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1 

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 višjimi organizmi s toksini povzročijo bolezni 

ali pa celo smrt organizma. V diplomskem delu smo se osredotočili na bakterijo Listeria 

monocytogenes in njen toksin listeriolizin O (LLO). 

LLO spada v družino 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, vključno z eritrociti, zato so poimenovani tudi hemolizini. 

Monomeri toksina oligomerizirajo in se vgradijo v membrano ter tvorijo največje znane pore 

med PFT. Pore so v obliki lokov ali obročev. LLO kaže od pH odvisno aktivnost in zato izstopa 

med vsemi CDC. 

L. monocytogenes je patogena bakterija tako za ljudi kot za živali. Ob vstopu v celico se bakterija 

znajde v fagolizosomu polnem hidrolitičnih encimov in v kislem pH. Preživetje v takšnem okolju 

ji omogoča LLO. Ta ustvari pore v membrani fagolizosoma in tako omogoči bakteriji prehod v 

citosol. V citosolu se začne listerija razmnoževati. Temu sledi okužba sosednjih celic, ne da bi 

pri tem bakterija prišla v stik z imunsko obrambo gostitelja.  

V diplomskem delu smo s pomočjo merjenja hemolitične 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 uvrščamo šest 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 miši, vendar pa za 

človeku nevarno velja le L. monocytogenes. L. monocytogenes je hitro rastoča, fakultativno 

anaerobna, znotrajcelična in po Gramu pozitivna bakterija, ki je po obliki palčka dolžine 1–1,5 

µm (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 bičkov pri 

temperaturi 37 °C ne sintetizira več (Weis in Seeliger, 1975; Pearson in Marth, 1990; Todar, K. 

2008). Prisotna je v zemlji, vodi, človeških in živalskih iztrebkih, krmi za živino in različnih 

vrstah hrane (Donald in sod., 1995; Rørvik, 2000). Najpogosteje se okužba z Listerio pogojuje z 

mehkimi siri in drugimi mlečnimi proizvodi, paštetami, klobasami, dimljenimi ribami, solatami 

in industrijsko predelanimi že 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 večino 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 omogoča mehanizem inducirane fagocitoze (Mengaud in sod., 

1988). Po vstopu v celico se bakterija znajde v fagosomu, kjer je lahko tarča hidrolitičnih 

encimov (približno 30 minut), dokler ne začne lizirati membrane in pobegne v citosol (Duclos in  
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Desjardins, 2000; Tilney in Portnoy, 1989). Ključni dejavnik pri pobegu je protein listeriolizin O 

(LLO), ki je hkrati primarni virulenčni dejavnik L. monocytogenes (Bayley, 1997; Tilney in 

Portnoy, 1989). LLO ustvari pore v membrani skozi katere izhajajo ioni (Portnoy in sod., 2002), 

kar posledično zviša pH v lumnu fagosoma in prepreči njegovo nadaljnje zorenje (Marquis in 

Hager, 2000). Dodatna pomoč pri razgradnji membranskih lipidov sta poleg LLO še dva 

virulentna dejavnika, ki ju izloča bakterija. To sta nespecifična fosfolipaza C in fosfatidilinozitol-

specifična fosfolipaza C (Portnoy in sod., 2002). V citosolu L. monocytogenes inducira 

polimerizacijo α-aktina, kar povzroči izvihavanje celične membrane evkariontske celice 

(Goldberg, 2001). Z gostiteljevo membrano ovita listerija se vrine v sosednje celice in jih tako 

okuži. 

 

2.2 LISTERIOZA  

Listerija povzroča listeriozo, pomembno bakterijsko zoonozo, ki se pojavi pri živalih in človeku 

(Barbuddhe in sod., 2000). Infekcija je lahko usodna in se prenaša s hrano. Najbolj dovzetni za 

okužbo so nosečnice, novorojenčki, starostniki in oslabljeni ali imunokompromitirani pacienti, 

čeprav se bolezen lahko razvije tudi pri zdravih posameznikih (Vázquez-Boland in sod., 2001). 

Klinični znaki okužbe z L. monocytogenes so zelo podobni pri vseh okuženih bolnikih. 

Razločimo dva osnovna tipa poteka bolezni: perinatalna listerioza in listerioza pri odraslih 

pacientih. Pri obeh primerih se lahko bolezen izraža sistemsko ali lokalno kot infekcija 

centralnega živčnega sistema. Prvi klinični znaki okužbe se začno kazati 20 ur po zaužitju 

okužene hrane kot gastroenteritis (Dalton in sod., 1997). Nadaljuje se s septokemijo, okužbo 

ledvic in jeter ter krvnih celic, kot so makrofagi, ki so najučinkovitejši odstranjevalci bakterij iz 

krvnega obtoka. Znaki invazivne listerioze so večinoma hudi in se kažejo kot splav ali 

mrtvorojenost kot posledica maternične infekcije zarodka, sepsa, meningitis ali 

meningoencefalitis, zastrupitev krvi in celo kot vročinski gastroenteritis (Vázquez-Boland in 

sod., 2001; Rocourt in Cossart, 1997; Michel in sod., 1990). Listerioza je zelo resna bolezen, 

kajti okužba z L. monocytogenes se konča 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). 
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2.2.1 Okužba in širjenje  

L. monocytogenes je odporna na različne postopke konzerviranja hrane. Preživi celo v visokih 

koncentracijah soli in relativno nizkih pH vrednostih okolja. Razmnožuje se lahko tudi pri nizkih 

temperaturah, med –18 in 10 °C. Zaradi zmožnosti razmnoževanja v zamrznjeni hrani, velja za 

enega izmed patogenih mikroorganizmov, ki povzročajo največ skrbi v prehrambeni industriji 

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

 

 
 
Slika 2. Shematični prikaz patofiziologije bakterije L. monocytogenes (Vázquez-Boland in sod., 2001). 
 

Primarno mesto vstopa listerije v organizem je prebavni trakt. Po prehodu intestinalne bariere 

bakterije potujejo po limfi ali krvi do mezenteričnih limfnih nodulov, vranice in jeter (Slika 2) 

(Marco in sod.,1992; Pron in sod., 1998). Začetni korak kolonizacije gostiteljevega tkiva poteka 

hitro. Nenavadno dolga inkubacijska doba, ki jo L. monocytogenes potrebuje za razvoj 

simptomatske sistemske okužbe, je še uganka. Nakazuje pa, da bakterijska kolonizacija 

gostiteljevega tkiva vsebuje tiho subklinično fazo, ki jo spremlja več še neznanih dogodkov in 

mehanizmov (Vazquez-Boland in sod., 2001). Bakterija se najprej pritrdi na površje 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 začno kazati poškodbe na membrani fagosoma (Gaillard in sod.,1987).  
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Poškodovanje fagosomalne membrane je proces pri katerem ima primarno vlogo hemolizin v 

sodelovanju s fosfolipazo in je ključnega pomena za intracelularno preživetje in razmnoževanje 

listerije (Alvarez-Dominguez in sod.,1997; Goebel in Kreft,1997). V dveh urah se v citosol 

uspešno prebije približno polovica bakterijske populacije (Tilney in Portnoy,1989), tam se 

pričnejo takoj razmnoževati in v eni uri se njihovo število podvoji (Gaillard in sod.,1987; 

Portnoy in sod.,1988). 

