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Streszczenie

Podstawowe procesy zyciowe u wszystkich organizméw zywych regulowane sg
najczesciej poprzez kontrole ekspresji genéw, ktoéra pozwala dostosowac si¢ do szybko
zmieniajacego si¢ otoczenia, co zwigksza szans¢ przetrwania. Taka kontrola jest
wielopoziomowa, ale w duzej mierze odbywa si¢ na etapie ekspresji genow w procesie
transkrypcji. U bakterii, regulacja ekspresji genéw zwykle nie odbywa si¢ dla
pojedynczych genow, ale catych grup genow (operonow/regulondéw), ktore razem tworzg
komorkowa globalng sie¢ transkrypcyjna. Jej sprawne funkcjonowanie, wzajemne
powiazanie 1 koordynacja procesoOw regulatorowych opierajg si¢ gtownie na dziataniu
czynnikoéw transkrypcyjnych (TF, ang. transcription factor), ktore zwykle sa matymi
biatkami wigzacymi DNA. TF oddziatuja z DNA poprzez rozpoznawanie specyficznych,
docelowych sekwencji nukleotydowych (ang. target sites; primary sites), ale sg w stanie
réwniez rozpoznawac inne sekwencje, poza swoim celem (ang. off-target sites; secondary
sites), czasem w sposob bardziej rozluzniony. Nie jest jednak jasne do tej pory, jakie
mechanizmy rzadza tymi interakcjami: docelowymi i poza swoim celem, i1 jak one
wplywaja na ogolng sie¢ regulatorowa. Wazne jest to takze w sytuacji, gdy komorka
pobiera fragment DNA niosacy genetyczny modut DNA zawierajacy TF, np. na drodze
horyzontalnego transferu genow. W toku naszych badan zauwazylismy, ze wprowadzenie
genow systemu restrykcyjno-modyfikacyjnego (R-M) Typu Il - Csp231l na plazmidzie,
skutkuje ciekawym zjawiskiem tworzenia si¢ drastycznie wydtuzonych komorek E. coli.

Celem badan w przedstawianej rozprawie doktorskiej bylo zbadanie mechanizmu
molekularnego odpowiedzialnego za proces formowania si¢ wydluzonych komorek
bakteryjnych (tzw. filamentow) w szczepie Escherichia coli MG1655 niosacych geny
systemu R-M Typu II Csp2311, pochodzacego ze spokrewnionej bakterii Citrobacter sp.
RFL231. Badania wykazaly, ze biatko regulatorowe C, odpowiedzialne za regulacje
ekspresji genoéw systemu R-M, bierze takze udziat w zaktocaniu transkrypcji w regulonie
E. coli w obrgbie rejonu profaga kryptycznego Rac. Pokazano, ze dochodzi do zjawiska
krzyzowego dziatania (ang. transcriptional cross-talk) pomigdzy dwoma czynnikami
transkrypcyjnymi: biatkiem C pochodzacym z systemu R-M oraz represorem RacR
defektywnego profaga Rac. Zmapowano miejsce wigzania biatka C w obrgbie sekwencji
DNA kodujacej gen racR. Wykazano, ze to wigzanie znaczaco zmniejsza ekspresje
represora RacR, i ten nie jest w stanie dhuzej blokowac¢ ekspresji sasiednich genow ydaS

oraz ydaT. Z Kolei, ich de-represja powoduje powstawanie filamentoéw komoérkowych



prawdopodobnie przez ujawnienie si¢ ekspresji genu YdaT, ktéry w warunkach
fizjologicznych jest kompletnie wyciszony i nie mozna wykry¢ jego transkryptu. W pracy
doktorskiej zidentyfikowano elementy genetyczne biorgce udziat w deregulacji operonu
racR-ydaST przez regulator C w warunkach in vivo oraz in vitro. Zbadano wptyw tego
procesu na zywotnos¢ komoérek gospodarza. Nie jest jasne czy te zjawiska sa
przypadkowe, ale otrzymane wyniki pokazuja przyktad zdarzenia horyzontalnego
transferu genoéw, ktore moze prowadzi¢ dO zmniejszenia zywotno$ci komorek

gospodarza, a nawet jego Smierci.



Abstract

Fundamental processes in all living systems are mostly regulated at the level of gene
expression, which provides adaptation to the rapidly changing environments to increase
the chances of survival. This control is multi-layered, but largely operates at the level of
transcription. Bacterial gene expression regulation usually impacts large groups of genes
(regulons/operons), which together form global transcriptional networks. Their efficient
functioning, interconnectivity and orchestration rely mainly on the action of individual
DNA binding proteins called transcription factors (TFs). TFs interact not only with their
specific target sites (primary sites) determined by DNA sequence motif, but also with
secondary (off-target) sites, and vary in their promiscuity. It is not clear yet what
mechanisms govern the interactions with secondary sites, and how such rewiring affects
the overall regulatory network. This is especially crucial during transfer of a genetic
module carrying a TF gene into a new host, e.g. via horizontal gene transfer. In the course
of our research, we noticed that introduction of genes coding for Type Il restriction-
modification (R-M) system Csp231l led to manifestation of the abnormal cell
filamentation.

The main objective of this work was to determine the molecular mechanism
responsible for the formation of elongated bacterial cells (filaments) in the Escherichia
coli MG1655 strain carrying genes of the Type Il Csp231l restriction-modification
system, derived from a related bacterium Citrobacter sp. RFL231. Our results indicated
that the primary source of the cell defect was the interference of the introduced TF (C
protein), as a part of a R-M system, with the host genetic network operated by the RacR
repressor, an essential regulator (TF) of the cryptic Rac prophage. The C protein exerts a
transcriptional cross-talk with another TF of the host, the RacR repressor. We showed
that the C protein binds to its unrelated, off-target site within coding sequence of the racR
gene, in close proximity to the racR promoter. In turn, this results in significant reduction
in racR expression, which unblocks ydaS and ydaT expression. These genes’ function is
unknown, but we predict indirectly YdaT activity leads to cell toxicity and loss of their
fitness and viability. Under physiological conditions, ydaT is completely silent and its
transcript is undetectable. The genetic elements taking part in transcriptional cross-talking
were identified and the expression of racR — ydaST operon was studied extensively by in

vivo and in vitro approaches.



Our results demonstrate an apparent example of horizontal gene transfer leading to
adventitious TF cross-talk with negative effects on the recipient’s viability or even its
death. More broadly, this study represents an experimentally-accessible model of a

regulatory constraint on horizontal gene transfer.



1. Wstep

1.1. Transkrypcja

Transkrypcja to pierwszy etap ekspresji gendw. Jest to proces, w ktorym
sekwencja DNA genu jest przepisywana na czasteczki MRNA. Trzy kluczowe etapy
transkrypcji to: inicjacja, elongacja i terminacja (Browning & Busby, 2004).
Transkrypcja moze by¢ regulowana negatywnie — przez represory, jak i pozytywnie —
przez aktywatory. Regulacja transkrypcji ma zasadnicze znaczenie dla zapewnienia
ekspresji genow we wiasciwych ilosciach 1 w odpowiednim czasie (Seshasayee et al.,
2011). Glownym enzymem transkrypcyjnym jest polimeraza RNA (RNAP). Sktada si¢
ona z 5 podjednostek: dwdch podjednostek a, ktore rozpoznaja czynniki regulatorowe;
podjednostki B, ktora katalizuje synteze RNA, podjednostki f’, ktora wigze
niespecyficznie DNA oraz podjednostki o, ktora tworzy czgs¢ rdzeniowg enzymu
(Cramer, 2002). Aparat transkrypcyjny Escherichia coli sktada si¢ z: rdzenia polimerazy
RNA, siedmiu promotorow rozpoznajacych czynniki sigma (o) oraz okoto trzystu

czynnikow transkrypcyjnych.
1.2. Czynniki sigma (o)

Czynniki o determinuja specyficznos¢ promotora, czyli odcinka DNA potoznego
powyzej sekwencji kodujacej genu i sg integralng czg¢scia maszyny transkrypcyjne;j.
Czynnik o, ktory jest sktadnikiem holoenzymu, czyli kompletnego aktywnego enzymu,
sktada si¢ z czgsci biatkowej, czyli apoenzymu i cz¢sci niebiatkowej, czyli kofaktora.
Petni on istotng rolg w ekspresji genow. Odpowiada za rozpoznawanie promotora oraz
rekrutacje holoenzymu do promotora, ktorej rdzenng czg$¢ stanowig podjednostki al, o2,
B, B' oraz m, a do utworzenia holoenzymu niezbedny jest tzw. czynnik sigma, ktéry moze
odwracalnie przylaczac si¢ (w trakcie inicjacji) lub oddysocjowywa¢ od holoenzymu.
Bialka te sg niezbedne do tworzenia otwartego kompleksu przez RNAP (Typas &
Hengge, 2006). Zapewniaja najbardziej podstawowy poziom kontroli ekspresji duzej
liczby genow (Seshasayee et al., 2011).

Rodzine czynnikéw o dzieli sie na dwie filogenetyczne rodziny: ¢ i ¢®. W
wiekszosci transkrypcji, ktore odbywaja si¢ w komorce posredniczy gldéwny czynnik o,
ktory nalezy do rodziny ¢’°. Wiele z genoméw bakteryjnych koduje réwniez kilka

alternatywnych czynnikoéw o, ktore regulujg bardzo specyficzne zestawy gendéw pod
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wptywem réznych czynnikéw stresowych. Te czynniki rowniez naleza do rodziny o'°.
Czynniki o nalezace do tej rodziny samodzielnie przeprowadzajg otwartg stabilizacje
kompleksu, natomiast czynniki ¢ nalezace do rodziny ¢°*, wymagaja dodatkowych

0 53 najbardziej rozpowszechnione wsérod

aktywatorow (Burgess, 2001). Czynniki o
bakterii i posiadaja wiele podgrup tych czynnikow, natomiast czynniki 6>* znajduja sie
tylko w okoto 65% zsekwencjonowanych genomow bakteryjnych i sg zwykle pojedyncze
(Gruber & Gross, 2003). Przyktadowo, w genomie E. coli K-12 MG1655 znajduje si¢
siedmiu cztonkéw rodziny o: ¢’ (RpoD), 6% (RpoH), ¢*® (RpoS), ¢** (RpoE), 6%
(RpoF/FliA), 6*° (Fecl), oraz >* (RpoN) (Burgess, 2001).

W komorce bakteryjnej nieustannie toczy si¢ konkurencja o liczbe czasteczek
apoenzymu RNAP, czyli czg$ci biatkowej polimerazy RNA. Wynik konkurencji
determinuje ckspresj¢ gendéw. Konkurencja i jej powodzenie zalezy od: st¢zenia
czynnikow o (Holland & Rather, 2008), obecnosci biatka odlgczajacego czynnik o biatka
anty-sigma (Rsd u E. coli) (Jishage & Ishihama, 1998), obecnos$ci modulujgcych
wtornych przekaznikow, ktore sa drobnoczasteczkowe takie jak ppGpp (czterofosforan
guanozyny), ktore biorg udzial w reakcji stresowej (Jishage et al., 2002), obecnosci
matych niekodujacych RNA (np. 6S RNA) (Wassarman & Storz, 2000), obecnosci
innych biatek (np. H-NS) (Shin et al., 2005), oraz zdolnos$ci czynnika ¢ do rozpoznawania
ewolucyjnie rozbieznych miejsc promotora (Typas & Hengge, 2006). Aby zapewnic
prawidlowy przebieg procesu transkrypcji niezbedne sg tzw. czynniki transkrypcyjne.

1.3. Czynniki transkrypcyjne

Czynniki transkrypcyjne (TFs, ang. transcription factors) sa biatkami, ktore
pomagaja uaktywnic lub wyciszy¢ poszczegolne geny. Czynniki te wigza sie z konkretng
sekwencja DNA w poblizu genow docelowych, modulujac inicjacje¢ transkrypcji,
utrudniajac lub utatwiajac polimerazie RNA wigzanie si¢ z promotorem. TFS moga
aktywowac lub hamowac transkrypcje w zaleznosci od miejsca ich wigzania. Kazdy TF
reguluje pewien zestaw genow (Seshasayee et al., 2011). Szacuje si¢, ze genom E. coli
koduje okoto 270 roéznych czynnikéw transkrypcyjnych, co odpowiada 8% genow
kodujacych biatka u E. coli (Babu & Teichmann, 2003). Natomiast wedtug Ishihama,
2009 wystepuje okoto 10% biatek wigzacych DNA.
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1.4. Globalne bialka regulatorowe w transkrypcji

Globalne biatka regulatorowe wplywaja na ekspresje genéow w skali calego
genomu w odpowiedzi na przychodzace sygnaty komorkowe. Ustalajg one priorytet
proceséw zachodzacych w komodrce pozwalajacych na przetrwanie. W sytuacji stresu
wywolanego przez gtod beda dazyty do wykorzystania alternatywnych zrédel wegla
ustalajgc t0 za najwyzszy priorytet. Wérdd wszystkich czynnikow transkrypcyjnych
wigzgcych DNA globalni regulatorzy celujag w nieproporcjonalnie duzg liczbe genow
(Seshasayee et al., 2011).

Przyktadem TF o zasiggu globalnym jest Lrp. Zostal on po raz pierwszy
zidentyfikowany jako regulator transportu aminokwasow (Anderson et al., 1976). Jego
aktywnos¢ jest modulowana przez leucyne (Lin et al., 1992). U E. coli reguluje geny
zaangazowane Ww metabolizm, transport aminokwaséw oraz niektore funkcje
niemetaboliczne: np. biosynteza piluséw (Seshasayee et al., 2011). Zidentyfikowano
okoto 140 miejsc wigzania si¢ Lrp w chromosomie (Cho, Barrett, et al., 2008). Wykazano
réwniez, ze brak leucyny zwigksza liczbg tych miejsc 3-4 krotnie (Calvo & Matthews,
1994), co z kolei wskazuje na fakt, iz tak naprawde, to niezdefiniowane miejsce wigzania,
a bardziej warunki srodowiskowe bakterii beda definiowac liczbg miejsc wigzania si¢ Lrp
w chromosomie (Seshasayee et al., 2011). Lrp i leucyna moga oddziatywac na trzy rézne
sposoby. Po pierwsze: niezalezna odpowiedz, gdy leucyna nie ma wptywu na dziatanie
Lrp, po drugie: uzgodniona odpowiedz, gdy leucyna wzmacnia dziatanie Lrp, po trzecie:
wzajemna odpowiedz, w ktorej leucyna antagonizuje dzialanie Lrp. Lrp najczgsciej
wystepuje w dwoch formach: oktamerycznej (Lrp8) i heksadekamerycznej (Lrpl6).
Wiazanie leucyny sprzyja postaci oktamerycznej (Chen et al., 2001). Lrp moze rowniez
zgina¢ i owija¢ DNA (McFarland et al., 2008). Homolog Lrp wystepujacy u Bacillus
subtilis pomaga w tworzeniu mostkow DNA (Tapias et al., 2000). Z tych powodow Lrp
zaliczono go do grupy NAP (ang. nucleoid-associated proteins), czyli bialek zwigzanych
z nukleoidami (Seshasayee et al., 2011).

Innym przyktadem czynnika posiadajacego zasigg globalny jest Crp. Crp jest
znane réwniez pod nazwg biatko CAP (ang. catabolite gene activator protein lub cAMP
receptor protein). Crp jest najczesciej wystepujacym czynnikiem transkrypcyjnym u E.
coli (Gama-Castro et al., 2008). Crp jest zwigzany z regulacjg operonu laktozowego oraz
jest aktywowany przez wigzanie si¢ cyklicznego AMP (CAMP) w odpowiedzi na gtod

spowodowany brakiem glukozy lub innymi czynnikami stresowymi (Seshasayee et al.,
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2011). Jego najwazniejsza funkcja to udzial kompleksu CAPM-CRP w represji
katabolicznej, ale roéwniez w syntezie rzeski, produkcji enterotoksyn oraz
wykorzystywaniu kwasow tluszczowych (Zheng et al., 2004). Badania wigzania si¢ Crp
do genomu E. coli ujawnity okoto 70 takich miejsc (Grainger et al., 2005). Na podstawie
zdolnosci CRP do zginania DNA zalicza si¢ go rowniez do grupy NAP (S. H. Lin & Lee,
2003).

Kolejnym przyktadem jest regulator Fis (ang. factor for inversion stimulation).
Jest to uniwersalne biatko wigzgce DNA, ktore moze wpltywaé na wiele proceséw, w tym
na transkrypcje (Seshasayee et al., 2011). U E. coli jest gtdbwnym regulatorem zmian
dotyczacych wzrostu komorki (Schneider et al., 1997). Ekspresja tego czynnika jest
zalezna od fazy wzrostu i jest najwyzsza podczas fazy logarytmicznej (Azam et al., 1999).
Dla wigkszo$ci genow jest aktywatorem, jednak istniejg takze takie, ktorych ekspresja
jest hamowana (Kahramanoglou et al., 2011). Fis negatywnie reguluje wlasny operon,
hamujac wigzanie polimerazy RNA. Przeprowadzono analizg, w ktorej zidentyfikowano
894 regiony oddziatywania biatka Fis w genomie E. coli. Ta analiza wskazata, ze odcinki
A 1 AT sg waznym sygnalem dla wigzania si¢ biatka Fis. Analiza transkryptomu E. coli
wykazala, ze delecja genu fis wptywa na okoto 21% genow (Cho, Knight, et al., 2008).
Bialko Fis ma zdolno$¢ do zginania DNA, w regionach ktdre s potrzebne w procesach
inwersji  DNA oraz procesach aktywujacych transkrypcje promotorow RNA
(Kahramanoglou et al., 2011).

Kolejnym przyktadem regulatora o zasiegu globalnym jest H-NS. Jest to globalny
negatywny modulator ekspresji genéw w rodzinie pateczek jelitowych. Jest on obecny
we wszystkich fazach wzrostu E. coli (Seshasayee et al., 2011). Wptywa na strukture
DNA, tworzac mostki DNA-HN-S-DNA i wzmacniajgc skrecenie helisy (Dorman, 2004).
H-NS wykazuje powinowactwo do rejonéw DNA bogatych w pary A/T (Atlung &
Ingmer, 1997). Analiza genomu E. coli wykazata istnienie dwoch typow regulacji genow
za pomocg tego biatka: krotkie regiony wigzace zapewniajg tagodny wplyw na ekspresje,
podczas gdy dhlugie regiony prowadza do catkowitego wyciszenia transkrypcji
(Kahramanoglou et al., 2011).

1.5. Miejscowi regulatorzy transkrypcji

W wielu przypadkach, globalne czynniki transkrypcyjne sg wspomagane przez

inne czynniki transkrypcyjne dziatajace lokalnie tworzac sie¢ zaleznosci. Sg to bardzo
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specyficzne, dziatajace miejscowo czynniki, majace ograniczony zakres regulacyjny,
ktory zwykle obejmuje kilka genéw lub operonow. Lokalne czynniki transkrypcyjne
stanowig wiekszo$¢ repertuaru regulacyjnego w genomach bakteryjnych (Seshasayee et
al., 2011).

Jednym z najlepiej poznanych TF o zasiggu lokalnym jest Lacl. Reguluje on
ekspresj¢ operonu lac. Operon lac w E. coli zawiera geny, ktore sa zaangazowane w
metabolizm laktozy. Operon ten ulega ekspresji tylko w obecnosci laktozy i
jednoczesnym braku glukozy. Posiada on dwa regulatory: represor Lacl i biatko CAP.
Lacl dziata jako czujnik glukozy. Blokuje transkrypcje operonu, ale dziata jak represor,
gdy nie jest obecna laktoza. Represor lac wyczuwa allolaktoze (Seshasayee et al., 2011).

Kolejnym, rownie dobrze poznanym czynnikiem o dziataniu lokalnym jest TrpR.
Reguluje on operon syntezy tryptofanu. TrpR wykrywa ilo§¢ wolnego tryptofanu. Operon
trp jest aktywowany, gdy poziom tryptofanu jest niski, a hamowany, gdy jego poziom
jest wysoki. Gdy poziom tryptofanu jest wysoki represor Trp wiaze si¢ z tryptofanem
(Seshasayee et al., 2011). Powstaje wtedy aktywny represor trp, ktory blokuje ekspresje
operonu tryptofanowego.

Innym przyktadem TF, ktory dziala miejscowo jest OmpR. Jest to przyktad
miejscowego czynnika dwuskladnikowego systemu regulacji. We wspotpracy z EnvZ
kontroluje osmoregulacj¢ oraz syntez¢ biatka blony zewnetrznej. EnvZ jest kinaza
histydynows zlokalizowang w btonie wewnetrznej. Po aktywacji ulega autofosforylacji
poprzez ATP, a nastepnie aktywuje OmpR. Fosforylowany OmpR ma bardzo wysokie
powinowactwo do wigzania si¢ z regionami regulatorowymi genéw poryn ompF i ompC,
dzigki czemu reguluje ich transkrypcje (Foo et al., 2015).

Jeszcze innym czynnikiem o dziataniu miejscowym jest MarR. Jest to czynnik,
ktory uczestniczy w kontrolowaniu ekspresji kilku gendw zaangazowanych w nadawanie
opornosci na antybiotyki (Reyes-Fernandez & Schuldiner, 2020), odpowiedz na stres
oksydacyjny i stres wywolany obecnoscig jonow metali cigzkich. MarR jest czgscig
operonu marRAB i ujemnie reguluje swoja ekspresj¢ (Alekshun & Levy, 1997).

Podsumowujac, czynniki mozna podzieli¢ w zaleznosci od ich zasiegu dziatania
(Ryc. 1.). Rycina 1.A. przedstawia biatka zwigzane z nukleoidami (NAP), ktore wiaza si¢
z chromosomalnym DNA i pomagajg w tworzeniu przestrzennej struktury DNA. Rycina
1.B przedstawia klasyczne czynniki transkrypcyjne, ktore pomagaja polimerazie RNA w
regulacji transkrypcji. Te klasyczne czynniki, mozna podzieli¢ na aktywatory (Ryc. 1.C)

lub represory (Ryc. 1.D).
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Biatka zwigzane z
nukleoidami (NAP)

Polimeraza RNA

Czynnik transkrypcyjny - aktywator

Czynnik transkrypcyjny

Czynnik transkrypcyjny - represor

Ryc. 1. Schemat przedstawiajacy podziat TFs wzgledem ich aktywnosci. A — NAP, B — TF,
C —TF, ktory dziata jak aktywator, oraz D — TF, ktory dziata jako represor. a-CTD — podjednostka
alfa (RpoA) inicjuje sktadanie RNAP poprzez dimeryzacje, tworzac platformeg, na ktorej
podjednostki beta mogg wchodzi¢ w interakcje. Schemat opracowatam na podstawie Seshasayee
etal., 2011.

1.6. Bakteryjne sieci regulacji transkrypcji

Oddziatywanie czynnikow transkrypcyjnych z genami wyznacza profil
ekspresyjny komorki bakteryjnej, a to przeklada si¢ na jej fenotyp. Istnieje wiele
algorytmoéw badajacych 1 identyfikujacych motywy zalezno$ci pomigdzy czynnikami
transkrypcyjnymi, a genami. Najlepiej scharakteryzowanym motywem jest motyw
sieciowy (Seshasayee et al., 2011).

Motywy sieciowe to powtarzajace si¢ obwody oddzialtywan regulacyjnych
miedzy czynnikami transkrypcyjnymi, a docelowymi genami (Shen-Orr et al., 2002).
Takie motywy zostaly pierwotnie okreslone w E. coli, w ktoérych wykrywano je jako
wzorce potaczen. Te potaczenia wystepuja czesciej niz si¢ oczekuje w sieciach losowych
(Seshasayee et al., 2011).

Jednym z najwazniejszych motywdw jest petla sprzezenia w  przdd
(wyprzedzajaca) (FFL, ang. Feed Forward loop), w ktorej TF A reguluje TFB,aA i B
reguluja docelowy gen C (Ryc. 2. A.). Druga sie¢ regulacji tzw. kaskada pojawia sie¢, gdy
TF A reguluje TF B, ktory z kolei reguluje gen docelowy (Ryc. 2. B.). TF najwyzszego
poziomu — A jest regulatorem globalnym (Seshasayee et al., 2011). Usuniecie z takiej
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sieci czynnika globalnego doprowadza do utraty wielu petli typu FFL (Shen-Orr et al.,
2002).

Czynnik Czynnik

transkrypcyjny A transkrypcyjny A
Czynnik Czynnik
transkrypcyjny B transkrypcyjny B

—— | |

Gen docelowy Gen docelowy

Ryc. 2. Schemat regulacji sieciowych genow E. coli, w ktorych wyré6znia si¢ dwie podsieci. Panel
A - petla sprz¢zenia w przod (FFL) i panel B - kaskada. Schemat opracowatam na podstawie
Seshasayee et al., 2011.

