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Al Listeriolizin O (LLO) je najpomembne;jSi virulencni dejavnik znotrajceli¢ne in po Gramu
pozitivne bakterije Listeria monocytogenes. Njegova funkcija je bakteriji omogociti pobeg iz
kislega gostiteljevega fagosoma v citosol. V citosolu se zacne listerija razmnozevati. Temu sledi
okuZzba sosednjih celic, ne da bi pri tem bakterija prisla v stik z imunsko obrambo gostitelja. LLO
spada v druzino od holesterola odvisnih citolizinov (ang. cholesterol dependent cytolysins,
CDC), podskupino velike skupine toksinov, ki tvorijo pore (ang. pore forming toxins, PFT). Med
njimi LLO izstopa zaradi od pH-odvisne aktivnosti. Z merjenjem hemoliticne aktivnosti in lastne
triptofanske fluorescence proteinov smo Zeleli opredelili vpliv mutacije histidinov v alanine na
mestih 57, 79, 311, 423, 450, 463 toksina LLO na njegovo aktivnost in stabilnost. Nas cilj je bil
opredeliti stabilnost in pH ter temperaturno odvisnost hemolize c¢loveskih eritrocitov za
histidinske mutante LLO. Ugotovili smo, da je hemoliti¢na aktivnost histidinskih mutant LLO
najvecja pri temperaturi 37 °C in kislem pH, ki ustreza lumnu fagolizosoma. Pri pogojih, ki
ustrezajo citosolu celice, so vse mutante skorajda neaktivne. Vecji vpliv pH na hemoliti¢no
aktivnost kot pri divjem tipu LLO se kaZe pri mutantah H57A, H311A, H423A in H463A, pri
mutantah H79A in H450A pa je vpliv primerljiv z vplivom pH na aktivnost divjega tipa LLO.
Med mutantami LLO izstopa mutanta H311A, pri kateri ima temperatura bistveno manjsi vpliv
na njeno hemoliti¢no aktivnost kot na ostale mutante in divji tip LLO. Bolj kot temperatura pa na
njeno hemolitiéno aktivnost vpliva pH. To veliko obcutljivost na spremembo pH pripiSemo
mutaciji na mestu 311 v domeni 3, kjer se tudi nahaja pH tipalo. Sklepamo, da mutanta H311A
pri poviSevanju temperature ne tvori agregatov in je bolj stabilna od ostalih histidinskih mutant
ter divjega tipa LLO.
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Al Listeriolysin O (LLO) is the most important virulence factor for intracellular, Gram-
positive bacteria Listeria monocytogenes. Its function is to enable the escape of bacteria from the
acid phagolysosome in the cytosol of host cells. In the cytosol listeria replicates. This is leads to
infection of surrounding cells. LLO is a member of cholesterol-dependent cytolysins (CDC),
subgroup of a large group of pore forming toxins (PFT). LLO is unique among CDCs because of
its pH-dependent activity. By measuring hemolytic activity and tryptophan fluorescence, we
wanted to identify the impact of substitution of histidine to alanine at locations 57, 79, 311, 423,
450, 463 of LLO on its activity and stability. Our goal was to define the stability and pH and
temperature dependence of hemolysis of human erythrocytes for LLO histidine mutants. We
have found that LLO histidine mutants are most hemolytic active at temperature 37 °C and acidic
pH, which corresponds to the acid environment of the phagolsome. At neutral pH environment at
37 °C (as in the eukaryotic cytosol) all mutants are almost inactive. The bigger influence of pH to
the hemolytic activity is shown by the mutants H57A, H311A, H423A and H463A than by the
wild type LLO. On mutants H79A and H450A the influence of pH to the activity is comparable
to one of the wild type LLO. Among the mutants mutant H311A stands out. The temperature has
much smaller effect on its hemolytic activity than to the other mutants' and wild type LLO
hemolytic activity. But even bigger effect than the temperature on its activity has pH. It is likely
that high pH sensitivity is caused due to the mutation at position 311 in domain 3, where the pH
sensor is located. We suggest that mutant H311A does not form aggregates while raising the
temperature and is more stable than the other histidine mutant and wild type LLO.
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KRATICE IN OKRAJSAVE
Ala alanin
ALO antrolizin O
Asp asparaginska kislina
CDC od holesterola odvisni citolizini (ang. cholesterol dependent cytolysins)
Cys cistein
Dl domena 1
D2 domena 2
D3 domena 3
D4 domena 4
DEPC dietil pirokarbonat
DTT ditiotreitol
EDTA etilendiamintetraocetna kislina
HEPES 4-(2-hidroksietil)-1-piperazin etan sulfonska kislina
His histidin
Glu glutaminska kislina
ILO ivanolizin
ILY intermedilizin
LLO listeriolizin O
LSO seligerolizin
MACPF ang. membrane attack complex (MAC) in perforin (PF)
MES 2-(N-morfolino)etan sulfonska kislina
PFO perfringolizin O
PFT toksini, ki tvorijo pore (ang. pore forming toxins)
PLY pnevmolizin
Ser serin
SLO streptolizin O
THM transmembranski B-lasnici (ang. transmembrane B-helix)
Trp triptofan

wt divji tip (ang. wild type)
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1 UVOD

Mnogo organizmov v naravi si v svojem boju za obstanek pomaga s toksini. Velika skupina takih
organizmov so bakterije. Te lahko v interakcijah z vi§jimi organizmi s toksini povzrocijo bolezni
ali pa celo smrt organizma. V diplomskem delu smo se osredotocili na bakterijo Listeria

monocytogenes in njen toksin listeriolizin O (LLO).

LLO spada v druzino od holesterola odvisnih citolizinov (ang. cholesterol dependent cytolysins,
CDC), podskupino velike skupine toksinov, ki tvorijo pore (ang. pore forming toxins, PFT).
CDC lizirajo evkariontske celice, vkljuéno z eritrociti, zato so poimenovani tudi hemolizini.
Monomeri toksina oligomerizirajo in se vgradijo v membrano ter tvorijo najvecje znane pore
med PFT. Pore so v obliki lokov ali obro¢ev. LLO kaZe od pH odvisno aktivnost in zato izstopa

med vsemi CDC.

L. monocytogenes je patogena bakterija tako za ljudi kot za Zivali. Ob vstopu v celico se bakterija
znajde v fagolizosomu polnem hidroliticnih encimov in v kislem pH. Prezivetje v takSnem okolju
ji omogoca LLO. Ta ustvari pore v membrani fagolizosoma in tako omogoc¢i bakteriji prehod v
citosol. V citosolu se zacne listerija razmnoZevati. Temu sledi okuzba sosednjih celic, ne da bi

pri tem bakterija priSla v stik z imunsko obrambo gostitelja.

V diplomskem delu smo s pomocjo merjenja hemoliticne aktivnosti in lastne triptofanske
fluorescence LLO opredelili vpliv mutacije histidinov v alanine na od pH in temperature odvisno

delovanje listeriolizina O ter njegovo stabilnost.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 Listeria monocytogenes

Rod Listeria je soroden rodovom Bacillus, Clostridium, Enterococcus, Streptococcus in
Staphylococcus. V rod Listeria uvrS¢amo Sest vrst: Listeria monocytogenes (Slika 1), L. ivanovii,
L. seegligeri, L. innocua, L. welshimeri in L. grayi (Rocourt in Catimel, 1985; Rocourt, 1989;
Conlan in North, 1991). L. ivanovii in L. monocytogenes sta patogeni za miSi, vendar pa za
cloveku nevarno velja le L. monocytogenes. L. monocytogenes je hitro rastoca, fakultativno
anaerobna, znotrajcelicna in po Gramu pozitivna bakterija, ki je po obliki pal¢ka dolzine 1-1,5
pum (Mengaud, in drugi, 1988; Tilney in Portnoy, 1989; Conte in sod., 1996). Je nesporogena
bakterija brez kapsule in je mobilna pri temperaturi 10-25 °C, vendar pa peritrihih bi¢kov pri
temperaturi 37 °C ne sintetizira ve¢ (Weis in Seeliger, 1975; Pearson in Marth, 1990; Todar, K.
2008). Prisotna je v zemlji, vodi, ¢loveskih in Zivalskih iztrebkih, krmi za Zivino in razli¢nih
vrstah hrane (Donald in sod., 1995; Rgrvik, 2000). Najpogosteje se okuzba z Listerio pogojuje z
mehkimi siri in drugimi mlecnimi proizvodi, paStetami, klobasami, dimljenimi ribami, solatami
in industrijsko predelanimi Ze pripravljenimi obroki (Farber in Peterkin, 1991; McLauchlin,

1991; McLauchlin in sod., 1990; McLauchlin in sod., 1991; Rocourt, 1996; Ryser, 1999).

Slika 1. Listeria monocytogenes (Tilney in Portnoy, 1989)

Vstop v vecino celic - epitelne (Gaillard in sod., 1987), hepatocite (Dramsi in sod.,1995; Gaillard
in sod., 1996), fibroblaste (Kuhn in Goebel, 1989), endotelijske (Drevets in sod., 1995) in
makrofage (Mackaness,1962) ji omogoca mehanizem inducirane fagocitoze (Mengaud in sod.,
1988). Po vstopu v celico se bakterija znajde v fagosomu, kjer je lahko tarca hidroliti¢nih

encimov (priblizno 30 minut), dokler ne zacne lizirati membrane in pobegne v citosol (Duclos in



Sus$nik M. Lastnosti histidinskih mutant listeriolizina O 3
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Oddelek za biologijo, 2010

Desjardins, 2000; Tilney in Portnoy, 1989). Klju¢ni dejavnik pri pobegu je protein listeriolizin O
(LLO), ki je hkrati primarni virulen¢ni dejavnik L. monocytogenes (Bayley, 1997; Tilney in
Portnoy, 1989). LLO ustvari pore v membrani skozi katere izhajajo ioni (Portnoy in sod., 2002),
kar posledi¢no zvisa pH v lumnu fagosoma in prepre¢i njegovo nadaljnje zorenje (Marquis in
Hager, 2000). Dodatna pomo¢ pri razgradnji membranskih lipidov sta poleg LLO Se dva
virulentna dejavnika, ki ju izloca bakterija. To sta nespecifi¢na fosfolipaza C in fosfatidilinozitol-
specificna fosfolipaza C (Portnoy in sod., 2002). V citosolu L. monocytogenes inducira
polimerizacijo o-aktina, kar povzroCi izvihavanje celine membrane evkariontske celice
(Goldberg, 2001). Z gostiteljevo membrano ovita listerija se vrine v sosednje celice in jih tako

okuzi.

