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Enterohemorrhagic strains of Escherichia coli (EHEC) and Shiga toxin-encoding bacteriophages

Abstract: Escherichia coli is a bacterium naturally present in the mammalian intestine, occupying this habitat as a commensale. Most
E. coli strains are lysogenic and the prophage status usually does not changes their relations with the host. However, some strains of
this bacterium, including enterohemorrhagic E. coli (EHEC), carry virulence genes, and thus are capable of causing disease in humans.
Infection of humans by these strains causes hemorrhagic colitis and may result in hemolytic-uremic syndrome, a severe complication,
which can be fatal. The major virulence factors of EHEC are Shiga toxins, encoded by genes located on genomes of lambdoid prophages.
Effective production and release of these toxins depend mostly on the induction of Shiga toxin-converting prophages. Many antibiotics
used to treat bacterial infections stimulate induction of Shiga toxin-converting prophages, enhancing severity of the disease symptoms.
Hence, treatment with antibiotics is restricted if infection with EHEC is confirmed or even suspected, which causes serious therapeutic
problems. In this light, understanding the mechanisms of prophage induction and regulation of development of lambdoid phages in
human intestine is important to facilitate the discovery of procedures preventing or alleviating Shiga toxin-caused diseases. In this article,
we present an overview of EHEC and Shiga toxin-converting phages, providing also the background for molecular biology of lambdoid
bacteriophages (which is important to understand mechanisms of control of development of phages carrying Shiga toxin genes) and
discussing recently published reports in this field.
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1. Wstep

Mimo iz wiekszo$¢ szczepow Escherichia coli to bak-
terie wystepujace w jelicie cztowieka jako komensale,
wystepuja wérdd nich réowniez szczepy patogenne dla
ludzi. Przykladem sg enterokrwotoczne E. coli (EHEC),
powodujace krwawe biegunki, ze stosunkowo czesto
wystepujacymi powaznymi powiklaniami, jak np. zespot
hemolityczno-mocznicowy [98]. Zakazenia szczepami
EHEC maja najczesciej charakter lokalnych epidemi,
czego przyktadem byly niedawne liczne infekcje, ktore
mialy miejsce w Niemczech i ktdre doprowadzity do
kilkudziesigciu zgonéw zakazonych oséb [71].

Szczepy EHEC produkujg réznorodne czynniki
infekcyjne, niemniej jednak najgrozniejszymi z nich sg
toksyny Shiga. To wiasnie dzialanie tych toksyn powo-
duje najpowazniejsze powiklania zwigzane z infekcjami

tymi bakteriami [62]. W przeciwienistwie do wielu
innych czynnikéw infekcyjnych, toksyny Shiga kodo-
wane s3 nie w chromosomie bakterii, ale w genomie bak-
teriofagdw wystepujacych w szczepach EHEC w postaci
profagow [41]. W zwiazku z powyzszym efektywna
ekspresja tych genéw (zwanych stx) nastepuje dopiero
po indukcji profaga i rozpoczecia przez bakteriofaga
rozwoju litycznego. Zwigzana z tym masowa produk-
cja toksyn Shiga oraz ich uwolnienie po spowodowanej
przez faga lizie komorki bakteryjnej skutkuje ich specy-
ficznym dziataniem na komorki ludzkie, wywotujagcym
charakterystyczne objawy chorobowe.

W tym artykule podsumujemy aktualng wiedze
o szczepach EHEC i bakteriofagach kodujacych toksy-
ny Shiga oraz przedyskutujemy problemy zwiazane z po-
tencjalnym zapobieganiem zakazeniom i ich efektom
oraz leczeniem, w przypadku gdy do zakazenia doszlo.
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2. Bakteriofagi niosace geny toksyn Shiga
- ogodlna charakterystyka

Bakteriofagi przenoszace geny toksyn Shiga zostaly
zidentyfikowane w 1983 roku. Genomy tych bakte-
riofagéw stanowi dwuniciowy, liniowy DNA o dlu-
gosci od okolo 40 do 70 tysiecy par zasad (kpz) [73]. Na
podstawie ich budowy morfologicznej mozna wyrdz-
ni¢ kilka typow. Jedne sa zbudowane z ikozaedralnej
glowki i krétkiego cienkiego ogonka np. 933W i 924,
[3]. Inne sktadaja sie z wydtuzonej ikozaedralnej gtowki
oraz dlugiego, cienkiego ogonka np. H-19B [81] i 2851
[83]. Moga tez posiada¢ ikozaedralng glowke i gruby,
dlugi ogonek np. P27 [51]. Fagi z krétkim ogonkiem
wykorzystuja do adsorpcji biatko YaeT. Jest to biatko
zewnetrznej blony, szeroko rozpowszechnione i konser-
wowane ewolucyjnie u bakterii Gram-ujemnych. Fagi
z dlugimi ogonkami adsorbuja si¢ zwykle na ligandach
powierzchniowych, takich jak OmpC [81].

Bakteriofagi przenoszace geny toksyn Shiga naleza
do fagéw lambdoidalnych, ktérych genom zbudowany
jest w podobny sposéb jak u faga A (Rys. 1). Sklada sie
on z blokéw genéw, kodujacych biatka odpowiedzialne
za konkretne funkcje. Skutkiem tego jest to, ze genomy
fagow lambdoidalnych wykazuja mozaikowata budowe
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Rys. 1. Uproszczona mapa genomu bakteriofaga A i plazmidow
od niego pochodzacych. Zaznaczone s3 rejony genomu kodujace
biatka pelnigce funkcje w poszczegélnych procesach zachodzacych
podczas rozwoju bakteriofaga (tworzenie gtowki i ogonka, rekom-
binacja, replikacja, regulacja ekspresji genow, liza komorki gospo-
darza). Strzatkami zaznaczone sg gléwne transkrypty, a poprzeczne
linie oznaczajg polozenie gtéwnych terminatoréw transkrypcji
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gdyz czesto dochodzi pomigdzy nimi do rekombinacji
i wymiany genéw [35]. Mimo podobienstw w morfo-
logii i strukturze genomu majg zréznicowana sekwencje
nukleotydowa [14]. Poza kodowaniem toksyny Shiga,
cze$¢ z tych fagow koduje réwniez kinaze serynowo-
-treoninowq oraz zawiera geny dla rzadkich tRNA
izoleucyny i argininy, ktére to aminokway znajduja
sie w toksynie oraz we wspomnianej wczesniej kinazie
[63]. Bakteriofagi te s3 zdolne do infekgji i lizogeniza-
cji laboratoryjnych [1] oraz pochodzacych z ludzkiego
jelita szczepdw E. coli zaréwno niepatogennych jak
i patogennych, réwniez tych posiadajacych juz profaga
kodujacego toksyne Shiga. Powstate w ten sposdb lizo-
geny sa zdolne do produkgji toksyn oraz infekcyjnych
czastek fagowych. Powoduje to rozprzestrzenianie si¢
genow toksyn wsrdd innych szczepow E. coli oraz innych
szczepodw z rodziny Enterobacteriaceae [72]. Fagi te
w podobny sposéb powodujg transdukeje gendw tok-
syny Shiga réwniez u zwierzat [15]. Wydaje sie ze jedy-
nym mozliwym ograniczeniem w rozprzestrzenianiu sie
tych fagéw w jelitach ssakow jest brak odpowiedniego
gospodarza, wrazliwego na danego faga [75]. Kolejnym
waznym czynnikiem umozliwiajacym rozprzestrzenia-
nie sie genow tych toksyn, jak i innych genéw sa defek-
tywne profagi. Okazuje si¢, ze cze$¢ z nich, po zakaze-
niu komdrki innym fagiem indukuje si¢ i jest uwalniana
z komorki bakteryjnej jako DNA mogace transformo-
wacé inne bakterie. Stanowig wiec one wazne elementy
genetyczne o duzej zdolnosci do rozprzestrzeniania sig
wsrod komorek bakteryjnych [5].

Poniewaz — jak wspomniano powyzej — bakteriofagi
niosace geny toksyn Shiga nalezg do rodziny fagéw lamb-
doidalnych, ponizej oméwione zostang pokrétce mecha-
nizmy kontroli rozwoju faga A, najlepiej poznanego czfon-
ka tej rodziny. Poznanie bowiem tych mechanizmow jest
kluczowe dla zrozumienia specyfiki regulacji zaréwno
procesow zachodzacych podczas rozwoju fagéw niosa-
cych geny toksyn Shiga jak i produkgji tych toksyn.

3. Bakteriofagi lambdoidalne

Cechg charakterystyczng wszystkich fagéw lambdo-
idalnych jest podobna organizacja genomu. Zbudowany
jest on z blokéw gendw, z ktérych kazdy odpowiada za
poszczegolne funkcje np.: blok genéw regulacyjnych,
replikacyjnych czy strukturalnych. Powoduje to, ze geny
odpowiedzialne za poszczegdlne procesy majg podobng
lokalizacje w genomie np.: gen represora cl jest potozony
zawsze pomiedzy promotorami p, i p,. Kolejng cechg
tych fagow jest to, ze geny znajduja si¢ pod kontrola
podobnie dzialajacych promotoréw oraz sg regulowane
przez podobne procesy jak np.: antyterminacja trans-
krypcji. Rowniez powstajgce biatka wykazujg podobien-
stwo w funkgji, np. zaden z fagéw lambdoidalnych nie
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koduje wlasnej polimerazy, ale kazdy ma swoje biatka
antyterminatorowe [12]. Dzigki takiej budowie genomu
tatwo dochodzi do wymiany poszczegdlnych modutow
genow pomiedzy fagami lambdoidalnymi. Proces ten
zachodzi poprzez horyzontalny transfer genéw, ktéry
moze nastgpi¢ albo w procesie homologicznej rekom-
binacji, dzigki krétkim sekwencjom homologicznym
znajdujacym sie na granicy genéw, albo rekombinacji
niehomologicznej, w przypadkowym miejscu w geno-
mie. Niehomologiczna rekombinacja moze prowadzi¢
do uszkodzenia regionéw kodujacych, co z kolei moze
powodowac¢ eliminacje takiego faga z naturalnego $ro-
dowiska. W zwiazku z tym pozostang tylko te, ktore
w wyniku takiej rekombinacji nie majg uszkodzonych
zadnych istotnych genéw [10]. Skutkiem tych proceséw
jest powstanie bakteriofaga o genomie, ktory sktada sie
z blokéw gendéw pochodzacych od réznych fagow, czyli
charakteryzuje sie mozaikowatg budowg genomu np.:
geny strukturalne faga A majg inng zawarto$¢ par GC niz
geny regulacyjne, co moze $wiadczy¢ o tym, ze pocho-
dza z innego zrédla [13].

