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WYKAZ U�YWANYCH SKRÓTÓW 

TA – toxin-antitoxin / toksyna-antytoksyna 

LAB – lactic acid bacteria / bakterie mlekowe 

VRE – vancomycin – resistant enterococci / wankomycyno-oporne enterokokki 

DNA – deoxyribonucleic acid / kwas deoksyrybonukleotydowy 

RNA –  ribonucleic acid / kwas rybonukleotydowy 

DNaza – deoxyribonuclease / deoksyrybonukleaza 

RNaza – ribonucelase / rybonukleaza 

RBS – ribosome binding site / miejsce wi�zania rybosomu 

SD – Shine-Dalgarno sequence / sekwencja Shine – Dalgarno  

ATP – adenosine triphosphate / adenozynotrifosforan 

GTP – guanidine triphosphate / guanidynotrifosforan 

CTP – cytosine triphosphate / cytozynotrifosforan 

TTP – thymidine triphosphate / tymidynotrifosforan 

UTP – uridine triphosphate / urydynotrifosforan 

PSK – post-segregational cell killing / posgregacyjna eliminacja komórek 

PCD – post-segregational cell death / programowana �mier� komórki 

CFU – colony forming unit / jednostka tworz�ca kolonie 

PCR – polymerase chain reaction / ła�cuchowa reakcja polimerazy 

RLU – relative luminescence unit / wzgl�dna jednostka luminescencji 

IPTG – izopropylo-�-D-tiogalaktopiranozyd 

DTT – ditiotreitol 

EDTA – ethylenediaminetetraacetic acid / kwas edetynowy 

SDS – siarczan dodecylu sodu 

APS – ammonium persulfate / nadsiarczan amonu 

TEMED – N,N,N�,N�-Tetrametyloetylenodiamina 

UV  – ultraviolet / promieniowanie ultrafioletowe 

EMSA – electrophoretic mobility shift assay / test opó	nienia migracji w �elu
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1. WST�P

W skład mikroflory jelita ludzkiego wchodzi ponad 500 gatunków 

mikroorganizmów, z czego wi�kszo�� stanowi� bakterie. Całkowit� liczb�
komórek bakteryjnych zasiedlaj�cych jelito grube człowieka szacuje si� na 

około 1014, przy czym procentowy udział poszczególnych gatunków bakterii 

mo�e zmienia� si� u ró�nych osób w zale�no�ci od wielu czynników, m.in. od 

wieku, płci i przyjmowanych leków [158]. Bakterie z rodzaju Enterococcus

stanowi� cz��� naturalnej mikroflory jelitowej ssaków, w tym równie�
człowieka [182]. Enterokokki to Gram-dodatnie, fakultatywnie anaerobowe 

ziarenkowce, nale��ce do grupy bakterii mlekowych (lactic acid bacteria – 

LAB) [35]. W jelitach zdrowych ssaków najcz��ciej i najliczniej wyst�puj�cymi 

gatunkami enterokokków s� Enterococcus faecium i Enterococcus faecalis [10, 

39, 75, 128, 129, 139, 140]. 

Bakterie nale��ce do rodzaju Enterococcus uwa�ane s� za oportunistyczne 

patogeny, które mog� powodowa� powa�ne infekcje [28]. Według danych 

opublikowanych w latach 2008-2013, bakterie E. faecalis i E. faecium stanowi�
jedn� z głównych przyczyn infekcji dróg moczowych, zaka�e� ran po zabiegach 

chirurgicznych oraz bakteremii u pacjentów hospitalizowanych [6, 40, 88]. 

Podejrzewa si�, �e wi�kszo�� przypadków infekcji enterokokkami 

spowodowanych jest translokacj� komórek bakteryjnych poprzez nabłonek jelita 

do w�złów chłonnych oraz krwioobiegu [54]. Prawdopodobie�stwo 

rozprzestrzenienia si� enterokoków w organizmie wzrasta je�li doszło do 

zaburzenia integralno�ci nabłonka jelitowego [157]. W�ród czynników istotnie 

wpływaj�cych na wirulencj� enterokokków wyró�nia si� obecno�� na 

powierzchni komórki bakteryjnej charakterystycznych białek (m.in. Agg, Ace, 

Esp), które ułatwiaj� adhezj� bakterii do komórek nabłonka, zdolno�� do 

formowania biofilmu oraz do wydzielania enzymów degraduj�cych tkank�
gospodarza [51]. 

Znajduj�ca si� na powierzchni komórek niektórych szczepów E. faecalis, 

glikoproteina Agg (aggregation substance) jest odpowiedzialna za specyficzny 

dla enterokokków proces agregacji komórek poprzedzaj�cy koniugacj�. 
W strukturze Agg obecny jest motyw Arg-Gly-Asp rozpoznawany przez 

receptory poło�one na powierzchni komórek nabłonka jelita. Agg ułatwia 

adhezj� oraz agregacj� bakterii E. faecalis na powierzchni komórek gospodarza, 

a prawdopodobnie tak�e translokacj� bakterii poprzez nabłonek jelitowy [157]. 

Innym białkiem, które równie� mo�e by� obecne na powierzchni E. faecalis jest 

Ace (adhesion of collage from E. faecalis). Prawdopodobnie białko to jest 

istotne w procesie kolonizacji tkanki wsierdzia [103]. Białko Esp (extracellular 

surface protein), wykrywane na powierzchni zarówno E. faecalis, jak i E. 

faecium, odpowiada za kolonizacj� tkanek gospodarza oraz formowanie 

biofilmu, a tak�e wpływa na zmniejszon� wra�liwo�� enterokokków na niektóre 

antybiotyki [13, 16, 52] Do czynników determinuj�cych wirulencj�
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enterokokków zalicza si� tak�e cytolizyny oraz niektóre proteazy serynowe i 

hialuronidazy. Dokładna biologiczna rola tych enzymów w procesie patogenezy 

nie została jeszcze okre�lona, jednak  przypuszcza si�, �e s� one odpowiedzialne 

za degradacj� tkanek gospodarza, wskutek czego dochodzi do wzrostu ilo�ci 

składników od�ywczych dost�pnych dla enterokokków. Prawdopodobnie białka 

te pełni� równie� istotn� rol� w procesie formowania biofilmu [66, 121]. Wiele 

czynników wirulencji Enterococcus sp. mo�e by� kodowanych nie tylko w DNA 

chromosomalnym, ale równie� w DNA plazmidowym, co oznacza, �e mog� one 

by� przekazywane pomi�dzy komórkami bakteryjnymi na drodze 

horyzontalnego transferu genów. Do tego typu czynników nale�� m.in. białka 

agregacyjne Asa-1 i Agg oraz cytolizyny Hly i ClyL [29, 67, 108].

Opisane powy�ej determinanty wirulencji wykrywane s� du�o cz��ciej 

w szczepach E. faecalis ni� w przypadku E. faecium [44]. Zjawisko 

zró�nicowanego wystepowania poszczególnych determinant wirulencji w obu 

gatunkach bakterii pozostaje w zgodzie z danymi epidemiologicznymi, według 

których powodem około 60% zaka�e� enterokokkami jest E. faecalis, podczas 

gdy E. faecium stanowi przyczyn� niecałych 30% [51]. Istotnym jest fakt, �e 

pomimo znacznie wi�kszej cz�sto�ci zaka�e� spowodowanych E. faecalis 

wzgl�dem zaka�e� E. faecium, to wła�nie E. faecium stanowi wi�ksze 

zagro�enie w kontek�cie oporno�ci bakterii na antybiotyki [68]. Przypuszczalnie 

cz�sto wyst�puj�ce w szczepach E. faecium mobilne elementy genetyczne 

wpływaj� na wzrost zdolno�ci adaptacyjnych tego gatunku bakterii w 

�rodowisku szpitalnym, co utrudia terapi� infekcji spowodowanych przez 

bakterie nale��ce do tego gatunku [110]. Zaka�enia, których przyczyn� s�
bakterie z rodzaju Enterococcus, charakteryzuj� si� wysok� (si�gaj�c� a� 45%) 

�miertelno�ci� w�ród pacjentów hospitalizowanych po zabiegach chirurgicznych 

[51]. Co wi�cej ryzyko �mierci pacjenta dramatycznie ro�nie, je�li mamy do 

czynienia ze szczepem bakterii opornym na antybiotyki glikopeptydowe, w tym 

wankomycyn� [19]. Antybiotyki glikopeptydowe wi��� si� do sekwencji D-Ala-

D-Ala prekursora peptydoglikanu, wskutek czego hamuj� syntez� �ciany 

komórkowej bakterii. Oporno�� Enterococcus sp. na antybiotyki 

glikopeptydowe, w tym wankomycyn�, wi��e si� ze zmian� budowy prekursora 

peptydoglikanu, co zapobiega zwi�zaniu antybiotyku i zmniejsza wra�liwo��
bakterii na wankomycyn� od 7 do 1000 razy [66]. Proces ten uwarunkowany 

jest obecno�ci� w genomie przynajmniej jednego z sze�ciu operonów 

koduj�cych białka warunkuj�ce oporno�� na antybiotyki glikopeptydowe (vanA 

- vanG). W komórkach E. faecalis oraz E. faecium najcz��ciej wykrywano 

obecno�� operonów vanA oraz vanB, przy czym determinanty oporno�ci na 

antybiotyki glikopeptydowe cz��ciej wystepowały w szczepach E. faecium ni� w 

przypadku E. faecalis (odpowiednio 60% i 2% badanych szczepów) [7]. 

Operony vanA oraz vanB najcz��ciej kodowane s� w obr�bie transpozonów, 

które mog� stanowi� cz��� chromosomalnego lub plazmidowego DNA [68]. 

Ponadto enterokokki mog� nabywa� na drodze horyzontalnego transferu genów 
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determinanty oporno�ci na inne antybiotyki (np. chloramfenikol, tetracyklin�, 
makrolidy czy fluorochinolony) oraz przekazywa� je bakteriom nale��cym do 

odległych ewolucyjnie gatunków (Clostridium difficile, Escherichia  coli, 

Staphylococcus  aureus, Listeria spp.) [27, 109, 125, 163]. 

Zarówno determinanty oporno�ci na antybiotyki, jak i czynniki wirulencji 

patogennych szczepów Enterococcus sp. mog� by� kodowane w DNA 

plazmidowym, najcz��ciej w DNA tzw. megaplazmidów o wielko�ci nawet 

kilkudziesi�ciu par zasad. Obecno�� w komórce bakteryjnej plazmidów, 

w szczególno�ci za� megaplazmidów, wi��e si� z obni�eniem tempa wzrostu 

bakterii i ich mo�liwo�ci konkurencji w �rodowisku pozbawionym presji 

antybiotykowej [114, 174]. Jednym z elementów warunkuj�cych stabilne 

dziedziczenie plazmidów w populacji komórek bakteryjnych s� zakodowane 

w plazmidowym DNA systemy toksyna-antytoksyna (TA). Systemy TA 

to elementy genetyczne, zło�one z pary genów, z których jeden koduje stabiln�
toksyn�, a drugi – niweluj�c� jej działanie labiln� antytoksyn�. Toksyny 

tych modułów mog� wpływa� na ró�norodne procesy �yciowe w komórce: 

od replikacji DNA po biosyntez� białek, �ciany komórkowej, cytoszkieletu 

i ATP. Degradacja i brak mo�liwo�ci syntezy de novo antytoksyny w komórkach 

potomnych, które nie oddzidziczyły kopii plazmidu nios�cej kaset� TA, 

powoduje �mier� komórki w wyniku działania toksyny.  

W 2006 roku stwierdzono, �e istnieje fizyczne powi�zanie pomi�dzy jedn�
z najcz��ciej obserwowanych u enterokokków determinant oporno�ci 

na wankomycyn� (vanA) a kaset� toksyna-antytoksyna axe-txe. Kaseta axe-txe

obecna była w 75% zbadanych plazmidów pochodz�cych z bakterii 

Enterococcus wyizolowanych z próbek klinicznych, z czego niemal 60% 

zawierała tak�e operon vanA [122, 146].  

Do niedawna uwa�ano, �e główn� rol� plazmidowych systemów toksyna-

antytoksyna jest stabilizacja plazmidowego DNA w populacji komórek 

bakteryjnych, co jest prawd� równie� w przypadku modułu axe-txe; 

jednak coraz cz��ciej pojawiaj� si� doniesienia o mo�liwo�ci istnienia tak�e 

innych biologicznych funkcji tych modułów [23]. Plazmidowy system toksyna-

antytoksyna axe-txe jest homologiczny do chromosomalnej kasety yefM-yoeB 

Escherichia coli. Wysoki stopie� podobie�stwa białek obu modułów oraz 

podobny sposób działania toksyn, skłaniaj� do przypuszczenia, �e kasety te 

mogłyby pełni� w komórce podobn� rol�. W przypadku modułu yefM-yoeB

wiadomo, �e jest on istotny w procesie formowania biofilmu oraz patogenezy, 

jednak dokładna rola tego systemu w obu procesach nie została jak dot�d 

okre�lona [92, 101, 105, 127, 165]. 

W zwi�zku z powszechno�ci� wyst�powania modułu axe-txe w�ród 

wankomycynoopornych szczepów Enterococcus (vancomycin-resistant 

enterococci – VRE), zaproponowano, �e kaseta ta mo�e stanowi� cel do rozwoju 

potencjalnej strategii antybakteryjnej [72, 79, 127]. Próby praktycznego 
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wykorzystania modułu axe-txe wymagaj� jednak dokładnego poznania 

mechanizmu działania i regulacji ekspresji genów tego systemu.  

Moja praca dotyczy regulacji ekspresji operonu axe-txe, w zwi�zku 

z czym we wst�pie scharakteryzuj� poznane typy systemów toksyna-

antytoksyna, ze szczególnym naciskiem na mechanizmy regulacji ekspresji ich 

genów, nast�pnie zostanie omówiona ewolucja kaset toksyna-antytoksyna, ich 

biologiczna rola oraz aktualny stan wiedzy na temat modułu axe-txe. 

1.1. Klasyfikacja systemów toksyna – antytoksyna 

Badania nad mechanizmami utrzymywania si� plazmidów w populacjach 

komórek bakteryjnych doprowadziły do odkrycia w 1983 roku pierwszego 

systemu toksyna-antytoksyna, ccdAB (control of cell death), kodowanego w 

DNA plazmidu F [131]. Po podziale komórki nios�cej ten plazmid, komórki 

potomne wraz z cytoplazm� dziedzicz� zarówno stabiln� toksyn� CcdB, jak i 

antytoksyn� CcdA, która jest degradowana przez protez� Lon [183]. Dopóki 

białka CcdA i CcdB znajduj� si� w kompleksie, działanie toksyny jest 

zahamowane, jednak degradacja oraz brak mo�liwo�ci syntezy de novo 

antytoksyny w komórkach, które nie odziedziczyły plazmidu, powoduje 

aktywacj� toksyny poprzez uwolnienie jej z kompleksu. CcdB hamuje 

aktywno�� gyrazy, w wyniku czego dochodzi do wielokrotnych p�kni��
podwójnej nici DNA i �mierci komórki [7, 90].

W tej chwili znanych jest ju� ponad 10000 potencjalnych systemów TA, 

obecnych w DNA chromosomalnym lub plazmidowym bakterii i archeabakterii, 

a tak�e w DNA profagów [53, 115, 134, 159]. Toksyny wszystkich znanych 

typów systemów TA s� białkami, natomiast antytoksyny mog� stanowi� białka 

lub małe RNA (sRNA). Na podstawie molekularnej charakterystyki antytoksyn i 

ró�nic w mechanizmie ich działania, opisane dotychczas systemy TA podzielono 

na pi�� typów (tabela 1). 

Tabela 1. Klasyfikacja systemów toksyna-antytoksyna na podstawie rodzaju 
i mechanizmu działania antytoksyn  

Table 1. Classification of toxin-antitoxin systems on the basis of molecular nature and 

mode of action of the antitoxin molecule 

Typ 
systemu 
TA/ TA 

type

Rodzaj 
cz�steczki 

antytoksyny/ 
molecular nature 

of antitoxin

Mechanizm hamowania toksyczno�ci/ mechanism 

of toxin nautralization

I sRNA 
Hamowanie biosyntezy toksyny na etapie translacji / 

Toxin translation inhibition

II Białko / Protein

Bezpo�rednia interakcja z toksyn�
i hamowanie jej aktywno�ci / Direct interaction with 

toxin and inhibition of its activity
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Typ 
systemu 
TA/ TA 

type

Rodzaj 
cz�steczki 

antytoksyny/ 
molecular nature 

of antitoxin

Mechanizm hamowania toksyczno�ci/ mechanism 

of toxin nautralization

III sRNA 

Bezpo�rednie interakcja z toksyn�
i hamowanie jej aktywno�ci / Direct interaction with 

toxin and inhibition of its activity

IV Białko / Protein

Działanie antagonistyczne wzgl�dem toksyny, 

skierowane na struktury b�d�ce celem działania 

toksyny /Antagonistic action of antitoxin on toxin’s 

cellular targets

V Białko / Protein

Hamowanie biosyntezy toksyny 

poprzez degradacj� jej mRNA / Toxin mRNA 

degradation

1.1.1. Systemy toksyna – antytoksyna typu I 

Systemy TA typu I zbudowane s� z genu koduj�cego toksyn�
oraz z kodowanego w obr�bie tego genu (in cis) lub powy�ej niego (in trans) 

antysensownego sRNA, stanowi�cego antytoksyn�. Sekwencja antytoksyn 

systemów TA typu I mo�e by� zatem komplementarna do sekwencji mRNA 

toksyny (bsrG-Sr4) [43] lub do sekwencji RNA znajduj�cej si� powy�ej mRNA 

toksyny, która jest niezb�dna do jej translacji (sok-hok, tisB-istR1) [63, 64, 185]. 

Hybrydyzacja antytoksyny z mRNA toksyny mo�e powodowa� degradacj�
przez komórkowe RNazy powstałego w ten sposób dupleksu RNA (bsrG-Sr4) 

(rycina 1 A) [43] lub zapobiega� zwi�zaniu rybosomu do sekwencji 

Shine-Dalgarno mRNA toksyny (symER) (rycina 1 B) [95], 

co w obu przypadkach skutkuje zahamowaniem ekspresji toksyny. Wi�kszo��
antytoksyn systemów TA typu I ulega znacznie szybszej degradacji ni� mRNA 

toksyn. Ró�nica w stabilno�ci mRNA toksyny i sRNA antytoksyny umo�liwia w 

pewnych warunkach translacj� znajduj�cej si� w komórce puli mRNA toksyny 

i w konsekwencji – działanie toksyny na jej komórkowy cel. 

Wiele systemów TA typu I charakteryzuje si� skomplikowan�, 
wielostopniow� regulacj� ekspresji genu toksyny, obejmuj�c� regulacj� na 

poziomie transkrypcji (np. inhibicja transkrypcji przez białko LexA w systemach 

symER, tisB-istR1) [43, 95], translacji i stabilno�ci mRNA (opisane powy�ej 

działanie antytoksyn) oraz modulacj� stabilno�ci toksycznego białka (np. 

degradacja toksyny SymE przez protez� Lon) [95]. Ponadto w systemach, 

w których antytoksyna kodowana jest in trans, jej hybrydyzacja z mRNA 

toksyny wymaga cz�sto obecno�ci białka Hfq [37, 180]. Zaobserwowano tak�e, 

�e niektóre systemy TA typu I charakteryzuj� si� dodatkowymi mechanizmami 

regulacji ekspresji toksyny, najcz��ciej zwi�zanymi z dynamik� struktury 

drugorz�dowej i modyfikacjami potranskrypcyjnymi mRNA. Przykładem mo�e 

tu by� kaseta tisB-istR1, w której gen toksyny TisB poprzedzony jest nie 
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ulegaj�c� translacji sekwencj� tisA; w wyniku kotranskrypcji tych sekwencji, 

powstaje długi mRNA (+1 mRNA), tworz�cy liczne struktury drugorz�dowe, 

mi�dzy innymi w rejonie wi�zania rybosomu (ribosome binding site – RBS). 

Struktura drugorz�dowa mRNA jest dynamiczna, tote� w niektórych momentach 

mo�liwe jest zwi�zanie rybosomu do RBS, jednak czas potrzebny na rekrutacj�
rybosomu z cytoplazmy jest na tyle długi, �e wydajno�� tego procesu jest bardzo 

niska. Modyfikacja potranskrypcyjna mRNA, polegaj�ca na odci�ciu 

rybonukleotydów od ko�ca 5’, powoduje utworzenie aktywnego translacyjnie 

+42 mRNA. Transkrypt ten powy�ej miejsca RBS zawiera nieustrukturyzowany 

rejon („standby site”), do którego niespecyficznie wi��e si� rybosom. 

Umo�liwia to szybkie przemieszczenie si� rybosomu do miejsca RBS i wydajn�
translacj� toksyny. Antytoksyna IstR1 hybrydyzuje z mRNA toksyny w rejonie 

„standby site”, a utworzony dupleks RNA trawiony jest przez RNaz� III, 

wskutek czego powstaje krótki, nieaktywny translacyjnie transkrypt +106 

mRNA tisB [37, 185].  

Pomimo opisanych powy�ej ró�nic w budowie i działaniu modułów TA typu 

I, systemy te uwa�ane s� za stosunkowo jednorodn� grup� kaset toksyna-

antytoksyna [18], jednak dokładny mechanizm regulacji ekspresji genów 

poszczególnych modułów tego typu jest niezwykle zło�ony i w wielu 

przypadkach mo�e znacznie si� ró�ni�. 
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bsrG

Sr4

mRNA bsrGSD

BsrG

Toksyna 

Brak Sr4 – mo�liwa  
translacja BsrG

Toxin production in the 
abscence of Sr4  

Antytoksyna Sr4

Antitoxin Sr4

RNaza III

RNase III

Degradacja mRNA bsrG

bsrG mRNA degradation

A

symE

symR

mRNA symESD

SymE

Toksyna

Brak SymR – mo�liwa 
translacja SymE

Toxin production in the 
abscence of SymE

Antytoksyna SymR

Antitoxin SymR

Inhibicja inicjacji translacji symE

Inhibition of initiation of symE 

translation 

B

RNaza III

RNaseIII

Rycina 1. Schemat przedstawiaj�cy działanie antytoksyn systemów TA typu I 

na przykładzie kaset bsrG-Sr4 (Bacillus subtilis) i symER (Escherichia coli)
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Elementy powi�zane z toksyn� oznaczono niebieskimi symbolami, z antytoksyn� – 

symbolami ró�owymi, czarnymi strzałkami oznaczono sekwencje promotorowe. 

A Degradacja mRNA toksyny Ko�ce 3’ sekwencji sRNA antytoksyny Sr4 i mRNA 

toksyny bsrG  s� komplementarne, dupleks RNA rozpoznawany jest przez RNaz� III. 

Degradacja mRNA uniemo�liwia syntez� toksyny BsrG. B Blokowanie inicjacji 
translacji toksyny Sekwencja sRNA antytoksyny symR jest komplementarna do 

sekwencji Shine-Dalgarno (SD) mRNA toksyny symE. Hybrydyzacja RNA zapobiega 

zwi�zaniu rybosomu do SD i tym sposobem hamuje inicjacj� translacji toksyny. Dupleks 

RNA prawdopodobnie jest degradowany przez RNaz� III [18] 

Figure 1. Toxin–antitoxin cassettes bsrG-Sr4 (Bacillus subtilis) and symER 

(Escherichia coli) as exemples of two modes of regulatory mechanisms of type I TA 

systems. Toxin-associated elements are drawn in blue, antitoxin-associated elements are 

drawn in pink, black arrows denote promoters. A Toxin mRNA degradation 3’ ends of 

antitoxin and toxin RNA hybridize. RNase III degrades RNA duplex, and, consequently, 

does not allow BsrG toxin synthesis. B Translation initition inhibition Antitoxin RNA is 

complementary to Shine-Dalgarno (SD) sequence of the toxin mRNA. RNA hybridization 

prevents ribosome binding, and thus, inhibits SymE translation initition [18] 

1.1.2. Systemy toksyna – antytoksyna typu II 

W systemach TA typu II białkowa antytoksyna bezpo�rednio, 

niekowalenycjnie wi��e si� z toksyn� i hamuje jej aktywno��, zwykle poprzez 

zmian� konformacji toksyny. W przypadku wi�kszo�ci antytoksyn tego typu, 

domena odpowiedzialna za to oddziaływanie (zwykle C-terminalna) pozostaje 

nieustrukturyzowana do momentu utworzenia kompleksu toksyna-antytoksyna 

[85]. Cecha ta prawdopodobnie jest powodem stosunkowo szybkiej degradacji 

antytoksyn przez komórkowe proteazy (Lon, Clp) [60]; toksyny natomiast 

s� białkami wzgl�dnie stabilnymi. Zaburzenie stosunku ilo�ci obu białek 

modułu TA w komórce prowadzi zatem do akumulacji w komórce aktywnej, 

niezwi�zanej z antytoksyn�, toksyny, a w konsekwencji – do zahamowania 

wzrostu lub �mierci komórki.  

Wi�kszo�� modułów TA typu II charakteryzuje si� podobn� budow�
i mechanizmem regulacji ekspresji genów. Najcz��ciej wyst�puj�cy układ, to 

taki, w którym gen koduj�cy antytoksyn� poprzedza gen koduj�cy toksyn� i 

zachodzi na niego, oba za� znajduj� si� pod kontrol� jednego promotora, ulegaj�
kotranskrypcji oraz kotranslacji (rycina 2). Zbudowany w ten sposób operon 

podlega autoregulacji: zwi�zanie antytoksyny do rejonu operatorowego powy�ej 

promotora powoduje zahamowanie transkrypcji obu genów. Zwykle 

oddziaływanie antytoksyny z toksyn� powoduje wzrost jej powinowactwa do 

rejonu operatorowego DNA, istniej� jednak równie� takie kasety, w których 

represorem jest jednie antytoksyna (higBA, parDE) (rycina 3 A, B) [34, 130], 

b�d	 funkcj� regulatora ekspresji genów pełni trzecie białko (�-�-�) (rycina 4 B) 

[38]. Zaobserwowano, �e w wielu systemach TA typu II (relBE, phd-doc, 

vapBC), zale�nie od stechiometrycznego stosunku ilo�ci cz�steczek antytoksyny 

do ilo�ci cz�steczek toksyny, mog� tworzy� si� kompleksy toksyna-antytoksyna 
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o zró�nicowanym powinowactwie do rejonu operatorowego DNA, w ró�ny 

sposób wpływaj�ce na aktywno�� promotora. Zjawisko to, nazywane 

warunkow� kooperatywno�ci� (conditional cooperativity) [25, 26, 71, 133, 193], 

zapewnia �cisł� kontrol� ilo�ci toksyny i antytoksyny w komórce 

oraz umo�liwia subteln� regulacj� ekspresji genów operonu. Nie jest 

wykluczone, �e podobnie jak w przypadku systemów TA typu I, regulacja 

ekspresji genów kaset TA typu II mo�e by� wielopoziomowa. 

_

Gen koduj�cy antytoksyn	

Antitoxin 

Gen koduj�cy toksyn	

Toxin 

Proteaza

Protease

Działanie 

toksyny na jej 

komórkowy cel

Toxin acts on its 

cellular target

Rycina 2. Schemat przedstawiaj�cy kanoniczny model organizacji modułu toksyna 

– antytoksyna typu II Elementy powi�zane z toksyn� oznaczono niebieskimi 

symbolami, z antytoksyn� – symbolami ró�owymi, czarn� strzałk� oznaczono sekwencj�
promotorow�. Geny antytoksyny i toksyny zachodz� na siebie, ulegaj� kotranskrypcji i 

kotranslacji. Antytoksyna oddziałuje z rejonem operatorowym DNA za po�rednictwem 

domeny N-terminalnej i powoduje represj� promotora, toksyna działa jako korepresor. 

Oddziaływanie domeny C-terminalnej antytoksyny z toksyn� niweluje toksyczny efekt, 

natomiast przy braku antytoksyny mo�liwe jest działanie toksyny na jej komórkowy cel 

[60] 

Figure 2. Canonical model of type II toxin–antitoxin systems Toxin-associated 

elements are drawn in blue, antitoxin-associated elements are drawn in pink, black 

arrow denotes promoter. 3’ end of the antitoxin gene overlaps 5’ end of the toxin gene. 

Toxin and antitoxin are under control of a sigle promoter, they are co-transcribed and 

co-translated. The antitoxin protein binds to promoter/operator DNA region through its 

N-terminal domain and represses the promoter, toxin acts as a co-repressor. The C-
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terminal domain of antitoxin binds to the toxin protein and neutralizes its toxic effect 

[60]
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_

mqsR mqsA

A

_

higB higA

Proteaza Lon

Lon protease

B

Rycina 3. Schemat przedstawiaj�cy organizacj	 modułów toksyna – antytoksyna, 
w których gen koduj�cy toksyn	 poprzedza gen koduj�cy antytoksyn	 Organizacja 
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i regulacja ekspresji genów tych modułów odbiega od modelu kanonicznego Elementy 

powi�zane z toksyn� oznaczono niebieskimi symbolami, z antytoksyn� – symbolami 

ró�owymi, czarnymi strzałkami oznaczono sekwencje promotorowe. A Organizacja 
systemu mqsRA (Escherichia coli) Kodowana poni�ej genu toksyny antytoksyna 

jest represorem wspólnego dla obu genów promotora; oddziałuje ona z operatorem 

za po�rednictwem domeny C-terminalnej. W przeciwie�stwie do wi�kszo�ci antytoksyn 

systemów TA typu II, MqsA jest w pełni ustrukturyzowana w stanie wolnym, 

jest te� białkiem stosunkowo stabilnym. Zwi�zanie MqsR do N-terminalnego ko�ca 

antytoksyny powoduje nie tylko neutralizacj� toksyny, ale tak�e destabilizacj�
oddziaływania antytoksyny z DNA i derepresj� promotora. B Organizacja systemu 
higBA (Escherichia coli) Geny antytoksyny i toksyny ulegaj� ekspresji za 

po�rednictwem dwóch ró�nych promotorów. C-terminalna domena HigA wi��e 

sekwencj� operatorow� i hamuje aktywno�� głównego promotora, kompleks toksyna-

antytoksyna nie oddziałuje z DNA; mechanizm regulacji dodatkowego promotora, 

kontroluj�cego ekspresj� antytoksyny nie został okre�lony. Antytoksyna wi��e toksyn�
za po�rednictwem domeny N-terminalnej i hamuje jej aktywno�� [34, 195] 

Figure 3. Toxin–antitoxin cassettes mqsRA (Escherichia coli) and higBA (Escherichia 

coli) exemplify the mode of regulatory mechanisms of type II TA systems with inverted 

gene order Toxin-associated elements are drawn in blue, antitoxin-associated elements 

are drawn in pink, black arrows denote promoters. A Regulatory mechanism of  mqsRA 

(Escherichia coli) TA system Antitoxin protein binds to promoter/operator DNA region 

through its C-terminal domain and represses the promoter. In contrast to the canonical 

model of type II TA systems, antitoxin MqsA is fully structurized in its unbound (with 

MqsR) state. MqsA is a relatively stable protein. The binding of MqsR through the N-

terminal domain of MqsA neutralizes toxin and destabilizes interactions between 

antitoxin and DNA, and, consequently, causes derepression of the promoter. B 

Regulatory mechanism of higBA (Escherichia coli) TA system Toxin and antitoxin 

genes are under control of two distinctive promoters. The C-terminal domain of 

antitoxin binds to operator  region of the main promoter and represses transcription. A 

mechanism for regulation of transcription driven from the other promoter is still 

unknown. Antitoxin interacts with the toxin through its N-terminal domain and 

neutralizes toxic effect [34, 195]
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Rycina 4. Schemat organizacji modułów toksyna – antytoksyna zbudowanych z 
trzech komponentów  Organizacja i regulacja ekspresji genów tych modułów odbiega 
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od modelu kanonicznego Elementy powi�zane z toksyn� oznaczono niebieskimi 

symbolami, z antytoksyn� – symbolami ró�owymi, z trzecim komponentem – 

symbolami zielonymi, czarnymi strzałkami oznaczono sekwencje promotorowe. 

A Organizacja systemu pasABC (Thiobacillus ferrooxidansi) Wszystkie komponenty 

systemu ulegaj� ekspresji za po�rednictwem wspólnego promotora, antytoksyna, PasA, 

oddziałuje z operatorem jako represor, toksyna, PasB, wi���c si� z antytoksyn� działa, 

jako korepresor. Białko PasC moduluje oddziaływanie pomi�dzy PasA i PasB, 

wzmacniaj�c neutralizuj�ce wła�ciwo�ci antytoksyny. B Organizacja systemu �-�-�
(Bacillus subtilis)  Antytoksyna ulega koekspresji z toksyn� i neutralizuje jej działanie, 

jednak ani antytoksyna, ani kompleks toksyna-antytoksyna nie oddziałuje z DNA; 

regulatorem ekspresji operonu jest natomiast trzecie białko – 
 [38, 168] 

Figure 4. Toxin–antitoxin cassettes pasABC (Thiobacillus ferrooxidansi) and �-�-�
(Bacillus subtilis) exemplify mode of regulatory mechanisms of type II TA systems 

composed of three genes Toxin associated elements are drawn in blue, antitoxin 

associated elements are drawn in pink, the third component is drawn in green, black 

arrows denote promoters. A Regulatory mechanism of  pasABC (Thiobacillus 

ferrooxidansi) TA system All three genes of pasABC system are under control of a 

single promoter. The antitoxin PasA protein binds to promoter/operator DNA and 

represses the promoter, The PasB toxin acts as a co-repressor. Protein PasC modulates 

interaction between PasA and PasB and enhances neutralizatory property of antitoxin. 

