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Streszczenie: Zelazo jest jednym z istotniejszych mikroelementéw wykorzystywanych przez bakterie, niezbednym dla metabolizmu pod-
stawowego komorki. Ponad 70% biodostepnego zelaza w organizmach ssakéw znajduje si¢ w czasteczce hemu. Gram-ujemne bakterie
patogenne podczas kolonizacji organizmu gospodarza wykorzystuja hem jako gtéwne zrodlo zelaza. Bakterie wyksztalcity dwa typy recep-
toréw/transporteréw blony zewnetrznej zaangazowanych w pobieranie czgsteczki hemu. Pierwszy z nich skupia receptory rozpoznajace
hem wolny lub zwigzany w hemoproteinach i transportujace ligand przez blong zewnetrzna. Drugi typ receptoréw rozpoznaje i transpor-
tuje hem w kompleksie z hemoforem, niskoczasteczkowym biatkiem uwalnianym z komoérki bakteryjnej. Mikroorganizmy wyksztalcity
transkrypcyjne i potranskrypcyjne mechanizmy kontrolujace proces transportu zelaza/hemu, chroniace przed ich toksycznym nadmia-
rem. Jeden z wazniejszych mechanizméw regulujacych opiera si¢ na funkcjonowaniu biatka Fur, represora transkrypcji gendéw. Coraz
wigcej wiadomo o roli niekodujacych RNA w potranskrypcyjnej regulacji ekspresji gendéw regulonu Fur.

1. Wprowadzenie. 2. Hem i zwigzki hemu w organizmie gospodarza. 3. Wigzanie i transport hemu przez ostony bakteryjne. 3.1. Aktywny
transport hemu przez blone zewnetrzng bakterii Gram-ujemnych. 3.2. Transport przez blon¢ cytoplazmatyczng zalezny od ATP.
4. Regulacja ekspresji genow systemow transportu i pozyskiwania hemu. 4.1. Charakterystyka biatka Fur. 4.2. Oddziatywanie Fur-DNA.
4.3. Regulacja ekspresji fur u E. coli. 4.4. Fur jako globalny regulator ekspresji genéw u E. coli. 4.5. Inne mechanizmy kontroli ekspresji
systemow transportu i pozyskiwania hemu. 5. Podsumowanie

MECHANISMS OF FUNCTIONING AND CONTROL
OF HEME UPTAKE IN GRAM-NEGATIVE PATHOGENIC BACTERIA

Abstract: Iron is one of the most important micronutrients used by bacteria, essential for their basic metabolism. Over 70% of bioavail-
able iron in mammals is in the heme molecule. Gram-negative pathogenic bacteria during colonization and infection of the host organ-
ism use heme as the main source of iron. Bacteria have developed two types of outer membrane receptors/transporters involved in the
heme uptake. The first one focuses on the receptors recognizing heme or hemoproteins and transporting the ligand through the outer
membrane. The second type of receptor recognizes and takes up heme in a complex with a hemophore, a small protein released from
a bacterial cell. Microorganisms have developed appropriate transcriptional and post-transcriptional mechanisms that control the iron/
heme uptake, protecting against their toxic excess. One of the most important regulatory systems is based on the functioning of the Fur
protein, a repressor of gene transcription. More and more is known about the role of non-coding RNAs in post-transcriptional regulation
of Fur regulon gene expression.

1. Introduction. 2. Hem and heme compounds in the host organism. 3. Binding and transport of heme through bacterial wall and mem-
branes. 3.1. Active transport of heme through the outer membrane of Gram-negative bacteria. 3.2. ATP-dependent transport across the
cytoplasmic membrane. 4. Regulation of gene expression of heme uptake. 4.1. Characteristics of Fur protein. 4.2. Fur-DNA interaction.
4.3. Regulation of fur gene expression in E. coli. 4.4. Fur as a global regulator of gene expression in E. coli. 4.5. Other mechanisms for con-
trolling the expression of heme uptake genes. 5. Summary

Stowa kluczowe: hem/hemoproteiny, system transportu hemu, Gram-ujemne patogenne bakterie, regulacja ekspresji genow, represor Fur
Key words: heme/hemoproteins, heme transport system, Gram-negative pathogenic bacteria, regulation of gene expression,
Fur repressor

1. Wstep

Zelazo to jeden z najobficiej wystepujacych pier-
wiastkéw na Ziemi, ktéry w historii naszej planety
podlegat skomplikowanym procesom geochemicznym.
Waznym wydarzeniem w historii Ziemi byta zmiana
2,5 miliarda lat temu pierwotnej atmosfery ziemskiej,
pozbawionej tlenu, na atmosfere tlenowa, co sprawilo, ze

