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Vel vrst patogenih in nepatogenih po gramu pozitivnih bakterij iz rodov
Streptococcus, Clostridium, Bacillus in Listeria izloca citoliticne proteine, ki jih
uvrs¢amo v veliko druZino homolognih proteinov. Ve¢ od njih je pokazateljev
bakterijske patogenosti, a kljub temu se njihove bioloske vloge razlikujejo, tako kot
se razlikujejo zivljenjski stili bakterij, ki jih izlo¢ajo. Edinstveno vlogo igra
listeriolizin O, ki omogo¢i znotrajcelicnemu patogenu Listeria monocytogenes
pobeg iz fagolizosoma in razsiritev v sosednje gostiteljske celice. V rodu Listeria
od holesterola odvisen citolizin proizvajata Se L. seeligeri in L. ivanovii. Citolizini
teh treh vrst se razlikujejo od drugih predstavnikov druzine s svojim nizkim pH-
optimumom delovanja in prisotnosti aminokisline histidin na mestu 311. Da bi
preverili hipotezo, da je pH-optimum listeriolizina O odvisen od (de)protoniranosti
histidina na tem mestu, smo v E. coli izrazili in odistili Sest razli¢ic toksina, jim
izmerili spekter lastne fluorescence in kinetske parametre vezave na velike
unilamelarne liposome v kislem in nevtralnem pH. Iz znane kristalografske zgradbe
perfringolizina O smo pripravili homologni model listeriolizina O.
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Several species of both pathogenic and non-pathogenic grampositive bacteria
within the genera Streptococcus, Clostridium, Bacillus, and Listeria secrete
cytolytic proteins that belong to a single, highly homologous family. While several
of these cytolysins have been shown to be determinants of bacterial pathogenicity,
their biological roles may vary, as do the lifestyles of the bacteria secreting them. A
unique function is fulfilled by listeriolysin O, which helps the intracellular pathogen
Listeria monocytogenes escape from phagolysosomes and then spread to adjacent
host cells. In the genus Listeria L. seeligeri and L. ivanovii also produce a
cholesterol dependent cytolysin. The difference between Listeria cytolysins and
other members of the cholesterol depentent toxin family is in the low pH-optimum
of the three of Listeria and presence of an unique histidine residue on position 311
of listeriolysin O sequence. To test the hypothesis, that (de)protonation of that
histidine is responsible of the pH-optimum of the toxin, we expressed 6 mutants in
E. coli expression system and studied kinetics of binding and trypophan spectres of
the 6 variations. From the known crystallographic structure of perfringolysin O we
also constructed a model of listeriolysin O.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI
3D-struktura tridimenzionalna struktura
Ala aminokislina alanin
Asp aspartatna kislina
CDC od holesterola odvisni citolizin (ang. "cholesterol dependent
cytolysin")
Da dalton
Glu glutaminska kislina
His aminokislina histidin
FPLC hitra proteinska tekocinska kromatografija
ILY intermedilizin
IPTG izopropil B-d-1 tiogalaktopiranozid
LB gojisce Luria-Bertani
LLO listeriolizin O
LUV veliki unilamelarni vezikel (ang. "large unilamelar vesicle")
MAPK mitogen-aktivirana protein kinaza
NaCl natrijev klorid
NaDS natrijev dodecilsulfat (ang. "sodium dodecyl sulfate")
Ni-NTA nikljeva afinitetna kromatografija

PEST-zaporedje
PFO

PFT

pKa

SLO

TMH

P(prolin), E(glutaminska kislina), S(serin), T(treonin)

perfringolizin O

toksin, ki tvori pore (ang. "pore-forming toxin")

konstanta disociacije

streptolizin O

transmembranska lasnica (ang. "transmembrane helix")
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1 UVOD

Mnogi organizmi si preZivetje zagotavljajo z izlocanjem toksinov. Gram pozitivna
bakterija Listeria monocytogenes je eden izmed takih organizmov, ki izloca listeriolizin O
(v nadaljevanju LLO), od holesterola odvisen citoliticni toksin (ang. "cholesterol
dependent cytolysin", CDC). Ta protein ji omogoca pobeg iz fagosoma in nadaljnje
Sirjenje.

Poleg L. monocytogenes v rodu Listeria od CDC proizvajata Se L. seeligeri in L. ivanovii.
Citolizini teh treh vrst se razlikujejo od drugih predstavnikov druzine s svojim nizkim pH-
optimumom delovanja. Glede na aminokislinsko poravnavo zaporedij predstavnikov
druzine CDC, imajo samo listerijini trije na mestu 311 histidin (Stevil¢enje glede na
aminokislinsko zaporedje LLO). Spremembe v protoniranosti oz. deprotoniranosti histidina
v odvisnosti od disociacijske konstante (pK,) bi lahko vplivale na konformacijo proteina in
s tem bile vzrok nizkemu pH-optimumu LLO.

V diplomskem delu smo zeleli preveriti hipotezo, da je His311 v molekuli LLO pomemben
za ucinkovito vezavo na lipidne membrane. Zato smo v E. coli izrazili in odistili Sest
izogenih mutiranih razli¢ic LLO s posami¢no zamenjavo histidina v alanin (aminokisline
57, 79, 311, 423, 450 in 463). Z izoliranimi proteini smo proucili vezavo na lipidne
membrane pri kislem in nevtralnem pH. Iz znane kristalografske zgradbe perfringolizina O
(v nadaljevanju PFO) smo tudi pripravili homologni model LLO.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 Listeria monocytogenes IN LISTERIOZA

Stevilni znotrajceliéni patogeni bivajo v specifiénih celi¢nih predelkih, kot na primer
fagosomu (Mycobacterium tuberculosis, (Clemens in Horwitz, 1995)), Golgijevem aparatu
(Chlamydia trachomatis, (Seeliger in Jones, 1986)) ali citosolu (L. monocytogenes,
(Vasquez-Boland in sod., 2001)). Za patogenezo je vzpostavitev in ohranjanje
znotrajcelicne niSe bistveno. Skupna strategija med mikrobnimi patogeni je izkoriS¢anje
gostiteljevih celi¢nih mehanizmov, na primer zakisanje endosoma oz. fagosoma (Glomski
in sod., 2002). Veliko virusov z ovojnico potrebuje zakisanje okolja, kateremu nato sledi
zlitje virusne ovojnice z endosomalno membrano (Hernandez in sod., 1996). Podobno
potrebuje veliko bakterijskih AB-toksinov zakisanje endosoma, kar povzroc¢i nastanek pore
s podenoto B, ter posledi¢no premestitev encimske podenote A v gostiteljev citosol (Falnes
in Sandvig, 2000). Nekateri intracelularni patogeni kot Trypanosoma cruzi ali L.
monocytogenes pa izkoris¢ajo s kislem okolju delujoce proteine, ki tvorijo pore in
posredujejo pri pobegu mikroorganizma v celi¢ni citosol (Geoffroy in sod., 1987; Tilney in
Portnoy, 1989; Ley in sod., 1990).

L. monocytogenes je hitro rastoCa fakultativno anaerobna znotrajcelicna po Gramu
pozitivna bakterija. Zaradi sposobnosti prezivetja v razlicnih okoljih (nizek pH, visoke
koncentracije NaCl, nizke temperature) je prisotna tako v surovi kot v predelani hrani.
Zaradi fakultativnost njena rast ni pomembno odvisna od vakuumskega pakiranja
(Giammarini in sod., 2004). Virulenca L. monocytogenes je pripisana njeni sposobnosti
prezivetja v makrofagih (Mackaness, 1962) in neprofesionalnih fagocitih (Vasquez-Boland
in sod., 2001), tudi epitelnih celicah (Sun in sod., 1990). V celico vstopi s procesom
inducirane fagocitoze, ki jo lahko inducira tudi pri celicah, ki same normalno ne
fagocitirajo (Mengaud in sod., 1988). Bakterija povzroca listeriozo, pomembno bakterijsko
zoonozo, ki se pojavi pri raznolikih zivalih in ¢loveku in se prenasa z mle¢nimi izdelki,
mesom, perutnino, ribami in zelenjavo (Gellin in Broome, 1989; Jacquet in sod., 2002).
Pogosta je pri prezvekovalcih, ki se hranijo s hrano iz silosa (Low in Donachie, 1997).
Najbolj dovzetni za okuzbo so pacienti z oslabljenim imunskim sistemom, nosecnice in
novorojenci (Mengaud in sod., 1988), klinicni znaki bolezni so lahko meningitis ali
meningoencefalitis, zastrupitev krvi (Rocourt in Cossart, 1997), splav ali mrtvorojenost kot
posledica materni¢ne infekcije zarodka (Michel in sod., 1990). Bolezen ima visok nivo
smrtnosti (20-30 %), in zato predstavlja resen javno zdravstveni problem. Vsak sev L.
monocytogenes je lahko potencialno patogen za ljudi, a Stevilna opaZanja kazejo na
homogenost virulence — vec¢ina izbruhov listerioze in osamljenih primerov okuzbe je bilo
namre¢ povezanih s serovarjem 4b. Navkljub temu je le majhen delez hrane okuzen s tem
serovarjem (Jacquet in sod., 2002).

Vsak korak znotrajcelicnega parazitizma je odvisen od proizvodnje virulentnih dejavnikov
(Goebel in Khun, 2000). Za L. monocytogenes je najpomembnejsi CDC LLO, ki ga
1zlo€ajo vsi patogeni sevi (Portnoy in Jones, 1994; Rocourt in Cossart, 1997).
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2.1.1 Okuzba in Sirjenje

Morfoloske stopnje, opazene med Sirjenjem L. monocytogenes med dvema celicama, so
povzete na Sliki 1 (Tilney in Portnoy, 1989; Mounier in sod., 1990). Bakterija vstopi v
fagosom s procesom podobnim makropinocitozi, kar je podobno nacinu vstopa patogena
Salmonella typhimurium v makrofage (Beauregard in sod., 1997). Eden zgodnejSih
procesov potrebnih za rast in Sirjenje bakterije v gostitelju, je liza vakuole in pobeg iz nje.
Za to je potreben LLO (Gaillard in sod., 1987). Sledi hitra celi¢na delitev in ovitje bakterij
s kratkimi aktinskimi filamenti in proteini, ki veZejo aktin. Ta aktinska struktura se
preoblikuje v dolg rep, ki bakterijo premakne do celi¢cne membrane sosednje celice (Dabiri
in sod., 1990). Ta bakterijo v tej psevdopodu-podobni strukturi prepozna in sprejme. Tako
se v citoplazmi druge celice najde bakterije, obkrozene z dvojno membrano. Obe
membrani razpadeta in cikel se ponovi (Sun in sod., 1990).

Slika 1: Morfoloske stopnje vstopa, rasti, premika in Sirjenja L. monocytogenes med dvema celicama. 1.
Vstop v celico; 2. liza vakuole, 3. aktinski filamenti se uredijo okoli celice; 4. rast; 5. reorganizacija aktina iz
oblaka v rep, 6. premik v citoplazmi in vezava z celicno membrano, 7. sosednja celica prepozna psevdopod z
bakterijo, sledi ponoven vstop v celico; 8. razpad notranje membrane; 9. razpad zunanje membrane. (Sun,
Camilli in Portnoy, 1990).

Najvecji skupek genov, ki kodirajo virulentne dejavnike v L. monocytogenes je prfA-plcA-
hly-mpl-actA-plcB, od tega gen hly kodira 58-60 kDa velik protein LLO (Chakraborty in
sod., 2000), nujen za pobeg bakterije iz fagosoma v citoplazmo gostiteljeve celice. Mutante
brez LLO so ujete v vakuoli, ne rastejo znotraj celice in so nevirulentne v mi§jem modelu
infekcije (Portnoy in sod., 1988).
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Za patogenezo listerioze je potrebna tudi interakcija L. monocytogenes z gostiteljsko
celico. Pri tem procesu sodelujejo nekateri povrSinski proteini — InlA (internalin), InlB,
ActA in p104 ter Ami. InlA je 800 aminokislin velik protein potreben za vstop v celice, ki
izrazajo E-kadherin (Mengaud in sod., 1996). InIB, je 67 kDa (630 aminokislin) velik
protein, ki se izloa na povrsino celice in sodeluje pri vstopu v hepatocite in fibroblaste
(Braun in sod., 1999). ActA je 90 kDa protein, ki preko proteoglikanov prav tako omogoca
vezavo na celicno membrano ter z aktinsko polimerizacjo omogoca premikanje bakterije v
citoplazmi gostitelja (Alvarez-Dominguez in sod., 1997). Ami je bakteriolizin, ki sodeluje
pri vezavi bakterije na povrSino celic (Milohanic in sod., 2001). Zadnji v tej skupini
proteinov, ki sodelujejo pri vezavi L. monocytogenes na povrSino celic, je bil odkrit
povrsinski protein p104 (Pandiripally in sod., 1999).

