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Toxiny

zodpovédné za toxicitu a invazivitu

enzymy - peptidy zpUsobujici péry v membrané
nebo prevazné proteiny (exotoxiny)
superantigeny

toxiny jsou také virulentni faktory
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Toxin je slozen ze dvou domén
e AaBdoména
* A.... katalyticka fce (modifikace protein( hostitele)

* napr: glykosylace, proteolyza, nekovalentni modifikace

* B....vazebna doména
*  kdyz domény oddélime, samotna A doména je toxicka, ale nedostane se do bunky

* B domeéna je schopna se do bunky dostat, ale neni nijak toxicka

*  existuje zde také translokacni doména - inzerce toxinu pomoci endozomu
(= toxin diky tomu |épe pronika do cytoplasmy)
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Vstup toxinti do cilové buriky
Dva mechanizmy vstupu pres membranu:

1) pfimy vstup po vazbé B jednotky na receptor a vytvoreni péru v
membrané pro transport A podjednotky do CPL

2) vazba A+B komplexu na receptor, ten zprostredkuje endocytézu
* uvnitf endozomu pribyva H+ iontl a okyseluje se, to vede k oddéleni jednotek
* B podjednotka nasledné napomaha priniku A jednotky

* neékteré toxiny vstupuji obéma cestami

* podobna enzymaticka fce nemusi znamenat stejnou cestu vstupu

* pr. anthrax a adenylat cyklaza Bordetella pertusis - oboji katalyzuji produkci
cAMP z rezerv ATP, ale anthrax vstupuje receptorem
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Pory formuijici toxiny

* nejpocetnéjsi skupina toxin

*  zpuUsobuji pdry u rostlin, Zivocich(
* tim dojde k naruseni membrany

* porje tvoren podjednotkami prisedajicimi na membranu

tak vznikne komplex , dojde ke zméné konformace proteinu a vznikne por

PFT

Receptor




* dominuji dvé podskupiny proteinové konformace- alfa a beta (alfa helix, beta list)
B—skladany list
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Figure 3-9 part 1 of 2. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.
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Toxin
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Pory formujici toxiny
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Superantigeny

» dalSi skupina toxinu

* vyvolavaji velkou systémovou odezvu, protoze se vazi na molekuly MHC druhé tridy
*  modifikuji pomocné T-lymfocyty

* to zpUsobi imunitni odpovéd

* napf. syndrom toxického Soku je zplsobé superantigenem

TSS - syndrom toxického soku

* reakce téla na toxiny uvolfnované bakteriemi Staphylococcus

* muzZe zpUsobit nutné amputace i smrt zpisobenou hypovolemickym Sokem

* tj. ndhld porucha pritoku krve organy a tkani

e prestanou fungovat srdce a plice

* jerel. vzacny ale ¢astou pficinou je nevhodné pouzivani menstruacnich tampdn
e priznaky - vysoka horecka se zvracenim




Superantigen - mechanismus

e superantigen je virovy nebo bakterialni protein, ktery se vaze soucasné na V3 doménu T-
bunécného receptoru a na fetézec a molekuly MHC I

* tj. makrofag a na T-bunécny receptor T-lymfocytu

* T-lymfocyty schopné ucinné regulovat imunitni systém tim, Zze vylucuji do krve cytokiny
* kdyz se v krvi objevi superantigeny, dochazi k aktivaci 2—20 % vSech T-lymfocyt(

* superantigen vede k masivnimu uvolnéni cytokinint a chemokinin(

* superantigeny jsou rezistentni k proteazam a denaturaci teplem

* jejich proliferace a diferenciace pak vede produkci zvySeného mnoizstvi prozanétlivych faktor(
(TNF-a, IL-2, IFN-y) a TSS

* streptokoky a stafylokoky Mexscape
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Bakterialni exotoxiny

exotoxiny jsou vysoce toxické, ptsobi v misté vzdaleném od mista vstupu
nezvysuji teplotu

vylucovany zivymi bunkami v exp. fazi

produkovany G+ i G- bakteriemi

proteiny, malo polypeptidy (pf: enzymy)

vazou se obvykle na specifické receptory — GP, sialoglykosidy (G proteiny)
kddovany geny plazmidd

termolabilni; inaktivovany pri 60 °C

produkovany: V. cholerae, enterotoxigenni E. coli (ETEC), nékteré kmeny S. aureus

Differences Between Exotoxins and Endotoxins

Cell wall Endotoxin

d
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(a) Exotoxins are proteins (b) Endotoxins are the lipid portions of
produced inside pathogenic lipopolysaccharides (LPSs) that are part
bacteria, most commonly of the outer membrane of the cell wall
gram-positive bacteria, as part of of gram-negative bacteria (lipid A; see
their growth and metabolism. The Figure 4.13c). The endotoxins are
exotoxins are then secreted or liberated when the bacteria die and the
released into the surrounding cell wall breaks apart.

medium following lysis.



