PRIRODOVEDECKA FAKULTA UNIVERZITY
KARLOVY V PRAZE

KATEDRA BUNECNE BIOLOGIE

BAKALARSKA PRACE

Vapnikova signalizace v burikach a interakce

hostitel-patogen

Eva PospiSilova

Skolitel: RNDr. Jiti Masin, PhD.

2007/2008



ADSEraKt s 3
D) UVOA oo s ee s eesseeesseess s eeseseseeeeseesens 5
2) Vapnikova signalizace v buiikkich ... 5
2.1) Uvod k vapnikové signalizaci  ...cocoooovvvieeeeieeeeceee e 5
2.2) MItochondIie  .........occoiiiiiiiiiiceeeeeccce e s 7
2.3) Endoplasmatické Retikulum (ER) ..., 7
2.4) Vapnikové kanadly a pumpy ...........cocoooiiiiiiniiee e 7
2.5) CaZ @ APOPLOZA oo 9

3) Bakterie a bakterialni toxiny vyvoldvajici zmény v intracelularni

koncentraci vapenatych iontll ...............ccocooooorieiirieiniene s 10

4) Adenylat cyKIAZOvY tOXin ...........ccccocovvieiiiiiece e, 13
4.1) Bakterie Bordetella pertussis ....................ccccovvueevuieiieeeieincreeeireesiseennenns 13

4.2) Struktura CyaA e s 14

4.3) Mechanismus U¢inku CyaA ..o 17

4.4) Vl0iv toxinu na builKy ..........cccoooviiiiiiiiciieeee e 19

4.5) Doprava antigenu do antigen prezentujicich bunék ... 19
SYZAVEL ...ttt aean 21

6) Pouzita literatura ..., 22



Abstrakt

Vapnikova signalizace je zasadni pro regulaci mnoha buné¢nych pochodi, jakymi jsou
naptiklad buné¢nad proliferace a diferenciace, nebo buné€na smrt. Vapnikova homeostaze také
hraje roli v obrané hostitele proti patogenim. Né&které bakterie proto vyvinuly zplsoby, jak
hladinu vapniku v buiice ovliviiovat a to bud’ pfimo, nebo pomoci tzv. faktorii virulence. Mezi
tyto faktory patfi i adenylat cyklazovy toxin (CyaA) bakterie Bordetella pertussis, patfici
mezi RTX (Repeats_In Toxin) toxiny. Je to multifunkéni protein, ktery jako jediny znamy
toxin translokuje svoji adenylat cyklazovou doménu do buikky bez nutnosti endocytdzy.
Cilovymi buiikami CyaA jsou pievazné profesiondlni antigen prezentujici buriky nesouci na
membrané receptor pro CyaA - integrin CD11b/CD18. Po translokaci enzymatické adenylat
cyklazové domény do cytozolu buiiky a po aktivaci bunéénym kalmodulinem spousti tento
enzym nekontrolovatelnou pteménu ATP na cAMP, coz ma za nasledek ztratu baktericidnich
schopnosti infikovanych buné€k, nebo i1 apoptézu makrofagli. Enzymaticky neaktivni CyaA ma
také zajimavé imunologické vyuziti, pouziva se jako néstroj pro dopravu cizorodych antigeni
do antigen prezentujicich bun€ék a tim k navozeni T-bunéfnych odpoveédi proti t€mto

antigentim.

Abstract

Calcium signalling is crucial for many cellular processes, including proliferation,
differentiation and cell death. Calcium homeostasis is also involved in host defense against
pathogens and some bacteria developed mechanisms and virulence factors that manipulate
intracellular calcium level in host cells. One of them is the RTX toxin (Repeats In Toxin)
family adenylate cyclase toxin (CyaA) of Bordetella pertussis. CyaA is a multifunctional
protein that can translocate its adenylate cyclase domain into the target cell cytosol directly
across the cytoplasmic membrane, without the need for toxin endocytosis. The
physiologically most relevant cellular targets of CyaA appear to be the profesional antigen
presenting cells bearing the membrane integrin CD11b/CD18 receptor for CyaA. After
translocation of enzymatic adenylate cyclase domain into the cytosol and following activation
by eucaryotic calmodulin, the toxin catalyzes uncontroled conversion of ATP to cAMP. This
causes loss of bactericidal functions of target cells and death of macrophages. Enzymatically

inactive CyaA also has interesting imunological application. It is used for delivery of



passenger antigens into antigen presenting cells for processing and induction of specific T-cell

responses.
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1) Uvod

Bakterie Bordetella pertussis produkuje adenylat cyklazovy toxin, ktery patii do rodiny RTX
toxind. Tento toxin interaguje s butikami imunitniho systému, nesoucimi v cytoplazmatické
membrané integrinovy receptor CD11b/CD18, jako jsou makrofagy a neutrofily. Tento
multifunkéni toxin je zajimavy z mnoha hledisek. Jako jediny znamy toxin translokuje svoji
adenylat cyklazovou doménu do buriky pfes membranu, nezavisle na receptorem-
zprostfedkované endocytoze. Pfi tomto procesu dochdzi k masivnimu vstupu vépenatych
iontll do cytoplazmy buiiky. Je zndmo, Ze vapnik hraje v burice velmi dileZitou ulohu, mé
funkci tzv. druhého posla a jeho koncentrace je vbunééné cytoplazmé€ velmi piisné
regulovana. Vysledky z na$i laboratofe ukazuji, Ze vstup vapniku do buiiky uc¢inkem toxinu
hraje ulohu v pfesunu komplexu toxin-integrin do lipidovych mikrodomén, stejné tak hraje
roli vnasledné endocytéze toxinu. Adenylat cyklazovy toxin s vloZenymi cizorodymi
antigeny je také pouzivan jako nosi¢ pro dopravu cizorodych antigeni a néslednou indukci
CD4" a CD8" T - bun&nych odpovédi proti bakteriim, virim nebo nadorim. Vstup
vapenatych iontli proto miZe ovliviiovat i toxinem-zprostfedkovanou dopravu cizorodych
antigeni na MHC II, nebot’ k dopravé na MHC II je vyuZivana receptorem-zprostiedkovana
endocytéza zavisla na klathrinu. V této bakalarské praci jsem se snazila shrnout zékladni
pochody, které vedou k vapnikové signalizaci v burikach a déle jsem se zabyvala bakteriemi a
bakteridlnimi toxiny, které jsou schopny narusit vapnikovou rovnovahu v buiice. Velka ¢ast
prace je také vénovana adenyldt cykldzovému toxinu, hlavnimu pfedmétu zdjmu nasi

laboratofe.

