACELULARNICH DOMEN

Endonukleasou Xba I byl z plasmidu pCDBI1, (Dr. T. A. Springer, Harvard Medical
School, Boston, USA), ktery obsahuje cDNA kodujici podjednotku CD18, vyStépen gen
koédujici podjednotku CD18 a vlozen do plasmidu pTZ19R, linearizovaného stejnym
enzymem. Plasmid pTZI19RCDI18 byl stépen dvojici endonukleas KpnI a Nsil, ziskany
fragment o velikosti 5470 bp byl ligovan se syntetickym oligonukleotidem, jenz obsahoval
sekvenci, kterd se naléza tésné za sekvenci pro signalni peptid v genu pro podjednotku CD18.
Ziskané plasmidy pTZ19RCD18 a pTZ19RCD18ASP byly pouzity pro konstrukci plasmidi
pro produkci podjednotky CD18 v S2 buiikach (Obr. 30).

Plasmid pTZ19RCDI11b, resp. pTZ19RCD11bASP byl stépen endonukleasami Kpn I a
Fsp I. Takto ziskany fragment byl vlozen do expresnich vektora pAc5.1/V5-His A, pMT/V5-
His A, pMT/BiP/V5-His A, které byly St€peny enzymy Kpn I a EcoR V (Obr. 31). Stejnym
zpusobem byly pfipraveny i expresni plasmidy pro podjednotku CD18, pouze gen kodujici
CD18 byl vystépen enzymy Kpn I a Bal I z plasmidu pTZ19RCD18, resp. pTZ19RCD18ASP
(Obr. 32).

PCR fragment c¢asti genu podjednotky CDI11b (AK 1011-1106) byl Stépen
endonukleasou Nde I, kterd byla obsazena v 5, 3'-primeru. Takto upraveny fragment byl
vlozen do plasmidu pTZ19RCDI11b nebo pTZI9RCDI11bASP stépeného enzymy Ndel a
SalI. Ze ziskanych plasmidi pTZ19RCDI1bECD nebo pTZI19RCDI11bECDASP byly
vystépeny useky kodujici extracelularni doménu podjednotky CD11b enzymy Sph 1 (tento
kohesni konec byl zatupen pomoci T4 DNA polymerasy) a Kpnl. Po izolaci byly tyto
fragmenty vlozeny do vektorG pAc5.1/V5-His A, pMT/V5-His A (fragment z plasmidu
pTZ19RCDI11bECD) nebo pMT/BiP/V5-His A (fragment z plasmidu
pTZ19RCD11bECDASP), které byly Stépeny enzymy Kpnl a EcoR V. Extracelularni
doména podjednotky CD11b byla ve fuzi s C-koncovou histidinovou kotvou, jejiz sekvence
byla obsazena v piivodnim expresnim vektoru (Obr. 33).

Pro ptipravu vektort pro produkci extracelularni domény podjednotky CD18 byl PCR
fragment (AK 633-699) stépen restriktasou BstB 1 a vloZzen do plasmidi pTZ19RCDI18 a
pTZ19RCD18ASP, které byly Stépeny enzymy BstBI a Sall (Obr. 30). Ze ziskanych
plasmidi pTZ19RCDI8ECD nebo pTZ19RCDISECDASP byly vystépeny useky kddujici
extracelularni doménu podjednotky CD18 enzymy Sph I (tento kohesni konec byl zatupen
pomoci T4 DNA polymerasy) a Kpn I. Po izolaci byly tyto fragmenty vlozeny do vektorQ
pAc5.1/V5-His A, pMT/V5-His A (fragment zplasmidu pTZI9RCDISECD) nebo
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pMT/BiP/V5-His A (fragment zplasmidu pTZI9RCDISECDASP), které byly Stépeny
enzymy Kpnl a EcoR V. Extracelularni doména podjednotky CDI8 byla ve fuzi s C-
koncovou histidinovou kotvou, jejiz sekvence byla obsazena v ptivodnim expresnim vektoru
(Obr. 34).

Fragment kodujici gen pro rezistenci k blasticidinu, ktery byl vystépen enzymy Hinc II
a Ecl136 II z plasmidu pCoBlast, byl vlozen do zasahového mista pro endonukleasu Sal I
v plasmidech pAc5.1CD18, pAc5.1CDIBECD, pMT/CD18, pMT/CDI8ECD,
pMT/BiP/CD18 a pMT/BiP/CD18ECD. Do plasmidi pAc5.1CD11b, pAc5.1CD11bECD,
pMT/CD11b, pMT/CD11bECD, pMT/BiP/CD11b a pMT/BiP/CD11bECD byl vlozen do
zasahového mista pro restriktasu Sal I fragment kddujici gen pro rezistenci k hygromycinu,
ktery byl vystépen endonukleasami Hinc II a Ecl136 II z plasmidu pCoHygro.

Vsechny konstrukty byly systematicky kontrolovany DNA sekvenovanim, aby se

predeslo nezaddoucim mutacim.

Kpn |
pTZ1gR e + | pcoB1
2802 bps Xoal | 6772 bps
Nsi | /

“)ba |
Fe,, CD18 Xho |

BsG | —

Klonovén! Xba | - Xba | Nea | BstB |

fragmentu 2 pCOB1T do
Xba | mista pTZ18R

fomt !
Nei | Konovanl syntetickeho
oligonuldectidu pro deleci
pTZ1SRCD18 ﬁ!r:‘r:lrih?;eﬂ_;ﬁgg gl;g ! pTZ18RCD18deltaSP
5727 bps aNe mistp <y 5700 bps "BarG |
|
cDia cD18 4
\ £ Neo |
Bal | - Noo Y r
‘BstB 1 Bal | BatBI
PCR fragment CD138
(200 bps)
+ gl +
Klonovéni PCR fragmentd
Do BstB | a Sal | mist
pTZt9RCD1E
Kpn |l Kpnl
Nsl 1
pTZ19RCDISECD
5517 bps 5490 bps " BarG |
cois/ BerGl cp18
. -‘Nc | ‘Nea |
sphl T 0 : :
P BstB | Sphrl BstB |
pTZ19RCD1BECDdeltaSP

Obr. 30: Schema Kkonstrukce plasmidu pTZ19R, ktery nesl gen pro podjednotku CD18 nebo jeji
extracelularni doménu, ve kterém byla sekvence pro signdlni peptid zahrnuta nebo odstranéna.
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Obr. 31: Schema konstrukce plasmidu pro produkci podjednotky CD11b v S2 buiikach.
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Obr. 32: Schema konstrukce plasmidu pro produkei podjednotky CD18 v S2 buiikach.
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Obr. 33: Schema konstrukce plasmidu pro produkci extracelularni domény podjednotky CD11b v S2

buiikach.
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Obr. 34: Schema konstrukce plasmidu pro produkci extracelulirni domény podjednotky CD18 v S2
burnikach.

6.2.2 PRODUKCE PODJEDNOTEK CD11b A CD18 v S2 BUNKACH

Do jedné jamky 24 jamkové desticky bylo vyneseno 3x10° S2 bunék, po 6 hodinach
inkubace pifi 25°C byla kbunkdm pfidana smés pro transfekci, kterd obsahovala
lipofektamin 2000, médium Opti-MEM I a plasmidy pAc5.1CD11b a pAc5.1CD18 v poméru
1:1. Bunky byly inkubovany pies noc. Po 14-18 hodindch byly bunky pfi vyméné media
pieneseny do nové jamky a inkubovany 24 hodin. Po této dob& byla analysovana hladina
produkce integrinu CD11b/CD18 na bunééném povrchu pomoci prittokové cytometrie.
Podjednotky CD11b a CD18 byly znaceny anti-CD11b monoklonalni protilatkou MEM174
nebo anti-CD18 monoklonalni protilitkou MEM48 a anti-mysi protilatkou konjugovanou
s AlexaFluor488. Jak je vidét na Obr. 35 ob¢ integrinové podjednotky byly na bunéném
povrchu detekovany ve stejném mnoZzstvi, coz naznacovalo, Ze pravdépodobné tvoii na

bunécném povrchu heterodimer.
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Obr. 35: Detekce integrinu CD11b/CD18 po transienti transfekci. S2 bunky byly transfekovany smési plasmidt
pAc5.1CD11b a pAcS5.1CD18. Produkce integrinu CD11b/CD18 byla analysovana pritokovou cytometrii. Podjednotky
CD11b a CDI18 byly znaceny anti-CD11b monoklonalni protilaitkou MEM174 (Cervend) nebo anti-CD18 monoklonalni

protilatkou MEM48 (modra) a anti-mysi protilatkou konjugovanou s AlexaFluor488. Jako negativni kontrola (Sedd) byly
pouzity netransfekované butiky S2.

V druhém kroku jsme se rozhodli pro stabilni produkei integrinu CD11b/CD18. Bunky
S2 byly transfekovany smési plasmidd pro konstitutivni (pAcS5.1CD11b-Hygro a
pAc5.1CD18-Blast) nebo inducibilni produkci (pMTCD11b-Hygro a pMTCD18-Blast) a také
plasmidy, které obsahovaly signalni sekvenci specifickou pro tyto hmyzi buiky
(pMT/BiP/CD11b-Hygro a pMT/BiP/CD18-Blast), abychom zjistili, ktery systém je
nejvhodnéjsi pro produkei integrinovych podjednotek. Ristové médium bylo 48 hodin po
transfekci vyménéno za médium selekéni, které obsahovalo antibiotikum blasticidin a
hygromycin. Selek¢éni médium se vyménovalo kazdé 4 dny, za tfi tydny byla ustanovena
stabilni bunécénd linie. Produkce integrinu v bunécénych liniich, které byly transfekovany
expresnimi plasmidy odvozenymi od pMT/V5-His a pMT/BiP/V5-His, byla indukovana Cu*"
ionty o vysledné koncentraci 500 uM. Produkce integrinu CD11b/CD18 byla analysovana
prutokovou cytometrii. Podjednotky CD11b a CD18 byly znaceny anti-CD11b monoklonalni
protilatkou MEM174 nebo anti-CD18 monoklonalni protilitkou MEM48 a anti-mys$i
protilatkou konjugovanou s AlexaFluor488.

Jak je vidét na Obr. 36, ucinnost transfekce a produkce podjednotek CD11b a CD18
nebyly pfili§ vysoké (20% pro podjednotku CD18 a 3% pro podjednotku CD11b). Pfic¢innou
nizké ucCinnosti transfekce by mohla byt vzijemna kompetice obou podjednotek pii jejich
soucasné transfekci. Rozhodli jsme se tedy, Ze se pokusime zvysSit ucinnost transfekce
transfekci pouze jedné podjednotky. Po ustanoveni stabilni linie a selekci nejlépe

produkujicich bunék bude pak transfekovana podjednotka druha.
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Obr. 36: Produkce podjednotek CD11b a CD18 po ustanoveni stabilni linie. Plasmidy pAc5.1CD11b-Hygro a
pAc5.1CD18-Blast (A), nebo pMTCD11b-Hygro a pMTCD18-Blast (B), popt. pMT/BiP/CD11b-Hygro a pMT/BiP/CD18-
Blast (C) byly smichany v poméru 1:1 a pomoci lipofektaminu 2000 byla tato smés transfekovana do S2 bunek. Produkce
integrinu CD11b/CD18 byla analysovana pratokovou cytometrii. Podjednotky CD11b a CD18 byly znaceny anti-CD11b
monoklonalni protilastkou MEM174 (Cervenda) nebo anti-CD18 monoklonalni protilatkou MEM48 (modrd) a anti-mys$i
protilatkou konjugovanou s AlexaFluor488. Jako negativni kontrola (Seda) byly pouzity netransfekované buiiky S2.

Transfekce S2 bunék byla opét provedena lipofektaminem 2000 a k transfekci byly
pouzity plasmidy pro konstitutivni (odvozené od pAc5.1/V5-His) nebo inducibilni produkei
(odvozené od pMT/V5-His) a také plasmidy, které obsahovali signalni sekvenci specifickou
pro tyto hmyzi buiiky (odvozené od pMT/BiP/V5-His).

Utinnost transfekce a produkce podjednotky CD11b byla velmi nizka (Obr. 37). Zda

se tedy, ze tuto integrinovou podjednotku nelze produkovat samostatné.
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Obr. 37: Produkce integrinovou podjednotku CD11b samostatné bez podjednotky CD18. S2 buinky byly
transfekovany plasmidy pAc5.1CD11b-Hygro (A), pMTCD11b-Hygro (B) nebo pMT/BiP/CD11b-Hygro (C). Po ustanoveni
stabilni linie byla produkce CDI11b detekovana pomoci anti-CD11b monoklonalni protilastky MEM174 a analysovana
prutokovou cytometrii (Cervena). Jako negativni kontrola (Seda) byly pouzity netransfekované S2 buriky.

Naopak produkce podjednotky CD18 byla velmi dobra. Po ustanoveni stabilni linie,
byly provedeny dvé magnetické separace, kterymi jsme nabohatili buiiky, které nejlépe
produkovaly CD18. Buiiky byly oznafeny anti-CD18 monoklonélni protildtkou MEM48 a
poté anti-mysi protilatkou konjugovanou s magnetickymi kulickami (super-paramagnetic
MACS MicroBeads). Takto oznaCena bunéfnd suspenze byla nanesena na kolonku
s feromagnetickou néaplni, ktera byla umisténa v silném magnetickém poli. Magneticky
oznacené bunky byly zadrZzeny na koloné a oddéleny od bunék, které neprodukovaly

podjednotku CD18. Po odstranéni kolonky z magnetického pole byly oznacené buiky
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eluovany PBS, pfevedeny do rGstového media a dale kultivovany. Produkce podjednotky
CD18 byla analysovéana pritokovou cytometrii po ustanoveni stabilni linie, po prvni a druhé

magnetické separaci (Obr. 38).
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Obr. 38: Produkce integrinové podjednotky CD18 samostatné. S2 bunky byly transfekovany plasmidy
pAc5.1CD18-Blast (A), pMTCD18-Blast (B) nebo pMT/BiP/CD18-Blast (C). Po ustanoveni stabilni linie byly provedeny
dvé magnetické separace bunck, které nejvice produkovaly CD18. Produkce CD18 byla detekovana pomoci anti-CD18
monoklonalni protilatky MEM48 po ustanoveni stabilni linie (Cervend), po prvni (zelend) a druhé (modrd) magnetické
separaci a analysovana priitokovou cytometrii. Jako negativni kontrola (Sed4) byly pouzity netransfekované S2 buriky.