Bakteriofagi posiadaja réwniez dodatkowe elementy
genetyczne nazwane w literaturze anglojezycznej ,mo-
ron” (od ang. more — wigcej), poniewaz zwiekszaja one
ilo¢ DNA w genomie faga. Sa to geny, pochodzace
z zewnetrznego zrdédla, nie zwigzane z funkcjg sasia-
dujacych genéw, posiadajace wlasny promotor i ter-
minator. Moga dawa¢ korzys¢ gospodarzowi lub by¢
wykorzystane w czasie rozwoju faga [29]. Do wymiany
tych elementdw genetycznych pomiedzy bakteriofagami
moze dojs¢, gdy te sama bakterig atakujg rozne fagi, lub
gdy w zaatakowanej bakterii znajdujg sie¢ profagi [28].
W genomach niektérych bakterii, np. enterokrwotocz-
nych E. coli (EHEC), moze by¢ nawet do kilkunastu pro-
fagéw lambdoidalnych, co prowadzi do tatwej rekombi-
nacji z genomem infekujacego faga. Niektore profagi sa
defektywne, a ich geny moga by¢ wykorzystywane przez
bakterie, np. produkty genéw ogonka znajdujacych si¢
pod kontrolg regulacyjnych systeméw bakterii moga
dziata¢ jako bakteriocyny [30]. Mechanizm wymiany
dodatkowych elementéw genetycznych prowadzi mie-
dzy innymi do przenoszenia przez bakteriofagi genéw
kodujacych czynniki wirulencji takie jak toksyny Shiga,
bialka blony zewnetrznej czy enzymy zmieniajace struk-
ture LPS [91]. Bakteriofagi sa wiec waznymi posred-
nikami w horyzontalnym transferze genéw pomiedzy
bakteriami, oraz wplywaja na réznorodnos¢ bakteryj-
nych genomoéw [58, 61].

4. Bakteriofag \
Najlepiej poznanym przedstawicielem fagéw lamb-

doidalnych jest bakteriofag A (Rys. 2). W tym rozdziale,
w przypadku podstawowych informacji bedziemy odno-
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Rys. 2. Wirion bakteriofaga A.
Zdjecie spod mikroskopu elektronowego TEM
(dzigki uprzejmosci dr Grazyny Konopy, Uniwersytet Gdanski).

si¢ sie do opublikowanych stosunkowo niedawno arty-
kuléw przegladowych [59, 93, 95], w ktérych czytelnik
znajdzie szersze dane literaturowe, ograniczymy sie nato-
miast do cytowania jedynie najwazniejszych i najnow-
szych prac oryginalnych dotyczacych bakteriofaga A.

Genom faga A, schematycznie przedstawiony na
Rys. 1., stanowi linowa, dwuniciowa czasteczka DNA
o dlugosci 48502 par zasad zakonczona 12-nukleoty-
dowymi lepkimi koncami. Bakteriofag A zostal skla-
syfikowany do rzedu Caudovirales i rodziny Siphovi-
ridae. Wirion zbudowany jest z ikozaedralnej gtéwki
o $rednicy 54 nm i ogonka nie posiadajacego kurczliwej
pochewki o §rednicy 15 nm i dtugosci 150 nm. Na koncu
ogonka znajduje sie¢ wldkienko koncowe o srednicy
2 nm i dlugosci 25 nm. Badania nad bakteriofagiem A
zaczeto w polowie XX wieku. Od tego czasu stal sie on
organizmem modelowym, dzi¢ki ktéremu poznano
regulacje podstawowych procesow genetycznych takich
jak: represja i aktywacja promotordw, antyterminacja
transkrypcji czy rekombinacja DNA [95]. Wykorzysty-
wany jest rowniez jako najprostszy model do badania
czynnikéw majacych wpltyw na wybdr alternatywnych
drég rozwojowych. Jest to kluczowe dla efektywnej pro-
pagacji tego faga, w réznych warunkach wzrostu komo-
rek gospodarza [95]. Ponizej przedstawione zostang
dwie alternatywne drogi rozwojowe bakteriofaga A
i poszczegolne ich etapy.
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4.1. Adsorpcja i injekcja DNA

Infekcja rozpoczyna si¢ od adsorpcji faga na po-
wierzchni komorki bakteryjnej [95]. Podczas tego
procesu dochodzi do specyficznego oddzialywania
pomiedzy fagowym biatkiem J, budujacym widkienko
koncowe, a bakteryjnym biatkiem LamB, tworzacym
poryne maltozowa. Poryna ta umozliwia transport mal-
tozy do wnetrza komorki i jest umiejscowiona wzdluz
komorki gospodarza na blonie zewnetrznej. Adsorpcja
faga zalezy od obecnosci jonow Mg?*, ktére neutrali-
zuja ujemny tadunek na powierzchni blony. Pierwot-
nie wyizolowany bakteriofag A miat dodatkowo szes¢
dlugich wldkien przyspieszajacych adsorpcje, jednak
zostaly one utracone przez mutacje w genie stf. Efektem
tego byto zwigkszenie lysinek fagowych co znacznie ufa-
twilo prace z tym bakteriofagiem. Natomiast w warun-
kach naturalnych, czyli w jelitach ssakow, gdzie znaj-
duja sie sole zétciowe i weglowodany, do adsorpcji faga
na powierzchni komorki potrzebne jest jeszcze jedno
biatko zewnetrznej blony gospodarza: Ag43, ktore bierze
udzial w autoagregacji komdrek Escherichia coli. Biatko
to moze dziala¢ jako dodatkowe miejsce wigzania faga
z komorka bakteryjng w srodowisku o niskim stezeniu
jonoéw dwuwartosciowych [95].

Po zaadsorbowaniu sie czastki fagowej na powierzch-
ni btony dochodzi do przesuniecia zwigzanego wirionu
z bialkiem LamB do bieguna komorki. Tutaj znajduje
sie najwigksza koncentracja biatka ManY, niezbednego
do injekcji fagowego DNA. Biatko to umiejscowione jest
w blonie wewnetrznej i jest jednym z elementéw budu-
jacych system transportujacy mannoze. Tak si¢ dzieje
jesli komorke gospodarza zainfekuje mata liczba czastek
fagowych od 1 do 5 na jedng komoérke (niskie m.o.i.
czyli wielokrotno$¢ zakazenia). Przy wiekszej liczbie
bakteriofagéw injekcja moze nastagpi¢ w miejscu zaad-
sorbowania si¢ faga. W procesie tym biorg tez udziat
nastepujace biatka fagowe: V (gtéwne biatko ogonka),
G i H (bialka Iaczace widkienko koncowe z ogonkiem)
oraz Z (laczy glowke z ogonkiem oraz jest zwigzane
z koncem DNA wystajacym do ogonka) [17]. Podczas
wprowadzania fagowego materialu genetycznego do
wnetrza komorki dochodzi do niespecyficznych wigzan
z bialkami gospodarza np. HU. Powoduje to kondensa-
cje DNA fagowego i wepchniecie go na skutek gradientu
ci$nienia osmotycznego pomiedzy cytoplazma a sro-
dowiskiem zewngtrznym do upakowanej cytoplazmy
gospodarza [34].

4.2. Faza decyzji ,,liza czy lizogenia”

Po injekcji nastepuje cyrkularyzacja fagowego DNA
dzieki 12-nukleotydowym koncom cos, ktdre sg ligo-
wane przez ligaze gospodarza. Na tym etapie fag musi
»podja¢ decyzje” o wyborze jednej z alternatywnych
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drég rozwojowych: litycznej badz lizogennej (do szcze-
gotowych odnosnikow literaturowych odsytamy czytel-
nika do prac przegladowych: [59, 95]). Po cyrkularyzacji
genomu faga, bakteryjna polimeraza RNA rozpoczyna
transkrypcje z dwdch wezesnych promotoréw fagowych:
p, i p,. Pierwszymi genami transkrybowanymi z pro-
motora p, sg cro i cIl. Natomiast z promotora p, trans-
krybowany jest gen N, kodujacy biatko antyterminato-
rowe. Tworzy ono kompleks z biatkami bakteryjnymi
powodujacy, Ze polimeraza RNA nie rozpoznaje termi-
nator6w w operonach p, ip,, co umozliwia transkrypcje
kolejnych genéw. Z kolei biatko CII (produkt genu cII)
jest aktywatorem promotora p,, z ktérego rozpoczyna
sie transkrypcja genu cI. Wspoélzawodnictwo pomig-
dzy bialkiem Cro (produkt genu cro), decydujacym
o rozwoju litycznym, a biatkiem CI (produkt genu cI),
decydujacym o rozwoju lizogenicznym, jest kluczowym
procesem przy decyzji ,,liza czy lizogenia”. Zwigzane jest
to z oddzialywaniem obu tych bialek z regionami ope-
ratorowymi OLI, OL2 i OL3 promotora p, oraz ORI, ORZ
i O3 promotora p,, w wyniku czego dochodzi do zaha-
mowania transkrypcji z tych promotoréw [59].

