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The role of alternative sigma factor S (¢%) and sigma factor B (¢®) in bacterial cell stress response and their regulation

Abstract: Bacteria successfully take possession of almost every recess of the earth. However bacteria can be liable to big changes of
environmental conditions in every settled biotope. Some of them living in a high specializated medium do not show usually ability
of tolerate others media than their most favourable. In case of changes of medium parameters some of bacteria start to migrate and look
for others media securing them proper growth and development approximate optimum conditions. There are also bacteria which are able
to survive in spite of changes happen in their direct environmental. Their survival competence is caused by the lack of susceptibility on
specified medium changes or ability of adaptation to new conditions moreover by taking the profits from the medium. The tolerance and
adaptation bacterial cells to different conditions which following in the nearest environmental result from cells response on stress factors.
Precised signals coming from the medium cause in the cells a number of changes happen in genes expression regulated on transcription
and translation level. The information coded in bacterial genome enable cells to produce many different proteins. However not all proteins
are synthesized in the same time and the process of their synthesis is subject to strict control. Cells under stress synthesize proteins which
secure them survival in untipical for their growing conditions. The main roles in this process play alternative sigma factors. Bacterial cells
contain also general sigma factor (for example 07 in Escherichia coli, 6* in Bacillus subtilis) responsible for transcription most of the genes.
However alternative sigma factors rarely regulate initiation of transcription. They are active only in case of cell stress conditions and also
they take part in gene expression conected with the life cycle of the cell and stationary or exponential growth phase of bacteria. The most
important function in stress conditions of E. coli plays an alternative sigma S (o5, 0*) factor. Because of its regulatory function a lot of
attention is dedicated to researches refer to o in a recent time. Sigma B — which is one of the best known alternative sigma factors in Gram-
positive bacteria — plays a similar role to sigma S. Factor o® functions as a general response regulator to stress in such bacteria as Bacillus,
Staphylococcus and Listeria. These two alternative sigma factors: sigma S and sigma B often, if not always work in connection with others
form of regulation. Bacteria show ability of detection many signals coming from the environment by means of sensors systems situated in
cell envelope. Although o and ¢® play the similar role in the cell they are controlled by completely different mechanisms.
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1. Wstep

Zasadniczg role we wlasciwej inicjacji transkrypcji
gendw pelni gtéwny czynnik sigma polimerazy RNA.
W przypadku Escherichia coli jest to 0’°, natomiast
u Bacillus subtilis — 0. Czynnik ten tworzac holoen-
zym w kompleksie z rdzeniem polimerazy RNA odpo-
wiada za prawidlowa regulacje transkrypcji wiekszosci
genow. To zapewnia komoérkom bakteryjnym prawi-
dlowy wzrost w optymalnych warunkach [41, 68].

Adaptacja komorek bakteryjnych do nietypowych
dla ich wzrostu warunkéw otoczenia oraz umiejet-
nos$¢ przetrwania w takim $rodowisku jest wynikiem
odpowiedzi komoérek na zaistnialy stres. Na skutek
wywolanego w komorce stresu, nastepuja okreslone
zmiany w jej metabolizmie. Ma to na celu zapewnie-
nie przezycia komoérkom w srodowisku o zmienionych
parametrach, jak i ich ochrone przed szkodliwym jego
wplywem. Wéwczas w wyniku ekspresji $cisle okreslo-
nych genéw, regulowanych na poziomie transkrypcji

* Autor korespondencyjny: Instytut Biochemii Technicznej, Wydzial Biotechnologii i Nauk o Zywnosci, Politechnika Lédzka, ul. B. Stefa-
nowskiego 4/10, 90-924 L6dz; tel. (42) 631 34 32; e-mail: marzena.nowakowska@p.lodz.pl



306

i translacji, zachodzi synteza odpowiednich bialek.
Za inicjacje transkrypcji tych genéw odpowiedzialne
sg alternatywne czynniki sigma, ktére w kompleksie
z rdzeniem polimerazy RNA regulujg ten proces. Do
alternatywnych czynnikéw sigma nalezg m.in. sigma B
(o®, SigB), zidentyfikowany u bakterii Gram-dodat-
nich oraz sigma S (RpoS, ¢°, 0%, sigma-38), ktérego
obecnos$¢ stwierdzono w przypadku komorek bakterii
Gram-ujemnych. Wspomniane alternatywne czynniki
sigma pelnig podobng funkcje w komdrce. Wykazuja
one rowniez aktywnos$¢ w przypadku, gdy w komorce
zachodzi konieczno$¢ ekspresji genéw majacych zwia-
zek z cyklem zyciowym komorki oraz faza (stacjonarng
czy wykladniczg) jej wzrostu [40, 43, 83].

2. Alternatywny czynnik sigma B (c¢®)

Do najlepiej poznanych alternatywnych czynnikéw
sigma bakterii Gram-dodatnich nalezy sigma B. Funk-
cjonuje on jako gltéwny regulator odpowiedzi na stres
bakterii z rodzaju Bacillus, Staphylococcus i Listeria.
W przypadku innych bakterii Gram-dodatnich, np. bak-
terii kwasu mlekowego i Clostridia, o niskiej zawartosci
par GC, nie stwierdzono obecnosci ¢® [83]. Pomimo,
iz obecnos¢ bialek typu o jest charakterystyczna dla
bakterii Gram-dodatnich o wysokiej zawartosci par
GC, to w przypadku, np. Mycobacterium i Streptomyces,
zidentyfikowano SigF (o") - stanowigcego homolog o®.
Biatko SigF pochodzace z Mycobacterium tuberculosis
pelni podobna funkcje do alternatywnego czynnika
sigma B bakterii B. subtilis. Natomiast 0" bakterii Strep-
tomyces coelicolor odgrywa inng niz o® rolg¢ w komorce,
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chociaz wykazuje podobna sekwencje aminokwasowa
do sekwencji SigB B. subtilis [34, 83, 89].

Na skutek odbieranych przez komoérke réznych
sygnalow wywolujacych w niej stres nastepuje synteza
i aktywacja czynnika sigma B w komorce [35].

Stres moze by¢ pochodzenia $rodowiskowego oraz
energetycznego (Rys. 1) [1, 19, 42, 86].

Czynnik ¢® bierze udzial w inicjacji transkrypcji
wielu gendw stresu, ktére naleza do regulonu o® [35].

2.1. Regulacja ¢® u Bacillus subtilis

W przypadku bakterii B. subtilis zbadano dwie drogi
aktywacji alternatywnego czynnika sigma B, w ktdrych
uczestniczy zespdl siedmiu bialek regulatorowych:
RsbR, RsbS, RsbT, RsbU, RsbV, RsbW i RsbX, kodo-
wanych przez geny rsb (regulator of sigma B) nalezace
do operonu sigB, rozmieszczone wedlug podanej kolej-
nosci: rsbR, rsbS, rsbT, rsbU, rsbV, rsbW, sigB, rsbX.
Siédmym genem w tym operonie jest gen sigB, kodu-
jacy o® [19, 35, 78].

