50-ta rocznica odkrycia ,magicznych plamek” - najnowsze

osiagniecia w badaniach nad (p)ppGpp

STRESZCZENIE

koto 50 lat temu odkryto tzw. ,magiczne plamki”, mediatory bakteryjnej odpowiedzi

Scislej, ktore pozniej zidentyfikowano jako cztero- i pieciofosforan guanozyny (ppGpp
i pppGpp; tacznie okreslane mianem (p)ppGpp). Poczatkowo wydawalo sie, ze odpowiedz
Scisla zwiazana jest tylko z odpowiedzia bakterii na gtéd aminokwasowy, jednakze okaza-
lo sie, ze synteza (p)ppGpp zachodzi réwniez pod wplywem innych streséw. Wspomniane
alarmony wystepuja u wszystkich poznanych gatunkéw bakterii oraz u roslin. W ostatnich
latach poczyniono znaczace postepy w badaniach nad metabolizmem (p)ppGpp. Wiadomo
tez, ze odpowiedz Scista ma wplyw na wiele procesow komoérkowych, z czego najlepiej po-
znano oddzialywanie na transkrypcje. Oprocz tego (p)ppGpp bierze udzial w szlaku napra-
wy DNA zwiazanym z transkrypcja. Dodatkowo, odpowiedz $cista hamuje podzialy komor-
kowe, gléwnie poprzez zatrzymanie replikacji DNA. (p)ppGpp ma takze wazne znaczenie
medyczne, jest niezbedne dla wirulencji wielu gatunkéw bakterii oraz do powstawania ko-
morek przetrwalych, czyli komoérek o zwiekszonej tolerancji na wiele antybiotykoéw.

WPROWADZENIE

Bakterie dostosowuja sie do zmiennych warunkéw srodowiskowych wy-
korzystujac skomplikowane systemy modulujace powinowactwo polimerazy
RNA do promotorow gendéw metabolizmu podstawowego. Jednym z syste-
moéw oddziatujacych bezposrednio i posrednio na polimeraze RNA jest tzw.
odpowiedz Scista (ang. stringent resposne). Odpowiedz ta integruje wiele szla-
kéw przystosowujacych komorki do wystgpienia niedoboréw, ktére moga
nastapi¢ w srodowisku. Wyznacznikiem wystapienia odpowiedzi Scislej jest
wzmozona synteza i akumulacja alarmonéw komoérkowych, ktére poczatko-
wo zostaly nazwane , magicznymi plamkami” (MS, ang. magic spot), gdyz wy-
krywano je w ekstraktach komérkowych Escherichia coli za pomoca metody
chromatografii cienkowarstwowej, jednakze nic nie bylo wiadomo na temat
tego jak powstaja, ani jakie zwiazki je tworza [1]. Dopiero pézniej MSI zostat
zidentyfikowany jako ppGpp (guanozyno-5'-difosforan, 3’-difosforan, inaczej
czterofosforan guanozyny), a MS Il jako pppGpp (guanozyno-5'-trifosforan,3’-
-difosforan, inaczej pieciofosforan guanozyny) (Ryc. 1). Dla obydwéch alarmo-
noéw stosuje sie laczna nazwe (p)ppGpp [2].
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Rycina 1. Wzory strukturalne pppGpp i ppGpp.
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Rycina 2. Metabolizm (p)ppGpp. A) Modulacja odpowiedzi Scistej. Schemat
przedstawia biatka biorgce udzial w syntezie i hydrolizie (p)ppGpp. W reakcji
syntezy, donorem reszty pirofosforanowej jest ATP, natomiast akceptorem GTP
(powstaje pppGpp) lub GDP (ppGpp). Niektére enzymy typu SAS (mate synte-
tazy alarmonéw, ang. small alarmone synthetases) syntetyzuja réwniez pGpp (ak-
ceptorem jest GMP). W wyniku hydrolizy powstaja odpowiednio - GTP lub GDP,
gdy substratem bylo pppGpp lub ppGpp. Kolorem pomarariczcowym zaznaczono
biatka posiadajace domene syntetazy (p)ppGpp (SAS), niebieskim - zaznaczono
enzym typu SAH (mata hydrolaza alarmonéw, ang. small alarmone hydrolase). Zie-
lonym kolorem zaznaczono domene regulatorowa obecng w biatkach typu RSH
(homologi RelA/SpoT, ang. RelA/SpoT homologues), ktore posiadaja zaréwno do-
mene syntetazy jak i hydrolazy. B) Schemat budowy biatek odpowiedzi Scistej.
Bialka RelA i SpoT nalezg do rodziny biatek RSH, jednakze domena hydrolazy
biatka RelA nie jest aktywna. Domena regulatorowa biatek RSH zawiera takze
domeny TGS i ACT. Do rodziny biatek SAS zaliczane sa np. RelP i RelQ. Przed-
stawicielem enzymoéw typu SAH jest Mesh-1, wystepujacy u organizmow wielo-
komoérkowych. Zastosowano taka sama kolorystyke jak w (A).

naprawie DNA; oraz ich rolg w wirulencji i powstawaniu
tzw. komoérek przetrwatych.

