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				STRESZCZENIE

				Bakterie Pseudomonas aeruginosa spotykane są często w środowisku naturalnym jak woda czy gleba, ale zaliczane są także do oportunistycznych patogenów ludzi i zwierząt. Charakteryzuje je duża zdolność do przetrwania w bardzo różnych niszach ekologicznych. Adaptacja i umiejętność dostosowania do zmiennych warunków środowiska wynika z roz-budowanych sieci regulacyjnych tych bakterii i wykorzystania bogatego repertuaru kodowa-nych w genomie białek, ścieżek metabolicznych, mechanizmów obronnych i adaptacyjnych. Regulatory transkrypcji są kluczowymi elementami regulacji ekspresji genów, które odpo-wiadają na sygnały z otoczenia, włączając lub wyłączając określone ścieżki. Kompleksowe badania regulatorów transkrypcji z wykorzystaniem metod transkryptomicznych, geno-micznych, regulacyjnych dostarczają wiedzy na temat mechanizmów ich działania, regulo-wanych genów i procesów, umożliwiając poznanie i zrozumienie często skomplikowanych sieci regulacyjnych zawiadujących przeżyciem komórki w danym środowisku i warunkach. Celem niniejszej pracy jest przedstawienie kluczowych zagadnień związanych z regulacją transkrypcji bakteryjnej na podstawie przeglądu danych literaturowych oraz zobrazowa-nych na przykładzie P. aeruginosa i charakterystyki mechanizmów regulacji ekspresji ge-nów zaangażowanych między innymi w wirulencję tej bakterii.

				Regulacja ekspresji genów u bakterii

				Bakteryjne geny i genomy przez miliony lat przystosowywały się i ewolu-owały, skutkując zasiedlaniem przez komórki bakteryjne niemal każdej niszy ekologicznej na Ziemi. Cechą charakterystyczną bakteryjnych genomów jest ich ogromna plastyczność i zmienność ekspresji genów, a także różnorodność jej re-gulacji. Tak jak inne organizmy, bakterie odbierają sygnały ze środowiska, a od-powiadają na nie poprzez modyfikacje ekspresji pojedynczych lub wielu genów.

				Transkrypcja

				Transkrypcja jest kluczowym procesem prowadzącym do ekspresji genu, a jej zrozumienie i poznanie było jednym z głównych zainteresowań współczesnej biologii molekularnej. Fakt, że transkrypcja jest regulowana został zasygnali-zowany po raz pierwszy w pionierskim artykule autorstwa Jacob’a i Monod’a, opisującym operon laktozowy lac Escherichia coli K-12 znajdujący się pod kon-trolą represora, jednocześnie będąc aktywowanym obecnością laktozy w oto-czeniu [1,2]. Praca stała się podwaliną dla zrozumienia mechanizmów regulacji transkrypcji zależnej od dostępności składników odżywczych w środowisku. Oprócz odkrycia faktu, że bakterie mogą wybierać bardziej optymalne źródło energii (glukoza względem laktozy) i nie marnotrawić swojej energii na pro-dukcję niepotrzebnych w danej chwili enzymów, pierwszy raz wprowadzono także pojęcie bakteryjnych operonów, prowadzących do powstania policistro-nowych transkryptów mRNA. Niedługo potem ukazała się również praca, w której opisano możliwość wyboru między cyklem litycznym i lizogenicznym u bakteriofagów lambda poprzez genetyczny przełącznik (ang. genetic switch) i wprowadzony został termin „represor” [3,4].

				Organizmy prokariotyczne nie mają jądra komórkowego otoczonego błoną, przez co transkrypcja, translacja, jak i degradacja mRNA odbywają się jedno-cześnie na terenie cytoplazmy. Ilość białka wewnątrz komórki może być zatem szybko modyfikowana poprzez modulację pracy polimerazy RNA rozpoczyna-jącej transkrypcję i natychmiastowe odczytywanie transkryptu, jeśli zachodzi taka potrzeba. Wzmożona lub obniżona aktywność promotorów konkretnych genów umożliwia adaptację do specyficznych warunków środowiska.

				Wiele procesów i elementów komórkowych może wpływać na transkrypcję genów u bakterii. Wśród nich wyróżnić można obecność określonych metaboli-tów [5,6], globalne parametry fizjologiczne [7,8], topologię chromosomów [9–11] czy niewielkie cząsteczki, takie jak małe, niekodujące RNA [12,13]. Większość 
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				badań dotyczących regulacji transkrypcji genów opiera się jednak na interakcji DNA-białko i cząsteczkach bezpośred-nio wpływających na aktywność promotorów. Do takich elementów komórkowych należą czynniki sigma i regula-tory transkrypcji.

				Polimeraza RNA i czynniki sigma

				Czynniki sigma są oddzielną niezależną podjednostką bakteryjnej polimerazy RNA, kluczową dla odpowiedniego rozpoznawania promotorów przez polimerazę [14–17]. Po-limeraza RNA ma budowę podjednostkową, składając się z pięciu podjednostek (2α, β, β’, ω) tworzących część rdzenio-wą enzymu, natomiast podjednostka sigma przyłącza się do rdzenia, tworząc holoenzym [18]. Wśród czynników sigma wyróżnia się dwie podstawowe rodziny filogenetyczne: sigma70 (σ70) i sigma54 (σ54) (Ryc. 1). Sigma70 bierze udział w transkrypcji większości genów komórki, w tym tych nie-zbędnych do życia (ang. housekeeping genes), rozpoznając se-kwencje −35 i −10 powyżej promotora i inicjując transkryp-cję. Za podgrupę czynników sigma70 uznaje się pozacyto-plazmatyczne czynniki (ang. extracytoplasmic function sigma 

			

		

		
			
				factors, ECF), będące małymi białkami o aktywności regula-torowej, aktywowane pod wpływem stresu środowiskowe-go [15]. Większość bakterii (ale nie wszystkie) posiada jedną podjednostkę sigma54. Są to białka o odmiennej budowie i funkcji od reszty czynników sigma (Ryc. 1A,B). Rozpoznają one sekwencje −12 i −24 promotorów, a do inicjacji trans-krypcji w przypadku polimerazy RNA związanej z sigma54 niezbędna jest obecność aktywatora oddziałującego z sig-ma54, dostarczającego ATP i umożliwiającego utworzenie otwartego kompleksu polimerazy [19].

				Alternatywne czynniki sigma nie należące do rodzin sig-ma70 ani sigma54, są również powszechne u bakterii i ry-walizują z czynnikiem sigma70 o wiązanie polimerazy do promotorów. Wszystkie czynniki sigma, oprócz sigma54, łączą podobne cechy, jak np. czterodomenowa budowa (Ryc. 1C) [22]. Domena środkowa odpowiadająca domenie σ2 czynnika sigma70 stanowi powierzchnię oddziaływania z polimerazą RNA i odpowiada za interakcje z elementem −10 promotora, stanowi więc kluczowy region dla stabili-zacji polimerazy na DNA [23]. C-terminalna domena 4 od-powiada za rozpoznawanie i wiązanie sekwencji −35 [20]. 
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				Rycina 1. Polimeraza RNA i czynniki sigma bakterii. (A) Schemat ilustrujący budowę podjednostkową polimerazy RNA wraz z sekwencjami rozpoznawanymi przez czynnik sigma70 i sigma54 w promotorach genów podczas inicjacji transkrypcji. Charakterystyczne elementy budowy promotorów zaznaczono pomarańczowymi i zie-lonymi prostokątami. Miejsce startu transkrypcji oznaczone jest jako „+1” ze strzałką wskazującą kierunek transkrypcji. (B) Schemat budowy czynnika sigma54. Wyróż-niono 3 regiony funkcjonalne i główne elementy struktury odpowiadające za interakcje (na podstawie [20]). (C) Schemat budowy czynnika sigma70. Wyróżniono domeny (σ1.1-σ4) wraz z konserwowanymi (1.1-4.2) i niekonserwowanymi regionami oraz ich przewidywane funkcje (na podstawie [20,21]).
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				Często aktywność czynników sigma jest kontrolowana przez czynnik anty-sigma, który oddziela podjednostkę od polimerazy RNA.

				Liczba genów kodujących czynniki sigma jest bardzo zróżnicowana u różnych gatunków, zaczynając od poje-dynczego genu u Mycoplasma genitalium, kończąc na 63 ge-nach u Streptomyces coelicolor [24]. Zgodnie z danymi z 2008 roku, w Pseudomonas aeruginosa 24 geny kodują potencjalne czynniki sigma, wśród których 19 to czynniki pozacytopla-zmatycze [25]. Wydaje się, że istnieje korelacja pomiędzy liczbą genów kodujących czynniki sigma w genomie bakte-rii, a różnorodnością środowisk przez nią zamieszkiwanych [19].

				Regulatory transkrypcji – aktywacja i represja ekspresji

				Regulatory transkrypcji są jednym z kluczowych kom-ponentów w sieci regulacji ekspresji genów, będąc białkami wiążącymi się zwykle bezpośrednio do DNA i potrzebnymi do aktywacji lub represji danego genu. Aktywność regula-torów zależy od zdolności do rozpoznawania konkretnych sekwencji DNA w promotorach i wzmacnianiu lub hamo-waniu inicjacji transkrypcji z tego promotora [26]. Regula-tory transkrypcji zazwyczaj funkcjonują jako homodimery, tetrametry, heksamery, a nawet heterodimery [27]. Wiele różnych regulatorów może wiązać się do podobnych se-kwencji DNA, ale też zdarza się, że jeden regulator wiąże się do różnych miejsc w genomie [22]. Efekt działania re-gulatora transkrypcji zależy od jego stężenia w komórce i powinowactwa do miejsca wiązania (słabe miejsca wiązania wymagają wysokich stężeń regulatorów do skutecznego ich działania) [28,29].

				Większość regulatorów transkrypcji działających jako represory wiąże się do DNA w sekwencji promotora nie-zbędnej dla rozpoznania przez polimerazę RNA, tym sa-mym blokując jej dostęp. Represja może być wzmacniania poprzez wiązanie kilku regulatorów, które oddziałując mię-dzy sobą powodują zapętlanie DNA, przez co dostęp do sekwencji promotorowych dla polimerazy jest dodatkowo 

			

		

		
			
				utrudniony. W innych przypadkach, polimeraza RNA jest zdolna do przyłączenia do DNA, ale represor blokuje ją w promotorze, uniemożliwiając inicjację transkrypcji [30,31].