Do S2 bunék produkujicich integrinovou podjednotku CD18 byl transfekovan plasmid
obsahujici gen pro CDI11b. K produkci integrinu CD11b/CDI18 byly pouzity vSechny tii
dostupné expresni systémy. Po ustanoveni stabilni bunééné linie bylo detekovano mnoZzstvi
integrinovych podjednotek CD11b a CD18 pritokovou cytometrii. Jak je vidét z Obr. 39A-C
ani transfekce nejprve podjednotky CD18 a poté podjednotky CD11b nezvysila mnozstvi
integrinu CD11b/CD18 na povrchu S2 bunék. Z rozdilného mnozstvi podjednotek CD11b a
CDI18 lze také usuzovat, Ze pravdépodobné nejsou asociovany v heterodimer. Abychom
ovetili  tuto doménku, byly buinky S2-CD11b/CDI8 nejprve oznaceny anti-CD18
monoklonalni protilitkou MEM48 a anti-mysi protilatkou konjugovanou s AlexaFluor488 a
poté¢ anti-CD11b monoklonalni protilatkou konjugovanou s fykoerytrinem M1/70PE a
analysovany pritokovou cytometrii. Pokud by podjednotky CD11b a CD18 tvofili na povrchu
bunc¢k heterodimer, mély by tyto bunky byt positivni jak pro fykoerytrin tak pro
AlexaFluor488. Jak je vSak vidét na Obr. 39D v této oblasti se zadné bunky nevyskytuji,
proto muzeme tvrdit, ze podjednotky CD11b a CD18 netvoti v S2 bunikach heterodimery.
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Obr. 39: Detekce integrinu CD11b/CD18 na povrchu S2 bunék. Bunky S2-CD18 byly transfekovany plasmidy
pAc5.1CD11b-Hygro (A), pMTCD11b-Hygro (B) nebo pMT/BiP/CD11b-Hygro (C). Po ustanoveni stabilni linie byla
detekovana Produkce integrinu CD11b/CD18 pomoci anti-CD11b monoklonalni protilatky MEM174 (Cervena) nebo anti-
CD18 monoklonalni protilatky MEM48 (modra) a anti-mysi protilatkou konjugovanou s AlexaFluor488. Jako negativni
kontrola ($eda) byly pouzity netransfekované S2 buniky. D) Dvojité znaceni integrinu CD11b/CD18. Buniky S2-CD11b/CD18
byly nejprve oznaceny anti-CD18 monoklonalni protilatkou MEM48 a anti-mysi protilatkou konjugovanou s AlexaFluor488
a poté anti-CD11b monoklonalni protilatkou konjugovanou s fykoerytrinem M1/70PE.

6.2.3 PRODUKCE EXTRACELULARNI DOMENY INTEGRINU CD11b/CD18

Kromé produkce integrinu CD11b/CD18 na bunééném povrchu byla nasim zdmérem
také produkce extraceluldrni domény tohoto integrinu a také jeho samostatnych podjednotek
pro dalsi funkéni studie. Bylo totiz ukazano, ze tvorba heterodimeru nevyzaduje ptitomnost
cytoplasmatické a transmembranové &asti podjednotek CD11b a CD18**.

Bunky S2  byly pMT/BiP/CD11bECD-Hygro,

pMT/BiP/CD18ECD-Blast, nebo smési téchto plasmidii. Po ustanoveni stabilni buné¢éné linie

transfekovany  plasmidem
byla produkce proteind indukovana ptiddnim CuSO,4 do vysledné koncentrace 500 uM, po 24
hodinach po indukci bylo odebrdno ristové médium, ve kterém bylo metodou ELISA
stanoveno mnozstvi produkované extracelularni domény.

Pro ziskani nejlépe produkujicich bunék byla bunééna kultura nafedéna a kultivovana
v 96-ti jamkové desticce tak, aby v kazdé jamce byla pouze jedna bunka. S2 buniky pro svij
rist potfebuji piitomnost ristovych faktord, proto bylo do kazdé jamky umisténo 3x10°
predem usmrcenych S2 bunck v daném selekénim mediu. Poté co se bunky rozrostly,

produkce extracelularni domény byla indukovéna pridavkem Cu®" iontd. MnozZstvi
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produkovaného integrinu v ristovém mediu bylo analysovano metodou ELISA (Obr. 40A-
O).

Podobné jako pfi produkci integrinu CD11b/CD18 na bunéény povrch i v tomto
pripad¢ byla produkce podjednotky CD18 velmi dobré, avSak hladina produkce extracelularni
domény CDI11b byla velmi nizk4, nebo zadna, a to nejen pokud byla transfekovéana
samostatné, ale pfi transfekci spolu s podjednotkou CD18.

Rozhodli jsme se tedy detekovat intraceluldrni hladinu proteinu CD11b, ale 1 CD18
pratokovou cytometrii. Buiiky S2-CD11b/CDI8ECD byly fixovany 3,7 % formaldehydem
v PBS 20minut pifi 4°C, poté byly buiky promyty a permeabilizovany 0,2 %
roztokemTween 20 v PBS 2 minuty pii 4°C. Aby se zabranilo nespecifické vazb¢ protilatky,
byly fixované buiiky inkubovany v pfitomnosti 7 % FCS v PBS 30 minut pfi pokojové
teploté. Produkovana extracelularni doména CD18 a CDI11b byla detekovana anti-CD18
monoklonalni protilatkou MEM48, resp. anti-CD11b monoklonélni protilitkou MEM174 a
nasledn¢ anti-mysi protilatkou konjugovanou s AlexaFluor488. Na Obr. 41 je vidét, ze kromé
CDI18 byla intracelularné¢ v malé mife produkovéna i extracelularni doména podjednotky
CD11b. Zda se tedy, ze S2 bunky nejsou schopny transportovat podjednotku CD11b na svij
povrch nebo sekretovat jeji extraceluldrni doménu do media a to ani v piipad¢, ze je opatiena

signalnim peptidem specifickym pro tyto buriky.
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Obr. 40: Produkce extracelularnich domén integrinu CD11b/CD18. S2 bunky byly transfekovany plasmidy
pMT/BiP/CD18ECD-Blast (A), pMT/BiP/CD11bECD-Hygro (B) nebo jejich smési (C). Po ustanoveni stabilni linie byly
buniky nafedény do 96-ti jamkové desticky tak aby kazdd jamka obsahovala pouze 1 buiiku. Na ELISA desti¢ku byla
navazana anti-CD11b nebo anti-CD18 monoklondlni protilatka, kterd vazala extracelularni domény podjednotek integrinu
CD11b/CD18. Mnozstvi navazaného proteinu bylo detekovano anti-6xHis monoklondlni protilditkou konjugovanou
s kfenovou peroxidasou. V prvnim sloupci je vzdy negativni kontrola (N.K.), kterou bylo médium pouzit¢ pro rust
netransfekovanych bunék. V druhém sloupci je pak vzdy médium, ve kterém rostly bunky pfed kultivaci v 96-ti jamkové
desti¢ce (Transfekce), v ostatnich sloupcich je pak médium z jednotlivych jamek.
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Obr. 41: Intracelularni detekce CD11b/CD18. Buiiky S2-CD11b/CD18 byly fixovany, permeabilizovany, poté
bylo detekovano intracelularni mnozstvi extracelularni domény CD11b (A) a CDI18 (B) a analysovano prutokovou

cytometrii.
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6.3 RTX TOXINY ROZEZNAVAJI N-GLYKOSIDICKY VAZANE OLIGOSACHARIDOVE

RETEZCE B, INTEGRINOVYCH RECEPTORU

6.3.1 GLYKOSYLACE INTEGRINU CD11b/CD18 JE NEZBYTNA PRO VAZBU CyaA

Nedavno bylo uk4zédno, Ze vazba a cytoxicka aktivita CyaA jsou zavislé na interakci
s integrinovym receptorem CDI11b/CD18, ktery je stejné jako ostatni integriny silné
glykosylovan®. Krom toho bylo ukazano, ze CyaA se s nizkou, ale detekovatelnou u&innosti
vaze na bunky, které nemaji receptor CD11b/CD18. Vyslovili jsme proto hypotézu, Ze za
“promiskuitni*“ aktivitou CyaA muze stat interakce toxinu s oligosacharidovymi strukturami,
které jsou podobné na povrsich riznych bunék a glykoproteind.

Abychom provéiili, zda je glykosylace integrinu CD11b/CD18 dulezita pro vazbu
CyaA, testovali jsme vazbu CyaA na buniky deglykosylované plisobenim tii typl selektivnich
glykosidas, které byly schopné S§tépit predpokladané N-vézané oligosacharidové fetézce.
Pouzili jsme néasledujici enzymy: PNGasu F (peptide-N-glycosidase F) - amidasu, ktera
katalysuje Stépeni amidové vazby mezi vnitinim N-acetylglukosaminem a asparaginovym
zbytkem; EndoH (endoglycosidase H), kterd S§tépi uvnitt chitobiosového jadra a
neuraminidasu, kterd katalysuje hydrolyzu a-(2—3), a-(2—6) a a-(2—8) glykosidické vazby
sialové kyseliny glykoproteinti a oligosacharidi (Obr. 42).
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Obr. 42: Zjednodusené schematické zobrazeni N-glykosidicky vazaného komplexniho typu oligosacharidu f2
integrinii s vyznacenim zasahovych mist pro glykosidasy. Tento komplexni typ obsahuje chitobiosové jadro (dva N-
acetylglukosaminové zbytky, GIcNAc) vazané na asparaginovy zbytek v sekvenci N-X-S/T. Z druhé strany je k nému
navazano mannosové jadro (tii mannosové zbytky, Man), na které navazuje N-acetyllaktosaminovy zbytek (N-
acetylglukosamin a galaktosa, Gal). Ten se mize nékolikrat opakovat a bud’ je na n¢j navazana sialova kyselina nebo zlstava
nemodifikovany. Modré Sipky znazoriuji zasahova mista pro specifické glykosidasy — PNGasu F, EndoH a neuraminidasu.

Bunikky CHO K1 (Chinese hamster ovary) transfekované lidskym integrinem
CD11b/CD18 (CHO-CD11b/CD18) jsme pouzili jako modelové buiky, které jsou schopny
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G&inng a saturovatelnd vazat CyaA na rozdil od netransfekovanych CHO bunék'”'. Abychom
predesli zkresleni vysledk vazebnych pokusii endocytosou komplexu CyaA s integrinem
CDI11b/CD18, byli CHO-CD11b/CD18 buiky inkubovany pii 4°C s inhibitory proteas a
rovné¢z s inhibitorem na klatrinu zavislé endocytosy — chlorpromazinem. Bylo totiz ukazéano,
7e komplex CyaA-CD11b/CD18 je ¢aste¢nd endocytovan™”.

Buniky byly nejdiive inkubovany s jednotlivymi glykosidasami - PNGasou F, EndoH
nebo neuraminidasou jednu hodinu pifi 37°C. Poté byly bunky promyty a byl pifidan
purifikovany CyaA/233FLAG do vysledné koncentrace 0,5 pg/ml po dobu 30 minut pii 4°C.
Vazba toxinu na bunéény povrch byla sledovana pomoci pritokové cytometrie a detekovana
anti-FLAG monoklonalni protilatkou M2 a anti-my$i protilatkou konjugovanou
s AlexaFluor488. Jak ukazuji vysledky uvedené na Obr. 43A, byla vazba CyaA/233FLAG
nejvyssi na buiikach, které nebyly inkubovany s glykosidasami. Tato vazba vSak byla znatelné
sniZzena po odstranéni zbytkl sialové kyseliny ptisobenim neuraminidasy (22 + 6 %, vysledek
je vyjadien jako procento vazby CyaA na plné glykosylované CHO-CD11b/CD18 buiiky),
nebo po odstranéni téméi celého oligosacharidu kromé prvniho N-acetylglukosaminového
zbytku plsobenim EndoH (13 +4 %). Odstranéni celého oligosacharidového ftetézce
PNGasou F vedlo k témér uplné ztraté vazby CyaA/233FLAG (5 £ 3 %).

Abychom potvrdili, ze snizeni vazby CyaA na deglykosylované¢ CHO-CD11b/CD18
bunky nebylo disledkem sniZzeni mnozstvi integrinu CD11b/CD18 na povrchu bunégk,
inkubovali jsme vzdy c¢ast buné€k, které¢ byly deglykosylovany, s anti-CD11b monoklonalni
protilatkou MEM174 a anti-mysi protilatkou konjugovanou s AlexaFluor488 a stanovili jsme
mnozstvi integrinu CD11b/CD18 na povrchu bunék pomoci pratokové cytometrie. Obr. 43B
jasné ukazuje, Ze deglykosylace bunék neovlivnila mnozstvi integrinu na bunééném povrchu.

Podobné¢ vysledky jako na bunkidch CHO-CDI11b/CD18 jsme ziskali i po
deglykosylaci povrchového integrinu CD11b/CD18 bunék J774A.1 (Obr. 43C), mysi
makrofagové linie piirozené produkujici integrin CD11b/CDI18 nebo primarnich lidskych
neutrofilll izolovanych z Cerstvé krve (Obr. 43E). Vazba CyaA byla sniZena v pfipadé€ pouZiti
PNGasy F na 6 £4 % pro deglykosylaci bun¢k J774A.1 a na 3 +3 % pro deglykosylaci
lidskych neutrofili. Kdyz byly bunky deglykosylovany ptsobenim EndoH, vazba CyaA
poklesla na 14+4 % pro bunky J774A.1, respektive na 15+3 % v pfipadé lidskych
neutrofil a po inkubaci s neuraminidasou na 29 + 3 % pro J774A.1 nebo 26 + 3 % pro lidské
neutrofily. Stejné tak jako u bunék CHO-CD11b/CD18 i u lidskych neutrofild a bunécné linie
J774A.1 jsme detekovali nezménénd mnozstvi integrinového receptoru na povrchu bunck

pomoci anti-CD11b monoklonalni protilatky MEM174 a priitokové cytometrie (Obr. 43D, F
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a H). VSechna tato data ukazuji, ze vazba CyaA na buniky produkujici integrinovy receptor
CD11b/CD18 zavisi na stupni jeho glykosylace.
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Obr. 43: Vazba CyaA na enzymaticky deglykosylované buiiky produkujici integrin CD11b/CD18. Buiiky
CHO-CDI11b/CD18 (A a B), J774A.1 (C a D) nebo lidské neutrofily (E a F) byly inkubovany 30 minut pfi 4°C v HBSS
pufru s inhibitory proteas a chlorpromazinem (5 pg/ml), inhibitorem na klatrinu zavislé endocytosy. Poté byly inkubovany
s jednotlivymi glykosidasami PNGasou F, EndoH, neuraminidasou nebo pouze s HBSS pufrem jednu hodinu pii 37°C.
Bunky byly inkubovany dal$ich 30 minut pii 4°C s 0,5 pg/ml CyaA/233FLAG nebo pouze s HBSS pufrem (Sedd). Vazba
toxinu na bunény povrch byla stanovena pomoci prutokové cytometrie a detekovana anti-FLAG monoklonalni protilatkou
M2 a anti-mysi protilatkou konjugovanou s AlexaFluor488 (A, C, D a G). K detekci povrchového CD11b/CD18 byla pouzita
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anti-CD11b monoklonalni protilatka MEM 174 a anti-mysi protilatka konjugovana s AlexaFluor488 (B, D, F a H). Ve vSech
ptipadech jsou jako negativni kontrola pouzity bunky inkubované pouze s HBSS pufrem. Pozitivni kontrolou jsou bunky,
které nebyly vystaveny pusobeni glykosidas. Do grafu byl vynesen pocet zivych bunck proti logaritmu fluorescence
AlexaFluor488. Vysledky ve sloupcovém grafu jsou vyjadieny pro pusobeni jednotlivych enzymi nebo tunikamycinu jako
procento vazby viici pozitivni kontrole, hodnoty pfedstavuji primér ze tfi nezavislych pokust + smérodatné odchylky (G, H).
Hvézdickou jsou oznaceny statisticky vyznamné rozdily (Studenttiv test, hodnota pravdépodobnosti p < 0,0001) mezi vazbou
CyaA na deglykosylované nebo glykosylované buiky.

