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Abstrakt

Posttranslacni modifikace proteind jsou rozSifenym mechanismem, ktery vyuzivaji
prokaryotické i eukaryotické bunky pro zvySeni diverzity proteomu. Pfi posttranslacnich
modifikacich mGze dochazet k pfidavani funkénich skupin, proteinl, proteolytickému Stépeni
regulacnich podjednotek, nebo k degradaci proteind. Mezi posttranslaéni modifikace patfi
napfiklad fosforylace, glykosylace, acetylace, modifikace mastnou kyselinou, ubikvitinace Ci
proteolyza. Tyto modifikace mohou ovlivhovat téméF vSechny aspekty bunééné biologie di
patogeneze. Toxiny produkované mikroorganismy jsou dulezitymi faktory virulence. Mnoho
bakterialnich toxinl vyuziva posttranslaéni modifikaci pro svou aktivaci. Do této skupiny patfi
napfiklad listeriolysin O, toxiny bakterie Bacillus anthracis €i toxiny klostridii. Velkou skupinou
toxinu, které jsou aktivovany modifikaci mastnou kyselinou, jsou tzv. RTX toxiny (z
anglického Repeats-in-ToXin) gramnegativnich patogennich bakterii, mezi které patfi
napfiklad adenylat cyklazovy toxin bakterie Bordetella pertussis, pfipadné a-hemolysin

produkovany uropatogennimi bakteriemi Escherichia coli.

Klicova slova: posttranslacni modifikace v prokaryotech a eukaryotech, bakterialni toxiny,

aktivace bakterialnich toxinu, aktivita bakterialnich toxinu, interakce s burikou, RTX toxiny

Abstract

Posttranslational modifications of proteins are a widespread mechanisms used by
both prokaryotic and eukaryotic cells for increase the diversity of the proteome by the
addition of functional groups, proteins, proteolytic cleavage of regulatory subunits, or
degradation of entire proteins. These modifications include for example phosphorylation,
glycosylation, acetylation, lipidation, ubiquitination or proteolysis and affect almost all aspects
of cell biology and pathogenesis. Toxins produced by microorganisms are important
virulence factors. Many of these bacterial toxins use posttranslational modification for their
activation, as for example listeriolysin O, toxins of Bacillus anthracis or clostridial toxins.
Large group of bacterial toxins activated by fatty acid are RTX (from Repeats-in-ToXin)
toxins of Gram-negative pathogens, including Bordetella pertussis adenylate cyclase toxin or

a-hemolysin secreted by uropathogenic Escherichia coli.

Keywords: posttranslational modifications in prokaryotes and eukaryotes, bacterial toxins,
activation of bacterial toxins, activity of bacterial toxins, interaction with cell, RTX toxins
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1. Uvod

Posttranslacni modifikace proteinu jsou klicem ke zvySeni diverzity proteomu a
to napfiklad kovalentnim pfidavanim funkénich skupin, proteolytickym S$tépenim
regulacnich podjednotek nebo degradaci celych proteint. Mezi tyto modifikace patfi
napfiklad fosforylace, glykosylace, ubikvitinace, nitrosylace, methylace, acetylace
nebo lipidace. Posttranslaéni modifikace ovliviuji téméf vSechny aspekty normalniho
fungovani bunky. Hraji klicovou roli v mnoha buné&nych procesech, jako jsou
napfiklad: bunééna diferenciace, degradace protein(, signalizacni a regulac¢ni procesy,
regulace genové exprese nebo vzajemné interakce proteinu. Proto je identifikace a
porozuméni posttranslaénim modifikacim zasadni pfi studiu bunééné biologie,
pfipadné IéEbé a prevenci nemoci.

Posttranslacni modifikace mize nastat v jakémkoliv kroku "Zivotniho cyklu" proteinu.
Mnoho proteind je modifikovano kratce po dokonceni translace za ucelem spravné
konformace proteinu nebo cileni vznikajiciho proteinu do odliSnych bunécnych
kompartmentd (napf. do jadra nebo membrany). Dal$i modifikace nastavaji az poté, co je
dokonceno sbalovani a lokalizace proteinli, coz je potfeba napfiklad k aktivaci nebo
inaktivaci katalytické aktivity nebo ovlivnéni jiné biologické aktivity proteinu. Proteiny jsou
také kovalentné vazany na znacky, které oznaci protein k degradaci.

Posttranslacni modifikace mohou cilit na postranni fetézce aminokyselin nebo
peptidové vazby protein(i. Casto jsou katalyzovany enzymy. Mezi tyto enzymy patti naptiklad
kinazy, fosfatazy, transferazy a ligazy. Ty pfidavaji nebo naopak odebiraji funkéni skupiny,
proteiny, lipidy nebo cukry na nebo z postrannich fetézcl aminokyselin. Do jiné skupiny patfi
protedzy, které Stépi peptidové vazby za ulelem odstranéni specifickych sekvenci nebo
celych regula¢nich podjednotek proteind. Mnoho proteinu také miaze modifikovat samo sebe
za pouziti autokatalytickych domeén, jako je napfiklad autokinaza a autoprotolyticka doména.
Posttranslacni modifikace mohou byt vratné nebo nevratné (Obrazek 1). Napfiklad kinazy
fosforyluji proteiny na specifickych postrannich fetézcich aminokyselin, coz je bézny zplsob
katalytické aktivace nebo deaktivace. Fosfatazy naopak hydrolyzuji fosfatovou skupinu, ¢imz
ji odstrani z proteinu a zméni biologickou aktivitu celého proteinu. VétSina znamych
posttranslacnich modifikaci neni stechiometricka, coz znamena, Ze tyto modifikace nejsou

pfitomny na vSech molekulach daného proteinu (Olsen a Mann, 2013).
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Obrazek 1. Typy posttranslaénich modifikaci podle tfid. Jedna se o modifikace postranniho
aminokyselinového fetezce, pfidani chemické skupiny, komplexnich molekul, polypeptidd nebo
proteolytické Stépeni. VétSina z modifikaci probiha vratné. Upraveno z Ribet a Cossart, 2010.

2. Eukaryotni versus prokaryotni burnka: rozdily v modifikacich
Az polovina vSech proteinogennich aminokyselin mize byt modifikovana. Modifikace

muze probihat jak na malych chemickych skupinach, jako jsou methylové skupiny, acetylové
a fosfatové skupiny, ale i na téch komplexnéjSich, jako jsou napfiklad polypeptidové fetézce.
Prikladem je eukaryoticky protein ubikvitin nebo jeho obdoba vyskytujici se u prokaryot, a to
protein Pup (prokaryotic ubiquitin-like protein, Pearce et al., 2008). Aminokyseliny, které
byvaji nej¢astéji modifikovany, obsahuji ve vedlejSim fetézci hydroxy a amino skupinu. Velmi
Casté jsou také modifikace aminokyselin obsahujici thiolovou skupinu tedy napfiklad serin,
treonin, tyrosin, histidin, lysin nebo cystein.

VétSina posttranslaénich modifikaci probiha za u&asti enzymid. Fosforylace se
neobejde bez kinaz a fosfataz, acetylace bez acetyltransferaz a deacetyldz a ubikvitinace
bez ubikvitinovych ligaz a deubikvitindz. Nékteré modifikace mohou dokonce probihat bez
ucasti enzymi. Mezi takové patfi S-thiolace, ktera je zpusobena mnoha reaktivnimi
molekulami kysliku, dusiku nebo chloru, které indukuji rGzné modifikace thiolové skupiny a
reguluji tak specifické transkripéni faktory, zapojené do exprese detoxifikaénich cest. Tato
modifikace byla objevena u rlznych Grampositivnich bakterii, napfiklad u rodd Bacillus a

Staphylococcus (Loi et al., 2015).



