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Abstrakt

Mechanismy translokace pies plazmatickou membranu eukaryotickych bunék jsou
dalezitym faktorem virulence patogennich bakterii zptisobujicich onemocnéni eukaryotickym
organismum. Toxiny translokuji své vlastni domény s toxickou aktivitou dovniti buitkky nebo
vytvoii V jeji membrané por, kterym mohou prochazet dalsi molekuly od iontd az po DNA,
RNA nebo proteiny. Vyzkum translokace téchto latek umoziuje charakterizovat mechanismus
translokace a také i vlastnosti porotvornych toxint. Nékolik téchto toxint je natolik podrobné
popsano, ze po cilené mutagenezi se daji vyuzivat pro uréovani vlastnosti molekul, které jejich
pory prochazi. Jednou z takovych aplikaci je cilena doprava 1é¢iv do rakovinnych buné¢k pomoci
Shiga toxinu nebo méfeni pruchodu nukleotidi i celych vlaken nukleovych kyselin pies
membranovy kanal vytvareny a-hemolysinem S. aureus. Tato metoda si v souc¢asné dob¢ nasla

uplatnéni pii sekvenaci DNA.

Klicova slova: translokace, bakterialni toxiny, plasmaticka membrana, nanop6rové

sekvenovani

Abstract

The bacterial protein toxins endowed with the ability to translocate across the plasmatic
membrane are often crucial virulence factors of pathogenic bacteria invading eukaryotic
organisms. These toxins translocate either their own protein domains carrying toxic activity or
can form pores transferring other substances like small ions, DNA, RNA or proteins. By
observing the translocation of these molecules together with other artificially prepared agents
on synthetic membranes it allows detailed understanding of mode of action of individual pore-
forming toxins. Some of the toxins were actually described in such a detail that can serve as
tools for drug delivery or characterization of new translocated molecules. One of such examples
is the transfer of nucleotides or the whole nucleic acid molecules across the membrane pore of

S. aureus a-hemolysine. Nowadays, this application is commercially used for DNA sequencing.

Keywords: translocation, bacterial toxins, plasmatic membrane, nanopore sequencing
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Seznam pouzitych zkratek

a-HL — a-hemolysin (Staphylococcus aureus)

AC - adenylat-cyklazova doména adenylat cyklazového toxinu

ADAM 10 — disintegrin a metaloproteaza 10 (a disintegrin and metalloprotease 10)
ATP — adenosintrifosfat

BLM - ¢erné lipidické membrany

CaM - kalmodulin

CAMP — cyklicky adenosinmonofosfat

ClpX — kaseinolyticka peptidaza

COPI — komplex obalovych proteint I (coat protein complex 1)

CyaA — adenylat cyklazovy toxin (Bordetella pertussis)

DIB - dvojvrstva na rozhrani kapicky

DNA — deoxyribonukleova kyselina

DTRAP 27 — protein 27 asociovany s receptorem pro diftericky toxin (diphtheria toxin
receptor associated protein 27)

EF — edémovy faktor (Bacillus anthracis)

Gb3 — globotriaosylceramid

GM1 — monosialotetrahexosylgangliosid

GTP — guanosintrifosfat

HIyA — a-hemolysin (Escherichia coli)

LF — letalni faktor (Bacillus anthracis)

Mr — molekulova hmotnost

p38 MAPK — protein kinaza aktivovand mitogenem

PA — protektivni antigen (Bacillus anthracis)

PDI — protein disulfid isomeraza

cPLA2a — cytosolicka fosfolipaza A2a

PKC & — protein kinaza C delta

ProHB-EGF — prekurzor pro epidermalni ristovy faktor vazajici hemoglobin
RNA — ribonukleové kyselina

RTX toxiny — oznaceni skupiny toxint (Repeats in ToXins)

SDS — Dodecylsiran sodny



SNARE protein — receptor pro transportni proteiny v burice (Soluble NSF (N-ethylmaleimide
sensitive fusion protein) Attachment Protein Receptor)

Syk — tyrosinova kinaza (spleen tyrosin kinase)

TISS — sekrece typu | (Type | Secretion System)



1. Uvod

Bakterialni toxiny schopné translokace ptes eukaryotickou membréanu jsou dilezitym
virulentnim faktorem. NaSe laboratof se vénuje vyzkumu poérotvornych toxind jako jsou
adenylat cyklazovy toxin (CyaA) (Bordetella pertussis), a-hemolysin (HIyA) (Escherichia
coli), a-hemolysin (a-HL, Staphylococcus aureus), exotoxin ApxIA (Actinobacillus
pleuropneumoniae) a kolicin U (Shigella boydii). Proto bych se v této praci chtél zamétit na
mechanismy translokace latek pies buné¢né membrany a dalSimu aplikovanému vyuZiti
translokace na umélych membranach. V posledni dobé se podobnych toxinli vyuziva pro
dopravu antigent do bunék imunitniho systému, pro sledovani translokace makromolekul (sité
kapicek a hydrogelu) a dokonce i pro sekvenovani DNA a RNA.

Cilem této prace je struén€ shrnout védomosti 0 mechanismech translokace
makromolekularnich latek (jako jsou proteiny, nukleové kyseliny nebo oligosacharidy) ptes
fosfolipidovou membranu eukaryotnich bunék a jejich moznych aplikacich. Systémy in vitro
zalozené na vlastnostech téchto toxind jsou vyuzivany i pro charakterizaci pfenasSenych molekul

a objasnéni mechanismu piisobeni pouzitych toxinti na Grovni zdkladniho vyzkumu.

2. Jednomolekulovy systém translokace toxinu

Do této skupiny se daji zafadit toxiny skladajici se pouze z jedné podjednotky, ktera ma
vazebnou, translokacni i enzymatickou aktivitu na jednom fetézci. Nejvyznamnéj$im ¢lenem
této skupiny je adenylat-cyklazovy toxin.

Adenylat-cyklazovy (CyaA) toxin je vyznamnym faktorem virulence bakterie
Bordetella pertussis jako pivodce ¢erného kasle. Protein je sloZzen z 1706 aminokyselin.
Adenylat-cyklazova doména (AC) se nachazi na N-konci a je dlouha 400 aminokyselin a na C-
konci je 1306 aminokyselin dlouha hemolysinova doména. Mezi residui 500 a 750 se nachazi
hydrofobni segmenty, které zaujimaji a-helikalni strukturu, aby se vnofily do membrany a
pritom vytvotily pory, které selektivné propousti kationty. Tyto pory jsou odpovédné za
hemolytickou aktivitu toxinu. C-konec (aminokyseliny 1000 az 1706) je zodpovédny za vazbu
toxinu na specificky receptor cilové buniky — ampz integrin (CD11b/CD18) (Guermonprez et
al., 2001). V této oblasti (residua 1014 — 1613) se také nachazi ptiblizné 40 kopii vazebnych
mist pro vapenaté ionty, které jsou rozdeleny do 5 blokli nonapeptidovych repetici, které jsou

charakteristické pro RTX (Repeats in ToXin) toxiny. RTX toxiny jsou Klasifikovany jako



