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Abstrakt: 

Intracelulární proteolýza je základní regulační proces ovlivňující buněčnou fyziologii. Jelikož 

proteolýza nevratně ničí proteiny, je nutné, aby byl tento proces přísně kontrolován. U bakterií 

jsou základními kameny regulované proteolýzy AAA+ proteiny. Tyto proteiny se skládají ze 

dvou funkčních domén a to AAA+ šaperonové domény a proteázové domény. Jednou skupinou 

těchto AAA+ proteinů je rodina Clp proteinů, u které jsou funkční domény tvořeny 

samostatnými proteiny. Jedním z těchto proteinům je hexamerická AAA+ unfoldáza ClpX. 

Tato unfoldáza může interagovat s vysoce konzervovanou proteázou ClpP za tvorby 

proteolytického komplexu ClpXP. Tento proteolytický komplex využívá energii vazby ATP a 

jeho hydrolýzu k rozbalení a translokaci specificky značeného substrátu do degradační komory 

ClpP. Rozpoznání substrátu je zprostředkováno vazbou ClpX na krátké nestrukturované 

sekvence nazývané degradační značky. ClpX rozpoznává velké množství degradačních značek, 

avšak nejzásadnější je rozpoznání ssrA degradační značky, která je výstupem tmRNA systému 

záchrany ribozomu. I když ClpX ve spojení ClpP ovlivňují celou řadu buněčných pochodů, 

jako je exprese virulentních faktorů či adaptace na stresové faktory, ClpX zastává i role zcela 

nezávislé na ClpP. Mezi takové role patří například regulace exprese proteinu Rot, který je 

zodpovědný za produkci jednoho z hlavních virulentních faktorů stafylokoků proteinu A. 

Jelikož se ClpX i ClpP velkou měrou podílí na produkci virulentních faktorů, jeví se jako ideální 

alternativní cíl pro vývoj nových antimikrobiálních látek, které mohou být cílem k obnovení 

citlivosti rezistentních bakterií. 
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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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Přehled použitých zkratek 

AAA+ 
ATPases Assossiated with various 

cellular Activities + 

ATPázy spojené s různými buněčnými 

aktivitami + 

ABCF ATP–binding cassette subfamily F ATP–vazebná podrodina F proteinů 

ADEP acyldepsipeptide acyldepsipeptid 

ADP Adenosine diphosphate Adenosindifosfát 

Agr Accessory gene regulator Regulátor doplňkových genů 

AIP Autoinducing peptide Autoindukující peptid 

AMR Antimicrobial resistence Antimikrobiální rezistence 

ATM Antimicrobial substance Antimikrobiální látka 

ATP Adenosine triphosphate Adenosintrifosfát 

ATP* State primed to hydrolyze ATP Stav připravený k hydrolýze ATP 

Å Ångström Ångström 

Clp Caseinolytic proteins Kaseinolytický protein 

ClpA Caseinolytic protease subunit A Kaseinolytická proteázová podjednotka A 

ClpC Caseinolytic protease subunit C Kaseinolytická proteázová podjednotka C 

ClpE Caseinolytic protease subunit E Kaseinolytický proteázová podjednotka E 

ClpP 
Caseinolytic protease proteolytic 

subunit 

Kaseinolytická proteázová proteolytická 

podjednotka 

ClpX Caseinolytic protease subunit X Kaseinolytická proteázová podjednotka X 

ClpX– eYFP 
ClpX tagged with yellow fluorescent 

protein 

ClpX značené žlutým fluorescenčním 

proteinem 

ClpXΔN 

Caseinolytic protease subunit X 

without N– terminal zinc binding 

domain 

Kaseinolytická proteázová podjednotka X 

bez N–koncové zinek vazebné domény 

DNA Deoxyribonucleic acid Deoxyribonukleová kyselina 

EF–Tu elongation factor Tu elongační faktor Tu 

EM  Electron microscopy Elektronová mikroskopie 

ESR Evelope Stress Response Reakce na stresový faktor buněčného obalu 

FtsH 
Filamentous temperature-sensitive 
H peptidase 

Filamentární na teplotu citlivá peptidáza H 

GDP Guanosine diphosphate Guanosindifosfát 

GFP Green fluorescent protein Zelený fluorescenční protein 

GTP Guanosine triphosphate Guanosintrifosfát 



 
 

HslU Heat shock locus gene U Gen lokusu tepelného šoku U 

HslUV Heat shock locus gene U and V Gen lokusu tepelného šoku U a V 

HslV Heat shock locus gene V Gen lokusu tepelného šoku V 

IraD Anti-adapter protein IraD Anti–adapterový protien IraD 

IraM Anti-adapter protein IraM Anti–adapterový protien IraM 

IraP Anti-adapter protein IraP Anti–adapteerový protien IraP 

KM Michaelis konstante Michealisova konstanta 

Lon 

AAA+ ATPaze named after gene 
mutants of E. coli that forms long 

undivided filaments upon UV 

irradiation 

AAA+ ATPáza pojmenované po mutantu v 
genu E. coli který tvořil dlouhá 

nerozdělená filamentová vlákna po 

vystavení UV záření 

LTA Lipoteichoic acid Lipoteichoová kyselina 

ltaS Lipoteichoic acid synthase Syntetáza lipoteichoové kyseliny 

MLD mRNA–like domain mRNA podobná doména 

mRNA messenger RNA mediátorová RNA 

Msr(A) Methionine Sulfoxide Reductase A Methionin–sulfoxid reduktáza A 

N–RseA N–terminal residue of RseA N–koncový fragment RseA 

OmpA Outer membrane protein A Vnější membránový protein A 

RNA Ribonucleic acid Ribonuklová kyselina 

Rot Repressor of toxins Represor toxinů 

RseA Anti–σE factor RseA Anti–σE faktor RseA 

RssB Regulator of RpoS Regulátor RpoS 

SarA Staphylococcal accessory regulator A Stafylokokový doplňkový regulátor A 

SarS Staphylococcal accessory regulator S Stafylokokový doplňkový regulátor S 

SDS Sodium dodecyl sulfate Dodecylsíran sodný 

SmpB Small protein B Malý protein B 

spa Staphylococcal protein A Stafylokokový protein A 

SR–SIM 
Superresolution Structured 
Illumination Microscopy 

Superrezoluční mikroskopie se 
strukturovaným osvětlením 

SspB Stringent starvation protein B Stringentní hladem indukovaný protein B 

ssrA Proteolysis tag encode by tmRNA Degradační značka kodováná tmRNA 

tmRNA transfer–messenger RNA transferová –mediátorová RNA 

tRNA transfer RNA transferová RNA 

ZBD Zinc–binding domain Zinek–vazebná doména 
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1 Úvod 

Většina bakterií žije v dynamickém prostředí, kde se mění teplota, dostupnost živin a 

chemické složení. Pro přežití v takto dynamických podmínkách je nezbytné se umět rychle 

adaptovat. Většina adaptivních změn probíhá na úrovni transkripce, která je řízena globální 

regulační sítí, ale tato adaptační odpověď je pomalá. Většina bakteriálních proteinů je stabilní 

a jejich koncentrace v buňce je i po zpomalení transkripce vysoká, z toho důvodu je klíčem 

k rychlé adaptivní odpovědi proteolýza (Gur et al. 2011). 

Intracelulární proteolýza je základní proces, který reguluje genovou expresi, odstraňuje 

špatně složené proteiny vznikající během syntézy polypeptidového řetězce nebo při stresu 

vyvolaném vnějšími podněty, a udržuje v buňce homeostázy (Gur et al. 2011; Powers a Balch 

2013; LaBreck et al. 2017). Důležitost proteolýzy je zdůrazněna faktem, že alespoň jedna 

proteáza se vyskytuje ve všech živých buňkách a že mutanty, které postrádají jednu či více 

proteáz vykazují růstové defekty (Gur et al. 2011). Jelikož proteolýza nevratně rozkládá 

proteiny, je pro buňku důležité, aby byl tento mechanismus maximálně selektivní a nedocházelo 

k nespecifické degradaci nebo k opomenutí špatně sbaleného, či jinak poškozeného proteinu. 

To by mohlo mít pro buňku fatální následky. Z toho důvodu je proteolýza pečlivě regulovaným 

procesem (Maxson & Mitchell 2018). 

Regulace proteolýzy je u bakterií realizována AAA+ (ATPázy spojené s různými buněčnými 

aktivitami) proteázami. Všechny AAA+ proteázy se skládají ze dvou domén, substrát vazebné 

ATPázové šaperonové domény (ATPázová doména) a proteázové domény (LaBreck et al. 

2017). Aktivní degradační místa proteázové domény se vyskytují uvnitř kompaktní struktury 

formující proteolytickou komoru (Wang et al. 1997). Pro vstup do proteolytické komory musí 

substrát nejprve projít skrz regulační ATPázovou doménu, která svojí strukturou tvoří pór příliš 

úzký na to, aby jím složené proteiny procházeli pouhou difúzí (Gur et al. 2011). 