tatwo dostepne jony zelaza Fe (II) staly si¢ niedostepne.
Przybraly forme nierozpuszczalnych tlenkéw zelaza
(II/III), hematytéw (Fe,O,) czy magnetytéw (Fe,O,).
Obecnos¢ tlenu w atmosferze miata kolosalny wplyw
na powstanie tlenowych form zycia. Zelazo jest mikro-
elementem niezbednym do Zzycia prawie wszystkich
mikroorganizméw, gdyz pelni role kofaktora w wielu
procesach metabolicznych, takich jak metabolizm
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cukréw i biatek, pozyskiwanie energii czy synteza DNA
i RNA. Pierwiastek ten stanowi istotny czynnik w pro-
cesie wzrostu i proliferacji komoérek. Dodatkowo wplywa
na odpowiedz mikroorganizméw na stres oksydacyjny
oraz na ekspresje gendéw kodujacych bakteryjne czyn-
niki wirulencji podczas infekcji organizmu gospodarza
[1]. Z kolei nadmiar Zelaza bywa toksyczny, a zreduko-
wana forma Fe (II), cho¢ rozpuszczalna, to w reakcji
Fentona, generuje toksyczne rodniki hydroksylowe.
Reaktywne formy tlenu (ROS, reactive oxygen species)
moga wywiera¢ szkodliwe dzialanie na komérki uszka-
dzajac ich DNA, oraz budujace je, lipidy czy biatka [2].
Bakterie z rodzaju Lactobacillus to pierwsze orga-
nizmy, u ktérych zaobserwowano wzgledna niezalez-
nos¢ zycia od tego mikroelementu. W przypadku bak-
terii L. plantarum rosnacych w podtozu hodowlanym
o niskiej zawartosci zelaza (0,6 pM Fe) szacowana ilos¢
tego pierwiastka wynosita srednio 3,6+ 1,5 atomu tego
metalu na komorke. Natomiast komérki Escherichia
coli, hodowane w tych samych warunkach, zawieraly
$rednio 1,2£0,2 x 10° atomow zelaza na komorke [3].
Uniezaleznienie od zelaza prawdopodobnie wyjasnia
zdolno$¢ tych bakterii do wzrostu w mleku, w ktorym
dostepnos¢ tego mikroelementu jest bardzo ograni-
czona ze wzgledu na wystepowanie laktoferyny [3].
Innym przykladem jest Borrelia burgdorferi, czynnik
etiologiczny boreliozy, ktérej analiza sekwencji genomu
wykazata brak genéw kodujacych biatka zwiazane z asy-
milacja zelaza. W dodatku znaczne ograniczenie zelaza
w hodowli (<0,1 uM Fe) nie mialo wplywu na wzrost
bakterii, a wyznaczona przy zastosowaniu spektro-
metrii mas sprzezonej z plazma wzbudzang indukcyj-
nie (ICP-MS) zawartos¢ tego pierwiastka w komorce
byla nizsza niz 10 atomoéw [4]. Rowniez Treponema
pallidum, czynnik etiologiczny syfilisu, wydaje si¢ nie
wymagac zelaza do sprawnego funkcjonowania. Nalezy
jednak zauwazy¢, ze zarowno B. burgdorferi, jak i T. pal-
lidum sg obligatoryjnymi pasozytami wewnatrzkomor-
kowymi o zredukowanej wielkoéci genomu i chociaz
nie wymagaja zelaza, to ich funkcjonowanie opiera
sie na metabolizmie gospodarza zaleznym od Zelaza.
Scislej méwige, zycie obu tych patogenéw zalezy od
tego pierwiastka, cho¢ w minimalnym stopniu [5].
Bakterie chorobotworcze zasiedlajace komorki i/lub
tkanki zwierzgce musza korzystac z zelaza dostepnego
w organizmie gospodarza, ktdrego stezenie jest bardzo
niskie, gdyz prawie cala jego pula wystepuje w postaci
zwigzanej. Ponadto patogeny napotykaja jeszcze wigk-
sze trudnosci w zdobyciu zelaza w wyniku indukcji nie-
swoistej odpowiedzi immunologicznej gospodarza [1].
Ta odpowiedz to przede wszystkim polaczone dzialanie
kluczowych regulatoréw homeostazy zelazowej, hepcy-
dyny i ferroportyny. Hepcydyna, peptyd syntetyzowany
w watrobie ssakow, pelni podwdjna funkgje, jest chela-
torem jondw zelaza oraz induktorem hypoferremii (nie-
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doboru zelaza), w wyniku ktérej nastepuje zmniejszenie
zdolno$ci wiazania zelaza przez surowice, a zwieksze-
nie poziomu ferrytyny w tkankach. Ponadto aktywnos¢
innych biatek gospodarza indukowanych w odpowiedzi
na infekcje bakteryjng obniza poziom zelaza. Lipoka-
lina-2, wydzielana przez neutrofile i makrofagi, zdolna
jest do wychwytu bakteryjnych sideroforéw, np. entero-
baktyny. Laktoferyna, glikoproteina podobna do trans-
feryny, wiaze kazde wolne zelazo. Wszystko to skutkuje
ostabieniem zdolnosci patogenéw do przezwyci¢zania
odpowiedzi immunologicznej gospodarza [6, 7].
Niskie stezenie wolnego zelaza w srodowisku spra-
wia, ze bakterie korzystajg z réznych strategii/mechaniz-
mow pozyskiwania tego pierwiastka. Co wiecej, lokali-
zacja bakterii w organizmie gospodarza (wewnatrz- czy
zewnatrzkomorkowa) wplywa na strukture chemiczng
zelaza dostepnego dla bakterii. Gléwnym jego zrodtem
dla bakteryjnych patogenodw, ale takze dla niepatogen-
nych symbiontéw, jest wolny hem i hemoproteiny [1, 8].

2. Hem i zwigzki hemu w organizmie gospodarza

Ponad 70% biodostepnego zelaza w organizmach
ssakow znajduje si¢ w czasteczce hemu. Hem jest
grupa prostetyczna zawierajaca zelazo, wchodzaca
w skiad wielu biatek. U zwierzat synteza hemu zacho-
dzi w konserwowanym ewolucyjnie o§mioetapowym
szlaku biosyntezy [9]. Hem jest syntetyzowany w pra-
wie wszystkich typach komoérek ludzkich, cho¢ zdecy-
dowanie najwiecej hemu produkujg komorki erytro-
idalne, w dalszej kolejnosci hepatocyty. Hem moze by¢
takze dostarczany z pozywieniem. Czasteczka hemu
jest biologicznie aktywnym chelatorem zelaza, wolny
hem (niezwigzany z biatkiem) moze generowa¢ ROS,
a ze wzgledu na swoje wlasciwosci hydrofobowe moze
interkalowa¢ do blony lipidowej niszczac jej strukture.
Dlatego tez biosynteza hemu jak i jego degradacja sa
w komorce $cidle regulowane. Ponad 95% hemu jest
zwigzana w organizmie cztowieka z bialkami (hemo-
proteiny). Wiekszo$¢ hemoprotein zlokalizowana jest
wewnatrzkomdrkowo, a okoto 67% hemu w organizmie
cztowieka jest zwigzana w hemoglobinie obecnej w ery-
trocytach. Inne gléwne hemoproteiny to mioglobina
wystepujaca w komoérkach migsniowych, a takze cyto-
chromy, cytoglobina i neuroglobina [6, 7].

Pula zewnatrzkomorkowego hemu to okoto 0,1 uM,
co stanowi mniej niz 0,1% calego hemu komoérkowego.
Ograniczona ilo$¢ sprawia, ze hem jest trudno dostepny
dla patogendéw zewnatrzkomoérkowych. Gtéwnym jego
zrédlem jest hemoglobina obecna w osoczu krwi (okoto
80-800 nM w surowicy). Hemoglobina pochodzjca ze
zlizowanych erytrocytow jest wigzana przez haptoglo-
bine, natomiast wolny hem, pochodzacy z uszkodzonej
hemoglobiny, jest wiazany przez hemopeksyny suro-
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wicy i w mniejszym stopniu przez albuminy surowicy.
W ukladzie pokarmowym hem dostarczany z pozywie-
niem moze by¢ biodostepny jako czasteczka wolna lub
zwigzana z hemopeksyng. W organizmie gospodarza,
gdzie stezenie hemu jest niskie, hem i hemoproteiny
moga by¢ dostepne w wyniku uszkodzenia komoérek
podczas infekcji bakteryjnej. W tym celu bakterie pro-
dukujg egzotoksyny, ktore uwalniajg hem z hemopro-
tein, sg to hemolizyny, cytolizyny czy proteazy bakte-
ryjne. Wsrod tych ostatnich dobrze scharakteryzowane
zostaly proteazy cysteinowe Porphyromonas gingivalis,
gingipainy, jak réwniez autotransportujace biatko Hbp
(hemoglobin-binding protein) o aktywnosci proteazy
wystepujace u patogennych szczepdw E. coli [1, 6, 10].

