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Souhrn

Migrace bunék schrava klicovou ulohu v mnoha biologickych procesech. Velmi
dilezita je migrace fagocytickych bunék imunitniho systému, ktera slouzi pro piesun téchto
bunék do mista zanétu nebo do lymfatickych uzlin, a tim umoznuje zahajeni vrozené i
adaptivni imunitni odpovédi. Komplexni systém signalnich drah, jez migraci fidi, zahrnuje
mnoho proteint, které jsou neziidka pod kontrolou adenosin-3,5"-cyklického monofosfatu
(CAMP) a jeho dvou efektort, protein kinazy A (PKA) a proteinu Epac. Mezi proteiny, které
jsou aktivovany proteinem Epac a fidi migraci fagocytii, patii mald GTPaza Rap, jez dale
aktivuje proteiny RAPL a RIAM. Z §irokého repertoaru proteind, jejichz aktivitu ovliviluje
PKA a zaroven se podileji na signalizaci v procesu migrace, jsou to zejména aktin, integriny,
malé¢ GTPazy Rho, Rac a Cdc42 a protein VASP. Vyznamnym faktorem, ktery ma na
signalizaci cAMP vliv, je ¢asova regulace piisobeni cAMP. Tato prace je tedy kromée
obecnych mechanismi signalizace a migrace zaméfena také na to, jak zména hladiny
cytozolického cAMP v case ovliviluje PKA a protein Epac a jak se tyto zmény nésledné

projevi v aktivité dalSich proteinli a pohybu bunky.

Kli¢ova slova: migrace fagocytickych buné€k, adenosin-3",5"-cyklicky monofosfat (CAMP),
protein kinaza A (PKA), protein Epac



Summary

Cell migration plays a key role in a wide diversity of biological processes. Migration
enables phagocytic cells to localize into the site of inflammation and to lymph nodes, thereby
leading to initiation of innate and adaptive immune responses, respectively. The signal
transduction that coordinates phagocyte migration consist of diverse signaling proteins, being
often under control of 3'-5'-cyclic adenosine monophosphate (CAMP) and its two effectors,
protein kinase A (PKA) and Epac (exchange protein activated by cAMP). Small GTPase Rap
is activated by Epac and controls phagocyte migration via activation of RAPL and RIAM
proteins. On the other hand, PKA regulates cell migration via modulation of activity of other
proteins, which comprise actin, integrins, small GTPases Rho, Rac, Cdc42 as well as protein
VASP. A prominent feature of cAMP signalization is its spatio-temporal organization.
Therefore, besides description of cCAMP-regulated signaling cascades in cell migration, this
bachelor thesis also depicts how changes of activity of cAMP effectors in time and place are

involved in regulation of cell movement.

Key words: migration of phagocytes, 3'-5'-cyclic adenosine monophosphate (CAMP), protein

kinase A (PKA), protein Epac (exchange protein activated by cAMP)
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1. Seznam pouzitych zkratek

AC

AK
AKAP
AKT (PKB)
ATP
BMDM
cADPR
CaM
CamK
CAMP
COX
CPM
CR
CREB
CyaA
DC
ECM
ET
FeyR
GAP
GDP
GEF
GM-CSF

GPCR

GTP

HEV

Hly doména
HSP

IFN

adenylat cyklaza

aminokyselina

protein ukotvujici protein kinazu A (z angl. A kinase anchoring protein)
protein kinaza B

adenosin-5’-trifosfat

makrofag odvozeny z kostni diené (z angl. bone marrow-derived macrophage)
cyklicka adenosin difosfat rib6za

kalmodulin

kinaza aktivovana kalmodulinem

adenosin-3",5"-cyklicky monofosfat

cyklooxygenéza

cytoplazmaticka membrana

komplementovy receptor

CAMP-dependentni vazebny protein (z angl.cAMP response element-binding)
adenylat cyklazovy toxin B. pertussis

dendriticka buika

extracelularni matrix

edema toxin B. anthracis

receptor pro Fc oblast imunoglobulinil

protein urychlujici GTPazovou aktivitu (z angl. GTPase-activating protein)
guanosin-5’-difosfat

faktor vyménujici GDP za GTP (z angl. guanosine exchange factor)

faktor stimulujici diferenciaci granulocytt a makrofagt

(z angl. granulocyte-monocyte colony-stimulating factor)

receptor spojeny s G proteinem (z angl. G protein-coupled receptor)
guanosin-5’-trifosfat

endotelialni venuly (z angl. high endothelial veins)

hemolysinova doména

z angl. heat shock protein

interferon



IL

JNK

LT
MAPK
MAPKK
MHC

MLC
MLCK
MLCP
MoDC
NAD*
NF- kB
PA
PBDC
PDE
PI3K
PKA
PKC
PLC
cGMP
Pyk2
RhoGDI
RNI
ROI
RTX
Th
TNF
Tr
VASP
VEGF

imunoglobulin

interleukin

Jun N-termindlni kindza

letalni toxin B. anthracis

mitogeny aktivovana protein kindza (z angl. mitogen-activated protein kinase)
kinaza MAPK (z angl. mitogen-activated protein kinase kinase)

hlavni histokompatibilni komplex (z angl. major histocompatibility
complex)

lehky fetézec myosinu (z angl. myosin light chain)

kinaza lehkého fetézce myosinu (z angl. myosin light chain kinase)
fosfataza lehkého fetézce myosinu (z angl. myosin light chain phosphatase)
dedriticka bunka odvozena z monocytu (z an. monocyte-derived dendritic cell)
nikotinamid adenin dinukleotid

jaderny faktor kB (z angl. nuclear factor- kB)

protektivni antigen B. anthracis

dendriticka burika z periferni krve (z angl. peripheral blood dendritic cell)
fosfodiesteraza

fosfatidylinositol-3-kinaza

protein kindza A

protein kinaza C

fosfolipaza C

guanosin-3",5"-cyklicky monofosfat

z angl. proline-rich tyrosine kinase 2

z angl. Rho guanine nucleotide dissociation inhibitor

reaktivni dusikové intermediaty

reaktivni kyslikové intermediaty

oznaceni skupiny cytotoxini (z angl. repeat-in-toxin)

pomocny T-lymfocyt (z angl. helper T-cell)

faktor nekrotizujici nadory (z angl. tumor necrosis factor)

regula¢ni T-lymfocyt (z angl. regulatory T-cell)

z angl. vasodilator-stimulated phosphoprotein

endotelialni ristovy faktor (z angl. vascular endothelial growth factor)



2. Uvod

Pohyb bun¢k je komplexni proces, ktery nas provazi celym zivotem. Béhem vyvoje plodu
fidi stavbu téla. V dospélosti je migrace zdkladem pro déje udrzujici homeostdzu organismu,
imunitni reakce a uzdraveni poskozenych tkani. Selhani migracni schopnosti nebo nespravny
pohyb bun¢k muze vést k zavaznym problémtim. Porozuméni zakladnim mechanismtim bunécné
migrace by mohlo pfinést novy smér do moznosti transplantaci, 1écby nadort nebo ptipravy
bunéénych vakcin. Diky tomu, ze adenosin-3",5 -cyklicky monofosfat (CAMP) sehrava ustiedni
ulohu pravé v onéch zakladnich mechanismech migrace a adheze leukocytt, se samotny cAMP a
jim ftizené signalni drahy nabizeji jako vhodné potencidlni cile pro vyzkum, ktery by umoznil
vytvoreni uspés$nych terapeutickych ptistupi.

V laboratofi Dr. Petera Seba, kde jsem svoji praci vypracovala, je studovan adenylat
cyklazovy toxin bakterie Bordetella pertusis. Tento toxin diky svoji adenylat cyklazové aktivité
zvySuje hladinu cAMP v bunice. Jeho cilem jsou predev§im fagocytické buiiky imunitniho
systému (neutrofily, monocyty a jejich tkanova forma makrofagy) a také dendritické bunky.
cAMP, které v buitkach ucinkem adenylat cykldzového toxinu vznika, ma za néasledek omezeni
antibakterialnich funkci a také zménu migracni schopnosti téchto bunék.

Cilem mé prace je popsani Ulohy cAMP v signdlnich drahich fidicich migraci
fagocytickych bun¢k imunitniho systému s detailnim zaméfenim na Gc€inky jeho dvou efektort,
protein kindzy A (PKA) a proteinu Epac. Prostaglandin E2 a vybrané bakterialni toxiny jsem
zaradila z divodu, Ze se jedna o latky, které hladinu cAMP v bunce ovliviiuji, a nabizeji tak
prileZitost sledovat, jakou roli sehrava cAMP v signalnich drahach migrace bungk.

Praci jsem strukturovala do péti casti. Prvni shrnuje migraci a funkce fagocytickych
bunék v imunitnim systému. Druha popisuje obecné mechanismy a signalni drahy fidici migraci
fagocyti. Tieti ¢ast je vé€novdna cAMP a podrobnéjSimu zmapovani jeho signalizace
prostiednictvim PKA a proteinu Epac v migraci. Ctvrta ¢ast se zabyva vlivem prostaglandinu E2
na hladinu cytozolického cAMP a nésledn€ na migraci. A posledni pata ¢ast se zabyva otdzkou,

jak bakteridlni toxiny, které ovliviiuji hladinu cytozolického cAMP, méni migraci fagocyta.



3. Vyznam migrace fagocytu

Profesionalni fagocyty jsou bunky vyssich organismil, které zabezpecuji obranyschopnost
mechanismem fagocytdzy. Patii mezi né zejména neutrofily a monocyty a jejich tkanova forma —
makrofagy. Zvlastnim typem fagocytujicich bunék jsou bunky dendritické, které hraji hlavni
ulohu ve zpracovani a prezentaci antigenu. Migrace fagocytickych bunék je klicova pro spravnou

funkci vrozené 1 adaptivni imunity.

3.1. Makrofagy a neutrofily

Makrofdgy a neutrofily jsou hlavni soucédsti vrozeného imunitniho systému, jejich
ukolem je rozpoznat, pohltit a degradovat patogenni ¢astice, které proniknou do téla.

Jako profesionalni fagocytické bunky se vyznaCuji schopnosti produkovat sadu
fagocytickych receptori, které jim umoziiuji rozeznat, vazat a zah4jit pohlceni patogenni ¢éstice
nebo apoptotické bunky. Fagocytické receptory mlzeme rozdélit na ty, které rozeznavaji
opsonizovang¢ Castice — Fcy receptory (FcyR) — rozeznavaji Castice s navazanou IgG protilatkou,
nebo komplementové receptory (CR1, CR3 a CR4) — rozeznavaji Castice s navazanym
komplementem, a na ty, které rozeznavaji motivy pfimo na povrchu mikroorganismii — napf.
mano6zové receptory (rozeznavaji D-mandzu), scavengerové receptory typu A (rozeznavaji
polyanionické struktury napt. kyseliny teichoové na mikroorganismech a negativné nabité
fosfolipidy na apoptotickych bunkach). Pohlcena ¢astice je zpracovana v degradacni endocytické
draze koncici fagolysozomem. Béhem této drahy jsou mikroorganismy zneskodnény produkci
reaktivnich kyslikovych intermediatd (ROI), reaktivnich dusikovych intermediati (RNI) a
pomoci fagolysozomalnich enzymu (Celli and Finlay, 2002; Serbina et al., 2008).