Przedstawione motywy sieciowe 13cza si¢ ze sobg tworzac cate systemy regulacji.
W przypadku E. coli poszczegolne sieci regulacji oddziatujg ze sobg tworzac warstwe
gesto polaczonych czynnikow transkrypcyjnych. Taki ukiad okresla si¢ jako motyw
wielowejsciowy (ang. multi-input motifs — MiMs). W takiej sytuacji kazdy TF reguluje
wiele genéw docelowych, a kazdy cel jest kontrolowany przez wiele czynnikow
transkrypcyjnych. U E. coli jest kilka odrebnych MiMs-6w z setkami genow
wyjsciowych, z ktorych kazdy odpowiada za wazng funkcj¢ biologiczng np. reakcje na
stres. Diugie kaskady regulacyjne sa rzadkoscia w przypadku E. coli. Prawdopodobnie
warunkowane jest to konieczno$cig szybkiej adaptacji komorek bakteryjnych do
zmiennych warunkow Srodowiska (Seshasayee et al., 2011).

Istotng kwestig w postrzeganiu bakteryjnej regulacji genow jest to, ze polimerazy
RNA w komorce E. coli jest bardzo mato. Szacuje si¢, ze okoto 1500 do okoto 11 500
czasteczek polimerazy przypada na komorke w zaleznosci od warunkéw wzrostu.
Badania molekularne i biofizyczne w ciggu ostatnich 50 lat wyjasnity r6zne mechanizmy
modulowania ekspresji genow: niektore mechanizmy pozwalajg na precyzyjne

dostrojenie poziomow, inne w ogole nie pozwalaja si¢ modulowa¢, z uwagi na waznos¢
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procesu. Beda one mialy restrykcyjne przejscia pomiedzy aktywnymi, a nieaktywnymi
stanami transkrypcji (Seshasayee et al., 2011).

1.7. Zaklocenie bakteryjnych sieci regulacji transkrypcji

Na poziomie genu mutacja jest czynnikiem wplywajgcym na selekcje naturalna.
Niektore z powstajacych mutacji beda zapewniaty bakterii przetrwanie, inne beda dla niej
letalne. Jednak na poziomie sieci regulacji transkrypcji ujawnia si¢ zmienno$¢ w selekcji
naturalnej poprzez nieuporzadkowang aktywno$¢ regulatorowg W postaci reakcji
krzyzowej, tzw. “cross-talk”. Cross-talk mozna rozumie¢ jako zaklocenie
(dezorganizacje, destabilizacj¢) ustalonej sieci regulatorowej. Jest to sytuacja, w ktorej
jeden TF wplywa na petle regulatorowg innego czynnika transkrypcyjnego, zaburzajgc
regulacje w tej petli. Moze to by¢ przypadkowa reakcja krzyzowa czynnika
transkrypcyjnego z jego niepowigzanym (poza docelowym) miejscem w DNA, ktory ma
wplyw na zmian¢ w transkrypcji genow nie docelowych (ang. non-target lub off-target)
(Ryc. 3.). Wydaje sig, ze tzw. ,,cross-talk” pomiedzy sieciami regulatorowymi jest rzadki,
poniewaz nieprawidlowa regulacja genéw najczesciej zmniejsza szanse na przezycie w
srodowisku, do ktorego organizm juz jest przystosowany (Taylor et al., 2022). Istnieja
takze mechanizmy wspomagajgce izolacje pomigdzy sieciami regulatorowymi. Jednym z
takich przyktadow jest wystepowanie specyficznych reszt biatkowych, ktore okreslaja
powinowactwo wigzania. Dotyczy to dwusktadnikowych systemow transdukcji sygnatu.
Przedstawione wyniki wskazuja, Ze preferencyjne powinowactwo wigzania jest podstawa
wiernosci wigzania w ukladach dwusktadnikowych (Willett et al., 2013). Innym
przyktadem mechanizmow izolujacych sieci jest wprowadzanie mutacji adaptacyjnych.
Mutacje takie maja na celu izolacje pomigdzy sieciami w celu rozprzestrzenienia si¢
rodzin paralogicznych, czyli homologicznych (o wsp6lnym pochodzeniu ewolucyjnym)
pomigdzy biatkami sygnalizacyjnymi (Capra et al., 2012). Cross-talk moze nadaé
gospodarzowi nowe cechy przystosowawcze, ktore moga utatwi¢ ewolucj¢ genowej sieci
regulatorowej (Wagner, 2021). W konsekwencji wystepuje roOwnowaga pomiedzy
utrzymaniem specyficznosci wigzania czynnikow transkrypcyjnych, a ich pokrewnymi
miejscami wigzania. Powoduje to wysoka wydajnos¢ dziatania sieci regulatorowej oraz
rozluznienie specyficznos$ci, aby umozliwi¢ zmiany oraz adaptacje w tej sieci (Taylor et
al., 2022). Réwnowaga natomiast jest tutaj zjawiskiem umownym i jest zalezna od

preferencji i korzys$ci komorki bakteryjnej.
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Ryc. 3. A— Schematyczne przedstawienie biologicznych proceséw zaangazowanych w integracje
metaboliczno-regulacyjna w sieci E. coli. Procesy regulacji genéw obejmuja przede wszystkim
geny (zotte kotka), biatka lub czynniki transkrypcyjne (brazowe trojkaty) oraz kompleksy (szare
trojkaty), natomiast procesy metaboliczne sg definiowane przez male czasteczki (niebieskie
kwadraty) i1 katalizujace reakcje biochemiczne (zielone sze$ciokaty). Interakcje miedzy
procesami regulacyjnymi i metabolicznymi mozna scharakteryzowa¢ gtéwnie za pomocg biatek
(fioletowe trojkaty) peligcych funkcje enzyméw 1 regulatorow. tacza regulacyjne sg
reprezentowane jako linie przerywane, tacza kodujace i zwiazane z reakcja sa pokazane jako linie
ciagte. B — Wprowadzenie do sieci regulacji mobilnego czynnika transkrypcyjnego za pomoca
HTG. Jesli wejscie obcego TF (pomaranczowy trojkat) przeszkadza jednemu lub wiecej TF
gospodarza moga wystapi¢ negatywne konsekwencje dla komorki biorcy. Konsekwencje te moga
mie¢ rdzny wplyw na wszystkie przedstawione procesy. Moga rowniez prowadzi¢ do $mierci
gospodarza. Schemat opracowatam na podstawie Grimbs et al., 2019.

Sieci regulatorowe gendéw ewoluuja poprzez ciggte zmiany (McAdams et al.,
2004). Zmiana w potaczeniach (ang. rewiring), czyli specyficzne polaczenie pomigdzy
elementami regulatorowymi w obrebie jednej sieci regulacji jest tak samo podatne na
adaptacje jak organizacja genomu (Igler et al., 2018). Jednak czynniki, ktore determinuja
potencjal ewolucyjny do zmiany potaczen genetycznych w sieciach regulatorowych -
czyli pojawienia si¢ nowych interakcji regulatorowych w obrgbie tej samej sieci
regulatorowej sg stabo poznane. Ze wzglgdu na powszechnos¢ zjawiska horyzontalnego
transferu genow (HTG) istnieje bardzo duze podobienstwo w sekwencji i strukturze w
obrebie bialek wystepujacych w roznych sieciach regulatorowych (Taylor et al., 2022).
Proces ten skutkuje wieloma regulatorami kontrolujacymi naktadajace si¢ regulony
(Huang et al., 2019). Zjawisko to naturalnie zapewnia uniwersalno$¢ czynnika oraz jego
Lhiewierno$¢” (ang. promiscuity). ,,Niewierne” wigzanie (ang. promiscuous binding)
wystepuje wtedy, gdy TF wigze si¢ z miejscem poza docelowym — niespecyficznym (ang.
off-target). Wystepowanie zjawiska ,,niewiernego” wigzania zapewnia szybka ewolucjg,
pozwalajac na nowe powigzania regulatorowe w sieciach regulatorowych (ang. rewiring).

Jednym ze skutkow tzw. cross-talk jest uzyskanie przez TF nowej funkcji regulatorowej,
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na ktorag moze by¢ akurat selekcja w srodowisku wystepowania bakterii (Taylor et al.,
2022). Jezeli nowo powstale polaczenie jest korzystne dla gospodarza, selekcja moze
oddziatywacé na powstanie mutacji, aby zwiekszy¢ powinowactwo do nowego miejsca
(Lamrabet et al., 2019). Sekwencje promotorowe moga ewoluowac poprzez bardzo wiele
zmian mutacyjnych (Yona et al., 2018). Homologia strukturalna pomigdzy czynnikami
transkrypcyjnymi umozliwia modyfikowanie ich domen wigzacych, aby umozliwi¢ im
zdobycie nowych celow molekularnych (Rosanova et al., 2017). Tworzenie
potencjalnych miejsc wigzania czynnikoéw transkrypcyjnych jest bardzo powszechne, a
korzystne polaczenia mogg zosta¢ wzmocnione podczas presji selekcyjnej (Taylor et al.,
2015).

Czynniki transkrypcyjne wiaza sie z sekwencja DNA poprzez domen¢ wigzaca
(Perez-Rueda et al., 2018). Jednak miejsca wigzania nie majg jednolitej sekwencji, tylko
sg odmianami sekwencji konsensusowych (Kotelnikova et al., 2005) o réznym
powinowactwie wigzania (Harari et al., 2010). W szczegdlnosci sekwencje konsensusowe
bogate w pary A/T wykazuja nizszg specyficzno$¢ wigzania, a zatem bardziej
prawdopodobne jest wigzanie si¢ wielu czynnikéw do tych sekwencji (Kurafeiski et al.,
2019). Sytuacje w ktorych dochodzi do wigzania si¢ wielu czynnikoéw do jednej
sekwencji, powoduja zaklocenia w globalnych sieciach regulacji transkrypcji, na skutek

konkurowania o wigzanie si¢ do DNA.
1.8. Zaklocenie siecCi globalnych regulatorow transkrypcji

Globalni regulatorzy transkrypcji charakteryzujg si¢ szerokim spektrum dziatania
— modulujg wiele procesow zachodzacych w komorce. Sg to biatka wielozadaniowe i
celuja w duza liczbe gendéw. Zaklocenie dziatania globalnego regulatora b¢dzie niosto za
sobg szereg zaburzen w sieciach regulatorowych.

Przykladem zaklocenia dziatania globalnego regulatora jest zmiennos$¢ fazowa
fimbrii typu 1 u E. coli. Badania wykazatly, ze Lrp wigze si¢ z wysokim powinowactwem
do dwoch miejsc w obrebie przetacznika fim (miejsca fim1 i fim2), a wigzanie si¢ z tymi
miejscami stymuluje rekombinacj¢. W badaniach in vivo pokazano, ze leucyna stymuluje
zmiang fim, to jednak powoduje nieznaczny spadek wigzania Lrp do zmiany miejsc fim.
W badaniach wykazano rowniez wigzanie si¢ Lrp z trzecim regionem sgsiadujacym z
miejscami fim1 i fim2, co hamuje rekombinacj¢ poprzez zaklocenie wigzania Lrp z tym

nowo scharakteryzowanym regionem, jednoczesnie wywierajac niewielki lub zaden
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wplyw na wigzanie Lrp z miejscami fim1 i fim2 (Roesch & Blomfield, 1998). Wykazano
rowniez wptyw IHF oraz H-NS, innych globalnych regulatorow na ekspresje fimbrii typu
1 (Ryc. 4.) (Bessaiah et al., 2021).

a. Eb

Wiazanie do FimS :
_[imB_fimE  THF —gwy ar | fimA ... fim - HN%‘II—;ME [6mE e RR | A ... fimH

/

Hamowanie FimB

l Indukcja zginania E l Ekspresja FimE

DNA
HN%B r;ms w1 swy Tl *;m ... fimH

fimB fimE IHF —fims IRR r;mA ... fimH : FimS w stanie OFF
: H (wytaczone) — hamowanie
FimS w stanie ON s ekspresji T1F
(wlaczone) — :
ekspresja T1F

Ryc. 4. Mechanizm dziatania regulatoréw stresu na ekspresj¢ fimbrii typu 1. A — Regulatory
moga wigzac si¢ bezposrednio do fimS, aby wptywac na zmiane fazy. Na przyktad IHF wiaze si¢
z regionami fimS, aby wywota¢ zginanie DNA, ktore utatwia rekombinacj¢ przetacznika fim. W
srodowisku pozbawionym sktadnikow odzywczych, indukowana jest ekspresja IHF, zwigkszajac
zmienno$¢ faz i wplywajac na ekspresje fimbrii typu 1. B — Regulatory moga blokowac ekspresje
rekombinazy, aby wptywaé na zmiane fazy fimS. W przypadku H-NS regulator moze wigzac si¢
z promotorem FimB, aby zablokowac jego ekspresje, co skutkuje wigksza produkcja FimE.
Poniewaz FimE ufatwia zmiang fazy fimS w stanie wylaczonym (OFF) - fimbrie typu 1 zostang
zahamowane. Schemat opracowatam na podstawie Bessaiah et al., 2021.

Innym przyktadem jest regulacja transportu kwasow thuszczowych u E. coli.
Obejmuje ona trzy odrgbne systemy regulatorowe, wyspecjalizowany system FadR i dwa
systemy globalne: ArcA i CRP-cAMP. Dziatanie FadR jest analogiczne do Lacl, czyli
jest klasycznym represorem i wycisza ekspresje fadD i fadL. FadR petni dwie funkcje
regulacyjne w metabolizmie kwasow thuszczowych. Hamuje system degradacji kwasow
thuszczowych (fad) i aktywuje szlak syntezy nienasyconych kwasow tluszczowych.
Regulacja cAMP polega na wykorzystaniu najprostszego zrodta wegla, gtownie glukozy.
W jej obecnosci (lub pod nieobecno$¢ CRP) pozostale dwa regulatory maja niewielkg
zdolno$¢ regulowania transkrypcji  poprzez reakcje krzyzowa (ang. cross-talk).
Zaobserwowano wzajemne oddziatywanie miedzy FadR, a systemem ArcA-ArcB, co
skutkowato zroznicowang regulacja niektorych gendéw [-oksydacji regulonu fad.
Promotory zarowno genow fadL, jak i fadD (ich produkty biatkowe sa wymagane do
transportu dtugotancuchowych kwaséw tluszczowych) zawieraja dwa potwierdzone
eksperymentalnie miejsca wigzania FadR oraz miejsca wigzania dla ArcA i CRP-cCAMP.
Pomimo obecnosci podwojnych miejsc wigzania FadR tylko w niewielkim stopniu
reguluje ekspresj¢ tych genow, co wskazuje, ze liczba miejsc wigzania nie determinuje
sity regulacyjnej. Zarowno badania in vitro i in vivo wskazuja, iz kompleks CRP-CAMP
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bezposrednio aktywuje ekspresje fadl i fadD, jak rowniez genu B-oksydacji, fadH (Feng
& Cronan, 2012).

Inny TF — Fis, moze zwigza¢ si¢ z miejscem rozpoznawanym przez IHF. Dziata
to rowniez w drugg strone¢ — IHF moze zwigza¢ si¢ z miejscem konsensusowym Fis.
Najciekawsze jest to, ze to samo dotyczy IHF, ktory roéwniez byt zdolny do
rozpoznawania miejsc wigzania Fis (Monteiro et al., 2019).

Innym przyktadem jest biatko Cnu. Jest to biatko nukleoidowe, ktore wigze si¢ z
chromatyng i reguluje ekspresj¢ gendéw wirulencji E. coli w odpowiedzi na zmiany
temperatury lub sity jonowej. Cnu sklada si¢ z trzech helis a. Wraz ze wzrostem sity
jonowej helikalna struktura Cnu ulega destabilizacji, zwlaszcza na koncach helis.

Dominujace miejsca wigzania H-NS, zlokalizowane sg w helisie 3 (Bae et al., 2008).
1.9. Zaklocenie sieci miejscowych regulatorow transkrypcji

Reakcj¢ krzyzowa (ang. cross-talk) opisano réwniez dla uktadow
dwusktadnikowych:  CpxA-CpxR i EnvZ-OmpR. Wiele bakterii posiada
dwusktadnikowe systemy sygnalizacyjne, ktore sktadajg si¢ z par kinaza histydynowa-
regulator odpowiedzi. Wysoki poziom podobienstwa sekwencji miedzy niektorymi
systemami stwarza mozliwo$¢ niepozadanego przenikania si¢ kinazy histydynowej z
niespokrewnionym regulatorem. Zbadano interferencje tych dwoch niespokrewnionych
czynnikow: CpxA, a OmpR. Badania pokazuja, ze istnieja mechanizmy, ktore maja za
zadanie hamowa¢ wzajemne oddzialywanie miedzy tymi dwoma biatkami, pomimo tego
wystepuje pomiedzy nimi reakcja krzyzowa (ang. cross-talk) (Siryaporn & Goulian,
2008).

Innym przyktadem reakcji krzyzowej (ang. cross-talk) z udzialem TF
dziatajacego lokalnie jest regulon mar-sox-rob w E. coli. Czynniki transkrypcyjne MarA,
SoxS 1 Rob odgrywaja role w koordynowaniu wielu mechanizméw przetrwania W
odpowiedzi na roznego rodzaju stres. Znane sg trzy oddzielne systemu regulujace
ekspresje genéw MarA, SoxS i Rob. Jednak wiele badan wykazato, ze nie dziatajag one w
izolacji, ale sg wspolregulowane poprzez reakcje krzyzowa (ang. cross-talk) na poziomie
transkrypcyjnym (Chubiz et al., 2012).

Co ciekawe, nie znalaztam przyktadow zaburzenia sieci regulatorowych

dotyczacych Lacl oraz TrpR.
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1.10. Rozne ,,0blicza” zjawiska reakcji krzyzowej (ang. cross-talk)

E. coli moze by¢ zarbwno komensalem, jak i patogenem. Réznorodnose tej
bakterii wynika z nabywania i ekspresji wielu genéw, w tym zwigzanych z wirulencja.
Regulacja ekspresji w tym aktywowania lub hamowania tych gendéw jest bardzo ztozona
i zalezna od wielu czynnikéw. Regulacje transkrypcji traktuje si¢ jako globalna, kiedy
regulator oddziatuje na duzg liczbe genoéw, albo lokalng, kiedy regulator kontroluje
ekspresje tylko okre§lonego zestawu gendw, czesto we wilasnym operonie (Holden &
Gally, 2004).

Zjawisko reakcji krzyzowej (ang. cross-talk) moze mie¢ rdézne ,,0blicza”.
Przyktadowo, wykazano pozytywny efekt pomigdzy klastrami genow adhezyn. Wiele
operonow fimbrii P i S (i innych) moze wystegpowac u patogenow E. coli, aby poradzi¢
sobie z réznorodno$cig receptoréw, a wprowadzenie ich ,,uniwersalno$ci” ulatwitoby
przetrwanie. Ta reakcja krzyzowa oznaczataby rowniez, ze mogg istnie¢ ,,gldowne”
operony adhezynowe, ktore sg odpowiednio kontrolowane przez sygnaty srodowiskowe.
Wykazano rowniez negatywny efekt dziatania tych zjawisk. Kluczowa rola negatywnego
jest to, aby rozne typy adhezyn nie ulegaty ekspresji w tym samym czasie przez t¢ samg
komorke bakteryjng, poniewaz moze to zwickszy¢ szanse na wywotanie odpowiedzi
immunologicznej, a takze, ze jeden z nich moze zahamowac drugi. Taka sytuacja na
pewno wptynetaby negatywnie na zywotno$¢ komorki bakteryjnej (Holden & Gally,
2004). Transkrypcja i regulacja gendéw muszg zachodzi¢ nieustannie w komorce
bakteryjnej, aby zapewni¢ jej przetrwanie 1 adaptacje¢ do szybko zmieniajacych sig
warunkow $rodowiska (Seshasayee et al., 2011). Jednym ze sposobow na regulacje
przeplywu genéw jest obecnos¢ systemow restrykcyjno-modyfikacyjnych. Petnig one
kluczowg rol¢ w horyzontalnym transferze gendéw jako modulatory tego zjawiska,

dozujac naptyw obcego DNA.
1.11. Funkcje systeméw R-M

Systemy restrykcyjno-modyfikacyjne (R-M) sg wszechobecne u prokariontow i
czesto uwazane za Iich uproszczone uklady odpornosciowe. Systemy R-M sa
klasyfikowane na cztery gtowne typy w oparciu o sktad ich podjednostek, rozpoznawanie
sekwencji, pozycje cigcia, wymagania dotyczace kofaktorow 1 specyficznos¢
substratowa, jednak Typ Il jest najlepiej poznany. Do tej pory poznanych jest prawie 4000

enzymoOw o okoto 300 roznych specyficznosciach (Roberts et al., 2010). Zaobserwowano,
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ze okoto 90% genomoéw zawiera co najmniej jeden system R-M, a okoto 80% zawiera
wiele systemoéw R-M (http://rebase.neb.com/rebase/rebase.html). Roéznorodnos$¢ i
powszechno$¢ wystepowania w catym krolestwie prokariontow wskazuje na ich sukces
jako mechanizm obronny przed inwazjg obcego DNA. Jednym z osiaggni¢¢ w ewolucji i
réznorodnosci drobnoustrojow jest zdolnos¢ bakterii do rozréznienia obcego DNA od ich
wlasnego. Bakterie wyksztalcily strategie ograniczania statego naptywu obcego DNA do
ich komorki. Postuluje sie, ze gtowng funkcjg systeméw R-M jest ochrona genomu
gospodarza przed infekcjg bakteriofagowa. Systemy te odgrywaja wazng rolg w
horyzontalnym transferze genéw (HTG) wptywajac na naptyw obcego DNA, pozytywnie
I negatywnie. Na funkcje relatywnie najprostszego sposrod systemow R-M, Typu I,
sktada si¢ aktywno$¢ dwoch niezaleznych enzymow: endonukleazy restrykcyjnej
(REazy) oraz ochronnej metylotransferazy DNA (MTazy). Oba enzymy rozpoznajg t¢
samg specyficzng sekwencje DNA. REaza przecina niezmetylowang sekwencje DNA,
za$ MTaza chroni materiat genetyczny gospodarza przed degradacja przez pokrewna
REaze, poprzez przytaczanie do niego grup metylowych (Vasu & Nagaraja, 2013) (Ryc.
5.).

Bakteriofag Komoérka bakteryjna

Endonukleaza
restrykcyjna

Chromosom bakteryjny

Ryc. 5. Zasada dziatania systemu R-M w komorce bakteryjnej. Systemy R-M sa systemami
obronnymi. Rozpoznajg one stan metylacji obcego DNA (nhp. bakteriofagowego). Zmetylowane
sekwencje sg rozpoznawane jako wiasne, podczas gdy sekwencje obce sa ciete przez REaze.
Schemat opracowatam na podstawie Vasu & Nagaraja, 2013.

1.12. Systemy R-M Typu Il

Na funkcje¢ systemu R-M Typu Il sklada si¢ aktywno$¢ dwodch niezaleznych
enzymoéw: REazy i MTazy. Generalnie REazy Typu II sa homodimeryczne lub

homotetrameryczne i przecinaja nici DNA w miejscu docelowym lub w jego poblizu
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(Vasu & Nagaraja, 2013). Enzymy Typu Il rozpoznajg $cisle zdefiniowane, najczesciej
palindromowe sekwencje DNA (Roberts et al., 2003). Sg one najszerzej zbadane i
najczesciej stosowane w inzynierii genetycznej (Vasu & Nagaraja, 2013). Szczegdlnym
przyktadem systemow restrykcyjno-modyfikacyjnych Typu 1l sg te posiadajace
dodatkowy komponent: wyspecjalizowane biatko regulatorowe, ktore moze regulowad
aktywno$¢ REazy, badz tez MTazy (Rezulak et al., 2016). Zachwianie rownowagi
pomiedzy aktywno$cig REazy i MTazy moze spowodowa¢ $Smier¢ gospodarza, dlatego
ekspresja genow systemow R-M musi podlegac Scistej regulacji, czesto poprzez wiasnie

dedykowany regulator (Mruk & Kobayashi, 2014).
1.13. Organizacja genetyczna systemu R-M Csp2311

Naszym modelowym systemem R-M tego typu jest system Csp231l, ktory
odkryto w chromosomie bakterii Citrobacter sp. RFL 231 (Mruk & Kaczorowski, 2007).
W systemie tym oba enzymy rozpoznajg sekwencje 5’-AAGCTT-3’. System R-M Typu
Il Csp231l jest zbudowany z trzech genow. Zbieznie ulozonego genu bialtka
regulatorowego C (ang. controller) wraz z genem endonukleazy restrykcyjnej oraz

przeciwnie utozonego genu metylotransferazy DNA (Ryc. 6.).

