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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-
guence, 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. Wstep

Hemolizyny sg toksynami wytwarzanymi zaréwno 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 wiekszosci tych
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drobnoustrojow wytwarzanie hemolizyn jest istotnym czynnikiem wirulencji. Na-
zwa ,,hemolizyna” pochodzi od zdolnosci tych toksyn do powodowania lizy erytro-
cytdw, a w konsekwencji do uwalniania hemoglobiny. Wiele z tych toksyn posiada
réwniez wiasciwosci cytolityczne i cytotoksyczne w stosunku do innych komdrek
(1,2). Wsrod hemolizyn bardzo ciekawg grupe stanowig cytolizyny aktywowane tio-
lem - TACY (thiol-activated cytolysins). Syntetyzuja je gtdwnie bakterie Gram-dodat-
nie (np. Streptococcus spp.. Listeria spp., Bacillus spp., Clostridium spp.) (1,3,4). Wsréd
bakterii Gram-ujemnych hemolizyny aktywowane tiolem opisane zostaty tylko
u Klebsiella pneumoniae i Klebsiella oxytoca (5-8). Nazwa ,tiolem aktywowane cytolizy-
ny” wziela sie stad, ze aktywnos$¢ cytolityczna wiekszosci tych toksyn jest obserwo-
wana po dodaniu zwigzkéw tiolowych, takich jak 2-merkaptoetanol czy ditiotreitol
(DTT). Dodanie zwiazkéw tiolowych niweluje dziatanie tlenu, ktéry wywiera efekt
inhibitorowy w stosunku do aktywnosci cytolitycznej wiekszosci toksyn nalezacych
do grupy TACY. Toksyny te przytgczajg sie do bton, zawierajgcych w swym skiadzie
cholesterol i tworza wewnatrzbtonowe pory. Preinkubacja z niewielka iloscig chole-
sterolu hamuje aktywno$¢ hemolityczng i cytolityczng (9). Hemolizyny nalezace do
grupy TACY sa biatkami majacymi podobng mase czasteczkowa (ok. 50-60 kDa).
Maja réwniez podobna sekwencje aminokwasowa (40-70% homologii) (4). W okolicy
C-konca znajduje sie konserwowana ewolucyjnie, jedenastoaminokwasowa sekwen-
cja (ECTGLAWEWWR) (tab. 1). Ta charakterystyczna sekwencja bogata w reszty tryp-
tofanu, zawiera rowniez pojedynczg reszte cysteinowa. Udowodniono, ze sekwen-
cja ta odpowiedzialna jest za przytaczanie sie toksyny do komorki docelowej. Zasto-
sowano przeciwciata monoklonalne (mAb PLY-5) przeciwko pneumolizynie (Strepto-
coccus pneumoniae), ktére skutecznie hamowaty réwniez aktywnos$¢ streptolizyny
O (Streptococcus pyogenes), cereolizyny O (Bacillus cereus), alvelizyny (Bacillus alvei), li-
steriolizyny O (Listeria monocytogenes), ivanolizyny O (Listeria ivanovii) i seeligerolizy-
ny O (Listeria seelingeri). Po przytaczeniu sie toksyn do btony docelowej epitopy sta-
waly sie niedostepne dla przeciwciat. W wyniku mapowania epitopdw wykazano, ze naj-
mniejszg sekwencja rozpoznawang przez przeciwciata PLY-5 jest fragment WEWWRT.
Dla potwierdzenia wyniku mapowania epitopow, wykonano synteze peptydu
ECTGLAWEWWRT, ktéry skutecznie blokowat dziatanie przeciwciat PLY-5 (4). Poje-
dyncza reszta cysteinowg obecna w konserwowanej sekwencji nie jest niezbedna do
aktywnosci toksycznej wszystkich bialek nalezacych do TACY. Mutacja punktowa
w genie pneumolizyny, a w konsekwencji zamiana reszty Cys-428/Ala, powodowata
jedynie czeSciowg utrate aktywnosci toksycznej. Biatko, w ktérym wystgpita zamia-
na reszty cysteinowej przez alaninowa nie ulegato inaktywacji oksydacyjnej i akty-
wacji tiolem, co sugeruje, ze reszta cysteinowa jest przypuszczalnie miejscem wraz-
liwym na tlen oraz miejscem aktywacji tiolowej (9).
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Cytolizyny TACY sg waznym czynnikiem wirulencji bakterii. Dowiedziono tego
m.in. poprzez mutacje gendéw odpowiedzialnych za synteze tych toksyn. Wiasciwo-
$ci toksyczne badano wobec r6znego rodzaju linii komoérkowych oraz na modelach
zwierzecych. Mutanty wykazywaty obnizenie cytotoksycznosci oraz wirulencji w sto-
sunku do badanych zwierzat (3,10,11).

Wraz z rozwojem technik biologii molekularnej mozliwe stato sie poznanie nie
tylko whasciwosci biologicznych i chemicznych biatek nalezacych do grupy cytolizyn
aktywowanych tiolem, ale réwniez dogtebne poznanie mechanizméw genetycznych
regulujgcych synteze i wydzielanie tych toksyn. Celem tego opracowania jest przed-
stawienie aktualnego stanu wiedzy na temat wiasciwosci hemolizyn aktywowanych
tiolem, wykazanie podobienstw i r6znic miedzy tymi toksynami oraz wskazanie mo-
zliwosci zastosowania markeréw molekularnych w celu wykrywania bakterii synte-
tyzujagcych te biatka.

