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Bakterie Escherichia coli produkujace toksyne Shiga, okreslane jako STEC (ang.
Shiga toxin-producing E. coli), stanowig wysoce patogenne drobnoustroje
odpowiedzialne za ciezkie choroby przewodu pokarmowego oraz zagrazajgce zyciu
powiktania ogélnoustrojowe u cztowieka. Wirulencja STEC jest bezposrednio zwigzana z
obecnoscig w ich genomach bakteriofagéw Stx przenoszacych geny niebezpiecznej dla
zdrowia ludzi toksyny Shiga. Fagi Stx nalezg do rodziny fagéw lambdoidalnych i wykazuja
znaczne podobienstwa w organizacji genomu oraz przebiegu cyklu zyciowego do
bakteriofaga A, najlepiej poznanego faga tagodnego. Jednym 2z najdoktadniej
scharakteryzowanych przedstawicieli tej grupy wiruséw bakteryjnych jest bakteriofag
®24,, stanowigcy model badawczy w niniejszej rozprawie doktorskie;.

Podczas infekcji fagtagodny wprowadza do komorki bakteryjnej gospodarza swoje
liniowe, dwuniciowe DNA i wybiera jedng z dwdch alternatywnych drég rozwojowych:
lizogeniczng lub lityczng. W trakcie lizogenii genom faga integruje sie
z chromosomem gospodarza, przyjmujac forme profaga i replikuje sie pasywnie wraz z
genomem bakteryjnym. W tym stadium wiekszo$é gendéw fagowych (w tym geny kodujgce
toksyne Shiga) pozostaje nieaktywna na poziomie transkrypcyjnym, a produkcja toksyny
jest skutecznie zahamowana. Indukcja profaga, do ktérej dochodzi pod wptywem
dziatania réznych czynnikéw zewnetrznych, inicjuje cykl lityczny. DNA faga ulega
wowczas wycieciu z chromosomu gospodarza, replikuje sie niezaleznie od genomu
bakterii, a nastepnie ulega transkrypcji i stanowi matryce do syntezy fagowych biatek
strukturalnych oraz enzymoéw litycznych. Proces ten prowadzi ostatecznie do lizy komorki
gospodarza i uwolnienia do swiatta jelita potomnych czgstek fagowych wraz z duzymi
ilosciami toksyny Shiga. Indukcja profaga moze by¢ wywotana przez réznorodne czynniki
srodowiskowe i fizjologiczne, w tym promieniowanie UV, nadtlenek wodoru oraz niektdre
antybiotyki, dlatego nie powinny by¢ one stosowane w leczeniu tego typu infekcji. Samo
dziatanie toksyny Shiga polega na zahamowaniu syntezy biatek poprzez zablokowanie
translacji na etapie  elongaciji, co prowadzi do  S$mierci komadrek
i uszkodzenia tkanek. Klinicznie, infekcje STEC manifestujg sie krwawa biegunka, bélem
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powiktan, takich jak krwotoczne zapalenie jelita grubego, zespdét hemolityczno-
mocznicowy (HUS) lub zakrzepowa plamica matoptytkowa (TTP). Szczegdlnie podatne na
rozwoj powiktan sg dzieci ponizej pigtego roku zycia oraz osoby w podesztym wieku, przy
czym odnotowywana w tych grupach wiekowych $miertelno$s¢ moze siega¢ nawet 87%.
Obecnie stosowane strategie terapeutyczne skierowane przeciwko bakteriom STEC maja
swoje ograniczenia, a antybiotykoterapia jest niezalecana, poniewaz moze stymulowac
indukcje profaga i uwalnianie toksyny, a tym samym nasilac¢ objawy infekcji.

