Rola regulatoré6w transkrypcji w kontroli ekspresji gené6w prokariotycznych
na przykladzie modelowej bakterii Pseudomonas aeruginosa

STRESZCZENIE

‘Bakterie Pseudomonas aeruginosa spotykane sa czesto w srodowisku naturalnym jak woda
czy gleba, ale zaliczane sa takze do oportunistycznych patogenéow ludzi i zwierzat.
Charakteryzuje je duza zdolno$é do przetrwania w bardzo réznych niszach ekologicznych.
Adaptacja i umiejetnosé dostosowania do zmiennych warunkéw srodowiska wynika z roz-
budowanych sieci regulacyjnych tych bakterii i wykorzystania bogatego repertuaru kodowa-
nych w genomie bialek, §ciezek metabolicznych, mechanizméw obronnych i adaptacyjnych.
Regulatory transkrypcji sa kluczowymi elementami regulacji ekspresji genéw, ktére odpo-
wiadaja na sygnaly z otoczenia, wlaczajac lub wylaczajac okreslone Sciezki. Kompleksowe
badania regulatorow transkrypcji z wykorzystaniem metod transkryptomicznych, geno-
micznych, regulacyjnych dostarczaja wiedzy na temat mechanizméw ich dzialania, regulo-
wanych genéw i proceséw, umozliwiajac poznanie i zrozumienie czesto skomplikowanych
sieci regulacyjnych zawiadujacych przezyciem komoérki w danym srodowisku i warunkach.
Celem niniejszej pracy jest przedstawienie kluczowych zagadnien zwiazanych z regulacja
transkrypcji bakteryjnej na podstawie przegladu danych literaturowych oraz zobrazowa-
nych na przykladzie P. aeruginosa i charakterystyki mechanizmoéw regulacji ekspresji ge-
néw zaangazowanych miedzy innymi w wirulencje tej bakterii.

REGULACJA EKSPRESJI GENOW U BAKTERII

Bakteryjne geny i genomy przez miliony lat przystosowywaly sie i ewolu-
owaly, skutkujac zasiedlaniem przez komorki bakteryjne niemal kazdej niszy
ekologicznej na Ziemi. Cechg charakterystyczna bakteryjnych genomoéw jest ich
ogromna plastycznosé i zmiennosc¢ ekspresji genéw, a takze réznorodnosc jej re-
gulagji. Tak jak inne organizmy, bakterie odbieraja sygnaly ze srodowiska, a od-
powiadaja na nie poprzez modyfikacje ekspresji pojedynczych lub wielu genéw.

TRANSKRYPCJA

Transkrypcja jest kluczowym procesem prowadzacym do ekspresji genu, a jej
zrozumienie i poznanie bylo jednym z gléwnych zainteresowani wspotczesnej
biologii molekularnej. Fakt, ze transkrypcja jest regulowana zostal zasygnali-
zZowany po raz pierwszy w pionierskim artykule autorstwa Jacob’a i Monod’a,
opisujacym operon laktozowy lac Escherichia coli K-12 znajdujacy sie pod kon-
trola represora, jednoczesnie bedac aktywowanym obecnoscig laktozy w oto-
czeniu [1,2]. Praca stala sie podwalina dla zrozumienia mechanizméw regulacji
transkrypcji zaleznej od dostepnosci skladnikéw odzywczych w Srodowisku.
Oproécz odkrycia faktu, ze bakterie moga wybieraé bardziej optymalne Zrédto
energii (glukoza wzgledem laktozy) i nie marnotrawi¢ swojej energii na pro-
dukcje niepotrzebnych w danej chwili enzyméw, pierwszy raz wprowadzono
takze pojecie bakteryjnych operonéw, prowadzacych do powstania policistro-
nowych transkryptéw mRNA. Niedlugo potem ukazala sie réwniez praca, w
ktérej opisano mozliwo$¢ wyboru miedzy cyklem litycznym i lizogenicznym
u bakteriofagéw lambda poprzez genetyczny przelacznik (ang. genetic switch)
i wprowadzony zostat termin , represor” [3,4].

Organizmy prokariotyczne nie maja jadra komoérkowego otoczonego blona,
przez co transkrypcja, translacja, jak i degradacja mRNA odbywaja sie jedno-
cze$nie na terenie cytoplazmy. lloé¢ biatka wewnatrz komoérki moze by¢ zatem
szybko modyfikowana poprzez modulacje pracy polimerazy RNA rozpoczyna-
jacej transkrypcje i natychmiastowe odczytywanie transkryptu, jesli zachodzi
taka potrzeba. Wzmozona lub obnizona aktywnos$¢ promotoréw konkretnych
genéw umozliwia adaptacje do specyficznych warunkéw srodowiska.

Wiele proceséw i elementéw komoérkowych moze wplywaé na transkrypcje
genéw u bakterii. Wéréd nich wyrézni¢ mozna obecnosé okreslonych metaboli-
tow [5,6], globalne parametry fizjologiczne [7,8], topologie chromosoméw [9-11]
czy niewielkie czasteczki, takie jak mate, niekodujace RNA [12,13]. Wiekszos¢
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Rycina 1. Polimeraza RNA i czynniki sigma bakterii. (A) Schemat ilustrujacy budowe podjednostkowa polimerazy RNA wraz z sekwencjami rozpoznawanymi przez
czynnik sigma70 i sigma54 w promotorach genow podczas inicjacji transkrypcji. Charakterystyczne elementy budowy promotoréw zaznaczono pomaranczowymi i zie-
lonymi prostokatami. Miejsce startu transkrypcji oznaczone jest jako ,+1” ze strzatka wskazujacg kierunek transkrypgji. (B) Schemat budowy czynnika sigma54. Wyr6z-
niono 3 regiony funkcjonalne i gtowne elementy struktury odpowiadajace za interakcje (na podstawie [20]). (C) Schemat budowy czynnika sigma70. Wyr6zniono domeny
(01.1-04) wraz z konserwowanymi (1.1-4.2) i niekonserwowanymi regionami oraz ich przewidywane funkcje (na podstawie [20,21]).

badan dotyczacych regulacji transkrypcji genéw opiera sie
jednak na interakcji DNA-biatko i czasteczkach bezposred-
nio wplywajacych na aktywnosé¢ promotoréw. Do takich
elementéw komoérkowych naleza czynniki sigma i regula-
tory transkrypcji.

POLIMERAZA RNA I CZYNNIKI SIGMA

Czynniki sigma sa oddzielng niezalezng podjednostka
bakteryjnej polimerazy RNA, kluczowa dla odpowiedniego
rozpoznawania promotoréw przez polimeraze [14-17]. Po-
limeraza RNA ma budowe podjednostkowa, sktadajac sie z
pieciu podjednostek (2a, B, B’, ®) tworzacych czes¢ rdzenio-
wa enzymu, natomiast podjednostka sigma przylacza sie do
rdzenia, tworzgc holoenzym [18]. Wéréd czynnikéw sigma
wyréznia sie dwie podstawowe rodziny filogenetyczne:
sigma?0 (0”°) i sigma54 (6*) (Ryc. 1). Sigma70 bierze udziat
w transkrypcji wiekszosci genéw komorki, w tym tych nie-
zbednych do zycia (ang. housekeeping genes), rozpoznajac se-
kwencje —35 i =10 powyzej promotora i inicjujac transkryp-
¢je. Za podgrupe czynnikéw sigma70 uznaje sie pozacyto-
plazmatyczne czynniki (ang. extracytoplasmic function sigma
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factors, ECF), bedace matymi biatkami o aktywnosci regula-
torowej, aktywowane pod wplywem stresu srodowiskowe-
go [15]. Wiekszos¢ bakterii (ale nie wszystkie) posiada jedna
podjednostke sigmab4. Sa to biatka o odmiennej budowie i
funkcji od reszty czynnikéw sigma (Ryc. 1A,B). Rozpoznaja
one sekwencje =12 i =24 promotoréw, a do inicjacji trans-
krypcji w przypadku polimerazy RNA zwiazanej z sigmab4
niezbedna jest obecnos¢ aktywatora oddziatujacego z sig-
mab4, dostarczajacego ATP i umozliwiajacego utworzenie
otwartego kompleksu polimerazy [19].

Alternatywne czynniki sigma nie nalezace do rodzin sig-
ma70 ani sigmab4, sa rowniez powszechne u bakterii i ry-
walizuja z czynnikiem sigma70 o wiazanie polimerazy do
promotoréw. Wszystkie czynniki sigma, oprécz sigmab4,
tacza podobne cechy, jak np. czterodomenowa budowa
(Ryc. 1C) [22]. Domena $rodkowa odpowiadajgca domenie
02 czynnika sigma70 stanowi powierzchnie oddziatywania
z polimeraza RNA i odpowiada za interakcje z elementem
—10 promotora, stanowi wiec kluczowy region dla stabili-
zacji polimerazy na DNA [23]. C-terminalna domena 4 od-
powiada za rozpoznawanie i wigzanie sekwencji =35 [20].
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Czesto aktywnod¢ czynnikéw sigma jest kontrolowana
przez czynnik anty-sigma, ktéry oddziela podjednostke od
polimerazy RNA.

Liczba genéw kodujacych czynniki sigma jest bardzo
zréznicowana u réznych gatunkéw, zaczynajac od poje-
dynczego genu u Mycoplasma genitalium, koriczac na 63 ge-
nach u Streptomyces coelicolor [24]. Zgodnie z danymi z 2008
roku, w Pseudomonas aeruginosa 24 geny koduja potencjalne
czynniki sigma, wéréd ktérych 19 to czynniki pozacytopla-
zmatycze [25]. Wydaje sie, ze istnieje korelacja pomiedzy
liczba genéw kodujacych czynniki sigma w genomie bakte-
rii, a réznorodnoscia srodowisk przez nig zamieszkiwanych
[19].

REGULATORY TRANSKRYPCJI -
AKTYWACJA I REPRESJA EKSPRES]I

Regulatory transkrypcji sa jednym z kluczowych kom-
ponentéw w sieci regulacji ekspresji genéw, bedac biatkami
wiazacymi sie zwykle bezposrednio do DNA i potrzebnymi
do aktywagcji lub represji danego genu. Aktywnos¢ regula-
toréw zalezy od zdolnosci do rozpoznawania konkretnych
sekwencji DNA w promotorach i wzmacnianiu lub hamo-
waniu inicjacji transkrypcji z tego promotora [26]. Regula-
tory transkrypcji zazwyczaj funkcjonuja jako homodimery,
tetrametry, heksamery, a nawet heterodimery [27]. Wiele
réznych regulator6w moze wigzac sie do podobnych se-
kwencji DNA, ale tez zdarza sig, ze jeden regulator wigze
sie¢ do réznych miejsc w genomie [22]. Efekt dziatania re-
gulatora transkrypcji zalezy od jego stezenia w komorce i
powinowactwa do miejsca wigzania (stabe miejsca wigzania
wymagaja wysokich stezen regulatoréw do skutecznego ich
dziatania) [28,29].

