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Abstrakt

Druzi poslové jsou malé molekuly, které jsou soucasti jednoho ze zékladnich typti bunécné signalizace.
Jejich funkci je prendset signdly od extracelularnich ¢i intracelularnich receptort ke specifickym
efektorovym proteintim. Tento typ signalizace je evolucné stary a konzervovany, vyskytuje se v kazdém
bunééném organismu. Jednotlivé taxony se ale 1isi konkrétnimi slouceninami, jez se v signalni
transdukci uplatiiuji. V bakteriich se ve vétSin€é piipadd vyuzivaji rGzné derivaty nukleotidu.
Nejvyznamnéj$imi piiklady jsou cAMP, (p)ppGpp, c-di-GMP a c-di-AMP. Bakterialni druzi poslové se
zapojuji do regulace metabolismu, tvorby biofilmu, stringentni odpovédi, osmoregulace, ochrany pted
virovou infekci a do mnoha dalSich procest. Tato prace se kromé popisu téchto vyznamnych signalnich

drah zabyva i enzymy pro syntézu a degradaci téchto malych signalnich molekul.

Kli¢ova slova: bakteridlni signalni drahy, cAMP, c-di-AMP, c-di-GMP, (p)ppGpp

Abstract

Second messengers are small molecules that belong to one of the fundamental types of cell signalling.
Their function is to transmit signals from extracellular or intracellular receptors to specific effector
proteins. This type of signal transduction is evolutionarily ancient and conserved, occuring in every
cellular organism. However, individual taxa differ in the specific compounds they use in signal
transduction. In bacteria, different nucleotide derivatives are mostly used. The most important examples
are ¢cAMP, (p)ppGpp, ¢-di-GMP and c-di-AMP. Bacterial second messengers are involved in the
regulation of metabolism, biofilm formation, stringent response, osmoregulation, protection against
viral infection and many other processes. In addition to describing these signalling pathways, this work

also deals with enzymes for synthesis and degradation of these small signalling molecules.
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1 Uvod

Pro pfeziti vSech Zivych organismu jsou nutné komplexni regulacni drahy, které umoziuji efektivni
adaptaci na nové podminky. Bez téchto mechanismi by i sebemensi zména prostfedi mohla vést k smrti
jedince. Prestoze bakterialni regulace nedosahuje robustnosti, kterd se objevuje u mnohobunéénych
eukaryot, musi byt tyto drahy schopny odpovédi na Siroké spektrum riznych fyzikalnich a chemickych
proménnych. Vzhledem ke své velikosti totiz bakterie nemohou opustit neptiznivé prostiedi. Pokud se
nepfizpisobi, zahynou. Bakterialni regulacni systémy zahrnuji quorum sensing, ktery umoziuje
komunikaci mezi jedinci daného spolecCenstva, dvouslozkové systémy nebo kaskady zalozené na
druhém poslu. Velka ¢ast bakterialnich signalizaci vyuzivad dvouslozkové systémy, sestavajici ze
senzorického proteinu, ktery po své aktivaci pfenasi signal pfimo na efektorovy protein, jenz Casto
funguje jako transkrip¢ni faktor. I pfesto byla v bakteriich objevena fada drah, které pro pfenos signalu
vyuzivaji druhé posly. Ty v reakci na prvniho posla signal amplifikuji a pfenasi ho do nitra bunky.

Roli sekundarnich posli vétSinou zastavaji jednoduché molekuly, ¢asto se jedna o rizné derivaty
nukleotidd, v eukaryotech se také bézn¢€ uplatiiuji vapenaté ionty nebo produkty Stépeni membranovych
fosfolipidt, jako je inositoltrifosfat. U bakterii je popsano pét majoritnich posld: cAMP, ppGpp,
pppGpp, c-di-GMP a c-di-AMP. Spektrum bakteridlnich druhych poslt se ale neustdle rozsituje.
Bezesporu nejlépe prozkoumanym se stal cAMP, jehoZ popis ustanovil samotny fenomén sekundarnich
posli. Jde o velmi rozsifenou molekulu, kterou hojné vyuZzivaji bakterie i eukaryota. V bakterialné
doméné je jeho hlavni funkce spojena s pfechody mezi vyuzivanim riznych zdroji uhliku. Produkce
(p)ppGpp je spousténa v dusledku nedostatku aminokyselin a jeho u¢inkem se naptiklad omezuje
proteosyntéza. Jedna se tedy o mechanismus, ktery buiice pomaha piekonat stresové podminky. Z toho
diavodu je (p)ppGpp nékdy oznacovan jako alarmon. Cyklicky di-GMP zase podporuje prechod od
motilni volné Zijici buiiky k piisedlé formé a stimuluje tvorbu biofilmu. U&inkem c-di-AMP je
udrzovani osmotické homeostaze, a to hlavné diky regulaci draselného transportu. Pokles koncentrace
tohoto druhého posla také indikuje poskozeni DNA, c-di-AMP soucasné zasahuje do procesu sporulace.
Zminéna uplatnéni nejcastéjSich bakteridlnich posli jsou samozfejmé ta nejrozsifenéjsi
a nejprozkoumancjsi. Tyto molekuly se Ucastni i dalSich regulacnich procesii, u dvou druhti dokonce
mohou zastavat naprosto protichiidné funkce.

Cilem této prace je popsat hlavni nukleotidové sekundérni posly u bakterii a mechanismy jejich
syntézy a degradace. Zaroven budou uvedeny zakladni regulacni drahy, ve kterych druzi poslové

vystupuji.



2 Signalizace pomoci druhych posli

Druzi poslové jsou malé molekuly, které zajistuji Siteni konkrétniho signalu bunécnou cytoplazmou.
Proces od registrace signalu, pfes jeho pfenos, az po vyvolani findlni odpovédi je oznacovan jako
signalni transdukce. Signalizace pomoci druhych posli je v modelovém piipad¢ zahajovana vazbou
primarniho posla na specificky receptor. Ten nasledné sam nebo zprostiedkované aktivuje enzymy pro
syntézu sekundarnich poslti (Rall & Sutherland, 1958). Bakterie nejcastéji jako druhé posly vyuzivaji
cyklické nukleotidy a dinukleotidy. Jejich produkce je zajistovana pomoci tzv. cyklaz. Naptiklad
adenylatcyklaza syntetizuje cAMP z molekuly ATP (Danchin et al., 1984). Impulzy spoustéjici tuto
signalizaci mohou mit rozli¢ny charakter. Nemusi jit o extracelularni molekulu, ktera je rozpoznavana
membranovym receptorem, fada kaskad registruje i zmény intracelularniho prostredi. Buiika takto
napiiklad mize odpovidat na nedostatek biosyntetickych prekurzorii (Cashel, 1969). Nemusi se ani
jednat o chemické slouceniny, jako spousté¢ mize kuptikladu slouzit i zafeni (Savakis et al., 2012).
Druzi poslové se nasledné vazou na své riznorodé efektory. Alosterickou regulaci tak mohou
spoustét nebo naopak inhibovat aktivitu ptislusnych proteini (Blotz et al., 2017; Jones et al., 2015).
Mezi efektorové proteiny se Casto fadi i transkripéni faktory (Weber & Steitz, 1987). Ve specifickych
ptipadech mohou druzi poslové interagovat pfimo s mRNA, a to diky riboswitchim, smyckam
a vladsenkdm v regulacni oblasti mRNA, které¢ dokazi po vazbé ligandu ménit svou strukturu a fidit tak
genovou expresi (Sudarsan et al., 2008). Signalizace je v zavéru ukoncena aktivaci degradacnich
enzymtl, z nichz nejrozsitengjsi jsou rizné fosfodiesterazy, které druhé posly konvertuji na slouceniny,
jez prestanou byt rozpoznavany prislusnymi efektory (Imamura ef al., 1996). Tento model ilustrovany
obrazkem 1 ukazuje, jak dochazi k zesilovani inicidlniho impulzu. Enzymy syntetizujici sekundarni

posly dokazi od své aktivace po finalni deaktivaci vyprodukovat velké mnozstvi signalnich molekul.
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Obrdzek 1: Schéma signalizace pomoci druhych posli: Po interakci extraceluldrniho Ci intraceluldrniho prvniho
posla se syntdzou dochdzi k produkci pfislusného druhého posla, ktery se ndsledné vaZze na RNA riboswitche,
transkripcni faktory nebo jiné receptorové proteiny. Signalizace zprostfedkovand nukleotidovymi druhymi posly
je ukoncovdna aktivitou fosfodiesterdz (prevzato z Opoku-Temeng et al., 2016; upraveno).



3 cAMP
3.1 Struktura cAMP a historie objevu

Cyklicky AMP (cAMP) je bézné uzivané oznaceni pro 3°,5 -adenosin cyklicky monofosfat. Jedna se
0 B-D-ribofuranosu, jejiz 3"a 5 uhliky jsou pfemostény pomoci zbytku kyseliny fosfore¢né. Na uhliku
1’ je nasledné pies sviij dusik na pozici 9 navazana adenosinova baze, a to pomoci N-glykosidické vazby

(obr. 2).
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Obradzek 2: Struktura cAMP (prevzato z Shanahan & Strobel, 2012)

Molekula cAMP byla poprvé izolovéna a charakterizovéna pti vyzkumu hormonalni aktivace jaterni
glykogenfosforylazy pomoci adrenalinu a glykogenu (Rall et al., 1957; Sutherland & Rall, 1958). Bylo
zjisténo, Ze vazba adrenalinu na svij receptor vede k markantnimu zvyseni intracelularni hladiny cAMP
a ze tato molekula tedy miize fungovat jako spojovaci ¢lanek mezi membranovym receptorem
a intracelularn€ umisténymi enzymy (Rall & Sutherland, 1958). Diky t€émto publikacim se cAMP stal
prvnim charakterizovanym druhym poslem.

O nekolik let pozdéji popsali Jacques Monod a Francois Jacob prvni regulaci genové exprese na
prikladu bakterialniho lac operonu. Ve své praci navrhli dvoji regulaci exprese pomoci represoru
a aktivatoru. Podle tohoto modelu je v neaktivnim stavu na regulac¢ni element genu ¢i operonu navazany
represor, ktery brani nasednuti RNA polymerazy. Tento represor je ale schopen interagovat s ur€itymi
malymi molekulami a po obsazeni tohoto vazebného mista ztraci afinitu k regulacnimu elementu
operonu. K ispésnému zahajeni transkripce je zaroven nutna vazba aktivatoru, ktery po interakci s jinou
malou molekulou afinitu k DNA naopak ziskava (Jacob & Monod, 1961). Tento model vysvétluje diive
popsany glukozovy efekt, pfi kterém pfitomnost glukézy inhibuje jiné katabolické drahy. Uplatnéni
v fizeni prechodu mezi riznymi zdroji uhliku u bakterii ziskava i cAMP. Tato molekula se totiz v této

draze vaze na aktivator a spousti expresi lac operonu v nepiitomnosti glukozy (Zubay et al., 1970).

3.2 Syntéza a degradace cAMP

Syntéza cAMP probihd pomoci enzymil, které se nazyvaji adenylatcyklazy. Ty se déli do Sesti tiid,
pri¢emz nejvyznamnéjsi jsou prvni tii (Téllez-Sosa et al., 2002). Enzymy tfidy I byly objeveny hlavné
u proteobakterii. Zde jsou fizeny komponentami fosfotransferazového systémemu a uplatiuji se tedy

v nejlépe prozkoumaném mechanismu katabolické represe (Reddy et al., 1985). Patii sem i prvni



popsana bakterialni adenylatcyklaza, kterd pochazi z Escherichia coli, kde je kdodovana genem cya
(Danchin et al., 1984) Tento gen ma ve svém Ctecim ramci netypicky start kodon. Misto standardniho
AUG zacina translace na UUG. Bylo predpokladano, Ze by tento start kodon mél snizovat efektivitu
translace. To ale potvrzeno nebylo, pii nahrazeni UUG klasickym AUG nedoslo k zadné signifikantni
zmeéng trovn¢ transkripce (Roy et al., 1988). Ttida Il zahrnuje adenylatcyklazy zastavajici funkce toxint
(Hanski & Farfel, 1985). Dalsi vyznamnou skupinou je tfida III, ktera se vyskytuje u vétSiny znamych
bakteridlnich kmend. Tyto adenylatcyklazy casto obsahuji N-terminalni doménu, kterd je schopna
reagovat na ruzn€ intracelularni ¢i extracelularni signaly, zarovei jsou vétSinou svou transmembranovou
doménou kotveny do membrany. Klasickym ptikladem téchto enzyml je CyaB z Pseudomonas
aeruginosa (Topal et al., 2012).

Vychozi molekulou pro syntézu cAMP je ATP. Aktivni misto adenylatcyklazy deprotonuje
hydroxylovou skupinou na 3" uhliku ATP. Vznikly alkoholatovy anion nasledné v jednom kroku atakuje
a-fosfat, coz vede k tvorbé fosfodiesterové vazby mezi uhliky 3" a 5, zarovenn dochézi k odstépeni
pyrofosfatu. Ke své aktivit¢ enzym vyzaduje pfitomnost hofe¢natych kationtl, které pomahaji orientovat
substrat a stini zaporny naboj fosfati (Rall & Sutherland, 1962).