2) Vapnikova signalizace v buiikach
2.1) Uvod k vapnikové signalizaci

lIon Ca’" funguje v buiikach jako univerzalni signalni molekula, tzv. druhy posel.
Pojem druhy posel vznikl s objevenim cAMP a popisuje malé molekuly produkované buiikou
po stimulaci, které jsou schopné regulace bunéénych procesti. VSechny maji stejny, zdanliveé
jednoduchy mechanizmus: stimulace buriky vyvola zvySeni koncentrace druhého posla, ten se
navaZe na cilové molekuly, tim modifikuje jejich aktivitu a nasledné vyvold specifické
odpovédi. Timto zdanlivé jednoduchym mechanizmem muiZze Ca®* regulovat celou fadu
odlisnych funkci, jako je napiiklad proliferace buiiek, genova exprese nebo apoptdza
(Bootman et al., 2006) (viz obrazek 1). Ca*" signaly jsou bud’ elementdrni, zaloZené na

otevieni jednoho nebo vice bunéEnych kanali, nebo globalni, které tvoii vapnikové viny Sifici



se celou burkou (Berridge et al., 1998). Hlavni roli v regulaci Ca** vbuiice ma
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endoplazmatické retikulum, jadro, mitochondrie a Golgiho aparat. VSechny tyto bunécné
komponenty jsou uzce propojeny, coz hraje kliCovou roli vregulaci vnitrobunééné
koncentrace Ca’*. Mimobun&&na koncentrace Ca”" je asi 2 mM, vnitrobunééna koncentrace
vapniku v klidové buiice asi 0,1 pM. Po stimulaci mize koncentrace volného Ca®* v buiice
vzrist az na 1-3 pM. Eukaryotické buiiky zvy3uji cytoplazmatickou koncentraci Ca** dvéma
zplsoby: uvolnénim vépenatych iontl ze zdroji uvniti buiiky, nebo vstupem vapniku z
vn&jsiho prostfedi. Ca®" z jeho zasobaren v bufice uvoliiuji druzi poslové. Je to bud’ sam Ca®",

InsP3;, cADP ribosa a nebo naptiklad nikotinamidadenindinukleotid (Parekh and Putney,

2005).

Kontrakce Bunééna smrt

Metabolizmus Bunéén3 proliferace

Sekrece Excitace neurond

s

Mitochondrie

pusfry

Obrazek 1: Zakladni vapnikova signalizace v buiice

VOC - napétim-ovladané kanaly, ROC - receptorem-ovladané kanaly, SOC - kanaly aktivované po vyprazdnéni
buné&énych zasobaren, ER - endoplazmatické retikulum, SR - sarkoplazmatické retikulum, cADP ribdza -
cyklicka Adenosin Difosfat rib6za, RyR - Ryadoninovy receptor, InsPsR - inositol 3-fosfatovy receptor, PLC -
fosfolipaza C, PIP; - fosfatidyl inositol difosfat, R - receptor, SERCA - sarkoplazmaticka / endoplazmaticka Ca®
ATPasa, PMCA - membranova Ca’* ATPasa (plasma membrane Ca* ATPase).



2.2) Mitochondrie

Mitochondrie maji velkou schopnost akumulace vépniku a vnitfek mitochondrie
obsahuje pufraéni systém, chranici pted pfiliSnym nartistem koncentrace Ca®". Véapnik muize
opustit mitochondrii pomoci tzv. ,,permeability transition* pord (PTP) (Duchen, 1999), které
aktivuje sam vapnik ve vnitiku mitochondrie (Ichas et al., 1997). Otevieni té€chto poéri mize
vést ke kolapsu transmembranového potencidlu mitochondrie, ktery vede k uvolnéni
cytochromu ¢ a kon¢i apoptézou buiky (Berridge et al., 2000). Z dosavadnich vysledku
vyplyva, e mitochondrie dokaZe nejen vyrovnat hladinu Ca®* v cytoplazmé na fyziologickou
koncentraci, ale navic mitochondrie akumulaci Ca** ptisné kontroluje bun&ny energeticky
metabolizmus modulaci aktivity enzymd mitochondridlni matrix. Mitochondrie také
ovlivnénim koncentrace cytozolického Ca®*" ovliviiuje bun&éné funkce zavislé na tomto iontu

(Brini, 2003).

2.3) Endoplazmatické Retikulum (ER)

Mezi hlavni funkce ER patii ,,skladovani‘ Ca”*, skladani, modifikace a tfidéni
proteini. Je zde mnoho na Ca®' zavislych chaperond, které dohliZzi na to, aby nové
syntetizované proteiny byly spravné sloZeny a ty jsou pak transportovany dale do svého mista
urCeni. ER se dale ucastni bunééného transportu (Gorelick and Shugrue, 2001), uvoliiovani
stresovych faktori (Kaufman, 1999), regulace metabolismu cholesterolu (Brown and
Goldstein, 1999) a apoptozy (Ferri and Kroemer, 2001). Mnoho z téchto procesi vyZaduje
Ca*", apoptéza a S$patné sklddani proteini miZze byt vyvolano dlouhodobym snizenim
koncentrace Ca’* v ER (Parekh and Putney, 2005). ER slouzi jako zasobarna pro vapnik,
proto je dillezité aby hladina Ca®* v ER nebyla udrzovana pfili§ nizka. Dopliiovani hladiny

Ca®" v ER je proto jednou z dilezitych funkci kazdé eukaryotické buriky.

2.4) Vapnikové kanaly a pumpy
Kanald, kterymi vstupuje Ca** do buiiky je nékolik typti (Heinemann, 2002):

Prvnim typem jsou napétim-ovladané Ca>* kanaly. Nachazeji se hlavné ve svalovych a
nervovych burikach, kde jsou aktivovany depolarizaci plazmatické membrany. Skladaji se
obvykle z p&ti podjednotek (a, as, B, v, 8). Podjednotka al funguje jako Ca®* poér a ostatni
podjednotky jsou regulac¢ni. Jsou klasifikovany na zdkladé¢ elektrofyziologickych a
farmakologickych vlastnosti. Napétim-ovladané kanaly se dé€li na n€kolik skupin: jsou znamy
tzv. T, L, N, P/Q a R typy. T - typ kanald, aktivovany nizkym napétim, je dilezity pro

rytmickou aktivitu bun€k srde¢niho svalu. P/Q a N- typ se uc€astni pfenosu nervového



vzruchu. L - typy kanali se vyskytuji v $irokém spektru bun€k a jsou zodpovédné za
propojeni excitace svalové buriky sjeji kontrakci. V pfi¢n¢ pruhovanych svalech jsou
propojeny  sryadoninovym  receptorem, ktery  zprostfedkovavd uvolnéni Ca’’
ze sarkoplazmatického retikula (SR) po aktivaci L - typu Ca®* kanald.