Mensi pocet klidovych fagocytli, predevSim makrofagl, zaujima strategicky vyhodnou
polohu pod povrchem sliznic a v tkanich. Pfi napadeni tkané mikroorganismy do mista zanétu
pronikaji i dal$i neutrofily a monocyty, které bézné cirkuluji v krvi, kam jsou vyplavovany z
kostni dfené. Samy pak nasledné lakaji dal$i buniky imunitniho systému sekreci chemokini a
naslednou sekreci cytokinti maji dale moznost aktivitu téchto bunek regulovat (Serbina et al.,
2008).

Monocyty odpovidaji na mikrobidlni stimuly také expresi receptoru CCR2, ktery je
dilezity pro pohyb ve sméru chemického gradientu — vytvotfeného chemotaktickym proteinem
CCL2 (MCP-1) (Tangirala et al., 1997). Hlavni chemokinové receptory neutrofilti jsou CXCR1 a
CXCR2, které odpovidaji na gradient interleukinu 8 (IL-8 neboli CXCL8) (Murphy and Tiffany,



1991). Migrace indukovana chemokiny zahrnuje adhezi cirkulujicich leukocyti k endotelu,
polarizaci ve sméru zdroje chemokinu a prostoupeni leukocyti ptes endotelidlni buiiky cév do
tkani (diapedéza/extravazace). Extravazace leukocytl z krve je kliCovy proces pro potlaceni
zanétu, a musi proto byt pfisn¢ regulovana. Nadmérna leukocytarni extravazace doprovazi
chronicky zanétlivda onemocnéni, jako revmatoidni artritidu, astma nebo aterosklerézu (Springer,
1994). Naopak ztrata schopnosti pohybu fagocytii by vedla k omezeni jejich zasadni funkce v

imunitnim systému — obran¢ pied bakteridlnimi, protozoalnimi a houbovymi patogeny.

3.2. Dendriticke bunky

Dendritické bunky (DC) jsou profesionalni antigen prezentujici builky schopné
transportovat antigen do sekundarnich lymfatickych organii, kde stimuluji naivni T-bunky. Z
takto aktivovanych T-bunék se stavaji efektorové T-bunky, které napomahaji potlaceni infekce.
Schopnost migrace je tedy dileZitou vlastnosti dendritickych bunék pro iniciaci a udrZeni
imunitni odpovédi zprostfedkované T-buitkami (Banchereau and Steinman, 1998).

Progenitory dendritickych bunék pochazeji z kmenovych bunék nachéazejicich se v kostni
dfeni. Mohou se diferencovat v cirkulujici prekurzory, které se pozdéji usidli v perifernich
tkanich jako nezralé myeloidni DC, nebo v plazmocytoidni DC, které vstupuji pfimo do
lymfatickych uzlin pfes endotelialni venuly HEV (z angl. high endothelial veins) (Colonna et al.,
2004).

Nezralé myeolidni DC zGstavaji v kuzi, organech a sliznicich dychaciho a traviciho
traktu, kde receptorem zprostiedkovanou endocytozou, fagocytézou a pinocytézou pohlcuji
vzorky antigent z okolniho prostfedi. V tomto stavu vykazuji malou schopnost stimulovat T-
buiiky. Pokud ale rozpoznaji podnét ptedstavujici nebezpeci (poSkozeni tkané€, pro-zanétlivé
cytokiny nebo patogeny), je u nich odstartovan proces maturace (Banchereau and Steinman,
1998). Béhem maturace DC podstupuji jak fenotypové, tak funkéni zmény — ztraci schopnost
endocytozy, dochdzi k zvySeni poctu molekul hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC,
z anglického major histocompatibility complex) a kostimulacnich molekul na jejich povrchu
(Gagliardi et al., 2000). DC navic sekretuji mnozstvi pro-zanétlivych cytokint, jako TNF-a
(tumor necrosis factor-a), IL-1p (interleukin-1B), a IL-6 a stejné tak chemokint (napi. CCL3
(macrophage inflammatory protein-1a /MIP-1a/), CCL4 (MIP-1B) a CCL5 (RANTES)). Tyto
molekuly poté lakaji dalsi nezralé DC a monocyty do postizené tkané (Sallusto et al., 1999).
Velmi dilezité ale je, ze DC také ziskavaji schopnost migrovat z periferni tkané do lymfatickych

uzlin. Tato jejich schopnost je zasadni pro zahajeni imunitni odpovédi, a je tedy regulovana
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mnoha mechanismy. Migrujici leukocyty produkuji adhezivni molekuly: selektiny a integriny,
pro interakci s endotelem, a chemokinové receptory, které slouzi jako senzory chemického
gradientu (Sallusto et al., 1998). Receptory CCR1, CCR2, CCRS5 a CXCRI jsou exprimovany na
nezralych DC, rozpoznavaji pro-zanétlivé cytokiny a jsou klicové pro lokalizaci nezralych DC
do mista zanétu. Béhem maturace DC ztraci schopnost byt aktivovany pies ligandy téchto
receptord (snizeny vyskyt receptord na jejich povrchu nebo desenzitizace receptorti). Na druhou
stranu zralé DC zvySuji mnozstvi CXCR4 a CCR7 receptorii, a tim ziskavaji moZznost
rozpoznavat chemokiny CCL21 (secondary lymphoid tissue chemokine [SCL]6Ckine) a CCL19
(EBI1 ligand chemokine/MIP-3B), které jsou produkovany pravé bunikami v lymfatickych
cévach a v T-bunécné oblasti lymfatickych uzlin (Cyster, 1999). Ptitomnost funkéniho CCR7 je
obzvlasté dilezitd, jak bylo dokazano u mysi postradajicich CCR7. DC téchto mysi zcela ztratily
schopnost migrace do lymfatickych uzlin, coz bylo doprovazeno defektem v indukci adaptivni

imunitni odpovédi (Forster et al., 1999).

Tab. 1: Chemokinové receptory a jejich ligandy.

Buiika Receptor | Ligand

MF, N, nDC* | CCR1 CCL3 (MIP-1a), CCL5 (RANTES)

MF, nDC CCR2 CCL2 (MCP-1)

MF, nDC CCR5 CCL3 (MIP-1a), CCL4 (MIP-1p), CCL5 (RANTES)
DC, MF CCR7 CCL19 (MIP-3p), CCL21 ([SCL]6Ckine)

N, nDC CXCR1 IL-8

N CXCR2 IL-8

MF, zDC * CXCR4 CXCL12 (SDF-1)

1 MF, makrofagy; N, neutrofily; nDC, nezralé dendritické buiiky
2 2DC, zralé dendritické buiky
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4. Migrace bunék a signalni drahy, které ji ovliviuji

Obécné je pohyb bunék opakujici se proces zalozeny na vyvdzeném vzniku vybeézki
(lamelipodii, filopodii ¢i protruzi) na vedouci stran¢ buiiky, posunu bunky a uvolnéni lamelipodii
od podkladu na zadni strané bunky. Tento proces zahrnuje Ctyfi nasledujici kroky — vytvofeni
lamelipodii, pfilnuti k extracelularni matrix (ECM), posun bunky a retrakce), jak je ukdzano
v obr. 1 (Howe, 2004).

Pti pohybu buniky jednoduse feCeno dochazi k organizaci jeji pfedni a zadni ¢asti. Oba
konce buiiky se 1i$i signalnimi drahami, které v nich probihaji. Polarizace je udrzovana vice
mechanismy, které se vzajemné pirekryvaji. Ucastni se jich fosfatidylinositol-3-kinaza (PI3K),
mikrotubuly, rodina Rho GTP4z, integriny a vezikularni transport.

Tvorba protruzi je pohanéna polymeraci aktinu pod cytoplazmatickou membranou
(CPM). Ve filopodiich dochdzi k prodluZzovani rychle rostoucich koncii aktinovych vldken (tzv.
,barbed end”) a k uvolilovani aktinovych monomerd na stran¢ druhé (tzv. ,pointed end®).
Predpoklada se, ze prodluzovani vldken indukované komplexem Arp2/3 spise nez jejich vétveni
je zakladem pro vznik filopodii. To zajiSt'uje napt. protein VASP nebo fascin. V lamelipodiich je
naopak vétveni aktinovych vldken pomoci komplexu Arp2/3 podpotfeno, a tak vznika rozsahla
aktinova sit’ pod CPM. Aktivaci komplexu Arp2/3 navozuji napt. mal¢ GTPazy Cdc42 a Rac.
Mira a organizace aktinové polymerace je fizena mnoha proteiny, které jsou schopné vazby
pravé na aktin, jako jsou profilin a cofilin.

Protruze jsou nasledn¢ stabilizovany interakci bunéénych transmembranovych proteint —
integrint. Integriny adheruji k molekulam extracelularni matrix (ECM) nebo k povrchu jiné
buniky (Lauffenburger and Horwitz, 1996). Cytoplazmatické Casti integrinii zatim zachycuji
aktinova vlakna, az dojde k vytvofeni pevného kotviciho systému, ktery umozni posun buiky
tim, Ze vnitini kontrakce pfitdhne zadni ¢ast builky. Adheze je tedy neodd¢litelnou soucasti
bunécné migrace. Obecné by se dalo fici, Ze interakce mezi aktinovym cytoskeletem a integriny
adhezi tidi. Pevnéd vazba integrinii a kortikalniho aktinu omezuje integrinovou adhezi, dokud
neni obdrZen potiebny signdl, ktery vazbu zrusi. Integriny mohou dale formovat nové shluky a
vazby integrin-aktin, které spousti signalizaci — pfedevsim fosforylaci proteind a aktivaci malych
GTPaz (Huttenlocher et al., 1996; Worthylake and Burridge, 2003).

Z mechanismu pohybu bun¢k vyplyva, Ze podstatna je predevSim Casova a prostorova
regulace adheze. K aktivaci adheze (shlukovani integrind a jejich signalizace) musi dochazet na

jedné strané, k uvolnéni vazby (zalozené na uvolnéni ligandu a receptoru nebo na disociaci
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vazby integrinu a vnitiniho cytoskeletu buiilky) na opa¢né. Leukocyty vytvaieji mnoho malych
integrinovych shluka (tzv. fokalnich komplext), které jim umoznuji rychly pohyb. Vznik téchto
shluki je zavisly na proteinech Cdc42 a Rac.

Samotny pohyb bunky zajistuje vzdjemny posun myosinu II a aktinu. Napéti, které
behem tohoto déje vznika, by mohlo byt dostate¢né pro otevieni vapnikovych kandli. Vapnik by
nasledné mohl aktivovat kalpain. Tato protedza ptispiva k rozpadu fokalnich adhezi tak, ze Stépi
proteiny v nich zapojené, napf. talin, jez se UcCastni spojeni integrind s vnitinim cytoskeletem
bunky. Uvolnéni adheze na zadni ¢asti bunky usnadiluje tvorbu protruzi na vedouci Casti.

