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Thiol-activated hemolysins as virulence markers of bacteria

Summary

The article contains information regarding the similarities and differences 
between proteins of the thiol-activated cytolysins family (TACY). Members of 
this group of haemolysins are produced by several species of Gram-positive bac
teria {Listeria spp., Streptococcus spp., Bacillus spp., Clostridium spp.,) and also by 
Gram-negative Klebsiella spp. Their cytolytic activity is sensitive to oxygen and 
can be restored by adding reducing compounds. TACY bind to cholesterol-con
taining membranes to form pores. Preincubation of the toxin with small 
amounts of cholesterol inhibits hemolytic activity as well as cytolysis of 
eucaryotic cells. Members of the group show 40-70% similarity in amino acid se
quence, and contain an almost invariant Trp-rich undecapeptide sequence 
(ECTGLAWEWWR). The TACY are important virulence factors. Recently in
creased use has been made of molecular methods (PCR, hybridization) in the de
tection and identification of the TACY producing bacteria.
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1. Wstęp

Hemolizyny są toksynami wytwarzanymi zarówno przez bak
terie Gram-ujemne (np. E. coli, Serratia spp., Proteus spp.. Vibrio 
spp., Pasteurella spp., Pseudomonas aeruginosa) jak i Gram-dodat- 
nie (np. Streptococcus spp.. Staphylococcus aureus, Listeria spp., Ba
cillus cereus, Clostridium spp.). W przypadku większości tych
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drobnoustrojów wytwarzanie hemolizyn jest istotnym czynnikiem wirulencji. Na
zwa „hemolizyna” pochodzi od zdolności tych toksyn do powodowania lizy erytro
cytów, a w konsekwencji do uwalniania hemoglobiny. Wiele z tych toksyn posiada 
również właściwości cytolityczne i cytotoksyczne w stosunku do innych komórek 
(1,2). Wśród hemolizyn bardzo ciekawą grupę stanowią cytolizyny aktywowane tio
lem - TACY (thiol-activated cytolysins). Syntetyzują je głównie bakterie Gram-dodat- 
nie (np. Streptococcus spp.. Listeria spp., Bacillus spp., Clostridium spp.) (1,3,4). Wśród 
bakterii Gram-ujemnych hemolizyny aktywowane tiolem opisane zostały tylko 
u Klebsiella pneumoniae i Klebsiella oxytoca (5-8). Nazwa „tiolem aktywowane cytolizy
ny” wzięła się stąd, że aktywność cytolityczna większości tych toksyn jest obserwo
wana po dodaniu związków tiolowych, takich jak 2-merkaptoetanol czy ditiotreitol 
(DTT). Dodanie związków tiolowych niweluje działanie tlenu, który wywiera efekt 
inhibitorowy w stosunku do aktywności cytolitycznej większości toksyn należących 
do grupy TACY. Toksyny te przyłączają się do błon, zawierających w swym składzie 
cholesterol i tworzą wewnątrzbłonowe pory. Preinkubacja z niewielką ilością chole
sterolu hamuje aktywność hemolityczną i cytolityczną (9). Hemolizyny należące do 
grupy TACY są białkami mającymi podobną masę cząsteczkową (ok. 50-60 kDa). 
Mają również podobną sekwencję aminokwasową (40-70% homologii) (4). W okolicy 
C-końca znajduje się konserwowana ewolucyjnie, jedenastoaminokwasowa sekwen
cja (ECTGLAWEWWR) (tab. 1). Ta charakterystyczna sekwencja bogata w reszty tryp- 
tofanu, zawiera również pojedynczą resztę cysteinową. Udowodniono, że sekwen
cja ta odpowiedzialna jest za przyłączanie się toksyny do komórki docelowej. Zasto
sowano przeciwciała monoklonalne (mAb PLY-5) przeciwko pneumolizynie (Strepto
coccus pneumoniae), które skutecznie hamowały również aktywność streptolizyny 
O (Streptococcus pyogenes), cereolizyny O (Bacillus cereus), alvelizyny (Bacillus alvei), li- 
steriolizyny O (Listeria monocytogenes), ivanolizyny O (Listeria ivanovii) i seeligerolizy- 
ny 0 (Listeria seelingeri). Po przyłączeniu się toksyn do błony docelowej epitopy sta
wały się niedostępne dla przeciwciał. W wyniku mapowania epitopów wykazano, że naj
mniejszą sekwencją rozpoznawaną przez przeciwciała PLY-5 jest fragment WEWWRT. 
Dla potwierdzenia wyniku mapowania epitopów, wykonano syntezę peptydu 
ECTGLAWEWWRT, który skutecznie blokował działanie przeciwciał PLY-5 (4). Poje
dyncza reszta cysteinową obecna w konserwowanej sekwencji nie jest niezbędna do 
aktywności toksycznej wszystkich białek należących do TACY. Mutacja punktowa 
w genie pneumolizyny, a w konsekwencji zamiana reszty Cys-428/Ala, powodowała 
jedynie częściową utratę aktywności toksycznej. Białko, w którym wystąpiła zamia
na reszty cysteinowej przez alaninową nie ulegało inaktywacji oksydacyjnej i akty
wacji tiolem, co sugeruje, że reszta cysteinową jest przypuszczalnie miejscem wraż
liwym na tlen oraz miejscem aktywacji tiolowej (9).
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Cytolizyny TACY są ważnym czynnikiem wirulencji bakterii. Dowiedziono tego 
m.in. poprzez mutacje genów odpowiedzialnych za syntezę tych toksyn. Właściwo
ści toksyczne badano wobec różnego rodzaju linii komórkowych oraz na modelach 
zwierzęcych. Mutanty wykazywały obniżenie cytotoksyczności oraz wirulencji w sto
sunku do badanych zwierząt (3,10,11).