Hem jest doskonalym zrédlem zelaza dla bakterii.
Patogeny pozyskuja zelazo z hemu dzieki aktywnosci
oksygenazy hemowej (HO) katalizujacej konwersje
hemu do biliwerdyny z uwolnieniem zelaza i dwutlenku
wegla. Ponadto czasteczka hemu po pobraniu przez
komorke bakteryjng moze by¢ wlaczona do czasteczki
biatka i jako kofaktor w hemoproteinach pelni¢ wazng
role w procesie: oddychania (transport tlenu, transport
elektronéw), fotosyntezy, transdukcji sygnatu, detoksy-
kacji ksenobiotykéw, odpowiedzi na stres oksydacyjny
czy produkgji i unieszkodliwiania toksycznych nad-
tlenkéw. Hem jest grupg prostetyczng takze katalazy,
peroksydazy oraz enzymoéw z grupy cytochromu P450.
Hem moze réwniez pelni¢ role regulatorowa w proce-
sie transkrypcji DNA, translacji, stabilno$ci biatek oraz
réznicowania komorek [8, 10, 11].
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Jak juz wspomniano, nadmiar wolnego hemu jest
toksyczny dla komorek dlatego bakterie wyksztalcily
kilka mechanizméw pozwalajacych na niwelowanie
jego szkodliwego dziatania przez wyrzut na zewnatrz
komorki (pompy typu efflux), sekwestracje, konwersje
hemu w nietoksyczne zwiazki czy degradacj¢ (miedzy
innymi przy uzyciu oksygenazy hemowej) [1].

3. Wigzanie i transport hemu przez ostony bakteryjne

Bakterie, w celu pozyskania zelaza/hemu wyksztat-
cily specyficzne transportery blonowe pozwalajace na
transport hemu przez blone zewnetrzng (OM) i cyto-
plazmatyczng (bakterie Gram-ujemne) oraz przez
grubg warstwe mureiny $ciany komorkowej (bakterie
Gram-dodatnie). Dodatkowo bakterie moga wydziela¢
krotkie peptydy zwane hemoforami, ktére wigza wolny
hem, a nastepnie dostarczaja go do komorek [1, 8].

3.1. Aktywny transport hemu przez blone
zewnetrzng bakterii Gram-ujemnych

Mechanizm wychwytu hemu jest bardzo podobny
dla wiekszosci Gram-ujemnych bakterii. Ogélny pro-
ces pobierania hemu przedstawiono na przyktadzie sys-
temu transportu hemu u Yersinia enterocolitica, ludz-
kiego enteropatogenu (Ryc. 1).

Zidentyfikowano i dobrze scharakteryzowano ponad
30 réznych transporteréow hemu, ktére funkcjonuja
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Ryc. 1. Schemat transportu hemu u Y. enterocolitica
W pierwszym etapie tego procesu nastepuje rozpoznanie hemu, w postaci wolnej lub zwigzanej w hemoproteinach, przez
specyficzny receptor blony zewnetrznej, bialko HemR. Czasteczka hemu, w tym takze ta uwolniona z hemoprotein, po prze-
dostaniu si¢ do peryplazmy ulega zwigzaniu przez bialko HemT, a nastepnie jest transportowana przez bfone wewnetrzna
poprzez kompleks transporterow ABC (HemU/HemV). Energie do transportu przez blone dostarcza kompleks biatkowy
TonB/ExbB/ExbD. Po przedostaniu si¢ do cytoplazmy, hem moze by¢ degradowany w wyniku aktywnosci bialka HemS,
badz przechowywany w komorce patogenu.
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w blonie zewnetrznej patogenéw Gram-ujemnych.
Transportery hemu mozna podzieli¢ na dwie klasy.
Do pierwszej nalezg te, ktore rozpoznajg hem i spe-
cyficzne kompleksy biatkowe zawierajace hem, np.
hemoglobine. Niektore gatunki bakterii posiadaja wiele
réznych receptoréw tej klasy dla odmiennych hemo-
protein. Receptory te moga by¢ syntetyzowane w $cisle
okreslonych warunkach $rodowiskowych/niszach eko-
logicznych organizmu gospodarza (np. u Haemophilus
influenzae). Inne gatunki bakterii posiadaja jeden typ
receptora OM charakteryzujacy si¢ zdolnoscig do wig-
zania wielu hemoprotein, co $wiadczy o tym, ze roz-
poznanie substratu ma miejsce na poziomie czasteczki
hemu. Dobrym przykladem takiego receptora jest
HemR u Y. enterocolitica, ktory jest zdolny do wigzania
hemu, hemoglobiny, mioglobiny, kompleksu hemoglo-
bina-haptoglobina, hem-hemopeksyny, hem-albuminy
[12, 13]. W ostatnim czasie wykazano, iz Y. enterocoli-
tica koduje dwa receptory hemu, ktére nazwano HemR1
oraz HemR2. Obydwa geny zlokalizowane sg w réznych
miejscach w genomie i wchodzg w skltad dwoéch ope-
rondéw, hemPRSTUV-1 oraz hemPRST-2. Z prowadzo-
nych badan wynika, iz obydwa receptory sg funkcjo-
nalne, chociaz HemR2 wydaje si¢ by¢ mniej efektywny
niz HemR1, co moze wynika¢ z nizszej ekspresji hem-
PRST-2 w poréwnaniu do hemPRSTUV-1 [14].
Wszystkie czasteczki transporteréw hemu bakterii
Gram-ujemnych tworza w blonie zewnetrznej strukture
B-barylki zbudowanej z 22 taicuchéw aminokwaso-
wych przyjmujacych forme antyréwnolegtych B-kartek.
Dodatkowo posiadaja domeng globularng, ktéra moze
blokowa¢ por transportera. Lancuchy p-kartek tworzg
w peryplazmie krotkie petle, natomiast na powierzchni
komorki dlugie hydrofilowe petle stuzace do oddzia-
tywan biatko-biatko i wigzania hemu badz hemopro-
tein. Niezaleznie od strukturalnego podobienstwa oraz
sekwencji aminokwasowej, wszystkie znane receptory
hemu posiadaja dwie konserwowane reszty histydyny
(np. His128 oraz His461 u HemR Y. enterocolitica), ktore
koordynujg hem i sg zlokalizowane w konserwowanych
domenach niezbednych dla funkcjonowania receptora,
np. w domenie FRAP/NPNL [1, 10]. Proponowany
model dziatania HemR postuluje istnienie TonB-zalez-
nego transferu hemu z His461 do His128, co pozwala na
przejscie hemu przez kanal w blonie zewnetrznej [12].
Wiele receptoréw hemowych wigze wolny hem lub
hem zwigzany z kompleksem biatkowym, takim jak
hemoglobina lub hemopeksyna. Przykladem sg biatka
FrpB1 Helicobacter pylori i ChuA Campylobacter jejuni,
ktére jak wykazano za pomoca spektrofotometrii UV-
-VIS, wiazg si¢ z hemem i/lub hemoglobing [15, 16].
Szczegolnym przypadkiem wsrod znanych receptorow
hemowych jest receptor HpuAB wystepujacy u bak-
terii z rodzaju Neisseria dla haptoglobiny-hemoglo-
biny i hemoglobiny [17]. Sktada si¢ on z dwdch biatek
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o wielkosci 42 kDa (HpuA) i 89 kDa (HpuB). HpuB jest
biatkiem zaleznym od TonB. HpuA jest zewnetrzna
lipoproteing blonowa. Oba biatka sa wymagane do
wigzania hemoprotein [18].