Mechanismus zpétné vazby tedy podporuje bunécnou migraci.

a tvorba lamelipodii a filopodii
(PEST>
e ©

o T

b formovani fokalnich komplexd

D=

¢ kontrakce téla bunky @
J

: '—\-'ML; -~

d uvolnéni zadni ¢asti bufiky

®

Obr. 1: Schéma pohybu burky a zapojeni fidicich proteint v jednotlivych krocich pohybu. (a) Aktinova polymerace
pohani vznik protruzi na vedouci strané¢ bunky. Béhem této polymerace Rac indukuje a Cdc42 stimuluje tvorbu
filopodii. Ug¢inek Rac a Cdc42 je rusen protein tyrozin fosfatazou PEST. Cofilin mize byt fosforylovan LIM
kinazou, aktivovanou ptfes Rho protein,coz omezuje polymeraci aktinu. (b) Vznik novych propojeni mezi
aktinovymi vldkny a pevnych ukotveni lamelipodii na vedouci strané buitkky k povrchu, po kterém se burika
pohybuje. Regulace fokalnich komplext je zprostfedkovdna pomoci fosfatdz PTP-PEST (omezeni migrace) a
PTP1B (podpora migrace). (c) Kontrace zadni casti buiikky vyvolana interakci aktinu s myosinem. MLC fosfataza
defosforyluje myosin a inhibuje migraci, MLC kinaza naopak fosforylaci migraci podporuje. Rho kindza (ROCK)
fosforyluje MLCK a inhibuje jeji aktivitu. (d) Rho podporuje posun zadni &asti buniky fosforylaci myosinu
navazaného na aktin, coz vede k uvolnéni zadni ¢asti buriky. Pfevzato a upraveno z Larsen et al., 2003.
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Smér pohybu bunék muze byt fizen chemotaktickymi latkami, které bunky bud’ lakaji,
poté se jedna o chemoatraktanty, nebo odpuzuji, coz jsou chemorepelenty. Gradient téchto latek
buiiky rozeznédvaji pomoci receptori na svém povrchu. Napf. chemokiny fidi pohyb DC z
perifernich tkani do lymfatickych uzlin. Jednim z dulezitych receptort, ktery tyto chemokiny
vaze, a nasledn¢é spousti signalni drédhy ovliviiujici migraci bun€k, je chemokinovy receptor
CCRY.

Jak jiz bylo napsano vyse, CCR7 je receptorem zralych DC (viz Tab. 1). Nekteré studie
vSak ukazuji jeho roli i v migraci nezralych DC. Ptfesun téchto nezralych DC do lymfatickych
uzlin, avSak bez ptitomnosti jakéhokoli signalu nebezpeci, nasledné ptispiva k udrzeni periferni
tolerance k vlastnim tkanim. Zralym dendritickym bunkdm migrace tfizena receptorem CCR7
umoznuje presun do lymfatickych uzlin a vyvolani specifické imunitni odpovédi na dany
antigen. Kromé toho signalizace receptoru CCR7 ovliviiuje architekturu cytoskeletu, miru
endocytozy, migra¢ni rychlost a ma vliv na pfezivani DC (Sanchez-Sanchez et al., 2006).

CCR?7 je chemokinovy receptor. Pro jeho aktivaci je tedy potiebna vazba chemokini, zde
konkrétn¢ CCL19 a CCL21. Chemokinové receptory obecné jsou receptory sedmkrat
prochéazejici membranou spojené¢ s G proteiny (GPCR). Vazba ligandu na GPCR vyvolava
vyménu GDP na a-podjednotce G proteinu za GTP a jeji disociaci od komplexu By. Znamé jsou
¢tyfi rodiny a-podjednotek: Gos, Gog, Goi a Goyp. Migrace se zda byt primarné fizena Goi, bez
vyznamu ale neni ani signalizace zprostfedkovana Gog a Ga (Randolph et al., 2008).

Signalizaci zprostiedkovanou receptorem CCR7 lze rozdélit do tii moduld, z nichz jsou
minimalné dva vz4jemné se nepiekryvajici. Tyto moduly fidi chemotaxi (smé&fovany pohyb do
urcité oblasti), migra¢ni rychlost (rychlost bun¢k ovlivnénych chemokinem vztazend k zakladni
rychlosti ndhodného pohybu bunék) nebo aktivaci bunék. To, jakd drdha bude zahajena, tedy
ktera z a-podjednotek G proteini navazanych na receptor bude aktivovana, zavisi
pravdépodobné na chemokinu, jaky se na receptor navdze a jakou konformacni zménu vyvola,
jak je uvedeno v obr. 2 (Randolph et al., 2008; Sanchez-Sanchez et al., 2006).

Prvni modul je zahdjen aktivaci podjednotky Gaso, uvolnéna By podjednotka tidi aktivitu
efektorit Rho GTPaz, Pyk2 (proline-rich tyrosine kinase 2) a cofilinu. Tento modul ovliviiuje
migracni rychlost (Randolph et al., 2008).

Druhy modul spusti signalizaci pfi stimulaci Go; podjednotky a vede k aktivaci MAP
kinaz (p38, Erk1/2 a Jun N-termindlni kinazu (JNK)). Volna podjednotka Py aktivuje
fosfatidylinositol-3-kinazu (PI3K), protein kinazu C (PKC) a drahu AKT/NF-xB, kterd je

dilezita pro aktivaci a pieziti buiiky. (Sanchez-Sanchez et al., 2006). Chemotaxe je ale nezavisla
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na této draze, nebot’ migrace nebyla ovlivnéna pouzitim inhibitort PI3K (wortmannin a
Ly294002) (Scandella et al., 2004). Fosfolipaza C (PLCP2) produkci inositoltrifosfatu (IP3)
zajistuje uvolnéni zdsob Ca?* z endoplazmatického retikula (Randolph et al., 2008). Tato
pozorovani jsou ve shodé s vyzkumem Scandella et al., ve kterém se uvadi, ze migrace DC je na
aktivaci PLC a piitomnosti Ca*" iontii tzce zavisla. Podle jejich navrhu by Ca®* ionty mohly
aktivovat Ca®*/kalmodulin dependentni kinazu (CaMK), vzhledem Kk tomu, Ze inaktivace této
kinazy staurosporinem vyvolala redukci migrace DC k CCL19 a CCL21 (Scandella et al., 2004).
Tento modul reguluje chemotaxi ve vétsing bunék.

Treti modul se zd4a byt vyzadovan pro chemotaxi prostfednictvim CCR7, zahijen je
aktivaci podjednotek Go; a Gog. Gag nebo komplex Py aktivuje PLCPL,3, ktera opét pies
produkci IP3 uvoliiuje vnitrobun&ény Ca®*. CD38 navic konvertuje NAD" na cADPR, latku
pusobici na ryanodinovy receptor, a tak dochdzi k nariistu mnozstvi vapenatych iontd uvnitf
buiiky, diky jejichZ vazbé& se oteviraji vapnikové kandly v plazmatické membrang, a udrzuje se
tak vtok Ca’* jontd nutnych pro migraci.

Signalizace receptoru CCR7 vSak muze byt zprostiedkovana i nezavisle na G proteinu

prostfednictvim adapterového proteinu B-arrestinu (Randolph et al., 2008).

o S
- Ne Wiy
L’.’,

Rychlost migrace ; Chemotaxe Chemotaxe

Obr. 2: Signalni moduly fidici migraéni odpovéd’ v zavislosti na vazbé chemokinu na receptor CCR7 u DC. Vazba
ligandu na receptor spojeny s G proteinem odstartuje drahy signalni transdukce, které vyusti v aktivaci buiiky a
zvyseni motility. Pfevzato a upraveno z Randolph et al., 2008.
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5. Adenosin-37,5"-cyklicky monofosfat (CAMP)

Adenosin-3",5"-cyklicky monofosfat (cAMP) je dulezitou molekulou patiici mezi tzv.
druhé posly, ktera reguluje mnoho bunéénych procesit zahrnujici diferenciaci, sekreci,
transkripci geni, podili se na regulaci tvaru buiiky, pfestavbu cytoskeletu, proliferaci, apoptoze,
adhezi a migraci (Beavo and Brunton, 2002).

Signalizace cAMP se uplatiiuje i v imunitnim systému, kde spousti fyziologické procesy,
které mohou vést jak k zanétlivé, tak proti-zanétlivé odpovédi (Lorenowicz et al., 2006). Zatim
neni jasné, které faktory kontroluji pro-zanétlivé nebo proti-zanétlivé ptisobeni cAMP, vliv by
vSak mohla mit délka a sila stimulu spoustéjici cAMP signalizaci, stejné tak i typ buiiky nebo
rozmanity repertoar efektori cAMP (Lorenowicz et al., 2007).

Scandella et al. ve své praci z roku 2004 zdarazinuje zasadni tlohu CAMP v aktivaci
migrace MoDC, tedy DC derivovanych z monocyta in vitro. Prace ukazuje, ze inhibice protein
kindzy A (PKA), ktera je efektorem cAMP, dramaticky omezila chemotaxi téchto bunék fizenou
CCR7. V této kapitole se pokusim nastinit diivody tohoto vyjimecného postaveni cAMP v
regulaci migrace buné¢k, tedy jak cAMP prostiednictvim PKA a Epac zasahuje do aktivace nebo

inhibice proteinti zapojenych v signalnich drahach fidicich migraci (Scandella et al., 2004).

5.1. Regulace hladiny cAMP v bunééném cytozolu

Produkce cAMP se spusti, pokud se mimobunécny prvni posel (neurotransmiter, hormon,
chemokin, ristovy faktory ¢i 1ék) navaze na receptor spojeny s G proteinem (GPCR), ktery
sedmkrat prochazi membranou. Tato vazba vyusti ve vyménu GDP za GTP na Gas podjednotce
G proteinu a jeji nasledné disociaci od komplexu By. Aktivovand a-podjednotka poté stimuluje
enzym adenylat cyklazu (AC), kterd katalyzuje pfeménu ATP na cAMP. Mezi zndmé ligandy
vyvolavajici aktivaci Gas podjednotky GPCR patii adrenalin, noradrenalin, histamin, serotonin,
prostaglandiny a adenosin (Lorenowicz et al., 2006; Serezani et al., 2008). Naopak Ga;
podjednotka inhibuje AC a produkci cAMP. Mezi ligandy s timto ucinkem patii nekteré
chemokiny a také leukotrieny. MnoZzstvi vnitrobunécného cAMP je vSak regulovano nejen AC,
ale 1 enzymy fosfodiesterazami (PDE), které maji opacnou funkci a cAMP degraduji (Omori and

Kotera, 2007). Popsana regulace hladiny cytozolického cAMP je znazornéna v obr. 3.

