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Toksyny Shiga wytwarzane sg przez bakterie naturalnie wystepujace w $rodowisku
I naleza do jednych z najsilniej dziatajacych toksyn. Pierwsze doniesienia na temat schorzen
wywolanych tymi toksynami si¢gajg konca XIX wieku i zwigzane one byly z infekcjami
pateczkami Shigella dysenteriae. Dzi$, najpowazniejsze zagrozenic stanowig szczepy
zwiazane z przedstawicielami grupy Shiga-toksycznych Escherichia coli - STEC, u ktérych
produkcja toksyn stanowi 0 zjadliwo$ci szczepow. Prowadzone w pdzniejszych latach
badania pozwolity na szczegdélowy opis budowy i funkcji tych bialek =zaliczanych
do egzotoksyn typu A;Bs. Pojedyncza podjednostka A wchodzgca w sktad kompleksu jest
czasteczka efektorowa, natomiast podjednostka B (w postaci pentameru) odpowiada
za wigzanie do specyficznych receptorow Gb3 na blonie komdrkowej komoérek nabtonkow.
Wigzanie to poprzedza transport retrogradowy do wngtrza komorek nablonka, gdzie
w nastepstwie proteolizy, uwalniana jest do cytozolu aktywna podjednostka A toksyny.
Aktywno$¢ N-glikozydazy pozwala podjednostce A na modyfikacje czasteczki 28S rRNA
rybosomow. Specyficzno$¢ miejsca cigcia reszty adeniny w pozycji 4324 kwasu
nukleinowego powoduje uposledzenie wigzania czynnika elongacyjnego w procesie translacji
i w konsekwencji prowadzi do uszkodzenia funkcji komoérek eukariotycznych.

Srodowiskowym rezerwuarem szczepéw STEC jest trzoda chlewna, bydto i inne
zwierzeta gospodarcze, w ktorych bakterie te stanowig naturalny sktadnik flory przewodu
pokarmowego. STEC sg czynnikiem etiologicznym zatru¢ pokarmowych u ludzi. Do zakazen
dochodzi poprzez kontakt z zakazonymi produktami rolnymi pochodzacymi z hodowli
zwierzat takimi jak migso badzZ niepasteryzowane mleko, a takze poprzez zakazone warzywa,
owoce czy nawet woda. Zakazenia zwykle przebiegaja w postaci lagodnych zatrué
pokarmowych. Jednak w niektorych przypadkach, dotyczacych gtownie osob z deficytem
odpornosci (takich jak osoby starsze i dzieci), czesto dochodzi do rozwoju ciezkich powiktan.
Za rozwdj najpowazniejszych objawoéw odpowiedzialne s3 szczepy z  grupy
enterokrwotocznych E. coli EHEC (wyodrebnionej ze szczepow STEC). Wsrod nich s to:
biegunka krwotoczna, matoptytkowa plamica zakrzepowa oraz zesp6t hemolityczno-
mocznicowy (HUS). Powiktania te stanowig bezposrednie zagrozenie zdrowia i1 zycia
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do 10%. Nalezy podkresli¢, iz w dalszym ciggu stabo poznana ekologia i etiologia zakazen
szczepami STEC stanowi ogromne wyzwanie epidemiologiczne oraz ekonomiczne.
Moze o tym S$wiadczy¢ ostatnia epidemia na skale $wiatowa z 2011 roku, ktéra
rozprzestrzenita si¢ z Niemczech, dotykajac ponad 4000 osob, z ktérych az 830 zapadto na
powiklania w postaci zespotu hemolityczno-mocznicowego oraz odnotowano 54 przypadki
Smiertelne. Tak duza skala zachorowan przetozyla si¢ takze na wymierne straty ekonomiczne,
zwigzane zaré6wno z koniecznos$cig pomocy epidemiologiczno-sanitarnej, jak rowniez ze
wzgledu na straty producentow zywnosci, ktorych koszty ocenia si¢ na 3-6 mld Euro.

