ABSTRAKT

Adenylat-cyklazovy (CyaA, ACT) toxin je jednim z hlavnich virulen¢nich faktori bakterie
Bordetella pertussis. Ackoli se CyaA vaze na mnoho typi membran, predpoklada se, ze jeho
receptorem je integrin CD11b/CD18, ktery je exprimovan na povrchu myeloidnich bunék.
CyaA patii do rodiny RTX toxini-hemolyzini. CyaA plsobi na hostitelské buiikky dvéma na
sob¢ nezavislymi aktivitami. Jednou z nich je pfeména ATP na cyklické AMP, kterou zajistuje
adenylat-cyklazova (AC) doména po translokaci do cytozolu hostitelské bunky, pti které
dochazi ke vstupu vapenatych kationtli do hostitelské bunky. Translokace je pravdépodobné
iniciovana interakci monomeru CyaA s cilovou membrénou. Druha aktivita CyaA je tvorba
kanalu, selektivniho pro kationty, ktery mutize zpusobit koloidné osmotickou lyzi cilovych
bun¢k. Kandlo-tvorna aktivita je zajisStovana RTX hemolyzinovou doménou a predpoklada se
u ni oligomerizace, i kdyz bylo zjisténo, ze unik draselnych kationti z hostitelské buiky
zpusobuje CyaA ve form& monomeru. Také neni jasné, zda by koligomerizaci CyaA
dochazelo v roztoku, nebo az po interakci s hostitelskou membréanou.

Cilem této prace bylo zkoumat tok sodnych iontli na membrané mySich makrofagh
J774A.1, které na svém povrchu exprimuji CD11b/CD18 integrin. Pro dosazeni tohoto cile
byly pouzity fluorescencni metody. Konkrétné se jednalo o sledovani zmény koncentrace
sodnych kationtl v cytozolu bun€k J774A.1 obarvenych sondou SBFI/AM pomoci emisniho
pomérového méfeni nebo sondou Sodium Green pomoci sledovani zmény doby dohasinani
v Casovém rozliSeni.

Dalsim cilem prace bylo zkoumdani oligomerizace CyaA na riznych membranovych
systémech, mimo jiné i na membranach makrofagii s CD11b/CD18 integrinem. Zde jsme

vyuzili fluorescencni metodu méfeni FRET v ¢asovém rozliSeni.



