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Abstrakt

Malé efektorové molekuly plni dilezitou ulohu ve fyziologii bakterii. Jsou rozdéleny do
n¢kolika podkategorii molekul, vyskytujicich se v bakterialni bunice. Jednu z nich tvoii malé signalni
molekuly mechanizmu quorum sensing, které v ramci extracelularni signalizace umoziiuji
mezibunécnou komunikaci v bakterialnich populacich. Zprosttedkuji informaci o buné¢né hustoté a
ruznych vlastnostech vnéjsiho okoli. Dalsi podkategorii malych efektorovych molekul jsou
modifikované nukleotidy. U€astni se intracelularnich signalnich drah, které vedou k regulaci zmén
zivotnich strategii bakterialnich populaci, v zavislosti na ménicich se zevnich podminkach. Nejlépe
prozkoumané jsou signaliza¢ni drahy vyuzivajici molekuly c-di-GMP a (p)ppGpp. Podrobné studie
byly provedeny u zastupct gram pozitivnich (Bacillus subtilis) a gram negativnich (Escherichia coli,
Vibrio cholerae) bakterii, u kterych bylo také prokazano propojeni signalnich drah zprostiedkovanych
c-di-GMP s mechanizmem quorum sensing (Vibrio cholerae, Xanthomonas campestris). Dulezity
objev na poli malych efektorovych molekul byla signalizace prostiednictvim c-di-AMP u bakterie
Bacillus subtilis. Nové mechanizmy regulace byly rovnéZ prokazany u nejlépe prozkoumané malé
efektorové molekuly CAMP, v kontextu propojeni signalnich drah (Vibrio cholerae). Recentni studie
pojednavajici o integraci intracelularnich a extracelularnich signalizaci sméiuji k piedstave
informacnich siti pokryvajicich celé bakterialni populace, coz piispiva k pohledu na bakterie jako na

mnohobunéény organizmus.
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Abstract

Small effector molecules play an important role in bacterial physiology. There are many types
of them in the bacterial cell. One group are small signalling molecules which participate in quorum
sensing, enabling bacterial cell-cell communication as part of a extracellular signalling. These
molecules mediate information about the cell density and different qualities of the extracellular matrix.
Next group of small effector molecules are modified nucleotides. They participate in intracellular
signalling pathways which regulate the switch of bacterial lifestyle according to changing
environment. Best studied are signalling pathways using the molecules — c-di-GMP and (p)ppGpp.
Detail studies were done in case of gram positive (Bacillus subtilis) and gram negative (Escherichia
coli, Vibrio cholerae) bacteria, where was proved the connection between c-di-GMP signalling
pathways and quorum sensing (Vibrio cholerae, Xanthomonas campestris). Important discovery in
field of small effector molecules is the c-di-AMP signalling pathway in Bacillus subtilis. New
regulatory mechanisms were determined in well-known small effector molecule cAMP, regarding the
signalling pathways connections (Vibrio cholerae). Recent studies considering the cooperation of the
extracellular and intracellular signalization pathways brings the concept of information networks
covering the whole bacterial population, which contributes to thinking about bacteria as a multicellular

organism.
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Seznam pouzitych zkratek

ACP acyl carrier protein

AHL acyl homoserin lakton

Al autoinduktor (autoinducer)

AMK aminokyselina

ATP adenosin trifosfat

CAI-1 cholera autoinducer 1

cAMP cyklicky adenosin monofosfat

Cap catabolite activator protein

c-di-AMP cyklicky diadenosin monofosfat

c-di-GMP cyklicky diguanosin monofosfat

cGMP cyklicky guanosin monofosfat

CRA aktivator katabolické represe (catabolite repressor/activator)
Crp receptorovy CAMP protein (CAMP receptor protein)
CSF faktor kompetence a sporulace (competence and sporulating faktor)
DAC diadenylat cyklaza

DGC diguanylat cyklaza

DNA (ss,ds,ch) 2’deoxyribonukleova kyselina (jednofetézcova, dvoutetézcova, chromozomalni)
DSF difusible signal factor

GTP guanosin trifosfat

IMP Inosin 5 'monofosfat

iNTP iniciacni nukleotid trifosfat

NTP nukleotid trifosfat

pPApA 5'- Phosphoadenylyl- (3' -> 5")- adenosine

PDE fosfodiesteraza

pGpG 5'- Phosphoguanylyl- (3' -> 5)- guanosine

ppGpp guanosin 3°,5" - bispyrofosfat

ppPpGpp guanosin 3'- difosfat, 5” - trifosfatu

RBS vazebné misto pro ribozom (ribosome binding site)
RNA ribonukleova kyselina

rRNA/MRNA ribozomani RNA, messenger RNA

RNAP RNA polymeraza

RSH Rel Spo homolog

SD Shine - Delgarnova sekvence

vps Vibrio polysacharid




1 Uvod

Podle Stephana J. Goulda zijeme v ,,dob¢ bakterii*, antropocentricky pohled na svét jakozto
»doba lidi* pfeceniuje ekologickou roli cloveka v biosféfe. Zemé byla jiz od vzniku Zivota v ,,dobé
bakterii“ a tyto organismy nadéale dominuji. Bakterie jsou nejpocetnéjsi formou zivota na planete
Zemi. Nejen ze v poctu jedinctu pravdépodobné prevysuji soucet vSech ostatnich organismi, dokonce i
vV mnozstvi biomasy bakterie piekonavaji veskerou floru a faunu na Zemi dohromady. To je velice

silny argument pro nutnost studovat tyto vSudypfitomné organismy (Gould 1996).

Rozmanitost prostiedi, na které se bakterie v prib&hu ¢asu ptizptsobily, je znaéna. S tim
souvisi jejich schopnost vyuzivat rizné zdroje energie a latky pro ziskani zakladnich stavebnich
kamenu bakterialni buriky. Vzhledem K jejich intenzivni komunikaci s vnéj§im prostfedim a nutnosti
koordinace s okolnimi buitkami, se musi bakterie umét rychle adaptovat — vyporadat se se stresem,
ktery na né¢ promenlivé okoli neustéale vyviji. Bakterialni butika reaguje na zmény pomoci komplexni
regulace exprese gend, uréené pro konkrétni podnét (napt. limitace zdrojt uhliku, ¢i hladovéni na
AMK). Je znamo n€kolik globalnich stresovych odpovédi (napf. stringentni odpovéd’, katabolicka

represe, sporulace), které se napti¢ bakterialnimi druhy neméni (Krédmer a Jung 2010).

Moderni mikrobiologie pfestava vnimat bakterii pfevazné jako jednobunéény organizmus.
Soustiedi se na ptirozenou formu, v niz se bakterie v piirodé vyskytuji — biofilmy. V ramci téchto
komplexnich spolecenstev existuji rozmanité socialni struktury, vyzadujici vysoky stupen komunikace
a signalizace. Hovofi se o potencialni mnohobuné¢nosti bakterii. Je evidentni, Ze se v pfirodé
vyskytuji bakterie jako samostatné buiiky ojedinéle, vyjimkou mohou byt patogenni bakterie Zijici
urcitou ¢ast svého zivota v hostiteli. V kolonii pfibuznych jedinct Ize totiz reagovat na stres
prichazejici z prostiedi mnohem efektivnéji. Dilkazem muize byt napt. odolnost biofilmti viici

antibiotikiim pfi infekénich onemocnénich (Li a Tian 2012).

Pienos signalli u bakterii probiha na extracelularni nebo intracelularni urovni. Ty jsou
propojeny, coz umoznuje integraci signalti z vnéj$iho prostiedi s nalezitou reakci bakterialni bunky.
Signaliza¢ni drahy bakterialnich bungk jsou velice komplexni, jejich spole¢nym znakem je vSak
pouziti malych molekul pro ptenos signald. Tyto molekuly jsou spole¢né vSem bakteriim, né¢které byly
zatim prokazany jen u ur¢ité skupiny bakterii (napt. ;cAMP u gram negativnich bakterii). Casto maji

dulezitou signalizaéni funkci i u eukaryot (napft. (p)ppGpp, CAMP).

Pojem ,,mala molekula“ charakterizuje organickou slouceninu s nizkou molekularni hmotnosti
(mensi nez 800 Da), kterou syntetizuje bakterialni bunika. Podkategorie malych molekul jsou ,,malé

efektorové molekuly®, které interaguji s proteiny, nebo riboswitch RNA a ovliviuji jejich funkei.



Dalsi dalezity pojem je ,,mala signalni molekula®, to je efektorova molekula, ktera umoziuje prenos

informace mezi jednotlivymi bunkami v populaci jednoho, ¢i vice bakterialnich druh.

V prvni ¢asti této prace popisu malé signalni molekuly pasobici v ramci mechanizmu quorum
sensing, ktery je pro bakterialni bufiku velice dilezity pii mezibunééné komunikaci a pro vnimani
zmén vnéjsiho prostiedi. Ve druhé ¢asti této prace se budu vénovat malym efektorovym molekuldm
odvozenym od nukleotidil. Jejich pole plisobeni je Siroké, signalizuji zmeény ve vlastnostech vnéjsiho
prostiedi, a nasledné spoustéji signalni kaskady regulujici procesy vedouci k fenotypové adaptaci

bunék.

Jelikoz studium malych efektorovych molekul odhaluje mnoho riznych propojeni mezi
signalnimi kaskddami, zaméfim se na integraci intracelularnich a extracelularnich signaliza¢nich drah
zprostiedkovanych vybranymi efektorovymi molekulami. Cilem mé préce je podat souhrn recentnich
poznatki a fungovani téchto molekul a prokazat jejich esencidlni ulohu v rdmci zivotni strategie

baktertii.



2 Quorum sensing

Tento fenomén byl poprvé pozorovan u moiské bioluminiscen¢ni bakterie Vibrio fisheri, ktera
Zije v symbidze s n€kterymi moiskymi organismy, napiiklad s meduzou Eupryma scolopes
(Engebrecht et al. 1983). V prub¢hu dospivani jedincti meduzy tvoti V.fisheri ve specialnim svételném
organu persistentni kolonie. Vysledkem je populace bakterii emitujici svétlo, coz je pro preziti meduzy
velice dulezité. Diky svétlu pochazejicimu ze svého svételného organu brani tvorbé stind, a tak se
vyhyba predaci. Pro bakterii je vyhodou prostfedi ve svételném organu, které je relativné stalé a
bohaté na ziviny. PGvodni zjisténi bylo, ze tyto bakterie produkuji malou signalni molekulu, jejiz
koncentrace roste se zvétsujici se hustotou populace. Jakmile koncentrace této molekuly dosahne
urcité prahové hodnoty, spusti se kaskada reakci signaliza¢ni drahy pozitivné regulujici expresi
operonu, kodujiciho mimo jiné luciferazu. To je enzym, ktery katalyzuje reakci, pfi které dochazi ke

svételné emisi (Visick et al. 2000).

