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Abstrakt

Cyklicky adenosinmonofosfat (cAMP) je univerzalnim druhym poslem, ktery reguluje velké
mnozstvi molekularnich mechanismt uvniti bunky. Hladina syntetizovaného cAMP je pfisn¢
regulovdna vnitrobunéénou adenylatcyklazou (AC), a proto tento enzym Casto predstavuje cil pro
ruzné bakteridlni toxiny. Pro manipulaci s hladinou vnitrobunééného cAMP v cilové buiice vyvinuly
bakterie pro své toxiny dvé odlisné strategie. Adenylatcyklazovy toxin (CyaA) bakterie Bordetella
pertussis, edemogenni faktor (EF) bakterie Bacillus anthracis a ExotoxinY bakterie Pseudomonas
aeruginosa maji ve své struktuie enzymatickou AC doménu, kterd ma po aktivaci intracelularnim
kofaktorem né¢kolikrat vyssi aktivitu nez vlastni eukaryotni adenylatcyklaza, nachdzejici se uvnitt
hostitelské bunky. Jiné toxiny, jako pertusovy toxin (PT) bakterie Bordetella pertussis, cholerovy
toxin (CT) bakterie Vibrio cholerae a tepelné labilni toxin bakterie Escherichia coli vyuzivaji ADP-
ribosylaci heterotrimernich G proteint sprazenych s vnitrobunéénou AC pro zvyseni jeji aktivity a
naslednou nekontrolovanou produkci cAMP. Tato prace predstavuje literarni reSerSi uvedenych

toxint s diirazem na jejich molekularni mechanizmy interakce s hostitelskou buiikou.

Kli¢ova slova: pathogenni bakterie, faktory virulence, vnitrobunééna hladina cAMP,
bakteridlni toxiny, adenylatcyklaza, Bordetella pertussis, Vibrio cholerae, Pseudomonas aeruginosa,

Escherichia coli



Abstract

Cyclic adenosine monophosphate (CAMP) is an universal second messenger that regulates a
large number of molecular mechanisms inside the eukaryotic cell. The level of synthesized cAMP is
tightly regulated by endogenous adenylatecyclase (AC), and therefore this enzyme is often a target
for various bacterial toxins. To manipulate intracellular cAMP levels in a target cell, bacteria have
developed two different strategies for their toxins. Bordetella pertussis adenylate cyclase toxin
(CyaA), Bacillus anthracis edema factor (EF) and Pseudomonas aeruginosa exotoxinY have in their
structure an enzymatic AC domain which is activated by an intracellular cofactor and has several
times higher activity than the eukaryotic AC enzyme itself. Other toxins, such as Bordetella pertussis
pertussis toxin (PT), Vibrio cholerae cholera toxin (CT), and Escherichia coli heat labile toxin use
ADP-ribosylation reaction of AC-coupled heterotrimeric G proteins to increase its activity and
uncontrolled cAMP production. This work presents a literature search with accent on the molecular

mechanism of interaction of these toxins with the target cell.

Keywords: bacterial pathogens, virulence factors, intracellular cAMP elevation, bacterial
toxins, adenylatecyclase (adenylylcyclase), Bordetella pertussis, Vibrio cholerae, Pseudomonas

aeruginosa, Escherichia coli
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1 Uvod

Cyklicky adenosin monofosfat (3', 5'-cyklicky adenosin monofosfat), znamy také jako
cyklicky AMP nebo cAMP, je dilezitym vnitrobunéénym druhym poslem a molekulou ptsobici
kaskadu udalosti, které ovliviiuji bunécné funkce riznych forem zivota, véetné savci, hub, prvokt a
bakterii. Metabolismus, regulace exprese gend, regulace ristovych faktorti a imunitnich funkci jsou
piiklady mnoha biologickych procesii, které zavisi na vnitrobunécné hladiné cAMP (McDonough
and Rodriguez, 2011). Raznorod¢ rodiny vnitrobunéénych adenylatcyklaz (AC) piisné reguluji
syntézu cAMP v burikach, a proto tyto enzymy jsou cilem mnoha bakterialnich faktort virulence.

Jednim z moznych mechanismti zvySeni hladiny cAMP v hostiteli je produkce urcitych typt
toxintll patogennimi bakteriemi. NaruSenim regulace vnitrobunééné adenylatcyklazy tyto toxiny méni
hladinu vnitrobunééného cAMP, a tim narusuji metabolismus a funkci cilovych bunék (Ahuja, Kumar
and Bhatnagar, 2004).

Strategie patogennich bakterii produkujicich toxiny zvysSujici hladinu cAMP v cilovych
bunkach Ize rozd¢lit do dvou skupin:

1. Produkce toxinti, které maji aktivitu adenylatcykldzy. Patii sem adenylatcyklazovy
toxin bakterie Bordetella pertussis, edmogenni faktor bakterie Bacillus anthracis a ExoY bakterie
Pseudomonas aeruginosa (Ahuja, Kumar and Bhatnagar, 2004).

2. Produkce toxint, které reguluji aktivitu endogenni sav¢i adenylatcyklazy ADP-
ribosylaci heterotrimerniho G proteinu tak, aby se zvysila hladina vnitrobunééného cAMP. Do této
skupiny patii pertusovy toxin bakterie Bordetella pertussis, cholerovy toxin bakterie Vibrio cholerae

a tepelné labilni toxin bakterie Escherichia coli (Kato, 1991).

Tato prace vznikla za ti€elem porovndni toxinl B. pertussis s jinymi bakteridlnimi toxiny,
které¢ umi zvySovat mnoZzstvi vnitrobunééného cAMP v hostitelské buiice. Tato prace je zaméfena na
molekularni mechanismy interakce téchto toxind s cilovou buiikou: zplsob proniknuti ptes
eukaryotickou plazmatickou membranu, interakce s receptory, cesta do cytosolu cilové bunky a

mechanismus regulace adenylatcyklazy.



2 Rodina adenylatcyklazovych toxint

Tyto toxiny po sekreci ptislusnou bakterii vstupuji do cilovych bun¢k a jejich enzymaticka
podjednotka je aktivovana eukaryotickymi kofaktory, za ucelem spusténi syntézy cAMP v téchto
buikach. Byly identifikovany ctyfi toxiny s enzymatickou aktivitou: adenylatcyklaza bakterie
Bordetella pertussis, edemogenni faktor bakterie Bacillus anthracis, ExoY bakterie Pseudomonas
aeruginosa a adenylatcyklaza bakterie Yersinia pestis (Ahuja, Kumar and Bhatnagar, 2004).
Mechanismus ptusobeni adenylacyklazy bakterie Yersinia pestis neni doposud nijak popsano, existuje

pouze vyfeSena krystalova struktura (Smith et al., 2006), a proto nebude dale zmifiovana v této praci.
2.1 Adenylatcyklazovy toxin bakterie Bordetella pertusis

Adenylatcyklazovy toxin (CyaA, AC-Hly nebo ACT) je spolu s pertusovym toxinem (PT)
jednim z hlavnich faktort virulence gramnegativni patogenni bakterie Bordetella pertussis, pivodce
zavazného onemocnéni dychacich cest zvané ¢erny kasel (Melvin et al., 2014). CyaA hraje kli¢ovou
roli v ranych stadiich kolonizace dychacich cest B. pertussis a jevi se jako kli¢ovy mechanismus
obrany bakterie proti vrozené imunitni odpovédi organismu (Vojtova, Kamanova and Sebo, 2006;
Carbonetti, 2010).

B. pertussis je prenaSena kapénkovou infekci a infikuje fasinkovy epitel dychacich cest
(Melvin et al., 2014). Bakterie postihuje lidi vSech vékovych skupin, ale je akutni a fatalni zejména
pro malé déti, u nichZz vyvolavd zdvazné komplikace vcetné pneumonie a nékdy i vyraznou
leukocytozu (Rocha et al., 2015).

Odhaduje se, ze cerny kasSel celosvétoveé zpisobuje kolem 200 000 tmrti rocné (kolem 50
procent z nich jsou kojenci do 1 roku). Naptiklad v roce 2014 bylo hldSeno vice nez 24 milioni
novych piipadl u déti mladsich 5 let (Yeung ef al., 2017), a to navzdory Sirokému pouzivani vakein.
Piestoze se vyskyt cerného kasle od prvniho zavedeni vakcin dramaticky sniZzil, zlistavd onemocnéni
jednim z hlavnich globalnich problémil v oblasti vetejného zdravi, vétSinou v rozvojovych zemich.
Prekvapivé vSak prevalence onemocnéni roste v zdpadnich zemich, zejména od konce 90. let po
pfechodu od celobunéénych vakcin prvni generace k bezbun&nym vakcindam nové generace.
Pouzivani G€innych celobunéénych vakcin vSak bylo pferuseno kviili obavam o jejich bezpe¢nost a
v soucasnosti pouzivané bezbunécné vakciny poskytuji relativné netucinnou a kratkodobou imunitu
(ptehled v (Solans and Locht, 2018)). Z tohoto diivodu se v soucasné dob¢ diskutuje o vyvoji novych
vakcin a ockovacich strategiich (Carbonetti, 2016).

