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m Razjasnitev mehanizma nevrotoksi¢nega
delovanja proteina ostreolizina,
izoliranega iz gobe bukovega ostrigarja

Effect of the ostreolysin A/pleurotolysin B pore-forming
complex on neuroblastoma cell morphology and
intracellular Ca%* activity.
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Predstavitev znanstvenega problema

Ostreolizin - citoliticni kompleks izoliran iz gobe bukov ostrigar Pleurotus
ostreatus (Sepcic in sod., Biochim Biophys Acta, 2002)

Bioloski ucinki - tvorba por v membranah sesalskih celic, hemoliticno
delovanje, kardiorespiratorni zastoj.

Namen dela - prouciti mehanizme odgovorne za nastanek dihalnega zastoja

Eksperimentalni pristop - nevroblastomske celice NG108-15 (in vitro model
respiratornih nevronov)
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Slika 1: Pleurotus ostreatus Slika 2: Tvorba kationsko neselektivnih por

(Jacquin: Fries) P. Kummer. 1871) Schlumberger in sod., FEBS Letters, 2014




Ucinki Ostreolizina na nevrone:
vezikulacija in znotrajceli¢ni edem

Slika 1: Morfoloske spremembe celic NG108-15 po
izpostavitvi OlyA/PlyB (70 nM/7,6 nM). (A) Skupina
nevronov pred dodatkom OIlyA/PlyB ter (B) ista
skupina nevronov 60 min po izpostavitvi OlyA/PlyB.
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Slika 2: Analiza ¢asovnega poteka sprememb volumna nevronov kot indikatorja
celicnega edema po dodatku razliénih koncentracij OlyA/PlyB.
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Slika 3: Relativne spremembe projicirane povrSine nevronov po dodatku 70
nM/7,6 nM OlyA/PlyB pri razli¢nih pogojih.




Vpliv ostreolizina na [Ca?*]; v nevronih
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Slika 4: Vpliv razlicnih koncentracij OlyA/PlyB na [Ca?*]. v nevronih: (A, B) konfokalna slika
sprememb fluorescence ob spremembi [Ca?*]; (C) Casovni potek sprememb [Ca?*]. v posameznih
nevronih; (D) vpliv Oly na [Ca?*], ob prisotnosti zunajcelicnega Ca?* in v mediju brez Ca?*; (E)
kvantitativna analiza vpliva Oly na [Ca?*]. .




Mehanizem delovanja: povecana znotrajcelicna aktivhost Ca?*
je posledica vdora Ca?* skozi novo nastale pore, pomembno
prispeva tudi 3Na*/Ca?* izmenjevalec
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Slika 5: Uc¢inek 700 nM/76 nM OIyA/PlyB na [Ca?'], (modra krivulja) in ucinek prisotnosti
OlyA/PlyB (¢rna krivulja) in ob prisotnosti nekaterih blokatorjev Ca?* kanalckov in prenasalcev v
plazmalemi ter Ca?*-ATPaze v membrani endoplazemskega retikuluma.




Zakljucki:

* Ugotovili smo, da Oly v nano-molarnih koncentracijah povzroci
vezikulacijo celicne membrane, celi¢ni edem in poveca [Ca?*]. v
nevronih, kar je verjetno primarno posledica vdora Ca?* skozi
novonastale pore.

* Pomembno vlogo pri porastu znotrajcelicnega Ca%* ima tudi
3Na*/Ca?* izmenjevalec.

* Opisane spremembe lahko vodijo v disfunkcijo in smrt dihalnih
nevronov ter dihalni zastoj in vivo.

Raziskave so bile opravljene v okviru raziskovalnega programa P4-0053,
financiranega s strani ARRS.
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