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Characterization of CDT (cytolethal distending toxin) genotoxins

Abstract: The cytolethal distending toxins (CDTs) comprise a family of intracellulary acting bacterial protein genotoxins, produced
by a variety of Gram-negative pathogenic bacteria, which cause DNA damage in the target cells. The DNA damage-response in the
initiated cell results in the characteristic and irreversible cell cycle arrest and apoptosis in a broad range of mammalian cell cultures.
Most of CDTs are AB, toxins composed of three different subunits: CdtA and CdtC, both exhibiting a lectin-type fold, and CdtB, which
is the active component of the complex, with DNase I and phosphatase activity. Although it is generally accepted that CdtA and CdtC,
required for full activity of the CdtB, mediate its delivery into host cells, their precise role in the process remains poorly understood.
Also the mechanism of toxin secretion and the mechanisms of cell surface binding, uptake and trafficking require further investigation.
Some bacteria utilize OMVs to secrete CDTs. After internalization by dynamin-dependent endocytosis which requires the intact lipid
rafts, toxin is retrograde transported through Golgi complex and the endoplasmic reticulum into the cell nuclear compartment, where
CdtB exerts its toxic activity. CDTs are virulence determinants playing an important role in the pathogenesis of several bacterial diseases
associated, for example, with human infections by Campylobacter jejuni, Escherichia coli and Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

This review encompasses recent work on CDTs and focuses on the CDTs structure as well as on the molecular mechanisms of toxin
uptake and cell’s intoxication. We also discuss some controversial issues and indicate questions which still remain unanswered.

Contents: 1. Introduction. 2. General characterization of CDT - cdt operon. 3. Role of CDT toxin subunits. 4. Mechanisms of mature
toxin assembly, CDT tertiary structure. 5. CDT uptake into host cells. 6. Mechanism of CDT cellular intoxication. 7. Untypical CDT toxin
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1. Wstep

Patogenne mikroorganizmy podczas koewolucji
z organizmem gospodarza wyksztalcity réznorodne
strategie inwazji i przezycia. Jednym z tych mechaniz-
mow jest wydzielanie zwigzkow, gléwnie bialek zwanych
egzotoksynami, ktére modyfikuja funkcje komoérkowe.
Najczesciej ich aktywno$¢ jest letalna dla komorek
gospodarza. Egzotoksyny wytwarzane sg zardwno przez
bakterie Gram-dodatnie jak i Gram-ujemne, zaréwno
przez bakterie tlenowe jak i beztlenowe. R6znig si¢ one
mechanizmami dzialania oraz docelowymi komoérkami
wobec ktérych ujawniajg swoja aktywno$¢, a ich nomen-
klatura nie jest jednoznacznie usystematyzowana. Nazwy
moga pochodzi¢ od rodzaju atakowanych komorek
(neurotoksyny, leukotoksyny), od szczepdw, przez ktdre
s produkowane (Shigella sp. — toksyna Shiga), wywoly-
wanych chordb (Clostridium tetani — toksyna t¢zca) czy
tez posiadanej aktywnosci (Bordetella pertussis — cyklaza
adenylowa). Zdarza sie, ze nadawane jest im malo
informacyjne oznaczenie literowe, tak jak w przypadku

toksyny A wydzielanej przez Pseudomonas aeruginosa.
Niektore toksyny posiadajg kilka wymiennie stosowa-
nych nazw i tak np. toksyna E. coli podobna do toksyny
czerwonki zwana jest tez werotoksyna, od nazwy linii
malpich komoérek (Vero) wrazliwych na jej dzialanie.
Egzotoksyny wydzielane sa przez blone¢ zewnetrzna
bakterii gramujemnych za pomoca réznych systemow
sekrecji (I, I, V, OMVs — outer membrane vesicles) [13,
33]. Do grupy toksyn zaliczane sg takze przez niektérych
badaczy tzw. bialka efektorowe przekazywane z cyto-
zolu bakterii do docelowej komorki za pomocg systemu
sekrecji typu III (TTSS - type three secretion system) lub
IV (TESS - type four secretion system). Bialka te mody-
fikuja procesy fizjologiczne komoérek eukariotycznych,
tak by stworzy¢ dogodne dla mikroorganizmu warunki
do zycia i replikacji [12, 70].

Przyjmujac za kryterium podzialu egzotoksyn
mechanizm ich dzialania mozna wyrdzni¢ trzy gtéwne
ich typy: a) toksyny internalizowane przez komorki
gospodarza i wplywajace na ich strukture/metabolizm,
b) toksyny oddzialujace z receptorami na powierzchni
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komorek ssaczych i wywolujace wielopoziomowa odpo-
wiedz tzw. superantygeny oraz c) toksyny uszkadzajace
blone cytoplazmatyczng, poprzez tworzenie w niej
pordéw lub aktywnos¢ enzymatyczng [65].

Przedstawiony nizej artykul przegladowy ma na celu
zapoznanie czytelnika z danymi eksperymentalnymi
opisujgcymi strukture oraz mechanizm dziatania tok-
syny CDT (cytolethal distending toxin). Jest to pierw-
sza opisana genotoksyna, ktéra wywoluje uszkodzenie
materialu genetycznego wrazliwych komorek eukario-
tycznych, co skutkuje zatrzymaniem ich cyklu komérko-
wego i w efekcie $mier¢ komorek. Z tego powodu zwana
jest takze cyklomoduling. Toksyna CDT jest produko-
wana przez wiele gatunkéw Gram-ujemnych bakterii
patogennych dla ludzi i/lub zwierzat, kolonizujacych
rozne nisze ekologiczne, nalezacych do klas Gamma-
i Epsilonproteobacteria. Aktualnie w bazach danych
znajduje si¢ ponad 500 sekwencji aminokwasowych
biatek adnotowanych jako sekwencje aminokwasowe
odpowiednich podjednostek toksyn CDT [21]. Najdo-
ktadniej pod wzgledem biochemicznym, strukturalnym
oraz fizjologicznym przebadane zostaly toksyny CDT
produkowane przez: Escherichia coli (EcCDT), Haemo-
philus ducreyi (HACDT), Shigella dysenteriae (SACDT),
Salmonella enterica sv. Typhi (SeCDT), Helicobacter
hepaticus (HhCDT), Aggregatibacter (dawniej Actino-
bacillus) actinomycetemcomitans (AaCDT) i Campylo-
bacter spp (CjCDT) [3, 14, 23, 25, 40, 53, 64].