				Większość regulatorów, które zwiększają ekspresję ge-nów wiąże się do DNA w miejscu powyżej sekwencji −35 i −10 promotorów [32]. W takich przypadkach często akty-wator wiąże się do polimerazy RNA rekrutując ją do doce-lowego promotora i wspomagając inicjację transkrypcji. Na powierzchni aktywatora wyróżnia się region aktywacyjny (ang. activating region) złożony z krótkiego ciągu amino-kwasów, umożliwiającego bezpośredni kontakt z polime-razą [33]. Zwykle interakcja ze strony polimerazy zachodzi poprzez C-terminalną część podjednostki α (αCTD), lub domenę 4 podjednostki sigma (Ryc. 1B). Aktywatory mogą również indukować zmiany konformacji w promotorze, które skutkują ustawieniem sekwencji tak, by była ona do-stępna dla przyłączenia polimerazy RNA [34].

				Regulatory transkrypcji działając jako łącznik pomiędzy ekspresją genów, a sygnałami z otoczenia dostarczanymi przykładowo przez wtórny przekaźnik c-di-GMP czy czą-steczki uczestniczące w komunikacji typu quorum sensing (QS), muszą być regulowane – na poziomie ekspresji, bądź aktywności. Powinowactwo regulatora do DNA może być modulowane poprzez ligandy, których stężenie waha się pod wpływem dostępności substancji odżywczych czy stre-su. Innym mechanizmem kontroli regulatorów jest ich mo-dyfikacja, np. poprzez fosforylację, co odnosi się zwłaszcza do dwuskładnikowych systemów regulacyjnych. Stężenie regulatora w komórce może być regulowane także przez proces proteolizy, a jego aktywność przez inne białka regu-latorowe, do których regulator się wiąże [19,35].

				Czynniki wpływające na transkrypcję genów tworzą skomplikowaną sieć zależności, która łączy działanie regu-latorów transkrypcji odpowiadających na sygnały z otocze-nia z aktywacją lub represją ekspresji genów. Ponieważ re-gulatory mogą działać globalnie, tworzyć sprzężenia zwrot-ne, regulować ekspresję własnych promotorów na drodze autoregulacji, a także mieć dwojaką funkcję zarówno repre-sora, jak i aktywatora, sieć regulacji ekspresji genów poje-

			

		

		
			[image: ]
		

		
			
				Rycina 2. Mechanizmy regulacji ekspresji genów znajdujących się pod kontrolą aktywatora i represora. Schematyczne przedstawienie promotorów i polimerazy RNA od-powiada konwencji z Ryc. 1A. Regulatory transkrypcji przedstawiono jako owalne lub okrągłe cząsteczki w formie dimerów. (A) Promotor operonu lac E. coli regulowany przez represor LacI i aktywator CRP, wiążące się niezależnie od siebie. (B) Niektóre promotory zależne od CRP, podlegają represji przez regulator CytR, oddziałujący bezpośrednio ze związanymi jeden za drugim dimerami CRP. (C) Związanie regulatora transkrypcji do miejsca o dużym powinowactwie wiązania aktywuje transkrypcję, a jego przyłączenie do drugiego miejsca o niskim powinowactwie powoduje represję (rycina na podstawie [31]).

			

		

		
			[image: ]
		

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

			

		

		
			
				dynczej komórki bakteryjnej jest bardzo skomplikowana. Wyróżnić można trzy klasy złożonych promotorów: regu-lowane przez aktywator i represor, będące tylko pod wpły-wem represorów i kontrolowane przez aktywatory [31].

				Najprostszym scenariuszem, w którym promotor jest regulowany zarówno przez aktywator, jak i represor jest niezależne wiązanie i działanie obu regulatorów (Ryc. 2A). Przykładem takiego mechanizmu regulacji jest wspomnia-ny już operon lac z E. coli K-12, którego promotor oprócz znajdowania się pod kontrolą represora LacI (wiążącego się w pierwszej kolejności w miejscu +11 poniżej startu trans-krypcji, ale też w pozycji +412 i −82, co wzmacnia repre-sję [36]), jest również kontrolowany przez białko receptora cyklicznego AMP (ang. cyclic AMP receptor protein, CRP). CRP działa jako regulator genów zaangażowanych w ścież-ki kataboliczne związków węgla innych niż glukoza [37]. W przypadku operonu lac CRP wiąże się między pozycją −62, a −61 powyżej startu transkrypcji i aktywuje inicjację transkrypcji operonu (Ryc. 2A) [38,39]. Represor i aktywator mogą też ze sobą bezpośrednio oddziaływać, jak w przy-padku przyłączania represora (lub anty-aktywatora) CytR 

			

		

		
			
				do dwóch związanych już z DNA dimerów CRP (Ryc. 2B) [40]. CytR jest represorem genów zaangażowanych w ka-tabolizm rybonukleozydów, a promotory będące pod kon-trolą CytR są aktywowane przez CRP [40]. W przypadku promotorów kontrolowanych przez regulatory, będące za-równo aktywatorami, jak i represorami, zazwyczaj pierw-sza cząsteczka regulatora przyłącza się z dużym powino-wactwem do DNA i działa jako aktywator, natomiast ko-lejna powoduje represję (Ryc. 2C) [31]. Przykładem takiego działania jest regulator BvgA z Bordetella pertussis, będący częścią dwuskładnikowego systemu regulacyjnego BvgAS, kontrolującego ekspresję ponad 100 genów związanych z wirulencją [41].

				Tak jak w przypadku promotorów, będących pod kon-trolą represora i aktywatora, dwa represory również mogą wiązać się do regulowanego promotora niezależnie od sie-bie. Ekspresja genu z promotora zależnego od dwóch re-presorów jest podwójnie regulowana i potrzebne są dwa sygnały, aby umożliwić inicjację transkrypcji. Jednocześnie żaden z represorów nie jest wystarczający do całkowitego zahamowania transkrypcji (Ryc. 3A). Tego typu zależność 
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				Rycina 3. Mechanizmy regulacji ekspresji genów zależnych od dwóch represorów. Schematyczne przedstawienie promotorów z sekwencjami −10, −35 oraz regulatorów. (A) Dwa represory (na przykładzie LexA i IscR) wiążą się do promotora i podwójnie blokują transkrypcję podlegającego mu genu. (B) Promotor P1 faga GIL01 podlega represji przez białko gospodarza LexA i fagowe białko gp7, działające jako korepresor. (C) Promotor genu kolicyny E8 E. coli podlega represji przez kompleks białkowy złożony z LexA i AsnC. Zaginanie DNA w obrębie promotora przez kompleks białek uniemożliwia transkrypcję (rycina na podstawie [31]).
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				Rycina 4. Mechanizmy regulacji ekspresji genów zależnych od dwóch aktywatorów. Schematyczne przedstawienie promotorów z sekwencjami −10, −35, regulatorów i polimerazy RNA odpowiada wcześniejszym rycinom. (A) Aktywacja poprzez przemieszczanie – aktywator 2 doprowadza do przesunięcia aktywatora 1 w miejsce, w którym może zainicjować transkrypcję. (B) Aktywator, aby związać się do promotora wymaga interakcji z innym aktywatorem. Dopiero dwa oddziałujące ze sobą dimery aktywatorów zdolne są do inicjacji transkrypcji. (C) Dwa aktywatory wiążą się do promotora niezależnie od siebie i każdy niezależnie oddziałuje z polimerazą RNA. (D) Aktywator 1 jest zdolny do inicjacji transkrypcji, ale jego aktywność jest zahamowana przez związany powyżej represor. Aktywator 2 blokuje działanie represora, co doprowadza do inicjacji transkrypcji i aktywacji ekspresji (rycina na podstawie [31]).
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				zachodzi podczas ekspresji genu kodującego kolicynę K u E. coli, którego promotor ulega represji przez regulator LexA, a jednocześnie znajduje się pod kontrolą represora IscR indukowanego przez stres oksydacyjny i odpowiedź SOS [42,43].

				Wiązanie i działanie represora może być wzmacniane przez oddziaływanie z korepresorem, tworząc razem kom-pleks o zwiększonym powinowactwie do miejsca wiązania (Ryc. 3B). Sytuację tę można zaobserwować u Bacillus thu-ringiensis, którego represor LexA oddziałuje z białkiem gp7 bakteriofaga GIL01 i jako kompleks wiążą się do promotora P1 wspomagając utrzymanie bakteriofaga w cyklu lizogen-nym [44].

				Dwa represory związane blisko siebie mogą także do-prowadzać do powstania kompleksu nukleoproteinowego, który powoduje zniekształcenie helisy DNA. W efekcie do-chodzi do wyciszenia ekspresji zlokalizowanych w okolicy genów, co obserwuje się na przykład w promotorze genu kodującego kolistynę E8 u E. coli kontrolowanego przez LexA i AsnC (Ryc. 3C) [45].

				Współdziałanie dwóch aktywatorów prowadzące do ini-cjacji transkrypcji z pojedynczego promotora może polegać na zmianie miejsca wiązania jednego z regulatorów przez drugi. W takim przypadku pierwszy wiążący się z DNA ak-tywator, pomimo że jest zdolny do aktywacji samodzielnie, wiąże się w taki sposób lub w takim miejscu, że aktywacja promotora nie jest możliwa. Aktywator-partner poprzez związanie z DNA zmienia lokalizację pierwszego regulato-ra, umożliwiając inicjację transkrypcji (Ryc. 4A). Tego typu mechanizm został po raz pierwszy opisany u E. coli dla pro-motora genu malK, regulowanego przez aktywator MalT współpracujący z białkiem CRP [46]. Zdarza się również, że konieczne jest bezpośrednie współdziałanie dwóch aktywa-torów i tylko podczas jednoczesnego przyłączenia aktywa-tora i ko-aktywatora następuje wiązanie polimerazy RNA 

			

		

		
			
				do sekwencji promotorowej (Ryc. 4B). Taki mechanizm choć występuje rzadko, opisany został dla dwóch promotorów zależnych od CRP, w których do aktywacji transkrypcji po-trzebne jest oddziaływanie CRP z MelR lub Sxy [47,48].

				Znacznie częstsze jest niezależne od siebie wiązanie dwóch aktywatorów i łączenie się z polimerazą przez każ-dego z nich indywidualnie, przy czym oba regulatory są niezbędne do przyłączenia polimerazy do DNA (Ryc. 4C). Taki podział zależności wynika z wyróżniania dwóch klas aktywatorów, gdzie aktywatory klasy I regulują ekspresję genu wiążąc się powyżej promotora i reagując z C-terminal-ną domeną podjednostki α polimerazy (αCTD) (jak aktywa-tor 2 na Ryc. 4C), natomiast aktywatory klasy II wiążą się w pobliżu regionu −35 promotora pomiędzy αCTD, a domeną 4 podjednostki sigma przyłączonej do DNA polimerazy (jak aktywator 1 na Ryc. 4C) [49,50]. Aktywacja przedstawiona na Ryc. 4C może zatem uwzględniać współdziałające dwa aktywatory klasy I lub aktywator klasy I i klasy II. Przykła-dem takiej kooperacji są współpracujące ze sobą regulatory CRP i Fis wspólnie kontrolujące ekspresję genów kodują-cych cytotoksyny E. coli [51].