2. Aktywowane tiolem hemolizyny wytwarzane przez bakterie z rodzaju
Streptococcus

Najbardziej znang hemolizyng aktywowang tiolem wytwarzang przez bakterie
z rodzaju Streptococcus jest streptolizyna O (SLO). jest to toksyna wydzielana przez
bakterie z gatunku Streptococcus pyogenes. Bakterie te sg najczestszym czynnikiem
etiologicznym zakazen wywolywanych przez paciorkowce p-hemolizujace. Moga
wystepowaé w sktadzie mikroflory bton Sluzowych gardta i skdry, ale moga tez po-
wodowac liczne, niekiedy bardzo powazne schorzenia. Szczeg6lnie powazne sg po-
wiktania po zakazeniach, ktére moga doprowadzi¢ do goraczki reumatycznej, pa-
ciorkowcowego zespotu podobnego do wstrzasu toksycznego (STLS - streptococcal
toxic shock-like syndrome) oraz do dysfunkcji uktadu oddechowego u dorostych (ARDS
- adult respiratory distress syndrom) (12). Streptolizyna O (SLO) jest jedng z najlepiej
poznanych toksyn wydzielanych przez bakterie Streptococcus pyogenes. Gen sio kodu-
je biatko o masie czasteczkowej 63,645 kDa. Pierwotny produkt translacji sktada sie
z 571 aminokwasOw. Na jego N-terminalnym koricu znajduje sie 33 aminokwasowa
sekwencja sygnatowa. Podczas wydzielania toksyny z komorki od biatka odciety zo-
staje fragment o m.cz. 7 kDa. Fragment ten, nazywany rowiez niskoczasteczkowg
forma streptolizyny O jest aktywny hemolitycznie. Ten fragment jest unikatowy dla
streptolizyny O i nie zostat wykryty w innych cytotoksynach (13). Streptolizyna O
wykazuje aktywno$¢ wobec ludzkich, kroéliczych i mysich erytrocytéw oraz ludzkich
fibroblastow i keratynocytow (14). Przylacza sie ona do bton, zawierajacych w swym
sktadzie cholesterol i tworzy wewnatrzbtonowe pory. Przylgczanie sie do btony ko-
morki docelowej nie jest zwiazane z wystepujacymi w btonach receptorami biatko-
wymi (15). W przeprowadzonej mikroskopii elektronowej ujawniono, ze struktury
transbtonowe tworzone przez SLO sg koliste lub tukowate. Aktywne hemolitycznie
struktury skfadajg sie z 70-125 monomer6w. Srednica catego pierscienia wynosi od
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24-30 nm. Sadzi sie, ze zewnetrzna powierzchnia poréw, kontaktujgca sie z war-
stwg lipidowg btony, ma charakter hydrofobowy, natomiast powierzchnia wewnetrz-
na Jest hydrofilowa (16). Cholesterol i lipidy btonowe nie biorg udziatu w oligomery-
zacji, a wielkie superstruktury powstajg poprzez asocjacje monomerdéw (14). W oko-
licy C-konca streptolizyny O znajduje sie charakterystyczna dla biatek TACY, Jedena-
stoaminokwasowa sekwencja (ECTGLAWEWWR) (tab. 1). Sekwencja ta odpowie-
dzialna Jest za przytaczanie sie biatka do btony komdrki docelowej (4).

Streptolizyna O Jest waznym czynnikiem wirulencji Streptococcus pyogenes. W prze-
prowadzonych dos$wiadczeniach na modelu szczurzym wykazano, ze synergistyczne
dziatanie streptolizyny O i paciorkowcowej proteazy cysteinowej (SCP - streptococ-
cal cysteine protease) powoduje uszkodzenie pecherzykéw ptucnych (12). Natomiast
w badaniach przeprowadzonych na $winkach morskich przypuszcza sie, ze SLO
moze réwniez uszkadza¢ struktury ucha wewnetrznego, co w rezultacie moze do-
prowadzi¢ do utraty stuchu (17). Streptolizyne O wydzielaja nie tylko szczepy Strep-
tococcus pyogenes, ale takze S. canis i S. equsimilis (3,13).

Kolejng wytwarzang przez paciorkowce hemolizyng zaliczang do grupy TACY
Jest pneumolizyna. Pneumolizyna (PLY), wytwarzana przez Streptococcus pneumoniae,
Jest polipeptydem o masie czgsteczkowej 53 kDa. Gen strukturalny ply koduje poli-
peptyd sktadajacy sie z 471 aminokwaséw. W przeciwienstwie do innych cytolizyn
aktywowanych tiolem pierwotny produkt translacji nie zawiera sekwencji syg-
natowej. Za uwolnienie pneumolizyny z komoérki odpowiedzialna Jest autolizyna,
produkt genu IytA (18). Aktywnos¢ cytolityczna zwigzana Jest, tak Jak i u innych cy-
tolizyn aktywowanych tiolem, z oddziatywaniem z cholesterolem znajdujacym sie
w btonach komorek docelowych. Po zwigzaniu z blong w miejscu wystepowania
cholesterolu, pneumolizyna oligomeryzuje tworzac transbtonowe pory o $rednicy
30-40 nm (19). Aktywnos$¢ hemolityczng pneumolizyny obserwowano zaréwno w sto-
sunku do kroéliczych, baranich. Jak i ludzkich erytrocytéw (20-23). Szczeg6lnie po-
datne na lize wywotang przez pneumolizyne sg erytrocyty, ale toksyna ta moze od-
dziatywaé réwniez z innymi rodzajami komdrek. Wykazuje efekt cytolityczny w sto-
sunku do komorek nabtonka pecherzykow ptucnych, Srodbtonka naczyn krwiono$-
nych oraz oddziatuje z komoérkami uktadu immunologicznego: neutrofilami i mono-
cytami. Pneumolizyna posiada rowniez zdolno$¢ aktywacji dopetniacza (20-22).
funkcje poszczegdlnych regiondw sekwencji aminokwasowej pneumolizyny pozna-
no dzieki wykonaniu licznych mutacji w obrebie genu pneumolizyny. Zahamowanie
aktywnosci hemolitycznej nastepowato w wyniku mutacji, ktérych konsekwencjg
byta zmiana w sekwencji aminokwasowej Trp-433/Phe i Cys-428/Gly (21,22). W miej-
scowospecyficznej mutacji genu ply, prowadzgcej do zmiany Cys-428/Gly wykazano,
ze reszta cysteinowa nie ma decydujacego znaczenia dla aktywnosci hemolityczne;j.
Decydujace znaczenie dla aktywnosci hemolitycznej miata zmiana Trp433/Phe, kt6-
ra prawie catkowicie hamowata zaréwno aktywnos¢ hemolityczng Jak i cytolityczna.
Mutacja tego regionu genu ply powoduje, ze pneumolizyna nie przylacza sie do
bton. Tryptofan w pozycjii 433, Jak i cysteina w pozycji 428, znajduja sie w poblizu
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C-konca pneumolizyny, w obrebie konserwowanej ewolucyjnie jedenastoaminokwa-
sowej sekwencji, charakterystycznej dla wiekszosci biatek nalezacych do grupy TACY.
Sekwencja ta odpowiada za przytaczanie sie pneumolizyny do bton komoérek doce-
lowych. Zostato to potwierdzone zaréwno przy uzyciu przeciwciat monoklonalnych
PLY-5 (4,24) jak i dzieki metodom spektroskopii fluorescencyjnej (25). Stwierdzono,
ze monomer pneumolizyny sktada sie z czterech domen. Gtdwna role w przyfacza-
niu sie pneumolizyny do btony komérki docelowej odgrywa domena czwarta zawie-
rajgca charakterystyczna jedenastoaminokwasowg sekwencje bogatg w tryptofan
(26-28). Trzeciorzedowa struktura pierscienia tworzonego przez pneumolizyne przyj-
muje ksztatt helikoidalny (27). Monomery pneumolizyny mogg réwniez spontanicz-
nie tworzy¢ oligomery w roztworze, bez udziatu bton i zawartego w nich choleste-
rolu (26).