Najczesciej zalecana nomenklatura toksyn CDT pro-
dukowanych przez rézne gatunki mikroorganizmoéw,
podana wyzej, zaklada poprzedzenie skrétu CDT duza
literg odpowiadajaca pierwszej literze nazwy rodzajo-
wej i malg literg odpowiadajgcy pierwszej literze nazwy
gatunkowej produkujacego toksyne mikroorganizmu.
Wraz z szybkim wzrostem liczby mikroorganizmoéw
o zsekwencjonowanych genomach ten system juz nie-
dtugo moze okazac si¢ niejednoznaczny. Ostatnio zapro-
ponowano wigc zastgpienie jednej litery nazwy gatunko-
wej jej trzema pierwszymi literami. I tak zamiast GGCDT
niektérzy autorzy proponujg stosowanie oznaczenia
CjejCDT [30].

2. Ogolna charakterystyka CDT - operon cdt

Toksyna CDT zostala po raz pierwszy opisana
w 1987 roku, kiedy to Johnson i Lior wykazali,
ze supernatant znad hodowli komérek E. coli powoduje
charakterystyczne postepujace, powolne pecznienie
komorek eukariotycznych (2-5 dni) prowadzac osta-
tecznie do ich $§mierci [7, 32]. W 1988 roku udokumen-
towano, ze niektdre kliniczne izolaty C. jejuni powoduja
podobne zmiany [7, 31]. Wrazliwa na dzialanie tem-
peratury i trypsyny toksyna wykazuje cytotoksyczno$¢
w stosunku do komorek wiekszosci linii komérkowych,
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m.in. CHO (chinese hamster ovary), HeLa (human cervi-
cal adenocarcinoma epithelial cells) [15] i Hep-2 (human
epithelial type 2) [51]. Na jej dzialanie nie s3 natomiast
wrazliwe fibroblasty 3T3 (mouse embroynic fibroblasts
cell line) [8], jak rowniez komorki linii Caco-2 (human
colonic carcinoma cell line) [15] i ludzkie limfocyty [62].

Locus CDT sklada si¢ z trzech zlokalizowanych
przewaznie na chromosomie, wspdlnie, konstytutyw-
nie transkrybowanych otwartych ramek odczytu (ORF):
cdtA, cdtB i cdtC [40, 51, 68]. Unikalny locus cdt, sktada-
jacy sie z pieciu ORFs: orfl, orf2, cdtA, cdtB, cdtC, wyste-
puje w genomie A. actinomycetemcomitans. Dwie krot-
kie otwarte ramki odczytu (orfI i orf2) zlokalizowane sg
powyzej genu cdtA i prawdopodobnie transkrybowane
razem z trzema genami cdt. Nie wiadomo jednak czy
mRNA orfl i orf2 ulegaja translacji in vivo, a delecja tego
fragmentu DNA nie wptywa na aktywnos¢ toksyny [61].
Patogenne szczepy E. coli nietypowo wytwarzaja pieé
typow toksyn CDT (oznaczane EcCDT I-V zgodnie z
chronologia ich opisania), z ktérych jedynie EcCDT-
-IIT kodowana jest przez geny zlokalizowane na plazmi-
dzie Vir [1, 52, 68, 69]. Chromosomowe geny kodujace
pozostale typy toksyn E. coli otoczone sg przez nukle-
otydowe sekwencje lambdoidalnych fagéw wskazujace
na ich przeniesienie na drodze transdukeji, co suge-
ruje, ze operon cdt zostal nabyty na drodze horyzon-
talnego transferu gendéw i stanowi wyspe patogennosci
nieduzych rozmiaréw [37]. Z trzech genéw, ktérych
produkty tworza toksyne CDT, najwyzszy poziom kon-
serwacji wykazuje sekwencja nukleotydowa genu cdtB
[71]. Poziom identyczno$ci sekwencji aminokwasowych
CdtB zalezy od poréwnywanych gatunkow bakterii. Tak
np. sekwencja aminokwasowa HdCdtB jest identyczna
w 95,8% z AaCdtB, podczas gdy z EcCdtB-I wykazuje
jedynie 51,1% identycznodci [7, 62]. Niezaleznie jednak
od stopnia identycznosci sekwencji aminokwasowych
podjednostek CdtB zachowujg one elementy struktu-
ralne warunkujace podobny mechanizm ich dzialania.