Przed genem rsbR zlokalizowany jest promotor
zalezny od czynnika o*. Jego zadaniem jest utrzyma-
nie podstawowego poziomu ekspresji wszystkich o§miu
genéw podczas wzrostu komdrki. Drugi wewnetrzny
promotor, umiejscowiony przed genem rsbV i rozpo-
znawany przez wystepujacy w aktywnej formie o, ma
wplyw na wzrost poziomu ekspresji genow rsbV, rsb W,
sigB i rsbX [42].

W komoérce nie bedacej pod wptywem stresu, czyn-
nik o® wystepuje w stanie nieaktywnym, bedac zwia-
zanym z czynnikiem anty-sigma RsbW. W komoérkach
Bacillus subtilis przekaz srodowiskowego i energetycz-

Czynnik stresogenny

e obecnos¢ w srodowisku
kwasow, etanolu;

e zasolenie;

® wysoka temperatura otoczenia

e ograniczona ilos¢ zrodet wegla,
fosforanéw, glukozy;
e ograniczone natlenienie

STRES

SRODOWISKOWY

Odpowiedz na stres zachodzi
niezaleznie od poziomu
komorkowego ATP

mechanizm zalezny od RsbU

ENERGETYCZNY

Gléd weglowy, fosforanowy,
glukozowy i tlenowy indukuje
sigB na skutek spadku poziomu
komoérkowego ATP

mechanizm niezalezny od RsbU

Rys. 1. Czynniki stresogenne bodzcdw srodowiskowych i energetycznych (objasnienia w tekécie)
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Rys. 2. Schemat aktywacji czynnika o® w komérkach B. subtilis.
Zmodyfikowany na podstawie Marles-Wright iwsp. [60] za zgoda wydawnictwa Elsevier i autoréw

nego typu bodzca komérkowego do czynnika sigma B
zachodzi poprzez dwie powigzane, ale oddzielne drogi
przekazu sygnatu (Rys. 2) [19, 60].

Transfer bodzcéw pochodzacych ze $rodowiska
zachodzi za posrednictwem bialek regulatorowych,
kodowanych przez operon sigB. W przypadku stresu
energetycznego, w transmisje sygnalu zaangazowane
sg biatka kodowane przez operon zbudowany z dwdch
genéw rsbQ-rsbP, zlokalizowany w pewnej odlegtosci
od operonu sigB. W przypadku Listeria monocytogenes
nie wykazano obecnos$ci operonu rsbQ-rsbP.

Biatka RsbV i RsbW stanowia dwa pierwsze regula-
tory aktywnosci o® u Bacillus subtilis. W fazie wzrostu
wykladniczego, czynnik anty-sigma RsbW zwigzany
jest bezposrednio z czynnikiem o®, co zapobiega asocja-
¢ji czynnika o® do rdzenia polimerazy RNA. Zaréwno
aktywnos¢ kinazy RsbW jak i dzialanie dwoch fosfataz
typu PP2C - RsbP i RsbU regulujg stan ufosforylowa-
nia RsbV. Fosfataza RsbP uczestniczy w aktywacji o®
w odpowiedzi na zaistniale zaburzenia na energetycz-
nym poziomie komorki (droga stresu energetycznego),
podczas gdy RsbU odpowiada za przekazanie sygna-
tow, wynikajacych ze stresu fizycznego i chemicznego
(droga stresu srodowiskowego). Ufosforylowany RsbV
(na skutek aktywnosci kinazy serynowej RsbW) staje
sie nieaktywny, jako czynnik anty-anty-sigma. Jedynie
nieufosforylowany RsbV moze wspotzawodniczy¢ z o®
o zwigzanie si¢ z RsbW. Uwolniony w ten sposéb o®
moze wowczas zwigzac sie z polimerazg RNA i w dal-
szej kolejnosci moze nastapic¢ transkrypcja zaleznych
od o® gendw $cistej odpowiedzi na stres [20]. Defosfo-

rylacja RsbV nastepuje w wyniku dziatania aktywnej
fosfatazy RsbU lub RsbP, w zaleznosci od rodzaju ode-
branego sygnalu, wywolujacego w komorce stres [19].

Pod wplywem stresu $rodowiskowego, zachodzi
aktywacja fosfatazy RsbU przez drugie bialko RsbT.
W czasie, gdy komorka nie podlega stresowi, biatko
RsbT zwigzane jest (co zapobiega oddzialywaniu RsbT
z RsbU) z negatywnym regulatorem - RsbS, w duzym
(1,8 MDa) wielobiatkowym kompleksie, okreslanym
jako stresosom (stressosome) [71]. Stresosom sklada
sie z RsbS i RsbR, a takze czterech paralogéow biatka
RsbR (RsbRA): YkoB (RsbRB), YojH (RsbRC), YqhA
(RsbRD) i YtvA [26, 60, 69, 71, 72].

RsbS sklada si¢ z pojedynczej domeny STAS (sul-
phate transporter and anti-anti-sigma factor). Wiazac
sie z paralogami RsbR poprzez silnie konserwowane
domeny STAS C-terminalne, tworzy z nimi okreslona
strukture. W wyniku stresu srodowiskowego zachodzi
ufosforylowanie domen STAS przez kinaze RsbT, ktora
nastepnie oddysocjowuje od kompleksu [60]. Nastep-
nie uwolniony RsbT wigze i aktywuje fosfataze RsbU,
ktora wowczas ma mozliwos¢ oddzialywania na sub-
strat RsbV-P, na skutek czego nastepuje defosforylacja
czynnika anty-anty-sigma, RsbV, co prowadzi do akty-
wacji czynnika sigma B.

Bialka RsbR pelniag niezbedng role we wiasciwym
oddzialywaniu pomiedzy biatkami RsbS i RsbT. Pod-
czas stresu RsbR odgrywa rol¢ aktywatora kinazy
RsbT wzgledem RsbS, co prowadzi do oddzielenia si¢
RsbT od kompleksu tworzonego z RsbS i zwigzanie si¢
z RsbU. Fosforylacja RsbS jest kluczowym procesem,
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ktory pozwala RsbT na zwigzanie z RsbU. W tym pro-
cesie RsbR réowniez jest fosforylowane przez RsbT przez
co traci swoja zdolnos¢ aktywacji RsbT [20]. Jak dotad
nie poznano mechanizmu, w wyniku ktérego nastepuje
ufosforylowanie bialek RsbR i RsbS przez RsbT.

W nastepstwie aktywacji o® ro$nie poziom RsbX.
Wzrost aktywnosci o®, wynikajacy z zaistniatego stresu
pochodzenia $rodowiskowego, zostaje przywrdcony
do poziomu wyjsciowego przy udziale fosfatazy RsbX,
ktora defosforyluje i reaktywuje zaréwno RsbR jak
i RsbS (bedacy inhibitorem aktywnoéci kinazy RsbT).
Nieufosforylowana forma biatka RsbS wigze si¢ z kinazg
RsbT, co przerywa aktywacje regulonu odpowiedzi na
stres. Nie jest wyjasnione czy wzrost poziomu RsbX
przyczynia sie do redukcji aktywnosci o®. Jednak
w przypadku eliminacji biatka RsbX nastepuje wzrost
aktywnosci 6® do bardzo wysokich poziomow.