2.1 Glykosylace
Glykosylace je vSudypfitomna posttranslacni modifikace, vyskytujici se ve dvou

formach. Prvni formou je N-glykosylace, jejiz podstata je v pfipojeni cukrl k atomu dusiku
asparaginu nebo argininu. Druhou formou je O-glykosylace, kdy se pfipoji cukry k hydroxy
skupiné serinovych nebo threoninovych zbytkd. Hlavni typy bakterialnich proteint, které
podléhaji O-glykosylaci jsou povrchové proteiny, jako jsou adhesiny (Charbonneau et al.,
2007), bi¢iky (Logan 2006) a sekretované toxiny (Just et al., 1995). N-glykosylované proteiny
se také bézné vyskytuji na povrchu bakterii, coZz dokladaji i studie provadéné na bakterii
Campylobacter jejuni (Wacker, 2002). Zatimco eukaryota vyuzivaji glykosylaci spiSe
k regulaci spravného skladani bilkovin a k mezibunéfnym interakcim, v bakteriich je
glykosylace zasadni z hlediska patogeneze (Guerry et al., 2006). V bakteriich nicméné neni
glykosylace proteinl omezena pouze na patogenni bakterie, ale existuje i u komensalu, jako
jsou nékteré rody Bacteroides (Nothaft a Szymanski 2010). U skupin Eukarya a Archea se
velmi hojné vyskytuje N-glykosylace zprostfedkovavana oligosacharyltransferazou (OST), u
bakterii se vyskytuje omezené. DalSi typ, postupna cytoplazmatickd N-glykosylace se
vyskytuje pouze u bakterii. Oproti tomu OST zprostfedkovana O-glykosylace se projevuje
v bakteriich a postupna O-glykosylace u eukaryot a bakterii (Dell et al., 2010).

N-glykosylace je modifikace velmi bézna u eukaryot a archei, u prokaryot se
vyskytuje méné. N-glykosylace u eukaryot a bakterii je znazornéna na obrazcich 2 a 3. Byla
dlouho povazovana za modifikaci probihajici vyhradné v eukaryotickych burikach. Poté vSak
bylo zjisténo, Ze S-vrstva proteinu z Halobacterium salinarum obsahuje glykany kovalentné
pfipojené k asparaginovym zbytkim (Mescher et al., 1976). Vyzkumem na patogenu
Campylobacter jejuni bylo dale ukazano, ze prokaryota maji také N-glykosylagni systém
(Young et al., 2002). Na zakladé této prace bylo zjiSténo, ze prokaryota i eukaryota provadéji
N-glykosylaci stejnym zplisobem. Dochazi k postupnému skladani cukrd v cytoplazmé za
vzniku oligosacharidovych prekurzoru pfipojenych pres pyrofosfat nebo fosfat na lipidovy
nosi¢ tzv. LLO (lipid-linked oligosaccharide precursor). V eukaryotech je v LLO lipidovou
sloZzkou dolichol. Bakterie maji misto toho undekaprenol, ktery ma oproti dolicholu navic
jednu dvojnou vazbu. Tato dvojita vazba brani rotaéni mobilité, coz brani prodluzovani
fetézce po vstupu LLO zcytoplazmy do lumen endoplazmatického retikula hostitele. N-

glykosylace zatim nebyla pozorovana u Gram-pozitivnich bakterii (Dell et al., 2010).
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Obrazek 2. N-glykosylace u eukaryot. Zelené jsou schematicky znazornény molekuly mandzy,
modré Ctverce jsou GlcNac, modra kolec¢ka znazoriuji glukézu, modry fetézec znazorfiuje dolichol
fosfat, GDP = guanosin difosfat, UDP = uridin difosfat. Upraveno z Dell et al., 2010.
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Obrazek 3. N-glykosylace u bakterii. Modry &tverec schematicky znazorfiuje GlcNac, Cervené
Ctverce znazorfiuji tzv. bacillosaminy, Zluté ¢tverce jsou GalNac, modré kolecko je glukéza, Gerveny
fetézec je undekaprenyl fosfat. Upraveno z Dell et al., 2010.

O-glykosylace se vyskytuje u skupin Archea, Bacteria i Eukarya. Tato modifikace
probiha nejCastéji na aminokyselinach s funkénimi hydroxylovymi skupinami, coz jsou
napfiklad serin a threonin. Béhem let vyzkumu na glykosylaci bakterii rodu Neisseria a
Pseudomonas bylo zjisténo, Zze O-glykosylace se velmi podoba N-glykosylaci. O-glykosylace
byla poprvé charakterizovana u bakterie Neisseria meningtidis, kde se prokazalo, zZe pilusovy
protein je modifikovan trisacharidem (Stimson et al., 1995). Nasledné Setfeni vedlo
k identifikaci O-oligosacharyltransferazy (O-OST), ktera se nazyva se PgL (Power et al.,
2006). Patfi do skupiny bakterialnich OST, které maiji za ukol O-glykosylovat piliny typu IV.

Eukaryoticka O-glykosylace je postupny proces, ktery zacina pfipojenim spojovaciho

monosacharidu k akceptoru (serin nebo threonin). Dalsi cukry se pfidavaji jeden po druhém,



az do vytvoreni zralého glykanu. Mnoho eukaryotickych O-glykand je mucinového typu a
jsou spojeny prostfednictvim GalNAc (N-acetylgalaktosaminu), ale existuji i dalSi tfidy, které
jsou pfipojeny k proteinim prostfednictvim rlznych cukrd. Jsou to napfiklad: fukoza,
mandza, glukdza, galaktdéza a dalSi. Eukaryoticka O-glykosylace probiha vétsinou v Golgiho
aparatu nebo v endoplasmatickém retikulu. Pfes spojovaci cukry je mozné pfipojit obrovské
mnozstvi sekvenci, coz zajistuje glykosylaci v eukaryotech znaénou rozmanitost (Hug a
byly nalezeny v bakteriich v jejich S-vrstvach. V poslednich letech se ukazalo, Ze mnoho
bakterialnich biofilmG obsahuje glykoproteiny, jejichz slozeni je velmi podobné mucinu.
Mucin je eukaryoticky glykoprotein, ktery obsahuje tandemové repetice sekvenci, které
byvaji rozsahle glykosylované (Peng et al., 2008). Nejlépe charakterizované jsou tzv.
serinem-bohaté repetice (SRR) u glykoproteint, patficich do rodiny Fap1 (fimbriae-
associated protein 1), které jsou konzervovany u rodu Streptococcus, Staphylococcus a

Lactobacillus a jsou nezbytné pro tvorbu bakterialniho biofilmu a pfi patogenezi.

2.2 Lipidace
Lipidace je dulezitou modifikaci, pfi které jsou lipidové skupiny kovalentné pfipojeny k

proteinim. Lipidace vyrazné zvySuje hydrofobni vlastnosti proteind, coz vede ke zméneé jejich
konformace a stability, asociaci s membranou, lokalizaci, pfenosu a zméné vazebné afinity
proteinl k jejich kofaktordm. Ruzné lipidy a lipidové metabolity slouzi jako proteinové
lipidaéni skupiny. Vnitrobun&¢né koncentrace téchto lipidd a jejich derivatd je pFisné
regulovana bunéénym metabolismem. Proteiny mohou byt kovalentné modifikovany riznymi
typy lipidd, v€etné mastnych kyselin, isoprenoidd, sterolu, fosfolipidd nebo
glykosylfosfatidylinositolovych kotev (GPI). Syntéza lipid( se pfimo zapojuje do homeostazy
v burice. Deregulace metabolismu lipidd muze vést u Cclovéka krozvoji nékterych
onemocnéni (neurologické poruchy, metabolické onemocnéni, rakovina).

Lipidace se ucastni dozravani mnoha protein(l a to v prokaryotické i eukaryotické
bunce. Mechanismus je ale v kazdé burice jiny. LiSi se podle toho, ktera mastna kyselina
byla pfenesena, ktera aminokyselina byla modifikovana, a podle toho, kdo byl donorem
mastnych acylovych zbytkl. NejCastéji jsou pfipojovany kyselina myristova a kyselina
palmitova. Proteiny jsou roztfidény na vnéjSi membranu (v pfipadé bakterii) nebo na
plazmatickou membranu (v pfipadé eukaryot). Takto pfipravené podstoupi zpracovani, ve
kterém je acylova skupina pfipojena k N-konci aminokyseliny. Tohoto procesu se ucastni
enzymy s acyltransferazovou, lipazovou nebo esterazovou aktivitou, které, pres esterovou
vazbu katalyticky pfipoji acylovou skupinu k serinovym nebo cysteinovym zbytkdm.
Eukaryotické proteiny vyuzivaji esterovou palmitoylaci a etherovou prenylaci cysteinovych

zbytka. Mastné acylové skupiny jsou nepfimo pfipojovany k eukaryotickym proteinim pfes



skupinu GPI. U bakterii jsou acylové skupiny pfipojovany pfes ACP (Stanley et al., 1998).
Bakteriim chybi acyltransferazy pfitomné v eukaryotech, vyuzivaji proto jiné specificky
bakterialni enzymy a to napfiklad prolipoprotein diacylglyceryl transferazu (Sankaran a Wu,
1994).