SYNTEZA I HYDROLIZA (P)PPGPP

Odpowiedz scista wystepuje u wszystkich poznanych
gatunkéw bakterii [5]. U Escherichia coli i innych beta- i
gamma-proteobacteria (p)ppGpp sa syntetyzowane przez
biatka RelA i SpoT (Ryc. 2A i B). Alarmony te powstaja w
wyniku bezposredniego transferu pirofosforanu z ATP na
GTP (pppGpp) lub GDP (ppGpp) (reakcja typu S 2, czyli
substytucja nukleofilowa zachodzgca poprzez mechanizm

2

dwuczasteczkowy) [6]. Dodatkowo, wspomniane bakte-
rie posiadaja specyficzny enzym zwany GppA-za, ktéry
poprzez usuwanie jednej reszty fosforanowej z konca 5’
prPGpp przeksztalca ten zwiazek w ppGpp [2]. Powoduje
to zwigekszong akumulacje ppGpp w stosunku do pppGpp
w komorkach. Co ciekawe, w komorkach E. coli czterofos-
foran guanozyny wydaje sie by¢ silniejszym efektorem niz
pieciofosforan guanozyny [7].

Sygnatem do syntezy (p)ppGpp sa réznego rodzaju stre-
sy érodowiskowe, z tym, ze RelA ulega aktywacji tylko w
warunkach niedoboru aminokwaséw i dziata po zwigzaniu
sie do rybosoméw. SpoT odpowiada za synteze wspomnia-
nych alarmonéw podczas pozostatych warunkéw streso-
wych, takich jak: niedobory fosforanowe, lipidowe i zela-
Zowe, oraz w razie wystapienia szoku cieplnego czy osmo-
tycznego [2]. Biatko SpoT, w przeciwienistwie do RelA, po-
siada takze aktywnos¢ hydrolazy alarmonéw dzieki czemu
w przypadku poprawy warunkéw srodowiskowych moze
dojs¢ do szybkiego dostosowania metabolizmu komérko-
wego. U RelA, domena odpowiadajaca domenie hydrolazy
SpoT jest nieaktywna. Interesujaco, wszystkie znane syn-
tetazy (p)ppGpp wymagaja kationéw magnezu, natomiast
hydrolazy kationéw manganu [6].

U Bacillus subtilis oraz innych bakterii poza beta- i gamma-
-proteobakteria, enzym syntetyzujacy (p)ppGpp zwany jest
RSH (ang. RelA SpoT Homologue). Enzym ten odpowiada za
synteze (p)ppGpp zaréwno w warunkach niedoboru ami-
nokwasow, jak i podczas innych streséw $rodowiskowych
i w niektérych przypadkach wydaje sie dziala¢ w sposob
niezalezny od rybosoméw [2]. B. subtilis nie posiada takze
GppA-zy, dzieki czemu dochodzi do zwiekszonej akumula-
¢ji pppGpp i co ciekawe, u tych bakterii pppGpp wydaje sie
by¢ silniejszym efektorem niz ppGpp [2,8].

Zaréwno RelA, jak i SpoT oraz RSH, oprécz domeny
syntetazy i hydrolazy, posiadajg rowniez domeny regulato-
rowe, wérod ktérych mozna wyrézni¢ domene TGS i ACT
(Ryc. 2). Domena TGS wystepuje gléwnie w GTPazach, syn-
tetazach i hydrolazach (p)ppGpp. Niewiele wiadomo o jej
funkdji [9]. Rola domeny ACT réwniez nie zostala poznana,
jednakze wiadomo, ze wystepuje ona wéréd wielu biatek
bakteryjnych zaangazowanych w regulacje metabolizmu
aminokwasow [10].

Analiza funkcjonalna bialek odpowiedzi écistej w warun-
kach in vitro przez dtugi czas nie byta mozliwa, w gtéwnej
mierze przez ich toksyczny wplyw na komoérki gospodarza
w przypadku nadprodukgji tych enzymoéw w celu otrzyma-
nia czystych preparatéw biatkowych, a takze ze wzgledu na
ich tendencje do agregowania w warunkach in vitro, wiaza-
nia sie do powierzchni natadowanych dodatnio (membrany,
powierzchnie plastikéw, szkla) i szybka utrate aktywnosci
nawet przy przechowywaniu w -20°C [11,12]. Przelomem
w badaniach nad odpowiedzig Scista bylo oczyszczenie i
w konsekwencji otrzymanie struktury krystalicznej biatka
Rel,, ze Streptococcus equisimilis (biatko typu RSH) [13]. Au-
torzy tej pracy pierwszy raz w historii badan nad alarmo-
nami (p)ppGpp dokonali szczegétowej charakterystyki ka-
talitycznych domen bialka zaangazowanego w modulacje
odpowiedzi Scistej.
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W ostatnich latach rozwéj techniki mikroskopii krio-elek-
tronowej pozwolil na okreslenie struktur wielu biatek, ktore
dzieki swoim wiasciwosciom nie mogly zostac¢ poddane ba-
daniom krystalograficznym. Zastosowanie powyzszej tech-
niki umozliwilo poznanie struktury biatka RelA z Escheri-
chia coli wraz ze zwiazanym rybosomem oraz dokladne
scharakteryzowanie mechanizmu w jaki dochodzi do akty-
wacji syntetazy (p)ppGpp tego enzymu [14,15]. Pomimo, iz
nie udalo sie otrzymac dokladnej struktury centrum katali-
tycznego RelA, dokonanie to uznaje si¢ za wielkie odkrycie
w badaniach nad odpowiedzig Scisla.