Inng aktywnos$¢ pneumolizyny, zdolnos¢ do aktywacji dopetniacza hamuje zmia-
na Asp-358/Asn (21,22). Ta wiasciwos¢ pneumolizyny ma znaczenie w przypadku
ostabienia uktadu immunologicznego, a szczegdlnie przy niskim poziomie biatek
uktadu dopetniacza. Obnizony poziom biatek uktadu dopetniacza obserwowany jest
u chorych z marskoscig watroby. Tacy chorzy czesciej niz inni narazeni sg na bakte-
remie wywotane przez szczepy S. pneumoniae typ 3. Udowodniono, ze w czasie za-
kazenia S. pneumoniae typ 3, najbardziej szkodliwym czynnikiem jest pneumolizyna,
a dokfadniej jej zdolno$¢ aktywacji dopetniacza. Badania prowadzono na modelu
szczurzym. Szczury cierpigce na marskos¢ watroby zainfekowano mutantami Strep-
tococcus pneumoniae. Zwierzeta zainfekowane szczepem S. pneumoniae produkujgcym
pneumolizyne pozbawiong funkcji aktywacji dopetniacza, zyly znacznie dtuzej niz
szczury zakazone S. pneumoniae wytwarzajacym pneumolizyne posiadajacag zdolnos¢
aktywacji dopetniacza (20). Pneumolizyna jest istotnym czynnikiem wirulencji Strep-
tococcus pneumoniae. Prowadzgc badania na $winkach morskich ustalono, ze w przy-
padku zakazeh pneumokokowych pneumolizyna jest podstawowym czynnikiem po-
wodujgcym uszkodzenie ucha wewnetrznego, ktérego konsekwencjg jest utrata
stuchu (29). Pneumolizyna jest gtéwnym pneumokokowym czynnikiem oddziatu-
jacym na komérki uktadu immunologicznego i wywotujagcym odczyn zapalny. Obec-
no$¢ pneumolizyny stymuluje makrofagi do wydzielania tlenku azotu, ktory jest
istotnym elementem odpornosci organizmu na infekcje (30). W badaniach wykona-
nych in vitro wykazano, ze niewielkie, sublityczne stezenia pneumolizyny indukuja
monocyty do wydzielania TNFa i 11-1(3 (31,32).

Coraz czesciej pojawiajg sie publikacje, wskazujace na mozliwos¢ szybkiej i sku-
tecznej identyfikacji szczepdw Streptoccocus pneumoniae w oparciu na ich wtasciwo-
§ci wytwarzania pneumolizyny. Do identyfikacji S. pneumoniae wykorzystywane sg
zar6wno metody serologiczne, jak i metody genetyczne. Poréwnania skutecznosci
tych metod dokonali Toikka i in. (33). Wérod metod serologicznych poréwnywano
metody wykorzystujace przeciwciata przeciwko pneumolizynie oraz przeciwko poli-
sacharydowi C. Wykrywano takze kompleksy immunologiczne pneumolizyny
krazace we krwi badanych pacjentdw. Metody genetyczne okazaly sie skuteczniej-
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sze od metod serologicznych. Do wykrywania S. pneumoniae uzyta zostata reakcja
amplifikacji DNA-PCR (polymerase chain reaction), a doktadnie tzw. nested PCR, w kto-
rej wykorzystano dwie pary starteréw specyficznych dla genu pneumolizyny (tab. 2).
Produkt amplifikacji wykrywano za pomoca hybrydyzacji metoda Southerna, do kto-
rej uzyto sondy znakowanej fosforem P (33).

Tabela 2

Sekwencje oligonukleotydéw stosowanych do wykrywania obecnosci genéw kodujacych cytolizyny aktywowane
tiolem

Cytolizyna Oligonukleotyd Sekwencja (5" ™ 3) Literatura
pneumolizyna la AnTCTGTAACAGCTACCAACGA Toikka P., (1999)
I'b GAATTCCCTGTCTTTTCAAAGTC
Ila CCCACTTCTTCTTGCGGTTGA
Il'b TGAGCCGTTATTTTTTCATACTG
[32p] ATP TTGGAGAAAGCTATCGCTACTTGC
intermedilizyna ILY-NFw AACACCTACCAAACCAAAAGCAGC Nagamune H., (2000)
ILY-CBw ACTGTGGATGAAGGGnGnCCCC
listeriolizyna O Al GCAGTTGCAAGCGCNGGAGTGAA Paziak-Domariska B., (1999)
A2 GCAACGTATCCTCCAGAGTGATCG
listeriolizyna O HLYPI CCTAAGACGCCA ATCGAAAAGAAA Norton D.-M., (1999)
1ILYP2 TAGTTCTACATCACCTGAGACAGA
HLYP8 AGGATTGGATTACAATAAAAACAA
HLYP9 TTCCGAATTCGCnTTACGAGAGC
HLYP4R CTTCTTCnGCAmICCCnC
HLYAP15 RCGGAGATGCAGQGACAAATGTGCCp

