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Prvni cast této dizertacni prace se vénuje molekularnimu mechanismu plsobeni
adenylat-cyklazového toxinu (CyaA). Tento protein z rodiny RTX toxinl je sekretovany
gramnegativni bakterii Bordetella pertussis, kterd zptisobuje infekéni onemocnéni nazyvané
cerny kaSel. CyaA hraje klicovou roli ve schopnosti tohoto patogena kolonizovat sliznice
hornich cest dychacich a to diky schopnosti potlacovat baktericidni funkce myeloidnich
fagocytujicich bunék imunitniho systému hostitele. CyaA se vaze na integrin CD11b/CD18
(oznacovany také jako CR3 nebo amf,) téchto bunék, vytvaii v jejich bunéénych membranach
malé kation-selektivni kandly, a dopravuje do jejich cytozolu N-koncovou adenylat-
cyklazovou (AC) doménu. Ta je po svém pruniku do bunécného cytozolu aktivovana
navazanim eukaryotického kalmodulinu a katalyzuje velmi efektivni pfeménu ATP na cAMP,
jednu z kli¢ovych molekul bunécné signalizace. Tim dochazi v napadenych bunkach k nartstu
hladiny cAMP, coz vyvold rychlou ztratu schopnosti fagocytdézy pomoci Fc-receptort a
oxidativniho vzplanuti téchto bunék.

CyaA ma unikatni schopnost pfenaSet svou AC doménu do cytozolu bunék piimo
z cytoplazmatické membrany. Cely proces je velmi pravdépodobné pohanén membranovym
potencialem, a vyzaduje strukturni integritu a kooperaci vSech domén RTX podjednotky,
posttranslacni modifikaci CyaA zbytkem mastné kyseliny a fyziologické koncentrace
vapenatych iontl. Zde jsme analyzovali 18 mutantnich variant proteinu CyaA, které maji
prekryvajici se delece v AC doméné a nesou CD8" OVA epitop, a ukazali, Zze prvnich 371
N-koncovych aminokyselinovych zbytkll je postradatelnych pro dopravu OVA epitopu do
cytozolu dendritickych bunék. To napovidé, ze AC doména aktivné nepoméaha své doprave, a
procesu cytozolické penetrace se ucastni jako pouhy cestujici.

Dale jsme ukézali to, ze CyaA inhibuje baktericidni aktivity makrofagl tim, ze
vyvolava neproduktivni morfologické zmény a reorganizaci aktinového cytoskeletu. Jako
prvni jsme také pozorovali to, Ze velmi nizké koncentrace CyaA a néasledna cAMP signalizace
zpisobuji v makrofazich rychlou, a skoro Uplnou, inhibici komplementem zprostiedkované
fagocytdzy. Podafilo se nam také ukazat, ze reorganizace aktinového cytoskeletu a inhibice
komplementem zprostfedkované fagocytézy vyvolana CyaA je zpusobena inaktivaci
signalizace proteinu RhoA. Vedle toho jsme rovnéZz charakterizovali schopnost CyaA
regulovat maturaci dendritickych bun¢k a ukazali, ze CyaA potlacuje expresi CD40 a CD54
molekul a zvySuje produkci IL-10 po pisobeni LPS. Déle jsme ukazali, ze dendritické bunky
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jez byly vystaveny pusobeni CyaA, maji nizs§i schopnost aktivovat proliferaci antigen-
specifickych CD4" a CDS8" T bungk, a odhalili jsme kli¢ovou ulohu cAMP-aktivované PKA
v téchto dé&jich. Nase vysledky prohloubily pfedchozi znalosti o plisobeni CyaA na myeloidni

efektorové bunky imunitniho systému.

Druhd cast této dizertaéni prace se zabyva pouzitim adenylat-cykldzového toxoidu
(CyaA/AC) s geneticky odstranénou enzymatickou aktivitou, jako nového nereplikativniho
vektoru pro dopravu antigent do antigen prezentujicich bunck (APC). CyaA/AC" toxoidy
byly jiz diive Gspesné vyuzity k dopravé vlozenych bakterialnich, virovych nebo nadorovych
antigennich epitopt do cytozolu APC a k navozeni specifické cytotoxické CD8" T-bun&éné
(CTL) odpovédi. Zde jsme analyzovali schopnost CyaA-CSP toxoidd, které nesou CDS"
epitop z CSP (circumsporozoite protein) Plasmodium berghei, vyvolavat protektivni imunitni
odpovéd’ v mySim modelu maldrie.

Imunizace mysi CyaA-CSP toxoidem vedla k indukci CSP-specifickych CD8" T
bun¢k, ale nedoslo knavozeni protektivni imunitni odpovédi proti nasledné aplikaci
sporozoitlt P. berghei. Nicméné, pokud jsme podali anti-CTLA-4 protilatku béhem druhé
(,,boost*) imunizace, nebo pokud byl CyaA-CSP pouzit v kombinaci s oslabenym kmenem
bakterialni vakciny Salmonella, ktera dopravovala CSP epitop do cytozolu bun¢k pomoci
sekre¢niho aparatu typu tfi, doslo ke zvyseni po¢tu indukovanych CSP-specifickych CD8" T
bunék a k navozeni protektivni imunity. Tyto vysledky ukazuji na potencial CyaA toxoid
vzbuzovat protektivni imunitni odpoved’ proti parazitické infekci a zesilovat Gcinek jinych

vakcin v heterolognim schématu imunizace.
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