2.2 OD HOLESTEROLA ODVISNI CITOLIZINI

Od holesterola odvisne citolizine uvr§¢amo v naddruZino toksinov, ki tvorijo pore (ang.
"pore-forming protein toxins", v nadaljevanju PFT) in predstavljajo eno najmocnejsih
bioloskih orozij. Pomembna lastnost PFT-jev je obstoj tako v topni obliki kot v
transmembranski pori. Za prehod iz vodotopnega v membransko stanje se morajo zgoditi
konformacijske spremembe. Cetudi se razlikujejo v primarnih, sekundarnih, terciarnih in
kvartarnih strukturah, lahko skoraj vse razvrstimo v dva razreda glede na tip pore — a-PFT
so zgrajeni pretezno iz a-vijacnic, B-PFT iz B-struktur (Parker in Feil, 2005; Anderluh in
Lakey, 2008).

2.2.1 Razsirjenost od holesterola odvisnih citolizinov

Do danes je bilo odkritih ve¢ kot 20 CDC-jev (naSteti v Preglednici 1, prikaz ohranjenosti
zaporedij na Sliki 2), ki jih proizvajajo predstavniki petih rodov po gramu pozitivnih
bakterij, Streptococcus, Clostridium, Bacillus, Listeria (Smyth in Duncan, 1978) ter
Arcanobacterium. Nekatere od vrst (predvsem listerije, pnevmo- in streptokoki)
povzroc¢ajo nevarne bolezni in njihovi toksini so pomembni virulentni dejavniki, ki preko
lize membran pogosto povzrocijo propad gostiteljskih celic. Druge vrste, kot npr. B. alvei,
B. cereus ali C. sordellii, ne povzrocajo bolezni. Pri teh so citolizini v pomoc¢ pri
ohranjanju saprofitskega zivljenjskega sloga. V rodu Listeria je poznanih Sest vrst: dve
patogeni (L. monocytogenes, L. ivanovii) in §tiri nepatogene (L. seeligeri, L. innocua, L.
welshimeri in L. grayi), od teh CDC-je proizvajata obe patogeni vrsti in L. seeligeri.

CDC-+ji niso encimsko aktivni, tako patogene kot nepatogene vrste pa pogosto poleg
toksinov izlocajo depolimerizacijske encime (proteaze, nukleaze). Nastale pore v
fagosomu so tako velike (notranjega premera od 25-30 nm (tudi ve¢je od 150A), da lahko
tako encimi kot celice vstopijo v gostiteljevo celico in sodelujejo pri nadajnjem
medceli¢nem Sirjenju patogena s polimerizacijo aktinskih filamentov (Palmer, 2001). Poro
tvori med 40-80 monomerov CDC-jev (Bhakdi in sod., 1993).
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Prosti holesterol in strukturno podobni steroli dodani v raztopini inhibirajo njihovo
aktivnost, membransko vezani holesterol pa predstavlja vezno mesto na povrSini
evkariontske celice (Michel in sod., 1990). Toksini se na membrane, ki ne vsebujejo
holesterola ali njemu strukturno podobnega sterola, ne vezejo. Afiniteta toksina do
membrane je mo¢no odvisna od vsebnosti holesterola, pri fosfatidilholinskih-holesterolnih
modelnih membranah je potreben vsaj 40% molarni deleZ sterola (Ohno-Iwashita in sod.,
1992; Bavdek in sod., 2007; Flanagan in sod., 2009). Strukturne lastnosti holesterolne
molekule potrebne za vzajemno delovanje s toksinom so 3fB-hidroksi skupina, sterolni
obro€ in izooktilna stranska veriga (Palmer, 2001; Bavdek in sod., 2007). Holesterol ni le
vezavno mesto, ampak tudi sodeluje pri oligomerizaciji, verjetno kot alostericni efektor
(Harris in sod., 1998).

Najvec¢ izdatnih in iz¢rpnih Studij vloge teh toksinov v patogenosti je bilo opravljenih na
LLO znotrajceli¢ne bakterije L. monocytogenes (Geoffroy in sod., 1987).

Preglednica 1: Druzina tiolno-aktiviranih od holesterola odvisnih citolizinov (Palmer, 2001).

Bakterijski rod Vrsta Ime toksina
Arcanobacterium A. pyogenes piolizin
Bacillus B. alvei alveolizin
B. anthracis antrolizin

B. cereus
B. laterosporus

B. thuringiensis

cereolizin O
laterosporolizin

thuringolizin O

Clostridium C. bifermentans bifermentolizin
C. botulinum botulinolizin
C. chauvoei chauveolizin
C. histolyticum histoliticolizin O
C. novyi novyilizin
C. perfringens perfringolizin O
C. septicum septicolizin
C. sordellii sordelilizin
C. tetani tetanolizin
Listeria L. ivanovii ivanolizin
L. mononcytogenes listeriolizin O
L. seeligeri seeligerilizin
Streptococcus S. canis streptolizin O

S. equisimilis
S. intermedius
S. pneumoniae
S. pyogenes

S. suis

streptolizin O
intermedilizin
pnevmolizin

streptolizin O

suilizin




Ramsak Z. Lastnosti mutiranih razli¢ic Listeriolizina O. 6
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Studij biotehnologije, 2009

Listeriolizino
Ivanolizin
Seeligerilizin
Streptolizino
Perfringolizino
Pnevmolizin
Intermedilizin
Piolizin
Alveolizin
Antrolizino
Cereolizino
Botulinolizin
Novyilizin
TetanolizinO
Suilizin

Listeriolizino
Ivanolizin
Seeligerilizin
Streptolizino
Perfringolizin®
Pnevmolizin
Intermedilizin
Piolizin
Alveolizin
Antrolizino
Cereolizino
Botulinolizin
Novyilizin
Tetanolizino
Suilizin

Listeriolizino
Ivanolizin
Seeligerilizin
Streptolizino
Perfringolizin®
Pnevmolizin
Intermedilizin
Piolizin
Alveolizin
Antrolizin®o
Cereolizino
Eotulinolizin
Novyilizin
Tetanolizino
Suilizin

Listeriolizin®o
Ivanolizin
Seeligerilizin
Streptolizino
perfringolizino
Pnevmolizin
Intermedilizin
Piolizin
Alveolizin
Antrolizino
Cereolizino
Botulinolizin
Novyilizin
Tetanolizino
Suilizin

Listeriolizin®o
Ivanolizin
Seeligerilizin
Streptolizino
Perfringolizin®
Pnevmolizin
Intermedilizin
Piolizin
Alveolizin
Antrolizino
Cereolizino
Botulinolizin
Novyilizin
TetanolizinO
Suilizin

Listeriolizino
Ivanolizin
Seeligerilizin
Streptolizino
Perfringolizin®
Pnevmolizin
Intermedilizin
Piolizin
Alveolizin
Antrolizin®o
Cereolizino
Botulinolizin
Novyilizin
Tetanolizino
Suilizin

Listeriolizino
Ivanolizin
Seeligerilizin
StreptolizinO
Perfringolizino
Pnevmolizin
Intermedilizin
Piolizin
Alveolizin
Antrolizino
Cereolizino
Botulinolizin
Novyilizin
Tetanolizino
suilizin

----MEEKIMLVFITLILVSLPIAQQTEAKDASAFNEK -ENSISSMAPPASPPAS
=== -MEEKIMLLLMTLLLVSLPLAQEAQADASVYSYQG--IISHMAPPASPPAK
----MEIFGLVIMSLLFVSLPITQQPEARDVPAYDRSEVTISPAETPESPPAT

---MR¥SSHLILSSIVSLALV@-------=-=--=- -
MIRFEKTKLIASIAMALCLFSQPVISFSKD

-MKTKQNIARELSRVVLLSTLVLSSAAPISAAFAETPTKPKAAQTEKKPEKK-
MERKAFASLVASVVAAATVIMP TASFAAGLGNSSGLTDGLSAPRASISPTDEV -
- -MKEKEKSNHLJ4GREVLVSLLVSLOQVFAFASISSAAPR - -
MIFLNIKKNTISRREFLACLLVSLCTIHYSSISFAET

m====---- -MNIKKENT|SRRKFLACLLVSLCTINYSSISFAET - - e e - -
MNFIKKNYKSVILGIISMAIVGTSVLKLHKSTVST QNNIVENNGENVIKKFDNQKVINDEKSNDNVNTNGIKESENKLDDDEKTKEITAKVDETINLQQKS
==-------MAVLELDNETLES|{KNNNAIVEESTNVNKKLNTEPNEELNAKPSIEPN--------IKQNIIPKVTCDEKSEKSEQGL

---MNENVLEFVSRSLLIFSMTGLISNYNSSNVLAKGNVEEHSLINN-
---MSNKKTF“K!SRVAGLLTAALIIGNLVTANAESNKQNTASTET-

-- - -PKTPIEKKHADERKY]

- - -PETPVEKKNAAQEENOY|

- - -PETPVEKKHAEEMNKY|

- - -TPLSVLADSKQDUNQY FQS|
-ITDEN- -

AL LGD - ATV EGN D3 w1 AN

KAAPDﬂAVSG----KSVSGD
KAAPDTAFEG----KSVKGD

ELENIIQNESFKAVI!GGSAKDEVEIIDGDLSKL
ELTNIIKNSSFKAVIYGGSAKEEVEIIDGNLGEL

YEFLETTSF
NVF ETTSKSpg
VFLETTS
VELETTS

YGR
YGR
V YGR'

=N

-NSVETSGQYEDIFEES

N
FTAVVLGGAYEHNKYV)
FTAVVLGGRASEHNE V|

377 NRE PIE N| NPTV QL3 6N TS S|
NI ) 4 {NP g P THIY TTL F LE DI NPV E KR SE S|
378 DRERMGVIRERSg N34 NPITE VI SKRGENYESE LEV TS S|
349 GELRRGVIREpSyNIaV) Bl VW E PidARIIK| 100 S BT
351 ETKNPAYPISYTSVFLKD NIV L T (Y Qr KN 1Y Spy V|
321 ThDHY PISYTTRF JAES ATIIIAT D S|
379 EARS)E PISYT SFN. YPITIKRSKSE RGEGIY SpyT
385 ETEVIEY PﬂSYAVNFLKD KIAT R PISTR WAARTEEFRET
354 EIANPAYPISYTEMFLED OPIT V| S| E|
KRN S| ANPAYPISYTEIF LEDI JSES AT HI pyti V]
362 IINPAYPISYTEZYFLED NIV L pYW DG ehd DA T AHP S TRY
LEEN S| NP AYP ISYTTYyFLEDI KiII DGe E
452 1 NPeYPTSYTTWFLED! KTV IT)| E|
MR- S| e NP & YP I SYTTEyF LK DI 1| ERgI H A E|
423 ERERFFNSIENSISVINAY KiVIKR REBIN V|
477 [EN| DNPIE-

476 N DNPIK-

478

449

485 pHEERGE AN [TVINEAINLP LV)RzIRIEGHAIGT T,
piR T ARECTGLAWEWWRTVWDEYN PLASDINVSIWGTTLYPKSEITH--
BN EQIY PLTNEIKVSIE

421 b$IR ECTGLAWEWWRT Vol @ e LD LV d 4R ST WG T T LY Plekidohadav)od i
479 RREEVLGAWBAYSPIYALTY S KNDIAIA, P QLN TE TR <kt gfHIZOF E DEGVEDNTD

SINEQINVIZPTNE ITK VENiGleini gy 93T Al
IDINSNLP LV S4RupdI T WG T TLY Pjdz|
IDIMINLP LV 4Ry T/ GT TLY Pj3:|

Slika 2: Poravnava nekaterih CDC na ClustalW serverju (EMBnet, 2009) in prikaz njihovih ohranjenih
zaporedij z BoxShade (EMBnet, 2009).



Ramgak Z. Lastnosti mutiranih razli¢ic Listeriolizina O. 7
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Studij biotehnologije, 2009

2.2.2 Zgradba in delovanje od holesterola odvisnih citolizinov

Vsi toksini druzine so sestavljeni iz ene polipeptidne verige, dolge od 471 aminokislinskih
ostankov v primeru pnevmolizina (Walker in sod., 1987) do 571 aminokislin v primeru
streptolizina O (v nadaljevanju SLO; Kehoe in sod., 1987). Nukleotidno zaporedje LLO so
leta 1988 dolocili Mengaud in sodelavci. Ohranjeno jedro druzine je isto¢asno zaporedje
najmanjSega Clana druzine pnevmolizina, ki se od ostalih razlikuje le v odsotnosti
sekretornega signalnega peptida in se temu primerno izlo¢i le z lizo pnevmokokne
bakterijske celice. Razlika v dolzini pripadnikov druzine je vecinoma zaradi razli¢no
dolgih zaporedij na N-terminalnem delu peptidne verige (Palmer, 2001).