Quorum sensing znamena doslova ,,vycitit kvorum®, to je zaznamenat takovy pocet ¢lenti
populace, aby byla tato ,,skupina“ bakterii usnaseni schopna. V praxi to znamena dosahnout
dostate¢ného poctu jedincti pro zahajeni realizace konkrétni zivotni strategie, ktera by pii mensi
populacni hustoté pozbyla smyslu tak jak je tomu u bioluminiscence, ,,swarmingu‘, nebo exprese
virulen¢nich faktord. Timto se pfiblizujeme k vnimani populace bakterii jakozto mnohobunééného

organizmu s tendenci vyuzivat vyhody skupinové koordinace jedinca.

2.1  Malé signalni molekuly iéastnici se pirenosu signalu v mechanizmu quorum sensing

V populacich bakterii, a to nejen v populaci slozené z jedincti téhoz druhu, existuje
konstitutivni produkce malych signalnich molekul na urcité urovni. Rozlisuje se nékolik typi teéchto
molekul, pouzivanych v ramci mechanizmu quorum sensing, v§eobecné se nazyvaji ,,autoinduktory*
(autoinducers — Al). Jedna z jejich funkci je informovat buiku o hustoté populace, v zavislosti na této
informaci jsou nasledné ovlivnény urcité bunécné regulaéni procesy. Bakterialni buitka Al produkuje,
exportuje do okolniho prostiedi a zaroven vnima jeho celkovou koncentraci. Al mohou byt difusni, to
znamena, ze prochazeji bunéénou membranou a nasledné interaguji s transkripcnimi faktory. Nebo
jsou odkazané na trans membranové pienasSece, predavajici signal dale po sméru informacniho toku.
Charakteristické Al pro gram negativni bakterie jsou molekuly typu acyl-homoserin lakton, volné
difundujici cytoplasmatickou membranou. Pro gram pozitivni bakterii je typické pouziti
modifikovanych oligopeptidu, které pro piechod cytoplasmatickou membranou potiebuji specifické

trans membranové pienaSece. Déle existuje mala molekula zvana AI-2 (autoinducer — 2, diester



furanozyl boratu), kterou pravdépodobné pouzivaji vSechny bakterie, je totiZ uréena pro
mezidruhovou komunikaci. Slouzi jako univerzalni jazyk ve ,,svété bakterii®, coZ opét zdaraziuje
vyskyt slozitych socialnich interakci, nejen mezi bakteriemi stejného druhu, ale také mezi riznymi

bakterialnimi druhy (Li a Tian 2012).

2.2 Role mechanizmu quorum sensing v Zivoté bakterii

Quorum sensing se aktivné podili na regulaci tvorby biofilmu, expresi virulen¢nich faktord, jiz
zminéné bioluminiscenci a dalSich procest ovliviiyjicich jak samotnou bakterialni butiku, tak

predevsim chovani celé dil¢i populace.

Moderni piistup ke studiu mechanizmt quorum sensing piestava zdurazniovat jejich funkci
jako zprostiedkovatele informace o hustoté populace. Zabyva se moznosti ziskani $ir§iho spektra
informaci o vlastnostech vnéjsiho prostiedi, které burika obdrzi diky témto signalizacnim

mechanizmim (Li a Tian 2012).

Na piiklad termin diffusion sensing, popisuje schopnost bakterie analyzovat propustnost a tok
média, ve kterém se vyskytuje. Tuto informaci bufika obdrzi na zakladé koncentraci Al ve vnéj§im
prostfedi. Pokud je propustnost a tok média vysoky, detekce Al bude slaba a naopak. Takto bakterie
ziska dulezitou informaci, kterou vyuzije pii sekreci riznych extracelularnich proteind (proteazy,
sekundarni metabolity), jejichZ ucinnost je zavisla na konkrétnich vlastnostech vnéjsiho prostiedi.
Dale burka ziska informaci o struktuie svého okoli, kdy na ptiklad pevna prekazka mize zphsobit
akumulaci Al Nasledné mtze dojit k pozitivni regulaci exprese geni kodujicich pohybovy aparat

buiiky (Redfield 2002).

Moderni medicina se zabyva otazkou interference (quenching = uhaseni). Zkouma molekuly
zabranujici bakteriim v komunikaci, s cilem omezit tvorbu biofilml a zabranit exprese virulen¢nich

faktora (Li a Tian 2012).

Mechanizmus quorum sensing poskytuje bakteriim moznost pfizptisobit se zménam vnéjsiho
prostiedi, dokonce tyto zmény také Casteéné predvidat (van Gestel et al. 2012). Aktualni poznatky na
toto téma prokazuji propojeni s vnitrobunéénymi signalizaénimi drahami. Dutlezité je regulaéni
propojeni se signalizaci prostfednictvim c-di-GMP, které popisu v nasledujicich kapitolach. Déle byla
prokazana propojeni signalizaci v ramci mechanizmu quorum sensing se stresovou odpovédi reagujici
na hladovéni bakterialni buriky (starvation-sensing pathways), ktera sméfuje bunéény cyklus do
stacionarni faze. To je ¢asto doprovazeno vysokou hustotou populace. U nesporulujicich bakterii

(Escherichia coli) se pfechod do stacionarni faze projevuje zvySenim odolnosti viéi riznym typtim



stresu z prostiedi, napiiklad vysoka osmolarita, oxidativni agens a vVysoka teplota (Ishihama, 1997; cit.
dle Lazazzera 2000). U sporulujicich bakterii, jako je naptiklad Bacillus subtilis, je indukovana tvorba
resistentni spory. Tyto zmény jsou ovlivnény informacemi o hustoté populace zprosttedkované
mechanizmem quorum sensing, vlastni regulace pfevazné na transkrip¢i tirovni je nasledné zajisténa

specifickymi transkripénimi faktory ( Lazazzera, 2000).

Pro demonstraci role malych signalnich molekul v mezibunééné komunikaci zprostifedkované
mechanizmy quorum sensing popisu ptiklady konkrétnich signaliza¢nich drah u zastupce gram
pozitivnich a gram negativnich bakterii. Zaroven zdraznim, jak Al ovliviiuji stresovou odpoveéd’

sporulujici bakterie B. subtilis.

2.3 Quorum sensing u Gram negativnich bakterii

Jeden ze specifickych typi Al, které pouzivaji tyto bakterie, souhrnné oznacujeme jako Acyl-
homoserin lakton. Pro demonstraci pouZiti téchto malych molekul a také jako modelovy ptiklad pro
mezibunéénou komunikaci u gram negativnich bakterii uvedu signalni kaskadu vedoucich k iniciaci

bioluminiscence u V.fisheri.

2.3.1 Malé signalni molekuly u gram negativnich bakterii — acyl homoserin laktony

Vsechny malé signalni molekuly tohoto typu sdili identicky homoserin laktonovy kruh.
Rozdily jsou vSak ve struktute vedlejsiho fetézce s acylovou skupinou, ten se muize lisit délkou,
stupném substituce na R fetézci a saturaci. Toto usporadani 1ze ndzorn€ vidét na Obrazku 1, jehoz
soucasti jsou specifika variabilnich prvk AHL u bakterie V. fisheri, ktery figuruje v tzv. LuxRI draze

regulujici bioluminiscenci.

Vedlejsi Fetézec s acylovou skupinou

| | | Homaoserin laktonowy kruh
Q
R 0
0
( N
n

I
H

Délka Fukéni
fetézce () skupina R

Vibrio fischeri LuxR-LuxI 6 (1) =0 Bioluminescence

Obrazek 1: Struktura AHL, pievzato a upraveno z (Fuqua, Greenberg, 2002)



Jedna z unikatnich vlastnosti AHL je, Ze jsou amfipatické. Laktonovy prstenec je spiSe
hydrofilni, kdezto vedlejsi fetézec s acylovou skupinou je hydrofobni. To ma za nasledek schopnost
AHL prochazet cytoplasmatickou membranou. Celkova délka a chemicka modifikace acylového
fetézce poskytuje vysokou specificitu mechanizmu quorum sensing v ramci odli$nych druht bakterii,
anebo pii vyskytu vice typt signaliza¢nich drah v ramei jedné bakterialni buiiky. Specifické struktury
jsou vyzadovany zejména pii interakcich AHL s receptorovymi proteiny, coz je velice dilezité pro

spravné fungovani celé signaliza¢ni drahy (Fuqua a Greenberg 2002)

2.3.2  Vibrio fisheri — draha LuxI-LuxR, iniciace bioluminiscence

Jakozto mala signalni molekula zde AHL A& A

. . L A A AHL
vystupuje specificka varianta AHL — N-(3- " A
oxohexanoyl)-homoserin lakton (viz. Obrazek A

, \ |
1). Ustiedni proteiny signaliza¢ni kaskady jsou A A
pojmenovany LuxI a LuxR. Jejich alternativy S A~ O
. L o LuxR LuxR

pozorujeme u riiznych, gram negativnich 1
bakterialnich druhti. Luxl je enzym o ' light
syntetizujici AHL. Zatimco LUxR je N KlICDABE> — ot

cytoplasmaticky receptor AHL, s DNA
vazebnou doménou, ktery funguje také jako

transkripéni faktor (Engebrecht et al. 1983).
Obrazek 2: Quorum sensing u V. fisheri, vysvétleni viz text,

Ustiedni roli v této signaliza¢ni draze ma pFevzato z (Waters, Bassler 2005).

operon lux (luxICDAB). Ten obsahuje geny

kodujici dulezité proteiny ucastnici se bioluminiscenéni reakce, véetné enzymu luciferazy (luxCDAB).
Také obsahuje gen luxl kodujici protein LuxI. Cim je hustota populace vyssi, tim je vétsi koncentrace
AHL ve vnéjsim prostiedi. Po piekro¢eni prahové hodnoty, AHL difundujici cytoplasmatickou
membranou asociuje s receptorovym proteinem LuxR. Ten aktivuje transkripci operonu lux, ktery je
exprimovan a vysledkem je bioluminiscenéni reakce produkujici svétlo. V ramci této kanonické
signalizace existuje priklad typické pozitivni zpétné vazby. Soucasti luciferazového operonu je také
gen kodujici protein Luxl, jak jsem jiz zminil vySe. Tudiz pii expresi operonu lux dochazi k syntéze
syntetazy AHL - LuxI, coZ znamena dalsi zvySeni produkce AHL a nasledné zaplaveni vnéjsiho
prostiedi touto signalni molekulou. To zajist'uje rozsifeni informace o iniciaci bioluminiscence skrz

celou populaci bakterii (Waters a Bassler 2005). Cely proces nazorné demonstruje Obrazek 2.



2.4 Quorum sensing u gram pozitivnich bakterii

V ramci riaznych druhtt mechanizmu quorum sensing u gram pozitivnich bakterii je typické
vyuziti modifikovanych oligopeptida jakozto Al Jako ptiklad uvedu pomérné komplikovanou

signaliza¢ni drahu regulujici zménu bakterialnich bunék B. subtilis na buiiky kompetentni.

