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ABSTRAKT

Adenylat-cyklazovy (CyaA, ACT) toxin je jednim z hlavnich virulen¢nich faktorii bakterie
Bordetella pertussis. Ackoli se CyaA vaze na mnoho typli membran, pfedpoklada se, Ze jeho
receptorem je integrin CD11b/CD18, ktery je exprimovan na povrchu myeloidnich bunék.
CyaA patii do rodiny RTX toxin-hemolyzinli. CyaA ptsobi na hostitelské buiniky dvéma na
sob¢ nezavislymi aktivitami. Jednou z nich je preména ATP na cyklické AMP, kterou zajist'uje
adenylat-cyklazovd (AC) doména po translokaci do cytozolu hostitelské buiky, pii které
dochazi ke vstupu vapenatych kationti do hostitelské buniky. Translokace je pravdépodobné
iniciovana interakci monomeru CyaA s cilovou membranou. Druhd aktivita CyaA je tvorba
kanalu, selektivniho pro kationty, ktery muize zpusobit koloidné osmotickou lyzi cilovych
bunék. Kandlo-tvorna aktivita je zajisStovana RTX hemolyzinovou doménou a ptfedpoklada se
u ni oligomerizace, i kdyz bylo zjiSténo, Ze Unik draselnych kationtli z hostitelské bunky
zpisobuje CyaA ve form& monomeru. Také neni jasné, zda by k oligomerizaci CyaA
dochazelo v roztoku, nebo az po interakei s hostitelskou membranou.

Cilem této prace bylo zkoumat tok sodnych iontdi na membrané¢ mySich makrofagh
J774A.1, které na svém povrchu exprimuji CD11b/CD18 integrin. Pro dosazeni tohoto cile
byly pouzity fluorescenéni metody. Konkrétné se jednalo o sledovani zmény koncentrace
sodnych kationtd v cytozolu bunék J774A.1 obarvenych sondou SBFI/AM pomoci emisniho
pomérového méteni nebo sondou Sodium Green pomoci sledovani zmény doby dohasinani
v ¢asovém rozliSeni.

DalSim cilem prace bylo zkoumdni oligomerizace CyaA na rGznych membranovych
systémech, mimo jiné i na membranach makrofag s CD11b/CD18 integrinem. Zde jsme

vyuzili fluorescencni metodu méfeni FRET v ¢asovém rozliSeni.

KLICOVA SLOVA: adenylét-cyklazovy toxin, Bordetella pertussis, fluorescenéni

rezonanc¢ni pienos energie, lipozom, oligomerizace CyaA, transport sodnych kationtt



ABSTRACT

Adenylate cyclase (CyaA, ACT) toxin is one of the major virulence factors of
Bordetella pertussis. Although CyaA binds to many types of membranes, it is assumed that the
integrin CD11b/CD18 is its receptor which is expressed on the surface of myeloid cells. CyaA
belongs to the family of RTX toxin-hemolysins. CyaA acts on the host cells by two
independent activities. One of them is the conversion of ATP to cyclic AMP, which is
catalyzed by adenylate cyclase (AC) domain after its translocation into the cytosol of the host
cell, which leads to the entry of calcium cations into the host cell. Translocation is probably
initiated by interaction of CyaA monomer with the target membrane. The second activity is the
formation of CyaA channel selective for cations, which probably causes colloid osmotic lysis
of target cells. The channel forming activity is provided by RTX hemolysin domain which
most probably forms oligomers, although it was found that CyaA as a monomer causes
leakage of potassium cations from the host cell. It is also not clear whether the oligomerization
of CyaA would occur in solution, or after interaction with the host membrane.

The aim of this study was to examine the flow of sodium ions on the membrane of
murine macrophages J774A.1, which express integrin CDI11b/CDI8 on their surface.
Fluorescence methods have been used to achieve this goal. Specifically, changes in
concentration of sodium cations were monitored in the cytosol of J774A.1 cells labeled with
probe SBFI/AM using emission ratiometric measurement or with probe Sodium Green by time
resolved observation of lifetime changes.

Another goal of this work was to study CyaA oligomerization on different membrane
systems, including the membranes of macrophages with CD11b/CD18 integrins. For this

purpose we used the fluorescence method of measuring FRET in time resolution.

KEY WORDS: adenylate cyclase toxin, Bordetella pertussis, fluorescence resonance energy
transfer, liposome, oligomerization CyaA, sodium influx
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Tris tris(hydroxymethyl)aminomethan
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1. UVOD

Bordetella pertussis je puvodcem cCern¢ho kasle, zavazné lidské choroby, kterd je
nebezpecnd predevS§im pro kojence a predSkolni déti. Tato bakterie produkuje fadu
cyklazovy toxin (CyaA), patfici do rodiny RTX hemolyzinti (z angl. Repeats in ToXin).
CyaA se vaze na bunky s receptorem CD11b/CD18 (CR3), mezi které patii makrofagy,
dendritické bunky, neutrofily a n¢které T a B buniky. Jako ostatni RTX hemolyziny se vaze
do membrany hostitelskych bunék a tvoti pory, které propousti monovalentni kationty, coz
muze vést az ke koloidné osmotické lyzi napadenych bunck. CyaA toxin ma 1 dalsi nastroj
k napadeni cilovych bunck, a to adenylat-cykldzovou doménu, kterd se translokuje pies
cytoplazmatickou membranu eukaryotickych bunc¢k zatim ne pfili§ prozkoumanym
mechanismem a po aktivaci bunéénym kalmodulinem pieménuje bunééné ATP na cyklické
AMP. Pii translokaci zaroven vpousSti do cytozolu vapenaté kationty. Pi1 nizkych
koncentracich CyaA vede konverze ATP na cAMP k naruSeni signalizace v bunice. U
makrofaghh to muze vést ke ztrat¢ baktericidnich schopnosti a piipadnému spusténi
apoptdzy. Pti vysokych koncentracich CyaA dochézi k rychlému snizeni koncentrace ATP
v bunice, coz vede k nekréze bunky.

Vlastnosti CyaA jsou zkouméany zmnoha davodd. Jednim znich je vylepSeni
soucasnych vakcin proti davivému kasli. V posledni dobé se i v zemich, ve kterych je
povinné o¢kovani proti davivému kasli (véetné Ceské republiky), objevuje vice piipadi
tohoto onemocnéni (Fabianova, et al., 2009). CyaA neni soucasti téchto vakcin, ale
intenzivné se zkoumaji jeho detoxifikované mutanty, kterymi by se dnes pouzivané
vakciny vylepSily. Dal$im divodem zkoumani CyaA je vyvoj rekombinantnich vakcin
odvozenych praveé od CyaA, které umozni navozeni imunity proti oligopeptidu, ktery mtize
pochazet z témér libovolného patogena nebo nadorové buiiky. Adenylat-cykldzova doména
CyaA by zde fungovala jako pfenase¢ takového oligopeptidu do cilovych
imunokompetentnich buné€k. Mechanismus vazby CyaA na biologické membrany jesté
neni pfesné zndm. Jeho podrobné zkouméni by vSak mohlo pfispét k terapeutickému
vyuziti tohoto toxinu.

Ma prace navazuje piredevsim na vysledky Evy PospiSilové, Jany Vojtové-Vodolanové a
Ladislava Bumby z Mikrobiologickém tistavu Akademie véd Ceské republiky a Radovana
FiSera z katedry genetiky a mikrobiologie Piirodovédecké fakulty UK.

Cilem mé prace bylo pomoci fluorescen¢nich metod sledovat rtizné interakce CyaA
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s membranou.

Poté, co Radovan FiSer prokazal vstup véapenatych kationtd do bunck pilisobenim
adenylat-cyklazové domény (Fiser, et al., 2007) a Eva PospiSilova prokdzala unik
draselnych kationtdi z bunék s integrinem CD11b/CD18 piisobenim RTX domény CyaA
pomoci pomérovych fluorescenénich méfeni (Pospisilova, 2010), bylo mou tlohou zjistit
zda a jakym zplsobem dochazi ke vstupu sodnych kationti do bunc¢k s CD11b/CD18
integrinem piisobenim CyaA toxinu.

Mym dalSim ukolem bylo potvrdit oligomerizaci CyaA pfi tvorbé poéru studovanou uz
mymi predchiidei (Vojtova-Vodolanova, et al., 2009) a pokusit se zjistit, zda k ni dochazi
pied vstupem do hostitelské membrany, nebo az po ném. K feSeni tohoto ukolu jsem
vyuzila metody meéteni fluorescencniho rezonan¢niho pifenosu energie (FRET), ktera
umoziuje zjiStovat vzdalenost dvou molekul napf. pomoci ¢asové rozliSené fluorescence.
roztoku, pifes proteiny lipozomu az po interakci CyaA s membranami izolovanymi
z makrofagt, které obsahuji integrin CD11b/CD18.

Mym poslednim tikolem bylo zjistit, zda dva tryptofany obsazené v C-konci CyaA tvori
jadro baleni CyaA do nativni konformace, kterd je podminkou spravné funkce CyaA a
ktera je intenzivné zkoumana Ladislavem Bumbou (Laboratof molekularni biologie
bakterialnich patogenit MBU AVCR). K tomuto tkolu jsme opét zvolili zjistovani FRET

tentokrat metodu méfeni anizotropie fluorescence.
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2. PREHLED LITERATURY

2.1. Bordetella pertussis

Bordetella pertussis je gramnegativni, nepohyblivy, striktn¢ aerobni kokobacil. Je
striktné lidsky patogen. Zplisobuje respiracni onemocnéni, davivy/Cerny kaSel (pertuse).
Onemocnéni se pienasi aerosolem ¢&i piimym kontaktem. Cerny kaSel ohrozuje Zivot
pfedevsim kojenciim a ptedskolnich déti. Pred zahajenim ocCkovéani patfila pertuse
k nejcastéjSim pficinam umrti v détském véku. V zemich, kde se ockovani zavedlo, doslo
témét k vymyceni davivého kasle. V poslednich letech ale pocet ptipadi nakaZzenych
v téchto zemich (véetn& CR) opét stoupa (Obr. 1). Divodem je pravdépodobné piilis
kratkodobd imunizace vakcinou proti cernému kasli a existence rezervoaru infekce mezi

dospélymi, kteti uz nemusi preockovani povinné podstupovat.

Nemocnost

B S B - - - T~ - O - -~ - B BN
0 m W W@ O 0 W m o & o o o O o oo m o o O O o o o o o
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - =]
rrrrrrrrrrrrrrrr I T T B B R~ - B ]

Obr. 1: Pertuse v CR, 1982-2009, nemocnost - po&et onemocnéni davivym kaslem na 100000
obyvatel, (Fabianova, et al., 2009)

Bordetella pertussis disponuje velkym mnozstvim virulen¢nich faktort. DéEli se na
adheziny, které po proniknuti bakterie do dychacich cest interaguji s fasinkovym epitelem
pradusek, a na toxiny, které se zacinaji produkovat az v pozd¢jSich fazich onemocnéni,
kdyz se bakterie dostatecné pomnozi, ni¢i fasinkovy epitel a dostavaji se dal do organismu
(Hewlett, 1997).
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Mezi adheziny patii naptiklad filamentézni hemaglutinin (Sato, et al., 1983), pertaktin,
fimbrie, trachealni koloniza¢ni faktor (Finn and Stevens, 1995) a dalsi (Hewlett, 1997).
Mezi toxiny patii trachealni cytotoxin, pertusovy toxin, dermonekroticky toxin a adenylat-
cyklazovy toxin (Goldman, et al., 1982; Hewlett, 1997).

Trachealni cytotoxin hraje pravdépodobné nejvétsi ulohu v ¢asnych fazich patogeneze.
Funguje jako exotoxin. Jako jediny pfimo poskozuje buiiky fasinkového epitelu (Goldman,
et al., 1982; Hewlett, 1997; Luker, et al., 1993).

Dermonekroticky toxin je endotoxin (Cowell, et al., 1979). Na pribéh cerné¢ho kasle
nema pravdépodobné velky vliv. U mutant B. pertussis, které mély poskozenou produkci
dermonekrotického toxinu, nebyla oproti divokému kmeni snizena virulence (Weiss and
Goodwin, 1989). Jeho funkce v priitbéhu onemocnéni, neni pfesné znama.

Pertusovy toxin je exotoxin, ktery je na rozdil od ostatnich virulenénich faktort
(Carbonetti, 2010) produkovan pouze B. pertussis. Radi se mezi hlavni adhezni a
koloniza¢ni faktory a je zodpovédny za systémové projevy pertuse. Mechanismus jeho
pusobeni je velice dobfe popsan. Patii do skupiny A-B toxint. Tato skupina bakteridlnich
proteinovych toxind se sklada ze dvou ¢asti. Cast A ma enzymatickou aktivitu zptisobujici
toxické plsobeni molekuly a B-Cast zajistuje vazbu na cilovou bunku a umoziuje A-
komponenté vstoupit do buiky (Gill, 1978; Tamura, et al., 1982). A-komponenta
pertusového toxinu (také S1) po vstupu do cytozolu hydrolyzuje NAD a prendsi produkt
této hydrolyzy, ADP-ribézu, na cysteinovy zbytek blizko C- konce o podjednotky
heterotrimerickych G proteini z Gi rodiny sav¢ich bunc¢k (Katada, et al., 1983). Tato
modifikace inhibuje signalni drahy spojené s t€émito G proteiny.

Mutanty, které tento toxin neprodukuji, jsou mnohem méné Uspésné v kolonizaci
dychacich cest infikovanych mysi nez divoky kmen (Khelef, et al., 1992; Weiss, et al.,
1984). Toxin je prokazateln¢ zodpovédny za apoptézu alveolarnich makrofagl, které se
dostanou do kontaktu s B. pertussis (Gueirard, et al., 1998). Zda se, Zze adenylat-cyklazovy
toxin je faktorem uniku B. pertussis pred imunitnim systémem hostitele. Toxiny B.
pertussis jsou soucasti nebunécnych vakcin, kterd se v posledni dob¢ zacina uzivat misto
celobunécné vakciny. Soucésti acelularni vakciny jsou inaktivovany pertusovy toxin,
filament6zni hemaglutinin, aglutinogeny fimbrii a pertaktin. Adenylat-cyklazovy toxin ani

jeho toxoidy nejsou soucasti nebunééné vakciny.
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2.2. Adenylat-cyklazovy toxin CyaA

Adenylat-cyklazovy toxin (ACT, AC-Hly nebo CyaA) patii do rodiny tzv. RTX
toxini/hemolyzinli (podle anglického Repeats in ToXin). Mimo B. pertussis ho
v pozménénych formach produkuji i B. parapertussis a B. bronchiseptica (Fabianova, et
al., 2009; Novotny, et al., 1985). Gen pro jeho tvorbu je na chromozomu bakterie.
Molekula CyaA se sklada z 1706 aminokyselin a ma molekulovou hmotnost 177 kDa. Jeho
prostorové uspotfadani v hostitelské membrané zatim neni znama, krystalizovana byla

zatim jen adenylat-cyklazova doména ve vazbé na kalmodulin (Guo, et al., 2005).

2.2.1. Struktura CyaA

Gen pro CyaA lezi v cya lokusu (Obr. 2). Diky studiim porovnavajicim homologie genti
pro CyaA a oa-hemolyzin Escherichia coli, ktery je modelovym zastupcem RTX
hemolyzinti, bylo zjiSténo, Ze cya lokus obsahuje také geny cyaBDE (Glaser, et al., 1988)
zajistujici sekreci CyaA a gen cyaC (Barry, et al., 1991), ktery je pfepisovan v opacném

sméru nez gen cyad a jehoz produkt posttranslacné modifikuje CyaA.

cyaGC cyaA cyaB cyaD cyaE
e —

Obr. 2: Schematické znazornéni cyaCABDE lokusu. Gen cyaA koduje toxin CyaA. Geny cyaBDE
kéduji proteiny nezbytné pro sekreci CyaA. Geny cyaABDE jsou piepisovany do jedné mRNA ze
spole¢ného promotoru umisténého pied genem cyaA. Geny cyaBDE maji také vlastni promotor lezici
mezi geny cyad a cyaB. Gen cyaC kdduje acyltransferazu nutnou pro posttranslacni modifikaci CyaA
a je piepisovan v opacném sméru z vlastniho promotoru. Pfevzato z Pospisilova 2010.

Toxin je z DNA piepisovan a pieklddan v neaktivni formé& tzv. proCyaA, kterd je
aktivovana acyltransferazou CyaC palmytoylaci lyzinu 983 (Hackett, et al., 1994) a lyzinu
860 (Masin, et al., 2005). Acylace je nezbytnd pro interakci CyaA s jakoukoli hostitelskou
bunikou. Navic se ukazalo, ze je dllezitd 1 pro interakci s CD11b/CD18 integrinem (El-
Azami-El-Idrissi, et al., 2003), ktery je lokalizovan na povrchu bunék imunitniho systému,
jako jsou makrofagy, neutrofily, dendritické bunky a NK bunky, a je receptorem pro CyaA
(Ross and Vetvicka, 1993).
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Obr. 3: Schematické znazornéni CyaA. CyaA je protein se sklada z RTX hemolyzinové domény a z
invazivni adenylat-cyklazové (AC) domény. AC doména po translokaci do buiiky vaze bunéény
kalmodulin (CaM). Na obrazku je vidét krystalova struktura AC domény s C-koncovym usekem
kalmodulinu (C-CaM) v komplexu s analogem ATP (adefovir difosfat) (Pfevzato z Guo, Shen et al.

2005).

Molekula CyaA se sklada ze dvou hlavnich domén, které mohou do jisté miry fungovat

nezavisle na sob€. Na N-konci CyaA je katalyticka adenylat-cyklazova doména tvotend asi

400 aminokyselinami a na C-konci je RTX hemolyzinovd doména tvofend asi 1306
aminokyselinami. Schematicky je struktura znazornéna na Obr. 3.
Adenylat-cyklazova (AC) doména se sklada ze dvou mensich asti T25 a T18. Cast T25
(1 —224 AK) nese katalytické misto, kde dochazi ke pfeméné ATP na cAMP. Cast T18

nese vazebné misto pro kalmodulin, ktery je pro aktivaci enzymatické funkce AC domény

nezbytny (Wolff, et al., 1980).

RTX hemolyzinovd doména se da rozdélit na nékolik segmentt.

e Hydrofobni segment (500 — 700 AK) je pravdépodobné¢ zodpoveédny za vznik
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transmembranového kationt-selektivniho kandlu (Benz, et al., 1994b) a interakci
s hostitelskou membranou, pravdépodobné zde vznikaji amfipatické a-helixy
(Osickova, et al., 1999).

e Viseku 800-1000 AK je acylaéni segment, kde se nachazi dva lyziny, které jsou
posttranslaéné modifikovany palmitoylaci (K860 a K983).

e Segment 1000 — 1650 obsahujici nonapeptidové repetitivni sekvence bohaté na
glycin a aspartat (L/I/F) X G G X G X D X (L/I/'V/W/Y/F) typické pro RTX
hemolyziny (Welch, 1991; 2001), které vaZzou véapenaté kationty a jsou zasadni
pro skladani proteinu do nativni konformace (Rose, et al., 1995). Mezi
aminokyselinovymi zbytky 1166-1281 se nachazi segment zodpovidajici za
vazbu na CD11b/CD18 receptor (El-Azami-El-Idrissi, et al., 2003).

e Na C-konci CyaA je umistény segment, ktery obsahuje sekre¢ni signal v délce
asi 60 aminokyselin. (Sebo and Ladant, 1993; Stanley, et al., 1991). Je to dalsi
spole¢ny znak RTX hemolyzint, které jsou diky tomuto signalu v jednom kroku
sekretovany sekrecnim systémem typu I (TISS z angl. Type I Secretion System)
z cytozolu bakterie pfimo do extracelularniho prostoru, C-koncem napied

(Linhartova, et al., 2010).

2.2.2. Funkce CyaA

bordetel. Tento toxin rychle eliminuje baktericidni schopnosti fagocytti (Confer and Eaton,
1982; Vojtova, et al., 2006). Po nasednuti na hostitelskou bunku je jeho AC doména
translokovana cytoplazmatickou membranou mechanismem, ktery zatim neni piesné
popsan. AC doména katalyzuje pfeménu ATP na cAMP (Ladant and Ullmann, 1999;
Vojtova, et al., 2006) a zplsobuje tak intoxikaci buiikky. Molekula cAMP je jako druhy
posel zasadni pro signalizaci v bunce.

RTX hemolyzinova doména piisobi nezavisle jako kanalotvorny cytotoxin (Benz, et al.,
1994b; Osickova, et al., 1999; Vojtova, et al., 2006), ktery zpisobuje jako hemolyzin lyzi
cervenych krvinek (Bellalou, et al., 1990). CyaA tvoii maly kationtselektivni kanal o
praméru 0,6-0,8 nm (Benz, et al., 1994b), ktery mize zptisobit i koloidné-osmotickou lyzi.

Oligomerizace CyaA, kterd souvisela s kanélotvornou aktivitu CyaA, byla potvrzena
v riznych membranovych systémech (Benz, et al., 1994b; Osickova, et al., 1999; Vojtova-

Vodolanova, et al., 2009). V této ¢asti prace se oligomerizaci bude zabyvat celd kapitola.
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Zda se, ze adenylatcyklazova a kanalotvornd aktivita CyaA pusobi na sob& nezavisle.
Utinek jejich ptisobeni se s¢itd do vysledné cytotoxické aktivity (Basler, et al., 2006;
Hewlett, et al., 2006). V soucasnosti byl vytvofen model piisobeni CyaA na membranu
hostitelskych buné€k, ktery ptedpoklada soucasnou existenci dvou rtiznych konformert
v membrané hostitelské bunky zaroven. Jeden konformer translokuje adenylat-cyklazovou
doménu do cytozolu hostitelské buiiky a intoxikuje ji. Druhy konformer vytvofi

hemolyzinovy kanal (Obr. 4)(Osickova, et al., 1999; Vojtova-Vodolanova, et al., 2009).

