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POVZETEK
Kljuéne besede: glivicni proteini — toksi¢nost; ostrigar — metabolizem; proteini liticnega

kompleksa; celicna membrana, propustnost; kalcij — metabolizem; celi¢ne linije - analize

Proteina ostreolizin A (15 kDa) in pleurotolizin B (59 kDa), izolirana iz gobe bukov
ostrigar, oblikujeta citoliticni kompleks OlyA/PlyB, ki ima toksi¢ne kardiorespiratorne
ucinke in vivo. Z nalogo smo zeleli ugotoviti u¢inke in mehanizme toksi¢nega delovanja
OIlyA/PlyB na ravni celic in vitro. S konfokalno mikroskopijo smo pri nevroblastomskih
celicah NG108-15 ugotovili, da kompleks OlyA/PlyB v koncentracijah od 42 nM/4,7 nM
do 70 nM/7,8 nM povzro¢i celicni edem in oblikovanje membranskih mehurckov.
Nastanek edema prepreéi ekvimolarna zamenjava Na® in CI” v mediju s saharozo ali Na-
izetionatom, zato sklepamo, da je za njegov nastanek kljucen prehod CI v celico. K
nastanku celi¢nega edema delno prispeva tudi 3Na'/Ca*" izmenjevalec (NCX), saj je v
mediju brez Ca®" ali prisotnosti benzamila, zaviralca NCX, celi¢ni edem manjsi.
Fluorometri¢ne meritve so pokazale, da OlyA/PlyB izzove pove&ano koncentracijo Ca?*
v citosolu NG108-15 in gladkomisi¢nih celicah A10. Mejna koncentracija OlyA/PlyB, ki
povzro&i znaéilni porast [Ca®']; v celicah NG108-15, je ~ 15-krat vi§ja (700 nM/78 nM)
kot tista, ki privede do nastanka celi¢nega edema, medtem ko za porast [Ca®*]; v celicah
A10 zadostuje ze 14 nM/1,56 nM koncentracija OlyA/PlyB. V obeh celi¢nih linijah je za
porast odgovoren vdor zunajceli¢nega Ca®* v celice, saj v mediju brez Ca** OlyA/PlyB
ne izzove povisanja [Ca’*];. Maksimalni porasti [Ca*'];, spodbujeni z OlyA/PlyB, so bili
v prisotnosti benzamila ali zamenjavi Na* in CI" z N-metil-D-glukaminom ali saharozo
znadilno nizji, kar kaZe na pomembno vlogo NCX pri porastu [Ca®*]i. V celicah A10 k
porastu [Ca®*]; prispeva tudi sprosanje znotrajceli¢nih zalog Ca?*, kar ne velja za celice
NG108-15, saj je pri njih v prisotnosti tapsigargina (TG) amplituda porasta [Ca®'];
nespremenjena. Pri celicah A10 ugotavljamo Se znacilno niZje poraste [Ca2+]i po
izpostavitvi celic lantanovemu kloridu (LaCl3) in verapamilu, kar kaze, da kK
maksimalnim porastom [Ca*']; v gladkomiSi¢nih celicah pomembno prispeva tudi prehod
Ca’* skozi L-tip kalcijevih kanalgkov in neselektivne kalcijeve kanaltke. Ugotovljeni
morfoloski ucinki in razjasnitev mehanizmov delovanja na celi¢ni ravni pomembno
prispevajo k razumevanju toksi¢nih kardiorespiratornih uc¢inkov proteinskega kompleksa
OlyA/PlyB in vivo.
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SUMMARY

Key words: Fungal proteins — toxicity; Pleurotus — metabolism; complement membrane

attack complex; cell membrane permeability; calcium — metabolism; cell line - analysis

Proteins ostreolysin A (15 kDa) and pleurotolysin B (59 kDa), isolated from the oyster
mushroom, form cytolytic complex OlyA/PlyB with toxic cardiorespiratory effects in
vivo. The aim of this study was to assess effects and mechanisms underlying its toxic
action by in vitro cellular approach. Confocal microscopy revealed that concentrations of
OlyA/PlyB ranging from 42 nM/4.6 nM to 70 nM/7.6 nM induced neuroblastoma
NG108-15 cell swelling and plasma membrane bleb formation. Iso-osmotic replacement
of NaCl by sucrose or Na-isethionate prevented NG108-15 cell swelling, suggesting that
the swelling resulted from CI” influx. Extracellular Ca?* moderately contributed to the
swelling because benzamil, an 3Na‘/Ca®* exchanger (NCX) inhibitor, and Ca**-free
medium partially prevented this response. Fluorometric measurements showed that
OlyA/PlyB increased intracellular Ca®* [Ca®*]; activity in NG108-15 and A10 smooth
muscle cells. Approximately 15-fold more OIlyA/PlyB (700/78 nM) was needed to
increase the [Ca*"]; compared with the amount that induced NG108-15 swelling, while in
A10 cells considerably lower concentration (14 nM/1.56 nM) of OIlyA/PlyB was
sufficient to increase the [Ca?*];. In both cell lines [Ca®*]; increase was dependent on Ca?*
influx because the OlyA/PlyB-mediated effect was absent in Ca®**-free medium. The
presence of benzamil or replacement of Na" and CI” by N-methyl-D-glucamine or sucrose
significantly reduced OlyA/PlyB-mediated rise in [Ca']; thus provding further evidence
for a role of the NCX. In A10 cells release of Ca®* from internal stores also contributed to
the [Ca?*]i rise, while this was not the case in NG108-15 cells in which the amplitude of
[Ca?*]; was unaffected by addition of thapsigargin (TG). In A10 cells, lanthanum(lII)
chloride (LaCl3) and verapamil significantly reduced OlyA/PlyB-induced increase in the
[Ca?*]i indicating that in smooth muscle cells Ca?* influx through the L-type and non-
selective Ca?* channels substantially contributed to the maximal [Ca®]; increase. The
described morphological effects and the underlying cellular mechanisms responsible for
these observations are important steps towards understanding the toxic cardiorespiratory

effects of the OlyA/PlyB protein complex in vivo.
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1 UvOD

1.1 Ostreolizin

1.1.1 Splosno

Iz bukovega ostrigarja (Pleurotus ostreatus) izolirana proteina ostreolizin A (15 kDa) in
pleurotolizin B (59 kDa) oblikujeta citoliticni kompleks (OlyA/PlyB), ki vsebuje domeno
MACPF (angl. membrane attack complex component/perforin). Podobno domeno
vsebujejo proteini imunskega sistema, tj. proteini komplementnega litiénega kompleksa
in perforina. Proteina OlyA in PlyB se v izolatu nahajata v molskem razmerju 9:1 (1, 2,
3). Prevladujoci protein OlyA se sintetizira v ¢asu oblikovanja primordijev in plodis¢
bukovega ostrigarja. Pripada veliki skupini visoko homolognih proteinov, t. i.
egerolizinov (4, 5). lIzolirani so bili iz razli¢nih gob, plesni, rastlin in bakterij. Njihove
skupne lastnosti so: nizka izoelektri¢na to¢ka, termolabilnost, podobna molekulska masa
ter stabilnost v Sirokem razponu pH (3,5 — 10). Vecina predstavnikov egerolizinov,
izoliranih iz bazidiomicetnih gliv, je tudi membransko aktivnih (5, 6).

Kompleks OlyA/PlyB povzro¢i nastanek por v bioloskih in umetnih membranah, bogatih
s holesterolom (Hol) in sfingomielinom (SM), oz. specifiécno prepoznava t. i.
membranske rafte (7). Za prepoznavanje omenjenih membranskih domen in zacetno
vezavo je odgovoren OlyA. PovrSinsko vezane molekule OlyA se povezejo z
monomernim ali oligomernim PlyB, kar izzove kooperativne konformacijske spremembe
molekul PlyB in oblikovanje pore. Posamezna ¢lena citoliticnega kompleksa (OlyA in
PlyB) nista porotvorna (1). V nanomolarnih koncentracijah (45 nM/4,9 nM — 448
nM/48,6 nM) je OlyA/PlyB citotoksicen za Stevilne celi¢ne linije in eritrocite (8). V
poskusih na glodalcih so ugotovili, da OlyA/PlyB v letalnih odmerkih povzroc¢i zastoj

dihanja in odpoved sréne funkcije (9).
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Slika 1 — Bukov ostrigar (Pleurotus ostreatus). Foto: dr. Sabina Berne.

1.1.2 Strukturne lastnosti OlyA

OlyA ima izoelektri¢no toc¢ko pri pH 5,0. Po sekveniranju cDNA za OlyA so odkrili, da ta
kodira protein s 137 aminokislinami. Zgrajen je iz 13 pozitivno (arginin, lizin, histidin) in
16 negativno nabitih (asparaginska kislina, glutaminska kislina) aminokislinskih
ostankov ter iz relativno visokega deleza aromatskih (Sest triptofanskih, $tiri tirozinske in
dva fenilalaninska ostanka) in dveh cisteinskih ostankov. Cisteini na mestih 61 in 93 in
triptofanski ostanki na polozajih 5, 27, 91, 95, 102 in 111 so v OIlyA evolucijsko
ohranjeni, kar kaze na njihovo pomembno strukturno in/ali funkcionalno vlogo.
Ohranjeni cisteinski ostanki so po porocanju nekaterih avtorjev nujno potrebni za
hemoliticno aktivnost kompleksa OlyA/PlyB, obmocja bogata s triptofanom pa pri
nekaterih drugih citolitiénih proteinih sodelujejo pri zacetni pritrditvi le-teh na celi¢no
membrano (8). Po Fourieru transformirana infrardeca spektroskopija (FTIR) je pokazala,
da je OlyA pretezno B-strukturirani protein s priblizno 50 % B-strukture (od tega 15 % pB-
obratov in 35 % B-plos¢), 20 % a-heliksov in 30 % naklju¢nih zvitkov (8).
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1.1.3 OIyA - predstavnik egerolizinske druZine

Sorodnost med predstavniki egerolizinske druzine je tezko doloditi in filogenetsko drevo
Se ni v celoti razjasnjeno. Predvidevajo, da so se geni, ki kodirajo te proteine, prvic
pojavili pri zadnjem predhodniku gliv razredov askomicet (Ascomycetes) in bazidiomicet
(Basidiomycetes), ki zajemata najvecje Stevilo vrst, ki sintetizirajo egerolizine. Od tod bi
se lahko s horizontalnim prenosom prenesli na bakterije in iz bakterij ter gliv na rastline,
s katerimi so bodisi v simbiozi bodisi so rastlinski patogeni. Do sedaj so te beljakovine
podrobneje proucevali le pri glivah in bakterijah (5). Bukov ostrigar je razsirjen v
kulinariki po vsem svetu, vendar je zelo malo podatkov o celi¢nih procesih, ki sprozijo
zaCetek razvoja plodnih teles. Pri njem so primerjali genska zaporedja cDNA, ki se
izrazijo med oblikovanjem primordijev in plodis¢, da bi odkrili spremembe v izrazanju
genov v Casu plodenja. Izmed vseh 1069-genskih zaporedij, ki so jih doloéili v plodnih
telesih omenjene gobe, se je niz zaporedij v ¢asu plodenja drugace izrazil. Ta zaporedja
so bila visoko homologna z genom Aa-pril, ki se prav tako izrazi v Casu tvorbe
primordijev in plodi$¢ pri uzitni gobi topolovki (Agrocybe aegerita). Obstoj prevedenih
produktov so potrdili z njihovo izolacijo in proteina poimenovali OlyA in egerolizin (3).
Ko so OlyA dolo¢ili zaporedje 50. N-terminalnih aminokislinskih ostankov, so ugotovili,
da je to v 88 odstotkih identi¢no z aminokislinskim zaporedjem domnevnega proteina
PriA gobe P. ostreatus in v 68 odstotkih aminokislinskemu zaporedju iz cDNA
napovedanega hipoteticnega proteina Aa-Pril iz gobe A. aegerita (3). Prav tako je bilo
zaporedje njegovih ostankov v 46,9 odstotkih podobno zaporedju Asp-hemolizina plesni
Aspergillus fumigatus, v 43,9 in 43 odstotkih zaporedjema dveh proteinov bakterije
Clostridium bifermentans, Cbm17.1 in Cbm17.2 (3), podobna pa je bila tudi zaporedjem
proteinov plesni Neurospora crassa in bakterije Pseudomonas aeruginosa (8). Vsi nasteti
proteini so kisli proteini z molekulsko maso okoli 16 kDa, zaradi ¢esar SO v druzino
egerolizinov lahko pristeli tudi OlyA. Opazovanja kazejo, da Aa-pril in podobni proteini
(OlyA), ki se pojavijo v zaCetku plodenja gob, sodelujejo pri razvojnem ciklu organizma,
ki ga proizvaja (3, 5). OlyA/PlyB in egerolizin so odkrili v hitrorasto¢ih se primordijih ter
v bazidijih in bazidosporah razvijajoc¢ih se trosnjakov (plodnih teles) (5), zato domnevajo,

da imata pomembno vlogo v zacetni fazi plodenja gobe (3). Slednje dodatno podpira tudi
3
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ugotovitev, da eksogeni dodatek OIlyA/PlyB k miceliju gobe povzro¢i oblikovanje

primordijev in razvoj mladih plodnih teles (10).

