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Abstract: The best known hemolysin « of Escherichia coli (HlyA) is the prototype for a family of cytotoxins that are produced by
a wide variety of gram-negative pathogens. Hemolysin-producing E. coli strains are isolated from patients with extraintestinal
infections such as urinary tract infections or septicemia. The role of HlyA as a virulence factor of diarrheagenic E. coli was less
obvious until the cell-detaching E. coli (CDEC) group, which is HlyA-producing and is responsible for diarrhea among infants, has
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1. Wstep

Gatunek Escherichia coli zajmuje szczegdlne miejs-
ce wsrod fermentujacych pateczek jelitowych naleza-
cych do rodziny Enterobacteriaceae, gdyz obejmuje
zardwno szczepy komensalne, wchodzace w sktad flo-
ry fizjologicznej jelita zdrowego cztowieka, jak i1 szcze-
py chorobotwoércze odpowiedzialne za zréznicowane
zakazenia uktadowe: przewodu pokarmowego, drog
moczowych, zotciowych, oddechowych oraz infekcje
uogdlnione: bakteriemie, posocznice, zapalenie opon
mozgowo-rdzeniowych.

Niektore szczepy E. coli w procesie ewolucji na-
byly geny kodujace réznorodne czynniki wirulencji,
dzigki ktorym zyskaty potencjat chorobotworczy.
Geny te moga by¢ zlokalizowane na ruchomych ele-
mentach genetycznych (w obrebie chromosomalnych
wysp patogennosci, na plazmidach, transpozonach lub
bakteriofagach) co zapewnia mozliwos¢ ich transferu
na niechorobotworcze szczepy E. coli lub pateczki na-
lezace do innych gatunkow.

Obecnie wyrodznia si¢ 6 grup chorobotworczych
szczepdw E. coli, zwanych patotypami, sa one odpowie-

dzialne za zakazenia w obrgbie przewodu pokarmowe-
go, dysponuja zréznicowanym arsenatem czynnikow
wirulencji, co wiaze si¢ z roznymi patomechanizmami
wywolywanych przez nie zakazen. Patotypy E. coli zwia-
zane z zakazeniami przewodu pokarmowego to: entero-
patogenne E. coli (EPEC), enterotoksynogenne E. coli
(ETEC), enteroinwazyjne E. coli (EIEC), enterokrwo-
toczne E. coli (EHEC), enteroagregacyjne E. coli (EAEC)
oraz odrywajace komorki E. coli (CDEC). Ponadto,
jako odrgbne patotypy traktowane sa szczepy E. coli
odpowiedzialne za zakazenia pozajelitowe, tj. szczepy
zwigzane z zapaleniem opon moézgowo-rdzeniowych
noworodkow oraz szczepy izolowane z zakazen drog
moczowych, tzw. uropatogenne szczepy E. coli [51].
Jednym z waznych czynnikéw wirulencji chorobo-
tworczych szczepow E. coli sa hemolizyny. U E. coli
opisano szereg hemolizyn, ktore generalnie podzieli¢
mozna na hemolizyny aktywnie wydzielane przez
komorki bakteryjne do $rodowiska zewngtrznego
(hemolizyna «, cytotoksyna ClyA) oraz hemolizyny
zwiazane z komorka bakteryjna (enterohemolizyny,
hemolizyna B, hemolizyny kontaktowe, hemolizyna T,
hemolizyna szczepoéw enterokrwotocznych).
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2. Hemolizyny E. coli aktywnie wydzielane
do srodowiska — pozakomorkowe

2.1. Hemolizyna HlyA

Najlepiej poznana bakteryjna hemolizyna jest he-
molizyna o (HlyA) E. coli reprezentujaca rodzing
cytotoksyn RTX syntetyzowanych przez chorobotwor-
cze bakterie Gram-ujemne. Wszystkie toksyny RTX
wykazuja 30-70% homologii sekwencji aminokwa-
soOw w porownaniu z HlyA, podlegaja potranslacyjnej
modyfikacji (unikalnej dla kazdej toksyny RTX) oraz
podobnie do HIyA posiadaja COO-terminalng dome-
n¢ wiazaca wapn, bogata w glicynowe powtarzajace
si¢ sekwencje nonapeptydowe, od ktoérych wywodzi
si¢ nazwa tej rodziny toksyn (Repeats in ToXins). Po-
nadto, wszystkie toksyny RTX wydzielane sa z komor-
ki bakteryjnej do srodowiska zewngtrznego za posred-
nictwem specyficznego systemu sekrecji [65].

Tabela I
Toksyny nalezace do rodziny RTX toksyn [65]

Gatunek bakterii akronim toksyny
1. E. coli HlyA
EhxA
EaggA
2. Proteus vulgaris PvxA
3. Morganella morgani MmxA
4. Actinobacillus pleuropneumoniae ApxIA
ApxIIA
ApxIIIA
5. Actinobacillus actinomycetemcomitans AaltA
6. Actinobacillus suis AshA
7. Pasteurella haemolytica LktA
8. Pasteurella haemolytica-like PllktA
9. Bordetella pertussis CyaA
10. Moraxella bovis MbxA

Genetyczna organizacja syntezy HIyA.
Za synteze, aktywacje i sekrecje hemolizyny HlyA od-
powiada zespot 4 strukturalnych genow (hlyC, hiyA,
hlyB, hlyD) zorganizowanych w operon hly, ktory
moze by¢ zlokalizowany na chromosomie lub na plaz-
midzie koniugacyjnym [46]. Gen hlyA koduje biatko
strukturalne o masie czasteczkowej 107—110 kDa, be-
dace nieaktywnym prekursorem HIyA tzw. pro-HIyA.
Potranslacyjna aktywacja pro-HIlyA polegajaca na
acylacji dwoch wewngtrznych reszt lizynowych Lys>%4
i Lys®” w tancuchu polipeptydowym hemolizyny ma
miejsce w cytoplazmie i wymaga obecnos$ci biatka
HlyC, kodowanego przez gen hlyC. Biatko HlyC jest
homodimeryczna acylotransferaza o masie czastecz-
kowej 20 kDa, ktéra przenosi kwasy tluszczowe:
mirystynowy lub palmitynowy z donorowego biatka