2.2 LISTERIOZA

Listerija povzro€a listeriozo, pomembno bakterijsko zoonozo, ki se pojavi pri Zivalih in ¢loveku
(Barbuddhe in sod., 2000). Infekcija je lahko usodna in se prenaSa s hrano. Najbolj dovzetni za
okuzbo so nosecnice, novorojencki, starostniki in oslabljeni ali imunokompromitirani pacienti,
ceprav se bolezen lahko razvije tudi pri zdravih posameznikih (Vdzquez-Boland in sod., 2001).
Klini¢ni znaki okuzbe z L. monocytogenes so zelo podobni pri vseh okuZenih bolnikih.
Razlo¢imo dva osnovna tipa poteka bolezni: perinatalna listerioza in listerioza pri odraslih
pacientih. Pri obeh primerih se lahko bolezen izraza sistemsko ali lokalno kot infekcija
centralnega Zivénega sistema. Prvi klini¢ni znaki okuzbe se zacno kazati 20 ur po zauZitju
okuZene hrane kot gastroenteritis (Dalton in sod., 1997). Nadaljuje se s septokemijo, okuzbo
ledvic in jeter ter krvnih celic, kot so makrofagi, ki so najucinkovitejsi odstranjevalci bakterij iz
krvnega obtoka. Znaki invazivne listerioze so vecCinoma hudi in se kazejo kot splav ali
mrtvorojenost kot posledica materni¢ne infekcije zarodka, sepsa, meningitis ali
meningoencefalitis, zastrupitev krvi in celo kot vroCinski gastroenteritis (Vazquez-Boland in
sod., 2001; Rocourt in Cossart, 1997; Michel in sod., 1990). Listerioza je zelo resna bolezen,
kajti okuzba z L. monocytogenes se konca z visoko smrtnostjo. Navkljub zgodnji diagnistiki in
zdravljenju z antibiotiki umre 20-30 % pacientov (McLauchlin, 1990; McLauchlin, 1990;
Rocourt in Brosch, 1990; Schuchat in sod., 1991).



Sus$nik M. Lastnosti histidinskih mutant listeriolizina O 4
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Oddelek za biologijo, 2010

2.2.1 Okuzba in Sirjenje

L. monocytogenes je odporna na razliCne postopke konzerviranja hrane. PreZivi celo v visokih
koncentracijah soli in relativno nizkih pH vrednostih okolja. RazmnoZuje se lahko tudi pri nizkih
temperaturah, med —18 in 10 °C. Zaradi zmoZnosti razmnoZevanja v zamrznjeni hrani, velja za
enega izmed patogenih mikroorganizmov, ki povzrocajo najve¢ skrbi v prehrambeni industriji

(Vazquez-Boland in sod., 2001; Ramaswamy in sod., 2007).

meningoencefalitis
okuZena hrana
— imunski odgovor 'f

4

subklinicni
granulomatozni hepatitis

prst

septikemija #—— bakteremija

/

placentitis

gastroenteritis

iztrebki

abortus
neonatalna septikemija

Slika 2. Shemati¢ni prikaz patofiziologije bakterije L. monocytogenes (Vizquez-Boland in sod., 2001).

Primarno mesto vstopa listerije v organizem je prebavni trakt. Po prehodu intestinalne bariere
bakterije potujejo po limfi ali krvi do mezenteri¢nih limfnih nodulov, vranice in jeter (Slika 2)
(Marco in sod.,1992; Pron in sod., 1998). Zacetni korak kolonizacije gostiteljevega tkiva poteka
hitro. Nenavadno dolga inkubacijska doba, ki jo L. monocytogenes potrebuje za razvoj
simptomatske sistemske okuZbe, je Se uganka. Nakazuje pa, da bakterijska kolonizacija
gostiteljevega tkiva vsebuje tiho subklini¢no fazo, ki jo spremlja ve¢ Se neznanih dogodkov in
mehanizmov (Vazquez-Boland in sod., 2001). Bakterija se najprej pritrdi na povrsje evkariontske
celice, nato sledi proces vstopanja v celico. Po vstopu postane L. monocytogenes ujeta v vakuolo,
kjer se pH hitro spremeni v kislega (Gaillard in sod., 1987; Beauregard in sod.,1997). Pol ure po

vstopu bakterije se zacno kazati poSkodbe na membrani fagosoma (Gaillard in sod.,1987).
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Poskodovanje fagosomalne membrane je proces pri katerem ima primarno vlogo hemolizin v
sodelovanju s fosfolipazo in je klju¢nega pomena za intracelularno preZivetje in razmnoZevanje
listerije (Alvarez-Dominguez in sod.,1997; Goebel in Kreft,1997). V dveh urah se v citosol
uspesno prebije pribliZno polovica bakterijske populacije (Tilney in Portnoy,1989), tam se
pricnejo takoj razmnozevati in v eni uri se njihovo S$tevilo podvoji (Gaillard in sod.,1987;

Portnoy in sod.,1988).

Morfoloske stopnje Sirjenja okuzbe v celicah gostitelja so prikazane na Sliki 3 (Sun in sod.,
1990). Takoj po vstopu bakterije v citosol, jo obda oblak aktinskih filamentov, ki se kasneje
(pribliZzno dve uri po okuzbi) prerezporedijo v aktinski rep (dolg do 40 pm) na enem izmed polov
bakterije (Tilney in Portnoy, 1989). Aktinski rep sestavljata dve vrsti zamreZenih aktinskih
filamentov. Prvi so relativno dolgi vzporedno urejeni snopi, drugi pa krajsi nakljucno orientirani
aktinski filamenti (Sechi in sod., 1997). Ti potiskajo bakterijsko celico skozi citoplazmo
gostiteljske celice s povprecno hitrostjo 0,3 pm/s (Dabiri in sod., 1990; McGrath in sod., 2003).
Gibanje po citoplazmi je naklju¢no, vendarle pa bakterija sCasoma doseZe membrano gostiteljeve
celice. Zaradi nadalnjega gibanja bakterije v isti smeri, se na membrani oblikuje prstatst izrastek
(Robbins in sod., 1999). Ti psevdopodiji sprva prodirajo v okoliSke Se neokuZene celice,
dokoncen vstop v gostiteljevo celico pa jim omogoci fagocitoza. Tako postane bakterija obdana z
dvojno membrano ujeta v novi gostiteljevi celici. Bakterija pobegne iz vakuole z dvojno
membrano zelo hitro, pribliZno pet minut po vstopu, in zane z novim znotrajceli¢nim

razmnoZevanjem (Tilney in Portnoy, 1989).

Slika 3. Morfoloske stopnje vstopa, rasti, premikanja in Sirjenja L. monocytogenes iz enega makrofaga v
drugega. 1. vstop v celico, 2. liza vakuole, 3. tvorjenje aktinskih filamentov, 4. rast, 5. prerazporeditev aktinskih
filamentov, 6. premik v citoplazmi in zdruZenje s celicno membrano, 7. prepoznanje (sosednje celice) psevdopoda z
bakterijo, sledi ponovni vstop v celico, 8. razgradnja notranje membrane, 9. razgradnja zunanje membrane (prirejeno
po Sun in sod., 1990).
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2.3 TOKSINI, KI TVORIJO PORE

Eno od vecjih skupin citoliti¢nih toksinov predstavljajo toksini, ki tvorijo pore (ang. pore-
forming toxins, v nadeljevanju PFT). Proizvajajo jih Stevilni nesorodni organizmi, med njimi
bakterije, rastline, glive in Zivali (Bernheimer in Rudy, 1986). V zadnjih letih so odkrili, da se
veC evkariontskih proteinov veZe in vgrezne v membrano na enak nacin kot bakterijski PTF.
Predvsem s primerjavo 3D zgradbe so ugotovili mehanske in strukturne homologije, cetudi je
posredi velika evolucijska razdalja (Anderluh in Lakey, 2008; Bernheimer in Rudy, 1986). Vsem
je skupna tvorba eksogenih por v membranah gostitelja (Bernheimer in Rudy, 1986). Ti potentni
virulentni dejavniki omogocajo patogenim organizmom poSkodovanje gostiteljevih celic, vstop
vanje in/ali njihovo uni¢enje. PFT imajo podobno funkcijo kot antibiotiki (Woolley in Wallace,
1992), komponente imunskega sistema (Bhakdi in Tranum-Jensen, 1985) in fuzijski proteini iz
virusov (Pletnev in sod., 2001; Lescar in sod., 2001). PFT so vodotopni proteini, ki lahko s
pomocjo konformacijske spremembe (brez Saperonov) preidejo v membransko vezano obliko, ki
postane del pore (Parker in Feil, 2005; Lesieur in sod., 1997). Nekateri toksini potrebujejo za
vezavo na membrano specificne receptorje. To so najveckrat lipidi (npr. holesterol pri od
holesterola odvisnih citolizinih) in proteini (npr. glikoprotein za aerolizin bakterije Aeromonas
hydrophila). Receptorji omogoc€ajo koncentriranje toksinov na povrSini membrane ter njihovo
hitrejSo oligomerizacijo in vgreznitev v membrano. Glede na nacin vgreznitve delimo toksine v
dve skupini. V prvo spadajo toksini zgrajeni pretezno iz a-vijacnic, toksine v drugi pa ve¢inoma
gradijo B-strukture, ki navadno predstavljajo ve¢ kot 40 % zgradbe celotnega proteina (Gouaux,

1997, Parker in Fiel, 2005).

2.3.1 Od holesterola odvisni citolizini

Od holesterola odvisni citolizini (ang. cholesterol-dependent cytolysins, CDC) so ena izmed
najbolj razsirjenih skupin toksinov, ki tvorijo pore. Njihova vezava na membrano,
oligomerizacija in tvorba pore je popolnoma odvisna od vsebnosti holesterola v membrani
(Shepard in sod., 2000). Specifi¢ni mehanizem nastanka por Se ni popolnoma raziskan. Znano je,
da oligomerizaciji monomerorov v obliki obroca sledijo velike konformacijske spremembe
vsakega monomera in proces se zakljuci z ugreznjenjem B-sodcka v celicno membrano (Tweten,

2005).
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2.3.2 RazSirjenost od holesterola odvisnih citolizinov

Od holesterola odvisne citolizine proizvaja ve¢ kot 20 vrst iz osmih rodov Gram-pozitivnih

bakterij: Arcanobacterium, Bacillus, Brevibacillus, Clostridium, Gardnerella, Listeria,
Paenibacillus in Streptococcus (Tabela 1). Najbolj raziskani med njimi so listeriolizin,
perfringolizin, streptolizin in pneumolizin (Gilbert, 2010). Obstajajo tudi homologi CDC izven
prokariontskih vrst kot je toksin metridiolizin morske vetrnice Metridium senile (Tweten, 2005;

Gilbert, 2010).

Tabela 1. Predstavniki Gram-pozitivnih bakterij, ki proizvajajo od holesterola odvisne citolizine (Palmer,
2001; Rosado in sod., 2008; Gilbert, 2010).