Promotor C (P,)  Promotor REazy (Pg)

region
wigzania
biatka C

Promotor Promotor MTazy (Py)
antysensownego RNA (Pjn,)

Ryc. 6. Organizacja genetyczna systemu restrykcyjno-modyfikacyjnego Csp231l z Citrobacter
sp. RFL231. Gen biatka C poprzedzony jest regionem wigzania tego biatka. Geny REazy oraz
MTazy sa zorientowane zbieznie. Oznaczylam roéwniez czg$¢ promotorow. Schemat
opracowatam na podstawie Rezulak et al., 2016.

Systemy R-M musza podlega¢ Scistej kontroli. Zaklécenie tej kontroli moze
prowadzi¢ do $mierci komorki bakteryjnej. Regulacja ta musi by¢ juz obecna na etapie
tzw. ,,instalacji” systemu R-M w nowym gospodarzu. Koniecznym jest, aby ekspresja
MTazy byta najwczesniej, aby zmetylowac catkowicie genom gospodarza, zanim dojdzie
do ekspresji REazy. Dopiero przy wysokim poziomie metylacji, produkcja REazy jest
bezpieczna. Opodznienie aktywnosci restrykcji jest kluczowe dla przezycia gospodarza.
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Nastepnie st¢zenie MTazy powinno si¢ zmniejszy¢, aby zapobiec metylowaniu obcego
DNA. Oba te enzymy funkcjonuja analogicznie do uktadu toksyna — antytoksyna, gdyz
nadmierna aktywno$¢ REazy lub niedostateczna aktywno$¢ MTazy moze doprowadzi¢
do $mierci komorki gospodarza (Mruk & Kobayashi, 2014). To wiasénie czynniki
transkrypcyjne poprzez regulacje gendw maja za zadanie utrzymanie balansu np.
pomiedzy toksyna i antytoksyng w systemach T-A lub R-M. Jednym z trzech
mechanizmow kontroli produkcji enzymow systemow R-M jest czynnik transkrypcyjny
C. System R-M Csp231l posiada taki dodatkowy gen, ktory koduje czynnik
transkrypcyjny C. Biatko C jest wyspecjalizowanym biatkiem regulatorowym, ktore
kontroluje poziom ekspresji genow systemu R-M. Regulator C jest represorem wtasnej
transkrypcji. Biatko C wigze si¢ do sekwencji C-box znajdujgcej si¢ w rejonie wlasnego
promotora jako tetramer (Rezulak et al., 2016). Jego strukture przedstawitam na Rycinie
7. Gen C znajduje si¢ przed genem REazy, z ktorym jest wspdlnie transkrybowany
(Vijesurier et al., 2000). Jest autoregulatorem wtasnego genu i posrednio genu REazy.
Jest to dedykowany czynnik transkrypcyjny dziatajacy miejscowo w obrebie systemu R-
M. Nie jest to globalny czynnik transkrypcyjny (Rezulak et al., 2016). Biatko C wigze si¢
do sekwencji konsensusowej: 5’-CTAAG-N5-CTTAG-3’(Shevtsov et al., 2015).

Ryc. 7. Struktura kompleksu C.Csp231l — DNA. A — Dimer biatka zwigzany z dupleksem DNA.
B — Dimer (a) obrocony o 90°. C — Oddziatywanie dimer-dimer i model tetrameryczny. Przy
wigzaniu tetrameru tworzy si¢ pgtla DNA w obrgbie tzw. sekwencji rozdzielajacej dwa
odwrocone powtorzenia (ang. spacer). Rycing opracowatam na podstawie Shevtsov et al., 2015.
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2. Cel pracy

Celem rozprawy doktorskiej bylo zbadanie mechanizmu  molekularnego
odpowiedzialnego za proces formowania si¢ wydtuzonych komorek bakteryjnych (tzw.
filamentow) w szczepie Escherichia coli MG1655 niosacych geny systemu restrykcyjno-
modyfikacyjnego Typu Il Csp231l, pochodzacego ze spokrewnionej bakterii Citrobacter
sp. RFL231.

Obejmowato to realizacje¢ nastepujacych zadan szczegdétowych:
v" identyfikacje¢ elementow genetycznych odpowiedzialnych za proces filamentacji
komorek Escherichia coli;
v’ zbadanie wptywu filamentacji na zywotno$¢ komorek gospodarza;
v" charakterystyke mechanizmu molekularnego prowadzacego do filamentacji w

warunkach in vivo oraz in vitro.
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3. Materialy

3.1. Szczepy bakteryjne

Tabela 1. Szczepy bakteryjne.

Szczepy

bakteryjne Charakterystyka Zrodlo
Escherichia coli
] : ) i (Jensen,
MG1655 K-12 F- A— ilvG- rfb-50 rph-1 1993)
Jak MG1655WT, ale z delecja catego rejonu faga (Guoetal.,
MGI635Arac | o (210 p.z.) 2014)
F A endAl thi-1 recAl relAl gyrA96 ginV44 deoR (Woodcock
DH5a. nupG ¢80dlacZ4M15 A(lacZYA-argF) U196 etal., 1989)
hsdR17(rK” mK®) "
N i (Pleska et
MPO060 AattHK022:: (Psuia-yfp) al., 2016)
MPO64 AattHK022:: (Pauta-yfp), ArecA (PleSka et
o ’ al., 2016)
F~ompT gal dcm lon hsdSg(rs ms~) A(DE3 [lacl
BL21(DES3) lacUV5-T7p07 ind1 sam7 nin5]) [malB*]x-12(A%) Novagen
F A fhuA2 [lon] ompT lacZ::t7 genel gal sulAll
ER2566 A(mcrC-mrr)114::1S10 R(mcr-73::miniTn10-Tet%)2 | Novagen
R(zgb-210::Tn10--Tet%) endAl [dcm]
Rosetta(DE3) F,ompT, hsdSg (rs"mg’), gal, dcm (DE3) pRARE Novagen
MM294 ginVv44(AS), rfbC1, endAl, spoT1, thi-1, hsdR17, (Bachmann,
creC510 1972)
(Casadaban
MC1061 ﬁggglisr)ﬁ(ara, leu)7697, AlacX74, galU, galK, & Cohen.
’ 1980)
3.2. Plazmidy bakteryjne
Tabela 2. Plazmidy bakteryjne.
Nazwy Charakterystyka Zrodlo
plazmidu
pBR322 Replikon pMB1, AmpR, Tet? (Bolivar et
al., 1992)
pl8 Jak pBR322, TetR, ale geny systemu R-M Csp231I (Mruk &
WT Kaczorowsk
i, 2007)
p23 Jak p18, ale gen C zmutowany jako S(16)—A; (Rezulak et
Q(17)—A; E(18)—A. Biatko C niezdolne do wigzania | al., 2016)
si¢ z DNA
p24 Jak p18, ale gen REazy zostal przerwany (R"M*C") (Rezulak et
al., 2016)
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p30 Jak p18, ale AC i AC-box (Rezulak et
al., 2016)
p32 Jak p18, ale z wytaczonym promotorem Pr1 genu R (Rezulak et
al., 2016)
p34 Jak p30, ale z wylaczonym promotorem Pr1 genu R Monika
Rezulak
pBAD-33 Wektor z promotorem indukowalnym arabinoza Peap, | (Guzman et
ori pACYC, CmR al., 1995)
pBAD-CWT | Jak pBAD-33, ale gen C pod promotorem Pgap (Rezulak et
al., 2016)
pBAD-Cmut | Jak pPBAD-CWT, ale gen C zmutowany jako (Rezulak et
S(16)—A; Q(17)—A; E(18)—A. Biatko C niezdolne | al., 2016)
do wigzania sie z DNA
pBAD-RacR | Jak pBAD-33, ale gen racR pod promotorem Pgap (Negri et
al., 2019)
pBAD- Jak pPBAD-RacR, ale przerwany gen racR, trawiono Ewa Wons
RacRmut BamHI, nastepnie uzupelniono konce fragmentem
Klenow i potaczono w procesie ligacji
pBAD-YdaS | Jak pBAD-33, ale gen ydaS pod promotorem Pgap Ta praca
pBAD- Jak pBAD-YdaS, ale gen ydaS zmutowano przy Ta praca
YdaSmut uzyciu ydaSkRFwd i ydaSkRrev, K(37)— A,
R(40)—A
pLEX3B Wektor do testowania fuzji translacyjnych i (Diederich
transkrypcyjnych z genem reporterowym lacZ, etal., 1994)
pBR322 ori, AmpR®
pLEX3BRac | Jak pLEX3B, ale z genami racR-ydaS-T (420 p.z.), Ta praca
RI-long ktoére zostaly amplifikowane przy uzyciu
PFracRpLEX1 oraz PRracRpLEX3 i wprowadzone
poprzez trawienie enzymami restrykcyjnymi Xhol i
Hindlll, gen racR w fuzji z genem reporterowym lacZ
pLex3Bbox1 | Jak pLex3BRacRI-long, ale ze zmiang w sekwencji Ta praca
MUT box1 (CTTAG — CGCAT) Mutageneza przy uzyciu
PFracRframelpLEX1 oraz PRracRframelpLEX2
wprowadzajac miejsce restrykcyjne Sphl.
pLex3BracR | Jak pLEX3B, ale z genami racR i ydaS (704 p.z.), Ta praca
ydaS ktore zostaty amplifikowane przy uzyciu PFracRXhol
oraz PRydaSPstl i wprowadzone poprzez trawienie
enzymami restrykcyjnymi Xhol i Pstl, gen racR w
fuzji z genem reporterowym lacZ
pLex3BracR( | Jak pLex3BracRydaS, ale przerwany gen racR, Ta praca
inakty)ydaS | trawiono BamHI, nastepnie uzupetniono konce
fragmentem Klenow i polaczono w procesie ligacji
pLex3BracR | Jak pLEX3B, ale z genami racR, ydaS i ydaT (984 Ta praca
ydaST p.z.), ktore zostaty amplifikowane przy PFracRXhol

oraz PRydaTPstl i wprowadzone poprzez trawienie
enzymami restrykcyjnymi Xhol i Pstl, gen racR w
fuzji z genem reporterowym lacZ
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pLex3BracR( | Jak pLex3BracRydaST, ale przerwany gen racR, Ta praca
inakty)ydaST | trawiono BamHI, nastepnie uzupetniono konce
fragmentem Klenow i potaczono w procesie ligacji
pLex3BracR( | Jak pLex3BracR(inakty)ydaST, ale gen ydaS Ta praca
inakty)ydaS(i | przerwany, P(29)— A;P(30)— A,
nakty)ydaT
pET28a(+) Wektor z indukowanym IPTG promotorem T7, pBR Novagen
ori, kan®
pET28a(+)Ra | Jak pET28a(+) z wklonowanym genem racR z Ta praca
cR sekwencjg znacznika histydynowego (His-6), ktory
zostat amplifikowany przy uzyciu PFracRpetNcol i
PRracRpetEcoRI i wprowadzony poprzez trawienie
enzymami restrykcyjnymi Ncol i EcoRI
pDSW360 Gen ftsZ w fuzji z bialkiem reporterowym GFP, pBR | Samuel J.
ori, kan® Craven

3.3. Oligonukleotydy i substraty DNA

Tabela 3. Oligonukleotydy i substraty DNA wykorzystane w pracy

Eksperyment

Oligonuklotydy
uzyte do EMSA

Nazwa oligonukleotydu Sekwencja (5°—3°)
GCCTCTGCAGTGCTGATTGCCCAC

PRydaSPstl CGACAAC

PFracRfluo1Cy5 znacznik Cy5-CCGCCTTTGATTTGACGGATC
GCGACGCCTAACGCAATTGTCAA

RACRplexC TAGGCTG

PFunspecFLUO3-Cy5 Cy5-TTCACTGCAATATTTTCTCGG

PRunspecFLUO4 AAAACATTCATTACTGACCGC
AAATCTCGAGTTGCTTGAATGAA

PFracRpLEX1 TAGTTCTC
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Substraty EMSA

PRydaSPstl

PFracRfluo1Cy5znacznik

racR promotor/operator/rejon
intergenowy (IGR) i cze$¢ sekwencji
kodujacej racR (271 p.z.)

CATTGCTGATTGCCCACCGACAA

CAGCACAAGCTTGCTTGAATGAA
TAGTTCTCTTTTTTCATCGAATGA
ACTCCAAAAACACACAGAAATAT
TAGGCGACGCCTAACGCAATTGT

CAATAGGCTGTGCCTAATGCAGT

AAGGGTAGGGATTGCCTAATGTA
ATGCGCATAGGAGAATATTAAGC
AATGCTTAGTGGTAAAGACTTAG

GCCGAGCGATAGAGCAGGCCATT
AACAAAAAAATCGCATCGGGATC
CGTCAAATCAAAGGCGG

PFunspecFLUO3-Cy5

PRunspecFLUO4

Sekwencja niespecyficzna racR- (209
p.z.)

AAAACATTCATTACTGACCGCAT
GATTAAAGTCTTCCTCGGTCGTGA
TGGTTTACCTGTAAAGGCGGAGT
CATGGTGATGACTAAGAAAATAA
AATGTGCTTACCACCTTTGCAAA
AAAGACGTTGAAGAAAGCAAAG
CTATTGAAAGAATGCTTCACTTCA
TGCACGGGATTTTATCAAAAGAC
GAACCGAGAAAATATTGCAGTGA
A

Oligonukleotydy
uzyte do metody
sladu DNA (ang.
footprinting)

PRydaSPst|

GCCTCTGCAGTGCTGATTGCCCAC
CGACAAC

PFracRfluo1Cy5 znacznik

Cyanine5-
CCGCCTTTGATTTGACGGATC

GCGACGCCTAACGCAATTGTCAA

RACRplexC TAGGCTG
racR promotor/operator/rejon
intergenowy (IGR) i cze$¢ sekwencji
Substraty DNA kodujacej racR (271 p.z.)
PRydaSPstl

uzyte do metody
sladu DNA (ang.
footprinting)

PFracRfluo1Cy5znacznik

CATTGCTGATTGCCCACCGACAA
CAGCACAAGCTTGCTTGAATGAA
TAGTTCTCTTTTTTCATCGAATGA
ACTCCAAAAACACACAGAAATAT
TAGGCGACGCCTAACGCAATTGT
CAATAGGCTGTGCCTAATGCAGT
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AAGGGTAGGGATTGCCTAATGTA
ATGCGCATAGGAGAATATTAAGC
AATGCTTAGTGGTAAAGACTTAG

GCCGAGCGATAGAGCAGGCCATT
AACAAAAAAATCGCATCGGGATC
CGTCAAATCAAAGGCGG

RACRplexC
PFracRfluo1Cy5znacznik

racR sekwencja kodujaca (175 p.z.)

GCGACGCCTAACGCAATTGTCAA
TAGGCTGTGCCTAATGCAGTAAG
GGTAGGGATTGCCTAATGTAATG
CGCATAGGAGAATATTAAGCAAT
GCTTAGTGGTAAAGACTTAGGCC
GAGCGATAGAGCAGGCCATTAAC
AAAAAAATCGCATCGGGATCCGT

Klonowania

CAAATCAAAGGCGG
oEracROstNGOl GAGCTACCATGGTTAGTGGTAAA
P GACTTAGGCCG
pET- GCTCGAATTCTTAGTGGTGGTGGT
RacR PRracRpetEcCoRl | GGTGGTGAGTTCCAGTTTTTGTGA
TGTTC
AAAGAGCTCGAATCATTTGCCTC
PR-pBADydaS1 R
PBAD- TTGATGTTTCAGG
YdaS
PF-pBADYdas? GGCTCTAGAGGAGTTCATTCGAT
GAAAAAAGAGAAC
pLEX3B AAATCTCGAGTTGCTTGAATGAA
RacRl- | TTACRPLEXL ) 1 hGTeTC
long cC GC GTATCTG
TAAAGCTTTTTTGTATCTGAAT
PRracRpLEX3 TGGTGG
oEracRXhol g::?;_lc_:;;gGAGTTTTCCGTCAGAC
pLex3Bra
cRydaS I GCCTCTGCAGTGCTGATTGCCCAC
y CGACAAC
SEracRXhol gﬁTAE(A:lgGAGTTTTCCGTCAGAC
pLex3bra
CRydaST
PRydaTPst CCCACTGCAGCCCTTTTTCGGCTG

CTAGGGC
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JdaSkRFwd iTAGCGCAATTGCCTGCCGAGAG
pBAD-
YdaSmut daSkRrey CCCCGCGATCCATTGATTTACGCT
Mutagenezy y TGG
PFracRframelpLE | GAATATTAAGCAATGCGCATGCG
oLex3Bb | X1 TAAAGACTTAGGCCG
oXIMUT bR acRframelpLE | CGGCCTAAGTCTTTACGCATGCG
X2 CATTGCTTAATATTC

3.4. Wzorce masowe

e Wzorzec masowy DNA przedstawiajacy prazki w zakresie 250-10000 p.z. —
Perfect Plus 1 kb DNA Ladder (Eurx)

e Wzorzec masowy bialek przedstawiajacy prazki w zakresie 10-180 kDa —
PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific)

3.5. Antybiotyki

Ampicylina (Sigma) uzywana w stezeniu 100 pg/ml
Chloramfenikol (Sigma) uzywany w stezeniu 35 pg/ml
Tetracyklina (Sigma) uzywana w stezeniu 12,5 pg/ml
Kanamycyna (Sigma) uzywana w stezeniu 50 pg/ml

3.6. Podloza wzrostowe

3.6.1. Pozywka plynna LB (Luria Broth), pH 7,2

Trypton 10 g

NaCl 109
Ekstrakt drozdzowy 50

Woda destylowana do 1000 ml

Pozywke po doprowadzeniu pH do wartosci 7,0 jalowiono w autoklawie przez 30 min

przy nadcisnieniu 1 atm.

3.6.2. Pozywka stala LA (Luria Agar), pH 7,2

Trypton 10 g

NaCl 10 g
Ekstrakt drozdzowy 59

Agar bakteryjny 159

Woda destylowana do 1000 ml

Pozywke po doprowadzeniu pH do wartosci 7,0 jalowiono w autoklawie przez 30 min

przy nadci$nieniu 1 atm.
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3.6.3. Pozywka minimalna M9 (sklad na 100 ml)

5% casamino acids 2mi

1 M MgSO4 100 pl
0,1 mM CaCl» 100 pl
1 mg/ml tiamina 200 pl
1% sole 20 ml
50 % glicerol 800 ul
woda jatowa 77 ml

3.7. Bufory i zele do elektroforez

3.7.1. Elektroforeza DNA w Zelu agarozowym

3.7.1.1. Bufor elektrodowy TBE

Roztwor 10 x stezony Roztwor 1 x stezony
Tris 108 g (890 mM) Bufor 10x TBE 100 ml
Kwas borowy 55 g (889 mM) Woda destylowana 900 ml

0,5M EDTA pH 8.0 40 ml (0,02 mM)
Woda destylowana do 1000 ml

3.7.1.2. Zel agarozowy 0,8%

Agaroza 0,8 g (0,8%)
Bufor TBE 1x 100 ml
Bromek etydyny 0,5 ug/ml, czyli 5 mg/ml

3.7.1.3. Barwnik obcigzajacy do elektroforezy agarozowej 6 x stezony

Sacharoza 40940 %
Bi¢kit bromofenolowy 0,001 g 0,001 %
EDTA pH 8,0 200 mM

3.7.2. Elektroforeza bialek w zelu poliakrylamidowym

3.7.2.1. Bufor SDS-PAGE pH 8,3

Roztwor 10 x stgzony Roztwor 1 x stezony
SDS 10 g (35 mM) Bufor 10x SDS-PAGE 100 ml
Tris 30 g (25 mM) Woda destylowana 900 ml

Glicyna 144 g (192 mM)
Woda destylowana do 1000 ml
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3.7.2.2. Bufor Tris-HCI pH 8,8 (dolny)

Tris
SDS
Woda destylowana

181,6 g (1,5 M)
4 g (0,4%)
do 1000 ml

3.7.2.3. Bufor Tris-HCI pH 6,8 (gorny)

Tris
SDS
Woda destylowana

3.7.2.4. Roztwor 30% akrylamidow

Akrylamid

N,N-metyleno-bis-akrylamid

Woda destylowana

60,6 g (0,5 M)
4 g (0,4%)
do 1000 ml

29¢

19
do 1000 ml

3.7.2.5. Zel poliakrylamidowy rozdzielajacy (dolny) 12,5%

Bufor Tris-HCI pH 8,8

Roztwoér 30% akrylamidow

Woda destylowana
TEMED

10% nadsiarczan amonu (APS)

5,6 ml
9,7 ml
7,1 ml
90 ul

180 pl

3.7.2.6. Zel poliakrylamidowy zageszczajacy (gorny) 4%

Bufor Tris-HCI pH 6,8

Roztwor 30% akrylamidow

Woda destylowana
TEMED
10% APS

2,5ml
1,4 ml
5,7ml
40 pl
80 ul

3.7.2.7. Barwnik Laemmli 4 x stezony

Tris-HCI pH 6,8
SDS
-merkaptoetanol
100% Glicerol
Bromofenol blue
Woda destylowana

3.7.2.8. Barwienie zeli biatkowych

0,25 M
8 %

8 %

40 %
0,02 %
do 10 ml

3.7.2.9. Barwnik Coomassie Brilliant Blue (CBB)
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Roztwor 10 x stezony

Roztwor 1 x stezony

Coomassie Brilliant Blue 2,5 g
Kwas octowy 100 ml

Metanol 450 ml

Woda destylowana do 1000 ml

Barwnik 10x CBB 500 ml
Kwas octowy 200 ml
Woda destylowana do 1000 ml

3.7.2.10. Odbarwiacz

Kwas octowy
Metanol
Woda destylowana

100 ml
200 ml
800 ml

3.7.3. Elektroforeza bialek w zelu tricinowy

3.7.3.1. Bufor elektrodowy Tris-HCI

Tris
SDS
Woda destylowana

pH 8,9 (dolny)

24,22 ¢ (0,2 M)
0,39 (0,3 %)
do 1000 ml

3.7.3.2. Bufor elektrodowy Tris (gorny)

Tris

Tricine

SDS

Woda destylowana

3.7.3.3. Bufor tricinowy pH 8,45
Tris

SDS
Woda destylowana

12 g (0,1 M)
18 g (0,1 M)
19(0,1%)
do 1000 ml

46,6 g (0,38 M)
0,39 (0,3 %)
do 1000 ml

3.7.3.4. Zel tricinowy rozdzielajacy (dolny) 12,5 %

Bufor tricinowy pH 8,45
Roztwor 30% akrylamidow
Woda destylowana
Glicerol

TEMED

10% APS

3.7.3.5. Zel tricinowy zageszczajacy

Bufor tricinowy pH 8,45
Roztwor 30 % akrylamidow
Woda destylowana
TEMED

10 % APS

1,65 ml
2 ml
0,8 ml
0,5ml
10 pl
20

(gorny) 4 %

0,60 ml
1,25 ml
3,125 ml
7,5 ul
12,5 ul
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3.8. Bufory i roztwory uzywane do analizy bialek

3.8.1. Bufor 2 x NPi pH 8,0

NaH2PO4

NaCl

Imidazol

Woda destylowana

3.8.2. Bufor NPi-10

Bufor 2 x NPi pH 8,0
Triton X-100

Glicerol

Imidazol (przed uzyciem)
Woda destylowana

3.8.3. Bufor NPi-20

Bufor 2 x NPi pH 8,0
Triton X-100

Glicerol

Imidazol (przed uzyciem)
Woda destylowana

3.8.4. Bufor NPi-150

Bufor 2 x NPi pH 8,0
Triton X-100

Glicerol

Imidazol (przed uzyciem)
Woda destylowana

0,06 M
0,3M
0,001 M
do 1000 ml

500 ml
0,1%

10 %
0,001 M
do 1000 ml

500 ml

0,1 %

10 %
0,002 M
do 1000 ml

500 ml
0,1%

10 %

0,15 mM
do 1000 ml
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4. Metody

4.1. Amplifikacja fragmentéw DNA metoda PCR (reakcja lancuchowa polimerazy

ang. Polymerase Chain Reaction)

Sktad mieszaniny reakcyjnej o catkowitej objetosci 50 pl:
plazmidowy DNA matrycowy 2 ul

10 x bufor do polimerazy 10 pl

dNTPs (2,5 mM) 5 pl

starter 1 1 pl

starter 2 1 pl

polimeraza DNA (0,1 u/ul) 0,5 pl

jalowa woda dejonizowana 30,5 ul

Etapy reakcji PCR:

1. Denaturacja wstepna (3 min., 96°C)

2. Denaturacja wilasciwa (30 sek., 96°C)

3. Przylaczanie starterow (1 min, temperatura optymalna dla danej pary
oligonukleotydow)

4. Wydluzanie (przytaczanie polimerazy do kompleksu starter-matryca; czas zalezny od
dhugos$ci amplifikowanego fragmentu, $rednio 1 min/1000 p.z., 72°C, 30 cykli)

5. Wydtuzanie koncowe (3 min, 72°C)

Po zakonczonej reakcji PCR, probe przechowywatam w zamrazarce (-20°C).