Kanalotvorny
prekurzor

Translokace
AC domény

Translokacni Meziprodukt Kanalotvorny Kationt-
prekurzor prekurzor selektivni pér

Obr. 4: Model nezévislého plsobeni translokacniho a kandlotvorného prekurzoru a jejich interakce
s membranou. Pevzato (Osickova, et al., 1999) a upraveno.

2.3. Tok iontii na membrané hostitelskych bunék ovlivnénych CyaA

Bylo zjisténo, ze CyaA piimo ovliviluje iontové slozeni cytozolu (Obr. 5) a
elektrochemicky membranovy gradient bunék. Bylo pomérné piekvapiveé potvrzeno, ze AC
doména béhem svoji translokace vpousti do bunky vapenaté kationty (Fiser, et al., 2007),
ackoli se predpokladalo, Ze je to zplsobeno spiSe RTX hemolyzinovou doménou. Dale
bylo zjisténo, ze RTX hemolyzinova doména, ktera tvoii kationt-selektivni por zptsobuje
unik draselnych kationti z bunky (Gray, et al., 1998; Pospisilova, 2010). Vstup
chloridovych anionti do bun€k pisobenim CyaA neni pravdépodobny, protoze se
predpoklada, ze kandl pro ionty tvofeny CyaA je kationt selektivni (Benz, et al., 1994b).
Vstup sodnych kationtti do bunék opisobenych CyaA jesté nebyl zvlast’ zkouman.
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Cytozol (mM) Krevni obéh (mM)

K* 139 K' 4

Na® 12 Na® 145
Ca®" <0,0002 Ca®* 1,8
Cr 4 Cl 116

Obr. 5: Typické iontové slozeni krevniho ob€hu a intracelularniho prostoru savéich bun¢k. Prevzato:
(Lodish, et al., 2005).

2.3.1. Vstup vapenatych kationti do bunék zpiisobeny CyaA a jeho disledky

Regulace cytozolické koncentrace vapenatych kationtl, hraje vyznamnou ulohu
v pfenosu signalu bunck. Mnoho esencidlnich enzymii v signalizacnich kaskadach je na
vapenatych kationtech piimo zavislych, stejné¢ tak jako mnoho dalSich regulacnich
proteintl. Zda se, ze hlavnim cilem CyaA v hostiteli jsou myeloidni fagocyty, které na svém
povrchu exprimuji integrin CD11b/CD18 (CR3, Mac-1, amf2) (Guermonprez, et al., 2001),
1 kdyz se CyaA s mensi afinitou vaze 1 na mnoho dalSich bunék, které tento integrin na
svém povrchu neexprimuji (Gordon, et al., 1989; Ladant and Ullmann, 1999). Jde ziejm¢ o
nespecifickou primarni vazbu na N-glykozylované proteiny na membranovém povrchu
(Morova, et al., 2008). Integrin CDI11b/CDI18 je vazan pomoci talinu na aktinovy
cytoskelet buniky (Burridge and Chrzanowska-Wodnicka, 1996).

Translokace AC domény CyaA do bunc¢k s CD11b/CDI18 integrinem je dvoukrokova
(Obr. 6) (Bumba, et al., 2010). V prvnim kroku po navazani CyaA na integrin se do
membrany integruje translokacni prekurzor CyaA, ktery umozni, ne presné zndmym
mechanismem, vstup vapenatych kationtii z extraceluldrniho prostoru (Fiser, et al., 2007).
Tyto vapenaté kationty aktivuji cysteinovou protedzu zvanou kalpain (Yan, et al., 2001),
kterd rozstépenim talinu uvolni CD11b/CD18 integrin z vazby na cytoskelet a umozni mu
tak presunout se do lipidovych rafti bohatych na cholesterol. V lipidovych raftech je
dokoncena translokace AC domény do cytozolu cilovych bunék a po aktivaci
kalmodulinem CyaA pieménuje ATP na cAMP (Bumba, et al., 2010; Fiser, et al., zaslano k
publikaci). Vstup véapenatych kationt je tak ptimo zodpovédny za aktivitu AC domény v

cytozolu.
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Obr. 6: Dvoukrokova translokace AC domény do cytozolu bunék s CD11b/CD18 integrinem. 1. krok —
vazba na receptor, inzerce CyaA do membrany zpisobujici vstup Ca’", ktery aktivuje proteazu
kalpain, ktera odstépi integrin CD11b/CD18 od cytoskeletu. 2. krok — pfesun CyaA do lipidovych
raftd, kde je dokoncéena translokace AC domény do cytozolu a po jeji aktivaci dochazi k preméné ATP
na cAMP (Bumba, et al., 2010).

Zvyseni cytozolické koncentrace cyklického AMP mé velky inhibi¢ni vliv na mnoho
funkci alveolarnich makrofagli, exprimujicich na svém povrchu CD11b/CDI18 integrin,
které jsou pravdépodobné fyziologickym cilem CyaA. Signdlni drahy ovliviujici funkce
makrofagli nejsou podrobné znamy, vi se ovSem, Ze se signalizace ucastni protein kindza A
(PKA) a Epac proteiny, které jsou cAMP piimo aktivovany stejné jako PKA (Aronoff, et
al., 2005). Mezi funkce inhibované zvysSenou koncentraci cAMP patii fagocytdza
(Aronoff, et al., 2004), produkce reaktivnich kyslikovych radikdli pii oxidativnim
vzplanuti (Dent, et al., 1994), ¢i produkci prozanétlivych faktori, jako je TNFa (Rowe, et
al., 1997). Bylo také prokazéano, ze zvySeni hladiny cAMP pilisobenim CyaA a nasledna
signalizace mohou vést k toleranci patogena vyvolanim ¢aste¢né maturovaného stavu u

dendritickych bunék (Boyd, et al., 2005) ¢i k apoptoze makrofagh (Gueirard, et al., 1998).

2.3.2. Unik draselnych kationti z bunék zpiisobeny CyaA a disledky tohoto déje

Eva PospiSilova ve své diplomové praci v roce 2010 potvrdila unik draselnych kationta
pusobenim CyaA z bun€k s CD11b/CD18 integrinem, a sice z mySich makrofagt J774A.1.
Unik draselnych kationtli zbun&k piisobenim CyaA byl pozorovan uz dfive, ale na
bunkach které integrin CD11b/CD18 na svém povrchu nemély (Gray, et al., 1998). Eva
dale potvrdila pomoci série mutant s ovlivnénou hemolytickou ¢i adenylatcyklazovou
aktivitou, Ze za unik draselnych kationtii je zodpovédnd RTX hemolyzinova doména, ktera

tvoti kationt selektivni kanal o priméru 0,6 - 0,8 nm (Benz, et al., 1994b), az k tniku
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draselnych kationtli je nutnd strukturni integrita celého toxinu CyaA.

K tniku draselnych kationti dochazi, narozdil od vstupu vapenatych kationta (Fiser, et
al., 2007), 1 kdyzZ se na buniky nevaze novy toxin a v membrané hostitele jsou pouze jiz
vlozené¢ molekuly CyaA. Zda se tedy, ze kanal pro draselné kationty je bud’ stale otevieny,
nebo se otvird a zavird v nékolika sekundovych intervalech, jak bylo ukdzano na ¢ernych
lipidovych membranach (Basler, et al., 2006).

Pokles vnitrobunééné koncentrace draselnych ionti mutze aktivovat cytoplazmaticky
komplex zvany NALP3 inflamazom (Petrilli, et al., 2007). Inflamazom pak dale aktivuje
kaspazu-1 Stépici pro-IL-1B a pro-IL-18 na jejich aktivni formy, které jsou dale
uvoliiovany z bunck (Sutterwala, et al., 2007) a uplatiiuji se pfi infekci, zanétu a
autoimunitnich procesech (Dinarello, 1998). Aktivace kaspazy-1 mulze také vést
k pyroptoze (bunétna smrt) ¢asto spojené se zanéctlivou reakcei (Fink and Cookson, 2005).
Bylo potvrzeno, ze pisobeni CyaA a piedev§im kanalotvorné aktivity, dochdzi k aktivaci
NALP3 inflamazomu (Dunne, et al., 2010; Pospisilova, 2010).

Inflamazom NALP3 (kryopyrin) patii k NLR (z angl. NOD-Like Receptors), které
rozpoznavaji predevsim bakteridlni komponenty (Inohara, et al., 2005). NLR patii mezi
cytozolické PRRs (z angl. Pattern Recognition Receptors). PRRs patii k vrozené imunité,
ktera jako prvni reaguje pfi obrané proti patogentim, a rozpoznavaji mikroorganismy diky
konzervovanym mikrobialnim strukturdm — PAMPs (z angl. Pathogen Associated
Molecular Patterns) a poSkozeni buiiky diky DAMPs (z angl. Danger Associated Molecular
Patterns). Vrozend imunita je geneticky dand a neméni se pii opakované aktivaci

patogenem.

2.4. Oligomerizace CyaA pri tvorbé kationt-selektivniho kanalu

Nékteré gramnegativni bakterie produkuji tzv. RTX hemolyziny, které slouzi jako vlivné
virulen¢ni faktory v hostitelské buiice. Mezi RTX hemolyziny patii i adenylat-cyklazovy
toxin B. pertussis a sdili s nimi nékteré vlastnosti dtlezité pro jeho virulenci. Jednou z nich
je pravdépodobné i1 oligomerizace molekul RTX hemolyzini pii tvorbé kanalu, ktery

zpusobuje lyzi cilovych buné¢k.

2.4.1. Oligomerizace RTX hemolyzini
RTX hemolyziny se fadi do skupiny cytolytickych RTX toxint. Do rodiny RTX toxinl
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dale patifi metaloprotedzy a lipazy. Proteiny v rodiné¢ RTX toxini spojuje podobna
organizace genu, které je koduji, a nékteré strukturni a funkéni podobnosti (Obr. 7). RTX
toxiny napiiklad vyzaduji posttranskripéni modifikaci. Jedna se o acylaci, bez které jsou
produkované toxiny biologicky neaktivni, protoze je naruSena jejich interakce
s hostitelskou bunkou (Lally, et al., 1999). Sekrece RTX toxind z bunky probihd bez
vzniku periplazmatického meziproduktu a je zavisld na rozpoznani C-konce RTX toxinu
pomoci ABC (z angl. ATP-Binding Cassette) pifenaSece (Coote, 1992; Higgins, 1992). Gen
pro tento pfenaSeC se nachazi na operonu, ktery obsahuje i gen pro RTX toxin. RTX toxin
obsahuje nonapeptidové repetitivni sekvence bohaté na glycin a aspartat. Pocet
repetitivnich sekvenci ve spektru RTX toxinti je razny - 6-40 (Lally, et al., 1999). RTX
toxiny jsou podle specifity vazby na cilové bunky déleny na RTX hemolyziny, které¢ se vazi
na Sir$i spektrum hostitelskych bunék, a na RTX leukotoxiny, které se vdzou jen na
specifické bunécné typy a lisi se 1 v zavislosti na hostiteli (Lally, et al., 1999). Mezi RTX
hemolyziny patii mimo adenylat-cyklazovy toxin B. pertussis také a-hemolysin (HlyA) E.
coli (Cavalieri, et al., 1984), ktery je nejvice prozkoumany, ¢i toxin ApxI A bakterie
Actinobacillus pleuropneumoniae (Frey, et al., 1991; Lally, et al., 1999). Vzhledem k tomu,
ze je a-hemolysin (HlyA) E. coli povazovan za typického zastupce RTX hemolyzint budu

se v dalSim popisu vénovat uz jen jemu.

Clamfipatické helixy T T
B RTX oblasti FASB4 FAG90

O c-koncovy sekreéni

Obr. 7 Schématicka struktura a-hemolyzinu (HlyA). FA oznacuje polohu zbytku mastné kyseliny.- Na
C-konci je sekreéni signal. Pievzato (Fiser, 2003; Soloaga, et al., 1998) a upraveno.

V N-koncové oblasti HIlyA tvoii aminokyselinové zbytky amfipatické a-helixy
zodpovédné za tvorbu transmembranovych kanali (Hyland, et al., 2001). Protein HIyA
tvoti v biologickych membranach péry o priméru asi 1-3 nm (Bhakdi, et al., 1986). Kanaly
tvofené HIyA jsou kationt-selektivni a naplnéné vodnym roztokem (Benz, et al., 1994b).
HlyA vytvaii transmembranové kandly v raznych typech bunéénych membran napf.
erytrocytech teplokrevnych obratlovcli (Cortajarena, et al., 2001), leukocytech a
epitelidlnich bunkach (Lally, et al., 1999). Zabudovava se i do fosfolipidovych vacki
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(lipozomt) (Hyland, et al., 2001) a do ¢ernych lipidovych membran (Benz, et al., 1994b).

Je pravdépodobné, ze hemolytickd aktivita RTX hemolyzini souvisi s tvorbou
oligomert. Toxin HlyA pusobi jako oligomer pfi hemolyze (Ludwig, et al., 1993) i pii
kanalotvorné aktivité¢ v ¢ernych lipidovych membranach (Benz, et al., 1989). Na ¢ernych
lipidovych membranach ukazuji kooperativni zévislost kandlotvorné aktivity na
koncentraci toxinu 1 HlyA Proteus vulgaris, HlyA Morganella morganii (Benz, et al.,
1994a) ¢i ApxI A Actinobacillus pleuropneumoniae (Maier, et al., 1996).

Existuji 1 star$i publikované vysledky, které naznacuji, Ze tvorbu kanalt HlyA E. coli
zajistuji monomery. Tyto vysledky byly ziskdny na riznych membranovych systémech, a
sice membranach kraliCich erytrocyti (Bhakdi, et al., 1986), na lipozomech (Menestrina,

1988) 1 na Cernych lipidovych membranach (Ropele and Menestrina, 1989).

2.4.1.1. Interakce RTX hemolyzinii s membranou

Zkouméni RTX hemolyzinli v riiznych membranovych systémech objasiiuje specifitu
vazby na ruzné hostitelské membrany, ale nemusi nutné vysvétlovat jejich fyziologickou
funkci. Navic toxiny, které¢ maji SirSi spektrum hostitelskych bun€k, mohou pusobit rtizné
na rtizné typy bunék. Je to dano zplisobem interakce s membranou nebo mozného spusténi
signalni kaskady ptes receptor, na ktery se mohou vazat (Lally, et al., 1999). Naptiklad
HlyA E. coli se umi navazat do membrany lipozomu a vytvofit v ni por (Menestrina,
1988). Bylo prokazano, ze pro vazbu a inzerci HlyA do lipozomového vacku neni tfeba ani
jeho acylace, ani vazba Ca”" do jeho repetitivnich sekvenci, které jsou typické pro RTX
hemolyziny, ale stac¢i hydrofobni segment samotného toxinu, ktery se nachdzi na jeho N-
konci (Hyland, et al., 2001). Acylace HlyA (Hardie, et al., 1991; Issartel, et al., 1991;
Stanley, et al., 1994) a vazba Ca*" do repetitivnich sekvenci (Boehm, et al., 1990; Ludwig,
et al., 1988) jsou na druhé strané nezbytné pro hemolytickou aktivitu tohoto toxinu. Bylo
prokazano, ze hemolyza ani cytolytickd funkce HlyA neni zavisld na vazbé na integrin
CD11a/CD18, ktery byl zvazovan jako receptor HlyA. Vazba HlyA na cilové buiiky je tedy
nespecificka (Valeva, et al., 2005).

2.4.2. Oligomerizace CyaA
Kanal tvotfeny CyaA toxinem je mensi nez kanal tvofeny HIlyA E. coli. Hemolyticka
aktivita CyaA je také mirnéjsi v porovnani s HlyA (Benz, et al., 1994b).

Aktivita AC domény je pifimo imérna translokaci této domény do cytozolu cilovych
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bunék, coz naznacuje, ze na cilové bunky plsobi jako monomer(Gray, et al., 1998).
Kanalotvorna aktivita CyaA se ovSem vykazuje zdvislost na koncentraci CyaA vysSiho
fddu, coz znamend, Ze hemolyzinovy kanal je tvofen vice nez jednou molekulou
CyaA(Gray, et al., 1998). Bylo zjisténo, ze toxin Cyad bakterie B. pertussis pusobi ve
form¢ oligomerti na riznych umélych membranach (Benz, et al., 1994b; Osickova, et al.,
1999; Szabo, et al., 1994) 1 na erytrocytech (Vojtova-Vodolanova, et al., 2009). Navzdory
tomu se ukdzalo, Ze Unik draselnych kationtl z erytrocytl, za ktery je zodpovédna praveé
RTX hemolyzinovda doména CyaA (Pospisilova, 2010), vyvolavda CyaA 1 formé
monomeri(Gray, et al., 1998). Autor tohoto pozorovani oligomerizaci nevylucuje. Jeho
vysledky prozrazuji, ze k oligomerizaci CyaA pravdépodobné dochédzi az na membrané
erytrocytll a Ze k prvnimu kontaktu a vlozeni se do membrany hostitele dochazi ve formé
monomeru CyaA, ktery je schopen zplsobit unik draselnych kationtd z erytrocytd.
Jednoznacny dikaz o oligomerizaci CyaA pii tvorbé kanalti v erytrocytech byl podan
komplementacnimi studiemi s jednotlivymi nefunkénimi toxiny. Byly vytvofeny pary
riznych mutant s delecemi v riznych usecich, které se v daném paru neptekryvaly.
Jednotlivé pary byly pfidany k cilovym bunkam a sledovala se jejich hemolyticka aktivita,
ktera se z velké Casti obnovila (Bejerano, et al., 1999; Iwaki, et al., 1995).

Oligomerizace CyaA jesté nebyla zkoumana u bun¢k s CD11b/CD18, které jsou ziejmé
cilovymi buiikkami pro CyaA (Guermonprez, et al., 2001). Také bylo pozorovano, ze na
arteficidlnich membranach (Cerné lipidové membrany) se kandly tvofené CyaA casto
otviraly a zaviraly, coz by mohlo znamenat dynamickou rovnovédhu mezi oligomery a
monomery na membrané, které by cCasto disociovaly (zruSeni kanalu) a znovu

oligomerizovaly (vytvofeni kanalu) (Benz, et al., 1994b).

2.4.2.1. Interakce CyaA s membranou

Cilovymi bunkami pro CyaA jsou myeloidni bunky, které na svém povrchu exprimuji
CD11b/CD18 integrin, pies ktery je vazba a cytotoxicita CyaA uskuteCnéna
(Guermonprez, et al., 2002). CyaA je se vkladd i do membrany lidskych a ov¢ich
erytrocytll a zpisobuje u ovc€ich zplisobuje i hemolyzu, ackoli erytrocyty na svém povrchu
neexprimuji CD11b/CD18 integrin (Hanski, 1989). CyaA se zabudovava i do membrany
lipozomti a zptisobuje jejich lyzi. Na rozdil od ostatnich membranovych systémt, k lyzi
lipozomi nemusi byt CyaA acylovan, dokonce neacylovny pro-CyaA vykazuje vétsi

efektivitu vazby do lipozomil nez acylovany CyaA. Naznacuje to, Ze studium ucinku CyaA
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na lipozomovych membranach, nemusi mit stejné vysledky jako vazba na biologické
membrany a vysledky na lipomozomech tedy nemusi byt uplné relevantni pro biologickou

aktivitu CyaA (Masin, et al., 2004).

2.5. Repetitivni ¢ast molekuly CyaA

CyaA jako i ostatni RTX hemolyziny obsahuje aminokyselinové repetitivni sekvence. U
RTX hemolyzint se tyto repetitivni sekvence nachdzi na C-konce. U CyaA jsou mezi
aminokyselinami 1006 a 1638 (Khelef, et al., 1992). Repetitivni sekvence funguji jako
vazebna mista pro vapenaté kationty. Po jejich vazbé dojde ke zméné konformace CyaA
(Hewlett, et al., 1991). Repetitivni doména se tésné sbali a dehydratuje a dosdhne stabilni
struktury (Chenal, et al., 2009). Tato zména ma zdsadni vyznam pro vazbu CyaA na
biologické membrany a translokaci AC domény do cytozolu hostitelskych bunék (Gray, et
al., 1998; Rogel, et al., 1991). Také pravdépodobné vysvétluje zpiisob sekrece CyaA pres
bakteridlni membranu. V bakteridlnim cytosolu je nizkd koncentrace vapenatych kationtd,
tedy 1 CyaA zde ma rozvolnénou strukturu a snadnéji projde sekrecnim kanalem. CyaA se
v tomto stavu dostane do extracelularniho prostoru hostitele, které je na vapenaté kationty
bohatsi, a tak se spusti sbaleni CyaA do pIné funkéni konformace (Chenal, et al., 2009).

Model trojrozmérné struktury repetitivnich oblasti byl vytvofen na zdkladé méfeni
elektronové paramagnetické rezonance (Rhodes, et al., 2001). Repetitivni sekvence CyaA
jsou svinuty do spiraly , ktera je tvofena B-listy s otockami. Tato struktura se nazyva beta-

roll, nebo beta sheet helix (Obr. 8).

Obr. 8: Trojrozmérna struktura repetitivni oblasti. Vlevo je pohled z roviny kolmé na osu peptidového
fetézce, vpravo je pohled ve sméru osy fetézce. V pravé ¢asti jsou polarni zbytky znazornény hnéd¢,
hydrofobni modre, ionty Ca*" v obou modelech zelené. Prevzato (Fiser, 2003; Rhodes, et al., 2001).