NajdaljSe zaporedje, skoraj popolne homologije med vsemi predstavniki, je dolgo 11
aminokislin, bogato s triptofani in z izjemo dveh toksinov vsebuje edini cisteinski ostanek.
Undekapeptid imenovan triptofanska zanka z zaporedjem ECTGLAWEWWR, se nahaja
na C-terminalnem koncu proteina (Michel in sod., 1990). Od te tiolne skupine (-SH) je
druzina tudi dobila zastarelo ime tiolno-aktivirani citolizini. V primeru pnevmolizina
(Pinkney in sod., 1989) in SLO (Saunders in sod., 1989) je bilo dokazano, da cistein sicer
nima vpliva na funkcijo teh dveh citolizinov, so pa Michel in sod. (1990) pokazali, da je
undekapeptid sam nujen za lizo membrane. Dejansko tudi dva novejSa Clana druzine
(piolizin in intermedilizin) naravno vsebujeta namesto cisteina v undekapeptidu alanin
(Nagamume in sod., 2000; Billington in sod., 2002).

Do danes sta znani 3D-strukturi PFO (na Sliki 3, levo; Rossjohn in sod., 1997) in
intermedilizina (na sliki 3, levo; v nadaljevanju ILY; Polekhina in sod., 2005). Vsi CDC so
sestavljeni iz enojne polipeptidne verige z molekulskimi masami od 50-80 kDa, med
katerimi je podobnost zaporedja 40-70%, zato imajo zelo verjetno podobno strukturno
zgradbo kot PFO in ILY (Tweten, 2005).

Vsi CDC so sestavljeni iz B-struktur (Parker in Feil, 2005). Kar 40% PFO je zgrajenega iz
do 25 B-trakov (na Sliki 3, desno). Poleg B-struktur PFO gradi 11 a-vijacnic ter 2 3
vijacnici (Rossjohn in sod., 1997), od tega sta dve a-vijacnici nujno pomembni za vstavitev
toksina v membrano in se ob tem konformacijsko pretvorita v transmembranski B-lasnici
(ang. "transmembrane helix", v nadaljevanju TMH). Molekula je podaljSane strukture iz
Stirth posami¢nih domen, domene 1, 2 in 4 so naravnane podolzno, domena 3 je bo¢no
zlozena ob domeni 2. Polipeptidna veriga te¢e v obe smeri preko domen 1-3, medtem ko je
domena 4 zgibana v -sendvi¢ na C-terminalnem delu molekule (Rossjohn in sod., 1997).
Vmesni ploskvi sta med domenama 2 in 3 (domena 3 je ukrivljena glede na obliko domene
2, interakcije ve¢inoma polarne) ter domenama 2 in 4 (veliko vodikovih vezi, v srediS¢u
stika veliko aromatskih skupin). Triptofanska zanka (ali undekapeptid) je v domeni 4,
njena interakcija z membrano je predpogoj za vstavitev TMH-1 in TMH-2 v membrano
(Shatursky in sod., 1999).
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Slika 3: Levo kristalni strukturi PFO in ILY. Oznacene so domene 1-4 (DI1-D4), polozaj TMHI in TMH?2
(vijolicne barve), tri zanke domene 4 (rumene barve), undekapeptid (rdece barve), ostanka Y181 in F318
(zelen barve), p5-al zanka (svetlo modra) in [-verigi Bl in B2 jedrne p-strukture v domeni 3. Vecina
ujemajocih se regij je enako obarvano na molekuli ILY (Tweten, 2005). Desno vioge Stirih domen iz podatkov
o PFO, SLO, pnevmolizinu in LLO (prirejeno po Bayley, 1997).

Vsem CDC je skupen mehanizem vezave na membrane, kateremu sledi oligomerizacija in
nastanek pore v obliki B-sod¢ka (Soltani in sod., 2007; Anderluh in Lakey, 2008). Najpre;j
se ena monomerna enota toksina z domeno 4 specificno veze na membrano, ki vsebuje
holesterol (Ohno-Iwashita, 1992), vanjo se vstavijo undekapeptid in tri kratke hidrofobne
zanke, ki toksin zasidrajo v navpi¢ni smeri (Ramachandran, 2005). To povzroci
konformacijsko spremembo toksina (Palmer in sod., 1998), kar vodi v oligomerizacijo,
nastanek prepornega kompleksa in nato pore (Tweten, 2005). Domena 4 nato v Ze nastalem
oligomeru pripomore k vzpostavitvi dodatnih medmolekulskih stikov (Palmer, 2001).
Domeni 1 in 3 prav tako sodelujeta pri oligomerizaciji (Darji in sod., 1996), domena 3 je
poleg tega kljucna za nastanek transmembranskega dela pore (Shatursky in sod., 1999).

2.2.3 Listeriolizin O

Listeriolizin O je eksotoksin, najpomemnejs$i virulentni dejavnik bakterije L
monocytogenes, katerega funkcija je bakteriji omogociti pobeg iz kislega gostiteljevega
fagosoma v citosol (Portnoy in sod., 1992). Bakterija proizvaja LLO v vakuoli in tudi
kasneje v citosolu, a delovanje toksina je omejeno le na fagosom. Ker ne lizira gostiteljske
celice, je LLO edinstven predstavnik druzine CDC (Decatur in Portnoy, 2000). Skupno z
druzino ima inhibicijo z Ze zelo nizkimi koli¢inami prostega holesterola, aktivacijo z
reducirajo¢imi sredstvi, inaktivacijo z oksidacijo ter krizno reaktivnost s SLO (Mengaud in
sod., 1988).
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Zgrajen je iz 529 aminokislin in ima molekulsko maso 58,6 kDa. Prvih 25 aminokislin je
signalni peptid, tako ima zrel protein 504 aminokislinskih ostankov in molekulsko maso
55,8 kDa (Mengaud in sod., 1988). Kot vsi CDC ima tudi LLO triptofansko zanko na C-
terminalnem koncu peptida v domeni 4 (Michel in sod., 1990). Kristalografska struktura
LLO S$e ni dolo€ena, a zaradi visoke podobnosti med njim in PFO (43% enakost ter 70%
podobnost zaporedja; Decatur in Portnoy, 2000) pricakujemo ohranjenost strukture (Slika
4).
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Slika 4: Dva modela LLO na osnovi 3D strukture. Levo teoreticni 3D model LLO strukture narejen z
uporabo SwissModel in RasMac (Dubail in sod., 2001), desno model narejen z uporabo SwissModel in
MolMol (Schuerch in sod., 2005).

LLO je edini CDC, ki vsebuje 19 aminokislin dolgo zaporedje PEST na N-terminalnem
delu molekule v prvi domeni toksina (Rogers in sod., 1986). To zaporedje je bogato s
prolinom (P), glutaminsko kislino (E), serinom (S) in treoninom (T) in je prepoznavno
zaporedje za gostiteljske proteolitiéne encime, ki nato hitro razgradijo protein v citosolu
gostitelja (Decatur in Portnoy, 2000). V PEST-zaporedju so tri prepoznavna mesta za
mitogen-aktivirane protein kinaze (MAPK; Gonzalez in sod., 1991). Delecija tega
zaporedja povecCa toksicnost mutantnega LLO in s tem zmanjSa virulenco L.
monocytogenes, saj se bakterija zanaSa na celi¢ne funkcije gostitelja za razSirjanje v
sosednje celice (Lety in sod., 2003). To PEST-zaporedje je torej nujno za ohranjanje
znotrajceli¢ne niSe bakterije in njeno virulenco (Decatur in Portnoy, 2000).
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2.2.4 pH odyvisnost listeriolizina O

Odvisnost LLO od pH je rezultat temperaturne in od pH odvisne denaturacije. Za LLO je
optimalen pH delovanja 5,5 (Geoffroy in sod., 1987), pri pH 7,0 pa je skoraj popolnoma
neaktiven (Portnoy in sod., 1992; Beauregard in sod., 1997; Giammarini in sod., 2003).
Izlo¢anje LLO v kislem fagosomu je pomemben korak v izhodu L. monocytogenes iz
fagosoma, saj inhibitorji fagosomskega zakisanja preprecijo pobeg bakterije v citoplazmo
(Beauregard in sod., 1997). V sami citoplazmi se izogne poskodbam celice gostitelja z
inaktivacijo pri nevtralnem pH (Giammarini in sod., 2003). L. monocytogenes, ki izrazajo
od kislega pH-neodvisen CDC PFO, so nesposobne delitve znotraj celice in nevirulentne
(Jones in Portnoy, 1994), ker PFO lizira plazemsko membrano gostitelja po pobegu iz
fagosoma. Natancen molekularni mehanizem osnove pH odvisnosti LLO potrebuje
nadaljnje raziskave in analizo dejanske konformacijske spremembe. Pri dveh AB-toksinih
s kislo pH-odvisnostjo (toksin diptherije in antraks toksin), kisel pH endosoma sprozi
spremembo konformacije v 'B' translokacijski domeni, hkrati pa se 'A' encimski del
premakne v citosol evkariontske celice (Esbensen in sod., 1993; Abrami in sod., 2003).

Kriti¢ni korak inaktivacije LLO je pred¢asno razvitje dveh TMH domene 3, ki se sicer
normalno vstavita v membrano celice tako, da tvorita transmembransko poro v obliki -
sodCka (Shatursky in sod., 1999; Schuerch in sod., 2005). Razvitje je pod regulacijo
aminokislinskega trojcka (aminokisline Glu-247, Asp-320, Glu-208) v domeni 3, ki deluje
kot pH senzor in ob nevtralnem ali bazi¢nem pH destabilizira a-vijacnici zaradi odbijanja
nabojev. Struktura domene 3 se v odvisnosti od pH okolja izrazito spremeni (Rossjohn in
sod., 1997). Vecino Casa je domena 3 v metastabilnem stanju, a se lahko zavihti stran od
domene 2 in s tem razvije TMH 1 in 2. Tako metastabilno stanje obstaja pri nizkem pH, saj
so karboksilne skupine aminokislinskega trojcka vec¢inoma protonirane in helikalne lasnice
se pretvorijo v B-transmembranske le po vezavi monomera na membrano. Pri nevtralnem
ali vis§jem pH pa so karboksilne skupine vefinoma deprotonirane (najvecjo mo¢ ima
interakcija med glutaminskima kislinama). Odboj med naboji porusi strukturo domene 3,
kar povzro€i predCasen razvoj helikalnih lasnic. Protein posledi¢no tako ni sposoben
oligomerizacije z drugimi toksini na membrani. Visoka koncentracija soli prepreci
denaturacijo z nevtralizacijo naboja med Glu ostankoma. Ker pa do denaturacije pride le
pri temperaturi visji od 31 °C, proces ni voden le z elektrostatskim potencialom, ampak
tudi drugimi temperaturno-obcutljivimi odnosi med molekulami (van der Waalsove vezi,
ionske vezi, dipoli, vodikova vez; Schuerch in sod., 2005).

Vsi €lani druzine imajo na mestu 485 Priloge I treonin, z izjemo listerijinth CDC, ki
vsebujejo levein. Zamenjava tega levcina v treonin na tem mestu povzroc¢i izgubo pH-
odvisnosti LLO (Glomski in sod., 2002). Ireverzibilna inaktivacija citoliticne aktivnosti
LLO v nevtralnem ali bazi¢nem okolju je zaradi sprememb v domeni 4: pride do nastanka
disulfidne vezi in nastanka dimera in posledi¢no do velikih sprememb v hidrofobnosti
toksina (Nomura in sod., 2007).
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2.3 FLUORESCENCA (Pain, 1996)

Merjenje fluorescencnih spektrov je nacin opredelitve zgradbe proteinov in njihove
konformacije. Najvecja vrednost fluorescence kot tehnike za raziskovanje konformacije
proteinov je v njeni visoki obcutljivosti in nizki ceni raziskav. Zaradi visoke obcutljivosti
pa je potebno paziti, da v raztopini ali na merilni celici ni necisto¢, saj to lahko vodi do
napacne interpretacije dobljenih podatkov. Spekter je dolocen predvsem s polarnostjo
okolja triptofanskih in tirozinskih ostankov in njihovih specifi¢nih interkacij. Manjsa
intenziteta fluorescence ob dodatku dusiteljev fluorescence nam nakaze delez teh ostankov,
ki so v proteinski strukturi ali izpostavljeni raztopini in s tem poda informacijo o strukturi
njihovega okolja.

Dielektricne lastnosti okolja lahko vplivajo na lastnosti spektrov molekul, kot na primer
jakost intenzitete in polozaj maksimumov absorpcije ali emisijskih spektrov in na trajanje
fluorescence. Lastnosti molekule v lipidnem dvosloju (v naSem primeru LLO) so torej
razli¢ne od lastnosti, kadar je ta molekula v vodnem okolju.

2.4 HOMOLOGNO MODELIRANJE IN ELEKTROSTATSKI POTENCIAL

Podrocje strukture proteinov in homolognega modeliranja je znatno napredovalo z uporabo
algoritmov, ki sofasno preracunajo ustreznost vecih aminokislin in stranskih verig na
vsakem polozaju v proteinski strukturi. V vecini primerov se elektrostatske energije ali ne
upostevajo ali pa priblizno izracunajo s Coulombovim potencialom in empiri¢nimi podatki,
sorazmernimi z izpostavljeno povrSino topljenca. En razlog za izpus€anje elektrostatskih
energij je pomanjkanje metod za njihovo oceno. Hitri analiti¢ni izraCuni elektrostatskega
potenciala na osnovi priblizka Coulombovega polja in sploSne Bornove enacbe so natan¢ni
za energije majhnih topnih molekul, a so lahko manj zanesljivi pri obseznih molekulah, kot
so proteini (Havranek in Harbury, 1999).

