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50-ta rocznica odkrycia „magicznych plamek” – najnowsze 
osiągnięcia w badaniach nad (p)ppGpp

STRESZCZENIE

Około 50 lat temu odkryto tzw. „magiczne plamki”, mediatory bakteryjnej odpowiedzi 
ścisłej, które później zidentyfikowano jako cztero- i pięciofosforan guanozyny (ppGpp 

i pppGpp; łącznie określane mianem (p)ppGpp). Początkowo wydawało się, że odpowiedź 
ścisła związana jest tylko z odpowiedzią bakterii na głód aminokwasowy, jednakże okaza-
ło się, że synteza (p)ppGpp zachodzi również pod wpływem innych stresów. Wspomniane 
alarmony występują u wszystkich poznanych gatunków bakterii oraz u roślin. W ostatnich 
latach poczyniono znaczące postępy w badaniach nad metabolizmem (p)ppGpp. Wiadomo 
też, że odpowiedź ścisła ma wpływ na wiele procesów komórkowych, z czego najlepiej po-
znano oddziaływanie na transkrypcję. Oprócz tego (p)ppGpp bierze udział w szlaku napra-
wy DNA związanym z transkrypcją. Dodatkowo, odpowiedź ścisła hamuje podziały komór-
kowe, głównie poprzez zatrzymanie replikacji DNA. (p)ppGpp ma także ważne znaczenie 
medyczne, jest niezbędne dla wirulencji wielu gatunków bakterii oraz do powstawania ko-
mórek przetrwałych, czyli komórek o zwiększonej tolerancji na wiele antybiotyków.

WPROWADZENIE

Bakterie dostosowują się do zmiennych warunków środowiskowych wy-
korzystując skomplikowane systemy modulujące powinowactwo polimerazy 
RNA do promotorów genów metabolizmu podstawowego. Jednym z syste-
mów oddziałujących bezpośrednio i pośrednio na polimerazę RNA jest tzw. 
odpowiedź ścisła (ang. stringent resposne). Odpowiedź ta integruje wiele szla-
ków przystosowujących komórki do wystąpienia niedoborów, które mogą 
nastąpić w środowisku. Wyznacznikiem wystąpienia odpowiedzi ścisłej jest 
wzmożona synteza i akumulacja alarmonów komórkowych, które początko-
wo zostały nazwane „magicznymi plamkami” (MS, ang. magic spot), gdyż wy-
krywano je w ekstraktach komórkowych Escherichia coli za pomocą metody 
chromatografii cienkowarstwowej, jednakże nic nie było wiadomo na temat 
tego jak powstają, ani jakie związki je tworzą [1]. Dopiero później MSI został 
zidentyfikowany jako ppGpp (guanozyno-5’-difosforan, 3’-difosforan, inaczej 
czterofosforan guanozyny), a MS II jako pppGpp (guanozyno-5’-trifosforan,3’-
-difosforan, inaczej pięciofosforan guanozyny) (Ryc. 1). Dla obydwóch alarmo-
nów stosuje się łączną nazwę (p)ppGpp [2].

Chociaż minęło już prawie 
50 lat od odkrycia „magicznych 
plamek”, mechanizm działania  
(p)ppGpp nadal nie jest do końca 
poznany. Początkowo wydawało 
się, że alarmony te odgrywają rolę 
tylko w transkrypcji i ekspresji 
genów, jednakże kolejne doniesie-
nia pokazały, że (p)ppGpp odgry-
wają rolę także w replikacji DNA 
[3]. Ponadto związki te zostały 
również wykryte u roślin [4]. W 
niniejszej pracy skupiamy się na 
doniesieniach z ostatnich 10-ciu 
lat, które przyniosły istotny prze-
łom w badaniach nad (p)ppGpp, a 
w szczególności: syntezą i hydro-
lizą (p)ppGpp; miejscem wiązania 
do polimerazy RNA; głębszym 
poznaniu wpływu (p)ppGpp na 
replikację DNA; wykazaniem roli 
alarmonów guanozynowych w 

Rycina 1. Wzory strukturalne pppGpp i ppGpp.
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naprawie DNA; oraz ich rolą w wirulencji i powstawaniu 
tzw. komórek przetrwałych.

SYNTEZA I HYDROLIZA (P)PPGPP

Odpowiedź ścisła występuje u wszystkich poznanych 
gatunków bakterii [5]. U Escherichia coli i innych beta- i 
gamma-proteobacteria (p)ppGpp są syntetyzowane przez 
białka RelA i SpoT (Ryc. 2A i B). Alarmony te powstają w 
wyniku bezpośredniego transferu pirofosforanu z ATP na 
GTP (pppGpp) lub GDP (ppGpp) (reakcja typu SN2, czyli 
substytucja nukleofilowa zachodząca poprzez mechanizm 

dwucząsteczkowy) [6]. Dodatkowo, wspomniane bakte-
rie posiadają specyficzny enzym zwany GppA-zą, który 
poprzez usuwanie jednej reszty fosforanowej z końca 5’ 
pppGpp przekształca ten związek w ppGpp [2]. Powoduje 
to zwiększoną akumulację ppGpp w stosunku do pppGpp 
w komórkach. Co ciekawe, w komórkach E. coli czterofos-
foran guanozyny wydaje się być silniejszym efektorem niż 
pięciofosforan guanozyny [7].

