Univerzita Karlova

Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Specialni chemicko-biologické obory

Studijni obor: Molekularni biologie a biochemie organismu

Hana Kotkova

Obecna stresova odpovéd’ u Staphylococcus aureus

a jeji uplatnéni pii hyperosmotickém stresu

General stress response in Staphylococcus aureus

and its role in adaptation to hyperosmotic stress

Bakalatska prace

Skolitel: RNDr. Irena Licha, CSc.

Praha, 2017



Prohlaseni:

Prohlasuji, Ze jsem zavérecnou praci zpracovala samostatné a Ze jsem uvedla vSechny
pouzité informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla predloZzena

k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze, 12.5.2017

podpis



Podékovani:
Na tomto misté bych chtéla velmi podékovat RNDr. Iren€ Liché, CSc. za vénovany ¢as,
vstficnost a odborné pfipominky, které ptispély ke vzniku této bakalaiské prace. Dékuji

také své rodin€ za velkou podporu béhem celého studia.



Abstrakt
Abstract
Seznam zkratek
I UVOuutriiincnnscsnnnssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 1
2 Odpovéd na hyperoSmotiCKy Stres.......cocceeeecsnessanessansssaresassssasssssssssssssases 3
2.1 Transportéry K 10Nt .....cccveeviiiuiiiiiieiiccieecieeerecte ettt 3
2.1.1  Kdp ATPAZOVY SYSIEML.....eceiuiiiiiiiieeiiieeiee et eree e 4
2 N A G 5 ] (<11 USSP 5
2.2 Transportéry kompatibilnich sOlutQ..........ccccveeriiiiiiinii e, 7
2.2.1  Transportéry pro Prolin ........ccceecveeriieeeiiieeniie e ereee e 7
2.2.2  Transportéry pro glycin betain.........ccceeeeveeeniiiincieeeiee e 8
3 Obecna stresova odpovéd’ Staphylococcus AUIEUS .........eeueeeeuerosuecesuessnnnes 9
3.1 Objevy alternativnich sigma podjednotek RNA polymerazy................... 9
3.2 Indukce obecné¢ stresové odpovedi a jeji regulace.......cceevvveeeriiienneennnne. 9
3.3 SIgB-ZAVISIE GONY ..eiiiiiiiiiieee e 16
3.3.1 Pocet SigB-zavislych gentl a jejich rozd€leni...........cccceevvveennnnnne. 16
3.3.2  Geny pod SigB kontrolou..........ccceevviieiiiiiieiiiieiieeeee e 17
4 Utast SigB v hyperoSmotickém StreSU ........c.eeerereererseressesesessesessensesessenes 22
ZLAVET cueneverinenernresssnssssrossssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssses 27
6  Seznam POUZIte LItErAtUTY ....cccccccevvericssnicssnrcsssnnicssnnresssssesssassssssssssssssssssass 28

OBSAH



ABSTRAKT

Hyperosmoticky stres indukuje u halotolerantni bakterie Staphylococcus aureus
stresovou odpoveéd’, kterd ji poméaha prezit i takové osmotické podminky, které jsou
pro vétsinu bakterii inhibujici. Stresové odpovédi S. aureus zahrnuji obecnou stresovou
odpovéd, ktera se aktivuje rychle na Siroké spektrum strest, a je zajiSténa expresi genti
indukovanych prostfednictvim alternativni sigma B podjednotky RNA polymerazy
(SigB), a vice specifické odpovédi, které uhyperosmotického stresu souvisi
s transportéry draselnych iontii a transportéry kompatibilnich solutt. Také nékteré faktory
virulence (napf. adhezivni Ebh protein) umoziuji bakterii S. aureus prezit
hyperosmoticky stres v rdmci hostitele a napomahaji tak jeho kolonizaci. V soucasnosti
se ukazuje, Ze obecna stresova odpovéd’ se piimo i nepiimo ucastni specifické stresové
adaptace prostfednictvim Kdp transportniho systému pro draslik (Kdp transportéru)
1 transportért kompatibilnich solut (PutP a OpuD). Exprese Kdp transportéru a velkého
Ebh proteinu S. aureus je neptimo zavisla na SigB pres regulaéni systémy virulence Agr
nebo ArlIRS. Na osidleni hostitelskych nik s nizkou vodni aktivitou mize mit dale vliv
tvorba biofilmu, na které se SigB vyznamné podili. Hyperosmoticky stres aktivaci SigB
tedy spousti komplexni odpoveéd’, ktera souvisi nejen s odpoveédi na stres, ale také

s virulenci a metabolismem této podminén¢ patogenni bakterie.

Klic¢ova slova: Staphylococcus aureus, osmoadaptace, obecna stresova odpoveéd’, SigB,

virulence



ABSTRACT

Hyperosmotic stress induces a stress reponse in a halotolerant bacteria
Staphylococcus aureus that helps it to survive even the osmotic conditions that are
inhibiting for most of the bacteria. Stress responses of S. aureus include a general stress
response that activates rapidly on a wide range of stresses and is ensured by expression
of genes induced by an alternative sigma B subunit of RNA polymerase (SigB), and more
specific responses to hyperosmotic stress associated with transporters of potassium and
transporters of compatible solutes. Also, some virulence factors (such as the adhesive Ebh
protein) allow S. aureus to survive hyperosmotic stress within the host, thereby helping
to colonize it. It is currently known that the general stress response directly and indirectly
participates in the specific stress adaptation through the Kdp transport system for
potassium (Kdp transporter) and transporters of compatible solutes (PutP and OpuD).
Expression of the Kdp transporter and the large S. aureus Ebh protein is SigB dependent,
via Agr or ArlRS virulence regulator systems. The formation of a biofilm, in which SigB
is significantly involved, may also enable to colonize host niches with low water activity.
Hyperosmotic stress by triggering SigB initiates a complex response that is associated not
only with the response to stress but also with the virulence and metabolism of this

opportunistic pathogenic bacteria.

Key words: Staphylococcus aureus, osmoadaptation, general stress response, SigB,

virulence



SEZNAM ZKRATEK

SigB Alternativni sigma B faktor, podjednotka sigma B RNA polymerazy
AsigB Delece genu sigB
, Dopliikovy genovy regulacni systém ucastnici se regulace exprese gend virulence

Agr systém

(Accessory gene regulator system)

Dvoukomponentni systém ti¢astnici se regulace exprese genti virulence (ArlS histidinova
ArIRS Y .

kinaza, ArlR regulator)
c-di-AMP Cyklicky diadenosin monofosfat
Ebh Extracelularn€ vaZzici se proteinovy homolog (extracellular-binding protein homolog)
GFP Zeleny fluorescenéni protein (green fluorescent protein)
KdoDE Dvoukomponentni systém aktivujici transportni systém pro draslik a regulator virulentnich

P faktort S. aureus (KdpD histidinova kinaza, KdpE regulator)
KdpFABC Vysokoafinitni transportér pro K* ionty
Ktr systém Nizkoafinitni transportér pro K" ionty
MazEF Toxin antitoxin systém (MazE antitoxin, MazF toxin)
OpuC Transportér kompatibilnich solutti glycin betainu, cholinu, prolinu a karnitinu (OpuCA je
P ATP-vazebna komponenta tohoto transportéru)

OpuD Transportér kompatibilnich solutti glycin betainu a prolinu
ProP Nizkoafinitni transportér pro prolin
PutP Vysokoafinitni transportér pro prolin
QS Quorum sensing
RNAIII Transkript Agr systému s regulacni i kodujici funkei vytvareny z promotoru P3
Rot Represor toxint (repressor of toxins)
rsb geny
(rsbU, rsbW, Geny regulujici SigB (Regulator of Sigma B)
rsbV a dalsi)
SarA Stafylokokovy doplitkovy genovy regulator (Staphylococcal accessory gene regulator)
SCV ,» Irpasli¢i“ kolonie (Small colony variants)
Spa Stafylokokovy protein A (Staphylococcus protein A)
TA Toxin-antitoxin systém
uv Ultrafialové zafeni (ultraviolet light)



1 UVOD

Zivot kazdé bakterie doprovazi stresové situace, kdy se i takto jednoduchy
organismus musi vypofadat s pusobenim vnéjSich podminek, které jsou ve vétSing
ptipadl nepiiznivé a nestalé.

Patogenni organismy, mezi které patii i Staphylococcus aureus, musi Celit navic
imunitnimu systému, solné bariéie v zaludku a nedostatku vodni aktivity na povrchu
ktize. Schopnost vypotadat se s hyperosmotickym stresem je tedy zasadni pro kolonizaci
hostitele a také pro mezi-hostitelsky ptenos, nebot’ S. aureus dokédze uspésné prezit
1vnizké vodni aktivit¢ na rtiznych povrSich. Zasluhou osmoadaptivnich strategii je
S. aureus jedna z nejvice halotoleratnich eubakterii (Vijaranakul et al. 1995) a ispéSnym
lidskym kolonizatorem. Jeji konkuren¢ni vyhodou oproti jinym bakteriim je schopnost

preziti pfi vodni aktivité do 0,86. (Scott 1953)

Nicméné adaptace k jakémukoliv stresu, véetné hyperosmotického, je slozitym
a provazanym mechanismem, jemuz dosud nebylo zcela porozuméno. Vyzkum odpovéedi
na hyperosmoticky stres zacal objevy transportért specifické odpovédi, které transportem
latek pfes membranu udrzuji homeostazu buniky. Tyto systémy jsou oznacovany jako
mnohondasobné specifické transportni systemy (multiple specific uptake systems).
(shrnuto v Griindling 2013)

Na zacatku dvacatého stoleti byla u Bacillus subtilis objevena tzv. obecna stresova
odpoveéd’ (shrnuto v review Hecker et al. 2007), coZ vedlo k novému nahledu na stresové
odpovédi bakterii, ale 1 k pochopeni regulace genil ¢i celych operonii v ramci celkového
metabolismu bakterii. Tato adaptace podle poslednich vyzkumi nastava stochasticky
u bunék, u kterych jiz pted vystavenim stresu byly alesponl z ¢asti nastartovany stresové
odpovédi. ( Mitchell et al. 2009; Locke et al. 2011). Po vystaveni stresu prave tyto bunky
ptrezivaji a davaji vznik podobné adaptovanym buiikdm, ostatni nepfizplisobené bunky

jsou neptiznivymi podminkami zahubeny.