Wiekszod¢ regulatoréw transkrypcji dzialajacych jako
represory wigze sie do DNA w sekwencji promotora nie-
zbednej dla rozpoznania przez polimeraze RNA, tym sa-
mym blokujac jej dostep. Represja moze by¢ wzmacniania
poprzez wiazanie kilku regulatoréw, ktére oddziatujac mie-
dzy soba powoduja zapetlanie DNA, przez co dostep do
sekwencji promotorowych dla polimerazy jest dodatkowo

utrudniony. W innych przypadkach, polimeraza RNA jest
zdolna do przytaczenia do DNA, ale represor blokuje ja w
promotorze, uniemozliwiajac inicjacje transkrypcji [30,31].

Wiekszoé¢ regulatoréw, ktére zwiekszaja ekspresje ge-
néw wiaze sie do DNA w miejscu powyzej sekwencji —35
i =10 promotoréw [32]. W takich przypadkach czesto akty-
wator wiaze sie do polimerazy RNA rekrutujac ja do doce-
lowego promotora i wspomagajac inicjacje transkrypcji. Na
powierzchni aktywatora wyréznia sie region aktywacyjny
(ang. activating region) zlozony z krétkiego ciagu amino-
kwaséw, umozliwiajacego bezposredni kontakt z polime-
raza [33]. Zwykle interakcja ze strony polimerazy zachodzi
poprzez C-terminalna czes¢ podjednostki a (aCTD), lub
domene 4 podjednostki sigma (Ryc. 1B). Aktywatory moga
réowniez indukowaé¢ zmiany konformacji w promotorze,
ktore skutkuja ustawieniem sekwengji tak, by byla ona do-
stepna dla przylaczenia polimerazy RNA [34].

Regulatory transkrypcji dzialajac jako tacznik pomiedzy
ekspresja genéw, a sygnalami z otoczenia dostarczanymi
przykladowo przez wtérny przekaznik c-di-GMP czy cza-
steczki uczestniczace w komunikacji typu quorum sensing
(QS), musza by¢ regulowane - na poziomie ekspresji, badz
aktywnosci. Powinowactwo regulatora do DNA moze by¢
modulowane poprzez ligandy, ktérych stezenie waha sie
pod wplywem dostepnosci substancji odzywczych czy stre-
su. Innym mechanizmem kontroli regulatoré6w jest ich mo-
dyfikacja, np. poprzez fosforylacje, co odnosi sie zwtaszcza
do dwuskladnikowych systeméw regulacyjnych. Stezenie
regulatora w komoérce moze by¢ regulowane takze przez
proces proteolizy, a jego aktywnos¢ przez inne biatka regu-
latorowe, do ktérych regulator sie wiaze [19,35].

Czynniki wplywajace na transkrypcje genéw tworza
skomplikowang sie¢ zaleznosci, ktéra Iaczy dziatanie regu-
latorow transkrypcji odpowiadajacych na sygnaly z otocze-
nia z aktywacja lub represja ekspresji genéw. Poniewaz re-
gulatory moga dziata¢ globalnie, tworzy¢ sprzezenia zwrot-
ne, regulowac ekspresje wlasnych promotoréw na drodze
autoregulacji, a takze mie¢ dwojaka funkcje zaréwno repre-
sora, jak i aktywatora, sie¢ regulacji ekspresji genéw poje-
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Rycina 2. Mechanizmy regulacji ekspresji genow znajdujacych sie pod kontrola aktywatora i represora. Schematyczne przedstawienie promotoréw i polimerazy RNA od-
powiada konwengji z Ryc. 1A. Regulatory transkrypcji przedstawiono jako owalne lub okragte czasteczki w formie dimeréw. (A) Promotor operonu lac E. coli regulowany
przez represor Lacl i aktywator CRP, wigzace sie niezaleznie od siebie. (B) Niektére promotory zalezne od CRP, podlegaja represji przez regulator CytR, oddzialujacy
bezposrednio ze zwigzanymi jeden za drugim dimerami CRP. (C) Zwigzanie regulatora transkrypcji do miejsca o duzym powinowactwie wigzania aktywuje transkrypcje,
a jego przylaczenie do drugiego miejsca o niskim powinowactwie powoduje represje (rycina na podstawie [31]).
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Rycina 3. Mechanizmy regulacji ekspresji genéw zaleznych od dwoch represoréw. Schematyczne przedstawienie promotoréw z sekwencjami =10, —35 oraz regulatorow.
(A) Dwa represory (na przykiadzie LexA i IscR) wigza sie do promotora i podwojnie blokuja transkrypcje podlegajacego mu genu. (B) Promotor P1 faga GIL0O1 podlega
represji przez biatko gospodarza LexA i fagowe biatko gp7, dziatajace jako korepresor. (C) Promotor genu kolicyny E8 E. coli podlega represji przez kompleks biatkowy
zlozony z LexA i AsnC. Zaginanie DNA w obrebie promotora przez kompleks bialek uniemozliwia transkrypcje (rycina na podstawie [31]).

dynczej komoérki bakteryjnej jest bardzo skomplikowana.
Wyrézni¢ mozna trzy klasy zlozonych promotoréw: regu-
lowane przez aktywator i represor, bedace tylko pod wply-
wem represoréw i kontrolowane przez aktywatory [31].

Najprostszym scenariuszem, w ktérym promotor jest
regulowany zaréwno przez aktywator, jak i represor jest
niezalezne wigzanie i dzialanie obu regulatoréw (Ryc. 2A).
Przykladem takiego mechanizmu regulacji jest wspomnia-
ny juz operon lac z E. coli K-12, ktérego promotor oprécz
znajdowania si¢ pod kontrola represora Lacl (wigzacego sie
w pierwszej kolejnosci w miejscu +11 ponizej startu trans-
krypcji, ale tez w pozycji +412 i —82, co wzmacnia repre-
sje [36]), jest rowniez kontrolowany przez biatko receptora
cyklicznego AMP (ang. cyclic AMP receptor protein, CRP).
CRP dziata jako regulator genéw zaangazowanych w Sciez-
ki kataboliczne zwiazkéw wegla innych niz glukoza [37].
W przypadku operonu lac CRP wiaze si¢ miedzy pozycja
—-62, a —61 powyzej startu transkrypcji i aktywuje inicjacje
transkrypcji operonu (Ryc. 2A) [38,39]. Represor i aktywator
moga tez ze soba bezposrednio oddziatywa¢, jak w przy-
padku przylaczania represora (lub anty-aktywatora) CytR

do dwoch zwiazanych juz z DNA dimeréw CRP (Ryc. 2B)
[40]. CytR jest represorem genéw zaangazowanych w ka-
tabolizm rybonukleozydéw, a promotory bedace pod kon-
trolag CytR sa aktywowane przez CRP [40]. W przypadku
promotoréw kontrolowanych przez regulatory, bedace za-
réwno aktywatorami, jak i represorami, zazwyczaj pierw-
sza czasteczka regulatora przylacza sie z duzym powino-
wactwem do DNA i dziala jako aktywator, natomiast ko-
lejna powoduje represje (Ryc. 2C) [31]. Przyktadem takiego
dziatania jest regulator BvgA z Bordetella pertussis, bedacy
czescia dwuskladnikowego systemu regulacyjnego BvgAS,
kontrolujacego ekspresje ponad 100 genéw zwigzanych z
wirulencja [41].

Tak jak w przypadku promotoréw, bedacych pod kon-
trola represora i aktywatora, dwa represory réwniez moga
wigza¢ sie do regulowanego promotora niezaleznie od sie-
bie. Ekspresja genu z promotora zaleznego od dwdch re-
presoréw jest podwodjnie regulowana i potrzebne sa dwa
sygnaly, aby umozliwi¢ inicjacje transkrypcji. Jednoczesnie
zaden z represoréw nie jest wystarczajacy do catkowitego
zahamowania transkrypcji (Ryc. 3A). Tego typu zaleznos¢
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Rycina 4. Mechanizmy regulacji ekspresji genéw zaleznych od dwoéch aktywatoréw. Schematyczne przedstawienie promotoréw z sekwencjami —10, —35, regulatoréw
i polimerazy RNA odpowiada wcze$niejszym rycinom. (A) Aktywacja poprzez przemieszczanie - aktywator 2 doprowadza do przesuniecia aktywatora 1 w miejsce, w
ktérym moze zainicjowac transkrypcje. (B) Aktywator, aby zwigzac sie do promotora wymaga interakgji z innym aktywatorem. Dopiero dwa oddziatujace ze sobg dimery
aktywatoréw zdolne sg do inicjacji transkrypgji. (C) Dwa aktywatory wigzg sie do promotora niezaleznie od siebie i kazdy niezaleznie oddziatuje z polimeraza RNA.
(D) Aktywator 1 jest zdolny do inicjacji transkrypcji, ale jego aktywnos¢ jest zahamowana przez zwiazany powyzej represor. Aktywator 2 blokuje dziatanie represora, co

doprowadza do inicjacji transkrypgji i aktywacji ekspresji (rycina na podstawie [31]).
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zachodzi podczas ekspresji genu kodujacego kolicyne Ku E.
coli, ktérego promotor ulega represji przez regulator LexA,
a jednoczeénie znajduje sie pod kontrola represora IscR
indukowanego przez stres oksydacyjny i odpowiedz SOS
[42,43].

Wiazanie i dzialanie represora moze by¢ wzmacniane
przez oddzialywanie z korepresorem, tworzac razem kom-
pleks o zwiekszonym powinowactwie do miejsca wigzania
(Ryc. 3B). Sytuacje te mozna zaobserwowacé u Bacillus thu-
ringiensis, ktérego represor LexA oddziatuje z bialkiem gp7
bakteriofaga GILO1 i jako kompleks wiagza sie do promotora
P1 wspomagajac utrzymanie bakteriofaga w cyklu lizogen-
nym [44].

Dwa represory zwigzane blisko siebie moga takze do-
prowadzaé¢ do powstania kompleksu nukleoproteinowego,
ktory powoduje znieksztalcenie helisy DNA. W efekcie do-
chodzi do wyciszenia ekspresji zlokalizowanych w okolicy
genéw, co obserwuje sie na przyklad w promotorze genu
kodujacego kolistyne E8 u E. coli kontrolowanego przez
LexA i AsnC (Ryc. 3C) [45].