AAA+ proteázy pro svou funkci vyžadují energii hydrolýzy molekul ATP. Po 

rozpoznání substrátu ATPázovou doménou je vzniklá energie hydrolýzy ATP využita 

k rozbalení a translokaci substrátu do proteolytické komory, kde je posléze degradován. Bylo 

prokázáno, že u bakterií se vyskytuje několik tříd těchto AAA+ proteáz: Lon, FtsH, HslUV, 

ClpAP, ClpCP, ClpEP a ClpXP (Maxson & Mitchell 2018). 

Narozdíl od ostatních AAA+ proteáz mají proteázy Lon a FtsH obě domény na jednom 

polypeptidovém řetězci, který se skládá do homohexameru tvořící strukturu barelu (Maxson & 

Mitchell 2018). 
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Funkční domény AAA+ proteáz rodiny Clp jsou tvořeny dvěma samostatnými proteiny a to 

AAA+ ATPázovou doménou a serinovou proteázou ClpP. Odlišné hexamerické ATPázové 

domény (ClpA, ClpX, ClpC, ClpE), které rozeznávají rozdílné substráty, interagují se 

společnou tetradekamerní peptidázovou doménou ClpP a tím tvoří proteolytické komplexy 

(ClpAP, ClpXP, ClpCP a ClpEP) (Maxson & Mitchell 2018). ClpP je příkladem jednoho z 

hlavních proteolytických proteinů bakterií, který má na starosti udržení proteinové homeostázy. 

ClpP je vysoce konzervovanou serinovou proteázou, je esenciální pro virulenci a regulaci 

stresových reakcích u několika patogenních bakterií. To z něj dělá slibný cíl pro vývoj nových 

antibiotik (Wang et al. 1997; Grimaud et al. 1998; Gaillot et al. 2000; Moreno-Cinos et al. 

2019). 

Kromě důležité role v proteolytických komplexech mají ATPázové Clp domény také různé 

funkce nezávislé na ClpP. Ty mají značný vliv na fyziologii buněk odlišných bakteriálních 

druhů (Wickner et al. 1994; Levchenko et al. 1995; Jensen et al. 2019b; Lo et al. 2019). Podobné 

složení jako AAA+ proteázy rodiny Clp má i proteáza HslUV. Ta je tvořena spojením 

dodekamerické proteolytické domény HslV s hexamerickou ATPázovou doménou HslU (Gur 

et al. 2011). 

I přes strukturní podobnosti se tyto proteázy od sebe liší variabilitou rozeznávaných značek 

(degronů), které slouží k označení proteinů určených k degradaci, a také specifitou se kterou 

degrony váží. Jakmile je substrát rozpoznán AAA+ ATPázovou doménou, je velmi rychle 

degradován. Samotné rozpoznání substrátů může být inhibováno nebo aktivováno různými 

faktory či samotnými substráty v závislosti na potřebách buňky jakými jsou např. kontrola 

kvality proteinů, udržování proteinové homeostázy během přechodů mezi růstovými fázemi. 

(Maxson & Mitchell 2018). 

Studium proteáz může vést k vývoji nových strategií v boji proti infekčním chorobám. 

Například bylo zjištěno, že ClpX a ClpP mají roli v regulaci virulence u lidského patogena 

Staphylococcus aureus (Frees et al. 2005; Maxson & Mitchell 2018) a mohou být také klíčem 

k obnovení citlivosti rezistentních bakterií (Gersch et al. 2015). ClpX nezávisle na ClpP 

interferuje s telithromycinovou rezistencí udílenou ABCF proteinem Msr(A) u Staphylococcus 

aureus, avšak mechanismus interference je neznámý (Vimberg et al. 2015). Pro pochopení 

tohoto jevu je potřebné zpracovat dostupné znalosti o ClpX, což je i cílem této práce. 
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2 Objev a raný výzkum ClpX  

První práce o AAA+ proteázách byly publikovány pozdních 80. letech, kdy byla izolována 

nová dvoukomponentová ATP dependentní proteáza ClpAP (Katayama-Fujimura et al. 1987; 

Byung Joon Hwang et al. 1988; Katayama et al. 1988). Bylo popsáno, že se skládá ze dvou 

komponent. Komponenty ClpA vykazující vnitřní ATPázovou aktivitu a komponenty ClpP. U 

druhé komponenty ClpP bylo zjištěno, že ačkoliv obsahuje serinové aktivační místo, tak 

nevykazuje žádnou proteolytickou aktivitu bez přítomnosti ClpA, Mg+2 a ATP (Katayama-

Fujimura et al. 1987; Katayama et al. 1988; Byung Joon Hwang et al. 1988). Později však bylo 

zjištěno, že samotné ClpP vykazuje slabou degradační aktivitu vůči krátkým peptidovým 

řetězcům. Avšak pro degradaci proteinů, či některých peptidů, je nezbytná přítomnost ClpA 

(Thompson et al. 1994). 

Na počátku 90. let, při studiu proteáz schopných degradovat velice nestabilní λ0 fágový 

DNA replikační protein, byla objevena dosud neznámá dvoukomponentová AAA+ proteáza, 

která se skládala z již známé proteázy ClpP a dosud neznámé ATPázy. Tato nově objevená 

ATPáza byla pojmenována na základě shody koncové aminokyselinové sekvence genu clpX. 

Ukázalo se, že ClpX vykazuje mírnou sekvenční homologii k ClpA a ostatním členům Clp 

rodiny (Gottesman et al. 1993; Wojtkowiak et al. 1993). Brzy však bylo zjištěno, že ClpAP i 

ClpXP degradují rozdílné substráty. Tento fakt poukázal na to, že ATPázové domény 

(ClpA,ClpX) Clp proteolytického komplexu jsou zodpovědné za rozpoznání substrátu 

(Mhammedi‐Alaoul et al. 1994; Wickner et al. 1994). Mechanismus rozpoznání substrátu 

těmito proteiny je již v dnešní době důkladně prozkoumán viz. kapitola 3.2.1 

Dalším důležitým objevem bylo, že ClpX dokáže působit nezávisle na proteáze ClpP, 

v dráze replikativní transpozice bakteriofága Mu (Mhammedi‐Alaoul et al. 1994). Později byl 

tento protein purifikován jako enzym, který je potřebný k odstranění MuA transpozázy z DNA 

po rekombinaci. Odstranění transpozázy je velice důležitým krokem mezi rekombinací a 

replikací Mu fágové DNA a probíhá mechanismem ATP závislé změny konformace proteinu. 

Z tohoto důvodu se ClpX může považovat za molekulární šaperon (Levchenko et al. 1995; 

Kruklitis et al. 1996). 
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3 Struktura a mechanismus působení proteolytického komplexu 

ClpXP 

3.1 Struktura proteolytického komplexu ClpXP 

3.1.1 Struktura ClpP 

ClpP asociuje s několika AAA+ šaperony, jako je ClpX, ClpA a ClpC. Ve spojení s těmito 

šaperony tvoří proteolytický komplex. ClpP má strukturu tetradekamerického válce, který se 

skládá ze dvou heptamerických prstencových podjednotek spojených zády k sobě. Axiální pór 

obou podjednotek, který dosahuje přibližně průměru 10Å, je kontrolním místem pro vstup do 

proteolytické komory. Proteolytická komora, s průměrem přibližně 51Å, obsahuje 14 aktivních 

míst. Všechna aktivní místa jsou tvořena katalytickou triádou Ser-His-Asp. Monomery 

podjednotek ClpP jsou tvořeny N–koncovou smyčkou, C–koncovou smyčkou, „head“ 

doménou a „handle“ doménou (Obrázek 1) (Wang et al. 1997). 

 

Obrázek 1: Struktura ClpP z  Escherichia coli (A): Tetradekamer ClpP při pohledu ze strany. (B) 

Tetradekamer ClpP při pohledu z vrchu. (1) head doména tvořící hlavní tělo prstence, je orientována do 

vnitřní části barelu. (2) handle doména interaguje se sousední handle doménou druhého prstence a 

vytváří rozhraní, které má vliv na zformování tetradekameru. (C) struktura monomeru ClpP 

s vyznačeným aktivním místem v kruhu. – (upraveno: Moreno-Cinos et al. 2019) 

C 

A 

B 

1 

2 
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3.1.2  Struktura ClpX 

ClpX se skládá ze dvou podjednotek, a to specifické N–koncové zinek–vazebné domény 

(ZBD) a AAA+ modulu, který se skládá z velkých a malých AAA+ domén tvořící strukturu 

hexamerického prstence (Singh et al. 2001; Donaldson et al. 2003; Kim a Kim 2003). 

Orientace AAA+ domén však není zcela symetrická v celém komplexu. Tento jev je 

způsoben vazbou ATP nebo ADP na různé podjednotky. Jelikož se jedná o velice rigidní 

strukturu, tak vazba jedné molekuly nukleotidu do vazebného místa vyvolá konformační 

změny, které se promítnou napříč celým proteinem. Nukleotid se váže do žlábku, který se 

nachází na spojení velké a malé AAA+ domény (Obrázek 2) (Kim a Kim 2003; Glynn et al. 

2009). 

