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Abstrakt:

Intracelularni proteolyza je zakladni regulacni proces ovlivitujici bunéénou fyziologii. Jelikoz
proteolyza nevratné nici proteiny, je nutné, aby byl tento proces piisn¢ kontrolovan. U bakterii
jsou zékladnimi kameny regulované proteolyzy AAA+ proteiny. Tyto proteiny se skladaji ze
dvou funk¢énich domén a to AAA+ Saperonové domény a proteazové domény. Jednou skupinou
téchto AAA+ proteinii je rodina Clp proteind, u které jsou funkéni domény tvofeny
samostatnymi proteiny. Jednim z téchto proteiniim je hexamerickd AAA+ unfoldaza ClpX.
Tato unfolddza miize interagovat s vysoce konzervovanou proteazou ClpP za tvorby
proteolytického komplexu ClpXP. Tento proteolyticky komplex vyuziva energii vazby ATP a
jeho hydrolyzu k rozbaleni a translokaci specificky znaceného substratu do degradacni komory
ClpP. Rozpoznani substratu je zprostiedkovano vazbou ClpX na kratké nestrukturované
sekvence nazyvané degradacni znacky. ClpX rozpoznava velké mnozstvi degrada¢nich znacek,
zéachrany ribozomu. I kdyz ClpX ve spojeni ClpP ovliviiyji celou fadu bunéénych pochodii,
jako je exprese virulentnich faktorii ¢i adaptace na stresové faktory, ClpX zastava i role zcela
nezavislé na ClpP. Mezi takové role patii naptiklad regulace exprese proteinu Rot, ktery je
zodpovédny za produkci jednoho z hlavnich virulentnich faktort stafylokokii proteinu A.
Jelikoz se ClpX i ClpP velkou mérou podili na produkci virulentnich faktord, jevi se jako ideéalni
alternativni cil pro vyvoj novych antimikrobialnich latek, které mohou byt cilem k obnoveni

citlivosti rezistentnich bakterii.
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Abstract

Intracellular proteolysis is an essential regulatory process that affects cellular physiology. Since
proteolysis destroys proteins irreversibly, this process must be strictly controlled. The AAA+
proteins are the key factors in regulated proteolysis in bacteria. These proteins consist of two
functional domains, the AAA+ chaperone domain and the protease domain. One particular
group of these AAA+ protein is the Clp protein family. Functional domains of the Clp family
are formed by seperate proteins. The hexameric unfoldase ClpX is a member of this protein
family. This unfoldase can interact with the highly conserved ClpP protease to form a ClpXP
proteolytic complex. This proteolytic complex utilizes the energy of ATP binding and
hydrolysis to unfold and translocate the specifically tagged substrate into the ClpP degradation
chamber. Substrate recognition is mediated by the binding of ClpX to short unstructured
sequences called degradation tags. ClpX recognizes several degradation tags, but the most
important one is recognition of the ssrA degradation tag, which is the output of the tmRNA
ribosome rescue system. Although ClpX interacts with ClpP, it affects a variety of cellular
processes such as the expression of virulence factors or the adaptation to stress factors, ClpX
can work independently of ClpP. Such roles include for example the regulation of the Rot
protein expression. Rot is responsible for the production of the major staphylococci virulence
factor protein A. Since ClpX and ClpP are involved in the production of virulence factors, it
appears that they could be an ideal alternative target for the development of new antimicrobial

substances that can be targeted to restore the sensitivity of the resistant bacteria.
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1 Uvod

.....

chemické slozeni. Pro preziti v takto dynamickych podminkach je nezbytné se umét rychle
adaptovat. VétSina adaptivnich zmén probihd na urovni transkripce, kterd je fizena globalni
regulacni siti, ale tato adaptac¢ni odpovéd’ je pomald. VéEtSina bakteridlnich proteind je stabilni
a jejich koncentrace v bufice je i po zpomaleni transkripce vysoka, z toho divodu je klicem
k rychlé adaptivni odpovédi proteolyza (Gur et al. 2011).

Intracelularni proteolyza je zdkladni proces, ktery reguluje genovou expresi, odstranuje
Spatné slozené proteiny vznikajici béhem syntézy polypeptidového fetézce nebo pifi stresu
vyvolaném vn¢j$imi podnéty, a udrzuje v buiice homeostazy (Gur et al. 2011; Powers a Balch
2013; LaBreck et al. 2017). Dulezitost proteolyzy je zdiraznéna faktem, Ze alespon jedna
proteaza se vyskytuje ve vSech Zivych buiikach a Ze mutanty, které postradaji jednu ¢i vice
proteaz vykazuji rastové defekty (Gur et al. 2011). Jelikoz proteolyza nevratné rozklada
proteiny, je pro buniku diilezité, aby byl tento mechanismus maximalné selektivni a nedochazelo
k nespecifické degradaci nebo k opomenuti Spatn¢€ sbaleného, ¢i jinak poskozeného proteinu.
To by mohlo mit pro bunku fatalni nasledky. Z toho diivodu je proteolyza peclivé regulovanym
procesem (Maxson & Mitchell 2018).

Regulace proteolyzy je u bakterii realizovana AAA+ (ATPazy spojené s riznymi bunéénymi
aktivitami) protedzami. VSechny AAA+ proteazy se skladaji ze dvou domén, substrat vazebné
ATPazové Saperonové domény (ATPazova doména) a protedzové domény (LaBreck et al.
2017). Aktivni degradacni mista proteazové domény se vyskytuji uvniti kompaktni struktury
formujici proteolytickou komoru (Wang et al. 1997). Pro vstup do proteolytické komory musi
substrat nejprve projit skrz regulacni ATPazovou doménu, ktera svoji strukturou tvoti por piilis
uzky na to, aby jim slozené proteiny prochazeli pouhou diftizi (Gur et al. 2011).

AAA+ protedzy pro svou funkeci vyzaduji energii hydrolyzy molekul ATP. Po
rozpoznani substratu  ATP4zovou doménou je vznikld energie hydrolyzy ATP vyuzita
k rozbaleni a translokaci substratu do proteolytické komory, kde je posléze degradovan. Bylo
prokazano, ze u bakterii se vyskytuje nékolik tfid téchto AAA+ protedz: Lon, FtsH, HslUV,
CIpAP, ClpCP, CIpEP a ClpXP (Maxson & Mitchell 2018).

Narozdil od ostatnich AAA+ proteaz maji protedzy Lon a FtsH ob&é domény na jednom
polypeptidovém fetézci, ktery se sklada do homohexameru tvofici strukturu barelu (Maxson &

Mitchell 2018).



Funkéni domény AAA+ protedz rodiny Clp jsou tvofeny dvéma samostatnymi proteiny a to
AAA+ ATPazovou doménou a serinovou protedzou ClpP. Odlisné hexamerické ATPazové
domény (ClpA, ClpX, ClpC, CIpE), které rozeznavaji rozdilné substraty, interaguji se
spole¢nou tetradekamerni peptidazovou doménou ClpP a tim tvoii proteolytické¢ komplexy
(ClpAP, ClpXP, CIpCP a CIpEP) (Maxson & Mitchell 2018). ClpP je prikladem jednoho z
hlavnich proteolytickych proteint bakterii, ktery ma na starosti udrzeni proteinové homeostazy.
ClpP je vysoce konzervovanou serinovou protedzou, je esencialni pro virulenci a regulaci
stresovych reakcich u n€kolika patogennich bakterii. To z n&j dé€la slibny cil pro vyvoj novych
antibiotik (Wang et al. 1997; Grimaud et al. 1998; Gaillot et al. 2000; Moreno-Cinos et al.
2019).

Kromé¢ dulezité role v proteolytickych komplexech maji ATPazové Clp domény také rtizné
funkce nezavislé na ClpP. Ty maji znany vliv na fyziologii bun€k odlisnych bakterialnich
druhtt (Wickner et al. 1994; Levchenko et al. 1995; Jensen et al. 2019b; Lo et al. 2019). Podobné
slozeni jako AAA+ protedazy rodiny Clp ma i protedza HsIUV. Ta je tvofena spojenim
dodekamerické proteolytické domény HslV s hexamerickou ATP4zovou doménou HslU (Gur
et al. 2011).

I ptes strukturni podobnosti se tyto proteazy od sebe lisi variabilitou rozeznavanych znacek
(degrontt), které slouzi k oznaceni proteinti urcenych k degradaci, a také specifitou se kterou
degrony vazi. Jakmile je substrat rozpoznan AAA+ ATPéazovou doménou, je velmi rychle
degradovan. Samotné rozpoznani substrati muize byt inhibovano nebo aktivovano rtiznymi
faktory ¢i samotnymi substraty v zavislosti na potfebach bunky jakymi jsou napi. kontrola
kvality proteind, udrzovani proteinové homeostazy béhem prechodit mezi rastovymi fazemi.
(Maxson & Mitchell 2018).