Kljub temu je najlazje izracunati povprecni elektrostatski potencial iz enodimenzijske
Poisson-Boltzmannove enacbe z Gouy-Chapman teorijo povprecnega polja, ¢e se ob
interpretaciji zavedamo, da izracun vsebuje poenostavitve. Kljub temu nekatere
elektrostatske pojave prikaze v skladu z eksperimenti. Za izra¢un realnih odnosov med
lipidi in proteini pa Poisson-Boltzmann ni primeren zaradi predpostavk, da so peptidi in
lipidi brezdimenzijske tocke, da se lahko zanemari diskretne parne elektrostatske privlake
med posameznimi bazi¢nimi ostanki in kislimi lipidi, ter da so naboji enakomerno
razporejeni po povrsini lipida (Peitzsch in sod., 1995).
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2.5 NAMEN DIPLOMSKEGA DELA

Od holesterola odvisni citolizini iz rodu Listeria se razlikujejo od drugih predstavnikov
druzine v svojem nizkem pH-optimumu delovanja. LLO deluje na membrano fagosoma, a
pri tem ne lizira celice. Poseben je tudi zaradi PEST-zaporedja v peptidni molekuli, ki ga v
citosolu naredi za tar¢o proteoliticnih encimov gostitelja. Za svoje delovanje potrebuje
visoko vsebnost holesterola v membrani. Kljub temu ve¢ raziskav poteka na SLO in PFO,
na LLO in njegovi pH odvisnosti pa so raziskave vecinoma osnovane na merjenju
hemoliti¢ne aktivnosti toksina (Geoffroy in sod., 1987; Glomski in sod., 2002; Giammarini
in sod., 2003; Nomura in sod., 2007). Kinetiko vezave LLO na lipidne membrane so s
tehniko povrSinske plazmonske resonance preucili Bavdek in sodelavci (2007).

Na mestu 311 v molekuli LLO imajo samo trije CDC-ji listerij histidin in so tudi edini z
odvisnostjo od nizkega pH. Nakamura in sodelavci (1999) so na PFO pokazali, da imajo
tudi histidinski ostanki vlogo v citolizi, predvsem oligomerizaciji in nastanku pore z
analizo fluorescen¢nih spektrov. Znizanje pH iz 7,0 na 6,0 je na PFO spremenilo profil
triptofanske fluorescence, kar kaze na konformacijsko spremembo v tem obmoc¢ju pH. Ker
imajo imidazolni obro¢i histidinskih ostankov pK, vrednost v tem obmocju, je mozno, da
histidinski ostanki pripomorejo k pH-odvisni konformacijski spremembi PFO (Nakamura
in sod., 1999). Preveriti smo zeleli hipotezo, da je His311 pomemben za u¢inkovito vezavo
LLO na lipidne membrane.

Za to sem v diplomskem delu v E. coli izrazila in ocistila Sest izogenih mutiranih razli¢ic
LLO, kjer je imela vsaka eno zamenjavo histidina v alanin (na mestih 57, 79, 311, 423, 450
in 463). Z izoliranimi proteini sem nato preverila kinetiko ter sposobnost vezave na lipidne
membrane pri kislem (5,5) in rahlo bazicnem pH (7,5). Iz znane kristalografske zgradbe
PFO (Rossjohn in sod., 1997) in ILY (Polekhina in sod., 2005) sem s programom Modeller
9v6 naredila model LLO, kateremu sem s programom Deep View v4.0 dodala prikaz
povrsinskega elektrostatskega privlaka vseh Sestih mutant. Poznavanje molekularnega
mehanizma vezave na lipidne membrane bo pomembno prispevalo k razumevanju
patogeneze bakterije L. monocytogenes.
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3. MATERIALI IN METODE
3.1 MATERIALI

3.1.1 Kemikalije in drobna oprema

agar Merck, Nemcija
akrilamid/bis raztopina (30%) Biorad, ZDA
amonijev persulfat (APS) Serva, Nemcija
ampicilin Sigma, ZDA
barvilo Coomassie Brilliant Blue Biorad, ZDA
benzamidin HCI Sigma, ZDA
beta-merkaptoetanol (3-MEtOH) Sigma, ZDA
dializna vrecka (M,, 12-14.000 Da) Spectrapor, ZDA
dioleoil fosfatidilholin (DOPC) Avanti Polar Lipids, ZDA
etanol (EtOH), 96%, 100% Merck, Nemcija
etilendiamin tetraacetat (EDTA) Merck, Nemcija
filtr1 0.2 um Sartorius, Svedska
filtri za ekstrudor 100 nm Avestin, Kanada
Hellmanex c¢istilno sredstvo Hellma, Nemcija
holesterol Avanti Polar Lipids, ZDA
imidazol Sigma, ZDA

IPTG (izopropil B-d-1 tiogalaktopiranozid) Sigma, ZDA

Luria broth medij Sigma, ZDA
metanol (MeOH) Merck, Nemcija
mikrotiterske plosce Nunc, Danska
natrijev dihidrogen fosfat monohidrat (NaH,PO4x1H,0) Merck, Nemcija
natrijev dodecilsulfat (NaDS) Merck, Nemcija
natrijev hidroksid (NaOH) Merck, Nemcija
natrijev klorid (NaCl) Merck, Nemcija
PMSF (AEBSF) Sigma, ZDA
proteinski standard (Pageruler Prestained Prot.Ladder) Fermentas, Kanada
steklene kroglice Sigma, Nemcija
TEMED Sigma, ZDA
tris(hidroksimetil)aminometan (Tris) Merck, Nemcija
3.1.2 Raztopine

Vse raztopine so bile pripravljene v destilirani vodi (dH,0). Gojis¢a so bila avtoklavirana.
Raztopine za nikljevo afinitetno kromatografijo (Ni-NTA), hitro proteinsko tekocinsko
kromatografijo (FPLC) in za merjenje fluorescence so bile prefiltrirane in odzracene.

Gojisca

LB tekoce gojis¢e z ampicilinom 25 g/L Luria broth medij
100 pg/ml ampicilin

LB agarozno gojis¢e z ampicilinom 25 g/L Luria broth medij
20 g/L agar

100 pg/ml ampicilin
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Raztopine za NaDS-PAGE
Pufer za NaDS-PAGE (10x)

Nanasalni pufer za NaDS-PAGE

Raztopina za barvanje

12% locitveni gel

nanasSalni gel

Raztopina za dializo
Dializni pufer

Raztopine za Ni-NTA kromatografijo

Pufer za lizo

Pufer za spiranje

Elucijski pufer

25 mM Tris

1.92 M glicin

35 mM NaDS

60 mM Tris-HCI

2 % NaDS

5 % glicerol

0,1 % Coomassie Brilliant Blue (m/v)
pH 8,8

10 % ocetna kislina (v/v)

40 % metanol (v/v)

0,5 % Coomassie Brilliant Blue (m/v)
0,9 mL akrilamid

1,552 mL dH,O

0,375 mL 3M Tris (pH 8) pufra

20 uL 10% SDS

150 pL 1,5% APS

6 uL TEMED

0,25 mL akrilamid

1,4725 mL dH,0O

0,625 mL 0,5M Tris (pH 7,6) pufra
25 uL 10% SDS

125 pL 1,5% APS

2,5 uL TEMED

10 mM NaH2PO4
10 mM NaCl

1 mM EDTA

pH 5,7

50 mM NaH,PO,
300 mM NaCl

10 mM imidazol
pH 7

50 mM NaH,PO,
300 mM NaCl

25 mM imidazol
pH 7

50 mM NaH2P04
300 mM NaCl
300 mM imidazol
pH 7,5

Raztopini za hitro proteinsko teko¢insko kromatografijo (FPLC)

Pufer A

Pufer B

10 mM NaH2P 04
pH 5,7

10 mM NaH2P 04
1 M NaCl
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Raztopini za merjenje fluorescence
Pufer za fluorescenco 1

Pufer za fluorescenco 2

3.1.3 Encimi
Lizocim

DNAza B

RNAza A

3.1.4 Bakterijski sev

E. coli BL21(DE3)pLysS

ph 5,7

20 mM NaH,PO,
140 mM NaCl

1 mM EDTA

pH 5,5

20 mM NaH,PO,
140 mM NaCl

1 mM EDTA

pH 7,5

Sigma, ZDA
Sigma, ZDA
Sigma, ZDA

Novagen, Nemcija

3.1.5 Plazmidi z genom za ustrezno razli¢ico LLO

pET-8c

Novagen, Nemcija

3.1.6 Kompleta za dolo¢anje vsebnosti lipidov

Free Cholesterol C
Phospholipids B

3.1.7 Laboratorijska oprema

centrifugi
¢italca mikrotitrnih plos¢

ekstrudor
elektroforezni sistem

kromatografska kolona za FPLC

kromatografski polnilec za Ni-NTA
magnetno mesalo

pH meter

rotavapor

sonikator

spektrofluorimeter
tehtnica
vibracijski stresalnik

Wako Chemicals, Nemc¢ija
Wako Chemicals, Nemcija

Hettich Rotanta 460R, Sigma, Nemcija

SIGMA 3K30, Sigma, Nemcija

MRX, Dynex technologies, Nemcija

Zenyth 3100, Anthos Labtec

Avestin Lipid Extrudor, Kanada

elektroforezna celica Mini Protean® II, BioRad, ZDA
napajalna enota PowerPac HC, Bio-Rad, ZDA

Mono S HR 5/5 kation exchange, Amersham
Pharmacia Biotech, Svedska
Ni-NTA agaroza, QUIAGEN, ZDA
MM540, Tehtnica, Slovenija
Mettler Toledo, Nemcija

B480, Biichi, Svica

Ultrasonic  Disintegrator Mk2,
Instruments, Velika Britanija

Jasco FP-750, Jasco Corporation, Japonska
Sartorius, Svedska

Vibromix 301EVT, Tehtnica, Slovenija

MSE Scientific
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3.2 METODE
3.2.1 IzraZzanje rekombinantnega LLO

Genski zapisi LLO so bili predhodno vstavljeni v plazmid pET-8c. Vsaki od Sestih razli¢ic
genskega  zapisa  LLO Smo izrezali zaporedje signalnega  peptida
(MKKIMLVFITLILISLPIAQQTEAK) in na zacetek vstavili histidinski repek
(HHHHHHSSLVPRGSK) ter aminokislinsko zamenjavo histidina v alanin na mestih 57,
79, 311, 423,450 ali 463 v odvisnosti od mutante. Plazmide pET-8c-LLO smo uporabili za
transormacijo v E. coli BL21(DE3)pLysS kompetentne celice s toplotnim Sokom.
Odmrznjenim kompetentnim bakterijskim celicam (iz zamrzovalnika na -80 °C) smo
dodali 1,7 pl plazmidne DNA in inkubirali 30 minut. Po tem casu je sledil toplotni Sok 75
sekund na 42 °C. Transformacijski raztopini smo dodali 300 pl tekocega LB gojisca brez
ampicilina in nato eno uro inkubirali na 37 °C pri 220 obratih na minuto, preden smo
vsebino mikrocentrifugirke razmazali na trdno LB gojis¢e z ampicilinom. To gojis€e smo
postavili v inkubator na 37 °C za 12 ur. Zrasle kolonije bakterij smo uporabili kot
inokulum za LB tekoce gojis¢e z ampicilinom na stresalniku pri temperaturi 30 °C. Ko je
rast dosegla pozno log fazo (ODgg = 0,8), smo dodali z IPTG do kon¢ne koncentracije 0,5
mM za indukcijo T7 RNA polimeraznega gena. Po tem je sledila 5 urna kultivacija na 28
°C (oz. dokler bakterijska kultura ni dosegla najve¢ ODgoo = 3,0). Celice iz treh litrov
tekoce kulture po indukciji z IPTG smo po koncanem gojenju centrifugirali 30 minut pri
4400 obratih na minuto in 4 °C. Supernatant smo zavrgli, usedlino pa zamrznili na —20 °C.