24.1 Malé signalni molekuly u gram pozitivnich bakterii - modifikované oligopeptidy

Struktura a vlastnosti tohoto typu Al se vyrazné 1isi od pfedchozi skupiny. Modifikované
oligopeptidy nejsou schopny volné difuze pfes membranu. Dvou komponentové, na membranu
vazané, senzorové histidin kinazy slouzi jako receptory pro jejich detekci. Vnitrobunéény pienos
signalu je zprostiedkovan kaskadou fosforylaci, ktera ve vysledku ovlivni funkei transkripéniho
faktoru regulujiciho aktivitu urcité skupiny genti. V ramci tohoto systému je rovne€z vysoka druhova
specifita signalu, kdy kazdy druh bakterie pouziva jiny typ Al a receptor na néj dokonale
prizplsobeny. Délka primarni sekvence
oligopeptidu je vétsSinou v rozsahu 5 — 17
. . ) . H-Gly-lle-Phe-Trp*-Glu-GIn-OH
aminokyselin. Na Obrazku 3 je struktura
modifikovaného peptidu ComX, ktery figuruje

Obrazek 3: Modifikovany oligopeptid ComX

v signaliza¢ni draze u bakterie B. subtilis. bakterie B. subtilis, pFevzato z (Okada et al.

Tryptofan je zde modifikovan isoprenylovou 2005)

skupinou (Camilli a Bassler 2006).

2.4.2 Bacillus subtilis — navozeni stavu piirozené kompetence

U modelové gram pozitivni bakterie B. subtilis je prokazana signalizace pomoci 2 Al ze
skupiny modifikovanych oligopeptidi — ComX (viz. Obrazek 3) a CSF (competence and sporulating
factor). Pomoci téchto molekul a jimi indukovanych signalnich kaskad, bakterie reguluje expresi
mnoha gent, coZ vytsti mimo jiné ve vyvoj pfirozené kompetence. Obé tyto regulaéni drahy ovliviuji

fosforylacni stav tstfedniho transkripéniho faktoru ComA, ktery reguluje piislusnou skupinu gent.

Molekula ComX slouzi ptevazné pro detekci populacni hustoty bakterii. S rostouci hustotou
populace se zvySuje jeji koncentrace v médiu, pii dosazeni prahové hodnoty se vaze na protein kindzu
ComP. Ta pieda fosfat na ComA, coz vyusti v pozitivni regulaci exprese genti nutnych k indukci

kompetence.



Druha signaliza¢ni draha vyuzivajici malou signalni molekulu CSF ma komplikovang;jsi

pribéh. V zavislosti na jeji intracelularni koncentraci reguluje minimalné dva rtzné proteiny. Pti nizké

koncentraci stimuluje aktivitu ComA inhibici fosfatazy RapC. Ve vyssich koncentracich CSF

interaguje nejspise s proteinem ComP, tim zamezi fosforylaci ComA a inhibuje expresi ptislusnych

gent (Solomon et al. 1996). Na Obrazku 4 jsou ob¢ signaliza¢ni drahy znazornény, zkratky Al a

proteini koresponduji s textem.

Jedna z hypotéz predpoklada, ze produkce CSF je regulovana hladovénim. PodloZena je

faktem, Ze jeden z promotori genu kodujiciho tuto malou molekulu je kontrolovan sigma faktorem ',

jehoz exprese je stimulovana hladovénim a v maximalni koncentraci je tento sigma faktor pfitomen

béhem piechodu bakterie do stacionarni faze ( Healy, 1991; cit. dle Lazazzera 2000). To dokazuje, ze

hladovéni a pfechod do stacionarni faze zvysuje produkci CSF. Za téchto podminek je pozitivné

regulovana odpoveéd’ kvora i pii nizké bunécéné hustoté. CSF je tedy nejen detektor hustoty populace

ale také indikator hladovéni. Proto se pfedpoklada, ze skupina genti, pozitivné regulovanych

signalizaci prostfednictvim CSF,
musi obsahovat geny kodujici
enzymy vyuzitelné i pti nizké
populacni hustoté. Za téchto
podminek byla prokazand exprese
proteint zasahujicich do vyuziti
alternativnich zdrojt uhliku a
manifestace zmén na bunééném
povrchu. Zaroven se predpoklada,
Ze tyto geny hraji roli pii prechodu
do stacionarni faze. Signalizace
pomoci CSF informuje buiiku o

ristovém potencialu prostiedi,

monitoruje hustotu populace a soub&ézné

vnima signaly hladovéni (Lazazzera 2000).

CSF ComX

f {ERGM

f SpoOK (Histidine f
(oligopeptide P protein kinase) ComQ
P’}'C pemesse) e ComP~P ComP }
h hat ComX
Sigma-H prospiose
{spoOH)

ComA~P ComA

SrfA (coms)
Competence «— w— <
(comG)

Obrazek 4: Quorum sensing u B. subtilis prevzato
Z (Solomon et al. 1996).

Recentni studie doklada vliv mechanizmu quorum sensing na aktivitu transkripéniho faktoru

Spo0A, ktery je zodpoveédny za iniciaci sporulace. V této praci je prokdzano, Ze pokud buiika dokaze

odhadnout mnozstvi Zivin v jejim okoli, signalizaci prostfednictvim Al mize na zaklad¢ této

informace ,,vypocitat™ mnozstvi zivin na jednu bunku. Diky tomu je schopna udélat jista adaptivni

rozhodnuti, napiiklad ur¢it kdy zaéit sporulovat (van Gestel et al. 2012).



3 Modifikované nukleotidy jako malé efektorové molekuly

Zakladni stavebni kameny téchto molekul jsou nukleotidy, které podléhaji riznym Gpravam.
MizZe se jednat 0 cyklizaci molekuly nukleotidtrifofatu (napt. cAMP), dale cyklizaci dvou molekul
nukleotid trifosfatu/difosfatu (napt. c-di-GMP), nebo piidani zbytkl kyseliny fosforeéné k molekule
nukleotid trifosfatu/difosfatu (napt. (p)ppGpp). JakoZto soucast signaliza¢ni transdukéni kaskady,
modifikované nukleotidy zprostiedkuji pfenos signalti informujici o zméné vnéjsiho prostiedi a
nasledné reguluji mechanizmy umoziujici butice pfizptsobit se na tyto zmény. Pisobeni
modifikovanych nukleotidil je ovlivnéno jejich vlastni koncentraci, kterd se méni v zavislosti na
aktivité enzymu ucastnicich se jejich metabolismu. Vysledny efekt té€chto signalizaci je naptiklad
tvorba biofilmu, exprese virulen¢nich faktort, a dalsi dulezité zmény v zivotni strategii bakterialni
buriky ¢i celé bakterialni populace. Studium téchto malych efektorovych molekul priabézné rozsifuje

jejich pocet, odhaluje nova pole plisobeni a také dal$i moznosti propojeni signalizaci.

V souvislosti s modifikovanymi nukleotidy jako malymi efektorovymi molekulami se ¢asto
pouziva pojem ,,second messengers* (druzi poslové). Zde se vSak omezim na pouZiti tohoto pojmu
pouze u efektorovych molekul cAMP a cGMP jakozto klasickych zastupct skupiny second
messengers, které pienaseji signal z receptorovych proteini na membrané do cilovych molekul uvniti
bunky. U ostatnich modifikovanych nukleotidl by pouziti tohoto pojmu mohlo byt zavadgjici, jelikoz

Casto funguji na principu riznych mechanizmti pfenosu signalu.

V této praci popisu dva modelové piiklady téchto malych efektorovych molekul (c-di-GMP a
(P)ppGpp), jejich metabolismus a mechanizmy signalizaci. Ostatnim malym efektorovym molekulam
z této kategorie se budu vénovat méné podrobné, at’ uz z diivodi nedostatku dostupnych informaci (c-
di-AMP, cGMP), nebo kvuli omezenému rozsahu prace (cAMP). Soucasné zduraznim moznosti
propojeni vnitrobunéénych signalizaci modifikovanymi nukleotidy s mezibunéénou komunikaci

zprostiedkovanou mechanizmy quorum sensing a uvedu konkrétni ptiklady.



3.1 Signalizace prostiednictvim cyklického dinukleotidu — c-di-GMP

Regulac¢ni funkce této malé molekuly byla o
poprvé pozorovana roku 1987 u bakterie , NH
. _ 0 o (N | L
Gluconacetobacter xylinus. Pti zkoumani drahy oH 0-PLo N™ "NH,
o
syntézy celulozy méla vyznam jako pozitivni 0 p
0~p—~O OH
alostericky aktivator enzymu syntazy celulozy. Tehdy "2V /\(\I[N oY
HN ¢
byla tato molekula popsana jako ,,neobvykly cyklicky N

nukleotid* (Ross et al. 1987). Dnes je jiz znamo, Ze c- Obrézek 5: Struktura c-di-GMP.,
di-GMP v bakterialni burice plni nezastupitelnou funkci ~ pievzato z (Kalia et al. 2013)

malé efektorové molekuly v fad¢ signalnich drah a

regulaénich procesti. Ma dileZitou tlohu pii zméné Zivotni strategie bakterie — mobilni versus sesilni
forma zivota. Ovliviiuje expresi gentl zajist'ujicich tvorbu biofilmi, bic¢ikd, faktort virulence, stresové
odpovédi a dalSich. Nejnovéjsi studie prokazuji propojeni signalizace prostiednictvim c-di-GMP

s mechanizmy signalnich drah quorum sensing.

3.1.1 Metabolismus c-di-GMP

Jak jsem jiz zminil vySe, u signaliza¢nich drah, které pouZzivaji modifikované nukleotidy, zalezi
Vv prvé fadé na koncentraci téchto molekul. Syntézu c-di-GMP katalyzuji enzymy s diguanylat
cyklazovou aktivitou. Zatimco degradaéni reakci katalyzuji enzymy s fosfodiesterazovou aktivitou.
Tyto proteiny se vyskytuji u gram pozitivnich i gram negativnich bakterii. Ovlivnéni funkce téchto
dvou enzymatickych aktivit zptisobuje zmény v koncentraci c-di-GMP a dalsi prenos signalu. Po
charakterizaci obecnych principi v metabolismu c-di-GMP budou nasledovat kapitoly popisujici

fungovani signalizace prostfednictvim této malé efektorové molekuly u konkrétnich bakterii.

3.1.1.1 Syntéza c-di-GMP: Diguanylat cyklazy (DGC)

Dvé¢ molekuly GTP reaguji na c-di-GMP za katalyzy enzymem diguanylat cyklazou (DGC),
jde o protein skladajici se priblizné ze 170 AMK, s konzervovanymi motivy V aktivnim misté enzymu
(A-site): GGDEF (Gly — Gly — Asp — Glu — Phe), nebo GGEEF (Gly — Gly — Glu — Glu — Phe). DGC
vét§inou navic obsahuji tzv. inhibi¢ni misto (I-site), slouZzici k alosterické inhibici syntézy c-di-GMP,

coz umoziuje kontrolu nadmérmé spotieby GTP a zaroven omezuje produkci cyklického nukleotidu.
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Inhibi¢ni misto obsahuje motiv ,,argininovych prstii: RxxxR (Arg-X-X-X-Arg), kde ,,x* znamena

jakoukoli AMK. Diky tomuto motivu dochazi k vazbé molekuly c-di-GMP (Kalia et al. 2013).