 

Morfološke stopnje širjenja okužbe 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 

(približno dve uri po okužbi) prerezporedijo v aktinski rep (dolg do 40 µm) na enem izmed polov 

bakterije (Tilney in Portnoy, 1989). Aktinski rep sestavljata dve vrsti zamreženih aktinskih 

filamentov. Prvi so relativno dolgi vzporedno urejeni snopi, drugi pa krajši naključno orientirani 

aktinski filamenti (Sechi in sod., 1997). Ti potiskajo bakterijsko celico skozi citoplazmo 

gostiteljske celice s povprečno hitrostjo 0,3 µm/s (Dabiri in sod., 1990; McGrath in sod., 2003). 

Gibanje po citoplazmi je naključno, vendarle pa bakterija sčasoma doseže 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 okoliške še neokužene celice, 

dokončen vstop v gostiteljevo celico pa jim omogoči fagocitoza. Tako postane bakterija obdana z 

dvojno membrano ujeta v novi gostiteljevi celici. Bakterija pobegne iz vakuole z dvojno 

membrano zelo hitro, približno pet minut po vstopu, in začne z novim znotrajceličnim 

razmnoževanjem (Tilney in Portnoy, 1989).  

 
 
 

Slika 3. Morfološke stopnje vstopa, rasti, premikanja in širjenja 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 združenje s celično 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 večjih skupin citolitičnih toksinov predstavljajo toksini, ki tvorijo pore (ang. pore-

forming toxins, v nadeljevanju PFT). Proizvajajo jih številni nesorodni organizmi, med njimi 

bakterije, rastline, glive in živali (Bernheimer in Rudy, 1986). V zadnjih letih so odkrili, da se 

več evkariontskih proteinov veže in vgrezne v membrano na enak način kot bakterijski PTF. 

Predvsem s primerjavo 3D zgradbe so ugotovili mehanske in strukturne homologije, četudi 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 omogočajo patogenim organizmom poškodovanje gostiteljevih celic, vstop 

vanje in/ali njihovo uničenje. 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 

pomočjo konformacijske spremembe (brez šaperonov) preidejo v membransko vezano obliko, ki 

postane del pore (Parker in Feil, 2005; Lesieur in sod., 1997). Nekateri toksini potrebujejo za 

vezavo na membrano specifične receptorje. To so največkrat lipidi (npr. holesterol pri od 

holesterola odvisnih citolizinih) in proteini (npr. glikoprotein za aerolizin bakterije Aeromonas 

hydrophila). Receptorji omogočajo koncentriranje toksinov na površini membrane ter njihovo 

hitrejšo oligomerizacijo in vgreznitev v membrano. Glede na način vgreznitve delimo toksine v 

dve skupini. V prvo spadajo toksini zgrajeni pretežno iz α-vijačnic, toksine v drugi pa večinoma 

gradijo β-strukture, ki navadno predstavljajo več 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 razširjenih 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). Specifični mehanizem nastanka por še ni popolnoma raziskan. Znano je, 

da oligomerizaciji monomerorov v obliki obroča sledijo velike konformacijske spremembe 

vsakega monomera in proces se zaključi z ugreznjenjem β-sodčka v celično membrano (Tweten, 

2005). 
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2.3.2 Razširjenost od holesterola odvisnih citolizinov 

 

Od holesterola odvisne citolizine proizvaja več 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 ševeolizin  

  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 izločajo kot enoverižni, 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 dolžini polipeptidnih 

verig CDC so večinoma različna zaporedja na N-terminalnem delu verige, njihova funkcija pa je 

v večini primerov neznana (Palmer, 2001).  

 

V skoraj popolni homologiji zaporedja med vsemi predstavniki je najdaljše ujemajoče se 

zaporedje dolgo 11 aminokislin in leži 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 ključen 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 razrešili Mengaud in sodelavci. Identičnost 

primarnega zaporedja družine CDC znaša 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 paličast protein, dolg 115 Å in sestavljen pretežno iz β-strukture (Slika 5) 

(Rossjohn in sod., 1997). Molekulo sestavljajo štiri domene (Holm in Sander, 1994): 

- domeno 1 (D1) predstavlja N-terminalni konec in α-β topologiji z dolgo α-vijačnico, orientirano   

vzporedno ob antiparalelni β-strukturi (aminokislinski ostanki 37–53, 90–178, 229–274, 350–

373),  

- domeno 2 (D2) predstavlja podolgovata antiparalelna β-struktura (aminokislinski ostanki 54–

89, 374–390),  

- domeno 3 (D3) predstavlja α-β topologija, pri čemer jedro domene predstavlja antiparalelna β-

struktura, obdana s šestimi α-vijačnicami (aminokislinski ostanki 179–228, 275–349)  

- domena 4 (D4) na C-terminalnem delu zaporedja po zgradbi ustreza β-sendviču (aminokislinski 

ostanki 391–500) (Rossjohn in sod., 1997).  
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Listeriolizin O   1 --MKKIMLVFITLILVSLPIAQQTEAKDASAFNK-ENLISSMAPPASPPASPKTPIEKKHADEIDKYIQG 67 

Seeligerilizin    1 --MKIFGLVIMSLLFVSLPITQQPEARDVPAYDRSEVTISPAETPESPPATPKTPVEKKHAEEINKYIWG 68  

Ivanolizin    1 --MKKIMLLLMTLLLVSLPLAQEAQA-DASVYSY-QGIISHMAPPASPPAKPKTPVEKKNAAQIDQYIQG 66  

Perfringolizin    1 ------------MIFLNIKKNGKRRKFLTCVLVS-LCTLNYSSTSFAETQAGHATDITKNASSIDTGIGN 57 

Intermedilizin    1 MKTKQNIARKLSRVVLLSTLVLSSAAPISAAFAETPTKPKAAQTEKKTEKKPENSNSEAAKKALNDYIWG 70  

Antrolizin O    1 ------------MIFLNIKKNTKRRKFLACLLVS-LCTIHYSSISFAETQAGNATGAIKNASDINTGIAN 57  

 