Wraz z rozwojem technik biologii molekularnej możliwe stało się poznanie nie 
tylko właściwości biologicznych i chemicznych białek należących do grupy cytolizyn 
aktywowanych tiolem, ale również dogłębne poznanie mechanizmów genetycznych 
regulujących syntezę i wydzielanie tych toksyn. Celem tego opracowania jest przed
stawienie aktualnego stanu wiedzy na temat właściwości hemolizyn aktywowanych 
tiolem, wykazanie podobieństw i różnic między tymi toksynami oraz wskazanie mo
żliwości zastosowania markerów molekularnych w celu wykrywania bakterii synte
tyzujących te białka.

2. Aktywowane tiolem hemolizyny wytwarzane przez bakterie z rodzaju 
Streptococcus

Najbardziej znaną hemolizyną aktywowaną tiolem wytwarzaną przez bakterie 
z rodzaju Streptococcus jest streptolizyna O (SLO). jest to toksyna wydzielana przez 
bakterie z gatunku Streptococcus pyogenes. Bakterie te są najczęstszym czynnikiem 
etiologicznym zakażeń wywoływanych przez paciorkowce p-hemolizujące. Mogą 
występować w składzie mikroflory błon śluzowych gardła i skóry, ale mogą też po
wodować liczne, niekiedy bardzo poważne schorzenia. Szczególnie poważne są po
wikłania po zakażeniach, które mogą doprowadzić do gorączki reumatycznej, pa
ciorkowcowego zespołu podobnego do wstrząsu toksycznego (STLS - streptococcal 
toxic shock-like syndrome) oraz do dysfunkcji układu oddechowego u dorosłych (ARDS 
- adult respiratory distress syndrom) (12). Streptolizyna O (SLO) jest jedną z najlepiej 
poznanych toksyn wydzielanych przez bakterie Streptococcus pyogenes. Gen sio kodu
je białko o masie cząsteczkowej 63,645 kDa. Pierwotny produkt translacji składa się 
z 571 aminokwasów. Na jego N-terminalnym końcu znajduje się 33 aminokwasowa 
sekwencja sygnałowa. Podczas wydzielania toksyny z komórki od białka odcięty zo
staje fragment o m.cz. 7 kDa. Fragment ten, nazywany rówież niskocząsteczkową 
formą streptolizyny O jest aktywny hemolitycznie. Ten fragment jest unikatowy dla 
streptolizyny O i nie został wykryty w innych cytotoksynach (13). Streptolizyna O 
wykazuje aktywność wobec ludzkich, króliczych i mysich erytrocytów oraz ludzkich 
fibroblastów i keratynocytów (14). Przyłącza się ona do błon, zawierających w swym 
składzie cholesterol i tworzy wewnątrzbłonowe pory. Przyłączanie się do błony ko
mórki docelowej nie jest związane z występującymi w błonach receptorami białko
wymi (15). W przeprowadzonej mikroskopii elektronowej ujawniono, że struktury 
transbłonowe tworzone przez SLO są koliste lub łukowate. Aktywne hemolitycznie 
struktury składają się z 70-125 monomerów. Średnica całego pierścienia wynosi od
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24-30 nm. Sądzi się, że zewnętrzna powierzchnia porów, kontaktująca się z war
stwą lipidową błony, ma charakter hydrofobowy, natomiast powierzchnia wewnętrz
na Jest hydrofilowa (16). Cholesterol i lipidy błonowe nie biorą udziału w oligomery- 
zacji, a wielkie superstruktury powstają poprzez asocjację monomerów (14). W oko
licy C-końca streptolizyny O znajduje się charakterystyczna dla białek TACY, Jedena- 
stoaminokwasowa sekwencja (ECTGLAWEWWR) (tab. 1). Sekwencja ta odpowie
dzialna Jest za przyłączanie się białka do błony komórki docelowej (4).

Streptolizyna O Jest ważnym czynnikiem wirulencji Streptococcus pyogenes. W prze
prowadzonych doświadczeniach na modelu szczurzym wykazano, że synergistyczne 
działanie streptolizyny O i paciorkowcowej proteazy cysteinowej (SCP - streptococ
cal cysteine protease) powoduje uszkodzenie pęcherzyków płucnych (12). Natomiast 
w badaniach przeprowadzonych na świnkach morskich przypuszcza się, że SLO 
może również uszkadzać struktury ucha wewnętrznego, co w rezultacie może do
prowadzić do utraty słuchu (17). Streptolizynę O wydzielają nie tylko szczepy Strep
tococcus pyogenes, ale także S. canis i S. equsimilis (3,13).