CDT nalezy do grupy toksyn AB, ktére wnikajac
do wnetrza komoérek gospodarza moduluja w rézno-
rodny sposdb ich strukture i/lub metabolizm. General-
nie toksyny AB sktadajg sie z podjednostki A (activity)
posiadajacej aktywno$¢ enzymatyczng i z podjed-
nostki/ek B (binding), ktére poprzez wigzanie si¢ do
swoistych receptoréw na powierzchni komorki doce-
lowej posredniczy/a w transporcie podjednostki A do
miejsca dziatania. Wyréznianych jest kilka podklas tok-
syn AB w zaleznosci od budowy i mechanizmu skta-
dania dojrzatej toksyny. Toksyna A P aeruginosa lub
toksyna dyfterytu skladaja si¢ z jednej podjednostki A
i jednej podjednostki B syntetyzowanych jako poje-
dynczy fancuch biatkowy, ktory przechodzi nastepnie
potranslacyjne modyfikacje. Toksyna cholery oraz tok-
syna LT enterotoksycznych szczepéw E. coli to przyklady
toksyn podklasy AB.. Toksyna waglika nalezy do trzeciej
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podklasy, poniewaz jej podjednostki transportowane
s3 niezaleznie na zewnatrz komorki bakteryjnej i skla-
dane do dojrzatej holotoksyny dopiero na powierzchni
komorki eukariotycznej. CDT nalezy do nowej pod-
klasy toksyn AB - podtyp AB,. Spo$réd trzech budu-
jacych ja podjednostek: CdtA, CdtB i CdtC aktywnos¢
enzymatyczng posiada CdtB, natomiast CdtA i CdtC
odpowiadaja raczej za rozpoznanie docelowej komorki
i posrednicza w transporcie podjednostki B do jej wne-
trza, cho¢ ich dokladna rola w procesie intoksykacji
komorek docelowych nie jest do konca wyjasniona.
Masy czasteczkowe poszczegolnych podjednostek w
zaleznosci od gatunku wytwarzajacego je mikroorgani-
zmu wynoszg odpowiednio: 23-30, 28-29, i 19-21 kDa
dla CdtA, CdtB i CdtC [27; 58; 61]. Trzy podjednostki
toksyny sg syntetyzowane konstytutywnie, skladane w
kompleks na terenie peryplazmy po usunieciu sekwencji
sygnalnych i translokowane na zewnatrz komorki bak-
teryjnej. Przypisanie funkcji okreslonej podjednostce
mozliwe bylo dopiero po sklonowaniu kodujacych je
genow w komorkach E. coli i oczyszczeniu rekombino-
wanych biatek. Wczesniej uzyskiwano niespojne wyniki
badan, co prawdopodobnie bylo wynikiem zanieczysz-
czenia preparatu badanej podjednostki pozostatymi
skladnikami kompleksu. Ostatnio uzyskane dane ekspe-
rymentalne sugeruja, ze obecnos¢ trzech podjednostek
jest konieczna dla zachowania pelnej aktywnosci przez
toksyne CDT wydzielang przez H. ducrei, Aggregatibac-
ter actinomycetemcomitans oraz Camylobacter jejuni
(5, 36, 46, 47, 54, 55, 58, 71], cho¢ kontrowersje nadal
dotycza roli podjednostki CdtA. Jej obecno$¢ w kom-
pleksie nie wydaje si¢ by¢ absolutnie wymagana, cho¢
podwyzsza poziom indukowanych zmian w komoérkach
eukariotycznych [4, 5, 38]. Nietypowa strukture posiada
toksyna CDT produkowana przez komoérki Salmonella
enterica sv. Typhi, co opisano w dalszej cze$ci tej pracy
przegladowe;j.

3. Funkcje podjednostek toksyny

Podjednostka CdtB wykazuje strukturalne podobien-
stwo do nukleaz eukariotycznych. Charakterystyczne dla
ssaczej DNazy I reszty aminokwasowe zaangazowane
w hydrolize¢ wigzan fosfodiestrowych (His134 i His252),
reszty aminokwasowe biorgce udzial w tworzeniu wig-
zan wodorowych (Glu78 i Asp212), jak réwniez wysoko
konserwowane reszty aminokwasowe oddziatujace
zDNA (Arglll, Asnl70, Arg41) majg swoje odpowied-
niki w sekwencji aminokwasowej CdtB. Podjednostka
CdtB zawiera takze odnajdywany we wszystkich DNa-
zach pentapeptydowy motyw (Ser-Asp-His-Tyr-Pro),
w ktorym dwie reszty aminokwasowe (Asp251 i His252)
sa kluczowe w przebiegu procesu enzymatycznego
[15, 51]. Przewidywana na podstawie analizy in silico
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funkcje nukleolityczng potwierdzono doswiadczalnie.
Stwierdzono, ze preparat zawierajagce EcCDT, AaCDT
badz HACDT w warunkach in vitro, wykazuje aktyw-
no$¢ DNazy wobec plazmidowego DNA [5, 14, 15, 48].
Takze wprowadzenie oczyszczonej podjednostki CdtB
na drodze elektroporacji lub bezpos$redniej iniekcji do
komorek eukariotycznych stymuluje zmiany w chro-
matynie transfekowanych komoérek [18, 36]. Zmiana
aminokwasow uwiklanych w proces katalityczny badz
wigzanie Mg** wykazala, ze zmutowane biatka nie posia-
daja aktywnosci nukleazy w warunkach in vitro i nie
wywotuja w komoérkach typowych dla dzialania opisy-
wanej toksyny zmian [15, 24, 26, 35].

CdtB, w zaleznosci od pochodzenia, moze wykazy-
wa¢ rézny poziom aktywnosci nukleolitycznej. Elwell
i Dreyfus za pomocg reakcji ,nacinania plazmi-
dowego DNA”, umozliwiajacej ilosciowe oszacowanie
superzwinietej (supercoiled) formy DNA, udokumen-
towali, ze EcCdtII-B posiada tylko 0,01% aktywnosci
ludzkiej lub bydlecej DNazy I [14]. Jednoczesnie wyka-
zano, ze zageszczony supernatant znad komorek E. coli
zawierajacych HdCdtB wykazuje aktywno$¢ na poziomie
podobnym do trzustkowej DNazy I [20]. Niska nukle-
azowa aktywno$¢ CdtB obserwowana in vitro moze
sugerowac, ze biatko to wymaga do osiggniecia pelnej
aktywnosci obecnosci komoérkowego kofaktora lub spe-
cyficznej struktury chromatyny. Jednakze wiadomo, ze
jedno dwuniciowe pekniecie nici DNA jest wystarczajace
do zatrzymania cyklu komoérkowego. Mozliwe jest zatem,
ze nawet niska aktywno$¢ nukleazy in vivo jest wystar-
czajaca do wywolania efektu cytotoksycznego [37].

