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Abstrakt

Bakterialni toxiny schopné tvorby transmembranovych poru piedstavuji Sirokou skupinu
bakterialnich proteinii. Jsou vyznamnymi prvky virulence mnohych pathogennich bakterii.
Svoji inserci do lipidové dvojvrstvy a vytvofenim transmembranové poru V cytoplasmatické
membran¢ vyvoldvaji naruseni osmotické rovnovahy, ktera vede k lyzi napadené bunky.
Razné skupiny toxinl vyuzivaji rizné mechanismy napadeni hostitelskych bunék, ptesto
eXistuje n€kolik univerzalnich krokt — vazba na membranu, inserce do membrany,

oligomerizace a vytvofeni transmembranového poru.

Klicova slova: bakterialni toxiny tvofici pory, mechanismus inserce do membrany, cytolysiny

zavislé na vazbé cholesterolu, a-toxin, aerolysin, a-hemolysin, adenylat-cyklazovy toxin

Abstract

The pore-forming bacterial toxins are crutial virulence factors of pathogenic bacteria. Their
essential feature is the capacity to form hydrophilic transmembrane pores in cytoplasmic
membrane of target cells. It leads to impairment of osmotic balance which can result in cell
lysis. These toxins use different mechanism of cell attack. However, there is few similar
steps — membrane binding, insertion into membrane, oligomerization and forming

of the transmembrane pore.

Keywords: bacterial pore-forming toxins, mechanism of membrane insertion,

cholesterol-dependent cytolysins, a-toxin, aerolysin, a-hemolysin, adenylate-cyclase toxin



1. Uvod

Bakterialni toxiny schopné tvofit transmembranové pory piedstavuji nesourodou skupinu
bakterialnich proteind. Casto jsou vyznamnymi faktory virulence mnohych grampositivnich
i gramnegativnich bakterii. Tvorba pori v membrané hostitele vede k naruseni celistvosti
cytoplasmatické membrany a iontové rovnovahy, coz muze vést az k lyzi bunék. Toxiny jsou
sekretované do prostiedi v podobé rozpustnych molekul. Musi tedy projit konformacni
zZménou, aby se mohly podilet na tvorbé transmembranovych péru. I piesto, ze jednotlivé
toxiny se lis§i v mechanismu tvorby poru, existuje nékolik krokt, které maji spole¢né. Témi
jsou vazba na membranu, inserce do membrany, oligomerizace a tvorba transmembranového

poru.

Mnohé bakterialni toxiny vyuZzivaji pro interakci s membranou cholesterol. Cholesterol se
vyskytuje pouze v membranach zivocichu. Existuji dva hlavni zptisoby jak cholesterol
ovliviiyje aktivitu toxinu. Prvnim je pfima vazba. Modelovou skupinou jsou v tomto piipadé
napf. cytolysiny zavislé na vazbé cholesterolu. Jak uz jejich jméno napovida, tyto toxiny
vyuzivaji cholesterol jako specificky receptor v membran€. Druhym zpiisobem jakym toxiny
vyuzivaji cholesterol v membrané je vyuzivani vlivu cholesterolu na membranu. Cholesterol
ovlivituje tekutost membrany, ma tedy vliv na lateralni pohyb proteint vazanych do
membrany pomoci GPI kotvy a podporuje vznik lipidovych rafti. Pravé vyskyt lipidovych
raftl je dalezity hned pro nékolik bakterialnich toxind (Palmer, 2004).

V této praci se zamétuji na né€kolik vyznamnych a nejlépe prozkoumanych skupin
bakterialnich toxini tvoficich pory. Mechanismus jejich funkce je ¢asto vysvétlen na

modelovém zastupci dané skupiny.



2. Cytolysiny zavislé na vazbé cholesterolu

Cytolysiny zavislé na vazbé cholesterolu (CDC, z ang. Cholesterol-Dependent Cytolysins)
je rodina bakterialnich toxinti tvofena velkym poctem proteini. Diive tuto skupinu tvorily
pouze proteiny produkované fylogeneticky neptibuznymi rody grampositivnich bakterii,
jmenovité Streptococcus, Bacillus, Clostridium a Listeria (Bernheimer, 1974). V nedavné
dobé byly ale objeveny proteiny, které spliiuji zakladni charakteristiky CDC, ale jsou
produkovany gramnegativnimi bakteriemi. Jedna se o desulfolysin (DLY) bakterie
Desulfobulbus propionicus a enterolysin (ELY') bakterie Enterbacter lignolyticus. Jedinou
jejich odlisnosti od typickych zastupcti CDC je, ze tyto proteiny nejsou cytolysiny a nejsou

produkovany patogennimi bakteriemi (Hotze et al., 2013).

CDC maji n¢kolik spole¢nych znaka. Jsou si fyzicky podobné - maji obdobnou velikost
(50-60 kDa) a naboj (pl 6,5-7,0), maji podobné ale ne Gplné stejné antigenni struktury
(Cowell a Bernheimer, 1977), jejich aktivita je blokovana cholesterolem, ptipadn¢ jinymi
steroly. Tyto steroly funguji také jako receptory téchto toxind pro vazbu na membranu

(Howard et al., 1953; Prigent a Alouf, 1976).

CDC jsou sekretovany jako rozpustné monomery. Sekrece probihd pomoci obecné
sekre¢ni drahy, ale existuje 1 vyjimka. Sekrec¢ni draha vyuzivana pneumolysinem (PLY,
producent Streptococcus pneumoniae) neni do dne$ni doby znama (Balachandran et al., 2001;
Price a Camilli, 2009; Price et al., 2012).

Pfi studiu inserce CDC do membrany pomoci elektronového mikroskopu bylo zjisténo, Ze
CDC tvofti kruhovité a obloukovité struktury v membrané obsahujici cholesterol. Tyto
struktury jsou transmembranové poéry o pruméru 25-50 nm, které jsou tvoreny az 50

monomery (Buckingham a Duncan, 1983; Duncan a Schlegel, 1975; Prigent a Alouf, 1976).

Bylo zjisténo, Ze CDC sdileji 40-70% homolognich sekvenci. Pii bliz§im zkoumani se
také ukdzalo, Ze tyto homologni sekvence tvoii hydrofobni jadra molekul nutna pro
oligomerizaci a tvorbu péru (Rossjohn et al., 1997). Proto struktura a mechanismus tvorby
péru jednoho typického zastupce se da aplikovat na témét vSechny ¢leny této skupiny.

V dal§im popisu se tedy zaméfim piedevsim na perfringolysin O (PFO) produkovany bakterii

Clostridium perfringens, ktery je modelovym zastupcem této skupiny bakterialnich toxint.



2.1. Struktura perfringolysinu O

Struktura perfringolysinu O (PFO, nebo také 0-toxin) bakterie Clostridium perfringens
byla zjisténa pomoci rentgenové difrakce (Feil et al., 1996). Monomer PFO se sklada ze ¢tyf
domén — D1, D2, D3 a D4 (obr. 1). V monomerni formé je PFO tvofen pfevazné z B-vlakny,
ale obsahuje 1 nékolik a-Sroubovic. Na prvni pohled neni zjevné, kterou ¢asti se protein

insertuje do membrany, protoZze neobsahuje zadné delsi hydrofobni tiseky (Rossjohn et al.,
1997).

doména 3

doména 4

Obr. 1: Struktura molekuly perfringolysinu (PFO). Jednotlivé domény jsou barevné rozliSeny (D1 — zelena, D2 —
zluta, D3 — modra, D4 — Cervend). V doméné 3 jsou barevné oznadeny transmebranové vlasenky (TMHI1 —
azurova, TMH2 — fialova) (pfevzato a upraveno podle Rossjohn et al. 1997).

Doména D3 obsahuje v monomernim stavu $est a-Sroubovic. Tyto Sroubovice prochazeji
zna¢nou zmeénou sekundarni struktury pfi oligomerizaci - jsou pfeménény na Ctyfi B-vlakna
tvorici dvé transmembranové vlasenky (Hotze et al., 2001; Rossjohn et al., 1997; Shatursky et
al., 1999; Shepard et al., 1998).