ROD VRSTA TOKSIN
Arcanobacterium A. pyogenes piolizin
Bacillus B. anthracis antrolizin O

B. alvei alveolizin

B. cereus cereolizin O

B. laterosporus laterosporolizin

B. sphaericus sfaericolizin

B. thuringiensis turingiolizin O
Brevibacillus B. laterosporus laterosporolizin
Clostridium C. bifermentans bifermentolizin

C. botulinum botulinolizin

C. chavuoei Seveolizin

C. histolyticum histoliticolizin

C. novyi novilizin

C. perfringens perfringolizin O

C. septicum septikolizin

C. sordellii sordelilizin

C. tetani tetanolizin
Gardnerella G. vaginalis vaginolizin
Listreria L. ivanovii ivanolizin

L. monocytogenes listeriolizin O

L. seeligeri seligerolizin
Paenibacillus P. alvei alveolizin
Streptococcus S. canis streptolizin O

S. equisimilis streptolizin O

S. intermedius intermedilizin

S. pneumonie pneumolizin

S. pyogenes streptolizin O

S. suis suilizin
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2.3.3 Zgradba in delovanje od holesterola odvisnih citolizinov

Od holesterola odvisni citolizini se izlo¢ajo kot enoverizni, vodotopni proteini z molekulskimi
masami med 50-80 kDa (Tweten, 2005; Rossjohn in sod., 1997). Polipeptidne verige CDC so
sestavljene iz 471 aminokislinskih ostankov pnevmolizina do 571 aminokislin streptolizina O
(Slika 4) (Walker in sod., 1987; Kehoe in sod., 1987). Vzrok za razliko v dolZini polipeptidnih
verig CDC so ve¢inoma razli¢na zaporedja na N-terminalnem delu verige, njihova funkcija pa je

v vecini primerov neznana (Palmer, 2001).

V skoraj popolni homologiji zaporedja med vsemi predstavniki je najdaljSe ujemajoce se
zaporedje dolgo 11 aminokislin in lezi na C-terminalnem delu. Imenovano je undekapeptid ali
triptofanska zanka z zaporedjem ECTGLAWEWWR in je, z izjemo toksinov piolizin in
intermedilizin, bogata s cisteinom in triptofani (Michel in sod., 1990; Billington in sod., 2002;
Nagamune in sod., 2000; Rossjohn in sod., 1997). Domneva se, da edino cistein v primarnem
zaporedju CDC ni kljucen za njihovo altivnost, vsekakor pa je za njihovo delovanje pomemben

undekapeptid (Haas in sod., 1992; Nagamune in sod., 1996; Rudnick in sod., 2003).

Primarno zaporedje verige LLO so leta 1988 razreSili Mengaud in sodelavci. Identi¢nost
primarnega zaporedja druzine CDC znaSa med 40-80% (Slika 4), zato lahko sklepamo, da imajo
podobno zgradbo kot do danes poznane 3D-strukture perfringolizina O (PFO), intermedilizin
(ILY), antrolizin O (ALO) in LLO (Twetenin sod., 1991; Rossjohn in sod., 1997; Polekhina in
sod., 2005; Bourdeau in sod., 2009; Bavdek, 2010).

PFO je podolgovat pali¢ast protein, dolg 115 A in sestavljen preteZno iz B-strukture (Slika 5)
(Rossjohn in sod., 1997). Molekulo sestavljajo $tiri domene (Holm in Sander, 1994):

- domeno 1 (D1) predstavlja N-terminalni konec in a-f3 topologiji z dolgo a-vijacnico, orientirano
vzporedno ob antiparalelni B-strukturi (aminokislinski ostanki 37-53, 90-178, 229-274, 350—
373),

- domeno 2 (D2) predstavlja podolgovata antiparalelna B-struktura (aminokislinski ostanki 54—
89, 374-390),

- domeno 3 (D3) predstavlja a-P topologija, pri cemer jedro domene predstavlja antiparalelna -
struktura, obdana s Sestimi a-vijaCnicami (aminokislinski ostanki 179-228, 275-349)

- domena 4 (D4) na C-terminalnem delu zaporedja po zgradbi ustreza B-sendvicu (aminokislinski

ostanki 391-500) (Rossjohn in sod., 1997).
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signalno zaporedje PEST-zaporedje
I L]

1
—-MKKIMLVFITLILVSLPIAQQTEAKDASAFNK-ENLISSMAPPASPPASPKTPIEKKHADEIDKYIQG 67

Listeriolizin O 1
Seeligerilizin 1 --MKIFGLVIMSLLFVSLPITQQPEARDVPAYDRSEVTISPAETPESPPATPKTPVEKKHAEEINKYIWG 68
Ivanolizin 1 --MKKIMLLLMTLLLVSLPLAQEAQA-DASVYSY-QGIISHMAPPASPPAKPKTPVEKKNAAQIDQYIQG 66
Perfringolizin 1 - MIFLNIKKNGKRRKFLTCVLVS-LCTLNYSSTSFAETQAGHATDITKNASSIDTGIGN 57
Intermedilizin 1 MKTKQNIARKLSRVVLLSTLVLSSAAPISAAFAETPTKPKAAQTEKKTEKKPENSNSEAAKKALNDYIWG 70
Antrolizin O 1l ——— MIFLNIKKNTKRRKFLACLLVS-LCTIHYSSISFAETQAGNATGAIKNASDINTGIAN 57
Listeriolizin O 68 LDYNKNNVLVYHGDAVINVPPRKGYKDGNEYIVVEKKKKSINQNNADIQVVNAISSLTYPGALVKANSEL 137
Seeligerilizin 69 LNYDKNSILVYQGEAVTNVPPKKGYKDGSEYIVVEKKKKGINQNNADISVINAISSLTYPGALVKANREL 138
Ivanolizin 67 LDYDKNNILVYDGEAVKNVPPKAGYKEGNQYIVVEKKKKSINQNNADIQVINSLASLTYPGALVKANSEL 136
Perfringolizin O 58 LTYNNQEVLAVNGDKVESFVPKESINSNGKFVVVEREKKSLTTSPVDISIIDSVANRTYPGAVQLANKAF 127
Intermedilizin 71 LQYDKLNILTH KLKNHSSREAFHRPGEYVVIEKKKQSISNATSKLSVSSANDDRIFPGALLKADQSL 140
Antrolizin O 58 LKYDSRDILAVNGDKVESFIPKESINSNGKFVVVEREKKSLTTSPVDILIIDSVVNRTYPGAVQLANKAE 127
epitog M344
Listeriolizin O 138 VENQPDVLPVKRDSLTLSIDLPGMTNQDNKIVVKNATKSNVNNAVNTLVERWNEKYAQAYPNVSAKIDYD 207
Seeligerilizin 139 VENQPNVLPVKRDSLTLSVDLPGMTKKDNKIEVKNPTKSNVNNAVNTLVERWNDKYSKAYPNINAKIDYS 208
Ivanolizin 137 VENQPDVLPVKRDSVTLSIDLPGMVNHDNEIVVONATKSNINDGVNTLVDRWNNKYSEEYPNISAKIDYD 206
Perfringolizin O 128 ADNQPSLLVAKRKPLNISIDLPGMR-KENTITVQNPTYGNVAGAVDDLVSTWNEKYSETHT-LPARMQYT 195
Intermedilizin 141 LENLPTLIPVNRGKTTISVNLPGLKNGESNLTVENPSNSTVRTAVNNLVEKWIQNYSKTHA-VPARMQYE 209
Antrolizin O 128 ADNQPSLLVAKRKPLNISIDLPGMR-KENTITVQNPTYGNVAGAVDDLVSTWNEKYSTTHT-LPARMQYT 195
TMH1
Listeriolizin O 208 DEMAY%ESQLIAKﬁ*TA?KAVNNSLNVNFGAISEG%MQEEVIS?KQIYYNVNVNEPTRPSRFF*KAVTKE 277
Seeligerilizin 209 DEMAYSESQLIAK AFKAVNNSLNVNFEAISDGKVQEEVISFKQIYYNINVNEPTSPSKFFGGSVTKE 278
Ivanolizin 207 QEMAYSESQLVAKFGAAE 276
Perfringolizin O 196 ESMVYSKSQIASALNVNAKYLDNSLNIDFNAVANGEKKVMVAAYKQIFYTVSAELPNNPSDLFDNSVTED 265
Intermedilizin 210 SISAQSMSQLQAKFGADFSKVGAPLNVDESSVHKGEKQVEIANFRQVYYTASVDSPNSPSALFGSGITPT 279
Antrolizin O 196 ESMVYSKSQIASALNVNAKYLDNSLNIDFNAVANGEKKVMVAAYKQIFYTVSAELPNNPSDLEFDNSVTED 265
, TMH2 i
Listeriolizin O 278 QLOALGVNAENPPAYISSVAYGRQVYLKLSTNSHSTKVKAAFDAAVSGKSVSGDVELTNIIKNSSFKAVI 347
Seeligerilizin 279 QLDALGVNAENPPAYISSVAYGRQVYVKLSSSSHSNKVKTAFEAAMSGKSVKGDVELTNIIKNSSFKAVI 348
Ivanolizin 277 NLQALGVNAENPPAYISSVAYGRDIFVKLSTSSHSTRVKAAFDTAFKGKSVKGDTELENIIQNASFKAVI 346
Perfringolizin O 266 ELTRKGVSNSAPPVMVSNVAYGRTVYVKLETTSKSKDVQAAFKALLKNNSVETSGQYKDIFEESTETAVV 335
Intermedilizin 280 DLINRGVNSKTPPVYVSNVSYGRAMYVKFETTSKSTKVQAAIDAVVKGAKLKAGTEYENILKNTKITAVV 349
Antrolizin O 266 ELTRKGVSNSAPPVMVSNVAYGRTVYVKLETTSKSKDVQAAFKALLKNNSVETSGQYKDIFEESTETAVV 335
Listeriolizin O 348 SSAKDEVQIIDGNLGDLRDILKKGATFNRETPGVPIAYTTNFLKDNELAVIKNNSEYIETTSKAYTDG 417
Seeligerilizin 349 YGGSAKEEVEIIDGNLGELRDILKKGSTYDRENPGVPISYTTNELKDNDLAVVKNNSEYIETTSKSYTDG 418
Ivanolizin 347 AKDEVEIIDGDLSKLRDILKQGANFDKKNPGVPIAYTTNFLKDNQLAVVKNNSEYIETTSKAYSDG 416

Perfringolizin O 336 LGGDAKEHNKVVTKDFNEIRNIIKDNAELSFKNPAYPISYTSTFLKDNATAAVHNNTDYIETTTTEYSSA 405

Intermedilizin 350 SNPGEASKVITGNIDTLKDLIQKGSNFSAQSPAVPISYTTSFVKDNSIATIQNNTDYIETKVTSYKDG 419

Antrolizin O 336 ;DAKEHNKVVTKDFNETRNIIKDNAELSFKNPAYPISYTSTFLKDNATAAVHNNTDYIETTTTEYSSA 405
*

YVAQFNISWDEINYDPEGNEIVQHKNWSENNKSKLAHFTSSIYLPGNARNINVYAKECTGL 487
YVAQFNISWDEVSYDENGNEIKVHKKWGENYKSKLAHFTSSIYLPGNARNINIYARECTGL 488
AYVARFNVTWDEVSYDANGNEVVEHKKWSENDKDKLAHFTTSIYLPGNARNINIHAKECTGL 486
AYVAQFDVSWDEFTFDONGKEVLTHKTWEGSGKDKTAHYSTVIPLPPNSKNIKIVARECTGL 475
FVARFYVYWEELGHDADGYETIRSRSWS! YNRGAHYSTTLRFKGNVRNIRVKVLGATGL 489