Vysledky nashromazdéné béhem poslednich dvou desetileti prokazaly, ze geneticky
detoxifikovany CyaA toxoid je mimo jiné vysoce u¢innym a univerzalnim dopravcem cizorodych

antigend, ktery je schopen indukovat v§echny slozky imunitni odpovédi. Potenciél tohoto vektoru byl



dobte prokazan na riznych zvifecich modelech a byl také neddvno hodnocen u lidi v klinickych

studiich imunoterapie rakoviny délozniho ¢ipku (ptehled v (Chenal and Ladant, 2018)).

2.1.1 Struktura CyaA

CyaA patii do velké rodiny tzv. RTX (z Repeats in ToXin) toxind, pro které je spoleCnym
znakem pfitomnost RTX domény. CyaA o celkové délce 1706 aminokyselin se 1isi od ostatnich ¢lenti
rodiny RTX toxini tim, ze krom¢ C-koncové casti (tzv. RTX hemolysinu) o délce ~ 1300
aminokyselin ma na N-konci enzymatickou adenylatcyklazovou doménu (AC) o délce ~ 400
aminokyselin (Ladant and Ullmann, 1999) (obrazek 1). Tyto dvé ¢asti spojuje unikatni segment o
délce ~ 100 aminokyselinovych zbytkt (Subrini et al., 2013; Novak et al.,2017; Voegele et al., 2017).
Tato doména reguluje ob¢ aktivity toxinu: translokaci enzymatické AC domény pies cilovou
membranu stejné jako tvorbu pord v cilové membrané (Karst et al., 2012; Subrini et al., 2013;

Ostolaza et al., 2019).
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Obrazek 1: Schematicka struktura CyaA. CyaA polypeptid se sklada z 1706 aminokyselinovych zbytkd. N-koncova
Cast sestava z enzymatické adenylatcyklazové (AC) domény (cca 400 zbytkl), ve které se nachazi vazebné misto pro
kalmodulin (CaM). Za spojeni s RTX hemolysinovou (Hly) ¢asti (cca 1300 zbytkll) zodpovida segment, nékdy také
oznacovany jako transloka¢ni oblast (TR). Hly ¢ast obsahuje nékolik funkénich subdomén: hydrofobni doménu
vytvarejici pory (zbytky 500 az 700); aktivaéni doménu (zbytky 800—1000), kde nastava posttranslacni acylace na dvou
zbytcich lysinu (K860 a K983); typickd doména RTX vazajici vapnik (pozice 1012—1638) se segmentem vazajicim
receptor CD11b / CD18; a sekreéni signal na C-konci. Pfevzato a pozménéno podle (Novak ef al., 2017).

Samotna RTX hemolysinova (Hly) ¢ast CyaA se skldda z nékolika domén a kazda z nich
zprostiedkovava dulezité funkce v interakci celého toxinu s hostitelskou bunkou:

1. Transloka¢ni oblast (TR, angl. translocation region) je umisténa bezprostiedné za
katalytickou doménou a hraje kliCovou roli v translokaci AC domény pies plazmatickou membranu
cilovych bunék. Peptid mezi zbytky 454484 vykazuje membranové aktivni vlastnosti a bylo
ukézano, ze miize byt pfimo zapojen do mistni destabilizace lipidové dvojvrstvy pro podporu
translokace katalytické domény ptes plazmatickou membranu (Karst et al., 2012; Voegele et al.,
2017). Struktura celého segmentu v pfitomnosti detergentu byla nedavno vytfesena pomoci nukledrni
magnetické rezonance (Sukova et al., 2020).

2. Hydrofobni doména vytvéiejici pory se nachazi mezi zbytky 500 az 700 a sestava se

z amfipatickych a-helikalnich struktur. Ty hraji kli€ovou roli jak pfi translokaci AC domény, tak pfi



tvorb¢ port v membranéch hostitelské buniky (Basler et al., 2007; Osickova et al., 2010; Masin et al.,
2017; Novak et al., 2017).

3. Aktivaéni doména (pozice 700 az 1012): zde je toxin posttranslacn¢ aktivovan
(acylovan) na dvou zbytcich lysinu (K860 a K983) (Basar et al., 2001).

4. Typicka RTX doména (pozice 1012—1638) obsahuje pét blokt (blok I az V). Kazdy
blok tvoii beta-struktury, které maji opakujici se sekvence bohaté na glycin a kyselinu asparagovou.
Tyto repetitivné struktury vazi ionty vapniku (Bumba et al., 2016). V této doméné se také nachazi
sekvence, ktera se vaze na receptor CR3 (El-Azami-El-Idrissi ef al., 2003).

5. Sekre¢ni signal na C-konci (74 poslednich zbytkd) je struktura rozpoznavana

bakteridlnim sekre¢nim systémem typu I (T1SS) (Bumba et al., 2016).

2.1.2 Aktivace CyaA

Adenylatcyklazovy toxin je syntetizovan v bakteridlnim cytosolu jako neaktivni prekurzor
(proCyaA nebo téz protoxin). Aktivace protoxinu vyzaduje kovalentni posttranslaéni modifikaci
pomoci acyltransferazy CyaC, ktera ptenasi mastnou kyselinu (palmitovou a palmitoolejovou) na dva
zbytky lysinu, Lys 860 a Lys 983, nachézejici se v aktivacni doméné& CyaA (Basar et al., 2001). Bylo
také ukazano, Ze acylace pouze na lysinu 983 nebo lysinu 860 je dostacujici pro translokaci AC

domény na bunkach nesoucich receptor CD11b/CD18 (Masin et al., 2005).

2.1.3 Sekrece toxinu z bakterialni buniky

Sekrece adenylatcyklazového toxinu pies bakteridlni bunécnou sténu probihd pomoci
sekre¢niho systému typu I (T1SS, obrazek 2), tvotfeného proteiny CyaBDE (Masure et al., 1990;
Bumba et al., 2016). C-koncovy sekrecni signal CyaA je rozpoznan proteinem CyaB umisténym ve
vnitini bakteridlni membrané. Tento protein patii do rodiny tzv. ABC transportéri. Na rozdil od
jinych proteinovych translokacnich systémd, které rozpoznavaji N-koncové sekrecni signdly, jsou
RTX proteinové substraty (ke kterym patfi CyaA) rozpoznany sekrecnim aparatem prostfednictvim
nestépitelnych C-koncovych sekvenci (Lenders ef al., 2015). Pro prichod CyaA sekrecnim aparatem
typu I je nezbytnd energie ve formé ATP (Letoffe, Delepelaire and Wandersman, 1996; Du et al.,
2014).

Bezprosttedné za signalni sekvenci se nachazi vapnik vazebna RTX doména, charakteristicka
pro vSechny toxiny patiici do RTX rodiny. Doména obsahuje pét bloki, z nichz kazdy se sklada z 8
az 10 motivi. Kazdy motiv je tandemové opakovani konsenzudlni sekvence bohaté na glycin (G) a
kyselinu asparagovou (D), GGXGXDXXX (kde X ptfedstavuje jakoukoliv aminokyselinu) (Rose et
al., 1995). Pti nizkych koncentracich vapniku (cca 100 nM) v bakteridlnim cytosolu nema tato

doména z&dnou sekundarni strukturu (Chenal et al., 2009). Poté, co je protein transportovan z



bakterialni buniky T1SS kandlem smérem od C-konce k N-konci, vstoupi toxin do extracelularniho
prostoru, kde je milimolarni koncentrace vapniku. To zplsobuje vznik stabilni struktury, tzv. B-rollu
(n€¢kdy oznacovan i jako B-helix) (Sotomayor-Perez, Ladant and Chenal, 2014), ktery se sklada ze
dvou paralelnich beta-vldken (Rose et al., 1995). Vapnik je v této struktufe vazan mezi dvéma
sousednimi otd¢kami helixu. Vytvotfena kompaktni struktura zvysuje rychlost sekrece CyaA (Bumba

et al., 2016) (Chenal et al., 2009).

2.1.4 Pocatecni interakce s membranou
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Obrazek 2: Sekrece CyaA pres bunécnou sténu. T1SS se sklada ze tfi slozek, které zahrnuji ABC transportér (CyaB)
zabudovany do vnitini bakteridlni membrany, membranovy fuzni protein (MFP, CyaD), ktery vytvari kanal z vnitini
membrany do periplazmy a protein TolC (CyaE), ktery spojuje CyaD s vnéj§i membranou. C-konec rozloZzeného CyaA
polypeptidu interaguje s ABC a na zakladé hydrolyzy ATP postupuje pies vytvoreny kanal. Interakce vapnik-vazajici
domény s Ca*" v extracelularnim prostiedi vytvaii stabilni sekundarni strukturu, ktera zastavi volny pohyb proteinu tam-
zpét a umozni sekreci dalsich Casti proteinu smérem ven. Pfevzato a pozménéno podle (Bumba et al., 2016)

CyaA se primarné vaze na fagocyty, jako jsou naptiklad neutrofily, monocyty, makrofagy,
dendritické bunky a NK-burnky, které nesou na svém povrchu integrin CD11b/CD18, znamy také
jako komplementovy receptor-3 (CR3), integrin ampP2 nebo Mac-1 (Guermonprez ef al., 2001; Osicka
et al., 2015). Integrin CD11b/CDI18 je tvofen z transmembranovych glykoproteinti (Asada et al.,
1991). Obé¢ podjednotky nesou n€kolik potencidlnich glykosylacnich mist. Zda se, ze pocatecni vazba
toxinu zahrnuje pfimé rozpoznavani oligosacharidovych fetézct na podjednotce CD11b nebo CD18
(Morova et al., 2008). Bylo zjisténo, ze oligosacharidové fetézce umisténé v C-koncové casti
podjednotky CD11b mohou tvofit strukturu, kterd by mohla byt zodpovédna za vysokoafinitni vazbu
CyaA toxinu (Hasan et al., 2015).