Do drugiej klasy transporteréw nalezg te bialka,
ktore rozpoznaja i pobieraja hem w kompleksie z hemo-
forem. Hemofory to niskoczasteczkowe biatka bakte-
ryjne wydzielane z komoérki do $rodowiska. Ich rola
jest wigzanie hemu i dostarczanie go do specyficznych
receptoréw w blonie zewnetrznej. Gléwna klasg hemo-
forow sg biatka HasA, ktére zidentyfikowano u wielu
patogenow bakteryjnych, w tym Serratia marcescens
i Pseudomonas aeruginosa [19-21]. Badania struktury
HasA [22, 23], wykazaly, ze bialko to wystepuje jako
monomer o wielkosci 19 kDa [22]. Po zwigzaniu hemu
hemofor HasA wigze si¢ z receptorem blony zewnetrz-
nej HasR, co skutkuje przeniesieniem hemu na HasR
[19, 24]. Nie do konca wiadomo jakie zmiany struk-
turalne wystepuja podczas przenoszenia kompleksu
HasA/hem na receptor HasR. Wiadomo jedynie, ze
proces zachodzi nawet w nieobecnosci ATP, co suge-
ruje, ze transfer ten nie wymaga energii [24].

Jak wspomniano wczesniej, do transportu czasteczki
hemu przez ostony komérkowe, potrzebna jest energia.
W procesie tym bierze udzial system transportu TonB/
ExbB/ExbD. Chociaz nie okreslono calkowitego zapo-
trzebowania na energie potrzebng do transportu, to
ustalono, ze podczas transportu protondw przez blone
wewnetrzng, z peryplazmy do cytoplazmy, tworzona
jest sifa protonomotoryczna. W procesie tym bierze
udzial bialko ExbB, ktorego helisy tworza w blonie
wewnetrznej strukture poru. Por ma strukture penta-
meru utworzonego z helis biatka ExbB oraz jednej helisy
bialka ExbD. Pozostate hydrofobowe helisy ExbD praw-
dopodobnie znajduja si¢ w blonie wewnetrznej, poza
strukturg utworzonego pentameru [25]. Nie wiadomo,
w jaki sposob sita protonomotoryczna jest przeksztal-
cana w energie¢ potrzebna do transportu hemu przez
blone, ale zaproponowano dwa mechanizmy. Wediug
jednej hipotezy moze to by¢ ruch rotujacy biatka ExbD,
albo dziatanie biatka ExbD jako ttok, wzdtuz centralnej
osi ExbB. Ten mechaniczny ruch odbierany jest przez
biatko TonB, wywolujac jego interakcje z receptorem
blony zewnetrznej [25]. C-koncowa domena TonB
oddzialuje z ,TonB box”, tj. z N-konicowym regionem
receptora blony zewnetrznej, skierowanym do pery-
plazmy, ktéry moze by¢ odpowiedzialny za transfer
energii z kompleksu TonB do receptora hemowego [26].

Czesto bywa tak, iz w komorce bakteryjnej funk-
cjonuje kilka réznych systeméw wychwytu hemu [10,
27]. Przyktadem jest P. aeruginosa, ktéry posiada recep-
tor hemu w blonie zewnetrznej (PhuR), system trans-
porteréw ABC (PhuTUYV), jak i hemofor HasA wraz
z receptorem HasR rozpoznajacym kompleks hemofor/
hem [1]. System transportu warunkujagcy pobieranie
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hemu zwigzanego w Zzelazoproteinach u P, aeruginosa
jest kodowany przez geny operonu phu (Pseudomo-
nas heme uptake). Gen phuR koduje receptor PhuR,
ktorego funkeja zalezy od aktywnosci TonB. Geny phu-
TUV koduja system transportujacy zalezny od pery-
plazmatycznego biatka wigzacego hem, niezbedny do
transportu przez blone cytoplazmatyczng. System trans-
portu P. aeruginosa kodowany przez operon phuSTUV
jest homologiczny do systemu obecnego u Y. enteroco-
litica, Y. pseudotuberculosis i Y. pestis [28, 29].

3.2. Transport przez blone cytoplazmatyczna
zalezny od ATP

Kluczowa role w przenoszeniu hemu przez pery-
plazme do blony cytopazmatycznej pelni rozpuszczalne
peryplazmatyczne biatko wigzace substrat (PBP, peri-
plasmic binding protein). Mechanizm uwalniania hemu
z receptora blony zewnetrznej do PBP jest nieznany.
Mozliwe, ze powinowactwo hemu do receptora maleje
w wyniku oddzialywania z PBP. Biatka PBP zostaly
podzielone na trzy klasy w zaleznosci od liczby pola-
czen migdzydomenowych. Wszystkie trzy klasy biatek
charakteryzuja si¢ obecnoscig N-koncowych i C-kon-
cowych globularnych domen, ktére tworzg szczeline
pomiedzy domenami odpowiedzialng za wigzanie
ligandu. Biatka nalezace do klasy I i IT maja dwa z trzech
polaczen miedzydomenowych. Do klasy I nalezy mie-
dzy innymi bialko PBP wigzace maltoze, a do klasy II
reduktaza rybonukleotydowa. Oba te biatka podle-
gaja duzym zmianom strukturalnym niezbednym do
zwigzania i uwolnienia substratu. Bialka klasy IIT maja
jedno polaczenie miedzydomenowe, ktére ulega matym
zmianom konformacyjnym. Do tej klasy nalezy mie-
dzy innymi biatko wigzace witaming B, (BtuF). Biatko
PhuT P, aeruginosa ma podobng budowe do BtuF, gdzie
domeny C- i N-koncowe zawierajg pigcioniciowe
B-kartki oflankowane a-helisami. Hem jest zwigzany
przez tyrozyne w N-koncowej domenie znajdujacej sie
w szczelinie wigzgcej hem [1]. Podczas gdy wigkszos¢
odkrytych PBP wiaze si¢ z hemem w stosunku 1:1
HmuT Y. pestis wigze dwie czasteczki hemu jednocze-
$nie [30]. Bialko to posiada dwie {3-kartki potaczone
a-helisg, jednakze odleglos¢ pomiedzy resztami Tyr70
i Argl67 jest wigksza w poréwnaniu z innymi PBP.
Moze to wyjasnia¢ zdolnos¢ HmuT do wigzania wigcej
niz jednej czasteczki hemu [30].

Transportery ABC blony cytoplazmatycznej sta-
nowig jedna z wiekszych biatkowych superrodzin i sg
odpowiedzialne za transport substratow przez blone
zalezny od ATP. Biatka s zbudowane z dwoch transbto-
nowych domen tworzacych kanat translokacyjny oraz
dwdch domen cytoplazmatycznych odpowiedzialnych
za wigzanie i hydrolize ATP. Domena transblonowa
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transporteréw rozni sie dltugoscia i sekwencja amino-
kwasowg, co zapewnia specyficzno$¢ substratows.
Domena wigzaca ATP jest silnie konserwowana. Trans-
port ten przebiega wedlug modelu ,, ATP-switching”
[1]. W tym modelu peryplazmatyczne biatko wiazace
hem oddzialuje z domeng transblonowg transportera
ABC indukujac zmiane jego konformacji. Zmiana ta
prowadzi do obnizenia energii aktywacji wymaganej do
wigzania ATP z domeng cytoplazmatyczng. Wigzanie
ATP indukuje tworzenie zamknietej formy dimerycznej
domeny transbtonowej i skutkuje uwolnieniem hemu
do kanalu transportowego. Dzigki hydrolizie ATP,
nastepuje translokacja hemu do cytoplazmatycznego
biatka wigzacego hem. Przyréwnanie sekwencji ami-
nokwasowej transporteréw ABC wykazalo, ze wszystkie
posiadaja dwie konserwowane reszty histydyny zloka-
lizowane w domenie tworzacej kanat [1].

