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1. Wstêp

Aktywno�æ ró¿nych genów w komórkach okre�lo-
nego szczepu Staphylococcus aureus nie jest jednako-
wa i czêsto zale¿y od warunków �rodowiskowych. Ich
ekspresja podlega najczê�ciej z³o¿onym procesom re-
gulacyjnym i mo¿e przebiegaæ na ró¿nych poziomach
oraz przy wykorzystaniu ró¿nych mechanizmów. Naj-
czê�ciej jest ona uzale¿niona od: i) warunków �rodowis-
ka, takich jak: stê¿enie tlenu i dwutlenku wêgla, pH,
ii) gêsto�ci populacji komórek bakteryjnych, iii) fazy
wzrostu hodowli oraz iv) zawarto�ci w �rodowisku ze-
wnêtrznym tzw. cz¹steczek AIP (autoinducing pepti-
de). Dotychczas u S. aureus zidentyfikowano co naj-
mniej kilkana�cie ró¿nych systemów regulatorowych,

które mo¿na przyporz¹dkowaæ do dwóch grup czynni-
ków uczestnicz¹cych w globalnej regulacji ekspresji
genów, s¹ to: dwusk³adnikowe systemy przekazywania
sygna³u, aktywne równie¿ w regulacji quorum sensing
(np.: agrA/C, saeS/R, srrA/B, arlS/R, lytS/R, rap/traP)
oraz rodzina bia³ek SarA [8, 13]. Bia³ka sensorowe
uk³adów dwusk³adnikowych umo¿liwiaj¹ rozpozna-
wanie czynników pozakomórkowych, podczas gdy
regulatory odpowiedzi, w po³¹czeniu z alternatywny-
mi czynnikami transkrypcyjnymi (np.: Rot, SigmaB,
MgrA) i rodzin¹ bia³ek SarA (SarA, SarR, SarS, SarT,
SarU, SarV, SarX, SarY, SarZ) dzia³aj¹ jako efek-
tory wewn¹trz z³o¿onej sieci regulacyjnej komórki
bakteryjnej. Ponadto modyfikacja ekspresji genów
mo¿e przebiegaæ na poziomie inicjacji translacji, przy
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 wykorzystaniu mechanizmu ma³ych antysensownych
cz¹steczek RNA, RNA III lub na poziomie dojrza³ego
produktu genu, przy udziale proteaz Clp [8, 61, 66].

2. Dwusk³adnikowe systemy przekazywania sygna³u
(TCSTS � two component signal transduction
system)

Dwusk³adnikowe systemy regulacyjne warunkuj¹
zdolno�æ drobnoustrojów do odbierania sygna³ów ze
�rodowiska zewnêtrznego. S¹ one wysoce konserwowa-
ne w�ród organizmów prokariotycznych. W ich sk³ad
zawsze wchodz¹ dwa elementy: bia³ko sensorowe oraz
bia³ko regulatorowe (efektorowe). Sensorem jest en-
zym o aktywno�ci kinazy histydynowej, zlokalizowany
w b³onie komórkowej. Zawiera on domenê zewnêtrzn¹
(N-koniec bia³ka), która odbiera sygna³ �rodowisko-
wy oraz domenê wewn¹trzkomórkow¹ (C-koniec bia³-
ka), która wykazuje aktywno�æ kinazy histydynowej.
Podczas aktywacji, nastêpuje ATP-zale¿na autofosfo-
rylacja substratowa reszty histydynowej, a nastêpnie
przeniesienie reszty fosforanowej na bia³ko regulatora.
W cz¹steczce regulatora odpowiedzi na sygna³, fos-
forylacji ulega silnie konserwowana, znajduj¹ca siê
w domenie N-koñcowej reszta asparaginianowa. Pro-
wadzi to do aktywacji regulatora oraz zapocz¹tkowuje

kaskadê zdarzeñ, prowadz¹cych do powstania aktyw-
nego czynnika kontroluj¹cego poziom ekspresji ró¿-
nych genów, najczê�ciej na poziomie transkrypcji
[75]. Funkcje czynników transkrypcyjnych, wi¹¿¹cych
DNA poni¿ej lub powy¿ej sekwencji promotorowych
genów, mog¹ pe³niæ ró¿ne bia³ka np. w systemie agr
u S. aureus AgrA i/lub kwasy nukleinowe np. RNA III
systemu agr [36, 43].

U S. aureus zosta³o dotychczas poznanych i opi-
sanych kilka systemów dwusk³adnikowych m.in.
agrA/C, saeR/S, srrA/B, arlR/S, lytR/S, rap/traP [3, 9,
27, 29, 47, 76]. Uczestnicz¹ one w globalnych syste-
mach regulacyjnych oraz bezpo�rednio w kontroli eks-
presji genów koduj¹cych zarówno czynniki wirulen-
cji, bia³ka zwi¹zane ze strukturami powierzchniowymi
komórki bakteryjnej, jak i bia³ka metabolizmu podsta-
wowego. Do tej pory u S. aureus najlepiej poznany
zosta³ system agr (accessory gene regulator) [74].

2.1. System agr

2.1.1. Organizacja genetyczna systemu agr
System agr u S. aureus jest kodowany przez geny

zlokalizowane na chromosomie. Sk³ada siê on z frag-
mentu DNA o wielko�ci ~3 kpz (Rys. 1), koduj¹cego
dwa transkrypty: RNAII i RNAIII, które ulegaj¹ trans-
krypcji z dwóch odrêbnych promotorów, odpowiednio

Rys. 1. Schemat organizacji oraz regulacji systemu agr
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P2 i P3, o przeciwnie skierowanych orientacjach [74].
Transkrypt RNAII koduj¹ cztery geny: agrA, agrB,
agrC i agrD. Bia³ka AgrA i AgrC s¹ elementami kla-
sycznego systemu dwusk³adnikowego, gdzie AgrC
(sensor) stanowi zakotwiczon¹ w b³onie komórkowej,
zdoln¹ do autofosforylacji kinazê histydynow¹, nato-
miast AgrA (regulator, efektor) pe³ni funkcjê bia³ka
odpowiedzi oraz czynnika transkrypcyjnego. AgrD
jest propeptydem, wydzielanego na zewn¹trz komórki
peptydu autoinduktora AIP (autoinducing peptide),
zwanego równie¿ feromonem, które stanowi swoisty
ligand dla bia³ka sensora systemu quorum sensing. Na-
tomiast AgrB jest z³o¿onym bia³kiem transb³onowym,
uczestnicz¹cym w transporcie oraz modyfikacji post-
translacyjnej AgrD [8, 27, 74].

Transkrypt RNAIII koduje gen hld hemolizyny *
oraz pe³ni funkcje regulatorowe w aktywacji i/lub re-
presji ekspresji genów systemu agr, a tak¿e licznych
czynników wirulencji zarówno tych zwi¹zanych z b³o-
n¹ komórkow¹, jak i wydzielanych na zewn¹trz komór-
ki [6, 69]. Schemat pokazuj¹cy ca³o�ciowo dzia³anie
systemu agr zosta³ przedstawiony na rys 1.

2.1.2. Struktura oraz dojrzewanie cz¹steczki
autoinduktora AIP

Peptyd AIP gronkowca z³ocistego jest ma³¹ cz¹s-
teczk¹ zbudowan¹ z 7 do 9 aminokwasów, zawieraj¹c¹
w swojej strukturze piêciocz³onowy pier�cieñ lakto-
nowy [41, 54]. W strukturze genu agrD obserwuje siê
wystêpowanie zjawiska polimorfizmu, co przek³ada siê
na znaczne zró¿nicowanie struktury I-rzêdowej pep-
tydów AgrD oraz AIP. Zró¿nicowanie dotyczy rów-
nie¿ produktów genów agrB oraz agrC, czyli bia³ek
�ci�le zwi¹zanych z modyfikacj¹, sekrecj¹ AgrD oraz
aktywacj¹ sensora AgrC. Na podstawie analizy se-
kwencji genów agrB, agrC i agrD, wyró¿nia siê obec-
nie u S. aureus, cztery grupy agr, oznaczone jako agr-I,
agr-II, agr-III i agr-IV [41]. Ró¿nice w sekwencji pro-
peptydów agrD (AgrD-I, AgrD-II, AgrD-III i AgrD-IV)
oraz peptydów AIP (AIP-I, AIP-II, AIP-III, AIP-IV)
u poszczególnych czterech grup agr przedstawiono
odpowiednio na rys. 2 i 3 [41, 54].

Propeptydy AgrD ze wszystkich czterech grup s¹
niedojrza³ymi postaciami odpowiednich peptydów
AIP. Ka¿dy z nich zawiera na N-koñcu amfoteryczn¹

strukturê "-helikaln¹, która umo¿liwia zakotwiczenie
produktu w b³onie komórkowej oraz silnie hydrofiln¹
C-koñcow¹ domenê, która pozostaje niezakotwiczona
w cytoplazmie [99]. Sekwencja autoinduktora znajduje
siê w �rodkowej czê�ci propeptydu. Mo¿e ona zawie-
raæ, w zale¿no�ci od klasy, 7 do 9 aminokwasów. Cech¹
wspóln¹ dla wszystkich cz¹steczek AIP jest obecno�æ
reszty cysteiny w pi¹tej pozycji od C-koñca [41, 57, 73].
Poza tym jedynie cz¹steczki autoinduktorów z grupy I
i IV maj¹ niemal identyczn¹ strukturê I-rzêdow¹, ró¿-
ni¹c¹ siê tylko jedn¹ pozycj¹ aminokwasu w pozycji
czwartej od C-koñca (u AgrD-I � reszta kwasu aspara-
ginowego D, u AgrD-IV � reszta tyrozynowa Y) [54,
60]. W strukturze dojrza³ego peptydu jest obecny pier-
�cieñ laktonowy, zbudowany z piêciu aminokwasów,
w którym znajduje siê wi¹zanie tioestrowe, wytworzo-
ne miêdzy grupami: siarkowodorow¹ silnie konserwo-
wanej reszty cysteinowej, a karboksylow¹ ostatniego
aminokwasu na C-koñcu peptydu (Rys. 3) [57, 60].

