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Streszczenie

Helicobacter pylori jest Gram-ujemng, mikroaerofilng bakterig zasiedlajacg srodowisko
ludzkiego ukfadu pokarmowego. H. pylori rozwineta szereg mechanizméw obronnych
pozwalajgcych jej przetrwac w niesprzyjajgcych warunkach niszy zotgdka, w tym w narazeniu
na stres oksydacyjny. Jednakze dotychczas nie wykazano obecnosci u H. pylori typowego

biatka bedgcego sensorem stresu oksydacyjnego.

W ramach pracy doktorskiej skupiono sie na charakterystyce mechanizmu regulacji
sierocego regulatora odpowiedzi HP1021. W badaniach, na podstawie modelowania
struktury, wykazano, ze biatko sktada sie prawdopodobnie z dwdch domen, N- i C-koncowej,
przy czym domena C-koricowa zawiera motyw wigzacy DNA (HTH). Co istotne, w kazdej
z potencjalnych domen biatko posiada 3 reszty cystein. Poniewaz obecnos¢ reszt cystein
w biatku jest konserwatywna, czesto charakterystyczna dla regulatoréw redoks, postawiono

hipoteze, ze HP1021 jest sensorem redoks H. pylori.

W dalszych badaniach wykazano wptyw warunkéw redoks na powinowactwo HP1021
do DNA w warunkach in vitro. Ponadto, wykazano, ze HP1021 wigze jony Zn?*, przy czym
oddziatywanie to jest zalezne od warunkéw redoks oraz wptywa na powinowactwo HP1021
do DNA. Badania mutein HP1021, w ktdrych reszty cystein zostaty zamienione na reszty alanin,
wskazaty na to, ze domena N-koricowa moze petnié role regulatorowg oraz, ze wzajemne
oddziatywanie dwoch domen moze by¢ istotne dla regulacji aktywnosci HP1021 zaleznej od

warunkow redoks i jondw Zn?*,

Badania in vivo wykazaty utlenianie reszt cysteinowych w biatku HP1021 po poddaniu
hodowli bakteryjnej dziataniu tlenu atmosferycznego. Ponadto wykazano, ze HP1021 wptywa
na transkrypcje wybranych genéw po poddaniu hodowli bakteryjnej H. pylori dziataniu stresu

oksydacyjnego.

Wyniki uzyskane w ramach pracy doktorskiej Swiadczg o tym, ze biatko HP1021 petni

role sensora stresu oksydacyjnego u bakterii H. pylori.



Abstract

Helicobacter pylori is a gram-negative, microaerophilic bacterium inhabiting the
environment of the human digestive system. H. pylori has developed several defence
mechanisms to survive in the human stomach unfavourable conditions, including exposure to
oxidative stress. However, the presence of a typical oxidative stress sensor protein in H. pylori

has not been demonstrated so far.

This work focused on the characteristics of the HP1021 orphan response regulator's
regulation mechanism. It was shown that a protein probably consists of two domains, the N-
and C-terminal domains. The C-terminal domain contains the HTH DNA binding motif. Notably,
the HP1021 protein has 3 cysteine residues in each of the potential domains. Since cysteine
residues in a protein are usually conservative, and often found in redox regulators, it was

hypothesized that HP1021 is an H. pylori redox sensor.

In further studies, it was shown that redox conditions affect the affinity of binding
HP1021 to DNA in vitro. Moreover, it was shown that HP1021 binds Zn?* ions and that the
interaction is dependent on the redox conditions and influences the affinity of HP1021 binding
to DNA. Studies of the HP1021 muteins, in which cysteine residues were changed into alanine
residues, indicated that the N-terminal domain may play a regulatory role and that the
interaction of the two domains may be important for the regulation of HP1021 activity

dependent on redox conditions and Zn?* ions.

In vivo studies showed oxidation of cysteine residues in the HP1021 protein after
exposure of the bacterial culture to atmospheric oxygen. Moreover, it was shown that HP1021
influences the transcription of selected genes after subjecting H. pylori bacteria to oxidative

stress.

The obtained results indicated that the HP1021 protein acts as a sensor of oxidative

stress in H. pylori.



1 Wstep

1.1 Helicobacter pylori

Helicobacter pylori jest Gram-ujemng, mikroaerofilng, ruchliwg bakterig mierzaca od
2 do 4 um dtugosci oraz 0,5-1 um szerokoscil. Gatunek ten zasiedla srodowisko ludzkiego
uktadu pokarmowego, a zakazenie najprawdopodobniej szerzy sie drogg fekalno-oralng oraz
oralno-oralng?. H. pylori jest uznawana za czynnik etiologiczny zapalen zotgdka i wrzodéw
zotadka. Ponadto jej wystepowanie wigze sie z czynnikiem ryzyka wystgpienia gruczolakoraka
zotgdka ichtoniaka tkanki limfatycznej zwigzanej z btong $luzowg (MALT, ang. mucosa
associated lymphoid tissue lymphoma)3*. Wystepowanie tych bakterii w zotagdku cztowieka
potwierdzito i opisato ponad 35 lat temu dwdch lekarzy, Barry Marshall oraz Robin Warren.
Dokonali oni z powodzeniem izolacji oraz hodowli spiralnego gatunku bakterii znanego pdzniej
jako H. pylori. Za odkrycie nowego gatunku bakterii i dowiedzenie jego chorobotwdrczosci
zostali nagodzeni Nagroda Nobla w dziedzinie medycyny i fizjologii w 2005 roku.
Wystepowanie H. pylori w ludzkiej populacji, wedtug badan, szacowane jest na okoto 60%°,
pomimo tego, wiele oséb dotknietych zakazeniem tg bakterig nie wykazuje objawow
klinicznych’.

Bakteria ta rozwineta cechy pozwalajgce jej zasiedla¢ unikalng i nieprzyjazng nisze
ludzkiego zotadka, gdzie przezywa w bliskim kontakcie z komdérkami nabtonkowymi zotadka
(Rys. 1). Ze wzgledu na narazenie na dziatanie szeregu czynnikdw stresowych, bakteria

wyksztatcita szereg mechanizmdéw obronnych.

1.2 Warunki bytowania H. pylori

Srodowisko bytowania powoduje narazenie bakterii H. pylori na niskie pH, stres
oksydacyjny, jak rowniez utrudniong dostepnos¢ sktadnikdw odzywczych, w tym jondw metali,
oraz zmiany osmolarnos$ci®®° (Rys. 1). W zwigzku z tym przetrwanie H. pylori opiera sie na
dziataniu szeregu systemow adaptacyjnych. Jak wspomniano, H. pylori, mikroaerofilna
bakteria, Zyje w Srodowisku zotgdka, w ktorym okresowo poddawana jest dziataniu bardzo
niskiego pH (pH<2)!!. Dlatego jednym z wazniejszych mechanizméw umozliwiajgcych H. pylori

zasiedlenie srodowiska zotgdka jest obecnos$¢ ureazy (UreAB). Ureaza hydrolizuje mocznik do
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amoniaku (NHs) i dwutlenku wegla (CO,). Powstajgce w komdérce NHs/ NHs*'CO»/ HCO3™ sg
istothe w utrzymaniu homeostazy pH $rodowiska cytoplazmy i periplazmy!?1311, Ponadto,
obecnos$¢ bakterii powoduje pobudzenie komoédrek uktadu immunologicznego, ktére
w odpowiedzi produkujg toksyczne zwigzkit4. Aktywowane zostajg makrofagi, neutrofile oraz
monocyty w celu fagocytozy oraz poddania drobnoustrojow dziataniu szkodliwych zwigzkéw
takich jak: reaktywne formy tlenu (ROS, ang. reactive oxygen species), czy reaktywne formy
azotu (RNS, ang. reactive nitrogen species) (Tab. 1)14#%>1¢, Wazng broniag, obecng w btonie
plazmatycznej komédrek uktadu immunologicznego, jak rowniez w btonie fagolizosomu,
skierowang przeciwko bakteriom, jest kompleks oksydazy NADPH (NOX, ang. nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate oxidase) redukujgcy tlen w celu wytworzenia anionorodnikéw
ponadtlenkowych (Tab. 1). W momencie gdy dochodzi do wykrycia zakazenia przez makrofagi,
nastepuje zwiekszone zuzycie tlenu przez komdérki i wytworzenie ,wyrzutu” nadtlenkéw?’-8,
Kolejne przeksztatcenia anionorodnika ponadtlenkowego skutkujg powstaniem kolejne;j
reaktywnej formy tlenu, nadtlenku wodoru, posiadajgcego zdolnos¢ do swobodnej dyfuzji
przez btony. Komorki odpornosciowe produkujg réwniez drugi kluczowy enzym — syntaze
tlenku azotu, produkujaca tlenek azotu z L-argininy. Tlenek azotu reaguje z metalami, takimi
jak Fe?* w hemie, czy klastrami Zzelazowo-siarkowymi oraz, w potaczeniu z nadtlenkiem,
tworzy nadtlenoazotyn bedacy silnym utleniaczem. Wiele prac wskazuje na to, ze ROS i RNS
(ang. reactive nitrogen species), produkowane przez makrofagi aktywowane w przypadku
zakazenia, przyczyniajg sie do sSmierci bakterii na skutek uszkodzedn DNA, reszt

aminokwasowych oraz centréw wigzania metali, prowadzgc do ich inaktywacji'®2°.

Tab. 1. Reaktywne formy tlenu (ROS) i azotu (RNS).

Nazwa Wzér chemiczny
Anionorodnik ponadtlenkowy 0x*

Nadtlenek wodoru H202

Rodnik hydroksylowy HO®

Rodnik wodoronadtlenkowy HO*

Tlenek azotu NO*®

Dwutlenek azotu NO;*
Nadtlenoazotyn OONO-
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Rys. 1. Schemat dziatania wybranych czynnikdw stresowych na H. pylori w miejscu bytowania. Opis
w tekscie.

1.3 Wybrane systemy regulatorowe H. pylori

W genomie bakterii H. pylori wystepuje niewiele czynnikdw zwigzanych z funkcjami
regulatorowymi w poréwnaniu do innych bakterii Gram-ujemnych. Dla przyktadu, liczba
regulatorowych systemdéw dwusktadnikowych, ktérych zadaniem jest odpowiedz na zmiany
Srodowiska na poziomie transkrypcyjnym, jest znacznie nizsza niz u bakterii E. coli, u ktorej
wykazano obecnos$¢ 24 kinaz histydynowych, 6 hybrydowych kinaz histydynowych oraz 31
regulatorow odpowiedzi. Dla porownania, u bakterii H. pylori wykazano obecnos¢ 3 kinaz

histydynowych oraz 5 regulatoréw odpowiedzi?®.

1.3.1 Systemy dwusktadnikowe i sieroce regulatory odpowiedzi H. pylori

Systemy dwusktadnikowe odgrywajg duzg role w adaptacji H. pylori w srodowisku
gospodarza oraz biorg udziat w wielu mechanizmach m. in. w odpowiedzi na rézne czynniki
stresowe??. Systemy te sktadajg sie z kinazy bedacej sensorem danego czynnika oraz
regulatora odpowiedzi, bedgcego biatkiem efektorowym?3.

W odpowiedzi na zmiany stezenia kobaltu, jak réwniez na kwasowe srodowisko
i obecno$¢ tlenku azotu, uruchamiany jest system CrdRS?*. W odpowiedzi na pojawienie sie

reaktywnych form azotu aktywowany jest gen crdS kodujgcy kinaze. Wykazano, ze delecja
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jednego lub dwdch gendw wchodzgcych w sktad systemu CrdRS skutkuje zmniejszong
przezywalnoscig w warunkach zwiekszonego stezenia tlenku azotu?>. Wykazano réwniez,
iz system ten utatwia bakterii H. pylori kolonizacje zotadka myszy?6. FIgSR jest systemem
regulujgcym aktywno$¢ gendw zwigzanych z syntezg rzesek (ang. flagella)?.

Systemem dwuskfadnikowym, biorgcym gtéwny udziat w odpowiedzi na kwasowe
Srodowisko, jest ArsRS. Sktada sie on z kinazy ArsS, ktérej jedna z domen zakotwiczona jest
w periplazmie i prawdopodobnie odpowiada za wykrywanie niskiego pH, oraz z regulatora
odpowiedzi ArsR. Dezaktywacja kinazy skutkuje brakiem zdolnosci do kolonizacji zotgdka?®,
podczas gdy regulator ArsR jest niezbedny do wzrostu bakterii H. pylori w warunkach in vitro?8.
System ten reguluje miedzy innymi transkrypcje genu ureazy (Rys. 2) poprzez zwigzanie
ufosforylowanego regulatora do promotora gendéw ureAB oraz operonu urelEFGH®.
Wykazano réwniez ze system ten reguluje gen rocF kodujacy arginaze®. Arginaza produkuje
mocznik i ornityne poprzez hydrolize argininy i sugeruje sie, ze enzym ten moze przyczyniac
sie do ureazo-zaleznej odpornosci na stres kwasowy w momencie, gdy wystepuje deficyt
mocznika w $rodowisku3L.

W regulacji homeostazy H. pylori biorg udziat réwniez dwa sieroce regulatory
odpowiedzi, HP1043 i HP10213%33, Regulatory te nalezg do tzw. atypowych regulatoréw
odpowiedzi, ktérych aktywno$é nie jest regulowana na drodze fosforylacji, jednak dotychczas
nie zidentyfikowano czynnikow, ktore wptywatyby na aktywnos$¢é HP1043 i HP1021. HP1043,
znane rowniez jako HsrA (ang. homeostatic stress regulator) jest niezbedne do przezycia
komérek H. pylori, a delecja genu jest letalna dla komérek H. pylori**, o ile wczesniej nie
wprowadzi sie drugiej kopii genu do chromosomu333* HP1043 jest regulatorem
plejotropowym, uczestniczagcym w regulacji wielu proceséw. Wskazywano, ze HP1043 moze
kontrolowaé ekspresje gendw zaleznie od fazy wzrostu hodowli lub cyklu komdrkowego3°39,
a takze w odpowiedzi na stres oksydacyjny®’. Doktadna liczna genéw nalezgcych do regulonu
HP1043 nie jest znana, jednak sugeruje sie, ze moze to by¢ nawet kilkadziesigt gendéw
kodujgcych biatka uczestniczagce w wielu procesach komdrkowych (np. syntezie biatek,
transkrypcji, metabolizmie energetycznym komarki, ruchliwosci, chemotaksji)343>3%. HP1021,
podobnie jak HP1043, jest prawdopodobnie regulatorem plejotropowym, ale
w przeciwienstwie do HP1043, delecja genu HP1021 nie jest letalna dla komodrek H. pylori.
Mutanty delecyjne HP1021 charakteryzujg sie znacznie opdznionym wzrostem w stosunku do

szczepOw dzikich3¥49, Dotychczas wykazano, ze usuniecie HP021 wptywa na transkrypcje 79
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gendw, wtym 51 gendéw podlega aktywacji, a 28 genéw hamowaniu** w komodrkach
pozbawionych biatka HP1021. Regulowane geny kodujg biatka uczestniczagce w wielu
procesach komdrkowych, wtym np. biatka uczestniczace w procesach metabolizmu,
transkrypcji i translacji, biatka transportujgce, biatka biosyntezy kofaktoréw i aminokwasow.
HP1021 wuczestniczy takze prawdopodobnie w kontroli czestosci inicjacji replikacji
chromosomu H. pylori*®. Jak wykazano, HP1021 oddziatuje z regionem oriC2, konkuruje

0 miejsca wigzania z inicjatorowym biatkiem DnaA i hamuje rozplatanie DNA in vitro®.

1.3.2 Geny nikR oraz fur w odpowiedzi na stres kwasowy H. pylori

Jak wspomniano wczesniej, podczas obnizenia pH srodowiska dochodzi do aktywacji
systemow dwusktadnikowych, w tym systemu ArsRS. Wykazano, ze niektére geny bedgace pod
kontrolg systemu ArsRS pozostajg rowniez pod kontrolg gendw nikR oraz fur, co wskazuje na
ztozong zalezno$¢ regulacyjng w odpowiedzi na stres kwasowy*? (Rys. 2).

NikR i Fur sg biatkami, ktorych aktywnosc zalezy od jondw metali. NikR jest homologiem
biatka regulatorowego E. coli NikR zaleznego od jondw niklu, ktore w obecnosci nadmiaru
jonéw niklu w cytoplazmie hamuje ekspresje operonu nikABCDE kodujgcego biatka systemu
odpowiedzialnego za pobieranie jonéw niklu ze $rodowiska®?. Dla poréwnania, biatko NikR
H. pylori jest regulatorem plejotropowym dziatajgcym zaréwno jako aktywator jak i represor
transkrypcji genow, ktéry w zaleznosci od obecnosci jondw niklu reguluje geny ureAB, jak
rowniez geny kodujace biatka zaangazowane w pobieranie i magazynowanie jonow niklu
i zelaza oraz bierze udziat w mechanizmach odpowiedzi na stres wywotany obecnoscig metali
w $srodowisku**. Ponadto wykazano, ze NikR negatywnie reguluje swojg wtasng ekspresje*.

W przypadku bakterii H. pylori biatko Fur jest niezwykle wazne dla regulacji
homeostazy jondw zelaza poprzez wptyw na biatka odpowiedzialne za pobieranie
i magazynowanie tego metalu. Zwigzanie zelaza reguluje powinowactwo biatka Fur do
wigzania z promotorami. W przypadku obecnosci nadmiaru jonéw zelaza, Fur staje sie
negatywnym autoregulatorem?, natomiast jego transkrypcja jest hamowana w obecnosci
niskiego pH, a w przypadku delecji genu fur, przezywalnosé bakterii w kwasowym srodowisku

jest uposledzona®’.
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Rys. 2. Wybrane mechanizmy regulacji ArsRS/NikR/Fur w odpowiedzi na niskie pH. Opis schematu
znajduje sie w rozdziatach 1.4.1i 1.4.2.%%%

1.4 Wybrane mechanizmy odpowiedzi H. pylori na stres oksydacyjny

Stres oksydacyjny jest podstawowym, obok kwasnego pH, czynnikiem dziatajgcym na
H. pylori w miejscu jego bytowania. Jak juz wspomniano (Rozdziat. 1.2), infekcja prowadzi do
aktywacji szeregu reakcji zapalnych oraz aktywacji uktadu odpornosciowego, co powoduje
uwolnienie reaktywnych form tlenu, takich jak nadtlenek wodoru czy anionorodnik
ponadtlenkowy. Nadmierne wytwarzanie ROS i RNS wywotuje réwniez stres oksydacyjny,
powodujacy uszkodzenie btony $luzowej zotgdka gospodarza®. W celu przezycia w warunkach
generowanych przez komorki gospodarza, H. pylori wyksztatcito szereg mechanizméw
obronnych przed zwigzkami ROS.

Jednym z podstawowych mechanizméw obronnych jest obecnos¢ dysmutazy
ponadtlenkowej SodB, enzymu przeksztatcajgcego anionorodnik ponadtlenkowy w tlen oraz
nadtlenek wodoru. SodB H. pylori wykazuje 53% podobienstwa sekwencji do dysmutazy
wystepujgcej w Escherichia coli®*. Dodatkowo enzym H. pylori posiada, podobnie jak SodB
Campylobacter jejuni, przedtuzony C-koncowy region, nieobecny w SodB E. coli. Sugeruje sie,

ze region ten, odgrywa role w lokalizacji enzymu na powierzchni komérki®>°3. Jak wspomniano
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wczesniej (Rozdziat 1.2), przeksztatcenie anionorodnika ponadtlenkowego prowadzi do
powstania nadtlenku wodoru, ktory musi zosta¢ usuniety przez kolejne enzymy, aby chronié
komorke przed uszkodzeniami. Enzymami chronigcym przed letalnym stezeniem nadtlenku
wodoru w komoérce sg katalaza oraz peroksyredoksyny.

Katalaza odgrywa kluczowg role w przezywalnosci organizméw narazonych na
dziatanie nadtlenku wodoru. W przypadku bakterii Gram-ujemnych enzym ten jest zazwyczaj
transportowany do periplazmy>?, przy czym cze$é enzymu pozostaje w cytoplazmie. Genom
H. pylori zawiera gen katA kodujacy biatko KatA, sktadajgce sie z czterech identycznych
podjednostek, z ktérych kazda posiada grupe prostetyczng hemu. Hem katalizuje
dwustopniowg reakcje utleniania-redukcji przeksztatcajgcg dwie czgsteczki nadtlenku wodoru
w czgsteczke tlenu idwie czasteczki wody®®. KatA w H. pylori pozostaje aktywne zaréwno
w cytoplazmie jak i przestrzeni periplazmatycznej*. Delecja genu katA skutkuje wystgpieniem
nadwrazliwosci w przypadku ekspozycji na dziatanie nadtlenku wodoru®. Dodatkowo H. pylori
posiada zwigzane z dziataniem katalazy biatko KapA. Biatko to nie wptywa na aktywnos¢ samej
katalazy, natomiast sugeruje sie, ze moze by¢ zwigzane z mechanizmem przemieszczania KatA
do przestrzeni periplazmatycznej i w ten sposéb odgrywac role w mechanizmie obrony przed
nadtlenkiem wodoru>*°’. Ponadto wykazano réwniez obecno$¢ katalazy w pecherzykach
btony zewnetrznej®.

Pomimo tego, iz bakterie gtéwnie wykorzystujg katalaze do inaktywacji nadtlenku
wodoru, réwniez inne enzymy przyczyniajg sie do ograniczenia uszkodzen powstatych na
skutek wystepowania stresu oksydacyjnego. Do enzymow tych, zaliczy¢ mozna
hydroperoksyreduktaze alkilowg (AhpC) czy peroksydaze tioredoksyny (Tpx). Enzymy te
mozna podzieli¢ w zaleznosci od mechanizmu na 1-Cys oraz 2-Cys peroksyredoksyny,
posiadajgce odpowiednio jedng lub dwie konserwatywne reszty cystein®®. Obie klasy biorg
udziat w przeksztatcaniu nadtlenku wodoru w wode poprzez miejsce aktywne reszty cysteiny,
w ktorym dochodzi do utleniania do kwasu sulfenowego. W podtypie 2-Cys reszta pierwszej
cysteiny jest utleniana przez nadtlenek wodoru do kwasu sulfenowego a nastepnie tworzy
mostek disiarczkowy z drugg resztg cysteiny. Oba typy peroksyreduktaz ulegajg ponownemu
przeksztatceniu w forme zredukowang z wykorzystaniem oksydoreduktaz zaleznych od
NAD(P)H60,6162,

Oprocz gtéwnych bezposrednich mechanizmow odpowiedzi na stres oksydacyjny,

bakterie H. pylori posiadajg rowniez inne biatka ktére, jak wykazano, spetniaja wazng role
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w obronie przed stresem oksydacyjnym. Biatko HP-NapA z rodziny biatek Dps wigzgcych DNA
(ang. DNA-binding proteins from straved cells), nalezgce do podgrupy z rodziny ferrytyn,
posiada 12 identycznych podjednostek tworzgcych strukture dodekameryczng, ktéra ma
zdolnoé¢ wigzania do 500 atomdw zelaza. Zwigzanie wolnych jonéw Fe?* przez HP-NapA
pomaga przeciwdziataé tworzeniu sie rodnikdw hydroksylowych®3. Dodatkowo biatko to wigze
sie z DNA w celu ochrony DNA przed uszkodzeniem tlenowym. Hp-NapA, co niespotykane
u innych biatek Dps, posiada dodatni tadunek na swojej powierzchni. Hp-NapA wydaje sie
posiada¢ dwie dodatkowe funkcje: wigze sie do zewnetrznej btony komodrkowej oraz
powoduje aktywacje neutrofili. Spekuluje sie ze obecno$é¢ wspomnianego dodatniego tadunku
odgrywa role w wigzaniu iaktywacji neutrofili®*. Ponadto wykazano, ze jest niezbedne
w patogenezie H. pylori®.

W czasie dziatania stresu oksydacyjnego, bakterie dazg do aktywacji enzymoéw
naprawiajgcych DNA. Niektdére bakterie posiadajg szereg biatek MutSHL stuzgcych do naprawy
DNA. H. pylori nie posiada klasycznego systemu naprawy, wystepujacego u innych bakterii,
posiada natomiast homolog biatka MutS®® ktére jest bezposrednio zaangazowane w naprawe
DNA. Wykazano natomiast, ze mutant delecyjny genu mutS posiada zwiekszong wrazliwos¢ na
tlen, nadtlenek wodoru oraz parakwat®. Ponadto, wykazano, ze mutant ten po poddaniu
stresowi oksydacyjnemu wykazywat zwiekszong ilo$¢ 8-hydroksyguaniny (8-0xoG)
w porownaniu ze szczepem dzikim (8-oxoG jest mutacjg wystepujgca w przypadku ekspozycji
na czynnik utleniajgcy) ®%%’. Ostatnie badania strukturalne wykazaty ze MutS jest biatkiem
dwufunkcyjnym nacinajagcym DNA oraz posiadajgcym aktywnosc nukleazy RNA. Niestety nadal
nie udato sie okresli¢ jak biatko MutS rozpoznaje mutacje®®. Dodatkowo H. pylori produkuje
endonukleaze Il (HpNth), enzym naprawiajacy DNA, ktéry usuwa utlenione pirymidyny
i przyczynia sie do zwiekszonej odpornosci na stres oksydacyjny. W przypadku usuniecia genu
endonukleazy I, H. pylori charakteryzuje sie zwiekszonym poziomem spontanicznych
i indukowanych mutacji oraz zwiekszong wrazliwoscig na dziatanie zwigzkdéw utleniajgcych czy
makrofagéw’°. Dodatkowo charakteryzuje sie obnizong zdolnoscig kolonizacji myszy.

Podczas kolonizacji zotadka, w komdrkach H. pylori uruchamia sie szereg procesow
pozwalajgcych na detoksykacje komoérki, jak réwniez mechanizmy modyfikacji peptydoglikanu
pozwalajgce jej przetrwaé w srodowisku gospodarza’t. Za modyfikacje peptydoglikanu
odpowiedzialny jest enzym deacetylaza peptydoglikanu PdgA (ang. peptidoglycan

deacetylase). Biatko modyfikuje peptydoglikan w regionie trawienia lizozymu, przez co
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komoérki stajg sie bardziej odporne na dziatanie tego enzymu. Jak wykazujg badania, pdgA
podlega silnej ekspresji w momencie wystgpienia szoku tlenowego. Co ciekawe, mutant
delecyjny genu pdgA posiada mniejszg zdolnos¢ do kolonizacji, jak rowniez silniej uruchamia
odpowied? immunologiczng gospodarza’2. Sugeruje sie, ze akonitaza odgrywa kluczowa role
w regulacji potranskrypcyjnej ekspresji genu pgdA w odpowiedzi na stres tlenowy. Akonitaza
jest biatkiem posiadajgcym klaster zelazowo-siarkowy katalizujgcy odwracalng izomeryzacje
cytrynianu do izocytrynianu w cyklu kwasu cytrynowego. Klaster ten ulega utlenianiu
w warunkach stresu tlenowego. Utlenienie klastra powoduje jego oddysocjowanie od biatka,
co prowadzi do aktywacji biatka apo-AcnB w wigzaniu do mRNA pdgA i prawdopodobnie
stabilizacji transkryptu tego genu, a w konsekwencji zwiekszonej syntezy biatka PdgA’3.
Ponadto wykazano, ze szczepy pozbawione acnB wykazujg znacznie mniejszg ekspresje gendw
odpowiedzialnych za odporno$é na stres tlenowy (sodB, ahpC, katA, trxR)’3. U bakterii E. coli
réowniez wykazano obecnos¢ systemu AcnA/AcnB aktywujgcego lub hamujgcego ekspresje

dysmutazy ponadtlenkowej’* podobnie jak ma to miejsce u H. pylori.

1.5 Sensory redoks Escherichia coli

W przypadku bakterii H. pylori nie zidentyfikowano dotychczas typowego sensora redoks
wystepujgcego u innych gatunkéw bakteriit4. Bakterie wyksztatcity molekularne mechanizmy
kontrolujgce stan redoks i aktywujgce, w miare potrzeby, geny odpowiedzialne za obrone
przed reaktywnymi formami tlenu’>. Bardzo dobrym tego przyktadem jest bakteria E. coli
posiadajgca rozbudowany system regulacji genéw w odpowiedzi na stres tlenowy.

Narazenie bakterii E. coli na subletalne dawki anionorodnika ponadtlenkowego czyni je
odpornymi na wyzsze stezenia tych zwigzkéw’®. Indukowana odpornos$é na te czynniki,
zwigzana jest z obecnoscig gendw soxR oraz soxS (Rys. 3). Geny te kodujg dwa regulatory
transkrypcji uczestniczagce w dwustopniowym mechanizmie regulacji okoto 45 innych
genéw’’. Biatko SoxR, bedace réwniez autorepresorem’®, produkowane jest w sposdb
konstytutywny w komarce w niskim stezeniu i aktywuje ekspresje genu soxS w odpowiedzi na
stres tlenowy. Biatko SoxS wigze regiony promotorowe regulowanych przez siebie gendw,
a jego aktywno$c jest autoregulowana wewnatrzkomdrkowo przy pomocy proteazy Lon”:8081,

SoxS reguluje ekspresje takich gendéw jak: sodA (dysmutaza ponadtlenkowa),
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zwf (dehydrogenaza glukozo-6-fosforanu), fur (gen regulatorowy zaangazowany
w metabolizm zelaza), nfo (endonukleaza IV naprawiajgca DNA)2.

Biatko SoxR nalezy do rodziny aktywatoréw transkrypcji MerR®. Jego struktura
pierwszorzedowa posiada motyw helisa-skret-helisa (HTH, ang. helix-turn-helix) wigzgcy DNA.
Biatko to tworzy dimer, w ktédrym kazdy z monomerdéw posiada miejsce wigzania dla klastra
zelazowo-siarkowego®. Klaster ten wigze sie z biatkiem z wykorzystaniem czterech reszt
cysteinowych. Wszystkie formy biatka posiadajg zdolnos$¢ do wigzania z DNA, natomiast tylko
forma posiadajgca utleniony klaster jest zdolna do aktywacji transkrypcji. Klaster zelazowo-
siarkowy obecny w biatku SoxR podlega jednoelektronowej odwracalnej reakcji utleniania
i redukcji®®>. W normalnych warunkach klaster pozostaje w formie zredukowane;.
W momencie narazenia komorki na dziatanie nadtlenkéw dochodzi do utlenienia klastra
i zwiekszenia zdolnosci aktywacji transkrypcji (ponad 100-krotnie) specyficznej dla regionu

promotorowego genu soxS.
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Rys. 3. (A) Mechanizm aktywacji biatka SoxR i SoxS. Utlenienie biatka SoxR powoduje zmiane jego
konformacji. Tylko utlenione biatko SoxR aktywuje transkrypcje genu soxS. (B) Aktywacja genu soxS
poprzez biatko SoxR. Aktywacja transkrypcji przez utlenione biatko SoxR prowadzi do aktywacji
transkrypcji kolejnych genéw. Na podstawie: &



Aktywacja transkrypcji nie dziata na drodze aktywacji polimerazy RNA®®, a wiec
zwiekszenie transkrypcji tego genu spowodowane jest prawdopodobnie przez zmiane
konformacji promotora, gdyz w momencie braku stresu oksydacyjnego biatko SoxR nadal
silnie wigze ten region, natomiast nie aktywuje przez to transkrypcji genu®. Ponadto, SoxR
bezposrednio reguluje transkrypcje 8 innych gendw (lpxC, ahpF, yrblL, yhcC, sodA, yjcB, mgtA,
aroF-tyrA)’’.Réwnolegle z efektami wywotanymi przez ponadtlenki, niski poziom nadtlenku
wodoru powoduje wywotanie odpornosci na ten czynnik u E. coli. Odpowied? ta zalezna jest
od genu oxyR. Biatko OxyR nalezy do rodziny czynnikdw transkrypcyjnych LysR. W odpowiedzi
na stres oksydacyjny aktywuje biatka kodowane przez geny jak: dps (biatko wigzace zelazo
i DNA), gorA (reduktaza GSH), grxA (glutaredoksyna), katG (peroksydaza) oraz fur (represor
transportu zelaza)®”’’. Biatko OxyR tworzy tetramer, a jego aktywacja opiera sie na dwdch
resztach cysteinowych (Rys. 4). W badaniach wykazano tworzenie sie mostka disiarczkowego
miedzy cysteinami Cys199 oraz Cys208% w odpowiedzi na czynnik utleniajgcy, natomiast
wykazano réwniez, ze biatko nie tworzy kowalencyjnie pofgczonych multimetréw® co

Swiadczy o tworzeniu sie mostow disiarczkowych wewnatrz kazdego z monomerdw biatka.
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Rys. 4. Mechanizm aktywacji biatka OxyR. Obecnos¢ nadtlenku wodoru powoduje utworzenie mostkow
disiarczkowych prowadzqc do zwigzania biatka OxyR do regionéw promotorowych docelowych genow
i aktywacje transkrypcji. Na podstawie: &
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Do aktywacji biatka in vivo dochodzi niezwykle szybko, bo juz po okoto 30 sekundach od
narazenia/poddania hodowli na dziatanie perhydrolu, a do jego redukcji po okoto 5 minutach

po usunieciu czynnika utleniajgcego®?.