Studium proteaz muze vést k vyvoji novych strategii v boji proti infekénim chorobam.
Napftiklad bylo zjisténo, ze ClpX a ClpP maji roli v regulaci virulence u lidského patogena
Staphylococcus aureus (Frees et al. 2005; Maxson & Mitchell 2018) a mohou byt také klicem
k obnoveni citlivosti rezistentnich bakterii (Gersch et al. 2015). ClpX nezavisle na ClpP
interferuje s telithromycinovou rezistenci udilenou ABCF proteinem Msr(A) u Staphylococcus
aureus, avSak mechanismus interference je neznamy (Vimberg et al. 2015). Pro pochopeni

tohoto jevu je potfebné zpracovat dostupné znalosti o ClpX, coz je i cilem této prace.



2 Objev a rany vyzkum ClpX

Prvni prace o AAA+ protedzach byly publikovany pozdnich 80. letech, kdy byla izolovana
nova dvoukomponentova ATP dependentni protedza ClpAP (Katayama-Fujimura et al. 1987;
Byung Joon Hwang et al. 1988; Katayama et al. 1988). Bylo popséano, ze se sklada ze dvou
komponent. Komponenty ClpA vykazujici vnitini ATPazovou aktivitu a komponenty ClpP. U
druhé komponenty ClpP bylo zjisténo, Ze ackoliv obsahuje serinové aktivaéni misto, tak
nevykazuje Zadnou proteolytickou aktivitu bez pfitomnosti ClpA, Mg*? a ATP (Katayama-
Fujimura et al. 1987; Katayama et al. 1988; Byung Joon Hwang et al. 1988). Pozd¢ji vSak bylo
zjisténo, ze samotné¢ ClpP vykazuje slabou degradacni aktivitu vi¢i kratkym peptidovym
fetézcim. AvSak pro degradaci proteini, ¢i nékterych peptidd, je nezbytna ptitomnost ClpA
(Thompson et al. 1994).

Na pocatku 90. let, pfi studiu protedz schopnych degradovat velice nestabilni A0 fagovy
DNA replikacni protein, byla objevena dosud neznamé dvoukomponentovd AAA+ proteaza,
ktera se skladala z jiz zndmé protedzy ClpP a dosud nezndmé ATPazy. Tato nové objevena
ATPaza byla pojmenovana na zaklad¢ shody koncové aminokyselinové sekvence genu clpX.
Ukazalo se, ze ClpX vykazuje mirnou sekven¢ni homologii k ClpA a ostatnim ¢lentim Clp
rodiny (Gottesman et al. 1993; Wojtkowiak et al. 1993). Brzy vsak bylo zjisténo, ze CIpAP i
ClpXP degraduji rozdiln¢ substraty. Tento fakt poukéazal na to, ze ATPazové domény
(CIpA,ClpX) Clp proteolytického komplexu jsou zodpovédné za rozpoznani substratu
(Mhammedi-Alaoul et al. 1994; Wickner et al. 1994). Mechanismus rozpoznéani substratu
témito proteiny je jiz v dnesni dob¢ ditkladné prozkouman viz. kapitola 3.2.1

Dalsim dulezitym objevem bylo, ze ClpX dokaze ptlisobit nezavisle na proteaze ClpP,
v dréaze replikativni transpozice bakteriofaga Mu (Mhammedi-Alaoul et al. 1994). Pozdé&ji byl
tento protein purifikovan jako enzym, ktery je potfebny k odstranéni MuA transpozazy z DNA
po rekombinaci. Odstranéni transpozazy je velice dileZitym krokem mezi rekombinaci a
replikaci Mu fagové DNA a probihd mechanismem ATP zavislé zmény konformace proteinu.
Z tohoto diivodu se ClpX miize povazovat za molekuldrni Saperon (Levchenko et al. 1995;

Kruklitis et al. 1996).



3 Struktura a mechanismus piisobeni proteolytického komplexu
ClpXP
3.1 Struktura proteolytického komplexu ClpXP

3.1.1 Struktura ClpP

ClpP asociuje s n¢kolika AAA+ Saperony, jako je ClpX, ClpA a ClpC. Ve spojeni s témito
Saperony tvori proteolyticky komplex. ClpP ma strukturu tetradekamerického valce, ktery se
sklada ze dvou heptamerickych prstencovych podjednotek spojenych zady k sobé. Axialni por
obou podjednotek, ktery dosahuje pfiblizn& priméru 10A, je kontrolnim mistem pro vstup do
proteolytické komory. Proteolytickd komora, s priimérem pfiblizn& 51A, obsahuje 14 aktivnich
mist. VSechna aktivni mista jsou tvofena katalytickou triddou Ser-His-Asp. Monomery
podjednotek ClpP jsou tvofeny N-koncovou smyckou, C-koncovou smyckou, ,head*

doménou a ,,handle* doménou (Obrdzek 1) (Wang et al. 1997).

Obrazek 1: Struktura ClpP z Escherichia coli (A): Tetradekamer ClpP pfi pohledu ze strany. (B)
Tetradekamer ClpP pii pohledu z vrchu. (1) head doména tvofici hlavni télo prstence, je orientovana do
vnitfni ¢asti barelu. (2) handle doména interaguje se sousedni handle doménou druhého prstence a
vytvari rozhrani, které ma vliv na zformovani tetradekameru. (C) struktura monomeru ClpP
s vyznacenym aktivnim mistem v kruhu. — (upraveno: Moreno-Cinos et al. 2019)
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3.1.2 Struktura ClpX

ClpX se sklada ze dvou podjednotek, a to specifické N-koncové zinek—vazebné domény
(ZBD) a AAA+ modulu, ktery se sklada z velkych a malych AAA+ domén tvotici strukturu
hexamerického prstence (Singh et al. 2001; Donaldson et al. 2003; Kim a Kim 2003).

Orientace AAA+ domén vSak neni zcela symetrickd v celém komplexu. Tento jev je
zpuisoben vazbou ATP nebo ADP na rizné podjednotky. Jelikoz se jedna o velice rigidni
strukturu, tak vazba jedné molekuly nukleotidu do vazebného mista vyvold konformacni
zmeény, které se promitnou napfi¢ celym proteinem. Nukleotid se vaze do Zlabku, ktery se
nachazi na spojeni velké a malé AAA+ domény (Obrdzek 2) (Kim a Kim 2003; Glynn et al.
2009).

B mali AAA+
doména

)
N-terminalni ZBD .« aaas

vazebné misto

pro nukleotid
doména

Obrazek 2: Struktura podjednotek ClpX, (A) Struktura dimeru N-koncové ZBD, kde kuli¢ky znaci
atomy zinku. (B) Struktura AAA+ modulu jako jedné podjednotky ClpX s vyznaenym mistem pro
vazbu nukleotidu. — (upraveno Baker a Sauer 2012)

ZBD tvoii dimer, kde kazdéa z jeho podjednotek je stabilizovana atomem zinku. Sklada se
nezavisle na AAA+ modulu a vyskytuje se na periférii ClpX (Singh et al. 2001; Donaldson et
al. 2003). Ze studii provedenych na proteinech ClpX a ClpX bez N-koncové domény (ClpX~N)
vyplyva, Ze pro spravné sestaveni hexameru neni vyzadovana ptitomnost ZBD (Singh et al.
2001; Wojtyra et al. 2003). Zajimavé je, ze ClpX“Nse vaze na ClpP s podobnou afinitou jako
divoky typ ClpX a je schopny ATP dependentni degradace nékterych proteinii (Wojtyra et al.
2003). Z toho vyplyva, Ze AAA+ modul miZe za mechanickou funkci ClpX. Naproti tomu ZBD
je zodpovédnd za rozpoznéni, napojeni nékolika substrati a pfispiva ke stabilizaci hexameru
(Wojtyra et al. 2003; Thibault et al. 2006; Glynn et al. 2009).

Krystalické struktury hexamerického prstence ClpX“" odhalily, ze AAA+ podjednotky se

mohou vyskytovat ve dvou riznych konformacnich formach L (vazebné) a U (nevazebné). Ve



vétsing krystalickych struktur je hexamer ClpX*N tvoren ¢tyfmi podjednotkami L, které mohou
vazat nukleotid, a dvéma U podjednotkami, které naopak vazat nukleotid nedokazou. Vznik
vazebného mista zavisi na vzajemné orientaci velkych a malych AAA+ domén. Nevazebné (U)
podjednotky maji toto aktivni misto nefunk¢ni, vlivem rotace pantové domény, kterd zptsobi
zménu orientace velké a malé AAA+ domény (Glynn et al. 2012; Stinson et al. 2013).

U vétsiny pozorovanych krystalickych struktur ClpX jsou L a U podjednotky usporadany
v tomto motivu L/U/L/L/U/L, jdoucim proti sméru hodinovych ru¢i¢ek (Obrdazek 3). Obecné
plati, Ze velkd doména jedné¢ podjednotky, se skldda naproti malé doméné proti sméru
hodinovych rucicek sousedici podjednotky. Takovéto spojeni domén sousedicich podjednotek
formuje velice rigidni strukturu. Z tohoto divodu se na prstenec ClpX muze nahlizet, jako na
Sestijednotkovy rigidni komplex, kde kazda jednotka je spojena flexibilnim spojem (Obrdzek 3)
(Glynn et al. 2012; Stinson et al. 2013).