1.1.4 Vpliv pH in temperature na vezavo OlyA/PlyB na celicne membrane

pH pomembno vpliva na vezavo kompleksa OlyA/PlyB in nastanek por, vendar optimalni
pH, ki je potreben za vezavo OlyA/PlyB na eritrocitne in umetne lipidne membrane, ne
sovpada z optimalnim pH, pri katerem je permeabilizacijska aktivnost OlyA/PlyB
najvecja. OlyA/PlyB se optimalno veZze na membrane v pH razponu med 6 in 7, medtem
ko sta porotvornost in hemoliticna aktivnost najizrazitej$i pri pH med 7 in 8 (4).
Egerolizini, med katere sodi tudi OlyA, membransko aktivnost ohranijo v Sirokem
obmo¢ju pH 3,5-10,5 (5). Z visanjem pH, ki vodi do nastanka ostreolizinskega dimera,
sposobnost vezave pade, saj se dimer ni sposoben vezati na membrane. Za vezavo
OlyA/PlyB na multilamelarne vezikle iz sfingomielina (SM) in holesterola (Hol) in
njihovo permeabilizacijo mora biti OlyA v nativhem konformacijskem stanju. To je
stanje, kjer ima OlyA pri 25 °C in pri pH med 6 in 9 monomerno in termodinami¢no
stabilno nativno zgradbo, za katero je znacilna rigidna terciarna zgradba s prevladujoco
B-strukturo. Med pH 2 in 3 protein nepovratno preide v obliko razrahljane kroglice z
veéjo vsebnostjo a-strukture in izgubi terciarno zgradbo. Pri pH, visjem od 12, protein
denaturira in popolnoma izgubi proteinske funkcije. V razponu pH med 3,6 in 6 pride do
obarjanja OlyA/PlyB, kar nakazuje na to, da pH vpliva tudi na njegovo topnost v vodi. To
je najverjetneje posledica izoelektri¢ne precipitacije in ne konformacijskih sprememb
proteina, saj je njegova topnost tudi pri pH med 7 in 8 precej slaba (4).
Na konformacijske prehode OlyA/PlyB vpliva tudi temperatura. V obmoc¢ju pH med 6 in
11, Kkjer je bil prehod, izzvan s temperaturo, kooperativen ima OlyA/PlyB najvecjo
termicno stabilnost pri pH 8. Tu je do denaturacije prislo pri 51,2 £ 0,5 °C, medtem ko je
bila pri ostalih vrednostih pH temperatura nizja (pri pH 6: 48,6 £ 0,5 °C, pri pH 9: 47,2 +
0,5 °C, pri pH 10: 39,4 + 0,5 °C in pri pH 11: 34,6 £ 0,5 °C). Pri pH 7 nastopi dvofazni
prehod: prvi se pojavi pri 47,2 £ 0,5 °C, drugi pa pri 54,6 £ 0,5 °C. Zdi se, da je
sekundarna zgradba OlyA/PlyB pri pH 7 bolj stabilna kot pri pH 8. Za primerjavo: pri 80
4
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°C je odstotek a-heliksa pri pH 7 Stirikrat vi§ji kot pri pH 8, zato sklepajo, da se
OlyA/PlyB v temperaturnem intervalu med 65 °C in 80 °C nahaja v
visokotemperaturnem vmesnem stanju brez prisotne terciarne zgradbe in z inducirano

nenativno a-strukturo (4).

1.1.5 Bioloski u¢inki OlyA/PlyB
1.1.5.1 Vezava OlyA/PlyB na membranske mikrodomene (membranske rafte)

Vezava OlyA/PlyB na lipidne eno- in dvosloje ter njihova permeabilizacija je posebej
odvisna od prisotnosti Hol in SM (7). OlyA/PlyB se veze in ustvarja pore na specifi¢nih
mestih v membrani, ki so obogatena s Hol in SM. Tak$ne mikrodomene so lipidni rafti, ki
so heterogene s Hol in sfingolipidi (SM, glikosfingolipidi) bogate, visokodinami¢ne
mikrodomene v celicni membrani. Zaradi odpornosti proti raztapljanju z mrzlim
detergentom Triton X-100 imenujemo lipidne rafte tudi proti detergentu odporne
membrane (angl. detergent resistant membranes — DRM). Lipidni rafti zdruzujejo tudi
razliéne vrste proteinov, Ki torej predstavljajo podro¢je tesno urejenih lipidov in
specifiénih proteinov (tekoco urejeno fazo — Lo) in plavajo v bolj teko¢em matriksu, ki se
imenuje tekoca neurejena faza (Ld) (7). V celicnih membranah sodelujejo pri
membranskem transportu, prenosu signalov ter predstavljajo vezavno/vstopno mesto za
celi¢ne patogene, toksine in raznovrstne ligande (11, 12, 13, 14). V nasprotju z ostalimi
domnevnimi lipidnimi oznacevalci, ki se vezejo na Cisti Hol (perfringolizin) ali SM
(aktinoporini, lizenin), lahko OlyA/PlyB prepozna le mesanico teh dveh lipidov, kar kaze
na specifiénost interakcije OIlyA/PlyB z membranskimi rafti (15). Deluje tudi na
membrane, kjer je namesto SM v povezavi s Hol nasiceni dipalmitoilfosfatidilholin
(glicerofosfolipid), vendar se ob tem liti¢na aktivnost OlyA/PlyB zmanjsa (7). Drugace
pa je ob dodatku nenasicenih glicerofosfolipidov, kot sta mono- ali dinenasicen
fosfatidilholin. V tem primeru se membranska aktivnost citoliticnega proteina do
veziklov, sestavljenih iz ekvimolarnih razmerij SM in Hol, mo¢no zmanjsa (7, 15).
Pomen Hol za bioloske u¢inke OlyA/PlyB so potrdile tudi raziskave na ovarijskih celicah

kitajskega hrcka (CHO). Ugotovili so, da je bil OlyA/PlyB bolj citotoksicen za tiste
5



Babnik, M in Diacci, U: Vpliv ostreolizina na znotrajceliéno koncentracijo Ca®* in morfologijo
nevroblastomskih in gladkih misi¢nih celic

ovarijske celice, katerih membrane so vsebovale vecji delez Hol, njegova vsebnost pa je
hkrati sovpadala tudi s prisotnostjo preuc¢evanega proteina v DRMs teh celic (7). V
sublitiénih koncentracijah so S fluorescenéno oznacenimi protitelesi proti OlyA/PlyB
opazovali tudi vezavo OIlyA/PlyB na membrane celic CHO in somatototropnih celic
podgane (16). Dokazali so, da se je po obdelavi celic z 20 mM metil-B-ciklodekstrinom,
ki je delez Hol v membranah znizal za 43 %, vezava OlyA/PlyB znizala na vsega 2 %.
Pri obdelavi s 10 mM MPBCD se je koli¢ina membranskega Hol znizala za 35 %, delez
vezave pa se ni bistveno spremenil. Iz tega izhaja prepri¢anje, da OlyA/PlyB za vezavo
na membrane potrebuje dolo¢eno mejno koncentracijo tega sterola (7). \Vezavo
OlyA/PlyB zmanjsa tudi obdelava celic CHO in Hol/SM lipidnih veziklov (1:1) z
lizofosfolipidom lizofostatidilinozitolom. Imunofluorescencne raziskave so pokazale, da
se OIlyA/PlyB specificno veze na membranske mikrodomene, bogate s Hol, ki se
razlikujejo od membranskih domen, na katere se vezejo nekateri drugi predlagani
oznacevalci raftov, kot sta kaveolin in podenota B-toksina kolere. To nakazuje na dejstvo,
da so membranski rafti strukturno in fukcionalno zelo heterogeni, s tem pa obstaja
moznost uporabe OlyA/PlyB kot specificnega oznacevalca subpopulacije lipidnih raftov
(16). Rekombinantni fluorescenéni fuzijski neliti¢ni derivat OlyA (OlyA-mCherry) so v
novejsih raziskavah ze uporabili kot oznacevalec s SM in Hol bogatih domen v naravnih

in umetnih lipidnih membranah (17).

1.1.5.2 Permeabilizacija celicnih membran

Membranska aktivnost je splo$no znana znacilnost velikega Stevila egerolizinov. Vezejo
se na bioloske in umetne membrane in v njih tvorijo pore (jih permeabilizirajo) (6). Za
razliko od nekaterih egerolizinov iz nizjih gliv (npr. Asp-hemolizina iz plesni Apergillus
fumigatus), ki so biolosko uc¢inkoviti (v ve¢ini imajo liticne u¢inke na celicne membrane)
v monomerni obliki, je OIyA iz gobe P. ostreatus eden od partnerjev v

dvokomponentnem citolitiécnem kompleksu skupaj s proteinom PlyB (1, 2).
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Za razumevanje interakcije OlyA/PlyB z lipidnimi membranami so proucevali njegove
ucinke na sesalskih celicah in veziklih, pripravljenih iz ekstrakta bukovega ostrigarja in
eritrocitov. Ugotovili so, da OlyA/PlyB v nanomolarnih koncentracijah v enaki meri
lizira Cloveske, goveje in ov¢je eritrocite (8), medtem ko je veliko manj u¢inkovit proti
pasjim eritrocitom in eritocitom glodalcev in dvozivk, kar kaze na to, da so eritrociti
vrstno razlicno obcutljivi na egerolizine (6). OlyA/PlyB je bil v submikromolarnih
koncentracijah citotoksi¢en tudi za celicne linije. Pri mikroskopskem opazovanju
Cloveskih fibrosarkomskih celic HT 1080 in celic adenokarcinoma mle¢ne zleze MCF 7
so ugotovili, da OlyA/PlyB v koncentraciji 448 nM/48,6 nM v 50 odstotkih povzroéi lizo
koloidno-osmotskega znacaja, za katero je znacilno nabrekanje, degranulacija celic ter
oblikovanje membranskih mehur¢kov (6, 8). V koncentracijah OlyA/PlyB nad 23,3
uM/2,5 uM se podobne spremembe pojavijo tudi pri hondrocitih in osteoblastih (6, 18).
Zanimiva je ugotovitev, da vezikli, pripravljeni iz lipidov, ekstrahiranih iz bukovega
ostrigarja, niso obcutljivi na permeabilizacijo, so pa mocan zaviralec hemolize,
povzrocene z OlyA/PlyB. Obstajata dve mozni razlagi, in sicer: i) OlyA/PlyB se lahko
veze na vezikle, vendar jih ne more permeabilizirati in ii) membrane vsebujejo
lizofosfolipide, ki se s podro¢ja vezikla prenesejo do OlyA/PlyB in ga inaktivirajo.
Zadnjo razlago podpira ugotovitev, da lahko lizofosfolipidi, zlasti lizofosfatidilinozitol in
sfingozin-1-fosfat ter v manjs$i meri tudi proste mascobne kisline, pod njihovo kriticno
micelarno koncentracijo zavirajo permeabilizacijsko aktivnost OlyA/PlyB (8). Nekateri
drugi egerolizini, kot je npr. Asp-hemolizin, se lahko neposredno vezejo na
lizofosfolipide, vendar to za OlyA/PlyB e ni bilo potrjeno. Bolj verjetno je, da se
lizofosfolipidi vkljuéijo v lipidni dvosloj in spremenijo fizikalne lastnosti membranske
domene, na katero se OlyA/PlyB veze, ter na tak nacin preprecijo vezavo in nastanek por
(16). Drugacni ucinki so se pojavili na sesalskih celicnih membranah in veziklih,
pripravljenih iz celokupnega lipidnega ekstrakta eritrocitov. V tem primeru je prislo do
stabilne vezave med lipidi membrane in ostreolizinom; temu je nato sledil nastanek
transmembranskih por z notranjim hidrodinami¢nim premerom 4 nm (8). Interakcija z
lipidnimi vezikli in posledi¢na permeabilizacija je sovpadala z agregacijo OlyA/PlyB na

povrsini membrane, porastom njegove intrizi¢ne (triptofanske) fluorescence in vsebnostjo
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a-heliksa, kar nakazuje na to, da vezava OlyA/PlyB na lipidne dvosloje izzove strukturne
spremembe v proteinu, ki so nujno potrebne za nastanek por (8). Do teh sprememb ne
pride ob interakciji z lizofosfolipidi, zato predpostavljajo, da bi zaviralen ucinek
lizofosfolipidov lahko odseval njihovo regulacijsko vlogo pri delovanju proucevanega

proteina in podobnih proteinov v ¢asu plodenja gobe (8).

1.1.5.3 Uc¢inki OlyA/PlyB in vivo

Bukov ostrigar je v gurmanski kulinariki zelo cenjena goba, vendar so po zauzitju velikih
koli¢in surovih gob pri ljudeh in Zzivalih odkrili sporadi¢ne akutne zastrupitve ter
predlagali, da bi za toksi¢ne ucinke lahko bile odgovorne proteinske molekule (19).
Pokazali so, da vodni ekstrakt te gobe izzove krvavitve v €revesju, jetrih in pljucih ter
povzro¢i degenerativne spremembe na jetrih misi pri polovi¢ni letalni dozi (LDsp), visji
od 3000 ug/kg (19). Ker je veliko bioaktivnih proteinov, ki povzro¢ajo lizo celic in
hemolizo, tudi toksi¢nih za organizem, so preverili, ali to drzi tudi za OlyA/PlyB, ki je
produkt te gobe. Njegove ucinke so proucevali na glodalcih v in vivo ter in vitro
poskusih. Poskusi so pokazali, da ima OlyA/PlyB kardiorespiratorne in letalne u¢inke (6,
9). Ugotovili so, da je LDsy OlyA/PlyB pri misih 1170 pg/kg telesne mase (t.m.), medtem
ko je bila LD1go 1400 pg/kg t.m. (6, 9). Zaradi razjasnitve kardiorespiratornih u¢inkov so
podganam v splosni anesteziji intravensko aplicirali odmerek LDsp, ugotovljen pri misih.
OlyA/PlyB so aplicirali trem skupinam, tj. intaktnim (kontrolnim), farmakolosko
vagotomiranim in umetno ventiliranim podganam, in jim merili arterijski krvni tlak,
respiratorno aktivnost in elektrokardiogram (EKG) (9). Nekaj sekund po vnosu
OlyA/PlyB je pri intaktnih podganah prislo do zacasnega povecanja krvnega tlaka, ki mu
je nato sledil progresiven in nepovraten padec do srednjega cirkulacijskega tlaka. Tega so
spremljale bradikardija in spremembe v zapisu EKG, kot so sinusna aritmija, poviSana
amplituda T-vala in podaljsan interval P-R. Pogosto so se pojavili tudi poviSan segment
S-T, razsirjen kompleks QRS in prekatne ekstrasistole, kar je nakazovalo na ishemijo in
hipoksijo miokarda kot primarni vzrok aritmij. Nekaj sekund po dodatku OlyA/PlyB se je
pojavila apneja, ki ji je sledila kratka respiratorna aktivnost in nato respiratorni zastoj s
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poginom vseh poskusnih Zivali, ki so prejele en LDsp-odmerek OlyA/PlyB (9). Do
podobnih sprememb je prislo tudi pri vagotomiranih in umetno ventiliranih podganah,
zato so sklepali, da hipoksija in vagotonija (povecana aktivnost parasimpatikusa) nimata
primarne vloge v kardiotoksi¢nosti OlyA/PlyB (9). OlyA/PlyB lizira eritrocite in vitro, in
vivo pa izzove nenaden porast K* v serumu, zato obstaja velika verjetnost, da je
hemoliti¢en tudi in vivo. Hiperkaliemija, ki je posledica hemolize in lize drugih celic, bi
zato lahko bila odgovorna za nastanek srénih aritmij pri podganah. Direkten ucinek
OlyA/PlyB na kardiomiocite so izkljucili, saj v miokardu niso zasledili patohistoloskih
sprememb, vendar kljub temu obstaja verjetnost neposrednega uéinka OlyA/PlyB na
kardiomiocite (9, 20).

