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Regulatory systems of gene expression in Staphylococcus aureus

Abstract: Staphylococcus aureus is one of the most common human pathogens. The expression of genes in S. aureus, including these
encoding virulence factors, seems to be dependent on many inner- and extracellular agents (pH, CO,, cell density, autoinducer
concentration, the phase of growth). Each of these signals may activate a distinct cell regulatory system via a different pathway. Up
to date many molecular mechanisms engaged in the global regulation of virulence factors have been identified. Sixteen of them, for
example: agrA/C, saeS/R, arlS/R, srrA/B (srhS/R) IytS/R, rap/traP belong to the two-component signal transduction systems. Each
of them consists of a sensor histidine kinase and a response regulator protein. These systems, including quorum sensing systems, are
sensitive to environmental signals. The second class of global regulatory systems are proteins belonging to the SarA-family of proteins,
which together with other alternative transcriptional factors, such as RNA III, MgrA, Rot, Sigmag, may determine the virulent pheno-
type by binding to the promoter regions of regulated genes. Moreover, the mechanisms of bacterial pathogenesis may be modulated in
the proteolytic way by ClpP protein and also at the translational level by the antisense mechanism involving RNA III molecules.
Thanks to these regulatory mechanisms, bacteria are able to colonize and cause infections almost in every tissue of human body.
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1. Wstep

Aktywno$¢ réznych genéw w komorkach okreslo-
nego szczepu Staphylococcus aureus nie jest jednako-
wa i czgsto zalezy od warunkow $rodowiskowych. Ich
ekspresja podlega najcze¢sciej ztozonym procesom re-
gulacyjnym i moze przebiega¢ na roznych poziomach
oraz przy wykorzystaniu réznych mechanizméw. Naj-
czedciej jest ona uzalezniona od: 1) warunkoéw Srodowis-
ka, takich jak: st¢zenie tlenu i dwutlenku wegla, pH,
i1) gestosci populacji komorek bakteryjnych, iii) fazy
wzrostu hodowli oraz iv) zawarto$ci w §rodowisku ze-
wnetrznym tzw. czasteczek AIP (autoinducing pepti-
de). Dotychczas u S. aureus zidentyfikowano co naj-
mniej kilkanascie réznych systemow regulatorowych,

ktére mozna przyporzadkowaé do dwoch grup czynni-
kéw uczestniczacych w globalnej regulacji ekspresji
genow, sa to: dwusktadnikowe systemy przekazywania
sygnatu, aktywne réwniez w regulacji quorum sensing
(np.: agrA/C, saeS/R, srrA/B, arlS/R, lytS/R, rap/traP)
oraz rodzina bialek SarA [8, 13]. Bialka sensorowe
uktadow dwusktadnikowych umozliwiaja rozpozna-
wanie czynnikow pozakomoérkowych, podczas gdy
regulatory odpowiedzi, w potaczeniu z alternatywny-
mi czynnikami transkrypcyjnymi (np.: Rot, Sigmay,
MgrA) i rodzing biatek SarA (SarA, SarR, SarS, SarT,
SarU, SarV, SarX, SarY, SarZ) dzialaja jako efek-
tory wewnatrz zlozonej sieci regulacyjnej komorki
bakteryjnej. Ponadto modyfikacja ekspresji genow
moze przebiega¢ na poziomie inicjacji translacji, przy
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wykorzystaniu mechanizmu matych antysensownych
czasteczek RNA, RNA III lub na poziomie dojrzatego
produktu genu, przy udziale proteaz Clp [8, 61, 66].

2. Dwuskladnikowe systemy przekazywania sygnalu
(TCSTS - two component signal transduction
system)

Dwusktadnikowe systemy regulacyjne warunkuja
zdolno$¢ drobnoustrojow do odbierania sygnatéow ze
srodowiska zewngtrznego. Sa one wysoce konserwowa-
ne wsrod organizméw prokariotycznych. W ich sktad
zawsze wchodza dwa elementy: biatko sensorowe oraz
biatko regulatorowe (efektorowe). Sensorem jest en-
zym o aktywnosSci kinazy histydynowej, zlokalizowany
w btonie komoérkowej. Zawiera on domeng zewngtrzna
(N-koniec biatka), ktora odbiera sygnat §rodowisko-
wy oraz domeng wewnatrzkomorkowa (C-koniec biat-
ka), ktora wykazuje aktywnos$¢ kinazy histydynowe;.
Podczas aktywacji, nastgpuje ATP-zalezna autofosfo-
rylacja substratowa reszty histydynowej, a nastgpnie
przeniesienie reszty fosforanowej na biatko regulatora.
W czasteczce regulatora odpowiedzi na sygnat, fos-
forylacji ulega silnie konserwowana, znajdujaca si¢
w domenie N-koncowej reszta asparaginianowa. Pro-
wadzi to do aktywacji regulatora oraz zapoczatkowuje

kaskadg zdarzen, prowadzacych do powstania aktyw-
nego czynnika kontrolujacego poziom ekspresji roz-
nych gendw, najczgSciej na poziomie transkrypcji
[75]. Funkcje czynnikéw transkrypcyjnych, wiazacych
DNA ponizej lub powyzej sekwencji promotorowych
genow, moga petnic¢ rozne bialka np. w systemie agr
u S. aureus AgrA i/lub kwasy nukleinowe np. RNA III
systemu agr [36, 43].

U S. aureus zostalo dotychczas poznanych i opi-
sanych kilka systeméw dwuskladnikowych m.in.
agrA/C, saeR/S, srrA/B, ariR/S, IytR/S, rap/traP [3, 9,
27, 29, 47, 76]. Uczestnicza one w globalnych syste-
mach regulacyjnych oraz bezposrednio w kontroli eks-
presji genow kodujacych zarowno czynniki wirulen-
cji, biatka zwigzane ze strukturami powierzchniowymi
komorki bakteryjne;j, jak i biatka metabolizmu podsta-
wowego. Do tej pory u S. aureus najlepiej poznany
zostal 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. Sktada si¢ on z frag-
mentu DNA o wielkosci ~3 kpz (Rys. 1), kodujacego
dwa transkrypty: RNAII i RNAIII, ktore ulegaja trans-
krypcji z dwoch odrgbnych promotoréow, odpowiednio
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Rys. 1. Schemat organizacji oraz regulacji systemu agr
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Rys. 2. Sekwencja aminokwasow propeptydow AgrD u Staphylococcus aureus ze wszystkich czterech klas.
Podkresleniem zaznaczono sekwencj¢ peptydow AIP

P2 i P3, o przeciwnie skierowanych orientacjach [74].
Transkrypt RNAII koduja cztery geny: agrA, agrB,
agrC i agrD. Biatka AgrA i AgrC sa elementami kla-
sycznego systemu dwusktadnikowego, gdzie AgrC
(sensor) stanowi zakotwiczona w btonie komérkowe;,
zdolna do autofosforylacji kinazg histydynowa, nato-
miast AgrA (regulator, efektor) petni funkcje biatka
odpowiedzi oraz czynnika transkrypcyjnego. AgrD
jest propeptydem, wydzielanego na zewnatrz komorki
peptydu autoinduktora AIP (autoinducing peptide),
zwanego rowniez feromonem, ktore stanowi swoisty
ligand dla biatka sensora systemu quorum sensing. Na-
tomiast AgrB jest ztozonym biatkiem transbtonowym,
uczestniczacym w transporcie oraz modyfikacji post-
translacyjnej AgrD [8, 27, 74].

Transkrypt RNAIII koduje gen //d hemolizyny 6
oraz pelni funkcje regulatorowe w aktywacji i/lub re-
presji ekspresji genéw systemu agr, a takze licznych
czynnikow wirulencji zarowno tych zwiazanych z bto-
na komodrkowa, jak i wydzielanych na zewnatrz komor-
ki [6, 69]. Schemat pokazujacy calosciowo dziatanie
systemu agr zostal przedstawiony na rys 1.

2.1.2. Struktura oraz dojrzewanie czasteczki
autoinduktora AIP

Peptyd AIP gronkowca ztocistego jest mala czas-
teczka zbudowana z 7 do 9 aminokwasdéw, zawierajaca
w swojej strukturze pigciocztonowy pierscien lakto-
nowy [41, 54]. W strukturze genu agrD obserwuje si¢
wystepowanie zjawiska polimorfizmu, co przektada si¢
na znaczne zroéznicowanie struktury I-rzedowej pep-
tydow AgrD oraz AIP. Zrdznicowanie dotyczy row-
niez produktow genow agrB oraz agrC, czyli biatek
scisle zwigzanych z modyfikacja, sekrecja AgrD oraz
aktywacja sensora AgrC. Na podstawie analizy se-
kwencji gendw agrB, agrC i agrD, wyrdznia si¢ obec-
nie u S. aureus, cztery grupy agr, oznaczone jako agr-I,
agr-11, agr-111 i agr-1V [41]. Roznice w sekwencji pro-
peptydow agrD (AgrD-I, AgrD-II, AgrD-III i AgrD-1V)
oraz peptydow AIP (AIP-1, AIP-II, AIP-III, AIP-1V)
u poszczegblnych czterech grup agr przedstawiono
odpowiednio na rys. 21 3 [41, 54].