Biatko CI dziala jako dimer w ktérym kazdy z mono-
mer6w zbudowany jest z dwdch domen. Jedng z nich
jest domena N-terminalna zawierajagca motyw helisa-
-zwrot-helisa, odpowiadajaca za wigzanie do DNA.
Natomiast druga domena C-terminalna zawiera har-
monijke  bioracg udziat w tworzeniu dimeréw i inte-
rakeji pomigdzy dimerami. W tej domenie znajduje sie
tez miejsce autoproteolizy biatka CI, do ktdrej docho-
dzi podczas indukgji profaga. Dimery biatka CI koope-
ratywnie wigzg si¢ do operatoréw O,1 i O,2 hamujac
aktywnos¢ promotora p, oraz do operatoréw O 1i 0,2
hamujgc aktywno$¢ promotora p,. Nastepnie dochodzi
do zagiecia DNA i oddzialywania pomigdzy ustawio-
nymi naprzeciwko siebie tetramerami CI zwigzanymi
Z wyzej wymienionymi miejscami operatorowymi, two-
rzac oktamery. Powoduje to powstanie petli na DNA,
ktéra wzmacnia aktywno$¢ promotora p,, zaktywowa-
nego po zwigzaniu biatka CI w operatorze O 2. Z tego
promotora nastepuje efektywna transkrypcja genu cl.
Podczas rozpoczecia transkrypcji polimeraza RNA
moze wigzac si¢ zaréwno do promotora p, jakip,, ale
szybko$¢ tworzenia kompleksu otwartego na promoto-
rze p, jest wyzsza niz na p, . Ponadto jedli polimeraza
RNA jest zwigzana jednocze$nie z tymi promotorami,
to na p, nie dochodzi do utworzenia kompleksu otwar-
tego. Otwarcie kompleksu transkrypcyjnego zachodzi
dzieki specyficznym oddzialywaniom miedzy polime-
razag RNA a dwoma regionami bogatymi w pary AT,
ktoére znajduja si¢ przed miejscem ,start” na DNA.
Powoduje to owinigcie DNA wokot polimerazy RNA w
czym bierze udzial C-terminalna domena podjednostki
a polimerazy RNA. Promotor p,, jest stabym promoto-
rem bez aktywacji przez biatko CI. Dochodzi do wiaza-
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nia tetrameréw CI w operatorach O,3 1 O,3 co stabili-
zuje powstalg petle i efektywnie hamuje promotory p,
p, jak i p,,. Wspoldziatanie dimeréw CI podczas wig-
zania do operatoréw nie jest konieczne w rozwoju
faga A, ale powoduje, Ze mniejsza ilo$¢ tego bialka jest
potrzebna do ustanowienia decyzji o lizogenicznym roz-
woju bakteriofaga [7].

Biatko Cro zbudowane jest z jednej domeny i wigze
sie rowniez jako dimer do tych samych miejsc operato-
rowych, ale w odwrotnej kolejnosci niz biatko CI [59].
Do niedawna uwazano, ze biatko Cro wigzac sie z ope-
ratorem O,3 hamuje promotor p,, uniemozliwiajac
produkecje wystarczajacej ilo$ci biatka CI do rozpocze-
cia cyklu lizogenicznego, a przez to powoduje rozpo-
czecie rozwoju litycznego. Ostatnie badania pokazaly,
ze zwigzanie Cro do tego operatora nie jest konieczne
do hamowania promotora p,, podczas indukeji profaga
[6]. Wydaje sig, ze rolg bialka Cro w cyklu litycznym
po zwigzaniu do operatoréw jest zahamowanie trans-
krypcji z promotoréw p, i p,. Powoduje to zatrzymanie
transkrypcji genow cIl i cIIT, ktdrych produkty biatkowe,
odpowiednio CII i CIII, pozytywnie wptywaja na ilos¢
biatka CI. Zaprzestanie produkgeji biatka CII podczas
rozwoju litycznego jest istotne rowniez dlatego, ze
jest ono toksyczne dla komorek gospodarza. Biatko
to przez wigzanie do podjednostki p polimerazy RNA
moze hamowa¢ transkrypcje bakteryjnych gendw. Takze
nadprodukgja tego biatka powoduje zahamowanie repli-
kacji genomu gospodarza.

W zaleznosci od tego, ktorego biatka Cro czy CI
jest wiecej w komorce bakteryjnej, bakteriofag wybiera
odpowiednig droge rozwoju. Zalezy to od warunkéw
fizjologicznych w jakich znajduje si¢ komorka gospo-
darza. Rozwojowi litycznemu sprzyjaja korzystne
warunki wzrostu komoérek gospodarza, takie jak: bogata
pozywka, wysoka temperatura i niskie m.o.i. zaka-
zajacego faga. Natomiast rozwojowi lizogenicznemu
sprzyjaja niekorzystne warunki wzrostu, czyli: uboga
pozywka, niska temperatura oraz duza liczba fagow
infekujaca ta samg komorke bakteryjng [95]. Rowniez
w populacji bakterii rosnacych w takich samych warun-
kach, komorki wigksze, czyli bedace w lepszej kondycji
czedciej beda lizowane po zakazeniu bakteriofagiem A
niz te mniejsze [82].

4.3. Rozwdj lizogeniczny

Kluczowym biatkiem w rozwoju lizogenicznym jest
biatko CII, od ktdrego aktywnosci zalezy poziom bial-
ka CI. Biatko CII tworzy tetramery zbudowane z podob-
nych dimerdéw. Kazdy z monomeréw tego biatka zawiera
motyw helisa-zwrot-helisa, ale tylko dwa monomery
biorg udzial w wigzaniu do DNA. Bialko to jest aktywa-
torem trzech promotor6w fagowych: p,, p;ip,, (Rys. 3).
Stymulacja tych promotoréw polega na zwiazaniu sie
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Rys. 3. Schemat mechanizmu wyboru rozwoju lizogenicznego

faga lambdoidalnego. Nazwy genéw znajduja si¢ pomiedzy prze-

rywanymi liniami symbolizujacymi genom faga A. Strzatki wzdtuz

przerywanych linii pokazuja kierunek transkrypcji z promotoréw.

Strzatki odchodzace od biatka N pokazuja antyterminacje, a od

biatka CII aktywacje promotoréw. Tepo zakoniczone linie oznaczaja
hamowanie aktywno$ci biatka lub genu

biatka CII w miejscu zachodzacym na rejon -35 pro-
motora i oddzialywaniu z podjednostka a polimerazy
RNA. Aktywacja promotora p, powoduje transkrypcje
genu cl. Dzieki temu powstaje pula bialka CI aktywujaca,
po zwigzaniu z O, 2, wlasny promotor p,, [59].

Z kolei na matrycy mRNA tworzonego z promo-
tora p, powstaje biatko Int niezbedne w procesie integra-
cji genomu faga A z chromosomem gospodarza (Rys. 3).
Gen int jest takze pod kontrolg promotora p,, ale
powstajace z niego transkrypty sa degradowane zanim
dojdzie do translacji biatka Int. Dochodzi tutaj do tzw.
retroregulacji. Polega ona na tym, Ze za genem int znaj-
duje si¢ region sib tworzacy strukture szpilki do wlosow.
Jest to struktura rozpoznawana przez bakteryjna RN-
-azelll, ktora degraduje mRNA dla biatka Int. Region
sib jest transkrybowany, poniewaz polimeraza RNA jest
w kompleksie z antyterminatorowym biatkiem N, przez
co nie rozpoznaje terminatora t  potozonego pomiedzy
genem int a regionem sib. Natomiast gdy transkrypcja
genu int zachodzi z promotora p, polimeraza RNA nie
jest zwigzana z bialkiem N i zatrzymuje si¢ na termina-
torze t . Region sib nie jest transkrybowany i dochodzi
do efektywnej translacji biatka Int.

Ostatnim promotorem aktywowanym przez tetramer
biatka CII jest promotor p_, w wyniku czego powstaje
RNA antysensowny do transkryptu biatka Q (Rys. 3).
Bialko to jest kolejnym czynnikiem antyterminatoro-
wym umozliwiajgcym transkrypcje gendéw struktu-
ralnych bakteriofaga \ oraz genéw kodujacych biatka
powodujacych lize komorki gospodarza. Dzigki aktyw-
nosci p_,, nie dochodzi do ztozenia i uwolnienia czastek
fagowych w komorce lizogennej fagiem X. W aktywacji
promotordw p, i pa, ale nie p, moze bra¢ udziat oprécz
biatka CII réwniez bakteryjne biatko SeqA [95]. Sche-
mat przedstawiajacy poczatkowa faze wyboru rozwoju
lizogenicznego jest przedstawiony na Rys. 3.

Ilos¢ biatka CII w komorce zalezy od réznych czyn-
nikow zaréwno bakteryjnych jak i fagowych. Pierw-
szym z nich jest antysensowny transkrypt powstajacy
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z fagowego promotora p , tzw. OOP RNA. Jest on kom-
plementarny do konca 3’ transkryptu dla biatka CII, co
uniemozliwia translacje i powstanie tego biatka. Stabil-
no$¢ OOP RNA zalezy z kolei od wydajnosci jego polia-
denylacji przez bakteryjng poli(A) polimeraze I, PAP I,
co powoduje degradacje tak zmodyfikowanego mRNA
przez RN-aze III. W wolno rosngcych komdrkach gospo-
darza dochodzi do wydajniejszej poliadenylacji OOP
RNA, a co za tym idzie do powstania wigkszej ilosci bial-
ka CII, mogacego aktywowac promotory p;, p;ip,, [33].

Kolejnym biatkiem bakteryjnym wplywajacym na
ilos¢ biatka CII, w tym przypadku wplywajacego na jego
stabilnos¢, jest proteaza HfIB (FtsH), ktora degraduje
biatko CII (Rys. 3). Dzieje si¢ tak dzieki odpowiedniej
sekwencji sygnalowej znajdujacej si¢ na C-konicu mono-
meru CII. Na stabilno$¢ biatka CII ma takze wplyw tem-
peratura. Im jest ona nizsza tym powstaje wigcej stabil-
nych tetrameréw bialka CII. W temperaturze ponizej
20-25°C dochodzi tylko do rozwoju lizogenicznego.
W wyzszych temperaturach przewazaja monomery
i dimery biatka CII, ktdre sg efektywnie degradowane
przez proteaze HflB. Natomiast aktywnos¢ tej proteazy
jest hamowana przez bakteryjne alarmony glodu cAMP
i ppGpp; ktérych ilos¢ wzrasta w komoérkach gospodarza
podczas hodowli w ubogiej pozywce. Prowadzi to do
zwigkszenia stabilnosci biatka CII. Nukleotyd ppGpp
jest réwniez negatywnym regulatorem promotora p,
oraz pozytywnym promotoréw p,, p; i P.o aktywowa-
nych przez biatko CII [95].

Nastepnym czynnikiem majacym wplyw na stabil-
no$¢ biatka CII jest fagowe biatko CIII. Jest ono zbudo-
wane z 54 aminokwasow i zawiera centralng a-helise
bioraca udzial w aktywnosci tego biatka. CIII chroni
biatko CII przed degradacja przez proteaze HfIB. Dzieje
sie tak dlatego, poniewaz bialko CIII jest kompete-
tywnym inhibitorem proteazy HfIB, ktory wiaze sie do
miejsca degradacji w tej proteazie, bardziej efektywnie
niz CII. W ten sposéb, samemu ulegajac trawieniu,
hamuje degradacje CII [36].