Po objevu obecné stresové odpovedi u B. subtilis se hledaly geny obecné stresové
drahy i u dalSich bakterii, v¢éetné S. aureus. Vyzkumy potvrdily, ze 1 u této podminéné
patogenni bakterie jsou nékteré tyto geny kédovany (Wu et al. 1996). AvSak v prib¢hu
detailné¢jSich studii se zjistila zna¢na odliSnost obecnych stresovych odpoveédi na nékolika
urovnich. Pfedevsim je tato odliSnost dulezitd na Grovni operonu stresového sigma B
faktoru (SigB), kdy nékteré geny nalezené u B. subtilis v sigB operonu S. aureus chybi,

na urovni regulacni, nebot’ je indukovana jinymi mechanismy, ale i funk¢ni, protoze ma



oproti B. subtilis vyznam v expresi virulentnich faktori. (shrnuto v review Hecker et al.
2007)

Obecna stresova odpoved’, jak bylo zjisténo u B. subtilis, ptisobi v Sir§Sim smyslu
a umoziluje buitkdm nespecifickou a preventivni ochranu bez ohledu na stres, ktery jeji
indukci vyvolal. (shrnuto v review Hecker et al. 2007) Pod kontrolou alternativniho SigB
faktoru, ktery spousti obecnou stresovou odpovéd’, mohou byt i nekteré komponenty
specifické stresové odpoveédi. Kazda takto komplexni draha musi byt vSak na rtznych
urovnich regulovana, nebot” je indukce odpovidajici stresové odpovédi v nestresovych
podminkach pro bunku nevyhodna. Je tedy dosud nevytesenou otazkou, zda, a piipadné
jakym zplisobem, je mozné obecnost ¢i specifitu stresové odpoveédi u bakterii regulovat.
(Young et al. 2013)

Ptestoze mnoho védcli doposud vnimalo vyznam SigB S. aureus ve stresové
adaptaci spiSe jako vedlejsi vzhledem k diileZitosti SigB ve virulenci, jsou tyto funkce
na riznych urovnich propojené. Prokazani souvislosti adaptace na stres a virulence je
dulezité pro pochopeni schopnosti patogena kolonizovat svého hostitele, a tudiz pro vyvoj
metod, jak by se mohlo kolonizaci zabranit. U S. aureus se také prokazal vliv SigB,
na odolnost ke glykopeptidovym antibiotikiim (vancomycin a teicoplanin), a rovnéz
k B-laktamovym antibiotikim (methicilin, oxacilin). (Wu et al. 1996; Sieradzki &
Tomasz 1998; Singh et al. 2003; Galbusera et al. 2011, Zhang et al. 2016) Kromé¢ toho
ma pravdépodobné SigB vyznam v nastoleni perzistence. (Tuchscherr et al. 2015)
Vzhledem k rozSifenym rezistencim se v soucasné dobé¢ stafylokokovd onemocnéni
témto mechanismim je zésadni pro dalsi vyvoj lé€ebnych postupt. Takové metody by
mohly byt zaloZeny na syntéze molekul, které by cilené branily aktivaci SigB, a tim by

snizovaly odolnost bakterii ke stresiim. (shrnuto v review Guldimann, 2016)

Cilem této prace je shrnout nejnovéjs$i poznatky o adaptaci S. aureus
na hyperosmoticky stres a porovnat ulohu specifickych adaptaci a obecné stresové
odpovédi, jejiz uloha byla doposud prokazovana pouze ve virulenci této podminéné

patogenni bakterie.



2 ODPOVED NA HYPEROSMOTICKY STRES

Hyperosmoticky stres piedstavuje stres, ktery je spojen s nizkou vodni aktivitou,
obecnéji nedostatkem vyuzitelné vody pro bakterie, coz mize byt zpisobeno vysokou
koncentraci soli nebo cukrit v médiu. V takovém prostiedi rychle dochazi k dehydrataci
buiky vlivem vytoku vody do vné¢jSiho prostiedi. Postupné se snizuje turgorovy tlak,
dochazi k inhibici celé fady procest zahrnujici bunécné déleni a replikaci DNA

a v extrémnich pfipadech mize hyperosmotické prostredi vyvolat az plazmolyzu buiiky.

Po vystaveni bakterii hyperosmotickému stresu dochazi k rychl¢ adaptaéni
odpovédi, kterd spo¢ivd v akumulaci draselnych iontd (K' iontll), které jsou poté
vyménovany za malé nenabité molekuly, tzv. kompatibilni soluty. Kompatibilni soluty
jsou v zavislosti na okolnich podminkéch transportovany z vnéjsiho prostfedi nebo de
novo vytvareny uvniti bunék. Tyto soluty maji ochrannou bunéénou funkci tim, zZe
stabilizuji strukturu proteint, chrani ji pfed denaturaci nebo nespravnym sbalenim, a tak
udrzuji spravnou enzymatickou aktivitu téchto proteinii. (shrnuto v review Lucht &
Bremer 1994 a Sleator & Hill 2002)

Zprvu bych proto chtéla uvést transportéry S. aureus, které se podileji na uvodni
specifické odpovédi na hyperosmoticky stres. AvSak vyznam téchto transportéri je ¢asto

propojen i s jinymi funkcemi u této bakterie.

2.1 Transportéry K iontu

Prvni vyzkumy transportértt K™ iontd byly provedeny u Escherichia coli, pozd&ji
u B. subtilis, coz jsou vSak organismy s nizkou toleranci k hyperosmotickému stresu.
(shrnuto v Griindling 2013) Neni proto piekvapenim, ze pii vyzkumu transportérd K"
iontl halotolerantni bakterie S. aureus a jejich porovnavanim s modelovymi organismy

se nachazely urcité odli$nosti.

Podle Grahama a jeho spolupracovnikti vede vystaveni bakterii S. aureus prostiedi
o riznych koncentracich NaCl ke kolisani bunéénych zasob K™ iontl, nicméné
u enterobakterii se hladina K* iontd méni proporéné ke zmé&nam osmolarity média.
(Meury et al. 1985; Graham & Wilkinson 1992) Pfedpoklada se proto, Ze koncentrace K*
iontl je v bunice S. aureus konstitutivné vysoka bez ohledu na osmoticky stres, avSak pii
hyperosmotickém stresu dochazi ke zvySenému piijmu K ionti z prostiedi, a tyto ionty
jsou nésledné vymeénovany za kompatibilni soluty. (Christian & Waltho 1964; Graham &
Wilkinson 1992) Pozdé&ji byly u S. aureus objeveny nasledujici transportéry pro draslik:
Kdp transportni systém, nejlépe prostudovany u E. coli, a Ktr systém, charakteristicky
pro B. subtilis. (Kuroda et al. 2001; Price-Whelan et al. 2013; Corrigan et al. 2013; Gries
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et al. 2013) VSe proto nasvédcuje tomu, ze S. aureus sdili transportéry dvou zcela

odlisnych druhti bakterii.

2.1.1 Kdp ATPazovy systém

Kdp ATPazovy systém je Siroce rozsiteny KdpFABC komplex, ktery byl prvné
identifikovan u E. coli, ale poté byly jeho homology objeveny bioinformaticky i u rizné
nepiibuznych druhti, u grampozitivnich, gramnegativnich bakterii i u archeae a u sinic,
kde byly objeveny dokonce dva kdp operony. (Ballal 2005; shrnuto v Griindling 2013).
I pfes znacné rozsiteni se pfedpoklada, ze rodina Kdp ATP4z je mnohem mén¢ pfendsena
horizontalnim pienosem nez jiné rodiny P-ATPaz vzhledem k mnohapodjednotkovému

slozeni Kdp systému. (shrnuto v review Chan et al. 2010)

Jedna se o vysokoafinitni multikomponentni transportér, ktery je pohénény
hydrolyzou ATP. Jeho exprese je regulovana histidinovou kinazou KdpD a regulatorem
KdpE. Tyto dva geny tvoii tzv. dvoukomponentni systém. U E. coli za nizkych externich
koncentracich K* iontti (menSich nez 2 mM) nebo za hyperosmotického stresu KdpD
fosforyluyje KdpE a ten aktivuje transkripci kdpFABC. Za vysokych externich
koncentracich K* iontil jsou kdp operony u vSech objevenych organismii reprimovany.
(shrnuto v Griindling 2013 a v review Ballal et al. 2007)

Takéu S. aureus je KdpDE dvoukomponentnim systémem a ma vyznam v expresi
kdpFABC operonu. Jak je patrné z obrazku 1, operon nalezeny u S. aureus se lisi
od E. coli umisténim genl v genomu, kdy kdpDE je umistén v reverzni orientaci proti
sméru transkripce od kdpFABC. (Xue et al. 2011) Z toho vyplyva, Ze transkripce Kdp

systému S. aureus je fizena ze dvou divergentnich promotor.