Propeptydy AgrD ze wszystkich czterech grup sa
niedojrzalymi postaciami odpowiednich peptydow
AIP. Kazdy z nich zawiera na N-koncu amfoteryczng

strukture a-helikalng, ktora umozliwia zakotwiczenie
produktu w btonie komoérkowej oraz silnie hydrofilng
C-koncowa domeng, ktéra pozostaje niezakotwiczona
w cytoplazmie [99]. Sekwencja autoinduktora znajduje
si¢ w srodkowej czesci propeptydu. Moze ona zawie-
ra¢, w zaleznosci od klasy, 7 do 9 aminokwaséw. Cecha
wspoélna dla wszystkich czasteczek AIP jest obecnosé
reszty cysteiny w piatej pozycji od C-konca [41, 57, 73].
Poza tym jedynie czasteczki autoinduktorow z grupy I
1 IV maja niemal identyczna strukturg I-rzedowa, ro6z-
niaca si¢ tylko jedna pozycja aminokwasu w pozycji
czwartej od C-konca (u AgrD-I — reszta kwasu aspara-
ginowego D, u AgrD-IV — reszta tyrozynowa Y) [54,
60]. W strukturze dojrzatego peptydu jest obecny pier-
cien laktonowy, zbudowany z pigciu aminokwasow,
w ktorym znajduje si¢ wiazanie tioestrowe, wytworzo-
ne migdzy grupami: siarkowodorowa silnie konserwo-
wanej reszty cysteinowej, a karboksylowa ostatniego
aminokwasu na C-koncu peptydu (Rys. 3) [57, 60].
Przeksztatcenie propeptydu AgrD w dojrzata cza-
steczke autoinduktora, obejmuje cztery etapy. Sa nimi:
dwa cigcia proteolityczne, wytworzenie pierscienia
laktonowego i transport na zewnatrz komorki. Wazna
role w modyfikacji potranslacyjnej AgrD odgrywa
struktura a-helikalna. Umozliwia ona zagniezdzenie
propeptydu w btonie komoérkowej w poblizu biatka
AgrB, ktore pelni podwdjna funkcje: endopeptydazy

Rys. 3. Struktura czasteczek autoinduktora (AIP) ze wszystkich
czterech grup agr



10 KSENIA SZYMANEK, ANDRZEJ MLYNARCZYK, GRAZYNA MLYNARCZYK

cysteinowej oraz transportera w systemie transportu
typu ABC (ATP-binding cassette) [99].

AgrB jest biatkiem transbtonowym, ztozonym z sze-
$ciu podjednostek o strukturze o-helikalnej zlokalizo-
wanych w blonie komorkowej, oddzielonych krotkimi
petlami znajdujacymi si¢ zar6wno po jej stronie ze-
wnetrznej, jak i cytoplazmatycznej. Cztery peryferycz-
nie potozone struktury maja wlasciwosci silnie hydro-
fobowe i najprawdopodobniej uczestnicza w obrdbce
propeptydu AgrD, natomiast dwie $rodkowe spirale,
o wiasciwos$ciach hydrofilowych, stanowia potencjalny
kanal transportera [81, 97]. Z badan przeprowadzo-
nych w 2004 roku przez Zhang i wsp. wynika, ze
za przetwarzanie propeptydu AgrD-I jest odpowie-
dzialny fragment AgrB-I pomi¢dzy 43 a 67 aminokwa-
sem, natomiast za analogiczna obrobke AgrD-II, frag-
ment AgrB-II, zawierajacy aminokwasy w pozycji od
126 do 141. AgrB-1 i AgrB-II wykazuja 60% homo-
logii i pomimo tego, ze regiony pomigdzy 126 a 141
aminokwasem ro6znig si¢ tylko w czterech pozycjach,
analogiczne procesy przeprowadzaja z udziatem roz-
nych domen. Dotychczas nie wyjasniono przyczyn ta-
kiego podziatu funkcji [98].

W pozniejszych badaniach Zhang i wsp. podjeli
probe znalezienia miejsca w strukturze biatka AgrB,
stanowiacego potencjalne centrum aktywne proteazy
[77]. Okazato sig, ze jedynie reszty dwoch aminokwa-
sow — histydyny w pozycji 77 (H77) i cysteiny (C84),
sa niezbedne do wytworzenia prawidlowego bialka
AIP. Ponad to reszty obydwu aminokwasow sa zloka-
lizowane po cytoplazmatycznej stronie blony komor-
kowej, tuz przy powierzchni, co ulatwia im dostgp do
docelowego miejsca dziatania. Centrum aktywne endo-
peptydazy rozpoznaje w czasteczce AgrD silnie kon-
serwowana sekwencj¢ asparaginian-glutaminian, znaj-
dujaca si¢ tuz za sekwencja autoinduktora. Nastepuje
pierwsze cigcie proteolityczne i uwolnienie grupy kar-
boksylowej na C-koncu propeptydu. W tym samym
czasie wysoce reaktywna grupa siarkowodorowa reszty
cysteinowej C84 dokonuje ataku na reszt¢ SH cyste-
iny propeptydu, prowadzac do jej aktywacji. Nastgpuje
reakcja transestryfikacji i wytworzenie wiazania tio-
estrowego z grupa karboksylowa ostatniego aminokwa-
su. W ten sposob reszty pigciu aminokwasow zostaja
zamknigte w pierScieniu laktonowym [77].

Stabiej poznany jest mechanizm modyfikacji post-
translacyjnej N-konca AgrD. Brak jest uniwersalnego
motywu tuz przed sekwencja AIP, natomiast konserwo-
wany motyw izoleucyna-glicyna znajduje si¢ w réznej
odlegtosci od pierwszego aminokwasu autoinduktora
w czasteczkach AIP-I/IV, AIP-II oraz AIP-III. Wia-
domo jednak, ze AgrB-I moze przeprowadzaé pra-
widlowa modyfikacj¢ N-konca zarowno AgrD-I, jak
i AgrD-III, prowadzac do powstania aktywnych czas-
teczek AIP-1 1 AIP-III [41]. Najprawdopodobniej jest

to proces bardziej skomplikowany i uczestnicza w nim
réwniez inne enzymy badz struktury komorki.

Aktywny transport zmodyfikowanych czasteczek
AgrD przez kanal blonowy biatka AgrB jest ostatnim
etapem powstawania peptydu AIP [27].

2.1.3. Aktywacja przekazywania sygnalu w TCSTS
2.1.3.1. Oddziatywanie ligand-sensor w systemie
quorum sensing

Wydzielone na zewnatrz komorki czasteczki auto-
induktora moga stanowi¢ ligandy dla swoistych recep-
torow. Jezeli stezenie AIP w Srodowisku osiagnie pew-
na krytyczna warto$¢, oddziatywanie ligand-receptor
staje si¢ na tyle silne by nastapila aktywacja sensora
[42]. Funkcje sensorowa petni AgrC [48]. Jest to biatko
0 masie czasteczkowej 46 kDa, o wtasciwosciach ki-
nazy histydynowej I typu (EnvZ-like histidine kinase),
peliace wazna funkcj¢ w procesach komoérkowego
przekazywania sygnatu. Wystepuje w komorce w po-
staci homodimeru, zlokalizowanego po czgsci w bto-
nie komorkowej i w cytoplazmie. Sktada si¢ z pigciu
domen, nazwanych: S (sensor), DHp (dimerization
histidine phosphotransfer), CA (catalytic ATP-binding),
RR (response regulator) i HPt (histidine-containing
phosphotransfer) [17, 48]. Region sensora sktada si¢
z dwoch uktadow domen transbtonowych, z ktorych
kazda zawiera sze$¢ struktur a-helikalnych. Stanowia
one miejsce rozpoznawania i wigzania ligandu. C-ko-
niec domeny S przechodzi w domen¢ DHp, ztozona
z czterech spiral o-helikalnych, zawierajacych w swo-
jej strukturze dwie czasteczki silnie konserwowanej
histydyny (Rys. 4). Odpowiada ona zaréwno za dime-
ryzacje jak i, dzigki obecnos$ci pierécienia imidazolo-
wego, przenoszenie grup fosforanowych [17, 48].

Domena DHp jest bezposrednio potaczona ze
strukturag CA. Jest to domena silnie konserwowana
u Procaryota, zawiera centrum aktywne o wtasciwos-
ciach ATP-azy, dzigki czemu moze petni¢ funkcje ka-
talityczna w procesie fosforylacji [17, 48].