Kolejną wytwarzaną przez paciorkowce hemolizyną zaliczaną do grupy TACY 
Jest pneumolizyna. Pneumolizyna (PLY), wytwarzana przez Streptococcus pneumoniae, 
Jest polipeptydem o masie cząsteczkowej 53 kDa. Gen strukturalny ply koduje poli- 
peptyd składający się z 471 aminokwasów. W przeciwieństwie do innych cytolizyn 
aktywowanych tiolem pierwotny produkt translacji nie zawiera sekwencji syg
nałowej. Za uwolnienie pneumolizyny z komórki odpowiedzialna Jest autolizyna, 
produkt genu lytA (18). Aktywność cytolityczna związana Jest, tak Jak i u innych cy
tolizyn aktywowanych tiolem, z oddziaływaniem z cholesterolem znajdującym się 
w błonach komórek docelowych. Po związaniu z błoną w miejscu występowania 
cholesterolu, pneumolizyna oligomeryzuje tworząc transbłonowe pory o średnicy 
30-40 nm (19). Aktywność hemolityczną pneumolizyny obserwowano zarówno w sto
sunku do króliczych, baranich. Jak i ludzkich erytrocytów (20-23). Szczególnie po
datne na liżę wywołaną przez pneumolizynę są erytrocyty, ale toksyna ta może od
działywać również z innymi rodzajami komórek. Wykazuje efekt cytolityczny w sto
sunku do komórek nabłonka pęcherzyków płucnych, śródbłonka naczyń krwionoś
nych oraz oddziałuje z komórkami układu immunologicznego: neutrofilami i mono- 
cytami. Pneumolizyna posiada również zdolność aktywacji dopełniacza (20-22). 
funkcję poszczególnych regionów sekwencji aminokwasowej pneumolizyny pozna
no dzięki wykonaniu licznych mutacji w obrębie genu pneumolizyny. Zahamowanie 
aktywności hemolitycznej następowało w wyniku mutacji, których konsekwencją 
była zmiana w sekwencji aminokwasowej Trp-433/Phe i Cys-428/Gly (21,22). W miej- 
scowospecyficznej mutacji genu ply, prowadzącej do zmiany Cys-428/Gly wykazano, 
że reszta cysteinowa nie ma decydującego znaczenia dla aktywności hemolitycznej. 
Decydujące znaczenie dla aktywności hemolitycznej miała zmiana Trp433/Phe, któ
ra prawie całkowicie hamowała zarówno aktywność hemolityczną Jak i cytolityczną. 
Mutacja tego regionu genu ply powoduje, że pneumolizyna nie przyłącza się do 
błon. Tryptofan w pozycjii 433, Jak i cysteina w pozycji 428, znajdują się w pobliżu
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C-końca pneumolizyny, w obrębie konserwowanej ewolucyjnie jedenastoaminokwa- 
sowej sekwencji, charakterystycznej dla większości białek należących do grupy TACY. 
Sekwencja ta odpowiada za przyłączanie się pneumolizyny do błon komórek doce
lowych. Zostało to potwierdzone zarówno przy użyciu przeciwciał monoklonalnych 
PLY-5 (4,24) jak i dzięki metodom spektroskopii fluorescencyjnej (25). Stwierdzono, 
że monomer pneumolizyny składa się z czterech domen. Główną rolę w przyłącza
niu się pneumolizyny do błony komórki docelowej odgrywa domena czwarta zawie
rająca charakterystyczną jedenastoaminokwasową sekwencję bogatą w tryptofan 
(26-28). Trzeciorzędowa struktura pierścienia tworzonego przez pneumolizynę przyj
muje kształt helikoidalny (27). Monomery pneumolizyny mogą również spontanicz
nie tworzyć oligomery w roztworze, bez udziału błon i zawartego w nich choleste
rolu (26).

Inną aktywność pneumolizyny, zdolność do aktywacji dopełniacza hamuje zmia
na Asp-358/Asn (21,22). Ta właściwość pneumolizyny ma znaczenie w przypadku 
osłabienia układu immunologicznego, a szczególnie przy niskim poziomie białek 
układu dopełniacza. Obniżony poziom białek układu dopełniacza obserwowany jest 
u chorych z marskością wątroby. Tacy chorzy częściej niż inni narażeni są na bakte- 
remie wywołane przez szczepy S. pneumoniae typ 3. Udowodniono, że w czasie za
każenia S. pneumoniae typ 3, najbardziej szkodliwym czynnikiem jest pneumolizyna, 
a dokładniej jej zdolność aktywacji dopełniacza. Badania prowadzono na modelu 
szczurzym. Szczury cierpiące na marskość wątroby zainfekowano mutantami Strep
tococcus pneumoniae. Zwierzęta zainfekowane szczepem S. pneumoniae produkującym 
pneumolizynę pozbawioną funkcji aktywacji dopełniacza, żyły znacznie dłużej niż 
szczury zakażone S. pneumoniae wytwarzającym pneumolizynę posiadającą zdolność 
aktywacji dopełniacza (20). Pneumolizyna jest istotnym czynnikiem wirulencji Strep
tococcus pneumoniae. Prowadząc badania na świnkach morskich ustalono, że w przy
padku zakażeń pneumokokowych pneumolizyna jest podstawowym czynnikiem po
wodującym uszkodzenie ucha wewnętrznego, którego konsekwencją jest utrata 
słuchu (29). Pneumolizyna jest głównym pneumokokowym czynnikiem oddziału
jącym na komórki układu immunologicznego i wywołującym odczyn zapalny. Obec
ność pneumolizyny stymuluje makrofagi do wydzielania tlenku azotu, który jest 
istotnym elementem odporności organizmu na infekcję (30). W badaniach wykona
nych in vitro wykazano, że niewielkie, sublityczne stężenia pneumolizyny indukują 
monocyty do wydzielania TNFa i 11-1(3 (31,32).

Coraz częściej pojawiają się publikacje, wskazujące na możliwość szybkiej i sku
tecznej identyfikacji szczepów Streptoccocus pneumoniae w oparciu na ich właściwo
ści wytwarzania pneumolizyny. Do identyfikacji S. pneumoniae wykorzystywane są 
zarówno metody serologiczne, jak i metody genetyczne. Porównania skuteczności 
tych metod dokonali Toikka i in. (33). Wśród metod serologicznych porównywano 
metody wykorzystujące przeciwciała przeciwko pneumolizynie oraz przeciwko poli
sacharydowi C. Wykrywano także kompleksy immunologiczne pneumolizyny 
krążące we krwi badanych pacjentów. Metody genetyczne okazały się skuteczniej

BIOTECHNOLOGIA 3 (54) 152-168 2001 157



Bożena Szramka, Julianna Kurlenda, Anna j. Podhajska

sze od metod serologicznych. Do wykrywania S. pneumoniae użyta została reakcja 
amplifikacji DNA-PCR (polymerase chain reaction), a dokładnie tzw. nested PCR, w któ
rej wykorzystano dwie pary starterów specyficznych dla genu pneumolizyny (tab. 2). 
Produkt amplifikacji wykrywano za pomocą hybrydyzacji metodą Southerna, do któ
rej użyto sondy znakowanej fosforem ^^P (33).