A mala doména velka B

doména B

Barveno podle podjednotek Barveno podle rigidnich struktur

rigidni spojeni
dvou podjednotek:

flexibilni spoj
Obrazek 3: Struktura ClpX: (A) Vazba nukleotidu mezi velkou a malou AAA+ doménou podjednotky
ClpX a kontakt velké domény B sousedici s malou doménou A po sméru hodinovych rucicek. (B)
Pohled shora na ClpX, barevné jsou zde odliSeny L a U podjednotky. (C) Pohled shora na ClpX, kde
jsou barevné od sebe odliSeny rigidni struktury. (D) Ve vétSin€ krystalovych struktur se ClpX prstenec
sklada ze ctyt L podjednotek, kterd vazi nukleotid a dvou U podjednotek, které ho nemohou vazat.
Vazebna mista jsou vyznacena Cervenou elipsou. Prstenec se skldda z Sesti rigidnich jednotek. Zmény
v konformacich flexibilnich spojl, které propojuji sousedici domény kazdé podjednotky, jsou
zodpoveédné za konformacni zmeény v celém prstenci. (E) Blizky pohled na nukleotid vazebné misto a
flexibilni spoj mezi dvéma doménami. — (upraveno Baker a Sauer 2012; Stinson et al. 2013)



3.1.3 Interakce mezi ClpX a ClpP potiebné pro zformovani proteolytického
komplexu ClpXP

Snimky z elektronového mikroskopu (EM) s nizkym rozliSenim ukdazaly, ze u ClpXP
komplexu z Escherichia coli se az dva hexamerické ClpX Saperony mohou vazat na ClpP
tetradekamericky barel. Proteolyticky komplex ClpXP neni strukturné zcela symetrickym
objektem (Obrdzek 4) (Beuron et al. 1998; Grimaud et al. 1998).

Byly popsany dva sekvenéni motivy, pomoci kterych spolu tyto dva proteiny interaguji.
Porovnani aminokyselinovych sekvenci AAA+ Saperontl, interagujicich s ClpP, s AAA+
Saperony, které s ClpP neinteraguji, odhalilo konzervovany sekvencni motiv IGF (Kim et al.
2001). Tento sekvenéni motiv vytvari smycky, pomoci kterych ClpX interaguje s ClpP a bez
jejichz ptitomnosti nedojde ke slozeni komplexu (Obrdzek 4). Mutace IGF smycek maji za
nasledek oslabeni, ¢i ztradtu vazebnych schopnosti, ale nemaji vliv na ostatni funkce ClpX (Kim
et al. 2001; Joshi et al. 2004; Martin et al. 2007).

Nedavno provedené studie s cyklickym acyldepsipeptidem (ADEP), novou tfidou
antimikrobialnich (ATM) latek, ukazaly, ze ADEP se vaZe misto IGF motivli do hydrofobnich
kapes ClpP. Vazba ADEP zplisobi otevieni axidlniho poru a stabilizaci oteviené aktivované
formy ClpP (Brotz-Oesterhelt et al. 2005; Kirstein et al. 2009; Gersch et al. 2015; Gatsogiannis
et al. 2019). ClpP v takovéto aktivované formé je schopné degradace proteinovych substrati.
Nicméné, bez pritomnosti Saperonu ClpX, dochazi k nespecifickym degradacim proteinti, coz
vede nakonec az k bunécné smrti. Ackoliv ClpX interaguje s ClpP prostfednictvim IGF smycek
se stejnym vazebnym mistem jako ADEP, nezptsobuje otevieni axialniho péru (Alexopoulos
et al. 2013; Gatsogiannis et al. 2019).

Druha interakce nezbytna pro zformovani komplexu ClpXP je kontakt N—koncové domény
axialniho poru ClpP s druhou smyckou poru ClpX (pér—2 smycka) (Obrdzek 4). Tato interakce

je velice dynamicka a zavisi na nukleotidovém stavu ClpX (Martin et al. 2007).
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Obrazek 4 : Cryo-EM struktura proteolytického komplexu ClpXP (A) Cryo-EM mapa elektronové
hustoty ClpXP pohled ze strany. (B) Proteolyticky komplex ClpXP s vyzna¢enymi interakénimi motivy,
modrfe IGF smy¢ky proteinu ClpX, ervené N-koncova doména ClpP. (C) Molekularni model ClpXP:
Hydrofobni kapsy ClpP2, které se tvofi mezi dvéma podjednotkami ClpP2, maji zvyraznény povrch.
IGF smy¢ky jsou znaceny Cervené. (D) ZjednoduSena struktura ClpXP popisujici hlavni interakce mezi
hexamer ClpX a heptamerem ClpP2. (E-G) Asymetrie mezi hexamerem ClpX a heptamerem ClpP: (E)
ClpX naseda na ClpP s 11° ndklonem od centralni roviny (F) Heptamer ClpP (zelend) se zvyraznénymi
hydrofobnimi kapsami a hexamer ClpX (pohledu ze spodu) se zvyraznénymi IGF smyckami. IGF
smycky a hydrofobni kapsy jsou spojeny preruSovanou carou, Cerveny kiizek na ClpP oznacuje
hydrofobni kapsu, se kterou z&dna IGF smycka neinteraguje a vyskytuje se zde jen jeji vyCnivajici
C—konec. (G) Schématicky model vazebnych interakci mezi ClpX a ClpP. Na levé stran¢ jsou
zobrazeny podjednotky ClpX a ClpP pted sestavenim proteolytického komplexu ClpXP a jsou u nich
zvyraznény interakéni motivy (hydrofobni kapsy a IGF smycky). Na pravé strané je znazornéna
interakce podjednotek po zformovani komplexu. Zbyvajici volny hydrofobni zldbek je oznacen
Sipkou. — (upraveno Gatsogiannis et al. 2019)



3.2 Mechanismus piisobeni CIpXP a jeho role pri kontrole hladiny
proteint v burice

3.2.1 Rozpoznani substratu

ClpX rozpoznava proteinové substraty vazbou na kratké nestrukturované peptidové
sekvence, které se nazyvaji degradacni znacky ¢i degrony. Degrony jsou piitomny bud’ na
N- koncich nebo na C—koncich substratii. Pokud jsou tyto znacky pieneseny na n¢jaké proteiny,
jsou odsouzeny k degradaci ClpXP komplexem (Baker a Sauer 2012). Bioinformaticka analyza
sekvenci proteint, které byly purifikovany z proteolytickych komor neaktivniho ClpXP
komplexu, odhalila pét tfid degradacnich znalek (Obrdzek 5). Dvé jsou lokalizované na
C— konci a tii na N—konci proteinu (Flynn et al. 2003). Dv¢ tfidy C—koncovych signali sdileji
homologii se sekvencemi ssrA znacky a MuA znacky. Jedna tfida N—koncovych degront je
podobna sekvenci A0 proteinu pro ClpXP degradaci, zatimco jina N—koncova tiida zahrnuje
signalni sekvenci proteinu OmpA pro sekreci proteint (Flynn et al. 2003). OmpA za norméalnich
podminek neni lokalizovan v cytosolu, ale je lokalizovan ve vnéj§i membrang. Z toho vyplyva,
ze ClpXP degradace cytoplasmatického OmpA by mohla hrat roli pii kontrole kvality proteinu
(Flynn et al. 2003).
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Obrazek 5: Sekvence C—koncovych a N—koncovych znacek, které jsou rozeznavany ClpX a odsouzeny
k degradaci ClpXP komplexem. Cervené tecky oznacuji o—karboxylovou skupinu. Modré tecky
oznacuji o—amino skupinu proteinu. — (upraveno Baker a Sauer 2012)



Nejlépe prostudovanym piikladem rozpoznani specifického substratu je interakce ClpX
s degronem ssrA (Gur et al. 2011). Znacka ssrA je u Escherichia coli C—koncovy sekvenéni
motiv dlouhy jedenédct aminokyselin (Gottesman et al. 1998). KdyZ se ribozom zastavi béhem
proteosyntézy, ssrA znacka je pridana na jeho nekompletni nascentni protein pomoci tmRNA
(transfer messenger RNA) systému, ¢imz se zajisti degradace téchto polypeptidi (Lies a
Maurizi 2008). Hlavnimi rozpoznavacimi signaly ssrA znacky jsou dva C—koncové alaniny a
negativné nabytd o—karboxylova skupina (AA-COOH). Zbyld cast ssrA  znacky
zprostiedkovava vazbu se SspB adaptérem, ktery pomaha pii dopraveé ssrA znaceného proteinu
do ClpXP komplexu a zvySuje tim rychlost jeho degradace (Kim et al. 2000; Flynn et al. 2001;
Lies a Maurizi 2008).

