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Modification of cell-signalling in eukaryotic cells using the adenylate

cyclase toxin of Bordetella pertussis.

The aim of my diploma thesis was to study the transport of calcium ions into the
host cells after their interaction with adenylate cyclase toxin (ACT) of Bordetella
pertussis. During the interaction of ACT with mouse macrophages bearing integrin on
their surface, intracellular concentration of calcium ions [Ca*‘}; was significantly
increased. Variations of intracellular concentration of Ca®*" were measured by
spectrofluorometer using Fura-2 fluorescence probe, which interacts with calcium ions
inside the cells. The mechanism of calcium influx was studied as well as the effect of
the presence of integrin receptor on the target cells.

Using the calcium channels inhibitors, I found that calcium ions enter the cells
from extracellular environment via of ACT toxin itself and such toxin-mediated calcium
influx can be inhibited by lanthanum ions (La’"). Furthermore, calcium ions obviously
enter the cells due to the AC domain translocation. On the other hand, the ACT toxins
mutants lacking the AC domain are also able to induce an increase of [Ca®'}; level in
case when they exert an increased hemolytic activity due to an increased frequency of
toxin pore formation. During the experiments with CHO cells (with integrin receptor on
thir surface) I concluded, that the different calcium influx kinetics induced by the toxin
(in comparison with J774A_1 cells) resulted from an increased integrin density on their

surface.
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1. Seznam zkratek

ACT
ACT/det
ACT-AAC

ACT-AAC/E509+516K

ACT-AAC/ES81K
ACT-108 OVA/det

ACT-336 OVA/det

2-APB
ATP
[Ca™};
cAMP
CHO
EDTA
ER -
FHA
Fura-2/AM
HiyA
IP3
IP;R
IPTG
J774A.1
LLO
PLC
ROC
RyR
SCaMPER
SOC
vOC
wt-ACT

adenylatcyklazovy toxin bakterie Bordetella pertussis
detoxifikovany ACT (neschopny tvofit cAMP)
adenylatcyklazovy toxin bez AC domény

ACT bez AC domény, s mutaci v pozici 509 a 516
ACT bez AC domény, s mutaci v pozici 581

ACT neschopny tvofit cAMP, s vloZenym peptidem v pozici
108

ACT neschopny tvofit cAMP, s vloZzenym peptidem v pozici
336

2-aminoethyl difenyl borinat

adenozintrifosfat

intracelularni koncentrace vapenatych iontl

cyklicky adenozinmonofosfat

ovarialni bufiky kfetka

kyselina ethylendiamintetraoctova

endoplazmatické retikulum

filament6zni hemaglutinin

intracelularni indikator Ca®

hemolyzin bakterie Escherichia coli

inositol-1,4,5- trifosfat

inositol trifosfatovy receptor
isopropyl-D-thiogalaktopyranosid

mysi makrofagy

listeriolyzin bakterie Listeria monocytogenes
fosfolipaza C

receptorem ovladany kanal

ryanoidni receptor

Sfingolipid dependentni vapnikovy kanal ER

kanal ovladany intracelularni zasobou vapniku
napétim ovladany kanal

,wild type“ nemutovany kmen ACT



2. Uvod

Pifedmétem mé diplomové prace je transport vapenatych iontd do hostitelské
buiiky po jejich interakci s adenylatcyklazovym toxinem (ACT) bakterie Bordetella
pertussis, ktera zptisobuje respiraéni onemocnéni erny kasel.

Ve vyspélych zemich byl Cerny kaSel odstranén pomoci masivniho olkovani
populace, ale onemocnéni se zaina vracet i do té&chto zemi. K oCkovani se pouZivaji
nedefinované celobun&né vakciny, které mohou byt také jednou z moZnych pfi¢in
prudkého narustu alergii u déti. Jednim z hlavnich cild vyzkumu ACT je proto vyvoj
novych a definovanych, tedy rekombinantnich a bezpetnéjSich, bezbun&&nych vakcin
proti Cernému kasli. Dal$im diivodem k vyzkumu ACT je jeho schopnost pronikat pies
plazmatickou membranu celé fady eukaryotnich bungk. Bylo zjist€no, Zze ACT je tak
mozno vyuzit k dopravé cizorodych antigeni do cytoplazmy antigen-prezentujicich
bun€&k. To umozZiluje vystaveni téchto epitopu prostfednictvim hlavniho
histokompatibilniho komplexu I. nebo II. tfidy na buné&ném povrchu a indukci imunitni
odpovédi proti pfislu$né virové infekci.

Adenylat cyklazovy toxin je jeden z hlavnich toxinii produkovanych bakterii
Bordetella pertussis. ACT je syntetizovan jako inaktivni prekurzor, ktery je aktivovan
acylaci, konkrétn€ navazanim palmitolejové kyseliny na Lys 983. ACT je protein
tvofeny 1706 aminokyselinovymi zbytky. Sklada se z N-koncové katalytické domény
zahrnujici 400 aminokyselinovych zbytkti a C-koncové &asti s hemolytickou aktivitou.
ACT je schopen interagovat smnoha typy bunék a dopravovat svoji
adenylatcyklazovou doménu do buriky (intoxikace). Tato doména po aktivaci
cytoplazmatickym kalmodulinem katalyzuje nekontrolovatelnou pfeménu ATP na
cAMP uvniti buiiky. Vysoka hladina intracelulamiho cAMP ma za nasledek poruchu
bun&né signalizace a inhibici funkci bun€k imunitniho systému hostitele. Krom&
intoxikace vykazuje ACT také hemolytickou aktivitu. C-koncova &ast muZe totiz
vytvafet v napadené buiice membranové kanaly selektivni pro kationty.

Nedavno byl objeven receptor pro ACT, kterym je integrin CD11b/ CD18 (aumf,),
exprimovany v neutrofilech, makrofazich a dendritickych buiikich. Vazba ACT na
buriky exprimujici tento receptor je mnohem efektivn&j§i nez na buiikach, které
CD11b/CD18 neexprimuji. Proto jsem ve svych pokusech pouZivala buiiky linie
J774A.1 (mysi makrofagy) a CHO, které tento receptor exprimuji.



Cilem mych pokust bylo zjistit, jakym zptisobem dochazi ke vstupu vapniku do
cilovych myeloidnich bunék a jaké kanaly se pfitom ucastni. K tomuto ucelu jsem
pouZivala inhibitory k zablokovani vapnikovych kanali. Dale jsem se zabyvala
méfenim vstupu vapniku na buiikach, které neexprimuji integrinovy receptor a tim, jak
tento vstup ovlivni produkce rekombinantniho receptoru vtéchto buikach. Ke
studiu mechanizmu vstupu vapniku jsem pouzivala i mutanty ACT, které mély
pozménény nékteré své aktivity a sledovala jsem jejich vliv na vstup vapniku.

Mechanismus, jakym toxin pusobi na cilové buiiky, neni pfesné prozkoumany, a
proto jakykoliv vysledek, ktery pfispéje k objasnéni funkce ACT, mize pfispét k
zlepSeni terapeutického vyuZiti tohoto toxinu.
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3. Literarni prehled

3.1 Bakterie Bordetella pertussis

Bordetella pertussis je aerobni gramnegativni bakterie, ktera zpisobuje infekEni
respiratni onemocnéni ¢erny kasel (pertuse). Jeji buiiky maji kratky ovoidni tvar, jsou
nepohyblivé a netvofi spory. Poprvé byla bakterie spatiena pod mikroskopem v roce
1900 ve sputu pacienta trpiciho Cernym kaSlem. Pro laboratorni zachyt bakterie se
vyuzivaji obohacené pudy, napf. Bordetova-Gengouova puda: agar s defibrinovanou
berani krvi, bramborovou infuzi a glycerolem. Na této ptidé byla bakterie také poprvé
zachycena v roce 1906, kdy Bordet a Gengou izolovali tuto bakterii z fasinkovitého
epitelu hornich cest dychacich (MASIN 2005).

Onemocnéni je pfenaSeno kapénkovou infekci. Inkubacni doba je Sest az devét
dnii. V prvnim stadiu onemocnéni dochazi ke kolonizaci epitelu hornich dychacich cest.
Zpocatku onemocnéni pfipomina obyCejné nachlazeni s nevyraznym kaslem. V dalSim
stadiu dochazi k pomnoZeni bakterie s naslednou produkci toxint, a to ma za nasledek
odumirani fasinkového epitelu. V tomto stadiu se onemocnéni dobie 1é€i antibiotiky
chloramfenikolem a ampicilinem. V dal$i fazi dochazi k typickym zachvatiim kasle,
nadmémé produkci hlenu, zvraceni a kieim. V posledni fazi nemoci pfiznaky mizi. V
této fazi se v plicich jiz nevyskytuji Zivé bakterie. NejohroZen&js$i skupinou jsou
predskolni déti, kojenci a batolata (MATTOO a CHERRY 2005).

Ve vyspélych zemich byla tato nemoc odstranéna pomoci masivniho ofkovani, ale
v zemich tfetiho svéta kazdy rok onemocni az 50 miliéni lidi, a z toho 300 000 ro¢né
zemie.

Celobuné&na vakcina proti ernému kasli byla vyvinuta v roce 1940 a byla piipravovana
chemickou nebo tepelnou inaktivaci bakterie Bordetella pertussis. V sou€asné dob€ se u
nas ofkuje celobunéCnou vakcinou v kombinaci s difterickym a tetanovym toxoidem.
Navzdory otkovani se Eerny kasel zatina vracet 1 do vyspélych zemi. PfiCinou je patrné
slabnuti specifické ochranné imunity dospélych jedinci, ke kterému dochazi
s prodluzujicim se odstupem po okovani. Nasledkem toho dochazi k pfenosu infekce
z asymptomatickych, ale nakaZenych jedinci na neimunizované malé déti (GLAZKA
1992). Bylo zji$téno, Ze celobun&tna vakcina proti pertusi ma na lidsky organizmus
fadu vedlejSich ucinku, jako je nevolnost, teplota nebo zvraceni. ACT jako hlavni
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virulencni faktor bakterie Bordetella pertussis by mohl byt vhodnym kandidatem pro
novou bezbuné€nou vakcinu proti pertusi (WEISS et al. 1984).

3.1.1 Virulencni faktory bakterie Bordetella pertussis

Virulen¢ni faktory umoziiuji bakterii vstupovat do organizmu, branit se imunitnim
reakcim hostitele a pomnoZovat se v napadeném hostiteli. Virulenéni faktory bakterii
1ze rozdélit do dvou zakladnich skupin: adheziny a toxiny.

Hlavni adhezivni molekulou bakterie Bordetella pertussis je filamentézni
hemaglutinin (FHA). FHA je syntetizovan jako prekurzor o relativni molekulové
hmotnosti 367 kDa, ktery je dale upraven na 220 kDa. FHA je asociovan s vnéjsi
bakterialni membranou nebo je také sekretovan do extracelulamiho prostiedi
(MATTOO a CHERRY 2005).

Dalsim faktorem patfici mezi adheziny jsou fimbrie. Fimbrie jsou kratka vlakna na
povrchu bakterie, které spolu s FHA pomahaji pfi adhezi bakterie k buiikam
respira¢niho epitelu (MATTOO a CHERRY 2005).

Toxiny bakterie jsou znamy ¢&tyfi: dermonekroticky, trachealni, pertusovy a
adenylat cyklazovy toxin.

Dermonekroticky toxin je protein o relativni molekulové hmotnosti 160 kDa.
Toxin se skladd ze dvou hlavnich &asti: z N-terminalni Casti (sklada se z 54
aminokyselinovych zbytki) a z C-terminalni &asti (300 aminokyselinovych zbytki).
Toxin patfi mezi tzv. A-B toxiny- to znamena, Ze jedna &ast toxinu je vazebna (N-
konec) a druha &ast je enzymaticka (C-konec). C-terminalni ¢ast aktivuje maly GTP-
vazebny protein Rho, ktery indukuje morfologické zmény buiiky, stimuluje DNA
replikaci a naruSuje diferenciaci a proliferaci cilovych bunék (MATTOO a CHERRY
2005).

Trachedlni cytotoxin je peptidoglykan, ktery stimuluje uvoliiovani cytokini-
zejména interleukind 1 (IL-1). IL-1 poté indukuje tvorbu syntazy oxidu dusného. To
vede k nadprodukci oxidu dusného poharkovymi buiikami sliznice, coZz nasledné
zplisobuje poskozovani sousedicich fasinkovitych epitelialnich bunék (MASIN 2005,
MATTOO a CHERRY 2005).

Pertusovy toxin patfi ke kliCovym virulentnim faktorim bakterie. Jedna se o
protein o velikosti 117 kDa, patfici k A-B toxinum. Sklada se ze Sesti podjednotek,
oznacovanych jako S1 az S5. S1 podjednotka je enzymaticka a pét podjednotek (S2, S3,
2x S4 a S5) vazebnych. Enzymatickd podjednotka katalyzuje v cytozolu hostitelské
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buiiky pfenos ADP-ribozylu z NAD' na a- podjednotku inhibi&niho G-proteinu. Tato
modifikace vede ke ztrat& schopnosti a-podjednotky vyménit GDP za GTP a tim ke
ztraté moznosti inhibovat endogenni adenylatcyklazu. Tim buiika ztraci kontrolu nad
hladinou adenozin - 3°, 5’- cyklického monofosfatu (MATTOO a CHERRY 2005).
Adenylatcyklazovy toxin je podrobn€ popsan v nasledujici kapitole.

3.2 Adenylitcykldzovy toxin (ACT)

Adenylatcyklazovy toxin je kliCovy virulenéni faktor bakterie Bordetella
pertussis. Bakterie mutantni v genu pro adenylatcyklazovy toxin je totiz zcela
avirulentni (GROSS et al. 1992).

3.2.1 Struktura ACT

ACT je protein tvofeny 1706 aminokyselinovymi zbytky o relativni molekulové
hmotnosti 177 kDa. Je syntetizovan jako inaktivni prekurzor a postranslainé
palmitoylovin proteinem CyaC na Lys 983. Sklada se zadenylatcyklazové (AC
doména) <&asti zahrujici 400 aminokyselinovych zbytki a C-koncové Casti
s hemolytickou aktivitou obsahujici 1306 aminokyselinovych zbytkii (LADANT a
ULLMANN 1999; viz obr. 1).

1
N Bl Ry |c
H . —
i AC domain "-‘_ Hydrophabic 42 repoatod mofifs Secrotion
! <, segments signal
' ., GGXGXDXLX
:
: v Pakmitoyl ation 1
H onK
(CyaC-mediated) Ca?* binding

Obr.1: Strukturni organizace CyaA (LADANT a ULLMANN 1999)

AC doména se sklada ze dvou subdomén T25 a T18. Doména T25 (1-224)
obsahuje ATP-vazebné misto v oblasti aminokyselinovych zbytki 54-70. Doména T18
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(225-399) obsahuje vazebné misto pro kalmodulin v okoli tryptofanového zbytku 242
(GLASER et al. 1989).

C-koncova doména (RTX hemolyzin) zabezpecuje interakci ACT s membranou
cilovych bun€k. Hlavni funkci hemolyzinové <&asti toxinu je patrn& zabezpeCit
translokaci AC domény pfes membranu napadenych bunék.

Hemolyzinova &ast ACT se sklada z n€kolika &asti:

» oblast hydrofobnich segmentti (500-700) . Hydrofobni oblast ma schopnost
v biologickych membranach tvofit kanaly selektivni pro kationty. To ma za
nasledek transport ionti pfes membranu a osmotickou lyzi napadenych
bungk (OSICKOVA et al. 1999).

* acylatni doména (701-1005), kde dochazi k posttranslatni modifikaci e-
aminoskupiny lyzinu v poloze 983 kyselinou palmitovou za G&asti
proteinu  CyaC (posttranslacni modifikace je podrobn€ji popsana
v nasledujici kapitole)

= oblast 45 nonapeptidovych repetitivnich sekvenci (1006-1638) bohatych na
glycin a aspartat, obsahujici hlavni misto toxinu, kde se vaze vapnik. Tyto
repetitivni sekvence jsou spole¢né pro vSechny RTX toxiny, tedy skupinu,
kam patfi i ACT. Podle afinity k vapenatym iontim mohou byt vazebna
mista rozdélena do dvou tfid: tfi az pét mist s extrémé vysokou afinitou
(Kd ~ 0,3 uM), ktera vazou vapenaté ionty prakticky ireverzibiln€. Ostatni
vazebna mista vazou vapnik s nizkou afinitou (Kd ~ 10 pM). Vazba
vapniku do vysoko- i nizkoafinnich mist vyvolava vyrazné konformacni
zmény v molekule ACT, které jsou nutnou podminkou pro schopnost
toxinu dopravovat katalytickou AC-doménu pfes biologické membrany
bungk (MASIN 2005). Byly vyzkouseny i ostatni dvojmocné ionty (napt.
Mg, Sr, a Ba), zda nemaji podobny efekt jako vapnik. Pouze stroncium (pfi
koncentraci 3 mM) zpisobuje velmi maly vzestup CyaA aktivity, ale
v porovnani s vapnikem s mnohem mensi G¢innosti (KNAPP e? al. 2003).