4.2. Mutageneza miejscowo-specyficzna

Mutageneza miejscowo-specyficzna umozliwia wprowadzenie zmiany nukleotydow w
okreslonym miejscu znanej sekwencji DNA. Zastosowanie odpowiednio
zaprojektowanych starteréw umozliwito mi wprowadzenie zmian w okreslonym miejscu
matrycowego DNA, poprzez amplifikacj¢ catego plazmidu. Nastepnie, w celu usunigcia
z mieszaniny niewielkiej ilo$ci zmetylowanego, matrycowego DNA, przeprowadzatam
trawienie z uzyciem enzymu restrykcyjnego Dpnl. Do 50 ul mieszaniny reakcyjnej po
PCR dodawatam 1 pl enzymu Dpnl i inkubowalam w 37°C przez 30 min. Nastgpnie,
oczyszczalam DNA z wykorzystaniem zestawu Clean-up PCR. Przed rozdziatem
elektroforetycznym do probki dodawatam barwnik obcigzajacy. Rozdzial
elektroforetyczny prowadzitam w celu okreslenia wielkosci produktu uzyskanego w
wyniku mutagenezy miejscowo-specyficznej. Prazek o odpowiedniej wielkosci
wycinatam z zelu. DNA izolowalam z wykorzystaniem zestawu Gel-out. Odpowiedni
szczep E. coli transformowatam oczyszczonym DNA. Nastepnie, wysiewatam calg

mieszaning transformacyjng na podtoze LA z dodatkiem odpowiedniego antybiotyku.
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4.3. Elektroforeza agarozowa DNA

Rozdziat elektroforetyczny DNA przeprowadzatam w 0,8% zelu agarozowym, w
aparacie poziomym w buforze 1 x TBE. 0,54 g agarozy rozpuszczatam przez zagotowanie
w 60 ml buforu TBE 1 x stezonego, a nast¢pnie po schtodzeniu i dodaniu bromku etydyny
tak, aby koncowe stezenie wynosito 0,5 pg/ml, zel wylewalam na ptytke aparatu. Probki
z barwnikiem obcigzajacym nanositam w studzienki Zelu. Elektroforeze prowadzatam

przy statym natgzeniu pradu o wartosci 40 mA.
4.4. Oczyszczanie fragmentu DNA z zelu agarozowego

Interesujagce mnie rozdzielone w zelu agarozowym fragmenty DNA wycinalam i

oczyszczatam zestawem Gel-out (A&A Biotechnology) wg zalecen producenta.
4.5. Izolacja DNA z zelu metod3 elektroelucji

Interesujace mnie fragmenty rozdzielonego DNA umieszczatam w worku dializacyjnym
z roztworem 1 x TBE (45,5 mM Tris, kwas borowy o pH = 8,0, 1 mM EDTA). Konce
worka zamykatam klamrami i umieszczatam go w aparacie do elektroforezy agarozowe;.
Elektroelucje prowadzitam przy napieciu 50 V do momentu catkowitego wyjscia DNA z
zelu. Nastepnie bufor TBE zawierajacy DNA przenositam do jatowych probowek i
dodawatam 1/2 obj¢tosci mieszaniny roztworu 1:1 fenol-chloroform oraz 3 M octan sodu
w ilo$ci 1/10 wyjsciowej objetosci mieszaniny. Fazy rozdzielalam przez wirowanie (15
min., 12000 obr./min.). Faz¢ wodna przenositam do nowej probowki, nastepnie
dodawatam dwie obj¢tosci mieszaniny 96% etanolu. Probowke inkubowatam przez noc
w -20°C. Wytragcony DNA osadzalam przez wirowanie (45 min., 12000 obr./min., 4 °C),
po czym usuwatam supernatant i osad przeptukiwatam 70% etanolem. Plazmidowy DNA

suszytam przez 30 min., a nastgpnie zawieszatam w 20 pl jatowej wody.
4.6. Trawienie DNA enzymami restrykcyjnymi

W sktad mieszaniny reakcyjnej o koncowej objetosci 20 pl wehodza:
- woda destylowana

- roztwor DNA

- bufor o optymalnym sktadzie dla danego enzymu

- enzym restrykcyjny
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Trawienie DNA enzymami restrykcyjnymi prowadzitam w optymalnej temperaturze dla
danego enzymu restrykcyjnego. Czas trawienia zalezny byt od ilosci DNA w préobie oraz

aktywnos$ci enzymu restrykcyjnego.
4.7. Defosforylacja 5° koncéw DNA

Po trawieniu DNA plazmidowego enzymami restrykcyjnymi przeprowadzatam
defosforylacje koncoéw 5’ trawionych wektorow z wykorzystaniem alkalicznej fosfatazy

CIP (EURX), zgodnie z zaleceniami producenta.
4.8. Ligacja fragmentow DNA trawionych enzymami restrykcyjnymi

Reakcje ligacji przeprowadzatam si¢ w temperaturze 16°C przez noc w termocyklerze.
Sktad mieszaniny reakcyjnej (10 pl):

10x bufor reakcyjny dla ligazy faga T4 1 ul

ligaza DNA faga T4 (10 u) 2 ul

insert 2 ul

wektor 5 pl

woda jatowa dejonizowana 1 pl

4.9. Przygotowanie komorek kompetentnych

W celu uzyskania komorek kompetentnych wybrang koloni¢ bakteryjng zaszczepiatam w
10 ml pozywki ptynnej LB (Materialy 3.6.1.). Hodowle inkubowatam przez noc w
wytrzasarce rotacyjnej w temperaturze 37°C. Nastepnego dnia hodowle nocng
odmtadzatam w 25 ml porcji pozywki LB przez zaszczepienie w proporcji 1:50 i
umieszczatam ponownie w wytrzasarce rotacyjnej w temperaturze 37°C do uzyskania
ODesoo = 0,4. Po tym czasie schtadzatam hodowle w lodzie przez 15 min i przelewatam
do jalowego falkonu, a nast¢pnie odwirowywatam w wiro6wce z chtodzeniem (4°C; 2000
x g; 10 min). Supernatant odrzucatam, a osad bakteryjny zawieszatam w 10 ml zimnego
0,1 M CaClz i inkubowatam przez 30 min w lodzie. Zawiesing bakterii odwirowywatam,
zachowujac te same warunki co poprzednio, a nastepnie osad bakteryjny zawieszatam w
35 ml 0,1 M CaCl i 1,5 ml 50% glicerolu. Ostatecznie komoérki kompetentne
porcjowatam po 200 ul i przechowywatam w temperaturze -80°C.

4.10. Transformacja komorek kompetentnych

Do schtodzonej probowki typu Eppendorf zawierajacej 200 pl wybranej porcji szczepu
komorek kompetentnych (Metoda 4.19.) dodawatam 1 ul (20 - 50 ng) wybranego
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plazmidu. Mieszaning inkubowatam w lodzie przez 30 min, a nastgpnie poddawatam
szokowi termicznemu w tazni wodnej przez 3 min w temperaturze 42°C. Po tym czasie
do komorek dodawatam 500 pl pozywki ptynnej LB (Materialy 3.6.1.). Probowki z
mieszaning reakcyjng umieszczatam w termobloku ustawionym na temperature 37°C
przez 45 min. Po tym czasie na plytki ze statym podlozem LA (Materialy 3.6.2.) i
odpowiednim antybiotykiem (Materiaty 3.5.) za pomoca glaszczki wysiewatam 200 pl

komorek bakteryjnych. Ptytki inkubowatam przez noc w temperaturze 37°C.
4.11. Nadprodukcja biatka w systemie bakteriofaga T7

Wybrang kolonie¢ sposrod otrzymanych transformantéw zaszczepiatam w 10 ml pozywki
ptynnej LB (Materiaty 3.6.1.) z dodatkiem odpowiedniego antybiotyku (Materiaty 3.5.) i
0,4 % glukozy i wytrzagsatam przez noc w wytrzasarce rotacyjnej w temperaturze 37 °C.
Nastgpnego dnia hodowle nocng odmtadzalam w 1000 ml pozywki LB przez
zaszczepienie w proporcji 1:50 i umieszczatam ponownie w wytrzasarce rotacyjnej w
temperaturze 37°C do uzyskania ODegoo = 0,4. Po uzyskaniu pozadanej gestosci, hodowle
indukowatam 1 mM IPTG i ponownie prowadzitam inkubacje¢ przez 4 h. Po tym czasie
hodowle bakteryjng wirowatam w wirdwce z chlodzeniem (4°C; 10000 x g; 20 min).
Supernatant odrzucatam, a osad bakteryjny zawieszatatam w buforze NPi-10 i

przechowywatam w temperaturze — 80 °C do dalszych analiz.
4.12. Oczyszczanie bialka
4.12.1. Liza komorek bakteryjnych

Lize komorek bakterii przeprowadzatam za pomocg sonikacji przy uzyciu urzadzenia
Sonicator Ultrasonic Processor XL2020 (Misonix). Osad bakteryjny rozmrazatam i
zawieszatam w buforze NPi-10. Sonikacje prowadzitam w lodzie przez 6 min, puls 10
sek., przerwa 1 min. Uzyskany roztwor wirowatam w wirébwce z chtodzeniem (4°C;

11000 x g; 20 min), a uzyskany supernatant poddawatam dalszym analizom.
4.12.2. Chromatografia powinowactwa na zlozu TALON

W celu zrownowazenia ztoza TALON przemywatam je 10 obj¢tosciami jatowej wody, a
nastepnie buforu NPi-10. Uzyskany lizat komoérkowy dodawalam do probowki typu
falkon zawierajacego 1,5 ml ztoza TALON i delikatnie zawieszalam, mieszajac od czasu

do czasu na lodzie (4°C; 20 min). Po tym czasie cato$¢ nanositam na kolumienke 15 ml i

44



Zbieralam przesacz. Nastepnie przemywatam ztoze 10 objetosciami buforu NPi-10 oraz
NPi-20, a elucje biatka prowadzitam przy 10 ml buforu NPi-150, gdzie frakcje zbieratam
po 1 ml.

4.12.3. Dializa

Po przeprowadzonej analizie frakcji na zelu poliakrylamidowym wybieratam probki, w
ktorych znajdowalo si¢ oczyszczane biatko. Dializ¢ nastawiatam w worku dializacyjnym
na noc w buforze do dializ w temperaturze 4°C na mieszadle magnetycznym. Otrzymane
biatko porcjowatam do probowek typu Eppendorf po 500 ul i przechowywatam w 4°C

do biezacych eksperymentéw oraz w — 80 °C w celu przechowywania na dtuzszy okres.
4.13. Pomiar stezenia bialka

[lo$¢ otrzymanego biatka okreSlatam poprzez zastosowanie krzywej wzorcowej
zalezno$ci pomiedzy stezeniem molowym, a intensywnoscig prazka. Jako wzorzec

wybralam lizozym.
4.14. Saczenie molekularne

Stan oligomeryzacji biatka sprawdzano przy uzyciu chromatografii wykluczania (SEC).
Saczenie molekularne przeprowadzono za pomocg urzadzenia AKTA Pure 25 system
(GE Healthcare) przy uzyciu kolumny Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare).
Kolumng zréwnowazono buforem o sktadzie: 50 mM KoHPO4/KH2PO4 pH 7,0, 150 mM
NaCl. Nastepnie naniesiono na nig probke rekombinowanego biatka RacR (monomer
18,5 kDa) o objetosci 500 puL (0,5 mg). Rozdzial prowadzono z szybko$cia przeptywu
0,5 ml/min, eksperyment przeprowadzono w temperaturze 8° C. Czas retencji
rekombinowanego biatka monitorowano przy dlugosci fali 280 nm. Kolumng
kalibrowano biatkami o znanych masach czasteczkowych: dehydrogenaza alkoholowa
(tetramer) 146,8 kDa; albumina surowicy bydlecej 66 kDa; albumina jaja kurzego 43
kDa; inhibitor trypsyny 22 kDa i cytochrom C 12,4 kDa (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA). Urzadzenie obstugiwatl mgr Sebastian Dorawa.
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4.15. Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych
4.15.1. Przygotowanie zelu poliakrylamidowego

W pierwsze] kolejnosci przygotowywatam 12,5% roztwor dolnego  zZelu
poliakrylamidowego i wlewatam go mig¢dzy ptyty aparatu do elektroforezy. Nastepnie
gorng warstwe pokrywatam niewielkg iloscia wody destylowanej, w celu pozbycia si¢
pecherzykoéw powietrza oraz zapewnienia odpowiednich warunkéw do polimeryzacji
zelu. Po spolimeryzowaniu zelu dolnego usuwatam wodg¢ i dodawatam przygotowany
weczesniej 4% roztwor gornego zelu poliakrylamidowego, w ktorym umieszczatam przed

jego polimeryzacja grzebien.
4.15.2. Wykonanie préb do elektroforezy biatkowej

Aby przygotowac probki z nadprodukcji biatka pobieratam 0,5 ml hodowli bakteryjnej
przed indukcjg oraz 1 ml po indukcji IPTG. Bakterie wirowatam (12 000 obr./min; 3
min), a uzyskany osad zawieszatam w 20 pl buforu Laemmli. Tak przygotowane probki

gotowatam w tazni wodnej (100°C; 5 min), a nastepnie wirowatam (12000 obr./min; 30

S).
4.15.3. Elektroforeza bialek w Zelu poliakrylamidowym

Gotowe probki nanositam do studzienek przygotowanego wczesniej zelu
poliakrylamidowego 10 pl przed indukcja oraz 5 pl po indukcji IPTG. W celu okreslenia
wielkosci bialka na Zelu, nanositam 2 pl markera biatkowego. Rozdzial prowadzitam w
roztworze 1x SDS-PAGE przy nat¢zeniu pradu 180 mA, az do wyjscia barwnika. Po
rozdziale elektroforetycznym barwitam zel w barwniku Coomassie Brilliant Blue, po

czym umieszczatam go w odbarwiaczu, az do odbarwienia si¢ tla.
4.16. Barwienie fluorescencyjne LIVE/DEAD

SYTO®9 (Invitrogen, USA) o matej masie czasteczkowej przenika do wnetrza komorki
przez spojne btony cytoplazmatyczne, a PI o duzej masie czasteczkowej przenika tylko
do tych z uszkodzeniami w btonach. Zastosowanie zestawu LIVE/DEAD® umozliwia
zréznicowanie populacji bakterii na komorki zywe 1 komorki martwe pod wzgledem

roéznic w ciaggltosci bton cytoplazmatycznych.
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Nastawiatam hodowle nocne i indukowatam C (0,1 % ara) i GFP (1 mM IPTG) oraz
uzupetniatam odpowiednimi antybiotykami. Nast¢pnego dnia wirowatam 1 ml hodowli
przez 7 min 7 G temp. 22°C (po 2 probki). Zawieszatam w 1 ml 0,85% NaCl. Wirowatam
1 ml hodowli przez 7 min 7 G temp. 22°C. Jedng zawieszatam w 70 % alkoholu
izopropylowym (kontrola pozytywna — wszystkie martwe). Drugi osad zawieszatam z
mastermixie — dodawatam 200 ul (mastermix: 997 ul 0,85% NaCl + 1,5 ul barwnika 1 +
1,5 ul barwnika 2). Inkubowatam 15 min w temperaturze pokojowej. Naktadatam 2 pl na
szkietko i oglagdatlam uzywajgc mikroskopu fluorescencyjnego DMB400B; Leica,

Niemcy.
4.17. Przygotowanie preparatu do mikroskopii fluorescencyjnej

Przygotowywatam 100x rozcienczony barwnik Cyto-9. Dodawatam 5 pl tego barwnika
do 100 pl hodowli bakteryjnej. Nastepnie przygotowywatam 1% zel z agaroza. Na
szkietko nakrywkowe wigksze ktadtam kostke wykrojong z zelu, nastepnie nakrapiatam
10 ul uprzednio przygotowanej hodowli z barwnikiem, nastepnie nakrywatam szkietkiem

nakrywkowym, a po nakropleniu olejku immersyjnego ogladatam preparat.
4.18. Indukcja ekspresji genow w hodowli bakteryjnej za pomocg arabinozy

Pojedyncza koloni¢ szczepu E. coli po transformacji z odpowiednim ttem genetycznym
zaszczepiatam w 3 ml pozywki LB (Materialy 3.6.1.) suplementowanej odpowiednim
antybiotykiem (Materialy 3.5.) oraz glukoza do stezenia 0,2%. Bakterie hodowatam przez
noc w temp. 37°C. Hodowle odmtadzatam w $wiezej pozywce LB w stosunku 1:50.
Kontynuowatam hodowle do ODegpo=0,3. Nastepnie hodowle rozdzielatam na
odpowiednig ilo§¢ probowek z réoznymi st¢zeniami arabinozy lub jej braku. Bakterie
hodowatam 5 godzin, po tym czasie mierzylam warto§¢ ODesoo oraz przygotowywalam
seryjne rozciefczenia od 0 (brak rozciefnczenia) do 10 hodowli w 0,85% roztworze
NacCl. Bakterie znajdujace si¢ we wszystkich rozcienczeniach nakrapiatam w ilosci 10 pl
na ptytke z podtozem LA (Materiaty 3.6.2.) z odpowiednim antybiotykiem oraz arabinoza

o koncowym stezeniu 0,1%.
4.19. Oznaczanie aktywnosci p-galaktozydazy (test ONPG)

Test ONPG opiera si¢ na pomiarze enzymatycznego rozpadu substratu onitrofenylo-f3-

galaktopiranozydu (ONPG), co przejawia si¢ zmiang zabarwienia roztworu z
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bezbarwnego na zOlty (pomiar absorbancji przy diugosci fali 420 nm). Do testu
przygotowywatam mieszaning o sktadzie: 50 pl hodowli bakteryjnej (lub 50 pl pozywki
minimalnej M9 w przypadku proby ,.$lepej”), 15 ul chloroformu, 7,5 pl 0,1% SDS i 400
ul buforu Z (60 mM NaHPO4-2H20, 40 mM NaH2PO4-2H20, 10mM KCI, 1 mM
MgSO4-7H20, 50mM B-merkaptoetanol). Proby worteksowatam i inkubowatam przez 10
min. w temperaturze 30°C. Nastepnie dodawatam po 50 pl roztworu ONPG do kazdej
probowki 1 obserwowatam zmian¢ zabarwienia probek, odnotowujac czas, w ktorym
probki zazotcaty sie. W celu zatrzymania reakcji dodawatam 150 pul 1 M NaxCOs.
Nastepnie probki wirowatam (3 min., 6000 obr./min.), po czym przenositam po 200 pl
gornej fazy roztworu do ptytki titracyjnej 96-dotkowej. Absorbancje mierzytam przy

dhugosci fali 420 nm. Aktywnosci B-galaktozydazy obliczatam na podstawie wzoru:

(1000 * 0D420)
V=t 0D600

= Jednostki Millera (J.M.)

t- czas (minuty)

V-objetos¢ hodowli (ml)

Poziom transkrypcji jest liniowo zalezny od odpowiedniego wzrostu aktywnosci [3-
galaktozydazy. Modyfikowane Jednostki Millera (J.M.) uzyskiwatam poprzez pomiar w

czasie aktywnosci 3- galaktozydazy, wartoscig pomiaru byt wynik rownania R2.
4.20. Oznaczanie efektywnosci tworzenia kolonii bakteryjnych

Nocng hodowle bakteryjng E. coli MG1655 (Materialy 3.1.) odmtadzatam w 5 ml
pozywki LB (Materialy 3.6.1.) uzupetnionej odpowiednim antybiotykiem (Materiaty
3.5.) w stosunku 1:100. Nastepnie inkubowatam hodowle z wytrzasaniem w temperaturze
37°C do uzyskania gestosci optycznej ODeoo = 0,2. Nastepnie przygotowywatam
rozcienczenia hodowli w roztworze soli fizjologicznej (0,85% NaCl). Z wybranych
rozcienczen pobieratam 100 pl zawiesiny i cato§¢ wysiewatam na wysuszone ptytki LA,
uzupelionym odpowiednim antybiotykiem (Mterialy 3.5.). Ptytki inkubowatam w 37°C
przez noc. Uzyskane kolonie bakteryjne zliczalam 1 na podstawie otrzymanych wynikow

liczytam wartos¢ CFU (ang. colony forming unit) na podstawie wzoru:

= CFU

VR

N — ilo$¢ powstatych kolonii
V — objetos¢ (ml)
R — rozcienczenie
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4.21. Test opéznienia migracji DNA w zelu EMSA (ang. Electrophoretic Mobility
Shift Assay)

Substratami DNA byty dwuniciowe fragmenty amplifikowane za pomocg PCR, ktore
byly znakowane fluorescencyjnie z jednego konca znacznikiem Cy5 wprowadzonym
przez startery PRydaSPstl i PFracRfluolcy5znacznik. Substrat WT (271 bp) obejmowat
caty promotor/operator/rejon migdzy genowy racR (IGR) i cze$¢ sekwencji kodujacej
racR. Reakcje zawieralty 25 nM DNA. Biatka CWT lub Cmut uzywatam w stezeniu 0,
264,378,422, 528 nM, a RacR uzywatam w st¢zeniu 0, 33, 231, 264, 300 nM. Wskazane
stezenia bialek zawieszatam w buforze wigzacym [10 mM Tris — HCI (pH 8,0), 50 mM
NaCl, 10 mM MgCI2, 1 ug poli (dIdC)] do koncowej objgtosci 20 pl i inkubowatam
przez 20 min w 22°C. Probki poddawalam elektroforezie na 5% zelach
poliakrylamidowych w buforze 0,5 x TBE w 22°C lub 1% zelach agarozowych.
Wykrywanie DNA wyznakowanego Cy5 przeprowadzatam przy uzyciu urzadzenia do
obrazowania Typhoon 9200 (Molecular Dynamics, USA).