Czasteczka hemu obecna w cytoplazmie moze
powodowac¢ efekt cytotoksyczny, dlatego w komorce
uruchamiany jest mechanizm katabolizmu czasteczki.
Polega on na degradacji pierscienia protoporfiryno-
wego hemu za pomocg oksygenazy hemowej, co pro-
wadzi do otrzymania labilnego Zelaza, biliwerdyny oraz
dwutlenku wegla. Bakteryjne oksygenazy sa funkcjo-
nalnymi i strukturalnymi homologami eukariotycznych
oksygenaz [7, 11, 31].

4. Regulacja ekspresji genow systemow transportu
i pozyskiwania hemu

Bakterie patogenne podczas kolonizacji i infek-
cji organizmu gospodarza wykorzystuja hem/hemo-
proteiny jako zrodlo zelaza, jednakze w nadmiarze
pierwiastek ten jest wysoce toksyczny, dlatego tez
mikroorganizmy wyksztalcily odpowiednie mecha-
nizmy kontrolujace importowanie hemu lub bialek
zawierajagcych zelazo do wnetrza komorek [8]. Jeden
z wazniejszych systemoéw regulacyjnych wystepujacy
powszechnie u bakterii Gram-ujemnych opiera sie
na funkcjonowaniu globalnego regulatora transkryp-
cji genow, biatka Fur. Chociaz regulator ten zidenty-
fikowano i najlepiej zbadano u E. coli, jego homologi
odnaleziono u innych Gram-ujemnych patogendw,
w tym H. pylori, C. jejuni, P. aeruginosa, Y. pestis oraz
Y. pseudotuberculosis [29, 32-35].

4.1. Charakterystyka biatka Fur

Biatko cytoplazmatyczne Fur u E. coli jest zbudo-
wane z 148 reszt aminokwasowych o lacznej masie
16,8 kDa. W strukturze Fur wyrdznia si¢ dwie domeny:
N-terminalng domene¢ wigzaca DNA (2-84aa) oraz
C-terminalng domene dimeryzacyjng (85-148 aa).
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Domena wiazaca zbudowana jest z czterech a-helis
(al, a2, a3, a4), ktore tworza motyw uskrzydlonej
helisy (motyw WH, winged helix) oraz z dwdch anty-
réwnoleglych B-kartek (B1, B2). Za wigzanie DNA
odpowiedzialne sg glicyna w pozycji 50 oraz alanina w
pozycji 64, bedace aminokwasami helisy a4. C-termi-
nalna domena dimeryzacyjna zbudowana jest z trzech
ulozonych antyréwnolegle B-kartek (B3, p4, p5), oto-
czonych pojedyncza a-helisa (a5). Za dimeryzacje
odpowiedzialne sa P-kartki, ktére facza monomery.
Co ciekawe, miedzy helisami a5 monomero6w, tworza
sie liczne oddzialywania hydrofobowe i hydrofilowe.
Umozliwiaja one uformowanie konserwowanych most-
kéw solnych miedzy asparaging w pozycji 103 i argi-
ning w pozycji 109 helisy a5 jednego monomeru, a tymi
samymi aminokwasami helisy a5 drugiego monomeru.
Wszystkie pozostale aminokwasy helis a5 odpowie-
dzialne sg za wigzanie si¢ z f-kartkami domeny dime-
ryzacyjnej drugiego monomeru [36, 37].

W budowie biatka Fur wyrdznia si¢ dwa miejsca,
ktore charakteryzujg si¢ zdolnoscig do wigzania dwu-
warto$ciowych jonéw metali, takich jak cynk, mangan,
zelazo czy kobalt [38]. W przypadku duzej dostepnosci
jonow Fe?* w srodowisku, oba monomery biatka wiaza
po jednym jonie. Taka sytuacja prowadzi do zmiany
pozycji domen wigzacych DNA w biatku, co zwigksza
jego powinowactwo do DNA nawet 1000-krotnie. Kom-
pleks Fe**-Fur wigze si¢ do regionéw promotorowych
genow zwigzanych z asymilacja zelaza, uniemozliwiajac
tym samym przylaczenie si¢ polimerazy RNA i hamu-
jac transkrypcje. Mozna zatem stwierdzi¢, iz zelazo jest
niezbedne do hamowania ekspresji genéw znajdujgcych
sie pod kontrolg Fur [5]. Co ciekawe, biatko Fur zawiera
przynajmniej jedno miejsce w dimerze, ktére moze
wigza¢ wylacznie dwuwartos$ciowe jony cynku [39].
W 1998 roku Jacquamet i wsp., postugujac sie metoda
spektroskopii fotoelektronéw w zakresie promieniowa-
nia X, wykazali obecno$¢ takiego miejsca w biatku Fur
E. coli, zlokalizowanego w obrebie cystein w pozycji 92
195 na C-koncu [40]. Miejsce to nie jest konserwowane
i nie wystepuje u wszystkich bakterii. Cynk wigzany
w tych miejscach odpowiedzialny jest za utrzymanie
integralnosci dimeru, nie pelni on natomiast funkeji
regulatorowej [36].

4.2. Oddzialywanie Fur-DNA

Do represji genéw, zwigzanych z asymilacja jonow
zelaza, dochodzi w przypadku duzego stezenia tego
mikroelementu w $rodowisku. To wlasnie wtedy biatko
Fur wiaze jony Fe**, co powoduje zmiane jego konfor-
magcji i umozliwia przytaczenie do regionéw promo-
torowych genéw, hamujac ich ekspresje. W odwrotnej
sytuacji, kiedy stezenie jonow zelaza w srodowisku jest
zbyt niskie, aby bakterie mogly sie namnaza¢ dochodzi
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do odblokowania ekspresji genow, ktorych produkty sa
odpowiedzialne za ich asymilacje. Ze wzgledu na zbyt
malj ilos¢ zelaza nie powstaje kompleks Fe?*-Fur i nie
dochodzi do zahamowania transkrypcji regulowanych
genow [41] (Ryc. 2).

Kompleks Fe**-Fur przyltacza si¢ zazwyczaj miedzy
sekwencjami -35 i -10 w obszarze promotoréw regu-
lowanych genéw. U Y. enterocolitica miejsce wigzania
dla tego represora pokrywa sie z sekwencja —10 promo-
tora operonu hemPRSTUV-1, jak réwniez hemPRST-2.
Wykazano, iz Fur kontroluje w sposéb negatywny
aktywnos¢ obydwu operonéw w warunkach nadmiaru
zelaza w $rodowisku [14]. Dodatkowy, wewnetrzny
promotor przed genami hemSTUV zidentyfikowano
u Y. enterocolitica, Y. pestis oraz Y. pseudotuberculosis,
ale transkrypcja tego operonu pozostaje niezalezna od
Fur [13, 28, 29].