Poza enzymami typu RSH, istniejg tez inne, dodatkowe
syntetazy i hydrolazy (p)ppGpp (Ryc. 2A i B). Sa to tzw.
male syntetazy alarmonéw (SAS, ang. small alarmone syn-
thetases; czasami okreslane rowniez mianem Rel, np. RelP i
RelQ z Enterococcus faecalis, czy RelV z Vibrio cholerae) oraz
male hydrolazy alarmonéw (SAH, ang. small alarmone hy-
drolases) [16]. Enzymy te posiadaja tylko i wylacznie dome-
ne katalityczna, bez wyraZnie wyodrebnionej domeny regu-
latorowej.

Badania nad enzymami typu SAS wykazaly, ze poza
(p)ppGpp; istnieje jeszcze trzeci alarmon - pGpp, ktéry jest
syntetyzowany przez biatko RelQ z Enterococcus faecalis. Po-
kazano, ze podobnie jak (p)ppGpp, w warunkach in vitro
pGpp silnie hamuje aktywnosé enzymoéw bioracych udziat
w syntetyzie GTP (kinazy guanylowej (Gmk) oraz fosfory-
bozylotransferazy hipoksantynowo-guaninowej (HprT) po-
chodzacych z tych bakterii, jednakze wptyw pGpp na poli-
meraze RNA jest niewielki [16].

Innym waznym odkryciem bylo otrzymanie struktu-
ry krystalicznej biatka SAS1 z Bacillus subtilis [17]. Orga-
nizacja centrum Kkatalitycznego tego enzymu jest bardzo
podobna do centrum katalityczngeo Rel, . Autorzy za po-
moca nowoczesnych technik biologii molekularnej scha-
rakteryzowali aktywnos$¢ enzymu SAS1 i wykazali jego
tendencje do tetrameryzacji oraz modulacje allosteryczna

przez pppGpp.

Alarmony (p)ppGpp nie sa syntetyzowane wylacznie u
bakterii. Przelomem w badaniach nad odpowiedzig $cista
byto odkrycie syntetaz (p)ppGpp u roslin [18]. Enzymy te sa
homologiczne do bakteryjnych, a (p)ppGpp reguluja szereg
proceséw w chloroplastach, takich jak: transkrypcja, trans-
lacja i produkcja hormonéw, lipidéw i metabolitéw [4].

Jeszcze jednym znaczacym przelomem w ostatnich la-
tach byto odkrycie u Drosophila melanogaster bialka Mesh1
(ang. Metazoan SpoT Homologue - homolog SpoT pochodza-
cy z wielokomérkowcéw), ktére wykazuje aktywnosc hy-
drolazy (p)ppGpp (Ryc. 2) [19]. Homologi Mesh1 wystepuja
u wielu organizméw wielokomoérkowych, m.in. u myszy i
czlowieka. Mimo, iz nie udato sie wykry¢ enzymu synte-
tyzujacego (p)ppGpp u wielokomoérkowcéw, to jednak wy-
kazano istotnoé¢ biatka Meshl w rozwoju D. melanogaster
oraz podobnie jak u bakterii, w modulacji reakcji na gtéd
aminokwasowy [19]. Sugeruje to mozliwos¢ wystepowania
u wyzszych organizméw eukariotycznych mechanizmu po-
dobnego do odpowiedzi &cistej.
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WPLYW (p)ppGpp NA PROCES
TRANSKRYPCJI U Escherichia coli