3.2.2 Ci§¢enje rekombinantnih proteinov

Dobljeno usedlino smo resuspendirali v pufru za lizo pri pH 7,0 in temperaturi 4 °C (in
sicer 2 ml pufra na 1 g usedline), ki je vseboval 20 mM B-merkaptoetanol, 1mM
benzamidin, 0,5 mM PMSF (AEBSF), 0,5 mg/ml lizocim, 10 pg/mg DNazo in 20 pg/ml
RNazo in nato podvrzene razbijanju z ultrazvokom pri temperaturi 4 °C. Celice so bile 30
minut sonicirane v razmerju 30s/5min sonikacije in premora pred novim razbijanjem pri
40% amplitudi. Dobljeni grobi proteinski lizat smo centrifugirali 60 minut pri 14.000
obratih na minuto in 4 °C. Topni LLO, ki je ostal v supernatantu smo nato cistili z nikljevo
afinitetno kromatografijo (QiaGen, ZDA). Supernatant smo nanesli na kolono v celotnem
volumnu (med 12-20 ml). Nato smo z viSanjem koncentracije imidazola v pufrih za lizo,
spiranje in elucijo proteine vezane na Ni-NTA kroglicah sprali. Najprej smo dodali 4 ml
pufra za lizo in zbrali 4 frakcije z volumnom 1 ml po izstopu iz QiaGen kolone, nato 8 ml
pufra za spiranje in 12 ml elucijskega pufra. Z NaDS-elektroforezo (12% gel) smo preverili
vsebnost LLO v 24-frakcijah po 1 ml in nato zdruzili frakcije, ki so ga vsebovale, v
dializno vrecko (velikost por 12—14.000 kDa) ter dvakrat dializirali (najprej ¢ez no¢, nato
Se tri ure; oboje pri 4 °C) v 3 litrih dializnega pufra ob srednje hitrem meSanju. Dializirano
raztopino proteinov smo centrifugirali 1 uro pri 10.000 obratih na minuto in 4 °C in
supernatant nanesli na kationsko kolono (Mono S HR 5/5) v sistemu FPLC, ki je bila
predhodno ekvilibrirana v raztopini A za teko€insko kromatografijo. Kolono smo nato
sprali z volumnom pufra kolone in z raztopino B izvedli desorpcijo proteina s kontinuirnim
gradientom soli (0—1 M NaCl; LLO se je zacel spirati pri 60% gradientu).
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3.2.3 Dolocanje vsebnosti proteinov

Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti NaDS (NaDS-PAGE)

Vzorce za denaturajo¢o NaDS-poliakrilamidno gelsko elektroforezo se je vzelo po vsakem
koraku ciS€enja in s tem preverilo prisotnost proteina in ocenilo koli¢ino. V ¢asu gojenja
sta bila odvzeta dva: en preden smo dodali IPTG in drug ob koncu gojenja. Dodana sta bila
v takem volumnu, da je bila vrednost vzorca za NaDS-PAGE ODgyp=0,4. Vzorec smo
centrifugirali 90 sekund pri 13.000 obratih na minuto, odstranili tekoCe gojisce in dodali
100 pl 1-kratnega nanaSalnega pufra za NaDS-PAGE. Po homogenizaciji in centrifugiranju
smo vzeli vzorca peleta (priblizno 1 mm” smo raztopili v 100 pl 1-kratnega nanaSalnega
pufra) in supernatanta (10 pl vzorca in 5 pl 2-kratnega nanaSalnega pufra, vsi sledeci
odvzeti vzorci imajo temu enako razmerje vzorec : 2-kratni nanasalni pufer). Enako se je
odvzelo vzorce po dializi in centrifugiranju. Med Ni-NTA kromatografijo so bili odvzeti
Stirje vzorci: supernatant po izstopu iz kolone (ang. "flowthrough", ki je vseboval nevezane
proteine), pufra za lizo in spiranje ter elucijski pufer. Med tekoCinsko kromatografijo
(FPLC) se je odvzelo vzorce glede na zbrane frakcije, tudi v razmerju 2:1 vzorca in 2-
kratnega nanaSalnega pufra. Vsak vzorec smo 3 minute kuhali v vreli vodi, preden je bil
naneSen na poliakrilamidni gel z 12% zamrezenostjo in debelino 1 mm. Elektroforeza je
tekla 45 minut v elektroforeznem sistemu pri konstantni napetosti 200 V v 1-kratnem
elektroforeznem pufru za NaDS-PAGE. Proteine v gelu smo barvali v raztopini za
barvanje s Coomassie modrim barvilom in razbarvali v destilirani vodi.

Koncentracija proteina

Vsebnost rekombinantnega LLO je bila ocenjena preko debeline ustrezne lise na gelu in
izmerjena spektrofotometri¢no (absorbanca pri 280 nm). Koncentracijo Cistega LLO smo
izracunali preko spektrofotometricno izmerjene absorbance in teoretiCnega uteznostnega
ekstinkcijskega faktorja pri koncentraciji 1 mg/ml (™' ”°) izradunanega iz aminokislinskega
zaporedja na internetni strani ExPASy (ProtParam tool): ¢ = SAO‘ZIS;) . O¢is¢eni LLO je bil
alikvotiran in shranjen na —20 °C do nadaljnje uporabe.

3.2.4 Priprava unilamelarnih lipidnih veziklov

Pripravljeni unilamelarni lipidni vezikli (LUV) so bili pripravljeni iz meSanice DOPC s 40
molskimi odstotki holesterola. Topilo (kloroform v katerem sta bila raztopljena tako
zacetni holesterol kot DOPC) smo odstranjevali z rotacijskim vakuumskim evaporatorjem
3 ure. Film, ki je nastal na notranji povrSini bucke po izsusitvi topila, smo raztopili v 600
ul fosfatnega pufra, dodali steklene kroglice in mesali na vibracijskem stresalniku. Nastale
velike multilamelarne vezikle smo 6-krat zapored zamrznili v teko¢em duSiku in odmrznili
v topli vodi. Nato smo vezikle 31-krat iztiskali skozi polikarbonatna filtra z velikostjo por
100 nm, konéni rezultat so bili LUV premera priblizno 100 nm. Koncentracije lipidov smo
dolo¢ili s komercialnima kolorimetri¢nima testoma (Phospholipids B Kit za DOPC in Free
Cholesterol C za holesterol) po navodilih proizvajalca. Vezikli so bili shranjeni na 4 °C do
uporabe in najvec en teden.
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3.2.5 Merjenje fluorescence

Fluorescenco smo merili s spektrofluoreimetrom Jasco FP-750 v kvarénih kivetah s
kon¢nim volumnom mesanice 1,2 ml (koncentracija LLO 100 nmol/l, koncentracija LUV
10 (40 % holesterol, 60 % DOPC) umol/l in pufer za fluorescenco (1 ali 2) do kon¢nega
volumna), temperaturi 25 °C in stalnem meSanju. Meritve spektrov emisije in kinetike
vezave smo opravili pri ekscitacijski pasovni Sirini 5 nm, emisijski pasovni $irini 5 nm,
visoki obcutljivosti, ekscitacijska valovna dolzina je bila 295 nm. Za spektre emisije smo
podatke zajemali med 310-400 nm s koraki po 1 nm valovne dolzine, hitrostjo 60 nm/min
in srednjim odzivom. Za kinetiko vezave smo podatke zajemali med 0-180 sekund pri
emisijski valovni dolzini 346 nm, s koraki po 0,5 s in odzivom 2 s.

Potek meritev

WtV W

Kiveta je bila pred vsako novo meritvijo temeljito ocis¢ena z 1 % raztopino Hellmanex,

nato etanolom in destilirano vodo. Meritve so potekale v dveh korakih.

1. a) Spekter pufra: V Cisto kiveto smo dodali 1,2 ml pufra 1 ali 2 in po eni minuti
pomerili emisijski spekter.
b) Dodatek LUV: V kiveto s pufrom smo po 25 sekundah po zacetku merjenja vbrizgali
LUV do kon¢ne koncentracije 10 pmol/l.
¢) Spekter pufra in LUV: Kiveti s pufrom in LUV smo po koncu merjenja kinetike
pomerili emisijski spekter.

2. a) Spekter pufra in LLO: V c¢isto kiveto smo dodali 1,2 ml pufra 1 ali 2 in LLO do
kon¢ne koncentracije 10 nmol/l in po eni minuti pomerili emisijski spekter.
b) Pufer in LLO ob dodatku LUV: V kiveto s pufrom in LLO smo po 25 sekundah po
zacetku vbrizgali LUV do kon¢ne koncentracije 10 umol/I.
¢) Spekter pufra, LLO in LUV: Kiveti s pufrom, LLO in LUV smo po koncu merjenja
kinetike pomerili emisijski spekter.

Pri vsaki mutanti, pH in ponovitvi meritve (5 ponovitev za divji tip LLO, 4 za ostale) smo:

e od spektra pufra z LLO in LUV (2.c) odsteli spekter pufra z LUV (1.c);

e od spektra pufra z LLO (2.a) odsteli spekter pufra (1.a);

e od vsake meritve kinetike rasti fluorescence po dodatku LUV v raztopino LLO in pufra
(pri 25 sekundi) odsteli krivuljo rasti fluorescence po dodatku LUV v pufer (Slika 6).

Dobljene krivulje spektrov smo pogladili z lokalno polinomsko regresijo z 20 tockami

prostosti (Savitzky-Golay metoda v programu OriginPro v8.0). Vsaki poglajeni krivulji

LUV ali spektra LLO pri pH 5,5 ali 7,5 smo poiskali valovno dolzino vrha krivulje.

Dobljenim eksperimentalnim podatkom kinetike smo prilegali krivuljo, ki jo opisuje
naslednja enacba prvega reda eksponentne rasti

y = Fmax(1 - e(k/t))

kjer je y fluorescenca, F,,, amplituda krivulje, k£ konstanta rasti krivulje in # ¢as.



Ramgak Z. Lastnosti mutiranih razli¢ic Listeriolizina O. y 19
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Studij biotehnologije, 2009

Pri meritvah spektrov fluorescence smo se odlocili za razmerje med LLO in LUV 1 : 100.
Pri razmerjih 1 : 200 ter 1 : 400 je bil spekter po treh minutah niZji (Slika 5).
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Slika 5: Optimizacija razmerja med LLO in LUV za merjenje fluorescence.
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Slika 6. Obdelava podatkov meritev kinetike. Od porasta fluorescence po dodatku LUV v raztopino LLO
(modro) smo odsteli porast fluorescence po dodatku LUV v pufer (rdece). Realno vezavo toksina predstavija
krivulja LLO (¢rno).
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3.2.6 Modeliranje

Modeller 9v5

Racunalniski model LLO smo pripravili na osnovi 3D strukture PFO iz PDB datoteke
(1pfo) s programom Modeller 9v5 (Sali in Blundell, 1993). Podrobnejsi opis postopka s
primeri zapisov je na osnovni strani programa (Sali, Tutorial - Basic Modelling, 2009).
Model smo generirali s Stirimi Python skriptami (*.py).

1. Iskanje sorodnih struktur (build profile.py): zaporedje LLO (Mengaud in sod., 1988)
smo zapisali v PIR formatu (LLO.pir), da ga je program preko te skripte primerjal z
datoteko neponavljajocih se PDB zaporedij (pdb_95.pir), izpisal sorodna zaporedja
(family.mat) ter slednje poravnal (build profile.ali). Po pricakovanjih je program nasel
3D strukturi PFO (1pfo.pdb) in ILY (1s3r.pdb).

2. Izbor najbolj primerne sorodne strukture (compare.py): primerjava s to skripto pokaze,
da sta tako Ipfo kot 1s3r skoraj identicna glede na =zaporedje in strukturo
(compare.log), vendar ima 1pfo boljso kristalografsko resolucijo (2,2 A proti 2,6 A),
zato je bila izbrana struktura PFO.

3. Poravnava LLO z zaporedjem najbolj podobnega proteina (align2d.py): ukaz poravna
zaporedji z dinami¢nim programskim algoritmom, ki uposteva strukturno informacijo
najbolj podobnega proteina (PFO) kar zmanjsa Stevilo napak poravnave v primerjavi z
drugimi programi. V naSem primeru je bila podobnost med LLO in PFO tako velika, da
bi vsak drug program z razumnimi parametri dal enako poravnavo. Primerjava struktur
PDB datotek se zapise v align2d.log datoteko.

4. Izracun modela LLO (model_single.py): v odvisnosti od parametra za Stevilo modelov
program izrac¢una podobne modele LLO (v nasem primeru 5), jih poda v PDB formatu
in izratuna DOPE vrednost (model single.log). DOPE metoda (ang. "Discrete
Optimized Protein Energy") oceni kvaliteto modela preko statisti¢nih potencialov
optimiziranih za oceno modela. Izbrali smo model z najvi§jo DOPE vrednostjo.

Ocena modela: S programom Procheck (Laskowski, 1993) smo preverili ali je dobljeni
model primeren, a je Se vedno potrebno paziti, saj vrednosti niso absolutne in z njimi ne
moremo delati direktne primerjave. Se vedno pa lahko dobimo neko idejo o kvaliteti nase
poravnave s primerjavo grobe oblike profilov — ¢e je en zamaknjen glede na drugega, je
premaknjena tudi sama poravnava zaporedja.