W odpowiedzi na zaistnialy stres energetyczny,
nastepuje aktywacja RsbV przez fosfataze RsbP, ktora
aktywowana jest przez RsbQ. Dokladny mechanizm tej
aktywagji nie jest znany, ale analizy strukturalne RsbQ
wykazuja, ze bialko jest a/p hydrolaza, wigzaca mate,
niezidentyfikowane hydrofobowe czasteczki, ktdre
moga bra¢ udzial w aktywacji RsbP [18, 43, 49, 60].

2.2. Regulacja ¢® u Bacillus cereus

W przypadku bakterii Bacillus cereus wykazano,
ze regulacja czynnika ¢® znaczgco rézni sie od pozna-
nych droég regulacji 6® innych Gram-dodatnich bak-
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terii o niskiej zawartosci par GC. Stwierdzono, ze
w przeciwienstwie do B. subtilis u bakterii B. cereus nie
wystepuja obydwie drogi aktywacji ® zachodzace pod
wplywem stresu srodowiskowego czy energetycznego.
De Been i wsp. [25] wskazali bowiem, ze droga
powstalego sygnalu wynikajacego ze stresu pocho-
dzenia srodowiskowego i wewnatrzkomoérkowego jest
jednakowo skierowana do jednego biatka — membra-
nowej multisensorowej hybrydowej kinazy histydyno-
wej BC1008 (RsbK, Regulator of sigma b; “K” - hybrid
Kinase), odgrywajacej istotng role w regulacji o®
(Rys. 3). Stwierdzono to w oparciu o analize sekwen-
cyjng, $wiadczaca o obecnosci wielu domen w RsbK,
m.in. CHASE3 (zewnatrzkomdrkowy sensor, prawdo-
podobnie oskrzydlony dwiema transmembranowymi
helisami), GAF (wewnatrzkomorkowy sensor wigzacy
mate ligandy) i PAS/PAC (sensor redoks, §wiatla, meta-
bolitow) [24, 25, 36]. Wyniki badann dowodza, iz RsbK
fosforyluje regulator odpowiedzi RsbY (serynows fosfa-
taze typu PP2C - kontrolujacg aktywno$¢ o® homolog
RsbU i RsbP komorek B. subtilis) prowadzac do defos-
forylacji RsbV. Nastepnie nieufosforylowany RsbV
wiaze sie z antagonistg o®, RsbW, uwalniajgc ostatecz-
nie o® [21, 84]. Wykazano, ze gen rsbK zlokalizowany
jest blisko sigB w genomie. Zaréwno rsbK jak i rsbY
zlokalizowane sg w konserwowanym obszarze genu.
Badania genomu sugeruja, ze RsbK i RsbY stanowia
jeden funkcjonalny modul RsbKY w kontroli aktyw-
noséci o® u B. cerus, a takze u patogendw B. thuringien-
sis i B. anthracis [24, 25]. Dalsze badania wykazaly, ze

stres
%ktywacja

Fosfaza PP2C
(homolog RsbU i RsbP
komérek B. subtilis)

(RsbV [P)

Odpowiedz na stres:

C——> transkrypcja genéw

zaleznych od o®

G

Rys. 3. Schemat aktywacji czynnika ¢® w komérkach B. cereus.

Zmodyfikowany na podstawie Chen iwsp.

[21] za zgoda wydawnictwa Wiley i autoréw
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Tabela I

Grupy biatek kodowanych przez geny zalezne od ¢®

Grupa

Geny zalezne od o®

I Geny kodujgce podjednostki proteaz/ATP-az, pelnigce istotng role w odpowiedzi komérki na stres.

ClpP, CIpC i ClpX uczestniczg w procesie renaturacji lub degradacji niepoprawnie sfaldowanych czy zdenaturowanych
biatek, ktére gromadzg sie w warunkach zaistnialego stresu i moga by¢ dla komorki toksyczne [38, 39]. Mutanty clpP, clpC
i cIpX sa bardzo wrazliwe na stres cieplny, etanolowy, oraz na zasolenie. Wykazuja takze stabszy wzrost oraz obnizona
zdolno$¢ przezycia w warunkach stresu glodowego. Mutanty te sa o wiele bardziej wrazliwe niz mutanty sigB [38, 42, 52, 64].

znajduja sie pod wplywem stresu tlenowego [27].

II Geny kodujgce biatka biorgce udzial w niespecyficznej ochronie komorki przed stresem tlenowym.
Gtod glukozowy wywoluje w komorkach B. subtilis niespecyficzng odpowiedZ na stres tlenowy, mimo, iz komérki te nie

Do genoéw zaleznych od o, prawdopodobnie zaangazowanych w te niespecyficzng ochrone przed stresem tlenowym
nalezg: gen katalazy katE oraz gen kodujacy biatko Dps, chroniace DNA (zapewne poprzez zwiazanie si¢ z kwasem
nukleinowym) przed uszkodzeniem, jakie moze spowodowac tlen [6, 31].

W procesie adaptacji komoérki do nowych warunkéw tlenowych moga takze uczestniczy¢ tioredoksyna, ClpC, ClpP oraz
produkty piatego i szdstego genu operonu clpC (sms, yacK). Reaktywne rodniki tlenu prawdopodobnie generowane
w komorkach bakterii tlenowych (narazonych m. in. na gtdd, ktérego przyczyna jest brak lub zmniejszenie st¢zenia glukozy
albo bedacych pod wplywem stresu, wynikajacego ze wzrostu temperatury otoczenia) moga utleniac i przez to uszkadza¢
biatka, powodujac ich niestabilng konformacje. ClpC oraz tioredoksyna moga pomaga¢ w naprawie uszkodzonych biatek
albo w odzyskiwaniu ich natywnej struktury. Bialka nieodwracalnie uszkodzone moga by¢ degradowane przez ClpP,
prawdopodobnie we wspotpracy z ClpX (albo ClpC?). Sms oraz YacK moga uczestniczy¢ w naprawie DNA, ktory ulegt
uszkodzeniu w wyniku zaistnialego stresu tlenowego. Ochrona przed uszkodzeniami membran, biatek oraz DNA jest bardzo
istotna w odpowiedzi komdrki na ten niespecyficzny stres [42, 48].

daja odpowiedz na stres solny [42].

III Geny, ktorych produktami sq biatka biorgce udzial w adaptacji komérki do stresu solnego i wodnego.
W wyniku zaistnialego stresu osmotycznego zachodzi indukcja YkzA wykazujacego wysoki stopien identycznosci z OsmC
E. coli. Wykazano, iz 6® nie jest niezbedny w procesie adaptacji komorki do zmian zasolenia, poniewaz mutanty sigB réwniez

(NADP[H]) [5, 42].

IV Produkty genéw, ktorych rola w adaptacji do stresu nie jest w petni wyjasniona.