B Regulatory mechanism of �-�-� (Bacillus subtilis) TA system Toxin and antitoxin 

genes are under control of a single promoter. The regulatory protein � modulates 

transcription of both toxin and antitoxin genes [38, 168] 

Pocz�tkowo systemy toksyna – antytoksyna typu II podzielono na rodziny, 

uwzgl�dniaj�c homologi� sekwencji aminokwasowych i struktury 

trzeciorz�dowej tworz�cych je białek, przy czym klasyfikacja ta oparta była na 

zało�eniu, �e danej rodzinie antytoksyn odpowiada specyficzna rodzina toksyn 

[63, 91, 134]. Jednak w wielu przypadkach kasety TA typu II s� modułami 

hybrydowymi, zło�onymi z komponentów nale��cych do odmiennych rodzin 

[73, 161, 181], tote� zgodnie z aktualnymi danymi toksyny i antytoksyny 

systemów TA typu II podzielono odpowiednio na 13 i 20 niezale�nych 

nadrodzin (tabele 2 i 3) [74, 115]. 
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Tabela 2. Klasyfikacja toksyn systemów TA typu II na podstawie homologii 
sekwencji aminokwasowych i struktury trzeciorz	dowej białek [74, 115] 

Table 2. Classification of toxins from type II TA systems on the basis of homology 

of amino-acid sequences and protein structures [74, 115] 

Nadrodzina 

toksyn /        

Toxin 

superfamily 

Przykłady toksyn 

nale�acych do 

nadrodziny / 

Example 

Rodzaj aktywno�ci 

toksyny / Toxicity 

mechanism

Skutek działania 

toksyny / Toxicity 

effect

RelE/ParE 

RelE, ParE, HigB, 

PasB, YoeB, StbE, 

YafQ, Txe, YahV, 

YgjN, MqsR, 

SmeT11021(GinB) 

Inhibicja gyrazy 

DNA lub trawienie 

mRNA wolnego 

oraz zwi�zanego z 

rybosomom / 

Gyrase inhibition 

or mRNA 

degradation

Zahamowanie 

replikacji DNA 

i indukcja odpowiedzi 

SOS lub zahamowanie 

translacji / Inhibition of 

DNA replication and 

induction of the SOS 

response or translation 

inhibition

CcdB/MazF 

CcdB, MazF, 

YdcE, PemK, 

ChpBK 

Inhibicja gyrazy 

DNA lub trawienie 

wolnego mRNA / 

Gyrase inhibition 

or mRNA 

degradation

Zahamowanie 

replikacji DNA 

i indukcja odpowiedzi 

SOS lub zahamowanie 

translacji / Inhibition of 

DNA replication and 

induction of the SOS 

response or translation 

inhibition

� �,, PezT 

Fosforylacja UDP-

Glc-Nac / UDP-

Glc-Nac 

phosphotylation

Zahamowanie syntezy 

peptydoglikanu / 

Inhibition of 

peptydoglycan 

synthesis

Doc Doc 

Blokowanie 

elongacji translacji 

poprzez wi�zanie z 

podjednostk� 30S i 

70S rybosomu / 

Inhibition of 

translation 

elongation

Zahamowanie 

translacji / Translation 

inhibition

HipA HipA 

Fosforylacja 

czynnika elongacji 

EF-Tu / EF-Tu 

phosphorylation

Zahamowanie 

translacji / Translation 

inhibition

VapC VapC 

Trawienie 

tRNAMet / tRNAMet

degradation

Zahamowanie 

translacji / Translation 

inhibition
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Nadrodzina 
toksyn /        
Toxin 

superfamily 

Przykłady toksyn 

nale�acych do 

nadrodziny / 

Example 

Rodzaj aktywno�ci 

toksyny / Toxicity 

mechanism

Skutek działania 

toksyny / Toxicity 

effect

YafO YafO 

Blokowanie 

elongacji translacji 

poprzez wi�zanie z 

podjednostkami 

30S rybosomu / 

Inhibition of 

translation 

elongation

Zahamowanie 

translacji / Translation 

inhibition

VapD VapD 

Prawdopodobnie 

trawienie RNA / 

RNA degradation

Prawdopodobnie 

zahamowanie 

translacji / Translation 

inhibition

RnlA RnlA 
Trawienie RNA / 

RNA degradation

Zahamowanie 

translacji / Translation 

inhibition

HicA 
HicA, 

SpyT510270(GinI) 

Trawienie wolnego 

mRNA / mRNA 

degradation

Zahamowanie 

translacji / Translation 

inhibition

GinA 

SpyT110270, 

SpyT29270, 

BceT1E33L 

Nieznana / 

Unknown 

Zahamowanie 

translacji / Translation 

inhibition

GinC SpyT1M1
Nieznana / 

Unknown 

Zahamowanie 

translacji / Translation 

inhibition

GinD BceT5E33L
Nieznana / 

Unknown 

Zahamowanie 

translacji / Translation 

inhibition

Tabela 3. Klasyfikacja antytoksyn systemów TA typu II na podstawie homologii 
sekwencji aminokwasowych.  Podana klasyfikacja nie obejmuje antytoksyny 
systemu mqsRA [74, 115] 

Table 3. Classification of antitoxins from type II TA systems on the basis of amino-

acid sequences’ homology. The classification does not include the mqsRA system 

antitoxin [74, 115] 

Nadrodzina antytoksyn / Antitoxin 

superfamily

Przykłady antytoksyn nale��cych do 

nadrodziny / Example

Phd 
Phd, YefM, Axe, PasB, StbD, YafN, 

RelB307 

RelB RelBK-12, DinJ, Paa1 

PasA 
PasA, YdcD, ParDEDL933, 

SpeA2TIGR4 

MazE 
VapB, MvpA, MazE, ChpBI, PemI, 

SpeA3TIGR4 
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Nadrodzina antytoksyn / Antitoxin 

superfamily

Przykłady antytoksyn nale��cych do 

nadrodziny / Example

HigA 
HigA, HipB, YgjMa, BceA5E33L, 

SmeA11021, MvA1K10, EcoA1EDL933 

VapX VapX 

CcdA CcdAF 

� 

ParD ParDRK2

FizA SpyA21070

FizB CcrA1CB15

FizC SpyA1M1

FizD NeuA1C91

FizE AtuA1C58

FizF SpyA110270

FizG NspA2PC7120, NspA5PC7120

FizH AfuA2DSM4304

FizI CcrA4CB15

FizJ BceA133L

FizK NspA1PC7120

Opisane powy�ej przykłady wskazuj�, �e przyj�ty model autoregulacji 

systemów TA typu II w wielu przypadkach nie obejmuje wszystkich zale�no�ci, 

które mog� mie� istotny wpływ na ekspresj� genów kaset toksyna-antytoksyna. 

1.1.3. Systemy toksyna – antytoksyna typu III 

Antytoksyny kastet TA typu III stanowi� małe RNA o charakterystycznej 

strukturze drugorz�dowej – tzw. „pseudow�złów RNA” (pseudoknot). 

Cz�steczki RNA antytoksyny wi��� si� bezpo�rednio z białkow� toksyn� i 

hamuj� jej toksyczne działanie.  

Jednym z najlepiej opisanych modułów TA typu III jest system toxIN, 

kodowany na plazmidzie pECA1039 bakterii Pectobacterium atrosepticum 

(rycina 5) [50]. Kaseta ta zbudowana jest z genu koduj�cego toksyn� ToxN, 

maj�c� aktywno�� RNazy rozpoznaj�cej okre�lon� sekwencj� nukleotydow�.
Jest on poprzedzony powtórzonymi sekwencjami DNA koduj�cymi 

prekursorowe RNA antytoksyny, ToxI. Pomi�dzy genami, koduj�cymi toksyn�
i antytoksyn�, obecna jest sekwencja DNA, tworz�ca odwrócony palindrom, 

pełni�ca rol� Rho-niezale�nego terminatora transkrypcji. Ekspresja antytoksyny 

i toksyny zachodzi ze wspólnego promotora, tote� sekwencja terminatorowa 

bierze udział w regulacji ilo�ci antytoksyny i toksyny w komórce – jedynie 

około 10% rozpocz�tych transkrypcji skutkuje utworzeniem bicistronowego 

RNA toxIN [15]. ToxN trawi prekursorowy RNA toxI, wskutek czego powstaje 

dojrzała cz�steczka antytoksyny. Antytoksyna neutralizuje działanie toksyny, 

poprzez utworzenie z ni� heteroheksamerycznego kompleksu (ToxI)3(ToxN)3 

[167]. 
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Dane uzyskane po przeprowadzeniu analiz bioinformatycznych pozwoliły 

na identyfikacj� 125 potencjalnych systemów TA, nale��cych do typu III, 

które podzielono na podstawie homologii sekwencji na 3 rodziny: toxIN, cptIN, 

tenpIN [15]. 

toxN

Powtórzenia toxI

toxI repeats

Prekursor toxI

toxI precursor

„Pseudow	zeł RNA” ToxI

ToxI pseudoknot

ToxN

RNaza

RNase

Modyfikacja RNA ToxI

ToxI RNA modification

Rycina 5. Schemat przedstawiaj�cy organizacj	 systemu toksyna – antytoksyna 
typu III, na przykładzie kastety toxIN (Pectobacterium atrosepticum) Elementy 

powi�zane z toksyn� oznaczono niebieskimi symbolami, z antytoksyn� – symbolami 

ró�owymi, czarn� strzałk� oznaczono sekwencj� promotorow�, zielonymi – sekwencj�
terminatorow�. Opis w tek�cie [15, 167] 

Figure 5. Toxin–antitoxin cassette toxIN (Pectobacterium atrosepticum) exemplifies 

the mode of regulatory mechanisms of type III TA systems Toxin-associated elements 

are drawn in blue, antitoxin-associated elements are drawn in pink, black arrow denotes 

the promoter, green arrows denote terminator sequences. Description is placed in the 

text above [15, 167] 

1.1.4. Systemy toksyna – antytoksyna typu IV 

Jedyna znana kaseta typu IV, yeeUV (cbeA-cbtA) jest kodowana w DNA 

kryptycznego profaga CP-44-4 obecnego w chromosomalnym DNA bakterii 

Escherichia coli K-12. Moduł ten ró�ni si� od pozostałych typów kaset TA 

mechanizmem działania antytoksyny polegaj�cym na antagonistycznym 

w stosunku do toksyny, oddziaływaniu, skierowanym bezpo�rednio na 

komórkowy cel YeeV (rycina 6). Toksyna YeeV oddziałuje bezpo�rednio z 
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białkami FtsZ i MreB, zaanga�owanymi w tworzenie cytoszkieletu i septy 

podziałowej [173]. Zwi�zanie YeeV do białka FtsZ powoduje inhibicj� jego 

aktywno�ci GTPazowej i polimeryzacji, za� zwi�zanie toksyny do białka MreB 

prawdopodobnie zaburza jego oddziaływanie z innymi komponentami 

kompleksu, co skutkuje obni�eniem wydajno�ci polimeryzacji MreB [119, 173]. 

Antytoksyna YeeU,  wi���c do tworz�cego si� z tych białek filamentu, 

ułatwia polimeryzacj� FtsZ i MreB [118]. Co ciekawe, YeeU znosi efekt 

działania nie tylko toksyny YeeV, ale tak�e innych czynników, hamuj�cych 

polimeryzacj� białek FtsZ i MreB (A22, SulA, Dick, MinC) [118]. 

+

yeeU yeeV

MreB

FtsZ

_

Rycina 6. Schemat przedstawiaj�cy działanie systemu toksyna – antytoksyna typu 

IV, na przykładzie kasety yeeUV (Escherichia coli) Elementy powi�zane z toksyn�
oznaczono niebieskimi symbolami, z antytoksyn� – symbolami ró�owymi, czarn�
strzałk� oznaczono sekwencj� promotorow�. Symbolami zielonymi oznaczono 

komórkowy cel toksyny i antytoksyny. Opis w tek�cie [118, 173] 

Figure 6. Toxin–antitoxin cassette yeeUV (Escherichia coli) exemplifies the mode 

of regulatory mechanisms of type IV TA system Toxin associated-elements are drawn 

in blue, antitoxin-associated elements are drawn in pink, black arrow denotes the 

promoter. Cellular targets of the toxin action are drawn in green. Description is placed 

in the text above [118, 173] 
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1.1.5. Systemy toksyna – antytoksyna typu V 

Dotychczas opisano tylko jeden przykład kasety TA typu V: system ghoST 

(yjdOK) obecny w DNA bakterii Escherichia, Shigella, Salmonella, Citrobacter 

oraz Proteus (rycina 7) [186, 187]. Toksyna GhoT jest małym, hydrofobowym 

białkiem, zawieraj�cym dwie domeny transmembranowe, którego działanie 

powoduje zaburzenie struktury błony wewn�trznej, zaburzenie potencjału 

błonowego komórki, obni�enie poziomu ATP oraz tworzenie tzw. „ghost cells”, 

czyli powłok komórkowych pozbawionych cytoplazmy. Białko GhoS, 

w przeciwie�stwie do antytoksyn innych systemów, jest stabiln� RNaz�, 
trawi�c� specyficznie mRNA ghoT i w ten sposób obni�aj�c� ilo�� toksyny 

w komórce [186]. Regulacja ekspresji antytoksyny zachodzi przy udziale, 

rozpoznaj�cej sekwencj� mRNA ghoS, RNazy MqsR. Zale�no�� ta jest 

ciekawym przykładem interakcji pomi�dzy systemami TA – białko MqsR jest 

jednym z komponentów chromosomalnego modułu toksyna-antytoksyna typu II, 

mqsRA [187]. 

ghoS ghoT

RNaza MqsR trawi mRNA 
ghoS

MqsR RNase degradetes 
ghoS mRNA

mRNA ghoS mRNA ghoT

RNaza GhoS trawi 

mRNA ghoT

GhoT

GhoS RNase degradates 
ghoT mRNA

Rycina 7. Schemat przedstawiaj�cy działanie systemu toksyna – antytoksyna typu 

V, na przykładzie kasety ghoST (Escherichia coli) Elementy powi�zane z toksyn�
oznaczono niebieskimi symbolami, z antytoksyn� – symbolami ró�owymi, czarn�
strzałk� oznaczono sekwencj� promotorow�. Opis w tek�cie [186, 187] 

Figure 7. Toxin–antitoxin cassette ghoST (Escherichia coli) exemplifies the mode 

of regulatory mechanisms of type V TA system Toxin-associated elements are drawn 
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in blue, antitoxin-associated elements are drawn in pink, black arrow denotes the 

promoter. Description is placed in the text above [186, 187] 

1.1.6. Ewolucja systemów toksyna – antytoksyna 

Komponenty poszczególnych modułów TA wykazuj� podobie�stwo 

strukturalne do ró�norodnych białek (proteazy serynowe, ATPazy, RNazy, 

czynniki transkrypcyjne) [186, 196], jednak ich pierwotne pochodzenie 

pozostaje niejasne. Przypuszcza si�, �e systemy toksyna – antytoksyna nie maj�
jednego wspólnego przodka, lecz pojawiły si� w toku ewolucji kilkukrotnie [4, 

169]. Nieznane pozostaj� szczegóły procesu ewolucji chromosomalnych i 

plazmidowych kaset TA, wiadomo jednak, �e mo�liwy jest ich transfer 

pomi�dzy chromosomalnym i plazmidowym DNA [23]. W wielu przypadkach 

antytoksyny i toksyny tworz�ce jeden moduł charakteryzuj� si� odmiennym 

pochodzeniem ewolucyjnym [4, 73, 161, 181].  

Wydaje si�, �e kasety TA typu I powstawały wskutek duplikacji genów 

w obr�bie poszczególnych taksonów, za� ich propagacja miała miejsce głównie 

na drodze wertykalnego transferu genów [53]. Teoria ta wyja�nia 

nierównomierne rozmieszczenie po�ród taksonów poszczególnych rodzin kaset 

TA tego typu [53]. Mo�liwe jest jednak, �e proces ewolucji niektórych kaset TA 

typu I przebiegał nieco inaczej. Kodowany w chromosomalnym DNA 

Escherichia coli K-12 system ldr-rdl jest homologiem kasety par, obecnej w 

DNA plazmidu pAD1 pochodz�cego z Gram-dodatniej bakterii Enterococcus 

faecalis [53, 97]. Co ciekawe, mechanizm regulacji ekspresji ldr przypomina 

sposób regulacji ekspresji genu toksyny Hok plazmidowego modułu hok-sok z 

Escherichia coli [65]. Wydaje si� zatem, �e moduł ldr-rdl mo�e by� przykładem 

hybrydowej kasety TA typu I, posiadaj�cej cechy charakterystyczne dla 

systemów TA pochodz�cych z odległych ewolucyjnie gatunków bakterii [189]. 

Nie mo�na wykluczy�, �e systemy TA typu II równie� mogły powstawa�
wskutek duplikacji genów w obr�bie poszczególnych taksonów, 

jednak wiadomo, �e rozprzestrzeniały si� one pomi�dzy taksonami 

tak�e poprzez horyzontalny transfer genów, za� w ich ewolucji istotn� rol�
odgrywał mechanizm wymiany genów in situ [4]. Oznacza to, �e nowe moduły 

TA tego typu mogły ewoluowa� z istniej�cych ju� toksyn i antytoksyn, 

nale��cych do odmiennych rodzin [4, 169]. Okre�lenie pochodzenia i sposobu 

ewolucji systemów TA nale��cych do typu III, IV i V wymaga dalszych bada�.  
Podobie�stwo strukturalne pomi�dzy białkami nale��cymi do odmiennych 

typów kaset TA, sugeruje, �e kasety TA ró�nych typów mogły powstawa�
poprzez modyfikacj� i dostosowanie komponentów istniej�cych systemów TA 

[4, 169]. Toksyna systemu TA typu III, ToxN, wykazuje podobie�stwo 

strukturalne do rodziny toksyn typu II, CcdB/MazF [15], za� struktura toksyny 

typu V, GhoT, jest zbli�ona do struktury toksyny systemu TA typu I, hok-sok 

[186], jest zatem mo�liwe, �e nowe kasety TA danego typu powstawały wskutek 

modyfikacji komponentów kaset TA, nale��cych do innych typów. 
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Co wi�cej mo�liwe jest, �e toksyny i antytoksyny systemów TA powstawały w 

toku ewolucji z elementów o odmiennej funkcji [169]. �wiadczy� o tym mo�e 

obecno�� w strukturze niektórych antytoksyn domen charakterystycznych 

dla toksyn. Przykładem mo�e tu by� antytoksyna systemu TA typu IV, YeeU, 

której struktura trzeciorz�dowa, pomimo znacznych ró�nic w sekwencji 

aminokwasowej, jest podobna do homologów toksyny typu II, RelE [5]. Teori�
t� potwierdza tak�e obecno�� domen wła�ciwych antytoksynom w strukturze 

toksyn. Taka sytuacja ma miejsce w przypadku toksyny SymE, która posiada 

domen� AbrB, charakterystyczn� dla antytoksyn [96]. Ponadto mo�liwe jest 

stworzenie nowej pary toksyna – antytoksyna z istniej�cych komponentów o 

odmiennych funkcjach, o czym �wiadczy uzyskany poprzez mutagenez� genów 

koduj�cych antytoksyny ghoS i mqsA, system arAT [169]. Nie mo�na 

wykluczy�, �e systemy TA zło�one z białek o strukturze zbli�onej do struktury 

komponentów innych typów kaset TA, powstały wskutek ewolucji 

konwergentnej, jednak mo�liwo�� ewolucji modułów hybrydowych  z genów 

kaset ró�nych typów wydaje si� wysoce prawdopodobna.  

1.2. Biologiczna rola systemów toksyna – antytoksyna 

Kasety toksyna-antytoksyna s� szeroko rozpowszechnione w plazmidowym 

i chromosomalnym DNA bakterii. W niektórych przypadkach mog� stanowi�
nawet ponad 2.5% wszystkich otwartych ramek odczytu w genomie [115]. 

Oznacza to, �e w jednej komórce mo�e koegzystowa� wiele, zarówno 

homologicznych, jak i niehomologicznych systemów toksyna-antytoksyna. 

Ró�norodno�� i obfito�� wyst�powania kaset TA sprawia, �e nasuwa si� pytanie 

nie tylko o ich biologiczn� rol�, ale tak�e o mo�liwo�� interakcji pomi�dzy 

systemami TA, jak równie� o ich powi�zania funkcjonalne z innymi 

komponentami komórki bakteryjnej. Interakcje takie mog� mie� charakter 

oddziaływania bezpo�redniego b�d	 po�redniego, najcz��ciej zwi�zanego 

z rodzajem aktywno�ci toksyny danego modułu. Pomimo podobie�stwa 

strukturalnego elementów wielu systemów TA, kasety toksyna-antytoksyna 

charakteryzuj� si� zwykle wysok� specyficzno�ci�, tote� bezpo�rednie krzy�owe 

interakcje pomi�dzy systemami TA s� zjawiskiem stosunkowo rzadkim, 

szczególnie w przypadku modułów kodowanych w obr�bie tego samego 

replikonu [1, 142]. Cz��ciej obserwowanym zjawiskiem s� oddziaływania 

po�rednie, które mog� dotyczy� zarówno interakcji pomi�dzy systemami 

toksyna – antytoksyna, wpływu aktywno�ci modułów TA na procesy, 

zachodz�ce w komórce bakteryjnej, jak i modulacji ekspresji genów 

b�d	 aktywacji toksyn np. w odpowiedzi na zmiany warunków �rodowiska lub 

infekcj� przez bakteriofagi. 
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1.2.1. Plazmidowe systemy toksyna – antytoksyna  

Uwa�a si�, �e systemy TA kodowane w DNA plazmidowym odpowiadaj�
przede wszystkim za posegregacyjn� eliminacj� komórek, które nie 

odziedziczyły plazmidu (post-segregational killing – PSK) (rycina 8) [150, 177, 

197] – st�d nazywa si� je niekiedy systemami addycyjnymi [60]. Plazmidy, 

wyst�puj�ce w komórkach bakteryjnych naturalnie, charakteryzuj� si�
najcz��ciej nisk� liczb� kopii, zatem mechanizm PSK wpływa na ich stabilne 

utrzymywanie si� w populacji bakterii. Ponadto obecno�� kasety TA zwi�ksza 

konkurencyjno�� nios�cego j� plazmidu wzgl�dem innych plazmidów, 

nale��cych do tej samej grupy niezgodno�ci [36]. 

Normalny wzrost 

Cell growth

�mier� komórki 

Cell death

Degradacja antytoksyny

Antitoxin degradation

Aktywna toksyna

Active toxin

Rycina 8. Schemat przedstawiaj�cy mechanizm posegregacyjnej eliminacji 
komórek  Niebieskie symbole oznaczaj� toksyn�, ró�owe – antytoksyn�. Wskutek 

podziału komórki macierzystej, komórki potomne wraz z cytoplazm� otrzymuj�
komponenty systemu toksyna – antytoksyna: stabiln� toksyn� i ulegaj�c� szybkiej 

degradacji antytoksyn�. Komórki, które nie odziedziczyły kopii plazmidu nios�cego 

kaset� toksyna – antytoksyna, nie maj� mo�liwo�ci syntezy antytoksyny de novo, wobec 

czego dochodzi do akumulacji aktywnej toksyny i �mierci komórki w wyniku jej 

działania [184] 

Figure 8. Mechanism of post-segregational cell killing (PSK) Toxin-associated 

elements are drawn in blue, antitoxin-associated elements are drawn in pink. After cell 

division, daughter cells receive with the cytoplasm labile antitoxin molecules and stable 
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toxin molecules. Daugther cells that did not inherit plasmid copy cannot sythetize 

antitoxin de novo. After antitoxin degradation, the toxin acts on its cellular target, and 

consequently, causes cell death [184]

W przypadku niektórych systemów TA obserwuje si� bezpo�rednie 

krzy�owe interakcje pomi�dzy toksynami i antytoksynami modułów 

plazmidowych i chromosomalnych (plazmidowy moduł par i chromosomalne 

kasety mazEF i chpB) [155, 156]. Przypuszcza si�, �e zjawisko to mo�e 

stanowi� swoisty mechanizm anty-addykcyjny, zabezpieczaj�cy komórki, które 

utraciły plazmid przed �mierci� w wyniku działania toksyny [149].  

Pomimo tego, �e biologiczna rola plazmidowych modułów TA wydaje si�
oczywista, wiadomo, �e mog� one pełni� tak�e inne funkcje. Okazuje si�, 
�e biologiczna rola plazmidowych modułów TA mo�e by� taka sama lub 

zbli�ona do funkcji jak� pełni� homologiczne do nich kasety chromosomalne 

[23]. Aktywno�� wielu systemów TA kodowanych w DNA chromosomalnym 

wpływa m.in. na regulacj� ekspresji genów powi�zanych z wirulencj� i 

oporno�ci� na antybiotyki [55, 72, 80, 122, 171]. Wykazano, �e pochodz�cy z 

patogennej bakterii Staphylococcus aureus CH91 plazmidowy moduł TA typu II  

pemIKSa wpływa na regulacj� ekspresji wielu genów, w tym równie� genów 

koduj�cych czynniki wirulencji. Co wi�cej, istniej� przesłanki, aby s�dzi�, �e 

kaseta pemIKSa mo�e by� przekazywana pomi�dzy chromosomalnym i 

plazmidowym DNA [23]. 

Wiele chromosomalnych systemów TA kodowanych jest w obr�bie mobilnych 

elementów genetycznych takich, jak kryptyczne profagi (np. systemy rnlAB, 

relBE, yeeUV, txpA-ratA kodowane w DNA profagów CP4-57, Qin, CP4-44, 

skin) [43, 71, 104, 118, 119] czy superintegrony (homologi systemów phd-doc i 

ccdAB obecne w superintegronach Vibrio cholerae i Vibrio fischeri) [148, 172]. 

Podobnie, jak w przypadku modułów plazmidowych, ich pierwotn�
i podstawow� funkcj� jest zapewne stabilizacja tych rejonów DNA [43, 62, 148, 

172], wiadomo jednak, �e mog� mie� tak�e inne biologiczne znaczenie. 

Wykazano na przykład, �e system typu II rnlAB  zabezpiecza populacj�
komórek bakteryjnych przed infekcj� przez bakteriofagi. Po infekcji komórki, 

synteza białek gospodarza zostaje wstrzymana, labilna antytoksyna RnlA ulega 

degradacji, wskutek czego dochodzi do akumulacji toksyny RnlB 

(rybonukleaza), która degraduje pó	ne transkrypty fagowe i w ten sposób 

hamuje rozprzestrzenianie si� wirusa [104, 312]. Podobn� funkcj� pełni�
równie� plazmidowe moduły hok-sok (typ I) i toxIN (typ III) [50, 135], przy 

czym oba funkcjonuj� tak�e jako moduły addycyjne [50, 62].  

1.2.2. Chromosomalne systemy toksyna – antytoksyna 

Biologiczna rola kaset toksyna-antytoksyna kodowanych w 

chromosomalnym DNA pozostaje w wielu przypadkach niejasna. 

Chromosomalne moduły TA, jak wcze�niej wspomniano, mog� funkcjonowa�
jako systemy anty-addykcyjne [149], moduły stabilizuj�ce mobilne elementy 
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genetyczne [33, 43, 148, 172]  czy te� systemy zabezpieczaj�ce populacj�
bakteryjn� przed infekcj� bakteriofagami [86, 104, 132]. Istniej� jednak moduły, 

których komponenty nie uczestnicz� w interakcjach krzy�owych z elementami 

innych systemów TA [148], a tak�e takie, które nie wpływaj� stabilizuj�co na 

mobilne elementy genetyczne (ccdO157H7) [192], zatem ich funkcja musi by�
zgoła odmienna. Prawdopodobnie aktywno�� niektórych z nich stanowi 

integraln� cz��� sieci zale�no�ci fizjologicznych w komórce bakteryjnej i jest 

istotna dla takich procesów, jak formowanie biofilmu czy powstawanie komórek 

o obni�onej wra�liwo��i na antybiotyki ( tzw. „persister cells”) [11, 70, 101, 106 

113, 143, 160, 199, 200]. Do niedawna uwa�ano, �e bakterie wolno �yj�ce, 

nara�one na nieustanne zmiany warunków �rodowiskowych, posiadaj� w swym 

genomie wiele modułów TA, natomiast nie ma ich lub ich ilo�� jest niewielka w 

genomach wewn�trzkomórkowych paso�ytów i symbiontów [134]. Tego typu 

zale�no�� wskazywałaby na adaptacyjn� rol� chromosomalnych modułów TA, 

polegaj�c� na przykład na modulacji tempa wzrostu bakterii w odpowiedzi na 

zmiany warunków �rodowiska lub ich udziale w odpowiedzi SOS [95, 136]. 

Pomimo tego, �e aktualne dane bioinformatyczne wskazuj� na brak tego typu 

korelacji [115], nadal nie mo�na wykluczy�, �e taka jest wła�nie biologiczna 

funkcja niektórych chromosomalnych modułów TA.  

Przykładem takiego systemu jest chromosomalna kaseta Escherichia coli,

relBE, kodowana w DNA kryptycznego profaga Qin. Kaseta relBE mo�e pełni�
rol� modułu stabilizuj�cego mobilne elementy genetyczne [71], jednocze�nie 

jest uwa�ana za system moduluj�cy tempo wzrostu komórek w odpowiedzi na 

stres �rodowiskowy. Podczas hodowli bakterii przy niedoborze aminokwasów, 

toksyna RelE ulega aktywacji poprzez zale�n� od proteazy Lon degradacj�
antytoksyny [31]. RelE jest rybonukleaz�, która trawi mRNA zwi�zane z 

rybosomem [33, 89, 137]. Jej działanie powoduje odwracalne zahamowanie 

translacji i jest powi�zane z procesem uwalniania rybosomu zatrzymanego 

w wyniku bł�dnej translacji, w czym po�redniczy tmRNA [31, 33]. Obni�ony 

poziom translacji prowadzi do zahamowania wzrostu bakterii, zmniejsza ryzyko 

syntezy nieprawidłowych białek i obni�a zapotrzebowanie energetyczne 

komórki, co ułatwia przetrwanie w niekorzystnych warunkach �rodowiska [33, 

57]. Teoria ta, zaproponowana przez Profesora Gerdes’a, wyja�nia tak�e 

biologiczne znaczenie po�redniej interakcji pomi�dzy systemami relBE i phd-

doc (moduł TA kodowany w genomie faga P1). Wywołane aktywno�ci� toksyny 

Doc zahamowanie translacji, prowadzi do zale�nej od proteazy Lon aktywacji 

toksyny systemu relBE. Przypuszczalnie działanie RelE stanowi cz���
mechanizmu odpowiedzi komórki na stres wywołany aktywno�ci� Doc [71].  

Funkcj� polegaj�c� na modulacji tempa wzrostu w odpowiedzi na stres 

przypisuje si� tak�e systemom mazEF i chpB [33, 34]. Według innej teorii 

biologiczna rola systemu mazEF polega na uczestniczeniu w mechanizmie 

programowanej �mierci komórki bakteryjnej (programmed  cell death – PCD) – 

zjawiska zbli�onego do apoptozy [2, 46]. Zgodnie z modelem programowanej 
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�mierci komórki, �mier� pewnej frakcji komórek w populacji w wyniku 

działania toksyny umo�liwia prze�ycie pozostałym bakteriom, poprzez 

dostarczenie im brakuj�cych składników od�ywczych [2, 46]. Zaobserwowano, 

�e w obecno�ci wysokiego st��enia czterofosforanu guanozyny (tzw. alarmonu 

głodu) w komórce, dochodzi do zahamowania ekspresji genów kasety mazEF 

[2]. Antytoksyna MazE jest degradowana przez protez� ClpAP, wskutek czego 

dochodzi do uwolnienia rybonukleazy MazF [2]. Zahamowanie translacji za 

po�rednictwem MazF jest do pewnego momentu odwracalne lecz długotrwała 

aktywno�� toksyny jest dla komórki letalna [3]. Wydaje si� zatem 

prawdopodobne, �e zale�nie od warunków �rodowiska system mazEF mo�e 

słu�y� modulacji tempa wzrostu b�d	 prowadzi� do programowanej �mierci 

komórki [3, 87].  

Oba przedstawione modele funkcjonowania kaset TA stały si�
nieco kontrowersyjne po opublikowaniu przez Tsilibaris i wsp. w 2007 roku 

wyników bada� nad pochodn� szczepu Escherichia coli MG1655 nios�c�
delecje wszystkich znanych w tym czasie chromosomalnych modułów TA typu 

II (yefM-yoeB, chpB, dinJ-yafQ, mazEF, relBE). Autorzy przetestowali wpływ 

kilku ró�nych czynników stresowych na wzrost bakterii w hodowlach płynnych, 

nie zaobserwowali jednak �adnych ró�nic w tempie wzrostu komórek nios�cych 

mutacje i komórek typu dzikiego, nie wykazali równie� indukcji zjawiska 

programowanej �mierci w hodowlach komórek nios�cych kaset� mazEF [175]. 