				Istnieje także możliwość pośredniej współzależności dwóch aktywatorów, gdy aktywność jednego jest hamowa-na przez czynnik (najczęściej białko represorowe), a drugi aktywator likwiduje działanie owego czynnika, w efekcie działając jako anty-represor (Ryc. 4D) [50]. Taki mechanizm opisany został po raz pierwszy w przypadku promotora operonu nir E. coli zależnego od regulatorów Fnr i NarL lub NarP, które hamują działanie represora Fis [52].

				Podział regulatorów transkrypcji na rodziny

				Poza podziałem na aktywatory i represory, regulatory transkrypcji klasyfikuje się do rodzin, przede wszystkim na podstawie domen, z których są zbudowane. Budowa 
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				Rycina 5. Budowa domenowa przedstawicieli wybranych rodzin regulatorów transkrypcji bakterii [57–62].
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				domenowa regulatorów obejmuje przynajmniej dwie do-meny, których współdziałanie pozwala na funkcje regula-cyjne i przełączanie aktywności w odpowiedzi na bodźce (Ryc. 5) [53]. Szacuje się, że około trzy czwarte regulatorów transkrypcji u bakterii jest dwudomenowa, a reszta składa się z trzech, a rzadko czterech domen [54]. Szczególnym przypadkiem są przedstawiciele rodziny MarR, w których wyróżnia się tylko jedną, centralnie położoną domenę łą-czącą najprawdopodobniej funkcje innych (Ryc. 5). Funkcją jednej z domen jest odbieranie sygnałów, co najczęściej na-stępuje poprzez interakcje białko-białko lub ligand, dlatego w literaturze spotyka się określenie domena wiążąca ligand (ang. ligand-binding domain, LBD). W wielu przypadkach, li-gandami są metabolity lub czynniki fizykochemiczne, które przekazują informacje ze środowiska lub z wnętrza komór-ki [55,56]. Domena ta często zaangażowana jest również w oligomeryzację (Ryc. 5).

				Druga domena natomiast odpowiada za bezpośrednie interakcje z DNA w miejscu wiązania regulatora (ang. DNA--binding domain, DBD). U bakterii najczęściej jest to domena o strukturze helisa-skręt-helisa (ang. helix-turn-helix, HTH), złożona z dwóch α-helis złączonych krótkim odcinkiem aminokwasów [54,63]. C-terminalna helisa domeny HTH rozpoznaje sekwencję nukleotydową i łączy się w więk-szym rowku DNA, gdzie następuje bezpośredni kontakt z krawędziami par zasad [64]. Wśród innych domen oddzia-łujących z DNA wymienić można takie jak: helisa-pętla-he-lisa (ang. helix-loop-helix, HLH), palec cynkowy (ang. zinc--finger domain) czy anty-równoległa harmonijka beta (ang. β-sheet-antiparallel domain), jednak te motywy stanowią za-ledwie około 5% wszystkich domen wiążących DNA u bak-teryjnych regulatorów transkrypcji [64]. Motyw HTH moż-na zatem uznać za cechę charakterystyczną regulatorów transkrypcji, będącą zarazem najbardziej zakonserwowaną strukturą wewnątrz rodzin. Ponadto, struktura domenowa może być wstępnym indykatorem funkcji regulatora, po-nieważ HTH częściej występuje w N-końcowej części białka u represorów niż aktywatorów czy podwójnych regulato-rów [65]. Nie może to być jednak uznawane za generalną 

			

		

		
			
				zależność co podkreśla Babu i Teichmann w pracy z 2003 roku [66].

				Na podstawie podobieństwa domeny wiązania DNA i struktury domenowej, wszystkie regulatory transkrypcji E. coli, których jest około 300, są klasyfikowane do 63 rodzin [67], podczas gdy przyjmując kryteria funkcjonalne i podo-bieństwo sekwencji wyróżnia się 54 rodziny [68]. Analiza 761 genomów bakterii i archeonów pozwoliła ujednolicić podział regulatorów transkrypcji u Prokaryota i podzielić je na 19 rodzin [26]. Pomimo różnic w danych literaturo-wych na temat liczby rodzin regulatorów, zgodnie wyróż-nić można te największe i szeroko rozpowszechnione u or-ganizmów prokariotycznych, tj. LysR i TetR. Przedstawi-ciele tych dwóch rodzin mogą stanowić nawet ponad 28% wszystkich prokariotycznych białek regulatorowych i wy-stępują wszechobecnie u organizmów z różnych środowisk i o różnych stylach życia [26].

				Przedstawiciele rodziny TetR (średnio ok. 16 reprezen-tantów rodziny na 1 genom [26]) są głównie zaangażowani w regulację procesów takich jak oporność na antybiotyki, biosynteza antybiotyków czy stres osmotyczny. Zwykle są to represory zdolne do dimeryzacji, z N-terminalnie zloka-lizowaną domeną HTH (Ryc. 5) [57]. Regulatory typu TetR są opisywane zarówno u bakterii Gram-ujemnych i Gram--dodatnich, α, β, γ-proteobakterii, cyjanobakterii, a także u archeonów [69]. Archetypem rodziny jest białko TetR E. coli, działające jako represor genu tetA, kodującego białko wy-pompowujące tetracyklinę [57].

				Regulatory typu LysR (średnio ok. 15 reprezentantów rodziny na 1 genom [26]) są najbardziej rozpowszechnione u proteobakterii, głównie w klasie α i γ, ale istnieją także doniesienia o ich występowaniu u bakterii Gram-dodat-nich. Duże różnice w zawartości par G+C u organizmów, w których odnajdywani są przedstawiciele rodziny LysR świadczyć może, podobnie jak w przypadku rodziny TetR, o wczesnym pojawieniu się tych grup w toku ewolucji orga-nizmów prokariotycznych [70]. Regulatory typu LysR mają 

			

		

		
			
				Tabela 1. Najbardziej rozpowszechnione rodziny prokariotycznych regulatorów transkrypcji

				
					Nazwa rodziny

				

				
					Budowa

				

				
					Najczęstszy sposób działania

				

				
					Przykłady regulowanych funkcji

				

				
					Referencje

				

				
					LysR

				

				
					HTH na N-końcu

				

				
					Aktywator/represor; obszerne regulony

				

				
					Wirulencja, metabolizm, ruch, quorum sensing

				

				
					[58,71]

				

				
					TetR

				

				
					HTH na N-końcu

				

				
					Represor

				

				
					Biosynteza antybiotyków, oporność na antybiotyki, stres osmotyczny

				

				
					[57,69,72]

				

				
					AraC/XylS

				

				
					HTH na C-końcu

				

				
					Aktywator

				

				
					Katabolizm cukrów, odpowiedź na stres, patogeneza

				

				
					[61,73]

				

				
					GntR

				

				
					HTH na N-końcu

				

				
					Represor

				

				
					Metabolizm, regulacja enzymów (allosteria)

				

				
					[74,75]

				

				
					MarR

				

				
					HTH w centralnej części

				

				
					Aktywator/represor

				

				
					Oporność wielolekowa

				

				
					[60,76]

				

				
					Lrp/AsnC

				

				
					HTH na N-końcu

				

				
					Aktywator/represor; globalne/lokalne funkcje przedstawicieli

				

				
					Biosynteza i metabolizm aminokwasów

				

				
					[59,77,78]

				

				
					bakteryjne EBP

				

				
					HTH na C-końcu,3-domenowa budowa

				

				
					Aktywator; oddziałuje z czynnikiem sigma54 polimerazy zmieniając jej konformację

				

				
					Asymilacja azotu, tworzenie flagelli, odpowiedź na infekcje fagowe

				

				
					[62,79]
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				dwudomenową budowę z silnie konserwowanym wśród przedstawicieli rodziny motywem HTH w obrębie domeny DBD na N-końcu białka (Ryc. 5). Mogą one działać zarówno jako aktywator, jak i represor, a także mieć podwójne działa-nie jednocześnie, co należy do cech charakterystycznych tej rodziny – prawie 25% wszystkich podwójnych regulatorów u E. coli to przedstawiciele rodziny LysR [70]. Bardzo wiele regulatorów z rodziny LysR działa jako autorepresory, ne-gatywnie regulując ekspresję swoich własnych genów [71]. Zaangażowane są w kontrolę wielu funkcji komórkowych, wśród których wymienić można procesy kataboliczne, bio-syntezę aminokwasów czy detoksyfikację komórki [58,71].

				Spośród innych ważnych i często opisywanych w lite-raturze rodzin wymienić można AraC/XylS, GntR, MarR, Lrp/AsnC czy odrębną rodzinę pozytywnych regulatorów zależnych od sigma54, nazywanych bakteryjnymi białka-mi wiążącymi wzmacniacz (ang. bacterial Enhancer Binding Protein, bEBP) (Tab. 1). Są to jednak grupy o zdecydowa-nie mniej powszechnym występowaniu niż przedstawiciele LysR i TetR, co może świadczyć o tym, że rodziny regulato-rów typu LysR i TetR osiągnęły podczas ewolucji najwięk-szy sukces pod kątem liczby przedstawicieli w genomach prokariotycznych.