Do tej roznorodnej grupy naleza m. in. biatka GspA, ktérych indukcja moze zachodzi¢ wskutek glodu wywotanego
brakiem aminokwasow, a takze biatka te moga by¢ zaangazowane w ekspresje hag kodujacego flagelling. Do biatek tych nalezy
réwniez zidentyfikowana u B. subtilis pirofosforylaza UDP-glukozy (UDPGP; urydylilotransferaza-glukozo-1-fosforanowa)

- enzym katalizujacy syntez¢ UDP-glukozy. Genem strukturalnym kodujacym to biatko jest gtaB, czesciowo zalezne od
czynnika sigma B (6®) [4, 32, 42, 85]. Inne biatka uczestnicza w syntezie dinukleotydu nikotynamidoadeninowego (NAD)
lub moga katalizowac reakcje redoks zalezne od zredukowanego fosforanu dinukleotydu nikotynamidoadeninowego

biatek wystepujgcych w bazach danych, jest malo istotne.

\% Biatka kodowane przez geny zalezne od o, ktorych funkcja jak dotgd nie zostata poznana, a ich podobieristwo do znanych

metylacja reszt Glu** i Glu**® RsbK przez metylotrans-
teraze BC1007 typu Che-R (okreslang jako RsbM, ang.
Regulator of sigma B Methyltransferase) moze hamo-
waé aktywacje 0® w warunkach niestresowych, a wigc
RsbM (BC1007) negatywnie reguluje aktywno$¢ o®
poprzez metylacje RsbK. W momencie zaistnienia
czynnika stresu, uaktywniony RsbK przenosi sygnat do
kolejnych regulatoréw (RsbY, RsbV, RsbW) by uwolni¢
0", ktory moze zwigza¢ sie z polimeraza RNA i wywolaé
bezposrednig transkrypcje gendw odpowiedzi na stres,
zaleznych od sigB. Modut RsbK-M-Y kontroluje zrézni-
cowany rozklad sieci przekazu sygnatu, w szczegélnosci
tych obejmujgcych czynniki stresu zwigzane z o® [21].

2.3. Geny zaleine od ¢®

Komorki odpowiadaja na rézne warunki stresowe,
poprzez zwigkszong produkcje m.in. biatek kodowa-
nych przez geny zalezne od o®. Wyodrebniono pigé
funkcjonalnych grup tych genéw (Tabela I) [42].

W przypadku bakterii Gram-dodatnich, ¢® stanowi
gléwny regulator odpowiedzi komoérki na stres, nato-
miast u bakterii Gram-ujemnych (do ktérych naleza
liczne gatunki o szczegdlnym znaczeniu dla ludzi, ze
wzgledu na ich patogenny lub korzystny wplyw), funk-
cje te pelni alternatywny czynnik o°.

3. Alternatywny czynnik sigma S (¢%/rpoS)

Sigma S (o°, RpoS, KatF, 0*) to alternatywna pod-
jednostka polimerazy RNA, ktdra jest indukowana
w wyniku wielu warunkéw stresowych i moze czgs-
ciowo zastapi¢ gléwny czynnik sigma 6’ (RpoD).

Gen rpoS kodujacy o° zostal najpierw zidentyfiko-
wany w komorkach E. coli. Nastepnie jego obecnosé
stwierdzono w komorkach Salmonella sp. (S. dublin,
S. enterica, S. typhimurium), Erwinia carotovora, Shi-
gella flexneri, Pseudomonas aeruginosa i Yersinia entero-
colitica. Obecnos¢ homologéw o° stwierdzono réwniez
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u Acetobacter methanolicus, Xanthomonas campestris,
Pseudomonas putida i Rhizobium meliloti [29, 33].

Czynnik ten kieruje transkrypcja genéw nie tylko
w stacjonarnej fazie wzrostu, ale réwniez odgrywa
decydujacg role w odpowiedzi komorki na stres [7,
43]. W wyniku stresu, nastepuje aktywacja transkryp-
¢ji licznych gendw, zaleznych od o°. Dlatego tez, ¢°
okreglany jest jako nadrzedny regulator odpowiedzi
na stres, wywolywanej przez wiele réznych sygnatow
stresowych, ale takze czesto przez obnizony poziom
wzrostu komorek lub jego zahamowanie. Wywotana
odpowiedz na stres ma na celu stworzenie mozliwosci
przetrwania komorki w aktualnych warunkach stre-
sowych, a takze dodatkowo uchronic jg przed stresem
jeszcze nie zaistniatym.

Wzrost poziomu ¢® w komorce zachodzi w odpo-
wiedzi na gldéd spowodowany brakiem zrédet wegla,
azotu, fosforu, a takze aminokwaséw. Indukcja ® moze
réowniez nastgpi¢ w wyniku zahamowania wzrostu
komoérek w stacjonarnej fazie wzrostu, jak i stresu
wywolanego zbyt wysoka lub niska temperatura, hiper-
osmolarnoscig, niskim pH, obecnoscig etanolu, duzg
gestoscig komorek, a takze stresu tlenowego. Produkty
genéw kontrolowanych przez o® mogg takze powodo-
wac zmiany morfologii komorki [43].

Badania takze wskazuja, ze ponad 40% genéw kon-
trolowanych przez QS (ang. quorum sensing) jest takze
zaleznych od RpoS. Wongtrakoongate i wsp.
[88] wykazali, ze bialka biorgce udzial w odpowiedzi
na szok ciepla, stres oksydacyjny, stres osmotyczny czy
biatka indukowane w stanie gtodu komorki, sa wspotre-
gulowane zaréwno przez RpoS jak i QS co wskazuje, ze
obydwa te czynniki s rownie istotne w regulacji adap-
tacji bakterii do zmian warunkéw wzrostu [76, 77, 88].

Ekspresja samego genu rpoS jest kontrolowana na
poziomie transkrypcji, translacji oraz proteolizy samego
biatka [33, 54, 57, 61].

3.1. Regulacja transkrypcji rpoS

RpoS nalezy do operonu nlpD-rpoS znajdujacego si¢
w odleglosci 141 nukleotydéw za operonem surE-pcm
(Rys. 4). Mimo, ze geny: surE, pcm, nlpD pelnia funk-
cje podobne do rpoS, uczestniczac w reakcjach bioche-
micznych majacych na celu umozliwienie komérkom

pl
—>
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Sl ,—'
| surE ‘ pcm ‘ ‘ nipD ’ rpoS

Rys. 4. Transkrypcja rpoS. W regulacji transkrypcji genu kodu-

jacego ¢® biorg udzial trzy promotory: nipDpl (p1), nlpDp2 (p2)

i rpoSp (p). Zmodyfikowany na podstawie Eisenstark i wsp.

[29] za zgoda wydawnictwa Elsevier i autoréw oraz Santos iwsp.
[75] za zgoda wydawnictwa Wiley i autorow
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przetrwanie w warunkach fazy stacjonarnej, to operon
surE-pcm nie ma wplywu na ekspresje rpoS, jak row-
niez czynnik sigma S nie jest zaangazowany w ekspre-
sje operonu surE-pcm [29]. Pomimo nieznanej funkeji
surE wykazano, ze uszkodzenie tego genu przejawia
sie obnizong przezywalnoscig komoérek w stacjonarne;j
fazie oraz ich ograniczong wytrzymatoscia na pod-
wyzszong temperature i stres osmotyczny. Produkt
genu pcm bierze udzial w naprawie uszkodzonych
komorek. Mutanty pcm wykazuja zwiekszong wrazli-
wos¢ na stres tlenowy [29].