Motiv CyaA véazajici CD11b (zbytky 1166—1287) se nachdzi mezi druhym a tfetim blokem
RTX domény. Po navazani volného vapniku tato oblast podléha vyznamnym strukturnim zménam,
které nasledné umoznuji i¢innou vazbu toxinu na receptor (Rose et al., 1995; El-Azami-El-Idrissi et
al., 2003)

Kromé specifické vazby na receptor miize CyaA interagovat s relativné nizkou afinitou s
glykoproteiny pfitomnymi na povrchu eukaryotnich bunck postradajicich receptor CD11b/CD18
nebo glykosylovanymi lipidovymi molekulami, jako jsou napiiklad gangliozidy (Vojtova et al.,
2006). CyaA miize rozpoznavat oligosacharidové skupiny gangliosidd, naptiklad negativné nabité
zbytkl kyseliny sialové, podobné jako rozpoznava oligosacharidové fetézce ptitomné na CDI11b

(Novak et al., 2017).

2.1.5 Translokace AC domény a tvorba pori

Bez ptitomnosti CyaA toxinu je CD11b/CD18 difuzné distribuovan po celé cytoplazmatické
membrané mimo lipidové rafty, pficemz cytoplazmaticky konec podjednotky CD18 je véazan k
aktinovému cytoskeletu prostfednictvim proteinu talin (Bumba et al., 2010). Po vazbé CyaA na
CD11b podjednotku receptoru se vytvaii komplex toxin-receptor neboli ,,translokacni intermedit™
CyaA (viz. obrazek 3). Pfedpoklada se, Ze v tomto intermediatu je ¢ast AC domény jiZ zanotfena do
membrany a tim otevird cestu pro vstup extracelularniho vépniku do cytoplazmatického prostoru
eukaryotni bunky (Fiser et al., 2007; Bumba et al., 2010). Z vnéjSiho prostiedi ptichazejici vapnikové
ionty (nikoliv uvolnované z intracelularnich zasob hostitelské buiiky) aktivuji protedzu calpain, ktera
zprosttedkovava §tépeni talinu. Stépeni talinu poté zpiisobi pfemisténi komplexu CyaA-integrin do
lipidovych raftt, kde v prostfedi bohatém na cholesterol je dokoncen posledni krok translokace
pozitivné nabité AC domény pifes bunéénou membranu (Bumba et al., 2010). Translokace AC je
relativné rychly proces s polocasem translokace asi 30 sekund (Rogel and Hanski, 1992).
Piedpoklada se, Ze translokace je vedend negativnim gradientem membranového potencialu (Otero
et al., 1995). Na cytosolické stran¢ bunécné membrany protedza kalpain odstépi od zbytku toxinové
molekuly AC doménu, kterd dale miize katalyzovat pteménu ATP na cAMP (Uribe et al., 2013;
Masin et al., 2015).

Soucasny model predpoklada (Osickova et al., 2010), Ze CyaA toxin existuje nejméné ve dvou
odlisnych konformacnich izomerech (vytvaii se nejméné dva odlisné prekurzory), které jsou
v rovhovazném stavu. Jeden z nich je zodpovédny za translokaci AC domény popsanou vySe. Druhy
prekurzor, paralelné a nezavislé na translokacni aktivité vytvaii oligomerni kation-selektivni pory,

které jsou schopné permeabilizovat bunéénou membranu (Wald et al., 2014; Benz, 2016).
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Obrazek 3: Translokace CyaA pifes membranu cilové buiiky. V prvnim kroku se CyaA vaze na integrin CD11b/
CD18, nachazejici se mimo lipidové rafty, pficemz cytoplasmaticky konec podjednotky CD18 je vazan k aktinovému
cytoskeletu prostfednictvim proteinu talin. Po spojeni s receptorem se ,translokaéni intermediat” CyaA vlozi do bunééné
membrany. AC doména, ¢asteéné pronikajici do bunééné membrany spolu s jinymi segmenty toxinu tvoficimi pory se
podili na tvorbé vapnikového kanalu pfes bunécnou membranu. Tok vapenatych iontl do bunék indukuje aktivaci
kalpainu, coz vede ke $§tépeni talinu a uvolnéni komplexu CyaA-CD11b/CD18 z vazby na aktinovy cytoskelet. V
disledku toho je komplex premistén do lipidovych raftii obohacenych o cholesterol, kde probiha dokonceni translokace
AC domény pres cytoplazmatickou membranu. Na cytosolické strané bunééné membrany se AC doména odstépi od RTX
hemolysinové ¢asti bunécnou protedzou. Vazba cytosolického kalmodulinu (CaM) pak aktivuje adenylacyklazu a
katalyzuje neregulovanou pfeménu ATP na cAMP. Pievzato a pozménéno podle (Bumba et al., 2010).

Stejné jako pro translokaci AC domény, tak pro tvorbu pori je dilezita hydrofobni doména
CyaA, ale na rozdil od translokace AC domény je pro tvorbu poéri vyzadovana oligomerizace
n¢kolika molekul toxinu (Vojtova-Vodolanova et al., 2009) (Roderova et al., 2019). Hly cast
oligomerizuje a vytvaii malé kation-selektivni membranové pdry o priméru 0,6 az 0,8 nm, které
podporuji tnik draselnych iontli z bun€k a mohou zpiisobit koloidné-osmotickou (onkotickou) lyzi
bun¢k (Wald et al., 2014; Benz, 2016). Na rozdil od jinych RTX toxint, jako je naptiklad hemolysin
HlyA z E. coli, ktery ma primér membranovych port 2,0-3,0 nm (Benz ef al., 1994), je pérotvorna

aktivita CyaA velmi nizka.

2.1.6 Interakce s kalmodulinem

Kalmodulin (CaM) je vysoce konzervovany protein, ktery interaguje s celou fadou
eukaryotickych proteinli a enzymi a fidi jejich aktivitu, je kli¢ovym vapnikovym senzorem (Berridge,
Bootman and Roderick, 2003). CaM mé N- a C-koncové globularni domény (N- a C-CaM), které
jsou spojeny a-helixem. Kazdd doména CaM ma dva motivy vazajici vapnik a hoicik. Vazba vapniku
na CaM indukuje konformaéni zmény z prevazné hydrofilniho uzavieného stavu do oteviené
hydrofobni konformace, coz je dilezité pii rozpoznavani cilového peptidu (Guo et al., 2005). Na
rozdil od edemogenniho faktoru (EF) bakterie B. anthracis (podrobny mechanismus interakce EF

s kalmodulinem je popsan v kapitole 2.2.3) neni jasny pfesny mechanismus aktivace CyaA pomoci

CaM. Dosud neexistuje zadna struktura s vysokym rozliSenim celého CaM véazaného na CyaA



(Springer et al., 2017). Guo a jeho kolegové (Guo et al., 2005) ur¢ili strukturu AC v komplexu jen s
C-koncovou doménou CaM (C-CaM). Prestoze jsou struktury AC domén podobné a misto, kde se
vaze CaM na tyto dva toxiny je také identické, aktivace CyaA a EF probiha odlisn¢ (Guo et al., 2005,
2008).

2.1.7 Utinek zvy3ené hladiny vnitrobunééného cAMP na hostitelskou buiiku

AC doména v bunééném cytosolu po aktivaci eukaryotickym kalmodulinen katalyzuje
extrémné rychlou a nekontrolovanou pfeménu vnitrobunééného ATP na cAMP (Vojtova, Kamanova
and Sebo, 2006). Akumulace této klicové signalni molekuly rozvraci bunécnou fyziologii a rychle
potlacuje  baktericidni funkce fagocyti (Cerny et al, 2015). Rychlé zvyseni
koncentrace cAMP ucinkem CyaA dale ovliviiuje Cetné signédlni drahy aktivované proteinovou
kindzou A (PKA) a proteinem Epac (vyménny protein ptimo aktivovany cAMP) (Fedele ef al., 2017).
Dale cAMP blokuje produkci superoxidovych radikalt v makrofazich (Cerny et al., 2015) a také v
zavislosti na mnozstvi aplikovaného toxinu (a tedy rtizné hladin¢ intoxikace cAMP v cytosolu)
fagocyt miize podlehnout apoptotické nebo nekrotické bunééné smrti (Bachelet et al., 2002; Basler
et al., 2006; Hewlett, Donato and Gray, 2006). Tyto vysledky naznacuji, ze CyaA je nezbytnym
faktorem virulence bakterie v rané fazi kolonizace dychacich cest, ktery umoznuje bakteriim uniknout

hostitelskému imunitnimu systému.