Jednak uzyskane pi�� lat pó	niej wyniki eksperymentów przeprowadzonych 

z wykorzystaniem modelu mysiego pokazuj�, �e kasety toksyna-antytoksyna 

maj� istotny wpływ na kondycj� komórek bakteryjnych rosn�cych 

w specyficznym �rodowisku. Udowodniono m.in., �e obecno�� kaset TA 

zwi�ksza odporno�� szczepów bakterii kolonizuj�cych mysie tkanki na stres 

oksydacyjny oraz niedobór składników od�ywczych, prawdopodobnie zgodnie z 

modelem zaproponowanym przez zespół Profesora Gerdes’a [60, 127]. Co 

wi�cej, obecno�� ró�nych kaset toksyna-antytoksyna wpływała na mo�liwo�ci 

kolonizacji przez patogenny szczep Escherichia coli ró�nych tkanek gospodarza: 

moduły yefM-yoeB i ybaJ-hha zwi�kszały konkurencyjno�� nios�cego je 

szczepu podczas kolonizacji p�cherza moczowego, za� system pasTI (nazywany 

tak�e yfjGF lub ratAB) – podczas kolonizacji nerek [127]. 

Zjawisko programowanej �mierci komórek bakteryjnych zaobserwowano 

natomiast podczas procesu tworzenia form przetrwalnych bakterii Myxococcus 

xanthus (tzw. ciał owocowych), w odpowiedzi na niedobór składników 

od�ywczych. Jednym z elementów tego procesu jest autoliza nawet 80% 

populacji komórek bakteryjnych. Okazuje si�, �e �mier� komórek podczas 

tworzenia ciał owocowych wywołana jest prawdopodobnie przez toksyn�
MazFmx homologiczn� do białka MazF Escherichia coli. Delecja mazFmx

powoduje znaczn� redukcj� ilo�ci ciał owocowych w populacji w warunkach 

głodu. Nie wiadomo czy białko to odpowiedzialne jest równie� za liz� komórek. 

Co ciekawe, regulacja ekspresji genu mazFmx odbiega znacznie od modelu 
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kanonicznego dla kaset TA. Zarówno ekspresja mazFmx, jak i aktywno�� toksyny 

regulowane s� przez białko MrpC– jeden z globalnych czynników reguluj�cych 

transkrypcj� w komórkach Myxococcus xanthus podczas tworzenia ciał 

owocowych [123].  

Eksperymenty przeprowadzone przez Norton’a i Mulvey’a z 

wykorzystaniem modelu mysiego pokazuj�, �e przynajmniej niektóre kasety TA 

mog� posiada� kilka funkcji, a ich rola mo�e zmienia� si�, zale�nie od 

warunków �rodowiska. Obecno�� systemu pasTI w genomie patogennego 

szczepu Escherichia coli (CFT073), poza zwi�kszeniem odporno�ci bakterii na 

stres oksydacyjny i niedobór składników od�ywczych, wpływała tak�e na wzrost 

ilo�ci komórek typu „persister” w populacji w obecno�ci ampicyliny 

lub ciprofloksacyny [127]. Komórki typu „persister” stanowi� niewielk�
subpopulacj� bakterii (około 1%), które pozostaj� �ywotne w obecno�ci letalnej 

dawki antybiotyku, przy czym ich oporno�� na antybiotyk ma charakter 

epigenetyczny [69, 92]. Mechanizm tego zjawiska nie został jeszcze w pełni 

wyja�niony, jednak zaobserwowano, �e nadekspresja toksyn niektórych 

modułów TA (MqsR, TisB) w istotny sposób wpływa na wzrost ilo�ci komórek 

typu „persister” w populacji [42, 102], za� delecja systemów TA obni�a 

cz�stotliwo�� ich wyst�powania [42, 102, 127]. Zaobserwowano tak�e indukcj�
ekspresji toksyn licznych kaset TA w komórkach typu „persister” (RelE, HigB, 

MazF, YafQ, YoeB, MqsR) w porównaniu z komórkami rosn�cymi [99, 105, 

165]. Przypuszczalnie bakteriostatyczny efekt działania toksyn systemów TA 

jest jednym z kluczowych czynników determinuj�cych proces tworzenia 

fenotypu „persistance” [188]. 

Komórki typu „persister” obserwuje si� najcz��ciej w populacjach bakterii 

znajduj�cych si� w stacjonarnej fazie wzrostu hodowli oraz w�ród komórek 

tworz�cych biofilmy [116]. Interesuj�cym jest fakt, �e bakterie Escherichia coli

formuj�ce biofilm charakteryzuj� si� zmienion� ekspresj� wielu genów, 

w tym genów zwi�zanych z odpowiedzi� stresow� i kasety toksyna – 

antytoksyna mqsRA [12, 40, 143]. Delecja tej kasety obni�a nie tylko 

cz�stotliwo�� wyst�powania w populacji komórek „persister”, ale równie�
zdolno�� tworzenia biofilmu [94]. Okazuje si�, �e antytoksyna MqsA działa 

jako czynnik reguluj�cy ekspresj� genów istotnych dla procesu tworzenia 

biofilmu i odpowiedzi stresowej (rpoS, csgD) [10, 21, 170].  

Defekty w procesie formowania biofilmu obserwuje si� te� w szczepie E. 

coli z delecj� pi�ciu chromosomalnych systemów TA (yefM-yoeB, chpB, dinJ-

yafQ, mazEF, relBE) [101]. Prawdopodobnie główn� przyczyn� tego zjawiska 

jest brak toksyn MazF i YafQ  [106].  

Kaseta mqsRA wpływa na fizjologi� komórki bakteryjnej zarówno 

poprzez aktywno�� toksyny, jak i na poziomie regulacji ekspresji szeregu genów 

nie zwi�zanych bezpo�rednio z samym systemem TA [19, 20, 84, 101, 170, 

188]. Wydaje si� zatem prawdopodobne, �e tak�e działanie innych systemów 

toksyna – antytoksyna mo�e stanowi� integraln� cz��� subtelnych zale�no�ci 
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fizjologicznych w komórce, a ekspresja genów kaset TA w szerszej 

perspektywie mo�e podlega� regulacji nie tylko poprzez kanoniczny mechanizm 

negatywnego sprz��enia zwrotnego, ale tak�e inne czynniki. 

Zarówno formowanie biofilmu, jak i wyst�powanie komórek typu 

„persister” maj� istotne znaczenie medyczne. Zjawisko formowania biofilmu 

jest powi�zane z około 80% chronicznych zaka�e� bakteryjnych u ludzi [8, 116], 

za� zjawisko wyst�powania „persister cells” jest jedn� z głównych przyczyn 

zmniejszonej wra�liwo�ci na antybiotyki komórek bakteryjnych tworz�cych 

biofilm [165]. �cisły zwi�zek pomi�dzy systemami toksyna-antytoksyna a 

powy�szymi zjawiskami sprawia, �e wyniki badania  nad kasetami toksyna-

antytoksyna mog� w niedalekiej przyszło�ci stanowi� podstaw� do stworzenia 

innowacyjnych technologii antybakteryjnych. 

1.3. System toksyna – antytoksyna axe-txe  

Nazwa systemu  toksyna-antytoksyna axe-txe pochodzi od angielskiego 

odpowiednika sformułowania „antytoksyna i toksyna z bakterii Enterococcus” 

(antitoxin from Enterococcus and toxin from Enterococcus). Moduł ten został 

odkryty w 2003 roku w DNA, nios�cego szereg determinant 

antybiotykooporno�ci, plazmidu pRUM (rycina 9), wyizolowanego z 

patogennego szczepu Gram-dodatniej bakterii Enterococcus faecium U37 [73, 

144]. Pó	niejsze badania wykazały, �e jest kodowany w plazmidowym DNA 

wielu lekoopornych, patogennych szczepów E. faecium, w tym równie� w DNA 

plazmidów nios�cych geny oporno�ci na, nazywan� „antybiotykiem ostatniej 

szansy”,  wankomycyn� [122, 146]. 

Kaseta axe-txe jest funkcjonalna w komórkach bakterii nale��cych do 

odległych ewolucyjnie gatunków; mo�e działa� jako moduł sprzyjaj�cy 

stabilnemu utrzymywaniu plazmidów w populacji komórek bakteryjnych 

zarówno Gram-dodatnich (Enterococcus faecium SE34, Bacillus thuringiensis), 

jak i Gram-ujemnych (Escherichia coli) [73]. 
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Rycina 9. Schemat przedstawiaj�cy organizacj	 genetyczn� plazmidu pRUM, 
pochodz�cego z patogennego szczepu U37 bakterii Enterococcus faecium 

Przewidywane otwarte ramki odczytu (ang. open reading frames - ORF), których 

transkrypcja zachodzi w kierunku zgodnym lub przeciwnym do kierunku ruchu 

wskazówek zegara zaznaczono odpowiednio – kolorem szarym i czarnym, kolorem 

niebieskim zaznaczono ORF toksyny Txe, ró�owym – antytoksyny Axe. Porównanie 

sekwencji kodowanych w obr�bie przewidywanych ramek odczytu znajduj�cych si� w 

bezpo�rednim s�siedztwie kasety axe-txe, wykazało homologi� jedynie 

do hipotetycznych białek [73] 

Figure 9. Genetic organization of the multidrug resistance plazmid pRUM 

of pathogenic Enterococcus faecium U37 ORFs predicted to be transcribed in the 

clockwise and counterclockwise directions are indicated in grey and black respectively. 

Txe encoding gene is indicated in blue, and that encoded Axe in pink [73] 

Moduł axe-txe posiada cechy charakterystyczne dla ogólnie przyj�tego 

modelu organizacji kaset TA typu II:  

- oba komponenty kasety s� niewielkimi białkami (antytoksyna ma mas�
9,8 kDa, toksyna – 9,6 kDa) [73], 

- gen koduj�cy antytoksyn� poprzedza gen koduj�cy toksyn� [73], 

- geny koduj�ce oba białka zachodz� na siebie [73] i ulegaj�
kotranskrypcji [79]. 

Antytoksyna Axe jest homologiczna do antytoksyny systemu phd-doc, 

podczas gdy, nale��ce do nadrodziny toksyn RelE/ParE, białko Txe ró�ni si�
znacznie od toksyny tego modułu [73]. Sekwencje aminokwasowe zarówno 

Axe, jak i Txe charakteryzuj� si� podobie�stwem – odpowiednio –  do 
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antytoksyny YefM (około 25% podobie�stwa, przy czym sekwencje 

aminokwasowe domen bior�cych udział w interakcji z toksynami wykazuj�
około 60% podobie�stwa) i toksyny YoeB (około 50% podobie�stwa) 

chromosomalnego modułu Escherichia coli, yefM-yoeB [73, 124]. Aktywno��
toksyny Txe ma raczej efekt bakteriostatyczny ni� letalny [73]. Txe, podobnie 

jak YoeB, jest endorybonukleaz�, która trawi mRNA w miejscu znajduj�cym si�
w odległo�ci trzech nukleotydów poni�ej kodonu startowego AUG, wskutek 

czego dochodzi do zahamowania biosyntezy białek w komórce [79, 198]. Jednak 

efekt nadprodukcji obu toksyn in vivo jest odmienny, co mo�e �wiadczy� o nieco 

innym mechanizmie ich działania. Nadekspresja txe powoduje zahamowanie 

wzrostu i podziałów komórek Escherichia coli, za� nadprodukcja YoeB skutkuje 

nie tylko zahamowaniem wzrostu bakterii, ale tak�e drastycznym spadkiem 

ilo�ci zdolnych do podziałów komórek (colony forming units – CFU) [73, 124]. 

Obecno�� w komórce antytoksyny Axe neutralizuje toksyczne działanie Txe.

Co ciekawe, nadekspresja samej antytoksyny w hodowlach płynnych równie�, 
cho� w du�o mniejszym stopniu, spowalnia tempo wzrostu bakterii w 

porównaniu z tempem wzrostu bakterii nios�cych wektor kontrolny [73]. 

Pomimo podobie�stwa sekwencji aminokwasowych oraz struktury 

trzeciorz�dowej białek systemów axe-txe i yefM-yoeB [73, 124, 141], obie 

kasety charakteryzuj� si� wysok� specyficzno�ci� interakcji pomi�dzy toksyn� i 
antytoksyn�. Wyniki bada� przeprowadzonych przez Grady i Hayes’a pokazuj�, 
�e nadekspresja YefM w niewielkim stopniu redukuje hamuj�cy wpływ Txe 

na wzrost g�sto�ci optycznej hodowli bakteryjnej, nie wpływa natomiast na ilo��
komórek zdolnych do podziałów; podczas gdy antytoksyna Axe niweluje efekt 

działania YoeB, ale tylko w zakresie wpływu na ilo�� w hodowli komórek 

zdolnych do podziału [73]. W dost�pnej literaturze nie ma danych na temat 

wpływu białek obu systemów na regulacj� ekspresji genów kasety 

homologicznej. 

Regulacja ekspresji genów modułu yefM-yoeB zachodzi zgodnie z 

kanonicznym modelem autoregulacji systemów toksyna-antytoksyna typu II. 

Dimer YefM2 wi��e si� do palindromowych sekwencji operatora (rycina 10) za 

po�rednictwem domeny N-terminalnej i blokuj�c miejsce wi�zania podjednostki 

sigma polimerazy RNA, działa jako represor, wspólnego dla toksyny i 

antytoksyny, promotora Pyy. Toksyna YoeB działa natomiast jako korepresor 

[93, 98].Wyniki uzyskane podczas realizacji bada�, które posłu�yły do 

przygotowania niniejszej rozprawy doktorskiej, sugeruj�, �e pomimo 

podobie�stwa pomi�dzy plazmidowym systemem axe-txe i chromosomalnym 

yefM-yoeB, zarówno organizacja kasety axe-txe, jak i mechanizm regulacji 

ekspresji jej genów odbiega od modelu kanonicznego.
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-35 -10

TAATTAATAAATAGTTAATTAACGCTCATCATTGTACAATGAACTGTACAAAAGAGGAGATTGACATG

yefM yoeB

Rycina 10. Schemat przedstawiaj�cy organizacj	 rejonu 
operatorowego/promotorowego pat  kasety yefM-yoeB Miejsce startu transkrypcji 

z promotora pyy oznaczono pionow� strzałk�. Sekwencje -35 i -10 promotora pat

podkre�lono. Sekwencj� kodonu startowego genu yefM zaznaczono czerwon� czcionk�. 
Poziomymi strzałkami oznaczono sekwencje DNA tworz�ce odwrócone palindromy [98] 

Figure 10.  Organization of promotor/operator pyy DNA region of yefM-yoeB TA 

module Vertical arrow indicates start of transcription driven form the pyy promoter. -35 

and -10 sequences of pyy promoter are underlined. The ATG start codon of the yefM gene 

is denoted in red. Horizontal arrows indicate palindromic DNA repeats [98] 
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2. CEL PRACY 

Głównym celem mojej pracy było zbadanie mechanizmu regulacji ekspresji 

genów kasety toksyna-antytoksyna, axe-txe, pochodz�cej z plazmidu pRUM 

Enterococcus faecium. Jako zadania szczegółowe przyj�łam okre�lenie 

w jaki sposób zbudowany jest operon axe-txe, zbadanie jaka jest rola białek Axe 

i Txe w regulacji tego operonu oraz w jakim stopniu białka spokrewnionych 

systemów yefM-yoeB oraz axe-txe mog� wpływa� na regulacj� ekspresji genów 

systemu homologicznego.  
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3. MATERIAŁY 

3.1. Szczepy bakteryjne 

Wykorzystane w tej pracy szczepy bakteryjne opisano w tabeli 4. 

Tabela 4. Szczepy bakteryjne wykorzystane w tej pracy 

Table 4. Bacterial strains 

Szczep bakteryjny / 
Bacterial strain

Genotyp / Genotype
�ródło / 

Source

DH5�

F- �- fhuA2 lac(del)U169 phoA 

glnV44 �80' lacZ(del)M15 gyrA96 

recA1 relA1 endA1 thi-1 hsdR17, 

oporny na kwas nalidyksowy

Kolekcja Katedry 

Biologii 

Molekularnej UG 

[81] 

Rosetta(DE3) 

F- ompT hsdSB(RB- mB-) gal dcm 

�(DE3 [lacI lacUV5-T7 gene 1 ind1 

sam7 nin5]) 

Kolekcja Katedry 

Biologii 

Molekularnej UG,  

zakupiona od firmy 

Novagen

SC301467 
F- �- ilvG- rfb-50 rph-1 �mazF chyb 

�relBE �(dinJ-yafQ)  �(yefM-yoeB)

Kolekcja Katedry 

Biologii 

Molekularnej UG, 

od prof. Finbar’a 

Hayes’a [30]

3.2. Plazmidy 

Wykorzystane w tej pracy plazmidy opisano w tabeli 5. 

Tabela 5. Plazmidy wykorzystane w tej pracy 

Table 5. Plasmids  

Plazmid / Plasmid 
Charakterystyka /  

Description 

Pismiennictwo lub 
ródło / 

Source

pBBRlux 

Origin pBBR1, cmR

Zawiera pozbawiony 

promotora operon 

luxCDABE 

Kolekcja Katedry Biologii 

Molekularnej UG, 

od dr Aleksandry Sikory [176] 

pBBRlux-amp 
Pochodny pBBRlux, 

ampR

Skonstruowany poprzez insercj�
bla w rejonie cat (trawienie 

EcoRI) 

pluxat 

Pochodny pBBRlux, 

zawiera operon 

luxCDABE pod 

kontrol� promotora 

pat

Skonstruowany poprzez 

wstawienie rejonu 

promotorowego / operatorowego  

pat powy�ej operonu luxCDABE

(trawienie SpeI/BamHI) 
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Plazmid / Plasmid 
Charakterystyka /  

Description 

Pismiennictwo lub 
ródło / 
Source

pluxataxe 

Pochodny pBBRlux 

zawiera operon 

luxCDABE pod 

kontrol� promotora 

pat oraz gen axe 

Skonstruowany poprzez 

wstawienie rejonu 

promotorowego / operatorowego  

pat wraz z genem axe powy�ej 

operonu luxCDABE (trawienie 

SpeI/BamHI) 

pluxataxetxe 

Pochodny pBBRlux 

zawiera operon 

luxCDABE pod 

kontrol� promotora 

pat oraz geny axe-txe

Skonstruowany poprzez 

wstawienie rejonu 

promotorowego / operatorowego  

pat wraz z genami axe-txe powy�ej 

operonu luxCDABE (trawienie 

SpeI/BamHI) 

pluxaxe 

Pochodny pBBRlux, 

zawiera operon 

luxCDABE pod 

kontrol� promotora 

paxe

Skonstruowany poprzez 

wstawienie rejonu 

promotorowego paxe powy�ej 

operonu luxCDABE (trawienie 

SpeI/BamHI) 

pluxaxemut 

Pochodny pBBRlux, 

jak pluxaxe, ale 

zawiera mutacj� w 

rejonie -10 paxe

Skonstruowany poprzez 

wstawienie rejonu 

promotorowego paxe mut powy�ej 

operonu luxCDABE (trawienie 

SpeI/BamHI) 

pluxataxemut 

Pochodny pBBRlux, 

jak pluxataxe, ale 

zawiera mutacj� w 

rejonie -10 paxe

Skonstruowany poprzez 

wstawienie rejonu 

promotorowego / operatorowego  

pat wraz z genem axemut powy�ej 

operonu luxCDABE (trawienie 

SpeI/BamHI) 

pluxataxetxemut 

Pochodny pBBRlux, 

jak pluxataxetxe, ale 

zawiera mutacj� w 

rejonie -10 paxe

Skonstruowany poprzez 

wstawienie rejonu 

promotorowego / operatorowego  

pat wraz z genami axemut-txe 

powy�ej operonu luxCDABE

(trawienie SpeI/BamHI) 

pluxataxetxelong 

Pochodny pBBRlux, 

jak pluxataxetxe, ale 

zawiera rejon 

terminatorowy 

kasety axe-txe 

Skonstruowany poprzez 

wstawienie rejonu 

promotorowego / operatorowego  

pat wraz z genami axe-txe 

i rejonem terminatorowym 

tej kasety powy�ej operonu 

luxCDABE (trawienie 

SpeI/BamHI) 
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Plazmid / Plasmid 
Charakterystyka /  

Description 

Pismiennictwo lub 
ródło / 

Source

pluxyy 

Pochodny pBBRlux, 

zawiera operon 

luxCDABE pod 

kontrol� promotora 

pyy

Skonstruowany poprzez 

wstawienie rejonu 

promotorowego/operatorowego  

pyy powy�ej operonu luxCDABE

(trawienie SpeI/BamHI) 

pluxyefM 

Pochodny pBBRlux, 

zawiera operon 

luxCDABE oraz gen 

yefM

Skonstruowany poprzez ligacj�
yefM powy�ej operonu luxCDABE

(trawienie SpeI/BamHI)

pBAD33 Origin P15A, cmR [76] 

pBAD33axe 

Pochodny pBAD33, 

zawiera axe pod 

kontrol� promotora 

arabinozowego 

Kolekcja Katedry Biologii 

Molekularnej UG, 

od dr Barbary K�dzierskiej 

pBAD33yefM 

Pochodny pBAD33, 

zawiera yefM pod 

kontrol� promotora 

arabinozowego 

Kolekcja Katedry Biologii 

Molekularnej UG, 

od dr Barbary K�dzierskiej 

pBAD33yefMyoeB 

Pochodny pBAD33, 

zawiera yefM-yoeB 

pod kontrol�
promotora 

arabinozowego 

Kolekcja Katedry Biologii 

Molekularnej UG, 

od dr Barbary K�dzierskiej 

pBAD24 Origin pMB1, kanR [76] 

pBAD24txe 

Pochodny pBAD24, 

zawiera txe pod 

kontrol� promotora 

arabinozowego 

Skonstruowany przez wstawienie 

txe pod kontrol� promotora 

arbinozowego (trawienie 

EcoRI/HindIII) 

pET22b 

Origin  pBR322, 

ampR, wektor 

ekspresyjny, 

zawieraj�cy powy�ej 

rejonu MCS 

promotor pT7 oraz 

sekwencj� koduj�c�
znacznik 

histydynowy (His)6

Kolekcja Katedry Biologii 

Molekularnej UG, zakupiony 

od firmy Novagen 

pET22axe 

Pochodny pET22b, 

zawiera axe pod 

kontrol� pT7

Kolekcja Katedry Biologii 

Molekularnej UG, 

od dr Barbary K�dzierskiej 

pET22ataxetxe 

Pochodny pET22b, 

zawiera kaset� axe-

txe wraz z rejonem 

promotorowym pat, 

pod kontrol� pT7

Skonstruowany poprzez 

wstawienie kasety axe-txe wraz z 

rejonem promotorowym pat, 

pod kontrol� pT7  (trawienie 

NdeI/XhoI) 
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Plazmid / Plasmid 
Charakterystyka /  

Description 

Pismiennictwo lub 
ródło / 

Source

pET22yefM 

Pochodny pET22b, 

zawiera yefM pod 

kontrol� pT7

Kolekcja Katedry Biologii 

Molekularnej UG, 

od dr Barbary K�dzierskiej 

pET22yefMyoeB 

Pochodny pET22b, 

zawiera yefM-yoeB 

pod kontrol� pT7

Kolekcja Katedry Biologii 

Molekularnej UG, 

od dr Barbary K�dzierskiej 

pTE103 Origin ColE1, ampR [45] 

pTEaxe 
Pochodny pTE103, 

zawiera axe 

Skonstruowany poprzez 

wstawienie axe (trawienie 

EcoRI/HindIII) 

pTEataxetxe 

Pochodny pTE103, 

zawiera kaset� axe-

txe wraz z rejonem 

promotorowym pat

Skonstruowany poprzez 

wstawienie axe-txe wraz z 

rejonem promotorowym pat  

(trawienie EcoRI/HindIII) 

pTEataxetxemut 

Pochodny pTE103, 

jak pTEataxetxe, ale 

zawiera mutacj� w 

rejonie -10 paxe

Skonstruowany poprzez 

wstawienie rejonu 

promotorowego/operatorowego  

pat wraz z genami axemut-txe 

(trawienie EcoRI/HindIII) 

pTEataxetxelong 

Pochodny pTE103, 

jak pTEataxetxe, ale 

zawiera rejon 

terminatorowy tej 

kasety 

Skonstruowany poprzez 

wstawienie rejonu 

promotorowego/operatorowego  

pat wraz z genami axe-txe 

i rejonem terminatorowym 

tej kasety (trawienie 

EcoRI/HindIII) 

pTEaxetxeW5C 

Pochodny pTE103, 

zawiera kaset� axe-

txe pozbawion�
rejonu 

promotorowego pat, 

zawiera mutacj� w 

rejonie txe (zamiana 

tryptofanu w pozycji 

5 na cytozyn�) – 

produktem ekspresji 

txeW5C jest 

nietoksyczna wersja 

Txe 

Skonstruowany poprzez 

wstawienie kasety axe-txeW5C

pozbawionej rejonu 

promotorowego pat (trawienie 

EcoRI/HindIII)

pTEaxetxeW5Cmut 

Pochodny pTE103, 

jak pTEaxetxeW5C, 

ale zawiera mutacj�
w rejonie -10 paxe

Skonstruowany poprzez 

wstawienie kasety axemut-

txeW5C pozbawionej rejonu 

promotorowego pat  (trawienie 

EcoRI/HindIII) 
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3.3. Oligonukleotydy 

Oligonukleotydy wykorzystane w tej pracy opisano w tabeli 6. 

Tabela 6. Oligonukleotydy wykorzystane w tej pracy Sekwencje oligonukleotydów 

podano rozpoczynaj�c od ko�ca 5’. Miejsca rozpoznawane przez wybrane enzymy 

restrykcyjne podkre�lono. 

Tabele 6. Oligonucleotides Oligonucleotides’ sequences are written from 5’ to 3’, 

restriction enzyme sites are underlined.

Nr Nazwa / Name Sekwencja (5’-3’) / Sequence Opis / Description

1 Amp fd 
GACGAATTCTACAATTTCAG

GTGGCAC 

Starter do 

amplifikacji genu 

bla, zawieraj�cy 

miejsce 

restrykcyjne EcoRI 

2 Amp rev 
GGTGAATTCGTAAACTTGGT

CTGACAG 

Starter do 

amplifikacji genu 

bla, zawieraj�cy 

miejsce 

restrykcyjne EcoRI 

3 Pat fd lux 
GAGTACTAGTGAAAAAGCA

GGATTTGAGG 

Starter do 

amplifikacji rejonu 

promotor/operator  

pat , zawieraj�cy  

miejsce 

restrykcyjne SpeI 

4 At prom rev 
CCAAGGATCCGAATAAGCT

ACTGCTTCC 

Starter do 

amplifikacji rejonu 

promotor/operator  

pat , zawieraj�cy 

 miejsce 

restrykcyjne 

BamHI 

5 Axe_prom_rev 
CGCGGGAATTCTAGAAATA

AATAAGGGGT 

Starter do 

amplifikacji rejonu 

promotora paxe, 

zawieraj�cy 

miejsce 

restrykcyjne 

BamHI 

6 
Txe_rev_Bam

HI 

ATTCGGATCCTTAATAGTGA

TCTTTTGCAG 

Starter do 

amplifikacji txe, 

zawieraj�cy  

miejsce 

restrykcyjne 

BamHI 
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Nr Nazwa / Name Sekwencja (5’-3’) / Sequence Opis / Description

7 Axe-prom_fd 
CGCGGGAATTCTAGAAATA

AATAAGGGGT 

Starter do 

amplifikacji axe, 

zawieraj�cy  

miejsce 

restrykcyjne EcoRI 

8 
Long_rev_Ba

mHI 

TATGGATCCAGTTGAAAAT

GAAACG 

Starter do 

amplifikacji rejonu 

terminatorowego 

axe-txe, 

zawieraj�cy  

miejsce 

restrykcyjne 

BamHI 

9 Pyy fd lux 
GAGTACTAGTGGGGAAAGG

AGGGGG 

Starter do 

amplifikacji rejonu 

promotor/operator 

pyy, zawieraj�cy 

miejsce 

restrykcyjne SpeI 

10 Pyy rev 
CATTCGGATCCTGACGCGCT

TCGCTG 

Starter do 

amplifikacji rejonu 

promotorowego/op

eratorowego pyy, 

zawieraj�cy 

miejsce 

restrykcyjne 

BamHI 

11 PyefM fd lux 
GCGGACTAGTATGAACTGT

ACAAAAGAGG 

Starter do 

amplifikacji yefM, 

zawieraj�cy  

miejsce 

restrykcyjne SpeI 

12 
YefMprom 

Rev 

CGGTCGGATCCATTAGTTTC

ACTCAATGAT 

Starter do 

amplifikacji yefM, 

zawieraj�cy  

miejsce 

restrykcyjne 

BamHI 

13 Txe SD fd 
ATAGAATTCGATGATTAAG

GCTTGGTC 

Starter do 

amplifikacji txe, 

zawieraj�cy  

miejsce 

restrykcyjne EcoRI 
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Nr Nazwa / Name Sekwencja (5’-3’) / Sequence Opis / Description

14 Txerev 
CCGCAAGCTTTTAAGTTTCT

GACCCTTTCC 

Starter do 

amplifikacji txe, 

zawieraj�cy  

miejsce 

restrykcyjne 

HindIII 

15 pETyefM-fd 
GCGATACATATGCGTAC

AATTAGCTACAGCGAA 

Starter do 

amplifikacji yefM, 

zawieraj�cy 

miejsce 

restrykcyjne Idei 

16 
pET22YefM-

rev 

ATACTCGAGCTCAATGATGT

CCTTTTCCGTTCC 

Starter do 

amplifikacji yefM, 

zawieraj�cy  

miejsce 

restrykcyjne XhoI 

17 pET22txe-rev 
CCTCTCGAGATAGTGATCTT

TTGCAGAATAA 

Starter do 

amplifikacji txe, 

zawieraj�cy 

 miejsce 

restrykcyjne XhoI 

18 At prom fd 
GAGTGAATTCGAAAAAGCA

GGATTTGAGG 

Starter do 

amplifikacji rejonu 

promotorowego/op

eratorowego pat, 

zawieraj�cy 

miejsce 

restrykcyjne EcoRI 

19 Axerev 
CCGCAAGCTTGCTCATGCCA

ATAAAGATAATC 

Starter do 

amplifikacji axe,

zawieraj�cy  

miejsce 

restrykcyjne 

HindIII 

20 
Long_fd_HinII

I 

TACTAAGCTTATATCCGTAA

TACGC 

Starter do 

amplifikacji rejonu 

terminatorowego 

axe-txe, 

zawieraj�cy 

 miejsce 

restrykcyjne 

HindIII 
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Nr Nazwa / Name Sekwencja (5’-3’) / Sequence Opis / Description

21 Axe Pr fd mut1 
CAAAAAGAGATTACGACTC

TATGCAAGAAACG 

Starter do 

mutagenezy 

miejscowo 

specyficznej rejonu 

-10 promotora paxe

22 
Axe Pr rev 

mut1 

CGTTTCTTGCATAGAGTCGT

AATCTTTTTTG 

Starter do 

mutagenezy 

miejscowo 

specyficznej rejonu 

-10 promotora paxe

23 atfdemsa 
AGCAACTAAAGCAGAAGTA

CGGC 

Starter do 

amplifikacji rejonu 

promotorowego/op

eratorowego pat

znakowany biotyn�
na ko�cu 5’ 

24 Atrem emsa 
TCATATAACTACGTAAATTT

TGGCGG 

Starter do 

amplifikacji rejonu 

promotorowego/op

eratorowego pat

25 yyfd emsa ACCACTTTCACGTTAGAA 

Starter do 

amplifikacji rejonu 

promotorowego/op

eratorowego pyy

znakowany biotyn�
na ko�cu 5’ 

26 yy rev emsa 
TTGTTGCCGGACAAATTCTG

ACG 

Starter do 

amplifikacji rejonu 

promotorowego/op

eratorowego pyy

27 Pr ext at i axe 
GCACTAAATCATCACTTTCG

GGAAAG 

Starter 

wykorzystywany 

do badania miejsca 

startu transkrypcji 

z promotorów pat

i paxe

28 Pr ext txe rev 
ATGATTAAGGCTTGGTCTGA

TGATGC 

Starter 

wykorzystywany 

do badania miejsca 

startu transkrypcji 

z promotora ptxe
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3.4. Podło�a i po�ywki 

3.4.1. Po�ywka LB ( Luria-Bertani) 

Na 1000 ml: 

10 g peptonu 

5 g ekstraktu dro�d�owego 

10 g NaCl 

Po�ywk� jałowiono przez autoklawowanie przy ci�nieniu 0,7 atm przez 20 

min. 

3.4.2. Podło�e LA 

Na 1000 ml: 

10 g peptonu 

5 g ekstraktu dro�d�owego 

10 g NaCl 

15 g agaru bakteriologicznego 

Podło�e jałowiono przez autoklawowanie przy ci�nieniu 1 atm przez 30 min. 