Vyse uvedené vysledky ukazaly, Ze jiz po odstranéni zbytku sialové kyseliny dochézi
ke snizeni vazby CyaA na CHO bunky produkujici integrin CD11b/CD18. Vzhledem k tomu,
Ze na bunécném povrchu se vyskytuje mnoho oligosacharidovych fetézct obsahujicich zbytek
sialové kyseliny, chtéli jsme tedy prokéazat, ze CyaA specificky rozpoznava zbytky kyseliny
sialové v oligosacharidovém fetézci integrinu CD11b/CD18 a ne jiného glykoproteinu.
Kontrolni netransfekované buitky CHO K1 nebo transfekovana linie CHO-CD11b/CD18 byly
inkubovany 1 hodinu ptfi 37°C s neuraminidasou, nebo pouze s pufrem a poté s 0,5 pg/ml
CyaA/233FLAG 30 minut pii 4°C. Vazba toxinu na bunéény povrch byla sledovana pomoci
priatokové cytometrie a detekovana anti-FLAG monoklonalni protilaitkou M2 a anti-mysi
protilatkou konjugovanou s AlexaFluor488. Z vysledkti ukazanych na Obr. 44 vyplyva, ze
CyaA rozpoznavd zbytky sialové kyseliny v oligosacharidovém fetézci integrinu
CDI11b/CD18, protoze vazba CyaA po odstranéni zbytku kyseliny sialové byla vyznamné
sniZzena pouze v pripad¢ bunék transfekovanych geny pro CD11b/CD18.

3

B Glykosylovangé busiky
T Neuraminidasa

Vazba CyaA (%)
3] 3

Pocet bunék

8

Obr. 44: Vazba CyaA na buiiky CHO-CD11b/CD18 nebo CHO K1 po odstranéni zbytku Kkyseliny sialové.
Bunky CHO K1 nebo CHO-CD11b/CD18 byly inkubovany 1 hodinu pfi 37°C s neuraminidasou nebo pouze s pufrem
(glykosylované buiky) a poté s 0,5 pg/ml CyaA/233FLAG 30 minut pii 4°C. Vazba toxinu na bunéény povrch byla
sledovana pomoci prutokové cytometrie a detekovana anti-FLAG monoklondlni protilatkou M2 a anti-mysi protilatkou
konjugovanou s AlexaFluor488. Do grafu byl vynesen pocet zivych bunék proti logaritmu detekované fluorescence
AlexaFluor488 (A). Jako negativni kontrola byly pouzity buiiky inkubované pouze s pufrem (Seda). Vysledky ve sloupcovém
grafu jsou vyjadieny jako procento vazby vici pozitivni kontrole (glykosylované butiky), hodnoty ptedstavuji prumér ze tii
nezévislych pokusti + smérodatné odchylky (B). Hvézdickou je oznacen statisticky vyznamny rozdil (Studentlv test, hodnota
pravdépodobnosti p < 0,0001) mezi vazbou CyaA na deglykosylované nebo glykosylované buriky.
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Bylo ovSem dilezit¢ ovéfit Ucinnost deglykosylace a stabilitu nekovalentné
asociovan¢ho heterodimeru CD11b/CD18, proto jsme izolovali integrin CD11b/CD18 pomoci
imunoprecipitace na agarosovych kulickdch snavdzanou anti-CD11b monoklonalni
protilatkou MEM174 z lysati intaktnich bunék CHO-CD11b/CD18 nebo téch, které byly
inkubovany s glykosidasami. Ziskany precipitdit byl analysovan pomoci SDS-PAGE. Jak
ukazuje Obr. 45A, pisobeni glykosidas bylo velmi ucinné (kvantitativni), protoZe mobilita
zaostfenych proteinovych prouzki odpovidajicim integrinovym podjednotkdm byla vyssi u
proteintl izolovanych z bunék CHO-CD11b/CD18 inkubovanych s glykosidasami (draha 2) ve
srovnani s proteiny izolovanymi z kontrolnich glykosylovanych bunék (draha 1). Tyto
vysledky zaroven jasn¢ demonstruji, Ze heterodimer CDI11b/CD18 po deglykosylaci
nedisociuje a zlstava stabilni, protoZe anti - CD11b monoklonalni protilatka MEM174 byla
schopna s podjednotkou CD11b imunoprecipitovat zaroven i navazanou podjednotku CD18,
ktera byla detekovana na Western blotu pomoci anti - CD18 monoklonalni protilatky MEM48
(Obr. 45B).
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Obr. 45: Imunoprecipitace integrinu CD11b/CD18. [, integrin byl imunoprecipitovan zlysatu CHO-
CD11b/CD18 bunek pomoci anti-CD11b monoklonalni protilatky MEM174 kovalentné navazané na agarosovych kuli¢kach.
Po eluci byly vzorky analysovany pomoci SDS-PAGE (7,5%) a obarveny Coomassie blue (A), nebo byl proveden Western
blot a vzorky byly detekovany anti-CD18 monoklonélni protilatkou MEM48 (B). Dréha 1: plné glykosylované buiiky; drédha
2: buniky oSetfené glykosidasami; draha 3: buiiky inkubované s tunikamycinem; drdha 4: netransfekované CHO buiky, které
byly v pokusu pouzity jako negativni kontrola.

Abychom potvrdili zavislost vazby CyaA na stupni glykosylace receptoru
CD11b/CD18, provedli jsme vazebné experimenty na buitkaich CHO-CD11b/CD18 nebo
J774A.1, u kterych byla tvorba N-glykosidické vazby na asparaginovém zbytku u nové

syntetisovanych glykoproteinti inhibovana pomoci inkubace s antibiotikem tunikamycinem o
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koncentraci 10 pg/ml 24 hodin pii 37°C. Jak je ukazano na Obr. 43G a Obr. 46, inhibice N-
glykosylce bunéénych proteinii tunikamycinem zptlsobila témét uplnou ztratu vazby CyaA na
buitkky CHO-CD11b/CD18 (85 %) a J774A.1 (6 £5 %). Abychom vyloucili ovlivnéni
produkce integrinu CD11b/CD18 na povrch bun¢k, byla ¢ast bunék opét testovana na
pritomnost CD11b na bunéném povrchu, nebyly vSak pozorovany zadné¢ zmény v mnozstvi

detekovaného integrinu.
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256 7] kontrola~,  Tunikamycin 266 Pozitivni kortrola
L ] Tunikamycin
Pozitivnl kontrola
_ B
- 100 10! 102 10° 100 10 10?2 10°
2
% J774A.1
o .
266 7] Negativni . ] 266 7]  Negativni Pozitivni kontrola
kontrola Tunikamycin Poazitivni kontrola kontrola
Tunikamycin
C D
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FITC (488C)-A FITC (488C)-A
Detekce CyaA Detekce CD11b

Obr. 46: Vazba CyaA na buiiky produkujici CD11b/CD18, které byly vystaveny piisobeni tunikamycicnu.
Bunkky CHO-CD11b/CD18 (A a B) nebo J774A.1 (C a D) byly inkubovany s tunikamycinem o koncentraci 10 pg/ml 24
hodin pti 37°C v ristovém mediu nebo pouze v ristovém mediu. 0,5 pg/ml CyaA/233FLAG nebo pouze pufr byl ptidan
k bunikdm a po 30 minutach inkubace na ledu byla detekovana vazba toxinu anti-FLAG monoklonalni protilatkou M2 a anti-
mysi protilatkou konjugovanou s AlexaFluor488 (A a C). Mnozstvi integrinu CD11b/CD18 bylo sledovano na bunééném
povrchu pomoci anti-CD11b monoklonalni protilatky MEM174 a anti-mysi protilatky konjugované s AlexaFluor488 (B a D).
Ve vsech ptipadech jsou jako negativni kontrola pouzity buniky inkubované pouze s pufrem. Pozitivni kontrolou jsou buiky,
které nebyly vystaveny pisobeni tunikamycinu. Buiiky byly analysovany prutokovou cytometrii a do grafu byl vynesen pocet
zivych bunék proti logaritmu fluorescence AlexaFluor488.

Utinnost deglykosylace pomoci tunikamycinu byla ovéfena imunoprecipitaci pomoci
anti-CD11b monoklondlni protilatky MEM174 a naslednou detekci anti-CD18 monoklonalni
protilatkou MEM48 na Western blotu. Obr. 45A ukazuje, ze proteinové prouzky odpovidajici
podjednotkdm CDI11b, respektive CDI18, které byly izolovany zbunék inkubovanych

s tunikamycinem (drdha 3), vykazuji vys$Si mobilitu ve srovnani s podjednotkami integrinu
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z bunck, které s tunikamycinem inkubovany nebyly (drdha 1). Navic zména v mobilité
integrinovych podjednotek, jejichz glykosylace byla inhibovana tunikamycinem, byla stejna
jako po deglykosylaci bunéénych proteinii smési glykosidas (Obr. 45A)

Tyto vysledky ukazuji, ze odstranéni N-vazanych sacharidovych fetézcl integrinu
CD11b/CD18 ptisobenim glykosidas nebo inhibici jejich tvorby tunikamycinem bylo stejné
ucinné. Zatimco ale stabilita komplexu CD11b/CD18 nebyla po deglykosylaci ovlivnéna,
odstranéni N-véazanych oligosacharidovych fetézct vedlo k témét tiplné ztraté vazby toxinu na
buiiky produkujici integrin CD11b/CD18. Lze proto uzaviit, Ze vazba CyaA na receptor
CD11b/CD18 zahrnuje, nebo piimo vyzaduje rozpoznani oligosacharidovych fetézci

receptoru toxinem.

6.3.2 SPECIFICKE VOLNE SACHARIDY SELEKTIVNE INHIBUJI VAZBU CyaA NA INTEGRINOVY
RECEPTOR CD11b/CD18

Abychom provéfili, zda CyaA specificky interaguje s cukernymi zbytky N-vazanych
oligosacharidovych fetézct receptoru CD11b/CD18, analysovali jsme vazbu CyaA na bunky
produkujici CD11b/CD18 v pfitomnosti volnych sacharidu.

Pro inhibici vazby CyaA na CDI11b/CD18 byly pouzity sacharidy obsazené
v ofekavaném N-vazaném oligosacharidovém komplexu — N,N’-diacetylchitobiosa, N,N’,N"-
triacetylchitotriosa, D-mannosa, N-acetyllaktosamin a sialova kyselina (Obr. 42), ale také
sacharidy, které v ném pravdépodobné obsazeny nejsou — D-arabinosa, D-fruktosa, L-fukosa,
galakturonova kyselina, N-acetylgalaktosamin, N-acetylmannosamin a D-xylosa. Nejprve
byla ur€ena vhodna koncentrace volnych sacharidii pro inhibici vazby CyaA. Rlzné
koncentrace D-mannosy (od 10 uM po 100 mM) byly inkubovany s CyaA/233FLAG
(0,5 pg/ml) 15 minut pii 4°C. Po této dobé byla smé&s pidana k 1x10° CHO-CD11b/CD18
buikdm pro vazbu toxinu po dobu 30 minut pii 4°C. Inhibice vazby CyaA k integrinu
CDI11b/CD18 byla pozorovana jiz v pfitomnosti 0,1 mM D-mannosy. V rozmezi koncetraci
7mM az 10 mM stupeit inhibice prudce nariistal, az dosahl 40 %. Dalsi zvySovani
koncentrace D-mannosy mélo uz jen velmi maly efekt na inhibici vazby CyaA. Pfi nejvyssi
testované koncentraci D-mannosy (100 mM) bylo dosaZeno uZz pouze 47% inhibice vazby
CyaA (Obr.47). Proto byla ve vSech dalSich inhibi¢nich pokusech pouzita 10 mM

koncentrace volnych sacharidi.
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Obr. 47: Koncentracni zavislost inhibice vazby CyaA na buiiky produkujici CD11b/CD18 D-mannosou.
Riizné koncentrace D-mannosy (10 pM az 100 mM) byly smichany s 0,5 ng/ml CyaA/233FLAG a po 15 minutach inkubace
na ledu byla tato smés pfidana k suspenzi 1x10° CHO-CD11b/CD18 bungk. Buiiky byly inkubovany 30 minut pfi 4°C a
vazba CyaA na povrchovy CD11b/CD18 byla detekovana prutokovou cytometrii pomoci anti-FLAG monoklonalni protilatky
M2 a anti-mys$i protilatky konjugované s AlexaFluor488. Vysledky jsou vyjadieny pro kazdou koncentraci D-mannosy jako
procento vazby CyaA.