				Globalne regulatory transkrypcji

				Poprzez wzajemną regulację z innymi czynnikami trans-krypcyjnymi, regulatory rozszerzają zakres kontrolowa-nych genów o grupę genów regulowanych niebezpośred-nio. Całkowita liczba genów regulowanych przez jeden regulator zawiera zatem geny regulowane bezpośrednio i pośrednio. Co istotne, pojedynczy regulator o szerokim za-kresie działania może regulować geny, których transkrypcja zachodzi z udziałem różnych czynników sigma. W pracy Shen-Orr i wsp. dotyczącej sieci regulacyjnych E. coli, re-gulatory transkrypcji kontrolujące dziesięć lub więcej ope-ronów zostały zdefiniowane jako globalne [80]. Globalne regulatory odgrywają kluczową rolę w komórce bakteryj-nej, koordynując ekspresję setek lub tysięcy genów. Siedem najbardziej znanych globalnych regulatorów E. coli (ArcA, CRP, Fis, Fnr, IHF, Lrp i NarL) wspólnie kontroluje około połowę wszystkich genów tej bakterii [81]. Geny kontrolo-wane przez poszczególne globalne regulatory mogą mieć bardzo zróżnicowane funkcje [82,83]. Gottesman definiuje regulatory jako globalne na podstawie ich plejotropowych właściwości dotyczących regulacji operonów związanych z różnymi szlakami metabolicznymi [84]. Rzeczywiście badania pokazują, że aktywacja lub inaktywacja globalne-go regulatora prowadzi najczęściej do istotnych zmian w produkcji metabolitów wtórnych i plejotopowych zmian fenotypu [85,86]. Zaproponowana definicja nie obejmuje białek zaangażowanych w inne od metabolizmu kluczowe procesy komórkowe. Liczne białka wiążące się z DNA przy-czyniają się do regulacji transkrypcji poprzez modyfikację regionów regulatorowych, na przykład wpływając na układ przestrzenny DNA, architekturę genomu i wiązanie innych białek regulatorowych. Trudno zatem precyzyjnie rozgrani-czyć globalne regulatory transkrypcji i białka strukturalne oddziałujące z DNA, tzw. białka związane z nukleoidem, np. typu NAP (ang. nucleoid-associated proteins, NAP) [87].

			

		

		
			
				Białka typu NAP wiążą się do DNA w wielu miejscach genomu, a ich działanie najczęściej opisywane jest w litera-turze jako analogiczne do histonów wchodzących w skład chromatyny komórek eukariotycznych [88]. Mimo istot-nych różnic w organizacji materiału genetycznego w do-menach Eukarya, Bacteria i Archaea, informacje genetyczne zawarte w DNA przedstawicieli wszystkich trzech grup organizmów muszą być odpowiednio przechowywane i or-ganizowane tak, aby zachodził proces replikacji, segregacji materiału genetycznego i ekspresji genów [89]. U przedsta-wicieli wszystkich trzech domen zidentyfikowane zostały również białka, które zmieniają kształt DNA nadając mu na przykład kompaktową formę, a dodatkowo wpływają na transkrypcję genów. Jedną z cech charakterystycznych bia-łek typu NAP, która ułatwia im globalną regulację ekspresji genów, jest ich najczęściej losowe i w większości przypad-ków mało specyficzne wiązanie z DNA. NAP mają większą tendencję do wiązania się w regionach DNA bogatych w pary A+T, których większy odsetek obserwuje się zazwy-czaj w miejscach promotorowych, np. TATA-box [89]. Spe-cyficzność sekwencji wiązania jest zatem też jedną z cech, na podstawie której ciężko rozróżnić niektóre regulatory transkrypcji od NAP [87]. Przykładowo białko IHF (ang. In-tegration Host Factor, IHF) należące do NAP ma stosunkowo dokładnie określony consensus sekwencji DNA (WATCA-ANNNNTTR, gdzie W to A lub T, R to A lub G, a N to do-wolny nukleotyd) [90], do której się wiąże, w odróżnieniu od regulatorów transkrypcji z rodziny LysR, które wiążą się do tzw. LTTR box o sekwencji T-N11-A [58,91]. Przedstawi-ciele tej rodziny regulatorów podczas rozpoznawania targe-tów w DNA polegają prawdopodobnie często na kształcie DNA zamiast na konkretnej sekwencji nukleotydowej, co jest z kolei charakterystyczne dla NAP, takich jak H-NS czy HU [92]. Z kolei białko Fis (ang. Factor for Inversion Stimu-lation, Fis), klasyfikowane także jako NAP, może funkcjo-nować jak klasyczny regulator transkrypcji, który rekrutuje polimerazę RNA do inicjacji transkrypcji, poprzez interak-cje białko-białko [93].

				Grupa białek NAP została pierwotnie wyróżniona na podstawie ich wspólnych zdolności do zmiany kształtu czą-steczki DNA, wpływu na organizację nukleoidu/chromaty-ny i pełnienia kluczowej roli w utrzymaniu ścisłej struktury nukleoidu [94,95]. Dzieje się to na skutek zakręcania (ang. bending), zawijania (ang. wrapping) lub łączenia przylega-jących obszarów DNA (ang. bridging), a oprócz tego NAP mają zdolność polimeryzowania wzdłuż struktury DNA (ang. spreading) [89]. Liczne regulatory transkrypcji współ-pracują z białkami typu NAP, czego przykładem może być regulacja ekspresji z udziałem sigma54. W tym przypadku pętla DNA wytworzona przez białko IHF typu NAP jest kluczowa i niezbędna do oddziaływania pomiędzy akty-watorem typu EBP związanym powyżej startu transkrypcji, a polimerazą RNA (Ryc. 6) [62,96].

				Niektóre promotory mogą być regulowane przez różne białka typu NAP. Promotor genu dps E. coli kodującego jed-no z białek typu NAP odgrywające kluczową rolę w kon-densacji chromosomu w fazie stacjonarnej wzrostu, regulo-wany jest przez inne białka NAP – Fis, które tworzy zator w regionie promotorowym wstrzymując związaną polime-
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				razę RNA i H-NS, które blokuje jej przyłączanie [97]. Białka NAP uczestniczą tym samym w modulacji ekspresji genów, będąc częścią sieci regulacyjnej zawiadującej transkrypcją.

				Sieci regulacyjne

				Bezpośredni wpływ regulatorów transkrypcji na eks-presję docelowych genów jest zwyczajowo prezentowany w formie sieci regulacyjnych (ang. transcriptional regulato-ry network, TRN), które najczęściej tworzą skomplikowany schemat współzależności pomiędzy różnymi regulatorami i regulowanymi przez nie genami [98–100]. Sieci regulacyj-ne w komórce pełnią kluczową rolę w kontroli transkryp-cji w odpowiedzi na zmiany środowiska. Wzór ekspresji genów, jako wynik działalności sieci regulacyjnej w poje-dynczej komórce ulega ciągłym zmianom. Podstawową jednostką sieci regulacyjnej jest regulon – grupa genów/operonów regulowanych przez określony zbiór czynników transkrypcyjnych. Oryginalna definicja ograniczała regulon do grupy genów podlegających regulacji przez jeden czyn-nik [101]. Obecnie pojęcie „regulon” ma znacznie szersze znaczenie i w literaturze stosuje się je do dużych grup ge-nów regulowanych zarówno bezpośrednio jak i pośrednio przez powiązane ze sobą regulatory, które mogą tworzyć kaskadę regulacji [102–104]. Można wyróżnić trzy schematy działania sieci regulacyjnych [29]:

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

				pętla sprzężeń (ang. feed-forward loop) – regulator trans-krypcji X reguluje ekspresję genu kodującego regulator Y, który reguluje gen, będący także pod kontrolą regula-tora X (Ryc. 7A);

			

		

		
			
				złożony regulon, nakładające się na siebie zależności (ang. dense overlapping regulons) – wiele regulatorów kon-troluje ekspresję (najczęściej nakładających się na siebie) zbiorów genów (Ryc. 7A).

				Dodatkowo, wprowadzić można kolejny podział zależ-ności występujących w sieciach regulacyjnych, na poziomie samych regulatorów transkrypcji:

				autoregulacja – regulator kontrolujący własną ekspresję (Ryc. 7B);

				pętla wzajemnych regulacji – dwa (lub więcej) regulato-rów, które regulują siebie nawzajem (Ryc. 7B);

				łańcuch regulacji – zbiór regulatorów, z których jeden kontroluje poziom lub aktywność kolejnego (Ryc. 7B).

				Często w jednej sieci regulacyjnej kilka (lub wszystkie) z wymienionych schematów występują jednocześnie, two-rząc bezpośrednie i pośrednie zależności. Regulony moż-na grupować w wyższe struktury, takie jak modulony, w których poszczególne regulony wspólnie odpowiadają na zewnętrzny czynnik, prowadząc do jednej funkcji, np. re-gulacji sporulacji czy metabolizmu węgla lub azotu [106].

				Istotną cechą bakteryjnych sieci regulacyjnych jest ich plastyczność i elastyczność, co wiąże się ze zmiennością i szybką ewolucją transkryptomu [107–109]. Dlatego możli-wość przewidywania budowy i funkcji sieci regulacyjnych jednego gatunku na podstawie wiedzy o innych gatunkach jest u organizmów prokariotycznych bardzo ograniczo-na. W genomach można wyróżnić rdzenne geny, które są współdzielone przez większość (lub wszystkie) gatunki posiadające dane białko regulatorowe i zestaw zmiennych genów specyficznych dla gatunku [110]. Efekt działania re-gulatora często znacząco różni się już pomiędzy szczepa-
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				Rycina 6. Schemat inicjacji transkrypcji z udziałem czynnika sigma54 i bakteryjnych białek wiążących wzmacniacz (bEBPs). Aktywator (pomarańczowy heksamer) wiąże się do sekwencji aktywatorowej położonej powyżej promotora (80-150 pz). Przyłączenie białka IHF prowadzi do zapętlenia łańcucha DNA i zbliżenia aktywatora do podjednostki sigma54 polimerazy. Aktywator dostarcza energię z hydrolizy ATP, co prowadzi do powstania otwartego kompleksu polimerazy RNA i rozpoczęcia trans-krypcji (rycina na podstawie [62]).
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				mi tego samego gatunku, a regulatory o silnej predykcji do filogenetycznych powiązań rzadko regulują ortologiczne geny [111,112]. Regulatory transkrypcji ewoluują nieza-leżnie i szybciej od regulowanych przez nie genów [113]. Ponadto geny kodujące represory ewoluują ściślej z celami (ang. targets) represora niż geny kodujące aktywatory. Ak-tywator może zostać „zgubiony” podczas ewolucji, podczas gdy gen pierwotnie przez niego regulowany pozostaje w genomie. Represory natomiast są usuwane w toku ewolucji zazwyczaj razem z regulowanym genem, umożliwiając lep-sze przystosowanie do określonych warunków bytowania lub gdy sieć regulacji jest zmodyfikowana na tyle, że rola regulatora jest umniejszona, przez co jest on zbędny [114]. Informacja zawarta w genach podlegających represji jest za-tem bardziej zakonserwowana pomiędzy spokrewnionymi gatunkami [115].