Etap podjecia decyzji o wyborze rozwoju lizogenicznego lub litycznego
u fagéw lambdoidalnych jest Scisle regulowany i zalezy zardwno od stanu fizjologicznego
komadrki gospodarza, jak i od czynnikéw regulatorowych kodowanych w genomie faga.
Gtéwnym czynnikiem kontrolujacym przetgczenie pomiedzy cyklami zyciowymi faga jest
represor Cl - biatko wigzace DNA, ktére hamuje transkrypcje z gtéwnych promotoréw
fagowych (p. i pr), zapobiegajac jednoczesnie ekspresji wiekszosci fagowych genéw, w
tym tych kodujacych biatka zwigzane z lizg oraz toksyne Shiga. Wejscie faga w cykl
lityczny wymaga inaktywacji represora Cl. Jednym z najlepiej scharakteryzowanych
mechanizmoéw tego procesu jest aktywacja bakteryjnej odpowiedzi SOS w nastepstwie
uszkodzenia DNA, prowadzaca do zaleznej od RecA autokatalitycznej degradaciji
zaréwno represora LexA gospodarza, jak i fagowego represora Cl. Oprécz regulacji
zaleznej od odpowiedzi SOS, kodowane w genomie faga antyrepresory (w tym Cro, Ant,
Roi i D_ant) mogag antagonizowac¢ dziatanie Cl poprzez konkurencje o wigzanie
w obrebie miejsc operatorowych gtownych promotoréw fagowych, umozliwiajgc
w ten sposob ekspresje gendw, ktdrych produkty biatkowe odpowiadajg za lize komorki
bakteryjne;j. Ostatecznie dominacja represorow lub antyrepresoréw
w komorce determinuje kierunek rozwoju faga.

Oprécz biatek regulatorowych, mate, niekodujagce RNA (sRNA) okazaty sie
funkcjonowac¢ jako istotne modulatory ekspresji gendw nie tylko u bakterii,
ale i u bakteriofagéw. Prokariotyczne czasteczki sSRNA majg zazwyczaj dtugos¢ od 50 do
550 nukleotyddéw i regulujg ekspresje gendw na poziomie potranskrypcyjnym poprzez
parowanie sie z docelowymi mMRNA lub poprzez oddziatywanie 2z biatkami
w celu modulowania ich aktywnosci. Najliczniejsza grupa bakteryjnych sRNA dziata
poprzez komplementarne wigzanie sie z docelowym mRNA. Mozna tu wyodrebni¢ dwie
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sRNA s3 zlokalizowane w genomie, w tym samym rejonie co ich geny docelowe, ale na
nici antysensownej. Czgsteczki te wykazujg petng komplementarnos¢ z docelowym
transkryptem, co prowadzi do wysoce swoistej regulacji, czesto poprzez hamowanie
translacji lub indukowanie degradacji mRNA. Natomiast geny czasteczek sRNA
zakodowanych w pozycji trans sg zlokalizowane w innych rejonach genomu niz docelowe
miejsca wigzania dla tych czasteczek i z reguty wiazg sie z docelowymi transkryptami w
obrebie krotszych sekwencji o niepetnym stopniu komplementarnosci. Dla stabilnego
wigzania czesto wymagajg obecnosci biatek opiekunczych, takich jak Hfg lub ProQ, oraz
zazwyczaj petniag funkcje globalnych regulatoréw, oddziatujgc na wiele réznych mRNA,
ktérych produkty sg zaangazowane m.in. w odpowiedzZ na stres czy proces adaptacji
komarki do warunkéw srodowiskowych.

U eukariontéw wyodrebnia sie klase wyjgtkowo krétkich regulatorowych RNA, tzw.
mikroRNA, ktére podobnie jak prokariotyczne sRNA odgrywaja kluczowa role w regulaciji
potranskrypcyjnej. Czgsteczki te, zwykle o dtugosci 19-25 nukleotydéw, powstajg z
dtuzszych prekursorow i zostaty dobrze scharakteryzowane pod wzgledem mechanizmu
biogenezy oraz petnionych funkcji. Co istotne, wirusy infekujgce komérki eukariotyczne
réowniez posiadajg geny kodujgce mikroRNA. Czagsteczki te regulujg ekspresje zaréwno
genow samego wirusa, jak i gospodarza, utatwiajgc infekcje oraz utrzymanie wirusa w
komorce.

