4 ZAVERY

PRODUKCE INTEGRINU CD11b/CD18

PRODUKCE A PURIFIKACE PODJEDNOTK Y CD11b PRO PRIPRAVU PROTILATEK VHODNYCH K DETEKCI

METODOU WESTERN BLOT
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Byly produkovéany a purifikovany Ctyfi ¢asti podjednotky CDI1b, které byly pouzity

pro imunizaci mysi a piipravu specifickych protilatek.

PRODUKCE INTEGRINU CD11b/CD18 v S? BUNKACH - HMYZIM EXPRESNIM SYSTEMU

Bylo ukézano, Ze prestoze byla detekovéna nizka hladina intracelularni exprese
podjednotky CDI1b, tak S2 bunky nejsou schopny ucinné transportovat tuto
podjednotku na sviij povrch nebo sekretovat Jejf extracelularni doménu do média. A to
ani v piipadé, Ze je opatiena signalnim peptidem specifickym pro tyto buiky. Dale
bylo prokazano, 7e pouziti plasmidi pro konstitutivni nebo inducibilni expresi

proteind nema vliv na hladinu exprese podjednotky CD18.

ANALYSA INTERAKCE RTX TOXINU S B: INTEGRINY — ROLE GLYKOSYLACE

RECEPTORU VE VAZBE RTX TOXINU
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Vazba CyaA/233FLAG na buiky CHO-CD11b/CD18. J774A. | nebo lidské neutrofily
vyzaduje glykosylaci integrinového receptoru CD11b/CDI8. A zéroveii bylo ukézano.
ze snizeni vazby CyaA po odstranéni sacharidovéhych fetézci neni zpusobeno nizsim

mnoZstvim integrinu CD11b/CDI8 na bun&cném povrchu nebo jeho rozpadem na

Jednotlivé podjednotky CD11ba CD18.

Vazbu CyaA na buiiky produkujici integrin CD1 Ib/CD18 je mozno inhibovat volnymi
sacharidy - chitobiosou. chitotriosou. D-mannosou, N-acetyllaktosaminem a sialovou
kyselinou —  sacharidy. které jsou obsazeny v N-glykosidicky  vazaném
oligosacgaridovém fetézci. To ukazuje na lektinovou aktivitu CyaA.

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

Glykosylace B, integrinovych receptort hraje klicovou roli i ve vazebé a cytotoxické

aktivité dalsich RTX toxini.



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 molekulach MHC L.

Rekombinantni toxoidy CyaA-TB10.4 byly schopny prezentovat epitop TB10.4:20-28
na molekulach MHC I se stejnou nebo vys§i G¢innosti nez samotny minimalni epitop
TB10.4:20-28.

Viechny toxoidy s vlozenym epitopem v pozici 233, s vyjimkou CyaA-TB10.4:20-28-
OVA. dopravovaly antigen a prezentovaly jej s vy3si uinnosti nez pozici 336
Rekombinantni toxoidy CyaA-TB10.4 indukovaly silnou a specifickou cytotoxickou
T-bunéénou odpoveéd’ 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.