Dalsim typem véapnikovych kanali v burikach jsou receptorem-ovladané Ca®* kanaly.
Tvoifi heterogenni skupinu, vétSinou se nalézaji na sekre¢nich buitkkdch a nervovych
zakonéenich. Dobfe znamym typem tohoto kandlu je napf. nikotinovy acetylcholinovy
receptor. Je aktivovan vazbou ligandu, kterym muize byt ATP, serotonin, glutamat nebo
acetylcholin, na extracelularni doménu kanalu.

Dal8im typem véapnikovych kanald jsou mechanicky aktivované kanaly. Nachazeji se
na cytoplazmatické membrané mnoha typi buriek a pienaSeji do buiky informace o
deformaci buiiky. Proteinové sloZeni kanalu neni dosud znadmo. Pfikladem mechanicky
indukované vapnikové signalizace jsou vapnikové viny v epitelidlnich burikach v pridusnici,
kde naptiklad deformace jediné buriky muize vést k indukci vapnikové viny, ktera se §iti dale
mezi burikami. Tyto viny pak burky synchronizuji (Dirksen and Sanderson, 1990). To
pomaha napfiklad pii odstranéni hlenu a cizich ¢astecek z plic.

Tzv. SOC kandly (ze ,Store-Operated Channels) se aktivuji vyprazdnénim
intracelularnich zasobéren véapniku v endoplazmatickém retikulu (ER). Mechanizmus, jakym
kanaly tento nedostatek Ca®* rozpoznaji je zatim nejasny, ale je zde nékolik hypotéz (Barritt,
1999; Parekh and Putney, 2005). Nejrozsifen&j§i je nazor, Ze vyprazdnéni Ca®* zasobaren
v ER vede k produkci bunééného metabolitu (tzv. "calcium influx faktor"), ktery ptimo ¢i
nepfimo aktivuje Ca’>* SOC kanaly v plazmatické membrané. Dalsi moznosti, jak by mohly
byt aktivovany SOC kanaly je jejich ptimé propojeni s inositol 1,4,5-trisfosfatovymi
receptory (InsP3;R) nebo ryanodinovymi receptory (RyR). Vypada to, Ze vyprazdnéni
zasobaren vapniku v ER/SR vede ke konformaéni zméné InsP;R nebo RyR. Konformaéni
zména téchto receptort je pak pfenesena na SOC Ca’* kanal a tim se aktivuje vstup Ca’* do
buriky . Tyto kandly jsou nejroz$ifen€j§im typem vapnikovych kanala v burice.

Poslednim typem jsou kanaly aktivované druhymi posly. Tyto kanaly jsou obecné
aktivovany po stimulaci builkky hormonem nebo ristovym faktorem. VétSinou tvofi
nespecifickou cestu pro prinik kationtl (Barritt, 1999). Druhych posli aktivujicich vstup Ca®
je mnoho, od mastnych kyselin jako arachidonova kyselina, po anorganické kyslikové a

dusi¢né radikaly nebo samotny Ca>* (Bootman et al., 2002).



Dale jsou v butice kanaly, jimiZ je Ca®* uvoliiovan z vnitinich zésobaren do buiiky.
Patii mezi n¢ inositol 1,4,5-trisfosfatové receptory (InsP;R). Vazba mnoha hormonid a
rustovych faktorti ke specifickému receptoru na plazmatické membran¢ vede k aktivaci
fosfolipazy C, kterda hydrolyzuje fosfolipidy a vytvaii inositol 1,4,5-trisfosfat (InsP3;) -
druhého posla. Ten, piesto Ze je tvofeny zlipidu, je rozpustny ve vodé a prostupuje
plazmatickou membranou. V buiice pak reguluje InsP3;R, nachazejici se v membran¢ ER.
Tyto kanaly, po navéazani InsP; zmé&ni konformaci a dochazi k uvoliiovani Ca®* z ER do
cytoplazmy. InsP;R jsou velké struktury (~1200kDa), tvofené 4-mi podjednotkami. InsP;R
mohou byt kromé& InsP; jesté regulovany koncentraci Ca®>* v cytozolu buiiky. Mimy vzestup
v koncentraci Ca®* (0,5-1uM) podporuje otevieni kanalu, zatimco koncentrace nad 1uM
otevirani inhibuje (Bootman et al., 2006). Tato zavislost InsPsR na koncentraci Ca®" je
rozhodujici pro bun&énou Ca®* signalizaci (Bootman et al., 2006). InsP;R jsou kovalentn&
modifikovany a ovliviiovany i fadou alosterickych interakci. InsP3;R vazi fadu proteind, a tim
ur€uji jejich lokalizaci v butice a méni jejich aktivitu (Roderick and Bootman, 2003). N&které
z téchto proteint jako napt. Bcl-2 jsou regulatory dilezitych bunéénych pochodi. Dalsi jsou
enzymy, jako napf. protein kinaza A, ktera reguluje fosforylaci InsP3;R (Bootman et al., 2006).

Dal8im typem kanall, které uvoltiuji vapnik z jeho vnittnich zdrojii do buiiky jsou
ryanodinové receptory (RyRs). Tyto receptory jsou strukturné a funkéné€ podobné InsP3;R ale
jsou piibliZzn€ 2x vodivéj$i a maji 2x vétsi molekulovou hmotnost. Jsou, stejné jako InsP;R
citlivé k cytoplazmatickému Ca?*, ale aktivovany a inhibovany jsou pii jeho vys$Sich
koncentracich (aktivace ptfi 1-10uM, inhibice pii >10 pM). InsP;R jsou témét ve vSech
sav¢ich buiikach, zatimco RyR jsou hlavné ve svalovych a nervovych buiikidch. RyR jsou
stejn€ jako InsP3;R kédovany tfemi geny (Bootman et al., 2006). Jsou i dal$i mozné cesty
uvolnéni Ca®* z jeho zdsobaren v buiice, naptiklad cADPR (cyklicka ADP ribosa) aktivuje

RyR a tim uvoliiuje Ca’* do cytoplazmy butiky.