Swiss PDB-Viewer — Deep View v4.0

V tem prosto dostopnem programu smo odprli dobljeno datoteko z modelom in izrisali
elektrostatski potencial divjega tipa in mutante His311Ala LLO. Ukaz Tools — Compute
Energy (Force Field) nam je izpisal Steviléne vrednosti elektrostatskega potenciala, ukaz
Tools — Compute Electrostatic Potential pa po Poisson-Boltzmanovi enacbi (pri pH 7 in
brez sprememb nastavitev v programu) elektrostatsko povrsino obeh proteinov.
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4. REZULTATI
4.1 Lastnosti aminokislinskih zaporedij izrazanih konstruktov

V zaporedju LLO smo izrezali zaporedje signalnega peptida in na zacetek vstavili
histidinski repek. Vsaka od mutant je vsebovala eno zamenjavo histidina v alanin, kot
prikazano na Sliki 7. V Preglednici 3 so prikazane osnovne lastnosti rekombinantnih
proteinov, ki smo jih dolo¢ili na internetni strani ExPASy (ProtParam tool, 2003).

10 20 30 40 50 60 70 80
HHHHHHSSLV PRGSKDASAF NKENSISSMA PPASPPASPK TPIEKKHADE IDKYIQGLDY NKNNVLVYHG DAVTNVPPRK
90 100 110 120 130 140 150 160
GYKDGNEY IV VEKKKKSINQ NNADIQVVNA ISSLTYPGAL VKANSELVEN QPDVLPVKRD SLTLSIDLPG MTNQDNKIVV
170 180 190 200 210 220 230 240
KNATKSNVNN AVNTLVERWN EKYAQAYPNV SAKIDYDDEM AYSESQLIAK FGTAFKAVNN SLNVNFGAIS EGKMQEEVIS
250 260 270 280 290 300 310 320
FKQIYYNVNV NEPTRPSRFF GKAVTKEQLQ ALGVNAENPP AYISSVAYGR QVYLKLSTNS HSTKVKAAFD AAVSGKSVSG
330 340 350 360 370 380 390 400
DVELTNIIKN SSFKAVIYGG SAKDEVQIID GNLGDLRDIL KKGATFNRET PGVPIAYTTN FLKDNELAVI KNNSEYIETT
410 420 430 440 450 460 470 480
SKAYTDGKIN I1DHSGGYVAQ FNISWDEVNY DPEGNEIVQH KNWSENNKSK LAHFTSSIYL PGNARNINVY AKECTGLAWE
490 500 510
WWRTVIDDRN LPLVKNRNIS IWGTTLYPKY SNKVDNPIE

Slika 7: Konstrukt LLO uporabljen v diplomski nalogi. Sestavljen je iz histidinskega repka (aminokisline 1-
15; modro) in aminokislin 26-529 divjega tipa LLO. Z zeleno so oznaceni histidini, ki so bili zamenjani za
alanin pri Sestih razlicnih mutantah (His57Ala, His79Ala, His311Ala, His423Ala, His450Ala ali His463Ala
zaporedja divjega tipa LLO).

Preglednica 2: Osnovne lastnosti rekombinantnih proteinov izoliranih v diplomskem delu.

Konstrukt M, [kDa] Teoreti¢na pI  Ekstinkcijski koeficient (¢'"*)
LLO-wt* 57611.4 7.81 1.315
LLO-mutanta** 57545.3 7,81 1.316

* Konstrukt identi€en zapisu na Sliki 7.
** Rekombinantni proteini kot nasteti na Sliki 7.

4.2 1zolacija mutant listeriolizina O

Vse konstrukte smo izrazili v E. coli BL21(DE3)pLysS. Po transformaciji s toplotnim
Sokom smo dobili 150-200 kolonij na trdnem LB gojis§¢u z ampicilinom, ki smo jih nato
prenesli v prekono¢no kulturo. S to smo inokulirali 3 litre LB goji§¢a z ampicilinom in do
indukcije gojili na 32 °C, po indukciji z IPTG (do kon¢ne koncentracije 0,5 mM) pa na 28
°C, pri 200 obratih na minuto. Inducirali smo, ko je bila opti¢na gostota (ODgp9) med 0,6—
0,9 ter nato gojili Se 4-5 ur do ODgpp med 3,0-3,6.
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Pri prvih izolacijah smo z IPTG inducirali, ko je ODgg kulture dosegla vrednost med 0,4 in
0,5. Kasnej$a izolacija ob taki indukciji je dala manjsSe izplene (na starejSih celicah), zato
smo empiri¢no dolocili optimalno vrednost opticne gostote za indukcijo, in sicer med 0,8—
0,9. Krivulja rasti je prikazana na Sliki 8.

3

2,5 —0

0Dy, 1,5 :
0,5 /
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€as [min]

Slika 8: Rastna krivulja kulture E. coli v tekocem LB gojiscu z ampicilinom. Rdeca prekinjena crta nakazuje
dodatek IPTG (izopropil -D-1 tiogalaktopiranozid) v pozni log fazi in zacetek eksponentne rasti kulture.

Po koncu gojenja smo celice tekoce kulture centrifugirali in peletu dodali pufer za lizo, -
merkaptoetanol, benzamidin, AEBSF, lizocim, DNazo in RNazo. Homogenizirali smo z
ultrazvokom, postopek ima velik vpliv na kon¢ni izkoristek. Slednji je direktno odvisen od
nizke temperature suspenzije pufra za lizo s celicami in dodatki (idealno 4 °C, med
razbijanjem se rahlo dvigne, zato med koraki soniciranja raztopini dovolimo, da se spet
ohladi). Na samo segrevanje vplivata zacetna homogenost suspenzije (manj kot je v pufru
za lizo kosmov peleta, manjSe je segrevanje) ter cas med razbijanjem (okoli 15 minut
najbolj primerno). V primeru, da je v suspenziji ve¢ manjsih delcev peleta, lahko pustimo
suspenzijo na sonifikatorju za 20-30 minut na 5s/30s razmerju sonifikacije in premora pred
novim razbijanjem in po tem nadaljujemo z 30s/5min razmerjem. Ko v suspenziji ni ve¢jih
delcev (ti so razbiti Ze po prvih nekaj 30 sekundah soniciranja), ko je vidno manj motna (v
njej ni ve¢ veliko celih celic E. coli) ter obicajno tudi svetlejSe barve, jo centrifugiramo in
ohranimo supernatant s topnim LLO (homogenat).

Homogenat smo prefiltrirali (0,22 um) in nadalje distili protein z Ni-NTA. Zaradi
histidinskega repka so imeli vsi nasi konstrukti visoko potencialno vezavo na Ni-NTA
kroglice. Sprva smo ga nanasali na kolono, a je bilo tako pridobljenega proteina malo.
Dejanska vezava je odvisna od Casa kontakta raztopine s kroglicami, zato smo kasneje to
mesSanico pocasi stresali (60-80 obr/min) in za 2 minuti centrifugirali pri 2000 obr/min ter
odpipetirali supernatant. Kroglice smo po tem zaporedno sprali z razlicnimi volumni
pufrov za lizo, spiranje in elucijo. Postopek stresanja meSanice kroglic in homogenata se je
ponovilo 3-krat, kar nam je dalo dovoljsno koli¢ino kon¢nega ¢istega proteina.



Ramsak Z. Lastnosti mutiranih razli¢ic Listeriolizina O. y 23
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2009

V korakih gojenja kulture v LB gojis¢u do dodatka IPTG, homogenizacije s sonikatorjem
ter Ni-NTA smo odvzeli vzorce za NaDS-PAGE, kot prikazano na Sliki 9.

Pred Po  Hom- Hom-

aPM ind. _ind. vV FT2

Slika 9: NaDS-PAGE gel izolacije LLO iz E. coli BL21(DE3)pLysS. PM, oznacevalec velikosti; vzorec pred
in po indukciji; pelet in supernatant po homogenizaciji; FT1 in FT2; homogenat po izstopu iz kolone
(ponovitev 1 in 2); L, frakcija po spiranju s pufrom za lizo; W, frakcija po spiranju s pufrom za spiranje; E,
frakcija po spiranju z elucijskim pufrom.

Protein v elucijskem pufru smo zdruzili in dializirali v dveh korakih. Preden smo zaceli z
ionsko izmenjevalno kromatografijo (FPLC), smo vsebino vrecke centrifugirali in ohranili
supernatant (nujno ga je prefiltrirali preko 0,22 um filtra, da ne zamasi Mono S kolone za
FPLC). Od tega smo 2 ml nanesli na omenjeno kolono in pustili ste¢i 4 ml pufra A
(proteine, ki se niso vezali, smo popolnoma sprali pred ponovnim nanosom) ter ta dva
koraka ponovili dokler ni bil naneSen ves volumen dializnega supernatanta. Nato smo
vecali gradient soli (pufra B za FPLC) in zbirali frakcije kot prikazano na Sliki 10.
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Slika 10: Levo kromatogram ciscenja LLO z ionsko izmenjevalni kromatografiji. Desno nekatere frakcije
ionsko izmenjevalne kromatografije. PM, oznacevalec velikosti; pelet in supernatant po dializi; 1, 3, 4, 5, 6.1
in 6.5 vzorci odvzeti od pripadajocih odsekov na kromatogramu.
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Manjse koli¢ine proteina se je zaznalo v nevezani frakciji (rde¢ predel 1, Slika 7 levo).
Frakciji 3 in 4 (prvi in drugi vrh) sta vsebovali protein, a z ne¢isto¢ami (Slika 7 desno) in
jih zato nismo zdruzili v kon¢no raztopino Cistega proteina. Frakcija 5 je s kasnejSimi
podfrakcijami (5.3 naprej) vsebovala Cist protein, ki smo ga zdruzili s celotnim Sestim
vrhom in pomerili absorbanco. Vse mutante so imele podoben spekter s Stirimi vrhovi in
vsebnostjo LLO.
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Ker bi lahko dva vrhova (5 in 6 frakciji) pomenila nehomogenost, smo le-to preverili z
gelsko kromatografijo, katere rezultat je bil spekter z enim samim vrhom (neobjavljeni
podatki), torej v raztopini nismo imeli dveh razli¢nih populacij proteina.

Koncéni ¢isti raztopini smo pomerili spekter absorbance med 240 in 340 nm za izracun
koncentracije in kon¢no oceno Cistosti (Slika 11). Koncentracijo proteina smo dolo¢ili po
Lambert-Beerovem zakonu. Vecji kot je padec absorbance med vrhom in 250 nm, bolj ¢ist
je protein. Raztopino smo alikvotirali (1 ml) in zamrznili na —20 °C do kasnejse uporabe.
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Slika 11: Absorbcijski spekter ociscene LLO-His450Ala mutante. Absorbanca na vrhu je 0,194. Izracunana
koncentracija proteina je 2,56 umol/l.

4.2.1 Posebnost izolacije mutante H423A

Kadar smo kulturo s tem konstruktom gojili na 28°C, se nam po nikljevi kromatografiji ta
mutanta ni izlo¢ila v pufrih za spiranje in elucijo (Slika 12, levo). Zato smo temperaturo
gojenja znizali na 22°C in gojili 16 ur ter s tem v teh pufrih dobili frakcije, ki so vsebovale

LLO-H423A (Slika 12, desno).

PM_FET L W M ot e FTL L W E

kDa PE_ SN
’ §

72
56

Slika 12: NaDS-PAGE gel vzorcev Ni-NTA kromatografije mutante LLO-His423Ala pri temperaturi gojenja
28 °C (levo) in 22 °C (desno). PM, oznacevalec velikosti; FT, homogenat po izstopu iz kolone; L, frakcija v
pufru za lizo; W, frakcija v pufru za spiranje; E, frakcija v elucijskem pufru. Hom-PE, pelet po
homogenizaciji;, Hom-SN, supernatant po homogenizaciji.
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4.2.2 Posebnost izolacije mutante H311A

V vecih ponovitvah celotne izolacije konstrukta LLO-H311A smo na NaDS-PAGE gelih
dobili podobne rezultate kot na Sliki 13, in sicer veliko proteina v frakciji elucijskega pufra
Ni-NTA. Po dializi ga je veliko postalega netopnega (Slika 15) in na nasSo kolono se ga je

vezalo malo (Sliki 14 in 15), zato smo ga dobili malo na liter kulture.

Pred Po Hom- Hom-
PM ind. ind. PE SN PM L
D kDa

W E

" Slika 13: NaDS-PAGE gel izolacije LLO-His311Ala
56 (homogenizacija in afinitetna kromatografija). PM,
oznacevalec velikosti; vzorca pred in po indukciji; pelet
in supernatant po homogenizaciji; L, frakcija v pufru za
lizo;, W, frakcija v pufru za spiranje; E, frakcija v
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Slika 15: Levo vzorci ionske izmenjevalne kromatografije. PM, oznacevalec velikosti; supernatant in pelet po
dializi; 1.1, 1.3 vzorec iz frakcije z nevezanimi proteini na kolono, 4.1-4.4 in 5.1-5.5 vzorci oznacenih delov v
Sliki 13. Desno absorbcijski spekter ocis¢ene mutante LLO-His311Ala, absorbanca na vrhu je 0,072.
Izracunana koncentracija proteina je 0,95 umol/I.