Ilos¢ biatka CIIT w komorce jest zalezna od tempe-
ratury, im jest ona nizsza tym wydajniejsza translacja
tego biatka. Spowodowane jest to tworzeniem dwoch
alternatywnych struktur transkryptu. W niskich tempe-
raturach powstaje transkrypt z fatwo dostepnym miejs-
cem Shine-Dalgarno i kodonem ,,start” dla rybosomu,
dzieki czemu zachodzi wydajna translacja tego biatka.
Translacja jest rowniez stymulowana przez wigzanie
RN-azy III do mRNA, co powoduje ekspozycje miejsca
przylaczenia rybosomu, a nie degradacje transkryptu.
W niskiej temperaturze promotor p , pod ktérego kon-
trola znajduje sie gen cIII, jest bardziej aktywny. Biatko
CIII powoduje tez indukcje bakteryjnej odpowiedzi
stresowej poprzez stabilizacje czynnika 0%, ktéry umoz-
liwia transkrypcje biatek szoku termicznego. Tak samo
jak w przypadku biatka CII, dzigki trawieniu CIII przez
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proteaze¢ HfIB, nie dochodzi do trawienia tego czynnika
transkrypcyjnego. Powoduje to z jednej strony pro-
dukcje bakteryjnej proteazy Lon, degradujacej fagowe
biatko N, a z drugiej strony bialek Dna]J, DnaK i GrpE
potrzebnych podczas replikacji genomu faga A. Ilo§¢
biatka CIII zalezy réwniez od ilo$ci fagdw zakazajacych
jedna komorke bakteryjng [95].

Przy niskim m.o.i, kiedy injekcja fagowego DNA
zachodzi na biegunach komérkowych, dochodzi réw-
niez do wydajnej degradacji biatka CIL. Dzieje si¢ tak
dlatego ze w tym miejscu jest takze duza ilo§¢ proteazy
HAIB, ktdra efektywnie trawi CII, do tego jest mato kopi
genu CIII, a w zwiazku z tym powstaje mniej tego bialka.
Przy wysokim m.o.i. gdy injekcja genomu faga A naste-
puje w miejscu adsorpcji czastki fagowej jest nie tylko
wyzsza produkcja biatka CIII, ale réwniez CII moze
pojawic si¢ tam gdzie jest mniejsza ilo$¢ proteazy HfB,
co zmniejsza efektywno$¢ trawienia tego biatka [17].

Podczas rozwoju lizogenicznego nastepuje integracja
genomu faga A z chromosomem Escherichia coli. Odpo-
wiedzialny jest za to proces rekombinacji miejscowo-
-specyficznej pomiedzy fagowym miejscem attP (POP’)
a bakteryjnym miejscem attB (BOB’). Miejsce attP znaj-
duje si¢ za genem int w genomie bakteriofaga, a miejsce
attB jest pomiedzy operonami gal i bio na chromosomie
gospodarza. Miejsca integracji sa do siebie homolo-
giczne tylko w czgéci rdzeniowej O, zbudowanej z 15 par
zasad i bogatej w pary AT. Pozostale elementy P, P, B
i B’ tworza proste jak i odwrocone powtdrzenia oraz
sekwencje palindromiczne rozpoznawane przez biatka
biorgce udzial w integracji i wycieciu DNA fagowego.
W rekombinacji miejscowo-specyficznej udziat bierze
poza fagowym bialkiem Int, takze bakteryjne biatko
IHE ktére po zwiazaniu z DNA powoduje jego zagigcie
i ekspozycje miejsca attB. Biatko Int po rozpoznaniu
miejsc attP i attB przecina obie nici zaréwno fagowego
jak i bakteryjnego DNA w rejonie O, a nastepnie taczy je
ze soba, co powoduje integracje materialu genetycznego
bakteriofaga z chromosomem gospodarza. W wyniku
tej reakcji genom profaga jest flankowany hybrydowymi
miejscami att: BOP” i POB’ Miejsce attB rozpoznawane
przez bakteriofaga A, mimo ze nie koduje zadnych
gendw jest takie same w réznych szczepach E. coli. Bak-
teriofag ten posiada tez dodatkowe miejsce integracji
z chromosomem gospodarza [38, 59].

Stan profaga jest bardzo stabilny dzieki aktywnosci
promotora p,, z ktorego jest transkrybowany gen cI.
Dzieki temu biatko CI utrzymuje si¢ na statym poziomie
i efektywnie hamuje promotory p, i p, oraz chroni bak-
terie przed zakazeniem przez innego faga A, czyli przed
tak zwang superinfekcjg (Rys.4). Z tego promotora
dochodzi réwniez do transkrypcji dwoch dodatkowych
genow: rexA i rexB. Gen rexB ma dodatkowo jeszcze
dwa promotory p  ip, ., ktore s3 aktywne w stanie pro-
faga. Produkt tego genu, biatko RexB chroni komoérke
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Rys. 4. Schemat transkrypcji genéw profaga A regulowanej przez
bialko CI. Nazwy genéw znajdujg si¢ pomiedzy przerywanymi
liniami symbolizujacymi genom profaga A. Strzatka wzdtuz prze-
rywanej linii pokazuje kierunek transkrypcji z promotora. Strzatka
odchodzaca od bialka CI pokazuje aktywacje promotora, a tepo
zakonczone linie oznaczaja hamowanie aktywno$ci promotoréw.

gospodarza przed $miercig w czasie glodu aminokwaso-
wego, zwigzanego z aktywnoscig systemu genoéw mazE
i mazF. Zapobiega réwniez $mierci komorki bakteryjnej
po utracie profaga P1, wykorzystujacego system phd-
-doc, przez inaktywacje bakteryjnej proteazy ClpXP.
Natomiast produkty obu genéw rex biorg udzial w blo-
kowaniu superinfekcji innymi fagami np. mutanta faga
T4 w genie rII. W stanie profaga dochodzi do ekspresji
takze innych gendw fagowych. Nalezg do nich dwa geny
strukturalne ogonka G i T, gen bet, ktérego produkt bial-
kowy bierze udzial w rekombinacji homologicznej, gen
xis zwigzany z wycieciem genomu faga z chromosomu
gospodarza oraz otwartej ramki odczytu orf63, ktorej
funkcja nie jest znana [60].

4.4. Indukcja profaga

Indukgja jest to proces, podczas ktdrego nastgpuje
przejscie ze stanu profaga w rozwdj lityczny [59, 95].
Moze ona nastapi¢ w sposob spontaniczny lub zostaé
wymuszona przez czynniki powodujace uszkodzenia
w DNA, takie jak: promieniowanie UV, X czy za pomoca
mutagendw takich jak mitomycyna C. Promieniowanie
UV generuje pekniecia w DNA, powoduje hydratacje
cytozyny i uracylu oraz powstawanie kowalencyj-
nych wigzan, czego efektem s3 dimery pirymidynowe.
Ponadto promieniowanie to sprawia powstawanie wol-
nych rodnikéw, ktére maja wplyw na indukuje profaga
A. Dodanie substancji wylapujacej wolne rodniki np.,
glutationu, powoduje opo6znienie w indukeji profaga
[43]. Natomiast aktywny metabolit mitomycyny C
alkiluje azot guaniny w strukturze DNA oraz kowalen-
cyjnie faczy komplementarne nici DNA. Moze réwniez
reagowac z komoérkowymi czgsteczkami tlenu tworzac
wolne rodniki. Indukcje profaga A moga wywolywac
takze zwigzki nie dzialajgce bezposrednio na strukture
DNA np. norfloksacyna (NFLX) [50]. Jest to antybiotyk
nalezacy do drugiej grupy fluorochinolonéw. Hamuje on
aktywnos$¢ gyrazy DNA wigzac si¢ do jej podjednostki
A, ktéra jest odpowiedzialna za oddziatywania z DNA.
Gyraza DNA wprowadza negatywne skrety do struktury
DNA. Dziatanie NFLX powoduje zahamowanie syntezy
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DNA i powstanie jednoniciowych fragmentéw DNA.
Indukcje profaga powoduja rowniez czynniki, ktoérych
metabolizm w komoérce prowadzi do powstania reak-
tywnych form tlenu np. nadtlenek wodoru. Prowadzi to
do oksydacji zasad DNA i uszkodzenia jego struktury.

W procesie indukgji profaga bierze udzial bakteryjne
biatko RecA. Jest to heksamer wigzacy sie przy udziale
ATP z jednoniciowym DNA, ktére powstaje w wyniku
dzialania réznych czynnikéw indukujacych profaga.
W takiej formie bialko RecA jest aktywne i stymuluje
autoprotolize kolejnego bakteryjnego biatka, LexA. To
z kolei aktywuje geny systemu S.O.S. biorace udzial
w naprawie uszkodzonego DNA [25]. W podobny spo-
sOb biatko RecA oddzialuje z fagowym biatkiem CI,
powodujac jego autoprotolize. Spadek stezenia repre-
sora CI sprawia, ze promotor p,  traci swojg aktywno$c,
a promotory p, oraz p, s3 odblokowane i rozpoczyna
sie z nich transkrypcja [59, 95]. Biatko CII jest degra-
dowane przez bakteryjng proteaze HfIB i jest hamowane
przez biatko Cro. Nie dochodzi wigc do aktywacji pro-
motora p,, z ktérego mogtby powstawac transkrypt dla
bialka CI. Nastepuje wyciecie profaga z chromosomu
gospodarza przy udziale fagowych bialek Int i Xis oraz
bakteryjnych bialek IHF i Fis. Brak biatka CII powo-
duje, Ze promotor p, nie jest aktywny, ale dochodzi do
efektywnej transkrypcji mRNA dla biatka Int z promo-
tora p,. W stanie profaga za genem int znajduje si¢ miej-
sce att BOP;, a region sib w wyniku ciecia w rejonie O
miejsca attP podczas integracji, znajduje si¢ za miejscem
att POB’. Biatko Xis razem z bialkiem IHF powoduja
zagiecie DNA umozliwiajac wycigcie genomu profaga
w procesie rekombinacji miejscowo-specyticznej przez
bialko Int. Wigzanie biatka Fis do DNA umozliwia przy-
faczenie biatka Xis, co jest niezbedne do efektywnego
wyciecia profaga. Po wycigciu si¢ profaga rozpoczyna
sie rozwoj lityczny. Dochodzi do replikacji fagowego
DNA, produkgji bialek strukturalnych, skladania no-
wych czastek fagowych i uwolnienia ich przez lize
komorki gospodarza [59, 95].