Doména D4 je na ostatni domény napojena jen pomoci jednoho glycinové zbytku. To
umoziuje jeji znacnou flexibilitu viic¢i ostatnim doménam. V doméné D4 se nachéazeji Ctyti
nestrukturované smycky, které se podileji na vazbé na membranu (Ramachandran et al., 2002,
2004; Soltani et al., 2007).



2.2. Vazba na membranu

CDC vyuzivaji cholesterol jako receptor v membran€. Vazba na receptor probiha
stereospecificky pies 3-B-OH skupinu cholesterolu. Steroly vhodné pro vazbu CDC musi
obsahovat pouze 3-B-OH skupinu a alifaticky vedlejsi fetézec. Dalsi vedlejsi skupiny, které by
mohly stéricky branit vazbé sterolu na CDC, se vyskytovat nesmi (Bernheimer, 1974; Harris
et al., 1998). Diive se piedpokladalo, ze cholesterol slouzi jako receptor pro vSechny CDC.
Zodpovédnost za vazbu na cholesterol se piipisovala smycce v doméné D4 sestavajici
z 11 aminokyselin (ECTGLAWEWWR) (tzv. UDP smy¢ka — z ang. undecapeptide).
Sekvence UDP smycky je siln¢ sekvencné konzervovana, proto se piedpokladalo, ze
konzervovana je i jeji fuknce (Kehoe et al., 1987; Mengaud et al., 1988; Tweten, 1988;
Walker et al., 1987). Existuji ale i CDC, u nichz se sekvence UDP z ¢asti lisi. Tyto CDC
(intermedilysin Streptococcus intermedius, vaginolysin Gardnerella vaginalis a lectinolysin
Streptococcus mitis) se vazi na membranu pomoci specifického receptoru CD59 (Giddings et
al., 2004). Ptesto potiebuji cholesterol pro svoji pérotvornou aktivitu. Pravdépodobné tedy

musi existovat i jina struktura zodpovédna za vazbu cholesterolu (Giddings et al., 2003).

Doména D4 obsahuje krom¢ UDP smycky jesté dalsi tii smycky (L1, L2, L3), které¢
interaguji s membranou (Soltani et al., 2007). Cilenou mutagenezi byly identifikovany dva
aminokyselinové zbytky ve smy¢ce L1, které hraji vyzmanou roli pti vazbé cholesterolu
(T490 a L491). Také se ukazalo, ze tyto aminokyselinové zbytky maji u riznych CDC velmi
konzervovanou 3D strukturu. Tim se li$i od sekvence UDP smycky, ktera vykazuje sekvenéni
konzervovanost, ale jeji 3D struktura se ale u riznych CDC lisi (Farrand et al., 2010;
Ramachandran et al., 2002). Bylo ukazano, Ze na vazbé na membranu se tedy podileji
vSechny Ctyfi smycky domény D4. L1 je zodpoveédna piimo za vazbu cholesterolu, L2 a L3
se zanofuji do membrany, kde napomahaji kotveni domény D4. UDP smycka se take ¢astecné

insertuje do mebrany (Ramachandran et al., 2002, 2004).
2.3. Oligomerizace a mechanismus inserce do membrany

Oligomer PFO se sklada z ptiblizné 30 monomeru a tvoti velky transmembranovy por
0 priiméru piiblizné 300 A. Pfedtim neZ vznikne transmembranovy por zanofeny
do membrany, je nutné vytvoieni prekurzoru péru vazaného na membranu (obr. 2). Vytvoieni
prekurzoru poru a jeho pfeména na transmembranovy por je kaskadovity proces, pii kterém
dochazi k preménam sekundarni i terciarni struktury monomeru. V prvnim kroku dochazi

K iniciaci vazby monomert na molekuly cholesterolu v membrané. Poté dochazi k vazbé



domény D4 na membranu. Vazba je zprostiedkovana ctyfmi smyckami nachdzejicimi se
v domén¢ D4, které se zanoiuji do membrany. Zbytek domény D4 se do membrany

nezanofuje a zustava na vnéjsi strané cytoplasmatické membrany (Heuck et al., 2000).

Pro vytvofeni transmembranového poru je nutna konformacni zména v doméné D3. Na tu
ma vliv nékolik faktorti — konformacni zména zptsobujici oddaleni domén D2 a D3
(Rossjohn et al., 2007), vazba D4 na membranu (Heuck et al., 2000) a po¢inajici
oligomerizace (Hotze et al., 2012). VSechny tii procesy jsou na sob¢ navzajem zavislé.
Interakce mezi doménami D2 a D3 zabranuje zméné konformace domény D3. Proto je nutna
jina konformaéni zména, ktera oddaluje doménu D2 od D3. Ta probiha rotaci D3 o 35° kolem
0Sy monomeru a je iniciovana D4. Soucasné musi dojit k vazbé D4 na molekulu cholesterolu
v membrané. Bez této vazby D3 nemuize zménit konformaci. Konformace D3 a D4 jsou na
sebe velmi Gzce vazany. Poslednim faktorem ovliviyjici konformaéni zménu D3 je pocinajici
oligomerizace proteinu. Nejprve dochazi ke slabym, ale velmi specifickym interakcim mezi

jednotlivymi monomery. Ty postupné vedou az ke zmén¢ konformace D3.

Zmeéna konformace D3 vede k nevratnému vytvoteni oligomeru a inserci do membrany.
Timto provazanim jednotlivych kroki se protein pojistuje proti pred¢asné inserci do
membrany a nespecifické agregaci proteinu. Kdyby totiz doslo k pfed¢asnému natazeni
transmembranovych vldsenek dfive nez je toxin navazdn na membranu, mohlo by dojit
k nespecifické agregaci monomert (Heuck et al., 2000; Hotze et al., 2012; Rossjohn et al.,
2007). Pii konformac¢ni zméné D3 dochazi k rozsahlé zméné sekundarni struktury domény.
Sest a-§roubovic D3 je pfeménéno na étyii B-vlakna, ktera tvoii dvé transmembranové
vlasenky (TMH). Tyto vlasenky se synchronizované zanofuji do membrany a tvofi stény
transmembranového poru. K tomuto zanoteni dochazi ale aZ po vytvoreni oligomerizovaného
prekurzoru poru vazaného na membranu (Hotze et al., 2001; Shatursky et al., 1999; Shepard
etal., 1998).

Pti inserci do membrany dochazi k dalsi velmi vyznamné konformaéni zméné. Prekurzor
poéru a transmembranovy por se od sebe lisi svoji vyskou asi 0 40 A. Musi tedy dochazet
k vertikalnimu kolapsu struktury poru. Pokud by k nému nedochézelo, transmembranové
vlasenky D3 by byly piili§ vzdaleny od membrany a nemohlo by dojit k jejich inserci.
Vertikalni kolaps jednozna¢né umoziuje D2. Ostatni domény pii kolapsu vyrazn€ nemeéni
svoji konformaci. Mechanizmus kolapsu ale neni pfesné znam. Jedna z moznosti je, ze
dochazi k ohnuti B-listt, které tvoti D2. To by vedlo k dostatecnému ptiblizeni D3

k membrané. Druhou moznosti je, Ze D2 rotuje a dostava se z pozice témet kolmé



k membran¢ do pozice téméf rovnobézné s membranou (Czajkowsky et al., 2004;

Ramachandran et al., 2005; Reboul et al., 2014).

A Pohled ze strany B Pohled shora C Pohled z vnitrku
poru

b ]
Prekurzor | - e\

Por

Obr. 2: Schématické znazornéni navrZzeného pohybu domén pii inserci oligomeru do membrany.

Horni fada: model prekurzoru péru vazaného na membranu ze tii riznych pohledi (A, B, C).

Dolni fada: model péru insertovaného do membrany ze tii riznych pohledt (A, B, C).