V procesu zvaném acylace mastnou kyselinou se nasycené i nenasycené mastné
kyseliny pfipojuji k cysteinovym, serinovym nebo lysinovym zbytkim. Pfipojeni myristatu,
skladajiciho se ze 14 uhlikd na N-konec glycinu, je stabilni a nevratna modifikace, ktera je
katalyzovana N-myristoyltransferazami. Nedavné proteomické studie naznaduji, Ze v lidskych
bunkach je myristoylovano vice nez 100 proteint (Thinon et al., 2014). S-palmitoylace (také
nazyvana jako S-acylace) je dalSi z forem acylace mastnych kyselin, pfi které je lipidovy
fetézec, napf. kyselina palmitova, nebo kyselina stearova, pfipojena na cysteinové zbytky,
pfes thioesterovou vazbu. Kvdli labilni povaze thioesterové vazby je tato modifikace
reverzibilni. Modifikace proteind pomoci isoprenoidu, je znama jako prenylace. VétSina
proteinll, které podléhaji prenylaci obsahuje na svém karboxylovém konci motiv CAAX, ve
kterém je zbytek cysteinu modifikovan farnesyltransferazou nebo geranylgeranyltransferazou
I (Chen et al., 2018). Tyto tfi typy lipidace, tedy myristoylace, S-palmitoylace a prenylace
probihaji v cytoplazmé (Nadolski a Linder, 2007).

Bray a kolegové (2009) pro vyzkum k uloze lipoproteinu v bakterialni burice vytvofili
mutantni Streptococcus agalactiae, deficitni v enzymu Lgt. Tento enzym je dulezity pfi
lipidaci proteinu. Ztrata lipidace neméla vliv na Zivotaschopnost bakterie. Inaktivace Lgt vedla
ale ke zménam v polysacharidovych kapsulich bakterii, coz se projevilo vyznamnym
snizenim adherence bakterii k lidskym endotelialnim burikdm. Tyto data naznacuji, ze

lipoproteiny mohou hrat dilezitou ulohu v interakcich patogen-hostitel.

2.3 Pupylace, ubikvitinace
Proteiny mohou byt degradovany pfipojenim malého proteinu. V eukaryotnich

bunkach se tomuto jevu fika ubikvitinace, v prokaryotnich burikach probiha obdobny proces,
ktery se nazyva pupylace. Posttranslacni modifikace proteint spocCivajici v kovalentnim
pfipojeni jiného malého proteinu jsou pfedni vlastnosti eukaryot, kde se Casto vyskytuji
modifikace s ubikvitinem nebo s podobné& malymi proteiny.

Ubikvitin je maly protein o velikosti pfiblizné 9 kDa, pfitomny ve vSech eukaryotech.
Ubikvitinace, neboli kovalentni pfidani jednoho nebo nékolika ubikvitin(i na cilovy protein, je
nezbytnou posttranslacéni modifikaci v eukaryotickych bunkach. Probiha ve tfech po sobé
jdoucich krocich, kterymi jsou: aktivace, konjugace a ligace. Jednotlivé kroky zajistuji tfi
rzné enzymy: aktivaéni enzymy E1, konjugaéni enzymy E2 a E3 ubikvitinové ligazy.

Vysledkem téchto postupnych reakci je navazani ubikvitinu na: i) lysinové zbytky na



proteinovém substratu prostfednictvim isopeptidové vazby, ii) cysteinové zbytky pres
thioesterovou vazbu, iii) serinové a threoninové zbytky pfes esterovou vazbu nebo iv)
aminoskupinu N-konce proteinu prostfednictvim peptidové vazby (Pickart a Eddins, 2004).
K aktivaci dochazi diky enzymu E1, ktery potfebuje ke své aktivité¢ ATP. Tato faze ma dva
mezikroky. V tom prvnim enzym E1 vaze ATP, ubikvitin a katalyzuje acyl-adenylaci C-konce
molekuly ubikvitinu. Ve druhém mezikroku je ubikvitin pfenasen na aktivni misto
cysteinového zbytku, se sou€asnym uvolfiovanim AMP. To vede ke vzniku thioesterové
vazby mezi C-koncem ubikvitinu a sulfhydrylovou skupinou cysteinu. Pfi konjugaci katalyzuji
E2 enzymy pfenos ubikvitinu esterifikacni reakci. Enzym E2 se vazZe na aktivovany ubikvitin i
na enzym E1. V poslednim kroku, ligaci, jsou vyuzivany E3 enzymy. Ty vytvareji
isopeptidovou vazbu mezi lysinem cilového proteinu a C-koncem glycinu ubikvitinu. Enzymy
E3 jsou schopné jak interakce s E2, tak se substratem, nékteré E3 dokonce aktivuji E2
(Pickart, 2001). Ubikvitin E3 ligazy kontroluji specifitu substratu tim, Ze pfimo interaguiji
s cilovymi proteiny. VSechna eukaryota koduji nékolik enzymi E2 a E3, coz umoziuje
modifikaci mnoha rlznych proteinG. Ubikvitinace je vratna modifikace, deubikvitynacni
enzymy (DUBs), odebiraji ubikvitin z cilového proteinu (Ribet a Cossart, 2010). Proces

ubikvitinace je schematicky znazornén na obrazku 4.

o 0
A ATP +UbCO" E1-SH E2-SCUb substrat
AMP, PP, E1-SCUb E2-5H substrat-Ub,

Obrazek 4. Schematické znazornéni ubikvitinace. Ub = ubikvitin. Upraveno z Pickart a Eddins,
2004.

Aktinobakterie kéduji maly protein, funkéné podobny ubikvitinu, ktery je oznacovany
jako Pup (prokaryotic ubiquitin-like protein, Pearce et al., 2008). Pup je vnitiné
neusporadany protein, skladajici se z 60-70 aminokyselinovych zbytkl. Stejné jako ubikvitin
slouzi Pup k nasmérovani proteini do proteazomu k degradaci.

Zatimco vSechna eukaryota i archea vyuzivaji proteazom k degradaci proteind, jen
nékteré druhy bakterii maji proteazom. Proteazom je komplexni struktura ve tvaru barelu.
Proteolyza zavisla na ATP, ktera v ném probiha je pro eukaryota nezbytna a je dllezita pro
mnoho bunéénych procesu, jako je bunécny cyklus, transkripce nebo regulace hladiny
enzyml. Kdopraveni proteini do proteazomu pouzivaji bakterie pupylaci. Pro
Mycobacterium tuberculosis je degradace pupylovanych substrati nezbytna pro virulenci.
Studiem bakterialniho proteazomu bylo zjisténo, ze proteazomalni degradace zavisla na ATP
je ddlezita pro normalini fyziologii M. tuberculosis (Becker a Darwin, 2016). Enzymologie

pupylace je odliSna od ubikvitinace. Pup muze byt navazan k postrannim fetézcdm lysinu
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cilového proteinu pomoci karboxylatu jeho karboxy-koncového glutamatového zbytku,
v procesu zvaném pupylace (Striebel et al., 2009). Pupylace probiha ve dvou krocich. P¥i
pupylaci je Pup pfipojen k lyzinovému zbytku cilového proteinu pfes izopeptidovou vazbu.
Tento krok je katalyzovan enzymem PafA (Pearce et al., 2008). Proti nému pracuje tzv.
depupylaéni enzym Dop, ktery zprostfedkovava Stépeni izopeptidové vazby a tedy uvolnéni
Pup z modifikovaného proteinu (Burns et al., 2010). V bakteriich, které maji proteazom (tedy
mykobakterie a nékteré aktinobakterie), jsou pupylované proteiny pfijimany do 20S
proteazomu pomoci ATP-zavislého regulatoru Mpa (mykobakterie) nebo pomoci ARC
(aktinobakterie),(Pearce et al., 2008). Po pfipojeni na Mpa nebo ARC N-koncovou doménu
pfejima Pup helikalni strukturu k vytvofeni tfiviaknové spiraly a zapoji svij vlastni N-konec
do péru Mpa nebo ARC (Striebel et al., 2010). Pupylované substraty jsou rozbaleny
provleCenim pfes centralni pér a translokovany do 20S, kde jsou degradovany na malé

peptidy (Striebel et al., 2014). Proces pupylace je schematicky znazornén na obrazku 5.
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Obrazek 5. Schematické znazornéni procesu pupylace. Upraveno z Striebel et al., 2014.