Indukcja profaga moze réwniez zajs¢ bez udzialu
aktywnego bialka RecA. Przykladem takiej indukcji
jest indukcja zygotyczna, do ktdrej dochodzi pod-
czas koniugacji pomiedzy komoérkami bakteryjnymi.
W wyniku tego procesu dawca moze przekaza¢ biorcy
fragment chromosomu zawierajacy profaga. Brak biatka
CI w komorce biorcy powoduje aktywacje promotoréw
p, oraz p, i rozpoczecie rozwoju litycznego. Réwniez
wywolanie szoku solnego w komérkach lizogennych
fagiem A wywoluje indukcje profaga. Powodem tego
moze by¢ nagly wzrost superskretow w strukturze DNA,
co sprawia ze represor CI oddysocjowuje od miejsc
operatorowych uwalniajgc promotory p, oraz p, [80].
Natomiast w stacjonarnej fazie wzrostu komorek bakte-
ryjnych, przy nadekspresji genu dsrA réwniez dochodzi
do indukgji profaga bez udziatu biatka RecA [68].
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4.5. Rozwdj lityczny

W regulacji rozwoju litycznego oprocz biatka Cro
wazng role odgrywa réwniez biatko N tworzace kom-
pleks antyterminatorowy z polimerazg RNA i innymi
czynnikami bakteryjnymi (Rys. 5). Umozliwia to trans-
krypcje kolejnych genéw z promotoréw p, i p,. Biatko N
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Rys. 5. Schemat mechanizmu wyboru rozwoju litycznego faga
lambdoidalnego. Nazwy genéw znajduja si¢ pomiedzy przery-
wanymi liniami symbolizujacymi genom faga . Strzalki wzdluz
przerywanych linii pokazuja kierunek transkrypcji z promotoréw.
Strzalki odchodzace od biatka N i Q pokazujg antyterminacje. Tepo
zakonczone linie oznaczaja hamowanie aktywnoéci promotora

rozpoznaje specyficzng sekwencje nutL w powstajacym
transkrypcie z promotora p,, znajdujacg si¢ pomiedzy
genem N a promotorem oraz nutR zlokalizowang na
transkrypcie za genem cro. Miejsce nut zbudowane jest
z dwoch elementow: boxA i boxB [59]. Biatko N wigze
sie do struktury szpilki do wloséw w boxB. Powoduje to
zagiecie RNA i zwigzanie biatka antyterminatorowego
z polimerazg RNA. Do tego kompleksu przytaczajg si¢
bakteryjne bialka stabilizujace to wigzanie. W boxB sa
to biatka NusA i NusG a w boxA NusB i NusE (S10)
[59]. Powstanie tak zlozonego kompleksu umozliwia
przejscie polimerazie RNA przez terminatory t i t,
w wyniku czego dochodzi do transkrypcji pozosta-
tych genéw z operonéw p, i p,. Dzigki temu procesowi
powstaje odpowiednia ilo$¢ biatek potrzebnych podczas
rozwoju litycznego bakteriofaga \. Wiazanie biatka N
do miejsca nutL powoduje réwniez represje translacji
tego biatka przez zablokowanie wigzania rybosomu do
miejsca Shine-Dalgarno [59, 95]. Jednak w warunkach
umozliwiajacych szybki wzrost komoérek gospodarza,
RN-aza III przecina sekwencje nutL, co powoduje uwol-
nienie sekwencji Shine-Dalgarno i efektywna transla-
cje bialka N. Jest to istotne aby zapewni¢ odpowiednia
ilos¢ biatka antyterminatorowego podczas rozwoju
litycznego, poniewaz biatko to jest degradowane przez
bakteryjna proteaze¢ Lon [95]. Antyterminacja moze by¢
takze kontrolowana przez kinetyke dysocjacji biatka N
z polimerazg RNA i biatkami Nus.

W rozwoju litycznym dochodzi do replikacji mate-
riatu genetycznego faga w wyniku czego powstaje okoto
100 dodatkowych kopii czasteczek DNA. W procesie
tym biorg udzial fagowe biatka O i P, a takze bakteryjne
biatka szoku termicznego, biatka replikacyjne i regula-
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torowe. Replikacja rozpoczyna si¢ w oril, ktore znajduje
sie w $rodku sekwencji genu O, zawierajacego rejony
bogate w pary AT. Produkt tego genu, biatko O, wiaze
sie jako pierwsze w orik tworzac strukture O-somu.
Nastepnie przylacza sie kompleks biatka P z bakteryjna
helikaza DnaB. Nie dochodzi do rozplecenia nici DNA
przez helikaze, poniewaz bialko P hamuje jej aktywnos¢.
Zdolno$¢ do dziatania biatka DnaB przywracaja biatka
szoku termicznego DnaK, DnaJ i GrpE przeksztalcajac
preprimosom tak, ze helikaza odzyskuje swoja aktyw-
no$¢ rozplatania nici DNA [93]. W inicjacji replikacji
wazng role odgrywa réwniez aktywacja transkrypcyjna
origin przez bakteryjne bialko DnaA. Jest to bialtko
aktywatorowe, ktore po zwigzaniu si¢ do DNA faga
stymuluje transkrypcje z promotora p,, pod ktérego
kontrola s3 miedzy innymi geny O i P. Bialko to stymu-
luje wigzanie, a nastepnie opuszczenie promotora przez
polimeraze RNA. Przesuwanie si¢ polimerazy RNA
powoduje zmiany w topologii DNA, ktére stymuluja
inicjacje replikacji. Kolejnym czynnikiem aktywujacym
transkrypcje z tego promotora jest biatko SeqA. Oba te
biatka konkuruja ze sobg o miejsce wigzania w regionie
regulatorowym promotora p,. Nastepnie do kompleksu
replikacyjnego dofacza si¢ holoenzym polimerazy DNA
i dodatkowe biatka gospodarza biorgce udzial w repli-
kacji, takie jak gyraza DNA, SSB [93]. Rozpoczyna si¢
replikacja typu 0, a powstaty kompleks replikacyjny jest
dziedziczony przez jedna z nici potomnych [93].

Od iloci biatka O zalezy wydajno$¢ inicjacji repli-
kacji fagowego DNA. Biatko to w wolnej formie jest
degradowane przez bakteryjng proteaze ClpP/ClpX.
Dopiero utworzenie kompleksu z biatkami P, DnaB
i DnaK w ori\ chroni biatko O przed degradacja przez
te proteazy [93, 95]. W warunkach umozliwiajgcych
szybki wzrost komdrek gospodarza biatko O jest pro-
dukowane w duzym nadmiarze w poréwnaniu z ilo$cia
jaka jest potrzebna do wyprodukowania potomnych
czastek fagowych. Dzieki temu proteaza ClpP/ClpX nie
jest w stanie strawi¢ wystarczajacej ilosci tego biatka aby
nie dopusci¢ do powielenia fagowego materiatu gene-
tycznego [93, 95]. Podczas replikacji faga A tworzg si¢
dwa rodzaje kompleksow replikacyjnych: stabilne, ktére
moga funkcjonowa¢ przez kilka rund replikacyjnych
i niestabilne. Jednak w warunkach szoku termicznego
stabilne kompleksy rozpadaja si¢ w wyniku relaksacji
DNA i oddysocjowania od origin. Podczas indukcji
profaga w wyniku naswietlania swiatlem UV powstaja
tylko niestabilne kompleksy replikacyjne, ktére umoz-
liwiaja wydajne powielenie DNA faga, bo nie dochodzi
w tych warunkach do relaksacji DNA. W tych warun-
kach biatko RecA uniemozliwia tworzenie si¢ stabilnych
kompleksow replikacyjnych [94].

Po 5-6 rundach dwukierunkowej replikacji typu 0,
podczas ktorej powstaje okolo 50 kopii genomu bakte-
riofaga A, dochodzi do jednej rundy jednokierunkowej
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replikacji typu 0. Spowodowane jest to tym, ze biatko
DnaA zostaje wymiareczkowane, przez zwigzanie sie
w wielu miejscach na DNA bakteriofaga. Nie nastepuje,
wigc aktywacja transkrypcyjna bez ktdrej nie moze zajs¢
dwukierunkowa replikacja typu 0. Podczas jednokie-
runkowej replikacji dochodzi do odepchniecia konca 5’
przez rosngcy koniec 3° nowo syntetyzowanej nici i roz-
poczyna sie replikacja typu o, czyli toczacego si¢ kota.
Nastepuje to w okolo 15 min po infekcji [95]. W wyniku
tego typu replikacji tworzg si¢ dlugie konkatameryczne
czasteczki DNA. Nastepnie sa one cigte w miejscach
cos i pakowane do réwnoczesnie powstajacych glowek
bakteriofagowych [93, 95].

Transkrypcja genow bialek budujacych wirion faga A
zachodzi dzieki antytermiatorowemu biatku Q, ktérego
gen jest pod kontrolg promotora p,. Rozpoznaje ono
dwie specyficzne sekwencje (QBE) na DNA pomig¢dzy
miejscem —10 a -35 promotora p,. Podczas transkryp-
cji z tego promotora polimeraza RNA zatrzymuje si¢
na specyficznej sekwencji tuz za promotorem two-
rzac kompleks majacy cechy kompleksu zamknigtego
i otwartego. Dopiero oddzialywanie z biatkiem Q zwia-
zanym z sekwencja QBE umozliwia powstanie stabil-
nego kompleksu elongacyjnego. Antyterminator moze
przylaczy¢ sie do polimerazy, poniewaz dochodzi do
destabilizacji oddziatywan pomig¢dzy podjednostka 07
a podjednostka B polimerazy RNA przez nowopowsta-
jacy transkrypt [57]. Biatko Q wspétzawodniczy z pod-
jednostka 6”° o miejsce w podjednostce  polimerazy
RNA. Specjalne miejsca wigzania na promotorze p, oraz
oddzialywania z polimerazg sprawiajg, ze antytermina-
tor Q jest specyficzny tylko dla tego promotora [16].
Zwigzanie polimerazy RNA z bialkiem Q powoduje,
ze nie rozpoznaje ona terminatorow i nastepuje trans-
krypcja genéw strukturalnych faga oraz genéw umoz-
liwiajacych liz¢ komorki gospodarza, czyli tzw. genow
poznych. Schemat przedstawiajacy faze wyboru rozwoju
litycznego znajduje si¢ na Rys. 5.