Ramgak Z. Lastnosti mutiranih razli¢ic Listeriolizina O. 26
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Studij biotehnologije, 2009

Pri mutantah H57A, H79A, H311A, H450A, H463A in divjem tipu smo pri temperaturi
gojenja 28 °C dobili v tem vrstnem redu 5.1, 6.6, 1.3, 2.4, 0.77 in 7.12 mg proteina.
Mutanto H423A smo gojili pri temperaturi 22 °C in izolirali 1.2 mg proteina (prikazano v
Preglednici 4 in na Sliki 15).

Preglednica 3: Koli¢ina izoliranih
rekombinantnih proteinov.

LLO m/Viwiture
[mg/L]

divji tip 2,39
H574 1,70
H794 2,21
H3114 0,44
H4234 0,40
H4504 0,79
H4634 0,26

*Oznake glede na zaporedje LLO, v naSem konstruktu so te

AK zamaknjene za -10.

4.3 Merjenje fluorescence

PM wt 57 79 311 423 450 463
kDa

72

56 — G T — I — —

R RRT 1T

Slika 16: NaDS-PAGE gel 1 ug cistih rekombinantnih
proteinov oz. divjega tipa. Stevilka predstavlja polozaj
histidina v zaporedju divjega tipa LLO (dolzine 529
aminokislin), ki smo jih spremenili v alanin.

Fluorescenco sedmih proteinov smo merili pri kislem (5,5) in rahlo bazi¢nem (7,5) pH. Za
vsak pH in protein smo samostojno meritev ponovili 4-krat, za divji tip 5-krat. Rezultati

meritev so prikazani na Slikah 17-23.
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Slika 17: Rezultati meritev fluorescence za divji tip. Levo — Porast fluorescence po dodatku LUV pri pH 5,5
(¢rna) in pH 7,5 (rdece), spekter fluorescence LLO v pufru pri pH 5,5 (¢rna prekinjena) in pH 7,5 (rdeca
prekinjena). Desno — Polni ¢rti predstavijata prileganje podatkov po modelu ekstrapolacije z eksponentno
krivuljo prvega reda pri pH 5,5 (¢rna) in pH 7,5 (rdeca). Sive pike oznacujejo podatke za ekstrapolacijo pri
pH 5,5, oranzne pri pH 7,5.
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Fluorescenca

Slika 18: Rezultati meritev fluorescence za mutanto LLO-H57A.
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Barve krivulj in oznake so kot na sliki 17.
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Slika 19: Rezultati meritev fluorescence za mutanto LLO-H79A. Barve krivulj in oznake so kot na sliki 17.
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Slika 20: Rezultati meritev fluorescence za mutanto LLO-H311A. Barve krivulj in oznake so kot na sliki 17.
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Slika 21: Rezultati meritev fluorescence za mutanto LLO-H423A. Barve krivulj in oznake so kot na sliki 17.
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Slika 22: Rezultati meritev fluorescence za mutanto LLO-H450A. Barve krivulj in oznake so kot na sliki 17.
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Slika 23: Rezultati meritev fluorescence za mutanto LLO-H463A. Barve krivulj in oznake so kot na sliki 17.
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Iz podatkov meritev spektrov smo za vsak protein in vsako ponovitev izracunali valovno
dolzino vrha spektra in povpre¢no vrednost fluorescence pri 346 nm, kot je opisano v
Materialih ter prikazano v Preglednici 4.

Preglednica 4: Povprecja in standardni odkloni valovne dolZine vrha spektra in vrednosti fluorescence
pri 346 nm za raztopino (LLO v pufru) in LUV (LLO in LUV v pufru) ter razmerja med povprecji.

Mutanta | pH xma". F346“}“‘X A F346 pH 5,5 pH 7,5 Fs5/F75 = Fs5/Fqs

raztopina | raztopina LUV LUV Fruov/Fraze, © FLov/Fram, - LUV razt.

DHItD | 75 | swaia | nan | deeas | s | 302 | 222 | 109 | 080
+ + + +

A | 35 | sirssw | e | i | e | 212 220 | LIS LI7
+ + + +

WA | s | e | e | s | sae | 249 | 208 131 LIS
+ + + +

A |5 | Steasy | e | s | e | LIS 14108 132
+ + + +

MR 55 | Susat | aosa | smas | s | 231 | 143|146 | 090
+ + + +

WA | 33 | Sgrsm | tan | s | | 259 | 223 | 123|106
+ + + +

R | 55 | s | wsmom | smas | s | 217 | 189 | 114 | 099

Dobljenim eksperimentalnim podatkom kinetike smo prilegali enacbo prvega reda
eksponentne rasti z dvema parametroma, katerih povprecne izracunane vrednosti glede na
pH in mutanto so prikazane v Preglednici 5.

Preglednica 5: Povprecne vrednosti in standardni odklon parametrov izracunanih enacb eksponentne
rasti za vsak protein in pH.

Konstanta rasti

Amplituda ekstrapolirane

Mutanta ;| pH (A) krivulje (k) [s]
Do | 55 | 025 0.15£0,01
VP | 75 | 3456148 0,1320,04
55 | 32674219 6,17:0,04
HSTA 95 | 23004331 0224003
55 | 3500245 0,18£0,06
HI9A 1 75 | 22684130 0112001
55 | 901131 0224009
H3LIA 55 | 928:064 0,2940,10
55 | 23465111 0,0920,02
HAZ3A 1 75 | 13415066 0.19:0,07
55 | 28.48+0.70 0,16£0,03
HAS0A 75 | 20131087 0.1740,05
55 | 28884382 0,14£0,02
HA63A 75 | 17750434 0.2140,02
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4.4 Homologno modeliranje

Kvaliteto zgrajenega modela LLO smo preverili s programom Procheck (2009), ki preveri
stereokemijsko kvaliteto proteinske strukture preko analize geometrije med ostanki in
celotne geometrije. Struktura domen je ohranjena (Slika 24), le zaporedje Met 1 do Leu 25
ima dodatno zanko, saj PFO nima tega dela zapisa (sekretorni peptid).

Slika 24: Levo kristalografska struktura PFO (iz datoteke Ipfo.pdb) z rdece obarvanimi o-vijacnicami in
rumeno obarvanimi p-strukturami. Desno pridobljen model LLO s c¢rno hrbtenico C-atomov in zeleno
obarvanimi histidini, ki smo jih v diplomi zamenjali v alanin. Histidini so obkrozeni s svetlo zelenim krogom
s pripisanim polozajem v molekuli LLO.

Izris izopotencialnih povrSin je omogoc€il osnovno primerjavo lastnosti elektrostatskega
potenciala med PFO in LLO na Slikah 25 in 26.
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Slika 25: Zgoraj elektrostatski potencial pri pH 7,0 PFO in LLO od vrha molekule (v = 180). Spodaj
elektrostatska potenciala (pH 7,0) v sprednjem delu molekule (x = 0).
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Slika 26: Zgoraj elektrostatski potencial pri pH 7,0 PFO in LLO v zadnjem delu molekule (x = 180). Spodaj
elektrostatska potenciala (pH 7,0) v spodnjem delu molekule (y = -180)
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Primerjava elektrostatskega potenciala mutante H311A z divjim tipom LLO

Vecjih razlik v celotni molekuli s prikazom v DeepView v4.0 ni zaznati, pride le do
manjSe spremembe iz nevtralnega (belo, levo na Sliki 27) v pozitivnho nabitost (rdece,
desno na Sliki 27) pri vrednosti pH 7,0 za oba izrisa elektronskega potenciala na Sliki 27.

4 LLO-wt w LLO-H311A
Slika 27: Crno oznaceni razliki med LLO-His311 in LLO-Ala311.
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5. RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA
5.1.1 Izolacija rekombinantnega proteina

Glavni cilj diplomske naloge je bila izolacija nativnih mutant LLO, pri ¢emer smo vsakega
od Sestih histidinov izmeni¢no zamenjali z aminokislino alanin. Edinstven mehanizem
delovanja LLO v odvisnosti od pH $e ni popolnoma razlozen in proucevanje delovanja je
tezko, saj ima izolacija iz samih L. monocytogenes kultur nizke izkoristke. Da bi premostili
ta problem, smo hemolizin izrazili v E. coli pET ekspresijskem sistemu in ga ocistili ter s
tem dobili relativno velike koli¢ine rekombinantnega LLO. Nas§ kon¢ni optimiziran
postopek izolaciji je bil podoben postopku Giammarini in sod. (2003).

V plazmid pET smo vstavili nukleotidno zaporedje divjega tipa LLO (529 ak) brez
nukleotidov za prvih 25 aminokislin, ki sicer kodirajo sekretorni peptid, in se tako izognili
izlo¢anju toksina v LB gojisce (s tem smo zmanjsali izgubie). Plazmid je imel tudi gen za
negativno selekcijo, ki je kodiral odpornost na ampicilin v kompetentnih celicah z naSim
plazmidnim konstruktom, ostale niso prezivele. Omenjen plazmid smo vstavili v
kompetentne celice sev BL21(DE3)pLysS s toplotnim Sokom in jih razmazali na LB trdno
gojis¢e z dodanim Ap ter po enem dnevu prenesli v 50 ml LB tekocega gojisca. Iz
slednjega smo nato inokulirali 3 litre LB tekoCega gojiSca. Koli¢ina dodanega IPTG, kdaj
ga dodati (v kater del log faze rasti) ter temperatura rasti pred in po dodatku so bili
pomembni v tem koraku optimizacije. Z izjemo konstrukta H423A, je bila optimalna
temperatura gojenja najprej 32 ‘C pred indukcijo in 28 °C 4-5 ur po indukciji. S takimi
pogoji kultura seva H423A ni dala zadostne koli¢ine LLO po homogenizaciji, zato smo po
indukciji temperaturo znizali na 22 °C in gojili 16 ur kot Giammarini in sod. (2003).

Za razliko od izolacije iz bakterije, se je protein v nasem ekspresijskem sistemu izrazal in
celic z ultrazvocnim razbitjem. Po centrifugiranju smo ohranili supernatant z vodotopnim
delezem LLO. Pri vseh Sestih mutantah nam je v supernatantu ostal velik deleZ proteina, a
ga je vedno okoli 30-40 % postalo netopnega (denaturacija zaradi visoke temperature,
nepravilno zvitje). Po spiranju s pufri nikljeve afinitetne kromatografije se ga je najvecji
delez spral s pufroma za elucijo in spiranje, a smo s pufrom za elucijo dobili bolj Ciste
vrhove pri kasnejSem FPLC. Dializa ni delala teZav, z izjemo H311A mutante, saj smo jo v
vecih ponovitvah celotne izolacije vedno izgubili v tem koraku (vec€ina proteina je postalo
netopnega). Pri ionski izmenjevalni kromatografiji smo dobili Ciste in ozke Stiri vrhove,
nas protein se je zacel izlocati pri 0,5 M NaCl in bil v dveh vrhovih. Kasneje smo z gelsko
kromatografijo preverili, ali so proteini zdruzeni iz obeh vrhov homogeni in dobili spekter
z enim samim vrhom (neobjavljeni podatki), torej v raztopini nismo imeli dveh razli¢nih
populacij proteina. Volumen pufra B s kon¢no Cisto raztopino toksina je bil med 10-15 ml
z izjemo H311A, kjer je bil vrh 0Zzji in se je spral iz FPLC kolone hitreje (4-5 ml). Najvecjo
maso izoliranega proteina smo dobili pri ¢asovno kasnejSih izolacijah z optimiziranim
postopkom (divji tip, 57 in 79).
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5.1.2 Merjenje fluorescence

Preko meritev fluorescence smo proucevali razlike med mutantami in divjim tipom. Na
PFO so Nakamura in sod. (1999) z merjenjem fluorescence ugotovili, da se ob znizanju pH
iz 7,0 na 6,0 spekter triptofanske fluorescence pomakne navzdol, kar kaZe na
konformacijsko spremembo v tem pH razponu. Ker imajo imidazolni obroci pK, v tem
razponu pH, je bila dana hipoteza, da en tak histidinski ostanek vpliva na pH odvisnost
LLO preko pH-odvisne spremembe konformacije toksina. Le trije toksini listerij imajo pH-
optimum delovanja med 5,5 in 7,0 (pri drugih predstavnikih druzine je pH optimum vi§ji),
za kar naj bi bil odgovoren His311 v zaporedju LLO. Vsem izoliranim mutantam smo
pomerili spekter triptofanske fluorescence in kinetiko vezave na LUV. Iz vrednosti
fluorescence pri 346 nm (F346) lahko sklepamo na okolje kromofora (triptofanov LLO).
Nizja valovna vrha oz. premik maksimuma spektra v levo nakazuje stopnjo
izpostavljenosti triptofanov raztopini (npr. za tumor nekrozni faktor 352 nm ko je
popolnoma izpostavljen raztopini in 308 ko je v visoko nepolarnem okolju; Pain, 1996).
Obenem visja vrednost fluorescence v tem maksimumu pomeni vecjo koli¢ino triptofanov
v nepolarnem okolju ali lipidnem dvosloju (po dodatku LUV v raztopino LLO).