= oblast sekrecniho signalu, tvofeného pirevazné sekvenci zaporné nabitych
aminokyselin (SEBO a LADANT 1993).
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3.2.2 Posttransla¢ni modifikace ACT

Jak uZ bylo uvedeno v piedchazejici kapitole, ACT je syntetizovan jako inaktivni
prekurzor (protoxin). Aktivnim se stava kovalentnim navazanim zbytku kyseliny
palmitové na g-aminoskupiné lyzinu v pozici 983. Acylaci zprostfedkovava protein
CyaC o molekulové hmotnost 20 kDa, ktery katalyzuje pienos zbytku kyseliny
palmitové z acyl-ACP (acyl carrier protein) na protoxin. CyaC je exprimovan spolu
s protoxinem ACT v bakterii Bordetella pertussis (BASAR et al.2001).

Srovnanim rekombinantniho ACT (rACT), ziskaného z Escherichia coli a ACT
ziskaného z Bordetella pertussis (bpACT) vyslo najevo, Ze kapacita tvorby iontovych
kanali a hemolyticka aktivita je u rACT fadové niz$i nez u bpACT, piestoze
charakteristiky kanalii tvofenych obéma proteiny byly identické (BENZ et al. 1994).
Zatimco ACT z Bordetella pertussis ma na lyzinu 983 navazin zbytek kyseliny
palmitové, rekombinantni ACT ma navazin zbytek kyseliny palmitové nebo
palmitoolejové (BASAR ef al.1999). U obou toxini byla nalezena acylace i na lyzinu
v pozici 860, kters je zfejmé dileXita pro zachovani aktivit toxinu (HAVLICEK et
al.2001).

3.2.3 Pisobeni ACT na cilovou buiiku

Adenylatcyklazovy toxin ma schopnost pronikat pfes membranu nejruznéjSich
bunék. Dlouho se proto piedpokladalo, Ze¢ ACT k vazbé na membranu nepotfebuje
Zadny specificky receptor. Nedavno byl na myeloidnich buiikach objeven receptor —
integrin (CD11b/CD18), ke kterému se vaZe toxin svou repetitivni doménou
(GUERMONPREZ et al. 2001, EL-AZAMI-EL-IDRISSI ef al. 2003). Vazba ACT na
buiiky exprimujici tento receptor je mnohem efektivnéj$i nez vazba na buiiky, které
receptor neexprimuji.

Po interakci ACT s membranou bunék je toxin schopen dopravovat svou AC
doménu do cytoplazmy napadenych bunék. AC doména po navazini kalmodulinu
v cytoplazmé katalyzuje pfeménu ATP na cAMP. Koncentrace CAMP v buiice miize
dosahnout az 2 mM. JelikoZ je cAMP kli¢ovou molekulou buné¢né signalizace, dochazi
ke =ztrat¢ schopnosti efektorovych bunék imunitniho systému fagocytovat
mikroorganizmy a vykonavat dalsi fyziologické funkce nezbytné k likvidaci patogena
(HANSKI 1989).
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Pro jednotlivé kroky interakce ACT s membranou bunék, které neobsahuji
integrinovy receptor, musi byt spinény tyto podminky:

* Pro inzerci toxinu do membrany —musi byt obsazena vysokoafinni mista
vapenatymi ionty

* Pro translokaci AC domény pies membranu —pfitomnost zbytku mastné
kyseliny na lyzinu v pozici 983 (BASAR ef al. 2001), teplota vysSi nez
20°C (ROGEL a HANSKI 1992), pfitomnost membranového potencialu a
nutnost obsazeni vysokoafinnich i nizkoafinnich vazebnich mist
vapenatymi ionty (ROSE et al. 1995).

* Pro tvorbu kationt selektivnich kandli —musi byt pfitomna hydrofobni
oblast ACT (AC doména ani repetitivni oblasti se nepodileji na tvorbé
kanald). Kanaly tvofené v membrian& jsou selektivni pro kationty.
Transport iontd a vody témito kanily miZe zpusobit osmotickou lyzi
napadenych bun&k, ktera se projevuje jako hemolytickd aktivita vici
erytrocytim (BELLALOU et al. 1990).

* Pro hemolytickou aktivitu na erytrocytech-nutnost acylace lyzinu 983
zbytkem kyseliny palmitové a ptitomnost ionti Ca?* (GRAY et al. 1998).

Intoxikace

P\G 40
epetiteKQ O 0}/ Repeti

CD11b/CD18 ) '
Translokace  receptor  Kanalovy > Oligomerizace

ATP  cAMP prekurzor Kationt-selektivni
kanal

Obr.2: Model interakce ACT s membrinou (OSICKOVA et al. 1999). Toxin se miize vizat do
membrany nezivisle na receptoru nebo pomoci receptoru. Pro tvorbu kanilu musi ACT oligomerizovat,
k translokaci AC domény zfejmé staCi toxin ve formé& monomeru.



Puvodné se pfedpokladalo, Zze AC doména se do cytoplazmy napadenych bunék
dostava tak, ze prochiazi membranovym kanalem tvofenym hemolyzinovou &asti. Po
zjisténi efektivniho priméru kanalu (0,6-0,8 nm), byla tato hypotéza zavrzena (BENZ et
al.1994). Prumé&r kanalu je pfili§ maly, aby jim proSel i zcela rozvinuty polypeptidovy
fetézec. DalSim zjiSténim bylo, Ze translokace AC domény je linearné zavisla na
koncentraci toxinu, zatimco tvorba membrinovych kanali ma sigmoidni prub&h
(OTERO et al. 1995). Tyto vysledky naznacuji, Ze se jedna o dva rozdilné mechanizmy.
Byl proto navrzen novy model interakce ACT s membranou (OSICKOVA et al. 1999,
obr. 2). Tento model predpoklada existenci dvou konformaci na membrané€: translokacni
a kandlovou konformaci. Translokatni konformace (pravdépodobné¢ ve formé
monomeru) po inzerci ACT do membrany translokuje AC doménu do cytoplazmy
napadenych bun&k, kanalova konformace ve formé& oligomerii vytvafi v membrané
kanaly.

3.2.4 Vyuziti ACT pro dopravu cizorodych antigenii do antigen-
prezentujicich bunék

Vzhledem ke schopnosti ACT pfimo translokovat svoji AC doménu pfes
plazmatickou membranu bun&k, pouZiva se detoxifikovany ACT jako nosi¢ antigend
pro navozeni specifické CD8+ bun&né odpovédi cytotoxickych T-lymfocyti proti
epitoptim vloZenym do ACT. Epitopy se vkladaji do ACT mezi zbytky 188 a 189, ¢imzZ
se zru$i schopnost ACT tvofit cAMP v buiice, ale nezrusi se schopnost piimé
translokace pfes plazmatickou membranu bunk. Po translokaci ACT s vloZzenym
epitopem dochazi k jejich degradaci v proteazomu (SIMSOVA 2004). Epitop je
transportovan pomoci peptidové pumpy (TAP) do endoplazmatického retikula, kde se
vaze k MHC glykoproteinu Itfidy. MHC molekula s epitopem je prezentovana na
buné&ném povrchu, kde dochazi k aktivaci cytotoxickych T-lymfocyti (obr. 3).
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Aktivace pomocnych

Produkce protilatek : Endocytéza
Maturace B-bunék l Cizorody
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T-dymfocytd

Cizorody epitop

Obr. 3: Dva riizné mechanizmy prezentace cizorodych epitopili nesenych ACT na povrchu antigen-
prezentujicich bungk (pejato z MASIN 2005)

K prezentaci MHC ILtfidy dochazi prostifednictvim receptorem zprostiedkované
endocytozy ACT s vloZenym epitopem v antigen-prezentujicich buiikach. Po prezentaci
MHC s epitopem na povrchu bun&€k dochazi k aktivaci pomocnych T-buné€k, které
indukuji pomnoZeni a diferenciaci B-bunék. Po diferenciaci vznikaji z B-bun¢k
paméfové buiiky a plazmatické buiiky, které sekretuji protilatky (obr. 3, HOREJSI
2001).

3.3 Vipnikov4 signalizace

Vapnik funguje v buiikach jako univerzalni intracelularni posel, ktery hraje
kli€¢ovou roli v bunétné signalizaci. Zmény koncentrace volného cytozolického vapniku
maji v bufikach velky vyznam pro zmény v genové expresi, bunénou proliferaci,
zmény v cytoskeletu nebo pro spusténi programované buné&né smrti (DUKE et al.

1994). Je znama fada bakterialnich patogeni a jejich toxint, které mohou po interakci s
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cilovou butikou vyvolat zménu koncentrace volného vapniku v cytoplazmé (NHIEU et
al. 2004).

Extracelularni koncentrace vapenatych iontd je piiblizn¢ 1-2 mmol/l. Naproti
tomu je hladina intracelularniho vapniku udrZovana na nizké urovni 20-100 nmol/l.
Nizka cytoplazmaticka koncentrace volného véapniku je udrzovana zejména aktivnimi
transportnimi mechanizmy, které vapenaté ionty odCerpavaji z cytoplazmy. Pro
vytvoieni signalu je nezbytné zvySeni koncentrace vapniku. Dlouhodobé zvySeni
koncentrace vapniku ale miZe byt pro buiiky letalni (BERRIDGE et al. 1998). Aby se
pii signalizaci predeslo dlouhodob& zvysené hlading Ca®* v cytozolu, builky pouZivaji
pro navozeni vapnikové odpovédi opakujici se signaly znamé jako vapnikové oscilace.

Vapnikova signalizace miZe byt dvojiho typu: elementarni a globalni
(BERRIDGE ef al. 1998). Elementarni typ signalizace vytvafi lokalni zmény v
intracelularni koncentraci vapniku, které vedou napiiklad k exportu bunéného
materialu, otevieni K™ kanali, zm&n& v metabolismu mitochondrii, vstupu vapniku do
jadra a dalSim aktivitim (obr. 4a). Koordinaci aktivity elementarnich signali vznika

komplexnéjsi globalni vina, ktera se $ifi celou bufikou (obr. 4b).

b Global Ca2+ wave (intracoliular) ¢ Global Ca2+ wave (interceliular)

Obr.4: a-schéma elementimiho signilu, ktery je vysledkem vstupu extraceluldmiho vapniku pfes
plazmatickou membrimu nebo uvolnéni vipniku z intraccluldmich zisob vbufice .Vapnik poméihi
aktivovat procesy zahrnujici napf. export bunétného materiatu (1), otevirdni draslikovych kanalii (2) nebo
sc¢ tastni metabolismu mitochondrie (3) a miiZe také vstupovat do jidra (4). b- schéma globalni viny na
intraceluldmi vrovni. c- schéma globalni viny na intercelulirni arovni. (BERRIDGE et al. 1998)
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Piikladem obou typt signali miiZe byt situace v hladkém svalu, kde elementarni
signal (lokalni vzrist vapniku) vznikajici blizko plazmatické membrany aktivuje
draslikové kanaly, coZ ma za nasledek relaxaci svalu. Koordinaci aktivity elementarnich
signald v buiice vznika globalni vina vapniku, coZz ma za nasledek svalovou kontrakci.
To je ptiklad toho, jak prostorové usporadani umozituje vapniku aktivovat i opatné
procesy v jedné buiice.

Jestlize jsou buniky propojeny, intracelularni vina se mize S§ifit do sousednich
bun¢k a vyvolat tak bun&€né odpovédi na drovni tkané (BERRIDGE ef al. 1998, obr.
4c).

3.4 Vipnikové kandly v eukaryotni buiice

Koncentrace vapenatych ionti v buikach je citlivé regulovana. ZvySeni
intracelularni koncentrace je dina vstupem vapniku z extracelulariho prostfedi nebo
uvolnénim vapniku z intracelularnich zasob uloZenych v endoplazmatickém retikulu
(ER) nebo sarkoplazmatickém retikulu (SR). Ostatni bunétné organely, zejména
mitochondrie, mohou také slouZt jako wvnitrobuné&na zisobarna vapenatych iontd
(RIZZUTO 2000).

Vapnik z vnéj§iho prostiedi miZe vstupovat do buiiky pfes napéfoveé ovladané

kanaly (VOC), receptorem ovladané kanaly (ROC) nebo pomoci kanalu ovladaného
intracelularni zasobou vapniku (SOC), ktery se otevira po vyCerpani intracelularnich
zasob v ER (obr. 5).
Vapnik uskladnény v ER je uvoliiovan pomoci kanald, které jsou spojeny s receptory.
Po navazani ligandu na receptor zméni receptor svou konformaci, a tak otevie kanal pro
pruchod iontii pfes membranu. Mezi tyto receptory patii inositol trifosfatovy (IP3R) a
ryanoidni receptor (obr. 5). IP;R je aktivovan navazanim inositol trifosfatu, ktery je
produkovan po aktivaci fosfolipazy C (PLC). PLC je aktivovana po navazani hormonu
nebo ristového faktoru na specificky receptor na povrchu buiiky.

Vapnik, ktery se uvoliiuje z ER, je zCasti vychytavan mitochondriemi, které
vraceji vapnik zpatky do ER. Timto zpisobem miZe mitochondrie snizit koncentraci
uvolnéného vapniku pfi jeho del§im vytoku z ER. Mitochondrie tak chrani buiiku pred

poskozenim vlivem vysoké koncentrace vapniku v bufice. Je-li mitochondrie
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»pretizena“ vysokou koncentraci vapniku, vede to k jejimu abnormalnimu metabolismu,
ktery miZe skoncit aZ apoptozou buitky (BERRIDGE et al. 1998).
Podrobny popis jednotlivych véapnikovych kanali je uveden v nasledujicich

kapitolach.
Caz

PMCA Na‘/Ca?* pumpy

[Ca%*]  serca pumpy

ER

Ca?*

Obr. 5: Zikladni mechanizmy bun&né vipnikové signalizace (pfejato z MASIN 2005). Ke zmén&
cytoplazmatické koncentrace vipniku dochazi:

1) vstupem vipniku do cytoplazmy z extracelulimiho prostfedi pfes kanily, lokalizované v
cytoplazmatické membrang-VOC,ROC,SOC

2) vstupem vipniku do cytoplazmy kanily v membrané endoplazmatického/ sarkoplazmatického retikula-
IP; a ryanoidni receptory.

Vysvétlivky: SERCA pumpy jsou ATPazy Cerpajici vapnik z cytozolu builky do endoplazmatického/
sarkoplazmatického retikula, PMCA jsou ATPizy pumpujici vipnik z cytoplazmy do extracclulirniho
prostoru. IP; — inositol trisfosfit, CADPR - cyklickd adenosin difosforibéza, ER-endoplazmatické
retiknlum.

3.4.1 Receptorem ovladany kanil: (ROC)

Tento kanal tvofi spolu sreceptorem komplex, ktery prostupuje
cytoplazmatickou membranou. Obsahuje extracelularni ¢ast, kam se mize vazat ligand.
Po navazani ligandu na receptor podstupuje tento receptor konformacni zménu, ktera
ma za nasledek otevieni kanalu (DOLPHIN 2001). Existuje né€kolik typd ROC, které
jsou aktivovany riznymi ligandy mezi které patii napf. ATP, serotonin, glutamat nebo
acetylcholin (BOOTMAN a LIPP 2001).

Mezi receptorem-ovladané kanaly patii napfiklad kanaly spousténé cyklickymi

nukleotidy. Ty jsou kotveny v membrané pomoci Sesti transmembranovych domén. N-
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koncova &ast proteinu obsahuje vazebné misto pro kalmodulin a v C-koncové &asti
proteinu se nachazi vazebné misto pro cAMP nebo cGMP (KRAMER 2001).

Dalsi skupinou receptorem-ovladanych kanali jsou iontové kanaly, které jsou
schopné krom& vapenatych iontl vést i ionty K* a Na'. Mezi tento typ kanald patii
napfiklad P2X receptory. P2X receptory jsou iontové kanily v cytoplazmatické
membrané regulované extracelularnim ATP (DOLPHIN 2001), které mohou pfenaset
ionty Ca®*, K* a Na'. Tyto receptory jsou kotveny v membran& pomoci dvou
transmembranovych domén, oddélenych dlouhou extracelularni smyckou. C a N-

koncova &ast receptoru se nachazi na cytoplazmatické strané membrany.