Sygnałem do syntezy (p)ppGpp są różnego rodzaju stre-
sy środowiskowe, z tym, że RelA ulega aktywacji tylko w 
warunkach niedoboru aminokwasów i działa po związaniu 
się do rybosomów. SpoT odpowiada za syntezę wspomnia-
nych alarmonów podczas pozostałych warunków streso-
wych, takich jak: niedobory fosforanowe, lipidowe i żela-
zowe, oraz w razie wystąpienia szoku cieplnego czy osmo-
tycznego [2]. Białko SpoT, w przeciwieństwie do RelA, po-
siada także aktywność hydrolazy alarmonów dzięki czemu 
w przypadku poprawy warunków środowiskowych może 
dojść do szybkiego dostosowania metabolizmu komórko-
wego. U RelA, domena odpowiadająca domenie hydrolazy 
SpoT jest nieaktywna. Interesująco, wszystkie znane syn-
tetazy (p)ppGpp wymagają kationów magnezu, natomiast 
hydrolazy kationów manganu [6].

U Bacillus subtilis oraz innych bakterii poza beta- i gamma-
-proteobakteria, enzym syntetyzujący (p)ppGpp zwany jest 
RSH (ang. RelA SpoT Homologue). Enzym ten odpowiada za 
syntezę (p)ppGpp zarówno w warunkach niedoboru ami-
nokwasów, jak i podczas innych stresów środowiskowych 
i w niektórych przypadkach wydaje się działać w sposób 
niezależny od rybosomów [2]. B. subtilis nie posiada także 
GppA-zy, dzięki czemu dochodzi do zwiększonej akumula-
cji pppGpp i co ciekawe, u tych bakterii pppGpp wydaje się 
być silniejszym efektorem niż ppGpp [2,8].

Zarówno RelA, jak i SpoT oraz RSH, oprócz domeny 
syntetazy i hydrolazy, posiadają również domeny regulato-
rowe, wśród których można wyróżnić domenę TGS i ACT 
(Ryc. 2). Domena TGS występuje głównie w GTPazach, syn-
tetazach i hydrolazach (p)ppGpp. Niewiele wiadomo o jej 
funkcji [9]. Rola domeny ACT również nie została poznana, 
jednakże wiadomo, że występuje ona wśród wielu białek 
bakteryjnych zaangażowanych w regulację metabolizmu 
aminokwasów [10].

Analiza funkcjonalna białek odpowiedzi ścisłej w warun-
kach in vitro przez długi czas nie była możliwa, w głównej 
mierze przez ich toksyczny wpływ na komórki gospodarza 
w przypadku nadprodukcji tych enzymów w celu otrzyma-
nia czystych preparatów białkowych, a także ze względu na 
ich tendencję do agregowania w warunkach in vitro, wiąza-
nia się do powierzchni naładowanych dodatnio (membrany, 
powierzchnie plastików, szkła) i szybką utratę aktywności 
nawet przy przechowywaniu w –20oC [11,12]. Przełomem 
w badaniach nad odpowiedzią ścisłą było oczyszczenie i 
w konsekwencji otrzymanie struktury krystalicznej białka 
RelSeq ze Streptococcus equisimilis (białko typu RSH) [13]. Au-
torzy tej pracy pierwszy raz w historii badań nad alarmo-
nami (p)ppGpp dokonali szczegółowej charakterystyki ka-
talitycznych domen białka zaangażowanego w modulację 
odpowiedzi ścisłej.