3.5. Antybiotyki 

- ampicylina – st��enie ko�cowe 100 �g/ml 

- chloramfenikol – st��enie ko�cowe 35 �g/ml 

kanamycyna – st��enie ko�cowe 50 �g/ml
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4. METODY 

4.1. Amplifikacja DNA in vitro technik� ła�cuchowej reakcji 

polimerazy (PCR) 

Sporz�dzałam mieszaniny reakcyjne (50 �l) o składzie: 

- 5 �l buforu (10 x Walk Buffer, A&A Biotechnology) 

- Po 5 �l obu starterów o st��eniu 10 �M 

- 1,5 �l mieszaniny deoksynukleotydów o st��eniu 10 mM ka�dy 

- 20 ng  matrycy DNA  

- 1,5 U polimerazy Walk (A&A Biotechnology) 

Reakcj� przeprowadzałam w termocyklerze z wykorzystaniem 

nast�puj�cego programu: 

- Denaturacja wst�pna:   95 °C  5 minut 

- Denaturacja     95 °C  30 sekund 

- Przył�czanie starterów   52 °C  30 sekund    10 

cykli 

- Wydłu�anie starterów   72 °C  2 minuty / 1000 pz 

- Denaturacja     95 °C  30 sekund 

- Przył�czanie starterów   58 °C *  30 sekund    20 

cykli 

- Wydłu�anie starterów   72 °C  2 minuty / 1000 pz 

- Wydłu�anie ko�cowe  72 °C  10 minut

* Dla ka�dej pary starterów ustalano temperatur� przył�czania. 

4.2. Kolonowanie DNA  

4.2.1. Trawienie DNA enzymami restrykcyjnymi 

DNA plazmidowy lub fragmenty DNA powielone z wykorzystaniem 

techniki ła�cuchowej reakcji polimerazy (rozdział 4.1.) trawiłam odpowiednimi 

enzymami restrykcyjnymi (Thermo Scientific) w buforze Fast Digest (Thermo 

Scientific). Trawienie przeprowadzałam w temperaturze 37°C przez 30 minut, 

nastepnie inaktywowałam enzym zgodnie z zaleceniami producenta. 

4.2.2. Defosforylacja ko�ców 5’ wektorów plazmidowych 

Po trawieniu DNA plazmidowego enzymami restrykcyjnymi i termicznej 

inaktywacji enzymów, przeprowadzałam defosforylacj� ko�ców 5’ 

potrawionych wektorów z wykorzystaniem alkalicznej fosfatazy FastAP 

(Thermo Scientific), zgodnie z zaleceniami producenta; nast�pnie 

inaktywowałam enzym poprzez inkubacj� w temperaturze 85°C przez 15 minut. 



Metody 49

4.2.3. Elektroforeza w �elu agarozowym  

Elektroforez� przeprowadzałam w 1% �elu agarozowym w poziomym 

aparacie do elektroforezy w buforze TAE ( 40 mM Tris-octan o pH=8,3, 1 mM 

EDTA) [151]. Do roztworu DNA dodawałam bufor obci��aj�cy 6 x Loading 

Dye (Thermo Scientific), zgodnie z zaleceniami producenta. Tak przygotowane 

próbki nanosiłam do studzienek w �elu i prowadziłam rozdział przy napi�ciu 5 

V na 1 cm długo�ci �elu. �el barwiłam w roztworze wodnym bromku etydyny o 

st��eniu 0,5 �g/ml przez 10 minut lub barwniku SYBR® (Life Technologies) 

(zgodnie z zaleceniami producenta), a nastepnie uwidoczniałam DNA w �wietle 

UV za pomoc� aparatu Gel Doc XR (BioRad). Długo�� rozdzielanych 

fragmentów DNA porównywałam ze wzorcem O’GeneRuler 1kb Plus DNA 

Ladder (Thermo Scientific). 

4.2.4. Oczyszczanie fragmentów DNA z �elu agarozowego 

Fragmenty DNA plazmidowego uzyskane w wyniku trawienia enzymami 

restrykcyjnymi rozdzielałam w �elu agarozowym (dokładny opis procedury 

zamieszczono w rozdziale 4.2.1), a nastepnie po wybarwieniu SYBR® 

wycinałam z niego odpowiednie fragmenty restrykcyjne. DNA izolowałam z 

�elu przy u�yciu zestawu do oczyszczania fragmentów DNA z �elu 

agarozowego High Pure PCR Produkt Purifiaction Kit (Roche). 

4.2.5. Ligacja fragmentów DNA 

Przeprowadzałam ligacj� fragmentów DNA w obj�to�ci 20 �l, przez noc 

w temperaturze 22°C, przy u�yciu ligazy DNA faga T4 (Thermo Scientific) 

i odpowiedniego dla tego enzymu buforu (Thermo Scientific). Do reakcji 

u�ywałam 4-krotnego lub 6-krotnego nadmiaru ilo�ci klonowanego fragmentu 

DNA w stosunku do ilo�ci wektora. Nast�pnie inaktywowałam termicznie 

enzym, poprzez inkubacj� w temperaturze 65°C przez 15 minut. Uzyskan� w ten 

sposób mieszanin� transformowałam komórki kompetentne Escherichia coli 

DH5� (dokładny opis procedury zamieszczono w rozdziale 4.4.). 

4.3. Mutageneza miejscowo – specyficzna  

4.3.1. Przygotowanie denaturowanej matrycy DNA 

DNA plazmidowy (500 ng) zawieszałam w 20 �l wody destylowanej, 

dodawałam 5 �l roztworu do denaturacji matrycy DNA (1 M NaOH, 1 mM 

EDTA). Przygotowan� w ten sposób mieszanin� inkubowałam w temperaturze 

37°C przez 15 minut. Nast�pnie przeprowadzałam precypitacj� DNA: do 

mieszaniny dodwałam wodny roztwór octanu sodu o pH=5,2 do ko�cowego 

st��enia 0,3 M oraz 75 �l zimnego 96% etanolu, nast�pnie mieszanin�
inkubowałam w temperaturze -80°C przez 60 minut. Próbk� wirowałam 

(15000 x g) przez 30 minut w temperaturze 4°C, przemywałam 1ml zimnego 
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70% wodnego roztworu etanolu, a nast�pnie wirowałam (jw.) przez 15 minut w 

temperaturze 4°C. DNA suszyłam pod pró�ni�, po czym zawieszałam w 20 µl 

wody destylowanej [152].  

4.3.2. Mutageneza miejscowo – specyficzna  

Sporz�dzałam mieszanin� reakcyjn� (50 �l) o składzie: 

- 5 �l buforu (10 x Walk Buffer, A&A Biotechnology) 

- Po 5 �l obu starterów o st��eniu 10 �M 

- 2 �l mieszaniny deoksynukleotydów o st��eniu 10 mM ka�dy 

- 2-4 �l matrycy DNA  

- 3 U polimerazy Walk (A&A Biotechnology) 

Reakcj� przeprowadzałam w termocyklerze z wykorzystaniem 

nast�puj�cego programu: 

- Denaturacja wst�pna   95 °C  1 minuta 

- Denaturacja     95 °C   30 sekund 

- Przył�czanie starterów   55 °C  1 minuta    16 

cykli 

- Wydłu�anie starterów   72 °C  2 minuty / 1000 pz 

- Denaturacja     95 °C  1 minuta 

- Przył�czanie starterów   55 °C  1 minuta 

- Wydłu�anie ko�cowe   72 °C  10 minut

Po przeprowadzeniu mutagenezy, dodawałam do mieszaniny 2 U enzymu 

FastDigestDpnI (Thermo Scientific) i inkubowałam próbki w temperaturze 37°C 

przez 30 minut. DpnI specyficznie rozpoznaje sekwencje metylowane – 

GMe6ATC, dzi�ki czemu umo�liwia pozbycie si� matrycowego DNA. Tak 

przygotowan� mieszanin� (u�ywałam 1, 3 lub 5 �l  mieszaniny) 

transformowałam komórki kompetentne Escherichia coli DH5�. 

4.4. Transformacja komórek bakteryjnych plazmidowym DNA 

4.4.1. Przygotowanie komórek kompetentnych 

Hodowl� nocn� komórek bakteryjnych odmładzałam w stosunku 1:100 

w po�ywce LB (rozdział 3.4.1.) uzupełnionej w razie potrzeby odpowiednim 

antybiotykiem (rozdział 3.5.). Bakterie hodowałam z wytrz�saniem w 

temperaturze 37°C do momentu uzyskania warto�ci g�sto�ci optycznej hodowli 

OD600~0,2. Hodowl� bakteryjn� wirowałam (~1600 x g) przez 10 minut w 

temperaturze 4°C. Osad bakteryjny zawieszałam zimnym roztworze wodnym 

CaCl2 o st��eniu 100 mM (w obj�to�ci równej pocz�tkowej obj�to�ci hodowli) 

i inkubowałam w ła	ni lodowej przez 60 minut. Nast�pnie próbki wirowałam 

(jw.), a uzyskany osad zawieszałam w zimnym roztworze wodnym CaCl2 o 

st��eniu 100mM (w obj�to�ci równej jednej dziesiatej pocz�tkowej obj�to�ci 
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hodowli), po czym ponownie inkubowałam w ła	ni lodowej (jw.). Do 

przygotowanych w ten sposób komórek kompetentnych dodawałam 50% jałowy 

roztwór glicerolu do ko�cowego st��enie 15% v/v, nastepnie zamra�ałam 

zawiesin� komórek bakteryjnych przy u�yciu ciekłego azotu i przechowywałam 

je do momentu u�ycia w temperaturze -80°C [151].  

4.4.2. Transformacja plazmidowym DNA 

Zawiesin� komórek kompetentnych rozmra�ałam w ła	ni lodowej. Do 100 

�l komórek kompetentnych dodawałam około 50 ng DNA plazmidowego lub 5-

20 �l mieszaniny po ligacji. Po 60 minutach inkubacji w ła	ni lodowej 

inkubowałam próbki przez 3 minuty w temperaturze 43°C, a nast�pnie 

ponownie przenosiłam na 30 minut do ła	ni lodowej. Po zako�czeniu inkubacji 

próbek w ła	ni lodowej, dodawałam do mieszaniny 900 �l po�ywki LB i 

hodowałam bakterie z wytrz�saniem w temperaturze 37°C przez 45 minut. 

100 �l zawiesiny komórek bakteryjnych wysiewałam na płytki zawieraj�ce 

podło�e LA (rozdział 3.4.2.) uzupełnione odpowiednim antybiotykiem (rozdział 

3.5.). Nast�pnie inkubowałam płytki przez noc w temperaturze 37°C [151]. 

4.5. Oznaczenie wzgl	dnego poziomu luminescencji hodowli 
bakteryjnych 

Do przeprowadzenia eksperymentu wykorzystałam hodowle komórek 

Escherichia coli SC301467 nios�cych pochodne wektora pBBRlux-amp 

zawieraj�ce pozbawiony promotora operon luxCDABE oraz odpowiednie 

fragmenty kasety axe-txe lub yefM-yoeB (w przypadku badania wpływu białek 

kasety axe-txe kodowanych in trans na aktywno�� promotora pat – tak�e 

pochodne wektorów pBAD33 i pBAD24) (tabela 5) Hodowle nocne bakterii 

odmładzałam w stosunku 1:100 w po�ywce LB (rozdzial 3.4.1.) uzupełnionej 

odpowiednim antybiotykiem (rozdział 3.5.) i hodowałam z wytrz�saniem w 

temperaturze 37°C do momentu uzyskania warto�ci g�sto�ci optycznej hodowli 

OD600~0,4. Nast�pnie wykonywałam pomiar luminescencji 200 �l hodowli 

bakteryjnej przy u�yciu luminometru Junior (Brethold Technologies). Uzyskane 

wyniki znormalizowałam wzgl�dem warto�ci g�sto�ci optycznej hodowli 

i wyraziłam we wzgl�dnych jednostkach luminescencji (relative luminescence 

units – RLU). 

4.6. Test opó
nienia migracji DNA w �elu poliakrylamidowym 

4.6.1. Przygotowanie białkowego ekstraktu z komórek bakteryjnych 

Hodowle nocne bakterii Escherichia coli Rosetta(DE3) nios�cych 

odpowiednie plazmidy (tabela 5) odmładzałam w stosunku 1:100 w 10 ml 

po�ywki LB (rozdział 3.4.1.) uzupełnionej odpowiednim antybiotykiem 

(rozdział 3.5.) i hodowałam z wytrz�saniem w temperaturze 37°C do momentu 
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osi�gni�cia warto�ci g�sto�ci optycznej hodowli OD600~0,5. Ekspresj�, 
kodowanych w plazmidowym DNA genów: axe, axe-txe, yefM lub yefM-yoeB,

indukowałam poprzez dodanie do hodowli IPTG 

(izopropylo-�-d-1-tiogalaktopiranozyd) do ko�cowego st��enia 1mM. Po 

dodaniu induktora  kontynuowałam hodowl� bakterii w tych samych warunkach 

przez kolejne 3 godziny. Nastepnie wirowałam hodowle bakteryjne (1600 x g) 

przez 10 minut w temperaturze 4°C, uzyskany osad zawieszałam w buforze o 

nast�puj�cym składzie: 20 mM Tris-HCl o pH=7,5, 50 mM NaCl. Komórki 

sonikowałam, po czym wirowałam próbki (15500 x g) przez 30 minut 

w temperaturze 4°C. Uzyskany supernatant dializowałam przez noc w buforze 

o nast�puj�cym składzie: 20 mM Tris-HCl o pH=7,5, 50 mM NaCl, 10% v/v 

glicerol. 

4.6.2. Test opó�nienia migracji DNA w �elu poliakrylamidowym 

DNA zawieraj�cy rejon operatorowy/promotorowy pat lub pyy powielałam 

przy u�yciu techniki PCR (rozdział 4.1.). Sporz�dzałam mieszaniny (ko�cowa 

obj�to�� 20 �l) zawieraj�ce 0,1 nM dwuniciowego DNA znakowanego biotyn�
na ko�cu 5’ oraz ró�ne ilo�ci odpowiedniego białkowego ekstraktu z komórek 

bakteryjnych (0; 1,25; 2,5; 5; 10; 12,5; 25 �g/ml) (sposób przygotowania 

ekstraktu opisano w rozdziale 4.6.1.) w buforze o nast�puj�cym składzie: 20 

mM Tris-HCl o pH=7,5, 50 mM NaCl, 1 mM DTT, 5 mM MgCl2, 1 �g 

kompetytora – polimer DNA poli(dIdC). Przygotowane w ten sposób próbki 

inkubowałam w teperaturze 22°C przez 20 minut, po czym rozdzielałam je w 5 

% natywnym �elu poliakrylamidowym (rozdział 4.7.2.). Nast�pnie 

przeprowadzałam transfer DNA na dodatnio naładowan� membrane nylonow�
(Milipore): po wypłukaniu �elu w 2 x rozcie�czonym buforze TBE (45,5 mM 

Tris-kwas borowy o pH=8,0, 1 mM EDTA) umieszczałam �el oraz membran� w 

aparacie do transferu. Transfer prowadziłam w 2 x rozcie�czonym buforze TBE 

przez 60 minut przy nat��eniu pr�du 380 mA, w temperaturze 4°C. Nastepnie 

immobilizowałam DNA na membranie z wykorzystaniem promieniowania UV 

(10 minut). Znakowane biotyn� fragmenty DNA uwidoczniłam przy u�yciu 

zestawu LightShiftTM chemiluminescent EMSA kit (Pierce) zgodnie z 

zaleceniami producenta. 

4.7. Elektroforeza poliakrylamidowa 

4.7.1. Elektroforeza poliakrylamidowa w warunkach denaturuj�cych 

Przygotowałam �el dolny – rozdzielaj�cy (15%) oraz górny – 

zag�szczaj�cy (4%) (tabela 7).
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Tabela 7.  Skład �elu dolnego i górnego 

Table 7. Upper and lower poliacrylamide gels composition 

Składnik / 
Composition

�el górny / Upper gel �el dolny / Lower gel

1,5 M Tris, pH=8,8 - 1,3 ml 

1 M Tris, pH=6,8 0,25 ml - 

10% SDS 0,02 ml 0,05 ml 

10% APS 0,02 ml 0,05 ml 

40% mieszanina 

akrylamidów 
0,25 ml 1,875 ml 

TEMED 0,002 ml 0,004 ml 

woda destylowana 1,65 ml 0,5 ml 

Do próbek białkowego ekstraktu z komórek bakteryjnych (20 �l) dodałam 5 

�l buforu obci��aj�cego (240 mM Tris-Hcl o pH=6,8, 40% v/v glicerol, 8% w/v 

SDS, 5% v/v �-merkaptoetanol, 0,04% w/v bł�kit bromofenolowy) i 

inkubowałam w temperaturze 95°C przez 5 minut. Po umieszczeniu �elu w 

aparacie do elektroforezy naniosłam tak przygotowane próbki do studzienek �elu 

poliakrylamidowego. Rozdział elektroforetyczny prowadziałam w buforze 

elektroforetycznym (na 1000ml: 12,11 g Tris, 17,92 g Tricine, pH=8,25, 1g 

SDS) przy nat��eniu pr�du 40 mA. Po rozdziale barwiłam �el w roztworze 

RotiBlue® (Roth) zgodnie z zaleceniami producenta. Wielko�� interesuj�cych 

mnie pr��ków porównywałam ze wzorcem białkowym Page Ruler Prestained 

Protein Ladder (Thermo Scientific). 

4.7.2. Elektroforeza poliakrylamidowa w warunkach 
niedenaturuj�cych 

Przygotowałam natywny 5% �el poliakrylamidowy o nast�puj�cym składzie: 

- 1,25 ml 40% mieszaniny akrylamidów (stosunek ilo�ci cz�steczek 

akrylamidu do bis-akrylamidu w mieszaninie – 19:1) 

- 0,5 ml 10 x st��onego buforu TBE (0,89 M Tris – kwas borowy o 

pH=8,0, 20 mM EDTA) 

- 0,14 ml 10% APS 

- 0,007 ml TEMED 

- 8,1 ml wody destylowanej 

Po umieszczeniu �elu w aparacie do elektroforezy naniosłam próbki 

do studzienek �elu poliakrylamidowego. Rozdział elektroforetyczny 

prowadziałam w 2 x rozcie�czonym buforze TBE przez 120 minut przy napi�ciu 

pr�du 100 V w temperaturze 4°C.  
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4.8. Okre�lenie miejsca startu transkrypcji technik� wydłu�ania 

startera 

4.8.1. Eksperyment wydłu�ania startera 

W celu okre�lenia miejsca startu transkrypcji z promotorów pat, paxe i ptxe

przeprowadziłam eksperyment wydłu�ania startera. Zastosowane do 

eksperymentu startery opisano w tabeli 7. Startery wyznakowałam 

radioaktywnym izotopem fosforu 32P. Jako matryc� do reakcji wykorzystałam 

całkowity RNA wyizolowany z komórek Escherichia coli SC301467 nios�cych 

odpowiednio: plazmid pluxat lub pluxaxe (tabela 5) b�d	 produkty reakcji 

transkrypcji in vitro (rozdział 4.9.) (analiza promotora ptxe). Reakcj�
przeprowadziłam w ko�cowej obj�to�ci 10 µl. Sporz�dziłam mieszanin�
reakcyjn� o nast�puj�cym składzie: 10 µg całkowitego RNA (lub 5 µl roztworu 

produktów reakcji transkrypcji in vitro), 0,6 pmol znakowanego radioaktywnie 

startera, bufor do odwrotnej transkryptazy (RevertAid H Minus Reverse 

Transcriptase Buffer, Thermo Scientific), ka�dy z deoksyrybonukleotydów w 

st��eniu 1mM (dGTP, dATP, dCTP, dTTP), 10 U inhibitora rybonukleaz 

(RiboLock RNase Inhibitor, Thermo Scientific). Matryc� RNA denaturowałam 

poprzez inkubacj� prze 2 minuty w temperaturze 99°C, nast�pnie mieszanin�
inkubowałam przez 60 minut w temperaturze 50°C. Po upływie tego czasu 

dodawałam 100 U odwrotnej transkryptazy (RevertAid H Minus Reverse 

Transcriptase, Thermo Scientific) i inkubowałam próbki przez 30 minut w 

temperaturze 42°C. Po zako�czeniu inkubacji dodawałam 5 µl buforu (95% v/v 

formamid, 0,05% w/v bł�kit bromofenolowy, 0,05% cyjanoksylen). Produkty 

reakcji wydłu�ania startera poddawałam denaturacji w temperaturze 99°C przez 

10 minut, po czym rozdzielałam je wraz z produktami  sekwencjonowania 

odpowiedniego DNA plazmidowego (rozdział 4.8.2.) w 6% �elu 

poliakrylamidowym zawieraj�cym 7M mocznik. Elektroforez� prowadziłam 

przy stałej mocy pr�du 85W w buforze TBE (89 mM Tris – kwas borowy 

o pH=8,0, 2 mM EDTA). �el suszyłam, po czym eksponowałam z u�yciem 

ekranu firmy G&E Healtcare (Storage Phosphor Screen). Nast�pnie skanowałam 

przy u�yciu skanera laserowego Typhoon 9200 (G&E Healtcare). 

4.8.2. Sekwencjonowanie DNA 

Reakcj� sekwencjonowania DNA plazmidowego przeprowadziłam przy 

u�yciu zestawu SequiTherm EXCEL TM II DNA Sequencing kit (Epicenter) 

według zalece� producenta. Przygotowałam mieszaniny reakcyjne o składzie: 

1,5 pmola znakowanego startera (tabela 7), 50 fmoli matrycy DNA (tabela 5); 

7,5 µl buforu (3,5x) i wody destylowanej do 17 µl. Do mieszaniny dodawałam 5 

u polimerazy SequiTherm EXELII Polymerase i rozdzielałam do czterech 

probówek (po 4 µl) zawieraj�cych po 2 µl mieszanin ka�dego z 4 

deoksyrybonukleotydów i dideoksyrybonukleotydów. Reakcje 
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sekwencjonowania prowadziłam w termocyklerze, u�ywaj�c nast�puj�cego 

programu: 

- Wstepna denaturacja   95°C 5 minut 

- Denaturacja   95°C 30 sekund 

- Przył�czanie starterów 58°C 30 sekund   x 30 

- Wydłu�anie starterów 72°C 30 sekund 

Po zako�czeniu programu, reakcje przerywałam dodaj�c do ka�dej probówki 

po 3 µl buforu stopuj�cego (Epicenter). Tak przygotowane próby 

denaturowałam przez 5 minut w 95°C, a nast�pnie nakładałam po 4 µl do 

studzienek �elu sekwencyjnego [154]. 

4.9.  Analiza aktywno�ci promotorów kasety axe-txe metod�
transkrypcji in vitro

Przeprowadziłam wielorundow� reakcj� transkrypcji in vitro w ko�cowej 

obj�to�ci 17 �l, w temperaturze 37°C. Mieszanin�, zawieraj�c�: 40 mM Tris-

HCl o pH=8,0, 150 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM DTT, 0,1% v/v �-

merkaptoetanolu, 0,025 U pirofosfatazy (Thermo Scientific) oraz 17 U inhibitora 

rybonukleaz RiboLock RNase Inhibitor (Thermo Scientific) inkubowałam przez 

7 minut. Nast�pnie dodawałam 15 nM holoenzymu polimerazy RNA 

Escherichia coli E�70 i inkubowałam przez kolejne 7 minut, po czym 

dodawałam DNA plazmidowy (odpowiednie pochodne wektora pTE103 – tabela 

5) do ko�cowego st��enia 5nM i inkubowałam mieszanin� przez 7 minut. 

Reakcj� inicjowałam poprzez dodanie mieszaniny czterech rybonukleotydów do 

ko�cowego st��enia 0,15 mM i 0,8 �Ci UTP znakowanego radioaktywnym 

izotopem fosforu 32P w pozycji �. Po 15 minutach inkubacji zatrzymywałam 

reakcj� poprzez dodanie buforu stopuj�cego (95% v/v formamid, 0,5 M EDTA, 

0,05% w/v bł�kit bromofenolowy). Produkty reakcji rozdzielałam w 6% �elu 

poliakrylamidowym, zawieraj�cym 7M mocznik. Elektroforez� prowadziłam 

przy stałym nat��eniu pr�du 60mA w buforze TBE (89 mM Tris – kwas borowy 

o pH=8,0, 2 mM EDTA). �el suszyłam, po czym eksponowałam z u�yciem 

ekranu firmy G&E Healtcare. Nast�pnie skanowałam przy u�yciu skanera 

laserowego Typhoon FLA 7000 (G&E Healtcare) [117]. Wielko�� uzyskanych 

produktów RNA okre�lałam na podstawie porówania ze wzorcem długo�ci RNA 

RiboRuler Low Range DNA Ladder (Thermo Scientific) rozdzielonym w tym 

samym �elu. Po zako�czeniu rozdziału odci�łam cz��� �elu zawieraj�c�
wzorzec, a nast�pnie wybarwiłam z wykorzystaniem roztworu bromku etydyny 

(0,5 �g/ml) i uwidaczniałam RNA przy u�yciu �wiatła ultrafioletowego. 

W przypadku przygotowania matrycy RNA do okre�lenia miejsca startu 

transkrypcji z promotora ptxe z wykorzystaniem techniki wydłu�ania startera, 

reakcj� transkrypcji in vitro na matrycy DNA plazmidu pTEaxetxeW5Cmut 

(tabela 5) przygotowywałam bez dodatku znakowanego radioaktywnie UTP, 

nast�pnie precypitowałam RNA zgodnie z opisem zamieszczonym w rozdziale 
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4.3.1., przy czym wszystkie roztwory potrzebne do przeprowadzenia tej 

procedury przygotowałam z wykorzystaniem wody wolnej od nukleaz. Po 

precypitacji, RNA zawieszałam w 5µl wody wolnej od nukleaz. 

4.10. Badanie tempa wzrostu hodowli bakteryjnych 

Hodowle nocne bakterii Escherichia coli SC301467, nios�cych pochodne 

wektora pTE103 odmładzałam w stosunku 1:100 w po�ywce LB (rozdział 3.4.1) 

uzupełnionej odpowiednim antybiotykiem (rozdział 3.5.) i hodowałam 

z wytrz�saniem w temperaturze 37°C. Pomiar absorbancji przy długo�ci fali 600 

nm prowadziłam co 15 minut przez 4 godziny. W przypadku badania wpływu 

kodowanych in trans białek kasety axe-txe na aktywno�� promotora pat, 

eksperyment przeprowadziłam z wykorzystaniem szczepu Escherichia coli 

SC301467 nios�cego oprócz pochodnych wektora pBBRlux, pochodne 

wektorów pBAD33 i pBAD24, po�ywk� uzupełniałam dodatkowo arabinoz� do 

ko�cowego st��enia 0,2%. 
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5. WYNIKI

5.1. Budowa i regulacja ekspresji genów operonu axe-txe 

Plazmidowa kaseta axe-txe charakteryzuje si� stosunkowo wysokim 

stopniem podobie�stwa do chromosomalnej kasety Escherichia coli yefM-yoeB

[73, 124]. Oba moduły posiadaj� cechy charakterystyczne dla kaset TA typu II 

[73, 79, 93, 98]. Regulacja ekspresji genów modułu yefM-yoeB zachodzi 

zgodnie z modelem charakterystycznym dla wi�kszo�ci kaset TA typu II. 

Toksyna kodowana jest w genie poprzedzonym przez gen antytoksyny, oba za�
znajduj� si� pod kontrol� wspólnego promotora, ulegaj� kotranskrypcji i 

kotranslacji. Zwi�zanie antytoksyny do sekwencji operatorowej, znajduj�cej w 

rejonie promotora, powoduje jego represj�, toksyna natomiast działa jako 

korepresor [93, 98]. Wyniki bada� przeprowadzonych przez grup� Profesora 

Hengenrother’a sugeruj�, �e organizacja kasety axe-txe mo�e by� zbli�ona do 

budowy operonu yefM-yoeB, poniewa�, podobnie jak w przypadku modułu 

yefM-yoeB, geny axe i txe ulegaj� kotranskrypcji [79].  

Jednym z istotnych elementów mojej pracy było okre�lenie, czy budowa 

modułu axe-txe rzeczywi�cie jest zgodna z kanonicznym modelem organizacji 

kaset TA typu II, charakterystycznym tak�e dla systemu yefM-yoeB, oraz 

zbadanie jaka jest rola białek Axe i Txe w regulacji operonu axe-txe. 

Badania dotycz�ce mechanizmu działania systemów TA pochodz�cych 

z ró�nych gatunków bakterii, w tym nale��cych do rodzaju Streptomyces, 

Staphylococcus, Streptococcus, Synechocystis i Vibrio, w wielu przypadkach 

z powodzeniem przeproprowadzono w komórkach Escherichia coli [33, 100, 

107, 162, 164]. Pochodz�cy z patogennej bakterii Enterococcus faecium, system 

axe-txe jest funkcjonalny w komórkach bakterii nale��cych do odległych 

ewolucyjnie gatunków.  Wykazano mi�dzy innymi, �e mo�e działa� jako moduł 

stabilizuj�cy DNA plazmidowy w komórkach Escherichia coli [73]. Zasadnym 

wydawało si� zatem zbadanie regulacji ekspresji tego systemu w komórkach 

tego dobrze poznanego organizmu modelowego. Aby zminimalizowa� ryzyko 

wyst�pienia ewentualnych reakcji krzy�owych pomi�dzy badanym systemem a 

komponentami chromosomalnych kaset TA, wi�kszo�� eksperymentów 

wykonałam wykorzystuj�c szczep E. coli SC301467 (tabela 4), nios�cy delecje 

pi�ciu chromosomalnych modułów TA typu II (relBE, chpB, mazF, dinJ/yafQ, 

yefM/yoeB) obecnych w szczepie MG1655 Escherichia coli. 

5.1.1. Regulacja transkrypcji zachodz�cej z promotora pat

W celu zbadania, czy wspólny dla genów koduj�cych antytoksyn� i toksyn�
modułu axe-txe promotor pat jest aktywny w komórkach Escherichia coli 

SC301467, wykonałam analiz� aktywno�ci tego promotora in vivo. 

Wykorzystałam fuzj� promotora z systemem reporterowym, umieszczonym na 

niskokopijnym plazmidzie pBBRlux-amp (tabela 5). Plazmid pBBRlux-amp 
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ró�ni si� od wyj�ciowego plazmidu pBBRlux markerem selekcyjnym; prócz 

determinanty oporno�ci na ampicylin�, podobnie jek pBBRlux, zawiera 

pozbawiony promotora oraz elementów regulatorowych operon luxCDABE

(rycina 11). Geny luxC,  luxD oraz luxE koduj� enzymy o aktywno�ci 

odpowiednio – transferazy, styntetazy oraz reduktazy – niezb�dne do konwerscji 

długoła�cuchowych kwasów tłuszczowych do aldehydów. Geny luxA oraz luxB

koduj� odpowiednio podjednostki � i � lucyferazy. Enzym ten katalizuje reakcj�
utlenienia zredukowanej formy mononukleotydu flawinowego (FMNH2) lub 

długoła�cuchowych aldehydów. Reakcje katalizowane przez heterodimer 

lucyferazy s� egzoenergetyczne, a energia uwalniana jest w postaci �wiatła o 

długo�ci fali około 490 nm. Wzorst poziomu luminescencji jest w przybli�eniu 

proporcjonalny do aktywno�ci transkrypcyjnej promotora umieszczonego 

powy�ej operonu luxCDABE [120]. 

Rejon promotora pat zidentyfikowałam na podstawie wyników analizy 

sekwencji DNA modułu axe-txe z wykorzystaniem programu komputerowego 

PromScan (http://molbiol-tools.ca/promscan/). Nast�pnie poprzez insercj� do 

plazmidu pBBRlux-amp fragmentu DNA kasety axe-txe, zawieraj�cego 

potencjalny promotor pat wraz z kodonem startowym axe, skonstruowałam 

plazmid pluxat (tabela 5). Tak przgotowanym konstruktem plazmidowym 

transformowałam bakterie E. coli SC301467. 
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Rycina 11. Schemat przedstawiaj�cy organizacj	 genetyczn� plazmidu pBBRlux 

Figure 11. Genetic organization of the pBBRlux plasmid
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Wykonałam pomiar luminescencji hodowli bakteryjnej, wyniki pomiarów 

luminescencji wyraziłam we wzgl�dnych jednostkach luminescencji (relative 

luminescencje units – RLU). Aktywno�� promotora pat porównałam do 

zmierzonej w ten sam sposób aktywno�ci promotora homologicznej kasety 

yefM-yoeB, pyy. Uzyskane wyniki wskazuj�, �e badany region DNA 

charakteryzuje si� siln� aktywno�ci� promotorow�, około dwudziestokrotnie 

przewy�szaj�c� aktywno�� promotora kasety yefM-yoeB (odpowiednio ~7 x 106

i ~3.5 x 105 RLU, podczas gdy poziom luminescencji kontroli negatywnej, 

zawieraj�cej gen reporterowy pozbawiony promotora, kształtował si� na 

poziomie około 100 RLU) (rycina 12). Dodatkowym potwierdzeniem wysokiej 

aktywno�ci promotora pat mo�e by� fakt, �e próby skonstruowania fuzji 

transkrypcyjnych fragmentu DNA, zawieraj�cego ten promotor z  operonem  

laktozowym w wektorze o �redniej (15-20) liczbie kopii na komórk�, 
skutkowały pojawieniem si� mutacji w rejonie pat, co jest cech�
charakterystyczn� bardzo silnych promotorów. 

pyy pat

a b c

Rycina 12. Porównanie aktywno�ci promotorów pat i pyy w komórkach Escherichia 

coli SC301467 Eksperyment przeprowadziłam z wykorzystaniem fuzji transkrypcyjnych 

operonu luxCDABE (pozbawionego promotora) z  zawieraj�cymi  rejony promotorowe 

fragmentami  kaset axe-txe (c) lub yefM-yoeB (b), które wykonałam w plazmidzie 

pBBRlux-amp (tabela 5). Bakterie Escherichia coli SC301467 nios�ce odpowiednie 

plazmidy hodowałam z wytrz�saniem w temperaturze 37°C, do momentu uzyskania 
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g�sto�ci optycznej hodowli OD600~0,4, po czym wykonywałam pomiar luminescencji. 