Pierwotnie twierdzono, iz miejsce wigzania Fur do
DNA to palindromiczna sekwencja konsensus o diu-
gosci 19 pz, zwana ,,Fur box” lub ,,Iron box” (5’-GATA-
ATGAT(A/T)ATCATTATC-3’). Jednakze, w 2000 roku,
dzigki analizom footprinting, Escolar i wsp. wykazali,
ze biatko Fur moze wigza¢ fragment DNA wiekszy niz
19 pz [42]. Dzieje si¢ tak, poniewaz czesto dochodzi
do sytuacji, kiedy dwie lub wigcej sekwencji typu ,, Iron
box” sasiaduje ze sobg lub zachodzi na siebie, co suge-
ruje wigzanie DNA przez wiele kompleksow Fe**-Fur
jednoczes$nie. W rzeczywistoséci, do promotoréw nie-
ktorych genow potrafi przytaczy¢ sie kilka kompleksow,
ktore Iacznie obejmujag obszar o dlugosci nawet 100 pz.
Takie sytuacje doprowadzity do reinterpretacji miejsca
»Fur box’, jako sekwencji trzech powtdrzen, sklada-
jacych si¢ z motywow o dlugosci 6 pz (5°-NAT(A/T)
AT-3’);NAT(A/T)AT; N;AT(A/T)ATN-3’). Powtorzone
motywy zwiekszajg sile wigzania biatka Fur do DNA
[5]. Jednakze wspomniane badania nie wyjasniaja
dokladnie jak poszczegélne dimery Fur sg rozmiesz-
czone wzdluz podwdjnej helisy DNA oraz ile sze$cionu-
kleotydowych powtérzen jest wymaganych do zwigza-
nia pojedynczego dimeru. Z kolei Lavrrar i wsp. (2002)
sugerowali, iz biatko Fur wiaze si¢ z 13 pz motywem
typu 6-1-6 [43]. Taki uklad pozwala obu dimerom
biatka Fur wiaza¢ sie do miejsc ,,Fur box”, znajduja-
cych sie¢ po przeciwnych stronach podwdjnej nici DNA
i przesunietych o okolo pot skretu helisy. Zgodnie z tym
modelem, kazdy kolejny 6 pz motyw pozwala na przy-
faczenie kolejnego dimeru biatka Fur. Dodatkowo, taki
uklad potwierdza stusznos¢ badan, ktére wskazuja, ze
dimery Fur owijaja sie¢ wokdt podwdjnej helisy [44].

Klasyczny model regulacji z udzialem biatka Fur
opiera si¢ na wigzaniu z DNA dimeréw tego bialka
w kompleksach z zelazem (Fe?) jako kofaktorem
(holo-Fur). Udowodniono réwniez, ze aktywacja jak
i represja genéw jest mozliwa z udziatem dimeru apo-
-Fur (bez udzialu Fe**) [45]. U H.pylori Fur moze
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Ryc. 2. Schemat regulacji ekspresji genéw z udzialem represora Fur
(A) Przy niskim stezeniu jonow zelaza, nie powstaje kompleks Fe**-Fur (holo-Fur) w komdrce bakteryjne;.
Dimery apo-Fur nie oddziatuja z DNA, co umozliwia wigzanie polimerazy RNA i transkrypcje gendw
kodujacych biatka odpowiedzialne za transport i asymilacje zelaza. (B) W warunkach wysokiego stezenia
jonow zelaza, kofaktor (Fe**) wigze si¢ z apo-Fur, co prowadzi do wigzania dimeréw holo-Fur w obszarze
promotorowym regulowanych genéw. Przylaczenie represora do DNA uniemozliwia wigzanie polimerazy
RNA, blokujac transkrypcje gendw. x, y, z — geny, ktorych ekspresja jest zalezna od Fur.

hamowac ekspresje gendéw zaréwno indukowanych
obecnoscig zelaza (FeON), jak i tych, ktérych eks-
presja jest hamowana nadmiarem tego pierwiastka
(FeOFF). Wykazano, ze Fur w zaleznosci od tego czy
jest zwiazany z zelazem czy nie, preferencyjnie wigze sie
z konkretnymi motywami operatoréw, i tak odwrécone
powtorzenia TAA s3 istotne dla wigzania holo-Fur, pod-
czas gdy motyw TCATT | TT jest rozpoznawany przez
apo-Fur [46]. Co ciekawe obydwa typy sekwencji moga
wystepowac jednoczes$nie w tych samych operatorach,
a przyktadem promotora zawierajacego taka sekwen-
cje jest promotor genu fur, ktory wiagze zardwno apo-
jak i holo-Fur z takim samym powinowactwem [47].
Eksperyment przeprowadzony metoda chromatografii

wykluczania (Size Exclusion Chromatography — SEC)
pokazal, ze w zalezno$ci od stezenia zelaza w srodowi-
sku Fur moze tworzy¢ réwniez formy multimeryczne.
W roztworze Fur wystepuje jako dimer, a w obecno-
$ci Fe**/Mn?** wigze sie z DNA jako dimer, tetramer,
a nawet jako podwdjny tetramer. Preferencyjnie apo-
-Fur wiaze si¢ z DNA jako dimer, a holo-Fur jako tetra-
mer [46]. Fur po przybraniu odpowiedniej konformacji
wigze sie z DNA dzigki domenie wigzacej. Wykazano,
ze helisy H4 i H4’ oddzialujg z duzym rowkiem DNA
[36]. Badania z wykorzystaniem dystamycyny A, anty-
biotyku wigzacego si¢ w matym rowku DNA w regio-
nach bogatych w pary AT, wykazaly wplyw tego leku
na wigzanie holo-Fur juz w matych ilosciach. Duze
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stezenia dystamycyny A powodowalo catkowite zaha-
mowanie wigzania tej formy biatka. Takiego efektu nie
zaobserwowano dla apo-Fur. Regulacja typu FeOFE,
ale nie FeON, jest podporzadkowana wigzaniu do
matego rowka DNA, co nie wyklucza mozliwosci wig-
zania Fur réwniez w duzym rowku DNA. Wigzanie
dwoch form biatka Fur (apo- i holo-Fur), do réznych
motywow w operatorach, w zaleznosci od struktury
przestrzennej DNA, moze wyjasnia¢ udzial Fur w regu-
lacji ekspresji wielu gendéw zaréwno w sposob nega-
tywny jak i pozytywny [46].