Alarmony odpowiedzi Scistej reguluja ekspresje okoto
1/3 genéw bakteryjnych [20]. Dzieki takiemu przeprogra-
mowaniu komorka jest w stanie przetrwaé do czasu elimi-
nacji czynnika stresowego ze srodowiska. W przypadku
E. coli (p)ppGpp wiaze sie do polimerazy RNA i przyczy-
nia sie do zwiekszania wydajnosci transkrypcji badz jej ha-
mowania, w zaleznosci od wlasciwosci kinetycznych pro-
motora oraz jego sekwencji [21]. (p)ppGpp hamuje inicja-
gje transkrypcji zachodzaca z promotoréw rybosomalnych
(rRNA i tRNA), a jednoczesnie prowadzi do zwiekszenia
wydajnoséci transkrypcji w przypadku promotoréw genéw
odpowiedzialnych za szlaki biosyntezy aminokwaséw [2].
Poza bezposrednim wplywem wspomnianych alarmonéw
na polimeraze RNA, ich efekt moze by¢ modulowany przez
biatkowe czynniki transkrypcyjne, takie jak DksA. Bial-
ko to oddziatuje z drugorzedowym kanalem polimerazy
RNA, przez co zyskuje dostep do centrum katalitycznego
polimerazy. Wykazano, ze DksA moze wzmagac¢ dziatanie
(p)ppGpp, zaréwno w przypadku zahamowania jak i akty-
wacji transkrypcyjnej [22]. Niemniej jednak, znane sg row-
niez przypadki, gdy czynniki te nie dziatajg synergistycznie
[23].

Jednym z ciekawszych doniesieri ostatnich paru lat jest
praca pokazujaca, iz (p)ppGpp nie wptywa tylko na inicja-
c¢je transkrypcji. DksA razem z (p)ppGpp moga wzmacniac
wydajnoéé elongacji transkrypgji, a co za tym idzie zwiek-
szaja wiernosé¢ syntezy RNA w wyniku spowolnienia wia-
czania blednych nukleotydéw do nowo syntetyzowanego
taricucha RNA [24].

Mimo, iz wpltyw (p)ppGpp na transkrypcje jest dosy¢
dobrze poznany, miejsce wigzania cztero- i pieciofosforanu
guanozyny do polimerazy RNA do niedawna nie byto do-
kladnie znane. Rdzeri polimerazy RNA jest dobrze poznana
struktura, ktéra sklada sie z dwoch podjednostek a, podjed-
nostki B i p’ oraz @ [25]. Wczedniejsze badania dowodzily,
ze (p)ppGpp moze wigzac sie do jednej lub dwéch duzych
podjednostek polimerazy RNA E. coli, tj. § lub ', jednakze
zadne z tych doniesienn nie wskazalo dokladnego miejsca
wigzania alarmonu [2]. Dopiero badania krystalograficzne
przeprowadzone w ciagu ostatnich pieciu lat pozwolity
szczegbtowo okresli¢, ze miejsce wigzania (p)ppGpp znaj-
duje sie na pograniczu podjednostek B’ i @ [7,26]. Tym nie
mniej, doswiadczenia typu transkrypcja in vitro wykorzy-
stujace polimeraze RNA pozbawiong podjednostki @ wy-
kazaly, ze polimeraza ta nadal jest wrazliwa na (p)ppGpp
w obecnoéci DksA [27]. Sugerowalo to, iz prawdopodob-
nie istnieje jeszcze drugie, dodatkowe miejsce wigzania

(p)ppGpp do polimerazy RNA.

W 2016 roku zostaly opublikowane przelomowe bada-
nia, ktére potwierdzily, ze rzeczywiscie istnieja dwa miejsca
wigzania ppGpp do polimerazy RNA, oddalone od siebie o
60A [28]. Badania te nie obejmowaty danych krystalogra-
ficznych, jednakze wykorzystujac szereg mutantéw punk-
towych w polimerazie RNA, wykazano, iz drugie miejsce
wigzania (p)ppGpp jest wspottworzone przez podjednost-
ke B’ oraz bialko DksA, niedaleko ujscia kanatu drugorze-
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dowego polimerazy. Przy braku DksA (p)ppGpp moze si¢
jedynie wigzaé na pograniczu podjednostek f’ i ®. Autorzy
omawianej pracy zaproponowali réwniez $émialtg hipoteze,
iz wiedza na temat miejsc wigzania (p)ppGpp do polimera-
zy RNA moze si¢ przyczyni¢ do zaprojektowania nowych
antybiotykéw, ktére umozliwilyby skuteczne zahamowanie
odpowiedzi écistej, a co za tym idzie ograniczylyby wirulen-
¢je patogenow bakteryjnych [28]. Nalezy jednak pamietac,
Ze powyzsze badania odnosza sie tylko i wyltacznie do poli-
merazy RNA E. coli.