3.4.2 Kanal ovlidany intracelularni zasobou vapniku: (SOC)

Intracelularni z4soby vapniku jsou uloZeny hlavné v endoplazmatickém retikulu
(resp. sarkoplazmatickém retikulu) a v mitochondrii. Zasoby vapniku v ER jsou
omezené, a proto pfi sniZeni té&chto zasob na urcitou hranici se aktivuje SOC kanal
(Store-Operated Channel) na plazmatické membrang, kterym vstupuje vapnik
z extracelularniho prostiedi do buitkky (BOOTMAN a LIPP 2001).

Zatim se pfesné nevi, jak dochazi k aktivaci SOC kanali po vyprazdnéni
intracelularnich zasob. Bylo navrzeno n€kolik modeli:

* prvnim modelem je produkce difuzibilniho posla, ktery je po vyprazdnéni
intracelularnich zasob uvolfiovan do cytoplazmy, kde aktivuje SOC kanaly.
Mezi difizibilni posly patfi napf. Ca®* faktor (nizkomolekularni faktor
uvoliiovany z ER), protein kinaza C, kalmodulin, atd. (PAREKH a PUTNEY
2005)

* dal§im modelem je aktivace SOC kanalu ptimou interakci s IP; kanaly, které se
nalézaji v membran€ ER. Pfedlohou tohoto modelu bylo zjisténi, Ze v buiice
kosterniho svalu je Ca®* kanal fyzicky spojen s ryanoidnim kanalem, ktery se
naléza v sarkoplazmatickém retikulu (PAREKH a PUTNEY 2005)

= poslednim modelem je fize vacki (nachazejicich se v cytoplazmé) obsahujici
SOC kanily s cytoplasmatickou membranou pii depleci vnitrobunéénych zasob
vapenatych iontd (PAREKH a PUTNEY 2005).
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3.4.3 Napétim ovladany kanal: (VOC)

Tento kanal je nejlépe prostudovanym vapnikovym kanalem a hraje dileZitou roli
pfi vstupu vapniku do buiiky napfiklad po jeji interakci s hemolysinem Escherichia coli.
PiestoZe se o kanalu vi hodné, Gloha jednotlivych proteinti neni moc prostudovana.

Naléza se hlavné na plazmatické membrané vzruSivych bunék (napf.svalova a
nervova burika). Kanal se sklada z péti proteini:a;,0,p,y a 6 (obr. 6):

* podjednotka a;: Sekvence a; podjednotky z kosterniho svalu obsahuje 1873

aminokyselin, hydrofobni &ast obsahuje 24 transmembranovych segmentl
uspofadanych do &tyf repetitivnich domén (DOLPHIN 2001). Priichod kanalem
miZe byt blokovan t&kymi kovy (napt.Co®* a Cd*"), které se siln& vazi misto

vapniku na vazebna mista kanalu.

Obr.6 Schéma napétim ovliddaného kandlu (DOLPHIN 2001)

= podjednotka B: vaze se na oblasti bohaté na prolin a; podjednotky a zfejme

slouZi k pfichyceni a; podjednotky k ostatnim proteinim.

» podjednotky a; a &: podjednotky jsou produktem stejného genu a vznikaji
posttranslaénim proteolytickym §tépenim. a; podjednotka je pfipojena
disulfidickymi mustky k transmembranové & podjednotce.

= podjednotka y: tento protein ma relativni molekulovou hmotnost okolo 25 kDa a

ma ¢tyfi transmembranové domény.
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Existuje né€kolik typti napétim-ovladanych kanali: T,LN,P/Q a R typy.
Nejrozsifen&jsi typy jsou T a L. (DOLPHIN 2001). Kanaly typu T je aktivovan malou
depolarizaci membrany a po odeznéni depolarizace dochazi k jejich rychlé inaktivaci.
Tyto kanaly se nazyvaji T-typy podle anglického slova ,transient“. Jsou méné vodivé
pro vapenaté ionty nez typ L. L-typ napétfové-fizenych kanali je naopak aktivovany
vysokou depolarizaci a ziistava otevieny delsi dobu (L-od ,long-lasting“). L-typ kanalu
vykazuje vy§§i vodivost pro vapenaté ionty (DOLPHIN 2001).

3.4.4 Inositol trifosfatovy receptorovy kanal: (IP; kanil)

Kanal se sklada ze Etyf proteinovych podjednotek, kazda je sloZena pfiblizné€ z 2700
aminokyselin. Jeho celkova molekulova hmotnost je asi 1200 kDa a naléza se na
membrané ER nebo SR.

Ligandy, které se vazi na specifické receptory na povrchu plazmatické membrany
builkky (napf. hormony, ristové faktory), vyvolavaji tvorbu intracelularniho posla:
inositol-1,4,5-trifosfatu (IP3). Produkce inositol trisfosfatu je fizena enzymem
fosfolipazou C, ktera $tépi fosfatidylinositol difosfat na inositol trisfosfat a
diacylglycerol. Agkoliv je inositol trifosfat odvozen od lipidu, je rozpustny ve vodé a
difunduje do bun€k, kde se vaze nainositol trifosfatovy receptorovy kanal na
endoplazmatickém nebo sarkoplazmatickém retikulu (BOOTMAN a LIPP 2001). Vazba
IP; na N-terminalni ¢ast méni konformaci receptoru, coZ ma za nasledek otevieni
kanalu. To umozni vapniku uvolnit se z ER nebo SR do cytozolu buiiky. Na jeden
receptor se mohou vazat maximalné &tyfi IP; (na kaZzdou podjednotku jeden). N-
terminalni &ast obsahuje mista, kam se vaze ATP (DOLPHIN 2001).

Ackoliv receptor pozaduje IP; k otevieni kanalu, aktivace receptoru je zarovefi
regulovana koncentraci vapniku v cytozolu. Po mens§im vzestupu vapniku v cytozolu
(0,5-1umol/1) se kanal otevie, zatimco vysoka koncentrace vapniku (>1umol/l) inhibuje
jeho otevieni (BOOTMAN a LIPP 2001).
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3.4.5 Ryanoidni receptorovy kanal: (RyR)

Receptor je strukturné a funkEné velmi podobny inositol trifosfatovému kanalu,
aCkoliv ma priblizn€ dvakrat vétsi molekulovou hmotnost. Kazdy monomer ma pres
5000 aminokyselin a molekulova hmotnost tetrameru je asi 2.10° Da.

Dalsim spolenym znakem RyR a IP; kanalu je citlivost k cytozolické koncentraci
vapniku. RyR je aktivovan pfi koncentraci 1-10 umol/l vapniku v cytozolu a inhibovan
je pfi koncentraci vapniku vy$$i nez 10 pmol/l. Na rozdil od IP; kanalu je tento receptor
pritomen ve vét§im mnoZstvi ve vzruSivych buiikach jako jsou napt. svalové buiiky a
neurony.

Ryanoidni receptory dostaly nazev podle jejich vysoké afinity k rostlinnému
alkaloidu, ryanodinu. Ryanodin blokuje kanal a nechava ho v otevieném stavu, coz ma
za nasledek vyprazdnéni intracelularnich zasob vapniku. Vysoka koncentrace ryanodinu
(~100 pumol/l) nevratn€ inhibuje otevieni kanalu (BOOTMAN a LIPP 2001).

3.4.6 Sfingolipidovy Ca®* kanil endoplazmatického retikula:
(SCaMPER)

SCaMPER je Ca®" vytokovy kanal reagujici na lipid sfingosylfosfocholin, jehoZ
koncentrace uvnitf buiiky se zvysi po stimulaci s ristovym hormonem (BOOTMAN a
LIPP 2001). SCaMPER nevykazuje zadnou strukturni podobnost s IP; kanilem a
s RyR-receptorem a oproti nim je i maly (okolo 20 kDa). PfestoZe se nachazi v mnoha
typech tkani (srde¢ni sval, pankreas, jatra), vlastnosti a fyziologicka funkce tohoto

kanalu nejsou moc znamy.
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3.5 Toxiny ovliviiujici vipnikovou signalizaci

Jak jiz bylo uvedeno v kapitole 3.3, je znama fada bakterialnich patogenti a jejich
toxint, které po interakci s cilovou buiikou mohou ovlivnit jeji vapnikovou signalizaci.

V nasledujicich kapitolach jsou popsany né&které toxiny, které tuto signalizaci ovliviiuji.

3.5.1 o-hemolyzin Escherichia coli:

Hemolyzin (HlyA) je RTX toxin produkovany kmenem Escherichia coli ARDG,
ktery zpisobuje pyelonefritidu. Pyelonefritida je jedna z nejastéjSich hore¢natych
onemocnéni u déti. Jestlize neni ihned 1éCena, miZe zplsobit nevratné poSkozeni az
selhani ledvin (UHLEN et al. 2000).

Infekce bakterii E.coli vyvolava v buiikach proximalnich tubulii ledvin oscilaci
intracelularniho vapniku, ktera je zpusobena sekreci hemolyzinu. Oscilace se objevuje
asi 30 minut po vystaveni bun€k s bakterii a trvaji nejméné 60 minut. Pfedpoklada se, ze
tyto oscilace spousti napadena buiika jako obranny mechanizmus proti dlouhodobé
zvySené intracelularni koncentraci Ca®*. Tyto oscilace spousti zmény v genové expresi,
nebot’ indukuji tvorbu cytokini IL-6 a IL-8. Oscilace je odstran€na pouzitim nifedipinu,
ktery blokuje nap&fové-ovladany kanal L-typu a pomoci 2-APB (2-aminoethyl difenyl
borinat), ktery blokuje IP; receptorovy kanal. To znamena, Ze odpoveéd buriky zévisi na
vstupu véapniku pfes plazmatickou membranu napétové ovladanym kanalem (VOC) a
na uvoln&ni vapniku z vnitinich zasob aktivaci IPs receptoru (UHLEN et al. 2000).
Nejedna se tedy o vstup vapniku do cytoplazmy buiiky pfes pory tvofené pifimo a-

hemolyzinem.

3.5.2 Listeriolyzin O bakterie Listeria monocytogenes:

Listeria monocytogenes je enteroinvazivni patogen, ktery zptisobuje meningitidu a
encefalitidu.

Listeriolyzin O (LLO) patii k rodiné toxini, které vyzaduji mikrodomény
v cytoplazmatické membrané (bohaté na cholesterol) pro inzerci a oligomerizaci do
membrany bunék (GOLDFINE a WADSWORTH 2002). LLO vytvafi p6r -o priméru

20-30nm- v bunééné membrané€, ktery kolisa mezi otevienym a zavienym stavem a
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ktery vykazuje malou specifitu pro ionty (DRAMSI a COSSART 2003). Tato aktivita
dovoluje vstup vapniku do buiiky, coz vede k déle-trvajici odpovédi v podobé oscilaci
(NHIEU 2004). Jiz drive bylo ukazano (WADSWORTH a GOLDFINE 1999), ze
bakterie Listeria monocytogenes je schopna vyvolat po interakci s makrofagy J774
celkem tfi viny zmén v koncentraci vnitrobunétného vapniku. Ukazalo se, Ze prvni
vzestup hladiny [Ca®*]; je dan vstupem vapniku z extracelularniho prostfedi pres
receptorem ovladané kanaly v cytoplazmatické membrané. Druhé a tfeti zvySeni hladiny
cytozolického vapniku bylo dano jeho uvolnénim z endoplazmatického retikula pfes
IP;-fizené kanaly. Bylo ziSténo, Ze listeriolyzin muZe ovlivnénim vapnikové
signalizace regulovat kinetiku fagocytozy, pfipadné Gnik z fagozomu, coz zvySuje Sanci

bakterie pfezivat v makrofazich.

3.5.3 Anthrax edema toxin bakterie Bacillus anthracis

Anthrax patii mezi tzv. zoonéozy, tedy onemocnéni, které se pfenasi ze zvifete na
¢lovéka a jeho plvodcem je Bacillus anthracis, gram-pozitivni a sporulujici bakterie,
ktera produkuje exotoxin.

Exotoxin se sklada ze tii slozek: PA, EF a LF (angl. PA- protective antigen, EF-
»,edema factor a LF- lethal factor). Tyto tii slozky nejsou toxické, u€inkuji-li kazda
zvla§f. PA se vaZe na receptory na povrchu cilové bufiky a usnadiiuje vstup edema
faktoru do téchto bunék. Edema faktor je kalmodulinem aktivovana adenylat cyklaza,
ktera katalyzuje syntézu cAMP v cytozolu hostitelskych buné&k (KUMAR et al. 2002).
Po pfidani PA a EF k lymfocytim rizného typu dochazi v cytoplasmé& bun€k k rychlé
akumulaci iontd Ca®* (KUMAR ef al, 2002). Viapenaté kationty pochazeji
z extracelularniho prostiedi a jejich vstup do cytozolu je nutny pro intoxikaci buné€k
cAMP. Vapenaté ionty se vazou na kalmodulin, ktery se stava aktivnim a aktivuje
adenylat cyklazu EF. Tvorbou cAMP naruSuje toxin imunitni odpovéd’ bun€k a tak

pfispiva k pfeziti bakterie v hostitelském organismu.
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3.5.4 Aecrolyzin bakterie Aeromonas hydrophila

Aeromonas hydrophila u Clovéka zpisobuje rizna onemocnéni- od
gastroenteritidy aZ po septikémii. Aerolyzin hraje dulezitou roli v patogenité bakterie,
protoZe imunizace proti tomuto toxinu ma protektivni uUCinek pfi infekci timto
patogenem.

Toxin je sekretovan jako inaktivni dimericky prekurzor (proaerolyzin), ktery se
stava aktivnim po proteolytickém $tépeni C-konce v napadené buiice.

Proaerolyzin se na cytoplazmatické membrané vaze na proteiny, které jsou
uchyceny pies GPI kotvu. Vazba na bunéény povrch vede pravdépodobné k lokalnimu
vzristu koncentrace toxinu a umoZiiuje tak aerolyzinu vytvaret heptamericky komplex,
ktery vytvafi kanal (KRAUSE ef al. 1998). Timto kanalem tvofenym aerolyzinem
dochazi ke vstupu vapenatych iontli z extracelularniho prostfedi do cytozolu bunék.
K dalsimu zvySeni intracelularni koncentrace dochazi uvolfiovanim vapniku
z endoplazmatického retikula signalizaci pomoci G-proteini, fosfolipazy C a IP3
(KRAUSE et al. 1998).

Je vidét, Ze mechanizmy vstupu vapniku do bunék, ktery je indukovan piisobenim

bakterialnich toxinii, mohou byt velmi rozmanité.

28



4. Material a metody

4.1 Chemikalie a pFistrojové vybaveni

4.1.1 Seznam pouZitého materiilu a chemikalii

2-aminoethyl diphenyl borinat (2-APB): Sigma, USA
ampicilin: Biotika, SR

akrylamid: Biochemical Corp., USA

Bacto-tryptone: Oxoid, Anglie

Bacto-agar: Oxoid, Anglie

bromfenolova modf: Sigma, USA

Coomassie Brilliant blue R250: Serva, SRN
DEAE-Sepharose: Sigma, USA

dimethylsulfoxid (DMSO): Sigma, USA

dodecylsulfat sodny (SDS): Serva, SRN

hovézi sérovy albumin (BSA): Sigma, USA

chlorid lanthanity: Sigma, USA

chlorid kademnaty:Sigma, USA

chlorid nikelnaty:Sigma, USA

izopropyl B-D-thiogalaktopyranosid (IPTG): Sigma, USA
kvasni¢ny extrakt: Oxoid, Anglie
N,N’-metylenbis-akrylamid: Serva, SRN

mocovina: Merck,USA

1-(B-[3«(4-methoxyphenyl) propoxy]-4-methoxyphenethyl)-1H-imidazol hydrochlorid
(SK&F 96365): Sigma, USA

nifedipin: Sigma, USA

persulfat amonny (APS): Serva, SRN

Phenyl-Sepharose: Sigma, USA
N,N,N’,N’-tetrametylethylendiamin (TEMED): Serva, SRN
Thapsigargin: ICN Biomedicals, USA

Tris (hydroxymetyl) aminometan-hydrochlorid (Tris-HCl): Serva, SRN

Vsechny pouzité chemikalie dosahovaly analytické Cistoty.
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4.1.2 Pristrojové vybaveni

Analytické vahy Explorer Pro, Ohaus, USA

Elektroforéza Mini-PROTEAN II, Bio-Rad Laboratories, Inc., USA
Spektrofluorometr Fluoromax-3, Jobin Yvon Horriba, Francie
Inkubator pro tkatiové kultury Sanyo MCO-20 AIC, Kanada
Mrazici box (-20°C), Whirlpool,

Mrazici box (-80°C), Jouan, Francie

Odstiedivka Sorvall RT6000B, Du Pont Instruments, USA
pH-metr, IQ Scientific Instruments, USA

Pfedvazky Scout Pro, Ohaus, USA

Ultrasonikator 4710, Cole-Parmer Instruments Co., USA
Vortex MS 1, IKA-Works, USA

Zdroj pro elektroforesu, Vyvojové dilny CSAV, CR

4.1.3 Pouzité plazmidy

Plazmid pT7CACT1 (OSICKA ET AL. 2000) o velikosti 8,8 kb nese gen cyad
kodujici ACT a gen cyaC kodujici protein nezbytny k posttransiaéni modifikaci ACT.
Oba geny jsou pod kontrolou indukovatelného lac promotoru. Navic plazmid nese i gen

pro rezistenci k ampicilinu. Tento plazmid byl pouZivan pro mutagenezi genu cyad a
k produkci ACT.