Jednotlivé monomery jsou odliSené barevné. Pro ptehlednost jsou vyznaceny pouze tfi monomery. Zbytek
oligomeru je naznacen Sed¢€. Pomoci pferuSované ¢ary jsou spojeny domény 4 v prekurzoru péru a péru
(pfevzato a upraveno podle Reboul et al. 2014).

3. a-toxin bakterie Staphylococcus aureus

a-toxin je prototypem skupiny bakterialnich toxint tvoticich malé B-soudky v membrang.
Do této skupiny dale patii napf. leukocidiny a y-hemolysiny produkované bakterii
Staphylococcus aureus, leukocidiny bakterie Staphylococcus intermedius, p-toxin bakterie
Clostridium perfringens a hemolysin 1l a cytotoxin K bakterie Bacillus cereus. Tyto toxiny
tvori jednu skupinu na zakladé sekven¢nich homologii (Comai et al., 2002; Prévost et al.,
2001).

a-toxin je bakterialni toxin produkovany pathogenimi kmeny grampozitivni bakterie
Staphylococcus aureus. Toxin je sekretovan jako rozpustny monomer. Sklada se z 293
aminokyselin a ma molekulovou hmotnost 33,2 kDa. Po vazb¢ a inserci do membrany
dochazi k jeho oligomerizaci a vytvoireni transmembranového poru tvoreného

7 podjednotkami (Bhakdi a Tranum-Jensen, 1991; Gray a Kehoe, 1984).



Toxin se preferencné vaze do lipidovych rafti bohatych na sfingomyelin a cholesterol,
které se nachazeji napiiklad v membranach cervenych krvinek (Valeva et al., 2006). Je ale
az pii pouziti vyssich koncentraci. Mezi né patii napt. lidské ¢ervené krvinky, monocyty,
lymfocyty a endoteliani bunky (Bhakdi a Tranum-Jensen, 1991; Hildebrand et al., 1991).
Existuji ale 1 buniky, které vykazuji vazbu toxinu, ale uz u nich nedochdzi k bunééné lyzi.
Naptiklad lidské granulocyty maji pfirozenou rezistenci vii¢i ptisobeni a-toxinu (Valeva et al.,
1997).

Vliv toxinu na buiiky hostitele se lisi podle typu bunék, ale také podle koncentrace
toxinu. Pfi pisobeni nizkou koncentraci toxinu dochazi nejprve K vytvoreni
transmembranovych porid. To nésledné vede k priichodu ionti pfes membranu a poseni
membranového potencialu. Souc¢asné dochazi ke snizeni vnitrobunécéné hladiny ATP.
V pozd¢jsi fazi plisobeni toxinu je pozorovan i tnik vétsich molekul z buiiky, ktery je

zpusobeny ztratou integrity membrany. Vyssi koncentrace zptisobuje nekrozu a lyzi bunék

(Jonas et al., 1994; Menzies a Kourteva, 2000).
3.1. Struktura a-toxinu

Prostorové uspofadani proteinu v membrané bylo vyfeSeno pomoci rentgenové
krystalografie (Song et al., 1996) (obr. 3). Jednotlivé mononery a-toxinu v nativni konformaci
se skladaji z Sestnacti B-vlaken, ¢tyf a-Sroubovic a dal$ich nestrukturovanych segmenti.
Vyznamnym nestrukturovanym segmentem je N-konec, dale spojovaci segment mezi dvéma
B-vlakny kmenové domény, a dva kratké segmenty tvofici tzv. trojuhelnikovy segment.
Trojuhelnikovy segment se vyznamné podili na interakci mezi protomery (Song et al., 1996;

Tobkes et al., 1985).

Obr. 3: Monomer a-toxinu. Jednotlivé domény jsou

Nestrukturovan
y N-konec - vyznaéeny barevné: nestrukturovany N-konec -
) Cepickovd oranzova, ¢epickova doména — modra, lemova

Trojuhelniko doména doména-Gervend, trojahelnikovy segment — zlutd,

vV seement kmenva doména - zelena (upraveno a pfevzato z

Song et al. 1996)

Kmenova

doména Lemova doména



Transmembranovy por tvofi oligomer hfibovitého tvaru o rozmérech 100 A na vysku
I v priméru. Oligomer je tvofen sedmi monomery, které vSechny zaujimaji stejnou
konformaci. Por je slozen ze tii vyznamnych ¢asti — tzv. ¢epickovou doménou, sedmi
tzv. lemovymi doménami a tzv. kmenovou doménou (obr. 4). Cepi¢kova doména je tvofena
velkym poctem B-vlaken organizovanych do nékolika B-listli. Lemové domény vyCnivaji na
spodni stran¢ ¢epickové domény. Nepodileji se na kontaktu jednotlivych monomert, zato jsou
Vv pfimém kontaktu s membranou. Ob¢ tyto ¢asti se nachazeji vin¢ membrany a nepodileji se
na pfimé tvorb¢ transmembranového péru. Kmenova doména tvoti transmembranovy por.
Sklada se z 14 B-vlaken uspoiadanych do sedmi vlasenek (z kazdého monomeru jedna).
Dohromady tyto vlasenky tvoti pravotoCivy B-soudek zanofeny do membrany. V prostoru
mezi kmenovou a lemovymi doménami se nachazi segment bohaty na aromatické a kyselé
aminokyseliny. Ty slouzi k interakci s hlavickami fosfolipidt a dal§imi receptory na povrchu

membrany (Song et al., 1996).

100 A

v Lemova \_
doména

Kmenova doména

Obr. 4: Oligomer a-toxinu S.aureus tvofeny sedmi podjednotkami. Kazdy monomer je vyznacen jinou barvou.
A) Pohled kolmo na osu péru. Cely pér ma asi 100 A na vysku i na $itku. Vyska kmenové domény tvotici
transmembranovy por je 52 A. Spoledna vyska cepickové a lemové domény je 72 A. B) Pohled shora (upraveno
a prevzato ze Song et al. 1996).

Velikost transmembranového poru je v riznych ¢astech rozdilna. Transmembranovy por
nema tvar valce, ale spiSe zuzujiciho se kuzele. V Cepickové ¢asti poru priomér dosahuje
az 46 A. Na druhou stranu, primér kmenové &asti je jen okolo 14-24 A. Z blizsiho studia

dynamiky oligomerniho péru vyplyva, Ze transmembranova ¢ast proteinu ma velmi rigidni



strukturu a je velmi stabilni. Na druhou stranu ¢asti proteinu vné¢ membrany celkové vykazuji

veétsi volnost struktury a jsou nachylné na pisobeni proteaz (Vécsey-Semjén et al., 1999).

Vnittkem p6ru mohou prochazet molekuly vody (Paula et al., 1999), ale i jiné nenabité
molekuly (Bashford et al., 1996). Prichod molekul porem zavisi na elektrickém poli v jeho
okoli, které je zptisobeno koncentraci iontti k okoli vstupu. Bylo ukdzano, ze pory tvorené
a-toxinem jsou lehce selektivni pro anioty. Za tuto selektivitu jsou zodpovédné tii
aminokyselinové zbytky, konkrétn¢ D45, N49 a K51 (Bezrukov a Kasianowicz, 1993;
Cescatti et al., 1991; Song et al., 1996). Diky selektivité pro anionty muze pory prochazet
i DNA. Toho se v dnes$ni dob¢ zacina vyuzivat pro nové metody sekvenace DNA (Bayley,
2006; Kasianowicz et al., 1996; Maglia et al., 2010).

3.2. Oligomerizace a mechanismus inserce do membrany

Jelikoz je protein v monomerni formé rozpustny, musi dochazet k ¢aste¢né konformaéni
zméng pii inserci do membrany. B-vlakna kmenové domény jsou ptilozena k nepolarni ¢asti
monomeru. Zména konformace proteinu je katalyzovana interakci s membranou
(Fissle et al., 1981; Song et al., 1996). K oligomerizaci proteinu dochazi po inserci
monomerd do membrany. Vyznamnou roli pfi oligomerizaci hraji N-koncové nestrukturované
segmenty, které interaguji s B-listy protilehlého monomeru. Odstranéni dvou aminokyselin
z N-konce vede k odstranéni hemolytické aktivity proteinu a inhibici oligomerizace (Walker
etal., 1992).