Podczas gdy wiekszos$¢ dotad opisanych prokariotycznych sRNA jest dtuzsza
(powyzej 50 nt) i nie podlega procesowi dojrzewania, najnowsze doniesienia wskazuja, ze
mate RNA podobne do mikroRNA mogag rowniez funkcjonowac
w systemach bakteryjnych, a ich geny zlokalizowane sg zaréwno w genomie bakterii, jak
i faga. Czagsteczki te stanowig jednak niewielkg frakcje opisanych dotad fagowych i
bakteryjnych sRNA, przy czym czgsteczki sRNA fagowego pochodzenia zostaty duzo
stabiej poznane, niz te zakodowane w genomach bakterii. Czgsteczkom tym
poswieciliSmy prace przegladowg, wtgczong do niniejszej rozprawy doktorskiej jako
praca nr 1. W pracy tej dokonalismy szczegétowej analizy opisanych w literaturze sRNA
fagowego pochodzenia, proponujgc ich podziat ze wzgledu na procesy, ktére kontroluja.
W ten sposéb zidentyfikowalismy sRNA uczestniczgce w regulacji m.in.: (i) replikacji DNA
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na (iv) metabolizm komarki, (v) jej odpowiedz na stres, a nawet (vi) patogennos$é [praca
nr1].

WSsrod opisanych w pracy nr 1 regulatorowych sRNA wspomniana zostata rowniez
fagowa czgsteczka 24B_1, ktérej odkrycie w 2015 roku stanowito istotny punkt zwrotny w
badaniach nad prokariotycznymi czgsteczkami sRNA, podobnymi do eukariotycznych
mikroRNA. 24B_1 to 20-nukleotydowa czgsteczka sRNA powstajgca z 80-
nukleotydowego transkryptu prekursorowego produkowanego przez niosgcego geny
toksyny Shiga bakteriofaga ®24;. Czgsteczka ta stanowi pierwsze funkcjonalne sRNA o
rozmiarze mikroRNA, ktore zidentyfikowano u bakteriofagdw. Rola, znaczenie i funkcje tej
czgsteczki zostaty szczegdtowo opisane przeze mnie i innych wspétautoréw w pracy nr
2. W artykule tym zbadaliSmy wptyw czgsteczki 24B_1 na rozwdj faga oraz jego
gospodarza, bakterii E. coli, w warunkach jej nadekspresji. Dodatkowa kopia genu 24B_1
zostata wprowadzona do komodrek na plazmidzie. W serii eksperymentéw analizujgcych
fizjologiczne aspekty rozwoju faga potwierdzilismy, ze pod wzgledem funkcjonalnym
czgsteczka 24B_1 stymuluje utrzymanie stanu profaga w komdrkach E. coli.
ZaobserwowaliSmy m.in., ze nadekspresja fagowego sRNA 24B_1 z naturalnego
promotora (pz4s 1) znaczaco wptywa na wydajnos$é plonu fagowego. Podczas infekcji z
wykorzystaniem dzikiego typu faga ®24s podwyzszony poziom czgsteczki 24B_1
spowodowat spadek efektywnosci produkcji potomnych czgstek fagowych (plonu
fagowego) w cyklu litycznym, podczas gdy wydajnosé adsorpcji faga do powierzchni
komdrek gospodarza byta istotnie zwiekszona na wczesnych etapach infekcji. Pomimo
zwiekszonejwydajnosci adsorpcji, komorki bakteryjne z nadekspresjg 24B_1 wykazywaty
obnizong efektywnos¢ lizy oraz zwiekszonag przezywalno$¢ w poréwnaniu do szczepow
kontrolnych. Efekty te towarzyszyty wyzszemu odsetkowi lizogendw wsréd komoérek,
ktére przetrwaty infekcje, co wskazuje, ze zwiekszony poziom 24B_1 w komorce
stymuluje rozwoj faga w kierunku lizogenii. Tendencja ta byta obserwowana przy réznych
wartosciach m.o.i. (ang. multiplicity of infection) oraz w warunkach sprzyjajacych
zaroéwno lizogenii, jak i rozwojowi litycznemu. Chociaz przezywalnos¢ bakterii byta nizsza
w warunkach bogatych w sktadniki odzywcze, sprzyjajacych cyklowi litycznemu, to
jednak lizogeny stanowity wiekszos¢ komorek, ktdre przetrwaty infekcje.