Kontrowersyjne wnioski z przeprowadzonych ekspe-
rymentéw wysnuli Shenker i wsp, ktérzy sugeruja,
ze zmiany wywolywane przez CDT zwigzane s3 raczej
z aktywnoscig fosfatazowa bialka [60]. Wykazali oni, ze
podjednostka AaCdtB oprdcz aktywnosci nukleolitycz-
nej przeprowadza hydrolize 3,4,5-trifosforanu fosfaty-
dyloinozytolu (PI-3-4-5-P3; PIP3) do 3,4-difosforanu
fosfatydyloinozytolu (PI-3,4-P2). Poréwnanie sekwencji
aminokwasowych AaCdtB, i 5-fosfatazy inozytolopoli-
fosfatydylowej pozwolito wskaza¢ konserwowane regiony
odpowiedzialne za aktywno$¢ fosfatazowa biatka. W
celu dokladniejszego zbadania powiagzan pomiedzy
struktura i funkcja bialka stworzono kilka punktowych
mutantéw CdtB, w ktdrych zmieniono aminokwasy pet-
nigce funkcje katalityczne (CdtB H160Q, CdtB H274Q,
CdtB D199S, CdtB R117A). We wszystkich przypad-
kach zaobserwowano zredukowang aktywno$¢ fosfatazy
w poréwnaniu do aktywnosci CdtB dzikiego typu. Zmu-
towane biatka wykazywaly réwniez obnizong aktywnos¢
DNazy I, cho¢ w przypadku CdtB H274Q aktywnos¢
nukleazowa nie ulegla zmianie. Wedlug autoréw glow-
nym celem dzialania CdtB jest PI-3,4,5-P3. Badania
Shenkera iwsp. nie wykluczaja jednak mozliwosci,
ze CdtB pelni podwojng funkcje. Aktywnos¢ DNazy
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warunkuje toksyczno$¢ CdtB w niektérych typach
komorek, podczas gdy aktywnos¢ fosfatazy istotna jest
dla oddzialywania z innymi rodzajami komérek [60].
Podobne doswiadczenie wykonali Rabin iwsp. row-
niez udowadniajac, ze CdtB posiada dwie aktywnosci,
DNagzy i fosfatazy PIP3, oraz, ze aktywnosci te mozna
od siebie odrdzni¢ stosujac mutacje specyficzne co do
miejsca [53]. AaCdtB, do ktdrej sekwencji aminokwaso-
wej wprowadzono specyficzne wobec miejsca mutacje
hamujace aktywno$¢ fosfatazowg a nie wplywajgce na
aktywnos¢ nukleolityczng, indukuje zatrzymanie cyklu
komarkowego i proces apoptozy proliferujacych mono-
cytéw U937 [53]. Mechanizm dzialania AaCDT anali-
zowano réwniez z wykorzystaniem komoérek Saccharo-
myces cerevisiae, ktore nie syntetyzuja 3,4,5-trifosforanu
fosfatydyloinozytolu. W tych eksperymentach aktyw-
no$¢ nukleolityczna byla wystarczajaca do wywotania
przez bialko CdtB efektu cytotoksycznego [41]. Obser-
wowane roznice w aktywnosciach enzymatycznych roz-
nych zmutowanych form CdtB moga wynika¢ miedzy
innymi z odmiennej wrazliwosci stosowanych w bada-
niach komorek eukariotycznych.

Gléwna funkcja podjednostek B toksyn AB jest
rozpoznanie odpowiednich receptoréw i zapewnie-
nie transportu podjednostki A do cytozolu komorki
docelowej. Roznorodnos¢ uzyskanych wynikow eks-
perymentéw, ktérych celem bylo ustalenie receptora
dla CDT sugeruje, ze toksyny CDT, w zaleznosci od
pochodzenia, moga wykazywaé rozng specyficz-
no$¢ receptorowy. Udokumentowano, ze EcCdtA-II,
podobnie jak podjednostka C, wigze na docelowych
komorkach N-glikoproteiny zawierajace fukoze [43],
a toksyna AaCDT wigze si¢ z powierzchniowymi gli-
kosfingolipidami (GM1, GM2, GM3 i Gb4 w przy-
padku CdtA; GM1 i GM2 w przypadku CdtC) [44].
Prezentowane wyzej dane zgodne sg ze strukturalnymi
analizami CtdA i CtdC. Wystepowanie w podjednost-
kach CdtA i CdtC domen lektynowych, podobnych do
siebie nawzajem i do domeny roslinnej toksyny rycy-
nowej, sugeruje ich powinowactwo do weglowodano-
wych receptoréw [29, 46]. Odmienne dane zaprezento-
wali Eshraghi iwsp. Udokumentowali, Ze komorki
linii CHO niezdolne do produkeji N-glikoprotein
oraz glikosfingolipidéw badz niezdolne do biosyntezy
fukozy s3 rownie wrazliwe na dziatanie toksyn CDT
pochodzacych z H. ducreyi, A. actinomycetemcomitans,
E.coli i C. jejuni jak komdrki CHO o niezmienionym
fenotypie [16]. Dodatkowo dane przedstawione przez
Boesze-Battaglia i wsp. sugeruja, ze AaCDT
oddzialuje z mikrodomenami blonowymi bogatymi
w cholesterol. MPCD (methyl beta-cyclodextrin), zwia-
zek powodujacy obnizenie poziomu cholesterolu, redu-
kuje zdolnos¢ AaCDT i HACDT do wigzania si¢ odpo-
wiednio z komodrkami linii Jurkat i HeLa oraz chroni
te komorki przed toksyczng aktywnoscia CDT [3].
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Z badan Eshraghi i wsp. wynika, ze réwniez wig-
zanie AaCDT, HACDT oraz EcCDT-II], ale nie CjCDT
zalezy od obecnosci cholesterolu w blonie komodrek
docelowych [16]. Ostatnio zidentyfikowano dwa geny
(SGMS1i TMEM181), ktérych unieczynnienie sprawia,
ze komorki eukariotyczne stajg si¢ oporne na dziata-
nie EcCDT. Mutacje w genie SGMS1 obnizajg poziom
sfingomieliny, kluczowego sktadnika mikrodomen bto-
nowych, przez co prawdopodobnie obnizaja poziom
oddzialywania toksyny z powierzchnig komérek euka-
riotycznych. Zlokalizowany na powierzchni komérek
produkt drugiego genu, TMEM181, moze takze pelni¢
funkcje receptora. Nie mozna jednak wykluczy¢, ze
biatko to uwiktane jest jedynie w transport kompleksu
toksyna-receptor przez blone komoérkowsa [6]. Pozna-
nie receptora toksyny wymaga dalszych badan. Ostat-
nio opublikowane dane eksperymentéw, w ktorych
z wykorzystaniem fluorescencji analizowano lokaliza-
cje¢ poszczegdlnych podjednostek AaCDT w komodrkach
linii CHO-K1. CdtA odnajdywana byta na powierzchni
komorek docelowych niezaleznie od obecnosci w ich
blonach cholesterolu, podczas gdy CdtC byla obecna
w cytozolu komérek docelowych. Pozwolito to autorom
na postawienie hipotezy, ze podjednostka CdtC pelni
role biatka opiekunczego dla CdtB i jego rola w procesie
rozpoznania receptorow jest tylko pomocnicza [11].