A SAOUHSC SADUHSC
kdpC kdpB KapA kdpF kdpDy kdpE 00316

> <

Staphylococcus aureus kdp

kapF kapA kdpB kdpC kapD kelpE

o ) P >

Escherichia coli kdp

Obrazek 1: Porovnani kdp operont S. aureus a E. coli (Xue et al. 2011)

Xue a kol. objevili, ze na rozdil od E. coli KdpE S. aureus na zaklad¢ signalu
z KdpD vzdy (za nizké i vysoké koncentrace K iontll) reprimuje transkripci kdpFABC.
To vedlo k otdzkam, zda viibec nebo za jakych podminek je KdpDE spojen s transportem
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K" ionth. (Xue et al. 2011) Avsak nasledujici studii se t¢ast KdpDE v aktivaci transkripce
kdpFABC potvrdila, nebot KdpE aktivoval transkripci kdpFABC operonu
za hyperosmotického stresu (2 M NaCl, sachardzy, nikoliv vSak v ptitomnosti 2 M KCI).
(Price-Whelan et al. 2013) Také se nedavno ukazalo, ze doména univerzalniho stresového
proteinu (USP) histidinové kindzy KdpD S. aureus vaze cyklicky diadenosin monofosfat
(c-di-AMP) a v této form¢ inhibuje transkripci operonu kdpFABC. (Moscoso et al. 2016)

Detailnéjsi studium KdpDE dvoukomponentniho systému S. aureus dale ukazalo
jeho ulohu v regulaci transkripce virulentnich genti spa (kodujici stafylokokovy protein
A), cap (kodujici enzym syntézy polysacharidové kapsuly), #la (kddujici alfa hemolysin),
aur (kédujici aureolysin), geh (kodujici lipazu) a hlgB (kédujici komponentu B gama
hemolysinu). Jak je zndzornéno na obrazku 2, histidinova kindza KdpD odpovida téz na
signal bakteridlni density pies systémy quorum sensing (QS). KdpE nasledné reguluje
dalsich pfiblizn€ 100 gend, piedevsim virulentnich faktorti. (Xue et al. 2011) To miize
byt vysledkem druhové specifické adaptace, protoze evolu¢né je vyznam KdpDE
v homeostaze K" ionth star$i nez jeho uplatnéni ve virulenci. (Freeman et al. 2013) Jak je
vidét na obrazku 2 a bude uvedeno v nasledujicich kapitolach, je KdpDE mimo jiné pod
kontrolou Agr QS (doplikového genového regulacniho systému zavislého na quorum
sensing) (Xue et al. 2011), ktery je regulovan alternativnim SigB faktorem. (Bischoff et
al. 2001) KdpDE tak mliZe byt prostfednikem mezi SigB a hyperosmotickym stresem.

LuxS/Al-2
Qs

S. aureus Regulace vice neZ 100 genil,

mezi které patfi:

nizka [K*] p-KdpE
spa, cap 2 Kolonizaéni

/ * / faktory
P —>
I

aur, geh,

KdpD
T Lokalni invazivni
Quorum g : I\ hia, higB faktory
rot

signaly \

Agras > RnaIl

Obrazek 2: Ugast KdpDE ve virulenci a schéma regulace KdpDE (pielozeno podle Freeman et al.
2013)

2.1.2 Kitr systém
Podle prvotnich studii Ktr systém S. aureus kdduje nizkoafinitni transportér pro
K" ionty. (Price-Whelan et al. 2013) Bioinformaticky byly objeveny dva proteiny se

sekvenéni podobnosti okolo 50 % proteinim KtrB a KtrD B. subtilis. Ttetim objevenym
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proteinem je KtrA, nékdy oznacovany KtrC, obsahujici vazebné misto pro c-di-AMP (viz
obrazek 3), ktery po vazbé c-di-AMP inhibuje pfijem K" ionti. KtrA je tudiz regulacnim
proteinem, ktery ovliviiuje aktivitu transportéru KtrB a KtrD. Tyto tii geny lezi oddélené
na chromozomu a cely tento unikdtni systém je zifejm¢ konzervovany u rodu

Staphylococcus. (Corrigan et al. 2013; Gries et al. 2013; Gries et al. 2016)

Gries a jeho kolegové v praci z roku 2013 potvrdili tento systém jako hlavni
pro piijem draselnych ionti v alkalickém prostfedi a nizké hlading drasliku. Piijem K*
iontl prostfednictvim Ktr systému je dulezity pro udrzovani membranového potencidlu
aregulaci bunécného osmotického tlaku. Kdp systém je zde uvadén jako sekundarni,
jehoz vliv na hladinu K iontl je v téchto podminkach spiSe zanedbatelny. (Gries et. al,
2013).

Struktura dvou systémi pro transport K iontd u S. aureus je ukdzana na

obrazku 3.

S. aureus Kir systems S. aureus Kdp system
k+ TRANSPORTER P-TYPE ATPase
jﬂﬁiﬁ .;_ S s
Qb | i
= KdpF
c-di-AMP ‘QE (P)
o Cd-AMP @ AP ADE

Obrazek 3: Draslikové transportéry S. aureus (Griindling 2013)

Ktr systém ma dimerické membranové komponenty KtrB a KtrD a cytoplazmaticky oktamer KtrC
(n€kdy oznacovany jako KtrA) (vlevo). Aktivita tohoto transportéru je regulovana vazbou ATP
a c-di-AMP na podjednotku KtrC, na rozdil od Kdp systému vsak u Ktr nedochazi k hydrolyze
ATP.

Kdp dvoukomponentni systém obsahuje senzorovou histidinovou kinazu KdpD a regulator KdpE,
ktery aktivuje transkripci kdpFABC operonu (vpravo). KdpA je membranova komponenta, ktera
ptenasi draslik. KdpB je ATPaza P typu, hydrolyzou ATP poskytuje energii pro pienos K" iontt.
KdpC je zakotven transmembranoveé svym N-terminalnim helixem a ziejmé zvysuje afinitu KdpB
pro ATP. KdpF je maly hydrofobni protein sjedinou transmembranovou doménou, ktery

zajist'uje stabilitu celého Kdp komplexu. (shrnuto v Griindling 2013)



2.2 Transportéry kompatibilnich soluta

Mezi hlavni kompatibilni soluty S. aureus patti L-prolin, taurin, glycin betain
(popt. cholin, ktery je oxidovan na glycin betain) a karnitin. (Graham & Wilkinson 1992;
Vilhelmsson & Miller 2002) Jejich vzorce jsou ukazany na obrazku 4.

Prolin Taurin Glycin betain Cholin
NtH3
N2 o | CH3 CH3
H Al (‘H (1/ I_]._C‘}{ |
2 -0l | H3C-N*-CHs H3C-N*-CH3
f = H-C-H I I
HoC—CHz | CH> CH>
0=S=0 | |
Karnitin | /C“ CTIE
o
@ =) 00 OH
(CH3)3N CHQ?H CH,COO
OH

Obrazek 4: Vzorce nejcastéjsich kompatibilnich solutl S. aureus (upraveno a pielozeno podle
Yancey 2005 a Lever & Slow 2010)

2.2.1 Transportéry pro prolin

Graham a jeho spolupracovnici potvrdili prolin jako vyznamny osmoprotektant
bakterie S. aureus. Radioaktivné znaceny prolin pfidali do substratu s NaCl a sledovali
jeho rychlou akumulaci do bunék. (Graham & Wilkinson 1992) Akumulace prolinu
probihd ihned v prvnich okamzZicich po vystaveni hyperosmotickému stresu, prolin je
proto jeden z prvnich osmolytli reagujicich na hyperosmoticky stres. (Townsend &
Wilkinson 1992)

U S. aureus byly na zacatku 90. let identifikovany 2 typy transportéri pro prolin
— nizkoafinitni a vysokoafinitni. Pro oba systémy plati, Ze jsou zavislé na nizkych
koncentracich sodnych iontd (milimolarnich), ackoliv vysokoafinitni je stimulovan
nizkou koncentraci Na* vice neZ nizkoafinitni. Oba dva jsou také v porovnani s jinymi
systémy (napi. ProP E. coli) pomérné specifické pro prolin (Bae & Miller 1992;
Townsend & Wilkinson 1992)

Vysokoafinitnim systémem S. aureus je PutP, ktery je ze 49 % homologni
k transportéru PutP E. coli. (Wengender & Miller 1995) Pozd¢jsi poznatky vsak davaji
do vztahu tento vysokoafinitni systém S. aureus s transportérem OpuE B. subtilis, protoze
stejné jako u OpuE B. subtilis je jeho transkripce fizena alternativnim SigB faktorem.

(von Blohn et al. 1997; Schwan et al. 2006) V prvnich studiich se spekulovalo, ze ucelem
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PutP je tézZ poskytovat prolin jako zdroj uhliku a dusiku, nebot’ vétSina kment S. aureus
je auxotrofni pro prolin a musi jej importovat z prostiedi. (Gladstone 1937; Bae & Miller
1992) Transportovat prolin je tak ziejmé dulezité ze dvou diivodu: z davodu ochrany pred

hyperosmotickym stresem a z nutri¢ni potieby.

Nizkoafinitni systém ma S$irSi substratovou specificitu a kromé& L-prolinu muze
transportovat také D-prolin a jejich dalsi derivaty. (Townsend & Wilkinson 1992) Podle
pozdéjsich praci ma funkci i v penosu glycin betainu. (Pourkomailian 1998) Je funkénim
homologem ProP E. coli a ProU Salmonella typhimurium se srovnatelnou afinitou
k prolinu a s podobnou funkci. Dtilezitou odlisnosti od jeho homologa u E. coli ale je, ze
optimdlni aktivita transportéru ProP S. aureus je v rozmezi 0,75 — 1 M NaCl, je tedy

aktivovan hyperosmotickym stresem. (Bae & Miller 1992)

2.2.2  Transportéry pro glycin betain

Pro transport glycin betainu byly objeveny dva transportéry, podobné jako
u prolinu, jeden nizkoafinitni a jeden vysokoafinitni. Vysokoafinitni systém pro glycin
betain je méné stimulovan hyperosmotickym stresem a je velmi specificky pro svij
substrat glycin betain, avSak bylo prokdzano, ze nizkoafinitni systém muize transportovat
také prolin. (Bae & Miller 1992; Pourkomailian & Booth 1992) Pourkomailian ze svych
vysledkl nakonec vyhodnotil, Ze je tento nizkoafinitni systém pro glycin betain identicky
s nizkoafinitnim systémem pro prolin a oznacil ho jako glycin betain/prolinovy

transportér (BPII). (Pourkomailian & Booth 1992; Pourkomailian 1998) Transport obou

vvvvvv

Skupina védci Miller a kol. potvrdila glycin betain jako ptevladajici kompatibilni
solut uvniti bakterie S. aureus a zdiraznila, Ze jde o nejsilnéjSi osmoprotektant této
bakterie. (Miller et. al., 1991) Jak se pozd¢jsimi studiemi ukdzalo, glycin betain ma zcela
zasadni vliv pro rist bun€k S. aureus ve vysoké koncentraci NaCl (2,5 M), nebot’ zvySuje
rustovou rychlost bunék rostoucich v takovém prostiedi, umoznuje jim zachovat piivodni
velikost a téz opravuje zkracené¢ mezipeptidové miistky v bunééné sténé. (Vijaranakul et
al. 1995) U Zzadného jiného osmoprotektantu takové funkce dosud nebyly prokazany,

a proto je glycin betain v bufice S. aureus nenahraditelny.