Rycina 2. Metabolizm (p)ppGpp. A) Modulacja odpowiedzi ścisłej. Schemat 
przedstawia białka biorące udział w syntezie i hydrolizie (p)ppGpp. W reakcji 
syntezy, donorem reszty pirofosforanowej jest ATP, natomiast akceptorem GTP 
(powstaje pppGpp) lub GDP (ppGpp). Niektóre enzymy typu SAS (małe synte-
tazy alarmonów, ang. small alarmone synthetases) syntetyzują również pGpp (ak-
ceptorem jest GMP). W wyniku hydrolizy powstają odpowiednio - GTP lub GDP, 
gdy substratem było pppGpp lub ppGpp. Kolorem pomarańczowym zaznaczono 
białka posiadające domenę syntetazy (p)ppGpp (SAS), niebieskim - zaznaczono 
enzym typu SAH (mała hydrolaza alarmonów, ang. small alarmone hydrolase). Zie-
lonym kolorem zaznaczono domenę regulatorową obecną w białkach typu RSH 
(homologi RelA/SpoT, ang. RelA/SpoT homologues), które posiadają zarówno do-
menę syntetazy jak i hydrolazy. B) Schemat budowy białek odpowiedzi ścisłej. 
Białka RelA i SpoT należą do rodziny białek RSH, jednakże domena hydrolazy 
białka RelA nie jest aktywna. Domena regulatorowa białek RSH zawiera także 
domeny TGS i ACT. Do rodziny białek SAS zaliczane są np. RelP i RelQ. Przed-
stawicielem enzymów typu SAH jest Mesh-1, występujący u organizmów wielo-
komórkowych. Zastosowano taką samą kolorystykę jak w (A).
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W ostatnich latach rozwój techniki mikroskopii krio-elek-
tronowej pozwolił na określenie struktur wielu białek, które 
dzięki swoim właściwościom nie mogły zostać poddane ba-
daniom krystalograficznym. Zastosowanie powyższej tech-
niki umożliwiło poznanie struktury białka RelA z Escheri-
chia coli wraz ze związanym rybosomem oraz dokładne 
scharakteryzowanie mechanizmu w jaki dochodzi do akty-
wacji syntetazy (p)ppGpp tego enzymu [14,15]. Pomimo, iż 
nie udało się otrzymać dokładnej struktury centrum katali-
tycznego RelA, dokonanie to uznaje się za wielkie odkrycie 
w badaniach nad odpowiedzią ścisłą.

Poza enzymami typu RSH, istnieją też inne, dodatkowe 
syntetazy i hydrolazy (p)ppGpp (Ryc. 2A i B). Są to tzw. 
małe syntetazy alarmonów (SAS, ang. small alarmone syn-
thetases; czasami określane również mianem Rel, np. RelP i 
RelQ z Enterococcus faecalis, czy RelV z Vibrio cholerae) oraz 
małe hydrolazy alarmonów (SAH, ang. small alarmone hy-
drolases) [16]. Enzymy te posiadają tylko i wyłącznie dome-
nę katalityczną, bez wyraźnie wyodrębnionej domeny regu-
latorowej.

Badania nad enzymami typu SAS wykazały, że poza  
(p)ppGpp, istnieje jeszcze trzeci alarmon – pGpp, który jest 
syntetyzowany przez białko RelQ z Enterococcus faecalis. Po-
kazano, że podobnie jak (p)ppGpp, w warunkach in vitro 
pGpp silnie hamuje aktywność enzymów biorących udział 
w syntetyzie GTP (kinazy guanylowej (Gmk) oraz fosfory-
bozylotransferazy hipoksantynowo-guaninowej (HprT) po-
chodzących z tych bakterii, jednakże wpływ pGpp na poli-
merazę RNA jest niewielki [16].

Innym ważnym odkryciem było otrzymanie struktu-
ry krystalicznej białka SAS1 z Bacillus subtilis [17]. Orga-
nizacja centrum katalitycznego tego enzymu jest bardzo 
podobna do centrum katalityczngeo RelSeq. Autorzy za po-
mocą nowoczesnych technik biologii molekularnej scha-
rakteryzowali aktywność enzymu SAS1 i wykazali jego 
tendencję do tetrameryzacji oraz modulację allosteryczną 
przez pppGpp.

Alarmony (p)ppGpp nie są syntetyzowane wyłącznie u 
bakterii. Przełomem w badaniach nad odpowiedzią ścisłą 
było odkrycie syntetaz (p)ppGpp u roślin [18]. Enzymy te są 
homologiczne do bakteryjnych, a (p)ppGpp regulują szereg 
procesów w chloroplastach, takich jak: transkrypcja, trans-
lacja i produkcja hormonów, lipidów i metabolitów [4].

Jeszcze jednym znaczącym przełomem w ostatnich la-
tach było odkrycie u Drosophila melanogaster białka Mesh1 
(ang. Metazoan SpoT Homologue – homolog SpoT pochodzą-
cy z wielokomórkowców), które wykazuje aktywność hy-
drolazy (p)ppGpp (Ryc. 2) [19]. Homologi Mesh1 występują 
u wielu organizmów wielokomórkowych, m.in. u myszy i 
człowieka. Mimo, iż nie udało się wykryć enzymu synte-
tyzującego (p)ppGpp u wielokomórkowców, to jednak wy-
kazano istotność białka Mesh1 w rozwoju D. melanogaster 
oraz podobnie jak u bakterii, w modulacji reakcji na głód 
aminokwasowy [19]. Sugeruje to możliwość występowania 
u wyższych organizmów eukariotycznych mechanizmu po-
dobnego do odpowiedzi ścisłej.