R - fluoresceina, Q - rodamina, p - fosforan

Bardzo skuteczng metoda, jak sie okazato, byt réwniez test aglutynacji opraco-
wany w oparciu na przeciwciatach specyficznych wobec pneumolizyny (34). Metoda
ta jest specyficzna w 100 i czuta w 95% w wykrywaniu szczepdw S. pneumoniae. Spo-
$rod osiemdziesieciu szczepdw 5. pneumoniae tytko cztery nie indukowaty aglutyna-
cji. jeden z nich byt hemolityczny w niewielkim stopniu, natomiast trzy pozostate
w ogdle nie wykazywaty aktywnosci hemolitycznej. Test aglutynacji nie dawat pozy-
tywnego wyniku w przypadku innych aktywnych hemolitycznie bakterii, rowniez
w przypadku pozostatych bakterii produkujgcych hemolizyny nalezace do grupy
TACY (34).

Mniej znang aktywowang tiolem hemolizyng wytwarzang przez bakterie z rodza-
ju Streptococcus jest suilizyna. Wydzielajg ja bakterie Streptococcus suis, znane przede
wszystkim z tego, ze sg chorobotwoércze dla swin. U ludzi, szczeg6lnie u tych, kté-
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rzy majg kontakt z zakazonymi zwierzetami oraz spozywajgcych surowg wieprzowi-
ne, zakazenie Streptococcus suis moze manifestowac sie zapaleniem opon mdzgo-
wo-rdzeniowych i bakteremig (35). Suilizyna wydzielana Jest przez Streptococcus suis
typ 2. Posiada cechy charakterystyczne dla hemolizyn aktywowanych tiolem, a za-
tem traci aktywno$¢ w kontakcie z tlenem i Jest reaktywowana w warunkach zredu-
kowanych oraz Jest inaktywowana przez niewielkie ilosci cholesterolu (36,37), Suili-
zyna, po odcieciu sekwencji sygnatowej. Jest biatkiem sktadajgcym sie z 473 amino-
kwasow. JeJ mase czasteczkowg oszacowano na 52,8 kDa (36). Sekwencja amino-
kwasowa suilizyny wykazuje duzy stopien homologii z sekwencjg pneumolizyny
(52%) i alveolizyny (38%). W obrebie tej sekwencji obecny Jest, charakterystyczny dla
TACY Jedenastoaminokwasowy peptyd zawierajacy w swym skiadzie pojedyncza
reszte cysteinowg (tab. 1) (37). Suilizyna powoduje nie tylko lize baranich erytrocy-
téw, ale moze by¢ réwniez aktywna w stosunku do innych komorek. W badaniach
prowadzonych in vitro dowiedziono, ze suilizyna Jest gtdwnym czynnikiem, wytwa-
rzanym przez bakterie Streptococcus suis typ 2, uszkadzajagcym ludzkie komérki $rod-
btonka naczyr wlosowatych mézgu. Uszkodzenie tych komoérek powodowaty tylko
szczepy wytwarzajace suilizyne. Hamowanie toksycznos$ci szczepdw nastepowato
po dodaniu cholesterolu lub przeciwciat przeciwko suilizynie. Oczyszczona suilizy-
na powodowata réwniez uszkodzenie komorek srédbtonka. W badaniach tych suge-
ruje sie, ze suilizyna petni wazng role w pokonywaniu bariery krew-mézg przez bak-
terie Streptococcus suis (35).

Wsrdd hemolizyn wytwarzanych przez bakterie z rodzaju Streptococcus na uwage
zastuguje intermedilizyna (ILY) wydzielana przez Streptococcus intermedins. JeJ dzia-
fanie nie wymaga aktywacji przez zwiazki tiolowe, tak zatem nie mozna Jel zaliczy¢
do grupy cytolizyn aktywowanych tiolem (38). Warto o niej wspomnie¢ ze wzgledu
na inne JeJ cechy upodabniajace Ja do biatek TACY. Intermedilizyna zostata zidenty-
fikowana Jako czynnik cytolityczny wydzielany przez szczep Streptococcus interme-
dins UNS46, wyizolowany z ropnia z ludzkiej watroby. Toksyna ta wykazywata ak-
tywnos¢ hemolityczng wobec erytrocytéw ludzkich. Wobec erytrocytéw szympansa
byla 100-krotnie mniej efektywna. Natomiast nie byta aktywna wobec badanych ery-
trocytow dziewieciu innych gatunkéw ssakow. Oprécz whasciwosci hemolitycznych
intermedilizyna posiada réwniez wiasciwosci cytolityczne. Badania wiasciwosci cy-
tolitycznych przeprowadzono na liniach komdérkowych NB69 [human neuroblastoma)
i HepG2 (human hepatoma). Smier¢ komérek nastepowata w wyniku zniszczenia
btony komdrkowej. Intermedilizyne oczyszczono z hodowli S. intermedins UNS46, po
rozdziale w zelu poliakrylamidowym (SDS-PAGE) wystepowata w postaci dwaéch
prazkéw - 54 i 53 kDa. Obydwa te biatka reagowaty z przeciwciatami przeciwko in-
termedilizynie. Poznano sekwencje amniokwasowg pieciu wewnetrznych fragmen-
téw intermedilizyny i stwierdzono, ze s3 one homologiczne z sekwencjg pneumoli-
zyny. Podobnie Jak w przypadku toksyn nalezacych do grupy TACY w poblizu C-kon-
ca sekwencji aminokwasowej intermedilizyny znajduje sie fragment silnie konser-
wowanej sekwencji, zawierajacej pojedyncza reszte cysteinowg (tab. 1). Aktywnos¢
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intermedilizyny jest rowniez hamowana przez niewielkie ilosci cholesterolu (38).
Przy uzyciu reakcji PCR z zastosowaniem starterow specyficznych dla genu ily, ko-
dujacego intermedilizyne (tab. 2) oraz sondy DNA, specyficznej dla genu ily dokona-
no analizy dystrybucji genu kodujgcego intermedilizyne w obrebie grupy paciorkow-
céw, do ktdrej nalezy Streptococcus intermedius. Stwierdzono, ze gen kodujacy inter-
medilizyne jest charakterystyczny tylko dla szczepdw Streptococcus intermedius. Nie
obserwowano produktu amplifikacji ani hybrydyzacji w przypadku badanych szcze-
poéw S. anginosus i S. constellatus (39). Poprzez zastosowanie przeciwciat specyficz-
nych wobec intermedilizyny ustalono, ze poziom wydzielanej intermedilizyny byt
znacznie wyzszy w przypadku szczepéw izolowanych z ropni mdzgu i watroby (od-
powiednio 6,2 i 10,2 razy wiekszy) niz szczepdw naturalnie wystepujacych w jamie
ustnej. Intermedilizyna jest zatem istotnym czynnikiem wirulencji Streptococcus in-
termedius, a metody identyfikacji tych bakterii oparte na znajomosci sekwencji nu-
kleotydowej genu intermedilizyny sg skutecznym narzedziem diagnostycznym (39).