Tabela 2

Sekwencje oligonukleotydów stosowanych do wykrywania obecności genów kodujących cytolizyny aktywowane 
tiolem

Cytolizyna Oligonukleotyd Sekwencja (5’ ^ 3’) Literatura

pneumolizyna 1 a
I b
II a
II b
[32p] ATP

AnTCTGTAACAGCTACCAACGA
GAATTCCCTGTCTTTTCAAAGTC
CCCACTTCTTCTTGCGGTTGA
TGAGCCGTTATTTTTTCATACTG
TTGGAGAAAGCTATCGCTACTTGC

Toikka P., (1999)

intermedilizyna ILY-NFw
ILY-CBw

AACACCTACCAAACCAAAAGCAGC
ACTGTGGATGAAGGGnGnCCCC

Nagamune H., (2000)

listeriolizyna 0 Al
A2

GCAGTTGCAAGCGCnGGAGTGAA
GCAACGTATCCTCCAGAGTGATCG

Paziak-Domańska B., (1999)

listeriolizyna 0 HLYPI
IILYP2
HLYP8
HLYP9
HLYP4R
HLYAP15

CCTAAGACGCCA.ATCGAAAAGAAA
TAGTTCTACATCACCTGAGACAGA
AGGATTGGATTACAATAAAAACAA
TTCCGAATTCGCnTTACGAGAGC
CTTCTTCnGCAmiCCCnC
RCGGAGATGCAGQGACAAATGTGCCp

Norton D.-M., (1999)

R - fluoresceina, Q - rodamina, p - fosforan

Bardzo skuteczną metodą, jak się okazało, był również test aglutynacji opraco
wany w oparciu na przeciwciałach specyficznych wobec pneumolizyny (34). Metoda 
ta jest specyficzna w 100 i czuła w 95% w wykrywaniu szczepów S. pneumoniae. Spo
śród osiemdziesięciu szczepów 5. pneumoniae tyłko cztery nie indukowały aglutyna
cji. jeden z nich był hemolityczny w niewielkim stopniu, natomiast trzy pozostałe 
w ogóle nie wykazywały aktywności hemolitycznej. Test aglutynacji nie dawał pozy
tywnego wyniku w przypadku innych aktywnych hemolitycznie bakterii, również 
w przypadku pozostałych bakterii produkujących hemolizyny należące do grupy 
TACY (34).

Mniej znaną aktywowaną tiolem hemolizyną wytwarzaną przez bakterie z rodza
ju Streptococcus jest suilizyna. Wydzielają ją bakterie Streptococcus suis, znane przede 
wszystkim z tego, że są chorobotwórcze dla świń. U ludzi, szczególnie u tych, któ
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rzy mają kontakt z zakażonymi zwierzętami oraz spożywających surową wieprzowi
nę, zakażenie Streptococcus suis może manifestować się zapaleniem opon mózgo
wo-rdzeniowych i bakteremią (35). Suilizyna wydzielana Jest przez Streptococcus suis 
typ 2. Posiada cechy charakterystyczne dla hemolizyn aktywowanych tiolem, a za
tem traci aktywność w kontakcie z tlenem i Jest reaktywowana w warunkach zredu
kowanych oraz Jest inaktywowana przez niewielkie ilości cholesterolu (36,37), Suili
zyna, po odcięciu sekwencji sygnałowej. Jest białkiem składającym się z 473 amino
kwasów. JeJ masę cząsteczkową oszacowano na 52,8 kDa (36). Sekwencja amino- 
kwasowa suilizyny wykazuje duży stopień homologii z sekwencją pneumolizyny 
(52%) i alveolizyny (38%). W obrębie tej sekwencji obecny Jest, charakterystyczny dla 
TACY Jedenastoaminokwasowy peptyd zawierający w swym składzie pojedynczą 
resztę cysteinową (tab. 1) (37). Suilizyna powoduje nie tylko liżę baranich erytrocy
tów, ale może być również aktywna w stosunku do innych komórek. W badaniach 
prowadzonych in vitro dowiedziono, że suilizyna Jest głównym czynnikiem, wytwa
rzanym przez bakterie Streptococcus suis typ 2, uszkadzającym ludzkie komórki śród- 
błonka naczyń włosowatych mózgu. Uszkodzenie tych komórek powodowały tylko 
szczepy wytwarzające suilizynę. Hamowanie toksyczności szczepów następowało 
po dodaniu cholesterolu lub przeciwciał przeciwko suilizynie. Oczyszczona suilizy
na powodowała również uszkodzenie komórek śródbłonka. W badaniach tych suge
ruje się, że suilizyna pełni ważną rolę w pokonywaniu bariery krew-mózg przez bak
terie Streptococcus suis (35).

Wśród hemolizyn wytwarzanych przez bakterie z rodzaju Streptococcus na uwagę 
zasługuje intermedilizyna (ILY) wydzielana przez Streptococcus intermedins. JeJ dzia
łanie nie wymaga aktywacji przez związki tiolowe, tak zatem nie można JeJ zaliczyć 
do grupy cytolizyn aktywowanych tiolem (38). Warto o niej wspomnieć ze względu 
na inne JeJ cechy upodabniające Ją do białek TACY. Intermedilizyna została zidenty
fikowana Jako czynnik cytolityczny wydzielany przez szczep Streptococcus interme
dins UNS46, wyizolowany z ropnia z ludzkiej wątroby. Toksyna ta wykazywała ak
tywność hemolityczną wobec erytrocytów ludzkich. Wobec erytrocytów szympansa 
była 100-krotnie mniej efektywna. Natomiast nie była aktywna wobec badanych ery
trocytów dziewięciu innych gatunków ssaków. Oprócz właściwości hemolitycznych 
intermedilizyna posiada również właściwości cytolityczne. Badania właściwości cy- 
tolitycznych przeprowadzono na liniach komórkowych NB69 [human neuroblastoma) 
i HepG2 (human hepatoma). Śmierć komórek następowała w wyniku zniszczenia 
błony komórkowej. Intermedilizynę oczyszczono z hodowli S. intermedins UNS46, po 
rozdziale w żelu poliakrylamidowym (SDS-PAGE) występowała w postaci dwóch 
prążków - 54 i 53 kDa. Obydwa te białka reagowały z przeciwciałami przeciwko in- 
termedilizynie. Poznano sekwencję amniokwasową pięciu wewnętrznych fragmen
tów intermedilizyny i stwierdzono, że są one homologiczne z sekwencją pneumoli
zyny. Podobnie Jak w przypadku toksyn należących do grupy TACY w pobliżu C-koń- 
ca sekwencji aminokwasowej intermedilizyny znajduje się fragment silnie konser
wowanej sekwencji, zawierającej pojedynczą resztę cysteinową (tab. 1). Aktywność
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intermedilizyny jest również hamowana przez niewielkie ilości cholesterolu (38). 
Przy użyciu reakcji PCR z zastosowaniem starterów specyficznych dla genu ily, ko
dującego intermedilizynę (tab. 2) oraz sondy DNA, specyficznej dla genu ily dokona
no analizy dystrybucji genu kodującego intermedilizynę w obrębie grupy paciorkow
ców, do której należy Streptococcus intermedius. Stwierdzono, że gen kodujący inter
medilizynę jest charakterystyczny tylko dla szczepów Streptococcus intermedius. Nie 
obserwowano produktu amplifikacji ani hybrydyzacji w przypadku badanych szcze
pów S. anginosus i S. constellatus (39). Poprzez zastosowanie przeciwciał specyficz
nych wobec intermedilizyny ustalono, że poziom wydzielanej intermedilizyny byt 
znacznie wyższy w przypadku szczepów izolowanych z ropni mózgu i wątroby (od
powiednio 6,2 i 10,2 razy większy) niż szczepów naturalnie występujących w jamie 
ustnej. Intermedilizyna jest zatem istotnym czynnikiem wirulencji Streptococcus in
termedius, a metody identyfikacji tych bakterii oparte na znajomości sekwencji nu- 
kleotydowej genu intermedilizyny są skutecznym narzędziem diagnostycznym (39).