				Sieć regulacyjna Pseudomonas aeruginosa

				P. aeruginosa posiada jedną z najbardziej złożonych sieci regulacyjnych wśród dotąd charakteryzowanych bakterii, co uważa się, że w dużej mierze przyczynia się do sukce-su tego oportunistycznego patogena w aspekcie epidemio-logii. Regulacja ekspresji genów u P. aeruginosa jest skom-plikowanym procesem, w który zaangażowana jest liczna grupa regulatorów transkrypcji, czynników sigma, a także regulatorowych RNA [116]. Choć funkcje większości regu-latorów pozostają wciąż nieznane, rosnąca liczba komplet-nych sekwencji genomów szczepów Pseudomonas wraz ze wzrastającym rozwojem technik transkryptomicznych, proteomicznych i metabolomicznych dostarcza nowych in-formacji potrzebnych do rozumienia złożonych procesów regulacyjnych.

				P. aeruginosa jest Gram-ujemną pałeczką należącą do klasy γ-proteobakterii [117]. Podobnie jak inni przedstawi-ciele rodzaju Pseudomonas, P. aeruginosa charakteryzuje się wysoką tolerancją metaboliczną, minimalnymi wymaga-niami hodowli oraz dużymi zdolnościami przystosowaw-czymi, co skutkuje możliwością kolonizacji szerokiej gamy niszy ekologicznych, włączając organizmy zwierząt oraz ludzi [117]. Wśród cech wyróżniających P. aeruginosa wy-

			

		

		
			
				mienić można także wrodzony wysoki poziom oporności na związki antyseptyczne i antybiotyki (co wynika przede wszystkim z niskiej przepuszczalności zewnętrznej błony komórkowej i występowania pomp wielolekooporności), co czyni go groźnym patogenem [118]. P. aeruginosa jest częstym czynnikiem etiologicznym zakażeń szpitalnych i powoduje infekcje układu oddechowego, ale także ran po-oparzeniowych, dróg moczowych czy ucha zewnętrznego. Patogen ten jest szczególnie groźny dla osób chorych na AIDS, nowotwór płuc, przewlekłą obturacyjną chorobę płuc (POChP), mukowiscydozę, a obecnie także zmagających się z COVID-19 [119–123].

				Wielkość genomu P. aeruginosa to ponad 6 Mpz, zbliża-jąc się do wartości jakie opisuje się dla genomów niższych organizmów eukariotycznych [124]. Plastyczność genomu, nabyte w ewolucji geny, rozległe rearanżacje oraz umiejętne wykorzystywanie dostępnego repertuaru genów umożli-wiają adaptację do specyficznych niszy, takich jak gleba czy środowiska wodne [125]. O mnogości i skomplikowaniu sieci regulacyjnych zawiadujących ekspresją genów wy-stępujących w genomie P. aeruginosa świadczy około 10%-owy udział genów kodujących białka regulatorowe [126]. W szczepie P. aeruginosa PAO1 około 500 genów koduje re-gulatory transkrypcji, które klasyfikuje się co najmniej do 44 rodzin [127]. Dodatkowo w szczepie tym wyróżnia się 28 czynników sigma – jeden sigma54, osiem sigma70 i 19 czynników ECF, które pełnią rolę pomocniczą w różnych procesach i regulonach, na przykład zależnych od pozio-mu żelaza (PvdS (PA2426) [128], HasI (PA3410) [129]) czy uszkodzeń w ścianie komórkowej (AlgU (PA0762) [130], SigX (PA1776) [131] i SbrI (PA2896) [132]) [127,133]. Funkcje regulatorowe pełnią także 34 zidentyfikowane małe regu-latorowe RNA, spośród których rola bardzo niewielu była jak dotąd scharakteryzowana [124,134]. Grupę sRNA (ang. small RNA) tworzą cząsteczki RNA odrębne od mRNA, tRNA i rRNA, które biorą udział w różnych etapach eks-presji genów komórek prokariotycznych. sRNA-zależna regulacja przejawia się poprzez interakcje cząsteczki RNA z DNA lub mRNA, bądź wpływ na aktywność białka lub kompleksów białkowych [135]. Wiele spośród znanych sRNA P. aeruginosa (nazywanych również rgRNA od ang. 
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				Rycina 7. Schemat przedstawiający zależności występujące w sieciach regulacyjnych. Kwadraty reprezentują regulatory transkrypcji, a koła geny, których ekspresja pod-lega regulacji (na podstawie [105]).
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				„regulatory RNA”) bierze udział w regulacji genów wirulen-cji, tak jak rgRsmY i rgRsmZ, będących głównymi czynnika-mi odpowiadającymi za zmianę infekcji ostrej w przewlekłą [136,137].

				Oprócz wiedzy na temat szerokiego wachlarza czynni-ków kontrolujących ekspresję genów, przewiduje się, że po-między regulatorami transkrypcji P. aeruginosa występują rozległe współzależności w sieciach regulacyjnych. Świad-czyć o tym może praca Huang i wsp. z 2019 roku, w któ-rej analizowano 20 regulatorów transkrypcji powiązanych z wirulencją [138]. Wykazano, że aż 347 genów stanowi cele badanych regulatorów, a ich regulony krzyżują się w prawie 3500 punktach wspólnych. Sugeruje to, że regula-tory współpracują ze sobą i kompleksowo współregulują 

			

		

		
			
				docelowe geny [138]. W pracy Galán-Vásquez i wsp. bada-no natomiast sieć regulatorową P. aeruginosa w oparciu o charakterystykę 76 regulatorów transkrypcji i 593 genów będących celem ich działania, obejmującą aż 1020 interakcji, pomiędzy produktami genów [127]. Zidentyfikowano także 10 regulatorów o najszerszym zakresie działania (Tab. 2). Same powiązania pomiędzy wymienionymi 10-oma „wpły-wowymi” regulatorami tworzą już bardzo skomplikowaną sieć (Ryc. 8).

				Wciąż pozostaje ogromna luka w zrozumieniu powiązań występujących w sieciach regulacyjnych P. aeruginosa, gdyż wiele z regulatorów wchodzących w ich skład ma nieznaną funkcję. Jednocześnie nie sposób omówić wszystkich pro-cesów zachodzących w komórce, które podlegają skompli-

			

		

		
			
				Tabela 2. Dziesięć regulatorów sieci regulacyjnej P. aeruginosa o najbardziej rozległym wpływie na ekspresję genów (na podstawie [127])

				
					Regulator

				

				
					Liczba regulowanych genów

				

				
					Liczba kontrolowanych regulatorów transkrypcji i czynników sigma (Ryc. 8)

				

				
					Liczba regulatorów transkrypcji, będących koregulatorami

				

				
					LasR

				

				
					89

				

				
					6

				

				
					20

				

				
					Fur

				

				
					54

				

				
					14

				

				
					6

				

				
					MexT

				

				
					46

				

				
					1

				

				
					15

				

				
					Vfr

				

				
					3

				

				
					4

				

				
					12

				

				
					AlgR

				

				
					29

				

				
					1

				

				
					14

				

				
					Anr

				

				
					42

				

				
					2

				

				
					12

				

				
					IHF

				

				
					29

				

				
					1

				

				
					14

				

				
					PtxR

				

				
					11

				

				
					1

				

				
					12

				

				
					RhlR

				

				
					25

				

				
					2

				

				
					13

				

				
					AlgW

				

				
					1

				

				
					1

				

				
					7
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				Rycina 8. Sieć regulacji pomiędzy dziesięcioma regulatorami transkrypcji P. aeruginosa o szerokim zakresie działania. Strzałki odpowiadają sposobowi regulacji: aktywacji (niebieski), represji (czerwony) i transkrypcji z udziałem czynnika sigma (żółty) (rycina na podstawie [127]).
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				kowanej kontroli na poziomie transkrypcji. Przykłady tylko niektórych sieci regulacyjnych zaangażowanych w kontrolę kluczowych dla bakterii patogennej procesów przedstawio-no poniżej.

				Regulacja quorum sensing

				Rozbudowany system wyczuwania gęstości, tzw. quorum sensing (ang. quorum sensing, QS) u P. aeruginosa, polegający na syntezie i uwalnianiu małych cząsteczek sygnałowych do środowiska, tworzy skomplikowany proces komunikacji pomiędzy komórkami, który bierze czynny udział w formo-waniu biofilmu i jest jednym z głównych czynników wiru-lencji. Jak dotąd w P. aeruginosa scharakteryzowane zostały cztery ścieżki QS (las, rhl, pqs i iqs), a dodatkowo wykazana została ich hierarchiczna organizacja i ścisła współpraca [139,140]. System las położony jest na szczycie owej hierar-chii i jest niezbędnym elementem do aktywacji pozostałych trzech systemów [141]. Cząsteczkami sygnałowymi w sys-temie las i rhl są laktony acylo-homoseryny (AHL) [142,143], natomiast systemy pqs i iqs opierają się na sygnałach prze-syłanych przez pochodne chinolonów i karboaldehydów, odpowiednio [140,144]. Aktywność regulatorów LasR i RhlR jest indukowana, odpowiednio, wiązaniem cząsteczek 3OC12-HSL i C4-HSL, które produkowane są przez syntazy LasI i RhlI [139]. Cząsteczka sygnałowa IQS (2-(2-hydroksy-fenylo)-tiazolo-4-karboaldehyd) syntetyzowana jest przez białka kodowane w operonie ambBCDE, a synteza IQS do-datkowo pozostaje pod ścisłą kontrolą systemu las [140]. Regulatory LasR i RhlR razem z IQS regulują produkcję PQS (ang. Pseudomonas quinolone signal) i aktywność PqsR (MvfR), regulatora transkrypcji zaangażowanego w kontro-lę QS i patogenezy [145,146].

				Oprócz wzajemnych powiązań na poziomie regulacyj-nym, cząsteczki sygnałowe i regulatory systemu QS wpły-wają na transkrypcję setek genów, wśród których warto wymienić przede wszystkim te powiązane z wirulencją, jak np. produkcją ramnolipidów i piocyjanin czy ruchem bakte-rii [141,147,148]. Wiele regulatorów o globalnym działaniu moduluje między innymi geny zależne od QS, a niektóre już scharakteryzowane regulatory o znanej funkcji okazują się mieć wpływ również na QS, np. ExsA (regulator syste-mu sekrecji typu III, ale też genu impA kodującego meta-loproteazę), czy SoxR (regulator kontrolujący odpowiedź na stres oksydacyjny, ale też geny pompy wielolekowej mexGHI-ompD) [149,150]. Czynnik sigma RpoS zaangażo-wany głównie w kontrolę ekspresji genów, gdy komórki wchodzą w fazę stacjonarną wzrostu, oddziałuje na ok. 40% 

			

		

		
			
				regulonu QS, będąc represorem rhlI [151]. Przykłady innych regulatorów z P. aeruginosa o szerokim wpływie na QS są przedstawione w tabeli 3. Poziom skomplikowania i zło-żoności relacji w sieci regulacji QS jest wciąż zgłębianym i uaktualnianym tematem.