W transkrypcji rpoS uczestniczy kilka promoto-
row [43]. Policistronowy mRNA nlpD-rpoS sktada si¢
z dwoch, blisko potozonych wzgledem siebie promoto-
réw: nlpDpl i nlpDp2, powyzej genu nlpD, kodujacego
lipoproteing o nieznanej funkcji. Kolejny promotor
rpoSp zlokalizowany jest wewnatrz genu strukturalnego
nlpD [43, 44, 55, 75].

Promotory nlpDpl i nlpDp2 operonu nlpD-rpoS
biora udzial w ekspresji rpoS, nie sa jednak regulowane
przez szybkos¢ i faze wzrostu komoérek. Gtéwny pro-
motor rpoSpl genu kodujacego rpoS podlega induk-
¢ji w momencie wejscia komorek w faze stacjonarng,
a takze na skutek wywolanego stresu [43, 75].

3.1.1. Czynniki kontrolujace transkrypcje rpoS

3.1.1.1. cAMP-CRP i EITA(Glc)

Mutacje genu cya, kodujgcego cyklaze adenylowa
oraz genu crp, kodujacego biatko receptorowe [CRP]
cyklicznego AMP [cAMP] powodujg, ze poziom o°
w komorce juz w wykladniczej fazie wzrostu jest wysoki
[43]. Tak wigc cCAMP-CRP jest negatywnym regulato-
rem transkrypcji rpoS w wykladniczej fazie wzrostu
komorek. Mechanizm dziatania cAMP-CRP w kon-
troli transkrypcji rpoS zalezy od fazy wzrostu. Wyniki
badan wskazujg, ze podczas wejscia komorek w faze
stacjonarna, cAMP-CRP pozytywnie kontroluje trans-
krypcje rpoS [43].

Cyklaza adenylowa jest pozytywnie kontrolowana
przez crr, kodujacy EITA(Glc). Wynikiem mutacji crr
jest podwyzszony poziom o¢°® w czasie trwania fazy
wyktadniczej, bedacy skutkiem zwigkszonej transkryp-
cji oraz translacji rpoS. Transkrypcje mozna ograni-
czy¢ przez dodatek cAMP, co oznacza, ze EIIA(GIc)
wplywa na transkrypcje rpoS poprzez kierowanie
aktywnoscig cyklazy adenylowej. Fenotypowo, mutanty
crr wykazuja w fazie logarytmicznej podobienstwo do
mutantéw cya [43].

3.1.1.2. Wplyw ppGpp na transkrypcje rpoS
Bezposrednig przyczyng zmian st¢zenia RpoS sa
czasteczki sygnalowe, generowane pod wplywem zmian
srodowiskowych, zewnatrz- i wewnatrzkomoérkowych.
Do tych czasteczek zalicza si¢ m.in. czterofosforan
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guanozynowy (ppGpp) [37]. Jego poziom znacznie
wzrasta w odpowiedzi na zmniejszenie stezenia ami-
nokwasow, niezbednych do syntezy bialek, a takze na
skutek glodu weglowego, fosforanowego oraz azoto-
wego [37, 82]. W tej sytuacji u bakterii nastepuje ogra-
niczenie wielu aktywnosci metabolicznych, co okresla
sie mianem odpowiedzi $cistej. Ma ona charakter adap-
tacyjny 1 stwarza komorce mozliwo$¢ przetrwania
w niesprzyjajacych warunkach [7]. Kumulowanie si¢
w komdrce nietypowych nukleotydéw, m.in. ppGpp ma
zwigzek z odpowiedzig $cisty. Odpowiedz ta jest bezpo-
$rednio indukowana przez przylaczenie si¢ nienatado-
wanych tRNA w miejscu A rybosomu, na skutek czego
dochodzi do zahamowania tworzenia wigzania pep-
tydowego, zatrzymania przemieszczajacych si¢ rybo-
somoéw po RNA i zapoczatkowania reakcji, w wyniku
ktérej na rybosomach zachodzi synteza ppGpp. Reakeje
te katalizuje bialko RelA (produkt genu relA), wyka-
zujace aktywno$¢ syntetazy ppGpp. W reakcji syntezy
tego nukleotydu katalizowanej przez RelA, donorem
grupy fosforanowej jest ATP, natomiast akceptorem
GDP [23, 58, 62].

W przypadku innych glodowych warunkdéw, w syn-
tezie ppGpp pos$redniczy réwniez biatko SpoT, produkt
genu spoT [23, 62, 90]. Bialko SpoT uczestniczy réwniez
w degradacji nukleotydu ppGpp do GDP, poprzez reak-
cje pirofosforolizy. Odpowiedz Scista ulega wygasnieciu
na skutek degradacji ppGpp. Jedynie mutanty relA spoT
sg zupelnie pozbawione ppGpp [53, 58, 63, 90]. Mutanty
ppGpp wykazuja wysoce zredukowany poziom o°.
Niedobér glukozy i fosforanéw (nie dotyczy to braku
aminokwasow) nadal indukuje 5, jednakze na nizszym
poziomie niz w przypadku natywnego szczepu [37, 43].
Przypuszcza sig, ze czasteczki ppGpp maja wplyw raczej
na elongacje transkrypcji albo stabilnos$¢ transkryptu
rpoS niz na samg inicjacje transkrypcji [43, 53].

3.2. Regulacja translacji rpoS

Translacja mRNA rpoS zachodzi na skutek zmian,
ktérych wynikiem jest hiperosmolarno$¢, zakwaszenie
$rodowiska, niska temperatura i in. Proces translacji
zachodzi rowniez w pdznej fazie wykladniczej, gdy
hodowla bakterii osiaga odpowiednio wysoka gestos¢
komorek [43].

3.2.1. Funkgcje regulatorowych RNA w translacji rpoS

Adaptacja do zmian zachodzacych w $rodowisku
wymaga zaréwno integracji sygnaléw pochodzacych
z zewnatrz jak i koordynacji wewnatrzkomoérkowych
odpowiedzi. Dotychczas opisano okoto 50 niekodu-
jacych malych RNA (sRNA) obecnych w komor-
kach E. coli. Poziomy ekspresji wielu z nich r6znig si¢
w zalezno$ci od zmieniajacych si¢ warunkow srodo-
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wiska, co wskazuje, ze pelnig okreslona role w procesie
adaptacji komorki.

RpoS jest najwczes$niej poznanym genem regulo-
wanym posttranskrypcyjnie przez przynajmniej trzy
sRNA: DsrA, RprA oraz OxysS [74].

DsrA i RprA biorg udziat w translacji rpoS, nato-
miast OxyS pelni funkcje inhibitora [43].