3. Listeriolizyna O - czynnik wirulencji Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes powoduje zakazenia nazywane listeriozami, w przebiegu
ktorych nierzadko dochodzi do posocznicy i zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych
(40). Zakazeniom najczesciej ulegajg noworodki i chorzy z obnizona odpornoscia.
Zakazenie Listeria monocytogenes moze réwniez by¢ przyczyng poronieh (41,42). Li-
steriolizyna O (LLO) kodowana jest przez gen hlyA {lisA), ktory znajduje sie w waz-
nym genetycznie regionie chromosomu grupujgcym operony najwazniejszych 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 czasteczkowej 27 kDa, kodowany przez gen pr/(1,10,43).

Listeriolizyna O (58 kDa) jest polipeptydem skiadajacym sie z 529 aminokwaséw
(44). Sekwencja aminokwasowa listeriolizyny O, wykazuje wysoka homologie (ok. 43%)
z sekwencjg aminokwasowsg streptolizyny O, pneumolizyny, perfringolizyny O i alve-
olizyny, jesli poréwnywany jest C-koniec, ktdry jest silniej konserwowany, niz zawie-
rajacy sekwencje sygnatowg N-koniec (tab. 1). Podobnie jak inne biatka nalezgce do
grupy TACY listeriolizyna przytacza sie do bton komérek docelowych w miejscu wyste-
powania cholesterolu. Stwierdzono, ze dodanie niewielkich ilosci cholesterolu wy-
wotuje efekt inhibitorowy w stosunku do aktywnosci cytolitycznej, lecz nie hamuje
przytaczania sie listeriolizyny do btony komérkowej. Udowodniono to dzieki zastoso-
waniu przeciwciat poliklonalnych przeciwko listeriolizynie. Podobnie jak w przypadku
streptolizyny O i pneumolizyny wykazano za pomocg metod mikroskopii elektrono-
wej, ze listeriolizyna tworzy koliste i tukowate struktury o $rednicy 30-50 nm. Struktur
tych nie obserwowano po preinkubacji listeriolizyny z cholesterolem. Sugeruje to, ze
cholesterol blokuje oligomeryzacje toksyny (9). Listeriolizyna O potraktowana chole-
sterolem ciagle jest zdolna do czesciowej integracji z btong komdrki docelowej (42).
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Listeriolizyna O jest waznym czynnikiem wirulencji Listeria monocytogenes. Szcze-
py niehemolityczne, otrzymywane poprzez mutageneze transpozonowsg stawaty sie
awirulentne dla myszy (10,11). Listeria monocytogenes jest charakteryzowana jako pa-
sozyt wewnagtrzkomorkowy. Dzieki wytwarzaniu listeriolizyny O oraz biatka ActA
(aktyna) bakterie te sg zdolne do przemieszczania si¢ miedzy komérkami (43,45,46).
W przeciwienstwie do hemolitycznych, niehemolityczne szczepy nie sg zdolne do
wzrostu wewnatrzkomorkowego. Szczepy niehemolityczne odnajdywane byty wpraw-
dzie w mysich makrofagach, ale wykazywaty silnie obnizony wskaznik przezywalno$-
ci. Szczepy niehemolityczne byly réwniez niezdolne do ucieczki z endosomu i przedo-
stania sie do cytoplazmy podczas podziatow. Nie sg one rowniez zdolne do wzrostu
wewnatrzkomérkowego w hodowlach tkankowych oraz nie ulegajg podziatom
w tkankach zainfekowanych myszy (10). Klonowanie genu listeriolizyny do szczepu
Bacillus subtilis spowodowato zdolnos$¢ transformantdéw do wzrostu wewnatrz cyto-
plazmy komorek makrofagopodobnej linii J774. Wystarczyt tylko produkt genu hlyA,
aby Bacillus subtilis, niechorobotworcza bakteria glebowa, stata sie patogenem zdol-
nym do wzrostu wewngtrzkomoérkowego (10,11,43).

Oprécz whasciwosci cytolitycznych LLO zwigzana jest réwniez z aktywacjg wraz-
liwego na warunki stresowe czynnika transkrypcyjnego NF-kB u transgenicznych
myszy. Wstrzykniecie dozylne LLO indukowato aktywacje NF-kB w komoérkach $rod-
btonka naczyr wtosowatych linii HUVEC (human umbilical vein endothelial cells). Szcze-
py Listeria monocytogenes z mutacjg insercyjna w genie hlyA nie indukowaty NF-kB
(47). Listeriolizyna O jest takze gtdwnym czynnikiem wydzielanym przez Listeria mo-
nocytogenes dopetnajacym p-hemolize Staphylococcus aureus w tescie CAMP. Udowod-
niono to réwniez dzieki mutacji transpozonowej w genie hlyA (48).