Za przenoszenie genow toksyn Shiga (Stx) w komorkach gospodarza odpowiedzialne
sg wirusy bakteryjne zaliczane do grupy bakteriofagéw lambdoidalnych, sklasyfikowanych
w obrebie rodzaju Caudovirales (zaliczanych do rodzin Siphoviridae badZz Podowiridae,
odpowiednio dlugo- badz krotko-ogonkowe). Ich cykl zyciowy, morfologia i aranzacja
genomu wykazuje podobienstwo do modelowego w biologii molekularnej faga A. Wirusy te
sa zdolne do infekcji komorki gospodarza poprzez wigzanie si¢ do biatka blonowego BamA
i wprowadzenie materiatu genetycznego do komorki bakteryjnej. Bakteriofagi te cechuja sig
zdolno$cig do integracji genetycznej z chromosomem gospodarza i wystepowania W postaci
profaga. Na tym etapie rozwoju ekspresja wigkszosci genow jest zahamowana (z wyjatkiem
genu represora cl), a stan taki nazywany jest lizogenig. Warto nadmieni¢, iz silnie
konserwowane ewolucyjnie wsréd Enterobacteriaceae biatko BamA stanowi uniwersalny cel
molekularny dla rozwoju infekcji fagowych. Ta istotna cecha umozliwia horyzontalny
transfer genow, W tym takze przenoszenie czynnikéw wirulencji, nie tylko w obrebie
szczepéw STEC. Za najbardziej powszechny szczep zwigzany z zakazeniami Szczepami
EHEC uwaza si¢ O157:H7, ktory byl przyczyng pierwszej duzej epidemii w 1982 roku w
USA. Obecnie odnotowuje si¢ pojawianie si¢ nowych serotypow E. coli zdolnych do
wytwarzania toksyn Shiga, ktore cechuja sie¢ wieksza zjadliwoscig i odpornoscig na czynniki
srodowiskowe jak niskie pH i1 zmiany temperatury, jak rowniez opornoscig na antybiotyki.
Ze wzgledu na potozenie genow Stx w genomach poznanych bakteriofagow Stx w obrebie
gendw odpowiedzialnych za liz¢ komodrki gospodarza pozostaja one pod kontrola pdznych
promotoréw fagowych pgr, a produkcja toksyn jest $ciSle zwigzana z rozwojem litycznym
wirusow. Do wytwarzania toksyn moze dojs¢ tylko po indukcji profaga oraz wycieciu jego
DNA z chromosomu gospodarza. W konsekwencji prowadzi to do powielania materiatu
genetycznego wirusa w procesie replikacji, a nastepnie do ekspresji elementow strukturalnych
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gospodarza i propagacji wirusa w srodowisku. Wraz z uwolnionymi czgsteczkami wirusa do
Swiatla jelita uwalniane jest takze biatko toksyny.

Bakteriofagi nie posiadaja wlasnych kompletnych systemow odpowiedzialnych za
samodzielnie przeprowadzenie procesu replikacji fagowego DNA oraz syntezy elementow
struktury. Wykorzystujag one w tym celu maszynerie¢ komorkowa gospodarza. Na wybor
jednej z drog rozwoju: liza lub lizogenia, kluczowy wpltyw ma stan fizjologiczny komoérek
bakteryjnych, a takze czynniki $rodowiskowe, takie jak zasobno$¢ w substancje odzywcze,
temperatura otoczenia, warto$¢ pH. W celu koordynacji proceséw zyciowych zachodzacych
w zmiennych warunkach otoczenia komorek, bakterie wytworzyly szereg mechanizmow
kontroli pozwalajacych na utrzymanie stabilno$ci metabolicznej i genetycznej. Dzisiejszy stan
wiedzy niedostatecznie wyjasnia W jaki sposob rozwoj bakteriofagow lambdoidalnych w
komorkach gospodarza podlega regulacji z udziatem takich procesow.