4.3. Regulacja ekspresji genu fur u E. coli

Ilos¢ biatka Fur w komorce E. coli jest zaskaku-
jaco wysoka. Liczba czasteczek bialka siega bowiem
5000 w fazie logarytmicznego wzrostu i dochodzi do
az 10000 w fazie stacjonarnej. Tak duze stezenie Fur
jest prawdopodobnie zwigzane z ilo$cig genéw (ponad
90 u E. coli), ktérych ekspresja znajduje si¢ pod jego
kontrola. W genomie E.coli gen fur zlokalizowany
jest w obrebie bicistronowego operonu fldA-fur. Taki
uklad obecny jest rowniez u innych patogendéw, np.
Klebsiella pneumoniae, H. influenzae czy Y. pestis. Gen
fldA jest bardzo istotny dla Zycia bakterii, koduje on
bowiem flawodoksyne - biatko zawierajace flawiny,
ktére zaangazowane sg w reakcje typu redoks. Istnieje
duze prawdopodobienstwo, iz flawodoksyny odgrywaja
znaczaca role w utrzymywaniu odpowiedniego stezenia
zredukowanych jonéw zelazowych w cytoplazmie, co
ulatwia tworzenie kompleksow Fe**-Fur [5]. Ekspresja
genow operonu fldA-fur jest indukowana poprzez sys-
tem SoxRS w odpowiedzi na stres, wynikajacy z pod-
wyzszonego stezenia nadtlenkow, powstatych w wyniku
reakcji redoks [48]. Dodatkowo, gen fur posiada wia-
sny promotor, z ktérego zachodzi indukcja ekspresji
w obecnosci regulatora OxyR, w odpowiedzi na zwigk-
szone stezenie nadtlenku wodoru, co rowniez zwigzane
jest z zachodzeniem reakcji utleniania i redukcji [49].
Okazuje si¢ jednak, iz pomimo tak wyraznej regula-
¢ji reakcje redoks zwigkszaja poziom ekspresji genu
fur tylko dwukrotnie. Taki wynik ukazuje ciekawa
zalezno$¢ miedzy reakcjami redoks a homeostazg
zelazowa. Zwigkszenie liczby kopii biatka Fur podczas
zachodzenia tego rodzaju reakeji skutkuje wigzaniem
wiekszej ilosci jondw Fe**, zmniejszeniem wydajnosci
transportu zelaza oraz indukcja systemdéw zwigza-
nych z jego magazynowaniem. W efekcie dochodzi
do znacznego zmniejszenia st¢zenia wolnego zelaza
w komdrce wywotanego zachodzeniem reakeji redoks
[48]. Okazalo si¢ réwniez, ze gen fur podlega réwniez
stabej autoregulacji, a miejscem oddzialywania jest ,,Fur
box” zlokalizowany w regionie miedzygenowym ope-
ronu fldA-fur. Dodatkowo, wykazano udziat kompleksu
cAMP/CRP w regulacji ekspres;ji fur [44].
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4.5. Inne regulatory kontrolujace proces
transkrypcji genow systemow transportu
i pozyskiwania hemu

Proces adaptacji bakterii do zmieniajgcych si¢ para-
metréw fizykochemicznych srodowiska mozliwy jest
dzieki funkcjonowaniu réznorodnych mechanizmoéow
regulacyjnych. U E. coli oraz innych bakterii Gram-
-ujemnych, w efektywnym odbiorze, przekazywaniu
i przetwarzaniu sygnatéw biorg udziat dwusktadnikowe
systemy transdukcji sygnatu, w tym szlak sygnalowy
EnvZ/OmpR. EnvZ jest biatkiem o aktywnosci kinazy
i fosfatazy, zlokalizowanym w blonie cytoplazmatycz-
nej i pelnigcym funkcje sensora odbierajgcego sygnaty
srodowiskowe. OmpR to cytoplazmatyczny regulator
odpowiedzi, ktéry w wyniku fosforylacji przez part-
nerska kinaze EnvZ, a co za tym idzie zmian konfor-
macyjnych w biatku, nabiera zdolnosci do przylaczania
sie do sekwencji regulatorowych w genach kontrolujac
pozytywnie lub negatywnie ich transkrypcje. U E. coli
wykazano, iz bialko OmpR pelni funkcje¢ globalnego
regulatora, ktéry kontroluje rézne procesy zyciowe tej
bakterii [50]. Analizy ekspresji promotoréw dwdch
operonéw hemPRSTUV-1 i hemPRST-2 kodujacych
skltadowe systemu transportu hemu u Y. enterocolitica
wykazaly, iz OmpR, obok Fur, hamuje transkrypcje
obu operondéw poprzez bezposrednie oddziatywanie
z DNA w obrebie motywu -35 sekwencji promotoro-
wej. Ponadto, wplyw OmpR na aktywno$¢ promotora
hemPRSTUV-1 obserwowano zaréwno w warunkach
niedoboru, jak i nadmiaru zelaza [14].

Przeprowadzono szereg badan dotyczacych regu-
lacji systeméw pozyskiwania zelaza/hemu in vitro
oraz in vivo, tj. w zaleznosci od lokalizacji patogenu
w organizmie gospodarza i dostepnosci do réznych
zrodet zelaza. U Y. enterocolitica wykazano, iz ekspresja
genu kodujacego receptor hemu HemR jest specyficzna
tkankowo. Ekspresja hemR jest wyzsza w §ledzionie
i otrzewnej, a nizsza w watrobie i jelitach. Ponadto eks-
presja hemR in vivo, w otrzewnej jest wyzsza niz eks-
presja w warunkach in vitro, w podlozu pozbawionym
zelaza. Badania te sugeruja, iz moga istnie¢ dodatkowe
specyficzne sygnaly, poza spadkiem stezenia jonow
zelaza, pochodzace z organizmu gospodarza, ktdre
reguluja transkrypcje hemR [10, 51].

W przypadku Y. pseudotuberculosis w kontroli eks-
presji hmuRSTUV biorg udzial co najmniej dwa glo-
balne regulatory, Fur i IscR. U E. coli biatko IscR (iron-
sulphur cluster regulator), bezposrednio lub posrednio
kontroluje ekspresje ~40 genéw [52, 53]. U Y. pseudo-
tuberculosis IscR, kontroluje ekspresje systemu sekrecji
III typu (T3SS) zwigzanego z wirulencja, a takze bierze
udzial w pozytywnej regulacji ekspresji hmuRSTUV
[29, 54]. Poniewaz u E. coli stres oksydacyjny, a takze
ograniczenie dostepnosci tlenu i zelaza regulujg aktyw-
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no$¢ IscR, to wydaje sig, iz zaréwno tlen jak i zelazo
moga stanowi¢ wazne czynniki regulujace wychwyt
hemu/hemoprotein ze $srodowiska, réwniez u gatun-
kéw z rodzaju Yersinia [52, 55, 56]. U Vibrio vulnificus
zaobserwowano natomiast wspdtzawodnictwo miedzy
represorem Fur a pozytywnym regulatorem HupR.
W srodowisku o niskiej zawartosci zelaza, gdy obecny
jest hem, HupR moze wigzac si¢ z promotorem genu
hupA, kodujacym receptor hemowy blony zewnetrznej,
aby indukowac jego ekspresje. W warunkach wysokiego
stezenia zelaza Fe*?-Fur wigze sie z promotorem hupA,
hamujac jego ekspresje, tym samym zapobiegajac wig-
zaniu HupR [57].