Pro spravné fungovani cAMP jako druhého posla je nutnd jeho degradace po odeznéni
extracelularniho signalu. Tuto funkci zastdvaji cAMP specifické fosfodiesterazy (cAMP-PDE), které
katalyzuji hydrolyzu cAMP na 5'-AMP (Imamura et al., 1996). Tato konverze se ale netyka vsech
enzymu tohoto typu. Naptiklad Rv0805 z Mycobacterium tuberculosis je schopen vazat substrat
v riznych polohach, a proto vytvati smés 5'-AMP a 3'-AMP (Podobnik et al., 2009). Nékteré PDE
navic mohou byt promiskuitni, kdy kromé cAMP §tépi i cGMP (Fujisawa & Ohmori, 2005).

Fosfodiesterazy je mozné rozdélit do tech tfid na zaklad¢ podobnosti jejich sekvenci. Tiida I se
vyskytuje pouze u eukaryot. Tfida II se také naléza hlavné u eukaryot, ale minoritné¢ se objevuje
i u bakterii (Richter, 2002). V periplazm¢ se tento typ vyskytuje u Vibrio fischeri. Podle objeviteld by
toto netypické umisténi fosfodiesterazy mohlo souviset se schopnosti V. fischeri vyuzivat extracelularni
cAMP jako zdroj uhliku ¢i fosforu. Mutace v genu pro tuto PDE totiz vedla k neschopnosti bakterie rtist
na médiu, jehoZz veskeré zdroje uhliku byly ve formé¢ cAMP (Dunlap et al., 1992; Dunlap & Callahan,
1993). Podrobnéjsi analyzy ukazaly, ze tento enzym ke své aktivité vyzaduje zinek (Callahan et al.,
1995). Ttida III je nejvice rozsifenou skupinou cAMP fosfodiesteraz v bakterialni doméné (Richter,
2002). Nejvyznamnéjsim zastupcem je CpdA, kterd byla izolovana z E. coli. Stejné€ jako u predchozich
fosfodiesteraz se v aktivnim mist¢ tfidy Il vzdy vyskytuji kovové ionty, které jsou pro hydrolyzu cAMP
nezbytné. U vétSiny véetné CpdA roli téchto kovil piejimaji zeleznaté ¢i Zelezité ionty (Imamura et al.,

1996).

3.3 CRP - hlavni efektor cAMP

Nejlépe charakterizovanym efektorovym proteinem cAMP u bakterii je CRP (receptorovy protein

cAMP), ktery se téz nazyva CAP (katabolicky aktivacni protein). CRP je bakterialni transkrip¢ni faktor,



ktery se po vazbé cAMP pfipojuje na celou fadu promotort a reguluje asi 7 % genti u E. coli (Zheng
et al.,2004). CRP je v aktivnim stavu dimer, kazdy monomer se sklada z 209 aminokyselinovych zbytki
a dvou domén. VéEtsi N-koncova doména sestava z B-listli a pro mensi C-koncovou doménu jsou typické
a-helixy. Ty pii spravné orientaci umoziuji interakci s DNA a dohromady tvoii DNA-vazebnou
doménu. Mezi C a N koncem se poté naléza pantova oblast, ktera umoznuje konforma¢ni zménu po
interakci s cAMP. Vazebné misto pro druhého posla maji oba monomery CRP (Weber & Steitz, 1987).
CRP se mize vyskytovat ve tfech konformacich: bez navazaného cAMP, s jednou molekulou cAMP
a s dvéma molekulami cAMP. Vzhledem k obsahu dvou cAMP vazebnych mist bylo ocekavano, ze
hlavni fyziologickou roli bude mit pIn¢ saturovana forma CRP. Tomu vSak neodpovidaji vyzkumy, které
naznacuji, ze CRP s dvéma molekulami ¢cAMP nema pfili§ vyznamnou afinitu k specifické DNA.
Naopak CRP s jednim cAMP vykazuje mnohem vyssi sekvencni specifitu, z cehoz vyplyva, Ze za
fyziologickych podminek je vyuzivana hlavné tato konformace. Toto tvrzeni je podpofeno i faktem, Ze
v buiice se vétSinou cAMP nevyskytuje v dostatecné koncentraci, aby doslo k plné saturaci CRP
(Heyduk & Lee, 1989).

Ke spravnému prubéhu signalni transdukce je nutné i jeji vypnuti po odeznéni primarniho spoustéce.
Tato regulace postihuje i CRP. PfestoZe konformace bez navazaného cAMP neni nachylna k degradaci,
po vazbé cAMP se citlivost k proteazam vyrazné zvysuje a protein je pomémé rychle degradovan
(Heyduk & Lee, 1989). Komplex CRP-cAMP rovnéz reprimuje svij vlastni gen. Tato negativni
autoregulace ale neprobiha piimo. Aktivovany CRP spousti transkripci antisense RNA, ktera nasledné
blokuje expresi crp (Okamoto & Freundlich, 1986). Ukonceni signalizace je zajiSténo i jinymi
mechanismy. CRP-cAMP je schopen pfimo interagovat s regulacnimi elementy genu cpdA, aktivovat
expresi kodované fosfodiesterazy, a tim ucinn¢ snizovat hladinu cAMP v cytoplazmé (Kim et al., 2009).
Rovnéz dochazi k negativni regulaci exprese adenylatcyklazy. CRP s cAMP se vaze do promotoru genu
cya, ¢imz komplex fyzicky brani spravnému nasednuti RNA polymerazy (Aiba, 1985).

CRP ale neni jedinym cAMP-vazebnym proteinem. Naptiklad v Pseudomonas aeruginosa tuto
funkci zastava protein Vfr (virulence factor regulator). Jak jeho nazev napovida jednd se o vyznamny
transkrip¢ni faktor, ktery spousti transkripci fady genti zapojenych do virulence. Tento protein ma navic
az 67% sekvencni homologii se standardnim CRP a po vyméné crp za vfir byl v E. coli schopen piivodni
transkripéni faktor funkéné nahradit (West et al., 1994). V roce 2009 byl v této bakterii navic
charakterizovan dals$i protein, ktery interaguje s cAMP. Jedna se o CbpA (cAMP-binding protein A),
jenz je svou strukturou zna¢né€ podobny regulacnim podjednotkam eukaryotické proteinkinazy A.
Obsahuje C-terminalni cAMP-vazebnou doménu a po interakci s druhym poslem se lokalizuje na pol
s ukotvenym bic¢ikem, coz miize souviset s jeho dosud nepopsanou funkci. Samotna exprese jeho genu

cbpA je pozitivné regulovana pomoci Vir (Endoh & Engel, 2009).



3.4 Regulace lac operonu

Nejznaméj$im modelovym piikladem uplatnéni cAMP je regulace exprese lac operonu, kterd spada
mezi katabolickou represi. Tento systém byl charakterizovan u E. coli a umoziuje bunice vyuzivat vzdy
nejvyhodnéjsi zdroj uhliku, ktery je v dané chvili dostupny v prostiedi. Pivodné byla katabolicka
represe oznacovana jako glukozovy efekt. Glukoza je totiz nejvyhodnéj$im substratem, ktery muze
rovnou vstupovat do glykolyzy, a vjeji pfitomnosti bylo pozorovano zablokovani mnoha
enzymatickych drah pro zpracovani jinych substratti (Epps & Gale, 1942). Katabolicka represe reguluje
i lac operon, ktery koduje enzymy utilizujici laktézu. Lac operon sestava z regulacnich elementi vcetné
promotoru, operatoru a tiech geni, které nesou oznaceni lacY, lacZ a lacA. Gen lacY koduje permeazu
laktozy, ktera zajistuje transport laktdozy do bunky (Jacob & Monod, 1961). Produktem lacZ genu je
-galaktosidaza, ktera §tépi laktozu na galaktozu a glukozu. Zaroven ma enzym transgalaktosylazovou
aktivitu a urcitou frakci laktozy prevadi na allolaktozu, kterou je poté schopen zpétné rozstépit na
monomery (Huber ef al., 1976). Posledni gen, tedy gen lacA, exprimuje thiogalaktosid transacetylazu.
I ptes obrovskou znamost tohoto systému ziistdva funkce tohoto proteinu v E. coli zahadou. Existuje
vSak hypotéza, ze slouzi k detoxifikaci buiiky, kdy by mohl acetylovat nemetabolizovatelné analogy
B-galaktosidl a zajistit tak jejich vylouceni do média (Andrews & Lin, 1976).

Exprese lac operonu je fizena pozitivni i negativni regulaci. V neptitomnosti laktozy je lac operon
blokovan pomoci svého represoru, ktery je kddovan genem lacl (Jacob & Monod, 1961). Lac represor
RNA polymerazy. Zaroven ale muize vazat jeden z piidruzenych operatori O2 a O3. To vede
k formovani DNA smycky, ktera vyrazné zvysuje intenzitu represe (Oehler et al., 1990). I presto dochazi
k slabé bazalni expresi genu a produkci nizkého poétu laktézové permedzy a -galaktosidazy. Pokud se
tedy v okoli vyskytne zdroj laktézy, malé mnozstvi tohoto disacharidu je transportovano do buiky, kde
je konvertovan na allolaktozu, kterd je pfirozenym ligandem Lacl represoru. Po vazbé dojde ke zménée
konformace Lacl a snizeni jeho afinity k operatoru (Jobe & Bourgeois, 1972). Promotor tohoto operonu
je ale pomémeé slaby a k efektivni transkripci potfebuje aktivator, ktery je dostupny pouze piinedostatku
glukézy. Tim je zajisténo, Ze se bakterie v pfitomnosti glukdézy nezdrzuje utilizaci laktozy. Jako
aktivator slouzi jiz dfive zminovany CRP ¢i CAP, ktery pro efektivni dimerizaci a zaujeti spravné
konformace vyzaduje vazbu cAMP (Zubay et al., 1970).

Za normalnich podminek je koncentrace cAMP v bufice nizka a zvySuje se az pfi absenci glukozy
(Makman & Sutherland, 1965). Ta je do bunky transportovana pomoci fosfotransferazového systému
(PTS), ktery zajistuje fosforylaci glukoézy behem jejiho vstupu do bunky. Diky tomu je zajiSténo, Ze
glukéza neunika ven z buiiky a zaroven dochazi k prvnimu kroku glykolyzy. Systém sestdva z nékolika
proteind, které se postupné fosforyluji. Draha za¢ina na fosfoenolpyruvatu, ktery fosforyluje protein EI,
ten nasledné predava fosfat na protein HPr a z néj se pfenasi na EIIA. Glukéza se do burnky dostava
pomoci transportéru nesouciho oznaceni EIIC, na kterou je navazan EIIB. Tento enzym pfijima fosfat

od EIIA a fosforyluje transportovanou glukézu (Kundig & Roseman, 1971). Enzym EIIA se zarovei



podili na regulaci /ac permeézy. Pii aktivnim transportu glukézy dochdzi k odebirani fosfatu z tohoto
proteinu a defosforylovany EIIA se nasledné mtze vazat na LacY a branit vstupu laktézy do bunky
(Nelson et al. 1983). Pokud ale dojde k vycerpani zdroje glukdzy, zlstavaji proteiny PTS fosforylovany
a v tomto stavu interaguji s adenylatcyklazou, a tim ji aktivuji (Reddy et al., 1985). Adenylatcyklaza
zacne produkovat cAMP. To aktivuje CRP, ktery se za¢ne vazat na promotor /ac operonu a interakci
s RNA polymerazou zvysi efektivitu transkripce tohoto operonu, coz povede k zahajeni utilizace laktozy
(Zubay et al., 1970). Podobnou roli md CRP-cAMP i v aktivaci ga/ operonu, jehoz produkty zajistuji
metabolismus galaktézy (Nissley et al., 1971).

3.5 Regulace tvorby biofilmu

Ukazuje se, Ze u fady bakterii hraje cAMP roli i pfi formovani biofilmu (Hufnagel ef al., 2016). Biofilm
je strukturované spolecenstvo mikroorganismi, které adheruji k né€jakému pevnému podkladu. Bunky
v biofilmu kolem sebe produkuji extracelularni matrix, ktera jim ¢asto poskytuje ochranu pfed vnéjSimi
nehostinnymi faktory, jako jsou rizné toxické latky. Struktura rovnéz zadrzuje vodu a chrani pied
vyschnutim. Bakteriim také umoziuje efektivin¢ vyuzivat zdroje a snadnéji si vymeénovat metabolity
(MacLeod et al., 1990). Vytvoreni této struktury je zasadni pro fadu patogennich druhd, umoziuje
vysokou perzistenci, proto je studium téchto strukturovanych spolecenstev jednim z hlavnich témat
moderni lékafské mikrobiologie (Nickel ef al., 1985).

Formovani biofilmu fidi hlavné c-di-GMP, a proto bude tento fenomén blize popsan v kapitole, ktera
se timto druhym poslem zabyva. U mnoha druhil se ale pifi formovani téchto povrchovych struktur
vyrazné uplatiiuje i regulace pomoci cAMP. Komplex CRP-cAMP u E. coli spousti expresi csgD
(Hufnagel et al., 2016). Protein CsgD je hlavnim fidicim faktorem, ktery zahajuje syntézu klicovych
slozek extracelularni matrix. V piipadé€ E. coli jsou jednou z hlavnich komponent tzv. curli fibers, coz
jsou proteinové polymery, které maji typickou amyloidni strukturu s velkym mnozstvim B-skladanych
listd (Hufnagel et al., 2015). Druhou vyznamnou soucasti matrix E. coli je i polysacharid celul6za (Zogaj
et al., 2001). Mimo to CRP-cAMP podporuje vyvoj biofilmu i jinymi mechanismy. U E. coli inhibuje
rpoS (Lange & Hengge-Aronis, 1994). Tento gen koéduje faktor 6, jehoz produkce je ve vétsi mife
indukovéna po prechodu do stacionarni faze. Buniky exprimujici tento ¢ faktor vykazuji zvySenou
rezistenci vici teplotnimu Soku nebo oxidativnimu stresu (Lange & Hengge-Aronis, 1991). Soucasné
ale ¢° inhibuje formovani biofilmu, a tudiz je nutné jeho ¢innost utlumit, aby bylo mozné zahajit
produkei extracelularni matrix (Corona-lzquierdo & Membrillo-Hernandez, 2002).