Vazba vapenatych kationtli do repetitivnich sekvenci je ovlivnéna sekvenci C-konce.
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Vépenaté kationty jsou schopny se vazat az na sekundarni struktury proteinu. Bylo
zjisténo, ze RTX nonapeptidové repetice se nejsou schopny sbalit do beta-rollu
v pfitomnosti vapenatych kationtli bez C koncové oblasti (zbytky 1631-1652 ) (Sotomayor
Perez, et al., 2010). Na pozici 1621 a 1645 sekvence CyaA lezi tryptofany. Jedna z hypotéz
predpoklada, ze by vzajemnd interakce aromatickych kruhti téchto tryptofanti mohla
stabilizovat strukturu nesbaleného CyaA natolik, aby byl schopen vazat vapenaté kationty
do repetitivnich sekvenci a sbalit se tak do funkéni konformace (Ladislav Bumba,

nepublikované vysledky) (Obr. 9).

Obr. 9: Usek CyaA C-koncové oblasti znazorfjici tryptofany (pozice1631-zelena a 1652-oranzova),
stojici pravdépodobné na pocatku baleni CyaA a prvni beta roll hemolyzinové oblasti (zelend a modry
Sipka). Model vytvoril Radovan Fiser programem Rosetta (nepublikovana data).
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3. MATERIAL A METODY

3.1. Chemikalie, material a pristrojové vybaveni

3.1.1. Seznam pouzitych chemikalii

B-merkaptoethanol, Calbiochem, Némecko.

Akrylamid, Serva, Némecko.

Ampicilin, Biotika, SR.

Antibiotika (10 000 U/ml penicilin G, 10 mg/ml streptomycin a 25 pg/ml
amphotericin B), 100x koncentrovany roztok, Sigma-Aldrich, USA.

Alexa Fluor 488/SE (sukcinimidylester), Invitrogen, USA.

Alexa Fluor 594/SE (sukcinimidylester), Invitrogen, USA.

Bacto-tryptone, Oxoid, Velk4 Britanie.

Bakteriologicky agar, Oxoid, Velka Britanie.

Coomassie Brilliant Blue R-250, Serva, Némecko.

Diethylaminoethyl-Sepharosa (DEAE-Sepharosa) CL-6B, Sigma-Aldrich, USA.

Dihydrogenfosfore¢nan draselny, Sigma-Aldrich, USA.

Dihydrogenfosfore¢nan sodny (dihydrat), Lach-Ner, s. r. 0., CR.

Dimethylsulfoxid (DMSO), Sigma-Aldrich, USA.

Dimyristoyl-L-alfa-fosfatidylcholin, Avanti polar lipids, Inc, USA.

Dulbecco’s modified Eagle’s médium (DMEM), PAA Laboratories, Rakousko.

Dodecylsulfat sodny (SDS), Serva, Némecko.

Ethanol, Lach-Ner, s. 1. 0., CR.

Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA), Serva, Némecko.

Fosfatidylcholin sojovy SPC S Ila, Sigma-Aldrich, USA.

Glukosa (25 % roztok), Pfipravna médii, CR.

Glutathion, Sigma-Aldrich, USA.

Glutathion-Agarosa, Sigma-Aldrich, USA.

Glycerol, Lach-Ner, s. 1. 0., CR.

Hovézi sérovy albumin Albumin Fraktion V (BSA), Carl Roth, Némecko.

Hydrogenfosfore¢nan disodny (dodekahydrat), Lach-Ner, s. r. 0., CR.

Hydroxid sodny, Lach-Ner, s. r. 0., CR.

Chlorid amonny, Sigma-Aldrich, USA.

Chlorid draselny, Lachema, CR.

Chlorid sodny, Lach-Ner, s. 1. 0., CR.

Chlorid vapenaty, Lachema, CR.

Chloroform, Lachema, CR.

Ionomycin, Sigma-Aldrich, USA.

Isopropanol, Lachema, Neratovice, Ceské republika.

Izopropyl B-D-thiogalaktopyranosid (IPTG), Sigma-Aldrich, USA.

Kvasni¢ny extrakt, Oxoid, Anglie.

Kyselina octovd, Lach-Ner, s. 1. 0., CR.

Kyselina orthofosfore¢na 85 %, Lach-Ner, s. . 0., CR.

Kyselina N-2-hydroxyethylpiperazin-N‘-2-ethansulfonova (HEPES), Serva, SRN.

L-glutamin (3 % roztok), Piipravna médii, CR.

Methanol, Lach-Ner, s. 1. 0., CR.
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Mocovina, Merck, Némecko.

N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin (TEMED), Serva, Némecko.

N,N'-methylen-bisakrylamid, Serva, Némecko.

Ni-Sepharosa, Sigma-Aldrich,USA.

Nigericin sodium salt, Fluka, USA.

Persulfat amonny (APS), Serva, Némecko.

Phenyl-Sepharosa CL-4B, Pharmacia, Praha, CR.

Pluronic F-127, Sigma-Aldrich, USA.

Proteinovy standard PageRuler Unstained Protein Ladder, Fermentas International
Inc., Kanada.

Pyruvat (1,1 % roztok), P¥ipravna médii, CR.

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) médium, Piipravna médii, CR.

Sephadex G-25, Sigma-Aldrich, USA.

SBFI/AM (sodium benzofuranisopftalate/acetoxymethylester), Invitrogen.

Siran sodny, Sigma-Aldrich, USA.

Thiamin hydrochlorid, Calbiochem, Némecko.

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris), Serva, Némecko.

Tris.Hydrochlorid (Tris-HCI), Serva, Némecko.

Triton X-100, Serva, Némecko.

Triton X-100, Amersham, USA.

Tween 20, Sigma-Aldrich, USA.

Valinomycin, Sigma-Aldrich, USA.

Vsechny pouzité chemikalie dosahovaly analytické Cistoty.

3.1.2. Pristrojové vybaveni

Biirkerova komurka, Marienfeld, Némecko.

Centricon Amicon MW 10000 cut-off, Millipore, Billerica, USA.

Centrifuga Eppendorf 5415 R, Eppendorf AG, Némecko.

Centrifuga MiniSpin®, Eppendorf AG, Némecko.

Centrifuga Sorvall RC26 Plus, Du Pont Instruments, USA.

Digitalni vahy HF-2000G, A&D Weighing, USA.

Digitalni vahy, Mettler, Bonn, Némecko.

Dioda NanoLED-280 (nebo 460), Horiba Jobin Yvon, UK, jako svételny zdroj pro
méfeni v asovém rozliSeni.

Elektroforéza Mini-PROTEAN II, Bio-Rad, USA.

Opticky Filtr 3RD410LP, Omega Filters, USA.

Opticky Filtr 3RD490SP, Omega Filters, USA.
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Opticky Filtr 3RD490LP, Omega Filters, USA.

FluoroMax-3, Jobin Yvon Horiba, Francie.

FluoroHub Single photon counting controller, Jobin Yvon Horiba, Francie.
Fluorescenéni mikroskop Cell®, Olympus IX 81, Hamburg, Némecko.
Invertovany mikroskop IX 71, Olympus, Japonsko.

Konfokalni mikroskop TCS SP2, Leica, Némecko.

LiposoFast, Avestin, Kanada.

Mrazici box (-20 °C), Zanussi, Rim, Italie.

Mrazici box (-80 °C), Jouan, Paftiz, Francie.

pH-metr, inoLab Level 1, WTW, Némecko.

Predvazky Nagema, OWA Labor, Berlin, Némecko.

Spektrofotometr SECOMAM S.2501+, ALC-SECOMAM, Francie.
Termostatovana vodni lazen typ U7C, VEB MLW, Mnichov, SRN.
Termostatovand vodni lazen typ UHS, VEB MLW, Mnichov, SRN.
Ultrasonikator S3000, Misonix, USA.

Vortex MS2 minishaker, IKA-Works, Inc., USA.

Zdroj pro elektroforézu PowerPac, Basic Power Supply, Bio-Rad, USA.

3.1.3. Roztoky a pufry

30 % roztok akrylamidu pro SDS-PAGE elektroforézu:
Akrylamid 29 % (w/v)
N,N'-methylen-bisakrylamid 1 % (w/v)
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Barvici roztok pro SDS-PAGE elektroforézu:

Methanol 225 ml

Voda 225 ml

Kyselina octova 50 ml

Coomassie Brilliant Blue R-250 0,5¢g
Cinidlo Bradfordové:

Coomassie Brilliant Blue R-250 0,01 % (W/v)

Ethanol 4,7 % (v/v)

H;POy4 8,7 % (v/v)

Odbarvovaci roztok pro SDS-PAGE elektroforézu:

Methanol 250 ml
Voda 650 ml
Kyselina octova 100 ml
PBS: pH 7,4

NaCl 138 mM
KCl 3mM
NazHPO4 12 mM
KH2PO4 2 mM

Rozdé&lovaci gel pro SDS-PAGE elektroforézu 7,5 %: pH 8,8

30 % roztok akrylamidu 1,24 ml
Destilovana voda 1,8 ml

1 M Tris-HCI pufr (pH 8,8) 1,87 ml”
10 % SDS 50 ul

25 % APS 12,5 ul
TEMED 12,5 ul
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T puft:

Tris-HCI pH 8

TB puft:

HEPES
CaCb
KCl

50 mM

10 mM
15 mM
250 mM

pH se upravi na 6,7 pomoci 1 M KOH a poté se pfidda MnCl, do vysledné koncentrace

55 mM. Roztok se sterilizuje filtraci pies filtry o velikosti port 0,22 pm

TC puft:

Tris-HCl pH 8
C&Clz

TN puft: pH 7,4

Tris-HC1
NaCl

TCT puft:

Tris-HCI pH
C&Clz
Triton X-100

TNC pufr: pH 7,4

Tris-HC1
NaCl
CaCb
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50 mM
0,2 mM

50 mmol/l
150 mmol/l

850 mM
0,2 mM
0,1 %

50 mmol/l
150 mmol/l
10 mM



TNE puft: pH 7,4

Tris-HC1
NaCl
EDTA

TUC puft: pH 8,0

Tris-HC1
Mocovina

CaCl2

TUE-A puft: pH 8,0

Tris-HC1
Mocovina

EDTA

TUE-B puft: pH 8,0

Tris-HC1
Mocovina

EDTA

TUN-A puft: pH 8,0

Tris-HC1
Mocovina

NaCl

TUN-B: pH 8,0

Tris-HC1
Mocovina

NaCl
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50 mmol/l
150 mmol/l

1 mmol/l

50 mM
&M
0,2 mM

50 mM
&M
2 mM

50 mM
&M
4 mM

50 mM
8 M
120 mM

50 mM
8 M
200 mM



Zaostiovaci gel pro SDS-PAGE elektroforézu 5 %: pH 6,8

30 % roztok akrylamidu 266 ul
Destilovana voda 1,23 ml
1 M Tris-HCI pufr (pH 6,8) 200 pl
10 % SDS 60 ul
20 % APS 20 ul
TEMED Sul

3.1.4. Kultiva¢ni média

3.1.4.1. Tekuta kultiva¢ni média pro bakterialni kultury

LB médium (Luria-Bertani médium):

Bacto-tryptone 10g
NaCl 5¢g
Kvasni¢ny extrakt 5¢g
Deionizovana voda do 1000 ml

Pfidanim 5 M NaOH se upravi pH na hodnotu 7,2.

MDO médium pH 7,0:
NaH,POq4 lg
Na,HPO4 3g
NH4Cl 2g
Na,SO;4 0,5¢
Thiamin 10 mg
Kvasni¢ny extrakt 20 mg
Glycerol 20 mg
Deionizovana voda do 1000 ml

5 M NaOH (uprava pH)
Sterilace autoklavem (0,12 MPa,120 °C, 20 minut)
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SOB (Super Optimal Broth) médium:

Bacto-tryptone 20g
Kvasni¢ny extrakt 5¢g
NaCl 0,6 g
KCl 02¢g
Deionizovana voda 990 ml

Steriluje se autoklavem (0,12 MPa, 120 °C, 30 minut). Poté se pfidd 10 ml sterilniho
roztoku 1 M MgCl, a 1 M MgSO,. Takto ptipravend média se uchovavaji pii 4 °C.

Médium s ampicilinem:

Ptipravi se médium (LB médium nebo MDO médium). Po sterilizaci a vychladnuti
se k médiu pfida ampicilin do vysledné koncentrace 150 pg/ml.

Takto pfipravend média se uchovavaji pii 4 °C.

Médium s tetracyklinem:

Ptipravi se médium (LB médium nebo MDO médium). Po sterilizaci a vychladnuti
se k médiu prida tetracyklin do vysledné koncentrace 12,5 uM.

Takto pfipravend média se uchovavaji pii 4 °C.

3.1.4.2. Tuha kultiva¢ni média pro bakterialni kultury

LB pida (Luria-Bertani médium) pH 7,2:

Bacto-tryptone 10g
kvasni¢ny extrakt S5¢g

NaCl 10g
deionizované voda do 1000 ml

5 M NaOH (uprava pH)

Pred sterilizaci se do média prida 18 g/l bakteriologického agaru. Po sterilaci se médium
vychladi na teplotu piiblizné¢ 50 °C, ptida se ampicilin do vysledné koncentrace 150 pg/ml,
nebo tetracyklin do vysledné koncentrace 12,5 uM, a po zamichani se takto pfipravené

médium pouziva na piipravu agarovych ploten, které se uchovavaji pti 4 °C.
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3.1.4.3. Kultiva¢ni média pro tkanové linie

DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s médium):

Komeréné dostupné s vysokym obsahem glukosy (4,5 g/l), L-glutaminu,

bez fenolové Cervené bylo zakoupeno od firmy PAA Laboratories, Rakousko.

HBSS (Hank’s balanced salt solution)

NaCl

KCl

CaCl,

MgCl,

Hepes pH 7,4
glukosa

RPMI (Roswell Park Memorial Institute) médium:

RPMI s NaHCO3

L-glutamin (3 % roztok)

Glukosa (25 % roztok)

Pyruvat (1,1 % roztok)

Antibiotika (100krat koncentrovana)

FCS (z angl. Fetal calf serum)

3.1.5. Pouzité tkanové linie

140 mM
5 mM

2 mM

3 mM

10 mM

1 % (w/v)

450 ml
5ml
O9ml
2,5 ml
5ml
50 ml

Pro mikroskopické studie byla pouzivana mysi makrofagova linie J774A.1 (ATCC -
American Type Culture Collection, Catalog No. TIB-67, USA).

3.1.6. Bakterialni kmeny

Bakterialni kmen Escherichia coli XL-1 Blue (Stratagene, USA) recAl endA1 gyrA96
thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F'proAB laclq ZAM15Tn10(Tetr)] byl pouzivan pro

manipulaci plazmidovych DNA a produkci CyaA.



3.1.7. CyaA a jeho pouzité derivaty

CyaA — adenylat-cyklazovy toxin.

CyaA-detox - toxoid geneticky detoxifikovany inzerci GlySer mezi AK 188 a 189 —
preruseni ATP vazebného mista CyaA, toxin ztraci adenylatcykldzovou aktivitu (Ladant, et
al., 1992; Osicka, et al., 2000).

CyaA(1530-1680) — tsek CyaA 150 AK, ¢ast RTX domény.

CyaA WYR (1530-1680) - usek CyaA 150 AK se substituci v pozici 1645-1647
WYR>ASG.

3.2. Metody a pracovni postupy

3.2.1. Produkce a purifikace CyaA a jeho derivatu

3.2.1.1. Uchovavani bakteridlnich kmenu

Kmeny E. coli XL1-Blue, E. coli BL21(ADE3) byly kratkodobé¢ uchovavany na
agarovych LB plotnach s ptisluSnym antibiotikem pti 4 °C. Dlouhodob¢ byly uchovavany
zmrazené v glycerolu (40% glycerol smichany s kulturou v tekutém LB médiu, narostlou

do stacionarni faze, v poméru 1:1) pii -80 °C.

3.2.1.2. Ptiprava superkompetentnich bunék Escherichia coli

Na tuhé¢ LB médium s tetracyklinem byla nanesena suspenze bunck dlouhodobé
uchovéavaného kmene E. coli (3.2.1.1.) a dale kultivovana (37 °C, 16-24 hodin). Poté byly
2-3 kolonie E. coli z tuhého LB média ptfeneseny do 50 ml LB média s tetracyklinem a
kultivovany pies noc pii teploté 30 °C. Druhy den rano bylo pfeneseno 5 ml no¢ni kultury
do 500 ml SOB média a pokracovalo se v kultivaci pii 30 °C za intenzivniho tfepani a
meéteni optické denzity bakteridlni kultury. Po dosazeni pozadované optické denzity
(ODg00 nm = 0,6) byla kultura prudce ochlazena v ledové 14zni a poté centrifugovana (6 000
g, 4 °C, 10 minut). Sediment bakteridlnich bun¢k E. coli byl resuspendovan ve 32 ml
ledového TB pufru. Nasledovala inkubace bunécné suspenze v lazni voda-led (0 °C, 10
minut) a opétovna centrifugace bun¢k (6 000 g, 4 °C, 10 minut). Po odstranéni

supernatantu byl sediment bakterialnich bun¢k resuspendovan ve 4 ml ledového TB pufru.
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K bunécné suspenzi bylo piiddno DMSO do koncentrace 7 % (v/v) a po inkubaci v ledové
lazni (0 °C, 10 minut) byla bunécéné suspenze rozplnéna po 200 pl do mikrozkumavek a
zamrazena v tekutém dusiku. Takto pfipravené superkompetentni builky E. coli byly

dlouhodobé¢ uchovavany pii teploté - 80 °C.

3.2.1.3. Transformace plazmidové DNA do kompetentnich bunék

K 50 pl suspenze superkompetentnich bunék (kapitola 3.2.1.2.) byl ptfidén 1 pl
plazmidové DNA (pCACT3) ze zéasobnich roztokli, obsah byl Setrn¢, ale dikladné
zamichan. Plazmid pCACT3 s vlozenym genem pro CyaA nebo jeho mutantu nesl jako
selekéni marker gen blaM zajist'ujici nositeli rezistenci k ampicilinu (Betsou, et al., 1993).
Smés byla inkubovana (4 °C, 10 minut) a nasledné pfenesena na 5 minut do vodni 14zné o
teplot¢ 37 °C a poté ochlazena po dobu 2 minut v ledu. Po pfidani 1 ml ptedehiatého
tekutého LB média byla kultura inkubovana 60 minut (37 °C). Béhem této doby se plazmid
uvnitt transformovanych bunék replikuje a zaroven dochazi k produkci ur¢itétho mnozstvi
B-laktaméazy. V zavéru celého procesu bylo vyseto 50 — 200 ul suspenze na tuhé LB
médium s ampicilinem, ke kterému transformované buiiky nesly rezistenci. Buiiky byly

inkubovany (37 °C, 12 — 16 hodin).

3.2.1.4. Produkce toxinu v 500ml kulturach

Bunky transformované plazmidem uréenym k expresi pozadovaného proteinu a
inkubovany ptfes noc na tuhém LB médiu s ampicilinem. Druhy den byly do 50 ml
tekuttho MDO média obsahujiciho ampicilin pfeneseny 2-3 bakteridlni kolonie, které
nesly plazmid s genem pro pozadovany protein a bakterie E. coli byly kultivovany za
stalého tfepani 12—16 hodin pii 37 °C. Nasledné bylo odebrano 5 ml pro zaockovani 500
ml cerstvého MDO média s ampicilinem. Bakteridlni kultura byla inkubovéna za
nepietrzitého tfepani pii teplot¢ 37 °C do optické denzity ODgyonm = 0,6. Poté byla
produkce proteinu indukovéna ptidavkem IPTG (o vysledné koncentraci 1 mM) vzhledem
k tomu, Ze geny kodujici CyaA, ptipadné CyaC, jsou pod kontrolou inducibilniho lac
promotoru. Kultura se za stalé¢ho tfepani nechala rist dalSi 4 hodiny, aby mohlo dojit k
produkci CyaA. Kultivace bakterii byla ukon¢ena prudkym ochlazenim narostl¢ bakterialni
kultury v 1azni voda-led.

Pro analyzu vyprodukovaného mnozstvi proteinu v buiikkach E. coli byl z narostlé
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bakteridlni kultury odebran vzorek (1 ml), ktery byl dale centrifugovan (12 000 g,
pokojova teplota, 1 minuta). Po odstranéni supernatantu byl pelet bun¢k resuspendovan ve
200 pl TUC pufru. Nasledné bylo odebrano 20 pl pro analyzu mnoZzstvi vyprodukovaného
toxinu pomoci SDS-PAGE (kapitola 3.2.2.1.).

3.2.1.5. Ptiprava mocovinového extraktu CyaA a jeho derivati

Narostld bakteridlni kultura po kultivaci (kapitola 3.2.1.4.) byla centrifugovana (4000 g,
4 °C, 20 minut). Pelet bun¢k byl resuspendovan v TC pufru (10 ml) a sonikovan (4 minut,
35W, 0°C, 30 sekundovy pulz, 60 sekundova pauza na chlazeni). Po sonikaci byly
zbyvajici celistvé bunky odstranény centrifugaci (3000 g, 4 °C, 5 minut). Supernatant byl
pfenesen do nové centrifugani zkumavky a centrifugovan (18000 g, 4 °C, 30 minut).
Protein pfitomny v inkluznich téliscich bakterii se poté nachazel v peletu. Supernatant byl
odstranén a membrany bunék byly odstranény opatrnym odmyvanim sedimentu v TUE-B
pufru. Inkluze s proteinem byly poté resuspendovany v deionizované vod¢ a cely obsah
zkumavky byl centrifugovan (18000 g, 4 °C, 10 minut). Supernatant byl znovu odstranén a
k vytvofenému peletu bylo ptidano 4,8 g pevné mocoviny a 6 ml 50 mM roztoku Tris-HCI
(pH 8,0). Obsah zkumavky byl Setrn¢ promichan a nadéle promichavéan pomalou inverzi po
dobu 45 minut, aby doslo k Gplnému rozpusténi mocoviny na vyslednou koncentraci 8 M.
Poté byl obsah zkumavky centrifugovan (18000 g, 4 °C, 30 minut) a supernatant
(mocovinovy extrakt) obsahujici denaturovany CyaA (nebo jeho mutantni formy) byl
pfeveden do novych zkumavek a uchovavan pii teploté¢ -20 °C. Pro analyzu mnozstvi

toxinu v mocovinovém extraktu byla pouzita SDS-PAGE (kapitola 3.2.2.1.).