Przekszta³cenie propeptydu AgrD w dojrza³¹ cz¹-
steczkê autoinduktora, obejmuje cztery etapy. S¹ nimi:
dwa ciêcia proteolityczne, wytworzenie pier�cienia
laktonowego i transport na zewn¹trz komórki. Wa¿n¹
rolê w modyfikacji potranslacyjnej AgrD odgrywa
struktura "-helikalna. Umo¿liwia ona zagnie¿d¿enie
propeptydu w b³onie komórkowej w pobli¿u bia³ka
AgrB, które pe³ni podwójn¹ funkcjê: endopeptydazy

AgrD1   M N T L F N L F F D F I T G I L K N I G N I A A Y S T C D F I M D E V E V P K E L T Q L H E 

AgrD2   M N T L V N M F F D F I I K L A K A I G I V G G V N A C S S L F D E P K V P A E L T N L Y D K 

AgrD3   M K K L L N K V I E L L V D F F N S I G Y R A A Y I N C D F L L D E A E N P K E L T Q L H E 

AgrD4   M N T L L N I F F D F I T G V L K N I G N V A S Y S T C Y F I M D E V E I P K E L T Q L H E 

Rys. 2. Sekwencja aminokwasów propeptydów AgrD u Staphylococcus aureus ze wszystkich czterech klas.
Podkre�leniem zaznaczono sekwencjê peptydów AIP

Rys. 3. Struktura cz¹steczek autoinduktora (AIP) ze wszystkich
czterech grup agr
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cysteinowej oraz transportera w systemie transportu
typu ABC (ATP-binding cassette) [99].

AgrB jest bia³kiem transb³onowym, z³o¿onym z sze-
�ciu podjednostek o strukturze "-helikalnej zlokalizo-
wanych w b³onie komórkowej, oddzielonych krótkimi
pêtlami znajduj¹cymi siê zarówno po jej stronie ze-
wnêtrznej, jak i cytoplazmatycznej. Cztery peryferycz-
nie po³o¿one struktury maj¹ w³a�ciwo�ci silnie hydro-
fobowe i najprawdopodobniej uczestnicz¹ w obróbce
propeptydu AgrD, natomiast dwie �rodkowe spirale,
o w³a�ciwo�ciach hydrofilowych, stanowi¹ potencjalny
kana³ transportera [81, 97]. Z badañ przeprowadzo-
nych w 2004 roku przez Z h a n g  i wsp. wynika, ¿e
za przetwarzanie propeptydu AgrD-I jest odpowie-
dzialny fragment AgrB-I pomiêdzy 43 a 67 aminokwa-
sem, natomiast za analogiczn¹ obróbkê AgrD-II, frag-
ment AgrB-II, zawieraj¹cy aminokwasy w pozycji od
126 do 141. AgrB-I i AgrB-II wykazuj¹ 60% homo-
logii i pomimo tego, ¿e regiony pomiêdzy 126 a 141
aminokwasem ró¿ni¹ siê tylko w czterech pozycjach,
analogiczne procesy przeprowadzaj¹ z udzia³em ró¿-
nych domen. Dotychczas nie wyja�niono przyczyn ta-
kiego podzia³u funkcji [98].

W pó�niejszych badaniach Z h a n g  i  wsp. podjêli
próbê znalezienia miejsca w strukturze bia³ka AgrB,
stanowi¹cego potencjalne centrum aktywne proteazy
[77]. Okaza³o siê, ¿e jedynie reszty dwóch aminokwa-
sów � histydyny w pozycji 77 (H77) i cysteiny (C84),
s¹ niezbêdne do wytworzenia prawid³owego bia³ka
AIP. Ponad to reszty obydwu aminokwasów s¹ zloka-
lizowane po cytoplazmatycznej stronie b³ony komór-
kowej, tu¿ przy powierzchni, co u³atwia im dostêp do
docelowego miejsca dzia³ania. Centrum aktywne endo-
peptydazy rozpoznaje w cz¹steczce AgrD silnie kon-
serwowan¹ sekwencjê asparaginian-glutaminian, znaj-
duj¹c¹ siê tu¿ za sekwencj¹ autoinduktora. Nastêpuje
pierwsze ciêcie proteolityczne i uwolnienie grupy kar-
boksylowej na C-koñcu propeptydu. W tym samym
czasie wysoce reaktywna grupa siarkowodorowa reszty
cysteinowej C84 dokonuje ataku na resztê SH cyste-
iny propeptydu, prowadz¹c do jej aktywacji. Nastêpuje
reakcja transestryfikacji i wytworzenie wi¹zania tio-
estrowego z grup¹ karboksylow¹ ostatniego aminokwa-
su. W ten sposób reszty piêciu aminokwasów zostaj¹
zamkniête w pier�cieniu laktonowym [77].

S³abiej poznany jest mechanizm modyfikacji post-
translacyjnej N-koñca AgrD. Brak jest uniwersalnego
motywu tu¿ przed sekwencj¹ AIP, natomiast konserwo-
wany motyw izoleucyna-glicyna znajduje siê w ró¿nej
odleg³o�ci od pierwszego aminokwasu autoinduktora
w cz¹steczkach AIP-I/IV, AIP-II oraz AIP-III. Wia-
domo jednak, ¿e AgrB-I mo¿e przeprowadzaæ pra-
wid³ow¹ modyfikacjê N-koñca zarówno AgrD-I, jak
i AgrD-III, prowadz¹c do powstania aktywnych cz¹s-
teczek AIP-I i AIP-III [41]. Najprawdopodobniej jest

to proces bardziej skomplikowany i uczestnicz¹ w nim
równie¿ inne enzymy b¹d� struktury komórki.

Aktywny transport zmodyfikowanych cz¹steczek
AgrD przez kana³ b³onowy bia³ka AgrB jest ostatnim
etapem powstawania peptydu AIP [27].

2.1.3. Aktywacja przekazywania sygna³u w TCSTS
2.1.3.1. Oddzia³ywanie ligand-sensor w systemie

quorum sensing
Wydzielone na zewn¹trz komórki cz¹steczki auto-

induktora mog¹ stanowiæ ligandy dla swoistych recep-
torów. Je¿eli stê¿enie AIP w �rodowisku osi¹gnie pew-
n¹ krytyczn¹ warto�æ, oddzia³ywanie ligand-receptor
staje siê na tyle silne by nast¹pi³a aktywacja sensora
[42]. Funkcjê sensorow¹ pe³ni AgrC [48]. Jest to bia³ko
o masie cz¹steczkowej 46 kDa, o w³a�ciwo�ciach ki-
nazy histydynowej I typu (EnvZ-like histidine kinase),
pe³ni¹ce wa¿n¹ funkcjê w procesach komórkowego
przekazywania sygna³u. Wystêpuje w komórce w po-
staci homodimeru, zlokalizowanego po czê�ci w b³o-
nie komórkowej i w cytoplazmie. Sk³ada siê z piêciu
domen, nazwanych: S (sensor), DHp (dimerization
histidine phosphotransfer), CA (catalytic ATP-binding),
RR (response regulator) i HPt (histidine-containing
phosphotransfer) [17, 48]. Region sensora sk³ada siê
z dwóch uk³adów domen transb³onowych, z których
ka¿da zawiera sze�æ struktur "-helikalnych. Stanowi¹
one miejsce rozpoznawania i wi¹zania ligandu. C-ko-
niec domeny S przechodzi w domenê DHp, z³o¿on¹
z czterech spiral "-helikalnych, zawieraj¹cych w swo-
jej strukturze dwie cz¹steczki silnie konserwowanej
histydyny (Rys. 4). Odpowiada ona zarówno za dime-
ryzacjê jak i, dziêki obecno�ci pier�cienia imidazolo-
wego, przenoszenie grup fosforanowych [17, 48].

Domena DHp jest bezpo�rednio po³¹czona ze
struktur¹ CA. Jest to domena silnie konserwowana
u Procaryota, zawiera centrum aktywne o w³a�ciwo�-
ciach ATP-azy, dziêki czemu mo¿e pe³niæ funkcjê ka-
talityczn¹ w procesie fosforylacji [17, 48].