WPŁYW (p)ppGpp NA PROCES 
TRANSKRYPCJI U Escherichia coli

Alarmony odpowiedzi ścisłej regulują ekspresję około 
1/3 genów bakteryjnych [20]. Dzięki takiemu przeprogra-
mowaniu komórka jest w stanie przetrwać do czasu elimi-
nacji czynnika stresowego ze środowiska. W przypadku 
E.  coli (p)ppGpp wiąże się do polimerazy RNA i przyczy-
nia się do zwiększania wydajności transkrypcji bądź jej ha-
mowania, w zależności od właściwości kinetycznych pro-
motora oraz jego sekwencji [21]. (p)ppGpp hamuje inicja-
cję transkrypcji zachodzącą z promotorów rybosomalnych 
(rRNA i tRNA), a jednocześnie prowadzi do zwiększenia 
wydajności transkrypcji w przypadku promotorów genów 
odpowiedzialnych za szlaki biosyntezy aminokwasów [2]. 
Poza bezpośrednim wpływem wspomnianych alarmonów 
na polimerazę RNA, ich efekt może być modulowany przez 
białkowe czynniki transkrypcyjne, takie jak DksA. Biał-
ko to oddziałuje z drugorzędowym kanałem polimerazy 
RNA, przez co zyskuje dostęp do centrum katalitycznego 
polimerazy. Wykazano, że DksA może wzmagać działanie  
(p)ppGpp, zarówno w przypadku zahamowania jak i akty-
wacji transkrypcyjnej [22]. Niemniej jednak, znane są rów-
nież przypadki, gdy czynniki te nie działają synergistycznie 
[23].

Jednym z ciekawszych doniesień ostatnich paru lat jest 
praca pokazująca, iż (p)ppGpp nie wpływa tylko na inicja-
cję transkrypcji. DksA razem z (p)ppGpp mogą wzmacniać 
wydajność elongacji transkrypcji, a co za tym idzie zwięk-
szają wierność syntezy RNA w wyniku spowolnienia włą-
czania błędnych nukleotydów do nowo syntetyzowanego 
łańcucha RNA [24].

Mimo, iż wpływ (p)ppGpp na transkrypcję jest dosyć 
dobrze poznany, miejsce wiązania cztero- i pięciofosforanu 
guanozyny do polimerazy RNA do niedawna nie było do-
kładnie znane. Rdzeń polimerazy RNA jest dobrze poznaną 
strukturą, która składa się z dwóch podjednostek α, podjed-
nostki β i β’ oraz ω [25]. Wcześniejsze badania dowodziły, 
że (p)ppGpp może wiązać się do jednej lub dwóch dużych 
podjednostek polimerazy RNA E. coli, tj. β lub β’, jednakże 
żadne z tych doniesień nie wskazało dokładnego miejsca 
wiązania alarmonu [2]. Dopiero badania krystalograficzne 
przeprowadzone w ciągu ostatnich pięciu lat pozwoliły 
szczegółowo określić, że miejsce wiązania (p)ppGpp znaj-
duje się na pograniczu podjednostek β’ i ω [7,26]. Tym nie 
mniej, doświadczenia typu transkrypcja in vitro wykorzy-
stujące polimerazę RNA pozbawioną podjednostki ω wy-
kazały, że polimeraza ta nadal jest wrażliwa na (p)ppGpp 
w obecności DksA [27]. Sugerowało to, iż prawdopodob-
nie istnieje jeszcze drugie, dodatkowe miejsce wiązania  
(p)ppGpp do polimerazy RNA.

W 2016 roku zostały opublikowane przełomowe bada-
nia, które potwierdziły, że rzeczywiście istnieją dwa miejsca 
wiązania ppGpp do polimerazy RNA, oddalone od siebie o 
60Å [28]. Badania te nie obejmowały danych krystalogra-
ficznych, jednakże wykorzystując szereg mutantów punk-
towych w polimerazie RNA, wykazano, iż drugie miejsce 
wiązania (p)ppGpp jest współtworzone przez podjednost-
kę β’ oraz białko DksA, niedaleko ujścia kanału drugorzę-
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dowego polimerazy. Przy braku DksA (p)ppGpp może się 
jedynie wiązać na pograniczu podjednostek β’ i ω. Autorzy 
omawianej pracy zaproponowali również śmiałą hipotezę, 
iż wiedza na temat miejsc wiązania (p)ppGpp do polimera-
zy RNA może się przyczynić do zaprojektowania nowych 
antybiotyków, które umożliwiłyby skuteczne zahamowanie 
odpowiedzi ścisłej, a co za tym idzie ograniczyłyby wirulen-
cję patogenów bakteryjnych [28]. Należy jednak pamiętać, 
że powyższe badania odnoszą się tylko i wyłącznie do poli-
merazy RNA E. coli.