2.5) Ca’*a apoptéza

Pfesné sefizeni intercelularnich a intracelularnich signalt je zasadni stejn€¢ tak pro
Zivot, jako pro smrt v biologickém organismu. Vysoké koncentrace ionti v cytoplazmé,
zpusobena ztratou regulace kanalli a pump muiZe vést k sérii udalosti vedouci ke smrti buriky
(Orrenius et al.,, 2003). Programovand bun&fna smrt je aktivni a vysoce regulovany
mechanizmus, nutny k obnové tkani dospélého organizmu. MizZe byt zpilsobena ztratou
kontroly nad Ca>* homeostazou nebo umyslnymi zménami v koncentraci Ca®* (Berridge et al.,

2000). Role Ca®* vapoptéze je velice komplexni a zahrnuje mnoho kroki, jako je



sfingomyelinovd signdlni drédha, redoxni systém, stresem aktivovand protein-kindzova
kaskada a signalni dridha Ca®*. Posledni jmenovanad dréha zahrnuje kontrolu exprese
apoptotickych signalnich component jako napf. tzv. Fas systém. Ca’* ionty mohou také
zpusobovat apoptézu pfi riznych poruchach v komunikaci mezi ER a mitochondriemi, mezi
kterymi je nepfetrzity tok vapniku. Vapnikovy signal fizeny InsP; ve spojitosti napf.
s ceramidem vytvofi ,,permeability transition“ pdr a tim vede k apoptdze (Szalai et al., 1999).
Druhou mozZnosti jak mitochondrie reaguji na vysokou hladinu vépniku je uvolnéni
cytochromu ¢ (Shimizu et al., 1999). Regulatory apoptézy mohou pisobit i tak, Ze ovliviiuji
koncentraci Ca** v ER a mitochondiich - napf. snizenim Ca’* v ER se sniZuje také jeho

uvoliiovani do cytoplazmy buiiky (Foyouzi-Youssefi et al., 2000; Pinton et al., 2000).

3) Bakterie a bakteridlni toxiny vyvoldvajici zmény v intracelularni

koncentraci vapenatych ionti

Vapnik funguje v burice jako druhy posel a bakterialni patogeny vyvinuly zpisoby,
jakymi mohou vapnik-zavislé odpovédi, jako je fagocytéza a produkce superoxidovych
radikéalt makrofagy, ovliviiovat (Takei et al., 1998)(viz obrazek 2).

Nedéavno bylo ukazano (Groathouse et al., 2003), Ze divoky typ bakterie Bordetella
bronchiseptica (s aktivnim BvgAS systémem kontroly virulence, tzv. Bvg"), nikoliv
nevirulentni kmen (Bvg’), dokaZe po adhezi k explantatiim z fasinkovych epitelidlnich bunek
prudusnice vyvolat zmény v bunééné véapnikové signalizaci. Je v8ak zatim nejasné, zdali
zmény ve vnitrobuné¢né koncentraci vapenatych iontl byly vyvolany obrannymi mechanismy
napadené burky (vedouci ke zvySené produkci mucinu, zvySeni pohybu fasinek a tim k
odstranéni bakterie), nebo byly vysledkem pisobeni faktori virulence bakterie (vedouci
naopak k redukci obrannych mechanizmii fasinkovych bunék).

Jednim ze zpusobi, jakym jsou schopny bakterie odolat profesionalnim fagocytiim je Gnik z
fagozomu. Tuto schopnost ovlada napiiklad Listeria monocytogenes. Tato bakterie produkuje
listeriolysin 0 (LLO) pattici k toxintim, které potfebuji cholesterol-bohaté mikrodomény, aby
se mohly spravné vazat do membrany a oligomerizovat. Listeria napadéa epitelialni buriky,
unika z jejich fagozomu a replikuje se v buiice. Z recentnich vysledkt vyplyva, Ze v uniku
z fagozomu hraje LLO kli¢ovou roli. Tento toxin tvofi pory v membrané buriky, které se

oteviraji a zaviraji a které vykazuji malou iontovou specifitu (Repp et al., 2002). Tato
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prechodna kandlotvorna aktivita umoziiuje vstup Ca’* do buiiky, ktery vede k dlouho
trvajicim Ca®* oscilacim. LLO také zpusobuje uvolnéni vapniku z jeho zasobaren v buiice
mobilizaci vnitrobun&&nych Ca®>* zasob v ER (Gekara et al., 2008). Pfesny mechanizmus této
aktivace je zatim neznamy.

Dal$im mechanizmem pomahajicim profesionalnim fagocytim zabijet pohlcené
bakterie je syntéza oxidu dusného. Toto oxidativni vzplanuti je doprovdzeno vzestupem
cytozolického Ca®' v neutrofilech a makrofazich (Denlinger et al., 1996; Chen et al., 1998;
Wilsson et al., 1996). Obligatni vnitrobunééné bakterie, které umi pfeZit a replikovat se v
profesiondlnich fagocytech, vyvinuly zpisob, jak tlumit oxidativni vzplanuti. Naptiklad
Mycobacterium tuberculosis toho dosahuje zabranénim bun&iné Ca’' signalizace. Piesny
mechanizmus neni zatim znam (Trimble and Grinstein, 2007).

Indukci Ca®* signalizace mohou také bakteridlni toxiny indukovat expresi riznych
gent, jako naptiklad IL-6 nebo IL-8 cytokinti nebo mucinu (Berridge et al., 1998; Coconnier
et al., 1998; Dolmetsch et al., 1997; Uhlen et al., 2000). Pfedpoklada se, Ze IL-8 produkovany
epitelidlnimi burikami, funguje v asnych féazich infekce jako hlavni chemicka latka,
pfitahujici profesiondlni fagocyty. Bakterie mohu vyvolat produkci IL-8 aktivaci
transkripéniho faktoru Nf-kB (McCormick et al., 1993).

Dalsi skupinou toxind, které ovliviiuji Ca** signalizaci v buiice jsou toxiny s adenylat
cyklazovou aktivitou. Napiiklad, edemogenni faktor z bakterie Bacillus anthracis je adenylat
cyklaza syntetizujici CAMP z ATP v cytozolu buiiky. Pro tuto pfeménu je nutny extracelularni
Ca®* (Kumar et al., 2002). Po vstupu edemogenni faktoru do buriky je vyvolan rychly vstup
Ca®* do buiiky, nasledovany akumulaci cCAMP v buiikach. Déle bylo zji§téno, Ze vapenaté
kationty pochazeji z extracelularniho prostiedi a jejich vstup do cytozolu je nutny pro
intoxikaci bun¢k cAMP. Autofi cely proces vysvétluji tim, Ze zvySenim vnitrobunécné
koncentrace Ca®* dochazi k aktivaci eukaryotického kalmodulinu, ktery je kliCovy pro
aktivaci adenylat cyklazové aktivity toxinu (Kumar et al., 2002).