ZBD tvoří dimer, kde každá z jeho podjednotek je stabilizována atomem zinku. Skládá se 

nezávisle na AAA+ modulu a vyskytuje se na periférii ClpX (Singh et al. 2001; Donaldson et 

al. 2003). Ze studií provedených na proteinech ClpX a ClpX bez N–koncové domény (ClpXΔN) 

vyplývá, že pro správné sestavení hexameru není vyžadována přítomnost ZBD (Singh et al. 

2001; Wojtyra et al. 2003). Zajímavé je, že ClpXΔN se váže na ClpP s podobnou afinitou jako 

divoký typ ClpX a je schopný ATP dependentní degradace některých proteinů (Wojtyra et al. 

2003). Z toho vyplývá, že AAA+ modul může za mechanickou funkci ClpX. Naproti tomu ZBD 

je zodpovědná za rozpoznání, napojení několika substrátů a přispívá ke stabilizaci hexameru 

(Wojtyra et al. 2003; Thibault et al. 2006; Glynn et al. 2009). 

Krystalické struktury hexamerického prstence ClpXΔN odhalily, že AAA+ podjednotky se 

mohou vyskytovat ve dvou různých konformačních formách L (vazebné) a U (nevazebné). Ve 

Obrázek 2: Struktura podjednotek ClpX, (A) Struktura dimeru N–koncové ZBD, kde kuličky značí 

atomy zinku. (B) Struktura AAA+ modulu jako jedné podjednotky ClpX s vyznačeným místem pro 

vazbu nukleotidu. – (upraveno Baker a Sauer 2012) 
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většině krystalických struktur je hexamer ClpXΔN tvořen čtyřmi podjednotkami L, které mohou 

vázat nukleotid, a dvěma U podjednotkami, které naopak vázat nukleotid nedokážou. Vznik 

vazebného místa závisí na vzájemné orientaci velkých a malých AAA+ domén. Nevazebné (U) 

podjednotky mají toto aktivní místo nefunkční, vlivem rotace pantové domény, která způsobí 

změnu orientace velké a malé AAA+ domény (Glynn et al. 2012; Stinson et al. 2013). 

U většiny pozorovaných krystalických struktur ClpX jsou L a U podjednotky uspořádány 

v tomto motivu L/U/L/L/U/L, jdoucím proti směru hodinových ručiček (Obrázek 3). Obecně 

platí, že velká doména jedné podjednotky, se skládá naproti malé doméně proti směru 

hodinových ručiček sousedící podjednotky. Takovéto spojení domén sousedících podjednotek 

formuje velice rigidní strukturu. Z tohoto důvodu se na prstenec ClpX může nahlížet, jako na 

šestijednotkový rigidní komplex, kde každá jednotka je spojena flexibilním spojem (Obrázek 3) 

(Glynn et al. 2012; Stinson et al. 2013). 

Obrázek 3: Struktura ClpX: (A) Vazba nukleotidu mezi velkou a malou AAA+ doménou podjednotky 

ClpX a kontakt velké domény B sousedící s malou doménou A po směru hodinových ručiček. (B) 

Pohled shora na ClpX, barevně jsou zde odlišeny L a U podjednotky. (C) Pohled shora na ClpX, kde 
jsou barevně od sebe odlišeny rigidní struktury. (D) Ve většině krystalových struktur se ClpX prstenec 

skládá ze čtyř L podjednotek, která váží nukleotid a dvou U podjednotek, které ho nemohou vázat. 

Vazebná místa jsou vyznačena červenou elipsou. Prstenec se skládá z šesti rigidních jednotek. Změny 

v konformacích flexibilních spojů, které propojují sousedící domény každé podjednotky, jsou 
zodpovědné za konformační změny v celém prstenci. (E) Blízký pohled na nukleotid vazebné místo a 

flexibilní spoj mezi dvěma doménami. – (upraveno Baker a Sauer 2012; Stinson et al. 2013) 
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3.1.3 Interakce mezi ClpX a ClpP potřebné pro zformování proteolytického 

komplexu ClpXP 

Snímky z elektronového mikroskopu (EM) s nízkým rozlišením ukázaly, že u ClpXP 

komplexu z Escherichia coli se až dva hexamerické ClpX šaperony mohou vázat na ClpP 

tetradekamerický barel. Proteolytický komplex ClpXP není strukturně zcela symetrickým 

objektem (Obrázek 4) (Beuron et al. 1998; Grimaud et al. 1998). 

Byly popsány dva sekvenční motivy, pomocí kterých spolu tyto dva proteiny interagují. 

Porovnání aminokyselinových sekvencí AAA+ šaperonů, interagujících s ClpP, s AAA+ 

šaperony, které s ClpP neinteragují, odhalilo konzervovaný sekvenční motiv IGF (Kim et al. 

2001). Tento sekvenční motiv vytváří smyčky, pomocí kterých ClpX interaguje s ClpP a bez 

jejichž přítomnosti nedojde ke složení komplexu (Obrázek 4). Mutace IGF smyček mají za 

následek oslabení, či ztrátu vazebných schopností, ale nemají vliv na ostatní funkce ClpX (Kim 

et al. 2001; Joshi et al. 2004; Martin et al. 2007). 

Nedávno provedené studie s cyklickým acyldepsipeptidem (ADEP), novou třídou 

antimikrobiálních (ATM) látek, ukázaly, že ADEP se váže místo IGF motivů do hydrofobních 

kapes ClpP. Vazba ADEP způsobí otevření axiálního póru a stabilizaci otevřené aktivované 

formy ClpP (Brötz-Oesterhelt et al. 2005; Kirstein et al. 2009; Gersch et al. 2015; Gatsogiannis 

et al. 2019). ClpP v takovéto aktivované formě je schopné degradace proteinových substrátů. 

Nicméně, bez přítomnosti šaperonu ClpX, dochází k nespecifickým degradacím proteinů, což 

vede nakonec až k buněčné smrti. Ačkoliv ClpX interaguje s ClpP prostřednictvím IGF smyček 

se stejným vazebným místem jako ADEP, nezpůsobuje otevření axiálního póru (Alexopoulos 

et al. 2013; Gatsogiannis et al. 2019). 

Druhá interakce nezbytná pro zformování komplexu ClpXP je kontakt N–koncové domény 

axiálního póru ClpP s druhou smyčkou póru ClpX (pór–2 smyčka) (Obrázek 4). Tato interakce 

je velice dynamická a závisí na nukleotidovém stavu ClpX (Martin et al. 2007). 
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Obrázek 4 : Cryo-EM struktura proteolytického komplexu ClpXP (A) Cryo-EM mapa elektronové 

hustoty ClpXP pohled ze strany. (B) Proteolytický komplex ClpXP s vyznačenými interakčními motivy, 

modře IGF smyčky proteinu ClpX, červeně N-koncová doména ClpP. (C) Molekulární model ClpXP: 
Hydrofóbní kapsy ClpP2, které se tvoří mezi dvěma podjednotkami ClpP2, mají zvýrazněný povrch. 

IGF smyčky jsou značeny červeně. (D) Zjednodušená struktura ClpXP popisující hlavní interakce mezi 

hexamer ClpX a heptamerem ClpP2. (E–G) Asymetrie mezi hexamerem ClpX a heptamerem ClpP: (E) 

ClpX nasedá na ClpP s 11° náklonem od centrální roviny (F) Heptamer ClpP (zelená) se zvýrazněnými 
hydrofobními kapsami a hexamer ClpX (pohledu ze spodu) se zvýrazněnými IGF smyčkami. IGF 

smyčky a hydrofobní kapsy jsou spojeny přerušovanou čárou, červený křížek na ClpP označuje 

hydrofobní kapsu, se kterou žádná IGF smyčka neinteraguje a vyskytuje se zde jen její vyčnívající 
C– konec. (G) Schématický model vazebných interakcí mezi ClpX a ClpP. Na levé straně jsou 

zobrazeny podjednotky ClpX a ClpP před sestavením proteolytického komplexu ClpXP a jsou u nich 

zvýrazněny interakční motivy (hydrofobní kapsy a IGF smyčky). Na pravé straně je znázorněna 

interakce podjednotek po zformování komplexu. Zbývající volný hydrofobní žlábek je označen 

šipkou. – (upraveno Gatsogiannis et al. 2019) 

ClpP 

ClpX 
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3.2 Mechanismus působení ClpXP a jeho role při kontrole hladiny 

proteinů v buňce 

3.2.1 Rozpoznání substrátu 

ClpX rozpoznává proteinové substráty vazbou na krátké nestrukturované peptidové 

sekvence, které se nazývají degradační značky či degrony. Degrony jsou přítomny buď na 

N– koncích nebo na C–koncích substrátů. Pokud jsou tyto značky přeneseny na nějaké proteiny, 

jsou odsouzeny k degradaci ClpXP komplexem (Baker a Sauer 2012). Bioinformatická analýza 

sekvencí proteinů, které byly purifikovány z proteolytických komor neaktivního ClpXP 

komplexu, odhalila pět tříd degradačních značek (Obrázek 5). Dvě jsou lokalizované na 

C– konci a tři na N–konci proteinu (Flynn et al. 2003). Dvě třídy C–koncových signálů sdílejí 

homologii se sekvencemi ssrA značky a MuA značky. Jedna třída N–koncových degronů je 

podobná sekvenci λ0 proteinu pro ClpXP degradaci, zatímco jiná N–koncová třída zahrnuje 

signální sekvenci proteinu OmpA pro sekreci proteinů (Flynn et al. 2003). OmpA za normálních 

podmínek není lokalizován v cytosolu, ale je lokalizován ve vnější membráně. Z toho vyplývá, 

že ClpXP degradace cytoplasmatického OmpA by mohla hrát roli při kontrole kvality proteinu 

(Flynn et al. 2003). 