Bakterialni exotoxiny a makroorganizmus

* vysoce toxické, pro zvirata letalni i v malych davkach

* vysoce antigenni, stimuluji vznik antitoxinu

* spojené s prdjmovymi onemocnénimi a otravami z potravin

* toje zpUsobené tim, Ze chlor jde z bunky ven, ale sodik nejde dovnitt
* tim dochazi k poskozeni epitelu ve stfevé = prijem

* vétSinou exotoxin pusobi v misté vzdaleném od vstupu

* tj. je invazivni - botulin, tetanospazmin

* specificky toxické — botulin, tetanospazmin — neurony

* nespecificky toxické - pro celou fadu cilovych bunék, zplsobuji nekrézu
(kolagenaza, hyaluronidaza, streptokinaza, fosfolipaza, lecitinaza, hemolyziny, leukocidiny)
* neindukuji hore¢naté stavy; zvysuji hladinu nitrobunééného cAMP
(choleratoxin stimulujici kinazu A)
inhibuji syntézu protein( (diftericky toxin - zaskrt)
*  maji afinitu k nervovym vldknim



Bakterialni exotoxiny jako vakciny

exotoxin lze konvertovat na toxoid —tj. modifikované toxiny

toxicita byla snizena nebo odstranéna, imunogenicita zachovana

po konverzy na toxoidy jsou vyuzity jako agens pro imunizaci - vakciny
tj. mGZou imunizovat organismus

endotoxiny nelze takto pouzit!!!

nejsou toxické, pouze antigenni, pouziti ve vakcinach (pf: diftericky toxoid, tetanovy o.)

konverze exotoxinl do toxoid( probihd napf. pldsobenim teploty nebo chemicky
formalin,iodin, kys.askorbova, pepsin, keton (smés: 37 °C, v rozmezi pH 6 — 9; nékolik dn(i)

HOW VACCINES WORK

A weak or dead This sparks your immune The antibodies fight
form of the germ > response to develop antibodies > off the germ if it
is introduced that remember the germ invades again




Letalita bakterialnich exotoxinu

Toxin Toxic Dose Host Lethal compared
(mg) toxicity with:
_ Endotoxin  Snake
Strychnine
(LPS) Venom
Botulinum
, 0.8x1038 Mouse 3x10° 3x107 3x10°
toxin
Tetanus
, 4x108 Mouse 1x10° 1x10/ 1x10°
toxin
Shiga toxin  2.3x10° Rabbit 1x10° 1x10’ 1x10°
Diphtheria : :
6x10™ Guinea pig  2x10° 2x10% 2x107?

toxin




Toxiny z Clostridii

Clostridium tetani, Clostridium botulinum

toxiny rozkladaji SNARE proteiny - umoznuiji ¢ast tzv. vezikularniho transportu uvnitr bunky -
splyvani membranovych vackua v bunkach

tim blokuji pfenos signalu na nervovych synapsich

SNARE proteiny se specializuji na konkrétni membranové organely

obvykle transmembrdnové proteiny a obsahuji sadu alfa-helixd

SNARE proteiny se na sebe vazou, pricemz helikalni doména jednoho proteinu se omota kolem
helixu druhého - tzv. trans-SNARE komplex

synaptic
vesicle

Autor: Danko Dimchev Georgiev, M.D. — http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Exocytosis-
machinery.jpg, CC BY-SA 3.0, https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=3735566