1.1.5.4 U¢inki OlyA/PlyB in vitro na celi¢cnem in tkivnem nivoju

Da bi ugotovili natanéne mehanizme delovanja OlyA/PlyB, so njegove ucinke proucevali
tudi in vitro, in sicer na plju¢nih fibroblastih kitajskega hréka, endotelijskih celicah
Cloveske umbilikalne vene ter na aortnih obrockih, pridobljenih iz izolirane podganje
aorte. OlyA/PlyB je bil v submikromolarnih koncentracijah citotoksi¢en za obe celi¢ni
liniji in je v koncentracijah 233 nM/25 nM — 1400 nM/156 nM povzrocil kontrakcije
miSi¢ne stene aortnih obroCkov. Amplituda kontrakcije je naraS€ala z viSanjem
koncentracije citoliticnega proteina (21). Koncentracije 700 nM/78 nM — 1400 nM/156
nM, pri katerih je bila mo¢ kontrakcije najvecja in vitro, so bile podobne maksimalnim
preracunanim koncentracijam v krvi med poskusi in vivo. 1z tega so sklepali, da bi lahko
bil kr¢ koronarnih zil, povzro¢en z OlyA/PlyB, primarni vzrok pogina pri glodalcih, saj
bi, ¢e bi v teh Zilah prislo do podobnih sprememb kot na aorti, nastali vazospazem izzval
ishemijo in s tem hipoksi¢no poskodbo kardiomiocitov (6). Slednjo predpostavko so
potrdili s poskusi in vitro na obrockih, izoliranih iz koronarnih arterij prasica, kjer je
amplituda kontrakcije prav tako narascala z naras¢ajoc¢o koncentracijo OlyA/PlyB (21).
OlyA/PlyB je preprecil relaksacijo obrockov, uravnano s strani endotelija, ki so bili
predhodno skréeni z noradrenalinom v primeru aortnih Zilnih obrockov ali s 40 mM K* v

primeru koronarnih zilnih obrockov (20, 21). Predvideva se, da bi do tega lahko prislo
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zaradi poskodbe endotelijskih celic ali okvare mehanizma, ki je odgovoren za nastanek

misi¢ne sprostitve gladkih misi¢nih celic, ki so uravnane s strani zilnega endotelija (21).

Vpliv OlyA/PlyB in vitro so proucevali tudi z vodnim ekstraktom bukovega ostrigarja na

vt w

misi¢nine sapnika (22).

1.1.5.5 Farmakolo§ko proucevanje mehanizmov uéinkov OlyA/PlyB

OlyA/PlyB pri podganah po parenteralnem vnosu izzove poskodbe endotelija s
perivaskularnim edemom v srcu in pljucih kot tudi krvavitve v miokardu. Na obrockih,
pridobljenih iz izolirane koronarne arterije prasica, je bilo ugotovljeno, da OlyA/PlyB
izzove kr¢enje koronarnih obrockov. Prisotnost selektivnega zaviralca endotelinskih
receptorjev TBC3214 ne prepreci z OlyA/PlyB izzvanega skréenja koronarnih obro¢kov,
zato so sklepali, da vazokonstrikcija ni posledica spros¢anja in delovanja
vazokonstriktorja endotelina (ET-1), ki po vezavi na omenjene receptorje — ti se nahajajo
na povrSini gladkih miSi¢nih celic — fiziolo§8ko povzro¢i vdor Ca®* v gladke miSicne
celice v zilni steni in njihovo skréenje. Obstaja tudi verjetnost, da OlyA/PlyB neposredno
ucinkuje na gladke miSicne celice in prek depolarizacije aktivira od napetosti odvisne
kalcijeve kanalcke in poslediéno povzro¢i vdor Ca** v citosol. Za prougitev te
predpostavke so uporabili zaviralca L-tipa kalcijevih kanal¢kov verapamil in lantanov
klorid (LaCls), ki zavira neselektivne kationske kanal¢ke. Ugotovili so, da se je amplituda
z OlyA/PlyB izzvane kontrakcije koronarnih obro¢kov, ki so bili predhodno inkubirani z
verapamilom, bistveno zmanjsala, ob dodatku LaCl3z pa popolnoma ustavila. 1z tega lahko
povzamemo, da je kontrakcija obrockov koronarne arterije prasica posledica vdora Ca**
iz zunajcelicnega prostora skozi L-tip kalcijevih kanalckov in skozi neselektivne
kationske kanalcke (20).

10
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1.2 Regulacija znotrajcelicnega volumna

Ohranjanje normalnega volumna celic je kljuénega pomena za prezivetje celic.
Membrana celic je propustna za vodo, volumen znotrajceli¢ne tekocine pa doloca
ozmotski gradient. Na'/K'-ATPaza ohranja asimetri¢no porazdelitev Na® in K* ter
posredno tudi CI ionov. Na koncentracijski gradient je zelo pomemben za delovanje
3Na‘/Ca*" izmenjevalca (NCX), omogoca transport glukoze, aminokislin, nastanek
akcijskega potenciala v vzdraznih tkivih ipd. Neprekinjen vstop Na* ionov zato zahteva
sprotno delovanje Na'/K* ATP-aze in na ta na¢in tudi ohranjanje znotrajceli¢nega
ozmotskega ravnotezja. Pomanjkanje ATP lahko vodi v zmanj$anje znotrajceli¢nega K*
in povec¢anje znotrajceli¢nega Na'. Posledica je povecana koncentracija zunajceli¢nega
K" in depolarizacija celi¢ne membrane, kar vodi v prehod CI" v celico, poveéanje
ozmotskega gradienta zaradi povecane znotrajceliéne koncentracije Na® in CI ter
nastanek celi¢nega edema in nekroze celic. Zmanjsan koncentracijski gradient za Na®
upocasni delovanje NCX, kar socasno privede do poveCane kontracije znotrajceli¢nega
[Ca?*]i. To stanje ima Stevilne negativne udinke, kot so zaviranje dihalne verige in
zmanj$ano nastajanje ATP, oksidativne poSkodbe membran, nastajanje celicnih
mehurékov ipd. (23). Ker OIyA/PlyB tvori Kkationsko neselektivne pore (2),
predpostavljamo, da bi v tar¢nih celicah lahko povzrocil porusenje ionskega ravnotezja in

spremembe v morfologiji celic, ki lahko privedejo do celi¢ne smrti (nekroze).

vt w

Znotrajceli¢na koncentracija Ca** ([Ca**];) v citosolu je nizka, priblizno 100 nM, medtem

ko je v zunajceli¢nem prostoru le-ta ve¢ja in je priblizno 2 mM (24).

Tako velika razlika med koncentracijama Ca** nastopi, ker se ta neprestano Crpa iz
citosola v znotrajceliéne organele, ki predstavljajo znotrajceli¢no zalogo Ca®*, ali pa se
prenesejo izven celice. Organeli, v katerih so zaloge znotrajceliénega Ca*, so

endoplazemski/sarkoplazemski retikulum (ER/SR), vezikli, mitohondriji in jedro.
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Znotrajceli¢ni prenos poteka s Ca** ATP-azno &rpalko (tj. primarni aktivni transport) in v
primeru efluksa (izplava) s sekundarnim aktivnim transportom s 3Na*/Ca®" antiportom
(24, 25).

Povecanje [Ca®']; je signal za Stevilne celi¢ne funkcije in ima izreden pomen pri
kontrakciji misi¢nih celic. Med drugim vpliva na eksocitozo nevrotransmiterjev v
presinapticnih membranah Zivénih celic, izlo¢anje hormonov in sekreta eksokrinih zlez z
ekscitacijo dolocenih senzori¢nih celic, odpiranje in zapiranje drugih tipov ionskih
kanal¢kov, migracijo levkocitov in tumorskih celic, aktivacijo trombocitov in

mobilizacijo semenske tekocine (25).

Povecanje [Ca?*]; je lahko posledica sprostitve Ca®* iz znotrajceli¢nih organelov ali pa

posledica vdora Ca®" iz zunajceli¢nega prostora (24, 26, 27).
Povecana [Ca®*]; je lahko posledica aktivacije:

1. od liganda (agonista) odvisnih receptorjev (Slika 2, toc¢ka 1), od napetosti
odvisnih kalcijevih kanalc¢kov (Slika 2, to¢ka 2) in v nevzdraznih tkivih od
Ca?* odvisnih kalcijevih kanaltkov; vsi omogo&ajo prehod Ca?* skozi

celiéno membrano Vv celico;

2. inozitol 1,4,5-trifosfatnih receptorjev (IP-3-R) in rianodinskih receptorjev
(RyR) v membrani ER/SR; poveganje koncentracije Ca’* v citosolu je

posledica vdora Ca®" iz znotrajceli¢nih zalog (Slika 2, tocka 3);

3. NCX v celicni membrani (Slika 2, tocka 6) in mitohondrijskega

mNa*/Ca®* izmenjevalca (Slika 2, tocka 4).
Za zniZanje [Ca?']; so odgovorni naslednji mehanizmi:

1. Vv celiéni membrani Ca®*-ATPaza — kalcijeva ¢rpalka (Slika 2, tocka 5) in
NCX (Slika 2, toc¢ka 6), ki deluje na podlagi velikega koncentracijskega
gradienta Na', ki ga vzdrzuje Na'/K" -ATPaza (23, 25) (Slika 2, tocka 8);

12
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2. na ER ali SR Ca**-ATPaza — kalcijeva &rpalka (Slika 2, to¢ka 7) in na

mitohondrijih mitohondrijski uniporter.
Poznamo vec vrst od napetosti odvisnih kalcijevih kanal¢kov v celi¢ni membrani:

1. L-tip: za aktivacijo obi¢ajno potrebujejo mocno depolarizacijo, aktivacija
pa je dolgotrajna. Najvec¢ jih je v celicni membrani gladkomi$i¢nih celic
in v endokrinem sistemu, kjer so odgovorni za krcenje in izloCanje.
Omenjeni L-tip je najpomembnejie mesto vdora Ca®* v citosol ob

depolarizaciji celicne membrane.

Obstaja tudi L-tip od napetosti odvisnih kalcijevih kanalCkov, ki se aktivirajo Ze pri blagi
depolarizaciji in se nahajajo preteZzno v nevronih in v celicah sinuatrialnega vozla v srcu
(28).

2. T-, P-ali Q-tip, N- in R-tip se nahajajo pretezno v nevronih. Pomembni so

za sproscanje nevrotransmiterjev (26, 27).
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koncentracijo Ca?* in morfologijo
nevroblastomskih in gladkih misi¢nih celic

Homeostaza znotrajcelicnega Ca?*

m Ca* @ i

N
Ligand 3
3Na*/Ca2*-izmenjevalec
Na'/K*-ATPaza
N Ko Na >
/ 7 k\l ; 5
Ca* Ca™-ATPaza N\, )/ K
Ca% ¥~
@ ,:7& 1P,
Ca*
@ 3Na*
1Ca2+l

3Na’/Ca?*-izmenjevalec

Slika 2 — Homeostaza [Ca?"];

Shematski prikaz najpomembnej$ih membranskih ionskih kanalékov, prenaSalcev in ionskih ¢&rpalk, ki so
fiziolosko pomembni pri uravnavanju [Ca?'];.
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2 NAMEN DELA IN HIPOTEZE

Namen raziskovalnega dela je bil na celicnem in subceliénem nivoju ugotoviti
mehanizme, odgovorne za toksi¢nost delovanja proteinskega kompleksa OlyA/PlyB,

izoliranega iz uzitne gobe bukovega ostrigarja (Pleurotus ostreatus).

Da je za neposredne uéinke OlyA/PlyB odgovoren nastanek por in poslediéni vdor Ca** v
gladkomisi¢ne celice koronarnih Zil, smo poskusali potrditi s fluorometricnimi meritvami
[Ca?']; v gladkih migi¢nih celicah A10 po dodatku OlyA/PlyB. Da bi pojasnili mehanizem
nastanka respiratornega zastoja, smo na celiénem nivoju na nevronih NG108-15 kot
modelu respiratornih nevronov z uporabo konfokalne mikroskopije in fluorometri¢nimi

meritvami ugotavljali neposredne u&inke OlyA/PlyB na njihovo morfologijo in [Ca®'];

Postavili smo naslednji hipotezi:

1. OlyA/PlyB poveca volumen nevroblastomskih celic NG108-15.

2. OlyA/PlyB poveca [Ca®"]; v gladkomigi¢nih in nevroblastomskih celicah.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 Materiali

3.1.1 Celi¢ne linije

V poskusih smo uporabili mi§je nevroblastomske in podganje gliomske celice, ki so bile
ob prisotnosti inaktivnega Sendai virusa spojene v hibridne celice NG108-15, ter
podganje mioblastne celice prsnega dela aorte A10, ki imajo mnoge lastnosti Zilnih
gladkomi$i¢nih celic. Obe celi¢ni liniji smo pridobili iz Ameriske kolekcije celi¢nih

kultur (ATCC; American Type Culture Collection).