toxiny, které obsahuji nonapeptidovou konsensus sekvenci v rizném poétu opakovani (6-50)
na C-konci proteinu. Tato sekvence je bohata na glycin a aspartatu a vaze vapnik. Posledni dva
bloky repetic byly v Laboratofi fyziologie bakterii krystalizovany a vytvareji strukturu typickou
pro RTX proteiny, takzvany B-roll (Bumba et al., 2016). CyaA toxin je exprimovan ve form¢é
neaktivniho prekurzoru, ktery je aktivovan specifickou acylaci dvou lysint — Lys®® a Lys%3
(Barry et al., 1991). Nasledn¢ je sekretovan sekreénim systémem typu | (TISS) pres
cytoplasmatickou a vn&j$i membranu bakterie. Toxin se v hostiteli vdZze na myeloidni
fagocytické bunky exprimujici amp2 integrin CD11b/CD18. Tento toxin je unikatni tim, ze je
schopen invaze i pies to, Ze integrin neni pfitomen v bunce, i kdyz s asi 100krat mensi u¢innosti
(Eby et al., 2010). Proces translokace enzymatické domény je zavisly na ptitomnosti
vapenatych iontd a negativnim membranovém potencialu (Otero et al., 1995; Rogel a Hanski,
1992; Veneziano et al., 2013).

CyaA toxin se vaze na integrinovy receptor CD11b/CD18 v cytoplasmatické membrané
makrofagl, neutrofilti a dendritickych bunék. Tento receptor je rozptylen v membrané¢ mimo
lipidické rafty a ma cytoplasmaticky konec podjednotky CD18 navazany na aktinové fetézce
ptes propojujici protein talin. Po vazbé na receptor se translokacni intermediat CyaA toxinu
zanofi do lipidické dvojvrstvy bunééné membrany. Translokacni intermediét je oznaceni stavu,
kdy je do lipidické dvojvrstvy zasunuta ¢aste¢né AC doména spolu s pérotvornym segmentem,
ktery se podili na vytvofeni pfechodné oteviené drahy pro Ca?* skrz bunénou membranu.
Pfisun iontli Ca?" z vné&jsiho prostiedi ma za nasledek aktivaci protedz zavislych na Ca?
(kalpainti) nachazejicich se v cytosolu buiky, které odstépi komplex CyaA-CD11b/CD18 od
aktinového vldkna. V disledku odStépeni se tento komplex pfesune do lipidového raftu
S vysokym obsahem cholesterolu, kde je translokace AC domény pies bunéénou membranu
dokoncena. V cytosolu mize byt AC doména odstépena kalpainem od hemolysinové domény
(Uribe et al., 2013). Odstépeni AC domény neni podstatné pro spusténi aktivity, ale pouze urci,
zda bude AC doména volné v cytosolu nebo bude stale navazana na hemolysinovou doménu.
Nasledna vazba kalmodulinu (CaM) spusti AC enzymatickou aktivitu — neregulovatelnou
preménu adenosintrifosfatu (ATP) na cyklicky adenosinmonofosfat (cAMP) (Obr. 1) (Bumba
etal., 2010).
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Obr. 1 Translokace CyaA pies bunécnou membranu. Prvnim krokem je vazba na integrinovy receptor
CD11b/CD18, ktery se nachazi mimo lipidicky raft a CD18 je navazana na aktinovy cytoskelet pomoci linkeru
proteinu talin. Poté dojde k zasunuti translokaéniho intermedidtu do membrany, nasledny pfFisun Ca?*
z vnéjsiho prostiedi vede k ativaci kalpainu, ktery odstépi komplex CyaA-CD11b/CD18 od aktinového vlakna.
Po odstépeni se tento komplex pfemisti do lipidického raftu s vysokym obsahem cholesterolu, ve kterém je
dokoncena translokace AC domény. Po navazani CaM je spusténa enzymaticka aktivita AC domény (Bumba et
al., 2010).

3. Dvoumolekulové komplexy A-B toxinti

AB toxiny se skladaji ze dvou podjednotek (Obr. 2). Podjednotka A s toxickou aktivitou
vede ke zméné fyziologie bunky nebo az k jeji smrti. Podjednotka B zajist'uje navazani toxinu
k receptoru na plazmatické membrané a muze hrat roli 1 pfi translokaci podjednotky A do
cytosolu cilové buiiky. Mezi vnitrobunééné cile téchto toxinli patii naptiklad aktin, ribozomy,
nebo malé proteiny vazajici GTP jako Rho nebo G-proteiny. V této praci se nevénuji viem
toxinim této skupiny, ale pouze tém, u kterych jsou mechanismy plsobeni prozkoumany

nejpodrobnéji.
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Obr. 2 Pfehled schématickych struktur jednotlivych dvoupodjednotkovych AB toxini (Falnes a Sandvig, 2000).

3.1 Receptory toxini na povrchu bunék a jejich tiloha

AB toxiny maji ve vétSin¢ piipadi specificky receptor na povrchu cilové bunky.
Receptorem pro diftericky toxin je nerozstépeny prekurzor pro ristovy faktor EGF (ProHB-
EGF) vazajici heparin (Naglich et al., 1992), pro Shiga toxin je receptorem
globotriaosylceramid (Gb3) (Lindberg et al., 1987) a pro cholera toxin je to
monosialotetrahexosylgangliosid (GM1) (Holmgren et al., 1975). Kromé vazby toxinu mohou
mit receptory 1 dalSi ulohy. Za prvé mohou mit pfimou ulohu pfi penetraci toxinu skrz
membranu — pro diftericky toxin je to nezbytna vlastnost. Pokud zaménime transmembranovou

nebo cytoplasmatickou doménu receptoru za GPI-kotvu, dojde ke snizeni nebo zablokovani
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porotvorné aktivity, ¢imz se potvrzuje, ze receptor hraje nezbytnou roli pfi translokaci toxinu
(Lanzrein et al., 1996). Za druhé receptory urcuji cilovou organelu pro toxin jesté pied jeho
vlastnim vstupem do cytosolu, napf. lipidové sloZeni receptoru pro Shiga toxin je esencidlni pro
retrogradni transport toxinu (Arab a Lingwood, 1998). A za tieti, kdyZ je receptor umistén
V klathrinové jamce, toxin je endocytovan mnohem rychleji, nez kdyby se nachéazel v planarni

membrané.

3.2 Shiga toxin

Toxinl, které jsou dopravovany piimo skrze membranu (Bordetella pertussis —
adenylat-cyklazovy toxin) neni mnoho, vétSina z nich vstupuje do buiiky pomoci endocytozy.
Mezi takové patii Shiga toxin, ktery bude pirikladem pro vysvétleni procesu endocytozy a
retrogradniho transportu.

Shiga toxin ma ABs strukturu, coz znamena, Ze k podjednotce A je navdzano 5 domén
podjednotky B, ptesnéji k C-konci podjednotky A (Obr. 3). Podjednotka A ma enzymatickou
aktivitu, ucinkuje jako N-glykosidaza odstépujici adenin na 28S ribozomové podjednotce
zpusobujici inhibici proteosyntézy, pro funkci Shiga toxinu je proto nezbytné translokovat jeho
doménu A pies membranu. Podjednotka A obsahuje sekvenci Arg248-Val-Ala-Arg251, kterou
rozeznava proteaza furin a v tomto misté zptisobi rozstépeni podjednotky A na domény Al a
A2, které ale stale ziistanou spojeny disulfidickou vazbou. Doména A2 ziistava navazana na
povrch membrany cilové buiiky, zatimco doména Al s toxickou aktivitou je transportovana

dovnitt buiiky. Tento proces je nezbytny pro aktivaci toxinu v napadené buiice (Garred et al.,
1995).
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Obr. 3 Schéma struktury Shiga toxinu. Podjednotka A je oznacena cervené a podjednotka B tvorend
pentamerem je oznacena modfie. Pentamer je navazan na C-konec podjednotky A — doména Al (PDB 1R4P)
(Fraser et al., 2004).