Oddzia³ywanie AIP z receptorem jest wysoce spe-
cyficzne. Zatem jedynie zwi¹zanie ligandu z w³a�-
ciwym mu receptorem, czyli AIP-I z AgrC-I, AIP-II
z AgrC-II itd., spowoduje aktywacjê szlaku przekazy-
wania sygna³u. Natomiast wi¹zania niespecyficzne
dzia³aj¹ antagonistycznie i powoduj¹ zablokowanie
uk³adu TCSTS [52]. Wydaje siê, ¿e cz¹steczki autoin-
duktora maj¹ jednakowe powinowactwo do recepto-
rów ka¿dego typu i ich wi¹zanie nastêpuje na zasadzie
kompetycyjnego wypierania, jednak¿e analizy ilo�cio-
we wykaza³y, ¿e jest to mechanizm bardziej z³o¿ony.
Okazuje siê, ¿e mechanizm oddzia³ywania antagonis-
tycznego jest znacznie mniej skomplikowany ni¿ ago-
nistycznego [53]. Przeprowadzone badania dowodz¹, ¿e
modyfikacja strukturalna w cz¹steczce AIP polegaj¹ca
na zmianie pier�cienia tiolaktonowego na laktamowy
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lub laktonowy, powoduje utratê funkcji aktywatora
uk³adu dwusk³adnikowego, natomiast nie wp³ywa na
zdolno�æ do blokowania uk³adów niespecyficznych
[57]. Dotychczas nie zosta³ dok³adnie wyja�niony me-
chanizm wi¹zania cz¹steczek autoinduktora z recepto-
rem. Wiadomo, ¿e w strukturze AIP kluczow¹ rolê od-
grywa makropier�cieñ oraz, ¿e jest to oddzia³ywanie
wysoce specyficzne. Zmiana jednego aminokwasu, jak
to jest w przypadku cz¹steczek AIP-I i AIP-IV, powo-
duje utratê zdolno�ci do oddzia³ywania agonistycznego
z sensorem. Z kolei do�wiadczenia, w których badano
interakcje AIP-AgrC z wykorzystaniem zmodyfikowa-
nych cz¹steczek AIP, zredukowanych do samego piê-
ciocz³onowego pier�cienia tiolaktonowego wykaza³y,
¿e makropier�cieñ blokuje aktywacjê TCS wszystkich
czterech typów [53]. Jest on zatem wystarczaj¹cy do
wi¹zania receptora i inhibicji, ale do aktywacji kinazy
histydynowej jest niezbêdna równie¿ obecno�æ krót-
kiego ogonka aminokwasowego [57]. Nie wiadomo,
które dok³adnie aminokwasy odgrywaj¹ kluczow¹ rolê
w tym procesie oraz czy wiêksze znaczenie ma ich
rodzaj, czy lokalizacja. Badania dowodz¹ bowiem, ¿e
dla aktywno�ci AIP-I kluczowe znaczenie ma kwas
asparaginowy (D5), zlokalizowany w makropier�cie-
niu, natomiast w przypadku AIP-II jest to asparagina
(N3) po³o¿ona w ogonku autoinduktora [57, 60].
Z kolei wyniki innych eksperymentów pokazuj¹, ¿e
wa¿n¹ rolê mog¹ odgrywaæ konserwowane na C-koñ-
cu peptydu dwa aminokwasy silnie hydrofobowe: izo-
leucyna (I), leucyna (L), metionina (M) lub fenyloala-
nina (F), poniewa¿ substytucja alanin¹ F i L w AIP-II
spowodowa³a znaczn¹ redukcjê potencja³u zarówno
agonistycznego, jak i antagonistycznego autoinduk-
tora II typu. Obecno�æ tych hydrofobowych amino-
kwasów ma wp³yw tak¿e na sposób wi¹zania ligandu
do receptora. Dowiedziono bowiem, ¿e bia³ka fuzyjne
AgrC-I:IV i AgrC-IV:I wi¹¿¹ preferencyjnie AIP-I

i IV w czê�ci dystalnej (bli¿ej C-koñca) domeny sen-
sorowej kinazy [57].

Poniewa¿ wi¹zanie ligand-receptor jest wysoce spe-
cyficzne, pewne determinanty tej swoisto�ci musz¹
wystêpowaæ równie¿ w strukturze cz¹steczki AgrC.
Dotychczasowe badania dowodz¹, ¿e wa¿n¹ rolê w roz-
poznawaniu i wi¹zaniu ligandu odgrywa C-koñcowa
hydrofobowa domena S receptora [94], a dok³adnie
reszty aminokwasowe zlokalizowane w jej central-
nej, zewn¹trzkomórkowej pêtli [26], bowiem zamiana
w strukturze AgrC-IV piêciu aminokwasów w po-
zycjach 100-F, 101-T, 104-V, 107-V, 116-I na analo-
giczne, charakterystyczne dla AgrC-I (100-Y, 101-A,
104-T, 107-S, 116-S), spowodowa³a zmianê specyficz-
no�ci receptora [26].

Utworzenie specyficznego wi¹zania pomiêdzy AIP,
a domen¹ sensorow¹ odpowiedniego bia³ka AgrC,
prowadzi do zmiany konformacji bia³ka, która umo¿-
liwia wzajemne zbli¿enie siê domen DHp i CA oraz
przeniesienie grupy fosforanowej z centrum katali-
tycznego ATP na pier�cieñ imidazolowy histydyny,
znajduj¹cej siê w rdzeniu domeny dimeryzacyjnej
[17]. Nastêpuje auto-trans-fosforylacja reszty histydy-
nowej i tym samym aktywacja kinazy histydynowej.
Nastêpnym etapem szlaku przekazywania sygna³u
w komórce bakterii jest przeniesienie grupy fosfora-
nowej z reszty histydynowej na asparaginow¹, znaj-
duj¹c¹ siê na N-koñcu bia³ka AgrA, co prowadzi do
aktywacji bia³ka efektorowego [17, 43, 48].

2.1.3.2. Aktywacja domeny bia³ka efektora AgrA
Bia³ko AgrA jest drugim kluczowym elementem

systemu dwusk³adnikowego agrA/C i stanowi jego
domenê RR (response regulator). AgrA jest bia³kiem
z³o¿onym z 238 aminokwasów, którego sekwencja
jest silnie konserwowana w�ród szczepów S. aureus
u wszystkich czterech grup agr [65]. Najwa¿niejszymi

Rys. 4. Schemat budowy cz¹steczki sensora AgrC
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elementami strukturalnymi bia³ka s¹: reszta asparagi-
nowa na N-koñcu i sekwencja LytTR na C-koñcu.
Reszta asparaginowa AgrA jest akceptorem grupy
fosforanowej i odgrywa zasadnicz¹ rolê w aktywacji
bia³ka. Natomiast region LytTR jest odpowiedzialny
za funkcjê efektora [68]. Zawiera w swojej strukturze
dwa zasadowe, silnie hydrofilne aminokwasy, o du-
¿ym ³adunku dodatnim, które nadaj¹ dodatni charak-
ter ca³ej domenie C-koñcowej. Dziêki tej w³a�ciwo�ci
wykazuje ona powinowactwo do DNA. Motyw LytTR
rozpoznaje i wi¹¿e siê do �ci�le okre�lonej sekwencji,
bêd¹cej ci¹giem krótkich, niedoskona³ych powtórzeñ
[TA][AC][CA]GTTN[AG][TG], znajduj¹cej siê w re-
gionach promotorowych genów, nadaj¹c bia³ku AgrA
funkcjê czynnika transkrypcyjnego [68]. Bia³ko to jest
pozytywnym regulatorem ekspresji obydwu trans-
kryptów systemu agr, jednak wydajno�æ wi¹zania do
promotora P2 jest wy¿sza ni¿ do P3 [43]. Wykazano,
¿e AgrA w obecno�ci donorów grup fosforanowych,
szczególnie je¿eli s¹ to ma³e cz¹steczki, takie jak fos-
foran acetylowy, ma tendencjê do tworzenia homodi-
merów, które charakteryzuj¹ siê wiêksz¹ aktywno�ci¹
w porównaniu z pojedynczymi cz¹steczkami, zw³asz-
cza do promotora P2 (wzglêdem P3) [43]. Ponadto

bia³ko AgrA po�rednio uczestniczy w regulacji trans-
krypcji innych genów, szczególnie tych zwi¹zanych
z patogenno�ci¹ drobnoustrojów (Tabela I) [16, 100].

2.1.4. Region intergeniczny systemu agr
Pomiêdzy promotorem P2 i P3 systemu agr wystê-

puje fragment DNA o d³ugo�ci 120 nukleotydów,
który zawiera miejsca wi¹¿¹ce czynniki regulatorowe
dla obydwu operonów. B a y e r  i wsp. dowiedli, ¿e
w regionie tym znajduje siê 17-nukleotydowa sekwen-
cja zawieraj¹ca ci¹g kilku krótkich, odwróconych se-
kwencji powtórzonych, tzw. inverted repeats (IR) [5].
Poza tym w pozycjach -45 od P2 i -66 od P3 znajduj¹
siê cztery siedmionukleotydowe sekwencje powtórzo-
ne 5�-AGTTAAG-3�, z których dwie �rodkowe obej-
muj¹ IRs [67]. Wydaje siê, ¿e do tych sekwencji mog¹
przy³¹czaæ siê czynniki transkrypcyjne, konkuruj¹c ze
sob¹ o miejsce wi¹zania zarówno z P2, jak i P3. Jed-
nak do aktywacji operonu P3 wymagana jest obecno�æ
jedynie dwóch, najbli¿ej po³o¿onych sekwencji po-
wtórzonych, co sugeruje mo¿liwo�æ przeprowadzania
niezale¿nej regulacji obydwóch promotorów agr. Poza
tym w regionie promotorowym P3, pomiêdzy nukleo-
tydem -10 a -35 znajduje siê 19-nukleotydowy fragment

Regulacja pozytywna

3653 aur Aureolizyna
396 clfB Czynnik clumping factor B
583 geh Lipaza (hydrolaza estrów glicerolowych)