Za téchto podminek rovnéz N,N’-diacetylchitobiosa, N,N’,N’-triacetylchitotriosa, N-
acetyllaktosamin a sialova kyselina ucinné inhibovaly vazbu CyaA/223FLAG na bunky
CHO-CD11b/CD18, J774A.1 nebo lidské neutrofily, s podobnou ucinnosti jako D-mannosa
(Obr. 48). Na druhé stran¢ piitomnost 10 mM D-arabinosy, D-fruktosy, D-xylosy, L-fukosy,
galakturonové kyseliny, N-acetylgalaktosaminu a N-acetylmannosaminu nesniZzovala vazbu
CyaA na builky CHO-CD11b/CD18, J774A.1 nebo lidské neutrofily (Obr. 48). Tyto
vysledky ukazuji, ze vazbu CyaA na integrin CD11b/CDI18 je mozno ucinné a specificky
inhibovat pouze sacharidy, které jsou obsazeny v N-vazanych oligosacharidovych fetézcich
integrinové molekuly. Inhibice vazby CyaA na buiiky CHO-CD11b/CD18, J774A.1 a lidské
neutrolily témito sacharidy tedy ukazuje, ze CyaA ma schopnost vazat cukerné zbytky,
rozeznava a vaze se na N-glykosidicky véazany oligosacharidové fetézce molekuly [

integrinu.
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Obr. 48: Inhibice vazby CyaA k buiikdm produkujicim integrin CD11b/CD18 volnymi sacharidy. N,N’-
diacetylchitobiosa, N,N",N’-triacetylchitotriosa, N-acetyllaktosamin (LacNac), sialova kyselina, D-mannosa, D-arabinosa, D-
fruktosa, D-xylosa, L-fukosa, galakturonova kyselina, N-acetylgalaktosamin (GalNac), N-acetylmannosamin (ManNac) o
10mM koncentraci nebo pouze pufr byly inkubovany 15 minut pii 4°C s 0,5 pg/ml CyaA/233FLAG. Poté byla tato smés
pridana k 1x10° suspenzi bunék CHO-CD11b/CDI18 (Eervené), J774A.1 (modré) nebo lidskym neutrofilim (fialové) a
inkubovéna dal$ich 30 minut na ledu. Vazba CyaA byla detekovana pritokovou cytometrii, jak bylo popsano vyse. Vysledky
jsou vyjadfeny pro kazdy sacharid jako procento vazby vici kontrole bez sacharidd, hodnoty ptedstavuji pramér ze tii
nezavislych pokusi £ smérodatné odchylky. Hvézdi¢kou jsou oznaeny statisticky vyznamné rozdily (Studentlv test,
hodnota pravdépodobnosti p < 0,0001) mezi vazbou CyaA preinkubovaného se sacharidy nebo pouze s pufrem.

6.3.3 GLYKOSYLACE INTEGRINU CD11b/CD18 JE NEZBYTNA PRO CYTOTOXICKOU AKTIVITU

CyaA NA BUNKACH PRODUKUJICICH CD11b/CD18

Abychom ovéfili fysiologicky vyznam glykosylace CD11b/CD18 pro cytotoxickou
aktivitu CyaA, stanovili jsme hladinu akumulace intraceluldarniho cAMP v deglykosylovanych
buiikdch po piisobeni CyaA v porovnani s kontrolnimi glykosylovanymi bunkami. Bunky
CHO-CD11b/CD18, u kterych byla glykosylace proteini inhibovdna tunikamycinem, byly
inkubovany s riznymi koncentracemi CyaA/233FLAG po 30 minut pti 37°C a poté u nich
byly stanoveny koncentrace akumulovaného intracelularniho cAMP. Jak je vidét z Obr. 49A,
v deglykosylovanych bunkach byla koncentrace intracelularniho cAMP snizena piiblizné o
jeden tad v porovnani s buitkami, které¢ nebyly vystaveny piisobeni tunikamycinu. Podobné
sniZzeni hladiny intracelularniho cAMP bylo pozorovéno i po deglykosylaci bun¢k CHO-
CDI11b/CD18 smési glykosidas (Obr. 49A). Srovnatelné vysledky jsme obdrzeli 1 pfi méfeni
hladiny cAMP v buitkach J774A.1 inkubovanych s tunikamycinem, a dale pak v lidskych
neutrofilech a J774A.1 buiikach inkubovanych se smési glykosidas (Obr. 49B a D). VSechna

tato data ukazuji, Ze cytotoxickd aktivita CyaA zavisi na stavu glykosylace integrinového
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receptoru CD11b/CDI18. To je pIlné ve shodé s pozorovanim, ze glykosylace integrinového

receptoru je nutnd pro vazbu CyaA na bunky.
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Obr. 49: Cyatotoxicka aktivita CyaA na deglykosylovanych buiikidch produkujicich integrin CD11b/CD18.
Buriky CHO-CD11b/CD18 (A), J774A.1 (B) nebo lidské neutrofily (C) byly vystaveny pisobeni glykosidas, buiikky CHO-
CDI11b/CD18 a J774A.1 navic také pisobeni tunikamycinu. Takto deglykosylované buiiky (1x10° na zkumavku pro buiiky
CHO-CD11b/CD18 a J774A.1 nebo 2x10° na zkumavku pro lidské neutrofily) byly inkubovéany s riznymi koncentracemi
CyaA/233FLAG po 30 minut pii 37°C. Koncentrace intracelularniho cAMP byla stanovena pomoci metody ELISA.
Vysledky ptedstavuji primér ze dvou nezéavislych pokusti + smérodatna odchylka.

6.3.4  ROVNEZ GLYKOSYLACE DALSIHO [, INTEGRINU CDI11a/CD18 JE KLICOVA PRO

CYTOTOXICKOU AKTIVITU LEUKOTOXINU (LtxA) A a-HEMOLYSINU (HIlvA)

Abychom provéiili, zda je glykosylace B, integrinovych receptort dilezita také pro
biologickou aktivitu jinych RTX toxinli, pouzili jsme leukotoxin (LtxA) bakterie
A. actinomycetemcomitans a o-hemolysin (HlyA) bakterie E. coli. Oba toxiny, LtxA i1 HlyA,

se vazi k cilovym buiikdm pomoci B integrinu CD11a/CD18'"”

. Jak jiz bylo dfive ukazano,
bunky Jurkat lze pouzit jako vhodny a citlivy model pro studium cytotoxického ucinku jak
LtxA tak HlyA'""'®. Intaktni buiiky Jurkat nebo buiiky deglykosylované pisobenim smési
glykosidas PNGasy F, EndoH a neuraminidasy byly inkubovany bud s kontrolnim
bakterialnim lysatem nebo lysatem, ktery obsahoval LtxA. Viabilita bun¢k pak byla sledovana
pomoci Trypanové modfi. Tato metoda je zalozena na skutécnosti, ze negativné nabitd
Trypanovad modi nepronikd bunéénymi membranami, pokud tyto nejsou poskozeny, napft.

pusobenim toxinu. Jak ukazuji vysledky na Obr. S0A, glykosylované buiky Jurkat

vykazovaly prokazatelné vyssi citlivost k LtxA nez deglykosylované buiiky vystavené u€inku
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glykosidas. Psobeni LtxA po dobu 60 minut vedlo k usmrceni témét vSech glykosylovanych
bunék, zatimco az 40% deglykosylovanych bunék piezivalo plsobeni LtxA za stejnych
podminek. Velmi podobné vysledky jsme ziskali i po pasobeni HlyA na buiky Jurkat
(Obr. 50B). Z téchto vysledkt vyplyva, ze glykosylace CD11a/CD18 je nezbytna pro ucinné
cytotoxické piisobeni LtxA a HlyA na bunky. Tyto vysledky také naznacuji, ze glykosylace [3;

integrinovych receptort hraje dilezitou roli také v cytotoxické aktivité jinych RTX proteinil

nez CyaA.
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Obr. 50: Cytotoxicika aktivita LtxA a HlyA na deglykosylovanych buiikiach Jurkat. Bunky Jurkat, které na
svém povrchu produkuji integrin CD11a/CD18, byly inkubovany s glykosidasami nebo pouze s pufrem ptes noc pii 37°C. A)
K bunkam byl pfidan kontrolni bakterialni lysat nebo lysat obsahujici LtxA. B) K bunkam bylo pfidano médium, ve kterém
byla kultivovana bakterialni kultura produkujici HlyA nebo bakterialni kultura nesouci pouze prazdny vektor. Po rizné
dlouhé inkubaci byla méfena viabilita bunék pomoci Trypanové modfi.

6.3.5 DEGLYKOSYLACE ERYTROCYTU NEMA VLIV NA VAZEBNOU, INVASIVNI A

HEMOLYTICKOU AKTIVITU CyaA A HIvA

Vyse uvedené vysledky jasné prokdzaly, ze CyaA rozeznava oligosacharidovy fetézec
integrinu CD11b/CD18. Chtéli jsme proto ovéfit, zda interakce CyaA s builkami, které
neprodukuji CD11b/CD18 je také zprostfedkovdna interakci se sacharidy erytrocytarnich
glykoproteint ¢i glykolipidi.

Na beranich erytrocytech, které byly inkubovany 60 minut pii 37°C s glykosidasami
PNGasou F, EndoH a neuraminidasou nebo pouze s TNC pufrem, byla testovana vazebna,
invasivni a hemolytické aktivita CyaA a hemolytick4 aktivita HlyA. Vazebna aktivita byla
stanovena jako mnozstvi AC aktivity vazané na membranu beranich erytrocytech. Invasivni
aktivita byla stanovena jako mnozstvi AC aktivity translokované do cytosolu erytrocytii a
takto chranéné proti rozstépeni extracelularné ptidanym trypsinem, coz odpovida schopnosti
toxinu translokovat svou adenylat cyklasovou doménu do cytosolu bun¢k. Hemolyticka
aktivita byla métfena jako mnozstvi uvolnéného hemoglobinu po inkubaci CyaA nebo HIlyA

s erytrocyty a vyjadiuje schopnost téchto toxinl vytvaret v membrané erytrocytii kationt-
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selektivni iontové pory a tim zpiisobovat jejich koloidné-osmotickou lysi. Ziskané hodnoty
byly vyjadteny jako procento aktivity toxinll na intaktnich beranich erytrocytech.

Obr. 51 ukazuje, ze deglykosylace erytrocytll nijak neovlivnila vazebnou, invasivni a
hemolytickou aktivitu CyaA a HlyA. Tento vysledek naznacuje, ze CyaA ani HIyA se na
erytrocyty nevazi prostfednictvim N-vazanych oligosacharidovych fetézcii erytrocytarnich

glykoproteind.
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Obr. 51: Vliv deglykosylace erytrocyti na vazebnou, invasivni a hemolytickou aktivitu CyaA a HlyA. Berani
erytrocyty byly inkubovany s glykosidasami PNGasou F, EndoH a neuraminidasou nebo pouze s TNC pufrem. A)
K erytrocytim bylo ptidano 0,5 pg/ml CyaA a po 30 minutach v 37°C byla stanovena vazebna a invasivni aktivita CyaA. B)
K erytrocytim byl ptidan CyaA (10 pg/ml) nebo pouze TUC pufr. Po rizné dlouhé inkubaci ve 37°C byla stanovena
hemolyticka aktivita CyaA méfenim absorbance uvolnéného hemoglobinu. C) K buitkkdm bylo ptfidano 10 pl media, ve
kterém byla kultivovana bakterialni kultura produkujici HlyA nebo bakterialni kultura nesouci pouze prazdny vektor. Po
rizné dlouhé inkubaci ve 37°C byla stanovena hemolyticka aktivita HlyA.
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6.4 IMUNOLOGICKE VYUZITI CyaA JAKO NOSICE PRO DOPRAVU
MYKOBAKTERIALNICH EPITOPU DO ANTIGEN PREZENTUJICICH BUNEK
Vsechny vysledky prezentované v této kapitole, vyjma pripravy a purifikace volného antigenu TB10.4 a

toxoidit CyaA-TB10.4, byly ziskany ve spolupracujici laboratori Prof. C. Leclerc (Pasteuruv ustav, Francie).

6.4.1 KONSTRUKCE REKOMBINANTNICH PROTEINU A TOXOIDU CyaA

Bakterie Mycobacterium tuberculosis, kterd zpisobuje tuberkulosu, je jednim
z nejrozsifengjSich lidskych patogenti. Odhaduje se, ze 2 miliardy lidi jsou infikovany a ro¢né
propukne tuberkulosa u 10 miliond lidi a 3 miliony pfipadi konci smrti. Soucasna vakcina
BCG (Bacillus Calmete-Guerin) proti tuberkulose neni dostate¢né G¢inna, a proto zlstava
hlavnim cilem v boji proti této chorobé vyvoj nové, bezpecné a ucinné vakciny pro
pieockovani dospélych. Do tohoto vyzkumu byla zapojena i naSe laboratof projektem na
vyvoj fuzniho CyaA s vloZenym mykobakteridlnim epitopem jako bezbunécné vakciny proti
tuberkulose ve spolupraci s laboratoremi Dr. C. Leclerc a Dr. R. Brosche z Pasteurova
institutu v Pafizi.

Ptipravené rekombinantni CyaA toxoidy, které obsahuji protein TB10.4 nebo jeho
epitopy vloZené v katalytické doméné v pozicich 233 a 336 jsou uvedeny v Tab. 7. Vysledné
plasmidy byly vytvofeny inserci syntetického oligonukleotidu nebo PCR produktu kédujiciho
TB10.4 epitopy nebo cely antigen do unikatniho restrikéniho mista BsrG 1 v plasmidu
pT7CACT1-BsrG I”'.  Vsechny piipravené expresni plasmidy byly systematicky

kontrolovany DNA sekvenovanim, aby se ptedeslo nezddoucim mutacim.

Tab. 7: Pouzité rekombinantni CyaA toxoidy.

Insert TB10.4 Pozice
CyaA toxoid Presahujici sekvence epitopu TB10.4" OVA
Fragment  Pozice . b
eoitopu
233 EATGG*’VRVPRRRRKSL-TB10.4-SLRRRRYVH*’LDRER 108

CyaA-TB10.4:1-96-OVA 1-96
336 KEYIG**VRVPRRRRKSL-TB10.4-SLRRRRY VH**QQRGE 108

233 EATGG*?VR-AGDMAGYAGTLQSLGAEIA-VH**LDRER 108
CyaA-TB10.4:15-30-OVA  15-33

336 KEYIG**VR- AGDMAGYAGTLQSLGAEIA-VH***QQRGE 108

233 EATGG**VR-GYAGTLQSL-VH**LDRER 108
CyaA-TB10.4:20-28-OVA  20-28

336 KEYIG**® VR- GYAGTLQSL -VH***QQRGE 108

233 EATGG*?VR-MAGYAGTLQSLGA-VH**LDRER 108
CyaA-TB10.4:18-30-OVA  18-30

336 KEYIG**VR- MAGYAGTLQSLGA -VH*QQRGE 108
CyaA-OVA:257-264 224

CyaA

* Vlozené inserty do CyaA se skladaji bud’ z celého polypeptidu TB10.4 (AK 1-96) nebo z jednotlivych epitopt
odvozenych od proteinu TB10.4, jejichz plnad sekvence je podtrzena. Pfesahujici sekvence je oznacena tu¢né a hornim
indexem pak pozice, do které byl insert vlozen.

® OVA epitop obsahuje aminokyselinové zbytky 257-264, které koduji sekvenci SINFEKL
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Pro ptipravu CyaA toxoidu, ktery nesl cely antigen TB10.4. bylo nutné nejprve vlozit
do mista BsrG I synteticky adaptor, ktery nesl zasahové misto pro restrikéni endonukleasu
Hind III. Jiz dfive bylo ukazano, Ze elektrostaticky naboj vlozeného peptidu je kriticky pro
translokaci AC domény ptes plasmatickou membranu a negativni naboj tuto schopnost velmi

6

snizuje'”®. Vkladany antigen TB10.4 nese negativni naboj, a proto synteticky adaptor

obsahoval  sekvenci, kterd kdédovala osm  positivnich  argninovych  zbytki
(VPRRRRKSL/SLRRRRY).