3.1.2 Specificni zaviralci

Verapamil Sigma-Aldrich Co (St. Louis, ZDA);
zaviralec L-tipa kalcijevih kanalckov

Lantanov klorid Sigma-Aldrich Co (St. Louis, ZDA);
(LaCly) neselektivni zaviralec kalcijevih kanal¢kov
Benzamil Sigma-Aldrich Co (St. Louis, ZDA);

zaviralec Na*/Ca" izmenjevalca

Tapsigargin Molecular Probes (Eugene, Oregon ZDA);
(TG) zaviralec sarko/endoplazemske Ca?*-ATPaze
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3.1.3 Ostali material

lonomicin

OlyA/PlyB (ostreolizin)

Dimetil sulfoksid (DMSO)

Orange plasma membrane stain

Fura-2 AM

FLUO-4 AM

(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, ZDA);

V poskusih, kjer smo merili [Ca®*]; smo za pozitivno
kontrolo uporabili ionofor ionomicin, pridobljen iz
bakterije  Streptomyces conglobatus, ki veZe
kalcijeve ione in jih prenaSa skozi celi¢no

membrano.

Citoliti¢ni kompleks OlyA/PlyB smo pod vodstvom
prof. dr. Kristine SepCi¢ izolirali iz bukovega
ostrigarja na Biotehniski fakulteti, Univerza v

L jubljani, Slovenija.

Merck (Darmstadt, Nemcija);
V njem smo raztopili lipofilna zaviralca benzamil in

tapsigargin.

Molecular Probes (Eugene, Oregon ZDA);

Oranzno barvilo, ki specificno obarva celi¢no

membrano.

Molecular Probes (Eugene, Oregon ZDA);
Fluorescenéno barvilo, ki omogoca meritev [Ca®*]iin
ima eksitacijski vrh med 300 - 400 nm ter emisijski

vrh pri 510 nm.
Molecular Probes (Eugene, Oregon ZDA);

v . . v . 2+
Fluorescen¢no barvilo, ki omogoca meritev [Ca“];

in ima eksitacijsko-emisijski vrh pri 490 in 520 nm.
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NaCl Merck, Darmstadt, Nemdija
D-(+)-Glukoza Sigma-Aldrich Co., St. Louis, ZDA
KCI Sigma-Aldrich Co., St. Louis, ZDA
CaCl, Fluka Chemie GmbH, Buchs, Nem¢ija
MgCl, x 6H,0 Merck, Darmstadt, Nemdija

EGTA Sigma-Aldrich Co., St. Louis, ZDA
saharoza Merck, Darmstadt, Nemc¢ija

N-metil-D-glukamin hidroklorid Chemical point, Deisenhofen, Nemdija

Na-izetionat Sigma-Aldrich Co., St. Louis, ZDA

3.1.4 Raztopine in pufri

Pri delu smo uporabljali naslednje raztopine in pufre:

Dulbeccova fizioloSka raztopina v fosfatnem pufru (DPBS) (pH 7,4; Gibco Life
Technologies) brez Ca®* in Mg?* vsebuje 2.67 mM KCI, 1.47 mM KH,PO,4, 137,9 mM
NaCl in 8,09 mM in brezvodni Na;HPO,.

DPBS, obogatena s piruvatom in glukozo (sDPBS) (pH 7,4; Gibco Life Technologies),
vsebuje 137,93 mM NacCl, 8,06 mM Na;HPO, x 7H,0, 5,56 mM D-(+)-Glukoze, 2,67
mM KCI, 1,47 mM KH,PO,4, 0,90 mM CaCl,, 0,49 mM MgCl, x 6H,0, 0,33 mM

natrijev piruvat.

Pri raztopinah brez Ca®* ni bil dodan CaCl,. Raztopini je bil dodan 2 mM kelator EGTA,

ki veze kalcijeve ione.

Pri nekaterih poskusih je bil NaCl popolnoma ekvimolarno nadomescen s saharozo, N-

metil-D-glukamin hidrokloridom ali Na-izetionatom.

Pri uporabi 71,34 mM raztopine KCI je bil Na* ekvimolarno zamenjan s K.
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3.2 Metode
3.2.1 Izolacija OlyA/PlyB iz bukovega ostrigarja

Postopek izolacije OlyA/PlyB iz svezih plodnih teles uzitne gobe P. ostreatus je potekal
po ustaljenem, predhodno opisanem postopku (3). V kratkem, 350 g svezih bukovih
ostrigarjev smo homogenizirali v 30 ml 50 mM TRIS-HCI pufra pri pH 8,5 in homogenat
centrifugirali na 15.500 obratih/min, 30 min. Nastali supernatant smo frakcionirano
obarjali z amonijevim sulfatom do 65-odstotnega nasicenja. Dobljeni precipitat smo
raztopili v TRIS-HCI pufru (50 mM, pH 8,5) in OlyA/PlyB locili od ostalih sestavin
vzorca z gelsko filtracijo na gelu Sephadex G50 medium, ki sta ji sledili dve ionsko
izmenjevalni kromatografiji na anionski koloni Econo High Q (Bio-Rad, ZDA) ter
anionski koloni Resource Q (Pharmacia, Svedska). Na vseh posameznih stopnjah
izolacije smo dolocali vsebnost proteina v vzorcu in spremljali njegovo hemoliti¢no
aktivnost. Cistost proteina smo preverili z NaDS-elektroforezo na poliakrilamidnem gelu
in z metodo tekocCinske kromatografije visoke lo¢ljivosti (HPLC). Z izjemo HPLC so bile
vse stopnje izolacije opravljene pri 4 °C (8). Izoliran Oly je meSanica ostreolizina A

(OlyA) in pleurotolizina B (OlyB) v molskem razmerju 9:1 (1).

3.2.2 Testiranje hemoliticne aktivnosti OlyA/PlyB

Ovc¢je eritrocite smo s centrifugiranjem izolirali i1z sveze krvi, ki smo ji pri odvzemu
dodali citrat, da ni pri§lo do strjevanja. Nato smo jo dvakrat sprali s 0,9-odstotno
fiziolosko raztopino in enkrat s pufrom Tris/HCl. Hemoliti¢no aktivnost smo merili z
turbidimetricno metodo. V 175 pl suspenzije ov¢jih eritrocitov smo dodali 25 pl
OlyA/PlyB, raztopljenega v pufru Tris/HCI. Tako pripravljena suspenzija eritrocitov je
imela pri 650 nm navidezno absorbanco 0,1. Hemoliti¢no aktivnost smo spremljali s
kineti¢nim ¢italcem mikrotitrnih plos¢ (Molecular Devices, ZDA) pri temperaturi 25 °C.
Hemolizo, ki povzro¢i padec absorbcije pri 650 nm, smo spremljali 30 minut. Odcitali

smo polovi¢ni ¢as hemolize (tos) — Cas, ki je potreben za 50-odstotno hemolizo ter
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najvisjo vrednost hemolize, t. i. maximalni naklon hemolize. HCys (ug/ml) predstavlja

koncentracijo hemolizina, ki povzroci 50-odstotno lizo v 2 minutah.

Krivulja hemoliti¢ne aktivnosti je predstavljena kot zaCetna faza lag, kateri sledi hiter

padec absorpcije (liza) in nato ustalitev krivulje.

3.2.3 Priprava celi¢nih linij A10 in NG108-15

Misje nevroblastomske in podganje gliomske hibridne celice NG108-15 smo rutinsko
vzdrzevali v Eaglovem mediju, modificiranem po Dulbeccu z Glutamaxom-I (DMEM),
ki smo mu dodali 5 % fetusnega (plodovega) seruma goveda (FCS), 2 % 50-kratne
izhodne razopine hipoksantina, aminopterina in timidina (HAT, kon¢na delovna
koncentracija 100 uM hipoksantin, 0,4 uM aminopterin, 16 uM timidin), 100 1U/ml
penicilina in 100 pg/ml streptomicina pri nadzorovani temperaturi 37 °C in navlazeni
atmosferi, ki je vsebovala 5 % CO,. Ko so celice dosegle 80—90-odstotno gostoto, tj.
preraslost dna posode, smo priceli s postopkom diferenciacije. Celice smo najprej
vzdrzevali v kompletnem hranilnem mediju z dodatkom 2 % dimetilsulfoksida (DMSO).
Po 72 h smo kompletni hranilni medij z DMSO zamenjali z medijem, ki je vseboval 1 %
FCS in 0,5 mM dibutiril-cikli¢ni-adenozin monofosfat. Cas, potreben za diferenciacijo, je
bil 2-5 dni. Celice A10 smo gojili pri enakih pogojih kot celice NG108-15. Pri gojenju
celic A10 smo uporabljali hranilni medij DMEM z dodatkom 10 % FCS, 100 1U/ml
penicilina in 100 ug/ml streptomicina. Pod mikroskopom smo vsakodnevno ocenjevali

gostoto celic v gojitvenih posodah ter preverjali morebitne okuzbe.
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3.2.4 Priprava nevroblastomskih celic NG108-15 za morfoloske meritve z lasersko
konfokalno mikroskopijo

Diferencirane celice smo dvakrat sprali s DPBS. Nato smo dodali oranzno barvilo za
specificno oznacevanje celicnih membran (kon¢na koncentracija 5 pg/ml) in celice
inkubirali 15 min pri sobni temperaturi v temnem prostoru. Po inkubaciji smo celice
trikrat sprali s DPBS ter nazadnje celicam dodali SDPBS. Tako pripravljene celice smo

uporabili za morfoloske meritve z lasersko konfokalno mikroskopijo.

Morfoloske u¢inke OlyA/PlyB na celice NG108-15 smo ugotavljali tudi ob prisotnosti
138 mM saharoze, 138 mM Na-izetionata in 2 mM EGTA v mediju.

Meritve smo opravili na multispektralnem laserskem konfokalnem mikroskopu (Leica
TCS NT). Za ekscitacijo oranznega barvila smo uporabili helij/neonski laser z
ekscitacijsko linijo 543 nm in emitirano fluorescenco zajemali v obmocju valovnih dolzin
med 560-610 nm. Uporabili smo objektiv (Leica TCS NT, Planapo 40xN.A.=1,25),
dikroi¢no ogledalo (510 nm) in zaslonko 1 AD.

V posameznem poskusu smo naredili ¢asovno serijo (snemali smo pred in po dodatku
razli¢nih preiskovanih koncentracij OlyA/PlyB v 2., 5., 15., 30., 40., 50. in 60. min)
opticnih rezin formata 1024x1024 pikslov. Uporabljene koncentracije OlyA/PlyB so bile
7 nM/0,78 nM, 42 nM/4,7 nM in 70 nM/7,8 nM. V poskusih, v katerih smo celice
predhodno inkubirali s saharozo, benzamilom, Na-izetionatom, in v mediju brez Ca** z
dodatkom 2 mM EGTA smo uporabili 70 nM/7,8 nM OlyA/PlyB. V vsaki ¢asovni tocki

smo naredili serijo opti¢nih rezin skozi nevroblastomske celice debeline 1 pm.

S programom Leica (ROI) smo na projekciji fluorescenénih slik obrisali posamezne
celice (meritve v spremembi projicirane povrSine smo uporabili kot kazalnik sprememb v

volumnu NG108-15 celic) in izracunali povrsino v umz v vseh ¢asovnih tockah.
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3.2.5 Priprava gladkomisi¢nih celic A10 in nevroblastomskih celic NG108-15 za

meritve koncentracije Ca’* v citosolu s Gitalcem mikrotitrnih plo&

Diferencirane celice A10 in NG108-15 smo s tripsinom odlepili od podlage in jih prenesli
v 15 ml epruveto. Celice smo centrifugirali 3 min pri 1000 vrt./min. Po centrifugiranju
smo supernatant odlili in celice resuspendirali v 5 ml DPBS in nato celice ponovno
centrifugirali 3 min pri 1000 vrt./min. Supernatant smo odlili in celice resuspendirali v
sDPBS (gostota celic 4 x 10°/mL) ter dodali indikator Fura-2 AM v koné&ni koncentraciji
2,5 uM. Inkubacija je potekala 30 min pri sobni temperaturi (22—24 °C) v temi. Indikator
Fura-2 acetoksi-metil ester (AM) je bil raztopljen v DMSO z dodatkom 2-odstotne
pluronske Kisline F-127. Tako indikator Fura-2 AM kot acetoksi-metil ester prehajata v
celico in ne poskodujeta celiéne membrane. Indikator Fura-2 AM v celici nespecifi¢ne
esteraze hidrolizirajo in tako nastane hidrofilna kislina, ki ne more zapustiti celice. Po
koncani inkubaciji smo celice ponovno centrifugirali 3 min pri 1000 vrt./min, odstranili
supernatant in celi¢ni pelet trikrat sprali s DPBS. Po zadnjem centrifugiranju smo celice
resuspendirali v SDPBS (gostota celic 2 x 10%mL) in jih prenesli na &rno plos¢o z 96
jamicami (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Germany) v gostoti 4 x 10°/jamico. V
nekaterih poskusih smo celice preinkubirali za 3045 min s specifi¢nimi zaviralci
nekaterih membranskih proteinov, ki so vkljuceni v regulacijo [Ca®'];, kot so npr. NCX,
od napetosti odvisni Kalcijevi kanal¢ki, neselektivni kationski kanalcki ipd., in meritve
opravili ob njihovi prisotnosti v mediju. OlyA/PlyB smo injicirali 40 s po zacetku
registracije fluorescence (bazalna vrednost) z avtomatskim mikroinjektorjem, ¢emur je
takoj sledilo stresanje mikrotitrske plos¢e za 1 s. Nato smo registrirali fluorescencni

signal naslednjih 5 min.
Za ugotavljanje ucéinka OlyA/PlyB smo pri nevroblastomskih celicah NG108-15

uporabili naslednje konéne koncentracije: 70 nM/7,8 nM, 350 nM/39 nM in 700 nM/78
nM.