ALARMONY (p)ppGpp REGULUJA
METABOLIZM GTP U Firmicutes

U wigkszosci poznanych gatunkéw bakterii istnieja dwa
szlaki syntezy GTP: mechanizm syntezy de novo i cykl pozy-
skiwania GTP z odzysku (ang. salvage pathway). Oba szlaki
skupiaja sie na inozyno 5'-monofosforanie (IMP), ktéry jest
produktem posrednim w syntezie ATP i GTP [29]. Najwaz-
niejszymi biatkami biorgcymi udziat w szlaku syntezy GTP
sq HprT i Gmk. Aktywno$¢ obu enzymoéw jest negatywnie
regulowana przez (p)ppGpp u Bacillus subtilis i Staphylo-
coccus aureus, gdzie alarmony guanozynowe bezposrednio
wiaza sie do tych biatek [30]. Uwaza sig, ze podobny mecha-
nizm zachodzi u wszystkich bakterii typu Firmicutes [30]. Co
ciekawe (p)ppGpp nie wiaze sie do polimerazy RNA B. sub-
tilis, natomiast regulacja transkrypcyjna u tej bakterii zacho-
dzi wlasnie poprzez modulacje poziomu GTP. Nukleotyd
ten jest wcielany jako pierwszy do nowo syntetyzowanych
transkryptow rRNA B. subtilis, przez co jego stezenie ma
znaczacy wplyw na szybkos¢ opuszczania rejonu promoto-
ra przez polimeraze RNA, a co za tym idzie jest czynnikiem
ograniczajacym czestos¢ inicjacji nowej rundy transkrypcji
zachodzacej z tych promotoréw [31,32].

NAPRAWA DNA

Alarmony (p)ppGpp zaangazowane s3 takze w procesy
naprawy DNA, co zauwazono badajac szczepy E. coli z de-
lecjami genéw ruvABC, kodujacymi biatka biorace udziat w
rekombinacyjnej naprawie DNA. Szczepy takie posiadaja
zwigkszong wrazliwo$é na swiatlo ultrafioletowe, pogtebia-
na dodatkowo przez delecje genéw kodujacych biatka syn-
tetyzujace (p)ppGpp (relA i spoT). Podejrzewano, ze jest to
zwigzane z mniejsza stabilno$cig kompleksu transkrypcyj-
nego polimerazy RNA w obecnosci (p)ppGpp, co utatwiato-
by jego usuniecie przez polimeraze DNA podczas replikacji
a zarazem promowato naprawe DNA [33].

Dopiero stosunkowo niedawno dokfadniej poznano me-
chanizm dziatania (p)ppGpp na naprawe DNA zwiazana
z transkrypcja. Przedstawia sie on nastepujaco: podczas
procesu transkrypcji, przesuwajac sie wzdluz nici DNA,
kompleks elongacyjny polimerazy RNA dziala jako swo-
jego rodzaju detektor uszkodzeri [34,35]. Po natrafieniu
na uszkodzenie (np. dimer tymidynowy badz chemicz-
ne addukty) transkrypcja ulega zatrzymaniu, a kompleks
transkrypcyjny pozostaje stabilnie zwigzany do DNA. W
celu naprawy DNA, musi on ulec translokacji do przodu
lub do tytu wzdtuz nici DNA. Proces ten wymaga udziatu
innych biatek: Mfd powoduje translokacje do przodu, na-
tomiast helikaza UvrD oraz czynnik elongacji transkryp-
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Rycina 3. Udziat (p)ppGpp w naprawie DNA. A) Kompleks elongacyjny polime-
razy RNA (niebieski owal) przeprowadza transkrypcje i porusza sie po DNA w
kierunku oznaczonym strzatkg. Po natrafieniu na uszkodzenie DNA (btyskawi-
ca), kompleks ten ulega zatrzymaniu. B) Kompleks elongacyjny polimerazy RNA
pozostaje zwigzany z DNA w miejscu uszkodzenia. W celu zajscia naprawy musi
on ulec translokacji do przodu z pomocg biatka Mfd lub cofna¢ sie przy udziale
biatka UvrD. C) (p)ppGpp (z6tta gwiazda) wigze sie do polimerazy RNA. Po-
woduje to wzrost wrazliwosci polimerazy na dzialanie UvrD. UvrD wigze sie w
postaci dimeru do polimerazy i powoduje cofniecie sie polimerazy. Biatko NusA
wspomaga ten proces. D) Cofniecie si¢ polimerazy odstania miejsce uszkodzenia
DNA i umozliwia biatkom UvrA i UvrB, zrekrutowanym przez UvrD, naprawe
poprzez wycinanie nukleotydow.

¢ji NusA, powoduja cofniecie sie kompleksu polimerazy
do tytu. Skutkuje to odslonieciem uszkodzonego DNA co
umozliwia naprawe przez wycinanie nukleotydow (system
UvrABC) (Ryec. 3) [36].

Okazato sie, iz (p)ppGpp uwrazliwia polimeraze RNA
na dziatanie UvrD, przez co ulatwia cofniecie si¢ polime-
razy i w efekcie naprawe DNA. Co ciekawe, sama obecnos¢
(p)ppGpp nie jest wystarczajaca do zajécia tego procesu [37].
Niezbedna jest takze dimeryzacja UvrD, ktéra w normal-
nych warunkach nie zachodzi ze wzgledu na niskie stezenie
tego bialka w komoérce. Dopiero wlaczenie innego mechani-
zmu stresowego - odpowiedzi SOS, powoduje wzrost steze-
nia UvrD ijego dimeryzacje. Dzigki temu, UvrD jest zdolne
do oddziatywania z polimeraza RNA jedynie przez niewiel-
ki okres czasu, przez co wspomagajaca rola (p)ppGpp jest
niezwykle wazna dla zajscia procesu naprawy DNA [37].