Wspéltdziatanie dwdéch aktywatoréw prowadzace do ini-
gjacji transkrypcji z pojedynczego promotora moze polegac
na zmianie miejsca wigzania jednego z regulatoréw przez
drugi. W takim przypadku pierwszy wiazacy si¢ z DNA ak-
tywator, pomimo Ze jest zdolny do aktywacji samodzielnie,
wiaze sie w taki sposéb lub w takim miejscu, ze aktywacja
promotora nie jest mozliwa. Aktywator-partner poprzez
zwigzanie z DNA zmienia lokalizacje pierwszego regulato-
ra, umozliwiajac inicjacje transkrypcji (Ryc. 4A). Tego typu
mechanizm zostat po raz pierwszy opisany u E. coli dla pro-
motora genu malK, regulowanego przez aktywator MalT
wspolpracujacy z biatkiem CRP [46]. Zdarza sie réwniez, ze
konieczne jest bezposrednie wspétdziatanie dwéch aktywa-
torow i tylko podczas jednoczesnego przylaczenia aktywa-
tora i ko-aktywatora nastepuje wigzanie polimerazy RNA

do sekwencji promotorowej (Ryc. 4B). Taki mechanizm cho¢
wystepuje rzadko, opisany zostat dla dwéch promotoréw
zaleznych od CRP, w ktoérych do aktywacji transkrypcji po-
trzebne jest oddzialywanie CRP z MelR lub Sxy [47,48].

Znacznie czestsze jest niezalezne od siebie wigzanie
dwoch aktywatoréw i faczenie sie z polimeraza przez kaz-
dego z nich indywidualnie, przy czym oba regulatory sa
niezbedne do przylaczenia polimerazy do DNA (Ryc. 4C).
Taki podziat zaleznosci wynika z wyrézniania dwéch klas
aktywatoréw, gdzie aktywatory klasy I reguluja ekspresje
genu wigzac sie powyzej promotora i reagujac z C-terminal-
na domena podjednostki a polimerazy (aCTD) (jak aktywa-
tor 2 na Ryc. 4C), natomiast aktywatory klasy Il wigza sie w
poblizu regionu —35 promotora pomiedzy aCTD, a domeng
4 podjednostki sigma przylaczonej do DNA polimerazy (jak
aktywator 1 na Ryc. 4C) [49,50]. Aktywacja przedstawiona
na Ryc. 4C moze zatem uwzglednia¢ wspoétdziatajace dwa
aktywatory klasy I lub aktywator klasy I i klasy II. Przykfa-
dem takiej kooperacji sa wspotpracujace ze soba regulatory
CRP i Fis wspdlnie kontrolujace ekspresje genéw koduja-
cych cytotoksyny E. coli [51].

Istnieje takze mozliwos¢ posredniej wspéizaleznosci
dwoch aktywatoréw, gdy aktywnosé jednego jest hamowa-
na przez czynnik (najczesciej biatko represorowe), a drugi
aktywator likwiduje dziatanie owego czynnika, w efekcie
dziatajac jako anty-represor (Ryc. 4D) [50]. Taki mechanizm
opisany zostal po raz pierwszy w przypadku promotora
operonu nir E. coli zaleznego od regulatoréw Fnr i NarL lub
NarP, ktére hamuja dziatanie represora Fis [52].

PODZIAE REGULATOROW
TRANSKRYPCJI NA RODZINY

Poza podzialem na aktywatory i represory, regulatory
transkrypcji klasyfikuje sie do rodzin, przede wszystkim
na podstawie domen, z ktérych sa zbudowane. Budowa
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Rycina 5. Budowa domenowa przedstawicieli wybranych rodzin regulatoréw transkrypcji bakterii [57-62].
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domenowa regulatoréw obejmuje przynajmniej dwie do-
meny, ktérych wspoétdzialanie pozwala na funkcje regula-
cyjne i przetaczanie aktywnosci w odpowiedzi na bodzce
(Ryc. 5) [53]. Szacuje sig, ze okolo trzy czwarte regulatoréw
transkrypcji u bakterii jest dwudomenowa, a reszta sklada
sie z trzech, a rzadko czterech domen [54]. Szczegélnym
przypadkiem sa przedstawiciele rodziny MarR, w ktérych
wyréznia sie tylko jedna, centralnie potozong domene 1a-
czaca najprawdopodobniej funkcje innych (Ryc. 5). Funkcja
jednej z domen jest odbieranie sygnatéw, co najczesciej na-
stepuje poprzez interakcje biatko-biatko lub ligand, dlatego
w literaturze spotyka sie okreslenie domena wigzaca ligand
(ang. ligand-binding domain, LBD). W wielu przypadkach, li-
gandami sg metabolity lub czynniki fizykochemiczne, ktére
przekazujg informacje ze srodowiska lub z wnetrza komor-
ki [55,56]. Domena ta czesto zaangazowana jest rowniez w
oligomeryzacje (Ryc. 5).

Druga domena natomiast odpowiada za bezposrednie
interakcje z DNA w miejscu wiazania regulatora (ang. DNA-
-binding domain, DBD). U bakterii najczesciej jest to domena
o strukturze helisa-skret-helisa (ang. helix-turn-helix, HTH),
ztozona z dwoch a-helis zlaczonych krétkim odcinkiem
aminokwaséw [54,63]. C-terminalna helisa domeny HTH
rozpoznaje sekwencje nukleotydows i laczy sie w wiek-
szym rowku DNA, gdzie nastepuje bezposdredni kontakt z
krawedziami par zasad [64]. Wsréd innych domen oddzia-
tujacych z DNA wymieni¢ mozna takie jak: helisa-petla-he-
lisa (ang. helix-loop-helix, HLH), palec cynkowy (ang. zinc-
-finger domain) czy anty-réwnolegla harmonijka beta (ang.
p-sheet-antiparallel domain), jednak te motywy stanowiq za-
ledwie okoto 5% wszystkich domen wigzacych DNA u bak-
teryjnych regulatoréw transkrypcji [64]. Motyw HTH moz-
na zatem uznaé za ceche charakterystyczna regulatoréow
transkrypcji, bedaca zarazem najbardziej zakonserwowana
strukturg wewnatrz rodzin. Ponadto, struktura domenowa
moze by¢ wstepnym indykatorem funkcji regulatora, po-
niewaz HTH czesciej wystepuje w N-koricowej czeéci biatka
u represoréw niz aktywatoréw czy podwojnych regulato-
réow [65]. Nie moze to by¢ jednak uznawane za generalna

zaleznoé¢ co podkresla Babu i Teichmann w pracy z 2003
roku [66].

Na podstawie podobieristwa domeny wigzania DNA i
struktury domenowej, wszystkie regulatory transkrypcji E.
coli, ktorych jest okoto 300, sa klasyfikowane do 63 rodzin
[67], podczas gdy przyjmujac kryteria funkcjonalne i podo-
bieristwo sekwencji wyrdznia sie 54 rodziny [68]. Analiza
761 genomow bakterii i archeonéw pozwolila ujednolici¢
podzial regulatoréw transkrypcji u Prokaryota i podzieli¢
je na 19 rodzin [26]. Pomimo réznic w danych literaturo-
wych na temat liczby rodzin regulatoréw, zgodnie wyréz-
ni¢ mozna te najwieksze i szeroko rozpowszechnione u or-
ganizméw prokariotycznych, tj. LysR i TetR. Przedstawi-
ciele tych dwéch rodzin moga stanowi¢ nawet ponad 28%
wszystkich prokariotycznych biatek regulatorowych i wy-
stepuja wszechobecnie u organizméw z réznych srodowisk
i o r6znych stylach zycia [26].

Przedstawiciele rodziny TetR (Srednio ok. 16 reprezen-
tantéw rodziny na 1 genom [26]) sa gléwnie zaangazowani
w regulacje procesow takich jak opornosé na antybiotyki,
biosynteza antybiotykéw czy stres osmotyczny. Zwykle sa
to represory zdolne do dimeryzacji, z N-terminalnie zloka-
lizowana domena HTH (Ryc. 5) [57]. Regulatory typu TetR
sg opisywane zaréwno u bakterii Gram-ujemnych i Gram-
-dodatnich, a, B, y-proteobakterii, cyjanobakterii, a takze u
archeonéw [69]. Archetypem rodziny jest biatko TetR E. coli,
dzialajace jako represor genu tetA, kodujacego biatko wy-
pompowujace tetracykline [57].

Regulatory typu LysR ($rednio ok. 15 reprezentantéw
rodziny na 1 genom [26]) sa najbardziej rozpowszechnione
u proteobakterii, gtéwnie w klasie a i y, ale istnieja takze
doniesienia o ich wystepowaniu u bakterii Gram-dodat-
nich. Duze réznice w zawartosci par G+C u organizmoéw,
w ktoérych odnajdywani sg przedstawiciele rodziny LysR
$wiadczy¢ moze, podobnie jak w przypadku rodziny TetR,
0 wczesnym pojawieniu sie tych grup w toku ewolucji orga-
nizméw prokariotycznych [70]. Regulatory typu LysR maja

Tabela 1. Najbardziej rozpowszechnione rodziny prokariotycznych regulatorow transkrypcji

Budowa

Nazwa rodziny

Najczestszy spos6b dziatania

TetR HTH na N-koricu ~ Represor

Przyktady regulowanych funkgji Referencje

Biosynteza antybiotykéw, opornoscé

na antybiotyki, stres osmotyczny [57,69,72]

GntR HTH na N-koncu

Represor

Lrp/AsnC HTH na N-koricu

@)}

Aktywator/represor; globalne/
lokalne funkcje przedstawicieli

Metabolizm, regulacja enzyméw (allosteria) [74,75]

Biosynteza i metabolizm aminokwaséw [59,77,78]
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dwudomenowq budowe z silnie konserwowanym wéréd
przedstawicieli rodziny motywem HTH w obrebie domeny
DBD na N-koricu biatka (Ryc. 5). Moga one dziala¢ zaréwno
jako aktywator, jak i represor, a takze mie¢ podwoéjne dziata-
nie jednoczeénie, co nalezy do cech charakterystycznych tej
rodziny - prawie 25% wszystkich podwéjnych regulatoréw
u E. coli to przedstawiciele rodziny LysR [70]. Bardzo wiele
regulatoréw z rodziny LysR dziata jako autorepresory, ne-
gatywnie regulujac ekspresje swoich wilasnych genéw [71].
Zaangazowane sa w kontrole wielu funkcji komérkowych,
wéréd ktérych wymieni¢ mozna procesy kataboliczne, bio-
synteze aminokwaséw czy detoksyfikacje komorki [58,71].