Indukcja wirusa z formy profaga, wymaga aktywacji bakteryjnej odpowiedzi SOS
w komorkach. Do tej odpowiedzi dochodzi w wyniku oddziatywania czynnikow
prowadzacych do powstawania uszkodzen nici DNA. Do takich czynnikow naleza:
wystepujacy naturalnie w przewodzie pokarmowym nadtlenek wodoru a takze niektore
antybiotyki, ktorych aktywnos$¢ prowadzi w sposob posredni lub bezposredni do uszkodzen
materialu  genetycznego. Aktywacja cyklu litycznego odbywa si¢ wtedy poprzez
unieczynnienie biatka represora Cl przez bakteryjne biatko RecA a w konsekwencji do
replikacji potomnych czastek fagowych. Taki mechanizm indukcji sprawia, iz zwalczanie
zakazen STEC za pomoca antybiotykow jest znacznie ograniczone, i moze stanowié
potencjalne zagrozenie dla zdrowia pacjenta.

Bakteriofagi lambdoidalne kodujace toksyny Shiga mimo znacznego podobienstwa do
bakteriofaga A nie sg jednak grupa homogenng. Wykazuja one migdzy sobg pewne rdznice
genetyczne, zarowno w sekwencji poszczegdlnych gendéw jak i ich aranzacji. Réznice
te moga miec¢ istotny wplyw na regulacje rozwoju tych bakteriofagdw w komorkach
gospodarza E. coli, a takze przektada¢ sie na ilo§¢ wytwarzanej przez nie toksyny. Ponadto,
niewielka jest tez dzi§ wiedza o tym, jaka role odgrywaja procesy wewnatrzkomorkowe w
efektywnoscci rozwoju bakteriofaga na poszczegdlnych jego etapach. Co wigcej, dotychczas
nie opracowano skutecznych i jednoczes$nie bezpiecznych dla pacjentow metod walki z
zakazeniami powodowanymi przez szczepy typu STEC. Badania nad podstawowymi
mechanizmami regulacji cyklu rozwojowego bakteriofagdw sg wiec niezbedne i kluczowe
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Dlatego, przeprowadzone przeze mnie badania, ktore staly si¢ przedmiotem tej
rozprawy doktorskiej, mialy na celu identyfikacje molekularnych mechanizmoéw lezacych
u podstaw regulacji rozwoju bakteriofagdw lambdoidalnych kodujacych toksyny Shiga i ich
wykorzystanie w kontroli rozwoju wirusow oraz patogenezy szczepow STEC.

W moich badaniach postuzytem si¢ modelowymi przedstawicielami bakteriofagéw
lambdoidalnych: ®24B, 933W, P22, P27, P32 (Stx) oraz bakteriofagiem A, aby zbada¢, w jaki
sposob zmiany w komoérkach gospodarza wptywaja na przebieg ich cyklu zyciowego.
Ze wzgledu na fakt, iz replikacja materialu genetycznego jest istotnym etapem warunkujacym
dalsze etapy rozwoju bakteriofagdw, wykorzystatem plazmidy zawierajace origin replikacji
pochodzace od tych wirusow. Dobrany w ten sposob zréznicowany zestaw przedstawicieli
wirusow lambdoidalnych oraz faga A a takze pochodzacych od nich plazmidow, jako modeli
replikonoéw (zdolnych do niezaleznej replikacji w komoérkach E. coli) postuzyt do weryfikacji
hipotezy: czy rozwdj badanych bakteriofagow podlega jednakowej regulacji za
posrednictwem globalnych mechanizmoéw regulacji ekspresji genow w komorce gospodarza?