Listeriolizin O  68 LDYNKNNVLVYHGDAVTNVPPRKGYKDGNEYIVVEKKKKSINQNNADIQVVNAISSLTYPGALVKANSEL 137  

Seeligerilizin   69 LNYDKNSILVYQGEAVTNVPPKKGYKDGSEYIVVEKKKKGINQNNADISVINAISSLTYPGALVKANREL 138  

Ivanolizin   67 LDYDKNNILVYDGEAVKNVPPKAGYKEGNQYIVVEKKKKSINQNNADIQVINSLASLTYPGALVKANSEL 136  

Perfringolizin O 58 LTYNNQEVLAVNGDKVESFVPKESINSNGKFVVVEREKKSLTTSPVDISIIDSVANRTYPGAVQLANKAF 127 

Intermedilizin   71 LQYDKLNILTHQGEKLKNHSSREAFHRPGEYVVIEKKKQSISNATSKLSVSSANDDRIFPGALLKADQSL 140  

Antrolizin O   58 LKYDSRDILAVNGDKVESFIPKESINSNGKFVVVEREKKSLTTSPVDILIIDSVVNRTYPGAVQLANKAF 127  

                                            
Listeriolizin O  138 VENQPDVLPVKRDSLTLSIDLPGMTNQDNKIVVKNATKSNVNNAVNTLVERWNEKYAQAYPNVSAKIDYD 207 

Seeligerilizin   139 VENQPNVLPVKRDSLTLSVDLPGMTKKDNKIFVKNPTKSNVNNAVNTLVERWNDKYSKAYPNINAKIDYS 208  

Ivanolizin   137 VENQPDVLPVKRDSVTLSIDLPGMVNHDNEIVVQNATKSNINDGVNTLVDRWNNKYSEEYPNISAKIDYD 206  

Perfringolizin O 128 ADNQPSLLVAKRKPLNISIDLPGMR-KENTITVQNPTYGNVAGAVDDLVSTWNEKYSETHT-LPARMQYT 195 

Intermedilizin   141 LENLPTLIPVNRGKTTISVNLPGLKNGESNLTVENPSNSTVRTAVNNLVEKWIQNYSKTHA-VPARMQYE 209  

Antrolizin O   128 ADNQPSLLVAKRKPLNISIDLPGMR-KENTITVQNPTYGNVAGAVDDLVSTWNEKYSTTHT-LPARMQYT 195  

                                 
Listeriolizin O  208 DEMAYSESQLIAKFGTAFKAVNNSLNVNFGAISEGKMQEEVISFKQIYYNVNVNEPTRPSRFFGKAVTKE 277 

Seeligerilizin   209 DEMAYSESQLIAKFGTAFKAVNNSLNVNFEAISDGKVQEEVISFKQIYYNINVNEPTSPSKFFGGSVTKE 278  

Ivanolizin   207 QEMAYSESQLVAKFGAAFKAVNNSLNVNFGAISEGKVQEEVINFKQIYYTVNVNEPTSPSRFFGKSVTKE 276  

Perfringolizin O 196 ESMVYSKSQIASALNVNAKYLDNSLNIDFNAVANGEKKVMVAAYKQIFYTVSAELPNNPSDLFDNSVTFD 265 

Intermedilizin   210 SISAQSMSQLQAKFGADFSKVGAPLNVDFSSVHKGEKQVFIANFRQVYYTASVDSPNSPSALFGSGITPT 279  

Antrolizin O   196 ESMVYSKSQIASALNVNAKYLDNSLNIDFNAVANGEKKVMVAAYKQIFYTVSAELPNNPSDLFDNSVTFD 265  

                                                              
Listeriolizin O  278 QLQALGVNAENPPAYISSVAYGRQVYLKLSTNSHSTKVKAAFDAAVSGKSVSGDVELTNIIKNSSFKAVI 347 

Seeligerilizin   279 QLDALGVNAENPPAYISSVAYGRQVYVKLSSSSHSNKVKTAFEAAMSGKSVKGDVELTNIIKNSSFKAVI 348  

Ivanolizin   277 NLQALGVNAENPPAYISSVAYGRDIFVKLSTSSHSTRVKAAFDTAFKGKSVKGDTELENIIQNASFKAVI 346  

Perfringolizin O 266 ELTRKGVSNSAPPVMVSNVAYGRTVYVKLETTSKSKDVQAAFKALLKNNSVETSGQYKDIFEESTFTAVV 335 

Intermedilizin   280 DLINRGVNSKTPPVYVSNVSYGRAMYVKFETTSKSTKVQAAIDAVVKGAKLKAGTEYENILKNTKITAVV 349  

Antrolizin O   266 ELTRKGVSNSAPPVMVSNVAYGRTVYVKLETTSKSKDVQAAFKALLKNNSVETSGQYKDIFEESTFTAVV 335  

 

Listeriolizin O  348 YGGSAKDEVQIIDGNLGDLRDILKKGATFNRETPGVPIAYTTNFLKDNELAVIKNNSEYIETTSKAYTDG 417 

Seeligerilizin   349 YGGSAKEEVEIIDGNLGELRDILKKGSTYDRENPGVPISYTTNFLKDNDLAVVKNNSEYIETTSKSYTDG 418  

Ivanolizin   347 YGGSAKDEVEIIDGDLSKLRDILKQGANFDKKNPGVPIAYTTNFLKDNQLAVVKNNSEYIETTSKAYSDG 416  

Perfringolizin O 336 LGGDAKEHNKVVTKDFNEIRNIIKDNAELSFKNPAYPISYTSTFLKDNATAAVHNNTDYIETTTTEYSSA 405 

Intermedilizin   350 LGGNPGEASKVITGNIDTLKDLIQKGSNFSAQSPAVPISYTTSFVKDNSIATIQNNTDYIETKVTSYKDG 419  

Antrolizin O   336 LGGDAKEHNKVVTKDFNEIRNIIKDNAELSFKNPAYPISYTSTFLKDNATAAVHNNTDYIETTTTEYSSA 405  

                                                                                             
Listeriolizin O  418 KINIDHSGGYVAQFNISWDEINYDPEGNEIVQHKNWSENNKSKLAHFTSSIYLPGNARNINVYAKECTGL 487 

Seeligerilizin   419 KINIDHSGGYVAQFNISWDEVSYDENGNEIKVHKKWGENYKSKLAHFTSSIYLPGNARNINIYARECTGL 488  

Ivanolizin   417 KINLDHSGAYVARFNVTWDEVSYDANGNEVVEHKKWSENDKDKLAHFTTSIYLPGNARNINIHAKECTGL 486  

Perfringolizin O 406 KMTLDHYGAYVAQFDVSWDEFTFDQNGKEVLTHKTWEGSGKDKTAHYSTVIPLPPNSKNIKIVARECTGL 475 

Intermedilizin   420 ALTLNHDGAFVARFYVYWEELGHDADGYETIRSRSWSGNGYNRGAHYSTTLRFKGNVRNIRVKVLGATGL 489  

Antrolizin O   406 KMTLDHYGAYVAQFDVSWDEFTFDQNGKEVLTHKTWEGSGKDKTAHYSTVIPLPPNSKNIKIVARECTGL 475  

                        
Listeriolizin O  488 AWEWWRTVIDDRNLPLVKNRNISIWGTTLYPKYSNSVDNPIE- 529  

Seeligerilizin   489 FWEWWRTVIDDRNLPLVKNRNVSIWGTTLYPRHSNNVDNPIQ- 530  

Ivanolizin   487 AWEWWRTVVDDRNLPLVKNRNVCIWGTTLYPAYSDTVDNPIK- 528  

Perfringolizin O  476 AWEWWRTIINEQNVPLTNEIKVSIGGTTLYPTASISH------ 512  

Intermedilizin   490 AWEPWRLIYSKNDLPLVPQRNISTWGTTLHPQFEDKVVKDNTD 532  

Antrolizin O   476 AWEWWRTIINEQNVPLTNEIKVSIGGTTLYPTATISH------ 512  

 

 
Slika 4. Poravnava zaporedij od holesterola odvisnih citolizinov. Negativno nabite aminokisline (D, E) so 
prikazane z rdečo barvo, bazične (K, R) z modro in z roza (H), polarne nenabite z vijolično (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 označeno 
signalno zaporedje, PEST-zaporedje, epitop protitelesa M344, zaporedje, ki se razvije v transmembranski β-lasnici 
(TMH 1 in 2), undekapeptid (Trp-zanka) ter Cys486 (zvezdica) (iz Bavdek, 2010).  
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Slika 5. Struktura perfringolizina O (Rossjohn in sod., 1997). 
Domena 1 (D1) rdeče, domena 2 (D2) rumene, domena 3 (D3) zelene in domena 4 (D4) s triptofansko zanko modre 
barve. 
 