Sposréd innych waznych i czesto opisywanych w lite-
raturze rodzin wymieni¢ mozna AraC/XylS, GntR, MarR,
Lrp/AsnC czy odrebna rodzine pozytywnych regulatoréw
zaleznych od sigmab4, nazywanych bakteryjnymi biatka-
mi wigzacymi wzmacniacz (ang. bacterial Enhancer Binding
Protein, bEBP) (Tab. 1). Sa to jednak grupy o zdecydowa-
nie mniej powszechnym wystepowaniu niz przedstawiciele
LysR i TetR, co moze §wiadczy¢ o tym, ze rodziny regulato-
réw typu LysR i TetR osiagnely podczas ewolucji najwiek-
szy sukces pod katem liczby przedstawicieli w genomach
prokariotycznych.

GLOBALNE REGULATORY TRANSKRYPCJI

Poprzez wzajemna regulacje z innymi czynnikami trans-
krypcyjnymi, regulatory rozszerzaja zakres kontrolowa-
nych genéw o grupe genéw regulowanych niebezposred-
nio. Catkowita liczba genéw regulowanych przez jeden
regulator zawiera zatem geny regulowane bezposrednio i
posrednio. Co istotne, pojedynczy regulator o szerokim za-
kresie dziatania moze regulowac geny, ktérych transkrypcja
zachodzi z udziatem réznych czynnikéw sigma. W pracy
Shen-Orr i wsp. dotyczacej sieci regulacyjnych E. coli, re-
gulatory transkrypcji kontrolujace dziesie¢ lub wiecej ope-
ronéw zostaly zdefiniowane jako globalne [80]. Globalne
regulatory odgrywaja kluczowa role w komoérce bakteryj-
nej, koordynujac ekspresje setek lub tysiecy genéw. Siedem
najbardziej znanych globalnych regulatoréw E. coli (ArcA,
CRP, Fis, Fnr, IHF, Lrp i NarL) wspélnie kontroluje okoto
polowe wszystkich genéw tej bakterii [81]. Geny kontrolo-
wane przez poszczegblne globalne regulatory moga mieé
bardzo zréznicowane funkcje [82,83]. Gottesman definiuje
regulatory jako globalne na podstawie ich plejotropowych
wlasciwosci dotyczacych regulacji operonéw zwigzanych
z réznymi szlakami metabolicznymi [84]. Rzeczywiscie
badania pokazuja, ze aktywacja lub inaktywacja globalne-
go regulatora prowadzi najczesciej do istotnych zmian w
produkcji metabolitow wtérnych i plejotopowych zmian
fenotypu [85,86]. Zaproponowana definicja nie obejmuje
bialek zaangazowanych w inne od metabolizmu kluczowe
procesy komoérkowe. Liczne biatka wigzace sie z DNA przy-
czyniaja sie do regulacji transkrypcji poprzez modyfikacje
regionéw regulatorowych, na przyktad wptywajac na uklad
przestrzenny DNA, architekture genomu i wigzanie innych
biatek regulatorowych. Trudno zatem precyzyjnie rozgrani-
czy¢ globalne regulatory transkrypcji i biatka strukturalne
oddzialujace z DNA, tzw. biatka zwigzane z nukleoidem,
np. typu NAP (ang. nucleoid-associated proteins, NAP) [87].
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Biatka typu NAP wiaza sie do DNA w wielu miejscach
genomu, a ich dzialanie najczesciej opisywane jest w litera-
turze jako analogiczne do histonéw wchodzacych w sklad
chromatyny komoérek eukariotycznych [88]. Mimo istot-
nych réznic w organizacji materialu genetycznego w do-
menach Eukarya, Bacteria i Archaea, informacje genetyczne
zawarte w DNA przedstawicieli wszystkich trzech grup
organizmoéw musza by¢ odpowiednio przechowywane i or-
ganizowane tak, aby zachodzit proces replikacji, segregacji
materialu genetycznego i ekspresji genéw [89]. U przedsta-
wicieli wszystkich trzech domen zidentyfikowane zostaly
réwniez bialka, ktére zmieniaja ksztalt DNA nadajac mu na
przyklad kompaktowa forme, a dodatkowo wplywaja na
transkrypcje genéw. Jedna z cech charakterystycznych bia-
tek typu NAP, ktora utatwia im globalng regulacje ekspresji
genodw, jest ich najczesciej losowe i w wiekszosci przypad-
kéw malo specyficzne wigzanie z DNA. NAP maja wieksza
tendencje do wigzania si¢ w regionach DNA bogatych w
pary A+T, ktérych wiekszy odsetek obserwuje sie zazwy-
czaj w miejscach promotorowych, np. TATA-box [89]. Spe-
cyficznoéé sekwencji wigzania jest zatem tez jedna z cech,
na podstawie ktorej ciezko rozrézni¢ niektére regulatory
transkrypcji od NAP [87]. Przyktadowo bialko IHF (ang. In-
tegration Host Factor, IHF) nalezace do NAP ma stosunkowo
doktadnie okreslony consensus sekwencji DNA (WATCA-
ANNNNTTR, gdzie Wto Alub T, R to A lub G, a N to do-
wolny nukleotyd) [90], do ktérej sie wigze, w odréznieniu
od regulatoréw transkrypcji z rodziny LysR, ktére wigza sie
do tzw. LTTR box o sekwencji T-N,,-A [58,91]. Przedstawi-
ciele tej rodziny regulatoréw podczas rozpoznawania targe-
tow w DNA polegaja prawdopodobnie czesto na ksztalcie
DNA zamiast na konkretnej sekwencji nukleotydowej, co
jest z kolei charakterystyczne dla NAP, takich jak H-NS czy
HU [92]. Z kolei biatko Fis (ang. Factor for Inversion Stimu-
lation, Fis), klasyfikowane takze jako NAP, moze funkcjo-
nowac jak klasyczny regulator transkrypcji, ktéry rekrutuje
polimeraze RNA do inicjacji transkrypcji, poprzez interak-
cje biatko-biatko [93].

Grupa biatek NAP zostala pierwotnie wyrézniona na
podstawie ich wspdlnych zdolnosci do zmiany ksztaltu cza-
steczki DNA, wplywu na organizacje nukleoidu/chromaty-
ny i pelnienia kluczowej roli w utrzymaniu $cistej struktury
nukleoidu [94,95]. Dzieje sie to na skutek zakrecania (ang.
bending), zawijania (ang. wrapping) lub laczenia przylega-
jacych obszaréw DNA (ang. bridging), a oprécz tego NAP
maja zdolnoé¢ polimeryzowania wzdluz struktury DNA
(ang. spreading) [89]. Liczne regulatory transkrypcji wspot-
pracuja z biatkami typu NAP, czego przyktadem moze by¢
regulacja ekspresji z udziatem sigma54. W tym przypadku
petla DNA wytworzona przez biatko IHF typu NAP jest
kluczowa i niezbedna do oddzialywania pomiedzy akty-
watorem typu EBP zwigzanym powyzej startu transkrypcj,
a polimeraza RNA (Ryc. 6) [62,96].

Niektoére promotory moga by¢ regulowane przez rézne
biatka typu NAP. Promotor genu dps E. coli kodujacego jed-
no z bialek typu NAP odgrywajace kluczowa role w kon-
densacji chromosomu w fazie stacjonarnej wzrostu, regulo-
wany jest przez inne biatka NAP - Fis, ktére tworzy zator
w regionie promotorowym wstrzymujac zwigzana polime-
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Rycina 6. Schemat inicjacji transkrypcji z udziatem czynnika sigmab54 i bakteryjnych bialek wigzacych wzmacniacz (bEBPs). Aktywator (pomarariczowy heksamer) wigze
sie do sekwencji aktywatorowej potozonej powyzej promotora (80-150 pz). Przylaczenie biatka IHF prowadzi do zapetlenia taricucha DNA i zbliZzenia aktywatora do
podjednostki sigmab54 polimerazy. Aktywator dostarcza energie z hydrolizy ATP, co prowadzi do powstania otwartego kompleksu polimerazy RNA i rozpoczecia trans-

krypdji (rycina na podstawie [62]).

raze RNA i H-NS, ktére blokuje jej przylaczanie [97]. Biatka
NAP uczestnicza tym samym w modulacji ekspresji genéw,
bedac czedcia sieci regulacyjnej zawiadujacej transkrypcja.

SIECI REGULACYJNE

Bezposredni wpltyw regulatoréw transkrypcji na eks-
presje docelowych genéw jest zwyczajowo prezentowany
w formie sieci regulacyjnych (ang. transcriptional regulato-
ry network, TRN), ktére najczeéciej tworza skomplikowany
schemat wspoétzaleznosci pomiedzy ré6znymi regulatorami
i regulowanymi przez nie genami [98-100]. Sieci regulacyj-
ne w komorce pelnig kluczowa role w kontroli transkryp-
¢ji w odpowiedzi na zmiany $rodowiska. Wzér ekspresji
genéw, jako wynik dziatalnosci sieci regulacyjnej w poje-
dynczej komoérce ulega cigglym zmianom. Podstawowa
jednostka sieci regulacyjnej jest regulon - grupa genéw/
operonéw regulowanych przez okreslony zbiér czynnikéw
transkrypcyjnych. Oryginalna definicja ograniczata regulon
do grupy genéw podlegajacych regulacji przez jeden czyn-
nik [101]. Obecnie pojecie ,regulon” ma znacznie szersze
znaczenie i w literaturze stosuje sie je do duzych grup ge-
néw regulowanych zaré6wno bezposrednio jak i posrednio
przez powiazane ze soba regulatory, ktére moga tworzy¢
kaskade regulacji [102-104]. Mozna wyr6znic trzy schematy
dziatania sieci regulacyjnych [29]:

e prosty regulon, model regulacji przez jeden czynnik
(ang. single-input module) - pojedynczy regulator trans-
krypcji reguluje ekspresje jednego, kilku lub wielu ge-
néw (Ryc. 7A);

* petla sprzezen (ang. feed-forward loop) - regulator trans-
krypcji X reguluje ekspresje genu kodujacego regulator
Y, ktéry reguluje gen, bedacy takze pod kontrolg regula-
tora X (Ryc. 7A);

* zlozony regulon, nakladajace sie na siebie zaleznosci
(ang. dense overlapping regulons) - wiele regulatoréw kon-
troluje ekspresje (najczesciej naktadajacych sie na siebie)
zbioréw genéw (Ryc. 7A).