Biatko Hsp33, bedace biatkiem opiekurniczym (ang. chaperone), wykazuje witasciwosci
chronigce biatka przed rozfatdowywaniem i agregacjg powstatymi na drodze utleniania®®®2,
Nalezy ono do typu biatek, ktorych aktywnos¢ jest regulowana poprzez ich status redoks.
Hsp33 zlokalizowane jest w wysoce redukujgcym sSrodowisku cytozolu, gdzie pozostaje
w formie monomeru i nie wykazuje funkcji chaperonu. Podczas dziatania stresu
oksydacyjnego, Hsp33 jest szybko aktywowane jako silny chaperon. Przetgcznikiem
regulujgcym aktywno$é biatka jest motyw wigzacy cynk o wysokim powinowactwie (CXCX?7-
32CXXC), ktoéry jest zlokalizowany w C-koricowej domenie biatka. Cztery reszty cystein,
determinujgce opisywany przetgcznik redoks, pozostajg w stanie zredukowanym irazem
koordynuja jeden jon cynku. Podczas dziatania stresu oksydacyjnego, cysteiny uwalniajg cynk
i szybko tworzg dwa wewnatrzczgsteczkowe mostki disiarczkowe, taczgc dwie sgsiadujace
reszty cystein Cys?32 z Cys?34 oraz Cys?® z Cys?®®. Utworzenie mostkéw disiarczkowych
i towarzyszgce zmianie uwolnienie jonu cynku indukuje dimeryzacje dwoch monomerdow
biatka Hsp33. Po aktywacji biatko Hsp33 jest w stanie zapobiec agregacji wielu
niesfatdowanych biatek poprzez ich wigzanie. Do uwalniania zwigzanych biatek wymagane jest
przywrocenie warunkéow redukujacych. Powoduje to przejscie biatka Hsp33 w stan
zredukowanego dimeru, ktéry pozostaje aktywny oraz nabiera zdolnosci do przeniesienia

zwigzanych biatek do systemu fatdowania biatek DnakK/Dnal/GrpE®%°2,

21



2 Cel pracy

Dotychczas prowadzone badania nad stresem oksydacyjnym wystepujgcym u bakterii
H. pylori obejmowaty znane z innych gatunkéw biatka biorgce udziat w detoksykacji komarki,
takie jak katalaza, dysmutaza ponadtlenkowa czy peroksydaza'®. Biatka te zostaty stosunkowo
dobrze scharakteryzowane. Co ciekawe, pomimo wielu lat badan nie zidentyfikowano biatka
bedgcego typowym sensorem redoks. Pomimo tego, ze obecnos¢ takiego sensora u H. pylori
wydaje sie by¢ bardzo prawdopodobna i wazna dla przezywalnosci tej bakterii w Srodowisku
swojego bytowania, w publikowanych pracach sugerowano, ze H. pylori takiego sensora nie

posiada3’°3,

Badania nad charakterystykg biatka HP1021 w zespole dr Anny Pawlik prowadzono
w zwigzku z prawdopodobnym zaangazowaniem HP1021 w regulacje czestosci inicjacji
replikacji chromosomu H. pylori®® (Rozdziat 1.4.1.). Kluczowe dla dalszych badan
zmierzajgcych do wyjasnienia mechanizmu regulacji procesu replikacji przez HP1021 byto
wyjasnienie mechanizmu regulacji biatka HP1021. Dlatego celem pracy byto zidentyfikowanie
czynnika kontrolujgcego aktywnosc sierocego regulatora odpowiedzi HP1021, a nastepnie
wstepne scharakteryzowanie mechanizmu regulacji aktywnosci HP1021 przez ten czynnik

zaréwno in vitro jak i in vivo.
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3 Materiaty i metody

3.1 Plazmidyi

szczepy bakteryjne

3.1.1 Szczepy E. coli
Tab. 2. Szczepy E. coli wykorzystywane w pracy doktorskiej

Nazwa szczepu

Genotyp

Zréodto

E. coli DH5a

F, ®80d/acZAM15, recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, (r¢
,mk*), supE44, relAl, deoR, A(lacZYA-argF)U169

94

E. coli BL21 DE3

B, F-, ompT, gal, dcm, lon, hsdSs(rs—ms—), A(DE3 [lacl lacUV5-
T7p07 ind1 sam7 nin5]), [malB+]k-12(AS)

95

E. coliMC1061

F-, hsdR2, araD139, A(araA-leu), galK16, galE15(GalS), A, e14-,
mcrAO, relAl, rpsL150(str?), spoT1, mcrB1

96

3.1.2 Szczepy H. pylori

Tab. 3. Szczepy H.

pylori wykorzystywane w pracy doktorskiej

Nazwa Opis/Genotyp Zrédto
szczepu
N6 Szczep dziki H. pylori 7
N6 AHP1021 | Szczep N6, w ktorym gen HP1021 | Otrzymano od dr Kerstin Stingl,
zastgpiono kasetg opornosci na | National Reference Laboratory
kanamycyne for Campylobacter, Department
of Biological Safety, Federal
AHP1021::aphA-3 . 8 . v
Institute for Risk Assessment,
Berlin, Niemcy
N6 Szczep, w ktorym w genie HP1021 Uzyskano w tej pracy doktorskiej
HP1021Acys | wprowadzono mutacje kodonow
cysteinowych na kodony alaninowe
AHP1021::HP1021(27GCT>TGC,
51GGC>TTG, 56CGC>TTG 238GCC>TGC,
270GCG>TGC)- aphA-3
N6 Szczep komplementacyjny HP1021 Uzyskano w tej pracy doktorskiej
AHP1021com
(AHP1021::aphA-3)::(HP1021-cat)
26695 Szczep dziki H. pylori %8
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3.1.3 Plazmidy

Tab. 4. Wektory wykorzystywane w pracy doktorskiej

Nazwa wektora Opis i zastosowanie Zrédto

pPpGEM-T Easy Wektor do klonowania produktéw reakcji | Promega
PCR, AmpR.

pTZ57R/T Wektor do klonowania produktéw reakcji | Thermo  Fisher
PCR, AmpR. Scientific

pET-28a(+)Nstrep

Wektor ekspresyjny zmodyfikowany,
zawiera sekwencje kodujgcg Strep-Tagll
(WSHPQFEK) na N-koricu syntezowanego
biatka rekombinowanego, Kan®.

Zawilak-Pawlik,
dane

nieopublikowane
£

pTZ57R/TAHP1021

Pochodna pTZ57R/T wykorzystana do
konstrukcji szczepu N6A1021 na drodze
rekombinacji homologiczne;j .

99

PGEM1021Acys-aphA3

Pochodna pGEM -T Easy, wykorzystany do
konstrukcji szczepu N6 1021Acys na drodze
rekombinacji homologicznej, zawierajacy
sekwencje genu wktérej zmutowano
kodony reszt cysteinowych na alaninowe
(27GCT>TGC, 51GGC>TTG, 56CGC>TTG,
216GCA>TGC, 238GCC>TGC, 270GCG>TGC),
lewe ramie homologii (fragment genu
HP1020) oraz prawe ramie homologii
(fragment genu HP1022).

Uzyskano w tej
pracy doktorskiej

Wektory zastosowane do

nadprodukcji i oczyszczania biatek rekombinowanych

Nazwa Opis
pET- pPET-28a(+)Nstrep zawierajgcy gen HP1021 | Uzyskano w tej
28a(+)NstrepHP1021 wykorzystywany do  produkcji biatka | pracy doktorskiej
rekombinowanego HP1021 z metkg Strep-
tag Il na N-koncu biatka HP1021.
pET-28a(+)Nstrep PET-28a(+)Nstrep zawierajgcy gen HP1021 z | Uzyskano  w tej
HP1021NDC mutacjami nukleotydowymi w kodonach: | pracy doktorskiej
27GCT>TGC, 51GGC>TTG, 56CGC>TTG.
Mutacje skutkuja zamiang reszt
cysteinowych na reszty  alaninowe

w pozycjach 27, 52 i56 sekwencji biatka
HP1021 (C27A; C51A; C56A).
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Wykorzystywany do  produkcji  biatka
HP1021NDC z metka Strep-tag Il na N-koricu
biatka.

pET-28a(+)Nstrep
HP1021CDC

pET-28a(+)Nstrep zawierajacy gen HP1021 z
mutacjami nukleotydowymi w kodonach:
216GCA>TGC, 238GCC>TGC, 270GCG>TGC.
Mutacje skutkuja zamiang reszt
cysteinowych na reszty  alaninowe
w pozycjach 216, 238 i 270 sekwencji biatka
HP1021 (C216A; C238A; C270A).
Wykorzystywany do  produkcji  biatka
HP1021CDC z metka Strep-tag Il na N-koricu
biatka.

Uzyskano w tej
pracy doktorskiej

pET-
28a(+)NstrepHP1021DC

pET-28a(+)Nstrep zawierajacy gen HP1021 z
mutacjami nukleotydowymi w kodonach:
27GCT>TGC, 51GGC>TTG, 56CGC>TTG,
216GCA>TGC, 238GCC>TGC, 270GCG>TGC.
Mutacje powodujg wymiane wszystkich
reszt cysteinowych na reszty alaninowe
w pozycjach C27A; C51A; C56A; C216A,;
C238A; C270A. Wykorzystywany do
produkcji biatka HP1021DC z metka Strep-
tag Il na N-koncu biatka.

Uzyskano w tej
pracy doktorskiej

*Wektor otrzymany przez zhybrydyzowanie oligonukleotydéw P45 oraz P46 (Tab. 5),
a nastepnie wklonowanie dwuniciowego oligonukeotydu w plazmid pET28a(+) w miejsca

Ncol/BamHI.
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3.2 Oligonukleotydy
Tab. 5. Oligonukleotydy stosowane w pracy doktorskiej

P1

GCTCACCACGAGCGGCGATTTG

P2

GCTTTAAAATCTTCATCAAATTGG

P3

GCGGATCCATGAAAATCTTAATCATTGAAGA

P4

GCCTCGAGTTATTTGCGCGGTAAGTTATATT

P5

GACAGCAAATGGGTCGCGGATCC

P6

GATTTAGGGCATTTTGCTGAGATCATCTCTAGC

P7

GCTAGAGATGATCTCAGCAAAATGCCCTAAATC

P8

GTTTCTTCTAAAGTGGCCACTCAAGGGCGCGCCGAACATTTTGTGCG

P9

CGCACAAAATGTTCGGCGCGCCCTTGAGTGGCCACTTTAGAAGAAAC

P10

GAATTGGCCCGTTCTGCACCTATTGTTTTGTCC

P11

GGACAAAACAATAGGTGCAGAACGGGCCAATTC

P12

ATTGTGAGCATTGAAGCCGGCAATAAACCCC

P13

GGGGTTTATTGCCGGCTTCAATGCTCACA

P14

GCATTTTTCTTCTACAGCGACCGATACAGAATTAG

P15

CTAATTCTGTATCGGTCGCTGTAGAAGAAAAATGC

P16

GTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCGAG

P17

[6FAM]-GGAGTAAGAATAGCTTCGAAT

P18

CATCGATAGGATATCCTGGG

P19

ATAAAACCGGCGATCCTTCT

P20

GCTTGGATACCCACATGCTT

P21

CGCGATAGCGATTGGCCACC

P22

CAGAAAGACCTTGCCCGCCG

P23

GCTTCAGCGTTAATGGTGGT

P24

GAATCTCACGCCAAGCATTT

P25

AAGCACACAATCCCGCTCGC

P26

CGGCTACCCTTTTGGCGTGG

P27

CTAGCGGATTCTCTCAATGTCAA

P28

GGAGTACGGTCGCAAGATTAAA
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P29

CGTGGGGTTAGGGGTATAAAG

P30

CGCAAAGCTTGAATCTCAAAT

P31

ACGCGCTGCTTTCATAACTC

P32

CACCCAGCATTTCAGGTTTA

P33

GTGATAAAAGGAAGAATTGATGAAAATCTTAATCATTGAA

P34

TTCAATGATTAAGATTTTCATCAATTCTTCCTTTTATCAA

P35

ATAACTTACCGCGCAAATAAGGATCCTGACTAACTAGGAGGAA

P36

AATCCTCCTAGTTAGTCAGGATCCTTATTTGCGCGGTAAGTTAT

P37

GCGATTTTAGGAGCGATTAAAGGG

P38

GAATCTTTTAGGGAGTGTTTTATTAG

P39

BIOTIN-CTCTATTTTGAAAACCCCTATTTC

P40

CTATATTTTTTCAATGGTTTAGTGC

P41

GCATAAGATCTAGGAGTAAGA

P42

BIOTIN-CATGTTTGACAGCTTATCATCG

P43

BIOTIN-CCCTACTACTGTTACTAATTATTATT

P44

AATAATAATTAGTAACAGTAGTAGGG

P45

Pho-CATGGCAAGCTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAAGGCGCCG

P46

Pho-GATCCGGCGCCTTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCCAGCTTGC

P49

ATAATTTGCCGCGCAAATAACGGAATTTACGGAGGATAAATGGAGAAAAAAATCACTGG

P50

CCAGTGATTTTTTTCTCCATTTATCCTCCGTAAATTCCGTTATTTGCGCGGCAAATTAT

P51

TACCTGGAGGGAATAATGCTGCAGCAGAAAATCCTTAAGC

P52

GCTTAAGGATTTTCTGCTGCAGCATTATTCCCTCCAGGTA

P53

TAATACGACTCACTATAGG

P54

GCTAGTTATTGCTCAGCGG
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3.3 Odczynnikii enzymy

e Enzymy restrykcyjne i modyfikujgce DNA pochodzity z firm: Thermo Fisher Scientific
i Fermentas.

e Zestawy do izolacji plazmidowego DNA z komoérek E. coli, H. pylori i oczyszczania DNA
po reakcjach enzymatycznych (trawienie enzymami restrykcyjnymi, PCR, modyfikacja
DNA) pochodzity z firm: Qiagen oraz A&A Biotechnology.

e Reakcje sekwencjonowania wykonywano w firmie Genomed (Warszawa).

e Ztoze chromatograficzne do oczyszczania rekombinowanych biatek pochodzito z firmy
IBA Lifesciences.

e Przeciwciata wykorzystane w pracy pochodzity z firm GE Healthcare (o$le przeciwciato
IgG skierowane przeciwko kréliczym IgG, skoniugowane z peroksydazg chrzanowsg;
NA934V) oraz Sigma-Aldrich (kozie przeciwciato 1gG skierowane przeciwko kréliczym
IgG, skoniugowane z fosfatazg alkaliczng; A3687). Surowica krélicza, zawierajgca
przeciwciata skierowane przeciwko biatku HP1021, uzyskana zostata za zgodg Lokalnej
Komisji Etycznej w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN na mocy
Uchwaty nr 51/2012 z dnia 18.07.2012 roku.

3.4 Buforyiroztwory
Tab. 6. Bufory i roztwory

TBE 1x PBS
Tris 89 mM NaCl 0,8%
Kwas borowy 89 mM KCl 0,02%
EDTA 2 mM Na;HPO4 0,144%
NaH2PO4 0,024%
TE
Tris-HCl pH 8,0 10 mM Obciaznik 4xp
EDTA 1mM
Tris pH 6,8 250 mM
SDS 8%
Bufor Tris-Glicyna 1x Glicerol 40%
) B-merkaptoetanol 14M 0,7M
Tr!s 25 mM Bromophenol Blue 0,025%
Glicyna 192 mM
SDS 0,1%
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Obcigznik 6x do DNA

CBB (Coomassie Briliant Blue)

Btekit bromofenolowy 0,25% CBB R250 0,1%

Sacharoza w H,0 40% (w/v) CBB G250 0,05%
Etanol 96% 40%
Metanol 5%
Kwas octowy 10%
Odbarwiacz
Metanol 35%
Kwas octowy 7%

3.5 Podtoza mikrobiologiczne
Tab. 7. PodtoZa mikrobiologiczne

LB pH 7,5 (na 1 litr) SOC

Trypton 10g SOB 5 ml

Ekstrakt drozdzowy 5g Glukoza 1 M 100 pl

NacCl 10g MgCl, 2 M 25 ul

State podtoze LB Columbia Blood Agar 250 ml|

LB 1L Columbia Blood

Agar 15¢g Agar Base 9,75¢
H.O 225 ml
Po sterylizaciji:

SOB pH 7,0 (na 100ml) Krew koriska

Trypton 2g odwtdkniona 25 ml

Ekstrakt drozdzowy 05¢g

Nacl 0,058 BBL 400 ml

KCIl 250mM 1ml

Po sterylizacji 0,5 ml 2M MgCl, Brucella Broth 116g

TSS (na 100 ml)

Trypton 1lg
Ekstrakt drozdzowy 0,5g
NaCl 0,5g
PEG 20000 10g
Po sterylizacji:

DMSO 5 ml
MgCl, 2 M 5ml

H20 360 ml
Po sterylizacji:
FCS (Biowest $1810)

inaktywowany termicznie 40 ml
BHI z glicerolem 200 ml

Brain Hearth Infusion 7,48
Glicerol 100% 40 ml
H.O 160 ml
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3.6 Hodowle mikroorganizméw
3.6.1 Hodowle E. coli

Hodowle na podtozach statych prowadzono na ptytkach Petriego, na podifozu LB
(Tab. 7) z dodatkiem odpowiedniego antybiotyku. Dodatkowo w niektérych przypadkach
w celu selekcji kolonii biatych i niebieskich do podtoza dodawano IPTG (1 mM) iX-gal
(0,2 mg/ml). Bakterie inkubowano w temperaturze 37°C przez okoto 16-20 godzin.

Hodowle ptynne prowadzono w kolbach stozkowych, w pozywce LB w objetosci nie
przekraczajgcej 1/5 pojemnosci kolby, z wytrzgsaniem 180 rpm w temperaturze 37°C

z dodatkiem odpowiedniego antybiotyku.

Antybiotyki selekcyjne:
e Ampicylina 100 pg/ml
e Kanamycyna 25 pg/ml
e Chloramfenikol 34 ug/ml

3.6.2 Hodowle H. pylori

Hodowle H. pylori prowadzono na wentylowanych ptytkach Petriego, na podtozu
Columbia Blood Agar (Tab. 7) z dodatkiem 10% odwtdknionej krwi konskiej, koktajlu
antybiotykowego oraz antybiotyku selekcyjnego (jesli byt konieczny). Hodowle wysiewano na
ptytke i inkubowano 24 godziny w warunkach mikroaerofilnych w temperaturze 37°C,
a nastepnie przesiewano na nowe ptytki iinkubowano kolejne 24 godziny. Komorki po

transformacji inkubowano 5-6 dni.

Atmosfera mikroaerofilna zapewniana byfa przez system wymiany gazowej na zasadzie
wypompowania powietrza ze stojéw hodowlanych (Oxoid HP0011; BD 260629) do cisnienia -
0,4 atmosfery, oraz wprowadzenia do stojow mieszanki gazowej o zdefiniowanym sktadzie: 5%
02, 10% CO,, 85% Na. Procedure odpompowania gazu ze stoja i wprowadzenia gazu z butli

przeprowadzano 2-3 krotnie.
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Koktajl antybiotykowy**

polimyksyna B 0,3 pug/ml
wankomycyna 12,5 pg/ml
amfoterycyna B 2,5 pg/ml
trimetoprim 6,25 ug/ml

Antybiotyki selekcyjne:

e kanamycyna 15 pg/ml

e chloramfenikol 8 ug/ml

Hodowle ptynne prowadzono w temperaturze 37°C, w pozywce BBL (Tab.7) z dodatkiem
10% inaktywowanej termicznie surowicy ptodowej cielecej, z wytrzgsaniem orbitalnym
140 rpm. Pozywke zaszczepiano do ODggo = 0,5 komdrkami zebranymi z hodowli na podtozu
statym, hodowano okofo 6 godzin, a nastepnie przesiewano na Swiezg pozywke. Hodowle
prowadzono w warunkach mikroaerofilnych lub innych, dostosowanych do wymagan

eksperymentu (szczegdty w rozdziale Wyniki).

3.7 Techniki wykorzystywane w pracy z DNA
3.7.1 Mini-izolacja plazmidéw z komoérek E. coli (tzw. miniprep)

W celu izolacji plazmidowego DNA z 1,5-2 ml hodowli bakteryjnej, 1,5-2 ml ptynnego
LB z dodatkiem antybiotyku selekcyjnego (rodz. 3.6.1) zaszczepiano komdrkami E. coli DH5a
zawierajgcymi plazmid, a nastepnie hodowano w temperaturze 37°C z wytrzgsaniem przez
noc. Plazmidowy DNA izolowano z wykorzystaniem zestawu Plasmid Mini (A&A

Biotechnology) zgodnie z instrukcjg zatgczong przez producenta.

3.7.2 lzolacja plazmidéw z komorek E. coli na srednig skale (tzw. midiprep)

W celu izolacji plazmidowego DNA z 50 ml hodowli bakteryjnej, 50 ml ptynnego LB
z dodatkiem antybiotyku selekcyjnego (Rozdziat 3.6.1) zaszczepiano komdrkami E. coli DH5aq,
a nastepnie hodowano w temperaturze 37°C z wytrzgsaniem przez noc. Plazmidowy DNA
izolowano z wykorzystaniem zestawu Plasmid Midi (A&A Biotechnology) zgodnie z instrukcjg

zatgczong przez producenta.
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3.7.3 lzolacja genomowego DNA z komorek H. pylori

W celu izolacji genomowego DNA zbierano biomase bakterii z okoto % ptytki
hodowlanej, a nastepnie zawieszano w 1 ml 150 mM NaCl. Osad po odwirowaniu (5 min,
5000 rpm, 25°C) zawieszano w 100 ul buforu TRIS (10 mM, pH 8,5). I1zolacje genomowego DNA
prowadzono zgodnie z instrukcjg zatagczong przez producenta zestawu (Genomic Mini, A&A

Biotechnology).

3.7.4 Elektroforeza DNA w zelu agarozowym

DNA rozdzielano elektroforetycznie w zelu agarozowym o stezeniu zaleznym od
wielkosci fragmentéw DNA: niskoczgsteczkowe fragmenty (100-500 pz) wzelu 1,5%,
czgsteczki o wyzszej masie (500-10000 pz) w zelu 1%. Do zelu dodawano barwnik SimplySafe
(EurX). Elektroforeze prowadzono w temperaturze pokojowej w buforze 1x TBE, w aparacie
do elektroforezy horyzontalnej, przy napieciu 8-10 V/cm. Wielkos¢ rozdzielanych fragmentow
DNA oceniano przez poréwnanie z réwnoczesnie naniesionym wzorcem mas czgsteczkowych

DNA (A DNA/Pstl, Rozdziat 3.7.5).

3.7.5 Wzorzec mas czgsteczkowych DNA

Wzorzec mas czasteczkowych A DNA/Pstl przygotowywano przez trawienie 6 pug DNA
faga A z uzyciem 20 U enzymu restrykcyjnego Pstl w buforze O (Thermo Fisher Scientific, BO5),

w temperaturze 37°C przez noc, a nastepnie dodanie obcigznika 6x do DNA (Tab. 6).

3.7.6 Oczyszczanie DNA

Fragmenty DNA:

e po wycieciu z zelu agarozowego

e produkty reakcji PCR (z pominieciem etapu rozpuszczania agarozy w temperaturze 50°C,
wykorzystujgc bufor R7SI w objetosci 1:1 w stosunku do objetosci reakcji oraz izopropanol

w objetosci 0,5 V objetosci uzytego buforu R7SI)
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e po trawieniu enzymami restrykcyjnymi (z pominieciem etapu rozpuszczania agarozy
w temperaturze 50°C, wykorzystujgc bufor R7SI w objetosci 1:1 w stosunku do objetosci
reakcji oraz izopropanol w objetosci 0,5 V objetosci uzytego buforu R7SI) oczyszczano

uzywajgc zestawu GelOut (A&A Biotechnology).

3.7.7 Trawienie DNA enzymami restrykcyjnymi

Reakcje trawienia enzymami restrykcyjnymi prowadzono zgodnie z zaleceniami
producenta przyjmujgc, ze 1 U enzymu trawi catkowicie 1 ug DNA wciggu 1 godziny
w optymalnych warunkach temperatury i buforu. W przypadku enzymoéw FastDigest (Thermo
Fisher Scientific) przyjmowano ze 1 pl enzymu trawi 1 pg plazmidowego DNA lub 0,2 pg
produktu PCR w ciggu 5 minut w optymalnych warunkach temperatury. DNA oczyszczano
poprzez elektroforeze w zelu agarozowym a nastepnie oczyszczanie zestawem GelOut (A&A
Biotechnology) lub bezposrednio po reakcji PCR z wykorzystaniem wyzej wymienionego

zestawu (Rozdziat 3.6.7).

3.7.8 Defosforylacja 5’ koncéw DNA

Do reakcji defosforylacji uzywano fosfatazy alkalicznej (FastAP, Thermo Fisher
Scientific). Reakcje prowadzono w buforze i warunkach zalecanych przez producenta. Po
reakcji enzym inaktywowano termicznie (5 min, 75°C). Produkt defosforylacji uzywano

bezposrednio do reakcji ligacji.

3.7.9 Ligacja

Do ligacji produktéw PCR uzywano zestawu pGEM-T Easy wedtug zalecen producenta
lub produkty PCR klonowano z wykorzystaniem miejsc restrykcyjnych. Do ligacji fragmentow
restrykcyjnych uzywano ligaze T4 (Thermo Fisher Scientific). Reakcja ligacji prowadzona byta
przez noc w temperaturze 4°C. W reakcji stosowano trzykrotny nadmiar molowy insertu
w stosunku do wektora. Objetos¢ mieszaniny wynosita 10-20 pl w tym 1-2 U ligazy oraz bufor

do ligazy.
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3.7.10 tancuchowa reakcja polimerazy (PCR)

Reakcje prowadzono w objetosci 10-100 pl przy uzyciu zestawdw iProof (BioRad) (PCR
preparatywny, uzywano polimerazy o zwiekszonej wiernosci celem eliminacji btedow
polimerazy przy produkcji fragmentéw do klonowania) lub DreamTaq (Thermo Fisher
Scientific) (PCR analityczny, powielenie DNA jako etap analizy wynikéw lub przygotowanie
sond DNA).

Typowy przebieg etapow reakcji PCR:

1. Denaturacja wstepna: 3 minuty, 95°C

2. Denaturacja: 30 sekund, 95°C

3. Stapianie starterow: 30 sekund w temperaturze T, obliczonej wg wzoru:
Ta=Tm -5°C, gdzie Tm=4*(nG+nC) + 2*(nA+nT); n-liczba nukleotydéw

4. Synteza: 72°C, 20-150 sekund w zaleznosci od dtugosci fragmentdéw przyjmujgc 1 min
na 1000 pz.

Kroki 2-4 powtarzano 25-35 razy. Ostatni etap syntezy wydtuzano do 5 minut i mieszanine

schtadzano do temperatury 4°C. Produkty analizowano elektroforetycznie; jesli celem byto

uzyskanie DNA do dalszych etapow pracy, oczyszczano DNA z wykorzystaniem

odpowiedniego zestawu (Gel-Out, A&A Biotechnology) (Rozdziat 3.6.7).

Tab. 8. Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR (na 50 ul).

Sktadniki Stezenie wyjsciowe | Stezenie koncowe Objetos¢ dodawana
Matryca DNA 5-50 ng/pl 100-1000 pg/ul 1-2 ul

Starter 3’ 5uM 0,5 uM 5ul

Starter 5’ 5uM 0,5 uM 5yl

Bufor 10x lub 5x 1x 5-10 ul

dNTP 10 mM 0,2 mM 1l

H20 do 50 pl

Polimeraza 1-5 U/ul 0,01-0,02 U/ul 0,5-1 ul
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3.7.11 Reakcja PCR wydtuzania naktadajacych sie odcinkéw (OE-PCR)

Metode OE-PCR (ang. overlap extension PCR) stosowano do tgczenia fragmentow
PCR%, Do reakcji stosowano odpowiednio przygotowane w reakcji PCR fragmenty DNA
z wykorzystaniem odpowiednio zaprojektowanych starteréw. Fragmenty oczyszczano z zelu
agarozowego, a nhastepnie tgczono w kolejnej reakcji PCR wykorzystujgc skrajng pare
starterdw.

Etapy OE-PCR:

1. Denaturacja wstepna: 1 minuta, 92°C

2. Denaturacja: 1 minuta, 92°C

3. Stapianie starterdow: 1 minuta, 50°C

4. Synteza: 2,5 minuty, 72°C

Kroki 2-4 powtarzano 25-35 razy. Ostatni etap syntezy wydtuzano do 3 minut
i mieszanine schtadzano do temperatury 4°C. Produkty analizowano elektroforetycznie
i oczyszczano z wykorzystaniem odpowiedniego zestawu (Gel-Out, A&A Biotechnology)

(Rozdziat 3.6.7)

3.7.12 Transformacja komarek E. coli

Komoérki E. coli transformowano plazmidowym DNA Ilub mieszaning ligacyjng

z wykorzystaniem metody szoku cieplnego.

3.7.12.1 Transformacja metodg szoku cieplnego

Przygotowanie komérek kompetentnych
Komoérkami z pojedynczej kolonii zaszczepiano 20 ml pozywki ptynnej LB a nastepnie
hodowle inkubowano w temperaturze 37°C z wytrzgsaniem 180 rpm do ODego = 0,4. Komorki
schtadzano przez 30 minut na lodzie, a nastepnie zwirowywano (10 min, 5000 x g, 4°C). Osad
komérkowy przemywano 1 objetoscig (rowng objetosci hodowli) zimnym sterylnym 50 mM
CaCly. Osad komorkowy zawieszano w 1 ml zimnego sterylnego 50 mM CacCly, inkubowano 30
minut na lodzie, a nastepnie wirowano (10 min, 5000 x g, 4°C). Osad zawieszano w 500 pl

zimnego, sterylnego 50 mM CaCl; w 15% glicerolu i rozporcjowywano po 100 pl, a nastepnie
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szybko zamrazano z wykorzystaniem ciektego azotu. Do transformacji uzywano komaérek

przechowywanych w temperaturze -70°C.

Transformacja komérek
Komorki kompetentne rozmrazano na lodzie, a nastepnie dodawano DNA i inkubowano:
e 30 minut na lodzie, od czasu do czasu delikatnie mieszajgc
e 90 sekund w temperaturze 42°C
e 2 minuty na lodzie

e 3 minuty w temperaturze pokojowej

Nastepnie do mieszaniny dodawano 1 ml SOC (Tab. 7) iinkubowano 1 godzine
w temperaturze 37°C z wytrzgsaniem. Na ptytke z podtozem LB i odpowiednim antybiotykiem

wysiewano 50-150 pl hodowli, a nastepnie inkubowano w temperaturze 37°C przez noc.