3.1.1.2 Degradace c-di-GMP: Fosfodiesterazy (PDE)

Degradaci c-di-GMP katalyzuje enzym fosfodiesteraza (PDE), ta §tépi esterové vazby
cyklického dinukleotidu. Tento enzym je tvoten piiblizné 250 AMK se dvéma druhy konzervovanych
motivia V aktivnim misté (A- site): EAL (Glu, Ala, Leu) a HD-GYP (His, Asp — Gly, Tyr, Pro).

Signal Signal

N‘Quanylgte cyclase Phosphodiesterase /
GGDEF _di 3 EAL)

\ K —p pGpG
26TP ———»
W, T 2GMP signal
HD-GYP) /
v Phosphodiesterase
Receptors
Transcription factors Riboswitch PilZ domains - o GG?“E‘

Obrazek 6: Metabolismus c-di-GMP a efektorové proteiny ("'receptors') pirevzato z
(Sondermann et al. 2012)

Produkt degradace c-di-GMP se lisi v zavislosti na konzervovaném motivu PDE, proteiny
s motivem EAL degraduji cyklicky nukleotid nejprve na pGpG a nasledné na GMP, zatimco proteiny
s motivem HD-GYP jej $tépi za vzniku 2 molekul GMP, bez meziproduktu (Ross et al. 1987). Tyto
reakce shrnuje schéma na horni poloviné Obrazku 6. Mechanizmus hydrolyzy fosfodiesterové vazby,

katalyzovany PDE doposud nebyl objasnén (Kalia et al. 2013)

3.1.1.3 DalSi funkce proteini metabolismu c-di-GMP

Bakterie vétSinou syntetizuji nékolik druhti téchto enzymt, dokonce existuji proteinové
komplexy s PDE a zarovein DGC aktivitou. VEtsinou jsou to trans membranové, nebo s membranou
asociované proteiny. Vyse zminéné konzervované motivy Vv aktivnich mistech enzymu jsou spole¢né
pro vSechny PDE a DGC nejen v bakterialni buiice ale zaroven u riznych druht gram pozitivnich a

gram negativnich bakterii. Jednotlivé proteiny s aktivitou PDE a DGC se vSak lisi senzorickymi
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doménami na N konci, které odpovidaji na specifické podnéty z prostiedi (Srivastava a Waters 2012).
Tyto senzorické domény ¢asto obsahuji dobfe znamé regulacni motivy, jako naptiklad REC doména
(phosphorylation reciever domain), PAS domény (oxygen/redox potentional/light sensor domain)
reagujici na zmény v koncentraci kysliku, redoxnim potencialu a intenzité svételného zateni. Aktivaci,
nebo inhibici PDE a DGC aktivity téchto enzymil, v disledku zmén registrovanych senzorickymi
doménami, je ovlivnéna distribuce a mnozstvi c-di-GMP v bunce (Kalia et al. 2013). Na zmény

jeho koncentrace v ramci konkrétni signalni drahy reaguji efektorové proteiny a riboswitch RNA,
které posléze reguluji expresi uréitého fenotypu na riznych Grovnich (zobrazeno na spodni ¢asti
Obrazku 6). Cilem je integrovani signald z vnéjsiho prostiedi, tak aby bakterie spravné reagovala na

ménici se podminky (Srivastava a Waters 2012).

Otazkou zlstava, jak jsou jednotlivé komponenty signalizace vyuZivajici c-di-GMP v ramci
bunky uspoiadany, aby bylo docileno pfenosu konkrétniho signalu. Byly navrZeny rizné typy
docasného odlouceni (sequestration) PDE/DGC enzymu, tvofeni mikrokompartementt a kolokalizace

enzymi v ramei konkrétnich signaliza¢nich drah (Pesavento a Hengge 2009).

3.1.2 Efektorové proteiny Vv c-di-GMP zprostiedkované signalizaci

Jedna z hlavnich skupin efektorovych proteint jsou degenerované proteiny DGC a PDE
s motivy GGDEEF, respektive EAL. Jsou katalyticky inaktivni, ale zachovaly si schopnost vazat c-di-
GMP, coz je v ptipade proteini s DGC aktivitou zptisobeno zachovanim inhibi¢niho mista (I — site).
Dalsi jejich vlastnosti, kterou si tyto degenerované proteiny zachovaly, je moznost tvofit oligomery
(Sondermann et al. 2012). Asociace c-di-GMP s degenerovanymi DGC, nebo PDE zpisobi
konformaéni zmény umoziiujici protein — proteinové interakce, nebo modifikace téchto proteint

(fosforylace, $tépenti, atd....), coz umozni pfedani signalu.

Dalsi skupinou efektorovych proteinil jsou transkripcni faktory, regulujici transkripci genti
dilezitych pro specifickou odpovéd’ na zmény v prostiedi, které jsou integrované signalizaci
prostiednictvim c-di-GMP. Cyklicky nukleotid v tomto pfipadé asociuje s konkrétnim transkripénim

faktorem a modifikuje jeho aktivitu (Hickman a Harwood 2008).

Na post-transla¢ni urovni G¢inkuji proteiny, které obsahuji tzv. PilZ domény. Protein PilZ, od
kterého se tato skupina efektorovych proteinti odvozuje, byl objeven u bakterie Pseudomonas
aeruginosa, kde reguluje formaci pili a zahajeni procesu ,,twitching motility “ (Alm et al. 1996). Tyto
proteiny nemaji vlastni katalytickou aktivitu, pfenos signdlu tudiz probiha pfes protein-proteinové
interakce. Napftiklad mohou ovliviiovat aktivitu proteint figurujicich v metabolismu c-di-GMP (PDE,

DGC) (Kalia et al. 2013). Spole¢nym znakem vsech PilZ domén je nékolik N-koncovych smycéek —
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,,C-di-GMP switch* — které podléhaji konformaénim zménam pii vazbé c-di-GMP. Vazebné misto ma
konzervovany motiv tzv. ,,argininovych prsti‘ vyskytujici se rovnéz u inhibi¢niho mista DGC: RxxxR
(Arg-x-x-x-Arg) (Habazettl et al. 2011).

3.1.3 Efektorové riboswitch RNA vazajici c-di-GMP jako ligand

Posledni z doposud objevenych efektori v ramci signaliza¢nich drah pouzivajicich c-di-GMP
jsou tzv. riboswitch RNA. Jsou to nekoddujici tseky mRNA s charakteristickou sekundarni strukturou,

které selektivné vazi metabolity a

., . , . C-di-GMP Class | Riboswitch C-di-GMP Class Il Riboswitch
regulujl genovou expresi na urovinl

psoudoknot

transkripce, nebo translace (Mandal a

Flexible loop

[ J
0
h)
)

&

¥ ( GG
Y FTHrLen
GCCC

Breaker 2004). Byly prokazany dva

e-o
-9 B Y -
typy riboswitch RNA, vazajici c-di- °-o =3 e-8 .-
| VR § & Pa88 O
GMP, které se vsak 1i8i sekundarni ¢ v-o =
A Y=-R .:.TG U ot 1(; .
strukturou (viz. Obrazek 7). Jsou P2E=¢ &Y P X 3 ":."i I* ol
G C
fq s < e 3 &
kOdOVany Sp01ecne S geny . ... - ::tﬁ.::l?ﬁl ymGery Nucleotido 8 k. . Pz " e C .
. ) = Identity ) Present  kinktum e
metabolismu c-di-GMP, nebo s _J=zIP ,f‘. a0 - S-8p1
5" 5% o & !-!

jinymi geny, které podléhaji regulaci timto ]
L ) . Obrazek 7: Riboswitch RNA vazajici c-di-GMP
cyklickym dinukleotidem (Sudarsan et al. tfidy I a II, pi‘evzato z (Kalia et al. 2013)

2008).

Bézny mechanizmus regulace transkripce pomoci riboswitch RNA je zaloZeny na ovlivnéni
terminace transkripce. Navazani ligandu (c-di-GMP) vét§inou zpusobi formaci sekundarnich struktur
rusicich funkci terminatoru a tim padem zamezuji terminaci transkripce. Pfi regulaci na urovni
translace, je diky nové vzniklym sekundarnim strukturam po navazani ligandu ovlivnéna afinita

k useku RBS (ribosom binding site) se sekvenci Shine - Delgarno (SD) (Mandal a Breaker 2004).

3.1.4 Signalizace c-di-GMP u gram negativnich bakterii — Vibrio cholerae

Vibrio cholerae méni zivotni formu v zavislosti na prostiedi, ve kterém se vyskytuje. Na
povrchu zooplanktonu a fytoplanktonu ve vodnim prostiedi tvoii biofilmy, kdezto jakmile se dostane
do stiev svého hostitele (savce), méni se v planktonickou bakterii uplatiujici spise individualni formu

zivota. Zmény v morfologii a chovani téchto bakterii byly pozorovany béhem kolonizace tlustého
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stieva savcd. Sekvenace genomu V. cholerae prokazala piitomnost 61 proteinti ze skupiny PDA/DGC

vyskytujicich se u tohoto mikroorganizmu.

Byly objeveny dva regulaéni systémy ovliviiujici aktivitu nebo expresi proteinu PDA a DGC.
Kromé regulace tvorby biofilmt ovliviiuji také expresi virulenénich faktorti. V nasledujicim odstavci
popisu pouze jeden z téchto systému, u né¢hoz bylo prokazano propojeni se signaliza¢nimi
mechanizmy quorum sensing, coz lze vidét na Obrazku 8. Jako zdroj informaci pro popis signalizace
pomoci c-di-GMP u V. cholerae jsem zvolil ¢lanek, ktery doposud neuvadi komplexni propojeni
s mechanizmy quorum sensing. Této problematice se budu vénovat v nadchazejicich kapitolach. Cilem

je zdUraznit vyvoj ndzoru na tyto signalizacni drahy a jejich vzajemné propojeni.

Ustiedni efektorové proteiny této drahy jsou transkripéni faktory AphA a AphB. V tomto bodé
hraje roli mechanizmus quorum sensing, ktery reguluje expresi genu aphA, kodujiciho protein AphA .
Dle studie (Cotter a Stibitz 2007) AphA negativné reguluje aktivitu proteinti AcgA a AcgB, které maji
domény GGDEF respektive EAL. Ty ovliviiyji koncentraci c-di-GMP. Pti vysoké koncentraci
cyklického dinukleotidu se tato molekula vaze na efektorovy protein s PilZ doménou, ktery v tomto
ptipadé pozitivné reguluje tvorbu biofilmu a negativné expresi virulencnich faktorti. Schéma této

signaliza¢ni drahy je zobrazeno na Obrazku 8.

