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Charakterystyka hipotetycznego operonu saoABC potencjalnie kodujacego nieznany

system regulacji transkrypcji genéw u Staphylococcus aureus

Mechanizmy regulacji ekspresji genéw w komdrkach bakteryjnych, warunkujac adaptacyjng
odpowiedz na ciggle zmieniajgce sie warunki érodowiska zewnetrznego, odgrywaja istotng role nie
tylko w regulacji podstawowego metabolizmu ale takze w procesie patogenezy. Dotychczas systemy
takie jak agr (ang. accessory gene regulator), sar (ang. staphylococcal gene regulator) czy sigB
(alternatywna podjednostka sigma polimerazy RNA) zostaly opisane dla gronkowca zlocistego

(Staphylococcus aureus) i powigzane z regulacja ekspresji czynnikdéw wirulencji.

W trakcie badan nad gronkowcowym systemem toksyna-antytoksyna pemlIKs, w ktorym toksyna
PemKs, posiada aktywno$¢ endorybonukleazowa, na liScie genéw wytypowanych jako te, ktorych
transkrypty sq statystycznie niedoreprezentowane w sekwencje rozpoznawane przez te
endorybonukleaze znalazl sie gen hipotetycznego biatka. Analizy bioinformatyczne pozwolily znalez¢
w obrebie jego sekwencji dwa potencjalne miejsca wiazqce DNA, co sugerowalo, Ze moze on by¢
dotychczas nieopisanym czynnikiem transkrypcyjnym. Dalsze analizy i eksperymenty przeprowadzone
z wykorzystaniem odwrotnej transkrypcji wskazaly, ze gen ten (nazwany saoC) przynalezy do jednego
operonu wraz zZ dwoma innymi genami (operonu nazwanego sacABC). Ponadto jest to operon, ktorego
homologi wystepuja w sekwencjach wszystkich znanych genoméw przedstawicieli rodzaju

Staphylococcus i tylko w obrebie tego rodzaju.

Dokonujac ekspresji i czesciowego oczyszczania bialka SaoC pod kontrolg promotora T7 w szczepie
Escherichia coli BL.21(DE3) wykazano jego zdolno$¢ wigzania DNA, Przejawialo sie to nie tylko duza
iloscig DNA oczyszczang wraz z biatkiem ale ochrong przed aktywnoscia DNazy I przez biatko SaoC
krotkiego odcinka DNA (okolo 20 par zasad), ktérej nie obserwowano dla termicznie zdenaturowanego
preparatu biatka. Warto tutaj wspomniec, ze dwa hipotetyczne miejsca wigzania DNA w obrebie biatka
odpowiadajg charakterystyce alternatywnych podjednostek sigma polimerazy RNA, ktore wiazg sie do

tak zwanych kaset -10 i -35 promotora.

Wiele znanych systeméw kontroli ekspresji genéw, w tym alternatywne podjednostki sigma czy

systemy dwukomponentowe, sg strukturalnie zwigzane z blong komérkows. W momencie aktywacji
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takiego systemu czynnik wigzacy DNA zostaje uwalniany z przyblonowego kompleksu. Z
wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej wykazano peryferyjna lokalizacje biatka fuzyjnego
SaocC-GFP w komoérkach gronkowca zlocistego, co stanowi kolejng przestanke o regulatorowym

charakterze systemu kodowanego przez operon saoABC.

Badania ekspresji genéw operonu saoABC ujawnily bardzo zlozong zalezno$¢ transkrypcji
poszczegolnych jego komponent w réznych warunkach stresowych. Zaobserwowano silny wzrost
ekspresji genu saoA w warunkach zakwaszenia (pH 5,0) a takze braku preferencyjnego Zrédla wegla
lub braku 7Zrédla aminokwaséw. W tym ostatnim przypadku znacznemu wzrostowi ekspresji podlega
rowniez gen saoB. Natomiast nie zaobserwowano powtarzalnej indukcji ekspresji dla ktéregokolwiek z
gendw operonu sacABC w warunkach stresu osmotycznego, solnego, dzialania antybiotyku czy stresu
cieplnego. Otrzymany wynik staje sie interesujgcy w Swietle faktu wystepowania warunkéw braku
zrodel skladnikow odzywczych jak i niskiego pH w endosomach komorek eukariotycznych a wiele
szczepow gronkowca zlocistego posiada zdolnos¢ internalizacji do komérek gospodarza z

wykorzystaniem biatek wigzacych fibronektyne.

W toku badan nad charakterystyka funkcjonalng hipotetycznego operonu saoABC udalo sie rowniez
otrzymac dwa szczepy typu knockout dla genow saoA i saoC. Badanie wirulencji szczepéw gronkowca
zlocistego w modelu zarodkoéw kurzych nie dato niestety jednoznacznej odpowiedzi czy istnieje
réznica w wirulencji otrzymanych szczepéw S. aureus RN4220 AsaoA i RN4220 AsaoC. Warto tutaj
zwroci¢ uwage, Zze w standardowej hodowli w pozywkach plynnych nie obserwowano statystycznie

istotnych roznic we wzroscie szczepOw typu knockout w porwaniu ze szczepem wyjsciowym S. aureus

RN4220.

Wyzej przytoczone wyniki stanowig podstawowgq ale spojng charakterystyke hipotetycznego operonu
saoABC. Niewatpliwie jest on funkcjonalnie zwigzany z odpowiedzia na warunki stresowe, ktore
powszechnie oddzialuja na komorki gronkowca zlocistego w trakcie interakcji komérek bakteryjnych z
komoérkami gospodarza. Zdolno$¢ wigzania DNA przez biatko SaoC ukazuje mozliwo$¢ modulacji
ekspresji innych genow poprzez bezposrednie oddzialywanie z ich nosnikiem a jego lokalizacja
komorkowa jak i posiadanie dwdch potencjalnych miejsc wigzania DNA pozostaje w zgodzie z
charakterystykami dotychczas opisanych bakteryjnych czynnikéw transkrypeyjnych. Z kolei brak
roznic we wzroscie szczepéw S. aureus RN4220, RN4220 AsaoA i RN4220 AsaoC w optymalnych
warunkach laboratoryjnych oraz mozliwe roznice w wirulencji tych szczepéw sugeruja, ze operon
saoABC nie zawiaduje zachowaniem sie komérki bakteryjnej w kontekécie metabolizmu

podstawowego a jego aktywnosc jest bardziej specyficznie zwigzana z warunkami stresowymi.