3.7.13 Transformacja komaérek H. pylori

Komorki H. pylori posiadajg naturalng zdolno$¢ do przyjmowania DNA ze srodowiska
zewnetrznego. W warunkach laboratoryjnych stosowano metode transformacji komadrek

H. pylori wykorzystujac naturalng kompetencje komorek.

3.7.13.1 Wykorzystanie naturalnej kompetencji H. pylori do pobierania DNA ze srodowiska
zewnetrznego

Komorki H. pylori, po uprzedniej 2-dniowej hodowli ptytkowej (Rozdziat 3.6.2) zbierano
jatowg wymazdwka z ptytki, a nastepnie wysiewano w postaci hodowli o Srednicy 1 cm. Ptytki
inkubowano okoto 4-6 godzin w warunkach mikroaerofilnych. Nastepnie na hodowle H. pylori
nanoszono 3-5 ug plazmidowego DNA w objetosci 10 ul i inkubowano w temperaturze 37°C,
w warunkach mikroaerofilnych, agarem do dotu przez kolejne 24 godziny. Po tym czasie
hodowle zbierano wymazdéwka i wysiewano na nowe ptytki z podtozem CBA i antybiotykiem
selekcyjnym. Ptytki nastepnie inkubowano 3-5 dni w temperaturze 37°C w warunkach
mikroaerofilnych (Rozdziat 3.6.2). Po tym czasie powstate pojedyncze kolonie przesiewano na

nowe ptytki z pozywka CBA oraz antybiotykiem selekcyjnym iinkubowano 2 dni
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w temperaturze 37°C w warunkach mikroaerofilnych. Ostatnim etapem bylo przesianie
kazdego z klondw na pojedynczg ptytke, inkubacja 24 godziny w temperaturze 37°C
w warunkach mikroaerofilnych, a nastepnie zabezpieczenie klonéw w postaci hodowli
glicerynowych poprzez zawieszenie zebranej hodowli w BHI z glicerolem oraz zamrozenie

w 70°C.

3.8 Techniki wykorzystywane w pracy z RNA
3.8.1 lzolacja catkowitego RNA z komaérek H. pylori

Catkowity RNA z komoérek H. pyloriizolowano z wykorzystaniem zestawu GeneJET RNA
Purification Kit (Thermo Fisher Scientific). Komérki H. pylori pobierano z hodowli ptynnej
w iloci okoto 0,5 x 10° komdrek, wirowano (3 minuty, 5000 x g, 25°C) a nastepnie z komérek
izolowano RNA wedtug protokotu producenta. Wyizolowany RNA przechowywano
w temperaturze -20°C. Oczyszczony RNA analizowano elektroforetycznie

i spektrofotometrycznie.

3.8.2 Odwrotna transkrypcja RNA

Caty preparat wyizolowanego RNA poddawany byt trawieniu DNazg 1 (1 U, 30min,
37°C) (EN0525; Thermo Fisher Scientific). Reakcje przerywano przez dodanie 1 ul 50 mM EDTA
(15575020; Thermo Fisher Scientific) i inkubacje mieszaniny reakcyjnej w temperaturze 65°C
przez 10 min. Nastepnie przeprowadzano reakcje odwrotnej transkrypcji wykorzystujgac 400-
500 ng przygotowanego RNA. W reakcji stosowano odwrotng transkryptaze Maxima RT
(Thermo Fisher Scientific; EPO741), startery Random Hexamers (Thermo Fisher Scientific;
S0142) oraz inhibitor RNaz RiboLock (Thermo Fisher Scientific; EO0381). Reakcje prowadzono
w objetosci 20 pl w warunkach:

e 10 minut, 25°C
e 30 minut, 50°C
e 5 minut, 85°C
Otrzymany produkt uzywano bezposrednio do rozcienczen w reakcji Reverse transcription -

qPCR.
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3.8.3 llosciowa reakcja PCR (qPCR)

Reakcje ilosciowego PCR (qPCR, ang. quantitative PCR) przeprowadzano

z wykorzystaniem zestawu SensiFast NO-ROX (Bioline). Do reakcji wykorzystywano 1 ul 10-
krotnie rozcienczonej mieszaniny z reakcji odwrotnej transkrypcji (Rozdziat 3.8.2) oraz startery
specyficzne dla badanych genéw (Tab.5). Reakcje prowadzono w objetosci 20 ul
w standardowych warunkach:

1. 95°C, 3 minuty

2. 95°C, 5 sekund

3. 60°C, 10 sekund

4. 72°C, 20 sekund; Odczyt

Kroki 2-4 powtorzy¢ 40 razy

5. 95°C 10 sekund

6. 65°C-95°C zmiana co 0,5°C plus odczyt

Reakcja prowadzona byta w aparacie CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System
(BioRad) przy uzyciu programu CFX Manager. Wyniki analizowano z wykorzystaniem programu

CFX Manager (BioRad) lub Excel 2017.

3.9 Techniki wykorzystywane do pracy z biatkami
3.9.1 Oznaczanie stezenia biatka

Stezenia biatek oznaczano metodg Bradford!® w objetoéci 1 ml. Do kuwety
spektrofotometrycznej dodawano 200 pl odczynnika 5x Bradford (Roth, K015.1) oraz
uzupetniano do objetosci 1 ml wodga. Nastepnie do kuwety dodawano biatko w objetosci 2-10
ul. Réwnolegle przygotowywano prébe zerowg bez biatka. Sktadniki po wymieszaniu
inkubowano przez 5 minut, a nastepnie odczytywano wartos¢ absorbancji przy dtugosci fali
595 nm. Stezenie biatka wyliczano na podstawie krzywej standardowe] przygotowanej dla

BSA.
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3.9.2 Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym w obecnosci SDS (SDS-PAGE)

Biatka rozdzielano w zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujgcych®?.
Przygotowywano mini-zele o wymiarach 8,6 x 6,7 x 0,1 cm. Najpierw wylewano zel
rozdzielajacy, po jego spolimeryzowaniu zel zageszczajgcy. Przygotowane zele umieszczano
w aparacie do elektroforezy wertykalnej (Mini-Protean Tetra Cell, BioRad). Do prdébek
dodawano obcigznik 4xp w stosunku 3:1 (Tab. 6) a nastepnie ogrzewano bezposrednio przed
natozeniem na zel wtemperaturze 95°C przez 5 minut. Elektroforeze prowadzono przy
natezeniu pradu 30 mA. Po zakonczeniu rozdziatu, zel wizualizowano na lampie UV z
wykorzystaniem metody StainFree (Imagelab, BioRad) dzieki obecnosci 0,5% TCE w zelu, lub
przeprowadzano Western Blotting (Rozdziat 3.9.3.). Mase czgsteczkowgq biatek szacowano na

podstawie wzorca mas czgsteczkowych naniesionego rownolegle z probkami badanymi.

Tab. 9. Sktad zelu rozdzielajgcego (5 ml).

Sktadniki 10% 12% 15%
H,O 0,98 ml 0,65 ml 0,15 ml
Rotiphorese gel 30

(Roth, 3029.1) 1,67 ml 2 ml 2,5 ml
1,88M Tris (pH 8,8) 1 ml 1ml 1ml
2% TCE 1,25 ml 1,25 ml 1,25 ml
10% SDS 50 ul 50 ul 50 ul
10% APS 50 ul 50 ul 50 ul
TEMED 5ul 5ul 5ul
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Tab. 10. Sktad Zelu zageszczajgcego.

Sktadniki 5%
H.0 1,22 ml
Rotiphorese gel 30 (Roth, 3029.1) 0,34 ml
0,625M Tris (pH 6,8) 0,4 ml
10% SDS 20 ul
10% APS 20 ul
TEMED 2 ul

3.9.3 Immunoblotting (Western Blotting)

Technike stosowano w celu specyficznej identyfikacji biatek z uzyciem specjalnie
dobranych przeciwciat. Transfer biatek na membrane nitrocelulozowa przeprowadzono
w aparacie TransBlot Turbo Transfer System (BioRad). Umieszczono w nim kolejno: bibute
Extra thick western blotting filter paper (Thermo Fisher Scienitific)) membrane
nitrocelulozows, zel, bibute Extra thick western blotting filter paper. Wszystkie elementy poza
zelem uprzednio namoczono w buforze Trans-Blot Turbo (BioRad, bufor wchodzgcy w sktad
jednego z zestawdw Trans-Blot Turbo RTA Transfer Kit, np. 1704272). Transfer
przeprowadzano przez 7 minut w warunkach 25V, 1,3 A w aparacie Trans-Blot Turbo Transfer
System. Po transferze membrane umieszczano w 5% roztworze mleka na okoto 30 min lub
przez noc w temperaturze 4°C, a nastepnie inkubowano z rozcienczonym 1:2500 w PBST
przeciwciatem pierwszorzedowym anty-HP1021 przez 60 minut. Po tym czasie niespecyficznie
zwigzane przeciwciata odmywano buforem PBST (3 x 5 ml), po czym membrane inkubowano
z rozcienczonym 1:3000 (NA934V, GE Healthcare) lub 1:10000 (A3687, Sigma-Aldrich)
przeciwciatem drugorzedowym przez 60 minut. Membrane przemywano buforem PBST
(3 x5 ml, 5 min), a nastepnie buforem PBS (3 x 5 ml, 5 min). W zaleznosci od zastosowanego
przeciwciata drugorzedowego detekcji dokonywano za pomoca reakcji barwnej (gdy uzywano
koniugatu przeciwciata z fosfatazg alkaliczng) lub chemiluminescencyjnej (w przypadku

koniugatu przeciwciata z peroksydazg chrzanowg).
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3.9.3.1 Reakcja barwna

Osuszong membrane umieszczano w roztworze AP zawierajgcym substraty dla enzymu
(BCIP oraz NBT) (Bufor do reakcji barwnej, Tab. 11). Reakcje prowadzono do momentu
pojawienia sie sygnatow o pozgdanej intensywnosci i przerywano przeptukujgc buforem TE

(Tab. 11).

3.9.3.2 Reakcja chemiluminescencyjna

Wszystkie kroki wykonywano w ciemnym pokoju z wykorzystaniem lampy ciemniowe;.
Osuszong membrane umieszczano w potgczonych Roztworach do wywotywania 1i 2 (Tab. 11).
Reakcje prowadzono przez 1 minute, nastepnie membrane lekko osuszano, zabezpieczano
folig i umieszczano w kasecie rentgenowskiej. Detekcji sygnatu dokonywano przyktadajgc
klisze rentgenograficzng (CL-XPosure film, Thermo Fisher Scientific). Naswietlong klisze
inkubowano w roztworze wywotywacza do czasu pojawienia sie sygnatu, ptukano w wodzie
destylowaneji utrwalano w roztworze utrwalacza (Carestream Readymatic X-Ray solution Set,
Carestream Health). Intensywnos¢ sygnatu regulowano czasem kontaktu membrany z kliszg

(15 sekund — 5 minut) oraz czasem inkubacji w roztworze wywotywacza.

Tab. 11. Roztwory wykorzystywane w technice Western Blotting.

Bufor AP Roztwor blokujacy

Tris-HCl pH 9,5 100 mM PBST 50 ml

NacCl 100 mM Odttuszczone mleko 1,5g

MgCl, 50 mM w proszku

Bufor do reakcji barwnej Bufor do transferu (z zestawu
i BioRad 1704272)

Roztwor NBT 66 ul

Roztwor BCIP 33 ul 5x BioRad trans blot

Bufor AP 10 ml turbo buffer 200 ml

Roztwor NBT H.O 600 ml

NBT 0,5g Etanol 200 ml

Dimetyloformamid 70% 10 ml

Roztwor BCIP

BCIP 0,5g
H,O 10 ml
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PBS Roztwor do wywotywania 1

NaCl 137 mM Tris-HCl pH 8,5 1ml

KCI 2,7mM Luminol 250 mM 100 pl

Na;HPO4 10 mM Kwas kumarynowy 90 mM 44 ul
H.O do 10 ml

PBST < i
Roztwor do wywotywania 2

NaCl 137 mM .

KCl 27 mM Tris-HCl pH 8,5 1ml

Na,HPO. 10 mM H202 30% 15 ul

Tween 20 0,05% H20 do 10 m

3.10 lzolacja rekombinowanych biatek HP1021, HP1021NDC, HP1021CDC, HP1021DC

Komérkami E. coli BL21, zawierajgcymi odpowiedni wektor serii pET (Tab. 4),
zaszczepiano 50 ml hodowli ptynnej pozywki LB z kanamycyng (Rozdziat 3.6.1). Inkubowano
przez noc w temperaturze 37°C. 1000 ml pozywki LB z kanamycyng zaszczepiano 20 ml nocnej
hodowli, inkubowano wytrzgsajgc w temperaturze 37°C do gestosci optycznej ODgoo = 0,8.
Hodowle indukowano IPTG w stezeniu koicowym 0,05 mM i inkubowano okofo 2,5-3 godziny.
Komérki zwirowywano (15 min, 5000 x g, 4°C). Osad zawieszano w 20 ml buforu w z dodatkiem
inhibitora proteaz (Roche, nr. kat. 13812200) i poddawano dziataniu ultradzwiekow
(Ultrasonic Desintegrator Type UD-11, 6x15 sekund, moc 5) wtazni lodowej. Zawiesine
rozbitych komdrek zwirowywano (40 min, 15000 rpm, 4°C). Po zwirowaniu supernatant
przenoszono na odpowiednio przygotowang kolumne zawierajacg ztoze Strep-Tactin
Superflow High Capacity (IBA Lifescience) (500 ul CV, ang. column volume). Nastepnie
kolumne przemywano pieciokrotnie buforem w jedng objetoscig kolumny (1x CV) (5 x 500 pl),
a nastepnie jednokrotnie (1x CV) buforem w bez dodatku EDTA. Biatko odmywano buforem E
zbierajgc osobno sze$¢ frakcji o objetosci potowy objetosci kolumny (0,5 x CV) (6 x 250 pl).
Otrzymane frakcje przechowywano w50% glicerolu w temperaturze -20°C. Czystosc

wyizolowanych frakcji biatkowych sprawdzano przeprowadzajac elektroforeze SDS-PAGE.
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Tab. 12. Roztwory do izolacji biatek rekombinowanych.

Bufor W Bufor E

Tris-HCI pH 8 100 mM Tris-HCl pH 8 100 mM
NaCl 300 mM NacCl 300 mM
EDTA 1 mM Destiobiotyna 2,5 mM

3.11 Badanie oddziatywan biatek z DNA
3.11.1 Opodiniona migracja kompleksow nukleoproteinowych w zelu poliakrylamidowym

Fragmenty DNA zawierajgce region oriC2 przygotowywano w reakcji PCR
z wykorzystaniem starteréw P17 oraz P18 (Tab. 5), a nastepnie otrzymany produkt
oczyszczano z zelu agarozowego (Rozdziat 3.7.6). Biatka do reakcji izolowano jak opisano
w rozdziale 3.10.1.

Reakcje prowadzono w objetosci 20 ul w buforze EMSA (Tab. 13). W sktad mieszaniny
wchodzito badane biatko, fragment DNA znakowany FAM, oraz, jezeli eksperyment tego
wymagat reduktor TCEP w stezeniu 5 mM i/lub jony metali dwuwartosciowych. Reakcje
prowadzono przez 30 minut w temperaturze 37°C, a nastepnie schtadzano na lodzie. Prébki
nanoszono na 4% zel poliakrylamidowy (Tab. 13). Elektroforeze prowadzono w temperaturze
pokojowej, w buforze 0,5x TBE przez 2 godziny przyktadajgc napiecie 5-10 V/cm. Po
skonczonej elektroforezie zele wizualizowano z wykorzystaniem aparatu Typhoon FLA-9500
(GE Healthcare).

Tab. 13. Roztwory wykorzystywane w metodzie EMSA.

Bufor EMSA 4% zel poliakrylamidowy

Tris-HCl pH 8 50 mM H20 33,17 ml

NacCl 100 mM Akrylamid-Bisakrylamid

Triton X-100 0,2% 30:1,35% 4,6 ml
10x TBE 2 ml
APS 10% 220 ul
TEMED 14,2 pl
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3.11.2 Analiza oddziatywan nukleoproteinowych metoda powierzchniowego rezonansu
plazmondéw (SPR)

Analize oddziatywan w czasie rzeczywistym wykonywano w aparacie Biacore T200 (GE
Healthcare) w temperaturze pokojowej. Analiza sensogramow wykonywana byta za pomocg

oprogramowania Biacore T200 Evaluation Software oraz Excel 2017.

3.11.2.1 Immobilizacja oligonukleotydow

Sensor optaszczony streptawidyng (Sensor Chip SA, GE Healthcare nr kat. BR100032)
umieszczono w aparacie. Powierzchnie sensora aktywowano poprzez ptukanie kazdego
kanatu buforem ptuczacym 1.

Nastepnie do sensoréw immobilizowano biotynylowane na jednym z 5’ koncow
dwuniciowe fragmenty DNA (Tab. 14) o stezeniu 0,4 ng/ul w buforze do wigzania DNA
(Tab. 15), ktérego szybkos¢ przeptywu w kanatach sensora ustalano na 15 pl/min az do
zwigzania odpowiedniej ilosci DNA (100 RU). Niespecyficznie zwigzane DNA odmywano przez

ptukanie kanatéw buforem ptuczacym 1, a nastepnie buforem ptuczacym 2 (Tab. 15).

Tab. 14. Przygotowanie fragmentdw DNA stosowanych w SPR.

NAZWA . s
SPOSOB OTRZYMANIA STARTERY |WIELKOSC [pz] |OPIS
FRAGMENTU
Kontrolny fragment
. P393 DNA, niewigzany przez
Bio-HP0180 191 .
P40 biatko HP1021 (dane
PCR, produkt oczyszczany z niepokazane)
zelu agarozowego P41
Fragment DNA
Bio-HPoriC2 P42 337 zawierajacy sekwencje
oriC2
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3.11.2.2 Badanie oddziatywan biatko-DNA

Roztwor biatka w buforze EMSA (Rozdziat 3.11.1) podawano na sensor z predkoscig
przeptywu 15 pl/min, wigzanie prowadzono przez 180 sekund. Faze dysocjacji prowadzono
przez 180 sekund przemywajgc powierzchnie buforem EMSA przy przeptywie 15 pl/min.
Kanaty regenerowano po kazdym przeptywie ptuczac roztworem 0,005 % SDS przez 30 sekund

a nastepnie réwnowazgc buforem EMSA.

3.11.2.3 Analiza wynikow

Sensogramy przedstawiajgce przebieg reakcji wigzania i dysocjacji biatka
oddziatujgcego z DNA analizowano z wykorzystaniem programu Biacore T200 Evaluation
Software. W celu normalizacji wynikow, od krzywych uzyskanych dla analizy oddziatywania
biatka z badanym DNA odejmowano wykresy otrzymane dla oddziatywania biatka

z fragmentem DNA niezawierajgcym miejsca wigzania biatka.

Tab. 15. Bufory SPR.

Bufor ptuczacy 1 Bufor do wigzania DNA

NaOH 50 mM Tris-HCI 100 mM

NacCl 1000 mM NaCl 500 mM
EDTA 1mM

Bufor ptuczacy 2

NaOH 50 mM

NacCl 1000 mM

Izopropanol 50 %

3.12 Badanie wigzania jonéw cynku przez biatko

Badanie oddziatywania biatka z jonami cynku przeprowadzano z wykorzystaniem
odczynnika Zincon (Merck, 96440) i pomiaru spektrofotometrycznego przy dtugosci fali
618 nm. Przygotowywano biatko w stezeniu 200 uM z dodatkiem reduktora TCEP do stezenia
5 mM lub bez reduktora, ktére nastepnie inkubowano przez godzine w temperaturze 4°C. Do

kuwet kwarcowych dodawano bufor E w objetosci 1477,5 ul (Tab. 12), TCEP do stezenia 0,5
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mM oraz Zincon do stezenia 100 pM. Nastepnie do mieszaniny dodawano ZnSO4 do stezenia
10 uM. Wykonywano pomiar zerowy a nastepnie mieszanine miareczkowano biatkiem
w objetosciach 10 ul wykonujgc pomiar absorbancji po kazdym dodaniu biatka. Z otrzymanych
wynikéw wykreslono krzywg zaleznosci absorbancji od stezenia biatka. W taki sam sposob

wykonano prébe kontrolng stosujgc bufor E zamiast biatka.

3.13 Analiza obecnosci wolnych grup tiolowych in vivo

Eksperymenty prowadzono na podstawie protokotéw literaturowych!®,
z modyfikacjami. W eksperymencie zastosowano kwas 4-acetamido-4'-maleimidylostilbene-
2,2'-disulfonowy (AMS, Thermo Fisher Scientific, A485). Komorki H. pylori szczepu N6 oraz
26695 hodowano na ptytkach Petriego na podtozu CBA a nastepnie w butelkach do hodowli
komdrkowych na podtozu BBL (Beckton Dickinson, 211088) z 1% B-cyklodekstryng (Sigma-
Aldrich, C4767) do gestosci optycznej ODgoo=1 (Rozdziat 3.6.2). Nastepnie bezzwtocznie po
otwarciu stoja hodowlanego przenoszono 1,8 ml hodowli do probowek zawierajacych 200 pl
100% kwas trichlorooctowego (TCA). Kolejne probki hodowli pobierano w odpowiednich
odstepach czasu i traktowano podobnie TCA. Prébki inkubowano na lodzie przez 30 minut,
a nastepnie wirowano (15000 rpm, 5 min, 4°C). Supernatant usuwano, osad delikatnie
przeptukiwano 200 pl zimnego acetonu iznéw zwirowywano (15000 rpm, 5 min, 4°C).
Supernatant ponownie usuwano, aosad suszono w temperaturze 37°C przez 15 minut.
Nastepnie osad zawieszano w buforze AMS (Tab. 16) iinkubowano w temperaturze 37°C
z wytrzasaniem 1400 rpm (Eppendorf Thermomixer Compact) przez noc. Prébki uzupetniano
buforem do prébek SDS-PAGE bez 3-MeOH. Otrzymane probki rozdzielano elektroforetycznie
(Rozdziat 3.9.2), a nastepnie analizowano metodg Western Blotting (Rozdziat 3.9.3).
Tab. 16. Bufor AMS.

Bufor AMS

Tris-HCl pH 7,5 50 mM
SDS 0,1%
EDTA 10 mM
AMS* 20 mM

*kwas 4-acetamido-4'-maleimidylostilbene-2,2'-disulfonowy
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4 Wyniki

4.1 Charakterystyka biatka HP1021 na podstawie analizy sekwencji i przewidywanej
struktury drugo- i trzeciorzedowej

Biatko HP1021 jest sierocym regulatorem odpowiedzi bakterii H. pylori, ktérego
mechanizm regulacji pozostawat dotad niescharakteryzowany. Z dotychczasowych badan
wynika, ze brak biatka wptywa na ekspresje okoto 80 réznych gendéw?*! oraz ze HP1021
prawdopodobnie uczestniczy w regulacji inicjacji replikacji chromosomu H. pylori*®. Biatko to,
posiada w cze$ci C-koricowej domene HTH wigzgcg DNA*L. Jak zauwazono w trakcie realizacji
niniejszej pracy doktorskiej, posiada ono w swej sekwencji réwniez szes¢ reszt cysteinowych,
ktére bedac jednymi z rzadziej wystepujgcych aminokwasdw, czesto w waznych regionach
biatek, mogg bra¢ udziat w mechanizmie regulacji aktywnosci badanego biatka. Obecne
w biatkach reszty cysteinowe moga ulega¢ reakcjom redoks!®® oraz mogg posiadac
wiasciwosci wigzania jondw metali dwuwartosciowych!®. Dotychczas, mimo kilku préb, nie
udato sie uzyskac¢ struktury krystalicznej badanego biatka (Szczepanowski, dane
nieopublikowane), natomiast wykorzystujagc system przewidywania struktury Phyre2
otrzymano model sugerujgcy budowe dwudomenowag badanego biatka. W oparciu o uzyskany
model biatka HP1021 zaproponowano, ze N-koricowa cze$¢ moze posiada¢ wiasciwosci
domeny regulatorowej, natomiast C-koricowa czes$é¢, ze wzgledu na obecnos¢ motywu HTH,
domeny wigzacej DNA. Podobng budowe wykazano w przypadku drugiego sierocego

regulatora odpowiedzi H. pylori, HP1043106,
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Rys. 5. Sekwencja aminokwasowa biatka HP1021. Kolorem Z6ttym zaznaczono wystepujgce w biatku
reszty cystein. Kolorem czerwonym oznaczono motyw HTH wigzqcy DNA. Motyw HTH przewidziano
wykorzystujgc program Gym 2.0,

N-domena *©
regulatorowa

C-domena
wigzgca DNA

Rys. 6. Przewidywana struktura biatka HP1021 otrzymana przy uZyciu programu Phyre2. Analiza
modelu wskazuje na dwudomenowq budowe biatka HP1021. Domena N-koricowa pofqczona jest
z domeng C-koricowq za posrednictwem alfa-helisy, co zapewnia prawdopodobnie ruchliwos¢ domen
wzgledem siebie. Kolorem Zottym zaznaczone sq wystepujgce w biatku reszty cysteinowe (C27, C51,
C56, C216, C238 oraz C270). Motyw HTH, oznaczony na czerwono, znajduje sie w domenie C-koricowej
(Rys. 1).
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4.2 Analiza obecnosci wolnych grup tiolowych in vivo w biatku HP1021

Analiza sekwencji aminokwasowej HP1021 wykazata obecnos¢ 6-ciu reszt
cysteinowych (Rozdziat 4.1). Grupy tiolowe reszt cysteinowych mogg ulega¢ utlenieniu
w zaleznosci od  warunkow redoks sSrodowiska oraz najblizszego  otoczenia
aminokwasowego®®. Dotychczas nie wiadomo byto, czy reszty cysteinowe w biatku HP1021
podlegajg redukcji lub utlenieniu in vivo. Dlatego postanowiono sprawdzi¢, czy przeniesienie
hodowli bakterii H. pylori z warunkédw mikroaerofilnych do warunkéw tlenowych bedzie
skutkowato utlenieniem reszt cysteinowych w badanym biatku. W badaniach wykorzystano
odczynnik AMS specyficznie reagujacy z wolnymi grupami tiolowymi w biatkach%3,
Przytgczenie jednej czgsteczki AMS do jednej wolnej grupy tiolowej skutkuje wzrostem masy
czgsteczkowej biatka o 490 Da. Wykonana analiza pozwolita na ocene stanu utlenienia reszt
cysteinowych w biatku HP1021 w warunkach mikroaerofilnych jak rowniez w warunkach
szoku oksydacyjnego na podstawie rozdziatu elektroforetycznego w zelu poliakrylamidowym

SDS-PAGE (Rys. 7).

20%

0, 5% 5%

Czas [min] 0 5 60 240 DTT

N6 wt S Zrequowane
HP1021 —— Utlenione

20%

0, 5% 5%

Czas [min] 0 5 10 60 240 DTT
—— Zredukowane
26695 wt o .

Rys. 7. Znakowanie biatka HP1021 odczynnikiem AMS in vivo. Hodowle bakteryjng poddano dziataniu
tlenu atmosferycznego i pobierano probki w czasie stresu (szczep N6: po 5 i 60 minutach; szczep 26695:
po 5, 10 i 60 minutach), a nastepnie przeniesiono do warunkéw mikroaerofilnych na czas 3 godzin.
Probka z DTT stuzyta kontroli w celu utrzymania warunkow redukujgcych srodowiska (odczynnika DTT
dodano do hodowli kontrolnej przed szokiem oksydacyjnym).
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Badania wykazaty obecnos¢ wiekszej liczby wolnych grup tiolowych w biatku HP1021
w warunkach mikroaerofilnych niz w warunkach tlenowych. W komdrkach H. pylori
w warunkach mikroaerofilnych (Rys. 7, 5% O, czas 0) oraz w probkach traktowanych DTT,
ktore wprowadzato silnie redukujgce warunki sSrodowiska, obserwowano podobng migracje
biatka HP1021, ktore prawdopodobnie byto zredukowane i znakowato sie odczynnikiem AMS.
Po poddaniu hodowli dziataniu tlenu atmosferycznego (Rys. 7, 21% O3, 5, 10 i 60 min) mozna
zauwazy¢, ze biatko HP1021 migruje szybciej niz biatko HP1021 z komdrek w warunkach
mikroaerofilnych. Swiadczy to prawdopodobnie o jego mniejszej masie czasteczkowej niz
masa czasteczkowa biatka w warunkach redukujacych, co z kolei wynika z mniejszej liczby
przytgczonych czgsteczek odczynnika AMS. Dowodzi to, Zze grupy tiolowe reszt cysteinowych
obecnych w biatku ulegty utlenieniu pod wptywem warunkéw utleniajgcych, ktérym poddana
zostata hodowla bakteryjna. Co ciekawe, badania wykazaty, ze juz pieciominutowe poddanie
hodowli dziataniu tlenu atmosferycznego powoduje utlenienie wiekszosci czgsteczek biatka
HP1021 obecnych w komorce, co swiadczy o wysokiej czutosci reszt cysteinowych na warunki
redoks. Dodatkowo wykazano, Zze przeniesienie hodowli szokowanej z powrotem do
warunkéw mikroaerofilnych na czas 3 godzin skutkuje pojawieniem sie czasteczek biatka
w formie zredukowanej. Jednakze na obecnym etapie nie wiadomo, czy biatko ulega
procesowi odwracalnego utlenienia/redukcji, czy forma utleniona zostaje zdegradowana

i syntezowane jest nowe biatko w formie zredukowane;.

4.3 lzolacja rekombinowanych biatek: HP1021 oraz muteiny HP1021DC

Analizy przeprowadzone w komodrkach H. pylori wykazaty, ze reszty cystein biatka
HP1021 podlegajg redukcji i utlenieniu w zaleznosci od warunkéw redoks (Rozdziat 4.4.1).
Przygotowanie serii konstruktow plazmidéw ekspresyjnych i izolacja kilku wariantéw
rekombinowanych biatek miata na celu uzyskanie preparatéw biatek wykorzystywanych
pozniej do charakterystyki HP1021 oraz roli reszt cysteinowych w regulacji aktywnosci biatka
HP1021 in vitro. Wszystkie oczyszczane biatka posiadaty metke Strep-tag Il na N-koricu biatka
rekombinowanego (Tab. 4; 1%%). Oczyszczano dwa warianty badanego biatka: HP1021 (wariant
dziki biatka) oraz HP1021DC (muteina HP1021 C27A C52A C56A C216A C238A C270A) (Rozdziat
3.1.4)
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4.3.1 Oczyszczanie rekombinowanego biatka HP1021
4.3.1.1 Konstrukcja wektora pET-28a(+)NstrepHP1021

Gen HP1021 powielono w reakcji PCR na matrycy genomowego DNA szczepu 26695
H. pylori wykorzystujgc pare starteréw P3 i P4 (Tab. 5). Produkt reakcji PCR (898 pz) poddano
trawieniu enzymami restrykcyjnymi BamHI oraz Xhol, a nastepnie wklonowano w wektor
pET28a(+)Nstrep (Tab. 4) trawiony tymi samymi enzymami. Nastepnie mieszaning ligacyjng
transformowano komorki E. coli szczepu DH5a (Rozdziat 3.7.12.1.). Z uzyskanych klonéw
izolowano plazmidowy DNA. W celu sprawdzenia poprawnosci klonowania wklonowany gen
po uprzednim zamplifikowaniu z wykorzystaniem starterow P53 iP54 poddano reakcji
sekwencjonowania. Po stwierdzeniu poprawnosci sekwencji wklonowanego genu, uzyskanym
plazmidem pET28a(+)NstrepHP1021 stransformowano komérki E. coli BL21 (Rozdziat
3.7.12.1), z ktérych nastepnie izolowano rekombinowane biatko HP1021 (Rozdziat 3.10.1).