Obrázek 5: Sekvence C–koncových a N–koncových značek, které jsou rozeznávány ClpX a odsouzeny 

k degradaci ClpXP komplexem. Červené tečky označují α–karboxylovou skupinu. Modré tečky 

označují α–amino skupinu   proteinu. – (upraveno Baker a Sauer 2012) 
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Nejlépe prostudovaným příkladem rozpoznání specifického substrátu je interakce ClpX 

s degronem ssrA (Gur et al. 2011). Značka ssrA je u Escherichia coli C–koncový sekvenční 

motiv dlouhý jedenáct aminokyselin (Gottesman et al. 1998). Když se ribozom zastaví během 

proteosyntézy, ssrA značka je přidána na jeho nekompletní nascentní protein pomocí tmRNA 

(transfer messenger RNA) systému, čímž se zajistí degradace těchto polypeptidů (Lies a 

Maurizi 2008). Hlavními rozpoznávacími signály ssrA značky jsou dva C–koncové alaniny a 

negativně nabytá α–karboxylová skupina (AA-COOH). Zbylá část ssrA značky 

zprostředkovává vazbu se SspB adaptérem, který pomáhá při dopravě ssrA značeného proteinu 

do ClpXP komplexu a zvyšuje tím rychlost jeho degradace (Kim et al. 2000; Flynn et al. 2001; 

Lies a Maurizi 2008). 

ClpX rozeznává ssrA značku prostřednictvím třech sad flexibilních smyček, které jsou 

umístěny v různých pozicích podél axiálního póru. Jedná se o RKH smyčky, které ohraničují 

vstup do póru ClpX, a dvě pórové smyčky (GYVG a pór–2 smyčky) (Siddiqui et al. 2004; 

Martin et al. 2007). Mutace RKH smyček výrazně snižují specificitu vazby ssrA značky, což 

ukazuje, že tyto smyčky působí jako selekční brána pro vstup do póru ClpX. Mutace pórových 

smyček zvyšují KM (Michaelisova konstanta) a snižují afinitu ClpX k ssrA značeným 

substrátům (Martin et al. 2007). Kromě toho bodové mutace RKH smyček snižující jejich 

kladný náboj, snižují schopnost vázat negativně nabité alfa karboxyly ssrA značky a zároveň 

zvyšují schopnost vázat substráty s kladně nabitou degradační značkou. Mezi tyto kladně nabité 

značky patří například N–koncová λ0 a C–koncová MuA značka. Tyto výsledky naznačují, že 

substrátová specifita ClpX je evolučním kompromisem, kterých dovoluje rozpoznání několika 

různých typů substrátů (Farrell et al. 2007). 

3.2.2 Adaptory zprostředkovaná degradace substrátu 

Dva adaptorové proteiny, SspB a RssB, spolupracují s ClpXP v regulaci proteolýzy 

specifických substrátů (Baker a Sauer 2012). RssB je dvou komponentový regulátor, který má 

za úkol dopravit σS faktor, podjednotku specifického promotoru stacionární fáze, do ClpXP, 

aby došlo k jeho degradaci během aktivního růstu (Dorich et al. 2019). Tato adaptorem 

zprostředkovaná specifická degradace σS je hlavním bodem pro regulaci a transkripční 

přeprogramování během obecné stresové reakce. RssB i σS faktor se váží na ClpX s malou 

afinitou. Tyto slabé vazebné interakce jsou stabilizovány po zformování ternárního komplexu 

RssB·σS·ClpX (Zhou et al. 2001; Dorich et al. 2019). 

Bylo navrženo, že RssB může jako substrát aktivující adaptor způsobit konformační změny 

σS faktoru a odhalit místa pro vazbu na ClpXP. RssB funguje pouze jako katalyzátor degradace 
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σS faktoru a není s ním společně degradován, ale je recyklován (Obrázek 6) (Klauck et al. 2001). 

RssB je atypickým regulátorem stresové odpovědi, protože jako jediný známý ClpXP adaptér 

je inhibován několika odlišnými antiadaptory (IraD, IraP a IraM). Tyto antiadaptory jsou 

indukovány rozdílnými stresovými signály a v reakci na ně se váží na RssB, čímž blokují 

degradaci σS faktoru (Obrázek 6). Způsoby, jakým se specifický antiadaptor váže na RssB nejsou 

zcela známy (Battesti et al. 2013; Dorich et al. 2019). 

SspB napomáhá dopravovat ssrA značené substráty k ClpXP degradaci, ale také zvyšuje 

rychlost rozeznání a degradace ssrA značených a dalších jinak značených substrátů (Levchenko 

et al. 2000). Z předchozí kapitoly je zřejmé, že SspB není nezbytné pro vazbu ssrA značených 

substrátů k ClpXP degradaci, pouze jen zvyšuje afinitu a kooperaci vazby ssrA značených 

substrátů na ClpX (Wah et al. 2002). 

SspB tvoří homodimerní strukturu, kde obě podjednotky v N–koncové oblasti obsahují 

dobře definované žlábky, pomocí kterých váží N–koncovou a centrální část ssrA značky. 

Důležité je, aby C–koncová část ssrA značky zůstala odhalena pro přesné rozpoznání proteinem 

ClpX (Obrázek 7). Obě podjednotky SspB mají také vysoce konzervovanou flexibilní 

C– koncovou část, která interaguje specificky s N–koncovou ZBD doménou ClpX (Wojtyra et 

Obrázek 6 : Degradační dráha σS faktoru v Escherichia coli: Během aktivního růstu je σS faktor (modrá) 

pomocí RssB adaptoru (růžová) doveden do ClpXP (šedá) k rychlé degradaci. Vystavení buňky 

stresovým faktorům indukuje produkci antiadaptorových proteinů (IraP, IraM a Irad (zelená)), které 

inhibují RssB a zablokují σS degradaci. Fosforylace RssB (červená) zvyšuje afinitu RssB vázat σS, ale 

není nutný pro regulaci σS degradace. (Battesti et al. 2013). – (upraveno Dorich et al. 2019) 
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al. 2003; Wah et al. 2003; Levchenko et al. 2003). Jednobodové mutace v C–koncové části 

SspB adaptoru jsou zcela dostatečné na to, aby došlo k přerušení SspB zprostředkované 

degradace ssrA značeného proteinu (Dougan et al. 2003). Stejně tak odstranění či 

mutace N– koncové části ClpX vede k přerušení SspB zprostředkované degradace ssrA 

značeného proteinu. Z toho vyplývá, že oba konce podjednotek SspB jsou potřebné 

pro vysoko–afinitní vazbu ssrA značeného proteinu k ClpX a pro efektivní stimulaci ClpXP 

degradace (Wojtyra et al. 2003). 

Pro sestavení stabilního doručovacího komplexu SspB–substrát(ssrA)–ClpX je zapotřebí 

slabých vazebních interakcí jak mezi N–koncovou ZBD ClpX a C–koncovou částí SspB, tak 

mezi ClpX a ssrA. Z toho vyplývá, že substrát značený ssrA musí být vázán na SspB ve stejnou 

dobu, jako musí být zapojený do ClpX pro zformování stabilního komplexu (Bolon et al. 2004b; 

2004a). 

Zvláštní je, že když se uměle vytvořila vazba mezi GFP (zelený fluorescenční protein) 

značeným ssrA a adaptérem SspB, tak proteáza ClpXP degradovala jak GFP, tak kovalentně 

navázaný adaptor. Možný mechanismus tohoto jevu je, že ClpX táhne značku ssrA, čímž 

zahajuje degradaci a tím současně přerušuje slabé kontakty se SspB (Bolon et al. 2004b). 

Kromě zvýšení schopnosti degradovat ssrA značené substráty, SspB také pomáhá degradaci 

N–koncového fragmentu transmembránového RseA proteinu stresové reakce (N–RseA) (Flynn 

et al. 2004). Za běžných podmínek se RseA váže na transkripční faktor σE, čímž mu zabraňuje 

v aktivaci transkripce. Při poškození buněčné stěny dojde k aktivaci ESR (reakce na stresový 

faktor buněčného obalu) regulační odpovědi, při které je RseA štěpen membránovou proteázou 

Obrázek 7: Znázornění vazby ssrA značky se SspB adaptorem. Modře značená část ssrA sekvence, 

která se váže do žlábku N–koncové části podjednotky SspB. Červeně značené poslední dva C–

koncové alaniny s α–karboxylovou skupinou pomocí, které zprostředkovávají interakci 

s ClpX – (upraveno Baker a Sauer 2012) 

 



13 
 

za uvolnění N–RseA v komplexu se σE do cytosolu. SspB poté dopraví N–RseA do ClpXP, 

která degraduje N–RseA a uvolní σE pro aktivaci transkripce stresových genů (Levchenko et al. 