Jako vedlejsi regula¢ni mechanizmus pasobi draha kde interakci AphA s AphB vznikne
proteinovy komplex s regula¢nimi vlastnostmi aktivujici expresi operonu tcpPH. Ten koduje regulacni
systém TcpPH, ktery spolu s analognim regulacnim systémem ToxRS reguluji transkripéni aktivator
ToxT. TcpPH a ToxRS jsou na membranu vazané transkripéni regulatory. ToxT nasledné aktivuje
transkripci gent kodujicich pilus (toxin co-regulated pilus tcpA-F) a dale spole¢né s TOXRS aktivuji
expresi genti kodujicich cholera toxin (CtXAB). Tyto dvé drahy reguluji tvorbu biofilmu a expresi
virulen¢nich faktord. Pro sofistikovanéjsi vysvétleni téchto regulaci chybi inkorporace mechanizmu

guorum sensing (viz kapitola 3.1.6.1.) (Cotter a Stibitz 2007).

Quorum sensing
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c-di-GMP ————— pGPG

P

| /T‘Lca.-.-ur.uz -
\ - x -
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Obrazek 8: Signalizace pomoci ¢-di-GMP u V. cholerae, pievzato z (Cotter, Stibitz 2007)
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3.1.5 Signalizace pomoci c-di-GMP u gram pozitivnich bakterii - Bacillus subtilis

I pies skutecnost, ze vétsina studii c-di-GMP byla provedena na gram negativnich bakteriich,
prokazalo se, ze B. subtilis, jakoZto zastupce gram pozitivnich bakterii vyuziva podobné signaliza¢ni
drahy zalozené na c-di-GMP. Bylo bioinformaticky pfedpovézeno, ze B. subtilis produkuje 5 proteint
s motivem GGDEF, 2 proteiny s motivem EAL (napt. YuxH) a 1 protein s obéma motivy. Byl

prokazan jeden efektorovy protein s doménou PilZ, pojmenovany YpfA.

Protein s doménou EAL — YuxH spoleéné s efektorovym proteinem YpfA ovliviiuji motilitu.
YpfA nejspise vaze a inhibuje aktivitu flagelarniho proteinu MotA, kdezto YuxH pravdépodobné
ovlivituje tvorbu biofilmu. YuxH nem4 regulacni doménu a je regulovan na urovni svého genu, ktery
je pod negativni kontrolou regulatoru sporulace SpoOA-P. Fosforylace Spo0OA je regulovana kaskadou
fosforylaci zprosttedkovanou histidin kinazami a fosforyldzami, které¢ odpovidaji na rozmanité
podnéty vnéjsiho prostfedi. Timto se opét priblizujeme k propojeni extracelularni a intracelularni
signalizace, které hraje dulezitou roli pfi zpracovani informaci o zméné vlastnosti prostiedi a spousti

piislusnou odpoveéd’ regulaénich mechanizmut (Chen et al. 2012).

3.1.6  Propojeni signalizace zprostiedkované c-di-GMP a mechanizmu quorum sensing

Tyto dve signaliza¢ni strategie, ptivodné chapany jako samostatné, reguluji stejné bunééné
procesy. Jejich pole ptisobeni se prekryva naptiklad pfi tvorbé biofilmu a expresi virulen¢nich faktort.
Proto existovaly domnénky a urcité informace vedouci k moznosti propojeni téchto dvou typt
signaliza¢nich drah. Prvni hypotézy navrhovaly ovlivnéni exprese nebo aktivity enzymu
syntetizujicich Al prostiednictvim efektorovych proteint reagujicich na zmény v koncentraci c-di-

GMP a tim nasledné ovlivnéni celého procesu quorum sensing (Camilli a Bassler 2006).

Cell density via
Light guorum sensing

Physico-chemical cues

Oxygen
e Nitric oxide

Norspermidine

v

Cyclic di-GMP

Synthesis/Turnover/
Signaling

!

Phenotypic changes

Arginine

Surface

Obrazek 9: Hustota populace, jako jeden z podnéti pro signalizaci
pomoci c-di-GMP, pievzato z (Srivastava, Waters 2012)
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Recentni studie tyto hypotézy potvrzuji a pfichazeji s elegantnim feSenim propojeni, které
naptiklad u jiz zminéného V. cholerae osvétluje prubéh signalizace prostiednictvim c-di-GMP. Na
Obrazku 9 je znazornéna jedna z hypotéz, ktera nahlizi na quorum sensing, respektive informaci o
hustoté bakterialni populace, jako na jeden z mnoha podnétd, které integruji signaliza¢ni drahy

pouzivajici molekulu c-di-GMP (Srivastava a Waters 2012).

V nasledujicich kapitolach uvedu dva typy signalizacnich drah vyskytujici se u gram
negativnich bakterii. Tyto drahy zpracovavaji informaci o hustoté populace zprostiedkovanou Al a
dale ji vyhodnocuji pouzitim signalizace prostiednictvim c-di-GMP. Vysledkem je produkce
sofistikované odpovédi na zmény okolniho prostiedi. U gram pozitivnich bakterii nejsou zatim
prokazany zadné podobné signaliza¢ni drahy. Ale vzhledem k tomu, Ze se u nich vyskytuje jak
mechanismus quorum sensing tak efektorova molekula c-di-GMP, mizeme piedpokladat brzké

odhalenti jejich propojeni u konkrétnich bakterii.

3.1.6.1 Nepiimé ovlivnéni signalizace prostiednictvim c-di-GMP drahami quorum sensing -

Vibrio cholerae

U V. cholerae podléha exprese gent kodujicich enzymy metabolismu c-di-GMP (PDE, DGC)
regulaci mechanizmem quorum sensing, neexistuje zde vSak pfima interakce mezi Al a témito

enzymy.

Signaliza¢ni kaskada za¢ina monitorovanim koncentrace 2 Al — Al-2 a CAI-1 (Higgins et al.
2007). K tomu slouzi senzorové proteiny: LuxP, LuxQ a CpgsS. Protein LuxP se vyskytuje
Vv periplasmatickém prostoru a protein LuxQ je trans membranovy protein, tyto dva reaguji na
ptitomnost AI-2. Dal3i trans membranovy protein CpqS reaguje na vyskyt CAI-1. Ustiedni protein je
regulator LuxO jehoz fosforylace/defosforylace udava prub¢eh signalizace. Efektorovy protein HapR,
jakozto transkripéni faktor genti vysoké hustoty populace, reguluje skupinu geni kodujicich
extracelularni proteazy a aktivaci kompetence (Tu a Bassler 2007). Dalsi efektorovy protein s funkci
transkripéniho faktoru je jiz vySe zminény AphA, tzv. hlavni reguldtor genti nizké hustoty populace,
aktivujici mimo jiné expresi gent kodujicich virulen¢ni faktory (Rutherford et al. 2011). Dalsi
transkripéni faktor: vps (vibrio polysacharid) — aktivuje expresi genti pro tvorbu biofilmu. Vsechny

tyto komponenty jsou spolecné s pribéhem signalizace znazornény na Obrazku 10.

Pti nizké hustoté populace funguji receptory Al (LuxP/Q, CpsS) jako kinazy a fosforyluji
regulator LuxO. Tim se aktivuje exprese malych gqrr sSRNA, kter¢ aktivné destabilizuji mRNA
transkripcéniho faktoru HapR a inhibuji jeho syntézu. Mimo jiné gqrr sRNA aktivuji expresi proteinu
VCA0939 (s motivem GGDEF) fungujici jako DGC, a syntetizujici c-di-GMP. Transkripéni faktor
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VpsR vaze c-di-GMP pii jeho vysoké koncentraci a aktivuje expresi dalSiho transkripéniho faktoru
vazajiciho c-di-GMP — VpsT, ktery aktivuje expresi vps, respektive tvorbu biofilmu. VpsR také
aktivuje expresi AphA aktivujici expresi ostatnich genti kodujicich proteiny potiebné pii nizké hustoté
populace.

Pti vysoké hustoté populace receptory vazajici Al vykazuji fosfatdzovou aktivitu, defosforylu;ji
LuxO a tim zamezi expresi grr sSRNA. Transkripéni faktor HapR je aktivni a pozitivné reguluje
expresi gent a dalSich PDE a DGC. Rovnéz inhibuje aktivitu transkripéniho faktoru AphA a VpsR.
Nizka koncentrace c-di-GMP inhibuje tvorbu biofilmu, coZ je odiivodnéno nutnosti expanze bunék a

kolonizaci ptilehlého okoli za icelem Snizeni populacni hustoty (Srivastava et al. 2011).

Tato draha je jedna z mnoha, které se ve V. cholerae vyskytuji. Integrace mechanizmt quorum
sensing do této konkrétni signalizace prostiednictvim c-di-GMP vedla k vytvoteni uceleného nazoru o
propojeni téchto signalizanich drah. A vedla k uptfesnéni nejasnosti o regulaci tvorby biofilmu a

expresi virulenénich faktorti u této bakterie (Srivastava a Waters 2012).
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Obrazek 10: Propojeni QS a signalizace pomoci c-di-GMP u V. cholerae, prevzato
z (Srivastava, Waters 2012)
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3.1.6.2 Primé ovlivnéni metabolismu c-di-GMP piusobenim AI — Xanthomonas campestris

U této gram negativni bakterie dochazi k pfimému ovlivnéni aktivity enzymu PDE piisobenim
Al v ramci mechanizmu quorum sensing, které vede ke sniZeni koncentrace c-di-GMP v konkrétni
signalni draze. DuleZitou komponentou této kaskady je AI DSF (Difusible signal faktor), ktery stoji na
samém pocatku signalizace (Wang et al. 2004). Jeho syntézu zajist'uje syntetaza RpfF. Dalsi ¢lanek je
trans membranova senzorova kindza RpfC. Enzym s PDE aktivitou je pojmenovan RpfG (motiv HD-
GYP) (Slater et al. 2000). Efektorovy protein ve formé transkripéniho faktoru zastupuje protein Clp,
ktery ma 2 vazebné domény, jednu pro vazbu na DNA a druhou vazajici c-di-GMP. Vazba c-di-GMP
na Clp inhibuje jeho schopnost vazby DNA a tudiz aktivitu Clp jako transkripéniho aktivatoru skupiny
genu kodujicich virulencni faktory, extracelularni enzymy a proteiny pohybového aparatu. Clp je

homologicky proteinu CAP (cAMP aktivator protein).

Pfi nizké hustot€ bakterialni populace je mala koncentrace DSF v extracelularnim matrix. To
zpusobi asociaci proteini RpfC a RpfF. Timto dale klesa produkce DSF, jelikoz jeho syntetaza RpfF
je vazbou na trans membranovy protein RpfC inaktivovana. Receptorova doména PDE proteinu RpfG
»REC* je defosforylovana a tudiz je tento protein inaktivni, neni schopen katalyzovat reakci St€peni
esterové vazby u c-di-GMP, jehoz koncentrace je tudiz vysoka (He et al. 2006). Mala efektorova
molekula c-di-GMP ma v tomto pifipadé¢ inhibi¢ni funkci, vaze se na transkripéni faktor Clp a tim

omezi jeho schopnost vazat se na DNA, respektive aktivovat transkripci gend (Tao et al. 2010).