4. Mechanizm skladania dojrzalej toksyny,
struktura CDT

Sktadanie dojrzalej toksyny, bedacej heterotrime-
rowym biatkiem, ma miejsce na terenie peryplazmy.
Sekwencje sygnalowe podjednostek sa odcinane przez
specyficzne proteazy podczas transportu przez blone
wewnetrzng komorki. Podjednostki CdtB i CdtC zaopa-
trzone s3 w klasyczne sekwencje sygnalowe, podczas gdy
CdtA ma charakterystyczng dla lipoprotein sekwencje
sygnalng rozpoznawana przez sygnalng peptydaze II
[27]. CdtA unikalne procesowanie podczas sktada-
nia calego kompleksu i prawdopodobnie jest odpo-
wiedzialna za transport dojrzatej toksyny przez blone
zewnetrzng komorki bakteryjnej [58]. Plazmid pUCA-
acdtA zawierajacy gen cdtA warunkuje wytwarzanie
dwéch immunopozytywnych bialek o masie 25kDa
i 18 kDa [58]. Tylko CdtA o masie czasteczkowej 18 kDa
wchodzi w sktad dojrzalej toksyny. Podobne procesowa-
nie HACdtA w E. coli zaobserwowali Frisk iwsp. [20].

Rozwigzanie struktur HHICDT, AaCDT oraz EcCdtB-
-II potwierdzilo wczesniejsze dane otrzymane na drodze
modelowania strukturalnego w oparciu o podobienstwo
tych bialek do eukariotycznej DNazyl oraz pozwolito
na czg$ciowe wyjasnienie mechanizmu sktadania kom-
pleksu [28, 46, 72]. Wykazano m.in., ze korice CdtA oraz
CdtC o strukturze nieglobularnej stabilizujg ostateczny
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kompleks. Nesic i Stebbins skonstruowali trzy
mutanty wytwarzajace toksyne z CdtA z jedna z delecji
na N-koncu (A18-56, A18-67 lub A18-75). Skutkiem
tych zmian nie byto obnizenie aktywnosci enzymatycz-
nej, ale destabilizacja toksyny. Usuniecie wiekszej liczby
niz 75 aminokwasdw z N-konca dawato podobny efekt.
Tak wigc ten fragment biatka nie ma istotnego znacze-
nia dla aktywnosci ostatecznego kompleksu. Natomiast
C koniec CdtA oddzialuje z CdtC. W wyniku usunig-
cia 8 aminokwaséw CdtA (A215-223) odnotowano
brak zdolnosci do prawidlowego zwinigcia kompleksu.
Dodatkowo analiza mutantéw delecyjnych w genie cdtC
wykazala, ze oddzialywanie CdtC z innymi podjed-
nostkami jest bardzo istotne w montazu, stabilnosci
i aktywno$ci kompleksu. Delecja aminokwaséw od
21 do 35 z N-konca CdtC nie wptywala na stabilno$¢
kompleksu, ale juz brak 4 dodatkowych aminokwaséw
(A21-39) prowadzit do znaczacej destabilizacji holo-
toksyny i spadku jej aktywnosci. Aminokwasy pod-
jednostki CdtC w pozycji od 169 do 178 uwiklane s3
w proces oddzialywania zaréwno z CdtB jak i z CdtA.
Struktura czwartorzegdowa kompleksu wykazuje, ze
CdtA i CdtC uczestniczg w formowaniu dwdch istot-
nych powierzchniowych elementéw dojrzatej toksyny:
grupy wysoko konserwowanych aromatycznych reszt
aminokwasowych i gltebokiego rowka w miejscu styku
tych podjednostek. Stosujac mutageneze specyticzng co
do miejsca, udokumentowano istotny udzial tych ele-
mentow strukturalnych w wigzaniu CDT do komorek
docelowych i ich role w aktywno$ci enzymatycznej osta-
tecznego kompleksu [47].

5. Losy CDT w komdrkach docelowych

Wyjasnienie mechanizmu wnikania CDT do ko-
morek eukariotycznych wymaga dalszych badan ponie-
waz wyniki ostatnio wykonanych eksperymentéw wska-
zuja, ze jest ona wydzielana do $rodowiska zewnetrznego
za pomocg pecherzykéw blony zewnetrznej (OMVs
— outer membrane vesicles), a nasza wiedza o uwalnianiu
zawartosci OMV do cytozolu komdrek eukariotycznych
jest jak dotad bardzo ograniczona [40]. Dane dotyczace
procesu wnikania CDT do komérek eukariotycznych
pochodza gléwnie z eksperymentéw wykonanych in
vitro z wykorzystaniem oczyszczonych bialek. Po zwia-
zaniu do odpowiednich receptoréw, toksyna CDT jest
pobierana na drodze endocytozy zaleznej od dynaminy
[9]. Nastepnie jest transportowana poprzez aparat Gol-
giego do retikulum endoplazmatycznego (ER) na drodze
tzw. wtornego transportu. Uszkodzenie aparatu Golgiego
przez traktowane komorek brefeldyng A lub zablokowa-
nie endocytozy hamuje ich intoksykacje [9]. Translokacja
podjednostki enzymatycznej toksyn z grupy AB z reti-
kulum endoplazmatycznego do cytozolu zwykle odbywa
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sie za pomocg szlaku ERAD (ER associated degradation).
Jednak w przypadku HACDT transport zachodzi nieza-
leznie od ERAD lub znacznie sie r6zni od mechanizmu
uzywanego przez inne znane toksyny [23]. Wielu zwo-
lennikéw ma teoria wskazujaca na bezposredni transport
HdCdtB z ER do jadra komdrkowego [37], tym bardziej,
ze metodami biochemicznymi nie udalo si¢ stwierdzi¢
wystepowania omawianej toksyny w cytozolu zainfe-
kowanych komorek eukariotycznych. Trzeba jednak
zwrdci¢ uwage, ze wyniki eksperymentow nie sg jedno-
znaczne i zalezg od uzytej strategii doswiadczalnej [11].
Dotychczas dwie grupy badawcze wskazaly na istnienie
w obrebie AaCdtB i EcCdtB-II specyficznych sekwencji
aminokwasowych NLS warunkujacych kierowanie biatka
do jadra komodrkowego. NLS w biatku AaCdtB znajduje
sie na N-koncu i obejmuje aminokwasy 48-124. Delecja
zaledwie 11 aminokwasow (A114-124 aa) wystarczy do
zaburzenia transportu AaCdtB do jadra komorki doce-
lowej/zniesienia cytotoksycznosci CDT [49]. W biatku
EcCdtB-II zidentyfikowano dwie sekwencje aminokwa-
sowe decydujace o jego lokalizacji jadrowej nazwane:
NLS1 i NLS2. Interesujace jest to, ze delecja kazdej z tych
sekwencji aminokwasowych powoduje odmienng lokali-
zacje podjednostki toksyny [42]. Przeprowadzone bada-
nia sugerujg, ze NLS2 moze dziala¢ jako sygnal uniemoz-
liwiajgcy ,,ucieczke” CdtB do cytozolu, natomiast NLS1
odpowiadalaby za translokacj¢ z ER do jadra komérko-
wego. Interesujacy aspekt biologii toksyny CDT stanowi
kwestia obecnosci podjednostek A i C na ktérymkol-
wiek z etapow transportu. Model zaproponowany przez
Damek-Poprawa iwsp.zaklada, Ze podjednostka
CdtC wzmacniajgca wiazanie z tratwami lipidowymi
poprzez odpowiedni motyw wigzacy cholesterol (CRAC
domena) jest takze transportowana w formie dimeru
z CdtB do wnetrza komorki i przechodzi droge trans-
portu wtornego. Zgodnie z tym modelem oddysocjowuje
ona od dimeru w ER i podlega degradacji a uwolniona
podjednostka B jest dostarczana do jadra [11].