Dodatkowo, inne wlasciwosci (p)ppGpp réwniez pro-
muja cofanie si¢ polimerazy w przypadku natrafienia na
uszkodzenie DNA. Obnizenie aktywnosci transkrypcyjnej
wielu genéw przez (p)ppGpp (szczegdlnie genéw koduja-
cych rybosomalne RNA), powoduje zmniejszenie ilosci jed-
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noczeénie aktywnych komplekséw transkrypcyjnych, ktore
w normalnych warunkach znajdowalyby sie zbyt blisko
siebie na danym fragmencie DNA, uniemozliwiajgc cofanie
sie pojedynczych jednostek polimerazy RNA. Ponadto, ze
wzgledu na zsynchronizowanie transkrypcji i translacji u
bakterii, rybosomy przeprowadzajace translacje na nowo
transkrybowanej nici RN A réwniez moga utrudnia¢ cofanie
sie polimerazy RNA. Odpowiedz scista powoduje zmniej-
szenie iloéci rybosoméw w komorce, co skutkuje obnize-
niem aktywnosci translacyjnej [36]. Dodatkowo, badania
wrazliwoéci réznych mutantéw delecyjnych na czynniki
uszkadzajace DNA, a takze badania in vitro, sugeruja, ze
biatko DksA podobnie jak (p)ppGpp wspomaga cofanie sie
polimerazy [37].

Pomimo znacznej iloéci danych pochodzacych z badan in
vivo oraz in vitro, popierajacych wyzej wspomniany mecha-
nizm dzialania, pojawiaja sie takze dowody kwestionujace
role UvrD oraz (p)ppGpp w naprawie DNA zwiazanej z
transkrypcja. W niedawno opublikowanej pracy wykazano,
Ze obecnosc¢ biatka Mfd jest wystarczajaca do zajscia napra-
wy, natomiast brak (p)ppGpp nie ma na nig wpltywu [38].
Z pewnoscia kwestia ta wymaga jeszcze wielu badan, ktore
poglebia nasza wiedze na ten temat.

REPLIKACJA DNA

Mozna podejrzewad, ze (p)ppGpp jako gtéwny czynnik
odpowiadajacy za tempo wzrostu E. coli [39], wplywa na
replikacje DNA oraz cykl komérkowy bakterii. Replikacja
sklada si¢ z trzech gtéwnych etapéw: inicjacji, elongacji i
terminacji, a (p)ppGpp moze by¢ zaangazowane we wszyst-
kie te procesy.

Najwczesniej odkrytym mechanizmem jest wplyw
(p)ppGpp na inicjacje replikacji. U E. coli odpowiedz &cista
powoduje obnizenie poziomu biatka DnaA, niezbednego
do inicjacji replikacji. Efekt wywierany jest przez obnizenie
intensywnosci transkrypcji zachodzacej z jednego z promo-
toréw genu dnaA [40]. Podobny efekt widoczny jest takze
u Caulobacter crescentus, przedstawiciela grupy Alphaprote-
obacteria, gdzie dodatkowo stabilizowane jest biatko CtrA,
bedace gléwnym regulatorem cyklu komoérkowego, unie-
mozliwiajace komoérkom wejscie w faze replikacji [41]. Po-
nadto, wstrzymanie inicjacji replikacji podczas odpowiedzi
Scislej jest zalezne od biatka SeqA, wigzacego hemimetylo-
wane motywy GATC oraz od metylazy Dam, metylujacej
adeniny w tych sekwencjach [42]. U plazmidéw posiadaja-
cych ori pochodzace od faga lambda, inicjacja replikacji jest
zalezna od aktywnej transkrypcjii w ten sposob jest regulo-
wana przez odpowiedz Scista [43].

Ciekawym przykiadem, uwidaczniajgcym réznice me-
chanizmu dziatania (p)ppGpp w obrebie réznych gatunkéw
jest efekt wywierany na elongacje replikacji. Prymaza DnaG
jest biatkiem syntetyzujacym startery niezbedne do replika-
¢ji nici op6znionej. Zaréwno enzym pochodzacy z E. coli jak
i B. subtilis jest hamowany in vitro przez (p)ppGpp. Intere-
sujaco, w badaniach przeprowadzonych in vivo, odpowiedz
Scisla powoduje gwaltowne zatrzymanie replikacji u B. sub-
tilis podczas elongacji, natomiast syznteza DNA u E. coli
pozostaje bez zmian az do rozpoczecia kolejnej rundy re-
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plikacji. Jedng z mozliwoéci tlumaczgcych ten rozdzwiek
moze by¢ wymiareczkowanie (p)ppGpp w E. coli przez
polimeraze RNA, ktéra w przeciwieristwie do polimerazy
RNA B. subtilis wiaze (p)ppGpp [44]. Dodatkowo, u E. coli
ppGpp wykazuje silniejsze dzialanie na DnaG niz pppGpp,
natomiast u B. subtilis sytuacja jest odwrotna [45,46].