Dal$im toxinem, vyvolavajicim zménu Ca>* koncentrace v buiice je leukotoxin (Ltx)
z bakterie Actinobacillus actinomycetemcomitans, patfici do skupin RTX toxind. Po interakci
s receptorem zpusobi toxin uvolnéni Ca’* z vnitfnich bunéénych zésobaren. Toto zvyieni
vnitrobun&éné koncentrace Ca’* vede k aktivaci proteazy calpain, roz$tépeni talinu (ktery
kotvi receptor k aktinovému cytoskeletu) a k mobilizaci komplexu toxin-integrin do
cholesterol-bohatych oblasti plazmatické membrany - tzv. lipidovych raftti (Fong et al., 2006).
Zmény v intracelularni koncentraci Ca®* v buiice zpasobuje i dalsi &len RTX rodiny toxind, o-

hemolyzin z bakterie Escherichia coli, i kdyZ mechanizmus, jakym toho dosahuje je nejasny.
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Nejprve bylo ukdzano, Ze a-hemolysin umoziiuje vstup vapniku do buiiky pomoci L-typl
vapnikovych kanalli v kombinaci s IP; receptory, které se nachazeji na membrané ER (Uhlen
et al., 2000). Nedavno v8ak vysla prace, ktera ukazuje, Ze a-hemolysin umoziuje vstup Ca®
do cytoplasmy kationt-selektivnim pérem tvofenym samotnym toxinem (Koschinski et al.,
2006).

reorganizace
cytoskeletu

genova exprese

TLR, chemokiny, IL-8,
muciny, defenziny,...

Obrazek 2: Vapnikov4 signalizace pFi interakci bakterialnich toxinii s epitelidlnimi bulikami.

Bakterialni toxiny mohou stimulovat zvy$eni intracelularni koncentrace vapenatych iontli v buitkach riiznymi
cestami. Vapnikova signalizace indukovana bakterialnimi patogeny pak miiZe vést napfiklad k reorganizaci
cytoskeletu nebo muliZe aktivovat genovou expresi (pfes transkripéni faktor NF-kB), vedouci k expresi TLR,
nebo sekreci pro-zanétlivych a anti-bakterialnich genovych produktti.

TLR - ,,Toll-like“ receptory - bun&né receptory rozpoznavajici prokaryotni struktury (napf. lipopolysacharidy,
lipoproteiny, peptidoglykan atd.), STA - tepelné& stabilni enterotoxin A (z enteropatogeni Escherichia coli), EF -
edemogenni faktor (z bakterie Bacillus anthracis), LLO - listeriolyzin (z bakterie Listeria monocytogenes),
HlyA-hemolyzin (z uropatogeni Escherichia coli), GC-C - guanylyl cyklaza, CFTR - ,cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator channels®, IP; - inositol 1,4,5 trisfosfat, SOC - endogenni vapnikové

kanaly, tzv. ,,store-operated channels*. Pfevzato z (TranVan Nhieu et al., 2004).
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K toxintim schopnych zvy$ovat vnitrobun&&nou koncentraci Ca®>* v cilové buiice patfi i
adenylat cyklazovy toxin (CyaA) bakterie Bordetella pertussis. Tento toxin se vaZe na
integrin CD11b/CD18 na cilovych buiikach a nasledné translokuje adenylat cyklazovou (AC)
doménu do cytozolu, coZ je doprovizeno masivnim vstupem Ca’* do buriky. Pom&mg
prekvapivé bylo ukdzano Ze vstup vapniku je zapfiinén translokaci samotné AC domény,
nikoli kation selektivnim pérem, ktery toxin vytvéii v cilové membrané (Fiser et al., 2007).
Po vstupu Ca’* do buitky ¢inkem CyaA se aktivuje podobng jako u Ltx toxinu z bakterie
Actinobacillus actinomycetemcomitans proteaza calpain, ktera $té€pi protein talin. To vede k
tomu, Ze se nasledn€ cely komplex toxin-integrin piesouva do lipidovych domén (Bumba,

nepublikovano). Dalsi kapitola podrobné pojednava o adenylat cyklazovém toxinu.

4) Adenylat cyklazovy toxin

4.1) Bakterie Bordetella pertussis

Bordetella pertussis patii ke gram-negativnim bakteriim. Je striktn€ lidsky patogen a
zpuasobuje respiraéni onemocnéni hornich cest dychacich, které se nazyva ¢erny (nebo také
davivy) kasel.

Infekce se pfenasi aerosolem nebo pfimym kontaktem. V prvnim stadiu onemocnéni dochazi
ke kolonizaci epitelu hornich cest dychacich, poté dochazi k pomnoZeni bakterie provazené
produkci toxind, coZ zpisobuje odumirani fasinkového epitele. V tomto stadiu je nemoc
dobfte 1écitelna antibiotiky. V dals$i fazi dochéazi k zachvatiim kasle, nadmémé produkci hlenu,
zvraceni a kie¢im. Posledni faze je bezptiznakova, v plicich se jiz nevyskytuji zivé bakterie.
Nelécena infekce miZe u kojencil a batolat vést k uduseni vlastnim hlenem (Anderson, 1989).
Bordetella produkuje celou fadu faktort virulence, které ji umoziiuji vstupovat do organismu,
interagovat s cilovymi builkkami, ¢elit imunitni obran¢ hostitele, pfipadn€é umozZiiuji
pomnoZeni bakterie v hostiteli. Tyto faktory virulence lze rozdé€lit na adheziny a toxiny. Mezi
adheziny patii filament6zni hemaglutinin, umoZziujici bakterii adhezi k burikdm respira¢niho
epitelu a pertusovy toxin, ktery ma funkci adhezinu i toxinu a ktery napomaha vazb& bakterie
na povrch fasinkovych a fagocytujicich bun¢k (Weiss and Hewlett, 1986). Dalsimi faktory
virulence jsou fimbrie, pertaktin a trachealni koloniza¢ni faktor (Weiss and Hewlett, 1986).
Toxiny bakterie jsou znamy C¢tyfi: dermonekroticky, trachedlni, pertusovy a adenylat

cyklazovy.
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Adenylat cyklazovy toxin (ACT, AC-Hly nebo CyaA) patfi do rodiny tzv. RTX
toxini/hemolyzind (podle nizvu Repeats in ToXin). Byl objeven roku 1975 Hewlettem a
spolupracovniky (Hewlett and Wolff, 1976). Hraje kliCovou roli ve virulenci bakterie (Weiss
et al.,, 1984). Adenylat cyklazovy toxin nemusi byt béhem ristu bakterie aktivné uvoliiovan
do okolniho prostiedi, ale muze byt vdzan na povrch bakterie pomoci filamentézniho
hemaglutininu (Zaretzky et al., 2002). Tyto vysledky mohou naznacovat, Ze by se toxin mohl
uplatiiovat az pfi pfimém kontaktu povrchu bakteridlni buiiky s cilovymi buiikami. Dalsi
prace ukazuje (Gray et al., 2004), zZe pouze noveé produkovany toxin, nikoliv toxin dlouhodobé¢

vazany na povrchu bakterie, je schopen intoxikovat buiiky cAMP.