Zgodnie z wynikami eksperymentow fizjologicznych, dodatkowo przeprowadzone
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do zmian w ekspresji genow fagowych. Podczas gdy poziomy ekspresji badanych genéw
we wczesnych etapach infekcji byty poczgtkowo podobne w komérkach bakteryjnych z
naturalnym i podwyzszonym poziomem produkcji 24B_1, to jednak geny zwigzane z
lizogenig, takie jak cl, cll i clll, wykazywaty znacznie wyzszy poziom ekspresji w
pozniejszych etapach infekcji, w wariancie z nadekspresjg 24B_1. Geny te koduja
kluczowe biatka regulatorowe $ciezki lizogenicznej, co potwierdza wczes$niejsze
obserwacje, ze 24B_1 sprzyja ustanowieniu lizogenii.

Oprécz wptywu na rozwdj faga i ekspresje jego gendw, nadekspresja czgsteczki
24B_1 spowodowata rowniez zmiany w metabolizmie komorki gospodarza, przyczyniajac
sie do przeprogramowania szlakdéw energetycznych komadrki bakteryjnej na bardziej
sprzyjajgce utrzymaniu stanu lizogenii. Podwyzszony poziom 24B_1 spowodowat istotne
obnizenie wewnatrzkomérkowego stezenia ATP, nie wptywajac przy tym na tempo
wzrostu bakterii ani przezywalnos¢ komorek. Z kolei analiza metabolomu w warunkach
nadekspresji 24B_1 dodatkowo wykazata zaburzenia w centralnym metabolizmie wegla,
charakteryzujgce sie obnizeniem poziomu fumaranu i akumulacjg NAD", kluczowych
metabolitow z cyklu kwasu cytrynowego. Zastanawiajgc sie, z czego moze wynikaé
spadek poziomu fumaranu w komdrce, analizie poddaliSmy sekwencje genow
kodujgcych podjednostki enzymu dehydrogenazy bursztynianowej Sdh, ktéry jest
odpowiedzialny za przemiane bursztynianu w fumaran. Wykonana analiza
bioinformatyczna pozwolita zidentyfikowaé potencjalne miejsce wigzania dla 24B_1 w
regionie 5' mMRNA genu sdhB. Badania wigzania RNA in vitro za pomocg metody
réznicowej migracji komplekséw w zelu poliakrylamidowym (ang. mobility gelshift assay)
wykazaty, ze dojrzata czasteczka 24B_1, w przeciwienstwie do swojego prekursora, jest
zdolna do wigzania sie z tym fragmentem mRNA, chociaz oddziatywanie to byto
stosunkowo stabe, co sugeruje, ze dodatkowe czynniki lub specyficzne warunki panujgce
w komodrce moga by¢ wymagane do efektywnego wigzania in vivo. Wigzanie to, choé
stabe, moze wskazywac na bezposrednie dziatanie 24B_1 na ekspresje genu sdhB, co
moze skutkowaé obnizeniem poziomu enzymu w komérce oraz zaburzeniem cyklu
Krebsa na etapie przemiany bursztynianu w fumaran. W efekcie prowadzi to do
nagromadzenia sie NAD+ (albowiem nie ulega przemianie do NADH) oraz do spadku
poziomu ATP w komdrce wskutek zaburzenia catego procesu przemian energetycznych.

Przypuszcza sie, ze niski poziom ATP w komoérce moze uposledza¢ dziatanie proteaz



zaleznych od ATP, co sprawia, ze represory cyklu litycznego pozostajg aktywne i kieruja
faga na droge rozwoju lizogenicznego.

Analizy strukturalne czgsteczek wykazaty ponadto, ze dojrzata czasteczka 24B_1
posiada mniej rozbudowang strukture drugorzedowa niz jej prekursor, co zwieksza jej
dostepnosé¢ do oddziatywan miedzyczasteczkowych in vivo. Z drugiej strony jednak,
dalsze badania wykazaty, ze biatko opiekunicze Hfq wigze forme prekursorowg 24B_1,
natomiast nie oddziatuje z dojrzatg czagsteczka, co sugeruje role Hfq w stabilizacji
prekursora lub w procesie biogenezy, a nie na poziomie dziatania dojrzatego sRNA.

