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Abstrakt

Staphylococcus aureus patii mezi nejvyznamnéj$i ptivodce bakteridlnich infekei
Cloveéka. Vynika Sirokym spektrem faktorti virulence, které mohou ovliviiovat imunitni
systém nebo piimo destruovat urcité buniky a tkané. Tato bakterie je ale také schopna
dlouhodobé a asymptomaticky kolonizovat lidské télo. Piesnd regulace exprese faktort
virulence je pro vznik infekce, zptisobené S. aureus klicova. Tato prace se bude zabyvat
vybranymi molekularnimi mechanismy kontrolujicimi expresi faktor virulence S. aureus.
Mezi tyto mechanismy patii quorum sensing systém agr (accessory gene regulator), sigma
B obecné stresovd odpovéd, rodina transkripénich faktoru Sar a regulatory reagujici na

metabolicky podminky CodY a CcpA.
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Abstract

Staphylococcus aureus is one of the most common causes of bacterial infection in
human. The bacterium is equipped by the broad spectrum of virulence factors, including
modulators of immune response and also invasion factors able to destroy human cells and
tissues. S. aureus is also able to asymptomatically colonize healthy individuals. Precise
regulation of virulence factor expression is crucial for S. aureus survival. The aim of this
thesis is to describe in detail molecular mechanisms regulating S. aureus virulence factor
expression. Among these mechanisms belongs quorum sensing dependent agr system,
sigma B general stress response, Sar family of transcription factors and metabolism-

dependent regulators CodY and CcpA.
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1 Seznam zKkratek

AMK
AlPs
Al-2
ADAMI10
AHL
CCR
CRE
CIfA
CIfB
CapA

clfA/B
coa
cidA
efb
Ebh

FnbA
fnbA

fnbB

FN3K
FnbB
geh
HIgAB
HlgCB
hla

hlb

hlg
IgG

Aminokyseliny

Autoinduk¢éni peptidy
Autoinduktor 2

Receptor alfa toxinu
N-acylhomoserinovy lakton
Katabolicka represe

Elementy katabolické odpovédi
Clumping faktor A

Clumping faktor B
Kapsularni protein biosyntézy
polysacharidli

gen clumping faktoru A/B
gen koaguazy

gen mureinové hydrolazy

gen fibrinogen vazajiciho proteinu
Extracelularni matrix-vazajici
povrchovy protein
Fibronektin vazajici protein A
gen fibronektin vazajiciho
proteinu A

gen fibronektin vazajiciho
proteinu B
Fruktosamin-3-kinaza
Fibronektin vézajici protein B
gen lipazy

Gamma hemolyzin AB
Gammahemolysin CB

gen alfa hemolyzinu

gen beta hemolyzinu

gen gamma hemolyzinu

Imunoglobulin G

Aminoacides

Autoinductive peptides
Autoinductor-2

Receptor for alpha toxin
N-acylhomoserine lacton
Carbon-Catabolite Repression
Catabolite-Responsive elements
Clumping factor A

Clumping factor B

Capsular protein of
polysacharide biosynthesis
gene of clumping factor A/B
gene of coaguase

gene of murein hydrolase
gene of fibrinogen-binding protein
Extracellular matrix-

binding protein
Fibronectin-binding protein A
gene of fibronectin-binding
protein A

gene of fibronectin-binding
protein B
Fructoseamin-3-kinase
Fibronectin-binding protein B
gene of lipase

Gamma hemolysin AB
Gamma hemolysin CB

gene of alpha hemolysin

gene of beta hemolysin

gene of gamma hemolysin

Imunoglobulin G



IgM
LukAB
LukED
lytM
IytN
lip
MRSA
mAbs

nuc

PVL
PSMs
PSMa
PSMpB
PSMy
PIA
seb
SpA
spa
ssl7

splE
TSST-1

tst

PD

Imunoglobulin M

Leukocidin AB

Leukocidin ED

Mureinova hydrolaza M
Mureinova hydroldza N

gen triacylglycerolové lipazy
Methicilin-rezistentni S. aureus
lidské monoklonarni protilatky
gen extracelularni
mikrokokové nukleazy
Panton-Valentintv leukocidin
Moduliny rozpustné ve fenolu
Alfa modulin

Beta modulin

Gamma modulin
N-polyacetylglukosamid

gen enterotoxinu B

Protein A

gen proteinu A

gen stafylokokovych
superantigent

gen serinove proteazy E

Toxin syndromu toxického Soku
gen toxinu syndromu
toxického Soku

Extracelularni prodoména

von Willebranduv faktor

Imunoglobulin M

Leukocidin AB

Leukocidin ED

Murein hydrolase M

Murein hydrolase N

gene of triacylglycerol lipase
Methicillin-resistant S. aureus
human monoclonar antibodies
gene of extracelular micrococal
nuclease

Panton-Valentine leukocidin
Phenol-soluble modulins
Alpha modulin

Beta modulin

Gamma modulin
N-polyacetylglukosamide
gene of enterotoxin B

Protein A

gene of protein A

gene of staphylococcocal
superantigens

gene of serine protease E
Toxin of toxic shock syndrome
gene of toxin of toxic shock
syndrome

Extracelular prodomain

von Willebrand factor



2 Uvod

Jednim z vyznamnych bakterialnich patogentt moderni doby je Staphylococcus aureus.
Tato bézné komenzalni bakterie, asymptomaticky kolonizujici vyznamnou c¢ést lidské
populace muze v urCitych pifipadech vyvolavat méné ¢i vice zavaznd onemocnéni, jako
jsou infekce ktze, endokardititdy (Salvador, 2017), osteomyelitidy, az po hluboké infekce
a sepse, Ci nekrotizujici pneumonie (Le, 2017). S. aureus ma vyznam i z hospodaiského
hlediska, a to naptiklad vlivem podilu na mortalité celosvétové rozsifené mastitidy skotu
(Schmidt, 2017).

V huménni sféfe infekce zplsobené S. aureus postihuji piredev§im imunodeficientni
a slabsi jedince, tedy zejména starSi osoby, novorozence, nebo osoby imunodeficientni
trvale, jako naptiklad pacienty trpici AIDS (Pedrosa ef al., 2018).

Podobné zndm je S. aureus i pro silnou adaptaci na lidské télo, a to predevSim
produkci mnoha proteinti integrujicich s faktory hostitele, jako naptiklad fibrinogen
a fibronektin-véazajici proteiny, kterymi je schopen vazat a inaktivovat nékteré baktericidni
molekuly, jako napfiklad rozpustné histony, apod. (Pietrocola, 2019). Pfedevs§im vSak pro
velmi obtiZznou 1écbu, souvisejici s rezistenci vici Sirokému spektru antibiotik, zejména
beta-laktamového typu. Tento problém je reprezentovan zejména Sifenim silné
rezistentnich kmentit MRSA, jak nemocni¢niho, tak komunitniho ptivodu (Strau3, 2017;
Holden, 2013).

S. aureus pro fizeni své virulence vyuZivda komplikované sit€¢ regulacnich
mechanismt, které specificky ovliviuji produkci faktort virulence, jako jsou hostitelské
tkan¢ degradujici exoproteiny, imunomodula¢ni molekuly, povrchové adhezivni proteiny
aj.