4.2) Struktura CyaA

Gen pro produkci CyaA lezi v tzv. cya lokusu. Je zde gen pro protoxin cyad a dalsi tii
strukturni geny cyaBDE, nutné pro sekreci CyaA (Glaser et al., 1988). Gen cyaC je
pfepisovan v opa¢ném sméru nez cyad a produkt tohoto genu zprosttedkovava posttranslacni
modifikaci protoxinu zbytkem mastné kyseliny (Barry et al., 1991).
CyaA ma 1706 aminokyselinovych zbytka (viz obrazek 3). Sklada se z N-koncové AC
(adenylat cyklazové) domény (s pifiblizné 400 aminokyselinovymi zbytky), a ztzv. RTX
hemolyzinové (Hly) domény s piiblizn€ 1306 aminokyselinovymi zbytky s C-koncovym
sekre¢nim signalem (Masure et al., 1990; Sebo and Ladant, 1993). Hly doména je funkéné
nezavisla a tvofi kation-selektivni kanély o priméru 0.6 - 0.8 nm (Benz et al., 1994; Sakamoto
et al., 1992). Permeabilizuje membranu cilové buriky a zplsobuje koloidné-osmotickou lyzi
erytrocytti (Weiss et al., 1984). V porovnani s ostatnimi RTX toxiny je hemolyticka aktivita
CyaA mala (Bellalou et al., 1990) a hlavni funkci Hly domény je pravdépodobné doprava AC
domény do buriky (Rogel and Hanski, 1992). Hly doména se sklad4 z n€kolika subdomén
(Iwaki et al., 1995; Rose et al., 1995). Hydrofébni, kanalotvornd doména CyaA je tvofena
aminokyselinovymi zbytky 500 - 800 (Benz et al., 1994). Acyla¢ni doména toxinu se dvéma
lyzinovymi zbytky (lyzinové zbytky v pozicich 860 a 983) se nachdzi mezi
aminokyselinovymi zbytky 800 - 1000. C-koncovou ¢&ast tvofi vapnik-vazebnd doména
s typickymi, na glycin a aspartat bohatymi nonapeptidovymi sekvencemi typu X-(L/I/F)-X-G-
G-X-G-(N/D)-D, které tvoii piiblizn€¢ 40 vazebnych mist pro vapenaté ionty (Rhodes et al.,
2001; Rose et al., 1995).
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Obrazek 3: Schematické znazornéni CyaA

CyaA je protein, sloZeny ze 1706 aminokyselinovych zbytkid. Sklada se z RTX hemolyzinové domény a z
invazivni adenylat cyklazové (AC) domény. AC doména po translokaci do buitky vaZe bun&¢ny kalmodulin. Na
obrazku je vidét krystalova struktura AC domény s C-terminalnim tisekem kalmodulinu v komplexu s analogem
ATP (adefovir difosfat) . Vpravo dole je pak vidét detailni obrazek katalytického mista. Cerna struktura na obou

spodnich obrazcich je adefovir difosfat. Pfevzato z (Guo et al., 2005).

Po vazb¢ toxinu na cilovou buriku se translokuje AC doména do buriky a je aktivovana
kalmodulinem, se kterym se vaze v poméru 1:1 a jeho vazba zvySuje piiblizné€ o tfi fady
adenylat cyklazovou aktivitu toxinu (Glaser et al., 1989; Ladant, 1988). AC doména se dé€li na
dvé c&asti: T25 katalytickou doménu, kterd leZici mezi aminokyselinovymi zbytky 1-224 a
kalmodulin vazebnou doménu T18, ktera se nachazi mezi zbytky 225-399 (Glaser et al., 1989;
Ladant et al., 1989) . Nedavno byla ur¢ena krystalova struktura AC domény s C-koncovym
usekem kalmodulinu (Guo et al., 2005). Ta pomohla k objasnéni vysoké katalytické aktivity
AC a k odhaleni kalmodulin-vazebnych mist v AC doméné toxinu s tim, Zze Trp 242 a jeho

okoli bylo ur¢eno jako zasadni v kontaktu AC domény a hydrofobni oblasti kalmodulinu
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(Guo et al., 2005). Z toho vyplyva, Ze pro interakci mezi AC doménou a kalmodulinem je
dulezit€jsi vice sekundarni, neZ primarni struktura (Bouhss et al., 1993). Zda se ale, Ze AC se
vaze na kalmodulin vice misty. 71 aminokyselinovych zbytkti dlouhy usek mezi zbytky 196 a
267, zahrnujici tudiz ¢ast T25 i T18 domény, je zodpovédny za 90% vazby mezi
kalmodulinem a AC (Bouhss et al., 1993). Bylo také ukazano, Ze vazebné misto pro komplex
ATP-Mg”* je na Asp188 a Asp190 (Glaser et al., 1991).

Stejné jako u ostatnich RTX toxind zavisi schopnost CyaA vazat se na cilové buriky na jeho
aktivaci pomoci posttranslatni modifikace (Rogel et al., 1989). Touto modifikaci je
palmitoylace e-amino skupiny lyzinovych zbytkl (lyziny 860 a 983 ) v RTX doméné CyaA
(Hackett et al., 1994; Hackett et al., 1995). Tako aktivace je zprostiedkovana acyltransferazou
CyaC (Barry et al., 1991; Sebo et al., 1991). Tato acyltransferdza je produkovéana spolu s
CyaA a pouzZiva acyl-ACP (acyl-acyl carrier protein) jako donor mastnych kyselin (Barry et
al., 1991; Hackett et al., 1994; Sebo et al., 1991; Stanley et al., 1998).