Dodatkowo, wprowadzi¢ mozna kolejny podziat zalez-
nosci wystepujacych w sieciach regulacyjnych, na poziomie
samych regulatoréw transkrypgiji:

* autoregulacja - regulator kontrolujacy wlasna ekspresje
(Ryc. 7B);

* petla wzajemnych regulacji - dwa (lub wiecej) regulato-
réw, ktore reguluja siebie nawzajem (Ryc. 7B);

* lancuch regulacji - zbiér regulatoréw, z ktérych jeden
kontroluje poziom lub aktywnos¢ kolejnego (Ryc. 7B).

Czesto w jednej sieci regulacyjnej kilka (lub wszystkie)
z wymienionych schematéw wystepuja jednoczeénie, two-
rzac bezposrednie i posrednie zaleznosci. Regulony moz-
na grupowaé¢ w wyzsze struktury, takie jak modulony, w
ktérych poszczegdlne regulony wspdlnie odpowiadaja na
zewnetrzny czynnik, prowadzac do jednej funkcji, np. re-
gulacji sporulacji czy metabolizmu wegla lub azotu [106].

Istotng cecha bakteryjnych sieci regulacyjnych jest ich
plastycznosé i elastycznosé, co wiaze sie ze zmiennoscia i
szybka ewolucja transkryptomu [107-109]. Dlatego mozli-
wos¢ przewidywania budowy i funkdji sieci regulacyjnych
jednego gatunku na podstawie wiedzy o innych gatunkach
jest u organizméw prokariotycznych bardzo ograniczo-
na. W genomach mozna wyrézni¢ rdzenne geny, ktére sa
wspotdzielone przez wiekszos¢ (lub wszystkie) gatunki
posiadajace dane biatko regulatorowe i zestaw zmiennych
genoéw specyficznych dla gatunku [110]. Efekt dziatania re-
gulatora czesto znaczaco rézni sie juz pomiedzy szczepa-

https:/ / postepybiochemii.ptbioch.edu.pl/



A Prosty regulon

Petla sprzezen

E—-0-O0 BN

Ztozony regulon

[]
/ 1\ |
000

B Autoregulacja

Petla regulacji
- /N
= N D
g

f X4
OXO

B—E—]

Rycina 7. Schemat przedstawiajacy zaleznosci wystepujace w sieciach regulacyjnych. Kwadraty reprezentuja regulatory transkrypcji, a kota geny, ktérych ekspresja pod-

lega regulacji (na podstawie [105]).

mi tego samego gatunku, a regulatory o silnej predykeji do
filogenetycznych powigzan rzadko reguluja ortologiczne
geny [111,112]. Regulatory transkrypcji ewoluuja nieza-
leznie i szybciej od regulowanych przez nie genéw [113].
Ponadto geny kodujace represory ewoluuja $cislej z celami
(ang. targets) represora niz geny kodujace aktywatory. Ak-
tywator moze zostaé , zgubiony” podczas ewolucji, podczas
gdy gen pierwotnie przez niego regulowany pozostaje w
genomie. Represory natomiast sa usuwane w toku ewolucji
zazwyczaj razem z regulowanym genem, umozliwiajac lep-
sze przystosowanie do okreslonych warunkéw bytowania
lub gdy sie¢ regulacji jest zmodyfikowana na tyle, Ze rola
regulatora jest umniejszona, przez co jest on zbedny [114].
Informacja zawarta w genach podlegajacych represji jest za-
tem bardziej zakonserwowana pomiedzy spokrewnionymi
gatunkami [115].

SIEC REGULACYJNA PSEUDOMONAS AERUGINOSA

P. aeruginosa posiada jedna z najbardziej ztozonych sieci
regulacyjnych wéréd dotad charakteryzowanych bakterii,
co uwaza sig¢, ze w duzej mierze przyczynia sie do sukce-
su tego oportunistycznego patogena w aspekcie epidemio-
logii. Regulacja ekspresji gendéw u P. aeruginosa jest skom-
plikowanym procesem, w ktéry zaangazowana jest liczna
grupa regulatoréw transkrypcji, czynnikéw sigma, a takze
regulatorowych RNA [116]. Cho¢ funkcje wiekszosci regu-
latoré6w pozostaja wcigz nieznane, rosnaca liczba komplet-
nych sekwencji genomoéw szczepéw Pseudomonas wraz ze
wzrastajgcym  rozwojem technik transkryptomicznych,
proteomicznych i metabolomicznych dostarcza nowych in-
formacji potrzebnych do rozumienia zlozonych proceséw
regulacyjnych.

P. aeruginosa jest Gram-ujemna pateczka nalezaca do
klasy y-proteobakterii [117]. Podobnie jak inni przedstawi-
ciele rodzaju Pseudomonas, P. aeruginosa charakteryzuje sie
wysoka tolerancja metaboliczng, minimalnymi wymaga-
niami hodowli oraz duzymi zdolno$ciami przystosowaw-
czymi, co skutkuje mozliwoscia kolonizacji szerokiej gamy
niszy ekologicznych, wiaczajac organizmy zwierzat oraz
ludzi [117]. Wsréd cech wyrdzniajacych P. aeruginosa wy-
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mieni¢ mozna takze wrodzony wysoki poziom opornosci
na zwigzki antyseptyczne i antybiotyki (co wynika przede
wszystkim z niskiej przepuszczalnosci zewnetrznej btony
komérkowej i wystepowania pomp wielolekoopornoéci),
co czyni go groznym patogenem [118]. P. aeruginosa jest
czestym czynnikiem etiologicznym zakazen szpitalnych i
powoduje infekcje ukladu oddechowego, ale takze ran po-
oparzeniowych, drég moczowych czy ucha zewnetrznego.
Patogen ten jest szczegdlnie grozny dla os6b chorych na
AIDS, nowotwor pluc, przewlekla obturacyjna chorobe ptuc
(POChP), mukowiscydoze, a obecnie takze zmagajacych sie
z COVID-19 [119-123].

Wielkoé¢ genomu P. aeruginosa to ponad 6 Mpz, zbliza-
jac sie do wartosci jakie opisuje sie dla genoméw nizszych
organizmoéw eukariotycznych [124]. Plastycznoé¢ genomu,
nabyte w ewolucji geny, rozlegle rearanzacje oraz umiejetne
wykorzystywanie dostepnego repertuaru genéw umozli-
wiajg adaptacje do specyficznych niszy, takich jak gleba czy
srodowiska wodne [125]. O mnogosci i skomplikowaniu
sieci regulacyjnych zawiadujacych ekspresja genéw wy-
stepujacych w genomie P. aeruginosa $wiadczy okoto 10%-
owy udziatl genéw kodujacych bialka regulatorowe [126].
W szczepie P. aeruginosa PAO1 okoto 500 genéw koduje re-
gulatory transkrypcji, ktére klasyfikuje sie co najmniej do
44 rodzin [127]. Dodatkowo w szczepie tym wyrdznia sie
28 czynnikéw sigma - jeden sigmab4, osiem sigma70 i 19
czynnikéw ECF, ktére pelnia role pomocnicza w réznych
procesach i regulonach, na przyktad zaleznych od pozio-
mu zelaza (PvdS (PA2426) [128], Hasl (PA3410) [129]) czy
uszkodzenn w $cianie komorkowej (AlgU (PA0762) [130],
SigX (PA1776) [131] i Sbrl (PA2896) [132]) [127,133]. Funkcje
regulatorowe pelnia takze 34 zidentyfikowane male regu-
latorowe RNA, sposréd ktérych rola bardzo niewielu byla
jak dotad scharakteryzowana [124,134]. Grupe sRNA (ang.
small RNA) tworza czasteczki RNA odrebne od mRNA,
tRNA i rRNA, ktére biorg udzial w réznych etapach eks-
presji genéw komorek prokariotycznych. sRNA-zalezna
regulacja przejawia sie poprzez interakcje czasteczki RNA
z DNA lub mRNA, badz wplyw na aktywnos¢ biatka lub
komplekséw biatkowych [135]. Wiele sposréd znanych
sRNA P. aeruginosa (nazywanych réwniez rgRNA od ang.
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transkrypgji i

Tabela 2. Dziesiec¢ regulatorow sieci regulacyjnej P. aeruginosa o najbardziej rozlegtym wplywie na ekspresje genow (na podstawie [127])

Liczba kontrolowanych regulatoréw

Liczba regulatoréw transkrypgji,

czynnikow sigma (Ryc. 8) bedacych koregulatorami

AlgW

wregulatory RNA”) bierze udziat w regulacji genow wirulen-
qji, tak jak rgRsmY i rgRsmZ, bedacych gléwnymi czynnika-
mi odpowiadajacymi za zmiane infekcji ostrej w przewlekla
[136,137].

Oprécz wiedzy na temat szerokiego wachlarza czynni-
kow kontrolujacych ekspresje gendw, przewiduje sie, ze po-
miedzy regulatorami transkrypcji P. aeruginosa wystepuja
rozlegte wspétzaleznosci w sieciach regulacyjnych. Swiad-
czy¢ o tym moze praca Huang i wsp. z 2019 roku, w kto-
rej analizowano 20 regulatoréw transkrypcji powigzanych
z wirulencja [138]. Wykazano, Ze az 347 genéw stanowi
cele badanych regulatoréw, a ich regulony krzyzuja sie w
prawie 3500 punktach wspdlnych. Sugeruje to, ze regula-
tory wspolpracuja ze soba i kompleksowo wspéireguluja

docelowe geny [138]. W pracy Galan-Véasquez i wsp. bada-
no natomiast sie¢ regulatorowa P. aeruginosa w oparciu o
charakterystyke 76 regulatoréw transkrypcji i 593 genéw
bedacych celem ich dzialania, obejmujaca az 1020 interakcji,
pomiedzy produktami genéw [127]. Zidentyfikowano takze
10 regulator6w o najszerszym zakresie dziatania (Tab. 2).
Same powiazania pomiedzy wymienionymi 10-oma , wply-
wowymi” regulatorami tworza juz bardzo skomplikowana
sie¢ (Ryc. 8).