DsrA pelni niewielkg role w translacji rpoS przy
wzroécie komoérek w temperaturze 37°C lub 42°C.
Staje si¢ jednak gléwnym czynnikiem stymulujacym
w temp. 30°C, a szczeg6lnie w temp. 20°C [43, 79].
Przyczyna indukgji translacji 0® w niskiej temperatu-
rze jest znaczny wzrost transkrypcji dsrA, jak réwniez
sze$ciokrotny wzrost stabilno$ci DsrA [43, 73].

W procesie regulacji translacji RpoS, DsrA jest
negatywnym regulatorem HNS [43, 74]. HNS jest bial-
kiem histonopodobnym, bioragcym udzial w organizacji
nukleoidu, jak réwniez w regulacji genu [43]. Mutanty
HNS wykazuja znacznie podwyzszony poziom o°
juz w wykladniczej fazie wzrostu, poréwnywalny do
poziomu ¢°, osigganego przez natywny szczep dopiero
w fazie stacjonarnej albo na skutek innych warunkow
stresowych [8, 43, 91]. Poza tym, w komodrkach mutan-
tow hns zwiekszona jest szybkos¢ translacji rpoS, a pro-
teoliza o® jest silnie zredukowana, a nawet moze nie
zachodzi¢. Wolny wzrost i typowa dla mutantéw hns
niestabilno$¢ genetyczna, s3 w pewnym stopniu zwig-
zane z nieprawidtowym, wysokim poziomem ¢, ktéry
moze zosta¢ obnizony na skutek mutacji rpoS [8, 43].
Dotychczas nie wyjasniono, w jaki sposdb: posrednio
czy bezposrednio HNS powoduje spadek poziomu
translacji rpoS [43].

Regulatorowe biatko LeuO pelni role represora tran-
skrypcji dsrA. Nadprodukeja LeuO redukuje translacje
rpoS, zwlaszcza w niskiej temperaturze. Efekt ten zalezy
catkowicie od obecnosci DsrA. Mutacja LeuO nie jest
przyczyna wzrostu poziomu translacji rpoS podczas
trwania poznej fazy wykladniczej, jak i w odpowiedzi
na wysoka osmolarno$¢ czy niska temperature. Nie jest
to zjawisko catkowicie zaskakujace, poniewaz w takich
warunkach ekspresja leuO jest ograniczona lub nawet
wyciszona przez HNS [43, 50]. Jednakze w okreslo-
nych warunkach (niedobér aminokwasow czy wejscie
komorek w faze stacjonarng), nastepuje indukcja LeuO
z udziatem posrednika ppGpp.

Przypuszcza si¢, ze LeuO redukuje poziom DsrA
w stacjonarnej fazie wzrostu, co moze by¢ przyczyna
zmian ekspresji innych genéw zaleznych od DsrA - nie
ma to jednak wplywu na poziom ¢°, prawdopodobnie
z powodu dzialania innych mechanizméw indukuja-
cych o®, rekompensujacych w ten sposdéb zredukowany
poziom DsrA [43].

DsrA wraz z RprA uczestniczy w pozytywnej regu-
lacji translacji RpoS. Obecnos¢ tych dwdch, znacznie
roznigcych sie SRNA - regulatoréw translacji RpoS



312

dowodzi, ze takie dodatkowe regulatorowe RNA moga
uczestniczy¢ nie tylko w regulacji RpoS, ale prawdo-
podobnie w regulacji innych istotnych komponentéw
komoérkowych [73].

Promotor rprA nie wykazuje takiej samej odpowie-
dzi na temperature jak dsrA (ktérego poziom syntezy
wzrasta w niskich temperaturach i w zwigzku z tym
wzrasta tez ilo$¢ RpoS). Wykazano, ze promotor rprA
jest pozytywnie regulowany przez RcsB, nalezacy do
systemu RcsC/YojN/RcsB, gdzie ResC to sensorowe
biatko - kinaza, YojN - fosfotransferaza a RcsB - regu-
lator odpowiedzi. Uwaza sie, ze stres wywolany na
powierzchni komorki, jako srodowiskowy sygnal, pro-
wadzi do aktywacji kinazy ResC, w wyniku czego naste-
puje pobudzenie docelowych genéw ResB [59, 74]. Na
wzrost poziomu RprA ma réwniez wplyw wzrost ges-
to$ci komédrek w Srodowisku [74]. W komérkach nara-
zonych na szok osmotyczny, réwniez zachodzi transla-
cja RpoS. Ta odpowiedz jest $cisle uzalezniona od DsrA
jak i RprA. Nawet, gdy ekspresja malych RNA jest na
niskim poziomie, moga one posredniczy¢ w translacji
RpoS, ktorej wzrost nastepuje wowczas stopniowo [74].

Nie udowodniono wplywu RprA na HNS, co
moze wskazywaé na wspoétudzial innych czynnikéow
wraz z RprA w regulacji RpoS, pelnigcych istotng role
w szczegllnych warunkach srodowiskowych [59].

Trzeci regulatorowy RNA - OxyS, nalezy do
operonu OxyR. OxyS jest indukowany w wyniku
stresu oksydacyjnego (obecnos¢ nadtlenku wodoru)
i odgrywa role regulatora o wlasciwosciach plejotropo-
wych [2, 43]. Ekspresja OxyS powoduje zahamowanie

Faza logarytmiczna
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translacji RpoS [53]. Biatko OxyR jest transkrypcyjnym
regulatorem, aktywujacym ekspresje genow odpowie-
dzialnych za ochrone komoérki w warunkach szoku
tlenowego. OxyR jest takze negatywnym regulatorem
wlasnej ekspresji [29].

Sekwencje homologiczne oxyR zostaly zidentyfiko-
wane u bakterii Gram-ujemnych E. carotovora, S. typhi-
murium i H. Influenzae [22, 29].

Po zwigzaniu OxyR ze specyficznym promotorem,
zachodzi szybka transkrypcja z udzialem polime-
razy RNA z podjednostky sigma-70 (Esig70) (Rys. 5).
W warunkach tlenowych OxyR powoduje wzrost
ekspresji gendw kodujacych: alkilohydroperoksydazy
(ahpCF), oksydoreduktaze glutationowa (gor), hydro-
peroksydaze I (katG), biatka wigzace DNA (dps) [29].