Oligonukleotidy, které kodovaly vlozené epitopy, byly navrzeny tak, aby (i)
obsahovaly restrikéni misto pro unikatni endonukleasu k rychlé identifikaci vlozeného
oligonukleotidu, (ii) po inzerci zruSily restrikéni misto pouzité pro vloZeni epitopu a (iii)
obsahovaly STOP kodon, ktery v pfipad¢ obracené orientace inzertu neumoznil jeho dalsi
pfepis a dal tak vzniknout zkracené form¢ proteinu. Pro ucinné sledovani dopravy AC
domény s vlozenymi antigeny pro presentaci na molekulach MHC I byly CyaA konstrukty
oznaceny inserci OVA:257-264 CD8" T bun&énym epitopem (H-2K”) v pozici 108 nebo 224
v katalytické domén€ CyaA. VSechny vytvofené CyaA fuzni proteiny byly geneticky
detoxifikované odstranénim jejich katalytické adenylat cyklasové aktivity, coz bylo
provedeno vlozenim dipeptidu mezi aminokyselinové zbytky 188 a 189, ktery zrusil vazebné
misto pro ATP'”. Takto detoxifikované CyaA toxoidy a také kontrolni CyaA byly
produkovany v bunikach E. coli XL-1 blue a purifikovany z inkluznich télisek dvoukrokovou
chromatografii (Obr. 52A).

Jako kontrolni proteiny byly vyuzivany volné antigeny/peptidy Ag85A%%, ESAT-6",
byl produkovan v expresnim vektoru pET28b. Do restrikéniho mista pro enzym BsrG I
v expresnim vektoru pET28b-BsrG I byl nejprve vloZen synteticky adaptor nesouci zasahové
misto pro Hind III, do kterého byl vlozen PCR fragment kdédujici protein TB10.4 Antigen
TB10.4 byl produkovan v buiikkach E. coli BL21 (ADE3) a purifikovan z inkluznich télisek
afinitni chromatografii na Ni-NTA agarose (Obr. 52B).
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Obr. 52: Elektroforetickdi analysa vyslednych purifikovanych proteini. Alikvoty proteini po vSech
purifikacnich krocich byly déleny pomoci SDS-PAGE a gel byl barven Coomassie Blue. A) 7,5% SDS-PAGE
purifikovanych rekombinantnich toxoidi CyaA. V drahach 1-4 jsou purifikované CyaA: 1. CyaA-TB10.4:1-96-OVA (pozice
336); 2. CyaA-TB10.4:1-96-OVA (pozice 233); 3. CyaA-TB10.4:18-30-OVA (pozice 336); 4. CyaA-TB10.4:18-30-OVA
(pozice233). Bylo naneseno 1-2 pg toxinu. B) 15 % SDS-PAGE purifikovaného antigenu TB10.4.

6.4.2 CyaA UCINNE DOPRAVUJE T-BUNECNY EPITOP TB10.4:20-28 PRO PREZENTACI NA

MOLEKULACH MHC |

Jiz diive bylo ukézano, ze CyaA bakterie B. pertussis je vhodnym nereplikativnim
invasivnim vektorem pro dopravu antigent intracelularnich patogent. AC doména je schopna
pojmout cizorodé antigeny az o délce 200 aminokyselinovych zbytkli a dopravit je do drahy
pro prezentaci jak na molekulach MHC I, tak MHC I1'*"1%0-192200.201 'Namj pouzivany CD8”
T-bun&ény epitop TB10.4:20-28 (haplotyp H-2K%) je spoleény pro proteiny TB10.4 a
TB10.3%*°. CD8" T-buitky z BCG imunizovanych nebo M. tuberculosis infikovanych mysi
produkovaly cytokin IL-2, pokud byly kultivovany spolu s H-2* BM-DC (bone marrow-
derived dendritic cell) stimulovanymi peptidem TB10.4:20-28, které¢ slouzi jako antigen
prezentujici buiiky (APC). To poukazuje na fakt, Ze epitop TB10.4:20-28 byl pfirozené
zpracovan a presentovan na molekulach MHC 1 v BCG a M. tuberculosis infikovanych
mysich®®’.

Nejprve byl proveden in vitro test pro prezentaci OVA epitopu k ovéteni, zda inserce
TB10.4 epitopu do AC domény CyaA neovlivnila dopravu reportérového OVA:257-264
epitopu. Rizné rekombinanti CyaA toxoidy byly inkubovany s BM-DC z mysi C57BL/6
a bunkami B3Z hybridomové linie specifické pro OVA:257-264 epitop. Doprava epitopu
OV A:257-264 byla ve vSech ptipadech srovnatelna, at’ uz CyaA nesl tento epitop v pozici 108
a v pozici 233 nebo 336 epitop TB10.4:20-28, TB10.4:15-33 nebo TB10.4:18-30 nebo pouze
OVA epitop v pozici 224 (Obr. 53A). Avsak vlozeni antigenu TB10.4:1-96 do pozice 336
vedlo ke ztrat¢ stimulace bun¢k B3Z epitopem OVA (Obr. 53B).

Podobny in vitro test byl proveden pro studium prezentace CD8" T-bunééného epitopu

TB10.4:20-28 (H-2K%). Rekombinantni fuzni toxoidy CyaA byly inkubovany s BM-DC
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z BALB/c mysi a buitkkami YBS8 hybridomov¢ linie, kterd je specificka pro epitop TB10.4:20-
28 Témét viechny CyaA toxoidy nesouci rtizné TB10.4 fragmenty stimulovaly YBS
bunécnou linii se stejnou ¢i vyS$i ucinnosti nez samotny minimalni epitop TB10.4:20-28
(Obr. 53D-F). Inserce epitopt v posici 233 vedla k uc¢inng&jsi antigenni prezentaci nez inserce
v pozici 336, s vyjimkou CyaA-TB10.4:20-28-OVA. CyaA obsahujici cely antigen TB10.4
byl schopen dopravovat epitop TB10.4:20-28 se shodnou ucinnosti jako CyaA nesouci
minimalni epitop TB10.4:20-28 (Obr. 53D a E). PrestoZze tedy CyaA toxoidy nesouci cely
protein TB10.4 G¢inné¢ dopravuji epitop TB10.4:20-28, nejsou schopny dopravovat epitop
OVA:257-264 vlozeny v pozici 108. To miize byt zptisobeno kompetici o vazebné misto na
molekulach MHC I mezi H-2" CD8" T-bun&&nym epitopem proteinu TB10.4 a OVA:257-264
epitopem. Dal§im moZnym vysvétlenim by mohla byt nizs§i i€innost zpracovani oblasti okolo
pozice 108 v AC doméné zptisobend konformacni zménou po vloZeni celého proteinu TB10.4
do pozice 233 nebo 336. Prezentace minimalniho epitopu TB10.4:20-28 je zavisla na
interakci CyaA s BM-DC, protoze samotny rekombinantni protein TB10.4 neni schopen
bunky YBS8 stimulovat (Obr. 53E). Specifita antigenni prezentace byla potvrzena in vitro
testem s kontrolnim CyaA (Obr.S53A, B, D, E) nebo kontrolnim volnym peptidem
Ag85A:101-120 (Obr. 53C, F), zadny z téchto proteint totiz nebyl schopen aktivace YB8
bunécné hybridomové linie. Na zakladé ziskanych vysledki byl pro pokusy in vivo vybran
konstrukt CyaA-TB10.4:15-33-OVA (pozice 233), ktery vykazoval nejvyssi ti€innost dopravy
CDS8" T-bun&éného epitopu TB10.4 (Obr. 53D). Vzhledem k tomu, Ze rekombinantni CyaA
toxoid obsahujici v pozici 233 cely antigen TB10.4 (CyaA-TB10.4:1-96-OVA) by mohl byt

vhodnym kandidatem pro vakcinu proti M. tuberculosis, byl také zvolen k testovani in vivo.
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Obr. 53: Prezentace T-bunécného epitopu CyaA na molekulach MHC I. A-C) Buitky BM-DC z mysi C57BL/6
byly inkubovany 4 hodiny s riznymi koncentracemi toxoidii CyaA-TB nebo s kontrolnim CyaA a CyaA-OVA:257-264
(pozice 224) (A, B), dale pak s kontrolnimi peptidy OVA:257-264 a Ag85A:101-120 (C). Poté byly buiiky promyty,
kultivovany 18 hodin spolu s bunéénou linii B3Z a nasledné byla testovana prezentace OVA epitopu. D-F) Buitkky BM-DC
zmysi BALB/c a CD8" T-bun&na hybridomova linie YBS8 specifickd pro TB10.4:20-28 byly kultinvovany spolu
s rekombinantnimi toxoidy CyaA-TB (D, E), kontrolnimi purifikovanymi proteiny TB10.4 a ESAT-6 (E) nebo kontrolnimi
peptidy TB10.4:20-28 a Ag85A:101-120 (F) a poté byla sledovana prezentace TB10.4:20-28 epitopu. Mira aktivace
bunéénych linii B3Z a YB3 byla stanovena méfenim mnozstvi IL-2 v supernatantu testem CTLL-2. Vysledky jsou vyjadieny
jako cpm zabudovaného [*H]-tymidinu. Vysledky byly ziskany ze &ty aZ p&ti pokust.

64.3 IMUNIZACE CyaA-TB10.4 INDUKUJE SILNOU TB10.4:20-28 SPECIFICKOU CTL

ODPOVED

Mysi kmene BALB/c byly imunizovany intravenosné (i.v.) jednou davkou obsahujici
50 pg rekombinantniho CyaA-TB10.4:15-33-OVA (pozice 233) nebo CyaA-TB10.4:1-96-
OVA (pozice 233) v PBS. Ackoli byl zvolen imuniza¢ni protokol, ktery byl jiz GspéSné€ pouzit
pro indukci CTL odpovédi proti nékterym CD8" T-bunéénym epitoptim vloZzenym do CyaA,
napt. OVA:257-264** nebo HPV16-E7*°, 7adny z pouzitych CyaA toxoidii po jedné davce
1.v. neindukoval anti-TB10.4:20-28 CTL odpovéd’. Imunizace mySi C57BL/6 podle stejného
protokolu témito toxoidy vSak vedla k uc¢inné indukci OVA:257-264 specifické odpovédi.

Bylo ukazano, ze pro indukci odpovédi proti slabym CD8" T-bunéénym epitoptim jsou
zapotiebi dvé davky CyaA vektoru intraperitonealné (i.p.) v pfitomnosti adjuvans alum
(hydroxid hlinity). BALB/c mysi tedy byly imunizovany i.p. 50 pg CyaATB10.4:1-96-OVA
nebo CyaATB10.4:15-33-OVA v alum, shodnou davku obdrzely jest¢ 15. den po prvni
imunizaci. Jako kontroly byly pouzity mysi imunizované BCG v PBS (jedna déavka s.c.,
10° CFU/mys), 10 pg proteinu TB10.4 v DMT (dimethyl-dioktadecyl-ammonium-bromid
(DDA), monofosforyl-lipid A (MPL), trehalosa-dikoryno-mykolat (TDM)) (jedna davka s.c.),

kontrolnim CyaA (dvé injekce 1.p. v alum) nebo samotnym adjuvans DMT (jedna davka s.c.).
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Obr. 54 ukazuje, ze rekombinantni CyaA-TB10.4 indukovaly silnou a specifickou CTL
odpovéd. Oba toxoidy CyaA-TB10.4:1-96-OVA 1 CyaA-TB10.4:15-33-OVA vykazovaly
podobnou ucinnost pii vyvolani CTL odpovédi. Dokonce i volny antigen TB10.4, pokud byl
podavan v DMT adjuvans, indukuval nizkou, ale reprodukovatelnou CTL odpovéd’, kterd
byla srovnatelnd s CTL odpovédi vyvolanou BCG (Obr. 54). Z testovanych imunizacnich
strategii nejlépe indukovala TB10.4 specifickou CTL odpovéd’ ta, ktera byla zaloZena na
rekombinantnich CyaA-TB10.4. Pokud byly my$i imunizovany kontrolnim CyaA nebo pouze
adjuvans, nebyla pozorovana zadna CTL aktivita, ¢imz byla potvrzena specifita pozorované

CTL odpovédi (Obr. 54).

604
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Obr. 54: Srovnani TB10.4:20-28 specifické CTL odpovédi indukované BCG, proteinem TB10.4 v DMT nebo
toxoidy CyaA-TB10.4. BALB/c mysi byly imunizovany jednou davkou BCG (s.c., 10° CFU), proteinem TB10.4 v DMT a
samotnym DMT adjuvans nebo dvéma i.p davkami 50 ng CyaA-TB10.4:1-96-OVA (pozice 233), CyaA-TB10.4:15-33-OVA
(pozice 233) a kontrolnim CyaA v alum (v 0. a 15. den). Slezinné builky z naivnich a imunizovanych mysi byly 21 dni po
imunizaci in vitro stimulovany peptidem TB10.4:20-28 (10 ug/ml) po dobu 5 dnil. CTL aktivita byla stanovena pomoci °'Cr.
Vysledky byly ziskany ze tfi pokust (tfi mysi ve skuping)

6.4.4 OCHRANNE SCHOPNOSTI PODJEDNOTKOVE VAKCINY PROTI M. TUBERCULOSIS

ZALOZENE NA REKOMBINANTNIM PROTEINU TB10.4 NEBO CyaA-TB10.4:1-96-OVA

Vzhledem k silné imunogenicité¢ proteinu TB10.4 bylo tfeba stanovit, zda dokéaze
vakcinace antigenem TB10.4 poskytnout mysim BALB/c dostate¢nou ochranu proti nasledné
infekci bakterii M. tuberculosis. Na pocatku byla my$im podana davka BCG (s.c., 1x10°
CFU/mys) nebo 15. den protein TB10.4 v DMT (10 pg/mys). Mysi byly infikovany nizkou
davkou M. tuberculosis H37Rv v aerosolu 30. den po imunizaci. Plicni skore infikovanych
mysi a hodnota CFU byly stanoveny jeden mésic po infekci (Obr. 55). Vakcinace BCG vedla
ke sniZzeni hodnoty CFU o jeden fa4d v porovnani s neimunizovanymi myS$mi. Imunizace
proteinem TB10.4 v DMT poskytla mySim jistou ochranu proti infekci M. tuberculosis
(p <0,005), nicmén¢ ptesto nebyla tak ucinnd jako po vakcinaci BCG (p <0,003). Je

zajimavé, ze 1 samotné adjuvans DMT poskytovalo maly stupeii ochrany (p < 0,018).
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Obr. 55: Ochranné schopnosti proteinu TB10.4 proti infekci M. tuberculosis. Mysi BALB/c byly imunizovany
BCG, proteinem TB10.4 v DMT nebo samotnym DMT, jako kontrola byly pouZity neimunizované mysi. Davka BCG (10°
CFU, s.c.) byla podana na pocatku, zatimco davka TB10.4 (10 pg, s.c.) az 15. den. Mysi byly infikovany nizkou davkou
M. tuberculosis H37Rv (=100 CFU/mys$) v aerosolu 30. den po imunizaci. Plicni skére infikovanych mysi bylo stanoveno
meéfenim CFU mésic po infekci. Rozdily v plicnim skdre mySi neimunizovanych a imunizovanych BCG nebo TB10.4 byly
statisticky vyznamné (p < 0,0032, respektive p < 0,0050). Vysledky jsou vyjadienim dvou nezavislych pokusu.