2005). 

N–RseA je rozpoznáván proteinem ClpX podobným způsobem, jako je rozpoznávána ssrA 

značka viz. kapitola 3.2.1. Překvapivé je, že není známa žádná sekvenční podobnost mezi 

oblastí N– RseA, která interaguje se SspB a oblastí ssrA značky, která se SspB rovněž 

interaguje. Navíc, oblast N–RseA, která váže SspB interaguje s peptidickým žlábkem v opačné 

orientaci než ssrA značka (Obrázek 8) (Levchenko et al. 2005). 

 

Obrázek 8: Struktura RseA a ssrA peptidů vázající se na adaptor SspB. (A) Zobrazení jedné podjednotky 

SspB (fialová) vázající RseA (žlutá). (B) Zobrazení jedné podjednotky SspB vázající ssrA peptid 
(zelená). (C) Povrchové znázornění opačné oritentace vazby ssrA peptidu a RseA peptidu ve žlábku 

SspB. – (upraveno Levchenko et al. 2005) 

3.2.3 tmRNA systém 

K zastavení translace na ribozomu může v buňce dojít různými způsoby, někdy k němu 

dochází cíleně, například působením antibiotik inhibujících translaci (erythromycin), a jindy 

k němu dochází zcela náhodně, například když translatovaná mRNA postrádá stop kodon 

(Himeno et al. 2014). Z těchto důvodů potřebuje mít buňka systém, který by dokázal zastavené 

ribozomální komplexy recyklovat pro další kola translace. Bez přítomnosti záchranného 

systému by se v buňce začaly tyto zastavené ribozomální komplexy hromadit, což by nakonec 

vedlo až k buněčné smrti. Jedním z dobře popsaných systémů záchrany zastavených ribozomů 

je tmRNA systém (Chadani et al. 2010; 2011). 

TmRNA je malá molekula RNA, která sdílí mnoho strukturních a funkčních podobností 

společně s molekulou tRNA. Její 5' a 3' konce formují strukturu podobnou akceptorovému 

ramenu a T ramenu tRNA (Ushida et al. 1994; Komine et al. 1994). Funkčními podobnostmi 

tmRNA a tRNA jsou, že 3' konec tmRNA může být nabitý aminokyselinou (alaninem) pomocí 

aminoacyl–tRNA syntetázy (Ushida et al. 1994; Komine et al. 1994), 5'konec je zpracován 

RNAzou P (Komine et al. 1994), dále má schopnost vázat se s elongačním faktorem Tu (EF–
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Tu) po aminoacylační reakci (Rudinger-Thirion et al. 1999), a nakonec dokáže interagovat se 

70S ribozomem (Ushida et al. 1994). 

Na rozdíl od tRNA tmRNA neobsahuje žádnou antikodonovou část, ale obsahuje krátkou 

peptid kódující sekvenci nacházející se v MLD (mRNA podobné doméně) doméně tmRNA 

molekuly. Tato sekvence kóduje krátký polypeptidový řetězec, který je sekvenčně podobný 

ssrA proteinové značce s koncovou stop kodonovou sekvencí, tudíž se tmRNA zároveň chová 

i jako mRNA (Tu et al. 1995). Výsledkem působení tmRNA záchranného systému je volný 

nascentní polypeptid, který na svém C–konci nese sekvenci kódovanou tmRNA  (Keiler et al. 

1996). 

Správná funkce tmRNA vyžaduje tři proteiny: aminoacyl–tRNA syntetázu (Komine et al. 

1994), EF–Tu (Rudinger-Thirion et al. 1999) a malý protein B (SmpB) (Karzai et. al. 1999). 

SmpB se váže na molekulu tmRNA přes její T rameno a společně s ním napodobují tRNA. 

Nejdříve je tmRNA s navázaným SmpB aminoacylována aminoacyl–tRNA syntetázou (Karzai 

et. al. 1999). Tento nabitý komplex (Ala–TmRNA) se váže s EF– Tu·GTP, který ho přivádí do 

A–místa ribozomu. Hydrolýza GTP a následné uvolnění EF– Tu·GDP vede ke konformačním 

změnám, díky kterým může dojít k umístění Ala–tmRNA do A–místa. Poté je nascentní 

polypeptid přenesen na Ala–tmRNA peptidyltransferázovou reakcí. Během tohoto procesu 

interaguje C–konec SmpB se vstupním kanálem pro mRNA a za přítomnosti elongačního 

faktoru G je následně celý komplex přemístěn do P–místa mechanismem podobným běžné 

translaci (Ramrath et al. 2012; Rae et al. 2019). 

V dalším kroku se uvolní původní mRNA z ribozomu a dojde k obnově translace otevřeného 

čtecího rámce MLD tmRNA. Translací MLD domény dojde k prodloužení nascentního 

polypeptidu o ssrA degradační sekvenci, následovanou stop kodonem, který umožní terminaci 

translace. V důsledku toho je polypeptid uvolněn z ribozomu se ssrA degronem na C-konci. 

Jelikož je tato značka účinně rozpoznávána ClpX, jsou produkty trans–translace rychle 

degradovány (Rae et al. 2019). 

3.2.4 Rozbalení a translokace substrátu určeného k degradaci pomocí ClpXP 

Po rozpoznání a navázání proteinu určeného k degradaci na ClpX, nastanou konformační 

změny v AAA+ prstenci, pomocí nichž se začne posouvat degradační značka skrz pór. Tyto 

konformační změny jsou poháněny vazebnými a hydrolytickými cykly ATP (Martin et al. 

2008). Jakmile nativní část proteinu dosáhne axiálního póru, který je příliš úzký na to, aby 

umožnil jeho průchod, dojde k několika cyklům hydrolýzy ATP a k přidruženým energetickým 

tahům. Výsledkem těchto událostí je tažná síla působící na strukturu proteinu, která může 
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vyústit k jeho denaturaci. Rozbalený polypeptid je následně translokován axiálním pórem až do 

proteolytické komory, kde je štěpen na peptidové fragmenty (Baker a Sauer 2012). 

Aktivita vedoucí k rozbalení proteinu z nativního stavu závisí na řadě konzervovaných 

smyček ClpX. Mezi tyto smyčky patří RHK smyčky a pórové smyčky (GYVG a pór-2) (Martin 

et al. 2008). Tyto smyčky obsahují objemné aromatické a alifatické postranní řetězce pomocí 

nichž se přenáší tažná síla na substrát, která vede k jeho rozbalení (Ripstein et al. 2017; Fei et 

al. 2020). 

Z nedávno provedené studie zabývající se tím, jak sekvence translokovaného substrátu 

ovlivňuje míru schopnosti ClpX substrát uchopit, vyšlo najevo, že velké hydrofobní a 

aromatické postranní řetězce jsou uchopeny silněji než malé polární nebo nabité postranní 

řetězce a hlavně, že přilnavost k substrátu je primárně zprostředkována nespecifickými van der 

Waalsovými interakcemi mezi postranními řetězci substrátu a podmnožinou GYVG smyček 

v axiálním póru ClpX (Bell et al. 2019). 

Byla navržena řada modelů, vycházejících ze strukturních analýz AAA+ ATPáz, popisující 

mechanickou práci protomerů ClpX během translokace substrátu. V nejnovějších studiích 

převažuje rotační model cyklické hydrolýzy podporující model „hand–over–hand“ 

mechanismu translokace (Shin et al. 2019; Ripstein et al. 2020). Model „hand–over–hand“ 

translokačního mechanizmu spočívá v tom, že ATP je postupně hydrolyzováno z jedné 

podjednotky na druhou a dané podjednotky postupně migrují ze spodní do vrchní pozice spirály 

a zase zpět (Enemark a Joshua-Tor 2006). Ze studie cryo–EM struktury ClpXP komplexu 

z Neisseria meningitis, lze vysvětlit translokační mechanismus pomocí dvou konformací, 

konformace A a konformace B, které představují kroky substrát translokační dráhy, kde každý 

z protomerů ClpX (X1–X6), bude rotovat mezi všemi šesti pozicemi podél spirály. Tento 

cyklus je spojen s hydrolýzou ATP, s pozicí pórových smyček ClpX podél substrátu a s 

interakcí IGF smyček s ClpP (Ripstein et al. 2020). Translokační mechanismus 

popisuje (Obrázek 9). 
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Obrázek 9: Translokační model ClpXP. (A) Schéma ClpX–nukleotid–dependentního konformačního 

cyklu. Začátek translokačního cyklu bude popsán na X1 protomeru v konformaci A v horní (US) pozici 

vzhledem k ClpP (9A první kruh). Přechod z konformace A do konformace B je zprostředkován 
výměnou nukleotidů na protomeru X1 v US pozici (9A první a druhý kruh) přičemž hydrolýza ATP a 

uvolnění fosfátu ze stavu připraveného k hydrolýze ATP (ATP*) obnoví zpět konformaci A (9A druhý 

a třetí kruh). Změna konformace (A→B) vede k zapojení pórových smyček protomeru X1 se substrátem, 

což vede k jeho následnému posunu do proteolytické komory. Rovněž během této změny konformace 
dochází k uvolnění pórových smyček protomeru X6 od substrátu a také protomer X6 zaujme spodní 

pozici (LS) vzhledem k ClpP. Hydrolýzou ATP* (přechod z B→A) se protomer X6 dostává do US 

pozice a cyklus se může opakovat. Komplex je tedy resetován do stavu, kdy může provádět další krok 
translokace přechodem z konformace A na konformaci B jen nyní se bude protomer X6 chovat jako 

protomer X1 v předchozím kroku (Ripstein et al. 2020). (B) „Hand–over–hand“ mechanismus 

translokace zprostředkované pórovými smyčkami. První přechod z konformace A na konformaci B. Při 

první přechodu z konformace A do konformace B se X1 z US pozice dostává na horní část spirály a X6 
se otáčí od centrálního póru, aby zaujala LS pozici. Opakováním těchto pohybů se pórové smyčky 

pohybují nahoru po substrátu a táhnou ho dolů do proteolytické komory ClpP. (C) Pozice protomerů 