Podsumowujac najwazniejsze osiggniecia z pracy nr 2, uzyskane wyniki wskazuja,
ze 24B_1 dziata jako regulatorowe RNA kontrolujgce zaréwno metabolizm komorki
gospodarza, jak i ekspresje gendéw fagowych, celem utrzymania faga w rozwoju
lizogenicznym.

Dalsze badania genomu faga ®24g oraz analizy transkryptomiczne doprowadzity
do identyfikacji kolejnego, fagowego, bardzo matego RNA - czgsteczki UpRoi1 o wielkosci
zaledwie 30 nukleotydéw. W pracy nr 3 poddaliSmy te czgsteczke szczegdtowej
charakterystyce i wykazaliSmy, ze w przeciwienstwie do 24B_1, czasteczka UpRoi1
stymuluje lityczny rozwdj faga. ZidentyfikowaliSmy potencjalne miejsca wigzania dla tej
czgsteczkizaréwno w genomie faga, jak i bakterii oraz eksperymentalnie potwierdzilismy,
ze UpRoi1 bezposrednio oddziatuje zaréwno z transkryptem fagowym, jak i bakteryjnym,
a wigzania te sg stabilizowane przez biatko opiekuncze ProQ.

Czagsteczka UpRoi1 jest kodowana przez gen uproil, ktéry znajduje sie
w rejonie regulatorowym genomu faga pomiedzy genami ant i roi, ale na nici przeciwnej
oraz posiada zidentyfikowane sekwencje promotora pyiterminatora T2. Analizy ilosciowe
z wykorzystaniem metody RT-gPCR potwierdzity powstawanie transkryptu UpRoi1 w
lizogennej komoérce i wykazaty, ze jego poziom wzrasta znaczaco po indukcji profaga, przy
czym najwyzsza ekspresja obserwowana byta podczas transkrypcji z naturalnego
promotora py. Nawet w warunkach spontanicznej indukcji, wariant z nadekspresja
UpRoi1 wykazywat znaczgco podwyzszony poziom tego transkryptu w komorce,
potwierdzajgc jego efektywng produkcje pomimo braku egzogennego induktora. Dalsze
eksperymenty wykazaty, ze nadekspresja czgsteczki UpRoi1 istotnie wptyneta na
obnizenie przezywalnosci bakterii po infekcji i nasilata lize komdrek w hodowli zaréwno

w warunkach spontanicznej, jak i wymuszonej mitomycyna C indukcji profaga. Efekt ten



towarzyszyt okoto dziesieciokrotnemu wzrostowi liczby czgstek fagowych oraz
zmniejszeniu procentowego udziatu zywych komodrek gospodarza w hodowli, co
potwierdzajg wyniki analiz z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej.

Lokalizacja w genomie faga oraz wysoki poziom komplementarnosci do
potencjalnych sekwencji docelowych sugerowaty, ze UpRoi1 moze dziata¢ jako
czgsteczka RNA typu cis, oddziatujagc na niepodlegajacy translacji region 5’UTR
transkryptu genu roi. Analiza wigzania RNA in vitro za pomocg metody réznicowej migracji
komplekséw w zelu poliakrylamidowym wykazata bezposrednie wigzanie UpRoi1 z 100-
nukleotydowym fragmentem 5’UTR mRNA genu roi. Biatko opiekuncze ProQ zostato
zidentyfikowane jako stabilizujgce ten kompleks, natomiast biatko Hfq nie wykazato
powinowactwa do tego kompleksu. Analizy spektroskopowe rowniez potwierdzity te
interakcje. Obserwowane zmiany wartosci absorbancji w zakresie promieniowania UV
oraz zmiany w widmie dichroizmu kotowego (CD) wskazujg na reorganizacje strukturalng
w wyniku tworzenia kompleksu. Uzyskana warto$é statej wiazania (King = 3,81 x 10° M™)
wskazuje na wysoki stopien powinowactwa, a ujemna wartos¢ zmiany energii swobodnej
Gibbsa (AG = -37,52 kJ/mol) $wiadczy o spontanicznym, termodynamicznie korzystnym
i stabilnym charakterze tego wigzania. Analiza widma CD dodatkowo wykazata, ze
chociaz UpRoi1 samodzielnie charakteryzuje sie ograniczona stabilnoscia strukturalna,
jego interakcja z 5’UTR mRNA genu roi sprzyja powstawaniu wysoko uporzgdkowanej
konformacji bogatej w struktury helikalne.