BEATA MAGDALENA SOBIESZCZANSKA

ACP (Acyl-Carier Protein) na czasteczke HlyA. Do
aktywacji HlyA jest konieczna acylacja obu reszt lizy-
nowych. Gen AlyB koduje ATPaz¢ HlyB, posiadajaca
trzy pary helikalnych regiondéw przezbtonowych tacza-
cych czasteczkg HlyB z blona wewngtrzng oraz NH,-
i COO-terminalne pegtle cytoplazmatyczne umozli-
wiajace wiazanie z HlyA [30, 46, 65]. Ponadto, biatko
to posiada integralna domeng wiazaca ATP. Za ekspre-
sj¢ pomocniczego biatka HlyD odpowiada gen hlyD.
Oba biatka: HlyB i HlyD tworza kompleks transloka-
cyjny tzw. translokator, umozliwiajacy transport HlyA
przez btong wewngetrzna [54, 60, 65]. Translokator wraz
z biatkiem blony zewngtrznej TolC (kodowane u E. coli
przez gen tolC znajdujacy si¢ poza operonem 4ly) two-
rza swoisty system sekrecji pozwalajacy na wydziela-
nie aktywnej czasteczki HlyA do $rodowiska ze-
wngtrznego. TolC tworzy porynowopodobna strukture
o dtugosci 14 nm z COO-koncowa domeng transmem-
branowa, ktora wyglada jak dtuga o helikalna beczul-
ka. Wewnegtrzna $rednica cylindra TolC wynosi 3,5 nm
1 tworzy wypetniony woda kanal otwarty na zewnatrz
komorki. W kierunku peryplazmy wewngtrzna $rednica
kanatu zmniejsza si¢ [1, 4, 65]. TolC jest rekrutowane
przez translokazg blony wewngtrznej w odpowiedzi na
przytaczenie substratu biatkowego. Powstajacy w cza-
sie sekrecji energetycznie natadowany kompleks
translokatora jest trwaty przez krotki, okreslony czas,
i gdy tylko HIlyA opusci komoérke bakteryjna przez
otwarty w tym czasie kanal TolC, sktadniki systemu
transportu powracaja do stanu wyjsciowego. Poza
sekrecja HlyA, TolC uczestniczy rowniez w procesie
wyrzucania z wngtrza komorki bakteryjnej (efflux)
szkodliwych substancji np. lekow [1, 67, 72].

Poza genami zaangazowanymi w syntezg i sekre-
cje HlyA, jej ekspresja oraz aktywnos$¢ zalezy takze
od licznych gendéw bioracych udzial w biosyntezie
LPS a-hemolizujacych szczepow E. coli. Sugeruje sig,
ze pomigdzy LPS a HlyA zachodzi fizyczna interakcja,
w ktorej LPS z nietknigtym rdzeniem wewngtrznym
uczestniczy w formowaniu i utrzymywaniu aktywnej
konformacyjnie czasteczki hemolizyny oraz chroni ja
przed agregacja i degradacja. Ponadto, w oczysz-
czonych, aktywnych hemolitycznie preparatach HlyA
wykazano obecno$¢ kwasow KDO: 3-hydroksytetra-
dekanowego oraz 2-keto-3-deoksyoktulonowego. Eks-
perymentalnie udowodniono natomiast, ze mutacje
w obrebie gendw uczestniczacych w biosyntezie LPS
szczepu E. coli K12, ktéremu wprowadzono gen wa-
runkujacy ekspresj¢ HlyA, zaburzaty jej sekrecj¢ lub
znacznie obnizaly aktywno$¢. Nawet tagodna reduk-
cja syntezy LPS drastycznie redukowata aktywno$¢
hemolityczna badanego szczepu [6, 42, 43, 72].

Budowa HIlyA. HlyA E. coli stanowi pojedyn-
czy tancuch polipeptydowy o masie czasteczkowej
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Rys. 1. Schemat syntezy i sekrecji HlyA (objasnienia w tekscie)

107 kDa i kompleksowej molekularnej organizacji.
COO-terminalny peptyd sygnatowy HlyA (domena
polarna), rozpoznajacy translokator HlyD/HIyB skta-
da si¢ z 60 aminokwasow, ktore tworza amfipatyczna
helisg [54, 63]. Ponadto, w COO-terminalnej czgSci
tancucha polipeptydowego tj. regionie centralnym,
znajduje si¢ wysoce konserwatywny region wiazacy
jony wapnia i zawierajacy tandemowo powtarzajace
si¢ sekwencje 9 aminokwasow: L-X-G-G-X-G-N-D-X
(G — glicyna, L — leucyna, N — asparagina, D — kwas
asparaginowy, X — aminokwas charakterystyczny dla
danej toksyny). Zwiazanie jonéw wapnia (1 jon Ca*?
na jedno powtorzenie) prowadzi do utworzenia przez

sekwencje nonapeptydowe B-tancuchow, ktore nastgp-
nie organizuja si¢ w niezwykle struktury tzw. [3-be-
czulki (lub B-helisy), stad wiazanie jondw wapnia, ab-
solutnie niezbgdne do aktywnosci cytolitycznej HlyA,
zachodzi poza komorka bakteryjna, juz po sekrecji
HlyA do $rodowiska zewngtrznego. Poza tym, poziom
wolnego wapnia wewnatrz komorki bakteryjne;j jest $ci-
$le regulowany i utrzymuje si¢ na niskim poziomie (ok.
0,2 uM), zbyt niskim do wywotania aktywno$ci hemo-
litycznej HIlyA [20, 65]. Wydzielona do srodowiska
zewngtrznego toksyna HlyA stopniowo ulega inakty-
wacji tworzac duze polidyspersyjne agregaty. Zagrego-
wane monomery HIyA nie wiaza jondw wapnia [3, 19].
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Aktywnos$¢ biologiczna HlyA. W tempe-
raturze 37°C aktywna HlyA gwaltownie (w ciagu
12 sek.) wiaze si¢ z btonami erytrocytow. Jest to pro-
ces nieodwracalny i nieograniczony, zalezny od daw-
ki HlyA. Ilo§¢ wiazanej HlyA rosnie jako funkcja
liniowa 1 w najwyzszych stezeniach hemolizyny na
jedna krwinke czerwona przypada $rednio 50000 cza-
steczek HlyA. Zdolno$¢ wiazania si¢ HlyA ze sztucz-
nymi blonami lipidowymi §wiadczy o braku swoistych
dla niej receptorow [21]. Wiazanie HIyA z erytrocyta-
mi jest procesem niezaleznym od obecno$ci jonow
wapnia i zachodzi nawet w temperaturach 0-4°C, na-
tomiast proces lizy zalezy od obu tych czynnikow [5].
W procesie lizy N-terminalny, hydrofobowy region
czasteczki HlyA wbudowuje si¢ w apolarny rdzen bto-
ny plazmatycznej komorek eukariotycznych a wbudo-
wana w blon¢ hemolizyna zachowuje si¢ jak integral-
ne bialko [58, 65].