4061 hla "-toksyna (hemolizyna)
1427 hld *-toksyna (hemolizyna)
1928 hlgB Sk³adnik B (-toksyny (hemolizyna)

1927 hlgC Sk³adnik C (-toksyny (hemolizyna)
667 lip Lipaza triacyloglicerolowa

1175 pls Bia³ko powierzchniowe zawieraj¹ce motyw LPXTG
2036 set8 Egzotoksyna 2
2928 splA Proteaza serynowa SplA
2929 splB Proteaza serynowa SplB

324 splD Proteaza serynowa SplD
327 splF Proteaza serynowa SplF

2175 sspC Proteaza
2927 � Homolog paciorkowcowej adhezyny Emb
1029 � Homolog bia³ka powierzchniowego Map
4374 � Bia³ko powierzchniowe Map

5147 � Homolog paciorkowcowej hemaglutyniny
4523 � Modulina $2 rozpuszczalna w fenolu

Regulacja negatywna
4081 spa Powierzchniowe bia³ko A
3910 ssaA Prekursor antygenu sekrecyjnego
1941 � Antygen miozynowy

T a b e l a  I
Czynniki wirulencji S. aureus podlegaj¹ce agr-zale¿nej pozytywnej oraz negatywnej regulacji [16, 100]

Numer ORF szczepu
S. aureus COL

Nazwa
genu

Funkcja produktu ekspresji genu
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DNA, odgrywaj¹cy istotn¹ rolê w aktywacji trans-
krypcji RNA III. Okazuje siê bowiem, ¿e delecja
trzech nukleotydów z tego rejonu objawia siê fenoty-
powo konstytutywn¹ ekspresj¹ operonu P3 [67].

2.1.5. RNA III
2.1.5.1. Struktura i organizacja
Jest to cz¹steczka RNA o wielko�ci 514 par zasad,

kodowana przez system agr S. aureus [69, 74]. Ulega
transkrypcji podczas �rodkowej fazy wzrostu wyk³adni-
czego hodowli [4, 92] z promotora P3, który ma orien-
tacjê przeciwn¹ do promotora P2 [74]. Cz¹steczka
RNA III przyjmuje skomplikowan¹ strukturê drugo-
rzêdow¹, w której wystêpuj¹ fragmenty niesparowane,
jak równie¿ sekwencje dwuniciowe [69]. RNA III za-
wiera 14 struktur typu �szpilka do w³osów� (hairpin),
z których utworzone s¹ trzy przestrzenne domeny
o strukturze "-helisy (A, B i C) oraz 5�-domenê pocz¹t-
kow¹ (nukleotydy od 1 � 31) i 3�-domenê koñcow¹
(nukleotydy od 383 � 514). Domeny A i B stanowi¹
�rodkow¹ czê�æ cz¹steczki (nukleotydy od 32�382),
natomiast "-helikalna domena C znajduje siê w obrêbie
domeny 3�-koñcowej. Liczne oddzia³ywania i parowa-
nie nukleotydów miêdzy fragmentami pocz¹tkowymi,
a �rodkowymi i/lub koñcowymi cz¹steczki (A24-G30/
U452-458 "-helisy C) (U32-A42/U371-G382 "-he-
lisy B), stabilizuj¹ jej strukturê drugorzêdow¹ [69].
Jednocze�nie powoduj¹, ¿e helisa C znajduje siê
w przestrzeni w pobli¿u zarówno 3�-, jak i 5�-koñca.
Wystêpowanie licznych niesparowanych nukleotydów
w obrêbie helisy C powoduje, ¿e ³atwo mo¿e doj�æ do
wi¹zania innych jednoniciowych sekwencji RNA [69].

Ka¿da struktura typu hairpin sk³ada siê z ogonka,
który stanowi¹ sparowane nukleotydy (podwójna niæ)
oraz z jednoniciowej pêtelki na szczycie. W RNA III
struktury hairpin 7, 13 i 14 zawieraj¹ pêtle bogate
w nukleotydy cytydynowe, co jest do�æ nietypowe dla
organizmów prokariotycznych, których genom jest
bogaty w pary A-T [6]. Zatem wysoce prawdopodob-
ne jest, ¿e sekwencje te mog¹ pe³niæ rolê czynników
wi¹¿¹cych DNA/RNA. W obrêbie helisy B znajduj¹
siê szpilki od 2 do 11, natomiast 3�-koñcowa domena
obejmuje struktury 12, 13 i 14. W zale¿no�ci od zawar-
to�ci par A-U i G-C ró¿na jest stabilno�æ tych struktur,
jak równie¿ ich funkcja [4, 66, 67]. Na przyk³ad bogata
w pary G-C struktura 14, jest wysoce stabilna i silnie
konserwowana w obrêbie rodzaju Staphylococcus,
s¹siaduje z terminatorem RNA III i wraz z nim pe³ni
funkcjê czynnika regulacyjnego [69].

Wiêkszo�æ cz¹steczki RNA III stanowi¹ sekwen-
cje niekoduj¹ce, jednak miêdzy 70 a 165 nukleotydem
znajduje siê sekwencja genu hld *-lizyny. Zawiera ona
kodon start AUG i stop UAA translacji oraz sekwen-
cjê Shine-Dalgarno (GAA), która stanowi miejsce
wi¹zania rybosomu.

2.1.5.2. Funkcja
Wykazano, ¿e 514-nukleotydowa cz¹steczka RNA III

pe³ni plejotropow¹ funkcjê. W niewielkiej czê�ci (miê-
dzy 70 a 165 nukleotydem) zawiera sekwencjê koduj¹-
c¹ genu hld. Produktem tego genu jest 26 aminokwaso-
we bia³ko *-lizyny, posiadaj¹ce w³a�ciwo�ci cytolizyny
[38]. Ju¿ badania przeprowadzone na pocz¹tku lat dzie-
wiêædziesi¹tych XX wieku wykaza³y, ¿e gen hld jest
czê�ci¹ strukturaln¹ systemu agr, jednak ulega trans-
krypcji z innego promotora (P3) znajduj¹cego siê po-
wy¿ej promotora P2 i podlega pozytywnej regulacji
przez system agr [37]. J a n z o n  i A r v i d s o n  wy-
kazali równie¿ rolê RNA III jako czynnika regulacyj-
nego, poniewa¿ okaza³o siê, ¿e mutanty pozbawione
3�-koñca cz¹steczki produkuj¹ *-lizynê z wydajno�ci¹
50�75% ni¿sz¹ w porównaniu ze szczepami dzikimi.
Dowiedziono równie¿, ¿e mutacja, polegaj¹ca na de-
lecji sekwencji RNA III przez zast¹pienie, daje podob-
ny efekt fenotypowy co mutacje w genie agrA, czyli
powoduje spadek ekspresji genów koduj¹cych egzo-
proteiny, takie jak hemolizyna ", proteaza serynowa,
metaloproteaza i jednocze�nie powoduje 10-krotny
wzrost ekspresji powierzchniowego bia³ka A [37]. Po-
znanie struktury drugorzêdowej cz¹steczki RNA III
[69] oraz badania prowadzone w pó�niejszych latach,
pozwoli³y na dok³adniejsze poznanie mechanizmu jego
dzia³ania jako regulatora ekspresji genów.

Domena zawieraj¹ca 5�-koniec cz¹steczki RNA III,
odgrywa rolê aktywatora ekspresji genów hla i hlb,
koduj¹cych hemolizyny " i $ [66, 69]. M o r f e l d t
i wsp. udowodnili, ¿e 5�-koniec cz¹steczki RNA III
i 5�-koniec cz¹steczki genu hla wykazuj¹ 75% kom-
plementarno�ci oraz, ¿e region miêdzy 42 a 72 zasad¹
RNA III zawiera liczne niesparowane nukleotydy,
które mog¹ stanowiæ potencjalne miejsce wi¹zania [66].
Pozwala to przypuszczaæ o zwi¹zaniu RNA III z po-
cz¹tkowym odcinkiem mRNA-hla, co inicjuje zmiany
konformacyjne, prowadz¹ce do ods³oniêcia miejsca
Shine-Dalgarno wi¹zania rybosomu (RBS) i zainicjo-
wania translacji [66]. Jest to tzw. mechanizm antysen-
sownej regulacji na poziomie transkryptu genu.

Funkcjê regulatorow¹ pe³ni równie¿ 3�-koniec
RNA III [4, 37]. Jest niezbêdny do aktywacji translacji
genu hld [69] oraz odpowiada za 1-godzinne opó�nie-
nie powstawania produktu tego genu w porównaniu
z pojawieniem siê transkryptu [4]. Mutanty, zawiera-
j¹ce 5�-koniec RNA III (z ca³¹ ramk¹ odczytu hld, ale
bez 3�-koñca) po³¹czony z promotorem $-laktamazy,
produkuj¹ *-lizynê prawie natychmiast po powstaniu
RNA III, w odró¿nieniu od mutantów zawieraj¹cych
ca³¹, funkcjonaln¹ cz¹steczkê RNA III, u których nadal
obserwowano 1-godzinne opó�nienie ekspresji tego
enzymu [4]. Przyczyna tego zjawiska nadal nie zosta-
³a wyja�niona. Wydaje siê, ¿e sam 3�-koniec RNA III
nie ma bezpo�redniego wp³ywu na inicjacjê translacji
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transkryptu genu *-lizyny. Prawdopodobnie uczestnic-
two tej domeny w regulacji ekspresji innych genów
generuje zmiany konformacyjne in vivo, które unie-
mo¿liwiaj¹ jednoczesne przy³¹czenie rybosomu do
miejsca inicjacji translacji hld lub utworzenie stabil-
nego kompleksu 16S rRNA/RNAIII/tRNAf

Met, co pro-
wadzi do 1-godzinnego opó�nienia ekspresji *-lizyny.
Zatem mo¿na przypuszczaæ, ¿e RNA III pe³ni rolê po-
�redniego aktywatora translacji hld.