				Regulacja tworzenia biofilmu

				Zjawiskiem ściśle związanym z QS jest proces tworzenia biofilmu, który jest szczególnie istotny w prognozach dla pacjentów zakażonych P. aeruginosa, ponieważ wiąże się zazwyczaj z przekształceniem infekcji ostrej w przewlekłą [163]. Biofilmem nazywana jest wielokomórkowa struktura związana z powierzchnią (biotyczną, np. płuc czy ran lub abiotyczną, np. cewników), otoczona macierzą pozakomór-kową złożoną głównie z polisacharydów, białek i kwasów nukleinowych [163,164]. Każdy z etapów formowania biofil-mu, tj. przytwierdzenie do podłoża wolnożyjących bakterii, agregacja, dojrzewanie z wytworzeniem mikrokolonii i ma-cierzy zewnątrzkomórkowej, czy jego rozproszenie, wiąże się z kompleksowymi przemianami stylu życia bakterii, a także zmianami w regulacji ekspresji ich genów [165,166].

				Wiązanie komórek P. aeruginosa do podłoża i formowa-nie mikrokolonii wynika przede wszystkim z aktywności pilusów typu IV i rzęsek, ale na tym etapie udział biorą też polisacharydy Pel i Psl, będące głównymi składnikami macierzy otaczającej biofilm [167,168]. Przytwierdzenie ko-mórek do powierzchni jest procesem odwracalnym i jest on regulowany przez białko SadB (PA5346) (Ryc. 9) [169]. SadB pobudza produkcję polisacharydu Pel i związany z che-motaksją klaster genów PA0408-PA0417, prawdopodobnie przekazując sygnał o poziomie c-di-GMP w komórce [170].

				Klastry genów pel i psl podlegają regulacji posttranskryp-cyjnej oraz regulowane są przez poziom c-di-GMP w komór-ce, który jest jednym z głównych czynników wpływających na formowanie biofilmu. Wysoki poziom c-di-GMP indu-kuje zarówno ekspresję genów związanych z produkcją ad-hezyn, jak i komponentów macierzy zewnątrzkomórkowej czy genów kodujących białka budujące flagellę [171,172]. Geny pel i psl są także regulowane przez regulator FleQ (PA1097) wrażliwy na c-di-GMP (Ryc. 9) [173–175]. Ope-ron pel podlega także pośredniej regulacji poprzez fosfata-zę tyrozynową TpbA (PA3885), kontrolowaną przez LasR i defosforylującą TpbB (PA1120), co prowadzi do obniżonej produkcji c-di-GMP (Ryc. 9) [176]. Związane z błoną białko PpyR (PA2663) wspomaga proces tworzenia biofilmu mo-dulując ekspresję operonu psl, dodatkowo oddziałując na 

			

		

		
			
				Tabela 3. Przykłady super-regulatorów systemu QS w P. aeruginosa (na podstawie [141])

				
					Regulator

				

				
					Mechanizm działania

				

				
					Referencje

				

				
					AlgR2

				

				
					Negatywny regulator transkrypcji lasR i rhlR

				

				
					[152]

				

				
					GacA/GacS

				

				
					Dwuskładnikowy system aktywacyjny lasR i rhlR

				

				
					[153,154]

				

				
					MvaT

				

				
					Represor o globalnych właściwościach

				

				
					[155]

				

				
					QslA

				

				
					Negatywny regulator (anty-aktywator) białek LasR i PqsR

				

				
					[156]

				

				
					RpoN

				

				
					Negatywny regulator lasRI i rhlRI

				

				
					[157,158]

				

				
					RpoS

				

				
					Negatywny regulator rhlI

				

				
					[151,159,160]

				

				
					RsmA

				

				
					Negatywny regulator lasI

				

				
					[161]

				

				
					Vfr

				

				
					Aktywator transkrypcji lasR i rhlR

				

				
					[162]
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				QS [177]. System QS reguluje lizę komórek wchodzących w skład biofilmu przez co przyczynia się do uwalniania jed-nego z głównych komponentów macierzy biofilmu, którym jest wolny DNA (Ryc. 9) [178–180].

				Trzy znane dwuskładnikowe systemy regulacyjne: BfiRS (PA4196-PA4197), BfmRS (PA4101-PA4102) i MifR (PA5511), działają jako aktywatory powstawania i dojrze-wania biofilmu poprzez fosforylację [181]. SagS (PA2824) moduluje dojrzewanie biofilmu kontrolując fosforylację prowadzoną przez BifS [182].

				Trzy odrębne klastry genów cupA (PA2128-PA2133), cupB (PA4081-PA4086) i cupC (PA0992-PA0994) kodujące w P. aeruginosa PAO1 fimbrie Cup, biorące udział w różnych etapach powstawania biofilmu, podlegają kompleksowej regulacji (Ryc. 9) [183]. W ich regulację zaangażowane jest między innymi białko MvaT, będące jednym z przedsta-wicieli globalnych regulatorów typu H-NS, należących do NAP [184]. MvaT działa przede wszystkim jako represor cupA, ale reguluje też w mniejszym zakresie ekspresję cupB i cupC [185]. Klastry cupB i cupC regulowane są w pierw-szej kolejności przez trzyskładnikowy system regulacyjny RocS1-RocR-RocA1 (PA3946-PA3948) składający się z ki-nazy odbierającej bodźce (RocS1), regulatora (RocA1) i jego represora (RocR) (Ryc. 9) [186,187]. Wewnątrzkomórkowy poziom c-di-GMP, od którego zależne są klastry cup i pel/psl, modulowany jest z kolei przez system chemosensorowy kodowany przez klaster wsp (PA3702-PA3708) [174] i wspo-mnianą już wcześniej fosfatazę TpbA, której efektorem jest TpbB (PA1120) (Ryc. 9) [176]. Jednym z graczy biorących udział w regulacji tworzenia biofilmu P. aeruginosa, praw-dopodobnie przez aktywację genów klastra cupE powiąza-nych z adhezją, jest także białko BsrA [188].

			

		

		
			
				Regulacja powstawania i aktywności rzęsek (ang. flagella)

				Rzęski występujące na powierzchni komórki są podsta-wowym środkiem lokomocji i organellum ruchu u bakte-rii. P. aeruginosa posiada pojedynczą biegunowo położoną rzęskę (Ryc. 10A). Mutanty jej nie posiadające są mniej wi-rulentne i wykazują mniejszą zdolność infekowania komó-rek nabłonka, co świadczy o istotnym znaczeniu rzęsek dla kolonizacji i wirulencji [189,190]. Ruch rzęski jest procesem kosztownym energetyczne, a w genomie PAO1 41 loci ko-duje komponenty zaangażowane w strukturę, składanie rzęski oraz regulację i produkcję rotacyjnej siły napędzają-cej, a 9 tworzy maszynerię chemosensorową kontrolującą chemotaksję [191].

				Transkrypcja genów związanych z aktywnością i budo-wą rzęski u P. aeruginosa regulowana jest w największym stopniu przez regulator transkrypcji FleQ [192] i dwuskład-nikowy system regulacyjny FleSR [193]. Regulacja działania rzęski zależy także od trzech czynników sigma – sigma70 (RpoD), sigma54 (RpoN) i sigma28 (FliA) i czynnika anty--sigma FlgM [194–197]. Kontrola i koordynacja transkrypcji genów wchodzących w skład regulonu związanego z rzę-ską u P. aeruginosa ma czterostopniową hierarchię, której głównym i najwyżej postawionym regulatorem jest FleQ (Ryc. 10B) [191,198]. FleQ bezpośrednio i pośrednio regulu-je ekspresję większości genów rzęski, z wyjątkiem genu fliA. Stąd fleQ i fliA tworzą pierwszy stopień w hierarchii regu-lonu i są niezależnie od siebie kontrolowane przez czynniki niewchodzące w skład regulonu związanego z rzęską (Ryc. 10B) [191]. Promotor fleQ jest sigma70-zależny 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 żaden regulator z wyjątkiem 
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				Rycina 9. Schemat podsumowujący główne ścieżki regulacji powstawania biofilmu u P. aeruginosa (opis w tekście) (częściowo na podstawie [171]).
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				czynnika anty-sigma FlgM, który wiąże się do FliA i modu-luje jego aktywność [197].

				Drugi stopień w hierarchii genów tworzących regulon rzęski P. aeruginosa tworzą operony fleSR, fliEFGHIJ, fliLM-NOPQRflhB, fliSS′fleP (PA1096) i geny flhF, fleN, fliD, flhA i flgA (PA3350), podlegające aktywacji przez FleQ wraz z czynnikiem sigma54 (Ryc. 10B). Geny te kodują kluczowe komponenty strukturalne rzęski takie jak ciało podstawo-we, pierścień MS czy pierścień P budujące mocowanie rzęski w błonie wewnętrznej i ścianie komórkowej, a także długą śrubowatą nitkę (ang. filament) wychodzącą z komórki, która porusza komórką poprzez wirowanie, zazwyczaj przeciw-nie do ruchu wskazówek zegara (Ryc. 10A) [191,200]. Białko FlhF prawdopodobnie odpowiada za lokalizację rzęski na powierzchni komórki P. aeruginosa. FleN działa jako anty--aktywator FleQ oddziałując z FleQ bezpośrednio, przez co odgrywa ważną rolę w utrzymywaniu rzęski [201,202].

				W grupie tworzącej trzeci stopień w hierarchii regulo-nu wyróżnia się gen fliK (PA1441) i dwa operony flgBCDE, flgFGHIJKL, których ekspresja zależy od FleQ, FleR i sig-ma54 (Ryc. 10B) [191]. Ekspresja tych genów prowadzi do powstawania kolejnych ważnych struktur budujących rzę-skę, wśród których wymienić można pierścień L położony w zewnętrznej błonie komórkowej, hak rzęski z niej wycho-dzący i białka łączące hak z nitkowatą strukturą zewnętrzną (Ryc. 10A) [200].

				Wszystkie geny zależne od FliA (sigma28) składają się na czwarty stopień hierarchii (Ryc. 10B). Do ich ekspresji wymagane są produkty genów wcześniejszych stopni, któ-re prowadzą do odłączenia FlgM od FliA i aktywacji ge-

			

		

		
			
				nów czwartego stopnia (Ryc. 10B). Są to cheAB, cheW, cheV (PA3349), cheR (PA3348), cheYZ (kodujące chemoreceptory i regulatory kontrolujące chemotaksję), motAB (kontrola ro-tacji, napędzania ruchu), fliCfleL (PA1092-PA1093) (kontrola długości nitki) i flgMN (PA3351-PA3352) (czynnik anty-sig-ma28 i kontrola długości/montażu nitki) [191].