4.3.1.2 lzolacja biatka HP1021

Biatko HP1021, o obliczonej na podstawie sekwencji masie czgsteczkowej 36,7 kDa,
oczyszczano z 1000 ml indukowanej IPTG (0,05 mM, 3 godziny indukcji) hodowli komédrek
E. coli BL21 zawierajacych plazmid pET-28a(+)NstrepHP1021 (Rozdziat 3.10.). Biatko
znajdujace sie we frakcji rozpuszczalnej po rozbiciu komaérek izolowano na ztozu Strep-Tactin

Superflow high capacity (IBA). Otrzymane frakcje analizowano elektroforetycznie (Rys. 8).

Uzyskano okofo 4 mg biatka HP1021 o stopniu czystosci wynoszacym okoto 95%.
Stezenie otrzymanych frakcji (po 250 pl) wahato sie od 0,3 mg/ml (frakcja 6) do 2,8 mg/ml

(frakcja 3). W badaniach stosowano preparaty o stezeniu 0,7-2,8 mg/ml.
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Rys. 8. Analiza etapdow oczyszczania biatka HP1021. Biatko o przewidywanej masie 36,7 kDa izolowano
z komdrek E. coli BL21 niosqcych plazmid pET28a(+)NstrepHP1021; analize otrzymanych frakcji
prowadzono w 10% Zelu SDS-PAGE zawierajgcym TCE, Zel wizualizowano z wykorzystaniem metody
StainFree oraz urzgdzenia GelDoc. Wzorzec mas czqsteczkowych — Pierce Unstained protein MW
Marker nr. kat. 26610; Nieindukowane — lizat komdrek przed indukcjg IPTG; Indukowane — lizat
komdrek po indukcji IPTG; Supernatant — frakcja biatek rozpuszczalnych po lizie i wirowaniu; Przed
kolumng — frakcja przed natoZeniem na ztoze; Elucja 2-6 - frakcje eluowane z kolumny buforem z
destiobiotyng; strzatkq zaznaczono rekombinowane biatko HP1021.

4.3.2 Oczyszczanie rekombinowanego biatka HP1021DC
4.3.2.1 Konstrukcja wektora pET28a(+)NstrepHP1021DC

Praca miata na celu przygotowanie konstruktu do syntezy biatka HP1021, w ktérym
reszty cysteinowe (C27, C51, C56, C216, C238 oraz C270) zostaty zamienione na reszty alanin.
W celu przygotowania konstruktu wykorzystano uprzednio przygotowane dwa plazmidy
PET28a(+)NStrepHP1021NDC oraz pET28a(+)NStrepHP1021CDC posiadajgce mutacje w genie
HP1021 (Rozdziaty 4.6.1.1 oraz 4.6.2.1). Plazmid pET28a(+)NstrepHP1021NDC (Rozdziat
4.6.1.1.) trawiono enzymami restrykcyjnymi BamHI oraz Munl w celu uzyskania fragmentu
genu HP1021 zawierajgcego zmutowane kodony cysteinowe C27, C51, C56 (Zatacznik 1;
Zatacznik 3). Produkty trawienia rozdzielono w zelu agarozowym. Nastepnie wycieto
i oczyszczono z zelu agarozowego fragment DNA o dtugosci 620 pz, po czym wklonowano
oczyszczony fragment genu do wektora pET28a(+)NstrepHP1021CDC (Rozdziat 4.6.2.1.)
otrzymanego na drodze trawienia tymi samymi enzymami i oczyszczonego z zelu

agarozowego. Mieszaning ligacyjng transformowano komorki E. coli DH5a. Nastepnie
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wybrane na drodze selekcji antybiotykowe]j klony hodowano i wyizolowano plazmid w skali
miniprep (Rozdziat 3.7.1.). Na matrycy otrzymanego plazmidu przeprowadzono reakcje PCR
z wykorzystaniem starteréw P53 i P54, uzyskany produkt reakcji nastepnie poddano analizie
poprzez trawienie restrykcyjne enzymami BamHI/Ascl (Zatgcznik 2; Zatgcznik 3). Otrzymano
fragmenty DNA o masach 131 pz, 167 pz oraz 850 pz (Rys. 9), co wskazywato na poprawnosé
klonowania; nie byto koniecznosci sekwencjonowania ze wzgledu na wykorzystanie uprzednio
zweryfikowanych sekwencjonowaniem konstruktéw (Rozdziat 4.6.1.114.6.2.1). Otrzymanym
plazmidem stransformowano komorki E. coli BL21, z ktdérych nastepnie izolowano

rekombinowane biatko HP1021DC.
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Rys. 9. Analiza trawienia genu HP1021DC zamplifikowanego z uzyciem starteréw P53 i P54 na matrycy
PET28a(+)NstrepHP1021DC. Do trawienia wykorzystano enzymy BamHI oraz Ascl ze wzgledu na
wprowadzone miejsca restrykcyjne podczas mutacji. M, wzorzec mas czqsteczkowych Lambda/Pst!
[pz]; 1,2, reakcja trawienia amplikonéw HP1021DC, powstatych na matrycy dwdch réznych klonow
E. coli niosqcych plazmid pET28a(+)NstrepHP1021DC. Strzatkami z prawej strony oznaczono
spodziewane wysokosci produktow trawienia. Prgzek DNA widoczny powyzej 829 pz jest
niedotrawionym substratem reakcji trawienia.
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4.3.2.2 lzolacja biatka HP1021DC

Biatko HP1021DC oczyszczano na ztozu Strep-tactin Superflow high capacity (IBA)
z 1000 ml indukowanej IPTG (0,05 mM, 3 godziny indukcji) hodowli komdrek E. coli BL21
zawierajgcych plazmid pET28a(+)NstrepHP1021DC (Rozdziat 3.10). Otrzymane frakcje

analizowano elektroforetycznie (Rys. 10).

Uzyskano okoto 3 mg biatka HP1021CDC (masa czgsteczkowa obliczona na podstawie
sekwencji: 36,7 kDa), o stopniu czystosci wynoszgcym okoto 95%. Stezenie otrzymanych frakcji
(po 250 pl) wahato sie od 0,6 mg/ml (frakcja 6) do 2,5 mg/ml (frakcja 3). W badaniach

stosowano preparaty o stezeniu 0,6-2,5 mg/ml.
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Rys. 10. Analiza etapow izolacji biatka HP1021DC. Biatko o masie okoto 36 kDa izolowano z komdrek
E. coli BL21 pET28HPNStrep1021DC; analize otrzymanych frakcji prowadzono w 10% zZelu SDS-PAGE
zawierajgcym TCE, Zel wizualizowano z wykorzystaniem metody StainFree oraz urzgdzenia GelDoc.
Wzorzec mas czgsteczkowych —Pierce Unstained protein MW Marker nr. kat. 26610; Nieindukowane —
lizat komdrek przed indukcjq IPTG; Indukowane — lizat komdrek po indukcji IPTG; Supernatant — frakcja
biatek rozpuszczalnych po lizie i wirowaniu; Przed kolumngq — frakcja przed natoZzeniem na ztoze; Elucja

2-6 - frakcje eluowane z kolumny buforem z destiobiotyngq; strzatkq zaznaczono rekombinowane biatko
HP1021DC.
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4.4 Charakterystyka biatka HP1021
4.4.1 Analiza stanu redoks biatka HP1021

Badania przeprowadzono w celu okreslenia czy reszty cysteinowe obecne w biatku
rekombinowanym HP1021 (Rozdziat 4.1) moga podlega¢ redukcji lub utlenieniu in vitro
w zaleznosci od warunkéw srodowiska, podobnie jak to ma miejsce in vivo (Rozdziat 4.2).
Utlenienie grup tiolowych czesto prowadzi do utworzenia mostkéow disiarczkowych.
Tworzenie sie mostkow disiarczkowych miedzyczgsteczkowych prowadzi do powstania form
oligomerycznych biatka (dimerdéw, trimeréw, i wyzszych oligomerdw), natomiast utworzenie
mostkéw wewnatrzczgsteczkowych skutkuje zwykle zmiang konformacji biatka. W obu
wypadkach biatko zmienia szybko$¢ migracji w zelu poliakrylamidowym?°, Analize stanu
redoks reszt cysteinowych HP1021 przeprowadzono z wykorzystaniem probki biatka
nieredukowanego oraz probek biatka poddanego dziataniu czynnikéw redukujgcych: DTT oraz
TCEP, w réoznych stezeniach. Stosowano rézne reduktory ze wzgledu na ich rding site
i specyficzno$é dziatania'!l. Do prébek biatka (1 pg) izolowanego w warunkach
nieredukujgcych (Rozdziat 3.10.1) dodano czynnik redukujgcy w stezeniach 1-10 mM,
a nastepnie inkubowano w temperaturze 37°C przez 25 minut. Nastepnie do prébki dodano
obcigznika 4xp bez 3-MeOH (Tab. 6) i denaturowano w temperaturze 95°C przez 5 minut. Jako
kontrole zastosowano probke z obcigznikiem 4xB z B-MeOH (Tab. 6). Probki rozdzielano
elektroforetycznie w 10% zelu poliakrylamidowym SDS-PAGE (Rys. 11).

B-MeOH TCEP DTT
[mMM] M 0 100 1 5 10 1 5 10

45 kDa R

35kDA P g G R SR S s e e

Zred o

25kDa

Rys. 11. Analiza redukcji biatka HP1021 przez czynniki redukujgce DTT i TCEP. Rozdziat elektroforetyczny
SDS-PAGE w zelu 10% z dodatkiem TCE. Sciezka 1 — Marker mas czgsteczkowych; Pierce Unstained MW
Marker nr. kat. 26610 Sciezka 2 — biatko HP1021 nietraktowane czynnikiem redukujgcym; Sciezki 3-9 —
biatko HP1021 traktowane czynnikami redukujgcym zgodnie z opisem nad Zelem.
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Biatko w warunkach redukcji 100 mM B-MeOH widoczne jest jako pojedynczy prazek
o spodziewanej masie czgsteczkowej okoto 35 kDa. W przypadku niezastosowania reduktora
[B-MeOH, rozdzielajac biatko nieredukowane (jak oczyszczono; Rozdziat 4.3.1.2.), pojawia sie
dodatkowy prazek migrujacy szybciej niz biatko zredukowane, co wskazuje na to, ze biatko
HP1021 wykazuje zdolno$¢ do tworzenia wewnatrzczgsteczkowych mostkow disiarczkowych.
Zastosowanie reduktora powoduje zniszczenie powstatych mostkéw izmiane konformacji
biatka. DTT prawdopodobnie wydajniej redukuje badane biatko, poniewaz nizsze stezenie DTT
niz TCEP prowadzi do wydajniejszej redukcji mostkéow disiarczkowych. Natomiast do
pozniejszych badan zdecydowano sie stosowaé¢ TCEP ze wzgledu na jego duzo mniejszg

zdolno$¢ wigzania jondw metali w poréwnaniu z DTT (**2 oraz rozdziat 4.9).

4.5 Oddziatywanie biatek HP1021 i HP1021DC z DNA

Jak wykazano w wczesniejszych badaniach, biatko HP1021 posiada zdolnos¢ wigzania
DNA!1341  Dotychczas nie badano jednak czy warunki redoks $rodowiska
(utleniajgce/redukujgce) wptywajg na oddziatywanie HP1021 z DNA. Dlatego w pracy
postanowiono zbadac czy stan redoks biatka HP1021 wptywa na jego oddziatywanie z DNA.
Porownywano oddziatywanie biatka niezredukowanego, posiadajgcego prawdopodobnie
utlenione reszty cystein oraz biatka zredukowanego TCEP, w ktdrym reszty cystein zostaty

zredukowane (Rys. 11).

Oddziatywanie biatka HP1021 z DNA analizowano metodami opdznionej migracji
w zelu poliakrylamidowym EMSA (ang. electroforetic mobility shift assay) oraz
powierzchniowego rezonansu plazmondw SPR (ang. surface plasmon resonance). Do analizy
stosowano dzikie biatko HP1021 oraz muteine HP1021DC. Analizowano oddziatywanie wyzej
wymienionych biatek z regionem oriC2 H. pylori, w ktérym wykazano obecnos¢ 3 sekwencji
wigzanych przez biatko HP1021 (tzw. bokséw HP1021) (Rys. 12)*. Zaznaczyé¢ nalezy, ze nie
wiadomo czy biatko HP1021 wigze boksy o réznych sekwencjach (TGTTTCA i TGTTACT) z takim

samym czy roznym powinowactwem.
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Sekwencja OriC2

AGGCTTATGAAAAAGCGTTTCATTCACTTCTTTTCAAATCCCACAACCCCCCTAAAAACCACACCTCTAAAG
HP1021 box HP1021 box HP1021 box

CTTTTTATTGTTTCAT TCCATCCATTCACGCCCCTACTACTGTTACTAATTATTATTAATTAAAGIGTTACT TATC

TATAACCTATTTATGACTTTTACTAAACCTTTTTTTAAGCTATAATCCAAAAATCTAAAATAAAAAGGAATAAG

Rys. 12. Sekwencja oriC2 z zaznaczonymi boksami wigzanymi przez biatko HP1021. Na podstawie “°.

4.5.1 Badanie oddziatywania biatek HP1021 i HP1021DC z DNA metodg EMSA
4.5.1.1 Opodzniona migracja komplekséw HP1021-0riC2 w zelu

Celem eksperymentu byta ocena wptywu warunkdéw redoks na zdolnos¢ wigzania DNA
przez biatko HP1021. Biatko HP1021 inkubowano w temperaturze 37°C z wyznakowanym FAM
regionem oriC2 (FAM-oriC2, 5 nM) w obecnosci reduktora TCEP (4 mM) lub bez reduktora
(Rozdziat 3.11.1). Powstate kompleksy rozdzielano w 4% Zzelu poliakrylamidowym (Rozdziat
3.11.1), a nastepnie analizowano przy uzyciu aparatu Typhoon FLA-9500 (Rys. 13).

Sciezka 1 2 3 4 5 6 7

Biatko [nM] = 40 80 160 40 80 160
TCEP [dBmM]  + + + + - - s

Wolny DNA ——> u . Sl |

Rys. 13. Opdzniona migracja regionu FAM-oriC2 zwigzanego z biatkiem HP1021 w 4% Zelu
poliakrylamidowym. Sciezka 1: wolny DNA; Sciezki 2-7: kompleksy biatko-DNA.

Zredukowane i niezredukowane HP1021 oddziatywato z DNA (Rys. 13). Zredukowane
biatko HP1021 wigzato DNA tworzac 3 lub 4 typy kompleksdw widocznych jako 3-4 prazki DNA
migrujgce wolniej od niezwigzanego DNA, przy prawie catkowitym zwigzaniu obecnego
w probce DNA w zakresie stosowanych stezen (40-160 nM, Rys. 13). W najwyzszym stezeniu

(160 nM) biatko tworzyto wysokoczgsteczkowe kompleksy z DNA. Liczba obserwowanych
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pragzkow prawdopodobnie wskazuje na liczbe czgsteczek biatka oddziatujgcych z 1 czgsteczka
DNA, a w przypadku komplekséw o duzej masie czgsteczkowej na powstanie ztozonych
komplekséw nukleoproteinowych o blizej nieokreslonej stechiometrii. Biatko w warunkach
nieredukujgcych tworzyto mniej rodzajow komplekséw nukleoproteinowych (jeden lub dwa)
oraz mozna byto zauwazy¢ obecnosc wiekszej ilosci niezwigzanego DNA niz w przypadku biatka
redukowanego w takim samym stezeniu. Swiadczy to o nizszym powinowactwie

niezredukowanego HP1021 do DNA w poréwnaniu do biatka zredukowanego.

W wyniku analizy potwierdzono oddziatywanie HP1021 z DNA, oraz wykazano, ze
stopien utlenienia reszt cysteinowych wptywa na powinowactwo biatka do DNA, ktore jest

najwyzsze gdy reszty cysteinowe pozostajg zredukowane.

4.5.1.2 Opodzniona migracja komplekséw HP1021DC-oriC2 w zelu

Wykazano, ze stan redoks HP1021 wptywa na jego powinowactwo do DNA (Rys. 13).
Aby potwierdzié, ze wynik otrzymany dla biatka HP1021 jest specyficznie zalezny od stopnia
utlenienia reszt cysteinowych, zbadano oddziatywanie muteiny HP1021DC, ktdra nie zawiera
reszt cysteinowych, z regionem oriC2 wrdinych warunkach redoks. Biatko HP1021DC
inkubowano z DNA w takich samych warunkach jak biatko HP1021 (Rozdziat 3.11.1 oraz
4.5.1.1). Powstate kompleksy rozdzielano w 4% zelu poliakrylamidowym (Rys. 14).

Sciezka 1 2 3 4 5 6 7

Biatko [nM] - 40 80 160 40 80 160
TCEP [omM]  + + + + - - -
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Rys. 14. Opdzniona migracja regionu FAM-oriC2 zwigzanego z biatkiem HP1021DC w 4% zelu
poliakrylamidowym. Sciezka 1: wolny DNA; Sciezki 2-7: kompleksy biatko-DNA.

Biatko HP1021DC oddziatywato z regionem oriC2, co wskazuje na to, ze obecnos¢ reszt

cysteinowych nie jest niezbedna do oddziatywania HP1021 z DNA. Oddziatywanie HP1021DC-
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oriC2 byto niezalezne od warunkéw redoks, o czym Swiadczy podobny profil ubywania
wolnego DNA wraz ze wzrostem stezenia biatka w warunkach redukujgcych i nieredukujgcych
oraz podobna liczba komplekséw nukleoproteinowych powstajacych dla tych samych stezen
biatka redukowanego i nieredukowanego. Tym samym potwierdzono, ze zaobserwowana
zmiana aktywnosci biatka HP1021 zaleznie od warunkdéw redoks (Rys. 13) swoiscie zalezy od

redukcji/utlenienia reszt cysteinowych.

4.5.2 Badanie oddziatywania biatek HP1021 i HP1021DC z DNA metoda SPR

Powierzchniowy rezonans plazmondéw (ang. surface plasmon resonance, SPR) jest
technikg opartg na pomiarze zmiany wspodfczynnika zatamania sSwiatta spowodowanej
oddziatywaniem czgsteczek przeptywajacych nad powierzchnig sensora z czasteczkami do
niego zwigzanymi (np. DNA). W wyniku analizy otrzymuje sie wykres (tzw. sensogram) zmiany
rezonansu powierzchni w czasie wyrazany w jednostkach RU. Zmiana RU jest proporcjonalna
do masy zwigzanych czgsteczek do powierzchni sensora, przy czym 1 RU odpowiada zwigzaniu

1 pg biatka/1 mm? powierzchni sensora. Otrzymany sensogram mozna podzieli¢ na trzy fazy:

e Faza |- jest to faza asocjacji, w ktorej dochodzi do zwigzania czasteczek analitu
z ligandem zwigzanym do powierzchni sensora. Przyrost wartosci RU w tej fazie
spowodowany jest przyrostem masy czasteczek na powierzchni sensora

e Faza Il — stan rownowagi; bywa niewidoczny na sensogramie z powodu niestabilnosci
powstatych komplekséw lub nieosiggniecia stanu rownowagi

e Faza Il — faza dysocjacji czyli rozpadu powstatych komplekséw. W tej fazie mozna
zauwazy¢ spadek wartosci RU na skutek spadku masy czasteczek zwigzanych

z powierzchnig sensora

Analize przeprowadzono dla wszystkich biatek opisanych w niniejszej pracy.
Wykorzystano nastepujgce biotynylowane fragmenty DNA przygotowane uprzednio w reakcji

PCR z wykorzystaniem starteréw znakowanych biotyng (Rozdziat 3.11.2.1.):

e Kanat nr 1: Biotynylowany fragment genu HP0180 (BIO-HP0180), niezawierajacy
sekwencji wigzanej przez biatko HP1021 (Zatacznik 6)
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e Kanat nr 2: Biotynylowany fragment H. pylori oriC2 (BlO-0riC2), zawierajacy trzy
sekwencje wigzane przez biatko HP1021 (Rys. 12; Zatacznik 6)

W analizie wykorzystano biatka zawieszone w buforze EMSA w stezeniach 50-250 nM.
Wynik otrzymywano w postaci sensogramoéw, ktére nastepnie opracowywano

z uwzglednieniem oddziatywan nieswoistych (Rozdziat 3.11.2.).

4.5.2.1 Analiza oddziatywania biatka HP1021 z oriC2

Analizie poddano oddziatywanie biatka HP021 z oriC2 w warunkach redukujgcych
(5mM TCEP) i nieredukujacych. Wykazano, ze biatko HP1021, zaréwno nieredukowane jak
i redukowane, wigze sie z regionem oriC2 (Rys. 15). Podobna ilo$¢ biatka nieredukowanego
oddziatywata z DNA w catym zakresie stosowanych stezen (okoto 60-80 RU w zakresie 50-
250 nM HP1021), co wskazuje na to, ze w zakresie stosowanych stezen wigzanie zostato
wysycone. Biatko redukowane wigzato oriC2 zaleznie od zastosowanego stezenia, przy czym
im wyzsze stezenie biatka stosowano tym wiecej HP1021 wigzato sie z regionem oriC2 (od ok.
60 RU do okoto 145 RU w zakresie 50-250 nM biatka). Przy najwyzszym stezeniu biatek (250
nM) z DNA zwigzane byto prawie dwukrotnie wiecej zredukowanego HP1021 niz biatka
niezredukowanego. Stad wniosek, ze, w porownaniu do oddziatywan biatka
niezredukowanego, biatko zredukowane wykazuje wyzsza wydajnos$¢ wigzania oriC2
(wykazuje wyzsze powinowactwo do oriC2 lub wiecej czgsteczek zredukowanego biatka
HP1021 oddziatuje z DNA). Nalezy réwniez zwrdci¢ uwage na faze dysocjacji, ktéra wskazuje
na szybszg dysocjacje czgsteczek nieredukowanego biatka niz biatka redukowanego, co z kolei
Swiadczy o wyzszej stabilnosci kompleksdw nukleoproteinowych tworzonych przez biatko
zredukowane niz biatko niezredukowane. Podsumowujgc, uzyskane wyniki SPR Swiadczg
o wptywie stanu redoks reszt cysteinowych HP1021 na wigzanie oriC2, przy czym redukcja
reszt cysteinowych biatka zwieksza aktywnos¢ wigzania DNA przez HP1021 oraz stabilizuje
kompleksy nukleoproteinowe. Wyniki potwierdzajag wczesniej uzyskane wyniki w analizie

EMSA (Rozdziat 4.5.1.1, Rys. 13).
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e=250nM HP1021 R 50nM HP1021 NR 100nM HP1021 NR 150nM HP1021 NR
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Rys. 15. Analiza SPR wigzania regionu oriC2 przez biatko HP1021. Kolorem czerwonym zaznaczono
wykresy oddziatywania biatka z DNA w warunkach redukujgcych (R), kolorem niebieskim wykresy
oddziatywania biatka z DNA w warunkach nieredukujgcych (NR). Biatko (R) redukowano 5 mM TCEP.

4.5.2.2 Analiza oddziatywania biatka HP1021DC z oriC2

Analizie poddano oddziatywanie biatka HP1021DC z oriC2 w warunkach redukujgcych
(5mM TCEP) i nieredukujgcych (Rys. 16). Biatko poddane dziataniu reduktora oraz biatko nie
traktowane czynnikiem redukujgcym oddziatywato z DNA. Nie zaobserwowano znaczgcych
réznic w oddziatywaniu obu form biatka z DNA zaréwno pod wzgledem kinetyki wigzania jak
iilosci zwigzanego biatka z DNA. Wigzanie DNA przez biatko HP1021DC przypominato
oddziatywanie utlenionego biatka HP1021 (Rys. 15), o czym S$wiadczy zaréwno ilos¢
zwigzanego biatka (ok. 60-70 RU) jak i przebieg krzywych asocjacji i dysocjacji. Wyniki Swiadczg
o tym, ze reszty cysteinowe nie sg niezbedne do oddziatywania biatka z DNA, a obserwowany
efekt zaleznosci wigzania DNA przez dzikie biatko HP1021 od warunkow redoks jest
specyficznie zalezny od redukcji lub utlenienia reszt cysteinowych. Otrzymany wynik,
podobnie jak wynik analizy EMSA (Rozdziat 4.5.1.2, Rys. 14), wskazuje na to, ze reszty
cysteinowe biatka HP1021 oraz ich stopien utlenienia wptywajg na regulacje aktywnosci

HP1021.
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Rys. 16. Analiza wigzania regionu oriC2 przez biatko HP1021DC metodq SPR. Kolorem czerwonym
zaznaczono wykresy oddziatywania biatka z DNA w warunkach redukujgcych (R), kolorem niebieskim
wykresy oddziatywania biatka z DNA w warunkach nieredukujgcych (NR). Biatko redukowano 5 mM
TCEP.

4.6 lzolacja rekombinowanych biatek HP1021NDC i HP1021CDC

W analizach EMSA iSPR wykazano, ze reszty cysteinowe biatka HP1021 nie s3
niezbedne do oddziatywania z DNA, ale s3 istotne dla regulacji aktywnosci oddziatywania
biatka z DNA (Rozdziat 4.5). Jak zaznaczono w rozdziale 4.1, HP1021 charakteryzuje sie
prawdopodobnie budowg dwudomenowsg, przy czym kazda z domen posiada po 3 reszty
cysteinowe (C27, C51 i C56 w przypuszczalnej regulatorowej domenie N-korcowej; C216,
C238 oraz C270 w C-koricowej domenie wigzgcej DNA). Ciekawym pytaniem zatem byto, czy
i w jakim stopniu reszty cysteinowe obu domen sg zaangazowane w regulacje aktywnosci
biatka. Dlatego nastepnym etapem analiz bylo oczyszczenie biatek, w ktdorych reszty
cysteinowe kazdej z domen zmieniono na niewrazliwe na zmiany redoks reszty alanin,

a nastepnie zbadanie oddziatywania tych wariantéw biatek z DNA.
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4.6.1 Oczyszczanie rekombinowanego biatka HP1021NDC
4.6.1.1 Konstrukcja wektora pET28a(+)NstrepHP1021NDC

W reakcji PCR na matrycy plazmidu pET28a(+)NstrepHP1021 powielono fragmenty
genu HP1021 z wykorzystaniem par starterow P5/P7, P6/P9 oraz P8/P16. Otrzymane
fragmenty rozdzielono elektroforetycznie, a nastepnie oczyszczono (Rozdziat 3.7.6.).
Nastepnie otrzymane produkty PCR potgczono w reakcji OE-PCR (Rozdziat 3.7.11.)
z wykorzystaniem pary starteréw P1 oraz P16. Otrzymany produkt reakcji PCR trawiono
enzymami restrykcyjnymi BamHIl oraz Xhol, anastepnie wklonowano w wektor
pET28a(+)Nstrep trawiony tymi samymi enzymami. Mieszaning ligacyjng stransformowano
komérki E. coli DH5a (Rozdziat 3.7.12.1). Nastepnie komorki z wybranych kolonii
transformantéw hodowano w pozywce ptynnej i wyizolowano z nich plazmid w skali miniprep
(Rozdziat 3.7.1.) Poprawnos¢ wklonowania fragmentu DNA sprawdzono trawieniem
restrykcyjnym fragmentu otrzymanego w reakcji PCR z wykorzystaniem starteréw P53/P54

z uzyciem enzymu Ascl (Rys. 17; Zatgcznik 2; Zatgcznik 3).
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Rys. 17. Analiza trawienia Ascl genu HP1021NDC zamplifikowanego z uzyciem starterow P53 i P54 na
matrycy pET28a(+)NstrepHP1021INDC. Do trawienia wykorzystano enzym Ascl ze wzgledu na
wprowadzenie miejsca trawienia dla tego enzymu podczas wprowadzania mutacji w kodonach
kodujgcych reszty cysteinowe C52 i C56. M, wzorzec mas czgsteczkowych A/Pstl [pz];1,2, fragmenty
DNA otrzymane w reakcji PCR na matrycy dwdch niezaleinych klondw zawierajgcych plazmid
pET28a(+)HP1021NDC trawione enzymem Ascl; 3, nietrawiony fragment DNA uzyskany na matrycy
PET28a(+)NstrepHP1021. Strzatkami z prawej strony oznaczono spodziewane wielkosci produktow
trawienia. Prqgzek DNA widoczny powyzZej 851 pz jest niedotrawionym substratem reakcji trawienia.

W wyniku trawienia enzymem Ascl otrzymano produkty o diugosci okoto 805 pz i 339
pz (oczekiwane produkty trawienia majg dtugos¢ odpowiednio: 851 pz oraz 298 pz) co
Swiadczy o tym, ze w wektor wklonowany zostat gen o zmienionej sekwencji w stosunku do

sekwencji genu dzikiego (Rys. 17). Na wysokosci okoto 1150 pz widoczny jest prazek DNA
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Swiadczacy o obecnosci niedotrawionego fragmentu PCR. Nastepnie wklonowany gen
poddano reakcji sekwencjonowania w celu weryfikacji poprawnosci sekwencji nukleotydowej
zmutowanego genu. Po sprawdzeniu wynikéw reakcji sekwencjonowania, potwierdzajgcych
poprawnosé wklonowanej sekwencji, plazmidem pPET28a(+)NstrepHP1021NDC
stransformowano komorki E. coli BL21 (Rozdziat 3.7.12.1) z ktérych nastepnie izolowano

rekombinowane biatko HP1021NDC.

4.6.1.2 lzolacja biatka HP1021NDC

Biatko HP1021NDC oczyszczano na ztozu Strep-tactin Superflow high capacity (IBA)
z 1000 ml indukowanej IPTG (0,05 mM, 3 godziny indukcji) hodowli komérek E. coli BL21
zawierajacych plazmid pET28a(+)NstrepHP1021NDC (Rozdziat 3.10). Otrzymane frakcje

analizowano elektroforetycznie (Rys. 18).
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Rys. 18. Analiza izolacji biatka HP1021NDC. Biatko o masie okofo 36 kDa izolowano z komdrek E. coli
BL21 pET28NstrepHP1021NDC. Analize otrzymanych frakcji prowadzono w 10% zZelu SDS-PAGE
zawierajgcym TCE, zel wizualizowano z wykorzystaniem metody StainFree oraz urzgdzenia GelDoc
(Rozdziat 3.9.2). Wzorzec mas czgsteczkowych — Pierce Unstained protein MW Marker nr. kat. 26610;
Nieindukowane — lizat komdrek przed indukcjg IPTG; Indukowane — lizat komdrek po indukcji IPTG;
Supernatant — frakcja biatek rozpuszczalnych po lizie i wirowaniu; Zawiesina — komarki po dezintegracji
z uzyciem sonikatora; Przed kolumngq — frakcja przed natozeniem na ztoze; Elucja 2-5 - frakcje eluowane
z kolumny buforem z destiobiotyngq; strzatkq zaznaczono rekombinowane biatko HP1021NDC.