4. Aerolysin bakterie Aeromonas hydrophila
Aerolysin je modelovym zastupcem skupiny bakterialni toxin tvoficich pory, které jsou
sekretované v neaktivni form¢. Daéle tuto skupinu tvoii aerolysin bakterie Aeromonas sobria,

a-toxin bakterie Clostridium septicum a mnohé hemolysiny rodu Vibrio (Fivaz et al., 2001).

Aerolysin je cytolyticky toxin produkovany kmeny gramnegativni bakterie Aeromonas
hydrophila. Tvofi transmembranové pory tvotrené 7 podjednotkami i pfesto, ze protein
samotny nema ve struktufe zadny delsi hydrofobni segment (Howard et al., 1987; Moniatte et
al., 1996). Péry maji primér 17-23 A a jsou selektivni pro anionty. Inserce porti do membrany
umoznuje pruchod iontl pies membranu. To vede k naruSeni iontovych gradientl a ztraté

membranového potencialu. Por také umoziuje vstup Ca?* dovniti buriky. Nartist koncentrace



Ca?" uvnitf buiiky vede ke spusténi apoptozy a nekrozy buiiky (Abrami et al., 1998a; Krause
et al., 1998; Tschodrich-Rotter et al., 1996; Wilmsen et al., 1990; Wilsem et al., 1992).

Jelikoz je Aeromonas hydrophila gramnegativni bakterie, aerolysin musi feSit problém
transportu pres vnéjsi cytoplasmatickou membranu. Toxin je béhem translace sekretovan
do periplasmatického prostoru pomoci N-koncové signalni sekvence a pak dale pres vné&jsi

membranu pomoci sekre¢niho systému typu II (Howard a Buckley, 1985a).
4.1. Struktura aerolysinu

Aerolysin je produkovan v neaktivni form¢ tzv. proaerolysinu. K jeho aktivaci dochazi
proteolytickym $tépenim 25-50 aminokyselin z C-konce proteinu. Stépeni miize byt
zpusobeno ruznymi proteazami, pochazejicimi jednak z hostitele nebo produkovanymi
samotnou bakterii. Jedinou podminkou je specificita pro neutralni a bazické aminokyseliny.
Piikladem proteaz schopnych aktivovat proaerolysin jsou napiiklad trypsin, chymotrypsin,
clostripain, thermolysin, proteindza K. Stejné tak mlize byt toxin Stépen i1 sav¢i endoprotedzou

furinem (Abrami et al., 1998b; Garland a Buckley, 1988; Howard a Buckley, 1985b).

Sekundérni struktura proaerolysinu je stabilizovana dvéma disulfidickymi mitistky.
Celkova stabilita toxinu se dramaticky zvySuje po vytvoteni oligomeru. Oligomerni pory jsou
extrémné odolné proti ptisobeni proteaz nebo denaturaénich ¢inidel. Pii piisobeni proteazami
po dobu n¢kolika dni nedochazi k rozpadu komplexu péru. Hlavni roli v udrZeni stabilni
konformace hraji domény 3 a 4. Ob&é domény jsou tvofeny vyhradné p-vlakny
a nestrukturovanymi useky. D1 nehraje zadnou roli pti stabilizaci toxinu (Lesieur et al.,
1999).

Proaerolysin se sklada ze dvou laloku (obr. 5). Mensi lalok je slozen pouze z jedné
domény (D1), zatimco vétsi lalok ze tff domén sdilejicich nekolik B-vldken (D2, D3 a D4).
Mensi lalok se podili na tvorbé dimerd. Vétsi lalok tvofi samotnou transmembranovou ¢ast
poru. K aktivaci proteolytickym Stepenim dochazi pravé v D4. Samotnym Stépenim ale
nedochazi k odstranéni peptidu ze struktury, predev§im kvili hydrofobnim interakcim
a solnym mustkim. K tomu dochazi aZ pti piiblizeni k membrané (Diep et al., 1998a; Lesieur
et al., 1999; Parker et al., 1994). Doména D2 je dulezita pro iniciaci oligomerizace (Buckley
et al., 1995). D2 obsahuje vétSinu a-Sroubovic struktury toxinu. D3 hraje roli v interakci mezi
monomery (Lesieur et al., 1999) a podili se na tvorb& péru (Degiacomi et al., 2013).

C-koncovy peptid mé dvoji funkci. Zabratniuje tvorbé nespecifickych agregatti béhem sekrece
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a kontroluje skladani monomeru do nativni konformace. Také se podili na kontrole kvarterni

struktury transmembranového komplexu (lacovache et al., 2011).

doména 2

doména 1

Obr. 5: Monomer proaerolysinu. Jednotlivé domény jsou vyznaceny barevné (D1 — modra, D2 — zluta, D3 —
zelena, D4 — Cervena) (ptevzato a upravedno podle Parker et al. 1994).

4.2. VVazba na membranu

Aerolysin se specificky vaze na rizné receptory. Ty se sice lisi primarni sekvenci, ale
vSechny jsou vazany GPI kotvou do membrany. Vazby na receptor je toxin schopen jen
v podobé monomeru (Fivaz et al., 1999). Afinita k riznym receptortim se lisi podle struktury
GPI kotvy. Polypeptid receptoru se podili na vazbé toxinu, nebot’ samotna sacharidova ¢ast
receptoru neni schopna vazby toxinu (Abrami et al., 2002). Aerolysin mé dvé vazebna mista
pro receptor. Jedno se nachazi v doméne D1 a zodpovida za vazbu cukerné slozky receptoru,
modifikovaného N-glykanem. K vazbé dochazi pomoci aminokyselinovych zbytkt W45, 147,
M57, Y61 a K66 (Hong et al., 2002; MacKenzie et al., 1999). Druhé vazebné misto se
nachazi v D2. Aminokyselinové zbytky Y162, W324 a H332 zodpovidaji za vazbu GPI-kotvy
(MacKenzie et al., 1999).

Vazba na receptor kotveny pomoci GPI je pro toxin vyhodna. Proteiny kotvené pomoci

GPI kotvy maji zvySenou lateralni difuzi, coz vede k rychlejsimu nalezeni monomert
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pro tvorbu oligomeru. Oligomerizace je také usnadnéna posunem receptoru v membrané do
lipidovych raftd bohatych na cholesterol a sfingomyelin. Lipidové rafty slouzi jako mista
zakoncentrovani toxinu vazaného na membranu (Abrami a van der Goot, 1999; Abrami et al.,
2002; Cowell et al., 1997; Diep et al., 1998b; Howard a Buckley, 1982).

4.3. Oligomerizace a inserce do membrany

Proaerolysin se sklada v periplasmatickém prostoru, kde tvofi dimery. K tvorbé dimerti
dochazi z divodu ochrany proteinu pfed nechténym proteolytickym Stepenim jak
Vv periplasmatickém prostoru, tak vné bunky. Na tvorbé dimerti se vyznamné podili mensi
lalok. Dimer vznika ptiloZenim menSich laloki dvou monomeri k sob¢€ v opa¢ném sméru.
Tim dochazi k stabilizaci struktury obou D1. Stépeni proteazami nevede k zaniku dimert,
k oslabeni interakce mezi monomery, ani k vyrazngjsi konformaéni zméné monomert

samotnych (van der Goot et al., 1993).

Tvorba dimert je stile pon¢kud kontroverzni téma i ptesto, ze struktura proaerolysinu
byla ziskana pravé z krystalu dimeru. Fivaz a kolegové (1999) tvrdi, Ze toxin se pii nizkych
koncentracich, které jsou blizké fyziologickému stavu, vyskytuje pouze v monomernim stavu.
Tvorba dimert podle nich nastava pouze pfi vysokych koncentracich toxinu. Na druhou
stranu Barry a kolegové (2001) ukazali, ze k tvorbé dimerd dochazi i pti nizkych

koncentracich toxinu.