Za ugotavljanje ucinka OIlyA/PlyB na gladkomiSi¢ne celice A10 pa naslednje
koncentracije: 14 nM/1,56 nM, 35 nM/3,9 nM, 70 nM/7,8 nM, 175 nM/19,5 nM, 350
nM/39 nM, 700 nM/78 nM.

22



Babnik, M in Diacci, U: Vpliv ostreolizina na znotrajceliéno koncentracijo Ca®* in morfologijo
nevroblastomskih in gladkih misi¢nih celic

Konc¢na koncentracija OlyA/PlyB v mediju pri uporabi zaviralcev je bila pri obeh celi¢nih

linijah 700 nM/78 nM.
Volumen dodanega OlyA/PlyB je bil vedno 20 pL v 180 pL suspenzije celic.

V poskusih, kjer smo celice depolarizirali s KCI, smo najprej 40 s snemali fluorescenéni
signal ozadja. Nato smo z injektorjem 1 injicirali 20 ul KCI (kon¢na koncentracija 70
mM) in spremljali flourescencni signal naslednjih 5 min. Temu je sledilo avtomatsko
injiciranje OlyA/PlyB z injektorjem 2 v kon¢ni koncentraciji 700 nM/78 nM in nadaljnjih

5 min meritev flourescenénih signalov.

Vse meritve smo opravili na citalcu mikrotitrnih plos¢ Mithras LB 942 (Berthold
Technologies, Nem¢ija). Za eksitacijo indikatorja Fura-2 AM smo uporabili valovni
dolzini 340 nm (Fa4 — indikator Fura-2 AM vezan s Ca®*) in 380 nm (Fsg — prosti
indikator Fura-2 AM). Oba emisijska fluorescenéna signala Fz4 in Fsgo SM0 zajemali pri
valovni dolZini 510 nm. Zajeta fluorescenca pri 510 nm po vzbujenem indikatorju Fura-2
AM pri 340 nm je intenziteta fluorescencnega signala indikatorja Fura-2 AM, vezanega s
Ca®*. Mocnejsi signal pomeni naras¢anje koncentracije Ca’* v citosolu. Zajeta
fluorescenca pri 510 nm po vzbujenem indikatorju Fura-2 AM pri 380 nm je intenziteta
fluorescencnega signala prostega indikatorja Fura-2 AM. PoviSano razmerje med
Fs40/F3g0 pomeni naraséanje [Ca2+]i. Poskusi so bili izvedeni v duplikatih/triplikatih in

vsaj v treh ponovitvah. Vse meritve so bile izvedene pri 30 °C.

3.2.6 Priprava gladkomisi¢nih celic A10 in nevroblastomskih celic NG108-15 za

meritve koncentracije Ca** v citosolu z lasersko konfokalno mikroskopijo

Za meritve [Ca®*]i z lasersko konfokalno mikroskopijo smo celice gojili v komorah,
pritrjenih na predmetno stekelce (Thermo Scientific™ Nunc™ Lab-Tek™ II Chamber
Slide™ System). Uporabili smo predmetna stekelca z 8 komorami, ki imajo 0,7 cm?
gojitvene povriine, in uporabili nasaditveno gostoto 3 x 10* celic/komoro ter jih gojili in

diferencirali po zgoraj opisanem postopku. Na dan poskusa smo celice trikrat sprali z
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DPBS. Nato smo celice inkubirali v sDPBS, ki je vseboval 4 uM Fluo-4 AM, 30 min pri
37 °C in atmosferi z 5 % CO,. Po inkubaciji smo celice ponovno trikrat sprali z DPBS in
v posamezno komoro dodali 200 uL sDMEM. Tako pripravljene celice smo nato
uporabili za meritve [Ca?*];s konfokalnim mikroskopom. Pred dodatkom OlyA/PlyB smo
pri maksimalno odprti zaslonki 10 Airyjevih diskov (AD) posneli bazalni fluorescencni
signal skozi celice v vidnem polju. Nato smo v izbrano komoro dodali OlyA/PlyB v
proucevani koncentraciji in nadaljevali snemanje, pri ¢emer smo slike zajemali v
¢asovnem intervalu 1,7 s najve¢ 20 min. Za ekcitacijo Fluo-4 AM smo uporabili argonski
laser z ekscitacijsko linijo 488 nm in fluorescenco zajemali v obmocju valovnih dolzin

505-570 nm. Meritve smo izvedli pri sobni temperaturi (22-24 °C).

3.2.7 Statistiéne metode

Rezultate smo analizirali s Sigma plot 11.0. programom. Dobljene vrednosti smo obdelali
s Studentovim T-testom in pri tem smo upoStevali stopnjo znaCilnosti p<0,05 (¥),

vrednosti pa smo izrazili kot srednjo vrednost + SE.
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Izolacija OlyA/PlyB
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Slika 3 — Eksperimentalni potek naloge.
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4 REZULTATI

4.1 Bioloska aktivnost OlyA/PlyB

Izoliran OlyA/PlyB povzroci hemolizo ov¢jih eritrocitov v nanomolarnih koncentracijah.
Casovni potek hemolize ima znacilno sigmoidno obliko (Slika 4). Po krajsi lag fazi
hemoliza stece precej hitro, nato se liza eritrocitov ponovno upocasni. Hitrost hemolize je

sorazmerna s koncentracijo dodanega hemolizina.

o
0o
(o}
<

0’1 T T T T T T T

0 4 8 12 16 20 24 28

Cas (min)
Slika 4 — Casovni potek hemolize ov&jih eritrocitov po dodatku razli¢nih

koncentracij OlyA/PlyB
Od leve proti desni: 817 uM/89 uM; 411 uM/45 uM; 205 uM/22 uM; 103 uM/11,2 uM; 51,3 uM/5,6 uM;
28 uM/3,1 pM; 14 pM/1,56 uM; 7,2 uM/0,8 uM in 3,7 uM/0,4 uM pri pH 7,4 in pri 25°C.
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4.2 Nevroblastomske celice NG108-15
4.2.1 Vpliv OlyA/PlyB na morfologijo celic NG108-15

Celice NG108-15 se ob dodatku OlyA/PlyB (42 nM/4,7 nM—70 nM/7,8 nM) v mediju s
ca® odzovejo s poveCanjem povrsine. Socasno se pojavijo na povrsini protruzije celicne

membrane v obliki mehurckov (Slika 5).

Slika 5 — Laserska konfokalna mikroskopska slika morfoloskih sprememb celic
NG108-15, obarvanih z oranznim barvilom za oznacevanje celi¢cnih membran, brez
in ob prisotnosti OlyA/PlyB (70 nM/7,8 nM).

Slika 5A prikazuje skupino celic NG108-15 pred dodatkom OlyA/PlyB, Slika 5B prikazuje isto skupino
celic 15 minut po dodatku OlyA/PlyB, Slika 5C 30 min po dodatku OlyA/PlyB in Slika 5D 45 min po

dodatku OlyA/PlyB. Pus¢ice oznacujejo protruzije celicne membrane (mehurcke).
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Povecanje povrSine nevroblastomskih celic po izpostavitvi je premosorazmerno s casom

izpostavitve celic in koncentracijo OlyA/PlyB (Slika 6).

160
—O— OIlyA/PlyB 70 nM/7,8 nM (n=39)
= — 1+ OIlyA/PlyB 42 nM/4,7 nM (n=50) *
s —O— OlyA/PlyB 7 nM/0,78 nM (n=45) *
© —A— Oly 0 nM (n=37)
B 140 -
>
(@]
o
m
c
]
=
[&]
2. 120 -
|
o
m
[
=
-
@©
© 100 -
(0

T T T T T T T
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Cas (min)

Slika 6 — Casovno odvisne spremembe relativne povrsine celic NG108-15 po dodatku

razli¢nih koncentracij OlyA/PlyB.
Vsak simbol predstavlja srednjo vrednost = SE projicirane povrsine analiziranih celic. Stevilo analiziranih

celic je oznaceno s ¢rko n. *Razlika je statisticno znacilna pri p < 0,05.

V prisotnosti Ca”* v zunajceli¢ni raztopini OlyA/PlyB v koncentracijah 42 nM/4,7 nM in
70 nM/7,8 nM povzro¢i povecanje volumna celic NG108-15, ki se odrazi kot povecana
projicirana povrSina celic. Pri tem visja koncentracija OlyA/PlyB povzroc¢i vecji odziv
celic. OlyA/PlyB v koncentraciji 7 nM/0,78 nM ne povzroCi znaCilnega poveCanja
projicirane povrsine celic, saj je odziv primerljiv z izmerjenimi vrednostmi pri negativnih

kontrolah v mediju s Ca** in v mediju brez njega brez prisotnosti OlyA/PlyB (Slika 6).
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Z uporabo izbranih zaviralcev ionskih kanal¢kov in izmenjevalcev, vkljuCenih v
regulacijo celicnega volumna oziroma spremembo eksperimentalnih pogojev, smo

poskusali razjasniti mehanizm delovanja OlyA/PlyB (Slika 7).

Benzamil, zaviralec NCX, je statisti¢éno znacilno zmanjSal nabrekanje nevroblastomskih
celic (p<0,05) izzvanih s 70 nM/7,8 nM OIyA/PlyB. Z OlyA/PlyB induciran nastanek
celinega edema je preprecila tudi ekvimolarna zamenjava NaCl s saharozo ali samo CI” z
ekvimolarno zamenjavo NaCl s Na-izetionatom. U¢inek OlyA/PlyB je znacilno manjsi
tudi v mediju brez Ca®* z dodanim 2 mM EGTA (Slika 7).

Benzamil 4 n=30 — %
Na-izetionat { n=36 H %
Saharoza {n=34 —
0mM C82+ + ] n=21 *
2 mM EGTA
OlyA/PlyB 70 nM/7,8 nM 1 n=39 —

80 920 100 110 120 130 140 150

Relativna projicirana povrsina (%)

Slika 7 — Spremembe relativne povrsine celic NG108-15 po dodatku 70 nM/7,8 nM
OlyA/PlyB pri razliénih pogojih in ob prisotnosti nekaterih zaviralcev ionskih

kanal¢kov in izmenjevalcev.

Slika prikazuje odziv celic NG108-15 na 70 nM/7,8 nM OIyA/PlyB v prisotnosti 0,5 uM benzamila,
selektivnega zaviralca NCX, 138 mM Na-izetionata, ki smo ga ekvimolarno zamenjali za NaCl in 138 mM
saharoze, ki smo jo prav tako ekvimolarno zamenjali za NaCl. Pri vseh omenjenih snoveh je bil v
zunajceli¢ni tekocini prisoten Ca*. Celice smo izpostavili tudi mediju brez Ca** z dodanim 2 mM EGTA in
mediju s Ca®*, kateremu smo dodali le OlyA/PlyB. Prikazane so srednje vrednosti + SE. *Razlika je

statisticno znacilna pri p < 0,05.
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4.2.2 Vpliv OlyA/PlyB na koncentracijo Ca** v citosolu v celicah NG108-15

Vpliv OlyA/PlyB na [Ca®']; smo ugotavljali na posameznih celicah ter na populaciji
celic. Uporabili smo fluorescencni barvili Fluo-4 AM in Fura-2 AM. Spremembe smo
spremljali na ravni konfokalne mikroskopije ter spektrofluorometricno s Ccitalcem
mikrotitrnih plos¢. Slika 8A prikazuje z 700 nM/78 nM OlyA/PlyB induciran ¢asovni
porast razmerja Fsq/Fsg, ki je indikator povedane [Ca*]; (krivulja 1), medtem ko v
poskusih, pri katerih v zunajceli¢ni raztopini ni Ca*, ista koncentracija OlyA/PlyB ne
poveca [Ca?*]; (krivulja 2). Prav tako OlyA/PlyB v koncentracijah od 0-350 nM/39 nM

ne povzrodi porasta [Ca®*]; (Slika 8B).

A B
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(=] 4 o
5 13 < 03
~ oy
™ o
sy “ 02
) T T
11 2
0,1
1,0
09 A 0.0 n=4 n=3 =6 n=7
0 50 100 150 200 250 300 350 0 7078 350/39 700/78
OlyA/PlyB (nM)

Cas (s)

Slika 8 — Vpliv razli¢nih koncentracij OlyA/PlyB na spremembo [Ca?']; v celicah
NG108-15 ob prisotnosti zunajcelitnega Ca** in v mediju brez Ca?" in dodanem 2
mM EGTA.

Slika 8A prikazuje Casovni porast [Ca®']; po dodatku 700 nM/78 nM OlyA/PlyB v mediju s Ca®* (krivulja
1) ter spremembo v [Ca®']; po dodatku enake koncentracije OlyA/PlyB v mediju brez Ca®* in dodanem 2
mM EGTA (krivulja 2). Pus¢ica prikazuje ¢as injiciranja OlyA/PlyB. Slika 8B predstavlja srednje vrednosti
+ SE maksimalnih porastov razmerja Fasof/Fzg0 ob prisotnosti razli¢nih koncentracij OlyA/PlyB. n = §t.

ponovitev pri doloc¢eni koncentraciji. *Razlika je statistiéno znacilna pri p < 0,05.
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4.2.2.1 Vpliv specifi¢nih zaviralcev, depolarizacije celicne membrane in odstranitve Na*

v zunajceliéni raztopini na koncentracijo Ca?* v citosolu inducirano z OlyA/PlyB

Za razjashitev mehanizma delovanja OlyA/PlyB v povezavi z [Ca®*]; smo uporabili
farmakolosko aktivne snovi, ki delujejo na prenasalne membranske proteine, vkljuene v
homeostazo [Ca*']; (Slika 9 in 10). Slika 9 prikazuje vpliv farmakoloskih uinkovin na
asovni potek in amplitudo [Ca*'];, medtem ko slika 10 prikazuje maksimalne poraste
razmerja [Ca®'];, inducirane s 700 nM/78 nM OlyA/PlyB pri razli¢nih ekperimentalnih
pogojih.

