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Bakterie Escherichia coli wystepuja powszechnie w Srodowisku i stanowia sktadnik
prawidlowej flory bakteryjnej jelita grubego cztowieka. Bakterie te zaliczane sa do
organizméw symbiotycznych, jednakze w obrgbie gatunku wystepuja rowniez szczepy
patogenne dla cztowieka. Przyktadem takich patogennych bakterii sa E. coli produkujace
toksyng Shiga (STEC) z ktorych najbardziej szkodliwe sa enterohemolityczne szczepy E. coli
(EHEC). Najbardziej znanym przedstawicielem tej grupy jest bakteria E. coli O157:H7.
Bakterie te wykazuja zdolno$¢ adhezji do nabtonka jelitowego, z tatwoscia adaptuja si¢ do
zmiennych warunkoéw $rodowiska, wykazuja oporno$¢ na niskie temperatury oraz niskie pH.

Bakterie STEC byty przyczyna niedawnej epidemii w Niemczech 1 15 innych krajach
europejskich (w maju 2011 r.), w wyniku ktérej wg danych Swiatowej Organizacji Zdrowia
(WHO) odnotowano 4075 zachorowan i 50 zgonoéw. Pierwsze masowe zachorowania ludzi na
skutek infekcji bakteriami STEC zanotowano w USA, w 1982 r. Glownym rezerwuarem tych
bakterii sa zwierz¢ta domowe, gtdéwnie bydlo, owce, kozy, u ktorych bytuja one w przewodzie
pokarmowym. Zrédlem infekcji moga byé niedosmazone kotlety w hamburgerach, krwiste
wolowe steki, mleko, ale takze niedokltadnie umyte warzywa i owoce, czy tez
zanieczyszczona woda.

Gléwnym czynnikiem wirulencji bakterii STEC sa produkowane przez nie toksyny
Shiga. Geny kodujace te toksyny (stx1 i stx2) zlokalizowane sa w genomach bakteriofagow,
wystepujacych w bakteriach w postaci profagéw. Bakteriofagi te sa blisko spokrewnione z
fagiem A i zaliczane do grupy tzw. bakteriofagéw lambdoidalnych. Wykazuja one duze
podobienstwo do faga A pod wzglgdem budowy morfologicznej, organizacji genomu, czy tez
cyklu zyciowego. W zaleznosci od warunkéw panujacych w komorce gospodarza moga
wybraé jedna z dwoch drog rozwojowych — cykl lizogeniczny, badz lityczny. W stadium
profaga genom bakteriofaga jest zintegrowany z chromosomem bakteryjnym i wraz z nim
replikowany. Na skutek dziatania réznych czynnikoéw mozliwa jest indukcja profaga i
uruchomienie cyklu litycznego. Dochodzi wowczas do wycigcia fagowego DNA oraz
ekspresji genow kodujacych biatka biorace udzial m.in. w procesie replikacji materiatu

genetycznego faga (jako element pozachromosomowy), w procesie produkcji potomnych
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wiriondow oraz w procesie lizy komorki gospodarza. Ekspresja genéw kodujacych toksyny
Shiga jest hamowana w stadium profaga i zachodzi efektywnie dopiero po jego indukc;ji.

Mechanizm replikacji DNA faga A jest procesem ztozonym i wieloetapowym. W
procesie tym oprocz bialek fagowych wykorzystywane sa takze produkty genow gospodarza
m.in. biatka replikacyjne oraz bialka szoku termicznego. W pierwszym etapie replikacji,
inicjatorowe biatko AO wiaze sig do czterech 19-nukleotydowych powtorzen (tzw. iteronow),
polozonych w obrgbie orid . Nastgpnie fagowe biatko AP dostarcza bakteryjna helikaz¢ DnaB
do tworzacego si¢ kompleksu replikacyjnego. Przywrocenie aktywnosci helikazy i
rearanzacja kompleksu jest mozliwa dzigki oddziatywaniu trzech biatek szoku termicznego:
DnaK, DnalJ i GrpE. Dochodzi do rozwinigcia dwuniciowej struktury DNA i utworzenia
widetek replikacyjnych. Na tym etapie przylaczane sa kolejne biatka: gyraza, biatka SSB,
primaza oraz holoenzym polimerazy 111 DNA. W ostatnim etapie inicjacji replikacji dochodzi
do aktywacji transkrypcyjnej oril. (transkrypcja z promotora pr). Jest to sygnat do rozpoczgcia
syntezy nowej nici DNA. Rolg aktywatorow transkrypcji z promotora pr faga A petnia m.in.
bakteryjne biatka DnaA, SeqA i DksA, natomiast alarmom odpowiedzi S$cistej —
czterofosforan guanozyny (ppGpp) hamuje transkrypcje z tego promotora.