Szczegdlng uwage skupia sie wokdl wzajemnego
oddzialywania pomiedzy OxyR/Esig70 oraz Esig38,
a promotorami katG, dps i gor. Gen katG, koduje
hydroperoksydaze/katalaze (HPI) [29, 56]. Poczatkowo
uwazano, Ze ten gen jest transkrybowany jedynie jako
cze$¢ regulonu oxyR przez Esig70 i OxyR. Natomiast
Ivanowa iwsp. [45] zauwazyli, ze szczepy z uszko-
dzeniem zaréwno rpoS i oxyR posiadajg znacznie mniej
HPI niz pojedynczy mutant oxyR. Mutanty oxyR, posia-
dajace podwyzszony poziom HPI i wykazujace opor-
no$¢ wobec H O, tracity te zdolnos¢, gdy rpoS zostat
zinaktywowany. Interesujace jest to, ze zaréwno Esig70,
jak i Esig38 inicjujg transkrypcje z tego samego miej-
sca startu w promotorze katG. Tanaka i wsp. [81]
i Nguyen iwsp. [67] zauwazyli, ze in vitro pewne
promotory moga by¢ rozpoznawane przez wigcej niz

Faza stacjonarna

/N

kat G
katalaza |
Kat E
oxyS dnaK ahp katalaza Il
gor H,0, — H,;0 +0,
dps
\ dps dps Oporno$é
mRNA biatko V;/Iol())ec
22
Regulacja
negatywna
o Gtod
g azotowy

Rys. 5. Odpowiedz komorek E. coli na stres oksydacyjny.
Zmodyfikowany na podstawie Eisenstark iwsp. [29] za zgodg wydawnictwa Elsevier i autoréow
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jedng forme holoenzymu polimerazy RNA [29]. RpoS
pelni istotng role w opornosci na stres oksydacyjny
nie tylko poprzez regulacje genéw katG (katalazy I)
ale i katE (katalazy II). Aktywnosci tych enzymow sa
bardzo istotne w opornosci na nadtlenek wodoru [47].

Wykazano, ze dwa kolejne elementy regulonu oxyR:
dps i gor zawieraja zaréwno komponent OxyR/sigma-70
i sigma-38. W przypadku ekspresji Dps, rozne formy
polimerazy moga oddzialywa¢ z promotorem dps
wylacznie w réznych etapach cyklu zyciowego komorki.
Zatem ekspresja zalezna od sigmy S nastepuje jedy-
nie w poznej fazie stacjonarnej lub w odpowiedzi na
gldd, a transkrypcja oxyR/sigma-70 zachodzi jedy-
nie podczas logarytmicznego wzrostu i w warunkach
stresu tlenowego.

Gen gor koduje enzym oksydoreduktaze glutatio-
nowa, ktdry katalizuje reakcje redukcji utlenionego
glutationu poprzez utlenienie NADPH [13, 22, 87].
W wigkszosci komorek glutation pelni istotng role
wzgledem komponentéw komdrkowych, chronigc je
przed destrukcyjnym wplywem tlenu. Wiadomo juz,
ze gor wymaga OxyR do maksymalnej ekspresji i wyka-
zano, ze promotor gor jest takze regulowany (bezpo-
$rednio lub posrednio) przez sigma-38. Becker-
-Hapak i Eisenstark [13] wykazali, ze poziom
Gor jest znacznie nizszy u podwdjnych mutantéw oxyR
rpoS, w poréwnaniu do mutantéw oxyR. Ta obserwacja
daje réwniez odpowiedz na pytanie, dlaczego poziom
glutationu wzrasta, gdy komorki osiagaja stacjonarng
faze wzrostu, ale nie zwigksza si¢ poziom enzymow syn-
tetyzujacych glutation.

Jangiam i wsp. [46] wskazali rowniez na nie-
zbedna role RpoS w ekspresji genu regulatora stresu
oksydacyjnego, OxyR u Burkholderia pseudomallei.
Mutanty szczepdw pozbawione RpoS nie wykazywaty
ekspresji oxyR zaréwno w normalnych warunkach
wzrostu, jak i w warunkach stresu oksydacyjnego.
Dowiedziono, iz RpoS pelni role pozytywnego trans-
krypcyjnego regulatora ekspresji oxyR i dps (dpsA),
a OxyR jako negatywnego transkrypcyjnego regulatora
operonu katG-dpsA (w przypadku normalnych warun-
kéw wzrostu), jak i pozytywnego transkrypcyjnego
regulatora (w warunkach stresu oksydacyjnego). Dla-
tego tez zaréwno RpoS jak i OxyR sg niezbedne w eks-
presji operonu katG-dpsA i genu dpsA. U mutantow
oxyR lub rpoS lub mutantéw obu wymienionych genéw
stwierdzono spadek indukcji KatG w odpowiedzi na
stres oksydacyjny. Podobng zaleznos¢ stwierdzono dla
genu dpsA, przy czym w tym wypadku RpoS i OxyR
funkcjonuja jako dwa niezalezne pozytywne transkryp-
cyjne regulatory ekspresji dpsA. Tak wiec w normalnych
warunkach wzrostu RpoS pozytywnie reguluje oxyR
i dpsA podczas gdy OxyR negatywnie reguluje operon
katG-dpsA. W warunkach stresu oksydacyjnego wzra-
sta ekspresja rpoS oraz oxyR, a represja OxyR wywo-
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tuje pozytywna regulacje katG-dpsA. W konsekwencji
ekspresja operonu katG-dpsA wzrasta niezaleznie od
ekspresji genu (dpsA), zachodzacej z promotora roz-
poznawanego przez RpoS [46].

3.2.2. Wplyw UDP-glukozy na translacj¢ rpoS

Boéhringer iwsp. [14] zasugerowali, ze w komor-
kach E. coli UDP-glukoza moze pelni¢ role wewnatrz-
komorkowej czasteczki sygnalowej, kontrolujacej eks-
presje rpoS i gendéw zaleznych od rpoS. Manipulacja
iloscia wewnatrzkomorkowej UDP-glukozy (gtéwnie
przez zastosowanie roznych stezen glukozy w podlozu
hodowlanym), z pewno$cig wplywa na zmiany poziomu
rpoS. Te obserwacje moga ulatwi¢ zrozumienie wpltywu
wysokich stezen glukozy na drastyczny spadek aktyw-
nosci katalazy, co czyni komérki wrazliwymi na H,0,
[29, 30, 33]. Rowniez mutanty posiadajace defekt
gltéwnego metabolizmu wegla, ktérego skutkiem jest
brak UDP-glukozy, wykazuja podwyzszony poziom ¢°
podczas trwania wyktadniczej fazy wzrostu. Te defekty
moga dotyczy¢ izomerazy fosfoglukozowej (kodowanej
przez pgi) u mutantdw wykorzystujacych do wzrostu
fruktoze, a takze fosfoglukomutazy (pgm) lub urydyli-
lotransferazy glukozo-1-fosforanowej (galU) u mutan-
tow wykorzystujgcych do wzrostu glukoze [14, 43].
Wprowadzenie okreslonej ilo$¢ glukozy mutantom
pgi oraz galaktozy mutantom pgm, powoduje szybkie
uzupelnienie niedoboru UDP-glukozy, co wyraza sie
poprzez gwaltowny spadek poziomu o°. Podwyzszony
poziom ¢® w komoérkach mutantéw galU obserwuje si¢
w przypadku nieuszkodzonego genu hfq (kodujacego
biatko Hfq, prawdopodobnie bezposrednio zaangazo-
wane w proces inicjacji translacji), co sugeruje, ze UDP-
-glukoza bezposrednio lub posrednio zakldca funkcje
Hfq w translacji rpoS.

Ze wzgledu na to, ze molekularny mechanizm dzia-
fania UDP-glukozy nie zostal jeszcze wyjasniony, nie
mozna odpowiedzie¢ na pytanie, czy poziom UDP-glu-
kozy w komorce zmienia si¢ w odpowiedzi na jakie-
kolwiek sygnaly stresu, ktore maja wplyw na translacje
rpoS [14, 66].