ALARMONY (p)ppGpp REGULUJĄ 
METABOLIZM GTP U Firmicutes

U większości poznanych gatunków bakterii istnieją dwa 
szlaki syntezy GTP: mechanizm syntezy de novo i cykl pozy-
skiwania GTP z odzysku (ang. salvage pathway). Oba szlaki 
skupiają się na inozyno 5′-monofosforanie (IMP), który jest 
produktem pośrednim w syntezie ATP i GTP [29]. Najważ-
niejszymi białkami biorącymi udział w szlaku syntezy GTP 
są HprT i Gmk. Aktywność obu enzymów jest negatywnie 
regulowana przez (p)ppGpp u Bacillus subtilis i Staphylo-
coccus aureus, gdzie alarmony guanozynowe bezpośrednio 
wiążą się do tych białek [30]. Uważa się, że podobny mecha-
nizm zachodzi u wszystkich bakterii typu Firmicutes [30]. Co 
ciekawe (p)ppGpp nie wiąże się do polimerazy RNA B. sub-
tilis, natomiast regulacja transkrypcyjna u tej bakterii zacho-
dzi właśnie poprzez modulację poziomu GTP. Nukleotyd 
ten jest wcielany jako pierwszy do nowo syntetyzowanych 
transkryptów rRNA B. subtilis, przez co jego stężenie ma 
znaczący wpływ na szybkość opuszczania rejonu promoto-
ra przez polimerazę RNA, a co za tym idzie jest czynnikiem 
ograniczającym częstość inicjacji nowej rundy transkrypcji 
zachodzącej z tych promotorów [31,32].

NAPRAWA DNA

Alarmony (p)ppGpp zaangażowane są także w procesy 
naprawy DNA, co zauważono badając szczepy E. coli z de-
lecjami genów ruvABC, kodującymi białka biorące udział w 
rekombinacyjnej naprawie DNA. Szczepy takie posiadają 
zwiększoną wrażliwość na światło ultrafioletowe, pogłębia-
ną dodatkowo przez delecję genów kodujących białka syn-
tetyzujące (p)ppGpp (relA i spoT). Podejrzewano, że jest to 
związane z mniejszą stabilnością kompleksu transkrypcyj-
nego polimerazy RNA w obecności (p)ppGpp, co ułatwiało-
by jego usunięcie przez polimerazę DNA podczas replikacji 
a zarazem promowało naprawę DNA [33].

Dopiero stosunkowo niedawno dokładniej poznano me-
chanizm działania (p)ppGpp na naprawę DNA związaną 
z transkrypcją. Przedstawia się on następująco: podczas 
procesu transkrypcji, przesuwając się wzdłuż nici DNA, 
kompleks elongacyjny polimerazy RNA działa jako swo-
jego rodzaju detektor uszkodzeń [34,35]. Po natrafieniu 
na uszkodzenie (np. dimer tymidynowy bądź chemicz-
ne addukty) transkrypcja ulega zatrzymaniu, a kompleks 
transkrypcyjny pozostaje stabilnie związany do DNA. W 
celu naprawy DNA, musi on ulec translokacji do przodu 
lub do tyłu wzdłuż nici DNA. Proces ten wymaga udziału 
innych białek: Mfd powoduje translokację do przodu, na-
tomiast helikaza UvrD oraz czynnik elongacji transkryp-

cji NusA, powodują cofnięcie się kompleksu polimerazy 
do tyłu. Skutkuje to odsłonięciem uszkodzonego DNA co 
umożliwia naprawę przez wycinanie nukleotydów (system 
UvrABC) (Ryc. 3) [36].

Okazało się, iż (p)ppGpp uwrażliwia polimerazę RNA 
na działanie UvrD, przez co ułatwia cofnięcie się polime-
razy i w efekcie naprawę DNA. Co ciekawe, sama obecność  
(p)ppGpp nie jest wystarczająca do zajścia tego procesu [37]. 
Niezbędna jest także dimeryzacja UvrD, która w normal-
nych warunkach nie zachodzi ze względu na niskie stężenie 
tego białka w komórce. Dopiero włączenie innego mechani-
zmu stresowego - odpowiedzi SOS, powoduje wzrost stęże-
nia UvrD i jego dimeryzację. Dzięki temu, UvrD jest zdolne 
do oddziaływania z polimerazą RNA jedynie przez niewiel-
ki okres czasu, przez co wspomagająca rola (p)ppGpp jest 
niezwykle ważna dla zajścia procesu naprawy DNA [37].

