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STRESZCZENIE

Rola domen I i III biatka DnaA w tworzeniu kompleksu inicjujacego

replikacje chromosomu Helicobacter pylori

STRESZCZENIE

Helicobacter pylori to mikroaerofilna, Gram-ujemna bakteria bytujaca w przewodzie
pokarmowym cztowieka bedaca czynnikiem etiologicznym m. in. wrzodéw oraz nowotworéw
zoladka. Dotychczas badania nad procesem inicjacji replikacji chromosomu tej bakterii skupiaty
sie na regionie oriC (origin of chromosomal replication) - pierwszym dwuczlonowym region inicjacji
replikacji chromosomu bakterii Gram-ujemnych. Niewiele wcigz wiadomo o drugim czynniku
zaangazowanym w inicjacje replikacji - inicjatorowym biatku DnaA H. pylori. Najwiecej
informacji dotyczy domeny IV DnaA odpowiedzialnej za rozpoznawanie i wigzanie
specyficznych sekwencji DNA zlokalizowanych w regionie oriC, tzw. DnaA-bokséw. Informacje
na temat pozostalych domen sg fragmentaryczne i opieraja sie gtéwnie na poréwnaniu sekwencji
aminokwasowej do najlepiej scharakteryzowanego biatka inicjatorowego - DnaA E. coli. Wysoka
homologia bialek DnaA E. coli i H. pylori sugeruje, ze bialko H. pylori wykazuje podobna
charakterystyke strukturalno - funkcjonalng do biatka E. coli.

Celem badan bylo eksperymentalne scharakteryzowanie roli domen I i III biatka DnaA
H. pylori w tworzeniu kompleksu inicjujacego replikacje chromosomu H. pylori. Pierwszy etap
badan skupial si¢ na przygotowaniu serii rekombinowanych wariantéw biatka DnaA
o zmiennym skladzie domenowym oraz z mutacjami w obrebie domeny III. Nastepnie
z zastosowaniem testéw rozplatania DNA in vitro, sieciowaniu biatek oraz technik SPR (Plasmon
Surface Resonance), EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay), mikroskopii elektronowej, zbadano
w jaki spos6b oddzialywania miedzyczasteczkowe biatka oraz oddzialywania DnaA z DNA
zaleza od skfadu domenowego biatka DnaA. Pozwolilo to scharakteryzowaé oddziatywania
zachodzace z udzialem domen I i III. Udowodniono zaangazowanie domeny I w tworzenie
oligomeru DnaA, zdolnoé¢ do homooligomeryzacji oraz jej istotng role w oddzialywaniach
miedzybiatkowych dalekiego zasiegu. Wykazano, ze domena III odpowiada za zdolnos¢ biatka
DnaA do otwierania helisy DNA w regionie DUE (DNA unwinding element).

Kolejng czesé¢ badan poswiecono okresleniu in vitro wplywu mutacji w obrebie motywu
AAA+na oddzialywania miedzy czasteczkami DnaA oraz DnaA - DNA. Ponadto zbadano jaki
wplyw na wzrost H. pylori ma synteza w komoérce dodatkowych, zmutowanych w obrebie
domeny III wariantéw biatka DnaA. Badania wykazaly istotnoé¢ zmutowanych reszt
aminokwasowych dla oddzialywarn miedzyczasteczkowych, a obecnos¢ dodatkowych,
zmutowanych kopii biatka DnaA zaburzata wzrost bakterii H. pylori.

Wyniki przedstawionych badarn pozwolily na scharakteryzowanie roli domen I i III biatka
DnaA w tworzeniu kompleksu inicjujacego replikacje chromosomu H. pylori oraz poszerzyly

dotychczasowa wiedze dotyczaca biatka inicjatorowego DnaA.



ABSTRACT

The role of domains I and III of the DnaA protein in the assembly of the

Helicobacter pylori replication initiation complex

ABSTRACT

Helicobacter pylori is a microaerophilic, Gram-negative bacterium inhabiting the human
digestive tract, being the important risk factor for the development of peptic ulcer and gastric
cancer. So far, studies on the initiation of the chromosome replication of this bacterium focused
on the oriC region (origin of chromosomal replication) - identified as the first bipartite origin
in Gram-negative bacteria. There are still limited biochemical data for H. pylori DnaA - a second
important factor of the initiation of chromosome replication. The best characterized domain of
H. pylori DnaA, domain IV, is responsible for recognition and binding to specific DNA sequences,
DnaA-boxes, localized in oriC. Data about other domains of the protein are mostly based on
comparative in silico analyses with E. coli DnaA. High homology between E. coli and H. pylori
proteins suggests similar characteristic of H. pylori DnaA.

The main goal of this work was to characterize the roles of domains I and III in the
formation of H. pylori initiation complex. The first step of studies focused on purification of
recombinant DnaA proteins composed of different domains and variants carrying mutations
in domain III. The interactions between protein molecules and protein binding to DNA were
studied using in vitro DNA unwinding test, protein crosslinking assay, SPR (Plasmon Surface
Resonance), EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay) and electron microscopy techniques.
Results allowed to designate how domain composition influences DnaA interactions. It also
allowed to characterize interactions mediated by domains I and III. It was proved that domain I
of H. pylori DnaA self-interacts and mediates long-distance interactions between suboligomers
formed at origin subregions. It was also shown that domain III is responsible for DNA unwinding
at DUE (DNA unwinding element).

Last part of research was dedicated to in vitro studies on the influence of DnaA H. pylori
mutation in AAA+ motif on protein-protein and protein-DNA interactions. Moreover it was
analyzed whether additional copy of mutated DnaA proteins affects H. pylori growth. Results
suggest high importance of mutated residues in examined interactions and on bacteria growth -
additional DnaA mutated copies inhibited bacterial growth.

Presented results allowed to characterize the role of domains I and III of the H. pylori
DnaA protein in the assembly of the Helicobacter pylori replication initiation complex and

expanded our knowledge about the initiator protein DnaA.
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1. WSTEP

1.1 Inicjacja replikacji chromosomu we wszystkich domenach zycia

Chromosom to jedna z najwazniejszych struktur w komorce, zaréwno prokariotycznej jak
i eukariotycznej. W nim, w genach zakodowana jest m. in. informacja o biatkach budujacych caty
organizm. Dlatego powielenie chromosomu/chromosoméw jest kluczowym etapem w cyklu
komoérkowym, ktéry podlega Scistej kontroli i synchronizacji z innymi etapami rozwoju, jak

wzrost i podzial komérkowy (Katayama et al. 2010; Leonard and Méchali 2013).

Pierwszym i najwazniejszym etapem powielania chromosomu jest inicjacja jego replikacji. Ten
etap podlega Scistej kontroli, a jego gléwne zadanie to rozdzielenie dwéch nici DNA
i przygotowanie miejsca dla utworzenia kompleksu biatkowego powielajacego chromosom
(Deegan and Diffley 2016). W 1963 roku przedstawiono hipoteze, wedlug ktérej w procesie
inicjacji replikacji biorg udziat dwa elementy wspoétdziatajace ze soba (Jacob, Brenner and Cuzin

1963):

e Replikator - specyficzne miejsce na chromosomie, w ktérym rozpoczyna sie powielenie
DNA
e Inicjator - czasteczka kodowana przez replikon, ktéra oddziatujac zreplikatorem

rozpoczyna replikacje

Inicjacja replikacji zachodzi w $cisle okreslonym miejscu na chromosomie/chromosomach,
nazywanym ori (ang. origin), charakteryzujacym sie okre$lona sekwencja i/lub strukturg
rozpoznawang przez biatko/biatka inicjatorowe lub biatka replikacyjne. Mimo uniwersalnosci
ogblnego schematu przebiegu inicjacji replikacji we wszystkich domenach zycia (bakterie,

archeony i eukariota), procesy réznia sie¢ w poszczegdlnych elementach (rysunek nr 1).
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Rysunek 1 Poréwnanie schematu inicjacji replikacji u bakterii, archeonéw i eukariota. Rysunek na podstawie
(Ausiannikava and Allers 2017; Leonard and Méchali 2013). Przedstawiono 3 poczatkowe etapy inicjacji replikacji:

1 - rozpoznanie miejsca ori przez biatka inicjatorowe (u eukariota kompleks ORC (ang. origin recognition complex),
u archeonéw i bakterii pojedyncze biatka (odpowiiednio Orcl/Cdc6 oraz DnaA),

2 - utworzenie kompleksu nukleoproteinowego inicjujacego replikacje, otwarcie helisy u bakterii i prawdopodobnie
u archeonéw,

3 - rekrutacja helikazy DNA.

Znaczaca r6znicg pomiedzy replikacja chromosoméw w trzech domenach zycia jest liczba miejsc
ori obecnych na chromosomie. Na chromosomie bakteryjnym jest tylko jedno miejsce ori. Uwaza
sie, ze archeony posiadaja cechy charakterystyczne zaréwno dla bakterii oraz eukariontéw.
Archeony posiadaja zréznicowana liczb miejsc ori, od jednego, podobnie jak bakterie (np.
Pyrococcus abyssi), do kilku np. trzech, jak u Sulfolobus solfataricus i Sulfolobus acidocaldariu, co
blizsze jest eukariontom (Barry and Bell 2006; Gao and Zhang 2007). W domenie eukariota na
chromosomach licznie wystepuja miejsca, w ktérych rozpoczyna sie proces replikacji. U drozdzy
(nizszych eukariontéw) zdefiniowano okoto 400 funkcjonalnych ori (Nieduszynski, Knox, and

Donaldson 2006), a u cztowieka szacuje sie ze jest ich 30-50 tysiecy (Méchali 2010).

Roéznice w przebiegu procesu inicjacji replikacji pojawiaja sie nie tylko w liczbie miejsc ori, ale

réwniez na poziomie bialkowego kompleksu inicjacyjnego. We wszystkich domenach zycia
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biatka inicjatorowe rozpoznajace miejsce ori maja wspolne cechy budowy: posiadaja domene
o aktywnosci ATPazowej polaczong z domeng zawierajacg motyw wigzacy DNA (Costa, Hood,
and Berger 2013). Mimo podobnej budowy, mechanizm dzialania czynnikéw inicjatorowych,
moze rézni¢ sie w znaczacy sposéb w zaleznosci od przynaleznosci gatunku do danej grupy

taksonomicznej.

Regiony ori

Na chromosomach bakteryjnych oraz nizszych eukariontéw (drozdze) w obrebie miejsca ori
znajduja sie sekwencje DNA rozpoznawane przez biatka inicjatorowe. U bakterii sa to
nonamerowe, niepalindromowe sekwencje DNA powtarzajace sie kilkukrotnie w regionie ori
nazywane boksami DnaA. Sg one rozpoznawane i wigzane przez inicjatorowe biatko DnaA. Ich
rozpoznanie i zwigzanie jest pierwszym etapem powielenia materialu genetycznego (Messer
2002). Oprocz boksow DnaA w bakteryjnym regionie ori znajduje sie region niestabilny
helikalnie, zazwyczaj bogaty w pary AT, tzw. DUE (ang. DNA unwinding element). W tym miejscu

dochodzi do poczatkowego rozdzielenia nici DNA i powstania oczka replikacyjnego.

W przypadku drozdzy miejsce inicjacji replikacji okre$la si¢ mianem ARS (ang. autonomous
replication sequence). Region ARS sklada sie z trzech domen: A, B i C. W obrebie domeny A
zdefiniowano jedenastonukleotydowe sekwencje ACS (ang. ARS consensus sequence),
w niektorych przypadkach wydtuzone do 17 nukleotydow (tzw. EACS, extended ACS). Sekwencje
ACS petlnia te sama funkcje, co boksy DnaA. W obrebie domeny B, znajdujacej sie ponizej domeny
A (w kierunku 3’), wiaze sie kompleks inicjatorowy ORC (ang. origin recognition complex) oraz
prawdopodobnie wiaze sie helikaza MCM2-7. Jest to region, w ktérym z fatwoscia dochodzi do
rozplecenia DNA (Dhar, Sehgal, and Kaul 2012). W domenie C znajduja si¢ miejsca oddziatywarn
czynnikéw transkrypcyjnych. Domeny A i B sa niezbedne do utworzenia kompleksu ORC,
natomiast w domenie C formowane jest oczko replikacyjne. Otwieranie helisy w domenie B
wskazuje na podobieristwo tej domeny do regionu DUE u bakterii (Leonard and Méchali 2013).
U wyzszych eukariontéw miejsce inicjacji replikacji nie jest tak jednoznacznie zdefiniowanie jak
u niektérych drozdzy (np. Saccharomyces cerevisiae). Wigzanie ORC do ori zalezy nie tylko od
sekwencji DNA. Najczesciej kompleks wielopodjednostkowy wigze sie w miejscach bogatych
w reszty guaniny (G), ktére nazywane sa ORGE (ang. origin G-rich repeated elements).
Zaobserwowano réwniez czeste wystepowanie ori w sasiedztwie innych regionéw bogatych
w GC, np. wysp CpG oraz kwadrupleksow G (swoistych motywéw zawierajacych tetraedry reszt

guaniny). Miejsce wigzania ORC zalezy réwniez od topologii i wyzszych struktur chromatyny,

8
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miedzy innymi od centrosoméw, centromeréw czy heterochromatyny (Cayrou et al. 2012).
Przypuszcza sie, ze zlokalizowanie ori w sasiedztwie czestszego wystepowania reszt GC moze
mie¢ réwniez znaczenie dla regulacji inicjacji replikacji. Obserwacje u drozdzy i wyzszych
eukariontéw (Drosophila, mysz czy czlowiek) wskazuja, Ze nie tylko sekwencja jest istotna dla
inicjacji replikacji, lecz réwniez topologia i otoczenie ori - rodzaj, rozmieszczenie i ulozenie

nukleosomoéw i histonéw (Leonard and Méchali 2013).

W domenie archeonéw region inicjacji replikacji chromosomu w swej budowie posiada cechy
zar6wno regionu ori bakteryjnego jak 1ieukariotycznego. Podobnie jak u eukariontéw,
u wiekszosci zbadanych przedstawicieli archeonéw wystepuje wiecej niz jedno miejsce,
w ktérym rozpoczyna sie replikacja chromosomu. Przyktadowe liczby miejsc ori: 2 miejsca na
glownym chromosomie Haloferax volcanii (Norais et al. 2007), 3 miejsca u Sulfolobus solfataricus
i Sulfolobus acidocaldarius (Lundgren et al. 2004), 1 miejsce u Pyrococus abyssi (Matsunaga et al.
2003), 2 miejsca u Aeropyrum pernix (Robinson and Bell 2007). U niektérych archeonéw
stwierdzono wystepowanie w regionach ori kilkukrotnie powtérzonych sekwencji
rozpoznawanych przez czynniki inicjatorowe, pelnigce podobne funkcje jak boksy DnaA
u bakterii. U Pyrococcus sp., Sulfolobus sp.i Aeropyrum sp. zlokalizowano sekwencje 22-35 nt ORB
(ang. origin regocnition box) (Robinson and Bell 2007; Matsunaga et al. 2009). U Pyrococcus sp.
i Sulfolobus sp. znaleziono ponadto kilkukrotnie (od 7 do 15 razy) powtérzone krétsze sekwencje
ORB, nazywane miniORB (Matsunaga et al. 2009; Dueber et al. 2007; Robinson and Bell 2007).
Natomiast u Methanothermobacter sp. w regionie ori wystepuja jedynie miniORB (Capaldi and
Berger 2004). Kolejnym podobieristwem pomiedzy regionami inicjacji replikacji bakterii
i archeonéw jest obecnos¢ sekwencji bogatej w AT (miejsce DUE) (Robinson et al. 2004;
Matsunaga et al. 2009; Costa, Hood, and Berger 2013). U archeondéw inicjacja replikacji
chromosomu zalezy nie tylko od zwiazania sekwencji ORB. Na rozpoczecie tego procesu ma
réwniez wplyw otoczenie regionu ori - topologia i zwigzane do DNA biatka inicjatorowego,
podobnie jak u eukariotéw (Robinson and Bell 2007). Trzy domeny zycia mozna uporzadkowac
wzgledem gradacji zalezno$ci wigzania inicjator - DNA: bakterie (sekwencja DNA istotniejsza
niz jego struktura), archeony (sekwencja i struktura DNA réwnie istotne) oraz eukariota

(struktura DNA istotniejsza niz jego sekwencja) (Dueber et al. 2011).
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Czynniki inicjatorowe

Jak juz wspomniano, bakteryjnym czynnikiem inicjatorowym jest biatko DnaA. Charakteryzuje
sie ono zdolnoécig do rozpoznawania i wigzania bokséw DnaA. DnaA wiaze dwuniciowy DNA
za pomoca motywu helisa-zwrot-helisa (HTH, ang. helix-turn-helix) zlokalizowanego na C-koricu
biatka. Obok domeny wigzacej DNA w biatku DnaA znajduje sie réwniez domena o aktywnosci
ATPazowej. Z racji swojej budowy zaliczana jest do rodziny AAA+ (ang. ATPases Associated with
diverse cellular Activities) - ATPaz zwigzanych z réznymi czynnoéciami komérkowymi. Po
zwigzaniu bokséw DnaA przez DnaA wprowadzane s3 w DNA napiecia torsyjne i w regionie
DUE nastepuje rozplecenie helisy DNA. Do powstalego oczka z pomoca biatka tadujacego
helikaze rekrutowana jest helikaza DnaB w formie homoheksameru (m. in. E. coli, B. subtilis) lub
dodekameru (H. pylori) (Bazin et al. 2015; Kawakami and Katayama 2010; Messer 2002; Velten et
al. 2003). U E. coli biatkiem fadujacym helikaze jest DnaC, u B. subtilis za rekrutacje helikazy
odpowiedzialne sa biatka DnaB w komplekscie z DnaD (biatka adaptorowe) i Dnal tadujace
helikaze DnaC (Matthews and Simmons 2018; Velten et al. 2003). U wielu innych bakterii brak
odpowiednikéw bialek DnaC E. coli oraz Dnal B. subtilis. Najczeéciej w zamian organizmy te
posiadaja gen dciA (ang. dna[CI] antecedent), ktoérego produkt ekspresji prawdopodobnie petni te

sama funkcje co wspomniane biatka tadujacego helikaze (Brézellec et al. 2016a).

W przypadku eukariontéw za inicjacje replikacji chromosomu odpowiada kilka biatek
tworzacych kompleks rozpoznajacy region ori, tzw. ORC. ORC tworzy sie jeszcze przed
zwigzaniem z DNA, a w jego sklad wchodzi sze$¢ podjednostek (Orcl-Orc6é) tworzacych
kompleks wiazacy sie do okreslonych sekwencji DNA u nizszych eukariota (np. Saccharomyces
cerevisiae). U wyzszych eukariota sposob w jaki rozpoznawane jest miejsce ori wcigz nie jest
jednoznacznie okreslony i nie wyklucza sie, ze rozpoznanie réznych regionéw inicjacji replikacji
przebiega w odmienny sposéb (Méchali 2010). Podobnie jak biatko DnaA, ORC réwniez nalezy
do rodziny AAA+ i do swej aktywnosci wymaga zwigzania ATP; 6-sta podjednostka kompleksu
ORC, Orc6, nie nalezy do rodziny biatek AAA+ (Duncker, Chesnokov, and McConkey 2009). Do
kompleksu ORC, w sposob zalezny od ATP, wiaze si¢ biatko regulujace podzial komérkowy
Cdc6 (ang. Cell division control protein 6 homolog). Powstaly wielopodjednostkowy kompleks
rekrutuje czynnik licencjonowania chromatyny ireplikacji DNA, biatko Cdtl (ang. chromatin
licencing and DNA replication factor 1). Cdtl odpowiedzialne jest za rekrutacje do ori helikazy
MCM, ktora jest heteroheksamerem MCM2-7. Struktura ztozona z ORC i MCM oraz biatek Cdc6

i Cdtl tworzy tzw. kompleks prereplikacyjny (pre-RC). Jego utworzenie w miejscu ori jest
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»zezwoleniem” (ang. licencing) na rozpoczecie replikacji (Bell and Dutta 2002; Kawakami and

Katayama 2010; Pawlik and Grzanka 2010).

Czynniki inicjatorowe archeonéw, podobnie jak miejsce rozpoczecia inicjacji replikacji, wykazuje
cechy wspodlne zaréwno z bakteriami jak i eukariotami. Strukturalnie biatko inicjatorowe
archeonéw wspotdzieli cechy obu bialek eukariotycznych Orcl i Cdc6, dlatego okreéla sie je jako
Orcl/Cdc6 (Arora, Goswami, and Saha 2014). Biatko Orcl/Cdc6 samodzielnie rozpoznaje
sekwencje ORB i miniORB, co podobne jest w mechanizmie dziatania do bakteryjnego DnaA.
Dodatkowo spos6b rozpoznawania sekwencji przez Orcl/Cdc6 jest podobny do bakteryjnego
DnaA - oba biatka wykorzystuja do tego C-koricowa domene. W przypadku archeonéw posiada
ona motyw WDH: helisa-zwrot-helisa z dodatkowymi ,skrzydlami” w postaci beta-kartek
oddzialujacych z DNA, lecz w innym miejscu niz helisa (ang. winged-helix domain) (Gajiwala and
Burley 2000; Dueber et al. 2007). Biatko inicjatorowe rekrutuje helikaze MCM, ktéra
w przeciwienistwie do helikazy eukariotycznej, zazwyczaj jest homoheksamerem w czym
przypomina bakteryjne helikazy DnaB. Orcl/Cdc6, tak jak czynniki inicjatorowe pozostatych
dwoch domen zycia, nalezy do rodziny bialek AAA+.

Poréwnanie ze sobg mechanizmoéw inicjacji replikacji chromosoméw przedstawicieli wszystkich
domen zycia pokazuje, Ze jest to proces uniwersalny w swym ogélnym zalozeniu, a jednoczesnie
bardzo zréznicowany w szczegoétach budowy bialek inicjujacych replikacje DNA oraz budowy

regionow ori jak i przebiegu samego procesu.

1.2 Inicjacja replikacji chromosomu bakteryjnego

Proces replikacji chromosomu najlepiej poznano u modelowego organizmu Escherichia coli i na

jego przykladzie zostanie oméwiony w niniejszym rozdziale.

1.2.1 Bakteryjny region inicjacji replikacji na przyktadzie E. coli

U bakterii region inicjacji replikacji zazwyczaj lezy w poblizu genu dnaA. Jednymi z wyjatkéw sa
regiony: oriC E. coli, oddalony od dnaA o ok. 40 kpz i lezacy miedzy genami mioC i gidA, oraz oriC
Caulobacter crescentus i Riccketsia prowazekii lezace miedzy genami hemE i RP001, oddalone o ok.

5000 pz od dnaA (Brassinga and Marczynski 2001; Brassinga et al. 2002).
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rozplatanie DNA wigzanie DnaA

klaster bokséw DnaA

-

gidA | (AT[LTmTR] RANIEEIN RN IIIF B [mioC
1 121112 C3C2I13C1

~ 250 bp

Il ADP-DnaA boks IAT] region bogaty w AT B boks IHF
l ds ATP-DnaA boks sekwencje powtérzone  [l] boks Fis
ss ATP-DnaA boks “ w DUE (13p2) — sekwencje GATC

Rysunek 2 Schemat regionu inicjacji replikacji chromosomu E. coli na podstawie (Donczew et al. 2014; Grimwade et
al. 2018). Nazwa boksu M jest czesto zamiennie stosowana z nazwa R5. Boks R3, wczesniej uwazany za boks
9-ciomerowy typu R, zostal podzielony na sekwencje innego typu (C3-C1).

Jak juz wspomniano w rozdziale nr 1.1, w bakteryjnym regionie ori (w dalszej czeéci nazywany
oriC) wyrézniamy dwa elementy strukturalne: region z kilkukrotnie powtérzona sekwencja DNA
rozpoznawang przez bialko inicjatorowe (klaster bokséw DnaA) oraz region niestabilny
helikalnie, w ktérym nastepuje rozplecenie podwojnej helisy DNA (DUE) (rysunek nr 2). Ponadto
w regionie oriC moga znajdowac sie sekwencje wigzane przez inne biatka zwigzane z inicjacja

replikacji (np. biatka regulujace aktywnos¢ oriC) (Wolariski et al. 2014).

Boksy DnaA

Boksy DnaA to charakterystyczne, najczesciej 9-cio nukleotydowe, niepalindromowe sekwencje
DNA rozpoznawane przez bialko DnaA. Wyznaczono konsensowa sekwencje tych boksow:
5’—TTA/TTNCACA-3’, w ktoérej najbardziej zmienny jest 5 nukleotyd (oznaczony jako N). Boks
osekwencji ~ 5-TTATNCACA-3'  (Schaper and Messer 1995) nazywany jest
perfekcyjnym/idealnym, poniewaz charakteryzuje sie najwiekszym powinowactwem do DnaA.
Boksy pomiedzy soba moga rézni¢ sie sekwencja, co wplywa réwniez na powinowactwo do
biatka DnaA. W regionie oriC E.coli znajduja sie¢ 4 boksy oznaczanych jako RI1-R5
charakteryzujacych sie zréznicowanym powinowactwem DnaA, ale sekwencja najbardziej
zblizong do boksu konsensowego: w kolejnosci od najsilniej wiazanego do najstabiej sa to
R1=R4>R2>R5 (Ozaki and Katayama 2009). Oprécz bokséw R w regionie oriC znajduja sie
sekwencje I1-I3 i C1-C3 réznigce sie¢ 3-4 nukleotydami od konsensusu oraz sekwencje t1- 12
0 jeszcze mniejszym podobieristwie do boksu idealnego, ale dzielace z I12-I3 6-cio nukleotydowy
rdzenn (5" - TGATCC - 3’). Boksy R2, R5, I1-13, C1-C3 oraz tl- 12 charakteryzuja si¢ nizszym
powinowactwem do DnaA niz R1 i R4. Liczba bokséw DnaA jest zmienna pomiedzy gatunkami,
waha sie¢ w zakresie od 5 (P. aeruginosa, V. cholerae) do nawet 19 (S. coelicolor) (Donczew et al. 2012;

Katayama, Kasho, and Kawakami 2017; Wolarski et al. 2014)
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Region DUE

Region bogaty w pary AT zazwyczaj znajduje sie po jednej stronie bokséw DnaA, nie pomiedzy
nimi. W tym rejonie moga wystepowaé wielokrotnie powtérzone sekwencje ze zwiekszona
zawartoscia nukleotydéw adenylowych i tymidylowych, np. tak jak ma to miejsce u E. coli;
13-merowe sekwencje 5-GATCTNTTNTTTT-3' powtérzone trzy razy, nazywane LM,R
(Katayama et al. 2017) U innych bakterii (np. Thermus thermophilus) zamiast powtarzajacych sie
sekwengcji zdentyfikowano dluzszy fragment DNA (40 pz) o podwyzszonej zawartosci par AT
niz $rednia warto$¢ chromosomu (Schaper et al. 2000). Dtugos¢ regionu DUE waha sie pomiedzy
20 a 60 pz, w zaleznoéci od gatunku. Ta dtugos¢ musi by¢ wystarczajaca, aby po otwarciu oczka
mozliwa byla rekrutacja do niego helikazy DnaB. Pomiedzy zgrupowaniem bokséw DnaA a DUE
znajduje sie istotny dla tworzenia oligomeru DnaA na ssDNA fragment oriC. Jest to sekwencja

ztozona z kilkukrotnie powtérzonych 3-nukleotydowych fragmentéw DnaA-trio, o sekwencji
konsensowej 3’-G/ AAT-5'. Liczba powtorzen DnaA-trio r6zni si¢ pomiedzy gatunkami bakterii:

u B. subtilis jest ok 5 powtoérzenn DnaA-trio, u E. coli sa ok 2 powtérzenia, a u H. pylori ok 8.
Obecnos¢ DnaA-trio wplywa na wigzanie DnaA z jednoniciowym DNA umozliwiajac lub

wspomagajac rozplatanie helisy DNA w regionie DUE (Richardson, Harran, and Murray 2016).

Wigzanie dodatkowych biatek w regionie oriC

W regionie oriC E. coli znajduja sie miejsca wigzania dwoéch istotnych dla inicjacji replikacji
chromosomu biatek. Biatko IHF zwigzane z nukleoidem zakrzywia ni¢ DNA, ponadto stymuluje
wiazanie biatka DnaA do bokséw o $rednim (R2) i niskim powinowactwie (R5, I1-13) (Grimwade,
Ryan, and Leonard 2000; Katayama, Kasho, and Kawakami 2017). W testach in vitro wykazano
stymulacje otwierania regionu DUE i promowanie replikacji pod wplywem biatka IHF.
Dodatkowo biatko IHF stymuluje wigzanie DnaA do ssDNA w otwartym oczku replikacyjnym,
co skutkuje stabilizacja oczka replikacyjnego w poczatkowej fazie replikacji (Ozaki and Katayama
2012). Drugim biatkiem wigzacym region inicjacji replikacji jest FIS. Postuluje sie, ze bialko Fis
pelni role regulatora dostepu biatka ATP-DnaA do bokséw o nizszym powinowactwie do DnaA
w trakcie szybkiego wzrostu bakterii, gdy w komoérkach znajduje si¢ wiele miejsc oriC (Rao et al.
2018). Miejsce wiazania FIS znajduje si¢ pomiedzy boksami R2 i C3. Prawdopodobnie zdolnos¢
biatka FIS do zaginania DNA ma wplyw na ograniczenie dostepnosci bokséw dla DnaA do
bokséw. Kolejnym biatkiem oddziatujacym z DNA w regionie oriC jest biatko SeqA. Wiaze sie
ono do krotkich sekwencji GATC nadreprezentowanych w regionie inicjacji replikacji

w stosunku do reszty chromosomu (Lu et al. 1994). SeqA wigze hemimetylowane DNA (tylko ni¢
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rodzicielska w nowosyntezowanym DNA jest metylowana), co zapobiega ponownej inicjacji
replikacji dopoki nie zostanie zakoriczona biezgca runda powielania. Poza opisanymi biatkami
w regionie oriC wiaza sie jeszcze biatka: HU, stymulujace inicjacje replikacji, oraz biatka zwigzane
ze stresem tlenowym lub niedoborem tlenu, odpowiednio Dps i ArcA, hamujace inicjacje

replikacji (Katayama et al. 2017; Wolanski et al. 2014).

1.2.2 Inicjacja replikacji chromosomu bakteryjnego na przykladzie E. coli

Jak juz wcze$niej wspomniano w inicjacji replikacji chromosomu biora udziat oriC i biatko DnaA.
Na rysunku nr 3 schematycznie przedstawiono wspétdziatanie tych dwoéch elementéow

prowadzace do rozpoczecia replikaciji.

rozplatanie DNA wigzanie DnaA
DUE klaster boksow DnaA
gidA | [[JAT LM R] =i N IBEIN B8N NI B [mioC
1 121112 C3C2I3C1
) ~ 250 bp -
- wigzanie boksow DnaA
= remodelowanie struktury oriC
DnaA-ATP
SO ez 4, ;
5! Ve —x. (s @\ (s 6// - e
S o N L %

@ g @ helikaza DnaB,DnaC,
¢

DnaC . PrymaEs
6
2 M &
5’ ‘: \ é { 00/ o)

tadowanie holoenzymu
polimerazy DNA Il

replikacja chromosomu

ADP-DnaA boks AT | region bogaty w AT B boks IHF
ds. ATP-DnaA boks sekwencje powtorzone [ boks Fis
ss. ATP-DnaA boks w DUE(13p2) — sekwencje GATC

Rysunek 3 Schemat inicjacji replikacji u Escherichia coli na podstawie (Donczew et al. 2014; Grimwade et al. 2018).
ADP-DnaA boks - sekwencja wigzgca DnaA niezaleznie od rodzaju zigzanego nukleotydu ATP lub ADP;
ATP-DnaA boks - sekwencja wigzaca DnaA zwigzane z nukleotydem ATP; ds. - dwuniciowy DNA, ss - jednoniciowy
DNA.
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Zwiazanie sie biatka DnaA do bokséw DnaA to pierwszy etap inicjacji replikacji (Messer 2002;
Leonard and Méchali 2013). Biatko DnaA oddzialuje ze soba, tworzac na nici DNA oligomer.
Prawdopodobnie wprowadza to zmiany torsyjne w najblizszym otoczeniu powstatego
kompleksu, co prowadzi do otwarcia podwoéjnej helisy w regionie DUE. Po otwarciu helisy
oligomer DnaA wydluza sie obejmujac jeszcze fragment jednoniciowego DNA w regionie DUE.
Stabilizuje to nowopowstate oczko, do ktérego nastepnie rekrutowana jest helikaza DnaB.
Rekrutacja przebiega czteroetapowo. W fazie pierwszej wolna helikaza, bedaca
homoheksamerem, ktéry w komoérce tworzy planarny pierécien wystepujacy w dwoéch
konformacjach okreélanych jako zwezony irozszerzony (zaleznie od wzglednej orientacji
podjednostek w heksamerze konformacje r6znig sie srednicq kanatu). W drugiej fazie do helikazy
dofacza sie bialtko ladujace DnaC, ktérego zadaniem jest dostarczenie DnaB do oczka
replikacyjnego. Potagczenie DnaC do DnaB skutkuje zahamowaniem aktywnosci ATPazowej
helikazy oraz zablokowaniem jej zdolnosci do przesuwania sie po jednoniciowym DNA. W fazie
trzeciej kompleks helikaza-biatko fadujace oddzialuja z jednoniciowym ssDNA (ang. single
stranded DNA) oraz bialkiem DnaA w regionie oriC. Faza czwarta polega na hydrolizie ATP
zwigzanego z DnaC, co prowadzi do odlaczenia od kompleksu biatka tadujacego z jednoczesnym
przywréceniem funkgji enzymatycznych helikazy i jej zdolnosci do przesuwania si¢ po ssDNA
(Chase et al. 2018). DnaB wiazane jest do kazdej z pojedynczych nici DNA i przesuwa si¢ po niej
w kierunku 5'-3’, rozplatajac kolejne fragmenty DNA i tworzac miejsce dla prymazy DnaG. DnaG
odpowiedzialne jest za syntezowanie krétkich fragmentéw RNA (4 pz), stuzacych polimerazie
DNA III jako startery do syntezy nici potomnych (polimeraza nie jest w stanie syntezowac
nowych nici DNA de novo bez wykorzystania istniejacego juz startera) (Berg, Tymoczko and
Stryer 2008). Do oczka replikacyjnego rekrutowane jest biatko DnaN (tzw. B-klamra) bedace
sktadnikiem holoenzymu polimerazy DNA III. Po utworzeniu replisomu i zakoriczeniu syntezy
fragmentéw Okazaki, p-klamra pozostaje na DNA i wiaze si¢ z bialkiem homologicznym do
ADP-DnaA (Hda). Powstaly kompleks ADP-Hda-  klamra-DNA stymuluje hydrolize ATP
zwigzanego z biatkiem DnaA, na skutek czego powstaje biatko w formie zwiazanej z ADP, ktore
nie jest zdolne do inicjacji replikacji (Katayama et al. 2010). Jeszcze jednym biatkiem majacym
wplyw na inicjacje replikacji jest DiaA. Biatko to oddziatuje z DnaA wspomagajac jego wiazanie
do bokséw DnaA. DiaA tworzy homotetramery (dimer zlozony z homodimeréw DiaA) mogace

oddziatywac jednoczesnie z 4 czasteczkami DnaA (Ishida et al. 2004; Keyamura et al. 2007).
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1.3 Bakteryjne biatko inicjatorowe DnaA

Gen dnaA zidentyfikowano na chromosomach wigkszoéci badanych mikroorganizméw
z wyjatkiem kilku endosymbiotycznych bakterii np. Azolla filiculoides, Blochmannia floridanus,
i Wigglesworthia glossinidia. W ich przypadku mechanizm inicjacji replikacji pozostaje nieznany
(Akman et al. 2002; Gil et al. 2003; Ran et al. 2010). Biatko DnaA odpowiedzialne jest za inicjacje
replikacji. Jego zwigzanie sie do bokséow DnaA (sekwencja boksu konsensowego E. coli 5'-
TT A/T TNCACA-3") w regionie oriC prowadzi do otwarcia helisy w regionie DUE. To
podstawowe zadanie DnaA. Interesujace jest to, ze jedno bakteryjne bialko DnaA 1aczy w sobie
funkcjonalnosé¢ wielopodjednostkowych kompleksow biatkowych (ORC) odpowiedzialnych za
inicjacje replikacji u eukariotéw; jako jedyne jest zdolne nie tylko rozpozna¢ i zwigzaé

odpowiednie sekwencje, lecz rowniez otworzy¢ helise DNA.