Vlogo NCX pri z OlyA/PlyB spodbujenem porastu [Ca**]; smo prouili na dva nacina: z
zaviralcem NCX, benzamilom, in nadomestitvijo NaCl z N-metil-D-glukaminom, ki
izni¢i koncentracijski transmembranski gradient Na®, potrebnega za njegovo funkcijo.
Kot pozitivno kontrolo smo uporabili Ca** ionofor ionomicin, ki pri¢akovano povzrogi
prisotnost 10 uM benzamila v zunajceli€ni raztopini statistiéno znac¢ilno zmanjsa odziv
celic NG108-15 na 700 nM/78 nM OIlyA/PlyB (p<0,05). Podoben ucinek ima
ekvimolarna zamenjava NaCl z N-metil-D-glukaminom (Slika 10).

Da bi opredelili vlogo znotrajceli¢nih zalog Ca®* pri porastu [Ca®*]; po dodatku 700
nM/78 nM OIyA/PlyB, smo celice NG108-15 predhodno tretirali z 0,15 uM
tapsigarginom (TG). TG je nekompetitivni zaviralec encima Ca**-ATPaze na ER/SR. TG
je zmanjSal odziv pri 700 nM/78 nM OIlyA/PlyB, vendar razlika ni bila statisticno
znacilna (p>0,05) (Slika 10).

Povisana koncentracija K* v mediju s ca?t povzro¢i depolarizacijo celicne membrane in
prehodni porast Ca?* v celici (Slika 9F). Sprememba [Ca*']; ob dodatku KCI hitro doseze
vrth in za¢ne padati, vendar se ne vrne na osnovno raven pred dodatkom OlyA/PlyB.
Kljub temu da so bile celice predhodno depolarizirane, dodatek 700 nM/78 nM
OlyA/PlyB povzro¢i dodatno poviSanje (potenciacijo) [Ca®']i.

Inkubacija celic in prisotnost verapamila, zaviralca L-tipa kalcijevih kanalc¢kov, po
dodatku OlyA/PlyB bistveno ne zavre porasta [Ca®*]i (Slika 9D in 10). Prisotnost LaCls,
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ki je nespecificni zaviralec kalcijevih kanalckov, v zunajceli¢ni raztopini znacilno ne

vpliva na OlyA/PlyB induciran porast [Ca*']; (Slika 10).
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Slika 9 — U¢inek 700 nM/78 nM OIlyA/PlyB na [Ca*]; po predinkubaciji celic

NG108-15 z razliénimi u¢inkovinami.

Prikazani so Casovni poteki sprememb [Ca®']; reprezentativnih poskusov (¢rna krivulja). Puscice
prikazujejo Cas injiciranja OlyA/PlyB. Modra krivulja na grafih od A—E prikazuje casovni potek sprememb
[Ca”™; po aplikaciji OlyA/PlyB (700 nM/78 nM). Na sliki 9F prva puscica oznaduje &as injiciranja KCI,
druga pa 700 nM/78 nM OlyA/PlyB. Ucinek OlyA/PlyB po predhodni izpostavitvi celic (A) 10 uM
benzamilu, (B) 0,5 mM LaCl;, (C) 0,15 uM TG, (D) 1 uM verapamilu (E) in 138 mM N-metil-D-

glukaminu (F) po predhodni depolarizaciji celic z 70 mM KCI.
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lonomicin 5 uM{ n=3 l—( *

KCI 70 mM 1 n=5 |_¢ .
LaCl, 0,5 mM{ n=5 H
N-metil-D-glukamin 138 mM—II—{ \
Benzamil 10 yM 4 n=5 *

Tapsigargin 0,15 uyM{ n=5

Verapamil 1 yM4 n=5 h

OlyA/PlyB 700 nM/78 nM 1 n=7 —

0,0 0,2 0,4 0.6 0,8 1,0 1,2 1,4

Maksimalni porasti F,,,/F.q,

Slika 10 — Maksimalni porasti razmerja F;,,/Fsq, v celicah NG108-15 po dodatku
700 nM/78 nM OIyA/PlyB in vpliv razli¢nih farmakoloskih u¢inkovin.

Uporabili smo naslednje u¢inkovine: 70 mM KCI, 0,5 mM LaClz, NaCl smo ekvimolarno zamenjali s 138
mM N-metil-D-glukaminom, 10 pM benzamil, 0,15 uM TG in 1 pM verapamil. Kot pozitivno kontrolo
smo uporabili 5 pM ionomicin. Prikazane so srednje vrednosti + SE. *Razlika je statisti¢no znacilna pri p <
0,05.
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4.3 GladkomisSi¢ne celice A10
4.3.1 Vpliv OlyA/PlyB na koncentracijo Ca?* v citosolu v gladkomisi¢nih celicah A10

Povecana [Ca?']; v gladkomisi¢nih celicah sprozi kontrakeijo, ki v cevastih organih, kot
so zile, povzro¢i vazokonstrikcijo in zmanj$an pretok krvi. OlyA/PlyB v odvisnosti od
koncentracije poveta [Ca®']i v gladkomisi¢nih celicah A10 in spodbudi oblikovanje
membranskih mehurckov (Sliki 11 in 12). OlyA/PlyB v nizji koncentraciji (175 nM/19,5
nM) povzoci relativno pocasen porast v intenziteti fluorescence celic, ki je odraz porasta
v [Ca*]; (Slika 11). Pri dvakrat visji koncentraciji OlyA/PlyB (350 nM/39 nM) so

spremembe v intenziteti fluorescence celic zaznavne ze po 10 min. Visja koncentracija

OlyA/PlyB povzroci tudi oblikovanje membranskih mehurékov (Slika 12).

Slika 11 — Lasersko konfokalna mikroskopska slika gladkomiSi¢nih celic A10

obarvanih s FLUO-4 AM.

Prikazana je celica A10 (A) pred dodatkom, (B) 25 min po dodatku ter (C) 35 min po dodatku 175 nM/19,5
nM OlyA/PlyB v mediju s Ca**. Na sliki 11B je opazna ve&ja intenziteta fluorescence, kar nakazuje na to,
da je prislo do povetanja [Ca?'];. Po 35 min izpostavljenosti celic 175 nM/19,5 nM OlyA/PlyB se

intenziteza fluorescence zmanjSuje. Merilo na sliki 11C velja tudi za sliki 11A in 11B.
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)

Slika 12 — Lasersko konfokalna mikroskopska slika skupine celic A10, inkubiranih s

FLUO-4 AM.

Prikazane so celice A10 (A) pred dodatkom ter (B) 10 min, (C) 12 min in (D) 13 min po dodatku 350
nM/39 nM OIlyA/PlyB v mediju s Ca®". Porast v [Ca*];, ki se odrazi v povecani intenziteti fluorescence
celic, je viden ze po 10 minutah izpostavitve celic OlyA/PlyB (Slika 12B). Po 12 min (Slika 12C) se
oblikujejo tudi membranski mehurcki. 13 min po dodatku OlyA/PlyB se intenzivnost fluorescence v
posameznih celicah zmanjsa, pri drugih pa intenziteta signala $e nara$¢a; membranski mehurcki so Se
vedno lepo vidni (Slika 12D). S¢asoma vse celice prenehajo fluorescirati (ni prikazano). Puscice oznacujejo

membranske mehurcke. Merilo na sliki 12D velja tudi za sliki 12A, 12B in 12C.
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Na sliki 13 je prikazan znacilen Gasovni potek sprememb [Ca®*]i po aplikaciji OlyA/PlyB
(700 nM/78 nM).
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Slika 13 — U¢inek OlyA/PlyB na ¢asovno odvisne spremembe v inteziteti fluorescenc

pri 340 in 380 nm in prikaz sprememb v razmerju Fs40/F3g0 v celicah A10.

(A) Prikaz casovnih sprememb v intenziteti fluorescenc po dodatku OIyA/PlyB (700 nM/78 nM).
Intenziteta fluorescence pri 380 nm (Fsg), ki predstavlja fluorescenco prostega indikatorja Fura-2 AM, se
po dodatku OlyA/PlyB, zmanjsa in Fs4, ki predstavlja fluorescenco indikatorja Fura-2 AM vezano s Ca*,

poveca. (B) Izracunano razmerje Fa40/F3g0 se poveca. Pus¢ica prikazuje ¢as aplikacije OlyA/PlyB.
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Na sliki 14 so prikazane Casovne spremembe razmerja Fzqo/F3go po dodatku OlyA/PlyB.
700 nM/78 nM OIyA/PlyB poveca [Ca®']i samo ob prisotnosti Ca** v zunajceli¢ni
raztopini (Slika 14A, krivulja 1), medtem ko v mediju brez Ca** z dodanim 2 mM EGTA
nima u¢inka na [Ca®*]; (Slika 14A, krivulja 2).
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Slika 14 — Vpliv OlyA/PlyB na spremembo [Ca®*]; v celicah A10.

Slika 14A prikazuje povegano [Ca®']; po dodatku 700 nM/78 nM OlyA/PlyB v mediju s Ca** (krivulja 1)
ter odsotnost sprememb v [Ca®"]; po dodatku enake koncentracije OlyA/PlyB v mediju brez Ca®* z dodanim
2mM EGTA (krivulja 2). PusCica oznaéuje Cas injiciranja OlyA/PlyB. Slika 14B predstavlja srednje
vrednosti + SE maksimalnih porastov razmerja Fsg/Fsgy ob prisotnosti nara$¢ajo¢ih koncentracij

OlyA/PlyB. n = §t. ponovitev pri dologeni koncentraciji. *Razlika je statisti¢no znacilna pri p < 0,05.

OlyA/PlyB v koncentracijah med 14 nM/1,56 nM in 700 nM/78 nM poveca [Ca®'];.
Prazna vrednost OlyA/PlyB, pri kateri pride do opaznega in statisticno znacilnega
povedanja [Ca**];, je 14 nM/1,56 nM. [Ca®*]i nato premo sorazmerno naraica v odvisnosti

od koncentracije proteina. Pri 700 nM/78 nM koncentraciji OlyA/PlyB ucinek strmo
naraste (Slika 14B).
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4.3.1.1 Vpliv specifi¢nih zaviralcev, depolarizacija celi¢ne membrane in odstranitev Na* v

zunajceliéni raztopini na koncentracijo Ca?* v citosolu, inducirano z OlyA/PlyB

Za razjasnitev mehanizma delovanja OlyA/PlyB v povezavi z [Ca®*]i v celicah A10 smo
uporabili enak pristop kot pri celicah NG108-15. Uporabili smo farmakoloSko aktivne
snovi, ki delujejo na prenaSalne membranske proteine, vkljuCene v homeostazo [Ca2+]i
(Sliki 15 in 16). Slika 15 prikazuje vpliv farmakoloskih uéinkovin na ¢asovni potek in
amplitudo [Ca®'];, medtem ko slika 16 prikazuje maksimalne poraste razmerja Faso/Faso

inducirane s 700 nM/78 nM OIlyA/PlyB pri razli¢nih ekperimentalnih pogojih.

Ionomicin, ki smo ga uporabili kot pozitivno kontrolo, pricakovano povzro¢i porast v

koncentraciji Ca** v citosolu (Slika 16).

Vpliv benzamila (10 M) na Gasovni potek in amplitudo [Ca®*]; prikazuje slika 15A.

Njegova prisotnost v zunajceli¢ni raztopini zna&ilno zmanj$a porast Ca** v citosolu celic

A10 po dodatku 700 nM/78 nM OlyA/PlyB (p<0,05) (Slika 16).

0,5 mM LaCl; (Slika 15B), neselektivni zaviralec kalcijevih kanal¢kov, in 1 pM
verapamil (Slika 15D), zaviralec L-tipa kalcijevih kanalckov, sta znacilno zmanjsala
odziv celic A10 na 700 nM/78 nM OlyA/PlyB (p<0,05) (Slika 16).

Do statisticno zmanjSane [Ca2+]i pride pri uporabi 0,15 uM TG, ki blokira delovanje Ca*-
ATPaze na ER/SR (Slika 15C). Z njegovo uporabo smo zeleli ovrednotiti, v koliksni meri
je za povecano [Ca®*]; odgovorna sprostitev Ca®* iz prej omenjenih znotrajceli¢nih zalog.

Maksimalni porast [Ca?*]; ob prisotnosti TG se znag&ilno zmanjsa (slika 16).

Pri izpostavitvi celic povisani koncentraciji K v mediju (70 mM KCl) je prislo do
depolarizacije celitne membrane in prehodnega porasta Ca®* v celici kot posledica
aktivacije od napetosti odvisnih kalcijevih kanal¢kov. KCI hitro doseze vrh in zacne
upadati, vendar se ne vrne na bazalno raven pred dodatkom OlyA/PlyB. Po dodatku 700
nM/78 nM OlyA/PlyB se [Ca’*]i $e poveda (Sliki 15E in 16).