4.1.4 Bakteridlni kmeny

Pro manipulaci s DNA i pro intracelularni expresi ACT byl pouZzivan bakterialni
kmen Escherichia coli X1L-1 Blue (E. coli recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44
reldl lac[Fpro AB lac PZA MI5 Thl0 (Tef)[°). Bakterialni kmen XL-1 Blue

(Stratagene, USA) nese gen pro rezistenci na tetracyklin.
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4.1.5 Pouzité roztoky

Roztok I (pro izolaci plazmidové DNA) pH 8,0
glukoza................. 50 mM
Trs-HCL..........ocoooi, 25 mM
EDTA......cooviiiee 10 mM

Sterilizuje se autoklavovanim pfi tlaku 0,12 MPa po dobu 15 minut. Uchovava se pfi
4°C.

Roztok II (pro izolaci plazmidové DNA)

5Moctan draselny .................... 60 ml
ledova kyselina octova............ 11,5 ml
HoO.oooe 28,5 ml

Uchovava se pfi 4 °C.

TE pufr (pro izolaci plazmidové DNA) pH 8,0
Tris-HCL.........ooov 10 mM
EDTA.......coooieeeeeeeee 1 mM

bromfenol blue ............... 0,25% (w/v)
glycerol ............c...oceeii 40% (v/Iv)

¢inidlo Bradfordové pro stanoveni proteinu

Coomassie Brilliant blue R250 .............. 0,01% (w/v)
ethanol .................occoiiiniiii 47% (VIV)
H3PO4 ....................................................... 8,7% (V/V)
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Tris-glycinovy pufr (pro SDS-PAGE)

TrS oo 25 mM
glycin ..., 250 mM
SDS...o 0,1% (w/v)
Sachar6za..............c..cocce. 75 mM

MooVINA .....ooeeeeeeeeeen. 8sM
Tris-HCL ..o, 50 mM
NaCl......oooooeeeeeeeeeeaa, 120 mM

UTN -B pufr (pro DEAE-Sepharose)

MOCOVINA ... sM
Tris-HCl ..., 50 mM
NaCl...ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeen . 2M

T pufr (pro Phenyl-Sepharose)
Tris-HCl ..., 50 mM

UTE pufr (pro Phenyl-Sepharose)

Mo&ovina .......ccccceeeeeeeeeeeeeeeeennn 8 M
Tris-HCl ... 50 mM
EDTA. ..o, 2mM
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HBSS (pro méfeni fluorescence) pH 7,4

HEPES-Na...........cccoccoeiinne 10mM
NaCl....cooooiii 140 mM
KCl ., 5 mM
CaCly....oiii 2mM
MgCla....ooie 3mM
glukoéza..........oooooii 1%

Pufr HBSS byl sterilizovan filtraci pfes filtr (Gelman Laboratory, Syringe Filter 0,2
pm).

Pouzité roztoky pro SDS —PAGE:
Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE

Tris-HCl (pH 6,8)................... 50 mM
DTT ..o 100 mM
SDS...ooe e 2% (W/v)
bromfenolova modf .......... 0,1% (w/v)
glycerol ............ccccvein. 10% (v/v)

Barvici roztok pro SDS-PAGE

methanol ... 225 ml
voda ..o, 225 ml
kyselina octova.......................... 50 ml

Coomassie Brilliant Blue R250...0,5 g

Odbarvovaci roztok pro SDS-PAGE

methanol ........................... 250 ml
voda .....oooviiee, 650 ml
kyselina octova........................ 100 ml
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Uchovavaci roztok pro gel SDS-PAGE

voda ... 75 ml

glycerol ..o 25 ml
Zaostiovaci gel pro SDS-PAGE (5%) pH 6,8

akrylamid............cocooverieis 240 ul

Hzo .......................................... 1,3 ml

Tris(1M, pH6,8) ..o 200 pl

SDS (10%) ..o 60 ul

APS (25%) ..o 20 ul

TEMED........c.ccoooiiiieen. 20 pl
Rozdélovaci gel pro SDS-PAGE (7,5%) pH 8,38

Akrylamid.......................... 1,24 ml

HoO.oooo 1,8 ml

Tris(1M,pHS88)................. 1,87 ml

SDS (10%).....cvveeeeen 50 ul

APS (25%) ..o 12,5 ul

TEMED.........cccooviiiien, 12,5 ul

4.1.6 Kultiva¢ni media

41.6.1 Tekuta kultivacni media

LB medium (Luria-Bertani medium) pro kultivaci kompetentnich bun¢k pH 7,0

Bacto-tryptone..............c..ccece.. 10g
kvasni¢ny extrakt........................... 5g
NaCl....oooee 10g
deionizovana voda............ ad 1000 ml
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MDO medium pro kultivaci kompetentnich bun¢k pH 7,0

KH2POy.....oooooeeieeeieee 1g
KoHPOs.....ooiiiiee, 3g
NHLCl ..o 2g
NaySOus.coenoeieeeeeeeeeeaa, 05g
thiamin.................. 10 mg
kvasniCny extrakt........................ 20g
glycerol .............ccoooiiiii, 20g
deionizovana voda............ ad 1000 ml

Sterilizuje se autoklavovanim pfi tlaku 0,12 MPa po dobu 20 minut.

Sigma F12 médium (N3520) pH 7,3

praskové médium (N3520) .....11,15 g

bikarbonat sodny ........................ 25¢g
ampicilin................................. 10 ml
fetalni teleci sérum .................. 100 ml
deionizovana voda............ ad 1000 ml

Sterilizuje se filtraci s pouZitim membrany (velikost péru 0,22 pum)

MDO medium s ampicilinem

Pfipravi se MDO medium podle vySe uvedeného navodu. Po sterilizaci a
vychladnuti se k mediu pfida antibiotikum ampicilin (rozpustény v destilované vod¢) do

vysledné koncentrace 150 pg/ml.

4.1.6.2 Pevni kultivaéni media

LB medium s ampicilinem
Piipravi se LB medium podle navodu uvedeného v pfedchozim odstavci. Pred
sterilizaci se pifida do media 18 g/l bakteriologického agaru a po sterilizaci a

vychladnuti ampicilin do vysledné koncentrace 150 pg/ml.
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4.2 Priprava ACT - produkce rekombinantniho ACT v E.coli
(kmen XL1 blue) a jeho izolace

4.2.1 Izolace plazmidové DNA (miniprep)

* Nejprve byla zaofkovana jedna Cerstvé narostla bakterialni kolonie
z agarové plotny do 1,5 ml LB media s ampicilinem, nasledna kultivace
probéhla 14 hodin pfi intenzivnim tiepani pii 37 °C.

= Poté byly bakterialni bufiky oddéleny odstfedénim pii 12 000 RPM po
dobu 30 s pfi 20 °C a resuspendovany ve 100 ul roztoku L.

* Poté byly buiiky lyzovany pfidavkem 200 ul roztoku II, Setrné
zamichiny a umistény na 5 minut do ledu. K lyzovanym butikam se
pridalo 150 ul roztoku III, jenz byl pfedtim pfedchlazen na 4 °C. Po
promichani se buiiky umistily na 15 minut do ledu.

* Centrifugaci (12 000 RPM, 15 minut, 4°C) se odstrani zbytky
bunécnych struktur, vysraZené proteiny a chromozomalni DNA.
Supernatant byl pfeveden do nové mikrozkumavky a k supernatantu byl
pfidan stejny objem izopropanolu. SraZeni plazmidové DNA probihalo
pfi 4 °C 10 minut.

= Po centrifugaci (12 000 RPM, 15 minut, 4 °C) byl pelet srazené DNA
promyt 1 ml 70% ethanolu. Mikrozkumavka s peletem byla suSena na
vzduchu 10 minut.

= Poté byl pelet rozpustén ve 40 ul TE pufru pH8 stermostabilni
pankreatickou RNazou (20 pg/ml) a smés byla inkubovana 30 minut pfi
70 °C. Plazmidova DNA byla uchovavana pfi teploté - 20 °C.
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4.2.2 Transformace plazmidové DNA do kompetentnich bunék

K 50 pl suspenze kompetentnich bun€k (Escherichia coli XL-1 Blue)
byla pfidana 1 pl plazmidové DNA a obsah zamichan. Poté byla
mikrozkumavka umisténa na 20 minut do ledu, rychle pfenesena
na 5 minut do vodni 14zn€ o teploté 37 °C a potom opét na 2 minuty
do ledu.

Po pfidani 1 ml tekutého LB media byla kultura vlozena do vodni 1azn€ o
teploté 37 °C na 30 minut.

Poté byla 200 pl suspenze rozetfena na agarovou LB plotnu

s ampicilinem a plotna byla inkubovana 14 hodin pfi 37 °C.

4.2.3 Produkce toxinu

Jedna  bakteridlni  kolonie, ktera nesla plazmid sgenem
pro rekombinantni ACT, byla zaokovéna do 50 ml tekutého media
MDO s ampicilinem. Za intenzivniho tfepani byly bakterie kultivovany
12 aZ 14 hodin pfi 37 °C.

20 ml suspenze bakterii se pfenesla do 500 ml MDO media predehfatého
na 37 °C obsahujici ampicilin. Za intenzivniho tfepani byly bakterie
kultivovany pfi teploté 37 °C a sledovala se opticka denzita (OD).

Pti dosazeni ODggo = 0,3 az 0,6, coZ nastalo asi 2 hodiny po zaockovani,
byl pfidan roztok IPTG (do vysledné koncentrace 1 mM), ktery vyvaze
represor a dochazi k indukci syntézy ACT.

Dale byly bakterie kultivovany za intenzivniho tfepani pfi 37 °C 4 hodiny

a poté byla kultura ochlazena na ledu. Narostla bakterialni kultura byla
centrifugovana pfi 6 000 RPM, 20 minut ve 4 °C.
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4.2.4 Extrakce inkluznich télisek

Béhem exprese v Escherichia coli ACT zustava v cytoplazmé bunék
v podob& inkluznich télisek. Je proto nutné rozrusit bunéfnou sténu
bunék sonikaci.

Pelet z pfedchoziho kroku byl resuspendovan v 10 ml TC pufru a
sonikovan po dobu 6x30 s pti 4°C (vykon sonikatoru 50 W, kmitocet 30
kHz).

Poté byly bakterialni buiky srozruSenymi bunénymi st€nami
centrifugovany pfi 15 000 RPM po dobu 15 minut pii 4 °C, a pak byl
odstranén supernatant.

Sediment byl resuspendovan v 10 ml 8 M mo&oviny v TC pufru a znovu
centrifugovan pfi 18000 RPM po dobu 30 minut ve 4 °C.

Supernatant obsahujici extrahovany ACT byl uchovavan pfi- 20 °C.

Tento vzorek je oznaovan jako moCovinovy extrakt ACT.

4.2.5 Purifikace toxinu chromatografii na DEAE-Sepharose

Chromatograficka kolona byla naplnéna 10 ml gelu DEAE-Sepharose,
tedy asi 15ml suspenze DEAE-Sepharose v20% ethanolu a
proplachnuta 100 ml neionizované vody, aby doslo k uplnému odmyti
ethanolu.

Na povrch kolony byl nasazen hydrofobni porézni krouzek, ktery brani
vyschnuti kolony.

Kolona se ekvilibrovala UTN-A pufrem. Ekvilibrace probihala tak
dlouho, dokud nebylo pH roztoku, ktery vytékal z kolony, stejné jako pH
ekvilibraéniho roztoku (= pH 8).

K pfipravenému mocovinovému extraktu toxinu se pfidal roztok NaCl
(1M) do vysledné koncentrace S0 mM.

Takto upraveny mocovinovy extrakt ACT se nanesl na kolonu. ACT se
zachytil v naplni kolony. VétSina ostatnich proteini byla zatéchto
podminek vymyta 25 ml ekvilibra¢niho roztoku UTN-A .

Po odstranéni nenavazanych proteinii se ACT eluoval UTN-B pufrem

o vysoké koncentraci NaCl (2 M).
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Jimaly se frakce eluatu o objemu 2 ml, u kterych se priibézné méfilo
mnozstvi proteinu testem Bradfordové (10 ul frakce a 90 pl Cinidla
Bradfordové, viz kap.4.2.6).
Zastoupeni jednotlivych proteini v kazdé frakci se zjistil analyzou
pomoci SDS-PAGE (Obr. 8).

EX F4

-

L SN

Obr. 8: SDS-PAGE d&astetné piecisténého ACT po DEAE-Sepharose
(EX-extrakt pfed pfetisténim, F4-frakce po eluci ACT pufrem UTN-B)

4.2.6 Purifikace toxinu chromatografii na Phenyl-Sepharose

Chromatograficka kolona byla naplnéna 2 ml gelu Phenyl-Sepharose,
(asi 3 ml suspenze Phenyl-Sepharose v 20% ethanolu).
Kolona s Phenyl-Sepharose se proplachla deionizovanou vodou a
na povrch kolony se nasadil porézni krouzek zabrafujici jejimu
vyschnuti.

Kolona byla ekvilibrovana 20 ml TN pufru.

Vzorek s toxinem, jenz byl predtim purifikovan na DEAE-Sepharose, se
ziedil 4x v TN pufru a byl nanesen na kolonu s Phenyl-Sepharose.
Kolona s nanesenym vzorkem se proplachla 20 ml pfedchlazeného (4°C)
T pufru.

Toxin byl eluovan pomoci UTE pufru a byly jimany frakce po 1 ml.
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e Mnozstvi obsazeného proteinu se proméfilo testem Bradfordové (10 pl
frakce, 90 pl ¢inidla Bradfordové, viz kap. 4.2.1.6)

e Zastoupeni jednotlivych proteini v kazdé frakci byl zjistén pomoci
analyzy na polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE, Obr. 9).

«ACT

Obr.9: SDS-PAGE toxinu ACT po chromatografii na Phenyl-Sepharose
(FT-frakce po naneseni vzorku na kolonu, W-frakce po promyti T pufrem, F1-5-frakce po
eluaci UTE pufrem)

4.2.7 Stanoveni mnoZstvi proteinu metodou Bradfordové

e Nejprve byl pfipraven kalibracni standard BSA (2 mg/ml) o objemu
50 ul a koncentraci 50, 100 a 200 pg/ml.

e Dale byl ptfipraven méfeny vzorek o objemu 50pul a dojedné
mikrozkumavky bylo pfidano 50 pl samotného UTE pufru pro méfeni
pozadi

e Kazdy vzorek a standard byl pfipraven v tripletech (pro pfesnost méfeni).

e Do vsech mikrozkumavek bylo pfidano 450 ul cinidla Bradfordové,
smési byly promichany. Po 15 minutach pifi pokojové teploté byla
zmérena absorbance nafedénych standardi, vzorki a nulového vzorku pfi

vinové délce 595 nm.
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Naméfené hodnoty absorbanci fedénych standardii byly vyneseny do
grafu proti koncentraci proteinu (ug/ml). Timto zpisobem byla
sestrojena kalibrani kfivka, zniZ byla urena koncentrace proteinl

jednotlivych vzorkd.

4.2.8 Elektroforéza v 7,5% polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE)

Pomoci SDS-PAGE byl analyzovan mocovinovy extrakt  nebo
purifikovany toxin. K 15 pl analyzovaného vzorku se pfidalo 5 ul Sx
koncentrovaného vzorkového pufru pro SDS-PAGE

Vzorek se zahtal na 100 °C po dobu 5 minut.

V zafizeni pro SDS elektroforézu byl pfipraven SDS polyakrylamidovy
gel (9x9 cm), ktery se sklada ze 7,5% rozdélovaciho gelu a 5%
zaostfovaciho gelu (sloZeni jednotlivych gelu viz kap 4.1.5).
Elektroforéza probihala pii konstantnim proudu 30 mA po dobu 1,5
hodiny v tris-glycinovém pufru pH 8,3.

Dale byly elektroforeticky rozd€lené proteiny na polyakrylamidovém
gelu obarveny v barvicim roztoku s Coomassie Brilliant Blue R250.

Poté byly gely odbarveny v odbarvovacim roztoku a po odbarveni
pfeneseny do uchovavaciho roztoku. Gely byly skladovany vysuSené

v celofanové folii.