Vyznam S. aureus jakozto patogena je tedy znacny. Tato prace si dava za cil popsat
nejvyznamnéj$i molekularni mechanismy, které tidi schopnost S. aureus napadnout lidsky
organismus a zpusobovat vySe jmenovana onemocnéni, kterd mohou vyustit i v letdlni
nasledky. Vzhledem k tomu, ze regulacnich kaskad, ovlivitujicich expresi faktort virulence
nachazime u kmeni S. aureus relativné velké mnozstvi, pojednava tato prace vzhledem
k rozsahu pouze o vybranych ptikladech, které jsou pro fizeni virulence S. aureus
nejzasadngjsi. Jednd se zejména o dvousloZzkové regulacni systémy agr, proteiny rodiny
Sar, sigma faktor B, CodY, ¢i dalsi, regulaci modulujici dvouslozkové systémy, jako

ArlRS, ¢i Sae.



3 Faktory virulence S. aureus

Staphylococcus aureus je po patogenni strance bakterii silné adaptovanou na lidské
télo, vynikajici produkci velkého mnozstvi faktort virulence, diky kterym je schopen
uspesné kolonizovat a invadovat hostitelskou tkan.

Virulen¢ni faktory S. aureus je mozné rozdélit dle jejich biologické aktivity do tii
skupin: 1. faktory virulence, podporujici adhezi k buitkdm a tkdnim hostitele (adheziny),
2. faktory podporujici poskozeni tkédni a Siteni S.aureus v hostiteli (invaziny) a 3. faktory,

chranici bakterie pted hostitelskym imunitnim systémem (evaziny).

3.1 Adheziny

Adheziny jsou vyznamnou skupinou stafylokokovych virulenénich faktord,
zodpovédnych za prilnuti patogena k hostitelské tkani vazbou na proteiny extracelularni
vazajici fibrinogen. Protein podobné funkce CIfB (Clumping factor B) se ucastni napiiklad
adheze k nosni sliznici, kde zprosttedkovava vazbu k epiteliarnim buiikdm. Druhou
skupinou adhezint, podstatnych pro virulenci S. aureus jsou proteiny FnbA, FnbB vézajici
fibronektin (Soltani et al., 2019). Vyznamnym adhezinem S. aureus je rovnéz povrchovy

protein A.

3.1.1 Protein A

Pro S.aureus specificky, adhezivni povrchovy protein A, o molekulové hmotnosti
42 kDa, je kotveny v bunécné stén¢ a napomaha pfilnuti k hostitelskym bunkam. Jeho
specifikem je vazba von Willebrandova faktoru (vWF), glykoproteinu séra, umoziujici
asociaci trombocytli s poSkozenym endotelem, nebo proteinem A zprostiedkovand vazba
receptoru tumor-nekrotizujiciho faktoru (TNFR-1) (Clarke ef al., 2006).

SpA se svou aktivitou podili na zvySené proliferaci osteoklastli, tedy bunék
zodpovédnych za systematickou degradaci kostni tkané. ZvySenim degradace kostni tkané
se protein A muZe podilet na kolonizaci a poSkozeni kostni tkané pii stafylokokové
osteomyelitidé (Ren et al., 2017).

Mezi dominantni funkce SpA patii vazba na té¢zké fetézce protilatek IgG a IgM,

konkrétn¢ oblasti Fcy a VH3, ¢imz dochdzi k jejich chybné orientaci (vzhledem k normalni



funkei protilatek) a imunoglobuliny nejsou schopné patogena rozpoznat, ¢imz se bakterie

brani opsonizaci a fagocytoze (Kim et al., 2016).

3.2 Invaziny

Stafylokokové invaziny jsou patogenem vylucované exoproteiny (toxiny), které se
pfimo ucastni poskozovani hostitelskych tkéani. Sila, povaha a koncentrace toxinl je ¢asto
faktorem, definujicim zavaznost onemocnéni (Zhang, 2017). V nasledujici casti jsou

vybrané invaziny podrobnéji popsany.

3.21 Alfa hemolyzin

Jednou z nejvyznamnéjSich skupin invazinli, produkovanych vétSinou kment
S. aureus jsou hemolyziny. Tyto proteiny jsou schopné cytolyticky napadat jak erytrocyty,
tak 1 rozsahlé spektrum dalSich hostitelskych bunéénych typl, jako epidermalni
a endotelové builky. Bylo zjisténo, ze alfa hemolyzin rovnéZz napomaha inhibici funkce
hostitelskych makrofagli a ustanoveni perzistence infekce uvnitf téchto bunck (Koziel,
2015).

Nejbéznéjsim toxinem skupiny hemolyzint je alfa toxin (alfa hemolyzin), uplatiiujici
se v patogenezi tady stafylokokovych infekci, jako napiiklad endokarditidy, pneumonie
(Bartlett, 2008), osteomyelitidy, sepse, ¢i koznich nekréz (Le, 2016). Jeho produkci
ovliviiuje sit’ regulacnich systémt, zejména agr lokus a dal$i ptidavné systémy fidici
virulenci (Shambat et al., 2014).

Alfa hemolyzin nélezi do skupiny pory-tvoficich toxind, coz demonstruje jeho
cytolyticky efekt. Pii produkci patogenem dochdzi k vazbé s jeho hostitelskym receptorem,
disintegrin-metaloproteindizou (ADAMI10), nachédzejicim se na extracelularni strané
invadované buiky. Tento receptor je béznym povrchovym proteinem lidskych bunék,
ktery se za normalnich okolnosti podili na bunééném vyvoji a diferenciaci. Jeho vysoka
afinita k alfa hemolyzinu ve spojeni s jeho N-koncovou extracelularni prodoménou (PD)
je ovsem spoustéCem cytotoxické kaskady, kterd mulze vyustit v bunéfnou smrt
(Von Hoven, 2016).

Alfa hemolyzin vyzaduje pro svou aktivitu kromé receptoru také sfingomyelin,
respektive jeho fosfocholinovou skupinu, kterou rozeznava a po jeho navazani se sklada

v heptamerni pdr, kterym naruSuje hostitelskou membranu (Brauweiler, 2014). Alfa


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bartlett%20AH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18823272

hemolyzin také podporuje tvorbu kyselé sfingomyelindzy, jejiz enzymatickd ¢innost ma za
nasledek destrukci hostitelskych tight junctions, vedouci k degradaci endotelové tkané
a vzniku plicnich edémit. Potlaceni aktivity této sfingomyelinazy je jednim z cilti soucasné
1é¢by onemocnéni zpiisobenych alfa hemolyzinem (Becker et al., 2018).

Pro ucinek alfa hemolyzinu je zasadni tvorba 1-3 nm poru skrz hostitelskou membranu
a s ni souvisejici zvysena iontova propustnost. Alfa toxin krom¢ samovolného uniku iontt,
také neznamym zplUsobem posiluje ve vySSich koncentracich proteolytickou aktivitu
disintegrin-metaloproteindizy ADAMI10, $tépici adhezivni E-kadheriny, zodpovédné za
mezibunéény kontakt, ¢imZ podporuje rozpad tkani (Von Hoven, 2016). ZvySend aktivita
ADAMI10 mize také vést k vysSi bunéné migraci a podporovat metastazovani

nadorovych bunék (Ma, 2016).