Domena 3�-koñcowa RNA III uczestniczy równie¿
w negatywnej regulacji ekspresji bia³ka powierzch-
niowego Spa (gen spa, staphylococcal protein A). Ju¿
badania przeprowadzone w latach dziewiêædziesi¹tych
ubieg³ego wieku dowodz¹, ¿e mutanty pozbawio-
ne RNA III wykazywa³y 10-krotny wzrost ekspresji
genu spa [37], natomiast wprowadzenie do szczepu
S. aureus, defektywnego w agr, operonu P3, pod³¹czo-
nego do promotora P-bla objawia siê fenotypowo
w komórce bakteryjnej spadkiem produkcji proteiny A
[69]. Dok³adny mechanizm tej regulacji nie zosta³ do-
tychczas poznany, nie wiadomo równie¿ czy 3�-domena
RNA III reguluje transkrypcjê spa w sposób po�redni
czy bezpo�redni.

Poza tym, ¿e RNA III S. aureus uczestniczy w re-
gulacji ekspresji genów koduj¹cych ró¿ne czynniki
wirulencji, mo¿e równie¿ modulowaæ wyra¿anie siê
genów innych systemów regulacyjnych. Jednym z nich
jest system rot (repressor of toxins), kodowany przez
498-nukleotydow¹ ramkê odczytu rot [59]. Badania
porównawcze transkryptomów dowodz¹, ¿e Rot jest
globalnym regulatorem i mo¿e uczestniczyæ zarówno
w pozytywnej (spa, sarS, clfB, coa thrB), jak i nega-
tywnej (hla, hlb, geh, ureA, sspA, sspB, sspC, splA,
splB, splC, splD, splE, splF) regulacji licznych genów
[82]. Z kolei cz¹steczka RNA III jest aktywatorem
ekspresji niektórych toksyn ("-, $- toksyna, geny hla,
hlb) i represorem bakteryjnych bia³ek powierzchnio-
wych, takich jak bia³ko A (spa), koagulaza (coa),
czynnik �clumping factor� (clf) [18, 58], dlatego mo¿na
stwierdziæ, ¿e RNA III jest bezpo�rednim antagonist¹
bia³ka Rot [71]. Jednak¿e mechanizm tego antagoniz-
mu mo¿e byæ równie¿ po�redni, poniewa¿ okazuje siê,
¿e RNA III wi¹¿e mRNA-rot, blokuj¹c jego translacjê
i tym samym po�rednio aktywuje transkrypcjê genów
represjonowanych przez Rot [25]. W mechanizmie tej
regulacji uczestniczy 3�-koniec RNA III, a dok³adniej
struktury �hairpin� 13 i 14. Ka¿da z nich, w pêtli,
zawiera odcinki bogate w niesparowane nukleotydy
cytydynowe, które s¹ wysoce komplementarne do hek-
sameru w sekwencji Shine-Dalgarno mRNA-rot [7].
Zatem RNA III przy³¹cza siê do 5�-koñca transkryptu
rot, co determinuje pojawienie siê miejsca rozpozna-
walnego dla endorybonukleotydazy III (RNaza III).
Nastêpuje ciêcie enzymatyczne w mRNA-rot, co pro-
wadzi do jego degradacji [7]. Najprawdopodobniej po-

dobny mechanizm negatywnej regulacji przez RNA III
i RNazo-zale¿nej degradacji dotyczy genu spa [36].

2.1.6. Regulacja systemu agr

System agr S. aureus uczestniczy w regulacji eks-
presji licznych genów zwi¹zanych ze strukturami po-
wierzchniowymi, wirulencj¹ i metabolizmem tego ga-
tunku bakterii. Jednak¿e sam równie¿ podlega regulacji
przez potencjalnie trzy niezale¿ne mechanizmy: i) me-
chanizm autoindukcji przez bia³ko AgrA, ii) regulacji
zale¿nej od SarA, iii) system quorum sensing rap/traP.

2.1.6.1. Autoregulacja zale¿na od AgrA
Bia³ko AgrA jest efektorem systemu quorum sen-

sing agrA/C S. aureus [65, 74]. Dowiedziono, ¿e ak-
tywne, ufosforylowane bia³ko posiada zdolno�æ do
wi¹zania sekwencji DNA w regionie intergenicznym
systemu agr, prowadz¹c do jego aktywacji [43, 67, 68]
(Rys. 1, podrozdzia³ 2.1.3.2. oraz 2.1.4.). We wczesnej
fazie wzrostu logarytmicznego hodowli bakteryjnej s¹
wytwarzane na pewnym niskim poziomie cz¹steczki
AgrB i AgrD, co prowadzi gromadzenia w �rodowis-
ku feromonów AIP. Kiedy zostanie osi¹gniêty pewien
krytyczny poziom cz¹steczek autoinduktora, nastêpuje
aktywacja kinazy histydynowej AgrC, co poci¹ga za
sob¹ kaskadê zdarzeñ prowadz¹cych do fosforylacji
AgrA. Bia³ko odpowiedzi wi¹¿e siê z regionem znajdu-
j¹cym siê powy¿ej promotora operonu P2 oraz P3, ak-
tywuj¹c transkrypcjê RNA II i RNA III, a tym samym
równie¿ genów agrA, agrB, agrC, agrD oraz hld.

2.1.6.2. Regulacja zale¿na od Sar A
Bia³ko SarA po raz pierwszy zosta³o zidentyfikowa-

ne, jako czynnik wi¹¿¹cy DNA w regionie intergenicz-
nym systemu agr, w trakcie badañ nad mechanizmem
regulacji ekspresji RNA III [67]. Jest to 124-amino-
kwasowy polipeptyd, zaliczany obecnie do tzw. rodzi-
ny bia³ek Sar [5, 12, 13]. Gen koduj¹cy SarA (sarA)
znajduje siê w chromosomie w locus sar i stanowi je-
den z trzech nak³adaj¹cych siê na siebie transkryptów
[34]. SarA jest bia³kiem homodimerycznym, jedno-
domenowym. Ka¿dy monomer w domenie zawiera piêæ
struktur o charakterze "-helis, trzy $-kartki oraz kilka
pêtli miêdzy nimi. Tworz¹ one cz¹steczkê, któr¹ mo¿na
opisaæ nastêpuj¹cym wzorem: "1"2 � $1"3"4 � $2$3
� "5 [49]. Struktury "-helikalne, jak równie¿ $-kartki
s¹ silnie konserwowane w rodzinie bia³ek Sar i stano-
wi¹ potencjalne miejsce wi¹zania zarówno z wiêksz¹,
jak i mniejsz¹ bruzd¹ cz¹steczki DNA [49]. Ponadto
wiadomo, ¿e bia³ka SarA, SarR (homolog SarA), jak
równie¿ AgrA rozpoznaj¹ i wspó³zawodnicz¹ ze sob¹
o tê sam¹ sekwencjê w miejscach promotorowych ge-
nów [56, 68, 79]. Dziêki tej w³a�ciwo�ci SarA uczestni-
czy w regulacji transkrypcji genów zarówno w sposób
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bezpo�redni, jak i po�redni. Mo¿e bowiem wi¹zaæ re-
giony promotorowe genów koduj¹cych czynniki wi-
rulencji aktywuj¹c (bia³ko wi¹¿¹ce fibrynogen, bia³ko
wi¹¿¹ce fibronektynê, enzymy i toksyny) lub hamuj¹c
(bia³ko A, proteazy) ich transkrypcjê. Z kolei oddzia³y-
wanie z regionem intergenicznym agr (Rys. 1), prowa-
dzi do jego aktywacji i tym samym po�redniej regula-
cji genów znajduj¹cych siê pod kontrol¹ tego systemu
[13]. Ostatnio wykazano, ¿e SarA mo¿e równie¿ wi¹-
zaæ ju¿ zsyntetyzowane cz¹steczki mRNA zwiêkszaj¹c
ich stabilno�æ i wyd³u¿aj¹c czas po³owicznego rozpa-
du, co tak¿e mo¿e wp³ywaæ na fenotypowe podwy¿-
szenie poziomu ekspresji regulowanych genów [79].