Navazani toxinu na receptor se jevi jako komplexni proces, protoze kazda z péti domén
podjednotky B Shiga toxinu ma tfi vazebna mista pro receptor Gb3. Z nich pouze dvé maji
vysokou afinitu Kk receptoru, zatimco tfeti vazebné misto slouzi k nahromadéni Gb3
Vv dostateéném mnozstvi, aby se mohl na membrané vytvofit shluk molekul cholesterolu. Tyto
shluky se spojuji dohromady a vytvaii vétsi, tésné navazané domény, které zvySuji pnuti
membrany a zplsobuji jeji prohnuti dovniti. Tento stres na lipidické membrané mize byt hnaci

silou k endocytoze nezavislé na klathrinu (Obr. 4) (Windschiegl et al., 2009).
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Obr. 4 Schématické zobrazeni vazby Shiga toxinu na membranu. Podjednotka B se diky vysoké afinité
vazebnych mist | a Il (Site I a Il) navaze k receptoru Gb3 na membrané a vytvofi proteinové clustery (STxB
clusters). Pfes vazebné misto Ill (Site Ill) se zajisti dostatecné mnoZstvi Gb3 pod clustery, aby doslo ke ztlusténi
membrany a nahusténi lipidt (dioleylphosphatidylcholin DOPC, a sphinomyelin). Vysledkem tohoto je zvysené
stlaéeni lipidi/zvy$ené pnuti na membrané (éervené Sipky), které vede k vytvofeni membranovych domén. Na
levé strané obrazku je pfiklad volné membrany (ls-phase) a na pravé je priklad membrany planarni (l.-phase)
(Windschiegl et al., 2009).

Pti vazb¢ toxinu hraje dulezitou roli nejen podjednotka B, ale piedevsim podjednotka
A, ktera sama o sob¢ stimuluje pienos pies cytoplazmatickou membranu zavislou na Klathrinu.
Toxin samotny se preferenéné vaze na receptory Gb3 v klathrinovych jamkach. Podjednotka
A interaguje s membranovymi proteiny, pfedevsim s tyrosin-kinazou (Syk), ktera fosforyluje
klathrin a zvySuje tak mnozstvi klathrinovych jamek. Endocytéza zavisla na klathrinu je
podstatné u¢inngjsi nez endocytoza nezavisla na klathrinu (Torgersen et al., 2005).

Dal8im krokem je ptesun Shiga toxinu ¢asnym endosomem, popt. pozdnim endosomem
do Golgiho aparatu. Jeho cesta endosomy a interakce s membranami Golgiho aparatu je

piekvapivé rychla, pohybuje se v fadu jednotek minut. Po transportu do Golgiho aparatu se
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toxin uz nehromadi v organelach pozdni endosomalni drahy (Mallard et al., 1998). Za
Zpomalenim této drahy by mohla byt inhibice enzymtit PKC 3, p38 MAPK a cPLAza, které
vyuziva toxin pro transport endosomu do Golgiho aparatu. Nejsiln€j§im inhibitorem transportu
je latka ONO-RS-082, inaktivujici CPLAza . Na transport toxinu ma téz vliv pH, snizeni hladiny
lysosomalni V-ATPazy zodpovédné za acidifikaci endosomii, nebo piidani bafilomycinu, ktery
je inhibitorem V-ATPazy. Naopak chloroquin, ktery také ovliviiuje pH endosomu, neblokuje
transport toxinu do Golgiho aparatu. Dal§im inhibitorem je molekula Retro-2 a jeji derivaty,
které inhibuji transport endosomd, ale nemaji vliv na jejich morfologii a neblokuji tak transport
endogennich markerti jako TGN46 nebo CI-M6PR (Noel et al., 2013).

Po retrogradnim transportu Golgiho aparitem do endoplasmatického retikula dochézi
k disociaci podjednotek A a B pomoci protein disulfid isomerazy (PDI), ktera pusobi v
hydrofobni oblasti mezi doménou Al a podjednotkou B. Disulfidicka vazba mezi doménami
Al a A2 (residua 248 — 251) je redukovana vnitinim prostfedim lumen endoplasmatického
retikula. Nasledné spontanné rozbalena doména Al interaguje s chaperony Hsp40 a ERdj3,
které spolu se Sec61 translokuji Al doménu pies membranu endoplazmatického retikula (Yu a
Haslam, 2005). Translokaci toxinu z endosomu podrobné vysvétlim na piikladu difterického

toxinu (viz kapitola 3.3), protoZe je zde detailnéji prozkoumana.

3.3 Diftericky toxin

Diftericky toxin, jehoz producentem je bakterie Corynebacterium diphtheriae,
zpiisobuje onemocnéni zvané zaskrt. Toxin jako ¢len AB toxind je tvofen dvéma
podjednotkami - A a B. Podjednotka B se vaze na membranovy receptor — ProHB-EGF. Tato
vazba muze byt zesilena asociaci receptoru s proteinem DTRAP 27 (diphtheria toxin receptor
associated protein 27), coz je homolog lidského glykoproteinu CD9. Vazba toxinu na receptor
je situovana do klathrinovych jamek, které jsou pozdéji zménény na ¢asné endosomy. Pro
uspésnou translokaci toxinu je potfeba nizké pH v endosomu, kde se obé podjednotky toxinu
rozbali, aby se zptistupnily hydrofobni domény pro zesileni interakce s membranovymi lipidy.
V podstaté nizké pH uvnitt endosomu spousti translokaci toxinu do cytosolu. Po rozbaleni
toxinu dochazi k inserci translokacni domény B podjednotky, ktery vytvoii v membrané
endosomu por siroky 18 —22 A. Samotn4 inserce transloka¢ni domény je iniciovana protonaci
kyselych aminokyselin Glu®*° a Asp®2 na hrotu vlasenky mezi helixy 8 a 9 (TH8/9). N-koncova
¢ast translokacni domény a C-koncova ¢ast fragmentu A jsou translokovany skrz membranu,

translokace se ucastni COPI komplex (coat protein complex 1), ktery umozni vtazeni téchto
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casti porem. Disulfidicky mitistek spojujici tyto dvé ¢asti je redukovan vlivem prostiedi uvniti

cilové bunky. Poslednim krokem je dokonceni translokace zbylé ¢asti podjednotky A za

asistence thioredoxin reduktazy, a nasledné sbaleni chaperonem Hsp90 (Obr. 5) (Falnes et al.,
1994; Silverman et al., 1994).