Poza regionem oriC zlokalizowano kilka innych miejsc wigzania sie¢ DnaA na chromosomie,
w tym réwniez pomiedzy dwoma promotorami genu dnaA (np. E. coli). W zwiazku z istnieniem
innych miejsc wigzania, zbadano czy DnaA pelni réwniez role czynnika transkrypcyjnego.
Wykazano, ze DnaA pelni funkcje m. in. represora dla genéw dnaA, mioC, rpoH, uvrB, proS (E. coli)
i sda (B. subtilis) oraz aktywatora dla nrd, gua, glpD, fliC, polA, Apr (E. coli) i wIC, vpr, operony:
yyzF-yydD, trmE-noc iywcl-sacT (B. subtilis) (Smith, McAteer, and Masters 1997; Messer and
Weigel 2003; Smith and Grossman 2015).

Oproécz wigzania sie z DNA w réznych regionach, DnaA oddzialuje z innymi biatkami, ktére
poprzez te interakcje wplywaja na inicjacje replikacji np. DiaA (E. coli), HobA (H. pylori) lub sa
rekrutowane do oczka replikacyjnego (DnaB E. coli). Ponadto samo biatko DnaA podlega
regulacji swojej aktywnosci poprzez wigzanie kofaktora (ATP/ADP).

Zlozonos¢ pelnionych przez DnaA funkcji odzwierciedla sie w zlozonosci jego budowy. Mimo
réznic w sekwencji aminokwasowej bialek z réznych organizméw ich budowa jest
konserwowana. Biatka DnaA skladaja sie z czterech domen, pelnigcych rézne funkcje.
Wyznaczono je na podstawie poréwnania sekwengji wielu bialek oraz eksperymentalnie (Messer
and Weigel 2002, https:/ /owww.molgen.mpg.de/~messer/) (Sutton and Kaguni 1997; Messer et
al. 1999; Erzberger, Pirruccello, and Berger 2002)
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Rysunek 4 Schemat budowy biatka DnaA i tworzonych oligomeréw na podstawie dostepnych informacji o biatku
DnaA E.coli. Zaznaczono najwazniejsze aminokwasy odpowiedzialne za oddzialywania miedzybialkowe.
Na podstawie (Zawilak-Pawlik, Nowaczyk, and Zakrzewska-Czerwiriska 2017)

Tabela 1 Podsumowanie informacji o budowie i oddzialywaniach bialek DnaA z réznych gatunkéw bakterii.

Na podstawie (Zawilak-Pawlik et al. 2017)

DOMENA
DOMENA 1 DOMENA II DOMENA III v
INFORMACJE ~10kDa; ~ok 5kDa; ~25kDa; 13D
OGOLNE podobna do domeny | nieuorganizowana; motyw AAA+, 2
. o e . motyw HTH,
KH; sekwencja stabo najwieksza wiaze i stabilizuje ..

. P . wigze dsDNA

konserwatywna zmienno$¢ sekwencji ssDNA
ODDZIALYWANIA
domena I DnaA,
domena III
E coli DnaB, HU, Dps, . DnaA. DnaN boksy DnaA,
. nieznan naA, DnaN-
o DiaA, L2, YfdR, eznane o DnaN-Hda
Hda
DnaN-Hda
H. pylori HobA nieznane nieznane
domena III
B. subtilis SirA nieznane DnaA, SojA, boksy DnaA
YabA, DnaD

S. coelicolor N-koniec DnaA nieznane nieznane
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1.3.1 Budowa bialka DnaA

Dotychczas nie otrzymano krysztalu biatka DnaA pelnej dlugosci z zadnego mikroorganizmu.
Informacje na temat budowy przestrzennej DnaA to wypadkowa modelowar komputerowych,
rozwigzanych struktur krystalicznych domeny I E.coli, H.pylori, B.subtilis, A. aeolicus,
M. genitalium, domen III-IV A. aeolicus oraz domeny IV E. coli (Duderstadt, Chuang, and Berger
2011; Fujikawa et al. 2003a; Katayama 2017; Katayama et al. 2017). Szereg analiz in vitro i in vivo
prowadzonych przez wiele zespoléw naukowcéw na wariantach biatka DnaA z punktowymi
mutacjami oraz delecjami fragmentéw biatka, pozwolito na identyfikacje reszt aminokwasowych
istotnych dla funkcji pelnionych przez DnaA. Wiekszoé¢ badan zostala przeprowadzona na
biatku DnaA E. coli. W zwiazku z duza homologia struktur DnaA pomiedzy gatunkami, z duzym
prawdopodobieristwem mozna zatozy¢, ze funkcje poszczegdlnych domen biatka sa zachowane
u wielu gatunkéw bakterii. Jednak nalezy pamietad, ze istnieja réznice w sekwencji zaréwno
bialek DnaA jak i regionéw oriC, ktére moga powodowaé réznice w mechanizmach
molekularnych oddzialywan proteinowych i nukleoproteinowych poszczegélnych gatunkow

bakterii.

Tabela 2 Podziat biatka DnaA réznych gatunkéw bakterii na domeny. Skrét aa oznacza aminokwasy. Na podstawie
(Duderstadt et al. 2011; Fujikawa et al. 2003a; Katayama 2017; Katayama et al. 2017).

Bakteria Domena I Domena II Domena III Domena IV
Numery aa:Liczba aa|Numery aa:Liczba aa| Numery aa Liczba aa|Numery aa: Liczba aa

E. coli 1-86 87 87-132 46 133-373 241 374-467 94
B. subtilis 1-89 90 90-111 22 112-353 242 354-446 93
H. pylori 1-90 91 91-110 20 111-349 239 350-459 110
M. genitalium 1-82 83 83-101 19 102-348 247 349-437 89
A. aeolicus 1-73 74 74-79 6 80-302 223 303-399 97
S. coelicolor 1-96 97 96-317 222 318-561 244 562-656 95
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Tabela 3 Najwazniejsze reszty aminokwasowe w bialku DnaA; numeracja reszt zgodna z sekwencjg biatka DnaA
E. coli, na podstawie (Katayama 2017; Katayama et al. 2017)

AMINOKWAS/AMINOKWASY DOMENA| MOTYW, ZNACZENIE I/LUB FUNKCJA

Trp6 (W6) I Oddziatywania domena I - domena I

Glu21 (E21) I Oddziatywania z helikazg DnaB

Asn44 (N44) I Oddziatywanie z Hda

Phe46 (F46) I Oddziatywanie z helikazg DnaB, DiaA, YfdR

Glu143 (E143) 1 N-linker AAA+, stabilizacja wigzania ATP/ADP

Gly173 - His182 (G173-H182) I Motyw Walker A

Lys178 (K178) I Reszta aminokwasowa odpowiedzialna za wiazanie
ATP

Glu204 - Ser228 (E204-5228) I Motyw charakterystyczny dla inicjatorow ISM
(ang. initiator specific motif)

Val211 (V211) I Motyw H wigzania ssDUE

Arg227 (R227) I Motyw AID1, oddziatywania domena III-domena III

Leu232 - Asp235 (L232-D235) I Motyw Walker B

Arg245 (R245) I Motyw B wigzania ssDUE

Thr267-Asp269 (T267-D269) I Sensor I AAA+, stabilizacja wigzania ATP/ADP

Asp 269 (D269) 11 Istotna reszta aminokwasowa w sensorze 1

Arg281-Phe286 (R281-F286) I Boks VII AAA+, oddzialywania domena I1I-domena IIT

Arg281 (R281) I Najistotniejsza reszta aminokwasowa w boksie VII

Arg?285 (R285) I Palec argininowy AAA+, rozpoznawanie ATP,
oddzialywania domena III-domena III

Leu290 (L290) I Motyw AID2, oddzialtywania domena III-domena III

Arg334 (R334) 111 Sensor II AAA+, hydroliza ATP w systemach RIDA
i DDAH

Leu366 (L366) I Odpowiada za zmiany konformacyjne zachodzace
w powstajacym kompleksie DnaA na oriC

Arg399-Lys443 (R399-K443) I\Y% Motyw HTH, oddzialywanie z boksami DnaA

Leu422, Pro423 (L422, P423) v Oddziatywanie z Hda

Arg432-His439 (R432-H439) v Sekwencja charakterystyczna dla DnaA

Rysunek 5 (na nastepnej stronie) Poréwnanie sekwencji aminokwasowych wybranych bialek DnaA. Sekwencje
zestawiono z pomoca narzedzia PRALINE z serwera http://www.ibi.vu.nl/programs/pralinewww/. Kolorem
zielonym zaznaczono helisy, a kolorem zéttym p-kartki. W przypadku domen I-II biatek DnaA E. coli (pdb 2E0G),
H. pylori (pdb 2WP0), B. subtilis (pdb 4TPS), M. genitalium (pdb 2JMP), domen III-IV DnaA A. aeolicus (pdb 3R8F) oraz
domeny IV DnaA E.coli (pdb 1J1V) strukture drugorzedowa zaznaczono zgodnie z rozwigzanymi strukturami
krystalograficznymi (numery z bazy pdb podane w nawiasach). Pozostale struktury drugorzedowe to przewidywania
wykonane przez PRALINE. Na zlozeniu granatowymi i rézowymi prostokatami zaznaczono na sekwencjach istotne
dla aktywnosci bialka. Motywy na podstawie: (Duderstadt et al. 2011; Fujikawa et al. 2003a; Katayama 2017; Katayama
et al. 2017). Poziomymi strzalkami zaznaczono granice pomiedzy domenami, strzatkami pionowymi istotne dla biatka
DnaA E. coli reszty aminokwasowe, ktére opisano w tekscie oraz zebrano w tabeli nr 3.
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Rysunek 5 Poréwnanie sekwencji aminokwasowych wybranych biatek DnaA. Szczegétowy opis na poprzedniej stronie
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Domena I: dotychczas otrzymano krysztalty tej domeny kilku bialek DnaA (m.in. E. coli,
B. subtilis, H. pylori, M. genitalium). Na podstawie tych struktur oraz analiz bioinformatycznych
uwaza sie, ze ta N-konicowa czeé¢ bialka, o stosunkowo mato konserwatywnej sekwencji
aminokwasowej, jednak wykazuje duza homologie struktury drugo- i trzeciorzedowe;.
Kolejnosci a-helis i p-kartek w obrebie domeny I biatlek DnaA, ktorych krysztaly otrzymano, sa

nastepujace (rysunek nr 6):

e E. coli: al-a2-p1-p2-a3-B3, e H.pylori: al-a2-f1-a3-p2,
e B.subtilis: al-a2-$1- p2-a3- a4-33 e M. genitalium: al-a2-p1- $2-a3- a4-p3-ad-$4

Escherichia coli Bacillus subtilis

Rysunek 6 Modele przestrzenne domen I bialek DnaA E. coli (pdb2EOG), B. subtilis (pdb 4TPS), H. pylori (pdb 2WP0)
i M. genitalium (pdb 2JMP). Kolorem czerwonym zaznaczono reszty aminokwasowe wazne dla dimeryzacji (Trp) oraz
oddziatywan z DnaB (Glu, Phe), jezeli sa konserwatywne. Na podstawie (Zawilak-Pawlik et al. 2017).
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Wykazano, ze domena I E. coli DnaA zdolna jest do dimeryzacji (Abe et al. 2007; Felczak,
Simmons, and Kaguni 2005; Simmons, Felczak, and Kaguni 2003). Kluczowym aminokwasem dla
homodimeryzacji jest tryptofan w pozycji 6 (Trp6). W przypadku N- korica biatka DnaA
S. coelicolor zaobserwowano homodimeryzacje (Zakrzewska-Czerwiriska et al. 2000). Dotychczas
nieustalono, czy domena I B. subtilis DnaA oddzialuje ze soba. Z analizy sekwencji tej domeny
mozna wnioskowad, ze jest ona zdolna do homodimeryzacji, poniewaz zachowana jest reszta
tryptofanu w pozycji 8 (Trp8) homologiczna do Trp6 u E. coli. Wedlug doniesien literaturowych
domena I DnaA H. pylori nie dimeryzuje (Natrajan et al. 2009).

Za posrednictwem domeny I dochodzi do oddzialywar z innymi biatkami. W domenie I DnaA
E. coli zidentyfikowano reszty istotne dla interakcji z helikaza DnaB (Glu 21, Phe 46) (Sutton et al.
1998; Abe et al. 2007). W sekwencji domeny I DnaA H. pylori znajduje sie¢ homologiczny
glutaminian w pozycji 25, natomiast brak homologicznej fenyloalaniny. Dotychczas nie
potwierdzono czy i w jaki spos6b DnaA H. pylori oddziatuje z helikaza DnaB. Dla biatek DnaA
E. coli oraz H.pylori okreSlono powierzchnie oraz istotne aminokwasy dla oddzialtywan
z biatkami stymulujacymi oligomeryzacje DnaA, odpowiednio DiaA i HobA (rysunek nr 7).
W DnaA E. coli aminokwasy znajdujace sie na helisach a2 (Glu21, Trp25) oraz a3 (Asn44, Phe46
i Trp50) tworza powierzchnie oddzialujaca z aminokwasami Arg71, Pro72, Leul90 i Phel91
biatka DiaA (Keyamura et al. 2007, 2009; Su’etsugu et al. 2013). W DnaA H. pylori
w oddzialywania zaangazowane sg aminokwasy: na helisie a2 Tyr29, Asn28 i GIn32, na helisie
a3 Lys6l, Val53, GIn52, Asn51, Thr56, i Ala60. Powierzchnia utworzona przez wymienione
aminokwasy oddziatuje z powierzchnia biatka HobA, ktéra buduja aminokwasy Glu76, Arg77,
Pro78, Leu80 i Tyrl75 (Natrajan et al. 2009). W obu biatkach DnaA w oddzialtywania
z DiaA/HobA zaangazowane sa homologiczne struktury drugorzedowe (helisy a2 i a3). Mimo
to, powierzchnie oddzialtywan réznig sie charakterem. W przypadku biatka DnaA E. coli

wiekszos¢ powierzchni oddzialywania jest hydrofobowa, u H. pylori powierzchnia jest polarna.
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B. subtilis

DnaA

DiaA HobA

A

Rysunek 7 Modele przestrzenne domen I bialek DnaA z E. coli, H. pylori i B. subtilis wraz z odpowiadajacymi im
oddziatujacymi partnerami, odpowiednio DiaA (pdb 4U6N), HobA (pdb 2WP0) i SirA (pdb 4TPS). Najwazniejsze dla
oddzialywan reszty aminokwasowe zaznaczono kolorowymi kulami. Poszczegélne kolory odpowiadaja typom
aminokwaséw: fioletowy - polarne, pomaraniczowy - male niepolarne, oliwkowozielony - hydrofobowe, czerwony -
negatywnie naladowane, niebieski - pozytywnie naladowane. Na podstawie (Zawilak-Pawlik et al. 2017).

N-koniec biatka DnaA E. coli oddzialuje réwniez z wieloma biatkami odpowiedzialnymi za
regulacje inicjacji replikacji, np. Hda (N44), YfdR (F46), HU, Dps i L2 (dla tych trzech biatek nie
okreslono dotad, ktére aminokwasy domeny I z nimi oddziatujg). Domena I biatka B. subtilis
wchodzi w interakcje z biatkami SirA (synchronizuje inicjacje replikacji ze sporulacja, hamuje
inicjacje dajac pierwszenstwo sporulacji) i DnaD (biatlko wspomagajace tadowanie helikazy)
(Martin et al. 2018). Powierzchnia oddziatywania, podobnie jak w przypadku biatek DnaA E. coli
i H. pylori, znajduje sie na helisach a2 i a3 (Jameson et al. 2014; Rahn-Lee et al. 2009). Dotychczas
nie udalo sie okredli¢ mechanizmu pozostalych oddzialywan. W przypadku H. pylori na
chromosomie nie zidentyfikowano homologéw wspomnianych bialek (Zawilak-Pawlik et al.

2007, 2017)
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Domena I DnaA wykazuje podobienistwo do domeny homologii K (domena KH), ktéra
odpowiada za wigzanie RNA i ssDNA, a wielokrotnie powtérzony motyw KH zwieksza
powinowactwo biatka do ssDNA i RNA (Abe et al. 2007; Natrajan et al. 2009). Domena I DnaA
E. coli wykazuje stabe powinowactwo do ssDNA (Abe et al. 2007), ale nie udokumentowano, czy
jest to istotna funkcja, poniewaz biatko pozbawione N-korica rozplata helise w regionie DUE

i stabilizuje ssDNA poprzez domene III (Duderstadt et al. 2011; Richardson et al. 2016).

Domena II: ta cze$¢ biatka DnaA jest najbardziej zréznicowana pod wzgledem sekwencji oraz
dlugosci pomiedzy gatunkami. Jej dtugos¢ waha sie od 6 aminokwaséw (Aquifex aeolicus) nawet
do ok. 250 (Streptomyces coelicolor). Modelowania komputerowe sekwencji aminokwasowych nie
wskazuja na tworzenie sie a-helis lub p-kartek ani innych uporzadkowanych struktur. Uwaza
sie, ze jest to elastyczny lacznik pomiedzy N-koricem biatka a domenami III i IV. W przypadku
biatka E. coli wykazano, ze mozna usuna¢ czes¢ tej domeny bez znacznego uszczerbku na
aktywnosci biatka (Nozaki and Ogawa 2008). Postuluje si¢, ze mimo mozliwosci usuniecia
znacznego fragmentu domeny 1I, jej dtugos¢ wptywa na wydajnos¢ procesu inicjacji replikacji
poprzez utworzenie i odpowiednie umiejscowienie w przestrzeni powierzchni oddziatywania
z DnaB (Molt et al. 2009). Z domeny Il mozna nie tylko usuwac duze fragmenty biatka bez szkody
dla jego aktywnosci, ale réwniez wstawi¢ dodatkowo biatko GFP, réwniez zachowujac
funkcjonalnos$¢ biatka DnaA (E. coli) (Boeneman et al. 2009). Ponadto, jest to jedyne miejsce
w biatku DnaA E. coli gdzie mozna dokona¢ fuzji z GFP, w przypadku biatka H. pylori fuzje

z biatkiem zielonej fluorescencji mozna dokonac na C-kornicu (Zawilak et al. 2003).

Domena III: DnaA nalezy do rodziny biatek AAA+. Zwigzanie z odpowiednim nukleotydem jest
kluczowe dla aktywnosci biatka: ATP-DnaA to forma aktywna, prowadzaca do rozpoczecia
replikacji chromosomu, ADP-DnaA to forma nieaktywna biatka, niezdolna do inicjacji replikacji.
W tej domenie znajduja sie motywy zwiazane z aktywnoscia ATPazowa: Walker A i B, sensor I,
boks VII i sensor II biorgce udzial w wigzaniu nukleotydéw adeninowych (ATP oraz ADP)
i hydrolizie ATP (Erzberger et al. 2002). Dotychczas w DnaA E. coli zidentyfikowano kilka
aminokwaséw szczegélnie waznych dla oddzialywar DnaA-DnaA oraz DnaA-DNA zaleznych
od ATP, czesto konserwowanych dla innych ortologéw. Wykaz istotnych reszt aminokwasowych
znajduje sie w tabeli nr 3. R227 oraz L290 zaangazowane sa w interakcje pomiedzy sasiednimi
domenami III bialek DnaA. Podane aminokwasy to specyficzne dla ATP-DnaA loci istotne do

otwierania DUE, odpowiednio AID1 (R227) oraz AID2 (L290) (ang. ATP-DnaA specific interactive
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locus for DUE unwinding). Warianty bialtka DnaA z mutacjami R227A oraz L290A nie rozplataja
DNA w regionie DUE (Ozaki et al. 2012). Oddziatywania, w ktére zaangazowane sg AID1 oraz
AID2, ustawiaja w odpowiedniej orientacji reszty waliny 211 (V211) oraz argininy 245 (R245).
Aminokwasy V211 i R245 tworza odpowiednio motywy H (hydrofobowy, ang. hydrophobic)
i B (zasadowy, ang basic) odpowiedzialne za wigzanie jednoniciowego DUE (ssDUE, ang. single
- stranded DUE) w regionie bogatym w reszty tymidylowe (Felczak and Kaguni 2004; Ozaki et al.
2008). V211 i R245 znajduja sie w obrebie motywu charakterystycznego dla bialek inicjatorowych
ISM (ang. initiator specific motif) (Duderstadt et al. 2011). Arginina w pozycji 285 (R285) pelni role
tzw. , palca argininowego”. Reszta R285 jest eksponowana po drugiej stronie czasteczki biatka
w stosunku do miejsca wigzania ATP przez DnaA. Jest niezbedna do oddzialywan pomiedzy
domenami III sasiadujacych biatek (rysunek nr 4). Jej dziatanie mozna przyréwnaé do swego
rodzaju zamka - palec argininowy pochodzacy z jednego biatka oddzialuje z czasteczka ATP
zwigzang z domena III sgsiedniego tworzac oligomer DnaA (rysunek nr 8) (Kawakami,
Keyamura, and Katayama 2005). R285 jest réwniez istotna dla wiazania bokséw ATP-DnaA.
Ponadto R285 jest zaangazowana w hydrolize ATP zalezna od miejsca datA (DDAH, ang. datA-
dependent DnaA-ATP hydrolysis), jednego z systeméw regulacji aktywnosci DnaA za pomoca
hydrolizy ATP. Zamiana tej argininy na alanine (R285A) powoduje obnizenie zdolnoéci biatka
DnaA do hydrolizy ATP (Kawakami et al. 2005). W pozycji 281 znajduje si¢ arginina (R281)
odpowiedzialna za hydrolize ATP w systemie DDAH i jest jedna z najwazniejszych reszt
w boksie VII (Kawakami et al. 2005). Arginina 334 (R334), tworzaca sensor 2, jest istotna dla
aktywnosci inicjatorowej biatka DnaA. Reszta aminokwasowa 334 oddzialuje z ATP zwigzanym
z czasteczka DnaA, stabilizujac jego zwigzanie z biatkiem. Zamiana tego aminokwasu na alanine
(R334A) powoduje wylaczenie hydrolizy ATP w biatku DnaA, co prowadzi do niewrazliwosci
biatka DnaA na regulacyjna inaktywacje (RIDA, ang. requlatory inactivation of DnaA) (Nishida et
al. 2002). Wykazano réwniez, ze taka substytucja powoduje zbyt czeste inicjowanie replikacji

chromosomu (Nishida et al. 2002).
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V211&R245
(motywy H/B)

domena Il

domena IV

Rysunek 8 Schemat oddziatywania domen III biatka DnaA (na przyktadzie E. coli) z sasiadujaca domeng III oraz
jednoniciowym regionem DUE (ssDUE). Na schemacie zaznaczono reszty aminokwasowe zaangazowane
w oddzialywania. Na podstawie (Katayama et al. 2017)

Reszta asparaginianu 269 (D269), ktéra znajduje sie w sensorze 1, odpowiedzialna jest za
stabilizacje wigzania ATP - DnaA (Kawakami et al. 2006). Lizyna 178 (K178) jest wazna dla
wigzania nukleotydéw przez biatko DnaA. Zmiana w tym miejscu na izoleucyne (K178I)
prowadzi do blokady wigzania ATP przez DnaA oraz wigzania ADP (Mizushima et al. 1998).
Leucyna 366 (L366) odpowiedzialna jest za zmiany konformacyjne zachodzace w powstajacym
oligomerze DnaA na oriC. Zamiana L366 na lizyne (L366K) powoduje zmiane aktywnosci biatka
DnaA: DnaA L366K zwigzane zaréwno z ATP jak i ADP zachowuje sie tak, jak DnaA-ADP - jest
nieaktywne pod wzgledem inicjacji replikacji (Saxena et al. 2011).

Domena IV: tworzona jest przez C-koniec bialka. Posiada motyw helisa-zwrot-helisa (motyw
HTH), ktéry odpowiada za rozpoznawanie sekwencji bokséw DnaA i wigzanie ich przez biatko
(Erzberger et al. 2002; Obita et al. 2002). Domena ta jest niezbedna i wystarczajaca do zwigzania
DNA. Zwiazanie domeny IV DnaA E. coli powoduje zgiecie DNA o ok 28° (Fujikawa et al. 2003b).
Reszty aminokwasowe 434-451 tworza helise, ktéra jest czeScia motywu HTH i oddziatuje
specyficznie z zasadami nukleotydéw w wielkim rowku DNA boksu DnaA, rozpoznajac czes¢ 3’
sekwencji konsensowej (5-TNCACA-3’). Natomiast arginina 399 (R399), bedaca czescia zwrotu

z HTH, oddziatluje w malym rowku DNA rozpoznajac czes¢ 5" sekwencji konsensowej (5’-TTA-
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3") boksu DnaA (Fujikawa et al. 2003b). Ponadto wykazano, ze substytucje treoniny 435 na
metionine (T435M) oraz argininy 399 na alanine (R399A) powoduja utrate zdolnosci wigzania
bokséw DnaA (Sutton and Kaguni 1997; Blaesing et al. 2000). Pomiedzy domenami III i IV
znajduje sie niedtugi tacznik w postaci elastycznej petli umozliwiajacy zmiane potozenia domeny
IV (Erzberger et al. 2002). Symulacje dynamiki tworzenia oligomeru DnaA zwigzanego oriC
wykazaly, Ze ta ruchomosc jest istotna dla utworzenia kompleksu (Shimizu et al. 2016). Leucyna
w pozydji 366 (L366) znajdujaca sie w helisie ponizej opisanego 1acznika jest potrzebna do zmian
konformacyjnych w kompleksach tworzacych sie podczas wigzania oriC (Shimizu et al. 2016).
W domenie IV zidentyfikowano réwniez aminokwasy oddzialujace z biatkiem Hda - leucyna 423

(L423) i prolina 424 (P424) (Katayama et al. 2017; Keyamura and Katayama 2011).

1.4 Helicobacter pylori

Helicobacter pylori to niewielka (2-5 pm diugosci, 0,5-1 pm szerokosci), spiralna, ruchliwa Gram-
ujemna bakteria, zasiedlajaca srodowisko ludzkiego uktadu pokarmowego. W 1984 roku dwaéch
australijskich lekarzy, Barry Marshall i Robin Warren, opisali bakterie wyizolowana z bioptatow
pobranych z zotadka i udowodnili, Ze jest ona odpowiedzialna za zapalenie zoladka i chorobe
wrzodowa. Odkrycie poczatkowo zostalo przyjete z bardzo duza rezerwg, gdyz nie wierzono, ze
w tak kwasnym S$rodowisku zoladka, uwazanego wrecz za aseptyczne, mogly przezy¢
mikroorganizmy. Jednakze juz w 1893 wloski naukowiec Giulio Bizzozero opisal helikalne
bakterie zyjace w kwasnym srodowisku psiego zoladka. Warto wspomnie¢ polski watek prac nad
H. pylori. W 1899 chorobotwoérczosé helikalnych bakterii (nazwanych Vibrio rugula) postulowat
Walery Jaworski (polski lekarz, pionier gastrologii). Niestety swoje spostrzezenia opublikowal
jedynie po polsku w ksigzce ,Podrecznik choréb zotadka i dietetyki szczegétowej”
(Wydawnictwo Dziet Lekarskich Polskich, Krakéw 1899). Taka forma publikacji i niepowodzenie
w hodowli laboratoryjnej opisanych bakterii spowodowatla brak zainteresowania odkryciem
przez srodowisko naukowe. Za odkrycie H. pylori i udowodnienie chorobotwdrczosci tej bakterii
doktorzy Marshall i Warren zostali nagrodzeni w 2005 roku Nagroda Nobla w dziedzinie

medycyny i fizjologii.

H. pylori jest mikroorganizmem chorobotwérczym cztowieka. Swiatowa Organizacja Zdrowia
(WHO, ang. World Health Organization) szacuje, ze okoto 50% ludzkosci jest zarazone tg bakteria.

Jest waznym czynnikiem ryzyka rozwoju raka zotadka i chtoniaka zwigzanego z btong Sluzowa
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(MALT). Mimo tego, ze wiele 0s6b zakazonych ta bakterig nie ma objawéw klinicznych (Atherton
2006; Hunt 1996; Moss and Malfertheiner 2007), u wysokiego odsetka (ok 17%) zakazonych
rozwinie sie choroba wrzodowa (Malaty 2007). Szacuje sie, ze u jednej czwartej takich pacjentow
(okoto 4,25% populacji) wystapia powiklania choroby wrzodowej, a u 1% spowoduje to rozwoj
nowotworéw zoladka (Malaty 2007; McGee and Mobley 2000). Jesli przeliczymy te wartosci
procentowe na liczbe os6b zakazonych H. pylori, to szacuje sie, ze kilkaset milionéw ludzi (okoto
500 milionéw) zostanie dotknietych owrzodzeniem trawiennym, a u dziesigtkéw milionéw
(okoto 30 milionéw) rozwinie sie rak zotadka (Salih 2009). Dlatego w 1994 roku WHO
zaklasyfikowata H. pylori jako karcynogen klasy I (IARC Working Group on the Evaluation of
Carcinogenic Risk to Humans 1994).

Poniewaz zakazenia H. pylori i konsekwencje zwigzane z jej rozwojem w organizmach ludzkich
sg istotnym czynnikiem chorobotwoérczym, wiekszo$¢ grup naukowych badajaca te bakterie
skupia sie na zagadnieniu wirulencji. Procesy fizjologiczne oraz biologia molekularna tego

mikroorganizmu jest wcigz niewystarczajaco zbadana.

141 Chromosomalny region inicjacji replikacji Helicobacter pylori

OriC H. pylori znajduje sie pomiedzy genami punB -dnaA -comH, Jest to pierwszy
zidentyfikowany u bakterii Gram-ujemnych dwuczionowy region inicjacji replikacji (rysunek
nr 9) (Donczew et al. 2012). Wczeéniej dwuczlonowe regiony oriC zidentyfikowano w bakteriach
Gram-dodatnich, jak np. Bacillus subtilis (Moriya et al. 1999) i Mycoplasma pulmonis (Cordova et
al. 2002).

wigzanie DnaA wigzanie DnaA rozplatanie DNA
oriC1 oriC2
punB] [ FEREE dnaA § WENIE  GomH
klasyczny boks DnaA boksy wigzane przez = : . o
0 (c-boks) biatko DnaA z roznym B raglon hipenwrazliwy:(hs)
[ boks DnaA wrazliwy na powinowactwem/ L boks Hp1021
topologie DNA (ts-boks) specyflcenoscla

Rysunek 9 Schemat budowy regionu oriC H. pylori, na podstawie (Donczew et al. 2014; Jaworski et al. 2016; Jaworski
nieopublikowane)

W regionie oriC H. pylori znajduja sie dwa zgrupowania bokséw DnaA, oriC1 i oriC2. Okalaja one

gen dnaA, znajdujacy sie centralnej czesci regionu. W regionie oriCI zlokalizowane sa 4 tzw.
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boksy klasyczne c2-¢c5 (ang. classic, c-boksy) oraz tzw. boks wrazliwy na topologie ts3 (ang.
topology sensitive, ts-boks). W regionie oriC2 znajduje sie jeden boks klasyczny c6 oraz dwa boksy
zalezne od topologii ts1-ts2 (rysunek nr 9). Wigzanie c-bokséw zalezy jedynie od sekwencji DNA,
natomiast boksy ts1-ts3 sa wigzane przez DnaA tylko wtedy, gdy DNA znajduje si¢ w stanie
superskreconym. Wigzanie bokséw DnaA w regionie oriC zalezne od topologii to dotychczas
nieobserwowane u bakterii zjawisko. Przypomina to rozpoznawanie regionéw ori u eukariota
i archeonéw, gdzie nie tylko sekwencja jest wazna do zwigzania DNA, lecz réwniez topologia
i zwigzanie innych bialek do regionéw okalajacych. Sekwencja konsensowa bokséw DnaA
H. pylori to 5’-TC/TATTCACN—3’ i r6zni sie od sekwencji konsensowej bokséw E. coli w pozycjach
219. Ponadto sekwencje konsensowe bokséw DnaA H. pylori i E. coli dodatkowo réznig sie w 5
pozygji. U E. coli w tym miejscu moze znalez¢ si¢ dowolny nukleotyd w przeciwienstwie do
H. pylori, gdzie zawsze jest reszta tyminy (T). Ponizej oriC2 znajduje sie rozplatany region DUE,
sktadajacy sie z 64 pz o podwyzszonej zawartosci reszt A i T (81% AT w regionie DUE wobec
61% ogolnie na chromosomie) (Donczew et al. 2012) poprzedzony powtérzonym o$miokrotnie
motywem DnaA-trio (Richardson et al. 2016). Oprocz bokséw specyficznych dla DnaA w regionie
oriC znajduja sie miejsca wigzania biatka HP1021. Jedno z miejsc znajduje sie w 0riCI, trzy miejsca
zlokalizowane sg w 0riC2, z czego pierwsze pokrywa sie dwoma nukleotydami z boksem tsl
a drugie i trzecie zlokalizowane sa3 w DUE. Dotychczas nie okreslono dokltadnej roli biatka
HP1021 w regulacji inicjacji replikacji chromosomu H. pylori. Wiadomo, ze in vitro bialko to
konkuruje o wigzanie w regionie 0riC2 z DnaA, a jego oddzialywanie z oriC2 hamuje rozplecenie

DNA (Donczew et al. 2015).
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1.4.2 Inicjacja replikacji chromosomu Helicobacter pylori

Proces inicjacji replikacji chromosomu u H. pylori, w przeciwieristwie do analogicznego procesu
u E. coli, jest stabo poznany. Dotychczas badania prowadzono gléwnie in vitro i dotyczyty

charakterystyki budowy i funkgji regionu oriC (rysunek nr 9).

wigzanie DnaA wigzanie DnaA rozplatanie DNA
punB oriC1 dnaA oriC2 comH
[E—— | | || (N N -
_— DUE
na' - DnaA
topologia DNA

., @ HobA @ HobA ?
N

T REEEN N | || S
l ® HobA ?

oriC1
| ) ] | —
dnaA geree wigzanie ssDNA ?
= .‘—.[.-___
oriC2 DUE

?

tadowanie helikazy
tadowanie prymazy
DnaG ¢ % PriaB,;

tadowanie polimerazy DNA Il

replikacja DNA

(c-boks) biatko DnaA z roznym
s powinowactwem/ | boks Hp1021
boks DnaA wrazliwy na specyficznoscia

i klasyczny boks DnaA :| boksy wigzane przez Il region hiperwrazliwy (hs)
topologie DNA (ts-boks) ? hipotetyczny czynnik/etap

Rysunek 10 Schemat inicjacji replikacji chromosomu Helicobacter pylori na podstawie (Donczew et al. 2014; Jaworski et
al. 2016; Jaworski nieopublikowane)

Wiadomo, ze zwigzanie biatka DnaA do bokséw zachodzi w obu podregionach oriC. Nie
wiadomo jednak, czy wigzanie przebiega jednoczesnie do obu podregionéw, czy tez w okreslonej

kolejnosci (najpierw wiazanie do oriC1, pézniej oriC2 lub odwrotnie). Oligomery DnaA powstale
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na podregionach oriC oddzialtuja ze sobg prowadzac do wypetlenia genu dnaA (rysunek nr 10).
Po utworzeniu kompleksu DnaA-DNA powstale w regionie DUE napiecia torsyjne powoduja
otwarcie podwojnej helisy. Z przeprowadzonych testéw in vitro wynika, ze obecnos¢ regionu
oriC1 nie jest niezbedna do rozplecenia helisy. Wyniki testow wykazaly, Zze obecnos¢ oriC2 jest do
tego wystarczajaca. In vivo wykazano, ze DnaA oddzialuje z dwoma podregionami, oriC1 i 0riC2
oraz ze usuniecie regionu oriCI nie jest mozliwe (Donczew et al. 2012). Ponadto zaobserwowano
wydajniejsze rozplatanie DNA, gdy oba regiony znajdowaly sie w swoich dzikich loci.
Prawdopodobnie obecnoé¢ regionu oriC1 stymuluje powstawanie orisomu i otwieranie helisy
(Donczew et al. 2012). Prawdopodobnie biatko DnaA H. pylori, podobnie jak biatko z E. coli, wigze
ssDNA regionu DUE stabilizujac w ten sposéb otwarte oczko. W pézniejszych etapach
w nieznany dotad sposéb do powstalego oczka replikacyjnego rekrutowana jest helikaza DnaB,
prymaza DnaG oraz polimeraza DNA. U H. pylori nie odnaleziono biatka homologicznego do
biatka DnaC E. coli, ani biatka homologicznego do biatka Dnal B. subtilis odpowiedzialnych za
tadowanie helikazy DnaB E. coli (DnaC B. subtilis). Natomiast podobnie jak u innych bakterii
nieposiadajacych homologéw DnaC/Dnal, zidentyfikowano gen dciA. Uwaza sie, ze biatko DciA
(ang. Dna[CI] antecedent) jest pierwotnym bialkiem odpowiedzialnych za tadowanie helikazy
DnaB (Brézellec et al. 2016b). Podobnie nie zidentyfikowano innych biatek regulujacych inicjacje
replikacji chromosoméw innych bakterii. Jedynym dotychczas zidentyfikowanym biatkiem
oddziatujacym z DnaA jest biatko HobA, bedace homologiem strukturalnym biatka DiaA E. coli.
HobA wspomaga wigzanie DnaA do bokséw DnaA, ale dokladna rola i mechanizm dziatania
HobA wciaz nie jest poznany. HobA, podobnie jak DiaA, tworzy homotetramery zbudowane
z dwéch homodimeréw i moze jednocze$nie oddziatywac z 4 czasteczkami DnaA (Natrajan et al.