2.2 Edemogenni (edema) faktor bakterie Bacillus anthracis

Strukturné a funkéné podobnou adenylatcyklazu té z Bordetella pertussis produkuje aerobni
grampozitivni bakterie Bacillus anthracis, kterd zplsobuje onemocnéni zvané anthrax nebo snét
slezinna (Bostikova and Patocka, 2005). Bacillus anthracis napada pifedev§im bylozravce, lidé jsou
spiSe ndhodnymi hostiteli pfi kontaktu s kontaminovanou potravou, Zivo¢iSnymi produkty nebo
infikovanymi zvitaty (Bostikova and Patocka, 2005). Onemocnéni anthrax se déli do ¢ty typl v
zavislosti na misté vstupu bakterie do hostitele: kozni forma, gastrointestinalni forma, plicni forma a
anthraxové onemocnéni u uzivateli drog (pouzivani injekci). Po smrti svého hostitele B. anthracis
tvofi velmi odolné spory, které mohou ztistat v ptidé mnoho let a po vstupu do nového hostitele
mohou znovu aktivovat sviij rist a produkci toxinil (Friebe, van der Goot and Burgi, 2016).

Anthrax je znam od 19. stoleti, ale dlouhou dobu neptedstavoval velky problém, protoze k
onemocnéni dochdzelo pouze u malého zlomku lidi pracujicich pfimo s hospodaiskymi zvitaty.
Kromé toho, aby clov€k onemocnél je potieba vdechnout vice nez 10 000 spér (Bostikova and
Patocka, 2005). V tom piipad¢ pak existuje velmi u¢inné antibioticka 1écba a vakcina proti anthraxu

(Kalamas, 2004).



Béhem dvacatého stoleti zacali pouzivat nékteré zemé spory B. anthracis jako biologickou
zbran. Na zakladé mezinarodni smlouvy v roce 1972 byly tyto typy biologickych zbrani zakédzané
(Bostikova and Patocka, 2005). Ptes to napt. byvaly Sovétsky svaz pokracoval v provadéni studii na
B.anthracis jako biologické zbrani. To vyslo najevo jen diky katastrofé v roce 1979 ve Sverdlovsku
(nyni Jekatérinburg). Z biologického vojenského stiediska tehdy unikly do vzduchu spéry B.
anthracis a rozsitily se vétrem smérem do mésta. Podle oficidlnich tdaji zemfelo kvili tomuto
incidentu asi 60 lidi, ale skute¢ny pocet obéti miize byt vétsi (Meselson et al., 1994). Na zacatku 21.
stoleti anthrax naSel nové vyuziti jako nastroj bioterorismu. Spojené staty byly napadeny teroristy
pouzivanim tzv. anthraxovych dopist, poStovnich zasilek obsahujicich spory B. anthracis (Bostikova
and Patocka, 2005). Ackoliv pocet obéti byl maly, Gtoky zvySily obavy a tim i zajem védcu a lékatt
o léCeni a prevenci proti anthraxu (Kalamas, 2004). Za poslednich 20 let doslo k velkému pokroku

v chapani molekularnich mechanismi ptisobeni anthraxového toxinu.

2.2.1 SlozZKky a receptory anthraxového toxinu

Takzvany anthraxovy toxin je sekretovan z bakterie jako tfi monomerni proteiny (Liu,
Moayeri and Leppla, 2014) dosud nezndmym mechanismem. Jednotlivé podjednotky jsou netoxické,
ale po vazbé na povrch bunék nesoucich receptor se sestavuji do toxickych oligomernich komplexii.
Dva z téchto proteinti jsou enzymatické vnitrobunééné efektory: letélni faktor (LF) je Zn*" aktivovana
protedza a edemogenni faktor (EF) je adenylatcyklaza, jejiz aktivita je zavisla na pfitomnosti
eukaryotniho kalmodulinu. Ttfetim proteinem je protektivni antigen o velikosti 83 kDa (PAS83), ktery
se vaze na receptor a vytvaii pory pro transport EF a LF do cytosolu sav¢ich bun¢k (Young and
Collier, 2007; Liu, Moayeri and Leppla, 2014).

Byly identifikovdny dva homologni sav¢i receptory (Abrami et al., 2003), které vazi
anthraxovy toxin. Jsou to nadorovy endotelidlni marker-8 (TEMS8) (Bradley et al., 2001), znamy jako
antraxovy receptor-1 (ANTXR1), a protein kapilarni morfogeneze-2 (CMG2) (Scobie et al., 2003),
také nazyvany jako anthraxovy toxinovy receptor 2 (ANTXR2), ktery mé 10x vyssi vazebnou afinitu
pro PA nez TEMS (Liu et al., 2009).

PAR83 se vaze na receptor (ANTRX 1 nebo ANTRX2) a je proteolyticky aktivovan bunécnou
proteazou furin. Toto Sté€peni odstrani 20 kDa ¢ast (PA20) z N-konce, zatimco zbyvajici ¢ast 63 kDa
(PA63) zlstane spojena s receptorem. Odstranéni PA20 umoziuje PA63 tvofit se tfemi nebo ¢tyfmi

molekulami EF a/nebo LF oligomerni strukturu (heptamer nebo oktamer) (Young and Collier, 2007).

2.2.2 Bunécny vstup a endocytoza
Po vytvofeni komplexu receptor-toxin dochéazi k jeho pfemisténi do lipidovych rafti (viz.

obrazek 4) zpisobem, ktery pravdépodobné zahrnuje palmitoylaci seskupenych receptorit (Abrami,
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Leppla and van der Goot, 2006). V lipidovych mikrodoménach bohatych na cholesterol se
cytoplazmatickd Cast receptorti stava pristupnd pro rizné modifikacni déje. Je napftiklad
fosforylovdna kindzami zrodiny Src/Fyn. To davd moznost pfidani ubikvitinové skupiny k
cytoplazmatickym lysinim receptori pomoci ligazy Cbl (pro TEMS) nebo E3 ligazou (pro CMG?2)
(Abrami, Kunz and van der Goot, 2010), coz nasledné umoznuje interakci s proteiny endocytického
aparatu. Vsechny modifikace vedou k navazani adaptérového proteinu AP-1 a klathrinu, tedy molekul
vytvarejici endocytické vacky, které jsou dale odstépeny od cytoplazmatické membrany plisobenim
GTPazy dynaminu (Abrami ef al., 2010). Endocyt6za obou receptort po vazbé na toxin je zavisla na
aktinu a zd4 se, ze TEMS je pfedem organizovan aktinem na bunééném povrchu (Abrami et al., 2010).

Jakmile je komplex uvnitf endozému, PA podléha konformaéni zméné vyvolané nizkym pH
a vytvaii pory, které ptsobi jako transloka¢ni kanal pro enzymatické podjednotky. Pfesné misto, kde
dochazi k tvorbé pora zavisi na tom, zda je vstup zprosttedkovdn TEMS8 nebo CMG2. Pokud je PA
¢asnych endozémech. Po vazbé na CMG2 tvofti protektivni antigen pory pozdéji (Rainey et al., 2005;
Friebe, van der Goot and Burgi, 2016).

EF a LF jsou nésledné translokovany pfes membranové pory jednak pifimo do cytoplazmy
nebo nejprve do vnitrobunéénych vacku (ILV, z angl. Intraluminal Vesicle) a poté jsou fizovany zpét
s pozdni endozomalni membranou nebo autofagosomem (Abrami et al., 2004; Lowe and Glomski,
2012). Tento zpisob muize byt pro toxin vyhodnégjsi, nebot’ enzymové podjednotky mohou ziistat v
ILV chranéné prfed lysozomdlnimi enzymy. Kromé& toho mulze byt toxin uvolfiovan do
extracelularniho prostfedi pomoci exosomil a vstupovat do jinych bunék bez ohledu na receptor a tak
zlstavat pro imunitni systém neviditelnym (Abrami et al., 2013).

Translokace LF a EF z endozomalniho kompartmentu do cytosolu pomoci péru je proces,
ktery nevyZzaduje Zadnou energii. Rozdily v koncentracich protonti a elektrickém potencidlu dostacuji
pro efektivni transport PA porem (Zhang et al., 2004). Bylo vSak uk4zano (Jiang et al., 2015), Ze
translokace vyZaduje rozvolnéni struktury jak LF, tak EF, protoZe primér poru je pfili§ maly pro
prichod strukturovaného proteinu.

N-konec LF a EF vstupuje do poru tvofeného PA63 diky kyselému pH a pozitivnimu
membranovému potencidlu a iniciuje translokaci rozvolnéného polypeptidu ve sméru od N k C-konci.
Por je selektivni pro kationty, a proto negativné nabité Casti translokovaného polypeptidu mohou
vstoupit do pdru az poté, co jsou pronotovany a neutralizovany. Kdyz polypeptid enzymu prochézi

poérem a vstupuje do vyssiho pH v cytosolu, kyselé aminokyseliny ziskavaji negativni naboj a blokuji
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tak zpétnou difuzi peptidu do endozomu. Vysledkem je jednosmérny prichod polypeptidu pies
membranu, koncici strukturovanim polypeptidu v cytosolu bunky (Young and Collier, 2007).

