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Bakteriofagi lambdoidalne to grupa wiruséw bakteryjnych, zaliczanych do rodziny
Siphoviridae, ktorych najlepiej poznanym przedstawicielem jest bakteriofag A, modelowy
organizm w biologii molekularnej. Fagi te wykazujg podobienstwo w budowie strukturalnej
wirionu, organizacji genomu oraz w przebiegu cyklu zyciowego. Bakteriofagi lambdoidalne
odgrywaja istotng role w procesie zmienno$ci genetycznej gospodarza, prowadzacym m.in. do
selekcji nowych wirulentnych szczepow bakteryjnych. Przykladem takich bakterii sg
patogenne szczepy Escherichia coli produkujace toksyny Shiga (STEC, ang. Shiga toxin-
producing Escherichia coli). Toksyny te sa glownymi czynnikami zjadliwosci bakterii STEC,
natomiast kodujace je geny (Stx) zlokalizowane sa w genomach fagéow lambdoidalnych, tzw.
fagow Stx, wystepujacych w bakteriach w postaci profagow.

Bakterie STEC sg przyczyna wielu zatru¢ pokarmowych. W przypadku dzieci i 0os6b
starszych istnieje podwyzszone ryzyko wystapienia tego typu infekcji. Glownym
rezerwuarem tych bakterii jest przede wszystkim bydlo, a takze inne zwierz¢ta domowe.
Cztowiek najczesciej zakaza si¢ poprzez spozycie zanieczyszczonej zywnosci (wotowina,
warzywa, owoce) lub wypicie skazonej wody oraz niepasteryzowanego mleka. Istotny
z epidemiologicznego punktu widzenia problem zwigzany ze szczepami STEC wynika
z szerokiego spektrum ich réznorodnosci fenotypowej oraz trudnosci diagnostycznych.
Konsekwencja horyzontalnego transferu genow jest wymiana informacji genetycznej
pomiedzy bakteriami i tworzenie nowych, a zarazem nietypowych szczepow bakteryjnych.
Interesujacym przyktadem nowopowstatego szczepu sa bakterie E. coli 0104:H4 zdolne do
produkcji toksyn Shiga i odpowiedzialne za wybuch epidemii w Niemczech (w maju
2011 roku), ktéra swoim zasiggiem objeta caly swiat. W wyniku tej epidemii odnotowano
ponad 4000 zachorowan, w tym ponad 830 przypadkow z powiklaniami w postaci zespotu
hemolityczno-mocznicowego (HUS) oraz 54 zgony (problem ten omowiony jest w pracy [1]
z cyklu publikacji sktadajacych si¢ na te rozprawe doktorska).

Zaréwno bakteriofag A, jak 1 fagi Stx zaliczane sg do tzw. fagéw tagodnych, ktore
charakteryzuje mozliwo$¢ rozwoju zaréwno lizogenicznego, jak i litycznego. Decyzja
o wyborze jednej z dwdch alternatywnych drég rozwojowych w duzej mierze zalezy od
warunkow srodowiskowych oraz stanu fizjologicznego komorki bakteryjnej. Podczas rozwoju

lizogenicznego dochodzi do integracji genomu faga z chromosomem gospodarza, a faza ta



okres$lana jest jako stadium profaga. Na tym etapie material genetyczny wirusa ulega
replikacji wraz z DNA komorki bakteryjnej, a ekspresja wigkszosci fagowych genow jest
zahamowana. Na poziomie molekularnym za zjawisko to odpowiedzialne jest biatko cl
(represor faga A), ktore wigzac si¢ do sekwencji operatorowych prowadzi do zahamowania
procesu transkrypcji z wczesnych promotorow p. I pr. Stan lizogenii jest etapem
przejsciowym w rozwoju faga, gdyz na skutek pojawienia si¢ niekorzystnych dla komorki
warunkéw rozwojowych nastepuje indukcja profaga i rozpoczgcie przez faga cyklu
litycznego. Dochodzi woéwczas do wycigeia fagowego DNA, replikacji materiatu
genetycznego jako niezaleznego, pozachromosomowego elementu genetycznego oraz syntezy
biatek regulatorowych i strukturalnych, kodowanych przez geny zlokalizowane w genomie
bakteriofaga. W konsekwencji tego procesu powstaja potomne czastki fagowe, ktore
w wyniku lizy komorki gospodarza zostaja uwolnione na zewnatrz.