3. Prokaryotni posttranslaéni modifikace
V soucasnosti velice razantné vzrostl pocet posttranslacnich modifikaci objevenych a

charakterizovanych v bakteriich. Mezi proteinové modifikace v bakteriich patfi modifikace
jako: fosforylace, acetylace, SUMOylace, glykosylace nebo lipidace. Vybrané modifikace

jsou znazornény na obrazku 6, spolu s u€astnicimi se enzymy.
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Obrazek 6. Posttranslacni modifikace v bakteriich. Na obrazku jsou znazornény proteinové zbytky,
které mohou byt kovalentné modifikovany. Tento obrazek shrnuje nejen modifikace, ale i u€astnici se
enzymy. Reaktivni skupiny jsou zvyraznény zluté. TCS = dvouslozkovy systém, PTS =
fosfotransferazovy systém. Upraveno z Macek et al., 2019.

3.1 Fosforylace

Fosforylace je jedna z nejbéznéjSich posttranslacnich modifikaci. Spociva ve
vratném pfipojeni fosfatové skupiny ke specifickému zbytku cilového proteinu. Proteinova
fosforylace je enzymaticky katalyzovana kinazami, které prenasi fosfatovou skupinu z ATP
na cilovy protein vytvofenim fosfoesterové vazby. Protichudna reakce, defosforylace, je
katalyzovana fosfatazami. Ty naopak hydrolyzuji fosfoesterovou vazbu, &imz zplsobi
uvolnéni fosfatové skupiny a ziskavaji akceptorovou aminokyselinu ve své nefosforylované
formé& (Obrazek 7). V bakteriich se fosforylace objevuje na postrannich fetezcich serinu,

threoninu, tyrosinu, histidinu, argininu, lysinu a cysteinu (Mijakovic et al., 2016).

Fosforylace (X =Ser, Tyr, Thr) / Eliminylace (X = Thr)

kindza fosfat fosfolyaza
X ATP  ADP % Pi X"
P H,0
fosfataza

Obrazek 7. Schematické znazornéni fosforylace. Fialové jsou oznaleny enzymy
katalyzujici reakci, modfe kofaktory. Skupina pfidand k cilovému proteinu je vyznaéena
Cervené. X * nefosforylovatelna aminokyselina. Upraveno z Ribet a Cossart, 2010.



Z hlediska bakterialnich modifikaci je fosforylace prostudovana asi nejvice. Pfi tomto
procesu bakterie vyuziva takzvany dvousloZkovy systém (two component system; TCS).
Proteiny ze kterych je TCS tvofen, zahrnuji senzorovou histidin kinazu (HK) a regulator
odpovédi (RR), (Obrazek 8, Zschiedrich et al., 2016). Tyto dva faktory patfi mezi nejhojné;si
proteiny v sekvencnich databazich, vzhledem k Siroké distribuci v bakterialni a archealni Fisi
a diky vyznamné amplifikaci v bakterialnich a archealnich genomech (Ulrich a Zhulin, 2010).
HK a RR slouZzi jako spojnice mezi dvéma procesy. Prvnim je buné&cny signal, nebo signal
prostfedi a druhym je adekvatni bunéfna odpovéd. Komunikace mezi proteiny probiha
pfenosem fosfatové skupiny z histidinu HK na aspartat RR. Nékteré HK funguji také jako

fosfataza pro své pfislusné RR za urcitych podminek (Igo et al, 1989).

periplazmaticka
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Obrazek 8. Schématické znazornéni dvouslozkového systému. Schematické znazornéni
membranové vazané senzorové histidin kindzy, zahrnujici domény pro rozpoznavani signalu, pro
pfenos signalu a katalyzu. Upraveno z Zschiedrich et al., 2016.

V patogennich bakteriich bylo zaznamenano, ze TCS jsou schopné rozpoznat
pritomnost v hostiteli a spoustéji mechanismy virulence (Deng et al., 2018), nebo
mechanismy uniku pfi |Ié€bé antibiotiky (Namugenyi et al., 2017). To je davod, pro€ jsou TCS
zivotné dulezité pro patogenitu bakterii. Nedavno bylo zjisténo, ze Ser/Thr kinazy, které maji
obvykle vice substrati, mohou také fosforylovat regulatory odezvy TCS. Ser/Thr kinaza
PknB z Mycobacterium tuberculosis byla nalezena v procesu fosforylace regulatoru odezvy
DevR z Mycobacterium smegmatis (Bae et al., 2017). Podobné je to u Ser/Thr kinazy PrkC
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z Bacillus subtilis, ktera fosforyluje regulator odezvy WalR28 (Libby et al., 2015). Oba tyto
procesy fosforylace se vyskytuji na threoninovych zbytcich regulatorl odpovédi a modeluji
jejich vazbu na cilovou DNA.

Podobny dvouslozkovy systém vyuziva puvodce ¢erného, nebo téz davivého kasle,
bakterie Bordetella pertussis. Nazyva se BvgAS a sklada se z histidinkinazy BvgS a
regulatoru odpovédi BvgA. Tento systém je hlavni regulator virulence této bakterie (Hot et
al., 2003) a je koordinovan urovni vnitrobunééného fosforylovaného BvgA (Williams et al.,
2005).

VétSina fosforylaci, probihajicich na serinovych nebo treoninovych zbytcich, je
provadéna za ucasti tzv. Hanks-kinaz (Stancik et al., 2018). Fosforylace na tyrosinu, jsou
katayzovany tzv. BY kinazami (Mijakovic et al., 2016), které na rozdil od Hanks kinaz byly
zatim nalezené pouze u bakterii. Oba druhy téchto kinaz maji vliv na regulaci bakterialnich
procesu, jako je bunécné déleni, morfogeneze a virulence (Pereira et al., 2011).

Fosforylace argininu byla v bakteriich detekovana teprve na pocatku 21. stoleti
(Fuhrmann et al., 2009), coz je pravdépodobné kvuli tomu, Ze tato modifikace je Casto
nestabilni pfi pH<4, pfi kterém je fosfoproteomicky vzorek C&asto pfipravovan. Tato
modifikace se podili na stresové reakci grampozitivnich bakterii. Je zprostfedkovana kinazou
McsB, ktera fosforyluje a inaktivuje represor tepelného Soku CtsR (Fuhrmann et al., 2009).
V bakterii B. subtilis bylo zji5t€no, Ze proteiny tepelného Soku patfici do systému kontroly
kvality proteinli, vykazovaly béhem stresovych podminek zvySenou hladinu fosforylace
argininu (Schmidt et al., 2014). Bylo také zjisténo, Ze tato fosforylace se €asto vyskytuje
v bakterii S. aureus, a to diky zkoumani mutanta S. aureus AptpB (protein tyrosine

phosphatase B), protoze protein PtpB je argininova fosfataza (Junker et al., 2018).

3.2 Acetylace
Acetylace bakteridlnich proteind ma dualezitou roli v primarnim a sekundarnim

metabolismu, virulenci, pfipadné v regulaci transkripce a translace. Acetat mlze byt pfidan i
odebran z lysinového fetézce pomoci lysinovych acetyltransferaz a deacetylaz. Nékteré
reaktivni derivaty acetylu mohou také provadét acetylaci, napfiklad acetyl-CoA (Kuhn et al.,
2014). Lysin ma hydrofobni vedlejSi fetézec, a obsahuje pozitivné nabitou € amino-skupinu.
Acetylace lysinu neutralizuje tento pozitivni naboj a také mize zménit konformaci protein(.
Mechanismy regulujici € amino-acetylaci jsou dva: enzymaticky a neenzymaticky. Ten
enzymaticky je provadén lysinovymi acetyltransferazami (KAT), které katalyzuji pfenos
acetylové skupiny z acetyl-CoA a & amino-skupinu lysinu. V prokaryotnich bufkach je
acetylace provadéna diky GNAT (Gcen5-related N-acetyltransferase). Mechanismus
nevyuziva enzymy a byl identifikovan v Escherichia coli, kde acetyl fosfat (AcP) pfimo daruje

svoji acetylovou skupinu € amino skupiné lysinu (Weinert et al., 2013).
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Acetylace lysinu byla poprvé objevena na histonech (Allfrey et al., 1964). Acetylace
lysinovych zbytk( na koncich histonl je jedna z mnoha modifikaci, ktera dokaze ovlivnit tyto
proteiny a tvofi tzv. histonovy kod, ktery hraje nezbytnou roli v regulaci transkripce. Nékteré
bakterie modifikuji acetylaci histond po infekci a timto zplsobem zméni transkripci
specifickych genud. Jednim z pfikladl je infekce Listeria monocytogenes v endotelidlnich
burikach, ktera je spojena s aktivaci p38 a ERK MAPK drah. Tato aktivace koreluje se
zvySenou acetylaci histonu H3 a H4 a aktivaci transkripce MAPK indukovanych gend, jako je
IL-8 (Schmeck et al., 2005).