16



Ligandy pro
Gsl-GRPC receptory

Adrenalin . ; Ligandy pro

; Nu:-radrenallrj ) i Gai-GRPC

i P adrenergni latky @ receptory

: Histamin H T Err AT -
{ Serotonin iChemokiny

i PGE2 a PGI2 : ‘Leukotrieny

AMF,
%
RaE PDE

inhibitory

™

\

Epao
/

\

Produkce prozanatliviych Fagocytoza
Iatek Antirikrobilni
ginnost

b

Obr. 3: Regulace mnozstvi cAMP v buiice a vliv na antimikrobialni funkce. Vazba ligandu na receptor sptazeny s G
proteinem zpusobi zménu konformace, ktera vyusti v uvolnéni podjednotky Go a komplexu By. Vazba podjednotky
Ga na AC bud aktivuje (Gos) nebo inhibuje (Go;) pifeménu ATP na cAMP. Produkce cAMP muze byt ovlivnéna
inhibitory PDE, které rusi funkci PDE (degradace cAMP). Signalizace cAMP je zajisténa jeho interakci s
efektorovymi proteiny: PKA a Epac (viz kapitola 5.2.). Oba tyto proteiny se podileji na fizeni funkei fagocyta.
Pfevzato a upraveno ze Serezani et al., 2008.

5.2. Proteiny zprostredkovavajici signalizaci cAMP
cAMP plisobi prostiednictvim svych efektord, proteind, na které se vaze, a tim je
aktivuje. Mezi hlavni cilovy protein aktivovany cAMP patii protein kinaza A (PKA). Objevena
ale byla 1 drdha nezavisld na PKA, a to drdha zprosttedkovanid proteinem Epac. Jinym
mechanismem, kterym uCinkuje cAMP, je piima aktivace membranovych kanalt (napf.
chloridové kandly v epitelidlnich buiikdch (Petersen and Reuss, 1983)), ta se ale u fagocytii

neuplatiiyje.

5.2.1. Protein kinaza A (PKA)

cAMP dependentni protein kindza A (PKA) je heterotetramerni enzym skladajici se ze
dvou regulacnich (R) a dvou katalytickych (C) podjednotek. Jsou zndmé dva typy PKA
holoenzymu — typ I a typ II, které se li$i R podjednotkou. Vazba dvou molekul cAMP na kazdou
z regulacnich podjednotek umozni disociaci dimeru R podjednotek a dvou aktivnich

katalytickych podjednotek, které posléze fosforyluji rozmanité cilové proteiny (Diviani and
Scott, 2001).
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Cilové proteiny se nachazeji v membran¢, cytoplazmé, mitochondriich, jadru a jsou
rovnéz spojené s cytoskeletem. Nasledky aktivace téchto proteini jsou ruzné (Howe et al.,
2004). Mezi efekty signalizace PKA ve fagocytech patii potlaceni antimikrobidlnich funkci
téchto bunck, vcetné¢ inhibice produkce pro-zanétlivych cytokini a reaktivnich kyslikovych

intermediatd (Aronoff et al., 2005; Serezani et al., 2008).

5.2.2. Protein Epac

Diive nez byl Epac objeven, byly ucinky signalizace cAMP pfisuzovany pouze PKA.
Nyni vsSak pfibyvda mnoho studii ukazujici vyznam proteinu Epac a signdlni drahy
CAMP/Epac/Rap Vv raznych signalnich drahach zprostfedkovanych cAMP fidicich napt. adhezi
bundk (Rangarajan et al., 2003), exocytozu vyvolanou Ca** (Kang et al., 2003) nebo Fcy
receptorem zprostiedkovanou fagocytozu u makrofagli (Aronoff et al., 2005). Pomoci cAMP
analogu (8CPT-2Me-cAMP), ktery specificky aktivuje pouze Epacl, nikoli PKA, byla dokazana
jeho vyznamnd roli i v adhezi, polarizaci a chemotaxi bun¢k a tedy, ze signalizace cAMP
aktivujici drahu Epac1/Rapl mize regulovat zanétlivy proces (Lorenowicz et al., 2007).

Protein Epac patii mezi tzv. GEF proteiny (proteiny vyménujici na proteinu navazané
GDP za GTP, z anglického guanosine-exchange factor), jejichz funkci je aktivovat malé
GTPazy. Mala GTPaza Rapl aktivovana proteinem Epac hraje dileZitou roli ve stimulaci adheze
zprostiedkované integriny, polarizaci bunék a jejich migraci. Stejné jako jiné malé¢ GTPazy se
Rapl mize nachazet ve dvou stavech — vazajici GDP, tj. neaktivni, nebo vézajici GTP, t;.
aktivni. Oscilace mezi obéma stavy je kontrolovana pomoci proteinu GAP (protein podporujici
GTPazovou aktivitu, z anglického GTPase-activating protein), ktery urychluje hydrolyzu
navazaného GTP na GDP a pomoci GEF, ktery usnadnuje oddéleni GDP a naslednou vazbu
nové molekuly GTP. Epac je tedy ,,nucleotide-exchange factor pro protein Rapl, ktery je
aktivovany pomoci cAMP (de Roojj et al., 1998).

Byly popsany dvé izoformy proteinu Epac, a sice Epacl a Epac2 (lisi se strukturou
domén a tkanémi, ve kterych se produkuji). Epacl je produkovan v ledvinach, vajeénicich a
Stitné zlaze (Kawasaki et al., 1998). Pozd¢ji byla zjisténa exprese proteinu Epacl v cirkulujicich
leukocytech (monocyty, eosinofily, neutrofily, B- i T-buiiky), krevnich desti¢kach, CD34"
hematopoetickych bunkéch i leukemickych monocytarnich liniich U937 a HL60 (Lorenowicz et
al., 2006). Epac2 je produkovan v mozku a nadledvinkach (Bos, 2003) a nebyl nalezen v
zadnych hematopoetickych bunkach (Tiwari et al., 2004)).
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5.3. Signalizace cAMP v bunécéné migraci

5.3.1. Role PKA v bunééné adhezi a migraci

V dosud publikovanych pracich byl dokézan inhibiéni i aktivac¢ni vliv PKA na migraci.
Tento paradox ziejmé vychdzi z faktu, Zze PKA sehrava vyznamnou (avSak také rozdilnou) ulohu
ve vSech d¢&jich zasadnich pro navozeni migrace — formovani lamelipodii, polymeraci
mikrofilament, ihhibici i1 aktivaci efektorii fidicich adhezi. Vysledny vliv ziejmé zdlezi na
nékterém nebo na vSech nasledujicich faktorech: bunécny typ, typ stimulu, mira cAMP/PKA
signalizace, ¢asovy prib¢h, nebo prostorova regulace cAMP a PKA (Howe, 2004).

Pro vznik specifické bunécné odpovédi na signalizaci cAMP béhem bunécné adheze a
migrace je velice dulezita prostorova regulace PKA uréujici misto jejiho ptsobeni. Lokalizace a
kompartmentalizace PKA uvniti buiiky je zajis§téna pomoci ¢lent rodiny proteind ukotvujicich
kinazu A (AKAP, z anglického A-kinase anchoring protein). Ty vazi R podjednotky k urcitym
substratim nebo riznym bunénym regioniim (Diviani and Scott, 2001). AKAP také umoziuje
spole¢nou lokalizaci PKA s fosfatizami a PDE (Michel and Scott, 2002). Proteiny AKAP rovnéz
zajistuji spojeni signalizace cAMP a polymerace aktinového cytoskeletu. Takovymto proteinem
AKAP je napt. WAVEL (viz obr. 4), ktery vaze nejen RII podjednotku PKA, ale i dalsi proteiny
zapojené v fizeni migrace, Rac a Cdc42, a lokalizuje je na vedouci stranu buniky, nebo Abl
tyrozin kinazu také zapojenou v signalizaci viz. dale (Howe, 2004).

Uloha PKA spoéiva v omezeni adheze na zadni strané buitky nebo zabranéni adheze,
pokud bunika nema pottebné signaly. PKA reguluje adhezi zadni strany buniky sniZzenim exprese
povrchovych amp. intergrint tak, Ze blokuje jejich mobilizaci z vnitrobunéénych zasobniki do

vesikuld, které je na bunécny povrch dopravuji.
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Obr. 4: Schéma proteinovych komponent signalniho komlexu WAVE. V raméccich jsou uvedeny potencialni funkce
jednotlivych proteinti spojenych s AKAP proteinem WAVE. Pfevzato a upraveno ze Scott, 2003.
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Podobné¢ ovliviuje i produkci selektint, zde navic dochazi i k uvolinovani L-selektini,
které jiz na povrchu jsou. Dale PKA spousti signalizaci, kterd zamezuje aktivaci integrini béhem
iniciace adheze (Lorenowicz, 2007). VSechny tyto udélosti vedou k inhibici adheze.

Kromé ovlivnéni produkce povrchovych molekul muze byt negativni uc¢inek PKA
zprostiedkovan 1 pies aktinovy cytoskelet. PKA potlacuje prestavbu aktinového cytoskeletu
prostifednictvim signalni drahy Rho/ROCK (Howe, 2004).

Na vedouci stran¢ builky PKA adhezi podporuje. I kdyz PKA aktivovand cAMP
negativné ovlivituje adhezi leukocytll, je nutna pro stabilni a trvalou adhezi, ktera je zajiSténa

seskupenim integrini na vedouci strané buiiky (Lorenowicz et al., 2007).

aclc(li-l:‘—k'" l'! 3 H\/i\
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Obr. 5: Role signalizace PKA v bunééné adhezi. Vazba ligandu (serotonin, adenosin nebo prostaglandiny) na GPCR
aktivuje AC a produkci cAMP. cAMP aktivuje PKA, PKA nasledné inhibuje povrchovou expresi integrini (1) a
selektinti (2). PKA také ¥idi adhezi regulaci vazby integrin-aktin pomoci inhibice RhoA (3). PKA brani aktivaci
integrinit béhem iniciaci adheze (4). Pfesto je nezbytna pro shlukovani integrind, které zajistuje trvalou a pevnou
adhezi (5). Pifevzato a upraveno z Lorenowicz et al., 2007.

5.3.2. Proteiny uc¢astnici se bunééné migrace a jejich regulace PKA

Aktin
PKA miize fosforylovat monomery aktinu, coz omezuje jejich polymeraci. Touto ¢innosti
PKA znaéné omezuje UCinky aktinu, jeZz spocivaji v fizeni adheze vazbou integrinii a v

samotném vytvareni lamelipodii polymeraci aktinu (Howe, 2004).

Integrin a4

Mezi integriny, které jsou pod kontrolou PKA, patii napt. integriny o4 (04P1 a asf7), jez
jsou produkovany v bunkach neuralni listy, kosternich a hladkych svalech a také v lymfocytech a
monocytech. Cytoplazmatickd ¢ast integrini pfimo interaguje s paxillinem. Paxillin umoziuje
vazbu proteinu GAP (protein podporujici GTPazovou aktivitu), ktery inhibuje protein Arf6, coz
vede k inhibici proteinu Rac, jehoz funkce je nezbytna pro vytvareni lamelipodii. Integriny o4 ale

mohou byt fosforylovany na serinu v pozici 988 pomoci PKA, coz ovliviiuje interakci s
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paxillinem, a naopak podporuje aktivitu Rac a tvorbu lamelipodii pievazné na vedouci strané
pohybujicich se bunék, jak je uvedeno v obr. 6. Vazba a4f;-paxillin se zda byt dilezita i pro

signalizaci, ktera tidi oy, zprostfedkovanou migraci (Howe, 2004; Rose, 2006).