Dobfe charakterizované je formovani biofilmu i u Pseudomonas aeruginosa, u které hraje vyraznou
roli v patogenezi. Inicialnim mechanosenzorem, ktery detekuje blizkost pevného povrchu, je v tomto
ptipad¢ bicik. Jakmile se dostane do kontaktu s pevnym podkladem, zvysi se zat€z na rotaci biciku, a to
zprostiedkované aktivuje adenylatcyklazy CyaA a CyaB, které zvySuji urovein cAMP v bunice
(Schniederberend et al., 2019). Adhezi k povrchu detekuji i pili typu IV, které jsou schopny tento signal
prenést na Chp systém (Persat et al., 2015). Komponenty této drahy poté interaguji s Cya proteiny



a stimuluji jeste vyssi syntézu cAMP (Fulcher ef al., 2010). Druhy posel se ndsledné vaze na transkrip¢ni
faktor Vfr a spolecné aktivuji fadu virulen¢nich faktort vcetné téch zapojenych do biogeneze pilt typu
IV, ¢imz je pravdépodobné zajisténo pevnéjsi ptipojeni k povrchu (Wolfgang et al., 2003) (obr. 3).
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Obradzek 3: Mechanismus regulace adheze pomoci cAMP u P. aeruginosa: Po setkdni s pevnym povrchem se
zvysuje zatiZeni biciku, coZ stimuluje adenyldtcykldzy CyaA a CyaB. Jimi produkovany cAMP se vdZe na transkripcni
faktor Vfr. Vznikly komplex inhibuje biosyntézu biciku a aktivuje expresi pilti typu IV (pfevzato z Liu et al., 2020;
upraveno).

V obou téchto ptikladech cAMP stimuluje tvorbu biofilmu, u nékterych druhii tomu je ale naopak.
U Vibrio cholerae CRP-cAMP aktivuje transkripcni faktor HapR, ktery brani produkci proteinit VpsR
a VpsT. Ty stimuluji expresi gent pro tvorbu Vibrio polysacharidi (VPS), jez spolecné s matrixovymi
proteiny tvoii hlavni slozky extracelularni matrix. Mimo to je CRP-cAMP schopen tyto transkripcni
faktory reprimovat sam, navic blokuje i pfepis matrixovych proteind (Fong & Yildiz, 2008). Podobny
efekt ma cAMP 1 u bakterie Seratia marcescens. Na rozdil od E. coli je tento druh schopen vytvaret
biofilmy v médiu s vysokym obsahem glukdzy. Vysvétlenim tohoto jevu je zjisténi, Ze zvySena hladina
cAMP potlacuje tvorbu pilt typu I, které jsou u této bakterie zasadni pro adhezi k povrchu. V médiu
s glukozou diky katabolické represi nedochazi k produkci cAMP, a proto miiZze butika zahajit tvorbu
biofilmu (Kalivoda et al., 2008).

3.6 Dalsi efekty cAMP

3.6.1 Regulace asimilace dusiku

Kromeé regulace zdrojt uhliku se cyklicky AMP zapojuje i do fizeni metabolismu dusiku (Mao ef al.,
2007). Hlavni zasobni molekulou dusiku v buiice je glutamin, potazmo glutamat. Tyto aminokyseliny
slouzi jako hlavni donory dusiku v riznych syntetickych drahach. Glutamin je syntetizovan ¢innosti
glutaminsyntetdzy, kterd za spotieby ATP navazuje amoniak na glutamat (Woolfolk et al., 1966).
Glutamin poté mize byt konvertovan na dva glutamaty pomoci glutamatsyntazy. Ta pirenasi
aminoskupinu z glutaminu na a-ketoglutarat (Meers et al., 1970).

Glutaminsyntetdza je kddovana genem gind, ktery lezi v operonu glnALG. Z tohoto operonu jsou
exprimovany dva dalsi proteiny, které zastavaji regulacni funkce. Jedna se o NtrB a NtrC (Reitzer
& Magasanik, 1983; Chen et al., 1982). Pti nedostatku zdroji dusiku NtrB fosforyluje NtrC, ktery
nasledné ziska schopnost vazat se na DNA (Ninfa & Magasanik, 1986). Operon g/lnALG je kontrolovan



dvéma hlavnimi promotory glnApl a glnAp2. Slabsi ginAp1 je negativné regulovan aktivovanym NtrC,
transkripce z tohoto promotoru je naopak spousténa po vazbé CRP-cAMP. Promotor je vyuzivan hlavné
v podminkach limitace uhlikem a jeho ulohou je udrzovat zakladni Grovei esencialni glutaminsyntetazy
v bufice. Druhy promotor, ktery nese oznaceni glnAp2, je plné aktivovan pti nedostatku dusiku, kdy
dochézi k vyrazné produkei faktoru ¢°*. K expresi glnALG je kromé o> nutny i fosforylovany NtrC,
ktery za téchto okolnosti zastava roli transkripcniho aktivatoru (Reitzer & Magasanik, 1985). Do
regulace glnAp2 se zapojuje i CRP-cAMP. Dokaze totiz interagovat s 63* a nasledné ohybat DNA, ¢imz
brani nasednuti NtrC a blokuje zahajeni transkripce z tohoto promotoru (Mao ef al., 2007).

Do fizeni metabolismu dusiku muze vstupovat CRP-cAMP i jinym mechanismem. Tento
transkrip¢ni faktor je schopen aktivovat expresi genu glnH, jehoZz produkt se podili na pfijmu glutaminu
z prostfedi. ZvySena koncentrace intracelularniho glutaminu nésledné ovliviiuje PII signalizacni systém
(Mao et al., 2007). Pfi dostatku glutaminu se slozky tohoto systému vazou na NtrB, a tim brani
fosforylaci NtrC. Pokud ale dojde k vyraznému sniZeni koncentrace této aminokyseliny, uridylylace PII
brani jeho funkei, diky ¢emuz je spusténa transkripce g/ind (Ninfa & Magasanik, 1986). CRP-cAMP
zprostfedkovany transport glutaminu tedy v dasledku potlacuje expresi glutaminsyntetazy (Mao et al.,

2007).

3.6.2 Regulace fototaxe a fototrofie

U sinice Synechocystis bylo pozorovano az desetindsobné zvySeni koncentrace cAMP po pfesunu
z kompletni tmy na svétlo. Nejveétsi nartst koncentrace byl zaznamenan po vystaveni modrému svétlu.
Zvyseni hladiny cAMP vedlo k vyraznému zvySeni motility bun¢k (Terauchi & Ohmori, 2004). Tato
data jsou v souladu s pfedchozimi studiemi, které ukazuji, ze Synechocystis vykazuje negativni fototaxi
pii ozafenim modrym svétlem (Ng ef al., 2003).

Cyklicky AMP zaroven muze piimo regulovat expresi fotosyntetického aparatu. Tento efekt se
uplatiiuje hlavné u fakultativné fototrofnich druht, jako je naptiklad Rhodospirillum rubrum. Tato
bakterie Zije anaerobné a za ptiznivych podminek fermentuje pyruvat. Pokud jsou ale vy¢erpany vhodné
substraty v prostfedi, dojde k zahajeni biosyntézy fotosyntetického aparatu a bakterie piejde na
autotrofni zplisob vyzivy. V piipad¢ opétovného vyskytu vyuzitelnych chemickych sloucenin dochazi
k vyraznému zvySeni cAMP, které zprostiedkované potlacuje expresi bakteriochlorofylu a dalSich pro

fotosyntézu nezbytnych slozek (Solaiman & Uffen, 1984).

3.6.3 Regulace syntézy biciku

CRP-cAMP se rovnéz zapojuje do regulace tvorby biciku (Soutourina et al., 1999). Syntéza tohoto
molekuladrniho motoru je umoznéna celou fadou gent, které jsou hierarchicky uspotaddany. U E. coli je
nejvyse postaveny operon obsahujici geny fIhC a flhD, jejichz produkty fidi expresi dalSich flagelarnich
gent, z nichZ nejvyznamnéjsim je gen flid. Tento gen koduje 628, ktery je zasadni pro transkripci
strukturnich genti bi¢iku (Liu & Matsumura, 1994). Transkripce z operonu flhDC je aktivovana interakci

s CRP-cAMP. Mutanty v crp genu jsou nemotilni (Soutourina et al., 1999).



Operon flhDC se nachdzi i u Salmonella enterica, kde byla identifikovana dvé CRP-cAMP vazebna
mista, znichz jedno je timto transkripénim faktorem regulovano pozitivné a druhé negativné
(Yanagihara et al., 1999). U Pseudomonas aeruginosa je hlavnim regulatorem flagelarni syntézy FleQ.

V piipadé této bakterie je fleQ reprimovan pomoci V{r-cAMP (Dasgupta et al., 2002).

3.6.4 Role v patogenezi

Nékteré druhy vyuzivaji cAMP jako nastroj ve své patogenezi. Jednim z nejlépe prostudovanych
zastupct téchto bakterii je Bordetella pertussis, ptivodce ¢erného kasle. Béhem infekce svého hostitele
tato bakterie produkuje toxin, kterym je extraceluldrni adenylatcyklaza CyaA. Tento enzym je schopen
vstoupit do hostitelské buiiky a zde svou aktivitou zvySovat hladinu cAMP (Hanski & Farfel, 1985).
Kromg klasické cyklazové aktivity protein vykazuje vlastnosti hemolysinu, dokaze tedy vyvolavat lyzi
¢ervenych krvinek (Glaser et al., 1988). Toho je dosazeno diky schopnosti enzymu vytvaret drobné
pory v membrang, které jsou propustné pro ionty (Benz et al., 1994). Béhem internalizace ale CyaA tuto
vlastnost nevyuziva a pravdépodobné se integruje do membrany, diky cemuz se adenylat cyklazova
doména dostane do cytosolu (Osickova et al., 2010). Pro pIné spusténi syntézy cAMP je poté nutna
interakce s hostitelskym kalmodulinem. U B. pertussis se zadny protein podobny eukaryotickému
kalmodulinu nevyskytuje, ¢imz je zajiSt€éna ochrana bakterie pied pfili§ v€asnou aktivaci adenylat
cyklazy (Wolff et al., 1980). CyaA ma za ukol potlacovat imunitni systém, zvySend hladina cAMP
v leukocytech inhibuje chemotaxi a produkci kyslikovych radikalti (Friedman et al., 1987). V krajnich
ptipadech mize vést pfilis vysoka koncentrace intracelularniho cAMP k indukci apoptozy (Khelef et al.,
1993).

Adenylatcyklazovou aktivitu vykazuje i toxin EF (edema factor), ktery je produkovan bakterii
Bacillus anthracis (Leppla, 1982). Mechanismus, kterym se tento enzym dostava do buniky, je ale jiny
nez ten vyuzivany CyaA. Ke vstupu do hostitele EF vyZzaduje PA (protective antigen), dalsi toxin
syntetizovany B. anthracis. PA rozeznava specifické bunécni receptory a vaze na sebe EF. Nasledné
dochazi k internalizaci celého komplexu pomoci klasické endocytoézy (Leppla, 1982). Uvniti
endozomalniho systému PA v disledku snizeni pH méni svou konformaci a vytvaii kanal, ktery
umoznuje vstup EF do cytoplazmy (Blaustein et al., 1989). Adenylatcyklaza je nasledné aktivovana
hostitelskym kalmodulinem. Po aktivaci je enzym vyrazné zvySuje intracelularni koncentraci cAMP,

coz se projevuje vznikem edému (Leppla, 1982).