Postranni fetézce sedmi fenylalaninovych aminokyselinovych zbytkti (Phe) na pozici 427 z
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Obrazek 4: Bunéény vstup anthraxového toxinu. B. anthracis vytvari tii podjednotky antraxového toxinu: protektivni
antigen (PA), letalni faktor (LF) a edemogenni faktor (EF). PA83 se vaze bud’ na CMG2 nebo TEMS8 na bunééném
povrchu, kde je Stépen furinem, coz vede k PA63 spojenému s receptorem a rozpustnému PA20. Po navazani toxinu jsou
receptory fosforylovany kindzami Src nebo Fyn, a ubikvitinovany Cbl (pro TEMS8) nebo nezndmou E3 ligazou (pro
CMG?2). Po oligomeraci v lipidovych raftech komplex receptor-toxin podléha endocytoze. Zda se, ze tato endocytdza do
znacné miry zavisi na clathrinu, dynaminu, AP-1 a aktinu. Pfevzato a pozménéno podle (Friebe, van der Goot and Burgi,
2016).

kazdé podjednotky vytvarejici por tvoti zazeni (viz. obrazek 5), které je oznacovano jako Phe svorka
(nebo také ,,¢ svorka®) (Jiang et al., 2015). Tuto svorku Ize povazovat za aktivni misto, kli¢ové pro
translokaci proteinu (Krantz et al., 2005; Collier, 2009). Funguje primarn¢ k interakci piimo s
translokujicim polypeptidem a tvoii jakési té€snéni zabranujici prichodu iontii. Tato struktura je

nezbytna pro zachovani transmembranoveého pH gradientu v poru (Wang et al., 2009).

Obrazek 5: Umisténi fenylalaninové
(Phe, ?) svorky uvnitf
anthraxového péru. A) Sedm
fenylalaninovych  zbytkd z kazdé
podjednotky v pozici 427 (F427) tvori
aktivni misto pro pruchod proteinu.
Spodni pohled. B) Hypoteticky prifez
poru, obarveny jako v (A). Pfevzato a
pozménéno podle (Krantz et al,
2005).
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Piisobeni toxinu zacina jeste pied tim, nez se samotné ti¢inné enzymy dostanou endocytozou
dovnitt buniky. Bylo popsano, ze PA20, kterda se odstépi od nativniho protektivniho antigenu,
ovliviiuje transkripci gent souvisejicich s apoptoézou a rtistem bunék v leukocytech (Hammamieh et
al., 2008). Je vsak jasné, Zze koordinovany ucinek obou anthraxovych efektorit LF a EF zajistuje

uspésnou infekci a celkovou virulenci (Ebrahimi et al., 2011).

2.2.3 Aktivace edemogenniho faktoru

Edemogenni faktor je vysoce aktivni adenylatcyklazovy enzym zavisly na vazbé kalmodulinu
(CaM), stejné jako CyaA. Ma tfi modularni domény: N-koncovou PA vazebnou doménu (PABD),
AC katalytickou doménu sestavajici ze dvou subdomén (Ca a Cg), na jejichz rozhrani se tvoti aktivni
misto (tzv. katalytickd smycka), a na C-konci tzv. helikdlni doménu (HD) (Shen et al., 2005).
V nepfitomnosti kalmodulinu se helikélni doména spojuje s katalytickou doménou a blokuje aktivitu
toxinu (Guichard, Nizet and Bier, 2012). Studie Ulmera a kolegii (Ulmer et al., 2003) ukazuje, Ze
uzaviena konformace N-koncové ¢asti CaM bez navdzaného vépniku je v kontaktu s helikalni
doménou EF aumoziiuje C-koncové ¢asti CaM s navazanym véapnikem se vlozit mezi katalytickou
a helikdlni doménou EF (viz. obrazek 6). To iniciuje konformacni zmény tzv. C-ptepinace, které
vedou dale k stabilizaci katalytické smycky a k zahdjeni enzymatické AC aktivity (Shen et al., 2005;
Tang and Guo, 2009).

Pti bézné vnitrobunééné nebo jen mirn€ zvysené koncentraci vapniku (0,1-0,5 uM) je AC
aktivita EF stimulovana. Pti vy§Sich koncentracich vapniku je vSak AC aktivita inhibovana kompetici

iontll vapniku s ionty hoi¢iku v katalytickém misté (Shen et al., 2005).

katalytickd smycka C-Prépinac

aktivace

PABD

Obrazek 6: Model katalytické aktivace edema faktoru (EF) pomoci kalmodulinu (CaM). EF: katalytické
subdomény Ca a Cg, helikalni doména (HD), PA vazebna doména (PABD). Reakce je zahajena navazanim N-CaM na
HD, coz iniciuje inzerci C-CaM mezi katalytickou doménou a HD. C-pfepinac stabilizuje katalytickou smycku a dale
nasleduje pfeména ATP na cAMP. Pro lepsi vizualizaci jsou vlevo dole zobrazené domény schematicky znazoriujici
tyto tfi stavy. Pevzato a pozménéno podle (Tang and Guo, 2009).
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Narozdil od CyaA, ktery vytvaii nejvyssi koncentraci cAMP v cytosolu buniky lokalné blizko
plazmatické membrany, edemogenni faktor vytvaii gradient cAMP vychdzejici z jadra a klesajici
smérem k plazmatické membrané (Dal Molin et al., 2006). Dtlezitou odliSnosti je také afinita enzymu
ke CaM, ktera je v piipad¢ CyaA 0,2 nM (Guo et al., 2005), coz je asi 100x vyssi hodnota nez afinita
k EF (Shen et al., 2005).

2.3 Exoenzym Y bakterie Pseudomonas aeruginosa

Tietim a nejméné prozkoumanym proteinem zrodiny bakteridlnich adenylatcyklaz je
ExoenzymY (ExoY) produkovany gramnegativni bakterii = Pseudomonas  aeruginosa,
oportunistickym lidskym patogenem. Tato vSudyptitomné bakterie je vybavena faktory virulence,
které kolonizuji rizné tkan€ a organy jedincii a je nebezpecna piedevsim pro pacienty s cystickou
fibrézou (Sadikot et al., 2005). P. aeruginosa je diky své vysoké Zivotaschopnosti v riznych

prostiedich a své vlastni odolnosti vii¢i mnoha antibiotikim hlavni pfi¢inou nozokomialnich infekci

v nemocnicich po celém svété (Lyczak, Cannon and Pier, 2002; Hauser, 2009).

2.3.1 Efektorové proteiny typu 3

Béhem infekce produkuje P. aeruginosa rozséhly repertoér faktorti virulence, mezi néz patfi:
adhezivni faktory, proteiny tvofici biofilm a faktory rezistence vici antibiotikim. Ddle jsou to
sekretované toxiny vcetné nékolika proteinovych efektorii, jako naptiklad ExoS, ExoT, ExoU a
ExoY, které jsou ptenaSeny pies membranu do hostitelskych bun¢k pomoci sekre¢niho systému typu

3 (T3SS) (Gellatly and Hancock, 2013).

Ex0T Rho GAP aktivita ExoY adenylateyklaza

ExoS ADP-nbosyltransferazova

fosfolip3
GAP aktivita Exol fosfolipaza

_---- -------n--------n--.--.--.--------n- ol e el e e o e el el Obl‘{lzek 7: VStllp efektOI'OV)"ch EXO
PM o proteini do hostitelské  buiiky

U ol ol el el e ol o e e - A e e o ol ol o e ool ol el e el

pomoci sekre¢niho systému typu 3

T il R ﬁﬁﬂ IWWHW (T3SS). IM — vnitfni membrana
Emzﬁb”””%gg”uoo GOQQ‘L‘LL"GLQQ"QQ bakterie, OM — vné&j§i membrana

bakterie, PM — cytoplazmatickd

feh RATRAY =0 maamey, . iy y

R i i f i % membrana eukaryotické buriky.
o \ﬁ?ﬁﬁﬂ{@ﬂ "%gy‘g 'MWMUM ELLQEUMW“'KUJHMJ ﬂ”ﬁj@mﬁ?ﬁ?ﬂ, g Pfevzato a pozménéno podle obrazku z
IM s Uik webovych stranek laboratote Tim Yabhr,

Toxiny The University of lowa.
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Sekre¢ni systém typu 3 tvofii slozity jehlicovity komplex na bakteridlnim povrchu, ktery je
zodpovédny za transport specifickych Exo proteini z bakteridlniho cytosolu do extracelularniho
prostiedi cilové bunky (viz. obrazek 7). Tento systém také slouzi jako senzor kontaktu s hostitelskou
bunikou (Hauser, 2009).

Efektory ExoS a ExoT inhibuji fagocytézu bakterii a usnadiiuji pronikani P. aeruginosa pies
epitel (Soong et al., 2008). Dalsi efektor T3SS, ExoU, patfici do rodiny fosfolipdz A2 je aktivovan
interakci s ubikvitinem (Tessmer et al., 2017). Po aktivaci zptisobuje ExoU naruSeni bunécénych
membran a bunéénou smrt cilovych bundk (Belyy et al., 2018). Ctvrty popsany efektor, ExoY
s adenylatcyklazovou aktivitou byl identifikovan v roce 1998 (Yahr et al., 1998) a o jeho roli béhem

infekce P. aeruginosa v porovnani s ostatnimi efektorovymi proteiny je znamo jen malo.