4.3 Makrofigy J744A.1 a CHO buiiky

4.3.1 Kultivace

Mysi makrofagy J774.A1 (American type culture collection) byly kultivovany
v termostatu pii 37°C a 5% koncentraci CO, v RPMI médiu doplnéného 10% (v/v)

tepeln€- inaktivovanym hovézim bovinnim sérem, penicilinem (100 iu/ml),

streptomycinem (100 pg/ml) a amphotericinem B (250 ng/ml). Pro fluorescenni
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méfeni jsou buiiky vysety do 6- jamkové destiCky (firma TPP, cca 100 000 bunék
J774A.1/ na jamku), kde jsou umisténa kryci skliCka, na ktera buiiky sedimentuji.

Piiprava krycich skli¢ek:

Kryci skli€ka (1,5x1,5 cm) se pomoci ostrého kopitka upravi na rozmér cca
0,7x1,5 cm. Takto upravena sklicka se ponoii do koncentrované kyseliny sirové po
dobu 1h. Poté se sklitka oplachnou destilovanou vodou a vyCisti se papirovym

ubrouskem. Skli¢ka se zabali do alobalu a nechaji se sterilizovat 3 h pfi 120°C.

CHO buiiky (American type culture collection) byly kultivovany v termostatu pfi
37°C a 5% koncentraci CO, v Sigma F12 médiu (N3520). Postup pfi vyseti buné€k
do jamek a pfi pfipravé€ vzorku je stejny pro makrofagy J774A.1 i pro CHO buriky.

4.3.2 Ptiprava vzorki

Buiiky se nechaji n€kolik hodin sedimentovat na kryci sklo (pfi 37°C a 5% CO) a
pak jsou pfeneseny v temperované nadobé na misto méfeni. Samotné méfeni
nasledovalo asi 16 hodin po transportu (po tuto dobu byly buiiky opét ve 37°C a 5%
COy).

Kryci skla s pfisedlymi bufikami sel hodinu pfed méfenim obarvi v roztoku
fluorescencni sondy Fura-2/AM. Postup byl nasledujici (zde se jiZ pracuje nesterilné
pii 24°C): _

1. buriky jsou barveny 30 minut v roztoku 3 uM Fura-2 v 1,5 ml HBSS (ve tm¢)

2. poté jsou buiiky pfeneseny na 30 minut do roztoku HBSS (ve tmé)

3. kazdé sklo je t&sné€ pfed méfenim upevnéno do méficiho zafizeni (viz kap.

43.3)
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4.3.3 Méreni vstupu vapniku do bunék

433.1 Fura-2/AM

Fluorescen¢ni sonda Fura-2 (Obr.10) se pouziva jako intracelularni indikator
koncentrace Ca®>* (OZAKI a KUME 1988, HU 1993, SHIBUYA a DOUGLAS
1993). Disociagni konstanta pro vazbu Ca?* je asi 150 nM pfi 22°C a pH =7,2
(LAMBERT 1999). Sonda se miZe nachazet ve dvou ruznych stavech. Pokud
Fura-2 vaZe ionty Ca**, ma jeji excitaéni spektrum maximum pfi vinové délce 337
nm. Molekuly sondy bez navazanych iontii vapniku maji maximum excitaniho
spektra pfi vinové délce 368 nm. Emisni spektra obou forem maji maximum mezi
505 a 510 nm, viz Obr.11 (HAUGLAND 1999).

Obr.10: Strukturni vzorec fluorescenéni sondy Fura-2
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Obr.11: Excitatni a emisni spektrum sondy fury-2 s navazanym vapnikem (kfivky A,C) a excitatni a
emisni spektrum fury-2 bez navizaného vapniku (kfivky B,D). Excita¢ni spektrum bylo zaznamenano pfi
emisni vinové délce 510 nm a emisni spektrum pfi excitaci na 340 nm. Pejato z HAUGLAND (1999).

Té&chto vlastnosti se da vyuzit pfi takzvaném pomérovém méfeni, kdy jsou
molekuly sondy fury-2 stfidav€ excitovany pii dvou vilnovych délkach, které
odpovidaji maximum excitacnich spekter obou forem, tj.340 a 380 nm. Emitované
zafeni je detekovano pii 510 nm. Pomér obou zaznamenanych intenzit vypovida o
pomérném zastoupeni obou forem sondy (Fura bez a s navazanym vapnikem) ve
vzorku. Pokud takto zjistime molarni pomér sondy s navazanymi ionty Ca** a bez

nich, mfizeme vypotitat koncentraci Ca®>* v roztoku (viz Rovnice 1, FISER 2003).

Rov.l:  [Ca*] = Kp (R-Rumin/Rmax-R)-(F*% e/ F*% i), kde R= F**/F°%.

Symboly F°*’ a F** znali intenzitu fluorescence zkoumaného vzorku pii
excitaci pii vinové délce 340 nm a 380 nm. R vzdy znaCi pomér téchto dvou
intenzit. F**,., znadi intenzitu pii vinové délce 380 nm ve vzorku bez Ca®* a
F?%,., v nadbytku Ca?*, kdy je veskera sonda v komplexu s ionty Ca>*. Rpn je
pomér intenzit v nepfitomnosti Ca>* a Rz v nadbytku Ca®*. Kp je disociaéni

konstanta. Pro zjisténi pfisluinych hodnot v nepfitomnosti Ca?* se vétsinou
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pouZiva chelatatni &inidlo EGTA. Pokud je stanovovan obsah Ca** uvniti bungk,
je navic nutné permeabilizovat jejich bunéfné membrany vhodnym ionoforem
(LAMBERT 1999). Kalibraci hodnot pomérového méfeni na koncentraci
intracelularniho vapniku jsem neprovadéla. Pro nase ucely bylo zcela dostacujici
zaznamenavat  pouze intenzity pifi dvou vilnovych délkach excitace a
vyhodnocovat jejich pomér R (viz Obr.12, Rov.1), coZ dostate¢né vypovida o

zménach koncentrace vapniku, které jsme sledovali.
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Obr.12: Ziznam poméru intenzit fluorescence sondy Fura-2 v buiikach J774A.1 pro riizné vinové délky
excitace (vlevo) a hodnoty R- viz Rov.1 (vpravo). Sipka oznatuje ptidavek toxinu wt-ACT.

Pokud je sledovana koncentrace Ca®* v cytoplazmé bunék, je vhodné pouzit
misto sondy Fura-2 jeji derivat s acetoxymethylovymi (AM) skupinami
pfipojenymi esterovou vazbou, Fura-2/AM (Obr.13). Tato latka miZe b&hem
barveni bun€k prostupovat bunéCnou membranou. V buikach jsou
acetoxymethylové skupiny odstépeny bunéinymi esterazami. Tim se stava sonda
hydrofilni a nemiZe buiiky opoustét. Sonda Fura-2/AM navic neni citlivd na
zménu koncentrace Ca’* a jako indikator slouZi aZ po rozstépeni v buiikich
(LAMBERT 1999).
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Obr.13: Strukturni vzorec Fura-2/AM. Tento derivat proch4azi membranami bunék.

4.3.3.2 M¢éfeni na spektrofluorometru

Vstup vapniku do buné€k jsem méfila na spektrofluorometru Fluoromax-3.
Zdrojem excitaCniho zafeni je xenonova vybojka. S pomoci monochromatori si
lze vybrat potiebnou Cast spektra, pro excitaci jsem pouzivala vinové délky 340 a
380 nm. Sitka propousténého pasma byla 4 nm. Emitované svétlo jsem snimala
v kolmém sméru k excitaCnimu paprsku tak, ze dochazelo k minimalnimu odrazu
do emisniho monochromatoru (Obr.14). Detekce fluorescence probiha ve
fotonasobici, kde se méfi prochazejici proud.

Pred vlastnim méfenim jsem pod mikroskopem zkontrolovala vitalitu bunék.
Pak jsem kryci sklo, na kterém byly pfisedlé obarvené buiiky (viz kap. 4.3.2)
upevnila do plastového drzaku. Ten jsem umistila do polystyrénové kyvety
s roztokem HBSS. Toxin jsem pfidavala v roztoku mocoviny (8M). Sklo bylo

umisténo svisle a sviralo s dopadajicim paprskem excitacniho zafeni thel asi 45°.
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Obr.14: Uspoiddini kyvetového prostoru spektrofluorometru Fluoromax-3 pfi  méfeni
fluorescence sondy Fura-2 s butikami J744A.1. Pohled shora.

47



5. Vysledky
5.1 Interakce ACT s buiikami mySich makrofigii J774A.1

Ma prace navazuje na diplomovou praci Radovana Fisera (2003), ktery dokazal,
Ze pfi interakci ACT s plazmatickou membranou buiiky dochazi ke zvySeni
intracelularni koncentrace vapniku [Ca**}.. Pfi studiu interakce ACT s membranou
pouzil my$i makrofagy J774A.1, nebof tyto buiky exprimuji receptor pro ACT —
integrin CD11b/CD18 (GUERMONPREZ ef al. 2001). Mym cilem bylo tedy dale
zjistit, jakym mechanizmem dochazi ke zvySeni [Ca®']; a které vapnikové kanaly se
tohoto zvySeni ucastni.

Ke zvydeni [Ca®}; miZe obecnd dochizet vstupem Ca®* z extracelularniho
prostfedi pomoci vapnikovych kanalii ROC, SOC a VOC nebo uvoln€énim vapniku
z vnitinich zasob buiiky pomoci inositol trifosfatového nebo ryanoidniho kanilu (viz
kap.3.4). Aby bylo mozno zistit mechanizmus vstupu vapniku, bylo potfeba pouZit
rizné inhibitory k zablokovani jednotlivych typt vapnikovych kanals. Pfi vybirani
téchto inhibitori bylo tfeba zaroveii zjistit, zda pouZité inhibitory neovliviiyji intenzitu
fluorescence nebo zda néjak neinteraguji se sondou Fura-2/AM.

Vsechny své pokusy jsem provadéla na spektrofluorometru Fluoromax-3. Buiiky
jsem pied méfenim nechala 30 minut inkubovat v roztoku HBSS s fluorescenéni sondou
Fura-2/AM (3 pM). Poté jsem buiiky premistila na 30 minut do roztoku HBSS (doba
potiebna k odsté€peni acetoxymethylovych skupin z Fury-2/AM, viz kap. 4.3.3.1).

Hladina intracelularniho vapniku se v buiikach J774A.1 zvySuje cca 1,5-2,0
minutou po interakci s wt-ACT a hladina dosahuje maxima mezi 8-12 min po pfidani
toxinu (obr.15). Je vidét, Ze koncentrace intracelularniho vapniku je udrzovana na
hladin€ kolem 80 nM, ale po piidani wt-ACT dochazi ke zvySeni této koncentrace aZ na
2000 nM, tj. 2 uM.
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Obr.15: Ziznam poméru intenzit fluorescence R (pomér intenzit pii excitaci 340 a 380 nm, viz kap.
4.3.3) sondy Fura-2 v buiikich J774A.1. Sipka ukazuje &as pfidani toxinu, resp. modoviny. Toxin wt-
ACT byl ptidin ve findlni koncentraci 3 pg/ml Jako kontrola slouZi pfidavek samotné 8M moCoviny
(urea), v niZ je ACT rozpustén. Stupnice vlevo ukazuje hladinu intracelulirniho vapniku (FISER et al.
2006). Zavislosti pfedstavuji typické provedeni z nejméng tiech nezivislych stanoveni, isecky predstavuji
smérodatné odchylky.

Pridavany ACT byl rozpustén v 8M mocoviné. Tato latka v odpovidajici finalni
koncentraci 80 nM slouZila jako kontrolni vzorek. Z grafu (obr. 15) je patrné, Ze
pfidavek moCoviny nema na hladinu intracelulamiho vapniku Zadny vliv.

5.1.1 Inhibitory buné¢nych vapnikovych kanali

Pouze nékteré typy bun€k a od nich odvozenych bunéfnych linii jsou
charakterizovany tak dobfe, Ze vime jaké vapnikové kanaly se na nich vyskytuji.
V piipadé¢, Ze tomu tak neni, se pouZivaji vSechny inhibitory vapnikovych kanali - bez
ohledu na to, zda se v dané buiice tyto kanaly nachazeji. S pouZivanim inhibitord je
samoziejmé problém, protoZze v zavislosti na koncentraci ovliviiuji fyziologii bunék.
Proto se musi zjistit optimalni koncentrace inhibitoru — takova, ktera uz vykazuje na
obdobnych systémech uCinek. Pfitom je také nutno zjistit do jaké miry ovliviiuje
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Zivotaschopnost bunék. Nasledujici kapitoly se tykaji popisu inhibitori jednotlivych
vapnikovych kanalu.

5.1.1.1 Inhibitor receptorem ovladanych kanali (ROC): SK&F 96365

K zablokovani receptorem ovladanych kanald (ROC) jsem pouzila inhibitor
SK&F 96365 (obr. 16). Podle udaji riznych autori (KARNAM 2004, GUSTAFSSON
2005), ktefi pracovali s timto inhibitorem, jsem pouzla 10 pM koncentraci SK&F
96365.

/wt ACT (3ug/mi) SKF (10 M)

3,5 -
WtACT
Nifedipin (10 uM)

tenzit (R)
w

pomeér in
N
A1

T T T T T 1

8 10 12 14 16 18 20
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Obr.16: Ziznam poméru intenzit fluorescence R sondy Fura-2 v buitkich J774A.1. Buiiky byly
inkubovany 20 min v 10 pM SK&F (A ) nebo v 10 puM nifedipinu (w). Sipka vyznatuje pfidavek toximu
wt-ACT ve finilni koncentraci 3 pg/ml.

Makrofagy J774 byly 30 min inkubovany ve tmé v HBSS se sondou Fura-2/AM
(3 uM). Poté byly buitky pieneseny na 10 minut do roztoku HBSS a na 20 minut do
roztoku HBSS s 10 uM SK&F 96365. Pii vlastnim méfeni fluorescence byly buiky
v kyveté s roztokem HBSS s 10 uM SK&F 96365 a po cca 3 min byl pfidan wt-ACT
(Cas t=0).

Obr.16 ukazuje vstup vapniku v buiikach po pouZiti inhibitoru SK&F 96365. Je
vidét, Ze tento inhibitor nema vliv na vzestup [Caz+];. Z toho lze usuzovat, Ze ACT




nevyvolava zmény intracelulariho vapniku zprostiedkované receptorem ovladanym
kanalem.

5.1.1.2 Inhibitor napétim oviadanych kanalt L-typu (VOC) :Nifedipin

Dale jsem pouzila Nifedipin, coZ je inhibitor napétim ovladanych kanali L-typu
(VOC, kap. 3.4.3). Kanaly VOC se nachazi hlavné na membranach vzrusivych bun€k
(napf. svalovd a nervova buiika). Podle price THORE ef al 2005, kde stimto
inhibitorem pracovali, jsem pouzila 10 puM koncentraci inhibitoru. Buiiky byly
inkubovany 30 min v roztoku HBSS s3 puM fluorescentni sondou Fura-2/AM. Poté
byly buiiky pfeneseny na 10 minut do roztoku HBSS a nasledné na 20 min do roztoku
10 pM nifedipinu v HBSS. Vtomto roztoku byly buitky i v prib&hu méfeni
fluorescence.

Z obr. 16 je vidé&t, Ze pfidanil0 puM nifedipinu vykazuje stejny prub&h kfivky
vstupu vapniku jako pfi pouZiti samotného wt-ACT. Z toho vyplyva, Ze se na zvySovani
[Ca®'}; po interakci bungk s ACT nepodili kanaly VOC.

5.1.1.3 Inhibitor T-typu napétim ovladanych kanali (T-VOCQC): Flunarizin

K zablokovani T-typu napétim ovladanych kanald (viz kap. 3.4.3) byl pouzit
inhibitor Flunarizin (obr.17). Podle adaji ze soutasnych praci (PATRAT et al. 2000,
WINGERTZAHN a OCHS 2001) byly buitky inkubovany 20 min v roztoku 30 pM
flunarizinu. M&feni vlivu flunarizinu na vzestup [Ca®>'}; na buiikach J774A.1 probihalo
na fluorescentnim mikroskopu (Visitron, SRN). Tyto vysledky jsem pfejala od
Radovana Fisera (FISER et al. ,2006) a jsou zde uvedeny proto, aby kapitola ukazovala
vSechny inhibitory, které jsme v na$i skupin€ zkoumali. Fluorescentni mikroskop
umoziuje sledovat pomér intenzit fluorescence v jednotlivych burikach, tj. kazda kifivka
v grafu (obr.17) zaznamenava odpovéd jednotlivé buiiky. Bufiky byly inkubovany
vroztoku HBSS a 3 uM Fura-2/AM. Poté byly buiiky 10 min v HBSS a 20 min
v roztoku 30 uM flunarizinu v HBSS.
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Obr.17: Ziznam poméru intenzit R sondy Fura-2 v buiikach J774A.1. Buiiky byly inkubovany ve 30 pM
flunarizinu. Z4znam vstupu vépniku do bun&k byl potizen na fluorescenénim mikroskopu. Sipka urtuje
Cas pfidavku wt-ACT (3ug/ml). Picjato od Radovana Fiscra.