Wciaz pozostaje ogromna luka w zrozumieniu powigzan
wystepujacych w sieciach regulacyjnych P. aeruginosa, gdyz
wiele z regulatoréw wchodzacych w ich sklad ma nieznana
funkcje. Jednoczesnie nie sposéb oméwi¢ wszystkich pro-
cesow zachodzgcych w komorce, ktére podlegaja skompli-
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Rycina 8. Sie¢ regulacji pomiedzy dziesiecioma regulatorami transkrypcji P. aeruginosa o szerokim zakresie dziatania. Strzatki odpowiadaja sposobowi regulacji: aktywacji
(niebieski), represji (czerwony) i transkrypcji z udzialem czynnika sigma (z6lty) (rycina na podstawie [127]).
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Tabela 3. Przyklady super-regulatoréw systemu QS w P. aeruginosa (na podstawie [141])

Mechanizm dziatania

Regulator
€

Referencje

GacA/GacS Dwusktadnikowy system aktywacyjny lasR i rhIR [153,154]
Mval  Represoroglobalnychwlasciwosciach s
QslA Negatywny regulator (anty-aktywator) biatek LasR i PqsR [156]
RpoS Negatywny regulator rhil [151,159,160]
Vfr Aktywator transkrypgji lasR i rhIR [162]

kowanej kontroli na poziomie transkrypcji. Przyktady tylko
niektérych sieci regulacyjnych zaangazowanych w kontrole
kluczowych dla bakterii patogennej proceséw przedstawio-
no ponizej.

REGULACJA QUORUM SENSING

Rozbudowany system wyczuwania gestosci, tzw. quorum
sensing (ang. quorum sensing, QS) u P. aeruginosa, polegajacy
na syntezie i uwalnianiu matych czasteczek sygnalowych
do srodowiska, tworzy skomplikowany proces komunikacji
pomiedzy komérkami, ktéry bierze czynny udziat w formo-
waniu biofilmu i jest jednym z gtéwnych czynnikéw wiru-
lencji. Jak dotad w P. aeruginosa scharakteryzowane zostaty
cztery Sciezki QS (las, rhl, pgs i igs), a dodatkowo wykazana
zostala ich hierarchiczna organizacja i Scista wspélpraca
[139,140]. System las polozony jest na szczycie owej hierar-
chii i jest niezbednym elementem do aktywacji pozostatych
trzech systeméw [141]. Czasteczkami sygnalowymi w sys-
temie las i vhl sa laktony acylo-homoseryny (AHL) [142,143],
natomiast systemy pgs i igs opieraja sie na sygnatach prze-
sylanych przez pochodne chinolonéw i karboaldehydoéw,
odpowiednio [140,144]. Aktywnos$¢ regulatoréw LasR i
RhIR jest indukowana, odpowiednio, wigzaniem czasteczek
30C,,-HSL i C-HSL, ktére produkowane sg przez syntazy
Lasl i RhlI [139]. Czasteczka sygnatowa IQS (2-(2-hydroksy-
fenylo)-tiazolo-4-karboaldehyd) syntetyzowana jest przez
biatka kodowane w operonie ambBCDE, a synteza IQS do-
datkowo pozostaje pod $cista kontrolg systemu las [140].
Regulatory LasR i RhIR razem z IQS reguluja produkcje
PQS (ang. Pseudomonas quinolone signal) i aktywnosé PqsR
(MvfR), regulatora transkrypcji zaangazowanego w kontro-
le QS i patogenezy [145,146].

Oprécz wzajemnych powigzan na poziomie regulacyj-
nym, czgsteczki sygnalowe i regulatory systemu QS wpty-
waja na transkrypcje setek gendéw, wsréd ktérych warto
wymieni¢ przede wszystkim te powigzane z wirulencja, jak
np. produkcja ramnolipidéw i piocyjanin czy ruchem bakte-
rii [141,147,148]. Wiele regulatoréw o globalnym dziataniu
moduluje miedzy innymi geny zalezne od QS, a niektére
juz scharakteryzowane regulatory o znanej funkcji okazuja
sie¢ mie¢ wplyw réwniez na QS, np. ExsA (regulator syste-
mu sekrecji typu IlI, ale tez genu impA kodujacego meta-
loproteaze), czy SoxR (regulator kontrolujacy odpowiedz
na stres oksydacyjny, ale tez geny pompy wielolekowej
mexGHI-ompD) [149,150]. Czynnik sigma RpoS zaangazo-
wany gléwnie w kontrole ekspresji genéw, gdy komorki
wchodza w faze stacjonarna wzrostu, oddziatuje na ok. 40%
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regulonu QS, bedac represorem rhll [151]. Przyklady innych
regulatoréw z P. aeruginosa o szerokim wplywie na QS sa
przedstawione w tabeli 3. Poziom skomplikowania i zto-
zonoéci relacji w sieci regulacji QS jest wcigz zglebianym i
uaktualnianym tematem.

REGULACJA TWORZENIA BIOFILMU

Zjawiskiem &cisle zwigzanym z QS jest proces tworzenia
biofilmu, ktéry jest szczegélnie istotny w prognozach dla
pacjentéw zakazonych P. aeruginosa, poniewaz wiaze sie
zazwyczaj z przeksztalceniem infekcji ostrej w przewlekla
[163]. Biofilmem nazywana jest wielokomérkowa struktura
zwigzana z powierzchnia (biotyczna, np. ptuc czy ran lub
abiotyczng, np. cewnikéw), otoczona macierza pozakomor-
kowa zlozona gléwnie z polisacharydéw, bialek i kwasow
nukleinowych [163,164]. Kazdy z etapéw formowania biofil-
mu, tj. przytwierdzenie do podtoza wolnozyjacych bakterii,
agregacja, dojrzewanie z wytworzeniem mikrokolonii i ma-
cierzy zewnatrzkomoérkowej, czy jego rozproszenie, wiaze
sie z kompleksowymi przemianami stylu zycia bakterii, a
takze zmianami w regulacji ekspresji ich genéw [165,166].

Wiazanie komorek P. aeruginosa do podioza i formowa-
nie mikrokolonii wynika przede wszystkim z aktywnosci
piluséw typu IV i rzesek, ale na tym etapie udzial biorg
tez polisacharydy Pel i Psl, bedace gléwnymi sktadnikami
macierzy otaczajacej biofilm [167,168]. Przytwierdzenie ko-
morek do powierzchni jest procesem odwracalnym i jest on
regulowany przez biatko SadB (PA5346) (Ryc. 9) [169]. SadB
pobudza produkcje polisacharydu Pel i zwiazany z che-
motaksja klaster genéw PA0408-PA0417, prawdopodobnie
przekazujac sygnat o poziomie c-di-GMP w komérce [170].

Klastry genéw pel i psl podlegaja regulacji posttranskryp-
cyjnej oraz regulowane sa przez poziom c-di-GMP w komor-
ce, ktéry jest jednym z gtéwnych czynnikéw wplywajacych
na formowanie biofilmu. Wysoki poziom c-di-GMP indu-
kuje zar6wno ekspresje genéw zwigzanych z produkcja ad-
hezyn, jak i komponentéw macierzy zewnatrzkomérkowej
czy gendéw kodujacych biatka budujace flagelle [171,172].
Geny pel i psl sa takze regulowane przez regulator FleQ
(PA1097) wrazliwy na c-di-GMP (Ryc. 9) [173-175]. Ope-
ron pel podlega takze posredniej regulacji poprzez fosfata-
ze tyrozynowq TpbA (PA3885), kontrolowana przez LasR i
defosforylujaca TpbB (PA1120), co prowadzi do obnizonej
produkdji c-di-GMP (Ryc. 9) [176]. Zwigzane z blong biatko
PpyR (PA2663) wspomaga proces tworzenia biofilmu mo-
dulujac ekspresje operonu psl, dodatkowo oddziatujac na
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POWSTAWANIE BIOFILMU

Rycina 9. Schemat podsumowujacy gtéwne Sciezki regulacji powstawania biofilmu u P.

aeruginosa (opis w tekscie) (czeSciowo na podstawie [171]).

QS [177]. System QS reguluje lize komérek wchodzacych w
sklad biofilmu przez co przyczynia sie¢ do uwalniania jed-
nego z gléwnych komponentéw macierzy biofilmu, ktérym
jest wolny DNA (Ryec. 9) [178-180].

Trzy znane dwuskladnikowe systemy regulacyjne:
BfiRS (PA4196-PA4197), BfImRS (PA4101-PA4102) i MifR
(PA5511), dzialaja jako aktywatory powstawania i dojrze-
wania biofilmu poprzez fosforylacje [181]. SagS (PA2824)
moduluje dojrzewanie biofilmu kontrolujac fosforylacje
prowadzona przez BifS [182].

Trzy odrebne klastry genéw cupA (PA2128-PA2133),
cupB (PA4081-PA4086) i cupC (PA0992-PA0994) kodujace w
P. aeruginosa PAO1 fimbrie Cup, biorace udzial w réznych
etapach powstawania biofilmu, podlegaja kompleksowej
regulacji (Ryc. 9) [183]. W ich regulacje zaangazowane jest
miedzy innymi biatko MvaT, bedace jednym z przedsta-
wicieli globalnych regulatoréw typu H-NS, nalezacych do
NAP [184]. MvaT dziala przede wszystkim jako represor
cupA, ale reguluje tez w mniejszym zakresie ekspresje cupB
i cupC [185]. Klastry cupB i cupC regulowane sa w pierw-
szej kolejnosci przez trzyskladnikowy system regulacyjny
RocS1-RocR-RocAl (PA3946-PA3948) skladajacy sie z ki-
nazy odbierajacej bodzce (RocS1), regulatora (RocAl) i jego
represora (RocR) (Ryc. 9) [186,187]. Wewnatrzkomoérkowy
poziom c-di-GMP, od ktérego zalezne sg klastry cup i pel/
psl, modulowany jest z kolei przez system chemosensorowy
kodowany przez klaster wsp (PA3702-PA3708) [174] i wspo-
mniang juz wczesniej fosfataze TpbA, ktorej efektorem jest
TpbB (PA1120) (Ryc. 9) [176]. Jednym z graczy bioracych
udzial w regulacji tworzenia biofilmu P. aeruginosa, praw-
dopodobnie przez aktywacje genéw klastra cupE powiaza-
nych z adhezj, jest takze biatko BsrA [188].
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REGULACJA POWSTAWANIA I AKTYWNOSCI
RZESEK (ANG. FLAGELLA)

Rzeski wystepujace na powierzchni komérki sg podsta-
wowym Srodkiem lokomogji i organellum ruchu u bakte-
rii. P. aeruginosa posiada pojedyncza biegunowo polozong
rzeske (Ryc. 10A). Mutanty jej nie posiadajace sa mniej wi-
rulentne i wykazuja mniejsza zdolnos¢ infekowania komoé-
rek nabtonka, co $wiadczy o istotnym znaczeniu rzesek dla
kolonizacji i wirulencji [189,190]. Ruch rzeski jest procesem
kosztownym energetyczne, a w genomie PAO1 41 loci ko-
duje komponenty zaangazowane w strukture, sktadanie
rzeski oraz regulacje i produkcje rotacyjnej sity napedzaja-
cej, a 9 tworzy maszynerie chemosensorowa kontrolujaca
chemotaksje [191].