4.6. Potranskrypcyjna regulacja ekspresji
genow zwiazanych z pobieraniem hemu

Indukowane termicznie zmiany strukturalne
w mRNA pelnig fundamentalng rol¢ w termoregulacji
ekspresji czynnikow zjadliwosci u wielu bakterii choro-
botworczych [58-60]. Jak sugeruja badania, pobieranie
hemu przez bakterie moze by¢ regulowane w odpowie-
dzi na zmiane temperatury otoczenia. Termoregulacje
ekspresji genow transportu hemu opisano u niektérych
bakterii chorobotwdrczych, ktére sa zdolne do prze-
zycia wewnatrz organizmu gospodarza (~37°C) jak
i na zewnatrz, tj. w temp. ok. 25°C. Poniewaz orga-
nizm gospodarza jest srodowiskiem bogatym w hem,
w 37°C u bakterii zachodzi ekspresja gendéw niezbed-
nych do wychwytu hemu, natomiast w 25°C, w §rodo-
wisku pozbawionym tego zwigzku, ekspresja gendw jest
wyciszona, gdyz bylaby zbednym wydatkiem energe-
tycznym. Potranskrypcyjny mechanizm termoregulacji
dotyczy m. in. ekspresji genu shuA, kodujacego recep-
tor hemu zlokalizowany w blonie zewnetrznej Shigella
dysenteriae. Za proces ten odpowiada fragment regionu
5'UTR mRNA shuA pelniacy funkcje swoistego termo-
metru [61]. Termosensory w komorkach bakteryjnych,
poprzez tworzenie wigzan pomigdzy zasadami mRNA
(model zamka blyskawicznego), reguluja ekspresje
genow wirulencji i szoku cieplnego w odpowiedzi na
zmiany temperatury w srodowisku [62]. W niskiej tem-
peraturze obecnos¢ struktury II-rzedowej w mRNA,
w miejscu wigzania rybosomu, hamuje proces trans-
lacji. Z chwilg wzrostu temperatury, dochodzi do roz-
winiecia struktury II-rzedowej, co prowadzi do uru-
chomienia translacji. Dane literaturowe wskazuja, iz
w wyniku funkcjonowania opisanego mechanizmu
potranskrypcyjnej regulacji u S. dysenteriae w 37°C
obserwuje sie zwiekszong ekspresje genu shuA, a co za
tym idzie zwigkszony poziom syntezy receptora ShuA.
Za te regulacje jest odpowiedzialny fragment 5’UTR
mRNA shuA ztozony z ciggu czterech uracyli (FourU).
Taki typ termosensora zidentyfikowano takze w genie
chuA receptora hemu E. coli UPEC oraz udowodniono
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termoregulacje syntezy receptora ChuA, co sugeruje
iz ten mechanizm potranskrypcyjnej regulacji moze
wystepowac takze w innych gatunkach bakterii [61].
Chociaz w 5UTR mRNA hemR Y. enterocolitica ziden-
tyfikowano cigg FourU to poziom HemR w komorce
tego patogenu nie podlega termoregulacji [14].

Inny mechanizm potranskrypcyjnej regulacji eks-
presji gendéw wiaze si¢ z obecnos$cig/aktywnos$cig ma-
tych regulatorowych RNA (sRNA), ktdre pelnig istotna
funkcje w szybkiej odpowiedzi komoérek na zmiany
zachodzgce w srodowisku. W ciggu ostatniej dekady
wiele sSRNA zostato zidentyfikowanych jako regulatory
réznych proceséw komorkowych, takich jak synteza
bialek blony zewnetrznej [63], metabolizm [64], patoge-
neza [65-67], ruchliwos$¢/produkeja biofilmu [68, 69].
W regulacji ekspresji genow zwiazanych z transportem
zelaza u E.coli zidentyfikowano maly regulatorowy
sRNA RyhB. Udowodniono, ze RyhB pelni kluczowa
role w homeostazie zelaza regulujac ekspresje co naj-
mniej 50 réznych gendéw kodujgcych biatka zaangazo-
wane w transport i wykorzystanie tego pierwiastka [70].
RyhB moze dziala¢ na dwa sposoby, przede wszystkim
wyciszajac ekspresje gendw poprzez hamowanie trans-
lacji i destabilizacje/degradacje docelowego mRNA,
oraz rzadziej promujac ekspresj¢ gendéw [71]. Regula-
cja negatywna z udzialem RyhB polega na parowaniu
sRNA/mRNA, ktére zazwyczaj zachodzi w miejscu
inicjacji translacji (na odcinku ok. 50 nt, zawierajacym
RBS oraz kodon start translacji regulowanego genu).
Przylaczenie tego SRNA prowadzi do zahamowania ini-
cjacji translacji i degradacji duplekséw sRNA/mRNA
przez RNaze¢ E [72, 73]. Aby zaszlo parowanie RyhB
z mRNA wymagane jest biatko chaperonowe Hfq [74].
Homologi RyhB zostaly opisane u wielu gatunkéw bak-
terii, gldwnie w rodzinie Enterobacteriaceae [66, 70, 75,
76]. Co ciekawe niektore gatunki bakterii koduja dwa
sRNA RyhB w swoim genomie, a rola kazdego z nich
moze by¢ podobna badz zupelnie rézna. Do takich
gatunkow naleza Salmonella sp. [77, 78], Y. pestis [79]
i K. pneumoniae [80]. RyhB-zalezna regulacja ekspresji
gendw odpowiedzialnych za transport zelaza wynika
gléwnie z oddzialywania dwodch regulatoréw, RyhB
i Fur, na zasadzie negatywnego sprzezenia zwrotnego,
gdzie (i) ekspresja ryhB jest hamowana przez Fur [81],
(ii) ekspresja fur jest hamowana przez RyhB [82]. Poza
tym, ze RyhB uczestniczy w kontroli ekspresji gendw
poprzez modulowanie transkrypcji represora Fur,
ma réwniez wiele bezposrednich celéw wérdd genow
kodujacych biatka odpowiedzialne za transport i pozy-
skiwanie zelaza, tj. (i) shiA - gen transportera kwasu
szikimowego [83], (ii) cirA - gen receptora w blonie
zewnetrznej [84], (iii) bfr — gen bakterioferrytyny [81],
(iv) febB - gen bialka wigzacego enterobaktyne [84],
(v) hemH, hemB, hemN - geny bialek zaangazowanych
w biosynteze¢ hemu [85].
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5. Podsumowanie

Od czasu odkrycia systeméw transportu i pobie-
rania zelaza w postaci hemu u bakterii poczyniono
ogromne postepy w identyfikowaniu kluczowych kom-
ponentéw zaangazowanych w wychwyt tego zwiazku,
jak rowniez charakteryzowaniu struktur bialek zaanga-
zowanych w procesy przenoszenia hemu ze srodowiska
zewnetrznego do wnetrza komorki bakteryjnej. Szcze-
golnie wazne jest poznawanie tych systemow w réznych
mikroorganizmach, ze wzgledu na koniecznosé¢ zrozu-
mienia ich funkcjonowania, aby w przyszlosci staly sie
celem dziatania nowych terapii antybakteryjnych.
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