3. Listeriolizyna O - czynnik wirulencji Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes powoduje zakażenia nazywane listeriozami, w przebiegu 
których nierzadko dochodzi do posocznicy i zapalenia opon mózgowo-rdzeniowych 
(40). Zakażeniom najczęściej ulegają noworodki i chorzy z obniżoną odpornością. 
Zakażenie Listeria monocytogenes może również być przyczyną poronień (41,42). Li
steriolizyna O (LLO) kodowana jest przez gen hlyA {lisA), który znajduje się w waż
nym genetycznie regionie chromosomu grupującym operony najważniejszych deter
minant patogenezy L monocytogenes. Synteza listeriolizyny, podobnie jak synteza in
nych cytolizyn jest pozytywnie regulowana. Aktywatorem transkrypcji genu hlyA jest 
polipeptyd PrfA, o masie cząsteczkowej 27 kDa, kodowany przez gen pr/(1,10,43).

Listeriolizyna O (58 kDa) jest polipeptydem składającym się z 529 aminokwasów 
(44). Sekwencja aminokwasowa listeriolizyny O, wykazuje wysoką homologię (ok. 43%) 
z sekwencją aminokwasową streptolizyny O, pneumolizyny, perfringolizyny O i alve- 
olizyny, jeśli porównywany jest C-koniec, który jest silniej konserwowany, niż zawie
rający sekwencję sygnałową N-koniec (tab. 1). Podobnie jak inne białka należące do 
grupy TACY listeriolizyna przyłącza się do błon komórek docelowych w miejscu wystę
powania cholesterolu. Stwierdzono, że dodanie niewielkich ilości cholesterolu wy
wołuje efekt inhibitorowy w stosunku do aktywności cytolitycznej, lecz nie hamuje 
przyłączania się listeriolizyny do błony komórkowej. Udowodniono to dzięki zastoso
waniu przeciwciał poliklonalnych przeciwko listeriolizynie. Podobnie jak w przypadku 
streptolizyny O i pneumolizyny wykazano za pomocą metod mikroskopii elektrono
wej, że listeriolizyna tworzy koliste i łukowate struktury o średnicy 30-50 nm. Struktur 
tych nie obserwowano po preinkubacji listeriolizyny z cholesterolem. Sugeruje to, że 
cholesterol blokuje oligomeryzację toksyny (9). Listeriolizyna O potraktowana chole
sterolem ciągle jest zdolna do częściowej integracji z błoną komórki docelowej (42).
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Listeriolizyna O jest ważnym czynnikiem wirulencji Listeria monocytogenes. Szcze
py niehemolityczne, otrzymywane poprzez mutagenezę transpozonową stawały się 
awirulentne dla myszy (10,11). Listeria monocytogenes jest charakteryzowana jako pa
sożyt wewnątrzkomórkowy. Dzięki wytwarzaniu listeriolizyny O oraz białka ActA 
(aktyna) bakterie te są zdolne do przemieszczania się między komórkami (43,45,46). 
W przeciwieństwie do hemolitycznych, niehemolityczne szczepy nie są zdolne do 
wzrostu wewnątrzkomórkowego. Szczepy niehemolityczne odnajdywane były wpraw
dzie w mysich makrofagach, ale wykazywały silnie obniżony wskaźnik przeżywalnoś- 
ci. Szczepy niehemolityczne były również niezdolne do ucieczki z endosomu i przedo
stania się do cytoplazmy podczas podziałów. Nie są one również zdolne do wzrostu 
wewnątrzkomórkowego w hodowlach tkankowych oraz nie ulegają podziałom 
w tkankach zainfekowanych myszy (10). Klonowanie genu listeriolizyny do szczepu 
Bacillus subtilis spowodowało zdolność transformantów do wzrostu wewnątrz cyto
plazmy komórek makrofagopodobnej linii J774. Wystarczył tylko produkt genu hlyA, 
aby Bacillus subtilis, niechorobotwórcza bakteria glebowa, stała się patogenem zdol
nym do wzrostu wewnątrzkomórkowego (10,11,43).