3.2.1.6. Purifikace proteinu ionexova chromatografii na DEAE-Sepharose

Chromatografickd kolona byla naplnéna 10 ml DEAE-Sepharosy a promyta
deionizovanou vodou, aby doSlo k odstranéni ethanolu, ve kterém byla matrice
uchovavana. Kolona byla ekvilibrovana TUN-A pufrem do doby, nez pH pufru, ktery
vytékal z kolony, bylo stejné jako pH nanaSeného pufru (asi 100 ml TUN-A pufru). V
mocovinovém extraktu pfipraveném k purifikaci (kapitola 3.2.1.5.) byla upravena
koncentrace NaCl na vyslednou hodnotu 50 mM. Takto upraveny vzorek byl nanesen na
piredem pfipravenou kolonu s DEAE-Sepharosou, kde doslo k zachyceni CyaA. VétSina

ostatnich kontaminujicich proteind byla nasledné odstranéna promyvanim kolony TUN-A
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pufrem (cca 25-35 ml). Navazany toxin byl z kolony eluovan roztokem TUN-B. Béhem
eluce bylo mnozstvi proteinu meéfeno orientatnim testem podle Bradfordové (10 ul
eluovaného vzorku a 90 pl ¢inidla Bradfordové). Pritomnost a Cistota ziskaného CyaA z

DEAE-Sepharosy byla poté zjisténa pomoci SDS-PAGE (kapitola 3.2.2.1.).

3.2.1.7. Purifikace proteinu hydrofobni chromatografii na Phenyl-Sepharose

Chromatograficka kolona byla naplnéna 2 ml Phenyl-Sepharosy a promyta
deionizovanou vodou, aby doSlo k odstranéni ethanolu, ve kterém byla matrice
uchovavana. Poté byla ekvilibrovana TN pufrem (cca 20 ml).

Vzorek obsahujici toxin, ktery byl purifikovan na DEAE-Sepharose (kapitola 3.2.1.6.),
byl fedén 4x pomoci TN pufru a byl nanesen na ptfedem pfipravenou kolonu s Phenyl-
Sepharosou. Phenyl-Sepharosa s navazanym toxinem byla poté promyta 20 ml 50 mM
Tris-HC1 (pH 8,0). Navéazany toxin byl z Phenyl-Sepharosy eluovan TUE-A pufrem v
postupné odebiranych 1 ml frakcich. MnoZzstvi proteinu bylo méfeno v kazdé frakci
orientacnim testem podle Bradfordové (10 pl frakce a 90 pl ¢inidla Bradfordové).

Ptitomnost a Cistota CyaA v jednotlivych eluovanych frakcich z Phenyl-Sepharosy byla
poté zjisténa pomoci SDS-PAGE (kapitola 3.2.2.1.). Konecné stanoveni koncentrace
proteinu v jednotlivych frakcich bylo provedeno metodou podle Bradfordové (kapitola

3.2.2.2)).

3.2.1.8. Priprava extraktu C-konce CyaA

Narostld bakteridlni kultura po kultivaci (kapitola 3.2.1.4.) byla centrifugovéna (4000 g,
4 °C, 20 minut). Pelet bunék byl resuspendovan v TNC pufru (10 ml) a sonikovan
(4 minut, 35 W, 0 °C, délka pulzu 30 s, 60 s pauza na chlazeni). Po sonikaci byly zbyvajici
celistvé bunky a velké bunécné zbytky odstranény centrifugaci (20000 g, 4 °C, 20 minut).

Supernatant byl pifeveden do novych zkumavek a byl z n& odebran vzorek na SDS-

PAGE (kapitola 3.2.2.1.)

3.2.1.9. Purifikace C-konce CyaA afinitni chromatografii na Gluthation-Agarose

Chromatografickd kolona byla naplnéna 10 ml Gluthation-Agarosy a promyta

deionizovanou vodou, aby doSlo k odstranéni ethanolu, ve kterém byla matrice
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uchovavana. Poté byla ekvilibrovana TNC pufrem (cca 100 ml). Supernatant z 3.2.1.8. byl
pienesen na kolonu s Glutathion-Agarosou, kde doslo k zachyceni C-konce CyaA pomoci
GST-kotvy. Dale byla kolona né¢kolikrat promyta TNC pufrem. C-konec byl eluovan
roztokem redukovaného glutathionu (3 mg/ml). Béhem eluce bylo mnozstvi proteinu
stanoveno metodou podle Bradfordové (10 pul eluovaného vzorku a 90 pl cinidla
Bradfordov¢).

Pfitomnost a Cistota ziskaného C-konce CyaA z Glutathion-Agarosy byla poté zjisténa

pomoci SDS-PAGE (kapitola 3.2.2.1.).

3.2.1.10. Odstranéni Glutathionu dialyzou

Vzorek C-konce CyaA byl uzavien v dialyza¢nim stiivku (cut-off 3000 Da) s TEV
proteazou, kterd odstépila GST-tag. Objem dialyzovaného vzorku ku dialyzacnimu pufru
byl zvolen 1:2000. Dialysa probihala za stalého michani po dobu 12 -18 hodin pii 4 °C.
Vzorek byl centrifugovan (28000 g, 10 min).

3.2.1.11. Purifikace C-konce CyaA afinitni chromatografii na Ni-Sepharose

Chromatografickd kolona byla naplnéna 5 ml Ni-Sepharosy a promyta deionizovanou
vodou, aby doslo k odstranéni ethanolu, ve kterém byla matrice uchovavana. Poté byla
ekvilibrovana TN pufrem (cca 50 ml). Supernatant z kapitoly 3.2.1.10. byl nanesen na
kolonu. V kolon& byl zachytdvana GST-tag s His-tagem a C-konec byl vymyvam TNE
pufrem do zkumavek. Mnozstvi peptidu v jednotlivych zkumavkéich bylo stanoveno
metodou podle Bradfordové (10 pul eluovaného vzorku a 90 ul ¢inidla Bradfordové). Po
ttetim promyti TNE pufrem byla kolona promyta 5 ml TNE pufru s 30 mM imidazolem
pro ziskani zbytku C—konce bez GST. Pro odstranéni GST z kolony bylo pouzito 50 ml
200 mM imidazolu. Pfitomnost a Cistota ziskaného C-konce CyaA z Ni-Sepharosy byla
zjisténa pomoci SDS-PAGE (kapitola 3.2.2.1.). Nejlepsi elucni frakce (druhd az ctvrtd)
byly smichdny a zahustény na centriconu Amicon (10000 Da cut-off). Kone¢né stanoveni
koncentrace proteinu v jednotlivych frakcich bylo provedeno metodou podle Bradfordové

(kapitola 3.2.2.2.).
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3.2.2. Stanoveni vlastnosti a mnoZstvi proteinu CyaA a jeho derivati

3.2.2.1. SDS-polyakrylamid elektroforéza

Ke 20 pl proteinu bylo ptidano 5 pl Skrat koncentrovaného vzorkového pufru uréeného
pro elektroforézu v SDS-polyakrylamidovém gelu. Po zahtati na 100 °C po dobu 5 minut
byly takto pfipravené vzorky nanaseny na gel, sestavajici se z horniho 5 % zaostfovaciho
gelu a ze spodniho 7,5 % rozd&lovaciho gelu. Po prob&hnuti elektroforézy (8 V/em® pro
zaostiovaci gel a 15 V/ecm2 pro rozdé€lovaci gel) v Tris-glycinovém pufru (pH §,3), byl
odstranén zaostfovaci gel a rozdélené proteiny byly vizualizovany barvicim roztokem pro
SDS-PAGE s Coomassie Brilliant blue R-250 (mirné ttepani, 20 °C). Poté byl rozdé¢lovaci
gel odbarven v odbarvovacim roztoku pro SDS-PAGE (mirné tiepani, 20 °C, 2 x
20 minut), promyt destilovanou vodou a vysuSen v celofanové folii. Pro porovnéni
molekulové hmotnosti rozdélenych proteini byl pouzit standard molekulovych hmotnosti

(PageRuler Unstained Protein Ladder).

3.2.2.2. Stanoveni koncentrace proteint

Ke stanoveni koncentrace proteini ve vzorku bylo pouzito metody podle Bradfordové
(Bradford, 1976). Nejdiive byla v rozmezi 10-100 pg/ml ptipravena série fedéni BSA,
ktery byl pouzit jako kalibracni standard. K fedéni byl pouzit stejny pufr jako k ptiprave
méfené¢ho vzorku. Poté bylo ke 100 pl fedénych standardf, 100 pl vzorku a 100 pl
samotného pufru (referencni standard) pfiddno 900 pl ¢inidla Bradfordové. Vzorky byly
promichany a inkubovany pfi pokojové teploté 15 minut. Absorbance série standardl a
meieného vzorku byla méfena proti referencnimu standardu pii vinové délce 595 nm.

Nakonec byla sestrojena kalibra¢ni kiivka, z niz byla odvozena koncentrace proteinu ve

vzorku.

3.2.2.3 Ptiprava suspenze erytrocytl

2 ml berani krve bylo pétkrat promyto TNC pufrem pomoci centrifugace (2000 x g,
4 °C, 1 minutu). Poté byly krvinky resuspendovany ve 20 ml TNC pufru. Bylo stanoveno
mnozstvi krvinek a to tak, ze 100 pl suspenze krvinek bylo lyzovano 900 pl TCT pufru a
mnozstvi uvolnéného hemoglobinu bylo stanoveno spektrofotometricky méfenim

absorbance pii vlnové délce 541 nm (z cehoz bylo vypocitano mnozstvi krvinek v
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suspenzi). Suspenze krvinek, byla nafedéna TNC pufrem tak, aby vysledna absorbance po
ptidavku TCT pufru byla 3.0, coZ odpovidd asi 5 x 10® erytrocytd v 1 ml suspenze.
Nakonec byl k takto pfipravené suspensi ¢ervenych krvinek pfidan roztok CaCl, tak, aby

vysledna koncentrace vapenatych iontii byla 2 mM.

3.2.2.4. Stanoveni hemolytické aktivity proteinu

Do mikrozkumavky bylo odebrano 0,990 ml suspenze erytrocytii (kapitola 3.2.2.4.), k
ni bylo pfidano 10 pl CyaA o koncentraci 5 pg/ml. Smés byla promichana a inkubovana
5 hodin pfi teploté 37 °C. Jako slepy pokus byl pouzit vzorek, ktery neobsahoval CyaA, ale
obsahoval pouze samotné erytrocyty. Po inkubaci byly vzorky centrifugovany (2000 x g,
25°C, 1 minuta). Supernatant obsahujici uvolnény hemoglobin byl odebran do
spektrofotometrické kyvety. Absorbance pii 541 nm byla stanovena proti slepému pokusu.
Ziskané hodnoty absorbance byly piepocteny na koncentraci ptfiddvaného toxinu a
procentuelné¢ vztazeny k maximalni mitfe lyze krvinek, kterd byla urcenalyzi 100 pl
suspenze krvinek v 900 pl TCT pufru a méfeni mnozZstvi uvolnéného hemoglobinu

spektrofotometricky méfenim absorbance pii vinové délce 541 nm.

3.2.3. Charakteristika fluorescencni sondy SBFI/AM

Fluorescencni sonda SBFI (Sodium binding benzofuran isophthalate) je jedna z prvnich
sond, které se pouzivaly na zjisténi zmén vnitrobunécné koncentrace sodnych kationtt.
Sklddd se zchelataéniho kruhu, do kterého se véazou sodné¢ kationy, a dvou
benzofuranisoftalatovych skupin s fluorescen¢nimi vlastnostmi navazanych na aza-skupiny
chelata¢niho kruhu (Obr. 10) (Minta & Tsien, 1989; J R Lakowicz, 2006). SBFI je
dostupna ve dvou formach. Jako tetraamonnd sl neni schopna prochazet bunécnou
membranou. V acetoxymethylesterové (AM) formé je sonda SBFI schopna prochazet
membranou. AM forma SBFI je mimo buiiky neutralni molekulou, kterd je schopna projit
membranou prostou difuzi a mé& nizkou afinitu k iontim. Po vstupu do bunky
vSudypiitomné nespecifické esterazy rozstépi esterové vazby a sonda ziskd zaporny naboj
a kysely charakter. V tomto stavu z buniky neunikd a zaroven se zvysi afinita vazby sondy k
sodnym kationtim (Lakowicz, 2006).

Jak je patrné z Obr. 11 dochazi pfi zvyseni koncentrace sodnych kationtd k posunu
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emisniho maxima SBFI ke krat§im vlnovym délkam a také ke zvySeni intenzity
fluorescence. Toho se vyuziva k pomérovému méteni, které je tak schopné zjistit aktualni
zménu koncentrace sodnych kationtd. Pro pomérové meéfeni se voli vlnové délky, pii
kterych se zménou koncentrace sodnych kationtl nejvic méni intenzity fluorescence,
v naSem piipad¢ jsme zvolili 500/560 nm. Na Obr. 11 je vidét, ze pii zméné koncentrace
sodnych kationti dochazi také ke zméné tvaru excitacniho spektra. Proto je mozné
zjisStovat koncentraci sodnych kationtd i pomérovym méfenim v excitacnim spektru pii
vhodnych vinovych délkéach, v nasem ptipad¢ 345/385nm (Singer, et al., 1999). V ptipadé
zvySovani koncentrace sodnych kationti by se mély poméry intenzit pti emisi 500/560 nm
nebo excitaci 345/385 zvySovat. Nevyhodou SBFI je excitace v UV oblasti, kterd ma za
nasledek velkou intenzitu autofluorescence bun¢k (Lakowicz, 2006).

Disocia¢ni konstanta (Kg4) idedlni sondy pro sodné kationty by se méla pohybovat v
oblasti 5 - 50 mM pfi pH 7 ve vodném prostiedi. Sonda s takovou K4 by méla byt schopna
vazat sodné kationty s dostatecnou afinitou ve fyziologicky relevantnich koncentracich (5 -
140 mM) dostatecné citlivé. VEtsi afinita by byla také neZadouci, protoZe by sonda nebyla
schopna reagovat na snizovani koncentrace sodnych kationtli. Idedlni sonda pro sodné
kationty by také me¢la mit dostate¢né nizkou afinitu k ostatnim fyziologicky relevantnim
iontiim, aby pfi jejich fyziologickych zménach koncentrace neovlivitovaly méfeni sodnych
kationtfl. Takova sonda by méla vykazovat nasledujici afinity pro ionty: K™ - Kg4> 150 mM
(20-krat vy3si nez pro sodné kationty), Mg - K4 > 10 mM, Ca*" - K4 > 10 pM (Minta and
Tsien, 1989). Biologicky relevantnéj$i hodnoty Ky jsou ziskavany pfi méfeni v roztoku,
ktery obsahuje smés sodnych a draselnych kationtli. Soucet jejich koncentrace je udrzovan
na hodnoté 135 mM a navic je pritomno 1 mM Mg®" a pH je udrzovano na 7,05 - coZ
odpovida cytoplazmé bunék obratlovci. Sonda SBFI tyto podminky spliiuje (Tab. 1.)
(Minta and Tsien, 1989).

Disociaéni konstanta (mM)
ionty Na* | K | Mg" | Ca" Na' v K’ pH 7,05
SBFI 74| 166 38 68 17-18

Tab. 1: Disocia¢ni konstanta pro sondu SBFI a fyziologicky relevantni ionty. SBFI bylo rozpusténo
v 0,1 M tetramethylammonium chloridu. Na"v K' oznacuje hodnotu disociaéni konstanty pro Na"
s pozadim K': [Na'] x [K'] = 135 mM pfi pH 7,05; pfevzato: (Minta and Tsien, 1989).
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Struktura SBFI/AM

/

Acetoxymethylesterova skupina
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odstépena po vstupu do bufiky
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1,7-diaza-4,10,13-trioxacyklopentadekan —
chelataéni skupina pro vazbu sodnych kationtt

AM

Obr. 10: Struktura sondy SBFI/AM, ptevzato: http://probes.invitrogen.com/media/structure/897.jpg a

upraveno.
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Obr. 11: Emisni a excitaéni spektrum sondy SBFI/AM pii koncentraci Na” A: 145 mM; B: 0 mM;
vilnové délky zvolené pro pomérové méfeni v emisi 500/560 nm (Cervené Sipky) ; vinové délky

zvolené pro pomérové méfeni v excitaci 345/385 nm (zelené Sipky) prevzato:
http://probes.invitrogen.com/media/spectra/1262na.jpg a upraveno.
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3.2.4. Charakteristika fluorescencni sondy Sodium Green

Fluorescen¢ni sonda Sodium Green (SG) byla vyvinuta pro stanoveni koncentrace
sodnych kationtli stejn¢ jako SBFI. Narozdil od SBFI nevykazuje SG vyznamny posun
emisniho maxima (Obr. 13). Pfi zvySeni koncentrace sodnych kationti, u ni ale dojde
k prodlouzeni doby dohasinani z 1,13 ns pfi 0OmM koncentraci sodnych kationtd az na 2,39
ns pii 144mM koncentraci sodnych kationtl (Szmacinski and Lakowicz, 1997).

Struktura SG je podobna SBFI. Sklada se z chelataéniho kruhu, do kterého se vazou
sodné¢ kationy (Minta and Tsien, 1989), a dvou dichlorofluoresceinovych skupin
s fluorescenénimi vlastnostmi navdzanych na aza-skupiny chelataéniho kruhu (Obr. 12)
(Lakowicz, 2006; Szmacinski and Lakowicz, 1997). SG je dostupna ve dvou forméch. Ve
formé tetraamonné soli neschopné prochédzet buné¢nou membranou a v tetraacetatové (TA)
form¢ schopné prochdzet membranou. TA forma SG je obdobnd AM formé SBFI: je
neutrdlni a prochazi bunécnou membranou a po odStépeni acetatii v buiice z cytosolu
neunikd a vaze s vyssi afinitou sodné kationty.

Disocia¢ni konstanta SG pro sodné kationy je dostatecna pro selektivni méfeni sodnych

kationtl za fyziologickych podminek (Tab. 2) (Minta and Tsien, 1989).

Disociac¢ni konstanta
(mM)

ionty Na* Na'vK'

SG 6 21

Tab. 2: Disociaéni konstanta pro sondu SG a sodné ionty. Na“ v K oznacuje hodnotu disocia¢ni
konstanty pro Na' s pozadim K': [Na'] x [K'] = 135 mM pfevzato:
http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/mp06900.pdf
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Struktura Sodium Green/TA
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Obr. 12: Struktura sondy SBFI/TA, pievzato: http:/probes.invitrogen.com/media/structure/2458.jpg a
upraveno.
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Obr. 13: Emisni spektra sondy Sodium Green pii excitaci 507 nm pii zvySujici se koncentraci sodnych
kationtti (hodnoty koncentrace pod jednotlivymi kiivkami v mM) , pfevzato: (Szmacinski and
Lakowicz, 1997) a upraveno
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3.2.5. Méreni vstupu sodnych kationii do buiiky

3.2.5.1. Ptiprava a barveni SBFI/AM buné¢k pro méfeni

Kryci skla na mikroskopii (22x22 mm) byla rozpllena diamantovym nozem, aby se
vesla do kyvety pro fluorescenéni méteni, omyta v ethanolu a sterilovana v susarné pti 140
°C po dobu 3 hodin. 3 x 10° J774A.1 bun&k na takto ptipravenych sklech v 6-ti jamkovych
destickach (1 sklo/jamku) v RPMI médiu bylo inkubovano v CO; inkubétoru (5 % hladina
COy, 37 °C) ptes noc. RPMI médium je fluorescencni méteni nevhodné, protoze obsahuje
barevné indikatory pro zjistovani dostatku zivin v médiu a k jeho pufrovani je nutny CO;
(5%). Médium tedy bylo vyménéno za HBSS médium (bezfosfatové médium, pH 7,4). K
bunkam byla pfidana fluorescenéni sonda SBFI/AM, které byla rozpusténa v roztoku 12,5
% (w/w) Pluronic F-127, findlni koncentrace tedy byla SuM SBFI/AM a 0,0125% (w/w)
Pluronic F-127. Inkubace bunék se sondou probihala potmé 45 minut (25 °C). SBFI/AM
sonda vstupuje do bunky, je zde St€pena bunécnymi esterdzami a stdva se membranove

neprostupnou, takze z buiiky neunika.

3.2.5.2. M¢éteni emisniho spektra bun€k obarvenych SBFI/AM

Emisni spektrum bunék obarvenych SBFI/AM bylo méfeno pii excitaci 340 nm na
spektrofluorometru Flouromax-3 (zdznam pomoci softwaru DataMax). Integracni Cas byl
0,2 s a spektrum bylo méteno v rozsahu emisniho spektra SBFI (viz Obr. 11) 390-590 nm,
nebo 390-650 nm . Pfi méfeni byl pouzivan opticky filtr 410 nm, ktery nepropousti kratsi

vinové délky nez 410 nm — tzv. ,,long pass®.