Clathrin

r4 TPase ; 2

ADPR-EF-2 +
Nicotinamide + H'

COFI

complex

Thioredoxin
Reductase

Obr. 5 Schéma mechanismu translokace difterického toxinu do cytosolu eukaryotické buriky. 1) Toxin se vaze
na receptor (hb-EGF prekurzor) na povrchu cytoplazmatické membrany a 2) je vtaien spolu s proteinem
DTRAP27 do klathrinové (Clathrin) jamky, ktera vytvofi ¢asny endosom. 3) Zménou vnitéiniho pH pomoci
ATPazy lumenu, které reorganizuje cely toxin, se spusti inserce translokacni domény B podjednotky, ktera
vytvori por v membrané, kterym 4) se translokuje katalyticka doména za ucasti COPI komplexu, thioredoxin
reduktasy a Hsp90. Po opétovném sbaleni do aktivni konformace provadi toxin ADP-ribosylaci elongacniho
faktoru 2 (EF2). Diftericky toxin je oznacen: ¢ervena pro katalytickou doménu, zelena pro transmembranovou
doménu a Zluta pro doménu vazajici se na receptor (Murphy, 2011).

3.4 Botulotoxin
Botulotoxin, dalsi vyznamny ¢len AB toxini, je toxin produkovany bakterii Clostridium
botulinum. Botulotoxin je povazovan za nejucinnéjsi jed, ktery zname. Smrtelna davka je 1,3 —
2,1 ng/kg pfi nitrozilnim podani a 10 — 13 ng/kg pfi inhalaci. Nejcastéjsi intoxikace ovsem

nastava pii pozieni spor C. botulinum, které jsou obsazeny ve Spatné konzervovanych
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pokrmech. Toxin zptisobuje onemocnéni zvané botulismus. Protein je tvofen dvéma fetézci —
lehkym a tézkym, které jsou spojeny disulfidickym mustkem a tvofi tfi funkéni domény

proteinu. Je to 1) vazebna, 2) katalyticka, a 3) porotvorna a transloka¢ni doména (Obr. 6).

Obr. 6 Struktura botulotoxinu. Katalytickdi doména ma modrou barvu, transloka¢ni doména je zelené, N-
koncova sub-doména vazebné domény na protein je Zluté, C-koncova sub-doména vazebné domény na protein
je cervené a vazebné misto pro zinek je Sedé. Helixy translokacni domény se spiralovité toci kolem sebe a okolo
nich je navazana katalyticka doména (Lacy et al., 1998).

Doména, ktera se vaze na receptor, je tvofena ze dvou zhruba stejné€ velkych sub-domén,
které jsou tvofeny piedevSsim B-listy a jsou navzajem spojené jednim a-helixem. Vazebna
doména se nachazi daleko od a-helixl transloka¢ni domény a viibec se ji nedotyka, a proto se
vSechny smy¢ky na povrchu mohou tcastnit vazby na receptor. Translokaéni doména ma ve
své stiedni ¢asti dva centralni o-helixy dlouhé 105 A a kolem nich se bali katalytickd doména
a to jesté predtim, nez se zformuje hlavni t€lo toxinu cylindrického tvaru. a-helixy se to¢i kolem
sebe do spiraly. Podobna struktura se nachazi i u kolicinu Ia a u chaperonu GrpE. a-helixy jsou
antiparalelni a amfipatické. Katalytickd doména je tvofena a-helixy i B-listy. Aktivni misto
domény je zanoteno 20-24 A dovnitf proteinu, ma negativni néboj a je zpfistupnéno kanalem,
ktery je chranén jak hlavni ¢asti domény, tak 1 jejim opaskem, ktery se vine kolem translokacni
domény (Kumaran et al., 2009; Lacy et al., 1998).

Botulotoxin B je aktivni, pokud je ve form¢ heterodimeru a je redukovan disulfidicky
mistek mezi dvéma fetézci. Tézky fetézec je zodpovédny za vazbu proteinu k receptoru
v klathrinové jamce neuralni buniky, poté je toxin endocytovan. Inzerci lehkého fetézce do

membrany endosomu obstarava tézky fetézec a nasledné je spusténa jeho enzymaticka aktivita.
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Protedzova aktivita je lokalizovana na lehkém fetézci a je specificka pouze pro SNARE
proteiny, proteiny malych synaptickych vezikuli. Jejich $tépenim se redukuje uvoliovani
neurotransmiteru (Schiavo et al., 1992).

Botulotoxin se paruje s netoxickym nehemagglutininovym proteinem za vytvoieni
komplexu, ktery chrani botulotoxin v zazivacim traktu ptfed proteolyzou. Proteiny pii pH 8
zaujimaji konformaci, kterd neumoziuje parovani do komplexu. Pii zmén¢€ okolnich podminek,
kdy je pH 6, se ukaze, ze botulotoxin konformaci jiz neméni, ale nehemagglutininovy protein
zméni konformaci, kterd jiz umoznuje parovani do komplexu zajiStujici ochranu pro

botulotoxin (Matsui et al., 2014).

4. In vitro systémy pro vyzkum translokace

4.1 o«a-hemolysin

a-hemolysin (a-HL) sekretovany bakterii Staphylococcus aureus zptsobuje lyzi bunék.
Napada predevsim krevni bunky — ¢ervené Krvinky, monocyty, krevni desticky, lymfocyty a
endotelialni bunky (Bhakdi a Tranum-Jensen, 1991; Thelestam a Blomqvist, 1988) . Neni to
¢len skupiny AB toxind, tedy netranslokuje Zadnou svoji ¢ast, ale vytvari pory, kterymi mohou
prochazet jiné molekuly. Dale vysvétlim translokaci skrze a-HL spole¢né s detailnim popisem
jeho struktury, coz je dulezité pro lepSi pochopeni jeho vyuziti pfi sekvenaci nukleovych
kyselin.

o-HL tvoii membranovy por, ktery ma hiibovity tvar, jehoZ rozméry jsou 100 A na
vysku a 100 A na sitku. Por je tvofen sedmi monomery (Gouaux et al., 1994). Protein je
rozd€len na tii zakladni ¢asti, kterymi jsou Cepicka (cap), kmen (stem) a lem (rim) (Obr. 7).
Protein je na membranové dvojvrstvé orientovan tak, ze cepi¢ka a lem jsou na povrchu
fosfolipidové membrany a kmen je zanofen do membrany a tvofi transmembranovy kanal.
Cepicka je tvofena sedmi ,p sandwich® strukturami. Kazda znich se sklada z P-listi
postavenych proti sob¢ a dohromady tak tvofi B-barel. Lem vy¢niva ze spodni ¢asti Cepicky a
je v té&sné blizkosti, nikoli v pfimém kontaktu s fosfolipidovou membranou. Mezi kmenem a
lemem se nachazi trhlina, ktera vymezuje oblast bohatou na aminokyseliny, které se podileji na
interakci mezi proteinovym lemem a hlavickami fosfolipidli nebo receptorii na povrchu
fosfolipidové membrany. Rozsahlé plochy povrchu kontaktu hydrofobnich a hydrofilnich ¢asti

na povrchu jednotlivych protomerti zptisobuji pevnost a stabilitu celého heptameru. Protomery
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jsou spojeny aminokyselinami, které jsou do sebe zaklesnuté. Je s podivem, Ze delece pouhych
dvou aminokyselin vede k inaktivaci hemolytické aktivity, pfestoze jednotlivé aminokyseliny
V této oblasti nemaji esencialni roli v proteinu. Konzervativni substituce na pozici His*® vede
ke snizeni oligomerizacni, lytické a letalni aktivity, zatimco nekonzervativni substituce vSechny
tyto aktivity zcela rusi (Song et al., 1996).