Toksyny uwolnione w wyniku rozpadu komorki bakteryjnej w jelicie atakuja komorki
nablonka wiazac si¢ do specyficznych glikolipidow (Gb3) zlokalizowanych na ich
powierzchni. Nastgpnie wnikaja do wnetrza komorek, gdzie tacza si¢ z duza podjednostka
rybosomu eukariotycznego 60S i w konsekwencji hamuja syntez¢ biatek. Zahamowanie
produkcji biatek prowadzi do obumierania komorek nablonka jelitowego, a tym samym
przerwania jego ciaglosci. W konsekwencji toksyny przedostaja si¢ do $wiatla naczyn
krwionosnych znajdujacych si¢ pod nabtonkiem 1 z krwia rozprzestrzeniaja si¢ po organizmie.
Krew z kolei przedostaje si¢ do swiatla jelita, w rezultacie czego pierwszym objawem infekcji
jest krwawa biegunka. Postgpujacy proces produkcji toksyn objawia si¢ ponadto naglymi
bolami brzucha oraz wymiotami. W wigkszosci przypadkow objawy zatrucia pokarmowego
utrzymuja si¢ ok. 10 dni i sa jedynym efektem tego typu infekcji. Jednakze w ok. 15-20%
przypadkéw dochodzi do powiklan i rozwoju przewlektych schorzen takich jak: zespot
hemolityczno-mocznicowy, matoptytkowa plamica zakrzepowa, czy tez krwotoczne zapalenie
okrgznicy.

Obszerna wiedza z zakresu molekularnych mechanizmoéw rozwoju faga A oraz duze
podobienstwo bakteriofagow kodujacych geny toksyn Shiga do faga A na poziomie budowy
wiriondw, organizacji genomu, czy tez pod wzgledem sekwencji materialu genetycznego,

umozliwiaja poznanie mechanizmu replikacji analizowanych bakteriofagdéw w stosunkowo



szybki sposob. Niemniej jednak, zaobserwowane rdznice na poziomie podstawowych
procesow regulacyjnych sprawiaja, iz wiedza uzyskana w ramach badan nad procesem
replikacji faga A nie moze by¢ bezposrednio przenoszona na inne bakteriofagi lambdoidalne
bez naukowego potwierdzenia.

Poznanie procesu replikacji bakteriofagow kodujacych geny toksyn Shiga jest istotne,
gdyz obok mechanizméw regulujacych rozwoj bakteriofagow (w tym procesu indukcji
profaga), to wlasnie efektywnos¢ procesu replikacji materialu genetycznego zaindukowanego
faga, wptywajaca na liczbe¢ kopii genow kodujacych toksyny, ma pierwszorzedne znaczenie w
regulacji poziomu syntezy toksyn, a tym samym poziomu patogennosci bakterii,
wplywajacego na przebieg infekcji.

Celem niniejszej pracy bylo poznanie mechanizmu regulacji replikacji DNA fagow
niosacych geny StX, w odpowiedzi na rézne czynniki mogace wptyna¢ na wydajnosé tego
procesu. Ponadto prowadzone badania mialy na celu poréwnanie tego mechanizmu ze
schematem zaobserwowanym u faga A oraz wskazanie potencjalnych zastosowan
praktycznych uzyskanej wiedzy.