W obrebie rodzaju Listeria oprdcz Listeria monocytogenes réwniez L. ivanovii i L. se-
eligeri wydzielajg hemolizyny aktywowane tiolem. lIvanolizyna i seeligerolizyna wy-
kazujg wysoki stopien homologii sekwencji aminokwasowej z listeriolizyng (tab. 1).
Biatka te reagujg krzyzowo z przeciwciatami przeciwko listeriolizynie i streptolizy-
nie. Ustalono, ze reakcje krzyzowe przeciwciat anty-LLO z ivanolizyng, seeligeroli-
zyng oraz z innymi toksynami nalezacymi do grupy TACY, zachodzg dzieki epito-
pom grupowym, charakterystycznym dla wszystkich aktywowanych cytolizyn. Liste-
riolizyna O posiada takze gatunkowospecyficzne epitopy i to wihasnie dzieki nim
mozna z duzg skutecznoscig identyfikowa¢ hemolityczne szczepy Listeria monocyto-
genes za pomocg metod serologicznych (40). Ostatnio coraz czesciej pojawiajg sie
publikacje wskazujace na mozliwos¢ wykrywania bakterii Listeria monocytogenes za
pomocg metod opartych na znajomosci sekwencji nukleotydowej genu kodujacego
listeriolizyne O. Stosunkowo skuteczng i szybka jest metoda amplifikacji DNA (PCR),
w ktérej jako startery stuza oligonukleotydy specyficzne dla genu kodujgcego liste-
riolizyne (tab. 2) (49). Wadg tej metody jest jednak mozliwos¢ wystepowania pozy-
tywnych wynikow amplifikacji DNA pochodzacego z martwych komérek bakteryj-
nych. W celu wykluczenia fatszywie pozytywnych wynikéw, stosowana jest metoda
RT-PCR (reverse transcription-polymerase chain reaction) (50-53). W metodzie tej wyko-
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rzystywane sg oligonukleotydy specyficzne dla mRNA, uzyskanego po transkrypcji
genu listeriolizyny O (tab. 2) (53). Dla wykrycia produktéw po amplifikacji stosowa-
ne sa metody hybrydyzacji, w ktdrych jako sonda uzywane sg biotynylowane, jak
réwniez znakowane fluorescencyjnie oligonukleotydy (51-53).

4. Tiolem aktywowane hemolizyny wytwarzane przez bakterie z rodzaju
Clostridium

Laseczki zgorzeli gazowej, bakterie Clostridium perfringens, wydzielajg wiele tok-
syn. Jedng z nich jest perfringolizyna O (PFO) (54,55). Gen strukturalny pfo koduje
tiolem aktywowang cytolizyne o masie czagsteczkowej 53 kDa. Polipeptyd sktada sie
z 499 aminokwasoéw, w tym znajduje sie 27-aminokwasowy peptyd sygnatowy.
W obrebie sekwencji obecny jest, charakterystyczny dla TACY jedenastoaminokwa-
sowy peptyd zawierajgcy w swym sktadzie pojedynczg reszte cysteinowa (tab. 1).
Sekwencja aminokwasowa perfringolizyny jest najbardziej zblizona do sekwencji
streptolizyny O (65% podobienistwa) oraz do pneumolizyny (45% homologii) (24,25).
PFO reaguje krzyzowo z monoklonalnymi przeciwciatami przeciwko pneumotizynie
(PLY-4 i PLY-5) (24). Podobnie jak inne aktywowane tiolem cytolizyny perfringolizyna
tworzy w btonach tuko- i perécienioksztattne struktury widoczne w mikroskopie
elektronowym. Pierscien o $rednicy ok. 24 nm zbudowany jest z czesci zewnatrz-
i wewnatrzbtonowej (56). W wyniku analizy krystalograficznej stwierdzono, ze ak-
tywna forma PFO jest tetramerem, ksztattem przypominajacym grzyb. Kazda z czte-
rech czgsteczek posiada na C-korncu fragment bogaty w tryptofan. Ten hydrofobowy
fragment faczy sie z membrang komérki docelowej (4,56,57). Tak jak w przypadku
innych TACY miejscem receptorowym na powierzchni blony jest cholesterot. Po-
twierdzono to w doswiadczeniach przeprowadzonych przy uzyciu biotynylowanej
perfringolizyny. Kompleksy perfringolizyna-biotyna przytaczaty sie do komorki do-
celowej w miejscu, w ktérym, zlokalizowany byt cholesterol. Barwne kompleksy ob-
serwowano przy uzyciu mikroskopu konfokalnego (58). Na podstawie danych uzy-
skanych dzieki mikroskopii elektronowej skonstruowano tréjwymiarowy model
perfringolizyny, wedtug ktérego jej pojedyncza czasteczka sklada sie z czterech
domen. Czwarta domena odpowiedzialna jest za przylaczanie sie do komérki do-
celowej, tam tez zlokalizowany jest konserwowany ewolucyjnie fragment 458
ECTGLAWEWWRA468 (tab. 1) (57).

Inna laseczka z rodzaju Clostridium-Clostridium botulinum, wytwarza botulinolizy-
ne. Botulinolizyna (BLY), podobnie jak inne cytotoksyny aktywowane tiolem, traci
aktywno$¢ w warunkach tlenowych (59). Masa czasteczkowa botulinolizyny wynosi
58 kDa. Dzieki mikroskopii elektronowej wiadomo, ze botulinolizyna po przytaczeniu
do komdrki docelowej formuje pory, ktorych wewnetrzna $rednica wynosi 32 = 2,4 nm,
a szerokos$¢ ich krawedzi 6,7 = 0,6 nm. Pory mogg sktada¢ sie z ponad 50 czaste-
czek. Postugujac sie badaniami in vitro stwierdzono, ze botulinolizyna najlepiej
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przytacza sie do blon erytrocytéw w temp. 0°C, ale formowanie poréw nastepuje
w temp. 37°C. Oligomeryzacja zostaje zahamowana w przypadku, gdy btony z przy-
faczong botulinolizyng zostang potraktowane jonami Zn"+, Ca+, Co™ lub Mg2+.
Oczyszczona botulinolizyng jest letalna dla myszy i wywotuje efekt cytotoksyczny
wobec komorek linii Vero (59).