ClpX rozeznava ssrA znacku prostiednictvim tfech sad flexibilnich smycek, které jsou
umistény v riznych pozicich podél axidlniho péru. Jedna se o RKH smycky, které¢ ohranicuji
vstup do poru ClpX, a dvé porové smycky (GYVG a por-2 smycky) (Siddiqui et al. 2004;
Martin et al. 2007). Mutace RKH smycek vyrazné snizuji specificitu vazby ssrA znacky, coZ
ukazuje, ze tyto smycky ptisobi jako selekéni brana pro vstup do péru ClpX. Mutace porovych
smycek zvySuji Km (Michaelisova konstanta) a snizuji afinitu ClpX k ssrA znafenym
substratim (Martin et al. 2007). Kromé toho bodové mutace RKH smycek snizujici jejich
kladny néboj, snizuji schopnost vazat negativné nabité alfa karboxyly ssrA znacky a zaroven
zvysuji schopnost véazat substraty s kladné nabitou degradac¢ni znackou. Mezi tyto kladn€ nabité
znacky patii naptiklad N—koncova A0 a C—koncova MuA znacka. Tyto vysledky naznacuji, ze
substratova specifita ClpX je evolu¢nim kompromisem, kterych dovoluje rozpoznani nékolika

ruznych typt substratt (Farrell et al. 2007).

3.2.2 Adaptory zprostiedkovana degradace substratu

Dva adaptorové proteiny, SspB a RssB, spolupracuji s ClpXP v regulaci proteolyzy
specifickych substrati (Baker a Sauer 2012). RssB je dvou komponentovy regulator, ktery ma
za tikol dopravit ¢° faktor, podjednotku specifického promotoru stacionarni faze, do ClpXP,
aby doslo k jeho degradaci béhem aktivniho ristu (Dorich et al. 2019). Tato adaptorem
zprostiedkovana specifickid degradace ¢° je hlavnim bodem pro regulaci a transkrip&ni
preprogramovani béhem obecné stresové reakce. RssB i ¢® faktor se vazi na ClpX s malou
afinitou. Tyto slabé vazebné interakce jsou stabilizovany po zformovani ternarniho komplexu
RssB-65-ClpX (Zhou et al. 2001; Dorich et al. 2019).

Bylo navrZeno, Ze RssB mlZe jako substrat aktivujici adaptor zpisobit konforma¢ni zmény

o® faktoru a odhalit mista pro vazbu na ClpXP. RssB funguje pouze jako katalyzator degradace
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o faktoru a neni s nim spole¢né degradovan, ale je recyklovan (Obrdzek 6) (Klauck et al. 2001).
RssB je atypickym regulatorem stresové odpovédi, protoze jako jediny znamy ClpXP adaptér
je inhibovan nékolika odlisSnymi antiadaptory (IraD, IraP a IraM). Tyto antiadaptory jsou
indukovany rozdilnymi stresovymi signaly a v reakci na n€¢ se vazi na RssB, ¢imz blokuji
degradaci 6® faktoru (Obrdzek 6). Zpisoby, jakym se specificky antiadaptor vaZe na RssB nejsou
zcela znamy (Battesti et al. 2013; Dorich et al. 2019).

© = °

neaktivni Rssh 9 m

aktivni RssB

Degradace 65

stresem indukované
antiadaptory

uzavieny RssB

Obrazek 6 : Degrada¢ni draha o® faktoru v Escherichia coli: Béhem aktivniho riistu je 6° faktor (modré)
pomoci RssB adaptoru (rizovd) doveden do ClpXP (Seda) k rychlé degradaci. Vystaveni bunky
stresovym faktorim indukuje produkci antiadaptorovych proteint (IraP, IraM a Irad (zelend)), které
inhibuji RssB a zablokuji 6° degradaci. Fosforylace RssB (¢ervena) zvysuje afinitu RssB vazat ¢°, ale
neni nutny pro regulaci 6> degradace. (Battesti et al. 2013). — (upraveno Dorich et al. 2019)

SspB napomahé dopravovat ssrA znacené substraty k ClpXP degradaci, ale také zvySuje
rychlost rozeznani a degradace ssrA znacenych a dalSich jinak znacenych substratii (Levchenko
et al. 2000). Z predchozi kapitoly je zfejmé, Ze SspB neni nezbytné pro vazbu ssrA znac¢enych
substrati k ClpXP degradaci, pouze jen zvySuje afinitu a kooperaci vazby ssrA znafenych
substrat na ClpX (Wah et al. 2002).

SspB tvofi homodimerni strukturu, kde ob& podjednotky v N—koncové oblasti obsahuji
dobte definované zlabky, pomoci kterych vazi N-koncovou a centralni ¢ast ssrA znacky.
Dtlezité je, aby C—koncova ¢ast ssrA znac¢ky zlstala odhalena pro pfesné rozpoznani proteinem
ClpX (Obrdazek 7). Obé podjednotky SspB maji také vysoce konzervovanou flexibilni
C—koncovou ¢ast, ktera interaguje specificky s N—koncovou ZBD doménou ClpX (Wojtyra et
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al. 2003; Wah et al. 2003; Levchenko et al. 2003). Jednobodové mutace v C—koncové Casti
SspB adaptoru jsou zcela dostatecné na to, aby doSlo k preruseni SspB zprostiedkované
degradace ssrA znaCeného proteinu (Dougan et al. 2003). Stejné tak odstranéni i
mutace N— koncové casti ClpX vede k preruseni SspB zprostiedkované degradace ssrA
zna¢en¢ho proteinu. Z toho vyplyva, Ze oba konce podjednotek SspB jsou potiebné
pro vysoko—afinitni vazbu ssrA znaceného proteinu k ClpX a pro efektivni stimulaci ClpXP

degradace (Wojtyra et al. 2003).
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Obrazek 7: Znazornéni vazby ssrA znacky se SspB adaptorem. Modfe zna¢ena ¢ast ssrA sekvence,
ktera se vaze do zlabku N—koncové &sti podjednotky SspB. Cervené znatené posledni dva C—
koncové alaniny s o—karboxylovou skupinou pomoci, které zprostiedkovavaji interakci
s ClpX — (upraveno Baker a Sauer 2012)

Pro sestaveni stabilniho dorucovaciho komplexu SspB—substrat(ssrA)—ClpX je zapotiebi
slabych vazebnich interakci jak mezi N—koncovou ZBD ClpX a C—koncovou ¢asti SspB, tak
mezi ClpX a ssrA. Z toho vyplyva, Ze substrat znaceny ssrA musi byt vazan na SspB ve stejnou
dobu, jako musi byt zapojeny do ClpX pro zformovani stabilniho komplexu (Bolon et al. 2004b;
2004a).

Zvlastni je, ze kdyZ se uméle vytvotila vazba mezi GFP (zeleny fluorescencni protein)
znacenym ssrA a adaptérem SspB, tak proteaza ClpXP degradovala jak GFP, tak kovalentné
navazany adaptor. MoZny mechanismus tohoto jevu je, Ze ClpX tdhne znaCku ssrA, ¢imz
zahajuje degradaci a tim soucasné prerusuje slabé kontakty se SspB (Bolon et al. 2004b).

Kromé zvySeni schopnosti degradovat ssrA znacené substraty, SspB také poméaha degradaci
N—koncového fragmentu transmembranového RseA proteinu stresové reakce (N—RseA) (Flynn
et al. 2004). Za b&znych podminek se RseA vaze na transkripéni faktor 6°, ¢imz mu zabrafuje
v aktivaci transkripce. Pfi poskozeni bunécné stény dojde k aktivaci ESR (reakce na stresovy

faktor bunécného obalu) regulacni odpovédi, pii které je RseA St€épen membranovou protedzou
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za uvolnéni N-RseA v komplexu se 6© do cytosolu. SspB poté dopravi N-RseA do ClpXP,
ktera degraduje N-RseA a uvolni o pro aktivaci transkripce stresovych genii (Levchenko et al.
2005).

N-RseA je rozpoznavan proteinem ClpX podobnym zplisobem, jako je rozpozndvana ssrA
znacka viz. kapitola 3.2.1. Piekvapivé je, ze neni zndma zadna sekvencni podobnost mezi
oblasti N— RseA, kterd interaguje se SspB a oblasti ssrA znacky, kterd se SspB rovnéz
interaguje. Navic, oblast N-RseA, ktera vaze SspB interaguje s peptidickym zlabkem v opacné
orientaci nez ssrA znacka (Obrdzek 8) (Levchenko et al. 2005).

B

sarA

N

Obrazek 8: Struktura RseA a ssrA peptidi vazajici se na adaptor SspB. (A) Zobrazeni jedné podjednotky
SspB (fialova) vazajici RseA (zlutd). (B) Zobrazeni jedné podjednotky SspB vazajici ssrA peptid
(zelena). (C) Povrchové znazornéni opacné oritentace vazby ssrA peptidu a RseA peptidu ve Zlabku
SspB. — (upraveno Levchenko et al. 2005)

3.2.3 tmRNA systém

K zastaveni translace na ribozomu muze v buiice dojit riznymi zplisoby, n¢kdy k nému
dochazi cilené, napiiklad piisobenim antibiotik inhibujicich translaci (erythromycin), a jindy
k nému dochazi zcela ndhodné€, naptiklad kdyz translatovand mRNA postrada stop kodon
(Himeno et al. 2014). Z téchto diivoda potfebuje mit buiika systém, ktery by dokézal zastavené
ribozomalni komplexy recyklovat pro dal§i kola translace. Bez ptitomnosti zachranného
systému by se v buiice zacaly tyto zastavené ribozomalni komplexy hromadit, coz by nakonec
vedlo az k buné&cné smrti. Jednim z dobte popsanych systému zachrany zastavenych ribozomi
je tmRNA systém (Chadani et al. 2010; 2011).