Low cell density High cell density

+ ++++ <+ DsF

proteins

Obrazek 11: Propojeni QS a signalizace pomoci c-di-GMP u X.
campestris, pievzato z (Srivastava, Waters 2012)
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Pii vysoké hustoté populace X. campestris se zvysi koncentrace DSF. Tato mal4 signalni
molekula se vaze na protein RpfC, ktery zahaji fosforyla¢ni kaskadu slouZzici k pfenosu signalu (He et
al. 2006). To zpisobi disociaci RpfF a jeho aktivaci, respektive produkci DSF. Fosforylaéni kaskada
pokracuje z proteinu RpfC na REC doménu proteinu RpfG, aktivuje jeji PDE aktivitu a spusti
degradaéni reakei c-di-GMP (He et al. 2006). Nasledné se sniZzuje koncentrace c-di-GMP, které se pfi
nizké koncentraci nevaze na Clp, ten tim padem vaze DNA a pozitivné reguluje expresi pfislusné

skupiny gent (Tao et al. 2010). Prib¢h této signalizaéni drahy je znazornén na Obrazku 11.

Ustiedni enzymovy tandem této signalizaéni kaskady RpfG/RpfC je 1 z 38 prokazanych
proteinti s PDE/DGC aktivitou u X. campestris (Galperin 2004). Proto se odhaduje Siroky zabér
primarnich podnéti, na které bakterie timto zpiisobem mtize reagovat, jelikoz se u téchto proteinti

predpoklada vyskyt riznych senzorickych domén (Srivastava a Waters 2012).

3.2  Modifikovany nukleotid (p)ppGpp — signalizace hladovéni

Dalsi vlastnosti prostiedi, kterou bakterie

vnima a vyhodnocuje je mnozstvi zivin v médiu. O

Pti snizeni koncentrace AMK, nebo zdroja uhliku {,N | NH

bakterialni buiika za¢ne hladovét, proziva nutrieni /. § \§ . 9 N m"l‘MH2
0-P-0{P-0-P-0

stres. Jako odpovéd’ na tento druh stresu si o- /6- &b- 0

bakterie vyvinuly komplexni regula¢ni drahu, tzv. 0 H

stringentni odpovéd’. VéEtSinou je zahdjena na “0-P-0-P=0

zacatku stacionarni faze a jejim dtsledkem je i )
regulace exprese mnoha genti zptsobujicich zvySenou Obrizek 12: Struktura (p)ppGpp,
odolnost vii¢i stresim z prostiedi. B&hem stringentni pievzato z (Kalia et al. 2013)
odpovédi dochazi ke zménam ve fenotypu skrze produkci

vice nez 50 unikatnich proteint (Kim a Gadd 2008).

Jeden z typickych znaki stringentni odpovédi je produkce malé efektorové molekuly guanosin
3~ difosfat, 5 - trifosfatu (pppGpp) z které je nasledné syntetizovan guanosin 3',5" - bispyrofosfat
(pPGpp). Tyto efektorové molekuly maji dilezitou ulohu pfi signaliza¢nich kaskadach v ramci
stringentni odpovédi (oznaceni ,,(p)ppGpp* se pouziva pro obé molekuly, struktura viz Obrazek 12).
Pouzitim (p)ppGpp je buiika schopna okamzité reagovat na zmény v prostiedi, regulovat rychlost ristu
a tim si zvysit Sance na preziti. Tato mala efektorova molekula byla objevena pied vice nez 40-ti lety u
bakterie E. coli jakoZto inhibitor produkce a akumulace RNA v buiice, pravé pii hladovéni na AMK
(Cashel a Kalbacher 1970).
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3.2.1 Metabolismus (p)ppGpp

V genomu vSech osekvenovanych eubakterii se -

vyskytuje jedna nebo vice variant genii rsh (homolog Rel/Spo). SpoTRSH

RelA
>

GDP(GTP) .~ .1_  GDP(GTP
+ATP UL + PP,

Tyto geny koduji proteiny RSH, zajist'ujici metabolismus
(P)pPGpp. Nejvice prostudované enzymy spadajici do proteint

RSH jsou RelA a SpoT nachazejici se primarné u E. coli a u k™
(PiepGRP_{ - + AMP

ruznych P a y proteobakterii. U vétSiny ostatnich bakterii byl i

prokazan jeden RSH protein — Rel (ten je charakterizovan l \

druhovym jménem bakterie, u které se vyskytuje). C-terminalni

doména téchto proteiné mé Katalytickou funkci — hydrolytickou m
a syntetickou. Konkrétni proteiny RSH u riiznych bakterialnich l l

druhti vykazuji jednu z téchto katalytickych funkci, eventualné

ob¢ dve zaroven (Xiao et al. 1991). Regulace rovnovahy mezi Transkription
L \*""':...

témito dvéma katalytickymi funkcemi je esencialni pro spravné *

Quarnim
sensing

fungovani celé signaliza¢ni kaskady (Potrykus a Cashel 2008a).

Stringant
Syntéza (p)ppGpp probiha z GDP (GTP) a ATP, hydrolyzou respense
vznikaji GDP (GTP) a PP; (viz Obrazek 13, horni ¢ast) General stress
response

Obrazek 13: Signalizace
prosti‘ednictvim (p)ppGpp, prevzato

3.2.2 Funkce (p)ppGpp Vv bakterialni buiice z (Pesavento, Hengge 2009)

Tato mala efektorova molekula ptispiva k regulaci mnoha aspektti mikrobialni bunééné
biologie, které jsou citlivé na zmény v dostupnosti zivin. V souc¢asné dobé¢ bylo prokazano, ze
ovliviiuje rust, adaptace na zmeny vlastnosti vnéjsiho prostredi, sekundarni metabolismus, bunécné
déleni. Dale zasahuje do procesi tvorby biofilmi, exprese gent pohybového aparatu, vyvoje
kompetence a virulence (viz Obrazek 13, spodni ¢ast). To v pribéhu historie studia této molekuly
vyvolalo zmény ve vnimani pojmu stringentni odpovédi. Tento jev ptivodné€ znamenal reakci bakterie
na nedostatek AMK v médiu, spojenou s produkci (p)ppGpp. Nyni se pojmem stringentni odpovéd’

v

oznacuje jakykoli vnéjsi impuls vyvolavajici produkei (p)ppGpp V buiice (Potrykus a Cashel 2008b).

Vzhledem k mnoha aspektim Zivota bakterialni buniky, které tyto drahy ovliviwuji je
pravdépodobné jejich propojeni se signalizaci prostiednictvim c-di-GMP, které doposud nebylo
prokazano (Pesavento a Hengge 2009). Propojeni signalizaénich drah molekuly (p)ppGpp a
mechanizmu quorum sensing zaéina vystupovat na povrch. Spekuluje se o ovlivnéni produkce Al v

zavislosti na mnozstvi (p)ppGpp v buiice (Kalia et al. 2013).
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Mala efektorova molekula (p)ppGpp ma 2 mechanizmy ucinku pii regulaci transkripce gend
kodujicich rRNA. U gram negativnich bakterii ptsobi (p)ppGpp piimo — vazbou na RNAP, kdezto u
gram pozitivnich bakterii pisobi neptimo — ovlivnénim hladin iNTP (konkrétné¢ ATP a GTP) (Krasny
a Gourse 2004).

3.2.2.1 Signalizace nutri¢niho stresu prostiednictvim (p)ppGpp u Escherichia coli

Prvni konkrétni signaliza¢ni draha zahrnujici pouziti (p)ppGpp byla prokazana prave u této
bakterie. Pti nedostatku aminokyselin v médiu buiiky E. coli okamzité spusti stringentni odpovéd’. To

se projevi mimo jiné snizenim biosyntézy rRNA a celkové omezenim produkce ribozomd.

3.2.2.1.1 Zahajeni produkce (p)ppGpp - RelA a SpoT — zavislé drahy

V prvnim piipad¢ se jedna o Spatnou dostupnost aminokyselin v mediu. To zptsobi, Ze se
Vv buiice hromadi nenabité tRNA (uncharged tRNA), které pti asociaci s A mistem ribozomu pozastavi
translaci, kterd v tuto chvili bézi na ,,volnobéh*. Diky tomuto signalu je spusténa syntéza (p)ppGpp,
katalyzovana enzymem RelA asociovanym s ribozomem (leva strana Obrazku 14 — ,,Amino acid

starvation®) (Srivatsan a Wang 2008).

Produkce (p)ppGpp muize

. . , . amino acid starvation fatty acid starvation phosphate starvation
byt indukovana také dalsimi (glucose starvation ?) iron starvation
, . . ?
stresovymi faktory jako: i l .//l
nedostatek fosforu, zeleza, zdrojii  chargea “uncharged m—Q ?
i i . . i tRMA -l tRMA ACP ACP
uhliku a mastnych kyselin. Signal i \‘ /
oznamujici tyto nepfizniveé (GTP)GDP._  RelA
i . . , +ATP ‘ conascent
podminky je zprostfedkovan 5 polypeplide A SpoT
proteinem SpoT. Tento RSH s MRNA l
Ribosome
protein ma funkci syntetickou a - A A 4 A A"‘;
A A AT o
4 v “ s “r A M AR
zaroven degradac¢ni. Jako piiklad i —_—
(PIPPGpp (GTPJGDP + ATP  grruersessessessensas (PIPPGPR

této signalizaéni drahy byla ] , L
Obrazek 14: Regulace pomoci (p)ppGpp u E. coli, pFevzato
prokazana asociace SpoT z (Srivatsan, Wang 2008)

s kofaktorem syntézy mastnych kyselin — ACP (acyl carrier protein) (Battesti a Bouveret 2006).
Vysledek této interakce je nahromadéni (p)ppGpp pii hladovéni na mastné kyseliny diky regulaci

katalytické aktivity SpoT proteinu, favorizujici syntézu (p)ppGpp. Uvazuje se 0 mozné souvislosti
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s hladovénim na zdroje uhliku, které ovliviiuje glykolyzu a tudiZ nasledn¢ i biosyntézu mastnych
kyselin. Zda se, ze SpoT je velice dulezity protein monitorujici fyziologicky stav buiiky a nasledné
upravujici koncentrace (p)ppGpp Vv E. coli (Tato signaliza¢ni draha je zobrazena na pravé strané
Obrazku 14) (Srivatsan a Wang 2008).

3.2.2.1.2 Mechanizmy a¢inku (p)ppGpp V Escherichia coli

Tato mala efektorova molekula ovliviiuje nékolik biochemickych procesii v bakterialni butice
(transkripce, translace, DNA replikace). V nasledujicich kapitolach popisu mechanizmy regulace
transkripce pomoci (p)ppGpp u modelovych organism skupin gram pozitivnich a gram negativnich
bakterii. Vyusténi téchto regulacnich drah je v obou ptipadech negativni regulace exprese genti
kodujicich rRNA (rrn). Geny kodujici drahy biosyntézy aminokyselin (aa), jsou naopak regulovany
pozitivné. To vSe za ptedpokladu vyvolani stringentni odpovedi s naslednym zvySenim koncentrace

(p)PPGpp (viz Obrazek 15).