Protomerové jadro je tvoteno asi 80 % vSech aminokyselin. Jadro je elipsovitého tvaru
o rozmérech 70 x 45 x 20 A. Struktura protomerti se podle krystalografie lisi jen 0 0,24 A.
Kazdy protomer obsahuje 16 B listl, 3 kratké useky a helixii, dlouhy nahodné spleteny usek

Asp'® az Lys?%® a znagnou &ast ,,non o a ,,non B struktur (Song et al., 1996).

Obr. 7 Krystalova struktura zobrazuje heptamer a-hemolysinu jinou barvou pro kazdy protomer. Vyznaceny
jsou casti: cepicka (cap), kmen (stem) a lem (rim). Vlevo je bocni pohled na protein a vpravo je pohled shora
na heptamer (Song et al., 1996).

Transmembranovy kmen tvofici kanal je slozen ze 14 antiparalelnich

110 3 konéi na

skladanych listi, jeden par pro kazdy protomer. Vlakna kmenu zacinaji na Lys
Tyr48, Tato vlakna tvoti P skladany barel o vysce 52 A a priméru 26 A. Kazdé vlakno se
v barelu oto¢i ptiblizn€ o 180° okolo B barelu. Primér kanalu neni v celé délce proteinu stejny,
vrcholu trojuhelnikové oblasti (Obr. 8), piesngji na Pro'®. Nejuzsi bod se nachdzi v misté
spojeni kmenové domény a trojuhelnikové oblasti. V B barelu ma kanal primér od 14 do 24 A
Vv zavislosti na mnozstvi postrannich fetézcli aminokyselin kmenové domény. Horni i spodni

okraj kmenu je tvofen ze zasaditych a kyselych residui, zatimco vnitfek je sloZzen z neutralnich

aminokyselin (Song et al., 1996).
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Na horni vnitini hrané cepicky — na hran¢ vstupu do proteinu se nachazi aminokyseliny,
které maji tlohu pfi interakci nukleotidu s a-HL a jeho nésledny prichod proteinem. Jsou to
Lys8, 1le®, Asn'’, Thri® Lys* a Asp*, které nejcastéji interaguji s nukleotidem, ktery se
piiblizuje k proteinu a nasledné je vtazen do trasnsmembranového kmene (Manara et al., 2015).

Trojuhelnikova oblast je spojeni mezi jadrem protomeru a kmenovou doménou (Obr.
8). Odd¢luje je od sebe a zaroven interaguje s oblastmi sousednich protomer vytvofenim
vodikovych vazeb mezi polarnimi aminokyselinami: Lys'9 (B) — Asp®?(C) — Asn!’3(C) a
Lys'#"(B) — Glutt(B) — Glut}(A) (pismeno oznaduje protomer v fadé tii protomert A, B, C)
(Song et al., 1996).
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Obr. 8 Stuhovy model protomeru a-hemolysinu. Modrou barvu ma doména v ¢epicce, ¢ervena zobrazuje
doménu vlemu, zelena v B-barelu a Zlutd pro trojuhelnikovou oblast oddélujici kmenovou doménu od
cepickové domény a Sedé oznacené aminokyseliny jsou Tyr, Trp a Gly (Song et al., 1996).

Toxin je z buniky vylu¢ovan v podobé ve vodeé rozpustného nativniho monomeru, ktery
je schopny se navdzat na membranu cilové bunky obsahujici fosfatidylcholin nebo
sfingomyelin a cholesterol. Po vytvofeni vazby za¢ne oligomerizovat do podoby heptameru,
ktery ale jeSté neni schopny vytvofit transmembranovy kanal, ten se otevira az po vnoreni

poérotvorné domény (Valeva et al., 1997).
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(disintegrin a metaloproteaza 10)(Wilke and Wardenburg, 2010). Toxin se nevaze na bunku,
jejiz membrana obsahuje fosfatidyletanolamin a fosfatidylglycerol, protoze v takovych
membranach toxin nedokaze integrovat porotvornou doménu. Oligomerizace vede Kk tvorbé
dostate¢né¢ velké hydrofobni struktury Kudrzeni stabilni polohy uvnitf dvojvrstvy.
Oligomerizace se zda byt upfednostiiovana pted lateralni difuzi jednotlivych jiz zanotenych
monomerd. Nejméné znamym jevem v celkovém pisobeni a-HL je inserce kmenové domény
do dvojvrstvy (Galdiero et al., 2007).

V membrané se po vnofeni porotvorné domény vytvoii neselektivni kanal, schopny
prenaset molekuly do My 4000, jez ma naptiklad Dextran 4, ktery uz neprojde skrze por a tim
se zablokuje hemolyza (Bhakdi et al., 1984). Vzhledem k vyfesené struktuie, vyborné stabilité
(odolnost viici zménam teploty a pH, pfitomnosti SDS) a jeho vSestrannosti se s nim zacalo
pracovat in vitro jako s nanopdrem umoziujicim sledovat translokaci ¢astic jako jsou ionty
kovu (Braha et al., 2000), malé organické molekuly (Gu et al., 1999), RNA (Japrung et al.,
2010), DNA (Howorka et al., 2001) a proteiny (Movileanu et al., 2000).

4.2 Nanoporové sekvenovani

Po popisu struktury a-HL bych se rad zaméfil na jeho momentalné nejrozsitené;jsi a uz
i komeréné vyuzivanou aplikaci — sekvenovani pomoci nanopért, jehoz velmi nedavné
zavedeni na trh vedlo ke sniZeni nakladii za sekvenaci celého jednoho genomu na 1000 USD.
Sekvenovat se daji DNA 1 RNA. Pii jejich sekvenovani je nutné, aby nukleové kyseliny byly
jednovlaknové.

Tato metoda sekvenovani je zalozena na identifikaci kazdé baze, ktera prochazi skrz
pér. Aby bylo dosazeno dobrych vysledki pfi ¢teni vlakna, je nutné dodrZet nékolik podminek.
Vlakno musi byt schopno se pfiblizit k detekénimu systému, aby mohlo byt zachyceno a
nasledné proslo pérem. Zakladnimi pfedpoklady pro spravné zpracovani vlakna a jeho precteni
jsou nasledujici: (i) kazdy nukleotid prochazejici skrz por musi vytvorit zaznamenatelnou
jedine¢nou kratkodobou blokaci prichodu elektrického proudu vyvolaného protékajicimi ionty;
(i) vnitini prostor poru musi mit takovou velikost, aby se v ném drzel pouze jeden nukleotid v
daném case; (iii) rychlost méfeni a sbéru dat musi byt tak vysoka, aby bylo mozno zachytit
hodnotu iontového proudu probihajiciho kolem nukleotidu v okamziku jeho prichodu porem;
(iv) je nezbytné nutné zamezit zpétnému chodu vladkna skrze pér; (V) membrana i kanal, ve

kterych probihd méteni, musi byt dostate¢né odolné, aby vydrzely chemické a teplotni zmény
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prostiedi nutné pro odstranéni sekundarni struktury (denaturaci) analyzovaného vlakna

(Thompson a Oliver, 2012).