3 OBECNA STRESOVA ODPOVED STAPHYLOCOCCUS
AUREUS

Obecna stresova odpoved zajistuje u bakterii komplexni ochranu buiiky proti
Sirokému spektru strest. Je nastartovana zvySenim exprese alternativniho SigB faktoru,
ktery poté fidi transkripci SigB-zavislych genti. Podjednotka RNA polymerazy SigB je
kodovana genem sigB, ktery je u B. subtilis 1 S. aureus umistény v operonu rsb genu
(regulatorit SigB) podilejicich se na regulaci aktivace SigB. (shrnuto v review Hecker et
al. 2007)

3.1 Objevy alternativnich sigma podjednotek RNA polymerazy

Modelovym organismem pro zkoumadni alternativnich faktorG je B. subtilis,
u kterého byl v roce 1979 jako prvni objeven SigB faktor (Haldenwang & Losick 1979),
a poté¢ nasledovaly objevy dalSich sigma faktord u B. subtilis i u jinych bakterii.
U Staphylococcus aureus byly doposud identifikovany ¢tyfi sigma podjednotky: SigA
(housekeeping podjednotka), SigB (uloha v obecné stresové odpoveédi) (Wu et al. 1996)
apozdéji SigH (uloha v pfirozené kompetenci) (Morikawa et al. 2003) a SigS
(predpokladana funkce ve stresovych odpovédi a patogenezi) (Shaw et al. 2008).
Podjednotka SigB je dosud nejprozkoumanéjsi, vyzkumy u patogenni bakterie S. aureus

vSak zjistily jen malou podobnost s modelovym SigB B. subtilis. (Bischoff et al. 2004)

3.2 Indukce obecné stresové odpovédi a jeji regulace

Podle dosavadnich poznatkii je obecna stresovd odpoveéd’ S. aureus indukovana
alkalickym a oxidativnim stresem, vysokou teplotou, MnCl,, a NaCl. (Kullik et al. 1998;
Giachino et al. 2001; Senn et al. 2005; Pané-Farré et al. 2006) Na rozdil od B. subtilis
vSak snizovani zadsob ATP (hladovéni) a ethanolovy stres neni signadlem pro aktivaci
SigB, coz pravdépodobné souvisi s odlisnosti operonu sigB. (Chan et al. 1998; Hecker et
al. 2007)

Operon alternativniho sigma faktoru S. aureus se odliSuje od B. subtilis, tim, Ze
postrada geny pro tzv. stresozém rsbR, rsbS a rsbT a také pro fosfatazu rsbP a hydrolazu
rsbQ, které jsou u B. subtilis zapojeny v odpovédi na nutriéni stres. (Pané-Farré et al.
2006). SigB operon S. aureus obsahuje geny rsbU, rsbV, rsbW, sigB, shodné s operonem
B. subtilis, ale navic obsahuje geny pro toxin-antitoxin systém mazE a mazF (viz obrazek
5). (Wu et al. 1996; Donegan & Cheung 2009) U B. subtilis je sigB operon fizen ze dvou
promotord SigA-zévislého a SigB-zévislého, u S. aureus jsou promotory tii (viz
obrazek 7 na stran¢ 13). (Donegan & Cheung 2009)



rsbRA rsbS rshT rsbU rsbV rshW sigB rsbX rsbP

B. subtilis PP
t L I:.—L- - D_-—

SACL2059 .58 rsbU rsbV rsbW sigB
S. aureus LEE}—I:'[' -—
(TA (‘.FB

Obrazek 5: Porovnani sigB operont B. subtilis a S. aureus (Hecker et al. 2007)
SACL2059 a SACL2058 jsou dva pozdé&ji objevené geny mazE a mazF

Giachino a jeho kolegové dokazali u S. aureus, ze pro spusténi drahy je zasadni
fosfatdza RsbU, protoze fenotypovy projev jeji delece byl podobny fenotypovému
projevu delece celého operonu (ArsbUVWsigB), a to vedlo ke sniZzeni odpovédi na vyse

uvedené stresové stimuly. (Giachino et al. 2001)

RsbW je potvrzen jako anti-sigma faktor a Gcastni se negativni posttranslacni
regulace vazbou na SigB. (Miyazaki et al. 1999) Tento faktor se podobné jako
u B. subtilis vaze na SigB nebo na anti-anti-sigma faktor RsbV, pokud je RsbV
defosforylovan. RsbU defosforyluje RsbV na serinu (Ser57) a ten potom vyvazuje RsbW
z komplexu RsbW-SigB. Tomuto mechanismu se fik4a partnerské piepindni. SigB se
uvolni, vaze se ke katalytickému jadru RNA polymerazy a tento komplex poté zahajuje
transkripci SigB-zavislych gent. (Senn et al. 2005; Hecker et al. 2007, Pané-Farré¢ et al.
2009) Podobné jako u B. subtilis je tudiz RsbU S. aureus neptimy pozitivni regulator
SigB. (Senn et al. 2005) Zptsob jeho aktivace se ale u téchto dvou grampozitivnich
bakterii zdsadné li§i, porovnani jednotlivych drah aktivace je ukdzano na obrazku 6. Pti
nutriénim stresu u B. subtilis RsbU neni aktivovan a jeho funkci zastava fosfatdza RsbP.
(Hecker et al. 2007)

Na obrazku 6 je uvedena komplexni regulace, pfes kterou se komponenty
stresozomu u B. subtilis (RsbS, RsbT a RsbR) tcastni aktivace RsbU. Proto nastaly
spekulace ohledné¢ aktivace RsbU u S. aureus, ktery komponenty stresozému postrada.
Vzhledem k tomu, ze zvySena exprese RsbU muze vést k okamzité aktivaci SigB,
predpokladalo se, Ze RsbU nemusi vyzadovat aktivator odpovidajici na stresovy stimul.
Podle jiné hypotézy je fosfatazova aktivita RsbU kontrolovana regulacnim mechanismem
v odpovédi na stres, coz je podpofeno tim, Ze mnozstvi RsbU se béhem rlstového cyklu
pfili§ nemeéni. (Senn et al. 2005) Neékteti védci také uvazovali, ze pifi indukci
SigB-zavislych gent zdlezi predev§im na dostupnosti katalytického jadra RNA
polymerdzy k SigB, nez na kontrole fosfatazové aktivity RsbU a modelu partnerského

pfepinani. Kompetice mezi podjednotkami SigA a SigB o katalytické jadro RNA
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polymerazy tak mize byt dalsi zptsob nepiimé regulace aktivace SigB-zavislych gent.

(Pané-Farré¢ et al. 2009)

A hladina Si
Q gB1

Nutri¢ni stres ?
; Environmentalni
‘ stres

Nutricni stres

? |

‘ K. v
l Environmentalni stres —
t
— Stacifc;l::rni
e X
@
Obrazek 6: Porovnani regulace SigB u B. subtilis (A) a S. aureus (B) (upraveno a ptelozeno podle

s
J‘
1 L
Senn et al. 2005)

Zasadnim rozdilem v operonu §. aureus je ptitomnost dvou kratkych gentt mazE
a mazF umisténych pted operonem rsbUVW-sigB, s jehoz transkripci jsou tyto geny
propojeny, jak je ukazano na obrazku 7 (strana 13). (Wu et al. 1996; Donegan & Cheung
2009)

Geny mazE a mazF koduji toxin-antitoxin systém (TA), ktery je u vSech bakterii
z rodu Staphylococcus asociovan s rsbUVW-sigB operonem. (Schuster et al. 2015) Tento
TA systém vykazuje urcité sekvencni 1 funkéni podobnosti se systémem MazEF E. coli.
(Kullik et al. 1998; Fu et al. 2007) Nedavnou strukturni studii bylo objeveno, Ze
nejbliz§im homologem MazF toxinu S. aureus je YdcE, toxin TA syst¢tmu YdcDE
B. subtilis, se kterym MazF S. aureus sdili 64% sekvenéni identitu. (Pellegrini et al. 2005;
Zorzini et al. 2014) MazEF se vyskytuje také u bakterie Listeria monocytogenes, u které
jsou geny pro tento systém rovnéz lokalizovany v sigB operonu. (Schmitter 2014)
Soucasné vyzkumy vSak naznacuji, ze tyto TA systémy nemaji stejnou funkci. MazEF

L. monocytogenes totiz nema vliv na geny v sigB operonu, jako je tomu u S. aureus, ale
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namisto toho ovliviiuje expresi SigB-zavislych genti opuCA (koédujici ATP vazebnou
doménu OpuC transportéru), [mo0880 (koédujici proteinovy prekurzor asociovany
s bunécnou sténou) a mozna dalSich dosud neidentifikovanych SigB-zavislych gent.
Operon sigB a TA systém MazEF tedy ziejmé nejsou u Listeria monocytogenes piimo
sprazeny. (Curtis et al. 2017)

MazE S. aureus je nestabilnim antitoxinem s kratkym polo¢asem rozpadu (18
min), ktery vaze a inaktivuje stabilni toxin MazF. (Donegan & Cheung 2009; Donegan et
al. 2010) MazE je odstraiiovan proteazou ClpCP (kaseinolytickou proteazou obsahujici
podjednotky C a P), coz bylo dokdzéano tak, ze kmeny s deleci v c/lpC a clpP genu
vykazovaly vyssi stabilitu MazE produktu. (Donegan et al. 2010)

Pokud MazE chybi, MazF neni inhibovén a §tépi dostupnou mRNA v konkrétni
sekvenci (viz obrazek 7). (Fu et al. 2007; Donegan & Cheung 2009) Tato sekvence je
Casto bohata na uracil, podle jedné prace MazF stépi sekvence VUUV’ (kde V a V' miize
byt jakakoliv jina baze nez U, V a V' se mohou lisit) (Fu et al. 2009), podle jiné prace
MazF §tépi v sekvenci UACAU. (Zhu et al. 2009) Né&které geny obsahuji sekvenci
UACAU, popt. VUUV’, s vétsi pravdépodobnosti, a proto jsou mRNA téchto genii
citlivejsi ke $tépeni MazF. (Fu et al. 2009; Zhu et al. 2009; Schuster et al. 2015)