3.3. Regulacja proteolizy ¢*

Transkrypcja i translacja rpoS jest determinowana
przez okreslone warunki stresu [43]. Degradacja czyn-
nika sigma S zostaje wowczas zahamowana, nastepuje
jego kumulacja, a aktywacji ulega liczna grupa genow
zaleznych od o®, ktorych produkty chronig komorki
przed skutkami stresu [51].

W przypadku komoérek wzrastajacych w bezstreso-
wych warunkach réwniez zachodzi synteza rpoS, jed-
nak poziom komoérkowego o° pozostaje niski z powodu
szybkiej jego degradacji [43, 54, 80].
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3.3.1. Degradacja o° przez kompleks proteazy ClpXP
zaleznej od ATP

Za degradacje o° odpowiedzialna jest proteaza
ClpXP (Rys.6) [43]. ClpX pelni role biatka opiekun-
czego (chaperonu), a podjednostce proteolitycznej ClpP
nadaje specyficznos¢ substratowg. W przeciwienstwie
do innych substratéw ClpXP, ¢° nie moze zostac roz-
poznany przez sam ClpXP [28, 43, 91]. Wymagana jest
obecno$¢ specyficznego regulatora odpowiedzi RssB
(okreslany réwniez jako: SprE, MviA - Salmonella
i ExpM - Erwinia) (3, 10, 16, 43, 51, 65, 70].

RssB nalezy do grupy bialek dwuskiadnikowych
regulatoréw odpowiedzi, ktérych aktywno$¢ uwarun-
kowana jest przez fosforylacje konserwowanej reszty
aspartylowej (D58 w RssB). Eksperymenty in vitro
wykazaly, ze jedynie ufosforylowany RssB wigze sie
z 0° [11, 43, 51]. Fosforylacja, jak réwniez wigzanie o°
nie zachodzity w przypadku wariantéw RssB, w kto-
rych D58 zostal zamieniony przez inny aminokwas.
Mutanty te wykazywaly wysoki poziom stabilnego o°
[12, 15, 43, 51]. Tak jak wiekszo$¢ regulatoréw odpo-
wiedzi, RssB sktada si¢ przynajmniej z dwoch domen,
N-terminalnej domeny receptorowej, odbierajacej
sygnal (receiver domain) i C-terminalnej domeny,
przetwarzajacej sygnal (output - signal transduction
- domain). Unikatowa rola RssB w proteolizie wyraza
sie poprzez obecnos¢ domeny (domen), przetwarzajg-

Escherichia coli

IraP, IraM, IraD
Aktywny adaptor

RssB

N
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cej sygnat (output), niewykazujacej podobienstwa do
zadnego innego biatka o znanej funkcji. RssB nie ulega
dimeryzacji ani oligomeryzacji w wyniku fosforylacji
i wigze o® tworzac kompleks 1:1, w stosunku stechio-
metrycznym [43, 51]. Decydujgce znaczenie w pro-
teolizie 0® odgrywa aminokwas K173, niezbedny we
wspoldziataniu z RssB. Jednopunktowa mutacja K173E,
eliminuje szybka proteolize ¢° [11, 43].

Zwiazany z RssB sigma S, jest transportowany do
proteazy ClpXP, tak jak inne substraty tej proteazy,
a nastepnie ulega rozwinieciu i zostaje catkowicie zde-
gradowany przez mechanizm zalezny od hydrolizy ATP.

Zaobserwowano in vitro obecno$¢ potrojnych kom-
pleksow RssB-0°-ClpX oraz poczwornych kompleksow,
zawierajacych rowniez ClpP. W kolejnym etapie RssB
zostaje uwolniony z kompleksu. RssB pelni katalityczna
role w inicjacji degradacji o® [43].

Bougdour i wsp. [16, 17] zidentyfikowali
i scharakteryzowali w komoérkach E.coli regulator
stabilnosci o® - bialko IraP (zidentyfikowane réwniez
u Salmonella, Shigella i Erwinia), ktore po$réd innych
biatek (tj: IraD (odgrywajacego funkcje inhibitora
aktywnosci RssB — w sytuacji wystapienia uszkodzen
DNA), IraM (inhibitora aktywnosci RssB - w czasie
niedoboru Mg**) oraz RssC komorek Salmonella - sta-
nowigcego homolog IraM E. coli) pelni rol¢ inhibitora
degradacji 0®. Moze si¢ ona wyraza¢ poprzez zaktdcanie
aktywnosci zaréwno proteazy ClpXP, jak i biatka RssB

Salmonella

IraP, IraD, RssC

Nieaktywny adaptor

— IraP | RssB [ :)

) —
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Rys. 6. Schemat degradacji alternatywnego czynnika ¢°. Zmodyfikowany na podstawie Battesti i wsp. [9] za zgoda
wydawnictwa Elsevier i autoréw oraz Bougdour iwsp. [17] za zgoda wydawnictwa Wiley i autorow
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(wigzac si¢ z nim bezposrednio, blokujac jego dziatanie
wzgledem ¢°), lub poprzez ochrone o® przed dzialaniem
tych obydwu czynnikoéw.

Zahamowanie procesu degradacji 0°® moze nastapi¢
w wyniku stresu, wywotanego brakiem glukozy lub
fosforanow.

4. Podsumowanie

W komorce bakteryjnej oprocz gléwnego czyn-
nika sigma (np. 0’ E. coli) wyrodznia si¢ takze alter-
natywne czynniki sigma (np.: o®, 6%). Wplywaja one
na wzrost poziomu ekspresji gendéw uczestniczacych
w przemianach komérkowych, intensywnie zachodza-
cych w komorce poddanej stresowi badz znajdujacej
sie w okreslonej fazie wzrostu. Alternatywne czynniki
sigma réwniez podlegaja regulacji na poziomie trans-
krypcji (np. przez czasteczki sygnatowe) i translacji (np.
przez okreslone regulatorowe RNA). Wspotpracuja one
takze z innymi formami regulacji, m.in. dwusklad-
nikowymi systemami regulacji, ktére tworza biatka
sensorowe i regulatorowe. Dzigki umiejscowionym
w blonie komérkowej biatkom sensorowym, odebrany
sygnal pochodzacy ze $rodowiska zostaje przekazany
na biatko regulatorowe, ktore nastepnie inicjuje zmiany
w ekspresji pewnych gendw, na skutek czego w komorce
zachodzg reakcje stanowiace jej odpowiedz na zadany
srodowiskowy czy energetyczny stres.

Ze wzgledu na istotne znaczenie alternatywnych
czynnikéw sigma w komorce, wiele prac badawczych
skoncentrowanych jest na poznaniu interakcji pomie-
dzy alternatywnymi czynnikami sigma a innymi cza-
steczkami regulatorowymi, jak réwniez na funkcji regu-
latorowej tych bialek. Alternatywne czynniki sigma,
ktore pelnig podobna funkcje w komdrce moga réwniez
podlega¢ réznym systemom regulacji, co zostalo stwier-
dzone w przypadku biatek sigma B i sigma S.
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