2009; Zawilak-Pawlik et al. 2007, 2011).
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2. CEL PRACY

Dotychczas prowadzono intensywne badania nad wirulencjg i chorobotwoérczoscia Helicobacter
pylori, podczas gdy podstawowe procesy fizjologiczne tej bakterii nie byly przedmiotem wielu
badan. Jednym z niewyjasnionych wcigz proceséow jest cykl komérkowy H. pylori. Do
kluczowych etapoéw cyklu komoérkowego zaliczamy powielenie materialu genetycznego, ktére

jest kontrolowane gléwnie na etapie inicjacji replikacji chromosomu.

W ostatnich latach w naszym laboratorium prowadzono intensywne prace nad charakterystyka
regionu inicjacji replikacji H. pylori, jednak wcigz mato wiadomo o czynniku inicjatorowym jakim
jest biatko DnaA tej bakterii. Dotychczas najwiecej informacji udalo sie uzyska¢ na temat
oddzialywann domeny IV DnaA z oriC. Jednak aby uzyska¢ pelen obraz procesu, nalezy

scharakteryzowac wszystkie jego sktadowe, tj. region oriC oraz biatko DnaA.
Celem przeprowadzonych badar byta charakterystyka domeny Ii III biatka DnaA:

e zbadanie roli oligomeryzacji DnaA w oddzialywaniu z DNA,

e okreslenie roli homooligomeryzacji domeny I w tworzeniu kompleksu inicjacyjnego,

e okreSlenie roli oddzialywania HobA-DnaA w tworzeniu orisomu oraz rozplataniu
regionu DUE,

e analiza wptywu ATP i ADP na oddzialywania DnaA-DNA,

e charakterystyka wariantéw bialka DnaA zmutowanych w resztach aminokwasowych
K156 (E. coli K178), R261 (E. coli R285) i R310 (E. coli R334), kluczowych dla aktywnosci
biatka zwigzanej z oddzialywaniem z ATP/ADP.
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MATERIALY IMETODY

3.1

Odczynniki i enzymy

W pracy, w odpowiednich rozdzialach opisujagcych metody badawcze, podawane jest

pochodzenie odczynnikéw, ktére, zgodnie z dotychczasowym doswiadczeniem, moga by¢

krytyczne dla przebiegu eksperymentéw, a ich zmiana moze mie¢ istotny wplyw na

powtarzalno$¢ wynikow.

Pozostate odczynniki stosowane w doswiadczeniach moga pochodzi¢ od wielu dostawcéw,

i wedlug naszego doswiadczenia ich pochodzenie nie ma znaczenia dla uzyskiwanych wynikéw.

3.2

Oligonukleotydy

Tabela 4 Spis oligonukleotydéw wykorzystanych w pracy

NAZWA*

SEKWENCJA

UWAGI?®

Hp1529rev_dstop_Xhol

CCGCTCGAGTTCACTTGAATTGAAA
GCGGTTTIT

Powielenie genu dnaA, bez kodonu STOP
(1-1371pz), homologiczny do 3'korica genu

HP1529BamHI

CGGGATCCATGGATACCAACAACA
ATATTG

Powielenie genu dnaA homologiczny
do 5’konica genu

HP1529_I11_IV_BamHI

GCGGATCCATGAGCGTCAAAGACT
CITACAC

Powielenie fragmentu kodujacego domeny
II-IV genu dnaA (323-1374pz),
homologiczny do 5" korica genu

HP1529_1V_BamHI

CCGGATCCATCCATGGATCATGCTG
AAGGTTCAAG

Powielenie fragmentu kodujacego domene
IV genu dnaA (1032-1374pz), homologiczny
do 5'korica genu

HP15291-11_Xhol

CCGCTCGAGGTCTTTGACGCTCGTIT
TTTATGGCT

Powielenie fragmentu kodujacego domeny
I-1I genu dnaA (1-336pz) homologiczny
do 3’ korica genu

Powielenie fragmentu kodujacego gen dnaA
w obrebie domeny 1II, homologiczny

DnaA_Sphl fwGA CCAGAATAAAGTCGGCATGC do 5 konca genu; wykorzystywany do
wprowadzenia mutacji K178I oraz R285A
metoda Gibsona - (ang. Gibson assembly)
K178] rev CGTTTAAAATGTGCGTGATCCCTAA .
- CCCTGTGCCGCCATA Zestaw starterow uzywanych razem ze
TATGGCGGCACAGGGITAGGGATC | starterem DnaA_Sphl_fwGA zastosowany
K178 fw ACGCACATTTTAAACG do wprowadzenia mutacji K178I w genie
dnaA metoda Gibsona
DnaA_Pvul revGA GCGATGTTTTTAGGCGATCG
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GCGGTTATCCCCCATTCAAAGGCCG

R285A_rev ATTTTAAGCGATCTTCTA
TAGAAGATCGCTTAAAATCGGCCTT
R285A_fw
TGAATGGGGGATAACCGC
DA Xhol revGA TGGCTCCAAGCGCTCTCGAGTTCAC
nan_An02 rev TTGAATTGAAAGCGG

Zestaw starteréw uzywanych razem ze
starterem z DnaA_Sphl_fwGA
zastosowany do wprowadzenia mutacji
R285A w genie dnaA metoda Gibsona

DnaA_Pvul fwGA

GTATTGATTTCAGACCGATCG

R334A_rev

ATGATCGCGCCTTCCATTTGCGCAA
TATTGTCGCTGATGTGTTG

R334A_fw

CAACACATCAGCGACAATATTGCG
CAAATGGAAGGCGCGATCAT

Zestaw starteréw uzywanych razem ze
starterem DnaA_Xhol_revGA zastosowany
do wprowadzenia mutacji R334A w genie
dnaA metoda Gibsona

Bio HP0180_fw

BioCTCTATTTTGAAAACCCCTATTTC

Powielenie genu hp0180 znakowanego
biotyna na koncu 5, wykorzystywanego
w SPR jako kontrolny DNA niewigzany

HPO180_rev CTATATTTTTTCAATGGTTTAGTGC przez biatko DnaA

Bio-pOCrv BioCATGTTTGACAGCTTATCATCG | owielenie regionu oriC1 znakowanego
- - biotyng na koricu 5’, wykorzystywanego
pOC_fw GCATAAGATCTAGGAGTAAGA w SPR jako region wigzany przez biatko

DnaA

non-box_lower

AGCAATAAACGAGCTACATTGCGA
GACTACTGCCITAAAA

BiocTTTTAAGGCAGTAGTCTCGCAAT

Hybrydyzacja tej pary oligonukleotydéw
tworzy fragment DNA znakowany biotyna
na jednym z konficéw 5 wykorzystywany
w SPR jako kontrolny DNA niewigzany

non-box_upper GTAGCTCGTTTATTGCT przez biatko DnaA
AGGAATAACATGTGAATGAAATGT |  Oligonukleotydy z sekwencja DnaA
RHpbox2 GAATGAAGCCTTAAAA bokséw 2 i 3 znakowane biotyna na koricu
5 wykorzystywane w SPR do badania
FHpbox2 BioTTTTAAGGCTTCATTCACATTTCA oddziatywania DnaA z sekwencjami
TTCACATGTTATTCCT bokséw DnaA
OCrev CATCGATAGGATATCCTGGG Zestaw starter6w do powielania regionu
P oriC1 ze znacznikiem fluorescencyjnym
FAM na konicu 5, wyk t d
FAM-pOCfw FAMGGAGTAAGAATAGCTTCGAAT e e e
T7prom TAATACGACTCACTATAGGG Zestaw starter6w hybrydyzujacych do
sekwencji promotora i terminatora T7
T7term GCTAGTTATTGCTCAGCGG

w wektorze pET21b(+)Strep3.

pILL50_57rev

GATCTGAATTCGAGCTCGGTAC

Uniwersalny starter hybrydyzujacy
w regionie 3’ za miejscem klonowania
w plazmidach pILL2150 oraz pILL2157

Fw_pILL2150

GGTGTTTTCACGAGCACTTCAC

Starter hybrydyzujacy w regionie 5" przed
miejscem klonowania w plazmidzie
pILL2150

Fw_pILL2157

CGGATAACAATTAATTGTGAGCGG

Starter hybrydyzujacy w regionie 5" przed
miejscem klonowania w plazmidzie
pILL2157
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Para starteréw hybrydyzujaca do
1530_Fw CAGTTTCTATGTGAATGAAATTAT chromosomu H. pylori powyzej oraz ponizej
miejsca podwdjnego crossing over
1527 Rv GTTGTTTCTAAAGAAAGTTTTTCA pomigdzy genem dnaA a plazmidem
pILL2284
GGAATAACATGTGAATGAAATGTG
Lbox2+3lower AATGAAGCCTTAAACCAGACCAGG
GCAC Oligonukleotydy stosowane do stworzenia
Lbox2+3upper TTTAAGGCTTCATTCACATTITCATIC Znaczf;gemegﬁ boksami DnaA 2 3
ACATGTTATTCC g0 , stosowanego do EMSA.
FAM-luego FAMGTGCCCTGGTCTGG

* w nazwie oraz sekwengcji pogrubiong podkreslong czcionka zaznaczono
nazwy enzymow restrykcyjnych oraz rozpoznawang przez nie sekwencje;

Bio - biotyna;

FAM - amid fluoresceiny - znacznik fluorescencyjny;
$ startery zwigzane z konstrukcjg mutantéw dnaA zaznaczone zostaly na mapie genu dnaA, zatacznik nr 1

3.3 Plazmidy

Tabela 5 Spis plazmidéw wykorzystywanych w pracy

NAZWA UWAGI
Wektor ekspresyjny, pochodna plazmidu pET21b(+), zawierajaca
ET21b(+)Strep3 w miejscu metki T7-tag sekwencje kodujaca Strep-tag; AmpR; (Jaworski et
p P al. 2018) wykorzystywany do klonowania i ekspresji r6znych wariantéw
genu HpdnaA
pET21HpDnaAstrep Wektor wykorzystywany do indukowanej syntezy biatka HpDnaAstrep

pET21HpDnaAlll-IVstrep

Wektor wykorzystywany do indukowanej syntezy biatka HpDnaAllI-
IVstrep

pET21HpDnaAl-IIstrep

Wektor wykorzystywany do indukowanej syntezy biatka HpDnaAl-
IIstrep

pET21HpDnaAlI-II-IVstrep

Wektor wykorzystywany do indukowanej syntezy biatka HpDnaAl-II-
IVstrep

pET21HpDnaAlVstrep

Wektor wykorzystywany do indukowanej syntezy biatka
HpDnaAlIVstrep

pET21HpDnaAK178lstrep

Wektor wykorzystywany do indukowanej syntezy biatka
HpDnaAK178Istrep

pET21HpDnaAR285Astrep

Wektor wykorzystywany do indukowanej syntezy biatka
HpDnaAR285Astrep

pET21HpDnaAR334Astrep

Wektor wykorzystywany do indukowanej syntezy biatka
HpDnaAR334Astrep

pILL2150strep

Tzw. wektor czélenkowy E. coli - H. pylori (ang. shuttle vector); pochodna
wektora pHelL2 z sekwencja genu LacZ pod kontrolg promotora pTac oraz
dwiema kopiami lacld pod kontrolag promotora pamiE; CmR (Boneca et al.
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2008); wektor podlega replikacji w obu mikroorganizmach; synteza
kodowanych na nim biatek zachodzi réwniez w dwéch gatunkach

Tzw. wektor czélenkowy E. coli - H. pylori (ang. shuttle vector); pochodna
wektora pHeL2 z sekwencja genu LacZ pod kontrola zmodyfikowanego
promotora urel oraz sekwencja genu lacl pod kontrolag promotora amiE;

ILL2157st
P SHeP CmR (Boneca et al. 2008) wektor podlega replikacji w obu
mikroorganizmach, natomiast synteza kodowanych na nim bialek ma
miejsce tylko w Helicobacter pylori.
pILL2150HpDnaA Wektor Wykorzystywany do indukowanej syntezy bialka HpDnaA
w H. pylori
pILL2150HpDnaAstrep Wektor wykorzystywany do indukowanej syntezy biatka HpDnaAstrep

w H. pylori

pILL2150HpDnaAK178Astrep

Wektor  wykorzystywany do  indukowanej syntezy  biatka
HpDnaAK178Astrep w H. pylori

pILL2150HpDnaAR285Astrep

Wektor  wykorzystywany do  indukowanej syntezy  biatka
HpDnaAR285Astrep w H. pylori

pILL2150HpDnaAR334Astrep

Wektor  wykorzystywany do  indukowanej syntezy  biatka
HpDnaAR334Astrep w H. pylori

pILL2157HpDnaAstrep

Wektor wykorzystywany do indukowanej syntezy biatka HpDnaAstrep
w H. pylori

pILL2157HpDnaAK178Astrep

Wektor  wykorzystywany do  indukowanej syntezy  biatka
HpDnaAK178Astrep w H. pylori

pILL2157HpDnaAR285Astrep

Wektor  wykorzystywany do  indukowanej syntezy  biatka
HpDnaAR285Astrep w H. pylori

pILL2157HpDnaAR334Astrep

Wektor  wykorzystywany do  indukowanej syntezy  biatka
HpDnaAR334Astrep w H. pylori

pILL2284

Wektor wykorzystywany do usuwania genu dnaA z locus na
chromosomie na zasadzie podwojnego crossing over ramion homologii
okalajacych gen dnaA i wymanie genu na kasete aph3 (Zawilak-Pawlik et
al. 2007)

porilori2

Pochodna wektora pOC170, gdzie w miejscu regionu oriC z E. coli znajduje
sie region oriC (oriCldnaAoriC2) H. pylori (Donczew et al. 2012)

PGEXHpdnaA(IV)

Pochodna wektora pGEX-KG zawierajaca 343 pz kodujace domene IV
biatka DnaA z H. pylori (Zawilak et al. 2001); wektor wykorzystywany do
indukowanej syntezy biatka GST-HpDnaAIV

pAZP23

Pochodna wektora pUT18C zmodyfikowanego w MSC (Zawilak-Pawlik
etal. 2011) z wklonowang sekwencja N-korica genu dnaA z H. pylori (reszty
1-112)
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3.4 Techniki pracy z mikroorganizmami

3.4.1 Podloza mikrobiologiczne

Odczynniki do hodowli H. pylori:

e HO, destylowana - (POCH - Avantor Performance Materials Poland S.A. (nr kat.

885040698))

e (Cieleca surowica ptodowa - (BioWest (nr kat. S1810-500))

e Brucella Broth - (Becton-Dickinson (nr kat. 211088))

e Odwtlékniona krew koriska - Pro Animali sp. z 0. o.
e Columbia Blood Agar Base (CBA) - (Oxoid (nr kat. CM331))
e Brain Heart Infusion (BHI) - (Oxoid (nr kat. CM1135))

Do hodowli E. coli:
LB pH 7,5 [na1 litr]

Trypton
Ekstrakt drozdzowy
NaCl

Stale podloze LB
LB
Agar

SOB pH 7,0 [na 100ml]
Trypton

Ekstrakt drozdzowy

NaCl

KCI 250mM

Po sterylizacji 0,5ml 2M MgCl,

SOC

SOB
Glukoza 1M
MgCl, 2M

10g

10g

11
15¢g

20¢g
05g
005¢g

1 ml

5 ml
100 pl
25 ul

Do hodowli H. pylori:
CBA - Columbia Blood Agar

Columbia Blood Agar Base 4875 ¢
H>O POCH 112,5 ml
Odwtlékniona krew koniska 12,5 ml
Koktajl antybiotykowy 250 pl

Koktajl antybiotykowy [40ml]

PolimyksynaB: 6,2 mg
Vancomycyna: 250 mg
AmfoterycynaB: 50 mg
Trimetoprim: 125 mg
BBL

Brucella Broth 10,08 g
H,O POCH 360 ml

Po sterylizacji, przed hodowla dodawano 40 ml
inaktywowanej termicznie (30 min, 56°C) cielecej
surowicy plodowej

BHI z glicerolem

Brain Heart Infusion 74¢

Glicerol 100% 40 ml

H>O POCH 160 ml
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3.4.2 Szczepy bakteryjne

Escherichia coli:
DH5a - szczep stosowany do namnazania plazmidow

Genotyp: F- ®80dlacZAM15 recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 (ri, mk*) supE44 relAl deoR
A(lacZY A-argF)U169

BL21 - szczep stosowany do nadprodukcji rekombinowanych biatek
Genotyp: B F- dem ompT hsdS(rg-mp)gal

MC1061 - szczep stosowany do namnazania plazmidéw wykorzystywanych do

transformacji H. pylori - szczep ten zapewnia odpowiednig metylacje izolowanego DNA

Genotyp: K-12 F- N\~ A(ara-leu)7697 [araD139]B/r A(codB-lacl)3 galK16 galE15 el4- mcrAO relAl
rpsL150(StrR) spoT1 mcrB1 hsdR2(r-m*)

Helicobacter pylori:

N6 - szczep H.pylori; wykorzystywany do eksperymentéw invivo zwigzanych

z mutacjami biatka DnaA (Ferrero et al. 1992)

26695 - szczep H. pylori, ktérego genomowe DNA stosowane bylo jako matryca do
klonowania genéw H. pylori (Tomb et al. 1997)

3.43 Hodowle bakteryjne

3431 Escherichia coli

Hodowle state prowadzono w szalkach Petriego zawierajacych podioze LB-agar z lub bez dodatku
odpowiedniego antybiotyku selekcyjnego (ampicylina 100 pg/ml, kanamycyna 50 pg/ml,
chloramfenikol 34 pg/ml), w temp. 37°C.

Hodowle ptynne prowadzono w kolbach stozkowych wypetnionych do 1/5 nominalnej objetosci

pozywka LB z lub bez dodatku odpowiedniego antybiotyku selekcyjnego (stezenia jak
w hodowlach statych). Wzrost bakterii zachodzit w wytrzasarce INFORS HT przy 180 RPM

(obroty na minute; ang. rotations per minute) oraz w temp. 37°C.
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Hodowle stale oraz ptynne zaszczepiano bakteriami pobranymi bezposrednio z kolonii z ptytki

z podlozem statym lub biomasa pobrang z glicerolki.

Przechowywanie szczepéw: Glicerolka to forma przechowywania szczepéw bakteryjnych - nocne

hodowle bakteryjne wzbogaca si¢ o glicerol w koncowym stezeniu 20% (peini funkcje

krioprotektanta) i przechowuje w temp. -80°C.

343.1.1 Transformacja E. coli

Transformacja komoérek kompetentnych E. coli przeprowadzano metoda szoku cieplnego:

50 pl komérek kompetentnych rozmrazano na lodzie

¢ Dodawano okoto 10 ng plazmidu lub mieszanine po ligacji

e Inkubowano na lodzie 30 min

e Inkubowano 90 sek. w temperaturze 42°C w taZni wodnej

e Przenoszono na l6d i inkubowano 2 min

¢ Do komérek z DNA dodawano 500 pl pozywki SOC o temperaturze pokojowej

¢ Hodowano w temp. 37°C z wytrzgsaniem 180 RPM przez 1 h

e Wysiewano po 50 ul, 100 pl oraz cata pozostala objetos¢ hodowli po transformacji na
podloze LB-agar z dodatkiem odpowiedniego antybiotyku selekcyjnego

e Hodowano w temp. 37°C przez noc

343.2 Helicobacter pylori

Hodowle state prowadzono na plastikowych, wentylowanych ptytkach Petriego na podtozu CBA
bez lub z dodatkiem antybiotykéw selekcyjnych (kanamycyna 15 pg/ml, chloramfenikol
8 ng/ml). Plytki ukladano w stosy i zamykano w specjalnych pojemnikach (stojach) do hodowli

w zdefiniowanej atmosferze - wymiana atmosfery prowadzona byta na dwa sposoby:

e zuzyciem saszetek generujacych odpowiednia atmosfere [CAMPYGEN, Oxoid: CN0025
na 2,51 1ub CNO0035 na 3,51],
e odpompowanie powietrza i wprowadzenie z butli mieszanki gazow: 5% O,, 10% CO.,

85% N>

Hodowle, zaréwno stale jak i plynne, prowadzono w temp. 37°C. Hodowle plynne wytrzasano

przy 140 RPM.
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Stosowano nastepujacy ogélny schemat hodowli H. pylori:

Dzienn 1: Na plytke z podlozem stalym, w centralnej jej czesci, nakrapiano ok. 75 ul hodowli
z glicerolki. Ptytki z naniesionymi hodowlami ukladano w stosy nakropiong powierzchnig do

gory w celu unikniecia splyniecia hodowli i zamykano w stojach.

Dzienn 2: Za pomoca sterylnych wymazéwek pobierano biomase i przenoszono na $wieza
pozywke stalag CBA. Kultury bakterii przesiewano rozmazujac réwnomiernie pobrana biomase
na powierzchni pozywki aby uzyskac jednolity wzrost na calej powierzchni plytki (wzrost typu

murawa).

Dzienn 3: Z plytek z nocna hodowla zbierano biomase do dalszych eksperymentéw lub do

zabezpieczenia glicerolek.

Hodowle ptynne dzieri 1-2 jak w hodowlach statych

Dzienn 3: Z pobranej biomasy przygotowywano prehodowle ptynne. Za pomoca wymazéwki
zaszczepiano 10 ml pozywki BBL do ODgw ~0,5. Hodowle prowadzono przez 8 h. Po uptywie
tego czasu hodowle przeszczepiano do nowej pozywki do ODsw ~0,05; hodowle prowadzono

przez noc.

Dzieri 4: Hodowle nocne przeszczepiano na nowe podloze BBL, w celu prowadzenia dalszych

hodowli badZ zwirowywano biomasy do pdZniejszej izolacji DNA.

34321 Transformacja H. pylori
Do transformacji H. pylori wykorzystywano ich naturalng kompetentnoé¢ do przyjmowania

obcego DNA.

Przed transformacjq H. pylori nalezalo hodowac¢ tak jak to opisano w rozdziale 3.4.3.2 do dnia 2

wlacznie.
Dzieni 3: Na plytke ze $wieza pozywka CBA nanoszono biomase komoérkowa:

e 7z plytki z calonocna hodowla na pozywece stalej pobierano bakterie wymazéwka
e wysiewano 5 niewielkich ok 1 cm hodowli (minihodowle) na ptytkach bez antybiotyku
selekcyjnego

e plytki inkubowano przez 4 h
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e po 4h inkubacji, na przygotowane minihodowle bezposrednio nanoszono roztwory
zawierajgce DNA [3-10 ng DNA uzupelnione buforem EB (10mM Tris-Cl, pH 8,5) do
10 pl]; réwnolegle transformowano 3 rodzajami DNA: plazmidem wprowadzajacy
zmienione wersje genu dnaA (tabela nr 5), plazmidem o sprawdzonej juz wczesniej
wydajnosci transformacji (kontrola pozytywna) oraz samym buforem EB (kontrola
negatywna)

e plytki ukladano powierzchnia agaru do gory tak, zeby nie rozmazaé nakropionego DNA

e Dbakterie hodowano przez cata noc

Dzien 4: Hodowle nocne przeszczepiano na nowe podioze CBA z odpowiednim antybiotykiem
selekcyjnym, przy czym kazda transformowana minihodowle przesiewano na 1 cala ptytke CBA.

Ptytki inkubowano 3 - 5 dni.

Dzien 7/9: Z plytek z rozsianymi transformantami przesiewano pojedyncze kolonie na plytke
podzielona na 8 czesci. Kolonie pobierano sterylng eza i posiewano na tréjkatnym polu na ptytce,
od brzegu w kierunku centrum ptytki. Tak zaszczepione ptytki hodowano przez kolejne 2 - 3 dni.
Ten oraz nastepny etap maja na celu przygotowanie dostatecznej ilosci biomasy na pozyskanie
materiatu do izolacji DNA, w celu sprawdzenia, czy transformacja zakoriczyla sie powodzeniem

oraz zabezpieczenia glicerolek z otrzymanymi zmodyfikowanymi szczepami.

Dzienn 9/11: Biomase z poszczegélnych czedci plytki rozsiewano na pelne plytki z nowym

podlozem CBA. Hodowano przez noc.

Dzien 10/12: Z plytek pobierano biomase do zabezpieczenia glicerolek oraz izolacji DNA w celu

sprawdzenia, czy wprowadzono plazmid lub czy zaszla rekombinacja w miejscach homologii.

Zabezpieczanie glicerolek z hodowli H. pylori:

Biomase zebrang wymazowka z plytki z podiozem staltym zawieszano w 1ml pozywki BHI z 20%
glicerolem. Nastepnie kilkukrotnie odwracano probéwke z zawiesing gora-doél, aby zebrane
komorki stworzyly jednorodna mieszaning z pozywka. Tak przygotowang glicerolke

przechowuje sie w temp. -80°C.
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3.5 Techniki pracy z DNA

3.5.1 Izolacja plazmidéw na mala skale (tzw. miniprep)

Plazmidy z 1,5 - 2 ml hodowli komérek E. coli DH5a izolowano zestawem Plasmid Mini (A&A

Biotechnology) zgodnie z instrukcjami producenta.

3.5.2 Izolacja plazmidéw na $érednia skale (tzw. midiprep)

Plazmidy z 50 ml ptynnej hodowli komérek E. coli DH5a i MC1061 izolowano zestawem Plasmid
Midi AX (A&A Biotechnology) zgodnie z instrukcjami producenta.

3.5.3 Izolacja genomowego DNA

Genomowe DNA z H. pylori izolowano zestawem Genomic Mini (A&A Biotechnology) zgodnie

z instrukcjami producenta.

3.54 Eancuchowa reakcja polimerazy (PCR)

Reakcje PCR prowadzono w objetosciach 20-100 ul réznymi zestawami, w zaleznosci
od przeznaczenia powielanego fragmentu:

e do tzw. kolonijnego PCR (np. sprawdzenie, ktéra kolonia po transformacji posiada
wlasciwy plazmid/fragment DNA) stosowano polimeraze PCR Mix Plus (A&A
Biotechnology)

e do powielania genéw w celu klonowania stosowano High - Fidelity PCR Enzyme Mix
(ThermoFisher Scientific).

Reakcje prowadzone byly zgodnie z zaleceniami producenta.

Standardowy przebieg etapoéw reakcji PCR:

95°C, 3 min - denaturacja wstepna

950C, 30 sek. - denaturacja

TsoC*, 30 sek. - stapianie starterow } 25-30 powtorzen
72°C, ts** sek. - synteza

72°C, 5 min - synteza koricowa

12°C, 10 min - schfadzanie mieszaniny reakcyjnej

*Ts=Tm-5, gdzie Tm=4x(C+G)+2x(A+T) - temperatura stapiania starterow wyliczona na
podstawie skladu nukleotydowego starteréw
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**ts - czas syntezy zalezacy od dlugosci powielanego fragmentu DNA przy zalozeniu wydajnosci
stosowanych polimeraz 1000 pz/min

3.5.5 Trawienie DNA enzymami restrykcyjnymi

Plazmidy oraz fragmenty DNA trawione byly enzymami restrykcyjnymi serii Fast Digest

(ThermoFisher Scientific) zgodnie z zaleceniami producenta.

3.5.6 Oczyszczanie DNA po reakcjach enzymatycznych

Do oczyszczania fragmentéw DNA po reakcji trawieri enzymatycznych oraz reakcji PCR po
rozdziale w zelu agarozowym stosowano zestaw Gel Out (A&A Biotechnology) zgodnie
z zaleceniami producenta. W przypadku przygotowywania prébek do sekwencjonowania,

produktéw PCR nie oczyszczano w zelu agarozowym tylko bezposrednio zestawem Gel Out.

3.5.7 Elektroforeza DNA w zelu agarozowym

Fragmenty DNA o wielkosci 200-9000 pz rozdzielano elektroforetycznie w 1% zZelu agarozowym.
Dla zobrazowania prazkéw DNA do zZelu agarozowego dodawano fluorescencyjny barwnik
SimplySafe (EURX). Do prébek nanoszonych na zel dodawano 1/5 objetosci buforu do prébek,
chyba ze prébki, w ktérych inkubowano DNA podczas reakcji enzymatycznych zawieraty juz
obcigznik do elektroforezy. Rozdzial DNA prowadzono w aparacie do elektroforezy
horyzontalnej w buforze 1XTBE, w temperaturze pokojowej, przy napieciu 8-10 V/cm. Wielkosci
analizowanych fragmentéw DNA okreélane byly poprzez poréwnanie z jednoczesnie
nanoszonymi wzorcami wielkosci. Stosowano wzorce mas A/Pstl (DNA faga A trawiony
enzymem Pstl, wzorzec przygotowywany w laboratorium), GeneRuler 1kb DNA Ladder oraz

GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (ThermoFisher Scientific).

Bufor 10xTBE Bufor 6x do probek

Tris 890 mM Glicerol w HO 30%
Kwas borowy 890 mM Blekit bromofenolowy 0,25%
EDTA 20 mM Cyjanol ksylenu FF 0,25%
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3.5.8 Defosforylacja koncéw DNA

Reakcje defosforylacji DNA przeprowadzano za pomocg termowrazliwej alkalicznej fosfatazy
(FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase, ThermoFisher Scientific) zgodnie z zaleceniami

producenta.

3.5.9 Ligacja

Do ligacji stosowano trzykrotny molowy nadmiar insertu wzgledem wektora. Reakcja
prowadzona byla przez noc w temperaturze 4°C w objetosci 10-20 pl, z czego 0,5-1 pl stanowita
Ligaza T4 (ThermoFisher Scientific nr kat. EL0011) oraz proporcjonalna objetos¢ buforu 10x do
ligacji. Po reakcji mieszanine ligacyjng stosowano bezposrednio do transfromacji szokiem

cieplnym lub zamrazano w temp. -20°C do péZniejszego wykorzystania.

3.6 Techniki pracy z bialtkami

3.6.1 Elektroforetyczny rozdziat bialek w zelu poliakrylamidowym — SDS-PAGE

Rozdziat elektroforetyczny bialek prowadzony byl w warunkach denaturujacych w aparatach do
elektroforezy wertykalnej. Przygotowywano minizele o wielkosci 8,6x6,8x0,1 cm stosujac zestaw
do elektroforezy Mini-PROTEAN Tetra Cell firmy BioRad. Stosowano dwa rodzaje zeli -
klasyczne oraz tzw. stain free, zawierajace 2,2,2-trichloroetanol (TCE) (Sigma Aldrich, nr kat.
8086100100) ktore umozliwiaja wizualizacje bialek zaraz po zakonczeniu elektroforezy bez
koniecznosci dodawania barwnikéw. Ograniczeniem metody , stain free” jest jej wykorzystanie
tylko do wizualizacji bialek zawierajacych tryptofan, poniewaz tylko ten aminokwas ulega
reakcji z 2,2,2-trichloroetanolem pod wptywem $wiatta UV (300 nm, do pierscienia indolowego

dotaczana jest grupa formylowa) dajac fluorescencyjny produkt (Ladner et al. 2004)

Probki przygotowywano z osadéw komoérkowych lub oczyszczonych preparatéw biatkowych
poprzez dodanie 1/3 objetosci obciaznika do prébek 4x[3 i podgrzaniu do temp. 95°C przez 5 min
w celu denaturacji biatek. Rozdzial przeprowadzano przy natezeniu pradu 35 mA. Po
elektroforezie zele barwiono CBB lub, w przypadku zeli ,stain free” detekcje prowadzono
wykorzystujac Gel Doc XR+ System (Biorad) po wczeéniejszym naswietleniu promieniami UV.

Masy czasteczkowe analizowanych bialek okreélano poréwnujac migracje prazkéw z réwnolegle
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rozdzielanych wzorcem masy PageRuler Unstained Protein Ladder (ThermoFisher Scientific,

nr kat. 26614)

Tabela 6 Sktad zeli stosowanych do elektroforezy SDS-PAGE

ZEL ROZDZIELAJACY 7EL
SKEADNIK ZEL 10% ZEL12% ZEL 15% ZAGESZCZAJACY
standard| stain free| standard |stain free | standard| stain free uniwersalny
ITCE 2% - 1,5 ml - 1,5 ml - 1,5 ml -
H,O 24ml| 0,9ml 2ml | 05ml| 1,5ml - 1,46 ml
Akrylamid [1:39] 30% 2 ml 2ml | 24ml| 24ml 3 ml 3 ml 0,34 ml
L8SMTrs HCIPHSS | 5 | 15mi | 15mi| 15ml| L5ml| 15ml| o Y 0,25 mi
pH6,8
SDS10% 60 ul 60 ul 60 ul 60 ul 60 ul 60 ul 20 ul
APS10% 60ul | 60ul | 60ul| 60p| 60u| 60l 20 ul
TEMED 24u | 24w | 24w | 24uw| 24w| 244 2l
Bufor Tris-Glicyna 1x CBB (Coomassie Briliant Blue)
Tris-Glicyna 10x 100 ml CBB R250 05¢g
SDS 10% 10 ml CBB G250 026g
HO do1l Etanol 96 % 212 ml
Tris-Glicyna 10x Metanol 25 ml
Tris 250 mM Kwas octowy 50 ml
Glicyna 1,92 M H>O 213 ml
Obciaznik 4xp Odbarwiacz
Tris 0,625M pH 6,8 3,2 ml Metanol 100% 175 ml
SDS 10% 8 ml Kwas octowy 35ml
Glicerol 70% 5,71 ml HO 290 ml
[-mercaptoetanol 14M 0,28 ml
HO 6,81 ml
Bromophenol Blue szczypta
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3.6.2 Rekombinowane biatka HpDnaA
W ramach prezentowanej pracy zostaly skonstruowane plazmidy do syntezy r6znych wariantéw
biatka H. pylori DnaA zmetka Strep - tag na C-korficu DnaA (Schmidt and Skerra 2007).
Stworzono konstrukty syntezujace biatka pelnej diugosci, poszczegdélnych domen i ich
kombinacji oraz 3 warianty biatka posiadajace zamiany aminokwaséw w miejscach istotnych dla

oddzialywania z ATP. W tabeli nr 7 znajduje sie charakterystyka przygotowanych konstruktéw.

Tabela 7 Charakterystyka stworzonych wariantéw rekombinowanego biatka H. pylori z metka Strep-Tag

BIALKO OPIS

HpDnaAstrep biatko DnaA pelnej dtugosci (459 aminokwaséw)
HpDnaAlll-IVstrep biatko DnaA pozbawione domen I-1I; (109-459 aminokwaséw)
HpDnaAl-IIstrep domeny 1iII DnaA (1-112 aminokwaséw)

HpDnaAlVstrep domena IV DnaA (344-459 aminokwas6w)

HpDnaAI-1I-IVstrep biatko DnaA pozbawione III domeny; (1-112 oraz 344-459 aminokwas6w)
Bialko DnaA z wprowadzong mutacja w pozycji 156 (Lys156lle); u E. coli

HpDnaAK178Istrep * | analogiczna mutacja Lys178lle powoduje redukcje zdolnosci wigzania
nukleotydéw (Mizushima et al. 1998);
Biatko DnaA z wprowadzona mutacja w pozycji 261 (Arg261Ala); u E. coli

HpDnaAR285Astrep * | analogiczna mutacja Arg285Ala powoduje redukcje zdolnosci do
oligomeryzacji (Kawakami et al. 2005)

Biatko DnaA z wprowadzona mutacja w pozycji 310 (Arg310Ala); u E. coli
HpDnaAR334Astrep * | analogiczna mutacja Arg334Ala powoduje niezdolnos¢ do hydrolizy ATP
(Nishida et al. 2002)

*w nazwach plazmidéw i biatek z nich syntezowanych pozostawiono numeracje aminokwaséw odpowiadajaca
pozycjom u E. coli, w celu pézniejszej latwiejszej dyskusji na tle wynikéw dostepnych w literaturze.