Oddziatywanie AIP z receptorem jest wysoce spe-
cyficzne. Zatem jedynie zwiazanie ligandu z wlas-
ciwym mu receptorem, czyli AIP-1 z AgrC-I, AIP-11
z AgrC-I1 itd., spowoduje aktywacjg szlaku przekazy-
wania sygnatu. Natomiast wiazania niespecyficzne
dziataja antagonistycznie i powoduja zablokowanie
uktadu TCSTS [52]. Wydaje sig, ze czasteczki autoin-
duktora maja jednakowe powinowactwo do recepto-
réw kazdego typu i ich wigzanie nastgpuje na zasadzie
kompetycyjnego wypierania, jednakze analizy ilo$cio-
we wykazaty, ze jest to mechanizm bardziej zlozony.
Okazuje si¢, ze mechanizm oddzialywania antagonis-
tycznego jest znacznie mniej skomplikowany niz ago-
nistycznego [53]. Przeprowadzone badania dowodza, ze
modyfikacja strukturalna w czasteczce AIP polegajaca
na zmianie pierscienia tiolaktonowego na laktamowy
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Rys. 4. Schemat budowy czasteczki sensora AgrC

lub laktonowy, powoduje utrat¢ funkcji aktywatora
uktadu dwusktadnikowego, natomiast nie wptywa na
zdolno$¢ do blokowania uktadow niespecyficznych
[57]. Dotychczas nie zostat doktadnie wyjasniony me-
chanizm wiazania czasteczek autoinduktora z recepto-
rem. Wiadomo, ze w strukturze AIP kluczowa role od-
grywa makropier$cien oraz, ze jest to oddzialywanie
wysoce specyficzne. Zmiana jednego aminokwasu, jak
to jest w przypadku czasteczek AIP-11 AIP-1V, powo-
duje utratg zdolnosci do oddziatywania agonistycznego
z sensorem. Z kolei doswiadczenia, w ktorych badano
interakcje AIP-AgrC z wykorzystaniem zmodyfikowa-
nych czasteczek AIP, zredukowanych do samego pig-
cioczlonowego pierscienia tiolaktonowego wykazaty,
ze makropierscien blokuje aktywacje TCS wszystkich
czterech typow [53]. Jest on zatem wystarczajacy do
wiazania receptora i inhibicji, ale do aktywacji kinazy
histydynowe;j jest niezbgdna rowniez obecno$¢ krot-
kiego ogonka aminokwasowego [57]. Nie wiadomo,
ktore doktadnie aminokwasy odgrywaja kluczowa role
W tym procesie oraz czy wigksze znaczenie ma ich
rodzaj, czy lokalizacja. Badania dowodza bowiem, ze
dla aktywnosci AIP-I kluczowe znaczenie ma kwas
asparaginowy (D5), zlokalizowany w makropierscie-
niu, natomiast w przypadku AIP-II jest to asparagina
(N3) potozona w ogonku autoinduktora [57, 60].
Z kolei wyniki innych eksperymentéw pokazuja, ze
wazna role moga odgrywac konserwowane na C-kon-
cu peptydu dwa aminokwasy silnie hydrofobowe: izo-
leucyna (1), leucyna (L), metionina (M) lub fenyloala-
nina (F), poniewaz substytucja alanina F i L w AIP-II
spowodowala znaczna redukcje¢ potencjalu zaré6wno
agonistycznego, jak i antagonistycznego autoinduk-
tora II typu. Obecno$¢ tych hydrofobowych amino-
kwasdéw ma wptyw takze na sposob wiazania ligandu
do receptora. Dowiedziono bowiem, ze biatka fuzyjne
AgrC-L:IV 1 AgrC-1V:I wiaza preferencyjnie AIP-I

i IV w czgsci dystalnej (blizej C-konca) domeny sen-
sorowej kinazy [57].

Poniewaz wiazanie ligand-receptor jest wysoce spe-
cyficzne, pewne determinanty tej swoistosci musza
wystegpowaé rowniez w strukturze czasteczki AgrC.
Dotychczasowe badania dowodza, ze wazna rol¢ w roz-
poznawaniu i wigzaniu ligandu odgrywa C-koncowa
hydrofobowa domena S receptora [94], a dokladnie
reszty aminokwasowe zlokalizowane w jej central-
nej, zewnatrzkomorkowej petli [26], bowiem zamiana
w strukturze AgrC-IV pigciu aminokwaséw w po-
zycjach 100-F, 101-T, 104-V, 107-V, 116-I na analo-
giczne, charakterystyczne dla AgrC-1 (100-Y, 101-A,
104-T, 107-S, 116-S), spowodowala zmiang specyficz-
nosci receptora [26].

Utworzenie specyficznego wiazania pomicedzy AIP,
a domena sensorowa odpowiedniego bialka AgrC,
prowadzi do zmiany konformacji biatka, ktora umoz-
liwia wzajemne zblizenie si¢ domen DHp i CA oraz
przeniesienie grupy fosforanowej z centrum katali-
tycznego ATP na pierScien imidazolowy histydyny,
znajdujacej si¢ w rdzeniu domeny dimeryzacyjnej
[17]. Nastepuje auto-trans-fosforylacja reszty histydy-
nowej i tym samym aktywacja kinazy histydynowe;.
Nastgpnym etapem szlaku przekazywania sygnalu
w komorce bakterii jest przeniesienie grupy fosfora-
nowej z reszty histydynowej na asparaginowa, znaj-
dujaca si¢ na N-koncu biatka AgrA, co prowadzi do
aktywacji biatka efektorowego [17, 43, 48].

2.1.3.2. Aktywacja domeny biatka efektora AgrA

Biatko AgrA jest drugim kluczowym elementem
systemu dwusktadnikowego agrA/C i stanowi jego
domeng RR (response regulator). AgrA jest biatkiem
zlozonym z 238 aminokwasow, ktorego sekwencja
jest silnie konserwowana wsrdd szczepow S. aureus
u wszystkich czterech grup agr [65]. Najwazniejszymi
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Tabela I

Czynniki wirulencji S. aureus podlegajace agr-zaleznej pozytywnej oraz negatywnej regulacji [16, 100]

Nu?ju?eii sczgiepu I\;aeznvlvla Funkcja produktu ekspresji genu
Regulacja pozytywna
3653 aur Aureolizyna
396 clfB Czynnik clumping factor B
583 geh Lipaza (hydrolaza estrow glicerolowych)
4061 hla a-toksyna (hemolizyna)
1427 hld 0-toksyna (hemolizyna)
1928 higB Sktadnik B y-toksyny (hemolizyna)
1927 hilgC Sktadnik C y-toksyny (hemolizyna)
667 lip Lipaza triacyloglicerolowa
1175 pls Biatko powierzchniowe zawierajace motyw LPXTG
2036 set8 Egzotoksyna 2
2928 splA Proteaza serynowa SplA
2929 spiB Proteaza serynowa SplB
324 splD Proteaza serynowa SplD
327 splF Proteaza serynowa SplF
2175 sspC Proteaza
2927 - Homolog paciorkowcowej adhezyny Emb
1029 - Homolog biatka powierzchniowego Map
4374 - Biatko powierzchniowe Map
5147 - Homolog paciorkowcowej hemaglutyniny
4523 - Modulina B2 rozpuszczalna w fenolu
Regulacja negatywna
4081 spa Powierzchniowe biatko A
3910 ssaA Prekursor antygenu sekrecyjnego
1941 - Antygen miozynowy

elementami strukturalnymi biatka sa: reszta asparagi-
nowa na N-koncu i sekwencja LytTR na C-koncu.
Reszta asparaginowa AgrA jest akceptorem grupy
fosforanowej i odgrywa zasadnicza rolg w aktywacji
biatka. Natomiast region LytTR jest odpowiedzialny
za funkcje efektora [68]. Zawiera w swojej strukturze
dwa zasadowe, silnie hydrofilne aminokwasy, o du-
zym tadunku dodatnim, ktore nadaja dodatni charak-
ter catej domenie C-koncowej. Dzigki tej wlasciwosci
wykazuje ona powinowactwo do DNA. Motyw LytTR
rozpoznaje i wiaze si¢ do $cisle okreslonej sekwencji,
bedacej ciagiem krotkich, niedoskonatych powtorzen
[TA][AC][CA]GTTN[AG][TG], znajdujacej si¢ w re-
gionach promotorowych genow, nadajac biatku AgrA
funkcjg czynnika transkrypcyjnego [68]. Biatko to jest
pozytywnym regulatorem ekspresji obydwu trans-
kryptéw systemu agr, jednak wydajno$¢ wiazania do
promotora P2 jest wyzsza niz do P3 [43]. Wykazano,
ze AgrA w obecnos$ci donoréw grup fosforanowych,
szczegoblnie jezeli sa to male czasteczki, takie jak fos-
foran acetylowy, ma tendencj¢ do tworzenia homodi-
merdw, ktore charakteryzuja si¢ wigksza aktywnos$cia
w porownaniu z pojedynczymi czasteczkami, zwlasz-
cza do promotora P2 (wzglgdem P3) [43]. Ponadto

biatko AgrA posrednio uczestniczy w regulacji trans-
krypcji innych gendw, szczegdlnie tych zwiazanych
z patogennos$cia drobnoustrojow (Tabela I) [16, 100].