				Do eksportowania komponentów dystalnych budują-cych część pozakomórkową rzęski służy system sekrecji typu III (T3SS), tworzący także międzybłonowe kompleksy białkowe działające jak „strzykawki” przemieszczające czą-steczki do eukariotycznych komórek gospodarza infekowa-nych przez bakterie [203].

				Regulacja sekrecji i transportu przez błony

				P. aeruginosa posiada szeroki wachlarz białek wydzie-lanych na zewnątrz komórki i pięć (typ I, II, III, V i VI) z siedmiu systemów sekrecji, które były do tej pory opisane u bakterii (Tab. 4) [204]. Białka efektorowe wydzielane po-przez systemy sekrecji są ważnymi elementami przyczynia-jącymi się do przetrwania bakterii, jako czynnik wirulencji i mechanizm interakcji ze środowiskiem, komórkami eu-kariotycznymi i innymi bakteriami bytującymi w otocze-niu [116]. Większość wydzielanych efektorów to toksyny, wśród których wymienić można LasA, PrpL, ToxA czy fos-folipazy (Tab. 4), które wydzielane są poprzez system Xcp sekrecji typu II [204]. Efektory kluczowe dla omijania od-powiedzi odpornościowej gospodarza (np. fagocytów) są wydzielane przez system sekrecji typu III [205], natomiast efektorami systemu sekrecji typu I u P. aeruginosa są dwa białka – alkaliczna proteaza AprA (PA1249) [206] i hemofor HasAp (PA3407) [207]
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				Rycina 10. Schemat elementów tworzących rzęskę bakterii i sieci regulacyjnej kontrolującej ekspresję genów rzęski P. aeruginosa. (A) Schematyczne przedstawienie bu-dowy rzęski i jej zakotwiczenia w błonie bakterii Gram-ujemnych (na podstawie [199]). (B) Hierarchia transkrypcji i regulacja ekspresji genów, których produkty budują i kontrolują działanie rzęski u P. aeruginosa. Schemat na podstawie [191], „?” oznacza nieznany jak dotąd mechanizm. BZ – błona zewnętrzna, PG – peptydoglikan, BW – błona wewnętrzna.
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				Aż trzy spośród systemów sekrecji P. aeruginosa są zależ-ne od QS – typ I, II 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 działają jako represory genów systemu HSI-I, ale pozytywnie regulują ekspresję genów kodujących HSI-II i HSI-III (HSI-II także aktywowany przez RhlI) [237]. System HSI-I dodatkowo regulowany jest post-transkryp-cyjnie przez białko wiążące RNA – RsmA zależne od global-nego regulatora RetS (zaangażowanego także w regulację systemu sekrecji typu III), a ekspresja genów systemu HSI--II i HSI-III zależy od czynnika sigma54 [231,238]. Ekspre-sja genu kodującego białko systemu sekrecji typu I AprA jest aktywowana przez regulator BexR (PA2432) należący do rodziny LysR [239], a dwuskładnikowy system PhoBR (PA5360-PA5361) reguluje geny efektorów typu II sekrecji 

			

		

		
			
				takie jak PlcF, PlcC, PlcN i LapA [215,220]. System sekrecji typu V jest najmniej skomplikowany pod kątem mechani-zmu działania, ale jego regulacja na poziomie transkrypcji nie jest poznana [240]. W systemie tym eksport odbywa się bez udziału dodatkowych białek, a kanał w błonie zewnętrz-nej tworzy C-terminalna domena transportowanego białka (autotransportera), formując strukturę β-baryłki [240].

				Typ III sekrecji u P. aeruginosa podlega kompleksowej wielopoziomowej regulacji, która jest dobrze poznana i scharakteryzowana w literaturze [241]. Ekspresja genów systemu III sekrecji regulowana jest na poziomie transkryp-cji i post-transkrypcyjnie w odpowiedzi na kontakt komórki bakteryjnej i gospodarza oraz na poziom jonów Ca2+ w śro-dowisku (Ryc. 11) [242,243]. Regulator ExsA (PA1713) z ro-dziny AraC reguluje ekspresję 43 genów kodujących kom-

			

		

		
			
				Tabela 4. Charakterystyka systemów sekrecji występujących w P. aeruginosa (częściowo na podstawie Filloux 2011)

				
					Typ sekrecji

				

				
					Kanał w błonie zewnętrznej

				

				
					ATPaza

				

				
					Wydzielane białko

				

				
					Funkcja wydzielanego białka

				

				
					Referencje

				

				
					System sekrecji typu I

					Apr

					Has

				

				
					AprF (PA1248)

					HasF (PA3404)

				

				
					AprD (PA1246)

					HasD (PA3406)

				

				
					AprA (PA1249)

					AprX (PA1245)

					HasAP (PA3403)

				

				
					Alkaliczna proteaza

					Nieznana

					Białko pobierania hemu

				

				
					[206]

					[208]

					[209]

				

				
					System sekrecji typu II

					Xcp

					Hxc

				

				
					XcpQ (PA3105)

					HxcQ (PA0685)

				

				
					XcpR (PA3103)

					HxcR (PA0686)

				

				
					CbpD (PA0852)

					LasA (PA1871)

					LasB (PA3724)

					LipA (PA2862)

					LipC (PA4813)

					LoxA (PA1169)

					PaAP (PA2939)

					PhoA (PA3296)

					PlcB (PA0026)

					PlcH (PA0844)

					PlcN (PA3319)

					PmpA (PA0572)

					PrpL (PA4175)

					ToxA (PA1948)

					LapA (PA0688)

				

				
					Białko wiążące chitynę

					Proteaza-elastaza

					Proteaza-elastaza

					Lipaza

					Lipaza

					Lipoksygenaza

					Aminopeptydaza

					Alkaliczna fosfataza

					Fosfolipaza

					Fosfolipaza hemolityczna

					Fosfolipaza

					Przewidywana proteaza

					Proteaza

					Eksotoksyna

					Alkaliczna fosfataza

				

				
					[210]

					[211]

					[211]

					[212]

					[213]

					[214]

					[211]

					[215]

					[216]

					[217]

					[217]

					[204]

					[218]

					[219]

					[220]

				

				
					System sekrecji typu III

				

				
					PscC (PA1716)

				

				
					PscN (PA1697)

				

				
					ExoS (PA3841)

					ExoT (PA0044)

					ExoU

					ExoY (PA2191)

				

				
					Aktywacja GTPazy i rybozylotransferaza (domena GAP i ADPRT)

					Aktywacja GTPazy i rybozylotransferaza (domena GAP i ADPRT)

					Fosfolipaza podobna do patatyny

					Cyklaza adenylowa

				

				
					[221]

					[221]

					[222]

					[221]

				

				
					System sekrecji typu V

					a

					b

					p-usher

					d

				

				
					C-koniec EstA

					CdrB (PA4624)

					LepB (PA4540)

					CupB3 (PA4084)

					C-koniec PlpD

				

				
					Nie dotyczy

				

				
					EstA (PA5112)

					CdrA (PA4625)

					LepA (PA4541)

					CupB5 (PA4082)

					PlpD (PA3339)

				

				
					Lipaza

					Adhezyna

					Proteaza

					Przewidywana adhezyna

					Enzym lipolityczny podobny do patatyny

				

				
					[223]

					[224]

					[225]

					[226]

					[227]

				

				
					System sekrecji typu VI

					H1

					H2

					H3

				

				
					Nie dotyczy

				

				
					ClpV1 (PA0090)

					ClpV2 (PA1662)

					ClpV3 (PA2371)

				

				
					Tse1 (PA1844)

					Tse2 (PA2702)

					Tse3 (PA3484)

					VgrG1a (PA0091)

					VgrG1b (PA0095)

					VgrG1c (PA2685)

					Tse4 (PA2774)

					Hcp1-3

					Azu (PA4922)

				

				
					Nieznana

					Toksyna bakteryjna

					Nieznana

					Nieznana

					Nieznana

					Nieznana

					Toksyna bakteryjna

					Wirulencja

					Białko wiążące jony Cu2+

				

				
					[228]

					[228]

					[228]

					[229]

					[229]

					[229]

					[230]

					[231]

					[232]
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				ponenty systemu sekrecji typu III, wiążąc się jako monomer do sekwencji o długości 8 pz (consensus TXAAAAXA) po-wyżej regionu −35 regulowanego promotora [244]. ExsA działa jako autoregulator, a oprócz tego ekspresja genu exsA jest aktywowana przez PsrA (PA3006) – regulator należą-cy do rodziny TetR [245,246]. Dwa anty-aktywatory, ExsD (PA1714) i PtrA (PA2808) przy współpracy z anty-anty--aktywatorem ExsC (PA1710) wspólnie regulują aktyw-ność ExsA (Ryc. 11) [247]. W warunkach wysokiego stęże-nia jonów Ca2+ (braku indukcji), ExsE (PA1711) wiąże się do ExsC, pozwalając anty-aktywatorowi ExsD związać się do ExsA i zablokować w ten sposób inicjację transkrypcji. Podczas ograniczonego dostępu do jonów Ca2+ (warunki in-dukcyjne) ExsE podlega sekrecji, odłączając się i uwalniając ExsC, co prowadzi do związania ExsC z ExsD. ExsA jest w ten sposób uwolnione od anty-aktywacji i pozytywnie regu-luje ekspresję genów systemu sekrecji typu III [247]. Jest to kluczowa sieć regulatorowa kontrolująca ten system sekre-cji, jednak szereg innych czynników ma wpływ na regulację systemu sekrecji typu III (Ryc. 11). Wśród nich wymienić można stres wywołany uszkodzeniami DNA (aktywacja PtrB poprzez RecA) [248], stres metaboliczny [249,250] czy wysokie zasolenie środowiska [251]. W warunkach ogra-niczonego dostępu tlenu, regulator Anr (PA1544) aktywu-je represor NarL (PA3879), który hamuje ekspresję genów kodujących dwa sRNA – RsmY i RsmZ. RsmY i RsmZ ne-gatywnie regulują ekspresję genu globalnego regulatora post-transkrypcyjnego RsmA, który w wyniku tej kaskady sygnałowej aktywuje typ III sekrecji [252]. Badania pokaza-ły, że nawet w warunkach indukcyjnych, ekspresja genów 

			

		

		
			
				systemu sekrecji typu III zachodzi tylko w części populacji bakterii, co świadczy o tym jak ściśle regulowana jest trans-krypcja na poziomie komórki [249].