Listeriolizin O 418
Seeligerilizin 419
Ivanolizin 417
Perfringolizin O 406
Intermedilizin 420 7

Antrolizin O 406 KMTLDHYGAYVAQFDVSWDEFTFDONGKEVLTHKTWEGSGKDKTAHYSTVIPLPPNSKNIKIVARECTGL 475
undekapeptid

Listeriolizin O 488 AWEWWRTVIDDRNLPLVKNRNISIWGTTLYPKYSNSVDNPIE- 529

Seeligerilizin 489 FWEWWRTVIDDRNLPLVKNRNVSIWGTTLYPRHSNNVDNPIQ- 530

Ivanolizin 487 AWEWWRTVVDDRNLPLVKNRNVCIWGTTLYPAYSDTVDNPIK- 528
Perfringolizin O 476 AWEWWRTIINEQNVPLTNEIKVS 512
Intermedilizin 490 AWEPWRLIYSKNDLPLVPQRNIST 532
Antrolizin O 476 AWEWWRTIINEQNVPLTNEIKVS 512

Slika 4. Poravnava zaporedij od holesterola odvisnih citolizinov. Negativno nabite aminokisline (D, E) so
prikazane z rde€o barvo, bazi¢ne (K, R) z modro in z roza (H), polarne nenabite z vijoli¢no (S, Q, N, T), hidrofobne
aminokisline z zeleno (A, I, L, M, F, P, V, W, Y), C in G pa z rumeno. Ob poravnavi zaporedij je posebno oznaceno
signalno zaporedje, PEST-zaporedje, epitop protitelesa M344, zaporedje, ki se razvije v transmembranski 3-lasnici
(TMH 1 in 2), undekapeptid (Trp-zanka) ter Cys486 (zvezdica) (iz Bavdek, 2010).
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domena 3

domena 4

triptofanska zanka

Slika 5. Struktura perfringolizina O (Rossjohn in sod., 1997).
Domena 1 (D1) rdece, domena 2 (D2) rumene, domena 3 (D3) zelene in domena 4 (D4) s triptofansko zanko modre
barve.

Terciarna struktura CDC je zgrajena vec¢inoma iz B-struktur, PFO jih vsebuje skoraj 40%, 11 a-
vijanic in dve 3jp-vijaCnici (Parker in Feil, 2005; Rossjohn, 1997), od teh sta dve pomembni za
vstavitev toksina v membrano, in sicer se zaradi konformacijske spremembe pretvorita v
transmembranski B-lasnici (ang. transmembrane helix, v nadaljevanju TMH) domene 3. D1, D2
in D4 lezijo podolZzno, D3 pa je bocno zloZena ob D2. Polipeptidna veriga teCe v obe smeri po
molekuli preko D1-3, medtem ko je D4 zgibana v gost sendvi¢ B-struktur na C-terminalnem
koncu molekule (Rossjohn, 1997). Vmesni ploskvi sta med D2 in D3 (D3 ukrivljena glede na
obliko D2 in interakcije med njima so ve¢inoma polarne) ter D2 in D4 (veliko vodikovih vezi, v

sredisCu se stika veliko aromatskih skupin).

Triptofanska zanka se nahaja v D4, ki je odgovorna za prepoznavanje holesterola v membrani
(Weis in Palmer, 2001). Pomembnost cisteinskega in triptofanskih ostankov v triptofanski zanki
za delovanje toksina so pokazali z zamenjavo posameznih aminokislinskih ostankov (Michel in
sod., 1990). Z zamenjavo cisteina na mestu 484 v alanin oz. serin in triptofana v alanin na mestih
491 in 492, so opazili zniZanje hemoliti¢ne aktivnosti za 25, 80, 95 in 99,9% (Heuck in sod.,
2000; Ramachandran in sod., 2002; Nagamune in sod., 2004). Vezava triptofanske zanke na

holesterol je predpogoj za vstavitev transmembranskih p-lasnic v membrano in nadaljne



Sus$nik M. Lastnosti histidinskih mutant listeriolizina O 11
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Oddelek za biologijo, 2010

konformacijske spremembe (Polekhina in sod., 2005; Shatursky in sod., 1999). Vezava zank tako
omogoc¢i pravokotno orientacijo PFO na membrano, D4 ostane obdana z vodnem okoljem tudi v
oligomernem kompleksu in tako ni odgovorna za oligomerizacijo enot na membrani
(Ramachandran in sod., 2002; Iwamoto in sod., 1990; Tweten in sod., 1991). Stik D4 s
holesterolom le sproZi konformacijske spremembe v D3 (prehod a-vijacnic v v transmembranske
B-lasnice), ki vodijo do oligomerizacije toksinskih monomerov (Soltani in sod., 2007; Heuck in

sod., 2000).

Pri PFO, ILY in ALO je D3 zgrajena iz Stirih antiparalelnih B-struktur, imenovanih f1-4, in
manjSe B-zanke (B5) (Ramachandran in sod., 2004). Povezavo med B5-strukturo in B4-strukturo
tvorijo vodikove vezi, a-vijacnica pa prekriva hidrofobni del B4-strukture. Na ta nacin se prepreci
spontana oligomerizacija monomerov v raztopini. Pri PFO so z uporabo dvojnih cisteinskih
mutant (Cys484Ala, Cys484Ser) in fluorescencnih oznacevalcev pokazali, da pride ob vezavi D4
in holesterola v membrani do odmika a-vijacnice od B-antiparalelne strukture, kar omogoci
razvitje Sestih a-vijanic v dve transmembranski B-lasnici (THM1 in THM2) (Shepard in sod.,
1998; Shatursky in sod., 1999; Hotze in sod., 2001). Oligomerizacija monomerov potece s
povezavo Bl-strukture prvega in P4-strukture sosednjega monomera (Ramachandran in sod.,
2004). Vsak monomer torej prispeva dve transmembranski B-lasnici iz D3 k formaciji pore
(transmembranskemu B-sodcku). Z monoklonskimi telesi M344, ki specificno prepoznajo
dolo¢eno zaporedje v D1 pri LLO, so pokazali, da vezava protiteles prepreci oligomerizacijo
monomerov LLO (Bavdek in sod., 2007). Do vstavitve oligomernega kompleksa pride Sele, ko ta

vsebuje kon¢nih 35-50 monomerov (Olofsson in sod., 1993).

Nedavno so pri raziskovanju proteinov vretencarjev odkrili, da imajo CDC in naddruZina
MACEPF proteinov (ang. membrane attack complex (MAC) - del komplementa in perforin (PF))
strukturne podobnosti, kar nakazuje, da vretencarji v boju proti okuzbi uporabljajo podoben
mahenizem tvorbe por kot CDC (Rosado in sod., 2007; Rosado in sod., 2008). CDC tvorijo
najvecje od sedaj znanih por med toksini, ki tvorijo pore (Tweten in sod., 2001). Notranji premer
pore, ki ima lahko obliko loka ali prstana, meri med 20 in 40 nm (Mitsui in sod., 1979; Duncan in
Schlegel, 1975; Bhakdi in sod., 1985; Sekiya in sod., 1993; Morgan in sod., 1994; Palmer in sod.,
1998). Toksini ob tvorjenju pore brez pomoci Saperonov spremenijo konformacijo (Lesieur in

sod., 1997).
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2.3.4 Listeriolizin O

Listeriolizin O je eksotoksin, najpomembnejsi virulencni dejavnik bakterije L. monocytogenes,
njegova funkcija je bakteriji omogociti pobeg iz kislega gostiteljevega fagosoma v citosol
(Portnoyin sod., 1992). Je enoverizni protein iz 529 aminokislinskih ostankov z molekulsko maso
58,6 kDa. Prvih 25 aminokislin predstavlja signalni peptid, tako da je izloCen peptid dolg 502
aminokislinskih ostankov, velikosti 55,8 kDa (Palmer in sod., 1998). Kot vsi CDC ima tudi LLO
triptofansko zanko na C-terminalnem koncu peptida v D4 (Michel in sod., 1990). Je edini med
CDC, ki vsebuje 19 aminokislin dolgo zaporedje PEST na N-terminalnem delu molekule v D1
(Rogers in sod., 1986). To je prepoznavno zaporedje za gostiteljeve proteolitiCne encime, ki nato
hitro ali fosforilirajo ali razgradijo protein v citosolu gostitelja. PEST zaporedje je bogato s
prolinom (P), glutaminsko kislino (E), serinom (S) in treoninom (T) (Decatur in Portnoy, 2000).
Odsotnost tega zaporedja poveCa toksicnost listeriolizina, vendar zmanjSa virulenco L.
monocytogenes (Lety in sod., 2003). PEST sekvenca je torej nujna za ohranjanje znotrajceli¢ne
niSe bakterije in njeno virulenco (Decatur in Portnoy, 2000). 3D struktura LLO je prikazana na

sliki 6 (Bavdek, 2010).

LLO omogoca bakteriji prehod iz fagolizosoma v citosol ne da bi liziral gostiteljske celice, kar je
znacilnost ostalih CDC. Listerija, ki ni zmoZna sinteze LLO, je nevirulentna (Glomski in sod.,
2003). Mutanta L. monocytogenes, ki proizvaja PFO namesto LLO, je zmozZna pobega iz
fagolizosoma v citosol, vendarle PFO v citosolu lizira plazemsko membrano gostiteljske celice
(Jones in Portnoy, 1994). Liza gostiteljske membrane zmanjSa virulentnost L. monocytogenes, saj
gostiteljska celica propade, Se preden se bakterija uspe zaceti razmnozZevati. LLO je aktiven in se
izraza le, kadar se bakterija nahaja v kislem okolju (Geoffroy in sod., 1987; Glomski in sod.,
2002; Schuerch in sod., 2005). Prvi¢ so pH-odvisno aktivnost zaznali z merjenjem hemolize in
dolocili optimalno delovanje pri pH 5,5 (Geoffroy in sod., 1987; Giammarini in sod., 2003).
CDC, ki jih proizvajajo predstavniki rodu Listeria (LLO, ILO (ivanolizin) in LSO (seligerolizin
0)) so aktivni le v kislem pH. Tridesetminutna inkubacija teh toksinov v nevtralnem mediju pri
temperaturi 37 °C ireverzibilno zavre sposobnost vezave na lipidne membrane ter hemoliti¢no
aktivnost (Schuerch in sod., 2005; Nomura in sod., 2007). Merjenje hemolize na ¢loveskih
eritrocitih je pokazalo, da je agregiran LLO hemoliti¢no neaktiven (Nomura in sod., 2007). Pri
fizioloSkem pH 5,5 in temperaturi 37 °C, ki vladata v fagolizosomu, ostane LLO v nativni obliki

in je hemoliti¢no aktiven.
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LLO monomeri oligomerizirajo v vec¢ji kompleks, ki nato tvori poro. Ta je v obliki -sodcka, ki
se formira z iztegnjenjem dveh PB-tarnsmembranskih lasnic od vsakega izmed monomerov

(Schuerch in sod., 2005).