Ptesny popis vzniku pért neni do dnesni doby zndm. Je ale znamo, Ze pfi tvorbé
oligomeru nedochazi k zasadnim zménam v sekundarni struktufe monomert (Van der Goot et
al., 1993). Dochazi ale k zmén¢ terciarni struktury (Cabiaux et al., 1997). Vyznamnou roli
pii tvorbé oligomeru hraje doména D2, konkrétné H132 a H107, které zprosttedkovavaji
interakci mezi jednotlivymi monomery (Green a Buckley, 1990; Wilmsen et al., 1991).
Existuje model, podle kterého nejprve dochazi k vazbé monomert na receptory v membrang.
Déle se monomery koncentruji v lipidovych raftech. Naslednou aktivaci pomoci proteazy
dochazi k odhaleni hydrofobni plochy D4, ktera nasledné interaguje S membranou. Soucasné
S membranou interaguje i hydrofobni plocha D1, ktera je jinak ve vodném prostiedi schovana
dimerizaci toxinu. V dimeru jsou k sobé malé¢ laloky domény D1 pfiloZzeny svymi

hydrofobnimi plochami (van der Goot et al., 1993; Parker et al., 1994).
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5. RTX toxiny

Rodina RTX toxina (z anglického Repeats in ToXin) zahrnuje $iroké spektrum proteinti
produkovanych gramnegativnimi bakteriemi. P¥i prvnim ptedstaveni (Welch, 1991) tato
rodina proteind zahrnovala pouze cytolytické a porotvorné toxiny pathogennich bakterii.

Od t¢ doby byla tato skupina rozsifena i o dalsi proteiny jako napf. metaloproteazy a lipazy
(Linhartova et al., 2010). RTX toxiny maji podobnou organizaci kodovanych gent. Témér
vSechny potiebné geny jsou kédovany v jednom komplexnim operonu rtxCABD (Lally et al.,
1999). RTX toxiny jsou produkované v neaktivni formé. Pro tvorbu aktivniho RTX toxinu je
nutna postransla¢ni modifikace mastnou kyselinou. Za tuto modifikaci je zodpovédna
acyltransferaza RtxC (Linhartova et al., 2010). Hlavnim znakem RTX toxint jsou opakujici
se sekvence tvofené deviti aminokyselinovymi zbytky bohaté na glycin a aspartat té¢z
oznacované jako tzv. RTX motiv (Obr. 6). Tento motiv ma spole¢nou sekvenci X-(L/I/F)-X-
G-G-X-G-(N/D)-D (Linhartova et al., 2010). Pocet RTX motivi je rizny mezi jednotlivymi
zastupci 0d Sesti po priblizné padesat. RTX motivy vazi do své terciarni struktury Ca®*

za vzniku B-Sroubovice. Tato tercidrni struktura byla postulovana na zdkladé€ znalosti
struktury alkalické proteazy Pseudomonas aeruginosa, ktera obsahuje sest RTX motivi
(Baumann et al., 1993). Prvnich Sest aminokyselinovych zbytktit RTX motivu tvoii smycku,
ktera vaze jeden vapenaty kation. Zbylé tii aminokyselinové zbytky tvoii kratké B-vlakno.
Opakujici se RTX motivy dohromady vytvareni pravoto€ivou Sroubovici. Spravné poskladani
terciarni struktury zalezi na poloméru kationtti vazanych v otackach. Bylo ukazano, ze pouze
vapnik umoznuje zaujeti spravné terciarni struktury. Tento model je podpoten 1 CD spektry,
kterd naznacuji, ze vazba Ca?* nema vliv na sekundarni struktury proteinu ale jen na terciarni
(Bakas et al., 1998; Baumann et al., 1993; Ostolaza et al., 1995). Jelikoz RTX toxiny
zpravidla neobsahuji cysteinové zbytky ve své aminokyselinové sekvenci, vazba Ca" je
dobrou alternativou pro vytvoieni stabilni terciarni struktury. Vazba Ca?" do RTX motivi také
indukuje konformacni zmény v ostanich doménach toxinu, které jsou nutné pro interakci

S receptorem, piipadné s cytoplasmatickou membranou (Sanchez-Magraner et al., 2007;
Sanchez-Magraner et al., 2010; Schindel et al., 2001).
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Obr. 6: 3D model B-sroubovice tvotené RTX motivy
alkalické proteazy bakterie Pseudomonas aeruginosa.

(a) pohled shora (b) pohled ze strany

Na obrazku jsou znazornény kratké f-vlakna (modie),
nestrukturované smycky (Sedive) a vapenaté kationty vazané
ve struktute (zluté kulicky).

(c) detailni pohled na misto do kterého se vaze vapnik. Kazdy
Ca?* je vazan pomoci Sesti aminokyselinovych zbytkf
(ptevzato a upraveno podle Linhartova et al., 2010)

Dal$im charakteristickym znakem je sekrece toxinu z buiiky pomoci sekre¢niho systému
typu I. Podrobnéjsimu mechanismu sekrece se budu vénovat pozdéji, pii popisu sekrece
a-hemolysinu E. coli. Ten je jednim z nejlépe charakterizovanych RTX toxint, tudiz je

mozno ho pouzit jako modelového zastupce a dale se vénovat hlavné jemu.
5.1. a-hemolysin Escherichia coli

a-hemolysin (HlyA) je produkovany nékterymi patogennimi kmeny Escherichia coli.
Jeden komplexni operon koduje ¢tyti geny - hlyCABD. Tyto geny koduji proteiny potiebné
pro produkci aktivniho toxinu a proteiny potiebné pro jeho sekreci (Goebel et al., 1974;
Noegel et al., 1979, 1981). HlyA je produkovan ve formé neaktivniho proteinu proHIyA. Ten
musi byt aktivovan posttranslacni modifikaci. Postransla¢ni modifikace je zajiStovana
acyltransferazou HlyC, ktera modifikuje dva lysinové zbytky K594 a K690. Bez modifikace
mastnou kyselinou toxin nema hemolytickou aktivitu (Hardie et al., 1991; Hyland et al.,
2001; Issartel et al., 1991; Stanley et al., 1994).
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5.1.1. Sekrece z buiiky

HIyA je sekretovan z buiiky pomoci sekre¢niho systému typu I (T1SS), ktery byl prave
na a-hemolysinu E. coli poprvé popsan. Toxin je sekretovan pies vnitini i vnéjsi
cytoplasmatickou membranu v denaturovaném stavu pomoci jednoho kanalu (obr. 7). Tento
kanal je tvofen tiemi proteiny. Pro sekreci HIyA jsou jimi proteiny HlyB, HlyD a TolC. TolC
neni kodovan ve stejném operonu jako zbylé dva proteiny, ale samostatné jinde na
chromosomu (Wandersman a Delepelaire, 1990). HlyB patii do rodiny tzv. ABC transporter.
Na jeho C-konci se nachazi ATP vazebné misto. HlyD patii mezi tzv. MFP (membrane
fussion protein). HlyD ma jednu transmembranovou doménu a velkou periplasmatickou
doménu nachézejici se na C-konci. TolC je protein vnéjsi membrany (OMP — z ang. Outer
Membrane Protein), ktery ve vnéj§i membrané tvoii kandl vyrazné zasahujici do
periplasmatického prostoru (Gentschev a Goebel, 1992; Koronakis et al., 2000; Pimenta et al.,
1999; Schulein et al., 1994).

HIyA je sekretovan pomoci C-koncové signalni sekvence. Pii sekreci nejprve dochazi
k rozpoznani signalni sekvence na C-konci HlyA pomoci komplexu HlyB/HlyD, ktery je
zanofen ve vnitini cytoplasmatické membrané. Informace o vazbé proteinu se prenese na
TolC ve vné&jsi membrané, dojde ke konformacni zméné a vytvoii se kanal pies obé
membrany. Tim pak mize projit nesbaleny HlyA do vnéjsiho prostiedi, kde dochazi k jeho
skladani. Po prichodu sekretovaného proteinu dochazi k rozpadu kanalu. Energie nutna pro
sekreci HlyA je dodavana hydrolyzou ATP, ale také protonovym gradientem na vnitini
membrané (Koronakis et al., 1995, 1991, 1993; Stanley et al., 1991).