Byla také testovana potencidlni ochrana mysi BALB/c proti infekci M. tuberculosis
navozena toxoidy CyaA-TB10.4:1-96-OVA a CyaA-TB10.4:15-33-OVA. Negativni
kontrolou byly neimunizované mysi a pozitivni mysi imunizované BCG (s.c.) na pocatku
pokusu. Prvni a patnacty den byly mysi imunizovany (i.p.) CyaA-TB10.4:1-96-OVA nebo
CyaA-TB10.4:15-33-OVA v alum. Infekce nizkou davkou M. tuberculosis H37Rv v aerosolu
byla provedena 30 dni po imunizaci. Plicni skore infikovanych mysi bylo stanoveno jeden
meésic po infekci (Obr. 56). Pickvapivé ani CyaA-TB10.4:15-33-OVA, ktery je schopen
indukovat CD8" CTL odpovéd, ani CyaA-TB10.4:1-96-OVA, ktery indukuje jak CD8" CTL
tak CD4" Tyl odpovéd, nenavodily vyznamnou ochranu proti M. tuberculosis v porovnani

s negativni kontrolou.
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Obr. 56: Ochranné schopnosti toxoidi CyaA-TB10.4:1-96-OVA a CyaA-TB10.4:15-33-OVA proti infekei
M. tuberculosis. Mysi BALB/c byly imunizovany BCG nebo CyaA-TB10.4:1-96-OVA, CyaA-TB10.4:15-33-OVA a
kontrolnim CyaA v alum. Davka BCG (10° CFU, s.c) byla podana v 0. den, kdezto dvé davky CyaA (i.p., 50 ug/myg) byly
podany v 0. a 15. den. Mysi byly infikovany nizkou davkou M. tuberculosis H37Rv (=100 CFU/mys$) v aerosolu 30. den po
imunizaci Plicni skore infikovanych mysi bylo stanoveno méfenim CFU mésic po infekci. Vysledky jsou vyjadfenim dvou
nezévislych pokust.
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7 DISKUSE

7.1 PRODUKCE INTEGRINU CD11b/CD18

Integrin CD11b/CD18 byl vneddavné dobé identifikovan jako specificky
bunécny receptor pro CyaA. Bylo ukdzano, ze CyaA se vaze k CD11b podjednotce
receptoru’, ale nebyla uréena presna poloha vazebného mista, coZ je velmi daleZité pro
objasnéni mechanismu interakce CyaA a pro analysu mechanismu jeho priniku do
bunék. Cilem projektu, jehoZ soucasti je prfedkladana prace, byla produkce podjednotek
CDI11b a CDI8 a jejich casti v eukaryotnim systému hmyzich bun¢k a zmapovani
polohy vazebného mista pro CyaA. Dal$im cilem byla produkce podjednotky CD11b
v prokaryotnim systému E. coli pro ptipravu protilatky proti této podjednotce.

Pro produkei podjednotky CD11b v prokaryotnim systému jsme se rozhodli,
protoze produkce v buiikkdch E. coli vykazuje vétSinou vétsi vytézky nez produkce
v eukaryotnim systému a je ¢asové mén¢ narocna. Bylo ukazano, ze lze produkovat
extracelularni domény integrinu o33 soucasné ze spole¢ného plasmidu s prokaryotnim
signalnim peptidem do periplasmatického prostoru E.coli jako nerozpustné proteiny™°,
a dale, Ze timto zplsobem lze pfipravit domény podjednotek CD11b a CDI18 pro
funkéni studie®’. Nicméné v podminkach nasi laboratofe se nam do periplasmatického
prostoru bakterie E.coli nepodafilo produkovat ani samostatné podjednotky CD11b
nebo CD18.

Pro ptipravu protilatky proti CD11b jsme se rozhodli produkovat jen zkracenou
formu podjednotky CDI11b - pouze extracelularni doménu bez signalniho peptidu
fazovanou s N- i C-koncovou histidinovou kotvou. Extracelularni doménu jsme ziskali
jako nerozpustny protein a zvysit rozpustnost se nam bohuzel nepodafilo ani produkci
pii nizsich teplotach a to pti 30°C nebo 25°C.

Pii izolaci proteinu CD11b jsme ukézali, Ze extracelularni doména CD11b je
asociovana s membranou. To je dano pravdépodobné diky pfitomnosti nékolika
hydrofobnich zbytki na konci proteinu nebo piipadné diky polymeraci S-S mistkt.
Extracelularni doména CD11b obsazend v membranové frakci vSak vykazovala pouze
velmi nizkou afinitu k Ni-NTA agarose pii purifikaci afinitni chromatografii. Po
rozdéleni extracelularni domény podjednotky CD11b na Ctyfi piiblizné stejné velké
fragmenty, které byly opatieny N- i C-koncovou histidinovou kotvou, jsme ziskali

nerozpustné proteiny. Zadny z nich nebyl asociovan s membranou a purifikace afinitni
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chromatografii byla vysoce ucinna. Zda se tedy, ze nizkd ucinnost purifikace celé
extracelularni domény CD11b afinitni chromatografii byla dana asociaci s membranou
polymeraci pfes S-S mustky. Nizka ucinnost purifikace by mohla byt dana interakci N- 1
C-koncové histidinové kotvy s proteiny membrany. Dal§$im moZnym vysvétlenim je, Ze
mohlo dojit k ¢astecné renaturaci podjednotky a N- i C-konce, které nesly histidinovou
kotvu, byly diky tomu nedostupné.

Izolace dostatecného mnozstvi Cisté¢ho integrinu CD11b/CD18 pro funkéni a
strukturni studie z bunék, které tento integrin ptirozené¢ produkuji, je spojeno s celou
fadou problémt, napf. obtizna izolace dostateéného mnozstvi bunc¢k produkujicich
integrin CD11b/CD18 a purifikace funkéniho integrinu z téchto bunék. Rozhodli jsme
se, ze se pokusime rekombinantni integrin CD11b/CD18 produkovat v eukaryotnim
expresnim systému. Bylo ukédzano, Ze extracelularni domény integrintt ayBe’ ", omPs> s
avBs ™ nebo auPs™' 1ze produkovat v savéich nebo hmyzich buiikach jako sekretované
proteiny. Ve vSech pfipadech tvofily extracelularni domény stabilni heterodimery i bez
pfitomnosti transmembranové a cytosolické casti, zaroven si také zachovaly své
vlastnosti ve vazb¢ ligandi.

Pro produkci integrinu CD11b/CDI18 v eukaryotnich buikéach jsme vybrali
expresni systém zalozeny na S2 bunkdch Drosophila melanogaster, ktery spojuje
nejlepsi vlastnosti jak savcich, tak hmyzich expresnich systémi. Je znamo, Zze hmyzi
buniky produkuji proteiny s eukaryotickou posttranslacni modifikaci, ale poskytuji
rozdilnou glykosylaci - N-glykosylace je vysokomannosového typu. Nicméné i pies
rozdily v glykosylaci byly jiz diive v hmyzich buiikkdch produkovéany extracelularni
domény riznych integrind®®>*' nebo fragmenty podjednotek CD11b a CD11c¢**%* a
nebyly pozorovany zadné zmény ve struktute ¢i afinité k ligandiim.

Ukézali jsme, Ze v S2 bunikach lze velmi dobie produkovat podjednotku CD18 a
to jako transmembranovy protein i jako protein, ktery je sekretovan do media. Nicméné
podjednotku CD11b se nam nepodafilo uspéSné¢ produkovat ani samostatné ani
v komplexu s podjednotkou CD18 a dokonce ani jako sekretovany protein. K lepsi
produkei integrinového komplexu CD11b/CD18 nepomohla ani transfekce podjednotky
CDI11b do S2 buné¢k, které jiz produkovaly podjednotku CDI18. S2 bunky sice
produkovaly malé mnozstvi CD11b, ale analysou prutokovou cytometrii pfi rizném
znaceni podjednotek CD11b a CD18 jsme ukézali, ze netvoii heterodimer.

Zda se tedy, ze tvorba funkéniho heterodimerniho komplexu integrinu

CDI11b/CD18 je pro S2 bunky toxickd a nebo vyzaduje funci néjakého specifického
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chaperonu, ktery témto buiitkdm chybi. Mohlo by to byt dano tim, Ze tvorba a vystaveni
integrinového komplexu CD11b/CD18 na bunééném povrchu spousti jisté signalizacni
drahy v bunice, které pro ni nejsou pirirozené. Nasledn¢ se pak pasazovanim vyselektuji
pouze bunky, které eliminovaly tvorbu komplexu CD11b/CDI18 a jeho vystaveni na
bunécném povrchu.

Nejbliz§im cilem tedy bude produkce integrinu CDI11b/CD18 a jeho
extracelularni c¢asti v buitkich CHO a nésledné studium interakci mezi CyaA a

CDI11b/CD18.

7.2 ANALYSA INTERAKCE RTX TOXINU S [32 INTEGRINY — ROLE

GLYKOSYLACE RECEPTORU VE VAZBE RTX TOXINU

V nékolika riznych studiich bylo ukdzano, ze glykosylace integrinové molekuly
hraje dilezitou roli v interakci ligand-integrin. Napiiklad deglykosylace integrinu osf3;
smési riznych glykosidas nebo piisobenim tunikamycinu vedla ke ztrat¢ vazby jeho

ligandu fibronektinu®®

. Podobné odstranéni oligosacharidového fetézce z molekuly
integrinu aeB; vedlo ke snizeni vazby lamininu®®. Nedavno také bylo ukézano, Ze je N-
glykosylace integrinu o,f; nezbytnd pro interakci s cytotoxinem subtylasou, kterou
exprimuje Stx produkujici (Shiga like toxin) enterohaemorrhagické E. coli’®. Abychom
objasnili roli oligosacharidového fetézce P, integrinu CDI11b/CD18 pfi interakci
s CyaA, testovali jsme efekt deglykosylace CD11b/CD18 produkujicich bunék pomoci
PNGasy F, EndoH, neuraminidasy popiipad¢ tunikamycinu na vazbu CyaA. SniZeni
vazby CyaA jsme pozorovali jiz po odstranéni koncové sialové kyseliny z povrchu
glykoproteini  plsobenim  neuraminidasy. Po  Uplném  odstranéni celého
oligosacharidového fetézce plsobenim PNGasy F ztratil integrin CD11b/CD18
schopnost vazat CyaA. Uplna ztrata vazby CyaA byla také pozorovana po zablokovani
tvorby N-glykosylace CD11b/CD18 de novo tunikamycinem. Zaroven jsme také
prokézali, Ze glykosylace hraje nezastupitelnou roli v cytotoxickych t€¢incich CyaA.
Predchozi pozorovani prokazala, ze glykosylace integrinovych podjednotek je
dalezita nejenom pro optimalni vazbu ligandd, ale i pro stabilitu integrini a jejich
vystaveni na bunéény povrch. Naptiklad deglykosylace integrinu asf; specifickymi
glykosidasami vedla k disociaci na jednotlivé podjednotky o a [ a zaroven jeho
vystaveni na povrchu bun&k bylo sniZeno po inkubaci s tunikamycinem®”. Nicméné&
nase vysledky jasné prokazuji, Zze vystaveni integrinu CD11b/CD18 na bunétném

povrchu nebylo nijak vyznamné ovlivnéno ani deglykosylaci specifickymi
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glykosidasami ani po inhibici tvorby N-glykosylace tunikamycinem. Také
imunoprecipitace jasn¢ prokazala, ze N-glykosylace podjednotek neni nezbytna pro
tvorbu stabilniho heterodimeru podjednotek CD11b/CD18. Obé podjednotky CD11b 1
CDI18 byly totiz imunoprecipitovany ve stejném molarnim poméru z lysatd bun&k
produkujicich CD11b/CD18, at’ byly ¢i nebyly tyto inkubovany s glykosidasami nebo
tunikamycinem.

Pozorovani, Ze deglykosylace integrinu CD11b/CDI18 nevede ani k rozpadu
heterodimeru na samostatné podjednotky, ani k ovlivnéni vystaveni integrinu na
bunééném povrchu a sniZzeni vazby monoklonalni protilatky specifické proti CD11b, nas
vedlo kzéavéru, Zze deglykosylace integrinu CD11b/CDI18 nevyvolava zadnou
podstatnou zménu v konformaci podjednotek CDI11b/CD18. Proto je také
nepravdépodobné, Ze ke ztrat¢ vazby CyaA doSlo kvili ztraté schopnosti rozpoznat
polypeptidovy fetézec integrinového receptoru. Nejpravdépodobnéjsi interpretace nami
dosazenych vysledkl je tedy takova, Zze pocatecni interakce CyaA s integrinovym
receptorem CDI11b/CDI18 zahrnuje piimé rozpozndni oligosacharidovych fetézct
receptoru. Tuto hypotézu siln¢ podporuje zejména pozorovani, ze vazba CyaA na
integrinovy receptor je specificky a ucinné inhibovana pfitomnosti volnych sacharidd,
které tvoii stavebni bloky oligosacharidovych fetézeci véazanych k integrinu
CDI11b/CD18. Tyto vysledky tedy ukazuji, ze CyaA ma slabou lektinovou aktivitu.
Navic se zda, ze toxin nejprve interaguje s perifernim zbytkem kyseliny sialové na
integrinovém povrchu, protoZe po odstranéni koncového negativné nabitého zbytku
sialové kyseliny neuraminidasou vazba CyaA k bunkdm produkujicim CD11b/CD18
vyrazn¢ poklesla (t¢éméf pétkrat). Avsak pusobeni neuraminidasy na netransfekované
CHO bunky postradajici CD11b/CD18 mélo zanedbatelny tc¢inek na vazbu CyaA. To
naznacuje, Zze CyaA nejprve specificky rozpoznava termindalni zbytek kyseliny sialové
integrinu CD11b/CD18. Tento kontakt CyaA s kyselinou sialovou by mohl byt zavisly
zodpovédna za vazbu na integrin CDI11b/CDI18 je situovdna v repetitivni doméné
bohaté na glycinové a aspartatové zbytky, konkrétné mezi aminokyselinové zbytky
1166 — 1281'°. Negativné nabité aspartatové nebo glutaméatové zbytky, které v RTX
doméné vazi dvojmocné ionty véapniku, jsou neutralizovany asi 40 vépenatymi ionty
navazanymi v RTX doméné. Pozitivné nabité zbytky argininu a lysinu v integrin
vazebné oblasti CyaA proto mohou byt pfistupné pro interakci se zbytkem periferni

sialové kyseliny. Nicmén¢ CyaA interaguje také s ostatnimi sacharidy obsaZenymi

119



Diskuse

v oligosacharidovém komplexu na povrchu integrinového receptoru (s chitobiosovym
jadrem, mannosovym jadrem a také s N-acetyllaktosaminem) a pfitomnost tohoto
komplexu je nezbytna pro u¢innou vazbu CyaA na integrin CD11b/CD18. Kompletni
deglykosylace molekuly CD11b/CD18 totiz vede k naprosté ztraté¢ vazby CyaA a tato
vazba je kromé sialové kyseliny inhibovéana i dalS$imi sacharidy z oligosacharidového
feté¢zce CD11b/CD18.