3.2.2 Panton-Valentinuv leukocidin (PVL)

Vyznamnou skupinou stafylokokovych evasini a zaroven invazina jsou leukocidiny,
dvouslozkové toxiny, schopné oligomerizace na povrchu bunéné membrany a tim
degradace lipidickych dvouvrstev hostitelskych leukocytti. U humannich kment S. aureus
nachdzime produkci aZz péti druhi leukocidint: HIgAB, HlgCB (gamma hemolyziny AB,
CB), LukED (leukocidin ED), LukAB (leukocidin AB, jinak také LukGH) a PVL, neboli
Panton-Valentiniv leukocidin, (jinak také LukSF-PV) (Chan ef al., 2019). Tyto toxiny
dvojici podjednotek F a S interaguji s hostitelskymi povrchovymi receptory. S podjednotka
leukocidinu interaguje s hostitelskym receptorem a indukuje tak jeho konformac¢ni zménu,
osmotickou nerovnovahu napadené buriky vedouci k jeji lyze.

Cytotoxickd aktivita leukocidinii je soustfedéna na lyzu neutrofili, monocyti
a makrofagli. Zaznamenana byla 1 eliminace dendritickych buné€k, zprosttedkovavajicich
hostiteli  tvorbu  cytokinti, latek protizanétlivého charakteru, ¢i  prezentaci
protimikrobidlnich antigenti lymfocytim (Berends ef al., 2019).

Z hlediska z&vaznosti onemocnéni hraje mezi leukocidiny pravdépodobné
nejvyznamnéjs$i roli PVL, neboli Panton-Valentinliv leukocidin. Je zodpovédny za tfadu
vaznych onemocnéni, jako je nekrotizujici pneumonie a zavazné typy infekce kize

a mékkych tkani. Casto s vysokou mortalitou (Spaan et al., 2013).



3.2.3 Phenol-soluble modulins

Ctvrtou, pro tuto praci vyznamnou skupinou stafylokokovych faktorti virulence jsou
phenol-soluble modulins, neboli moduliny s vyraznou cytolytickou aktivitou, rozpustné
helikalni strukturou. PSMs zajistuji jednak pravdépodobné nejucinnéjsi lyzu hostitelské
buiky, jednak tnik pfed imunitnim systémem. Ten zprostiedkovava kuptikladu PSMa,
ktery S. aureus napomaha uniku z fagosomu (Grosz, 2014). Sjednocuji tak v jedné skupiné
virulen¢nich faktorti charakter jak invasini, tak zaroven evasinti, napomahajici patogenovi
prezit v hostitelském prostfedi (Richardson, 2018).

Byly popsany tii rizné typy PSMs a to PSMo, PSMB a PSMy, pfi¢emz PSMy je
ekvivalentem gamma-toxinu, tyto peptidy se také ucastni tvorby stafylokokového biofilmu

(Dastgheyb et al., 2015).



4 Regulace virulence S.aureus

S. aureus jakoZzto uspésny lidsky komenzal a prilezitostny patogen aktivné reaguje na
zmény hostitelského organismu, jako je mnoZzstvi metabolitl, pH, dostupnost kysliku,
a prfizpusobuje jim genovou expresi, vCetné faktorli virulence, kterymi mlZe napadat

hostitelské tkané. K tomuto ucelu vyuziva fady regulacnich mechanisma.

4.1 Quorum sensing

Populacni denzita je jednim z nejpodstatnéjSich parametrd ovliviijici regulaci
virulence S. aureus. Reakce na narist populacni denzity funguje v procesu regulace
virulence jako komunika¢ni aparat pro spoleCné naCasovani genové exprese
a synchronizovanou reakci napiiklad prostfednictvim produkce toxinl. K tomuto tcelu
slouzi molekulérni mechanismus zvany quorum sensing (Rutherford, 2012).

Mechanismus quorum sensing signalizace je zprostfedkovan vazbou signalni molekuly
na receptor, kterd indukuje zménu transkripcni aktivity ur€itych gend, vcetné téch, které
pozitivnim zplUsobem zpétn€é ovliviuji syntézu induktorovych molekul. Produkce
autoinduktoru jednou buiikou je velmi nizka a je malo pravdépodobné, ze by bakteridlni
buiika zachytila svlij vlastni induktor, proto je quorum sensing zavislé pravé na populacni
denzité. Piekroceni prahové hodnoty koncentrace induktorti (quorum), vyvolané rostouci
bakterialni biomasou zplisobi zpétné syntézu vétsiho mnozstvi induktord.

Tento systém =zajistuje pozitivni zpétnou vazbu a plnou aktivaci receptoru, coz
zpusobuje, ze je transkripce ¢asove synchronizovana. Aktivace receptort indukuje expresi
dalsich specifickych genil. Tato transkripéni koordinace je klicovou funkci quorum sensing
signalizace (Somerville, 2009).

Bakterie, vyuzivajici quorum sensing, produkuji pro komunikaci specifické signalni
molekuly. U grampozitivnich bakterii se jako induktory uplatiiuji modifikované
oligopeptidy (autoinducor peptides, AIP), u gramnegativnich pak N-acyl homoserinové
laktony (AHL). U obou bakteridlnich skupin nachazi uplatnéni tfeti, k oligopeptidim a
homoserionovym laktoniim paralelni rodina autoindukénich peptidi, autoinductor-2 (AI-2)
(Verbeke et al., 2017).

Polymorfismus aminokyselinové sekvence autoindukéniho peptidu a odpovédny
receptor AIPs rozdéluje kmeny S.aureus do Ctyt t¥id (Wright III, 2004). Quorum sensing

signalizace miize u rodu Staphylococcus fungovat i mezidruhové. V praxi to znamena, ze



AIP, produkované jinymi druhy stafylokok mohou inhibovat quorum sensing signalizaci

u S. aureus (Otto, 2001; Canovas et al., 2016).

4.1.1 Quorum sensing via accessory gene regulator (agr)

U S.aureus je quorum sensing reprezentovan systémem agr (accessory gene regulator,
neboli pfidavny regulator genli). Za stavu vysoké populacni denzity zvySuje agr expresi
toxind, degradacnich exoenzymi a snizuje expresi mnoha koloniza¢nich faktort.

Tato regulace je zasadni pro nacasovani produkce virulen¢nich faktort pfi infekci, coz je
podminkou vzniku akutniho onemocnéni. agr systém se vyskytuje také u jinych druht
stafylokokt, (Dufour, 2002).

V experimentalnich podminkach vykazuje agr lokus maximalni aktivitu v pozdni
exponencialni fazi (Kumar, et al., 2017). Pfi uplné ztraté aktivity agr lokusu dochazi
k vyznamné redukci virulence a schopnosti vyvolat infekci u takto postizené¢ho kmene.
Delece agr mize na druhou stranu také vést ke zvySené odolnosti viici antibiotikiim, jako
je gentamicin nebo ciprofloxacin, k odolnosti k oxidativnimu stresu, nizkému pH, ¢i
vysoké teploté a ptispivat k pribéhu chronické infekce (Kumar et al., 2017).