ExoenzymY

Efektorovy protein ExoY byl piivodné popisovan jako adenyldtcykldza se strukturalni
podobnosti s bakterialnimi adenylatcykldzami, jako je CyaA z Bordetella pertussis a edemogenni
faktor (EF) z Bacillus anthracis. Bylo vsak ukdzano (Morrow et al., 2015), ze ExoY je purinova a
pyrimidinové nukleotidylcyklaza, ktera vytvaii cGMP, cAMP, cUMP a v mensi mife i cCMP. V in
vivo modelu se ukézalo, Ze cUMP je nejvyznamnéjSim cyklickym nukleotidem generovanym v
plicich mysi infikovanych ExoY (Bahre et al., 2015).

Zda je ExoY posttranslaéné modifikovan nebo zda interaguje s jinymi proteiny uvniti bakterie
neni zndmo. Avsak analogicky s jinymi efektory T3SS se predpoklada, ze N-koncové zbytky ExoY

nesou sekre¢ni signdl a moZnou doménu vazajici pomocné proteiny (chaperony) (Belyy ef al., 2018).

2.3.2 Interakce s aktinem

ExoY sdili vyznamnou sekvencni homologii v katalytické doméné s CyaA i edemogennim
faktorem. Nicméné ve struktufe ExoY chybéla doména vazajici se na kalmodulin, a proto
eukaryoticky kofaktor ExoY zistaval dlouho neznamy. Nedévno bylo ukazano (Belyy ef al., 2016),
Zze na aktivaci ExoY se podili vlaknity aktin (F-aktin). ExoY po vazbé na F-aktin podstoupi
strukturnimi zménami, které umoznuji jeho katalytické doméné vytvofit vysoké mnozstvi cyklickych
nukleotidtl, které narusuji bunécnou signalizaci. To vyvola reorganizaci cytoskeletu nasledovanou
bunécnou smrti (Sayner ef al., 2004). ExoY se vaze na aktin tak, Ze blokuje rozpad aktinového vlakna
a také narusuje vazbu vazebnych proteind, jako je naptiklad ADF (faktor zpisobujici depolymerizaci
aktinu), zptisobujici rozpad aktinovych vldken (Belyy et al., 2018). Pfesny mechanismus vysvétlujici,
jak ExoY ovlivituje dynamiku aktinu a jak F-aktin aktivuje ExoY, vSak zlstdva nezndmy.

cAMP a v mensi mife také cGMP, syntetizované po aktivaci ExoY, jsou zodpovédné za

rozpad mikrotubulll, coz vede ke zméné tvaru buné¢k (Morrow et al., 2017). Syntéza téchto nukleotidl
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dale vede k naruSeni bariéry endotelidlnich bunék a miize aktivovat protein kindzu A (PKA), ktera
fosforyluje protein tau spojeny s mikrotubuly. Jakmile se protein tau stane fosforylovanym, uvoliluje
se z mikrotubull a tvofi oligomery o vysoké molekulové hmotnosti. Tyto oligomery jsou nasledné
uvolilovany z endotelu a prenasSeji se mezi bunikami, coz zpiisobuje zvySenou permeabilitu mezi
buiikami a s tim spojenou cytotoxicitu. Podnét k uvolnéni tau oligomert neni zndm. Avsak i cUMP
muze pusobit jako druhy posel dulezity pro stimulaci uvoliiovani tau oligomerti (Morrow et al., 2017).

Jak bylo diskutovano drive, zatimco EF a CyaA jsou aktivovany kalmodulinem, ExoY
definuje novou podskupinu nukleotidylcykldzovych toxini aktivovanych aktinem (Belyy et al.,
2016). Tato podskupina také zahrnuje rtizné ExoY-podobné (ExoY-L) moduly identifikované u
nékolika ¢lentt multifunkénich autoprocesnich RTX (MARTX) toxind, které jsou produkovany
riznymi gramnegativnimi patogeny (Belyy et al., 2016). Naptiklad Ziolo s kolegy (Ziolo et al., 2014)
prokazali, Ze doména podobnd ExoY z toxinu MARTX biotypu 3 Vibrio vulnificus je vybavena
aktivitou adenylatcyklazy, stejn¢€ jako motsky patogen Vibrio nigripulchritudo (Belyy et al., 2016).
Zatimco F-aktinem aktivovany ExoY z P. aeruginosa mize generovat jak kanonické purinové, tak
nekanonické pyrimidinové cNMP nukleiotidy (Winkelman et al., 2014; Belyy et al., 2016), ExoY z
Vibrio nigripulchritudo je spiSe podobny dobie zndmym toxinim z B. anthracis a B. pertussis

(Khanppnavar and Datta, 2018; Mancl et al., 2020).
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3 Rodina ADP-ribosyla¢nich toxini

Do rodiny tzv. ADP-ribosylacnich toxinl patii velké mnozstvi toxini, ale existuji pouze tfi,
které umi manipulovat s vnitrobunénou koncentraci cAMP v hostitelské buiice: cholerovy toxin
(CT) bakterie Vibrio cholerae, pertusovy toxin (PT) bakterie Bordetella pertussis a tepelné-labilni
toxin (LT) bakterie Escherichia coli. CT 1 LT cili na stimulaéni G-protein endogenniho
adenylatcyklazového systému piitomného v eukaryotnich buiikdch. Ribosylace zplsobuje, Zze G
protein je udrZzovan ve svém aktivovaném stavu vdzaném na GTP. PT naopak inhibuje aktivitu
inhibi¢niho G-proteinu. Obé¢ tyto strategie vedou k naslednému zvySeni mnozstvi cyklického AMP

(Holbourn, Shone and Acharya, 2006). Podrobné mechanismy téchto déjit budou popsany nize.
3.1 Pertusovy toxin

Pertusovy toxin (PT nebo PTX) je, stejné jako CyaA, klicovym faktorem virulence bakterie
Bordetella pertussis. PT hraje roli v mnoha komplikacich spojenych s onemocnénim ¢erny kasel, ma
imunomodulac¢ni funkce a je nezbytny pro infekci hostitele (Carbonetti, 2010).

PT je protein, patfici do skupiny tzv. ABs toxini (Beddoe ef al., 2010). Je slozeny z péti
ruznych podjednotek: S1, S2, S3, S4 a S5, které jsou uspotradané v architektuie A-B (Tamura et al.,
1982). S1 podjednotka je jedind ADP-ribosyltransferdzova katalyticka podjednotka oznacovana také

jako A-protomer, Podjednotky S2 az S5, spojené disulfidovymi vazbami, tvoii komplex oznacovany

B-oligomer, ktery mé stechiometrii: 1S2: 1S3: 2S4: 1S5 (Stein, Boodhoo, Armstrong, Cockle, et al.,

1994).
A

Obriazek 8: Krystalova struktura PT.(A) Boc¢ni pohled a (B)
spodni pohled na holotoxin. Rizné podjednotky jsou oznaceny a
zobrazeny v riznych barvach (Cervena pro S1 a rizné odstiny
zelené pro B podjednotky). Riizove jsou oznacena vazebna mista.
Pfevzato a pozménéno podle (Locht, Coutte and Mielcarek, 2011).
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podjednotky jsou spojeny do molekuly ve tvaru pyramidy (obrazek 8) s trojuhelnikovou zékladnou
tvofenou B-oligomerem a na vrcholu tohoto trojuhelniku se nachéazi S1 podjednotka (Stein, Boodhoo,
Armstrong, Cockle, et al., 1994). Mezi A a B podjednotkami toxinu byly popsany pouze nekovalentni
interakce, nicmén¢ vysledny komplex vykazuje velkou stabilitu (Yang, Mou and Shao, 1994).

Po translaci kazdy syntetizovany prekurzorovy protein obsahuje N-koncovou signalni
sekvenci, ktera ho cili do periplazmatického prostoru, kde se PT podjednotky shromazdi do tzv. AB
holotoxinu. Ten je transportovan pies vnéjsi membranu do extracelularniho prostoru bakteridlnim

sekre¢nim systémem typu IV (Locht, Coutte and Mielcarek, 2011).

3.1.1 Vstup pertusového toxinu do hostitelské buniky

Jakmile je holotoxin transportovan z bakterie, je schopen interagovat s cilovymi buitkami. PT
nema popsany zadny specificky receptor, ale podjednotky S2 a S3 obsahuji vazebna mista pro
kyselinu sialovou nachazejici se na mnoha glykolipidech a glykoproteinech. To umoznuje adhezi PT
k $iroké skale bunéénych typt (Stein, Boodhoo, Armstrong, Heerze, et al., 1994). Ve vsech piipadech
je vazba toxinu zprostfedkovana B podjednotkami (Bogdan et al., 2003).

Potencialni schopnost PT rozpoznavat mnoho druht sialylovanych povrchovych receptort
naznacuje, ze muze pouzit rizné receptory pro vstup do cilové buiky. PT podléha endocytoze
zprosttedkované klathrinem a pohybuje se od endozomu pfes Golgiho aparat az do
endoplazmatického retikula (ER) (viz. obrazek 9) tzv. retrogradnim transportem (Teter, 2019).
Endozomalni transport PT v8ak neni zavisly na pH gradientu, jak je tomu u ostatnich AB toxini
(Hausman and Burns, 1992).