TmRNA je mald molekula RNA, kterd sdili mnoho strukturnich a funkénich podobnosti
spole¢né s molekulou tRNA. Jeji 5' a 3' konce formuji strukturu podobnou akceptorovému
ramenu a T ramenu tRNA (Ushida et al. 1994; Komine et al. 1994). Funkénimi podobnostmi
tmRNA a tRNA jsou, Ze 3' konec tmRNA miiZe byt nabity aminokyselinou (alaninem) pomoci
aminoacyltRNA syntetazy (Ushida et al. 1994; Komine et al. 1994), S'konec je zpracovan

RNAzou P (Komine et al. 1994), ddle ma schopnost vazat se s elongacnim faktorem Tu (EF-
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Tu) po aminoacyla¢ni reakci (Rudinger-Thirion et al. 1999), a nakonec dokaze interagovat se
70S ribozomem (Ushida et al. 1994).

Na rozdil od tRNA tmRNA neobsahuje zddnou antikodonovou ¢ast, ale obsahuje kratkou
peptid kddujici sekvenci nachédzejici se v MLD (mRNA podobné domén¢) doméné tmRNA
molekuly. Tato sekvence koduje kratky polypeptidovy fetézec, ktery je sekvencné podobny
ssrA proteinové znacce s koncovou stop kodonovou sekvenci, tudiz se tmRNA zaroven chova
1 jako mRNA (Tu et al. 1995). Vysledkem plisobeni tmRNA zichranného systému je volny
nascentni polypeptid, ktery na svém C—konci nese sekvenci kédovanou tmRNA (Keiler et al.
1996).

Spravna funkce tmRNA vyzaduje tfi proteiny: aminoacyl-tRNA syntetdzu (Komine et al.
1994), EF—Tu (Rudinger-Thirion et al. 1999) a maly protein B (SmpB) (Karzai et. al. 1999).
SmpB se vdze na molekulu tmRNA pftes jeji T rameno a spole¢né€ s nim napodobuji tRNA.
Nejdiive je tmRNA s navazanym SmpB aminoacylovana aminoacyl-tRNA syntetazou (Karzai
et. al. 1999). Tento nabity komplex (Ala—TmRNA) se vaze s EF— Tu-GTP, ktery ho ptivadi do
A—mista ribozomu. Hydrolyza GTP a nasledné uvolnéni EF— Tu-GDP vede ke konformaénim
zménam, diky kterym muze dojit k umisténi Ala-tmRNA do A-mista. Poté je nascentni
polypeptid pfenesen na Ala—tmRNA peptidyltransferdzovou reakci. Béhem tohoto procesu
interaguje C—konec SmpB se vstupnim kandlem pro mRNA a za pfitomnosti elongacniho
faktoru G je nasledné cely komplex premistén do P-mista mechanismem podobnym bézné
translaci (Ramrath et al. 2012; Rae et al. 2019).

V dalsim kroku se uvolni ptivodni mRNA z ribozomu a dojde k obnové translace oteviené¢ho
¢tectho rdmce MLD tmRNA. Translaci MLD domény dojde k prodlouzeni nascentniho
polypeptidu o ssrA degradacni sekvenci, nasledovanou stop kodonem, ktery umozni terminaci
translace. V duasledku toho je polypeptid uvolnén z ribozomu se ssrA degronem na C-konci.
Jelikoz je tato znacka ucinné rozpoznavana ClpX, jsou produkty trans—translace rychle

degradovany (Rae et al. 2019).

3.2.4 Rozbaleni a translokace substratu urceného k degradaci pomoci ClpXP

Po rozpoznani a navazani proteinu uréené¢ho k degradaci na ClpX, nastanou konformacni
zmény v AAA+ prstenci, pomoci nichZ se za¢ne posouvat degrada¢ni znacka skrz por. Tyto
konformacni zmény jsou pohdnény vazebnymi a hydrolytickymi cykly ATP (Martin et al.
2008). Jakmile nativni ¢ast proteinu dosdhne axidlniho péru, ktery je pfili§ Gzky na to, aby
umoznil jeho priichod, dojde k n¢kolika cykliim hydrolyzy ATP a k ptfidruZenym energetickym

tahiim. Vysledkem téchto udalosti je tazna sila plisobici na strukturu proteinu, kterd muze
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vyustit k jeho denaturaci. Rozbaleny polypeptid je nasledné translokovan axialnim pérem az do
proteolytické komory, kde je St€pen na peptidové fragmenty (Baker a Sauer 2012).

Aktivita vedouci k rozbaleni proteinu z nativniho stavu zavisi na fadé¢ konzervovanych
smycek ClpX. Mezi tyto smyc¢ky patii RHK smycky a porové smycky (GY VG a por-2) (Martin
et al. 2008). Tyto smycky obsahuji objemné aromatické a alifatické postranni fetézce pomoci
nichz se prenasi tazna sila na substrat, kterd vede k jeho rozbaleni (Ripstein et al. 2017; Fei et
al. 2020).

Z nedavno provedené studie zabyvajici se tim, jak sekvence translokovaného substratu
ovlivituje miru schopnosti ClpX substrat uchopit, vysSlo najevo, ze velké hydrofobni a
aromatické postranni fetézce jsou uchopeny siln€ji nez malé polarni nebo nabité postranni
fetézce a hlavné, ze ptilnavost k substratu je primarné zprostiedkovana nespecifickymi van der
Waalsovymi interakcemi mezi postrannimi fetézci substratu a podmnozinou GYVG smycek
v axialnim poru ClpX (Bell et al. 2019).

Byla navrZena fada modelti, vychazejicich ze strukturnich analyz AAA+ ATPaz, popisujici
mechanickou praci protomert ClpX béhem translokace substratu. V nejnovéjSich studiich
pievazuje rotacni model cyklické hydrolyzy podporujici model ,hand—over—hand*
mechanismu translokace (Shin et al. 2019; Ripstein et al. 2020). Model ,,hand—over—hand*
translokacniho mechanizmu spociva vtom, ze ATP je postupné hydrolyzovano zjedné
podjednotky na druhou a dané podjednotky postupné migruji ze spodni do vrchni pozice spiraly
a zase zpét (Enemark a Joshua-Tor 2006). Ze studie cryo—EM struktury ClpXP komplexu
z Neisseria meningitis, 1ze vysvétlit translokacni mechanismus pomoci dvou konformaci,
konformace A a konformace B, které predstavuji kroky substrat translokacni drahy, kde kazdy
z protomert ClpX (X1-X6), bude rotovat mezi vSemi Sesti pozicemi podél spirdly. Tento
cyklus je spojen s hydrolyzou ATP, s pozici porovych smycek ClpX podél substratu a s
interakci IGF smycek s CIpP (Ripstein et al. 2020). Translokacni mechanismus
popisuje (Obrazek 9).
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Obrazek 9: Transloka¢ni model ClpXP. (A) Schéma ClpX-—nukleotid—dependentniho konformacéniho
cyklu. Zac¢atek translokacniho cyklu bude popsan na X1 protomeru v konformaci A v horni (US) pozici
vzhledem k CIpP (9A prvni kruh). Pfechod z konformace A do konformace B je zprostfedkovan
vyménou nukleotidii na protomeru X1 v US pozici (9A prvni a druhy kruh) pfi¢emz hydrolyza ATP a
uvolnéni fosfatu ze stavu pfipraveného k hydrolyze ATP (ATP*) obnovi zpét konformaci A (9A druhy
a tieti kruh). Zména konformace (A—B) vede k zapojeni pérovych smycek protomeru X1 se substratem,
coz vede k jeho naslednému posunu do proteolytické komory. Rovnéz béhem této zmény konformace
dochézi k uvolnéni poérovych smycek protomeru X6 od substratu a také protomer X6 zaujme spodni
pozici (LS) vzhledem k ClpP. Hydrolyzou ATP* (ptechod z B—A) se protomer X6 dostava do US
pozice a cyklus se mize opakovat. Komplex je tedy resetovan do stavu, kdy miize provadét dalsi krok
translokace prechodem z konformace A na konformaci B jen nyni se bude protomer X6 chovat jako
protomer X1 v pfedchozim kroku (Ripstein et al. 2020). (B) ,,Hand—over—hand“ mechanismus
translokace zprostfedkované porovymi smyckami. Prvni pfechod z konformace A na konformaci B. Pti
prvni pfechodu z konformace A do konformace B se X1 z US pozice dostava na horni ¢ast spirdly a X6
se ota¢i od centralniho poru, aby zaujala LS pozici. Opakovanim téchto pohybt se porové smycky
pohybuji nahoru po substratu a tdhnou ho dolt do proteolytické komory ClpP. (C) Pozice protomert
ClpX vzhledem k ClpP pfi ptechodu z konformace A do konformace B. V obou konformacich je ClpX
ve spiralovém uspotradani vzhledem k ClpP (Cervena teckovana ¢ara). V konformaci A je protomer X2
umistén v horni &4sti spiraly, zatimco v konformaci B zaujima protomer X1 horni polohu asi o 7A vyssi,
nez je jeho pozice v konformaci. — (upraveno Ripstein et al. 2020)
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4 Vliv ClpX a ClpP na fyziologii a virulenci u Staphylococcus
aureus

4.1 Vliv ClpXP a ClpX na virulenci u Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus je jednim z hlavnich lidskych patogenti, ktery zptisobuje Siroké
spektrum infekci od povrchovych infekci ran ¢i po zivot ohrozujici systémové infekce (Frees
et al. 2003). Zésadni pro patogenitu S. aureus je fada proteinii asociovanych s bunéénym
povrchem a velké mnozstvi vyluCovanych proteinii. Tyto proteiny jsou produkovany
koordinované v zavislosti na riistové fazi. Proteiny bunééného povrchu (protein A a proteiny
vazajici fibrinogen, fibronektin a kolagen) jsou produkovany hlavné na pocatku infekce (resp.
béhem exponencialni fazi ristu), jelikoz umoziuji bakteriim kolonizovat hostitele a vytvorit
ohnisko infekce (Frees et al. 2003). Mezi vyluCované proteiny patfi toxiny a enzymy
degradujici tkan¢ (hemolyziny, proteazy, lipazy, koaguldzy a enterotoxiny), které se prevazné
produkuji v pozdéjsich fazich infekce (resp. pii piechodu do stacionéarni faze rastu) (Frees et al.
2003).