2.1.4. Region intergeniczny systemu agr

Pomigdzy promotorem P2 i P3 systemu agr wyste-
puje fragment DNA o dhugosci 120 nukleotyddw,
ktéry zawiera miejsca wiazace czynniki regulatorowe
dla obydwu operonéw. Bayer i wsp. dowiedli, ze
w regionie tym znajduje si¢ 17-nukleotydowa sekwen-
cja zawierajaca ciag kilku krotkich, odwréconych se-
kwencji powtdrzonych, tzw. inverted repeats (IR) [5].
Poza tym w pozycjach -45 od P2 i -66 od P3 znajduja
si¢ cztery siedmionukleotydowe sekwencje powtorzo-
ne 5’-AGTTAAG-3’, z ktérych dwie srodkowe obej-
muja IRs [67]. Wydaje sig, ze do tych sekwencji moga
przytaczac si¢ czynniki transkrypcyjne, konkurujac ze
soba 0 miejsce wiazania zarowno z P2, jak i P3. Jed-
nak do aktywacji operonu P3 wymagana jest obecno$¢
jedynie dwoch, najblizej potozonych sekwencji po-
wtorzonych, co sugeruje mozliwo$¢ przeprowadzania
niezaleznej regulacji obydwoch promotorow agr. Poza
tym w regionie promotorowym P3, pomigdzy nukleo-
tydem -10 a -35 znajduje si¢ 19-nukleotydowy fragment
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DNA, odgrywajacy istotna role w aktywacji trans-
krypcji RNA 1II. Okazuje si¢ bowiem, ze delecja
trzech nukleotydow z tego rejonu objawia si¢ fenoty-
powo konstytutywna ekspresja operonu P3 [67].

2.1.5. RNA III

2.1.5.1. Struktura i organizacja

Jest to czasteczka RNA o wielkosci 514 par zasad,
kodowana przez system agr S. aureus [69, 74]. Ulega
transkrypcji podczas srodkowej fazy wzrostu wyktadni-
czego hodowli [4, 92] z promotora P3, ktory ma orien-
tacje przeciwna do promotora P2 [74]. Czasteczka
RNA III przyjmuje skomplikowana strukture drugo-
rzedowa, w ktorej wystepuja fragmenty niesparowane,
jak réwniez sekwencje dwuniciowe [69]. RNA III za-
wiera 14 struktur typu ,,szpilka do wlosow” (hairpin),
z ktorych utworzone sa trzy przestrzenne domeny
o strukturze a-helisy (A, B i C) oraz 5’-domeng poczat-
kowa (nukleotydy od 1 — 31) i 3’-domeng koncowa
(nukleotydy od 383 — 514). Domeny A i B stanowia
srodkowa czg$¢ czasteczki (nukleotydy od 32-382),
natomiast a-helikalna domena C znajduje si¢ w obrgbie
domeny 3’-koncowej. Liczne oddziatywania i parowa-
nie nukleotydéw migdzy fragmentami poczatkowymi,
a srodkowymi i/lub koncowymi czasteczki (A24-G30/
U452-458 a-helisy C) (U32-A42/U371-G382 o-he-
lisy B), stabilizuja jej strukture drugorzedowa [69].
Jednocze$nie powoduja, ze helisa C znajduje si¢
w przestrzeni w poblizu zaréwno 3’-, jak 1 5’-konca.
Wystepowanie licznych niesparowanych nukleotydow
w obrgbie helisy C powoduje, ze tatwo moze doj$¢ do
wigzania innych jednoniciowych sekwencji RNA [69].

Kazda struktura typu hairpin sktada si¢ z ogonka,
ktory stanowia sparowane nukleotydy (podwojna nic)
oraz z jednoniciowej petelki na szczycie. W RNA 111
struktury hairpin 7, 13 i 14 zawieraja pgtle bogate
w nukleotydy cytydynowe, co jest do$¢ nietypowe dla
organizmow prokariotycznych, ktorych genom jest
bogaty w pary A-T [6]. Zatem wysoce prawdopodob-
ne jest, ze sekwencje te moga pehic rolg czynnikow
wiazacych DNA/RNA. W obrgbie helisy B znajduja
si¢ szpilki od 2 do 11, natomiast 3’-koncowa domena
obejmuje struktury 12, 13 i 14. W zaleznosci od zawar-
tosci par A-U i G-C rdzna jest stabilnos¢ tych struktur,
jak réwniez ich funkcja [4, 66, 67]. Na przyktad bogata
w pary G-C struktura 14, jest wysoce stabilna i silnie
konserwowana w obrebie rodzaju Staphylococcus,
sasiaduje z terminatorem RNA III i wraz z nim pelni
funkcjg czynnika regulacyjnego [69].

Wigkszos$¢ czasteczki RNA 111 stanowia sekwen-
cje niekodujace, jednak migdzy 70 a 165 nukleotydem
znajduje si¢ sekwencja genu //d 8-lizyny. Zawiera ona
kodon start AUG i stop UAA translacji oraz sekwen-
cje Shine-Dalgarno (GAA), ktéra stanowi miejsce
wiazania rybosomu.

2.1.5.2. Funkcja

Wykazano, ze 514-nukleotydowa czasteczka RNA 111
pehi plejotropowa funkcjg. W niewielkiej czgsci (mig-
dzy 70 a 165 nukleotydem) zawiera sekwencj¢ koduja-
ca genu hld. Produktem tego genu jest 26 aminokwaso-
we biatko 8-lizyny, posiadajace wiasciwosci cytolizyny
[38]. Juz badania przeprowadzone na poczatku lat dzie-
wigédziesiatych XX wieku wykazaly, ze gen hld jest
czesScia strukturalng systemu agr, jednak ulega trans-
krypcji z innego promotora (P3) znajdujacego si¢ po-
wyzej promotora P2 i podlega pozytywnej regulacji
przez system agr [37]. Janzon i Arvidson wy-
kazali réwniez role RNA III jako czynnika regulacyj-
nego, poniewaz okazalo sig, ze mutanty pozbawione
3’-konca czasteczki produkuja 8-lizyne z wydajnos$cia
50-75% nizsza w porownaniu ze szczepami dzikimi.
Dowiedziono réwniez, ze mutacja, polegajaca na de-
lecji sekwencji RNA III przez zastapienie, daje podob-
ny efekt fenotypowy co mutacje w genie agrA, czyli
powoduje spadek ekspresji genow kodujacych egzo-
proteiny, takie jak hemolizyna «, proteaza serynowa,
metaloproteaza i jednocze$nie powoduje 10-krotny
wzrost ekspresji powierzchniowego biatka A [37]. Po-
znanie struktury drugorzedowej czasteczki RNA III
[69] oraz badania prowadzone w p6zniejszych latach,
pozwolity na doktadniejsze poznanie mechanizmu jego
dzialania jako regulatora ekspresji genow.

Domena zawierajaca 5’-koniec czasteczki RNA 111,
odgrywa rolg aktywatora ekspresji genow hla i hib,
kodujacych hemolizyny o i B [66, 69]. Morfeldt
i wsp. udowodnili, ze 5’-koniec czasteczki RNA III
i 5’-koniec czasteczki genu hla wykazuja 75% kom-
plementarnosci oraz, ze region migdzy 42 a 72 zasada
RNA III zawiera liczne niesparowane nukleotydy,
ktore moga stanowi¢ potencjalne miejsce wigzania [66)].
Pozwala to przypuszcza¢ o zwiazaniu RNA III z po-
czatkowym odcinkiem mRNA-#la, co inicjuje zmiany
konformacyjne, prowadzace do odstonigcia miejsca
Shine-Dalgarno wiazania rybosomu (RBS) i zainicjo-
wania translacji [66]. Jest to tzw. mechanizm antysen-
sownej regulacji na poziomie transkryptu genu.