HIyA posiada szerokie spektrum aktywnosci cyto-
litycznej w stosunku do: erytrocytéw, granulocytow,
monocytow, komorek srodbtonka, komoérek nabtonka
kanalikow nerkowych myszy i naczelnych oraz prze-
zuwaczy [13]. Aktywnos$¢ cytolityczng HlyA hamuje
dekstran 4 o $rednicy czastek 3—3,5 nm, w przeciwien-
stwie do osmotycznych protektordéw, ktorych czastecz-
ki maja mniejsze $rednice np.: rafinozy (d=1,2—1,3 nm)
lub sacharozy (8=0,9 nm) [12, 50]. Poza tym, na
aktywno$¢ cytolityczna HlyA duzy wplyw ma odczyn
srodowiska. HIyA osiaga maksymalna aktywnos¢, gdy
pH $rodowiska spada do ok. 5,4 [15].

Znaczaca funkcja biologiczna HlyA jest jej wplyw
na syntez¢ cytokin. Niskie stgzenia HlyA stanowia
bodziec do syntezy trojfosforanu inozytolu i diacyl-
glicerydu w granulocytach i komorkach $rodblonka,
co stymuluje ,,wybuch tlenowy” i uwalnianie zawar-
to$ci ziarnistosci granulocytow [28]. Indukowana he-
molizyna oscylacja wewnatrzkomoérkowego poziomu
jonow wapnia w komorkach nabtonka kanalikow ner-
kowych stanowi sygnat do uwolnienia cytokin pro-
zapalnych: IL-6 i IL-8 [40]. Ponadto, HlyA stymuluje
uwalnianie IL-1p, TNFa z ludzkich monocytoéw, pro-
duktow lipooksygenacji leukotrienu LTB4 i kwasu
5-hydroksyeikozatetraeiko-nowego oraz tlenku azotu
z komorek §rodbtonka, hamuje synteze i uwalnianie
IL-1P, IL-6, TNF« z leukocytow oraz powoduje apop-
toze limfocytow [33, 48, 65]. ,,Wybuch tlenowy”
oraz zaburzenie przepuszczalno$ci bton plazmatycz-
nych limfocytow indukuja tylko niskie, sublityczne
(0,02-0,1 HU/ml) stezenia HlyA, natomiast wyzsze jej
stgzenia (0,2—0,3 HU/ml) powoduja tak nagly wzrost
przepuszczalnosci blon plazmatycznych, ze liza ko-
morek uprzedza ,,wybuch tlenowy” [13].

Hemolizyna « uwazana jest za glowny czynnik wi-
rulencji szczepow E. coli izolowanych z zakazen ukta-
du moczowego oraz zakazen ogoélnoustrojowych: po-
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socznicy, zapalenia otrzewnej, zapalenia opon mézgo-
wo-rdzeniowych [21, 49]. Filtraty ptynnych hodowli
a-hemolizujacych szczepow E. coli s letalne dla my-
szy po podaniu dozylnym lub donosowym. Oczysz-
czona HlyA wywotuje u krolikéw wyciek naczynio-
wy do phuc, przyczyniajac si¢ do zaburzenia czynnos$ci
oddechowej. Dodatkowo HlyA interferuje z procesem
fagocytozy dziatajac toksycznie na komorki zerne, co
moze przyczyniaé si¢ do zaburzania podstawowego
mechanizmu obronnego organizmu gospodarza [7].

Rola hemolizujacych szczepow E. coli w etiopato-
genezie zakazen przewodu pokarmowego cztowieka
jest wciaz niejasna, chociaz Gunzburg i wsp. [29] izo-
lowali od dzieci z biegunka szczepy E. coli zdolne do
odrywania od podioza komoérek hodowanych in vitro
tzw. CDEC (Cell-Detaching Escherichia Coli). Wigk-
szo$¢ szczepow CDEC cechuje aktywnos¢ hemolitycz-
na oraz hybrydyzacja z sonda genetyczna dla HlyA [26,
47, 53]. Poza HlyA, szczepy CDEC nie posiadaja
czynnikow wirulencji charakteryzujacych enteropato-
genne E. coli np.: enterotoksyn, toksyn shiga, zdolnosci
inwazji lub reorganizacji cytoszkieletu enterocytow,
z wyjatkiem cytotoksycznego czynnika nekrotyzuja-
cego CNF1 (Cytotoxic Necrotizing Factor 1). Jednak
Elliott i wsp. [22] oraz Island iwsp. [36] w swych
badaniach nie potwierdzili udziatu CNF1 w aktywnos-
ci odrywania komorek przez szczepy CDEC. Ponadto,
wykazali na modelu zwierzgcym, ze syntetyzujace
HlyA szczepy CDEC powodowaly znacznie powaz-
niejszy stan zapalny jelita cienkiego i grubego w po-
réwnaniu ze szczepami pozbawionymi zdolno$ci syn-
tezy HlyA. HlyA byta rowniez zwiazana z wigksza
czestoscia 1 cigzko$ciag biegunki u zwierzat oraz znacz-
nymi zmianami histopatologicznymi blony sluzowe;j
jelita, obejmujacymi: obrzgk, zapalenie, nekrozg i in-
filtracj¢ leukocytami wielojadrzastymi.