3.2.5.3. M¢éfeni poméru emisnich vinovych délek buné¢k obarvenych SBFI/AM

Vstup sodnych iontd do bunék byl méfen na spektrofluorometru FluoroMax-3 jako
pomér emisnich vinovych délek 560 a 500 nm (kapitola 3.2.5.) pii excitaci 340 nm
(software DataMax). Méteni bylo provadéno ve 25 °C, v 1 cm kyveté a pozorovana plocha

preparatu byla asi 10 mm?, takZe signal byl pfiblizné z 10* bungk.
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3.2.5.4. Priprava a barveni Sodium Green/TA bun¢k pro méfeni

Kryci skla na mikroskopii (22x22 mm) byla rozptlena diamantovym nozem, aby se
vesla do kyvety pro fluorescencni méfeni, omyta v ethanolu a sterilizovana v peci pii 140
°C po dobu 3 hodin. 3 x 10° J774A.1 bungk na takto p¥ipravenych sklech v 6-ti jamkovych
destickach (1 sklo/jamku) v RPMI médiu bylo inkubovano v CO2 inkubatoru (5 % hladina
CO, 37 °C) ptes noc. Médium bylo vyménéno za HBSS médium (bezfosfatové médium,
pH), protoze RPMI medium ovliviluje fluorescencni signdl piitomnosti barevnych
indikatorti. K buiikdm byla pfidana fluorescencni sonda SG/TA, kterd byla rozpusténa v
roztoku 13 % (w/w) Pluronic F-127, finalni koncentrace tedy byla 2 uM SG/TA a 0,013%
(w/w) Pluronic F-127. Inkubace bun¢k se sondou probihala potm¢ 30-40 minut (25 °C). TA
forma sondy vstupuje do bunky, je zde St€pena bunéénymi esterdzami a stava se

membranove neprostupna, takze z bunky neunika.

3.2.5.5. M¢éteni doby dohasinani sondy Sodium Green

Doba dohasinani SG byla méfena na spektrofluorometru FluoroMax-3 s pouzitim
modulu FluoroHub pro TCSPC metodu (z angl. Time-correlated Single photon counting).
Excitovano bylo pulzni diodou NanoLED-460 s opakovaci frekvenci 1 MHz. Data byla
ukldddna do 2048 kanala (111 ps na kanal). Méfeni trvalo 60 vtetfin s minimalnimi
¢asovymi intervaly mezi méfenimi. Na snimani dat byl pouzit program DataStation v2.5 a
na navrzeni a dekonvoluci multiexponencialnich modelti (dvou a tfiexponencialnich)
namétenych signali byl pouZit software DAS6 v6.4 (oba od Horiba Jobin Yvon).

Nasim cilem bylo ziskat stfedni doby dohasinani t, k nimZ by se po naméfeni titraénich
ktivek prifadily realné hodnoty koncentrace sodnych kationtl. Stfedni doba dohasinani
byla zvolena kvuli vzdalenym hodnotam t dvou a tfiexponencidlniho modelu. Kalibrace
méla byt méfena v 50 mM Hepes, pH 7,2 s riznou koncentraci octanu sodného a octanu
draseln¢ho tak, aby vysledna koncentrace kationtli byla 145 mM. Zaroven méla byt
permeabilizovana buné¢énd membrana bunck 3 M valinomycinem a nigericinem po dobu
30ti minut, aby se sonda SBFI/AM dostala do bun¢k, kde se diky nespecifickym esterazam
zvysuje jeji afinita k Na™ iontim a diky jejich vazbé na sondu se zvySuje jeji intenzita

fluorescence. Vzhledem k ziskanym vysledktim (kapitola 4.1.) jsme ji nakonec neméfili.
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Pro vypocet primérné doby dohasinani T z modeli nasich multiexponencialnich signalt

ziskanych softwarem DAS6 v6.4 byla pouzita rovnice:

r= szl * G
kde frakéni prispévek f; je:

*
f — ai Ti
i 2 *
ial. 7;

a kde t; je doba dohasinani dané frakce fluoroforu a o; pomérné zastoupeni intenzit
danych frakci fluoroforu (Lakowicz, 2006; Szmacinski and Lakowicz, 1997). Frak¢ni
ptispévek f; ur€uje jakou intenzitou pfispivd frakce o dané dobé dohasinani k celkové

intenzité vzorku (Lakowicz, 2006).

3.2.6. Ovéreni vstupu sondy SBFI-AM do makrofagi J774.1 na fluorescenénim

mikroskopu Cell®

Pii méfeni na fluorescenénim spektrometru méla ziskand data vysokou intenzitu
fluorescence pozadi. Méfenim na mikroskopu jsme chtéli zjistit, zda sonda SBFI/AM
vstupuje do bunck a dale potvrdit vstup sodnych kationti do bun¢k makrofagi J774A.1.

Prepardt na mikroskopii byl pfipraven stejnym zpiisobem, jako na méfeni
spektrofluorometrem (kapitola 3.2.7.1.). Barveni preparatu bylo oproti kapitole 3.2.7.1.
upraveno. Koncentrace sondy SBFI/AM v barvicim roztoku byla 5 uM a doba inkubace
byla 75-100 minut.

Buiiky byly sledovany fluorescenénim mikroskopem (Olympus IX 81, Cell® Imaging
Station (objektiv 20x/0.75NA UPlanSApo). Byla sledovana zména intenzity pii 505 nm
v Case pri stiidavé excitaci vinovymi délkami 345 nm a 385 nm kazdé dvé sekundy.

K vzorkim byl po urcité dobé pfidan toxin CyaA v koncentraci 3 pg/ml. Toxin CyaA
byl kvili lepSimu promichéani predifedén do 0,5 ml HBSS media. Jako negativni kontrola
byl pouzit roztok mocoviny, jejiz koncentrace odpovidala koncentraci obsazené v pfidaném

roztoku toxinu.
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3.2.7. Ovéreni vstupu sondy Sodium Green do buiiky na konfokalnim mikroskopu

Leica

Pii méfeni na fluorescencnim spektrometru ziskané doby dohasinani po dekonvoluci
neodpovidaly dobdm dohasinani uvadénych v literatuie (Szmacinski and Lakowicz, 1997).
Meétenim na mikroskopu jsme chtéli zjistit, zda sonda SG/TA vstupuje do bunék makrofagt
JT74A.1.

Prepardt na mikroskopii byl pripraven stejnym zptisobem, jako na méfeni
fluorescen¢nim spektrometrem (kapitola 3.2.7.4.).

Buniky byly sledovany konfokalnim mikroskopem Leica TCS SP2, (objektiv 63x/1.4
NA, HCX PL APO, olejova imerze).

Excitacni vlnova délka byla 458 nm a 488 nm. Excitacni vlnova délka 488 nm je
vhodnéjsi a blizi se vice excita¢nimu maximu SG. Excitacni vlnova délka 458 nm byla
ovSem bliz§1 nastaveni méfeni v ¢asovém rozliSeni, které bylo limitovano dostupnymi

diodami nanoLED.

3.2.8. Ovérovani oligomerizace CyaA pomoci FRET méieného v ¢asovém rozliSeni

3.2.8.1. Fluorescen¢ni rezonan¢ni energeticky prenos

Fluorescencni (Forsteriiv) rezonan¢ni energeticky prenos (FRET) existuje mezi dvéma
molekulami, a sice donorem - molekulou v excitovaném stavu a akceptorem - molekulou
v zédkladnim energetickém stavu. Donor emituje v kratSich vinovych délkach nez akceptor
a jeho emisni spektrum se prekryva s absorpénim spektrem akceptoru. Energeticky pfenos
probiha bez vyzéreni fotonu a jednd se o interakci dipdl-dipdl na dlouhou vzdalenost.
FRET se Casto vyuziva na méteni vzdalenosti v rdmci jedné makromolekuly nebo mezi
dvéma molekulami, protoze mimo jiné zavisi na vzdalenosti mezi donorem a akceptorem.
Kromé toho efektivita FRET zavisi na mife pfesahu emisniho spektra donoru s absorpénim
spektrem akceptoru, kvantovém vytézku donoru a orientaci ptechodnych dipdlt donoru a
akceptoru v prostoru (Lakowicz, 2006).

Vseobecné je ucinnost £ pro pienos energie pii FRET definovana jako:

E=1-121
p
kde 7p4 je doba dohasinani donoru v pfitomnosti akceptoru a 7p je doba dohasinani

donoru bez ptfitomnosti akceptoru.
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Vzdalenost ve které je E =50 % se nazyva Forsterova vzdalenost Ry (Lakowicz, 2006).

Chtéli jsme vyuzit FRET jako dikaz pro oligomerizaci toxinu v roztoku, na lipozomech
nebo na membrané. Pokud by toxin oligomerizoval, bylo by mozné v naSem méteni FRET
prokézat. Zvolili jsme sondy Alexa Fluor 488 a Alexa Fluor 594, kterymi byl toxoid CyaA-
detox kovalentn¢ oznacen (kapitola 3.2.8.3.). CyaA-detox (kapitola 3.1.7.) ma pouze
hemolytickou aktivitu. Oligomerizace se piedpokladd pravé u prekurzoru, ktery tvoii
hemolyticky kanal v membrané napadené bunky, a také se predpoklada, Zze AC-
translokujici prekurzor je v kompetitivnim vztahu k hemolytickému prekurzoru (Vojtova-
Vodolanova, et al., 2009). Diky substitu¢ni mutaci je u CyaA-detox inhibovana konverze
ATP na cAMP uvniti eukaryotickych bunék, a CyaA-detox tedy nezabiji cilové buiky,
které pak vydrzi déle.

3.2.8.2. Charakterizace sond Alexa Fluor 488 a Alexa Fluor 594

Alexa Fluor je komer¢ni sonda vyvinutd pro znaceni proteinti a DNA. V aminovazebné
form¢, v nasem piipadé sukcinimidylester derivatu, se vaze na koncové a-aminoskupiny
peptidi nebo na aminoskupiny bazickych AK (lysin, arginin, histidin).

Alexa Fluor 488/SE (Obr. 14) mé podobné emisni i1 excitaéni spektrum jako fluorescein
a na rozdil od n¢j je mnohem odolné&jsi viici vybélovani. Fluorescence A488/SE je na pH
nezavisla v rozmezi pH 4 - 10, zatimco u fluoresceinu je fluorescence pH zavisla (Martin,

1975).
Struktura sondy Alexa Fluor 488/SE

Sukcinimidyl —
vazba na aminoskupiny AK

\ DE—" O \

Fluorofor

Obr. 14: Struktura sondy A488/SE pievzato: http://probes.invitrogen.com/media/structure/3630.jpg a
upraveno.
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Alexa Fluor 594/SE (Obr. 15), emituje oblasti 580 — 710 nm s emisnim maximem okolo

610 nm vykazuje vysokou odolnost vii¢i vyb&lovani.

Struktura sondy Alexa Fluor 594/SE

CHS CH
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vazba na aminoskupiny AK CGH s SGE

o

T Fluorofor

Obr. 15: Struktura sondy A488/SE pievzato: http://probes.invitrogen.com/media/structure/3634.jpg a
upraveno.

Diky pfekryvu emisniho spektra A488 s excitacnim spektrem A594 (Obr. 16) se daji
tyto dvé sondy pouzit pro méteni Fluorescenéniho rezonancniho energetického ptenosu
(FRET). Forsterova vzdalenost pro A488 jako donor a A594 je asi 6 nm (Haugland, 2002;
Wu and Brand, 1994).
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Obr. 16: Excitacni (pferuSovand ¢ara) a emisni (plna ¢ara) spektrum sondy A488 (zelen€) a A594
(modte). Svétle modry obdelnik zvyraziuje piekryv emisniho spektra A488 (donoru) a excitacniho
spektra A594 (akceptoru). Pievzato: http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/support/Research-
Tools/Fluorescence-SpectraViewer.html a upraveno.
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3.2.8.3. Barveni sondou Alexa Fluor

Barveni CyaA-detox probihalo v poslednim kroku purifikace CyaA na Phenyl-
Sepharose (kapitola 3.2.1.7.). CyaA-detox byl barven 60 minut sondami Alexa Fluor
488/SE (A488) a Alexa Fluor 594/SE (A594) v 0,1 M NaHCO3 pH 8,3 pfi teploté 20 °C.
Moléarni pomér protein:sonda byl pfiblizné¢ 1:4. Nenavdzand sonda byla oplachnuta T
pufrem, a oznacené toxoidy byly z Phenyl-Sepharosy eluovany TUE-A pufrem. Byly
vytvoreny tii razné barvené varianty:

CyaA-detox-A488: barveno A488 (méfeni primérné doby dohasindni donoru)

CyaA-detox-A594: barveno A594 (akceptor pii FRET, ptidaval se k CyaA-detox-A488
a v ptripad¢ oligomerizace CyaA-detox-A488 s CyaA-detox-A594 by méla byt zkracena
doba dohasindni donoru CyaA-detox-A488)

CyaA-detox-A488/594: barveno A488 a A594 (pozitivni kontrola, m¢l by probihat
maximalni FRET).

3.2.8.4. M¢éfteni oligomerizace pomoci FRET v ¢asové rozliSeni

Doba dohasinani A488 nebo A 488/594 byla métena na spektrofluorometru FluoroMax-
3 spouzitim FluoroHub pro TCSPC metodu (z angl. Time-Correlated Single Photon
Counting). Vzorek byl excitovan pulzni diodou NanoLED-460 s opakovaci frekvenci 1
MHz. Vinova délka emisniho monochromatoru byla 505 nm. Kvuli ptesahu spektra diody
do delSich vlnovych délek byl v excitani draze pouzit filtr nepropoustéjici delsi vinoveé
délky nez 490 nm — tzv. ,,short pass®. V emisni draze byl ,,Jlong pass® filtr 490 nm. Do
kyvety s pufrem nebo lipozomy nebo membrianami makrofagi J774A.1 byl ptidavan
obarveny toxoid CyaA-detox-A488 (donor), nebo CyaA-detox-A488/594 (pozitivni
kontrola) do vysledné koncentrace 3 pg/ml. Jako pozadi byl méfen samotny
puft/lipozomy/membrany makrofagti J774A.1. K donoru (CyaA-detox-A488) byl ptidavan
akceptor (CyaA-detox-A594) do vysledné koncentrace 3 pg/ml nebo 6 pg/ml. Po ptidani
kteréhokoli toxoidu se vzdy okamzité¢ métilo v nékolika opakovanich.

Data byla ukladana do 2048 kandld (111 ps na kanal). M¢cfeni trvalo 60
vtefin s minimalnimi ¢asovymi intervaly mezi métfenimi. Na sniméani dat byl pouzit
program DataStation v2.5, na export dat a odecteni pozadi byl pouZit software Das6 v6.4
(oba od Horiba Jobin Yvon) a pro prokladani exponencidlnich funkci (tzv. , tail fitting*) byl
pouzit software Fityk 0.8.6.

Vysledky métfeni byly multiexponencidlni (Obr. 17 A). NaSe vyhodnoceni se vSak
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soustiedilo na relativni dobu dohasinani zivota A488, kterou jsme ziskali prokladanim
histogramem dohasinani naméfenym signalem. Usek zaginal u 15 kanalu (1,76 ns) za
maximem signalu, ¢imz se eliminovaly velmi kratké doby dohasindni a pokracoval 80 —
150 kanalti od pocatki, podle celkové intenzity signalu, aby nezasahoval do Sumu signalu
(Obr. 17 C). Pozadi signalu bylo ur€eno za tisekem dohasinani bez zjevného ptispévku
fluorescence (mezi kanaly 1000 - 1500 kanalt) (Obr.: 17 B). Exponenciela byla definovana
takto:

T

y:a*exp(_(x)jhv,kde
a byla maximalni amplituda signéalu, x byla okamzita hodnota signalu, 7, relativni doba
dohasinani A488 a s hodnota Sumu urcend proloZzenim konstanty Sumovymi daty (Gsek
1000 — 1500 kanalt) ( Obr. 17 B).

Relativni efektivita FRETu byla pro jednotlivd prostiedi (TNE puft, lipozomy, nebo
membrany makrofagli J774A.1) urCena mirou maximalniho FRET, ktery byl ziskan
méfenim dvojit€ znaceného toxoidu CyaA-detox-A488/594, ktery mél zaroven navazéan
A488 (donor) i A594 (akceptor).

Relativni efektivita FRETu E, byla definovana jako:

7,(A4488)—7,(A4488 + A594)
"\ 7,(4488) - 7,(A4488/ A594)

j*lOO% , kde

7,(A488) je relativni doba dohasinani samotného donoru (CyaA-detox-A488),
7,(A488/4594) je relativni doba dohasinani donoru v pritomnosti akceptoru navazaném na
stejné molekule - v dostatecné blizkosti pro FRET (CyaA-detox-A488/A594) a
7(A488+A4594) je relativni doba dohasinani donoru (CyaA-detox-A488) s pfidanym

akceptorem na jiné molekule toxoidu (CyaA-detox-A594).
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Obr. 17: Postup zpracovani dat z méfeni FRET v ¢asovém rozliseni v programu Fityk. A — namétena
data; B — vodorovna ptimka prolozena signalem pozadi (kanal 1000-1500 oznac¢en modrym
obdelnikem); C — data prolozena exponencielou pro ziskani doby dohasinana A488 s rezidui.

3.2.8.5. Priprava lipozomt

Bylo navazeno 10 mg pftislusného fosfolipidu (nebo jejich smési), které byly dale
kvantitativné pfeneseny do cisté sklenéné zabrusové roztiepavaci zkumavky s 1 ml
chloroformu. Chloroform byl odpafen proudem plynného dusiku (asi 15 minut). Tim

vznikla na sténé zkumavky tenkd vrstva lipida. K té bylo ptfidano 2 ml TNE pufru s 2mM
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CaCl,, ve kterém se pozdéji métily fluorescenéni pokusy.

Vzorek byl intenzivné tiepan pii opakovaném zahtivani na 40 az 60°C dokud nedoslo
ke smyti veskerého lipidu ze stén zkumavky (30-40 minut). Tim se ve vzorku vytvotily
velké mnohovrstevné lipozomy. Koncentrace lipozomt byla pfiblizn€¢ 2 mg/ml. Z této
zasobni suspenze byly odebirany a fedény vzorky pro dal§i méfeni. Zasobni suspenze byla

skladovana pti 4°C maximaln¢ 3 dny.

3.2.8.6. Hruba izolace membran makrofagi J774.1

Bunikky makrofagh J774A.1, vyseté na Petriho miskach do RPMI media umisténych
v CO, inkubatoru (5 % hladina CO2, 37°C), byly oplachnuty PBS a seSkrabanim
pfeneseny do centrifugaéni zkumavky a centrifugovany (1100 x g, 25 °C, 5 minut). Poté
byl pelet sbunkami resuspendovan v Tris-HCl (1M, pH 7,4) sptfidanymi inhibitory
protedaz. Suspenze byla zmrazena tekutym dusikem a ihned rozmrazena. Tento postup byl
opakovan dvakrat. Vznikla smés membran a cytozolu byla desetkrat protazena pies tenkou
jehlu a centrifugovana (2000 g, 25 °C, 5 minut). Poté byl supernatant znovu centrifugovan
(2000 x g, 25 °C, 5 minut), aby doslo k odstranéni bunék, které nebyly lyzovany a velkych
bunécénych zbytkli (DNA, proteiny). Supernatant byl poté znovu centrifugovan (3300 x g,

25 °C, 5 minut). V peletu byly ziskané koncentrované membrany.
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4. VYSLEDKY

4.1. Tok sodiku pies membranu mysich makrofaga J774.1 piisobenim

CyaA

4.1.1. Méreni vstupu sodnych kationii do bunék makrofagi zpisobenych CyaA
pomoci fluorescenéni sondy SBFI/AM

Adenylat-cyklazovy toxin mimo jiné zptsobuje zménu napéti na membranach. Bylo
potvrzeno, ze adenylat-cyklazovd doména zplisobuje vstup vépenatych kationti do
hostitelskych bunék s CD11b/CD18 integrinem(Fiser, et al., 2007), ktery je receptorem pro
CyaA (Guermonprez, et al., 2001). Dale bylo zjisténo Ze hemoylzinovda doména CyaA
zpisobuje unik draselnych kationti zbun¢k s CDI11b/CDI18 integrinem (Pospisilova,
2010). Mym ukolem bylo zjistit, zda a jakym mechanismem CyaA ovliviiuje tok sodnych
kationtd, pfes membranu bun¢k se CD11b/CD18 interginem. Sodné kationty jsou dal§im
klicovym iontem pfi tvorbé membranového potencialu, ktery je zadsadnim faktorem pro
mnoho bunéénych dé&jti. Sodné kationty maji koncentraci vné bunééné membrany
eukaryotnich bun€k asi 12 krat vyssi nez uvnitt buiiky, proto jsme predpoklédali, Ze bude
po interakci CyaA s membranou dochazet ke vstupu sodnych kationtdi do bunck. Sodné
kationty maji stejn€ jako draselné kationty jeden kladny néboj na jeden atom, proto jsme
predpokladali, ze mechanismus jejich vstupu do cytozolu bun¢k bude podobny, jako
mechanismus tniku draselnych iontt, tedy pies hemolyzinovy kanal.