Wszystkie skonstruowane w ramach niniejszej pracy wersje genu dnaA zostaly wklonowane do
wektora pET21b(+)Strep3 (tabela nr 5). Plazmid ten pozwala na synteze rekombinowanych biatek
z metka Strep-Tag - krotkim, 8-aminokwasowym, inertnym peptydem polaczonym z biatkiem
dwoma aminokwasami: SAWSHPOQFEK (lacznik oraz metka) (Schmidt and Skerra 2007).
Oczyszczanie bialek polega na wiazaniu sie rekombinowanych bialek do zloza Strep-Tactin,

a biatka odmywane s z kolumny za pomoca destiobiotyny.

3.6.2.1 Konstrukcja wektoréw:

Tabela nr 8 zawiera informacje dotyczace sposobu skonstruowania wektoréw stosowanych do

syntezy réznych wariantéw biatka DnaA.
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Tabela 8 Opis strategii klonowania wariantéw genu dnaA

NAZWA DOCELOWEGO STOSOWANE MATRYCA PCR ENZYMY
KONSTRUKTU STARTERY RESTRYKCY]JNE
(tabela nr 5) (tabela nr 4) STOSOWANE DO
KLONOWANIA

Ponizsze klonowania przeprowadzono standardowo: fragmenty PCR oraz wektor pET21b(+)Strep3 trawiono
zaznaczonymi enzymami restrykcyjnymi i oczyszczano z zelu agarozowego. Oczyszczony wektor
defosforylowano, nastepnie ligowano z fragmentami DNA. Szczegoélowe opisy metod poszczegélnych etapow
znajduja sie w rozdzialach 3.5.4-3.5.9

HP1529BamHI genomowy DNA H. pylori
ET21HpDnaAst BamHI/Xhol
P pLnasstrep Hp1529rev_dstop_Xhol 26695 amkl/Xho
HP1529_II1_IV_BamHI DNA H. pylori
pET21HpDnaAlll-IVstrep —- Y= genomowy PV BamHI/Xhol
Hp1529rev_dstop_Xhol 26695
HP1529BamHI genomowy DNA H. pylori
ET21HpDnaAl-Ilst BamHI/Xhol
P pLnani-tisteep HP15291-11_Xhol 26695 amkl/Xho
HP1529_IV_BamHI genomowy DNA H. pylori
ET21HpDnaAlIVst BamHI/Xhol
P pLnantysieep Hp1529rev_dstop_Xhol 26695 amkl/Xho
ET21HpDnaALILIVst Domena I-II wycieta z wektora pAZP23 i wklonowana BamHI
naAI-II-IVstre am
b P P do konstruktu pET21HpDnaAlVstrep.
G i kt ILL2150HpDnaAK178Ist
pET21HpDnaAK178lstrep en wyclety z wektora p P e Sep BamHI/ Xhol
i wklonowany do wektora pET21b(+)Strep3
Gen wyciety z wektora pILL2150HpDnaAR285Astrep
ET21HpDnaAR285Astr BamHI/Xhol
P p-na SHEP i wklonowany do wektora pET21b(+)Strep3 amkl/Xho
G iet kt ILL2150HpDnaAR334Ast
pET21HpDnaAR334Astrep enwyclety z wexlora p p-na sirep BamHI/ Xhol
i wklonowany do wektora pET21b(+)Strep3
Gen wyciety z wektora pET21HpDnaAstrep
ILL2150HpDnaAst BamHI/Xhol
P pLnansterp i wklonowany do wektora pILL2150strep amHI/Xho

Ponizsze klonowania przeprowadzono metoda Gibsona z zastosowaniem zestawu OverLap Assembly
(A&A Biotechnology), zgodnie z zaleceniami producenta. Kazda reakcja polegala na ligacji dwéch produktow
PCR (pary starterow zaznaczone klamra) do wektora pILL2150HpDnaAstrep. Wszystkie elementy trawiono
podanymi enzymami restrykcyjnymi oraz oczyszczano z zelu agarozowego (rozdziaty 3.5.4-3.5.9)

DnaA_Sphl fwGA }

K1781_rev
pILL2150HpDnaAK178Istrep pILL2150HpDnaAstrep Sphl/Pvul
K178I_fw

DnaA_Pvul_revGA
DnaA_Sphl fwGA
R285A_rev

pILL2150HpDnaAR285Astrep pILL2150HpDnaAstrep Sphl/Xhol

dnaA_Xhol revGA
DnaA_Pvul fwGA
R334A_rev

pILL2150HpDnaAR334Astrep pILL2150HpDnaAstrep Pvul/Xhol

R334A_fw
dnaA_Xhol revGA

j
}
R285A_fw }
}
)
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Mieszaning ligacyjng transformowano komorki E. coli DH5a (rozdzial 3.5.9), dokonywano
selekgji transformantéw na podiozach z antybiotykiem. Poprawnoé¢ klonowania sprawdzano
izolujac plazmidy, wykonujac odpowiednie trawienia restrykcyjne. Poprawnos¢ sekwencji
wklonowanych produktéw PCR weryfikowano sekwencjonowaniem Sangera (Genomed).
W tym celu na matrycy plazmidowego DNA wykonywano PCR z zastosowaniem starteréw
T7ter i T7prom dla wektoréw serii pET21b(+)Strep3 oraz Fw_pILL2150 i pILL50_57rev dla
wektorow serii pILL2150strep (tabela nr 4) i sekwencjonowano produkty reakcji (rozdziat 3.5.4).

3.6.2.2 Izolacja biatek

Wszystkie warianty biatka DnaA H. pylori izolowano z komoérek E. coli BL21 zawierajacych
odpowiednie plazmidy z serii pET21b(+)Strep3 (tabela nr 5). 11 pozywki LB z ampicyling
zaszczepiano hodowla nocng w stosunku 1:50 i inkubowano w temp. 37°C z wytrzgsaniem
180 RPM. Gdy hodowla osiggnela gestos¢ optyczna ODgoo~1 komoérki indukowano roztworem
IPTG do stezenia konicowego 0,1 mM, a nastepnie hodowano w temp. 10°C przez noc. Po
zakonczeniu hodowli pozywke zwirowywano (10 min, 6000 x g, 4°C), supernatant odrzucano,
aosad zamrazano w temp. -20°C i przechowywano zamrozony do czasu izolacji. Osad
rozmrazano na lodzie i zawieszano w 10 ml odpowiedniego buforu W (tabela nr 9) z dodatkiem
inhibitoréw proteaz [cOmplete™, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail]. Zawieszone komoérki
poddawano dezintegracji za pomoca ultradzwiekéw, nastepnie zwirowywano (30 min,
27 000 xg, 4°C). Otrzymany supernatant rozcieficzano dwukrotnie buforem W. Roztwoér biatek
nanoszono na kolumne z uprzednio odpowiednio przygotowanymi 200 pl ztoza Strep-Tactin®
Superflow® high capacity (IBA, nr kat.: 2 - 1208 - 010). Po przeplynieciu przez kolumne calej
objetosci supernatantu i zwigzaniu bialek do zloza chromatograficznego, niespecyficznie
zwigzane bialka odplukiwano naktadajac kolejne porcje (600 ul) buforu W, do momentu
uzyskania negatywnego wyniku préby Bradford. Biatka z metka Strep-tag eluowano kolejnymi
porcjami odpowiedniego buforu E (tabela nr 10), do uzyskania negatywnego wyniku testu
Bradford (E1 - 100 ul, E2 do korica - 200 pl). Ze wszystkich frakcji przygotowywano prébki na zel
SDS-PAGE i sprawdzano elektroforetycznie wydajnos¢ izolacji oraz czystos¢ poszczegélnych

frakcji biatkowych.

Etapy procedury oczyszczania byly jednakowe dla wszystkich wariantéw bialek, réznice

dotyczyly sktadu buforéw stosowanych przy izolacji. Sktady buforéow W (do zawieszania
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i ptukania) podane sa w tabeli nr 9, bufory E (do elucji) sktadaly sie z odpowiedniego buforu W

wzbogaconego o 5mM destiobiotyne (tabela nr 10).

Tabela 9 Sktad buforéw W do izolacji réznych wariantéw bialek HpDnaAstrep

WARIANT BIAEKA DnaA
o & o a,
o £ Z & & £ 2
B > > G = < <
SKEADNIK BUFORU W @ — ~ = > = 3
S g |5 |2 | § | & | ¢
& < < g g < <
<& Pt s < <
EE | & |5 |2 |8 |é
o s
£ F | ¢ | f
NaCl [mM] 300
Tris-HC] [mM] 100
DTT [mM] 1
Glutaminian potasu [mM] 200 400 150 200 150 200 200
pH 8,4 8,0 8,4 8,0 8,2 8,3 8,3
Tabela 10 Sktad buforéw E do elucji wariantéw biatek HpDnaAstrep
WARIANT BIALKA DnaA
o 2 o o,
o B % & ™ fb; %
2 > > 5 = < <
SKEADNIK BUFORU E 7} — D = > 0 3
E = o = z & g
& < < g g < <
< Pt 1 < <
T g 5 & 2 i i
o am
£ F | ¢ £ | £
NaCl [mM] 300
Tris-HCI [mM] 100
DTT [mM] 1
Destiobiotyna [mM] 5
Glutaminian potasu [mM] 200 400 150 200 150 200 200
pH 8,4 8,0 8,4 8,0 8,2 8,3 8,3
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3.6.3 Immunoblotting (Western blotting)

Technike immunoblottingu stosowano do swoistej detekcji biatek. W tym celu biatka po rozdziale
w zelu poliakrylamidowym przenoszono na membrane nitrocelulozowa (Trans-Blot® Turbo™
RTA Midi Nitrocellulose Transfer Kit) za pomoca Trans-Blot® Turbo™ Transfer System zgodnie
z zaleceniami producenta. Membrany z naniesionymi biatkami blokowano przez 15 min w 5%
roztworze mleka odtluszczonego w PBST, nastepnie przemywano raz buforem PBST przez 5min.
Membrane inkubowano przez 1h w 10ml PBST z dodatkiem 0,4 pl monoklonalnego
przeciwciala anty Strep-tag® II skoniugowego z peroksydaza chrzanowa (StrepMAB-Classic,
IBA, nr. kat. 2-1509-001). Po inkubacji z przeciwcialem membrane odplukiwano dwukrotnie
buforem PBST oraz trzykrotnie PBS, kazde plukanie po 5min. Kompleksy biatko-przeciwcialo

wizualizowano na jeden z dwéch sposobéw:

Reakcja _kolorymetryczna: membrane przenoszono do buforu do wywolywania

kolorymetrycznego (bufory A i B mieszano tuz przed wywolywaniem reakcji). Inkubacje

prowadzono do pojawienia si¢ barwnych prazkéw na membranie.

Reakcja _chemiluminescencyjna: wywolywanie membrany przeprowadzano w ciemni.

Membrane inkubowano 1 min w roztworze do wywotywania chemiluminescencyjnego (bufory
CiD mieszano tuz przed rozpoczeciem reakcji). Osuszona membrane przenoszono do kasety do
wywolywania. Na membrane zabezpieczona folig nakltadano klisze rentgenowska i naswietlano
ja od kilku sekund do kilku minut, w zaleznosci od intensywnosci sygnatu. Naswietlong klisze
inkubowano w roztworze wywolywacza, plukano w wodzie destylowanej i utrwalano
w roztworze utrwalacza (Carestream Readymatic X-Ray solution Set, Carestream Health, nr kat.

1028869, przygotowane zgodnie z zaleceniami producenta).
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PBS pH 74 Wywolywanie kolorymetryczne
NaCl 8g Bufor A
KCl 02¢g 4-chloro-1-naftol 6 mg
Na;HPO4 144 g Metanol 100% 2ml
KH,PO,4 024 ¢ Bufor B
H,O do1ll TBST 8 ml
PBST H,O» 6 pl
PBS Wywolywanie chemiluminescencyjne
Tween 20 0,1% Bufor C
TBST 1M Tris-HCl pH 8,5 1ml
Tris-HCl pH 7,5 10 mM Luminol [250mM w DMSO] 100 pl
NaCl 150 mM Kwas kumarynowy [90mM w DMSO] 44 ul
Tween 20 0,1% H,O do 10 ml
Wiywolanie kolorymetryczne najskuteczniej wychodzi przy Bufor D
zastosowaniu TBST do przygotowania buforu B
1M Tris-HCl pH 8,5 1ml
30% H2O» 6 ul
H>O do 10 ml

3.7 Techniki analizy oddzialywan biatka DnaA z DNA

3.7.1 Test rozplatania helisy DNA (unwinding)

Procedura eksperymentalna opiera si¢ na protokole opublikowanym w (Donczew et al. 2012).
Biatko DnaA inkubowano w roztworze reakcyjnym z plazmidem porilori2 zawierajacym oriC
Helicobacter pylori (tabela nr 5) przez 10 min w temp. 30°C. Nastepnie dodawano 0,3 U nukleazy
P1 (Sigma Aldrich, nr kat. N8630-1VL), trawiono jednoniciowy DNA przez 5 min w temp. 30°C.
Reakcje zatrzymywano poprzez dodanie rozciericzonego woda buforu R7SI (85 ul H2O do 100 pl
R7SI) z zestawu Gel Out A&A Biotechnology i oczyszczano DNA zgodnie z zaleceniami
producenta zestawu. DNA eluowano 40 pl H>O, a nastepnie zageszczano w suszarce prozniowej
typu na SpeedVac. DNA zawieszano w 10 pl mieszaniny do trawienia: 0,3 ul enzymu BglII, 1 ul
buforu 10x Fast Digest i 8,3 ul H>O. Nastepnie trawiono 30 min w temp. 37°C. Strawione
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fragmenty DNA poddawano elektroforezie w 1% zelu agarozowym bez barwnika DNA. Po
rozdziale zel barwiono wodnym roztworem bromku etydyny (0,5 pg/ml) przez 15 min i ptukano
w wodzie przez 5 min. DNA wizualizowano $§wiatlem UV i dokumentowano systemem Gel Doc

XR+ System (Biorad)

Mieszanina reakcyjna Bufor 3x unwindigowy:

DNA 200 ng HEPES KOH pH 7,6 75 mM
Biatko (roztwoér roboczy) 2l CaCl» 3 mM
ATP lub ADP [75 mM] 1pl EDTA 0,6 mM
BSA [10 mg/ml] 0,15 ul Glicerol 36%
Bufor unwindingowy 3x 5ul

H,O do 15 ul

3.7.2 Opodzniona migracja komplekséw biatko-DNA w zelu poliakrylamidowym

Fragmenty DNA znakowane fluorescencyjnie FAM na 5 koncu uzyskiwano w reakcji PCR
stosujac startery pOCrev oraz FAM-pOCfw (FAM-oriCl - region oriCI1, 291pz) lub przez
hybrydyzacje  oligonukleotydéw  (fragment FAM-boksy2+3, 52pz, réwnomolowo
hybrydyzowano oligonukleotydy FAM-luego, Lbox2+3upper z 10% nadmiarem Lbox2+3lower
(tabela nr 4)). Preparaty rekombinowanych biatek DnaA oczyszczano wg odpowiednich

procedur (rozdzial nr 3.6.2.1)

Biatka do analizy przygotowywano dwuetapowo: rozcieficzano w buforze 1x Marians z 4 mM
DTT do stezen 7,5x wyzszych niz docelowe stezenia w reakcji, a nastepnie z tak przygotowanych
roztworéw dodawano po 2 pl do mieszaniny reakcyjnej. Inkubowano 20 min w temp. 30°C. Po
inkubacji probéwki przekladane byly na 16d i do reakcji dodawano 3u 40% sacharozy (koricowo
6,7%). Na 5% zel poliakrylamidowy nakfadano po 18 ul probek i rozciggano w temp. 10°C przy
napieciu 5-10 V/cm w buforze 0,25x TBE. Po skoriczonej elektroforezie sygnaly analizowano na
skanerze Typhoon FLA 9500, uzyskane skany opracowywano wykorzystujac oprogramowanie

ImageQuant.
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Mieszanina reakcyjna (1 reakcja): Zel poliakrylamidowy EMSA

DNA 20 ng Poliakrylamid 35% (1:30)* 6,67 ml
BSA [10 mg/ml] 0,15 ul TBE 10x (rozdzial nr 3.5.7) 1,25 ml
ATP [75 mM] 1ul H>O 42,08 ml
Bufor 10x Marian’s 1,5 ul APS [10%] 275 ul
Biatko (roztwor roboczy) 2ul TEMED 17,7 ul

*stosunek akrylamidu do bisakrylamidu
H>O do 15 pul

Bufor 10xMarian’s

HEPES KOH pH 8,0 200 mM
Octan magnezu 50 mM
EDTA 10 mM
Triton X-100 2%

3.7.3 Mikroskopia elektronowa

Obrazowanie kompleksow nukleoproteinowych przeprowadzono w Max Planck Institute for
Molecular Genetics w Berlinie, w Laboratorium Mikroskopii i Mikroskopii Krioelektronowej
dr Thorstena Mielke. Zdjecia komplekséw wykonano przy pomocy mikroskopu 100 kV Philips
CM100. Protokét eksperymentalny opracowany na podstawie (Evrin et al. 2009)

3.7.31 Protokét przygotowania prébek do obrazowania:

e Mieszanine reakcyjna sktadano wg przepisu:

DNA (plazmid)[30 ng/ pl] 2l
Biatko [30 ng/ pl] 2ul
ATP lub ADP [75 mM] 1,33 ul
Bufor unwindingowy 3x [rozdziat 3.7.1] 6,67 pl
HO 8 ul

e Roztwor biatko-DNA inkubowano w temp. 30°C, przez 10 min

e Czasteczki w roztworze sieciowano przez dodanie 2,2 ul 2%glutaraldehydu
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¢ Inkubowano w temp. 30°C, przez 20 min

e Sieciowanie hamowano przez dodanie 2,46 pl 0,5 M glicylo-glicyny

e Inkubowano do uzyskania jasnozoéttej barwy

e Plazmid trawiono w buforze: 6 ul 1M KCl, 6 pl MgCly, 22,34 ul H>O, 1 ul Scal

e Inkubowano w temp. 37°C, przez 40 min.

e Oczyszczano na zlozu Sephacryl S-200 (75% w 20 mM Tris-HCl pH 7,5, 10 mM MgCl):

e na kolumne ze spiekiem naktadano 500 pl ztoza; wirowano 5, 800xg; supernatant
odrzucano; kolumienke wktadano do $wiezej probéwki; nakladano prébke na szczyt
ztoza; wirowano 5 min, 800xg

e oczyszczong probke wigzano do $wiezej powierzchni miki:
na fragmencie parafilmu rzedami nakrapiano:
w dwoéch powtérzeniach probki (po 30 pl),
100 pl 2% octanu uranylu,
trzykrotnie po 100 pl H2O;
na kazdej kropli fragment miki inkubowany by? przez 2 min; pomiedzy inkubacjami
fragmenty osuszano dotykajac krawedzig miki o bibutle Whatman
e Na przygotowana mike napylano film platynowy oraz film weglowy; stosowano
napylarke Edwards Coating System E306A (Edwards Germany GmbH)
e Po naniesieniu filméw na powierzchnie miki, nakrapiano wokét fragmentéw mineratu
wode i pozostawiono w cieptym miejscu na minimum 2 h.
e Po czasie inkubagji Sciggano film weglowy z miki i nanoszono na siatke miedziowa (Mesh
400) uprzednio zanurzong w roztworze 2% CPC! w toluenie.
e Gotowa siatke umieszczano w sondzie mikroskopu i przystepowano do obrazowania
utrwalonych komplekséw nukleoproteinowych.
e Kompleksy analizowano przeprowadzajac pomiary diugosci plazmidéw, uwzgledniajac
odlegtosci pomiedzy widocznymi kompleksami. Pomiaréw dokonywano za pomoca

programu Image]

1 CPCjest tworzywem sztucznym uzywanym w przemysle elektronicznym do izolowania zespotéw ptytek drukowanych. W technice
adsorpcji miki siatki s zanurzone w 0,2% CPC w toluenie. Po odparowaniu toluenu siatki pozostaja troche lepkie, co ulatwia

pbZniejsze przymocowanie (utrwalenie) filmu weglowego na siatkach.
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3.7.4 Powierzchniowy rezonans plazmonowy

Analizy oddzialywania biatko - DNA w czasie rzeczywistym prowadzone byly technika
powierzchniowego rezonansu plazmonéw za pomoca Biacore T200 (GE Healthcare Life
Sciences), a analiza wynikéw zostata przeprowadzona w programach Biacore T200 Evaluation

Software oraz Excel 2017. Protokot eksperymentalny opracowany na podstawie (Weigel et al.

1997).

3.74.1 Immobilizacja fragmentéw DNA

Do analiz uzywano sensora Sensor Chip SA (GE HealthCare, nr kat: BR100032). Wszystkie etapy
eksperymentéw prowadzono przy przeptywie 15 pl/min. Do streptawidynowej powierzchni
sensora immobilizowano dwuniciowe fragmenty DNA biotynylowane na jednym z 5 konicow

(tabela nr 11, rysunek nr 11).

Tabela 11 Opis przygotowania biotynylowanych fragmentéw DNA stosowanych w SPR

NAZWA SPOSOB WIELKOSC
OLIGONUKLEOTYDY OPIS
FRAGMENTU |OTRZYMANIA [pz]
Fragment DNA nie
Bio-Hp0180 Bio_HP0180_fw 191 wigzany przez DnaA;
PCR, produkt HP0180_rev kontrola negatywna do
oczyszczany oriCl
z zelu Fragment DNA
Bi 1 agarozowego Bio-pOCrv 30 zawierajacy sekwencje
io- ori
pOC_fw oriC1 wigzang przez
DnaA
Fragment DNA
) ) L. non-box_lower niewigzany przez DnaA,
Bio-bez_bokséw Stapianie 40
liconukleotvds non-box_upper kontrola negatywna do
oE Y bokséw DnaA 2i3
w w stosunku T : —
) ragment zawierajacy
réwnomolowym RHpbox2
Bio-boksy2+3 y poox 40 sekwencje bokséw DnaA
FHpbox2 . .
213, wigzany przez DnaA
boksy 2 + 3 boksy 4 + 5
Bio- oriC1]l 149 pz [TCATTCACATTTCATTCACA] 13 pz [TCATTCACCACTTATTCACG] 118 pz k%ji’
boksy 2 + 3
Bio-boksy2+3 [10 pz [TCATTCACATTTCATTCACA] 10 pz )—%

Rysunek 11 Schemat budowy biotynylowanych fragmentéw DNA zawierajacych boksy DnaA opisanych w tabeli
nr 11. Na rysunku przedstawiono liczbe par zasad okalajacych boksy DnaA w poszczeg6lnych fragmentach DNA.
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Wigzanie DNA przebiegalo zgodnie z procedura polecang przez producenta. Powierzchnie
sensora aktywowano poprzez przeptukanie kazdego z 4 kanatéw Buforem Aktywujacym. Po
aktywowaniu, do powierzchni sensora wigzano fragmenty DNA rozcieficzane do stezenia okoto
0,4 ng/ul w Buforze Wigzacym. Wigzanie prowadzono do momentu osiggniecia ustalonego
poziomu okoto 100RU. Niezwigzane DNA zalegajace w instrumencie odmywano przez plukanie

kanaléw Buforem Pluczacym.

3.7.4.2 Badanie oddzialywan bialtko - DNA

Biatka rozciericzano w buforze KAC zawierajagcym kompetytor Poly(dI-dC)ePoly(dI-dC) (Sigma
Aldrich, nr kat: P4929) w stezeniu 12,5 ng/ pl oraz 3 mM ATP lub 3 mM ADP. Preparaty wigzano
do DNA przez 180 sek., faza dysocjacji trwata 180 sek. przy stalym przeptywie buforu KAC
(15 pl/min). Po kazdym cyklu asocjacja-dysocjacja kanaly przeptukiwano przez 30 sek.
roztworem 0,05% SDS w celu regeneracji powierzchni, nastepnie réwnowazono buforem KAC
do ustabilizowania linii bazowej. Pomiedzy zestawami analiz sensor byl przechowywany

w maszynie na ustawieniach , stand by” przy podtaczonym Buforze Przechowujacym.

3.74.3 Analiza wynikéw

Analize wynikéw przeprowadzano w programie Biacore T200 Evaluation Software, w ktérym
dokonano odjecia wartosci kanaléw kontrolnych, w ktérych zachodzi wigzanie niespecyficzne
od analizowanych - w ten sposéb otrzymano sensogramy dla oddzialywan specyficznych.
Ponadto w programie Biacore T200 Evaluation Software sprowadzono wszystkie sensogramy do
jednej linii bazowej. Tak opracowane krzywe eksportowano do formatu odczytywanego przez

program Exel 2017, w ktérym tworzono zestawy sensogramow.

Bufor Wiazacy Bufor Odptukujacy

Tris-HCl pH 8,0 10 mM NaOH 50 mM
NaCl 500 mM NaCl 1M
EDTA 1 mM [zopropanol 50%
Bufor Aktywujacy

NaOH 50 mM

NaCl 1M
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KAC

Hepes - KOH pH 7,6
Octan potasu

Octan magnezu

Tween 20
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Bufor Przechowujacy

25 mM Tris - HC1 pH 7,6 10 mM
100 mM NaCl 100 mM
1mM EDTA 1mM
0,05% Regeneracja sensora
SDS 0,05%

3.8 Analiza utrwalonych komplekséw biatkowych

Oddzialywania miedzybiatkowe badane byty w buforze KAC (rozdziat 3.7.4.3), do ktérego

przeprowadzano badane biatka wykorzystujac ztoze Sephadex G-25 Medium na mini kolumnach

wiréwkowych. Kompleksy biatkowe utrwalane byly czynnikiem sieciujacym - 2mM

glutaraldehydem. Do reakcji sieciowania uzywano 500 ng biatka. Po reakcji dodawano 9 pl

obcigznika 4x3 inkubowano w temp. 95°C przez 5 min (rozdziat 3.6.1), nastepnie 210 ng biatka

rozdzielano w 12% zelu SDS-PAGE. Detekcje bialek przeprowadzano za pomoca analizy western

blot wykorzystujac przeciwcialo anty Strep-tag® II StrepMAB-Classic, przy czym reakcje

immunoenzymatyczna wywolywano chemiluminescencyjnie (rozdziat 3.6.3).

SKEADNIK MIESZANINY WARUNKI
KONTROLA SIECIOWANIE
REAKCY]JNE] INKUBAC]I
Biatko [250 ng/ pl] 2ul 2 ul
temp. 30°C, 10 min
Bufor KAC 22 ul 18 ul
Glutaraldehyd [12 mM] — 4 ul | temp. 30°C, 10 min
Glicylo-glicyna [0,5 M] 2,8 ul 2,8 ul | temp. 30°C, 5 min

57



WYNIKI

4. WYNIKI

W pracy przedstawiono wyniki przeprowadzonych analiz in vitro oraz in vivo zmierzajacych do
scharakteryzowania domen I i IIl bialka DnaA inicjujacego proces replikacji chromosomu

Helicobacter pylori.

4.1 Konstrukcja wektoréow

4.1.1 Konstrukcja wektoréw kodujacych warianty rekombinowanego biatka DnaA
wykorzystywane w analizach in vitro

Przygotowanie serii wektoréw ekspresyjnych, pochodnych wektora pET21b(+)Strep3 (rozdziat

3.6.2.1) miato na celu uzyskanie konstruktéw do indukowanej syntezy i izolacji wariantéw biatka

DnaA o réznym skladzie domenowym i zmutowanych w obrebie domeny III (rozdziat 3.6.2.2).

41.1.1 Konstrukty wektoréw do syntezy wariantéw rekombinowanego biatka DnaA
o réznym skladzie domen

Na matrycy chromosomu Helicobacter pylori 26695 w reakcji PCR powielono fragmenty genu dnaA
zgodnie z tabela nr 8. W reakcji PCR uzyskano liniowe fragmenty DNA, ktére wraz wektorem
PET21b(+)Strep3 trawiono enzymami restrykcyjnymi BamHI oraz Xhol. Wyjatek stanowity
konstrukty pAZP23 oraz pET21HpDnaAlVstrep trawione BamHI. Produkty trawienia
rozdzielono w zelu agarozowym, a nastepnie oczyszczono. Fragmenty genu dnaA wklonowano
do zdefosforylowanego wektora pET21b(+)Strep3; fragment kodujacy domeny I-II DnaA wyciety
z pAZP23 wklonowano do pET21HpDnaAlVstrep (rozdziaty 3.5.5-3.5.9). W celu sprawdzenia,
ktére kolonie posiadaja poprawny konstrukt, przeprowadzono reakcje PCR na matrycy
wyizolowanych plazmidéw wykorzystujac startery T7prom i T7term (rysunek nr 12) oraz reakcje
trawienia wyizolowanych plazmidéw enzymami restrykcyjnymi BamHI-Xhol (rysunek nr 13).
Analiza wynikéw reakcji PCR oraz analiza restrykcyjna potwierdzily poprawnosé
skonstruowanych plazmidéw. W celu dalszej weryfikacji poprawnoéci wklonowanych sekwencji
DNA przeprowadzono sekwencjonowanie uzyskanych produktéw PCR, ktére potwierdzito

bezbtednosé¢ wklonowanych sekwencji DNA (dane niepokazane).

58



WYNIKI

matryca
plazmidowa

506 1275 561 567

szacowana 1 1596 1596 1596

wielko$¢
produktow
PCR (pz)

Rysunek 12 Wyniki reakcji PCR przeprowadzonej z zastosowaniem starter6w T7prom i T7ter na uzyskanych w pracy
doktorskiej wektorach serii pET21b(+)Strep3 opisanych nad zdjeciem, sluzacych do indukowanej syntezy
zmodyfikowanych wersji biatka DnaA H. pylori w komérkach E. coli. Spodziewana wielko$¢ produktéw PCR podana
pod zdjeciem, M - wzorzec mas czasteczkowych GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder.

plazmid

1500 p

500 p:

szacowana 5403 5403 5403 5403 5403 5403 5403 5403
wielko$¢ 1596 1275 561 567 567 1596 1596 1596
produktow 561

trawienia (pz)

Rysunek 13 Wyniki kontrolnego trawienia restrykcyjnego enzymami BamHI i Xhol wektoréw serii pET21b(+)Strep3
uzyskanych w pracy doktorskiej. Spodziewana wielkos¢ produktéw podano pod zdjeciem. W przypadku
pET21HpDnaAI-II-IVstrep otrzymano 3 prazki, z czego dwa o bardzo podobnej wielkosci (567 i 651 pz), migrujace
jako jeden widoczny prazek (zalaczniki nr 2-6). M - wzorzec mas czasteczkowych GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder.

W wyniku procedury klonowania uzyskano plazmidy o poprawnej sekwencji regionu
kodujacego kazdy zaplanowany wariant biatka DnaA: pET21HpDnaAstrep, pET21HpDnaAlIll-
IVstep, pET21HpDnaAl-IIstrep, pET21HpDnaAlVstrep, pET21HpDnaAI-II-IVstrep (tabela nr 5).
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Plazmidami stransformowano kompetentne komoérki E. coli BI21, w ktérych syntezowano

i z uzyskanej biomasy izolowano rekombinowane biatka (rozdzial nr 3.6.2.2).

41.1.2 Konstrukty wektoréw do syntezy rekombinowanych wariantéw bialka DnaA
zmutowanych w obrebie domeny 111

Plazmidy z serii pET21b(+)Strep3: pET21HpDnaAK178Istrep, pET21HpDnaAR285Astrep,
pET21HpDnaAR334Astrep wykorzystane do indukowanej syntezy biatek, odpowiednio
HpDnaAK178Istrep, HpDnaAR285Astrep oraz HpDnaAR334Astrep skonstruowano przez
wyciecie enzymami restrykcyjnymi BamHI i Xhol fragmentéw DNA, kodujacych biatka
z wprowadzonymi mutacjami punktowymi w domenie III, z plazmidéw z serii pILL2150strep
(odpowiednio pILL2150DnaAK178Istrep_3aa, pILL2150DnaAR285Astrep_3aa oraz
pILL2150DnaAR334Astrep_3aa) (rozdzial 4.1.2). Nastepnie wklonowano te fragmenty do
wektora pET21b(+)Strep3 trawionego tymi samymi enzymami restrykcyjnymi. Poprawnosé
przygotowanych konstruktéw sprawdzono przeprowadzajac reakcje PCR na matrycy
wyizolowanych plazmidéw z uzyciem starteréw T7prom i T7term oraz kontrolnym strawieniu
produktow PCR (rysunek nr 14; szczegoly wprowadzenia miejsc restrykcyjnych w genie dnaA

opisano w rozdziale nr 3.6.2.1)

A

s & & B

N $
W& b X
s & &F X
< Q G o
& & &P
g? Ipv. ’DV. ‘bv. Sau3Al Sau3Al Sau3Al _Sau3Al Sau3;
& & & & dnaA| 1] [ 1 =
matryca %Q Q~Q Q*Q %Q 736pz 29pz 179pz 88pz 192pz 147pz
plazmidowa UN N N N

do PCR
M R Q ) Q

enzym trawiacy

produkt PCR Sau3A Sau3A BsuRI Nsbl Sau3Al  sausal sausAl sausAl SausAl  Saud
dnaAK178l| [1 Ll >

464pz 272pz  29pz 179pz 88pz  192pz 147pz
CAAA—-GATC

1500 pz
BsuRI
dnaAR285AIIIT [ -

781pz GC J~>C G 590pz

LR

500 pz

Nsbl
dnaARANEEE__ [ >

929pz 442pz
CCGC—-TGCG

Rysunek 14 Analiza poprawnosci konstrukeji plazmidéw serii pET21b(+)Strep3. A: Wyniki trawienia restrykcyjnego
produktéw PCR powielonych z uzyciem starteréw T7prom i T7ter na matrycy skonstruowanych wektoréw
plazmidowych. M - wzorzec mas czgsteczkowych GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder. B: Schemat przedstawiajacy
miejsca restrykcyjne w genie dnaA i jego mutantach. Na czerwono zaznaczono mutacje sekwencji DNA oraz
wprowadzone miejsca restrykcyjne. Ponadto podano szacowane wielkosci fragmentéw otrzymanych w wyniku
trawienia enzymami restrykcyjnymi Sau3Al, BsuRI, Nsbl.
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Analiza produktéw trawienia uzyskanych amplikonéw potwierdzita uzyskanie poprawnych
konstruktéw pET21HpDnaAK178lstrep, pET21HpDnaAR285Astrep oraz
pET21HpDnaAR334Astrep.

4.1.2 Konstrukty wektoréw do syntezy rekombinowanych wariantéw biatka DnaA
zmutowanymi w obre¢bie domeny III stosowanych do analiz in vivo.

Wektory serii pILL nalezg do wektoréw czoétenkowych, powielajacych sie w komoérkach E. coli
iH.pylori (Boneca et al. 2008). Wektor pILL2150strep umozliwia $cisle kontrolowana,
indukowang IPTG synteze bialek w komérkach H. pylori na stosunkowo niskim poziomie,
poréownywalnym z poziomem syntezy dzikiego biatka DnaA (Zawilak -Pawlik, dane
nieopublikowane). Wektor pILL2157strep umozliwia indukowana IPTG synteze biatek
w komoérkach H. pylori na stosunkowo wysokim poziomie, znaczaco wyzszym niz synteza DnaA

w szczepie dzikim, ale synteza nie jest éciéle kontrolowana (tzw. wektor cieknacy).

Serie wektorow ekspresyjnych H. pylori: pILL2150HpDnaAstrep, pILL2150HpDnaAK178Istrep,
pILL2150HpDnaAR285Astep, pILL2157HpDnaAstrep, pILL2157HpDnaAK178Istrep,
pILL2157HpDnaAR285Astrep oraz pILL2157HpDnaAR334Astrep, pochodnych wektoréw
pILL2150strep oraz pILL2157strep, syntezujacych warianty biatka DnaA zmutowane w obrebie
domeny lIII, przygotowano w celu zmutowania szczepu N6 H. pylori i przeprowadzenia analiz

wplywu ATP na proces inicjacji replikacji chromosomu H. pylori in vivo.