2.2. Hemolizyna ClyA

Hemolizyna ClyA (oznaczana rowniez jako: SheA,
HIyE) jest cytolizyna wykryta po raz pierwszy u labo-
ratoryjnego szczepu E. coli K-12. Poza E. coli, obec-
no$¢ sekwencji kodujacych ClyA opisano takze u in-
nych enterobakterii chorobotworczych dla cztowieka:
Salmonella Typhi 1 Paratyphi 4 oraz paleczek Shigella
flexneri [2, 68]. Ekspresja ClyA zachodzi w warun-
kach beztlenowych a jej sekrecja do srodowiska ze-
wngtrznego jest najwyzsza w poznej logarytmicznej
fazie wzrostu, po czym opada na fazy poczatku stacjo-
narnej [16, 45]. Syntetyzowana ClyA gromadzi si¢
W przestrzeni periplazmatycznej komorki bakteryjne;,
cho¢ wykrywa si¢ ja rowniez w frakcjach biatek cyto-
plazmatycznych oraz biatek zwigzanych z blonami
komorkowymi — zewngtrznymi i wewnetrznymi [68].
Nie jest znany dokladny mechanizm sekrecji ClyA,
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cho¢ wiadomo, ze jej N-terminalny odcinek peptydo-
wy nie podlega przetwarzaniu a sama toksyna wydzie-
lana jest w obrebie pecherzykow, ktore uwidoczniono
w mikroskopie elektronowym w supernatantach ho-
dowli bulionowych E. coli [16]. Sekrecji ClyA towa-
rzyszy wyciekanie bakteryjnych biatek periplazma-
tycznych [45].

Badania krystalograficzne wykazaty, ze ClyA po-
siada niezwykla posta¢ strukturalna i pod tym wzglg-
dem rézni sig od poznanych dotychczas cytolizyn bak-
teryjnych [70]. Monomer ClyA jest bialkiem o masie
czasteczkowej 34 kDa w ksztalcie pateczki sktadaja-
cej si¢ z 4 dhugich (8-9 nm) helis, ktore sa zwinigte
W sposob: gora-dot — gora-dot. Na obu biegunach mo-
nomeru ClyA znajduja si¢ ztozone struktury: region
NH,-terminalny z domena ,,ogon” oraz region COOH-
terminalny z domenami ,,gtlowa” i ,,8-jezyk.” Region
NH,-terminalny zawiera dodatkowa, piata, krotka he-
lisg (3 nm) — tzw. helisg ., ktora wciska sig migdzy
pozostate 4 dlugie helisy i sigga 1/3 ich wysokosci,
tworzac domeng ,,ogon.” Region « prawdopodobnie
jest zaangazowany w wiazanie ClyA z blona plazma-
tyczng komorki docelowej 1 tworzenie w niej por. Dele-
cja aminokwaséw w obrgbie domeny o, prowadzi do
powstania nierozpuszczalnego i nieaktywnego bialka.
Ponadto, helisa o posiada dwie cysteiny w pozycjach
C285 1 C87 tworzace wiazanie dwusiarczkowe, ktore
charakteryzuje forme¢ ClyA obecna w przestrzeni peri-
plazmatycznej. Uwaza sig, ze obecno$¢ wiazania S=S
w trzeciorzedowej strukturze biatkowej ClyA zapobie-
ga przedwczesnej oligomeryzacji cytolizyny a w kon-
sekwencji jej inaktywacji. Reaktywno$¢ grup tiolowych
obu reszt cysteinowych C285 i C87, ktdre w periplaz-
matycznej postaci ClyA sa ukryte w trzeciorzedowej
strukturze biatka, sugeruje, ze w roztworach domena o,
moze oddysocjowywaé od glownej struktury czterech
helis eksponujac obie reszty cysteinowe i hydrofobo-
wy region ,,p-jezyka.” W $rodowisku beztlenowym,
w ktorym redukcji ulega wiazanie dwusiarczkowe, ta-
czace domeng o z reszta czasteczki, uzewngtrznia sig
aktywnos$¢ cytolityczna ClyA [2].

ClyA nie ulega ekspresji na poziomie wykrywal-
nym u E. coli K-12 oraz u wigkszosci dzikich szcze-
poéw E. coli, co jest powodem braku hemolitycznego
fenotypu w laboratoryjnych warunkach hodowlanych.
U E. coli K-12 gen strukturalny kodujacy ClyA jest
genem kryptycznym, ktérego ekspresja ma miejsce w
scisle okreslonych warunkach np.: mutacji w obrgbie
genu Ans lub nadprodukcji biatka regulatorowego
SlyA [27, 55, 70]. Locus cly4 utrzymywany jest w sta-
nie nieaktywnym przez nukleoproteinowy kompleks
represyjny H-NS, czyniacy promotor c/yA niedostep-
nym dla polimerazy RNA i bialka regulatorowego
CRP [70]. Deficyt biatka H-NS (np.: w wyniku muta-
cji genu hns), daje w efekcie fenotyp hemolityczny.
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Pozytywna regulacj¢ genu cly4 indukuje u pateczek
E. coli szereg biatek regulatorowych np.: biatka FNR
lub CRP, ktore bezposrednio reaguja z promotorem
operonu cly4 [45, 64, 69, 70].

Podobnie do innych cytolizyn, ClyA powoduje po-
wstawanie w blonach plazmatycznych komodrek
eukariotycznych kationowo-selektywnych por, ktore
maja ksztatt lejka o Srednicy wewngtrznej: od gory
5-5,5 nm a od dotu 10-10,5 nm. Pory utworzone przez
ClyA ztozone sa z o$miu niekowalentnie zwigzanych
czasteczek cytolizyny [2]. Oczyszczona ClyA jest
cytotoksyczna in vitro dla ludzkich i mysich makro-
fagow, ludzkich monocytéw oraz hodowlanych ko-
morek nabtonka linii HeLa [2, 41, 68, 70]. Ponadto,
ClyA powoduje lize erytrocytow réznych gatunkow
zwierzat (kozich, konskich, owcy, kurzych) oraz ludz-
kich [2, 68]. Poza liza komoérek eukariotycznych,
ClyA wywotuje w nich apoptozg. Pory tworzone
w btonach plazmatycznych komorek eukariotycznych
przez ClyA przypuszczalnie prowadza do zmian stg-
zenia wewnatrzkomoérkowego wapnia, co moze pobu-
dza¢ kaskade apoptozy [41].