*  Clostridium perfringens - poskozeni epitelialni bunécné vrstvy
* Clostridium septicum - srdce

enterotaxin vstup Ca do bunek --> poskozeni bunék (pokud se

tento toxin dostane do jater = smrt

Nerve tarminal Hepatocyte
ti Clostridia

SH-activated

pUsobi toxicky na srdce, pokud se dostane do krve...
hemaly sin

{; zpUsobuje ale taky nekrdzu jinych svall

=




Bakteridlni endotoxiny

endotoxiny —jsou soucasti bunécné stény G- bakterii
tvoreny lipopolysacharidem
nelze je konvertovat na toxoid (NE vakciny)

uvolnitelné lyzi buriky

nemaji specificky receptor

mirné toxické - ve vétsich davkach letalni pro zvirata

termostabilni- toxicita zachovana ¢asto i pfi vicehodinovém plsobeni 60 °C
slabé antigenni

syntéza rizena geny nukleoidu

Cell Wall of Gram-negative Bacteria LPS
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https://abbiosciences.com/blogs/science-blog/regarding-endotoxin



Bakterialni endotoxiny a makroorganismus

ucinky endotoxinll — shoduiji se u vétsiny G- bakterii

jsou pyrogenni - vyvolavaji horecku

stimuluje odpovéd imunitniho systému — aktivace makrofagt, neutrofilt, lymfocyt( B
vznik lokalni zanétlivé reakce

pri vyssich koncentracich mlze dojit ke vzniku endotoxického Soku

horecka — plsobi na makrofagy, uvolfiuje se IL-1, plsobi na centrum termoregulace
leukopenie — mlzZe byt nasledovana leukocytézou

hypoglykémie — LPS zpUsobuje glykolyzu v burikdch rlizného typu

septicky Sok — pri bakteriémii

koagulaéni kaskady, ktera vede ke konverzi fibrinogenu na fibrin (srazeni krve)

endotoxin zpUsobi adhezi desticek na endotelium cév

aktivuje preménu plazminogenu na plazmin (rozpousténi fibrinovych vldken krevni srazeniny)
vznik diseminované intravaskularni koagulace (DIC) - vede k zvySeni krvacivosti

mUZe zpUsobit smrt (septicky Sok)



WHAT IS ENDOTOXIN?

Gut Metabolic Signalling Molecules

‘ AMPK =i LOw mitochondria
function

- |Nsulin resistance

CCK and
GLP-1

‘ ANGPTL4 e Liver fat

Obesliy and
- =) Diabetes

Causes of Imbalanced Gut Flora

cesarean section birthing, formulo feeding. excessive hygeine, acid suppressing Reduced bacterial diversity,
medications (PPIs), anti-inflammatory medications (NSAIDs), environmental toxins, w— enhanced calorie extraction from food

T BELLY FAT EFFECT



Enterotoxigenni E. coli
 dveé skupiny - LT1 a LT2, obé maji podjednotku A

a) Tepelné labilni enterotoxin
e dvé skupiny (LT-I, LT-II)
 jedna podjednotka A, pét podjednotek B

b) Tepelné stabilni enterotoxin

e malé monomery s mnoha cysteinovymi zbytky

* pospojovanych disulfidickymi mustky (stabilita)

e dvé skupiny STa a STb pusobi na cyklicky guanosin-monofosfat
* inhibuje adsorpci Na - vysledek je prdjem

e STb taky poskozuje klky a vyvolava atrofii




Enterohemoragicka/Shigatoxigenni E. coli

* zpUsobuje shigatoxin 1, shigatoxin 2

* Enterobacteriaceae, zejména plvodce Uplavice (Shigella dysenteriae) a nékterymi kmeny Escherichia
coli

* toxin blokuje tvorbu bilkovin v stfevnich epitelidlnich bunkach tim, Zze poskozuje 23S rRNA nutnou pro
spravné fungovani ribozomu

* hemoragicka kolitida- krev ve stolici, silna bolest bricha, zvraceni, horecky

* hemolyticko-uremicky syndrom

* krvavy prijem, neuropatie (poSkozeni nervové soustavy), selhdni ledvin, trombocytopemie (pokles
desticek)

* trombotickd trombocytopenicka purpura
* shigaroxin --> do bunék endocytézou, pres GA jde az do ER

Mechanism of action of Shiga Toxin

SHIGA
TOXIN

Shiga toxin in enterohemorrhagic E.colr. regulation
and novel anti-virulence strategies

Alline R. Pacheco and Vanessa Sperandio*




* toxin cestuje pres Golgiho aparat a end.retikulum
* receptorem toxinu je GM1 receptor