Diky efektivné tizené expresi virulencnich faktorti jsou agr-aktivni stafylokoky
schopné napadat Siroké spektrum tkani, od kize az po tkan¢ srde¢ni svaloviny (Somerville,
2009).

agr lokus je kliCovym uzlem takika vSech systémi, spojenych s regulaci virulence
S. aureus. Obsahuje dva promotory, P2 a P3, s rozdilnymi produkty genové exprese.
Promotor P2 je klicovy v expresi jednotlivych komponent agr systému (AgrA, AgrB,
AgrC a AgrD). Protein AgrC je transmembranova senzorova histidin kindza a spole¢né
s response regulatorem AgrA, tvoii AgrC dvouslozkovy senzoricky systém klicovou
komponentu agr systému (Wang, 2014). Déle je z P2 transkribovan AgrD, kratky
prekurzorovy peptid, ktery zpracovava AgrB v thiolaktonovy peptid (autoindukcni peptid
plnici komunikaéni funkci v systému quorum sensing) (Zhang, 2002). Kromé toho
vykazuje N-koncova aminokyselinova doména AgrD, kterd pomaha cilit prekurzor na
bunécnou membranu, vysokou sekvencni podobnost s PSMs, zminénych v kapitole tykajici
se hlavnich skupin faktori virulence. Po odstfizeni signdlniho peptidu AIP se uvolnéna
N-koncova doména podili na aktivit¢ PSMs a bylo prokézano, Ze sama o sobé vykazuje

cytolytickou aktivitu (Schwartz et al., 2014).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dufour%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11807079

Dosazeni prahové hodnoty koncentrace autoindukéniho peptidu vede ke tvorbé
komplexu s AgrC a aktivaci kinazové domény transmembranové histidin kindzy
(Somerville, 2009).

Poté, co je kindzovd doména AgrC fosforylovana, je fosfat pfenesen na AgrA (rovnéz
transkribovaného z P2 promotoru), ktery se ndsledné spolu s AgrC podili na bunécné
odpovédi agr. Fosforylaci je AgrA aktivovan a pozitivni zpétnou vazbou vyrazné zvysuje
transkripci z P2 a P3 promotord. Transkripce z P2 je tedy typem autokrinni signalizace,
nebot’ umoznuje syntézu molekul, které zpétné¢ zvySuji transkripci z P2. viz obrazek ¢. 1.
(Reynolds, 2011).

Cross inhibition
—— Other
c-0 R

E ) w Q Staphylococcus species

Binding and activation

.................................................................................

................................................................................

AgrA  AgrC ng:mgrj %. J“—“_
(_7
jé_& o j?j/f

Obr. 1: Schéma funkce agr systému, jeho promotord a vliv na dalsi podfizené lokusy,

podrobné&ji popsanych v dalSich kapitolach (Tan, 2018).

Studie prokazala, Ze AgrA vykazuje vyssi afinitu k promotoru P2, ktera je podpofena
pridanim fosforového donoru, acetylfosfatu. Rozdilnd afinita mezi témito dvéma
promotory je vysledkem sekvencniho rozdilu 2 bp mezi downstream pifimymi opakovanimi
mist P2 a P3 (Koenig, 2004).

P2 transkripce je tedy vyhradné orientovdna na ptepis funkénich komponent signalni
kaskady agr systému, P3 transkripce pak predstavuje cestu k syntéze molekul regulujicich

piimo produkei virulenénich faktort (Bezar, 2019).
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4.1.2 Diverzita autoindukénich molekul

agr systém je u kment S.aureus riznorody a je délen do Ctyt tiid (tfida I az IV). Tato
divergence je zpusobena sekvencni odliSnosti jednotlivych autoindukénich molekul, dé€lici
signaliza¢ni AIPs do Ctyt skupin. Napiiklad AIPs skupiny I a IV jsou oktapeptidové, 1isi se
vSak v jedné aminokyseliné (Asp, Try).

Tato drobnd odchylka v sekvenci vede nasledné k rozmanitosti AgrC, tedy cilovych
receptorovych histidin-kinaz, které autoinduk¢ni molekuly rozeznavaji a fosforylaci dale
spoustéji signalizacni kaskadu. Zatimco se autoindukéni peptidy mohou lisit pouze v jedné
aminokyselin€, jejich transmembranové receptory jsou vyrazné variabiléjsi (Geisinger,
2008).

Rozmanitost AgrC receptorovych histidin-kinaz se tyka predevsim C-termindlnich
extracelularnich senzorickych domén, které zachycuji thiolaktonové ¢ésti peptida a dle své
sekvence reaguji aktivacné, ¢i naopak inhibi¢né. Tim je zajisténo, Ze nedochazi ke cross-

aktivaci mezi riiznymi tfidami agr systému (Jensen, 2008).

4.1.3 RNA III - regula¢ni RNA agr systému

Transkripci z P3 vznikd neptekladana RNA III. Ta je riboregulatorem, tedy RNA
schopnou regulace translace riznych transkriptt. Jde o jednu z nejvétSich prokaryotickych
regula¢nich RNA molekul (512 nt) a reguluje expresi virulen¢nich faktort
prostfednictvim interakci, zprostfedkovanych specifickymi oblastmi RNA III sekundéarni
struktury. Dulezitou oblasti pro interakci s mRNA, kodujici virulenéni faktory je zejména
jeji 3' doména (Boisset et al., 2007).

Pomoci mechanismu antisense regulace, tedy vazbou cilové mRNA pomoci specifické
smycky RNA III negativné ovliviluje syntézu transkripéné-regulacnich systémi, které
inhibuji produkci virulenénich faktorti, jako naptiklad systém Rot, a tim vyznamné zesiluje
syntézu sekretovanych virulencnich faktori (Boisset et al., 2007). ZvySena exprese
RNAIII, diky mutaci inhibi¢né piisobiciho regulatoru RpiRC, vede ke zvySeni exprese hla
a capA, naopak inhibuje translaci povrchovych proteintli, jako je napfiklad protein A
(Gaupp, 2016).

Aktivita RNA III je zaroven regulovana pomoci RNAsy III (endoribonukleazy III),
ktera naruSuje vazbu RNA III-mRNA komplexu (Lioliou et al., 2012).
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5 Sar regulacni systém

Vyznamnou sesterskou regulacni komponentou k agr je funkéné Siroce obsahla rodina
ptidavnych regulacnich proteint Sar (staphylococcal accessory regulator). Tyto regulacni
proteiny nejuzsim zpisobem kooperuji se spojujicim agr a skrze koordinaci jeho aktivity
se mnoha zpusoby podili na fizeni virulece S. aureus. NejvyznamnéjSimi zastupci jsou
SarA, dale SarT, SarU, SarS, SarR, SarZ ¢i Rot. Pfidavné se pak na regulaci virulence

podileji SarX, ¢i SarV (Manna, 2004).