Dodatkowo, inne właściwości (p)ppGpp również pro-
mują cofanie się polimerazy w przypadku natrafienia na 
uszkodzenie DNA. Obniżenie aktywności transkrypcyjnej 
wielu genów przez (p)ppGpp (szczególnie genów kodują-
cych rybosomalne RNA), powoduje zmniejszenie ilości jed-

Rycina 3. Udział (p)ppGpp w naprawie DNA. A) Kompleks elongacyjny polime-
razy RNA (niebieski owal) przeprowadza transkrypcję i porusza się po DNA w 
kierunku oznaczonym strzałką. Po natrafieniu na uszkodzenie DNA (błyskawi-
ca), kompleks ten ulega zatrzymaniu. B) Kompleks elongacyjny polimerazy RNA 
pozostaje związany z DNA w miejscu uszkodzenia. W celu zajścia naprawy musi 
on ulec translokacji do przodu z pomocą białka Mfd lub cofnąć się przy udziale 
białka UvrD. C) (p)ppGpp (żółta gwiazda) wiąże się do polimerazy RNA. Po-
woduje to wzrost wrażliwości polimerazy na działanie UvrD. UvrD wiąże się w 
postaci dimeru do polimerazy i powoduje cofnięcie się polimerazy. Białko NusA 
wspomaga ten proces. D) Cofnięcie się polimerazy odsłania miejsce uszkodzenia 
DNA i umożliwia białkom UvrA i UvrB, zrekrutowanym przez UvrD, naprawę 
poprzez wycinanie nukleotydów.
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nocześnie aktywnych kompleksów transkrypcyjnych, które 
w normalnych warunkach znajdowałyby się zbyt blisko 
siebie na danym fragmencie DNA, uniemożliwiając cofanie 
się pojedynczych jednostek polimerazy RNA. Ponadto, ze 
względu na zsynchronizowanie transkrypcji i translacji u 
bakterii, rybosomy przeprowadzające translację na nowo 
transkrybowanej nici RNA również mogą utrudniać cofanie 
się polimerazy RNA. Odpowiedź ścisła powoduje zmniej-
szenie ilości rybosomów w komórce, co skutkuje obniże-
niem aktywności translacyjnej [36]. Dodatkowo, badania 
wrażliwości różnych mutantów delecyjnych na czynniki 
uszkadzające DNA, a także badania in vitro, sugerują, że 
białko DksA podobnie jak (p)ppGpp wspomaga cofanie się 
polimerazy [37].

Pomimo znacznej ilości danych pochodzących z badań in 
vivo oraz in vitro, popierających wyżej wspomniany mecha-
nizm działania, pojawiają się także dowody kwestionujące 
rolę UvrD oraz (p)ppGpp w naprawie DNA związanej z 
transkrypcją. W niedawno opublikowanej pracy wykazano, 
że obecność białka Mfd jest wystarczająca do zajścia napra-
wy, natomiast brak (p)ppGpp nie ma na nią wpływu [38]. 
Z pewnością kwestia ta wymaga jeszcze wielu badań, które 
pogłębią naszą wiedzę na ten temat.

REPLIKACJA DNA

Można podejrzewać, że (p)ppGpp jako główny czynnik 
odpowiadający za tempo wzrostu E. coli [39], wpływa na 
replikację DNA oraz cykl komórkowy bakterii. Replikacja 
składa się z trzech głównych etapów: inicjacji, elongacji i 
terminacji, a (p)ppGpp może być zaangażowane we wszyst-
kie te procesy.

Najwcześniej odkrytym mechanizmem jest wpływ  
(p)ppGpp na inicjację replikacji. U E. coli odpowiedź ścisła 
powoduje obniżenie poziomu białka DnaA, niezbędnego 
do inicjacji replikacji. Efekt wywierany jest przez obniżenie 
intensywności transkrypcji zachodzącej z jednego z promo-
torów genu dnaA [40]. Podobny efekt widoczny jest także 
u Caulobacter crescentus, przedstawiciela grupy Alphaprote-
obacteria, gdzie dodatkowo stabilizowane jest białko CtrA, 
będące głównym regulatorem cyklu komórkowego, unie-
możliwiające komórkom wejście w fazę replikacji [41]. Po-
nadto, wstrzymanie inicjacji replikacji podczas odpowiedzi 
ścisłej jest zależne od białka SeqA, wiążącego hemimetylo-
wane motywy GATC oraz od metylazy Dam, metylującej 
adeniny w tych sekwencjach [42]. U plazmidów posiadają-
cych ori pochodzące od faga lambda, inicjacja replikacji jest 
zależna od aktywnej transkrypcji i w ten sposób jest regulo-
wana przez odpowiedź ścisłą [43].

Ciekawym przykładem, uwidaczniającym różnice me-
chanizmu działania (p)ppGpp w obrębie różnych gatunków 
jest efekt wywierany na elongację replikacji. Prymaza DnaG 
jest białkiem syntetyzującym startery niezbędne do replika-
cji nici opóźnionej. Zarówno enzym pochodzący z E.  coli jak 
i B. subtilis jest hamowany in vitro przez (p)ppGpp. Intere-
sująco, w badaniach przeprowadzonych in vivo, odpowiedź 
ścisła powoduje gwałtowne zatrzymanie replikacji u B. sub-
tilis podczas elongacji, natomiast syznteza DNA u E.  coli 
pozostaje bez zmian aż do rozpoczęcia kolejnej rundy re-

plikacji. Jedną z możliwości tłumaczących ten rozdźwięk 
może być wymiareczkowanie (p)ppGpp w E. coli przez 
polimerazę RNA, która w przeciwieństwie do polimerazy 
RNA B.  subtilis wiąże (p)ppGpp [44]. Dodatkowo, u E. coli 
ppGpp wykazuje silniejsze działanie na DnaG niż pppGpp, 
natomiast u B. subtilis sytuacja jest odwrotna [45,46].