Ce protein povzroéi vdor Nat v celice in depolarizacijo celine membrane pod — 40 mV,

NCX za¢ne delovati v obratni smeri, kar pomeni, da Na* prenasa v izvenceli¢ni prostor v
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zamenjavo za Ca**. Na ta nadin lahko ta prenagalec bistveno prispeva k porastu [Ca®'];.
Da bi blokirali in ovrednotili pomen delovanja NCX, smo v zunajceli¢ni teko¢ini Na*
ekvimolarno zamenjali s 138 mM saharozo. Maksimalni porasti [Ca®*];, inducirani s 700

nM/78 nM OIlyA/PlyB, so pri teh pogojih in ob prisotnosti benzamila znacilno niZji (Slika
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Slika 15 — U¢inek OlyA/PlyB na [Ca’"]i po predinkubaciji celic A10 z razli¢nimi

ucinkovinami.

Prikazani so &asovni poteki sprememb [Ca?']; reprezentativnih poskusov. Puigice prikazujejo &as injiciranja

OlyA/PlyB. Na sliki 15E prva pus¢ica oznacuje ¢as injiciranja KCl, druga pa 700 nM/78 nM OIlyA/PlyB.
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Modra krivulja na grafih A-D in F prikazuje Casovni potek sprememb [Ca?']; po aplikaciji OlyA/PlyB (700
nM/78 nM). U¢inek OlyA/PlyB po predhodni izpostavitvi celic (A) 10 uM benzamilu, (B) 0,5 mM LaCls,
(C) 0,15 uM TG; (D) 1 uM verapamilu (E), po predhodni depolarizaciji celic z 70 mM KCI in (F) po

ekvimolarni zamenjavi zunajceli¢nega Na* s saharozo.

lonomicin 5 yM

n=3 H
KCI70 mM { n=8 E

LaCl30,5mM { n=5 e

Saharoza 138 mM { n=4 }_|

Benzamil 10 uM { n=5 *

Tapsigargin 0,15 yM

I
3
|
(o)}
I

Verapamil 1 yM {1_n= i

OlyA/PlyB 700 nM/78 nM {_n=11 L

0 1 2 3 ‘
Maksimali porasti F340/F380

Slika 16 — Maksimalni porasti razmerja F,,,/Fs5, v celicah A10 po dodatku 700
nM/78 nM OlyA/PlyB in vpliv razli¢nih farmakolo$kih u¢inkovin.

Uporabili smo: 70 mM KCI, 0,5 mM LacCls, zunajceliéni Na* smo ekvimolarno zamenjali s 138 mM
saharozo, 10 uM benzamil, 0,15 pM TG in 1 uM verapamil. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili 5 uM

ionomicin. Prikazane so srednje vrednosti s = SE. * Razlika je statisticno zna¢ilna pri p <0,05.
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Preglednica 1 - Primerjalna tabela ugotovljenih ucdinkov OIyA/PlyB v celicah

NG108-15 in Al0.

Celice NG108-15 | Celice A10
VPLIV OlyA/PlyB NA MORFOLOGIJO CELIC
NG108-15: OlyA/PlyB 70 nM/7,8 nM Eglvig‘;f‘]njggflmme pojav
A10: OlyA/PlyB 175 nM/19,5 nM ! O] mehurékov
mehurékov

SPREMEMBA RELATIVNE POVRSINE CELIC NG108-15 PRI RAZLICNIH

POGOJIH

OlyA/PlyB 70 nM/7,8 nM, 0,5 uM benzamil znacilno np
OlyA/PlyB 70 nM/7,8 nM, 138 mM Na-izetionat | znacilno np
OlyA/PlyB 70 nM/7,8 nM, 138 mM saharoza znacilno np
OlyA/PlyB 70 nM/7,8 nM, 0 mM Ca“* + 2 mM ..

EGTA znacilno np
VPLIV RAZLICNIH KONCENTRACILJ OlyA/PlyB NA [Ca2+]i

42 nM/4,7 nM OlyA/PlyB ni uc¢inka je ucinek
70 nM/7,8 nM OlyA/PlyB ni u¢inka je ucinek
350 nM/39 nM OIlyA/PlyB ni uc¢inka je ucinek
700 nM/78 nM OlyA/PlyB je ucinek je ucinek
[Ca?*]i IN PRISOTNOST RAZLICNIH UCINKOVIN

OlyA/PlyB 700 nM/78 nM, 10 uM benzamil znacilno znacilno
OlyA/PlyB 700 nM/78 nM, 0,5 mM LaCl; neznacilno znacilno
OlyA/PlyB 700 nM/78 nM, 0,15 uM TG neznacilno znacilno
OlyA/PlyB 700 nM/78 nM, 1uM verapamil neznacilno znacilno
OlyA/PlyB 700 nM/78 nM, 138 mM N-metil-D- "

glukamin znacilno np
OlyA/PlyB 700 nM/78 nM, 70 mM KClI znacilno neznacilno
OlyA/PlyB 700 nM/78 nM, saharoza np znacilno

np-ni podatka

41



Babnik, M in Diacci, U: Vpliv ostreolizina na znotrajceliéno koncentracijo Ca®* in morfologijo
nevroblastomskih in gladkih misi¢nih celic

5 RAZPRAVA

5.1 Vpliv OlyA/PlyB na morfologijo in koncentracija Ca** v citosolu nevroblastomskih
celic NG108-15

S proucevanjem sistemskih ucinkov letalnih in subletalnih odmerkov OlyA/PlyB na
podganah v splo$ni anesteziji so ugotovili, da OlyA/PlyB povzroc¢i kardiorespiratorni
zastoj in pogin (9). Celi¢ni mehanizmi teh uéinkov ostajajo nepojasnjeni, vendar so
rezultati navedene raziskave ovrgli moznost, da imata hipoksija in vagotonija osrednjo
vlogo pri nastanku kardiotoksi¢nih ucinkov. OlyA/PlyB povzro¢i kardiorespiratorni
zastoj v razli¢nih eksperimentalnih pogojih, tako pri intaktnih kot tudi pri farmakolosko
vagotomiranih in umetno ventiliranih podganah. S svojim liticnim delovanjem bi lahko
binarni kompleks OlyA/PlyB poskodoval krvno-mozgansko pregrado, kar bi mu
omogocilo prehod in neposredno delovanje na celice osrednjega zivéevja, predvsem
nevrone v dihalnem centru (8). Posledica tega bi lahko bila motena funkcija ali celo
poskodba dihalnih nevronov in dihalni zastoj, kot je bilo ugotovljeno v poskusih in vivo
(9). Z nalogo smo zeleli prouciti morfoloske u¢inke in mehanizme toksi¢nega delovanja
OlyA/PlyB na celice osrednjega zivCevja in vitro, zato smo poskuse opravili na misjih
nevroblastomskih celicah NG108-15. Znano je, da lahko OlyA/PlyB tvori neselektivne
pore v celicni membrani (2). Povecana prevodnost za katione lahko vodi do povecanja
ozmolarnosti v nevroblastomskih celicah in nastanek celicnega edema. VzdrZevanje
celitnega volumna je funkcija ozmotskega ravnotezja v znotrajcelicnem prostoru.
Prezivetje celic je odvisno od njihove sposobnosti regulacije in vzdrzevanja celi¢nega
volumna ter znotrajceli¢nega okolja (23). Dolgotrajna povecana [Ca']; lahko privede do
aktivacije Stevilnih znotrajceli¢nih citotoksi¢nih mehanizmov. Povecana [Ca*; in celiéni
edem mocno omejujeta delovanje celic osrednjega zivéevja in pogosto vodita v celicno
smrt (29, 30, 31). Rezultati nasih raziskav kazejo, da je mejna koncentracija OlyA/PlyB,
pri kateri pride do znacilnega povecanja volumna nevroblastomskih celic, 42 nM/4,7 nM,;

povecanje volumna je premo sorazmerno s ¢asom izpostavljenosti in koncentracijo
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OlyA/PlyB. Za razjasnitev mehanizmov toksi¢nega delovanja OlyA/PlyB, ki privedejo
do povecanja volumna, smo nevroblastomske celice NG108-15 izpostavili razlicnim
zaviralcem ionskih kanalckov in izmenjevalcem v mediju. Ugotovili smo, da je ucinek
OlyA/PlyB na volumen celic znailno niZji v mediju brez Ca®*, zato sklepamo, da ima
zunajcelicni Ca®* pomembno vlogo pri poveCanju volumna nevroblastomskih celic.
Vendar odsotnost Ca’* v mediju ni popolnoma prepre¢ila z OlyA/PlyB izzvanega
nabrekanja celic (Slika 6). Koncentracija Na* in CI” ionov je znatno visja v zunajceli¢ni
tekodini (Na* ~150 mM, CI" ~100 mM ) kot znotraj celice (Na* ~3-5 mM in CI ~4 mM).
Ugotoviti smo Zeleli, ali je vdor Na® in CI" v nevroblastomske celice odgovoren za
nabrekanje nevroblastomskih celic in nastanek celinega edema. Prehod Na® ali CI
(lahko tudi obeh) v znotrajceli¢ni prostor bi povecal ozmotski tlak v citosolu in prehod
molekul vode iz zunajceli¢ne tekoc€ine v znotrajcelicni prostor na podlagi povecanega
celicnega ozmotskega tlaka. Celiéne membrane so zelo propustne za molekule vode in
poveéan prehod v celico privede do celi¢nega edema. Za proucitev te hipoteze smo Na*
in CI" v mediju ekvimolarno zamenjali s saharozo, za katero je celicna membrana
nepropustna. V teh pogojih je zaradi odsotnosti Na* in nizkega ali celo obrnjenega
koncentracijskega gradienta onemogoceno tudi delovanje NCX. Volumen
nevroblastomskih celic se v teh eksperimentalnih pogojih po dodatku 70 nM/7,8 nM
OlyA/PlyB ni povecal, kar kaze na pomen vdora Na* in CI" v nevroblastomske celice v
mehanizmu nastanka celicnega edema. Te rezultate dodatno podpira ugotovitev, da
OlyA/PlyB v celi¢énih membranah nevroblastomskih N18 in celic CHO-K1 oblikuje
kationsko neselektivne pore, kar so potrdile meritve prevodnosti posamezne pore in
transmembranskega toka (2). Ugotovili so tudi, da OlyA/PlyB v membrani eritrocitov
oblikuje pore s hidrodinamskim premerom 3,78 nm, kar privede do osmotske hemolize
(2). Benzamil, ki je selektivni antagonist NCX (32), delno zmanjsa maksimalni u¢inek
OlyA/PlyB, vendar je njegova vloga v procesu nastanka celiénega edema verjetno
majhna, saj smo ugotovili, da pove&anje [Ca®'];, ki ga inducira OlyA/PlyB, izmerimo Sele
pri 700 nM/78 nM koncentraciji, torej pri ~16-krat visji koncentraciji, kot je potrebna za
nastanek celi¢nega edema. V poskusih, kjer smo v mediju Na* ekvimolarno zamenjali z

Na-izetionatom (odstranili CI" v mediju), se volumen nevroblastomskih celic ni povecal.
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Se ve¢, volumen celic se je celo nekoliko zmanjsal. Iz tega sklepamo, da je prehod C1™ v
znotrajcelicni  prostor pomemben pri nastanku celicnega edema. Pomen vdora
zunajceliénega Ca®* v citosol nevronov skozi NCX pri nastanku celiénega edema ostaja
nepojasnjen. Ta izmenjevalec izkoriS¢a velik koncentracijski transmembranski gradient
Na’ in v fizioloskih pogojih deluje tako, da Ca* transportira v zunajceli¢ni prostor v
zamenjavo za 3Na* (33, 34). Transport poteka v nasprotni smeri v primeru depolarizacije
membrane, ko je membranski potencial pod - 40 mV. Ce bi OlyA/PlyB povzroéil vdor
Ca® v celico, bi se izmenjevalec lahko aktiviral in bi pri¢el v zameno za Na* ca®
prenaSati iz celice. Zanimivo je, da je zaviralec NCX preprec¢il porast volumna
nevroblastomskih celic izzvanega s koncentracijami OlyA/PlyB, ki niso povzrocile
porasta [Ca?'];. Ta razkorak je lahko posledica majhne rezidualne prehodnosti celine
membrane za Ca?*, ki je z naso metodo meritev [Ca®*]; nismo zaznali. OlyA/PlyB (2,7
uM/0,3 uM) tvori neselektivne kationske pore v celicni membrani nevroblastomskih
celic N18 (2), zato smo prou¢ili tudi vpliv OlyA/PlyB na [Ca®'];. Za porast [Ca*']; je
potrebna ~ 16-krat visja koncentracija OlyA/PlyB kot tista, ki povzro¢i nastanek edema
nevroblastomskih celic. Koncentracijo 700 nM/78 nM smo uporabili v vseh nadaljnjih
poskusih kot smiselno koncentracijo, ki je dosezena po sistemskem dodatku podganam in
povzro¢i kardiorespiratorne uéinke. Povedana aktivnost Ca?* v nevroblastomskih celicah
je posledica vdora Ca?* iz zunajceliénega prostora, kar potrjujejo poskusi, pri katerih v
mediju ni bilo Ca?*. V teh eksperimentalnih pogojih OlyA/PlyB ne inducira porasta
[Ca?*]i. Znano je, da lahko vdor Ca®* iz zunajcelidnega prostora aktivira sproi¢anje
znotrajceli¢nih rezerv Ca®* (30). Da bi preverili, ali znotrajceli¢ne zaloge Ca* prispevajo
k OlyA/PlyB induciranemu maksimalnemu porastu Ca®* v citoplazmi nevroblastomskih
celic, smo celice predhodno izpostavili TG, zaviralcu Ca**-ATPaze, ki se nahaja na ER, in
z njim izpraznili znotrajceli¢ne zaloge Ca?*. Po dodatku OlyA/PlyB je kljub blokadi
Ca®*-ATPaze Gasovni potek in maksimalni porast Ca®" v celicah podoben kot pri poskusih
v mediju brez TG. Na podlagi rezultatov teh meritev sklepamo, da ima zunajceli¢ni Ca®*
pri porastu [Ca?*]; najpomembnejio vlogo in da sproitanje znotrajceli¢nih rezerv Ca?