‘ Obr. 7: Model sekre¢niho systému typu I. T1SS rozpoznava
T C-koncovou signalni sekvenci. BEéhem sekrece
periplasmatickd MFP interaguje jak s ABC transportérem

I nachazejicim se ve vnitini membrané, tak s proteinem vng;jsi
£ 0% oM}

membrany (OMP). To vede k sekreci proteinu pies ob&

membrany (IM a OM) bez potieby periplasmatického

intermediatu (upraveno a pfevzato z Thanassi a Hultgren
Periplasm 2000).

Current Opinion in Cell Biology

15



5.1.2. Struktura proteinu

Ptesna struktura HIyA neni doposud znama, nicméné¢ toxin se sklada z nékolika domén

(obr. 8).
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Obr. 8: Schématické znazornéni primarni struktury HlyA E. coli. RTX repetice jsou vyznaceny ¢erné,
amfipatické Sroubovice pruhované a C-koncovy sekre¢ni signal svétle Sedé. Déle jsou zaznaceny lysiny, kde
dochazi k posttransla¢ni modifikaci (FA) (pfevzato a upraveno podle Soloaga et al. 1998).

Na N-konci HlyA se nachazi hydrofobni doména, ktera je zodpovédna za tvorbu
transmembranovych porid. Piesna struktura této domény neni znama, ale je v ni navrzeno osm
transmembranovych amfipatickych a-Sroubovic. Podle starsi literatury jsou zde pouze
a-Sroubovice (Benz et al., 1992), ale v nedavné dob¢ byl navrzen i vyskyt B-vlaken (Benz et
al., 2014). Tato doména je velmi konzervovana v toxinech RTX rodiny (Hyland et al., 2001).
Je dilezita pro inzerci toxinu do lipidové dvouvrstvy a naslednou tvorbu membranovych port
(Hyland et al., 2001; Ludwig et al., 1991). V centralnim segmentu se nachazeji dva lysinové
zbytky K564 a K690 dulezité pro aktivaci neaktivniho proteinu (Hardie et al., 1991; Stanley
et al., 1994). Dalsi doménou je RTX doména vyznacujici se 11-13 RTX motivy. Doména je
zodpovédna za vazbu Ca?* (Boehm et al., 1990a, 1990b). V RTX doméné se také nachazi
vazebné misto (aminokyseliny 914-936) pro glykoforin, ktery muze slouzit HIyA jako
specificky receptor na ¢ervenych krvinkach (Cortajarena et al., 2001, 2003). Na C-konci se
nachazi 50-60 aminokyselin dlouhy sekre¢ni signal. Tato sekvence ve vodném prostiedi
nezaujima sekundarni strukturu, ale v pfitomnosti membrany se skladaji dvé a-Sroubovice

oddélené kratkym nestrukturovanym tsekem (Stanley et al., 1991; Yin et al., 1995).
5.1.3. Pérotvorna a hemolyticka aktivita HlyA

HIyA tvoii v membrané transmembranové pory o velikosti 1-3 nm, které jsou selektivni
pro kationty (Benz et al., 1989, 1994a; Bhakdi et al., 1986). Pory vykazuji urcitou

molekularni dynamiku na rozdil od rigidni struktrury poru a-toxinu S. aureus (Benz et al.,
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1989; Vécsey-Semjén et al., 1999). HlyA je schopen tvofit pory nejen v ruznych biologickych
membranach, ale i v umélych lipidovych systémech (Benz et al., 1989; Menestrina, 1988).

K hemolytické aktivité je potieba tvorba oligomerti. HIyA tvoii oligomery na ¢ernych
lipidovych membranach ale i pii hemolyze ¢ervenych krvinek (Benz et al., 1989; Ludwig et
al., 1993). Existuji ale i star$i publikace, které tvrdi, Zze pory HlyA jsou tvofeny pouze
monomery (Bhakdi et al., 1986; Menestrina, 1988).

5.1.4. Interakce HIyA s membranou

Integrin CD11a/CD18 byl navrzen jako receptor pro HlyA, ale bylo ukazéano, ze k vazb¢ na
membranu dochazi i v jeho nepfitomnosti (Lally et al., 1997; Valeva et al., 2005). Jako
specificky receptor pro HlyA muze fungovat i glykoforin, protein vyskytujici se hojné

v membran¢ ¢ervenych krvinek (Cortajarena et al., 2001).

HlyA se preferenéné véaze do lipidovych raftii obsahujicich cholesterol a sfingomyelin.
Lipidové rafty funguji jako koncentra¢ni mista toxinu (Herlax et al., 2009). Ptitomnost
cholesterolu v membrané upifednostiiuje inserci toxinu do membrany nebo také muze
umoziovat spravné vytvoreni oligomeru (Vazquez et al., 2014). HIyA nepotiebuje aktivaci
acylaci ani vazbu Ca?* do RTX motivi, aby byl schopny vazat se na membranu lipozomového
vacku. Pro vazbu na membranu je nezbytnd hydrofobni doména toxinu. Na druhou stranu,
pro vyvolani hemolytické aktivity toxinu je nutnd jak acylace tak vazba Ca?* do RTX motivii
(Bakas et al., 1998; Boehm et al., 1990a, 1990b; Dobereiner et al., 1996; Ostolaza et al.,
1995; Sanchez-Magraner et al., 2006; Schindel et al., 2001).

Model interakce toxinu s membranou byl navrzen nasledovné. Po sekreci z buiky dochazi
k vazbé Ca?* do RTX domény vedouci ke zméné terciarni struktury toxinu. Pokud neni
Vv prostiedi pfitomen véapnik, nedochazi k zaujmuti nativni konformace RTX domény. Piesto
je toxin schopen vazby na membranu. Po vazb¢ nasleduje inserce hydrofobni domény do
membrany a vytvoreni transmembranového poru. To nakonec vyvolava lyzi bunky (Ostolaza

a Goni, 1995).
5.2. Adenylat cyklazovy toxin bakterie Bordetella pertussis

Adenylat cyklazovy toxin (ACT, AC-Hly nebo CyaA) je produkovan pathogenni bakterii
Bordetella pertussis ale i bakteriemi Bordetella bronchiseptica a Bordetella parapertussis
(Parkhill et al., 2003). Patii do skupiny RTX toxini. Molekula CyaA je tvofena 1706

aminokyselinovy zbytky a ma molekulovou hmotnost 177 kDa. Krystalova struktura celého
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proteinu zatim neni znama. Jedina ¢ast, jejiz struktura je znama je N-koncova adenylat

cyklazova (AC) doména (Guo et al., 2005).
5.2.1. Struktura CyaA

V lokusu cya je kodovano pét geni (cyaCABDE) nutnych pro produkci funkéniho toxinu.
Gen cyaA koduje samotny toxin (Glaser et al., 1988a, 1988b). Dale se v lokusu nachazeji tii
geny cyaB, cyaD a cyaE, koédujici proteiny nutné pro sekreci toxinu ven z buiiky. CyaB a
CyaD jsou homologni proteiny k HlyB a HlyD a vykazuji i obdobnou funkci. HIyE neni
homologni k TolC, ale zastava jeho funkci pii sekreci CyaA (Glaser et al. 1988a). Také se zde
nachazi gen cyaC, ktery je pfepisovan v opacném sméru nez ostatni geny v lokusu. Protein
CyaC je acyltransferaza zodpovédna za posttransla¢ni modifikace toxinu (Barry et al. 1991).
CyaA je produkovan v neaktivni form¢ jako proCyaA, kterou je potieba aktivovat pomoci

CyaC (Hackett et al., 1995).