Oprócz właściwości cytolitycznych LLO związana jest również z aktywacją wraż
liwego na warunki stresowe czynnika transkrypcyjnego NF-kB u transgenicznych 
myszy. Wstrzyknięcie dożylne LLO indukowało aktywację NF-kB w komórkach śród- 
błonka naczyń włosowatych linii HUVEC (human umbilical vein endothelial cells). Szcze
py Listeria monocytogenes z mutacją insercyjną w genie hlyA nie indukowały NF-kB 
(47). Listeriolizyna 0 jest także głównym czynnikiem wydzielanym przez Listeria mo
nocytogenes dopełnającym p-hemolizę Staphylococcus aureus w teście CAMP. Udowod
niono to również dzięki mutacji transpozonowej w genie hlyA (48).

W obrębie rodzaju Listeria oprócz Listeria monocytogenes również L. ivanovii i L. se- 
eligeri wydzielają hemolizyny aktywowane tiolem. Ivanolizyna i seeligerolizyna wy
kazują wysoki stopień homologii sekwencji aminokwasowej z listeriolizyną (tab. 1). 
Białka te reagują krzyżowo z przeciwciałami przeciwko listeriolizynie i streptolizy- 
nie. Ustalono, że reakcje krzyżowe przeciwciał anty-LLO z ivanolizyną, seeligeroli- 
zyną oraz z innymi toksynami należącymi do grupy TACY, zachodzą dzięki epito- 
pom grupowym, charakterystycznym dla wszystkich aktywowanych cytolizyn. Liste
riolizyna O posiada także gatunkowospecyficzne epitopy i to właśnie dzięki nim 
można z dużą skutecznością identyfikować hemolityczne szczepy Listeria monocyto
genes za pomocą metod serologicznych (40). Ostatnio coraz częściej pojawiają się 
publikacje wskazujące na możliwość wykrywania bakterii Listeria monocytogenes za 
pomocą metod opartych na znajomości sekwencji nukleotydowej genu kodującego 
listeriolizynę O. Stosunkowo skuteczną i szybką jest metoda amplifikacji DNA (PCR), 
w której jako startery służą oligonukleotydy specyficzne dla genu kodującego liste
riolizynę (tab. 2) (49). Wadą tej metody jest jednak możliwość występowania pozy
tywnych wyników amplifikacji DNA pochodzącego z martwych komórek bakteryj
nych. W celu wykluczenia fałszywie pozytywnych wyników, stosowana jest metoda 
RT-PCR (reverse transcription-polymerase chain reaction) (50-53). W metodzie tej wyko
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rzystywane są oligonukleotydy specyficzne dla mRNA, uzyskanego po transkrypcji 
genu listeriolizyny O (tab. 2) (53). Dla wykrycia produktów po amplifikacji stosowa
ne są metody hybrydyzacji, w których jako sonda używane są biotynylowane, jak 
również znakowane fluorescencyjnie oligonukleotydy (51-53).

4. Tiolem aktywowane hemolizyny wytwarzane przez bakterie z rodzaju 
Clostridium

Laseczki zgorzeli gazowej, bakterie Clostridium perfringens, wydzielają wiele tok
syn. Jedną z nich jest perfringolizyna O (PFO) (54,55). Gen strukturalny pfo koduje 
tiolem aktywowaną cytolizynę o masie cząsteczkowej 53 kDa. Polipeptyd składa się 
z 499 aminokwasów, w tym znajduje się 27-aminokwasowy peptyd sygnałowy. 
W obrębie sekwencji obecny jest, charakterystyczny dla TACY jedenastoaminokwa- 
sowy peptyd zawierający w swym składzie pojedynczą resztę cysteinową (tab. 1). 
Sekwencja aminokwasowa perfringolizyny jest najbardziej zbliżona do sekwencji 
streptolizyny O (65% podobieństwa) oraz do pneumolizyny (45% homologii) (24,25). 
PFO reaguje krzyżowo z monoklonalnymi przeciwciałami przeciwko pneumołizynie 
(PLY-4 i PLY-5) (24). Podobnie jak inne aktywowane tiolem cytolizyny perfringolizyna 
tworzy w błonach łuko- i perścieniokształtne struktury widoczne w mikroskopie 
elektronowym. Pierścień o średnicy ok. 24 nm zbudowany jest z części zewnątrz- 
i wewnątrzbłonowej (56). W wyniku analizy krystalograficznej stwierdzono, że ak
tywna forma PFO jest tetramerem, kształtem przypominającym grzyb. Każda z czte
rech cząsteczek posiada na C-końcu fragment bogaty w tryptofan. Ten hydrofobowy 
fragment łączy się z membraną komórki docelowej (4,56,57). Tak jak w przypadku 
innych TACY miejscem receptorowym na powierzchni błony jest cholesteroł. Po
twierdzono to w doświadczeniach przeprowadzonych przy użyciu biotynylowanej 
perfringolizyny. Kompleksy perfringolizyna-biotyna przyłączały się do komórki do
celowej w miejscu, w którym, zlokalizowany był cholesterol. Barwne kompleksy ob
serwowano przy użyciu mikroskopu konfokalnego (58). Na podstawie danych uzy
skanych dzięki mikroskopii elektronowej skonstruowano trójwymiarowy model 
perfringolizyny, według którego jej pojedyncza cząsteczka składa się z czterech 
domen. Czwarta domena odpowiedzialna jest za przyłączanie się do komórki do
celowej, tam też zlokalizowany jest konserwowany ewolucyjnie fragment 458 
ECTGLAWEWWR468 (tab. 1) (57).

Inna laseczka z rodzaju Clostridium-Clostridium botulinum, wytwarza botulinolizy- 
nę. Botulinolizyna (BLY), podobnie jak inne cytotoksyny aktywowane tiolem, traci 
aktywność w warunkach tlenowych (59). Masa cząsteczkowa botulinolizyny wynosi 
58 kDa. Dzięki mikroskopii elektronowej wiadomo, że botulinolizyna po przyłączeniu 
do komórki docelowej formuje pory, których wewnętrzna średnica wynosi 32 ± 2,4 nm, 
a szerokość ich krawędzi 6,7 ± 0,6 nm. Pory mogą składać się z ponad 50 cząste
czek. Posługując się badaniami in vitro stwierdzono, że botulinolizyna najlepiej

162 PRACE PRZEGLĄDOWE



Hemolizyny aktywowane tiolem jako markery wirulencji bakterii

przyłącza się do błon erytrocytów w temp. 0°C, ale formowanie porów następuje 
w temp. 37°C. Oligomeryzacja zostaje zahamowana w przypadku, gdy błony z przy
łączoną botulinolizyną zostaną potraktowane jonami Zn^+, Ca^+, Co^+ lub Mg2+. 
Oczyszczona botulinolizyną jest letalna dla myszy i wywołuje efekt cytotoksyczny 
wobec komórek linii Vero (59).