4.22. Metoda sladu DNA (ang. DNA footprinting)

Reakcje wigzania biatko-DNA przeprowadzatam w 20 pl w nastepujacym buforze: [10
mM Tris — HCI (pH 8,0), 10 mM MgClz, 50 mM NacCl]. Jako matryce zastosowatam
fragmenty PCR ze znacznikiem 5 'Cy5 i zawierajace sekwencje kodujaca racR 175 p.z.
(startery RACRplexC i PFracRFLUO1Cy5znacznik) lub sekwencje kodujaca racR z IGR
271 p.z. (startery PRydaSPstl i PFracRFLUO1Cy5znacznik). Probki inkubowatam w
22°C przez 20 min, a nast¢pnie dodawaltam 1 pl DNazy I (Eurx, Gdansk, Polska) i
inkubowatam dalej w 22°C przez 4 min. Reakcje konczytam dodajac EDTA do 25 mM i
zat¢zatam przez odparowanie prozniowe. Nastgpnie probki ponownie zawieszatam w 40
ul buforu obciazajacego (30 % formamid, 6 M mocznik, 10 mM NaOH), denaturowatam
w 100° C przez 2 min i 7 ul naktadatam na 6 M mocznik 8% zel akrylamidowy wraz z
reakcjami  sekwencjonowania (zastosowalam startery wyznakowane 5'Cy-5,
PFracRFLUO1Cy5znacznik, jako matryce zastosowatam plazmid pLEX3BracRlong, z
terminatorem A (mieszanina dNTP zawierajaca ddATP), terminatorem C (mieszanina
dNTP zawierajaca ddCTP), terminator G (mieszanina ANTP zawierajagca ddGTP), T
(mieszanina ANTP zawierajagca ddTTP) z DNA Cycle Sequencing Kit, Jena Bioscience,
Jena, Niemcy) i TERMIPol® DNA Polymerase firmy Solis BioDyne. Do skanowania i

dokumentacji wykorzystywatam system obrazu Typhoon (GE Healthcare).
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4.23. Relatywna restrykcja - oznaczanie efektywnosci tworzenia lysinek

bakteriofagowych

Nocng hodowlg bakteryjng E. coli MG1655 z plazmidem niosgcym system R-M Csp2311
odmtadzatam w 5 ml pozywki LB uzupetionej odpowiednim antybiotykiem w stosunku
1:100. Nastepnie inkubowatam hodowle z wytrzasaniem w temperaturze 37°C do
uzyskania gestosci optycznej ODesoo = 0,2. W tym czasie przygotowywatam seryjne
rozcienczenia lizatu faga lambda (Avir) w buforze TM o sktadzie 10 mM Tris-HCI pH 7,4
oraz 10 mM MgCls. Z wybranych rozcienczen pobieratam 100 pl zawiesiny bakteriofaga,
a nastgpnie dodawatam do 200 pl hodowli. Nastepnie do probowek dodawatam 3 ml
rozpuszczonego i schtodzonego agaru gornego (z potowa dodanego agaru w pozywce
LA) i cato$¢ przelewalam na wysuszone ptytki LA. Plytki inkubowano w 37°C przez noc.
Uzyskane lysinki bakteriofagowe zliczalam 1 na podstawie otrzymanych wynikow

liczytam warto$¢ PFU (ang. plaque forming unit) na podstawie wzoru:

PFU =
VxR

gdzie:
N — liczba powstatych tysinek
V — objetos¢ lizatu fagowego (w ml)
R — rozcienczenie lizatu fagowego
Warto$¢ EOP obliczatam wg wzoru:

EOP — PFUpX

~ PFUpBR32

pX = badany konstrukt kontrolny bez systemu R-M

Warto$¢ relatywnej restrykcji obliczalam wg wzoru:

_ CFUp18(WT)
~ CFUpX

pX = badany konstrukt
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4.24. Analizy bioinformatyczne

Nazwa Charakterystyka Zrodlo
WebLogo Wygenerowanie LOGO, ktore jest | https://weblogo.berkeley.
graficznym zestawieniem edu/logo.cgi

dopasowania wielu sekwencji
aminokwasow lub kwasoéw

nukleinowych

Protein Molecular
Weight

Obliczanie masy czasteczkowej
biatka

https://www.bioinformati
cs.org/sms/prot_ mw.htmi

Multalin toulouse

Poréwnanie sekwencji kwasow

nukleinowych

http://multalin.toulouse.i
nra.fr/multalin/

ClustalW?2 dopasowanie wielu sekwencji https://www.ebi.ac.uk/To
aminokwasowych lub kwasow ols/msa/clustalo/
nukleinowych

Bioedit Poréwnanie sekwencji https://bioedit.software.in
aminokwasowych former.com/7.2/

Blastn Wyszukanie podobnych rejonéw | https://blast.ncbi.nIm.nih.
pomiedzy réznymi sekwencjami | gov/Blast.cgi?PROGRA
nukleotydowymi obliczajac M=blastn&PAGE_TYPE
istotnos¢ statystyczng =BlastSearch&LINK_L

OC=blasthome
Blastp Wyszukanie podobnych rejonow | https://blast.ncbi.nIm.nih.

pomiedzy réznymi sekwencjami
biatkowymi obliczajac istotnosé
statystyczna

gov/Blast.cgi?PROGRA

M=blastn&PAGE_TYPE
=BlastSearch&BLAST _

SPEC=&LINK_LOC=bl

asttab&LAST_PAGE=bl
astp

AlphaFold Protein
Structure Database

Program do przewidywania
struktury biatek

https://alphafold.ebi.ac.u
k
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5. Wyniki

W toku licznych badan w naszym laboratorium nad biologia systemu
restrykcyjno-modyfikacyjnego (R-M) Csp2311 pochodzacego z bakterii Citrobacter sp.
RFL231 zaobserwowano ciekawe zjawisko tworzenia si¢ drastycznie wydhuzonych

komorek E. coli pod wptywem wprowadzenia gendw tego systemu na plazmidzie (Ryc.

8.). Filamenty te tworzyty si¢ bez wzgledu na warunki hodowli i stosowang pozywke.

A B

MG1655 MG1655 [p18]
Csp2311 WT

Ryc. 8. Mikroskopia fluorescencyjna komoérek E. coli MG1655 (A) oraz po wprowadzeniu do
nich plazmidu p18 niosacego geny systemu R-M Csp231l WT (B). Komorki wybarwiono
barwnikiem fluorescencyjnym Syto9 (Metody 4.17.) reagujacym z kwasami nukleinowymi
(Materiaty 3.1.).

5.1. Wprowadzenie systemu R-M Csp2311 do E. coli powoduje filamentacje

W celu zbadania, ktory z gendéw lub elementéw genetycznych systemu R-M
Csp2311 bierze udzial w powstawaniu filamentéw w komorkach E. coli, testowano szereg
wariantow tego systemu niesionych przez plazmidy. Warianty te schematycznie
przedstawilam na Rycinie 9 oraz opisalam w Materiaty 3.2, w skrocie: plazmid p18 niesie
wszystkie naturalne elementy systemu R-M typu WT, p23 niesie zmutowany gen
regulatora C, ktory jest niezdolny do wigzania si¢ z jego naturalng sekwencja specyficzng
(tzw. C-box) w promotorze genu C, p24 niesie delecj¢ w genie REazy (R'M™), p32 niesie

wariant systemu R-M z mutacja w gldéwnym promotorze genu REazy, co skutkuje
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obnizong ekspresja REazy, p30 posiada wariant systemu R-M z calkowitg delecja genu
C, co skutkuje podwyzszong ekspresja genu REazy oraz p34, ktéry oprocz delecji genu
C (jak p30) posiada tez inaktywowany promotor REazy (jak p32). Jako kontrole uzytam
wektor pBR322 bez systemu R-M. Pewne systemy R-M sg odpowiedzialne za
uruchomienie komoérkowej odpowiedzi SOS, z uwagi na produkcj¢ endonukleazy
restrykcyjnej, ktorej aktywno$¢ moze doprowadza¢ do tzw. auto-restrykcji genomowego
DNA. Uszkodzony DNA wywotuje proces RecA-zaleznej naprawy, co skutkuje
zatrzymaniem podziatdéw komérkowych i wlasnie wydtuzaniem komorek bakterii (Handa
et al., 2000). Z tego powodu plazmidy z wariantami systemu Csp231l wprowadzono do
dwoch typow komorek: recA+ (szczep MPO060) oraz recA- (MP064) (Materiaty 3.1.;
Metody 4.11.). Oba szczepy posiadaja w genomie gen reporterowy zoltej fluorescencji
pod kontrolg promotora genu SulA, aktywnego podczas odpowiedzi SOS.

Relatywna
restrykcja
Wystepowanie
filamentéw

Poziom odpowiedzi SOS

v
0

P

C-box
WT p18

Er
®

Cmut p23 +
R e,
ey M P 522 e, (&,
_rl"- AC p30 E ++ | -
__m AC; Prmut p34 E‘ ORecA- | - -
ERecA+
Kontrola bez R-M  pBR322 ﬁ_‘ - -
0 1000 2000

Wzgledna fluorescencja YFP
S0S reporter (au) P a

Ryc. 9. Schemat organizacji genetycznej wariantow systemu R-M Csp2311 wraz z indukcja
odpowiedzi SOS mierzone przez wzgledna fluorescencje w komorkach, ktore byty recA* (ciemne
stupki) oraz recA (jasne stupki), gdzie gen zottej fluorescencji jest pod kontrolg promotora SulA
(Psuayfp). Powstawanie filamentow komoérkowych (czerwone kotka) jest skorelowana z
obecnoscig aktywnego biatka C pochodzacego z systemu R-M Csp2311, a nie z aktywnoS$cia
restrykcyjna.
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Wyniki eksperymentu pokazuja, Zze najwyzszy poziom komorkowej odpowiedzi
SOS jest skorelowany, nie z najwyzsza relatywna restrykcja (Metody 4.23.), a z
obecno$cig aktywnego genu kontrolera C. Tylko w szczepach z aktywnym genem C
(system R-M typu dzikiego p18, p24 oraz p32) wystepuja filamenty komorkowe (Ryc. 9
i 10).

p23 p30 p34 pBR322
(R*M*CMUT) (R*M*AC) (R*M*AC) (brak systemu R-M)

Ryc. 10. Mikroskopia fluorescencyjna komoérek E. coli MG1655WT (Materiaty 3.1.) niosgcych
plazmid z genami systemu R-M Csp231l oraz jego wariantami. Gérny panel z widocznymi
filamentami: p18, p24, p32 oraz dolny bez filamentow: p23, p30, p34, plazmid kontrolny
pBR322.

Co ciekawe, filamenty komorkowe wystepuja takze w tych samych wariantach w
szczepie MPO064 recA- (Materiaty 3.1.). Obserwacje te pozwalaja wnioskowaé, ze
formacja filamentow nie jest zalezna od kompleksu RecA, zatem by¢ moze zwigzana jest

z innym zjawiskiem niz komérkowa odpowiedz SOS (Ryc. 11.).

MPO064 recA- MPO60 recA*
p24 (R‘M*C*¥) p24 (R'M*C*¥)

Ryc. 11. Mikroskopia fluorescencyjna komorek bakteryjnych MP064 recA+ (prawy panel) oraz
MPO064 recA- (lewy panel) niosacych plazmid z genami systemu R-M Csp231l: p24.
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5.2. Wplyw wariantow systemu R-M Csp2311 na zywotnos$¢ komoérek E. coli
MG1655

Kolejno postanowitam zbada¢ wptyw poszczegolnych wariantow systemu R-M
Csp231l, niesionych na plazmidach, na zywotno$¢ komoérek E. coli MG1655WT. Do
pomiaru aktywnosci uzytam konstruktow: pl18, ktory posiada wszystkie naturalne
elementy systemu R-M oraz jego wybrane warianty: p24, ktéory ma nieaktywnag
endonukleaze restrykcyjng oraz p30, ktory posiada delecje¢ genu C. Jako kontrole uzytam
wariant niosgcy sam wektor pBR322: bez systemu R-M. Krzywe wzrostu (Ryc. 12.)
przygotowatam przy uzyciu Metody 4.20.

TE+09

BE+09 T
|

I
§5E+09
T8
e
] BR322
c p
S 4+
E 4E+09 brak J.
P systemu R-M p30
S (R*M*AC)
N
O 3E+09
2
S p18
2 (WT=R*M*C*)
c 2E+09
T
[T
ks

1E+09

p24
(R-M*C*)
0
60 120 180 240 300 360 420 480 540 600
czas (min.)

Ryc. 12. Krzywe wzrostu dla komoérek hodowanych w pozywce LB niosacych plazmidy: p18
(biate kwadraty), p24 (biale kotka), p30 (czarne trojkaty), pPBR322 (czarne romby). Stupki bledow
przedstawiajg standardowe odchylenie od trzech powtdrzen kazdego z nich.

Analizujac wyniki zauwazytam, ze nizsze tempo wzrostu wystepuje U bakterii
niosgcych plazmidy z aktywnym genem C, co wydaje si¢ by¢ powigzane z
wystepowaniem filamentow komoérkowych (Ryc. 9,10.). Niemniej jednak hodowle dla
wszystkich testowanych szczepow osiggaty faze stacjonarng i porownywalne OD w tej

fazie.
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5.3. Analiza transkryptomiczna komérek niosgcych plazmidy z systemem R-M

typu dzikiego oraz jego wariantéw

Ustalitam, ze filamentacja jest $cisle zalezna od produkcji aktywnego biatka
regulatorowego C, nawet gdy system R-M jest defektywny pod wzgledem restrykcji
DNA (nieaktywna endonukleaza restrykcyjna). Aby zbadagé, jakie geny sa zaangazowane
w ten proces, postanowiliSmy wykona¢ sekwencjonowanie catkowitego RNA (ang. RNA-
seq) dla trzech typow komorek, niosgcych plazmidy: 1) z systemem R-M typu dzikiego
pl8; 2) z wariantem pozbawionym genu C, ale przy zachowaniu wysokiej relatywnej
restrykcji, p30; 3) z wariantem z aktywnym genem C, ale pozbawionym restrykcji DNA,
p24.

Celem byta analiza transkryptomiczna typu DEG (ang. differential gene
expression), porownujaca poziom produkcji wszystkich transkryptow powstajacych w
komorkach bakterii z wykorzystaniem sekwencjonowania nastgpnej generacji (ang. Next
Generation Sequencing, NGS). Wszystkie porownawcze analizy transkryptomiczne
przeprowadzit pan dr Marcin Jakalski (Negri et al., 2019).

Analiza transkryptomiczna typu DEG (ang. differential gene expression)
wykazata, ze tylko w komorkach z aktywnym genem C poziom ekspresji kilkunastu
gendéw w obrgbie rejonu kryptycznego faga Rac jest najbardziej podwyzszony, nawet 70
razy wobec szczepu z plazmidem z delecja genu C. Posrdd kilkunastu genow rejonu Rac
o podwyzszonej ekspresji, ekspresja tylko jednego genu si¢ obnizyta, i dlatego ten gen,

racR zainteresowatl mnie w dalszych analizach (Ryc. 13.).
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Ryc. 13. A — Mapa genetyczna rejonu profaga Rac potozonego w obrebie genu ttcA w genomie
E. coli MG1655. Przypuszczalne geny regulatorowe zaznaczono na pomaranczowo. B — Heat-
mapa wykonana na podstawie analizy typu DEG genéw profaga Rac. Geny z podwyzszong
ekspresja sa pokazane na czerwono, geny z obnizong regulacja sa pokazane na niebiesko. Rycing

WT=R+AC vs. R+C+
(p30) (p18)

R+AC vs. R-C+
(p30) (p24)

WT=R+C+ vs. R-C+
(p18) (p24)

intR
ydaQ
ydaC
ralA
ralR
recT
recE
racC
ydaE
kilR
sieB
ydaF
ydaG
racR
ydaS
ydaT
ydaU
ydaV
ydaW

rzpR
rzoR
trkG

ynak

ydaY

tmpR

insH1
stfR
pinR

Significant DEGs log,(fold change)
| |
. yes ,:l no 6 -4 2 0 2 4 6

ynak

opracowatam na podstawie Krishnamurthi et al., 2017 (panel A) oraz Negri et al., 2019 (panel B).
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5.4. Analiza in silico rejonu faga Rac

Gen racR wchodzi w sktad 29 genéw obejmujacych geny profaga kryptycznego
Rac w genomie E. coli (Wang et al., 2010) (Ryc. 13 A.). Profagi kryptyczne powstaja
zwykle podczas przypadkowej mutacji w obrebie gendéw faga w stanie lizogenii (np.
wbudowanego w chromosom bakteryjny). Zazwyczaj profag taki moze wycinaé si¢ z
genomu, ale nie jest zdolny do wytworzenia aktywnych czastek fagowych. Nie
doprowadza réowniez do lizy komorki gospodarza. Wérdd tych 29 gendéw faga Rac
wystepuja takie, ktore nie zostaty jeszcze scharakteryzowane. Obszar ten obejmuje okoto
23 tysigcy par zasad DNA (Wang & Wood, 2016). Analizy komputerowe pozwalaja
przypuszczaé, ze bialko RacR jest czynnikiem transkrypcyjnym z typowym motywem
HTH do interakcji z DNA. Ustalono tez, ze gen RacR nalezy do grupy genow okreslanych
jako niezbe¢dne do przezycia (ang. essential gene) (Bindal et al., 2017) dlatego, ze nie da
si¢ otrzymac zywej komorki bakteryjnej pozbawionej tego genu (Baba et al., 2006).
Najwicksza delecja niepowodujaca $mierci komorki jest mozliwa z zachowaniem genu
racR oraz ydaS wraz z regionem intergenowym wystepujacym pomiedzy tymi genami
(Krishnamurthi et al., 2017).

Przy uzyciu programu Blast, znalaztam homologi biatka RacR, licznie
wystepujace w rodzinie Enterobacteriaceae i wykonatam analiz¢ poréwnawcza dla
sekwencji biatkowej w programie MultAlin (Metody 4.24.) (Ryc. 14.). Analiza ta
wykazata wystgpowanie biatka RacR w dwoch formach: dtuzszej (8 helis) i krotszej (5
helis). Dluzszy wariant wystepuje W rodzajach: Escherichia, Morganella i Shigella, a
krotszy w rodzajach: Proteus, Salmonella, Serratia i Klebsiella.

Kolejnym krokiem bylo wygenerowanie struktury monomeru regulatora RacR z
E. coli przy uzyciu programu AlphaFold (Metody 4.24.). Monomer ten zbudowany jest z
8 helis. Biatko to posiada nieustrukturyzowany tacznik zbudowany z 18 reszt
aminokwasowych, ktory taczy dwie domeny biatkowe. N-koncowa domena zawiera 5
helis, ktore sag obecne we wszystkich badanych przeze mnie homologach RacR i C-
koncowa domena zbudowana z 3 helis obecna tylko u niektorych gatunkow (Ryc. 15.).
Wydaje sie, ze krotsza forma RacR jest ograniczona do obecnosci tylko jednej domeny

bez tacznika.
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Ryc. 14. Poréwnanie struktury I-rzgdowej biatka RacR z Escherichia coli K-12 (MG1655) i jego homologéw w rodzinie Enterobacteriaceae. Wykorzystane
skroty: E.col. (Escherichia coli), E.alb. (Escherichia albertii), E.sp. (Enterobacter sp.), E.mar. (Escherichia marmotae), M.sp. (Morganella sp.), C.ama.
(Citrobacter amalonaticus), S.flex. (Shigella flexneri), P.mir. (Proteus mirabilis), K.qua. (Klebsiella quasipneumonia), K.pne. (Klebsiella pneumonia), S.mar.
(Serratia marcescens), S.ent. (Salmonella enterica).
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Ryc. 15. Struktura drugorzedowa monomeru biatka RacR. Biatko RacR ztozone jest z 158 reszt
aminokwasowych. Posiada 8 alfa-helis oznaczonych na rysunku. Model zostat wygenerowany za
pomoca programu AlphaFold (Metody 4.24.). Kolor ciemnoniebieski wskazuje na najwigksze

prawdopodobienstwo przypisania danego motywu biatkowego, najmniejsze — kolor zétty i
pomaranczowy.

5.5. Badanie wplywu genu C na Zywotno$¢ komoérek bakteryjnych w szczepie

posiadajacym rejon profaga Rac w genomie

Nastepnie postanowitam sprawdzi¢, jak indukowana ekspresja genu C wplywa na
zywotnos$¢ komorek bakteryjnych, ktore posiadaja w swoim genomie profaga Rac, czyli
w szczepie MG1655WT (Materiaty 3.1.). Jako kontrole uzytam szczep z delecja tego
rejonu (MG1655Arac). Do obu wyzej wymienionych szczepow wprowadzitam plazmid,
gdzie ekspresja genu C jest pod kontrolag promotora Peap: pPBAD-CWT (typ dziki genu
C) lub pBAD-Cmut, (Materialy 3.2.), gdzie gen Cmut produkuje wariant biatka C
niezdolnego do wigzania si¢ ze swoimi operatorami, tzw. sekwencjg C-box. (Materialy
3.2.). Sekwencja C-box w formie naturalnej jest nieobecna w genomie i nieobecna na
plazmidzie pPBAD-CWT. Promotor Peap umozliwia indukcje ekspresji genu C za pomocg
0,1% arabinozy, a hamowanie ekspresji odbywa si¢ pod wptywem glukozy (Guzman et
al., 1995). Hodowle bakteryjne w LB w fazie logarytmicznej indukowatam arabinozg
(Metody 4.18.), a nastgpnie komorki rozcienczatam seryjnie i nakrapiatam na podtoze

LB-agar z arabinozg. Otrzymane wyniki przedstawilam na Rycinie 16.
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szczep: MG1655rac+ MG1655Arac MG1655rac+ MG1655Arac

Ryc. 16. Zywotno$¢ komoérek bakteryjnych w obecnoéci biatkka C w komérkach:
MG1655WT(ract) i MG1655Arac. Wykorzystatam plazmid niosacy promotor arabinozowy do
indukcji ekspresji genu C typu dzikiego: pPBAD-CWT (Materiaty 3.2.) lub jego wariantu: pPBAD-
Cmut (Materiaty 3.2.).

0,1

0,01

Wzgledna zywotnosc komérek

CWT CMUT CWT CMUT
MG1655rac+ MG16554rac

) ]

Ryc. 17. Zywotno$¢ komorek bakteryjnych E. coli w dwoch szczepach: MG1655WT(rac+) i
MG1655Arac. Szare stupki pokazujg wptyw biatka typu dzikiego: CWT, a biate - Cmut. Wyniki
opracowano w formie ilosciowej na podstawie ryciny 16 (w powtorzeniach). Wzgledna
zywotno$¢ komorek zostata okreslona w taki sposob, ze CFU dla MG1655WT CMUT uznatam
za 100%.

Wyniki tych doswiadczen: podejscie jakosciowe (Ryc. 16.) i ilosciowe (Ryc. 17.)
wskazuja jednoznacznie, ze komorki bakteryjne prezentuja znacznie obnizong

przezywalnos¢ tylko w szczepie rac+ z aktywnym genem C (ok. 1000-krotnie mniejsza),
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co sugeruje mozliwa interakcje biatka C z nieznang sekwencja DNA w rejonie faga Rac.
Ta interakcja skutkuje negatywnie na zywotno$¢ komorki gospodarza. Efektu tego nie
obserwuje si¢ w komorkach Arac.

Zauwazytam roéwniez nietypowa morfologi¢ kolonii bakteryjnych o obnizonej
zywotnosci: W szczepie MG1655WT z plazmidem niosacym gen biatka C typu dzikiego:
pBAD-CWT. Objawiat si¢ on poszarpang linig brzegowa kolonii, nieregularng struktura
calej kolonii bakteryjnej, mniejsza gestoscia i przez to wigksza przejrzystoscig (Ryc. 18.).
W badaniu mikroskopowym potwierdzono drastyczng filamentacj¢ komorek w takiej

zmienionej kolonii.

gen C: wT WT
szczep: MG1655Arac MG1655rac+

Ryc. 18. Obrazy mikroskopowe ukazujace fenotyp otrzymanych kolonii bakteryjnych.
Nietypowa morfologia pojedynczej kolonii bakteryjnej sktadajaca si¢ z komorek filamentujacych
(aktywny gen C / rac+: prawy panel) w porownaniu do normalnej kolonii kontrolnej (aktywny
gen C/ rac-: lewy panel).

Nastepnie postanowitam sprawdzi¢ zywotnos¢ komorek w czasie w hodowli
ptynnej dla tych samych dwoch szczepow bakteryjnych: MG1655WT oraz MG1655Arac
z dwoma wariantami biatka C: pBAD-CWT oraz pBAD-Cmut (Materiaty 3.2.). Hodowle
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doprowadzono do wczesnej fazy logarytmicznej, indukowano ekspresje genu C arabinoza
I pobierano probki czasowe, co 1 godzing. Jak oczekiwano, szczep z niskg zywotnoscia
(ract / CWT) odznaczat si¢ spadkiem CFU juz po godzinie od indukcji ekspresji C (Ryc.
19.). Co ciekawe, obserwacja w warunkach dtuzszej indukcji wykazata, ze cze$¢ komorek
odzyskata swoj normalny fenotyp (brak filamentacji w obrazowaniu mikroskopowym) i
nawet zaobserwowatam niewielki wzrost zywotnosci po ok. 4 godz. od indukcji. Wyniki
te wskazuja, ze efekt filamentacji oraz oslabionej zywotnosci moze by¢ zjawiskiem

odwracalnym, a by¢ moze wynika z wyczerpania zasobow arabinozy w pozywce.

1,00E+10
—@—-WT CWT

—&-Arac CWT

- WT Cmut

—{3 Arac Cmut

1,00E+09

1,00E+08

Jednostka tworzaca kolonig¢ (CFU/mL)

1,00E+07
0 1 2 3 4

czas po indukcji arabinozg (godz.)

Ryc. 19. Zywotno$¢ komorek bakteryjnych E. coli w dwéch szczepach: MG1655WT (rac+) i
MG1655Arac podczas indukcji biatka C. Biatka CWT lub Cmut indukowatam 0,01 % arabinoza.
Zmierzytam jednostke tworzaca kolonig (CFU) dla czterech kombinacji hodowli bakteryjnych:
MG1655WT/CWT; MG1655Arac/CWT; MGI1655WT/Cmut; MG1655Arac/Cmut. Pomiary
zbieratam przed indukcja (czas 0) i co godzing po indukcji. Stupki btedow pokazujg standardowe
odchylenie mierzone dla trzech rownolegtych hodowli.