Podział komórki jest skomplikowanym procesem wyma-
gającym wielu białek. Jednym z nich jest FtsZ, które poli-
meryzując, tworzy pierścień umożliwiający podział na dwie 
komórki potomne. Zauważono, że (p)ppGpp stymuluje 
transkrypcję operonu FtsZAQ, a dodatkowo pewien pod-
stawowy poziom tego alarmonu jest jednym z czynników 
niezbędnych do utrzymania prawidłowego poziomu FtsZ 
w komórce E. coli [47,48]. Inne badania, przeprowadzone 
z Salmonella enterica serovar Paratyphi sugerują, że zarówno 
zbyt duży jak i zbyt mały wewnątrzkomórkowy poziom  
(p)ppGpp ingeruje w proces polimeryzacji FtsZ [49,50]. Po-
nadto, istnieją przesłanki sugerujące, że odpowiedź ścisła 
prowadzi do zahamowania segregacji chromosomu, praw-
dopodobnie poprzez zmianę działania białka SeqA [42].

KOMÓRKI PRZETRWAŁE

Komórki przetrwałe są interesującym fenomenem współ-
czesnej biologii. Są to komórki wprowadzone w stan bardzo 
powolnego wzrostu, niemalże całkowitego zatrzymania 
metabolizmu, dzielące się rzadko. Stan ten jest odwracalny 
i prawdopodobnie służy jako forma umożliwiająca prze-
trwanie nieprzyjaznych czy wręcz zabójczych dla normal-
nie rosnących komórek warunków. Jednym z czynników na 
które komórki przetrwałe wykazują zwiększoną tolerancję 
są antybiotyki. Tolerancja ta jest cechą fenotypową, nieza-
leżną od genetycznych determinant. Obecność komórek 
przetrwałych ma ogromne znaczenie medyczne i może być 
przyczyną niektórych przewlekłych zakażeń. Komórki wy-
dają się wchodzić w stan przetrwałości losowo, choć czę-
stość tego procesu może się zmieniać w odpowiedzi na wa-
runki środowiska [51,52].

Mechanizm powstawania komórek przetrwałych wciąż 
nie jest do końca wyjaśniony, ale można podejrzewać, że 
(p)ppGpp jako główny regulator tempa wzrostu u E. coli 
[39], może mieć wpływ na tworzenie się takich komórek. 
Pokazano, że szczepy, które nie posiadają (p)ppGpp tworzą 
mniej komórek przetrwałych [53]. Dokładniejsze badania 
wykazały powiązanie (p)ppGpp z jednym z postulowa-
nych mechanizmów powstawania komórek przetrwałych, 
angażującym systemy toksyna-antytoksyna. W systemach 
tych, jednocześnie produkowana jest toksyna jak i antytok-
syna, która ją neutralizuje. Toksyny działają jako efektory 
hamujące wiele procesów komórkowych i prawdopodobnie 
właśnie one wprowadzają komórki w stan przetrwałości 
[51,54].

Wzrost poziomu (p)ppGpp, prawdopodobnie losowo 
zachodzący w części komórek, powoduje kompetycyjne 
hamowanie hydrolazy polifosforanów (Ppx). W efekcie 
dochodzi do akumulacji polifosforanów w komórce, co z 
kolei aktywuje proteazę Lon, degradującą niektóre z anty-
toksyn. W ten sposób w komórkach pojawiają się aktywne 
(tzn. nie zneutralizowane) toksyny i powodują spowolnie-
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nie metabolizmu. Co ciekawe, jedna z takich toksyn (HipA), 
uniemożliwia tworzenie naładowanych tRNA poprzez in-
aktywację syntetazy glutamylo-tRNA (GltX). Brak nałado-
wanych tRNA z kolei może powodować uruchomienie syn-
tezy (p)ppGpp przez białko RelA, czego skutkiem jest wy-
tworzenie dodatniego sprzężenia zwrotnego [51]. Z drugiej 
strony, występują również toksyny będące endonukleaza-
mi trawiącymi mRNA (toksyny takie jak RelE, YoeB, HigB, 
YhaV, YafO, YafQ, MazF, ChpB, MqsR i HicA) [53], co może 
ograniczać ilość aktywnych translacyjnie rybosomów, a tym 
samym ograniczać syntezę (p)ppGpp przez RelA; powstaje 
w ten sposób równoległa, negatywna pętla regulatorowa 
[51].