4.2.1 Biologické nanopoéry

Jako biologické nanopory se pouzivaji porotvorné toxiny bud’ v puvodni divoké formé¢,
nebo mutované. Jako nejvhodnéjsi se osvédcil a-HL (Kasianowicz et al., 1996), protoze tvofi
transmembranovy kanal, ktery propousti jednovlaknovou DNA (ssDNA), ale nikoliv
dvouvlaknovou DNA (dsSDNA). Neni ov§sem pouzit v divoké formé, ale je upraven mutacemi,
aby se upravil vnitini rozmér poru. Tento protein se za normalnich podminek vaze na lipidickou
dvojvrstvu. Ta ma omezenou zivotnost, je s ni naro¢na manualni prace, neni odolna vuci
chemickym a teplotnim vykyvam. Proto musela byt pro komeréni vyuziti nahrazena odolné&jsi
alternativou (viz nize) (Howorka et al., 2001).

Aby byla vystupni data pouzitelnd, je za i€elem zaznamenani signdlu pouze od jedné
baze translokace DNA zpomalena zvysenim viskozity, koncentraci pouzitych soli nebo zménou

kationtt v roztoku.

4.2.2 Nanopory v pevné membrané

Jako zékladni materidl pro tvorbu membrany se pouzivaji derivaty kiemiku, predevsim
nitrid kiemicity (SisN4). Na rozdil od lipidové dvojvrstvy jsou tyto pevné membrany odolnéjsi
vii¢i ménicim se podminkdm pfi sekvenovani skrz nanopory a umoznuji kvalitni sbér dat.
Rychlost translokace vlakna DNA o velikosti 93 kpb ptes nanopér v pevné membrané je cca
10 kb/ms (rychlost vlakna, které je volné pienaSeno nanoporem za pomoci vkladaného
elektrického napéti). Tato rychlost piesahuje citlivost detektorti snimani proudu, proto bylo
nutné ji zpomalit pouZzitim mutovanych pdorotvornych proteint, které jsou zanofované do pevné

kiemicité membrany (viz nize). (Healy et al., 2007).

4.2.3 Hybridni nanopdry
Hybridni nanopéry vznikaji vlozenim jednotlivych, pfedem sestavenych a-hemolysint
do nanopéru vyrobeného vV pevné membraneé. Monomer a-hemolysinu je modifikovan ptidanim
smycky (loopem) o délce 11 aminokyselin na vybézek B-barelu. Smycka nese vazebné misto
obsahujici cystein, na ktery se disulfidickym miistkem vaze 12 bazi dlouhy DNA oligomer,
ktery tvofi vazebny bod pro 3 kbp dlouhou dsDNA molekulu skomplementarnim

jednovldknovym koncem. Tato navazana dsDNA je nezbytna pro zavedeni a-HL do membrany,
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dsDNA je elektroforézou translokovéna skrze por v pevné membrané a ta za sebou tahne 1 a-
HL, ktery se po translokovani celého vldkna navazané dsDNA zastavi pfimo na membrané,
protoze Cepicka proteinu neprojde tzkym nanoporem. Nezbytné je dodrzet velikost nanoporu
V membran¢ a to v rozmezi 2,4 - 3,6 nm, ktera je dostateCné velkd, aby jim prosla molekula
dsDNA a kmen a-HL, a pfitom dostate¢né mala, aby jim uz nedokazala projit ¢epicka proteinu.
Timto zptisobem se da docilit, aby Cepicka sméfovala na cis stranu (Strana s molekulami
uréenymi k translokaci) membrany a B-barel ustil na trans strané (Strana, kam jsou molekuly
translokovany) membrany (Obr. 9). Tomuto jevu napomaha i to, ze a-hemolysin je velka
hydrodynamicka brzda vzhledem k své obrovské velikosti a tudiz se k poru vV membrané
ptiblizi, teprve kdyz je translokovana cela molekula dsDNA. Néasledna sekvenace uz pracuje

se ssDNA, které se ptidaji na cis stranu (Hall et al., 2010).

4.2.3.1 Mutace a-hemolysinu pro import do kiemikové membrdny

Monomer a-hemolysinu je produkovan s 11 aminokyselin dlouhou smy¢kou obsahujici
cystein (GGSSGCGSSGQG), ktera nahrazuje residuum 129 a na C-konec je pfidano 8 molekul
aspartatu. Tyto monomery jsou smichany s monomery mutanty a-hemolysinu M113N, ktera na
pozici Met!®® nese zdménu za Asn. U této mutanty o-hemolysinu dochézi k zadrzeni molekuly
DNA v lumen kanalu az na stovky milisekund (Gu et al., 2001). Heteroheptamerni proteinovy
por se vytvoii na bunénych membranach kralicich cervenych krvinek. Proteiny navazané na
membranu jsou poté separovany polyakrylamidou gelovou elektroforézou V pfitomnosti
dodecylsiranu sodného (SDS), aby se ziskaly pory s podjednotkami v poméru 1:6 (o-
hemolysinCys : a-hemolysinM113N), které jsou extrahovany piimo zgelu (Bayley a
Jayasinghe, 2004; Howorka et al., 2001).

23



cis

|
!

trans

Obr. 9 Priprava hybridnich nanopért. (a) a-HL heteroheptamer s navazanym oligomerem o délce 12 bazi, na
ktery je navazana dsDNA, ktera (b) navede a-HL do péru v pevné membrané a protein se v ném zastavi, protoze
jeho cepicka neprojde porem (Hall et al., 2010).

4.2.4 Detekce a zaznam signalu

Detekce signalu béhem sekvenace probiha méfenim elektrického proudu vyvolaného
tokem monovalentnich iontl pies poérotvorny protein. Méfeni proudu probiha s frekvenci
100 kHz, aby byly zachyceny vSechny baze translokované ssDNA. Pti této detekci se sleduji
pouze dva stavy proteinu - otevieny a blokovany (Obr. 10). Pii otevieném stavu dochazi
k proudu iontl limitovanym pouze vlastnostmi méfici aparatury a prostiedim (vysoky
vodivostni stav). Pii blokovaném stavu dochazi k blokaci proudu ionti (skokovy pokles
proudu) prochazejici molekulou (Gu et al., 1999). Tento rozdil se detekuje a slouzi jako unikatni
poznavaci znak pro jednotlivé molekuly (Obr. 11). Métenim v konkrétnich podminkach se
zjistilo, Ze hodnota blokovaného elektrického proudu pro jednotlivé nukleotidy je nasledujici:
guanin (dGMP) ma v zaznamu hodnotu 16.2 + 0.5 pA, thymin (dTMP) 17.6 = 0.6 pA, adenin
(dAMP) 18.6 = 0.6 pA a cytosin (ACMP) 20.2 + 0.5 pA (Ashkenasy et al., 2005; Astier et al.,
2006).
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Obr. 10 Otevieny stav (vysoky proud) a blokovany stav (skokovy pokles proudu) a jeho projev na zaznamu
elektrického proudu v case (Ashkenasy et al., 2005).
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Obr. 11 Hodnoty elektrického proudu prochazejici pérem pro jednotlivé nukleotidy. P¥i translokaci nukleotidt
dochazi k blokaci elektrického proudu a zjistuji se dva stavy — otevieno a blokovano. PF¥i otevieném stavu je
por volné priichozi pro ionty a pfi blokovaném stavu je v péru navazana baze. V grafech v levém sloupci jsou
zobrazeny blokované stavy, které snizi hodnotu proudu. V prostiednim sloupci jsou histogramy cetnosti
hodnoty blokovaného proudu, z nichZ se odvodila hodnota blokace proudu pro vSechny jednotlivé baze (Astier
et al., 2006).