Jednim ze zakladnich fidicich prvki této koordinované regulace virulentnich gent je
komplexni quorum—sensing regulacni systém doplitkovych genti (agr), reagujici na koncentraci
vyluCovanych autoindukujicich peptidi (AIP). To umoziiuje vnimat vlastni hustotu populace.
Kromé agr systému vyuziva S. aureus k detekci specifickych podnéti z prostiedi dalsi
dvoukomponentové systémy, a koordinuje odpovédi s cytoplazmatickymi regulatory rodiny
proteini Sar a alternativnimi ¢ faktory (Jenul a Horswill 2019).

Agr lokus se sklada ze dvou rozdilnych regulacnich nekodujicich transkriptt RNAII a
RNAIII, které jsou pod kontrolou promotorti P2 a P3. RNAII koduje AIP a dvoukomponentovy
signalni systém, ktery reaguje na extracelularni koncentraci AIP. Indukce timto
quorum — sensing mechanismem vede k produkci RNAIII transkriptu, ktery je efektorem
produkce virulentnich genii (Jenul a Horswill 2019). Pro maximélni expresi RNAIII je nutny
globalni regulator, DNA vazebny transkripcni regulator SarA. SarA nezéavisle na agr reguluje
transkripci vybranych cilovych genli mechanismem, ktery zahrnuje pfimé navézani SarA na
promotorovou oblast. (Frees et al. 2005; Jenul a Horswill 2019).

Bylo pozorovéno, Ze produkce nékterych extracelularnich virulentnich faktort (naptiklad
alfa-hemolyzinu) byla sniZena u mutant postradajici ClpXP protedzu. To mélo za nasledek
snizeni virulence danych mutantnich kmeni (Frees et al. 2003). Neptitomnost ClpXP sniZovala
jak transkripci agr efektorové molekuly RNAIII, tak produkci AIP. Toto zjisténi vedlo

k zavéru, Ze ClpXP reguluje syntézu virulentnich genl prostfednictvim agr systému (Frees et
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al. 2003; 2005). Dale bylo pozorovano, ze ClpX je vyzadovan pro transkripci genu spa
(stafylokokovy protein A) koédujici protein A, ktery je soucdsti bunééné stény (Frees et al.
2003). Produkce ostatnich virulentnich proteinti bunécné stény (proteiny vazajici fibrinogen,
fibronektin a kolagen) neni zavisla na pusobeni ClpX, jelikoz mutanty s deleci clpX

produkovaly zvySena mnozstvi téchto proteinti (Frees et al. 2005).

4.1.1 Pisobeni ClpX na produkci proteinu A

Protein A je hlavni povrchové vazany virulentni faktor vyskytujici se ve vSech kmenech
S. aureus. Véaze Fc—oblast t€Zkého fetézce imunoglobulinli (zejména IgG) a von Willebrandiiv
faktor, ¢imz vyvola zanétlivé reakce u hostitele (Foster a McDevitt 1994; Jelsbak et al. 2010).
Produkce proteinu A je regulovana riistovou fazi a je fizena komplexnimi regula¢nimi sitémi
plsobicimi na transkrip¢ni, translacni a posttranslacni Grovni. Na vrcholu této regulaéni sité je
agr quorum — sensing systém viz. kapitola 4.1 (Jelsbak et al. 2010).

RNAIII molekula snizuje produkei proteinu A pfimym 1 nepfimym plsobenim. Pfimym
pusobenim RNAIII molekul je jejich vazba na spa mRNA molekuly. Tato vazba snizuje syntézu
proteinu A na dvou urovnich. Jednak inhibuje translaci spa mRNA a zaroven podporuje jeho
degradaci (Huntzinger et al. 2005; Jelsbak et al. 2010). Nepifimo RNAIII snizuje transkripci spa
inhibici translace rof mRNA. Rot protein, patfici do rodiny Sar proteind, stimuluje transkripci
spa dvéma zpisoby: piimou vazbou na spa promotor, anebo nepiimo zvySenim transkripcni
urovné sarS. Podobné¢ jako Rot aktivuje SarS transkripci spa prostiednictvim pfimych interakei
s oblasti spa promotoru. Aktivacni aktivity Rot a SarS na expresi spa jsou potlaCovany
represorem SarA a c® faktorem b&hem stacionarni faze riistu (Hsieh et al. 2008; Jelsbak et al.
2010). Model regulace naznacuje, ze SarS a Rot plsobi spolecné jako pozitivni regulatory
transkripce spa, zatimco SarA jako negativni regulator soupeti s nimi o piekryvajici se vazebna

operatorova mista na spa (Jelsbak et al. 2010). Piesna role 6® neni zcela objasnéna, predpoklada
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se, ze 6> ovliviiuje stabilitu 7ot mMRNA a nebo ma vliv na expresi transkrip&nich faktort, které

snizuji expresi rot béhem stacionarni faze rustu (Hsieh et al. 2008).

RNAIII

rot-mRNA ~rnswWh |

Protein A

: M‘U“\JW\ spa-mRNA

r’l sarS | spa

Obrazek 10: Model zobrazujici regulaéni sit’ kontrolujici produkci proteinu A: Transkripce spa je
pozitivné regulovana transkripénimi aktivatory Rot a SarS a negativné regulovana SarA. Translace spa
mRNA a rot mRNA je inhibovina RNAIIl. Na tomto modelu neni vyznaéena role o
faktoru.— (upraveno Jelsbak et al. 2010)

Studii mutantl clpX bylo zjisténo, ze ClpX je nezbytny pro maximalni produkci Rot
proteinu, protoze buiniky bez ClpX obsahuji piiblizn¢ 2—3krat méné Rot proteinu nez bunky
divokého typu. Dvojnasobné snizeni produkce Rot zpisobi 90% snizeni celkové produkce
proteinu A (Jelsbak et al. 2010). Takovy pokles mnozstvi proteinu A naznacuje, ze k jeho
produkci je zapotiebi udrzovat ur¢itou prahovou koncentraci Rot. Tato prahova koncentrace je
zapotiebi k tomu, aby doslo k zmirnéni u¢inku negativnich inhibitori na expresi genu spa a
zaroven jeji prekroceni by vedlo ke zvySeni exprese tohoto genu. Mutanty c/pX nedosahuji této
prahové koncentrace Rot, vlivem pfimého piisobeni ClpX na jeho produkci, a tudiz maji defekty
v produkci proteinu A (Jelsbak et al. 2010). Experimenty zaméfené na urceni role ClpX
v syntéze Rot odhalily, Ze ClpX ma dvoji roli v regulaci produkce proteinu A. Zaprvé stimuluje
transkripci genu spa zvySenim translace Rot a zadruhé je vyzadovan pro Uplnou translaci spa

mRNA (Jelsbak et al. 2010).

4.2 ClpX ovliviiuje bunéc¢nou fyziologii a stresovou toleranci S. aureus

Béhem priibéhu infekce jsou patogeny vystaveny riznym stresovym faktorim: teplotnim
zménam, zménam pH, nutricnimu hladovéni €1 vystaveni reaktivnim formam kysliku, které
produkuji hostitelské fagocyty (Frees et al. 2003). Béhem teplotniho stresu se vétSina proteind

rozbaluje ze své nativni konformace a tvofi shluky. Buné¢nou odpovédi na toto chovani je
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syntéza Saperond a protedz. Protedzy maji za ukol odstranit vzniklé proteinové shluky a obnovit
proteinovou homeostazy a bunécné Saperony se pokousi slozit stresem poskozené proteiny do
nativni konformace. Proteiny, které se nepodati slozit, jsou posléze degradovany (Frees et al.
2003; Stahlhut et al. 2017).