Dodatkowo potwierdzone przez nas wigzanie regulatora odpowiedzi SOS, biatka
LexA, do regionu promotora naturalnego pn sugeruje, ze ekspresja UpRoil jest
zintegrowana z systemem odpowiedzi SOS u gospodarza. Z kolei analizy RNA-seq i RT-
gPCR wykazaty zwiekszong ekspresje fagowych gendéw antyrepresorowych (cro, roi, anti
d_ant) w komérkach z nadekspresjg UpRoi1, podczas gdy poziom transkryptu represora
Cl pozostawat niezmieniony, co wskazuje, ze regulacja sprzyja aktywnosci
antyrepresorow i nie wptywa bezposrednio na poziom mRNA genu ¢/ w komorce.

Na tej podstawie zaproponowaliSmy zalezny od czgsteczki UpRoi1 mechanizm
przetgczenia cyklu zyciowego faga ®24g [Ryc. 9 z pracy nr 3]
W regulacji tej biatko LexA, petnigce role represora w bakteryjnym systemie odpowiedzi
SOS, wiaze sie z sekwencjg promotorowg py genu uproil i hamuje jego transkrypcje. W
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czynnikéw) w komodrce gromadzag sie fragmenty ssDNA, ktérych obecnos$é z kolei
prowadzi do aktywacji biatka naprawczego RecA. Aktywacja RecA inicjuje jednoczesnie
dwa mechanizmy inaktywacji biatka Cl (odpowiedzialnego za utrzymanie stanu lizogenii):
bezposrednig autoproteolize biatka Cl oraz posrednig, bedgca efektem degradacji biatka
LexA, do ktérej dochodzi wtasnie w wyniku aktywnosci biatka RecA. Degradacja represora
LexA prowadzi do odblokowania transkrypcji genu uproil. Produkowana jest wéwczas
czgsteczka UpRoi1, ktdéra wigze sie z 5’UTR genu antyrepresora Roi, a doktadnie w
obrebie sekwencji terminatora T1 zlokalizowanej powyzej genu roi i pokrywajgcej sie z
jego potencjalng sekwencjg promotorowa pess. Wydaje sie, ze ko—lokalizacja terminatora
T1 oraz promotora stanowi zabezpieczenie przed przedwczesng transkrypcja genu roi.
Dopiero obecnos¢ czagsteczki SRNA UpRoi1l ijejinterakcja z sekwencja 5’UTR mRNA genu
roi prawdopodobnie destabilizuje strukture terminatora T1, umozliwiajgc
w ten sposdb zwiekszong ekspresje genu roi z promotora psss. Dochodzi wéwczas do
produkcji antyrepresora Roi, ktérego produkt moze konkurowaé z Cl o wigzanie do miejsc
operatorowych gtéwnych promotoréow fagowych pr i p.. W efekcie oba mechanizmy,
bezposredni i posredni, prowadzg do zniesienia hamujacego dziatania Cl; dochodzi do
transkrypcji wczesnych genéw fagowych znajdujacych sie pod kontrolg promotréw pr
oraz p. i nastepuje przetaczenie cyklu zyciowego faga na rozwdj lityczny.

W pracy nr 3 dowiedliSmy rowniez, ze poza regulacjg ekspresji gendw fagowych,
UpRoi1 moduluje réwniez ekspresje gendw gospodarza znajdujacych sie w pozycji trans
do genu czasteczki. Analiza transkryptomiczna wykazata obecnos¢ 158 gendéw z
podwyzszonym poziomem ekspresji oraz 83 gendw z obnizonym poziomem ekspresji w
komdrkach z nadekspresjg czasteczki UpRoi1. Szczegdlnie zauwazalne byto znaczace
podwyzszenie poziomu ekspresji genow (cheA, cheW, tar, tap, tsr, motA, motB, fliC i flgL)
zaangazowanych w ruchy chemotaktyczne i sktadanie wici. Profilowanie proteomiczne
wykazato podwyzszony poziom biatek zwigzanych z aktywnoscig transkrypcyjng i
translacyjna, przy jednoczesnym istotnym obnizeniu poziomu DnaA, inicjatora replikacji
DNA chromosomalnego. Sugeruje to mozliwag redystrybucje zasobéw komadrkowych
gospodarza narzecz procesu replikacji genomu fagowego podczas rozwoju litycznego.