4.3 Studium sekundarnich struktur proteint

Dalsi vyuziti membranovych toxinl je ve vyzkumu sekundéarni sktruktury proteint
(napft. u vlasenky DNA). Cely proces spociva v tom, Ze k vlasence je pfipojen linker s nabitym
koncem, ktery jej pomtize nasmérovat k a-HL a nasledné jej protdhnout skrze poér vytvoreny a-

HL. Volny konec tohoto proteinu je veden pdrem, zatimco vlasenka se zastavi u vstupu do péru



kvili jeji struktute, ktera neprojde pérem (Obr. 16). Vlasence se vlivem elektrického proudu
rozvolni vazby, které ji drzi v sekundarni struktufe. Zivotnost vlasenky koreluje s volnou
energii formace a je zna¢né zdvisla na spravném parovani bazi v sekvenci. Jakakoliv zména
jednotlivych bazi ma za nasledek velky rozdil ve stabilité sekundarni struktury. Tato metoda

dokéazala, Ze energie vazby bazi je mozné brat jako funkci sekvence (Kasianowicz et al., 2016).

Obr. 16. Schématické zobrazeni metody pro vyzkum sekundarni struktury proteinu. A) Zkoumany protein
(zelené) s navazanym linker proteinem s vazebnym mistem rozeznavajici zkoumany protein (Zluté) a nabity
konec pro ulehéeni zachyceni pérem (Cervené). B) Zaznam prichodu proteinu pérem: volny por (i), do kterého
se navaze nabity konec (pfechod mezi i a ii), protein je pfitaZzen a navazan na pérotvorny protein (iii), ATP
hydrolyza vyvolana ClpX pohani rozbaleni zkoumaného proteinu a jeho translokaci pérem (iv) a nasledné
uvolnéni péru (i'). C) Animovana ilustrace nanopdru a ClpX enzymu (modfe), ktery kontroluje rozbaleni a
translokaci proteinu (zelené, Zluté a cervené) pérem a generuje dostatecnou mechanickou silu pro denaturaci

proteinu tim, Ze jej tahne skrz por (Kasianowicz et al., 2016; Nivala et al., 2013).

4.4 Antraxovy toxin
Dalsim toxinem, ktery ma schopnost translokace je antraxovy toxin, jenz je

produkovany bakterii Bacillus anthracis, pivodcem onemocnéni antrax. Toxin je slozeny ze tii
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proteint: protektivni antigen (PA), smrtici faktor (lethal factor — LF) a edémovy faktor (edema
factor — EF). LF a EF maji enzymatickou aktivitu a PA se vaze na cilovou bunku. EF je adenylat
cyklaza zavisla na kalmodulinu, ktera se pro aktivaci musi dostat do cytosolu napadené bunky.
LF je proteaza zavisla na zinku, ktera $t€pi kinazy aktivované mitogenem. Tyto tii ¢asti jsou
kodovany na plasmidu pXOL1, ale jsou syntetizovany a sekretovany zvlast' (Brossier et al.,
2000).

Toxin se vaze na receptor - von Willebrandiv faktor domény A lidského proteinu pro
morfogenezi kapilar 2 (Bradley et al., 2001). Vazbu na receptor zajistuje PA, ktery musi projit
proteolyzou v oblasti residui 164-167, kde furin rozeznava sekvenci Arg!64-Lys65-| ys166-
Arg'%7 aby se mohl spravné navazat na receptor a vytvofit v membrané heptamer pro naslednou
translokaci LF a EF (Klimpel et al., 1992). Monomer je tvofen ze 4 domén (Obr. 12). PA je
diky své schopnosti ptenaset rizné molekuly vyuzitelny jako zakladni transportni systém in
vitro (Petosa et al., 1997).

Obr. 12 Protektivni antigen a jeho ¢tyfi domény: doména 1 (modra) ma aktivni misto pro proteolytickou
aktivaci; doména 2 (zelend) zprostiedkovava heptamerizaci a podili se na inzerci do membrany; doména 3
(Zlutd) ma neznamou funkci a doména 4 (Cervena) je doména vazajici se na receptor (PDB 1ACC) (Petosa et
al., 1997).

PA tvoti v kombinaci s EF edémovy toxin a v kombinaci s LF letalni toxin. V obou
komplexech funguje PA jako molekula rozpoznavajici receptor a zajistujici vazbu do
membrany, zatimco LF a EF jsou doménami s toxickou aktivitou (Brossier et al., 2000).
Virulen¢ni faktory se do cilové bunky dostavaji ptes vazbu na PA, ktery uz je proteolyticky

aktivovany, navazany na receptor a oligomerizovany. Nasleduje endocytoza zprostiedkovana
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receptorem a nizké pH v endosomu zptisobi konformacni zménu PA, kterd umozni translokaci
faktort do cytosolu bunky (Obr. 13 a 14) (Collier, 1999). EF ma katalytickou doménu velmi
podobnou adenylat-cyklazové doméné CyaA (B. pertussis) a tedy vaze kalmodulin a katalyzuje
tvorbu cAMP. Na druhou stranu LF §tépi N-konec MAP kinaz (MAPKK1 a MAPKK?2), coz
ma za nasledek inhibici signalni drahy MAPK (Brossier et al., 2000).

|
PA binding

-/
MAPKK-2 |V
Catalytic centre

Obr. 13 Struktura LF a jeho ¢tyf domén: doména 1 (modra) vaze translokacni doménu PA; doména 2 (Zluta) se
podoba ADP-ribosyla¢nimu toxinu Bacillus cereus; doména 3 (zelend) je vsunuta do domény 2 jako strukturni
duplikat jeji ¢asti; doména 4 (svétle modra) je podobna proteaze zavislé na zinku (navazany zinek je oznacen
fialové) a obsahuje aktivni katalytické misto s navazanou MAPK kinazou (Cervené) (Pannifer et al., 2001).