Schopnost CyaA vazat se na oligosacharidové struktury nabizi mozné vysvétleni
pro jiz diive pozorovanou vazbu CyaA na Sirokou S$kalu eukaryotnich bun¢k
téchto bunkach se jevi gangliosidy, nebot’ preinkubace toxinu s gangliosidy a nasledné
piidani k cilovym bunikdm inhibuje tvorbu intracelularniho cAMP katalysovanou
CyaA’. Jiz dfive bylo ukézano, Ze gangliosidy nebo globosidy slouzi jako zasahové
molekuly pro nékteré bakteridlni toxiny. Naptiiklad verotoxin-1 a Shiga like toxin
bakterie E. coli se vaze na globotriaosylceramid Gb3****"’. Dalgim ptikladem jsou
cholera toxin bakterie Vibrio cholerae a tepelné labilni toxin bakterie E. coli, které
rozeznavaji sacharidovy fetézec gangliosidu GM1, zejména pak koncovy disacharid —
N-acetyllaktosamin®®, Gangliosidy jsou kyselé glykolipidy slozené z ceramidu, na
ktery je navazan oligosacharidovy fetézec osahujici jeden nebo vice zbytkl kyseliny
sialové. CyaA by tudiz mohl rozeznavat oligosacharidovou ¢ast gangliosidu zahrnujici
negativné nabité zbytky sialové kyseliny podobné jako rozeznava oligosacharidovy
fetézec integrinu CDI11b/CD18. Zatimco vazba CyaA na buiky produkujici
CDI11b/CD18 je vysoce ucinnd, zavisla na davce a saturovatelna, vazba na buiiky bez
receptoru vykazuje pouze nizkou u¢innost a afinitu a je nesaturovatelna®. To naznaduje,
ze po prvotni interakci s oligosacharidovym fetézcem jsou polypetidové podjednotky
integrinu CD11b/CD18 nezbytné pro vysokou afinitu vazby toxinu k cilovym buikam.

Nicmén¢, nami provedené pokusy na beranich erytrocytech pro tuto teorii o
mechanismech vazby CyaA na bunky bez receptoru CDI11b/CD18 neposkytly
dostateéné argumenty. Cervené krvinky byly inkubovany s jednotlivymi glykosidasami
a poté s CyaA. Na takto opracovanych erytrocytech byla méfena vazebna, invasivni a
hemolyticka aktivita CyaA v porovnani s erytrocyty, které zlstaly intaktni. Nezjistili
jsme zadny vliv deglykosylace erytrocytli na vazbu CyaA. To ale mize byt zptisobeno
naptiklad zna¢nymi rozdily v glykosylaci mezi Zivo¢iSnymi druhy, ale 1 mezi jedinci
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stejného druhu™”. Zvlasté Cervené krvinky se mohou liSit v obsahu a druhu sialové

kyseliny na povrchu bunék. Ndmi pouzitd neuraminidasa hydrolyzuje a-(2—3), o
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(2—6) a a (2—8) glykosidické vazby mezi zbytkem sialové kyseliny a galaktosy.
Rozdilnd vazba sialové kyseliny, popfipadé vazba na jiny sacharidovy zbytek nez
galaktosu rovnéz mohla byt pfic¢innou toho, Ze nedoslo k uc¢innému odstépeni zbytku
kyseliny sialové. V takovém ptipadé by nemohl byt pozorovan zadny efekt odstranéni
sialové kyseliny na vazebnou, invasivni a hemolytickou aktivitu CyaA. Nicmén¢, nase
pozorovani jsou v souladu s jiz diive ziskanymi vysledky, kdy odstranéni glykoproteini
z bunééného povrchu erytrocyti pomoci Stépeni trypsinem nemélo zadny vliv na
vazebnou, invasivni & hemolytickou aktivitu CyaA'™'.

Nedavno bylo ukdzdno, ze se dalsi tfi toxiny zRTX rodiny, LtxA
A. actinomycetemcomitans, HlyA E.coli a LktA P. haemolytica, specificky vazi
k receptoru CD11a/CD18 na povrchu cilovych bungk''**%. Proto jsme ové&fovali
vyznam glykosylace integrinu CD11a/CD18 pro cytotoxickou aktivitu LtxA a HIyA.
Ukézali jsme, Ze po deglykosylaci bunc¢k Jurkat, které na svém povrchu vystavuji
receptor CD11a/CD18, vyznamné poklesne citlivost téchto bun€k k cytotoxickému
pusobeni téchto toxini. Piestoze se tedy CyaA neni schopen vazat na CD11a/CDI18 a
ani LtxA a HIlyA nerozeznavaji integrin CD11b/CD18, hraji zfejmé oligosacharidové
fetézce obou [, integrini rozhodujici ulohu pfi prvnim kontaktu téchto tfi RTX toxini
s ptisluSnym integrinovym receptorem. Po této prvni interakci pak ptebiraji hlavni roli
polypeptidové fetézce CDI11la nebo CD11b podjednotek, které jsou zodpovédné za
specifickou a vysoce ucinnou vazbu LtxA, HlyA a CyaA k cilovym buiikam.

Zjisténi, Ze glykosylace integrinu CD11b/CD18 je kriticka pro vazbu adenylat
cyklasového toxinu B. pertussis na buiiky produkujici tento receptor, stejné jako je
glykosylace nutna pro vazbu dalSich RTX toxini na CDI11a/CDI18, piindsi dulezity

novy pohled na mechanismus interakce RTX proteinti s 3, integriny.

7.3 IMUNOLOGICKE VYUZITi CyaA JAKO NOSICE PRO DOPRAVU

MYKOBAKTERIALNICH EPITOPU DO ANTIGEN PREZENTUJICICH BUNEK

Nedavno bylo ukéazéano, ze detoxifikovany CyaA nesouci razné epitopy virt
nebo nadorovych buné¢k miize slouzit jako invasivni nereplikativni nosi¢ pro dopravu
téchto epitopt do cytosolu antigen prezentujicich bungk'”'. To umoZiluje prezentaci
téchto epitopli prostiednictvim molekul MHC I a néslednou indukci cytotoxickych
CD8" T-lymfocytd®’. V molekule CyaA byla identifikovana permisivni mista, do

191,192,287

kterych je mozné vlozit i cely antigen Zaroven byl vnedavné dobé

identifikovan specificky bunécny receptor pro CyaA, integrin CD11b/CDI18, ktery se
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nachézi na povrchu antigen prezentujicich bunék®. Kromé toho bylo ukézano, Ze po
vazbé na receptor je komplex CyaA-CD11b/CD18 z&asti endocytovan™. To naznacuje,
ze CyaA by mohl byt vyuzit také jako nosi¢ pro dopravu imunodominantnich epitopt
do endosomu a pro prezentaci epitopti prosttednictvim molekul MHC II a tim indukci
CD4" T-lymfocyta®™. Tyto vysledky poskytuji Siroké moznosti pouziti CyaA jako
univerzalniho nereplikativniho nosice pro dopravu antigenii intracelularnich patogenti
nebo nadorti k prezentaci na dendritickych bunkach za ucelem indukce bunécnych
imunitnich odpovédi T-lymfocyti.

Pouziti rekombinantnich CyaA proti klasické vakcinaci nabizi n¢kolik vyhod.
Klasické vakciny jsou ziskdvany z celobunéénych extrakti patogentl, jenz nejsou zcela
definovany. Podle nékterych studii jsou dokonce oznaCovany za rizikovy faktor, ktery
muize byt jednou z pfi¢in soucasného masivniho nartistu alergickych onemocnéni.
bezbunééné¢ a podjednotkové vakciny, coz jsou chemicka individua s pfesné
definovanym a kontrolovatelnym slozenim. Druhd stranka pouziti rekombinantniho
CyaA jako nosice pro dopravu cizorodych antigent je mozna jesté zajimavéjsi. Jak bylo
Jiz popséano vyse, klasické vakciny jsou zaméfeny ptredevsim na vyvolani protilatkové
imunitni odpovédi a jsou ucinné proti bakteriim a viriim (obecné nazyvanym antigeny)
nachazejicim se v extracelularnim prostfedi organismu. Jedna se o imunitu zajistovanou
B-lymfocyty, jez produkuji protilaitky do extracelularniho prostfedi, kde interaguji
s epitopy piislusnych antigent, které mohou byt néslednymi reakcemi odstranény.
V ptipadé¢ rekombinantniho CyaA je vSak vyrazné¢ posilovana bunéfnd imunitni
odpovéd,, zajistovana cytotoxickymi CD8" a pomocnymi CD4" T-lymfocyty’ ', coZ je
odpovéd’ dilezita pro rozeznavani a ndsledné zniCeni bunék napadenych bakteriemi a
viry, nebo nadorovych bunék. Tteti strdnkou pouziti CyaA pro vakcinaci je stranka
ekonomickd. Je nasnad¢, ze namisto nékolika klasickych vakcin by bylo vyhodné&jsi
podani jedné Sirokospektralni vakciny. Nasim ukolem bylo tedy ovéfit, zda lze k uéinné
imunizaci proti M. tuberculosis pouzit detoxifikovany, rekombinantni CyaA s vlozenym
TB10.4 antigenem.

V této praci jsme porovnavali protektivni vlastnosti antigenu TB10.4 podaného
v DMT adjuvans (smés DDA, MPL a TDM) s toxoidem CyaA-TB10.4, ktery se vaze na
integrin CD11b/CD18. K testovani, zda je CyaA vhodnym nosi¢em pro vakcinu proti
infekci M. tuberculosis, jsme zkonstruovali n€kolik rtiznych detoxifikovanych fiznich

proteini CyaA, které obsahovaly cely protein TB10.4 nebo pouze jeho casti zahrnujici
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CD8" T-bunéény epitop TB10.4:20-28. Tyto proteiny a peptidy byly geneticky vloZeny
do dvou permisivnich mist v AC doméné (posice 233 a 336). Sest zosmi
zkonstruovanych CyaA toxoidl bylo schopno in vitro dopravit epitop TB10.4:20-28 pro
prezentaci na molekulach MHC I s vyssi nebo srovnatelnou Gc¢innosti jako minimalni
epitop TB10.4:20-28. VSechny toxoidy s vloZzenym epitopem v posici 233, s vyjimkou
CyaA-TB10.4:20-28-OVA, dopravovaly antigen a prezentovaly jej s vy$si u€innosti nez
v pozici 336. Je zajimavé, Ze CyaA fazovany s celym proteinem TB10.4 dopravuje
CD8" T-bunéény epitop TB10.4:20-28 stejné ucinné jako CyaA obsahujici pouze
minimalni epitop TB10.4:20-28 nebo tento epitop s prirozenou piesahujici sekvenci.
Avsak purifikovany protein TB10.4 neni schopen prezentace na molekulach MHC I.
Schopnost CyaA dopravovat epitop TB10.4:20-28 do drahy pro prezentaci na MHC I
molekulach in vitro, byla potvrzena i pokusy in vivo. Imunizace mysi toxoidem CyaA
nesoucim cely protein TB10.4 nebo pouze jeho fragment TB10.4:15-33 vedla
k navozeni ucinné TB10.4 specifické CTL odpovédi. Presto vSak byly zapotiebi dvé
davky rekombinantniho CyaA v pfitomnosti alum.

Krom& CD8" T-bunééné odpovédi jsme také srovnavali CD4" T-bunéénou
odpovéd’ vyvolanou podanim proteinu TB10.4 v DMT adjuvans nebo toxoidem CyaA-
TB10.4:1-96-OVA v alum. Pokud jsme pouzili peptid TB10.4:74-88, ktery obsahuje H-
2? CD4" T-bun&ny epitop, byly oba proteiny schopny stimulovat specifickou Tyl
CD4" T-bunéénou odpovéd. Nicméné TB10.4:74-88 specifickych T-bunék bylo po
podani proteinu TB10.4 v DMT znacn€ vice neZ po imunizaci toxoidem CyaA-
TB10.4:1-96-OVA v alum, pfesto vSak bylo toto mnozstvi ¢tyfikrat nizsi néz po BCG
imunizaci. Nehled¢ na to, ze imunizace proteinem TB10.4 v DMT vyvolava vysoce
polyklonalni T-bunéénou odpovéd, ale CD4" T-bunééna odpovéd’ po podani toxoidu
CyaA-TB10.4:1-96-OVA je specifickd pouze pro epitop TB10.4:74-88. Zajimavé také
je, ze specifita T-bunééné odpovedi vyvolané imunizaci proteinem TB10.4 v DMT je
srovnatelnd se specifitou T-bunécné odpovédi po BCG vakcinaci. Je také nutné
poznamenat, Ze tato silna polyklonalni CD4" T-bun&na odpovéd byla navozena jiz po
podani jediné davky proteinu TB10.4 v DMT.

Dale byly testovany protektivni vlastnosti proti infekci M. tuberculosis proteinu
TB10.4 podanému v DMT a toxoidu CyaA v alum, ktery obsahoval bud’ cely antigen
TB10.4 nebo pouze jeho CD8" T-bun&ny epitop. Avsak pouze imunizace proteinem
TB10.4 poskytovala jistou ochranu. Tato data tudiz potvrdila jiz dfive pozorovanou

skute€nost, ze imunizace mysi proteinem TB10.4 v adjuvans slozeném z DDA a MPL
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poskytuje vyznamnou ochranu proti infekci M. tuberculosis’''. To tedy piedurduje
antigen TB10.4 jako vhodného kandidata pro podjednotkovou vakcinu proti
M. tuberculosis. Dosud bylo identifikovano pouze nékolik malo antigent, které

poskytuji protektivni imunitu proti M. tuberculosis®"*"?

. BCG vakcinace neposkytuje
dospélym jedinciim dostatecnou ochranu proti plicni formé onemocnéni, ackoli v détstvi
poskytuje odpovidajici imunitu proti rozsitenym formam tuberkulosy. Protein TB10.4 je
produkovan 1 BCG, proto by pfeoCkovani timto antigenem mohlo zvysit poskytovanou
ochranu.