5.1 SarA

Kli¢ovy regulator sarA, ovliviijici expresi gend agr lokusu. Samotny sarAd lokus
obsahuje tfi promotory, P1, P2 a P3, produkujici ¢astecné se prekryvajici transkripty sarA4,
sarB a sarC, se shodnym 3' koncem. Exprese z jednotlivych promotorti neni rovnocenna
a je aktivovéna na zdkladé enviromentalniho stresu, kterému je bakterie vystavena a jemu
odpovidajicich regulac¢nich faktorii, napiiklad P3 promotor je takto regulovan pomoci SigB
(Miyazaki, 1999).

SarA se nasledné muze vazat naptiklad do AT bohatych oblasti agr promotorii P2 a P3
(Manna, 2001) zvySovat transkripci jak RNAII (argBCDA), tak RNAIII, a nepfimo tak
usnadnovat produkci faktord virulence (4la), a zaroven potlacovat expresi gend,
souvisejicich s adhezi, tvorbou biofilmu apod. (spa) (Xiong, 2006). SarA dale potlacuje
transkripci cna, kodujici kolagenovy adhezin pomoci sard. SarA zaroven aktivuje
produkci fibronektin a fibrinogen-vazajicich proteint (Abdelhady, 2014).

Podpora exprese z agr promotort se také lisi dle stavu bakteridlni populace. Zatimco
v okamziku nizké populacni denzity aktivuje sar4 transkripci pfedevsim z P2 promotoru,
v momenté postexponencialni faze ristu a vysoké denzity podporuje naopak expresi z P3
(Rechtin, 1999).

Tato regulacni cesta SarA je tedy agr-dependentni. SarA mulze ale také
agr-independentné vazat konzervované oblasti zvané Sar boxy, nachéazejici se
v promotorech gent, kodujici rizné adhezivni proteiny, jako je protein A, ¢i naopak

toxind, jako alfa-hemolyzin apod. (Dunman et al., 2001).
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5.1.1 Alternativni Sar regulacni faktory

Podstatné pro funkci celého sar lokusu je funcni propojeni s ostatnimi homolognimi
Sar proteiny, které svou rozmanitou regulac¢ni aktivitou agr a SarA dopliuji. Jedna se
zejména o SarS, SarR, SarT, SarU, Rot, pro fizeni virulence pak méné zasadni SarX, SarV,
¢i SarZ.

Tyto doplitkové homology SarA ovliviiuji zejména transkripci z majoritniho agr, patrna je
ovsem 1 vzajemna regulace. SarU, skladajici se ze dvou regulacnich ¢asti specificky homolognich
k SarA, SarU1 a SarU2, je v systému regulace virulence S. aureus faktorem, ktery svou vazbou
cilové DNA podporuje syntézu naptiklad fibronektin-vazajici proteiny a nckterych exotoxin,
zejména alfa hemolyzinu. Aktiva¢né také ptsobi na transkripci z promotori agr lokusu,
¢imz podporuje tvorbu RNAIIIL. SarT, uplatiiujici se zejména v exponencialni fazi riistu, ma
schopnost vazat promotor SarU a tim inhibovat jeho expresi a naslednou produkei virulenénich
faktorti, zpétn€ je SarT ovSem kontrolovan za pomoci SarA, ktery svym negativnim vlivem na
jeho transkripci udrzuje hladinu exprese alfa toxinu (Schmidt ez al., 2001). Regulacni vliv SarU,
SarT a SarA na expresi agr a dalSich genti popisuje obr. €. 2.

, B
'G

P2: P3 P1

@ ———]sarA| agr RNAII
- (c)

Sa rA induce " - --;'Hu‘m.‘ci
/ ﬂ’P!t’\'s‘ ® -
(d)
I' eprcs.‘i/ RNAI “
"

'
T )
Sa r\ = Fepregs (e) indice

(g) ™~ 2 |
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hla G /)/1,;’(:? {i]

repress S p a

Obr. 2: Regula¢ni vliv vyznamnych faktora rodiny Sar (Schmidt, 2003).
Dalsim proteinem této fady je SarS, fungujici jakozto aktivator exprese spa (Oscarsson,

2015) a inhibitor syntézy toxinl. Indukci produkce adhezini je tak antagonistou inhibicné

plisobiciho SarU. SarS je stejné jako SarU regulovan pomoci vazby SarT, zde ovSem pozitivné.
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Vysledkem tak je dualisticky charakter SarT regulacniho faktoru, ktery syntézu faktort virulence
podporuje (adheziny), ale 1 omezuje (toxiny) (Manna, 2003).

Zpétnovazebné v systému sar funguje regulator SarR, ktery vazbou promotord sarA
potlacuje expresi SarA, hla, hib, i spa béhem postexponencidlni fAze (Manna, 2001).

Podobné¢ jako SarU aktivuje syntézu toxint 1 regulator SarZ. SarZ negativné reguluje SarA,
pfimou vazbou na promotory naopak podporuje expresi sla, a ucastni se také inhibice formovani
biofilmu (Tamber, 2009).

Clen sar rodiny SarV neni transkribovan, nebo v minimalnim mnoZstvi a jeho vliv na
regulaci virulence doposud nent jasny. Je vSak patrné, Ze je jeho exprese blokovana pomoci SarA
a MgrA, pravdépodobné je tedy zaloZznim regulatorem klasické sard regulacni kaskady
(Manna, 2004).

5.1.2 Regulacni systém Rot a jeho vliv na virulenci S. aureus

Dal$im vyznamnym regulatorem virulence na urovni transkripce u S. aureus je Rot
(represor of toxins). Tento globalni regulator s DNA vazebnou funkci se podili na kontrole
syntézy biofilmu a s nim korelujici ovlivnéni produkce exotoxind. Rot je nezbytny pro
tvorbu biofilmu, nebot’ inhibuje produkci protedz, které tvorbé biofilmu brani (Mootz,
2015). Zaroven je jeho exprese negativné regulovana antisense RNA III (Geisinger, 2006).
Rot je soucasti vySe zminéné rodiny regulacnich proteinii Sar, kterd piimo interaguje
s hlavnim, virulenci S. aureus fidicim lokusem agr. Expresi rot dochazi k potlaceni

syntézy invazind, tedy naptiklad represi produkce alfa toxinu (kla) (viz obrazek ¢. 3), dale

napf. rot

repress SarT

agrA —*Sde

Sa rA ElCtlvatE

Obr. 3: Systém inhibice /#/a pomoci Rot, v€etné vlivu dalSich regulacnich lokust
(Li, 2008).
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beta toxinu (4lb), serinovych proteaz (operony spl/ABCDEF, sspABC), lipaz (geh), ¢i
komponent gamma-hemolyzinu (higB, higC) (Said-Salim et al., 2003). Celkem ma
inhibi¢ni efekt na 60 genii (Mootz, 2015).