Lysin muze byt modifikovan jesté dalSi podobnou modifikaci a to sukcinylaci.
Prozatim nejsou znamy zadné sukcinyl transferazy nebo desukcinylazy, ale napfiklad enzym
CopB vykazuje desukcinylazovou aktivitu (Colak et al., 2013). Acetylace i sukcinylace mohou
probihat bez pfitomnosti enzymd, s uCasti acetyl-CoA a acetyl fosfatu nebo sukcinyl-CoA
(Wolfe, 2016). Acetylace neutralizuje pozitivni naboj na vedlejSim fetézci lysinu, zatimco
sukcinylace pfidava negativni naboj. Bylo zjiSténo, Ze stejny lysinovy fetézec mize byt
zaroven acetylovan i sukcinylovan (Weinert et al., 2013). Sukcinylace ovliviiuje strukturu
proteinu, interakce mezi proteiny a také bakteriim umozfuje rychle se pfizplsobit zménam
prostfedi. Acetylované a sukcinylované bakterialni proteiny se u€astni mnoha procesu, napf.

metabolismu aminokyselin, translace nebo metabolismu lipidd (Carabetta a Cristea, 2017).

4. Toxiny

Toxiny jsou definovany jako malé molekuly, peptidy nebo proteiny, které jsou
schopné zpUsobit onemocnéni pfi kontaktu s hostitelem. Toxiny také mohou byt cytotoxické
proti Sirokému spektru bunék. Toxiny mohou byt produkovany jak eukaryoty, tak prokaryoty.

Toxiny produkované mikroorganismy jsou dulezitymi determinanty virulence,
zodpovédnymi za mikrobialni patogenitu ale i unik pfed imunitni odpovédi hostitele
(Mohamadzadeh, 2009).

4.1 Eukaryotni toxiny
Mezi zastupce toxin z rostlinné ¥iSe patfi napfiklad ricin. Ricin pochazi z Ricinus

communis (Celed Euphorbiaceae, €esky SkoCec obecny), znamé také jako ricinovy bob.
Rostlina pravdépodobné pochazi z Afriky a Asie a nyni je rozSifena v mirnych, subtropickych
a tropickych oblastech, kde roste jako invazivni rostlina. Lisovanim semen vznika ricinovy
olej, ktery je po povareni zcela bezpeCny a vyuziva se v potravinaistvi nebo kosmetice.
Bylo prokazano, ze ricin se sklada ze dvou fetézcl (A a B) spojenych dohromady

disulfidovou vazbou (Olsnes a Pihl, 1973). Struktura ricinu je znazornéna na obrazku 9.
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Obrazek 9. Struktura molekuly ricinu. Domény fetézce A jsou zelené, modré a svétle modré;
domény fetézce B jsou Zluté a oranzové. Upraveno z Polito et al., 2019.

Ricin je klasifikovan jako protein inaktivujici ribosomy (RIP). Retézec A inaktivuje
ribozomy hydrolyzou N-glykosidické vazby adenosinového zbytku v 28S ribozomalni RNA
eukaryotickych bunék, coz inhibuje syntézu proteind blokovanim vazby elongacnich faktoru.
Tato inhibice syntézy proteinu je mechanismem ricinové toxicity. B Fetézec ricinu se vaze na
cukerné zbytky na povrchu eukaryotickych bunék a usnadnuje tak vstup toxinu do burnky
(Hayoun et al., 2021).

4.2 Prokaryotni toxiny a posttranslacni modifikace

Schopnost sekretovat toxiny je hlavnim mechanismem patogenicity bakterii. Ty
produkuji dva typy toxind, lipopolysacharidy a proteinové toxiny. Lipopolysacharidy (tzv.
endotoxiny) jsou toxiny uvolfiované pfi lyzi gramnegativni bakteriaini bufky. Proteinové
toxiny (tzv. exotoxiny) jsou syntetizovany uvnité bakterialnich bunék a poté jsou dopravovany
riznymi mechanismy do cilovych bunék. Klasifikace bakterialnich toxinG je primarné
zalozena na jejich strukturalnich a funkénich skupinach, ale také i na misté jejich plsobeni.
Toxiny mohou fungovat vice zpusoby: mohou inhibovat syntézu bilkovin, jako napf. diftericky
toxin (Holmes, 2000), mohou destruovat buné&éné membrany, jako napf. a-hemolysin z E.
coli (Weiglmeier et al., 2010), aktivuji sekundarni posly, jako napf. cholerovy toxin (Sanchez
a Holmgren 2011), nebo pusobi jako enzymy, jako napf. botulotoxin (Patel et al., 2014).

Zatimco toxiny grampozitivnich bakterii vétSinou nevyzaduji aktivaci, mnoho toxina
produkovanych gramnegativnimi bakteriemi je translatovano v neaktivni formé a Casto je
k jejich aktivaci potfeba proteolytické Stépeni (Stanley et al, 1998). | mnoho
neenzymatickych toxin, které interaguji s membranou eukaryotické burky, vyzaduji

proteolytické Stépeni proto, aby byly schopné oligomerizovat a tvofit pory. Napfiklad toxin
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bakterie Vibrio cholerae El Tor je $t€pen na svém N-konci (Nagamune et al., 1996), zatimco

alfa toxin bakterie Clostridium septicum je $t€pen na svém C-konci (Ballard et al., 1993).

4.2.1 Bakterialni efektory

Gramnegativni bakterie, které jsou patogenni pro rostliny, hmyz a zvifata, si vyvinuly
mechanismus, aby mohly pfenést do eukaryotickych bunék vice svych proteint najednou.
Pro tuto akci vyuzivaji sekre¢ni aparaty typu lll, IV a VI (T3SS, T4SS, T6SS, type 3/4/6
secretion system),(Christie et al., 2005; Filloux et al., 2008; Galan a Wolf-Watz, 2006). Tyto
aparaty jsou ustfedni pro patogenezi bakterii. Proteiny dodavané témito aparaty jsou
oznacovany jako efektory a mohou modulovat rizné bunééné funkce. Efektory se li§i od
bakterialnich toxinu, které jsou také produkty bakterii. JedineCnou vlastnosti toxinu je, Ze
jejich toxické ucinky lze pozorovat pfi exogennim pfidani do Zivych organismd nebo
k buikdm. Naproti tomu termin ,efektory“ by mél byt vyhrazen pro molekuly, které pro jejich
pfimou dopravu do cilovych bunék vyzaduji specializované sekreCni aparaty. Rozdil mezi
toxiny a efektory je ale vétSi nez jen v rozdilném vstupu do buriky. Bakterialni toxiny maji
obvykle jedinou biochemickou aktivitu, ktera pfimo plUsobi na specifické bunécné cile.
Naproti tomu efektorové proteiny vykonavaji svou specifickou funkci ve shodé s aktivitami
mnoha dal§ich bakterialnich efektord dodavanych stejnym aparatem. Cinnosti efektorovych
proteinl jsou €asto jemné a jsou vice pouzivany na modulaci bunéénych funkci nez na
nevratné naruseni buné¢né homeostazy.

T3SS je kodovan mnoha patogennimi bakteriemi (Shigella, Yersinia, Chlamydia,
Pseudomonas, Vibrio, Bordetella),(Galan a Wolf-Watz, 2006). Mnoho efektorovych protein(
T3SS vykonava svou funkci tak, Ze napodobuji aktivitu bunéénych proteintd (Stebbins a
Galéan, 2001). Nékteré efektory sdileji vyznamnou aminokyselinovou sekvenci, ktera je
obsazena v proteinech eukaryotickych bunék (napf. kinazy nebo fosfatazy),(Guan a Dixon,
1990; Galyov et al., 1993). Jednim z prikladd jsou efektory, které cili na ubikvitinaéni aparat.
Nékteré T3SS efektory (napf. SopA bakterie S. typhimurium) napodobuji domény HECT a
RING u ubikvitinovych ligaz E3 (Diao et al., 2008). Pfiklady dalSich efektorl napodobujici

aktivitu proteinli a enzymd, jsou vypsany v tabulce 1.

Tabulka 1. Upraveno z Galan, 2009.