Oczyszczona ClyA wykazuje aktywno$¢ hemoli-
tyczna ok. 50 razy stabsza od aktywnosci HlyA: do
lizy jednego erytrocytu wymagane jest od 1000 do
2000 czasteczek ClyA, natomiast w przypadku HlyA
wystarcza 5-20 czasteczek hemolizyny [55, 68].
W przeciwienstwie do HlyA, aktywnos¢ hemolitycz-
na ClyA nie wymaga obecnosci jonéw wapnia i jest
hamowana przez cholesterol, co jest cecha charakte-
ryzujaca liczne cytolizyny bakterii Gram-dodatnich
[45]. Proteazy — trypsyna lub pepsyna nie hamuja ak-
tywnosci cytotolitycznej ClyA, podobnie nie zaburza
jej takze temperatura 25°C i pH 3-9 [16]. Rola ClyA
w chorobotwoérczosci syntetyzujacych ja szczepoéw
E. coli nie zostala jeszcze wyjasniona.

3. Hemolizyny E. coli zwiazane
z komérka bakteryjng

3.1. Hemolizyna (3

Hemolizyna — [ jest pierwsza, opisang przez Smith
w roku 1963 hemolizyna E. coli zwiazana z komorka
bakteryjna. Pod wieloma wzglgdami przypomina ona
hemolizyng HlyA E. coli: obie wymagaja do aktyw-
nosci jonéw wapnia i wytwarzane sa w logarytmicz-
nej fazie wzrostu, wykazuja aktywnos$¢ hemolityczna
w stosunku do erytrocytow réznych gatunkow zwie-
rzat, natomiast strefy lizy wokot kolonii bakteryjnych
obserwowane na podtozach agarowych z krwia sa
jasne, przejrzyste i dobrze widoczne. Na podstawie
fenotypowych podobienstw do HlyA, hemolizyna 3
uwazana jest za odmiang HIyA i wiele szczepow
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E. coli wykazuje zdolno$¢ syntezy obu hemolizyn
rownoczesnie [7, 17]. Pomimo podobienstw, obie he-
molizyny rdznig si¢ zasadniczo tym, ze hemolizyna
HlyA jest aktywnie wydzielana przez szczepy E. coli
do podtoza hodowlanego, w ktérym mozna ja wykryc¢,
natomiast hemolizyna P jest zwiazana z komorka bak-
teryjna i proby uzyskania jej w stanie oczyszczonym
nie powiodly si¢. Ponadto, przeciwciata neutralizujace
HlyA nie wykazuja takiego wptywu na hemolizyng 3
a sonda genetyczna swoista dla HlyA nie hybrydyzuje
ze szczepami syntetyzujacymi hemolizyng f3, co wska-
zuje, ze obie hemolizyny sa rdézne genetycznie.
Hemolizyna [, w przeciwienstwie do HlyA wydaje
si¢ nieimmunogenna, gdyz przeciwciala uzyskane dla
szczepOw P-hemolizujacych nie neutralizuja ich ak-
tywnosci hemolitycznej [7, 17].

Wedtug badan Short i Kurtz [61] synteze
hemolizyny B hamuja czynniki wplywajace na kwas
nukleinowy, syntez¢ biatek oraz tlenowy metabolizm
pateczek E. coli. Snyder i Koch [62], ktérzy ba-
dali szczepy E. coli wytwarzajace obie hemolizyny:
HlyA i B, wykazali, Zze poziom oznaczanej hemolizy-
ny P osiagal maksymalne st¢zenie w poznej logaryt-
micznej fazie hodowli (tj. ok. 7 godz. inkubacji), czemu
towarzyszyly rowniez maksymalne stezenia hemolizy-
ny wolnej — HlyA. Aktywnos$¢ hemolityczna szczepow
utrzymywata si¢ takze w stacjonarnej fazie wzros-
tu. Jednak, gdy hodowle hemolizujacych szczepow
E. coli prowadzono na ubogim podtozu zdefiniowa-
nym chemicznie (zawierajacym w swoim sktadzie je-
dynie zwiazki nieorganiczne), w obecnosci niektorych
cukrow (galaktozy, mannozy, maltozy) nastepowato
zahamowanie syntezy hemolizyny HlyA bez wplywu
na aktywnos$¢ hemolizyny B. Obecno$¢ innych weglo-
wodanow (glukozy) nie zaburzala wydzielania HlyA
ani aktywnos$ci hemolizyny zwiazanej z komorka. Ak-
tywno$¢ hemolizyny HlyA w duzym stopniu zalezy
od pH hodowli — gdy pH hodowli na skutek fermenta-
cji glukozy spada do ok. 5,4 HlyA osiaga najwyzsza
aktywno$¢, natomiast hemolizyna P jest aktywna
w szerokim zakresie pH: 5,5-8,0. Podobne roznice
pomiegdzy hemolizyna [ a HlyA zaobserwowano pod
wpltywem dzialania formaliny, ktéra inaktywowata
HlyA, ale nie hemolizyng . Obie hemolizyny wy-
kazywaty jednakowa wrazliwos$¢ na ogrzewanie przez
1 godz. w 56°C.