Signalni draha RhoA/ROCK

Rho proteinova rodina, kterd je pod kontrolou PKA, se fadi mezi mal¢é GTPazy a
zahrnuje proteiny Cdc42, Rac a Rho. Jejich hlavni funkcei je regulace dynamiky cytoskeletu —
umoznuji zmény tvaru bunck a také adhezi béhem migrace. Aktivaci transmembranovych
receptorll (receptorové tyrozin kindzy, GPCR, integrinové receptory), kterou vyvolavaji
mimobunécné signaly, jako jsou ristové faktory, bioaktivni lipidy ¢i ECM (Howe, 2004), spousti
Rho GTPazy signalni drahy modulujici fosforylaci myosinu a dynamiku aktinu. Vysledky jsou
ruzné: stimulace polymerace, depolymerace nebo rozpad jiz existujicich aktinovych filament
(Worthylake and Burridge, 2003).

V leukocytech RhoA aktivuje kindzu ROCK fosforylujici serinové a threoninové
aminokyselinové zbytky proteini. Toto nésledné ovliviiuje nékolik vyznamnych funkci,
negativné reguluje integrinovou adhezi a piestavbu cytoskeletu a dale omezuje funkce
zprostfedkované integriny — fosfotyrozinovou signalizaci a vznik membranovych protruzi.

Prestavba cytoskeletu nutna pro adhezi zahajenou integriny je fizena dradhou ROCK/LIM
kinaza/cofilin. ROCK fosforylaci aktivuje kindzu LIM, kterd fosforylaci inaktivuje cofilin.
Inaktivovany cofilin udrzuje kortikalni aktin omezujici pohyb integrinti, a tak zabranuje adhezi.
Naopak aktivovany cofilin (pokud dojde k inhibici ROCK) podporuje vznik membranovych
protruzi (Worthylake and Burridge, 2003). V butikach je inhibice ROCK fizena pomoci PKA,
ktera fosforyluje Ser188 na C-konci RhoA. Fosforylace RhoA inhibuje jeho interakci s ROCK, a
naopak zvySuje jeho interakci s RhoGDI (Rho guanine nucleotide dissociation inhibitor), ktery
umoziuje jeho premisténi z bunééné membrany do cytoplazmy (Howe et al., 2005). Tak nemutize
dojit k fosforylaci a inaktivaci cofilinu.

Inhibice ROCK také vede k zvyseni fosfotyrozinové signalizace, ktera je vyvolana adhezi
integrini. Konkrétné dochazi k fosforylaci tyrozinti dvou proteinti asociovanych s cytoskeletem
— Pyk-2 a paxillinu. Zvyseni fosfotyrozinové signalizace koreluje s vétSim vznikem
membranovych protruzi (Worthylake and Burridge, 2003).

Nesporna tloha signalizace RhoA/ROCK vychazejici z vyse uvedenych mechanismi je v
fizeni migrace. Absence této signalni drahy vede k vytvafeni mnoha kompetitivnich lamelipodii

a monocyty se zdaji byt neschopné ,,vybrat® smér pohybu. RhoA/ROCK omezuji tvorbu
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lamelipodii pouze na vedouci stranu buiky, a tak umoznuji produktivni migraci. VSe je ale
mozné pouze v piipadé, Zze je aktivita RhoA spravné prostorové regulovana. RhoA musi byt
aktivné inhibovana na vedouci stran¢ buiky, to dovoluje piestavbu cytoskeletu, adhezi a
fosfotyrozinovou signalizaci nutnou pro vznik lamelipodii, a naopak aktivni signalizace RhoA je
vyzadovana na zadni ¢asti burky, aby dochazelo k jeji retrakci (Worthylake and Burridge, 2003).
Pozdé&jsi vyzkumy opravdu potvrdily, ze PKA, ktera inhibuje RhoA fosforylaci, je lokalizovana
v lamelipodiich tvoficich se na vedouci stran¢ bunky béhem chemotaxe (Howe et al., 2005).

PKA svym inhibi¢nim u¢inkem na protein Rho ale ovlivituje také kontrakci bunky, a to
ptfes drahu zahrnujici myosin. PKA inhibuje drahu Rho/ROCK, ktera jinak inhibuje fosfatazu
MLC (MLCP). Kontraktilita lehkého fetézce myosinu (MLC, z anglického myosin light chain)
interagujiciho s F-aktinem, ktera se uplatiuje na vedouci i na zadni ¢asti bunky, je ovlivnéna
fosforylaci. Fosforylaci #idi MLC kindza (MLCK) — podporuje kontrakci, a MLC fosfatdza
(MLCP) — navozuje relaxaci. PKA se uplatiuje v regulaci MLCK i MLCP. MLCK vaze a je
aktivovana komlexem Ca”*/kalmodulin (CaM). PKA miiZe ovlivnit uvoliiovani Ca®* jontd
fosforylaci PLC a receptoru pro IP3, a ménit tak moznost formovani komplexti CaM a néslednou
aktivitu MLCK. PKA také zabraniuje ptimo interakci CaM a MLCK, kdyz fosforyluje MLCK v
misté potencialni vazby CaM. Naopak cAMP a PKA dokézi zvysit MLCP aktivitu a zmirnit
inhibici MLCP zptisobenou téinkem ROCK inhibice fosforylaci a inhibici Rho. U¢inek PKA je
tedy stejny jako sniZzeni fosforylace MLC — MLC interaguje s mikrofilamenty a dochazi k
relaxaci stahu. (Howe, 2004).

GTPazy Rac a Cdc42

Stejné jako u Rho signalizace je nutna piitomnost PKA pro spravnou signalizaci proteinu
Rac v lamelipodiich vedouci strany. GTPaza Rac se totiz podili pravé na formovani lamelipodii
u migrujicich leukocytli (Worthylake and Burridge, 2003). A zd4 se, Ze na rozdil od Rho
vyzaduje fosforylaci pomoci PKA pro svoji aktivaci. Rac neni fosforylovan piimo PKA, aktivita
GTPazy je regulovana pies protein tyrozin fosfatizu PTP-PEST, kterd je substratem PKA
(Howe, 2004). Dale bylo zjisténo, Ze PKA muze navodit aktivaci Rac jednak nartstem aktivity
Rac-specifického GEF, ktery je jejim substratem (Chahdi et al., 2005), a stejné tak i poklesem
aktivity Rac-spefického GAP. PKA rusi vznik komplexu zahrnujici a4 integrin, paxillin a Arf-
GAP, ktery Cinnost Rac inhibuje a zdd se byt odpovédny za omezeni Rac aktivace pouze na

vedouci ¢ast buriky béhem bunééné migrace, jak je ukazano na obr. 6 (Rose et al., 2007).
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Cdc42 se podobné jako Rac podili na fizeni dynamiky cytoskeletu a migraci — konkrétné
se jedna o formovani lamelipodii a polarizaci ptfi chemotaxi leukocytti (Worthylake and
Burridge, 2003). A je cilovym proteinem pro PKA fosforylaci, i kdyz obdobné jako v ptipadé
Rac je tato regulace zprostiedkovana (Howe, 2004).

Krom¢ tvorby membranovych protruzi se Cdc42 a Rac spole¢né podileji 1 na formovani
shlukii integrinti na lamelipodiich, které spoustéji signalni drédhy béhem migrace (Worthylake

and Burridge, 2003).

Pohyb buiky —————»

Zadni strana bunky Vedouci strana bunky

PKA
FAKIPYKR2 —>
! <+
d Fosfataza
[ Paxillin
J_ Aktivace Rac —p FOrm(.:)\_ranl
lamelipodii

Rac

Obr. 6: Regulace aktivity proteinu Rac. PKA omezuje vznik komplexu a4 integrin, paxillin a Arf-GAP, ktery Rac
inhibuje. PKA tak podporuje polymeraci aktinu. Pfevzato a upraveno z Rose et al., 2007.

Protein VASP (vasodilator-stimulated phosphoprotein)

Vyznam lokalizace PKA b&hem migrace se ukazuje i v aktivaci dalSich proteinli —
vyskyt PKA v protruzich koreluje s fosforylaci proteinu VASP (vasodilator-stimulated
phosphoprotein) (Howe et al., 2005).

VASP patii do rodiny proteinli, které sehrdvaji vyznamnou roli v fizeni dynamiky
cytoskeletu a migrace (Howe, 2004). VASP ptes svoji sekvenci bohatou na aminokyselinu prolin
vaze profilin — protein schopny vazat G-aktin. Lokalizace VASP na vedouci strané¢ builky
umoziuje prodluzovani aktinovych vldken prave profilinem, ktery poméha na aktinova vlakna
ptidavat dalsi aktinové monomery (Holt et al., 1998). Krom toho je VASP schopny regulovat
komplex Arp2/3 (zakladd nové vldkna a vétvi stavajici), a aktivovat tak polymeraci aktinu
(Sechi and Wehland, 2004). Lokalizace proteinu VASP na vedouci strané buiky zajistuji
proteiny, které jsou zapojeny v adhezi zprostiedkované integriny — vinculin, zyxin a palladin, a

rovnéz jeho vazba na aktin. (Holt et al., 1998).
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Vsechny sav¢i proteiny VASP jsou substratem pro PKA. Jsou tfi mista, kde mize na
proteinu VASP dojit k fosforylaci: Ser 157, Ser 239 a Thr 278, a to prostiednictvim PKA nebo
cGMP dependentni protein kindzy. Fosforylace Ser 153 se piednostné déje pomoci PKA a
nasledkem je snizena ucinnost vazat a zakladat aktinova vlakna a také vede k inhibici interakce
VASP s c-Abl nereceptorovou tyrozin kinizou zapojenou v signalnich drahach migrace (Eckert
and Jones, 2007).

V roce 2009 bylo navic ukazano, ze protein VASP piimo interaguje s chemokinovym
receptorem neutrofilii, CXCR2. Interakce je fizena a zvySovana stimulaci interleukinem 8 a vede
k fosforylaci VASP prostiednictvim PKA nebo PKC. Vyznam této piimé interakce dokazuji
buiky postradajici VASP, které mély vyrazné narusenou chemotaxi a polarizaci

zprostifedkovanou receptorem CXCR2 (Neel et al., 2009).

5.3.3. Role proteinu Epac v bunééné migraci a adhezi

Utinkem signalizace Epac1/Rap1 dochazi ke stimulaci adheze leukocytt zprostiedkované
integriny. Role Epacl/Rapl byla poprvé zaznamenana na nadorovych bunkach vajecnikt, kde
tato draha spousti integrin asfi- a oyPs-dependentni adhezi (Rangarajan et al., 2003). Pozdé&ji
byla drdha Epacl/Rapl se shodnym tc¢inkem potvrzena i u integrinu a3 lymfocyth (Reedquist
et al., 2000), integrinu oy;pP3 megakaryocyttl (de Bruyn et al., 2002) nebo intergrinu o4f; CD34"
krvetvornych bunék (Goichberg et al., 2006). A v roce 2007 ukazali Lorenowicz et al., Ze
aktivace Epacl/Rapl vyvolava rychlé a signifikantni zvyseni integrind 1 (konkrétné osP; a osf1)
na povrchu bun¢k U937 (monocytarni leukemicka linie) a primarnich monocytl, které vede k
adhezi na fibronektin, resp. na endotel. Aktivace integrini P, (amP2) nebyla v této praci
pozorovana. Tato data ukazuji, ze Epacl/Rap1 stimuluji leukocytarni adhezi, pfedevSim aktivaci

integrint 1 (Lorenowicz et al., 2007).