6. Mechanizm intoksykacji komdrki
przez toksyny CDT

Uszkodzenia materialu genetycznego przez czynniki
endogenne lub egzogenne indukuje aktywno$¢ mecha-
nizméw zwanych odpowiedzig na uszkodzenia DNA
(DDR - DNA damage response), ktorych celem jest zmi-
nimalizowanie niekorzystnych efektow. Mechanizmy te
obejmujg szlaki naprawy DNA i modulacje aktywno-
$ci punktéw kontrolnych cyklu komoérkowego gtéwnie
przez dwa szlaki sygnalizacyjne: zalezny od kinazy ATM
(Ataxia telangiectasia mutated) i zalezny od czynnika
ATR (ATM and Rad3 related). Aktywno$¢ odpowied-
nich bialek gwarantuje zachowanie prawidlowej repli-
kacji DNA i rozdzielenia chromosomoéw.
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CdtB majaca aktywnos¢ DNazy I indukuje powsta-
wanie dwuniciowych peknie¢ w DNA (DSB - double
strand breaks), czego konsekwencjg jest uruchomienia
odpowiedzi na uszkodzenia DNA. Komorki sg nieod-
wracalnie zatrzymane w fazie G1 lub G2 i nie prze-
chodza mitozy [7]. Faza, w ktdrej zatrzyma si¢ cykl
komoérkowy zalezy od typu komérek. I tak np. HICDT
blokuje cykl podzialowy nabtonkowych linii komérko-
wych (HeLa, Hep-2) i keratynocytow w fazie G2 [7, 74]
a ludzkie fibroblasty blokowane s3 w fazie G1 oraz G2
[10, 62]. Limfocyty T majace kontakt z lizatem Campy-
lobacter upsaliensis, blokowane sa w fazie G2 i ostatecz-
nie przechodzg apoptoze [45]. Mechanizm zatrzymania
cyklu komérkowego indukowany w wyniku dzialania
CDT jest podobny do tego indukowanego przez promie-
niowanie jonizujgce [37]. W blokowanie cyklu komor-
kowego zaangazowana jest kinaza ATM, ktoéra ulega
autofosforylacji w odpowiedzi na powstanie DSB [7].
Li i wsp. sugeruja, Ze w ten proces zaangazowany jest
takze czynnik ATR [39]. Natomiast Shiloh uwaza,
ze dwuniciowe peknigcia w DNA prowadza do akty-
wacji ATM, podczas gdy ATR jest aktywowany przez
uszkodzenia DNA pojawiajace sie¢ w wyniku dziala-
nia promieniowania jonizujacego [63]. Autofosfory-
lacja ATM prowadzi do fosforylacji Chk2 (checkpoint
kinase 2), ktora przeprowadza fosforylacje CDC25C
(fosfataza) w pozycji 216, co skutkuje utrata aktywno-
$ci tego bialka [7]. W niezaburzonym cyklu komoérko-
wym ufosforylowane w pozycji treoniny 14 i tyrozyny 15
biatko Cdc2 (cell division cycle 2) jest nieaktywne. Roz-
poczecie przez komoérke mitozy jest wynikiem aktywa-
cji cykliny B/Cdc2, ktéra zachodzi wskutek dzialania
fosfatazy CDC25C. Konsekwencjg utraty aktywnosci
przez CDC25C jest brak defosforylacji cykliny B/Cdc2,
co prowadzi do zatrzymania cyklu w G2/M lub przej-
$cia komorek w stan starzenia [2, 7, 10, 57]. ATM akty-
wuje takze czynnik transkrypcyjny p53. P53, ktérego
poziom reguluje onkoproteina MDM2 (mourine double
minute 2), bezposrednio aktywuje p21 (inhibitor kinaz
zaleznych od cyklin). W fibroblastach lub keratynocy-
tach zainfekowanych CDT fosforylacja p53 przez kinaze
Chk2 prowadzi do oddysocjowania MDM2 i w efekcie
do zwiekszonej liczby czasteczek p21 i wzrostu poziomu
p27. Kompleks cdk2/cyklina E jest inaktywowany przez
P21, czego konsekwencja jest zatrzymanie cyklu komor-
kowego w fazie G1. Mozliwe, ze przewaga wstrzymania
cyklu w G2/M obserwowana w wigkszosci doswiadczen
moze by¢ zwigzana z nieobecnoscia p53 w stosowanych
do badan liniach komérkowych. ATM fosforyluje takze
histon H2AX prowadzac do aktywacji Mrel1, kompleksu
biatek Rad50/NBS1/Mrell zwigzanych z naprawa DNA
[39]. Fosforylacja H2AX wykrywana jest juz godzing
po traktowaniu komoérek DC (dendritic cells) HICDT,
a 2-3 godziny podzniej nastepuje relokalizacja Mrell.
Relokalizacja ta nie ma miejsca w przypadku traktowa-