Funkcje¢ regulatorowa pelni réowniez 3’-koniec
RNA III [4, 37]. Jest niezbedny do aktywacji translacji
genu /ld [69] oraz odpowiada za 1-godzinne opdznie-
nie powstawania produktu tego genu w poréwnaniu
z pojawieniem si¢ transkryptu [4]. Mutanty, zawiera-
jace 5’-koniec RNA III (z cala ramka odczytu Ald, ale
bez 3’-konca) potaczony z promotorem P-laktamazy,
produkuja 0-lizyne prawie natychmiast po powstaniu
RNA III, w odroznieniu od mutantow zawierajacych
cala, funkcjonalna czasteczke¢ RNA III, u ktorych nadal
obserwowano 1-godzinne opodznienie ekspresji tego
enzymu [4]. Przyczyna tego zjawiska nadal nie zosta-
ta wyjasniona. Wydaje si¢, ze sam 3’-koniec RNA III
nie ma bezposredniego wptywu na inicjacje translacji
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transkryptu genu 6-lizyny. Prawdopodobnie uczestnic-
two tej domeny w regulacji ekspresji innych genow
generuje zmiany konformacyjne in vivo, ktére unie-
mozliwiaja jednoczesne przylaczenie rybosomu do
miegjsca inicjacji translacji 4ld lub utworzenie stabil-
nego kompleksu 16S rRNA/RNAIII/tRNA M, co pro-
wadzi do 1-godzinnego opodznienia ekspresji 0-lizyny.
Zatem mozna przypuszczaé, ze RNA III pelni rolg po-
sredniego aktywatora translacji Ald.

Domena 3’-koficowa RNA III uczestniczy rOwniez
w negatywnej regulacji ekspresji biatka powierzch-
niowego Spa (gen spa, staphylococcal protein A). Juz
badania przeprowadzone w latach dziewig¢dziesiatych
ubieglego wieku dowodza, ze mutanty pozbawio-
ne RNA III wykazywaty 10-krotny wzrost ekspresji
genu spa [37], natomiast wprowadzenie do szczepu
S. aureus, defektywnego w agr, operonu P3, podtaczo-
nego do promotora P-bla objawia si¢ fenotypowo
w komorce bakteryjnej spadkiem produkcji proteiny A
[69]. Doktadny mechanizm tej regulacji nie zostat do-
tychczas poznany, nie wiadomo réwniez czy 3’-domena
RNA I reguluje transkrypcj¢ spa w sposob posredni
czy bezposredni.

Poza tym, ze RNA III S. aureus uczestniczy w re-
gulacji ekspresji gendw kodujacych rézne czynniki
wirulencji, moze rowniez modulowaé wyrazanie si¢
gendéw innych systemow regulacyjnych. Jednym z nich
jest system rot (repressor of toxins), kodowany przez
498-nukleotydowa ramke odczytu rot [59]. Badania
porownawcze transkryptomow dowodza, ze Rot jest
globalnym regulatorem i moze uczestniczy¢ zardwno
w pozytywnej (spa, sarS, clfB, coa thrB), jak i nega-
tywnej (hla, hib, geh, ureA, sspA, sspB, sspC, splA,
splB, splC, spID, splE, splF) regulacji licznych genow
[82]. Z kolei czasteczka RNA 1II jest aktywatorem
ekspresji niektorych toksyn (o-, B- toksyna, geny hla,
hib) i represorem bakteryjnych biatek powierzchnio-
wych, takich jak biatko A (spa), koagulaza (coa),
czynnik ,.clumping factor” (clf) [18, 58], dlatego mozna
stwierdzi¢, ze RNA III jest bezposrednim antagonista
biatka Rot [71]. Jednakze mechanizm tego antagoniz-
mu moze by¢ rowniez posredni, poniewaz okazuje sig,
ze RNA III wiaze mRNA-rot, blokujac jego translacje
1 tym samym posrednio aktywuje transkrypcje genow
represjonowanych przez Rot [25]. W mechanizmie tej
regulacji uczestniczy 3’-koniec RNA III, a doktadnie;j
struktury ,hairpin” 13 i 14. Kazda z nich, w petli,
zawiera odcinki bogate w niesparowane nukleotydy
cytydynowe, ktore sa wysoce komplementarne do hek-
sameru w sekwencji Shine-Dalgarno mRNA-rot [7].
Zatem RNA III przylacza si¢ do 5’-konca transkryptu
rot, co determinuje pojawienie si¢ miejsca rozpozna-
walnego dla endorybonukleotydazy III (RNaza III).
Nastgpuje cigcie enzymatyczne w mRNA-rot, co pro-
wadzi do jego degradacji [7]. Najprawdopodobniej po-

dobny mechanizm negatywnej regulacji przez RNA II1
1 RNazo-zaleznej degradacji dotyczy genu spa [36].

2.1.6. Regulacja systemu agr

System agr S. aureus uczestniczy w regulacji eks-
presji licznych gendow zwiazanych ze strukturami po-
wierzchniowymi, wirulencja i metabolizmem tego ga-
tunku bakterii. Jednakze sam réwniez podlega regulacji
przez potencjalnie trzy niezalezne mechanizmy: i) me-
chanizm autoindukcji przez biatko AgrA, ii) regulacji
zaleznej od SarA, iii) system quorum sensing rap/traP.

2.1.6.1. Autoregulacja zalezna od AgrA

Biatko AgrA jest efektorem systemu quorum sen-
sing agrA/C S. aureus [65, 74]. Dowiedziono, ze ak-
tywne, ufosforylowane biatko posiada zdolno$¢ do
wiazania sekwencji DNA w regionie intergenicznym
systemu agr, prowadzac do jego aktywacji [43, 67, 68]
(Rys. 1, podrozdziat 2.1.3.2. oraz 2.1.4.). We wczesnej
fazie wzrostu logarytmicznego hodowli bakteryjnej sa
wytwarzane na pewnym niskim poziomie czasteczki
AgrB i AgrD, co prowadzi gromadzenia w srodowis-
ku feromonéw AIP. Kiedy zostanie osiagnicty pewien
krytyczny poziom czasteczek autoinduktora, nastgpuje
aktywacja kinazy histydynowej AgrC, co pociaga za
soba kaskade zdarzen prowadzacych do fosforylacji
AgrA. Bialko odpowiedzi wiaze sig z regionem znajdu-
jacym si¢ powyzej promotora operonu P2 oraz P3, ak-
tywujac transkrypcje RNA II i RNA 111, a tym samym
roéwniez gendw agrA, agrB, agrC, agrD oraz hld.

2.1.6.2. Regulacja zalezna od Sar A

Bialko SarA po raz pierwszy zostalo zidentyfikowa-
ne, jako czynnik wiazacy DNA w regionie intergenicz-
nym systemu agr, w trakcie badan nad mechanizmem
regulacji ekspresji RNA III [67]. Jest to 124-amino-
kwasowy polipeptyd, zaliczany obecnie do tzw. rodzi-
ny bialek Sar [5, 12, 13]. Gen kodujacy SarA (sarA)
znajduje si¢ w chromosomie w locus sar i stanowi je-
den z trzech naktadajacych si¢ na siebie transkryptow
[34]. SarA jest biatkiem homodimerycznym, jedno-
domenowym. Kazdy monomer w domenie zawiera pig¢
struktur o charakterze a-helis, trzy P-kartki oraz kilka
petli migdzy nimi. Tworza one czasteczkg, ktora mozna
opisa¢ nastgpujacym wzorem: o1a2 — Bla3ad — 233
— a5 [49]. Struktury a-helikalne, jak rowniez [3-kartki
sa silnie konserwowane w rodzinie biatek Sar i stano-
wia potencjalne miejsce wiazania zarowno z wigksza,
jak 1 mniejsza bruzda czasteczki DNA [49]. Ponadto
wiadomo, ze bialka SarA, SarR (homolog SarA), jak
réwniez AgrA rozpoznaja i wspotzawodnicza ze soba
o t¢ sama sekwencj¢ w miejscach promotorowych ge-
néw [56, 68, 79]. Dzigki tej wlasciwosci SarA uczestni-
czy w regulacji transkrypcji genow zarowno w sposob
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bezposredni, jak i posredni. Moze bowiem wiazaé re-
giony promotorowe gendéw kodujacych czynniki wi-
rulencji aktywujac (biatko wiazace fibrynogen, biatko
wiazace fibronektyng, enzymy i toksyny) lub hamujac
(biatko A, proteazy) ich transkrypcjg. Z kolei oddziaty-
wanie z regionem intergenicznym agr (Rys. 1), prowa-
dzi do jego aktywacji i tym samym posredniej regula-
cji gené6w znajdujacych si¢ pod kontrola tego systemu
[13]. Ostatnio wykazano, ze SarA moze réwniez wia-
za€ juz zsyntetyzowane czasteczki mRNA zwigkszajac
ich stabilno$¢ 1 wydtuzajac czas potowicznego rozpa-
du, co takze moze wptywaé na fenotypowe podwyz-
szenie poziomu ekspresji regulowanych genoéw [79].