Jak je z grafu (obr.17) vidét, po inkubaci bun€k s 30 uM flunarizinem nedochazi
k inhibici vzestupu intracelularni koncentrace vapniku. To znamena, Ze na zvySeni
[Ca¥'} po interakci bunék J774A.1 s wi-ACT se nepodili T-typ nap&tim ovladaného
kanalu.

5.1.1.4 Inhibitor SOC kanalu: 2-APB

Pro zablokovani SOC kanalii (viz kap. 3.4.2) jsem pouzila latku 2-APB (2-
aminoethyldifenyl borinat). Podle udaji z riznych ¢lanki (GREGORY et al. 2001;
BOOTMAN et al. 2002), kde pouzivali 2-APB v rozmezi 1-100 M, jsem pouzila
koncentraci 10, 25 a 100 uM 2-APB. Makrofagy byly inkubovany 30 min v roztoku
HBSS s 3 uM Fura-2/AM. Poté byly pfeneseny na 20 min do HBSS a na 10 min do
roztoku HBSS s piistus$nou koncentraci 2-APB (obr.18). V roztoku HBSS s 2-APB byly

buiiky i v prub&hu méfeni.
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Obr.18: Ziznam poméru intenzit R sondy Fura-2 v builkich J774A.1. Buiiky byly inkuboviny 10 min
v HBSS s 10 pM (m), 25 uM (¢) a 100 uM (A ) koncentraci 2-APB. Sipka oznaluje piidavek toxinu ve
finilni koncentraci 3 ug/ml.

Nejdiive jsem zkouSela 2-APB v koncentraci 10uM a postupné€ jsem zvySovala
koncentraci az na 100 pM. Jak je vidét z grafu 18, po pfidani wt-ACT k buiikam
inkubovanych s 10, 25 a 100 uM 2-APB vykazuji kfivky stejny prabéh jako wt-ACT
pfidany k buiikam bez inkubace s 2-APB. To znamena, ze SOC kanaly se nepodili na
zvyseni intracelularni koncentrace vapniku.

Po tomto negativnim vysledku jsem zjistila, Ze autoii DOBRYDNEVA a
BLACKOMORE (2001) pouzivali koncentraci 2-APB v rozmezi 1-500 uM. Proto jsem
zkusila zvysit koncentraci 2-APB na 200, 500 a 2000 uM pfi 20 min inkubaci bunék
s 2-APB (obr. 19). Z obr. 19 je patmé, Ze pi1 pouziti 200 a 500 uM koncentraci 2-APB
dochazi po pfidani wt-ACT k podstatné mensimu naristu [Ca®'}; oproti kontrolnimu wt-
ACT, coz naznatuje, Ze vstup vapniku do bunék by se mohl uskutetiiovat
prostfednictvim SOC kanali.
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Obr. 19: Ziznam poméru intenzit R sondy Fura-2 v buiikich J774A.1. Buiiky byly inkubovany 20 min
v HBSS 5200 pM (4), 500 uM (=) a 2000 uM (A ) koncentraci 2-APB. Sipka oznatuje ptidavek toxinu
ve findlni koncentraci 3 pg/ml.

Pii pouziti 2000 pM a 500 pM koncentrace 2-APB ale dochazi ke zvyeni [Ca®'];
hned po pfidani samotného 2-APB, coZ znamena, Ze je tato koncentrace mozna pfili§
vysoki a pasobi na buiiky toxicky. Kolegové vMBU (MASIN a BASLER,
nepublikované vysledky) proto testovali u¢inek 2-APB v koncentraci 200, 500 a 2000
UM na makrofaigy J774A.1. Méfenim mnoZzstvi laktatdehydrogenazy uvoliiované
zbungk po interakci ACT gzjistili, ze 2-APB ovliviiuje Zivotaschopnost bunék jiz
v koncentraci 200 uM. To znamena, Ze 2-APB v mych pokusech (obr. 19) neinhiboval
vstup vapniku do bun&k blokaci SOC kanalu, ale tim, Ze buiiky po 20 minutach
inkubace v téchto koncentracich 2-APB nebyly uZ natolik Zivotaschopné, aby vstupem
vapniku odpovédély na pfidavek wt-ACT.

Proto jsem zkusila znovu pouzit nizSi koncentraci 2-APB (10, 25 a 100 uM), ale s
prodlouzenou dobou inkubace bunék v roztoku s 2-APB (z 10 min na 20 min, obr.20).
Z grafu je zfejmé, Ze ani pii 20 min inkubaci a pfi koncentraci 10, 25, a 100 uM, 2-APB
nezablokoval vzestup [Ca®>'}.. To znamena, 7e na zvySeni [Ca’']; po interakci bungk
J774A.1 s wi-ACT se nepodili SOC kanaly.

54



pomér intenzit (R)

-2 o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
&as (min)

Obr.20: Zizmam poméru intenzit R sondy Fura-2 vbuiikich J774A.1. Inkubace bungk byla

prodlouZena z 10 min na 20 min v HBSS s 10 M (w), 25 pM (¢#) a 100 uM (A) koncentraci 2-APB.
Sipka oznatuje ptidavek toxinu ve finilni koncentraci 3 pg/mi.

5.1.1.5 Inhibitor SERCA ATPazy v membriné endoplazmatického retikula:
thapsigargin

V piedchozich kapitolach jsem se zabyvala blokovanim vapnikovych kanald

lokalizovanych na plazmatické membrané. Jak jsem uZ uvedla, zvySeni intracelularni

koncentrace vapniku se muze uskutecnit i uvolnénim vapniku z intracelularnich zasob
buriky. K blokaci této drahy se pouziva thapsigargin, ktery blokuje SERCA ATPazu na
membrané endoplazmatického retikula. Tento inhibitor zajisti, Ze vapnik se nemiiZe
dostat do ER, ale kandly které transportuji vapnik ven z ER zablokovany nejsou.
V pokusech s thapsigarginem (CARDOZO et al. 2005, HARPER ef al. 2005) jsou proto
buiiky inkubovany s inhibitorem delsi dobu, aby bylo zarueno uvolnéni vapenatych
iontd z ER.

Buiiky byly inkubovany 30 min v roztoku 3 pM Fura-2/AM v HBSS a poté byly
pfemistény na 30 min do HBSS. Béhem méfeni byly buiky v1 pM roztoku
thapsigarginu v HBSS. Po 40 min inkubace s thapsigarginem byl pfidan toxin wt-ACT.
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Obr.21: Zizmam poméru intenzit R sondy Fura-2 v buiikich J774A.1. Buiiky byly inkubovany 40 min
v HBSS s 1 uM thapsigarginem a poté byl pfidin wt-ACT ve finilni koncentraci 3pg/ml.

Z grafu je vidét, 7e po piidani thapsigarginu dochizi ke zvySeni [Ca®'}, coZ
znamend, Ze dochazi k uvolfiovani vapniku z ER pomoci blokace SERCA ATPazy
timto inhibitorem. Po pfidani wt-ACT k buiikam inkubovanych 40 min s thapsigarginem
nedochazi k inhibici naristu intracelularniho vapniku. To znamena, Ze po pfidani wt-
ACT kbutikam, nedochazi ke zvySeni intracelularni koncentrace vapniku jeho
uvolnénim z endoplazmatického retikula, ale vapnik do buiiky vchazi jinym zpisobem.

5.1.1.6 Nespecifické inhibitory

Inhibitory, které byly zatim v praci pouZity pro vyzkum mechanizmu vstupu
vapniku po interakci bunék s wt-ACT (SK&F 96365, nifedipin, flunarizin, 2-APB a
thapsigargin) blokovaly jednotlivé typy vapnikovych kanali specificky. Dale jsem se
snazila zkoumat mechanizmus vstupu vapniku pomoci nespecifickych inhibitort: dvoj-
a trojmocnych ionti kovii.

Nejprve jsem pouzila chlorid kademnaty (CdCl,, obr. 22), ktery se pouziva jako
nespecificky inhibitor VOC kanali (WANG a CAI 2003). Buiiky byly inkubovany 30
min v roztoku 3 pM Fura-2/AM v HBSS a poté 30 min v samotném HBSS. Po této

56

18



dobé jsem buiiky piemistila do kyvety s roztokem 10 uM CdCl, v HBSS a zaCala méfit.
Je lepsi zaznamenavat odpovéd bunék ihned po piidani CdCl,, nebot’ je mozZno
pozorovat okamzZity vliv inhibitoru na buiiky. Tento postup je pouzivame tehdy, pokud
nevime, zda tato latka nema sama na buiiky v této koncentraci toxicky u¢inek. Po 20
min jsem k buiikam pfidala wt-ACT.
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Obr.22: Ziznam poméru intenzit R sondy Fura-2 v builkich J774A.1. Buiiky byly inkubovany 20 min
v HBSS s 10 uM koncentraci CdCL. Sipka oznatuje pfidavek wt-ACT ve finilni koncentraci 3pg/ml.

Pii této koncentraci nemaji kademnaté ionty Zadny vliv na vstup vapniku do bunék
po interakci s wt-ACT. Proto jsem zkousela zvysit koncentraci CdCl; na 100 uM, ale
tato koncentrace vyvolala velmi vysoky vzestup [Ca®'}; po pfidani samotného inhibitoru

(vysledky nejsou prezentovany) podobné jako u vysokych koncentracich 2-APB (kap
5.1.1.4).

DalSim nespecifickym inhibitorem, ktery jsem pouZila, byl chlorid nikelnaty
(NiCly). Buiiky byly inkubovany 30 min v roztoku 3 uM Fura-2/AM v HBSS a poté 30
min v samotném HBSS. Po této dobé jsem buiiky piemistila do kyvety s roztokem 200
puM NiCl, (HOOGLAND a SAGGAU 2004) v HBSS a zacala méfit (obr. 23).
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Obr. 23: Ziznam poméru intenzit R sondy Fura-2 v buiikdch J774A.1. Buiiky byly inkubovany 20 min
v HBSS s 200 uM koncentraci NiCl,. wt-ACT byl piidan ve finilni koncentraci 3 pg/ml.

Pii pouZiti 200 uM koncentrace NiCl, doslo sice ke sniZeni vstupu vapniku do
bun€k oproti pouziti samotného wt-ACT, ale tento rozdil je maly sporovnanim

smérodatnych odchylek pfi méfeni samotného toxinu (obr. 15).

5.1.1.7 Nespecificky inhibitor LaCl;

Dal$im nespecifickym inhibitorem vapnikovych kanali, ktery jsem pouzZivala, byl
chlorid lanthanity (LaCls). Podle udajii z ¢lanku HIROSHI et al. (2003) jsem pouZila
100 uM koncentraci LaCls. Butiky byly inkubovany 30 min v roztoku 3 uM sondy Fura-
2/AM v HBSS a 10 min v roztoku HBSS. Poté bylo skli¢ko s buitkami pfesunuto na 20
min do roztoku 100 pM LaCls. V roztoku LaCls jsou buiiky i béhem vlastniho méfeni
(obr. 24). Z grafu je vidét, ze 100 uM LaCl; inhibuje vzestup intracelularni koncentrace
vapniku po interakci bunék s wt-ACT. Je zajimavé, e LaCls inhibuje vzestup [Ca®');
jen tehdy, je-li pfitomen vroztoku b&hem méifeni. Jestlize buiiky nechime pied
méfenim 20 min inkubovat v 100 uM LaCl; v HBSS, ale pfed méfenim jsou pieneseny
do HBSS bez LaCls, k inhibici nedochazi (obr.24, piejato od Radovana FiSera). Bylo
zjisténo, Ze lanthan nijak neovliviiuje translokaci AC domény a ani neovliviiuje
produkci cAMP v butice (FISER et al. 2006).

58



45
A a # A—’—‘_
4
\ 100 uM La> (inkubace bun&k
35 pired méfenim) + wtACT

w

100 uMLa* (v kyvetd b&hem mé&feni)

/ +WtACT

pomér intenzit (R)
v o

-
n
A g

-
L

05 |

-2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
¢as (min)

Obr. 24: Ziznam poméru intenzit R sondy Fura-2 v buiikich J774A._1. Buiiky byly inkubovany 20 min

v HBSS s 100 uM koncentraci LaCls;, inhibitor byl pfitomen béhem méfeni v kyveté (w). Pfi dalsim

méfeni byly buiiky také inkuboviny 20 min v 100 pM LaCl,, ale béhem méfeni byly buiiky v HBSS bez

LaCl; (A, piejato od Radovana Fisera). Sipka oznatuje pfidavek toxinu wt-ACT ve finilni koncentraci
3ug/ml.

5.1.2 Vstup vapniku do bunék J774A.1 indukovany ACT s mutacemi
v AC doméné

Jak jsem uZ zminila dfive, na tomto projektu jsem spolupracovala s laboratofi
Ing. Petera Seba (MBU AV CR), kde se pro riizné ucely pfipravovaly a studovaly riizné
mutantni formy ACT. V této laboratofi bylo zjisténo (FISER et al. 2006), 7¢ mutantni
toxiny se zvySenou kanalotvornou aktivitou, nemély vliv na vstup vapniku do bunék.
Naproti tomu mutanty se snizenou schopnosti translokace zpisobovaly mensi vstup
vapniku do bun&k v porovnani s wt-ACT. Lze proto predpokladat, Ze vzestup [Ca®']; je
spojen s translokaci AC-domény. Dale bylo dokazano, Ze inzerce riznych oligopeptidu
(CD*" a CD*" epitopy) do polypeptidového fetézce ACT neovliviiuje translokaci AC

domény navzdory zménam v konformaci této domény, které tyto mutace vyvolavaji
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(OSICKA et al, 2000, LOUCKA et al. 2002).V této kapitole jsem se proto zabyvala
méfenim toxini mutantnich v AC doméné, které ovliviiuji konformaci AC-domény
s cilem zjistit, do jaké miry miZe byt vstup vapniku zavisly na této konformaci.
Vsechny tyto toxiny neprodukuji cCAMP, budto kviili neschopnosti vazat kalmodulin
(ACT-247 LQ) nebo kwviili inzerci dipeptidu Cys-Thr mezi aminokyselinové zbytky 188
a 189 v ATP vazebném mist& (ACT-336 OVA/det, ACT-108 OVA/det).

Buiiky byly inkubovany 30 min v3 pM sondé Fura-2/AM a poté byly
pfemistény na 30 do roztoku HBSS. Toxiny byly k builkim pfidany ve finalni
koncentraci 3 pg/ml.

* ACT-247 LQ: toxin svloZzenym dipeptidem (Leu-Gln) vpozici 247 v
kalmodulin-vazebném mist¢ (HEVEKR a LADANT 1997)
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Obr. 25: Ziznam poméru infenzit R sondy Fura-2 v buiikich J774A 1. Toxiny ACT-247LQ a wt-ACT
byly pfidény k buiikim ve finalni koncentraci 3 pg/ml. Sipka oznatuje pridavek toxim.

Z grafu (obr.25) je patmé, Ze toxin ACT-247LQ s mutaci v kalmodulin-
vazebném misté neni schopen vyvolat vzestup [Ca®']; Tato mutanta ma stejnou
transloka¢ni aktivitu jako wt-ACT, a presto nezplisobuje vzestup [Ca®*};. To znamen4,
Ze ne vidy translokace AC domény zpilisobuje zvySeni intracelularni koncentrace

vapniku a e vloZeni dipeptidu do kalmodulin-vazebného mista inhibuje vzestup [Ca®'};.

60



= ACT-336 OVA/det, ACT-108 OVA/det : toxiny s vlozenym oligopeptidem
(Ser-Tle-lle-Asn-Phe-Glu-Lys-Leu) v pozici 336 resp. 108 (OSICKA et al.
2000). Toxiny maji stejnou transloka¢ni a kanalotvornou aktivitu jako wt-ACT.
Tyto toxiny maji navic v pozici 188 navazany dipeptid, proto nejsou schopné
tvoiit v butice CAMP z ATP (det = detoxifikované toxiny).
Lze pfedpokladat, Ze tyto mutantni toxiny budou zpisobovat podobny vzestup
[Ca®'}; jako ACT/det (obr. 26). Tento toxin je také neschopny tvofit CAMP a stejng jako
108 OVA/det a 336 OVA/det nema ovlivnénou transloka¢ni a kanalotvornou schopnost.
Po pfidani detoxifikovaného toxinu (ACT/det) dochazi asi po 5. minuté k poklesu
[Ca®"];. Je to tim, Ze ACT/det netvori CAMP a buiika ma tak dostatek ATP na odstranéni
vapniku z cytoplazmy pomoci PMCA kanilii, ¢imZ se buiika vyhyba letalnimu uCinku
vysoké koncentrace [Ca>*}; (FISER et al. 2006).
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Obr. 26: Ziznam pomé&mu intenzit R sondy Fura-2 v bufikich J774A.1. Toxiny wt-ACT, ACT/det ( ¢),

ACT-336 OVA/det (A) a ACT-108 OVA/det (w) byly ptidiny k buiiksm ve finAlni koncentraci 3 pg/ml.
Sipka oznatuje ptidavek toxinu.