bistveno ne prispeva k povecanju z OlyA/PlyB inducirane [Ca*'];.
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V poskusih, kjer smo pred dodatkom OlyA/PlyB celi¢no membrano depolalizirali s KCI,
smo poskusali pojasniti vpliv od napetosti odvisnih kalcijevih kanalckov na porast
[Ca?*];, ki so v teh pogojih inaktivirani. Poviana koncentracija K* v mediju je sprozila
depolarizacijo celicne membrane nevroblastomskih celic in prehodno poviSanje [Ca2+]i,
ki je hitro dosegla vrh in nato zacela upadati, vendar bazalne ravni pred dodatkom
OIlyA/PlyB ni dosegla. Po dodatku OlyA/PlyB je kljub predhodni depolarizaciji s KCI
prislo do porasta [Ca®'];, katere amplituda je bila podobna tisti, ki jo izzove sam
OlyA/PlyB. Zato sklepamo, da aktivacija od napetostno odvisnih kalcijevih kanal¢kov pri
povecani [Ca®'];, inducirani z OlyA/PlyB, nima pomembne vloge. To so potrdili tudi
rezultati poskusov, pri katerih smo uporabili verapamil, zaviralec L-tipa kalcijevih
kanal¢kov (35), in LaCls, neselektivni zaviralec dvovalentnih kationskih kanal¢kov (36).
Nobeden od proucenih zaviralcev ni znacilno znizal z OlyA/PlyB inducirane spremembe
v [Ca?'];. Na podlagi teh rezultatov sklepamo, da povecana [Ca®']; ni posledica prehoda
Ca’* skozi omenjene kalcijeve kanaltke ali pa je prehod premajhen, da bi izzval
povedanje [Ca*'];. Glede na to, da je bilo ugotovljeno, da OlyA/PlyB v nevroblastomskih
celicah N18 tvori kationsko neselektivne pore (2), bi lahko OlyA/PlyB povzrocil tudi
porast Na* v celici in depolarizacijo membrane. Zato bi lahko NCX, ki v normalnih
pogojih iz celice prenasa Ca®* za izmenjavo za Na*, zacel delovati v nasprotni smeri (37).
Na ta na&in bi prispeval k porastu [Ca®];. Maksimalni porast [Ca?*]; v poskusih, kjer
smo zunajceli¢ni NaCl nadomestili s slabo prehajajocim kationom skozi membrane, N-
metil-D-glukaminom, so bili maksimalni porasti [Ca*']; zna¢ilno niZji. Te ugotovitve
potrjujejo tudi rezultati poskusa z uporabo zaviralca NCX, benzamila, ki je prav tako
znadilno znizal maksimalni porast [Ca®']i v nevroblastomskih celicah po dodatku
OlyA/PlyB.

Zato lahko zaklju¢imo, da ima pri nevroblastomskih celicah NCX pomembno vlogo pri

OlyA/PlyB induciranem porastu [Ca®*];.
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5.2 Vpliv OlyA/PlyB na koncentracijo Ca** v citosolu v gladkomisi¢nih celicah A10

V poskusih na podganah in vivo je bilo ugotovljeno, da OlyA/PlyB povzroCi sréne
aritmije in progresivni padec arterijskega tlaka, kar vodi v pogin poskusne zivali (9). In
vitro je bilo dokazano, da OIyA/PlyB v odvisnosti od koncentracije sprozi
kardiotoksi¢ne ucinke OlyA/PlyB. Skr¢itev gladkomiSi¢nih celic v steni venénih zil lahko
pri majhnem zmanjs$anju preseka zil mo¢no zmanjsa pretok krvi, saj je odvisen od Cetrte
potence polmera zil ter vodi v hipoksijo miokarda in do nastanka aritmij. Domnevo, da
OlyA/PlyB lahko povzroci kréenje gladkomiSi¢nih celic neposredno na celicnem nivoju,
smo preverjali s poskusi na gladkomis$i¢nih celicah A10 in vitro.

Celi¢na signalizacija, ki vkljuCuje spremembe prostega Ca?* ima v gladkomiSi¢nih
celicah stevilne funkcije (38). Med njimi je funkcionalno najpomembnejsa kontrakcija in
vzdrzevanje miSi¢nega tonusa v steni cevastih in votlih organov, kot so npr. zile. Porast
[Ca2+]i v gladkomiS$i¢nih celicah povzro¢i vezavo Ca®" na celi¢ni protein kalmodulin. Ta
kompleks nato aktivira encim kinazo lahke verige miozina (ang. myosin light chain
kinase; MLCK), ki fosforilira lahko verigo miozina in omogoc¢i interakcijo z aktinskimi
nitkami in kréenje (39). Zato smo proucili, ali OlyA/PlyB v gladkomiSi¢nih celicah A10
poveca [Ca?*];, saj vemo, da povisana [Ca®"]i sprozi kontrakcijo miocitov in na ta nadin
lahko povzroc¢i kréenje gladkomiSi¢nih celic in kr¢ koronarnih Zil, posledi¢no ishemijo in

na koncu hipoksi¢no poskodba kardiomiocitov.

Vpliv OlyA/PlyB na homeostazo [Ca’*]i na posameznih celicah A10 smo proucevali z
meritvami fluorescence z laserskim konfokalnim mikroskopom, pri ¢emer smo kot
indikator Ca”" uporabili fluorescenéno barvilo Fluo-4 AM. Celice smo izpostavili
razli¢nim koncentracijam OlyA/PlyB. Porast intenzitete fluorescencnega signala pri 510
nm nakazuje, da je v celicah prislo do porasta Ca** (Slika 11). Pri 350 nM/39 nM
koncentraciji smo na podlagi fluorescence v celiéni membrani opazili oblikovanje
protruzij v obliki mehurckov. Znano je, da je pojav mehurckov vsesploSen celi¢ni

odgovor na poskodbo celi¢ne membrane, ki ji pogosto sledi celi¢na smrt ali nekroza (40).
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V prid poskodbi celicne membrane govori tudi hiter padec fluorescence, ki sledi
maksimalnemu porastu fluorescence po dodatku OIlyA/PlyB v medij. Hiter padec
fluorescence je verjetno posledica izgube barvila skozi poskodovano celi¢cno membrano
zaradi litiénega ucinka OlyA/PlyB. Povecanje [Ca®'];, ki jo sprozi OlyA/PlyB, potrjujejo
tudi meritve poskusov na populaciji celic A10, izvedenih na ¢italcu mikrotitrnih plos¢ z
uporabo Kalcijevega indikatorja Fura-2 AM. Analiza razmerij Fs4/Fsgo kot indikatorja
sprememb [Ca?*]i je potrdila prvotno hipotezo, da OlyA/PlyB dejansko povea raven
[Ca®*]i (Slika 13).

Povecan [Ca?*]; po dodatku OlyA/PlyB je posledica vdora zunajceli¢nega Ca* v celico
(Slika 14), kar so pokazale meritve [Ca®*]i na celicah A10 v mediju brez Ca* in dodani 2
mM EGTA. To ni nepri¢akovano, saj so zaloge znotrajceli¢nega Ca?* majhne in kréenje
gladkomisi¢nih celic odvisno predvsem od vdora zunajceliénega Ca?*. Za razliko od
nevroblastomskih celic, pri katerih pride do povetanja [Ca®*]i Sele pri 700 nM/78 nM
OlyA/PlyB, pa pri celicah A10 povedanje [Ca®']; izzovejo Ze zelo nizke koncentracije

OlyA/PlyB, tj. 14 nM/1,56 nM.

Najpomembnej$a pot za vdor kalcija v gladkomiSi¢ne celice so od napetosti odvisni
kalcijevi kanal¢ki (41, 42). Zato smo proucili mehanizme, ki omogocijo z OlyA/PlyB
induciran porast [Ca?']; v celicah A10. S serijo poskusov smo na populaciji celic
fluorometri¢no spremljali spremembe v [Ca®];, povzrocene z OlyA/PlyB. Predpostavili
smo, da je povecanje [Ca?']; lahko posledica i) vdora Ca®* iz zunajceli¢nega medija skozi
7e obstojeCe kalcijeve kanalCke, ii) tvorbe de novo kationsko neselektivnih por,
prepustnih za Ca** v celi¢ni membrani ali iii) sprostitve Ca?* iz znotrajceli¢nih zalog, v

glavnem iz SR.

Poskuse smo izvedli ob prisotnosti dveh zaviralcev, LaCl; - neselektivnega zaviralca
kalcijevih kanal¢kov - ali z uporabo verapamila - zaviralca L-tipa kalcijevih kanalckov, ki
prevladujejo v celiéni membrani gladkomisi¢nih celic (41, 42). Ugotavljali smo, ali je za
povecanje [Ca2+]i odgovoren vdor zunajceli¢nega Ca®" skozi ze obstojece od napetosti

odvisne kalcijeve kanal¢ke v celi¢éni membrani.
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Rezultati kaZejo, da je porast [Ca®']; po dodatku 700 nM/78 nM OIlyA/PlyB znagilno
niZji, kar pomeni, da je za pomemben del povecanja [Ca®'];, ki ga povzro&i OlyA/PlyB,
odgovoren vstop Ca?* v gladkomisi¢ne celice skozi napetostno odvisne kalcijeve
kanaltke (Slika 15). Da bi ugotovili, ali je za vdor Ca®* v celico in aktivacijo kalcijevih
kanalc¢kov odgovorna depolarizacija celicne membrane in predvsem aktivacija od
napetosti odvisnih kalcijevih kanal¢kov, smo gladkomis$ic¢ne celice predhodno izpostavili
povisani koncentraciji K v mediju. Od napetosti odvisni kalcijevi kanal¢ki naj bi bili v
teh eksperimentalnih pogojih inaktivirani. Dodatek OIyA/PlyB je kljub predhodni
depolarizaciji celicne membrane privedel do znacilnega porasta [Ca2+]i v gladkomiSi¢nih
celicah A10, kar nakazuje, da so za z OlyA/PlyB induciran porast [Ca?']; odgovorne

druge poti vdora Ca** v celice in ne od napetosti odvisni kalcijevi kanalgki.

K poveéanju [Ca*"]; bi lahko v primeru depolarizacije celine membrane prispeval tudi
NCX v celi¢ni membrani gladkomi$i¢nih celic. Rezultati poskusov, pri katerih smo
uporabili neselektivni zaviralec benzamil ali Na* in CI" v mediju ekvimolarno zamenjali s
saharozo, to dokazujejo. Preverjali smo hipotezo, da OlyA/PlyB povzrodi vdor Na* v
gladkomiSi¢ne celice ter s tem povzroCi depolarizacijo membrane, zato zacne NCX
delovati v nasprotni smeri, tj da v zameno za izplavljanje Na* v celico &rpa Ca®". Ta sicer
fizioloski mehanizem je pomemben v Casu nastanka akcijskih potencialov v vzdraznih
tkivih, Se posebej je pomemben za fiziologijo kréenja kardiomiocitov, saj bistveno
prispeva k porastu [Ca®']; in kréenju sréne misice (36). Rezultati teh poskusov kaZejo, da

fvtw

kar potrjuje domnevo, da ima NCX pomembno vlogo pri poveanju [Ca®*];

Do povecanja [Ca*]i bi lahko prislo tudi zaradi njegove sprostitve iz znotrajcelicnih
zalog, predvsem iz SR, zato smo z predhodno izpostavitvijo gladkomisi¢nih celic TG
povzrodili izpraznjenje najpomembnejsih znotrajceli¢nih rezerv Ca?*. Po dodatku
OlyA/PlyB je bil maksimalni porast [Ca**]; zna&ilno niZji (Slika 16). Torej je maksimalni
porast [Ca*'];, povzroten z OlyA/PlyB, odvisen tudi od Ca®*, sproitenega iz celi¢nih

organelov, ki so obcutljivi na omenjeni zaviralec.
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Povecana [Ca®'];, inducirana z OIyA/PlyB je v gladkomisi¢nih celicah, je verjetno
posledica nastanka kationsko neselektivnih por v celi¢ni membrani, pomembno pa tudi
prispeva NCX. Na podlagi rezultatov lahko sklepamo, da OIyA/PlyB poveca
znotrajceli¢no aktivnost Ca®* v gladkomisi¢nih celicah, kar lahko privede do
vazospazma, za kardiotoksi¢nost pa je odgovoren neposreden ucinek OIyA/PlyB na
gladkomisi¢ne celice v steni ven¢nih zil. Pri obeh celi¢nih linijjah k povecani [Ca2+]i
prispeva NCX in verjetno tvorba kationsko neselektivnih por. Celi¢ni edem pa je
predvsem posledica prehoda klorovih ionov v znotrajceli¢ni prostor. Povecana [Ca2+]i v
nevroblastomskih celicah in celini edem sta lahko razloga za respiratorni zastoj po

sistemski aplikaciji OlyA/PlyB.
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6 ZAKLJUCKI

1. OIlyA/PlyB v nanomolarnih koncentracijah povzro¢i vezikulacijo celi¢ne
membrane in poveca tridimenzionalno projekcijo nevroblastomskih celic,
kar pomeni, da je sposoben povzrociti celicni edem, disfunkcijo dihalnih

nevronov in dihalni zastoj in vivo.

2. OlyA/PlyB dolgotrajno  poveda [Ca®*]i v  gladkomigi¢nih in
kréenje, odgovorno za vazospazem in kardiotoksicne ucinke, Vv
nevroblastomskih celicah pa patofizioloSke celi¢ne procese, ki vodijo v

smrt celic.

3. Povecana [Ca”"]; je pri nevroblastomskih celicah verjetno posledica vdora
Ca®" skozi novo nastale pore, pri gladkomisi¢nih celicah pa tudi skozi
obstojece kalcijeve kanalcke in NCX v celi¢éni membrani ter spros¢anja iz

znotrajceli¢nih zalog.
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