Do wektora pILL2150strep przeklonowano gen dnaA wyciety z wektora pET21HpDnaAstrep
enzymami restrykcyjnymi BamHI iXhol (rozdzialy 3.6.5.-3.6.9). Otrzymano wektor
pILL2150HpDnaAstrep_3aa, ktéry postuzyl jako matryca do konstrukeji kolejnych wektorow
zawierajacych gen zmutowany w miejscach istotnych dla oddziatywan zaleznych od ATP -
dnaAK1781, dnaAR285A oraz dnaAR334A (tabela nr 7). Gen powielono w reakcji PCR (tabela nr 8)
wprowadzajac  odpowiednie mutacje punktowe, a nastepnie wklonowano do wektora
pILL2150HpDnaAstrep_3aa, uzyskujac wektory odpowiednio,
pILL2150HpDnaAK178lstrep_3aa, pILL2150HpDnaAR285Astrep_3aa,
pILL2150HpDnaAR334Astrep_3aa. Startery do wprowadzenia mutacji punktowych
zaprojektowano tak, ze wprowadzenie mutacji zmieniajacej aminokwas wprowadzato réwniez
mutacje synonimiczng, zmieniajaca miejsca trawien enzymoéw restrykcyjnych w obrebie

sekwencji wprowadzanej starterem. Dlatego poprawnosé¢ klonowania mozna bylo sprawdzic¢
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trawieniem restrykcyjnym odpowiednimi enzymami restrykcyjnymi (rysunek nr 14, zatacznik nr
1). W tym celu gen dnaA powielono na matrycy uzyskanych plazmidéw z wykorzystaniem
starterow Fw_pILL2150 oraz pILL50_57rev. Otrzymane produkty reakcji PCR trawiono
odpowiednimi enzymami restrykcyjnymi, zaleznie od powielanego wariantu genu: Sau3Al
(geny dnaA oraz dnaAK178I), BsuRI (dnaAR285A) Nsbl (dnaAR334A). Potwierdzono poprawnosc¢

uzyskanych konstruktéw (dane niepokazane).

W trakcie dalszych analiz okazato si¢, ze dodatkowe 3 aminokwasy na N-koricu biatka DnaA,
powstajace w trakcie syntezy DnaA kodowanego na wektorach pILL2150strep, moga zaburza¢
aktywnos¢ biatka, a w konsekwencji wyniki analiz. W zwigzku z tym =z wektora
pILL2150HpDnaA (tabela nr 5), zawierajacego natywna wersje genu dnaA, enzymami BgllIl oraz
Sphl wycieto fragment 1766 pz zawierajacy 5-koniec genu dnaA (1-231 pz) i wklonowano
w analogiczne miejsce w wektorach, pILL2150HpDnaAstrep_3aa
pILL2150DnaAK178lstrep_3aa, pILL2150DnaAR285Astrep_3aa oraz
pILL2150DnaAR334Astrep_3aa. Poprawnosé¢ otrzymanych wektoréw sprawdzono trawieniami
restrykcyjnym parami enzyméw BamHI i Xhol oraz Ndel i Xhol. Trawienie obiema parami
enzyméw  wektoréw  pILL2150HpDnaAstrep_3aa, = pILL2150HpDnaAK178Istrep_3aa,
pILL2150HpDnaAR285Astrep_3aa, pILL2150HpDnaAR334Astrep_3aa wytrawia fragment
o wielkosci ok. 1500 pz, poniewaz w regionie 3° powyzej genu dnaA znajduja sie miejsca
restrykcyjne  BamHI i Ndel. W przypadku  wektoréw  pILL2150HpDnaAstrep,
pILL2150HpDnaAK178Istrep, plLL2150HpDnaAR285Astrep i pILL2150HpDnaAR334Astrep,
produkt trawienia ok. 1500 pz otrzymano tylko dla pary Ndel i Xhol, poniewaz miejsce BamHI
zostalo usuniete w procesie wymiany fragmentu 1766 pz. W ten spos6b uzyskano konstrukty
pILL2150HpDnaAstrep, pILL2150DnaAK178Istrep, pILL2150DnaAR285Astrep,
pILL2150DnaAR334Astrep. Z konstruktéw pILL2150strep wycieto warianty genu dnaA za
pomoca enzyméw Ndel oraz Xhol i wklonowano do wektora pILL2157strep trawionego tymi
samymi enzymami restrykcyjnymi, uzyskujac plazmidy  pILL2157HpDnaAstrep,
pILL2157HpDnaAK178Istrep, pILL2157HpDnaAR285Astrep, pILL2157HpDnaAR334Astrep.
Poprawnosé wszystkich uzyskanych konstruktéw serii pILL sprawdzono trawiac produkty PCR.
uzyskane z zastosowaniem starteréw Fw_plILL2157 i pILL50_57rev odpowiednimi enzymami
restrykcyjnymi: SauA3l (geny dnaA oraz dnaAK178I), BsuRI (dnaAR285A), Nsbl (dnaAR334A)
(rysunek nr 15).
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1500— — | — | — — : —-—— ~1500pz

500— s | : : : E : 5 i

ezymy

restrykcyine M {Sau3Al:Sau3Al BsuRI | Nsbl ‘Sau3Al:Sau3Al; BsuRl | Nsbl

~1500pz

AW 736 464 781 929 736 464 781 929

wielkosé 193 272 655 506 193 272 655 506
produkiow 179,152 215,152 179,152 215,152
trawienia (pz) 88, 29 88, 29 88, 29 88, 29

Rysunek 15 Analiza poprawnosci otrzymanych konstruktéw dnaA serii pILL2150strep oraz pILL2157strep. A: wyniki
reakcji PCR prowadzonej na matrycach wyizolowanych plazmidéw z zastosowaniem dwoch zestawéw starterow:
Fw_pILL2150 i pILL50_57rev dla pochodnych wektora pILL2150strep oraz Fw_pILL2157 i pILL50_57rev dla
pochodnych wektora pILL2157strep. M -wzorzec mas GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder. B: wyniki kontrolnych
trawienn produktow reakcji PCR uzyskanych jak w czesci A. Kazdy produkt PCR zostal strawiony odpowiednim
enzymem, tak aby zweryfikowac wprowadzenie mutacji K178, R285A, R334A. M -wzorzec mas A/ Pstl.

Analiza PCR i trawienia produktéw PCR potwierdzila uzyskanie poprawnych plazmidéw
pILL2150HpDnaAstrep, pILL2150HpDnaAK178Istrep, pILL2150HpDnaAR285Astrep,
pILL2150HpDnaAR334Astrep pILL2157HpDnaAstrep, pILL2157HpDnaAK178lstrep,
pILL2157HpDnaAR285Astrep, pILL2157HpDnaAR334Astrep. Plazmidy zostaly wykorzystane
do indukowanej syntezy biatek w komérkach H. pylori (rozdziat nr 4.2)
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Izolacja rekombinowanych wariantéw biatka DnaA H. pylori

Biatko GST-HpDnaAlV, stosowane w analizach oddzialywania DnaA z DNA, syntezowano

i oczyszczano zgodnie z protokotem zawartym w (Zawilak et al. 2001). Biatko 6HisHobA (dalej

nazywane HobA) oczyszczono zgodnie z protokotem zawartym w (Zawilak-Pawlik et al. 2007).

Pozostale rekombinowane biatka otrzymano przy uzyciu systemu ekspresyjnego pET

w komorkach E. coli BL21, a oczyszczano metoda chromatografii powinowactwa do zloza

Strep - Tactin (rozdziat 3.6.2.2.). Tabela nr 12 podsumowuje wyniki oczyszczania, a rysunek nr 16

przedstawia schematyczna budowe przygotowanych wariantéw biatka DnaA oraz analize

reprezentatywnych preparatéw biatkowych uzyskanych w trakcie prowadzonych badan.

Tabela 12 Podsumowanie procedur izolacji rekombinowanych wariantéw bialek DnaA

STOSOWANY WEKTOR WARUNKI
BIALKO BIALKA | Sracowanana
EKSPRESYJNY INDUKCJI podstawie analizy
[mg/ml] densytometryczej
zeli SDS-PAGE
HpDnaAstrep pET21HpDnaAstrep Hodowla objetosci 1,3-2,5
HpDnaAlll-IVstrep | pET21HpDnaAlll-IVstrep | 11w temp. 37°C do 1,3-1,6
HpDnaAl-IIstrep pET21HpDnaAl-IIstrep osiggniecia 2,2-3,4 Okoto 90%
HpDnaAI-II-IVstrep | pET21HpDnaAl-II-IVstrep | ODsoo~1, indukeja 3,2-4,5 (rysunek
HpDnaAlVstrep pET21HpDnaAlVstrep IPTG do 0,5-1,2 nr 16 B)
HpDnaAR285Astrep | pET21HpDnaAR285Astrep koricowego 0,6-2,5
HpDnaAR334Astrep | pET21HpDnaAR334Astrep | Stezenia 0,1 mM. 0,5-2,1
Hodowla w temp. Izolacia ni iodla si
HpDnaAK178Istrep | pET21HpDnaAK178Istrep zolacja me powiodia sig

10°C przez noc

(rysunek nr 17)

STEZENIA BIAEKA - w tej kolumnie podano zakres stezen otrzymanych dla réznych frakcji biatek
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R
A kba |B PR DAY o
> 9
HpDnaAstrep| | J II| 1] | 53,1 ,gg \.\A" ,\\"}@ g’é S}@ q‘,{’ov 03”‘?
y e ¢ & & & && &
pDnaAlll-IVstrep | mn rE 41,0 oé" F & & Qé" & oé"
HpDnaAI-IIstrep[IEl I 14,0 75 Qg & Qg Q‘Q Qg & ,29
HpDnaAl-Ivstrep| I | Il | vl 27,0 | w s
g 35 ——
HpDnaAlVstrep 1\" 14,3
HpDnaAK178istrep| | | Il [ I [l 531 |2 -
HpDnaAR285Astrep| 1 | 1l | X | v 531 | 18
-w W
HpDnaAR334Astrep| 1 I | m e [ 531 | ©

Rysunek 16 Warianty rekombinowanych bialek DnaA H. pylori.. A: Schematyczna budowa przygotowanych
wariantéw biatek rekombinowanych z zaznaczeniem poszczegélnych domen biatka HpDnaA oraz metki Strep-tag.
Gwiazdkami i tréjkatem zaznaczono mutowane miejsca zwigzane z oddzialtywaniem z ATP, gwiazdki: czerwona -
wariant K178I o zredukowanej zdolnos¢ do wigzania ATP i ADP, zielona - wariant R334A niezdolny do hydrolizy
ATP (ciagle zwigzany z ATP); przekreslony tréjkat oznacza zmutowang reszte argininy 261 (E. coli R285) w palcu
argininowym, niezdolny do oligomeryzacji. B: Zdjecie zelu SDS-PAGE przedstawiajace przykladowe frakcje
stosowanych preparatéw biatkowych. Mimo licznych podjetych prob nie udalo sie otrzymaé preparatu biatka
zmutowanego w pozycji 156 (E. coli K178]I).

Rysunek 17 Analiza etapéw oczyszczania biatka HpDnaAK178Istep A: Analiza Western blot sprawdzajaca synteze
irozpuszczalnos¢ biatka HpDnaAK178Istrep w komoérkach E.coli BL21. Komoérki zawierajace plazmid
pET21HpDnaAK178Istrep indukowano IPTG, komérki rozbijano ultradZwiekami i wirowano przy 27 000xg, na zel
naniesiono frakcje supernatantu zawierajgcego bialka rozpuszczalne oraz frakcje osadu po wirowaniu, zawierajacego
frakcje nierozpuszczalng bialek i nierozbite komorki bakterii. Detekcji bialka DnaA dokonano za pomoca przeciwciata
StrepMAB-Classic, HRP conjugate B: Zel SDS-PAGE przedstawiajacy etapy przyktadowa izolacje biatka. osad -
nierozpuszczalne biatka i resztki po rozbiciu komérek bakteryjnych, supernatant - frakcja rozpuszczalnych biatek
otrzymanych podczas wirowania rozbitych komoérek bakteryjnych, bialka niezwigzane - przesgcz otrzymany po
naloZzeniu supernatantu na zloze, zawiera biatka, ktére nie oddzialywaly ze zlozem, plukanie 1-2 - frakcje
przeplukiwania ztoza buforem W w celu odmycia niespecyficznie zwigzanych ze ztozem bialek, elucja 1-6 - frakcje
elucji specyficznie zwigzanych ze ztozem biatek.
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Oczyszczono siedem preparatéw z o$miu zaplanowanych wariantéw biatka DnaA H. pylori.
Pomimo licznych préb nie udalo sie opracowaé protokotu syntezy i izolacji biatka
HpDnaAK178Istrep. Biatko HpDnaAK178Istrep byto syntezowane w komoérkach E. coli BL21.
Podczas optymalizacji warunkéw syntezy w matej skali (50 ml testowej hodowli) po rozbiciu
komoérek ultradzwiekami oraz zwirowaniu zawiesiny przy 27 000xg (rozdziat 3.6.2.2) biatko
HpDnaAK178Istrep znajdowalo sie we frakgji biatek rozpuszczalnych. Swiadczy o tym sygnat
otrzymany w analizie Western Blot (rysunek nr 17A). W trakcie przygotowywania biomasy
zhodowli preparatywnej (objetosci 1l), podczas rozbijania komoérek rekombinowane biatko
przechodzilo do frakgji bialek nierozpuszczalnych, widoczne na rys. nr 17B w $ciezce opisanej
jako osad (osad nierozpuszczalnych biatek otrzymany podczas izolacji biatka) jako intensywny
prazek na wysokosci odpowiadajacej wielkosci biatka HpDnaAK178Istrep (ok. 55 kDa). Frakcje
eluowane destiobiotyng zawieraly niejednorodny preparat biatka, posiadajacy nieznane

zanieczyszczenia biatkowe.

43 Rola domen I-II bialka DnaA w oligomeryzacji DnaA oraz
oddzialywania DnaA z DNA

4.3.1 Analiza zdolno$ci biatka DnaA do oligomeryzacji

Dotychczasowe doniesienia literaturowe stawialy teze, ze biatko DnaA Helicobacter pylori nie
oddzialuje ze sobg za posrednictwem domeny I (Natrajan et al. 2009). Stalo to w sprzecznosci do
badan przeprowadzonych w naszym laboratorium, w ktérych, za pomoca bakteryjnego systemu
dwuhybrydowego wykazano, ze domena I biatka DnaA H. pylori oddzialuje z calym biatkiem jak
i sama domena I (Zawilak-Pawlik, dane nieopublikowane). W celu zbadania, czy domena I jest
zdolna do homodimeryzacji oraz jaki ma wptyw na homooligomeryzacje biatka pelnej dtugosci
przeprowadzono analize homooligomeryzacji DnaA wykorzystujac technike utrwalania
glutaradehydem komplekséw biatkowych, a nastepnie analizujac migracje tych komplekséow

w zelu SDS-PAGE (rozdziat 3.7.2) (rysunek nr 18).
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Rysunek 18 Analiza udzialu domen I-II w homooligomeryzacji wariantéw rekombinowanego biatka DnaA.
HpDnaAstrep, HpDnaAlll-IVstrep (po 42 ng/ul), HpDnaAl-llstrep (84 ng/ul) sieciowano 2mM glutaraldehydem,
a nastepnie rozdzielano w 12% zelu SDS-PAGE. Detekcji bialek dokonywano technika western blot przy uzyciu
przeciwciata StrepMAB-Classic, HRP conjugate. Reakcje wywotywano chemiluminescencyjnie.

Analiza sieciowania wykazala, ze biatko HpDnaAl-IIstrep (14 kDa) podlega sieciowaniu
glutaraldehydem. Cze$¢ biatka migruje jak forma nieusieciowana, czyli monomeryczna,
natomiast czeé¢ frakcji migruje jako dimery (Mcz ~30 kDa) ioligomery wyzszych rzedow,
prawdopodobnie trimery (Mcz ~45 kDa), tetrametry (Mcz ~60 kDa) oraz kompleksy o blizej
nieokreélonej stechiometrii, widoczne w postaci rozleglego tta w Sciezce z sieciowanym
HpDnaAl-IIstrep. W przypadku pozbawionego N-korica biatka HpDnaAlll-IVstrep (41 kDa)
stwierdzono, ze biatko tworzy gltéwnie dimer o masie czasteczkowej ~90 kDa. W przypadku
analizy komplekséw tworzonych przez biatko pelnej diugosci HpDnaAstrep (53,1 kDa)
wykazano tworzenie kilku komplekséw odpowiadajacych prawdopodobnie dimerowi i dwom
ré6znym oligomerom wyzszego rzedu. Zaznaczy¢ nalezy, ze z powodu niewystarczajacej
rozdzielczosci zelu nie mozna jednoznacznie okresli¢ sktadu komplekséw HpDnaAstrep. Na
podstawie poréwnania migracji komplekséw tworzonych przez 3 warianty biatka DnaA
stwierdzono, ze w oddzialywania biatka pelnej dlugosci zaangazowane sa prawdopodobnie
domeny I-II oraz domeny III-1V, przy czym z danych literaturowych dotyczacych innych biatek
DnaA mozna przypuszczad, ze w oddzialywania zaangazowane sg domeny I oraz III (dotychczas

nie wykazano homooligomeryzacji domen Il i IV biatek DnaA).
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432 Analiza plazmonowego rezonansu powierzchniowego (SPR) wplywu
domen I-II oraz III na oddzialywania DnaA-DNA

Powierzchniowy rezonans plazmonowy (SPR, ang. surface plasmon resonans) to technika optyczna
polegajaca na pomiarze zmiany wspolczynnika zalamania $wiatla spowodowanej
oddzialywaniem biomolekul przeptywajacych nad powierzchnia sensora (tzw. czasteczek
analitu, np. biatek) ze zwigzanymi na powierzchni sensora czasteczkami (tzw. ligand, np. DNA)
(rysunek nr 19A). Jako wynik analizy otrzymuje si¢ wykres (sensogram) zmian rezonansu
w czasie wyrazany w jednostkach RU (ang. resonanse unit) 1RU to jednostka sygnalu
odpowiadajaca zwigzaniu 1pg badanych biomolekul na Imm? sensora. Zwykle, szczegodlnie dla
czasteczek wykazujacych nieswoiste oddzialywania z powierzchnig kanalu badz z ligandem
(np. nieswoiste oddzialywania z DNA), stosuje sie dodatkowa kontrolng analize dla nieswoistych
oddzialywan analitu (np. z nieswoistym fragmentem DNA). Otrzymany wykres obrazujacy
oddzialywania swoiste to réznica pomiedzy sygnalami otrzymanymi dla kanalu, w ktérym
zachodzi oddzialywanie specyficzne i kanatu, w ktérym do oddziatywan specyficznych nie
dochodzi. Na sensogramie (rysunek nr 19B) obserwujemy poszczegélne fazy zachodzacych
oddziatywan. Faza pierwsza to asocjacja, czyli wigzanie biomolekut do ligandu. W przypadku
oddzialywan analitu z ligandem obserwujemy wzrost sygnatu RU, co obrazuje wzrost masy
czasteczek oddzialujacych zligandem na powierzchni sensora. Nastepnie osiggamy stan
rownowagi, czasem niezauwazalny na sensogramie z powodu niestabilnoéci komplekséw lub
niskiego powinowactwa analitu do ligandu. Kolejno nastepuje dysocjacja, czyli rozpad
kompleksow analit - ligand. W tej czeéci sensogramu wida¢ spadek wartosci sygnatow RU.
Ostatnia faza to regeneracja, czyli oczyszczenie powierzchni sensora ze wszystkich

nieoddysocjowanych biomolekul.
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Rysunek 19 A: Schemat zasady dzialania plazmonowego rezonansu powierzchniowego. B: elementy sensogramu
otrzymywanego jako wynik pomiaru SPR. Opracowane na podstawie (Gyorgy et al. 2013)
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SPR zostal wykorzystany do badan ilosciowych oddzialywart DnaA - DNA w czasie
rzeczywistym. Gléwnym celem badarn bylo wyjasnienie zaleznosci powinowactwa domeny
wiazacej DNA biatka DnaA (domeny IV) do DNA od obecnosci pozostalych domen biatka.
W tym celu poréwnano wigzanie DNA przez kilka wariantéw biatka DnaA: HpDnaAstrep,
HpDnaAlI-II-IVstrep, HpDnaAlVstrep, GST-HpDnaAIV oraz HpDnaAl-Ilstrep. Zasadniczo
technika ta pozwala okreslac¢ stale kinetyczne reakcji, ale w przypadku biatka DnaA nie jest to
mozliwe, poniewaz dochodzi do ztozonych, réwnoczesnych oddziatywari miedzybiatkowych
i nukleoproteinowych, o nieokreslonej stechiometrii. Dlatego w przypadku przeprowadzonych

analiz:

¢ na podstawie parametru RUnmax (najwyzsza wartosci RU osiaggnieta w czasie analizy dla
danego ukladu DnaA-DNA) oraz masy czasteczkowej badanego biatka okreslono
relatywna iloé¢ biatka zwigzang do sensora oplaszczonego DNA w stosunku do biatka
DnaAstrep (tabela nr 13)

e na podstawie RUnax oraz przebiegu krzywych w fazie asocjacji okreslono relatywne
powinowactwo poszczegolnych wariantéow biatka do DNA (poréwnano wartosci
otrzymane dla kazdego biatka z wartosciami dla biatka HpDnaAstrep)

e na podstawie przebiegu krzywych w fazie dysocjacji okreslono relatywna stabilnosc¢

kompleksow nukleoproteinowych poszczegélnych wariantéw biatka DnaA.

Analizowano oddziatywania wariantéw DnaA z regionem Bio-0riC1 zawierajacym 4 boksy DnaA
c2-c5 oraz fragmentem Bio- boksy2+3 zawierajacym dwa silne boksy DnaA, ¢2 i c3 (rysunek nr
11). Poniewaz biatko DnaA charakteryzuje si¢ oddzialywaniami nieswoistymi z DNA (Zawilak
et al. 2003), réwnolegle badano odzialywanie wariantéw DnaA z regionami Bio-Hp0180 oraz
Bio-bez_bokséw nieposiadajacymi bokséw DnaA. Wartosci oddzialywan uzyskiwane
w przypadku fragmentéw DNA bez bokséw DnaA odejmowano od wartosci oddziatywania
DnaA z Bio-oriC1 lub Bio- boksy2+3, uzyskujac charakterystyke oddzialywania DnaA ze

swoistymi miejscami wigzania DnaA.

Do powierzchni sensora zwigzano fragmenty biotynylowanego DNA w nastepujacym porzadku:
kanat nr 1: Bio-Hp0180, kanat nr 2: Bio-0riC1, kanal nr 3: Bio_bez_bokséw, kanat 4: Bio-boksy2+3.
Nad powierzchnig sensora, przy przeptywie 15 ul/min przez 180 sek. podawano roztwory

biatek o wzrastajacym stezeniu (4 - 1024 nM) (faza asocjacji i rownowagi). Nastepnie przez
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kolejne 180 sek. prowadzono faze dysocjacji. Analizowany roztwoér biatka przeptywal kolejno
przez kanaly 1, 2, 3 i 4. Otrzymane sensogramy to ré6znice pomiedzy sygnatami otrzymanymi dla
kanalow oddziatujacych (2 i 4) a kanalami kontrolnymi, na ktérych nie zachodzily specyficzne

interakcje biatko-DNA (11 3).

Poniewaz SPR to metoda, w ktérej duze znaczenie ma masa czasteczek oddziatujacych,
otrzymane wartosci RUnmax zostaly przeliczone wzgledem masy badanych biatek. Przeliczone
RUmax poréwnano do przeliczonych wartosci RUmax otrzymanych dla biatka HpDnaAstrep.
W tabeli nr 13 w kolumnie WIAZANIE DnaA zebrano wyliczone wspétczynniki. Do przeliczer

zastosowano ponizsze wWzory:

M HpDnaAstre
AMy = czHap p

Mczanalizowanego biatka

AM_analizowanego biatka - Ru,,,,analizowanego biatka
Ru,,.xHpDnaAstrep

WIAZANIE DnaA =

Gdzie:

M., - masa czasteczkowa;

RUmax - warto$¢ RU na koniec fazy asocjacji, nawet jezeli stan rownowagi nie zostal osiggniety;
WIAZANIE DnaA - krotnos$¢ réznicy pomiedzy wigzaniem wariantéw DnaA i dzikiego
HpDnaAstrep z DNA.
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16 nM 32 nM 64 nM
RU HpDnaAstrep == HpDnaAstrep == HpDnaAstrep
== HpDnaAlll-IVstrep == HpDnaAlll-IVstrep == HpDnaAlll-IVstrep
== HpDnaAlVstrep == HpDnaAlVstrep == HpDnaAlVstrep
t[s] HpDnaAl-II-IVstrep == HpDnaAl-lI-IVstrep = HpDnaAl-lI-IVstrep
== GST-HpDnaAlV === GST-HpDnaAlV == GST-HpDnaAlV
HpDnaAl-listrep === HpDnaAl-lIstrep == HpDnaAl-lIstrep

Rysunek 20 Analiza oddzialywania wariatéow biatka DnaA H. pylori z DNA. Reprezentatywne sensogramy analizy
SPR przedstawiajagce wplyw domen I-II oraz IIl na oddzialywanie DnaA z regionami Bio-oriC1 oraz Bio-boksy2+3.
Prezentowane sensogramy zostaly pomniejszone o wartosci otrzymane dla oddzialywan niespecyficznych pomiedzy
biatkami a regionami bez bokséw DnaA - Bio-Hp-0180 oraz Bio-bez_bokséw
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Tabela 13 Poréwnanie oddzialywania réznych wariantéw biatka DnaA H. pylori z DNA z uwzglednieniem réznic
wielkosci pomiedzy analizowanymi biatkami.

. RU max WIAZANIE DnaA
Mcz STEZENIE
RODZA] BIALKA AMcz Bio- Bio-boksy Bio- Bio-boksy
(kDa) (nM)

oriC1 2+3 oriC1 2+3
16 17,0 70,8 1,0 1,0
HpDnaAstrep 53,1 1,0 32 41,0 123,7 1,0 1,0
64 62,0 162,1 1,0 1,0
16 0,9 16,4 0,2 0,9
HpDnaAlVstrep 14,3 3,7 32 2,4 21,8 0,2 0,7
64 5,6 33,6 0,3 0,8
16 48,4 161,9 4,0 32
GST-HpDnaAIV 39 1,4 32 54,3 180,8 1,8 2,0
64 59,5 180,8 1,3 1,6
16 14,2 68,7 1,7 1,9
HpDnaAI-1I-IVstrep 27 2,0 32 29,1 91,9 14 1,5
64 443 86,0 14 11
16 22,0 70,5 1,7 1,3
HpDnaAIlI-IVstrep 41 13 32 37,6 104,3 1,2 11
64 52,1 136,4 11 11

Mcz - masa czasteczkowa;

AMcz - réznica masy czasteczkowej pomiedzy wariantami biatka DnaA a dzikim wariantem HpDnaAstrep wyliczona
M¢zHpDnaAstrep

jako AM¢z = Mepanalizowanego bialka’ wszystkie wartosci odnosza sie do tego samego stezenia molowego poréwnywanych
biatek

RUmax - warto$é RU na koniec fazy asocjacji, nawet jezeli stan réwnowagi nie zostat osiaggniety

WIAZANIE DnaA - krotno$¢ réznicy pomiedzy wiazaniem wariantow DnaA idzikiego HpDnaAstrep z DNA

AMczanalizowanego biatka-Ru analizowanego biatka . L.
3 & max g ; wszystkie wartosci

wyliczona na podstawie wzoru WIAZANIE DnaA =
Ru,,,xHpDnaAstrep

odnosza sie do tego samego stezenia molowego poréwnywanych biatek

W przypadku biatka HpDnaAl-IIstrep nie zaobserwowano zmian RU podczas przeptywu
roztrworu biatka w kanalach sensora, co wskazuje na brak oddzialywania domen I-II z DNA.
Biatko HpDnaAstrep oddzialuje z regionem Bio-0riC1 osiggajac wartosci 17 - 62 RUmax,
a z regionem Bio-boksy2+3 70,8 -162,1 RUmax W zakresie badanych stezenn (16, 32 i64nM)
(rysunek nr 20 itabela nr 13.). HpDnaAlVstrep wykazuje nizsze powinowactwo do regionu

Bio-0riC1 oraz Bio-boksy2+3 niz bialko HpDnaAstrep: WIAZANIE DnaA odpowiednio
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w zakresach 0,2-0,3 oraz 0,7-0,9. Domena IV okoto 5x stabiej oddziatuje z regionem Bio-0riC1I niz
biatko pelnej dlugosci, niezaleznie od badanego stezenia biatka. W przypadku regionu Bio-
boksy2+3 réznica w oddzialywaniach pomiedzy biatkami jest niewielka - 0,7- 0,9 wartosci
wigzania HpDnaAstrep dla HpDnaAlIVstrep. Wskazuje to na wplyw domen I-II-III na wigzanie
domeny IV do 0riCI - zmniejszenie powinowactwa do DNA prawdopodobnie wynika z braku
oligomeryzacji bialka podczas wigzania kilku bokséw. W przypadku wigzania do Bio-
bokséw2+3 niewielka réznica w wigzaniu DNA pomiedzy HpDnaAstrep a HpDnaAlVstep
prawdopodobnie wynika z wigzania tylko do jednej pary silnych bokséw - inaczej niz ma to
miejsce podczas oddziatywan z Bio-oriC1, gdzie dochodzi do kooperatywnych oddziatywarn
pomiedzy biatkami zwigzanymi ze stabymi isilnymi boksami (rysunek nr 11). W te
oddzialywania zaangazowane sa pozostale domeny biatka DnaA. Zestawiajac ze soba wartosci
wigzania HpDnaAlVstrep z warto$ciami uzyskanymi dla HpDnaAI-II-IVstrep oraz GST-
HpDnaA mozna zaobserwowa¢, ze zdolnos¢ oligomeryzacji N-konca biatka istotnie wplywa na
wigzanie DNA przez domene IV. Silnie oligomeryzujaca domena GST (metka ta tworzy dimery,
(Maru et al. 1996)) wplywa na wzrost wigzania biatka z DNA, zaréwno do Bio-oriC1 jak i Bio-
boksy2+3, dla nizszych stezeri jest to odpowiednio 4,0 i 3,2 razy, a dla wyzszych stezerr wartosé
ta jest okoto 2x wyzsza niz dla biatka HpDnaAstrep. W przypadku biatka pozbawionego domeny
III réwniez obserwujemy silniejsze oddzialywanie z DNA. Dla wigzania Bio-oriCI dla kolejnych
stezeri biatka HpDnaAI-II-IVstrep sa to wartosci 1,7, 1,4 oraz 1,4x wyzsze niz dla HpDnaAstrep.
Dla fragmentu Bio-boksy2+3 to odpowiednio 1,9, 1,5 oraz 1,1x wyzsze wartosci wigzania biatka
HpDnaAlI-II-IVstrep, niz dla bialka pelnej ditugosci. Biatko HpDnaAlll-IVstrep w wyzszych
stezeniach oddziatuje z Bio-0riC1 z podobnym powinowactwem jak biatko HpDnaAstrep,
natomiast wykazuje 1,7x wieksze powinowactwo do tego regionu w nizszym stezeniu biatek
(16 nM). Powinowactwo do regionu Bio-boksy2+3 we wszystkich stezeniach biatek jest zblizone

(dla biatka bez N-korica powinowactwo jest 1,1-1,3x wieksze niz dla biatka pelnej diugosci).

Analizujagc  przebiegi sensograméw  otrzymanych dla bialek HpDnaAlI-II-IVstrep,
GST-HpDnaAlV oraz HpDnaAlVstrep zaobserwowano, ze w fazie dysocjacji biatka posiadajace
oligomeryzujacy N-koniec nie oddysocjowuja tak szybko jak HpDnaAlIVstrep. Obserwowany
wzrost oddzialywania DnaA z DNA pod wplywem obecnosci na N-koricu domeny
oligomeryzujacej prawdopodobnie wynika ze wzrostu stabilnosci tworzonych komplekséw. Dla

biatek HpDnaAstrep oraz HpDnaAlll-IVstrep fazy asocjacji przebiegaja podobnie, natomiast
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zaobserwowano réznice w szybkosci dysocjacji HpDnaAstrep i HpDnaAlll-IVstrep. Biatko
HpDnaAlll-IVstrep dysocjowalo znaczgco szybciej niz biatko pelnej dlugosci, co $wiadczy
o nizszej stabilnosci komplekséw HpDnaAlll-IVstrep niz komplekséw biatka HpDnaAstrep.
Wyniki otrzymane podczas analiz oddzialywania wszystkich biatek z DNA wskazuja na to, ze

domeny I-II pelnig role w stabilizacji komplekséw biatka DnaA z DNA.

Analizy rezonansu powierzchniowego plazmonéw wykazaly znaczace réznice w charakterze
oddziatywan biatka DnaA zaleznie od jego skladu domenowego. Z analiz wynika, ze N-koniec
biatka DnaA oligomeryzuje i ma istotny wplyw na stabilnoé¢ powstajacych kompleksow
nukleoproteinowych. Ponadto domeny I-II zapewniaja kooperatywnos¢ oddzialywan

zachodzacych pomiedzy czgsteczkami biatka HpDnaAstrep.

433 Analiza EMSA wplywu sktadu domenowego biatka DnaA na oddzialywania
DnaA z DNA

Prezentowane w tym rozdziale wyniki zostaly otrzymane z pomoca mgr Doroty Zyty - Uklejewicz z Laboratorium
Biologii Molekularnej Mikroorganizméw Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu.

Celem analizy bylo zbadanie wplywu poszczegélnych domen biatka DnaA na tworzenie
kompleksow z oriC1 (FAM-0riC1) oraz DNA zawierajacym dwa boksy DnaA (FAM-boksy2+3).
Stabilnos¢ oddzialywan wariantéw biatka DnaA z DNA zbadano analizujgc migracje tworzonych
kompleksow nukleoproteinowych w zelu poliakrylamidowym. Biatko o wzrastajacym stezeniu
inkubowano ze stalq iloscia znakowanego fluorescencyjnie fragmentu DNA (FAM-oriC1, 291 pz,
FAM-boksy2+3,52 pz). Powstale kompleksy bialko-DNA rozdzielano w 5% zelu
akrylamidowym i obrazowano za pomoca skanera Typhoon FLA 9500 (rozdziat 3.7.2).
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Rysunek 21 Analiza op6znionej migracji komplekséw wariantéw biatka DnaA z fragmentem FAM-oriC1.
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Analizujgc migracje utworzonych kompleksow zaobserwowano, ze bialko HpDnaAl-IIstrep nie
oddzialuje z fragmentem FAM-o0riC1, o czym $wiadczy brak zmiany intensywnosci sygnatu
niezwigzanego DNA w poréwnaniu z DNA w prébie bez DnaA oraz brak dodatkowych
fluorescencynych sygnaléw o wolniejszej migracji w Zelu od wolnego DNA (rysunek nr 21).
Biatka HpDnaAlll-IVstrep oraz HpDnaAlVstrep oddzialuja z FAM-0riC1 w zblizony spos6b -
powstate kompleksy migruja tworzac rozmyty sygnal. Kompleksy tworzone przez biatka
posiadajace N-koniec zdolny do oligomeryzacji (HpDnaAlI-II-IVstrep oraz GST-HpDnaAlV)
tworza kompleksy widoczne jako ostre prazki w przeciwienistwie do komplekséw widocznych
w postaci rozmytych sygnaléw DNA dla komplekséw tworzonych przez biatka HpDnaAIII-
IVstrep iHpDnaAlVstep. Roéznica ta prawdopodobnie wynika ze stabilnosci i/lub
uporzadkowania rozdzielanych komplekséw - oligomeryzacja bialek przez domene I sprzyja
stabilnosci interakcji DnaA-DNA. Podobne wyniki zmiany stabilnoéci komplekséw w zaleznoéci
od obecnosci domen I-II uzyskano w przypadku analiz SPR (rozdzial nr 4.3.2). Analizujac
migracje komplekséw biatka HpDnaAstrep z DNA zaobserwowano tworzenie sie dwojakiego
rodzaju komplekséw: na tle rozmytego sygnalu mozna wyrézni¢ ostrzejsze prazki DNA
zwigzanego z DnaA. Sugeruje to, ze oddzialywania pomiedzy bialtkiem a FAM-oriCl sa
czedciowo niestabilne, a pod wplywem oligomeryzacji domen I-II tworza bardziej trwale

kompleksy.