Podziat komoérki jest skomplikowanym procesem wyma-
gajacym wielu bialek. Jednym z nich jest FtsZ, ktére poli-
meryzujac, tworzy pierécienr umozliwiajacy podziat na dwie
komorki potomne. Zauwazono, ze (p)ppGpp stymuluje
transkrypcje operonu FtsZAQ, a dodatkowo pewien pod-
stawowy poziom tego alarmonu jest jednym z czynnikéw
niezbednych do utrzymania prawidtowego poziomu FtsZ
w komorce E. coli [47,48]. Inne badania, przeprowadzone
z Salmonella enterica serovar Paratyphi sugeruja, ze zaréwno
zbyt duzy jak i zbyt maly wewnatrzkomérkowy poziom
(p)ppGpp ingeruje w proces polimeryzacji FtsZ [49,50]. Po-
nadto, istnieja przestanki sugerujace, ze odpowiedz Scista
prowadzi do zahamowania segregacji chromosomu, praw-
dopodobnie poprzez zmiane dzialania biatka SeqA [42].

KOMORKI PRZETRWALE

Komoérki przetrwate sa interesujgcym fenomenem wsp61-
czesnej biologii. Sa to komérki wprowadzone w stan bardzo
powolnego wzrostu, niemalze calkowitego zatrzymania
metabolizmu, dzielace sie rzadko. Stan ten jest odwracalny
i prawdopodobnie stuzy jako forma umozliwiajaca prze-
trwanie nieprzyjaznych czy wrecz zabdjczych dla normal-
nie rosnacych komoérek warunkéw. Jednym z czynnikéw na
ktére komorki przetrwalte wykazuja zwiekszona tolerancje
sa antybiotyki. Tolerancja ta jest cecha fenotypowa, nieza-
lezna od genetycznych determinant. Obecnosé komoérek
przetrwaltych ma ogromne znaczenie medyczne i moze by¢
przyczyna niektérych przewleklych zakazen. Komoérki wy-
daja sie¢ wchodzi¢ w stan przetrwalosci losowo, cho¢ cze-
stos¢ tego procesu moze sie zmienia¢ w odpowiedzi na wa-
runki érodowiska [51,52].

Mechanizm powstawania komoérek przetrwatych wciaz
nie jest do korica wyjasniony, ale mozna podejrzewaé, ze
(p)ppGpp jako gléwny regulator tempa wzrostu u E. coli
[39], moze mie¢ wplyw na tworzenie si¢ takich komoérek.
Pokazano, ze szczepy, ktoére nie posiadaja (p)ppGpp tworza
mniej komorek przetrwatych [53]. Dokladniejsze badania
wykazaly powiazanie (p)ppGpp z jednym z postulowa-
nych mechanizméw powstawania komérek przetrwatych,
angazujacym systemy toksyna-antytoksyna. W systemach
tych, jednoczeénie produkowana jest toksyna jak i antytok-
syna, ktora ja neutralizuje. Toksyny dzialaja jako efektory
hamujace wiele proceséw komoérkowych i prawdopodobnie
wlasnie one wprowadzaja komoérki w stan przetrwalosci
[51,54].

Wzrost poziomu (p)ppGpp, prawdopodobnie losowo
zachodzacy w czesci komorek, powoduje kompetycyjne
hamowanie hydrolazy polifosforanéw (Ppx). W efekcie
dochodzi do akumulacji polifosforanéw w komorce, co z
kolei aktywuje proteaze Lon, degradujaca niektére z anty-
toksyn. W ten sposéb w komorkach pojawiaja sie aktywne
(tzn. nie zneutralizowane) toksyny i powoduja spowolnie-
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Rycina 4. Schematyczny wplyw ,magicznych plamek” na procesy fizjologicz-

ne bakterii. Zielone strzatki symbolizuja pozytywna regulacje przez (p)ppGpp.
Czerwone strzalki symbolizujg negatywna regulacje.

nie metabolizmu. Co ciekawe, jedna z takich toksyn (HipA),
uniemozliwia tworzenie natadowanych tRNA poprzez in-
aktywacje syntetazy glutamylo-tRNA (GIltX). Brak natado-
wanych tRNA z kolei moze powodowac uruchomienie syn-
tezy (p)ppGpp przez bialko RelA, czego skutkiem jest wy-
tworzenie dodatniego sprzezenia zwrotnego [51]. Z drugiej
strony, wystepuja réwniez toksyny bedace endonukleaza-
mi trawigcymi mRNA (toksyny takie jak RelE, YoeB, HigB,
YhaV, YafO, YafQ, MazF, ChpB, MqsR i HicA) [53], co moze
ograniczac iloé¢ aktywnych translacyjnie rybosoméw, a tym
samym ogranicza¢ synteze (p)ppGpp przez RelA; powstaje
w ten sposob réwnolegla, negatywna petla regulatorowa
[51].