 
Terciarna struktura CDC je zgrajena večinoma iz β-struktur, PFO jih vsebuje skoraj 40%, 11 α-

vijačnic in dve 310-vijačnici (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 β-lasnici (ang. transmembrane helix, v nadaljevanju TMH) domene 3. D1, D2 

in D4 ležijo podolžno, D3 pa je bočno zložena ob D2. Polipeptidna veriga teče v obe smeri po 

molekuli preko D1-3, medtem ko je D4 zgibana v gost sendvič β-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 večinoma polarne) ter D2 in D4 (veliko vodikovih vezi, v 

središču 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 znižanje hemolitične 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 β-lasnic v membrano in nadaljne 
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konformacijske spremembe (Polekhina in sod., 2005; Shatursky in sod., 1999). Vezava zank tako 

omogoči 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 sproži konformacijske spremembe v D3 (prehod α-vijačnic v v transmembranske 

β-lasnice), ki vodijo do oligomerizacije toksinskih monomerov (Soltani in sod., 2007; Heuck in 

sod., 2000).  

 

Pri PFO, ILY in ALO je D3 zgrajena iz štirih antiparalelnih β-struktur, imenovanih β1-4, in 

manjše β-zanke (β5) (Ramachandran in sod., 2004). Povezavo med β5-strukturo in β4-strukturo 

tvorijo vodikove vezi, α-vijačnica pa prekriva hidrofobni del β4-strukture. Na ta način se prepreči 

spontana oligomerizacija monomerov v raztopini. Pri PFO so z uporabo dvojnih cisteinskih 

mutant (Cys484Ala, Cys484Ser) in fluorescenčnih označevalcev pokazali, da pride ob vezavi D4 

in holesterola v membrani do odmika α-vijačnice od β-antiparalelne strukture, kar omogoči 

razvitje šestih α-vijačnic v dve transmembranski β-lasnici (THM1 in THM2) (Shepard in sod., 

1998; Shatursky in sod., 1999; Hotze in sod., 2001). Oligomerizacija monomerov poteče s 

povezavo β1-strukture prvega in β4-strukture sosednjega monomera (Ramachandran in sod., 

2004). Vsak monomer torej prispeva dve transmembranski β-lasnici iz D3 k formaciji pore 

(transmembranskemu β-sodčku). Z monoklonskimi telesi M344, ki specifično prepoznajo 

določeno zaporedje v D1 pri LLO, so pokazali, da vezava protiteles prepreči oligomerizacijo 

monomerov LLO (Bavdek in sod., 2007). Do vstavitve oligomernega kompleksa pride šele, ko ta 

vsebuje končnih 35–50 monomerov (Olofsson in sod., 1993).  

 

Nedavno so pri raziskovanju proteinov vretenčarjev odkrili, da imajo CDC in naddružina 

MACPF proteinov (ang. membrane attack complex (MAC) - del komplementa in perforin (PF)) 

strukturne podobnosti, kar nakazuje, da vretenčarji v boju proti okužbi uporabljajo podoben 

mahenizem tvorbe por kot CDC (Rosado in sod., 2007; Rosado in sod., 2008). CDC tvorijo 

največje 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 pomoči šaperonov spremenijo konformacijo (Lesieur in 

sod., 1997).  
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2.3.4 Listeriolizin O  

 

Listeriolizin O je eksotoksin, najpomembnejši virulenčni dejavnik bakterije L. monocytogenes, 

njegova funkcija je bakteriji omogočiti pobeg iz kislega gostiteljevega fagosoma v citosol 

(Portnoyin sod., 1992). Je enoverižni protein iz 529 aminokislinskih ostankov z molekulsko maso 

58,6 kDa. Prvih 25 aminokislin predstavlja signalni peptid, tako da je izločen 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 proteolitične 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 poveča toksičnost listeriolizina, vendar zmanjša virulenco L. 

monocytogenes (Lety in sod., 2003). PEST sekvenca je torej nujna za ohranjanje znotrajcelične 

niše bakterije in njeno virulenco (Decatur in Portnoy, 2000). 3D struktura  LLO je prikazana na 

sliki 6 (Bavdek, 2010).  

 

LLO omogoča bakteriji prehod iz fagolizosoma v citosol ne da bi liziral gostiteljske celice, kar je 

značilnost ostalih CDC. Listerija, ki ni zmožna sinteze LLO, je nevirulentna (Glomski in sod., 

2003). Mutanta L. monocytogenes, ki proizvaja PFO namesto LLO, je zmožna pobega iz 

fagolizosoma v citosol, vendarle PFO v citosolu lizira plazemsko membrano gostiteljske celice 

(Jones in Portnoy, 1994). Liza gostiteljske membrane zmanjša virulentnost L. monocytogenes, saj 

gostiteljska celica propade, še preden se bakterija uspe začeti razmnoževati. LLO je aktiven in se 

izraža le, kadar se bakterija nahaja v kislem okolju (Geoffroy in sod., 1987; Glomski in sod., 

2002; Schuerch in sod., 2005). Prvič so pH-odvisno aktivnost zaznali z merjenjem hemolize in 

določili 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 

O)) 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 hemolitično 

aktivnost (Schuerch in sod., 2005; Nomura in sod., 2007). Merjenje hemolize na človeških 

eritrocitih je pokazalo, da je agregiran LLO hemolitično neaktiven (Nomura in sod., 2007). Pri 

fiziološkem pH 5,5 in temperaturi 37 °C, ki vladata v fagolizosomu, ostane LLO v nativni obliki 

in je hemolitično aktiven.  
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LLO monomeri oligomerizirajo v večji kompleks, ki nato tvori poro. Ta je v obliki β-sodčka, ki 

se formira z iztegnjenjem dveh β-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; (rdeče) 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 povzroči 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 preprečijo pobeg bakterije v citoplazmo, v samem citosolu 



Sušnik M. Lastnosti histidinskih mutant listeriolizina O 
   Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za biologijo, 2010                                 . 

 

14 

pa se izogne za bakterijo škodljivim poškodbam z inaktivacijo pri nevtralnem pH (Beauregard in 

sod., 1997; Giammarini in sod., 2003). To nakazuje kako pomembna je optimalna regulacija pH-

odvisnosti za znotrajceličnega parazita L. monocytogenes.  

 

Pri CDC, ki jih tvori rod Listeria (LLO, ILO, LSO), je na mestu 461 aminokislina levcin, pri 

ostalih predstavnikih družine CDC kot so PFO, sterptolizin O (SLO) in pnevmolizin (PLY) pa 

treonin. Pokazali so, da zamenjava levcina s treoninom na mestu 461 pri LLO povzroči izgubo 

pH odvisnosti (Glomski in sod., 2002). 