Badania zostaly przeprowadzone zardwno w oparciu o modele fagowe, jak tez
skonstruowane na ich bazie plazmidy. Prac¢ rozpoczetam od sprawdzenia czy rejony
replikacyjne fagoéw niosacych geny toksyn Shiga moga istnie¢ jako samodzielne replikony w
komorkach bakteryjnych. W tym celu skonstruowanych zostato szes¢ lambdoidalnych
plazmidow replikacyjnych (pRstx2cmr, pR8624cmr, p933Wcmr, p32cmr, p27cmr oraz
p22cmr) analogicznych do plazmidu A (pCB104), czyli zawierajacych rejon origin (ori)
bakteriofaga jako jedyne miejsce inicjacji replikacji oraz wszystkie geny i sekwencje
regulatorowe niezbgdne do replikacji plazmidowego DNA. Wydajna transformacja bakterii E.
coli skonstruowanymi plazmidami i stabilne utrzymywanie si¢ tych plazmidéw w komoérkach
bakteryjnych, potwierdzily zasadno$¢ stosowania tego typu modeli badawczych w dalszej
pracy [1].

W wyniku przeprowadzenia kolejnych doswiadczen okazalo sig, iz replikacja
analizowanych plazmidow lambdoidalnych, podobnie jak w przypadku plazmidu A, jest
zalezna od funkcji kodowanych w genomie gospodarza biatek szoku termicznego: Dnak,
Dnal i GrpE. Jednocze$nie, w odréznieniu od plazmidu A, w przypadku czg$ci analizowanych
plazmidow lambdoidalnych nie zaobserwowatam zjawiska niezgodnos$ci z mutacja dnaA46 i
potwierdzitam ich zdolno$¢ do replikacji pomimo braku aktywnego biatka DnaA, ktore w
przypadku faga A jest niezbednym aktywatorem transkrypcji z promotora pg [1]. Wydaje sig,
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lambdoidalnych jest podobny, jednakze procesy regulacyjne moga rézni¢ si¢ istotnymi
szczegotami. Dalsze analizy wykazaly, iz u podstaw zaobserwowanych réznic moga leze¢
rozbiezno$ci w sekwencjach genow kodujacych fagowe biatka replikacyjne O i P [1]. Wydaje
si¢, 1z rozbieznosci w sekwencjach aminokwasow, zlokalizowane w obrebie karboksylowego
konca biatka O oraz aminowego konca biatka P moga wpltywaé na zmiany w Sposobie
oddziatywania tych bialek ze soba, a tym samym na zmiany w rearanzacji kompleksu
replikacyjnego. Skutkiem tego, replikacja jest mozliwa nawet pomimo wystapienia mniej
efektywnej aktywacji transkrypcyjnej origin, spowodowanej brakiem aktywnego biatka DnaA.

Kolejna réznica zaobserwowana na poziomie regulacji transkrypcji z promotora pg
dotyczy biatka DksA, ktore obok ppGpp stanowi gtéwny regulator transkrypcji w odpowiedzi
na warunki glodowe. W pordéwnaniu z regulacja transkrypcji z promotora pr faga A, biatko
DksA wykazuje ograniczonga zdolno$¢ pozytywnej regulacji transkrypcji z promotorow
homologicznych do promotora pr faga A, pochodzacych z analizowanych bakteriofagow
kodujacych geny toksyn Shiga [2]. Wczesniejsze badania, przeprowadzone przez innych
naukowcow a dotyczace wpltywu biatka DksA na transkrypcje z promotora pr faga A
wykazaly, iz bialko to ulatwia wiazanie si¢ polimerazy RNA do sekwencji promotorowej.
By¢ moze podobny mechanizm funkcjonuje w przypadku bakteriofagéw kodujacych geny stx,
jednakze tu (jak wskazuja uzyskane przeze mnie wyniki) wydajnos¢ stymulacji ze strony
biatka DksA jest obnizona (w stosunku do 1), skutkiem czego prawdopodobnie zmniejsza si¢
takze powinowactwo polimerazy RNA do sekwencji promotorowej, a tym samym wydajno$¢
procesu transkrypcji. Mechanizm ten potwierdza poniekad zaobserwowana w ramach
niniejszej pracy obnizona (w porOwnaniu z promotorem Pr faga A) sila promotorow pr
analizowanych bakteriofagow lambdoidalnych ST2-8624 i 933WAtox [2]. Wydaje sig, iz w
warunkach normalnych taka wydajnos$¢ procesu transkrypcji jest wystarczajaca, jednakze w
warunkach niesprzyjajacych do wzrostu bakterii np. podczas gtodzenia aminokwasowego, na
skutek zbyt niskiego poziomu transkrypcji nie dochodzi do efektywnej aktywacji
transkrypcyjnej origin, a w konsekwencji do inicjacji replikacji fagowego DNA.
Potwierdzeniem wyzej opisanego mechanizmu i znaczacej roli biatka DksA moze by¢
zaobserwowane w ramach niniejszej pracy zahamowanie procesu replikacji analizowanych
plazmidow lambdoidalnych (z wyjatkiem plazmidu A) w warunkach glodzenia
aminokwasowego, zar6wno podczas tzw. odpowiedzi $cistej jak i rozluznionej (odpowiednio
bakterie relA™ and relA’), niezaleznie od obecnosci ppGpp [2]. Wyniki uzyskane na modelach