AC doména Hemolytickd doména
Hydrofobni segment RTX motivy
1 400 500 700 1000 1706
N| . HEHEE (CAEE FCREAER TECARELR DARAEEK FAARAREE- |
Sekreéni
/ signal
FA FA

. 860 983

Obr. 9: Strukturni organizace adenylat cyklazového toxinu (CyaA). CyaA se sklada ze dvou domén — adenylat
cyklazové (AC) domény a RTX hemolysinu. Ve struktuie jsou vyznac¢ena mista posttransla¢ni modifikace
mastnou kyselinou (FA) (pievzato a upraveno podle Ladant a Ullmann, 1999). AC doména se sklada ze dvou
Casti (T25 — modra, T18 — zelena). Po translokaci pfes membranu dochazi k vazbé eukaryotického kalmodulinu
na AC doménu. Na obrazku vlevo dole je vidét krystalova struktura AC domény spole¢né s C-koncem
kalmodulinu (vyzna¢en erveng). Zluté kulicky predstavuji vapenaté kationty (pfevzato a upraveno podle Guo et
al., 2005).
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Molekula CyaA se sklada ze dvou domén (obr. 9). Na N-konci se nachazi adenylat
cyklazové (AC) doména, ktera je tvofena ptiblizné 400 aminokyselinami. Zbylych 1306

aminokyselin tvoii tzv. RTX hemolysin, ktery je dale délen na mensi ¢asti.

AC doména je tvorena dvéma mensimi ¢astmi T25 a T18. T18 je zodpovédna za vazbu
kalmodulinu (CaM) (Ladant, 1988), T25 obsahuje katalytické misto, kde dochazi k premén¢
ATP na cAMP. Obe¢ tyto ¢asti jsou diilezité pro vysokou enzymatickou aktivitu proteinu

(Glaser et al., 1989; Ladant et al., 1989).

Hemolysinova doména je tvorena nékolika funkénimi ¢astmi. Mezi aminokyselinovymi
zbytky 500-700 se nachazi hydrofobni segment umoziiujici tvorbu transmembranovych poru.
V hydrofobnim segmentu se nachazeji predikované amfipatické a-Sroubovice (502-522 a 565-
591) podilejici se na tvorbé poru (Basler et al., 2007; Benz et al., 1994b; Osickova et al.,
1999; Rogel a Hanski, 1992). V segmentu 800-1000 dochazi k aktivaci proCyaA pomoci
posttransla¢ni modifikace mastnou kyselinou. Modifikovany jsou K860 a K983 (Hackett et
al., 1994, 1995). Segment 1000-1600 obsahuje okolo 40 RTX motivi. RTX motivy jsou
v CyaA organizovany do 5 bloki po 8-10 motivech oddé€lenych segmenty 20-30
aminokyselin. Tato organizace do blokl je mezi RTX proteiny unikéatni. RTX motivy vazi
vapnik, coz vede ke konformaéni zméné a zaujmuti nativni konformace (Rose et al., 1995).
Touto konformaci je pravdépodobné B-Sroubovice, jak uz bylo ukdzano na alkalické proteaze
P. aeruginosa (Baumann et al., 1993). Vazba vapniku do struktury toxinu je nutna pro
translokaci AC domény pies membranu a hemolytickou aktivitu toxinu. V RTX segmentu se
také nachazi vazebné misto pro receptor CD11b/CD18 (segment 1166-1281) (EI-Azami-El-
Idrissi et al., 2003). Vzajemna spoluprace vSech ¢asti hemolyzinové domény je nutna pro
inserci toxinu do membrany a naslednou translokaci AC domény do cytosolu buriky (Bellalou
et al., 1990). Na uplném C-konci se nachazi signalni sekvence nutna pro sekreci toxinu

pomoci sekre¢niho systému typu I (Sebo a Ladant, 1993).
5.2.2. Vazba na membranu

Dlouho dobu se ptedpokladalo, ze CyaA nevyzaduje specificky receptor pro vazbu na
membranu. Tato doménka vychazela ze schopnosti CyaA intoxikovat Siroké spektrum bunék.
Nicmén¢ byl nalezen receptor, na ktery se CyaA specificky vaze — integrin CD11b/CD18
(také znamy jako amP2, CR3, Macl) (Guermonprez et al., 2001). CD11b/CD18 se nachazi
na makrofazich, neutrofilech a dendritickych buiikach. Vazba na receptor je zcela zavisla

na vazb¢ vapniku do struktury proteinu (Guermonprez et al., 2001). Za vazbu na receptor
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zodpovida segment 1166-1281, ktery se nachazi v RTX doméné toxinu (EI-Azami-El-Idrissi
et al., 2003). Pro vazbu toxinu na CD11b/CD18 je nutna modifikace receptoru cukernym
zbytkem, tzv. N-glykosylace (Hasan et al., 2015; Morova et al., 2008) a acylace toxinu (El-
Azami-El-Idrissi et al., 2003).

5.2.3. Posttranslac¢ni aktivace CyaA

CyaA je postranslacné aktivovan modifikaci na e-amino skupiné¢ K860 a K983 mastnou
kyselinou pomoci acyltransferazy CyaC. Nicméné bylo zjisténo, ze nékteré kmeny
B. pertussis produkuji CyaA toxin s pouze jednou modifikaci na K983. Podobny efekt byl
pozorovan i pii expresi rekombinantniho toxinu v E. coli (Hackett et al., 1994, 1995).
To vedlo k blizs§imu zkoumani funkce posttransla¢nich modifikaci na CyaA. Ukazalo se,
ze modifikace na K983 je nezbytna, ale také naprosto dostacujici pro celkovou aktivitu CyaA
na beranich ¢ervenych krvinkach (Basar et al., 2001). Pokud ale v toxinu neni pfitomna
modifikace na K983, modifikace na K860 je dostacujici pro vazbu na receptor a zajist'uje

Caste¢nou aktivitu toxinu v makrofazich (Masin et al., 2005).

Pti pokusech na liposomech bylo ukazano, ze modifikace neni nezbytna pro interakci
toxinu s ¢istou lipidovou membranou. Neaktivni toxin proCyaA dokonce vykazoval vyssi

vazebnou a lytickou aktivitu na liposomech nez aktivni CyaA (Masin et al., 2004).
5.2.4. Funkce CyaA

CyaA tvofi transmembranové pory selektivni pro kationty o velikosti 0,6 — 0,8 nm
v priméru (Benz et al., 1994a). Tyto pory jsou tedy piili§ malé proto, aby jimi mohla byt
translokovana AC doména, jak bylo v minulosti navrzeno Hanskim a Rogelem (1992).
Selektivita pori pro kationty mize byt vysvétlena pfitomnosti negativné nabitych
aminokyselinovych zbytkt v predikovanych a-S§roubovicich hydrofobniho segmentu (Basler
et al., 2007; Osickova et al., 1999). Tvorba téchto port vede k naruseni iontové rovnovahy

napadenych buné¢k a zptsobuje koloidni 1yzi bun¢k (Bellalou et al., 1990).