5. Alveolizyna i cereolizyna - hemolizyny wytwarzane przez bakterie 
z rodzaju Bacillus

Alveolizyna jest cytolityczną toksyną bakteryjną wytwarzaną przez Bacillus alvei. 
Bacillus alvei jest bakterią glebową, rzadko toksyczną dla ssaków. O przynależności 
alveolizyny do hemolizyn aktywowanych tiolem decyduje przede wszystkim fakt, że 
toksyna ta traci swoje cytolityczne właściwości w kontakcie z tlenem. Reaktywacja 
alveolizyny następuje w obecności związków redukujących, takich jak np. DTT (60-62). 
Alveolizyna kodowana jest przez gen alv (501 p.z., 41% G-f-C). Jest syntetyzowana 
jako białko prekursorowe, którego sekwencja sygnałowa składająca się z 32 reszt 
aminokwasowych zostaje odcięta podczas sekrecji. W rezultacie pozostaje polipep- 
tyd zawierający 469 reszt aminokwasowych o masie cząsteczkowej 51,766 Da (62). 
Sekwencja aminokwasowa alveolizyny jest w wysokim stopniu homologiczna z se
kwencją aminokwasową listeriolizyny O, perfringolizyny O, streptolizyny O i pneu- 
molizyny. Alveolizyna, podobnie jak większość aktywowanych tiolem cytolizyn, po
siada w obrębie C-końcowej części polipeptydu silnie konserwowaną sekwencję je
denastu aminokwasów, w skład których wchodzi pojedyncza reszta cysteinowa (tab. 1) 
(62). Alveolizyna oprócz tego, że posiada właściwości cytolityczne jest również 
czynnikiem dopełnającym p-hemolizę Staphylococcus aureus w teście CAMP (48).

Kolejna w rodzaju Bacillus cytolizyna aktywowana tiolem to cereolizyna. Jest ona 
jedną z wielu toksyn wydzielanych przez Bacillus cereus, bakterię, która jest zarówno 
popularnym saprofltem glebowym jak i bakterią oportunistyczną mogącą wywo
ływać zakażenia układu pokarmowego (63). Bacillus cereus produkuje różnorodne 
toksyny zewnątrzkomórkowe, takie jak np. fosfolipaza C, sfmgomielinaza i hemoli
zyny. Cereolizyna jest hemolizyną aktywowaną przez związki tiolowe (np. DTT) oraz 
inaktywowaną przez cholesterol, czyli posiada podstawowe cechy klasyfikujące ją 
do grupy hemolizyn aktywowanych tiolem. Hybrydyzacja przy użyciu sondy specy
ficznej dla genu kodującego cereolizynę, z DNA chromosomalnym uzyskanym ze 
szczepu Streptococcus pyogenes produkującego streptolizynę O oraz z DNA uzyska
nym ze szczepu Listeria monocytogenes produkującego listeriolizynę O nie dała pozy
tywnego wyniku, co sugeruje, że pomiędzy genami kodującymi cereolizynę, listerio
lizynę oraz streptolizynę nie ma wysokiej homologii (64). Podobnie jak u innych 
białek należących do grupy TACY w pobliżu końca C sekwencji aminokwasowej ce- 
reolizyny obecny jest charakterystyczny jedenastoaminokwasowy peptyd zawie
rający w swym składzie pojedynczą resztę cysteinową (tab. 1).
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6. Pyolizyna - tiolem aktywowana hemolizyna wydzialana przez 
Arcanohacterium

Pyolizyna (PLO) wydzielana jest przez Arcanohacterium (Actinomyces) pyogenes. 
A. pyogenes to Gram-dodatnie pałeczki, beztlenowe (65). Bakterie te powodują wiele 
schorzeń u zwierząt, np. zapalenie sutka u krów, ropnie u bydła, owiec i psów. Pyo
lizyna wydzielana przez A. pyogenes jest zaliczana do grupy hemolizyn aktywowa
nych tiolem chociaż nie jest wrażliwa na działanie tlenu i nie ulega aktywacji za po
mocą związków tiolowych (65). Posiada natomiast wiele innych cech wspólnych 
z białkami należącymi do grupy TACY. PLO jest białkiem o masie cząsteczkowej 
57,9 kDa. Sekwencja aminokwasowa pyolizyny wykazuje 30-40^ homologii w sto
sunku do sekwencji aminokwasowej cytolizyn aktywowanych tiolem. W sekwencji 
aminokwasowej C-końca obecny jest fragment w znacznej części podobny do kon
serwowanej sekwencji bogatej w tryptofan (tab. 1). Tak jak inne toksyny należące 
do TACY pyolizyna jest wrażliwa na działanie cholesterolu (65). Oprócz właściwości 
hemołitycznych wykazuje toksyczność w stosunku do makrofagów i komórek ma- 
krofagopodobnych J774 (66). W doświadczeniach wykonanych na nodelu mysim 
wykazano, że pyolizyna jest ważnym czynnikiem wirulencji A. pyogenes. Szczepionka 
zawierająca zinaktywowane białko okazała się skuteczną metodą ochrony przed 
działaniem A. pyogenes (65,66). Zastosowanie przeciwciał specyficznych wobec pyo
lizyny całkowicie hamuje aktywność hemolityczną. Oznacza to, że u Axanobacterium 
pyogenes występuje tylko jeden czynnik o aktywności hemolitycznej (65). Również 
inaktywacja genu plo poprzez mutację insercyjną doprowadziła do zaniku ekspresji 
białka PLO oraz do utraty aktywności hemolitycznej (66).