ClpX vzhledem k ClpP při přechodu z konformace A do konformace B. V obou konformacích je ClpX 
ve spirálovém uspořádání vzhledem k ClpP (červená tečkovaná čára). V konformaci A je protomer X2 

umístěn v horní části spirály, zatímco v konformaci B zaujímá protomer X1 horní polohu asi o 7Å vyšší, 

než 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 jedním z hlavních lidských patogenů, který způsobuje široké 

spektrum infekcí od povrchových infekcí ran či po život ohrožující systémové infekce (Frees 

et al. 2003). Zásadní pro patogenitu S. aureus je řada proteinů asociovaných s buněčným 

povrchem a velké množství vylučovaných proteinů. Tyto proteiny jsou produkovány 

koordinovaně v závislosti na růstové fázi. Proteiny buněčného povrchu (protein A a proteiny 

vázající fibrinogen, fibronektin a kolagen) jsou produkovány hlavně na počátku infekce (resp. 

během exponenciální fázi růstu), jelikož umožňují bakteriím kolonizovat hostitele a vytvořit 

ohnisko infekce (Frees et al. 2003). Mezi vylučované proteiny patří toxiny a enzymy 

degradující tkáně (hemolyziny, proteázy, lipázy, koagulázy a enterotoxiny), které se převážně 

produkují v pozdějších fázích infekce (resp. při přechodu do stacionární fáze růstu) (Frees et al. 

2003). 

Jedním ze základních řídících prvků této koordinované regulace virulentních genů je 

komplexní quorum–sensing regulační systém doplňkových genů (agr), reagující na koncentraci 

vylučovaných autoindukujících peptidů (AIP). To umožňuje vnímat vlastní hustotu populace. 

Kromě agr systému využívá S. aureus k detekci specifických podnětů z prostředí další 

dvoukomponentové systémy, a koordinuje odpovědi s cytoplazmatickými regulátory rodiny 

proteinů Sar a alternativními σ faktory (Jenul a Horswill 2019). 

Agr lokus se skládá ze dvou rozdílných regulačních nekódujících transkriptů RNAII a 

RNAIII, které jsou pod kontrolou promotorů P2 a P3. RNAII kóduje AIP a dvoukomponentový 

signální systém, který reaguje na extracelulární koncentraci AIP. Indukce tímto 

quorum – sensing mechanismem vede k produkci RNAIII transkriptu, který je efektorem 

produkce virulentních genů (Jenul a Horswill 2019). Pro maximální expresi RNAIII je nutný 

globální regulátor, DNA vazebný transkripční regulátor SarA. SarA nezávisle na agr reguluje 

transkripci vybraných cílových genů mechanismem, který zahrnuje přímé navázání SarA na 

promotorovou oblast. (Frees et al. 2005; Jenul a Horswill 2019). 

Bylo pozorováno, že produkce některých extracelulárních virulentních faktorů (například 

alfa–hemolyzinu) byla snížena u mutant postrádající ClpXP proteázu. To mělo za následek 

snížení virulence daných mutantních kmenů (Frees et al. 2003). Nepřítomnost ClpXP snižovala 

jak transkripci agr efektorové molekuly RNAIII, tak produkci AIP. Toto zjištění vedlo 

k závěru, že ClpXP reguluje syntézu virulentních genů prostřednictvím agr systému (Frees et 
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al. 2003; 2005). Dále bylo pozorováno, že ClpX je vyžadován pro transkripci genu spa 

(stafylokokový protein A) kódující protein A, který je součástí buněčné stěny (Frees et al. 

2003). Produkce ostatních virulentních proteinů buněčné stěny (proteiny vázající fibrinogen, 

fibronektin a kolagen) není závislá na působení ClpX, jelikož mutanty s delecí clpX 

produkovaly zvýšená množství těchto proteinů (Frees et al. 2005). 

4.1.1 Působení ClpX na produkci proteinu A 

Protein A je hlavní povrchově vázaný virulentní faktor vyskytující se ve všech kmenech 

S. aureus. Váže Fc–oblast těžkého řetězce imunoglobulinů (zejména IgG) a von Willebrandův 

faktor, čímž vyvolá zánětlivé reakce u hostitele (Foster a McDevitt 1994; Jelsbak et al. 2010). 

Produkce proteinu A je regulována růstovou fází a je řízena komplexními regulačními sítěmi 

působícími na transkripční, translační a posttranslační úrovni. Na vrcholu této regulační sítě je 

agr quorum – sensing systém viz. kapitola 4.1 (Jelsbak et al. 2010). 

RNAIII molekula snižuje produkci proteinu A přímým i nepřímým působením. Přímým 

působením RNAIII molekul je jejich vazba na spa mRNA molekuly. Tato vazba snižuje syntézu 

proteinu A na dvou úrovních. Jednak inhibuje translaci spa mRNA a zároveň podporuje jeho 

degradaci (Huntzinger et al. 2005; Jelsbak et al. 2010). Nepřímo RNAIII snižuje transkripci spa 

inhibicí translace rot mRNA. Rot protein, patřící do rodiny Sar proteinů, stimuluje transkripci 

spa dvěma způsoby: přímou vazbou na spa promotor, anebo nepřímo zvýšením transkripční 

úrovně sarS. Podobně jako Rot aktivuje SarS transkripci spa prostřednictvím přímých interakcí 

s oblastí spa promotoru. Aktivační aktivity Rot a SarS na expresi spa jsou potlačovány 

represorem SarA a σB faktorem během stacionární fáze růstu (Hsieh et al. 2008; Jelsbak et al. 

2010). Model regulace naznačuje, že SarS a Rot působí společně jako pozitivní regulátory 

transkripce spa, zatímco SarA jako negativní regulátor soupeří s nimi o překrývající se vazebná 

operátorová místa na spa (Jelsbak et al. 2010). Přesná role σB není zcela objasněna, předpokládá 



19 
 

se, že σB ovlivňuje stabilitu rot mRNA a nebo má vliv na expresi transkripčních faktorů, které 

snižují expresi rot během stacionární fáze růstu (Hsieh et al. 2008). 

 

Studií mutantů clpX bylo zjištěno, že ClpX je nezbytný pro maximální produkci Rot 

proteinu, protože buňky bez ClpX obsahují přibližně 2–3krát méně Rot proteinu než buňky 

divokého typu. Dvojnásobné snížení produkce Rot způsobí 90% snížení celkové produkce 

proteinu A (Jelsbak et al. 2010). Takový pokles množství proteinu A naznačuje, že k jeho 

produkci je zapotřebí udržovat určitou prahovou koncentraci Rot. Tato prahová koncentrace je 

zapotřebí k tomu, aby došlo k zmírnění účinku negativních inhibitorů na expresi genu spa a 

zároveň její překročení by vedlo ke zvýšení exprese tohoto genu. Mutanty clpX nedosahují této 

prahové koncentrace Rot, vlivem přímého působení ClpX na jeho produkci, a tudíž mají defekty 

v produkci proteinu A (Jelsbak et al. 2010). Experimenty zaměřené na určení role ClpX 

v syntéze Rot odhalily, že ClpX má dvojí roli v regulaci produkce proteinu A. Zaprvé stimuluje 

transkripci genu spa zvýšením translace Rot a zadruhé je vyžadován pro úplnou translaci spa 

mRNA (Jelsbak et al. 2010). 

4.2  ClpX ovlivňuje buněčnou fyziologii a stresovou toleranci S. aureus 

Během průběhu infekce jsou patogeny vystaveny různým stresovým faktorům: teplotním 

změnám, změnám pH, nutričnímu hladovění či vystavení reaktivním formám kyslíku, které 

produkují hostitelské fagocyty (Frees et al. 2003). Během teplotního stresu se většina proteinů 

rozbaluje ze své nativní konformace a tvoří shluky. Buněčnou odpovědí na toto chování je 

Obrázek 10: Model zobrazující regulační síť kontrolující produkci proteinu A: Transkripce spa je 

pozitivně regulována transkripčními aktivátory Rot a SarS a negativně regulována SarA. Translace spa 
mRNA a rot mRNA je inhibována RNAIII. Na tomto modelu není vyznačena role σB 

faktoru.– (upraveno Jelsbak et al. 2010) 
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syntéza šaperonů a proteáz. Proteázy mají za úkol odstranit vzniklé proteinové shluky a obnovit 

proteinovou homeostázy a buněčné šaperony se pokouší složit stresem poškozené proteiny do 

nativní konformace. Proteiny, které se nepodaří složit, jsou posléze degradovány (Frees et al. 