W konicowym etapie rozwoju litycznego dochodzi
do skfadania gléwek fagowych, w czym udzial biorg
réwniez bakteryjne biatka szoku termicznego GroEL
i GroES [64]. Do gtéwek pakowane jest DNA bakterio-
faga, ciete w miejscach cos, eksponowanych przez biatko
IHE Nastepnie do wypelnionej glowki przytaczany
jest ogonek i potomne czastki fagowe uwalniaja sie
z komorki gospodarza w procesie lizy. Liza komorki bak-
teryjnej zachodzi dzigki fagowym bialkom S, R, Rz i Rz1.
Gen $ koduje dwa rodzaje holiny S105 i S107. Holina
$105 niszczy blony komérkowe, a biatko S107 dziala
jak antyholina, hamujac aktywno$¢ bialka S105. Holina
§105 tworzy oligomeryczne pory w blonie wewnetrz-
nej przez ktore wydostaje si¢ endolizyna R, niszczaca
$ciang komorkowa bakterii [70]. Kolejne biatko Rz,
umiejscowione jest w blonie wewnetrznej a Rz1 w blo-
nie zewnetrznej. Ich C-konce wystaja do przestrzeni
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peryplazmatycznej. W ostatnim etapie lizy zmieniaja
swoja konformacje, oddzialujg ze sobg i powoduja pola-
czenie blony zewnetrznej z wewnetrzng, co usuwa ostat-
nig bariere do uwolnienia potomnych czastek fagowych.
Ostatni etap moze by¢ istotny w naturalnym srodowisku
gdzie jest wigcej jonow dwuwartosciowych stabilizuja-
cych blong zewnetrzng [9]. W wyniku cyklu litycznego
powstaje okoto 100 nowych czastek fagowych mogacych
zakazac¢ kolejne komorki Escherichia coli [59, 93, 95].

W podsumowaniu nalezy zaznaczy¢, ze poszcze-
golne etapy rozwoju wszystkich bakteriofagéw lamb-
doidalnych, lgcznie z fagami niosgcymi geny toksyn
Shiga, przebiegaja podobnie, aczkolwiek moga réznic¢
sie w szczegolach. Niemniej jednak, szczegotowe pozna-
nie mechanizmoéw regulujacych rozwdj tych fagéw ma
ogromne znaczenie dla zrozumienia mechanizmu pato-
gennosci szczepéow EHEC.

5. Enterokrwotoczne szczepy Escherichia coli (EHEC)

Gospodarzem dla bakteriofagéw przenoszacych geny
toksyn Shiga sa enterokrwotoczne szczepy Escherichia
coli (EHEC). Wywoluja one u ludzi krwotoczne zapa-
lenie okreznicy (HC) oraz zespdt hemolityczno-mocz-
nicowy (HUS). Ze wzgledu na czgstos¢ powodowania
objawow chorobowych i epidemii u ludzi podzielono je
na 5 seropatotypow od A do E. Najczgsciej opisywane
bakterie E. coli produkujace toksyny Shiga to 0157:H7,
nalezace do seropatotypu A, ktory zawiera najbardziej
wirulentne szczepy EHEC. Zakazenie ta bakteria daje
najsilniejsze objawy chorobowe, ktore najczesciej rozwi-
jaja sie w zespot hemolityczno-mocznicowy, najczesciej
tez dochodzi do powiktan oraz do epidemii w poréwna-
niu z innymi serotypami EHEC [27]. Infekcja tym szcze-
pem jest najbardziej niebezpieczna u dzieci do 10 roku
zycia i u ludzi starszych, poniewaz u tych oséb istnieje
najwyzsze prawdopodobienstwo wystgpienia HUS. 80%
przypadkow konczacych sie zespotem hemolityczno-
-mocznicowym jest spowodowana przez szczep E. coli
0157:H7. Wérdd pacjentéw zakazonych EHEC z krwo-
tocznym zapaleniem okreznicy od 3 do 15% przypad-
kéw moze rozwing¢ sie w HUS, z czego $miertelno$¢
wynosi okoto 10% [65]. Zespot hemolityczno-mocznico-
wy charakteryzuje si¢ ostrg niewydolnoscig nerek, ane-
mig i maloptytkowoscig. Rowniez inne organy takie jak:
pluca, trzustka czy serce moga zosta¢ uszkodzone [28].
Czgs¢ pacjentow cierpi tez na problemy ze strony ukfadu
nerwowego takie jak: $pigczka, dezorientacja, letarg [65].

Rezerwuarem szczepéw EHEC s3 przezuwacze,
gtéwnie bydlo i inne zwierzeta gospodarskie, ale wyste-
puja tez u zwierzat domowych np. pséw oraz u dzikich
zwierzat. Szczepy EHEC bytuja w jelitach tych orga-
nizméw nie powodujac objawéw chorobowych. Do
zakazenia tymi patogenami dochodzi najcz¢sciej przez
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zjedzenie zainfekowanego niedogotowanego migsa,
gltéwnie wolowiny, lecz réwniez przez spozycie zainfe-
kowanego surowego mleka lub jego przetwordw, np. sera
czy jogurtu. Kolejnym zrédlem zakazenia mogg by¢ nie-
domyte warzywa hodowane na nawozach organicznych
lub kietki tak hodowanych roglin. Takze wypicie zain-
fekowanej wody czy nawet kapiel w takiej wodzie moze
prowadzi¢ do zakazenia EHEC. Kolejna drogg zakazenia
tymi patogenami jest bezposredni kontakt ze zwierze-
ciem lub z cztowiekiem bedacym nosicielem [27].

Cechg charakterystyczng dla zakazen EHEC jest
bardzo niska dawka infekcyjna wynoszaca ponizej
100 komorek, wystarczajaca do rozwoju objawdw cho-
robowych. Kolejng cechg jest wysoka opornos¢ na nie-
korzystne warunki wzrostu. W zwiazku z tym, ze bak-
terie te muszg przejs¢ przez kwasne srodowisko zotadka
wykazuja duzg opornos¢ na niskie pH. Rosng tez w sze-
rokim zakresie temperatur. Nastepnymi cechami tych
patogenow jest niezdolnos¢ do fermentacji sorbitolu
oraz nie produkuja one P-glukuronidazy. Jednak nie
wszystkie szczepy O157:H7 wykazujg te wlasciwosci
i sg takie, ktore fermentuja sorbitol oraz produkuja
B-glukuronidaze [40]. Powoduje to, ze mikrobiologiczne
testy na obecnos¢ tej bakterii sa nieskuteczne. Rowniez
testy immunologiczne nie s3 dostatecznie wiarygodne,
poniewaz jest wiele serotypéw powodujacych podob-
ne objawy chorobowe. W diagnostyce EHEC najlepiej
sprawdzajg si¢ testy genetyczne oparte na wykrywaniu
genéw toksyny Shiga [48].

Szczepy EHEC kolonizuja jelito grube cztowieka, przy-
legajac do komorek nablonka gdzie nastepnie wydzie-
lana jest toksyna Shiga. Dzieki zmystowi gesto§ciowemu
rozpoznajy $rodowisko jelita i nastgpuje aktywacja
genow odpowiedzialnych za kolonizacje, ktdre znajduja
sie na wyspie patogennej LEE. Wyspa ta zawiera geny
kodujace aparat sekrecyjny typu II1, przez ktory wydzie-
lane sa rozne biatka Esp oraz biatko Tir, réwniez kodo-
wane na LEE. Kolejnym genem wystepujacym na tej
wyspie jest gen eae kodujacy gtéwne biatko adhezyjne,
intymine. Intymina znajduje si¢ na powierzchni ko-
morek bakteryjnych i jest rozpoznawana przez bak-
teryjne biatko Tir umiejscowione w blonie komodrek
gospodarza co powoduje przyleganie bakterii do §ciany
jelita [27]. Intymina rozpoznaje réwniez eukariotyczne
biatko nukleoline bedace na powierzchni réznych
komorek, co zwigksza adherencje bakterii do komérek
eukariotycznych [67]. Bialko Tir wraz z biatkami Esp
powoduje tez transdukcje sygnalu w komérkach euka-
riotycznych, w wyniku czego dochodzi do zmiany struk-
tury cytoszkieletu [27]. Nastepnie jest uwalniana tok-
syna Shiga, ktdéra uszkadza komorki nablonkowe jelita
oraz naczynia krwiono$ne, co powoduje krwawienie do
$wiatla jelita [40]. Obecno$¢ toksyny zwigksza réwniez
zdolnos¢ bakterii do przylegania do komoérek nabtonka
i kolonizacji jelita przez zwigkszenie ilosci biatka nukle-
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Rys. 6. Gléwne czynniki wirulencji enterokrwotocznych szczepow
Escherichia coli O157:H7

oliny na powierzchni komérek eukariotycznych [67].
Toksyna ta moze przedostac si¢ do krwiobiegu i powo-
dowa¢ uszkodzenia organéw wewnetrznych, gltéwnie
nerek [40]. Ekspresja gendw znajdujacych si¢ na wyspie
patogennej LEE nastepuje w pdznej fazie wzrostu
wykladniczego, a gendw toksyn Shiga wzrasta podczas
wejscia w faze stacjonarng wzrostu bakterii [8].

Szczepy Escherichia coli O157:H7 posiadaja tez plaz-
mid pO157 o wielkoéci od 93,6 do 104 kpz, na ktérym
znajduja sie rézne geny mogace wplywac na wirulent-
no$¢ tej bakterii. Nalezy do nich enterohemolizyna
(Ehly), nalezaca do rodziny toksyn RTX. Moze ona by¢
wykorzystywana do lizy erytrocytow i uwalniania jonéw
zelaza, ktore przyspieszaja wzrost bakterii. Szczep ten
posiada specjalny system transportu zelaza umozliwia-
jacy wykorzystanie hemu i hemoglobiny jako zrédia
zelaza [54]. Na plazmidzie moze znajdowac si¢ réwniez
gen kodujacy toksyne ToxB podobng do toksyn Clostri-
dium difficile oraz gen katP kodujacy biatko o aktyw-
noéci katalazy i peroksydazy [40, 41]. Gtéwne czynniki
wirulencji zostaly przedstawione na Rys. 6.