CyaA je protein s dvoji funkei. Vykazuje jak enzymatickou aktivitu spojenou s AC
doménou, tak ma porotvornou aktivitu vyvolavajici 1yzi bunck. Obé€ tyto aktivity funguji
nezévisle na sob€. V dnesni dob¢ existuje model, ktery ptedpoklada vyskyt dvou
prekurzorovych stavi lisich se svoji konformaci a naslednou funkci (0br.10). Jsou jimi
tzv. translokacni konformer, ktery umoziuje translokaci AC domény do cytosolu hostitelské

buiiky a tzv. pérotvorny konformer, ktery po inserci do membrany tvoii oligomerni
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transmembranovy por, kterym unikaji draselné ionty ven z buiiky (Dunne et al., 2010; Gray et
al., 1998; Osickova et al., 2010; Vojtova-Vodolanova et al., 2009; Wald et al., 2014). Tyto
dv¢ konformace toxinu se vyskytuji v rovnovaze. Tu lze ale ovlivnit mutacemi v hydrofobni
doméné¢ toxinu, vazbou protilatky na AC doménu, pfitomnosti membranového potencidlu
nebo teplotou (Basler et al., 2007; Gray et al., 1998, 2001; Osickova et al., 2010; Osickova et
al., 1999; Otero et al., 1995; Veneziano et al., 2013).
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Obr. 10: Model nezavislého pisobeni translokaéniho a porotovrného prekurzoru a jejich interakce s membranou
(pfevzato a upraveno podle Osickova et al., 2010)

Bylo ukéazano, Ze pfi inzerci tzv. translokac¢niho intermediatu dochéazi ke vzniku nového
typu kandlu, kterym do cytosolu buiiky proudi vapenaté ionty z extracelularniho prosttedi.
Narist koncentrace Ca* v cytosolu vede k aktivaci cysteinové proteazy kalpain, ktera §tépi
protein talin, ktery kotvi receptor CD11b/CD18 k cytosteletu buriky (obr. 11). Tim dojde
k uvolnéni komplexu CyaA-CD11b/CD18 z vazby na cytoskelet. Nasledné se komplex stava
mobilnim a putuje do lipidovych raftl bohatych na cholesterol. Zde kone¢né¢ dochazi
k translokaci AC domény pfes membranu do cytosolu buriky (Bumba et al., 2010; Fiser et al.,
2007). Vstup vapenatych iontti v kombinaci s unikem draselnych ionti vede dale ke
zpomaleni endocytdzy toxinu a k vyssi permeabilizaci buiiky plisobenim toxinovych pori
(Fiser et al., 2012). Po translokaci AC domény do bunky dochazi k vazbé kalmodulinu a
k iniciaci ptemény ATP na cAMP (Glaser et al., 1989; Ladant et al., 1989). AC doména mize

byt po translokaci odstépena proteazou kalpain, coz vede k jejimu uvolnéni do cytosolu.
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AC doména si po odsStépeni zachovava enzymatickou aktivitu a mize nasledné putovat do

bunéénych organel (Uribe et al., 2013).
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Obr.11: Model translokace CyaA ptfes membranu (pfevzato a opraveno podle Bumba et al., 2010)

Soubézné s aktivitou translokac¢niho prekurzoru se projevuje i aktivita porotvorného
prekurzoru. Po inserci do membrany dochdzi k oligomerizaci toxinu za vzniku malych
transmembranovych pori. K tvorbé poru ale dochazi pravdépodobné pouze v pripadé, ze
nedochazi k translokaci AC domény (Osickova et al., 2010; Vojtova-Vodolanova et al.,
2009). Pomoci téchto port dochazi k tiniku drasliku z buriky. Pokles koncentrace
vnitrobunééného drasliku vede k vytvoreni velkého proteinového komplexu zvaného NALP3
inflamasom, ktery nasledn¢ aktivuje kaspazu 1. Aktivni kaspaza 1 katalyzuje Stépeni
pro-1L-1B na jeho aktivni formu, ktery je dale uvoliiovan z bunky. Aktivni IL-1f hraje
dulezitou roli pfi infekci a zanétu (Dinarello, 2009; Dunne et al., 2010). Aktivni kaspaza 1
také vyvolava programovanou bunéénou smrt, tzv. pyroptozu. Pyroptdza je Gzce spjata se

zanétlivou reakci (Fink a Cookson, 2005).
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6. Zavér

Porotvorné toxiny svoji aktivitou narusuji celistvost membrany, coz vede k poskozeni
bunécné homeostaze. Vyslednym efektem plisobeni toxinii je bunécna smrt napadené buriky.
Ta nastava pii pouziti vysokych koncetraci toxind. Nicmén¢ pii infekci nejsou toxiny
produkovany v dostate¢né koncentraci, aby vyvolali okamzitou bunéénou smrt. Pii nizsich
koncentracich toxini mize dochazet k programované bunécné smrti napi. apoptézou nebo
pyroptézou. Napadené bunky jsou ale schopny se nizkym hladindm toxina branit. Dochazi
u nich ke zméné metabolismu, zastaveni ristu a k aktivaci autofagie (Bischofberger et al.,

2012)

Pokles koncentrace drasliku uvnitf butiky zpusobeny pérotvornou aktivitou toxint vede
k zastaveni anabolické aktivity bufiky vedouci k zastaveni translace proteinti. Spole¢né se
zastavenim translace dochazi i k vytvareni zasobnich latek v podobé lipidovych kapének
(Gonzalez et al., 2011). Pokles vnitrobunééné koncentrace draslik dale vede k aktivaci
inflamazomu, velkého komplexu ktery aktivuje kaspazu 1 (Dunne et al., 2010; Gurcel et al.,
2006; Walev et al., 1995). Ta nasledné muze aktivovat interleukiny IL-1p a IL-18, které se
podileji na programované bunécné smrti (Soong et al., 2012). Také aktivace kaspazy 2 je
zpusobna unikem drasliku z bunky (Imre et al., 2012). Dale pérotvorné toxiny zpusobuji
aktivaci tii MAP kinaz — p38, JNK a ERK. Pokusy s aerolysinem a a-toxinem naznacuji, ze
MAP kinazy se podileji na obnové celistvosti membrany (Gonzalez et al., 2011; Huffman et
al., 2004; Kloft et al., 2009; Porta et al., 2011).

Se stoupajici znalosti mechanismi piisobeni jednotlivych toxint se toxiny mohou vyuzivat
I v mediciné a biotechnologiich. Naptiklad vakciny zalozené na bazi inaktivovanych
bakteridlnich toxinl jsou bézné pouzivané pro léCeni a prevenci bakteridlnich onemocnéni
(Gurnev a Nestorovich, 2014; Hu et al., 2013; Sebo et al., 2014). Vyuziti geneticky
modifikovaného CyaA jako néstroje pro dopravu cizorodych antigenti do bunék vystavujicich
na svém povrchu cizorodé antigeny je ve druhém kole klinickych testi na pacientech trpicich
koznimi melanomy a pacientkach trpicich karcinomem dé€loZniho ¢ipku. Vyuziva se
schopnosti CyaA toxoidu pienést modifikovanou AC doménu s antigennim peptidem
do cytoplasmy bungk, které na svém povrchu dokazi vystavovat cizorodé antigeny. Po
prenosu antigenu do cytosolu dochazi k jeho $té€peni pomoci proteazomu. Antigenni peptidy
jsou poté transportovany do endoplasmatického retikula. Nasledné dochazi k jejich navazani

na molekuly MHC glykoproteint tfidy I a vystaveni na bunééném povrchu. Proti t€émto
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cizorodym antigeniim je pak vedena odpovéd’ cytotoxickych T-lymfocytt (tzv. CD8+
T lymfocyti) (Linhartova et al., 2010; Sebo et al., 2014).

Dal$im vyznamnym vyuzitim bakterialniho toxinu tvoficiho pory je pouziti a-toxinu
bakterie S. aureus pro sekvenaci nukleovych kyselin. Jak uz bylo feceno, toxin tvofi velmi
stabilni pory, které jsou lehce selektivni pro anioty. Diky tomu je lze vyuzivat pro pricchod
DNA i RNA. Piitzv. sekvenovani pomoci nanopori dochazi k protahovani jednoho vlakna
nukleové kyseliny porem zatimco je zaznamenavan elektricky proud prochéazejici porem
ve stejnou dobu. Ze zdznamu o prochazejim elektrickém proudu se tedy da odvodit sekvence
prochazejich nukleotidt, nebot’ kazdy typ nukleotidu ovliviiuje prichod elektrického proudu
jinym zptisobem. Sekvenovani pomoci nanop6rti ma v dnesni dob¢ jesté problémy, které je
potieba vyftesit. Nicméné jejich vyfeSenim se ziska dostupné a levna metoda sekvenovani

nukleovych kyselin (Bayley, 2006; Kasianowicz et al., 1996; Maglia et al., 2010).
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