Slika 6. Tridimenzionalni model LLO. Tridimenzionalni model LLO: (D1) domena 1; (D2) domena 2; (D3)
domena 3); (D4) domena 4. Barvne oznake: (rumeno) histidinski ostanki; (sivo) triptofanski ostanki; (zeleno) epitop
M344; (modro) TMH1; (roza) TMH2; (rdece) Trp-zanka (iz Bavdek, 2010).

2.3.5 Vpliv pH na delovanje toksinov

LLO ima optimum delovanja pri pH 5,5 in je skoraj popolnoma neaktiven pri pH 7,0 (Geoffroy
in sod., 1987; Portnoy in sod., 1992). LLO nesorodni pH-odvisni toksini, kot sta difterija toksin
in antraks toksin, so aktivni samo pri nizkem pH endosoma. Tako difterija toksin kot antraks
toksin sta neaktivna, a stabilna pri nevtralnem pH. Nizek pH povzro¢i konformacijsko
spremembo in vgreznitev transmembranske domene v membrano (Blewitt in sod., 1985; Mindel

in sod., 1992; Mindel in sod., 1994; Choe in sod., 1992; Collier in Young, 2003).

Delovanje LLO v kislem okolju je pomemben korak pri pobegu L. monocytogenes iz fagosoma,

saj inhibitorji fagosomskega zakisanja preprecijo pobeg bakterije v citoplazmo, v samem citosolu
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pa se izogne za bakterijo Skodljivim poSkodbam z inaktivacijo pri nevtralnem pH (Beauregard in
sod., 1997; Giammarini in sod., 2003). To nakazuje kako pomembna je optimalna regulacija pH-

odvisnosti za znotrajceli€nega parazita L. monocytogenes.

Pri CDC, ki jih tvori rod Listeria (LLO, ILO, LSO), je na mestu 461 aminokislina levcin, pri
ostalih predstavnikih druZine CDC kot so PFO, sterptolizin O (SLO) in pnevmolizin (PLY) pa
treonin. Pokazali so, da zamenjava levcina s treoninom na mestu 461 pri LLO povzroci izgubo

pH odvisnosti (Glomski in sod., 2002).

Meritve triptofanske fluorescence PFO so pokazale, da se spektri premaknejo v rde€e obmocje,
¢e se pH zniza z 7,0 na 6,0. Prav v tem pH obmocju pa imajo pK, imidazolni obro¢i histidinskih
ostankov, zaradi Cesar sklepajo, da so histidinski ostanki vpleteni v pH odvisno konformacijsko
spremembo. Tudi rezultati meritev modifikacije histidinskih ostankov z DEPC kaZejo na
zmanjSano stopnjo vezave na lipidne membrane in oligomerizacije toksina PFO (Nakamura in

sod., 1999).

Primerjava med primarno strukturo pH-odvisnih listerijskih CDC (LLO, LSO, ILO) in osmih
pH- neodvisnih CDC nakazuje, da so 4 bazi¢ni in 12 kislih aminokislinskih ostankov znacilni
samo za listerijske CDC. Vecina (9 od 12) jih je v delu zaporedja LLO, ki je primerljivo z D3 pri
PFO (Schuerch in sod., 2005). To nakazuje na prisotnost pH senzorja v D3.

pH odvisnost LLO citoliti€ne aktivnosti je rezultat temperaturne in pH odvisne denaturacije
(Schuerch in sod., 2005). Klju¢na tocka pri inaktivaciji monomera toksina LLO je predCasno
razvitje dveh transmembranskih lasnic v D3, ki se sicer vstavita v membrano in tako prispevata k
formaciji pore v obliki B-sodcka (Shepard in sod., 1998; Shatursky in sod., 1999). Razvitje lasnic
regulira trojéek aminokislinskih ostankov (Glu-247, Asp-320 in Glu-208) v D3 in delujejo kot
pH tipalo. Ta domena je veino Casa v metastabilnem stanju. Pri nizkem pH se ohranja
metastabilno stanje zaradi protoniranih karboksilnih skupin aminokislinskega trojcka. Ob
spremembi v nevtralen ali bazi€en pH se karboksilne skupine trojcka deprotonirajo, odboj med
naboji zasukajo B-strukture v D3 in s tem ploskev med domeno 2 in 3, kar povzroci pred¢asen
razvoj a-vijaénic v lasnici in protein ne more ve¢ tvoriti medmolekularnih stikov z drugimi
toksini na membrani (Shepard in sod., 1998; Shatursky in sod., 1999; Schuerch in sod., 2005).
Ker pa do denaturacije pride le pri temperaturi vi§ji od 31 °C, proces ni voden le z

elektrostatskim potencialom, ampak tudi drugimi temperaturno obcutljivimi odnosi med
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molekulami (van der Waalsove vezi, ionske vezi, dipoli, vodikove vezi) (Schuerch in sod., 2005).

pH odvisno delovanje listeriolizina O je torej pod velikim vplivom D4 in D3.

2.3.6 Vpliv temperature na delovanje LLO

Ugotovili so, da ob inkubaciji LLO pri 37 °C in pH 7,4 pride do hitre izgube v hemoliti¢ni
aktivnosti, medtem ko ni bistvene spremembe v aktivnosti opazovane pri pH 5,5. Zdi se, da je
izguba aktivnosti pri 37 °C in pH 7,4 posledica denaturacije. Zaradi tega pride do izpostavitve
kljucnih hidrofobnih zaporedij, kar vodi do agregacije. S pomocjo triptofanske fluorescence so
ugotovili, da LLO agregira pri temperaturah visjih od 31 °C (Schuerch in sod., 2005). Citoliti¢na
aktivnost pa se ohrani tako pri kislem kot bazicnem pH, kadar je LLO inkubiran pri temperaturi

nizji od 25 °C (Nomura in sod., 2007).

2.4 NAMEN DIPLOMSKEGA DELA

S tehnikama merjenja hemoliticne aktivnosti in merjenja fluorescence smo Zeleli opredelili vpliv
mutacije histidinov v alanine na aktivnost listeriolizina O in njegovo stabilnost. Nas§ cilj je bil
opredeliti stabilnost in pH ter temperaturno odvisnost hemolize cloveskih eritrocitov za
histidinske mutante LLO. Nasa izhodiS¢na hipoteza je bila, da so histidinski ostanki pomembni
za delovanje LLO in njegovo stabilnost. Domnevamo Se, da je eden ali ve¢ histidinov (na mestih

57,79, 311, 423, 450, 463) prisotnih v delu proteina, ki je odgovoren za njegovo aktivnost.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Kemikalije

etanol (EtOH), 96 %, 100 % Merck, Nemcija
Hellmanex II ¢istilno sredstvo Hellma, Nemcija
3.1.2 Raztopine

Vse raztopine so bile pripravljene v deionizirani vodi, filtrirani preko 0,22 pm Millipore filtrov

(milliQ H,0).

3.1.2.1 Raztopine za spiranje eritrocitov in test hemoliti¢ne aktivnosti
HEPES-pufer 140 mM NaCl

20 mM HEPES

1 mM EDTA

pH 7.5

MES-pufer 140 mM NaCl
20 mM MES
1 mM EDTA
pH 5,5

3.1.3 Eritrociti

Pri delu smo uporabili ¢loveske in goveje eritrocite.

3.1.4 Toksini

Divji tip listeriolizina O

Mutante listeriolizina O: His57Ala His423Ala
His79Ala His450Ala
His311Ala His463Ala

Mutante LLO so bile predhodno pripravljene in shranjene kot vodna raztopina pri -20 °C

(Ramsak, 2009).
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3.1.5 Laboratorijska oprema

centrifuge Eppendorf 5415D, Nemcija Sigma, 3K-30, Nemcija
Centric 322a

magnetno mesalo MM540

pH-meter Mettler Toledo, Nemcija

spektrofluorimeter Jasco FP-750, Jasco Corporation, Japonska

spektrofotometer UV-2101 PC, Shimadzu, Japonska

Tehtnica Slovenija RC2-B Sorvall, Kendro lab products,
Nemcija

vibracijski stresalnik Vibromix 114EV, Tehtnica, Slovenija

zamrzovalniki, -20 °C Gorenje, Slovenija

3.2 METODE

3.2.1 Hemoliti¢na aktivnost

Cloveske eritrocite smo pridobili od zdravih prostovoljcev in jih uporabljali najve¢ do 14 dni.
Hranili smo jih v hladilniku. Za vsak dan meritve smo eritrocite sprali s sveZim pufrom.
Centrifugirali smo jih v pufru pH 5,5 (20 mM MES, 140 mM NaCl, 1 mM EDTA) in pH 7,5 (20
mM Hepes, 140 mM NaCl, | mM EDTA) vsaki¢ 5 min na 2500 obratih/min in pri sobni

temperaturi. Pri vsakem spiranju smo eritrocitom 4 x zamenjali pufer.

Hemoliti¢no aktivnost LLO in mutant smo spremljali spektrofotometricno. Merili smo pri
temperaturah 26 °C in 37 °C v puferskih raztopinah pH 5,5 (20 mM MES, 140 mM NaCl, I mM
EDTA) in pH 7,5 (20 mM Hepes, 140 mM NaCl, 1 mM EDTA), v katerih smo predhodno sprali
eritrocite. Za ugotavljanje hemoliti¢ne aktivnosti LLO smo merili absorbanco 10 min pri valovni
dolzini 700 nm in Sirini rez 1,0 nm. Eritrocitom v kiveti s konénim volumom 3 ml smo umerili
zaCetno absorbanco na 1,8. V kiveti je bilo ves Cas prisotno magnetno mesalo. Suspenzijo smo
ustalili na Zeljeno temperaturo s 5 min inkubacijo in stalnim meSanjem. Nato smo zaceli meritev
in po 2 min suspenziji v kiveto dodali toksin do kon¢ne koncentracije 0,075 nM. Toksine smo
predhodno inkubirali vsaj 10 min na ledu v prisotnosti 10 mM DTT. Vsako meritev smo

neodvisno ponovili vsaj trikrat.
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3.2.2 Fluorescenca

Fluorescenca je spektroskopska metoda, ki temelji na fokusiranem Zarku svetlobe dolocene
valovne dolZine, ki povzro€i vzbujanje elektronov v molekulah. Pri prehajanju na niZja
energijska stanja elektroni izsevajo svetlobo daljSe valovne dolZine. Je zelo obcutljiva in
specificna metoda, na katero vpliva mnogo dejavnikov, kot so polarnost, koncentracija,

prisotnost duSilcev, bliZina ligandov, temperatura in pH (Lakowicz, 1999).

S pomoc¢jo merjenja fluorescencnih spektrov lahko opredelimo strukturo proteinov, njihovo
konformacijo, pridobimo informacije o vezavnih mestih ligandov in interakcijah molekul s
topilom. Prav tako lahko s fluorescenco spremljamo razli¢ne procese, kot so denaturacija
proteinskih molekul in spreminjanje konformacije ob vezavi ligandov ali v odvisnosti od pH in
temperature. Spekter dolo€a predvsem polarnost okolja triptofanskih in tirozinskih ostankov in

njihovih specificnih interkacij (Pain, 1996).