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nia komérek UV, co sugeruje, ze aktywacja kompleksu
zwigzana jest z DSB [39]. W wigkszosci komorek (linie
komorkowe CHO, Hep-2, HeLa) zainfekowanych CDT
obserwuje si¢ takze montaz widkien stresowych aktyny
[18; 74] odpowiedzialnych sg za ksztalt komorki oraz
zaangazowanych w jej mobilno$¢. Przebudowa szkie-
letu aktynowego po dodaniu CDT wymaga aktywacji
GTPazy RhoA zaleznej od defosforylacji regulujacego
jej aktywnos¢ czynnika Netl [22]. Biatko RhoA wptywa
na formowanie ognisk adhezji, co promuje przyczepia-
nie si¢ komorek do podloza, reguluje ekspresje genow
kodujgcych czynniki transkrypcji oraz stymuluje proces
proliferacji komorek [50]. Opisane zmiany cytoszkieletu
aktynowego zachodzace w odpowiedzi na stres geno-
toksyczny s3 prawdopodobnie niezbedne do przezycia
komorki [18, 22, 56, 73]. W przedstawionym wyzej
mechanizmie dzialania CDT zmiany indukowane
przez DSB skutkuja zatrzymaniem cyklu komoérko-
wego i apoptozg komorek. Niektorzy autorzy sugeruja
odwrotny mechanizm, w ktérym fragmentacja DNA jest
konsekwencja zatrzymania cyklu komérkowego i induk-
cji apoptozy oraz podkreslaja role jednoniciowych pek-
nie¢ DNA w tym procesie. Obserwowane réznice moga
by¢ zalezne od rodzaju komorek oraz dawki toksyny
uzytych w eksperymentach [17, 19, 59]. Shenker
i wsp. udokumentowali, jak wspomniano wyzej, ze
AaCDT wykazuje aktywnos¢ fosfatazy 3,4,5-trifosforanu
fosfatydyloinozytolu (PIP3). Autorzy uwazaja, ze bloko-
wanie cyklu komoérkowego przez toksyne gtéwnie spo-
wodowane jest aktywnoscig fosfatazy, a tylko czasami
jej aktywnoscig DNazy [60], co zgodne jest to z wczes-
niejsza sugestia Serta i wsp., ze zablokowanie cyklu
w punkcie kontrolnym G2/M nie zalezy od powstawania
DSB [57]. Dane eksperymentalne przedstawione przez
Rabin iwsp., ktorzy stworzyli serie mutantow AaCdtB,
zaprzeczaja jednak tej hipotezie. Warianty CdtB H160G
(zredukowana aktywnos$¢ DNazy, a utrzymana aktyw-
nos¢ fosfatazy PIP3) i CdtB D199G (obnizona aktyw-
no$¢ DNazy i fosfatazy PIP3) nie powodujg zablokowa-
nia cyklu komérkowego i apoptozy w proliferujacych
komorkach. Nie mozna jednak wykluczy¢, ze indukeja
apoptozy w proliferujacych komoérkach U937 przez
CDT wymaga aktywnosci zaréwno DNazy jak i fosfatazy
[53]. W przeciwienstwie do proliferujacych komorek,
apoptoza w nieproliferujacych komoérkach U937 nie
wymaga aktywacji kaskady kaspaz i mobilizacji AIF
(apoptosis-inducing factor). W dodatku w tych komor-
kach apoptoza wystepuje w wyniku dzialania CdtB
D199G, CdtB H160G, niezmutowanej czasteczki CdtB,
oraz w obecnosci CdtB dzikiego typu z dodatkiem inhi-
bitora fosfatazy PIP3 — bpV (pic) (bisperoxo (picolinato)
oxo-vanadate). Sugeruje to, ze apoptoza w nieproliferu-
jacych komorkach wystepuje niezaleznie od aktywnosci
fosfatazy PIP3 lub od aktywnosci DNazy [53]. Czy CDT
petni dwojaka funkeje i czy hydroliza PI-3,4,5-P3 do
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PI-3,4-P2 prowadzi do zatrzymania cyklu komérkowego
wymaga dalszego wyjasnienia. Istnieja takze inne bardzo
kontrowersyjne hipotezy dotyczace mechanizmu dzia-
tania CDT. Schenker i wsp. w 2004 zasugerowali,
ze zatrucie komorki moze by¢ spowodowane kaskada
sygnalow pochodzacg z bltony komoérkowej docelowej
komorki [58]. Jednak Guerra i wsp. udowodnili,
ze ingerencja w prawdopodobng droge transportu tej
toksyny, miedzy innymi w funkcjonowanie aparatu
Golgiego, chroni komoérke przed zablokowaniem cyklu
komoérkowego, jak rowniez przed powstawaniem DSB
w DNA komoérek HeLa [23].