4 (p)pPGPP

4.1 Struktura (p)ppGpp a enzymy zodpovédné za jeho homeostizu

Jiz v 50. letech byl u hladovéjicich bakteridlnich bun¢k péstovanych v médiu s nizkym obsahem
aminokyselin pozorovan vyrazny pokles proteosyntézy, ktery byl provdzen sniZzenim produkce
nukleovych kyselin (Sands & Roberts, 1952). Redukovand syntéza proteint tedy neni dana pouhym

nedostatkem prekurzord, ale je regulovana. Pti absenci aminokyselin buiika sama vyrazné potlacuje
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produkci RNA (Pardee & Prestidge, 1956). Tento jev byl nazvan stringentni odpovéd’ (stringent
response) a pozd¢ji byly objeveny i druzi poslové, které jsou za tento fenomén, jez zahrnuje i celou fadu
jinych odpovédi, zodpoveédni. Témito molekulami se staly ppGpp a pppGpp (Cashel, 1969). pppGpp
(guanosin-5’-trifosfat 3'-difosfat) a ppGpp (guanosin-3',5 -bis(difosfat)) jsou souhrnné oznacovany
jako (p)ppGpp a lisi se poétem fosfattina 5” uhliku. pppGpp je syntetizovan z GTP piidanim pyrofosfatu
ptivodem z ATP na 3" pozici za tvorby fosfodiesterové vazby. Ve vysledku se tedy molekula sklada
z 1ibdzy, na jejimz 1" uhliku je N-glykosidickou vazbou pfipojena guaninova baze, uhlik 3" vaze dva
fosfaty, uhlik 5" nasledné tii fosfatové zbytky. Struktura ppGpp je totozna, s tim rozdilem, Ze v poloze
5" se vyskytuji dva fosfaty, coz je zpusobeno syntézou, ktera vychazi z GDP (Sy & Lipmann, 1973)
(obr. 4).
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Intracelularni hladiny (p)ppGpp jsou samoziejmé piisné regulovany. Nejdilezitéjsi roli
v homeostaze téchto druhych poslt hraji RSH (RelA/SpoT Homologue) enzymy, které zajistuji jejich
syntézu a ¢astecné se podili i na jejich degradaci. Jedna se o vysoce konzervované proteiny, vyskytuji
se témér u vSech znamych bakterialnich taxont.. Mezi vyjimky patii hlavné intracelularni symbionti
a patogenni druhy, jako je Treponema pallidum. Tyto proteiny se nevyskytuji ani u bakterii skupiny
PVC, kam spadaji Planctomycetes. Piestoze sedm druhti rodu Mycoplasma tento enzym postrada,
M. genitalium, bakterie s jednim z nejmensich genomt, RSH koéduje (Atkinson et al., 2011).

Oznaceni RSH je odvozeno od dvou enzymi, které byly nalezeny u E. coli, konkrétné se jedna
o proteiny RelA a SpoT. Obecné je mozné RSH rozdélit na dva typy: kratké proteiny, jez se skladaji
pouze zjedné domény, a dlouhé multidoménové enzymy, mezi které patii i SpoT a RelA. Oba
proteiny E. coli se podobné jako vétSina dlouhych RSH skladaji z Sesti domén. Prvni dvé se souhrnné
oznacuji jako N-termindlni doména a jedna se o (p)ppGpp hydrolytickou doménu (HD) a (p)ppGpp
syntetizujici doménu (SYNTH). Zbylé domény spadaji pod CTD (C-terminalni doménu) (Atkinson
et al., 2011). Jejich piesna funkce je neznama, pravdépodobné se podili na fizeni aktivity N-terminalni
¢asti enzymu (Mechold et al., 2002).

Pozdéji byly u nekterych bakterii objeveny i kratké RSH, které sestavaji pouze z jedné domény
a kazdy tedy zastava jen jednu enzymatickou aktivitu (Nanamiya et al., 2008). Dé€li se na SAS (small
alarmone synthetases), které mohou (p)ppGpp syntetizovat, a SAH (small alarmone hydrolases), které
(p)ppGpp naopak degraduji (Atkinson ef al., 2011). Tento typ enzymd je regulovan hlavné na Grovni
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exprese a jejich transkripce je zahajena v momenté, kdy se buiika setkd s néjakym stresorem. Naptiklad
syntéza SAS u B. subtilis je indukovéna v reakci na alkalicky Sok (Nanamiya et al., 2008). Za zminku
jisté stoji, ze kratké RSH byly nalezeny i u Zivocichl, amoebozoi a vyjimecné i u nékterych archei

(Atkinson et al., 2011).

4.2 Mechanismy regulace syntézy (p)ppGpp

Nejlépe popsanymi RSH jsou zminéné proteiny SpoT a RelA z E. coli (obr. 5). Oba zajist'uji odpoveéd’
na stresové faktory. RelA odpovida hlavné na aminokyselinovou deprivaci (Haseltine & Block, 1973).
SpoT ma Sirsi spektrum stimull, (p)ppGpp syntetizuje naptiklad pifi nedostatku mastnych kyselin
(Battesti & Bouveret, 2006), zdrojt uhliku (Xiao et al., 1991) nebo Zeleza (Vinella et al., 2005). Prestoze
je doménové slozeni obou proteind stejné, postrada HD doména RelA svou hydrolytickou funkci. RelA
je tedy schopen (p)ppGpp pouze syntetizovat (Atkinson et al., 2011).

RelA zprostiedkované monitoruje hladinu aminokyselin diky schopnosti asociovat s ribozomem. Pii
nedostatku aminokyselin do ribozomu vstupuje velké mnozstvi deacylovanych tRNA, diky ¢emuz
ribozom neni schopen pokracovat v syntéze. Zablokovany ribozom je rozpoznavan RelA, ktery se vaze
do blizkosti A mista. Zde po interakci s deacylovanymi tRNA dojde k aktivaci RelA, ktery za¢ne
syntetizovat (p)ppGpp a ztrati afinitu k ribozomu (Wendrich et al., 2002). K aktivaci je nutnd 3'-OH
skupina na akceptorovém rameni tRNA, na volnou 2’-OH enzym nereaguje (Sprinzl & Richter, 1976).
Podle tzv. skakajiciho modelu by se RelA po urcitém case opét navazal na jiny zablokovany ribozom,
¢imz by bylo zajisténo, Ze mnozstvi (p)ppGpp bude rlst v zavislosti na poctu zastavenych ribozomd.
Tento model predpoklada, ze RelA produkuje (p)ppGpp pouze v aktivnim stavu, kdy je stale navazany
na ribozom, a ze po disociaci syntéza ustava (Wendrich et al., 2002). Nové&jsi data vSak naznacuji, ze je
RelA aktivni i mezi pfeskoky. Podle autorti enzym pokracuje v produkci druhého posla i po opusténi
ribozomu a po urcité dobé¢ se sam deaktivuje ¢innosti regulacni C-terminalni domény (English et al.,
2011).

SpoT ma vice obecnou funkci, kdy reaguje na celou fadu stimuld souvisejicich s hladovénim. Jak jiz
bylo zminéno, SpoT se mize podilet na syntéze i degradaci, v prostfedi bunky vSak enzym (p)ppGpp
prevazné hydrolyzuje (Xiao et al., 1991). Degradace je zavisla na manganatych iontech a dochazi pfi ni
k odstépeni pyrofosfatu na uhliku 3, vysledkem je tedy opét GTP nebo GDP (Sy, 1977). Smér aktivity
jeregulovan interakci s jinymi proteiny. SpoT monitoruje mnozstvi mastnych kyselin v buiice diky ACP
(acyl carrier protein), ktery ma zasadni Glohu pfi jejich syntéze. Pokud dojde k zastaveni produkce
mastnych kyselin, ACP zméni svou konformaci a interaguje se SpoT, ktery odpovi potlatenim své
degradacni aktivity a spusténim syntézy (p)ppGpp (Battesti & Bouveret, 2006). Interakce s G proteinem
CtgA naopak spousti hydrolytickou Cinnost SpoT. Piedpoklada se, ze CtgA zastavuje stringentni
odpovéd’ v prostredi s dostatkem zivin (Raskin et al., 2007).
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Obradzek 5: Stringentni odpovéd’ u E. coli: Vétsi mnoZstvi deacylovanych tRNA vstupujicich do ribozomu aktivuje
RelA, ktery zacne syntetizovat (p)ppGpp. Tento druhy posel ndsledné reguluje aktivitu RNA polymerdzy. SpoT
(p)ppGpp degraduje, rizné stresové stimuly ale mohou tuto aktivitu utlumit, a naopak spoustét jeho (p)ppGpp
syntetickou aktivitu (prevzato z Magnusson et al., 2005; upraveno).

Metabolismus (p)ppGpp neni vzdy fizen dvéma RSH enzymy. Bakterie jako Mycobacterium
tuberculosis koduji pouze jeden protein Rel. Ten podobné jako SpoT ma hydrolytickou i syntetickou
aktivitu. Svym fungovanim ale pfipomina spiSe RelA. Také se vaze na ribozom a pii hromadéni
deacylovanych tRNA zvySuje svou syntetickou aktivitu, a naopak utlumuje tu hydrolytickou (Avarbock
et al., 2000). U tady bakterii je nutné splnit vice podminek, aby byla zahajena syntéza (p)ppGpp.
Caulobacter crescentus zije v trvale nutricné chudém prostfedi. K tomu, aby byla spusténa stringentni
odpovéd, je nutny nedostatek aminokyselin a zaroven chybéjici zdroj uhliku nebo dusiku. Pouha
aminokyselinova deprivace neni v tomto pfipad¢ k aktivaci syntézy dostacujici (Boutte & Crosson,
2011).

Kvuli své dilezité funkci jsou enzymy produkujici (p)ppGpp pfisn€ regulovany na nékolika
urovnich. Gen pro RelA ma celkem ctyii promotory: relAP1, relAP2, relAP3 a relAP4. Exprese
z promotoru relAP1 je konstitutivni, zbylé promotory se aktivuji po vystaveni néjakym stresovym
podminkam. relAP2 je pozitivné regulovan hlavné diky transkripénimu faktoru CRP-cAMP, ktery se
hromadi v disledku nedostatku gluk6zy. Prepis z tohoto promotoru je spoustén i po interakci s H-NS,
RpoS naopak funguje jako slaby inhibitor exprese (Nakagawa et al., 2006). Zbylé dva promotory reaguji
na nedostatek zdroji dusiku a jsou tedy zavislé na o4, Pfi nizké hodnoté dusikatych sloucenin dochazi
k fosforylaci NtrC, jehoz nasednuti do regulacéni oblasti reld zvySuje pravdépodobnost zahajeni
transkripce z promotorit P3 a P4. Za té&chto okolnosti ma RNA polymeraza s ¢>* naopak niz§i afinitu
k promotoru genu spoT, coz brani efektivnimu odbouravani (p)ppGpp (Brown et al., 2014). Na
posttranslacni trovni je RelA pozitivné stimulovan svym produktem, ppGpp. Samotna pfitomnost
ppGpp ale k pfechodu RelA do aktivni konformace nestaci (Shyp et al., 2012). Na regulaci by se mohla
rovnéZz podilet schopnost dlouhych RSH tvofit oligomery. Rel z Mycobacterium tuberculosis dokaze
trimerizovat, pficemz ma tato forma niz$i syntetickou aktivitu nez volné monomery. V trimernim stavu
je totiz pravdépodobné funkéni jen jedna podjednotka, enzymaticka ¢innost zbylych dvou je potlacena

(Avarbock et al., 2005).
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4.3 Efekty (p)ppGpp

Jak jiz bylo zminéno, (p)ppGpp se podili na odpovédich buriky na hladovéni a jiné stresové podminky.
Souhrnné jsou drahy tizené timto druhym poslem oznacovany jako stringentni odpovéd’ (Cashel, 1969).
Efekty (p)ppGpp mohou byt piimé i nepiimé. Syntéza (p)ppGpp vyCerpava vnitrobunécné zasoby GTP,
coz mize ovlivnit aktivitu RNA polymerazy, ktera vyrazné snizi piepis transkriptli zacinajicich
inkorporaci GTP. Takova regulace se tyka naptiklad genti pro rRNA u Bacillus subtilis, protoze
v limitujicich podminkach je zbytecné a energeticky nevyhodné syntetizovat velké mnozstvi ribozomu
(Krasny & Gourse, 2004). Deplece GTP ovliviiuje i proteiny, které ke své ¢innosti tento nukleotid
vyzaduji. U Firmicutes je mnoho gent spojenych se stresovou odpovédi a sporulaci umléeno pomoci
transkripéniho represoru CodY, ktery pro svou ¢innost potiebuje GTP. Pokles tohoto nukleotidu tedy
vede k odblokovani exprese téchto geni (Geiger & Wolz, 2014).

4.3.1 Interakce s RNA polymerazou

Hlavni ptimy efekt (p)ppGpp se tyka jeho interakce s RNA polymerazou, u niz bylo na rozhrani
B a o podjednotek nalezeno (p)ppGpp vazebné misto (Mechold ef al., 2013). Interakce (p)ppGpp
s RNA polymerdazou vede k rozpadu méné stabilnich otevienych komplexti. Takto je naptiklad
zabranéno syntéze rRNA u E. coli (Barker et al., 2001). Pfesny mechanismus neni popsan, vazba
(p)ppGpp ale mize vést k mensi konformacni zméné¢, ktera se projevi zmeénou katalytického mista
s koordinovanym hot¢ikem. Tato zména poté mlize zabranit transkripéni aktivité polymerazy a zpusobit
jeji uvolnéni z prepisovaného vladkna DNA (Mechold et al., 2013). Podle jiného modelu ovlivituje vazba
(p)ppGpp stabilitu otevieného komplexu, coz znemoziiuje ptrechod do elongacni faze a podnécuje
disociaci komplexu (Zuo et al.,2013). DuleZzitou roli v pfed¢asné terminaci transkripce zastava i protein
DksA. Jedna se o transkrip¢ni faktor, ktery se vaze do blizkosti sekundarniho kanalu RNA polymerazy,
jenz privadi nukleotidy do aktivniho mista enzymu. DksA do tohoto kanalu zasouva svou coiled-coil
doménu a zvysuje nachylnost polymerazy na zménu konformace (Lennon et al., 2012). Vazba DksA
zaroveil vytvari nové vazebné misto pro (p)ppGpp, které se nachazi pravé na rozhrani tohoto
transkripéniho faktoru a polymerdazy. Kombinace téchto dvou efektli vyrazn¢ amplifikuje ucinek
(p)ppGpp (Ross et al., 2016).