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

Alveolizyna jest cytolityczng toksyng bakteryjng wytwarzang przez Bacillus alvei.
Bacillus alvei jest bakterig glebowa, rzadko toksyczng dla ssakéw. O przynalezno$ci
alveolizyny do hemolizyn aktywowanych tiolem decyduje przede wszystkim fakt, ze
toksyna ta traci swoje cytolityczne wiasciwosci w kontakcie z tlenem. Reaktywacja
alveolizyny nastepuje w obecnosci zwigzkdw redukujacych, takich jak np. DTT (60-62).
Alveolizyna kodowana jest przez gen alv (501 p.z., 41% G-f-C). Jest syntetyzowana
jako biatko prekursorowe, ktérego sekwencja sygnatowa sktadajaca sie z 32 reszt
aminokwasowych zostaje odcieta podczas sekrecji. W rezultacie pozostaje polipep-
tyd zawierajacy 469 reszt aminokwasowych o masie czasteczkowej 51,766 Da (62).
Sekwencja aminokwasowa alveolizyny jest w wysokim stopniu homologiczna z se-
kwencjg aminokwasowg listeriolizyny O, perfringolizyny O, streptolizyny O i pneu-
molizyny. Alveolizyna, podobnie jak wiekszos$¢ aktywowanych tiolem cytolizyn, po-
siada w obrebie C-koncowej czesci polipeptydu silnie konserwowang sekwencje je-
denastu aminokwasow, w skfad ktérych wchodzi pojedyncza reszta cysteinowa (tab. 1)
(62). Alveolizyna oprocz tego, ze posiada wihasciwosci cytolityczne jest rowniez
czynnikiem dopetnajagcym p-hemolize Staphylococcus aureus w tescie CAMP (48).

Kolejna w rodzaju Bacillus cytolizyna aktywowana tiolem to cereolizyna. Jest ona
jedna z wielu toksyn wydzielanych przez Bacillus cereus, bakterig, ktéra jest zaréwno
popularnym saprofltem glebowym jak i bakterig oportunistyczng mogaca wywo-
tywa¢ zakazenia ukladu pokarmowego (63). Bacillus cereus produkuje réznorodne
toksyny zewngtrzkomorkowe, takie jak np. fosfolipaza C, sfmgomielinaza i hemoli-
zyny. Cereolizyna jest hemolizyng aktywowang przez zwigzki tiolowe (np. DTT) oraz
inaktywowang przez cholesterol, czyli posiada podstawowe cechy klasyfikujace jg
do grupy hemolizyn aktywowanych tiolem. Hybrydyzacja przy uzyciu sondy specy-
ficznej dla genu kodujgcego cereolizyng, z DNA chromosomalnym uzyskanym ze
szczepu Streptococcus pyogenes produkujgcego streptolizyne O oraz z DNA uzyska-
nym ze szczepu Listeria monocytogenes produkujgcego listeriolizyne O nie data pozy-
tywnego wyniku, co sugeruje, ze pomiedzy genami kodujgcymi cereolizyne, listerio-
lizyne oraz streptolizyne nie ma wysokiej homologii (64). Podobnie jak u innych
biatek nalezacych do grupy TACY w poblizu konca C sekwencji aminokwasowej ce-
reolizyny obecny jest charakterystyczny jedenastoaminokwasowy peptyd zawie-
rajagcy w swym skfadzie pojedynczg reszte cysteinowg (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 pateczki, beztlenowe (65). Bakterie te powodujg wiele
schorzen u zwierzat, np. zapalenie sutka u kréw, ropnie u bydta, owiec i pséw. Pyo-
lizyna wydzielana przez A. pyogenes jest zaliczana do grupy hemolizyn aktywowa-
nych tiolem chociaz nie jest wrazliwa na dziatanie tlenu i nie ulega aktywacji za po-
mocg zwigzkow tiolowych (65). Posiada natomiast wiele innych cech wspolnych
z biatkami nalezagcymi do grupy TACY. PLO jest biatkiem o masie czgsteczkowej
57,9 kDa. Sekwencja aminokwasowa pyolizyny wykazuje 30-40" homologii w sto-
sunku do sekwencji aminokwasowej cytolizyn aktywowanych tiolem. W sekwencji
aminokwasowej C-korca obecny jest fragment w znacznej czesci podobny do kon-
serwowanej sekwencji bogatej w tryptofan (tab. 1). Tak jak inne toksyny nalezace
do TACY pyolizyna jest wrazliwa na dziatanie cholesterolu (65). Oprécz wiasciwosci
hemotitycznych wykazuje toksyczno$¢ w stosunku do makrofagdw i komoérek ma-
krofagopodobnych J774 (66). W doswiadczeniach wykonanych na nodelu mysim
wykazano, ze pyolizyna jest waznym czynnikiem wirulencji A. pyogenes. Szczepionka
zawierajgca zinaktywowane biatko okazata sie skuteczng metoda ochrony przed
dziataniem A. pyogenes (65,66). Zastosowanie przeciwciat specyficznych wobec pyo-
lizyny catkowicie hamuje aktywno$¢ hemolityczng. Oznacza to, ze u Axanobacterium
pyogenes wystepuje tylko jeden czynnik o aktywnosci hemolitycznej (65). Rowniez
inaktywacja genu plo poprzez mutacje insercyjng doprowadzita do zaniku ekspresji
biatka PLO oraz do utraty aktywnosci hemolitycznej (66).