3.2.2.1 Triptofanska fluorescenca

Vecina intrinzi¢ne emisije fluorescence proteina gre na racun triptofanskih ostankov, nekaj pa je
je tudi zaradi ostankov tirozina in fenilalanina. Triptofan maksimalno absorbira svetlobo pri
valovni dolZini 280 nm, vrh svojega emisijskega spektra pa doseze med 300 in 350 nm, odvisno
od polarnosti okolja. Pri vzbujanju triptofana z valovno dolZino 295 nm, je njegov emisijski
spekter fluorescence dominanten nad spektrom tirozina in fenilalanina. Triptofan je relativno
redka aminokislina, saj mnogo proteinov vsebuje le enega ali nekaj triptofanskih ostankov,
zatorej je triptofanska fluorescenca zelo obcutljiva metoda konformacijskega stanja proteinov.
Triptofanski spekter se premakne v krajSe valovne dolZine, intenziteta fluorescence pa naraste, e

postane okolje triptofana manj polarno (Vivian in Callis, 2001; Caputo, 2003).

Triptofansko fluorescenco (Trp-fluorescenco) toksinov v odvisnosti od pH in temperature smo
merili s spektrofluorimetrom v kvar¢ni kiveti (1 cm) ob stalnem meSanju z magnetnim meSalom.
Kiveta je bila pred vsako novo meritvijo temeljito o¢iS¢ena z 1 % raztopino Hellmanex, nato
etanolom in destilirano vodo. Sirini reZ za ekscitacijo in emisijo sta bili 5 nm. Za vzbujanje
triptofanov, prisotnih v toksinih, smo uporabili svetlobo valovne dolZine 295 nm, snemanje

emisijskih spektrov pa je potekalo v obmoc¢ju 310-400 nm.
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3.2.2.2 Trp-fluorescenca v temperaturnem obmocju 15-70 °C

Z merjenjem Trp-fluorescence v raztopinah MES-pufer (20 mM MES, 140 mM NaCl, 1 mM
EDTA, pH 5,5 ) in HEPES-pufer (20 mM HEPES, 140 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 7.5 ) smo
opazovali sovpliv pH in temperature na spremembo polarnosti okolja Trp v molekuli LLO ter
njenih mutantah. Meritve smo izvajali v temperaturnem intervalu 15-70 °C. Emisijske spektre
smo snemali v intervalih po 5 °C ob hitrosti segrevanja 1 °C/min. Pri vsakem pH smo izvedli dve

neodvisni meritvi.

Pri vsaki meritvi smo najprej izmerili emisijski spekter pufra. Nato smo iz kivete odvzeli dolocen
volumen pufra in ga nadomestili z raztopino toksina ustrezne koncentracije. Koncentracija
toksina v kon¢nem volumnu 1,2 ml je bila 250 nM. Vsak emisijski spekter smo korigirali tako,

da smo odsteli spekter samega topila, posnetega pri enakih pogojih (pH in temperaturi).
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4 REZULTATI
4.1 HEMOLITICNA AKTIVNOST

4.1.1 Casovni potek hemolize

Hemoliti¢no aktivnost LLO divjega tipa in mutant smo merili pri pH vrednostih 5,5 in 7,5 ter

temperaturah 26 °C in 37 °C.

Vsi testirani toksini imajo pri pH 5,5 ve¢jo hemoliti¢no aktivnost pri temperaturi 37 °C kot pri
temperaturi 26 °C. Najbolj hemoliti¢no aktiven je LLO divjega tipa pri obeh temperaturah. Pri
temperaturi 26 °C podobno hemoliti¢no aktivnost kot divji tip kaZejo mutante H331A, H79A,
H463A in H450A, nekoliko manjSo pa mutanti H57A in H423A (Slika 7A). Pri vi§ji temperaturi
imata manjSo aktivnost mutanti H331A in H423A, ostale pa so primerljive z aktivnostjo LLO

divjega tipa (Slika 7B).

Pri pH 7,5 in temperaturi 26 °C sta podobno kot divji tip hemoliticno aktivni mutanti H79A in
H450A, nekoliko manjSo aktivnost kaZeta mutanti H463A in H311A, najmanj aktivni pa sta
mutanti H57A in H423A (Slika 8A). Pri temperaturi 37 °C so vsi toksini skoraj neaktivni (Slika

8B), zato teh rezultatov ni bilo mogoce dalje analizirati.

Pri pH 7,5 je v primerjavi s pH 5,5 pri vseh vzorcih opaziti manjSo hemoliti€no aktivnost, Se
posebno pri temperaturi 37 °C, kjer so pri pH 5,5 toksini najbolj aktivni, pri pH 7,5 pa pride do

skoraj$nje izgube hemoliti¢ne aktivnosti (Slika 7 in Slika 8).
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Slika 7. Casovni potek hemolize divjega tipa listeriolizina O in njegovih mutant pri pH 5,5 in temperaturah
26°Cin 37°C.

Hemoliti¢no aktivnost divjega tipa LLO in njegovih mutant smo merili pri pH 5,5 in temperaturah 26°C (A) in 37°C
(B). Grafi so povprecje najmanj treh meritev za vsak vzorec.
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Slika 8. Casovni potek hemolize divjega tipa listeriolizina O in njegovih mutant pri pH 7,5 in temperaturah
26°Cin 37°C.

Hemoliti¢no aktivnost divjega tipa LLO in njegovih mutant smo merili pri pH 7,5 in temperaturah 26°C (A) in 37°C
(B). Grafi so povpre¢je najmanj treh meritev za vsak vzorec.
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4.1.1.1 Hemoliti¢na aktivnost izrazena kot 1/t75

Hemoliti¢no aktivnost toksinov smo predstavili kot 1/t;s, pri ¢emer je t;s5 Cas, pri katerem je
dosezenih 75% zacetne vrednosti absorbance. Vecja vrednost kvocienta 1/t;s pomeni hitrejSi
potek hemolize v zafetnem delu in s tem veCjo hemoliticno aktivnost toksina. Najvecja
ucinkovitost se pri vseh toksinih kaze pri temperaturi 37 °C in pH 5,5 (slika 9B), najmanjsa pri

temperaturi 26 °C in pH 7,5 (slika 9C).

A 26 °C pH 5,5 B 37 °C pH 5,5
2,0 1 2,0 A
1,51 1,5
=10 =10
0,5 | 0,5 -
0,0 0,0 A
wt H57A  H79A  H311A  H423A  H450A  H463A wt H57A  H79A  H311A  H423A  H450A  H463A
C 26 ‘CpH7,5
2,0 4
1,5 -
=10
0,5 1
0,0 4
wt H57A H79A  H311A  H423A  H450A  H463A

Slika 9. Hemoliti¢na aktivnost divjega tipa listeriolizina O in njegovih mutant izraZena kot 1/t;s.
Hemoliti¢na aktivnost toksinov je izraZena kot 1/t;s, pri Cemer je t;s Cas, v katerem je dosezenih 75 % zacetne
vrednosti absorbance.
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Za boljsi vpogled v vpliv temperature in pH na hemoliti¢no aktivnost proucevanih toksinov smo

med seboj primerjali kvociente 1/t;5 pri razlicnih pogojih.

Pri primerjanju razmerij med 1/t75H 5.5) In 1/t75001 7,5 pri 26°C za posamezne toksine smo opazili
razliko v vplivu pH na hemoliti¢no aktivnost. Pri mutantah H57A, H311A in H423A smo v
primerjavi z LLO divjega tipa zasledili bistveno vecji vpliv pH na hemoliti¢no aktivnost kot pri

ostalih mutantah (Slika 10).

Ob primerjavi razmerij med 1/t7537°c) in 1/t7506°c) pri pH 5,5 za posamezne toksine je opaziti
bistven vpliv temperature na hemoliticno aktivnost pri vseh mutantah, razen H311A, in divjem
tipu, vendar pa ni vecjih razlik med njimi. Mutanta H311A kaZe bistveno manjSo temperaturno

odvisnost aktivnosti pri poviSanju temperature glede na LLO divjega tipa (Slika 11).

il

wt H57A H79A  H311A  H423A  H4A50A  H463A

1475 pH 5,5 26 C
1475 pH 7,526 C
o

Slika 10. Vpliv pH na hemoliti¢no aktivnost divjega tipa listeriolizina O in njegovih mutant.
Vpliv pH na hemoliti¢no aktivnost smo prikazali s pomocjo razmerij med 1/t75pn 5,5 in 1/t7500 7,5 pri 26°C za
posamezne toksine.
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1475 pH 5,537 C
1475 pH 5,526 C

wt H57A H79A H311A  H423A  H450A  H463A

Slika 11. Vpliv temperature na hemoliticno aktivnost divjega tipa listeriolizina O in njegovih mutant.
Vpliv pH na hemoliti¢no aktivnost smo prikazali s pomocjo razmerij med 1/t75370¢) in 1/t75026°c) pri pH 5,5 za
posamezne toksine.

4.2 VPLIV TEMPERATURE IN pH NA TERCIARNO ZGRADBO TOKSINOV
4.2.1 Emisijski spektri triptofanske fluorescence toksinov

Vpliv pH na polarnost okolja Trp v molekuli LLO ob poviSevanju temperature smo opazovali v
temperaturnem obmoc¢ju med 15 in 70 °C pri vrednostih pH 5,5 in 7,5. Uporabili smo 250 nM
koncentracijo LLO, kiveto z vzorcem pa segrevali s hitrostjo 1°C/min. Ob ekscitaciji s svetlobo
valovne dolZine 295 nm smo posneli emisijske spektre (310—400 nm) na vsakih 5 min oz. 5 °C

(Slika 13 — Slika 19).
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Slika 12. Trp spektri divjega tipa listeriolizina O in njegovih mutant pri temperaturi 15 °C
Triptofanski spektri divjega tipa LLO in mutant so bili posneti v obmoc¢ju 310—400 nm, pri ekscitacijski valovni
dolzini 295 nm in pH vrednostih 5,5 in 7,5. Spektri so rezultat povprecja dveh meritev.

Primerjava emisijskih spektrov vseh toksinov pri temperaturi 15 °C ter pH vrednostih 5,5 in 7,5
pokaze, da je pri viSjem pH intenziteta fluorescence pri vseh toksinih v sploSnem visja (Slika 12).
Pri pH 5,5 ima spekter najvi§jih intenzitet mutanta H463A, sledita ji skoraj identi¢na spektra
divjega tipa in mutante H79A, nekoliko niZji je triptofanski spekter mutante H450A. Spektre z
niZjo intenziteto triptofanske fluorescence smo izmerili pri mutantah H423A, H57A in H311A.
Enak trend v intenzitetah med mutantami in divjim tipom LLO je opaziti tudi pri pH 7,5, z
izjemo mutante H423A, ki kaZe velike podobnosti s spektrom mutante H463A. Lahko re¢emo,
da vecjih razlik pri nizji temperaturi med obema pH vrednostima v stabilnosti za posamezno
mutanto ni. Izjema je le mutanta H423A, ki se ji ob poviSanju pH bistveno poveca intenziteta

fluorescence.