Jedna z podstawowych reakcji komorki w odpowiedzi na bodzce stresowe ze
srodowiska zewnetrznego jest kontrola S$cista metabolizmu. Jak wykazano wczesniej,
spowolnienie wzrostu komoérek gospodarza prowadzi do obnizonej wydajnos$ci rozwoju
bakteriofagéw, a gltodzenie komorki moze catkowicie zahamowaé go catkowicie. Rezultaty
przeprowadzonych badan wykazaly, iz odpowiedZz $cista i nadprodukcja alarmonu glodu,
cztero- i pigciofosforanu guanozyny (p)ppGpp (produktu syntezy przeprowadzanej przez
biatka RelA/SpoT) efektywnie hamuje rozwoj badanych przedstawicieli bakteriofagéw
lambdoidalnych. Produkt genu relA, syntetaza | ppGpp, jest enzymem zwigzanym
z rybosomem 1 odpowiada za produkcje alarmonu w sytuacji deficytu aminokwasow
(gtodzenie aminokwasowe). Natomiast produkt genu spoT, ppGpp syntetaza Il ppGpp, jest
aktywowana w odpowiedzi na inne czynniki $srodowiskowe jak zmiany pH, jony metali, stres
osmotyczny, temperatura, posiada jednoczesnie zdolno$¢ do hydrolizy czterofosforanu
guanozyny, stad jest on niezbedny w procesie metabolizmu czgsteczki alarmonu. W sytuacji
pogorszenia warunkow otoczenia aktywacja kontroli $cistej metabolizmu prowadzi do
zahamowania wigkszo$ci kosztownych energetycznie proceséw (synteza stabilnych RNA,
replikacja DNA). Dzieje si¢ tak gtownie poprzez wptyw ppGpp na aktywnos$¢ polimerazy
RNA i zahamowanie transkrypcji z wiglu promotorow. W przypadku mutacji w genach relA,
komorki niezdolne sg do syntezy ppGpp podczas gltodzenia aminokwasowego, co nazywane
jest odpowiedzig zrelaksowang i skutkuje brakiem zahamowania syntezy RNA w warunkach
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bakteriofagbw, negatywnie wplywajac na powielanie materialu genetycznego poprzez
blokowanie aktywacji transkrypcyjnej origin, replikacji faga oraz przez hamowanie
transkrypcji z kluczowych w wyborze litycznej drogi rozwoju promotoréw fagowych. W
poczatkowym etapie pracy przygotowatem lizogenne szczepy bakteryjne w izogenicznych
komorkach E. coli typu dzikiego oraz mutantéw w genach relA i relA oraz spoT (ppGpp°),
badz ich odpowiedniki transformowane odpowiednim plazmidem pochodzacym od
bakteriofaga. Eksperymenty, ktore przeprowadzitem wykazaly, ze juz podstawowe
fizjologiczne stezenia alarmonu w komorce wplywajg na regulacje¢ rozwoju wszystkich pieciu
badanych bakteriofagéw Stx. Kontrola ta odbywa si¢ na etapie rozwoju litycznego wirusow, a
czasteczka alarmonu negatywnie wpltywa na replikacje DNA zaréwno bakteriofagow jak i
plazmidow od nich pochodzacych. Ta wyjatkowa wrazliwos$¢ na regulacje niskimi stezeniami
(p)ppGpp istotnie odroznia fagi Stx od faga A. Ponadto udato mi si¢ wykazac, iz nadprodukcja
czterofosforanu guanozyny jest w stanie istotnie obnizy¢ ekspresj¢ z péznych promotorow
fagowych i syntez¢ biatka zielonej fluorescencji (GFP) eksprymowanego pod kontrolg
promotora genoéw toksyn. Informacja ta wydaje si¢ wyjatkowo istotna, gdyz mozna na jej
podstawie wnioskowa¢, iz w warunkach naturalnych stan taki prowadzitby do zmniejszenia
produkcji toksyn, a co za tym idzie rowniez zjadliwosci szczepéw STEC [1].

Wykorzystanie standardowej antybiotykoterapii w zwalczaniu zakazen typu STEC
moze przynies¢ odwrotne do zamierzonych skutki zdrowotne. Dzieje si¢ tak ze wzgledu na
niekontrolowang indukcje profagdw z genomu gospodarza E. coli, zwiazang z mechanizmem
dziatania wigkszo$ci antybiotykow, prowadzacego do aktywacji odpowiedzi SOS, a co za tym
idzie produkcji toksyn w uktadzie pokarmowym. Na kolejnym etapie pracy, pochylajac si¢
nad problemem braku alternatyw dla walki z STEC/EHEC, postanowitem szerzej przyjrzeé
si¢ stabo poznanym wilasciwosciom przeciwbakteryjnym grupy roslinnych metabolitow
posrednich, izotiocyjaniandéw (ITC). Zwiazki te stanowig dzi$ cenny obiekt badan, ze wzgledu
na ich potencjal chemoprewencyjny czy wilasciwosci antyoksydacyjne, w procesach
nowotworzenia. W mojej pracy chcialem sprawdzi¢ aktywno$¢ zwigzkOw naturalnie
wystepujacych w diecie czlowieka pod katem ich wykorzystania w terapii przeciw EHEC.
W badaniach nie ograniczylem si¢ tylko do okreslenia wilasciwosci antybiotycznych
zwigzkow, lecz podjatem si¢ proby wyjasnienia molekularnego mechanizmu dziatania ITC.
W przypadku braku istniejacych sposoboéw leczenia analizy te sg niezbgdne, aby okresli¢
mozliwo$¢ 1 skuteczno$¢ wykorzystania tych zwigzkow w zwalczaniu zakazen tymi
patogenami. WykazaliSmy m.in. silne dzialanie antybiotyczne naturalnych przedstawicieli
izotiocyjanianow: fenetylu (PEITC), benzylu (BITC), allilu (AITC) oraz sulforafanu (SFN).