[T | [ (RN i ESEV

0 12,5 250 50,0(12,5 250 50,0:12,5 250 50,0 12,5 250 50,0 0 [nM]

wolne
€ FAM-boksy 2+3

sekwencja oligonukleotydu z boksami 2+3
5'[6FAM] - GTGCCCTGGTCTGGTTTAAGGCTTCATTCACATTTCATTCACATGTTATTCC -3'

c2 c3

Rysunek 22 Analiza opdznionej migracji komplekséw wariantéw biatka DnaA z fragmentem FAM-boksy2+3
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Analizujac migracje komplekséw stworzonych przez badane biatka i fragment FAM-boksy2+3,
zaobserwowano, ze sama domena IV w bardzo niewielkim stopniu oddziatuje z tymi boksami -
widoczny bardzo staby sygnal od tworzonych komplekséw (rysunek nr 22). Natomiast dla
biatka, w ktérym domena rozpoznajagca DNA polaczona jest z domena oligomeryzujaca
(HpDnaAlI-II-IVstrep oraz GST-HpDnaAlV) zaobserwowano znaczacy wzrost wydajnosci
oddziatywania i stabilnoéci komplekséw nukleoproteinowych. W przypadku biatka pelnej
dlugosci réwniez obserwowano zwiekszenie trwalosci zachodzacych interakcji w stosunku do
trwatosci kompleksow tworzonych przez biatko HpDnaAlIVstrep. Wyniki analizy dokonanej dla
kompleksow biatko-FAM-boksy2+3 sg zgodne z obserwacjami poczynionymi dla komplekséw
biatko-FAM-0riC1. Ponadto poréwnanie migracji komplekséw biatko - FAM-0riC1 oraz biatko-
FAM-boksy2+3 pokazuje, ze do wydajniejszego wigzania DNA przez biatko wymagana jest
kooperatywnos$¢ interakcji pomiedzy biatkami. Kooperatywnos$¢ wymaga obecnosci domen
oligomeryzujacych, szczegélnie domeny I. Ponadto kooperatywnosci sprzyja obecnosé wiekszej
liczby bokséw DnaA (region FAM-oriC1 zawiera 4 boksy a FAM-boksy2+3 2 miejsca wigzania).
Warunki analizy EMSA sa bardziej agresywne niz warunki SPR - podczas analizy EMSA
kompleksy nukleoproteinowe pod wplywem napiecia elektrycznego przeciskaja sie pomiedzy
porami zelu poliakrylamidowego w przeciwiefistwie do analizy trwalosci kompleksow
w warunkach natywnych. Prawdopodobnie réwniez warunki analizy wplywaja na réznice

w widocznej stabilnosci komplekséw.

434 Analiza mikroskopii elektronowej wplywu domen I-II oraz domeny III na
tworzenie komplekséw DnaA - DNA

Analiza oddzialywan H. pylori DnaA z DNA jest bardziej skomplikowana niz w przypadku
biatka E. coli DnaA, poniewaz biatko H.pylori rozpoznaje réwniez topologie wigzanego
fragmentu DNA (rozdzial 1.4.1). We wcze$niejszych badaniach wykazano, ze bialko DnaA
H. pylori wigzac si¢ do obu podregionéw oriC: oriCl i oriC2, tworzy subkompleksy
nukleoproteinowe DnaA-oriC1 i DnaA-oriC2, ktére oddziatuja ze soba prowadzac do wypetlenia
genu dnaA znajdujacego si¢ pomiedzy nimi (Donczew et al. 2012). Zalezno$¢ oddziatywania
DnaA-DNA od konformacji czasteczki DNA zaweza liczbe metod mogacych postuzy¢ do analizy
tych oddziatywan, w tym oddzialywania DnaA z regionem oriC2 lub z pelnej dtugosci regionem
oriCl-dnaA-oriC2. Oddzialywania DnaA zachodza tylko z superskreconym oriC2,
a superskrecony region oriC2 lub 0riC1-dnaA-oriC2 najtatwiej uzyskac izolujgc plazmidowy DNA
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zawierajacy badang sekwencje. Mikroskopia elektronowa to jedna z nielicznych technik
pozwalajacych na obserwacje oddzialywan DnaA z duzymi czasteczkami jakimi sa plazmidy.
W tej metodzie biatka oddzialuja z superskreconym plazmidem, ktéry pézniej jest linearyzowany
enzymem restrykcyjnym. Utrwalone kompleksy obserwuje sie pod mikroskopem elektronowym,

a nastepnie analizuje wykorzystujac odpowiednie programy komputerowe.

Warianty biatka DnaA inkubowano z plazmidem porilori2 (rozdzial 3.7.3; tabela nr 14),
kompleksy utrwalono 2% glutaraldehydem. Nastepnie trawiono plazmid enzymem
restrykcyjnym Scal i oczyszczano na zlozu Sephacryl S5-200. Kompleksy nanoszono na mike, na
ktérej tworzono film platynowo - weglowy. Preparaty obserwowano i fotografowano przy
pomocy mikroskopu 100 kV Philips CM100. Otrzymane zdjecia analizowano w programie
Image], w ktérym mierzono catkowita diugosé obserwowanych plazmidéw oraz diugosci od
poczatku czasteczki do miejsca zwigzanego przez biatko, dlugosé powstatej petli oraz odleglosci

pomiedzy obserwowanymi kompleksami.

Tabela 14 Stezenie bialek oraz plazmidu zastosowana do przygotowania preparatéw do mikroskopii elektronowej

SKEADNIK MIESZANINY STEZENIE [nM]
REAKCY]JNE]

porilori2 1,2
HpDnaAstrep 56,5
HpDnaAIII-IVstrep 73,2
HpDnaAR285Astrep 56,5
HpDnaAR334Astrep 56,5

HpDnaAI-II-IVstrep 166,7

HpDnaAlIVstrep 314,7

HpDnaAl-IlIstrep 3214
HobA 56,5
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CZASTECZKI PLAZMIDU

A

. zmierzone [%]“ zwigzane [%)] _

& v‘\; o e 72 723 | %, | NESPECYFICZNE
WARIANT BIALKA DnaA ﬁ\\v'?. p e B && N eene [ mne

N | L [ 58,7 | 41,3 3.9 5,0 374 | 44,1 385 56| 96

L w [°WR 270| 73,0 14,5 7.9 526 | 17,1 10,5 66| 7,9

[ W] 651 | 34,2 2,0 15,2 10| 69,7| 80| 61,7| 12,1
[ v n] i niewykryte e 0 0
niewykryte # 0 0

% kompleksy prawdopodobnie nie tworzg sie # kompleksy prawdopodobnie za mate, aby je zaobserwowa¢

Rysunek 23 Analiza komplekséw nukleoproteinowych wariantéw biatka DnaA z plazmidem porilori2 metoda
mikroskopii elektronowej. Panel nad tabela przedstawia reprezentatywne zdjecia z obserwowanych rodzajow
komplekséw oraz skale zdje¢. R6zowe strzatki na zdjeciach wskazuja czasteczki biatka zwigzane z DNA. Pierwsza
kolumna tabeli przedstawia badany wariant biatka DnaA. Kolejne dwie kolumny to procentowy udzial zwigzanych
i niezwigzanych przez bialko czasteczek plazmidéw. Wartos¢ procentowa odnosi sie do catkowitej liczby zbadanych
czgsteczek plazmidéw. Nastepne kolumny przedstawiajg procentowy udziat r6znych rodzajow komplekséw w liczbie
zwiazanych czasteczek plazmidéw. Kolejno opisywane kompleksy to: DnaA-oriC1 oraz DnaA-oriC2 bez utworzenia
petli DNA, DnaA-oriC1, DnaA-oriC2, wszystkie zaobserwowane petle (specyficzne i niespecyficzne), DnaA-oriC1 oraz
DnaA-oriC2 tworzace petle DNA (specyficzne), pozostale niespecyficzne oddzialywani z plazmidem (niespecyficzne
petle, zwiazanie w niespecyficznym miejscu na plazmidzie. Zmierzone - wszystkie czasteczki poddane analizie;
zwiazane - tylko czasteczki zwigzane przez biatko.

Biatko HpDnaAl-IlIstrep, pozbawione domeny IV oddzialujacej z DNA, prawdopodobnie nie
tworzy komplekséw nukleoproteinowych. W przypadku biatka HpDnaAlVstrep nie
zaobserwowano komplekséw z plazmidem. Mimo zdolnosci wigzania do DNA (rozdziaty 4.3.2
i 4.3.3), bialko jest prawdopodobnie zbyt male, aby uformowaé¢ kompleksy widoczne
z zastosowaniem metody mikroskopii elektronowe;j.

Biatko HpDnaAstrep wiaze sie do 58,7% zbadanych czasteczek plazmidu porilori2, tworzac
najczesciej (38,5%) specyficzne kompleksy z dwoma podregionami oriC1 i 0riC2 z wypetlonym
genem dnaA (rysunek nr 23). Sposréd zwigzanych czasteczek nietworzacych petli najczesciej
obsadzany przez biatko pelnej diugosci jest region oriC2. 15,2% wszystkich kompleksow to
wigzania niespecyficzne, tzn. kompleksy utworzone poza regionami oriCI i oriC2 oraz petle
o niepoprawnej dlugosci (tzw. petle niespecyficzne). Poréwnujac HpDnaAlll-IVstrep do biatka
pelnej dlugosci zaobserwowano, ze rzadziej wiaze sie ono do porilori2. Tylko 27,0% zbadanych

czasteczek stworzylo kompleksy nukleoproteinowe, z czego jedynie 10,5% komplekséw
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utworzylo specyficzne petle DNA. Wskazuje to na wplyw domeny I-II i/lub oddzialywan
miedzybiatkowych przez nig tworzonych na zdolno$¢ wigzania biatka HpDnaAstrep do
porilori2. Dla biatka HpDnaAIII-IVstrep, podobnie jak dla biatka petnej diugosci, w czasteczkach
bez petli kompleks biatkowy preferencyjnie tworzy sie w regionie oriC2. Oba biatka
charakteryzuja sie podobnym odsetkiem niespecyficznych oddziatywarn nukleoproteinowych:
15,2% w przypadku HpDnaAstrep, 14,5% w przypadku HpDnaAlIIl-IVstrep. Analizujac wyniki
wigzania biatka HpDnaAI-II-IVstrep zauwazano, ze wiekszy procent czasteczek plazmidu zostat
zwiazany niz w przypadku HpDnaAstrep (odpowiednio 65,1% i 58,7%). Sposréd utworzonych
kompleksow tylko 8% charakteryzowalo sie specyficznie utworzong petla. Nalezy zwrécic
uwage na ogo6lna liczbe utworzonych petli przez biatko HpDnaAI-II-IVstrep: 69,0%, czyli wiecej
niz w przypadku biatka pelnej dlugosci (44,1%). Jednakze znaczaca wiekszos¢ z nich byla
niepoprawnie uformowana (DnaA zwigzane w innych regionach niz oriC1 i 0riC2). W przypadku
biatka HpDnaAlI-II-IVstrep czeédciej wiazany byl region oriC1 (15,2%), w przeciwienistwie do
biatek HpDnaAstrep i HpDnaAlll-IVstrep, ktére czesciej wigzaly region oriC2 (odpowiednio

37,4% 152,6% czasteczek ze zwigzanym regionem oriC2).

Analiza tworzenia kompleksow przez powyzsze trzy warianty bialka DnaA wskazuje, ze
domeny I-II odpowiedzialne sa za oddzialywania pomiedzy kompleksami utworzonymi na
subregionach oriC - biatka posiadajace natywny N-koniec czesciej oddziatuja z DNA tworzac
petle. Dodatkowo obecnos¢ tej domeny biatka zwieksza zdolnos¢ biatka do wigzania do DNA -
biatka HpDnaAstrep i HpDnaAI-II-IVstrep czesciej tworza kompleksy niz HpDnaAlIll-IVstrep
(odpowiednio 58,7%, 65,1% oraz 27,0%). Zaobserwowano natomiast, ze domena III zwigksza
specyficzno$¢ oddzialywania DnaA-DNA. Biatko HpDnaAl-II-IVstrep w 74,1% tworzy
niespecyficzne kompleksy w przeciwienstwie do biatek HpDnaAstrep i HpDnaAIII-IVstrep
(odpowiednio 15,2% oraz 14,5%).

435 Analiza wplywu domen I-1I i III na zdolno$¢ biatka DnaA do rozplatania helisy
DNA
Dotychczasowe wyniki prac nad charakterystyka regionu inicjacji replikacji oraz bialka
inicjatorowego DnaA H. pylori wykazaly, ze biatko to, w przeciwienistwie do biatka E. coli DnaA
wymagajagcego oddzialywania z HU (Hwang and Kornberg 1992), nie wymaga udziatu
dodatkowych protein aby otworzy¢ helise DNA (Donczew et al. 2012). W celu okreélenia roli
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domen I-II oraz III w inicjacji replikacji chromosomu przeprowadzono szereg testow rozplatania

regionu DUE przez r6zne warianty biatka DnaA H. pylori.

Stala ilos¢ plazmidu proilori2 (200ng, stezenie 5,4 nM) inkubowano ze wzrastajacym stezeniem
badanego biatka (25-200 nM) (rozdzial nr 3.7.1). Nastepnie plazmid traktowano enzymem
nukleaza P1, ktéry trawi jednoniciowe DNA. Oczyszczony plazmid trawiono enzymem BglII.
Otrzymane fragmenty DNA rozdzielano elektroforetycznie w 1% zelu agarozowym, barwiono
bromkiem etydyny i obrazowano systemem Gel Doc XR+ System (Biorad). W przypadku
rozplecenia DNA przez biatko DnaA obserwowano pojawianie sie prazkéw o wielkosci 2300 pz
oraz 1700 pz, ktére powstawaly w wyniku trawienia nukleaza P1 i BglIl. Gdy do rozplecenia nie
dochodzito, enzym P1 nie trawil ssDNA, a plazmid ulegat linearyzacji na skutek trawienia BgllI,
a na zelu obserwowano prazek o wielkosci 3914 pz. Poniewaz plazmid porilori2 zawiera region
DUE, ktory jest niestabilny helikalnie, réwniez w prébkach inkubowanych bez biatka
obserwowano prazki wytrawianych fragmentéw DNA na skutek samoistnego rozplatania DNA.
We wszystkich analizach rozplatania DNA uwzgledniano zachodzgce niespecyficzne rozplatanie
helisy. Im silniejsze rozplatanie plazmidu przez bialko, tym intensywniejsze prazki

obserwowano.

Na rysunku nr 24 przedstawiono wyniki testu rozplatania plazmidu porilori2 przez trzy

warianty biatka DnaA: DnaA pelnej dlugosci, DnaA pozbawione N-korica oraz DnaA bez

domeny IIL
trawienie P1
[ ] [ [ | [ " A | [ v 1
MPstl K- |25 50 75 100 200| 25 50 75 100 200| 25 50 75 100 200 [nM]
pz pz
(- — — ——— — — —— —— — o~ 01, . .
2838 g=m e pori1ori2
— — — - — — G D . ~2300
1700 === —— — - -5 W ~1700
 —

plazmid
nierozpleciony: 90,6 88,9 80,1 70,3 49,8 39,3 87,2 77,0 74,9 64,3 37,7 91,6 88,0 84,1 88,0 87,2 4% calkowitego
sygnatu

suma intensywnosci
powstalych prazkow: 94 11,1 19,9 29,7 50,2 60,7 12,8 23,0 25,1 35,7 62,3 8,4 12,0 159 12,0 12,8

Bglll (2101)

Rysunek 24 Wyniki analizy rozplatania regionu DUE przez warianty biatka DnaA o ré6znym skladzie domenowym.
Ponizej kazdej Sciezki umieszczono wyniki analizy densytometrycznej otrzymanych prazkéw przeprowadzonej
programem Image Lab. Analiza densytometryczna uwzglednita:

plazmid nierozpleciony: procent catkowitego sygnatu (sygnat otrzymany dla nalozonej na zel agarozowy ilosci DNA)
pochodzacy od niestrawionego plazmidu porilori2 (najwyzszy prazek)

suma intensywnosci powstalych prazkéw: procent calego sygnatu stanowiacy sume sygnaléw pochodzacych od
prazkéw otrzymanych z trawienia plazmidu porilori2. K- préba bez biatka DnaA, bedaca kontrolg samoistnego
rozplatania plazmidu.
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Wraz ze wzrostem ilosci biatka HpDnaAstrep inkubowanego z porilori2 zaobserwowano wzrost
intensywnosci wytrawianych fragmentéw DNA. Swiadczy to o zdolnoéci zwigzanego biatka
HpDnaAstrep do utworzenia otwartego oczka, czyli rozplecenia helisy DNA w regionie DUE.
Analizujac intensywno$¢ prazkéw otrzymanych w wyniku trawienia komplekséw HpDnaAlIII-
IVstrep-porilori2 zaobserwowano, Ze jest ona zblizona do tych, otrzymywanych dla biatka petnej
dtugosci (dla kolejnych stezeri biatek réznica w procencie nierozplecionego plazmidu wynosi ok
2-4 punktéw procentowych). Podobne nieznaczace réznice powtarzaty sie w kolejnych analizach.
W przypadku biatka HpDnaAI-II-IVstrep powstajace prazki swoja intensywnos$cia odpowiadaja
tym w kontroli negatywnej, czyli samoistnemu rozplataniu plazmidu w regionie niestabilnym
helikalnie - dla kontroli negatywnej procent nierozplecionego DNA wynosi 90,6%, dla biatka
HpDnaAI-II-IVstrep w najnizszym stezeniu jest to 91,6%. Wartosci dla pozostatych stezen biatka
réznia sie o ok 3 punkty procentowe i nie jest istotna biologicznie. Z dokonanych analiz mozna
wnioskowaé, ze to domena III odpowiedzialna jest za zdolno$¢ biatka HpDnaAstrep do
otwierania helisy DNA, poniewaz niezaleznie od obecnosci natywnego N-konca biatka DnaA
dochodzi do rozplecenia DNA. Natomiast brak domeny III skutkuje zahamowaniem zdolnosci
biatka DnaA do rozplecenia DNA in vitro. Domena I nie jest niezbedna do rozplatania DNA przez

biatko DnaA H. pylori in vitro.

4.3.6 Wplyw oddzialywan bialek DnaA — HobA na interakcje DnaA-DNA

43.6.1 Analiza wplywu oddzialywania bialek HobA-DnaA na tworzenie komplekséw
DnaA-DNA

Mikroskopie elektronowa komplekséw nukleoproteinowych wykorzystano réwniez do
zbadania wplywu interakcji HobA - DnaA na zdolno$¢ wigzania DNA przez HpDnaAstrep. Oba
biatka w réwnomolowych ilosciach inkubowano z plazmidem porilori2, a powstate kompleksy

analizowano tak jak opisano w rozdziale 3.7.3.
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CZASTECZKI PLAZMIDU
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Rysunek 25 Analiza kompleks6w nukleoproteinowych wariantéw biatka DnaA w zaleznosci od obecnosci biatka
HobA technika mikroskopii elektronowej. Panel powyzej tabeli przedstawia reprezentatywne zdjecia mikroskopowe
obserwowanych komplekséw nukleoproteinowych HobA-DnaA-porilori2 oraz skale zdjeé. Rézowe strzatki na
zdjeciach wskazuja czasteczki bialka zwigzane z DNA. Opis tabeli jak przy rysunku nr 23. Analizy przedstawione na
rysunkach 23 i 25 zostaly przeprowadzone w tym samym czasie, z wykorzystaniem tych samych preparatéw biatka
i plazmidu, dlatego moga by¢ ze sobg poréwnywane.

Czestos¢ wigzania biatka HpDnaAstrep oddzialujacego z HobA jest znaczaco wyzsza niz biatka
HpDnaAstrep (odpowiednio 96,4% i 58,7%). Biatko HobA nie oddziatuje z porilori2, rysunek nr
25 i (Zawilak-Pawlik et al. 2007). Oddzialywania pomiedzy analizowanymi biatkami wptywaja
na czestos$¢ formowania sie petli: czestos¢ wzrasta z 44,1% w przypadku samego biatka
HpDnaAstrep do 64,8%, gdy zachodzi oddziatywanie DnaA-HobA. Nalezy jednak zauwazyg¢, ze
w badanych warunkach nie zaobserwowano znaczacej réznicy w liczbie specyficznie
uformowanych petli. O ok. 10 punktéw procentowych wzrést odsetek niespecyficznych
oddzialywan. Analizujac odsetek kompleksow tworzacych sie bez utworzenia petli DNA, w obu

przypadkach potwierdzono, ze najczeéciej wigzanym podregionem jest oriC2.

4.3.6.2 Analiza wplywu oddzialywania HobA-DnaA na zdolnoé¢ biatka DnaA do
rozplatania helisy DNA

HobA to dotychczas jedyne zidentyfikowane biatko oddzialujace z DnaA H. pylori (Zawilak-
Pawlik et al. 2011). Zbadano wplyw oddzialywart HobA-DnaA na rozplatanie regionu DUE przez

DnaA. Wyniki analizy przedstawiono na rysunku nr 26.
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Rysunek 26 Wyniki analizy wplywu oddzialywania HobA-DnaA na rozplatanie helisy DNA. Opis analizy
densytometrycznej jak przy rysunku nr 24.

HobA nie wykazuje zdolnosci do rozplecenia plazmidu porilori2 - intensywnos¢ powstatych
prazkéw jest zblizona do kontroli negatywnej. Koinkubacja biatlek HpDnaAstrep oraz HobA
wplywa znaczaco na otwieranie helisy w badanych warunkach. Niezaleznie od ilosci biatka
HpDnaAstrep (zaréwno dla 50 jak i 100 nM) réwnomolowy dodatek biatka HobA nie zmienia
rozplatania DNA przez HpDnaAstrep. W przypadku dwukrotnego nadmiaru HobA wzgledem
HpDnaAstep zahamowanie jest silne - odsetek nierozplecionego plazmidu wzrést o ok 20
punktéw procentowych. Swiadczy to o wrazliwosci rozplatania DNA przez bialko DnaA na

oddzialywania HpDnaAstrep-HobA.

44 Wplyw oddzialywania DnaA-ATP na oddzialywania
DnaA-DNA

441 Analiza SPR wplywu ATP i ADP na oddzialywania DnaA-DNA

W celu okreélenia jaki wplyw na wiazanie biatka DnaA H. pylori z DNA maja oddziatywania
z nukleotydami ATP i ADP przeprowadzono analize SPR. Eksperyment zostal przeprowadzony
w podobny sposéb jak w rozdziale nr 4.3.2. Bialko HpDnaAstrep inkubowane bylo w dwéch
wersjach buforu KAC: z dodatkiem 3mM ATP oraz z dodatkiem 3mM ADP.
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A ATP-HpDnaAstrep vs ADP-HpDnastrep B ATP-HpDnaAstrep vs ADP-HpDnastrep
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Rysunek 27 Analiza oddzialywania biatka DnaA z DNA w zaleznosci od zwiazanego nukleotydu ATP lub ADP.
Reprezentatywne sensogramy analizy SPR przedstawiajace wptyw interakcji ATP-HpDnaAstrep i ADP-HpDnaAstrep
na oddziatywanie DnaA z regionami Bio-0riC1 oraz Bio-boksy2+3.

Tabela 15 Zestawienie warto$ci RUmax analizy SPR oddzialywania biatek ATP-HpDnaAstrep i ADP-HpDnaAstrep
z DNA.

Stezenie RU pnax RUmax RUmax RUmax
[nM] ATP-HpDnaAstrep | ADP-HpDnaAstrep | ATP-HpDnaAstrep | ADP-HpDnaAstrep
Bio-oriC1 Bio-boksy 2+3
16 17,2 51 70,8 31,8
32 41,2 71 123,7 46,7
64 62,3 11,3 162,1 58,8

Analiza sensograméw otrzymanych dla biatka HpDnaAstrep inkubowanego z ATP lub ADP
wykazala, ze w przypadku inkubacji DnaA z ATP ok. 5 razy wiecej czasteczek biatka oddziatuje
z Bio-0riC1 i ok 4 razy wiecej z Bio-boksy2+3, we wszystkich analizowanych stezeniach biatka.
Réznice w oddziatywaniu z DNA z biatkiem HpDnaAstrep pokazuje, Ze biatko DnaA zwigzane
z ATP wykazuje wieksze powinowactwo do rozpoznawanego DNA. Swiadczy to o tym, ze

aktywnos¢ biatka DnaA moze by¢ regulowana na drodze zaleznej od ATP.

4472 Analiza SPR oddzialywania HpDnaAR334Astrep i HpDnaAR285Astrep
z DNA

Powierzchniowy rezonans plazmonowy wykorzystano réwniez do zbadania wplywu mutacji

aminokwaséw odpowiedzialnych za oddzialywania z ATP na zdolnos¢ wigzania biatka DnaA
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zDNA. Wyniki otrzymane dla bialek HpDnaAR285Astrep oraz HpDnaAR334Astrep

poréwnano z wynikami oddzialywan biatka dzikiego typu.
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Rysunek 28 Analiza oddzialywania wariatow biatka DnaA z DNA. Reprezentatywne sensogramy analizy SPR
przedstawiajgce oddzialywanie biatek HpDnaAR334Astrep o HpDnaAR285Astrep z regionami Bio-oriC1 oraz Bio-
boksy2+3. Prezentowane sensogramy zostaly pomniejszone o wartosci otrzymane dla oddzialywan niespecyficznych
pomiedzy bialkami a regionami bez bokséw DnaA - Bio-Hp-0180 oraz Bio-bez_bokséw
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W przypadku bialek HpDnaAstrep, HpDnaAR285Astrep i HpDnaAR334Astep, poréwnanie ze
soba oddzialywania DnaA-DNA, nie wymagalo przeliczenia mas tak jak przy bialkach
o zmienionych skltadach domenowych (rozdzial 4.3.2). Poréwnujac ze soba otrzymane
sensogramy, zaobserwowano, ze biatka HpDnaAR285Astrep oraz HpDnaAR334Astrep
oddzialywaly z DNA podobnie (zaréwno z Bio-oriCI iz Bio-boksy2+3 wykazuja zblizone
wartosci RUnmax), ale znaczaco stabszej niz biatko HpDnaAstrep (nalezy zauwazy¢ rézne zakresy
stezert stosowanych dla zmutowanych i dzikiego). Dla bialek HpDnaAR285Astrep oraz
HpDnaAR334Astrep najwyzsze RU otrzymano dla najwyzszych analizowanych stezen - dla
stezenia biatka 1024nM w obu przypadkach RUmax wynosit okoto 55 RU dla Bio-0riC1I oraz ok 190
RU dla Bio-boksy2+3. W przypadku biatka HpDnaAstrep takie wyniki otrzymano dla stezenia
64 nM, czyli 16 razy mniejszego niz dla biatek zmutowanych w obrebie motywu AAA+. Mimo
podobnej sily wigzania bialek HpDnaAR334Astrep i HpDnaAR285Astrep réznig si¢ one
stabilnoscia komplekséw - oddzialtywania pomiedzy HpDnaAR285Astrep a DNA sa trwalsze
niz te miedzy HpDnaAR334Astrep a DNA.

443 Analiza mikroskopii elektronowej wplywu mutacji w obrebie motywu AAA+
na tworzenie komplekséw nukleoproteinowych

Aby zbada¢ wplyw oddzialywan zaleznych od ATP na tworzenie komplekséw DnaA

z dwuczlonowym regionem o0riC przeprowadzono analize mikroskopowa komplekséw

nukleoproteinowych tworzonych przez warianty HpDnaAstrep zmutowane w obrebie motywu

AAA+ (HpDnaAR285Astrep i HpDnaAR334Astrep) oraz HpDnaAstrep w obecnosci ADP. Na

rysunku nr 29 przedstawiono wyniki analizy statystycznej badanych komplekséw.
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CZASTECZKI PLAZMIDU
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Rysunek 29 Analiza mikroskopii elektronowej komplekséw nukleoproteinowych wariantéw biatka DnaA
zmutowanych w obrebie motywu AAA+. Opis tabeli jak przy rysunku nr 23.

Biatko HpDnaAstrep inkubowane z ADP (ADP-HpDnaAstrep) charakteryzuje si¢ zmniejszong
czestosciag wigzania z plazmidem w poréwnaniu z biatkiem HpDnaAstrep inkubowanym z ATP
(ATP-HpDnaAstrep) (odpowiednio 58,7% oraz 40,2% zwigzanych czasteczek plazmidu).
Zwigksza si¢ rowniez niespecyficznoé¢ oddziatywai DnaA-DNA - czesto$¢ obserwowania
nieswoistych interakcji wzrosta z 152% w obecnosci ATP do 28,8% w obecnosci ADP.
W przypadku wariantu biatka HpDnaAR334Astrep czesto$¢ wigzania DNA w obecnosci ATP
jest podobna do ADP-HpDnaAstrep, odpowiednio 42,9% i40,2%, co w poréwnaniu do biatka
ATP-HpDnaAstrep pokazuje spadek ok 15 punktéw procentowych (z 58,7%). Biatka ATP-
HpDnaAstrep i ATP-HpDnaAR334Astrep wykazuja podobna specyficznos¢ wigzania do DNA -
odpowiednio 15,2% i 19,3% obserwowanych kompleksow tworzylo sie w nieswoistych
miejscach. Mimo tego, ze biatka ATP-HpDnaAstrep, ADP-HpDnaAstrep oraz ATP-
HpDnaAR334Astrep w réznym odsetku wigza sie do DNA, to preferencyjnie oddziatywania
zachodza z podregionem o0riC2. Nalezy zauwazy¢, ze biatko ADP-HpDnaAstrep dwukrotnie
czesciej niz biatko ATP-HpDnaAstrep, wiaze region oriC1 (11,2% w stosunku do 5% dla ATP-
HpDnaAstrep). Natomiast biatko ATP-HpDnaAR334Astrep najczesciej wigze region oriC2
(47,7% vs 37,4% dla ATP-HpDnaAstrep oraz 37,6% dla ADP-HpDnaAstrep). Wariant biatka
z nieaktywnym palcem argininowym, odpowiedzialnym w biatku E. coli za oddzialywania
miedzy protomerami w oligomerze DnaA poprzez ATP, nie tworzy widocznych kompleksow

z porilori2. Nie mozna wykluczy¢, ze biatko ATP-HpDnaAR285Astrep oddziatluje z DNA,
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jednakze z powodu zaburzenia oddzialywan miedzy czasteczkami DnaA nie mozna
zaobserwowaé dostatecznie duzych komplekséw nukleoproteinowych. Z przeprowadzonych
analiz mozna wnioskowa¢, ze interakcja biatka DnaA z ATP jest istotna zaréwno dla wigzania
biatka z DNA jak i dla specyficznosci tych oddzialywan. Biatko DnaA zwigzane z ADP jest mniej
aktywne - rzadziej tworzy kompleksy, ktore czesciej sa niespecyficzne. Podobne oddziatywania
charakteryzuja biatko HpDnaAR334Astrep. Oddziatywania zachodzace za poSrednictwem palca
argininowego odpowiadaja za oligomeryzacje H. pylori DnaA, co jest widoczne jako utworzenie
widocznych komplekséw nukleoproteiniwych przez biatko dzikiego typu. Takich komplekséw

nie tworzy zmutowany wariant HpDnaAR285Astrep.

444 Analiza wplywu ATP na rozplatanie DNA przez biatko DnaA

Dotychczas nie ustalono jak oddziatywanie biatka DnaA H. pylori z ATP i z ADP wplywa na
rozplatanie helisy DNA przez bialko. W celu okreslenia réznic w aktywnosci rozplatania
w zaleznoéci od zwigzanego nukleotydu przeprowadzono testy rozplatania DNA przez
zmutowane w domenie III wersje biatka DnaA H. pylori oraz biatko typu dzikiego w obecnosci

ATPi ADP (rysunkinr 301i31) .
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Rysunek 30 Wyniki analizy rozplatania plazmidu porilori2 przez bialko HpDnaAstrep w zaleznosci od obecnosci ATP
i ADP. Opis analizy densytometrycznej jak przy rysunku nr 24

Poréwnujac intensywnoé¢ prazkéw (rysunek nr 30) odpowiadajacych nierozplecionemu
plazmidowi zaobserwowano zahamowanie rozplatania DNA przez biatko ADP-HpDnaAstrep
w stosunku do biatka ATP-HpDnaAstrep. Odsetek nierozplecionych czasteczek plazmidow
w przypadku ADP-HpDnaAstrep wynosit kolejno 97,4%, 95,9%, 91,1%, 84,9% oraz 86,9%, a dla
biatka ATP-HpDnaAstrep wynidst 86,1%, 78,5%, 47,1%, 46,8% 152,7%. Analiza wykazala, ze

biatko HpDnaAstrep jest aktywne w formie zwigzanej z ATP, natomiast zwiazanie z ADP
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powoduje zahamowanie aktywnosci biatka. Zaznaczy¢ nalezy, ze biatko HpDnaAstrep jest
oczyszczane w warunkach natywnych i by¢ moze niewielka frakcja czasteczek DnaA po

zakorniczeniu procedury wcigz wigze ATP, co moze wplywaé na wigzanie ADP przez

HpDnaAstrep.
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Rysunek 31 Wyniki analizy rozplatania plazmidu porilori2 przez warianty biatka DnaA zmutowanych w obrebie
motywu AAA+. Opis analizy densytometrycznej jak przy rysunku nr 24

Intensywnoé¢ prazkéw DNA otrzymanych w przypadku biatka HpDnaAR334Astrep
nieznacznie r6zni si¢ od wyniku rozplatania plazmidu przez HpDnaAstrep. Wraz ze wzrostem
stezenia bialko niezmutowane rozplatalo DNA w odsetku: 33,4%, 39,0% 88,3% i 87,9%, o kilka
punktow  procentowych wydajniej od zmutowanego bialkka HpDnaAR334Astrep
w analogicznych stezeniach odpowiednio 29,9%, 45,2%, 75,8% i 89,6%, przy czym dla
najwyzszego stezenia réznica w rozplataniu byla najmniejsza. Obserwacja ta pozwala
wnioskowag, ze biatko niezdolne do hydrolizy ATP wykazuje zblizong aktywnos¢ rozplatania
DNA do biatka dzikiego typu. Zdecydowana réznice w zdolnosci rozplatania zaobserwowano
w przypadku HpDnaAR285Astrep. Bialko z nieaktywnym palcem argininowym wykazuje
bardzo niewielka zdolno$¢ do otwierania helisy. HpDnaAR285Astrep przy stezeniu 200nM
rozplata DNA w stopniu podobnym do HpDnaAstrep w stezeniu 25nM. Analiza rozplatania
wskazuje, ze reszta R261 (R285 E. coli) biatka DnaA jest istotna dla rozplatania DNAprzez DnaA,
prawdopodobnie z powodu oddzialywania DnaA-DnaA (oligomeryzacji biatka DnaA)
zachodzacego z udziatem ATP, istotnego dla tworzenia oczka replikacyjnego przez biatko DnaA

H. pylori.
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45 Analiza wplywu syntezy wariantéw bialek DnaA zmutowanych

w obrebie motywu AAA+ Helicobacter pylori

4.5.1 Przygotowanie szczepdw H. pylori syntezujacych zmutowane warianty biatka
DnaA
Delecja genu dnaA jest letalna dla Helicobacter pylori (Zawilak et al. 2003); podobnie letalna moze

by¢ mutacja aminokwaséw istotnych dla funkcji DnaA. Mutageneza H. pylori nastrecza sporo
trudnosci z powodu krétkich ramion homologii wykorzystywanych przez bakterie do
rekombinacji homologicznej, a tym samym ich duza zdolno$¢ do ominiecia mutacji podczas
rekombinacji homologicznej. Skutkuje to wprowadzeniem kasety opornosci bez wprowadzenia
mutacji i powstaniem licznych falszywie pozytywnych klonéw, czyli klonéw opornych na
antybiotyk selekcyjny, ale niezmutowanych w zaplanowanym miejscu. Dlatego do analizy
wplywu mutacji dnaAK1781, dnaAR285A oraz dnaAR334A na wzrost H.pylori wybrano
dwuetapowq strategie mutagenezy polegajaca na wprowadzeniu zmutowanego genu dnaA na
plazmidzie z pézniejszym usunigciem dzikiego genu dnaA z natywnego locus (Zawilak-Pawlik
et al. 2007). Zaleta tej strategii byla tez mozliwos¢ indukowanej ekspresji genu, a zastosowanie
dwoéch dostepnych plazmidéw ekspresyjnych, pILL2150strep i pILL2157strep, pochodnych
plazmidéw pILL2150 i pILL2157, umozliwilo syntezowane biatek na dwoéch poziomach,
odpowiednio: niskim, poréwnywalnym z natywnym, oraz wysokim, wyzszym od natywnego

(Boneca et al. 2008, Zawilak-Pawlik, dane nieopublikowane, zatacznik nr 7).

Przygotowano plazmidy ekspresyjne, zawierajace zmutowane geny dnaA, kodujace biatka DnaA
zmutowane w obrebie motywu AAA+ oraz biatko dzikiego typu z metky Strep-Tag na
C-koricu biatka DnaA (rozdzial 3.6.2.1, tabela nr 5). W pierwszym etapie mutagenezy do komoérek
H. pylori szczepu N6 wprowadzono przygotowane plazmidy serii pILL2150strep oraz
pILL2157strep. Jako kontrole, czy obecnoé¢ plazmidu nie zakléca wzrostu bakterii,
przygotowano szczepy N6 z wprowadzonymi pustymi plazmidami pILL2150strep oraz
pILL2157strep (tabela nr 16). Do transformacji (rozdzial 3.4.3.2.1) wykorzystano naturalng
zdolnoé¢ H. pylori do przyjmowania obcego DNA (ang. natural uptake). Komoérki transformowano

plazmidami izolowanymi z E. coli MC1061.
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Tabela 16 Plazmidy uzyte do transformacji szczepu N6 oraz powstate szczepy H. pylori.