Jako kontrol� negatywn� zastosowałam wynik pomiaru luminescencji hodowli komórek 

Escherichia coli SC301467, nios�cych plazmid pBBRlux-amp, zawieraj�cy pozbawiony 

promotora operon luxCDABE (a). Wyniki pomiarów luminescencji wyraziłam 

we wzglednych jednostkach luminescencji (relative luminescence units – RLU). 

Przedstawione wyniki stanowi� �redni� z co najmniej trzech niezale�nie 

przeprowadzonych eksperymentów, słupki bł�dów oznaczaj� odchylenie standardowe. 

Na wykresie umieszczono schematy, ilustruj�ce organizacj� badanych fragmentów 

DNA. Kolorem zielonym zaznaczono geny reporterowe, strzałkami zaznaczono 

promotory. 

Figure 12.  Comparision of transcriptional activity of pat and pyy promoters 

in Escherichia coli SC301467 Transcriptional fusions of the luxCDABE operon devoid 

of promoter to promoter/operator regions of fragments of the axe-txe operon (b) 

or yefM-yoeB (c) in pBBRlux-amp plasmid (Table 5). pBBRlux-amp derivatives 

were introducedto E. coli SC301467. Bacteria were grown in LB medium at 37°C until 

culture reach OD600 ~0.4. Luminescence in RLU (relative luminescence units) was 

measured. Result of luminescence measurement of bacterial cultures transformed with 

pBBRlux-amp plasmid (a) was applied as the negative control. The results are averages 

of at least three independent experiments. Standard deviation is denoted as an errorbar. 

Charts on the diagram indicates genetic organization of tested DNA fragments. Reporter 

genes are drawn in green, black arrows indicate promoters.  

Aby okre�li� miejsce startu transkrypcji zachodz�cej z promotora pat, 

przeprowadziłam eksperyment wydłu�ania startera (primer extension). 

Jako matryc� do tej  reakcji wykorzystałam całkowity RNA wyizolowany 

z komórek Escherichia coli SC301467, nios�cych plazmid pluxat. W wyniku 

przeprowadzonej reakcji wykryłam pojedynczy produkt (rycina 13). Na 

podstawie poło�enia produktu reakcji wydłu�ania startera wzgl�dem produktów 

reakcji sekwencjonowania DNA plazmidu pluxat przeprowadzonej technik�
Sanger’a [154], wyznaczyłam miejsce startu transkrypcji (+1) z promotora pat. 

Analiza sekwencji DNA, znajduj�cej si� powy�ej miejsca startu transkrypcji 

z promotora pat, wykazała obecno�� sekwencji zbli�onych do sekwencji 

consensus rejonów -35 i -10 promotorów Escherichia coli [82].  Miejsca -35 i -

10 promotora pat rozdzielone s� sekwencj� DNA o optymalnej dla promotorów 

E. coli długo�ci (siedemna�cie nukleotydów). W odległo�ci o�miu nukleotydów 

od kodonu startowego genu axe stwierdziłam obecno�� sekwencji 5’- AAGGGG 

- 3’, zbli�onej do sekwencji consensus miejsca wi�zania rybosomu (rycina 14). 
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Rycina 13. Wynik badania miejsca startu transkrypcji zachodz�cej z promotora pat

uzyskany z wykorzystaniem techniki wydłu�ania startera Całkowity RNA 

wyizolowany z komórek Escherichia coli SC301467, nios�cych plazmid pluxat, 

poddałam analizie typu „primer extension” z wykorzystaniem znakowanego 

radioaktywnie startera komplementarnego do sekwencji wektora, znajduj�cej si�
około 50 nukleotydów poni�ej kodonu startowego genu axe (tabela 6).  Reakcj�
sekwencjonowania DNA plazmidu pluxat metod� Sanger’a przeprowadziłam, 

wykorzystuj�c ten sam starter. Produkt reakcji wydłu�ania startera oraz produkty reakcji 

sekwencjonowania DNA poddałam elektroforezie w 6% poliakrylamidowym �elu 

denaturuj�cym. Sposób przeprowadzenia eksperymentu opisano szczegółowo w 

rozdziale 4.8. Produkt reakcji wydłu�ania startera oznaczono strzałk�

Figure 13. Primer extension analysis of the pat  promoter of axe-txe module. Total RNA 

from E. coli SC301467 cells harbouring pluxat plasmid was subjected to primer 

extension analysis using a radioactively labelled primer that anneals 50 bp downstream 

axe start codon (table 6). Reactions were performed and analysed as outlined in chapter 

4.8., and electrophoresed on a denaturing 6% polyacrylamide gel in parallel with 

nucleotide sequencing reactions (A, C, G, T) carried out with the same primer according 

to Sanger method. The major product from the primer extension is marked with an 

arrow. 
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axe txe

ATCATTTGCTTAATTGTACAATATAATGTACAATTGTTTTATAGAAATAAATAAGGGGTGAAAGGAATG

-35 -10

* *

Rycina 14. Schemat przedstawiaj�cy organizacj	 rejonu 
operatorowego/promotorowego pat  kasety axe-txe Miejsce startu transkrypcji z 

promotora pat oznaczono pionow� strzałk�. Sekwencje -35 i -10 promotora pat

podkre�lono. Sekwencj� kodonu startowego genu axe zaznaczono czerwon� czcionk�. 
Poziomymi strzałkami oznaczono sekwencje DNA tworz�ce odwrócone palindromy, 

analogiczne do obecnych w rejonie operatorowym, spokrewnionej z modułem axe-txe,

kasety yefM-yoeB 

Figure 14.  Organization of the promotor/operator pat DNA region of the axe-txe TA 

module Vertical arrow indicates start of transcription driven form pat promoter. -35 and 

-10 sequences of the pat promoter are underlined. The ATG start codon of axe gene is 

denoted in red. Horizontal arrows indicate palindromic DNA repeats analogous to 

yefM-yoeB palindroms 

Homologiczny do axe-txe, system yefM-yoeB, podobnie jak wi�kszo��
systemów TA typu II, podlega autoregulacji, w której głównym represorem 

jest białko antytoksyny, a toksyna pełni rol� korepresora transkrypcji. 

Homodimer YefM2  wi��e si� do sekwencji DNA o charakterze odwróconych 

palindromów, z których jedna obecna jest w rejonie -10 promotora pyy, druga za�
– w rejonie miejsca startu transkrypcji, +1 (rycina 10). Zwi�zanie toksyny 

do YefM2 stabilizuje oddziaływanie dimeru antytoksyny z DNA. Oba 

odwrócone palindromy, rozpoznawane przez antytoksyn�, posiadaj� tak� sam�
sekwencj� rdzeniow�: 5’-TGTACA -3’ [98]. W rejonie promotorowym kasety 
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axe-txe obecne s� sekwencje DNA tworz�ce odwrócone palindromy o 

identycznej, jak w przypadku yefM-yoeB, sekwencji rdzeniowej, 

charakteryzuj�ce si� jednak wy�szym stopniem komplikacji. 

Dwa sze�cionukleotydowe odwrócone powtórzenia obecne w rejonie pat s�
cz��ci� długiego odwróconego palindromu (rycina 14). Wysoki stopie�
podobie�stwa N-terminalnych domen YefM i Axe oraz obecno�� podobnych 

sekwencji palidromowych w rejonach promotorowych obu systemów mogłyby 

oznacza�, �e mechanizm regulacji transkrypcji zachodz�cej z promotora pat

mo�e w pewnym stopniu przypomina� regulacj� ekspresji operonu yefM-yoeB. 

Zaplanowałam zatem, �e zbadam in vivo wpływ nadekspresji antytoksyny 

Axe oraz kompleksu Axe-Txe na aktywno�� promotora pat w komórkach E. coli, 

aby okre�li� jak� rol� w regulacji transkrypcji zachodz�cej z promotora pat

pełni� białka Axe i Txe. Osiem nukleotydów na ko�cu 3’ genu axe zachodzi na 

koniec 5’ genu txe, za� oba geny ulegaj� kontranskrypcji [79]. Planowałam 

skonstruowa� pochodne plazmidu pBAD33, w których pod kontrol� promotora 

arabinozowego znajdowałyby si� odpowiednio: gen, koduj�cy białko Axe lub 

kompleks Axe-Txe, z zachowaniem natywnej sekwencji koduj�cej operonu axe-

txe. Układ taki zapewniłby uzyskanie odpowiednich proporcji ilo�ci obu białek 

w komórce. Zaskakuj�cym był fakt, �e wielokrotne próby sklonowania 

fragmentu DNA, koduj�cego kompleks antytoksyna-toksyna, przeprowadzone z 

wykorzystaniem ró�norodnych wektorów plazmidowych, za ka�dym razem 

skutkowały pojawieniem si� mutacji w genie txe lub axe. Zdecydowałam wi�c, 

�e zaplanowany eksperyment przeprowadz�, wykorzystuj�c par� plazmidów, z 

których jeden b�dzie zawierał gen koduj�cy antytoksyn�, drugi natomiast gen 

koduj�cy toksyn�. Precyzyjna regulacja proporcji ilo�ci antytoksyny i toksyny w 

komórce jest niezwykle istotna nie tylko dla wzrostu i mo�liwo�ci podziałów 

komórki bakteryjnej, ale tak�e mo�e mie� znacz�cy wpływ na regulacj�
ekspresji genów systemu TA [25, 26, 133, 193], tote� integraln� cz��ci�
zaplanowanego przeze mnie eksperymentu było badanie komplementacji 

pomi�dzy białkami Axe i Txe, w celu ustalenia, czy poziom ekspresji genów axe 

i txe w komórce jest odpowiednio zrównowa�ony. Badania takie wykonałam 

poprzez monitorowanie wzrostu hodowli komórek bakteryjnych, nios�cych 

odpowiednie plazmidy, w warunkach umo�liwiaj�cych indukcj� ekspresji 

genów modułu axe-txe. Aby przeprowadzi� opisane powy�ej do�wiadczenie 

przygotowałam szereg ró�norodnych konstruktów plazmidowych oraz podj�łam 

liczne próby dostosowania warunków ekspresji axe i txe. Wykorzystałam 

mi�dzy innymi pochodne wektorów pACYC184, pKK223-3, pTE22b, pTE16b, 

pBAD33 oraz pBAD24, w których pod kontrol� promotorów indukowanych 

IPTG lub arabinoz� umie�ciłam geny koduj�ce antytoksyn� lub toksyn�. Analizy 

przeprowadziałam manipuluj�c stopniem ekspresji genów systemu axe-txe na 

poziomie transkrypcji lub translacji, wykorzystuj�c odpowiednio – ró�ne typy 

promotorów oraz st��enia induktorów b�d	 wymieniaj�c sekwencj� Shine-

Dalgarno specyficzn� dla modułu axe-txe na bli�sz� sekwencji consensus. 
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Odpowiednie szczepy E. coli transformowałam wykorzystuj�c pary powy�szych 

wektorów plazmidowych w ró�nych kombinacjach, a nast�pnie 

przeprowadzałam analizy komplementacji oraz mierzyłam relatywny poziom 

luminescencji hodowli. Pomimo licznych prób, w �adnym ze zbadanych 

układów nie uzyskałam proporcji obu białek, charakterystycznej dla układu 

natywnego. Przykładowy wynik przedstawiono na rycinie 15. Badania wpływu 

białek kasety axe-txe na aktywno�� promotora pat, przeprowadzone 

z wykorzystaniem pochodnych wektorów pBAD33 i pBAD24 wykazały, 

�e nadprodukcja antytoksyny skutkuje stosunkowo słab� represj� pat

(zaobserwowałam obni�enie poziomu luminescencji o około 20%), natomiast 

nadprodukcja obu białek kasety TA, powoduje silniejsz� represj� promotora pat

(obni�enie poziomu luminescencji o 80%). Badanie komplementacji pomi�dzy 

białkami Axe i Txe naprodukowanymi z wykorzystaniem plazmidów u�ytych do 

przeprowadzenia powy�szego eksperymentu wykazało, �e nadekspresja toksyny 

z plazmidu pBAD24txe powoduje zahamowanie wzrostu hodowli bakteryjnej, 

jednak jednoczesna nadprodukcja antytoksyny z plazmidu pBAD33axe 

nie umo�liwia pełnej neutralizacji Txe. Toksyna Txe jest rybonukleaz�, 
która prawdopodobnie nie rozpoznaje specyficznej sekwencji RNA [79], 

mo�e zatem degradowa� równie� mRNA lucyferazy. Widoczny na rycinie 15 A 

wynik, sugeruj�cy siln� represj� promotora pat przez kompleks Axe-Txe, 

nie jest zatem w pełni wiarygodny. Obserwowane obni�enie poziomu 

luminescencji mo�e by� efektem zarówno oddziaływania kompleksu Axe-Txe z 

sekwencj� operatorow� DNA, jak i skutkiem degradacji mRNA lucyferazy przez 

toksyn�.  
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Rycina 15. Wpływ nadekspresji kodowanych in trans genów systemu axe-txe 

na aktywno�� transkrypcyjn� promotora pat i tempo wzrostu hodowli Escherichia 

coli SC301467 Rycina przedstawia przykładowe wykresy z danych dotycz�cych 
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wpływu nadekspresji in trans białek systemu axe-txe na aktywno�� promotora pat oraz 

analiz komplementacji pomi�dzy białkami Axe i Txe.  A Wpływ nadekspresji in trans 

białek systemu axe-txe na aktywno�� promotora pat. Bakterie szczepu E. coli 

SC301467, nios�ce plazmid pluxat (origin pBBR1) oraz odpowiednie pochodne 

plazmidów pBAD33 (origin p15A) i pBAD24 (origin pMB1) hodowałam z 

wytrz�saniem w temperaturze 37°C, w po�ywce LB uzupełnionej arabinoz� do 

ko�cowego st��enia 0,2%, do momentu uzyskania OD600~0,4, po czym 

przeprowadziłam pomiar luminescencji hodowli. Wyniki pomiaru luminescencji 

wyraziłam w RLU. Na wykresie umieszczono schematy, ilustruj�ce organizacj�
badanych fragmentów DNA. Kolorem zielonym zaznaczono geny reporterowe operonu 

luxCDABE, ró�owym – axe, niebieskim – txe, strzałkami zaznaczono promotory. 

Przedstawione wyniki stanowi� �redni� z co najmniej trzech niezale�nie 

przeprowadzonych eksperymentów, słupki bł�dów oznaczaj� odchylenie standardowe a
pBAD33 + pBAD24 b pBAD33axe + pBAD24 c pBAD33axe + pBAD24txe B Wpływ 
nadekspresji in trans genów systemu axe-txe na tempo wzrostu hodowli Escherichia 

coli SC301467 Bakterie szczepu E. coli  SC301467, nios�ce plazmid pluxat oraz 

odpowiednie pochodne plazmidów pBAD33 i pBAD24 hodowałam z wytrz�saniem 

w temperaturze 37°C przez 4 godziny, w po�ywce LB uzupełnionej arabinoz� do 

ko�cowego st��enia 0,2%. Pomiary absorbancji przy długo�ci fali 600 nm 

wykonywałam w odst�pach trzydziestominutowych. Rombami oznaczono wyniki 

uzyskane dla hodowli komórek nios�cych plazmidy pBAD33 + pBAD24, kwadratami – 

pBAD33axe + pBAD24, trójk�tami – pBAD33axe + pBAD33txe, krzy�ykami – 

pBAD33 + pBAD24txe.  

Figure 15.  The influence of trans-encoded Axe-Txe  proteins’ overproduction 

on transcriptional activity of the pat promoter and growth rate of Escherichia coli 

SC301467 Results presented on the diagram exemplify data from analysis of influence 

of overproduction of trans-encoded Axe-Txe proteins on pat promoter activity 

and complementarity tests of Axe and Txe proteins. A The influence of trans-encoded 

Axe-Txe  proteins’ overproduction  on transcriptional activity of the pat promoter

Plasmid pluxat (origin pBBR1) and appropriate derivatives of pBAD33 (origin p15A) 

i pBAD24 (origin pMB1) were iontroduced to E. coli SC301467. Bacteria were grown in 

LB medium supplied with 0.2% arabinose at 37°C until culture reach OD600 ~0.4. 

Luminescence was measured in RLU. Charts on the diagram indicates genetic 

organization of tested DNA fragments. Reporter genes are drawn in green, txe in blue, 

axe in pink, black arrows indicates promoters. The results are averages of at least three 

independent experiments. Standard deviation is denoted as an errorbar. a pBAD33 + 

pBAD24 b pBAD33axe + pBAD24 c pBAD33axe + pBAD24txe B The influence of 

trans-encoded Axe-Txe proteins’ overproduction on growth rate of Escherichia coli 

SC301467 Plasmid pluxat (origin pBBR1) and appropriate derivatives of pBAD33 

(origin p15A) i pBAD24 (origin pMB1) were introducedto E. coli SC301467. Bacteria 

were grown in LB medium supplied with 0.2% arabinose at 37°C for 4 hours. 

Absorbance at 600 nm was measured every 30 minutes. pBAD33 + pBAD24 (diamonds), 

pBAD33axe + pBAD24 (squares), pBAD33axe + pBAD33txe (triangles), pBAD33 + 

pBAD24txe (crosses)

Ostatecznie wybrałam rozwi�zanie alternatywne i zbadałam autoregulacj�
promotora przez kompleks Axe-Txe eksprymowany in cis, to znaczy stosuj�c 
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fuzj�, w której oprócz badanego promotora, powy�ej genu reporterowego, 

znajdowały si� otwarte ramki odczytu axe i txe. Zaobserwowałam, �e obecno��
antytoksyny powodowała stosunkowo niewielkie obni�enie aktywno�ci 

promotora pat (około 30% ni�szy poziom luminescencji w porównaniu z 

podstawow� aktywno�ci� promotora), natomiast  w obecno�ci kompleksu 

toksyna-antytoksyna, zaobserwowałam pi�ciokrotne obni�enie aktywno�ci 

transkrypcyjnej badanego promotora (rycina 16). 

a b c d

pBRRlux_amp pluxat pluxataxe pluxataxetxe

Rycina 16.  Wpływ białek systemu axe-txe, kodowanych w układzie in cis, na 
aktywno�� transkrypcyjn� promotora pat Bakterie Escherichia coli SC301467, 

nios�ce pochodne plazmidu pBBRlux-amp hodowałam z wytrz�saniem w temperaturze 

37°C, do momentu uzyskania OD600~0,4, po czym przeprowadziłam pomiar 

luminescencji hodowli. Wyniki pomiaru luminescencji wyraziłam w RLU. Rycina 

przedstawia wykres pomiaru luminescencji w komórkach nios�cych nast�puj�ce 

plazmidy: a pBBRlux-amp (kontrola negatywna) b pluxat (wektor zawieraj�cy promotor 

pat) c pluxataxe (wektor zawieraj�cy gen axe pod kontrol� promotora pat) d pluxataxetxe 

(wektor zawieraj�cy geny axe i txe pod kontrol� promotora pat). Przedstawione wyniki 

stanowi� �redni� z co najmniej trzech niezale�nie przeprowadzonych eksperymentów, 

słupki bł�dów oznaczaj� odchylenie standardowe.  

Figure 16.  The influence of cis-encoded Axe-Txe proteins production 

on transcriptional activity of pat promoter in Escherichia coli SC301467 Appropriate 

derivatives of pBBRlux-amp plasmid were introducedto E. coli SC301467 a pBBRlux-

amp (negative control) b pluxat (contains pat promoter) c pluxataxe (contains axe under 

control of pat promoter) d pluxataxetxe (contains  axe and txe under cotrol of pat
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promoter). Bacteria were grown in LB medium at 37°C until culture reach OD600 ~0.4. 

Luminescence was measured in RLU. Result of luminescence measurement of bacterial 

cultures transformed with pBBRlux-amp plasmid was applied as a negative control. The 

results are averages of at least three independent experiments. Standard deviations are 

denoted as error bars.  

Kolejnym krokiem w moich badaniach było okre�lenie powinowactwa 

antytoksyny Axe oraz kompleksu białek Axe-Txe do rejonu operatorowego 

promotora pat w warunkach in vitro. W tym celu wykonałam test opó	nienia 

migracji DNA w �elu  (electrophoretic mobility shift assay – EMSA), stosuj�c 

fragment DNA zawieraj�cy rejon promotorowy kasety axe-txe oraz białkowe 

ekstrakty z komórek E. coli Rosetta(DE3), w których nadprodukowałam 

odpowiednie białka. Szczep Rosetta(DE3), jako pochodna szczepu E. coli B, 

nie posiada pi�ciu chromosomalnych kaset TA typu II (relBE, chpB, mazF, 

dinJ/yafQ, yefM/yoeB), których białka mogłyby interferowa� z modułem axe-

txe. Geny koduj�ce białka systemu axe-txe dostarczyłam do komórek 

bakteryjnych, wykorzystuj�c pochodne wektora plazmidowego pET22b, w  

których, pod kontrol� promotora pT7, kodowana była antytoksyna Axe 

lub kompleks białek Axe-Txe, z zachowaniem układu, w którym geny 

obu komponentów systemu zachodz� na siebie (tabela 5). Co ciekawe, 

sklonowanie rejonu DNA axe-txe było mo�liwe jedynie, je�li klonowany 

fragment zawierał równie� rejon promotora pat. Fragment DNA, zawieraj�cy 

rejon promotor/operator kasety axe-txe, uzyskałam przy pomocy techniki PCR, 

wykorzystuj�c startery, z których jeden był znakowany biotyn�, co pozwoliło na 

pó	niejsz� wizualizacj� DNA (tabela 6). Uzyskany w ten sposób produkt reakcji 

PCR, inkubowałam z ró�nymi st��eniami białkowego ekstraktu z komórek 

Escherichia coli Rosetta(DE3), w których nadprodukowałam odpowiednio: Axe 

lub kompleks Axe-Txe (rycina 17). Przygotowane próbki poddałam 

elektroforezie w 5% niedenaturuj�cym �elu poliakrylamidowym, a nast�pnie 

uwidoczniłam interesuj�ce mnie fragmenty DNA przy u�yciu metody opisanej w 

rozdziale 3.6., wykorzystuj�c przeciwciała sprz��one ze streptawidyn�. Wyniki 

testu EMSA widoczne s� na rycinie 18. W przypadku fragmentów DNA 

inkubowanych w obecno�ci antytoksyny Axe, efekt opó	nienia migracji DNA 

w �elu  widoczny jest jedynie w �cie�kach zawieraj�cych DNA inkubowany 

z najwy�szymi st��eniami ekstraktu białkowego (rycina 18 B), 

podczas gdy kompleks Axe-Txe powoduje podobny efekt ju� przy st��eniu 

ekstraktu 2,5 �g/ml (rycina 18 C). Inkubacja rejonu promotorowego kasety axe-

txe z ekstraktem komórkowym, który nie zawierał �adnego z białek badanego 

systemu, nie powodowała przesuni�cia migracji fragmentu DNA (rycina 18 A). 
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Rycina 17. Nadprodukcja białek systemu axe-txe w komórkach Escherichia coli

Rosetta(DE3) Na rycinie przedstawiono wyniki badania poziomu nadprodukcji białek 

systemu axe-txe w hodowlach bakteryjnych wykorzystanych nast�pnie do 

przygotowania białkowego ekstraktu, u�ywanego do przeprowadzenia testu EMSA. 

Bakterie Escherichia coli Rosetta(DE3) nios�ce plazmidy: A pET22b (kontrola 

negatywna), B pET22axe, C pET22ataxetxe, hodowałam w temperaturze 37°C 

z wytrz�saniem, w po�ywce LB, do momentu uzyskania g�sto�ci optycznej OD600~0,5. 

Ekspresj� axe lub axe-txe indukowałam poprzez dodanie do po�ywki IPTG do 

ko�cowego st��enia 1mM, po czym prowadziłam hodowl� przez kolejne 3 godziny. 

Ekstrakt z komórek bakteryjnych poddałam elektroforezie w 15% deneturuj�cym �elu 

poliakrylamidowym, w buforze Tris-Tricine (metod� opisano dokładnie w rozdziałach 

4.6.1. i 4.7.2.). Liter� „M” oznaczono �cie�k� zawieraj�c� marker białkowy, „-” – 

ekstrakt z hodowli bakteryjnej bez dodatku IPTG, „+”– ekstrakt z hodowli bakteryjnej 

z dodatkiem 0,1mM IPTG, „++”– ekstrakt z hodowli bakteryjnej z dodatkiem 1 mM 

IPTG. Strzałkami ró�owymi oznaczono wysoko��, na której powinna by� widoczna 

antytoksyna Axe, niebiesk� – toksyna Txe. 

Figure 17. Analisys of  proteins’ levels in bacterial crude extracts after axe-txe genes’ 

overexpression in Escherichia coli Rosetta(DE3) Derivatives of pET22b expression 

vector were introducedto E. coli Rosetta(DE3) A pET22b (negative control), 

B pET22axe, C pET22ataxetxe. Bacteria were grown in LB medium at 37°C until culture 

reach OD600~,.5. Axe or Axe-Txe complex production was induced by adding IPTG. 

After IPTG-induction bacteria were grown as previously for next 3 hours. Bacterial 

crude extract was electrophoresed in 15% denaturating polyacrylamide gel in Tris-

Tricine buffer (as outlined in chapters 4.6.1. and 4.7.2.). Protein molecular weight 
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marker is indicated with “M”, crude extract from culture without IPTG sumplement „-”, 

crude extract from culture suplemented with 0.1 mM IPTG „+”, crude extract 

suplemented with 1mM IPTD „++”. Pink arrows indicate Axe, blue arrow indicates 

Txe.

kontrola

AxeAxe

Axe-Txe

A

B

C

Rycina 18 Wi�zanie białka Axe i kompleksu Axe-Txe do rejonu operatorowego 

promotora pat Znakowany biotyn� fragment DNA długo�ci 295 pz, zawieraj�cy rejon 

operatorowy badanej kasety, poddano testowi EMSA z wykorzystaniem białkowego 

ekstraktu z komórek Escherichia coli Rosetta(DE3), w których nadprodukowano białka 

systemu axe-txe. DNA inkubowano przez 20 minut, w temperaturze 22°C, z ró�nymi 

st��eniami ekstraktu: 0; 1,25; 2,5; 5; 10; 12,5 i 25 �g/ml. Tak przygotowane próbki 

poddano elektroforezie w natywnym 5% �elu poliakrylamidowym. Dalsz� cz���
procedury opisano szczegółowo w rozdziale 4.6. A Próbki inkubowane z białkowym 

ekstraktem z komórek bakteryjnych nios�cych kontrolny plazmid pET22b. B Próbki 

inkubowane z białkowym ekstraktem z komórek bakteryjnych nadprodukuj�cych Axe. C 
Próbki inkubowane z białkowym ekstraktem z komórek bakteryjnych nadprodukuj�cych 

kompleks Axe-Txe. Czarnymi strzałkami zaznaczono DNA nie zwi�zany z białkiem, 

białymi – kompleksy DNA-białko. 

Figure 18. Axe and Axe-Txe binding to the pat promoter/operator region. A 295-bp 5’ 

biotinylated fragment of pat promoter-operator region was subjected to EMSA. The 

fragment was incubated with different concentrations of E. coli Rosetta(DE3) crude 

extracts: 0, 1.25, 2.5, 5, 10, 12.5 and 25 �g/ml. Reactions were incubated for 20 min at 

22°C, analyzed by native 5% PAGE, and processed further as outlined in chapter 4.6. 

(A) no Axe or Txe produced, (B) Axe overproduction (C) Axe-Txe overproduction. Filled 
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and open arrows denote positions of unbound DNA and protein-DNA complexes, 

respectively

Wyniki przeprowadzonych in vivo i in vitro bada� wskazuj�, �e geny axe i 

txe znajduj� si� pod kontrol�, charakteryzuj�cego si� wysok� aktywno�ci�
transkrypcyjn�, promotora pat. Operon axe-txe podlega autoregulacji, 

w której antytoksyna pełni rol� stosunkowo słabego represora transkrypcji 

zachodz�cej z promotora pat, za� kompleks toksyna-antytoksyna wi��e si�
efektywnie do rejonu operatorowego axe-txe, powoduj�c wydajn� represj�
promotora pat. 

5.1.2. Promotor paxe

Próby sklonowania fragmentu DNA zawieraj�cego gen txe wraz z 

zachodz�cym na niego genem axe, w taki sposób, aby oba znajdowały si� pod 

kontrol� indukowanego promotora, za ka�dym razem skutkowały pojawieniem 

si� mutacji w rejonie przynajmniej jednego z genów modułu axe-txe. Zmiany w 

sekwencji DNA pojawiaj�ce si� w rejonie axe lub txe miały charakter mutacji 

punktowych b�d	 obejmuj�cych du�e rejony DNA delecji, przy czym niemal�e 

we wszystkich zaobserwowanych przypadkach powodowały zmian� ramki 

odczytu txe. Niepowodzenia podczas klonowanie genów axe-txe skłaniały 

do przypuszczenia, �e klonowany rejon DNA mo�e zawiera� dodatkowe 

elementy regulacyjne. Zaobserwowany toksyczny efekt mo�na wyja�ni� w 

nast�puj�cy sposób: w komórkach, w których geny axe-txe pozbawione były 

silnego promotora pat, dodatkowa pula toksyny produkowana wskutek ekspresji 

txe z potencjalnego promotora paxe, powodowała zaburzenie proporcji ilo�ci 

antytoksyny i toksyny na korzy�� Txe. W celu weryfikacji powy�szego 

zało�enia, przeprowadziłam analiz� sekwencji genu axe, wykorzystuj�c program 

komputerowy PromScan, co umo�liwiło mi identyfikacj� potencjalnej sekwencji 

promotorowej obecnej w obr�bie tego genu. 

Aby okre�li�, czy w rejonie genu axe istotnie obecny jest aktywny w 

komórkach Escherichia coli promotor, skonstruowałam fuzj� transkrypcyjn� axe

z pozbawionym promotora operonem luxCDABE, w plazmidzie pBBRlux-amp. 

Nast�pnie zmierzyłam aktywno�� transkrypcyjn� badanego fragmentu DNA, 

wykorzystuj�c geny operonu luxCDABE, jako geny reporterowe. Uzyskany 

wynik porównałam z wynikiem podobnego eksperymentu przeprowadzonego 

z wykorzystaniem promotora, spokrewnionej z systemem axe-txe, kasety yefM-

yoeB (rycina 19). Zaobserwowałam, �e DNA w rejonie genu koduj�cego 

antytoksyn� Axe, charakteryzuje si� aktywno�ci� transkrypcyjn� porównywaln�
z aktywno�ci� promotora pyy kasety yefM-yoeB (odpowiednio ~3 x 105 i ~3,5 x 

105 RLU, podczas gdy luminescencja kontroli negatywnej kształtowała si� na 

poziomie około 100 RLU). Nie zaobserwowałam natomiast aktywno�ci 

transkrypcyjnej w rejonie genu, koduj�cego antytoksyn� YefM (~250 RLU).  
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Rycina 19. Porównanie aktywno�ci transkrypcyjnej promotorów paxe i pyy w 
komórkach Escherichia coli SC301467 Eksperyment przeprowadziłam z 

wykorzystaniem fuzji transkrypcyjnych pozbawionego promotora operonu luxCDABE z  

fragmentami  DNA zawieraj�cymi: gen yefM (b), gen axe (c), promotor pyy (d), 

umieszczonych w plazmidzie pBBRlux-amp (tabela 5). Bakterie Escherichia coli 

SC301467 nios�ce odpowiednie plazmidy hodowałam z wytrz�saniem w temperaturze 

37°C, do momentu uzyskania g�sto�ci optycznej hodowli OD600~0,4, po czym 

wykonywałam pomiar luminescencji. Jako kontrol� negatywn� zastosowałam wynik 

pomiaru luminescencji hodowli komórek Escherichia coli SC301467, nios�cych plazmid 

pBBRlux-amp, zawieraj�cy pozbawiony promotora operon luxCDABE (a). Wyniki 

pomiarów luminescencji wyraziłam w relatywnych jednostkach luminescencji. 

Przedstawione wyniki stanowi� �redni� z co najmniej trzech niezale�nie 

przeprowadzonych eksperymentów, słupki bł�dów oznaczaj� odchylenie standardowe. 

Na wykresie umieszczono schematy, ilustruj�ce organizacj� badanych fragmentów 

DNA. Kolorem zielonym zaznaczono geny reporterowe operonu luxCDABE, ró�owym – 

elementy powi�zane z antytoksynami, strzałkami zaznaczono promotory.  