Ob povisevanju temperature od 15 °C do 40 °C je pri pH 5,5 pri vseh toksinih opaziti trend
niZanja intenzitete triptofanske fluorescence emisijskih spektrov. Med 40 in 45 °C se je pri vseh
toksinih, razen pri mutanti H311A, zgodila sprememba v intenziteti triptofanske fluorescence, in
sicer se je bistveno povecala. Intenziteta fluorescence je bila najviSja pri 45 °C pri mutanti
H423A, H450A, H463A, pri LLO divjega tipa, H57A in H79A pa pri 50 °C. Za vse naStete
vzorce velja, da je bila najvisja izmerjena intenziteta fluorescence visja od intenzitete merjene pri
temperaturi 15 °C. Pri nadaljnem segrevanju (nad 45 °C oz. 50 °C) je mo¢ opaziti trend upadanja
intenzitete fluorescence. Pri mutanti H311A je bila v sploSnem najvi§ja intenziteta izmerjena pri

zacetni temperaturi 15 °C, pri vseh nadaljnih spektrih pa intenziteta upada. Ob primerjavi jakosti
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intenzitete fluorescence spektrov v izhodis¢ni vrednosti 310 nm je opaziti, da so pri toksinih
divjega tipa in mutantah H57A, H79A, H423A, H450A in H463A jakosti fluorescence pri vseh
temperaturah od 45 °C do 70 °C vi§je od jakosti fluorescence pri temperaturah nizjih od 40 °C
(Slike 13, 14, 15, 17, 18 in 19). Pri mutanti H311A smo pri valovni dolzini 310 nm samo pri 50

°C izmerili vecjo jakost fluorescence kot pri ostalih temperaturah (Slika 16) .

Pri pH 7,5 je ob poviSevanju temperature od 15 °C do 35 °C pri vseh toksinih opaziti trend
niZanja intenzitete fluorescence. Med temperaturama 35 °C in 40 °C se je pri vseh toksinih, razen
pri mutanti H311A, tudi pri pH 7,5 povecala intenziteta triptofanske fluorescence in dosegla
najviSjo vrednost pri 40 °C, kjer je bila izmerjena intenziteta fluorescence vi§ja od intenzitete
merjene pri temperaturi 15 °C. Tako kot pri pH 5,5 smo tudi pri pH 7,5 pri nadaljnem segrevanju
(nad 40 °C) opazili trend upadanja intenzitete fluorescence. Prav tako je bila pri mutanti H311A
najvi§ja intenziteta izmerjena pri zacetni temperaturi 15 °C in je pri vseh nadaljnih meritvah
upadala. Tudi pri pH 7,5 pride do sprememb v jakosti intenzitete fluorescence spektrov pri
najnizni merjeni valovni dolZini. Samo za mutanto H57A velja, da so jakosti fluorescence pri
vseh temperaturah nad 35 °C visje od jakosti pri temperaturah med 15 °C in 35 °C. Pri mutantah
H79A in H463A je opaziti vi§je jakosti fluorescence med 35 °C in 60 °C, pri divjem tipu in
mutantah H423A ter H450A pa med 35 °C in 65 °C (Slike 13,14, 15, 17, 18 in 19). Pri mutanti
H311A smo pri valovni dolZini 310 nm samo pri 45 °C izmerili vecjo jakost fluorescence kot pri

ostalih temperaturah (Slika 16).

wt pH5,5 wt pH7,5
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—20<C
120 4 120 - —25<C
—30C
100 100 |
< © —35<C
o (4]
$ 801 S 801 40 C
(%] Q
g 60 —~ § 60 45°C
E 0N S 50 C
[ N [
= 40 A 55 C
60 C
20 -
65 C
0 : : : : 0 : : : : —70<C
310 330 350 370 390 310 330 350 370 390
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Slika 13.Trp spektri divjega tipa listeriolizina O v temperaturnem obmoc¢ju 15 - 70 °C
Triptofanski spektri divjega tipa LLO so bili posneti v obmoc¢ju 310-400 nm, pri ekscitacijski valovni dolZini 295
nm in pH vrednostih 5,5 in 7,5. Spektri so rezultat povprecja dveh meritev.
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Slika 14.Trp spektri mutante H57A v temperaturnem obmocju 15 - 70 °C
Triptofanski spektri mutante H57A so bili posneti v obmocju 310400 nm, pri ekscitacijski valovni dolZini 295 nm
in pH vrednostih 5,5 in 7,5. Spektri so rezultat povprec¢ja dveh meritev.
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Slika 15.Trp spektri mutante H79A v temperaturnem obmocju 15 - 70 °C
Triptofanski spektri mutante H79A so bili posneti v obmoc¢ju 310400 nm, pri ekscitacijski valovni dolZini 295 nm
in pH vrednostih 5,5 in 7,5. Spektri so rezultat povpre¢ja dveh meritev.
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Slika 16.Trp spektri mutante H311A v temperaturnem obmocju 15 - 70 °C
Triptofanski spektri mutante H311A so bili posneti v obmoc¢ju 310-400 nm, pri ekscitacijski valovni dolZini 295 nm
in pH vrednostih 5,5 in 7,5. Spektri so rezultat povprecja dveh meritev.
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Slika 17.Trp spektri mutante H423A v temperaturnem obmocju 15 - 70 °C
Triptofanski spektri mutante H423 A so bili posneti v obmoc¢ju 310-400 nm, pri ekscitacijski valovni dolZini 295 nm
in pH vrednostih 5,5 in 7,5. Spektri so rezultat povpre¢ja dveh meritev.

—15C
—20C
—25C
—30C
—35C
40 C
45 C
50 C
55 C
60 C
65 C
—70C



Susnik M. Lastnosti histidinskih mutant listeriolizina O 29
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Oddelek za biologijo, 2010
H450A pH 5,5 H450A pH 7,5
——15<C
140 - 140 -
—20C
120 - 120 4 —25<C
—30<C
100 4 100 -
© © ——35<C
o [$]
S 80 S 80 40 C
2 2 45 C
[ [
S 60 Ny s 60 = o0 o
o - oy e
40 1 40 | 55 C
e = 60 C
20 A = 20 A
65 C
0 : : : : 0 : : : ; —70C
310 330 350 370 390 310 330 350 370 390

Valovna dolzina [nm]

Valovna dolzina [nm]

Slika 18.Trp spektri mutante H450A v temperaturnem obmocju 15 - 70 °C
Triptofanski spektri mutante H450A so bili posneti v obmoc¢ju 310-400 nm, pri ekscitacijski valovni dolZini 295 nm
in pH vrednostih 5,5 in 7,5. Spektri so rezultat povprecja dveh meritev.

Valovna dolzina [nm]

Valovna dolzina [nm]

Slika 19.Trp spektri mutante H463A v temperaturnem obmocju 15 - 70 °C
Triptofanski spektri mutante H463A so bili posneti v obmoc¢ju 310-400 nm, pri ekscitacijski valovni dolZini 295 nm
in pH vrednostih 5,5 in 7,5. Spektri so rezultat povprecja dveh meritev.

4.2.2 Vpliv temperature na intenziteto triptofanske fluorescence toksinov
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Primerjava emisijskih spektrov pri valovni dolZini 346 nm vseh toksinov pri pH vrednostih 5,5 in
7,5 pokaze, da je pri visSjem pH intenziteta fluorescence pri vseh toksinih v splosnem visja (Slika
21). Do najvecjih razlik v intenziteti med obema pH pri vseh toksinih prihaja v temperaturnem
obmoc¢ju med 35 °C in 50 °C (Slika 20). Najvecja razlika se pojavi pri 40 °C, saj pri tej

temperaturi intenziteta fluorescence pri vseh vzorcih s pH 7,5, razen pri H311A, doseze vrh
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(Slika 21B). Pri pH 5,5 pa se pri 40 °C intenziteta za¢ne povecevati in doseZe vrh pri 45 °C pri
mutantah H423A, H450A in H463A ter pri 50 °C pri toksinu divjega tipa, HS7A in H79A (slika
21A). Pri obeh pH vrednostih pri vzorcu H311A nismo opazili skoka intenzitete fluorescence pri

narascajoci temperaturi (Slika 20).

Intenziteta fluorescence vseh vzorcev, razen H311A, tekom povisevanja temperature sprva pada,
nato v temperaturnem intervalu med 35 in 40 °C preseZe zacetno vrednost ter zopet pada. Iz
Tabele 2 je razvidno, da se nenaden porast intenzitete fluorescence pri pH 5,5 zgodi pri
temperaturi 40 °C, pri pH 7,5 pa pri temperaturi 35 °C. Pri pH 7,5 je temperaturna odvisnost
intenzitete fluorescence (A=346 nm) mutant H79A, H423A, H450A in H463A primerljiva s
temperaturno odvisnostjo intenzitete fluorescence (A=346 nm) LLO divjega tipa. Nekoliko
manjSo intenziteto smo izmerili pri mutantah H57A in H311A, vendar pa pri mutanti H311A ni
opaziti podobne temperaturne odvisnosti kot pri LLO divjega tipa (Slika 21B).

Pri pH 5,5 je temperaturna odvisnost intenzitete fluorescence mutant H79A, H450A in H463A
primerljiva s temperaturno odvisnostjo fluorescence LLO divjega tipa. Pri mutantah HS57A,
H423A in H311A je intenziteta sicer nekoliko manjSa, vendar pa pri mutanti H311A ni podobne
temperaturne odvisnosti kot pri LLO divjega tipa. NajviSjo intenziteto fluorescence pri valovni
dolzini 346 nm dosezejo LLO divjega tipa, mutanti H57A in H79A pri 50 °C, pri 45 °C pa
H423A, H450A in H463A. Pri mutanti H311A je najvi§ja intenziteta fluorescence pri 15 °C in

pri naras¢anju temperature ne pride do povecanja, ki bi preseglo zacetno vrednost (Slika 21A).
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Slika 20. Vpliv temperature na intenziteto triptofanske fluorescence divjega tipa listeriolizina O in njegovih
mutant.

Prikaz intenzitete fluorescence pri valovni dolzini 346 nm (F34) v odvisnosti od temperature pri pH vrednostih 5,5 in
7,5 za posamezne vzorce. Grafi so rezultat povprecja dveh meritev.
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Slika 21. Primerjava vpliva temperature na intenziteto triptofanske fluorescence divjega tipa listeriolizina O
in njegovih mutant pri pH 5,5 in 7,5.

Prikaz intenzitete fluorescence pri valovni dolzini 346 nm (F34) v odvisnosti od temperature pri pH vrednostih 5,5 in
7,5 za posamezne vzorce.

Tabela 2. Sprememba triptofanske fluorescence v odvisnosti od temperature in pH
Pregled temperatur, pri katerih po zacetnem padanju intenziteta fluorescence naraste. Temperature so povprecje dveh
meritev.