Dalsze badania z wykorzystaniem narzedzi bioinformatycznych wraz
z analizg powyzszych danych transkryptomicznych pozwolity na zidentyfikowanie mRNA

genu flgL jako bezposredniego celu bakteryjnego dla czgsteczki UpRoi1. Gen ten koduje



biatko tgczace hak i wtékno w strukturze wici bakteryjnej. Przeprowadzony test
réznicowej migracji kompleksow w zelu poliakrylamidowym wykazat, ze RNA UpRoi1i 85—
nukleotydowy fragment mRNA flgL tworzg wigzanie o wysokim powinowactwie, ktdre
moze by¢ stabilizowane przez biatko opiekuricze ProQ. Pomiary spektroskopowe
potwierdzity silng i spontaniczna interakcje (Kuina = 4,71 x 10’ M™'; AG = -43,75 kJ/mol). W
kontekscie fizjologicznym nadekspresja UpRoi1 zwiekszata ruchliwos¢ bakterii, co
potwierdzono obserwacjg wzmozonego rozproszenia komdérek w agarze, w warunkach
spontanicznejindukcji, skorelowana ze wzrostem poziomu ekspres;ji flgL. Sugerujemy, ze
taka pozytywna, zalezna od UpRoi1 regulacja moze wynika¢ z preferencji faga do rozwoju
litycznego w warunkach bogatych w sktadniki odzywcze i potrzeby ukierunkowania
lizogennej komorki na poszukiwania takiego srodowiska.

W efekcie badan nad czasteczkami sRNA fagowego pochodzenia, wspdlnie
z naukowcami z Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego oraz Wydziatu Biologii
Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu, wypracowaliSmy jeszcze jedno wazne,
interdyscyplinarne rozwiagzanie [praca nr 4]. Jest to procedura analizy wigzania matych
czgsteczek sRNA z docelowymi transkryptami, taczgca technike badania wigzania RNA
in vitro za pomocg metody réznicowej migracji kompleksdw w zelu poliakrylamidowym z
chemicznymi analizami spektroskopowymi opartymi na obserwacji zmian absorbancji w
zakresie promieniowania UV oraz zmian w widmie CD. Potgczenie trzech technik
pozwolito wypracowa¢ wiarygodne narzedzie do badania sity, stabilnosci i
spontanicznosci (samorzutnosci) procesu wigzania SRNA-mRNA.

W Swietle uzyskanych dotgd wynikéw, mozemy wskazaé na przeciwstawne
dziatanie czagsteczek 24B_1 i UpRoi1 oraz wysunac gtéwny wniosek, ze fagowe sRNA o
wielkosci eukariotycznych mikroRNA moga petnié funkcje czynnikéw regulatorowych
kontrolujgcych przetgczanie sie cyklu zyciowego faga. Podobne funkcje petnig czasteczki
mikroRNA wiruséw infekujgcych komorki eukariotyczne, np. herpeswiruséw, ktore
wykazujg istotne podobienstwa w cyklu zyciowym z tagodnymi bakteriofagami
ogonkowymi, w tym fagami Stx. Obie te grupy wiruséw wykazujg zdolnos¢ do
przetgczania sie pomiedzy utajonym stanem latencji/lizogenii a rozwojem litycznym. W
okresie latencji herpeswiruséw (lizogenii u fagow) wiekszosS¢ gendéw wirusowych
pozostaje nieaktywna, podczas gdy ograniczony zestaw gendw aktywnych zapewnia

utrzymanie genomu w komoérce i unikanie mechanizméw obronnych gospodarza.