7. Aktywowane tiolem hemolizyny występujące u bakteri Gram-ujemnych

Aktywowane tiolem cytolizyny są charakterystyczne głównie dla bakterii Cram-do- 
datnich. Wśród bakterii Gram-ujemnych hemolizynę aktywowaną tiolem wytwarzają 
tylko bakterie z rodzaju Klebsiella, które do niedawna uważane były za niehemoli- 
tyczne (1). Zarówno Klebsiella pneumoniae (5-7) jak i Klebsiella oxytoca{8), posiadają 
aktywność hemolityczną w stosunku do erytrocytów króliczych. Hemolizę obserwo
wano po zastosowaniu inkubacji hodowli z p-merkaptoetanolem jało czynnikiem 
redukującym (6). Stwierdzono inaktywację hemolizyny w kontakcie z tlenem. Okreś
lono ciężar molekularny klebolizyny wydzielanej przez Klebsiella preumoniae. Po
sługując się metodą sączenia molekularnego i elektroforezy w żelu p)liakrylamido- 
wym w warunkach niedenaturujących uzyskano dwie wartości: 8400 i 19 000 Da, na
tomiast stosując elektroforezę SDS - poliakrylamidową uzyskano wirtości 15 500 
i 27 000 Da (7). Ustalono, że klebolizyna ulega inaktywacji w obecności cholesterolu 
oraz reaguje krzyżowo z przeciwciałami przeciwko streptolizynie O 5,6). Nie wia
domo nic o składzie aminokwasowym klebolizyny, ale na podstawie j?j właściwości
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można przypuszczać, że struktura klebolizyny podobna jest do struktury białek na
leżących do grupy TACY (1).

8. Podsumowanie

Najnowsze osiągnięcia biochemii, inżynierii genetycznej i mikroskopii pozwoliły 
lepiej poznać naturę białek należących do grupy cytolizyn aktywowanych tiolem. 
Ustalono, że najbardziej istotną wspólną cechą tych białek nie jest aktywacja tio
lem, ale ich zdolność przyłączania się do błon komórek docelowych w miejscu, 
w którym wbudowany jest cholesterol oraz to, że tworzą w błonach pory. Dlatego 
istnieją sugestie, aby zrezygnować z nazwy cytolizyny aktywowane tiolem TACY 
{thiol-activated cytolysins) na rzecz nazwy toksyny wiążące cholesterol, tworzące pory 
- CHOP (cholesterol binding, pore-forming toxins) (3). W polskiej nomenklaturze po
winno to brzmieć toksyny cholesterolozależne. Białka te charakteryzują się bardzo 
podobną sekwencją aminokwasową, szczególnie jeśli porównywany jest C-koniec 
(ok. 40% homologii), który jest silniej ewolucyjnie konserwowany niż zawierający se
kwencję sygnałową N-koniec. Następstwem podobieństwa struktury białek są ich 
krzyżowe reakcje serologiczne. Związane są one głównie z wysoką homologią se
kwencji aminokwasowej w okolicy C-końca, w której występuje charakterystyczny 
11-aminokwasowy peptyd (ECTGLAWEWWR) bogaty w reszty tryptofanu (tab. 1). 
Peptyd ten odpowiedzialny jest za przyłączanie się toksyn do błon komórek docelo
wych, w miejscu występowania cholesterolu. W błonach dochodzi do oligomeryza- 
cji i tworzenia transbłonowych struktur. Dowiedziono, że toksyny cholesterolozależ
ne są niewątpliwym czynnikiem wirulencji bakterii, które je wydzielają. Wiadomo, 
że oprócz bardzo widocznych niekiedy właściwości cytolitycznych, ich niecytoli- 
tyczne stężenia oddziałują na komórki układu odpornościowego. Poznanie właś
ciwości tych cytolizyn i mechanizmów odpowiedzialnych za ich syntezę spowodo
wało, że coraz częściej przy identyfikacji bakterii wytwarzających te toksyny, wyko
rzystywane są nie tylko metody serologiczne wskazujące obecność toksyn, ale rów
nież metody molekularne za pomocą których wykrywa się kodujące je geny. Kon
wencjonalne metody ustalania czynnika etiologicznego zakażeń bakteryjnych są 
skuteczne, ale czasochłonne. Coraz częściej w literaturze pojawiają się publikacje 
wskazujące na możliwość wykrywania bakterii przy użyciu stosunkowo szybkiej me
tody amplifikacji kwasów nukleinowych - PCR (polymerase chain reaction), w której 
jako startery służą oligonukleotydy specyficzne dla genów kodujących toksyny bak
teryjne. Szczególnie przydatna, jak się wydaje, jest metoda RT-PCR (reverse transcrip
tion-polymerase chain reaction), dzięki której możliwe jest wykrywanie żywych bakte
rii. Do tej pory w publikacjach na temat toksyn cholesterolozależnych najczęściej 
opisywane są badania nad możliwością zastosowania markerów molekularnych słu
żących do wykrywania genów kodujących pneumolizynę i listeriolizynę O. Białka te 
są, jak dotąd, najlepiej poznanymi cytolizynami cholesterolozależnymi, zarówno
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pod względem właściwości biochemicznych, jak i aktywności toksycznej wobec ko
mórek ludzkiego organizmu. Wykrycie obecności genów kodujących toksyny świad
czy o możliwości potencjalnego zagrożenia ze strony bakterii, które je wytwarzają. 
Udowodniono, że toksyny cholesterolozależne wytwarzane przez inne gatunki bak
terii są również istotnym czynnikiem wirulencji. Uzasadnione są, jak się wydaje, 
prace prowadzące do skonstruowania specyficznych i czułych zestawów diagno
stycznych służących do wykrywania bakterii wytwarzających toksyny cholesterolo
zależne zarówno w materiałach klinicznych, jak i do wczesnego wykrywania w pro
duktach żywnościowych.
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