Temperatura [ °C]
pH 5,5 pH 7,5
wt 40 35
H57A 40 35
H79A 40 35
H311A 40 35
H423A 40 35
H450A 40 35
H463A 40 35

4.2.3 Prikaz valovne dolZine z najviSjo intenziteto fluorescence v odvisnosti od temperature

PoviSevanje temperature vpliva na terciarno zgradbo proteina, in sicer vodi k razvitju
polipeptidne verige. Zaradi vse vecje izpostavitve triptofanskih ostankov manj polarnemu okolju
se zniZujeta intenziteta fluorescence in valovna dolZina, pri kateri je intenziteta fluorescence

najvecja.

Pri vseh vzorcih se pri obeh pH vrednostih ob poviSevanju temperature zmanjSuje valovna
dolZina, pri kateri je intenziteta fluorescence najvecja. Pri visokih temperaturah je terciarna
zgradba toksinov tako razvita, da vrednosti intenzitete triptofanske fluorescence emisijskih
spektrov padajo in ne presezejo zacetne vrednosti, kar pomeni, da ne moremo dolociti vrha

emisijskega spektra, torej valovne dolZine z najvecjo intenziteto fluorescence (Slika 22).
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Slika 22. Primerjava valovnih dolZin z najvisjo intenziteto fluorescence divjega tipa listeriolizina O in
njegovih mutant v odvisnosti od temperature pri pH 5,5 in 7,5.

Prikaz valovnih dolZin z najvi§jo intenziteto fluorescence v odvisnosti od temperature pri pH 5,5 in 7,5 za
posamezne vzorce. Grafi so rezultat povpre€ja dveh meritev.



Sus$nik M. Lastnosti histidinskih mutant listeriolizina O 35
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Oddelek za biologijo, 2010

S RAZPRAVA

5.1 HEMOLITICNA AKTIVNOST

V primarni zgradbi LLO divjega tipa je Sest histidinskih ostankov, in sicer na mestih 57, 79, 311,
423, 450 in 463. V sami terciarni zgradbi LLO se histidinski ostanki nahajajo v Stirih domenah
(His57 v D1, His79 v D2, His311 v D3 in His423, His459, His463 v D4), ki imajo razli¢ne vloge
pri delovanju LLO. Eden izmed glavnih ciljev diplomskega dela je bil s tehniko merjenja
hemoliti¢ne aktivnosti opredeliti vpliv mutacije histidinov v alanine na aktivnost listeriolizina O
(LLO). Na voljo smo imeli Ze vnaprej pripravljene mutante HS7A, H79A, H311A, H423A,
H450A in H463A (Ramsak, 2009).

Pri proucevanju hemoliticne aktivnosti nas je zanimal tako vpliv pH kot temperature, zato smo
izbrali pH vrednosti 5,5 in 7,5 ter temperaturi 26 °C in 37 °C. Preverili smo hemoliti¢no
aktivnost LLO divjega tipa in Sestih mutant pri vseh Stirih kombinacijah izbranih parametrov (pH

5,5 pri 26 °C, pH 5,5 pri 37 °C, pH 7,5 pri 26 °C in pH 7,5 pri 37 °C).

Znano je, da se v kislem pufru LLO stabilno veZe na membrane in je visoko hemoliti¢no aktiven.
Iz nasih rezultatov je razvidno, da so pri nizjem pH tudi vse razli¢ice LLO z mutacijo histidina v
alanin hemoliti¢no visoko aktivne pri obeh temperaturah. Pri vis§jem pH je aktivnost toksinov v
primerjavi z niZjim pH manjSa. Znano je, da je pri fizioloskih vrednostih pH in temperaturi (37
°C), kjer se LLO nahaja, aktiven pri pH 5,5, ki ustreza lumnu fagolizosoma, ter agregiran in
neaktiven pri pH 7,5, ki ustreza citosolnemu pH (Bavdek, 2010). Na podlagi naSih rezultatov
ugotavljamo, da so tudi histidinske mutante LLO tako kot divji tip neaktivne pri temperaturi 37
°C in pH 7,5. Pri fizioloskih pogojih z niZjim pH smo pokazali, da je aktivnost vseh toksinov
najvecja, aktivnost mutant pa primerljiva z aktivnostjo LLO divjega tipa. Vendar pa pri vseh
parametrih opazimo, da ima navkljub primerljivi aktivnosti najve¢jo prav divji tip LLO, kar
lahko pripiSemo dejstvu, da so vse histidinske mutante LLO manj sposobne vezave oz. tvorbe

popolne pore v lipidne vezikle v primerjavi z divjim tipom (Ramsak, 2009).

Najvecjo raznolikost v aktivnosti mutant je opaziti pri temperaturi 26 °C in pH 7,5. Glede na
mesto mutacije histidina v alanin v terciarni zgradbi LLO in samo vlogo domen v aktivnosti

toksina je teZzko sklepati na pomembnost vpliva mutacije pri danih parametrih.
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Za boljso razvidnost vpliva temperature in pH na aktivnost prouc¢evanih toksinov smo med seboj

primerjali hemoliti€no aktivnost pri razli¢nih pogojih. Vpliv pH na aktivnost posamezne mutante
je bistveno ve¢ji pri mutantah H57A, H311A, H423A in H463A kot pri LLO divjega tipa in
H79A in H450A. Za mutante H57A, H311A, H423A in H463A je za aktivnost Se bolj ugoden

niZji pH kot pa za ostale mutante in divji tip.

Ce primerjamo vpliv temperature na aktivnost posameznih mutant z vplivom temperature na
aktivnost divjega tipa LLO, ugotovimo, da ni bistvenih razlik, torej mutacija histidinov v D1, D2
in D4 nima vecjega vpliva na temperaturno odvisno aktivnost. Le mutanta H311A pri tem
odstopa od ostalih toksinov, saj kaZe bistveno manj$i vpliv temperature na aktivnost. Lahko bi
sklepali, da so v D3 nekoliko manj prisotni drugi temperaturno obcutljivi odnosi med
molekulami (vodikove vezi, van der Waalsove vezi, ionske vezi, dipoli) kot pri ostalih domenah.

Na podlagi rezultatov smo zakljucili, da pri primerjavi vpliva pH in vpliva temperature med
vsemi mutantami izstopa H311A. Nanjo bistveno bolj kot temperatura vpliva pH. To veliko
obcutljivost na spremembo pH bi lahko pripisali histidinskemu ostanku na mestu 311 v D3, ki je
v neposredni bliZzini druge TMH, v kateri se nahaja aminokislina asparaginska kislino na mestu
320, ki skupaj z asparaginsko kislino na mestu 208 in glutamatom na mestu 247, tvori pH tipalo

(Schuerch in sod., 2005).

5.2 VPLIV TEMPERATURE IN pH NA STABILNOST TOKSINOV

Z merjenjem triptofanskih emisijskih spektrov fluorescence smo Zeleli opredeliti vpliv mutacije
na stabilnost toksina. Znano je, da poviSevanje temperature povzroca povecevanje hidrofobnega
okolja triptofanov in hidrofobne povrSine proteina, izpostavljenega vodnemu okolju. Intenziteta

spektra se poveca zaradi nastanka agregatov toksina LLO.

Primerjava emisijskih spektrov pri valovni dolZini 346 nm vseh toksinov pri pH vrednostih 5,5 in
7,5 pokaze, da je pri vi§jem pH intenziteta fluorescence pri vseh toksinih v sploSnem visja. Pri
nizkem pH se spremembe v strukturi proteina in agregacija zgodijo pri visjih temperaturah kot
pri bazicnem pH. Pri pH 5,5, ki ustreza pH fagolizosoma, agregira LLO pri temperaturi nad 40
°C, pri pH 7,5 pa toksin tvori agregate Ze pri temperaturi nad 35 °C (Bavdek, 2010). 1z rezultatov
meritev triptofanske fluorescence pri valovni dolzini 346 nm je razvidno, da pri pH 5,5 pride pri
temperaturi nad 40 °C pri vseh toksinih, razen H311A, do hitrega poviSanja v intenziteti

fluorescence. Pri pH 7,5 pride Ze pri temperaturi 30 °C do minimalnega dviga v intenziteti (razen
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pri razen H311A), do bistvenega povecanja pa pride pri 35 °C. Iz tega sklepamo, da zacno

toksini mutant agregirati Ze pri temperaturi nad 30 °C, torej podobno kot so pokazali Schuerch in

sodelavci (2005), da LLO agregira Sele pri temperaturi nad 31 °C.

Pri obeh pH je mutanta H311A drugacna od ostalih. Intenziteta triptofanske fluorescence ne
doseZe znaclilnega porasta, paC pa je v trendu upadanja intenzitete opaziti le minimalen dvig pri
obeh pH vrednostih. Pri obeh pH je to opaziti kot pri ostalih mutantah in divjemu tipu pri pH 5,5
pri 40 °C, pri pH 7,5 pri 35 °C. Rezultati nakazujejo, da kisel pH omogoc¢a ohranjati topnost
mutant in divjega tipa LLO do temperature 40 °C, medtem ko zacno v bazi¢nem pH proteini
agregirati pri temperaturi med 30 in 35 °C. Zaradi netipi¢nih triptofanskih emisijskih spektrov
fluorescence pri mutanti H311A bi lahko sklepali, da toksin pri poviSevanju temperature od 15
do 70 °C ne agregira ali pa agregira le minimalno Stevilo monomerov. Prav tako bi lahko
sklepali, da mutacija histidina v alanin na mestu 311 v D3, povzro¢i nekoliko bolj

konformacijsko stabilno strukturo toksina LLO.
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6 SKLEPI

Hemolitiéna aktivnost histidinskih mutant listeriolizina O na mestih 57, 79, 311, 423, 450 in 463
je najvecja pri temperaturi 37 °C in kislem pH, ki ustreza lumnu fagolizosoma. Pri pogojih, ki

ustrezajo citosolu celice, so vse mutante skorajda neaktivne.

Vedji vpliv pH na hemoliti¢no aktivnost kot pri divjem tipu LLO se kaze pri mutantah H57A,
H311A, H423A in H463A, pri mutantah H79A in H450A pa je vpliv primerljiv z vplivom pH na
aktivnost divjega tipa LLO.

Temperatura ima bistveno manj$i vpliv na hemoliti¢no aktivnost mutante H311A kot na ostale

mutante in divji tip LLO.

Pri primerjavi vpliva pH in vpliva temperature na hemoliticno aktivnost mutant med vsemi
izstopa H311A. Nanjo bistveno bolj kot temperatura vpliva pH. To veliko obcutljivost na

spremembo pH pripiSemo mutaciji na mestu 311 v D3, kjer se tudi nahaja pH tipalo.

Pri histidinskih mutantah, z izjemo mutante H311A, prihaja do agregacije proteinov pri takih
temperaturah kot pri divjem tipu LLO. Pri kislem pH pri temperaturi 40 °C, medtem ko za¢no v

bazi¢nem pH proteini agregirati pri temperaturi med 30 in 35 °C.

Sklepamo, da mutanta H311A pri poviSevanju temperature ne tvori agregatov in je bolj stabilna

od ostalih histidinskih mutant ter divjega tipa LLO.
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