Pierwsze szczegolowe obserwacje pozwolilty ustali¢, iz aktywnos¢ ITC prowadzi do
zahamowania syntezy kwasow nukleinowych w komorce bakteryjnej. Wyjatkowo
interesujacy okazat si¢ fakt, iz aktywnos$¢ biologiczna tych zwigzkéw nie powoduje indukcji
profaga, co wiecej dalsze badania potwierdzity skutecznos¢ badanych ITC w hamowaniu
rozwoju bakteriofagéw, takze w obecnosci silnych induktoréw takich jak mitomycyna C oraz
nadtlenek wodoru. Dlatego tez zainteresowal mnie mechanizm lezacy u podstaw tego
zjawiska. Wcze$niejsze badania nad mechanizmem indukcji odpowiedzi $cistej naprowadzity
mnie na przeprowadzenie eksperymentéw, w ktorych udalo mi si¢ ustali¢, iz obecno$é
badanych ITC prowadzi do powstania warunkow stresu metabolicznego. Natomiast
wykorzystanie szczepow niosacych mutacje w genach relA i spoT pozwolito mi na ustalenie,
iz produkcja alarmonu glodu indukowana jest na drodze glodzenia aminokwasowego.
W kolejnych eksperymentach wykazatem, iz specyficzne aminokwasy wptywaja na
odwrécenie efektu dziatania badanych zwigzkow. Takie spostrzezenie moze $wiadczy¢ o
potencjalnych oddziatywaniach ITC z poszczegdlnymi grupami aminowymi wolnych
aminokwasow dostepnych w podtozu lub specyficznosci miejsc wigzania z poszczegdlnymi
domenami biatkowymi. Poniewaz z punktu widzenia skuteczno$ci terapii najistotniejsze jest
efektywne zahamowanie syntezy toksyn Shiga, wykorzystatem model badawczy linii
komorek eukariotycznych zdolnych do ekspresji receptora Gb3 wrazliwych na wigzanie
toksyny. Badanie przezywalnosci komorek (MTT) z wykorzystaniem linii Hela oraz Vero jest
skutecznym 1 doktadnym testem pozwalajacym uzyska¢ dane toksykologiczne. Traktowanie
hodowli bakteryjnych EHEC wybranymi zwigzkami z grupy ITC prowadzilo do znaczacego
zmniejszenia toksyczno$ci lizatow z tych komorek, co $wiadczy o zahamowaniu syntezy
toksyn. Badania te zostaly dodatkowo potwierdzone analiza z wykorzystaniem mikroskopii
fluorescencyjnej umozliwiajacej obserwacje ekspresji biatka markerowego GFP, bedacego
pod kontrola promotora genu toksyn pStx. Poniewaz odpowiedz SOS, aktywowana jest takze
przez genotoksyczne dziatanie na materiat genetyczny reaktywnych form tlenu, i indukcji
profagow, sprawdzilem takze mozliwos¢ powodowania przez badane ITC stresu
oksydacyjnego w komodrkach EHEC, oraz ich wplyw na integralno$¢ btony komodrkowe;.
Przeprowadzone analizy wykazaly brak podwyzszonego st¢zenia reaktywnych form tlenu w
komorkach wystawionych na dziatanie zwigzkéw. Ponadto, uszkodzenia blony powodowane
aktywnoscig ITC wydaja si¢ efektem wtornym zahamowania metabolizmu kwasow
nukleinowych i indukcji odpowiedzi S$cistej niz glownym mechanizmem ich dziatania.
Rezultaty tych badan pozwolily na przyblizenie mechanizmu antybakteryjnego dzialania
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E. coli. Wskazuje to na duzy potencjat praktycznego wykorzystania badanych zwigzkow dla
mozliwosci terapii zakazen bakteriami niosagcymi toksyny Shiga [2, 3].