2003; Stahlhut et al. 2017). 

Bylo zjištěno že proteáza ClpP je nezbytná pro růst za stresových podmínek, při kterých 

vznikají špatně složené proteiny (Frees et al. 2003). Naproti tomu clpX mutanta rostla při 

vyšších teplotách a v přítomnosti vyšších koncentrací puromycinu než divoký typ (Frees et al. 

2003; 2004). Během tepelného stresu využívá S. aureus z velké míry šaperon ClpC, který patří 

do rodiny AAA+ proteáz stejně jako ClpX. ClpC během teplotního stresu zprostředkovává skrz 

interakci s ClpP degradaci teplem denaturovaných proteinů (Frees et al. 2004; Stahlhut et al. 

2017). To že S. aureus využívá z větší míry ClpCP k denaturaci špatně složených proteinů při 

tepelném stresu, nevylučuje, že ClpXP také přispívá k degradaci stresem poškozených proteinů. 

Avšak funkční ClpXP proteáza nestačí k zajištění růstu a přežití S. aureus v podmínkách 

vyvolávající masivní rozvinutí proteinů, jelikož inaktivace clpC vytváří mutantní fenotyp silně 

citlivý na teplo (Stahlhut et al. 2017). 

Jelikož mutanty s inaktivním clpX zlepšují přežití S. aureus za vyšších teplot, je zřejmé, že 

ClpX se nechová jako klasický šaperon tepelného šoku. Zajímavé je, že tyto mutanty 

nedokázaly růst při teplotách nižších než 30 °C a zároveň vykazovaly mnohem menší velikost 

buněk v porovnání s divokým typem (Frees et al. 2004). 

Pro nosokomiální patogeny např. S. aureus je vedle produkce virulentních faktorů důležitá i 

schopnost tvořit biofilm. Je zajímavé, že tvorba biofilmu byla snížena v nepřítomnosti ClpX 

anebo ClpC, zatímco v nepřítomnosti ClpP byla zvýšena. Molekulární mechanismus působení 

ClpC a ClpX na tvorbu biofilmu není znám a vyžaduje další výzkum (Frees et al. 2004). 
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4.3 ClpX jako faktor podílející se na tvorbě septa u S. aureus a jeho možný 

vliv na transkripci genů zodpovědných za buněčné dělení 

Nezávisle na ClpXP ovlivňuje ClpX transkripci malého počtu genů, které mají roli v syntéze 

buněčné stěny a dělení buněk. Zajímavé je, že ClpX se vyskytuje v jednotlivých ložiscích v 

těsné blízkosti septa (Jensen et al. 2019b). U Caulobacter je subcelulární umístění ClpXP na 

pólu buněk důležité pro regulaci buněčného cyklu (Jenal a Fuchs 1998). Zjištění, že ClpX 

S. aureus je umístěno v odlišných ohniscích poblíž septa během dělení buněk (Obrázek 11), 

nahrává myšlence, že aktivita ClpX je omezena na jedno konkrétní subcelulární místo v 

procesu buněčného dělení S. aureus (Jensen et al. 2019b). 

Obrázek 11: Snímky zobrazující umístnění derivátu ClpX značeného žlutým fluorescenčním proteinem 

(ClpX–e YFP) v blízkosti septa při dělení buňky ve 37 °C pořízené za využití superrezoluční 

mikroskopie se strukturovaným osvětlením (SR–SIM): (a) Fokální lokalizace ClpX–eYFP v blízkosti 

membrány buněk S. aureus. (b) Umístění ClpX–eYFP v buňkách S. aureus v různých stádiích 
buněčného dělení: (i) buňky, které ještě nezačaly tvořit septum, (ii–iii) buňky u kterých nedošlo ještě 

k uzavření septa a (iv) buňky s kompletně dokončeným septem. – (upraveno Jensen et al. 2019b) 
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Dále bylo zjištěno, že mutanty clpX mají odlišný způsob syntézy septa a dochází u nich k 

iniciaci separace dceřiných buněk ještě před dokončením septa. Tento efekt byl pozorován u 

mutantů rostoucích při 30 °C, ale již nebyl pozorován u mutantů rostoucích při 37 °C. Toto 

chování je důkazem, že ClpX se stává kritickým faktorem pro koordinaci buněčného cyklu 

S. aureus během poklesu teploty (Frees et al. 2004; Bæk et al. 2016; Jensen et al. 2019a). Tento 

na chlad citlivý růstový defekt clpX mutanty je nezávislý na činnosti ClpP a je zmírněn ztrátou 

funkce v genu ltaS. LtaS kóduje LtaS syntetázu, která je nezbytná pro syntézu lipoteichoové 

kyseliny (LTA). Tato kyselina je esenciálním polymerem buněčné stěny grampozitivních 

bakterií kontrolující buněčné dělení a autolytickou aktivitu (Bæk et al. 2016; Jensen et al. 

2019a).  

Předčasné rozdělení buněk je základní příčinou vysoké rychlosti spontánní lýze pozorované 

mezi clpX mutanty rostoucí při 30 °C (Bæk et al. 2016; Jensen et al. 2019a). Ikdyž tyto mutanty 

obsahují zvýšené koncentrace dvou hlavních autolysinů, není jejich zvýšená koncentrace 

hlavním důvodem předčasného rozdělení buněk. Není vyloučeno, že tyto autolysiny se nepodílí 

jistou měrou na tomto chování, avšak u mutantů rostoucí při teplotě 37 °C, u kterých je vyšší 

hladina autolysinů pozorovaná rovněž, nedochází k předčasnému rozdělení buněk (Bæk et al. 

2016; Jensen et al. 2019a). Níže popsaný model (Obrázek 12) pravděpodobně vysvětluje tohoto 

rozdílně chování mutantu clpX při teplotách 30 °C a 37 °C. Tento model je založen na myšlence, 

že zastavení syntézy septa vystavuje buňky riziku předčasné aktivace autolysinů (Jensen et al. 

2019a). Předpokladem pro fungování tohoto modelu je, že ClpX přímým či nepřímým 

způsobem podporuje přechod z rané do pozdní fáze syntézy septa při 30 °C. Prokázat tuto 

hypotézu bude však obtížné, jelikož molekulární šaperony, jako je ClpX, s meziprodukty 

substrátových proteinů interagují pouze přechodně během procesu skládání (Jensen et al. 

2019a). 

Zajímavé je, že defekty v růstu a lýzi způsobené delecí clpX byly sníženy u mutant 

vystaveným subletálním koncentracím β–laktamových antibiotik. (Jensen et al. 2019a). Bylo 

zjištěno, že β–laktamy zpožďují autolytické štěpení dceřiných buněk, a navíc prodlužují 

syntézu peptidoglykanu při dokončení tvorby septa. Toto zjištění podporuje myšlenku, že 

v S.  aureus je účinek β–laktamových antibiotik spojen s koordinací buněčného dělení a tedy 

nezabijí buňky pouze oslabením jejich buněčné stěny (Jensen et al. 2019a). 
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Obrázek 12: Model zobrazující lýzi S. aureus clpX mutanty v závislosti na teplotě růstu: Model 
předpokládá, že přechod z rané fáze do pozdní fáze tvorby septa je závislý na šaperonové aktivitě ClpX 

pouze při 30 °C a nikoliv při 37 °C. Mutanty clpX mají vyšší hladiny autolysinů, což je dělá náchylnější 

k iniciaci separace buněk před dokončením septa. Jelikož mutanty rostoucí při 30 °C vyžadují 
k přechodu z časné do pozdní fáze tvorby septa přítomnost ClpX (A–B), stává se, že vlivem jeho 

absence se syntéza septa občas zastaví v rané fázi syntézy. Zastavení syntézy septa vystaví buňku riziku 

štěpení obvodové stěny autolysiny (D). Buňky, které jsou předčasně štěpeny jsou náchylnější k lýzi, 

z důvodu toho že tlaková síla turgoru rozbije tenkou mechanicky slabou buněčnou stěnu na špičce 
dorůstajícího septa (E). Při 37 °C dochází k přechodu z rané fáze do pozdní fáze syntézy septa (A–B) 

v nepřítomnosti ClpX. Po uzavření septa dojde k uvolnění faktorů aktivující autolytické štěpení 

dceřiných buněk (C). – (upraveno Jensen et.al 2019a) 

5 Funkce ClpX nezávislá na ClpP u jiných bakterií 

5.1 ClpX jako faktor virulence u Bacillus anthracis a Streptococcus suis 

sérotypu 2 

Bacillus anthracis je grampozitivní sporulující bakterie a původce závažného až smrtelného 

onemocnění antrax. Antrax se projevuje v případě, když bakteriální endospory vstoupí do těla 

odřeninou v kůži, gastrointestinálním nebo dýchacím traktem. Vzhledem k relativní snadnosti 

šíření spor a schopnosti způsobovat smrtelné onemocnění je tento patogen považován za 

potenciální nástroj bioterorismu (Bouzianas 2009).  