Bylo zjisténo ze proteaza ClpP je nezbytna pro rist za stresovych podminek, pii kterych
vznikaji Spatn¢ slozené proteiny (Frees et al. 2003). Naproti tomu c/pX mutanta rostla pfti
vyssich teplotach a v pfitomnosti vyssich koncentraci puromycinu nez divoky typ (Frees et al.
2003; 2004). Béhem tepelného stresu vyuziva S. aureus z velké miry Saperon ClpC, ktery patti
do rodiny AAA+ proteaz stejné jako ClpX. ClpC béhem teplotniho stresu zprostredkovava skrz
interakci s ClpP degradaci teplem denaturovanych proteina (Frees et al. 2004; Stahlhut et al.
2017). To Ze S. aureus vyuziva z vétsi miry ClpCP k denaturaci Spatné sloZenych proteint pii
tepelném stresu, nevylucuje, ze ClpXP také prispiva k degradaci stresem poskozenych proteind.
Avsak funkéni ClpXP protedza nestaci k zajiSténi rstu a preziti S. aureus v podminkach
vyvolavajici masivni rozvinuti proteint, jelikoZ inaktivace c/pC vytvaii mutantni fenotyp silné
citlivy na teplo (Stahlhut et al. 2017).

Jelikoz mutanty s inaktivnim clpX zlepSuji preziti S. aureus za vyssich teplot, je ziejmé, ze
ClpX se nechova jako klasicky Saperon tepelného Soku. Zajimavé je, ze tyto mutanty
nedokazaly rast pii teplotach nizSich nez 30 °C a zaroven vykazovaly mnohem mensi velikost
bunék v porovnani s divokym typem (Frees et al. 2004).

Pro nosokomialni patogeny napft. S. aureus je vedle produkce virulentnich faktort dilezita 1
schopnost tvofit biofilm. Je zajimavé, Ze tvorba biofilmu byla snizena v nepifitomnosti ClpX
anebo ClpC, zatimco v nepfitomnosti ClpP byla zvySena. Molekularni mechanismus ptisobeni

ClpC a ClpX na tvorbu biofilmu neni znam a vyzaduje dalsi vyzkum (Frees et al. 2004).
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4.3 ClpX jako faktor podilejici se na tvorbé septa u S. aureus a jeho mozny

vliv na transkripci genii zodpovédnych za bunééné déleni
Nezavisle na ClpXP ovliviiuje ClpX transkripci malého poctu genti, které maji roli v syntéze
bunécné stény a déleni bunck. Zajimavé je, ze ClpX se vyskytuje v jednotlivych loziscich v
tésné blizkosti septa (Jensen et al. 2019b). U Caulobacter je subcelularni umisténi ClpXP na
p6lu bunék dulezité pro regulaci bunécného cyklu (Jenal a Fuchs 1998). Zjisténi, ze ClpX
S. aureus je umisténo v odliSnych ohniscich pobliz septa béhem dé¢leni bunék (Obrdzek 11),
nahrava myslence, ze aktivita ClpX je omezena na jedno konkrétni subceluldrni misto v

procesu bunécného d€leni S. aureus (Jensen et al. 2019b).

b Membrane ClpX-eYFP MIP 3D rotation

Obrazek 11: Snimky zobrazujici umistnéni derivatu ClpX znaceného zlutym fluorescenénim proteinem
(ClpX—e YFP) v blizkosti septa pfi déleni buitky ve 37 °C pofizené za vyuziti superrezolucni
mikroskopie se strukturovanym osvétlenim (SR—SIM): (a) Fokalni lokalizace ClpX—eYFP v blizkosti
membrany bunck S. aureus. (b) Umisténi ClpX—eYFP v bunkach S. aureus v riznych stadiich

k uzavfeni septa a (iv) buiiky s kompletné dokon¢enym septem. — (upraveno Jensen et al. 2019b)
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Dale bylo zjisténo, ze mutanty c/pX maji odlisny zplsob syntézy septa a dochazi u nich k
iniciaci separace dcefinych bunék jest¢ pred dokoncenim septa. Tento efekt byl pozorovan u
mutantl rostoucich pii 30 °C, ale jiz nebyl pozorovan u mutantd rostoucich pti 37 °C. Toto
chovani je dikazem, ze ClpX se stava kritickym faktorem pro koordinaci bunécného cyklu
S. aureus beéhem poklesu teploty (Frees et al. 2004; Bak et al. 2016; Jensen et al. 2019a). Tento
na chlad citlivy rustovy defekt c/lpX mutanty je nezavisly na ¢innosti ClpP a je zmirnén ztratou
funkce v genu /taS. LtaS kéduje LtaS syntetazu, ktera je nezbytnd pro syntézu lipoteichoové
kyseliny (LTA). Tato kyselina je esencidlnim polymerem bunécéné stény grampozitivnich
bakterii kontrolujici bunécné déleni a autolytickou aktivitu (Bak et al. 2016; Jensen et al.
2019a).

Ptedcasné rozdé€leni bunck je zdkladni ptic¢inou vysoké rychlosti spontanni lyze pozorované
mezi c/pX mutanty rostouci pi1 30 °C (Bak et al. 2016; Jensen et al. 2019a). Ikdyz tyto mutanty
obsahuji zvysSené koncentrace dvou hlavnich autolysinl, neni jejich zvySena koncentrace
hlavnim diivodem pted¢asného rozdéleni bunék. Neni vylouceno, Ze tyto autolysiny se nepodili
jistou mérou na tomto chovani, avSak u mutantti rostouci pti teploté 37 °C, u kterych je vyssi
hladina autolysinli pozorovana rovnéz, nedochdzi k predcasnému rozdéleni bun¢k (Bzk et al.
2016; Jensen et al. 2019a). Nize popsany model (Obrdzek 12) pravdépodobné vysvétluje tohoto
rozdilné chovani mutantu c/pX pti teplotach 30 °C a 37 °C. Tento model je zaloZzen na myslence,
7e zastaveni syntézy septa vystavuje bunky riziku predc¢asné aktivace autolysint (Jensen et al.
2019a). Predpokladem pro fungovani tohoto modelu je, ze ClpX piimym ¢i nepifimym
zpusobem podporuje prechod zrané do pozdni faze syntézy septa pii 30 °C. Prokézat tuto
hypotézu bude vSak obtizné, jelikoz molekuldrni Saperony, jako je ClpX, s meziprodukty
substratovych proteinti interaguji pouze prechodné béhem procesu skladani (Jensen et al.
2019a).

Zajimavé je, ze defekty v ristu a lyzi zplsobené deleci clpX byly snizeny u mutant
vystavenym subletalnim koncentracim B—laktamovych antibiotik. (Jensen et al. 2019a). Bylo
zjisténo, ze P-laktamy zpozd'uji autolytické Stépeni dcefinych bunék, a navic prodluzuji
syntézu peptidoglykanu pfi dokonceni tvorby septa. Toto zjisténi podporuje myslenku, ze
v S. aureus je ucinek B-laktamovych antibiotik spojen s koordinaci bunécného déleni a tedy

nezabiji buiiky pouze oslabenim jejich bunécné stény (Jensen et al. 2019a).
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Obrazek 12: Model zobrazujici lyzi S. aureus clpX mutanty v zavislosti na teploté rastu: Model
predpoklada, Ze prechod z rané faze do pozdni faze tvorby septa je zavisly na Saperonové aktivité ClpX
pouze pii 30 °C a nikoliv pti 37 °C. Mutanty c/pX maji vy$$i hladiny autolysint, coz je déla nachylng;jsi
k iniciaci separace bunék pred dokonéenim septa. JelikoZ mutanty rostouci pii 30 °C vyZzaduji
k pechodu z ¢asné do pozdni faze tvorby septa pfitomnost ClpX (A-B), stava se, ze vlivem jeho
absence se syntéza septa obcCas zastavi v rané fazi syntézy. Zastaveni syntézy septa vystavi bunku riziku
Stépeni obvodové stény autolysiny (D). Bunky, které jsou pred¢asné Sté€peny jsou nachylnéjsi k 1yzi,
z divodu toho Ze tlakova sila turgoru rozbije tenkou mechanicky slabou buné¢nou sténu na Spicce
dordstajiciho septa (E). Pii 37 °C dochazi k pfechodu z rané faze do pozdni faze syntézy septa (A—B)
v nepfitomnosti ClpX. Po uzavieni septa dojde k uvolnéni faktord aktivujici autolytické Stépeni
dcefinych bunék (C). — (upraveno Jensen et.al 2019a)

5 Funkce ClpX nezavisla na ClpP u jinych bakterii

5.1 ClpX jako faktor virulence u Bacillus anthracis a Streptococcus suis

sérotypu 2

Bacillus anthracis je grampozitivni sporulujici bakterie a piivodce zdvazného az smrtelného
onemocnéni antrax. Antrax se projevuje v piipade, kdyz bakteridlni endospory vstoupi do téla
odfeninou v kiizi, gastrointestinalnim nebo dychacim traktem. Vzhledem k relativni snadnosti
Sifeni spor a schopnosti zplisobovat smrtelné onemocnéni je tento patogen povazovan za
potencialni nastroj bioterorismu (Bouzianas 2009).