NAZWA PLAZMIDU ZASTOSOWANEGO

NAZWA SZCZEPU POWSTALEGO

DO TRANSFORMAC]I PO TRANSFORMAC]I
pILL2150strep N6 2150strep
pILL2150HpDnaAstrep N6 2150DnaAstrep
pILL2150HpDnaAK178Istrep N6 2150DnaAK178lIstrep
pILL2150HpDnaAR285Astrep N6 2150DnaAR285Astrep
pILL2150HpDnaAR334Astrep N6 2150DnaAR334 Astrep
pILL2157strep N6 2157strep
pILL2157HpDnaAstrep N6 2157DnaAstrep
pILL2157HpDnaAK178Istrep N6 2157DnaAK178lIstrep
pILL2157HpDnaAR285Astrep N6 2157DnaAR285Astrep
pILL2157HpDnaAR334Astrep N6 2157DnaAR334Astrep

Po transformacji H. pylori plazmidami niosagcymi dodatkowe kopie genu dnaA i wektorami

kontrolnymi uzyskano kolonie oporne na chloramfenikol. Sprawdzono, czy wprowadzono do

komérek odpowiednie wersje genu. W tym celu z poszczegdlnych kolonii izolowano genomowy

DNA, przeprowadzono reakcje PCR ze starterami: pILL50_57rev i Fw_pILL2150 dla matryc
pochodnych pILL2150strep, pILL50_57rev i Fw_pILL2157 dla matryc pochodnych pILL2157strep

(rysunek nr 32). Uzyskano produkty PCR o spodziewanych wielkosciach zgodnie z danymi

w tabeli nr 17.

Tabela 17 Oczekiwane wielkosci produktéw reakcji PCR przeprowadzanych w celu weryfikacji poprawnosci
otrzymanych szczepéw i przebiegu procesu delecji genu dnaA z chromosomu.

ZASTOSOWANE MATRYCA GENOMOWEGO DNA SPODZIEWANA WIELKOSC
STARTERY UZYTEGO DO REAKCJI PCR PRODUKTU PCR
N6 2150DnaAstrep
pILL50_57rev N6 2150DnaAK178lIstrep 1486 pz
Fw_pILL2150 N6 2150DnaAR285Astrep
N6 2150DnaAR334 Astrep
N6 2150strep 121 pz
N6 2157DnaAstrep
N6 2157DnaAK178Istrep
E%BIOL—E;;; N6 2157DnaAR285Astrep 1499 pz
-P N6 2157DnaAR334Astrep
N6 2157strep 134 pz
Iégi?;g%ea‘;;ﬁ; op-Xhol Wszystkie matryce 1371 pz
Jezeli nie zaszla delecja dnaA z locus
1527 Rv Wszystkie matryce na chromosomie: 2282 pz
1530_Fw Jezeli zaszta delecja dnaA z locus na
chromosomie: 1679 pz
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Zai‘gsrg;”e pILL50_57rev i Fw_plLL2150 PILL50_57rev i Fw_plLL2157

Matryca PCR
genomowy DNA
szczepu:

Rysunek 32 Wyniki reakcji PCR sprawdzajacych obecno$é wprowadzanych plazmidéw serii pILL2150strep oraz
pILL2157strep w komoérkach H. pylori. Nad zdjeciem zelu zaznaczono pary starteréw wykorzystane do powielenia
fragmentu DNA. M - wzorzec mas DNA GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder, liczby lub litery nad $ciezkami zelu
oznaczajq niezalezne klony.

Produkty reakcji PCR trawiono enzymami restrykcyjnymi (rysunek nr 33), ktére réznie trawiq

gen dnaA w zaleznosci od wprowadzonej mutacji (rysunek nr 14).
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b“’ ‘ow ‘o‘\l ‘O‘\!
<> <> <> <>

10 11 12 13 14 15 16

— —
-

zastosowane
enzymy restrykcyjne: Sau3Al BsuRI Nsbl Sau3Al Sau3Al  BsuRIl  Nsbl Sau3Al

Rysunek 33 Wyniki trawienia produktéw PCR (produkty reakcji przedstawiono na rysunku nr 32). Ponizej zdjecia
Zelu zaznaczono zastosowane enzymy restrykcyjne. M - wzorzec mas DNA GeneRuler 1kb Plus Ladder.

Analiza wielkosci otrzymanych prazkéw potwierdzila obecnosé przygotowanych plazmidéw

oraz otrzymanie zmutowanych szczepéw N6 zgodnie z tabela nr 16.

Dodatkowo sprawdzono, czy w komérkach uzyskanych szczepéw znajduja sie dwie wersje genu
dnaA: kodowany na chromosomie oraz na plazmidzie. W tym celu na wyizolowanym
genomowym DNA przeprowadzono reakcje PCR ze starterami Hp1529rev_dstop_Xhol oraz
HP1529BamHI hybrydyzujacymi odpowiednio do 3’ i 5" korica genu dnaA, niezaleznie, od tego
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czy gen znajdowat sie na chromosomie czy plazmidzie (rysunek nr 34). Nastepnie produkty PCR

trawiono enzymami restrykcyjnymi rozrézniajagcymi zmodyfikowane wersje genu dnaA (rysunek

nr 35).
zastosowane Hp1529rev_dstop_Xhol i HP1529BamHI
startery:
o~ Q o~ o
& & & & & &
) ) < ) 2 )
s g N3 5 g ¥
R P o R & & S N
& Y & N £ & 0o N
2 < Q < 2 < & o
& & & & ] sl & & & ]
Matryca PCR § § § § &2 § & § & &L
2] 9
genomowyDNA & & & & § & &£ &£ £ &
. N N
szczepu: & N N & & n v g b o
B S S 55 £ 3 S S 53 o
M 1 2 3 4 5 6 7 8 A B M 9 10 11 12 13 14 15 16 C D
. =

500 —

Rysunek 34 Wyniki reakcji PCR powielajacych wszystkie kopie genu dnaA obecne na chromosomie oraz
wprowadzonym plazmidzie. Nad zdjeciem zelu zaznaczono pary starteréw wykorzystane do powielenia fragmentu
DNA. M - wzorzec mas DNA GeneRuler 1kb DNA Ladder.
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zastosowane >
enzymy restrykcyjne: Sau3Al BsuRI Nsbl Sau3Al Sau3Al  BsuRI  Nsbl Sau3Al

Rysunek 35 Wyniki trawienia produktéw reakcji PCR (przedstawionych na rysunku nr 34). Pod zdjeciem zelu
zaznaczono zastosowane enzymy restrykcyjne. M - wzorzec mas DNA GeneRuler 1kb DNA Ladder.

W reakcji PCR uzyskano fragmenty DNA o spodziewanej wielkoéci 1371 pz. Analiza wielkosci
prazkéw uzyskanych po trawieniu produktéw PCR wykazala, Zze otrzymano mieszanine
produktow. Oprocz charakterystycznych dla analizy restrykcyjnej prazkéw uzyskiwanych
w przypadku trawienia powielonego genu zmutowanego, widaé¢ sygnaly odpowiadajace
wielkoscia niestrawionemu dzikiemu genowi dnaA (dzika wersja genu nie posiada miejsc
trawienia BsuRI i Nsbl oraz charakteryzuje sie inng lokalizacja miejsc Sau3AlI).

Uzyskane szczepy H. pylori wykorzystano w dalszych etapach analizy, w ktérych podjeto probe

usuniecia genu dnaA z dzikiego locus na chromosomie (rozdzial nr 4.1.2). Zastosowano metode
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rekombinacji homologicznej typu podwoéjnego crossing over, wymieniajac gen dnaA na kasete
opornosci na kanamycyne, przy réwnoczesnej syntezie biatka DnaA na matrycy genu dnaA
wprowadzonego na plazmidach (rysunek nr 36). W tym celu do juz zmodyfikowanych szczepoéw

wprowadzono wektor samobdjczy pILL2284 (tabela nr 18)
Tabela 18 Nazwy szczepéw N6 H. pylori otrzymanych po prébie delecji genu dnaA

NAZWA SZCZEPU PRZED DELECJA GENU dnaA NAZWA SZCZEPU PO DELECJI GENU dnaA
N6 2150strep N6 2150strepA
N6 2150DnaAstrep N6 2150DnaAstrepA
N6 2150DnaAK178lstrep N6 2150DnaAK178IstrepA
N6 2150DnaAR285Astrep N6 2150DnaAR285AstrepA
N6 2150DnaAR334Astrep N6 2150DnaAR334AstrepA
N6 2157strep N6 2157strepA
N6 2157DnaAstrep N6 2157DnaAstrepA
N6 2157DnaAK178lstrep N6 2157DnaAK178IstrepA
N6 2157DnaAR285Astrep N6 2157DnaAR285AstrepA
N6 2157DnaAR334Astrep N6 2157DnaAR334AstrepA

druga kopia genu 5
na plazmidzie z serii K cmetor HpDnaAstr ep fd terminator
pILL2150strep lub pILL2157strep

starter 1527_Rv
—_—

chromosom Hp1529 dnaA

PCR: 2258 pz
—_—

—

lazmid plILL2284
kana ®

podwajny
crossing-ove|

starter 1527 _Rv
———

PCR: 1679 p

starter 1530_Fw

druga kopia genu fd t inat
maplazeds s waerl lac promotor HpDna Astrep erminator
pILL2150strep lub plLL2157strep

Rysunek 36 Schemat wymiany genu dnaA na chromosomie na kasete kanamycynowq metoda podwdjnego crossing
over. Na schemacie oprécz ukladu genéw na chromosomie oraz plazmidzie pILL2284, zaznaczono startery stosowane

do sprawdzenia wydajnosci wymiany. Na schemacie zaznaczono miejsca hybrydyzacji starteréw stosowanych do
kontroli delecji genu dnaA z dzikiego locus.
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Z otrzymanych transformantéw (tabela nr 18) opornych na kanamycyne i chloramfenikol
izolowano genomowy DNA i w reakcji PCR, z zastosowaniem starteréw 1527_Rv oraz 1530_Fw
sprawdzano, czy zaszla wymiana genéw w obrebie dzikiego locus dnaA na chromosomie.
Wymiane mozna stwierdzi¢, gdy w wyniku reakcji PCR powstaje produkt PCR o wielkosci
1679 pz zamiast produktu wielkosci 2258 pz powstajacego na matrycy dzikiego locus dnaA.
Réznica w wielkosci produktu PCR wynika z réznic wielkoéci genu dnaA (1371 pz) i kasety

opornosci na kanamycyne (795 pz).

zastosowane 1530_Fw i 1527_Rv
startery:
‘QQV ‘QQv QQV
S o N
A\ q,v' b,v' Q}Q
R ® o A
s & & #‘ >
A g s s R
Matryca PCR o L & & &
genomowe DNA q."@ q}@ q:f,Q K ‘i‘@
szczepu:
R ® & ® &

& & « >
s \a ' '
Matryca PCR Nl °¢° oo" & 6}@9
genomowy DNA ,\6\ ,\é\ \{,;\ ,f;\ ,33\
szczepu: Vv Vv Vv Vv Vv
S & & » o

Rysunek 37 Wyniki reakcji PCR sprawdzajacej, czy w dzikim locus na chromosomie zaszta wymiana genu dnaA na
kasete kanamycynowa. Nad zdjeciami zeli zaznaczono pare starteréw wykorzystang do powielenia fragmentu DNA.
M - wzorzec mas DNA GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder, liczby lub litery nad Sciezkami Zelu oznaczaja niezalezne
klony.

Analiza wielkosci otrzymanych produktéw PCR (rysunek nr 37) wykazala, ze dzika wersje genu
dnaA z chromosomu udato sie usunaé w niektérych klonach szczepéw N6 2150DnaAR285Astrep
(klony 7,8) N6 2157DnaAstrep (klony 17, 18, 19, 20), N6 2157DnaAR285Astrep (klony 21, 22, 23,
24), N6 2157DnaAR334Astrep (klon 26) N6 2157DnaAK178Istrep (klon 31). W przypadku szczepu
N6 2150DnaAstrep otrzymano mieszana populacje bakterii, z ktérych czes¢ przeprowadzita

proces podwoéjnego crossing over — otrzymano produkty PCR wielkosci 2258 pz (odpowiadajace
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obecnodci genu dnaA w dzikim locus) oraz 1679 pz (odpowiadajace obecnosci kasety
kanamycynowej w locus dnaA na chromosomie). Ponadto, dla kilku klonéw w reakcji PCR nie
otrzymano produktéw - by¢ moze zbyt duzy insert znajdowal sie pomiedzy stosowanymi
starterami. Moze to wskazywac na zajscie pojedynczego crossing over, czyli wbudowaniu w dzikie
locus catego plazmidu pILL2284, ktéry miat usuna¢ dzika wersje genu.

Na matrycy wyizolowanego genomowego DNA z kazdego klonu przeprowadzono réwniez
reakcje PCR majaca na celu potwierdzenie obecnoéci wprowadzonych wczesniej plazmidéw serii
pILL2150strep i pILL2157strep ze zmodyfikowanymi wersjami genu dnaA oraz kontrolnymi

pustymi wektorami (rysunek nr 38).

zastosowane pILL50_57rev i Fw_plILL2150
startery:
\g g
R R g
= X 9“0 v?“e ééoQ
S
& ‘13"3 s <®
Jf}' v?' \3' \;l' ¥
Matryca PCR K oo"’ °¢° Q@" &
genomowy DNA 8 K R KoM R
szczepu: Q‘L ,o‘lr Q:l' 6’1« 6"'
R < S *

SHStESOWERS pILL50_57rev i Fw_plLL2157

startery:
> \4
R
& e
g o o @
g ® s Q
& Q& & ¥ »>
2 g X o R
Matryca PCR o & S N o8
genomowy DNA qﬁ‘é\ ‘i‘é\ q',\é\ '\«"‘;\ q:f;\
szczepu:
P éb e@ e@ éﬁ éb

pz

Rysunek 38 Wyniki reakcji PCR sprawdzajacych obecno$¢ wprowadzonych plazmidéw serii pILL2150strep oraz
pILL2157strep w transformantach po prébie delecji genu dnaA z dzikiego locus na chromosomie. Nad zdjeciem zelu
zaznaczono pary starter6w wykorzystane do powielenia fragmentu DNA. M - wzorzec mas DNA GeneRuler 1kb Plus
DNA Ladder, liczby lub litery nad $ciezkami zelu oznaczajg niezalezne klony

Z analizy produktéw PCR wynika, Ze prawie we wszystkich klonach znajduja si¢ wektory serii

pILL2150strep lub pILL2157strep, poniewaz uzyskano produkty o spodziewanych masach
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czasteczkowych (tabela nr 17). Na matrycy genomowego DNA wyizolowanego z klonu nr 8
szczepu N6 2150DnaAR285Astrep nie uzyskano produktu PCR stosujac startery pILL50_57rev
i Fw_pILL2150. Reakcje PCR na matrycy genomowego DNA klonu nr 8 powtérzono
kilkukrotnie, za kazdym razem nie uzyskujac produktu PCR. Prawdopodobnie wersja genu dnaA
kodowana przez plazmid pILL2150DnaAR285Astrep ulegla trudnej do okreélenia modyfikacji
(np. wbudowaniu w nieznane miejsce na chromosomie) uniemozliwiajac otrzymanie produktu
PCR z zastosowaniem starteréw pILL50_57rev i Fw_pILL2150.

Trawiac produkty reakcji PCR uzyskane starterami pILL50_57rew i Fw_pILL2150/Fw_pILL2157
zweryfikowano, czy wprowadzone wektory posiadaja odpowiednie wersje genu dnaA (rysunek

nr 39).

zastosowane
enzymy restrykcyjne: Sau3Al BsuRlI Nsbl Sau3Al

zastosowane
enzymy restrykcyjne: Sau3Al BsuRI Nsbl Sau3Al

Rysunek 39 Wyniki trawieri restrykcyjnych produktéw reakcji PCR (rysunek nr 38) sprawdzajacych poprawnosé
wprowadzonych plazmidéw serii pILL2150strep oraz pILL2157strep w transformantach po probie delecji genu dnaA
z dzikiego locus na chromosomie. M - wzorzec mas DNA GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder
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Analiza trawien restrykcyjnych wykazata, ze szczepy N6 2150DnaAR285Astrep (klon 7), N6
2157DnaAR285Astrep (klony 21, 22, 23, 24), N6 2157DnaAR334A (klony 26, 27) oraz N6
2157DnaAK178Istrep (klon 31) zawieraja dzikie wersje genu dnaA. Prawdopodobnie doszlo
w tych klonach do wymiany wariantu zmutowanego genu dnaA na wersje dzika genu, badz

doszto do naprawy zmodyfikowanej wersji genu.

Nastepnie, podobnie jak przed proba delecji genu dnaA wektorem samobdjczym (strona nr 94),
po delecji genu dnaA, sprawdzono czy w komoérkach znajduja sie dwie wersje genu dnaA. W tym
celu przeprowadzono reakcje PCR ze starterami Hp1529rev_dstop_Xhol oraz HP1529BamHI,

a otrzymane produkty strawiono odpowiednimi enzymami restrykcyjnymi (rysunki nr 40 i 41).

zastosowane Hp1529rev_dstop_Xhol i HP1529BamHlI
startery: > -
s Q
& & &
\vg (QV' “V' Q,\"
& o® o R
X < Q& + >
g ol o X R
o(‘ o(‘ N 00 éé
Matryca PCR N & & & o
N N N N N
genomowy DNA o/ a9 O a a9
szczepu: S o o & P
g M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 A B
15007 S oy e e G - — — - - - - - - - - —
1000—
700—
500— o
g >
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& < & N+ >
o ° S ° &
Matryca PCR Ay QA A A A
N N N N N
genomowy DNA ¢, 2 9 a a9
szczepu: o L & < S
M 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 C D
Pz

— .
15007 5 e - - — - - - - - - e -
1000~
700
500—

Rysunek 40 Wyniki reakcji PCR powielajacych wszystkie kopie genu dnaA obecne na chromosomie oraz
wprowadzonym plazmidzie w transformantach po probie delecji genu dnaA z dzikiego locus na chromosomie. Nad
zdjeciami zeli zaznaczono pare starteréw wykorzystang do powielenia fragmentu DNA. M- wzorzec mas DNA
GeneRuler 1kb DNA Ladder.
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zastosowane
enzymy restrykcyjne: Sau3A BsuRI Nsbl Sau3A

zastosowane
enzymy restrykcyjne: Sau3A BsuRl Nsbl Sau3A

Rysunek 41 Wyniki trawien restrykcyjnych produktéw reakcji PCR przedstawionych na rysunku nr 40. M - wzorzec
mas DNA GeneRuler 1kb DNA Ladder.

Z analizy restrykcyjnej oraz wczesniejszych wynikéw poszczegolnych reakcji PCR wynika, ze
otrzymano tylko jeden szczep, ktéry zamiast genu dnaA w dzikim locus chromosomalnym
mialby kasete opornosci na kanamycyne i syntezowal bialko DnaA zmutowane w obrebie
motywu AAA+ zgenu wprowadzonego na plazmidzie pILL2150strep lub pILL2157strep.
Swiadczy o tym obecnosé¢ prazkéw DNA odpowiadajacych wielkoscia produktom PCR dzikiego
genu dnaA:

e Szczepy z rekombinowanym genem dnaAstrep (N6 plLL2150DnaAstrep i N6
pILL2157DnaAstrep): analizg restrykcyjna nie mozna rozrézni¢ genu rekombinowanego
od natywnego. Wyniki reakcji PCR z zastosowaniem starteréw na chromosomalne locus
dnaA wykazaly, ze dla klonéw 1-3 (seria pILL2150strep) otrzymano mieszang populacje

bakterii, w ktérej czed¢ miata usuniety gen dnaA z natywnego locus, a czeé¢ nie ulegta
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rekombinagji (rysunek nr 37). W klonach 17-20 (seria pILL2157strep) zaszla wymiana genu
dnaA na kasete kanamycynowa.

Szczepy z mutacja R285A (N6 pILL2150DnaAR285Astrep i N6 pILL2157DnaAR285Astrep):
dla klonéw 5 i 6 (seria pILL2150strep) otrzymano mieszang populacje, gdyz oprocz
prazkow charakterystycznych dla trawienia zmutowanego genu przez BsuRI wida¢ prazek
od dzikiego, niezmutowanego genu dnaA (ok 1500 pz) (rysunek nr 41), w pozostatych
klonach 7 -8 (seria pILL2150strep), 21-24 (seria pILL2157strep) otrzymano prazki DNA nie
ulegajace strawieniu, co $wiadczy o braku zmutowanej wersji genu, pomimo tego, ze dla
tych klonéw gen dnaA w chromosomalnym locus zostat zastgpiony kaseta kanamycynowa
(rysunek nr 37). Zmutowana wersja genu dnaA kodowana na plazmidzie
najprawdopodobniej zostala naprawiona.

Szczepy z mutacja R334A (N6 pILL2150DnaAR334Astrep i N6 pILL2157DnaAR334Astrep):
wszystkie klony z wyjatkiem 25 koduja dzika wersje genu dnaA, gdyz po trawieniu Nsbl
wciaz widoczny jest prazek ok 1500 pz - typowy dla dzikiej wersji genu; w klonie 25 brak
dzikiej wersji genu, poniewaz otrzymano wzdr trawienia typowy dla zmutowanego genu.
Z wynikéw PCR z zastosowaniem starteréw na chromosomalne locus dnaA, wynika, ze
w okolicy lokus dnaA zaszly nieokres$lone rearanzacje DNA (rysunek nr 37) - w reakcji PCR
nie otrzymano zadnego fragmentu DNA. Pomimo niewyjasnionych zmian w dzikim locus,
powielenie jednej, zmutowanej wersji genu dnaA na matrycy genomowego DNA swiadczy
o tym, ze gen dnaAR334A jest jedyna kopia genu w klonie 25. Klon ten jednoczesnie jest
jedynym, w ktérym kopia dzika genu zostala zastagpiona zmutowana wersja genu.
Szczepy z mutacjg K178I (N6 pILL2150DnaAK178Istrep i N6 pILL2157DnaAK178IAstrep):
we wszystkich klonach widoczny jest prazek ok 700 pz typowy dla trawienia dzikiego typu
genu dnaA enzymem SauA3l, co $wiadczy o wystepowaniu dwoéch alleli genu dnaA
w analizowanych szczepach. Wyjatek stanowi klon 31, gdzie widoczny jest jedynie prazek

ok 700 pz, co wiadczy o obecnosci jedynie dzikiej wersji genu dnaA.
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4,52 Wozrost bakterii Helicobacter pylori w zalezno$ci od mutacji w obrebie motywu
AAA+

W zwigzku z niemozliwo$cig usunigcia genu dnaA z dzikiego locus z jednoczesnym zastapieniem

go wersja zmutowana kodowang na plazmidzie (jedynie w klonie 25 prawdopodobnie zaszly

pozadane zmiany), postanowiono zbada¢ wplyw obecnosci dodatkowych czasteczek biatka

DnaA o zmienionej charakterystyce oddzialywania z ATP na wzrost H. pylori.

W tym celu przeprowadzono hodowle szczepéw H. pylori N6 2150strep, N6 2150DnaAstrep,
N6 2150DnaAK178Istrep, N6 2150DnaAR285Astrep, N6 2150DnaAR334Astrep, N6 2157strep,
N6 2157DnaAstrep, N6 2157DnaAK178Istrep, N6 2157DnaAR285Astrep oraz
N6 2157DnaAR334Astrep z wprowadzonymi plazmidami niosagcymi zmienione wersje genu
dnaA oraz wektory kontrolne (pILL2150strep i pILL2157strep). Na stalym podlozu
poprowadzono hodowle w postaci niewielkich muraw. Ptynne hodowle szczepoéw H. pylori
(ODgoo okoto 0,6) najpierw rozcieficzono do ODspo=0,01 (ok 1,4-107 komoérek/ml, (wlasna
standaryzacja CFU, dane niepokazane)). Z otrzymanej zawiesiny wykonano serie rozciericzers od
102 do 108 razy. Na plytki z podlozem CBA z chloramfenikolem z dodatkiem IPTG i bez IPTG
naniesiono po 10 pl zawiesin rozciericzonych 104 - 108 razy, otrzymujac minihodowle

o teoretycznej liczbie komorek odpowiednio 1400, 140, 14 oraz 1,4.

H. pylori hodowano zgodnie z procedurg (rozdziat 3.4.3.2 ). Wyniki minihodowli zamieszczono

na rysunku nr 42.
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Rysunek 42 Minihodowle szczepéw N6 H. pylori z wprowadzonymi plazmidami pILL2150strep oraz pILL2157strep
niosacymi zmutowane wersje genu dnaA oraz dziki dnaA i pusty plazmid jako kontrole. Czeé¢ lewa: minihodowle
szczep6w z wektorami serii pILL2150strep. Czes¢ prawa: minihodowle szczepéw z wprowadzonymi wektorami serii
pILL2157strep. A: Podloze bez induktora IPTG, B: Podloze z 0,1 mM IPTG.

Pokazano reprezentatywne wyniki.

W przypadku szczepéw, w ktérych synteza zmodyfikowanych bialek zachodzi z plazmidéw
serii pILL2150strep zaobserwowano intensywniejszy wzrost komoérek szczepéw N6 2150strep
oraz N6 2150DnaAR285Astrep. W trakcie hodowli zaobserwowano, ze szczepy
N6 2157DnaAK178Istrep oraz N6 2157DnaAR285Astrep na podiozu bez induktora rosna
w zblizony spos6éb do szczepéw kontrolnych N6 2157strep oraz N6 2157DnaAstrep. Szczep
N6 2157DnaAR334Astrep w tych warunkach roénie nieznacznie lepiej. Natomiast po dodaniu do
podloza induktora IPTG szczepy z dodatkowymi zmodyfikowanymi biatkami syntezowanymi
z plazmidéw serii pILL2157strep nie wzrastaly, poza kilkoma koloniami szczepu
N6 2157DnaAR334Astrep. Wskazuje to, ze synteza zmutowanych form biatka DnaA, pomimo
obecnosci dzikiej wersji biatka DnaA, jest letalna. Rodzaj wprowadzonej mutacji, czyli mutacje
miejsc kluczowych dla wigzania/hydrolizy /oddzialywania z ATP, sugeruje Ze za efekt letalnosci

odpowiada zaburzona regulacja aktywnosci biatka zalezna od ATP/ADP.
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5. DYSKUSJA WYNIKOW

Celem niniejszej pracy byla charakterystyka biatka DnaA H. pylori, ze szczeg6lnym naciskiem na
poznanie roli domen I i III w oddzialywaniach miedzybiatkowych zachodzacych podczas
tworzenia kompleksu inicjujacego replikacje chromosomu bakteryjnego. Problem podjeto,
poniewaz dotychczas prowadzone badania nad inicjacja replikacji chromosomu H. pylori
skupialy sie przede wszystkim na chromosomalnym regionie oriC, a wigkszoé¢ danych
dotyczacych biatka DnaA odnosila sie do jego C-koricowej domeny IV odpowiedzialnej za
wiagzanie DNA (Zawilak et al. 2001; Zawilak-Pawlik et al. 2005; Donczew et al. 2012). Dotychczas
otrzymano jedynie krysztal domeny I DnaA H. pylori w kompleksie z biatkiem HobA (Natrajan
et al. 2009). Mimo znaczacych réznic w sekwencji aminokwasowej biatka DnaA H. pylori a jego
homologami z E. coli, B. subtilis i M. genitalium, dla ktérych réwniez rozwigzano struktury
krystaliczne domeny I, struktura przestrzenna jest wysoce zblizona (rysunek nr 7). Podobieristwo
strukturalne, przy jednoczesnej réznicy sekwencji aminokwasowej, moze $wiadczyc
o molekularnych réznicach oddzialywania biatek DnaA H. pylori ze sobg w poréwnaniu do

dobrze scharakteryzowanego biatka DnaA E. coli.

Duza homologia sekwencji aminokwasowej domeny III biatek DnaA wielu gatunkéw bakterii
sugeruje réwnie duza homologie funkcjonalna domeny, w tym réwniez podobne oddziatywania
miedzyczasteczkowe. Jednak brak u H.pylori wielu genéw homologicznych do genéw
kodujacych biatka E. coli oddziatujacych z domeng III, moze wskazywac¢ na znaczace réznice

w sposobie regulacji aktywnosci biatka DnaA H. pylori.

Okreslenie oddziatywan zachodzacych z udziatem domen I i III pozwoli na lepsze zrozumienie

podstawowych proceséw komoérkowych H. pylori, szczegdlnie procesu inicjacji replikacji.

5.1 Oczyszczanie rekombinowanych bialek DnaA

Oczyszczenie rekombinowanych wariantéw biatka DnaA H. pylori bylo niezbedne do
przeprowadzenia szeregu analiz majacych doprowadzi¢ do okreélenia rél domen I i III
w procesie tworzenia kompleksu inicjujacego replikacje chromosomu H. pylori. Kluczowe dla
powodzenia projektu bylo otrzymanie preparatéw biatkowych o wysokim stopniu czystosci oraz

w ilosci wystarczajacej do przeprowadzenia wielu analiz in vitro. Poniewaz preparaty biatka
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uzyskiwane byly w buforach o duzym stezeniu glutaminianu potasu, ktéry zapewnial im
stabilnos$¢ i rozpuszczalno$¢ w trakcie procesu izolacji oraz przechowywania, istotne byto
oczyszczenie biatek w stosunkowo wysokim zakresie stezer: 1 - 2 pg/ ul. Kluczowe bylo
dobranie odpowiednich warunkéw ekspresji oraz oczyszczania. Zastosowano system
ekspresyjny pET w komérkach BL21, a oczyszczanie przeprowadzano za pomocg chromatografii
powinowactwa do zloza Strep-Tactin (rozdzial 3.6.2.2). Podczas préb oczyszczenia
rekombinowanych bialek zauwazono, ze syntezowanie ich w temperaturze ok 10°C znaczaco
zwieksza ich rozpuszczalno$é, aco za tym idzie, ulatwia ich izolacje. Podczas oczyszczania
bardzo waznym etapem okazalo sie rozcienczenie supernatantu nakladanego na zloze -
pozwalalo to unikngé agregowania bialek i wytracania ich podczas wiazania. Agregacja
i wytracenie bialek podczas procedury oczyszczania ma tez aspekt ekonomiczny, w przypadku
wszystkich wariantéw biatka DnaA agregaty bialkowe sa niemozliwe do usuniecia ze zloza
podczas standardowej procedury regeneracji zloza, co uniemozliwia jego ponowne
wykorzystanie. Dodatkowo istotny wplyw na zwiekszenie wydajnosci izolacji biatek miat dobér
odpowiedniego stezenia glutaminianu potasu oraz ustawianie pH stosowanych buforéw o 1
mniejszego lub wiekszego od pl biatka, ale mieszczacego sie¢ w zakresie 7,5-8,5 (wartosci pH

polecane przez producenta zloza) (tabele nr 9 i 10).

Nalezy zauwazy¢, ze do ré6znych wariantéw biatka DnaA nalezalo dobra¢ stezenie czynnika
zmniejszajacego agregacje, czyli glutaminianu potasu. Dla biatka HpDnaAlIIl-IVstrep stezenie
wynosilo az 400mM, poniewaz przy nizszych stezeniach prawie cala iloé¢ biatka agregowata
tworzac nierozpuszczalne kompleksy. Najmniejszych stezeri glutaminianu sodu uzywano dla
wariantéw HpDnaAlVstrep oraz HpDnaAlI-II-IVstrep (150mM). Dla biatek pelnej dtugosci oraz
domen I-II zastosowane stezenie glutaminianu potasu bylo nieznacznie wyzsze - 200mM. Te

réznice sugeruja, ze sktad domenowy biatka DnaA jest istotny dla zachodzacych oddziatywan.

Nalezy zauwazy¢, ze punktowa mutacja w biatku HpDnaAK178Istrep spowodowata spadek
rozpuszczalnoéci biatka, co w konsekwencji uniemozliwilo izolacje tego wariantu oraz
przeprowadzenie analiz in vitro. Potwierdzono synteze i rozpuszczalnoé¢ biatka w komoérkach
w warunkach testowych (hodowla 50 ml) jak i preparatywnych (hodowla 1I) (rysunek nr 17).
Probleméw nastreczalo agregowanie biatka podczas izolacji z hodowli o preparatywnej (rozdziat
4.2). Probe izolacji biatka podejmowano wielokrotnie zmieniajac warunki izolacji m.in. poprzez

zwigkszenie stezenia stosowanego glutaminianu (do 400 mM), zwigkszenie stezenia NaCl
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w buforze, zastapienie NaCl solag KCl w ré6znych stezeniach. Sprawdzono réwniez kilka innych
warunkéw syntezy biatka, m. in. synteze indukowang réznymi stezeniami IPTG, hodowle
bakterii po indukcji w temperaturach 30°C oraz 37°C. Niestety we wszystkich testowanych
warunkach izolacja nie przebiegla pomyslnie. Nie podjeto préb izolacji biatka w warunkach
denaturujacych, aby méc pézniej poréwnacé miedzy sobg wyniki analiz otrzymanych dla innych
wariantow biatka DnaA H. pylori wyizolowanych w warunkach natywnych. By¢ moze
zastosowanie substytucji lizyny 156 na inny aminokwas niz izoleucyna pozwoliloby na izolacje

biatka.

5.2 Charakterystyka domeny I biatka DnaA H. pylori

Dotychczasowe dane literaturowe dotyczace domeny I biatka DnaA H. pylori odnosily sie do jej
oddziatywan z biatkiem HobA oraz do struktury krystalicznej. W artykule (Natrajan et al. 2009)
badacze stwierdzili, ze domena I-II nie jest zdolna do oddzialywan z innag domena I-II. Stato to
w sprzecznosci z  wynikami  testow BTH  (bakteryjny system dwuhybrydowy)
przeprowadzonymi w naszym laboratorium (Zawilak-Pawlik, dane nieopublikowane), z ktérych
wynikato, Zze N-koniec biatka DnaA oddziatuje ze soba. Stalo sie to punktem wyjscia do badan

przeprowadzonych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej.

Test sieciowania bialek (rozdzial 4.3.1), w ktérym uzyto réwniez oczyszczonej domeny I-II,
potwierdzil oligomeryzacje N-koricow biatek DnaA H. pylori. Biatko HpDnaAIIl-IVstrep tworzy
tylko dimer natomiast HpDnaAstrep dimer i kompleksy wyzszych rzedow (w zwigzku
z ograniczeniami rozdzielczosci zelu trudno okredli¢ z pewnoscia czy to trimery, tetrametry czy
inne) podczas gdy HpDnaAl-Ilstrep tworzy dimery, trimery, tetrametry, pentamery i wyzsze
oligomery. Jak widaé, wieksza zdolnoé¢ do oligomeryzacji biatka HpDnaAstrep wynika

z polaczenia oligomeryzacji poprzez domeny III-IV oraz I-II.

Dalszym etapem badan bylo wyjasnienie roli oligomeryzacji domeny I w tworzeniu kompleksu

inicjujacego eplikacje chromosomu H. pylori.

Donczew et al. 2012 wykazali, ze oddzialywania pomiedzy czasteczkami biatka DnaA prowadza
do utworzenia kompleksu nukleoproteinowego pomiedzy podregionami oriC1 i oriC2, czego
widocznym efektem jest utworzenie petli DNA z genu dnaA znajdujacego sie pomiedzy

regionami oriC. Nie bylo jednak wiadomo, ktére domeny posrednicza w oddzialywaniach
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miedzy subkompleksami DnaA-oriC1 i DnaA-oriC2. Z przeprowadzonych analiz (rozdziat 4.3.4)
wynika, Ze za oddzialywania dalekiego zasiegu, jakie zachodzg pomiedzy oligomerami DnaA
utworzonymi na podregionach oriC, odpowiedzialne sa domeny I-II. Poréwnujac biatka
HpDnaAstrep i HpDnaAlll-IVstrep zauwazono ponad trzykrotny spadek czestosci tworzenia
petli przez biatko bez N-korica. Dodatkowo zestawiajac z opisanymi analizami wyniki otrzymane
dla biatka HpDnaAlI-II-IVstrep nalezy zauwazy¢, ze czesto$¢ pojawiania sie petli wzrasta
odpowiednio 1,5x oraz 4x w stosunku do bialek HpDnaAstrep i HpDnaAlIlI-IVstrep. Co istotne,
specyficzno$¢ powstajacych petli zapewniana jest przez obecno$¢ domeny III - w przypadku
biatka pelnej dtugosci 5,6%, biatka HpDnaAIII-IVstrep 6,6% a biatka HpDnaAI-II-IVstrep 61,7 %
petli tworzy sie w sposéb niespecyficzny, czyli wypetla DNA po zwiazaniu si¢ do innych miejsc

niz boksy DnaA w regionie oriC.