Figure 19. Comparision of transcriptional activity of paxe and pyy promoters 

in Escherichia coli SC301467 Transcriptional fusions of the luxCDABE operon devoid 

of promoter to DNA fragments containing yefM (b), axe (c), promoter pyy (d) 

in pBBRlux-amp (table 5). Plasmid pBBR-lux derivatives were introducedto 

E. coli SC301467. Bacteria were grown in LB medium at 37°C until culture reach 

OD600 ~0.4. Luminescence was measured in RLU. Result of luminescence measurement 

of bacterial cultures transformed with pBBRlux-amp plasmid (a) was applied as the 

negative control. The results are averages of at least three independent experiments. 
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Standard deviation is denoted as an error bar. Charts on the diagram indicates genetic 

organization of tested DNA fragments. Reporter genes are drawn in green, antitoxins 

genes in pink, toxins genes in blue, black arrows indicates promoters.  

Aby okre�li� miejsce startu transkrypcji zachodz�cej z promotora paxe, 

przeprowadziłam eksperyment typu „primer extension”. Jako matryc� do reakcji 

wydłu�ania startera wykorzystałam całkowity RNA wyizolowany z komórek 

Escherichia coli SC301467, nios�cych plazmid pluxaxe (tabela 5). Wykryłam 

jedno miejsce startu transkrypcji (+1) z promotora paxe, znajduj�ce  si�
w odległo�ci około 110 nukleotydów od kodonu startowego txe (rycina 20).

Analiza sekwencji DNA, znajduj�cej si� powy�ej miejsca startu transkrypcji z 

promotora paxe, wykazała obecno�� sekwencji zbli�onych do sekwencji 

consensus rejonów -35 i -10 promotorów Escherichia coli [82].  Miejsca -35 i -

10 promotora paxe rozdzielone s� sekwencj� DNA o optymalnej dla promotorów 

E. coli długo�ci siedemnastu nukleotydów (rycina 21). 

G       A        T         C

paxe

Rycina 20. Wynik badania miejsca startu transkrypcji zachodz�cej z promotora 
paxe uzyskany z wykorzystaniem techniki wydłu�ania startera Całkowity RNA 

wyizolowany z komórek Escherichia coli SC301467, nios�cych plazmid pluxaxe, 

poddałam analizie typu „primer extension” z wykorzystaniem znakowanego 

radioaktywnie startera komplementarnego do sekwencji wektora (tabela 6.). Reakcj�
sekwencjonowania DNA plazmidu pluxaxe metod� Sanger’a przeprowadziłam, 

wykorzystuj�c ten sam starter. Produkt reakcji wydłu�ania startera oraz produkty reakcji 

sekwencjonowania DNA poddałam elektroforezie w 6% poliakrylamidowym �elu 
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denaturuj�cym. Sposób przeprowadzenia eksperymentu opisano szczegółowo 

w rozdziale 4.8. Produkt reakcji wydłu�ania startera oznaczono strzałk�. 

Figure 20. Primer extension analysis ofthe paxe  promoter of the axe-txe module. Total 

RNA from E. coli SC301467 cells harbouring pluxaxe plasmid was subjected to primer 

extension analysis using a radioactively labelled primerr that anneals within flanking 

vector sequence (table 6). Reactions were performed and analysed as outlined in chapter 

4.8., and electrophoresed on a denaturing 6% polyacrylamide gel in parallel with 

nucleotide sequencing reactions (A, C, G, T) carried out with the same primer according 

to Sanger method. The major product from the primer extension is marked with an 

arrow 

TACAGTTGTTGTATTATCAAAAAGAGATTATGATTCTATGCAAGAAACGTTGAGA-------------------------ATG

-35 -10
100 pz

axe txe

Rycina 21. Schemat przedstawiaj�cy organizacj	 rejonu promotora paxe  kasety axe-

txe Miejsce startu transkrypcji z promotora paxe oznaczono pionow� strzałk�. Sekwencje 

-35 i -10 promotora paxe podkre�lono. Sekwencj� kodonu startowego genu txe

zaznaczono czerwon� czcionk�  

Figure 21.  Organization of the promotor paxe DNA region of axe-txe TA module 

Vertical arrow indicates start of transcription driven form the paxe promoter. -35 and -10 

sequences of the paxe promoter are underlined. ATG start codon of the txe gene is 

denoted in red  

W celu ustalenia, czy zaobserwowana w warunkach in vivo aktywno��
promotorowa DNA axe rzeczywi�cie jest wynikiem obecno�ci promotora paxe 

o wyznaczonej przeze mnie sekwencji, przeprowadziłam mutagenez� miejscowo 

– specyficzn� DNA plazmidowego pluxaxe w taki sposób, aby zmodyfikowa�
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rejon -10 paxe (TATGAT� TACGAC), przy jednoczesnym zachowaniu 

niezmienionej sekwencji aminokwasowej Axe (plazmid pluxaxemut, tabela 5). 

Nast�pnie zmierzyłam poziom luminescencji hodowli bakterii, nios�cych 

zmodyfikowany w ten sposób plazmid. Wprowadzone mutacje spowodowały 

niemal�e całkowite zniesienie aktywno�ci promotorowej (rycina 22). Wynik 

ten potwierdził obecno��, w uprzednio wskazanym rejonie axe, aktywnego w 

komórkach E. coli promotora paxe. �adne z białek kasety axe-txe b�d	
bakteryjnych białek obecnych w ekstrakcie białkowym nie wi�zało si� do DNA 

zawieraj�cego rejon promotora paxe (rycina 23). 

a b c

Rycina 22. Porównanie aktywno�ci transkrypcyjnej rejonu axe przed i po 
mutagenezie sekwencji -10 promotora paxe Eksperyment przeprowadziłam z 

wykorzystaniem fuzji transkrypcyjnych pozbawionego promotora operonu luxCDABE z  

fragmentami  DNA zawieraj�cymi: gen axe (b), gen axe zawieraj�cy zmodyfikowan�
wersj� promotora paxe (c), w plazmidzie pBBRlux-amp (tabela 5). Bakterie Escherichia 

coli SC301467 nios�ce odpowiednie plazmidy hodowałam z wytrz�saniem w 

temperaturze 37°C, do momentu uzyskania g�sto�ci optycznej hodowli OD600~0,4, po 

czym wykonywałam pomiar luminescencji. Kontrol� negatywn� stanowi wynik pomiaru 

luminescencji hodowli komórek Escherichia coli SC301467, nios�cych plazmid 

pBBRlux-amp, zawieraj�cy pozbawiony promotora operon luxCDABE (a). Wyniki 

pomiarów luminescencji wyraziłam w relatywnych jednostkach luminescencji. 

Przedstawione wyniki stanowi� �redni� z co najmniej trzech niezale�nie 

przeprowadzonych eksperymentów, słupki bł�dów oznaczaj� odchylenie standardowe. 

Na wykresie umieszczono schematy, ilustruj�ce organizacj� badanych fragmentów 
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DNA. Kolorem zielonym zaznaczono geny reporterowe operonu luxCDABE, ró�owym – 

elementy powi�zane z antytoksyn�, strzałkami zaznaczono promotory  

Figure 22.  Comparision of transcriptional activity of paxe before and after -10 

promoter sequence mutagenesis Transcriptional fusions of the luxCDABE operon 

devoid of the promoter to DNA fragments containing native axe (b) or the mutated 

version of axe (c) in pBBRlux-amp (table 5). Plasmid pBBR-lux derivatives were 

introducedto E. coli SC301467. Bacteria were grown in LB medium at 37°C until the 

culture reached OD600 ~0.4. Luminescence was measured in RLU. Results of 

luminescence measurement of bacterial cultures transformed with pBBRlux-amp 

plasmid (a) were applied as the negative control. The results are averages of at least 

three independent experiments. Standard deviation is denoted as an errorbar. Charts on 

the diagram indicates genetic organization of tested DNA fragments. Reporter genes are 

drawn in green, antitoxins genes in pink, black arrows indicate promoters 

Rycina 23. Badanie powinowactwa białka Axe i kompleksu Axe-Txe do rejonu 
operatorowego promotora paxe Znakowany biotyn� fragment DNA, zawieraj�cy rejon 

promotora paxe, poddano testowi EMSA z wykorzystaniem białkowego ekstraktu z 

komórek Escherichia coli Rosetta(DE3), w których nadprodukowano białka systemu 

axe-txe. DNA inkubowano przez 20 minut, w temperaturze 22°C, z ró�nymi st��eniami 

ekstraktu: 0; 1,25; 2,5; 5; 10; 12,5 i 25 �g/ml. Tak przygotowane próbki poddano 

elektroforezie w natywnym 5% �elu poliakrylamidowym. Dalsz� cz��� procedury 

opisano szczegółowo w rozdziale 4.6. Czarn� strzałk� zaznaczono DNA nie zwi�zany z 

białkiem 

Figure 23. Axe and Axe-Txe affinity to the paxe  promoter region. Biotinylated fragment 

of the paxe promoter region was subjected to EMSA. The fragment was incubated with 

different concentrations of E. coli Rosetta(DE3) crude extracts: 0, 1.25, 2.5, 5, 10, 12.5 

and 25 �g/ml. Reactions were incubated for 20 min at 22°C, analyzed by native 5% 

PAGE, and processed further as outlined chapter 4.6. Filled arrow denotes position of 

unbound DNA. 

Obecno�� dodatkowego promotora w rejonie genu axe mogła wpływa�
na wyniki badania wpływu białek systemu axe-txe na ekspresj� z promotora pat, 

wykonanych w układzie in cis (rycina 16). Przeprowadziłam zatem powy�szy 
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eksperyment ponownie, tym razem wykorzystuj�c pochodne plazmidu 

pBBRlux-amp, zawieraj�ce mutacje w rejonie -10 promotora paxe (rycina 24). 

Po mutagenezie paxe, w obecno�ci antytoksyny, poziom ekspresji genów 

reporterowych z promotora pat uległ obni�eniu o około 40%, 

podczas gdy kompleks Axe-Txe, w tych samych warunkach, powodował siln�
represj� pat (poziom luminescencji o około 95% ni�szy ni� w przypadku 

szczepów nie produkuj�cych białek kasety axe-txe). Stosunkowo wysoki poziom 

luminescencji zaobserwowany w hodowlach nios�cych plazmid pluxataxetxe 

(~1,4 x 106 RLU) był zatem prawdopodobnie wynikiem aktywno�ci promotora 

paxe. 

a b c d e f

Rycina 24. Porównanie wpływu białek systemu axe-txe, kodowanych w układzie in 

cis, na aktywno�� promotora pat,  przed i po mutagenezie sekwencji -10 promotora 

paxe Bakterie Escherichia coli SC301467, nios�ce pochodne plazmidu pBBRlux-amp 

hodowałam z wytrz�saniem w temperaturze 37°C, do momentu uzyskania OD600~0,4, 

po czym przeprowadziłam pomiar luminescencji hodowli. Wyniki pomiaru 

luminescencji wyraziłam w RLU. Rycina przedstawia wykres pomiaru luminescencji w 

komórkach nios�cych nast�puj�ce plazmidy: a pBBRlux-amp (kontrola negatywna), b

pluxat (wektor zawieraj�cy promotor pat), c pluxataxe (wektor zawieraj�cy gen axe pod 

kontrol� promotora pat), d pluxataxetxe (wektor zawieraj�cy geny axe i txe pod kontrol�
promotora pat), e pluxataxemut (wektor zawieraj�cy gen axe, znajduj�cy si� pod kontrol�
promotora pat nios�cy mutacje w rejonie -10 promotora paxe,), f pluxataxetxemut (wektor 

zawieraj�cy gen axe, nios�cy mutacje w rejonie -10 promotora paxe, oraz gen txe; oba 

geny znajduj� si� pod kontrol� promotora pat). Na wykresie umieszczono schematy, 
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ilustruj�ce organizacj� badanych fragmentów DNA. Kolorem zielonym zaznaczono 

geny reporterowe operonu luxCDABE, ró�owym – axe, niebieskim – txe, strzałkami 

zaznaczono promotory. Przedstawione wyniki stanowi� �redni� z co najmniej trzech 

niezale�nie przeprowadzonych eksperymentów, słupki bł�dów oznaczj� odchylenie 

standardowe. 

Figure 24.  Comparission of the influence of cis-encoded Axe-Txe  proteins’ 

production on transcriptional activity of the pat promoter before and after mutagenesis 

of the -10 sequence of paxe promoter  Appropriate derivatives of pBBRlux-amp plasmid 

were introducedto E. coli SC301467 a pBBRlux-amp (negative control), b pluxat 

(contains the pat promoter), c pluxataxe (contains native version of axe under control 

of the pat promoter), d pluxataxetxe (contains native versions of axe and txe under 

control of the pat promoter), e pluxataxemut (contains mutated version of axe under 

control of the pat promoter), f pluxataxetxemut (contains mutated version of axe and 

native version of txe, both under control of the pat promoter) Bacteria were grown in LB 

medium at 37°C until culture reach OD600 ~0.4. Luminescence in RLU was measured. 

Results of luminescence measurement of bacterial cultures transformed with pBBRlux-

amp plasmid were applied as the negative control. The results are averages of at least 

three independent experiments. Standard deviation is denoted as an error bar. Charts on 

the diagram indicates genetic organization of tested DNA fragments. Reporter genes are 

drawn in green, antitoxins genes in pink, toxins genes in blue, black arrows indicates 

promoters.  

Transkrypcja zachodz�ca z promotora paxe, prawdopodobnie skutkuje produkcj�
dodatkowej puli toksyny, na co wskazuj� wyniki badania tempa wzrostu 

hodowli, nios�cych pochodne plazmidu pTE103 (rycina 25). Plazmid 

pTEataxetxemut zawiera kaset� axe-txe, nios�c� mutacj� w rejonie -10 

promotora paxe, przy jednoczesnym zachowaniu nie zmienionej sekwencji 

aminokwasowej Axe. Geny axe i txe znajduj� si� pod kontrol� promotora pat. 

Tempo wzrostu hodowli komórek Escherichia coli SC301467 nios�cych ten 

plazmid nie ró�ni si� znacznie od tempa wzrostu komórek nios�cych wektor 

kontrolny pTE103. Zahamowanie wzrostu hodowli bakterii nios�cych plazmid 

pTEataxetxe, w którym obecne s� oba promotory axe-txe, jest po�rednim 

dowodem na ekspresj� txe z promotora paxe. Co wi�cej, wynik ten wskazuje, �e 

pula produkowanej toksyny nie jest w tym przypadku całkowicie neutralizowana 

przez Axe. Zaburzenie proporcji ilo�ci Axe i Txe w komórkach nios�cych 

wektor pTEataxetxe mo�e oznacza�, �e regulacja ekspresji kasety axe-txe

jest bardziej skomplikowana ni� pocz�tkowo s�dzono. 
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Rycina 25. Wpływ obecno�ci aktywnego promotora paxe na tempo wzrostu hodowli 
Escherichia coli SC301467, nios�cych kaset	 axe-txe Bakterie szczepu E. coli 

SC301467, nios�ce pochodne plazmidu pTE103 hodowałam z wytrz�saniem w 

temperaturze 37°C, w po�ywce LB przez 4 godziny. Pomiary absorbancji przy długo�ci 

fali 600 nm wykonywałam w odst�pach trzydziestominutowych. Rombami oznaczono 

wyniki dla hodowli komórek nios�cych plazmid kontrolny pTE103, kwadratami – 

pTEataxetxe, trójk�tami – pTEataxetxemut. Tempo wzrostu hodowli komórek nios�cych 

plazmid zawieraj�cy promotor paxe jest znacznie wolniejsze w stosunku do tempa 

wzrostu komórek nios�cych kaset� axe-txe pozbawion� tego promotora i komórek 

nios�cych wektor pTE103. Na rycinie przedstawiono reprezentatywn� krzyw� wykonan�
na podstawie wyników z trzech niezale�nie wykonanych eksperymentów.  

Figure 25. Active paxe promoter within the axe-txe system affects growth 

of Escherichia coli SC301467 Derivatives of the pTE103 vector were introduced 

to E. coli SC301467. Bacteria were grown in LB medium at 37°C for 4 hours. 

Absorbance at 600 nm was measured every 30 minutes. Negative control: pTE103 

(diamonds), pTEataxetxe (squares), pTEataxetxemut (triangles). Growth rate of bacteria 

harbouring plasmid that contains native version of the paxe promoter is lower compared 

to that harbouring inactive version of the paxe or control vector pTE103. The diagram 

presents a representative result of at least three independent experiments. 

W celu potwierdzenia, �e obserwowany efekt zahamowania wzrostu 

komórek nios�cych plazmid pTEataxetxe jest zwi�zany z ekspresj� txe z 

promotora paxe, przeanalizowałam transkrypty uzyskane technik� transkrypcji in 

vitro z wykorzystaniem pochodnych wektora pTE103 (rycina 26). Obecno�� w 
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badanym DNA promotora pat umo�liwiła uzyskanie produktu reakcji o długo�ci 

odpowiadaj�cej teoretycznie ustalonej długo�ci mRNA axe-txe (rycina 26 A i 

B). Natomiast transkrypcja in vitro przeprowadzona z wykorzystaniem matrycy 

DNA zawieraj�cej promotor paxe, skutkowała uzyskaniem produktu RNA o 

długo�ci odpowiadaj�cej długo�ci mRNA txe powi�kszonej 

o około 100 rybonukleotydów (rycina 26 B), co stanowiło wynik zgodny z 

wynikiem badania miejsca startu transkrypcji z tego promotora (rycina 20). Co 

ciekawe, obecno�� w matrycowym DNA całej sekwencji genu txe skutkowała 

utworzeniem jeszcze jednego produktu reakcji o długo�ci około 300 

rybonukleotydów (rycina 26 A i B), co wskazuje na obecno�� promotora 

równie� w rejonie DNA txe. 

A B C

pat
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paxe

?
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B

C

Rycina 26. Wynik badania aktywno�ci transkryskrypcyjnej DNA kasety axe-txe

Przeprowadziłam wielorundow� reakcj� transkrypcji in vitro z wykorzystaniem 

holoenzymu polimerazy RNA E. coli (�70). Jako matryc� do reakcji wykorzystałam 

DNA plazmidowy pochodnych wektora pTE103, zawieraj�cych badane promotory. A
Reakcja przeprowadzona na matrycy DNA pTEataxetxemut (plazmid zawieraj�cy kaset�
axe-txe pozbawion� promotora paxe) B pTEataxetxe (plazmid zawieraj�cy kaset� axe-txe

wraz z promotorem paxe) C pTEaxe (plazmid zawieraj�cy gen axe wraz z promotorem 

paxe). Dokładny sposób przep owadzenia eksperymentu opisano w rozdziale 4.9. Na 

podstawie porównania migracji uzyskanego RNA w �elu poliakrylamidowym z 

markerem RNA (RiboRuler Low Range DNA Ladder, Thermo Scientific), okre�liłam 

długo�� transkryptów i przyporz�dkowałam je do badanych promotorów. Produkt 
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transkrypcji z promotora pat ma długo�� ~850 rybonukleotydów (A, B), z promotora 

paxe– około 680 rybonukleotydów (B); długo�� uzyskanych produktów odpowiada 

długo�ci mRNA odpowiednio: axe-txe i txe, powi�kszonej o ~280 rybonukleotydów, co 

wynika z odległo�ci pomi�dzy ko�cem 3’ badanych genów a obecn� w wektorze 

sekwencj� terminatorow�. Na rycinie umieszczono schematy ilustruj�ce organizacj�
badanych fragmentów DNA. Kolorem ró�owym oznaczono gen koduj�cy antytoksyn�, 
niebieskim – toksyn�.  

Figure 26. Transcription activity within the axe-txe operon. Multi-round in vitro 

transcription experiments were performed using E. coli 	70 RNA polymerase 

holoenzyme and pTE103-derived template DNA: (A) pTEataxetxemut (contains the axe-

txe operon with mutated version of the paxe promoter), B pTEataxetxe (contains the axe-

txe operon with native version of paxe) C pTEaxe (contains the axe gene with native 

version of paxe promoter). Reactions were performed and analysed as outlined in chapter 

4.9. Transcripts’ sizes were estimated according to an RNA ladder (RiboRuler Low 

Range RNA Ladder, Thermo Scientific) which was electrophoresed with the reactions 

and then excised and stained with ethidium bromide. The diagram presents a 

representative result of at least three independent experiments. Transcript of the pat 

promotor is ~850 nucleotide long (A, B), transcript of the  paxe promotor is about 680 

nucleotide long (B), which is coressponding to axe-txe and  txe mRNA length 

respectively, enlarged by  ~280 nucleotide distance between 3’ end of genes and 

terminal sequence of pTE103 vector. Charts on the diagram indicate genetic 

organization of tested DNA fragments. Antitoxins’ genes are drawn in pink, toxins genes 

in blue, black arrows indicates promoters.

Wyniki bada� przeprowadzonych in vivo i in vitro potwierdziły obecno��
dodatkowego promotora paxe w obr�bie genu koduj�cego antytoksyn� systemu 

axe-txe. Zmierzona in vivo aktywno�� zidentyfikowanego promotora 

jest około dwudziestokrotnie ni�sza ni� aktywno�� promotora pat,

jednak porównywalna z aktywno�ci� głównego promotora homologicznej kasety 

yefM-yoeB. Transkrypcja zachodz�ca z promotora paxe skutkuje produkcj�
dodatkowej puli toksyny Txe. Mo�na zatem stwierdzi�, �e organizacja i 

regulacja ekspresji operonu axe-txe ró�ni si� od kanonicznego modelu 

przyj�tego dla kaset toksyna-antytoksyna typu II. 

5.1.3. Inne elementy kasety axe-txe, które mog� bra� udział w

regulacji ekspresji jej genów 

Podczas wykonywania pracy badawczej zaobserwowałam, �e tempo wzrostu 

hodowli bakterii nios�cych kaset� axe-txe wraz z promotorami pat i paxe jest 

znacznie wolniejsze ni� w przypadku bakterii nios�cych t� sam� kaset�, 
pozbawion� promotora paxe (ryciny 25 i 27). Co ciekawe, zjawisko takie nie 

miało miejsca w przypadku hodowli bakterii, nios�cych fragment kasety axe-txe

zawieraj�cy oba promotory, a ponadto sekwencj� o długo�ci około 20 par zasad, 

znajduj�c� si� na ko�cu 3’ za kodonem stop (typu „ochre”) txe (rycina 27).  
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Rycina 27. Wpływ obecno�ci sekwencji ko�ca 3’ txe na tempo wzrostu hodowli 
Escherichia coli SC301467, nios�cych kaset	 axe-txe Bakterie szczepu E. coli 

SC301467, nios�ce pochodne plazmidu pTE103 hodowałam z wytrz�saniem w 

temperaturze 37°C, w po�ywce LB przez 4 godziny. Pomiary absorbancji przy długo�ci 

fali 600 nm wykonywałam w odst�pach trzydziestominutowych. Rombami oznaczono 

wyniki dla hodowli komórek nios�cych plazmid kontrolny pTE103, kwadratami – 

pTEataxetxe, trójk�tami – pTEataxetxemut., krzy�ykami – pTEataxetxelong. Tempo 

wzrostu hodowli komórek nios�cych plazmid zawieraj�cy promotor paxe jest znacznie 

wolniejsze w stosunku do tempa wzrostu komórek nios�cych kaset� axe-txe pozbawion�
tego promotora i komórek nios�cych wektor pTE103. Zahamowania wzrostu 

nie zaobserwowano w przypadku hodowli komórek nios�cych plazmid zawieraj�cy 

kaset� axe-txe wraz z jej promotorami i sekwencj� obecn� na ko�cu 3’ genu txe. Na 

rycinie przedstawiono reprezentatywn� krzyw� wykonan� na podstawie wyników 

uzyskanych z trzech niezale�nie wykonanych eksperymentów. 

Figure 27. 3’ end of the txe gene within the axe-txe system affects growth 

of Escherichia coli SC301467 Derivatives of pTE103 vector were introduced 

to E. coli SC301467. Bacteria were grown in LB medium at 37°C for 4 hours. 

Absorbance at 600 nm was measured every 30 minutes. Negative control: pTE103 

(diamonds), pTEataxetxe (squares), pTEataxetxemut (triangles), pTEataxetxelong 

(crosses). Growth rate of bacteria harbouring plasmid that contains native version of the 

paxe promoter is lower compared to that harbouring an inactive version of paxe or the 

control vector pTE103. Culture of bacteria harbouring plasmid that contains native 

version of axe-txe cassette and 20 bp sequence downstream txe gene shows normal 
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growth rate. The diagram presents a representative result of at least three independent 

experiments. 

Aby wyja�ni� to zjawisko przeanalizowałam produkty reakcji transkrypcji 

in vitro, przeprowadzonej z wykorzystaniem odpowiednich pochodnych wektora 

pTE103 (rycina 28). Wyniki eksperymentu wskazuj� na obecno�� na ko�cu 3’ 

kasety axe-txe sekwencji o charakterze stosunkowo słabego terminatora. 

Struktur� mRNA tego rejonu uzyskano przy pomocy programu komputerowego 

Mfold (http://mfold.rna.albany.edu) (rycina 29). Obecno�� sekwencji 

terminatorowej na ko�cu 3’ kasety axe-txe potwierdziłam tak�e w warunkach in 

vivo: poziom luminescencji hodowli bakterii nios�cych kaset� axe-txe,

zako�czon� dłu�szym o około 20 par zasad fragmentem na ko�cu 3’ txe, 

jest o rz�d wielko�ci ni�szy ni� w przypadku komórek nios�cych t� sam� kaset�
pozbawion� sekwencji terminatorowej (rycina 30). Powy�szy wynik zwi�zany 

jest prawdopodobnie z nisk� efektywno�ci� terminacji transkrypcji, co widoczne 

jest tak�e w wynikach bada� in vitro (rycina 28). Jedynie cz��� rund 

transkrypcji, rozpoczynaj�cych si� z obu promotorów kasety axe-txe, zostaje 

zahamowana na wysoko�ci badanej sekwencji terminatorowej, co umo�liwia 

zachowanie pewnego poziomu ekspresji genów reporterowych, obecnych 

w DNA pochodnych wektora pBBRlux-amp. Zaobserwowane ró�nice w tempie 

wzrostu poszczególnych hodowli bakteryjnych mog� by� zwi�zane z regulacj�  
ekspresji txe na etapie potranskrypcyjnym (problem ten przedyskutowano 

szerzej w rozdziale 6.). 
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Rycina 28. Porównanie aktywno�ci transkryskrypcyjnej DNA kasety axe-txe i 
kasety axe-txe wydłu�onej o 20 pz na ko�cu 3’ txe Przeprowadziłam wielorundow�
reakcj� transkrypcji in vitro z wykorzystaniem holoenzymu polimerazy RNA E. coli

(�70). Jako matryc� do reakcji wykorzystałam DNA plazmidowy pochodnych wektora 

pTE103. A Reakcja przeprowadzona na matrycy DNA pTEataxetxe (plazmid 

zawieraj�cy kaset� axe-txe wraz z promotorem paxe) B pTEataxetxemut (plazmid 

zawieraj�cy kaset� axe-txe pozbawion� promotora paxe) C pTEataxetxelong (plazmid 

zawieraj�cy kaset� axe-txe wraz z promotorem paxe wydłu�on� o 20 pz na ko�cu 3’ txe). 

Dokładny sposób przeprowadzenia eksperymentu opisano w rozdziale 4.9. Na podstawie 

porównania migracji uzyskanego RNA w �elu poliakrylamidowym z markerem RNA 

(RiboRuler Low Range DNA Ladder, Thermo Scientific), okre�liłam długo��
transkryptów i przyporz�dkowałam je do badanych promotorów. W przypadku wektora 

zawieraj�cego dłu�sz� wersj� kasety axe-txe, zaobserwowałam pi�� produktów reakcji. 

Długo�ci czterech z nich odpowiadała teoretycznej długo�ci transkryptów z promotorów 

pat i paxe , które powstały na skutek transkrypcji zako�czonej na terminatorze kodowanym 

w pET103 lub na własnym terminatorze kasety axe-txe, obecnym w rejonie 20-to 

nukleotydowej sekwencji na ko�cu 3’ txe. Pi�ty zaobserwowany produkt reakcji, o 

długo�ci około 300 nukleotydów, jest charakterystyczny dla prób, w których jako 

matryca zostało u�yte DNA txe. Na rycinie umieszczono schematy, ilustruj�ce 

organizacj� badanych fragmentów DNA wraz z szacunkow� długo�ci� poszczególnych 

rejonów DNA. Kolorem ró�owym oznaczono gen, koduj�cy antytoksyn�, niebieskim – 

toksyn�. 

Figure 28. Comparision of transcription activity within the axe-txe operon elonged 

by 20 bp  Multi-round in vitro transcription experiments were performed using E. coli 
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	70 RNA polymerase holoenzyme and pTE103 - derived template DNA: A pTEataxetxe 

(contains native version of the axe-txe operon), B pTEataxetxemut (contains the axe-txe 

operon with mutated version of the paxe promoter) C pTEataxetxelong (contains native 

version of the axe-txe operon elonged by 20 bp on the 3’ end of the txe). Reactions 

were performed and analysed as outlined in chapter 4.9. Transcript sizes were estimated 

according to an RNA ladder (RiboRuler Low Range RNA Ladder, Thermo Scientific) 

which was electrophoresed with the reactions and then excised and stained with 

ethidium bromide. The diagram presents a representative result of at least three 

independent experiments. There are five types of transcription products from 

pTEataxetxelong: ~950 nucleotide and ~590 nucleotide long fragments of transcription 

from the pat promoter, ~790 nucleotide and ~420 nucleotide fragments from the paxe

promoter ended by the axe-txe specific terminator or vector encoded terminator 

respectively and ~300 nucleotide long fragment specific for experiments where the txe 

gene was present in the template DNA. Charts on the diagram indicates genetic 

organization of tested DNA fragments. Antitoxins’ genes are drawn in pink, toxins’ 

genes in blue, black arrows indicates promoters

Rycina 29. Przewidywana struktura ko�ca 3’ mRNA axe-txe 

Figure 29. Putative structure oo the 3’ end of axe-txe mRNA  
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Rycina 30. Porównanie poziomu luminescencji hodowli bakteryjnych 
Escherichia coli SC301467, nios�cych kaset	 axe-txe, zako�czon� sekwencj�
terminatorow� lub pozbawion� tej sekwencji Bakterie Escherichia coli SC301467, 

nios�ce pochodne plazmidu pBBRlux-amp hodowałam z wytrz�saniem w temperaturze 

37°C, do momentu uzyskania OD600~0,4, po czym przeprowadziłam pomiar 

luminescencji hodowli. Wyniki pomiaru luminescencji wyraziłam w RLU. Rycina 

przedstawia wykres pomiaru luminescencji hodowli komórek, nios�cych nast�puj�ce 

plazmidy: a pBBRlux-amp (kontrola negatywna) b pluxat (wektor zawieraj�cy promotor 

pat) c pluxataxetxe (wektor zawieraj�cy kaset� axe-txe pozbawion� sekwencji 

terminatorowej) d pluxataxetxelong (wektor zawieraj�cy kaset� axe-txe, zakonczon�
sekwencj� terminatorow�). Na wykresie umieszczono schematy, ilustruj�ce organizacj�
badanych fragmentów DNA. Kolorem zielonym zaznaczono geny reporterowe operonu 

luxCDABE, ró�owym – axe, niebieskim – txe, strzałkami zaznaczono promotory. 

Przedstawione wyniki stanowi� �redni� z co najmniej trzech niezale�nie 

przeprowadzonych eksperymentów, słupki bł�dów oznaczaj� odchylenie standardowe. 

Figure 30. Comparission of the luminescence level of Escherichia coli SC301467 

cultures harbouring the axe-txe operon with or without transcription terminator 

sequence  Appropriate derivatives of pBBRlux-amp plasmid were introduced into E. coli 

SC301467: (a) pBBRlux-amp (negative control), (b) pluxat (contains the pat promoter), 

(c) pluxataxetxe (contains the axe-txe operon without transcription terminator 

sequence), (d) pluxataxetxelong (contains the axe-txe operon including transcription 

terminator sequence). Bacteria were grown in LB medium at 37°C until culture reach 

OD600 ~0.4. Luminescence was measured in RLU. The level of luminescence measured 

in bacterial cultures transformed with pBBRlux-amp plasmid was applied as the 
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negative control. The results are averages of at least three independent experiments. 

Standard deviation is denoted as an errorbar. Charts on the diagram indicates genetic 

organization of tested DNA fragments. Reporter genes are drawn in green, antitoxins 

genes in pink, toxins genes in blue, black arrows indicates promoters.  