Gadberg i wsp. [24, 25] poréwnywali cytotok-
syczne dzialanie supernatantow uzyskanych z bu-
lionowych hodowli hemolizujacych szczepow E. coli
zawierajacych HlyA oraz ptukanych komoérek bakte-
ryjnych tego samego szczepu na monocyty, limfocyty
1 granulocyty ludzkie. Komorki bakteryjne (wytwarza-
jace hemolizyng B) byty cytotoksyczne dla monocy-
tow 1 granulocytéw, natomiast limfocyty okazaty sig
stosunkowo oporne na dziatanie hemolizyny zwiaza-
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nej z komoérka bakteryjna, w przeciwienstwie do
HlyA, ktora byla aktywna w stosunku do wszystkich
badanych leukocytow. Ogrzewanie szczepu lub uzy-
skanego z jego hodowli supernatantu znosito efekt
cytotoksyczny obu hemolizyn na leukocyty. Efekt cy-
totoksyczny zalezat od dawki hemolizyny i tempera-
tury. Hodowla szczepow w temperaturach wyzszych
lub nizszych od 37°C oraz w warunkach beztlenowych
obnizata potencjat cytotoksyczny szczepu, ktory po-
nadto byl niezalezny od antygenow O, H i K E. coli.
Autologiczna plazma, z ktorej izolowano leukocyty
znosita cytotoksyczny wptyw HlyA, ale nie aktyw-
nych hemolitycznie ptukanych komorek bakteryjnych.
Konig iwsp. [39] wykazali, ze zar6wno hemolizy-
na zwiazana z komorka, jak i hemolizyna uwalniana
do podtoza indukuja komoérki tuczne i granulocyty do
wydzielania histaminy i leukotriendéw, co moze przy-
czynia¢ si¢ do wirulencji hemolizujacych szczepow
E. coli. Poza tym, nie badano zwiazku [-hemolizuja-
cych E. coli z chorobotworczos$cia dla ludzi, cho¢ wy-
kazano udziat tych szczepow w zakazeniach u zwie-
rzat np.: chorobie obrzgkowej §win [7].

Biorac pod uwage fakt, ze hemolizyna B pomimo
podobienstw fenotypowych z HIyA, rézni si¢ pod
wzgledem immunologicznym i genetycznym od opi-
sanych hemolizyn E. coli, wydaje sig, ze stanowi ona
odrgbny typ hemolizyny zwiazany z zywa komorka
bakteryjna [7, 17].

3.2. Enterohemolizyna (Ehx) enterokrwotocznych
szczepow E. coli (EHEC)

Enterohemolizyna Ehx jest toksyna nalezaca do ro-
dziny RTX toksyn i cho¢ pod wieloma wzglgedami
przypomina HlyA, jest od niej rézna. Gen struktural-
ny kodujacy Ehx-esix4 wykazuje ok. 60% homologii
z genem strukturalnym //yA. Ehx podobnie jak HlyA
kodowana jest przez zespot gendw (ehxA, ehxC, ehxD,
ehxB) zorganizowanych w operon znajdujacy sig na
duzym plazmidzie 90 kpz — pO157 [5, 14, 44, 51, 66].
Enterohemolizyna Ehx jest charakterystycznie synte-
tyzowana przez wigkszos$¢ enterokrwotocznych pate-
czek E. coli (EHEC) nalezacych do serotypu O157:H7
oraz tzw. nie-O157 szczepy E. coli wytwarzajace tok-
syng shiga (STEC). Na tej podstawie uznana zostata
za dobry marker diagnostyczny pozwalajacy na izola-
cje potencjalnych szczepoéw STEC lub EHEC z mate-
riatu od chorych [9, 11, 18]. Podobnie jak HlyA, Ehx
wymaga do swojej aktywnosci jondw wapnia wigza-
nych przez tandem nonapeptydowych powtdrzen cha-
rakterystyczny dla calej rodziny RTX. W przeciwien-
stwie do HlyA, Ehx jest gtdéwnie zwiazana z komorka
bakteryjna i tylko niewielkie jej ilo§ci uwalniane sa
do podtoza, co prawdopodobnie jest skutkiem defektu
genow odpowiedzialnych za jej sekrecjg. Fenotypowo
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Ehx r6zni si¢ od HlyA, tym, ze jest wykrywana tylko
na podtozach zawierajacych krwinki ptukane a obser-
wowana strefa lizy jest podwojna — mata, mgtna wo-
kot kolonii bakteryjnych i jasna, przejrzysta pod
spodem [71]. Ehx wykazuje takze nieco wigksza mas¢
czasteczkowa od HIyA — 110-116 kDa, co moze by¢
spowodowane obecno$cia dodatkowego, przypusz-
czalnego miejsca acylacji — Lys.%%> Poza zdolnoscia
lizy erytrocytow ludzkich i réznych gatunkoéw zwie-
rzat, Ehx lizuje takze leukocyty, ale tylko bydlece, stad
zaliczana jest do leukotoksyn [5, 51].

3.3. Enterohemolizyny Ehlyl i Ehly2

Enterohemolizyny (Ehly1 i Ehly2) opisane zostaty
po raz pierwszy przez Beutina i wsp. [10]. Z uwa-
gi na zwiazek tych hemolizyn ze szczepami E. coli
odpowiedzialnymi za zakazenia przewodu pokarmo-
wego, zostaly one nazwane enterohemolizynami. Syn-
teza enterohemolizyn ograniczona jest do nielicznych
serotypow E. coli, gtdwnie O26:H-, ktore nierzadko
posiadaja zdolno§¢ wytwarzania toksyn shiga, co jest
powodem mylenia ich z enterohemolizyna Ehx.

Enterohemolizyny, podobnie jak hemolizyna 3 sa
zwiazane z komorka bakteryjna, ale w przeciwien-
stwie do niej wykrywane tylko na agarze zawiera-
jacym krwinki ptukane, w nieobecnos$ci surowicy.
Ponadto, enterohemolizyny do swej aktywnosci hemo-
litycznej nie wymagaja obecnosci jondw wapnia. Stre-
fy lizy wywotywane przez enterohemolizyny na pod-
tozu agarowym z krwia sa mgtne, mate i stabo
widoczne, obserwowane dopiero po 24 godz. inkuba-
cji, gdyz maksymalna ich synteza ma miejsce w p6z-
nej logarytmicznej i stacjonarnej fazie wzrostu. Ak-
tywno$¢ hemolityczna Ehlyl i Ehly2 jest ograniczo-
na do krwinek ludzkich, konskich i §winki morskiej,
a zachodzi w zakresie temperatur 4-37°C przy opty-
malnym pH 9.0 [8, 37]. Enterohemolizyny wrazliwe
sa na ogrzewanie w 60°C i 100°C przez 5 min oraz
dziatanie trypsyny, natomiast ich aktywnosci hemoli-
tycznej nie hamuja: EDTA, sacharoza i rafinoza. Lize
erytrocytow przez Ehly hamuje dekstran 4, co wska-
zuje, ze podobnie jak inne, bakteryjne hemolizyny
uszkadzaja one blony plazmatyczne komodrek. Chole-
sterol rowniez hamuje aktywnos$¢ hemolityczna Ehly,
cho¢ nie zaburzaja jej czynniki blokujace grupy sul-
thydrylowe oraz nadtlenek wodoru, jak to ma miejsce
w przypadku hemolizyn tzw. aktywowanych tiolem,
wytwarzanych przez bakterie Gram-dodatnie [23].
Surowica zawierajaca przeciwciata dla enterohemo-
lizyn cho¢ nie hamuje ich aktywno$ci hemolitycz-
nej, silnie reaguje z biatkami blony zewngtrznej o ma-
sach czasteczkowych: 33 KDa (Ehlyl) i 60 kDa
(Ehly2), ktorych ekspresj¢ wykazano tylko u szcze-
pow E. coli enterohemolizujacych. Pomimo, ze nie

349

przedstawiono dowoddow na to, ze biatka te posia-
daja aktywno$¢ hemolityczna, byly one uwazane za
enterohemolizyny [56].