Transkrypcja genéw zwiazanych z aktywnoscia i budo-
wa rzeski u P. aeruginosa regulowana jest w najwiekszym
stopniu przez regulator transkrypcji FleQ [192] i dwusktad-
nikowy system regulacyjny FleSR [193]. Regulacja dzialania
rzeski zalezy takze od trzech czynnikéw sigma - sigma70
(RpoD), sigmab54 (RpoN) i sigma28 (FliA) i czynnika anty-
-sigma FlgM [194-197]. Kontrola i koordynacja transkrypcji
genoéw wchodzacych w sklad regulonu zwigzanego z rze-
ska u P. aeruginosa ma czterostopniowq hierarchie, ktorej
glownym i najwyzej postawionym regulatorem jest FleQ
(Ryc. 10B) [191,198]. FleQ bezposrednio i posrednio regulu-
je ekspresje wiekszosci genow rzeski, z wyjatkiem genu fliA.
Stad fleQ i fliA tworzg pierwszy stopient w hierarchii regu-
lonu i sg niezaleznie od siebie kontrolowane przez czynniki
niewchodzace w sklad regulonu zwiazanego z rzeska (Ryc.
10B) [191]. Promotor fleQ jest sigma70-zalezny i podlega re-
presji przez globalny regulator Vfr [196]. Gen fliA transkry-
bowany jest z konstytutywnego promotora i do tej pory nie
wykazano jego regulacji przez zaden regulator z wyjatkiem
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Rycina 10. Schemat elementéw tworzacych rzeske bakterii i sieci regulacyjnej kontrolujacej ekspresje genow rzeski P. aeruginosa. (A) Schematyczne przedstawienie bu-
dowy rzeski i jej zakotwiczenia w blonie bakterii Gram-ujemnych (na podstawie [199]). (B) Hierarchia transkrypcji i regulacja ekspresji genéw, ktérych produkty buduja
i kontroluja dzialanie rzeski u P. aeruginosa. Schemat na podstawie [191], ,?” oznacza nieznany jak dotad mechanizm. BZ - blona zewnetrzna, PG - peptydoglikan, BW

- blona wewnetrzna.

czynnika anty-sigma FlgM, ktéry wiaze sie do FliA i modu-
luje jego aktywnosc [197].

Drugi stopiefi w hierarchii genéw tworzacych regulon
rzeski P. aeruginosa tworza operony fleSR, fliEFGHI], fliLM-
NOPQR(fIhB, fliSS'fleP (PA1096) i geny fIhF, fleN, fliD, flhA
i flgA (PA3350), podlegajace aktywacji przez FleQ wraz z
czynnikiem sigma54 (Ryc. 10B). Geny te koduja kluczowe
komponenty strukturalne rzeski takie jak cialo podstawo-
we, pierscient MS czy pierscien P budujace mocowanie rzeski
w blonie wewnetrznej i écianie komérkowej, a takze dluga
srubowatq nitke (ang. filament) wychodzaca z komorki, ktéra
porusza komorka poprzez wirowanie, zazwyczaj przeciw-
nie do ruchu wskazéwek zegara (Ryc. 10A) [191,200]. Biatko
FIhF prawdopodobnie odpowiada za lokalizacje rzeski na
powierzchni komoérki P. aeruginosa. FleN dziala jako anty-
-aktywator FleQ oddzialujac z FleQ bezposrednio, przez co
odgrywa wazna role w utrzymywaniu rzeski [201,202].

W grupie tworzacej trzeci stopienn w hierarchii regulo-
nu wyréznia sie gen fliK (PA1441) i dwa operony flgBCDE,
flgFGHIJKL, ktérych ekspresja zalezy od FleQ, FleR i sig-
mab54 (Ryc. 10B) [191]. Ekspresja tych genéw prowadzi do
powstawania kolejnych waznych struktur budujacych rze-
ske, wérdéd ktérych wymieni¢ mozna pierscieni L potozony
w zewnetrznej blonie komoérkowej, hak rzeski z niej wycho-
dzacy i biatka faczace hak z nitkowata struktura zewnetrzna
(Ryc. 10A) [200].

Wszystkie geny zalezne od FliA (sigma28) skladaja sie
na czwarty stopieri hierarchii (Ryc. 10B). Do ich ekspres;ji
wymagane sa produkty genéw wczedniejszych stopni, kto-
re prowadza do odiaczenia FIgM od FliA i aktywacji ge-
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néw czwartego stopnia (Ryc. 10B). Sg to cheAB, cheW, cheV
(PA3349), cheR (PA3348), cheYZ (kodujace chemoreceptory i
regulatory kontrolujace chemotaksje), motAB (kontrola ro-
tacji, napedzania ruchu), fliCfleL (PA1092-PA1093) (kontrola
dtugosci nitki) i fIgQMN (PA3351-PA3352) (czynnik anty-sig-
ma?28 i kontrola dtugosci/ montazu nitki) [191].

Do eksportowania komponentéw dystalnych budujg-
cych czeé¢ pozakomoérkowa rzeski stuzy system sekrecji
typu III (T3SS), tworzacy takze miedzyblonowe kompleksy
biatkowe dzialajace jak ,strzykawki” przemieszczajace cza-
steczki do eukariotycznych komérek gospodarza infekowa-
nych przez bakterie [203].

REGULACJA SEKREC]JI I TRANSPORTU PRZEZ BLONY

P. aeruginosa posiada szeroki wachlarz biatek wydzie-
lanych na zewnatrz komoérki i pie¢ (typ I, 1L, III, Vi VI) z
siedmiu systeméw sekrecji, ktére byly do tej pory opisane
u bakterii (Tab. 4) [204]. Biatka efektorowe wydzielane po-
przez systemy sekrecji s3 waznymi elementami przyczynia-
jacymi sie do przetrwania bakterii, jako czynnik wirulencji
i mechanizm interakcji ze srodowiskiem, komérkami eu-
kariotycznymi i innymi bakteriami bytujacymi w otocze-
niu [116]. Wiekszos¢ wydzielanych efektoréw to toksyny,
wérod ktérych wymieni¢ mozna LasA, PrpL, ToxA czy fos-
folipazy (Tab. 4), ktére wydzielane sa poprzez system Xcp
sekrecji typu II [204]. Efektory kluczowe dla omijania od-
powiedzi odpornosciowej gospodarza (np. fagocytéw) sa
wydzielane przez system sekrecji typu III [205], natomiast
efektorami systemu sekrecji typu I u P. aeruginosa sa dwa
biatka - alkaliczna proteaza AprA (PA1249) [206] i hemofor
HasAp (PA3407) [207]
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Tabela 4. Charakterystyka systeméw sekrecji wystepujacych w P. aeruginosa (czeSciowo na podstawie Filloux 2011)

Kanat w bionie

. ATPaza
zewnetrznej

Typ sekrecji

System sekregji typu II
Xcp XcpQ (PA3105)

XcpR (PA3103)

Hxc HxcQ (PA0685)

HxcR (PA0686)

a C-koniec EstA

b CdrB (PA4624)
LepB (PA4540)

p-usher CupB3 (PA4084)

d C-koniec PlpD

Wydzielane biatko

Funkcja wydzielanego biatka

Referencje

CbpD (PA0852) Biatko wiazace chityne [210]
LasA (PA1871) Proteaza-elastaza [211]
LasB (PA3724) Proteaza-elastaza [211]
LipA (PA2862) Lipaza [212]
LipC (PA4813) Lipaza [213]
LoxA (PA1169) Lipoksygenaza [214]
PaAP (PA2939) Aminopeptydaza [211]
PhoA (PA3296) Alkaliczna fosfataza [215]
PlcB (PA0026) Fosfolipaza [216]
PlcH (PA0844) Fosfolipaza hemolityczna [217]
PlcN (PA3319) Fosfolipaza [217]
PmpA (PA0572) Przewidywana proteaza [204]
PrpL (PA4175) Proteaza [218]
ToxA (PA1948) Eksotoksyna [219]
LapA (PA0688) Alkaliczna fosfataza [220]

EstA (PA5112) Lipaza [223]

CdrA (PA4625) Adhezyna [224]

LepA (PA4541) Proteaza [225]

CupB5 (PA4082) Przewidywana adhezyna [226]

PlpD (PA3339) Enzym lipolityczny [227]
podobny do patatyny

Az trzy sposréd systemow sekreciji P. aeruginosa sa zalez-
ne od QS - typ I, I i VI (typ VI podzielony dodatkowo na
trzy podgrupy: HSI-I, HSI-II i HSI-III lub H1, H2 i H3) [233-
236]. LasR i MvfR dzialaja jako represory genéw systemu
HSI-I, ale pozytywnie reguluja ekspresje genéw kodujacych
HSI-II i HSI-II (HSI-II takze aktywowany przez RhlI) [237].
System HSI-I dodatkowo regulowany jest post-transkryp-
cyjnie przez biatko wiazace RNA - RsmA zalezne od global-
nego regulatora RetS (zaangazowanego takze w regulacje
systemu sekrecji typu III), a ekspresja genéw systemu HSI-
-1I'i HSI-III zalezy od czynnika sigmab4 [231,238]. Ekspre-
sja genu kodujacego biatko systemu sekrecji typu I AprA
jest aktywowana przez regulator BexR (PA2432) nalezacy
do rodziny LysR [239], a dwuskladnikowy system PhoBR
(PA5360-PA5361) reguluje geny efektoréw typu II sekrecji
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takie jak PIcF, PlcC, PlcN i LapA [215,220]. System sekrecji
typu V jest najmniej skomplikowany pod katem mechani-
zmu dzialania, ale jego regulacja na poziomie transkrypcji
nie jest poznana [240]. W systemie tym eksport odbywa sie
bez udziatu dodatkowych biatek, a kanat w blonie zewnetrz-
nej tworzy C-terminalna domena transportowanego biatka
(autotransportera), formujac strukture B-barytki [240].