Za ugotavljanje konformacije LLO uporabimo razmerje F346 5,5 raztopina : F346 7,5
raztopina (LLO v pufru). V primeru divjega tipa ter mutant H423A in H463A je to
razmerje manjSe od 1, torej je fluorescenca pri pH 7,5 vi§ja. Triptofani so v teh treh
primerih bolj v nepolarnem okolju (notranjost proteina) pri pH 7,5 (hidrofobno jedro
proteina). Ostali §tirje proteini (H57A, H79A, H311A, H450A) imajo niZjo F346 pri pH
7,5. Njihovi triptofani bolj izpostavljeni polarnem okolju (pufru). S temi podatki je
povezana povprecna vrednost valovne dolzine vrha spektra pri pH za mutanto (Amax), ki
tudi nakazuje spremembo v okolju proteina. V manj polarnem okolju se valovna dolzina
vrha spektra pomakne proti niZji valovni dolZini, v naSem primeru je imel LLO pri pH 5,5
vrh v povprecju pri priblizno 345 nm, pri pH 7,5 pa pri 336 nm. Vsem mutantam se je vrh
spektra pomaknil proti nizji valovni dolzini pri pH 7,5 glede na pH 5,5. Posebna je mutanta
H311A, katere povprec¢na vrednost valovne dolzine vrha je bila 341 nm pri pH 5,5 in 7,5.
Mozna razlaga te posebnosti je denaturiranost te mutante, kar bi tudi lahko razlozilo nizko
sposobnost vezave na lipidne vezikle in izgubo pri sami izolaciji.

Vrstni red proteinov od najvi§je do najnizje relativne spremembe F346 pri pH 5,5 pred in
po dodatku LUV je slede¢: divji tip, H450A, H79A, H423A, H463A, H57A in H311A.
Vseh sedem proteinov je imelo pri pH 7,5 nizjo relativno spremembo in tudi vrstni red je
rahlo spremenjen: H450A, divji tip, H57A in H79A, nato sledi H463A ter H423A in
H311A. Razmerje F346 5,5 LUV : F346 7,5 LUV nam poda informacijo o relativnem
polarnem okolju proteina (ter s tem delez proteina vgrajenega v LUV in tako sposobnost
vezave) pri pH 7,5. Najmanj okrnjeno relativno sposobnost vezave so imeli divji tip in
mutante H311A, H57A, H463A (a Se vedno nizjo pri pH 7,5) in nato H450A, H79A in
H423A (slednja ima najbolj okrnjeno sposobnost vezave).
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Ekstrapolirana eksponentna krivulja rasti prvega reda in njen parameter konstantne rasti (7)
nam da informacijo o hitrosti vezave na LUV. Manjsi kot je ¢, hitreje se toksin veze nanje.
Cas do popolne vezave se zniza iz pH 5,5 na 7,5 pri diviem tipu, H79A in H463A in
poveca pri vseh ostalih. Zaradi narave in nacina nasih meritev ni razvidno, ali pocasna
meritev pomeni nastanek oligomerne pore ali so mutante ujete v preporni strukturi, ki
nastane pred vstavitvijo TMH domene 3, kot so opazili Soltani in sod. (2007).

Glede na polozaj teh aminokislin v molekuli LLO dobimo $tiri skupine. V prvo spada H57,
ki je v domeni 1. Ta domena sodeluje pri oligomerizaciji proteina. V drugo skupino spada
H79 iz domene 2, ki sodeluje pri vstavitvi dveh B-lasnic domene 3 v membrano ob
prepoznavi holesterola. Zaradi polozaja teh dveh aminokislin v proteinski molekuli (H79 je
v oddaljenem delu molekule in nima bliznjega stika z domeno 2, ki se v nevtralnem pH
razvije pred vstavitvijo v lipidni dvosloj in tako zmanjSa sposobnost vezave), imata ti dve
mutaciji najmanjSi vpliv na sposobnost vezave v LUV. Drugo skupino tvorijo mutante
H423A, H450A in H463A domene 4, ki je zasluzna za prepoznavo holesterolnih delov
lipidnega dvosloja in vstavitev TMH domene 3 v membrano. Koli¢ina vezanega toksina in
triptofanski spekter sta manjsSa kot pri divjem tipu in prvem skupku, kar spet kaze na
zmanj$ano sposobnost vezave na vezikle. Zadnja je mutanta H311A, ki je bila v hipotezi
oznacena kot zasluzna za pH odvisnost. Njena sposobnost vezave pri obeh merjenih pH je
najnizja, a enaka v obeh pH, kar hipoteze ne potrdi, saj bi za to morala imeti ve¢jo F346 pri
pH 7,5 ter vec¢jo aktivnost od divjega tipa.

Iz podatkov o spektru fluorescence in kinetiki vezave ne moremo sklepati na sposobnost
tvorbe popolne pore v LUV. Ob upostevanju teh lastnosti pa lahko zaklju¢imo, da so vse
mutante manj sposobne vezave oz. tvorbe popolne pore v lipidne vezikle v primerjavi z
divjim tipom.

5.1.3 Homologno modeliranje in elektrostatski privlak

Na osnovi tridimenzionalne strukture PFO (Rossjohn in sod., 1997) smo naredili model
LLO iz njegovega aminokislinskega zaporedja. Krivulje primerjave v programu Verify 3D
(neobjavljeni podatki) in analiza v programu Procheck so potrdile, da je izbran model LLO
(z najvisjo DOPE vrednostjo) verjeten model. Vrednosti Verify 3D niso absolutne, zato ne
moremo narediti direktne primerjave, lahko pa primerjamo grobi obliki obeh profilov — ¢e
je LLO-DOPE zamaknjen glede na drugo, obstaja velika verjetnost, da je tudi poravnava
osnovnih zaporedij zamaknjena od PFO.

Pri pH 7 ima LLO na povrsini prebitek negativno nabitih, PFO pa ve¢ pozitivno nabitih
aminokislinskih ostankov (Slika 13 in 14). Iz primerjave v Sliki 15 je razvidno, da se
elektrostatski potencial spremeni is svetlo rdece, skoraj bele barve v rdeCo — v negativen
elektrostatski privlak. Za razlago vpliva pH na mozne konformacijske spremembe bi
potrebovali profile elektrostatskega privlaka Se pri drugih pH.
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5.2 SKLEPI

Spektri merjenja lastne triptofanske fluorescence kaZejo na zniZano sposobnost vezave
mutant v primerjavi z izoliranim divjim tipom. Razmerje F346 5,5 raztopina : F346 7,5
raztopina pokaze razlike v okolju triptofanov teh sedmih proteinov.

e Divji tip in H423A imata pri pH 7,5 vecjo koli¢ino triptofanov v polarnem okolju kot
pri pH 5,5. Mutanta H463A ima pri pH 7,5 enako razmerje triptofanov v polarnem in
nepolarnem okolju kot pri pH 5,5.

e Mutantam H450A, H79A, H57A in H311A se po tem vrstnem redu veca koli¢ina
triptofanov v polarnem okolju (pufru) pri pH 7,5 glede na pH 5,5.

Razmerje F346 5,5 LUV : F346 7,5 LUV pokaze razlike v relativnem polarnem okolju

proteina ter s tem delez proteina vgrajenega v LUV (sposobnost vezave).

e Najmanj zmanjSano lastno triptofansko fluorescenco pri pH 7,5 glede na pH 5,5 imata
divji tip (-9%) in mutanta H311A (-8%).

e Sledijo H57A (—-13%), H463A (—14%), H450A (-23%), H79A (-31%) in zadnja
H423A (-46%)

Razmerje F346 5,5 LUV : 5,5 raztopina pri nekem pH nam prikaze koli¢ino vezanega LLO

na LUV pri tem pH.

e Najvisje povecanje F346 pri pH 5,5 ima divji tip (~3%), manjSe imajo H450A (~2,6x),
H79A (~2,5x%), H423A (~2,3%), H463A (~2,2%), H57A (~2,1x) in H311A (~1,15x).

e Najvisje povecanje F346 pri pH 7,5 imajo divji tip, H57A, H79A in H450A (~2,2x),
manjSe imajo H463A (~1,9%), H311A in H423A (~1,4%)

Meritve kinetike spremembe lastne triptofanske fluorescence, preracunane in obdelane so

podale vrednosti povprecnega ¢asa vezave na mutanto pri pH 5,5 in 7,5.

e Trem merjenim proteinom se je povprecni ¢as vezave pri prehodu iz pH 5,5 na 7.5
povecal: H450A (za 20 % vrednosti pri pH 5,5), divjem tipu (za 40 %) in H79A (za 80
%).

e Ostalim Stirim se je povpre¢ni ¢as vezave pri prehodu iz pH 5,5 na 7,5 zmanjsal in
sicer: H423A (za 70 % vrednosti pri pH 5,5), H57A in H463A (za priblizno 30 %
vrednosti pri pH 5,5) ter H311A (za 25% vrednosti pri pH 5,5).

Ob socasnem upostevanju tako povprecnega €asa vezave pri kinetiki, razmerja F346 5,5
LUV : 7,5 LUV in absolutne vrednosti fluorescence (F346 LUV) nobena od mutant ni
pokazala vi§je sposobnosti vezave na LUV od divjega tipa.

Primerjava elektrostranskih potencialov na povrsini PFO z nasim dobljenim modelom LLO
pokaze, da ima PFO v primerjavi z LLO pri pH 7,0 na povrSini prebitek pozitivno nabitih
aminokislinskih ostankov. Za razlago vpliva pH na mozne konformacijske spremembe pa
bi morali primerjati elektrostatski privlak Se pri drugih pH.
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6. POVZETEK

Toksini, ki tvorijo pore, so ena od vecjih skupin citoliticnih toksinov, ki jih proizvajajo
Stevilni nesorodni organizmi in se izlocajo kot vodotopni proteini. Skupna jim je tvorba
eksogenih por v membranah gostitelja (Anderluh in Lakey, 2008) in v tem procesu
prestopijo v membransko vezano obliko. Nekateri toksini potrebujejo za vezavo na
membrano specifi¢ne receptorje. Skoraj vsi CDC potrebujejo za vezavo na membrane
izklju¢no holesterol.

Listeriolizin O je najpomembnejsi virulentni dejavnik L. monocytogenes (Vazquez-Boland
in sod., 2001). Njegova funkcija je omogociti pobeg bakterije iz fagosoma v citosol, ne pa
liza gostiteljske celice, kar je znacilnost ostalih CDC. Od drugih predstavnikov te druzine,
ki imajo optimum delovanja pri nevtralnem pH, se razlikuje tudi po nizkem pH-optimumu
delovanja (Geoffroy in sod., 1987). Optimalno aktivnost so dolocili z merjenjem
hemoliti¢ne aktivnosti in je pri pH vrednosti 5,5 (Geoffroy in sod., 1987; Giammarini in
sod., 2003), pri nevtralnem pH pa je njegova aktivnost moc¢no znizana. Po predinkubaciji
LLO s holesterolom kaZze mo¢no znizano hemoliticno aktivnost, a ohrani sposobnost
vezave na lipidne membrane (Palmer, 2001).

Na mestu 311 v peptidni molekuli LLO imajo samo trije CDC-ji listerij histidin in so tudi
edini z odvisnostjo od nizkega pH. Nakamura in sod. (1999) so na PFO pokazali, da imajo
tudi histidinski ostanki vlogo v citolizi, predvsem oligomerizaciji in nastanku pore.
Vrednost disociacijske konstante (pK,) imidazolnega obroca histidina ima vrednost 7,6.
Znizanje pH iz 7,0 na 6,0 je pri PFO spremenilo profil triptofanske fluorescence, kar kaze
na konformacijsko spremembo proteina v tem razponu pH (Nakamura in sod., 1999).
Preveriti smo Zeleli hipotezo, da je His311 pomemben za ucinkovito vezavo LLO na
lipidne membrane.

Zato sem v diplomskem delu v E. coli izrazila in ocistila Sest izogenih mutiranih razlicic
bakterijskega toksina, kjer je imela vsaka eno zamenjavo histidina v alanin (na mestih 57,
79, 311, 423, 450 ali 463 peptidnega zaporedja LLO). Z izoliranimi proteini sem nato
preverila kinetiko ter sposobnost vezave na lipidne membrane pri kislem (5,5) in rahlo
bazi¢nem (7,5) pH. Iz znane kristalografske zgradbe PFO (Rossjohn in sod., 1997) sem s
programom Modeller 9v6 naredila model LLO, kateremu sem v Deep View v4.0 dodala
prikaz povrSinskega elektrostatskega privlaka vseh Sestih mutant.

Nobena od mutiranih razli¢ic ni pokazala viSje aktivnosti od divjega tipa. Odkritje
celotnega procesa molekularnega mehanizma pH odvisnosti LLO bo v prihodnosti
pomembno prispevalo k razumevanju patogeneze bakterije L. monocytogenes.
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