Ponadto, w kolejnym etapie przygotowania rozprawy postanowitem przeprowadzi¢
analiz¢ majacg na celu wyjasni¢, jak jeden z podstawowych mechanizméw kontroli
metabolizmu RNA w komorkach, za ktory odpowiedzialny jest enzym poliadenylazy RNA |
(PAP 1), moze oddzialywaé na rozwoj badanych bakteriofagow lambdoidalnych. WyniKi
wczesniejszych badan wykazaty, iz mutacje w genie pcnB majg wptyw zaréwno na rozwoj
komorek gospodarza jak i bakteriofaga A. W przeprowadzonych badaniach okreslilismy
wplyw delecji w genie PAP I na rozw0j przedstawicieli fagow lambdoidalnych ®24B, 933W,
P22, P27,P32 oraz bakteriofaga A. Rezultaty eksperymentow pozwolity wykaza¢, iz w
warunkach deficytu PAP | w komorce rozwdj lityczny wiruséw lambdoidalnych zachodzi
istotnie mniej wydajnie niz w komorkach szczepu typu dzikiego. Przejawia si¢ to W obnizone;j
zdolnos$ci do indukcji profaga, jak rowniez w mniejszym plonie bakteriofagowym powstatym
w wyniku infekcji. Co bardziej istotne, w komorkach, w ktorych doszto do indukcji cyklu
litycznego obserwuje si¢ obnizong efektywno$¢ syntezy DNA bakteriofagow. Dalsze
szczegotowe badania wykazaty, iz powaznie uposledzona zostaje zdolnos$¢ bakteriofagow do
lizogenizacji komorek E. coli czyli zintegrowania materiatu genetycznego do chromosomu
gospodarza. Interesujacym jest fakt, iz zaobserwowany fenomen jest wspolny dla wszystkich
badanych bakteriofagéw, co moze wskazywa¢ na podobny mechanizm regulacji rozwoju.
Prawdopodobnym wytlumaczeniem tego zjawiska jest fakt, iz w komodrkach pozbawionych
PAP I, brak mozliwosci potranskrypcyjnej modyfikacji mMRNA wptywa na metabolizm tych
czasteczek. Konsekwencja takiej modyfikacji moze by¢ zmiana stanu fizjologicznego
komorki, poprzez obnizong wydajnos¢ ich degradacji, ale takze uposledzenie specyficznego
dziatania regulatorowych matych RNA takich jak fagowy transkrypt oop. Glebsze poznanie
proceséw stojacych u podstaw tego mechanizmu regulacji wymaga jednak dalszych badan,
ktore moglyby pozwoli¢ na scharakteryzowanie molekularnych celow podlegajacych
modyfikacji [4].

Oryginalne doniesienia, ktore staly sie podstawa niniejszej pracy, procz ogdlnego
znaczenia poznawczego dla podstawowych proceséw biologicznych, maja tez potencjalne
znaczenie aplikacyjne. Wyniki zaprezentowanych badan wskazuja, iz bakteryjne systemy
kontroli ekspresji gendow mogag stanowi¢ molekularny cel w kontroli rozwoju bakteriofagow
lambdoidalnych niosacych geny toksyn. Jednakze rdznice genetyczne badanych wirusow
maj3 istotny wptyw na efektywnos¢ kontroli rozwoju cyklu zyciowego tych bakteriofagow z

udziatem mechanizméw gospodarza. Ponadto udato si¢ zidentyfikowaé grupg naturalnych



substancji antybiotycznych - izotiocyjanianow, oraz przyblizy¢ ich molekularny mechanizm
dziatania prowadzacy do aktywacji kontroli $cistej metabolizmu na drodze glodzenia

aminokwasowego.
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