Komplex RNA polymerazy s navazanymi DksA a (p)ppGpp ovliviiuje mnoho transkriptl, pfi¢emz
po 10 minutach od nartstu hladiny (p)ppGpp dochazi u E. coli ke zméné¢ exprese asi 1200 transkriptt.
Krome klasické represe rRNA syntézy dochdzi k zablokovani exprese gent pro tRNA, rRNA helikazy,
RNézy, RNA modifikacni enzymy a dal$i proteiny zapojené do maturace ribozomul. Soucasné ale
probiha i aktivace pomérné velké frakce gend (Sanchez-Vazquez et al., 2019). Tato pozitivni regulace
se tyka hlavné genil pro biosyntézu aminokyselin. Diive se pfedpokladalo, ze aktivace exprese probiha
vyhradné neptimo, kdy rozpad RNAP na negativné regulovanych genech zvySuje mnozstvi dostupné

polymerazy pro geny pro syntézu aminokyselin (Barker et al., 2001). Tento mechanismus v mensi mife
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stale plati, ale podle novéjsich dat je DksA spolecné s (p)ppGpp schopen transkripci aktivovat piimo.

Zvyseni piepisu je promotor specifické a pIn€ zavislé na pfitomnosti DksA (Paul et al., 2005).

4.3.2 Priklady dalSich drah regulovanych (p)ppGpp

Tento druhy posel se kromé RNA polymerazy piimo vaze i na jiné enzymy. Naptiklad dokéaze inhibovat
primdzu DnaG. Ta je zodpovédna za syntézu RNA primeru, ktery umoziuje nasednuti DNA
polymerazy. Timto mechanismem je zajisténo zablokovani replikace pii hladovéni. Za normalnich
okolnosti by pii zastaveni postupu replikacni vidlicky byl rekrutovan protein RecA, jenz je zodpoveédny
za spousténi rekombinacnich procest a dalSich opravnych mechanismti, které pomahaji opét pokracovat
v replikaci. Pfi stringentni odpovédi ale k vazbé RecA nedochazi. Neni jisté, jak vazba (p)ppGpp brani
zahajeni rekombinace. RecA rozpoznava useky tvorené ssDNA, je tedy mozné, ze inhibovana primaza
moduluje aktivitu helikazy, ktera udrzuje nejkratsi mozny usek jednoietézcové DNA. Piredpoklada se,
Ze interakce primazy s (p)ppGpp stabilizuje replikacni komplex a brani genomovym ptestavbam, které
by mohly vést k Cetnym mutacim. Tento zpilisob zastaveni replikace je reverzibilni, po odeznéni
signalizace muze replikacni masinérie opét pokracovat ve své aktivite (Wang et al., 2007).

Dalsi ptimé negativni regulace se tykaji nékterych GTPaz, které jsou kromé deplece GTP
inaktivovany i vazbou (p)ppGpp. V ptipad¢ bakterie Staphylococcus aureus se napiiklad jedna o RsgA,
RbgA, Era nebo HflX, tedy o enzymy zapojené do sestavovani ribozomti. Mezi pifimo inhibované
proteiny patii i enzymy vystupujici v drahach pro syntézu GTP, ¢imZ je umocnén efekt vycerpani
dostupného GTP v bunice. U grampozitivnich bakterii jsou blokovany enzymy Gmk a HprT. Gmk
zajist'uje fosforylaci GMP na GDP, HprT produkuje GMP za vyuziti guaninu (Corrigan et al., 2016).

V ramci nutnosti udrzZet pouze esencidlni procesy v bunce (p)ppGpp blokuje i jiné biosyntetické
drahy, naptiklad se podili na regulaci syntézy lipidt a fosfolipidi. Prvni enzym vystupujici v syntéze
mastnych kyselin je acetyl-CoA karboxylaza, ktera zajiStuje karboxylaci acetyl-CoA za vzniku
malonyl-CoA, jenz je vychozi latkou pro dalsi kroky drahy. Komplex se sklada z nékolika podjednotek,
pficemz (p)ppGpp inhibuje pravé posledni znich. Ta je oznacovana jako acetyl-CoA
karboxyltransferaza a je zodpovédna za samotny pienos karboxylu na acetyl-CoA (Polakis et al., 1973).
Zvysend koncentrace (p)ppGpp soucasné vede k deaktivaci enzymi podilejicich se na
syntéze fosfolipidi.  Inhibi¢ni  vliv byl prokdzan u  glycerol-3-fosfat  acyltransferazy
a fosfatidylglycerofosfatsyntazy. Prvni zminény enzym konvertuje glycerol-3-fosfat a acyl-CoA na
kyselinu lysofosfatidovou, fosfatidylglycerolfosfatsyntaza zase vyuziva diacylglycerol aktivovany diky
asociaci s CDP a navazuje na n¢j glycerol-3-fosfat (Merlie & Pizer, 1973). Blokovana je i draha pro
syntézu glykogenu, a to diky inhibici ADP-glukoéza syntetazy (Dietzler & Leckie, 1977).

Mezi efektory (p)ppGpp patii i aminokyselinové dekarboxylazy. Pfi studiu struktury lysinové
dekarboxylazy Ldcl z E. coli byla odhalena schopnost tohoto enzymu interagovat s (p)ppGpp.
Ptidruzené experimenty prokazaly, ze tento druhy posel vyrazn€ inhibuje ¢innost Ldcl (Kanjee et al.,

2011a). V této souvislosti byly zkoumany i dalsi proteiny tohoto typu, konkrétné€ se jednalo o lysinovou
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dekarboxylazu LdcC, argininovou dekarboxylazu AdiA a ornitinové dekarboxylazy SpeF a SpeC. Piima
interakce téchto proteint s (p)ppGpp vede v piipad€é LdcC, Ldcl a SpeC k pomémeé silné inhibici jejich
aktivity. U SpeF bylo pozorovano pouze slabé snizeni aktivity a AdiA na zvySenou koncentraci
(p)ppGpp nereaguje. Zablokovani téchto enzymu pfi stringentni odpovédi pravdépodobné pomaha
zachovat vice aminokyselin, jejichZ nedostatek patti k hlavnim spoustécim syntézy (p)ppGpp (Kanjee

etal.,2011b).

4.3.3 Role (p)ppGpp V rezistenci
Bakterie se spusténou stringentni odpovédi vykazuji vétsi odolnost viici antibiotikiim penicilinového
typu, které cili na biosyntézu bunécné stény. (p)ppGpp totiz zprostiedkované inhibuje syntézu
peptidoglykanu, diky ¢emuz buiika pfestane na penicilin reagovat (Rodionov & Ishiguro, 1995).
V jinych pifipadech miize tento druhy posel indukovat expresi efluxnich pump, které vylucuji cizorodé
latky z buniky (Jung et al., 2020). U Pseudomonas aeruginosa stringentni odpovéd’ aktivuje superoxid
dismutazu, ktera pfeménuje superoxid na kyslik a peroxid vodiku, ¢imz se zvySuje odolnost vici
reaktivnim formam kysliku (ROS), jejichz néarist je efektem celé fady antibiotik (Martins et al., 2018).
Zvysena odolnost patogenti vici antibiotikiim muze byt zajiSténa i nepfimo. Vysokou rezistenci
vykazuji hlavné bakterialni spolecenstva tvotici biofilm. Buiiky zde maji pomalejsi riist, ale zadroven
jsou u nich aktivované mechanismy horizontalniho genového ptenosu (HGT), které bakteriim umoziuji
ziskat ptistup k nové genetické informaci pochazejici od jinych mikroorganismt. To zajistuje velmi
rychlé $ifeni genu s rezistenci. Na regulaci HGT u bunék Zijicich v biofilmu se mimo jiné také podili
(p)ppGpp. Jeho zvysena koncentrace v E. coli zprostiedkované spousti expresi integrazy, coz v buiice

zvysuje pravdépodobnost rekombinaénich udalosti (Strugeon et al., 2016).

5 c-di-GMP

5.1 Syntéza a degradace c-di-GMP

Cyklicky di-GMP byl poprvé popsan pii studiu regulace celuldza syntazy v Acetobacter xylinum.
Molekula se sklada ze dvou GMP, které jsou propojeny dvéma 5°-3" fosfodiesterovymi vazbami (Ross
et al., 1985) (obr.6). Na metabolismu c-di-GMP se podili hlavné proteiny obsahujici domény GGDEF
a EAL. Proteiny s GGDEF doménami jsou diguanylatcyklazy zodpovédné za produkcei tohoto druhého
posla (Paul et al., 2004). Enzymy s EAL doménami naopak c-di-GMP odbouravaji, jedna se tedy
o fosfodiesterdzy. GGDEF a EAL domény se oznacuji podle konzervované sekvence aminokyselin,
ktera se v nich objevuje. V ptipadé GGDEF jde o motiv glycin-glycin-aspartat-glutamat-fenylalanin,
EAL obsahuje glutamat, alanin a leucin (Christen et al., 2005). Tyto domény se vétSinou vyskytuji
v multidoménovych proteinech, v mnoha piipadech mize jeden protein obsahovat GGDEF i EAL.
Enzymy tohoto typu jsou navic Casto opatfeny senzorickou N-termindlni doménou, kterd je schopna
reagovat na riizné signaly. Podstatna ¢ast téchto N-termindlnich domén je transmembranova, diky cemuz

mohou odpovidat na periplazmatické nebo piimo extracelularni impulzy (Tal ef al., 1998).
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Obrazek 6: Struktura c-di-GMP (prevzato z Shanahan & Strobel, 2012)

Enzymy s diguanylatcyklazovou aktivitou obsahuji jedno GTP vazebné misto. Aby mohla reakce
probéhnout, musi tedy dimerizovat dvé GGDEF domény, ¢imz vznika kompletni katalytické misto
(Chan et al., 2004). C-di-GMP fosfodiesteraza ke své funkci vznik oligomert nepottebuje. EAL doména
vSak nezajistuje plnou degradaci c-di-GMP na GMP. Aktivitou této domény, ktera se také oznacuje jako
PDE-A (fosfodiesteraza A) vznika pGpG, tedy linearni diguanylat. Tento dinukleotid je nasledné nutné
znovu hydrolyzovat, aby vznikly dvé finalni molekuly GMP. Enzym s touto katalytickou aktivitou se
nazyvad PDE-B (fosfodiesterdza B). Jistou PDE-B aktivitu vykazuje samotna EAL doména, ta je ale
velice slaba a fyziologicky pravdépodobné nevyznamna (Schmidt et al., 2005). pGpG je tedy rozkladan
jinymi enzymy, jako je oligoribonukleaza Orn (Orr ef al., 2018). Piestoze vétSina bakterii ma GGDEF
doménu, fada druhii postrada EAL doménu. Mezi tyto bakterie patii Treponema pallidum ¢i Thermotoga
maritima. V téchto organismech hydrolytickou aktivitu zastupuje méné charakterizovand doména
HD-GYP (Galperin et al., 1999).

Regulace aktivity proteinti zapojenych do metabolismu c-di-GMP probiha hlavné diky jiz zminéné
senzorické N-terminalni doméné. Ta je Casto zabudovana do membrany a obsahuje periplazmatické
smycky, které dokazou interagovat sruznymi substraty. Naptiiklad u Salmonella enterica je
diguanylatcyklaza pozitivné regulovana argininem. Syntéza c-di-GMP je spousténa interakci
N-terminalni domény s periplazmatickym arginin vazebnym proteinem (Mills ef al., 2015). Podobn¢
mize byt fizena i ¢innost PDE-A. C-di-GMP fosfodiesteraza Bdellovibrio bacteriovorus obsahuje
senzorickou podjednotku s cAMP vazebnou oblasti, kterd se strukturné podoba CRP. ZvySena
koncentrace cAMP tedy v tomto ptipadé vede k degradaci c-di-GMP, coz je nejspis dllezité pro piechod
mezi zivotem uvniti a vn¢ hostitele (Cadby ez al., 2019).

U fotosyntetizujicich bakterii dokonce existuje velka frakce fosfodiesteraz a diguanylatcyklaz, které
reaguji na svétlo o riizné vinové délce. Role svétla pro regulaci produkce c-di-GMP byla demonstrovéana
u sinice Synechocystis. Jeji protein Cph2 obsahuje dvé N-koncové GAF domény, EAL, CBCR a dv¢
GGDEF domény, z nichz jedna je degenerovana. Na svétlo citlivé jsou GAF domény, které vnimaji
cervené svétlo a doména CBCR, jenZ reaguje na modré svétlo a spousti diguanylatcyklazovou aktivitu
zachované C-koncové GGDEF podjednotky. Zda se, ze aktivni miize byt i EAL, jeji regulace mozna
probiha ptes nefunkéni GGDEF doménu. Fotoreceptor zajist'uje kontrolu motility a fototaxe (Savakis

etal., 2012).
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5.2 Efektory c-di-GMP

C-di-GMP ma velmi rozsahly soubor efektorti, z nichz se velka ¢ast uplatiuje pii formovani biofilmu.
Jedna se o proteiny, ale i 0 RNA riboswitche. Proteinové vazebné kapsy maji variabilni strukturu. Sdileji
pouze malé mnozstvi spole¢nych charakteristik, mezi néz patii Casty motiv obsahujici arginin a aspartat,
které piimo interaguji s c-di-GMP (Christen et al., 2006). Mezi c-di-GMP vazebné proteiny patii
i nefunkéni GGDEF a EAL domény. Ty se uplatiuji napiiklad u Pseudomonas, kde je timto zptisobem
regulovana adheze pti formovani biofilmu. Vazba c-di-GMP na degenerovanou EAL doménu
transmembranového proteinu LapD vede ke zméné jeho periplazmatické domény (Newell ef al., 2009).
Ta nasledné inhibuje periplazmatickou protedzu LapG. Diky deaktivaci této protedzy se ve vnéjsi
membrané zacne hromadit adhezin LapA, ktery u tohoto druhu zahajuje ptipojeni k povrchu (Newell
etal., 2011). Vyznamnou c-di-GMP vazebnou doménou je PilZ, ktera se u enterobakterii vyskytuje
napiiklad v proteinech BcsA a YcgR. Prvni jmenovany plni roli celuléza syntazy, druhy reguluje pohyb
pomoci bic¢iku. Oba se tedy podili na pfechodu mezi piisedlou a volné€ se pohybujici buiikou (Ryjenkov
et al., 20006).