Zdarzeniem warunkujacym przejscie faga z rozwoju lizogenicznego w cykl lityczny
jest etap indukcji profaga, zachodzacy w odpowiedzi na pojawienie si¢ sygnatéw bakteryjnej
odpowiedzi SOS, $wiadczacych o uszkodzeniu DNA komorki gospodarza. Na poziomie
molekularnym dochodzi wowczas do autoproteolizy fagowego biatka cl, stymulowanej przez
bakteryjne biatko RecA. W wyniku tego procesu, biatko cl nie jest w stanie dluzej petnié
funkcji represora. Dochodzi zatem do odblokowania promotoréw p. i pr, ekspresji fagowych
gendw, a w konsekwencji do wycigcia profaga z genomu bakteryjnego i zapoczatkowania
cyklu litycznego. Proces indukcji profagow lambdoidalnych moze zosta¢ wymuszony przez
szereg czynnikow, takich jak niskie pH, jony metali ci¢zkich, promieniowanie UV,
antybiotyki oraz nadtlenek wodoru.

Ze wzgledu na fakt, ze geny StX zlokalizowane sa w rejonie gendéw pdznych genomu
faga (pod kontrola promotora pgr-), ich efektywna ekspresja nastgpuje wylacznie po indukcji
profaga i rozpoczgciu przez niego cyklu litycznego. Dochodzi woéwcezas do produkeji duzej
ilosci toksyn Shiga, ktére w wyniku lizy komorki bakteryjnej pojawiajg si¢ w jelitach
cztowieka, gdzie atakuja komorki nabtonka. W wyniku dziatania toksyn nastgpuje
zahamowanie syntezy bialek, a w konsekwencji obumieranie komorek eukariotycznych.
W rezultacie pierwszym objawem infekcji STEC jest krwawa biegunka, jednak czesto
dochodzi do powiktan i rozwoju schorzen, takich jak np. zespot hemolityczno-mocznicowy.

W $wietle powyzszych doniesien, szczegdtowe wyjasnienie procesOw regulacji
ekspresji genow, zachodzacych podczas rozwoju bakteriofagéw lambdoidalnych, wydaje si¢
by¢ kluczowe dla zrozumienia podstaw patogennos$ci bakterii STEC, a takze w przysziosci

moze przyczynic¢ si¢ do opracowania alternatywnych terapii zwalczania tego typu infekcji.



Celem mojej pracy bylo zatem poznanie specyficznych mechanizméw kontrolujacych
ekspresje genow podczas rozwoju bakteriofagéw lambdoidalnych.

Obiektem moich badan staty sie¢ bakteriofagi: A, jako modelowy organizm w biologii
molekularnej oraz ®24g, przedstawiciel fagow Stx. Wyboru tego dokonatam celem
sprawdzenia, czy przynalezno$¢ ww. fagdw do grupy bakteriofagow lambdoidalnych sprawia,
ze wykazuja on podobienstwo nie tylko w organizacji genomu, ale takze na poziomie
podstawowych procesow regulujacych ich cykl zyciowy.

W pierwszym etapie pracy sprawdzitam, czy rodzaj induktora ma wptyw na przebieg
indukcji profagéw lambdoidalnych, a co za tym idzie na regulacje ekspresji gendéw
podczas rozwoju litycznego fagow A oraz ®24g. W swoich badaniach zastosowatam
antybiotyk, mitomycyn¢ C, a takze nadtlenek wodoru, powodujace uszkodzenia w DNA.
W przeciwienstwie do mitomycyny C, nadtlenek wodoru uwazany jest za naturalny czynnik
wymuszajace indukcje fagow Stx podczas zakazen bakteryjnych przewodu pokarmowego
cztowieka. Potwierdzeniem tej hipotezy sa wyniki badan nad pierwotniakiem z rodzaju
Tetrahymena oraz komorkami neutrofili, ktére uwalniaja nadtlenek wodoru w wyniku
kontaktu z bakteriami STEC, czego konsekwencja jest produkcja toksyn Shiga.

Badania rozpoczetam od wyselekcjonowania fagowych genéw do analiz
z wykorzystaniem techniki PCR w czasie rzeczywistym (gRT-PCR). Oprocz gendéw
kodujacych biatka kluczowe w rozwoju fagéw lambdoidalnych, moje zainteresowanie
wzbudzity takze geny 1 otwarte ramki odczytu, ktérych funkcja nie zostata dotychczas
doktadnie poznana, w szczegodlnosci te zlokalizowane w rejonie exo-Xis (pomigdzy genami
exo i xis) w genomach analizowanych fagow. W obrebie rejonu exo-xis faga A
zidentyfikowano dwa geny: ea22 oraz ea8.5 oraz pi¢¢ otwartych ramek odczytu (ORF):
orf60a, orf63, orf6l, orf73 i orf55, z ktorych cztery: orf60a, orf63, orf61 oraz orf73,
charakteryzuja si¢ wysoko zakonserwowang wsrdd przebadanych fagéw lambdoidalnych
sekwencjg nukleotydowa. W przeciwienstwie do bakteriofaga A, rejon exo-xis faga @24,
zawiera dodatkowe ORF i pozbawiony jest homologa genu ea8.5, ktory w przypadku faga A
koduje biatko Ea8.5, peligce prawdopodobnie funkcje regulatorowa. Zachowana
ewolucyjnie wsréd fagéw lambdoidalnych sekwencja zlokalizowanych w obrgbie rejonu
exo-xis otwartych ramek odczytu moze $wiadczy¢ o ich istotnosci biologicznej, a by¢ moze
nawet niezbednosci w regulacji rozwoju tych fagow. Celem testowania tej hipotezy
przeprowadzitam szereg doswiadczen w warunkach nadekspresji, wprowadzajac do komorek
bakteryjnych na plazmidach dodatkowe kopie catych rejonow exo-xis fagow A albo ®24g
(odpowiednio pGAW3775 albo pSBe.x.r.®24g) [2]. Z przeprowadzonych doswiadczen