Obr. 7: Role signalizace proteinu Epac v bunééné adhezi. Vazba ligandu (serotonin, adenosin nebo prostaglandiny)
na GPCR aktivuje AC a produkci cAMP. cAMP aktivuje signalni drahu Epacl/Rapl. Lokalizace aktivniho Rapl a
proteinu RAPL na vedouci stranu buiky vede k aktivaci integrind, které zajist'uji adhezi a pohyb bunky. Pfevzato a
upraveno z Lorenowicz et al., 2007.

24



5.3.4. Proteiny ucastnici se bunécéné migrace a jejich regulace
proteinem Epac
Stejné jako PKA je signalizace Epacl/Rapl zapojena do polarizace leukocyta (vytvareni

lamelipodii a uropodu), ktera je nezbytna pro migraci. Polarizace je zprostiedkovana piedevsim

ptes efektory proteinu Rapl, RAPL a RIAM.

Protein RAPL

Epacl nachazejici se v oblasti jadra leukocyti zde aktivuje Rapl. Aktivovany, tj. GTP
vazajici, Rapl je pfenesen do membrany na vedouci strané bunky (coz potvrzuje pfitomnost
aktivni i neaktivni formy Rap1 v okoli jadra buiiky, zatimco v membrané byl nalezen pouze GTP
aktivovany Rapl). Rapl aktivovany V oblasti jadra je schopny do membrany vedouci strany
prenést i RAPL. Komplex Rapl-RAPL nasledné do membrany cili integriny (o f), které
vyvolavaji bunénou polarizaci a migraci, jak je znazornéno na obr. 7 a 8 (Lorenowicz et al.,
2007). Rap1-RAPL navic zvysuji afinitu téchto integrind k jejich ligandim (Rose, Ronen and
Ginsberg, 2007).

Role Rap1-RAPL komplexu v migraci leukocytd byla prokazana také v in vivo studii
mysich lymfocyti, které byly RAPL deficientni. Lymfocyty vykazovaly niZsi transendotelialni
migraci navozenou chemokiny a nebyly schopné spravné migrovat do lymfatickych tkani
(Katagiri et al., 2002).

V monocytech vyvolal vys§i chemotaxi serotonin, ktery zvySuje hladinu cAMP, jez
nasledné aktivoval Epacl (Lorenowicz et al., 2006). A podobné bylo pozorovano zvyseni
transendotelidlni migrace CD34" hematopoetickych bunék nasledkem naristu mnozstvi cAMP
(po stimulaci PGE2 receptoru), které vedlo k indukci signalni drahy Epacl/Rapl (Goichberg et
al., 2006).

Protein RIAM

Druhy efektor signdlni drahy Epacl/Rapl, RIAM, vyvolava aktivaci integrini oypfs
pravdépodobné zprosttedkovanim vazby proteinu talinu na B-podjednotky integrint, jak je
ukazano naobr. 8. Tato vazba zplsobi konformaéni zménu extracelularni domény, ktera
podobné jako ucinek Rapl-RAPL vede k vyssi afinité integrind k jejich ligandim (Rose et al.,
2007).
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Obr. 8: Model ulohy malé GTPazy Rapl v uspofadavani a aktivaci integrinti béhem polarizace leukocytt. Vazba
chemokinu na pfislusny receptor aktivuje malou GTPazu Rapl. Aktivni Rapl (Rapl-GTP) a jeho efektorové
proteiny pomahaji pfesunu integrinti ze zadni ¢asti butiky smérem k vedoucimu okraji béhem polarizace. Rap1 vaze
adapterovou molekulu RAPL spojenou se serin/threoninovou kindzou Mstl, tento komplex je odpovény za pfesun
vesikuld, které obsahuji integriny, po systému mikrotubulii. Shluky integrinti jsou nasledné doru¢eny do membrany
na vedoucim okraji bunky, kde také dojde ke konformacni zméné jejich extraceluldrni domény umoziujici
vysokoafinitni vazbu ligandu. Konformacni zménu zajisti vazba komplexu RAPL-aktivni Rapl k cytozolické a-
podjednotce integrinti. Druhy efektor proteinu Rapl, RIAM, pfispiva aktivaci integrinii pomoci vazby proteinu talin.
Talin se vaze na cytozolickou B-podjednotku integrinti a tato vazba také zptisobi konformacni zménu extracelularni
domény na vysokoafinitni. Pfevzato a upraveno z Rose et al., 2007.

Dalsi efektory proteinu Epac

Epacl/Rapl ma vedle PKA také schopnost ptimo ptispét k cAMP aktivaci proteinu Rac.
V pokusu s mikrovaskularnimi endotelidlnimi bunikami se ale ukézalo, ze PKA, ktera zde
vyzaduje vazbu proteini VASP a AKAP, je v této draze upfednostiiovana (Schlegel and
Waschke, 2009).

Navic Epac je schopny sam bez ucasti Rap aktivovat Jun N-termindlni kinazu (JNK) —
dalezity regulator bunéné migrace. Tato schopnost je ale nezdvisla na jeho GEF aktivité

vyvolané cAMP (Hochbaum et al., 2003).
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6. Signalizace cAMP prostaglandinu E2 a jeji vliv na

bunécnou migraci

Monocyty a makrofagy béhem bakteridlni nebo virové infekce sekretuji velké mnozstvi
cytokind — TNF-a, IFN-a, IL-1a, GM-CSF a také PGE2 (Ferreri et al., 1991; Ghanekar et al.,
1996; Thurnher et al., 1997). Prostaglandin E2 (PGE2) je lipidova pro-zanétliva latka
produkovand cyklooxygendzovou (COX) drdhou metabolismu kyseliny arachidonové.
Zminovany vsak jsou i proti-zanétlivé u¢inky PGE2 (Gilroy et al., 1999).

PGE2 mize na bunky plsobit prostfednictvim ¢ctyf GPCR receptorl, konkrétné EP1,
EP2, EP3 a EP4, které se 1i8i vyskytem v tkanich a svoji ucasti v rozdilnych signalnich drahach
(Breyer, 2001). EP2 a EP4 receptory (oba spojeny s Gs proteinem) shodné pfitomné na
monocytarnich buiikach stimuluji AC, ktera zvySuje hladinu cAMP v bunce. cAMP nasledné
aktivuje PKA, ktera fidi migraci (Scandella et al., 2002; Scandella et al., 2004).

Na schopnosti migrace MoDC ma vliv sloZeni latek, které jsou pouZity k jejich maturaci
in vitro. Zajimavé je, ze vyznamnou roli sehrava pfitomnost nebo nepfitomnost PGE2. Pokud je
PGE2 ptitomen, vznikd tzv. migracni typ DC, pokud PGE2 ptfidan neni, vznik4 tzv. pro-
zangtlivy typ DC.

PGE2 udili MoDC schopnost pohybu ve sméru pro-zanétlivych chemokinti (CXCL12) a
chemokint, které jsou produkovéany bunikami v lymfatickych uzlindch (CCL19 a CCL21). Zda
se, ze takovéto DC jsou terminalné diferencované, coz znamena, Ze jen velmi malo odpovidaji na
stimuly, jako jsou cytokiny, patogeny nebo CD40L, a proto také samy sekretuji malo cytokint
(napt. IL-12p70, TNF-a) (Luft et al., 2002; Scandella et al., 2004). Dosud nejasna je otazka, jak
migra¢ni typ DC ovliviiuje naivni CD4" T-buiiky. Vysledky skupiny Luft et al. poukazuji spise
na vznik Th2-bunék, na rozdil od Scandella et al. (2002) nebo klinické studie s lidskymi MoDC,
kterd dokumentuje produkci IFN-y T-buiikami — typickou pro Thl odpovéd (Jonuleit et al.,
2001). V posledni dob¢ se zacala zminovat i indukce Th17 bun¢k (Boniface et al., 2009; Yao et
al., 2009). Tato schopnost by pravdépodobné mohla zaviset na celkovém slozeni latek
indukujicich maturaci (Scandella et al., 2004).

Pro-zanétlivy typ MoDC (tedy maturovany bez pfitomnosti PGE2, stimulovany pouze
patogenem nebo CDA40L) sekretuje vysoké mnozstvi cytokini IL-10 a IL-12p70 a naivni T-
bunky sméfuje k diferenciaci v Thl a produkci IFN-y. Migra¢ni schopnosti pro-zanétlivych DC

k chemokiniim nebo ligandiim receptoru CCR7 jsou ale znacn¢ omezené.

27



Z tohoto pozorovani vyplyva, ze PGE2 je hlavnim regulatorem funkce DC, pfevazuje
svym pisobenim jiné signaly a je vyzadovan pro uspé$nou migraci DC (Luft et al., 2002).

PGE2 zvySuje expresi receptoru CCR7 na povrchu nezralych MoDC. A to signalni
drdhou cAMP/PKA/AKT. Prokazatelnou tlohu v zahéjeni exprese CCR7 ma i NF-xB, avsak
vztah mezi proteinem AKT a NF-kB je zatim neobjasnény (Pan et al., 2008). Ale toto zvySeni
samo o sob¢ pro usnadnéni migrace neni dostatecné. Expresi CCR7 na nezralych DC zvySuji i
dalsi latky, jako poly I:C nebo sCD40L, ale bez jakékoli spojitosti s vys$si migraci. Na druhou
stranu PGE2 nema zadny ucinek na expresi CCR7 u DC aktivovanych prostfednictvim poly I:C,
pfesto usnadiiuje migraci téchto DC k CCL19 a CCL20. DC tudiz vyZzaduji dalsi stimul, ktery
receptoram dovoli signalizovat, a je tedy pravdépodobnéjsi, ze ucinek PGE2 je v zahijeni
vnitrobunéénych drah dtlezitych pro migraci nez v ovlivnéni exprese receptori. Navic se
ukdzalo, Ze jeho G¢inek neni omezen jen na receptor CCR7. Pokud byl PGE2 pfitomny v mediu
u in vitro studii, MoDC putovaly také k chemokinu CXCL12 (ktery je rozpoznavan receptorem
CXCR4) a komplementovym chemoatraktantim (receptor C5aR). Vliv PGE2 je platny i pro DC
izolované z periferni krve (PBDC, z anglického peripheral blood dendritic cell) (Legler et al.,
2006).

Vyse popsany ucinek ma ale pouze exogenni PGE2. Ve své studii Legler et al. vyvolali
pomoci IL-13 produkci endogenniho PGE2, a 1 kdyZ bylo v mediu prokazano jeho dostatecné
mnozstvi, pro migracni fenotyp MoDC nebo PBDC bylo potieba piidani i exogenniho PGE2.
Ptidéni exogenniho PGE2 ale muselo probéhnout béhem maturace DC, pokud bylo ptidano k jiz
maturovanych DC, nemélo na migraci zadny vliv (Legler et al., 2006).