Efektor Bakterie Napodobeni
SselL Salmonella enterica ubikvitin proteaza
SspH Salmonella enterica E3 ubikvitin ligaza
XopD Xanthomonas campestris cysteinova protéza SUMO
IpgB Salmonella enterica Rho GTPaza
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4.2.2 Bakterialni efektory a toxiny katalyzujici posttranslaéni modifikace

SUMO (Small Ubiquitin-like MOdifier) je pfiblizné 10 kDa velky polypeptid. SUMO
proteiny patfi do skupiny “ubiquitin-like proteins®, neboli proteini podobnych ubikvitinu.
SUMOylace je fizena enzymatickou kaskadou, kterd se podoba ubikvitinaci. Na rozdil od
ubikvitinu se ale SUMO nepouziva k oznaceni proteini k degradaci. SUMOylace, coz je
kovalentni pfipojeni SUMO na lysinové zbytky proteinu, se uc€astni rizné enzymy a tato
modifikace je velice dullezita pro bunécné funkce, napfiklad pro regulaci transkripce,
vnitrobunécény transport nebo stresové reakce (Zhao, 2007). Bylo prokazano, ze patogeny
mohou s touto posttranslacni modifikaci interferovat. Jejich proteiny mohou byt substratem
pro SUMOylaci, ale také dokazi pozménit mechanismus SUMOylace hostitelskych proteind.
Takové mechanismy byly poprvé zaznamenany u vir(,, u jejichz proteint byla prokazana
SUMOylace v pribéhu infekce (Boggio a Chiocca, 2006). Ohledné souvislosti mezi
bakteriemi a SUMOylaci je toho znamo pomérné malo. XopD je T3SS efektor rostlinného
patogenu Xanthomonas campestris, ktery podporuje rast bakterii a potlacuje obranu hostitele
(Kim et al., 2008). Proteazova aktivita XopD se projevuje pomoci silné specifity pro rostlinné
SUMO substraty. To spusti celkovou deSUMOylaci hostitelskych proteinti, které jsou
v rostlinnych burikdch (Hotson et al., 2003). Xanthomonas ma dalSi efektor, AvrXv4, ktery
ma podobné struktury se znamymi deSUMOylazami. Pokud je tento faktor pfitomen
v rostlinnych bunkach, vede to k poklesu hostitelskych proteint konjugovanych se SUMO
(Roden et al., 2004).

Rozsahlé studie tykajici se inhibice MAPK signalizace u efektorl Yersinie (Yopd)
vedly k objevu, Ze tyto faktory virulence jsou schopné zprostiedkovat acetylaci hostitelskych
proteinll, v€etné MAPK, jako napfiklad MEK2 a MKK6 (Mukherjee et al., 2006; Mittal et al.,
2006). Tato acetylace probiha na serinovych a threoninovych zbytcich v aktivacni smycce
cilovych kinaz a brani tak fosforylaci téchto zbytk(, ktera je dulezitym krokem k jejich
aktivaci.

Shigella flexneri, plvodce bakterialni Uplavice (shigeléza; bakterialni dysenterie),
produkuje protein s fosfothreonin lyazovou aktivitou, nazyvany OspF (Li et al., 2007).
V pfipadé, ze je tento efektor T3SS translokovan do hostitelské buriky, zprostfedkovava
nevratnou eliminaci fosfatové skupiny z fosforylovanych threoninovych zbytkd z hostitelovy
MAPKs. Tato enzymaticka reakce katalyzovana OspF neobnovuje fosforovatelnou
hydroxylovou skupinu, jak to délaji klasické fosfatazy. Naopak, pomoci tzv. vylu€ovaci
reakce se vytvafi modifikovany threoninovy zbytek, ktery uz nemize byt fosforylovan
(Brennan a Barford, 2009). Nékteré dalSi bakterialni faktory maiji stejnou aktivitu, jako ma

OspF. Jednim z pfikladd je SpvC, protein kdédovany vnitrobunéénou patogenni bakterii
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Salmonella typhimurium (Zhu et al., 2007) a také napfiklad HopAl1, efektor rostlinného
patogenu Pseudomonas syringae (Zhang et al., 2007). Modifikace katalyzovana témito
fosfothreonin lydzami nevratné potlaci MAPKSs aktivitu infikovanych bunék a tedy pfispiva
k utlumeni odpovédi imunitniho systému pfi bakterialni infekci (Li et al. 2007; Zhang et al.
2007). Bylo také identifikovano nékolik efektorl s aktivitou proteinové fosfatazy. Takovym je
napfiklad YopH (Yersinia), ktery naruSuje funkci makrofagl a signalizaci MAP kinaz (Bliska a
Black, 1995).

ADP-ribosylace je posttranslaéni modifikace katalyzovana mnoha rdznymi
bakteridlnimi toxiny. Tyto toxiny pfenaseji skupinu ADP-ribosy z NAD na argininove,
cysteinové a asparaginové zbytky rliznych cilovych proteint hostitelské buriky. Jejich tkolem
je zménit funkce téchto proteini a tak nasledné pozménit nejriznéjSi metabolické procesy
v eukaryotickych bunkach. Pro mnoho bakterii je ADP-ribosylace kliCova. V pfipadé toxinu A
u bakterii Pseudomonas ma tato modifikace vliv na inaktivaci ¢asti buné&éného
biosyntetického aparatu (Iglewski a Kabat, 1975).

Exoenzym C3 Clostridium botulinum zprostfedkovava ADP-ribosylaci Rho GTPaz
(Aktories et al., 1987). Tato modifikace blokuje jejich aktivaci pomoci GEFs (guanine
nukleotide exchange factors), coz vede kvelkym zménam v signalizaci, které jsou
regulovany pravé témito proteiny, a také ke zménam v polymerizaci aktinu (Aktories et al.,
2005). Aktin muze byt také ADP-ribosylovan bakterialnim toxinem C2 produkovanym bakterii
C. botulinum (Aktories et al., 1986), coz méni regulaci cytoskeletu v bunce hostitele.

Dalsi skupina hostitelskych proteina, které jsou ADP-ribosylovany bakterialnimi
toxiny, jsou G proteiny. Ty mohou byt modifikovany témito toxiny: cholerovym toxinem
z bakterie Vibrio cholerae, pertusovym toxinem z bakterie Bordetella pertussis a teplotné
zavislymi (LT) enterotoxiny bakterie E. coli (Moss et al., 1978). ADP ribosylace G proteinQ
témito toxiny vede k ovlivnéni aktivity vnitrobunécné adenylat cyklazy, syntetizujici signalni

molekulu cyklicky adenosin monofosfat (CAMP).

4.2.3 Bakterialni toxiny spoustéjici posttranslaéni modifikace

Jednim z toxinG vyuzivajici ubikvitinaci je antraxovy toxin bakterie Bacillus anthracis.
Ten pouziva tuto modifikaci ke zprostfedkovani vstupu do hostitelské buriky pomoci
endocytézy. Cast tohoto toxinu, protektivni antigen (PA), umozZfuje bakterii pfichyceni na
burniku, endocytézu a tim vstup dvou enzymatickych komponentl do cytoplazmy infikované
bunky. PA dokaze vazat dva bunééné povrchové receptory: TEM8 a CMG2. Tyto receptory
jsou postupné ubikvitinovany hostitelskou ubikvitin ligazou Cbl, coz spusti uvolnéni
toxinového komplexu do €asného endosomu (Abrami et al., 2003). Ubikvitinace je tedy

nezbytna pro aktivitu tohoto toxinu.
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Toxin CNF1, kddovany bakterii Escherichia coli, je jednim z toxind, které mohou cilit
na hostitelskou ubikvitinaci a degradaci. Jakmile se tento toxin dostane do buriky, katalyzuje
trvalou aktivaci hostitelskych Rho GTPaz prostfednictvim jejich deaminace. To ale nevydrzi
dlouho, protoZe hostitelska bufika v reakci na deaminaci spusti polyubikvitinaci, coz vede
k degradaci téchto GTPaz. (Doye et al., 2002).

Listeria monocytogenes vyuziva povrchovy protein InIB k napadeni riznych typl
bunék. Tento protein interaguje a spusti autofosforylaci Met, coz je receptor ristové faktoru
hepatocytd (Shen et al., 2000). Met je poté ubikvitinovan pomoci E3 ligazy, coz vede
k spusténi endocytézy. Tato endocytdza spusténa ubikvitinaci je potfebna pro invazi InIB do
burniky (Veiga a Cossart, 2005). Listeria dokaze napadnout epitelialni bufky proteinem InlA,
ktery interaguje s E-kadherinem. InlA vyvolava na E-kadherinu fosforylaci a ubikvitinaci,
ktera je potfeba pro internalizaci bakterie (Bonazzi et al., 2008).

Do této skupiny patfi i toxin listeriolysin O, ktery je rozebran pozdéji v samostatné

kapitole.