Mezi geny obsahujici vysoky pocet UACAU sekvenci patii u S. aureus sraP
(kédujici na serin-bohaty povrchovy adhezin krevnich destiek) a také dalsi geny, které
maji souvislost s virulenci, napiiklad gen spa (kodujici stafylokokovy protein A).
Schuster a kol. ve svych pokusech ukazali, ze MazF miize Stepit také »sb W mRNA, avSak
vytvofenim mutanti RsbW fuzi s GFP a méfenim fluorescence nebyla zaznamenana
vyrazna zména v mnozstvi proteinu RsbW. MazF mé tak ziejmé funkci pouze
k dolad’ovani genové exprese RsbW. Ke stejnému zaveéru vedlo 1 otestovani virulentniho
faktoru Spa shodnym experimentem. (Zhu et al. 2009; Schuster et al. 2015) Jinou studii
naopak bylo dokazano, ze MazF cili na sigB, hla a spa mRNA (viz obrazek 8 na stran¢
14), protoze obsahuji s vétsi frekvenci VUUV” sekvence. (Fu et al. 2009)

Stépeni mRNA MazF toxinem v nepiitomnosti MazE vede primarné k zastaveni
rustu, proteosyntéza je St€penim mRNA zpomalena a buiika musi investovat energii
do ochrany dilezitych genovych transkriptii, jako jsou mRNA esencialnich gent recA
(kédujici rekombindzu A), gyrB (kdédujici podjednotku B DNA gyrazy) nebo sard
(kodujici statylokokovy doplitkovy genovy reguldtor). Uvadi se, ze zminéna ochrana je
zprostfedkovana urcitymi RNA vazebnymi proteiny, které se vazi na dané mRNA
a zabraiuji §t&peni ve specifické sekvenci endoribonukleazou MazF. U¢inek toxinu

MazF proto nevede ihned ke smrti bakterialni buiiky, ale diky ochrané esencidlnich genti
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dochazi pouze k zastaveni ristu a obnovenim produkce MazE antitoxinu muize rist
pokracovat. (Fu et al. 2007; Fu et al. 2009)

Transkripce genli mazE a mazF je tizena ze SigA-zavislého promotoru PmazE,
ktery vytvari dva rizné transkripty: 0,7 kbp mazEF transkript, kdy se ptepise pouze TA
systém ukonceny slabym rho-nezévislym terminatorem, kterym se RNA polymeraza
muze procist dale a vytvotit 3,7 kbp dlouhy transkript mazEF-rsbUVW-sigB. Dalsim
promotorem, jak je vidét na obrazku 7, je také SigA-zavisly promotor, ktery vytvari
2,6 kbp rsbUVW-sigB transkript a tfetim SigB-zavisly promotor, ze kterého se
transkribuje rsb VW-sigB transkript o délce 1,6 kbp. (Senn et al. 2005; Donegan & Cheung
2009) Vzhledem ke kotranskripci mazEF s rshUVW-sigB se ptedpoklada, ze PmazE je
vyzadovan pro Uplnou aktivitu SigB S. aureus. (Donegan & Cheung 2009) /n vitro studie
ukazaly, ze za soln¢ho a teplotniho stresu promotor PmazE (oznacovany v praci Senn
a jejich kolegl z roku 2005 jako Sigp1) je oproti zbyvajicim dvéma promotorim aktivni
pfedevsim béhem casnych rlstovych fazich, avSak mnozstvi SigB zlstava zasluhou

ostatnich promotorti v pribéhu celé¢ho ristového cyklu konstantni. (Senn et al. 2005)

Stres, 0,7 kbp
antibiotika p. A ANAANANAN 3,7 kbp
mrazE
?
\‘ \ Sigh Pa
SarA 2,6 kbp 1.6kbp

/\MM/W\N\/WVW
SlgB
—{ mazE mazF rsbl rsbV rsbW sigh

slaby Rho nezavisly termindtor

w silny Rho- nezavisly

K termindtor

ratming I\
>

mRNA degradace
§tépeni v selvenci VUUTV™

/@

ClpCP

u

’..Mazg‘;

Obrazek 7: MazEF systém a navrhovany systém regulace sigB operonu (upraveno a prelozeno
podle Donegan et al. 2009)
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Promotor PmazE je negativné ovliviiovan produktem genu sigB, avSak piima
represe PmazE SigB je nepravdépodobnd, protoze PmazE je SigA-zévisly promotor.
Proto je represe ziejmé zprosttedkovana nepiimo SigB-zavislym regulatorem. To, Ze je
PmazE reprimovan SigB-zavislym regulatorem, a nikoliv antitoxinem MazE, se zda
piekvapivé, nebot’ mnoho TA systémil je schopno autoregulace, kdezto MazEF S. aureus

pravdépodobné nikoliv. (Donegan & Cheung 2009)

Pozitivn€ je PmazE regulovan proteinem SarA, vyznamnym regulatorem exprese
genu virulence, ktery se pfimo vadZze na repetice okolo promotorovych -10 a -35
SigA-vazebnych sekvenci. (Donegan & Cheung 2009) SarA je vSak kromé toho soucasti
SigB regulonu, kdy SigB pozitivné reguluje SarA. (Deora et al. 1997) SigB a SarA se tak
navzéjem ovliviuji.

V préaci védcti Donegan & Cheung se také potvrdilo, ze vystaveni S. aureus
nékterym antibiotikiim vede ke stimulaci transkripce TA systému MazEF. (Donegan &
Cheung 2009) Pozdé¢ji bylo zjisténo, ze kmen s deleci TA systému (AmazEF) vykazoval
vetsi citlivost k B-laktamovym antibiotikiim. (Schuster et al. 2015) Pficina této vlastnosti
TA syst¢tmu MazEF S. aureus neni znama, avSak s ohledem na MazEF E. coli se
pracovalo s hypotézou, Ze TA systém S. aureus bude mit vyznam v nastoleni perzistence.
(Schuster et al. 2015) U E. coli se ribonukleazy TA systémi Ucastni globalni inhibice
translace proteinti a nastoleni dormance vedouci k perzistenci. (Maisonneuve et al. 2011)
Takeé obrazek 8 pochazi z review, které predpoklada ucast MazEF S. aureus v perzistenci.
(Proctor et al. 2014)

Y

» 2}
vy /la, sigB, spa  Persister
mRNA

Obrazek 8: Shrnuti regulace MazEF TA systému S. aureus (upraveno podle Proctor et al. 2014)
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Ze soucasnych studii naopak muze vyplyvat, Ze TA systémy S. aureus nemuseji
mit na vznik perzistert vliv, nebot’ delece vsech TA systému (véetné¢ MazEF) neovlivnila
hladinu perzistert. (Conlon et al. 2016) I presto je pravdépodobné, ze tento TA systém
muze perzistenci ovliviiovat v jinych specifickych podminkach, nebo ze u S. aureus

nemuseji byt nékteré TA systémy dosud znamy.
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3.3 SigB-zavislé geny

JiZ s prvnimi objevy alternativniho SigB faktoru u S. aureus se zacalo ovéfovat,

zda geny SigB-zavislé u B. subtilis, jsou totozné u této patogenni bakterie.

3.3.1 Pocet SigB-zavislych geni a jejich rozdéleni

V prvni studii, kterou provedla skupina Gertze, bylo objeveno 27 SigB-zavislych
genu S. aureus, z nichz 20 bylo homolognich s geny B. subtilis, ale jen 7 z nich byly
rovnéz zndmé SigB-zavislé geny. (Gertz et al. 2000) Z vysledk transkriptomické analyzy
ttech rtiiznych kment S. aureus publikované v roce 2004 je pocet gent ovlivnénych SigB
stanoven na vice nez 250. (Bischoff et al. 2004) Avsak pocet téchto genil se v pribéhu
dalSich vyzkum lisil, coZ je dano tim, Ze mnoho jich je SigB-zavislych jen za urcitych
podminek, naptiklad v alkalickém stresu nebo v dané rustové fazi, nebo jsou ovlivnény
SigB faktorem neptfimo. (Pané-Farré et al. 2006) Odlisné vysledky transkriptomickych
studii mohou byt také zplsobeny pouzitim raznych kmena S. aureus. (Pfortner et al.
2014)

Dalsi rozsahlou transkriptomickou studii z roku 2006 bylo identifikovano 122
SigB-zavislych genil za podminek alkalického stresu zahrnujici geny kodujici proteiny
pro syntézu bunécéné stény, geny kddujici regulacni proteiny, podjednotky enzymi
metabolickych drah ¢i podjednotky transportnich systému a také proteiny ucastnici se
proteinové degradace. (Pané-Farré et al. 2006) Jednim ze SigB-zavislych transportéra je
Na'/H" antiporter, ktery je diileZity pro udrzovani pH v alkalickych podminkach a u¢astni
se detoxikace Na* a Li" iontl. (Gertz et al. 2000; Pané-Farré et al. 2006; Cebrian et al.
2015) V téze studii je také potvrzen pozitivni vliv SigB na gen pro katalazu (kat4), ktera

je dulezitd pro odpovéd’ na oxidativni stres. (Pané-Farré et al. 2006)

V nedavné dobé€ se piiblizny pocet genli v SigB regulonu S. aureus odhadoval
na 200, u B. subtilis na 150. (shrnuto v review Guldimann et al. 2016) V roce 2016 bylo
v SigB regulonu S. aureus objeveno dalSich 86 genii. (Médder et al. 2016) Je vSak ziejmé,
ze geny pod kontrolou SigB se navzédjem liSi mezi B. subtilis a S. aureus, kdy piekryv
SigB regulonti u téchto bakterii je pouze 12 % (Pané-Farré¢ et al. 2006), coz je dano jejich
odliSnymi Zivotnimi strategiemi.