Uzyskano okoto 4 mg biatka HP1021NDC o stopniu czysto$ci wynoszgcym okoto 95%.
Stezenie biatka w otrzymanych 250 pl frakcjach wahato sie od 0,2 mg/ml (frakcja 6) do 3 mg/ml

(frakcja 3). W badaniach stosowano preparaty o stezeniu 0,5-3 mg/ml.
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4.6.2 Oczyszczanie rekombinowanego biatka HP1021CDC
4.6.2.1 Konstrukcja wektora pET28a(+)NstrepHP1021CDC

Praca miata na celu przygotowanie konstruktu zawierajgcego gen kodujgcy biatko
HP1021 w ktérym reszty cysteinowe w pozycjach C216, C238 oraz C270 zastgpiono resztami
alanin. W reakcji PCR powielono fragmenty genu na matrycy plazmidu
pET28a(+)NstrepHP1021 z wykorzystaniem par starteréw P5/P11, P10/P13, P12/P15 oraz
P14/P16. Nastepnie otrzymane produkty PCR potgczono w reakcji OE-PCR (Rozdziat 3.7.12.)
z wykorzystaniem pary starteréw P5 oraz P16. Otrzymany produkt reakcji PCR trawiono
enzymami restrykcyjnymi  BamHl oraz Xhol, anastepnie wklonowano w wektor
pET28a(+)Nstrep trawiony tymi samymi enzymami. Mieszaning ligacyjng stransformowano
komérki E. coli DH5a (Rozdziat 3.7.12.1). Nastepnie komdrki z wybranych kolonii
transformantow hodowano w pozywce ptynnej i wyizolowano plazmid w skali miniprep
(Rozdziat 3.7.1) Poprawno$¢ wklonowania genu sprawdzono trawieniem restrykcyjnym
fragmentu PCR otrzymanego na matrycy wyizolowanego plazmidu z uzyciem starteréw
P53/P54 z wykorzystaniem enzymu Nael (Zatacznik 4; Zatacznik 3; Rys. 19), a nastepnie

wklonowany gen poddano reakcji sekwencjonowania.
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Rys. 19. Analiza trawienia Nael genu HP1021CDC zamplifikowanego z uzyciem starteréw P53 i P54 na
matrycy pET28a(+)NstrepHP1021CDC. Do trawienia wykorzystano enzym Nael ze wzgledu na
wprowadzenie miejsca trawienia dla tego enzymu podczas wprowadzania mutacji w kodonie
kodujgcym reszte cysteinowqg C238. M: wzorzec mas czgsteczkowych A/Pstl [pz]; 1,2: fragmenty DNA
otrzymane wreakcji PCR na matrycy dwodch niezaleznych klondw zawierajgcych plazmid
pET28a(+)HP1021CDC trawione enzymem Nael ; 3: Nietrawiony fragment DNA uzyskany na matrycy
PET28a(+)NstrepHP1021. Strzatkami z prawej strony oznaczono spodziewane wielkosci produktow
trawienia. Prqgzek DNA widoczny powyzZej 850 pz jest niedotrawionym substratem reakcji trawienia.

W wyniku trawienia enzymem Nael otrzymano fragmenty o dtugosci 850 pz i 299 pz co
odpowiada diugosci oczekiwanych fragmentéw. Na wysokosci okoto 1150 pz widoczny jest

prazek Swiadczacy o obecnosci niedotrawionego fragmentu PCR. Po weryfikacji wynikow
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klonowania, otrzymanym plazmidem pET28a(+)NstrepHP1021CDC stransformowano komaorki

E. coli BL21 z ktdrych nastepnie izolowano rekombinowane biatko HP1021CDC.

4.6.2.2 lzolacja biatka HP1021CDC

Biatko HP1021CDC oczyszczano na ztozu Strep-tactin Superflow high capacity (IBA)
z 1000 ml indukowanej IPTG (0,05 mM, 3 godziny indukcji) hodowli komérek E. coli BL21
zawierajgcych plazmid pET28a(+)NstrepHP1021CDC (Rozdziat 3.10.). Otrzymane frakcje

analizowano elektroforetycznie (Rys. 20).

Uzyskano okoto 4 mg biatka HP1021CDC o stopniu czystosci wynoszgcym okoto 95%.
Stezenie biatka w otrzymanych 250 pl frakcjach wahato sie od 0,2 mg/ml (frakcja 6) do

3 mg/ml (frakcja 3). W badaniach stosowano preparaty o stezeniu 0,5-3 mg/ml.
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Rys. 20. Analiza izolacji biatka HP1021CDC. Biatko o masie okofo 36 kDa izolowano z komdrek E. coli
BL21 pET28NstrepHP1021CDC. Analize otrzymanych frakcji prowadzono w 10% zZelu SDS-PAGE
zawierajgcym TCE, zel wizualizowano z wykorzystaniem metody StainFree oraz urzgdzenia GelDoc
(Rozdziat 3.9.2). Wzorzec mas czgsteczkowych — Pierce Unstained protein MW Marker nr. kat. 26610;
Nieindukowane — lizat komdrek przed indukcjg IPTG; Indukowane — lizat komdrek po indukcji IPTG;
Supernatant — frakcja biatek rozpuszczalnych po lizie i wirowaniu; Zawiesina — komarki po dezintegracji
z uzyciem sonikatora; Przed kolumngq — frakcja przed nalozeniem na ztoze; Elucja 2-5 - frakcje eluowane
z kolumny buforem z destiobiotyngq; strzatkq zaznaczono rekombinowane biatko HP1021CDC.
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4.7 Oddziatywanie biatka HP1021NDC i HP1021CDC z DNA
4.7.1 Badanie oddziatywania biatek HP1021NDC i HP1021CDC z DNA metoda EMSA
4.7.1.1 Opdiniona migracja kompleksow HP1021NDC-oriC2 w zelu

Badania miaty na celu okreslenie wptywu warunkdw redukujgcych i utleniajgcych na
zdolnos¢ wigzania DNA przez biatko HP1021NDC. Biatko HP1021NDC inkubowano z regionem
oriC2 (Rozdziat 3.11.1). Powstate kompleksy rozdzielano w 4% zelu poliakrylamidowym (Rys.
21).

Sciezka 1 2 3 4 L5) 6 7

Biatko [nM] - 40 80 160 40 80 160
TCEP [GmM]  + + + + - - -

~ U | . |

Wolny DNA —> H et et g ==

Rys. 21. Opdzniona migracja regionu FAM-oriC2 zwigzanego z biatkiem HP1021INDC w 4% Zelu
poliakrylamidowym. Sciezka 1: wolny DNA; Sciezki 2-7: kompleksy biatko-DNA.

Biatko HP1021INDC oddziatywato z oriC2 zaréwno w warunkach redukujgcych jak
i nieredukujacych (Rys. 21). Nieredukowane HP1021NDC z wyzszym powinowactwem wigzato
DNA niz biatko redukowane, na co wskazuje szybsze ubywanie wolnego DNA wraz ze
wzrostem stezenia nieredukowanego HP1021NDC w stosunku do ubywania wolnego DNA
w przypadku redukowanego biatka. Zaobserwowana rdznica $wiadczy o wptywie warunkéw
redoks na powinowactwo HP1021NDC do DNA zalezne od reszt cysteinowych w C-koncowej
domenie HP1021, przy czym utlenienie C-koricowej domeny zwieksza powinowactwo
HP1021NDC do oriC2. Obserwowana zalezno$s¢ powinowactwa HP1021NDC do DNA od
warunkéw redoks jest jednak odwrotna niz biatka dzikiego HP1021, dla ktérego
powinowactwo oddziatywania z DNA rosto na skutek redukcji HP1021 (Rys. 13). Odwrdcenie
tendencji moze by¢ spowodowane zamiang reszt cysteinowych na reszty alanin w potencjalnie
regulatorowej N-domenie biatka, prowadzgce w konsekwencji do zaburzenia regulacji
aktywnosci biatka zaleznej od domeny C-koricowej. Biatko HP1021NDC, niezaleznie od stanu

redoks, wykazywato nizsze powinowactwo do regionu oriC2 niz zredukowane biatko dzikie
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HP1021 (np. porownanie oddziatywania biatka w stezeniu 40 nM, Sciezka 2, Rys. 13 i Rys. 21).
Prawdopodobnie moze to wynika¢ z zaburzenia regulacji aktywnosci biatka i jego zaleznego
od redoks powinowactwa do DNA na skutek mutacji reszt cysteinowych w potencjalnej
regulatorowej domenie N-konicowej biatka wptywajgcych na aktywnos¢ samej domeny N-

konncowej lub rowniez, posrednio, na aktywnos¢ domeny C-koncowe;.

4.7.1.2 Opodzniona migracja komplekséw HP1021CDC-oriC2 w zelu

Celem analizy byto zbadanie wptywu warunkéw redukujgcych i utleniajgcych na
zdolnos¢ wigzania DNA przez biatko HP1021CDC. Biatko HP1021CDC inkubowano z regionem
oriC2 (Rozdziat 3.11.1). Powstate kompleksy rozdzielano w 4% zelu poliakrylamidowym (Rys.
22).

Sciezka 1 2 3 4 5 6 7

Biatko [nM] - 40 80 160 40 80 160
TCEP [5mM]  + + + + - = -

— —d

Wolny DNA —> y | —

Rys. 22. Opdzniona migracja regionu FAM-oriC2 zwigzanego z biatkiem HP1021CDC w 4% zelu
poliakrylamidowym. Sciezka 1: wolny DNA; Sciezki 2-7: kompleksy biatko-DNA.

Zredukowane i niezredukowane biatko HP1021CDC oddziatywato z DNA (Rys. 22).
Zredukowane biatko HP1021CDC wigzato DNA z nizszym powinowactwem niz biatko
niezredukowane. Swiadczy o tym zanikanie wolnego DNA przy wyiszym stezeniu
zredukowanego HP1021CDC niz w przypadku niezredukowanego biatka (odpowiednio 160 nM
i 40 nM). Wyniki wskazujg na wptyw warunkéw redoks na aktywnos¢ domeny N-koncowe;j:
utlenienie reszt cystein wdomenie N-koicowej o prawdopodobnym znaczeniu
regulatorowym zwieksza powinowactwo HP1021CDC do wigzania DNA. Obserwowana
zaleznos¢ powinowactwa HP1021CDC do oriC2 od warunkdw redoks jest jednak odwrotna niz
ta wykazana dla dzikiego biatka HP1021, dla ktérego powinowactwo oddziatywania z DNA

rosto na skutek redukcji HP1021. Odwrdcenie tendencji moze byé spowodowane zamiang
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reszt cysteinowych na reszty alanin w C-koricowej domenie biatka wigzgcej DNA, prowadzace

w konsekwencji do zaburzenia regulacji aktywnosci biatka zaleznej od domeny N-koricowe;j.

4.7.2 Badanie oddziatywania biatek HP1021NDC i HP1021CDC metodg SPR
4.7.2.1 Analiza oddziatywania biatka HP1021NDC z oriC2

Analizie poddano oddziatywanie biatka HP1021NDC z oriC2 w warunkach redukujgcych
(5mM TCEP) i nieredukujgcych metoda SPR (Rozdziat 3.11.2). Zaréwno biatko zredukowane
jaki niezredukowane oddziatywato z DNA (Rys. 23), a stabilno$¢ tworzonych kompleksow byta
poréwnywalna. W warunkach nieredukujgcych, biatko HP1021NDC oddziatywato z DNA
osiggajac takie same wartosci RU (ok. 70-80 RU) w catym zakresie stezen biatka (50-250 nM),
co Swiadczy o wysyceniu oddziatywania w warunkach analizy. W warunkach redukujgcych
biatko HP1021NDC w nizszych stezeniach oddziatywato z DNA z nizszg wydajnoscig niz biatko
niezredukowane (50-55 RU), natomiast w wyzszych stezeniach zredukowane HP1021NDC
oddziatywato z DNA podobnie jak biatko niezredukowane (ok. 70 RU). Tym samym nie
zaobserwowano stymulujgcego wptywu reduktora na aktywnos$é wigzania DNA przez biatko,
lub wrecz zaobserwowano niewielki wptyw hamujacy, co moze sSwiadczy¢ o zaangazowaniu
reszt cysteinowych w domenie C-koncowej w regulacje aktywnosci badanego biatka.
Odwrdcenie zaleznosci aktywnosci biatka HP1021NDC w stosunku do biatka dzikiego HP1021
po wptywem warunkdw redoks (Rys. 15) moze tez wskazywaé na zaburzenie mechanizmu
regulacji HP1021NDC w stosunku do biatka typu dzikiego, posiadajgcego reszty cystein w obu
domenach, a tym samym swiadczy¢ o wptywie reszt cysteinowych N-domeny na aktywnos$é
biatka HP1021. Wyniki otrzymane w tej metodzie sg zgodne z wynikami otrzymanymi metodg

EMSA (Rozdziat 4.7.1.1).
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Rys. 23. Analiza wiqzania regionu oriC2 przez biatko HP1021NDC metodq SPR. Kolorem czerwonym
opisano wykresy oddziatywania biatka z DNA w warunkach redukujgcych (R), kolorem niebieskim
wykresy oddziatywania biatka z DNA w warunkach nieredukujgcych (NR). Biatko redukowano 5 mM
TCEP.

4.7.2.2 Analiza oddziatywania biatka HP1021CDC z oriC2

Analizie poddano oddziatywanie biatka HP1021CDC z oriC2 w warunkach redukujgcych
(5mM TCEP) i nieredukujgcych metodg SPR (Rozdziat 3.11.2). HP1021CDC oddziatywato z DNA
zarowno w warunkach redukujacych jak i nieredukujacych (Rys. 24). Wigzanie
niezredukowanego HP1021CDC do DNA zostato wysycone juz przy najnizszym stosowanym
stezeniu (wigzanie biatka na poziomie ok. 60 RU w zakresie stezen 50-250 nM). Wigzanie
HP1021CDC w warunkach redukujgcych w najnizszym stosowanym stezeniu biatka (50 nM)
byto podobne do wigzania HP1021CDC w warunkach nieredukujgcych (ok. 60 RU), natomiast
wzrastato wraz ze wzrostem stezenia biatka do wartosci okoto 180 RU w przypadku
najwyzszego (250 nM) stezenia biatka HP1021CDC. Swiadczy to o tym, ze aktywnos¢ biatka
HP1021CDC zalezy od warunkow redoks, przy czym biatko w formie zredukowanej wydajniej
oddziatuje z oriC2 niz biatko utlenione (z wiekszym powinowactwem lub wigzanych jest wiecej
czasteczek biatka). Wyniki wskazujg na to, ze za regulacje redoks odpowiada w tym biatku
domena N-koncowa. Na podstawie otrzymanych wartosci RU wykazano, ze zdolnos¢ wigzania

regionu oriC2 przez biatko HP1021CDC zaréwno w warunkach redukujgcych jak
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nieredukujgcych jest podobna do biatka dzikiego (Rys. 24 i Rys. 15). Ponadto, podobnie jak
w biatku dzikim, na podstawie krzywej dysocjacji mozna wnioskowaé, ze utworzone
w warunkach redukujgcych kompleksy nukleoproteinowe sg stabilniejsze niz w przypadku
warunkéw nieredukujgcych. Rdznice w otrzymanych wynikach pomiedzy warunkami
redukujgcymi oraz nieredukujgcymi swiadczg o wptywie obecnych w N-koricowej czesci biatka
reszt cysteinowych na zmiane aktywnosci badanego biatka i wptyw na stabilnos¢ kompleksow
HP1021-0riC2. Otrzymany wynik odbiega od wyniku otrzymanego w tescie EMSA (Rozdziat
4.7.1.2, Rys. 22), jednak na obecnym etapie badan nie mozna podac przyczyny rozbieznosci

(wiecej w rozdziale Dyskusja).
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Rys. 24. Analiza wigzania regionu oriC2 przez biatko HP1021CDC metodg SPR. Kolorem czerwonym
opisano wykresy oddziatywania biatka z DNA w warunkach redukujgcych (R), kolorem niebieskim
wykresy oddziatywania biatka z DNA w warunkach nieredukujgcych (NR). Biatko redukowano 5 mM
TCEP.

4.8 Analiza wigzania jonéw Zn?* przez biatko HP1021 oraz jego warianty

Zgodnie z danymi literaturowymi, znane sg mechanizmy regulacji aktywnosci biatek
oparte o wigzanie jondw dwuwarto$ciowych metalit'*11>, Jony te wigzane sg czesto przez
reszty cysteinowe lub reszty cysteinowe i histydynowe (np. palec cynkowy)!®. Biatka

posiadajgce motywy wigzace jony metali czesto zaangazowane sg w regulacje transkrypcji
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genow. Poniewaz HP1021 posiada 6 reszt cysteinowych w swojej sekwencji, postanowiono
zbada¢ zdolnos¢ HP1021 do wigzania jondw metali. Wybrano jony cynku jako jony majgce
najmniejszy wptyw na utlenianie biatek, a czesto wptywajgce na regulacje aktywnosci
biatek!!’. Jako metode analizy oddziatywania HP1021-Zn%** wybrano test konkurencyjny o jony
cynku miedzy biatkiem odczynnikiem Zincon!®, Odczynnik Zincon (Merck, 96440) tworzy
z dwuwartosciowymi jonami cynku niebieskie kompleksy, ktorych maksimum absorbcji
przypada dla fali o dtugos$ci 618 nm. Dodanie biatka wigzacego cynk do takiego kompleksu
powoduje zwigzanie cynku przez biatko, co skutkuje rozpadem kompleksu Zincon-Zn%*

i zmiang absorbancji Swiatta (Rozdziat 3.12.).

W wyniku analizy wykazano wigzanie jondw cynku przez dziki wariant biatka HP1021
(Rys. 25), przy czym w danym stezeniu stabilno$¢ wigzania jondw lub liczba zwigzanych jonow
cynku byta wieksza w przypadku zredukowanego biatka HP1021 w poréwnaniu do biatka

niezredukowanego.
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Rys. 25. Wigzanie jondw cynku przez biatko HP1021 oraz jego warianty. Pomiary wykonywano
spektrofotometrycznie przy dtugosci fali 618 nm stosujgc test konkurencyjny z odczynnikiem Zincon.

Wariant biatka HP1021NDC réwniez wigzat jony cynku, natomiast oddziatywanie to byto
niezalezne od redukc;ji lub utlenienia biatka, podobne do oddziatywania HP1021 z jonami Zn**

w warunkach nieredukujgcych. Biatko HP1021CDC w niewielkim stopniu wigzato jony cynku
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w warunkach nieredukujgcych, natomiast redukcja biatka powodowata wzrost powinowactwa
do jonéw Zn?*. Biatko HP1021DC, w ktdérym wszystkie reszty cysteinowe zostaty wymienione
na reszty alanin, wykazywato niskie powinowactwo do jonéw cynku niezaleznie od warunkéw
redoks. Na podstawie otrzymanych wynikdw mozna stwierdzié, ze reszty cystein obecne
w biatku HP1021 s3 zaangazowane w oddziatywanie z jonami Zn?*. Prawdopodobnie kazda
z domen oddziatuje z jonami cynku. Oddziatywanie domeny N-koricowej z Zn?* jest zalezne od
stopnia zredukowania reszt cysteinowych obecnych w domenie N-koncowej (zredukowana
forma biatka HP1021CDC wigze Zn%* z wyzszym powinowactwem), natomiast oddziatywanie
C-domeny z jonami Zn?* nie jest zalezne od stopnia redukgji reszt cysteinowych tej domeny

(Rys. 25).

4.9 Analiza wigzania regionu oriC2 przez HP1021 i jego muteiny w obecnosci jonéw Zn2*

Jak wykazaty badania, HP1021 poza zdolnoscig do wigzania DNA (Rozdziat 4.5, 4.7, )
wykazuje rowniez zdolnos¢ do wigzania jondw cynku (Rozdziat 4.9). Dlatego postanowiono
zbada¢ jak wigzanie jondw Zn?* wptywa na zdolno$¢ HP1021 do wigzania DNA. W badaniach
wykorzystano wariant dziki biatka HP1021 oraz jego muteiny HP1021DC, HP1021NDC
i HP1021CDC. Wykorzystano ponownie techniki EMSA i SPR.

4.9.1 Badanie oddziatywania HP1021 i jego mutein z DNA w obecnosci jonéw Zn?*
metoda EMSA

4.9.1.1 Oddziatywanie biatka HP1021 z oriC2

Analize prowadzono w celu okreslenia wptywu jondw cynku na wigzanie DNA przez
biatko HP1021. HP1021 w stezeniu 60 nM preinkubowano 5 minut na lodzie z jonami cynku
o wzrastajgcym stezeniu w obecnosci lub bez reduktora TCEP [5mM], a nastepnie
z fragmentem FAM-oriC2 w temperaturze 37°C przez 30 minut. Powstate kompleksy

rozdzielano w 4% zelu poliakrylamidowym (Rozdziat 3.11.1.)
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Sciezka 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12 13 14 15

Biatko [60 nM] + + + + + + + + + + + + + +
TCEP [5 mM] - + + + - + + +
ZnS04 [uM] 0 0 156 3,12 625 125 125 0 0 156 312 625 125 125 0
EDTA[1 mM] 2 - & - = - + o+ - ) B _ B + +
\ ! 5 ! \. J
N N’ e’ N’ a / s W | s
Wolny DNA —>  \emed! (S G R W N S W W e

Rys. 26. Opdzniona migracja regionu FAM-oriC2 zwigzanego z biatkiem HP1021 w obecnosci jonow
cynku. Kompleksy rozdzielano w 4% zelu poliakrylamidowym.

Biatko HP1021 w warunkach zredukowanych i utlenionych oddziatuje z DNA w sposéb
podobny jak opisano w rozdziale 4.5.1.1. Obecnos$¢ jondw cynku powoduje zahamowanie
wigzania oriC2 przez utlenione i zredukowane biatko HP1021, oberwane jako mniejsza liczba
komplekséw biatko-DNA oraz obecnos¢ wiekszej ilosci wolnego DNA w stosunku do
oddziatywan bez obecnosci jondw. Przywrdcenie biatku aktywnosci wigzania DNA po dodaniu
EDTA w prébkach kontrolnych swiadczy o specyficznym dziataniu dodanych jondw cynku,
ktore w warunkach schelatowania przez EDTA przestajg hamowac oddziatywanie HP1021
z DNA. Mozna wnioskowaé, ze wptyw jondw Zn?* na biatko zredukowane jest wiekszy niz na
biatko niezredukowane ze wzgledu na silniejsze wigzanie DNA przez biatko zredukowane
w poréwnaniu z biatkiem nieredukowanym. Otrzymane wyniki sg spdjne z analizami wigzania
jondw cynku przez biatko HP1021, ktére oddziatywato z jonami cynku zaréwno w formie
utlenionej jak i zredukowanej (Rys. 25), i wskazujg na hamujgcy wptyw obecnosci jonédw cynku
na wigzanie DNA przez biatko HP1021 =zaréwno w warunkach redukujgcych jak

i nieredukujacych.
4.9.1.2 Oddziatywanie biatka HP1021DC z oriC2

Analize prowadzono w celu okreslenia wptywu jondw cynku na wigzanie DNA przez
biatko HP1021DC. Badane biatko w stezeniu 120 nM preinkubowano na lodzie przez 5 minut
z jonami cynku o wzrastajgcym stezeniu oraz z dodatkiem reduktora TCEP [5 mM] lub bez
reduktora, a nastepnie przez 30 minut z fragmentem FAM-oriC2 w temperaturze 37°C.

Zastosowano wyzsze stezenie HP1021DC niz HP1021 (Rozdziat 4.10.1.1) poniewaz HP1021DC
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wykazuje nizsze powinowactwo do DNA niz HP1021. Powstate kompleksy rozdzielano w 4%

zelu poliakrylamidowym (Rozdziat 3.11.1) (Rys. 27).

Sciezka 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M 12 13 14 15
Biatko [120 nM] - + + + + + + + + + + + + + +
TCEP [5 mM] + + + + + + + +

ZnSO4 [uM] 0 0 1,56 3,12 625 125 125 O 0 1,56 3,12 625 125 125 0O
EDTA [1 mM]

A e o

Rys. 27. Opdzniona migracja regionu FAM-oriC2 zwigzanego z biatkiem HP1021DC w obecnosci jondw
cynku. Kompleksy rozdzielano w 4% zelu poliakrylamidowym.

Biatko HP1021DC oddziatuje z DNA podobnie jak opisano w rozdziale 4.5.1.2,
wykazujgc podobne powinowactwo do DNA zaréwno w warunkach redukujgcych jak
i nieredukujgcych. Obecno$¢ jondw cynku powodowata nieznaczne zmniejszenie
powinowactwa zredukowanego i niezredukowanego HP1021DC do DNA, obserwowane jako
obecnos¢ wiekszej ilosci wolnego DNA oraz powstawanie 4-5 rodzajow kompleksow biatko-
DNA w miejscu wysokoczgsteczkowych komplekséw tworzonych przy nieobecnosci Zn?*.
Zaobserwowane zalezno$ci moga by¢ wynikiem subtelnych zmian $rodowiska reakgji
spowodowanym obecnoscia ZnSOs albo oddziatywania Zn* z innymi resztami
aminokwasowymi (np. histydynowymi, serynowymi®). Wyniki sg spdjne z analizami wigzania
jonow cynku, w ktorych HP1021DC w niewielkim stopniu wigzato jony cynku, niezaleznie od

warunkéw redoks sSrodowiska (Rys. 25).
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4.9.1.3 Oddziatywanie biatka HP1021NDC z oriC2

Analiza miata na celu zbadanie wptywu obecnosci jondw cynku na wigzanie DNA przez
biatko HP1021NDC. HP1021NDC w stezeniu 80 nM preinkubowano na lodzie z jonami cynku
o wzrastajgcym stezeniu w obecnosci [5 mM] lub bez reduktora TCEP, a nastepnie
z fragmentem FAM-oriC2 w temperaturze 37°C. Powstate kompleksy rozdzielano w 4% zelu

poliakrylamidowym (Rozdziat 3.11.1) (Rys. 28).

Sciezka 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Biatko [80 nM] + + + + + . + + k3 + 4 . - +
TCEP [5 mM] + + + + + + + o+

ZnSO4 [uM] 0 0 156 312 625 125 125 O 0 156 312 625 125 125 O
EDTA[1 mM] - - - - . - + o+ - n n , _ + o+
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Rys. 28. Opdzniona migracja regionu FAM-oriC2 zwiqzanego z biatkiem HP1021NDC w obecnosci jonow
cynku w 4% zelu poliakrylamidowym.

Biatko HP1021NDC oddziatywato z oriC2 podobnie jak pokazano w rozdziale 4.7.1.1.
Nie zaobserwowano zaleznych od obecnosci jondw cynku rdznic w oddziatywaniu
zredukowanego jak i niezredukowanego biatka HP1021NDC z DNA. W zadnej z badanych
probek nie odnotowano zmniejszenia liczby powstajgcych kompleksow biatko-DNA ani
przyrostu wolnego DNA. Otrzymane wyniki Swiadczg o braku wptywu jondw cynku na zdolnos¢
wigzania DNA przez biatko HP1021NDC zaréwno w przypadku zastosowania reduktora TCEP

jak i bez reduktora.
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4.9.1.4 Oddziatywanie biatka HP1021CDC z oriC2

Badanie przeprowadzono w celu okreslenia wptywu obecnosci jondw cynku na
zdolnos¢ wigzania DNA przez biatko HP1021CDC. Badane biatko HP1021CDC w stezeniu 80 nM
preinkubowano na lodzie z wzrastajgcym stezeniem jondw cynku oraz z dodatkiem reduktora
TCEP [5 mM] lub bez reduktora, a nastepnie z fragmentem FAM-oriC2 w temperaturze 37°C.

Powstate kompleksy rozdzielano w 4% zelu poliakrylamidowym (Rozdziat 3.11.1) (Rys. 29).

Sciezka 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Biatko [80 nM] + + + + + + + + + + + + + +
TCEP [5 mM] + + + + + + + +

ZnS04 [uM] 0 0 166 3,12 625 125 125 O 0 156 312 625 125 125 O
EDTA [1 mM] - - - - - - + + - - - - - + +

=

Bt A d 5 - -~ N /S
e b el G B W
Wolny DNA ——> Numt et Nd | S S S S p—

Rys. 29. Opdzniona migracja regionu FAM-oriC2 zwigzanego z biatkiem HP1021CDC w obecnosci jonow
cynku w 4% zelu poliakrylamidowym.

Powinowactwo zredukowanego i niezredukowanego biatka HP1021CDC do DNA
wykazano na podobnym poziomie jak w rozdziale 4.7.1.2. Obecnos$¢ jondw cynku zaréwno
w warunkach redukujgcych jak inieredukujgcych powodowata nieznaczne ostabienie
powinowactwa biatka HP1021 do DNA lub nie wptywata na to powinowactwo. Otrzymany
wynik Swiadczy o stabym bezposrednim wptywie jondw cynku na aktywnos$¢ biatka
HP1021CDC w stosunku do wigzania DNA lub wptywie posrednim ZnSO4 na aktywnosc¢ biatka

przez zmiane warunkow srodowiska reakcji.
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4.9.2 Badanie oddziatywania HP1021 i jego mutein z DNA w obecnosci jonéw Zn?*
metoda SPR

4.9.2.1 Analiza oddziatywania biatka HP1021 z oriC2 w obecnosci jonéw Zn**

Analize oddziatywania HP1021 z oriC2 prowadzono jak opisano w rozdziale 3.11.2.2
z wykorzystaniem statego stezenia biatka réwnego 160 nM oraz wzrastajgcego stezenia Zn?*.
Dodatkowo zastosowano kontrole wigzania HP1021 w postaci redukowanego
i nieredukowanego biatka w trzech stezeniach (100, 160 i 250 nM) bez dodatku jonéw cynku
(Rys. 30).
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100nM HP1021 NR ) 50nM Hp1021 NR 160nM HP1021 NR
------ 25nM Zn NR eseces 50nM Zn NR 100nM Zn NR

Rys. 30. Analiza SPR wiqzania regionu oriC2 przez biatko HP1021 w obecnosci jondw cynku. Kolorem
czerwonym zaznaczono wykresy oddziatywania biatka z DNA w warunkach redukujgcych (R), kolorem
niebieskim wykresy oddziatywania biatka z DNA w warunkach nieredukujgcych (NR). Linig przerywang
oznaczono wigzanie HP1021 z DNA w obecnosci Zn**. Biatko redukowano 5 mM TCEP.

Zredukowane inieredukowane HP1021 oddziatywato z oriC2 podobnie jak
zaprezentowano w rozdziale 4.5.2.1. W obecnoéci jonéw Zn?* wigzanie zredukowanego
HP1021 z oriC2 byto znaczgco ostabione (do 91%, 77% i 55% wigzania HP1021 w obecnosci
odpowiednio 25, 50 i 100 nM Zn?*). Oddziatywanie niezredukowanego HP1021 w obecnosci
Zn?* byto réwniez stabsze, jednak ze wzgledu nizsze powinowactwo niezredukowanego
HP0121 do DNA, efekt ostabienia oddziatywania byt w tym wypadku mniejszy niz dla biatka
redukowanego (do 90%, 82% i 71% wigzania HP1021 w obecnosci odpowiednio 25, 50 i 100
nM Zn?*). Wyniki analizy SPR i EMSA (Rozdziat 4.9.1.1.) zgodnie wskazaty na hamujgcy wptyw
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jondw Zn?* na oddziatywanie HP021 z DNA oraz wptyw warunkéw redoks na regulacje

aktywnos$ci HP1021 przez jony Zn?*.

4.9.2.2 Oddziatywanie biatka HP1021DC z oriC2 w obecno$ci Zn2+

Analize oddziatywania HP1021DC z oriC2 przeprowadzono w podobnych warunkach
jak w przypadku biatka dzikiego HP1021 (Rozdziat 4.10.2.1), zachowujac takie same analizy
kontrolne (Rys. 31).
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Rys. 31. Analiza SPR wigzania regionu oriC2 przez biatko HP1021DC w obecnosci jondw cynku. Kolorem
czerwonym zaznaczono wykresy oddziatywania biatka z DNA w warunkach redukujgcych (R), kolorem
niebieskim wykresy oddziatywania biatka z DNA w warunkach nieredukujgcych (NR). Linig przerywang
oznaczono dodatek jondw cynku. Biatko redukowano 5 mM TCEP.