Z grafu (obr. 26) je patrné, Ze pouze toxin ACT-336 OVA/det zptisobuje podobny
vzestup [Ca’']; jako ACT/det. Toxin ACT-108 OVA/det zpiisobuje pouze malé zvy3eni

[Ca®*):. Lze fici, Ze inzerce stejného polypeptidu na dvé riizna mista lokalizovana mimo
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kalmodulin-vazebné misto a mimo katalytické misto muze stimulovat (ACT-336
OVA/det) nebo inhibovat (ACT-108 OVA/det) vzestup [Ca®'];.

5.1.3 Vstup vapniku do bunék J774A.1 indukovany ACT s mutacemi

v hemolytické doméné

* hemolytickd mutanta ACT-AAC/ES81K

Jak jsem uZ zminila na zalatku predchazejici kapitoly, vzestup intracelularni
koncentrace vapniku je zfejmé spojen s translokaci AC domény. Pouzitim fady mutant
se zvySenou hemolytickou aktivitou jsme hledali takovou variantu ACT, ktera nema AC
doménu (ACT-AAC), ale ktera presto dovoluje vzestup [Ca®*};. M&fenim na ernych
lipidovych membraniach (BASLER ef al 2006, pfipraveno k publikaci) se zjistilo, ze
substituce glutamatu za lyzin v pozici 581 u mutanty E581K zptisobuje vétsi stabilitu a
vy$Si frekvenci tvorby kanali tvofenych ACT v plazmatické membrané. Proto byla
zkonstruovana mutanta ACT-AAC/ES81K ke zji§téni, zda mutace ovliviiujici vlastnosti
kanali tvofenych ACT miZe indukovat vzestup [Ca’']; bez translokace AC domény
(obr. 27). Mutantni toxin ACT-AAC/E581K ma cca 3x vétsi hemolytickou aktivitu nez
wt-ACT.
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Obr. 27: Ziznam poméru intenzit R sondy Fura-2 vbuitkach J774A.1. Toxiny wt-ACT, ACT-

AAC/S8IK (m), ACT-AAC/509+516K (A) a ACT-AAC (#) byly pridiny kbuikim ve

finlni koncentraci 3 pg/ml. Sipka oznatuje pfidavek toxinii.
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Z grafu (obr. 27) je vidét, Ze mutanta ACT-AAC/581K zpusobuje vétsi nartist
[Ca™}; v porovnani s mutantou ACT-AAC, ktera vliv na vzestup [Ca®']; nema. To by
znamenalo, Ze zvySena kanalotvornid aktivita mutanty ACT-AAC/581K nahrazuje
vzestup [Ca®'}; vyvolany translokaci AC domény u wt-ACT.

*  hemolyticks mutanta ACT-AAC/ES09K+ES16K

Tato mutanta ma zvySenou hemolytickou aktivitu v kombinaci s 5x nizsi
selektivitou pro kationty membranovych kanald tvofenych toxinem v porovnani s wt-
ACT (FISER et al. 2006). ZjisPovala jsem, nakolik by sni¥en4 selektivita kanalii mohla
hrat uréitou roli pfi vzestupu koncentrace vapniku v buiice. Buiiky byly inkubovany 30
min v3 pM roztoku sondy Fura-2/AM a poté byly buiiky preneseny na 30 min do
roztoku HBSS. V roztoku HBSS byly buiiky i v prib&hu méfeni (obr. 27).

Mutantni toxin ACT-AAC/ES09K+E516K vykazuje jen nepatrny narast [Ca>'};
v porovnani s toxinem ACT-AAC/E581K (obr. 26). To znamena, Ze ani klesajici
iontova selektivita kanali, tvofenych toxinem ACT-AAC/E509K+E516K, spolu se
zvy$enou hemolytickou aktivitou neni schopna vyvolat vzestup [Ca®'];.

Tento vysledek je zajimavy v porovnani s toxinem ACT-AAC/E581K, protoZe
naznaluje, e pro vzestup [Ca>'}; bez iitasti translokace je diileZit&jsi frekvence tvorby
poru tvofenych toxinem ACT-AAC/ES81K, neZ jejich sniZena iontova selektivita (toxin
ACT-AAC/E509+516K).

5.2 Interakce ACT s buitkami CHQO

5.2.1 Role receptoru CD11b/CD18

Adenylatcyklazovy toxin se vaze na receptor CD11b/CD18 na povrchu bunék
pomoci své repetitivni domény (viz kap 3.2.3). Ke zisténi, jakym zpisobem tento
receptor ovliviiuje vstup vapniku do bunék, jsem pouZivala buiiky CHO (ovarialni
buiiky Cinského kifecka). CHO buiiky neexprimuji receptor CD11b/CD18, ale
genetickou modifikaci byl do nich vloZen gen s promotorem zajistujici jeho vysokou
expresi (dar od prof. C. Leclerc, Institut Pasteur). Ziskala jsem tedy dva typy bunék,
které se navzajem liSily pouze pfitomnosti resp. nepfitomnosti receptoru CD11b/CD18.
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Srovnanim téchto bunéénych typt co do indukce vstupu vapniku po pfidani ACT
je mozné zjistit, jak se pro stejnou koncentraci ACT li§i vstup vapniku v buiice
s receptorem a bez néj a tim ozfejmit ulohu receptoru pii tomto vstupu. Toto srovnani je
vyhodné i proto, Ze se tyto dva typy bun&k li§i pouze pfitomnosti receptoru a ne
pfitomnymi transportnimi systémy pro vapnik a jinymi fyziologickymi parametry.

K ob&ma typum bunék jsem piidala toxin wt-ACT ve finalni koncentraci 3 pg/ml
(obr. 28). Z grafu je vidét, Ze pfidani wt-ACT k buiikim exprimujicich receptor
vyvolava vzestup [Ca®>']; velmi podobny jako u bungk J774A.1. Naproti tomu pridavek
wt-ACT k buiikam, které integrinovy receptor neexprimuji, nevyvolava Zadny vzestup
[Ca®} , a to ani v ptipadé pfidavku wt-ACT ve finalni koncentraci 10 pg/ml. To
znamena, Ze pro zvySeni intracelularni koncentrace vapniku ucinkem wt-ACT je
pritomnost receptoru CD11b/CD18 na membrané nezbytna.
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Obr.28: Zaznam poméru intenzit R sondy Fura-2 v buiikich CHO. Builky neexprimujici integrin jsou
oznateny jako CHO, butfiky které integrin exprimuji jsou oznateny jako CHO (+CD11b). Toxin wt-ACT
byl pfidin k bufikim v koncentraci 3 pg/ml (m), popiipadé 10 pg/ml (A). Jako kontrolni vzorek jsem
pouZzila samotnou mocovinu ve finilni koncentraci 80 mM (4). Dalsi kontrolni méfeni () zaznameniva
vyjmuti sklicka s buitkami CHO (+CD11b) na 10 sec bez piidavku ACT a mocoviny. Sipka oznatuje
pfidavek toxinii, popf. modoviny nebo vyjmuti vzorku z kyvety.



Je zajimavé, 7e ihned po pfidani toxinu k buiikim dochazi ke zvy3eni [Ca®']; a do
cca 2 min se hladina vapniku vraci na svoji puvodni roveii (obr. 28). Uzavfela jsem, ze
za toto zvySeni je zodpovédna samotni moCovina, nebot kontrolni vzorek (urea)
vykazuje stejny poCateCni vzestup snavratem stejné jako ostatni systémy. Buiky
J774A.1 po pfidani samotné mocoviny tento efekt nevykazovaly (obr. 15).

Dale jsem zkusila buiiky pfichycené na skli¢ku pouze vyndat 10 vtefin z kyvety
s roztokem HBSS (tedy ukon, ktery jsem provadéla pfi kazdém méfeni, abych mohla
pfidat do kyvety ur€ity toxin) bez pfidavku toxinu a moCoviny (obr. 28). I tentokrat
doslo ke kratkodobému zvySeni koncentrace vapenatych iontd. CHO buiiky tedy reaguji
na samotné vyjmuti z roztoku HBSS a ne na pfidavek moCoviny.

5.2.2 Nespecificky inhibitor LaCl;

Jak jsem zjistila, inhibitor LaCl; je schopen zablokovat vzestup [Ca*]iu bungk
J774A.1 indukovany toxinem (obr. 24). Proto jsem zkusila timto inhibitorem zablokovat
vstup vapniku i na buitkach CHO. Stejné jako pii méfeni na J774A.1 jsem pouzila 100
pM koncentraci LaCls (obr. 30). Buiiky byly inkubovany 30 min v 3 uM sondé€ Fura-
2/AM, poté byly piremistény na 10 min do roztoku HBSS a na 20 min do roztoku 100
uM LaCl; v HBSS.
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Obr.29: Zaznam pomkru intenzit R sondy Fura-2 v butikich CHO. Buiiky byly inkubovany 20 min v 100
pM LaCls, inhibitor byl pfitomen i béhem méfeni v kyveté (A). Builky inkubované 20 min v 100 pM
LaCl;, pro méfeni byly pieneseny do HBSS bez LaCl; (m). Sipka oznatuje ptidavek toxinu wt-ACT ve
finalni koncentraci 3 pg/mlL
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Jak je z grafu patmé (obr. 29), stejné jako u bun€k J774A.1 (obr. 24), dochazi
v pritomnosti 100 uM LaCl; k inhibici vstupu vapniku do CHO bunék. Jsou-li buiiky
inkubovany 20 min v LaCl; ale béhem méfeni jsou pfeneseny do HBSS bez inhibitoru,
k inhibici vstupu vapniku nedochazi. To by znamenalo, Ze ACT ziejm& vyvolava
vzestup [Ca®']; stejnym mechanizmem jak u bunék J774A 1, tak i u CHO —lanthan toti
blokuje bun&¥né vapnikové kanily ireverzibiln® (FISER-osobni sdé&leni), takZe
pravdépodobné, Ze vapnik proudi do CHO bunék samotnym ACT. K tplnému potvrzeni
této hypotézy by ale bylo zapotiebi vyzkousSet Gplnou sérii inhibitorii analogicky jako u
bunék J774A.1 (kap. 5.1.1).

5.3 Porovnini odpov&di J774A.1 a CHO bun€k na pridavek
wt-ACT a mutantnich toxini.

Dale jsem se zabyvala porovnavanim indukce vstupu vapniku vyvolanych wt-
ACT a jeho variantami na buiitkach J774A.1 a buiikach CHO. Jednim z t&hto toxint
byl ACT-AAC, ktery nema AC doménu a proto by nemél indukovat vzestup [Ca®'};. To
se také potvrdilo pfi méfeni na buiikach J774A.1 (obr. 30).
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Obr.30: Ziznam poméru intenzit (R) sondy Fura-2 v buiikich CHO a J774A.1. Toxin ACT-AAC byl
k buiikim CHO (A ) pfidin v koncentraci 3 pg/ml, pfi stejné koncentraci byl pfidan i k butikim J774A.1
(w) . Toxin wt-ACT byl k buitkim J774A.1 a CHO ve finilni koncentraci 3 pg/ml. Sipka oznatuje
piidavek toxinu ACT.
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Pii méfeni ACT-AAC na CHO buiikach se ale ukazalo, Ze toxin vyvolava vzestup
[Ca®*];. Tento vzestup je sice maly, ale piesto o dost vyssi nez v burikach J774A.1.

Dalsi toxin, ktery odpovédél odlisné u bunék J774A.1 a CHO bunék byl toxin
ACT/det. Jak jsem uZ popsala v kapitole 5.1.2, detoxifikovany ACT neni schopen tvofit
cAMP a buitka ma tak dostatek ATP na pohanéni transportnich mechanizmii, které
odterpavaji vapnik ven z cytoplazmy. To se projevuje velkym poklesem [Ca®'}i u
J774A.1 od 4. minuty po piidani toxinu (obr. 31).
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Obr.31: Ziaznam poméru intenzit (R) sondy Fura-2 v buiikich CHO a J774A.1. Toxin ACT/det byl
k buiikim CHO (w) pfidin v koncentraci 3 pg/ml, pfi stejné koncentraci byl pfidan i k bufikdm J774A.1
(0) . Toxin wt-ACT byl k buiikim J774 a CHO pfidin ve finilni koncentraci 3 pg/ml Sipka oznatuje
pfidavek toxinu ACT.

Naproti tomu pfi méfeni ACT/det na buitkach CHO se tento pokles neprojevil
(obr. 31). Ruzna ucinnost toxint ACT-AAC a ACT/det v indukci vstupu vapniku na
buiikach J774A.1 a buitkaich CHO je nejspi§ zplisobena vyssi hustotou integrinového
receptoru na bufikich CHO. Zatimco na buiikach J774A.1 se integrinovy receptor
vyskytuje pfirozené, u CHO bunék se gen pro integrinovy receptor vklada genetickou
modifikaci s cilem jeho vysoké exprese a proto je jeho hustota pravdépodobné& vétsi nez
na buitkach J774A.1. Tato zvySena hustota by podle obr. 30 a 31 méla dva disledky.
V piipadé toxinu ACT-AAC (obr. 30) by byl zvySeny vstup vapniku vyvolan zvySenym

poctem molekul toxinu vazanych na buiiky prostfednictvim integrinu a normalni
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hemolytickou aktivitou tohoto toxinu, nebot chybi AC doména a neni tudiz mozny
vstup vapniku spojeny s jeji translokaci, ktery predpokladame u wt-ACT pii interakci
s J774A.1 builkami. V pfipadé toxinu ACT/det by bylo nutno uvazovat, Ze zvySena
vazba toxinu ACT/det vyvolava takovy vstup vapniku, ktery buiika nedovede
kompenzovat i pfes dostatecné energetické rezervy (ATP).
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6. Diskuze

Ma prace navazuje na diplomovou praci Radovana FiSera (2003), ktery dokazal,
Ze po interakci bun€k J774A.1 s adenylatcyklazovym toxinem dochazi ke zvySeni
intracelularni koncentrace vapniku. Mym cilem bylo dale zjistit, jakym mechanizmem
ke zvy3eni [Ca*]; dochazi.

Ke zvySeni [Ca®™]; miZe obecn& dojit vstupem vapniku z extracelularniho
prostfedi nebo uvolnénim vapniku z vnitinich zasob buiiky. K zablokovani drahy
uvoliiujici vapnik z endoplazmatického retikula jsem pouzila thapsigargin (obr. 21).
Tento inhibitor blokuje SERCA ATPazu, kterou prochazi vapnik smérem do ER. Tim
se zajisti, Ze po urCité dobé dojde k vyprazdnéni ER od vapenatych iontli a po interakci
ACT s buiikou nemiZze ER uvolnit vapnik do cytoplazmy buiiky. Protoze po pfidani
ACT k buiikim inkubovanych 40 min v thapsigarginu nedochazi k inhibici vstupu
vapniku, tato draha se neti¢astni zvySeni [Ca®'];.

Na vstupu vapniku do bunék z extracelulamiho prostiedi se podili n€kolik typi
vapnikovych kanald lokalizovanych na plazmatické membrané: receptorem ovladany
kanal (ROC), napétim ovladany kanal (VOC) a kanal ovladany intracelularni zasobou
vapniku (SOC). Ke zjisténi ucasti vapnikovych kanali na indukci vstupu vapniku do
bunék jsem pouzila specifické inhibitory téchto kanali. K zablokovani kanalu ROC
jsem pouzila inhibitor SK&F 96365. Z grafu (obr. 16) je vidét, ze po pfidani ACT
k buiikim inkubovanych vtomto inhibitoru dochizi ke stejnému zvySeni [Ca®';
v porovnani s wt-ACT u bunék bez inhibitoru, coz znamena, Zze ROC kanal se nepodili
na zvySeni [Ca’'}.. Inhibitor nifedipin (obr. 16) jsem pouZila k zablokovani L-typu
VOC a flunarizin (obr. 17) jsem pouZila k zablokovani T-typu VOC kanalu. Po pfidani
ACT nedoslo u bunék inkubovanych s nifedipinem k vyraznému ovlivnéni indukce
vstupu vapniku v porovnani s buiikami bez inhibitoru. Stejny vysledek nastal i u bun&k
s flunarizinem, co% znameni e VOC kanil se nepodili na zvyeni [Ca®'};. Pouziti 2-
APB (inhibitor SOC kanalu) ukazalo, Ze po pfidavku wt-ACT nedochazi k inhibici
indukce vstupu vapniku do bunék. To znamena, Ze se SOC kanal také nepodili na
zvyseni [Ca'];.