3.2.2.1.2.1 Primy vliv (p)ppGpp na regulaci transkripce rRNA u Escherichia coli

Regulace transkripce probiha

Vv prvé fadé piimou interakei (p)ppGpp Growth arrest
Prm Paa
s RNAP. Tento komplex (p)ppGpp —
p—
RNAP dopliuje protein DksA. Jeho e M@z’ e
s ssaamm s sssss s —
funkce spociva ve vazbé na RNAP a e @/" -

Timto zvysuje efektivitu jak pozitivnich,

o
tak negativnich regulaci @ @ @
zprostiedkovanych vazbou (p)ppGpp na @
RNAP (Potrykus a Cashel 2008Db).

stabilizaci asociace (p)ppGpp a RNAP. laoﬁperr mm@)”“m
o /

Obrazek 15: Regulace transkripce pomoci
Konkrétni mechanizmus piisobeni (P)PPGpp 1, pfevzato z (Magnusson et al. 2005),

protein DKsA vynechan
celého komplexu RNAP/(p)ppGpp/DksA
spociva v ovlivnéni stability tzv. ,,otevieného komplexu‘ (open complex). To je oddéleni dsDNA
Vv oblasti promotoru o délce 13 paru bazi, kde po denaturaci dsSDNA nasedne RNA polymeraza pti
iniciaci transkripce. Vazba (p)ppGpp/DksA na RNAP snizuje stabilitu vSech ,,otevienych komplexi‘.

Patrné je to zvlasté pii negativni regulaci exprese gent kodujicich rRNA. Komplexy RNAP-promotor
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u té€chto genil jsou z vlastni podstaty nestabilni. Dalsi sniZeni stability v tomto piipadé rusi formovani
komplexu RNAP-promotor a zamezi transkripci promotory gent rrn — P rrn (neformuji komplex

S RNAP - leva strana Obrazku 15). Pozitivni regulace se projevuje v tom, Ze je k dispozici vice
RNAP a miizou se tvotit RNAP-promotor oteviené komplexy genti, které za béznych podminek vazi
RNAP s mensi afinitou nez geny rrn Jedna se o geny kodujici enzymy nutné pro biosyntézu AMK.
Tyto komplexy RNAP — promotor jsou stabilngjsi z vlastni podstaty, a tudiz dokazi zahajit transkripci
1 pfi sniZeni stability dané vazbou malé efektorové molekuly a kofaktorového proteinu DksA na
RNAP. Syntéza AMK je timto systémem positivn¢ regulovana (prava strana Obrazku 15, P aa —
promotory drah biosyntézy AMK) (Srivatsan a Wang 2008).

Dalsi mechanizmus, kterym (p)ppGpp ovliviiuje iniciaci transkripce je ovlivnéni vazby
riznych o faktorti na RNAP. Konkrétné snizuje afinitu RNAP k hlavnimu ,,housekeeping* sigma
faktoru o', ktery zajistuje expresi genti potiebnych pii ristu za priznivych podminek, napt. geny
kodujici rRNA — rrn (Ize vidét na

levé strané Obrazku 16). Timto Growth arrest 'Jp"’rp

uvoliiuje RNAP pro vazbu s ‘ =
ostatnimi alternativnimi o faktory

na RNAP, naptiklad se sigma

Prmn Alternative o-factors

faktorem o aktivujicim syntézu

skupiny proteinti nutnych pii
tepelném Soku (heat-shock
response), nebo sigma faktorem ¢°

potfebnym pii vstupu bakterialni

buiiky do stacionarni faze

(zndzornéno na pravé strané Obriazek 16: Regulace transkripce pomoci (p)ppGpp 11, pievzato z
Obrazku 16) (Potrykus a Cashel (Magnusson et al. 2005)
2008b).

3.2.2.2 Regulace pomoci (p)ppGpp u Bacillus subtilis

U gram pozitivnich bakterii je za metabolismus (p)ppGpp zodpovédny jeden hlavni protein
RSH. Je to homolog RelA proteinu, ktery ma syntetickou a hydrolytickou funkci (Wendrich a
Marahiel 1997). Nedavné studie potvrdili pfitomnost dvou dalSich malych RSH proteind strukturné
podobnych katalytické doméné RSH se syntetickou funkci. Jsou oznaceny jako ,,small alarmone
synthetases®, geny kodujici tyto proteiny byly pojmenovany yjbM, ywaC. Kromé regulaci spole¢nych

pro gram pozitivni a gram negativni bakterie (stacionarni faze, hladovéni,...) u B. subtilis (p)ppGpp
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ovliviiuje také buné¢nou diferenciaci (Nanamiya et al. 2007). JelikoZ tyto signaliza¢ni drahy nejsou
doposud prostudovany do takové miry, jako je tomu u E. coli a dalSich gram negativnich bakterii,
budu se sousttedit na jeden z vyznamnych rozdilt v jejich fungovani mezi gram pozitivnimi a gram

negativnimi bakteriemi. Timto rozdilem je mechanizmus regulace transkripce rRNA.

3.2.2.2.1 Nepiimy vliv (p)ppGpp na regulaci transkripce rRNA u Bacillus subtilis

Zatimco u E. coli se jedna o pfimé ovlivnéni procesu iniciace transkripce za spoluprace
DksA/(p)ppGpp/RNA. U B. subtilis probiha regulace transkripce rRNA nepiimo, ovlivnénim
koncentrace tzv. iNTP. To je NTP vyskytujici se na prvnim misté v primarni sekvenci transkriptu u

promotora vytvaiejicich nestabilni otevieny komplex, jako naptiklad jsou promotory geni kodujicich

SSDNA v otevieném komplexu se vazba RNAP na promotor stabilizuje. Nedochazi k opakujici se
disociaci a asociaci enzymu nutnych pro transkripci, jak by tomu bylo bez navazaného GTP. Touto
stabilizaci je umoznén vznik vét§iho poc¢tu molekul mRNA. Transkripce genti kodujicich rRNA je
tedy regulovana zménami koncentrace GTP. Zakladni sloucenina pro syntézu (p)ppGpp je rovnéz

GTP. To znamena, Ze koncentrace téchto malych molekul v buiice spolu souvisi.

Pti zahgjeni stringentni odpovédi stoupne v bakterii koncentrace ppGpp a zaroven klesne
koncentrace GTP. Jeden z diivodt je ten, Ze GTP je piimo vyuzito k syntéze ppGpp. S nizsi
koncentraci iNTP (GTP) klesa stabilita otevieného komplexu RNAP — P rrn a tudiz dojde k iniciaci
transkripce pouze u malého zlomku gent kodujicich rRNA. Zaroven dochazi ke zvySeni koncentrace
ATP, které je iNTP u genii, exprimujicich se pii stringentni odpovédi. Uroven jejich transkripce se

zvysi vyse popsanym regula¢nim mechanismu (Krasny a Gourse 2004).

Navic je znamo, ze ppGpp inhibuje aktivitu enzymu IMP dehydrogenazy, ktery je esencidlnim
¢lankem biosyntézy GTP (Lopez et al. 1981). Tyto regulaéni drahy umozni docilit stejného vysledku

jako u E. coli (snizeni transkripce gent kodujicich rRNA), 1isi se vSak mechanismem piisobeni.
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3.3 Nové objeveny cyklicky dinukleotid — c-di-AMP

NH,
Jeden z nejnovéjsich objevi, co se ty¢e malych <N SN
_ o
signalnich molekul, je cyklicky dinukleotid c-di-AMP. ?'3/0 N N’/'J
OH O0—F-0D
Ten byl objeven pfi strukturalni a biochemické analyze
0

proteinu DisA (DNA integrity scanning protein) u No 0-;Pr OH
B.subtilis. Protein DisA reguluje iniciaci sporulace N Apf
v zavislosti na vyskytu dvoutetézcovych zlomi v DNA. NH
Je to oktamerni proteinovy komplex, jehoz monomer Obriazek 17: Struktura molekuly c-di-

obsahuje helix-hairpirin-helix (HhH) nespecifickou DNA ~ AMP» prevzatoz (Kalia et al. 2013)

vazebnou doménu a diadenylat cyklazovou doménu (DAC). Doména DAC ma funkci c-di-AMP
syntazy, to znamena, ze katalyzuje kondenza¢ni reakci dvou molekul ATP za vzniku c-di-AMP (Witte

et al. 2008).

3.3.1 Mechanizmus fungovani c-di-AMP u Bacillus subtilis

Protein DisA se pohybuje po chromozomalni DNA a pfitom hleda jiz zminéné dvoutetézcové
zlomy. Pokud na takovy zlom narazi, zastavi se a indukuje buné¢nou odpoved,, ktera zpozdi aktivaci
Spo0A (hlavniho aktivatoru sporulace) s vysledkem doc¢asného zastaveni sporulace pied
asymetrickym délenim (Bejerano-Sagie et al. 2006). V situaci, kdy protein DisA skenuje chDNA je
aktivni doména DAC, a tudiz se produkuje c-di-AMP, koncentrace této malé efektorové molekuly je

vysoka.

Naopak pokud DisA narazi na zlom dsSDNA, dochazi k inhibici aktivity domény DAC, to
znamena, ze se zastavi syntéza c-di-AMP (Witte et al. 2008). Navic dochazi ke zvyseni exprese gent
kodujicich c-di-AMP hydrolazu — YybT (také GdpP). Protein YybT ma fosfodiesterazovou aktivitu
(PDE) a katalyzuje reakci, pfi niZ se c-di-AMP hydrolyzuje na 5"-pApA- 3". Tyto procesy nasledné

snizuji koncentraci c-di-AMP v bakterialni burice.

Fluktuace v koncentraci c-di-AMP, zptsobené aktivitou domény DAC proteinu DisA, nebo
domény PDE proteinu YybT, poskytuji informaci o integrité genomu a nasledné ovliviiuji rozhodnuti

o iniciaci sporulace (Oppenheimer-Shaanan et al. 2011).

Dalsi hypotézy popisuji citlivost proteinu YybT na rizné zmény vlastnosti prostiedi skrze jeho
kofaktor — hem. Jsou to intenzita svétla, redoxni potencial a kyslik. Také bylo prokazano, Ze je tento

protein inhibovan malou efektorovou molekulou ppGpp. To znamena, Ze jakmile butika spusti
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stringentni odpovéd’ (nasleduje nartst koncentrace ppGpp), PDE aktivita YybT je inaktivovana, coz
zabrani poklesu koncentrace c-di-AMP a nedovoli potencialni inhibici iniciace sporulace (Rao et al.
2009). Doposud nebylo prokazano propojeni mezi signaliza¢nimi drahami pouzivajicimi c-di-AMP

s mechanizmy quorum sensing, coz je dle mého nazoru pouze otazka Casu.