wynika, iz w warunkach nadekspresji rejonéw exo-xis faga A oraz faga ®24g nastapil wzrost
liczby czastek fagowych, a takze poziomu fagowego DNA po indukcji wymuszonej zardwno
mitomycyng C, jak i1 nadtlenkiem wodoru, z réwnoczesnym obnizeniem przezywalnos$¢
komorek bakteryjnych E. coli [3].

Majac na uwadze powyzsze obserwacje postanowitam uwzgledni¢ geny oraz ORF
z rejondw exo-xis fagéow A oraz ®24g w analizach z wykorzystaniem QRT-PCR.
Zaobserwowatam, ze profil ekspresji fagowych genéw 1 ORF, zalezy od rodzaju
zastosowanego czynnika indukujacego, mitomycyny C i nadtlenku wodoru, a takze od
samego faga. Wykazatam, ze przypadku indukcji profaga ®24g mitomycyna C wysoki
poziom ekspresji, zblizony do genu N, osiggaja homologi orf60a, orf63 oraz orf73 faga A.
W przypadku zastosowania nadtlenku wodoru odnotowalam z kolei wysoki poziom mRNA
tylko dla homologéw genu ea22 oraz orf73. W przeciwienstwie do faga ®24g, profil ekspresji
wybranych genow oraz ORF faga A po indukcji nadtlenkiem wodoru jest zblizony do tego
zaobserwowanego w przypadku indukcji mitomycyng C. Wyniki wskazujg, iz poziom
ekspresji genu ea22 oraz wszystkich analizowanych ORF byt podwyzszony w stosunku do
ilosci mRNA genu ea8.5, a takze genéw regulatorowych N, cro oraz Q [3].

W S$wietle otrzymanych wynikoOw nasuwa si¢ wniosek, ze pomimo wysokiego
podobienstwa sekwencji w rejonie exo-xis badanych fagow lambdoidalnych, zaproponowanie
wspolnego mechanizmu regulacji ekspresji genéw podczas procesu indukcji jest niezwykle
trudne i wymaga przeprowadzenia dalszych analiz. Wydaje sig, iz proces ten zalezy od
sposobu inicjacji cyklu litycznego, a geny i ORF zlokalizowane w badanym rejonie exo-xis
odgrywaja w tym procesie znaczacg role [3].

Kolejnym czynnikiem, ktéry przeanalizowalam bylo $wiatto UV. Wykazatam,
iz promieniowanie UV ma wptyw na stabilno$¢ wirionow fagéw lambdoidalnych oraz ich
zdolnos¢ do infekcji bakterii E. coli. Dowiodtam, iz wiriony faga ®24g, W przeciwienstwie do
faga A, cechuje znacznie wyzszy poziom wrazliwosci na $wiatto UV (w dawce 50 J/mz).
Roznice te wynikaja najprawdopodobniej z wuszkodzen kapsydéow faga @24,
zaobserwowanych z wykorzystaniem technik mikroskopii elektronowej. Stosujac metode
gRT-PCR wykazatam, ze po infekcji bakterii E. coli wirionami faga ®24g (po ich uprzednim
potraktowaniu $wiattem UV) poziom ekspresji gendow N i cro byl znacznie obnizony
w porownaniu do poziomu uzyskanego w przypadku infekcji nienaswietlonymi czastkami
fagowymi. Takich zmian nie zaobserwowatam w przypadku faga A. Uzyskane wyniki

wskazuja, 1z mimo przynaleznosci do tej samej grupy fagéw lambdoidalnych, fagi Stx sa



bardziej wrazliwe na $wiatto UV niz fag A, a to z kolei moze mie¢ przelozenie na roznice
w regulacji ich podstawowych proceséw zyciowych [4].