7. Nietypowa toksyna CDT wytwarzana
przez Salmonella enterica serovar Typhi

Toksyne CDT produkuje réwniez wewnatrzkomor-
kowy patogen Salmonella enterica sv. Typhi. W genomie
tego mikroorganizmu nie odnaleziono genéw koduja-
cych bialka wykazujace podobienstwo do sekwencji
aminokwasowych podjednostek CdtA i CdtC, co bylo
dosé¢ zaskakujgce, bowiem wyniki przeprowadzonych
wczesniej analiz wskazuja, ze obecnos¢ tych biatek jest
niezbedna do budowy aktywnego kompleksu toksyny.
Sktadnik toksyny o aktywno$ci enzymatycznej, homolog
podjednostki CdtB, kodowany jest przez jeden z gendw
malej wyspy genomowej Salmonella. Biatko to posiada
Sec-zalezny sygnal sekrecji i wszystkie reszty aminokwa-
sowe istotne dla katalitycznej aktywnosci CdtB. Zaob-
serwowano, ze ekstrakt zawierajacy jedynie SeCdtB,
podobnie do CdtB produkowanych przez inne gatunki
bakterii, nie wykazuje aktywnosci cytotoksycznej wobec
komorek eukariotycznych. Natomiast aktywno$¢ kom-
pleksu zlozonego z CdtB S. Typhi oraz z podjednostek
CdtA i CdtC pochodzacych z komoérek C. jejuni byla
poréwnywalna z aktywnoscia toksyny CDT wydzielanej
przez paleczki Campylobacter. Ponadto stwierdzono, ze
pomimo braku homologéw podjednostek CdtA i CdtC
w proteomie S. Typhi, w komdrkach nablonka jelita
zainfekowanych przez ten mikroorganizm dochodzi do
zatrzymania cyklu komoérkowego i charakterystycznych
zmian powodowanych obecnoscig toksyny CDT [25].
Oznacza to, ze w komorkach S. enterica sv. Typhi pod-
jednostka CdtB jest transportowana bez udziatu bialek
CdtC i CdtA. Kolejne obserwacje wykazaly, ze produk-
cja toksyny jest $cisle uzalezniona od procesu interna-
lizacji bakterii. Bialko to powstaje jedynie wtedy, gdy
patogen znajduje sie wewnatrz zainfekowanej komorki.
CdtB musi wiec mie¢ mozliwo$¢ przedostawania sie
przez blone wakuoli, w ktérej Salmonella przebywa na
pierwszym etapie infekeji (SCV, Salmonella-containing
vacuole). Genom Salmonella koduje dwa systemy sekre-
cji typu trzeciego (TTSS SPI-1 oraz TTSS SPI-2), zaden
z nich nie uczestniczy jednak w transporcie CdtB do
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cytozolu komdrek eukariotycznych [25]. Spano iwsp.
wykazali, ze w komorkach Salmonella aktywna tok-
syne CDT tworzg oprécz CdtB, dwa biatka, PItA i PltB,
kodowane przez t3 sama wyspe genomowa co CdtB i
podobnie jak CdtB produkowane jedynie wewnatrz
zainfekowanej przez patogen komorki. PItA (pertussis-
-like toxin A) jest ortologiem ADP-rybozylujacej pod-
jednostki A toksyny Bordetella pertussis, podczas gdy
PItB (pertussis-like toxin B) wykazuje podobienstwo
sekwencji aminokwasowej do jednego z pieciu sklad-
nikéw podjednostki B tej toksyny. Transport CdtB na
zewnatrz komorek eukariotycznych zainfekowanych
przez Salmonella, odbywa si¢ wiec prawdopodobnie z
udzialem bialek PItA i PItB. Kompleks CdtB/PItA/PItB
wydzielany jest na zewnatrz komorek eukariotycz-
nych, po czym wykazuje toksyczne dzialanie zaréwno
w odniesieniu do komdrek wczesniej zainfekowanych
(droga autokrynna) jak i niezainfekowanych (droga
parakrynna), cho¢ efekt cytotoksyczny jest szybciej
widoczny w tym drugim przypadku. Dodanie do $ro-
dowiska przeciwcial rozpoznajacych CdtB zapobiega
intoksykacji komorek eukariotycznych, zaréwno zain-
fekowanych jak i niezainfekowanych [66, 67]. Zapropo-
nowano o hipoteze, wedlug ktérej komorki nie posia-
dajace receptora dla toksyny CDT, a wigc oporne na
autokrynna $ciezke transporu toksyny, mogg stanowic¢
»bezpieczne schronienie” dla komorek Salmonella i jed-
nocze$nie stanowi¢ zrodlo toksyny CDT oddziatujacej
na komorki posiadajace na swej powierzchni wias-
ciwe receptory. Powyzszy stan mdglby odpowiada¢ za
powstawanie chronicznej infekcji, typowej dla serowaru
Typhi. Ocena wiarygodnosci tego modelu wymaga prze-
prowadzenia jeszcze wielu badan.

8. Podsumowanie

CDT jest powszechnie wystepujaca genotoksyna
bakterii gramujemnych skladajaca si¢ z trzech jedno-
stek: CdtA, CdtB i CdtC. Podjednostka CdtB wykazuje
aktywnos¢ DNazy oraz fosfatazy podczas gdy CdtA
i CdtC oddzialujg z btong komdrkowa komdrek docelo-
wych i dostarczajg podjednostke katalityczna do wnetrza
komorki. Doktadna rola CdtA i CdtC w procesie intok-
sykacji komdrek, podobnie jak rola aktywnosci CdtB
(nukleaza vs fosfataza) w modulacji cyklu komérkowego
nadal wymagaja wyjasnienia. Translokacja CdtB do jadra
powoduje uszkodzenie materialu genetycznego gospo-
darza, uruchamiajgc kaskade sygnatéw prowadzacg mie-
dzy innymi do aktywacji mechanizmdéw naprawy mate-
riatlu genetycznego, zatrzymania cyklu komdrkowego
na poziomie G1/S lub G2/M oraz indukcji proceséw
starzenia lub apoptozy komorek. Mechanizm dzialania
CDT sugeruje, ze tworzenie DSB moze by¢ strategia
bakterii pozwalajaca na modulowanie funkcji zyciowych
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gospodarza. Dotychczasowe badania skupialy si¢ szcze-
golnie na analizach aktywnosci CDT in vitro, badaniach
biochemicznych a ostatnio strukturalnych. Stosunkowo
malo jest dostepnych danych na temat roli toksyn CDT
w procesach wirulencji in vivo. Potencjalnym mecha-
nizmem dzialaniem tej genotoksyny jest inhibicja pro-
liferacji komorek nabtonka i indukcja ich apoptozy, co
umozliwia inwazj¢ bakterii oraz zahamowanie prolifera-
cji komdrek odpowiedzi immunologicznej, czego efek-
tem jest lokalna immunosupresja. Wywolywane objawy
chorobowe uwarunkowane aktywnoscig CDT sg rézne
i zalezne od gatunku patogenu i kolonizowanej niszy
ekologicznej. I tak np. CDT A. actinomycetemcomitans
przyczynia si¢ do zapalenia ozgbnej powodujac zanik
tkanki kostnej, podczas gdy CDT H. ducreyi opdznia
gojenie sie ran po przez wplyw na poziom indukowa-
nej odpowiedzi immunologicznej. Coraz wigcej danych
eksperymentalnych wskazuje na fakt, ze w wypadku
chronicznych infekeji powodowanych np. przez H. hepa-
ticus czy C. jejuni wytwarzanie CDT przez patogenne
mikroorganizmy moze by¢ przyczyna indukeji procesu
nowotworzenia [34].
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