4.2.4 Bakterialni efektory a toxiny vyuzivajici hostitelské modifikace

Mnoho efektorll vykonava svou funkci zavedenim kovalentni modifikace do cilového
bunécéného proteinu. V nékterych pfipadech jsou tyto modifikace vratné. Na fosforylaci, ktera
je jednou z nejbéznéjsich, cili mnoho efektort. Napfiklad efektor OspG (Shigella) fosforyluje
hostitelské enzymy spojujici ubikvitin, aby zmafil odpovéd imunitniho systému (Kim et al,,
2005).

V nékterych pfipadech bakterialni patogeny vyuZivaji hostitelskou ubikvitinaci
k degradaci svych vlastnich efektorll. Tento dé&j se vyskytuje napfiklad u dvou efektortd S.
typhimurium: SopE a SptP. Tyto dva efektory plsobi na hostitelské Rho GTPazy, ale kazda
jinym zplasobem. Rho GTPazy ovliviuji v bufice mnoho signalnich drah a dynamiku
aktinového cytoskeletu. SopE vykazuje aktivitu podobnou GEF (Guanin nukleotid exchange
factor), aktivuje hostitelské Rho GTPazy a ve vysledku tato aktivace vyvola zmény
v hostitelském cytoskeletu (Hardt et al., 1998). SptP, ktery je do buriky dodavan spolecné se
SopE, naopak Rho GTPazy deaktivuje a umoziuje aktinovému cytoskeletu vratit se do
normalu (Fu a Galan, 1999). SopE je ubikvitinovan a degradovan vcelku rychle po
translokaci do cytoplazmy hostitele, zatimco StpP je degradovan mnohem pomaleji (Kubori a
Galan, 2003). V nékterych pfipadech dokazou efektory vyuzZit hostitelskou ubikvitinaci
k upravé své lokalizace v bunice. To je napf. SopB, fosfoinositid fosfatdza S. typhimurium,
ktera se pfes T3SS dostava do hostitelské buriky. SopB je v burfice mnohokrat ubikvitylovan,
coz je potfeba pro jeho aktivitu na plazmatické membrané (Knodler et al., 2009).

Nékteré bakterie, napfiklad Brucella abortus, vyuzivaji hostitelské proteiny

k palmitoylaci svych proteind. V pfipadé této bakterie je palmitoylovan PrpA (proline
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racemase protein A). Tento protein je silny imunitni modulator, dokaze vyvolat proliferaci B-
bunék a zménu humoralni imunitni odpovédi béhem infekce (Spera et al., 2014). PrpA je
hostitelskou burnkou palmitoylovan na dvou N-koncovych cysteinovych zbytcich. Vysledky
Spera et al, (2018) ukazuji, ze palmitoylace podporuje migraci PrpA na plazmatickou

membranu hostitelské buriky a stabilizuje protein béhem infekce.

4.2.5 Aktivita Listeriolysinu O (LLO)

Patogenni bakterie Casto interaguji s proteiny hostitele, které jsou posttranslacné
modifikovany a vyuzivaji je k prolomeni imunity nebo ke vstupu do bunky hostitele. Jednou
z nich je Listeria monocytogenes, coz je vnitrobunéCna bakterie zplsobuijici listeriozu. Po
infekci bufky musi Listeria uniknout z hostitelské vakuoly, aby se mohla délit v cytoplazmé
burniky. Aby toto dokazala, potfebuje toxin listeriolysion O, ktery ma schopnost vytvaret péry,
kterymi naruSuje vakuolarni membranu (Schnup et al., 2006). Tento toxin by mohl poskodit
bunécénou sténu hostitele a vést tak k cytotoxicité, ale aktivita listeriolysinu O je omezena
pouze na vakuolarni membranu. To je dulezité pro to, aby se bakterie vyhnula pfimému
kontaktu s imunitnim systémem. Bylo prokazano, Ze jak se jednou Listeria dostane do
cytoplazmy, je listeriolysin O fosforylovan, polyubikvitovan a transportovan do proteasomu
k degradaci (Schnupf et al., 2006). Omezeni aktivity tohoto toxinu na vakuolu je zplisobeno
také kvuli zménam pH, protoze tento toxin je rychle denaturovan a inaktivovan v bunécénych
kompartmentech, jejichz pH je neutralni, coz je napfiklad cytoplazma (Schuerch et al., 2005).

Vstup do buriky a déje v ni probihajici jsou zachyceny na obrazku 10. Potom, co L.
monocytogenes vstoupi do buiky, je zachycena ve vakuole. Membrana vakuoly je rozruSena
dvéma bakterialnimi fosfolipdzami a také LLO. Tim se bakterie dostane do cytoplazmy, kde
se replikuje a nasledné polymerizuje aktin, coz vede k vytvofeni tzv. ocasu komety aktinu.
Polymerizace aktinu usnadnuje bakterii pohyb v cytosolu hostitelské burky a také vstup do
vedlejSich bunék, vytvofenim vychlipenin v plazmatické membrané. V pribéhu infekce jsou
modifikovany nékteré hostitelské proteiny. Mohou byt modifikovany napfiklad fosforylaci
nebo ubikvitinaci (na obrazku znazornény fialové). Modifikované ale mohou byt i bakterialni
efektory, napfiklad SOD, ActA (znazornény zelené). Navic Listeria dokaze blokovat nékteré

hostitelské modifikace, jako je SUMOylace, acetylace nebo fosforylace.
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Obrazek 10. Posttranslacni modifikace, ke kterym dochazi pfi infekci bakterii Listeria
monocytogenes. Upraveno z Ribet a Cossart, 2010.

Listeriolysin O také spousti degradaci enzymu Ubc9 v infikovanych burikach. Ubc9 je
E2 SUMO enzym vyskytujici se u lidi. To vede k zablokovani SUMOylace a celkové
deSUMOylaci hostitelskych protein v infikované burnce. Listeriolysin O navic zpUsobuje
degradaci nékterych hostitelskych SUMOylovanych protein(l. Ztrata téchto protein( se
ukazala byt vyhodna pro to, aby mohla bakterie infikovat buriku co nejefektivnéji (Ribet a
Cossart, 2010).

Dalsi aktivita listeriolysinu O je spojena s histony. Tento toxin vyvolava snizeni
acetylace histonu H4 (v epitelialnich burikach) a také snizeni fosforylace histonu H3.

Analyza transkriptomu hostitelskych gend v burikach po plsobeni LLO prokazala
snizeni odpovédi nékterych genu zapojenych v imunité, a to pravé diky modifikacim, které

tento toxin zpUsobil na histonech (Hamon et al., 2007).

4.2.6 RTX toxiny

RTX (z anglického Repeats in ToXin) toxiny jsou proteiny, které jsou syntetizovany
gramnegativnimi bakteriemi. Dé&li se do dvou kategorii. Prvni skupinou jsou hemolysiny
(napf. toxin HIyA bakterie E. coli), které lyzuji hlavné Cervené krvinky. Druha skupina jsou
leukotoxiny (napf. toxin LixA bakterie Actinobacillus actinomycetemcomitans), které jsou
cytotoxické k Sirokému spektru bunék a jsou cytotoxické napfiklad k leukocytiim. RTX toxiny
potfebuji posttranslaéni modifikaci ke své aktivaci. Tato aktivace je provadéna acylaci genu
rtxA (ten kéduje tzv. protoxin) a vyzaduje uCast genu rtxC (produkt genu rtxC je
acyltransferaza) a dale proteinu nesouci acylovou skupinu (Issartel et al., 1991). Po acylaci

jsou RTX toxiny sekretovany ven z bakterie pfes sekre¢ni aparat typu | (T1SS, type 1
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secretion system) a mohou nasledné uplatnit svou cytotoxickou aktivitu na razné typy
cilovych bunék (Fedele et al., 2017).

Po sekreci z buriky jsou RTX toxiny schopné inzerce do membrany hostitelské buriky.
Nékteré RTX toxiny, jako napfiklad CyaA toxin bakterie Bordetella pertussis nebo HIyA toxin
z Escherichia coli se preferenéné vazi na integrinové receptory na povrchu bunék
(Guermonprez et al., 2001, Lally et al., 1997). Bylo ukazano, ze k pevné vazbé téchto dvou
RTX toxinl na integrinovy receptor dochazi pouze tehdy, kdyz je receptor posttranslacné
modifikovan cukernymi zbytky. Naprosto zasadni je v interakci integrin-toxin zbytek kyseliny
sialové (Morova et al., 2008). Prvnim krokem v interakci s cilovou membranou je adsorpce
toxinu na povrchu membrany. Druhym krokem je nevratna inzerce €asti toxinu do lipidové
dvouvrstvy spojena s vyraznou konformaéni zménou celé molekuly (Moayeri a Welch, 1997).
Aby RTX toxiny vytvofili membranové poéry, musi tyto toxiny zaujmout spravnou konformaci,
ktera vystavuje hydrofobni aminokyselinové zbytky toxinu smérem k membranovym
uhlovodikim (Lally et al., 1999).