Tworzenie oligomeréw przez domene I-II wykazane w sieciowaniu oraz zmiana czestosci
powstawania petli w zaleznosci od obecnosci N-korica, potwierdzaja wczeéniej otrzymane
pozytywne wyniki analizy oddzialywan w systemie BTH. Pozytywne wyniki tych trzech analiz
pokazujg, ze domena I DnaA H. pylori homooligomeryzuje podobnie jak domena I DnaA E. coli
i domena I DnaA S. coelicolor (Majka, Zakrzewska-Czerwifiska, and Messer 2001; Weigel et al.
1999).

O istotnosci oddzialywani zachodzacych pomiedzy domenami I-II bialek DnaA H. pylori
$wiadcza rowniez wyniki analiz SPR i EMSA. Analiza SPR (rozdziat 4.3.2) wykazala, ze wigzanie
domeny IV DnaA z DNA jest wzmacniane przez obecno$¢ oligomeryzujacego N-korica biatka.
Ma to szczegélne znaczenie dla wigzania domeny IV do regionu oriCl - oddzialtywania
miedzybiatkowe zachodzace poprzez domeny I-II zapewniaja interakcje pomiedzy czasteczkami
biatka w tworzacym sie oligomerze, co skutkuje zwigzaniem sie wigkszej liczby czasteczek biatka
do DNA. Wskazuje to na kooperatywnosé¢ oddzialywarn DnaA-DnaA. Bardzo duze réznice
w liczbie wigzanych czasteczek sa widoczne przede wszystkim dla niskich stezeri stosowanych
biatek. Prawdopodobnie odpowiada to wczesnym etapom tworzenia sie kompleksu, gdy ilos¢
dostepnego do zwiagzania biatka ATP-DnaA wzrasta. Wyniki analizy SPR pokazuja tez, ze
oddziatywania zachodzace przy udziale N-korica biatka maja wplyw na stabilnos¢ kompleksu
DnaA-DNA. Taki wniosek mozna wysnu¢ z przebiegu krzywych otrzymanych dla
poszczegdlnych wariantéw biatka DnaA. Dla bialka HpDnaAstrep w fazie dysocjacji sygnat

otrzymywany z oddzialywan DnaA-DNA nie wraca na poziom wyj$ciowego 0 RU, w zaleznosci
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od zastosowanego stezenia biatka konicowy sygnal miesci sie w przedziale 8 - 25 RU (dla Bio-
oriC1) lub 21 - 50 RU (Bio-boksy2+3). W przypadku biatka HpDnaAIlII-IVstrep sygnat koficowy
w fazie dysocjacji dla obu wigzanych fragmentéw oscyluje w okolicy 10 RU. Otrzymanie duzo
nizszego sygnalu koricowego wskazuje na to, ze wieksza czes¢ komplekséw utworzonych przez
biatko HpDnaAlll-IVstrep rozpadla sie niz w przypadku bialkka HpDnaAstrep. Dla
HpDnaAlIVstrep wartosé¢ RU w koricowej fazie etapu dysocjacji dla obu wiazanych fragmentéw
jest bliska 0 RU. Analizujgc sensogramy otrzymane dla bialek HpDnaAlI-II-IVstrep oraz GST-
HpDnaAIV nalezy zauwazy¢, ze te biatka, podobnie jak biatko dzikiego typu, w fazie dysocjacji
nie osigga sygnatu wyjsciowego 0 RU. Dla wigzania fragmentu Bio-0riC1 koricowy sygnal wraz
ze wzrastajacym stezen biatek wynosi 4,2, 18,5, 1 39,8 RU dla HpDnaAI-II-IVstrep oraz 21,5, 27,1
i 34,4 RU dla GST-HpDnaAlIV. Dla fragmentu Bio-boksy 2+3 sygnaty wynosza kolejno 17,8, 38,3
i 38,4 RU dla HpDnaAI-II-IVstrep oraz 69,2, 79,3 1 79,3 RU dla GST-HpDnaAIV. Potwierdza to
wczesniejsza obserwacje, ze oligomeryzujacy N-koniec biatka DnaA zapewnia stabilizacje

utworzonych komplekséw DnaA-DNA.

Analiza migracji komplekséw nukleoproteinowych w zelu poliakrylamidowym (rozdziat 4.3.3)
pokazata, ze oddzialywania DnaA-DNA sa wypadkowa dwoéch rodzajéow interakcji biatko-
biatko. W przypadku oddziatywart HpDnaAlll-IVstrep oraz HpDnaAlIVstrep widag, ze tworzone
kompleksy biatko-FAM-oriC1, widoczne jako rozmyte sygnaly, nie sg tak stabilne i/lub
uporzadkowane, jak kompleksy otrzymywane dla HpDnaAlI-II-IVstrep i GST-HpDnaAIV
widoczne jako ostre prazki sygnalow. Natomiast w przypadku biatka HpDnaAstrep migracja
kompleksow to potaczenie obu sposobéw migracji - na tle rozmytych sygnaléw widaé réwniez
ostre prazki. Sugeruje to, ze domena I zapewnia oddzialywania stabilizujace tworzone
kompleksy oraz prawdopodobnie porzadkuje powstajacy oligomer w sposéb dotychczas nie

zbadany.

Testem rozplatania plazmidu porilori2 z natywnym miejscem oriC H. pylori (rozdziat 4.3.5)
wykazano, ze oddziatywania zachodzace za posrednictwem domeny I nie maja bezposredniego
wplywu na zdolnosé biatka DnaA do otwierania helisy DNA. W przeprowadzanych testach
poréwnywano wydajnoé¢ rozplatania DNA biatek HpDnaAstrep, HpDnaAlll-IVstrep oraz
HpDnaAlI-II-IVstrep. Z analizy otrzymanych wynikéw mozna wnioskowa¢, ze brak N-korica nie

wplywa znaczaco na otwieranie regionu DUE, ale ze to oddzialtywania zachodzace za pomoca
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domeny III zapewniajg bialku DnaA jego zdolnoé¢ do rozplatania. Réwniez w tym aspekcie

biatko DnaA H. pylori podobne jest do homologu z E. coli (Sutton et al. 1998).

5.2.1 Oddzialywania HobA-DnaA

Biatko HobA to dotychczas jedyne zidentyfikowane biatko oddzialujace z DnaA H. pylori.
Interakcje pomiedzy nimi zachodza poprzez domene I DnaA (Natrajan et al. 2009; Zawilak-
Pawlik et al. 2007). W analizach SPR wykazano, ze oddzialywanie HobA z DnaA stymuluje
wigzanie biatka inicjatorowego do regionu oriC1 (Zawilak-Pawlik et al. 2011). Dodatkowe analizy
oddzialywan HobA-DnaA przeprowadzone w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej pokazaly,
ze interakcje zachodzace pomiedzy biatkami skutkujg zwiekszong czestoscia wigzania DnaA do
DNA oraz tworzenia petli DNA (rozdziat 4.3.6). Nalezy zauwazy¢, ze wzrést nie tylko ogélny
odsetek tworzonych petli, lecz réwniez zwigkszyl si¢ procent niespecyficznych wypetlefi.
Zwiegkszenie iloéci niepoprawnych petli moze wynika¢ z ograniczerr zastosowanej metody -
kompleksy HobA-DnaA-DNA w mikroskopii elektronowej widoczne sa jako znacznie wieksze
kompleksy niz DnaA-DNA, mogace powodowaé dodatkowe zakrzywienie DNA, trudne do
okreslenia i zmierzenia. Dodatkowo tworzace sie petle maja bardziej ztozong strukture niz te
w kompleksach DnaA-HobA, co réwniez powoduje trudnosci w poprawnym zmierzeniu ich
dlugosci oraz dlugosci pozostatych fragmentéw plazmidu, potrzebnych do okreslenia miejsc

utworzenia sie oligomerdw.

Testy rozplatania plazmidu porilori2 przez biatko DnaA koinkubowane z HobA (rozdzial
43.6.2) pokazaly, ze zachodzace oddzialywania hamuja otwieranie regionu DUE,
w przeciwienistwie do interakcji DnaA-DiaA u E. coli stymulujacej rozplatanie DNA (Keyamura
et al. 2007). By¢ moze zmiany konformacyjne w postaci wiekszych oligomeréw i/lub bardziej
ztozonych petli uniemozliwiaja bialku DnaA otwarcie helisy. Taki efekt oddziatywari DnaA-
HobA moze by¢ sposobem na regulacje inicjacji replikacji. Jak dotad nie udato sie znalez¢
w dotychczas zsekwencjonowanych genomach szczepéw H. pylori homologéw innych biatek

odpowiedzialnych za regulacje inicjacji u E. coli.

53 Charakterystyka domeny IIl DnaA H. pylori

Dotychczas nie badano czy domena III biatka DnaA H. pylori charakteryzuje si¢ podobnymi

cechami strukturalno-funkcjonalnymi jak homolog E. colii W zwiazku z wysoka homologia
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sekwencji aminokwasowej domeny III H.pylori do homologicznej domeny DnaA E. coli
przypuszcza sie, ze poszczegolne aminokwasy istotne dla funkcji domeny III u E. coli pelnig te
same funkcje u H. pylori (rozdziat 1.3.1, tabela 3).

Zbadano wplyw mutacji wybranych aminokwaséw na aktywnos¢ biatka DnaA. Wybrano 3

aminokwasy i poddano je mutagenezie (tabela 19).

Tabela 19 Aminokwasy wybrane do mutagenezy

Aminokwas Aminokwas Zmienion
. Funkcja w E. coli DnaA w H. pylori ) ¥
u E. coli aminokwas

DnaA
Lizyna 178 Bierze udziat w wigzaniu nu.kleotydéw ATP lub 156 Izoleucyna
ADP przez biatko
Palec argininowy AAA+, rozpoznaje ATP,
Arginina 285 uczestniczy w oddziatywaniach 261 Alanina
domena IlI-domena III
S II AAA+, bi dzial hydrolizie ATP
Arginina 334 ensor werze udzial aydrofzie 310 Alanina
w systemach RIDA i DDAH

53.1 Wplyw oddzialywania bialka DnaA z nukleotydami ATP/ADP na jego
aktywnosé

Biatka DnaA naleza do rodziny bialek AAA+ - do swojej aktywnosci potrzebuja zwiazania

i hydrolizy ATP jako czynnika definiujacego konformacje biatka. ATP-DnaA jest forma aktywna,

tzn. ze zwigzanie tego nukleotydu pozwala biatku na rozpoczecie inicjacji replikacji (E. coli)

(Erzberger et al. 2002). Ponadto hydroliza ATP nie dostarcza energii, ale pelni funkcje regulatora

aktywnosci: zmiana ATP na ADP powoduje zmiany konformacyjne biatka. Hydroliza ATP

réwniez nie jest niezbedna do otwierania helisy DNA (Messer 2002).

Analiza SPR wykazala, ze biatko HpDnaAstrep zwigzane z ATP oddziatuje z Bio-oriCI nawet 5
razy silniej niz gdy jest zwiazane z ADP (rozdziat 4.4.1). W przypadku wigzana do Bio-boksy2+3
réznica pomiedzy formami ATP-HpDnaAstrep a ADP-HpDnaAstrep jest trzykrotna.
Zaobserwowane réznice sg zbiezne z wynikami analiz przeprowadzonych przez (Speck and
Messer 2001), ktérzy wykazali znaczne réznice pomiedzy wigzaniem DNA przez biatka ATP-
DnaA i ADP-DnaA E.colii W najwyzszym analizowanym stezeniu bialek DnaA stosunek
wigzania najsilniejszego boksu R1 przez ATP-DnaA/ADP-DnaA wynosi 2. Roéwniez test
rozplatania helisy DNA potwierdzil, ze stanem aktywnym biatka DnaA H. pylori jest forma

zwigzana z ATP (rysunek nr 30). Analiza wynikéw pokazala, ze bialtko zwigzane z ADP nie jest
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w stanie otworzy¢ regionu DUE - wydajnoé¢ rozplatania jest na poziomie natywnej
niestabilnosci helikalnej regionu bogatego w pary AT (rozdzial 4.4.4). W tym aspekcie biatka
DnaA H. pylori wykazuje podobieristwo do biatka DnaA E. coli, ktére rozplata dwuniciowy DNA
w formie zwigzanej z ATP a nie z ADP (Kaguni 2011) (dyskusja na temat roli ATP/ADP
w rozplataniu DNA przez DnaA ponizej). Intersujace sa obserwacje dotyczace tworzenia
kompleksow nukleoproteinowych (rozdziat 4.4.3). Biatko zwigzane z ADP charakteryzuje sie
obnizonym wigzaniem do plazmidu porilori2 o 18 punktéw procentowych, przy czym
preferencja dotyczaca regionu wigzania, oriC1 i/lub oriC2 pozostaje taka sama. HpDnaAstrep
zwigzane zaréwno z ATP i ADP preferencyjnie oddziatuje z 0riC2 (odpowiednio 37,4% i 37,6%
kompleksow). Natomiast réznica pomiedzy tymi stanami jest istotna dla tworzenia petli DNA.
ADP-HpDnaAstrep ponad dwukrotnie rzadziej tworzy poprawne petle w poréwnaniu do biatka
ATP-HpDnaAstrep. Poczynione obserwacje pozwalaja wnioskowaé, ze aktywnoé¢ rozplatania
biatka DnaA H. pylori jest zalezna od ATP oraz ze na jego zdolno$¢ do kooperatywnych
oddzialywan réwniez wplywa zwigzanie z odpowiednim nukleotydem. Mimo tego, ze
w analizie mikroskopowej ATP-HpDnaAstrep dwukrotnie rzadziej wiaze oriC1 niz ADP-
HpDnaAstrep (odpowiednio 5,0% i11,2% komplekséw), to w analizie SPR wykazuje duzo
silniejsze oddzialywanie (rozdziat 4.4.1). Jak wspomniano w rozdziale 4.3.3 domena I zapewnia
kooperatywnos¢  oddzialywarn DnaA-DnaA u H. pylori, ale najprawdopodobniej te
oddzialywania wymagaja odpowiedniego ulozenia w przestrzeni N-koricow Dbiatek, co
prawdopodobnie zapewniaja zmiany konformacyjne zwiazane z oddzialtywaniem z ATP/ADP.
Zaleznos¢ kooperatywnych oddzialywan od zwigzania przez biatko ATP jest typowa dla biatek
z rodziny AAA+, do ktorej nalezy biatko DnaA (Mott and Berger 2007). Nie mozna réwniez
wykluczy¢ innych czynnikéw mogacych mie¢ wptyw na kooperatywnosé. Nie wiadomo jak na
wigzanie bialek DnaA wptywa obecnosé¢ oriC2, zwlaszcza jaki wplyw wywiera na czasteczki
biatka zwigzane do oriCl. W najnowszych badaniach (Grimwade et al. 2018a) wykazali, ze
u E. coli przy zmutowaniu bokséw o nizszym powinowactwie do DnaA w regionie oriC na boksy
o wysokim powinowactwie, aktywnosc¢ biatka DnaA nie zalezy od rodzaju zwigzanego przez nie
nukleotydu (zmutowano boksy I i 1, preferencyjnie wigzane przez ATP-DnaA, tworzac region
oriCallADP zawierajacy boksy wigzane przez DnaA niezaleznie od ATP). W swoich analizach
autorzy wykazuja, ze dla zmutowanego regionu oriC nie ma znaczenia, ktéra forma biatka DnaA

(ATP-DnaA czy ADP-DnaA) oddzialuje z DNA, poniewaz obie sa zdolne do zwigzania
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wszystkich bokséw DnaA oraz rozplecenia regionu DUE. Co wigcej, mutanty biatka DnaA
niezdolne do wigzania ATP sa zdolne do inicjowania replikacji w mutancie E. coli posiadajacym
zmodyfikowany region oriCellADP. Sprawdzono réwniez jak przebiega inicjacja replikacji
chromosomu, jezeli w komérkach znajduje sie zmodyfikowany region oriC i dzika wersja biatka
DnaA. Analiza wykazala, ze w takich komoérkach inicjacja replikacji zachodzi wielokrotnie
czedciej niz w ukladzie dzikim. Wyniki przeprowadzonych eksperymentéw pokazuja, ze
zréznicowanie powinowactwa bokséw DnaA do biatka ATP-DnaA jest kluczowym czynnikiem
regulujacym inicjacje replikacji E. coli. W przypadku regionu oriC H. pylori réwniez istnieje
zréznicowanie powinowactwa bokséw DnaA do DnaA - cze$¢ bokséw jest wigzana jedynie
przez biatko ATP-DnaA (Jaworski, dane nieopublikowane, rysunek nr 9). Prawdopodobnie takze
u tej bakterii oddzialywania DnaA-DNA zalezne od ATP sa mechanizmem regulacji inicjacji

replikacji.

5.3.2 Wplyw mutacji w obrebie motywu AAA+ na aktywno$¢ biatka DnaA

Bialka HpDnaAR285Astrep oraz HpDnaAR334Astrep poddano analizie SPR. W ten sposoéb
zbadano wigzanie wspomnianych bialek do DNA zawierajacego 0riC1 oraz boksy2+3 (rozdziat
4.4.2). Oba biatka wykazaly bardzo niskie powinowactwo zaréwno do fragmentu Bio-0riC1 jak
i Bio-boksy2+3. 64 nM biatko HpDnaAstrep dato odpowiedZ RUmax ok 60 RU dla wigzania Bio-
0riC1 oraz 160 RU Bio-boksy2+3. Poréwnywalne wartosci dla bialek HpDnaAR285Astrep oraz
HpDnaARB334Astrep otrzymano dopiero dla stezenia 1024 nM, czyli 16 razy wyzszym niz dla
dzikiego biatka. Wyniki tej analizy pokazuja, Ze zmienione oddziatywanie z ATP znaczaco obniza

zdolnos¢ DnaA do wigzania bokséw DnaA w regionie oriCI.

Zbadano réwniez zdolnoé¢ wariantéw biatka DnaA do rozplatania DNA (rozdzial 4.4.4). W tescie
rozplatania plazmidu porilori2 biatko HpDnaAR334Astrep wykazato zblizona aktywnosé do
biatka dzikiego, natomiast wariant HpDnaAR285Astrep dla najwyzszego analizowanego
stezenia (200 nM) wykazal aktywnos¢ zblizona do HpDnaAstrep w najnizszym stezeniu (25 nM).
Pozwala to wnioskowad, ze dla zdolnosci do otwierania helisy DNA w regionie DUE, a co za tym
idzie tworzenia oczka replikacyjnego, nie jest kluczowa zdolnoé¢ do hydrolizy ATP, ale przede

wszystkim zdolnos¢ do oddziatywan biatko-biatko zaleznym od ATP.

Analiza mikroskopowa tworzenia komplekséw nukleoproteinowych (rozdziat 4.4.3) pokazala,

ze czestod¢ wigzania wariantu HpDnaAR334Astrep do DNA jest mniejsza niz biatka dzikiego
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(odpowiednio 42,9% i 58,7% zwiazanych czasteczek plazmidu), przy jednoczesnym wzroscie
powinowactwa do regionu oriC2 - nastgpil wzrost czestosci tworzenia kompleksu na regionie
oriC2 z 37,4 % dla dzikiej wersji DnaA do 47,7% dla biatka zmutowanego. O blisko 15 punktéw
procentowych spadia czestoé¢ tworzenia poprawnych petli DNA przez HpDnaAR334Astrep
w stosunku do HpDnaAstrep. Prawdopodobnie jest to wynikiem zmiany powinowactwa biatka
do regionu oriC1 - zaburzone wigzanie tego regionu w SPR oraz wzrost czestoSci tworzenia
kompleksow na oriC2 wskazuje na zaburzenia oddzialywarn zachodzacych pomiedzy
subkompleksami DnaA-0riC1 i DnaA-oriC2 uniemozliwiajacych wypetlenie dnaA. W przypadku
biatka HpDnaAR285Astrep nie zaobserwowano tworzenia sie komplekséw na zadnym
z podregionéw oriC, co nie jest jednoznaczne z brakiem oddzialywann biatko-DNA.
Najprawdopodobniej brak oligomeryzacji za pomoca oddzialywania ATP jednego biatka DnaA
z palcem argininowy drugiego biatka (rysunek nr 29) nie pozwala na utworzenie trwatych

i widocznych komplekséw nukleoproteinowych.

Zbadano réwniez wplyw syntezy dodatkowych biatek DnaA o zmienionym powinowactwie do
ATP na wzrost H. pylori (rozdzial 4.5.2). Analiza wykazala, ze niskie stezenie dodatkowej
populacji zmutowanych biatek nie wptywa znaczaco na wzrost bakterii - indukowana synteza
wariantow DnaA z plazmidéw serii pILL2150strep oraz synteza biatek wynikajaca z ,, ciekniecia”
plazmidéw serii pILL2157strep (rozdzial nr 3.6.2.1) (synteza bialek na niskim poziomie nawet
bez dodatku induktora) nie zaburza wzrostu H. pylori. Natomiast wyzsze konicowe stezenie
zmodyfikowanych biatek HpDnaAK178Istrep, HpDnaAR285Astrep oraz HpDnaAR334Astrep
jest letalna dla bakterii.

Niezdolnosé¢ do otwarcia helisy DNA przez wariant biatka DnaA H. pylori z nieaktywnym palcem
argininowym jest wspélna z bialkiem DnaA E.coli (Kawakami et al. 2005). Oba biatka
w warunkach in vivo nie sa zdolne do inicjacji replikacji. Udato sie stworzy¢ szczep E. coli
w ktérym bezposrednio pokazano, ze biatko R285A nie moze zastapi¢ dzikiego DnaA - taka
substytucja w pozycji 285 jest letalna dla bakterii. W przypadku H. pylori jedynie w sposéb
posredni udalo sie wykazaé, ze nadmiar bialka z nieaktywnym palcem argininowym jest
szkodliwy. Pomiedzy mutantami biatka DnaAR285A E. coli i H. pylori wystepuje znaczaca
réznica: zmutowane biatko E.coli z podobnym powinowactwem jak biatko dzikie wigze
najsilniejszy boks DnaA. Biatko H. pylori zdecydowanie stabiej oddzialuje z DNA. Réznice

pomiedzy efektami homologicznych mutacji w biatku DnaA moga by¢ gatunkowo specyficzne.
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Biatka DnaAR334A E. coli i H. pylori prezentuja odmienne efekty przeprowadzonych mutacji.
Zmutowane biatko E. coli wykazuje zdolno$¢ do nadmiernej inicjacji replikacji (Nishida et al.
2002), podczas gdy zwiekszona synteza jego homologu H. pylori powoduje $émier¢ bakterii (by¢
moze z powodu zaburzenia inicjacji replikacji). R6znica pomiedzy biatkami moze wynika¢
z faktu zaangazowania argininy 334 E. coli w hydrolize ATP zalezna od systemu RIDA. W tym
procesie istotng role pelni biatko Hda, ktérego odpowiednika brak u H. pylori. Dotychczas nie
zbadano réwniez, czy H. pylori przeprowadza analogiczny do RIDA proces oraz czy istnieja
miejsca zblizone do DARS E. coli. Wiadomo, ze biatko DnaA H. pylori oddzialuje z btona
komérkowa, co sugeruje istnienie procesu regeneracji ATP-DnaA na zasadzie oddzialywania

z kwasnymi fosfolipidami wewnetrznej blony komoérkowej (Zawilak et al. 2003).

Przedstawione wnioski i hipotezy dotyczace charakterystyki domeny I biatka DnaA H. pylori
uzupelniaja dotychczas zgromadzone informacje, natomiast wyniki analiz i wnioski z nich
plynace odnoszace sie do domeny III biatka DnaA H. pylori stanowia podstawe do dalszych
badan.
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6. WNIOSKI

1.

Domeny I-II stanowigce N-koniec biatka DnaA H. pylori sa zdolne do homooligomeryzacji.

Oddziatywania miedzy protomerami zachodzace za posrednictwem domen I-II pelnig
istotng role w stabilizacji tworzonych komplekséw nukleoproteinowych i sa wazne do
oddzialywarn pomiedzy subkompleksami DnaA-oriC1 i DnaA-oriC2 tworzonymi na

podregionach dwucztonowego regionu oriC.

Oddziatywania zachodzace poprzez domeny I-II zapewniaja kooperatywnos$¢é wigzania

DnaA z DNA.

Oddzialywania pomiedzy domenami I-II bialek DnaA nie wplywaja na zdolnos¢ biatka
DnaA do rozplatania oriC w regionie DUE. Zdolno$¢ biatka do otwarcia helisy DNA zalezna

jest od oddzialywan pomiedzy domenami III tworzonego oligomeru.

Oddzialywanie DnaA-HobA powoduje wzrost czestosci wigzania plazmidu posiadajacego

natywny region oriC przez DnaA oraz zwiekszenie czestosci powstawania petli DNA.

Oddzialywanie DnaA-HobA zmniejsza wydajnoé¢ rozplatania DNA przez biatko DnaA

in vitro.

Oddziatywanie DnaA z DNA jest zalezne od zwigzanego przez DnaA nukleotydu ATP lub
ADP. Biatko ADP-DnaA jest niezdolne do otwarcia helisy DNA in vitro w przeciwienistwie
do ATP-DnaA. Ponadto forma zwigzana z ADP mniej wydajnie wigze DNA niz forma z ATP.

Nie jest mozliwe uzyskanie szczepéw N6 H. pylori na drodze dwuetapowej mutagenezy
poprzez wprowadzenie dodatkowej kopii zmutowanego genu dnaA (K178I, R285A), na
plazmidzie pILL2150strep/ pILL2157strep i zastapienie dzikiej wersji dnaA na chromosomie
kaseta opornosci na kanamycyne. W przypadku genéw biatek zmutowanych w obrebie
motywu AAA+ nie jest mozliwe zastgpienie dzikiej wersji biatka zmutowanym wariantem.

Wyjatek stanowi szczep N6 2157DnaAR334Astrep, w ktérym zaszly pozadane zmiany.

Zwigkszone stezenie bialek DnaAK178I, DnaAR285A oraz DnaAR334A w komoérkach
H. pylori jest letalne dla bakterii. Wskazuje to na mozliwos¢ istnienia systemu regulacji

aktywnosci DnaA i inicjacji replikacji chromosomu H. pylori na drodze zaleznej od ATP.
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[GTATTGATTTCAGACCGATCH “| ’ ‘ [FAGAAGATCGCTTAAAATCO 1CTTTGAATGGGGGATAACCGL

T
CGTATTGATTTCAGACCGATCGCCTAAAAACATCGCCGGCTTAGAAGATCGCTTAAAATCGCGCTTTGAATGGGGGATAACCGCTAAAGTCATGCCCCCTGATTTAGAAACCAAAC
. I " 1 N 1 4 1 4 I " 1 N 1 N I 4 1 " L . 1 .
+ T + T + T + T t T t T + T * T y T t T * T *

GCATAACTAAAGTCTGGCTAGCGGATTTTTGTAGCGGCCGAATCTTCTAGCGAATTTTAGCGCGAAACTTACCCCCTATTGGCGATTTCAGTACGGGGGACTAAATCTTTGGTTTG

>
Val Leu lle Ser Asp Arg Ser Pro Lys Asn Ile Ala Gly Leu Glu Asp Arg Leu Lys Ser Arg Phe Glu Trp Gly Ile Thr Ala Lys Val Met Pro Pro Asp Leu Glu Thr Lys -

GCTAGCGGATTTTTGTAGCG) ATCTTCTAGCGAATTTTAGCLIGAAACTTACCCCCTATTGGCG)
DnaA_Pvul_revGA R285A_rev =

Ecil

R334A_fw

TGCel
[CAACACATCAGCGACAATAT—— CAAATGGAAGGCGCGATCA

T
TTTCCATTGTCAAACAAAAATGCCAGCTCAATCAAATCACTTTGCCTGAAGAGGTGATGGAATACATCGCCCAACACATCAGCGACAATATCCGCCAAATGGAAGGCGCGATCATT
I " 1 " 1 N Il 4 Il " Il " 1 N 1 + 1 + I n 1 N 1
T t T t T ¥ T T T t T ¥ T T T T T T T t T ¥ T

AAAGGTAACAGTTTGTTTTTACGGTCGAGTTAGTTTAGTGAAACGGACTTCTCCACTACCTTATGTAGCGGGTTGTGTAGTCGCTGTTATAGGCGGTTTACCTTCCGCGCTAGTAA
>
Leu Ser Ile Val Lys GIn Lys Cys GIn Leu Asn GIn Ile Thr Leu Pro Glu Glu Val Met Glu Tyr Ile Ala GIn His Ile Ser Asp Asn lle Arg GIn Met Glu Gly Ala Ile Ile -

GTTGTGTAGTCGCTGTTATA];——[GTTTACCTTCCGCGCTAGTA]
ACGC

R334A_rev

HindIII

HP1529_IV_BamHI

) : \
CGGATCCATCCAT"GATCATGCTGAAGGTTCAAG

T
AAAATCAGCGTGAACGCGAACTTGATGAACGCTTCCATTGATTTGAACCTCGCTAAAACCGTTTTAGAAGATTTGCAAAAAGATCATGCTGAAGGTTCAAGCTTGGAAAATATCCT
: ! . 1 N 1 " 1 ; Il N 1 N i : 1 " 1 . I N 1 + I
+ T + T + T + T + T + T T T T T T T * T T T * T

TTTTAGTCGCACTTGCGCTTGAACTACTTGCGAAGGTAACTAAACTTGGAGCGATTTTGGCAAAATCTTCTAAACGTTTTTCTAGTACGACTTCCAAGTTCGAACCTTTTATAGGA

>
Lys Ile Ser Val Asn Ala Asn Leu Met Asn Ala Ser Ile Asp Leu Asn Leu Ala Lys Thr Val Leu Glu Asp Leu GIn Lys Asp His Ala Glu Gly Ser Ser Leu Glu Asn Ile Leu —

ACTCGCTGTCGCGCAAAGCCTGAATCTCAAATCCAGCGAAATCAAAGTCTCTTCGCGCCAAAAAAATGTCGCTTTGGCGAGGAAATTAGTCGTGTATTTCGCCAGGCTTTATACCC
N 1 . 1 N 1 . 1 s I N I N 1 N 1 s 1 " 1 N I N
+ T + T + T + T + T + T t T t T + T t T t T T

TGAGCGACAGCGCGTTTCGGACTTAGAGTTTAGGTCGCTTTAGTTTCAGAGAAGCGCGGTTTTTTTACAGCGAAACCGCTCCTTTAATCAGCACATAAAGCGGTCCGAAATATGGG

>
Leu Ala Val Ala GIn Ser Leu Asn Leu Lys Ser Ser Glu lle Lys Val Ser Ser Arg Gin Lys Asn Val Ala Leu Ala Arg Lys Leu Val Val Tyr Phe Ala Arg Leu Tyr Thr -

AfiIx

CTAACCCCACGCTCTCGCTCGCTCAATTTTTGGATTTAAAGGATCATTCAAGCATTTCTAAAATGTATTCTGGCGTTAAAAAAATGCTTGAAGAAGAAAAAAGCCCTTTTGTCTTA
N 4 1 s ! + ! + 1 4 1 s ! + ! + ! s 1 s 1 + )
T + T + T + T + T + T + T + T + T t T t T t T

GATTGGGGTGCGAGAGCGAGCGAGTTAAAAACCTAAATTTCCTAGTAAGTTCGTAAAGATTTTACATAAGACCGCAATTTTTTTACGAACTTCTTCTTTTTTCGGGAAAACAGAAT

>
Pro Asn Pro Thr Leu Ser Leu Ala GIn Phe Leu Asp Leu Lys Asp His Ser Ser lle Ser Lys Met Tyr Ser Gly Val Lys Lys Met Leu Glu Glu Glu Lys Ser Pro Phe Val Leu -

Aval
1 BmeT1101

BsoBI
PaeR71 ‘ Afel BstBI

AGCCTTAGAGAAGAAATCAAAAACCGCTTGAACGAATTGAACGACAAAAAAACCGCTTTCAATTCAAGTGAACTCGAGAGCGCTTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAATAAGTCGA
4 1 N ! N I N 1 + 1 " L " 1 N f N Il " Il N 1 N
t T t T * T ¥ T t T t T t T + T t T + T + T +

TCGGAATCTCTTCTTTAGTTTTTGGCGAACTTGCTTAACTTGCTGTTTTTTTGGCGAAAGTTAAGTTCACTTGAGCTCTCGCGAACCTCGGTGGGCGTCAAGCTTTTTATTCAGCT
———————

Ser Leu Arg Glu Glu Ile Lys Asn Arg Leu Asn Glu Leu Asn Asp lys Lys Thr Ala Phe Asn Ser Ser Glu Leu Glu Ser Ala Trp Ser His Pro GIn Phe Glu Lys B —

TTTTTGGCGAAAGTTAAGTTCACTTGAGCTC T
Hp1529rev_dstop_Xhol

|GGCGAAA6TTAA6TTCACTTGAGCTCTCGCGAACCTCGGTl

DnaA_xhol_revGA

BsiHKAI
Bsp12861 EcoP151 MspA1l BipI Eco01091

||

GCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGG
i 4 il + 1 + I + } | 1 : } + } "3 } + 1 + 1 + il
T + T t T t T t T + T t T t T t T + T + T t T
CGTGGTGGTGGTGGTGGTGACTCTAGGCCGACGATTGTTTCGGGCTTTCCTTCGACTCAACCGACGACGGTGGCGACTCGTTATTGATCGTATTGGGGAACCCCGGAGATTTGCCC
[ T7_terminator

GGCGACTCGTTATTGATCG
T7term

TCTTGAGGGGTTTTTTGCT 3’

AGAACTCCCCAAAAAACGA 5’

T7_terminator
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Zalacznik 2 Mapa wektora pET21HpDnaAstrep

6xHis T7term (56694 .. 6712)

(6579) Xhol

Y]D

17 rerminato,

(5202) BamHI
T7 promoter
(5117 .. 5136) T7prom

pET21HpDnaAstrep
6780 bp

Zalacznik 3 Mapa wektora pET21HpDnaAlIl-IVstrep

6xHis T7term (6373 .. 6391)
(6258) Xhol

<7 terminator “

-Tag IT

gdep
(5202) BamHI
T7 promoter

(5117 .. 5136) T7_prom

pET21HpDnaAIII-IVstrep
6459 bp
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Zalacznik 4 Mapa wektora pET21HpDnaAl-IIstrep

6xHis T7term (5658 .. 5677)

(5544) Xhol

(5202) BamHI
T7 promoter
(5117 .. 5136) T7prom

pET21HpDnaAI-IIstrep
5745 bp

Zalacznik 5 Mapa wektora pET21HpDnaAlVstrep

6xHis T7term (5654 .. 5672)
(5539} Xhol

(5191) BamHI
T7 promoter
(5106 .. 5125) T7prom

Amy
X suep 0,
‘Q o« a‘o(\ahw R b
R Q&O
“ )
& pot
N

W

pET21HpDnaAlIVstrep
5751 bp
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Zalacznik 6 Mapa wektora pET21HpDnaAI-II-IVstrep

6xHis T7term (5990 .. 6008)

(5875) Xhol
HpDnaAI-II-1Vstrep
(5527) BamHI

(5185) BamHI
T7 promoter
(5100 .. 5119) T/prom

pET21HpDnaAI-II-IVstrep
5093 bp

)a-_‘ou_lmd 12g;

Zalacznik 7 Wydajnosé indukeji syntezy biatka DnaA w zaleznosci od zastosowanego wektora. P1 dnaA:dnaA-gfp -
szczep H. pylori w ktérym w dzikim locus na chromosomie znajduje sie gen dnaA-gfp (Zawilak et al. 2003); N6 AdnaAr
- szczep H. pylori w ktérym w dzikim locus na chromosomie znajduje sie kaseta kanamycynowa, a kopia genu dnaA
znajduje sie na wektorze pILL2150 (Zawilak-Pawlik et al. 2007); N6 AdnaAmn - szczep H. pylori w ktérym w dzikim
locus na chromosomie znajduje sie kaseta kanamycynowa, a kopia genu dnaA znajduje sie na wektorze pILL2157; N6
szczep dziki - kontrolny szczep bez modyfikacji; N6 pILL2150 - szczep H. pylori z wprowadzonym pustym wektorem
pILL2150. Detekcja: I-rzedowe: kroélicze poliklonalne anty-HpDnaA IgG, oczyszczone za pomoca chromatografii
powinowactwa do biatka 6HisDnaA H. pylori; Il-rzedowe: o$le, anty-krélicze przeciwcialo, skoniugowane
z peroksydaza chrzanowa ((Rabbit 1gG, HRP-linked whole Ab) GE Healthcare, NA934-1ML). Reakcja wywolana
chemiluminescencyijnie.
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