 

Meritve triptofanske fluorescence PFO so pokazale, da se spektri premaknejo v rdeče območje, 

če se pH zniža z 7,0 na 6,0. Prav v tem pH območju pa imajo pKa  imidazolni obroči histidinskih 

ostankov, zaradi česar sklepajo, da so histidinski ostanki vpleteni v pH odvisno konformacijsko 

spremembo. Tudi rezultati meritev modifikacije histidinskih ostankov z DEPC kažejo na 

zmanjšano 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 bazični in 12 kislih aminokislinskih ostankov značilni 

samo za listerijske CDC. Večina (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 citolitične aktivnosti je rezultat temperaturne in pH odvisne denaturacije 

(Schuerch in sod., 2005). Ključna točka pri inaktivaciji monomera toksina LLO je predčasno 

razvitje dveh transmembranskih lasnic v D3, ki se sicer vstavita v membrano in tako prispevata k 

formaciji pore v obliki β-sodčka (Shepard in sod., 1998; Shatursky in sod., 1999). Razvitje lasnic 

regulira trojček aminokislinskih ostankov (Glu-247, Asp-320 in Glu-208) v D3 in delujejo kot 

pH tipalo. Ta domena je večino časa v metastabilnem stanju. Pri nizkem pH se ohranja 

metastabilno stanje zaradi protoniranih karboksilnih skupin aminokislinskega trojčka. Ob 

spremembi v nevtralen ali bazičen pH se karboksilne skupine trojčka deprotonirajo, odboj med 

naboji zasukajo β-strukture v D3 in s tem ploskev med domeno 2 in 3, kar povzroči predčasen 

razvoj α-vijačnic v lasnici in protein ne more več 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 višji od 31 °C, proces ni voden le z 

elektrostatskim potencialom, ampak tudi drugimi temperaturno občutljivimi 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 hemolitični 

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 

ključnih hidrofobnih zaporedij, kar vodi do agregacije. S pomočjo triptofanske fluorescence so 

ugotovili, da LLO agregira pri temperaturah višjih od 31 °C (Schuerch in sod., 2005). Citolitična 

aktivnost pa se ohrani tako pri kislem kot bazičnem pH, kadar je LLO inkubiran pri temperaturi 

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

 

2.4 NAMEN DIPLOMSKEGA DELA 
 

S tehnikama merjenja hemolitične aktivnosti in merjenja fluorescence smo želeli opredelili vpliv 

mutacije histidinov v alanine na aktivnost listeriolizina O in njegovo stabilnost. Naš cilj je bil 

opredeliti stabilnost in pH ter temperaturno odvisnost hemolize človeških eritrocitov za 

histidinske mutante LLO. Naša izhodiščna hipoteza je bila, da so histidinski ostanki pomembni 

za delovanje LLO in njegovo stabilnost. Domnevamo še, da je eden ali več 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, Nemčija  

Hellmanex II čistilno sredstvo  Hellma, Nemčija  

 

3.1.2 Raztopine  

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

(milliQ H2O).  

 

3.1.2.1 Raztopine za spiranje eritrocitov in test hemolitične 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 človeške 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 

(Ramšak, 2009). 
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3.1.5 Laboratorijska oprema  

 

centrifuge   Eppendorf 5415D, Nemčija Sigma, 3K-30, Nemčija 

Centric 322a 

magnetno mešalo     MM540  

pH-meter      Mettler Toledo, Nemčija  

spektrofluorimeter   Jasco FP-750, Jasco Corporation, Japonska  

spektrofotometer   UV-2101 PC, Shimadzu, Japonska 

Tehtnica  Slovenija RC2-B Sorvall, Kendro lab products, 

Nemčija  

vibracijski stresalnik   Vibromix 114EV, Tehtnica, Slovenija  

zamrzovalniki, -20 °C    Gorenje, Slovenija  

 

3.2 METODE 
 

3.2.1 Hemolitična aktivnost 

Človeške eritrocite smo pridobili od zdravih prostovoljcev in jih uporabljali največ do 14 dni. 

Hranili smo jih v hladilniku. Za vsak dan meritve smo eritrocite sprali s svežim 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, 1 mM EDTA) vsakič 5 min na 2500 obratih/min in pri sobni 

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

 

Hemolitično aktivnost LLO in mutant smo spremljali spektrofotometrično. Merili smo pri 

temperaturah 26 °C in 37 °C v puferskih raztopinah pH 5,5 (20 mM MES, 140 mM NaCl, 1 mM 

EDTA) in pH 7,5 (20 mM Hepes, 140 mM NaCl, 1 mM EDTA), v katerih smo predhodno sprali 

eritrocite. Za ugotavljanje hemolitične aktivnosti LLO smo merili absorbanco 10 min pri valovni 

dolžini 700 nm in širini rež 1,0 nm. Eritrocitom v kiveti s končnim volumom 3 ml smo umerili 

začetno absorbanco na 1,8. V kiveti je bilo ves čas prisotno magnetno mešalo. Suspenzijo smo 

ustalili na željeno temperaturo s 5 min inkubacijo in stalnim mešanjem. Nato smo začeli meritev 

in po 2 min suspenziji v kiveto dodali toksin do končne 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 žarku svetlobe določene 

valovne dolžine, ki povzroči vzbujanje elektronov v molekulah. Pri prehajanju na nižja 

energijska stanja elektroni izsevajo svetlobo daljše valovne dolžine. Je zelo občutljiva in 

specifična metoda, na katero vpliva mnogo dejavnikov, kot so polarnost, koncentracija, 

prisotnost dušilcev, bližina ligandov, temperatura in pH (Lakowicz, 1999). 

S pomočjo merjenja fluorescenčnih spektrov lahko opredelimo strukturo proteinov, njihovo 

konformacijo, pridobimo informacije o vezavnih mestih ligandov in interakcijah molekul s 

topilom. Prav tako lahko s fluorescenco spremljamo različne procese, kot so denaturacija 

proteinskih molekul in spreminjanje konformacije ob vezavi ligandov ali v odvisnosti od pH in 

temperature. Spekter določa predvsem polarnost okolja triptofanskih in tirozinskih ostankov in 

njihovih specifičnih interkacij (Pain, 1996). 

 

3.2.2.1 Triptofanska fluorescenca 

 

Večina intrinzične emisije fluorescence proteina gre na račun triptofanskih ostankov, nekaj pa je 

je tudi zaradi ostankov tirozina in fenilalanina. Triptofan maksimalno absorbira svetlobo pri 

valovni dolžini 280 nm, vrh svojega emisijskega spektra pa doseže med 300 in 350 nm, odvisno 

od polarnosti okolja. Pri vzbujanju triptofana z valovno dolžino 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 občutljiva metoda konformacijskega stanja proteinov. 

Triptofanski spekter se premakne v krajše valovne dolžine, intenziteta fluorescence pa naraste, če 

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 kvarčni kiveti (1 cm) ob stalnem mešanju z magnetnim mešalom. 