Typ I sekrecji u P. aeruginosa podlega kompleksowej
wielopoziomowej regulacji, ktéra jest dobrze poznana i
scharakteryzowana w literaturze [241]. Ekspresja genéw
systemu III sekrecji regulowana jest na poziomie transkryp-
cji i post-transkrypcyjnie w odpowiedzi na kontakt komoérki
bakteryjnej i gospodarza oraz na poziom jonéw Ca?* w sro-
dowisku (Ryc. 11) [242,243]. Regulator ExsA (PA1713) z ro-
dziny AraC reguluje ekspresje 43 genéw kodujacych kom-
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Woysoki poziom Ca?* i Niski poziom Ca?*
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metabbliczny uszkodzenia DNA

Stres

Rycina 11. Model regulacji systemu sekrecji typu III w komorce P. aeruginosa (czeéciowo na podstawie [245]).

ponenty systemu sekrecji typu 111, wiazac sie jako monomer
do sekwencji o dlugosci 8 pz (consensus TXAAAAXA) po-
wyzej regionu —35 regulowanego promotora [244]. ExsA
dziata jako autoregulator, a oprécz tego ekspresja genu exsA
jest aktywowana przez PsrA (PA3006) - regulator naleza-
cy do rodziny TetR [245,246]. Dwa anty-aktywatory, ExsD
(PA1714) i PtrA (PA2808) przy wspdlpracy z anty-anty-
-aktywatorem ExsC (PA1710) wspdlnie reguluja aktyw-
nosé¢ ExsA (Ryc. 11) [247]. W warunkach wysokiego steze-
nia jonéw Ca*" (braku indukcji), ExsE (PA1711) wiaze sie
do ExsC, pozwalajac anty-aktywatorowi ExsD zwiaza¢ sie
do ExsA i zablokowa¢ w ten sposob inicjacje transkrypcji.
Podczas ograniczonego dostepu do jonéw Ca** (warunki in-
dukcyjne) ExsE podlega sekrecji, odlaczajac sie i uwalniajac
ExsC, co prowadzi do zwiazania ExsC z ExsD. ExsA jest w
ten sposob uwolnione od anty-aktywacji i pozytywnie regu-
luje ekspresje genoéw systemu sekrecji typu III [247]. Jest to
kluczowa sie¢ regulatorowa kontrolujaca ten system sekre-
qji, jednak szereg innych czynnikéw ma wplyw na regulacje
systemu sekrecji typu III (Ryc. 11). Wsréd nich wymieni¢
mozna stres wywolany uszkodzeniami DNA (aktywacja
PtrB poprzez RecA) [248], stres metaboliczny [249,250] czy
wysokie zasolenie $rodowiska [251]. W warunkach ogra-
niczonego dostepu tlenu, regulator Anr (PA1544) aktywu-
je represor NarL (PA3879), ktéry hamuje ekspresje genéw
kodujacych dwa sRNA - RsmY i RsmZ. RsmY i RsmZ ne-
gatywnie reguluja ekspresje genu globalnego regulatora
post-transkrypcyjnego RsmA, ktéry w wyniku tej kaskady
sygnatowej aktywuje typ III sekrecji [252]. Badania pokaza-
ty, Ze nawet w warunkach indukcyjnych, ekspresja genéw
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systemu sekrecji typu III zachodzi tylko w czesci populacji
bakterii, co $wiadczy o tym jak $cisle regulowana jest trans-
krypcja na poziomie komérki [249].

Oproécz pieciu wspomnianych systemoéw sekrecji/ trans-
portu (Tab. 4), w skiad blony wewnetrznej i zewnetrznej
P. aeruginosa wchodza bialka-transportery posredniczace
w transporcie substancji pomiedzy komoérka a otoczeniem
lub cytoplazma a peryplazma. Transportery typu ABC (ang.
ATP-binding cassette transporter) czy rodzina DMT (ang.
drug/metabolite transporter, DMT) tworza liczng grupe biatek
blonowych, ktérych rola w komorce, jak i kontrola dziatania
pozostaje czesto niewyjasniona. Jednym z przykiadéw jest
biatko PA2576 z P. aeruginosa na podstawie budowy klasy-
fikowane do rodziny DMT, ktérego gen znajduje sie pod
kontrolg regulatora PA2577 [253]. Przeprowadzone badania
wskazujg, ze PA2577 posrednio wplywa tez na ekspresje
gendéw zwiazanych z systemem sekrecji typu III. Wykaza-
no takze, ze biatko PA2576 oddziatuje z bialkiem PA5006,
prawdopodobnie kodujacym kinaze lipopolisacharydu
(LPS), co taczy transporter blonowy PA2576 z biogeneza li-
popolisacharydu, ujawniajac rozbudowana sie¢ zaleznosci
kontrolujgcych funkcje blonowe u bakterii [253].

REGULACJA INNYCH KLUCZOWYCH
PROCESOW KOMORKOWYCH

Oprécz opisanych powyzej proceséw SciSle powigza-
nych z wirulencjg, znajdujacych sie pod kontrola okreslo-

nych regulatoréw transkrypcji, liczne procesy kluczowe dla
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przezycia bakterii sg kontrolowane na poziomie ekspresji
genéw. Wsréd nich wymieni¢ mozna szeroko pojete pro-
cesy metaboliczne czy te zwigzane z cyklem komérkowym
bakterii.

Regulacja transkrypcji wielu genéw zaangazowanych w
centralne procesy metaboliczne pozostaje w P. aeruginosa
wcigz niescharakteryzowana. Przykladem moze by¢ cykl
glioksylanowy (ang. glyoxylate shunt), bedacy dopelniajaca
Sciezka metabolizmu wegla obok cyklu Krebsa, umozliwia-
jacy wzrost bakterii na octanie jako jedynym zrédle wegla
[254]. Geny kodujace wazne enzymy cyklu glioksylano-
wego w P. aeruginosa, takie jak aceA czy glcB, sa silnie eks-
prymowane podczas wzrostu na podlozu z octanem jako
zrédlem wegla. Jednoczesnie sa silnie reprymowane, gdy
bakterie rosng w podiozu z dodatkiem glukozy, ktéra zapo-
czatkowuje glikolize [254]. Mechanizm tych zmian ekspresji
genow jest jednak nieznany.

Podczas infekcji i zmiany $rodowiska zycia bakterii na
tkanki gospodarza, silnym zmianom i modyfikacjom ule-
ga typ i ilos¢ dostepnych skladnikéw odzywczych, przez
co nastepuje przeprogramowanie metabolizmu patogena
[255]. Stad obserwuje sie duze zmiany w transkryptomie
zwigzanym z centralnym metabolizmem, zachodzace w
P. aeruginosa podczas infekcji [256]. Wykazano, ze ekspre-
sja genéw kodujacych wiekszosé¢ biatek cyklu kwaséw tri-
karboksylowych (ang. tricarboxylic acid cycle, cykl TCA) jest
obnizona in vivo w poréwnaniu do warunkéw laboratoryj-
nych. Dotyczy to genéw kodujacych enzymy takie jak syn-
taza cytrynianiu, dehydrogenaza izocytrynianowa czy de-
hydrogenaza alfa-ketoglutaranu [257]. Obnizona ekspresja
in vivo genéw dehydrogenazy i karboksylazy pirogronianu,
ktorych aktywnosé poprzedza wejscie pirogronianiu w cykl
TCA sugerowaé moze, ze w P. aeruginosa podczas infekcji
zachodzi glukoneogeneza zamiast glikolizy [258]. Oprocz
metabolizmu wegla, takze procesy metaboliczne amino-
kwaséw (bedacych zaréwno zrédlem wegla jak i azotu) i
ich regulacja sa istotna cze$cig przemian zachodzacych w
komorce [259].

Najlepiej poznanym regulatorem zwigzanym z metabo-
lizmem wegla u P. aeruginosa jest biatko Crc (ang. Catabolite
repression control) [260-262]. Jest to globalny post-transkryp-
cyjny regulator, ktéry dziata jako represor translacji mRNA
kodujacego biatka zwigzane z pobieraniem i rozkladem
réznych zrodetl wegla. Aktywnosé Crc prowadzi do wyko-
rzystywania przez bakterie preferowanych zZrédet wegla
w pierwszej kolejnosci - dla P. aeruginosa sg to zwiazki ta-
kie jak cytrynian, bursztynian, jablczan, octan czy glukoza
[263].

PODSUMOWANIE

Regulacja transkrypgji jest gléwnym mechanizmem kon-
trolujacym ekspresje genéw i najbardziej ekonomicznym
sposobem reagowania komoérki na szybko zmieniajace sie
srodowisko. Prowadzone badania w réznych mikroorga-
nizmach ujawnily istnienie rozbudowanych sieci regula-
cyjnych, kaskadowych zaleznosci i wspoétprace réznych
transkrypcyjnych regulatoréow w kontroli ekspresji genow.
Sie¢ regulacyjna P. aeruginosa, oportunistycznego patogena
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czlowieka, jest bardzo ztozona, a badania pokazuja wielo-
poziomowe zaleznosci zawiadujace ekspresja genéw zaan-
gazowanych w podstawowe procesy zyciowe czy zwigzane
z wirulencjg, tworzeniem biofilmu lub zdolnoscia do ruchu.
Prowadzone badania pozwalaja lepiej zrozumie¢ skompli-
kowana sie¢ regulacyjna oraz strategie adaptacji i przetrwa-
nia w réznych srodowiskach bakterii. Uzyskana wiedza,
dostarcza informacji, ktére moga poméc w stworzeniu no-
wych systeméw regulacyjnych dla potrzeb biotechnologii,
czy tez w zaprojektowaniu wartoSciowych narzedzi do kon-
troli metabolizmu bakterii, ktére znajda potencjalne zasto-
sowanie w przemysle, ochronie srodowiska oraz w zwal-
czaniu patogendéw roslinnych, zwierzecych i ludzkich, jako
cele terapii antybakteryjne;j.
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ABSTRACT

Bacteria from Pseudomonas aeruginosa species are often found in environments such as water or soil, but are also known to be opportunistic
pathogens of humans and animals. Characteristic feature of these bacteria is their high ability to survive in very different ecological niches.
Such capability of adaptation to changing conditions is derived from the extended regulatory networks and the use of a rich repertoire of
genome-encoded proteins, pathways and adaptive mechanisms.Transcriptional regulators are key components of gene expression regulation
responding to environmental signals by turning on or off specific pathways. Studies on transcription factos using transcriptomic and genomic
methods provide knowledge about the mechanisms of their action, regulated genes and processes enabling understanding complex regulatory
networks controlling cell life. The aim of this work is to present the results of research on the regulation of bacterial transcription visualized
on the basis of P. aeruginosa pathogen and the characteristics of the mechanism of regulation of genes involved in the virulence of this bac-
terium.
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