W nastepnym etapie moich badan skupitam si¢ na zbadaniu wpltywu procesu
poliadenylacji RNA na regulacj¢ ekspresji genéow fagow A oraz ®24g, podczas ich rozwoju
litycznego. W komorkach E. coli za proces przytaczania reszt adeniny do konca 3' czasteczki
MRNA, powodujacy destabilizacj¢ transkryptu, odpowiada enzym poli(A) polimeraza I
(PAP 1), produkt bakteryjnego genu pcnB. W badaniach wykorzystatam szczep E. coli
MG1655 ApcnB::kan, niezdolny do syntezy PAP I. Przeprowadzona przeze mnie analiza
poziomu ekspresji kluczowych genow wirusowych (xis, clll, N, cl, cro, cll, oop, O, Q, R)
wykazata, ze 40 minut po potraktowaniu lizogennych komoérek E. coli mitomycyng C,
w mutantach ApcnB::kan nastgpit znaczny wzrost iloSci analizowanych fagowych
transkryptow w porownaniu do bakterii dzikiego typu. Zjawisko to bylo przejsciowe, bowiem
w kolejnych minutach trwania eksperymentu, w komorkach E. coli zdolnych do produkcji
enzymu PAP I odnotowatam podwyzszenie poziomu ekspresji wigkszosci genow faga ©24g
oraz niektorych genow faga A. U podtoza wyzej opisanych réznic w ekspresji fagowych
genow lezy prawdopodobnie obnizenie tempa wzrostu bakterii E. coli dzikiego typu
w odpowiedzi na warunki stresowe wywotane dodaniem mitomycyny C, po czym chwilowy
wzrost poziomu PAP 1 1 krotkotrwate nasilenie procesu poliadenylacji powstatych
transkryptow fagowych a nastgpnie, w pdzniejszych czasach, wyrazny spadek poziomu PAP I
oraz wydajnosci poliadenylacji [5].

Za duzy sukces podczas realizacji pracy doktorskiej moge uznaé¢ odkrycie pierwszej
regulatorowej fagowej czasteczki mikroRNA o nazwie 24B_1, zidentyfikowanej w bakteriach
E. coli podczas indukcji profaga ®24g. Sekwencja kodujaca 24B 1 znajduje si¢ w rejonie
lom-vb_24B_43 genomu faga ®24g i nie wystgpuje w genomie faga A. Za pomoca analiz
in silico zidentyfikowalam dwa potencjalne miejsca wigzania dla czgsteczki 24B 1
w genomie faga ®24g. Jedno z tych miejsc jest zlokalizowane powyzej fagowego genu S,
a drugie znajduje si¢ w obrgbie sekwencji genu d_ant, ktory koduje biatko, petniagce
prawdopodobnie funkcje¢ anty-represora. W badaniach majacych na celu okreslenie roli
czasteczki 24B 1 w rozwoju faga @24z, zarowno pod katem fizjologicznym, jak 1 w regulacji
ekspresji gendéw, wykorzystatam mutanta delecyjnego ®24gA24B 1. Wskutek usuniecia
z genomu faga ®24g sekwencji kodujacej 24B 1 nastapito obnizenie wydajnosci procesu
lizogenizacji bakterii, przyspieszenie momentu indukcji profaga wymuszonej mitomycyng C
1 zarazem zwiekszenie liczby potomnych czastek fagowych podczas cyklu litycznego, a takze

obnizenie wydajnosci adsorpcji fagéw na powierzchni komoérki gospodarza. Okazato sie



réwniez, iz podczas procesu infekcji komoérek E. coli mutantem fagowym ®245A24B 1,
poziom ekspresji kluczowych genow fagowych (xis, clll, N, cl, cro, cll, O, Q, cat, S, R,
d_ant, R1, Rz1) byt znacznic podwyzszony w poréwnaniu do populacji bakterii
zainfekowanych fagiem typu dzikiego. Proponowany mechanizm dziatania wskazuje na role
24B_1 jako negatywnego regulatora ekspresji genu d_ant, ktorego produkt wplywa na
aktywno$¢ represora cl w komorce. Konsekwencja opisanych zaleznos$ci jest posredni
wptyw czasteczki 24B 1 na etap wyboru przez faga jednej z dwoch alternatywnych drog
rozwojowych ,,lizy, badz lizogenii” [6].

Wyniki przedstawione w niniejszej pracy wskazuja, iz pomimo znaczacych
podobienstw w sekwencji, organizacji genomu i w przebiegu cyklu zyciowego fagow
lambdoidalnych, A oraz ®24g, molekularne mechanizmy kontrolujace ekspresje¢ gendw
podczas ich rozwoju réznig si¢ i w duzej mierze zalezg od czynnikéw zaré6wno zewngetrznych
jak i wystepujacych wewnatrz komorek gospodarza. Uzyskana wiedza ma ogolne znaczenie
mikrobiologiczne, a w przysztosci moze przyczyni¢ si¢ do opracowania efektywnych metod
hamujacych produkcje toksyn Shiga przez szczepy STEC oraz lekéw skierowanych
przeciwko tym patogenom.
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