6. Toksyny Shiga

Gléwnym czynnikiem wirulencji EHEC jest toksy-
na Shiga. Wyrézniamy dwa podstawowe rodzaje tych
toksyn: Stx1 i Stx2. Biatko Stx1 enterohemolitycznych
Escherichia coli jest identyczne do toksyny Shiga pocho-
dzacej ze szczepu Shigella dysenteriae 1. Natomiast biatko
Stx2 jest homologiczne z Stx1 w 55% w podjednostce A
i 57% w podjednostce B. Do tego mozna wyrdznic kilka
wariantow toksyny Stx2 rdznigcych sie miedzy soba
sekwencja aminokwasowa: Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f,
Stx2v i inne. Komorka bakteryjna szczepu EHEC moze
kodowac tylko toksyne Stx1 lub Stx2, moze kodowac tez
obie te toksyny lub rézne warianty biatka Stx2 [54]. E. coli
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0157:H7 najczesciej koduje toksyne Stx2, ktora jest bar-
dziej toksyczna dla komdrek nablonka jelita i nerek oraz
czesciej powoduje HUS niz toksyna Stx1.

Toksyny Shiga sa podobnie zbudowane. Skladajg si¢
z jednej domeny A o wielkosci 32 kDa i pierscienia zbu-
dowanego z pieciu domen B, kazda o wielkosci 7,7 kDa.
C-koniec domeny A jest zakotwiczony wewnatrz pen-
tameru B. Pier§cien zbudowany z domen B rozpoznaje
specyficzny receptor na powierzchni komoérek euka-
riotycznych Gb, (Stx2e wigze si¢ z receptorem Gb,).
Poprzez endocytoze toksyna zostaje wprowadzona do
wnetrza komorki gdzie moze ulec fuzji z lizosomem,
dzieki czemu jest degradowana. Moze tez by¢ transpor-
towana do aparatu Golgiego. W takim przypadku, prze-
chodzi nastgpnie do retikulum endoplazmatycznego,
gdzie domena A toksyny jest odcinana przez proteaze
od podjednostki B. Powstaje katalitycznie aktywny frag-
ment Al (27 kDa) i fragment A2 (4 kDa). Uwolniony do
cytoplazmy fragment A1 ma aktywnos$c N-glikozydazy
RNA i tnie specyficzne wigzanie w 28S rRNA. Powo-
duje to zahamowanie faczenia si¢ amino-acylo-tRNA do
podjednostki 60S rybosomu, a w konsekwencji zatrzy-
manie procesu syntezy bialek, a to prowadzi do $mierci
komorki [40].

Geny toksyn Shiga znajduja si¢ w genomie profagéw
lambdoidalnych zintegrowanych z chromosomem bak-
teryjnym. Moga sie one znajdowa¢ na funkcjonalnych
jak i kryptycznych profagach. Szczep E. coli O157:H7
EDL933 posiada 18 profagdw i elementéw pochodzenia
fagowego [31]. Toksyny te sag kodowane przez dwa geny:
stxA kodujacy domene A i stxB kodujacy domene B.
Gen stxA jest wydajniej transkrybowany niz gen stxB
[32]. Znajduja si¢ one wsrdd gendéw poznych bakterio-
faga pomiedzy genami Q i S. Powoduje to, ze ich eks-
presja jest pod kontrolg p6Znego fagowego promotora |,
i antyterminatorowego biatka Q. Co wiecej, réwniez
uwolnienie toksyny Shiga jest regulowane poprzez lize
komorek bakteryjnych przez biatka bakteriofagowe.

Szczepy EHEC nie posiadajg systemu do sekrecji
toksyn Shiga. Produkcja duzej ilosci tych toksyn jest
zwigzana z cyklem rozwojowym faga, nastepuje tylko
po indukgji profaga i jest uwolniona do wnetrza jelita
razem z potomnymi fagami przez lize komoérki bakte-
ryjnej. Dotyczy to zaréwno toksyny Stx2 [89] jak i Stx1
[90]. Geny toksyn Stx1 i Stx2 posiadaja réwniez wlasne
promotory, ktore roznig si¢ miedzy soba, ale wydajnos¢
transkrypciji jest podobna [85]. Schemat przedstawiajacy
lokalizacje genéw toksyny na chromosomie faga znaj-
duje si¢ na Rys. 7.

Promotor p , zawiera miejsce wigzania bakte-
ryjnego biatka Fur, przez co jest zalezny od stezenia
jonow zelaza [11]. Wysokie stezenie tych jonéw powo-
duje zahamowanie transkrypcji z tego promotora [92].
Natomiast aktywno$¢ promotora p_ , jest niezalezna od
jonow zelaza. Nie posiada on miejsca wigzania biatka
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Rys. 7. Lokalizacja gendw toksyny Shiga w genomie bakteriofaga
(na schemacie przedstawiony jest jedynie fragment tego genomu
- poréwnaj z Rys. 1)

Fur. Na ekspresje z tego promotora nie maja tez wptywu
warunki tlenowe wzrostu bakterii, zrédlo wegla, wartos¢
pH od 6,5 do 8,5 ani rdzne stezenia octanu sodu. Jednak
fagi ktore maja insercje w tym promotorze oraz posia-
daja gen Q podobny do genu Q faga 21, produkuja
maly ilo$¢ toksyny w poréwnaniu z fagami o niezmie-
nionym promotorze p_ , i genie Q podobnym do genu
Q faga 933W [49].

W zwiazku z tym, ze produkcja toksyny jest zwig-
zana z indukcja profaga, zalezy ona od bakteryjnego
biatka RecA, powodujgcego trawienie represora fago-
wego [51]. Tlos¢ produkowanej toksyny zalezy tez od
rodzaju bakteriofaga i od szczepu bakteryjnego [87].
Szczep O157:H7 produkuje wigksze ilosci toksyny niz
inne szczepy zaréwno podczas spontanicznej indukcji
jak i po indukeji spowodowanej mitomycyna C, co moze
mie¢ wplyw na wigksza wirulentnos¢ tych szczepow [69].

W zwigzku z mechanizmem produkcji toksyny przez
szczepy EHEC trudno jest leczy¢ pacjentéw zakazonych
tymi bakteriami. Syntez¢ toksyny wywoluja rozne anty-
biotyki, nie tylko te, ktére wywoluja odpowiedz S.O.S.
Wykazano, ze réwniez niektore makrolidy, np. erytro-
mycyna u jednych szczepéw EHEC obniza produkcje
biatka Stx, a u innych podwyzsza. Podobna sytuacja
dotyczy niektorych antybiotykéw p-laktamowych,
ktére s3 podawane podczas biegunki bedacej pierw-
szym objawem po zakazeniu EHEC [26]. W zwiazku
z tym podawanie antybiotykéw i innych antybakteryj-
nych lekéw jest problematyczne, poniewaz moze nasili¢
objawy chorobowe i zwigkszy¢ ryzyko wystapienia HUS
[65] oraz spowodowaé rozprzestrzenianie si¢ fagow
przenoszacych toksyne Shiga wéréd innych szczepow
bakteryjnych. Réwniez na farmach powinno si¢ z duza
ostroznoscig uzywac antybiotykéw aby nie sprzyjac roz-
przestrzenianiu si¢ tych fagdw wsrdd innych szczepow
Enterobacteriaceae [97].

Wykazano tez, ze okolo 10% pacjentéw chorych na
raka i traktowanych mitomycyna C cierpi na niewydol-
no$¢ nerek zwigzang z zespotem hemolityczno-mocz-
nicowym [51]. By¢ moze ma to zwiazek z wywotaniem
produkcji toksyn Shiga przez bakterie EHEC bezobja-
wowo zasiedlajace do tej pory jelito. Do niedawna nie
znano czynnika w jelicie czlowieka, ktéry powoduje
indukcje profagéw kodujacych biatka Stx [27]. Nie wia-
domo réwniez dlaczego czes¢ 0sob jest nosicielami tych
bakterii i nie wykazuje objawéw chorobowych dopoki
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nie zazyje odpowiedniego antybiotyku [21]. Moze to by¢
zwigzane z naturalna florg bakteryjna jelita, co pokazano
na mysim modelu. Powoduje ona zmniejszenie mozli-
wosci kolonizacji jelita i przetrwania szczepéw EHEC.
Moze tez mie¢ wplyw na ilo$¢ produkowanej toksyny
Shiga. Jesli naturalna flora jelitowa jest oporna na faga
kodujacego toksyne to ilos¢ produkowanego biatka Stx
maleje. Jesli natomiast jest wrazliwa na takiego faga to
dochodzi do produkcji duzo wigkszej ilosci toksyny [23].
Wirdd ludzkiej flory jelitowej znaleziono szczepy E. coli
powodujace zahamowanie wzrostu szczepéw EHEC [66].

7. Indukcja profagéw niosacych geny toksyn Shiga

Mechanizm indukgji profagéw niosacych geny tok-
syn Shiga jest podobny jak u bakteriofaga \. Zwiazany
jest z aktywnoscia bakteryjnego biatka RecA wigzacego
sie do jednoniciowych fragmentéw DNA, co wywoluje
odpowiedz S.O.S. Biatko RecA bierze udzial w trawie-
niu fagowego represora CI co powoduje wyciecie si¢
profaga z genomu bakteryjnego i zapoczatkowuje roz-
woj lityczny [20]. Prowadzi to do powstania biatka Q
i transkrypcji z promotora p,, pod ktérego kontrolg s3
geny stxA i stxB. Powstaje duza ilo$¢ toksyny, ktora jest
uwalniana podczas lizy komoérek bakteryjnych przez
biatka fagowe [86] (Rys. 8).