From Escherichia coli heat-stable enterotoxin to
mammalian endogenous guanylin hormones

A.A.M. Limal , M.C. Fontelesl 2



Enteroagregativni E. coli

* tepelné stabilni enterotoxin EAST1 a Pet toxin

* nuti bunky strevniho epitelu vytvaret biofilm

* produkuje dva toxiny

*  Pet (pUsobi na fodrin-protein potrebny k napojeni
aktinového vlakna na CM)

«  aEASTL1 fce neni uplne jasnd, ze dochdzi k prajmam :) ' Yy ¥ ¥V vy
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Toxiny u Staphylococcus aureus
a) Superantigeny — toxin syndromu toxického Soku (TSST-1) a stafylokokové enterotoxiny (SE)

Diagnosticka kritéria syndromu toxického Soku:

*  vysoka teplota (nad 38,9 oC)

e vyrazka

e pokles krevniho tlaku

e 1-2 tydny po pocatku onemocnéni olupovani pokozky na dlanich a ploskach
e zvraceni

 prUjem

* bolest svall

* kombinace téchto ptiznakd mohou znesnadnovat uréeni spravné diagndzy!



b) toxiny tvorici péry v bunécné sténé — dvé podskupiny:

leukotoxiny a a-hemolyzin

a-hemolyzin

produkované témeér vsemi kmeny S.aurea
* puUsobi na fibroblasty, epitel, redukuje srazlivost krve
e existuje taky Gama hemolysin - pusobi na neutrofily, makrofagy a €.krvinky

c) toxiny vyznacujici se proteolytickou aktivitou — exfoliativni
e toxiny a toxiny zpusobujici epidermolytické infekce

a-hemolyzin



Cyanotoxiny

Cyanotoxin je toxin produkovany sinicemi
mohou pUsobit problémy zejména pfi premnozeni sinic (,,vodni kvét“)
vodni kvét je ¢asto zpliseben eutrofizaci vody (obohaceni Zivinami — napt. splach z poli)

ucinky mohou byt akutni nebo chronické
zalezZi na sile a koncentraci toxinu...a taky na dobé vystaveni tomuto toxinu
toxiny sinic asto vyvolavaji alergické reakce




Proc sinice toxiny produkuji?

nejasna odpovéd, nékolik moznosti...

strukturni ¢i metabolicka funkce - tzn. Ze predstavuji zasobni latky, chelatace zeleza
mohou predstavovat signalni molekuly ke komunikaci

potlaceni ristu konkurencénich fotoautotrofnich organismu - alelopatie (cyanobakteriny i
nostocyklamid)

alelopatické ucinky na lidi maji pravdépodobné mikrocystiny — neg. ucinek hlavné na vys.
rostliny

rada pripadl otrav dobytka a zvére sinicemi Aphanizomenon flos-aquae, Anabaena flos-
aquae a Microcystis aeruginosa

v Evropé ¢asto pUisobi problémy sinice Microcystis a Planktothrix
zaznamenana i lidska amrti pric¢itana cyanotoxiniim

teorie o vymreni nékolika velkych savcl v pleistocénu - na zakladé chemickych rozbor fosilii
pric¢itano rovnéz cyanotoxinim




Rozdéleni cyanotoxin:

1.) podle chemické struktury se rozliSuji cyanotoxiny na bazi alkaloidd, cyklické a linearni peptidy
a lipopolysacharidy

2.) podle biologické aktivity

hepatotoxiny (toxické pro ¢innost jater),

neurotoxiny (toxicky ucinek na nervovy systém),

imunotoxiny (negativné ovliviuji imunitni systém),

imunomodulanty (alergenni vliv, podniceni zdvaznéjsich autoimunitnich chorob, a podobné),
mutageny a genotoxiny (zpusobuji mutace DNA, ¢asto schopné vyvolat rakovinu),
embryotoxiny (toxické pro embryo),

cytotoxiny (toxické pro bunky bakterii, ras ¢i napf. lidské buriky)

nodularin, mikrocistin = hepatotoxiny (poskozuji jatra teplokrevnych ZivocichG-strukturu i fci)

anatoxiny = neurotoxiny (neurotoxické efekty, naruseni signalizace mezi neurony a svalstvem-
pozor - i u dychacich svalQ - uduseni)

dermatotoxiny (zpusobuji vyrazky)
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