Reakcja transkrypcji in vitro na matrycy DNA kasety axe-txe skutkowała 

otrzymaniem RNA o długo�ci odpowiadaj�cej, okre�lonej teoretycznie, długo�ci 

mRNA transkryptów z promotorów pat i paxe oraz RNA o długo�ci około 300 

nukleotydów, pochodz�cego z niezidentyfikowanego promotora. Dodatkowy 

transkrypt zaobserwowałam jedynie w próbach, w których matrycowy DNA 

zawierał txe, co wskazuje na obecno�� potencjalnego promotora w rejonie tego 

genu (rycina 26). Długo�� RNA powstaj�cego w wyniku transkrypcji z 

potencjalnego promotora ptxe jest niezale�na od odległo�ci 

pomi�dzy sekwencjami terminatorowymi a koncem 3’ txe (rycina 28), co skłania 

do sugestii, �e transkrypcja z potencjalnego promotora ptxe zachodzi w kierunku 

odwrotnym ni� transkrypcja z pozostałych promotorów modułu axe-txe. Aby 

okre�li� miejsce startu transkrypcji z promotora ptxe, przeprowadziłam 

eksperyment wydłu�ania startera, w którym jako matryc� do reakcji 

wykorzystałam produkty reakcji transkrypcji in vitro (rycina 31). Przy pomocy 

techniki autoradiografii, wykryłam jeden produkt reakcji „primer extension” 

(rycina 32). Na podstawie poło�enia produktu reakcji wydłu�ania startera 

wzgl�dem produktów reakcji sekwencjonowania DNA plazmidu 

pTEaxetxeW5Cmut, przeprowadzonego technik� Sanger’a [82], wyznaczyłam 

miejsce startu transkrypcji (+1) zachodz�cej z promotora ptxe.  
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Rycina 31. Wynik badania aktywno�ci transkryskrypcyjnej DNA kasety axe-txe 

Przeprowadziłam wielorundow� reakcj� transkrypcji in vitro z wykorzystaniem 

holoenzymu polimerazy RNA E. coli (�70). Jako matryc� do reakcji wykorzystałam 

DNA plazmidowy pochodnych wektora pTE103. A Reakcja przeprowadzona na matrycy 

DNA pTEaxetxeW5Cmut (plazmid zawieraj�cy kaset� axe-txe pozbawion� promotorów 

pat i  paxe, koduj�cy nietoksyczn� wersj� Txe ) B pTEataxetxe (plazmid zawieraj�cy kaset�
axe-txe wraz z jej promotorami) C pTEataxetxemut (plazmid zawieraj�cy kaset� axe-txe 

pozbawion� promotora paxe) D pTEaxetxeW5C (plazmid zawieraj�cy kaset� axe-txe

pozbawion� promotora  pat, koduj�cy nietoksyczn� wersj� Txe ). Dokładny sposób 

przeprowadzenia eksperymentu opisano w rozdziale 4.9. Na podstawie porównania 

migracji uzyskanego RNA w �elu poliakrylamidowym z markerem RNA (RiboRuler 

Low Range DNA Ladder, Thermo Scientific), okre�liłam długo�� transkryptów i 

przyporz�dkowałam je do badanych promotorów. Produkt transkrypcji in vitro 

przeprowadzonej na matrycy DNA plazmidowego pTEaxetxeW5Cmut wykorzystano 

do reakcji wydłu�ania startera, w celu okre�lenia miejsca startu transkrypcji 

z potencjalnego promotora ptxe. Na rycinie umieszczono schematy ilustruj�ce organizacj�
badanych fragmentów DNA. Kolorem ró�owym oznaczono gen koduj�cy antytoksyn�, 
niebieskim – toksyn�. 

Figure 31. Transcription activity within the axe-txe operon Multi-round in vitro 

transcription experiments were performed using E. coli 	70 RNA polymerase 

holoenzyme and pTE103 derivatives template DNA: A pTEaxetxeW5Cmut (contains 

mutated version of the axe-txe operon without pat and  paxe promoters and non-toxic 

version of the Txe) B pTEataxetxe (contains native version of the axe-txe operon) C

pTEataxetxemut (contains mutated version of  the axe-txe operon without the paxe
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promoter) D pTEaxetxeW5C (contains mutated version of the axe-txe without the  pat

promoter and non-toxic version of theTxe). Reactions were performed and analysed as 

outlined in chapter 4.9. Transcript sizes were estimated according to an RNA ladder 

(RiboRuler Low Range RNA Ladder, Thermo Scientific) which was electrophoresed with 

the reactions and then excised and stained with ethidium bromide. The diagram presents 

a representative result of at least three independent experiments. Products of in vitro 

transcription from pTEaxetxeW5Cmut template was used to performe primer extension 

analysis from the ptxe promoter. Charts on the diagram indicates genetic organization of 

tested DNA fragments. Antitoxins genes are drawn in pink, toxins genes in blue, black 

arrows indicates promoters

G       A        T         C

ptxe

Rycina 32. Wynik badania miejsca startu transkrypcji zachodz�cej z potencjalnego 
promotora ptxe uzyskany z wykorzystaniem techniki wydłu�ania startera 

Przeprowadziłam analiz� typu „primer extension” z wykorzystaniem znakowanego 

radioaktywnie startera (tabela 6) na matrycy produktów reakcji transkrypcji in vitro.  

Reakcj� sekwencjonowania DNA plazmidu pTEaxetxeW5Cmut metod� Sanger’a 

przeprowadziłam, wykorzystuj�c ten sam starter. Produkt reakcji wydłu�ania startera 

oraz produkty reakcji sekwencjonowania DNA poddałam elektroforezie 

w 6% poliakrylamidowym �elu denaturuj�cym. Sposób przeprowadzenia eksperymentu 

opisano szczegółowo w rozdziale 4.8. Produkt reakcji wydłu�ania startera oznaczono 

strzałk�

Figure 32. Primer extension analysis of the putative ptxe  promoter of the axe-txe 

module RNA product from in vitro transcription on pTEaxetxeW5Cmut DNA teplate was 

subjected to primer extension analysis using a radioactively labelled primer (table 6). 

Reactions were performed and analysed as outlined in chapter 4.8., and electrophoresed 
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on a denaturing 6% polyacrylamide gel in parallel with nucleotide sequencing reactions 

(A, C, G, T) carried out with the same primer according to Sanger method. The major 

product from the primer extension is marked with an arrow 

Analiza sekwencji DNA kasety axe-txe wykazała obecno�� potencjalnej 

sekwencji promotorowej w stosunkowo du�ej odległo�ci od wyznaczonego 

miejsca startu transkrypcji (około 30 nukleotydów). Potencjalny promotor ptxe

posiada rejon -10 o sekwencji zbli�onej do sekwencji consensus promotorów 

Escherichia coli (pi�� z sze�ciu nukleotydów jest identycznych, jak w przypadku 

sekwencji consensus), poprzedzony elementem 5’-TG-3’. Rejon -35 promotora 

ró�ni si� od sekwencji consensus dwoma nukleotydami. Miejsca -35 i -10 

promotora ptxe rozdzielone s� sekwencj� DNA o długo�ci dwudziestu 

nukleotydów, przy czym sekwencja ta zawiera krótkie powtórzenia nukleotydów 

tymidynowych (rycina 33). Obecno�� pomi�dzy rejonami -35 i -10, dłu�szej ni�
w przypadku wi�kszo�ci promotorów, sekwencji DNA zawieraj�cej powtórzenia 

nukleotydów tymidynowych, jak równie� stosunkowo niski poziom zgodno�ci 

sekwencji -35 z sekwencj� consensus, s� cechami charakterystycznymi 

promotorów o „wydłu�onym” rejonie -10 [153]. Analiza sekwencji DNA 

znajduj�cej si� poni�ej miejsca startu transkrypcji z promotora ptxe nie wykazała 

obecno�ci otwartych ramek odczytu, co skłania do przypuszczenia, 

�e powstaj�cy w wyniku transkrypcji z tego promotora produkt stanowi� mo�e 

antysensowny, regulatorowy RNA.  

TCTGGACCATTTTCCAGATAAATCATGCTTTAATGGCTCAGGTTTTCCTAATCCAGCAAAGGGGGAACGA

-35 -10

Rycina 33. Schemat przedstawiaj�cy organizacj	 rejonu potencjalnego promotora 
ptxe  kasety axe-txe Miejsce startu transkrypcji z promotora ptxe oznaczono pionow�
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strzałk�. Zawieraj�c� motyw 5’-TG-3’, wydłu�on� sekwencj� -10 oraz sekwencj� -35 

podkre�lono.  

Figure 33. Organization of the putative promotor ptxe DNA region of the axe-txe TA 

module. Vertical arrow indicates start of transcription driven form the ptxe promoter. 

-35 and extended  -10 sequences of the ptxe promoter are underlined.  

Wyniki przeprowadzonych in vivo i in vitro bada� wskazuj� na obecno��
terminatora transkrypcji w rejonie DNA poni�ej ko�ca 3’ genu txe. Sekwencja, 

w obr�bie której kodowany jest terminator, jest istotna dla utrzymania w 

komórce odpowiedniej proporcji ilo�ci toksyny i antytoksyny.  

W rejonie txe obecna jest sekwencja promotorowa ptxe, której aktywno��
potwierdzono w do�wiadczeniach  in vitro. W tych warunkach, transkrypcja

z promotora ptxe zachodzi w kierunku przeciwnym ni� transkrypcja z 

pozostałych promotorów kasety axe-txe, co pozwala przypuszcza�, �e 

powstaj�cy z ptxe produkt mo�e mie� charakter antysensownego, regulatorowego 

RNA. 

5.2.  Interakcje pomi	dzy elementami homologicznych systemów axe-txe

i yefM-yoeB

Rejon operatorowy kasety toksyna-antytoksyna, axe-txe, jest zbudowany 

z sekwencji DNA o charakterze odwróconych palindromów, których rdze�
jest identyczny, jak rdze� sekwencji rejonu operatorowego homologicznej 

kasety yefM-yoeB. Odległo�� pomi�dzy odwróconymi powtórzeniami obecnymi 

w rejonach operatorowych obu kaset jest taka sama (trzyna�cie nukleotydów) 

(rycina 34). 
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axe txe

ATCATTTGCTTAATTGTACAATATAATGTACAATTGTTTTATAGAAATAAATAAGGGGTGAAAGGAATG

-35 -10

* *

yefM yoeB

TAATTAATAAATAGTTAATTAACGCTCATCATTGTACAATGAACTGTACAAAAGAGGAGATTGACATG

-35 -10

Rycina 34. Schemat przedstawiaj�cy proównanie organizacji rejonów 
promotor/operator pyy i  pat  kaset yefM-yoeB oraz axe-txe Miejsca startu transkrypcji 

oznaczono pionowymi strzałkami.sekwencje -10 i -35 obu promotorów podkre�lono. 

Kodony startkowe AUG antytoksyn zaznaczono czerwon� czcionk� [17,98].  

Figure 34. Comparision of organization of promoter/operator regions pyy and pat

of yefM-yoeB and  axe-txe TA modules. Vertical arrow indicates start of transcription 

driven form promoters pyy  and pat. -35 and  -10 sequences of pyy  and pat promoters 

are underlined. Start codons of antitoxins are denoted in red [17,98].

Regulacja transkrypcji zachodz�cej z promotora, znajduj�cego si� powy�ej 

ko�ca 5’ genu koduj�cego antytoksyn�, w przypadku obu modułów wygl�da 

podobnie. Zwi�zanie do DNA kompleksu toksyna-antytoksyna powoduje siln�
represj� tego promotora, podczas gdy efekt zwi�zania do rejonu operatorowego 

samej antytoksyny jest znacznie słabszy. Pomimo wysokiego stopnia homologii 

sekwencji aminokwasowych białek obu systemów, kasety te charakteryzuj� si�
specyficzno�ci� interakcji pomi�dzy toksyn� i antytoksyn� [73, 141]. 

Fakt ten nie wyklucza jednak mo�liwo�ci wyst�pienia innego rodzaju interakcji 

pomi�dzy komponentami kaset yefM-yoeB i axe-txe. W dost�pnej literaturze nie 

ma danych na temat wpływu białek obu systemów na regulacj� transkrypcji 

z promotora kasety homologicznej, jednak podobna budowa rejonów 

operatorowych obu modułów, zbli�ony mechanizm regulacji głównych 

promotorów oraz wysoki stopie� homologii, oddziałuj�cych z DNA, domen N-

terminalnych antytoksyn, skłaniaj� do przypuszczenia, �e białka systemów axe-
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txe i yefM-yoeB mog� wpływa� na regulacj� ekspresji systemu homologicznego. 

Tego typu oddziaływanie mogłoby powodowa� np. zahamowanie ekspresji 

genów jednego z systemów, co przy braku komplementacji pomi�dzy białkami 

kaset axe-txe i yefM-yoeB mogłoby prowadzi� do aktywacji toksyny jednego z 

systemów. Wyst�pienie takiego zjawiska mogłoby �wiadczy� m.in. o działaniu 

chromosomalnej kasety yefM-yoeB jako swoistego systemu anty-addykcyjnego. 

5.2.1. Wpływ białek chromosomalnej kasety yefM-yoeB na ekspresj	
genów plazmidowego modułu axe-txe

W celu okre�lenia powinowactwa białek systemu yefM-yoeB do rejonu 

operatorowego promotora pat kasety axe-txe, wykonałam test opó	nienia 

migracji w �elu  znakowanego biotyn� fragmentu DNA zawieraj�cego rejon 

promotorowy pat. DNA inkubowałam z ró�nymi st��eniami białkowego 

ekstraktu z komórek Escherichia coli Rosetta(DE3), nios�cych pochodne 

plazmidu pET22b zawieraj�ce geny: yefM lub yefM-yoeB, znajduj�ce si� pod 

kontrol� promotora  pT7. Przygotowane próbki poddałam elektroforezie 

w 5% natywnym �elu poliakrylamidowym, a nast�pnie uwidoczniłam 

interesuj�ce mnie fragmenty DNA przy u�yciu techniki opisanej w rozdziale 4.6. 

Obecno�� w ekstrakcie białkowym antytoksyny YefM powodowała stosunkowo 

niewielk� zmian� mobilno�ci elektroforetycznej badanego fragmentu DNA, przy 

czym uzyskany wynik �wiadczył o niskiej stabilno�ci kompleksu DNA - białko

(rycina 35 B). Natomiast w obecno�ci obu białek systemu homologicznego, 

tempo migracji DNA zawieraj�cego rejon operatorowy pat, zostało znacznie 

zmieniony, nawet przy zastosowaniu najni�szych st��e� ekstraktu białkowego 

(rycina 35 C).
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kontrola

YefM

YefM-YoeB

kontrola

YefM

YefM-YoeB

A

B

C

Rycina 35. Wi�zanie białka YefM i kompleksu YefM-YoeB do rejonu 

operatorowego promotora pat Znakowany biotyn� fragment DNA długo�ci 295 pz, 

zawieraj�cy rejon operatorowy kasety axe-txe, poddano testowi EMSA z 

wykorzystaniem białkowego ekstraktu z komórek Escherichia coli Rosetta(DE3), 

w których nadprodukowano białka systemu yefM-yoeB. DNA inkubowano przez 20 

minut, w temperaturze 22°C, z ró�nymi st��eniami ekstraktu: 0; 2,5; 5; 10; 12,5 i 25 

�g/ml. Tak przygotowane próbki poddano elektroforezie w natywnym 5% �elu 

poliakrylamidowym. Dalsz� cz��� procedury opisano szczegółowo w rozdziale 4.6. A 
Próbki inkubowane z białkowym ekstraktem z komórek bakteryjnych nios�cych 

kontrolny plazmid pET22b. B Próbki inkubowane z białkowym ekstraktem z komórek 

bakteryjnych nadprodukuj�cych YefM. C Próbki inkubowane z białkowym ekstraktem z 

komórek bakteryjnych nadprodukuj�cych kompleks YefM-YoeB. Czarnymi strzałkami 

zaznaczono DNA nie zwi�zane z białkiem, białymi – DNA, którego migracja w �elu 

została opó	niona wskutek zwi�zania białka 

Figure 35. YefM and YefM-YoeB complex binding to the pat promoter/operator region. 

5’ biotinylated DNA fragment of the pat promoter-operator region was subjected to 

EMSA. The fragment was incubated with different concentrations of E. coli 

Rosetta(DE3) crude extracts: 0, 1.25, 2.5, 5, 10, 12.5 and 25 �g/ml. Reactions were 

incubated for 20 min at 22°C, analyzed by native 5% PAGE, and processed further as 

outlined chapter 4.6. A no YefM or YoeB produced, B YefM overproduction, C YefM-

YoeB overproduction. Filled and open arrows denote positions of unbound DNA and 

protein-DNA complexes, respectively 
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Okre�liłam tak�e wpływ białek systemu yefM-yoeB na aktywno�� promotora 

pat w warunkach in vivo, w szczepie Escherichia coli SC301467. W tym celu 

wykorzystałam wektor plazmidowy pluxat, w którym pod kontrol� promotora pat

znajduj� si� geny reporterowe  luxCDABE. Białka kasety yefM-yoeB 

dostarczyłam in trans, wykorzystuj�c pochodne plazmidu pBAD33, w których 

pod kontrol� promotora indukowanego arabinoz� znajduj� si� odpowiednio 

geny: yefM lub yefM-yoeB. Bakterie hodowałam w po�ywce LB uzupełnionej 

arabinoz� do momentu uzyskania warto�ci g�sto�ci optycznej OD600~0,4, 

po czym wykonałam pomiar luminescencji hodowli. Nadprodukcja antytoksyny 

YefM nieznacznie obni�ała poziom ekspresji genów reporterowych z promotora 

pat, podczas gdy nadekspresja yefM-yoeB powodowała obni�enie poziomu 

luminescencji o około 60% (rycina 36). 

a b c d

Axe YefM YefM-YoeB

Rycina 36. Porównanie wpływu białek systemu yefM-yoeB i antytoksyny Axe, 
kodowanych in trans, na aktywno�� promotora pat Bakterie Escherichia coli 

SC301467, nios�ce plazmid pluxat oraz pochodne plazmidu pBAD33 hodowałam z 

wytrz�saniem w temperaturze 37°C, w po�ywce LB uzupełnionej arabinoza 

do ko�cowego st��enia 0,2%, do momentu uzyskania OD600~0,4, po czym 

przeprowadziłam pomiar luminescencji hodowli. Wyniki pomiaru luminescencji 

wyraziłam w RLU. Rycina przedstawia wykres pomiaru luminescencji hodowli 

komórek, nios�cych nast�puj�ce plazmidy: a pBAD33 (kontrola negatywna), 

b pBAD33axe (komórki, nadprodukuj�ce białko Axe), c pBAD33yefM (komórki 

nadprodukuj�ce białko YefM), d pBAD33yefMyoeB (komórki, nadprodukuj�ce 

kompleks białek YefM-YoeB).  Przedstawione wyniki stanowi� �redni� z co najmniej 
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trzech niezale�nie przeprowadzonych eksperymentów, słupki bł�dów oznaczaj�
odchylenie standardowe. 

Figure 36. Comparision of the influence of trans-encoded YefM-YoeB proteins 

overexproduction and antitoxin Axe on transcriptional activity of the pat promoter 

Plasmid pluxat and derivatives of pBAD33 vector were introduced into Escherichia coli 

SC301467. Bacteria were grown in LB medium supplied with 0.2% arabinose at 37°C 

until culture reach OD600 ~0.4. Luminescence was measured in RLU. a pBAD33 

(negative control), b pBAD33axe (Axe overexpression), c pBAD33yefM (YefM 

overexpression), d pBAD33yefMyoeB (YefM-YoeB complex overexpression).  The results 

are averages of at least three independent experiments. Standard deviation is denoted as 

an errorbar.

Kompleks YefM-YoeB wi��e si� wydajnie in vitro do rejonu operatorowego 

promotora pat, w sposób zbli�ony do zaobserwowanego w przypadku białek 

Axe-Txe (rycina 35 C i rycina 18). Jednak badanie in vivo wpływu białek kasety 

yefM-yoeB na aktywno�� tego promotora wskazuje, �e poziom represji pat

b�d�cy wynikiem tego oddziaływania jest porównywalny z zaobserwowanym w 

obecno�ci samej antytoksyny Axe (rycina 36). 

5.2.2. Wpływ białek plazmidowej kasety axe-txe na ekspresj	 genów 
chromosomalnego systemu yefM-yoeB  

W celu okre�lenia powinowactwa białek systemu axe-txe do rejonu 

operatorowego promotora pyy kasety yefM-yoeB, wykonałam test przesuni�cia 

mobilno�ci elektroforetycznej, znakowanego biotyn� fragmentu DNA 

zawieraj�cego rejon promotorowy pyy. DNA inkubowałam z ró�nymi st��eniami 

białkowego ekstraktu z komórek Escherichia coli Rosetta(DE3), nios�cych 

pochodne plazmidu pET22b, zawieraj�ce znajduj�ce si� pod kontrol� promotora 

pT7 geny: axe lub axe-txe. Przygotowane próbki poddałam elektroforezie w  

5% natywnym �elu poliakrylamidowym, a nast�pnie uwidoczniłam interesuj�ce 

mnie fragmenty DNA przy u�yciu techniki opisanej w rozdziale 4.6. Obecno��
w ekstrakcie białkowym antytoksyny Axe powodowała stosunkowo niewielk�
zmian� mobilno�ci elektroforetycznej badanego fragmentu DNA, przy czym 

uzyskany wynik �wiadczył o niskiej stabilno�ci kompleksu DNA-białko

(rycina 37 B). Natomiast w obecno�ci obu białek systemu homologicznego, 

szybko�� migracji DNA zawieraj�cego rejon operatorowy pyy, została znacznie 

zmieniona (rycina 37 C), wskazuj�c na efektywne formowanie kompleksu 

DNA-białko.
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Rycina 37. Wi�zanie białka Axe i kompleksu Axe-Txe do rejonu operatorowego 

promotora pyy Znakowany biotyn� fragment DNA, zawieraj�cy rejon operatorowy 

kasety yefM-yoeB, poddano testowi EMSA z wykorzystaniem białkowego ekstraktu z 

komórek Escherichia coli Rosetta(DE3), w których nadprodukowano białka systemu 

axe-txe. DNA inkubowano przez 20 minut, w temperaturze 22°C, z ró�nymi st��eniami 

ekstraktu: 0; 2,5; 5; 10; 12,5 i 25 �g/ml. Tak przygotowane próbki poddano 

elektroforezie w natywnym 5% �elu poliakrylamidowym. Dalsz� cz��� procedury 

opisano szczegółowo w rozdziale 4.6. A Próbki inkubowane z białkowym ekstraktem z 

komórek bakteryjnych nios�cych kontrolny plazmid pET22b B Próbki inkubowane z 

białkowym ekstraktem z komórek bakteryjnych nadprodukuj�cych Axe C Próbki 

inkubowane z białkowym ekstraktem z komórek bakteryjnych nadprodukuj�cych 

kompleks Axe-Txe Czarnymi strzałkami zaznaczono DNA nie zwi�zane z białkiem, 

białymi – DNA, którego migracja w �elu została opó	niona wskutek zwi�zania białka. 

Figure 37. Axe and Axe-Txe complex binding to the pyy  promoter/operator region. 5’ 

biotinylated DNA fragment of the pyy promoter-operator region was subjected to EMSA. 

The fragment was incubated with different concentrations of E. coli Rosetta(DE3) crude 

extracts: 0, 1.25, 2.5, 5, 10, 12.5 and 25 �g/ml. Reactions were incubated for 20 min at 

22°C, analyzed by native 5% PAGE, and processed further as outlined in chapter 4.6. A

no Axe or Txe produced, B Axe overproduction, C Axe-Txe complex overproduction. 

Filled and open arrows denote positions of unbound DNA and protein-DNA complexes, 

respectively
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Zbadanie wpływu in vivo  kompleksu Axe-Txe na aktywno�� promotora pyy

nie było mo�liwe ze wzgl�du na toksyczny efekt białka Txe. Próby konstrukcji 

plazmidów, w których geny axe-txe kodowane były z zachowaniem układu, 

w którym gen koduj�cy antytoksyn� zachodzi na gen koduj�cy toksyn�, 
oba za� znajduj� si� pod kontrol� heterologicznego promotora, skutkowały 

pojawieniem si� mutacji w rejonie klonowanego DNA. Modyfikacja axe-txe, 

polegaj�ca na wprowadzeniu mutacji w rejonie promotora paxe, powodowała 

znaczne zmniejszenie aktywno�ci tego promotora, jednak w stopniu 

nie wystarczaj�cym do całkowitego zahamowania produkcji dodatkowej puli 

toksyny. Natomiast zastosowanie do powy�szego eksperymentu plazmidu, 

zawieraj�cego kaset� axe-txe wraz z promotorem pat, niosło ryzyko uzyskania 

zafałszowanych wyników, ze wzgl�du na mo�liwo�� oddziaływania białek 

systemu axe-txe z własnym rejonem operatorowym. 

Zdecydowałam zatem, �e okre�l� wpływ antytoksyny Axe na aktywno��
promotora pyy w warunkach in vivo, w szczepie Escherichia coli SC301467.

W tym celu wykorzystałam wektor plazmidowy pluxat, w którym pod kontrol�
promotora pyy znajduj� si� geny reporterowe luxCDABE. Antytoksyn� Axe 

dostarczyłam in trans, wykorzystuj�c plazmid pBAD33axe, w którym pod 

kontrol� promotora indukowanego arabinoz� znajduje si� gen axe. Bakterie 

hodowałam w po�ywce LB uzupełnionej arabinoz� do momentu uzyskania 

warto�ci g�sto�ci optycznej OD600~0,4, po czym wykonałam pomiar 

luminescencji hodowli. Nadprodukcja antytoksyny Axe powodowała obni�enie 

poziomu ekspresji genów reporterowych z promotora pyy o około 60% (rycina 

38). 
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Rycina 38. Porównanie wpływu antytoksyny systemu the axe-txe i białek systemu  

the yefM-yoeB, kodowanych in trans, na aktywno�� promotora pyy Bakterie 

Escherichia coli SC301467, nios�ce plazmid pluxat oraz pochodne plazmidu pBAD33 

hodowałam z wytrz�saniem w temperaturze 37°C, w po�ywce LB uzupełnionej 

arabinoza do ko�cowego st��enia 0,2%, do momentu uzyskania OD600~0,4, 

po czym przeprowadziłam pomiar luminescencji hodowli. Wyniki pomiaru 

luminescencji wyraziłam w RLU. Rycina przedstawia wykres pomiaru luminescencji 

hodowli komórek, nios�cych nast�puj�ce plazmidy: a pBAD33 (kontrola negatywna), b
pBAD33axe (komórki, nadprodukuj�ce białko Axe), c pBAD33yefM (komórki 

nadprodukuj�ce białko YefM), d pBAD33yefMyoeB (komórki, nadprodukuj�ce 

kompleks białek YefM-YoeB). Przedstawione wyniki stanowi� �redni� z co najmniej 

trzech niezale�nie przeprowadzonych eksperymentów, słupki bł�dów oznaczaj�
odchylenie standardowe

Figure 38. Comparision of the influence of trans-encoded antitoxin of axe-txe system 

and proteins of yefM-yoeB system on transcriptional activity of the pyy promoter 

Plasmid pluxat and derivatives of pBAD33 vector were intoduced into Escherichia coli 

SC301467. Bacteria were grown in LB medium supplied with 0.2% arabinose at 37°C 

until culture reach OD600 ~0.4. Luminescence was measured in RLU. a pBAD33 

(negative control), b pBAD33axe (Axe overexpression), c pBAD33yefM (YefM 

overexpression), d pBAD33yefMyoeB (YefM-YoeB complex overexpression).  The results 

are averages of at least three independent experiments. Standard deviation is denoted as 

an errorbar
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W warunkach in vitro antytoksyna Axe, podobnie jak YefM, charakteryzuje 

si� stosunkowo słabym powinowactwem b�d	 wi��e si� niestabilnie do rejonu 

operatorowego kasety homologicznej (ryciny 37 B i 35 B), natomiast kompleksy 

białek Axe-Txe i YefM-YoeB wi��� si� wydajnie do sekwencji operatorowej 

spokrewnionego systemu (ryciny 37 C i 35 C). Pomimo podobnego sposobu 

oddziaływania z DNA, efekt in vivo wi�zania białek obu systemów do sekwencji 

operatorowych kasety homologicznej znacznie si� ró�ni. W obecno�ci Axe 

poziomu ekspresji genów z pyy ulega znacznemu obni�eniu w porównaniu  z 

efektem zaobserwowanym w przypadku oddziaływania YefM na promotor pat. 

Wpływ kompleksu białek YefM-YoeB na aktywno�� promotora pat

jest porównywalny z efektem zaobserwowanym w przypadku oddziaływania 

Axe z promotorami obu systemów. Powy�sze ró�nice mog� wynika� mi�dzy 

innymi z rozbie�no�ci w budowie rejonów operatorowych obu modułów.  
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6. DYSKUSJA 

Bakterie z rodzaju Enterococcus s� główn� przyczyn� infekcji ran 

pooperacyjnych i trzeci� co do cz�sto�ci przyczyn� infekcji dróg moczowych u 

ludzi [145, 166]. Powa�nym problemem w terapii tego typu zaka�e�
jest obserwowany w ostatnich latach wzrost liczby szczepów Enterococcus 

opornych na wiele grup antybiotyków, w tym antybiotyki glikopeptydowe (np. 

wankomycyn�) [103]. Determinanty oporno�ci na antybiotyki bakterii 

nale��cych do tego rodzaju najcz��ciej kodowane s� w DNA plazmidowym 

[193, 194] i mog� by� przekazywane poprzez horyzontalny transfer genów do 

komórek bakterii innych gatunków, w tym do wysoce wirulentnych szczepów 

Sthaphylococcus aureus [49, 191].  

Jednym z czynników zapewniaj�cych stabilne utrzymywanie plazmidowego 

DNA w populacji bakteryjnej s� moduły toksyna-antytoksyna (TA), nazywane 

równie� systemami addykcyjnymi [48, 63, 83]. Kasety TA zło�one s� z pary 

genów, z których jeden koduje stabiln� toksyn�, a drugi – niweluj�c� jej 

działanie labiln� antytoksyn�. Wskutek podziału komórki macierzystej, komórki 

potomne wraz z cytoplazm� otrzymuj� komponenty systemu toksyna-

antytoksyna. Komórki, które nie odziedziczyły kopii plazmidu nios�cego kaset�
TA, nie maj� mo�liwo�ci syntezy antytoksyny de novo, wobec czego dochodzi 

do akumulacji aktywnej toksyny i zahamowania podziałów lub �mierci komórki 

w wyniku jej działania. Udowodniono, �e poza funkcj� addykcyjn�, moduły TA 

mog� odgrywa� istotn� rol� w powi�zanych z problemem zaka�e� szpitalnych 

procesach, takich jak formowanie biofilmu [94, 188], tworzenie komórek typu 

„persister” [42, 102, 105, 127] i kolonizacja tkanek gospodarza [127]. Systemy 

TA obecne s� w wi�kszo�ci plazmidów znajduj�cych si� w komórkach 

Enterococcus [122, 146]. Przeprowadzona w 2006 roku analiza  plazmidów 

wyizolowanych z wielolekoopornych szczepów Enterococcus wykazała 

obecno�� kasety toksyna – antytoksyna axe-txe w 75% izolatów, z czego ponad 

połowa była powi�zana z oporno�ci� bakterii na wankomycyn� [122]. 

Szczegółowe poznanie budowy i mechanizmu regulacji ekspresji operonu axe-

txe mogłoby umo�liwi� praktyczne wykorzystanie tego modułu, w tym równie�
opracowanie strategii antybakteryjnej, która mogłaby cz��ciowo rozwi�za�
narastaj�cy problem antybiotykooporno�ci bakterii.   

System axe-txe posiada cechy charakterystyczne dla kaset TA typu II. 

Zarówno toksyna, jak i antytoksyna s� niewielkimi białkami, koniec 3’ genu 

koduj�cego antytoksyn� zachodzi na koniec 5’ genu koduj�cego toksyn� [73], 

oba za� ulegaj� kotranskrypcji [79]. Uzyskane przeze mnie dane wskazuj�
jednak, �e kaseta axe-txe charakteryzuje si� unikatow� budow� operonu (rycina 

39) i prawdopodobnie wielostopniow� regulacj� ekspresji genów. 
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Rycina 39. Schemat przedstawiaj�cy organizacj	 kasety axe-txe Elementy powi�zane 

z toksyn� oznaczono niebieskimi symbolami, z antytoksyn� – symbolami ró�owymi, 

czarnymi strzałkami oznaczono sekwencje promotorowe. Osiem nukleotydów na koncu 

3’ axe zachodzi na koniec 5’ txe. Promotor pat podlega autoregulacji: antytoksyna 

oddziałuje z rejonem operatorowym DNA i powoduje represj� promotora pat, toksyna 

działa jako korepresor. W rejnie genu axe obecny jest promotor paxe, transkrypcja z tego 

promotora skutkuje syntez� dodatkowej puli Txe. W rejonie genu txe obecny jest 

przypuszczalnie promotor ptxe. Transkrypcjia z tego promotora prawdopodobnie 

zachodzi w kierunku odwrotnym wzgl�dem pat i paxe. Oddziaływanie antytoksyny z 

toksyn� niweluje toksyczny efekt, natomiast przy braku antytoksyny mo�liwe 

jest działanie toksyny na jej komórkowy cel.  

Figure 39. Genetic organization of the axe-txe operon Toxin associated elements 

are drawn in blue, antitoxin – in pink, black arrow denote promoter. The 3’ end of the 

antitoxin gene overlaps the 5’ end of the toxin gene by eight nucleotides. The pat

promoter is autoregulated: Axe binds to DNA operator region and represses the pat

activity. Txe act as a co-repressor. The paxe  promoter is located within the axe gene. 

Transcription driven from the paxe probably results in production of additional Txe 

protion. Putative ptxe promoter is localized within the txe gene. Orientation of the 

putative ptxe promoter is opposite to pat and paxe. Antitoxin interacts with toxin and 

neutralize its toxic effect. 

Wyniki przeprowadzonych przeze mnie bada� wskazuj�, �e budowa modułu 

axe-txe ró�ni si� od kanonicznego modelu przyj�tego dla kaset toksyna – 
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antytoksyna typu II obecno�ci� trzech sekwencji promotorowych: pat, paxe oraz 

ptxe. 