Determinanty genetyczne odpowiedzialne za eks-
presj¢ enterohemolizyn kodowane sa przez fagi tagod-
ne (PC3888 oraz ®C3208), rozne od fagow zwiaza-
nych z toksynami shiga [8]. Fenotyp hemolityczny
Ehly syntetyzujacych ja szczepow E. coli mozna wy-
kaza¢ w sonikatach bakteryjnych lub po zadziala-
niu na komoérki E. coli czynnikow uszkadzajacych
DNA bakteryjne i wywotujacych tzw. odpowiedz
SOS (np.: mitomycyna C), a ktére indukuja lityczny
cykl fagow determinujacych ekspresj¢ Ehly. Pomi-
mo, ze synteza Ehly zwiazana jest z fagami fagodny-
mi nie wykazano, aby geny strukturalne enterohemo-
lizyn byly pochodzenia fagowego. Przypuszczalnie
fagi kodujace Ehlyl i Ehly2 posiadaja sekwencje
regulacyjne kontrolujace ekspresj¢ strukturalnej, chro-
mosomalnej determinanty enterohemolizyn. Ponadto,
Beutin i wsp. [8] zaobserwowali, ze transformacja
laboratoryjnego szczepu E. coli K12 plazmidami
pEO19 lub pEO39 (zawierajacym sekwencje fagowe
dla Ehly1 lub Ehly2) potaczona jest z ograniczona zy-
wotnos$cia oraz liza komorek szczepu biorcy plazmi-
du. Zjawisko to nie dotyczyto szczepdw rodzicielskich
E. coli, z ktérych izolowano fagi. Dopiero w roku
2002 Oscarsson i wsp. [56] wykazali, ze trans-
formacja niehemolizujacego szczepu E. coli K12
plazmidem zawierajacym fagi tagodne ®C3888 lub
®C3208 jest zwiazana z indukcja litycznego cyklu
tych fagow, co prowadzi do lizy komorek biorcy
i uwolnienia hemolizyny ClyA. Badacze ci udowod-
nili rowniez, ze tylko szczepy E. coli posiadajace nie-
tknicty gen clyA prezentuja hemolityczny fenotyp po
transformacji plazmidami zawierajacymi sekwencje
fagowe. Co wigcej, wprowadzenie do E. coli K12
plazmidoéw noszacych geny dla HlyA lub Ehx takze
powodowalo powstanie fenotypu hemolitycznego
szczepu biorcy, za zmiang ta faktycznie odpowiadata
cytolizyna ClyA. Nie wyjasniono roli biatek blony ze-
wnetrznej 33 kDa i 60 kDa w aktywno$ci hemoli-
tycznej enterohemolizujacych E. coli, ani kwestii, czy
fenotyp hemolityczny badanych szczepow zwiazany
jest tylko 1 wylacznie z synteza i uwalnianiem ClyA,
czy rowniez innymi biatkami bakteryjnymi. Ponadto,
wykazano, ze enterohemolizyny nie sa konstytutywnie
syntetyzowane przez dzikie szczepy E. coli, w prze-
ciwienstwie do szczepu E. coli K12, ktéremu wprowa-
dzono rekombinowany plazmid zawierajacy sekwencje
DNA (sklonowane z faga tagodnego), odpowiadajace
za syntezg enterohemolizyn. Konstytutywna synteza
enterohemolizyn drastycznie zaburza wzrost i zywot-
nos$¢ szczepow biorcow, czyniac enterohemolizyny
pierwszym przyktadem toksyn bakteryjnych aktywnych
wobec komorek eukariotycznych i prokariotycznych.
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Enterohemolizyny sa toksyczne dla hodowlanych
in vitro komoérek linii Vero, HeLa i HEp-2, CHO,
Caco-2. Po 24 godzinach dziatania enterohemolizyn
komorki ulegaja zaokragleniu i odrywaja si¢ od pod-
loza. Ponadto, nie stwierdzono ich toksycznego dziata-
nia, gdy podawano je dozylnie lub dootrzewnowo my-
szom [23]. Zwiazek aktywnosci enterohemolitycznej
szczepow E. coli z cytolizyna ClyA jest nadal badany.

3.4. Hemolizyny kontaktowe E. coli

Wsrod pateczek E. coli opisano dwie hemolizyny
nazwane kontaktowymi z uwagi na to, ze do wykaza-
nia ich aktywnosci hemolitycznej konieczny jest Scis-
ly kontakt komorki bakteryjnej z erytrocytami, ktory
uzyskuje si¢ przez zwirowanie krwinek i bakterii.

Hemolizyna kontaktowa (CHp,p-) enteroagrega-
cyjnych szczepow E. coli (EAEC) opisana zostata
przez Haque i wsp. [32]. Wedlug badaczy naj-
wyzsza aktywnos$¢ tej hemolizyny mozna stwierdzic,
gdy szczepy EAEC hodowane sa w bulionie CAYE
(Casamino Acids-Yeast Extract) wzbogaconym 1 mM
CaCl,. Szczepy EAEC wyrastajace w bulionie trypto-
zowo-sojowym cechuje bardzo staba aktywno$¢ he-
molityczna, natomiast brak jej, gdy szczepy sa hodo-
wane na innych podtozach. Poza tym, opisana przez
Haque iwsp. [32] hemolizyna wymaga do swej ak-
tywnosci odpowiedniego pH srodowiska, temperatury
37°C oraz hodowli z napowietrzaniem. Nie badano
zwiazku CHp,p- z wirulencja syntetyzujacych ja
szczepow E. coli.