Urc¢it pocet genll zavislych na SigB je tudiz velmi obtizné, a i dnes se pocty
uvadéné v literatufe znacné lisi. Nékteré SigB-regulované geny totiz nemusi obsahovat
SigB-zéavislé promotory, ale mohou byt ovliviiovany neptimo pies ucast SigB-zavislych
regulac¢nich faktorti. (Pané-Farré et al. 2006; Nielsen et al. 2011) Kromé toho mohou byt

geny fizeny z n¢kolika rizné regulovanych promotorti podobné jako v piipadé regulace
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sigB operonu samotného. V transkriptomické analyze u B. subtilis bylo zjisténo, Ze 46 %
vSech kodujicich sekvenci B. subtilis je transkribovano z vice nez jednoho promotoru.
(Nicolas et al. 2012) U S. aureus byl nalezen pocet kodujicich sekvenci 2836, z nichz je
22 % transkribovdno z vice nez jednoho promotoru. (Méder et al. 2016) To znaci
obrovskou komplexni regulacni sit propojujici nejriznéjsi stresové, virulentni

1 metabolické drahy.

Nekteré starsi prace naznacovaly, ze promotory, které SigB rozpoznava, jsou si
u S. aureus a B. subtilis sekvencné podobné. (Homerova et al. 2004) AvSak vzhledem
k rozdilnym fyziologickym funkcim alternativnich SigB faktorti u téchto bakterii se
expresni profily SigB-zéavislych transkripénich jednotek zna¢né liSi. Aktivace
SigB-zavislych promotorli S. aureus neni omezena na stresové podminky jako
u B. subtilis, ale je obecnéji vdzana na staciondrni fazi. Regulon SigB §. aureus
1 v nestresovych podminkach vykazuje vyznamnéjsi bazalni aktivitu nez u B. subtilis.
Expresni vzory SigB-regulovanych genti vykazovaly u S. aureus vétsi variabilnost nez u
B. subtilis. (Méder et al. 2016)

Young se svymi spolupracovniky ve své praci (2013) zabyvajici se vztahem mezi
obecnou a specifickou odpovédi u B. subtilis rozdélili geny stresové odpovédi do 3

skupin:
1) SigB-zavislé operony stresové odpoveédi
2) SigB-nezavislé operony stresové odpovedi

3) Operony SigB-zavislé, které 1ze aktivovat i jinym zptisobem, pomoci jiného

specifického regulatoru
(Young et al. 2013)

Geny fizené ze SigB-zavislého promotoru, jsou tedy ovlivnéné SigB ptimo, avSak
SigB nemusi byt jedinym induktorem a tyto geny mohou byt fizeny 1 z jinych promotort.
Geny, které nemaji SigB-zavisly promotor, ale jsou regulovany regulatory, v jejichz
kaskade¢ je alespoii jeden gen SigB-zavisly, jsou ovlivnény neptimo. Ve starsi literatufe,
kde se zavislost prokazovala pouze deleci genu sigB, neni vzdy toto rozdé€leni

jednoznacné.

3.3.2 Geny pod SigB kontrolou
Jeden z prvnich pozorovanych fenotypii u deletantl AsigB S. aureus byla vyrazna
redukce pigmentace bakterialnich kolonii, coz vedlo k objevu, ze geny pro biosyntézu

oranzového karotenoidu stafyloxantinu jsou SigB-zavislé. (Kullik et al. 1998) Bylo
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dokazano, Ze syntéza stafyloxantinu ma protektivni ucinek proti UV zéfeni
a pigmentované bakterie S. aureus ptezivaji po vystaveni dennimu svétlu déle. (Giachino
etal. 2001) Existuji také experimenty, které pracuji s hypotézou, Ze karotenoidy S. aureus
jsou i virulentnim faktorem, nebot’ chrani bakterii pfed zabitim fagocyty prostfednictvim

oxidacniho vzplanuti. (Liu et al. 2005)

Jesté drive byl jako SigB-zavisly gen ovéien globalni regulator SarA, u kterého
SigB faktor fidi transkripci z P3 promotoru sar lokusu. (Cheung & Projan 1994; Deora et
al. 1997) SarA je pozitivni regulator transkripce z obou (P2 i P3) promotora agr lokusu
a vaze se do oblasti mezi témito promotory. (Cheung et al. 1997; Chien & Cheung 1998)
Agr regulacni systém je zavisly také na regulaci prostiednictvim QS a pod jeho kontrolou
je fada genl virulentnich faktort.. (shrnuto vreview Yarwood & Schlievert 2003)

Mechanismus regulace Agr systémem je ukazan na obrazku 9.
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E neznamy mechanismus

Obrazek 9: Agr systém S. aureus a jeho regulace (Kong et al. 2016 pteloZeno, upraveno podle
Yarwood & Schlievert 2003)

Regulac¢ni oblast agr operonu obsahuje 2 promotory: P2, ktery iniciuje vznik RNAII transkriptu,
a P3, kterym zac¢ind RNAIII transkript. Soucasti RNAII transkriptu jsou geny agrB, agrD, agrC
a agrd. AgrCA tvotri dvoukomponentni systém, ve kterém AgrC koduje histidinovou kinazu,
bunécné denzity vytvafen integralni membranovou endopetidazou AgrB z AgrD. AgrC se po
vazbé AIP autofosforyluje a nasledné fosforyluje AgrA, ktery aktivuje P2 a P3-fizenou
transkripci. RNAIII koduje 4/d gen (delta hemolysin) a také moduluje expresi genti zavislych na
Agr systému. (shrnuto v review Yarwood & Schlievert 2003 a Kong et al. 2016) SigB pfes SarA
pozitivné reguluje transkripci agr operonu, nebo samotny SigB neznamym mechanismem
inhibuje transkripci RNAIIL. (Bischoff et al. 2001)
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Vysledky dalsich studii potvrdily, ze Agr systém pozitivné ovliviiuje transkripci
dvoukomponentniho systému KdpDE, ktery u S. aureus mize byt dalSim regulatorem
virulence a ma vyznam v hyperosmotickém stresu v transkripci kdpFABC, gent pro Kdp
transportér. Pozitivni regulace KdpDE prostfednictvim Agr systému je pravdépodobné
zprostiedkovana pies RNAIII transkript a probiha ptes represi translace regulatoru Rot.
Rot se in vitro specificky vaze do promotoru PkdpD a inhibuje jej. (Xue et al. 2011)
RNALIII zptisobuje translacni represi rot mRNA tak, ze svou 3 koncovou doménou tuto
mRNA vaze a pasobi tak jako antisense RNA. (Boisset et al. 2007) Schéma této regulace
je ukdzana na obrazku 2 (strana 5). Rot (represor toxinl) je DNA-vazebny protein
(Mcnamara et al. 2000), ktery se dale podili na aktivaci transkripce spa (Said-Salim et al.
2003) a represi exprese a-toxinu S. aureus (Mcnamara et al. 2000). Nové bylo potvrzeno,
ze Rot je také dulezitym reguladtorem tvorby biofilmu, kdy podpofi tvorbu biofilmu

represi sekretovanych protedz Sté€picich slozky biofilmové matrix. (Mootz et al. 2016).

Mezi geny pravdépodobné regulované globalnim regula¢nim systémem Agr patii
také obrovsky 1,1 MDa protein Ebh S. aureus (extraceluldrné-vazici se proteinovy
homolog), ktery je kdédovany nejvétSim genem v genomu S. aureus. Ma funkci
v prichyceni k hostitelskym proteinim mezibunééné hmoty (ECM) a pocita se tudiz k
virulentnim faktorm. (Kuroda et al. 2001; Clarke et al. 2002) Ebh se slabymi iontovymi
silami vaZe na lidsky fibronektin, jedna se tedy o fibronektin-vazebny povrchovy protein.
(Clarke et al. 2002; Cheng et al. 2014) Podle prace zroku 2008 Kurody a jeho
spolupracovnikti je ale také jednou =zjeho funkci tolerance k prechodnému
hyperosmotickému stresu. Predpoklada se, Ze Ebh doména vytvari mistek mezi bunéénou
sténou a cytoplazmatickou membranou a timto spojenim zabrafiuje plazmolyze, ke které
za hyperosmotickych podminek mize dojit. (Kuroda et al. 2008). Propojeni plazmatické

membrany a bunécéné stény timto proteinem je mozné vidét na obrazku 10.

Na ptikladu Ebh proteinu i systému Kdp 1ze ukazat, jak spolu virulence i adaptace
k hyperosmotickému stresu Uzce souviseji a jak provazané a sloZité tyto mechanismy
jsou. Kromé vyznamu Ebh v kolonizaci hostitelskych nik miize mit tento velky protein

funkci 1 v syntéze peptidoglykanu a rezistenci k antibiotikiim. (Cheng et al. 2014)

Nicméné mechanismus regulace exprese Ebh prostfednictvim Agr systému
navrhovany ve starsi praci (Clarke et al. 2002) dosud neni znam. Clarke a jeho kolegové
sledovali fuzi lacZ s ebh (ebh::lacZ) zvySenou B-galaktosiddzovou aktivitu u agr mutantt,
coz vedlo k zavéru, ze Agr systém reprimuje ebh. (Clarke et al. 2002) Nedavnou studii

vSak bylo zjiSténo, Ze gen ebh je také reprimovan dvoukomponentnim systémem ArIRS
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(viz obrazek 10), ktery je téz dulezitym regula¢nim systémem virulence. (Fournier &
Hooper 2000; Walker et al. 2013) Jak bylo nedavno dokdzano mechanismus represe ebh
systétmem ArIRS probiha pifes regulator MgrA, jehoz transkripce je aktivovana timto
dvoukomponentnim systémem. (Crosby et al. 2016) Bischoff a jeho kolegové jiz diive ve
své praci (2004) navrhli, ze ArlRS muze byt pfimo nebo nepiimo ovliviiovan SigB
faktorem. (Bischoff et al. 2004) I kdyz se v nékterych studiich pfimé SigB zavislost
nepotvrdila (Meier et al. 2007), v dopliujicich datech transkriptomické studie (2016) byl
pied arlRS objeven SigB-zavisly promotor. (Méder et al. 2016)