2.1.6.3. Regulacja zalezna od rap/traP

System rap/traP zaliczany jest, podobnie jak agr,
do dwusktadnikowych systemow przekazywania syg-
natu (TCSTS). Zbudowany jest z biatka Rap (RNA III
activating protein) o masie czasteczkowej 33 kDa, zwa-
nego réwniez ortologiem rybosomalnego biatka L2 [45]
oraz biatka Trap (target of Rap), o masie czast. 21 kDa
[3]. NH,-koniec Rap wykazuje wysoki stopien homo-
logii do rybosomalnego biatka [.2, kodowanego przez
gen rp/B. Moga to by¢ nawet te same bialka, ale pet-
nigce rézne funkcje w zaleznos$ci od miejsca docelowe;j
lokalizacji. Rap jest 277-aminokwasowym biatkiem,
wydzielanym na zewnatrz komorki w sposob jeszcze
nie do konca poznany [45, 46]. Posiada zdolno$¢ in-
dukcji potrdjnej fosforylacji biatka Trap, ktore jest uni-
kalne dla S. aureus. Trap zbudowane jest ze 167 ami-
nokwasow i wykazuje globularng strukturg o-helisy
i B-kartki. W odréznieniu od receptoréw innych syste-
moéw quorum sensing nie posiada domeny transbtono-
wej, co jednak nie wyklucza mozliwo$ci petnienia
przez nie funkcji kinazy histydynowej [3]. Zaindu-
kowane Trap ulega potrojnej fosforylacji w pozycjach
histydyny His-66, His-79 i1 His-154, stajac si¢ aktyw-
nym czynnikiem transktrypcyjnym [32]. Analiza trans-
kryptomow, szczepdw S. aureus Trap™i Trap™, przy za-
stosowaniu techniki mikroczipéw wykazata, ze jest to
biatko petniace funkcj¢ globalnego regulatora ekspres;ji
genoéw [44]. Biatko Trap moze aktywowaé geny ko-
dujace liczne czynniki wirulencji: Aila, hib, hid, higB
(hemolizyny «, 3,0, ¥), capA, capD, capF, capl, capK,
capL (syntetazy polisacharydu otoczkowego), /ip (pre-
kursora lipazy triacylglicerolowej), geh (hydrolazy es-
trow glicerolowych), sspA (gronkowcowej proteazy
serynowej), aur (prekursora aureolizyny) oraz ich sys-
temy regulacyjne, tj. agrA-D; jak rowniez geny meta-
bolizmu podstawowego, takie jak: arcA (deaminazy
argininowej), ure (ureazy), pyrP (permeazy uracylo-
wej). Natomiast negatywnej regulacji ulegaja przede
wszystkim geny kodujace czynniki zwiazane ze struk-
turami powierzchniowymi komorki bakteryjnej tj.:
sdrC, sdrD (biatek wiazacych fibrynogen, bogatych

w reszty Ser 1 Asp), clfB (prekursora biatka wiazacego
fibrynogen), spa (prekursora gronkowcowego biatka A),
ale rowniez geny kodujace adaptatorowe biatka odpo-
wiedzi: groE (chaperonu 60 kDa), dral (biatka szoku
cieplnego), czy tez biatka zwiazane z funkcjami komor-
kowymi np.: pgk kinazy fosfoglicerynowej. Dowiedzio-
no, ze u S. aureus Trap aktywuje transkrypcje 63 ge-
néw, natomiast hamuje 15 innych [44]. Wpltyw systemu
rap/traP na ekspresje agr udowadniano kilkukrotnie
wskazujac, ze mutanty defektywne w #raP nie sa zdol-
ne do syntezy czasteczek RNA III i/lub moga wytwa-
rza¢ hemolizyny na obnizonym poziomie [3, 32, 44].
Jednak nowsze badania sugeruja, ze Trap nie odgrywa
zadnej roli w regulacji ekspresji systemu agr. Okazuje
si¢ bowiem, ze mutanty S. aureus zawierajace inakty-
wowany gen traP wykazuja aktywno$¢ hemolityczna
na takim samym poziomie, co szczepy dzikie [1, 87].
Zatem wydaje sig, ze sprzeczne wyniki dotyczace
wpltywu systemu rap/traP na transkrypcje RNA III
wymagaja dalszych badan.

System rap/traP podlega pozytywnej autoregulacji.
Poza tym posiada rowniez mechanizm negatywne;j re-
gulacji przeprowadzanej przez biatko RIP (RNA III
inhibiting protein) [3]. Biatko RIP posiada NH,-ko-
niec (YSPXTNF, gdzie X = reszta cysteinowa lub tryp-
tofanowa) o wysokim stopniu homologii do analogicz-
nej domeny RAP. Pozwala to przypuszczaé, ze oba
biatka wiaza si¢ z ta sama sekwencja genu docelowego
na zasadzie kompetencyjnego wypierania. Jednakze
ten agonistyczno-antagonistyczny mechanizm wykryto
dotychczas jedynie u gronkowcédw koagulazo-ujem-
nych (S. xylosus, S. warnerii) [3].

2.1.7. Zroéinicowanie i znaczenie systemu agr

System agr uczestniczy w globalnej regulacji eks-
presji genow zwiazanych z patogennoscia (Tabela I)
oraz metabolizmem podstawowym drobnoustrojow
z gatunku S. aureus [16]. Ekspresja roznych czynnikoéw
wirulencji jest uzalezniona od zaggszczenia komorek
w hodowli oraz fazy wzrostu szczepu bakteryjnego
[92]. We wczesnej fazie wzrostu logarytmicznego wy-
twarzane sa przede wszystkim adhezyny i biatka zwia-
zane ze strukturami powierzchniowymi komorki bak-
teryjnej, takie jak: biatko A, biatko wiazace kolagen,
biatko wiazace fibronektyng czy biatko wiazace fibry-
nogen. Warunkuja one kolonizacj¢ patogenu w od-
powiedniej mikroniszy w organizmie gospodarza. Na-
tomiast w poznej fazie wzrostu wyktadniczego oraz
w fazie stacjonarnej, synteza adhezyn ulega zahamo-
waniu, z kolei aktywacji ulegaja geny kodujace egzo-
toksyny i enzymy, takie jak toksyny «, 3, v, 8, TSST-1,
eksfoliatyny, leukotoksyny, ktére umozliwiaja nisz-
czenie tkanek organizmu gospodarza, rozprzestrzenia-
nie si¢ patogenu do innych narzadéw oraz moga by¢
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Tabela II
Charakterystyka systemow regulacji gendow u S. aureus innych niz agr i ich wpltyw na ekspresj¢ czynnikéw wirulencji
Nazwa systemu Geny Rola w regulacji ekspresji gené6w czynnikéw wirulencji _
lub czynnika struk- Organizacija S. aureus i/lub efekt fenotypowy regulacji Plémien-
regulacyjnego turalne Pozytywna Negatywna nictwo
saeS/R saeS QSS!, regulacja agr-, hla, hib, hid, coa?, spa, proteazy [2, 29-31,
(Staphylococcus aureus | saeR SarA-zalezna, Sigma, lip*, dna* 89]
exoproteins regulator) |saeQ — niezalezna brak wptywu na agr
saeP isarA
arlS/R (autolysis arlS QSS, regulacja agr-, agrABCD, ariR, hld, hla, hib, lip*, spa, ssp°, [19-22,
— related locus) arlR SarA-, i MgrA-zalezna IytS/R, cap5A/5D°, spl'°, coa?, norA", WkE", | 47, 51]
IrgAB®, ssaA’, sdrCDES, cap®, hig", ebh', gtownie
ssp’®, rot, w sumie 36 gendow | autolizyny i hydrolazy
peptydoglikanu,
w sumie 78 gendw
srrA/B (Staphylococcal | srrA QSS, regulacja w od- agr, tsst-1'%, spa agr, tsst-1'%, spa [61, 76,
respiratory response) | (s#hS), | powiedzi na stgzenie — w warunkach obecnosci | — w warunkach 90, 95]
lub srhS/R srrB tlenu w srodowisku, tlenu beztlenowych
(srhR) | regulacja agr-zalezna
IytS/IR S Qss IrgAB®, wzrost tolerancji | — [9, 10,
IyIR szczepow na penicyliny 33, 68]
rap/traP (RNA 111 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 transkrypceyjny, |sarA, agr, hla, hib, hid, sarS, sarT, sarV [5,8, 12,
biatko jednodomenowe, |hlg"3, spa, coa?, fub'® 3,34,49,
zarowno agr-zalezny, jak 55, 56, 79]
i agr-niezalezny regulator
ekspresji genow
(Podrozdz. 2.1.6.2.)
Rodzina biatek Sar,
homologi SarA, rowniez
dziatajq jako czynniki
transkrypcyjne;
SarR sarR Biatko jednodomenowe | agr sarA
SarS sarS Biatko dwudomenowe spa hla
(sarH1)
SarT sarT Biatko jednodomenowe | sarS hla, agr, sarU
SarU sarU Biatko dwudomenowe agr -
SarV sarV Biatko jednodomenowe | autoliza -
SarX sarX Biatko jednodomenowe |- agr
SarY sarY Biatko dwudomenowe nieznana funkcja nieznana funkcja
SarZ sarZ Homolog biatka MarR hla —
MgrA mgrA | Czynnik transkrypcyjny, |glownie egzoproteiny, glownie komorkowe [50, 51,
nalezy do biatek z rodziny | lukDFMS', set12", biatka zwiazane 55]
Sar, jest homologiem set14'8, lip*, nuc', sak®, ze strukturami powierzch-
biatka MarR, wykazuje |sod*', cap5A-P°, sarA, niowymi spa, mrp*, fib®,
dziatanie synergistyczne | sarX, z systemem agr isaB*, ebh', hfIX>, sarV,
sigB, IytS, w sumie w sumie 180 genoéw
175 genow
Rot rot Czynnik transkrypeyjny, |spa, sspBC9, w sumie hla, hib, hid, hig", [59, 82]
(represor of toxins) homolog biatek z rodziny | 86 genow w sumie 60 genow
Sar, biatko jednodome-
nowe, antagonista agr
(Podrozdz. 2.1.5.2.)
Sigma,, sigB Czynnik transkrypeyjny | cod?, fnbA'S, cap®, clfA*, | hla, spl'®, nuc" [8, 31,
RsbUVW-zalezny brak wplywu na sae 100]
ClpX/P clpX Aktywno$é - agr, hsr*', osr®, autoliza, | [23, 61]

clpP proteolityczna

acyldepsipeptydy
(czynniki antybakteryjne)