Wszystkie czynniki, ktore uszkadzaja DNA wywo-
tuja indukeje profagéw lambdoidalnych. Naleza do nich
miedzy innymi promieniowanie UV, mitomycyna C, ale
réwniez szereg innych antybiotykéw np. norfloksacyna,
ktora poczatkowo byla rekomendowana przy leczeniu
zakazen EHEC [50]. Indukcje tych profagéw wywoluja
réwniez czynniki uzywane do konserwacji zywnosci
takie jak wysokie ci$nienie hydrostatyczne [2] czy pro-
mieniowanie kobaltu-60 co moze mie¢ wplyw na rozprze-
strzenianie si¢ tych bakteriofagéw [96]. Profagi kodu-
jace toksyne Stx indukujg si¢ z wicksza czestoscig niz
profagi nie posiadajace genow tej toksyny [44]. W przy-
padku faga 933W jest to zwigzane ze stabszym oddzia-

Odpowiedz S.0.S Nieaktywne biatko

e

Trawienie

J-Geny replikacyjne  Gen Geny toksyn Geny lizy

antyterminatora

Pr Q Pvt'ps tstx
of{ ] [a}s-+esoa [ s WS ][R—
L—p L—»p

® Promotor I Terminator L—p Transkrypt
Rys. 8. Czynniki prowadzace do indukcji profaga i ekspresji
gendw toksyn Shiga
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tywaniem pomigdzy rep resorem CI a miejscem opera-
torowym O,2 w promotorze p, [18]. Ostatnio opubliko-
wane wyniki badan wskazaly, ze czynnikiem efektywnie
indukujacym profagi niosace geny toksyn Shiga jest nad-
tlenek wodoru [45, 46]. Jest to odkrycie o tyle istotne,
ze warunki stresu oksydacyjnego moga potencjalnie
wystepowacé w jelicie cztowieka, szczegdlnie w warun-
kach infekcji bakteryjnej i zaleznej od funkcji neutrofili
(wydzielajacych H,O,) odpowiedzi immunologiczne;j.

Oproécz indukcji wymuszonej czynnikami wywotuja-
cymi odpowiedz S.0.S dochodzi tez do indukcji sponta-
nicznej bakteriofagdw przenoszacych geny toksyn Shiga.
Zwigzane jest to z roznicami w fizjologii bakterii raczej
niz z réznicami w poziomie ekspresji represora i tylko
mala frakcja lizogenéw indukuje sie spontanicznie [44].
Niewatpliwie ilo§¢ produkowanej toksyny a co za tym
idzie wirulencja szczepéw EHEC zalezy od wydajnosci
indukcji profagéw [83] oraz wydajnosci procesu repli-
kacji DNA faga wptywajacego na liczbe kopii genow stx
w komorce [55, 56].

Indukcja profagéw niosacych geny toksyn Shiga za-
lezy takze od miejsca integracji w genomie gospodarza.
Do tej pory znaleziono 5 gtéwnych miejsc integracji
genomu fagéw kodujacych toksyne Shiga w chromoso-
mie E. coli. Dwa najcze$ciej wystepujace miejsca to gen
yehV, kodujacy regulator transkrypcyjny i wrbA, kodu-
jacy oksydoreduktaze. Kolejne geny to sbcB, kodujacy
egzonukleaze, z2577 kodujacy oksydoreduktaze i yecE
o nieznanej funkgji [76].

Miejsce integracji zalezy od rodzaju faga i od dostep-
nosci danego miejsca integracji. Fagi kodujace toksyne
Stx1 najczesciej wybierajg gen yehV. To samo miejsce
wybieraja tez fagi kodujace toksyne Stx2, ale jesli jest ono
zajete przez innego faga to integrujg si¢ w genie wrbA
[78]. Natomiast fagi kodujace toksyne Stx2c integruja
sie w miejscu genu sbcB, dzieki czemu w chromosomie
bakteryjnym moze znajdowa¢ sie kilka réznych kopii
genu toksyny [84]. Ten sam bakteriofag moze réwniez
integrowac si¢ w kilku miejscach w tej samej komorce
bakteryjnej. Uwarunkowane jest to kodowaniem genu
dla biatka anty-represora, co umozliwia superinfekcje
tym samym fagiem [19]. Miejsce insercji oraz utrzyma-
nie sie profaga zalezy od tla genetycznego gospodarza
[24]. Wykazano, ze gdy z genomem bakteryjnym sg zin-
tegrowane dwa profagi kodujace toksyne Shiga to po
dzialaniu czynnikiem indukujacym indukuje sie tylko
jeden z nich. Wplywajg one zatem nawzajem na ekspre-
sje swoich genow [53].

8. Rola represora CI i miejsc operatorowych fagow
kodujacych toksyny Shiga

Podczas powstania stanu profaga a nastepnie jego
indukeji wazng role moze odgrywa¢ bialko represora
CI oraz miejsca operatorowe wczesnych genow faga,
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tak samo jak ma to miejsce w przypadku bakteriofaga \.
Wykazano réznice w oddzialywaniu bialka represora
z miejscami operatorowymi O, i O, pomiedzy fagiem A
a fagami przenoszacymi geny toksyn Shiga, ktore moga
wplywac na rozwdj tych fagéw oraz produkeje toksyny.
Bakteriofag 933W, tak jak fag A, posiada trzy miejsca
operatorowe O, [37, 59, 95]. Wigzanie represora do
miejsc O,1 i O 2 hamuje transkrypcje z promotora p,
i aktywuje dziatanie promotora p,, u obu bakteriofagéw.
Jednak u faga A dochodzi do kooperatywnego wigzania
podobnej ilosci represora do obu tych miejsc. Natomiast
iloé¢ represora faga 933W potrzebna do zwigzania sie
z operatorem O, 2 jest czterokrotnie wyzsza niz do ope-
ratora O, 1. Zwigzane jest to z nizszg zdolnoscig wigza-
nia si¢ represora do operatora O,2 i brakiem koopera-
tywnosci wigzania [37]. Powodowac¢ to moze mniejsza
stabilnos¢ lizogenow faga 933W niz faga A, poniewaz
mniejsze roznice w iloéci represora moga prowadzi¢ do
indukcji profaga. U obu tych fagéw wiazanie represora
do operatora O3 powoduje zahamowanie ekspresji
z promotora p,, [37, 59, 95].

Kolejng réznicg pomiedzy tymi bakteriofagami jest
to, ze fag 933W posiada tylko dwa miejsca operato-
rowe O, a nie trzy tak jak fag A. Jednak wigzanie repre-
sora 933W do tylko dwoch miejsc operatorowych jest
wystarczajace do zahamowania ekspresji z promotora p, .
Réwniez miejsce cigcia represora przez biatko RecA jest
inne u faga 933W niz u faga A. Do cigcia u faga 933W
dochodzi pomigdzy leucyng a glicyng a nie alaning i gli-
cyng jak to ma miejsce u faga A [37].

Natomiast bakteriofag H-19B posiada cztery miejsca
operatorowe O,. Represor CI faga H-19B najpierw wigze
si¢ do operatora O,1, a potem do pozostatych opera-
toréw. Jednak ilo§¢ represora potrzebna do zwigzania
si¢ z operatorami O,2 i O, 3 jest tylko nieco wyzsza niz
w O, 1. Réwniez sita wigzania represora do operatora
0,2 wydaje sie by¢ niezalezna od zwigzania represora
w operatorze O, 1. Bakteriofag H-19B tak jak fag A
posiada trzy miejsca O, [79]. Biatko represora fagow
kodujgcych toksyne Shiga bierze réwniez udzial w pro-
cesie insercji drugiego takiego bakteriofaga do genomu
gospodarza. Powoduje tez, ze podwdjne lizogeny sa
bardziej stabilne, a co za tym idzie rzadziej dochodzi
do indukgji profaga i rozpoczecia cyklu litycznego, czyli
zmniejsza ilo$¢ produkowanej toksyny [77].

9. Podsumowanie

Mimo intensywnych badan dotyczacych bakteriofa-
gow przenoszacych geny toksyn Shiga nadal niewiele
wiadomo co powoduje indukcje tych profagéw, a co za
tym idzie produkcje duzej ilosci toksyny w jelitach czlo-
wieka [27]. Wykazano, zZe dodanie enterokrwotocznej
E. coli do hodowli tkankowej ludzkich neutrofili powo-
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duje produkcje i uwolnienie toksyny Shiga. Neutrofile
podczas kontaktu z patogenem wydzielaja nadtlenek
wodoru [88], ktory jest czynnikiem uszkadzajacym
DNA. W tym $wietle wazne wydaja si¢ ostatnie donie-
sienia o indukcji profagéw niosacych geny toksyn Shiga
pod wpltywem dzialania nadtlenku wodoru [45, 46].
Warto zauwazy¢, ze podczas stanu zapalnego wywola-
nego toksyna Shiga dochodzi do przenikania neutro-
fili w miejsce zapalne. Toksyna ta powoduje réwniez
opdznienie apoptozy neutrofili, co moze prowadzi¢ do
dodatkowych uszkodzen tkanek przez te komorki [42].
Co wiecej, rowniez bakterie obecne w ludzkim jelicie
moga powodowac powstawanie reaktywnych form tlenu
[39], ktére powoduja indukeje profaga A i innych fagow
lambdoidalnych [43].

Nalezy stwierdzi¢, ze niewiele tez wiadomo o roz-
woju bakteriofagéw niosacych geny toksyn Shiga. Nasza
wiedza w tym wzgledzie opiera si¢ gléwnie na znajo-
mosci proceséow zachodzacych podczas rozwoju faga A,
najlepiej poznanego przedstawiciela fagéw lambdoidal-
nych. Problem ten dotyczy zaréwno rozwoju lizogenicz-
nego jak i rozwoju litycznego po indukcji profaga, i to
zaréwno w warunkach laboratoryjnych jak i w warun-
kach powolnego wzrostu komérek bakteryjnych wyste-
pujacych wjelitach. Wiadomo, ze rozwdj bakteriofaga A
zalezy od stanu fizjologicznego komorek gospodarza
i jest zahamowany podczas powolnego wzrostu komoérek
bakteryjnych [47].

Konkludujac, nalezy podkresli¢ iz pomimo podo-
bienstw w budowie i funkcji pomiedzy fagiem X a fagami
lambdoidalnymi niosgcymi geny toksyn Shiga, szcze-
gotowe mechanizmy regulujace rozwdéj tych ostatnich,
a co zatem idzie produkcje toksyn, pozostaja nie-
dostatecznie poznane, szczegélnie przy wzieciu pod
uwage specyficznych warunkéw panujacych w $wie-
tle ludzkiego jelita jako $rodowiska bytowania EHEC.
Konieczne s zatem dalsze intensywne badania nad tymi
mechanizmami, ktére w ostateczno$ci powinny pozwo-
li¢ nam poznac¢ sposoby zapobiegania skutkom infekeji
szczepami EHEC lub efektywnego leczenia.
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