5.6. Mikroskopia fluorescencyjna LIVE/DEAD komorek bakteryjnych
MG1655WT niosacych bialko C na plazmidzie

Postanowitam zastosowa¢ barwienie fluorescencyjne LIVE/DEAD (Metody

4.16.) komorek bakteryjnych MG1655WT zawierajacych plazmid pBAD-CWT oraz
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pBAD-Cmut — kontrolnie, aby sprawdzi¢, czy powstajace filamenty komorkowe sg zywe,
czy martwe. Zywotno$¢ badalam w obecnos$ci wysokiego stezenia biatka C (po indukcji
arabinoza). Analiz¢ przeprowadzitam za pomocg barwienia fluoresencyjnego
LIVE/DEAD BacLight (Thermo Fisher) (Metody 4.12.). Zestaw ten zawiera dwa
barwniki: SYTO®?9 oraz jodek propidyny — Pl (ang. propidium iodide). SYTO®?9 o mate;j
masie czasteczkowej przenika do wngtrza komorki przez spojne blony cytoplazmatyczne,
a PI o duzej masie czasteczkowej przenika tylko do tych z uszkodzeniami w btonach.
Zastosowanie zestawu LIVE/DEAD® umozliwia zréznicowanie populacji bakterii na
komorki zywe i martwe pod wzgledem roznic w cigglosci bton cytoplazmatycznych.
Badanie to pozwolito mi zauwazy¢, ze powstate filamenty komérkowe maja charakter
mieszany — sa zarowno zywe, jak i martwe. Ponadto w niektorych przypadkach wida¢, ze
nawet pojedynczy filament nie jest tylko martwy lub zywy, ale tez ma charakter mieszany

w obrebie segmentow dtugiego filamentu (Ryc. 20.).

SYTO-9 P

MG1655WT
pBAD-CWT

MG1655WT
pBAD-Cmut

Ryc. 20. Mikroskopia fluorescencyjna LIVE/DEAD bakterii posiadajacych biatko C lub jego
zmutowany wariant jako kontrola. Powstate filamenty bakteryjne przy aktywnym biatku C sa
zardbwno zywe, jak i martwe (gorny panel) wobec kontroli z wariantem biatka Cmut (obecne tylko
zywe komorki (dolny panel).

5.7. Badanie fenotypu filamentacyjnego w czasie dla komérek z aktywnym genem

regulatora C

Zaobserwowatam, ze efekt powstawania filamentow w czasie jest relatywnie
odwracalny, zatem ciekawito mnie, jak ten efekt bedzie przebiegal w kontekscie wielu
generacji bakterii. Zeby unikna¢ induktora ekspresji genu C, uzytam plazmidu p24 (C+R-

M-+), ktéry niesie gen C pod kontrolg naturalnego konstytutywnego promotora. Plazmid
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ten wprowadzitam do komoérek MG1655WT rac+ (Materiaty 3.1.). Po otrzymaniu
transformantéw komorki pasazowatam do swiezej pozywki, o oK. 25 pokolen stosujgc
presje selekcyjng w postaci antybiotykoodpornos$ci niesionej przez plazmid. Na poczatku
eksperymentu wszystkie komorki byty filamentujgce i tworzyly mate kolonie. Z czasem

zaobserwowalam dwa rozne typy morfologii: mate, filamentujace i duze o normalnej

morfologii (Ryc. 21.).

Ryc. 21. Obraz przedstawiajacy pasazowane kolonie wysiewane na ptytke LB-agar z
odpowiednim antybiotykiem. Zotta strzalka oznaczytam kolonie maty, filamentujaca
charakterystyczng dla szczepu MG1655WT z aktywnym genem C, natomiast czerwong strzatka
duza niefilamentujacg kolonig.

Nastepnie przeliczalam stosunek kolonii o tych dwoch morfologiach w
procentach w zaleznosci od generacji bakterii. Tendencja pokazywata silny wzrost liczby
komorek duzych — niefilamentujacych w stosunku do matych — filamentujacych. W ok.
75 generacji komorek, wigkszo$¢ z nich juz utracita filamentacyjny charakter (Ryc. 22.).
Zatem badanie wykazalo, ze w komorkach jest silna presja, aby pozby¢ sie przyczyny
formowania si¢ filamentoéw. Jesli przyczyna ta jest na poziomie genetycznym, by¢ moze
dochodzi do powstawania spontanicznych mutacji, ktore neutralizuja to zjawisko.
Dlatego postanowiliSmy sprawdzi¢, czy na koncu eksperymentu gen C niesiony przez
plazmid jest ciggle aktywny. Plazmid izolowatam z duzych kolonii 1 ponownie
transformowatam szczep MG1655 rac+. Za kazdym razem uzyskiwatam transformanty z
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komoérkami filamentujacymi, co wskazuje, ze gen C nie ulegl mutacji, a potencjalne

mutacje supresorowe mogty pojawic si¢ w genomie.

1 25 50 45

numer generacji

1,2

o < o o
N [N [=] [=) -

Stosunek gubienia rac+/C+ fenotypu (filamentéw)

o

B duze niefilamentujace kolonie Emate filamentujace kolonie

Ryc. 22. Utrata fenotypu filamentacyjnego w kolejnych generacjach: 1, 25, 50 i 70. Kolor szary
— male filamentujace kolonie, czarny — duze niefilamentujace.

5.8. Badanie ekspresji biatka FtsW w komérkach filamentujacych

Podziat komorki bakteryjnej zachodzi w jej centralnej czeSci i nastepuje po
zduplikowaniu DNA 1 rozdzieleniu go na dwa nukleoidy. Proces podziatu rozpoczyna si¢
od zlokalizowania FtsZ w centrum komorki i utworzenia przegrodowej struktury
pierscieniowej zwanej Z-ringiem. Gdy przegroda (septa) jest w peini uformowana,
pierScien Z znika, a komorki potomne oddzielaja si¢. Za tym procesem podaza
uporzadkowany zespot innych biatek (m.in.: FtsA, ZipA, FtsK, FtsQ, FtsL, FtsB, FtsW,
Ftsl, FtsN) (Hugonnet et al., 2016). Aby sprawdzi¢ mozliwag wzmozong aktywnos$¢
podziatéw komoérkowych w badanym przeze mnie modelu postanowitam wykorzystaé
biatko FtsW biorace udziat w podziale komoérki na péoznym etapie (Craven et al., 2022).
Do tego celu wykorzystatam plazmid pDSW360 (Materialy 3.2.) posiadajacy gen ftsW w
fuzji z genem GFP, ktory indukowatam za pomocg IPTG, aby uzyska¢ ekspresje tego

biatka fuzyjnego. Duza aktywnos$¢ biatka fluorescencyjnego GFP zauwazytam jedynie w
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wariancie, ktory znajdowat si¢ w dzikim szczepie MG1655 (Materiaty 3.1.)
zawierajacym pBAD-CWT (Materiaty 3.2.) oraz plazmid pDSW360 (Materiaty 3.2.).
Zatem fluorescencja, a co za tym idzie ekspresja biatka FtsW jest widoczna tylko przy

aktywnym biatku C w kombinacji w obecnos$cig rejonu rac (Ryc. 23.).

ara 0,1% PTG +IPTG

MG1655WT;
pBAD-CWT,
GFP-FtsW
plazmid

MG1655WT;
pBAD-CMUT
GFP-FtsW
plazmid

MG1655Arac
pBAD-CWT,
GFP-FtsW
plazmid

Ryc. 23. Mikroskopia ﬂuorescencyjna komorek bakteryjnych MG1655WT lub MG1655Arac z
wariantami plazmidow pBAD-CWT lub pBAD-Cmut i plazmidem syntetyzujacym biatko FtsW
(pDSW360) indukowane za pomoca IPTG.

W celu upewnienia sie, czy efekt widocznej fluorescencji GFP nie jest wynikiem
indukcji, ktéregokolwiek innego czynnika wystepujacego w tym modelu wykonatam
kolejna mikroskopi¢ fluorescencyjng. Przygotowalam jeden wariant, ten ktory
wykazywat zjawisko fluorescencji, czyli MG1655WT z plazmidami pBAD-CWT oraz
pDSW360 (Materiaty 3.2.) i przygotowatam z niego 4 osobne hodowle, do ktorych
dodawalam: glukozg, arabinoze, IPTG + glukoz¢ 1 IPTG + arabinozg. Nastepnie
przygotowatam preparaty do mikroskopii fluorescencyjnej. Wynik byt jednoznaczny,
mianowicie fluorescencja biatka GFP::FtsW wystepowata tylko w obecnos$ci aktywnego
biatka C oraz przy obecnosci rejonu rac. Fluorescencji nie zaobserwowatam przy dodaniu
samej glukozy, arabinozy, czy nawet IPTG z glukoza (Ryc. 24.). Co ciekawe,
przygladajac si¢ tym komorkom w powigkszeniu zauwazylam ciekawe zjawisko,
mianowicie akumulacje biatka GFP w pewnych miejscach wydtuzonej komorki
bakteryjnej (Ryc. 25.), ktore mozliwie wskazuja miejsce inicjacji tworzenia si¢ septy,
ktora ostatecznie nie doprowadza do rozdzielenia potomnych komoérek. Mozliwe, Ze to

zaburzenia ma charakter defektu regulacji tego procesu.
67



MG1655WT pBAD-CWT, GFP-FtsW plazmid
ara

IPTG + glu IPTG + ara

Ryc. 24. Mikroskopia fluorescencyjna komodrek bakteryjnych MG1655WT (Materiaty 3.1.) z
plazmidem pBAD-CWT (Materiaty 3.2.) oraz GFP-FtsW (pDSW360) (Materiaty 3.2.) po
dodaniu induktorow.

Ryc. 25. Mikroskopia fluorescencyjna wydtuzonych komorek bakteryjnych MG1655WT
(Materiaty 3.1.) posiadajacych rejon rac z aktywnym genem C indukowanym za pomoca
arabinozy oraz aktywnym biatkiem FtsW indukowanym za pomoca IPTG. Akumulacje GFP
zaobserwowatam tylko w komorkach filamentujacych.

Kolejno postanowitam zmierzy¢ intensywnos$¢ fluorescencji GFP. Aby to zrobi¢
hodowatam komorki MG1655WT i MG1655Arac przez noc z wytrzasaniem, a nastepnie
delikatnie osadzatam 1 zawieszalam w soli fizjologicznej. Mierzytam poziom
fluorescencji zebranych probek. Wyniki przedstawitam w postaci wykresu stupkowego.
Tylko aktywny gen C jest w stanie indukowac¢ wysoka ekspresje genu biatka fuzyjnego
GFP::FtsW (Ryc. 26.).
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Ryc. 26. Poziom biatka fuzyjnego GFP::FtsW wyrazony intensywnos$cia zielonej
fluorescencji. Indukcja GFP dla komorek niosgcych plazmidy (+) lub ich braku (-) mierzytam
za pomocg wzglednej fluorescencji w kontekscie: CWT (niebieskie stupki) i Cmut (zotte stupki).

FtsW jest integralnym biatkiem blonowym wymaganym do podziatu komorek

Escherichia coli (Boyle et al., 1997) i przypuszczalnie réwniez u innych bakterii. Jego

doktadna rola biochemiczna nie jest jeszcze znana. FtsW jest jednym z dziewigciu

podstawowych biatek podziatu komoérkowego u E. coli. Wszystkie z nich lokalizujg si¢

w miejscu podzialu (Mercer & Weiss, 2002). Wydaje si¢, ze w badanych przeze mnie

filamentach podziat komorkowy jest zaburzony. Stad tez mozliwa jest akumulacja biatka

FtsW w miejscu septy, jednak, komorki si¢ nie dziela, jak pokazatam na rycinie 25. Nie

jest do konca jasne, dlaczego wysoki poziom biatka FtsW jest zauwazalny tylko przy

aktywnym genie C.

5.9. Wplyw bialka C na ekspresje¢ genéw racR, ydaS oraz ydaT

ydaT

ydaS

racR

Ryc. 27. Schematyczna mapa genetyczna operonu ydaST oraz racR wraz z regionem

intergenowym (IGR).
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Postanowilam sprawdzi¢ wplyw biatka C na aktywno$¢ transkrypcyjna genow
racR, ydaS i ydaT (Ryc. 27.) w warunkach wzrastajacej ilosci biatka C w komorce
wykorzystujagc w tym celu promotor arabinozowy: od braku C (glukoza) do akumulacji
C (0,1% arabinoza). Rownolegle zaplanowatam badanie wplywu wariantu Cmut
(kontrola negatywna).

Do tego doswiadczenia wybratam komorki MG1655Arac, aby uniknaé wptywu
genu racR / ydaS / ydaT znajdujacych sie¢ w genomie. Do tej pory nie okreslono potozenia
ani aktywno$ci promotoréow tych genow. Komorki transformowatam najpierw
plazmidem pBAD-CWT Ilub pBAD-Cmut, a potem wprowadzalam plazmid z
odpowiednim wariantem genow racR, ydaS i ydaT w fuzji z genem reporterowym lacZ,
ktory zapewnia iloSciowy pomiar ekspresji genow. W tym celu wykonatam seri¢

konstruktow, ktora przedstawitam na rycinie 28 (Materialy 3.2.).

pLEX3BRacRI-long racR  :lacZ —
racR*

pLex3Bbox1MUT }g{ slacz —
racR

pLex3BracRyda$S E— racR ———— ydaS  :lacZ —_—

racR* ydaS*

pLex3BracR(inakty)ydaS —_— >s<— ydaS :lacZ —

racR ydaS*

pLex3BracRydaST —_ racR — ydaS — ydaT :lacZ —

racR*ydaS*ydaT*

pLex3bracR(inakty)ydaST ~—— >&<— yda$S — ydaT :lacZ -

racR ydaS*ydaT+*

pLex3bracR(inakty)
ydaS(inakty)ydaT — X—M — ydaT :lacZ —
racR ydaS-ydaT*

Ryc. 28. Schemat serii konstruktow wykorzystanych do modelu doswiadczalnego badajacego
wplyw biatka C na aktywno$¢ transkrypcyjna genow racR, ydasS i ydaT.

Zatem m6j model do§wiadczalny zawieral dwa kompatybilne plazmidy, pierwszy
— posiadajacy poszczegdlny wariant testowanych genéw w fuzji translacyjnej z genem
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lacZ oraz pBAD-CWT lub pBAD-Cmut dostarczajacy gen C typu dzikiego (WT) lub
mutanta genu C, pod indukowalnym promotorem arabinozowym.

Otrzymane transformanty hodowatam w pozywce minimalnej M9 (Materialy
3.6.3.) wykorzystujac glicerol jako zrodto wegla, a glukoze i rozne stezenia arabinozy do
uzyskania gradientu stezenia biatka regulatorowego C: 0; 0,001%; 0,01%; 0,1%. Poziom
aktywnosci transkrypcyjnej mierzytam w tescie ONPG, za$ aktywno$¢ LacZ wyrazatam

w jednostkach Millera (Metody 4.19.).

T R — moyv
P ——
A pLEX3BRacRI-long
o
racR :lacZ —
B ———
B pLex3Bbox1MUT oon IR,
o -
)( zlacZ —
0 50 100 150 200 250 300
0.1 5
0.01 5
C plLex3BracRydaS oon M,

e racR —- :lacz —_— 0:

0 50 100 150 200 250 300

D plLex3BracR(inakty)ydaS

T EE T —

0 50 100 150 200 250 300
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E pLex3BracRydaST oo

— racR — ydaS — ydaT :lacz

0 50 100 150 200 250 300

F plLex3BracR(inakty)ydaST oon W

E— >€<— yda$ — ydaT  :lacZ - s

G plex3BracR(inakty)ydaS(inakty)ydaT 0001 5

— >D<—>< — ydaT :lacZ — 5
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Ryc. 29. Schematyczne przedstawienie aktywnosci transkrypcyjnej poszczegdlnych genéw racR,
ydasS oraz ydaT wraz z ich nazwami (lewa strona). Uktad genetyczny zawierat dwa kompatybilne
plazmidy: wariant genow racR, ydaS oraz ydaT oraz pBAD-CWT lub pBAD-Cmut. Wptyw
biatka C (szare shupki) na aktywno$¢ transkrypcyjng poszczegélnych gendéw badalam w
obecnosci wzrastajacej ilosci biatka C. W komoérce wykorzystalam promotor arabinozowy: od
braku C (0,1% glukoza) do akumulacji C (0,1% arabinoza). Réwnolegle kontrolnie badatam
wplyw wariantu Cmut (biale shupki). Aktywno$¢ transkrypcyjna sprawdzanego genu
sprawdzatam w jego fuzji z genem reporterowym lacZ mierzalnym ilosciowo w tescie Millera z
ONPG (prawa strona) (Metoda 4.19.).

Reasumujgc wyniki z ryciny 29, z badan ekspresji poszczegdlnych genéw wynika, ze:
1) ekspresja genu ydaT w badanych warunkach nie zachodzi lub jest zablokowana,
2) ekspresja genu racR wplywa negatywnie na aktywnos¢ transkrypcyjna genu ydas,
ktora jest i tak na do$¢ niskim poziomie,
3) ekspresja genu CWT wptywa negatywnie na ekspresje genu racR,
4) wydaje sig, ze tylko gen racR (a nie ydaS, ani ydaT) jest wrazliwy na efekt biatka
C typu dzikiego, zatem mozliwa jest interakcja biatka C z rejonem DNA

kontrolujacym ekspresj¢ RacR.
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5.10. Czynniki transkrypcyjne i ich wplyw na ekspresje genoéw operonu RacR

Wydaje si¢ z literatury, ze RacR jest czynnikiem transkrypcyjnym (Bindal et al.,
2017; Krishnamurthi et al., 2017), ale z naszych analiz bionformatycznych wynika, ze
takze YdaS oraz YdaT mogg by¢ réwniez czynnikami transkrypcyjnymi. Wszystkie te
bialka sg relatywnie mate i posiadajag motywy wigzania z DNA. Postanowitam zbadac,
jak te przypuszczalne czynniki transkrypcyjne oraz regulator C wptywaja na ekspresj¢
genu racR w tescie in vivo. W doswiadczeniu tym wykorzystatam szczep E. coli
MG1655Arac, ktory zawierat dwa kompatybilne plazmidy: jeden z genem racR w fuzji z
genem reporterowym lacZ. Drugi plazmid ni6st czynnik transkrypcyjny (RacR, YdaS lub
gen C) typu dzikiego lub zmutowany (kontrolnie) pod indukowalnym promotorem
arabinozowym. Profile transkrypcyjne mierzytam za pomocg aktywnosci lacZ w
jednostkach Millera przy wzrastajacych stezeniach TF od 0 (glukoza) do najwyzszego
stezenia (0,1% arabinozy). Nie udato si¢ sklonowa¢ genu ydaT, takze go nie testowano.

Otrzymane wyniki pokazuja, ze racR hamuje wlasng transkrypcj¢ z promotora
racR, zatem jest autorepresorem. Ciekawe, ze profil ekspresji genu racR w obecnosci
gradientu stgzen represora RacR 1 biatka C jest porownywalny, poniewaz biatko C jest
zdolne do redukcji ekspresji racR, niemal w takim samym stopniu jak naturalny represor
RacR. Ponadto otrzymane wyniki wskazuja, ze biatko YdaS nie wptywa na ekspresje
genu racR w zadnym badanym stezeniu (jedynie niewielka réznica poziomu LacZ dla

YdaS wobec YdaSmut), w naszych warunkach (Ryc. 30.).
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Ryc. 30. Profil transkrypcyjny racR mierzony w tescie Millera. Kazdy model badawczy zawierat
dwa plazmidy: jeden z promotorem i genem racR w fuzji z genem reporterowym lacZ oraz drugi:
z badanym TF: C (granatowa linia), C-mut kontrolnie (jasnoniebieska linia), racR (brazowa linia),
racR-mut kontrolnie (pomaranczowa linia), ydaS (ciemnozielona linia), ydaS-mut kontrolnie
(jasnozielona linia). Stupki bledow wskazuja srednie odchylenia z trzech niezaleznych pomiarow.

5.11. Badanie zdolnoS$ci wiazania si¢ bialka C do rejonu rac

W celu sprawdzenia zdolno$ci wigzania si¢ biatka C przeprowadzitam test EMSA
(ang. Electrophoretic Mobility Shift Assay). Chciatlam sprawdzi¢, czy wynik
przeprowadzonych eksperymentéw in vivo byl spowodowany przez bezposrednie
wigzanie si¢ biatka C do rejonu rac w obrgbie promotora genu RacR. Za pomocg testu
EMSA mozna zbada¢ interakcje pomigdzy DNA, a biatkiem, ktore potencjalnie
rozpoznaje 1 oddzialuje z sekwencja DNA. Wykorzystuje si¢ zasade, ze powstaly
kompleks DNA-biatko migruje w zelu z mniejsza szybko$cig niz wolne DNA. Do
eksperymentu wykorzystatam dwa substratowe DNA. Jeden krotszy o dlugosci 175 p.z.,

ktory obejmowat operator genu racR i jego sekwencje kodujaca, oraz dtuzszy o dtugosci
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271 p.z., ktory obejmowat caly region migdzygenowy (IGR) pomig¢dzy genami racR, a
ydaS i czgsé sekwencji kodujacej racR (Materiaty 3.3.). DNA amplifikowatam metoda
PCR z jednym starterem wprowadzajacym znacznik fluorescencyjny Cy5 na koncu 5.
Kazda reakcje¢ wigzania przeprowadzatam z taka samg ilo§cig DNA (25nM) i rosngcym
stezeniem biatek CWT oraz Cmut jako kontrola negatywna (0; 500; 650; 800; 1000;
1150; 1300; 1500; 1750 nM) (Metoda 4.21.) (Ryc. 31.).

" rac+

-U.EUUUUH._

&=

CWT [0-1750nM]

rac+

11441010 1".

Cmut [0-1750nM]

rac-

'.i..liliib

CWT [0-1750nM]

Ryc. 31. Test EMSA sekwencji rac wiazacej biatko C. DNA substratowy o dtugosci 175 p.z.,
obejmowat operator genu racR i jego sekwencje kodujaca (0znaczony jako rac+). Kontrolnie
uzyto inny substrat DNA (tzw. sekwencje niespecyficzng - rac-) o zblizonej dtugosci. Czarng

strzalkg oznaczytam tworzacy si¢ kompleks o wolniej migrujgcy, natomiast biala — niezwigzane
DNA.

Analizujgc test EMSA, na krotszym fragmencie mogg potwierdzi¢ zmiane drogi
migracji DNA-biatko tylko dla kombinacji sekwencji racR+ i biatka CWT, ale nie dla
innych kontrolnych kombinacji, takich jak racR+ / Cmut lub racR- / CWT (Ryc. 31.).
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Natomiast jezeli chodzi o test EMSA wykonany w identycznych warunkach na
dhuzszym fragmencie, zmiang migracji DNA-biatko rowniez zaobserwowatam tylko dla
biatka typu dzikiego. Opo6znione kompleksy dla biatka typu dzikiego byty raczej rozmyte
i prawdopodobnie niestabilne, a przy wyzszym stezeniu prazek substratu DNA byt
niewidoczny (Ryc. 32.). Sekwencja DNA genu racR nie jest naturalnym celem wigzania

dla biatka C, dlatego spodziewalis$my si¢ raczej stabego wigzania.

T ICC '_

T

CWT [0-1750nM]

racR

el I

RSN T
0 R

Cmut [0-1750nM]
Ryc. 32. Wiazanie si¢ biatka C do sekwencji rac o dtugosci 271 p.z. zawierajacy caly rejon
intergenowy IGR (gorny zel) oraz brak wigzania dla kontrolnego biatka Cmut (dolny zel). Czarng
strzalka oznaczylam tworzacy si¢ kompleks, natomiast bialg — niezwigzane DNA.