				Oprócz pięciu wspomnianych systemów sekrecji/trans-portu (Tab. 4), w skład błony wewnętrznej i zewnętrznej P. aeruginosa wchodzą białka-transportery pośredniczące w transporcie substancji pomiędzy komórką a otoczeniem lub cytoplazmą a peryplazmą. Transportery typu ABC (ang. ATP-binding cassette transporter) czy rodzina DMT (ang. drug/metabolite transporter, DMT) tworzą liczną grupę białek błonowych, których rola w komórce, jak i kontrola działania pozostaje często niewyjaśniona. Jednym z przykładów jest białko PA2576 z P. aeruginosa na podstawie budowy klasy-fikowane do rodziny DMT, którego gen znajduje się pod kontrolą regulatora PA2577 [253]. Przeprowadzone badania wskazują, że PA2577 pośrednio wpływa też na ekspresję genów związanych z systemem sekrecji typu III. Wykaza-no także, że białko PA2576 oddziałuje z białkiem PA5006, prawdopodobnie kodującym kinazę lipopolisacharydu (LPS), co łączy transporter błonowy PA2576 z biogenezą li-popolisacharydu, ujawniając rozbudowaną sieć zależności kontrolujących funkcje błonowe u bakterii [253].

				Regulacja innych kluczowych procesów komórkowych

				Oprócz opisanych powyżej procesów ściśle powiąza-nych z wirulencją, znajdujących się pod kontrolą określo-nych regulatorów transkrypcji, liczne procesy kluczowe dla 
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				Rycina 11. Model regulacji systemu sekrecji typu III w komórce P. aeruginosa (częściowo na podstawie [245]).
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				przeżycia bakterii są kontrolowane na poziomie ekspresji genów. Wśród nich wymienić można szeroko pojęte pro-cesy metaboliczne czy te związane z cyklem komórkowym bakterii.

				Regulacja transkrypcji wielu genów zaangażowanych w centralne procesy metaboliczne pozostaje w P. aeruginosa wciąż niescharakteryzowana. Przykładem może być cykl glioksylanowy (ang. glyoxylate shunt), będący dopełniającą ścieżką metabolizmu węgla obok cyklu Krebsa, umożliwia-jący wzrost bakterii na octanie jako jedynym źródle węgla [254]. Geny kodujące ważne enzymy cyklu glioksylano-wego w P. aeruginosa, takie jak aceA czy glcB, są silnie eks-prymowane podczas wzrostu na podłożu z octanem jako źródłem wegla. Jednocześnie są silnie reprymowane, gdy bakterie rosną w podłożu z dodatkiem glukozy, która zapo-czątkowuje glikolizę [254]. Mechanizm tych zmian ekspresji genów jest jednak nieznany.

				Podczas infekcji i zmiany środowiska życia bakterii na tkanki gospodarza, silnym zmianom i modyfikacjom ule-ga typ i ilość dostępnych składników odżywczych, przez co następuje przeprogramowanie metabolizmu patogena [255]. Stąd obserwuje się duże zmiany w transkryptomie związanym z centralnym metabolizmem, zachodzące w P. aeruginosa podczas infekcji [256]. Wykazano, że ekspre-sja genów kodujących większość białek cyklu kwasów tri-karboksylowych (ang. tricarboxylic acid cycle, cykl TCA) jest obniżona in vivo w porównaniu do warunków laboratoryj-nych. Dotyczy to genów kodujących enzymy takie jak syn-taza cytrynianiu, dehydrogenaza izocytrynianowa czy de-hydrogenaza alfa-ketoglutaranu [257]. Obniżona ekspresja in vivo genów dehydrogenazy i karboksylazy pirogronianu, których aktywność poprzedza wejście pirogronianiu w cykl TCA sugerować może, że w P. aeruginosa podczas infekcji zachodzi glukoneogeneza zamiast glikolizy [258]. Oprócz metabolizmu węgla, także procesy metaboliczne amino-kwasów (będących zarówno źródłem węgla jak i azotu) i ich regulacja są istotną częścią przemian zachodzących w komórce [259].

				Najlepiej poznanym regulatorem związanym z metabo-lizmem węgla u P. aeruginosa jest białko Crc (ang. Catabolite repression control) [260–262]. Jest to globalny post-transkryp-cyjny regulator, który działa jako represor translacji mRNA kodującego białka związane z pobieraniem i rozkładem różnych źródeł węgla. Aktywność Crc prowadzi do wyko-rzystywania przez bakterie preferowanych źródeł węgla w pierwszej kolejności – dla P. aeruginosa są to związki ta-kie jak cytrynian, bursztynian, jabłczan, octan czy glukoza [263].

				Podsumowanie

				Regulacja transkrypcji jest głównym mechanizmem kon-trolującym ekspresję genów i najbardziej ekonomicznym sposobem reagowania komórki na szybko zmieniające się środowisko. Prowadzone badania w różnych mikroorga-nizmach ujawniły istnienie rozbudowanych sieci regula-cyjnych, kaskadowych zależności i współpracę różnych transkrypcyjnych regulatorów w kontroli ekspresji genów. Sieć regulacyjna P. aeruginosa, oportunistycznego patogena 

			

		

		
			
				człowieka, jest bardzo złożona, a badania pokazują wielo-poziomowe zależności zawiadujące ekspresją genów zaan-gażowanych w podstawowe procesy życiowe czy związane z wirulencją, tworzeniem biofilmu lub zdolnością do ruchu. Prowadzone badania pozwalają lepiej zrozumieć skompli-kowaną sieć regulacyjną oraz strategie adaptacji i przetrwa-nia w różnych środowiskach bakterii. Uzyskana wiedza, dostarcza informacji, które mogą pomóc w stworzeniu no-wych systemów regulacyjnych dla potrzeb biotechnologii, czy też w zaprojektowaniu wartościowych narzędzi do kon-troli metabolizmu bakterii, które znajdą potencjalne zasto-sowanie w przemyśle, ochronie środowiska oraz w zwal-czaniu patogenów roślinnych, zwierzęcych i ludzkich, jako cele terapii antybakteryjnej.
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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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Rola regulatoréw transkrypcji w kontroli ekspresji genow prokariotycznych
na przykladzie modelowej bakterii Pseudomonas aeruginosa

STRESZCZENIE

akterie Pseudomonas aeruginosa spotykane sa czgsto w érodowisk naturalnym jak woda

czy gleba, ale zaliczane sa takze do oportunistycznych patogenéw ludzi i zwierzat.
Charakteryzuje je duza zdolnoé¢ do przetrwania w bardzo réznych niszach ekologicznych.
Adaptacja i umiejetnoé¢ dostosowania do zmiennych warunkéw srodowiska wynika z roz-
‘budowanych sieci regulacyjnych tych bakterii i wykorzystania bogatego repertuaru kodowa-
nych w genomie bialek, éciezek metabolicznych, mechanizméw obronnych i adaptacyjnych.
Regulatory transkrypcji sa kluczowymi elementami regulacji ekspresji genéw, ktére odpo-
wiadaja na sygnaly z otoczenia, wlaczajac lub wylaczajac okreslone éciezki. Kompleksowe
badania regulatorow transkrypcji z wykorzystaniem metod transkryptomicznych, geno-
‘micznych, regulacyjnych dostarczaja wiedzy na temat mechanizméw ich dzialania, regulo-
wanych gen6w i proceséw, umozliwiajac poznanie i zrozumienie czgsto skomplikowanych
sieci regulacyjnych zawiadujacych przezyciem komérki w danym érodowisku i warunkach.
Celem niniejszej pracy jest przedstawienie kluczowych zagadnies zwiazanych z regulacja
transkrypcji bakteryjnej na podstawie przegladu danych literaturowych oraz zobrazowa-
nych na przykladzie P. aeruginosa i charakterystyki mechanizméw regulacji ekspresji ge-
n6w zaangazowanych miedzy innymi w wirulencje tej bakterii.

REGULACJA EKSPRES]I 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. Cecha charakterystyczna bakteryjnych genoméw jest ich
ogromna plastycznos¢ i zmiennosé ekspresji genéw, a takze roznorodnosc jej re-
gulacji. Tak jak inne organizmy, bakterie odbieraja sygnaly ze érodowiska, 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 glownych zainteresowari wspolczesnej
biologii molekularnej. Fakt, ze transkrypdja jest regulowana zostal zasygnali-
zowany po raz pierwszy w pionierskim artykule autorstwa Jacob'a i Monod'a,
opisujacym operon laktozowy lac Esclierichia coli K-12 znajdujacy sie pod kon-
troly represora, jednoczesnie bedac aktywowanym obecnoscia laktozy w oto-
czeniu [1,2]. Praca stala sie podwaling dla zrozumienia mechanizméw reguladji
transkrypaji zaleznej od dostepnosci skladnikéw odzywezych w srodowisku.
Oprocz odkrycia faktu, ze bakterie moga wybiera¢ bardziej optymalne zrodlo
energii (glukoza wzgledem laktozy) i nie marnotrawic swojej energii na pro-
dukje niepotrzebnych w danej chwili enzyméw, pierwszy raz wprowadzono
takze pojecie bakteryjnych operonéw, prowadzacych do powstania policistro-
nowych transkryptow mRNA. Niedlugo potem ukazala sie rowniez praca, w
Ktérej opisano mozliwosé wyboru miedzy cyklem litycznym i lizogenicznym
u bakteriofagow lambda popizez genetyczny przelacznik (ang. genetic switch)
i wprowadzony zostal termin ,represor” [3,4].

Organizmy prokariotyczne nie maja jadra komorkowego otoczonego blona,
przez co transkrypeja, translagja, jak i degradacia mRNA odbywaja sie jedno-
czesnie na terenie cytoplazmy. Ilos¢ bialka wewnatrz komorki moze by
szybko modyfikowana poprzez modulacje pracy polimerazy RNA rozpoczyna-
jacej transkrypeje i natychmiastowe odezytywanie transkryptu, jesli zachodzi
taka potrzeba. Wzmozona lub obnizona aktywnos¢ promotoréw konkretnych
genow umozliwia adaptagje do specyficznych warunkow srodowiska.

Wiele procesow i elementéw komérkowych moze wplywac na transkrypcje
genéw u bakterii. Wsr6d nich wyrézni¢ mozna obecnosé okreslonych metaboli-
tow [5,6], globalne parametry fizjologiczne [78], topologie chromosomow [9-11]
czy niewielkie czasteczki, takie jak mate, niekodujace RNA [12,13]. Wigkszosé
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