Imunitni odpovéd’ proti M. tuberculosis je velmi komplexni a zahrnuje spolecné
plisobeni CD4" a CD8" T-lymfocyti, ale i bunék vrozené imunity jako jsou napt. NK

butiky. CD4" T-buiiky jsou primarnd dileZité v obrané proti M. tuberculosis®*>""a

zejména se pak uplatiiuje jejich produkce IFN-y*'*

. Jisté spory vSak existuji kolem role
CD8" T-lymfocytl. Nékteré studie povazuji CD8" T-buiiky pfi obrané proti
M. tuberculosis za dilezité, ale jiné maji zato, Ze nejsou zapotfebi’'’. Ochrana proti
infekci M. tuberculosis vSak nebyla pozorovana po imunizaci CyaA-TB10.4:15-33-
OVA, ktery je schopen indukovat CD8" CTL odpovéd. Jesté vice piekvapivé bylo
zjisténi, Ze ani imunizace toxoidem CyaA-TB10.4:1-96-OVA, ktery vyvolava jak CDS",
tak Tyl CD4" T-bunéénou odpovéd, neposkytuje ochranu proti tuberkulose. Tento fakt
by mohl byt wvysvétlen malym mnozstvim TB10.4 specifickych Tyl bunck
indukovanych témito imunogeny. V naSem modelu jsme také pozorovali souvislost
mezi poskytovanou ochranou a poctem TB10.4 specifickych T-bunék a jejich
schopnosti produkovat riizné hladiny IFN-y.

Nase vysledky také upozoriiuji na dilezitost spusténi adekvatni odpovédi
imunitniho systému, ktery zabezpe¢i pIné protektivni imunitni odpovéd proti
M. tuberculosis. Podjednotkové vakcina potiebuje U¢inné adjuvans a nosi¢, které
vyvolaji pfisluSnou imunitni odpovéd’. Mélokdy jsou totiz vysoce purifikované antigeny
také vysoce imunogenni. Dal$i dulezité omezeni téchto vakcin je zaloZzeno na tom, ze
rozpustny antigen je jen ziidkakdy dopraven pro prezentaci na molekulach MHC I, a
proto také nejsou aktivovany CD8" T-buiiky. Adjuvans, které jsou v soucasné dobé
schvélena pro pouziti na lidech (alum a MF59), indukuji Ty2 polarizovanou imunitni

odpovéd a nepodporuji protektivni odpovéd proti M. tuberculosis™ ****3*!

. Lepsi
porozumeéni aktivace imunitniho systému v odpovédi na invasi patogenit vedlo

k objeveni novych adjuvans.
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Prokazali jsme, Ze CyaA muze in vivo indukovat obé Tyl 1 CTL odpovéd a to
jak v neptitomnosti adjuvans tak dokonce i pfi podani s Ty2 adjuvans jako je alum. Po
vylou€eni moZnosti, Zze za imunogenicitu CyaA jsou zodpovédné dendritické¢ bunky
neptimo aktivované CD4" T-buiikami, se ukazalo, ze CTL odpovéd je indukovana i po
podani CyaA myS$im, které postradaji MHC II (MHC II /). Krom¢ dopravy antigent do
dendritickych bunék muze tedy CyaA také indukovat pfirozeny obrany systém a
podporovat tak vyvolani adaptivni imunitni odpovédi. Nicméné ani tyto
imunomodulacni signaly v mySich modelech v kombinaci s proteiny jako TB10.4,
ESAT-6 nebo Ag85A nejsou dostacujici k vyvolani protektivni odpovédi proti
M. tuberculosis. Nicmén¢ navzdory témto omezenim zlstava CyaA, diky své
schopnosti dopravovat antigeny do dendritickych bunék a aktivovat jak CD4" tak CD8"

T-bunécnou odpovéd’, slibnym kandidatem pro vyvoj vakciny proti tuberkulose.
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8 ZAVERY

PRODUKCE INTEGRINU CD11b/CD18

EXPRESE A PURIFIKACE PODJEDNOTKY CDI11b PRO PRIPRAVU PROTILATEK VHODNYCH

K DETEKCI METODOU WESTERN BLOT

» Byly produkovany a purifikovany ctyfi ¢asti podjednotky CD11b pro pfipravu

protilatky, které byly pouzity pro imunizaci mysi a pfipravu specifickych protilatek.

EXPRESE INTEGRINU CD11b/CD18 v S2 BUNKACH - HMYZIM EXPRESNIM SYSTEMU

» Bylo ukazano, zZe prestoze byla detekovana nizka hladina intracelularni exprese
podjednotky CD11b, tak S2 buiiky nejsou schopny ucinné transportovat tuto
podjednotku na sviij povrch nebo sekretovat jeji extracelularni doménu do média. A
to ani v piipadé, Ze je opatfena signalnim peptidem specifickym pro tyto bunky.
Déle bylo prokézano, ze pouziti plasmida pro konstitutivni nebo inducibilni expresi

proteinli nema vliv na hladinu exprese podjednotky CD18.

ANALYSA INTERAKCE RTX TOXINU S B, INTEGRINY — ROLE GLYKOSYLACE

RECEPTORU VE VAZBE RTX TOXINU

» Vazba CyaA/233FLAG na bunky CHO-CDI11b/CD18, J774A.1 nebo lidské
neutrofily vyzaduje glykosylaci integrinového receptoru CD11b/CD18. A zéaroven
bylo ukazano, ze snizeni vazby CyaA po odstranéni sacharidovéhych fetézcii neni
zpusobeno niz§im mnozstvim integrinu CD11b/CD18 na buné¢ném povrchu nebo
jeho rozpadem na jednotlivé podjednotky CD11b a CD18.

» Vazbu CyaA na bunky produkujici integrin CD11b/CD18 je mozno inhibovat
volnymi sacharidy - chitobiosou, chitotriosou, D-mannosou, N-acetyllaktosaminem
a sialovou kyselinou — sacharidy, které jsou obsazeny v N-glykosidicky vdzaném
oligosacgaridovém fetézci. To ukazuje na lektinovou aktivitu CyaA.

» Intoxikace bunék cAMP zpusobenda CyaA zavisi na stavu glykosylace
integrinového receptoru CD11b/CD18, kterd urcuje vazbu CyaA.

» Glykosylace [, integrinovych receptort hraje kliCovou roli i ve vazebé a

cytotoxické aktivité dal§ich RTX toxind.
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IMUNOLOGICKE  VYUZITI CyaA  JAKO NOSICE PRO  DOPRAVU

MYKOBAKTERIALNICH EPITOPU DO ANTIGEN PREZENTUJICICH BUNEK

» CyaA toxoid, ktery v pozici 336 nesl antigen TB10.4:1-96, nebyl schopen
prezentovat epitop OVA:257-264 (pozice 108) na molekuldch MHC 1.

» Rekombinantni toxoidy CyaA-TB10.4 byly schopny prezentovat epitop TB10.4:20-
28 na molekulach MHC I se stejnou nebo vyssi u€innosti neZ samotny minimalni
epitop TB10.4:20-28.

» Vsechny toxoidy s vloZzenym epitopem v pozici 233, s vyjimkou CyaA-TB10.4:20-
28-OVA, dopravovaly antigen a prezentovaly jej s vyssi u€innosti nez pozici 336

» Rekombinantni toxoidy CyaA-TB10.4 indukovaly silnou a specifickou
cytotoxickou T-bunécnou odpoved’ proti peptidu TB10.4:20-28.

» Toxoid CyaA-TB10.4:1-96-OVA indukoval silnou proliferativni odpovéd
slezinnych bunék.

» Imunizace toxoidy CyaA-TB10.4:1-96-OVA a CyaA-TB10.4:15-33-OVA

nenavodila ochranu proti infekci M. tuberculosis.
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Seznam pouzitych zkratek a symbolt

10 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

A adenylat cyklasova aktivita vzorku [pumol/min/ml extraktu]

Anr radioaktivita (2,8-’H)cAMP v 50 ul reakéni smési [DPM]

Anpv radioaktivita (2,8-’H)cAMP ve vzorku [DPM]

Apg radioaktivita **P v slepém pokusu [DPM]

Apy radioaktivita **P ve vzorku [DPM]

ABC membranovy transportér (z angl. ATP Binding Cassette)

AC adenylat cyklasa, adenylat cyklasovy, -4, -é

ACP acyl pfenasejici protein (z angl. Acyl-Carrier Protein)

ADP adenosindifosfat

Amp ampicilin

aP bezbunécna vakcina proti cernému kasli (z angl. acellular Pertussis)

APC antigen prezentujici buiika (z angl. Antigen-Presentig Cell)

APS persulfat amonny

ATP adenosintrifosfat

BCG bacillus Calmette-Guérin

Bp Bordetella pertussis

bp pary basi ( z angl. base pairs)

BSA hovézi sérovy albumin

bvg Bordetella virulence gene

CaM kalmodulin

cAMP adenosin-3,5 -(cyklicky) monofosfat

CD klastr diference

CFP-10 Culture Filtrate Protein-10

CHO bunécna linie izolovana z vajecniki kiecka zlatého(z angl. Chinese Hamster Ovary cell line)

CPM pocet impulzl za minutu ( z angl. Counts Per Minute)

CR3 komplementovy receptor typu 3

CTL cytotoxické T-lymfocyty

CTLL-2 linie cytotoxickych T-lymfocytt

CyaA adenylat cyklasovy toxin (=ACT)

cyad gen kodujici adenylat cyklasovy toxin

cyaB gen kodujici jeden z proteinil zajistujicich sekreci adenylat cyklasového toxinu

cyaC gen kodujici acyltransferasu umoziujici posttranslaéni modifikaci adenylat cyklasového
toxinu mastnou kyselinou

CyaC acyltransferasa zjist'ujici posttranslaéni modifikaci ACT

cyaD gen kodujici jeden z proteini zajistujicich sekreci adenylat cyklasového toxinu

cyakE gen kodujici jeden z proteinil zajist'ujicich sekreci adenylat cyklasového toxinu

A-DNA DNA bakteriofaga lambda

d fedéni mocovinového extraktu

DDA Dimethyl-Dioctadecyl-Aamonium bromid

DEAE diethylaminoethyl

DNA kyselina deoxyribonukleova

DMT smés adjuvans DDA, MPL a TDM

DNT letalni toxin bakterie B. pertussis

dNTP deoxyribonuklesidtrifosfat

DPM pocet rozpadll za miutu (z ang. decays per minute)

dsDNA dvouvlaknova forma DNA

DT Diphteria Toxin

DTP trivalentni vakcina proti Diphterii, Tetanu, Pertussi

DTT dithiothreitol

E5 geneticky provedena detoxifikace adenylatcyklasového toxinu

E7 onkoprotein lidského papiloma viru 16

Ec Escherichia coli

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

ER endoplasmatické retikulum

ESAT-6 Ecarly Secreted Antigenic Target-6

EU Evropska unie
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FAK fokalni adhesni kinasa

Fey Fc cast IgG

FeyllIB receptor typu 3B pro Fc cast IgG

FHA vlaknity hemaglutinin

Fim fimbrie

FLAG epitop kodovany sekvenci DYKDDDDK

Gal galaktosa

GalNac N-acetylgalaktosa

GDP guanidindifosfat

GlcNac N-acetylglukosa

gpl20 glykoprotein obalky viru HIV

GPI glykofosfatidilinositol

GTP guanidintrifosfat

HlyA a-hemolysin bakterie E. coli

ICAM molekula intercelularni adhese

IL interleukin

IPTG isopropyl B-D-thiogalaktopyranosid

kDa kiloDalton

LacNac N-acetyllaktosamin

LB Luria-Bertani

LCMV virus lymfatické choriové meningitidy (z angl. Lymphocytic ChorioMeningitis Virus)
LktA leukotoxin bakterie P. haemolytica

LPS lipopolysacharid

LtxA leukotoxin bakterie A. actinomycetemcomitans

M malé bivalentni kationty

Man mannosa

MAPK mitogenem aktivovana proteinkinasa

MFI primér hodnot intensity fluorescence (z angl Mean Fluorescence Intensity)
MFP Membrane Fusion Protein

MHC hlavni histokompatibilitni komplex (z angl. Major Histocompatibility Complex)
MIDAS Metal Ion-Dependent Adhesion Site

MPa megaPascal

MPL MonoPhosphoryl-Lipide A

n latkové mnozstvi ATP v 50 ul reakéni smési [pumol]

NEB New England BioLabs

NK ptirozené zabijejici (z angl. Natural Killer)

OD opticka densita

OVA ovalbumin

a->?p radioaktivni fosfor s 32 nukleony v ATP, ADP, cAMP

PCR polymerasova fetézova reakce (z angl. Polymerase-Chain Reaction)
PI fosfoinositol

PI3K fosfoinositol-3-kinasa

PKC proteinkinasa C

PLC fosfolipasa C

PLD fosfolipasa D

Plac laktosovy promotor

Pure hybridni laktosovy a tryptofanovy promotor

PMN polymorfonuklearni lymfocyty

PRN pertaktin

pS pikoSiemens

PTX pertussovy toxin bakterie B. pertussis

r rekombinantni

RPM pocet otaCek za minutu (z angl. Repeats per Minute)

RPMI médium  Roswell Park Memorial Institute Medium

RT pokojova teplota

RTX oznaceni skupiny toxint (z angl. Repeats in ToXin)

RtxB ATP-vazajici protein vnitini membrany, soucast sekre¢niho systému typu I
rtxB gen kodujici ATP-vazajici protein vnitini membrany

RtxD membranovy periplasmaticky protein, soucast sekreéniho systému typu I
rtxC gen kodujici membranovy periplasmaticky protein
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Seznam pouzitych zkratek a symbolt

RtxE

rixE

SAP

SDS
SDS-PAGE
t

TBC

TCF

TCR

TCT
TDM
TEMED
U

uPAR
UV zareni
V3

Vue
WHO

w.t. CyaA
X

kandlovy protein vnéj$i membrany, soucast sekrecniho systému typu I
gen kodujici kanalovy protein vnéj§i membrany

alkalicka fosfatasa (z angl. Shrimp Alkaline Phosphatase)
dodecylsulfat sodny

elektroforesa v SDS-polyakrylamidovém gelu

reakéni Cas [min]

tuberkulosa

trachealni kolonizaéni faktor bakterie Bordetella pertussis

T-bunécny receptor

trachealni cytotoxin bakterie Bordetella pertussis
Trehalosa-Dikoryno-Mykolat

N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin

jednotka ( z angl. unit)

Urokinase-type Plasminogen ActivatoR

ultrafialové zéteni

variabilni region

objem pfidaného fedéného extraktu [ml]

Svétova zdravotnicka organizace (z angl. World Health Organization)
oznaceni pro pivodni CyaA (z angl. Wild Type)

libovolna aminokyselina
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