Velky N
staphylokokovy N terminalni doména
povrchovy protein Cukr vazebna doména
(GSSP)
7 B 2 Cukr/albumin vazebna
Neznamy signal doména
vnéjsi l Doména asociovana
prostredi AN s bunéénou sténou
ArlS g;:és';n:mbrénové
cytoplazma MgrA r C termindlni doména
C ( ) Represe j
AriR P

s gen ebh

Obrazek 10: Regulace exprese Ebh proteinu (pielozeno podle Walker et al. 2013, upraveno podle
Crosby et al. 2016)

V névaznosti na objev souvislosti SigB a virulence byl SigB né&kolikrat potvrzen
jako vyznamny aktivator tvorby biofilmu. (Lauderdale et al. 2009; Mitchell et al. 2013)
U bakterii miiZe mit tvorba biofilmu ochrannou funkci proti environmentalnim zménam.
Mitchell a dalsi védci tvorbu biofilmu zkoumali u ,trpasli¢ich kolonii* (SCV, small
colony variants) a objevili souvislost s chronickymi infekcemi ¢astymi u pacientl
s cystickou fibrézou. Zvysené hyperosmotické prostiedi predevsim v dychacich cestach
pacientll zpusobené zvysenym vyluCovanim ionti z bun€k je vyhodné pro kolonizaci
bakteriemi S. aureus. (Mitchell et al. 2013) Ucast SigB jako rozhodujiciho faktoru
pro vstup bun¢k do stavu tzv. perzistence je nyni velmi studovana. U mutantti AsigB totiz

byla pozorovana redukovana schopnost tvorby SCV, coZz mélo vliv na tplné vyléceni
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z hostitelskych bunék. (Tuchscherr et al. 2015) Terapeutické pfistupy zamétené na SigB
ve spojeni s tradicnimi antibiotiky by tak mohly vést k novym lécebnym metoddm
chronickych onemocnéni zptUsobenych bakterii S. aureus. (Mitchell et al. 2013)
V soucasné dob¢ se ukazuje, Ze aktivace Agr systému je nezbytna pro akutni faze infekce,
ale v chronickych fazich musi byt Agr umlc¢en, aby mohla byt navozena perzistence.
Na umlceni mize mit vliv pravé SigB, ktery méa negativni u¢inek na Agr systém.

(Bischoff et al. 2001; Tuchscherr et al. 2015,)

Déle bylo prokazano, ze SigB miize ovliviiovat syntézu kapsuly, dalSiho
virulentniho faktoru. V roce 2009 védci objevili, ze globalni regulator Spo-VG, ktery
ovliviiuje tvorbu polysacharidového pouzdra, je pod kontrolou SigB. (Schulthess et al.
2009) Nasledné se také ukazalo, Ze se SigB vaZze do promotorové oblasti genu rbsR, a tim
aktivuje expresi regulatoru RbsR. RbsR nésledné interaguje s RNA polymerazou
aspousti za ucasti dalSich proteini cap mRNA transkripci, tzn. transkripci gent
pro syntézu kapsuly. RbsR se také ucastni jako negativni regulator rbsUDK operonu,
ktery koduje transportér pro piijem ribosy. (Lei & Lee 2015) Z toho vyplyva, Ze SigB

muZze mit vliv 1 na metabolismus pent6z.

Vyse zminény reguldtor Spo-VG je transkribovany ze SigB-zavislého operonu
vabJ-spoVG. (Meier et al. 2007) Delece tohoto lokusu vedla u MRSA (methicilin-
rezistentnich kmenit S. aureus) a GISA (kmenit S. aureus rezistentnich ke vSem
glykopeptidovym antibiotikiim) ke snizeni rezistence k methicilinu, ale také
k vancomycinu, teicoplaninu a dalsim glykopeptidovym antibiotikim. D& se
predpokladat, ze velmi rozsifena stafylokokova odolnost k antibiotikiim mize byt mimo
jiné ovlivilovana genovymi produkty yabJ-spoVG regulovanymi pres SigB drahu.
(Schulthess et al. 2009) Na podobnych vyzkumech dosud pracuje mnoho védeckych
skupin, avSak konkrétni geny této drahy dosud nebyly objeveny.
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4 UCAST SigB V HYPEROSMOTICKEM STRESU

Studie stresovych odpovédi nejen u bakterii vedly k vytvofeni modelu
tzv. environmentalni anticipace, podle n¢hoz organismy stres predvidaji, to znamena, ze
spousti expresi nékterych gent, 1 kdyz stres jesté neni pfitomen, ale pravdépodobné se
brzy vyskytne. (Mitchell et al. 2009) Nastartovani anticipace expresi geni obecnych
stresovych odpovédi u mikroorganismt ziejmé probihd stochasticky, jak jiz bylo
navrzeno u B. subtilis (Locke et al. 2011) a zminéno v uvodu této prace. I kdyz kolonie
bakterii obsahuje identickou genetickou informaci, 1i§i se prave stochastickym
nastartovanim exprese nékterych geni a diky této bunécné heterogenité dokaze jista Cast

populace prezit i velmi nepiiznivé podminky. (Elowitz 2002)

Podle vyzkumi u B. subtilis je specificnost ¢i obecnost stresové odpovédi fizena
na zékladé sily a ndhlosti pfichoziho stresu. Zjistilo se, ze ndhly a rychly stres vede
k indukci obecné stresové odpovédi, ale pii postupném stresu se zapina odpoveéd’ vice
specificka a obecna stresova odpoveéd pfi ném nemusi byt viibec pouzita. (Young et al.
2013) Pokud tento mechanismus plati i u S. aureus, coz dosud nebylo zkoumano, pak je
ucast SigB v hyperosmotickém stresu dulezita predev$im pii nahlém a silném stresu,
jakym mize byt tfeba osidleni novych hostitelskych nik. To, Ze tyto adaptace mohou
probihat podobné u B. subtilis a S. aureus, jiz naznacuje jedna z novéjsich praci, podle
které muze 1 SigB S. aureus poskytovat adaptaci k NaCl pifi rychlém zvySeni NaCl

koncentrace v prostiedi. (Cebridn et al. 2015)

Autofi jedné z prvnich studii SigB faktoru S. aureus nepozorovali u bun¢k po
osmotickém Soku (2 M NaCl) béhem exponencialni faze zvySenou SigB odpoveéd’. (Chan
et al. 1998) To vyvolalo pochybnosti, zda hyperosmoticky stres ma vliv na indukci sigB
operonu. Pozdéji byla pozorovana indukce exprese 3,6 kbp a 1,6 kbp transkripta sigB
operonu po vystaveni 2 M NaCl (Senn et al. 2005) a byl také prokézéan vliv SigB na
rustovou rychlost v NaCl koncentracich. Prekvapivé se zjistilo, Ze AsigB méla za niZ§iho
hyperosmotického prostiedi (pti 1,36 M a 1 M NaCl) spiSe pozitivni vliv na rlistovou
rychlost a pfitomnost alternativniho SigB faktoru neposkytovala za takovych podminek
ristovou vyhodu. To miize byt dano do souvislosti s tim, ze SigB sice poskytuje ochranu
proti stresu, ale na tkor zpomaleni ristové rychlosti vzhledem ke kompetici mezi sigma

podjednotkami RNA polymerazy. (Cebrian et al. 2015)

MozZnymi propojenimi mezi SigB a hyperosmotickym stresem mohou byt nepiimé
vlivy SigB na Agr systém, pod jehoz kontrolou, jak jiz bylo popsano vyse, miZe byt gen
pro Ebh protein a také geny pro dvoukomponentni systém KdpDE. (Clarke et al. 2002;

Xue et al. 2011) Kromé toho vSak muiize byt vyznam SigB v hyperosmotickém stresu

22



zalozen na regulaci exprese transportérti kompatibilnich solutl timto alternativnim
faktorem, coz bylo dosud dokdzano pro jeden z transportérti L. monocytogenes. (Fraser
et al. 2003; Sue et al. 2003) V nasledujicich odstavcich bych se chtéla vénovat pravé

poznatklim o regulaci transportérti kompatibilnich solutli a jejich vztahu k SigB faktoru.

Analyzou northern blot se zjistilo, Ze transkripce opuFE, genu pro vysokoafinitni
systém pro prolin u B. subtilis, je zvySena béhem hyperosmotického Soku a tento systém
tedy zajist'uje adaptaci k hyperosmotickému stresu u B. subtilis. Gen opuE obsahuje dva
promotory, znichz jeden je SigA-zavisly a druhy SigB-zdvisly, oba pfispivaji
k transkripci opuFE, ale kazdy ma jiny vyznam v regulaci tohoto genu v odpovéd na
hyperosmoticky stres. (Spiegelhalter & Bremer 1998) Pokusem provedenym fuzi opuFE
B. subtilis se zlutym fluorescen¢nim proteinem védci Young a jeho kolegové dokézali, Ze
transkripce opuFE je aktivovana rychlym i postupnym hyperosmotickym stresem, ale
v piipad¢ jinych strest, jako je naptiklad ethanolovy, je aktivovana jen rychlou a ndhlou

zménou podminek.

Pouze rychla a nédhld zména podminek indukuje obecnou stresovou odpovéd.