2.1.6.3. Regulacja zale¿na od rap/traP
System rap/traP zaliczany jest, podobnie jak agr,

do dwusk³adnikowych systemów przekazywania syg-
na³u (TCSTS). Zbudowany jest z bia³ka Rap (RNA III
activating protein) o masie cz¹steczkowej 33 kDa, zwa-
nego równie¿ ortologiem rybosomalnego bia³ka L2 [45]
oraz bia³ka Trap (target of Rap), o masie cz¹st. 21 kDa
[3]. NH2-koniec Rap wykazuje wysoki stopieñ homo-
logii do rybosomalnego bia³ka L2, kodowanego przez
gen rplB. Mog¹ to byæ nawet te same bia³ka, ale pe³-
ni¹ce ró¿ne funkcje w zale¿no�ci od miejsca docelowej
lokalizacji. Rap jest 277-aminokwasowym bia³kiem,
wydzielanym na zewn¹trz komórki w sposób jeszcze
nie do koñca poznany [45, 46]. Posiada zdolno�æ in-
dukcji potrójnej fosforylacji bia³ka Trap, które jest uni-
kalne dla S. aureus. Trap zbudowane jest ze 167 ami-
nokwasów i wykazuje globularn¹ strukturê "-helisy
i $-kartki. W odró¿nieniu od receptorów innych syste-
mów quorum sensing nie posiada domeny transb³ono-
wej, co jednak nie wyklucza mo¿liwo�ci pe³nienia
przez nie funkcji kinazy histydynowej [3]. Zaindu-
kowane Trap ulega potrójnej fosforylacji w pozycjach
histydyny His-66, His-79 i His-154, staj¹c siê aktyw-
nym czynnikiem transktrypcyjnym [32]. Analiza trans-
kryptomów, szczepów S. aureus Trap+ i Trap�, przy za-
stosowaniu techniki mikroczipów wykaza³a, ¿e jest to
bia³ko pe³ni¹ce funkcjê globalnego regulatora ekspresji
genów [44]. Bia³ko Trap mo¿e aktywowaæ geny ko-
duj¹ce liczne czynniki wirulencji: hla, hlb, hld, hlgB
(hemolizyny ", $,*, (), capA, capD, capF, capJ, capK,
capL (syntetazy polisacharydu otoczkowego), lip (pre-
kursora lipazy triacylglicerolowej), geh (hydrolazy es-
trów glicerolowych), sspA (gronkowcowej proteazy
serynowej), aur (prekursora aureolizyny) oraz ich sys-
temy regulacyjne, tj. agrA-D; jak równie¿ geny meta-
bolizmu podstawowego, takie jak: arcA (deaminazy
argininowej), ure (ureazy), pyrP (permeazy uracylo-
wej). Natomiast negatywnej regulacji ulegaj¹ przede
wszystkim geny koduj¹ce czynniki zwi¹zane ze struk-
turami powierzchniowymi komórki bakteryjnej tj.:
sdrC, sdrD (bia³ek wi¹¿¹cych fibrynogen, bogatych

w reszty Ser i Asp), clfB (prekursora bia³ka wi¹¿¹cego
fibrynogen), spa (prekursora gronkowcowego bia³ka A),
ale równie¿ geny koduj¹ce adaptatorowe bia³ka odpo-
wiedzi: groE (chaperonu 60 kDa), dnaJ (bia³ka szoku
cieplnego), czy te¿ bia³ka zwi¹zane z funkcjami komór-
kowymi np.: pgk kinazy fosfoglicerynowej. Dowiedzio-
no, ¿e u S. aureus Trap aktywuje transkrypcjê 63 ge-
nów, natomiast hamuje 15 innych [44]. Wp³yw systemu
rap/traP na ekspresjê agr udowadniano kilkukrotnie
wskazuj¹c, ¿e mutanty defektywne w traP nie s¹ zdol-
ne do syntezy cz¹steczek RNA III i/lub mog¹ wytwa-
rzaæ hemolizyny na obni¿onym poziomie [3, 32, 44].
Jednak nowsze badania sugeruj¹, ¿e Trap nie odgrywa
¿adnej roli w regulacji ekspresji systemu agr. Okazuje
siê bowiem, ¿e mutanty S. aureus zawieraj¹ce inakty-
wowany gen traP wykazuj¹ aktywno�æ hemolityczn¹
na takim samym poziomie, co szczepy dzikie [1, 87].
Zatem wydaje siê, ¿e sprzeczne wyniki dotycz¹ce
wp³ywu systemu rap/traP na transkrypcjê RNA III
wymagaj¹ dalszych badañ.

System rap/traP podlega pozytywnej autoregulacji.
Poza tym posiada równie¿ mechanizm negatywnej re-
gulacji przeprowadzanej przez bia³ko RIP (RNA III
inhibiting protein) [3]. Bia³ko RIP posiada NH2-ko-
niec (YSPXTNF, gdzie X = reszta cysteinowa lub tryp-
tofanowa) o wysokim stopniu homologii do analogicz-
nej domeny RAP. Pozwala to przypuszczaæ, ¿e oba
bia³ka wi¹¿¹ siê z t¹ sam¹ sekwencj¹ genu docelowego
na zasadzie kompetencyjnego wypierania. Jednak¿e
ten agonistyczno-antagonistyczny mechanizm wykryto
dotychczas jedynie u gronkowców koagulazo-ujem-
nych (S. xylosus, S. warnerii) [3].

2.1.7. Zró¿nicowanie i znaczenie systemu agr

System agr uczestniczy w globalnej regulacji eks-
presji genów zwi¹zanych z patogenno�ci¹ (Tabela I)
oraz metabolizmem podstawowym drobnoustrojów
z gatunku S. aureus [16]. Ekspresja ró¿nych czynników
wirulencji jest uzale¿niona od zagêszczenia komórek
w hodowli oraz fazy wzrostu szczepu bakteryjnego
[92]. We wczesnej fazie wzrostu logarytmicznego wy-
twarzane s¹ przede wszystkim adhezyny i bia³ka zwi¹-
zane ze strukturami powierzchniowymi komórki bak-
teryjnej, takie jak: bia³ko A, bia³ko wi¹¿¹ce kolagen,
bia³ko wi¹¿¹ce fibronektynê czy bia³ko wi¹¿¹ce fibry-
nogen. Warunkuj¹ one kolonizacjê patogenu w od-
powiedniej mikroniszy w organizmie gospodarza. Na-
tomiast w pó�nej fazie wzrostu wyk³adniczego oraz
w fazie stacjonarnej, synteza adhezyn ulega zahamo-
waniu, z kolei aktywacji ulegaj¹ geny koduj¹ce egzo-
toksyny i enzymy, takie jak toksyny ", $, (, *, TSST-1,
eksfoliatyny, leukotoksyny, które umo¿liwiaj¹ nisz-
czenie tkanek organizmu gospodarza, rozprzestrzenia-
nie siê patogenu do innych narz¹dów oraz mog¹ byæ
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saeS/R saeS QSS1, regulacja agr-, hla, hlb, hld, coa2, spa, proteazy [2, 29�31,
(Staphylococcus aureus saeR SarA-zale¿na, Sigma

B
lip3, dna4 89]

exoproteins regulator) saeQ � niezale¿na brak wp³ywu na agr
saeP i sarA

arlS/R (autolysis arlS QSS, regulacja agr-, agrABCD, arlR, hld, hla, hlb, lip3, spa, ssp9, [19�22,
� related locus) arlR SarA-, i MgrA-zale¿na lytS/R, cap5A/5D5, spl10, coa2, norA11, lukE12, 47, 51]

lrgAB6, ssaA7, sdrCDE8, cap5, hlg13, ebh14, g³ównie
ssp9, rot, w sumie 36 genów autolizyny i hydrolazy

peptydoglikanu,
w sumie 78 genów

srrA/B (Staphylococcal srrA QSS, regulacja w od- agr, tsst-115, spa agr, tsst-115, spa [61, 76,
respiratory response) (srhS), powiedzi na stê¿enie � w warunkach obecno�ci � w warunkach 90, 95]
lub srhS/R srrB tlenu w �rodowisku, tlenu beztlenowych

(srhR) regulacja agr-zale¿na
lytS/R lytS QSS lrgAB6, wzrost tolerancji � [9, 10,

lytR szczepów na penicyliny 33, 68]
rap/traP (RNA III rap QSS potencjalny alternatywny  � [3, 28, 45,
activating protein/ traP (Podrozdz. 2.1.6.3.) aktywator systemu agr  46, 87]
target of Rap)
SarA sarA Czynnik transkrypcyjny, sarA, agr, hla, hlb, hld, sarS, sarT, sarV [5, 8, 12,

bia³ko jednodomenowe, hlg13, spa, coa2, fnb16 3, 34, 49,
zarówno agr-zale¿ny, jak 55, 56, 79]
i agr-niezale¿ny regulator
ekspresji genów
(Podrozdz. 2.1.6.2.)
Rodzina bia³ek Sar,
homologi SarA, równie¿
dzia³aj¹ jako czynniki
transkrypcyjne;

SarR sarR Bia³ko jednodomenowe agr sarA
SarS sarS Bia³ko dwudomenowe spa hla

(sarH1)
SarT sarT Bia³ko jednodomenowe sarS hla, agr, sarU
SarU sarU Bia³ko dwudomenowe agr �
SarV sarV Bia³ko jednodomenowe autoliza �
SarX sarX Bia³ko jednodomenowe � agr
SarY sarY Bia³ko dwudomenowe nieznana funkcja nieznana funkcja
SarZ sarZ Homolog bia³ka MarR hla �
MgrA mgrA Czynnik transkrypcyjny, g³ównie egzoproteiny, g³ównie komórkowe [50, 51,

nale¿y do bia³ek z rodziny lukDFMS12, set1217, bia³ka zwi¹zane 55]
Sar, jest homologiem set1418, lip3, nuc19, sak20, ze strukturami powierzch-
bia³ka MarR, wykazuje sod21, cap5A-P5, sarA, niowymi spa, mrp22, fib23,
dzia³anie synergistyczne  sarX, z systemem agr isaB24, ebh14, hflX25, sarV,

sigB, lytS, w sumie w sumie 180 genów
175 genów

Rot rot Czynnik transkrypcyjny, spa, sspBC9, w sumie hla, hlb, hld, hlg13, [59, 82]
(represor of toxins) homolog bia³ek z rodziny  86 genów w sumie 60 genów

Sar, bia³ko jednodome-
nowe, antagonista agr
(Podrozdz. 2.1.5.2.)