Acylace je nutna pro interakci CyaA s receptorem (El-Azami-El-Idrissi et al., 2003). Pfispiva
také pravdépodobné k protein-proteinové interakci mezi jednotlivymi toxiny a tim k
oligomerizaci a ke schopnosti toxinu tvofit kandly (Benz et al., 1994; Hackett et al., 1995;
Havlicek et al., 2001). Navic, lyzin 983 pravdépodobné hraje také strukturni Glohu, nebot’
aminokyselinova zdména lyzinu 983 za opatné nabitou nebo nenabitou aminokyselinu
vyrazné€ sniZi selektivitu CyaA kanalu (Masin et al., 2005). To naznacuje, Ze lyzin 983 by se
mohl nachézet v usti kationt-selektivniho kandlu nebo pfimo v ném. Odstranéni acylace na
lyzinu 860 nebo 983, ovliviiuje riznym zplisobem vlastnosti toxinu na riznych typech bun€k
(Masin et al., 2005). Bylo ukézano, Ze acylace pouze na lyzinu 860 nebo jen lyzinu 983 staci
k plné cytotoxické aktivité¢ CyaA na makrofazich (Masin et al., 2005).

Bylo ukazéano, Ze toxin produkovany v B. pertussis (Bp-CyaA) je acylovany pouze na lyzinu
983 (Hackett et al., 1994). Rekombinantni (r-CyaA) toxin, produkovany v E. coli, je oviem
acylovany je$té na lyzinu 860 (Havlicek et al., 2001).

CyaA pottebuje pro vazbu na CDI11b/CD18 na myeloidnich buiikkach véapenaté ionty
(Guermonprez et al., 2001) a pro svou aktivitu musi byt vystaven fyziologické (>0,3mM)
koncentraci volnych vapenatych iontti (Hanski and Farfel, 1985; Hewlett et al., 1991).

CyaA ma asi 40 vazebnych mist pro véapenaté ionty. Z toho 3 az 5 ma vysokou afinitu
k vapenatym iontim a vazi je prakticky ireversibiln€¢. Ty umoziiuji interakci s membranou a
hemolytickou aktivitu na erytrocytech (Rogel and Hanski, 1992; Rose et al., 1995). Ostatni
vapnik-vazebna mista vaZi vapenaté ionty s nizkou afinitou a nachazeji se v nonapeptidovych

sekvencich v C-koncové &asti CyaA (Rhodes et al., 2001; Rose et al., 1995). Vazba
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véapenatych ionti vyvoléd velké konforma¢ni zmény v molekule CyaA, které jsou potieba pro
translokaci AC domény i pro kanalotvornou aktivitu (Hewlett et al., 1991).

Hlavnimi cilovymi buiikami CyaA jsou pravdépodobné myeloidni fagocytické buiiky jako
neutrofily, makrofagy nebo dendritické buriky. Tyto buiiky maji na svém povrchu amf:
integrin (CD11b/CD18, Mac-1), ktery slouzi jako receptor pro CyaA (El-Azami-El-Idrissi et
al., 2003; Guermonprez et al., 2001). Pro vazbu CyaA na receptor a pro naslednou u¢innou
intoxikaci bun€ék cAMP je nezbytnd glykozylace integrinu CD11b/CD18 (Morova et al.,
2008). CyaA se ale mize interagovat s Sirokym spektrem bunék, které receptor CD11b/CD18
nemaji, jako napiiklad berani erytrocyty (Bellalou et al., 1990; Hanski, 1989).

4.3) Mechanizmus u¢inku CyaA

Adenyléat cyklazovy toxin existuje v roztoku nejspiSe ve dvou konformacich (viz
obrazek 4). Na zakladé této konformace dochézi bud’ k translokaci AC-domény pfes
cytoplazmatickou membréanu nebo k tvorbé kation selektivniho kanalu po oligomerizaci dvou
nebo vice kandlotvornych prekurzori. Obé konformace interaguji s CD11b/CD18 receptorem
na membrané cilové burky, ktery usnadiiuje a podporuje inzerci toxinu do lipidové
dvojvrstvy.

CyaA ma unikatni schopnost pronikat do cytoplazmy cilové buiiky bez receptorem-
zprostiedkované endocytdzy, a to pomoci translokace invazivni AC domény. Vyplyva to z
toho, Ze CyaA pusobi i na savéi erytrocyty , které nejsou schopny endocytotickych procesi
(Bellalou et al., 1990; Hanski, 1989; Rogel et al., 1991). Dale bylo také ukazano, Zze znamé
inhibitory endocytézy zptisobuji pouze zabranéni endozomalni degradace toxinu, nikoliv vSak
intracelularni akumulaci cAMP (Gordon et al., 1988; Guermonprez et al., 1999).
Mechanizmus translokace AC domény je zatim neznamy. Predpoklddé se vSak, Ze
v translokaci AC domény pfes membranu hraji ulohu Glu zbytky v hydrofébni doméné toxinu
(Basler et al., 2007, Osickova et al., 1999). Translokace CyaA pfes cytoplazmatickou
membranu je pohdnéna membranovym potencidlem (Otero et al., 1995). Piesto k
nekontrolovatelné pfeména ATP na cAMP dochézi i u sav€ich erytrocytd, které maji nizky
membranovy potencial (Bellalou et al., 1990; Rogel et al., 1991). Pivodné se ptedpokladalo,
ze by AC doména mohla prochazet do buiiky kanalem tvofenym toxinem. Pozdé&ji se ukazalo,
Ze tento hemolyzinovy kanal ma primér pouze 0,6 - 0,8 nm a tudiZ by jim neprosla ani plné

denaturovana AC doména (Benz et al., 1994).
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Obrazek 4: Schéma interakce CyaA s membranou

V roztoku se CyaA vyskytuje ve dvou konformacich. Ob& se vazi na CD11b/CD18 integrin, ktery je receptorem
CyaA. Prvni konformaci je tzv. prekurzor translokace, ktery po inzerci do membrany translokuje AC doménu a
umozZiluje vstup véapenatych iontd do buiiky. AC doména je po navazani kalmodulinu schopna katalyzovat
nekontrolovatelnou pfemé&nu buné¢ného ATP na cAMP. Nadméma produkce cAMP, ptipadné¢ ATP deplece
mohou vést ke smrti buiiky. Druhy prekurzor CyaA pravdépodobné v membrané oligomerizuje a tvoti kation-
selektivni kanal, ktery zpiisobuje koloidné-osmotickou lyzi buriky.