Pomoci pomérového fluorescenéniho méteni fluorescencni sondy SBFI, ktera vaze
sodné kationty (kapitola 3.2.7.3.) mélo byt mozno ur¢it zménu intraceluldrni koncentraci
sodnych kationtd a také stanovit jeji zménu v diisledku pisobeni CyaA na membranu. Pred
samotnym méfenim poméru emisnich vinovych délek v Case, kterym je mozno sledovat
zménu koncentrace sodnych kationtd, se vzdy méfi emisni 1 excitacni spektrum pro
kontrolu dostatecného obarveni bun¢k J774A.1 sondou SBFI/AM. Pro barveni makrofagii
J774A.1 jsme pouzili postup 3.2.5.1, ktery byl optimalni pro sondu PBFI/AM, ktera je
SBFI/AM pftibuzna. Sonda PBFI/AM byla vyvinuta pro méfeni koncentrace draselnych
kationtll a jeji zmény a byla pouzita na bunkach J774A.1 pro méfeni Uniku draselnych
kationt z bun¢k po optisobeni CyaA (Pospisilova, 2010). V naSem piipadé ale barveni
mySich makrofagti J774A.1 sondou SBFI/AM nebylo dost efektivni (Obr. 18) Intenzita

fluorescence sondy nepievySovala intenzitu fluorescence pozadi nebo byla vyssi jen o
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jednotky procent.

Odecteni pozadi bylo komplikované. Nebylo mozné métit buniky neobarvené a obarvit
je a poté je zméfit znovu. UV zafeni, kterym se SBFI excituje, totiz sniZzuje Zivotnost
bunck a ty umiraji a pousti se ze skla, takze se pozadi béhem méfeni méni. Samotné
barveni bunék snizuje jejich odolnost a muize tak zptsobit jejich snadnéjsi usmrceni UV
zafenim. Jednou z moznosti, jak se vyrovnat s korekci na fluorescenci neznacenych bunck
bylo soucasné pomérové méfeni makrofagti J774A.1 obarvenych SBFI/AM pod vlivem
CyaA a méfeni intenzity fluorescence tryptofanu. Fluorescence tryptofanu by mohla
odrazet zménu poctu bunék na sklicku béhem méteni. Ov§em zmeény intenzity fluorescence
tryptofanu nemusi pfesn¢ vypovidat o zmeén¢ autofluorescence v oblasti emise SBFI (mtize
zde byt napf. rizna rychlost vybélovani). Musi se uvazovat i o tom, Ze buiiky obarvené a
atakované toxinem, tedy burnky relevantni pro naSe zkoumani, béhem méfeni spiSe diive
zahynou a uvolni se ze sklicka, nez bunky které nejsou obarvené, nebo bunky, na které se
toxin nenavaze. Behem pomérového méteni a od¢itani takto ziskané¢ho pozadi mize tedy
dochazet k deformacim spektra, které mohou ovlivnit pomérové méfeni, zvlast tehdy, kdyz
uz na pocatku meéfeni je intenzita fluorescence sondy tak nizka vzhledem intenzité
fluorescence bunck.

Pokud bychom znali pfesny tvar spektra sondy SBFI/AM mohly bychom se pokusit
definovat tvar pozadi odfiltrovani fluorescence SBFI/AM po vstupu do buiiky. Piesny tvar
spektra sondy SBFI/AM v buiikdch ovS§em neni mozné naméfit mimo n¢, protoze sonda
SBFI ve své acetoxymethyl form¢ nema vysokou intenzitu fluorescence a navic ma
mnohem nizsi afinitu k sodnym iontliim. Je tfeba bunécénych esterdz, které odstipnou
acetoxymethylovou skupinu, a zptsobi tak neprostupnost sondy membranou a zvysi afinitu

sondy k sodnym kationtiim.
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Obr. 18: Emisni spektrum nebarvenych bun¢k a bun¢k obarvenych SBFI/AM (4,5 uM). Spektrum je
normalizované na maximum a méfené s pouzitim filtru 410 nm (long pass). Popisky P1, P2, S1, S2
jsou proménné ze vzorce pro podil intenzit Rs viz kapitola 4.1.2.
Znamenalo to pro nds, Ze samotnou kinetiku neméd smysl méfit, dokud
neoptimalizujeme barveni tak, aby fluorescence bun¢k obarvenych SBFI/AM pievySovala

fluorescenci neobarvenych bunék natolik, abychom vliv tohoto pozadi na tvar spektra

mohli korekci minimalizovat.

4.1.2. Pokusy o optimalizaci barveni makrofagi sondou SBFI/AM

Béhem dalSich méfeni jsme chtéli optimalizovat barveni bun¢k J774A.1. Byla pouzita
riznd média a rtizné podminky barveni (Tab. 3). Kontrola barveni se provadéla méfenim
emisnich spekter (kapitola 3.2.7.2.). Cilem nasi optimalizace bylo dosdhnout hodnoty 2

podilu intenzit Rs. Hodnota podilu intenzit Rs, kterd byla ziskana vypoctem:
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S2—E*Sl

Rs = — 2P 1 ,
o1 *S1

kde P je intenzita fluorescence neobarvenych bunék (pozadi), S je intenzita fluorescence
obarvenych bunék SBFI/AM, index 1 je intenzita fluorescence pii vinové délce 450 nm
(maxima fluorescence pozadi), kam intenzita fluorescence SBFI/AM vyrazné nezasahuje, a
je tedy typicka pro pozadi a fluorescence SBFI/AM by na ni neméla mit vliv (Obr. 11),
index 2 je pfedpokladané emisni maximum (vinova délka 540 nm) SBFI/AM bez sodnych
kationtll a zaroven zde intenzita fluorescence neobarvenych bun¢k klesa (Obr. 18).
Nevybrali jsme emisni maximum SBFI/AM se sodnymi kationty, protoZze mé oproti
SBFI/AM bez sodnych kationtli zvySenou intenzitu fluorescence a pozadi by na ni mélo
mit mensi vliv. Cim vy3§i je Rs, tim vice pievlada intenzita fluorescence sondy nad
intenzitou fluorescence pozadi bun¢k J774A.1.

V jednotlivych pokusech o optimalizaci se ménily pouze proménné uvedené v Tab. 3.
Pokus ¢ 1 se shoduje s nastavenim méteni tiniku draselnych kationtl z bunck J774A.1
(Pospisilova, 2010) az na koncentraci SBFI/AM, ktera je o polovinu nizsi nez pivodné
pouzita koncentrace PBFI/AM. Pii optimalizaci barveni jsme hledali vhodny kompromis
mezi zlepSenim barveni a nesnizenim Zivotaschopnosti bunék. Cim vyssi se pouZije
koncentrace sondy SBFI/AM, tim diive se pi1 m&feni buiiky odlepuji ze skla. Je to ddno
ptitomnosti DMSO (dimethyl sulfoxid), ve kterém se sonda rozpousti. Totéz plati pro dobu
barveni — ¢im je delsi, tim jsou méné zivotaschopné buiiky pro nasledné méteni. Medium
HBSS je vhodné pro fluorescen¢ni méteni, neni ovSem jako mineralni medium idedalni pro
vyzivu bun€k, narozdil od media DMEM, které obsahuje i1 fetdlni bovinni sérum. Na druhé
stran¢ DMEM kvuli svému komplexnimu slozeni neni idealni pro fluorescencni métent,
protoze mlze zvySovat intenzitu pozadi, zvlast kdyz se excituje v kratSich vinovych
délkach. V nasem piipadé ve 340 nm. Nutnost CO, atmosféry pti péstovani bunék
v DMEM médiu je dana ptitomnosti bikarbonatového pufracniho systému. Teplota 37 °C
je pro makrofagy J774A.1 ptiznivEjsi. Teplotu 25 °C jsme pouzili jen pro barveni podle
Evy Pospisilové.

Nejvhodnéjsi podminky barveni se zdaly v pokusu ¢. 6, nicméné pii opakovani tohoto
pokusu (pokus €. 7) nebylo dosazeno piesvédCivych vysledkii. Pravdépodobné to bylo

zpusobeno nedostateénym oplachnutim barvenych skli¢ek v pokusu €. 6.
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koncentrace doba . . teplota Smérodatna
pokus sondy (uM) bar\_/enl medium (°C) CO, Rs odchylka
(min) Rs
1 4.5 45 HBSS 25 ne 0.38 0.016
2 10 45 HBSS 37 ne 0.13 0.084
3 10 45 DMEM 37 ano 0.39 0.042
4 280 80 HBSS 37 ne 0.23 0.044
5 22.4 960 HBSS 37 ne 0.90 0.085
6 44 180 HBSS 37 ne 2.72 0.139
7 44 180 HBSS 37 ne 0.89 0.006
8 7.5 75 HBSS 37 ne 0.20 0.018

Tab. 3: Prehled zptisobii barveni pouzitych pro optimalizaci barveni makrofagti J744A.1 sondou
SBFI/AM.

Vzhledem k tomu, Ze se optimalizace barveni nedafila, rozhodli jsme se pomoci

fluorescen¢ni mikroskopie ovéfit, zda viibec dochéazi ke vstupu sondy SBFI/AM do bunék.

4.1.3. Ovéieni méfeni pomoci sondy SBFI/AM na mikroskopu Cell®

Pomoci fluorescen¢ni mikroskopie bylo ovéfovano, zda sonda opravdu vstupuje do
bunék a jak velky je podil intenzity pozadi na celkové intenzité bunék. Preparaty na méreni
byly pfipraveny podle kapitoly 3.2.8.

Na Obr. 19, ktery byl upraven programem Imagel, jsou slozeny dva snimky
z fluorescencniho mikroskopu Olympus IX 81 v urcitych ¢asovych intervalech po piidani
toxinu k bunkam makrofagii J774A.1 obarvenych sondou SBFI/AM. Intenzita fluorescence
v 505 nm byla u jednoho snimku pofizena pfi excitaci 385 nm (Cervend barva) a u druhého
snimku pfi excitaci 345 nm (zelena barva) v rozmezi 2 s. Tyto excitacni vinové délky byly
zvoleny pro pomérové meéfeni zmeény koncentrace sodnych kationtii v excitaci sondou
SBFI/AM. Z Obr. 19 je patrné, ze sonda SBFI/AM do jednotlivych bunck J774A.1
vstupovala a po pfidani toxinu CyaA reagovala na vzestup koncentrace sodnych kationtii
podle o¢ekavani, tedy zvySovanim poméru intenzit pii excitacich 385/345 nm, coz je
znazornéno ,,cervendnim® slozenych snimkii v ¢ase. Hodnoty intenzit pozadi dosahovaly
piiblizné 70 % celkové intenzity fluorescence obarvenych vzorka a na téchto obrazcich

jsou odecteny.
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Kinetika vstupu sodnych kationt(i do J774A.1 po pfidani toxinu CyaA

1. minuta 4. minuta 7. minuta 10. minuta 13. minuta

"

Obr. 19: Makrofagy J774A.1 obarvené sondou SBFI/AM (5 uM), jednotlivé obrazy jsou slozeny ze
dvou snimkt snimanych po sob€ v Casovém intervalu 2s a maji riznou vinovou délku excitace 385 a
345 nm. Upravovano programem ImagelJ: zelenou barvou je oznacena intenzita snimku pfi excitaci
385 nm, a Cervenou barvou je oznaceny obraz snimany pii excitaci 345 nm. Snimky byly pofizeny
fluorescenénim mikroskopem Olympus IX 81, Cell® Imaging Station, objektiv s imerznim olejem
20x/0.75 NA UPlanSApo.

Graf na Obr. 20 vychdzi z primérnych hodnot souboru vSech bun¢k J774A.1 v zorném
poli. Tento graf znazoriiuje pomérova méfeni v emisi 505 nm pii stfidavé excitaci
385/345 nm. Je vidét, ze neni vyznamny rozdil mezi vysledky téchto pomérovych méteni
bun¢k obarvenych SBFI/AM (Cervena kiivka) a oplsobenych CyaA a builkami
obarvenymi SBFI/AM a oplisobenymi pouze mocovinou, ktera odpovidala ptidavku
mocoviny piidaného s toxinem u ,Cerveného™ vzorku. Obé kiivky jsou dokonce
srovnatelné se vzorkem bunc¢k J774A.1 (modra kiivka), ktery nebyl obarven sondou
SBFI/AM, byl pouze optsoben CyaA. Neobarvené bunky s pifidavkem CyaA byly méteny
jen jednou, ostatni kiivky z grafu jsou primérem nejméné dvou méteni. Neobarvené buiky
s CyaA se po optsobeni CyaA zacaly po 4 minuté poustét skla, proto modra kiivka v grafu
(Obr. 20) po 4 minuté konci. To se ovSem stadvalo 1 u obarvenych bunck s toxinem, které
pak nebyly vybrany pro analyzu vysledkl. Linearni regrese vSech téchto kiivek ziskané
v programu Fityk (Tab. 4) vypovidaji o tom, ze k zddnému vyznamnému zvySovani podilu
intenzit a stfidavé excitaci 385/345 nm nedochézi a jednotlivé vzorky se mezi sebou pfilis
neli§i. Na celém souboru bunék tedy nebyl prokazatelny vstup sodnych kationth

pomérovym meétrenim.
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Obr. 20: Kinetika vstupu sodnych kationtd do makrofagti J774A.1 obarvenych sondou SBFI/AM po
pridani CyaA (3 pg/ml) (Cervena kiivka) nebo mocoviny o koncentraci odpovidajici koncentraci
mocoviny v pfidavku s toxinem (zluta kiivka), a neobarvenych bunék (modra kiivka) po pridani CyaA
(3 pg/ml) méteno fluorescenénim mikroskopem Olympus IX 81, Cell® Imaging Station, objektiv

s imerznim olejem 20x/0.75 NA UPlanSApo.

vzorek linedrni regrese
obarvené buiky J774A.1 + CyaA y =0,0157x + 1
neobarvené buriky J774A.1 + CyaA y =0,0167x + 1
obarvené buriky J774A.1 + moc&ovina y = 0,0078x + 1

Tab. 4: Linearni regrese ke kiivkam z grafu na Obr. 20; prokladano usekem 0-3 minuty; kvili
normalizaci dat na 1 v ¢ase 0 zacinaji vSechny regresni piimky vy = 1.

Po téchto vysledcich jsme se rozhodli pro ukonceni zjistovani vstupu sodnych kationtl
do bun¢k J774A.1 obarvenych sondou SBFI/AM pomoci pomérového méteni. Nasi dalsi
volbou pro zjistovani toku sodnych kationti na membrané¢ makrofagi J774A.1 bylo

pouziti sondy Sodium Green (SG).
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4.1.4. Méreni vstupu sodnych kationit do bunék makrofagii po piisobeni CyaA —

c¢asové rozliSena fluorescence Sodium Green

Zména vnitrobunééné koncentrace sodnych kationtll se dd méfit i fluorescencni sondou
Sodium Green (SG) (kapitoly 3.2.6.) pomoci meéfeni doby dohasinani této sondy
(kapitola 3.2.7.5.). Sonda SG je excitovana mimo UV oblast, takZe jsme pfedpokladali, Ze
pozadi bunék, které je pfi excitaci v UV oblasti tvofeno hlavné tryptofany, NAD, a dalSimi
molekulami, které obsahuji benzenova jadra, nebo konjugované dvojné vazby, bude
v nasem méfeni zanedbatelné. Navic jsme neptfedpokladali, Ze by toto pozadi mélo
podobné doby dohasinani jako sonda Sodium Green. Jako pozitivni kontrolu jsme zvolili
méteni doby dohasindni SG v obarvenych buiikach, které byly oplsobeny ionomycinem.
Ionomycin je ionofor, produkovany bakterii Streptomyces conglobatus a umoziuje vstup

sodnych kationtll do cytozolu bunék (Kaplan, et al., 1987).

Intenzity v maximu i i

histogramu 7 (ns) 1 2 o4 o, f, f,

(fotonu/kanal) (ns) | (ns)
Sodium Green v 5001 3.18| 091 361| 043] 057| 0,16| 0,84
roztoku
neobarvené buriky 394(3,80+0,11| 054| 400| 0,31| 0,69| 0,06 0,94
obarvené buiiky 929(355+0,19 | 070| 3.78| 0,31| 0,69| 0,08 0,92
obarvené bufiky s 1100,|3,80£0.14 | 0,60| 3,94| 022| 0,78| 0.04| 096
|On0my(:|nem

Tab. 5: Analyza dekonvoluce dohasinani Sodium Green za riznych podminek, T — primérna doba
zivota SG za danych podminek; t; doba dohasinani SG exponencialni komponenty za danych
podminek; o; — pfed-exponencialni faktor; f;— frakéni prispévek.

Primérné doba dohasinéani (Tab. 5) byla vyrazné delsi néz data z literatury ktera jsou asi
1,13 ns bez sodnych kationth a 2,39 ns v pfitomnosti sodnych kationti 140 mM
(Lakowicz, 2006; Szmacinski and Lakowicz, 1997). Sonda vnaSem piipadé
pravdépodobné agregovala na povrchu bun¢k a nevstupovala do nich. Prodlouzeni doby
zivota SG mohlo byt zplGsobeno mikroprostfedim, ve kterém se nachdzela. Doba
dohasinani neobarvenych bunék byla velmi podobna dobé dohasinani obarvenych bun¢k a
byla delsi nez doba dohasinani SG v roztoku. Nicméné sonda SG méla v roztoku také delsi
dobu dohasinani, nez by méla mit. Je to pravdépodobné dano mikroprostiedim, ve kterém
se nachazi a navic, je ve své TA formé, kterd doby dohasindni nema stanovené. Vstup

sondy SG/TA do bun¢k jsme se rozhodli ovétit pomoci fluorescenéni mikroskopie.
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4.1.5. Ovéreni vstupu sondy sodium green do bunék na fluorescenénim mikroskopu

Agregace sondy byla zkoumana a potvrzena na konfokalnim mikroskopu (Obr. 21)
(kapitola 3.2.9.). Obrazky potvrzuji, ze sonda SG/TA nevstupovala do makrofagt J774A.1

a hromadila se na jejich povrchu.

Obr. 21: Reprezentativni snimky makrofagi J774A.1 s agregaty sondy Sodium Green (zelen€) na
povrchu. Snimky byly ziskany konfokalnim mikroskopem TSC SP2, objektiv s imerznim olejem HCX
PLAPO CS 63.0x1.40 NA; upravovano programem ImageJ.

Po téchto vysledcich jsme opustili nékolikamésiéni zkouméni toku sodnych kationtii na

membrané makrofagii J774A.1 po optsobeni CyaA pomoci fluorescen¢nich metod.

65



4.2. Ovéreni oligomerizace CyaA v roztoku, na lipozomech a izolovanych

makrofagovych membranach

Préce, které se zabyvaji stechiometrii pisobeni CyaA (Iwaki, et al., 1995; Lee, et al.,
2005; Szabo, et al., 1994; Vojtova-Vodolanova, et al., 2009) naznacuji, Ze CyaA jako
monomer zvySuje intoxikaci buiiky (jako intoxikace se oznacuje translokace AC- domény
a zvySovani koncentrace cAMP v burice). CyaA jako oligomer (dvé a vice molekul CyaA)
naproti tomu ptisobi jako hemolyzin (Vojtova-Vodolanova, et al., 2009) a tvoii selektivni
p6ér pro monovalentni kationty (Pospisilova, 2010). In vivo bylo prokazano, ze dochdzi
k tvorbé oligomerti na membrané erytrocytt (Vojtova-Vodolanova, et al., 2009). Zda se, ze
v roztoku existuje translokacni prekurzor CyaA pro pfenos AC — domény do bunky a
porotvorny prekurzor CyaA pro tvorbu hemolyzinového kanalu. Tyto dva prekurzory jsou
spolu v rovnovaze. Neni ovSem Uplné€ jasné, zda spolu porotvorné prekurzory CyaA tvofi
oligomery v roztoku, které pak vstupuji do membrany, nebo jestli jako monomery vstoupi
do membrany, kde teprve oligomerizuji. Oligomerizace jesté nebyla pfimo prokdzand na
bunikach s CD11b/CD18 integrinem, ktery je receptorem pro CyaA (Guermonprez, et al.,
2001). Nasim cilem bylo aplikovat metodu FRET (3.2.8.), kterou je mozné prokazat
oligomerizaci CyaA nejprve na jednodussich systémech (roztok, lipozomy) a nasledné se
pomoci FRET pokusit zkoumat oligomerizaci na membranach makrofagt J774A.1, které
obsahuji receptor pro CyaA integrin CD11b/CD18 (Ross and Vetvicka, 1993). Pokud
bychom u nékterého méteni oligomerizaci prokdzali, chtéli jsme urcit, zda k ni dochéazi uz

v roztoku, ¢i na membrané¢ az po zabudovani CyaA.