Sigma
B

sigB Czynnik transkrypcyjny coa2, fnbA16, cap5, clfA26, hla, spl10, nuc19 [8, 31,
RsbUVW-zale¿ny brak wp³ywu na sae 100]

ClpX/P clpX Aktywno�æ  � agr, hsr27, osr28, autoliza, [23, 61]
clpP proteolityczna acyldepsipeptydy

(czynniki antybakteryjne)

T a b e l a  II
Charakterystyka systemów regulacji genów u S. aureus innych ni¿ agr i ich wp³yw na ekspresjê czynników wirulencji

1) QSS � quorum sensing system
2) coa � gen koduj¹cy koagulazê
3) lip � gen koduj¹cy lipazê
4) dna � gen koduj¹cy DNazê (nukleaza DNA)
5) cap5A/cap5D � geny koduj¹ce syntetazy polisacharydu otoczkowego

Nazwa systemu
lub czynnika

regulacyjnego

Geny
struk-
turalne

Organizacja
Rola w regulacji ekspresji genów czynników wirulencji

S. aureus i/lub efekt fenotypowy regulacji Pi�mien-
nictwoPozytywna Negatywna
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odpowiedzialne za wyst¹pienie niektórych objawów
chorobowych [18, 24, 58, 72, 78]. System agr uczestni-
czy w regulacji ekspresji genów koduj¹cych te czynni-
ki wirulencji zarówno w sposób bezpo�redni (z udzia-
³em RNA III), jak i po�redni (Podrozdzia³ 2.1.3.2. oraz
2.1.6.1.). Jako ¿e bia³ko AgrA jest efektorem uk³adu
dwusk³adnikowego i autoinduktorem ca³ego systemu
agr, zatem aktywuj¹c transkrypcjê RNA III, po�rednio
reguluje ekspresjê genów podlegaj¹cych RNA III-za-
le¿nej regulacji (Podrozdzia³ 2.1.5.2.).

System agr wystêpuje u ró¿nych gatunków bakterii
w obrêbie rodzaju Staphylococcus [15]. Nie jest to jed-
nak system jednorodny. Istnieje du¿e zró¿nicowanie
genów w obrêbie regionu agrBCD, co przek³ada siê
na produkty tych genów [41]. Niewielkie ró¿nice
w strukturze cz¹steczki autoinduktora musz¹ byæ sko-
relowane równie¿ ze zmianami w bia³kach �ci�le zwi¹-
zanych z obróbk¹ i wydzielaniem AgrD oraz oddzia-
³ywaniem dojrza³ego AIP, czyli na wysoce swoistych
cz¹steczkach AgrB oraz AgrC. W�ród 34 gatunków
w obrêbie rodzaju Staphylococcus, przy zastosowaniu
techniki PCR, zidentyfikowano 24 typy systemu agr
[15]. Natomiast w�ród szczepów tylko S. aureus, przy
zastosowaniu zestawu czterech par starterów, komple-
mentarnych do regionu hiper-zmiennego w obrêbie
sekwencji genów agrB, agrC i agrD, wyró¿niono
cztery grupy agr (Podrozdzia³ 2.1.2.) [41]. Oddzia³y-
wanie cz¹steczek w obrêbie grupy jest wysoce specy-
ficzne i aktywacja AgrC mo¿e nast¹piæ praktycznie
jedynie przez swoisty autoinduktor grupowy. Jednak-
¿e zahamowanie konkretnego systemu mo¿e nast¹piæ
przez ka¿dy inny, nieswoisty typ AIP [41, 93]. Nau-
kowcy podejmuj¹ liczne próby okre�lenia polimor-
fizmu i przynale¿no�ci grupowej szczepów S. aureus
bêd¹cych ludzkimi izolatami klinicznymi, podejmuj¹

równie¿ próby powi¹zania wystêpowania typu syste-
mu agr z fenotypem, zjadliwo�ci¹, przynale¿no�ci¹
filogenetyczn¹ patogenu lub rodzajem wywo³ywanej
infekcji u ludzi [35, 39, 40, 63, 64, 88, 91, 93, 96].
Wyniki tych badañ nie s¹ jednoznaczne, poniewa¿
w niektórych pracach nie dostrze¿ono ¿adnej z wy¿ej
wymienionych korelacji [63, 88], natomiast w innych
zaobserwowano pewne zale¿no�ci. Dowiedziono, ¿e
wystêpowanie szczepów gronkowca z³ocistego zdol-
nych do wydzielania toksyny TSST-1, powi¹zane jest
z fenotypem agr � grupy III [40, 41]; szczepów posia-
daj¹cych gen eta lub etb, czyli wytwarzaj¹cych eks-
foliatynê, z grup¹ agr-IV [39, 40], natomiast izolatów
produkuj¹cych toksynê PVL (Panton-Valentine leuko-
cidin), odpowiedzialnych za ciê¿kie stany zapalne dol-
nych dróg oddechowych, z agr-I i/lub III grupy [64].
Poza tym stwierdzono, ¿e szczepy S. aureus nale¿¹ce
do grupy agr-I i II czê�ciej s¹ zdolne do wywo³ywania
chorób zwi¹zanych z wydzielaniem enterotoksyn
(agr-I) oraz endocarditis (agr-II) [40]. Z kolei do-
�wiadczenia z wykorzystaniem techniki RLFP/DraI
(restriction fragment lenght polymorphism) wykaza³y,
¿e za zaka¿enia ucha u pacjentów hospitalizowanych
w niewielkich koreañskich szpitalach odpowiedzialne
by³y przede wszystkim CA-MRSA (community-acqu-
ired methicillin resistance S. aureus) nale¿¹ce do gru-
py agr-I [96]. Przyczyny takich korelacji s¹ trudne do
wyja�nienia, byæ mo¿e z okre�lonym genotypem agr
zwi¹zane jest wystêpowanie lub ekspresja innych
genów, które w pewnym stopniu determinuj¹ fenotyp
i tropizm tkankowy szczepu bakteryjnego.

Dowiedziono równie¿, ¿e MRSA nale¿¹ce do typu
agr-II maj¹ podwy¿szon¹ zdolno�æ o wytwarzania
biofilmu [11, 85], co zwi¹zane jest z du¿¹ czêsto�ci¹
wystêpowania zaka¿eñ odcewnikowych oraz innych,

6) lrgAB � geny koduj¹ce sekrecyjne bia³ka LrgA i B podobne do holiny, które hamuj¹ aktywno�æ enzymów hydrolitycznych mureiny
7) ssaA � gen koduj¹cy antygen sekrecyjny SsaA
8) sdrC, sdrD, sdrE � geny koduj¹cy bia³ka adhezyjne SdrC, SdrD, i SdrE, z grupy MSCRAMM (microbial surface components recognizing
 adhesive matrix molecules)
9) ssp � gen koduj¹cy proteazê serynow¹ Ssp
10) spl � gen koduj¹cy proteazê serynow¹ Spl
11) norA � gen koduj¹cy pompê b³onow¹ warunkuj¹c¹ wielolekooporno�æ S. aureus
12) lukE, lukF-PV, lukM, lukO, lukS-PV � geny koduj¹ce leukotoksyny np.: LukO+LukE, LukF-PV+LukS-PV
13) hlg � gen koduj¹cy potencjalne bia³ko b³onowe o w³a�ciwo�ciach dehydratazy serynowej (gamma-hemolizyna)
14) ebh � gen koduj¹cy potencjalne bia³ko powierzchniowe o w³a�ciwo�ciach adhezyjnych (MSCRAMM), wi¹¿e fibronektynê
15) tsst-1 � gen koduj¹cy toksynê 1 zespo³u szoku toksycznego TSST-1
16) fnb � gen koduj¹cy bia³ko wi¹¿¹ce fibronektynê (MSCRAMM)
17) set12 � gen koduj¹cy egzotoksynê 12
18) set14 � gen koduj¹cy egzotoksynê 14
19) nuc � gen koduj¹cy nukleazê
20) sak � gen koduj¹cy prekursor stafylokinazy
21) sod � gen koduj¹cy dysmutazê ponadtlenkow¹
22) mrp � gen koduj¹cy potencjalne bia³ko b³onowe o w³a�ciwo�ciach kana³u transportera
23) fib � gen koduj¹cy potencjalne bia³ko wi¹¿¹ce fibrynogen (MSCRAMM)
24) isaB � gen koduj¹cy potencjalne bia³ko o w³a�ciwo�ciach hemaglutyniny
25) hflX � gen koduj¹cy bia³ko podobne do protein wi¹¿¹cych GTP
26) clfA � gen koduj¹cy czynnik clumping factor A (CF-A) (MSCRAMM), bia³ko wi¹¿¹ce fibrynogen
27) hsr � gen koduj¹cy bia³ko odpowiedzi szoku cieplnego
28) osr � gen koduj¹cy bia³ko odpowiedzi na szok oksydacyjny
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których �ród³em s¹ narzêdzia i urz¹dzenia medyczne
[11]. Wiadomo jest, ¿e za zdolno�æ bakterii do wytwa-
rzania biofilmu, w du¿ej mierze odpowiedzialne s¹
adhezyny i bia³ka zwi¹zane ze strukturami powierzch-
niowymi komórki patogenu. Wiadomo równie¿, ¿e
system agr w naturalnych warunkach pe³ni funkcjê
inhibitora ekspresji bia³ek powierzchniowych S. aureus
w pó�nej fazie wzrostu logarytmicznego oraz w fazie
stacjonarnej. W tym aspekcie istotna wydaje siê infor-
macja, ¿e wszystkie izolaty agr typu II, o podwy¿szo-
nej zdolno�ci do produkcji biofilmu, by³y defektywne
w systemie agr [11, 85], co mo¿e wyja�niaæ fenomen
fenotypu hiperadherentnego.

