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Bakterie Eschericha coli powszechnie wystepujg w srodowisku, jak réwniez sg istotnym
sktadnikiem naturalnej flory bakteryjnej jelita grubego cztowieka. Mimo tego, iz w wiekszosci sg one
komensalami, niektdre szczepy mogg takze by¢ patogenne. Do groznych patogendw zaliczane sg szczepy
produkujgce toksyny Shiga (STEC). Zakazenia tymi szczepami sg szczegdlnie niebezpieczne, poniewaz do
tej pory nie istniejg leki, ktére mogtyby pozwoli¢ na zwalczanie infekcji. Toksyny Shiga, bedace gtéwnym
czynnikiem wirulencji tych szczepdw, sg kodowane przez geny znajdujgce sie w genomach bakteriofagéw
Stx. Fagi te nalezg do grupy bakteriofagéw lambdoidalnych, ktére to wykazuja duze podobiefstwo pod
wzgledem budowy do modelowego organizmu biologii molekularnej — faga A. Bakteriofagi Stx w
komérkach E. coli wystepujg w formie profaga, co oznacza, ze ich genom jest zintegrowany z genomem
bakteryjnym. Pod wptywem rdéznych czynnikdw oraz warunkéw panujgcych w komodrce, mozliwe jest
przejscie faga w cykl lityczny, co wigze sie z wycieciem jego genomu, wydajng replikacja DNA, a takze
produkcjg toksyny. Efektywny proces powielania bakteriofagowego genomu jest niezbedny do produkcji
groznej toksyny Shiga. Zgtebienie proceséw warunkujgcych inicjacje replikacji DNA, moze zatem

przyczynic sie do lepszego poznania mechanizmdw patogennosci szczepdw STEC.

Przebieg replikacji DNA bakteriofaga A zostat juz dobrze poznany, jednak sposoby jego regulacji
wcigz nie sg do konca jasne. Wiadomo, ze jest to bardzo ztozony proces angazujgcy zaréwno biatka
kodowane przez faga, jak i maszynerii biatkowej jego bakteryjnego gospodarza. Wielu informacji
dostarczyty badania w systemie in vitro. Replikacja faga A rozpoczyna sie od wigzania biatka O do 4
sekwencji DNA w origin replikacji, nazwanych iteronami. Kluczowga role w zapoczgtkowaniu procesu
powielania materiatu genetycznego faga A petni bakteriofagowe biatko O oraz aktywacja transkrypcyjna
origin replikacji. Bakteriofagi Stx wykazujg nieco odmienng budowe miejsca startu replikacji DNA, jak
rowniez inicjatorowego biatka O. Réznice te mogg leze¢ u podstawy innej regulacji inicjacji replikacji
materiatu genetycznego fagdéw Stx w poréwnaniu do faga A. Najnowsze badania pokazaty, iz ten kluczowy
proces w cyklu rozwojowym fagdéw Stx, moze by¢ mniej zalezny od aktywacji transkrypcyjnej. Wykazano,
ze niektére fagi Stx namnazajg sie w szczepach E. coli o zmniejszonym poziomie transkrypcji z promotora
Pr, W przeciwsienstwie do typu dzikiego.

W niniejszej pracy prezentuje poréwnanie budowy origin replikacji oraz biatek O faga A oraz fagéw
Stx. W swoich badaniach opracowatam protokoty oczyszczania biatek O fagéw Stx P27 oraz 933W.
Zbadatam réwniez wptyw odmiennej budowy inicjatoréw oraz miejsca startu replikacji na skfadanie
kompleksu O-some. Biatka O Stx, podobnie jak biatko AO wystepujg w formie dimeru. Podczas inicjacji
replikacji DNA Stx wigzane sg jedynie 4 sekwencje iteronowe, pomimo obecnosci 6 takich fragmentéw w
ori Stx. Funkcja pozostatych 2 iterondéw nie jest jasna. Jako, ze sekwencje te znajdujg sie w genie
kodujgcym biatka O Stx, rdwniez sekwencje samych biatek sg wydtuzone w poréwnaniu do faga A. Biatka
O P27 oraz 933W posiadajg zatem 13 dodatkowych aminokwaséw. Mogg one stanowic¢ bariere
przestrzeng, a co za tym idzie wptywac¢ na mniejsze upakowanie kompleksu O-some Stx od struktury
wystepujacej u faga A. Taka budowa kompleksu inicjujgcego replikacie DNA moze warunkowacd jej
mniejszg zaleznos$¢ od proceséw zachodzgcych w komdrce gospodarza, réwniez aktywacji transkrypcyjne;.
Dowodow na niezaleznosc¢ sktadania O-some Stx od aktywnej transkrypcji dostarczyty badania wykonane
technika footprinting. Brak potrzeby angazowania elementéw budowy komarki bakteryjnej do wydajnego
powielania genomu bakteriofagowego, moze swiadczyc¢ o specjalizacj fagow Stx..