C-di-GMP také interaguje s transkripénimi faktory. Nejvyznamnéj$im je FleQ z Pseudomonas
aeruginosa. FleQ je hlavng zodpoveédny za aktivaci genti pro biosyntézu biciku, soucasn¢ ale reprimuje
geny pro syntézu exopolysacharidii. Po navazani c-di-GMP dochazi ke zméné konformace tohoto
transkripéniho faktoru, coz vede k uvolnéni FleQ a k obnové syntézy exopolysacharidt. Tak vyrazny
efekt ale nebyl pozorovan u gend, které jsou diky FleQ aktivovany. To mize souviset s tim, Ze tyto geny
vyuZzivaji 6°>* misto klasického ¢’° (Hickman & Harwood, 2008).

C-di-GMP je oproti ostatnim dfive zminénym druhym posliim unikatni tim, ze je schopen interagovat
s riboswitchi (Sudarsan et al., 2008). Riboswitche jsou regulac¢ni elementy, které ovliviiuji genovou
expresi. Sestavaji z nekddujici RNA a nachazi se na 5" nepiekladaném konci mRNA (5" UTR). Vytvare;ji
komplexni terciarni struktury, které v sobé mohou zahrnovat regulacni elementy, jako je ribozom
vazebna sekvence, a tim branit uspé$né expresi. Zaroveil jsou schopny interagovat s malymi ligandy,
jejichz vazba vede ke zméné struktury a odmaskovani potfebnych regulacnich elementti (Winkler et al.,
2002). Riboswitche vazajici c-di-GMP se oznacuji jako GEMM a lze je rozdélit do dvou tiid. Prvni
popsanou byla tfida I, ktera jako vétSina riboswitchli po vazbé ligandu méni svou konformaci (Sudarsan
et al., 2008). Trida I je zajimava tim, ze vykazuje vlastnosti ribozymu. V deaktivovaném stavu je start
kodon soucasti jedné stopky riboswitche, ¢imz je zabranéno nasednuti ribozomu. Kromé c-di-GMP vaze
tento riboswitch i GTP. Po vazb¢ obou ligandli dochazi k autokatalytickému §tépeni ¢asti riboswitche
a uvolnéni start kodonu véetné ribozom vazebné sekvence, coz umoziuje efektivni nasednuti ribozomu.
Pokud je v burice nizkd koncentrace c-di-GMP, obsazuje riboswitch pouze GTP, které bez druhého
partnera zacne preferencné Stépit tésné¢ pred start kodonem, ¢imz je vystépena ribozom vazebna

sekvence a nedochazi k uspésnému zahajeni translace (Lee et al., 2010).
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5.3 U¢inky c-di-GMP

5.3.1 Priklady uplatnéni c-di-GMP v regulaci tvorby biofilmu

Nejvyznamnéj$im a nejlépe popsanym ucinkem c-di-GMP je regulace prechodu z motilniho stavu do
stadia sesilniho, ve kterém bakterie tvoii biofilmy, komplexni mnohadruhova spolecenstva obklopena
extracelularni matrix (Hickman & Harwood, 2008). Vytvofeni této struktury je zasadni pro fadu
patogennich druhd, umoziuje spusténi virulence a perzistenci (Nickel et al., 1985). Pro adhezi
k povrchu slouzi rizné typy pild. Klasickym piikladem jsou pili typu IV (Bordeleau et al., 2015).
K pocatecnimu pfipojeni k podkladu nékteré¢ druhy vyuzivaji i bi¢ik. Roli adhezinu muze plnit cap
protein (Arora et al., 1998) i samotny flagelin (Lillehoj et al., 2002). U Pseudomonas aeruginosa jsou
oba zodpovédni za pfipojeni k mucinu.

C-di-GMP se podili na pfechodu mezi volné Zijici a pfisedlou buiikou pomoci inhibice flagelarni
biosyntézy a podpory genl pro produkci adhezinli a komponent extracelularni matrix. V souvislosti
s LapD a transkripénim faktorem FleQ byl tento pfechod jiz popsan u Pseudomonas aeruginosa
(Hickman & Harwood, 2008). U této bakterie je pfechod do nemotilni faze zivota podporovan i regulaci
chemotaxe. C-di-GMP se vaze na PilZ doménu proteinu MapZ, ktery nésledn¢ inhibuje chemotaktickou
methyltransferdzu CheR1 (Yan et al., 2018).

Dobte je formovani biofilmu zdokumentovano i u Vibrio cholerae, gramnegativniho ptivodce
cholery, zavazného prijmového onemocnéni. Pfipojeni k povrchu u ni zajistuji MshA pili, jejichz
polymerace je umoznéna diky ATP4ze MshE, ktera je aktivovdna pfimou vazbou c-di-GMP (Jones et
al., 2015). Cyklicky di-GMP také spousti expresi gentl pro matrix pomoci interakce s transkripcnimi
faktory VpsR a VpsT (Zamorano-Sanchez et al., 2015). Mimo to c-di-GMP u této bakterie reguluje
sekrecni systém typu VI, ktery pii kontaktu s okolnimi buiikami sekretuje toxin. Tento systém je fizen
tfoY, jehoz transkript obsahuje c-di-GMP riboswitch tiidy I. V tomto konkrétnim ptipad¢ zvysSena
koncentrace c¢-di-GMP ukoncuje translaci tohoto genu (Metzger er al., 2016). Samotna produkce
druhého posla pomoci diguanylatcyklaz Vibrio odpovida na velké mnozstvi mimobunéénych signali,
ke zvySeni exprese diguanylatcykldz dochazi napiiklad pfi nizsi teploté (Townsley & Yildiz, 2015).

V ptipad€ E. coli je prechod mezi buikou s bi¢iky a bakterii produkujici extracelularni matrix
regulovan fosfodiesterazou YciR, kterd nové nese oznaceni PdeR. Tento protein je multifunkéni,
obsahuje N-terminalni doménu, GGDEF a EAL doménu. Diguanylatcyklazova aktivita je ale slaba a
protein tedy primarné funguje jako fosfodiesteraza. Za normdalnich okolnosti vaze svou nekatalytickou
¢asti diguanylatcyklazu YdaM, kterou inhibuje. Po interakci s c-di-GMP dochazi k jeho uvolnéni, coz
uvolituje YdaM, ktera zacne produkovat vétsi mnozstvi c-di-GMP a zaroven pfimo aktivuje transkripéni
faktor MIrA, jenz nasledné spousti expresi genu csgD. Ten koduje protein podilejici se na sestavovani
curli vldken, dilezitych komponent extraceluldrni matrix E. coli. Samotnd vazba c-di-GMP na PdeR je
uskutecnéna pies katalyticky funkéni EAL doménu, coz je relativné vzacné. VétSina GGDEF a EAL
vazajici c-di-GMP je totiz degenerovana (Lindenberg et al., 2013).
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Podobny ucinek ma c-di-GMP i u grampozitivni bakterie Clostridium difficile. Jedna se
o nebezpecny patogen, ktery bézné zplisobuje nosokomialni onemocnéni, ktera mohou koncit i smrti.
Tato bakterie je striktné anaerobni, napadé tedy hlavné stieva, diky tvorbé spor je ale schopna prezit
i v prostiedi s kyslikem. Zvyseni intracelularni koncentrace c-di-GMP vede k inhibici biosyntézy biciku
a podporuje sesilitu. C-di-GMP se vaze na riboswitch tfidy I, ktery je soucasti transkriptu operonu flgB
a blokuje jeho expresi. Produkty operonu flgB pozitivné reguluji dalsi operony zapojené v fizeni tvorby
bic¢iku. (Purcell et al., 2012). Jiny c-di-GMP riboswitch naopak podporuje expresi genu pild 1, ktery je
zodpovédny za tvorbu piltl typu IV, coz umoznuji agregaci buné¢k a ptipojeni k povrchu (Bordeleau et
al., 2015). Pomoci riboswitche ¢-di-GMP také reprimuje syntézu zinkové metaloproteazy Zmpl, ktera
v aktivnim stavu odbourava adhezin CD2831. Zvysena koncentrace c-di-GMP rovnéz posiluje expresi
tohoto adhezinu (Peltier ef al., 2015).

Vyznam c-di-GMP se vSak mezi taxony miZze vyznamné lisit. Staphylococcus neméa zadnou
c-di-GMP fosfodiesterazu a kdduje pouze jeden protein s doménou GGDEF, ktery nese oznaceni GdpS.
Ten ale nevykazuje diguanylatcyklazovou aktivitu. U této bakterie nejspis tedy doslo ke kompletni ztraté
potiebného metabolického aparatu pro c-di-GMP a GdpS je poslednim zbytkem diive existujicich drah.
I ptesto se GdpS podili na regulaci formovani biofilmu. Je totiz zodpoveédny za aktivaci ica operonu,

ktery zajistuje biosyntézu exopolysacharidu (Holland et al., 2008).

5.3.2 Dalsi uéinky c-di-GMP

Cyklicky di-GMP se rovnéz uplatituje u streptomycet. Tato skupina grampozitivnich bakterii je
intenzivn¢ zkoumana diky své schopnosti produkovat celou fadu antimikrobialnich latek. Streptomyces
rostou v podob¢ hyf dvojiho typu, vlaknitych vegetativnich hyf a vzdusnych hyf. Druhy typ zajistuje
tvorbu a uvolnovani spor, které se $ifi vzduchem a umoziuji kolonizaci nového prostiedi. Syntetizované
c-di-GMP se u Streptomyces coelicolor vaze na transkripcni faktor BldD, ktery nésledn¢ inhibuje tvorbu
vzdusnych hyf a sporulaci (Tschowri et al., 2014). BldD zaroven brani produkci antibiotik. Kromé svych
jinych cild se vaze i na promotory genu cdg4, ktery koduje diguanylatcyklazu, a tim pozitivni zpétnou
vazbou zvysuje syntézu c-di-GMP (Den Hengst et al., 2010).

C-di-GMP muze ale v organismu zastavat i jiné funkce. V pfipadé¢ Caulobacter crescentus je
c-di-GMP zodpoveédny za regulaci bunécného cyklu. C. crescentus je znam pro asymetrické bunécné
déleni, pii kterém vznika jedna ptisedla a jedna motilni dcefina buika. Nizka hladina c-di-GMP béhem
ristové faze bunécného cyklu je udrZzovana diky protichidné cinnosti fosfodiesterazy PdeA
a diguanylatcyklazy DgceB. Ke konci této faze dochazi k proteolytické degradaci PdeA a zarovei je diky
fosforylaci aktivovana dal$i diguanylatcyklaza, ktera nese oznaceni PleD. To vede k velkému nariistu
c-di-GMP, ktery interaguje s proteinem PopA. Zahéjeni replikace je blokovano hlavnim regulatorem
CtrA, jenz brani formovani iniciaéniho komplexu na poc¢atku replikace. PopA spousti kaskadu vedouci
k aktivaci CtrA specifické proteazy. Odbourani CtrA nésledné odbrzdi bunéény cyklus a zahaji replikaci
chromozomu (Abel et al., 2011).
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6 c-di-AMP

6.1 Objev a metabolismus c-di-AMP

Cyklicky di-3",5"-adenosin monofosfat (c-di-AMP) je zdfive zminénych molekul nejpozdéji
objevenym druhym poslem. Poprvé byl potvrzen az v roce 2008 pii vyzkumu struktury proteinu DisA
(DNA integrity scanning protein A) z Bacillus subtilis. Bylo poukazano na schopnost DisA syntetizovat
c-di-AMP ze dvou molekul ATP. Pti bliz§im ohledani byla také objevena diadenylatcyklazova doména,
ktera byla podle své funkce pojmenovéna jako DAC doména. Hledani homologickych sekvenci
potvrdilo, Ze je tato doména vysoce rozsifena nejen mezi bakteriemi, ale dokonce mezi archea. Struktura
tohoto dinukleotidu je totozna s c-di-GMP, jedinym rozdilem je nahrada guaninu za adenin. Sklada se
ze dvou AMP, které jsou cyklicky propojeny pomoci dvou 5°-3" fosfodiesterovych vazeb (Witte et al.,
2008) (obr. 7). Stejné jako v piipadé ostatnich nukleotidovych sekundarnich poslti, homeostazu zajist'uji

specifické cyklazy a fosfodiesterazy.

c-di-AMP

Obradzek 7: Struktura c-di-AMP (prevzato z Shanahan & Strobel, 2012)

6.1.1 Syntéza c-di-AMP
Katalytické misto diadenylatcyklazy se sklada z B-listi, které jsou obklopeny a-helixy, dohromady
vytvari dvé zrcadlove orientované ATP vazebné kapsy. Do reakce vstupuji dvé molekuly ATP, ty jsou
nasledné propojeny do podoby c-di-AMP za odstépeni dvou pyrofosfatt (Witte et al., 2008). Je
rozpoznavano pét nejvyznamnéjsich bakteridlnich tfid téchto enzymi: CdaA, CdaM, CdaS, CdaZ
a DisA. Vétsina bakterii kdduje pouze jednu diadenylatcyklazu. U B. subtilis ale byly objeveny DisA,
CdaA i1 CdaS, pficemz kazdy enzym ma svou specifickou funkci.