Kiveta je bila pred vsako novo meritvijo temeljito očiščena z 1 % raztopino Hellmanex, nato 

etanolom in destilirano vodo. Širini rež za ekscitacijo in emisijo sta bili 5 nm. Za vzbujanje 

triptofanov, prisotnih v toksinih, smo uporabili svetlobo valovne dolžine 295 nm, snemanje 

emisijskih spektrov pa je potekalo v območju 310–400 nm.  
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3.2.2.2 Trp-fluorescenca v temperaturnem območju 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 določen 

volumen pufra in ga nadomestili z raztopino toksina ustrezne koncentracije. Koncentracija 

toksina v končnem volumnu 1,2 ml je bila 250 nM. Vsak emisijski spekter smo korigirali tako, 

da smo odšteli spekter samega topila, posnetega pri enakih pogojih (pH in temperaturi). 
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4 REZULTATI 
 
4.1 HEMOLITIČNA AKTIVNOST 
 
4.1.1 Časovni potek hemolize 

Hemolitično 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 večjo hemolitično aktivnost pri temperaturi 37 °C kot pri 

temperaturi 26 °C. Najbolj hemolitično aktiven je LLO divjega tipa pri obeh temperaturah. Pri 

temperaturi 26 °C podobno hemolitično aktivnost kot divji tip kažejo mutante H331A, H79A, 

H463A in H450A, nekoliko manjšo pa mutanti H57A in H423A (Slika 7A). Pri višji temperaturi 

imata manjšo 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 hemolitično aktivni mutanti H79A in 

H450A, nekoliko manjšo aktivnost kažeta 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 mogoče dalje analizirati. 

Pri pH 7,5 je v primerjavi s pH 5,5 pri vseh vzorcih opaziti manjšo hemolitično aktivnost, še 

posebno pri temperaturi 37 °C, kjer so pri pH 5,5 toksini najbolj aktivni, pri pH 7,5 pa pride do 

skorajšnje izgube hemolitične aktivnosti (Slika 7 in Slika 8). 
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Slika 7. Časovni potek hemolize divjega tipa listeriolizina O in njegovih mutant pri pH 5,5 in temperaturah 
26°C in 37°C. 
Hemolitično aktivnost divjega tipa LLO in njegovih mutant smo merili pri pH 5,5 in temperaturah 26°C (A) in 37°C 
(B). Grafi so povprečje najmanj treh meritev za vsak vzorec. 
 
 
 

 
 
Slika 8. Časovni potek hemolize divjega tipa listeriolizina O in njegovih mutant pri pH 7,5 in temperaturah 
26°C in 37°C. 
Hemolitično aktivnost divjega tipa LLO in njegovih mutant smo merili pri pH 7,5 in temperaturah 26°C (A) in 37°C 
(B). Grafi so povprečje najmanj treh meritev za vsak vzorec. 
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4.1.1.1 Hemolitična aktivnost izražena kot 1/t75   

Hemolitično aktivnost toksinov smo predstavili kot 1/t75, pri čemer je t75 čas, pri katerem je 

doseženih 75% začetne vrednosti absorbance. Večja vrednost kvocienta 1/t75 pomeni hitrejši 

potek hemolize v začetnem delu in s tem večjo hemolitično aktivnost toksina. Največja 

učinkovitost se pri vseh toksinih kaže pri temperaturi 37 °C in pH 5,5 (slika 9B), najmanjša pri 

temperaturi 26 °C in pH 7,5 (slika 9C).  
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Slika 9. Hemolitična aktivnost divjega tipa listeriolizina O in njegovih mutant izražena kot 1/t75. 
Hemolitična aktivnost toksinov je izražena kot 1/t75, pri čemer je t75 čas, v katerem je doseženih 75 % začetne 
vrednosti absorbance.  
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Za boljši vpogled v vpliv temperature in pH na hemolitično aktivnost proučevanih toksinov smo 

med seboj primerjali kvociente 1/t75 pri različnih pogojih. 

Pri primerjanju razmerij med 1/t75(pH 5,5) in 1/t75(pH 7,5) pri 26°C za posamezne toksine smo opazili 

razliko v vplivu pH na hemolitično aktivnost. Pri mutantah H57A, H311A in H423A smo v 

primerjavi z LLO divjega tipa zasledili bistveno večji vpliv pH na hemolitično aktivnost kot pri 

ostalih mutantah (Slika 10). 

Ob primerjavi razmerij med 1/t75(37°C) in 1/t75(26°C) pri pH 5,5 za posamezne toksine je opaziti 

bistven vpliv temperature na hemolitično aktivnost pri vseh mutantah, razen H311A, in divjem 

tipu, vendar pa ni večjih razlik med njimi. Mutanta H311A kaže bistveno manjšo temperaturno 

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

 

 
Slika 10. Vpliv pH na hemolitično aktivnost divjega tipa listeriolizina O in njegovih mutant. 
Vpliv pH na hemolitično aktivnost smo prikazali s pomočjo razmerij med 1/t75(pH 5,5) in 1/t75(pH 7,5) pri 26°C za 
posamezne toksine. 
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Slika 11. Vpliv temperature na hemolitično aktivnost divjega tipa listeriolizina O in njegovih mutant. 
Vpliv pH na hemolitično aktivnost smo prikazali s pomočjo razmerij med 1/t75(37°C) in 1/t75(26°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 poviševanju temperature smo opazovali v 

temperaturnem območju 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 dolžine 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 območju 310–400 nm, pri ekscitacijski valovni 
dolžini 295 nm in pH vrednostih 5,5 in 7,5. Spektri so rezultat povprečja dveh meritev. 
 

Primerjava emisijskih spektrov vseh toksinov pri temperaturi 15 °C ter pH vrednostih 5,5 in 7,5 

pokaže, da je pri višjem pH intenziteta fluorescence pri vseh toksinih v splošnem višja (Slika 12). 

Pri pH 5,5 ima spekter najvišjih intenzitet mutanta H463A, sledita ji skoraj identična spektra 

divjega tipa in mutante H79A, nekoliko nižji je triptofanski spekter mutante H450A. Spektre z 

nižjo 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 kaže velike podobnosti s spektrom mutante H463A. Lahko rečemo, 

da večjih razlik pri nižji temperaturi med obema pH vrednostima v stabilnosti za posamezno 

mutanto ni. Izjema je le mutanta H423A, ki se ji ob povišanju pH bistveno poveča intenziteta 

fluorescence. 

 

Ob poviševanju temperature od 15 °C do 40 °C je pri pH 5,5 pri vseh toksinih opaziti trend 

nižanja 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 povečala. Intenziteta fluorescence je bila najvišja pri 45 °C pri mutanti 

H423A, H450A, H463A, pri LLO divjega tipa, H57A in H79A pa pri 50 °C. Za vse naštete 

vzorce velja, da je bila najvišja izmerjena intenziteta fluorescence višja od intenzitete merjene pri 

temperaturi 15 °C. Pri nadaljnem segrevanju (nad 45 °C oz. 50 °C) je moč opaziti trend upadanja 

intenzitete fluorescence. Pri mutanti H311A je bila v splošnem najvišja intenziteta izmerjena pri 

začetni temperaturi 15 °C, pri vseh nadaljnih spektrih pa intenziteta upada. Ob primerjavi jakosti 
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intenzitete fluorescence spektrov v izhodiščni 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 višje od jakosti fluorescence pri temperaturah nižjih od 40 °C 

(Slike 13, 14, 15, 17, 18 in 19). Pri mutanti H311A smo pri valovni dolžini 310 nm samo pri 50 

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

 

Pri pH 7,5 je ob poviševanju temperature od 15 °C do 35 °C pri vseh toksinih opaziti trend 

nižanja intenzitete fluorescence. Med temperaturama 35 °C in 40 °C se je pri vseh toksinih, razen 

pri mutanti H311A, tudi pri pH 7,5 povečala intenziteta triptofanske fluorescence in dosegla 

najvišjo vrednost pri 40 °C, kjer je bila izmerjena intenziteta fluorescence višja 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 

najvišja intenziteta izmerjena pri začetni temperaturi 15 °C in je pri vseh nadaljnih meritvah 

upadala. Tudi pri pH 7,5 pride do sprememb v jakosti intenzitete fluorescence spektrov pri 

najnižni merjeni valovni dolžini. Samo za mutanto H57A velja, da so jakosti fluorescence pri 

vseh temperaturah nad 35 °C višje od jakosti pri temperaturah med 15 °C in 35 °C. Pri mutantah 

H79A in H463A je opaziti višje 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 dolžini 310 nm samo pri 45 °C izmerili večjo jakost fluorescence kot pri 

ostalih temperaturah (Slika 16).  