Helical

L éi

CA

Obr. 14 Struktura EF se tfemi doménami — jedna helikalni (Zlutd) a dvé subdomény (zelena CA a CB), které tvofi
katalytické centrum; mezi doménami CA a helikalni doménou je navazan CaM (Cervena). Mezi doménami CA
a CB je aktivni misto tvofené navazanym analogem 3‘-deoxy-ATP (v tomto pfipadé AMPCPP - Adenosin 5’-(a, 8-
metylen)-trifosfat) (Shen et al., 2004).
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PA se diky svym vlastnostem pfenasece molekul vyuziva pii vyzkumu translokace in
vitro. Vyuziva se pii vyzkumu na cernych lipidickych membranach (BLM) anebo na
membranové dvojvrstvé vytvofené na rozhrani kapi¢ek hydrogelu (DIB). Obé tyto metody
spocivaji ve vytvoreni ume¢lé lipidické membrany mezi dvéma prostfedimi, do kterych jsou
zavedeny elektrody, které umozni elektroforeticky prenos latky ze strany cis na stranu trans.
V membrang¢ je tfeba vytvoftit por, kterym by molekuly prochazely a my bychom mohli méfit
¢etnost, vlastnosti anebo rychlost pfenosu. BLM je systém, kde jsou dva oddily kyvety spojeny
malym otvorem, ve kterém vytvofime planarni lipidovou membranu, jejiz slozeni si navolime
podle experimentu. DIB je systém vyuzivajici vzniku monovrsty lipidi na povrchu kapicky,
ktera po kontaktu s druhou kapickou vytvoii dvojvrstvu na jejich rozhrani (Obr. 15). Mezi
nejéastéji vyuzivané toxiny pro pienos molekul skrz por patii PA, CyaA a a-HL (Fischer et al.,
2011).
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Obr. 15 Schéma experimentu s antraxovym toxinem v DIB systému pro vyzkum samotné translokace nebo
extrémné citlivou detekci translokovanych molekul. Krok 1: elektrody jsou obaleny v 2% agarose (Sedd) a jsou
ponofeny do roztoku lipidd v hexadekanu (Zlutd), zasobni kapicka (,reservoir”) obsahuje PA (Cernd) a LF
(¢ervend), po kontaktu s dalsi prazdnou kapickou (,,capture”) se na rozhrani mezi nimi vytvofri dvojvrstva, do
které se zanofi PA. Nasleduje translokace LF pohanéna membranovym potencidlem a poté jsou kapicky zase
oddéleny. Krok 2: zasobni kapicka je uplné odstranéna a do kapicky s LF je pfidan PA. Dale se vytvofi nova
kapicka (,,detection”), mezi nizZ a kapickou s PA a LF se vytvorfi dvojvrstva. Do té se inkorpuje PA a probéhne
translokace LF, kterd je zaznamenana (Fischer et al., 2011).
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4.5 Cilena distribuce 1éciv do rakovinnych bunék

Toxiny popsané vyse mohou slouzit nejen k vyzkumu samotné translokace, ale
najdou i své vyuziti i v klinické praxi. Pro Gi¢innou a cilenou distribuci 1é¢iv do rakovinnych
bunék je nezbytné, aby se zvysila piima doprava terapeutik ptimo do tumorovych tkani a co
nejvice se omezila distribuce do neinfikovanych zdravych tkani, aby se zabranilo jejich
poskozeni. Uginnost cilené dopravy 1é&iv zalezi na téchto nasledujicich podminkach: i) zvysena
exprese receptortt pro pfijeti transportnich proteinti v rakovinnych tkanich, ii) schopnost a
ochota ligandu vazat se na receptor, iii) hladky transport fyziologickymi bariérami, jako jsou
napiiklad buné¢né membrany a iv) extracelularni a intracelularni degradace 1é¢iva. Pokud by
se pro tyto ucely vyuzivaly toxoidy odvozené z vySe popsanych bakterialnich virulen¢nich
faktor, pak by nutnym pozadavkim nejlépe odpovidal Shiga toxin a to i pfedevsim kviili jeho
receptoru - gangliosidu Gb3, ktery je exprimovan lidskymi tumory (Zhan et al., 2015).
Nepouziva se kompletni toxin, ale pouze jeho podjednotka B, ktera je bez toxické aktivity a
vaze se na receptor Gb3. Podjednotku B je mozné upravit ptimo jako terapeuticky agens nebo
jako nanonosic pro 1é¢iva. Toxiny nebo jejich derivaty mohou proniknout pfimo do bunéénych

organel, které jsou cilovou oblasti pro mnoho Iéku k 1é¢bé rakoviny (Engedal et al., 2011).
Shiga toxin snavazanym inhibitorem topoizomerazy I (SN38) je V porovnani
s irinotecanem (také inhibitor topoizomerazy I) 20 krat G¢innéjsi pti vyuziti na rakovinnych

bunkach ze slinivky bfisni po dobu 15 minut (Zhan et al., 2015).

30



5. Zavér

V této praci jsem struén¢ shrnul znalosti o mechanismech translokace
bakterialnich toxinti pfes membranu eukaryotickych buné¢k a jejich aplikace. V praci jsem se
vénoval zdkladnimu rozdéleni translokace podle struktury bakteridlnich toxinti. A zaroven
jejich in vitro pouziti usnadni a urychli analyzu dlouhych molekulovych fetézci, které mohou
byt translokovany témito systémy. Vyzkum nanopora probiha jiz dvé dekady a zaznamenal
velké mnozstvi experimentalnich a teoretickych studii a jejich vyuziti pii detekci a identifikaci
biomolekul. Vse to zacalo pfi pouziti nanopért (a-HL), ptes které bylo mozné provléct
molekuly DNA. A v soucasné dob¢ je jiz mozné sledovat sekvenaci DNA v pfimém pienosu
za nesrovnateln€ niz8i nédklady a za velmi kratkou dobu. Nanopory a jejich vyuziti ale neslouzi
pouze pro sekvenovani DNA a dalSich biomolekul, ale i pro zkoumani sekundarnich struktur a
jejich vnitinich interakei u proteinti, ¢i detekci mikromolekul RNA.

Vyzkum botulotoxinu pomiize osvétlit otazky ohledné translokace L metaloproteazové
domény zlumenu synaptickych vezikuli nebo jinych kompartmenti skyselym pH
V koncovych oblastech nervového systému, coz je nejméné prozkoumany proces intoxikace a
nasledné paralyzy zptisobené prave timto toxinem.

RTX toxiny svoji pérotvornou aktivitou vedou K lyzi napadenych bun€k, nicméné
vyzkum provadény na BLM zamétfeny na jejich aktivitu na membrané a schopnost tvofit pory
zjistil, Ze vytvoreni poru je dilezity faktor virulence, ale miiZze byt pouze neptimy mechanismus
toxické aktivity RTX toxinu. Pro n¢které z RTX toxini jako je tieba velmi dobie prostudovany
HIyA, ukazuji, Zze zpusobuji u Clovéka silné zanétlivé odezvy, ktera vede ke stimulaci
neutrofild, jejich degranulaci a produkci eikosanoidu a a interleukinu-1 Z monocytu.

Nekteré receptory pro toxiny jsou exprimovany na membranu nemocnych tkani a stejné
tak na zdravych tkdnich nebo organech, coz piredstavuje jisté riziko pro cilenou lécbu pfi
Spatném zéasahu zdravych tkéni. Napiiklad Gb3 je exprimovan predevSim tumorovymi
bunikami, ale je 1 ve vyS§i mife pfitomen v jatrech, proto je nutné déavat specialni ohled na
cilenou dopravu 1é¢iv pomoci Shiga toxinu, pii které mize dojit k poskozeni jater. Pti fuzi
terapeutického proteinu nebo antigenu s toxinem nebo jeho fragmentem je nutné, aby bylo
fizené sbaleni proteinu, protoZze miiZe nastat zména konformace, coz miiZe razantné sniZit
schopnost cilené vazby na receptor a snizit tim v podstaté ucinnost 1é¢by. A fizovany protein
musi také byt schopen prokdzat svoji stabilitu a zivotnost in vivo podminkach. Toto vS§echno se

musi vzit v potaz pii vyvoji téchto 1é¢ebnich metod.
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