Hemolysin (HIyA), toxin uropatogenni bakterie Escherichia coli, je schopen vytvaret
poéry v membrané cilovych bunék. Je jednim ztoxinu, ktery potfebuje aktivovat pomoci
posttranslaéni modifikace. HIyA je aktivovan pomoci kovalentni vazby mastné kyseliny na
dva specifické lysinové zbytky. Syntéza a sekrece tohoto toxinu je ur€ovana operonem
hlyCABD (Felmlee et al., 1985). Toxin HlyA je syntetizovan jako neaktivni proHIyA. Je
aktivovan pomoci acyltransferazy HlyC. Bylo prokazano, Ze HIlyC pouziva acyl-acyl nosny
protein (acyl-ACP) jako donora mastné kyseliny. Hmotnosti spektrometrie a Edmanova
degradace proteolytickych produktd z aktivniho HIyA, ktery byl aktivovany pomoci HlyC a
acyl-ACP, odhalily dva lysinové zbytky, kiteré byly acylovany kyselinou myristovou a
hydroxymyristovou, a to lysin 564 a lysin 690 (Hardie et al., 1991). Nahradou téchto dvou
lysind se potvrdilo, Ze se jedna o jedina acylovana mista v molekule HlyA a ukazalo se, Ze
jeden lysinovy zbytek mlze byt acylovan bez pfitomnosti toho druhého. Pro pérotvornou
(hemolytickou aktivitu) HIyA je potfebna acylace obou dvou lysinovych zbytk( (Stanley et al.,
1994). Maturace proHIyA na aktivni toxin je znazornéna na obrazku 11. K molekule HIyA
toxinu je pfipojena kyselina myristova a hydroxymyristova. Mnoho acylovanych proteind, jako
je napfiklad onkoprotein Src nebo MARCKS (mirystoylated alanine-rich C kinase substrate),
je schopno navazat se na membranu vloZzenim Fetézce mastné kyseliny pfimo do hydrofobni
lipidové dvojvrstvy. Neacylované formy téchto proteind se do membrany nedokazi navazat.
Experimenty provadéné s acylovanymi proteinovymi kinazami MARCKS (Kim et al., 1994)
zjistily, ze pridani myristatu neposkytne dostate¢nou energii k ukotveni proteinu do lipidové
dvojvrstvy. To znamena, Ze je pravdépodobné potfeba dalSich faktorl k navazani HIyA k

membrané, coz mize byt napfiklad zvySeni poctu uhlikovych zbytkl v acylovém fetézci,
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elektrostaticka interakce proteinu s kyselymi lipidy biomembrany nebo interakce protein-

protein.

acyIACP ||

hydrofobni, pdry
wylvarejici doména 1
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Obrazek 11. Maturace pro-HlyA na aktivni toxin pomoci HlyC a acyl-ACP. Kladné nabity
homodimer HIyC se asociuje se zaporné nabitym ACP. Po navazani na rozpoznavaci domény HlyC,
FAI a FAIl, je acylovy fetézec pfenesen na odpovidajici acylova modifikacni mista, K564 (Kl) a K690
(KII). Upraveno z Stanley et al., 1998.

Adenylat cyklazovy toxin (CyaA) je hlavnim faktorem virulence bakterie Bordetella
pertussis, ktera zpUsobuje onemocnéni Cerny kaSel. CyaA je, podobné jako HIyA,
syntetizovan jako protoxin, proCyaA, a prevadi se na svou aktivni cytotoxickou formu po
acylaci dvou lysinG v molekule toxinu. Oba lysiny jsou modifikovany mastnou kyselinou, a to
kyselinou palmitovou a palmitoolejovou na g-amino skupiné lysinu 983 a 860 (Hackett et al.,
1994). Tuto acylaci zprostiedkovava acyltransferaza CyaC, ktera katalyzuje pfenos
acylového fetézce z acyl-acyl nosného proteinu na e-amino skupinu lysini proCyaA (Hackett
et al., 1994). Pro plnou aktivitu CyaA toxinu na bunkach nesoucich receptor, kterou je
integrin CD11b/CD18, postacuje modifikace mastnou kyselinou pouze na lysinu 983. Pro
plnou aktivitu toxinu na burikach, které nemaji na svém povrchu molekulu CD11b/CD18, je
nutna acylace jak na lysinu 860, tak na lysinu 983 (Masin et al., 2005). Po sekreci se CyaA
vaze na eukaryotické bunky a po translokaci invazivni adenylat cyklazové domény a
nasledné vazbé vnitrobunécného kalmodulinu konvertuje enzymatickd doména toxinu
vnitrobunééné ATP na cAMP. Molekula cAMP pUlsobi v cytosolu buriky jako druhy posel.
Nadprodukce cAMP proto vede k destrukci velkého mnozZstvi signalnich drah, coZ vede
v kone¢ném dusledku k apoptéze nebo nekréze napadené buriky, pfipadné ke ztraté
schopnosti bunék imunitniho systému bojovat s infekci zpusobenou bakterii. Pro tento toxin

je acylace nezbytné dulezita k tomu, aby se mohl vazat na receptor, mohl se inzertovat do
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cilové membrany, vytvaret v ni péry a také k translokaci enzymatické adenylat cyklazové
domeény do cytosolu bunék (Veneziano et al., 2013). O’Brien et al., (2019) porovnali funkéni
a strukturni rozdily mezi proCyaA a CyaA. Ukazali, Ze pfitomnost acylového fetézce je velmi
dilezita pfi sbalovani CyaA toxinu do aktivni konformace. Nedavno bylo ukazano, ze kazda
RTX acyltransferaza si selektivné vybira acylovy fetézec specifické délky pro kovalentni
vazbu na protoxin. HlyC acyltransferaza, aktivujici HlyA, selektivné vybira 14-ti uhlikové
fetézce (kyselinu myristovou a hydroxymyristovou), kdezto CyaC acyltransferaza, aktivujici
CyaA toxin, selektivné vybira hlavné kyselinu palmitovou a palmitoolejovou (Osickova et al.,
2020). Ve stejné publikaci bylo také ukazano, Ze pfisludna acyltransferaza selektivné vybira,

zda bude acylovan jeden nebo oba specifické lysiny proHIyA nebo proCyaA.
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5. Zaveér

Posttranslacni modifikace jsou velmi dalezitym bunéfnym procesem. Nékteré
posttranslaéni modifikace jsou prominentni u eukaryot a u prokaryot se nevyskytuji tak &asto,
jako je napfiklad N-glykosylace. Nékteré probihaji na stejném zakladu, maji stejny cil, ale
enzymologie se liSi. Tak je tomu napfiklad u eukaryotni ubikvitinace a prokaryotni pupylace.
Nejbéznéjsi modifikace vyskytujici se u bakterii je fosforylace. Pfi fosforylaci vyuzivaji
bakterie tzv. dvouslozkovy systém, ktery dokaze spoustét mechanismy virulence, nebo
mechanismy Uniku pfed imunitnim systémem hostitele.

Posttranslacni modifikace mohou hrat také roli v aktivit¢ bakteridlnich toxind.
Zajimavym toxinem je napfiklad listeriolysin O. Pokud se LLO dostane do cytoplazmy je
uznacen ubikvitinem a poslan k degradaci, ¢emuz se snazi vyhnout tim, Ze svou aktivitu
omezil jen na vakuolarni membranu. Tento toxin ale také dokaze nékteré hostitelské
posttransla¢ni modifikace zablokovat. Jedna se napfiklad o modifikace na histonech, ¢imz se
nasledné sniZuje odpovéd imunitniho systému na infekci timto toxinem.

Nékteré bakterialni toxiny dokazi posttranslacné modifikovat cilové proteiny, a tim je
bud vyfadit ze své funkce, nebo naopak diky postttranslaéni modifikaci dosahnout toho, ze
modifikovany protein zlstava stale aktivni.

Pro RTX toxiny gramnegativnich patogennich bakterii je dulezita lipidace, neboli
posttranslaéni modifikace mastnou kyselinou. Neacylované toxiny ztraceji schopnost vazat
se na receptorovou molekulu na povrchu buriky, insertovat se do membrany, pfipadné
membranou dale penetrovat do cytosolu napadené buriky. To znamena, Ze posttranslacni

modifikace faktort virulence je naprosto zasadni pro plnou virulenci patogennich bakterii.
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