D QSS — quorum sensing system

2 coa — gen kodujacy koagulaze

3 lip — gen kodujacy lipazg

Y dna — gen kodujacy DNazg (nukleaza DNA)

3 cap5A/cap5D — geny kodujace syntetazy polisacharydu otoczkowego
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odpowiedzialne za wystapienie niektorych objawow
chorobowych [18, 24, 58, 72, 78]. System agr uczestni-
czy w regulacji ekspresji genow kodujacych te czynni-
ki wirulencji zar6wno w sposéb bezposredni (z udzia-
tem RNA III), jak i pos$redni (Podrozdziat 2.1.3.2. oraz
2.1.6.1.). Jako ze biatko AgrA jest efektorem uktadu
dwusktadnikowego i autoinduktorem calego systemu
agr, zatem aktywujac transkrypcje RNA III, posrednio
reguluje ekspresje genéw podlegajacych RNA IlI-za-
leznej regulacji (Podrozdziat 2.1.5.2.).

System agr wystgpuje u roznych gatunkdéw bakterii
w obrebie rodzaju Staphylococcus [15]. Nie jest to jed-
nak system jednorodny. Istnieje duze zrdznicowanie
genow w obrebie regionu agrBCD, co przektada si¢
na produkty tych genow [41]. Niewielkie rdznice
w strukturze czasteczki autoinduktora musza by¢ sko-
relowane roOwniez ze zmianami w biatkach $cisle zwia-
zanych z obrobka i wydzielaniem AgrD oraz oddzia-
tywaniem dojrzatego AIP, czyli na wysoce swoistych
czasteczkach AgrB oraz AgrC. Wsérod 34 gatunkow
w obrebie rodzaju Staphylococcus, przy zastosowaniu
techniki PCR, zidentyfikowano 24 typy systemu agr
[15]. Natomiast wsrod szczepow tylko S. aureus, przy
zastosowaniu zestawu czterech par starterow, komple-
mentarnych do regionu hiper-zmiennego w obrgbie
sekwencji gendw agrB, agrC i agrD, wyrdzniono
cztery grupy agr (Podrozdziat 2.1.2.) [41]. Oddziaty-
wanie czasteczek w obregbie grupy jest wysoce specy-
ficzne 1 aktywacja AgrC moze nastapi¢ praktycznie
jedynie przez swoisty autoinduktor grupowy. Jednak-
ze zahamowanie konkretnego systemu moze nastapic
przez kazdy inny, nieswoisty typ AIP [41, 93]. Nau-
kowcy podejmuja liczne proby okreslenia polimor-
fizmu i przynalezno$ci grupowej szczepow S. aureus
bedacych ludzkimi izolatami klinicznymi, podejmuja

réwniez proby powiazania wystgpowania typu syste-
mu agr z fenotypem, zjadliwo$cia, przynaleznoscia
filogenetyczna patogenu lub rodzajem wywotywanej
infekcji u ludzi [35, 39, 40, 63, 64, 88, 91, 93, 96].
Wyniki tych badan nie sa jednoznaczne, poniewaz
w niektorych pracach nie dostrzezono zadnej z wyzej
wymienionych korelacji [63, 88], natomiast w innych
zaobserwowano pewne zaleznos$ci. Dowiedziono, ze
wystgpowanie szczepow gronkowca zlocistego zdol-
nych do wydzielania toksyny TSST-1, powiazane jest
z fenotypem agr — grupy 111 [40, 41]; szczepow posia-
dajacych gen eta lub eth, czyli wytwarzajacych eks-
foliatyng, z grupa agr-1V [39, 40], natomiast izolatow
produkujacych toksyng PVL (Panton-Valentine leuko-
cidin), odpowiedzialnych za cigzkie stany zapalne dol-
nych droég oddechowych, z agr-1 i/lub III grupy [64].
Poza tym stwierdzono, ze szczepy S. aureus nalezace
do grupy agr-11 11 czesciej sa zdolne do wywolywania
choréb zwiazanych z wydzielaniem enterotoksyn
(agr-1) oraz endocarditis (agr-11) [40]. Z kolei do-
$wiadczenia z wykorzystaniem techniki RLFP/Dral
(restriction fragment lenght polymorphism) wykazaty,
ze za zakazenia ucha u pacjentow hospitalizowanych
w niewielkich koreanskich szpitalach odpowiedzialne
byty przede wszystkim CA-MRSA (community-acqu-
ired methicillin resistance S. aureus) nalezace do gru-
py agr-1 [96]. Przyczyny takich korelacji sa trudne do
wyjasnienia, by¢ moze z okre$lonym genotypem agr
zwigzane jest wystgpowanie lub ekspresja innych
gendw, ktére w pewnym stopniu determinuja fenotyp
i tropizm tkankowy szczepu bakteryjnego.
Dowiedziono réwniez, ze MRSA nalezace do typu
agr-11 maja podwyzszona zdolno$¢ o wytwarzania
biofilmu [11, 85], co zwiazane jest z duza czgstoscia
wystgpowania zakazen odcewnikowych oraz innych,

 /rgAB — geny kodujace sekrecyjne biatka LrgA i B podobne do holiny, ktére hamuja aktywno$¢ enzymow hydrolitycznych mureiny

DssaA — gen kodujacy antygen sekrecyjny SsaA

8sdrC, sdrD, sdrE — geny kodujacy biatka adhezyjne SdrC, SdrD, i SdrE, z grupy MSCRAMM (microbial surface components recognizing

adhesive matrix molecules)
9 ssp — gen kodujacy proteazg serynowa Ssp
10 spl — gen kodujacy proteazg serynowa Spl

W norA — gen kodujacy pompe btonowa warunkujaca wielolekoopornos¢ S. aureus

2 ukE, lukF-PV, [ukM, lukO, lukS-PV — geny kodujace leukotoksyny np.: LukO+LukE, LukF-PV+LukS-PV

13 hlg — gen kodujacy potencjalne biatko btonowe o wlasciwosciach dehydratazy serynowej (gamma-hemolizyna)

9 ebh — gen kodujacy potencjalne biatko powierzchniowe o wlasciwo$ciach adhezyjnych (MSCRAMM), wiaze fibronektyng

9 ¢sst-1 — gen kodujacy toksyng 1 zespotu szoku toksycznego TSST-1
19 fnb — gen kodujacy biatko wiazace fibronektyng (MSCRAMM)

17 set12 — gen kodujacy egzotoksyng 12

19 set14 — gen kodujacy egzotoksyng 14

9 nuc — gen kodujacy nukleaze

2 sak — gen kodujacy prekursor stafylokinazy

2D sod — gen kodujacy dysmutazg ponadtlenkowa

2 mrp — gen kodujacy potencjalne biatko btonowe o wiasciwosciach kanatu transportera

3 fib — gen kodujacy potencjalne biatko wiazace fibrynogen (MSCRAMM)
9 jsaB — gen kodujacy potencjalne biatko o wlasciwo$ciach hemaglutyniny

2 hfIX — gen kodujacy biatko podobne do protein wiazacych GTP

2 clfA — gen kodujacy czynnik clumping factor A (CF-A) (MSCRAMM), biatko wiazace fibrynogen

2" hsr — gen kodujacy biatko odpowiedzi szoku cieplnego
2 osr — gen kodujacy biatko odpowiedzi na szok oksydacyjny
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ktorych zréodlem sa narzgdzia i urzadzenia medyczne
[11]. Wiadomo jest, ze za zdolno$¢ bakterii do wytwa-
rzania biofilmu, w duzej mierze odpowiedzialne sa
adhezyny i bialka zwiazane ze strukturami powierzch-
niowymi komorki patogenu. Wiadomo rowniez, ze
system agr w naturalnych warunkach petni funkcje
inhibitora ekspresji biatek powierzchniowych S. aureus
w pdznej fazie wzrostu logarytmicznego oraz w fazie
stacjonarnej. W tym aspekcie istotna wydaje si¢ infor-
macja, ze wszystkie izolaty agr typu I, o podwyzszo-
nej zdolnos$ci do produkcji biofilmu, byty defektywne
w systemie agr [11, 85], co moze wyjasnia¢ fenomen
fenotypu hiperadherentnego.