4.2.1. Méreni oligomerizace CyaA v pufru TNE pomoci ¢asové rozlisené fluorescence

Meéfili jsme oligomerizaci CyaA toxoidi v TNE pufru. TNE pufr obsahuje chelata¢ni
¢inidlo EDTA (ethylendiamintetraoctova kyselina) a byl zvolen proto, abychom mohli
zkoumat, zda je oligomerizace zavisld na piitomnosti vapenatych kationtd. Chtéli jsme
zjistit zda bude toxin oligomerizovat v roztoku, pomoci metody FRET v ¢asovém rozliSeni.
Meéieni FRET a vyhodnocovani ziskanych dat bylo provadéno podle kapitoly 3.2.8.4. a
doba dohasinani je primér minimdlné ze dvou méieni. V Tab. 6 jsou vzdy tucné
zvyraznény 100 % a 0 % relativni efektivity (E,) (kapitola 3.2.8.4.) FRET pro danou sérii
pokusti. V nasem pokusu byl CyaA-detox-488 donorem a CyaA-detox-594 akceptorem
fotonid. Pokud by tyto dva toxoidy oligomerizovaly, byly by dostatecné blizko pro FRET,
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ktery by se nasem méteni projevil zkracenim doby dohasinani donoru. Pro vypocteni 0 %
E, byla zvolena hodnota relativni doby dohasinani donoru (kapitola 3.2.8.4.) ziskana
méfenim CyaA-detox-A488 (s Ca™" i bez Ca®"). Tento toxoid je geneticky detoxifikovany
inzerci GlySer mezi AK 188 a 189. PreruSeni ATP vazebného mista CyaA, toxin ztraci
adenylatcyklazovou aktivitu (Ladant, et al., 1992; Osicka, et al., 2000). Pouzitim tohoto
toxoidu pro vypocteni 0 % E, jsme eliminovali moZzné pochybnosti o porovnavani doby
dohasinani z riiznych mikroprostredi, které bychom méli pokud bychom pro vypocteni 0 %
E, pouzili sondu Alexa Fluor 488 bez vazby na toxoid v TNE pufru, i kdyz mé primérnou
dobu dohasinani nejdelsi a zdala by se byt vhodnym kandidatem pro vypocteni 0 % E.. Pro
vypocteni 100 % E, byla zvolena hodnota relativni doby dohasinani donoru ziskana
métenim CyaA-detox-A488/594 v pufru TNE s vapenatymi kationty (4 mM), které jsou
nezbytné pro spravnou konformaci toxoidu CyaA (Rose, et al., 1995), ktera je
predpokladem pro maximalni mozny FRET. Pfi méfeni s vapenatymi kationty byla jejich
koncentrace 4 mM, abychom dosahli poméru koncentraci EDTA:Ca”" - 1:2, tedy finalni
2 mM koncentrace volnych vapenatych kationtli. Koncentrace toxoidli s donorem (CyaA-
detox-A488) a s donorem a akceptorem (CyaA-detox-A488/594) pifi méfeni byla vzdy
3 pg/ml. Konec¢nd koncentrace piidavaného toxoidu s akceptorem (CyaA-detox-AS594)
byla 3 nebo 6 pg/ml.

Pti méfeni jsme postupovali nasledujicim zptisobem. Nejprve se do kyvety pridal toxoid
s donorem, kde méteni doby dohasinani donoru trvalo pfiblizn¢ 6 minut, potom se ptidal
toxoid s akceptorem v ekvivalentni koncentraci s donorem, jehoz proméfeni trvalo
priblizné 10 minut a nakonec se jeSté jednou pridal toxoid s akceptorem do konecné
koncentrace 6 pg/ml, ktera zvySuje pravdépodobnost FRET. Takto namétfena data jsou

shrnuta v Tab. 6.
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Pomér mnozstvi +
akceptoru:donoru ca’ z(ns) | E (%)
CyaA-detox-A488 1.0 - 4,06 0,00
CyaA-detox-A488/594 1:1 + 3,39| 100,00
CyaA-detox-A488/594 1:1 - 3,52 80,86
CyaA-detox-A488+CyaA-detox-A594 1:1 - 4,07 -0,86
CyaA-detox-A488+CyaA-detox-A594 1.2 - 4,06 0,13
A488 1.0 - 4,11 -7,51
CyaA-detox-A488 1:0 + 4,09 0,00
CyaA-detox-A488+CyaA-detox-A594 1:1 + 4,07 2,10
CyaA-detox-A488+CyaA-detox-A594 1:2 + 4,02 9,71
A488 1.0 + 4,02 -5,49

Tab. 6: Toxoidy (3.2.8.3.) a relativni efektivita FRET E, v pufru TNE s vépenatymi kationty "+"

(4 mM) a bez vapenatych kationtl "-";; 7, (ns) — doba dohasinani akceptoru A488 ; tu¢né hodnoty
zvolené jako 0 % a 100 % E,; pomér mnozstvi donoru a akceptoru byl urcen z ptidavané koncentrace
toxoidu; prokazatelny FRET by se vyznacoval hodnotami nad 15 % E..

Pii méfeni CyaA-detox-A488/594 bez véapenatych kationtl se snizila E, oproti méteni
CyaA-detox-A488/594 s vapenatymi kationty, coz potvrzuje domnénku, Ze toxin po
pridani vapenatych kationtii zméni konformaci (Tab. 6). Relativni efektivita FRET pii
méieni donoru s akceptorem se bez vapniku pohybovala v zadpornych hodnotach a
v pfitomnosti vapniku neptekroc¢ila 10 %, a to ani v pifipadé, ze byla ptidavana
dvojnasobnd koncentrace toxoidu s akceptorem. Za prokazatelny FRET a tedy i
oligomerizaci bychom povazovali vzorek, ktery by mél efektivitu FRET vyssi nez 15 %,
protoze doby dohasindni z opakovani jednotlivych méfeni ve vSech prostifedich (pufr,
lipozomy, membrany) mély smérodatnou odchylku az 0,1 ns (odpovida piiblizné E, =
15 %), tedy zaporné a nizké kladné hodnoty E, mohly byt zplisobeny pouze odchylkami
v méfeni a nemusely znamenat FRET. Lze tedy uzaviit. Zze oligomerizace v roztoku za

téchto podminek nebyla prokazana.

4.2.1.1. Eliminace vlivu mocoviny na oligomerizaci CyaA

CyaA-detox byl uchovavan v 8 M mocoving, ve které si velmi dlouho uchovava svoji
aktivitu a ze které je mozno jej renaturovat do funk¢niho proteinu (Westrop, et al., 1996).
CyaA je mocovinou denaturovan a ztraci tak do€asné svoji biologickou aktivitu. Pfidavek
toxoidu byl vzhledem k objemu kyvety velky, tedy 1 vysledna koncentrace moc¢oviny byla
vysokd a mohla nepfiznivé ovliviiovat renaturaci a tedy i oligomerizaci CyaA. Rozhodli
jsme se tedy vzorky toxoidu ve vSech pokusech FRET (roztok/lizomy/membrany), u

kterych toto hrozilo, ptedied’ovat TNE pufrem, aby nebyla koncentrace mocoviny v kyvete
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vyssi nez 0,2 M. Pfi této koncentraci by mocovina neméla mit na aktivitu a oligomerizaci

CyaA velky vliv (Fiser, 2003).

4.2.1.2. Méfeni pozadi fluorescence donoru CyaA-detox-A488 pii sledovani FRET

Pozadi jsme méfili u kazdého pokusu zvlast’ a pozdé€ji jsme ho odecitali od namétenych
dob dohasinani donoru pomoci programu DAS6 (kapitola 3.2.8.4.). Jako pozadi jsme
zvolili TNE pufr, do kterého byl pozdéji pridan donor a jesté pozdéji akceptor pii méteni
FRET. TNE pufr byl nejptesnéjSim pozadim pro méfeni samotného donoru. Nejpiesnéjsi
pozadi pro méfeni FRET, kdy je v kyveté donor i akceptor a méfi se doba dohasinani
donoru by byl TNE puft s ptfidavkem akceptoru (CyaA-detox-A594) o stejné koncentraci
v jaké je obsazen pii méteni FRET. Z grafu na Obr. 22 vyplyva, ze ptidavkem akceptoru se
pozadi neméni a neni tedy nutné piidavat CyaA-detox-A594 do jeho meéfeni. Akceptor

jsme tedy nepiidavali do méfeni pozadi pro FRET ani pii méfeni na lipozomech a

membranach.
Méreni pozadi pro software DAS6
600
——pufr TNE
500 4 Excita¢ni "‘\ —— pufr TNE+ CyaA-detox-
A594
s 400 -
c
o
)
L 300 |
e )
o
0
o
Q. 200 -
100 -

kanaly

Obr. 22: Mé&feni pozadi odecitaného v softwaru DAS6. Nastaveni a prib¢h méfeni byl stejny jako
3.2.8.4. Porovnani pufr TNE (modra kfivka) a pufr TNE+CyaA-detox-A594 (rtizova kiivka;
0,3 pg/ml); 1 kanal = 111 ps.
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4.2.2. Méreni oligomerizace CyaA na lipozomech ze sojovych lipidii

Me¢tili jsme oligomerizaci CyaA toxoidi vna lipozomech tvofenych sojovym
fosfatidylcholinem (SPC Ila). Bylo zjisténo, Ze kanalotvorna aktivita CyaA, u které se
oligomerizace ptredpoklada, je v sojovych lipozomech vyssi nez v syntetickych (DMPC)
(Benz, et al., 1994b), a to pravdépodobné diky vyssi afinité vazby CyaA na lipidy sojovych
lipozomt nez na lipidy syntetickych lipozom@ (Masin, 1999). Proto jsme nejdiive zvolili
méfeni na tomto typu lipozomd.

Ve vzorku lipidii o koncentraci 0,2 mg/ml je molarni koncentrace lipida asi 0,29 mM.
Pii predpoklddané minimalni velikosti lipozomt 100 nm a ploSe molekuly fosfolipidu
0,6 nm” je celkova koncentrace lipozomt asi 1,6:10"> ml™'. P#i koncentraci CyaA 3 pg/ml
(16,8 nM), ptipadaji na jeden lipozom asi 2 molekuly CyaA. Je to jen hruby odhad a
pravdépodobné je pocet molekul na jeden lipozom vys$i, protoze se jednalo o blize
nespecifikovanou smés lipozomd riaznych velikosti a mnozstvi vrstev. Pro meéfeni
oligomerizace je vhodné, aby na jeden lipozom piipadlo n¢kolik molekul CyaA, aby mély
moznost oligomerizovat. Pocet molekul CyaA ovSem nesmi byt moc vysoky, abychom
nemuseli uvazovat riziko agregace CyaA molekul na membrané. Nemohli jsme pouzit
vys§i koncentraci lipozomi, protoze pozadi pak mélo vysokou intenzitu, hodnotou
srovnatelnou s intenzitou méfeného donoru, a podobné doby dohasinani, jako méfeny
vzorek. Po odecteni takového pozadi od méfené¢ho signalu zbyla ziskanym datim velmi
nizkd intenzita fluorescence, ktera byla velmi rozkolisana a ke statistickému zhodnoceni
nepouzitelnd. Ze stejného ditvodu jsme nemohli pouzit nizs$i koncentraci CyaA-detox,
protoze by se opét zvysil vliv odectu pozadi na nase méteni.

Vyhodnocovani efektivity FRET probihalo stejné jako v kapitole 4.2.1. Relativni
efektivita £, = 0% byla vzdy ziskana z méfeni CyaA-detox-A488 (donor) v daném
prostedi (s Ca®", bez Ca®", pii koncentraci lipozomi 0,1 mg/ml, nebo 0,2 mg/ml). 100 %
relativni efektivita FRET byla vzdy ziskdna z méfeni CyaA-detox-A488/594 (akceptor-
donor na jedné molekule) v daném prostredi (vzdy s Ca®', pii koncentraci lipozomi
0,1 mg/ml, nebo 0,2 mg/ml) (Tab. 7).

Pii méfeni jsme postupovali nasledujicim zptisobem. Nejprve se do kyvety pridal toxoid
s donorem, jehoz proméfeni trvalo pfiblizné 6 minut, potom se ptidal toxoid s akceptorem
v ekvivalentni koncentraci s donorem, jehoz proméieni trvalo pfiblizn€ 10 minut a nakonec
se jesté jednou pridal toxoid s akceptorem do konecné koncentrace 6 pug/ml, kterd zvysuje
pravdépodobnost FRET. Takto naméfena data jsou shrnuta v Tab. 7.

Sojové lipozomy pravdépodobné v naSem piipadé ovliviiovaly dobu dohasindni sondy
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A488 navazané na toxoidu CyaA-detox, a to tak, Ze ji zkracovaly, coz mélo za nasledek
maly rozsah dob dohasinani pro uréovani maximalni E, a celkové zkresleni vysledki.
Meéfieni donoru s akceptorem nejenze neprokazalo FRET a tedy ani oligomerizaci, ale proti

vSem o¢ekavanim se doba dohasinani donoru po pfidani akceptoru prodluzovala.

Pomér mnozstvi . konc. . 24| T,
donoru:akceptoru lipozomu | Ca (ns) E: (%)
(mg/ml)
CyaA-detox-A488 1:0 0,2 -1 3,79 0,0
CyaA-detox-A488/594 1:1 0,2 +| 3,57| 100,0
CyaA-detox-A488+CyaA-detox-A594 1:1 0,2 -1 4,03| -110,6
CyaA-detox-A488+CyaA-detox-A594 1:2 0,2 -| 3,94 -68,6
CyaA-detox-A488 1:0 0,2 +| 3,83 0,0
CyaA-detox-A488/594 1:1 0,2 +| 3,57| 100,0
CyaA-detox-A488+CyaA-detox-A594 1:1 0,2 +| 3,90| -29,8
CyaA-detox-A488+CyaA-detox-A594 1:2 0,2 +| 3,92 -36,7
CyaA-detox-A488 1:0 0,1 -| 3,89 0,0
CyaA-detox-A488/594 1:1 0,1 +| 3,42| 100,0
CyaA-detox-A488+CyaA-detox-A594 1:1 0,1 -1 3,95 -11,2
CyaA-detox-A488+CyaA-detox-A594 1:2 0,1 -| 3,86 6,6
CyaA-detox-A488 1:0 0,1 +| 3,77 0,0
CyaA-detox-A488/594 1:1 0,1 +| 3,42| 100,0
CyaA-detox-A488+CyaA-detox-A594 1:1 0,1 +| 3,87| -29,8
CyaA-detox-A488+CyaA-detox-A594 1:2 0,1 +] 3,87 -29,1
Tab. 7: Toxoidy (3.2.8.3.) a relativni efektivita FRET E, v pufru TNE s vapenatymi kationty +
(4 mM) a bez vapenatych kationtt -; 7, (ns) — doba dohasinani akceptoru A488 ; tucné

hodnoty zvolené jako 0 % a 100 % E,; pomér mnozstvi donoru a akceptoru byl urcen z piidavané
koncentrace toxoidu; lipozomy z SPC 1II byly fedény 10-krat, nebo 20-krat; prokazatelny FRET by se
vyznac¢oval hodnotami nad 15 % E,.

4.2.3. Méreni oligomerizace CyaA na syntetickych lipozomech DMPC

Vzhledem k nespecifickému ptisobeni lipozomti ze SPC Ila lipidi na dobu dohasinani
donoru (CyaA-detox-A488) pti méfeni FRET jsme se rozhodli pouzit jiny typ lipida pro
pfipravu lipozomu, a sice syntetické lipidy DMPC (dimyristoylfosfatidylcholin) s 99 %
Cistotou. DMPC maji lepsi optické vlastnosti, které dovoluji méfit ve vyssi koncentraci
lipozomii. CyaA se do nich ale vaze s nizsi afinitou nez do SPC lipozomut (Masin, 1999).
0% a 100% E, byly urceny jako v ptedchozich kapitolach (4.2.2.; 4.2.1.). Kvili
nedostatku CyaA-detox-A488/594 jsme 100 % E, urCovali pouze se syntetickymi lipozomy
o koncentraci 0,5 mg/ml s vapenatymi kationty. Narozdil od pfedchozich méfeni FRET

jsme do kyvety u vSech pokusu ptidavali vapenaté kationty (4 mM), které jsou dulezité pro
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CyaA kvuli zaujeti spravné konformace.

Z Tab. 8 je patrné, ze doby dohasindni v riznych koncentracich lipozomi se liSily
minimdlné. U lipozom z DMPC lipida narozdil od lipozomil ze sojovych lipidi uz nebyl
problém srozsahem dob dohasindni pifi urCovani maximalni Er. FRET, tedy ani
oligomerizace, nebyl prokazan u zadného vzorku po piidani akceptoru k donoru ani pii

dvojnasobné koncentraci akceptoru.

Pomér mnozstvi | ,. konc. . 2+ T
donoru:akceptoru lipozoma | Ca (ns) E: (%)
(mg/ml)

CyaA-detox-A488 1:0 1 +| 4,00 0,00
CyaA-detox-A488/594 1:1 0,5 +| 3,59|100,00
CyaA-detox-A488+CyaA-detox-A594 1:1 1 +| 401 -2,75
CyaA-detox-A488+CyaA-detox-A594 1:2 1 +| 4,00 0,61
CyaA-detox-A488 1:0 0,5 +| 4,00 0,00
CyaA-detox-A488/594 1:1 0,5 +| 3,59(100,00
CyaA-detox-A488+CyaA-detox-A594 1:1 0,5 +| 4,05| 12,77
CyaA-detox-A488+CyaA-detox-A594 1:2 0,5 +| 4,04] -10,72
CyaA-detox-A488 1:0 0,2 +| 4,06 0,00
CyaA-detox-A488/594 1:1 0,5 +| 3,59(100,00
CyaA-detox-A488+CyaA-detox-A594 1:1 0,2 +| 4,06 0,20
CyaA-detox-A488+CyaA-detox-A594 1:2 0,2 +| 408 -3,45

Tab. 8: Toxoidy (3.2.8.3.) arelativni efektivita FRET E, v pufru TNE s vapenatymi kationty +

(4 mM); 1, (ns) — doba dohasindni akceptoru A488 ; tu¢n€ hodnoty zvolené jako 0 % a 100 % E,;
pomér mnozstvi donoru a akceptoru byl ur¢en z ptidavané koncentrace toxoidu; syntetické lipozomy
DMPC byly fedény 2-krat, 4-krat nebo 10-krat; prokazatelny FRET by se vyznacoval hodnotami nad
I5%E,.

4.2.4. Méreni oligomerizace CyaA na membraniach makrofaga J774A.1

Poslednim systémem, ktery jsme zvolili pro zjiStovani oligomerizace byly membrany
makrofaghi J774A.1 obsahujici integrin CD11b/CD18, ktery je receptorem pro CyaA
(Guermonprez, et al., 2001). Proto jsme ocekavali vétsi pravdépodobnost vazby CyaA-
detox do tohoto systému. Tyto membrany byly izolovany podle kapitoly 3.2.8.6. Efektivity
0 % a 100 % E, byly urCeny jako v ptedchozich kapitolach (4.2.2.; 4.2.1.).

Vysledky se od ptedchozich kapitol moc neliSily. FRET po pfidani akceptoru nebyl
zjistén (Tab. 9). Pfitomnost vapenatych kationtl také vyrazné neovlivilovala dobu
dohasinani CyaA-detox-A488 ani po pridani CyaA-detox-A594. Takze jsme neprokazali

oligomerizaci CyaA ani v tomto systému.
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Pomér mnozstvi +
donoru:akceptoru ca’ z(ns) | Er (%)

CyaA-detox-A488 1.0 + 3,99 0,0
CyaA-detox-A488/594 1:1 + 3,28 100,0
CyaA-detox-A488+CyaA-detox-A594 1:1 + 4,04 -6,9
CyaA-detox-A488+CyaA-detox-A594 1.2 + 4,04 -7,7
CyaA-detox-A488 1:0 - 4,06 0,0
CyaA-detox-A488/594 1:1 + 3,28 100,0
CyaA-detox-A488+CyaA-detox-A594 1:1 - 4,06 -0,2
CyaA-detox-A488+CyaA-detox-A594 1:2 - 4,03 29

Tab. 9: Toxoidy (3.2.8.3.) a relativni efektivita FRET E, v pufru TNE s vapenatymi kationty + (4 mM)

a bez vapenatych kationtt -; 7, (ns) — doba dohasinani akceptoru A488; tu¢n¢ hodnoty zvolené

jako 0 % a 100 % E,; pomér mnozstvi donoru a akceptoru byl uréen z pfidavané koncentrace toxoidu;
zasobni pelet (3.2.8.6.) membran byl fedén 10-krat; prokazatelny FRET by se vyznacoval hodnotami
nad 15 % E..

4.2.4.1. Ovéteni vazby toxinu do membrana makrofagh J774A.1

Poslednim pokusem pfi zjiStovani oligomerizace bylo ovéfeni vazby toxoidi do
membran izolovanych z makrofagii J774A.1. Pokud by se toxoidy do membran nevazaly,
nemohli bychom na zdklad¢ naSich vysledkii uzavfit, Ze k oligomerizaci na téchto
membrandch dochazi.