Utinek PGE2 je stejny i pro monocyty — zvysuje jejich migraci k chemotaktickym latkam
CCL2, RANTES, CXCL12 (SDF-1) a CCL19. PGE2 vazbou na receptor EP2 a EP4 spousti
signalizaci vedouci k vyssi produkci cAMP a k pfestavbam aktinu. Migrace monocytu je tedy
vlivem PGE2 zvysena aniz by doslo k zménam exprese receptorti téchto chemokind (Panzer and
Uguccioni, 2004). Avsak k rozdilnym vysledkiim dosla studie Cote et al. Pouzitim specifickych
inhibitorti ukazali, ze PGE2 u monocytli podporuje migraci tim, ze zvySuje expresi receptoru
CCR?7. Transkripci CCR7 v tomto ptipad¢ fidi draha cAMP/PKA pies transkripéni faktor CREB
(CAMP response element-binding) a C/EBP. Na rozdil od DC jsou tyto receptory funkéni,
nepotiebuji dalsi stimul, a dovoluji monocytiim a makrofaglim opustit misto zanétu a migrovat k
lymfatickym uzlinam (Cote et al., 2009).

McConnell et al. a Van Epps et al. vSak ve svych studiich u makrofagi upozoriiuji na
inhibi¢ni uc¢inek PGE2 na migraci (McConnell et al., 1980; Van Epps, 1981).
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Zda se tedy, ze pro migraci MoDC a monocyti zajisténou PGE2 je kritické mnozstvi a
doba trvani stimulace prostaglandinem. Koncentrace PGE2 v misté¢ zanétu se pohybuje od
0,2 nM k 1,69 uM (Anderson et al., 1996; Hinson et al., 1996). A bylo potvrzeno, Ze toto
mnozstvi je dostate¢né k navozeni migrace DC, resp. monocytu (Cote et al., 2009; Panzer and
Uguccioni, 2004; Scandella et al., 2004). Uz diive ale bylo ukazano, Ze mnozstvi vyS$i nez
pfiblizné 10 uM migraci neutrofili a monocytt inhibuje (McConnell et al., 1980; Van Epps,
1981). Ve vSech ptipadech, kdy byl zjistén pozitivni uc¢inek PGE2 na migraci, byly bunky s
PGE2 inkubovany po dobu 24 az 48 hod. (Luft et al., 2002; Scandella et al., 2002; Legler et al.,
2006; Panzer and Uguccioni, 2004 a Cote et al., 2009). Naopak inhibiéni u¢inek byl pozorovan u
T-bungk inkubovanych s PGE2 30 — 45 min. (Oppenheimer-Marks et al., 1994).
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7. Bakterialni toxiny zvysujici cytozolickou hladinu cAMP a

jejich ovlivnéni bunééné migrace

7.1. Edema faktor Bacillus anthracis

Bacillus anthracis je patogen zpusobujici snét’ slezinnou neboli antrax. Spory
B. anthracis vstupuji do hostitelského organismu ptes kizi, s potravou nebo vdechnutim. V
plicich jsou spory pohlceny fagocyty, které migruji do lymfatickych uzlin, kde uvolnuji
vegetativni bakterie. Ty nasledné vstupuji do krevniho ob&hu, coz vede k sepsi a smrti
organismu (Collier and Young, 2003; Turnbull, 2002).

Chemotaxe ma ale pro B. anthracis dvojse¢ny vyznam. B. anthracis fagocyty potiebuje
jako hostitelské bunky a zneuziva je pro dosazeni lymfatickych uzlin. Na druhou stranu napadeni
organismu mize byt potlaeno buitkami imunitniho systému, které jsou do mista infekce
chemotakticky piilakany. Jemna regulace migrace bun€k bude pro pteziti B. anthracis velmi
dalezitd (Wong and Fish, 2003).

Klicovymi faktory virulence B. anthracis jsou tfi proteiny: PA (protektivni antigen), LT
(letalni toxin) a ET (edema toxin) (Abrami et al., 2005). LT a ET jsou dopraveny do cytozolu
hostitelské buiiky pies transmembranové pory formované v endozoému protektivnim antigenem
(Young and Collier, 2007). LT funguje jako endoproteaza $tépici kinazu MAPK (MAPKK) a ET
jako Ca?*/kalmodulin (CaM) dependentni adenylat cyklaza (AC).

Edema faktor (EF) je adenylat cykldzovd podjednotka ET. Edema faktor je protein
tvofeny 767 aminokyselinovymi zbytky (AK) o molekularni hmotnosti 89 kDa, u kterého byla
jiz v roce 1982 prokdzadna adenylat cykldzova aktivita zdvisla na vazbé cytozolického
kalmodulinu (Leppla, 1982). Strukturné je tvofen ¢tyimi jednotkami. Prvni N-koncova ¢ast (AK
1-33) sestdva ze sekrecniho signalu. Nasledujici doména (AK 33-294) se ucastni vazby
protektivniho antigenu (PA). Vlastni katalytickd doména EF, kterd vaze kalmodulin a vykazuje
sekven¢ni homologii k AC doméné adenylatcyklazového toxinu B. pertussis, se nachazi mezi
AK 262-640. Posledni ¢tvrta C-koncova doména (AK 641-767) tvoii hlavné a-helixy a pomoci
konformac¢ni zmény uzavira kalmodulin po jeho navéazani na katalytickou doménu (Brossier and

Mock, 2001; Drum et al., 2002; Tang and Guo, 2009).
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Diky svoji aktivit¢ sehrava ET roli v potlaceni vrozené i adaptivni imunitni odpovédi,
které jsou nutné pro udrzeni infekce pod kontrolou (Collier and Young, 2003). Drahy zahéjené
signalizaci chemokinovymi receptory jsou tedy vhodnym potencidlnim cilem u¢inku ET toxinu.
Vlivem ET a jeho CaM dependentni AC aktivity dochazi k masivni produkci cAMP. Tato
zvySend hladina cAMP ma podle Paccani et al. za nasledek sniZenou migraéni schopnost
makrofagli k chemoatraktantu CXCL12 i CCL3. Mohlo by se tak dit prostfednictvim PKA,
ktera negativné fosforyluje klicové strukturni komponenty cytoskeletu a proteiny zapojené v
kontrole bunééné pohyblivosti uvedené vyse: aktin, VASP, Rho GTPé4zu, PAK1 a také paxillin
(Paccani et al., 2008).

Naopak zvySeni migrace makrofag signalizaci CAMP aktivovanou ET pozorovali Kim
et al. a zaméfili se na to, které geny jsou vlivem cAMP exprimovany ve vEétsi mife. Signalizace
CAMP byla zprostfedkovana PKA, ktera fosforyluje transkripéni faktor CREB. Ukéazalo se, ze
draha PKA/CREB zvySuje produkci genu kodujiciho endotelialni rastovy faktor (VEGF z
anglického vascular endothelial growth factor). VEGF byl nalezen jako hlavni cytokin v
supernatantu kultury makrofagi stimulovanych ET. U makrofagi VEGF stimuluje migraci.
Dalsi geny indukované ucinkem ET spojené s migraci byly Gjal (gen pro konexin-43), Ccrl2
(gen pro chemokinovy receptor) a Sdcl (gen pro syndecan-1). Syndecan-1 je transmembranovy
proteoglykan heparan sulfat zapojeny v signalizaci migrace, umoZznuje vazbu na ECM a lze
predpokladat jeho potiebu pro migraci bunék navozenou patogenem, tudiz by mohl nabidnout
vysvétleni pozorovanému zvySeni migrace.

Mezi vyznamné geny, jejichZ exprese byla vyvolana plisobenim ET toxiny, byly i ty,
které koduji cyklooxygenazu COX-2 (Ptgs2) a histidin dekarboxylazu (Hdc). Tj. enzymy
podilejici se na produkci PGE2 a histaminu. PGE2 sam miize zah4jit produkci cAMP vazbou na
GPCR jak bylo uvedeno vyse. Je tedy mozné, ze ET navozuje trvalou signalizaci cAMP
ustavenim pozitivni zpétné vazby (Kim et al., 2008).

Geny exprimované vlivem ET toxinu byly témét shodné s témi, které byly exprimovany
pod vlivem PGEZ2. B. anthracis tedy zneuziva obecné regulaéni mechanismy buné¢k, aby navodil
proti-zanétlivou odpovéd’ a zvysil migraci bunék.

Odlisna migracni schopnost makrofagii pozorovana v studiich Paccani et al. a Kim et al.
by mohla byt vysvétlena rozdily v pouzitych makrofazich a také v nastaveni podminek
experimentu. Paccani et al. pouzili lidské monocyty izolované z periferni krve, které inkubovali
s ET 2 hod. Kim et al. pracovali s mySimi BMDM (z angl. bone marrow-derived macrophage) a

jaternimi makrofagy izolovanymi z mysich embryi, které inkubovali s ET po dobu 24 hod.
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Stejné jako makrofagy jsou i DC potencialnim cilem infekce B.anthracis, protoze se
nachdzeji v misté vstupu patogenu do organismu. ET je zvySovanim mnozstvi cAMP schopny
navodit netypickou maturaci DC, a mize tak ménit jejich funkce (Galgani et al., 2004).

Zvysena hladina cAMP vede k nartstu exprese povrchovych molekul charakteristickych
pro zral¢ DC jako CD83, CD86 nebo MHC II. tridy, ale omezuje jejich schopnost produkovat
cytokiny IL-12 a TNF-o a zvySuje sekreci IL-10. Zmény v maturaci jsou doprovazeny i
zvysenou schopnosti DC migrovat k chemoatraktantu CCL19 (Maldonado-Arocho and Bradley,
2009). Divod zlepSené chemotaxe bunck ucinkem ET se zda byt stejny jako pro makrofagy,
Vys$§i migracni schopnost urychli dosazeni lymfatickych uzlin, uvolnéni bakterii do krevniho

ob¢hu a ustanoveni systémové infekce (Brittingham et al., 2005; Cleret et al., 2007).

7.2. Adenylat cyklazovy toxin Bordetella pertussis

Bordetella pertussis — ptivodce cerného (davivého) kasle u lidi, se do téla dostava
kapénkovou cestou a zpisobuje onemocnéni dychacich cest. Po infekci bakterie adheruji na
fasinkové buniky nasofaryngealniho epitelu, rychle se zde pomnozi a rozsifi dal do dychaciho
traktu. Ke kolonizaci plic v§ak nedochazi (Locht et al., 2001). Jako model pro studium infekce
Bordetellou v pfirozeném hostiteli se vyuziva také B. bronchiseptica, protoze zptsobuje
chronicka onemocnéni dychaciho traktu savct véetné mysi a stejné jako B. pertussis produkuje
CyaA.