Naopak Rot podporuje spolu s DNA vazebnym reguldtorem SpoVG transkripci geni,
jejichz produkty spojené s bunécnou sténou se ucastni adheze k extracelularni matrix, jako
je naptiklad spa (protein A), clumping factor B, (Zhu, 2019), ssl7 (stafylokokovy
superantigenu podobny protein) (Benson, 2012), nebo lytN, lytM (mureinové hydrolazy)
(Chu, 2013). Rot takto pozitivné¢ ovliviiuje expresi 86 genti (Mootz, 2015), mechanismus,
kterym cilové promotory rozeznava vSak zatim zndmy neni (Killikelly ef al., 2015).

Tato dudlni transkripni funkce inhibice/aktivace je dobie znama 1 u jinych
vyznamnych regulatorti, jako je agr, €i sar a spoluvytvaii dalsi dil komplikované sité,
fidici virulenci S. aureus. Inhibi¢ni vliv na transkripci lokusu rot ma naptiklad agr lokus,

ktery svou antisense RNAIII vaze mRNA transkribovaného rot (Jelsbak, 2010).

Obr. 4: Struktura Rot a jeho mechanismus vazby na cilové promotory

(Killikelly ef al., 2015).

Produkt Rot pii vazbé na cilové promotory dimerizuje, pricemz kazdy monomer nese
helix-turn-helix motiv, kterymi interaguje s malym zlabkem DNA. Zasadni pro uspéSnou
vazbu Rot je také tyrosin v pozici 66 (viz obrazek €. 4), ktery interaguje s velkym zldbkem

a pomaha dimeru Rot s promotory asociovat (Killikelly ef al., 2015).
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5.1.2.1 Regulace exprese rot a SpoVG

Jak bylo feceno, regulacni protein Rot je ve své funkci zasadné ovliviiovan dalSimi
faktory. Tim nejvyznamnéj$im a Rot pfimo ovliviujici je regulaéni systém SpoVG, ktery
ma vazbou na cilové promotory pozitivni vliv na expresi rot (Zhu et al, 2019).

SpoVG byl plivodné objeven u B. subtilis jako reguldtor sporulace, kterou spolu
s asymetrickym délenim bakterie fyziologicky umoznuje. Mimo jiné se u B. subtilis podili
na hemolyze podporou produkce hemolyzinu (Pan et al., 2014).

U nesporulujiciho S. aureus je znam pro svou ucast na tvorbé pouzdra podporou
transkripce cap, produkci extraceluldrnich protedz, nukleaz, a to regulaci transkripce
ptislusnych faktorti virulence, tedy gent nuc, sp/E (serinova protedza E), lip (lipaza) aj.
(Schulthess, 2011).

SpoVG vaze promotory genii regulujicich syntézu bunécéné stény jako je ltN
(mureinhydrolaza), jejiz expresi negativné ovlivituje, naopak aktivuje expresi femA (tvorba
glykopeptidovych vazeb) a lytSR (dvouslozkovy regulacni systém). Zaroven podporuje
expresi lgrd, coz vede k dalSimu potlaceni aktivity mureinhydrolazy. Pti zvySené
transkripci SpoVG byla pozorovana zvysena rezistence k oxacilinu (Liu et al., 2016b).

Po aktivaci fosforylaci serin-threonin kindzou Stk1mtze SpoVG vazbou na promotory
podporovat expresi bud’ pfimo samotného rot, ¢i pomoci rot-regulovanych gent. Kromé
toho ovlivitiuje zminéna Stk1 i dalsi regulétory, jako SarA, MgrA, LuxS, GraR, VraR, ¢i
CcpA (Bischoff, 2016).

Vazba na tyto promotory je bud’ rot-dependentni, ¢i independentni. Aktivita SpoVG
je stejn€ jako Rot soustiedéna na regulaci vazby S. aureus k povrchiim pomoci produkce

adhezivnich molekul (Zhu et al., 2019).
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6 ArIRS, MgrA regulacni systémy

Jak jiZ bylo fec¢eno, dvouslozkové regulacni systémy se vyznamné podili na regulaci
virulence u S. aureus. Mimo agr, ¢i sae lokusu se jedna naptiklad o viceti¢elny ArlR/ArlS
systém, ktery ovliviiuje mnoho genii podilejicich se na patogenezi stafylokokovych infekci
(Fournier, 2001).

Dvouslozkovy systém ArlRS sestdva z dvou produktl, regulatoru ArlR a senzorické
histidin kinazy ArlS, a je primarné soustfedén na regulaci aglutinace v pfitomnosti lidské
plasmy nebo fibrinogenu (clumping), tvorbu biofilmu a podili se tak na regulaci rezistence
k oxacilinu u MRSA (Bai, 2019).

V reakci na dosud nepopsany signal je tento regulacni systém schopen ovlivnit syntézu
mnoha povrchovych proteinli, spojenych s bunécnou sténou. ArlS je po aktivaci

fosforylovén, nacez akceptované fosfaty prenasi na ArlR a aktivuje jej (viz obrazek €. 5).

Ebh

Unknown
Signal

Obr. 5: Mechanismus regulaéni kaskady ArlRS, exprese reguldtoru MgrA a povrchového
proteinu Ebh, esencialniho pro tvrobu biofilmu (Crosby et al., 2016).

Fosforylovany regulator ArlR mtze nasledné vazbou k promotoru indukovat expresi
MgrA, DNA vazebného regula¢niho proteinu, ktery ovlivituje Siroké spektrum cilovych
genu spojenych s virulenci. Jedna se naptiklad o potlaceni exprese genil pro povrchové

proteiny bunécné stény Ebh, SraP a SasG, nezbytnych pro tvorbu biofilmu a naopak
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znemoznujicich aglutinaci stafylokokovych bun¢k (Walker, 2013). MgrA zprostiedkovana
represe vyse zminénych proteinli, zejména Ebh umoznuje vazbu CIfA (clumping faktoru
A) na hostitelsky fibrinogen a pro agregaci stafylokokt do typickych klastrt (Crosby et al.,
2016).

Nejde vSak o tvorbu shlukli podobného charakteru jako je tomu u biofilmu,
ale o relativné primitivnéj$i uspoiadani, schopné vyrazn¢ efektivnéji rychlého rozpadu
a opctovného sloZzeni. Tvorba klastrti byla u S. aureus popsana jako vyznamny faktor
v patogenezi stafylokokové infekce, zejména u septikémii a infekénich endokarditid

(Walker, 2013).
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7 CodY-Sae regulacni systém

Dal8i moznosti, jakou S. aureus reguluje pfechod z komenzalni bakterie na patogena
je regulacni systém, propojujici protein CodY a dvouslozkovy regulacni systém SaeR/S.

Je zndmo, Ze prechod bakterie na patogenni styl zivota je €asto spojen s nutnosti prezit
stresové podminky. U S. aureus se jedna zejména o nizkou dostupnost zivin, kdy
v momenté vyCerpani Zivin pfichazi nutnost zisku z alternativnich zdroji. Tim jsou
predevsim hostitelské tkan¢, které S. aureus invaduje pomoci produkce specifickych
toxinll. Senzorem nizké dostupnosti Zivin je pravé CodY, ktery snima pifedevSim hladiny
leucinu, valinu, isoleucinu a intracelularni koncentrace GTP (Waters et al., 2016).