ADP-ribosylacni funkce S1 podjednotky se odehrava v cytoplazmé, kam se musi dostat z ER.
Na to vyuziva transloka¢ni protein SEC61, coZ je por v membrané ER, ktery umoziiuje obousmérny
pohyb proteint ur¢enych pro degradaci mezi ER a cytozolem. Tento por je soucasti tzv. ERAD drahy
(angl. ,.endoplasmic reticulum associated degradation®, nebo cesky ,degradace spojend s
endoplazmatickym retikulem®) a propousti proteiny pouze v nativnim stavu (Hazes and Read, 1997;
Pande et al., 2006).

Hazes a kol. (Hazes et al., 1996) ukazali, Ze ATP slouZi jako molekularni senzor pro spusténi
rozpadu holotoxinu. K tomu dochazi specificky v misté pro translokaci S1 podjednotky z ER.
Disulfidova vazba mezi A-monomerem a B-oligomerem je spontanné redukovéna a S1 podjednotka
se odd¢li, coz aktivuje jeji enzymatickou funkci (Kaslow ef al., 1987; Teter, 2019). PT holotoxin a
B-oligomer jsou stabilni komplexy (Yang, Mou and Shao, 1994), odstépend S1 podjednotka ma
teplotu tani (Tm) jen 31°C (Pande et al., 2006). Proto po uvolnéni z holotoxinu v ER, kde je teplota
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kolem 37 °C, enzymatickd podjednotka spontdnné zméni konformaci a to umozni jeji prachod izkym

SEC61 porem (Teter, 2019).

il ‘j ., Sialylovany receptor

7
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Endozom cAMP
' Neni ATP —
| AC

coig =1 /
Neni ATP P

+Hsp90/PPI

\

Obrazek 9: Vnitrobunécéna cesta a translokace PT. PT se vaze na sialylovany receptor na povrchu a vstupuje do cilové
bunky receptorem zprostiedkovanou endocytézou. Poté se pohybuje jako neporuseny holotoxin z endozom, pies
Golgiho aparat do endoplazmatického retikula (ER). Katalyticka S1 podjednotka je udrzovana ve stabilni konformaci
svou asociaci s B-oligomerem, ale pfeméni se do nativniho stavu, kdyz ATP spusti jeho uvolnéni z PT holotoxinu.
Nasledné je S1 podjednotka rozpoznana jako ER-asociovany degradaéni substrat (ERAD) pro export do cytosolu
prostiednictvim mechanismu zahrnujiciho mimo jiné proteiny pomahajici katalytické podjednotce udrZzovat spravné
prostorové usporadani, Hsp90 a peptidyl prolyl cis/trans izomerazu (PPI). S1 se znovu sklada v cytozolu a inaktivuje Gia
prostiednictvim ADP-ribosylace. Inaktivovany Gia jiz nemiize inhibovat adenylatcyklazu (AC), coz vede k trvale zvysené
hlading vnitrobunééného cAMP. Prevzato a pozménéno podle (Teter, 2019).

Produktivni intoxikace vyZaduje, aby se S1 podjednotka vyhnula obvyklému zpracovani
exportované¢ho substratu v proteazému, které¢ zavisi na ubikvitinu. Poméha tomu Uplna eliminace
lysinovych zbytki v aminokyselinové sekvenci fetézce S1 podjednotky, na které se obvykle vaze
ubikvitin (Teter, 2019). Kvili tepelné nestabilit¢ mize byt A-monomer néachylny k degradaci
nezavislé na ubikvitinu pomoci tzv. 20S proteazomu (Pande et al., 2006). Bylo popsano, Ze interakce
s NAD" (Nikotinamidadenindinukleotid) muZe stabilizovat S1 podjednotku a inhibovat jeji tepelnou

denaturaci (Pande et al., 2006; Worthington and Carbonetti, 2007).

3.1.2 ADP-ribosylacni reakce

S1 podjednotka PT pouzivda NAD" jako donorovou molekulu (viz. obrazek 10) pro ADP-
ribosylaci cysteinového zbytku v pozici 351 v a-podjednotce Gi/Go (Gai/Go) (Hsia et al., 1985).
Gi/Go patii do rodiny heterotrimernich G-proteinil a ve zdravé buiice inhibuje prostiednictvim tzv.
negativni regulace aktivitu AC. ADP-ribosylace a-podjednotky brani proteinim vazbé na GPCR
(receptor spfazeny s G proteinem) (Mangmool and Kurose, 2011). Odpojeni GPCR od Gai/Go

proteinu ma za nasledek naruseni komunikace mezi receptorem a efektorovou molekulou
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adenylatcyklazového komplexu. ADP-ribosylovana forma Gi/Go je uzamcéena v neaktivnim stavu a
dale nemuze regulovat funkci adenylatcyklazy. Konverzi ATP na cAMP tedy nelze zastavit, coz vede
k nadmérné hladiné intracelularntho cAMP a naslednému naruseni mnoha bunécnych procest

(Mangmool and Kurose, 2011).
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Obrazek 10: Schéma ADP-ribosylace a-podjednotky heterotrimerniho Gi/Go proteinu pertusovym toxinem
(PTX). PTX katalyzuje Stépeni vazby mezi atomem uhliku ribézy a atomem dusiku nikotinamidu a pfenasi ADP-
ribosylovou &ast z nikotinamidadenindinukleotidu (NAD™) na akceptorovou molekulu na cilovém proteinu. Prevzato a
pozménéno podle (Mangmool and Kurose, 2011).

ProtoZe jsou proteiny Gi/Go exprimovany v riiznych tkanich, u¢inky PTX jsou pozorovany
témert u vSech typt bunék. Bunééné procesy ovlivnéné PT-fizenou akumulaci cAMP zahrnuji citlivost
k histaminu, potlaceni adaptivnich imunitnich odpovédi, chemokinovou signalizaci, regulaci
prozanétlivych cytokinil a zvySenou sekreci inzulinu (Scanlon, Skerry and Carbonetti, 2019).

Samotny B-oligomer miZze také ucinkovat na eukaryotické bunky nezavislé na ADP-
ribosylacni aktivité S1 podjednotky. Naptiklad se vaze na urcité glykoproteiny na lidskych krevnich
destickach a vyvolava jejich rychlou agregaci a zvyseni hladiny vnitrobunééného Ca®* (Sindt ef al.,
1994), ktera nasledn¢ indukuje mitogenni stimulaci lidskych T-buné€k (Strnad and Carchman, 1987;
Schneider, Weiss and Miller, 2007) a maturaci dendritickych bunék (Wang et al., 2006). Tato data
naznacuji dvojité ptisobeni PT: kratkodobé a velmi rychlé uc¢inkem B-oligomeru a dlouhodobé

s pomalym néstupem prostfednictvim ADP-ribosylace.
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3.2  Tepelné-labilni enterotoxiny E.coli a Vibrio cholerae

Tepelné-labilni enterotoxiny (HLTs, Heat-Labile enteroToxins) jsou sekretovany bakteriemi
E. coli a Vibrio cholerae, které zpusobuji prijmova onemocnéni. Patfi do rodiny strukturné
ptibuznych proteint, které jsou rozdéleny do dvou hlavnich skupin: typ I sestava z cholerového toxinu
(CT) produkovaného bakterii Vibrio cholerae, LT-1 toxinu z enterotoxigenni Escherichia coli
(ETEC) a ptibuznych enterotoxinli z jinych bakterii (Connell and Holmes, 1995). Typ II (LT-II)
zahrnuje tii varianty ETEC toxinG: LT-IIa, LT-IIb, LT-IIc, které vykazuji vysokou homologii s CT a
LT-1, ale rozpoznavaji jiné receptory (Fukuta et al., 1988). Tepeln¢ labilni se tyto toxiny nazyvaji
proto, ze inkubace LT nebo CT pii teploté 70 ° C po dobu 10 minut je dostate¢na pro destrukei jejich
aktivity, pficemz tzv. tepeln¢ stabilni toxin produkovany stejnou ETEC bakterii vysoka teplota
neinaktivuje (Gill et al., 1981).

Oba toxiny, CT a LT, maji tzv. ABs oligomerni strukturu (stejn¢ jako EF a PT). Pét B-
podjednotek tvoii vysoce stabilni kruh (viz. obrazek 11). Tato ¢ast toxinu je zodpovédna za vazbu na
cilové buiikky (Zhang et al., 1995). A-podjednotka je jediny polypeptid, ktery je posttranslacné
modifikovan §t€penim protedzou. Po Stépeni vznikaji dva fragmenty Al a A2, které stale zlstavaji
spojené disulfidovou vazbou (Sanchez and Holmgren, 2011). A1 doména vytvafi trojuhelnikovou
strukturu a je zodpovédna za ADP-ribosyla¢ni enzymatickou aktivitu toxinu, zatimco a-helikalni A2

doména nekovalentné spojuje Al doménu a B podjednotky toxinu (Zhang et al., 1995).