Kolejny, częściowo poznany mechanizm angażuje białko 
Obg, biorące udział w wielu ważnych procesach komórko-
wych, takich jak replikacja czy składanie rybosomów. Obg, 
za pomocą wciąż niezbadanego mechanizmu, zwiększa ko-
mórkowe stężenie toksyny HokB, która powoduje depola-
ryzację błony komórkowej i w konsekwencji obniżenie po-
tencjału energetycznego komórki, prowadząc do przejścia 
w stan przetrwały. Jak wspomniano, dokładny mechanizm 
nie jest poznany, ale wykazano, że wymaga on obecności 
(p)ppGpp [51,55,56].

WIRULENCJA

Ważnym procesem, w który także zaangażowane jest (p)
ppGpp jest wirulencja. Warunki występujące w gospodarzu 
jak i jego mechanizmy ochronne tworzą niezwykle stresują-
ce środowisko dla atakujących patogenów. Wiele gatunków 
bakterii patogennych, pozbawionych mechanizmów odpo-
wiedzi ścisłej, wykazuje znacznie obniżoną wirulencję, ob-
jawiającą się mniejszą produkcją toksyn czy niezdolnością 

do kolonizacji gospodarza. Dokładne mechanizmy są tak 
zróżnicowane jak bakterie, w których występują. Badania 
wykazały związek odpowiedzi ścisłej z wirulencją u takich 
gatunków jak: Vibrio cholerae, Pseudomonas aeruginosa, My-
cobacterium tuberculosis, Listeria monocytogenes, Helicobacter 
pylori, Brucella abortus oraz wiele innych [2,57]. Przykładem 
nowszych badań w tej dziedzinie jest Francisella tularensis, 
niebezpieczna bakteria wywołującej tularemię. (p)ppGpp 
okazało się niezbędne do tworzenia kompleksu czynników 
aktywujących transkrypcję regionów DNA zwanymi wy-
spami patogenności, czyli zgrupowań genów, których pro-
dukty determinują wirulencję danej bakterii [58]. Wykazano 
również, iż Borrelia burgdorferi, czynnik etiologiczny borelio-
zy, najprawdopodobniej wymaga (p)ppGpp do przeżycia 
w organizmie kleszcza podczas jego wielomiesięcznej gło-
dówki. Co ciekawe ppGpp nie jest absolutnie niezbędne do 
późniejszej kolonizacji nowego żywiciela-ssaka [59].

PODSUMOWANIE

Odpowiedź ścisła jest skomplikowanym mechanizmem 
regulującym fizjologię komórki bakteryjnej. Jest zaangażo-
wana w wiele procesów (Ryc. 4). Pomimo 50 lat badań nad 
„magiczną plamką” cały czas odkrywamy nowe aspekty 
tego szlaku regulatorowego. W ostatnich latach dokonano 
wielu przełomowych odkryć, które w perspektywie czasu 
pomogą w poznawaniu kolejnych mechanizmów regulo-
wanych przez odpowiedź ścisłą. Najważniejszymi z tych 
odkryć są: poznanie struktur białek RelA [14, 15] i SAS [17]; 
dokładna identyfikacja miejsc wiązania (p)ppGpp do poli-
merazy RNA E. coli [25, 27]; udział (p)ppGpp w mechani-
zmie naprawy DNA [37]; udział (p)ppGpp w procesie po-
działu komórkowego [47]; zaangażowanie mechanizmów 
toksyna/antytoksyna zależnych od (p)ppGpp w powstawa-
nie komórek przetrwałych [50]; oraz zaangażowanie odpo-
wiedzi ścisłej w wirulencję bakterii [56]. Tym niemniej, po-
mimo iż upłynęło wiele lat od odkrycia (p)ppGpp, alarmon 
ten cały czas skrywa jeszcze wiele tajemnic.
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ABSTRACT
About 50 years ago, „magic spots” – mediators of the bacterial stringent response, were discovered and were later identified as guanosine tetra- 
and pentaphosphate (ppGpp and pppGpp, jointly referred to as (p)ppGpp). At first, it seemed that stringent response is associated only with 
bacterial response to amino acid starvation, however, it soon turned out that (p)ppGpp is synthesized in response to other stresses as well. The 
mentioned alarmones are found to exist in all known bacterial species, as well as in plants. In recent years, a significant progress has been made 
in research on (p)ppGpp metabolism. It is also known that the stringent response affects many cellular processes, among which its effect on tran-
scription is the best characterized. Moreover, (p)ppGpp is involved in the DNA repair pathway associated with transcription. In addition, the 
stringent response inhibits cell division, mainly by hindering DNA replication. (p)ppGpp is also of significant medical importance – it is nec-
essary for virulence of many bacterial species and for turning them into persisters, i.e. cells which have elevated tolerance to many antibiotics.
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