Promotor pat znajduje si� powy�ej ko�ca 5’ axe. Zachodz�ca z pat 

transkrypcja skutkuje powstaniem bicistronowego mRNA axe-txe. W rejonie 

promotorowym obecne jest miejsce operatorowe, zbudowane z sekwencji DNA, 

tworz�cych odwrócone palindromy. Wykazałam, �e promotor pat podlega 

autoregulacji: zwi�zanie antytoksyny Axe do rejonu operatorowego DNA 

powoduje cz��ciow� represj� pat, podczas gdy kompleks Axe-Txe silniej hamuje 

jego aktywno��. Taki sposób regulacji ekspresji genów jest typowy dla kaset TA 

typu II. Testy opó	nienia migracji DNA w �elu (electrophoretic mobility shift 

assay – EMSA) wykazały, �e antytoksyna Axe tworzy niestabilny kompleks z 

rejonem operatorowym pat, jednak dopiero przy zastosowaniu wysokich st��e�
ekstraktu białkowego. Natomiast obecno�� kompleksu Axe-Txe powoduje efekt 

opó	nienia migracji DNA ju� przy zastosowaniu st��enia ekstraktu 2,5 �g/ml. 

Zastosowanie do testu EMSA ekstraktu z komórek bakteryjnych 

nadprodukuj�cych badane białka, nie umo�liwia precyzyjnego okre�lenia ilo�ci 

Axe i Axe-Txe u�ytych do eksperymentu. Wyniki badania poziomu 

nadprodukcji białek systemu axe-txe w hodowlach bakteryjnych pokazuj�
jednak, �e nadekspresja axe skutkuje powstaniem znacznie wi�kszej ilo�ci białka 

ni� zaobserwowana w przypadku nadekspresji kompleksu toksyna-antytoksyna

(rycina 17). Analiza elektroforetyczna frakcji rozpuszczalnej naprodukowanych 

białek wykazała, �e pomimo denaturacji cz��ci naprodukowanej antytoksyny, 

ilo�� aktywnej formy Axe w ekstraktach komórkowych nadal przewy�szała ilo��
aktywnego kompleksu Axe-Txe. Mo�na zatem wnioskowa�, �e do utworzenia 

kompleksu Axe-DNA in vitro konieczna jest obecno�� du�ego nadmiaru 

antytoksyny, natomiast kompleks Axe-Txe wi��e si� do operatora znacznie 

bardziej wydajnie ni� białko Axe nie zwi�zane z toksyn�.  
Zwi�zanie Axe do rejonu operatorowego powoduje spadek aktywno�ci 

transkrypcyjnej pat o około 40%, natomiast w obecno�ci kompleksu Axe-Txe  

zaobserwowałam zahamowanie aktywno�ci tego promotora o około 95% 

(rycina 24). Powy�szy rezultat uzyskano badaj�c wpływ białek kasety axe-txe 

na aktywno�� promotora pat przy braku promotora paxe. W obecno�ci 

obu promotorów systemu axe-txe poziom luminescencji był około 

dziesi�ciokrotnie wy�szy (rycina 24). Rezultat ten mo�e wynika� z 

bezpo�redniego wpływu transkrypcji zachodz�cej z promotora paxe na aktywno��
promotora pat b�d	 z ró�nic w powinowactwie kompleksu Axe-Txe do rejonu 

operatorowego pat w obecno�ci dodatkowej puli toksyny, powstaj�cej w wyniku 

transkrypcji z paxe. Mechanizm autoregulacji pat jest zatem zbli�ony 

do obserwowanego w przypadku wi�kszo�ci kaset TA typu II, wydaje si�
jednak, �e mo�e by� nieco bardziej skomplikowany. Promotor pat charakteryzuje 

si� bardzo wysok� aktywno�ci� transkrypcyjn�, około dwudziestokrotnie 

przewy�szaj�c� aktywno�� promotora, homologicznej do axe-txe, kasety yefM-

yoeB. Zaobserwowałam, �e w warunkach represji, aktywno�� promotora pat
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pozostaje nadal stosunkowo wysoka – jest porównywalna z podstawow�
aktywno�ci� promotora kasety yefM-yoeB. Wydaje si� zatem prawdopodobne, 

�e ekspresja axe-txe mo�e podlega� dodatkowej regulacji; by� mo�e poziom 

aktywno�ci transkrypcyjnej promotora pat zale�y w pewnym stopniu od 

aktywno�ci pozostałych promotorów kasety axe-txe. 

Budowa niektórych modułów toksyna – antytoksyna typu II ró�ni si� od 

ogólnie przyj�tego modelu organizacj kaset TA. Moduł higBA jest przykładem 

systemu TA typu II, którego organizacja ró�ni si� od modelu kanonicznego 

kolejno�ci�, w jakiej uło�one  s� geny toksyny i antytoksyny w operonie oraz 

obecno�ci� dwóch sekwencji promotorowych. Jeden z promotorów znajduje si�
w rejonie genu koduj�cego toksyn� higB i kontroluje ekspresj� antytoksyny 

HigA, drugi za� obecny jest powy�ej ko�ca 5’ higB i odpowiada za ekspresj�
higA i higB [22, 34]. Wyniki przeprowadzonych przeze mnie bada� wskazuj�, �e 

budowa modułu axe-txe równie� odbiega od najcz��ciej wyst�puj�cego modelu 

organizacji kaset TA typu II. Wykazałam, �e w rejonie genu koduj�cego 

antytoksyn� obecna jest sekwencja promotorowa paxe. W wyniku transkrypcji z

paxe powstaje RNA, w którym w odległo�ci około 100 nukleotydów od ko�ca 5’ 

kodowana jest toksyna txe. Transkrypcja zachodz�ca z promotora paxe skutkuje 

produkcj� dodatkowej puli toksyny Txe. Ponadto zaobserwowałam, �e w 

warunkach in vitro  rejon genu txe równie� charakteryzuje si� aktywno�ci�
transkrypcyjn�. W obr�bie genu koduj�cego toksyn� zidentyfikowałam 

promotor ptxe. Transkrypcja rozpoczynaj�ca si� z tego promotora zachodzi w 

kierunku odwrotnym do transkrypcji rozpoczynaj�cej si� z pozostałych 

promotorów kasety axe-txe i skutkuje utworzeniem antysensownego RNA 

o długo�ci około 300 nukleotydów. Kaseta axe-txe jest pierwszym opisanym 

systemem TA typu II charakteryzuj�cym si� tak� budow� operonu.  

Promotor paxe jest istotny dla działania kasety axe-txe, jako modułu 

stabilizuj�cego DNA plazmidowy w komórkach Escherichia coli (wyniki 

eksperymentów wykonanych przez mgr Łukasza Labudda) [17]. Zmierzona in 

vivo aktywno�� paxe jest około dwudziestokrotnie ni�sza ni� aktywno��
promotora pat, jednak porównywalna z aktywno�ci� jedynego promotora 

homologicznej kasety yefM-yoeB. �adne z białek systemu axe-txe, b�d	 białek 

Escherichia coli obecnych w ekstrakcie komórkowym, nie wi��e si� in vitro do 

rejonu DNA promotora paxe (Rycina 23). Nie zaobserwowałam równie� wpływu 

białek kasety axe-txe na aktywno�� tego promotora in vivo (dane nie pokazane). 

Wyniki przeprowadzonych przeze mnie bada� wskazuj�, �e ekspresja 

z promotora paxe skutkuje powstaniem dodatkowej puli toksyny, nie jest jednak 

pewne jak� rol� mo�e pełni� dodatkowa porcja Txe. Zaobserwowano, �e w 

wielu systemach TA typu II, zale�nie od stechiometrycznego stosunku ilo�ci 

cz�steczek antytoksyny do ilo�ci cz�steczek toksyny, mog� tworzy� si�
kompleksy toksyna-antytoksyna o zró�nicowanym powinowactwie do rejonu 

operatorowego DNA, w ró�nym stopniu hamuj�ce aktywno�� promotora. 

Zjawisko to, nazywane warunkow� kooperatywno�ci�
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(conditional cooperativity), zapewnia �cisł� kontrol� ilo�ci toksyny i 

antytoksyny w komórce oraz umo�liwia subteln� regulacj� ekspresji genów 

operonu [25, 26, 57, 133, 193]. Istnieje mo�liwo��, �e mechanizm kontroli 

ekspresji axe-txe obejmuje równie� zjawisko „conditional cooperativity”, 

a dodatkowa porcja Txe mo�e pełni� istotn� rol� w regulacji aktywno�ci 

promotora pat.  

Wiele systemów toksyna-antytoksyna charakteryzuje si� skomplikowan�, 
wielostopniow� regulacj� ekspresji genów, obejmuj�c� kontrol� na poziomie 

transkrypcji, translacji i stabilno�ci mRNA. Uzyskane przeze mnie dane 

wskazuj�, �e ekspresja operonu axe-txe mo�e podlega� wielostopniowej 

regulacji. Próby sklonowania fragmentu axe-txe z zachowaniem natywnej 

sekwencji kasety, w taki sposób, aby geny badanego modułu znajdowały si� pod 

kontrol� heterologicznego promotora, za ka�dym razem skutkowały 

pojawieniem si� mutacji powoduj�cych zmiany sekwencji aminokwasowej Txe. 

Zjawisko to zwi�zane jest z obecno�ci� w rejonie axe promotora paxe, 

kontroluj�cego ekspresj� toksyny. Modyfikacja axe-txe, polegaj�ca na 

wprowadzeniu mutacji w rejonie paxe, przy jednoczesnym zachowaniu 

niezmienionej sekwencji aminokwasowej antytoksyny, powodowała znaczne 

zmniejszenie aktywno�ci tego promotora, jednak nie umo�liwiała sklonowania 

DNA axe-txe z zachowaniem natywnej sekwencji tej kasety, co wskazywało 

na zaburzenie proporcji ilo�ci białek Axe i Txe w komórce (dane nie pokazane). 

By� mo�e efekt ten zwi�zany jest z obecno�ci� powstaj�cego w wyniku 

transkrypcji z ptxe antysensownego RNA, który mógłby wpływa� na poziom 

translacji białek systemu axe-txe. Skonstruowanie plazmidu, na którym geny 

axe-txe znajdowały si� pod kontrol� promotora heterologicznego, mo�liwe było 

pod warunkiem, �e klonowany fragment DNA zawierał tak�e rejon promotora 

pat. Fenomen ten mo�e potwierdza� istnienie dodatkowego mechanizmu 

regulacji ekspresji genów kasety axe-txe.

Zaobserwowano, �e niektóre systemy TA typu I charakteryzuj� si�
dodatkowymi mechanizmami regulacji ekspresji toksyny, 

najcz��ciej zwi�zanymi z dynamik� struktury drugorz�dowej i modyfikacjami 

potranskrypcyjnymi mRNA. By� mo�e mechanizm regulacji ekspresji txe w 

pewnym stopniu przypomina mechanizm regulacji translacji toksyny systemu 

TA typu I tisB-istR1. Gen toksyny TisB poprzedzony jest nie ulegaj�c� translacji 

sekwencj� tisA; w wyniku kotranskrypcji tych sekwencji powstaje długi mRNA, 

tworz�cy liczne struktury drugorz�dowe, mi�dzy innymi w rejonie sekwencji 

wi���cej rybosom (ribosome binding site – RBS). Translacja tisB mo�liwa jest 

dopiero po zaj�ciu modyfikacji potranskrypcyjnej mRNA, polegaj�cej na 

odci�ciu rybonukleotydów od ko�ca 5’. Rybosom wi��e si� wtedy 

niespecyficznie do znajduj�cego si� powy�ej RBS nieustrukturyzowanego 

miejsca „stanby site”, co ułatwia jego pó	niejsze zwi�zanie w rejonie RBS. 

Dodatkowo antysensowny RNA IstR1 mo�e hybrydyzowa� z rejonem 5’-

UTR mRNA toksyny, a utworzony w ten sposób dupleks RNA trawiony jest 
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przez RNaz� III, wskutek czego powstaje krótki, nieaktywny translacyjnie 

transkrypt tisB [37, 185]. Wydaje si�, �e stunuklotydowy odcinek obecny w 

RNA, utworzonym w wyniku transkrypcji z paxe, znajduj�cy si� powy�ej txe

mo�e pełni� funkcj� regulatorow�. Analiza sekwencji nukloetydowej 

znajduj�cej si� powy�ej ko�ca 5’ txe wykazała obecno�� rejonu zbli�onego 

do sekwencji consensus miejsca wi�zania rybosomu w odległo�ci około 

50 nukleotydów powy�ej kodonu startowego txe. Podobnie jak w przypadku 

systemu tisB-istR1, regulacja ekspresji txe mogłaby zachodzi� m.in. na etapie 

translacji. Mechanizm regulacji translacji txe mo�e by� zwi�zany z modyfikacj�
potranskrypcyjn� mRNA powstaj�cego z promotora paxe, hybrydyzacj� mRNA 

z antysensownym RNA powstaj�cym w wyniku transkrypcji z promotora ptxe

b�d	 kombinacj� obu tych czynników.  

W trakcie wykonywania pracy badawczej zaobserwowałam, �e sekwencja 

promotora ptxe w warunkach in vitro jest rozpoznawana przez holoenzym 

polimerazy RNA, zawieraj�cy podjednostk� �70 (E�70). Budowa promotora ptxe 

wskazuje jednak, �e prawdopodobnie stanowi on cz��� regulonu E�S - 

holoenzymu odpowiedzialnego za ekspresj� genów istotnych 

m.in. w odpowiedzi komórek bakteryjnych na stres �rodowiskowy. W zale�no�ci 

od budowy promotora, działania ró�norodnych białkowych czynników 

transkrypcyjnych oraz kombinacji obu tych elementów, poszczególne sekwencje 

promotorowe w komórkach Escherichia coli mog� by� rozpoznawane 

preferencyjnie przez holoenzym E�S lub E�70. Rejon -35 promotora ptxe znajduje 

si� w odległo�ci 20 nukletydów od rejonu -10, a jego sekwencja DNA ró�ni si�
od sekwecji consensus (4/6 nukleotydów identycznych). Podjednostka �S 

polimerazy RNA wydajniej ni� �70 oddziałuje z promotorami 

charakteryzuj�cymi si� odległ� od consensus sekwencj� rejonu -35 

i suboptymaln� długo�ci� fragmentu DNA obecnego pomi�dzy miejscami -10 i -

35 [47, 111, 112, 179]. Najcz��ciej spotykan� i jedn� z najbardziej istotnych 

cech promotorów zale�nych od E�S jest obecno�� cytozyny w pozycji -13 

promotora [56, 111, 112, 153, 190], jest to równie� charakterystyczna cecha 

promotora ptxe (rycina 40).  
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Rycina 40. Schemat przedstawiaj�cy organizacj	 rejonu promotora ptxe  kasety axe-

txe Miejsce startu transkrypcji z promotora ptxe oznaczono pionow� strzałk�. 
Zawieraj�c� motyw 5’ –TG – 3’, wydłu�on� sekwencj� -10 oraz sekwencj� -35 

podkre�lono. Na rycinie zaznaczono cechy ptxe charakterystyczne dla promotorów 

rozpoznawanych przez holoenzym E�S [178, 179] 

Figure 40.  Organization of the putative promotor ptxe DNA region of the axe-txe TA 

module. Vertical arrow indicates start of transcription driven form the ptxe promoter. -35 

and extended  -10 sequences of the ptxe promoter are underlined. Features specific for 

the E	S regulon are dentoted on the diagram [178, 179] 

Regulacja ekspresji niektórych operonów TA powi�zana jest z odpowiedzi�
SOS komórek bakteryjnych. Przykładem mog� by� tutaj systemy TA typu I, 

symER i tisB-istR1. Białko LexA jest represorem transkrypcji genów koduj�cych 

toksyny tych systemów. Ró�norodne warunki stresowe mog� powodowa�
zahamowanie replikacji oraz powstawanie i kumulacj� uszkodze� DNA. W 

wyniku tego procesu, dochodzi do zale�nej od RecA autolizy LexA i uwolnienia 

tego białka z kompleksu z DNA, a w konsekwencji – do indukcji ekspresji 

genów m.in. toksyn SymE i TisB [43, 95]. Ze wzgl�du na charakterystyczn�
budow� promotora ptxe, mo�na przypuszcza�, �e regulacja ekspresji operonu 

axe-txe mo�e ulega� modulacji w odpowiedzi na zmiany warunków �rodowiska, 

jednak zagadnienie to wymaga jeszcze dalszych bada�.
Dane, które uzyskałam w trakcie realizacji pracy badawczej wskazuj�, 

�e sekwencja terminatorowa obecna w rejonie DNA poni�ej ko�ca 3’ genu txe 
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jest istotna dla utrzymania w komórce odpowiedniej proporcji ilo�ci toksyny 

i antytoksyny. Zaobserwowałam, �e tempo wzrostu hodowli bakterii nios�cych 

kaset� axe-txe pozbawion� sekwencji terminatorowej jest znacznie wolniejsze 

ni� tempo wzrostu komórek nios�cych natywn� wersj� kasety. Fenomen 

ten mo�e by� wynikiem zjawiska zbli�onego do obserwowanego w przypadku 

systemu hok-sok, nale��cego do typu I kaset TA. Moduł hok-sok zło�ony 

jest z trzech elementów: białkowej toksyny Hok, regulatorowego peptydu Mok 

oraz stanowi�cej antysensowny RNA, antytoksyny Sok. W wyniku transkrypcji 

genów, koduj�cych Mok i Hok, powstaje bicistronowy, stabilny mRNA, 

którego ko�ce 5’ i 3’ ulegaj� hybrydyzacji. Kotranslacja Mok i Hok mo�liwa 

jest dopiero po zaj�ciu modyfikacji potranskrypcyjnej mRNA, polegaj�cej 

na degradacji ko�ca 3’ przez RNaz� II – enzym wi���cy si� m.in. do niektórych 

struktur obecnych na ko�cach 3’ RNA [77, 138]. Tego typu modyfikacja 

umo�liwia jednocze�nie hybrydyzacj� Sok z mRNA mok-hok, a powstały w ten 

sposób dupleks RNA ulega degradacji przez RNaz� III, co ogranicza ilo��
produkowanej toksyny [95, 96, 97]. Jedn� z zale�no�ci, która mogłaby 

wyja�nia� zaobserwowany przeze mnie wpływ obecno�ci sekwencji 

terminatorowej axe-txe na działanie tego modułu, jest mo�liwo�� wzmacniania 

przez struktur� RNA obecn� w tym rejonie sekwencji (rycina 29) degradacji 

mRNA od ko�ca 3’, co mogłoby obni�a� stabilno�� transkryptu txe, a w 

konsekwencji ogranicza� skal� syntezy toksyny w komórce. Wydaje si� jednak 

równie prawdopodobne, �e regulacja ekspresji toksyny mo�e by� zwi�zana z 

mechanizmem przypominaj�cym w pewnym stopniu regulacj� translacji hok.  

Regulacja ekspresji genów kaset TA za po�rednictwem antysensownego 

RNA jest cech� charakterystyczn� systemów TA typu I, natomiast zjawisko 

represji transkrypcji, w wyniku oddziaływania białkowej antytoksyny lub 

kompleksu toksyna – antytoksyna z DNA, jest najcz��ciej wyst�puj�cym 

mechanizmem autoregulacji kaset TA typu II. Obecno�� i budowa promotorów 

ptxe i paxe w rejonie kasety axe-txe oraz autoregulacja promotora pat, mog�
�wiadczy� o istnieniu skomplikowanego, wielostopniowego mechanizmu 

regulacji ekspresji tego operonu. Podstaw� mechanizmu regulacji ekspresji axe-

txe mog� by� jednocze�nie dwa rodzaje zale�no�ci: charakterystyczne dla kaset 

TA typu II oraz obserwowane w przypadku systemów TA typu I. Okre�lenie 

dokładnego mechanizmu regulacji aktywno�ci promotorów ptxe i paxe  oraz 

ekspresji txe wymaga jednak dalszych bada�, w tym okre�lenia mechanizmu 

działania systemu axe-txe  w komórkach bakterii z rodzaju Enterococcus.

Badania takie s� planowane jako kontynuacja prac opisanych w tej rozprawie. 

Uwa�a si�, �e główn� funkcj� plazmidowych modułów TA jest zapewnienie 

stabilnego utrzymywania plazmidów w populacji komórek bakteryjnych. System 

axe-txe funkcjonuje jako moduł addykcyjny w komórkach bakterii nale��cych 

do odległych ewolucyjnie gatunków (Enterococcus faecium, Bacillus 

thuringiensis, Escherichia coli) [73]. Zło�ona budowa operonu axe-txe oraz 

prawdopodobnie wielostopniowa regulacja ekspresji jego genów mog� skłania�
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do przypuszczenia, �e moduł ten mo�e posiada� tak�e inn� biologiczn� rol�. 
Białka systemu axe-txe i chromosomalnej kasety Escherichia coli, yefM-yoeB, 

charakteryzuj� si� wysokim stopniem podobie�stwa sekwencji aminokwasowej. 

Co wi�cej, mechanizm działania toksyn kaset axe-txe i yefM-yoeB  równie� jest 

zbli�ony. Zarówno YoeB, jak i Txe jest endorybonukleaz� która trawi mRNA w 

miejscu znajduj�cym si� w odległo�ci trzech nukleotydów poni�ej kodonu 

startowego AUG, wskutek czego dochodzi do zahamowania biosyntezy białek 

w komórce [79,198]. Wykazałam, �e pomimo specyficzno�ci oddziaływa�
pomi�dzy toksynami i antytoksynami tych modułów, kompleksy białek Axe-Txe 

i YefM-YoeB wi��� si� wydajnie do sekwencji operatorowej spokrewnionego 

systemu i mog� w ró�ny sposób wpływa� na aktywno�� homologicznego 

promotora. W obecno�ci Axe poziom ekspresji genów z pyy ulega znacznemu 

obni�eniu w porównaniu z efektem zaobserwowanym w przypadku 

oddziaływania YefM na promotor pat. Wpływ kompleksu białek YefM-YoeB na 

aktywno�� promotora pat jest porównywalny z efektem zaobserwowanym w 

przypadku oddziaływania Axe z promotorami obu systemów. Powy�sze ró�nice 

mog� wynika� mi�dzy innymi z rozbie�no�ci w budowie rejonów 

operatorowych obu modułów, jednak zaobserwowane zale�no�ci potwierdzaj�
mo�liwo�� po�rednich interakcji pomi�dzy spokrewnionymi systemami 

kodowanymi w DNA chromosomalnym i plazmidowym, które polegałyby na 

modulacji poziomu ekspresji genów spokrewnionych kaset przez białka systemu 

homologicznego. 

Wyniki przeprowadzonych w ostatnich latach bada� wskazuj�, �e obecno��
modułu yefM-yoeB w genomie bakterii Escherichia coli CFT073, zwi�ksza 

konkurencyjno�� tego patogennego szczepu podczas kolonizacji p�cherza 

moczowego [127]. Prawdopodobie kaseta yefM-yoeB jest równie�
zaanga�owana w proces tworzenia biofilmu i powstawania komórek typu 

„persister” [99, 101, 105, 165]. Odkryty w chromosomalnym DNA Escherichi 

coli moduł yefM-yoeB wystepuje równie� w DNA chromosomalnym bakterii z 

rodzaju Staphylococcus [41, 126]. Komórki Enterococcus, zawieraj�ce 

plazmidy, w których obecna jest kaseta axe-txe, mog� przekazywa� je na drodze 

horyzontalnego transferu genów m.in. do komórek Staphylococcus sp. [49, 191]. 

Wydaje si� zatem prawdopodobne, �e kaseta axe-txe mogłaby wpływa� na 

fizjologi� komórek bakteryjnych, w tym na procesy takie jak patogeneza lub 

formowanie biofilmu, bezpo�rednio b�d	 poprzez interakcje 

z chromosomalnymi kasetami TA. 
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7. WNIOSKI

Głównym celem mojej pracy było zbadanie mechanizmu regulacji ekspresji 

genów kasety toksyna-antytoksyna typu II, axe-txe, pochodz�cej z patogennej 

bakterii Enterococcus faecium. Dane uzyskane w eksperymentach opisanych 

w niniejszej pracy pozwoliły na okre�lenie, w jaki sposób zbudowany jest 

operon axe-txe, jaka jest rola białek Axe i Txe w regulacji tego operonu 

oraz w jakim stopniu białka spokrewnionych systemów yefM-yoeB oraz axe-txe 

mog� wpływa� na regulacj� ekspresji genów systemu homologicznego. Wyniki 

przeprowadzonych przeze mnie bada� sugeruj�, �e budowa oraz mechanizm 

regulacji ekspresji genów operonu axe-txe ró�ni si� od kanonicznego modelu 

przyj�tego dla systemów TA typu II. 

Wykazałam, �e geny koduj�ce antytoksyn� i toksyn� znajduj� si� pod 

kontrol�, cechuj�cego si� wysok� aktywno�ci� transkrypcyjn�, promotora pat. W 

obr�bie genu koduj�cego antytoksyn� obecny jest dodatkowy promotor paxe, 

którego aktywno�� zmierzona in vivo jest około dwudziestokrotnie ni�sza ni�
aktywno�� promotora pat, jednak porównywalna z aktywno�ci� jedynego 

promotora homologicznej kasety yefM-yoeB. Transkrypcja zachodz�ca z 

promotora paxe skutkuje prawdopodobnie produkcj� dodatkowej puli toksyny 

Txe. W obr�bie genu koduj�cego toksyn� obecna jest sekwencja promotorowa 

ptxe, której aktywno�� potwierdziłam w do�wiadczeniach in vitro. W tych 

warunkach, transkrypcja z promotora ptxe zachodzi w kierunku przeciwnym ni�
transkrypcja z pozostałych promotorów kasety axe-txe, co pozwala 

przypuszcza�, �e powstaj�cy z ptxe produkt mo�e mie� charakter 

antysensownego, regulatorowego RNA. Wyniki przeprowadzonych in vivo i 

in vitro bada� wskazuj� na obecno�� terminatora transkrypcji w rejonie DNA 

poni�ej ko�ca 3’ genu txe. Sekwencja, w obr�bie której kodowany jest 

terminator, jest istotna dla utrzymania w komórce odpowiedniej proporcji ilo�ci 

toksyny i antytoksyny. 

Potwierdziłam, �e operon axe-txe podlega autoregulacji, w której antytoksyna 

pełni rol� stosunkowo słabego represora transkrypcji zachodz�cej z promotora 

pat, za� kompleks toksyna-antytoksyna wi��e si� efektywnie do rejonu 

operatorowego axe-txe, powoduj�c wydajn� represj� promotora pat.  

Wyniki przeprowadzonych in vivo i in vitro bada� wskazuj�, �e białka 

spokrewnionych systemów axe-txe i yefM-yoeB mog� wpływa� na ekspresj�
genów homologicznego systemu toksyna-antytoksyna, co mo�e mie� istotne 

znaczenie w procesach patogenezy lub formowania biofilmu. 
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9. STRESZCZENIE

Bakterie z rodzaju Enterococcus s� jedn� z głównych przyczyn infekcji ran 

pooperacyjnych i trzeci� co do cz�sto�ci przyczyn� infekcji dróg moczowych 

u ludzi. Powa�nym problemem w terapii tego typu zaka�e� jest obserwowany 

w ostatnich latach wzrost liczby szczepów Enterococcus opornych na wiele grup 

antybiotyków, w tym antybiotyki glikopeptydowe (np. wankomycyn�).
Determinanty oporno�ci na antybiotyki bakterii nale��cych do tego rodzaju 

najcz��ciej zakodowane s� w DNA plazmidowym i mog� by� przekazywane 

poprzez horyzontalny transfer genów do komórek bakterii innych gatunków, 

w tym do wysoce wirulentnych szczepów Sthaphylococcus aureus. Jednym 

z czynników zapewniaj�cych stabilne utrzymywanie plazmidowego DNA 

w populacji bakteryjnej s� moduły toksyna – antytoksyna (TA), nazywane 

równie� systemami addykcyjnymi. Systemy toksyna – antytoksyna zbudowane 

s� najcz��ciej z pary genów, z których jeden koduje stabiln� toksyn�, a drugi – 

niweluj�c� jej działanie labiln� antytoksyn�. Wskutek podziału komórki 

macierzystej, komórki potomne wraz z cytoplazm� otrzymuj� komponenty 

systemu toksyna – antytoksyna. Komórki, które nie odziedziczyły kopii 

plazmidu nios�cego kaset� TA, nie maj� mo�liwo�ci syntezy antytoksyny de 

novo, wobec czego dochodzi do akumulacji aktywnej toksyny i zahamowania 

podziałów lub �mierci komórki w wyniku jej działania.Dotychczas 

scharakteryzowano pi�� typów kaset TA, ró�ni�cych si� molekularn� natur�
antytoksyn oraz mechanizmem regulacji ekspresji genów.  

Moduł toksyna – antytoksyna axe-txe został odkryty w 2003 roku w DNA, 

nios�cego szereg determinant antybiotykooporno�ci, plazmidu pRUM, 

wyizolowanego z patogennego szczepu bakterii Enterococcus faecium U37. 

Pó	niejsze badania wykazały, �e jest kodowany w plazmidowym DNA wielu 

lekoopornych, patogennych szczepów Enterococcus sp. Szczegółowe poznanie 

budowy i mechanizmu regulacji ekspresji operonu axe-txe mogłoby umo�liwi�
praktyczne wykorzystanie tego modułu, w tym równie� opracowanie strategii 

antybakteryjnej, która mogłaby cz��ciowo rozwi�za� narastaj�cy problem 

antybiotykooporno�ci bakterii. Dotychczas jednak wiedza na temat regulacji 

ekspresji genów tego modułu była bardzo ograniczona.  

Dane uzyskane w eksperymentach opisanych w tej pracy jednoznacznie 

wskazuj�, �e moduł axe-txe charakteryzuje si� unikatow� budow� operonu 

oraz mo�e podlega� skomplikowanej wielostopniowej regulacji ekspresji genów, 

obejmuj�cej kontrol� na etapie transkrypcji i translacji. Mechanizm kontroli 

ekspresji genów axe-txe stanowi� mo�e poł�czenie dwóch poznanych wcze�niej 

sposobów regulacji charakterystycznych dla systemów TA typu II i typu I. 

Co wi�cej, wyniki moich bada� wskazuj�, �e ekspresja genów axe-txe

prawdopodobnie mo�e zmienia� si� w odpowiedzi na zmiany warunków 

�rodowiska. Ponadto wraz z danymi literaturowymi sugeruj�, �e kaseta axe-txe 

mogłaby wpływa� na fizjologi� komórek bakteryjnych, w tym na procesy 
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takie jak patogeneza lub formowanie biofilmu, bezpo�rednio b�d	 poprzez 

interakcje z chromosomalnymi kasetami TA. 
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10. SUMMARY 

Mechanism of gene expression regulation of the Axe-Txe toxin-antitoxin 

complex of a pathogenic bacterium Enterococcus faecium 

Enterococci are among the most important nosocomial opportunistic 

pathogens. Bacteria of  Enterococcus species are the main cause of surgical 

wounds’ infections and the third cause of urinary tract infections. Antibiotic 

resistance of Enterococcus sp. has been of growing concern for a number of 

years. For instance, the risk of death from glycopeptide–resistant enterococci is 

much higher, achieving even 75%, compared with 45% for those infected 

with a susceptible strain. Enterococcal antibiotic resistance genes are often 

encoded in a plasmid DNA and may be transferred horizontally to other species 

of clinically important bacteria, including highly virulent strains of 

Sthaphylococcus aureus.  

Plasmids generally impose a fitness cost to the host bacterium. 

One of the effective ways to promote plasmid maintenance in a non-selective 

environment are  toxin – antitoxin (TA) systems. TA systems are usually 

composed of two genes controlled by a single promoter. One of TA system 

genes encodes a stable toxin protein and the other one – a labile antitoxin, which 

neutralizes the effect of the toxin. TA cassettes are also called addictive systems, 

due to the fact that the inability of antitoxin de novo synthesis in  dughter cells, 

which did not inherit a plasmid copy, results in toxin activation and cell death. 

TA cassettes are classified into five types on the basis of molecular nature of 

antitoxins and different mechanisms of gene expression regulation. 

The axe-txe module was first discovered in 2003 in a multidrug resistant 

plasmid pRUM of pathogenic strain Enterococcus faecium U37. A large body of 

evidence  suggests that the axe-txe cassette is associated with many multidrug 

resistant plasmids of other pathogenic Enterococcus strains. As axe–txe appears 

to be widespread in multidrug resistant enterococci, including vancomycin 

resistant ones, the  induction of toxin Txe activity could be an effective 

antibacterial strategy. Development of such  a strategy requires,  among other 

factors, a knowledge of the precise mechanism of axe-txe gene expression 

regulation.  

Data presented in this dissertation suggests that the axe-txe TA system 

represents a novel model of gene expression regulation and operon composition. 

Interestingly, the data implies that the regulation of axe-txe gene expression is 

probably multilayered and exerted at both transcription and translation stage. 

The results presented in this study also indicate that the axe-txe operon shares 

features of two types of TA modules: type II and type I. On the basis of the data 

presented in this work and available literature, I also propose that the plasmid 

encoded axe-txe system may affect bacterial physiology, pathogenesis and 

biofilm formation directly or indirectly trough influence gene expression of  

chromosomal toxin–antitoxin systems. 