Adenylat cyklazovy toxin (CyaA, ACT), ¢len proteinové rodiny RTX (repeat-in-toxin), je
kli¢ovy virulentni faktor B. pertussis (Ladant and Ullmann, 1999). Po vazbé na integrin amf2
(CD11b/CD18) (Guermonprez et al., 2001) toxin interaguje s plazmatickou membranou a
permeabilizuje ji formovanim kation-selektivnich port. CyaA rovnéZ prenasi svou AC doménu
pfimo pfes cytoplazmatickou membranu do cytozolu hostitelské bunky. Zde je AC doména
aktivovana hostitelskym kalmodulinem a katalyzuje pteménu ATP na cAMP (Wolff et al.,
1980). Za zminku stoji to, ze katalytickd aktivita CyaA je vice nez tisickrat vyS$i nez u
endogenni bunééné AC (Vojtova et al., 2006).

CyaA je protein sestavajici z 1706 aminokyselinovych zbytkli (AK). AC doména tohoto
toxinu je tvofena N-koncovymi 400 AK, zatimco C-terminalnich 1300 AK vytvafi
hemolysinovou (Hly) doménu toxinu, jak ukazuje obr. 9 (Ladant and Ullmann, 1999). Hly
doménu je mozné dale rozd¢lit na nékolik ¢asti. Jsou to; (i) hydrofobni doména (AK 500-800),
ktera tvoii v membrané kanal selektivni pro Kationty, (ii) acylovana doména (AK 800-1000),
ktera obsahuje mista posttransla¢nich modifikaci proteinu, (iii) RTX doména (AK 1000-1638),
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ktera ptedstavuje hlavni vazebnou oblast pro vapnik a kterou tvofi vice ¢i méné konzervovana
opakovani sekvenci X-(L/I/F)-X-G-G-X-G-(N/D)-D a (iv) oblast C-terminalniho sekre¢niho
signalu (Vojtova et al., 2006).

AC doména hemolysinova RTX doména

oblast pro vazbu

CD11b/CD18
-~
1 400 500 700 1000 1706
v TIT | FFAEAE 1 I T T T e
! I I hydrofébni (sek oblast vazby vapniku sekrecni

signél

oblast posttranslacnich
modifikaci

Obr. 9: Struktura adenylat cyklazového toxinu (CyaA) B. pertussis. Pfevzato a upraveno z Vojtova et al., 2006.

Bylo ukazéano, ze rychly nartst vnitobunécné koncentrace cAMP ucinkem CyaA ve
fagocytech ma za nasledek potlaceni baktericidnich funkei téchto bunék, jako jsou chemotaxe,
tvorba reaktivnich kyslikovych radikald (Ladant and Ullmann, 1999), nebo fagocytoza
prostiednictvim receptoru FCR (Weingart and Weiss, 2000). CyaA muze také navodit apoptozu
bunék (Khelef et al., 1993) a ménit produkci specifickych proteind, jako jsou HSP (heat shock
protein) (Njamkepo et al., 2000).

Negativni vliv CyaA a cAMP na migraci neutrofili a makrofagt byl ukézan jiz v roce
1987 (Friedman et al., 1987). Pti pozd&jsim zaméteni na molekularni mechanismus této inhibice
migrace, byla nalezena shoda s mnozstvim cAMP a zvySenou aktivitou PKA. Také bylo zjisténo,
ze CyaA zabrafiuje aktivaci kindz Erk a JNK, ktera za normalnich podminek nastdvé v reakci na
chemokiny CXCL12 a CCL3 (receptor CXCR4, resp. CCRS5). A tedy, ze inhibice chemotaxe
vyvolana toxinem CyaA je zptisobena cAMP a PKA, ktera rusi signalizaci mezi chemokinovymi
receptory a MAP kinazami (Paccani et al., 2008). Ob¢ studie zdlraziuji fakt, ze chemotakticka
funkce byla inhibovéana v zavislosti na davce toxinu. V obou ptipadech byly buiiky s toxinem

inkubovany po dobu 1 hod.

Kromé¢ okamzité zmény bakteriocidnich funkci makrofagii byl pozorovan i vliv CyaA

toxinu na funkce DC, produkci cytokint, aktivaci a maturaci (Boyd et al., 2005; Ross et al.,
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2004). CyaA toxin u DC ovlivituje exprese aktivacnich molekul, zvySuje expresi molekul MHC
1. tfidy a CD80 a snizuje expresi molekul CD40 a ICAM-1 (Boyd et al., 2005; Skinner et al.,
2005). Zvyseni cytozolické hladiny cAMP vyvolané CyaA také koreluje s nizkou produkei pro-
zanétlivych cytokinti TNF-a a IL-12 a naopak zvysenou sekreci IL-10 u makrofagii i DC (Bagley
et al., 2002; Boyd et al., 2005). Tento semi-maturovany fenotyp DC je spojovan s produkci
regulaénich T-buné€k potlacujicich imunitni odpoveéd’ (Ross et al., 2004).

Dale bylo prokazano, ze je navozena efektivni migrace DC do lymfatickych uzlin
v prub¢hu infekce B. bronchiseptica (Skinner et al., 2005). Vliv zvySeni cytozolického cAMP
prostfednictvim CyaA na migraci DC zatim nebyl prokézan. Avsak, jednou z moznych hypotéz
vysvétlujicich pozorovani této zvySené migrace je, Zze B. bronchiseptica k tomu, aby ustanovila
chronickou infekci dychaciho traktu, vyuziva DC. Navodi u nich vyvoj do semi-maturovaného
stavu a ,,pfinuti* je rychle migrovat do lymfatickych uzlin, kde se nachédzeji naivni T-buiky, ty
se pod vlivem signalizace takovychto DC diferencuji v Th2 nebo Trl buiiky, které na rozdil od
pro-zanétlivych Thl-bunék a jejich odpovédi (jez by vedla k okamzitému odstranéni bakterii),
zajisti bakterii preziti (Skinner et al., 2005).

Uvéazime-li vSechny uUc¢inky CyaA na makrofagy a DC dohromady, je ziejmé, Ze

B. pertussis nalezla efektivni zplsob, jak zamezit imunitnim bunkam v jeji likvidaci.

7.3. Dalsi toxiny ovlinujici hladinu cytozolického cAMP
Nejenom B. anthracis nebo B. pertussis, ale i dalsi patogeny produkuji toxiny s vlastni
AC aktivitou, které maji za nasledek vzrust hladiny cytozolického cAMP, napt. Pseudomonas
aerginosa ExoY (Yahr et al., 1998) nebo Yersinia pestis Cya (Sory et al., 1995). Jiné bakterialni
toxiny stimuluji hostitelskou AC tim, Ze méni aktivitu G proteinu, napf. cholera toxin Vibrio
cholerae (Spangler, 1992) nebo inhibuji signalizaci receptorti spojenych s Gj proteinem, napf.
pertussis toxin B. pertussis (Katada and Ui, 1982). A i tyto toxiny ovliviiuji signalizaci a

chovani bunék stejné jako CyaA a ET toxin.
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8. Diskuze

Na zavér se nabizi otazka, jak je mozné, ze cAMP (konkrétné narist cytozolického
cAMP at’ jiz u€inkem PGE2, bakteridlnich toxinli nebo v odpovédi na jiny obdrzeny signal) v
nekterych ptipadech vyvolava aktivaci, a v jinych naopak inhibici chemotaxe fagocyti. A
odpoveéd’ neni ani jednoducha, ani jednoznacna.

Z vyse uvedeného vyplyva, ze G¢inek zavisi na typu bunky, na prostorové regulaci vzniku
a pusobeni cAMP a jeho efektorit PKA a Epac, na koncentraci latek spoustéjicich syntézu cAMP
a zajimavou ulohu dozajista sehrava i Casova regulace, tedy po jakou dobu byly bunky s
aktivatory inkubovany.

Mozné teSeni by mohla nabidnout ¢asova spojitost s aktivaci nebo inhibici migrace
fagocytd, ktera je shodna pro pusobeni vSech vySe uvedenych latek — PGE2, ET a CyaA toxin.
Fagocyty vykazovaly vyS$si migracni schopnost, pokud byly s PGE2 nebo toxiny inkubovany 24
az 48 hod. Inhibice migrace naopak nastala, kdyz buiiky byly s toxiny inkubovany kratsi dobu 1
—2 hod.

Studie skupiny Bles et al. zaméfena na genovou traskripci DC po stimulaci s PGE2 a
ATP (ATP ma na maturaci a migraci DC a makrofagii podobny vliv jako PGE2 (Wilkin et al.,
2001)) odhalila, Ze shodné geny se piepisuji pravé po stimulaci ATP nebo PGE2 v délce 24 hod.
Mezi geny, jez byly vice piepisovany patiil CCR7 a VEGF-A (Bles et al., 2007). Vyssi produkci
proteinu. VEGF navic vyvolala i 24 hod. inkubace makrofagi s ET (Kim et al., 2008).
Vysvétlenim proti-zanétlivé funkce cAMP a jeho pozitivniho u€inku na migraci skrze genovou
transkripci by mohl byt koncept modularniho zapinani genli pfes prestavby chromatinu, napf.
histonovymi modifikacemi. Koncept vychazi z pfedstavy, Ze pfi zanétu dochazi ke koordinované
expresi mnoha genl (tzv. transkripénich moduli), a to pod kontrolou traskripénich faktord,
koregulatorii a chromatinovych modifikaci. Aby ale nedoslo ke Skodlivému vlivu dlouhodobého
zanétlivého procesu, akutni zdnét vede k expresi negativnich regulator zanétu, a navic — geny
koédujici zanétlivé produkty jsou pod kontrolou mnoha signalnich drah a mechanismi, které
omezuji patofyziologické nasledky nepfiméfené¢ho zanétu. cAMP by tedy mechanismem
epigenetickych modifikaci mohl ptlisobit proti-zanétlivé a zaroven zvySovat expresi genil

podporujicich migraci bunék (Medzhitov and Horng, 2009).
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9. Zaveér

cAMP se regulace migrace fagocytl ucastni ptes transkripcni faktory (NF-«xB, CREB) a
dva hlavni efektorové proteiny: PKA a Epac. Oba proteiny jsou vazbou cAMP aktivovany a dale
pak sehravaji rizné, ale stejné dilezité ulohy, at’ uz v drahach signalni transdukce, nebo v
interakcich s proteiny, které zajiStuji reorganizaci cytoskeletu. Rozmanity repertoar cilovych
proteinli PKA a dosud malo prozkoumané interakce proteinti Epac a Rap by zaslouzily detailni
zmapovani a ureni presnych mechanismu, jimiz ovliviiuji migraci bunék. A hlavné by mohly
pfinést uspokojiva vysvétleni rozdilného (aktiva¢niho nebo inhibi¢niho) plsobeni latek, které
zvySujici hladinu cAMP, a méni tak migracni schopnosti fagocytt.

Jak jsem jiz naznalila v uvodu, vyznam vyzkumu tlohy cAMP v migraci fagocytd
spociva v moznostech, které¢ nabizi v klinickém vyuziti. A i kdyz se potencidlu latek, které
zvySuji koncentraci cytozolického cAMP a v disledku 1 bunécnou migraci, jiz vyuziva, existuji
urcita rizika, kterd limituji jejich pouziti u lidi, a proto je potieba hledat stale dalsi alternativy,

které by byly u¢innéjsi a vhodng;si.
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