Reaktywacja wirusa tudziez indukcja profaga uruchamia wyciecie, a nastepnie replikacje
fagowego DNA oraz jego dalszy rozwdj lityczny, ktéry prowadzi do zniszczenia komérki
gospodarza i uwolnienia potomnych wiruséw. U herpeswirusdw mikroRNA odgrywaja
kluczowa role w regulacji przetaczenia pomiedzy cyklami zyciowymi wirusa. Wiekszos¢
opisanych czasteczek kontroluje faze latencji poprzez hamowanie ekspresji genoéw
litycznych, ale nieliczne sprzyjajg réwniez rozwojowi litycznemu. Te wirusowe mikroRNA
czesto sg kodowane na nici antysensownej i reguluja ekspresje zaréwno genow
wirusowych, jak i gendw gospodarza zaangazowanych m.in. w proces apoptozy,
metabolizm, czy migracje komorek.

Opisane powyzej wyniki niewatpliwie wskazuja, ze fagowe sRNA typu mikroRNA
stanowig dodatkowy mechanizm regulacji ekspresji gendw i kontroluja rozwdj
bakteriofagdw oraz interakcje fag-gospodarz. Poprzez modulowanie ekspresji genéw
fagowych represordéw, antyrepresordow oraz gendw gospodarza, te mate RNA przyczyniajg
sie do precyzyjnej kontroli cyklu zyciowego faga. Zrozumienie mechanizméw dziatania
fagowych sRNA nie tylko pogtebia podstawowg wiedze na temat biologii fagéw, ale takze
otwiera nowe perspektywy dla strategii terapeutycznych majacych na celu ograniczenie
produkcji toksyny Shiga poprzez stabilizacje stanu utajonego fagéw Stx w patogennych
szczepach E. coli. W swietle tych wynikéw mozna rowniez wskazac, ze fagi Stx niosg geny
czgsteczek sRNA funkcjonalnie analogiczne do eukariotycznych mikroRNA. Sprzyjajaca
lizogenii czasteczka 24B_1 stanowi pierwszy dowdd na istnienie mechanizmu
regulacyjnego podobnego do tego funkcjonujgcego u wiruséw infekujacych komorki
eukariotyczne. Nastepstwem tego odkrycia byto zidentyfikowanie i scharakteryzowanie
kolejnego fagowego sRNA, UpRoil, ktére roéwniez odgrywa kluczowg role w
podejmowaniu przez faga decyzji o wyborze Sciezki rozwojowej. Poza rolg w regulacji
ekspresji gendow fagowych i stymulowaniu rozwoju litycznego, czasteczka UpRoi1l
kontroluje réwniez ekspresje gendéw gospodarza poprzez bezposrednie wigzanie sie z
mMRNA genu flgL. Oddziatywanie to moze utatwiaé rozprzestrzenianie sie czastek
wirusowych poprzez stymulacje migracji komorek bakteryjnych w kierunku
korzystniejszego srodowiska, tym samym zapewniajgc rownowage pomiedzy produkcja
czgstek fagowych a przetrwaniem populacji gospodarza. UpRoi1, podobnie jak

mikroRNA herpeswirusow, ktére zwiekszajg migracje i inwazje komérek gospodarza,



wydaje sie sprzyjacé rozprzestrzenianiu sie wirusa poprzez kontrole proceséw zyciowych
bakterii.

Te obserwacje niewatpliwie potwierdzajg hipoteze, ze bakteriofagi tagodne niosag
geny kodujgce regulatorowe sRNA, pod wieloma wzgledami przypominajace czgsteczki
mikroRNA funkcjonujace w komodrkach eukariotycznych. Fagowe sRNA wytaniaja sie
zatem jako kluczowe regulatory interakcji fag-gospodarz, aktywowane przez sygnaty
Srodowiskowe, Zmiany stanu metabolicznego komorki oraz zmiany
w wielkosci populacji bakterii celem ukierunkowania faga na wtasciwg sciezke rozwoju.
Interwencja terapeutyczna zorientowana na tego typu czgsteczki sSRNA lub ich interakcje
z docelowymi transkryptami moze stanowi¢ nowa strategie kontroli indukcji profaga i

ograniczenia produkcji toksyny Shiga podczas infekcji STEC.