 
 

 
Slika 13.Trp spektri divjega tipa listeriolizina O v temperaturnem območju 15 – 70 °C  
Triptofanski spektri divjega tipa LLO so bili posneti v območju 310–400 nm, pri ekscitacijski valovni dolžini 295 
nm in pH vrednostih 5,5 in 7,5. Spektri so rezultat povprečja dveh meritev. 
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Slika 14.Trp spektri mutante H57A v temperaturnem območju 15 – 70 °C  
Triptofanski spektri mutante H57A so bili posneti v območju 310–400 nm, pri ekscitacijski valovni dolžini 295 nm 
in pH vrednostih 5,5 in 7,5.  Spektri so rezultat povprečja dveh meritev. 
 
 
 

 
Slika 15.Trp spektri mutante H79A v temperaturnem območju 15 – 70 °C  
Triptofanski spektri mutante H79A so bili posneti v območju 310–400 nm, pri ekscitacijski valovni dolžini 295 nm 
in pH vrednostih 5,5 in 7,5. Spektri so rezultat povprečja dveh meritev.  
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Slika 16.Trp spektri mutante H311A v temperaturnem območju 15 – 70 °C  
Triptofanski spektri mutante H311A so bili posneti v območju 310–400 nm, pri ekscitacijski valovni dolžini 295 nm 
in pH vrednostih 5,5 in 7,5.  Spektri so rezultat povprečja dveh meritev. 
 
 
 

 
Slika 17.Trp spektri mutante H423A v temperaturnem območju 15 – 70 °C  
Triptofanski spektri mutante H423A so bili posneti v območju 310–400 nm, pri ekscitacijski valovni dolžini 295 nm 
in pH vrednostih 5,5 in 7,5. Spektri so rezultat povprečja dveh meritev.  
 

H311A pH 7,5

0

20

40

60

80

100

120

140

310 330 350 370 390

Valovna dolžina [nm]

F
lu

o
re

s
c
e
n

c
a

15 °C

20 °C

25 °C

30 °C

35 °C

40 °C

45 °C

50 °C

55 °C

60 °C

65 °C

70 °C

H311A pH 5,5

0

20

40

60

80

100

120

140

310 330 350 370 390

Valovna dolžina [nm]

F
lu

o
re

s
c
e
n

c
a

H423A pH 5,5

0

20

40

60

80

100

120

140

310 330 350 370 390

Valovna dolžina [nm]

F
lu

o
re

s
c
e
n

c
a

H423A pH 7,5

0

20

40

60

80

100

120

140

310 330 350 370 390

Valovna dolžina [nm]

F
lu

o
re

s
c
e
n

c
a

15 °C

20 °C

25 °C

30 °C

35 °C

40 °C

45 °C

50 °C

55 °C

60 °C

65 °C

70 °C



Sušnik M. Lastnosti histidinskih mutant listeriolizina O 
   Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za biologijo, 2010                                 . 

 

29 

 
Slika 18.Trp spektri mutante H450A v temperaturnem območju 15 – 70 °C  
Triptofanski spektri mutante H450A so bili posneti v območju 310–400 nm, pri ekscitacijski valovni dolžini 295 nm 
in pH vrednostih 5,5 in 7,5.  Spektri so rezultat povprečja dveh meritev. 
 
 
 

 
Slika 19.Trp spektri mutante H463A v temperaturnem območju 15 – 70 °C  
Triptofanski spektri mutante H463A so bili posneti v območju 310–400 nm, pri ekscitacijski valovni dolžini 295 nm 
in pH vrednostih 5,5 in 7,5.  Spektri so rezultat povprečja dveh meritev.  

 

4.2.2 Vpliv temperature na intenziteto triptofanske fluorescence toksinov 

Primerjava emisijskih spektrov pri valovni dolžini 346 nm vseh toksinov pri pH vrednostih 5,5 in 

7,5 pokaže, da je pri višjem pH intenziteta fluorescence pri vseh toksinih v splošnem višja (Slika 

21). Do največjih razlik v intenziteti med obema pH pri vseh toksinih prihaja v temperaturnem 

območju med 35 °C in 50 °C (Slika 20). Največja razlika se pojavi pri 40 °C, saj pri tej 

temperaturi intenziteta fluorescence pri vseh vzorcih s pH 7,5, razen pri H311A, doseže vrh 
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(Slika 21B). Pri pH 5,5 pa se pri 40 °C intenziteta začne povečevati in doseže vrh pri 45 °C pri 

mutantah H423A, H450A in H463A ter pri 50 °C pri toksinu divjega tipa, H57A in H79A (slika 

21A). Pri obeh pH vrednostih pri vzorcu H311A nismo opazili skoka intenzitete fluorescence pri 

naraščajoči temperaturi (Slika 20). 

Intenziteta fluorescence vseh vzorcev, razen H311A, tekom poviševanja temperature sprva pada, 

nato v temperaturnem intervalu med 35 in 40 °C preseže začetno 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 (λ=346 nm) mutant H79A, H423A, H450A in H463A primerljiva s 

temperaturno odvisnostjo intenzitete fluorescence (λ=346 nm) LLO divjega tipa. Nekoliko 

manjšo 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 H57A, 

H423A in H311A je intenziteta sicer nekoliko manjša, vendar pa pri mutanti H311A ni podobne 

temperaturne odvisnosti kot pri LLO divjega tipa. Najvišjo intenziteto fluorescence pri valovni 

dolžini 346 nm dosežejo LLO divjega tipa, mutanti H57A in H79A pri 50 °C, pri 45 °C pa 

H423A, H450A in H463A. Pri mutanti H311A je najvišja intenziteta fluorescence pri 15 °C in 

pri naraščanju temperature ne pride do povečanja, ki bi preseglo začetno 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 dolžini 346 nm (F346) v odvisnosti od temperature pri pH vrednostih 5,5 in 
7,5 za posamezne vzorce. Grafi so rezultat povprečja 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 dolžini 346 nm (F346) 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 začetnem padanju intenziteta fluorescence naraste. Temperature so povprečje 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 dolžine z najvišjo intenziteto fluorescence v odvisnosti od temperature 

Poviševanje temperature vpliva na terciarno zgradbo proteina, in sicer vodi k razvitju 

polipeptidne verige. Zaradi vse večje izpostavitve triptofanskih ostankov manj polarnemu okolju 

se znižujeta intenziteta fluorescence in valovna dolžina, pri kateri je intenziteta fluorescence 

največja.  