5.12. Ustalenie miejsc wigzania bialka C do sekwencji nukleotydowej rejonu faga

kryptycznego Rac z uzyciem metody sladu DNA (ang. DNA footprinting)

Po przeprowadzonym tescie EMSA, ktory pokazal wigzanie si¢ biatka C do
sekwencji rac, do krétszego (175 p.z.) oraz dhuzszego (271 p.z.) substratu DNA (Wyniki

5.11.), postanowitam zmapowac¢ doktadne miejsce wigzania si¢ biatka C do tej sekwencji
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nukleotydowej. Metodg sladu DNA (ang. footprinting) (Metody 4.22.) mozna ustali¢
rejon wigzania si¢ biatka, niemal co do nukleotydu, ktory wynika z tego, ze DNazal nie

jest w stanie dokona¢ cigcia DNA, jesli ten rejon jest w kompleksie z biatkiem. W

pierwszym  etapie za  pomoca reakcji PCR  (startery = RACRplexC,

PFracRFLUO1Cy5znacznik (Materialy 3.3.) przygotowatam substratowy DNA o
dhugosci 175 p.z., ktory obejmowal sekwencj¢ kodujaca racR oraz rejon IGR. Powstaty

produkt wyznakowany znacznikiem fluorescencyjnym Cy5 uzylam jako substrat DNA

do przeprowadzenia eksperymentu in vitro.
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Ryc. 33. Mapowanie miejsca wigzania regulatora C w obrgbie rejonu faga rac z uzyciem testu
footprint. Czerwona klamra oznaczytam miejsca chronione przed cigciem DNazal. Uzyto
wzrastajacych stezen biatka CWT oraz Cmut oraz dwoch substratow DNA, typu dzikiego WT
oraz DNA z mutacja w obrebie tzw. ,,blokul” (5’-CTTAG-3" zmienionego na 5’-CGCAT-3’).
Sciezki oznaczone k stanowia kontrolg — substrat DNA wylacznie poddany dziataniu DNazyl.
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Przygotowany substratowy DNA byl identycznej dlugosci, jak ten w reakcji
EMSA. Przeprowadzitam test footprint przy uzyciu biatka C i jego wariantu Cmut jako
kontroli negatywnej (Metody 4.22.). Zaobserwowatam wyrazny region ochrony przed
cigciem DNazyl, ktorego nie byto na zelu w kontroli z uzyciem biatka Cmut (Ryc. 33.).
Sekwencja nukleotydowa tego rejonu zostata przeanalizowana pod katem podobienstwa
do tzw. sekwencji consensus wyznaczonej dla regulatora C: 5°-CTAAG-n5-CTTAG-3’,
ktore tworzg odwrdcone powtdrzenia rozdzielone Snt tgcznikiem (Rezulak et al., 2016).
ZnalezliSmy dwa miejsca 5’-CTAAG-3’ na komplementarnej nici DNA wobec nici
kodujacej gen racR, potozone blisko startu translacji genu racR. Sekwencje te moga
tworzy¢ dwie alternatywne, potencjalne sekwencje wigzania biatka C, tj. sekwencja
oznaczona jako ,,blokl” (5’-CTAAG-n5-CTTAA-3’) oraz ,blok2” (5’-CTAAG-n5-
ACCAC-3’) (Ryc. 33.). Sekwencja ,,blokul” roznita si¢ tylko Int od sekwencji consensus
biatka C, ale z uwagi na ich bliskos$¢ postanowilismy zweryfikowac, czy faktycznie tylko
,blok1” jest chroniony przed cigciem DNazal. Przygotowalismy substrat DNA, ktéry ma
zmutowang sekwencje ,,blokul”, tj. 5’-CTTAG-3> — 5’-CGCAT-3’. Zauwazylam ostre
prazki odpowiadajace produktom trawienia przez DNazel dla fragmentu DNA
zmutowanego, w obrebie rejonu, ktory uprzednio byt chroniony przed trawieniem (Ryc.
331 34).

Mimo to, postanowili§my takze wykluczy¢ mozliwo$¢ wigzania si¢ do obu
sekwencji ,,blokul” oraz ,,bloku2”. Przygotowali§my jeszcze jeden substrat DNA, tym
razem ze zmieniong sekwencja w obrebie ,,bloku2” (5’-CTTAG-3* — 5’-CGCAT-3") i
powtorzylismy procedure (Ryc. 34.). Wyniki pokazuja, ze taki zmieniony DNA wydaje
si¢ by¢ chroniony w rozpatrywanym rejonie, w odroznieniu od substratu ze zmutowanym
,,blokiem1”.

Reasumujac wyniki mapowania, wykazatam, ze biatko C wiaze si¢ do sekwencji
niepowigzane] z funkcja regulatora C, nie naturalnej 1 by¢ moze to wigzanie jest
»przypadkowe” z punktu widzenia fizjologii komorki. Niemniej jednak potozenie tej
sekwencji (5’-CTAAG-n5-CTTAA-3") w duzej bliskosci od kodonu startu translacji genu
racR moze wywiera¢ negatywny wptyw na ekspresj¢ represora RacR i jego regulonu.

Dodatkowo kontrolnie wykonatam roéwniez footprint w regionie intergenowym
(IGR) powyzej promotora genu racR, aby wykluczy¢ tam mozliwe dodatkowe miejsca
wigzania. Nie znalaztam zadnego dodatkowego obszaru chronionego przed DNazal poza

juz odkrytym obszarem w obrgbie ,,blokul” (Ryc. 35.).
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Ryc. 34. Mapowanie miejsca wigzania regulatora C w obrebie rejonu faga rac z uzyciem testu
footprint. Czerwona klamra oznaczytlam miejsca chronione przed cigciem DNazal. Uzyto
wzrastajacych stezen biatka CWT oraz trzech substratow DNA, typu dzikiego WT oraz DNA z
mutacja w obrgbie tzw. ,,blokul” Iub ,,bloku2” (5’-CTTAG-3’ zmienionego na 5’-CGCAT-3").
Sciezki oznaczone k stanowia kontrolg — substrat DNA wylacznie poddany dziataniu DNazyl.

Jednak analizy uzyskanego zelu ujawnily obecnos$¢ sekwencji, ktére byly
,,lepszym” substratem dla trawienia przez DNazgl (tzw. ,,hypersensitive site”), co zwykle
$wiadczy o tym, ze biatko C moze silnie zgina¢ DNA, co utatwia dostepnos¢ DNazyl w
innych regionach substratu. W tym wypadku region ten jest bogaty w adeniny (5'-
AAAAACACACA-3"), potozony jest w obrebie startu transkrypcji genu ydaS (Ryc. 35.).
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Ryc. 35. Test §ladu DNA (ang. footprinting) na matrycy DNA rejonu intergenowego faga rac.
Czerwong klamrg oznaczylam widoczne miejsca protekcji przed cigciem DNazyl. Ramka
oznaczylam wystepowanie miejsc tzw. ,,hypersensitive site”, gdzie sekwencja DNA byta bardziej
wrazliwa na cigcie DNazgl. Sciezki oznaczone k stanowig kontrolg — substrat DNA wylgcznie
poddany dziataniu DNazyl.
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5.13. Odzialywanie bialka RacR z rejonem rac

Do dalszych badan nad mechanizmem molekularnym wptywu biatka C na regulon

regulatora RacR potrzebny byt oczyszczony preparat biatka RacR.
5.13.1. Nadprodukcja i oczyszczanie biatka RacR

Do badania oddziatywan biatka RacR z rejonem rac potrzebowatam oczyscic to
biatko. W celu nadprodukcji biatka RacR skonstruowatam plazmid pET28a(+)racR
(Materiaty 3.2.), z wklonowanym genem racR z sekwencja znacznika histydynowego

(His-6) w ktorym ekspresja genu racR odbywa si¢ w uktadzie ekspresyjnym T7 (Tabor

& Richardson, 1985). Proby nadprodukcji RacR wykonatam w komoérkach E. coli
BL21(DE3), ER2566 oraz Rosetta(DE3) (Materiaty 3.1.). Najbardziej wydajna
nadprodukcja zaszta w komorkach E. coli BL21(DE3) i ER2566 (Rys. 36.). Z tego
powodu wybratam komorki E. coli BL21(DE3) do oczyszczania biatka RacR.

M 1 2 3 4 5 6

Ryc. 36. Rozdziat elektroforetyczny lizatow komodrkowych po nadprodukcji biatka RacR na
12,5% zelu poliakrylamidowym. 1. Probka przed indukcja w E. coli BL21(DE3), 2. Probka po
indukcji IPTG w E. coli BL21(DE3), 3. Probka przed indukcja w E. coli ER2566, 4. Probka po
indukcji IPTG w E. coli ER2566, 5. Probka przed indukcja w E. coli Rosetta(DE3), 6. Probka po
indukcji IPTG w E. coli Rosetta(DE3). M — wskaznik masowy bialek PageRuler Prestained
Protein Ladder. Czerwone strzatki oznaczaja pozycje nadprodukowanych bialek.
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Nadprodukowane rekombinowane biatka RacR z komorek E. coli BL21(DE3)
poddatam oczyszczaniu metoda chromatografii powinowactwa (Metody 4.13.) na
kolumnie TALON, ktéra to dzigki jonom kobaltowym umozliwia wigzanie znacznikow
His-tag czyszczonych biatek. Z kolejnych etapow oczyszczania pobieratam probki, ktore

nastepnie rozdzielatam na Zelu poliakrylamidowym w celu sprawdzenia obecnos$ci biatka
(Ryc. 37.).

Ryc. 37. Rozdziat elektroforetyczny preparatow biatkowych po nadprodukcji biatka RacR na
duza skalg w komorkach E. coli BL21(DE3) na 12,5% zelu poliakrylamidowym. 1,3,5,7 - probki
przed indukcja w E. coli BL21(DE3), 2,4,6,8 - probki po indukcji IPTG w E. coli BL21(DE3). M
— wskaznik masowy biatek PageRuler Prestained Protein Ladder. Czerwona strzatka oznacza
pozycje nadprodukowanego bialtka.

Po uzyskaniu osadow rekombinowanego biatka poddatam je lizie komodrkowe;j
wykorzystujac ultradzwigki - sonikacj¢ 1 odpowiednie etapy oczyszczania biatka. Na
kazdym etapie oczyszczania pobieralam probki oraz dokonywatam rozdziatu probek w

12,5% zelu poliakrylamidowym (Ryc. 38, 39).
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Ryc. 38. Rozdzial preparatow biatkowych z poszczegoélnych etapow oczyszczania RacR na
12,5% zelu poliakrylamidowym. Kolejno zostaly umieszczone probki: 1. Kontrola bez
nadprodukcji, 2. Nadprodukowane biatko, 3. Supernatant po sonifikacji, 4. Supernatant po
wirowaniu, 5. Osad po wirowaniu, 6. Przesacz, 7. Przemycie buforem NPi-10, 8. Przemycie
buforem NPi-20, 9. Pierwsza elucja biatka. M - wzorzec masowy bialek PageRuler Prestained
Protein Ladder. Czerwona strzatka oznacza pozycje nadprodukowanego biatka.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

~25 kDA

~18 kDA
~15 kDA

~10 kDA

Ryc. 39. Rozdzial preparatéw biatkowych z elucji biatkka RacR na 12,5% zelu
poliakrylamidowym. Kolejno zostaly umieszczone probki: 1-9 elucji biatka. M - wzorzec
masowy biatek PageRuler Prestained Protein Ladder. Czerwona strzatka oznacza pozycje
nadprodukowanego biatka.

Ostatecznie uzyskatam 4 ml preparatu RacR o st¢zeniu 0,5 mg/ml.
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5.13.2. Badanie interakcji bialka RacR z rejonem faga rac

W kolejnym kroku postanowitam przeprowadzi¢ test EMSA dla biatka RacR,
zeby zweryfikowa¢ wigzanie si¢ RacR do jego naturalnego miejsca wigzania w obrebie
promotora. Do eksperymentu wykorzystatam substratowy DNA o dtugosci 271 p.z. (ten
sam, co w przypadku eksperymentu EMSA dla CWT), ktory obejmowal caly region
mi¢dzygenowy (IGR) i czgs$¢ sekwencji kodujacej racR (Materiaty 3.3.). Kazdg reakcje
wigzania przeprowadzatam z takg samg iloscig DNA (25nM) i rosngcym stezeniem biatka
RacR (0; 27; 54; 81; 108; 135; 162; 189; 243; 300 nM). Jak mozna zauwazy¢ W
przeciwienstwie do wigzania si¢ biatka C do tego rejonu (Ryc. 31, 32) represor RacR
wiaze si¢ do badanej sekwencji DNA przy bardzo niskim stezeniu tego biatka — juz przy
33 nM. Ponadto eksperyment wykazywatl bardzo wyraznie tworzace si¢ wolno migrujace
kompleksy DNA-RacR, co wskazuje na silne i specyficzne wigzanie oraz mozliwo$¢

duzej oligomeryzacji biatka na substracie DNA (Ryc. 40.).

rackR

JERBERARA-

W o~ —

___—
RacR [0-300nM]

Ryc. 40. Wigzanie si¢ biatka RacR do sekwencji faga rac. Czarng strzatkg oznaczylam tworzacy
si¢ wolno migrujacy kompleks DNA-biatko, natomiast bialg — niezwigzane DNA.
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5.14. Odzialywanie kompetycyjne bialek C i RacR w obre¢bie rejonu faga rac

W nastepnej kolejnosci postanowitam przeprowadzi¢ reakcje EMSA z dwoma
czynnikami transkrypcyjnymi: bialkiem C i represorem RacR w interakcji z substratem
DNA, by zweryfikowa¢, czy biatka konkuruja o miejsce wigzania, czy moze w naszych
testowanych warunkach in vitro oba wigzania sa mozliwe, bez wypierania jednego z nich.
W celu wykrycia mozliwej interferencji w wigzaniu migdzy tymi dwoma represorami
wykonatam tzw. konkurencyjny EMSA. Do eksperymentu wykorzystalam ten sam
substratowy DNA o dtugosci 271 p.z., ktéry obejmowat caly region miedzygenowy (IGR)
1 czg$¢ sekwencji kodujacej racR (Materiaty 3.3.). Na poczatku dodatam do czterech
reakcji 1500 nM biatka C i inkubowatam przez 20 minut w temperaturze pokojowej, aby
utworzy¢ stabilny kompleks z DNA (reakcja 2, Ryc. 41.). Po uplywie tego czasu
dodawatam wzrastajace stezenie biatka RacR (0-270 nM), ktore rowniez inkubowatam
taki sam czas w takiej samej temperaturze. Na Rycinie 41 (lewy panel, reakcje 3-5) mozna
zaobserwowac, ze pomimo stabilnego zwigzanie si¢ biatka C, uzyskano kompleksy
wyzszego rzadu po dodaniu RacR (3-5 studzienka) i to kompleksy wolniej migrujace niz
sam kompleks DNA-RacR (reakcja 7). Nastepnie postanowitam sprawdzi¢ odwrotng
sytuacje, dlatego dodatam najpierw 108 nM biatka RacR do czterech reakcji (7-10
studzienka) i inkubowatam przez 20 minut w temperaturze pokojowej, po uptywie tego
czasu dodawatam wzrastajace stezenie biatka C (0-1750 nM do reakcji 8-10), ktore
rowniez inkubowatam taki sam czas w takiej samej temperaturze. Wydaje si¢, ze powstaja
kompleksy jeszcze wyzszego rzgdu w reakcjach z oboma biatkami, ale sa tak wolno
migrujace, ze rozdzielczos¢ zelu wydaje si¢ zbyt mata, aby wyciggnac¢ jednoznaczng
konkluzje. Mozliwe, Ze biatka wigza si¢ do tego samego rejonu (lub blisko potozonego)
DNA, ale nie sa w stanie zepchna¢ juz zwigzanego biatka. Mozliwe tez, ze r6znia si¢
powinowactwem do wigzania z DNA lub biatko RacR ma wiele miejsc wigzania, w
odrdznieniu od pojedynczego miejsca wigzania regulatora C okreslonego w sekwencji
sasiadujacej ze startem translacji genu racR.

Z tego powodu postanowiono, doktadnie okresli¢ miejsce wigzania represora
RacR podejmujac podejscie eksperymentalne wykorzystane wczesniej, czyli reakcje typu

test sladu DNA (ang. footprint).
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Ryc. 41. Test konkurencyjnego wigzania si¢ biatek: regulatora C oraz represora RacR do tego
samego substratu DNA. Lewy panel: w warunkach ustabilizowanego wigzanie si¢ biatka C
(20min), dodawano wzrastajace stezenie RacR, jak zaznaczono na rycinie. Prawy panel: najpierw
dodawano represor RacR w st¢zeniu wysycajacym wigzanie si¢ DNA, a po inkubacji 20
minutowej dodawano wzrastajace st¢zenie regulatora C.

5.15. Ustalenie miejsca wiazania bialka RacR do sekwencji nukleotydowej rejonu

faga rac zawierajacej rejon intergenowy

W kolejnym tescie chciatam ustali¢ miejsce wigzania biatka RacR do sekwencji
nukleotydowej rejonu faga rac, ktory obejmowat caty region miedzygenowy (IGR) i
cze$¢ sekwencji kodujacej racR (Materiaty 3.3.), identyczny do tego wczesniej
uzywanego, takze w reakcjach EMSA.

Tym razem test sladu DNA (ang. footprinting) z bialkiem RacR pokazat duze
rejony protekcji przed cigciem DNazgl rozdzielone miejscami wyraznego cigcia (Ryc.
42.), co $wiadczy o tym, ze w badanym obszarze moze znajdowac si¢ kilka miejsc
wigzania DNA. Pobiezna analiza sekwencji DNA wskazata na obecnos¢ wielu
odwroconych powtorzen, zatem w kolejny etapie staratam si¢ skorelowaé pozycje
wystepowania odwrdoconych powtdrzen z rejonem protekcji przed cigciem DNazal
(sekwencje na czerwono, Ryc. 42.), by wyodrebni¢ potencjalny motyw wigzania si¢ RacR
do DNA.
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RacR
DNA:WT+IGR 03000

_CT A G

1 5AATGAACTCCAAAAACACACAGAAA
TATTAGGCGACGCCTAACGCAATTGT
CAATAGGCTGTGCCTAATGCAGTAAG
GGTAGGGATTGCCTAATGTAATGCGC
ATAGGAGAATATTAAGCAATGCTTAGT
GGTAAAGACTTAGGCCGAGCGATAG

AGCAGGCCATTAAC 3

Ryc. 42. Test sladu DNA (ang. footprinting) na matrycy rejonu faga rac wraz z rejonem
intergenowym z uzyciem bialka RacR. Czerwong klamrg na Zelu oznaczytam widoczne
miejsca wigzania si¢ biatka oraz czerwonym kolorem na sekwencji DNA. Znalaztam
dziewie¢ domniemanych miejsc wigzania represora RacR, ktore oznaczyltam
podkresleniem w sekwencji DNA. W sekwencji pogrubitam kodon start dla racR. Sciezki
oznaczone k stanowig kontrolg — substrat DNA wylacznie poddany dziataniu DNazyl.
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5.16. Analiza in silico regionu intergenowego pomiedzy genem racR, a ydaS

Kolejno, postanowitam przeprowadzi¢ analiz¢ poréwnujaca sekwencje
nukleotydowe w rejonie intergenowym pomiedzy genem racR, a ydaS dla okoto 18
roznych gatunkéw w rodzinie paleczek jelitowych, dla ktorych stwierdzono
wystepowanie genu racR, w tym: Escherichia marmotae, Escherichia albertii, Shigella
flexneri, Proteus mirabilis, Salmonella enterica, Klebsiella quasipneumoniae oraz
Klebsiella pneumoniae (Ryc. 43. A). Analiza ta miata za zadanie pom6c okre$lic motyw
wigzania RacR. Znalaztam kilka sekwencji palindromowych, ktorych lokalizacja
pokrywa si¢ z eksperymentalnie wyznaczonymi miejscami wigzania si¢ RacR do
wlasnego promotora. Z tych sekwencji postanowitam stworzyé LOGO, ktore okresla
motyw DNA, do ktorego wigze si¢ represor RacR (Metody 4.24.) (Ryc. 43. B). Sekwencje
te, jak poszczegolne wyznaczone przeze mnie operatory, mogg by¢ wigzane z réznym
powinowactwem, poniewaz zawieraja pojedyncze zmiany w nukleotydach.
Zaproponowatam ogolny proponowany motyw wigzania biatka RacR do sekwencji
intergenowej w postaci sekwencji 5°-T/ATAGGC-n3-GCCTAT/a-3* (Ryc. 43. C). Ten
motyw wystapit w czterech miejscach w badanym substracie DNA, pokrywajac region
pomigdzy genami ydaS i racR (trzy operatory) oraz jest obecny w sekwencji kodujace;j
racR. Ta czwarta pozycja wigzania RacR nie zostata oznaczona jako operator, bo nie
zawiera kompletnego odwroconego powtorzenia. Wydaje sig, ze odwrocone powtdrzenia
moga by¢ wigzane przez homodimer represora RacR.

Ciekawe, ze wlasnie pozycja czwarta wigzania RacR pokrywa miejsce

wyznaczone dla wigzania si¢ biatka C (Ryc. 43. A).
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A +1 racR

E. col. K-12 GTC EATTGCCTABINESY GCECHTIEG AT TABIGCBATGCTT. GTRAAAGAMTTRGGCCGAGCERUNN
E. mar. RHBSTW-00814 [ENSB T A GGCT. TGE GAECLTHEG ATTARGCEATGCTTA GTRAAAGAMTTRGGCCGAGC iy
E. alb. 07-3866 GTC TGi GRECLITHEG ATTABGCEATGCTTA GTAAAGASTTRGGCCGAGCHIEEN
E. alb. 2014C-4356 [ENSBT A GGCT. TGﬁ GAECETIAEG ATTARGCEATGCTTA GTRAAAGAMTTRGGCCGAGC iy
E. alb. 2012EL-1823B GTC TAi GARECLITHEG ATTABGCEATGCTTA GTAAAGASTTRGGCCGAGCHIEEN
S. fle. FDARRGOS_714 G CGiG GCECEITINEG el T TAMGCEATGCTTA GTARAGASTTRGGCCGAG 7eN
P. mir. PmSC1111 A ~TTGCCTAC—A§ LTRR .G T AT TARGCIAT GCT TARBGGTARAGANT TRIGGCCGAG 7oy
P. mir. FDARRGOS_ 81 R TAGGCTAMGCCTAA -TTGCCT‘C—Ai ATRR.G:T ATTAGGCUATGCTTA GTARAGAWTTRIGGCCGAG 7eN
P. mir. T21 B TAGGCTARGCCTAA ‘TTGCCTAC—Ai ATRL.G.T PATTASGCIATGCT TARMGGTAAAGANT TRGGCCGAGC oy
P. mir. AR 0058 Fa -TTGCCTAC-AE ATRL G-T AT TASGCWATGCT TARGGTARAGANT TRGGCCGAGC Iy
P. mir. ChSC1905 B 'TTGCCT‘C—Ai LTAL . GLT AT TASGOWATGCT TARGGTARAGANT TRGGCCGAGC 2
P. mir. K670 Fa -TTGCCT‘C—Ai ATRL G-T AT TASGCWATGCT TARGGTARAGANT TRGGCCGAGC oy
P. mir. AR 0155 pa ATTGCCTA g ATRR.G.T PATTASGOWATGCT TARGGTARAGANT TRGGCCGAGCER:A
S. mar. Dbll i Npieloloyw . —Co CLTAATTGT WA TTASGCAATGCT TABMGGTAAAGAET GGECEﬂG C
S. ent. SA20121591 T ATTGCCTA -Ci CGTTATTATE TTAGGCEATGCT TABMGGTAAAGARTTRGGCCGAGC HEr:Y
K. qua. D120-1 G ATTGCCTA —;iT ALG=TTAT ATTARGCEATGCTT GTAAAGA!T EGGCCGAGCEnuNe
K. pne. B16RP0198 G ATTGCCTA —GiT ALGETTAT ATTARGCEATGCTT GTAAAGA“T EGGCCGAG C
K. pne. Cl6RP0O077 G ATTGCCTABECHNBEvACEENp S ATTABSGCEATGCTT. GTAAAGAET EGGCCGAGC C
Consensus .atatTAGGCTA.GCCTAATa|.a.aatcalaTAGGaATTGCCTA ..Caat..g.a.agaaGAttATIAgGCaﬁTEﬁTTAgtGGTAAAGA.TTaGGCCGhG-gat.
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Ryc. 43. A — Poréwnanie sekwencji nukleotydowej rejonu intergenowego pomiedzy genem racR, a ydaS oraz poczatek startu transkrypcji dla genu racR
oznaczony czerwong ramkg. Czarne wyrdznienie tekstu pokazuje identyczno$¢ sekwencji (100%), a szare — wysoki stopien podobienstwa. B — 3 loga (Metody
4.24.) z wyznaczonymi zakonserwowanymi nukleotydami w analizowanym regionie oznaczone czarng ramka w konsensusie (A). Czerwong ramka oznaczytam
proponowany motyw wigzania biatka RacR. C — Proponowany motyw wigzania biatka RacR do sekwencji intergenowej oraz swojej kodujace;.
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Z uwagi na wyznaczenie czterech sekwencji oddziatywania z DNA, gdzie kazda
pojedyncza sekwencja moze by¢ miejscem wigzania monomeru RacR, a palindromu —
wigzaniem homodimeru RacR, postanowiliSmy zbadaé status oligomeryczny biatka
RacR. W tym celu przeprowadzono saczenie molekularne na kolumnie Superdex 75
10/300 GL (Metody 4.14.). Najpierw wykonano doswiadczenia niezb¢dne do
wyznaczenie krzywej kalibracyjnej z wykorzystaniem zestawu do kalibracji filtrow
zelowych dla niskiej masy czgsteczkowej (Ryc. 44. A). W wyniku rozdziatu probki biatka
RacR uzyskano pojedynczy szczyt o objetosci elucyjnej wynoszacej 8,21 ml o
wyznaczonej masie 151,165 kDa (Ryc. 44. B). Bioragc pod uwage sekwencje
aminokwasowa monomeru rekombinowanego biatka RacR z obecnym znacznikiem 6his,
to przewidywana masa czgsteczkowa wynosi dla monomeru 18,5 kDa. Otrzymany wynik

pokazuje, ze biatko RacR w badanych warunkach przyjmuje forme¢ jednorodnego

oktameru w roztworze.