Dvouslozkovy regulaéni systém Sae, fidici expresi vice nez 20 faktort virulence (Liu,
2016) je regulovan pomoci CodY, ktery pusobi jako jeho negativni reguldtor exprese
(Majerczyk et al., 2008). Zminény lokus Sae sestava z promotorti P1 a P3, pfi¢emZ exprese
ze silného P1 promotoru umoziuje transkripci saePORS, tedy vSech Ctyf produkti sae
operonu, transkripcné slabsi P3 promotor pak zprostiedkovava expresi pouze saeR a saes.

Pro syntézu faktorii virulence jsou ovSem nezbytné oba tyto promotory (Jeong et al.,
2011). CodY reguluje expresi Sae vazbou promotorové oblasti P1 a blokuje vazbu
pozitivniho aktivatoru SaeR (Mlynek et al., 2018).

Pro aktivitu CodY je dilezitd dostupnosti zivin. Za stavu vysoké koncentrace zivin
je exprese sae z P1 promotoru pomoci tohoto proteinu inhibovana. Zaroveit CodY inhibuje
1 regulacni aktivitu agr lokusu. S nizsi koncentraci zivin dochézi k potlaceni této blokace,
uvolnéni CodY z promotoru sae lokusu a dochézi k transkripci ptislusnych gent.

Aktivni slozkou regula¢niho systému Sae jsou proteiny SaeS a SaeR. SaeS je
transmembranova histidin kinaza, kterd po autofosforylaci prenasi fosfat na SaeR, ¢imz
ho aktivuje. Fosforylovany SaeR muze nésledné nasedat na promotory cilovych gent.

Geny regulované pomoci SaeR se d€li do dvou tfid: promotory cilovych genti t¥idy 11
maji vysokou afinitu k SaeR, jedna se naptiklad o Aila (alfa toxin), nebo Alb (beta toxin).
Promotory cilovych gent tfidy I jsou nizkoafinitni a vyzaduji vazbu dvou molekul
fosforylovanych SaeR. Jedna se naptiklad o geny coa (koaguéza), efb (fibrinogen-vazajici
protein) a finbA (fibronektin-vazajici protein) (Mainiero, 2010). SaeR svou vazbou rovnéz
naseda na P3 promotor, ¢imZ zpétnovazebné podporuje svou vlastni produkei. V této vazbé
ovSem kompetitivné soupeii se zminénym inhibitorem CodY (Mlynek et al., 2018).

Ptidavné produkty SaeQ, SaeP kooperuji s transmembranovou histidin kindzou SaeS

a interaguji s jeji extracelularni a intracelularni doménou. SaeP je lipoprotein, interagujici
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s extracelularni casti SaeS. SaeQ je membranovy protein vazany k wvnitini strané
membrany. Transkripce SaeQ/P jakozto celek snizuje aktivitu SaeR/S, jelikoz jejich
interakce s SaeS aktivuje jeho fosfatdzovou aktivitu. Mizeme tak usuzovat, Ze podplrné
komponenty, které¢ SaeQ/P tvofi, jsou jakasi brzda SaeR/S regula¢niho systému (Liu et al.,
2016a).

Ptikladem regula¢niho ptisobeni CodY mize byt také enzym ureaza, ktery je
vyznamnym faktorem virulence pii chronickych stafylokokovych infekcich ledvin.
Mocovinu piitomnou v ledvinach ve znacné koncentraci rozklada uredza na CO2
a amoniak. Tim umoziuje S. aureus odolavat kyselému stresu. Je znamo, ze ureazovy
operon negativné reguluje pravé CodY a pozitivné naopak agr, nebo CcpA (Leiba et al.,
2012). Inhibi¢ni regulace pomoci CodY je nepiimd a dochazi k ni diky potlaceni

transkripce genti agr lokusu (Zhou et al., 2019).
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8 Regulace virulence enviromentalnimi faktory

8.1 Sigma B - obecné stresova odpovéd’

Béhem zivota v hostiteli je podstatné, aby byl S. aureus schopen vcas zareagovat
na zmény v okolnim prostfedi, jako je piisobeni imunitni odpovédi hostitele, stresové
bakterialnich druht, sigma faktor B (SigB). Z klinického pohledu se uplatiiuje predevs§im
pfi chronickych onemocnénich, jako jsou napiiklad hluboké infekce kosti a hraje
vyznamnou roli ve fenoménu bakterialni perzistence (Tuchscherr, 2015).

SigB na zadklad¢ eviromentalniho stresu vaze bakteridlni RNA polymerazu, které
umoziuje iniciovat transkripci specifickych gent. Timto zplisobem potlacuje expresi gent
jako hla (alfa toxin), naopak podporuje syntézu produktli FnbA (fibronectin-binding
protein), ¢i CIfA (clumpingfactor A), tedy v biologii S. aureus vyznamnych adhezini,
umoziujicich vazbu na povrch a tvorbu biofilmu (Bischoff ez al., 2004), ktery patogenovi
napomahd prostfedi odolat a sndze se na n¢j adaptovat (Liu ef al., 2018). Mutace v SigB
jsou obvykle spojeny s narusenou syntézou biofilmu, nékteré ji v§ak mohou i1 podpofit,
jako je tomu naptiklad u mutaci vedoucich k inhibici exprese nuc, kddujici extracelularni
nukledzu, napomahajici rozpadu biofilmu (Liu et al., 2018). Aktivita SigB také napiiklad
spojena s produkei zlatého pigmentu stafyloxantinu, latky, dilezité pro pteziti oxidativniho
stresu, zpusobeného molekulami ROS ze strany hostitele. Biosyntéza zlatého
karotenoidniho pigmentu je u S. aureus fizena operonem crtOPQMN (Pelz, 2005), pticemz
bylo zjiSténo, ze inhibice syntézy tohoto pigmentu virulenci znatelné snizuje (Clauditz,
2006).

Vyznamn4 je také interakce SigB s dulezitymi stafylokokovymi regulacnimi systémy,
jako je agr. Je znadmo, Ze SigB potlacuje syntézu tst genu, kodujici toxin syndromu
toxického Soku (TSST-1). Snizena aktivita SigB ma za nésledek zvySenou expresi z P3
promotoru agr a s nim spojenou produkci regulaéni RNAIII, ktera podporuje virulenci
a potlacuje tvorbu biofilmu (Andrey et al., 2015).

SigB reakce je odpovédi na enviromentdlni stres. Ten mize byt rizného ptvodu,
naptiklad nutriéni, ¢i fyzikalni stres. Dle povahy stresu totiz reaguji odliSné komponenty
kaskady. Odpovéd’ zahajuji proteiny RsbU reagujici na fyzikéalni, a RsbP na nutri¢ni stres.

Stresové podminky, zptisobené fyzikalnimi faktory vedou k aktivaci kindzy RsbT, ktera se
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po fosforylaci vyvazuje ze svého komplexu s proteiny RsbS a RsbRA a ndsledné RsbT
aktivuje fosfatdzu RsbU. Jak RsbU, tak RsbP jsou fosfatazy typu 2C.