Tyto vysledky naznatuji, 7e vzestup [Ca®'}; je zpisoben vstupem vapniku
z extracelularniho prostfedi prostfednictvim samotného toxinu tj. bez ucasti

vapnikovych kanalii, které se za normainich okolnosti podili na udrzovani ur€ité hladiny
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vapniku vbufice. Pii méfeni mutantnich toxinli, které mély sniZzenou schopnost
translokace AC domény a toxinu se zvySenou kanalotvornou aktivitou, autofi uzavieli,
%e vzestup [Ca®"}; je zfejmé spojen s translokaci AC domény (FISER e al. 2006). Tento
vysledek tak podporuje zavér z inhibitori vapnikovych kanalt, Ze vstup vapniku do
buiiky se déje prostiednictvim u€inku samotného toxinu tj. bez ucasti vapnikovych
kanalu.

Po zjisténi, ze vstup vapniku do bunék je ziejmé spojen s translokaci AC
domény, jsem se dale zabyvala méfenim toxini s mutaci v AC doméné, které ovliviiuji
konformaci AC-domény s cilem zjistit, do jaké miry mizZe byt vstup vapniku zavisly na
této konformaci. Jednim z téchto toxini je ACT-247 LQ, ktery ma viloZeny dipeptid
(Leu-Gln) v pozici 247, kam se vaze kalmodulin. Tento toxin ma stejnou transloka¢ni
schopnost jako wt-ACT. Z grafu (obr. 25) je patmné, Ze toxin ACT-247LQ s mutaci
v kalmodulin-vazebném misté neni schopen vyvolat vzestup [Ca®']; To znamena, %e ne
vzdy translokace AC domény zpusobuje zvySeni intracelularni koncentrace vapniku a ze
vloZeni dipeptidu do kalmodulin-vazebného mista inhibuje vzestup [Ca®*};.

Dalsi toxin, ktery ma mutaci ovliviiyjici konformaci AC domény, je ACT-336
OVA/det, ktery ma vioZeny oligopeptid v pozici 336. Toxin ma jesté vioZeny dipeptid
v pozici 188, a proto neni schopen v buifice katalyzovat pfeménu ATP na cAMP
(det=detoxifikovany). Translokace AC domény a kanalotvorna schopnost vSak neni
ovlivnéna. Z obr. 26 je vidét, e indukce vstupu [Ca®']; vyvolana toxinem ACT-336
OVA/det ma podobny priibéh jako u toxinu ACT/det, ktery také neni schopen tvorit
cAMP v buiice. Charakter odpovédi u toxinu ACT-336 OVA/det napovida, Ze hlavni
vliv na vstup vapniku do buiiky u tohoto toxinu ma jeho neschopnost tvofit cCAMP.
Buiika ma tak dostatek ATP na odstranéni vapniku z cytoplazmy pomoci PMCA kanali
(to se projevuje v grafu nahlym sniZenim koncentrace vapniku v buiice po cca 4. minuté
po piidéni toxinu), &mZ se buitka vyhyba letalnimu t&inku vysoké koncentrace [Ca®'];.
Dale z grafu (obr. 26) vyplyva, Ze viloZeni oligopeptidu na pozici 336 neovliviiuje
konformaci AC domény natolik, aby tato zména konformace byla schopna zablokovat
vstup vapniku do bunék béhem translokace AC domény.

Dalsi toxin s mutaci v AC doméné je ACT-108 OVA/det, ktery neni schopen
tvofit v bufice cAMP a ma viozeny oligopeptid v pozici 108. Stejn€ jako piedchozi
toxin nema ovlivnénou translokacni schopnost a kanalotvornou aktivitu. Z obr. 26 je
patrné, ze toxin ACT-108 OVA/det ma v porovnani stoxinem ACT-336 OVA/det
vyrazné sniZzenou schopnost indukce vstupu vapniku v buiikach. Tyto dva toxiny se lii
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pouze umisténim oligopeptidu, proto lze fici, ze oligopeptid (Ser-Ile-Ile-Asn-Phe-Glu-
Lys-Leu) v pozici 336 nema na konformaci AC domény vyrazné&;si vliv, zatimco tentyZz
oligopeptid v pozici 108 ovliviiuje konformaci AC domény tak, Ze dochazi k inhibici
vstupu vapniku do bunék.

Adenylatcyklazovy toxin pravdépodobné pienasi vapnik do cytoplazmy
podobnym mechanizmem jako ostatni vapnikové kanaly, nebot’ vzestup [Ca®']; jim
indukovany je zablokovan nespecifickym inhibitorem vapnikovych kanali LaCls (obr.
24). Utinek LaCl; je pfitom reverzibilni a nema vliv na translokaci a aktivitu AC
domény (FISER et al. 2006). Mnoho bakterialnich toxinii, které pronikaji plazmatickou
membranou zaujima linearni rozvinutou konformaci polypeptidového fetézce. Kdyby
ACT pronikal pfes membranu také v této rozvinuté podobé, téZko by to mohla byt
konformace odpov&dna za vstup [Ca®'};, protoZe mutantni toxiny s inzerci v AC doméng
(ACT-247 1LQ, ACT-108 OVA/det) maji nezménénou schopnost translokace (v
porovnani s wt-ACT), ale neindukuji Zadny vzestup [Ca’'}.. Lze se proto domnivat, Ze
ACT pronika membranou jinym zpisobem a inzerci oligopeptidu do AC domény
v ur¢itém misté se narusi jeji schopnost zaujmout pfi transportu takovou konformaci v
membrané, pfi které dochazi k transportu iontii do cytoplazmy bunék. Tyto podrobnosti
mechanizmu vstupu vipniku jsou zatim Cisté hypotetické a budou vyZzadovat dalSi
studium.

Jak jsem uZ zminila na zaatku kapitoly, vzestup intracelularni koncentrace
vapniku je zfejmé spojen stranslokaci AC domény. Proto jsem chtéla zjistit, zda
mutanta se zvySenou hemolytickou aktivitou, ale bez AC domény (ACT-AAC) dovoluje
vzestup [Ca’*}i. Vhodnym toxinem byla mutanta ACT-AAC/E581K, protoZe se zjistilo
Ze substituce glutamatu za lyzin v pozici 581 zpisobuje vétsi stabilitu a vy33i frekvenci
tvorby kanali (BASLER ef al 2006, piipraveno k publikaci) tvofenych ACT
v plazmatické membran€é. Mutantni toxin ACT-AAC/ES81K ma cca 3x veétsi
hemolytickou aktivitu nez wt-ACT. Z grafu (obr. 27) je vidét, Ze po pfidani toxinu
ACT-AAC/581K dochazi k indukci vstupu vapniku do bunék. To znamena, Ze zvySena
kanalotvorna aktivita mutanty ACT-AAC/E581K nahrazuje vzestup [Ca*'J; vyvolany
translokaci AC domény u wt-ACT.

Dalsi mutantou bez AC domény vykazujici zvySenou hemolytickou aktivitu je
toxin ACT-AAC/ES09+516K, ktera ma 5x nizsi selektivitu pro kationy membranovych
kanali tvofenych toxinem v porovnini s wi-ACT (FISER ef al. 2006). Mutantni toxin
ACT-AAC/ESO9K+ES16K (obr. 27) vykazuje jen nepatmy narist [Ca’'}; v porovnani
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s toxinem AAC/E581K (obr. 27). To znamena, Ze klesajici iontova selektivita kanali,
tvofenych toxinem ACT-AAC/E509K+516K, spolu se zvySenou hemolytickou aktivitou
neni schopna vyvolat vzestup [Ca®']i. Tento vysledek tak naznatuje, Ze pro vzestup
ACT-AAC/ES81K, nez jejich sniZzend iontova selektivita (toxin ACT-
AAC/E509+516K).

Dalsim cilem mé diplomové prace bylo zjistit, jak odlina je indukce vstupu
vapniku u bun€k bez integrinového receptoru v porovnani s bufikami, které integrin
exprimuji. Tyto studie jsem provadéla na CHO buiikach (ovarialni buiiky Cinského
kiecka), které integrin neexprimuji a na CHO buiikach, do kterych byl genetickou
modifikaci vloZen gen pro integrin (GUERMONPREZ et al. 2001). PouZti téchto
bun¢k je vyhodné i proto, Ze se tyto dva typy bunék lisi pouze pfitomnosti receptoru a
ne piitomnymi transportnimi systémy pro vapnik. K obéma typiim bunék jsem pfidala
toxin wt-ACT v koncentraci 3 pg/ml (obr. 28). Zatimco CHO buiiky exprimujici
integrin odpovédély podobné jako buiiky J774A.1 (bufiky pfirozené exprimujici
integrin) tj. zvySenim intracelularni koncentrace vapniku na stejnou hladinu, CHO
buitky bez integrinového receptoru nevyvolaly zadné zvySeni [Ca®'}. Zkusila jsem
proto zvysit pfidavek toxinu wt-ACT na 10 pg/ml (obr. 28). Ani tato vysoka
koncentrace wt-ACT viak nevyvolala u buntk CHO bez integrinu zvySeni [Ca®'};.
Z t&chto vysledkli je patmé, Ze pro indukci vstupu vapniku je nutna pfitomnost
integrinového receptoru na membrané. Tento vysledek byl potvrzen dal§im pokusem,
kdy byla pouzita CD11b-specificka monoklonalni protilatka M1/70, ktera blokuje vazbu
ACT na integrinovy receptor. V piitomnosti této protilatky nedochazi k indukci vstupu
vapniku po pfidavku ACT kbuiikam J774A.1 (FISER et al. 2006). Lze se proto
domnivat, Ze k indukci vstupu vapniku je potifebna vazba ACT na integrinovy receptor.
Pii pouziti mutantniho toxinu ACT-AAC, ktery se vaze na integrinovy receptor ve
stejné mife jako wt-ACT, jsem zjistila, Ze tento toxin neni schopen na buiikach J774A.1
vyvolat zvySeni [Ca?*}; (obr.27). K indukci vstupu vapniku je tedy potiebna vazba ACT
na integrin, ale sama o sobé vazba ACT na integrin nestaci k vyvolani vstupu vapniku
do bunék.

Pii méfeni ACT-AAC na CHO buiikach se ale ukazalo, Ze toxin vyvolava vzestup
[Ca¥};. Tento vzestup je sice maly, ale presto o dost vy3si nez v buiikach J774A.1 (obr.
30). Proto jsem zkusila proméfit i jiné mutantni toxiny s cilem zjistit, zda n€ktery toxin
také odpovi odli$né na CHO buitikach a buiikach J774A.1. Toxin, ktery takto odpovédél,
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byl toxin ACT/det. Jak jsem uZz popsala v kapitole 5.1.2, detoxifikovany ACT neni
schopen tvoiit cAMP a buiika ma tak dostatek ATP na pohanéni transportnich
mechanizmt, které odCerpavaji vapnik ven zcytoplazmy. To se projevuje velkym
poklesem [Ca>']; u J774A.1 od 4. minuty po pridani toxinu (obr. 31). Naproti tomu pfi
méfeni ACT/det na buitkich CHO se tento pokles neprojevil (obr. 31). Riizna Gc¢innost
toxinii ACT-AAC a ACT/det v indukci vstupu vapniku na buiikach J774A.1 a buiikach
CHO je nejspi§ zpusobena vyssi hustotou integrinového receptoru na bufikich CHO.
Zatimco na buiikach J774A.1 se integrinovy receptor vyskytuje piirozené, u CHO
bun€k se gen pro integrinovy receptor vklada genetickou modifikaci scilem jeho
vysoké exprese a proto je jeho hustota pravdépodobné vétsi nez na buiikach J774A.1.

V pfipadé toxinu ACT-AAC (obr. 30) je zvySeny vstup vapniku vyvolan zvySenym
poctem molekul toxinu vazanych na buiiky a normalni hemolytickou aktivitou, protoze
toxin nema AC doménu a neni tedy mozny vstup vapniku spojeny s jeji translokaci
(ktery pfedpokladame u wt-ACT). V pfipadé toxinu wt/det vyvolava zvySena vazba na
integrin takovy vstup vapniku, ktery buiika nedovede kompenzovat i pfes dostatetné
energetické rezervy (ATP).

Vzhledem ktomu, Ze nespecificky inhibitor vapnikovych kanali LaCl; byl
schopen zablokovat vstup vapniku do bunék J774A.1 po jejich interakci s ACT (obr.
24), zjisfovala jsem, zda LaCl; bude inhibovat vstup vapniku i v pifipadé CHO bunék.
Z grafu (obr. 29) je patmé, Ze v piitomnosti LaCl; dochazi k inhibici vstupu vapniku do
CHO bundk. Proto se domnivam, ¢ ACT vyvolava vzestup [Ca®']; podobnym
mechanizmem u buné€k J774A.1 i u bun€k CHO. K uplnému potvrzeni této hypotézy by
bylo potieba pouZit stejné inhibitory vapnikovych kanali jako v piipad€ bun€k J774A.1.

Pii pokusech na buiikaich J774A.1 a CHO jsem pouZivala relativn€ vysokou
koncentraci ACT (3 pg/ml). Tato koncentrace je vhodna pii pozorovani podstatného
zvySeni [Ca®'}; vbuiice a pifi studiu vztahi mezi kanilotvornou aktivitou ACT,
translokaci AC domény a vstupem vapniku do bunék. Ve fyziologickych podminkach je
koncentrace ACT mnohem mensi, proto se ofekava, ze ACT vyvola pouze malé zvyseni
[Ca®}. Ktomu piispiva i pfitomnost kalmodulinu a jinych proteini v blizkosti
plazmatické membrany, které vychytavaji vapnik pfichazejici z extracelularniho
prostiedi. Dal§im divodem je kompetice AC domény s ostatnimi bunéEnymi proteiny o
dostupny kalmodulin. Situace v pfirozené Zivé buiice miize byt proto podstatn€ odliSna

od experimenti provadénych in vitro.
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7. Souhrn

Ve své diplomové praci jsem se vénovala studiu transportu vapenatych iontti do
cytoplazmy bun&k po jejich interakci s adenylatcyklazovym toxinem (ACT) bakterie
Bordetella pertussis. Pouzivala jsem tfi bunéCné linie: mysi makrofagy (J774A.1), které
pfirozen€ exprimuji integrinovy receptor pro ACT a na kterych jsem studovala
mechanizmus transportu vapniku do bun€k, ovarialni bufriky kfecka (CHO), které
integrin neexprimuji, a dale transfekovanou linii CHO, ktera integrin exprimuje.
Porovnavanim bun¢k CHO exprimujicich integrin a CHO bun€k neexprimujicich
integrin jsem chtéla zjistit, jakou alohu v indukci vstupu vapniku do bun€k zde hraje
pfitomnost integrinu na povrchu bunék. Ke zjisténi hladiny vapniku v buiice jsem
pouzZivala fluorescencni stanoveni pomoci sondy Fura-2/AM. Dosla jsem k nasledujicim

zavéram:

* vzestup [Ca’’}; indukovany toxinem ACT probihi na ulet vstupu vipniku
z extracelularniho prostiedi prostfednictvim samotného toxinu tj. bez ucasti

vapnikovych kanalii a je blokovan ionty lanthanu

» pokud je vstup vapniku spojen s translokaci AC domény (FISER ez al. 2006),
pak translokace AC domény nezpusobuje nutné zvySeni intracelularni
koncentrace vapniku, pokud mutace v AC doméné méni jeji konformaci, jak
ukazuje mutanta ACT-247 LQ postiZzena ve vazb& kalmodulinu

= inzerce stejného polypeptidu (Ser-lle-Ile-Asn-Phe-Glu-Lys-Leu) do riznych
pozic v AC doméné bud'to neovliviiuje indukci vstupu extracelularniho vapniku
nebo ji miZe inhibovat, coz rovnéZz ukazuje na urcité pozadavky na konformaci
AC domény s ohledem na indukci vzestupu [Ca®']

* vzestup [Ca®'}; bez udasti translokace AC domény je mozny prostiednictvim
poru tvofenych toxinem u mutantnich ,,superhemolytickych® toxinti. Pro vzestup
[Ca®"']; bez Gikasti translokace je zde dileZit&jsi frekvence tvorby porii neZ jejich

sniZzena iontova selektivita
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* ACT nejspi§ vyvolava vzestup [Ca®*]; na buiikach CHO a J774A.1 stejnym
mechanizmem, rizna G€innost toxini v indukci vstupu vapniku na buiikach
J774A.1 a buiikkach CHO je ziejmé zpisobena vysSi hustotou integrinového
receptoru na butikaich CHO

» pfi koncentracich ACT pouzivanych v této praci je pfitomnost integrinového

receptoru na membrané nutna pro indukci vstupu vapniku u CHO bunék i u

bungk J774A.1 (FISER et al. 2006)
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