Druhou vlastnosti CyaA je tvorba kation-selektivnich péri v membrané erytrocyti po
oligomerizaci alespoii dvou kandlotvornych prekurzor (V.oi'ové, nepublikovano). V 4
hydrofébni doméné byly predikovany 2 a-helikalni segmenty, zahrnujici negativné nabité
glutamatové zbytky 509, 516, 570 a 581, které ovliviiuji frekvenci tvorby kanalud, kation-
selektivitu a velikost kanalu (Basler et al., 2007; Osickova et al., 1999). Spekuluje se, Ze by ==
transmembranové o-helixy toxinu mohly vytvafet strukturu, umozZiujici AC doméné
translokaci pfes hydrofobni oblast membrany (Basler et al., 2007; Osickova et al., 1999).
Translokaci AC domény lze zablokovat nizkou teplotou nebo vyvazanim vapenatych iontil

z extracelularniho prostfedi (Rogel and Hanski, 1992; Rose et al., 1995).
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4.4) Vliv toxinu na buiiky

Po navazani CyaA na buiiku a nasledné translokaci AC-domény do cytoplazmy, katalyzuje
CyaA velmi rychlou a nekontrolovatelnou pieménu intracelularniho ATP na cAMP. Tato
pfeména vede pii nizkych koncentracich toxinu k cAMP signalizaci (Kamanova,
nepublikovano), nebo pfi vysokych koncentracich toxinu k rychlému spotifebovani ATP.
Spotfebovani ATP ma za nasledek nekrézu burky (Basler et al., 2006). Tato enzymaticka
aktivita toxinu také zplsobuje, Ze fagocyty po uCinku toxinu ztraceji své baktericidni
schopnosti, jako chemotaxe, fagocytéza a produkce superoxidovych radikald, u makrofagh
muze ucinek toxinu vést k apoptéze (Confer and Eaton, 1982; Friedman et al., 1987; Hewlett
and Wolff, 1976; Hewlett et al., 1976; Khelef and Guiso, 1995; Khelef et al., 1993; Ladant
and Ullmann, 1999; Njamkepo et al., 2000; Pearson et al., 1987; Weingart and Weiss, 2000).
CyaA také muzZe zpusobovat koloidné-osmotickou lyzi erytrocytl tvorbou kation selektivnich
kanalii. Na CD11b" builkéach je navic translokace AC domény doprovézena vstupem Ca”* do
bun&k. Vstup Ca** zavisi na spravné struktufe AC domény a ne na translokaci peptidu jako

takového (Fiser et al., 2007).

4.5) Doprava antigenu do antigen prezentujicich bunék

Geneticky detoxifikovany CyaA je schopen vazby na profesionalni antigen-prezentujici
buriky, které maji v membrané€ receptor CD11b/CD18. Tyto buiiky jsou schopné prezentovat
cizorodé antigeny a nasledné jsou schopné aktivovat T-bunéénou odpoveéd’ proti pfislusnému
antigenu (viz obrazek 5). CyaA by se diky schopnosti vazby na antigen-prezentujici buriky
mohl stat v budoucnu vhodnym néstrojem pro dopravu cizorodych antigenii a tim vhodnym
nastrojem pro aktivaci obrany proti virim a nadorim nebo intraceluldrnim parazitim (EI
Azami El Idrissi et al., 2002; Fayolle et al., 1999; Simsova et al., 2004). Vyhodou CyaA je, ze
dokéaze do buiiky dopravit az 200 aminokyselinovych zbytkii dlouhy polypeptid, bez ztraty
invazivity (Gmira et al., 2001). Fragmenty téchto peptidi pak jsou vystaveny MHC (Major
Histocompatibility Complex) glykoproteiny I. tfidy na povrchu buriky, kde mohou indukovat
specifickou CD8" imunitni odpovéd T-lymfocytt (Guermonprez et al., 1999; Osicka et al.,
2000; Sebo et al., 1995). Po endocytdze toxinu ale mohou byt cizorodé epitopy vystavovany i
na MHC glykoproteinech II. t¥idy, coz vede k aktivaci CD4" T-lymfocyti (Loucka et al.,
2002; Schlecht et al., 2004). Nedavno bylo také ukazano, Ze CyaA mize soucasné dopravovat
do dendritickych bungk jak CD8" T-bun&ény epitop, tak CD4" T-bun&ny epitop, pokud jsou
oba epitopy vloZeny do jedné molekuly CyaA (Loucka et al., 2002). Schopnost vyvolavat

soucasné prezentaci epitopti na MHC molekulach I. a II. tfidy pomoci cykldzového toxinu se
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tedy vyuzit soucastné pro indukci specifické CD8" a CD4" T-bun&né odpovédi, coZ je

dilezité pro eliminaci nékterych nadori a virovych infekci (El1 Azami El Idrissi et al., 2002).
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epitopem

Endocytéza

&

Cizorody
epitop

AN
J}\'

Produkce protilatek

N S

Maturace B-bunék

Aktivace cytotoxickych

@

T- lymfocytt

Odpovéd cytotoxickych
T-lymfocyta

Ptima
transiokace
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epitopem

Cizorody epitop

Obrazek 5: Doprava antigeni do antigen prezentujici buiiky pomoci CyaA

CyaA se vaZe na antigen-prezentujici buiiky. Po interakci s buiikou mlize prezentovat cizorody antigen dvéma
riznymi mechanizmy. Jednim je translokace AC domény s vloZenym epitopem. Po translokaci je AC doména
proteolyticky degradovana v proteazomu a poté je pomoci peptidovych pump transportovana do
endoplazmatického retikula, kde asociuje s MHC I molekulami. Poté jsou MHC I snavazanym epitopem
vystaveny na povrchu buiiky, kde aktivuji CD8" T- lymfocyty. Druhym zpiisobem dopravy cizorodych antigent
pomoci CyaA do builky je receptorem zprostfedkovanou endocytézou. Endozém s CyaA fuzuje s vackem
odstépenym od Golgiho aparatu, ktery obsahuje MHC II. MHC II s navazanym epitopem je poté vystaven na
povrchu buiiky a aktivuje CD4" T- bun&nou odpovéd'.
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5) Zavér

V této praci byl nastinén problém vapnikové signalizace v burice, pfipadné jak mohou
vapnikovou signalizaci ovliviiovat bakterie a bakteridlni toxiny. Déale byl duraz kladen
predev§im na adenylat cykldzovy toxin bakterie Bordetella pertussis. V nas$i laboratofi bylo
ukazano, Ze tento toxin indukuje vstup Ca®* iontti do buiiky p#i translokaci AC domény ptes
membranu. Ve své budouci diplomové praci bych se chtéla této problematice dale vénovat a
pokusit se mimo jiné pomoci mutantnich forem toxinu podrobné zmapovat useky v AC a
hydrofébni doméné toxinu, které se podileji na toxinem-indukovaném toku vapenatych iontt

pfes membranu.
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