(Young et al. 2013) Obecné je vysledek tohoto pokusu pfedstaven na obrazku 11.
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Obrazek 11: Vysledek pokusu u B. subtilis prokazujici vztah specifické a obecné stresové odpoveédi
A) Transkripce OpuE transportéru byla slabé indukovana nahlym ethanolovym (2 %)
stresem, siln¢ pak postupnym i ndhlym solnym stresem (0,36 M NaCl)
B) SigB se aktivoval nahlymi stresy ethanolovym (2 %) i solnym (0,36 M NaCl), coz
potvrzuje zavislost SigB na sile a nahlosti stresu
(Young et al. 2013)
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PutP, homolog opuE B. subtilis, koduje vysokoafinitni prolinovou permeazu
u S. aureus. (Bae & Miller 1992; Schwan et al. 2006) Jiz studie z 90. let potvrdily jeho
vztah in vivo k virulenci (Bayer et al. 1999), coz mohlo byt prvnim ndznakem souvislosti
s alternativnim SigB faktorem. Exprese putP je nejvyssi v nizké koncentraci prolinu
a vysoké koncentraci NaCl za predpokladu, ze jde o sigB dele¢ni mutanty. To vede
k zavéru, Ze alternativni SigB faktor ma zfejmé negativni vyznam v putP regulaci
S. aureus. Pozitivné je putP regulovan specifickymi regulatory NaCl-indukovanym
proteinem (NI) a prolin-indukovanym proteinem (PI). Aktivace putP S. aureus in vivo
v nakazenych lidskych a mysich tkéani touto bakterii byla nejvyssi v tkanich mocového
traktu. Toto prostfedi se vyznacuje pravé vysokou koncentraci NaCl a nizkou hladinou
prolinu. D4 se proto ptedpokladat, ze PutP je esencidlni pro pieziti S. aureus in vivo.
(Schwan et al. 2006)

Regulace putP S. aureus se tedy pravdépodobné podoba regulaci opuE B. subtilis
tim, ze jsou oba tyto geny zavislé na SigB, avSak odliSnym zplisobem. SigB vyvolava
represi putP S. aureus, avSak indukci opuE B. subtilis (Spiegelhalter & Bremer 1998;
Schwan et al. 2006) Mechanismus represe genu putP S. aureus prostiednictvim
alternativniho SigB faktoru vSak zlistdvd neznamy. Je ale pravdépodobné, Ze je putP
regulovan pies SigB neptimo, protoze analyzou promotort nebyl objeven v blizkosti putP
SigB-zéavisly promotor. (Méder et al. 2016) Az na tuto regulaci, putP sdili téZ znacné
strukturni a funkéni podobnosti s putP E. coli. (Wengender & Miller 1995)

OpuD B. subtilis koduje transportér pro glycin betain. (Kappes & Kempf 1996)
Prvni zminky o vztahu opuD S. aureus k SigB pochazi z nékolika studii, kdy se tento gen
ve dvou z nich objevil na seznamu genli pod kontrolou SigB faktoru. (Giachino et al.
2001; Bischoff et al. 2004; Homerova et al. 2004) Pané-Farré a jeho kolegové vsak zjistili,
ze S. aureus koduje 2 geny piibuzné opuD B. subtilis. Transkriptomickou analyzou
objevili, ze pouze jeden z nich je SigB-zavisly. (Pané-Farré et al. 2006) Tuto hypotézu
potvrdila i studie, ve které se objevily domnélé geny opuD, SigA-zavisly, a opuD2,
u n¢hoz byl nalezen SigB-zavisly promotor. (Méder et al. 2016)

Jedna z praci vice identifikovala opuD S. aureus, homologni k opuD B. subtilis,
jeji vysledky vSak naznacily odliSnost transportéri u téchto bakterii. Gen opuD S. aureus
na rozdil od B. subtilis koduje nizkoafinitni transportér pro prolin, ktery je aktivovan
hyperosmotickym stresem a vysokymi koncentracemi prolinu. Podle vysledki studie gen
pro tento systém, na rozdil od opuD B. subtilis, je nezavisly na alternativnim SigB

faktoru. (Wetzel et al. 2011) In vivo transport prolinu u bakterii s deleci opuD nebyl
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vyznamné naruSen (Wetzel et al. 2011), na rozdil od PutP tedy OpuD muze mit

v kolonizaci hostitele jen minoritni vyznam.

Transportér OpuC S. aureus je kédovan operonem opuCABCD, ze kterého se
exprimuji 4 proteiny OpuCA, OpuCC, OpuCB a OpuCD (Schuster et al. 2016)
predstavujici typicky ABC transportér (viz obrazek 12), ktery byl poprvé popsan
u L. monocytogenes. (Fraser et al. 2000)

A

—>
—— OpuCA | opucB { opucC | opucCD |-
B opucc (313aa) OpuCC

(211aa) (231aa)
OpuCB OpuCD

.}.._...,H..,H
FARRAAARL

Obrazek 12:  A) Operon transportéru OpuC S. aureus
B) Struktura ABC transportéru OpuC S. aureus

(Schuster et al. 2016)

Podobnost téchto proteinli s OpuCABCD L. monocytogenes je kolem 61 %.
(Kiran et al. 2009) U S. aureus OpuC pienasi cholin, glycin betain a prolin, ale vyznam
ma téz v prenosu karnitinu. (Kiran et al. 2009; Schuster et al. 2016) Kiran a jeho
spolupracovnici potvrdili ii€ast OpuC S. aureus v osmotoleranci, ponévadz rist deletantli
opuC (AopuC) byl v hyperosmotickém prostfedi naruSen a tyto mutanty byly defektni
v transportu osmoprotektantu cholinu do buiiky. Kromé toho tyto mutanty vykazovaly
narusenou aktivaci Agr systému, coz odhaluje mozny vyznam OpuC ve virulenci. (Kiran
etal. 2009) V nedavném vyzkumu bylo zjisténo, ze OpuCA (ATP-vazebna doména OpuC
transportéru), je regulovdna vazbou c-di-AMP, podobné¢ jako tomu je u Kdp a Ktr
systému, a vazbou c-di-AMP na OpuCA je inhibovan pfijem karnitinu (Schuster et al.
2016) I ptesto regulace exprese jednotlivych proteinti OpuC transportéru S. aureus nebyla
dosud pIn¢ odhalena, ale je dlouho znamo, Ze u L. monocytogenes je opuCA SigB-zavisly.

(Sue et al. 2003) Jak jiz bylo zminéno v kapitole 3 (strana 12), je opuCA
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L. monocytogenes také pod piimou kontrolou MazEF TA systému. (Curtis et al. 2017)
Nicméné podle dosavadnich poznatki opuCA S. aureus neobsahuje SigB-zavisly
promotor. (Méder et al. 2016)

Podle recentnich bioinformatickych dat je mozné usoudit, ze u S. aureus se
vyskytuji 4 transportéry pro kompatibilni soluty (viz obrazek 13), z nichz pouze u putP
byla prokazana zavislost na alternativnim SigB faktoru, i kdyZz neobsahuje SigB-zavisly
promotor. (Schwan et al. 2006; Maiader et al. 2016; Schwan & Wetzel 2016)
Pravdépodobné je proto regulovan nepfimo jinym neobjevenym mechanismem. U dale
neidentifikovaném genu opuD?2 je regulace SigB faktorem ptfedpokladana, nebot’ jeho
transkripce je pravdépodobné fizena ze SigB-zéavislého promotoru. (Pané-Farré et al.
2006; Mider et al. 2016) U dalSich transportéri kompatibilnich solutii OpuC a ProP

S. aureus zatim zavislost na SigB nebyla zkouména.

Transport osmolytl u S. aureus

PutP _ OpucC
Prolin . Prolin
Glycin betain
Karnitin
- Cholin
A %

ProP 0 : OpuD
Prolin § N Prolin
Glycin betain " Glycin betain
Prolin betain
Cholin
Karnitin
Ectoin

Obrazek 13: Transportni systémy kompatibilnich solutl u S. aureus (upraveno a pielozeno podle
Schwan & Wetzel 2016)
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5 ZAVER

Obecna stresova odpoveéd je rozsifena v ramci patogennich i1 nepatogennich
bakterii, ackoliv se jeji podoba i funkce mezi zkoumanymi druhy znacné odliSuje.
U podminén¢ patogenni bakterie Staphylococcus aureus ma podjednotka RNA
polymerdzy SigB vliv naregulaci virulentnich faktord a nastoleni intracelularni
perzistence. Dosud objevené poznatky by proto mohly byt uzitecné pro 1écbu
stafylokokovych akutnich i chronickych onemocnéni. Vyznam SigB v odpovéd
na hyperosmoticky stres, je z toho divodu méné zkouman, ackoliv s kolonizaci hostitele
uzce souvisi. Ve své praci jsem se chtéla zaméfit pravé na poznatky vztahu obecné
stresové odpovedi a specifické odpoveédi na hyperosmoticky stres, které se v literatute
objevuji.

Nepiimo pres virulentni regulacni systém Agr, ktery je pod kontrolou SigB, je
regulovéna transkripce kdpDE operonu. KdpDE se podili béhem hyperosmotického
stresu na aktivaci transkripce kdpFABC, operonu koédujiciho vysokoafinitni transportér
K" iontd u S. aureus. Pod stejnym regulaénim systémem Agr je pravdépodobné i velky
Ebh protein protinajici membranu a bunéfnou sténu S. aureus, ktery drzi tyto
komponenty béhem hyperosmotického stresu a zabrafiuje plazmolyze. Navic je
transkripce ebh ovlivitovana dvoukomponentnim systémem ArlRS, ktery je
pravdépodobné piimo pod kontrolou alternativniho SigB faktoru. Vysokoafinitni
transportér PutP, ktery u S. aureus transportuje osmoprotektant prolin, je zfejme ovlivnén
negativné a nepiimo SigB a jeho pfitomnost je dilleZita pro pteziti S. aureus v hostiteli.
Prostiednictvim SigB je pravdépodobné regulovan i jeden z genti homologni ke
genu transportéru kompatibilnich soluti OpuD B. subtilis. V adaptaci na environmentalni

stres ma ulohu také tvorba biofilmu, na niZ se SigB vyznamné podili.

Tyto poznatky mohou byt dikazem souvislosti alternativniho SigB faktoru
a specifické adaptace k hyperosmotickému stresu. Zda u S. aureus skute¢né zalezi na
intenzité¢ a ndhlosti hyperosmotického stresu, jak bylo dokazano pro B. subtilis, a na
jakych dalSich trovnich regulace tento vztah spociva, je otazkami budoucich studii. 1
kdyz studie vztahli mezi obecnou a specifickou stresovou odpovédi prozatim u S. aureus
chybi, tyto budouci vyzkumy budou zaloZeny na porovnavani se zavéry, které vyplyvaji
z vyzkuml na modelové a ptibuzné bakterii B. subtilis. Dalsi vyzkum je také Zadouci
v oblasti regulace transportérti uplatiujicich se pii hyperosmotickém stresu a dalSich
virulentnich regulatorti umoznujicich kolonizaci bakterii S. aureus v hypersmotickém

prostiedi.
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