Redukowane i nieredukowane HP1021DC oddziatywato z DNA podobnie jak opisano
w rozdziale 4.5.2.2. HP1021DC, zaréwno zredukowane jak i niezredukowane, w obecnosci
Zn?* oddziatywato z DNA podobnie jak HP1021DC w buforze bez jonédw metalu. Otrzymane
wyniki Swiadczg o braku wptywu jondw cynku na powinowactwo HP1021DC do oriC2
niezaleznie od zastosowanych warunkéw redoks. Otrzymane wyniki sg spojne z wynikami
testu EMSA, w ktorym efekt wptywu jondw na biatko HP1021DC jest niewielki zaréwno

w przypadku warunkéw redukujacych jak inieredukujgcych. Wyniki sg réwniez spdjne
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z wynikami analizy wigzania Zn** przez HP1021DC (Rozdziat 4.9.1.2.), w ktérej wykazano brak

lub stabe oddziatywanie HP1021DC z Zn?*, niezalezne od stanu redoks biatka.
4.9.2.3 Oddziatywanie biatka HP1021NDC z oriC2 w obecnosci jonéw Zn?*

Analize oddziatywania HP1021NDC przeprowadzono w analogicznych warunkach jak

w przypadku biatka dzikiego HP1021 (Rozdziat 4.10.2.1) zachowujgc takie same préby

kontrolne (Rys. 32).
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Rys. 32. Analiza SPR wiqgzania regionu oriC2 przez biatko HP1021NDC w obecnosci jonow cynku.
Kolorem czerwonym zaznaczono wykresy oddziatywania biatka z DNA w warunkach redukujgcych (R),
kolorem niebieskim wykresy oddziatywania biatka z DNA w warunkach nieredukujgcych (NR). Linig
przerywang oznaczono dodatek jondw cynku. Biatko redukowano 5 mM TCEP.

Biatko HP1021INDC wigzato DNA podobnie jak przedstawiono w rozdziale 4.7.2.1.
W przypadku biatka HP1021NDC, podobnie jak w analizie EMSA (Rozdziat 4.9.1.3.), zauwazono
niewielki wptyw lub brak wptywu jonéw na aktywnos¢ biatka w poréwnaniu z wptywem Zn?*

na biatko HP1021.
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4.9.2.4 Oddziatywanie biatka HP1021CDC z oriC2 w obecnosci jonéw Zn?*

Analize oddziatywania HP1021CDC z oriC2 przeprowadzono w podobnych warunkach
jak w przypadku biatka dzikiego HP1021 (Rozdziat 4.10.2.1) zachowujgc takie same préby
kontrolne (Rys. 33).
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Rys. 33. Analiza SPR wiqgzania regionu oriC2 przez biatko HP1021NDC w obecnosci jondw cynku.
Kolorem czerwonym zaznaczono wykresy oddziatywania biatka z DNA w warunkach redukujgcych (R),
kolorem niebieskim wykresy oddziatywania biatka z DNA w warunkach nieredukujgcych (NR). Linig
przerywang oznaczono dodatek jondw cynku. Biatko redukowano 5 mM TCEP.

HP1021CDC oddziatywato z DNA podobnie jak przedstawiono w rozdziale 4.7.2.2.
W obecnosci jondw Zn?* wigzanie zredukowanego HP1021CDC do oriC2 byto znaczaco
ostabione (do 37% wigzania HP1021CDC bez jonéw Zn?*). W przypadku biatka w warunkach
nieredukujgcych nie zauwazono wptywu jondw na aktywnos¢ HP1021CDC. Oddziatywanie
jondw cynku zachodzi prawdopodobnie z resztami cystein w domenie N-koricowej, a wptyw
ten jest zalezny od warunkéw redoks. Otrzymany wynik odbiega od wyniku otrzymanego
w tescie EMSA (Rozdziat 4.1.9.4, Rys. 29), jest jednak zgodny z wynikami analizy wigzania
jonéw Zn?* (Rozdziat 4.8). Na obecnym etapie badan nie mozna podac¢ przyczyny rozbieznosci

(wiecej w rozdziale Dyskusja).
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Podsumowanie analiz oddziatywania HP1021 i jego mutein z DNA

Wyniki analiz oddziatywania HP1021 z oriC2 wskazujg na wptyw redukcji reszt cystein
obecnych w biatku dzikim na zdolnos¢ wigzania DNA — zredukowane biatko z wiekszym
powinowactwem wigze oriC2 niz biatko niezredukowane (Rys. 13 i Rys. 15). Z otrzymanych
wynikéw wnioskowaé réwniez mozna, ze na oddziatywanie zalezne od warunkéw redoks
wplyw moze mie¢ gtdwnie domena N-koncowa biatka, poniewaz w wigzanie muteiny
posiadajgcej reszty cystein w N-korncowej domenie (HP1021CDC) byto bardziej zalezne od
warunkow redoks (Rys. 22 i Rys. 24) niz muteiny posiadajacej reszty cystein w domenie C-
koricowej (Rys. 21 i Rys. 23). Jony Zn?* wptywaty na oddziatywanie HP1021 z oriC2 (Rys. 26
i Rys. 27), aoddziatywanie to byto réwniez zalezne od obecnosci reszt cysteinowych
(kompleksy HP1021DC-oriC2 byty stabilne w obecnosci Zn?*, Rys. 27) i stanu redoks biatka
(zZn?* destabilizowato wydajniej kompleksy tworzone przez zredukowane HP1021 niz przez
biatko niezredukowane, Rys. 26 i Rys. 30). Trudno jest natomiast postulowaé, ktéra z domen
HP1021 jest odpowiedzialna za regulacje aktywnosci HP1021 zalezng od jondw Zn?*. Kazda
z domen wigze jony Zn?* (Rys. 25), ale ich wptyw na kompleksy tworzone przez muteiny z oriC2
nie byt jednoznaczny. Obserwowano nieznaczny wptyw lub wrecz brak wptywu Zn?* na
kompleksy HP1021NDC-oriC2, natomiast wptyw Zn?* na kompleksy tworzone przez
HP1021CDC byt niejednoznaczny (wykazano wptyw na kompleksy zredukowanego
i niezredukowanego HP1021CDC w analizie SPR, Rys. 33, natomiast nie wykazano wptywu
w analizie EMSA, Rys. 29). Wyniki mogg wskazywaé na ztozong zalezno$¢ oddziatywania

miedzy domenami w celu przekazania sygnatu redoks.
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4.10 Przygotowanie zmutowanych szczepow H. pylori z uposledzonym szlakiem regulacji
zaleznym od biatka HP1021

Charakterystyka biatka HP1021 w warunkach in vitro wykazata, ze biatko to moze byc¢
sensorem redoks i regulowac¢ transkrypcje gendw w odpowiedzi komorek H. pylori na stres
oksydacyjny. Dlatego w dalszych analizach wykorzystano lub przygotowano szczepy,

w ktérych uposledzono funkcje HP1021 przez:
1. delecje genu HP1021 (szczep N6 AHP1021, Tab. 3)

2. wprowadzenie mutacji w genie HP1021 skutkujgcych syntezg biatka HP1021 w ktérym
reszty cystein zamienione byty na reszty alanin (N6 HP1021ACys) (Rozdziat. 4.10, Tab. 3)

Przygotowano réwniez szczep komplementacyjny HP1021 (Rozdziat 4.11, Tab. 3).

Szczepy wykorzystano w analizach roli HP1021 w odpowiedzi H. pylori na stres

oksydacyjny (Rozdziat 4.11, 4.12, 4.13).

4.10.1 Przygotowanie zmutowanego szczepu N6 HP1021ACys

W celu zbadania wptywu reszt cysteinowych na aktywnos¢ biatka HP1021 in vivo
opracowano strategie przygotowania szczepu H.pylori N6 HP1021ACys, w ktorym
syntezowane bytoby biatko HP1021 z zamienionymi resztami cystein na reszty alanin (Tab. 3,
Rys. 34). W tym celu przygotowano konstrukt DNA do wymiany dzikiego genu HP1021 na gen
zmutowany na chromosomie H. pylori na drodze rekombinacji homologicznej na zasadzie
podwodjnego crossing-over (Rozdziat 3.7.13.), a nastepnie przeprowadzono transformacje
komorek H. pylori, selekcje klonéw zmutowanych szczepdw oraz analize wprowadzonych

mutacji.
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Rys. 34. Schemat wymiany dzikiego genu HP1021 na gen zmutowany, kodujgcy biatko zawierajgce
reszty alanin w miejscach reszt cystein.

4.10.2 Konstrukcja wektora pGEM1021Acysaph-3

W celu otrzymania fragmentu genu HP1021 posiadajgcego zmutowane kodony reszt
cystein, na matrycy plazmidu pET28a(+)NstrepHP1021DC (Tab. 4) przeprowadzono reakcje
PCR z wykorzystaniem starteréw P33/P36. Dodatkowo przygotowano fragmenty, bedace
ramionami homologii niezbednymi do rekombinacji z chromosomem. W tym celu na matrycy
genomowego DNA szczepu 26695 przeprowadzono reakcje PCR z wykorzystaniem starteréw
P37/P34 oraz na matrycy plazmidu pTZ57R/TAHP1021 (Tab. 4) przeprowadzono reakcje PCR
z wykorzystaniem starteréw P35/P38. Wszystkie otrzymane produkty rozdzielono w 1% zelu

agarozowym (Rys. 35), wycieto i oczyszczono z zelu.
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Rys. 35. Fragmenty powielone w reakcji PCR, ktére po oczyszczeniu wykorzystano do przeprowadzenia
reakcji OE-PCR HP1021Acys. M, wzorzec mas czqgsteczkowych A/Pstl [pz]; 1, fragment DNA otrzymany
na matrycy genomowego DNA szczepu 26695 z wykorzystaniem starterow P33/P36. Spodziewana
wielkos¢ 380 pz; 2, fragment DNA otrzymany na matrycy plazmidu pET28a(+)NstrepHP1021DC
z wykorzystaniem starterow P37/P34. Spodziewana wielkos¢ 940 pz; 3, fragment DNA otrzymany na
matrycy plazmidu pTZdeltaHP1021 z wykorzystaniem starterow P35/P38. Spodziewana wielkos¢ okoto
1200 pz.
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Kolejnym krokiem byto potgczenie otrzymanych fragmentow w reakcji OE-PCR
z wykorzystaniem starteréw P37/P38 (Rozdziat 3.7.11). Otrzymany produkt rozdzielono
elektroforetycznie w 1% zelu agarozowym, anastepnie wycieto i oczyszczono z zelu
agarozowego. Otrzymany produkt wykorzystano do ligacji metodg klonownania TA
z wykorzystaniem wektora pGEM-T Easy (Rozdziat 3.1.3). Ligacje prowadzono przez noc,
a nastepnie mieszaning ligacyjng transformowano komorki E. coli DH5a (Rozdziat 3.7.9).
Stransformowane komérki wysiewano na podtoze LB z dodatkiem kanamycyny (Rozdziat
3.7.12.1). W celu selekcji poprawnych konstruktéw DNA, otrzymane klony sprawdzono
w reakcji PCR, w ktorej matrycg byty zlizowane komdrki wybranych kolonii transformantéw.
PCR przeprowadzono z wykorzystaniem starteréw P37/P38 (Rys. 36). Otrzymany produkt
poddano reakcji sekwencjonowania. Po analizie wynikdw sekwencjonowania wybrano
poprawne klony zawierajgce zmutowane geny, a nastepnie z jednego wyizolowano plazmid

PGEM1021Acysaph-3.

4.10.2.1 Transformacja komarek H. pylori i selekcja szczepéw H. pylori HP1021ACys

Plazmidem pGEM1021Acysaph-3 transformowano komorki H. pylori szczepu N6
(Rozdziat 3.7.11). W celu selekcji zmutowanych szczepédw wykorzystano podtoze CBA
z dodatkiem kanamycyny. Klony wybrane podczas selekcji na podstawie opornosci na
kanamycyne zabezpieczono w postaci mrozonych zawiesin w pozywce BHI z glicerolem
(Rozdziat 3.7.13.1). Losowo wybrany klon poddano analizie sekwencji w obrebie
zmutowanego genu kodujacego biatko HP1021DC z wykorzystaniem starterow P37 oraz P38.
Analiza sekwencjonowania wykazata, ze kodony reszt 27C, 51C, 56C, 238C, 270C zostaty
poprawnie zamienione, natomiast kodon reszty 216C pozostat niezmieniony. Na podstawie
wynikoéw analiz in vitro uznano, ze zamiana 5 z 6 reszt cysteinowych bedzie wystarczajgcym
uposledzeniem funkc;ji biatka i szczep ten wykorzystano w dalszych analizach. Uzyskany szczep

H. pylori N6 HP1021ACys wykorzystano w dalszych analizach.
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Rys. 36. Fragment DNA powielony w reakcji PCR na matrycy plazmidu pGEM1021Acysaph-3.
Wykorzystano startery P37/P38. Spodziewana wielko$¢ produktu — ok. 2400 pz. M- wzorzec mas
czgsteczkowych 1kb Plus (Thermo Fisher Scientific; 10787018); 1 — Produkt PCR otrzymany na matrycy
plazmidu pGEM1021Acysaph-3.

4.10.3 Przygotowanie szczepu komplementacyjnego N6AHP1021com

W trakcie pracy dysponowano zmutowanym szczepem H. pylori N6AHP1021, w ktorym
gen HP1021 zostat zastgpiony kasetg opornosci na kanamycyne, otrzymanym na drodze
delecji genu HP1021 w szczepie N6 H. pylori, analogicznie jak opisano w pracy*® (Tab. 3).
W celu oceny specyficznosci otrzymanych wynikdéw in vivo uzyskanych z wykorzystaniem
szczepu H. pylori N6AHP1021, przygotowano szczep komplementacyjny, w ktérym
przywrdcono gen HP1021 w szczepie zmutowanym H. pylori N6AHP1021 w natywnym locus.
W tym celu przygotowano konstrukt PCR oraz przeprowadzono rekombinacje homologiczng
(Rys. 37) w celu wprowadzenia genu HP1021 do chromosomu H. pylori w locus natywnym

genu HP1021.

4.10.3.1 Przygotowanie konstruktu DNA 1021cat do przywrdcenia genu HP1021 na
chromosomie

W celu przygotowania konstruktu DNA do wymiany homologicznej przygotowano
w reakcji PCR cztery fragmenty DNA (Rys. 37): 1/ fragment HP1020 z wykorzystaniem
starteréw P37/P34 na matrycy pGEMHP1021Acys; 2/ fragment HP1021 z wykorzystaniem
starterow P33/P50 na matrycy genomowego DNA H.pylori N6; 3/ fragment cat
z wykorzystaniem starteréw P49/P52 na matrycy szczepu ApDZ 2% 4/ fragment HP1022
z wykorzystaniem starteréw P51/P38 na matrycy pGEMHP1021Acys. Kolejnym krokiem byto
potgczenie otrzymanych fragmentow w reakcji OE-PCR z wykorzystaniem starteréw P37 oraz

P38 (Rozdziat 3.7.11). Nastepnie otrzymany produkt PCR (HP1021com) wykorzystano do
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transformacji H. pylori N6A1021 (Rozdziat 3.7.13.1). Do selekcji rekombinantéw wykorzystano

podtoze z dodatkiem chloramfenikolu.

P37
- aphA-3 RGN H.pylori NeaHP1021
\\ / / 38
/)( P3,
Py P33 P4g 2N
— — — \
Fragment PCR
- HP1021com
P34 ,Pbso P52 P3g
l 4

Rys. 37. Przygotowanie szczepu komplementacyjnego N6AHP1021com. Schemat wymiany genu
opornosci na kanamycyne, na gen kodujgcy biatko HP1021 oraz gen opornosci na chloramfenikol.

4.10.3.2 Weryfikacja poprawnosci przygotowania szczepu komplementacyjnego H. pylori
N6A1021com

Z otrzymanych kolonii H. pylori opornych na chloramfenikol wyizolowano genomowy
DNA, ktdry nastepnie wykorzystano jako matryce w reakcji PCR z wykorzystaniem starterow
P3/P4 w celu potwierdzenia obecnosci genu HP1021 (Rys. 38) oraz starterow P37/P38 w celu
potwierdzenia obecnosci genu HP1021 w odpowiednim locus chromosomu (Rys. 39). Po
weryfikacji poprawnosci rekombinacji, poprawnos¢ sekwencji wprowadzonego do
chromosomu genu HP1021 sprawdzono sekwencjonowaniem fragmentu DNA powielonego

starterami P37/P38 w reakcji PCR.
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Rys. 38. Analiza fragmentéw DNA uzyskanych w reakcji PCR potwierdzajgca obecnosc¢ genu HP1021
w otrzymanym zmutowanym szczepie komplementacyjnym N6AHP1021com. PCR przeprowadzono
z wykorzystaniem starteréw P3/P4 na matrycy chromosomalnego DNA wyizolowanego z otrzymanych
uprzednio zmutowanych szczepéw. Otrzymano produkt o pozqdanej wielkosci okoto 897 pz.
M - wzorzec mas czgsteczkowych 1kb Plus (Thermo Fisher Scientific; 10787018); 1,2,3 - fragmenty DNA
otrzymane po reakcji PCR uzyskane na matrycy genomowego DNA izolowanego z trzech niezaleznych
kolonii uzyskanych po transformacji.
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Rys. 39. Analiza fragmentow DNA uzyskanych wreakcji PCR wcelu oceny poprawnosci
wprowadzonego na chromosomie bakteryjnym fragmentu w szczepie komplementacyjnym
N6AHP1021com. PCR przeprowadzono z wykorzystaniem starteréw P37/P38 na matrycy
chromosomalnego DNA wyizolowanego z otrzymanych zmutowanych szczepow (Rys. 37). Otrzymano
poprawnej wielkosci (okoto 2200 pz) produkt PCR w przypadku klonéw nr 1 i 2. Dodatkowe fragmenty
DNA obecne na zelu sq prawdopodobnie wynikiem niespecyficznosci reakcji PCR. M: wzorzec mas
czgsteczkowych 1kb Plus (Thermo Fisher Scientific; 10787018); 1,2, fragmenty DNA otrzymane
w reakcji PCR uzyskane na matrycy genomowego DNA izolowanego z dwdch niezaleznych kolonii
transformowanych szczepdw 3, fragment PCR otrzymany na matrycy genomowego DNA szczepu
dzikiego N6 (spodziewana wielkos¢ okoto 1500 pz).

W otrzymanym szczepie komplementacyjnym N6AHP1021com zbadano réwniez
obecnos¢ oraz poziom syntezy biatka HP1021 metodg Western Blotting (Rys. 40). Uzyskane
wyniki wskazujg na to, Ze ekspresja genu HP1021 w szczepie komplementacyjnym
N6AHP1021com zostata przywrdcona oraz biatko HP1021 jest syntezowane na podobnym

poziomie jak w szczepie dzikim.

N6AHP1021
N6AHP1021com1
N6AHP1021com2

N6

70kDa—

55 kDa—
40kDa—

35 kDa — engurs N

Rys. 40. Analiza syntezy biatka HP1021 w szczepach H. pylori metodq Western Blotting. Wykorzystano
krdlicze przeciwciato I-rzedowe anty-HP1021 oraz osle przeciwciato ll-rzedowe skierowane przeciwko
kroliczym 1gG (NA934V, Rozdziat 3.3). Reakcje wywotano chemiluminescencyjnie. N6-szczep dziki
H. pylori; N6AHP1021-szczep delecyjny genu HP1021; N6AHP1021com1, N6AHP1021com2 — szczep
komplementacyjny genu HP1021.

88



4.11 Analiza wzrostu hodowli bakterii szczepu dzikiego H. pylori N6 oraz szczepow
zmutowanych N6A1021, N61021Acys oraz N6A1021com

Szczepy H. pylori AHP1021 charakteryzujg sie opdznionym wzrostem w hodowli
ptynnej lub tworzeniem mniejszych kolonii w hodowli na podtozu statym3®4°. W celu
scharakteryzowania wptywu wprowadzonych mutacji na wzrost szczepow H. pylori N6:
AHP1021, HP1021Acys oraz AHP1021com, przeprowadzono analize wzrostu hodowli na
podtozu ptynnym. Hodowle ptynne H. pylori przygotowywane byty jak opisano w rozdziale
3.6.2. Hodowle zaszczepiano do ODsgo = 0,005, a wzrost hodowli monitorowano prowadzac
pomiary ODgoo hodowli w odstepach 2,5-3 godzin poczawszy od 12 godziny trwania hodowli.
Z otrzymanych danych wykreslono krzywa wzrostu (Rys. 41). Otrzymane wyniki $wiadcza
o wolniejszym wzroscie hodowli szczepow zmutowanych N6A1021 oraz N61021Acys
w poréwnaniu ze szczepem dzikim. Z otrzymanych danych wnioskowa¢ mozna réwniez, ze
hodowla komérek szczepu komplementacyjnego N6AHP1021com po przywrdceniu syntezy
biatka HP1021 rosnie szybciej niz hodowle szczepu N6AHP1021, co $wiadczy o przywréceniu
aktywnosci czynnikow kontrolujgcych wzrost H. pylori zaleznych od HP1021. Koricowo szczep
N6AHP1021com osigga wyzsze wartosci ODeoo niz szczep dziki N6, co trudno jest wyttumaczy¢

na podstawie dotychczas uzyskanych wynikow (wiecej w rozdziale Dyskusja).

Krzywa wzrostu H.pylori

4
g3
D&D
O 2
1
/ /
0 -
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Czas [godzina]
—@— N6 N6AHP1021 N6HP1021Acys N6AHP1021com

Rys. 41. Krzywe wzrostu hodowli badanych szczepdéw H. pylori. Hodowle prowadzono przez okres 42
godzin. ODegoo hodowli wszystkich szczepdw na poczqtku wynosito 0,005.

89



4.12 Analiza wptywu szoku oksydacyjnego na przezywalnos$¢ szczepéw N6, N6AHP1021,
N6HP1021Acys oraz N6AHP1021com H. pylori

Celem eksperymentu byto okreslenie przezywalnosci badanych szczepéw N6,
N6AHP1021, N6HP1021Acys oraz N6AHP1021com w warunkach szoku oksydacyjnego. Szok
oksydacyjny wywotywany byt przez poddanie H. pylori dziataniu H;0; lub inkubacje hodowli
w warunkach aerobowych. Hodowle ptynne H. pylori przygotowywane byly jak opisano
w rozdziale 3.6.2. W dniu poprzedzajgcym analize, hodowle przeszczepiano do ODgsgo = 0,005.
W dniu analizy kazdy z hodowanych szczepdw rozdzielano po 3 ml do probdéwek typu falcon
przygotowujac trzy identyczne serie szczepow: N6, N6AHP1021, N6HP1021Acys oraz
N6AHP1021com. Nastepnie do jednej serii szczepéw dodawano perhydrolu do stezenia 10
mM (seria 1), do pozostatych dwdch serii (seria 2 i 3) nie dodawano zadnych odczynnikow.
Nastepnie hodowle serii 1 i2 przeniesiono do warunkéw mikroaerofilnych (zamknieto
w stojach i wymieniono atmosfere na mikroaerofilng), a serie 3 przeniesiono do warunkéw
tlenu atmosferycznego. Wszystkie hodowle prowadzono przez 6 godzin w identycznych
warunkach temperatury i wytrzgsania (w tej samej wytrzgsarce). Po zakoriczonej hodowli
wykonano szereg dziesieciokrotnych rozcieficzen hodowli i kazde rozcieficzenie wysiewano
w objetosci 5 ul w postaci mini-hodowli na ptytke z pozywka CBA z 10% krwig konskg (Rys.
42A). Ptytki hodowano kolejne 3 dni w warunkach mikroaerofilnych. Po uptywie 3 dni
analizowano wzrost hodowli na ptytkach oceniajgc wzrost kolonii w mini-hodowlach

wysianych z poszczegdlnych rozcienczen hodowli wyjsciowe;j.

W przypadku hodowli w warunkach mikroaerofilnych obserwowano podobny wzrost
wszystkich szczepéw w zakresie rozcieficzeri 10'-108. W przypadku hodowli w warunkach
tlenowych odnotowano obnizong przezywalnos¢ szczepu N6AHP1021, ktorg obserwowano
dla zakresu rozcieficzers 10'-10%. W tych warunkach wzrost hodowli pozostatych szczepdw
obserwowano dla zakresu rozcieficzer 10*-10°. W przypadku hodowli szczepéw po uprzednim
kontakcie z perhydrolem odnotowano catkowity brak wzrostu szczepéw N6AHP1021 oraz
N6AHP1021com. Wozrost szczepow N6 oraz N6HP1021Acys odnotowano na poziomie
podobnym jak w przypadku warunkdw mikroaerofilnych. Otrzymane wyniki $wiadczg o braku
zdolnosci do przezycia szczepu delecyjnego N6AHP1021 w obecnosci 10 mM H,0;
w porownaniu ze szczepem dzikim. W przypadku szczepu komplementacyjnego,

N6AHP1021com, odnotowano brak przezywalnosci w obecnosci 10 mM H,02, co moze
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sugerowac wystgpienie dodatkowej mutacji powodujacej uszkodzenie mechanizmu dziatania
katalazy w tym szczepie, co réwniez potwierdzono mikrobiologicznym testem katalazowym

(Rys. 42B) (wiecej w rozdziale Dyskusja).

10' 102 10° 10% 10° 10°
N6

N6AHP1021

N6HP1021Acys

N6AHP1021com & )

5% O,

10'10210*10%10° 10°
N6 f
N6AHP1021
N6HP1021Acys
N6AHP1021com .

10" 10210° 10% 10° 10°

21%0,

N6

N6AHP1021
N6HP1021Acys
N6AHP1021com |

30% H,0,

N6 N6AHP1021  N6HP1021Acys N6AHP1021com

Rys. 42. A Przezywalnos¢ H. pylori szczepdw N6, N6AHP1021, N6HP1021Acys oraz N6AHP1021com
w warunkach stresu oksydacyjnego. Ptynne hodowle bakteryjne inkubowano przez 6 godzin w réznych
warunkach atmosfery (opisane z prawej strony rysunku), nastepnie przygotowywano seryjne
dziesieciokrotne rozciericzenia hodowli, ktére wysiewano w objetosci 5 ul na podtoze state w postaci
mini-hodowli. Zdjecia przedstawiajq wzrost kolonii bakteryjnych na pfytkach inkubowanych 3 dni
w warunkach mikroaerofilnych. B Mikrobiologiczny test katalazowy. 10 ul hodowli bakteryjnych o
takim samym ODgoo naniesiono na szkietko, a nastepnie dodano 10 ul 30% H;O..

4.13 Analiza ekspresji wybranych gendw w szczepach H. pylori N6, N6AHP1021,
N6HP1021Acys oraz N6AHP1021com w warunkach stresu oksydacyjnego

Celem badain byfa analiza zmiany ekspresji wybranych gendw, przypisanych do
regulonu HP1021%' (Tab. 17), pod wptywem szoku oksydacyjnego. W przeprowadzonych
badaniach wykorzystano szczepy H. pylori: N6, N6AHP1021, N6HP1021Acys oraz szczep
N6AHP1021com. Hodowle ptynne H. pylori przygotowano jak opisano w rozdziale 3.6.2.
Hodowle wtasciwg zaszczepiano do ODesgo = 0,005 w przypadku szczepdw N6, N6HP1021Acys
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oraz N6AHP1021com oraz do ODggo = 0,01 w przypadku szczepu N6AHP1021, i hodowano
przez ok. 18 godzin do osiagniecia przez hodowle ODego = 0,8. Hodowle poddawano szokowi
oksydacyjnemu w warunkach dziatania tlenu atmosferycznego przez 20 min. Proby hodowli
pobierano przed szokiem oksydacyjnym oraz po 20 minutach szoku jak opisano w rozdziale
3.8.1. Z bakterii izolowano RNA zgodnie z protokotem opisanym w rozdziale 3.8.1.
Wyizolowany materiat RNA wykorzystano jako matryce do reakcji odwrotnej transkrypcji
(Rozdziat 3.8.2). Nastepnie na otrzymanych matrycach cDNA przeprowadzono reakcje RT-
gPCR (Rozdziat 3.8.3.) w celu zbadania ekspresji wybranych gendéw stosujac odpowiednio
zaprojektowane pary starterow (Tab. 17). Wybdér gendw poddanych analizie ekspresji
przeprowadzony byt w oparciu o dane literaturowe, ktére wstepnie wskazywaty geny nalezgce

do regulonu HP1021 (Tab. 17).

Tab. 17. Geny badane w analizie RT-qPCR, znajdujqce sie przypuszczalnie w regulonie biatka HP1021,
wyznaczone na podstawie opublikowanych danych **.

Gen Nazwa Funkcja Startery do reakcji
RT-qPCR*

HP0690 | fadA Acetylotransferaza acetyl | Aktywowany przez P21
koenzymu A HP1021 P22
HP1174 | gluP Transporter glukozowy Hamowany przez P25
HP1021 P26
HP1400 | fecA3 Biatko transportu zelaza Hamowany przez P19
HP1021 P20
HP0954 | rdxA Nitroreduktaza NAD(P)H- Hamowany przez P23
zalezna HP1021 P24

*Sekwencje starterow podano w Tab. 5

Za gen referencyjny, ktérego ekspresja nie zmienia sie w stosowanych warunkach
hodowli, uznano gen 16S rRNA, ktdry powielano z uzyciem starteréw P27/P28%21. Wyniki
przedstawiono jako krotnos$¢ zmiany poziomu eskpresji badanego genu w warunkach stresu
oksydacyjnego (T20) w stosunku do ekspresji tego genu w szczepie dzikim N6 w warunkach
przed szokiem (N6 TO) (Rys. 43, Tab. 18). Otrzymane wyniki opracowano na podstawie trzech
niezaleznych powtdrzenn biologicznych (niezaleznych hodowli prowadzonych w réznym

czasie). Dla kazdego powtdrzenia przeprowadzano dwa powtdrzenia techniczne reakcji gPCR.
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Rys. 43. Analiza ekspresji genow HP0690 (A), HP1174 (B), HP1400 (C) oraz HP0954 (D) w warunkach
mikroaerofilnych (T0) oraz w szoku oksydacyjnym (T20). Otrzymane wyniki poréwnywano z wynikami
dla szczepu dzikiego N6 w czasie TO. Jako gen referencyjny o stafej ekspresji w badanych warunkach
wykorzystano gen 16S rRNA.

Tab. 18. Zmiana transkrypcji gendw pod wptywem stresu oksydacyjnego w szczepach N6, N6AHP1021,
N6HP1021Acys i N6AHP1021com. Krotnos¢ (FC, ang. fold change) okresla wzrost lub spadek transkrypcji
genow w stresie oksydacyjnym (T20) w poréwnaniu do szczepu dzikiego w warunkach mikroaerofilnych
(T0). Odchylenie standardowe (0OS) podane dla wartosci uzyskanych w reakcji gPCR na matrycy cDNA
przygotowanego z RNA izolowanego z 3 hodowli bakteryjnych. Pogrubiong czcionkq zaznaczono wyniki
istotne statystycznie dla poziomu istotnosci (p < 0,05), liczcone w stosunku do wartosci otrzymanych dla
N6 TO. Wartosci istotnosci przedstawione w Tab. 19.

HP0690 HP1174 HP1400 HP0954
Warunki Szczep
FC 0s FC oS FC 0s FC 0s
N6 1 0 1 0 1 0 1 0
To N6AHP1021 0,2 0,02 2,7 0,09 11,8 0,63 0,8 0,10
N6HP1021Acys 0,7 0,07 1,3 0,24 1,7 0,23 0,8 0,13
N6AHP1021com | 1,6 0,04 1,1 0,23 0,8 0,06 1,0 0,25
T20
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Tab. 19. Wartosc istotnosci statystycznej wynikéw RT-qPCR wyliczona na podstawie testu t-Studenta.
Niebieskim ttem zaznaczono wyniki istotne statystycznie dla poziomu istotnosci p < 0,05, liczone
w stosunku do wartosci otrzymanych dla N6 TO. NO, nie oznaczono

warunki szczep HP690 HP1174 HP1400 HP954
TO |N6 NO NO NO NO
N6AHP1021 ‘
N6HP1021Acys ‘
N6AHP1021com ‘ 8,25E-01
T20 |N6 \ 1,62E-01
N6AHP1021 ‘ 1,46E-01
N6HP1021Acys ‘ 2,00E-01
N6AHP1021com ‘ 6,78E-02

Tab. 20. Zmiana transkrypcji gendw pod wptywem stresu oksydacyjnego w szczepach N6, N6AHP1021,
N6HP1021Acys i N6AHP1021com. Krotnos¢ (FC, ang. fold change) okresla wzrost lub spadek transkrypcji
genow w danym szczepie w warunkach stresu tlenowego (T20) w odniesieniu do warunkéw
mikroaerofilnych (T0). Wartosci do policzenia krotnosci poziomdéw transkrypcji zaczerpnieto z Tab. 18.
Wartosci zblizone do 1 swiadczg o braku zmiany transkrypcji pod wptywem stresu oksydacyjnego.
Pogrubiong czcionkg zaznaczono wyniki istotne statystycznie dla poziomu istotnosci (p < 0,05), liczone

w stosunku do wartosci otrzymanych dla TO. Wartosci istotnosci przedstawione w Tab. 21.