Ponadto wydaje siê, ¿e istnieje pewna korelacja
miêdzy systemem regulacyjnym agr a wyra¿aniem siê
fenotypu GISA i h-GISA (glycopeptide intermediate
resistance S. aureus, heterogeneous-GISA). S¹ to szcze-
py gronkowca z³ocistego o obni¿onej wra¿liwo�ci na
glikopeptydy (GISA) i na zró¿nicowanym poziomie
(h-GISA), które przysparzaj¹ coraz wiêcej problemów
w leczeniu ciê¿kich infekcji o etiologii MRSA. Me-
chanizm tej oporno�ci do tej pory nadal nie zosta³
do koñca wyja�niony [14]. Badania dowodz¹, ¿e naj-
prawdopodobniej system agr uczestniczy w wyra¿a-
niu siê fenotypu GISA [35, 80, 85, 91]. Analiza na
modelu farmakodynamicznym wykazuje, ¿e zmutowa-
ne szczepy S. aureus ze wszystkich czterech grup agr,
defektywne w systemie agr, mog¹ osi¹gaæ warto�æ
MIC (minimal inhibitory concentration) dla wankomy-
cyny nawet 6 do 8 µg/ml, co jest warto�ci¹ 2�3-krotnie
wy¿sz¹ w porównaniu z dzikimi szczepami agr [80, 91].
Jednak¿e jedynie mutanty agr� z grupy agr-II, charak-
teryzowa³y siê najwy¿sz¹ warto�ci¹ MIC (8 µg/ml).
Zatem wydaje siê, ¿e brak aktywnego systemu regula-
cyjnego u³atwia drobnoustrojom przetrwanie w wa-
runkach presji niektórych czynników chemioterapeu-
tycznych (wankomycyny). Podobne wyniki uzyskano
stosuj¹c metodê analizy RLFP/SmaI na izolatach kli-
nicznych GISA i h-GISA równie¿ defektywnych w sys-
temie agr [85]. Szczepy te, posiadaj¹ce liczne mutacje
punktowe, delecyjne, insercyjne w operonach P2 i P3,
by³y niezdolne do produkcji *-lizyny i jednocze�nie
prze¿ywa³y na pod³o¿ach zawieraj¹cych podwy¿szone
stê¿enie wankomycyny 4 µg/ml [85]. Badania te po-
zwalaj¹ stwierdziæ wspó³wystêpowanie fenotypu GISA
z genotypem agr�, ale dotyczy to tylko szczepów na-
le¿¹cych do grupy agr II [62, 84, 85]. Dotychczas nie
zosta³y wyja�nione przyczyny opisanych korelacji,
wynika to nadal z niedostatecznej wiedzy na temat
funkcji systemu agr. Najprawdopodobniej, oprócz
funkcji autoregulacyjnej oraz regulatorowej podczas
ekspresji czynników wirulencji system agr mo¿e wp³y-
waæ równie¿ na syntezê �ciany komórkowej szczepów
gronkowca z³ocistego. Z badañ przeprowadzonych
w 2005 roku wynika, ¿e szczepy S. aureus typu agr-II,

agr � defektywne, wykazywa³y obni¿on¹ zdolno�æ
autolityczn¹ [83]. Zatem mo¿na domniemywaæ, ¿e agr
jest aktywatorem ekspresji hydrolaz �ciany komórkowej
i dlatego jego dysfunkcja zaburza procesy autolizy,
prowadz¹c do powstania �ciany komórkowej o niety-
powej grubo�ci [83, 86]. Taki fenotyp jest najprawdo-
podobniej jednym z mechanizmów warunkuj¹cych po-
wstawanie szczepów S. aureus o obni¿onej wra¿liwo�ci
na glikopeptydy.

2.2. Inne systemy TCSTS uczestnicz¹ce
w regulacji ekspresji genów S. aureus

U S. aureus oprócz systemu agr zidentyfikowano
jeszcze kilka innych dwusk³adnikowych uk³adów qu-
orum sensing uczestnicz¹cych w regulacji mechaniz-
mów patogenezy. Zaliczamy do nich: saeR/S, srrA/B,
arlR/S, lytR/S oraz omówiony w podrozdziale 2.1.6.3.
system rap/traP. Informacje na temat organizacji i funk-
cji tych systemów zosta³y umieszczone w tabeli II.

3. Inne czynniki regulacyjne ekspresji
genów S. aureus, nie bêd¹ce TCSTS

Poza dwusk³adnikowymi systemami regulatorowy-
mi TCSTS u gronkowca z³ocistego zosta³o opisanych
kilka innych czynników, uczestnicz¹cych w regulacji
ekspresji genów koduj¹cych miêdzy innymi determi-
nanty wirulencji. Zaliczamy do nich: i) mechanizm
pozytywnej i negatywnej regulacji z udzia³em anty-
sensownego RNA (podrozdz. 2.1.5.2.); ii) czynniki
transkrypcyjne: RNA III (podrozdz. 2.1.5.1. oraz
2.1.5.2.); bia³ka z rodziny SarA (podrozdz. 2.1.6.2. oraz
tabela II); MgrA, Rot, SigmaB (Tabela II), posiadaj¹ce
zdolno�æ wi¹zania DNA w miejscach promotorowych
genów, aktywuj¹c b¹d� hamuj¹c ich transkrypcjê;
iii) bia³ka o aktywno�ci proteolitycznej (ClpX/P),
dzia³aj¹ce na dojrza³y produkt genów (Tabela II).

4. Podsumowanie

S. aureus jest ludzkim, oportunistycznym patoge-
nem, mog¹cym wywo³ywaæ gro�ne zaka¿enia zarówno
szpitalne, jak i pozaszpitalne. Rozwój infekcji warun-
kowany jest zdolno�ci¹ wytwarzania przez bakteriê
licznych czynników wirulencji, tzw. vir: i) bia³ek
powierzchniowych, o w³a�ciwo�ciach antygenowych
i adherentnych, determinuj¹cych pierwszy etap kolo-
nizacji; ii) wydzielanych na zewn¹trz komórki toksyn
i enzymów prowadz¹cych, poprzez destrukcjê tkanek,
do rozprzestrzeniania siê infekcji. Ekspresja determi-
nant wirulencji oraz innych genów, zwi¹zanych z me-
tabolizmem podstawowym, mo¿e podlegaæ regulacji
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na ró¿nych poziomach i mo¿e byæ kontrolowana przez
wiele ró¿nych mechanizmów. Do najwa¿niejszych zali-
czamy tzw. dwusk³adnikowe systemy quorum sensing,
z których ka¿dy zawiera bia³ko sensorowe o aktyw-
no�ci kinazy histydynowej oraz bia³ko odpowiedzi RR.
Jak dot¹d u S. aureus poznano 16 tego typu mechaniz-
mów. Aktywacja tych uk³adów jest uzale¿niona od
czynników zarówno wewn¹trzkomórkowych, jak i �ro-
dowiskowych. Istotn¹ rolê odgrywa równie¿ mecha-
nizm pozytywno/negatywnej regulacji przez ma³e anty-
sensowne cz¹steczki RNA, RNA III, które przy³¹czaj¹c
siê do odpowiednich sekwencji mRNA prowadz¹ do
inicjacji lub inhibicji procesu translacji. Ponadto eks-
presja determinant vir mo¿e byæ aktywowana lub ha-
mowana na etapie inicjacji transkrypcji, przez czynniki
transkrypcyjne, posiadaj¹ce zdolno�æ wi¹zania DNA
w regionach promotorowych genów. Tak¿e degrada-
cja dojrza³ych produktów genów mo¿e w sposób bez-
po�redni lub po�redni wp³ywaæ na wyra¿anie zjadli-
wego fenotypu patogenu.

Procesy regulacji ekspresji czynników wirulencji
S. aureus s¹ bardzo z³o¿one i wysoce specyficzne. Ka¿-
dy z systemów regulatorowych, w okre�lonych warun-
kach, mo¿e bezpo�rednio wp³ywaæ na geny koduj¹ce
determinanty chorobotwórczo�ci, ale jednocze�nie
ekspresja genów strukturalnych tych systemów równie¿
podlega regulacji przez inne mechanizmy. Dok³adne
powi¹zania i zale¿no�ci miêdzy systemami regulato-
rowymi nadal nie s¹ do koñca wyja�nione i wymagaj¹
dalszych badañ. Wiadomo jednak, ¿e dziêki nim dro-
bnoustroje posiadaj¹ zdolno�æ do adaptacji do ró¿nych
warunków �rodowiskowych. Ponad to determinuj¹ one
kontrolowan¹ syntezê oraz wydzielanie w³a�ciwych
czynników wirulencji, w odpowiednim czasie tak, aby
zapewniæ komórkom drobnoustroju mo¿liwo�æ prze-
trwania i rozwoju w niemal¿e ka¿dej tkance ludzkiego
organizmu i w niemal¿e ka¿dych warunkach.
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