Podobné jako u S. aureus ovlivituje ClpX a ClpP u B. anthracis fadu virulentnich faktort a
jejich ztrata mize zvysit citlivost na stresové podminky a sniZit jeho virulenci. Ztrata clpX
zvySuje u tohoto patogena nachylnost k ATM latkam, které cili na buné€nou membranu anebo

na bunécnou sténu a rovnéZ snizuje schopnost tvofit spory (McGillivray et al. 2009). Mezi tyto
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ATM latky patii LL-37, ktery patii do skupiny katelicidinovych ATM peptidi a antibiotika
penicilin a daptomycin (Claunch et al. 2018a). Pfesny molekularni mechanismus ptsobeni
téchto latek na B. anthracis neni zcela zndm a pravdépodobné se bude jednat o podobny
molekularni mechanismus, ktery je pozorovan u S. aureus (Claunch et al. 2018b).

Streptococcus suis sérotyp 2 je jednim z dominantnich patogent zpisobujicich tadu
onemocnéni zahrnujici otravu krve, meningitidu, endokarditidu a pfipadné smrt u prasat ¢i lidi.
Jako u B. anthracis a S. aureus ClpX ovliviuje fadu virulentnich faktora a citlivost na stresové
podminky. Zajimavé je vSak zjiSténi, Ze na rozdil od S. aureus neni pro tvorbu biofilmu nutna
pritomnost ClpX, ale proteazy ClpP, kterd u S. aureus naopak zpusobuje snizeni tvorby
biofilmu. Molekularni mechanismus tohoto jevu neni znam. (Roy et al. 2019). Toto rozdilné
chovani ukazuje na to, ze ClpX miize mit rizny vliv na fyziologii odlisnych bakterialnich druht,
ikdyZ se jedna o strukturné konzervovany Saperon.

5.2 Vliv ClpX na tvorbu biofilmu, bunéénou adhezi, virulenci a stresovou

toleranci u Xanthomonas campestris pv. campestris

Xanthomonas campestris pv. campestris je bakteridlni patogen zpusobujici onemocnéni
¢erné hniloby postihujici predev§im brukvovité rostliny. JelikoZ mezi brukvovité rostliny patii
fada zemédé€lsky vyznamnych plodin, jako je brokolice, kapusta, kvétak a zeli, mize tento
patogen zpusobovat rozsahlé ztraty na trod¢ a kvalit€¢ péstovanych plodin (Vicente a Holub
2013; Lo et al. 2019).

Bylo prokazano, ze mutanty s deleci c/lpX maji snizenou produkci virulentnich faktor a
adhezivnich molekul, coz vede i ke snizené schopnosti tvofit biofilm. Déle bylo pozorovano,
ze tyto mutanty maji zvySenou citlivost na fadu stresovych faktora: teplo, puromycin a
dodecylsiran sodny (SDS) (Lo et al. 2019). Tento mutantni fenotyp je zcela odlisSny oproti
pozorovanému mutantnimu fenotypu S. aureus. U S. aureus je inaktivace c/pX spojena s vyssi
odolnosti na vysokou teplotu i vys$§i koncentraci puromycinu a naopak jeho pfitomnost je
klicova pro rust za nizkych teplot (Frees et al. 2004). Zda se, Ze by mohlo byt ClpX zapojeno
do jinych regula¢nich drah u Xanthomonas, anebo zde funguje jako Saperon teplotniho stresu
na rozdil od S. aureus, kde tuto roli zastava predevsim Saperon ClpC (Frees et al. 2004; Stahlhut
et al. 2017). Z provedené studie je ndm znam pouze vliv ClpX u Xanthomonas vystavenym
stresovym podminkam, ale neni dosud znamo, do jakych regulaénich drah je zapojen. Pro vétsi

pochopeni jeho plisobeni je tieba dalsi vyzkum.
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6 ClpX a ClpP jako novy cil antimikrobialnich latek k obnoveni

citlivosti rezistentnich patogenti

Antimikrobidlni rezistence (AMR) ptedstavuje zdvaznou globalni hrozbu pro lidi, zvifata a
zivotni prostfedi a je jednou z nejvyssich zdravotnickych vyzev 21. stoleti. Problematika AMR
je v Sifeni a pretrvani multirezistentnich bakterii. Mezi mozné piiciny vysokého vyskytu AMR
patfi nadmérné uzivani antibiotik u lidi i zvifat, volnd dostupnost nékterych antibiotik a
uvoliiovani nemetabolizovanych antibiotik nebo jejich zbytkdi do prostiedi prostfednictvim
multirezistentnich kment. V disledku Siteni AMR ATM latky prestavaji byt i¢inné v boji proti
témto multirezistentnim patogeniim. Z tohoto divodu je diilezité, aby doslo k vyvoji novych
alternativnich strategii v boji proti t€émto bakteridlnim kmentim (Aslam et al. 2018).

Jednim z moznych alternativnich cilti k obnoveni rezistence multirezistentnich bakterii jsou
proteiny ClpX a ClpP. Tyto proteiny maji z4sadni vliv na virulenci a rezistenci mnoha
bakteridlnich kment zplisobujici vaZzna onemocnéni (Frees et al. 2003; McGillivray et al. 2009;
Jensen et al. 2019a; Roy et al. 2019). Jelikoz se jedna o velice rozsifenou skupinu proteini,
vyskytujici se napfi¢ celou bakterialni fis$i, jsou idealnim cilem pro vyvoj novych
antibakterialnich latek (McGillivray et al. 2009; Moreno-Cinos et al. 2019). Efektivni zruSeni
aktivity ClpX by neslouzila k pfimému zabiti patogenu, ale k tomu, aby byl nachylny
k likvidaci vrozenym imunitnim syst¢émem (McGillivray et al. 2009).

Nova tiida ATM latek ADEP se zaméiuje na ClpXP proteolyticky komplex, konkrétnéji na
proteazu ClpP (Brotz-Oesterhelt et al. 2005). ADEP soupeii o vazebna mista (hydrofobni
kapsy) na ClpP s ATPazou ClpX, pficemz obsazeni jedné ze sedmi hydrofobnich kapes ClpP
ucinn¢ brani vazbé ClpX (Gersch et al. 2015). Vazba ADEP na ClpP zptsobi konformacni
zmény viz. kapitola 3.1.3. Tyto konformacéni zmény zptisobi aktivaci protedzy ClpP a ta bez
ptitomnosti ClpX zacne nespecificky degradovat proteiny, coz vede posléze k bunééné smrti
(Brotz-Oesterhelt et al. 2005; Kirstein et al. 2009).

Zajimavého vysledku bylo dosazeno pifi spoleéném podani ADEP s antibiotikem
rifampicinem. Podani této antimikrobialni smési dokazalo eradikovat chronickou infekci
S. aureus v mySim modelu. Eradikace biofilmu ve zvifecim modelu je dobrym zacatkem pro

zavedeni ADEP/rifampicinové 1écby do klinické praxe (Conlon et al. 2013).
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7 Zavér

ClpX je hexamerickd ATPaza rodiny AAA+ proteaz, ktera je schopnd interagovat
s tetradekamerickou proteazou ClpP za tvorby proteolytického komplexu ClpXP nebo pracuje
zcela nezavisle na ClpP jako molekularni Saperon. Tvorba proteolytického komplexu je
umoznéna diky vzajemnym interakcim sekvencnich motivii obou podjednotek. Vzajemna
interakce podjednotek proteolytického komplexu zplisobi, ze jinak samostatné neaktivni
protedaza ClpP, se stava aktivni. ClpX v tomto proteolytickém komplexu plni nékolik funkei:
rozpoznava substraty urené k degradaci pomoci kratkych nestrukturovanych sekvenci
nachazejici se na koncich proteinii a mechanickou praci zprostfedkovanou hydrolytickymi
cykly ATP rozbaluje a translokuje substraty do degradacni komory protedzy ClpP. Tato funkce
ClpX patii k obecnym funkcim, které miizeme nalézt u kazdého bakteridlniho druhu.

U patogennich bakterii, jako je S. aureus nebo B. anthracis, ClpX ovliviiuje samostatné, ¢i
ve spojeni s ClpP, produkci fady virulentnich faktort, faktort zodpovédnych za toleranci viici
stresovym podminkam, a faktor podilejicich se na bunééném déleni ¢i na syntéze bunécné
stény.

Z tohoto diivodu a také proto, ze ClpX i1 ClpP jsou konzervované napii¢ celou bakterialni
181, jsou pfimo idealnim cilem pro antimikrobidlni 1é€bu k obnoveni rezistence bakterii.
V dnes$ni dobé¢ je zndma fada ATM latek zaméfenych na aktivitu ClpP, avSak jedna z nich se
jevi jako velice slibny adept na uvedeni do klinické praxe. Zminénym adeptem je ATM latka

ADEP, kterd zpisobuje nespecifickou degradaci proteini protedzou ClpP. I kdyz ADEP
vykazuje dobré vysledky v obnoveni rezistence bakterii, neni jisté, zdali tato ATM latka projde

klinickymi testy. Z toho diivodu je diilezité hledat dalsi alternativy ATM latek pomoci, kterych
bychom mohli obejit antibiotickou rezistenci naptiklad cestou inaktivace ClpX ¢i navozenim

neregulované proteolyzy jako v pripadé ADEP.
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