3.4 Nové informace o znamé molekule CAMP

Tento cyklicky nukleotid piisobi jako druhy
posel v mnoha regulaénich procesech eukaryotickych a 0 0 /=N
prokaryotickych bun¢k. Skupina enzymt s adenylat O=p /TE)—N
cyklazovou (AC) aktivitou je zodpovédna za syntézu - ;f]H N
CAMP z molekuly ATP. Specifické fosfodiesterazy
(PDE) naopak katalyzuji reakci, pii které se $tépi
fosfodiesterova vazba a z CAMP vznikne AMP. Obrazek 18: Struktura molekuly cAMP,

prevzato z (Kalia et al. 2013)

Signalizace prostiednictvim této malé efektorové
molekuly byla popsana hlavné u gram negativnich bakterii. U modelové bakterie B. subtilis,

reprezentujici skupinu gram pozitivni bakterii, nebyly prokazany zadné enzymy metabolismu CAMP.

Nejznamgjsi priklad signalizacni drahy, vyuzivajici cAMP jako druhého posla, je regulace
operonu lac u E. coli. Kdy v ramci dulezité stresové odpovedi — primarni represe katabolismu uhliku,
dochazi ke kontrole mnoha operonti skrz efektorové proteiny vazajici cAMP. Ty jsou dvojiho typu,

Crp — cAMP receptor protein a CRA — catabolite repressor/activator protein.

3.4.1 Primarni represe katabolismu uhliku u Escherichia coli — Crp/CRA

Transport glukozy do buiiky probiha fosfotransferazovym systémem. Pti transportu je glukéza
zaroven fosforylovana. Pokud je koncentrace glukozy nizka, zistane jeden z proteind ti¢astnicich se
pienosu fosforylovan. Diky tomu se aktivuje adenylat cyklaza syntetizujici cAMP z molekul ATP.
Takto se zvysi koncentrace cAMP, tato mala efektorova molekula se vaze na Cap protein (catabolite
gene activator protein, ze skupiny Crp proteint). Ten v komplexu s cAMP zméni konformaci a timto
se aktivuje jeho DNA vazebna doména. Vazba komplexu Cap-cAMP na specificky usek operonu lac u
E. coli je jedna z podminek aktivace exprese tohoto operonu, které poskytuje bakterii moznost

utilizace laktozy jakozto alternativniho zdroje uhliku. Tato signaliza¢ni draha umoziuje bakterii
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vyhodnotit situaci tak, aby se syntetizovaly enzymy drahy katabolismu laktozy jen za urcitych

specifickych podminek.

Dalsi skupinou efektorovych proteint citlivych na zménu koncentrace CAMP jsou CRA
proteiny (Catabolite represor/activator protein). Opét vazi cAMP a nasledné tvoii komplex CRP-
cAMP, ktery reguluje expresi konkrétnich operond. Pozitivné jsou regulovany operony kodujici drahy
katabolismu vyuzivajici alternativni zdroje uhliku a negativné jsou regulovany drahy glykolyzy (Kim
a Gadd 2008).

Recentni studie se zabyvaji mechanizmy, ve kterych je CAMP pouzito pii regulaci tvorby
biofilmu, nebo exprese genii virulence. Propojeni signalizace prostfednictvim CAMP s mechanizmy
quorum sensing, a také s drahami vyuZzivajicimi c-di-GMP bylo prokazano u bakterie V. cholerae
(Fong a Yildiz 2008).

3.4.2 Propojeni signalizace prostiednictvim CAMP s mechanizmy quorum sensing u bakterie

Vibrio cholerae

Regulace tvorby biofilmu u této bakterie je ukdzkou komplexni spoluprace nékolika
signaliza¢nich mechanizmul. JelikoZ jsem tento proces popsal jiz v kapitolach vySe, omezim se pouze

na stru¢ny popis, zdtraznujici tlohu cAMP.

Pfi nedostatku glukézy v médiu dochazi u V.

cAMP-CRP ' 4

v 1

T HapR —|(CdgA' ——» c-di-GMP

cholerae k podobné reakci jako u E. coli, s vyslednym

zvySenim koncentrace cAMP. Ustfedni tlohu ma zde

protein CRP, ktery pii nedostatku glukozy vytvori oo

komplex CRP-cAMP. Tento komplex efektorového " 1l / ®
proteinu s cAMP nasledné negativné reguluje transkripci Ul L.
gent kodujicich enzymy biosyntetické drahy pro syntézu l e ll

vps (vibrio polysacharide) a geny kodujici specifické U, e
proteiny pro matrix biofilmu. To vSe skrze ptisobeni na VPS  proteins
transkripci VpsR a VpsT (viz Obrazek 19). Déle plisobi N v

Biofilm Formation

na skupinu gent kodujicich proteiny s PDE a DGC

doménami, a tim ovliviiuje koncentraci c-di-GMP (Fong a > Positive regulation
—— Negative regulation
Yildiz 2008). Obriazek 19: Model regulace tvorby

biofilmu u bakterie V. cholerae pomoci
CAMP-CRP, pievzato z (Fong, Yildiz 2008)

27



Navic bylo zjisténo, ze komplex CRP-CAMP ovlivituje expresi nékolika genti regulovanych
transkripénim faktorem HapR, a také ze je nezbytny pro tvorbu cholera auto induktoru 1 (CAI-1). To
znamena, ze rozhodnuti vytvofit biofilm u V. cholerae podléha vystupu z vyhodnoceni velkého

mnozstvi informaci integrovanych diky nékolika riiznym signalizaénim mechanizmtm (Liang et al.
2007).

3.5 Eukaryotni analog u prokaryot — cGMP

Dalsi ze skupiny druhych poslt, velice dilezity u D/\ED)_N/‘-‘:N
1
eukaryotickych organismt je cGMP. U prokaryot vSak doposud O=p_ / JAFU
nebyly potvrzeny Zadné konkrétni signaliza¢ni drahy vyuZivajici - OH Qr_NH

tuto malou signaliza¢ni molekulu. Syntéza probiha pomoci H,N

guanylyl cyklaz a degradaci katalyzuji specifické fosfodiesterazy
. Obrazek 20: Struktura molekuly
(Kalia et al. 2013). c¢GMP, prevzato z (Kalia et al.
2013)

Byla prokazana jedina guanylyl cyklaza syntetizujici pouze cGMP, jejiz aktivita nema dopad na
hladinu cAMP. Je kodovana genem cya2 a vyskytuje se u bakterie Synechocystis (Ochoa de Alda et al.
2000). Objeveni samostatné biosyntetické drahy pouze pro syntézu cGMP otevielo prostor pro dalsi

studie zabyvajici se vyuzitim této molekuly u prokaryot.

4  Zavér

Malé efektorové molekuly regulujici zmény Zivotnich strategii bakterii jsou nyni velice
roz$ifenym tématem védeckych studii. S rostoucim mnozstvim novych informaci a dopliujicich
Vv rdmci intracelularni a extracelularni signalizace U bakterii. Jejich pocet se neustale rozsituje,
naptiklad recentni studie regulaénich funkci molekuly pGpG odhaluje dalsi potencialni malou
efektorovou molekulu v ramci metabolismu c-di-GMP (pGpG vznika totiz degradaci c-di-GMP)
(Furukawa et al. 2012).

Skute¢nost, ze mnoho druht signalizaci je v bakterialni buiice zprostfedkovano malymi
efektorovymi molekulami, ma urcité divody. Tyto molekuly rychle difunduji v médiu, tudiz umoziuji
rychlejsi tok informaci. Dalsi velkou vyhodou je, Ze jejich syntéza neni naroc¢na, jako je naptiklad

syntéza proteint. U modifikovanych nukleotidl je zarucen dostatek prekurzorl pro jejich vyrobu,
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jelikoz jsou to pro buriky esencialni nukleotidy. Tyto vyhody upfednostiuji pouziti malych

efektorovych molekuly pied signalizaci proteiny ¢i jinymi makromolekulami.

Signalizace zprostiedkované malymi efektorovymi molekulami pokryvaji Siroké spektrum
vjemil z vnéj$iho okoli, které nasledné umozni integrovat a vyhodnotit. Diky témto procestim je buiika
schopnd sofistikované adaptovat veskeré aspekty svého Zivota na konkrétni podminky a tim zvysit
Sance preziti na maximum. Jak jsem jiz zminil, pro bakterialni buiiku je pfirozené se vyskytovat ve
formé biofilmu, to znamena v populaci bakterii stejného druhu, ¢i riznych druht (mixed — species
biofilms). Integrace a vyhodnoceni signali z vnéjsiho prostiedi se tudiz netyka pouze samotné
bakterialni bunky, nybrz celé populace. Coz Ize pozorovat napiiklad pii zméné planktonického
zivotniho stylu na ptisedly (sesilni) zptsob zivota celé bakterialni populace, a naopak. Z toho vyplyva
vysoka komplexita téchto signaliza¢nich drah, které musi umoznit tok informaci skrze vSechny ¢leny

bakterialni populace.

Recentni studie také ptindSeji mnoho dikazii o komplikovanych propojenich téchto
signaliza¢nich drah. Domnivam se, Ze je jen otazka ¢asu, kdy budeme schopni detailné popsat
komplexni informacéni sit’ vyuzivajici doposud znamé a noveé objevené malé efektorové molekuly.
Tato informacni sit’ bude piesahovat omezeni bakterialni butiky jakozto samostatného organizmu a
bude efektivné spojovat celou bakterialni populaci v celek schopny dynamicky se ptizpisobit
okolnimu prostfedi. Podle Camilli (Camilli a Bassler 2006) je velice pravdépodobné, Ze takové
molekularni signalizaéni mechanizmy tvofii zaklad kolektivnimu chovani bunék ve vyssich

organismech.

Studium malych efektorovych molekul navic poskytuje nové strategie v boji proti patogennim
bakteriim. Coz je velice uzite¢né zvlasté v dob¢, kdy Siroce rozsitena 1é¢ba pomoci antibiotik prestava
byt ucinna, jelikoz se u mnoha bakteridlnich kment vyvinula resistence vici témto 1ékiim. Malé
efektorové molekuly rovnéz poskytuji nové zbrané pii 1é¢bé nemoci zptisobenych bakteriemi, které
Vv téle pacienta tvofi biofilmy. Pochopeni molekularnich detaild tvorby biofilm umozni navrhnout
1éky zacilené na konkrétni procesy, znemoziujici bakterii tuto Zivotni strategii zaujmout. Detailni
znalost signalizacnich drah bakterii odkryje mnohé slabiny, které se budou nabizet jako mista utoku
nové vytvoienych 1ékd, za cilem omezit jejich schopnosti adaptace, kterou bakteriim tyto signalizace
poskytuji. Recentni studie rovné€z povazuji signalizace zprostfedkované malymi efektorovymi

molekulami jako modelovy systém diferenciace vyssich organismd.
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