HP0690 HP1174 HP1400 HP0954
Zmiana ekspresji T20/ TO FC FC FC FC
N6 1,9 4,3 4,0 3,1
N6AHP1021 1,0 0,9 2,5 2,9
N6HP1021Acys 1,0 1,3 2,5 2,7
N6AHP1021com 1,8 6,3 9,6 2,9

Tab. 20. Wartosc istotnosci statystycznej wynikow RT-qPCR wyliczona na podstawie testu t-Studenta.
Niebieskim ttem zaznaczono wyniki istotne statystycznie dla poziomu istotnosci p < 0,05, liczone
w stosunku do wartosci otrzymanych w warunkach TO kazdego z badanych szczepow.

szczep HP690 HP1174 HP1400 HP954
N6 1,62E-01
N6AHP1021 9,33E-01 3,57E-01 1,04E-01
N6HP1021Acys 6,75E-01 1,89E-01 1,37E-01
N6AHP1021com 6,79E-02

W szczepie dzikim N6 gen HP0690 podlega wyzszej transkrypcji w warunkach stresu
oksydacyjnego niz w warunkach mikroaerofilnych (FC 1,9; Rys. 43; Tab. 18). Swiadczy to

o aktywacji transkrypcji genu pod wptywem warunkéw oksydacyjnych. W przypadku szczepu
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delecyjnego N6AHP1021, poziom transkrypcji HP0690 w warunkach mikroaerofilnych jest
nizszy niz w szczepie N6 (FC 0,2) i pozostaje na obnizonym poziomie w stresie tlenowym (FC
0,2; Rys. 43; Tab. 18; Tab. 20). Swiadczy to o kontroli ekspresji HP0690 przez HP1021 zaréwno
w warunkach mikroaerofilnych jak i szoku tlenowego. Gen HP0690 w szczepie N6HP1021Acys
w warunkach mikroaerofilnych podlega obnizonej transkrypcji w odniesieniu do szczepu
dzikiego (FC 0,7; Rys. 43; Tab. 18) oraz, podobnie jak w szczepie N6AHP1021, nie wykazano
zmiany poziomu transkrypcji HP0690 w odpowiedzi na stres tlenowy (FC 0,7; Rys. 43, Tab. 18
oraz Tab. 20). Wynik wskazuje na to, ze regulacja HP1021 na drodze zaleznej od reszt cystein
jest istotna dla aktywnosci HP1021 i zapewnia witasciwg kontrole transkrypcji genu HP0690
w stresie oksydacyjnym. W szczepie komplementacyjnym N6AHP1021com w warunkach
mikroaerofilnych transkrypcja genu HP0690 jest wyzsza niz w szczepie N6 (FC 1,6). Poziom
transkrypcji genu w warunkach stresu tlenowego w szczepie N6AHP1021com w poréwnaniu
do transkrypcji w szczepie N6 w warunkach mikroaerofilnych jest wyzszy (FC 2,8). Wzrost
transkrypcji w szoku oksydacyjnym w szczepie N6AHP1021com (FC 1,8, Tab. 20) i w szczepie
N6 (FC 1,9, Tab. 20) jest podobny, co wskazuje na przywrdcenie kontroli ekspresji HP0690
zapewnianej przez HP1021.

W przypadku genu HP1174 w szczepie dzikim N6 wykazano okoto czterokrotny wzrost
poziomu transkrypcji pod wptywem dziatania stresu oksydacyjnego (FC 4,3; Rys. 43; Tab. 18;
Tab. 20). Swiadczy to o aktywacji transkrypcji genu pod wptywem warunkédw oksydacyjnych.
W szczepie N6AHP1021 poziom transkrypcji HP1174 byt podwyzszony w stosunku do szczepu
N6 (FC 2,7) i jednoczesnie niezalezny od dziatania stresu tlenowego (FC 2,6; Rys. 43; Tab. 18;
Tab. 20). Swiadczy to o kontroli ekspresji HP1174 przez HP1021 zaréwno w warunkach
mikroaerofilnych jak i szoku tlenowego. Poziom transkrypcji HP1174 w szczepie
N6HP1021Acys w warunkach mikroaerofilnych zblizony byt do poziomu transkrypcji
w szczepie dzikim N6 (FC ok. 1,3), a wzrost transkrypcji w stresie oksydacyjnym nieznaczny (FC
1,7). Poréwnujac zmiane ekspresji HP1174 pod wptywem stresu w szczepie N6HP1021Acys
mozna stwierdzi¢, ze zmiana wynosita okoto 30% (FC 1,3; Tab. 20) i jest prawdopodobnie
nieistotna biologicznie, szczegdlnie poréwnujac jg do zmiany ekspresji w szczepie N6 (FC 4,3;
Tab. 20). Wynik, podobnie jak w przypadku analizy ekspresji genu HP0690, wskazuje na to, ze
regulacja HP1021 na drodze zaleznej od reszt cystein jest istotna dla aktywnosci HP1021
i zapewnia wtasciwg kontrole transkrypcji genu HP1174 w stresie oksydacyjnym. Poziom

transkrypcji HP1174 w szczepie N6AHP1021com byt podobny jak w przypadku szczepu
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dzikiego N6 w warunkach mikroaerofilnych (FC 1,1; Rys. 43; Tab. 18), natomiast w warunkach
stresu tlenowego transkrypcja genu w szczepie N6AHP1021com wzrosta siedmiokrotnie
w stosunku do szczepu N6 w warunkach mikroaerofilnych (FC 7,2; Rys. 43, Tab. 18). Pomimo
réznic w wartosciach zmian zachodzgcych pod wptywem stresu oksydacyjnego w szczepie
N6AHP1021com i N6 (Tab. 20), zalezno$¢ zmiany poziomu transkrypcji od stresu
oksydacyjnego zostata zachowana (wzrost transkrypcji w obu szczepach), co s$wiadczy
o przywrdceniu funkcji genu HP1021 w szczepie N6AHP1021com.

W przypadku genu HP1400 wykazano czterokrotny wzrost transkrypcji w szczepie
dzikim N6 poddanym dziataniu stresu tlenowego (FC 4,0; Rys. 43; Tab. 18; Tab. 20). Swiadczy
to o aktywacji transkrypcji genu pod wptywem warunkow oksydacyjnych. Poziom transkrypcji
w szczepie N6AHP1021 w warunkach mikroaerofilnych ksztattowat sie na poziomie okotfo 12-
krotnie wyzszym niz w szczepie dzikim (FC 11,8), natomiast w warunkach stresu tlenowego,
jego transkrypcja byta prawie 30 -krotnie wyzsza niz w warunkach mikroaerofilnych w szczepie
N6 (FC 29,4). Wzrost transkrypcji HP1400 w stresie tlenowym w szczepie N6AHP1021 byt 2,5
krotny (FC 2,5; Tab. 20), jednak zmiana transkrypcji HP1400 w szczepie N6AHP1021 byta
wyzsza niz w szczepie N6 (FC 4,0; Tab. 20). Wskazuje to na zaleznos¢ transkrypcji genu HP1400
od HP1021, zaréwno w warunkach mikroaerofilnych jak i w stresie oksydacyjnym. W szczepie
N6HP1021Acys wykazano podwyzszony poziom transkrypcji genu HP1400 w warunkach
mikroaerofilnych (FC 1,7; Tab. 18) i szoku oksydacyjnego (FC 4,3; Tab. 18). Zauwazy¢ nalezy,
ze wzrost transkrypcji HP1400 pod wptywem dziatania stresu tlenowego w szczepie
N6HP1021Acys byt nizszy niz wzrost transkrypcji w szczepie N6 w analogicznych warunkach
(FC 2,5 wszczepie N6HP1021Acys oraz FC 4,0 w szczepie N6; Tab. 20) i jednoczesnie
porownywalny do zmiany transkrypcji HP1400 w szczepie N6AHP1021 (FC 2,5; Tab. 20).
Wskazuje to na mozliwy udziat dodatkowego regulatora w kontroli ekspresji genu HP1400
(patrz Dyskusja). Szczep komplementacyjny N6AHP1021com wykazywat podobny poziom
transkrypcji genu HP1400 w warunkach mikroaerofilnych jak szczep dziki N6 (FC 0,8).
Transkrypcja HP1400 w szczepie N6AHP1021com pod wptywem dziatania stresu tlenowego
byta ponad 7-krotnie wyzsza niz w warunkach mikroaerofilnych szczepu N6 (FC ok. 7,9), tym
samym transkrypcja HP1400 w szczepie N6AHP1021com w warunkach stresu wzrosta okoto
10-krotnie (FC 9,6; Tab. 20). Pomimo réznic w wartosciach zmian zachodzgcych pod wptywem

stresu oksydacyjnego w szczepie N6AHP1021com i N6, zalezno$¢ zmiany poziomu transkrypcji
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od stresu oksydacyjnego zostata zachowana (wzrost transkrypcji w obu szczepach), co
Swiadczy o przywrdceniu funkcji genu HP1021 w szczepie N6AHP1021com.

W przypadku genu HP0954 w warunkach mikroaerofilnych zaobserwowano
nieznacznie obnizony poziom ekspresji genu w szczepie N6AHP1021 (FC 0,8) i N6HP1021Acys
(FC 0,8) w stosunku do szczepu N6 (Rys. 43; Tab. 18), ale zmiana prawdopodobnie nie ma
znaczenia biologicznego. Nie wykazano natomiast zadnych istotnych statystycznie zmian
w ekspresji genu w warunkach stresu oksydacyjnego ani w szczepie N6 ani w zmutowanych
szczepach (Rys. 43; Tab. 20). Swiadczy to o braku zaleznosci transkrypcji HP0954 od aktywnosci
regulatora HP1021.

Podsumowanie wynikow analizy ekspresji gendw:

Podsumowujac uzyskane wyniki dotyczace ekspresji gendw HP0690, HP1174 i HP1400
mozna stwierdzié, ze sg one zgodne z wcze$niej opublikowanymi danymi*': ekspresja genu
HP0O690 jest aktywowana, agendéw HP1174 iHP1400 hamowana przez biatko HP1021
w warunkach mikroaerofilnych (Rys. 43, Tab. 18). W analizie wykazano, ze geny te podlegajg
kontroli w zaleznosci od warunkéw redoks na drodze zaleznej od HP1021, przy czym

transkrypcja gendéw zostaje aktywowana w stresie oksydacyjnym (Rys. 43; Tab. 20).
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5 Dyskusja wynikow

Celem pracy doktorskiej byto poznanie i wstepne scharakteryzowanie mechanizmu

regulacji aktywnosci sierocego regulatora odpowiedzi HP1021.

W srodowisku swojego bytowania komorki H. pylori sg narazone na stres oksydacyjny
generowany w gtéwnym stopniu przez komorki gospodarza'??. H. pylori posiadajg zdolno$¢
przeciwdziatania skutkom stresu oksydacyjnego'#123124. Co wiecej, H. pylori wyksztatcita
mechanizmy zmieniajgce szlaki odpowiedzi uktadu odpornosciowego w kierunku syntezy
takich aktywnych czgsteczek, ktére potrafi wydajniej usuwaé (np. hamuje szlaki prowadzace
do syntezy tlenku azotu NO'?3124), Wydaje sie, ze H. pylori potrafi rowniez wykorzystywaé
mechanizm obronny gospodarza, jakim jest produkcja reaktywnych form tlenu przez komorki
odpornosciowe, do zwiekszenia swojego potencjatu patogennosci (ROS indukujg
powstawanie mutacji w DNA H. pylori, co sprzyja adaptacji bakterii do $rodowiska)?>:126,
Biorgc pod uwage state narazenie bakterii na dziatanie reaktywnych form tlenu, systemy
zwalczania stresu oksydacyjnego u H. pylori wydajg sie by¢ sg stosunkowo stabo rozwiniete.
Jednym z gtéwnych czynnikéw bioragcych udziat w odpowiedzi bakterii na stres oksydacyjny,

ktérego dotychczas nie zidentyfikowano u H. pylori*?’

, jest obecnos¢ biatka bedacego
sensorem stresu oksydacyjnego dziatajgcego na zasadzie sensora redoks. W powyzszych
badaniach, zmierzajgcych do scharakteryzowania biatka HP1021 wykazano, ze biatko to

posiada pewne cechy charakterystyczne dla biatek bedacych przetgcznikami redoks.

Analiza sekwencji aminokwasowej HP1021 wykazata, ze biatko to zawiera szes¢ reszt
cysteinowych: C27, C51, C56, C216, C238, i C270 (Rozdziat 4.1; Rys. 5; Rys. 6). Reszty cystein
zgrupowane s3 w dwoéch domenach: C27, C51, C56 w domenie N-koricowej, ktéra, jak
wykazata analiza podobienstwa moze mie¢ charakter regulatorowy, oraz C216, C238 i C270
w domenie C-koncowej zawierajgcej rowniez motyw HTH wigzgcy DNA. Analizy nie wykazaty,
aby reszty cysteinowe w badanym biatku tworzyty jeden ze znanych motywdw cysteinowych.
Z danych literaturowych wiadomo, ze reszty cysteinowe biatek ulegajg utlenianiu, co moze
skutkowaé zmianami aktywnosci biatka!?8. Reszty cysteiny w biatkach s3 rowniez wazne dla
stabilnosci i funkcji biatek. Czesto biorg udziat w tworzeniu mostkéw dwusiarczkowych, ktore

stabilizujg strukture biatek, a takze mogg by¢ zaangazowane w wigzanie jondw metali, takich
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jak miedz, zelazo icynk, co jest wazne dla ich funkcji. Dlatego takie reszty czesto sg

konserwatywne!?,

Ponadto, sposrdod wszystkich tancuchow bocznych aminokwaséw, reszty cysteiny sg
najbardziej podatne na utlenianie, poniewaz zawierajg reaktywne atomy siarki'3C. Anion siarki
jest najsilniejszym nukleofilem ijest bogaty w elektrony, ktére mozina fatwo usungd.
Reaktywne formy tlenu (ROS) obejmuja wolne rodniki (*OH, Oz * -, RS® i ROO*), zwigzki
nierodnikowe (H20, iROOH) oraz reaktywne aldehydy iketony. Utleniacze mogg
bezposrednio atakowac szkielet biatka, powodujac fragmentacje izmiany konformacyjne
w drugorzedowej i trzeciorzedowej strukturze biatka. Dwusiarczek, dityrozyna iinne mostki
miedzyczgsteczkowe indukowane przez utlenianie mogg powodowaé agregacje biatek
i polimeryzacje w celu zmiany ich wtasciwosci proteolitycznych®*131, Kolejnym czynnikiem
utleniajgcym biatka sg reaktywne formy azotu RNS. Tlenek azotu moze reagowac
z ponadtlenkiem ('02), tworzgc nadtlenoazotyn, ktéry moze nitrozylowac reszty cystein
i tyrozyny oraz utleniaé reszty metionin, tryptofanu i fenyloalaniny?32134, Jednak utlenianie
wywotane przez nadtlenoazotyn nie moze prowadzi¢c do powstania pochodnych
karbonylowych®®*. Funkcja biatek zawierajacych grupe sulfhydrylowa mozne by¢ regulowana
przez S-nitrozylacje indukowang tlenkiem azotu (NO). S-nitrozylacja to kowalencyjne

przytaczenie grupy tlenku azotu do tiolowego taricucha bocznego cysteiny®3®,

Na podstawie wynikdw analizy sekwencji, ktéra przewidywata domenowg budowe
biatka i bipolarne rozmieszczenie reszt cysteinowych, postawiono hipoteze, iz obecnos$é reszt
cysteinowych moze mie¢ znaczenie dla regulacji aktywnosci biatka HP1021, a biatko moze by¢
regulowane na drodze zaleznej od stanu redoks. Wykazano, ze poddanie rekombinowanego
biatka HP1021 dziataniu tlenu atmosferycznego powoduje utlenianie reszt cysteinowych
w biatku, co skutkuje zmniejszeniem powinowactwa do DNA (Rozdziaty 4.4.1i4.5.1.1, Rys. 11
i Rys. 13). Wykazano réwniez, ze zalezno$¢ zmiany powinowactwa HP1021 do ori2
w zaleznosci od stanu redoks biatka jest $cisle powigzana z obecnoscig reszt cysteinowych
w biatku HP1021, poniewaz oddziatywanie muteiny HP1021DC, w ktdrej reszty cystein
zamieniono na reszty alanin, nie wykazywato zmian zaleznych od warunkéw redoks
srodowiska (Rys. 14). Dalsze badania wykazaty, ze reszty cysteinowe biatka HP1021 s3

utlenienie w komadrkach H. pylori w czasie poddania hodowli bakteryjnej dziataniu tlenu
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atmosferycznego (Rozdziat 4.2, Rys. 7), co potwierdza hipoteze, ze biatko mozie by¢

przetgcznikiem redoks.

Wyniki przeprowadzonych analiz pokazuja, ze utlenione HP1021 nie traci catkowitej
zdolnosci do wigzania DNA — oddziatuje z DNA z mniejszym powinowactwem, ale wcigz wigze
DNA. Wskazuje to na mozliwos¢ regulacji transkrypcji gendw na zasadzie modelowania
struktury DNA w miejscu wigzania dzieki zmianom w konformacji biatka. Biatkiem dziatajgcym
w taki sposdb jest np. biatko SoxR E. coli, w przypadku ktorego wykazuje sie statg zdolnos¢ do
wigzania z DNA, niezaleznie od stopnia utlenienia klastra Fe-S obecnego w biatku, lecz bez
wptywu na ekspresje regulowanego genu. Taki wptyw odnotowuje sie natomiast w momencie
w ktorym dochodzi do utlenienia biatka SoxR —zmiana konformacji biatka wptywa na strukture

zwigzanego DNA zmieniajgc ekspresje regulowanego genu’’ (Rozdziat 1.5).

W badaniach in vitro wykazano tworzenie sie wewnatrzczgsteczkowych mostkow
disiarczkowych (Rozdziat 4.4.1; Rys. 11), ktérych utworzenie zmieniato aktywnos¢ biatka
w stosunku do wigzania regionu oriC2. Nie wykazano natomiast tworzenia sie
miedzyczasteczkowych mostkow disiarczkowych (Rozdziat 4.4.1; Rys. 11). Dalsze badania s3
niezbedne aby wykaza¢, ktére z obecnych w biatku reszt cystein biorg udziat w kontrolowaniu
aktywnosci HP1021. Zazwyczaj w biatkach bedacych przetagcznikami redoks, w regulacje
aktywnosci zaangazowane sg jedna lub dwie z reszt cystein’®. Przyktadowo, w biatku OxyR
bakterii E. coli wystepuje szes¢ reszt cystein, natomiast tylko dwie z nich, Cys199 i Cys208, sg
istotne w regulacji aktywnosci tego biatka. Utlenienie Cys199 i Cys208 i utworzenie
wewnatrzczgsteczkowego mostka disiarczkowego powoduje zmiane aktywnosci biatka
w wigzaniu DNA2, Odmiennie niz u E. coli, biatko OxyR u Deinococcus radiodurans dochodzi
do utlenienia tylko jednej reszty cysteiny, Cys210, z wytworzeniem kwasu sulfenowego, co
powoduje zmiane aktywnosci biatka'®’. W przypadku biatka HP1021 H. pylori jedna z reszt
cystein (Cys27) jest aminokwasem konserwatywnym, obecnym w tej pozycji w biatkach
homologicznych innych gatunkéw Campylobacterota®®. Sytuacja ta moze sugerowac
zaangazowanie opisywanej reszty cysteiny w regulacje aktywnosci HP1021 oraz jego
homologdw w gatunkach spokrewnionych. Ponadto, jak wykazaty analizy przewidywanej
struktury (Rozdziat 4.1; Rys. 6), biatko HP1021 prawdopodobnie posiada budowe
dwudomenowg z bipolarnym rozmieszczeniem reszt cystein. Uktad ten, w powigzaniu

z wynikami wskazujacymi na reaktywnos¢ domen (utlenianie/redukcja reszt cysteinowych
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i wigzanie jondw Zn?*) oraz zaburzenia mechanizmu regulacji biatka w przypadku zamiany
reszt cystein na reszty alaniny w jednej zdomen (dyskusja ponizej), moze sugerowac, ze kazda
z domen jest regulowana na zasadzie redoks lub dochodzi do interakcji pomiedzy domenami

biatka.

Wspomniany wczesniej wptyw utlenienia reszt cysteinowych na zdolnos$¢ wigzania
DNA przez biatko HP1021 uzupetniono przeprowadzajagc badania w warunkach zaréwno
redukujgcych jak i nieredukujgcych z wykorzystaniem mutein HP1021: HP1021NDC
i HP1021CDC pozbawionych reszt cystein tylko w poszczegdlnych domenach, odpowiednio N-
konncowej i C-kornicowej (Rozdziat 4.5, Rozdziat 4.7). Analizy te byty zainspirowane wynikami
przewidywan strukturalnych oraz doniesieniami o czestej dwudomenowej budowie biatek
bedacych sensorami tlenowymi’>. Badajgc aktywnos$é tych biatek odnotowano nieznaczny
wplyw utlenienia reszt cystein obecnych w domenie C-koncowej na wzrost powinowactwa
HP1021NDC do oriC2 (Rozdziat 4.7.1.1; Rozdziat 4.7.2.1; Rys. 21; Rys. 23). Zaznaczy¢ nalezy, ze
jest to zalezno$¢ odwrotna od obserwowanej dla biatka dzikiego (Rys. 13; Rys. 15). Natomiast
w przypadku obecnosci reszt cystein w domenie N-koricowej odnotowano znaczny wptyw
stopnia utlenienia reszt cysteinowych na zdolnos¢ wigzania biatka HP1021CDC z DNA (Rozdziat
4.7.1.2; Rozdziat 4.7.2.2; Rys. 22; Rys. 24). Niestety, wyniki uzyskane dwoma rdéznymi
metodami dla tej muteiny znacznie rdznig sie od siebie. W przypadku testu EMSA wykazano
zwiekszenie powinowactwa biatka do DNA w warunkach nieredukujgcych, odwrotnie niz dla
biatka dzikiego HP1021. Natomiast w eksperymencie z wykorzystaniem SPR, zwiekszone
powinowactwo biatka do DNA obserwowano dla biatka w warunkach redukujgcych. Trudno
jest wyjasni¢ zaobserwowane rdznice w aktywnosci HP1021CDC na podstawie
dotychczasowych badan. Prawdopodobnie moga by¢ one spowodowane réznymi warunkami
w jakich przeprowadzane s oba eksperymenty oraz zaburzeniem regulacji aktywnosci
muteiny na skutek usuniecia reszt cystein w domenie C-koricowej. Do najwiekszych rdznic
w warunkach analizy naleza: rdznica w czasie oddziatywania biatka z DNA (180 s w SPR,
w EMSA 30 min inkubacji, a nastepnie okoto 2 godzin rozdziatu), temperaturze reakcji (20°C
w SPR, w EMSA 37°C podczas inkubacji przed natozeniem na zel), obecnoscig EDTA w analizie
EMSA (EDTA obecne w buforze do elektroforezy). Reszty cystein sg bardzo reaktywne
i wszystkie te zmiany warunkdéw mogty wptynaé na uzyskane wyniki. Ingerencja w strukture

biatka, poprzez usuniecie trzech reszt cysteinowych, rowniez moze zaburza¢ aktywnos¢ biatka,
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podobnie jak zaburzyta redoks-zalezng aktywnos¢ drugiej muteiny HP1021NDC (utleniona
muteina oddziatywata z DNA z wiekszym powinowactwem niz zredukowana). Mimo
niejasnosci, uzyskane wyniki, poza wskazaniem wptywu kazdej z domen na aktywnosci biatka
zalezng od warunkow redoks, mogg sugerowac wzajemny wptyw domen skutkujgcy wtasciwg
regulacjg aktywnosci biatka w odpowiedzi na stan redoks srodowiska. Wieksze zmiany
aktywnosci zalezne od redoks zaobserwowane w przypadku biatka HP1021CDC wskazujg na
regulatorowy charakter N-koncowej domeny, jak przewidywano na podstawie proponowanej

struktury i homologii do innych biatek redoks.

W trakcie badan doktorskich wykazano réwniez zdolnos¢ biatka HP1021 do wigzania
jonéw Zn?*. Przeprowadzone badania wykazaty zaangazowanie obecnych w badanym biatku
reszt cystein w wigzanie jondw cynku, przy czym na wigzanie jonéw Zn%* miat wptyw stan
utlenienia reszt cysteinowych (Rozdziat 4.8; Rys. 25). Oddziatywanie z jonami Zn** wptywato
na powinowactwo HP1021 do DNA (Rozdziat 4.9). Biatko HP1021 wigze jony cynku z réznym
powinowactwem w zaleznosci od stanu redoks — biatko zredukowane wigze Zn?* z wyzszym
powinowactwem niz biatko utlenione (Rys. 25). Wykazano, ze w wigzanie jonéw Zn?
zaangazowane sg dwie domeny HP1021, N- i C-koricowa, przy czym oddziatywanie kazdej
zdomen z jonami Zn?>* ma odmienng charakterystyke redoks. Obecnos¢ utlenionych reszt
cystein tylko w domenie N-konncowe;j (biatko HP1021CDC) skutkuje stabszym powinowactwem
biatka do badanych jondw, natomiast zredukowanie reszt cysteinowych biatka HP1021CDC
zwieksza jego powinowactwo do jondéw Zn?*. Obecno$¢ reszt cystein tylko w domenie C-
koncowej (biatko HP1021NDC), skutkuje brakiem wptywu utleniania i redukcji reszt
cysteinowych na zdolnos$¢ wigzania jondéw, przy czym biatko HP1021NDC oddziatuje z jonami
Zn?* podobnie jak utlenione biatko HP1021. Wyniki wskazujg na to, ze Zn?* zwigzany z domeng
C-koricowa moze petni¢ funkcje strukturalng, natomiast wigzanie Zn?*z domeng N-koricowg
moze petni¢ role regulujgcq aktywnos¢ HP1021 w zaleznosci od stanu redoks. Analizy
oddziatywania HP1021 z DNA, szczegdlnie wyniki SPR, potwierdzaja postawiong hipoteze.
W przypadku biatka HP1021NDC, niezaleznie od warunkdw redoks, jony Zn?* nie wptywaty na
powinowactwo biatka do DNA (Rys. 28; Rys 32.), w przypadku biatka HP1021CDC w analizie
SPR zaobserwowano destabilizujagcy wptyw jondw Zn?* na oddziatywanie biatka z DNA,
podobnie jak biatka dzikiego, przy czym wptyw ten byt wiekszy w warunkach redukujacych niz

nieredukujgcych (Rys. 29; Rys. 33). W analizie EMSA nie obserwowano wptywu jondw Zn?** na
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powinowactwo HP1021CDC do DNA. Jednak warunki analizy (Dyskusja, str. 99) mogty wptyngé
na uzyskane wyniki. Podsumowujgc, przeprowadzone analizy sugerujg, ze mechanizm
regulacji HP1021 moze by¢ zalezny od wigzania jonu metalu tak, jak ma to miejsce

w niektdrych biatkach bedacych przetacznikami redoks”>138,

Nie ma pewnosci natomiast czy jony Zn?* sg jonami wigzgcymi sie in vivo z badanym
biatkiem. Jony cynku, zelaza lub klastry zelazowo siarkowe sg czesto opisywane w potgczeniu
z biatkami redoks. Przyktadowo, w biatku SoxR E. coli wystepuje klaster [2Fe-2S]?* zwigzany
z biatkiem z udziatem czterech reszt cysteinowych. Biatko, pozostajac zwigzane z DNA
w regionie promotorowym regulowanego genu soxS, pozostaje nieaktywne do czasu
utlenienia klastra, co skutkuje aktywacjg biatka i pobudzeniem transkrypcji regulowanego
genu’®8, W przypadku biatka PerR u B. subtilis, dochodzi do wigzania zaréwno Zn%*
w domenie C-koicowej jak i jonu Fe?*, ktdrego utlenienie powoduje inaktywacje biatka PerR”>,
Opisanie mechanizmu w biatku HP1021, opartego o wigzanie jondw metali, wymaga
przeprowadzenia dodatkowych badan w kierunku regulacji aktywnosci zaleznej od jonéw

metali.

Utlenianie HP1021 jest procesem odwracalnym co wykazano poprzez zastosowanie
reduktora DTT oraz TCEP (Rozdziat 4.4.1) w warunkach in vitro. Jak wspomniano, wykazano
réwniez utlenianie biatka w warunkach in vivo (Rozdziat 4.2; Rys. 7). W eksperymencie tym,
hodowle inkubowano w warunkach mikroaerofilnych, a nastepnie poddano dziataniu tlenu
atmosferycznego przenoszac je do warunkéw aerobowych. Ostatnim etapem byto
przeniesienie hodowli ponownie do warunkéw mikroaerofilnych. Analiza ta wykazata, ze tylko
czes¢ biatka HP1021 obecnego w komdrce powrdcita do stanu zredukowanego. Oznaczato to,
ze komorki czesciowo zwalczyly stres oksydacyjny natomiast nie udato sie wykazac¢ w jaki
sposéb dochodzi do reaktywacji biatka HP1021. Jak wskazujg dane literaturowe, niektére
z sensorow redoks sg reaktywowane przez inne biatka, gtéwnie tioredoksyny. Inne takie
biatka, utleniane nieodwracalnie, s3 degradowane — przyktadowo biatko PerR B. subtilis jest
degradowane przez LonA'3°. W przypadku H. pylori, oba szlaki reaktywacji s mozliwe.
Obecne jest biatko Trx'*° bedgce tioredoksyng, biorgce udziat w redukcji utlenionych biatek.
Obecna jest tez proteaza Lon'4l. Na wstepnym etapie badan doktorskich, rozwazano tez udziat
proteazy HtrA w degradacji HP1021. HtrA jest periplazmatyczng proteazg serynowg. Co
ciekawe, geny kodujgce oba biatka znajdujg sie na jednym operonie, htrA-ispdF-HP1021'%?,
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a utlenione HP1021, w przeciwienstwie do zredukowanego HP1021, jest substratem dla
proteazy HtrA (Szczepanowski i Zarzecka, dane nieopublikowane). W toku badan wykazano
jednak, ze proteoliza ma prawdopodobnie charakter nieswoisty, a poziom HP1021
w zmutowanych szczepach htrA jest podobny jak w szczepie dzikim!43. Co ciekawe, inaczej niz
opisano dla wielu gatunkéw bakterii, w tym dla blisko spokrewnionego gatunku C. jejuni‘44,

145 Moze to

zmutowane szczepy htrA H. pylori nie sg bardziej wrazliwe na stres oksydacyjny
Swiadczy¢ o tym, ze u H. pylori funkcje odpowiedzi na stres oksydacyjny przejeto biatko

HP1021.