DisA je v kompletni podobé oktamer, ktery ma kromé DAC domény i DNA vazebné domény.
K syntéze c-di-AMP tento enzym vyZaduje hotecnaté ionty. DisA ma pozoruhodnou aktivitu, funguje
totiz jako senzor problému v replikaci ¢i segregaci chromozomu. Enzym se pohybuje po bakteridlnim
genomu a monitoruje strukturni chyby v fetézci DNA. Registruje hlavne€ vétveni DNA, ke kterému
dochazi pti tvorbé Holliday junction nebo pii zastaveni replikacni vidlice. V mensi mife enzym reaguje
i na zlomy DNA. Po odhaleni téchto chyb ustava jeho diadenylatcyklazova aktivita a pokles
v produkovaném c-di-AMP spousti odpovéd’ na poskozeni DNA, tzv. DNA damage response (Witte
et al., 2008). Tomu odpovida i zjisténi, Zze DisA je inhibovan pomoci RadA, ktery stimuluje migraci

fetézcl pii rekombinacnich opravach (Gandara et al., 2017).
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CdaA je hlavnim proteinem, ktery v tomto organismu zajistuje produkci c-di-AMP (Mehne et al.,
2013). Jedna se o membranovy enzym, ktery pro svou aktivitu vyZzaduje kovovy ion, nej¢astéji mangan
¢i kobalt, ¢imz se 1i8i od diive zminéného DisA, jenz vyuziva hotfecnaté ionty (Rosenberg ef al., 2015).
Jeho funkce souvisi s fizenim syntézy peptidoglykanu, dysregulace tohoto enzymu naruSuje spravné
formovani bunécné stény. Gen pro CdaA se navic nachazi v stejném operonu jako g/mM, gen kodujici
fosfoglukosaminmutazu. Ta zajistuje syntézu glukosamin-1-fosfatu, ktery je dtlezitym prekurzorem
pro tvorbu peptidoglykanu (Mehne et al., 2013). Shodny operonu koduje i gen pro CdaR, ktery je jednim
z hlavnich regulatorti aktivity CdaA. Pfedpoklada se, ze CdaR slouzi jako senzor, ktery kontroluje
integritu bunééné stény a na tomto zakladé reguluje aktivitu CdaA (Rismondo ef al., 2016).

CdaS ma vyznamnou roli v regulaci procesu sporulace. V buiice se vyskytuje ve form¢ hexameru,
jednotlivé monomery sestavaji z DAC domény a N-termindlni domény, ktera je tvofena dvéma a-helixy.
N-koncova doména je zodpovédna za modulaci syntézy c-di-AMP. Ve vegetativni buiice neni CdaS
produkovan, jeho exprese je limitovana pouze na sporulaci. Pfestoze je tento enzym u rodu Bacillus
zasadni, jiné sporulujici bakterie, jako je naptiklad Clostridium, ho ve svém genomu nekoduji (Mehne
et al., 2014). Zastupcem dalsi tfidy proteint s DAC je CdaM, ktery byl identifikovan v bakterii
Mycoplasma pneumoniae. Jedna se o transmembranovy enzym, ktery je v tomto organismu jedinou
diadenylatcyklazou (Bl16tz et al., 2017). CdaZ, ktery se n€kdy oznacuje jako DacY, je tfida vyskytujici

se hlavné u archei. Vyjimecné je tento enzym k nalezeni u bakterii (Braun et al., 2019).

6.1.2 Degradace c-di-AMP

Odbouravani c-di-AMP zajistuji fosfodiesterazy, které degraduji tohoto druhého posla na linearni
dinukleotid pApA, ktery je poté dale Stépen na findlni AMP. Jednou z téchto fosfodiesteraz je GdpP,
kterd byla objevena u B. subtilis a diive nesla oznaCeni YybT (Mehne et al., 2013). Sestava
z N-terminalnich transmembranové domény, PAS domény, degenerované GGDEF domény
a DHH/DHHA1 domény. Posledni zminovana zajistuje samotné stépeni c-di-AMP. Kromé této aktivity
je ale schopna vazat ppGpp, ktery slouzi jako jeji silny inhibitor. Tato interakce ukazuje na tésné
propojeni signalizace pomoci téchto druhych posli. Béhem stringentni odpovédi dochazi k vyraznému
vzristu intracelularni koncentrace c-di-AMP. I pies existenci degenerované GGDEF domény nebyla
podobna provazanost prokazana u c-di-GMP. Tato doména je totiz netypicka a c-di-GMP neni schopna
vazat. Misto toho funguje jako ATPaza (Rao er al., 2010). Za regulaci enzymu je zodpoveédna
i senzoricka PAS doména, ktera se vyskytuje i u mnoha diguanylatcyklaz a fosfodiesteraz, kde dokaze
vazat rizné malé molekuly. U GdpP byla prokdzana schopnost vazat hem (Tan et al., 2013).

Kromé klasické GdpP koduji néktery bakterie i samostatnou DHH/DHHA1 doménu, ktera je obcas
jedinou c-di-AMP fosfodiesterdzou v butice. Pfikladem této jednodoménové fosfodiesterazy mize byt
PdeM z Mycoplasma pneumoniae. Ta byla v této bakterii identifikovana spoleén€ s enzymem NrnA,
coz je strukturné velmi podobny protein. Navzdory této podobnosti tento enzym neni schopen $tépit

c-di-AMP, jeho aktivita je zaméfena na kratké oligoribonukleotidy (Bl6tz et al., 2017). Ukazalo se, ze
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NrnA zajistuje degradaci pApA, ktery vznikd aktivitou c-di-AMP fosfodiesterdzy, a zajistuje tak
konec¢ny prevod na dvé molekuly AMP. Na mononukleotidy $té€pi i pGpG, jenz vznika pii metabolismu
c-di-GMP (Gall et al., 2021).

Ne vsechny fosfodiesterazy vyuzivaji DHH/DHHA1 doménu ke §tépeni c-di-AMP. PgpH odbourava
tohoto druhého posla pomoci HD domény, jez nese své jméno podle konzervovaného
histidin-aspartatového motivu. PgpH byla popsana u Listeria monocytogenes. Jedna se 0 membranovy
protein, ktery ma sedm transmembranovych helixti a extracelularni 7TMR-HDED doménu, ktera
pravdépodobné slouzi k detekci extracelularniho signalu (Huynh et al., 2015).

Ani jedna z diive popsanych domén fosfodiesteraz se nevyskytuje u aktinobakterii. I zde se vSak
vyskytuje c-di-AMP fosfodiesteraza nesouci oznac¢eni AtaC. Jedna se o jednodoménovy protein, ktery
pro svou aktivitu vyzaduje manganaté¢ ionty. Jeho delece naruSuje ptfechod od vegetativnich hyf
k zah4jeni sporulace. ZvySena koncentrace c-di-AMP vede k naruSeni iontové homeostaze, ktera je
nejspis pro tvorbu spor zasadni (Latoscha et al., 2020). Zajimavou lokalizaci ma CdnP, fosfodiesteraza
identifikovana u bakterie Streptococcus. Tento enzym je totiz ektonukleotidaza, ktera degraduje
extracelularni c-di-AMP. Pfesna tloha tohoto proteinu neni jista, nejspis neslouzi k utilizaci c-di-AMP
jako zdroje uhliku. Pravdépodobnéjsi je obrana pfed spusténim imunitniho systému. C-di-AMP se
pfirozené v lidském organismu nevyskytuje a jeho pfitomnost tedy siln€ stimuluje imunitni reakci. Diky
degradaci mimobunétného c-di-AMP mize CdnP céastecné maskovat vyskyt této bakterie
v hostitelském organismu (Andrade et al., 2016).

Hodnoty intraceluldrni koncentrace c-di-AMP jsou kromé syntézy a degradace kontrolovany
i pumpami, které tohoto druhého posla vylucuji ven z buiiky. Na tomto transportu se podili i MDR
(multidrug resistence) pumpy. Jedna se o ABC transportéry, které jsou znamy hlavné diky své
schopnosti z bunky vylucovat rizné cizorodé molekuly vcetné antibiotik a jinych 1éciv.
L. monocytogenes vyuziva své MDR pro exkreci c-di-AMP. Role tohoto transportu neni jista, protoze
c-di-AMP spousti interferonovou odpovéd’. Vyzkumy ale naznacuji, ze by se mohl podilet na regulaci

syntézy bunécné stény (Kaplan Zeevi et al., 2013).

6.2 Efekty c-di-AMP

Efektory c-di-AMP jsou proteiny i riboswitche. Mezi c-di-AMP zavislé riboswitche se fadi hlavné YdaO
motiv. Tyto riboswitche se nejcastéji vyskytuji u sinic, aktinobakterii a Firmicutes. Jejich role se ale
mezi témito taxony li§i. U aktinobakterii jsou tyto riboswitche asociovany vyhradn€ s geny pro syntézu
bunécné stény. U Firmicutes se takto kontrolované geny zapojuji i do regulace intracelularni koncentrace
drasliku ¢i transportu a metabolismu aminokyselin. Sinice pro fizeni tvorby peptidoglykanu tyto
riboswitche nepouzivaji, reguluji ale expresi rtznorodych transportérii a genll pro syntézu

kompatibilnich osmolyt (Nelson et al. 2013).
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6.2.1 Regulace draselného transportu a osmoregulace

Jednou z nejvyznamnéjsich funkci tohoto druhého posla je udrzovani homeostaze drasliku. Kromé toho,
Ze je tento ion zasadni pro funkci fady proteind, podili se i na regulaci osmotického tlaku. Pti pfilis
vysoké intracelularni koncentraci drasliku dochézi k aktivaci syntézy c-di-AMP, ktery nasledné blokuje
aktivitu enzymu pro import, a naopak podporuje exportni systémy K*. Regulace mize probihat piimo
na urovni exprese. To bylo pozorovano napfiklad u transportéru KimA, ktery je zodpovédny za piijem
drasliku. Jeho mRNA obsahuje riboswitch, jenZ je rozpoznavan c-di-AMP. Po vazbé druhého posla
dochazi k terminaci jeho exprese (Gundlach et al., 2017). Kontrola ale probiha i pomoci ptimych
interakci s proteiny. Pfi nizké koncentraci intracelularniho drasliku nebo v hyperosmotickém prostredi
dochazi k expresi dodatecné¢ho draselné¢ho transportéru KdpFABC. Tento komplex je kodovan na
operonu, jehoZz exprese je fizena dvouslozkovym systém, ktery sestava ze senzoru drasliku KdpD
a transkrip¢éniho faktoru KdpE. Pti nizké koncentraci drasliku KdpD fosforyluje KdpE, ktery spousti
transkripci draslikového transportéru. Pravé KdpD byl identifikovan jako receptor pro c-di-AMP
(Corrigan et al., 2013).

Schopnost interagovat s c-di-AMP byla prokazéna i piimo u draslikovych transportérii. Vazba
c-di-AMP inhibuje aktivitu KtrCD. Tento komplex se skladd z membranové casti KtrD a regulacni
podjednotky KtrC, ktera je za vazbu c-di-AMP piimo zodpoveédna (Blotz ef al., 2017). Stejna regulace
se tyka i transportéru KtrAB, zde roli receptoru pro druhého posla zastava KtrA. Oba proteiny pro
interakci s c-di-AMP vyuzivaji RCK _C doménu, ktera se vyskytuje i u celé fady jinych proteinti. Naléza
se 1 ve struktufe CpaA. Jedna se o antiportér, ktery za spotieby protonového gradientu pienasi draselny
¢i sodny ion ven z buiiky (Corrigan et al., 2013). DalSim ptikladem mtize byt protein CabP, ktery je za
normdlnich okolnosti navazan na transmembranovy protein SPD 0076 a spole¢né zajistuji piijem
drasliku. Syntetizované c-di-AMP se vaze k CabP, které diky této interakci ztraci afinitu k SPD_0076,
¢imz je transport prerusen (Bai ef al., 2014).

Krom¢ drasliku c-di-AMP zasahuje do osmoregulace i pfes jiné osmolyty. Dal§imi vyznamnymi
osmoprotektanty jsou naptiklad glycin betain nebo karnitin. Prvni jmenovany se do buiiky dostava
BusAB transportérem. Zvysend koncentrace c-di-AMP inhibuje aktivitu tohoto proteinu pies
transkrip¢ni faktor BusR, ktery po vazbé druhého posla blokuje expresi busAB operonu (Devaux ef al.,
2018). Karnitinovy piijem je zajistovan OpuABC systémem. C-di-AMP blokuje transport tohoto
osmolytu vazbou cytoplazmatické komponenty OpuCA (Schuster et al., 2016).