Kolejny, czesciowo poznany mechanizm angazuje biatko
Obg, biorace udziat w wielu waznych procesach komoérko-
wych, takich jak replikacja czy skladanie rybosoméw. Obg,
za pomocg wcigz niezbadanego mechanizmu, zwieksza ko-
morkowe stezenie toksyny HokB, ktéra powoduje depola-
ryzacje blony komérkowej i w konsekwencji obnizenie po-
tencjalu energetycznego komorki, prowadzac do przejscia
w stan przetrwaly. Jak wspomniano, doktadny mechanizm
nie jest poznany, ale wykazano, ze wymaga on obecnosci

(P)pPGpp [51,55,56].

WIRULENCJA

Waznym procesem, w ktory takze zaangazowane jest (p)
ppGpp jest wirulencja. Warunki wystepujace w gospodarzu
jak i jego mechanizmy ochronne tworza niezwykle stresuja-
ce srodowisko dla atakujacych patogenow. Wiele gatunkéw
bakterii patogennych, pozbawionych mechanizméw odpo-
wiedzi Scislej, wykazuje znacznie obnizona wirulencje, ob-
jawiajaca sie mniejsza produkcja toksyn czy niezdolnoscia
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do kolonizacji gospodarza. Dokladne mechanizmy sa tak
zréznicowane jak bakterie, w ktérych wystepuja. Badania
wykazaly zwigzek odpowiedzi §cistej z wirulencjg u takich
gatunkoéw jak: Vibrio cholerae, Pseudomonas aeruginosa, My-
cobacterium tuberculosis, Listeria monocytogenes, Helicobacter
pylori, Brucella abortus oraz wiele innych [2,57]. Przykladem
nowszych badan w tej dziedzinie jest Francisella tularensis,
niebezpieczna bakteria wywotujacej tularemie. (p)ppGpp
okazalo sie niezbedne do tworzenia kompleksu czynnikéw
aktywujacych transkrypcje regionéw DNA zwanymi wy-
spami patogennosci, czyli zgrupowan genéw, ktérych pro-
dukty determinuja wirulencje danej bakterii [58]. Wykazano
réwniez, iz Borrelia burgdorferi, czynnik etiologiczny borelio-
zy, najprawdopodobniej wymaga (p)ppGpp do przezycia
w organizmie kleszcza podczas jego wielomiesiecznej glo-
déwki. Co ciekawe ppGpp nie jest absolutnie niezbedne do
p9Yzniejszej kolonizacji nowego zywiciela-ssaka [59].

PODSUMOWANIE

Odpowiedz &cisla jest skomplikowanym mechanizmem
regulujacym fizjologie komoérki bakteryjnej. Jest zaangazo-
wana w wiele proceséw (Ryc. 4). Pomimo 50 lat badart nad
,magiczna plamka” caly czas odkrywamy nowe aspekty
tego szlaku regulatorowego. W ostatnich latach dokonano
wielu przetomowych odkry¢, ktére w perspektywie czasu
pomoga w poznawaniu kolejnych mechanizméw regulo-
wanych przez odpowiedz $cista. Najwazniejszymi z tych
odkry¢ sa: poznanie struktur biatek RelA [14, 15] i SAS [17];
doktadna identyfikacja miejsc wiazania (p)ppGpp do poli-
merazy RNA E. coli [25, 27]; udzial (p)ppGpp w mechani-
zmie naprawy DNA [37]; udziat (p)ppGpp w procesie po-
dziatu komoérkowego [47]; zaangazowanie mechanizméw
toksyna/antytoksyna zaleznych od (p)ppGpp w powstawa-
nie komoérek przetrwalych [50]; oraz zaangazowanie odpo-
wiedzi Scistej w wirulencje bakterii [56]. Tym niemniej, po-
mimo iz uplynelo wiele lat od odkrycia (p)ppGpp, alarmon
ten caly czas skrywa jeszcze wiele tajemnic.
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ABSTRACT

About 50 years ago, ,magic spots” - mediators of the bacterial stringent response, were discovered and were later identified as guanosine tetra-
and pentaphosphate (ppGpp and pppGpp, jointly referred to as (p)ppGpp). At first, it seemed that stringent response is associated only with
bacterial response to amino acid starvation, however, it soon turned out that (p)ppGpp is synthesized in response to other stresses as well. The
mentioned alarmones are found to exist in all known bacterial species, as well as in plants. In recent years, a significant progress has been made
in research on (p)ppGpp metabolism. It is also known that the stringent response affects many cellular processes, among which its effect on tran-
scription is the best characterized. Moreover, (p)ppGpp is involved in the DNA repair pathway associated with transcription. In addition, the
stringent response inhibits cell division, mainly by hindering DNA replication. (p)ppGpp is also of significant medical importance - it is nec-
essary for virulence of many bacterial species and for turning them into persisters, i.e. cells which have elevated tolerance to many antibiotics.
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