Aby potwierdzi¢ udziat HP1021 w odpowiedzi na stres oksydacyjny, przeprowadzono
analizy przezywalnosci komérek H. pylori oraz analize transkrypcji gendw w warunkach stresu
oksydacyjnego. Wykorzystano do tego celu szczep dziki H. pylori (N6) oraz jego zmutowane
wersje: 1/ delecyjny N6 AHP1021, 2/ N6 HP1021ACys, w ktérym unieczynniono regulacje
redoks zalezng od reszt cystein i 3/ N6 AHP1021com, szczep komplementacyjny stuzgcy jako
kontrola przywrdcenia funkcji genu i biatka HP1021 w komérkach szczepu delecyjnego.
Podczas analiz przezywalnosci H. pylori w warunkach stresu oksydacyjnego okazato sie, ze
szczep N6 AHP1021com jest tak samo wrazliwy na stres oksydacyjny jak szczep N6 AHP1021.
Dalsze analizy wykazaty, ze powodem jest prawdopodobnie mutacja supresorowa, ktora
unieczynnita gen katalazy katA. Wstepne analizy sekwencjonowania genomu szczepu
N6 AHP1021 wykazaty istnienie szeregu mutacji supresorowych, wtym w genie katA
(Strapagiel ilach; Biobank, Katedra Biofizyki Molekularnej, Uniwersytet todzki, dane
nieopublikowane). Dlatego badania przezywalnosci szczepu N6 AHP1021 nie sg wiarygodne.
Szczep N6 HP1021Acys nie miat uposledzonej aktywnosci katalazowej w stosunku do szczepu
dzikiego i wykazywat tez podobng aktywnosc¢ katalazowga. Wskazuje to na brak istotnego
wptywu redoks-zaleznej regulacji HP1021 na ekspresje iaktywnos$¢ katalazy. Dlatego
postanowiono dokfadniej zbada¢ wptyw HP1021 na ekspresje wybranych gendéw H. pylori pod

wptywem stresu oksydacyjnego.

Wedtug danych literaturowych, biatko HP1021 kontroluje ponad 70 réznych gendw?!.
W ramach pracy doktorskiej, wybrano 4 geny, wskazane uprzednio jako silnie regulowane
przez obecnos$¢ w komorce biatka HP1021. Skupiono sie na sprawdzeniu transkrypcji gendw
HP0690, HP0954, HP1174 oraz HP1400 w czasie wzrostu bakterii w warunkach

mikroaerofilnych jak réwniez dziatania stresu oksydacyjnego (hodowla w warunkach
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aerobowych). Wyniki otrzymane w ramach przeprowadzonego eksperymentu potwierdzajg
wyniki opisywane przez Pflock iwspotautorow — zaobserwowano podobng zaleznosc
transkrypcji genéw zalezng od obecnosci biatka HP1021 (Rozdziat 4.13). W przypadku dziatania
stresu oksydacyjnego odnotowano wzrost transkrypcji wszystkich badanych genéw w szczepie
dzikim, co wskazato na to, ze geny te podlegajg aktywacji na skutek stresu oksydacyjnego.
W zmutowanym szczepie N6 AHP1021 nie zaobserwowano zmiany transkrypcji genéw
HP0690 oraz HP1174 w wyniku dziatania stresu, co potwierdza iz nalezg one do regulonu
HP1021 i sg regulowane przez HP1021 pod wptywem stresu oksydacyjnego. Co najwazniejsze
dla interpretacji wynikéw, regulacja transkrypcji HP0690, HP1174 atakie HP1400 zostata
przywrdcona w szczepie komplementacyjnym N6 AHP1021com, co potwierdza role HP1021
w regulacji tych gendéw, nawet w sytuacji, gdy zaszty w chromosomie szczepu N6 AHP1021,
i w konsekwencji istniejg w szczepie N6 AHP1021com, mutacje supresorowe. W przypadku
HP1400 odnotowano podwyzszong transkrypcje w szczepie delecyjnym oraz jej znaczny
wzrost w czasie dziatania stresu oksydacyjnego. Wyniki wskazujg na zaangazowanie biatka
HP1021 w regulacje transkrypcji tego genu, jednakze otrzymane wyniki dodatkowo sugerujg
zaangazowanie dodatkowych biatek w regulacje tego genu, takich jak NikR, w przypadku
ktérego wykazano wptyw na transkrypcje genu HP1400%¢'%’. Gen HP0954 byt aktywowany
w stresie oksydacyjnym zardwno w szczepie dzikim jak i mutantach HP1021, dlatego
prawdopodobnie nie nalezy do regulonu HP1021. Szczep w ktdrym unieczynniono reszty
cystein, N6 HP1021Acys, charakteryzowat sie brakiem wzrostu poziomu transkrypcji genéow
HP1174 oraz HP0690 w warunkach stresu oksydacyjnego, co moze sSwiadczy¢
0 zaangazowaniu reszt cystein obecnych w biatku HP1021 na zmiane transkrypcji
wspomnianych genéw. Zmiany odnotowane dla tego szczepu oraz dane statystyczne moga
sugerowac ze to wtasnie obecnos¢ reszt cystein w biatku HP1021, a nie sama obecnos¢ biatka,

ma istotny wptyw na transkrypcje tych genow.

Wymagane s3g bardziej wnikliwe badania regulonu HP1021 jednakze wyniki
prezentowane w niniejszej pracy doktorskiej mogg wskazywac na przypuszczalne mechanizmy
zwalczania stresu oksydacyjnego u bakterii H. pylori, ktére oparte s3 o geny kodujace
transportery btonowe HP1174 oraz HP1400. Transporter glukozo-galaktozowy, HP1174,
transportuje glukoze na drodze mechanizmu zaleznego od jondéw Na* %8 jednakze,

metabolizm glukozy u H. pylori jest nadal stabo poznany'*®*>°. Dodatkowo, dane literaturowe
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wskazujg na zaangazowanie HP1174 w opornos¢ bakterii na antybiotyki takie jak amoksycylina
czy tetracyklina oraz w tworzenie biofilmu bakteryjnego®®!. Sugeruje sie, ze transkrypcja genu
HP1174 jest zalezna od czynnika o054 jak rowniez zwieksza sie w czasie dziatania stresu
kwasowego na komodrke bakteryjng®!. Jak wykazaty badania (Rys. 43B) transkrypcja genu
HP1174 wzrasta w czasie dziatania stresu tlenowego oraz jest stale podwyzszona w przypadku
szczepu delecyjnego genu HP1021 co moze sugerowac ze biatko HP1021 wzmaga pobieranie
glukozy przez komorki H. pylori w odpowiedzi na stres oksydacyjny. Podobny mechanizm
wykazano w przypadku bakterii E. coli u ktérej dochodzi do wzrostu ekspresji gendéw ptsG oraz
pgi w stresie tlenowym, odpowiedzialnych za transport glukozy do komodrki. HP1400 (fecA3)
jest biatkiem zaangazowanym w transport jondw niklu. Transkrypcja genu HP1400 hamowana
jest przez NikR w obecnosci jonédw Ni%* 152, NikR jest regulatorem plejotrowpowym zaleznym
od jondéw niklu (Rozdziatl.4.1. %*). Szlaki regulacyjne zalezne od NikR pozwalajg bakterii

H. pylori utrzymaé¢ homeostaze jonéw niklu'>3

. Dodatkowo, NikR bezposrednio reguluje
homeostaze jondw zelaza hamujgc ekspresje gendw kodujacych biatka odpowiedzialne za
pobieranie jondw zelaza, w tym biatko Fur**1%®, Poprzez to biatko NikR wptywa réwniez na
magazynowanie jonow zelaza oraz aktywno$¢ enzymoéw zaleznych od zelaza**. Kontrolowanie
homeostazy wymienionych jondw jest niezmiernie wazne, szczegdlnie podczas dziatania
stresu oksydacyjnego*®. Jako ze NikR obniza ekspresje genéw odpowiedzialnych za transport
jondw Zzelaza, mozna postulowaé, ze podczas dziatania stresu tlenowego, zwiekszona
ekspresja genu HP1400 bedzie powodowacd znacznie zwiekszone pobieranie jondw niklu przez
bakterie H. pylori co z kolei skutkowa¢ bedzie pobudzeniem biatka NikR do zachowania
homeostazy zelaza poprzez hamowanie ekspresji gendw odpowiedzialnych za pobieranie

zelaza. Rolg HP1021 w tym mechanizmie moze by¢ hamowanie nadmiernego pobierania

jonow niklu przez komoérki H. pylori.

Biatka homologiczne do HP1021 syntezowane sg réwniez u innych bakterii z typu
Campylobacterota, przy czym rola tych regulatoréw u innych gatunkéw nie jest znana.
Jednakze, u innych gatunkdéw bakterii nalezgcych do Campylobacterota wykazano dotychczas
obecnos$¢ innych sensorow stresu tlenowego. W przypadku bakterii C. jejuni
scharakteryzowane zostaty dwa biatka bedgce sensorami tlenowymi. Pierwszym z nich jest
biatko CosR nalezgce do rodziny regulatoréw OmpR. Biatko to jest wazne dla przezywalnosci

bakterii a badania mutantéw delecyjnych genu cosR wykazaty obecnos¢ w regulonie cosR
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okoto 90 gendéw zaangazowanych w rézne funkcje komérkowe®*. Badania proteomiczne
pokazujg, ze w przypadku poddania bakterii dziataniu O;” wystepuje obnizona ekspresja genu
cosR co moze sugerowaé jego zaangazowanie w odpowiedzi na stres oksydacyjny'*.
W szczegdlnosci wykazano ze biatko CosR wigze sie w regionie promotorowym genu katA,
a delecja genu cosR skutkuje zredukowang aktywnoscig katalazowg'>*. Wykazano réwniez,
ze CosR negatywnie reguluje ekspresje gendw sodB oraz dps*°®.

Kolejnym sensorem tlenu C. jejuni jest biatko PerR opisywane jako Peroxide-sensing
Regulator. Biatko to nalezy do rodziny Fur i kontroluje ekspresje gendw zwigzanych ze stresem
oksydacyjnym®>’. PerR C. jejuni hamuje ekspresje szeregu gendw takich jak katA, ahpC, trxB
czy dps, ajego delecja skutkuje silng nadwrazliwoscig bakterii na obecno$¢ nadtlenku
wodoru®®®. Wykazano, ze jony zelaza hamuja transkrypcje perR co moze sugerowad istnienie
mechanizmu autoregulacji **°. Ponadto biatko to moze mie¢ wptyw na zdolno$é kolonizacji,
gdyz delecja perR powoduje spadek tej zdolnoéci w przypadku C. jejuni'®®. Nie
zidentyfikowano genu perR u H. pylori, natomiast obecnos¢ genu/biatka PerR wykazano
u H. hepaticus, gatunku spokrewnionego z H. pylori.

W Swietle wynikdéw otrzymanych wramach pracy doktorskiej proponuje sie
mechanizm dziatania biatka HP1021 na zasadzie sensora redoks. Zmiana konformacji
spowodowana utlenianiem biatka, poprzez powstanie wewnatrzczgsteczkowych mostkow
disiarczkowych, skutkuje zmiang powinowactwa do wigzania DNA w regionach
promotorowych regulowanych gendw z wykorzystaniem motywu HTH obecnego w biatku.
Zwigzanie w regionie promotorowym powoduje aktywacje lub zahamowanie transkrypcji
genow regulowanych przez badane biatko w odpowiedzi na stres tlenowy, ktéremu poddana
jest wswoim S$rodowisku bytowania bakteria H. pylori. Jednakze otrzymane wyniki nie
wykluczajg rowniez istnienia szlakdw w ktorych biatko HP1021 bierze udziat posredni.
Ponadto, mozliwa jest regulacja opisywanego biatka zaréwno poprzez utlenianie reszt cystein
jak i wigzanie jonéw Zn?* (lub jondéw innego metalu bedgcego naturalnym ligandem tego
biatka) jak rowniez wystepowania obu tych czynnikéw jednoczesnie. Prawdopodobny wydaje
sie  mechanizm oparty na sile powinowactwa do wigzania konkretnego regionu
promotorowego ktdrego regulacja dodatkowo odbywa sie przez zwigzanie przez biatko jonu

metalu.
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6 Whnioski

1. HP1021 jest regulatorem ekspresji genow, ktérego oddziatywanie z DNA in vitro jest
kontrolowane przez dwa czynniki: warunki redoks i wigzanie jonow Zn?*,

2. In vitro utlenienie HP1021 lub zwigzanie jondw Zn?* do zredukowanego biatka
zmniejsza jego powinowactwo do DNA, co moze sugerowa¢ podobny mechanizm
regulacji aktywnosci w komarkach H. pylori.

3. W regulacji aktywnos$ci HP1021 na drodze redoks i oddziatywania z jonami Zn?* in vitro
istotng role odgrywajg reszty cystein biatka.

4. Reszty cystein HP1021 podlegajg utlenieniu w komdrkach H. pylori pod wptywem
stresu oksydacyjnego.

5. HP1021 kontroluje ekspresje gendow fadA, fecA3 i gluP w odpowiedzi na stres
oksydacyjny. Wskazuje to na udziat HP1021 w kontroli ekspresji gendéw w odpowiedzi
na stres oksydacyjny, a takze na udziat FadA, FecA3 i GIuP w zwalczaniu stresu
oksydacyjnego w komadrkach H. pylori.

6. HP1021 jest prawdopodobnie sensorem redoks, ktdory uczestniczy w kontroli

odpowiedzi H. pylori na stres oksydacyjny na drodze regulacji transkrypcji genéw.
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Wykaz skrétow:
AMS - Kwas 4-acetamido-4'-maleimidylostilbene-2,2'-disulfonowy
APS — Nadsiarczan amonu
BCIP - Fosforan 5-bromo-4-chloro-3-indolilu
B-MeOH — Betamerkaptoetanol
CV — Objetos¢ kolumny
DNA - Kwas deoksyrybonukleinowy
EDTA — Wersenian disodu
EMSA — Metoda opdznionej migracji w zelu poliakrylamidowym
FAM — 6-karboksyfluoresceina
IPTG - I1zopropylo B-D-1-tiogalaktopiranozyd
NADPH - Fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego
NBT — Btekit nitrotetrazolowy
pz — Pary zasad
RNA - Kwas rybonukleinowy
RNS — Reaktywne formy azotu
ROS — Reaktywne formy tlenu
SDS — Dodecylosiarczan sodowy
SPR — Powierzchniowy rezonans plazmonow
TCA — Kwas trojchlorooctowy
TCE - 2,2,2-Trichloroetanol
TEMED - N,N,N’,N’-Tetrametyloetylenodiamina
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10 Zataczniki

10.1

5

10.2

Zatacznik 1. Fragment sekwencji genu HP1021 zawierajgcego zmutowane kodony
cysteinowe C27, C51, C56 z miejscami trawienia enzymdéw BamHI oraz Munl.

Start (0)

ATGGCTAGCTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAAGGCGCCGGATCCATGAAAATCTTAATCATTGAAGACGATTTAGCGCTAGCCAGGAGTATTTCGCATAATTTGCATGA
I N 1 . 1 ; I . ’ 1 4 Il s ’

I + 1 + 1 + t + t + 1 + T + T t T t T t T t T
TACCGATCGACCTCGGTGGGCGTCAAGCTTTTTCCGCGGCCTAGGTACTTTTAGAATTAGTAACTTCTGCTAAATCGCGATCGGTCCTCATAAAGCGTATTAAACGTACT
A
M A S W s H P Q F E K G A G s M K 1 L I 1 E D D L A L A R S I § H N L H D =

TTTAGGGCATTTTgctGAGATCATcTCTAGCATTTCAGAAGAAAATAAAGAGCCTTATGATGTGATTTTGGTTTCTTCTAAAGTgqccACTCAAGGGCGcgccGAACATT

AAATCCCGTAAAACQaCTCTAGTAGAGATCGTAAAGTCTTCTTTTATTTCTCGGAATACTACACTAAAACCAAAGAAGATTTCAGcggTGAGTTCCCGCgcggCTTGTAA

c27 Ccs1 Cs56
L 6 H F A E b 1 s s 1 s ESNERNETK E P D 1 L V. 5 s K V A T Q 6 R A E H -

TTGTGCGTTATAATTCCAAGCAAATCATTATCATGATGGCTTCGCATGTCAATGAAGATGGCGTGAATAAACCCATTCAAGCGGGAGCGAGAGATTATATTCTAAAACCT
: 1 4 1 4 I 1 + I + !

+ 1 + 1 + t + t + T T T T T t T t T
AACACGCAATATTAAGGTTCGTTTAGTAATAGTACTACCGAAGCGTACAGTTACTTCTACCGCACTTATTTGGGTAAGTTCGCCCTCGCTCTCTAATATAAGATTTTGGA
F Vv R Y N S K Q 1 1 1 M M A s H v N E D G V N K P 1 Q A G A R D Y 1 L K P —

TTTAAAATGGATGAATTGTTGCGCAAGATCCAATACCACAAAGCCTACCAAGAAATGACCGCTCGCTTGGGATTTTATGAAAATTATTTAGACTTTATCCATGCGGAATT
: 1 4 1 4 1 1 1 : 1 s f

t t + 1 + t + t + t + T + T t T t T T T t T
AAATTTTACCTACTTAACAACGCGTTCTAGGTTATGGTGTTTCGGATGGTTCTTTACTGGCGAGCGAACCCTAAAATACTTTTAATAAATCTGAAATAGGTACGCCTTAA
F K M D E L L R K 1 Q Y H K A Y Q E M T A R L G F b 4 E N X L D | 2 I H A E L -

GCCCTTGCCTAAAGATTTTTCCTACCGGCCGCCCTTTATCATCCACACGCCCTCTCAAGAGCTTGCGAACGCTTATTTATTGCAATACGCTAAAGAAAGGCAAATGGATT
4 1 4 ! + L + 1 + ! + I + I + 1 + 1 + 1 + 1

T T T T T T T T T T T
CGGGAACGGATTTCTAAAAAGGATGGCCGGCGGGAAATAGTAGGTGTGCGGGAGAGTTCTCGAACGCTTGCGAATAAATAACGTTATGCGATTTCTTTCCGTTTACCTAA
P L P K D F s ¥ R P 4 F 1 L H i P s Q & L A N A Y L L Q Y A K E R Q@ M D el

TTTCTTTTTTCTCTTTAAAGGACACCACTTGGAAAGAACTATACAAGAATAAAGACAAATTAGAACGCCCTTTTTACATCATGCATTTAGAAGAGCTTAAAAAAGATGAG
AAAGAAAAAAGAGAAATTTCCTGTGGTGAACCTTTCTTGATATGTTCTTATTTCTGTTTAATCTTGCGGGAAAAATGTAGTACGTAAATCTTCTCGAATTTTTTCTACTC
L s Ll F s L K D 3 § G E L Y K N K D K L E R P F Y 1 M H L E E L K K D B —_

CAATTGAAATTGTTAGAATTGGCCCGTTCTGCACCTATTGTTTTGTCCTATACCCATAAAGAACCCCTAGAATTTCCTAAAATTGTGAGCATTGAAQCCGGCAATAAACC
L 1 4 ! 4 ! . ! ; 1 4 I . 1 s 1 4 1 4 1 s

Zatacznik 2. Fragment sekwencji genu HP1021 zawierajgcego zmutowane kodony
cysteinowe C27, C51, C56 z miejscami trawienia enzymow BamHI oraz Ascl.

CGCAGTTCGAAAAAGGCGCCGGATcCATGAAAATCTTAATCATTGAAGACGATTTAGCGCTAGCCAGGAGTATTTCGCATAATTTGCATGATTTAGGGCATTTTgctGAG

GCGTCAAGCTTTTTCCGCGGCCTAGGTACTTTTAGAATTAGTAACTTCTGCTAAATCGCGATCGGTCCTCATAAAGCGTATTAAACGTACTAAATCCCGTAAAAGgaCTC

]

c27
EEEQNE BIUKTEGT AT TGl M K 1 L 1 I EIEDETD A LA I SEEHIN O IS - W P O | LAY E

ATCATCTCTAGCATTTCAGAAGAAAATAAAGAGCCTTATGATGTGATTTTGGTTTCTTCTAAAGTUgccACTCAAGGGCGCgccGAACATTTTGTGCGTTATAATTCCAA

+

TAGTAGAGATCGTAAAGTCTTCTTTTATTTCTCGGAATACTACACTAAAACCAAAGAAGATTTCACGunGAGTTCCCGCucggCTTGTAAAACACGCAATATTAAGGTT

Cs1 C56
I 1 SIS I s E E N K E P Y D V I L VvV s s K V A T Q G R A E H F VvV R Y N s K

GCAAATCATTATCATGATGGCTTCGCATGTCAATGAAGATGGCGTGAATAAACCCATTCAAGCGGGAGCGAGAGATTATATTCTAAAACCTTTTAAAATGGATGAATTGT
+ i ' 1 1 Il

: - : : : : : : + : : : : : :

+ t + 1 1 + t t 1 t t + t
CGTTTAGTAATAGTACTACCGAAGCGTACAGTTACTTCTACCGCACTTATTTGGGTAAGTTCGCCCTCGCTCTCTAATATAAGATTTTGGAAAATTTTACCTACTTAACA
Q 1 I I M M A S H V N E D G V N K P I Q A G A R D Y 1 L K P F K M D E L

TGCGCAAGATCCAATACCACAAAGCCTACCAAGAAATGACCGCTCGCTTGGGATTTTATGAAAATTATTTAGACTTTATCCATGCGGAATTGCCCTTGCCTAAAGATTTT
! 1 1 | ! ! 1 ! 1 1 1

+ t + t t t t t t T t T t T t T t T T T t T
ACGCGTTCTAGGTTATGGTGTTTCGGATGGTTCTTTACTGGCGAGCGAACCCTAAAATACTTTTAATAAATCTGAAATAGGTACGCCTTAACGGGAACGGATTTCTAAAA
L R K I Q@ Y H K A Y Q E M T A R L 6 F Y E N Y L D F I H A E L P L P K D F

TCCTACCGGCCGCCCTTTATCATCCACACGCCCTCTCAAGAGCTTGCGAACGCTTATTTATTGCAATACGCTAAAGAAAGGCAAATGGATTTTTCTTTTTTCTCTTTAAA
+ } + I + 1 + I " } ¥ I + I + I + } + I + i

t T T T T T T T T T v T T
AGGATGGCCGGCGGGAAATAGTAGGTGTGCGGGAGAGTTCTCGAACGCTTGCGAATAAATAACGTTATGCGATTTCTTTCCGTTTACCTAAAAAGAAAAAAGAGAAATTT
S Y R P P F 1 1 H T P S Q E L A N A b S L Q Y A K E R Q M D F s F F S L K

Munl

GGACACCACTTGGAAAGAACTATACAAGAATAAAGACAAATTAGAACGCCCTTTTTACATCATGCATTTAGAAGAGCTTAAAAAAGATGAGCAATTGAAATTGTTAGAAT

CCTGTGGTGAACCTTTCTTGATATGTTCTTATTTCTGTTTAATCTTGCGGGAAAAATGTAGTACGTAAATCTTCTCGAATTTTTTCTACTCGTTAACTTTAACAATCTTA

128

110

220

330

440

550

660

770

220

330

550

660

770



10.3 Zatacznik 3. Schemat biatka dzikiego HP1021 oraz jego mutein z zaznaczeniem

obecnosci reszt cystein w strukturze biatka.
BamHI Munl Xhol

BamHI Ascl Munl Nael Xhol

BamHI Ascl Munl Xhol

BamHI Munl Nael Xhol

10.4 Zatgcznik 4. Fragment sekwencji genu HP1021 zawierajgcego zmutowane kodony
cysteinowe C231, C253, C285 z miejscami trawienia enzymu Nael.

TTTAAAATGGATGAATTGTTGCGCAAGATCCAATACCACAAAGCCTACCAAGAAATGACCGCTCGCTTGGGATTTTATGAAAATTATTTAGACTTTATCCATGCGGAATT
s !

PP I TP I EPUPN EPT PGP [P SPUPU I P LU (PP [P PP PP S P [ |
L B L LI L b e e e B 440
AAATTTTACCTACTTAACAACGCGTTCTAGGTTATGGTGTTTCGGATGGTTCTTTACTGGCGAGCGAACCCTAAAATACTTTTAATAAATCTGAAATAGGTACGCCTTAA
F K M D E L L R K I Q Y H K A Y Q@ E M T A R L G F Y E N Y L D F I H A E L =
GCCCTTGCCTAAAGATTTTTCCTACCGGCCGCCCTTTATCATCCACACGCCCTCTCAAGAGCTTGCGAACGCTTATTTATTGCAATACGCTAAAGAAAGGCAAATGGATT
G e e e e e e S e OO 550
BSSSEAMASEASSSLISEALISSSL SIS SR AN SSSE SNSRI SAL SRS EE ARSI SRR SRR
CGGGAACGGATTTCTAAAAAGGATGGCCGGCGGGAAATAGTAGGTGTGCGGGAGAGTTCTCGAACGCTTGCGAATAAATAACGTTATGCGATTTCTTTCCGTTTACCTAA
P L P KD F S Y R P P F I I H T P S Q E L A NATY L L QYA AZKTETRIZ QMDD =
TTTCTTTTTTCTCTTTAAAGGACACCACTTGGAAAGAACTATACAAGAATAAAGACAAATTAGAACGCCCTTTTTACATCATGCATTTAGAAGAGCTTAAAAAAGATGAG
 EPUPUPUP EPUPUPUDGY EPUPEPGG [P UNEPUPGDGE EPEPUPUI [PUPGIUIN PGP [P PP [EPUI PGP EPPGIPE PP [UPUPGIG (PP EPEPUTGI I PGP UG [P |
t T T T T T + T + T + T T T + T 660
AAAGAAAAAAGAGAAATTTCCTGTGGTGAACCTTTCTTGATATGTTCTTATTTCTGTTTAATCTTGCGGGAAAAATGTAGTACGTAAATCTTCTCGAATTTTTTCTACTC
(SR e B e S WK E e e R N K D K e T B R e e e M P I e g e e (KD ES -
rum
CAATTGAAATTGTTAGAATTGGCCCGTTCTGCACCTATTGTTTTGTCCTATACCCATAAAGAACCCCTAGAATTTCCTAAAATTGTGAGCATTGAAﬂCcGECAATAAACC
770
GTTAACTTTAACAATCTTAACCGGGCAAGACGTGGATAACAAAACAGGATATGGGTATTTCTTGGGGATCTTAAAGGATTTTAACACTCGTAACTTCgchGTTATTTGG
c231 c253
Q L kK L L E L A R S A P I V L S Y T H K E P L E F P K I V S I E A G N K P =
CCTATCTTTGTTTAACAACCACACGACTTTCCTTTCCATTCAAGAATATGAAAAAGAAGCGATCAGGCATTTTTCTTCTACagcgACCGATACAGAATTAGCCAACAAGC
| ' ’ ' ! ' | A A A ;
880

+ 1 + 1 t T + T + T + T t T t T t T T T t T
GGATAGAAACAAATTGTTGGTGTGCTGAAAGGAAAGGTAAGTTCTTATACTTTTTCTTCGCTAGTCCGTAAAAAGAAGATGLCGCTGGCTATGTCTTAATCGGTTGTTCG

ca8s

LS L F N N H T T F L $§ 1 Q E ¥ E K 8@ A I R H F S 8 T A T DT E L A& N K =
Fmtmy
TTGGCATTAGCCGCAAAAGCCTTTGEGAAAAA AATATAACTTA AAATAA 3’
: : ; o4z

AACCGTAATCGGCGTTTTCGGAAACCCTTTTTGCGGCCTTTATATTGAATGGCGCGTTTATT 5’
L 6 I § R K S L W E K R R K Y N L P R K @O -

129



10.5 Zatacznik 5. Fragment sekwencji genu HP1021 zawierajgcego zmutowane kodony
cysteinowe C231, C253, C285 z miejscami trawienia enzymdw Munl oraz Nael.

TTTAAAATGGATGAATTGTTGCGCAAGATCCAATACCACAAAGCCTACCAAGAAATGACCGCTCGCTTGGGATTTTATGAAAATTATTTAGACTTTATCCATGCGGAATT
4 1 4 Il " 1 : ! + I 4 1 ; ! + 1 : 1 ; 1 : 1
+ 1 + t + T + t + 1 + 1 + T + T t 1 + 1 + T
AAATTTTACCTACTTAACAACGCGTTCTAGGTTATGGTGTTTCGGATGGTTCTTTACTGGCGAGCGAACCCTAAAATACTTTTAATAAATCTGAAATAGGTACGCCTTAA

F K M D = L L R K 1 Q Y H K A Y Q E M T A R L 6 F i E N Y L D F 1 H A E L —_

GCCCTTGCCTAAAGATTTTTCCTACCGGCCGCCCTTTATCATCCACACGCCCTCTCAAGAGCTTGCGAACGCTTATTTATTGCAATACGCTAAAGAAAGGCAAATGGATT
+ 1 + Il + 1 . 1 s 1 4 Il + Il + 1 4 1 4 1 + 1 550

t T 1 T T T T T T T t T t T T
CGGGAACGGATTTCTAAAAAGGATGGCCGGCGGGAAATAGTAGGTGTGCGGGAGAGTTCTCGAACGCTTGCGAATAAATAACGTTATGCGATTTCTTTCCGTTTACCTAA
P L P K D ERNS Y R P P F 1 1 H L7 P s Q E L A N A Y L L Q@ Y a K E R Q M D -

TTTCTTTTTTCTCTTTAAAGGACACCACTTGGAAAGAACTATACAAGAATAAAGACAAATTAGAACGCCCTTTTTACATCATGCATTTAGAAGAGCTTAAAAAAGATGAG
} : . . . + } : ; ; } . . ! : : : 660

AAAGAAAAAAGAGAAATTTCCTGTGETGAACCTTTCTTGATATGTTCTTATTTCTGTTTAATCTTGCGEGAAAAATGTAGTACGTARATCTTCTCGAATTTTTTCTACTC

F s F F s L K b T T W K E L Y K N K D K L E R P [ 4 I M H L E E L K K D E -

Nael
|
CAATTGAAATTGTTAGAATTGGCCCGTTCTGCACCTATTGTTTTGTCCTATACCCATAAAGAACCCCTAGAATTTCCTAAAATTGTGAGCATTGAAGCCGGCAATAAACC
' ! : ! N ! . ! : ! . ! X ! s ! . ! R ! : !

+ t + t + T + T + T + T t T + T t T T
GTTAACTTTAACAATCTTAACCGGGCAAGACGTGGATAACAAAACAGGATATGGGTATTTCTTGGGGATCTTAAAGGATTTTAACACTCGTAACTTCggCCGTTATTTGE
A

€231 €253
Q L K L L E L A R S A P 1 v ENNS Y T H K E it L E F P K 1 vV s 1 E A G N K P -

CCTATCTTTGTTTAACAACCACACGACTTTCCTTTCCATTCAAGAATATGAAAAAGAAGCGATCAGGCATTTTTCTTCTACRQcgACCGATACAGAATTAGCCAACAAGC

GGATAGAAACAAATTGTTGGTGTGCTGAAAGGAAAGGTAAGTTCTTATACTTTTTCTTCGCTAGTCCGTAAAAAGAAGATGtcgcTGGCTATGTCTTAATCGGTTGTTCG

C285

(942)

TTGGCATTAGCCGCAAAAGCCTTTGGGAAAAACGCCGGAAATATAACTTACCGCGCAAATAA 3’
s ! : ! : 1 : ! s ! s |

+ t + } + t + b + 4 3 - 942
AACCGTAATCGGCGTTTTCGGAAACCCTTTTTGCGGCCTTTATATTGAATGGCGCGTTTATT 5’
L 6 I S R K S L W E K R R K Y N L P R K B =

10.6 Zatgcznik 6. A Sekwencja oriC2 z zaznaczonymi miejscami wigzania biatka HP1021 B
Sekwencja fragmentu genu HP0180 (B).
A Sekwencja OriC2

AGGCTTATGAAAAAGCGTTTCATTCACTTCTTTTCAAATCCCACAACCCCCCTAAAAACCACACCTCTAAAG
HP1021 box HP1021 box HP1021 box

CTTTTTATIGTTICATTCCATCCATTCACGCCCCTACTACTGTTACTAATTATTATTAATTAAAGTGTTACT TATC

TATAACCTATTTATGACTTTTACTAAACCTTTTTTTAAGCTATAATCCAAAAATCTAAAATAAAAAGGAATAAG

B Sekwencja fragmentu HP0180

CTCTATTTTGAAAACCCCTATTTCAGGCTTTTGAGTTTTTTAGGCTCTAGTTTTATCCACCCCTTTGGATTT

GATTGGTTAGTCCCAGATAGCTTTTTTTCTTATAGCGTGTTTAGAGTGGATAAATTATCGCTAGGGCTTGT

TTTTTTGGCTTGCATTTTTTTGAGCACTAAACCATTGAAAAAATATAG

130