Regulaci tohoto mechanismu dale zprosttedkovdva RsbX, fosfatdza, kterd
defosforyluje RsbT a spusténi kaskady zamezuje (Senn et al., 2005). Druhou vykonnou
fosfatazou je RsbP, kterd pro svou aktivitu vyzaduje RsbQ, hydrolézu, jejiz tlloha ve funkci
RsbP doposud neni jasna, ptedpokladd se vSak hydrolyza a poskytnuti esencialniho
kofaktoru pro RsbP (Pané-Farré et al., 2009). Podobny mechanismus muizeme nalézt
u B. subtilis, ovSem pouze s fosfatizou RsbU (mechanismus obou regulac¢nich drah

popisuje obrazek 6).

Mutritional Stress
{RelA/ATP 7)

i
l Physical Stress
[(Ribosome/Obg 7)

Obr. 6: Mechanismus SigB regulacnich kaskad S. aureus v zavislosti na povaze stresovych

faktordi (A). Regulacni drédha zavisld na fyzikalnich stresovych podminkach vede k vyvazani

z komplexu a aktivaci kindzy RsbT, kterd nasledné aktivuje fosfatdzu RsbU, spolecnou jak

pro drahu reagujujici na fyzicky stres, tak drahu odpovidajici na nutri¢ni stresové podminky.

Tuto drahu zprostfedkovavaji drahy nutricni odpovédi RsbP a RsbQ (Senn et al., 2005).
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V dalSich krocich regulacni kaskady nachazi dale uplatnéni trojice vykonnych
proteinit RsbV, RsbW a samotny SigB. Reakce je spusténa defosforylaci tzv. anti-anti
sigma faktoru RsbV, ¢imZ se aktivuje a je schopen vytésnit SigB z komplexu s anti-sigma
faktorem RsbW. Aktivita spoustéciho proteinu RsbV je fizena reverzibilni fosforylaci na
serinu v pozici 56, ¢imz dochazi k jeho inaktivaci. Vytésnény SigB muize nésledné
interagovat s RNA polymerazou, ktera zahajuje transkripci ze SigB-zavislych promotort

(Senn et al., 2005).

8.2 CcpA regulacni systém

Dalsi vyznamnou komponentou fidici virulenci, odpovidajici na nutriéni podminky je
tzv. catabolite control protein A CcpA. Tento protein z rodiny bakterialnich proteinti
Lacl/GalR (Parente, 2013) funguje v biologii S. aureus a dalSich gram-pozitivnich druht
jakozto regulacni molekula, kontrolujici rast, metabolismus glukézy a produkci
specifickych faktori virulence procesem tzv. katabolické represe (CCR - Carbon
Catabolite Repression) (Bronensky et al., 2019). V bakterialnim svété jde o rozSifeny
systém, ktery umoziuje tidit expresi konkrétnich genii dle dostupnosti preferované¢ho
zdroje uhliku a omezit expresi téch, které podporuji zisk energie z mén¢ dostupnych a tedy
mén¢ vyhodnych zdrojt, ¢imz je uSetiena energie (Li et al., 2010).

Evoluéni sprazeni s koncentraci glukézy je pro regulacni funkce CcpA esencidlni,
jelikoZ je v moment€ jeji dostupnosti aktivovan (Seidl et al., 2008). Mimo jiné je CcpA
také nezbytny k vzniku rezistence na oxacilin (Seidl, 2006).

Je obecné znamo, ze vysoké koncentrace cukri napomahaji tvorbé biofilmu a CcpA je
regulatorem, ktery fizenim exprese adhezinii a bunééné agregace jeho formovani
podporuje. Bylo zjisténo, ze CcpA pozitivné reguluje transkripci z operonu ica,
zodpovédného za produkci polysacharidového intercelularniho adhezinu (PIA),
esencialniho pro valnou ¢ast stafylokokovych biofilmi, ¢i cidA (mureinova hydrolaza)
(Rice et al., 2007).

Inhibi¢ni vliv ma naopak na geny jako je #st (TSST-1, toxin syndromu toxického Soku)
(Seidl, 2008). V prostiedi bohatém na glukozu je schopen aktivovat expresi Ala, genu
kodujici alfa toxin, jeden z hlavnich virulenénich faktoru S. aureus. Tento fakt vysvétluje

zavaznost infekci S. aureus u pacientl trpicich hyperglykemii (Bischoff et al., 2017).
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V ptitomnosti glukézy dochazi k tvorbé komplexu s ko-regula¢ni molekulou Hpr a aktivaci
CcpA. Tento partner musi byt fosforylovan na serinovém zbytku 46 kinazou HprKP.
Vznikly komplex CcpA-Hpr(P) je charakteristicky svou schopnosti vazat cilové DNA
elementy, znamé jako CRE (catabolite-responsive elements) a modulovat touto vazbou
expresi souvisejicich genii. Pokud je na threoninovych zbytcich fosforylovan samotny
CcpA, je jeho afinita k cilovym sekvencim inhibovana a CcpA ztraci schopnost CRE
vazat. Za tuto fosforylaci zodpovidé serin/threonin kinadza Stk1, podilejici se svou funkci
v mnoha jinych regulacnich systémech S. aureus (Débarbouillé ef al., 2009).

CcpA je také znam potlaCovanim exprese malé nekddujici SRNA Rsal, ktera ma za cil
antisense regulacnim systémem inhibovat permedzu, vychytdvajici glukozu a enzym
FN3K, chranici proteiny pfed poSkozenim jejimi vysokymi koncentracemi (Bronesky et

al., 2019).
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9 Z.avér

Tato prace byla vytvofena, aby shrnula nejvyznamnéjSi molekuldrni mechanismy,
kterymi S. aureus tidi syntézu Sirokého spektra faktord virulence, které mu umoziuji
invadovat lidské tkané a zpusobit i velmi vazné infekce. Zcela zasadnim systémem
a kiiZzovatkou ostatnich regulacnich kaskad je agr lokus, spfazeny s quorum sensing
signalizaci. V biologii S. aureus zastava agr funkci vykonného systému, ktery fizenou
produkci autoindukénich molekul a pfimou €i nepfimou integraci dalSich regula¢nich drah
ovlivituje produkci faktori virulence.

Pochopeni molekularnich mechanismti regulujicich produkci virulen¢nich faktora
S. aureus a jim podfizenych genu se otevira Siroké spektrum moznosti pro cilenou 1écbu
a to jak na Urovni regulace transkripce konkrétnich gend, tak inaktivace jejich produkti,
napiiklad vyuzitim lidskych monoklonarnich protildtek (mAbs) (Thammavongsa, 2016).
Na arovni exprese faktort virulence mize byt jako ptiklad cilené 1écby uveden inhibi¢ni
ucinek molekul Inh2-Bl1, inhibujici u rodu Staphylococcus rozsifenou a z hlediska
virulence dulezitou ser/thr protein kindzu Stk1 (Kant, 2017).

Vzhledem k doposud neodhalenym funkcim ptidavnych regulatori mizeme soudit, ze
problematika regulace virulence S. aureus je vyrazné komplikovanéjsi a jeji studie je

jednou z podstatnych vyzev moderni mediciny.
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