Dobrze udokumentowanym przez Sansonetti
i wsp. [57], a nastgpnie Heider i wsp. [31] typem
hemolizyny kontaktowe;j jest hemolizyna (CH ) en-
teroinwazyjnych szczepdw E. coli (EIEC), syntetyzo-
wana rowniez przez pateczki z rodzaju Shigella spp.,
ktora odpowiada za zdolno$¢ tych drobnoustrojow do
wewnatrzkomorkowego namnazania si¢. Geny kodu-
jace CHp, zlokalizowane sa u pafeczek E. coli oraz
Shigella spp. na duzym plazmidzie wirulencji. Wedlug
badan Heider i wsp. [31] CHp, wykazuje aktywnos¢
hemolityczng tylko w temperaturze ciata ludzkiego,
w lekko zasadowym $rodowisku a homologiczna suro-
wica znosi jej aktywnos$¢. Hemolizyna CHy,.. wydaje
si¢ bardzo labilna oraz cechuje tylko i wylacznie zywe
komorki bakteryjne. Nie wykazano aktywnosci hemo-
litycznej badanych sktadnikéw $cian komorek EIEC
np.: LPS, biatek blony zewngtrzne;.

3.5. Hemolizyna t

Hemolizyna t opisana zostata w$réd zmutowa-
nych szczepow E. coli opornych na kwas nalidyksowy,
ktorego obecnos$¢ w srodowisku stymuluje aktywno$¢
hemolityczna tej cytotoksyny. Hemolizyna 7 jest sta-
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bo scharakteryzowana. Posiada aktywno$¢ hemolitycz-
na ograniczong do erytrocytow niektorych gatunkow
zwierzat, nie jest aktywna wobec krwinek ludzkich
i owczych. Strefy lizy wywolane przez hemolizyneg ©
na agarze z krwia sa mate i me¢tne, znacznie mniejsze
W porownaniu ze strefami wywolywanymi przez hemo-
lizyny o lub . Nie podjgto prob uzyskania oczyszczo-
nej hemolizyny t, ale wykazano, Ze jest ona aktywna
nawet po zabiciu komorek E. coli chloroformem [7, 17].

3.6. Aktywno$¢ hemolityczna enteropatogennych
E. coli (EPEC)

Aktywnos$¢ hemolityczna enteropatogennych szcze-
pow E. coli (EPEC) jest stabo zbadana. Zdolnos¢ lizy
erytrocytow przez EPEC jest zwiazana z komorka
bakteryjna i zalezy od systemu sekrecji typu III.
EPEC, podobnie jak grupa szczepow E. coli tzw.
DAEC (Diffusely Adhering E. Coli) — przylegajacych
do komorek nabtonka w sposodb rozsiany, posiada
wyspecjalizowany aparat sekrecji typu IlI, za posred-
nictwem ktdérego drobnoustroje te ,,wstrzykuja” sekre-
cyjne biatka efektorowe wprost do cytozolu komoérki
gospodarza m.in. krwinek czerwonych. Z uwagi na to,
ze aparat sekrecji typu III przypomina igle strzykawki
(tworzy kanat taczacy bakterig z erytrocytem), do lizy
nie jest wymagany $cisty kontakt bakterii z krwinka
a hemoliza koreluje z translokacja biatek sekrecyjnych
E. coli — EspB, EspD, EspF, Tir. Wyniki badan wska-
zuja, ze za aktywnos$¢ hemolityczna EPEC moze od-
powiadaé sekrecyjne biatko EspD lub biatka EspD
i EspB, gdyz tylko mutacje w obrebie genow koduja-
cych te biatka redukowaly zdolnos¢ hemolizy krwi-
nek przez badane szczepy E. coli. Ponadto, w btonach
erytrocytdéw zhemolizowanych pod wplywem bak-
terii, za pomoca przeciwcial monoklonalnych wyka-
zano obecnos$¢ biatka HlyD [34, 35, 60]. Aktywnos¢
hemolityczna EPEC hamuje o,— antytrypsyna oraz
laktoferyna [38, 52].

4. Podsumowanie

Pateczki E. coli naleza do jednych z najlepiej po-
znanych bakterii, pomimo to wciaz niewiele wiadomo
na temat licznych, syntetyzowanych przez nie czyn-
nikéw wirulencji m.in. hemolizyn.

Opisano szereg hemolizyn syntetyzowanych przez
E. coli, wérdd ktorych najlepiej poznang jest hemoli-
zyna HlyA uwazana za czynnik wirulencji szczepow
E. coli izolowanych z zakazen ogolnoustrojowych
oraz zakazen ukladu moczowego. Niewiele natomiast
wiadomo na temat roli tej hemolizyny w zakazeniach
uktadu pokarmowego. Hemolizujace szczepy E. coli
izolowane sa z probek katu zardwno os6b chorych jak
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i zdrowych, stad powszechnie uwazane s3 za niecho-
robotworcze lub potencjalnie uropatogenne. Opisana
grupa szczepdw E. coli zdolnych do odrywania ko-
morek hodowlanych (CDEC), z ktorych wigkszo$¢
wytwarza hemolizyn¢ o, zdaje si¢ potwierdzac role
HlyA jako czynnika wirulencji takze w zakazeniach
przewodu pokarmowego.

Wiele hemolizyn E. coli zwiazanych jest z komorka
bakteryjna, wskazujac na wazna w patomechanizmie
zakazen role kontaktu bakterii z komorkami eukario-
tycznymi, jednak czy hemolizyny, ktére wykazuja ak-
tywno$¢ cytotoksyczng in vitro sa tak samo aktywne
in vivo? Czy poprzez indukcje sekrecji cytokin pro-
zapalnych hemolizyny E. coli moga przyczyniaé si¢
do rozchwiania rownowagi pomigdzy uktadem immu-
nologicznym jelita a flora fizjologiczna, co staje si¢
przyczyna rozwoju choroby? Te i inne pytania wciaz
pozostaja bez odpowiedzi.
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