plazmidowych potwierdzity si¢ podczas analizy rozwoju bakteriofaga 933WAtox w wyzej



wymienionych warunkach, gdzie rowniez zaobserwowatlam zahamowanie rozwoju
analizowanego faga w obu przypadkach [3].

Dalsze badania wykazaty, iz cytrynian sodu bedacy sktadnikiem stosowanych w
przypadku biegunek ptynéw nawadniajacych (np. Orsalitu), ma hamujacy wptyw na rozwoj
faga 933WAtox, podczas gdy dodatek glukozy (takze bedacej sktadnikiem takich ptynow)
odwraca jego dziatanie [3].

Leczenie farmakologiczne infekcji wywotanych bakteriami E. coli produkujacymi
toksyny Shiga jest utrudnione ze wzgledu na fakt, iz istnieje grupa lekow (zardwno
antybiotykow jak i1 chemioterapeutykdéw) stymulujacych indukcje profagow, a tym samym
zaostrzajacych przebieg choroby. W objawowym leczeniu biegunek stosowane sa dwie
strategie. Pierwsza polega na przegtodzeniu organizmu w poczatkowych etapach choroby i
podawaniu jedynie doustnych ptynéw nawadniajacych, podczas gdy druga strategia opiera si¢
na nieprzerwanej kontynuacji zywienia przez caty okres choroby. Wyniki uzyskane w ramach
niniejszej pracy przemawiaja na korzys¢ pierwszej z opisanych strategii w przypadku infekcji
bakteriami STEC i oprocz znaczenia poznawczego maja potencjalne znaczenie praktyczne.
Wydaje sig, iz najprawdopodobniej nie ppGpp, a biatko DksA odgrywa kluczowa rolg w
mechanizmie warunkujacym zahamowanie procesu replikacji DNA  bakteriofagow
kodujacych geny toksyn Shiga w warunkach glodzenia. Dalsze badania sa konieczne by w
pelni zrozumie¢ ten mechanizm, niemniej jednak wptyw warunkoéw glodzenia na rozwd;j tych
bakteriofagéw wydaje si¢ by¢ istotny i moze mie¢ odzwierciedlenie w samym przebiegu
infekcji bakteriami STEC. By¢ moze odpowiednia modyfikacja sktadu podawanych ptynow
nawadniajacych, badz tez uwzglednienie w procesie leczenia etapu glodowki, mogloby
wplyna¢ na tagodniejszy przebieg choroby i zmniejszenie ryzyka wystapienia powiklan.
Uzyskana dzigki badaniom opisanym w tej pracy wiedza stanowi podwaliny rozwigzania
szerokiego problemu badawczego i chociaz niewatpliwie wymaga przeprowadzenia kolejnych
doswiadczen, to jednak moze mie¢ potencjalne znaczenie w opracowywaniu terapii

tagodzacych skutki tego typu infekcji.
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