6.2.2 Vliv c-di-AMP na metabolismus a biofilm

C-di-AMP také vyrazné zasahuje do energetick¢ho metabolismu. Slouzi totiz jako allostericky inhibitor
pyruvatkarboxylazy u bakterie Listeria monocytogenes. Pyruvatkarboxylaza je enzym vystupujicich
v anaplerotickych drahach standardniho ¢i rozpojeného Krebsova cyklu. Enzym katalyzuje syntézu

oxalacetatu z pyruvatu za spotfeby ATP (Sureka et al., 2014).
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V nékterych organismech c-di-AMP zastava i ulohu v regulaci formovani biofilmu. Mutanti
Streptococcus gallolyticus s vytazenou fosfodiesterazou vykazuji nizsi schopnost adheze, coz je mimo
jiné dano snizenou expresi Pil3 pilt. C-di-AMP u tohoto druhu zaroven potlacuje produkei bakteriocinu,
ktery zabiji konkurencni sttevni bakterie (Teh et al., 2019). Inhibice gentli pro exopolysacharidy a dalsi
dalezité slozky matrix byla pfi zvySené koncentraci c-di-AMP pozorovana i u B. subtilis.
Cyklicky di-AMP fidi aktivitu hlavniho regulatoru SinR, ktery reprimuje geny pro formovani biofilmu
(Gundlach et al., 2016). V rozporu s dvéma diive zminénymi studiemi c-di-AMP podporuje sesilitu
u Streptococcus mutans. Byl identifikovan c-di-AMP vazebny protein CabPA, ktery interaguje
s transkripcnim faktorem VicR, a nasledné spoustéji expresi GtfB. Ten poté syntetizuje glukan,

komponentu zajist'ujici u této bakterie inicialni adhezi k povrchu (Peng et al., 2016).

6.2.3 Role c-di-AMP v hostitelské imunitni odpovédi

Na pfitomnost c-di-AMP siln€é reaguje hostitelsky imunitni systém. Eukaryota postradaji
diadenylatcyklazy, a proto je vyskyt tohoto druhého posla jasnym cizorodym signalem. Neékteré
eukaryotické proteiny dokazi detekovat c-di-AMP. Hlavnim eukaryotickym senzorem pro c-di-AMP je
STING, ktery nasledné spousti kaskadu vedouci k produkei interferonu. STING je zarovenn schopen
detekovat pritomnost cGAMP, ktery je mimo jiné produkovéan eukaryotickym proteinem cGAS po
rozpoznani cizorodé dvoutetézcové DNA (Andrade ef al., 2016). Drahu vedouci ke spusténi interferonu
jesté zesiluje helikdza DDX41, ktera je rovnéz schopna vazat c-di-AMP. Kromé& né€j rozpoznava
i c-di-GMP. Po vazbé¢ téchto druhych posli interaguje se STINGem a posiluje produkei interferonu
(Parvatiyar et al., 2012). Dalsim eukaryotickym receptorem je RECON, jenz za normalnich okolnosti
brani aktivaci NF-yB. Vazba c-di-AMP tuto inhibicni aktivitu potlacuje, coZ nasledné vede ke spusténi
imunitni odpovédi (McFarland et al., 2017). Uginek c-di-AMP vedouci k silné stimulaci imunity se
vyuziva v boji s riznymi patogeny. Zvyseni exprese diadenylatcyklazy DisA v BCG, zivé atenuované
vakcin€ proti Mycobacterium tuberculosis, vede k vyssi imunogenicité a ucinnosti vakciny (Ning et al.,

2019).

7 Minoritni druzi poslové

7.1 cGMP

Cyklicky GMP patii mezi rozsifené eukaryotické druhé posly. I piesto dlouhou dobu nebylo mozné
zjistit jeho vyskyt u bakterii. Pozdé&ji jeho pfitomnost prokazana byla (Bernlohr et al., 1974). Zacal ale
panovat nazor, ze v bakteriich nezastupuje zadnou dulezitou signalizacni roli a ze se pouze jedna
o vedlejsi produkt adenylatcyklazy (Shibuya et al., 1977). V rozporu s timto piesvéd¢enim byla v roce
2000 v sinici Synechocystis objevena nukleotidylcyklaza Cya2, ktera preferenéné syntetizovala cGMP.
Jednalo se o prvni popsanou bakteridlni guanylatcyklazu (Ochoa de Alda et al., 2000). Postupné bylo
prokazano zapojeni cGMP do bakterialnich regulacnich drah a legitimizovala ho jako druhého posla

v této doméné.
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Nejlépe je signalizace cGMP prokazana u sinic. Synechocystis v reakci na vystaveni u¢inkim UV-B
snizuje intracelularni koncentraci cGMP (Cadoret et al., 2005). ZvySena hodnota UV zafeni poSkozuje
dialezité komponenty fotosyntetického aparatu, nejvice je degradovan fotosystém II. Sinice tedy musi
byt schopny vyporadat se s t€émito az zivot ohrozujicimi stresovymi podminkami. Nejjednodussi reakci
je zvyseni produkce stavebnich blokd fotosystémt, aby je byla burnka schopna regenerovat diive, nez
jsou odbouravany (Maté et al., 1998). Pravé v této draze je tiloha ¢cGMP nezastupitelnd. U rodu
Synechocystis byl navic popsan protein, ktery je za pokles cGMP zodpovédny, a jedna se tedy o prvni
popsanou cGMP specifickou fosfodiesterazu u bakterii (Cadoret et al., 2005). Ostatni bakterie totiz
pravdépodobné vyuzivaji ¢innost polyspecifickych fosfodiesteraz, jez jsou schopny degradovat cAMP
1 cGMP (Fujisawa & Ohmori, 2005).

Cyklicky GMP se také uplatiiuje v regulaci vyvoje dormantnich stadii u o — proteobakterii (Marden
etal.,2011). Tento taxon spada do gramnegativnich bakterii, jeho zéstupci tedy nejsou schopny vytvaret
extrémné odolné spory jako napiiklad nékteré druhy sporulujicich Firmicutes. Presto dokaze tada
proteobakterialnich druhi pieckat nepfiznivé podminky diky tvorbé cyst. Encystace je vétSinou spojena
s nedostatkem zivin a vede ke zvySenému ukladani polyhydroxybutyratu, ktery slouzi jako zasobni
polymer, a tvorbé dodatecnych ochrannych vrstev z lipoproteinti a lipopolysacharidii (Berleman
& Bauer, 2004). Regulace tohoto procesu byla studovana u druhu Rhodospirillum centenum, ktery
kromé tvorby klidovych stadii dokaze prechazet mezi volné plovouci buitkou s jednim polarnim bicikem
a bunkou s vice lateralnimi biciky. Exprese vétsiho mnozstvi biciki je typické pro bakterie péstované
na pevném médiu, kde jsou kolonie schopny rychlého pohybu po podkladu, coz je ozna¢ovano jako tzv.
swarming (Ragatz et al., 1994). Na této tranzici se podili cGMP, umélé piidani cGMP podporuje
prechod do dormantniho stadia. R. centenum vlastni guanylatcyklazu GceyA, ktera je spolecné
s enzymem ze Synechocystis jednou z mala charakterizovanych cyklaz tohoto typu u bakterii. Béhem
encystace dochazi k vyznamnému vzristu jeji aktivity, bohuzel neni znamy mechanismus, jak hladovéni
spousti ¢innost guanylatcyklazy. Drtiva vétSina produkovaného ¢cGMP je kupodivu sekretovana ven
z bunky. Predpoklada se, ze Cast je nasledné zpétné transportovana do bunky, kde se vdze na svijj
efektor, ktery spousti geny pro dormanci. U R. centenum byl totiz identifikovan homologicky protein
s CRP, ktery ale misto cAMP preferen¢né interaguje s cGMP (Marden et al., 2011).

Dalsi uplatnéni ¢cGMP bylo prokazano i u rostlinného patogenu Xanthomonas campestris.
Zablokovani guanylatcyklazy v tomto druhu snizuje virulenci a brani formovani biofilmu. Uginek je
propojen s c-di-GMP signalizaci, mezi efektory cyklicktho GMP totiz spadd 1 protein
s diguanylatcyklazovou doménou. ZvySend hladina cGMP stimuluje syntézu c-di-GMP. Timto

mechanismem ¢cGMP zasahuje do tvorby biofilmu (An et al., 2013).
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7.2 Druzi poslové v CBASS

V poslednich letech bylo v souvislosti s CBASS identifikovano velké mnozstvi novych druhych posli.
CBASS (cyclic oligonucleotide-based anti-phage signaling system) je sou¢asti bakterialni imunity. Jeho
aktivace v souvislosti s infekci bakteriofagem vede k smrti buiiky, ¢imz bakterie brani Sifeni faga
v populaci, kterd je Casto tvofena blizce ptfibuznymi jedinci. Dréha je zahajovana CD-NTazami
(cGAS/DcnV-like nucleotidyltransferase). Tyto enzymy dosud nepopsanym mechanismem deteku;ji
pritomnost viru a nasledné zahajuji syntézu rozlicnych druhych posld, ktefi spousti sebedestrukéni
proteiny (Lau et al., 2020).

Prvni popsanou CD-NTazou se stal DncV z Vibrio cholerae. DncV katalyzuje reakci, jejimz
produktem je cyklicky GMP-AMP (cGAMP) (Davies et al., 2012). Tento druhy posel spousti aktivitu
fosfolipazy CapV (Severin et al., 2018). Ta st€pi membranové fosfolipidy a sniZuje integritu membrany,
coz muze vést az k 1yzi bakterialni buiiky. Tento obranny systém piipomina drahu cGAS a STING, ktera
figuruje v imunitnich odpovédich eukaryot. Velkd podobnost s bakteridlnim systémem by mohla
naznacovat, Ze se jedna o evolucné velmi starou a konzervovanou drahu (Cohen et a/., 2019).

Podobné CBASS funguje i u E. coli. Pti zkoumani homologii DncV byl u E. coli objeven gen cdnE.
Pokud bylo k jeho produktu CdnE pfidany radioaktivné znacené nukleotidy piekvapivé zacal misto
cGMP-AMP syntetizovat pyrimidin purinovy hybrid cUMP-AMP. CdnE obsahuje stejny
nukleotidyltransferazovy fold, jako mé katalytické jadro DncV i eukaryotické cGAS, coz by mohlo
ukazovat na jejich spole¢ny evolu¢ni piivod. CdnE se ale lisi asparaginovym vedlej$im fetézcem, ktery
muze tvorit vodikové mustky s uracilem a pravdépodobné se jedna o strukturni element, jenz zajist'uje
substratovou preferenci tohoto enzymu. Identifikovéana byla i E. coli verze CapV. Tento protein ziskal
oznaCeni CapE a stejné jako CapV jde o fosfolipazu. Testovana byla i interakce cUMP-AMP
s zivo¢isSnym imunitnim systémem. Pridavek cUMP-AMP k aktivaci proteinu STING nevede. Na
druhou stranu RECON, ktery kontroluje NF-yB, na cUMP-AMP odpovida. Jeho pfitomnost inhibuje
RECON, stejné jako v ptipad¢ c-di-AMP nebo cGAMP (Whiteley ef al., 2019).

Analyzovana byla i nukleotidylcyklaza EcCdnDO02 z Enterobacter cloacae. Prvni vyzkumy
naznacovaly, Ze hlavnim produktem tohoto enzymu je néktery z cyklickych dipurinii, bliz$i pohled ale
ukazal, ze EcCdnDO02 primarné syntetizuje c-AMP-AMP-GMP (cAAG), tedy cyklicky trinukleotid
(Whiteley et al., 2019). Podobny protein EcCdnC z E. coli zase syntetizuje cAAA (Ye et al., 2020).
Oproti dfive jmenovanym tento druhy posel aktivuje DNA endonukledzu NucC, kterd degraduje
bakterialni genom. Tento enzym je podobny restrikénim endonukleazam, na rozdil od nich ale tvofi

homotrimery (Lau ef al., 2020).
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8 Zavér

Téma druhych poslt se v bakteriologii stava plodnou oblasti vyzkumu. Pfestoze byl koncept tohoto typu
signalizace ustanoven jiz pied vice nez pil stoletim, stale pfibyvaji dalsi objevy, které tuto koncepci
prohlubuji a rozsifuji. U bakterii bylo popsano pét sekundarnich posld, ktefi néjakym zplsobem
vystupuji v signaliza¢nich drahach vétsiny popsanych druht. Jedna se o latky s dlouhou historii, jako je
cAMP a (p)ppGpp, ale i 0 novéji popsané c-di-GMP a c-di-AMP. Funkce téchto molekul v buiice byla
dobie charakterizovana, ptestoze v mnoha ptipadech chybi kompletni popisy drah, ve kterych vystupuji.
Na druhou stranu zaciné byt ustanovovano velké mnozstvi novych druhych posli. Jedna se o klasicke,
dlouho zvazované slouceniny, mezi néz lze zaradit cGMP, jiné z nich jsou ale naprosto obskurni a dosud
nepopsané. Témi jsou naptiklad cyklické trinukleotidy. Tento vyvoj ukazuje, ze pravdépodobné existuje
velké mnozstvi regula¢nich mechanismt, které ¢ekaji na své objeveni.

Kromé toho, Ze popsani novych poslid a kaskad, které reguluji, dava velky vhled do bakterialni
fyziologie, poskytuji tyto znalosti i nové moznosti 1écby bakterialnich infekei. Velka €ast téchto regulaci
je totiz unikatni pouze pro prokaryota, a poskytuji tak mozné cile novych terapeutik. Velmi vyznamné
je 1 pochopeni regulacnich drah, jez zahajuji formovani biofilmu, ktery je jednim z nejvyznamnéjsich

problémt soucasného 1€kaistvi hlavné v souvislosti s nosokomidlnimi infekcemi.
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