Podobně jako u S. aureus ovlivňuje ClpX a ClpP u B. anthracis řadu virulentních faktorů a 

jejich ztráta může zvýšit citlivost na stresové podmínky a snížit jeho virulenci. Ztráta clpX 

zvyšuje u tohoto patogena náchylnost k ATM látkám, které cílí na buněčnou membránu anebo 

na buněčnou stěnu a rovněž snižuje schopnost tvořit spory (McGillivray et al. 2009). Mezi tyto 
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ATM látky patří LL–37, který patří do skupiny katelicidinových ATM peptidů a antibiotika 

penicilin a daptomycin (Claunch et al. 2018a). Přesný molekulární mechanismus působení 

těchto látek na B. anthracis není zcela znám a pravděpodobně se bude jednat o podobný 

molekulární mechanismus, který je pozorován u S. aureus (Claunch et al. 2018b). 

Streptococcus suis sérotyp 2 je jedním z dominantních patogenů způsobujících řadu 

onemocnění zahrnující otravu krve, meningitidu, endokarditidu a případně smrt u prasat či lidí. 

Jako u B. anthracis a S. aureus ClpX ovlivňuje řadu virulentních faktorů a citlivost na stresové 

podmínky. Zajímavé je však zjištění, že na rozdíl od S. aureus není pro tvorbu biofilmu nutná 

přítomnost ClpX, ale proteázy ClpP, která u S. aureus naopak způsobuje snížení tvorby 

biofilmu. Molekulární mechanismus tohoto jevu není znám. (Roy et al. 2019). Toto rozdílné 

chování ukazuje na to, že ClpX může mít různý vliv na fyziologii odlišných bakteriálních druhů, 

ikdyž se jedná o strukturně konzervovaný šaperon. 

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

toleranci u Xanthomonas campestris pv. campestris 

Xanthomonas campestris pv. campestris je bakteriální patogen způsobující onemocnění 

černé hniloby postihující především brukvovité rostliny. Jelikož mezi brukvovité rostliny patří 

řada zemědělsky významných plodin, jako je brokolice, kapusta, květák a zelí, může tento 

patogen způsobovat rozsáhlé ztráty na úrodě a kvalitě pěstovaných plodin (Vicente a Holub 

2013; Lo et al. 2019). 

Bylo prokázáno, že mutanty s delecí clpX mají sníženou produkci virulentních faktorů a 

adhezivních molekul, což vede i ke snížené schopnosti tvořit biofilm. Dále bylo pozorováno, 

že tyto mutanty mají zvýšenou citlivost na řadu stresových faktorů: teplo, puromycin a 

dodecylsíran sodný (SDS) (Lo et al. 2019). Tento mutantní fenotyp je zcela odlišný oproti 

pozorovanému mutantnímu fenotypu S. aureus. U S. aureus je inaktivace clpX spojena s vyšší 

odolností na vysokou teplotu i vyšší koncentraci puromycinu a naopak jeho přítomnost je 

klíčová pro růst za nízkých teplot (Frees et al. 2004). Zdá se, že by mohlo být ClpX zapojeno 

do jiných regulačních drah u Xanthomonas, anebo zde funguje jako šaperon teplotního stresu 

na rozdíl od S. aureus, kde tuto roli zastává především šaperon ClpC (Frees et al. 2004; Stahlhut 

et al. 2017). Z provedené studie je nám znám pouze vliv ClpX u Xanthomonas vystaveným 

stresovým podmínkám, ale není dosud známo, do jakých regulačních drah je zapojen. Pro větší 

pochopení jeho působení je třeba další výzkum. 
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6 ClpX a ClpP jako nový cíl antimikrobiálních látek k obnovení 

citlivosti rezistentních patogenů 

Antimikrobiální rezistence (AMR) představuje závažnou globální hrozbu pro lidi, zvířata a 

životní prostředí a je jednou z nejvyšších zdravotnických výzev 21. století. Problematika AMR 

je v šíření a přetrvání multirezistentních bakterií. Mezi možné příčiny vysokého výskytu AMR 

patří nadměrné užívání antibiotik u lidí i zvířat, volná dostupnost některých antibiotik a 

uvolňování nemetabolizovaných antibiotik nebo jejich zbytků do prostředí prostřednictvím 

hnoje či trusu. Tyto faktory vedly k vyvinutí silného selekčního tlaku, který zapříčinil vznik 

multirezistentních kmenů. V důsledku šíření AMR ATM látky přestávají být účinné v boji proti 

těmto multirezistentním patogenům. Z tohoto důvodu je důležité, aby došlo k vývoji nových 

alternativních strategií v boji proti těmto bakteriálním kmenům (Aslam et al. 2018). 

Jedním z možných alternativních cílů k obnovení rezistence multirezistentních bakterií jsou 

proteiny ClpX a ClpP. Tyto proteiny mají zásadní vliv na virulenci a rezistenci mnoha 

bakteriálních kmenů způsobující vážná onemocnění (Frees et al. 2003; McGillivray et al. 2009; 

Jensen et al. 2019a; Roy et al. 2019). Jelikož se jedná o velice rozšířenou skupinu proteinů, 

vyskytující se napříč celou bakteriální říší, jsou ideálním cílem pro vývoj nových 

antibakteriálních látek (McGillivray et al. 2009; Moreno-Cinos et al. 2019). Efektivní zrušení 

aktivity ClpX by nesloužila k přímému zabití patogenu, ale k tomu, aby byl náchylný 

k likvidaci vrozeným imunitním systémem (McGillivray et al. 2009). 

Nová třída ATM látek ADEP se zaměřuje na ClpXP proteolytický komplex, konkrétněji na 

proteázu ClpP (Brötz-Oesterhelt et al. 2005). ADEP soupeří o vazebná místa (hydrofobní 

kapsy) na ClpP s ATPázou ClpX, přičemž obsazení jedné ze sedmi hydrofobních kapes ClpP 

účinně brání vazbě ClpX (Gersch et al. 2015). Vazba ADEP na ClpP způsobí konformační 

změny viz. kapitola 3.1.3. Tyto konformační změny způsobí aktivaci proteázy ClpP a ta bez 

přítomnosti ClpX začne nespecificky degradovat proteiny, což vede posléze k buněčné smrti 

(Brötz-Oesterhelt et al. 2005; Kirstein et al. 2009). 

Zajímavého výsledku bylo dosaženo při společném podání ADEP s antibiotikem 

rifampicinem. Podání této antimikrobiální směsi dokázalo eradikovat chronickou infekci 

S.  aureus v myším modelu. Eradikace biofilmu ve zvířecím modelu je dobrým začátkem pro 

zavedení ADEP/rifampicinové léčby do klinické praxe (Conlon et al. 2013). 
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7 Závěr 

ClpX je hexamerická ATPáza rodiny AAA+ proteáz, která je schopná interagovat 

s tetradekamerickou proteázou ClpP za tvorby proteolytického komplexu ClpXP nebo pracuje 

zcela nezávisle na ClpP jako molekulární šaperon. Tvorba proteolytického komplexu je 

umožněna díky vzájemným interakcím sekvenčních motivů obou podjednotek. Vzájemná 

interakce podjednotek proteolytického komplexu způsobí, že jinak samostatně neaktivní 

proteáza ClpP, se stává aktivní. ClpX v tomto proteolytickém komplexu plní několik funkcí: 

rozpoznává substráty určené k degradaci pomocí krátkých nestrukturovaných sekvencí 

nacházející se na koncích proteinů a mechanickou prací zprostředkovanou hydrolytickými 

cykly ATP rozbaluje a translokuje substráty do degradační komory proteázy ClpP. Tato funkce 

ClpX patří k obecným funkcím, které můžeme nalézt u každého bakteriálního druhu. 

U patogenních bakterií, jako je S. aureus nebo B. anthracis, ClpX ovlivňuje samostatně, či 

ve spojení s ClpP, produkci řady virulentních faktorů, faktorů zodpovědných za toleranci vůči 

stresovým podmínkám, a faktorů podílejících se na buněčném dělení či na syntéze buněčné 

stěny. 

Z tohoto důvodu a také proto, že ClpX i ClpP jsou konzervované napříč celou bakteriální 

říší, jsou přímo ideálním cílem pro antimikrobiální léčbu k obnovení rezistence bakterií. 

V dnešní době je známa řada ATM látek zaměřených na aktivitu ClpP, avšak jedna z nich se 

jeví jako velice slibný adept na uvedení do klinické praxe. Zmíněným adeptem je ATM látka 

ADEP, která způsobuje nespecifickou degradaci proteinů proteázou ClpP. I když ADEP 

vykazuje dobré výsledky v obnovení rezistence bakterií, není jisté, zdali tato ATM látka projde 

klinickými testy. Z toho důvodu je důležité hledat další alternativy ATM látek pomocí, kterých 

bychom mohli obejít antibiotickou rezistenci například cestou inaktivace ClpX či navozením 

neregulované proteolýzy jako v případě ADEP. 
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