Pri vseh vzorcih se pri obeh pH vrednostih ob poviševanju temperature zmanjšuje valovna 

dolžina, pri kateri je intenziteta fluorescence največja. Pri visokih temperaturah je terciarna 

zgradba toksinov tako razvita, da vrednosti intenzitete triptofanske fluorescence emisijskih 

spektrov padajo in ne presežejo začetne vrednosti, kar pomeni, da ne moremo določiti vrha 

emisijskega spektra, torej valovne dolžine z največjo intenziteto fluorescence (Slika 22).  
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Slika 22. Primerjava valovnih dolžin z najvišjo intenziteto fluorescence divjega tipa listeriolizina O in 
njegovih mutant v odvisnosti od temperature pri pH 5,5 in 7,5. 
Prikaz valovnih dolžin z najvišjo intenziteto fluorescence v odvisnosti od temperature pri pH 5,5 in 7,5 za 
posamezne vzorce. Grafi so rezultat povprečja dveh meritev. 
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5 RAZPRAVA 

 

5.1 HEMOLITIČNA AKTIVNOST 

 

V primarni zgradbi LLO divjega tipa je šest histidinskih ostankov, in sicer na mestih 57, 79, 311, 

423, 450 in 463. V sami terciarni zgradbi LLO se histidinski ostanki nahajajo v štirih domenah 

(His57 v D1, His79 v D2, His311 v D3 in His423, His459, His463 v D4), ki imajo različne vloge 

pri delovanju LLO. Eden izmed glavnih ciljev diplomskega dela je bil s tehniko merjenja 

hemolitične aktivnosti opredeliti vpliv mutacije histidinov v alanine na aktivnost listeriolizina O 

(LLO). Na voljo smo imeli že vnaprej pripravljene mutante H57A, H79A, H311A, H423A, 

H450A in H463A (Ramšak, 2009).  

 

Pri proučevanju hemolitične 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 hemolitično 

aktivnost LLO divjega tipa in šestih mutant pri vseh štirih 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 veže na membrane in je visoko hemolitično aktiven. 

Iz naših rezultatov je razvidno, da so pri nižjem pH tudi vse različice LLO z mutacijo histidina v 

alanin hemolitično visoko aktivne pri obeh temperaturah. Pri višjem pH je aktivnost toksinov v 

primerjavi z nižjim pH manjša. Znano je, da je pri fizioloških 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 naših rezultatov 

ugotavljamo, da so tudi histidinske mutante LLO tako kot divji tip neaktivne pri temperaturi 37 

°C in pH 7,5. Pri fizioloških pogojih z nižjim pH smo pokazali, da je aktivnost vseh toksinov 

največja, aktivnost mutant pa primerljiva z aktivnostjo LLO divjega tipa. Vendar pa pri vseh 

parametrih opazimo, da ima navkljub primerljivi aktivnosti največjo prav divji tip LLO, kar 

lahko pripišemo dejstvu, da so vse histidinske mutante LLO manj sposobne vezave oz. tvorbe 

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

 

Največjo 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 težko sklepati na pomembnost vpliva mutacije pri danih parametrih. 
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Za boljšo razvidnost vpliva temperature in pH na aktivnost proučevanih toksinov smo med seboj  

primerjali hemolitično aktivnost pri različnih pogojih. Vpliv pH na aktivnost posamezne mutante 

je bistveno večji 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 še bolj ugoden 

nižji pH kot pa za ostale mutante in divji tip. 

 

Če 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 večjega vpliva na temperaturno odvisno aktivnost. Le mutanta H311A pri tem 

odstopa od ostalih toksinov, saj kaže bistveno manjši vpliv temperature na aktivnost. Lahko bi 

sklepali, da so v D3 nekoliko manj prisotni drugi temperaturno občutljivi odnosi med 

molekulami (vodikove vezi, van der Waalsove vezi, ionske vezi, dipoli) kot pri ostalih domenah. 

Na podlagi rezultatov smo zaključili, da pri primerjavi vpliva pH in vpliva temperature med 

vsemi mutantami izstopa H311A. Nanjo bistveno bolj kot temperatura vpliva pH. To veliko 

občutljivost na spremembo pH bi lahko pripisali histidinskemu ostanku na mestu 311 v D3, ki je 

v neposredni bližini 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 želeli opredeliti vpliv mutacije 

na stabilnost toksina. Znano je, da poviševanje temperature povzroča povečevanje hidrofobnega 

okolja triptofanov in hidrofobne površine proteina, izpostavljenega vodnemu okolju. Intenziteta 

spektra se poveča zaradi nastanka agregatov toksina LLO. 

 

Primerjava emisijskih spektrov pri valovni dolžini 346 nm vseh toksinov pri pH vrednostih 5,5 in 

7,5 pokaže, da je pri višjem pH intenziteta fluorescence pri vseh toksinih v splošnem višja. Pri 

nizkem pH se spremembe v strukturi proteina in agregacija zgodijo pri višjih temperaturah kot 

pri bazičnem pH. Pri pH 5,5, ki ustreza pH fagolizosoma, agregira LLO pri temperaturi nad 40 

°C, pri pH 7,5 pa toksin tvori agregate že pri temperaturi nad 35 °C (Bavdek, 2010). Iz rezultatov 

meritev triptofanske fluorescence pri valovni dolžini 346 nm je razvidno, da pri pH 5,5 pride pri 

temperaturi nad 40 °C pri vseh toksinih, razen H311A, do hitrega povišanja v intenziteti 

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

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

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

 

Pri obeh pH je mutanta H311A drugačna od ostalih. Intenziteta triptofanske fluorescence ne 

doseže značilnega porasta, pač 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 omogoča ohranjati topnost 

mutant in divjega tipa LLO do temperature 40 °C, medtem ko začno v bazičnem pH proteini 

agregirati pri temperaturi med 30 in 35 °C. Zaradi netipičnih triptofanskih emisijskih spektrov 

fluorescence pri mutanti H311A bi lahko sklepali, da toksin pri poviševanju temperature od 15 

do 70 °C ne agregira ali pa agregira le minimalno število monomerov. Prav tako bi lahko 

sklepali, da mutacija histidina v alanin na mestu 311 v D3, povzroči nekoliko bolj 

konformacijsko stabilno strukturo toksina LLO. 
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6 SKLEPI 
 

Hemolitična aktivnost histidinskih mutant listeriolizina O na mestih 57, 79, 311, 423, 450 in 463 

je največja pri temperaturi 37 °C in kislem pH, ki ustreza lumnu fagolizosoma. Pri pogojih, ki 

ustrezajo citosolu celice, so vse mutante skorajda neaktivne.  

 

Večji vpliv pH na hemolitično aktivnost kot pri divjem tipu LLO se kaže 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 manjši vpliv na hemolitično aktivnost mutante H311A kot na ostale 

mutante in divji tip LLO.  

 

Pri primerjavi vpliva pH in vpliva temperature na hemolitično aktivnost mutant med vsemi 

izstopa H311A. Nanjo bistveno bolj kot temperatura vpliva pH. To veliko občutljivost na 

spremembo pH pripišemo 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 začno v 

bazičnem pH proteini agregirati pri temperaturi med 30 in 35 °C.   

 

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

od ostalih histidinskih mutant ter divjega tipa LLO. 
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