7. Aktywowane tiolem hemolizyny wystepujgce u bakteri Gram-ujemnych

Aktywowane tiolem cytolizyny sg charakterystyczne gtoéwnie dla bakterii Cram-do-
datnich. Wsrdd bakterii Gram-ujemnych hemolizyne aktywowang tiolem wytwarzajg
tylko bakterie z rodzaju Klebsiella, ktére do niedawna uwazane byly za niehemoli-
tyczne (1). Zaréwno Klebsiella pneumoniae (5-7) jak i Klebsiella oxytoca{8), posiadajg
aktywnos¢ hemolityczng w stosunku do erytrocytdéw kréliczych. Hemolize obserwo-
wano po zastosowaniu inkubacji hodowli z p-merkaptoetanolem jato czynnikiem
redukujacym (6). Stwierdzono inaktywacje hemolizyny w kontakcie z tlenem. Okres-
lono ciezar molekularny klebolizyny wydzielanej przez Klebsiella preumoniae. Po-
stugujac sie metodg saczenia molekularnego i elektroforezy w zelu p)liakrylamido-
wym w warunkach niedenaturujacych uzyskano dwie wartosci: 8400 i 19 000 Da, na-
tomiast stosujac elektroforeze SDS - poliakrylamidowg uzyskano wirtosci 15 500
i 27 000 Da (7). Ustalono, ze klebolizyna ulega inaktywacji w obecnosci cholesterolu
oraz reaguje krzyzowo z przeciwciatami przeciwko streptolizynie O 5,6). Nie wia-
domo nic o sktadzie aminokwasowym klebolizyny, ale na podstawie j?j wtasciwosci
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mozna przypuszczac, ze struktura klebolizyny podobna jest do struktury biatek na-
lezacych do grupy TACY (1).

8. Podsumowanie

Najnowsze osiggniecia biochemii, inzynierii genetycznej i mikroskopii pozwolity
lepiej pozna¢ nature biatek nalezacych do grupy cytolizyn aktywowanych tiolem.
Ustalono, ze najbardziej istotng wspdlng cechg tych bialek nie jest aktywacja tio-
lem, ale ich zdolno$¢ przytaczania sie do bton komodrek docelowych w miejscu,
w ktérym wbudowany jest cholesterol oraz to, ze tworzg w btonach pory. Dlatego
istniejg sugestie, aby zrezygnowaé z nazwy cytolizyny aktywowane tiolem TACY
{thiol-activated cytolysins) na rzecz nazwy toksyny wigzace cholesterol, tworzace pory
- CHOP (cholesterol binding, pore-forming toxins) (3). W polskiej nomenklaturze po-
winno to brzmie¢ toksyny cholesterolozalezne. Biatka te charakteryzujg sie bardzo
podobng sekwencjg aminokwasowa, szczegdlnie jesli poréwnywany jest C-koniec
(ok. 40% homologii), ktory jest silniej ewolucyjnie konserwowany niz zawierajgcy se-
kwencje sygnatowg N-koniec. Nastepstwem podobienstwa struktury biatek sg ich
krzyzowe reakcje serologiczne. Zwigzane sg one gtdwnie z wysoka homologig se-
kwencji aminokwasowej w okolicy C-korica, w ktérej wystepuje charakterystyczny
11-aminokwasowy peptyd (ECTGLAWEWWR) bogaty w reszty tryptofanu (tab. 1).
Peptyd ten odpowiedzialny jest za przylaczanie sie toksyn do bton komdrek docelo-
wych, w miejscu wystepowania cholesterolu. W btonach dochodzi do oligomeryza-
cji i tworzenia transbtonowych struktur. Dowiedziono, ze toksyny cholesterolozalez-
ne sg niewatpliwym czynnikiem wirulencji bakterii, ktore je wydzielaja. Wiadomo,
ze oprdécz bardzo widocznych niekiedy wihasciwosci cytolitycznych, ich niecytoli-
tyczne stezenia oddziatujg na komérki uktadu odpornosciowego. Poznanie wias-
ciwosci tych cytolizyn i mechanizmoéw odpowiedzialnych za ich synteze spowodo-
wato, ze coraz czesciej przy identyfikacji bakterii wytwarzajacych te toksyny, wyko-
rzystywane sg nie tylko metody serologiczne wskazujgce obecnos¢ toksyn, ale réw-
niez metody molekularne za pomoca ktérych wykrywa sie kodujgce je geny. Kon-
wencjonalne metody ustalania czynnika etiologicznego zakazen bakteryjnych sa
skuteczne, ale czasochtonne. Coraz czeSciej w literaturze pojawiajg sie publikacje
wskazujace na mozliwos¢ wykrywania bakterii przy uzyciu stosunkowo szybkiej me-
tody amplifikacji kwaséw nukleinowych - PCR (polymerase chain reaction), w ktérej
jako startery stuza oligonukleotydy specyficzne dla genéw kodujacych toksyny bak-
teryjne. Szczeg6lnie przydatna, jak sie wydaje, jest metoda RT-PCR (reverse transcrip-
tion-polymerase chain reaction), dzieki ktérej mozliwe jest wykrywanie zywych bakte-
rii. Do tej pory w publikacjach na temat toksyn cholesterolozaleznych najczesciej
opisywane sg badania nad mozliwoscig zastosowania markeréw molekularnych stu-
zacych do wykrywania genéw kodujacych pneumolizyne i listeriolizyne O. Biatka te
sg, jak dotad, najlepiej poznanymi cytolizynami cholesterolozaleznymi, zaréwno

BIOTECHNOLOGIA 3 (54) 152-168 2001 165



Bozena Szramka, Julianna Kurlenda, Anna J. Podhajska

pod wzgledem wiasciwosci biochemicznych, jak i aktywnosci toksycznej wobec ko-
morek ludzkiego organizmu. Wykrycie obecnosci gendw kodujacych toksyny Swiad-
czy o mozliwosci potencjalnego zagrozenia ze strony bakterii, ktore je wytwarzaja.
Udowodniono, ze toksyny cholesterolozalezne wytwarzane przez inne gatunki bak-
terii sg rowniez istotnym czynnikiem wirulencji. Uzasadnione sg, jak sie wydaje,
prace prowadzgce do skonstruowania specyficznych i czutych zestawow diagno-
stycznych stuzacych do wykrywania bakterii wytwarzajgcych toksyny cholesterolo-
zalezne zaréwno w materiatach klinicznych, jak i do wczesnego wykrywania w pro-
duktach zywnosciowych.
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