Po méfeni v kapitole 4.2.4. jsme pielili jednotlivé vzorky do mikrozkumavek, natedili a
centrifugovali (pokojové teplota, 12100 x g, 5 min). Supernatant jsme ptelili do novych
mikrozkumavek a pelet jsme nafedili v TNE pufru. VSem témto vzorkim jsme zméfili
emisni spektrum (excitace 462 nm, 420-520 nm emise, LP 490 nm v emisi, SP 490 nm
v excitaci). Po korekci intenzit na vSechna fedéni jsme spocitali pomér pelet/supernatant
emisnich maxim A488 (520 nm) jednotlivych vzorkl. Intenzity fluorescence by v urcitém
rozmezi meéli vnaSem piipadé odrazet koncetraci sondy, pokud zanedbame vliv
mikroprostiedi blizkosti membran na sondy. Vypoctem jsme tedy ziskali ¢islo, které tika
kolikrat vic je vazané sondy na toxoidu v membrané, nez v roztoku (Tab. 10). Toxoidu bylo
v membrané minimalné 1,8 x vice nez v roztoku.CyaA-detox-A488/594 se do membrany
vazal priblizné dvakrat vice nez CyaA-detox-A488 s pridavkem CyaA-detox-A594.
Toxoidy se tedy do membrany vazaly a my tedy mizeme vyloucit, ze dochézi

k oligomerizaci toxoidu po jejich integraci do izolovanych membran J774A.1.
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koncentrace toxoidu pomer |ntenz_|t
s A488 v pavodnim ca* v maxArzgsemlse
vzorku (mg/ml) pelet/supernatant
CyaA-detox-A488/A594 3 - 4.4
CyaA-detox-A488/A594 3 + 5,6
CyaA-detox-A488+CyaA-detox-A594 3 - 2,8
CyaA-detox-A488+CyaA-detox-A594 3 + 1,8

Tab. 10: Urceni poméru vazby toxoidu do membrany makrofagti J774A.1 v pfitomnosti Ca2+ (+) a bez
Ca2+ (-).
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4.3. Prokazovani interakce tryptofanii z RTX hemolyzinové oblasti, ktera

by mohla mit zasadni vliv na ziskavani nativni konformace CyaA

V RTX hemolyzinové oblasti CyaA, ktera obsahuje nonapeptidové repetitivni sekvence
(mezi aminokyselinami 1006 — 1638) (Khelef, et al., 1992), do nichz se vaZzou vépenaté
kationty a stabilizuji tak celou strukturu CyaA (Hewlett, et al., 1991), se nachézeji dva
tryptofany v pozicich 1631 a 1652, které by mohly napomahat zabaleni CyaA do funkéni
konformace. Aby RTX repetitivni sekvence mohly vazat vapenaté kationty potiebuji,
zaujmout sekundarni strukturu, kterd bude fungovat jako inicia¢ni jadro vzniku beta-roll
struktury (Sotomayor Perez, et al., 2010), ktera je tvofena v repetitivnich sekvencich a je
zodpovédna za vazbu vapenatych kationth (Rhodes, et al., 2001). Tryptofany 1631 a 1652
byla v tzv. stacking interakci. Rozhodli jsme se to tedy ovéfit pomoci homoFRET
mefeného na zdkladé zmény anizotropie fluorescence, kterou by mél tento pfenos energie
ovliviiovat. FRET byl piivodné pfedpokladéan a sledovan u chemicky rtiznych molekul, kdy
jedna funguje jako donor a druhd jako akceptor. U homoFRET dochazi k pienosu energie
mezi dvéma stejnymi molekulami, napt. 2 tryptofany, a jsou dost blizko (do 1 nm) na to,
aby mohlo k takovému pienosu dojit. HomoFRET m¢l ukazat zda jsou tyto tryptofany dost
blizko, pro takovou interakci.

Tato méfeni jeSté€ nejsou dokoncend. Mame k dispozici CyaA (1530-1680) a mutantni
usek CyaA WYR se substituci v pozicich 1645-1647 WYR>ASG jako negativni kontrolu,
ktera obsahuje jen jeden tryptofan. V dalSich kapitoldch pouze nastinim principy metod,

které pouZzivame.

4.3.1. Méreni homoFRET pomoci zmény anizotropie s pouZitim Red-edge efektu

Weber vroce 1960 prokdzal, ze homoFRET mezi dvéma molekulami tryptofant
prispiva k depolarizaci emise. Také ukézal, Zze tento pienos energie mnohem mén¢
ovlivituje polarizaci, pokud jsou tryptofany excitovany pii 310 nm (Weber, 1960). Tento
jev byl nazvan ,,red-edge* efekt (také Webertiv ,,red-edge* efekt). Pozdé&ji se ukazalo, zZe je
tento jev charakteristicky pro vSechny molekuly s aromatickym kruhem, u kterych dochazi
k homoFRET (Weber and Shinitzky, 1970). ,,Red-edge* efekt popira nezavislost emisniho
spektra na vlnové délce excitace v absorp¢ni oblasti, dané latky (Vaviloviiv zdkon). Ve

skute€nosti toto pravidlo mize fungovat jen v homogennim prostiedi, kde na vSechny
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molekuly plisobi homogenni prostiedi (Demchenko, 2002). Bylo zjisténo, Ze homoFRET
mezi dvéma konkrétnimi molekulami tryptofanu se da sledovat méfenim anizotropie
tryptofanové emise pii excitaci dvéma vlnovymi délkami. Jedna excitacni vlnova délka
(295 nm) odpovida selektivni excitaci tryptofant, pfi kratSich vlnovych délkach je
excitovan i tyrosin a fenylalanin, a sledovana depolarizace je ovlivnéna dvéma procesy.
Jednim z nich je pohyb tryptofana zptisobeny rotaci celé molekuly, na které jsou tryptofany
navazany, a rotacnim pohybem jednotlivych tryptofanovych zbytkii. Druhym procesem je
pravé homoFRET tryptofanii. Druha excita¢ni vinova délka odpovida ,,red-edge* excitaci a
jeji vlnova délka je 310 nm. Pii takové excitaci je vyznamné redukovan prispévek
tryptofanového homoFRET ke zméné anizotropie, na kterou ma tedy vliv pouze rotace
tryptofanti. Toho se d4 vyuzit k méfeni homoFRET tryptofanti a to tak, ze se sleduje pomér
anizotropie tryptofanu pii excitacich 310/295 nm (Moens, et al., 2004). Cim vyssi je tento

pomgr, tim vétsi je prispévek homoFRET k depolarizaci.

4.3.2. Méreni homoFRET pomoci vybélovani vzorku a méreni anizotropie

Ptispévek homoFRET ke zméné anizotropie systému se da také eliminovat pomoci
snizovani koncentrace fluoroforu, ktery je sledovan. Toho miize byt dosazeno praveé
vybélovanim (Squire, et al., 2004; Varma and Mayor, 1998). V naSem méfeni dosahujeme
vybéleni vzorku intenzivni excitaci 295 nm, kterad trvd minimalné¢ 60 minut, na
spektrofluorometru v kyveté 1,5x1,5 mm. Béhem vybélovani méfime anizotropii. Mezi
sebou porovnavame vzorky mutantniho Giseku CyaA (1530-1680), ktery obsahuje jen jeden
tryptofan, a useku CyaA (1530.1680), ktery obsahuje oba tryptofany.
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5. DISKUZE

5.1. Vstup sodnych kationtii do makrofagi J774A.1

Adenylat-cyklazovy toxin bakterie Bordetella pertussis, ktery je kliCovym virulen¢nim
faktorem této bakterie, md mnoho funkci. Tvofi kation-selektivni pory (Benz, et al.,
1994b), které mohou zplsobit koloidné¢ osmotickou lyzi bunék (Bellalou, et al., 1990).
Dale muze translokovat svoji adenylat-cykldzovou doménu do cytosolu hostitelskych
bunék a po aktivaci bunécnym kalmodulinem (Wolff, et al., 1980) katalyzovat pfeménu
ATP na cAMP, které jako druhy posel vyrazné ovlivituje signalizaci cilovych bunck a mtize
spustit apoptozu. Translokace AC domény a kandlo-tvorna aktivita jsou na sobé nezavislé
déje, a je mozné je od sebe do jist¢ miry oddélit (Basler, et al., 2006; Osickova, et al.,
1999).

Adenylat-cyklazovy toxin zptsobuje na membrané bunék s CD11b/CD18 integrinem,
ktery je receptorem pro CyaA (Guermonprez, et al., 2001), tok iontd. Translokace
adenylat-cyklazové domény do cytozolu bunck je zodpovédnd za vstup vapenatych
kationtd do makrofagi J774A.1, bun¢k s CD11b/CD18 integrinem. Pivodné se mélo za to,
ze je za to zodpovédna jeho kandlotvorna aktivita nebo je to vysledek otevieni iontovych
kanali na cytoplazmatické membran¢ hostitelskych bunék, nebo na membrané
endoplazmatického retikula, ale bylo ukézano, ze ke vstupu véapenatych kationti dochézi
pfi translokaci AC domény pres hostitelskou membranu (Fiser, et al., 2007). Hemolyzinova
doména, kterd vykazuje kanéalotvornou aktivitu, je zodpoveédna za Gnik draselnych kationti
z bun¢k (Pospisilova, 2010).

Riizna koncentrace sodnych kationtil v sav€ich systémech v extracelularni (145 mM) a
intraceluldrnim (12 mM) prostoru tvoii koncentracni gradient, ktery pfispiva
k membranovému potencialu buné€k, jehoz udrzovani je nezbytné pro mnoho bunéénych
déji. Benz (1994b) zkoumal na Cernych lipidovych membrandch mimo jiné vodivost
(G),charakterizujici prostup iontu kandlem vytvofenym CyaA. Mezi teflonovymi
komirkami byla vytvofena jednovrstevna lipidovd membrana s membranovym
potencidlem 50 mV (pfiblizuje se fyziologické hodnoté, ktera je také dilezitd pro integraci
CyaA do bun¢k (Menestrina, et al., 1987)), do které se spontann¢ integrovaly 1-2 molekuly
CyaA. Pro NaCl byla ziskédna hodnota vodivosti 18 pS pii 1 M koncentraci. Pro KCl byla
hodnota vodivosti za stejnych podminek 27 pS. S jakou selektivitou prochazi sodné

kationty nebylo zjisStovano, ale bylo potvrzeno, ze kanadlem mtizou prochazet.
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Mym cilem bylo zjistit zda a jakym zptsobem sodné kationty vstupuji do bunéck
sJ774A.1 s CDI11b/CDI18 integrinem opisobené¢ CyaA a doplnit tak chybéjici dilek
v obrazu ovlivilovani iontové rovnovahy makrofagh J774A.1 adenylat-cyklazovym
toxinem. Jako moji pfedchtdci (Fiser, 2003; Pospisilova, 2010) jsem se rozhodla pouzit
pro tento ucel fluorescencni spektrofotometrii, a sice méfeni poméru emisnich vlnovych
délek bunck obarvenych fluorescencni SBFI/AM. Fluorescen¢ni sondou SBFI/AM se mi
nepodatilo méfit vstup sodnych kationtlh do buné€k makrofagi J774A.1 po ptidani toxinu
CyaA. Hlavnim problémem byla velka intenzita autofluorescence bun¢k vici fluorescenci
sondy SBFI/AM. Sonda SBFI/AM je excitovana vlnovymi délkami, které jsou blizké UV
oblasti (Lakowicz, 2006). To je i divodem vysoké autofluorescence bunck, protoze pii
takové excitaci je zvySovana intenzita emise fluorofori obsaZenych v burice, napf.
aminokyseliny s aromatickym postrannim fetézcem, NAD, NADP, ¢i flavinové koenzymy
(Monici, 2005). Rozhodla jsem se tedy pouzit zplisob méfeni jinou fluorescen¢ni sondu, a
sice Sodium Green. Tato sonda by méla vykazovat zkraceni doby dohasinani, ptfi vazbé
sodnych kationti (Minta and Tsien, 1989). Touto sondou jsem ale nebyla schopna nabarvit
makrofagy J774A.1, protoZze sonda na jejich povrchu agregovala. Kviili metodickym
problémiim jsem tedy nebyla schopna potvrdit ani vyvratit vstup sodnych kationtl do
bunék J774A.1 aktivitou CyaA, natoz mechanismus jejich vstupu.

Existuje jesté nekolik dalSich fluorescencnich sond, které by se daly pouzit pro méteni
koncentrace sodnych kationtli uvnitf bunck. Napiiklad CoroNa Green, kterd ovSem
z obarvenych bunck pfi méfeni unikd a mé niz$i selektivitu pro sodné kationty nez
SBFI/AM (Meier, et al., 2006) nebo nedavno vyvinutd sonda ANG, kterd je intenzitné
zavisla na zvySovani koncentrace sodnych kationtli a je pouzivana pii métenich in vivo
(Lamy and Chatton, 2011), ktera by mohla byt nasim dal$im nastrojem pro zkoumani zmén
vnitrobunééné koncentrace sodnych kationta.

Déle by se nabizela metoda patch-clamp. Nase laboratof ale nedisponuje timto zafizenim.

5.2. Oligomerizace CyaA toxinu v roztoku a v membranach

Presna specifikace piisobeni adenylat-cyklazového toxinu na membranu cilovych bunék
je velmi aktualnim tématem. Adenylat-cyklazovy toxin je totiz vhodnym néstrojem
k dopravé antigenti do bun¢k imunitniho systému s cilem navodit imunitu k infekcim a pro
vyvoj novych postupii v imunoterapii nddort. Doprava antigeni do bun€k imunitniho

systému je jiz zkoumana u mysi (Dadaglio, et al., 2003; Dadaglio, et al., 2000; Fayolle, et
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al., 2004; Fayolle, et al., 2010; Fayolle, et al., 1999; Fayolle, et al., 2001; Karimova, et al.,
1998; Loucka, et al., 2002; Mascarell, et al., 2006).

Adenylat-cyklazovy toxin patfi do rodiny RTX toxind hemolyzini. Toxin HIyA,
nejprozkoumanéjsi zastupce RTX hemolyzinli, piisobi jako oligomer pii hemolyze
(Ludwig, et al., 1993) i pti kanalotvorné aktivité v ¢ernych lipidovych membranach (Benz,
et al., 1989). Na Cernych lipidovych membréanach ptisobi jako oligomery 1 HlyA Proteus
vulgaris, HlyA Morganella morganii (Benz, et al., 1994a) ¢i Apxl A Actinobacillus
pleuropneumoniae (Maier, et al., 1996). Adenylat-cyklazovy toxin mad dvé na sobé
nezéavisle fungujici podjednotky (Basler, et al., 2006): Adenylat-cyklazovou doménu a
RTX hemolyzinovou doménu. Nedavno byl vytvofen model pisobeni CyaA na membranu
hostitelskych  bunék, ktery ptredpokladd soucasnou existenci dvou rluznych
konformerti/prekurzort v membrané hostitelské buniky. Jeden konformer translokuje
adenylat-cykldzovou doménu do cytozolu hostitelské bunky, vpousti pfi tom vapenaté
kationty do cytozolu (Fiser, et al.,, 2007) a funguje jako monomer(Gray, et al., 1998).
Druhy konformer vytvoii hemolyzinovy kandl, ktery vypousti draselné kationty
z hostitelské buiikky a zptsobuje koloidné osmotickou lyzi erytrocytl (Osickova, et al.,
1999; Vojtova-Vodolanova, et al., 2009). Oligomerizace kanalotvorného prekurzoru byla
prokazana na nckolika membranovych systémech bez integrinu, ale na membranach
s integrinem CD11b/CD18, ktery funguje jako receptor pro CyaA (Guermonprez, et al.,
2001), jesté ne. Také neni jasné, zda kanalotvorny prekurzor oligomerizuje pied vstupem
do hostitelské membrany, nebo az po ném. Mym cilem tedy bylo potvrdit oligomerizaci na
riznych typech membran, véetn¢ membran izolovanych z makrofagti J774A.1, které na
svém povrchu exprimuji CD11b/CD18 integrin, a pokusit se urcit, zda k oligomerizaci
CyaA dochazi pted, nebo po vstupu do membrany. Oligomerizace byla sledovana pomoci
fluorescen¢niho rezonan¢niho pfenosu energie méfenim doby dohasinani donoru
v ¢asovém rozliSeni. K FRETu dochézi, pokud jsou molekuly s vhodnymi spektralnimi

charakteristikami dostate¢né blizko sebe, tedy 1 v ptipad¢ oligomerti.

5.2.1. Oligomerizace CyaA-detox v roztoku

Nase meéfeni neprokazala oligomerizaci v TNE pufru. Pokus v roztoku jsme dé¢lali
pfedevsim proto, abychom méli piedstavu o dobach dohasinani samotného donoru a
donoru s akceptorem navazanych na jedné molekule CyaA-detox (pozitivni kontrola) a

vlivu vapenatych kationti na tyto hodnoty. Pozitivni kontrola vykazovala zkraceni doby
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dohasinani o 15 % vzhledem k dobé dohasinani samotného donoru. Zkraceni doby
dohasindni donoru s akceptorem navazanym na stejné molekule CyaA-detox bez
vapenatych kationtd bylo pouze 13 % vzhledem k dobé dohasinani samotného donoru. To
naznacuje ze molekula CyaA-detox ma kompaktnéjsi konformaci s vapenatymi kationty a
je to vsouladu s publikacemi zabyvajicimi se konformaci CyaA (Chenal, et al., 2009).
Zkraceni doby zivota by mélo byt pro zodpovézeni otazky zda k oligomerizaci dochazi

nebo ne.

5.2.2. Oligomerizace CyaA-detox na lipozomech

Lipozomy jako modelové membrana pro vazbu RTX hemolyzini nejsou idedlni,
protoze neodrazeji zcela presné interakci toxinu s membranou bunék. Napiiklad -
hemolyzin E. coli nepotiebuje pro vazbu do membrany lipozomu vapenaté kationty ani
posttransla¢ni modifikaci (acylaci), které jsou jinak nezbytné pro hemolytickou aktivitu
tohoto toxinu (Boehm, et al., 1990; Stanley, et al., 1994). Pisobeni adenylat-cyklazového
toxinu na nich zkoumal Masin a porovnaval ho s pisobenim CyaA na erytrocyty. Z jeho
vysledkl vyplyva, ze lipozomy nejsou relevantnim in vitro systémem pro zkoumani CyaA,
protoze CyaA vyzaduje jiné¢ podminky pro vazbu na lipozomy nez pro vazbu na erytrocyty
(Masin, et al., 2004). Pusobeni adenylat-cyklazového toxinu na lipozomy zkoumal i
Radovan Fiser ve své diplomové praci a pfi vysvétlovani kinetiky uvolfiovani obsahu
lipozomil pisobenim CyaA pouzil Hillovu rovnici pro zkoumdni oligomerizace CyaA.
Jeho vysledky naznacuji, Ze by se mélo jednat o monomery (Fiser, 2003; Fiser and
Konopasek, 2009). Oligomerizaci na lipozomech jsem zkoumala hlavné proto, abych
potvrdila, ze na lipozomech k oligomerizaci nedochdzi. Oligomerizaci na lipozomech

z DMPC lipidil jsem nakonec skute¢né neprokazala.

5.2.3. Oligomerizace CyaA-detox na izolovanych membranach obsahujicich integrin

CD11b/CD18

V roce 2009 byl proveden prvni piimy ditkaz, ze CyaA tvofi na bunécné membrané
erytrocyti oligomery (Vojtova-Vodolanova, et al., 2009). Membrany erytrocytt ale
neobsahuji CD11b/CD18 integrin, na ktery se CyaA vaze s mnohem vé&tsi afinitou neZ na

membrany bez integrinu (Guermonprez, et al., 2001). Poslednim systémem, na kterém
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jsem zkoumala oligomerizaci CyaA tedy byly membrany izolované z makrofagl J774A.1,
které na svém povrchu integrin CD11b/CD18 exprimuji. Na izolovanych membréanach
jsem méfenim FRET v ¢asovém rozliSeni neprokdzala oligomerizaci CyaA-detox. Bylo
ovéteno, Ze se toxin do izolovanych membran védzal. Nemohu ale vyloucit, Ze se tam vazal
jinym zpusobem, nez na zivé buiiky, protoze integrin mohl byt izolaci membran poskozen.
Integrace CyaA do membran muze byt navic ovlivnéna membranovym potencidlem bunky
(Knapp, et al., 2008), ktery na izolovanych membranach nebyl vytvoien.

Do budoucna bychom mohli uvazovat o méteni oligomerizace CyaA na membranach
zivych makrofagii metodou pouzitou v této praci. Bylo by ale vhodné pouzit jiny par
fluorescenc¢nich sond. Pomoci techniky fluorescen¢ni korelacni spektroskopie, kterou jsme
meéli moznost pouzit u profesora Martina Hofa na ustavu fyzikalni chemie, jsme zjistili, Ze
se Alexa Fluor 488 navdzand na CyaA-detox rychle vybéluje a CyaA-detox-A488 se na
membrané makrofagi J774A.1 pohybuje pomalu na to, aby byl vznik oligomeri na
membrané méfitelny pred vybelenim sondy. Také by bylo vhodné barvit molekuly CyaA
sondami s vétSim piesahem emisniho spektra donoru s excitaénim spektrem akceptoru pro
FRET. Tim by se zvysilo rozliSeni a pfesnost metody, kterou jsme pouzivali.

Pro méfeni oligomerizace bychom mohli vyuzit méfeni homoFRET pomoci sledovéni
anizotropie podobn¢, jako je popsano ve vysledcich v kapitole 4.3. Jen by se misto
homoFRET tryptofanii métila CyaA obarveny vhodnou sondou. Tento postup uz byl
uspésné pouzit (Ganguly, et al., 2011).
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6. SOUHRN

Ve své praci jsem zkoumala plsobeni na buiiky, oligomerizaci a konformaci adenylat-
cyklazového toxinu (CyaA) bakterie Bordetella pertussis. Ke splnéni svych cili jsem
pouzivala ptedevsim fluorescencni metody.

Mym prvni cilem bylo zjistit zda CyaA zpusobuje vstup sodnych kationtii do makrofagt
J774A.1 pomoci fluorescencnich sond SBFI/AM a SG/TA. Tento cil se mi nepodafilo
splnit, protoze:

e cmise sondy SBFI/AM nebyla dostatecné vysoka v porovnani s emisi bunék,
které tak tvortily, ptili§ velké pozadi.
e sonda SG/TA nevstupovala do makrofagti J774A.1.
Mym dal$im cilem bylo zkoumat oligomerizaci CyaA na raznych membranovych
systémech metodou FRET métenou v ¢asovém rozliSeni. Zjistila jsem ze:
e Kk oligomerizaci CyaA nedochazi v pouzitém TNE pufru.
e Kk oligomerizaci CyaA nedochazi na lipozomech.
e koligomerizaci CyaA nedochazi na membranach izolovanych z makrofagt
J774A.1, které na svém povrchu exprimuji CD11b/CD18 integrin.

Mym poslednim cilem bylo zkoumat interakci dvou tryptofanti, které lezi na C-konci
CyaA a jejich ,stacking®™ interakce by mohla byt na pocatku baleni CyaA do nativni
konformace. Tyto pokusy nejsou dokoncené, budu v nich pokracovat v rdmci doktorského

studia.
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