Al fetézec

B-oligomer

Obrazek 11: Krystalova struktura cholerového toxinu (CT) a tepelné-labilniho toxinu I (LT-1) z E. coli. Oba toxiny
maji velmi podobnou strukturu: Helikalni fetézec (A2) pfipojuje katalyticky fetézec (A1) k B-oligomeru, ktery je slozeny
z péti podjednotek ve tvaru kruhu. Al a A2 fetézce v CT a LTI jsou spojeny disulfidovou vazbou. Pfevzato a pozménéno
podle (Connell, 2007).
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3.2.1 Proniknuti do cilové buiiky

Transport enterotoxini z bakteridlnich bun¢k probihd prostfednictvim sekre¢niho systému
typu II (T2SS) (Tauschek et al., 2002) a to po sestaveni vSech podjednotek do hotového holotoxinu
v periplazmatickém prostoru bakterie. Jakmile jsou CT a LT-I ve stfevnim lumenu, zahaji svoji
vnitrobunéénou cestu vazbou na receptor GM1 (monosialogangliozid), kterd se déje s vysokou
afinitou a specificitou. Tento receptor je pfitomen na povrchu sav€ich bunék, vcetné enterocytu,
dendritickych bun¢k, makrofagt, B a T bunck (Basset et al., 2010; Sanchez and Holmgren, 2011).
Pentamericka B-podjednotka vaze stechiometricky pét molekul GM1 shromézdénych v lipidovych
raftech na plazmatické membrané hostitelské buniky. Endocytoza je zahdjena kaveoly (Parton, 1994),
fizenym vychlipenim vacku a naslednym transportem komplexu toxin-receptor do Golgiho aparatu.
Neni dosud jasné, v jakém kompartmentu a jak pfesné probiha uvolnéni A a B podjednotek toxinu,
existuji vSak dvé alternativni vysvétleni tohoto procesu. B-podjednotka uvolnéna v Golgiho aparatu
muze byt recyklovana do pozdnich endozomti a lysozomt (Bastiaens et al., 1996) a tzv. KDEL signal
(signalni sekvence aminokyselin lysin (K), kyselina asparagova (D), kyselina glutamova (E), leucin
(L)) na C-konci A2-podjednotky umoznuje zpétny pohyb celé A podjednotky do endoplazmatického
retikula (ER). Muze také existovat endogenni retrogradni cesta do ER pro gangliosidy v lipidovych
raftech, na které se vaze B podjednotka na cytoplazmatické membrang a timto zptisobem transportuje
cely holotoxin do lumenu ER (Fujinaga et al., 2003), kde je nasledné¢ A1 fetézec odstépen od zbytku
komplexu pomoci enzymu PDI (proteinova disulfidizomeraza) (Tsai ef al., 2001).

V polarizovanych buiikdch sttevniho epitelu se CT/LT-1 musi vazat pfes GM1 na apikalni
membrané a aktivovat svoji katalytickou funkci az na cytosolovém povrchu bazolateralni membrany
(viz obrazek 12). Nejjednodussim vysvétlenim translokace obou toxint je vyuziti kanalu SEC61,
ktery je soucasti ERAD dradhy (Lencer, Hirst and Holmes, 1999), tedy stejné drahy jako vyuZziva
pertusovy toxin (Hazes and Read, 1997). Druha teorie (Goins and Freire, 1985) vychazi z myslenky,
ze Al-peptidy CT a LT-I vykazuji hydrofobni chovani, proto miiZze Al-peptid po translokaci ziistat
spojeny s membranou (nebo se znovu spojit s membranou) a presunout se na bazolateralni membranu
pomoci transportnich sekre¢nich vacka. Fuze vacki nesoucich toxin dostane A-podjednotku do mista
blizko endogenni adenylylcyklazy na cytosolické strané membrany a B-podjednotku k bazolateralni

strané membrany enterocytu.

3.2.2 Aktivace enzymatické reakce
Po vstupu do bunécného cytosolu enzymaticka podjednotka A1 katalyzuje ADP ribosylaci a-
podjednotky stimulaéniho Gs proteinu (Gsa) (viz. obrazek 12), ktery zvySuje aktivitu vlastni

adenylatcyklazy hostitelské buitky (Moss and Richardson, 1978; Spangler, 1992). Tato enzymaticka
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reakce je alostericky aktivovana tzv. ADP-ribosyla¢nimi faktory (ARF), které patii do rodiny GTPaz
(Moss and Vaughan, 1995). Vazba ARF vyvolava vyrazné zmény v podjednotce Al, které umozni
vazbu  nikotinamidadenindinukleotidu (NAD") na aktivni misto Gso podjednotky

adenylatcyklazového komplexu a potencialné na dalsi GTP-vazebné proteiny zapojené do signalni

transdukce (O’Neal et al., 2005).

LT/CT

Obrazek 12: Mechanismus ptsobeni cholerového toxinu
(CT) a tepelné labilniho (LT) enterotoxinu Escherichia coli
na epitelialni buiiku tenkého stfeva. CT nebo LT se vaze na
monosialogangliozidovy receptor GM1 na povrchu hostitelské
sliznice a spousti endocytézu holotoxinu. Al doména je
transportovana Golgiho komplexem do endoplazmatického
retikula (ER), odkud se dostava do cytosolu pomoci ERAD
drahy. Tato doména interaguje v cytosolu s ADP-ribosyla¢nimi
faktory (ARF) a Gsa podjednotkou stimulaéniho G-proteinu,
ktery poté zvySuje aktivitu adenylylcyklazy (AC). AC
pfeménuje ATP na cAMP a nasledné aktivuje proteinovou
kinazu A, ktera inhibuje absorpci NaCl a zvySuje sekreci
chloridu prostfednictvim transmembranového regulatoru
cystické fibrézy (CFTR). Pievzato a pozménéno podle (Lima
and Fonteles, 2014).

Po ADP-ribosylaci ziistava adenylatcyklaza ve stavu vazaném na GTP, coz ma za nasledek
velkou enzymatickou adenylatcyklazovou aktivitu. To vede ke zvySeni hladiny cyklického adenosin
monofosfatu (cAMP) v cytosolu buiiky (Basset et al., 2010; Sanchez and Holmgren, 2011;
Hajishengallis and Connell, 2013). Vyssi hladiny cAMP zptisobuji nerovnovahu v pohybu elektrolyta
v epitelialni bufice stieva, protein kindza A (PKA) inhibuje absorpci Na* prostfednictvim (Na*/H")
kanalt a otevird chloridovy-kandl fosforylaci transmembranového reguldtoru cystické fibrozy
(CFTR). Tyto zmény v koncentraci elektrolytti zplisobuji ztratu vody a prijem (Sears and Kaper,

1996; Viswanathan, Hodges and Hecht, 2009).
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4 Zaveér

Tato bakalaiska prace popisuje a srovnava mechanismy interakce bakterialnich toxina, které
zvySuji hladinu vnitrobunééného cAMP, s hostitelskou bunikou. Duraz je kladen piedev§im na
molekularni strategie bakterie Bordetella pertussis, kterd zplsobuje Cerny kasel, velmi malo
kontrolované respiracni onemocnéni, a to i1 navzdory vSeobecnym ocCkovacim programim. B.
pertussis sekretuje dva toxiny (CyaA a PT), z nichz kazdy zvysuje hladinu cAMP v cilové buiice
jinym mechanismem. Kone¢nym vysledkem je sniZzena fagocytéza bunék imunitniho systému a
snizena produkce jinych obrannych mechanismi organismu béhem infekce (von Konig et al., 2002).

Jednim z mechanismd, kterym bakteridlni toxiny manipuluji s hladinou cAMP v hostitelskych
buiikéch je doprava vlastniho enzymu, bakteridlni adenylatcyklazy (AC), do bunééného cytosolu
napadené bunky. Exogenni AC je pak aktivovana néjakym kofaktorem v cytosolu hostitelské buiiky.
V ptipad¢ dvou nejprozkoumangjsich toxinli, CyaA bakterie B. pertussis a edemogenniho faktoru
bakterie Bacillus anthracis, je takovym kofaktorem intracelularni kalmodulin (Wolff et al., 1980).
Dalsi exogenni adenylatcyklaza, ExoY toxin bakterie Pseudomonas aeruginosa, ptedstavuje novou
skupinu adenyléatcyklaz aktivujicich se eukaryotickym aktinem (Belyy et al., 2018).

Druhé rodina tzv. ADP-ribosyla¢nich toxinli vyuziva jinou strategii. Tyto toxiny dopravuji
svou enzymatickou ADP-ribosylacni podjednotku do cytosolu cilové buiky, kterd modifikuje
heterotrimerni G-proteiny. Modifikace tohoto proteinu vede k aktivaci eukaryotické adenylatcyklazy
a produkci cAMP. Ve stievnich epitelialnich bunikach to nasledné vyvolava sekreci chloridu, ktera je
doprovazena masivnim pohybem vody a naslednym prijmem (Spangler, 1992; Sanchez and
Holmgren, 2011). Ten je charakteristickym znakem infekce zpiisobené bakterii Vibrio cholerae
produkujici cholerovy toxin (CT) a enterotoxigenni Escherichia coli, kterd vylucuje tepelné labilni
toxin (LT). Pertusovy toxin (PT) produkovany bakterii B. pertussis patii také do této rodiny (Beddoe
etal.,2010).

Zakladni vyzkum CT a LT aktivné probihal v 90. letech, ale za poslednich 20 let existuji pouze
ojediné€lé prace prispivajici k pochopeni mechanismi U¢inku téchto toxinli na molekuldrni urovni.
CyaA a ExoY jsou nyni pomérné hojné studované a studium téchto toxinii mize prohloubit znalosti
v oblasti mechanismti interakce bakteridlnich patogent s cilovymi buiikami b&hem infekce s

mozZnosti identifikace novych antimikrobidlnich cili.
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