Ponadto wydaje sig, ze istnieje pewna korelacja
migdzy systemem regulacyjnym agr a wyrazaniem si¢
fenotypu GISA i h-GISA (glycopeptide intermediate
resistance S. aureus, heterogeneous-GISA). Sa to szcze-
py gronkowca zlocistego o obnizonej wrazliwos$ci na
glikopeptydy (GISA) i na zréznicowanym poziomie
(h-GISA), ktore przysparzaja coraz wigcej probleméw
w leczeniu cigzkich infekcji o etiologii MRSA. Me-
chanizm tej opornosci do tej pory nadal nie zostat
do konica wyjasniony [14]. Badania dowodza, ze naj-
prawdopodobniej system agr uczestniczy w wyraza-
niu si¢ fenotypu GISA [35, 80, 85, 91]. Analiza na
modelu farmakodynamicznym wykazuje, ze zmutowa-
ne szczepy S. aureus ze wszystkich czterech grup agr,
defektywne w systemie agr, moga osiagaé wartos¢
MIC (minimal inhibitory concentration) dla wankomy-
cyny nawet 6 do 8 ug/ml, co jest wartoscig 2—3-krotnie
wyzsza w porownaniu z dzikimi szczepami agr [80, 91].
Jednakze jedynie mutanty agr— z grupy agr-11, charak-
teryzowaly si¢ najwyzsza wartoscia MIC (8 pg/ml).
Zatem wydaje sig, ze brak aktywnego systemu regula-
cyjnego ulatwia drobnoustrojom przetrwanie w wa-
runkach presji niektorych czynnikow chemioterapeu-
tycznych (wankomycyny). Podobne wyniki uzyskano
stosujac metode analizy RLFP/Smal na izolatach kli-
nicznych GISA i h-GISA réwniez defektywnych w sys-
temie agr [85]. Szczepy te, posiadajace liczne mutacje
punktowe, delecyjne, insercyjne w operonach P2 i P3,
byty niezdolne do produkcji 6-lizyny i jednocze$nie
przezywaly na podlozach zawierajacych podwyzszone
stezenie wankomycyny 4 pg/ml [85]. Badania te po-
zwalaja stwierdzi¢ wspotwystepowanie fenotypu GISA
z genotypem agr, ale dotyczy to tylko szczepow na-
lezacych do grupy agr 11 [62, 84, 85]. Dotychczas nie
zostaly wyjasnione przyczyny opisanych korelacji,
wynika to nadal z niedostatecznej wiedzy na temat
funkcji systemu agr. Najprawdopodobniej, oprocz
funkcji autoregulacyjnej oraz regulatorowej podczas
ekspresji czynnikow wirulencji system agr moze wply-
wac rowniez na syntezg Sciany komorkowej szczepow
gronkowca zlocistego. Z badan przeprowadzonych
w 2005 roku wynika, Ze szczepy S. aureus typu agr-11,

agr — defektywne, wykazywaty obnizona zdolnos¢
autolityczng [83]. Zatem mozna domniemywac, ze agr
jest aktywatorem ekspresji hydrolaz §ciany komorkowe;j
i dlatego jego dysfunkcja zaburza procesy autolizy,
prowadzac do powstania $ciany komoérkowej o niety-
powej grubosci [83, 86]. Taki fenotyp jest najprawdo-
podobniej jednym z mechanizméw warunkujacych po-
wstawanie szczepOow S. aureus o obnizonej wrazliwosci
na glikopeptydy.

2.2. Inne systemy TCSTS uczestniczace
w regulacji ekspresji genéw S. aureus

U S. aureus oprocz systemu agr zidentyfikowano
jeszcze kilka innych dwusktadnikowych uktadow qu-
orum sensing uczestniczacych w regulacji mechaniz-
mow patogenezy. Zaliczamy do nich: saeR/S, srrA/B,
arlR/S, IytR/S oraz omoéwiony w podrozdziale 2.1.6.3.
system rap/traP. Informacje na temat organizacji i funk-
¢ji tych systemdw zostaty umieszczone w tabeli I1.

3. Inne czynniki regulacyjne ekspresji
genéw S. aureus, nie bedace TCSTS

Poza dwusktadnikowymi systemami regulatorowy-
mi TCSTS u gronkowca ztocistego zostato opisanych
kilka innych czynnikow, uczestniczacych w regulacji
ekspresji genow kodujacych migdzy innymi determi-
nanty wirulencji. Zaliczamy do nich: i) mechanizm
pozytywnej i negatywnej regulacji z udziatem anty-
sensownego RNA (podrozdz. 2.1.5.2.); ii) czynniki
transkrypcyjne: RNA III (podrozdz. 2.1.5.1. oraz
2.1.5.2.); biatka z rodziny SarA (podrozdz. 2.1.6.2. oraz
tabela II); MgrA, Rot, Sigmag (Tabela II), posiadajace
zdolno$¢ wigzania DNA w miejscach promotorowych
genow, aktywujac badz hamujac ich transkrypcje;
iii) biatka o aktywnosci proteolitycznej (ClpX/P),
dziatajace na dojrzaty produkt genéw (Tabela II).

4. Podsumowanie

S. aureus jest ludzkim, oportunistycznym patoge-
nem, mogacym wywotywac grozne zakazenia zaro6wno
szpitalne, jak i pozaszpitalne. Rozwdj infekcji warun-
kowany jest zdolnoscia wytwarzania przez bakteri¢
licznych czynnikéw wirulencji, tzw. vir: 1) biatek
powierzchniowych, o wlasciwosciach antygenowych
i adherentnych, determinujacych pierwszy etap kolo-
nizacji; ii) wydzielanych na zewnatrz komorki toksyn
1 enzymow prowadzacych, poprzez destrukcje tkanek,
do rozprzestrzeniania si¢ infekcji. Ekspresja determi-
nant wirulencji oraz innych genéw, zwiazanych z me-
tabolizmem podstawowym, moze podlegaé regulacji
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na réznych poziomach i moze by¢ kontrolowana przez
wiele r6znych mechanizmoéw. Do najwazniejszych zali-
czamy tzw. dwusktadnikowe systemy quorum sensing,
z ktorych kazdy zawiera biatko sensorowe o aktyw-
nosci kinazy histydynowej oraz biatko odpowiedzi RR.
Jak dotad u S. aureus poznano 16 tego typu mechaniz-
mow. Aktywacja tych uktadow jest uzalezniona od
czynnikdéw zaré6wno wewnatrzkomorkowych, jak i §ro-
dowiskowych. Istotna role odgrywa rowniez mecha-
nizm pozytywno/negatywnej regulacji przez mate anty-
sensowne czasteczki RNA, RNA III, ktore przytaczajac
si¢ do odpowiednich sekwencji mRNA prowadza do
inicjacji lub inhibicji procesu translacji. Ponadto eks-
presja determinant vir moze by¢ aktywowana lub ha-
mowana na etapie inicjacji transkrypcji, przez czynniki
transkrypcyjne, posiadajace zdolno$¢ wiazania DNA
w regionach promotorowych genéw. Takze degrada-
cja dojrzatych produktow genéw moze w sposob bez-
posredni lub posredni wptywa¢ na wyrazanie zjadli-
wego fenotypu patogenu.

Procesy regulacji ekspresji czynnikoéw wirulencji
S. aureus sa bardzo zlozone i wysoce specyficzne. Kaz-
dy z systemow regulatorowych, w okre§lonych warun-
kach, moze bezposrednio wplywaé na geny kodujace
determinanty chorobotwoérczosci, ale jednoczes$nie
ekspresja genow strukturalnych tych systemow rowniez
podlega regulacji przez inne mechanizmy. Doktadne
powiazania i zaleznoSci migdzy systemami regulato-
rowymi nadal nie sa do konca wyjasnione i wymagaja
dalszych badan. Wiadomo jednak, ze dzigki nim dro-
bnoustroje posiadaja zdolno$¢ do adaptacji do réznych
warunkow Srodowiskowych. Ponad to determinuja one
kontrolowana syntez¢ oraz wydzielanie wlasciwych
czynnikow wirulencji, w odpowiednim czasie tak, aby
zapewni¢ komoérkom drobnoustroju mozliwo$¢ prze-
trwania i rozwoju w niemalze kazdej tkance ludzkiego
organizmu i w niemalze kazdych warunkach.
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