10 9 151,165
147 66 43 2 124
o4
5 oy '
2 ] !
=
= 7
=}
E 6 4
=)
=]
[
=
Q4
=1
=
= .
= 34
[=}
z 21
14
0
5 6 7 H] 9 10 11 12 13 14
Objetosé elucji (mL)
04
y=-0.2018x + 1,5411
033 4 CytochromC RE=0973
03 Inhibitor trypsyny
’ *
02
2 o
Ve
*
0,15
Albuminajaja kurzego
0.1 *
. h Dehydrogeneza
, Albumins soonicy aholons
0,05 ) )
B RaR
0 T T T T T T d
42 44 46 48 5 52 34
Log MW (kDa)

Ryc. 44. A — Saczenie molekularne biatka RacR. Czerwong strzatka oznaczytam szczyt elucji dla
biatka RacR. Potozenie wzorcoéw masy czasteczkowej pokazatam szarymi strzatkami. B —
Krzywa kalibracyjna zostata wyznaczona poprzez rozdziat bialek wzorcowych na kolumnie
Superdex-75 10/300 GL (Citiva). Czerwonym kwadratem oznaczytlam mase¢ biatka RacR na
krzywej.
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6. Dyskusja

Reakcja krzyzowa (ang. cross-talk) pomiedzy dwoma bakteryjnymi czynnikami
transkrypcyjnymi: regulatorem ekspresji systemu restrykcyjno-modyfikacyjnego

oraz represorem defektywnego profaga

Powyzsze badania wykazaly wazng role czynnikow transkrypcyjnych (TF)
pozyskanych na drodze horyzontalnego transferu genow w reakcjach modulowania
ekspresji genow gospodarza. W dodatku, pokazaly, ze wnikajacy do komorek gospodarza
DNA, nawet pochodzacy z blisko spokrewnionego organizmu, jesli koduje gen
regulatora, to jest w stanie zaktocac sie¢ regulatorowa gospodarza. Poprzez regulatorowy
»cross-talk” zwykle rozumie si¢ przypadkowa reakcj¢ krzyzowa czynnika
transkrypcyjnego z miejscem DNA, poza swoistym naturalnym celem (ang. off-target
site) w odroznieniu do specyficznej reakcji TF z naturalng sekwencjg DNA (ang. target
site). Zwykle TF, ktory wigze DNA spoza swojego naturalnego celu okresla si¢ jako TF
Hhiewierny”, czy o ,rozluznionej specyficznosci” (ang. promiscous TF) (Taylor et al.,
2022). Oddziatywanie takiego TF z DNA moze by¢ ciagle reakcja specyficznego
wigzania DNA, mozliwe, ze przypadkowa i nie zawsze o znanej funkcji czy roli.

Na Rycinie 45A przedstawitam warunki fizjologiczne dla badanego modelu
operonu racR — ydaST w komorkach E. coli. Represor RacR wigze si¢ w regionie
intergenowym blokujac ekspresje genéw ydaS oraz ydaT. Kiedy biatko regulatorowe C
zostaje wprowadzone do komorek, np. na drodze koniugacji, zaczyna wigzaé si¢ w
sekwencji promotorowej genu racR. Przez to wigzanie zahamowana zostaje ekspresja
genu racR. Z kolei niewystarczajaca ilo$¢ represora RacR prowadzi do de-represji ydaS
oraz ydaT, co w rezultacie prowadzi do powstawania filamentéw komorkowych o
nieznanym podtozu molekularnym (Ryc. 45. B). Moje wyniki wskazuja na konkretne
miejsce w genomie E. coli, w regionie profaga Rac, w ktorym regulon pod kontrolg biatka

RacR jest zaktocany i ten sygnat skutkuje zmiang fenotypu bakterii (Ryc. 45. C).
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Ryc. 45. ,,Cross-talk” pomiedzy dwoma czynnikami transkrypcyjnymi: biatkiem C pochodzacym
z systemu R-M Csp231l oraz represorem defektywnego faga Rac. A — w warunkach
fizjologicznych, gdy biatko C nie jest obecne, represor RacR wigze si¢ W regionie intergenowym,
co blokuje aktywnos¢ ydaS oraz ydaT. Ich ekspresja jest catkowicie wyciszone. B — Kiedy gen
biatka C zostaje wprowadzony do komorki na plazmidzie, jego ilo$¢ pozwala na zwigzanie si¢ do
promotora wlasnego genu C, ale takze zaczyna wigza¢ si¢ w sekwencji genu racR. Wigzanie to
prowadzi do zahamowania ekspresji genu racR. Brak represora RacR prowadzi do de-represji
ydaS oraz ydaT. Aktywno$¢ YdaS oraz YdaT powoduje powstawanie filamentow
prawdopodobnie przez przypuszczalng toksyczng aktywno$¢ biatka YdaT. C — zmapowane
miejsce zaktocania regulonu RacR w rejonie profaga Rac w genomie E. coli. Miejsce wigzania C
oznaczylam pomaranczowa ramka, zas wigzania RacR oznaczytam niebieska ramka. Sekwencja
kodujaca gen racR jest na niebiesko, z pogrubionym startem transkrypcji.

E. coli K-12 MG1655 ma jeden z najlepiej zbadanych genomow (Hu et al., 2009),
ale jeszcze nie wszystkie geny zostaly scharakteryzowane (Gao et al., 2021). TF
odgrywaja najwazniejsza role w regulacji ekspresji genéw 1 funkcjonowaniu sieci
genetycznych, mimo tego, réwniez jeszcze nie wszystkie zostaly scharakteryzowane
(Gao et al., 2018). Czynniki transkrypcyjne E. coli K-12 zostaly podzielone na 4 grupy
na podstawie liczby docelowych miejsc regulacyjnych, ktore tworzg strukture
przypominajaca sie¢ pajgcza. Regulacja tej sieci jest najwazniejsza dla podstawowych
procesow zyciowych bakterii. Czynniki transkrypcyjne o zasiggu globalnym beda
tworzyly wokot siebie gesta sie¢. Posiadaja one wiele miejsc docelowych, w
przeciwienstwie do czynnikow transkrypcyjnych o zasiegu lokalnym (Shimada et al.,
2021; Yan et al., 2010). Kolejna grupa sktada si¢ z czynnikéw transkrypcyjnych
zwigzanych z nukleoidami (NAP). Sa one zaangazowane w organizacje 1 utrzymanie
struktury nukleoidu, co silnie wptywa na ekspresje genow (Kroner et al., 2019). Czynniki
transkrypcyjne takze odgrywaja wazng rol¢ w adaptacji do warunkow $rodowiska (van

Hijum et al., 2009). W sumie kontroluja one ponad tysigc genoéw, jednak trudno jest
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przeanalizowa¢ efekt pojedynczego TF podczas badan laboratoryjnych, ze wzgledu na
caly repertuar wspotistniejgcych regulatorow (Ishihama, 2010). Ponadto kazdy czynnik
transkrypcyjny jest tak dostrojony, aby dziata¢ mniej specyficznie i wptywac na duze
grupy gendow (regulony) lub by¢ wysoce specyficznym 1 dziata¢ w obrebie regulacji
pojedynczego genu. Co ciekawe, wickszos¢ TF rozpoznaje drugorzedowe miejsca
docelowe, co powoduje wigkszg ztozono$¢ systemow regulacyjnych i przyczynia si¢ do
powstawania reakcji krzyzowych typu ,,cross-talk” (Wunderlich & Mirny, 2009).

Zjawisko takie moze wprowadza¢ zaktocenia w normalnie funkcjonujgcej
komorce. Moze mie¢ pozytywne lub negatywne implikacje dla komoérki (Rowland et al.,
2017). Jezeli fragment DNA, ktory niesie TF, zostat wprowadzony poprzez horyzontalny
transfer genéw (HTG) do nowego gospodarza sprawa jest jeszcze bardziej
skomplikowana. Wprowadzenie modutu genetycznego w tym wypadku na plazmidzie
wymusza petienie swoich funkcji jednoczesnie nie zaktocajac dziatania istniejacej juz
sieci genetycznej gospodarza (Davids & Zhang, 2008).

Moja praca pokazuje przyklad wzajemnego oddziatywania regulacyjnego
pomiedzy czynnikiem transkrypcyjnym (bialtko C), ktére pochodzi z systemu R-M
(Citrobacter sp.), a represorem RacR kontrolujagcym geny profaga Rac (Escherichia coli).
Oba gatunki bakterii sg blisko spokrewnione. Nalezg do rodziny Enterobacteriaceae.
Odkrycie, ze biatko C wigze si¢ z regionem promotorowym uktadu R-M, jak i z miejscem
racR spowodowalo, ze zajetam si¢ dalszg analiza tego zjawiska na poziomie
molekularnym.

Operony niosace biatko C w procesie HTG mogg zabija¢ lub obniza¢ zywotno$¢
nowych gospodarzy, ktorzy posiadajg region Rac w swoim genomie. Badania pokazuja,
ze tzw. niezgodno$¢ gendéw lub zaklocenie w funkcjonowaniu regulatorowych sieci
zaleznosci moze stanowi¢ bariere dla HTG (Thomas & Nielsen, 2005). Podobna
niezgodnos$¢ transkrypcyjna spowodowana przez tzw. ,,cross-talk” zostata opisana na
przyktadzie post-zygotycznej izolacji miedzy gatunkami. Jest to rodzaj izolacji
rozrodczej, ktora nie dopuszcza przeplywu gendéw, gdy dojdzie juz do zaptodnienia
miedzy blisko spokrewnionymi gatunkami (Tulchinsky et al., 2014). Jednak tamto
zaklocenie ma na celu ograniczenie hybrydyzacji miedzygatunkowej pomiedzy
spokrewnionymi grupami organizméw. Ma on shuzy¢ jako swoistego rodzaju bariera
gatunkowa. Reakcja krzyzowa (ang. cross-talk) zostata rowniez opisana na mniejsza

skalg — w celu rywalizacji samolubnych elementéw genetycznych (ang. ,,selfish genetic
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elements”). ,,Samolubny” cel to promowanie przetrwania ponad wszelkie inne korzysci
(Kobayashi, 2001). Aby odpowiedzie¢ sobie na pytanie, czy jest mozliwe wspoétistnienie
biatka C (lub jego homologu) z genami racR/ydaS/ydaT zostata przeprowadzona analiza
genomowa na grupie 495 zsekwencjonowanych genoméw E. coli. Ogodlnie
zidentyfikowano homologi biatka C tylko w 23 genomach ze wszystkich testowanych.
Wsrod tych wyszukanych 23, az 16 z nich nie zawierato genow racR ani ydaS. Natomiast
z tych 16 tylko jeden z nich posiadajgcy homolog biatka C posiadat réwniez geny
racR/ydaS/ydaT. Wspotwystepowanie wydaje si¢ rzadkie (Negri et al., 2019). Moze to
by¢ dowod na to, ze te czynniki transkrypcyjne podczas reakcji krzyzowej (ang. Cross-
talk) sa niezgodne i moga powodowaé $mier¢ gospodarza, dlatego ich ko-egzystencja jest
rzadka.

Docelowe miejsca wigzania DNA bialek C to tak zwane C-boxy. Sekwencja
konsensusowa dla dimeru C.Csp231I sktada si¢ z dwoch odwroconych powtdrzen (5°-
CTAAG-n5-CTTAG-3’) (Sorokin et al., 2009). Szukalismy takich miejsc w genomie E.
coli i zostaty znalezione, ale sekwencja rozdzielajaca (n) pomi¢dzy powtdrzeniami nie
byta réwna 5 (Ryc. 46.).

Lokalizacja chromosom E.coli Wyszukane sekwencje

1077641 1077654 CTAAGGGACTTAG

1144545 1144579 CTAAGTAATCACGCATCTGCGTGATGAAGCTTAG
2079989 2080010 CTAAGAGGACAGTCCTCTTAG

3597007 3597021 CTAAGGGCGCTTAG

3617341 3617362 CTAAGAGTAGTGTGCTCTTAG

3783082 3783094 CTAAGTACTTAG

3972924 3972956 CTAAGGCTATCCCTTTTTGCTGATAGCCTTAG
4235446 4235464 CTAAGGTTTTATCCTTAG

Ryc. 46. Potencjalne miejsca wigzania si¢ biatka C uwzgledniajac sekwencj¢ konsensusowa.
Podkreslenie — sekwencja rozdzielajaca powtorzenia.

Analizy transkryptomiczne wykazaty, ze gen racR moze odgrywac kluczowa role
regulatorowa W ekspresji genu profaga Rac (Negri et al., 2019). Zauwazylismy, ze gen
racR byl jedynym genem, ktorego ekspresja si¢ obnizyta, podczas ekspres;ji biatka C, w
przeciwienstwie do kilku genow sasiadujacych, ktorych ekspresja zostala znacznie
podwyzszona (nawet 70 razy). Sekwencja aminokwasowa RacR (158 aa) nie jest podobna
do biatka C (98 aa) (Ryc. 47.) mimo, ze oba biatka oddziatujg z zachodzacg na siebie
sekwencja DNA (Ryc. 45 C). Oba biatka to czynniki transkrypcyjne pochodzenia
lambdoidalnego z motywem HTH do interakcji z DNA (Bindal et al., 2017).
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Ryc. 47. Zestawienie sekwencji aminokwasowej biatka regulatorowego C i represora RacR.

Przeprowadzone przeze mnie testy in vivo wykazaly wptyw biatka C na ekspresje
racR, a doktadniej wyciszenie jego ekspresji. Sugeruje sig, ze tzw. ,,cross-talk” pomiedzy
czynnikami transkrypcyjnymi jest bardziej prawdopodobny w przypadku TF
rozpoznajacych krotsze sekwencje DNA Iub czgsciowo zdegenerowane (mozliwe
odstepstwo — mis-match od sekwencji consensus). W takim przypadku istnieje duze
prawdopodobienstwo, ze W genomie jest obecnych bardzo wiele miejsc, jednak o mniej
specyficznym wigzaniu (Stewart & Plotkin, 2013). Ponadto docelowe miejsca wigzania
sg robwniez narazone na stalg presje genetyczna, aby dostosowac wigzanie TF poprzez
mutacje punktowe, co napedza ewolucje sieci regulacyjnej (Payne & Wagner, 2014).
Niemniej jednak spodziewalismy si¢ znalez¢ wigzanie si¢ biatka C do sekwencji
podobnej do jej sekwencji konsensus. Znalezlismy jeszcze kilka sekwencji 5°-CTAAG-
3’ dla pojedynczego motywu rozpoznawanego przez biatko C w obrebie sekwencji
intergenowej pomigdzy ydaS i racR. Jednak tylko jedno miejsce odpowiadato sekwencji
konsensus, blisko miejsca translacji genu racR (5-CTAAG-n5-CTTAA-3’). Tylko jeden
nukleotyd, ktory podkreslitam jest rozny od sekwencji konsensus. W swojej pracy przy
uzyciu metod EMSA i §ladu DNA (ang. footprinting) potwierdzitam miejsce wigzania
biatka C z regionem faga rac (Ryc. 30,31,38,39). Hamowaniu ekspresji represora RacR
moze sprzyjac tendencja biatek C do silnego zginania DNA (Mruk & Blumenthal, 2009).
Ciekawe, ze profil hamowania transkrypcji genu racR, w zaleznosci od indukcji
arabinozy dla biatka C 1 RacR jest porownywalny, cO potwierdzitam w tescie
reporterowym in vivo (Ryc. 44.). To nie musi oznaczaé, ze st¢zenia komorkowe biatek sg

podobne przy tej samej ilosci induktora arabinozy. Przewidujemy, ze dimer biatka C, a
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nie monomer bedzie oddziatywac z wyznaczong sekwencja w tescie protekcji DNazyl
(Ryc. 38, 39). Co ciekawe, wydaje si¢, ze miejsce wigzania biatka C i RacR czgsciowo
nakladajg si¢ na siebie: 5'-ACTAAGCATTGCTTAATATTCTC-3'. Podkreslone
zostalo miejsce sekwencji konsensus dla biatka C, a pogrubione dla RacR (Ryc. 45.).
Ponadto nasze inne badania pokazuja, ze gdy oba bialka sg obecne razem, inicjacja
transkrypcji in vitro z promotora ydasS nie jest juz w pelni hamowana przez represor RacR.
Promotor ydaS (wspolny tez dla ydaT) jest bardzo silnym promotorem, co wynika z
analizy sekwencji oraz wynikow transkrypcji in vitro (Wisniewska et al., 2022). Jednak
in vivo jest ledwie wykrywalny (Ryc. 29.). Wyniki te moga odzwierciedla¢
wielowarstwowe interakcje migdzy biatkami C i1 RacR oraz regionem IGR pomig¢dzy
genami ydasS i racR.

Istnieja publikacje, ktére bazuja na modelach teoretycznych, majacych na celu
okreslenie mozliwych scenariuszy interakcji reakcji krzyzowych. Ponadto maja
sprawdzi¢, czy niewlasciwa regulacja gendéw moze wptywaé na adaptacyjng ekspresje
genow (Friedlander et al., 2016; Wagner, 2021). W rzeczywistosci dynamika interakc;ji
pomiedzy TF tworzy rOwnowage pomigdzy utrzymaniem specyficznos$ci wigzania, a
umozliwieniem tworzenia nowych interakcji, aby umozliwi¢ adaptacje sieci. Jesli nowo
powstale potgczenia (ang. rewiring) TF sa korzystne to utatwig ewolucje sieci (Taylor et
al., 2022). Czasami jest tak, jak w naszym przypadku, ze wyzwala toksyczng aktywnos¢
genéw, ktora jest wyciszona w normalnych warunkach (Negri et al., 2019). Istnieje
rowniez inny udokumentowany przyklad biatek regulatorowych C wystepujacych w
systemie R-M Typu I pochodzacego z bakterii Mycoplasma. Biatko to rowniez wykazuje
zdolno$¢ do interakcji z celami poza swoja naturalng sekwencja i rowniez w tym
przypadku interakcje te sa szkodliwe dla komorki bakteryjnej. Odkryto, Ze biatko C wiaze
przewidywane powtorzenia motywu 5’-GTGTTA-Ns-GTGTTA-3". Oprocz wiasnego
promotora operonu HsdC (naturalny cel) moze wigza¢ si¢ z promotorami genu biatka
opiekunczego clpB i genem tRNA-Met (gen trnM) (Fisunov et al., 2017). Badania
pokazuja, ze dodanie nowego potaczenia regulatorowego do istniejacej sieci moze
powodowac duze zaklocenia (Baumstark et al., 2015). Horyzontalny transfer genow z
udziatem TF jest zjawiskiem powszechnym, dlatego istnieje presja genetyczna na sie¢
regulacyjng, aby zapobiec powstawaniu zaburzen (Rowland et al., 2017).

Badane przeze mnie biatko C blokowato transkrypcje genu racR na etapie inicjacji

transkrypcji. Jednak takg samg funkcje mozna osiagna¢ poprzez blokowanie transkrypcji
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podczas etapu elongacji transkrypcji (Klimuk et al., 2018). W systemie R-M Kpn2I, ktore
réwniez zawiera biatko regulatorowe C zmapowano dwa miejsca wigzania w DNA, ale
w obrebie swojej sekwencji kodujacej genu C, blisko kodonu inicjatorowego ATG, co
prawdopodobnie tworzy silng blokade dla wydluzajacego sie¢ kompleksu polimerazy
RNA.

Wigkszo$¢ zsekwencjonowanych genomow E. coli ma przynajmniej czesé
sekwencji rac (Krishnamurthi et al., 2017). Region rac zawiera 29 gendéw, chociaz
niektore z nich nie zostaly scharakteryzowane, a ich powigzania genetyczne nie zostaly
okreslone (Ghatak et al., 2019). Profag Rac byl pierwszym defektywnym profagiem
lambdoidalnym odkrytym w genomie E. coli K-12 (Krishnamurthi et al., 2017). Jego
rozmiar i zawarto$¢ gendow roznig si¢ w zaleznosci od szczepow E. coli. Ocenia sie, ze
prawdopodobnie utracit 60% swojej pierwotnej zawartosci DNA. Wigkszo$¢ z
zsekwencjonowanych genomow E. coli ma przynajmniej czgs¢ gendw rac (Casjens,
2003). Tylko kilka z nich jest wysoce konserwowanych w tym gen recE, zaangazowany
w alternatywny szlak rekombinacji homologicznej oraz trkG kodujacy permeazg jonow
potasu (Krishnamurthi et al., 2017). Gen represora RacR zawiera motyw HTH (helisa-
skret-helisa) i jest spokrewniony z represorem lambda CI (15% identycznos$ci wedtug
dopasowania Needlemana-Wunscha). Jego usunigcie jest nieprzezyciowe (ang. essential
gene) (Krishnamurthi et al., 2017). Kolekcja Keio mutantow delecyjnych pojedynczych
gen6éw E. coli nie zawiera szczepu AracR (Baba et al., 2006). Wydaje sie, ze represor
RacR jest gléwnym regulatorem sieci ekspresyjnej Rac, ktora wraz z sgsiednimi genami
ydaS i ydaT tworzy operon w genomie E. coli, uznawany za niezbedny (Krishnamurthi et
al., 2017; Bindal et al., 2017; Sorek et al., 2007). Profag Rac jest wysoce konserwowany
w genomie E. coli (Casjens, 2003). Badania pokazuja, ze profag ten i inne profagi
pomagaja komorkom E. coli wytrzymaé stres osmotyczny, oksydacyjny i kwasowy

tworzac biofilm (Wang et al., 2010).

Analogie rejonu racR — ydaST do regionu ,,decyzji” bakteriofaga A

Wsrod 29 gendw regionu rac wystepuja takze ydaS oraz ydaT, ktore posiadajg tylko
domniemane adnotacje dotyczace funkcji (Jobling, 2018). Zasugerowano, ze oba dziataja
w podobny sposob jak represory Cro i CII, ktére koordynuja ekspresje genow
bakteriofaga lambda zwigzang z tzw. decyzja wejscia w cykl lityczny, czy lizogeniczny
(Casjens, 2003). Jednak tylko biatko YdaS zawiera typowy motyw HTH. Mozliwe, ze
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toksyczna aktywnos$¢ operonu ydaST wynika z obecnos$ci waznego przetacznika
genetycznego (ang. genetic switches) dla ydaS (regulatora) w celu aktywacji genu ydaT
poprzez wspolny promotor. Toksycznos¢ komodrkowa, objawiajgca si¢ rozlegly
filamentacjg komorek moze zatem pochodzi¢ wytacznie od biatka YdaT. To pokazuje
nicodzowng rolg represora RacR w sieci regulowania ekspresji genow profaga Rac.
Mechanizm toksyczno$ci YdaT nie jest zrozumialy, podobnie jak jego funkcja w sieci
profaga Rac. W trakcie naszej pracy znalezliSmy bardzo bliskg analogi¢ regionu IGR
zlokalizowanego miedzy genami racR i ydaST do tzw. regionu decyzyjnego
liza/lizogenia pomiedzy genami Cl i Cro bakteriofaga lambda (Ryc. 48.) (Ptashne, 2011).
Zostalo to rowniez zauwazone przez innych badaczy (Krishnamurthi et al., 2017; Jobling,
2018; Jurenas et al., 2021).
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Ryc. 48. Schematyczne przedstawienie podobienstwa gendw wchodzacych w sktad faga Rac do
Lambdy. Opracowatam na podstawie (Jurenas et al., 2021).

Potwierdzamy, ze RacR ma podobienstwa funkcjonalne do represora ACI (jest takze
oktamerem w roztworze), a takze YdaS przypominajgce biatko ACro, ktore promuje
przejscie transkrypcji faga A do cyklu litycznego. YdaS dziata jako autorepresor, ale
wydaje si¢, ze RacR silniej hamuje ekspresj¢ ydaS, pomimo ze promotory racR wydaja
si¢ by¢ stabsze niz pojedynczy promotor ydaS. Wiedza o sile promotoréw wynika z badan
transkrypcji in vitro (Wisniewska et al.,, 2022). Skuteczne hamowanie ydaS
zaobserwowali$my przy bardzo niskim st¢zeniu RacR zaréwno w eksperymentach in
vivo, jak i in vitro (Wisniewska et al., 2022 Ryc. 2 i 7). Fakt ten moze wskazywac, ze
RacR ma wigksze powinowactwo do operatora 1 w obrebie sekwencji promotora ydas.
Jest to kolejne podobienstwo jak wigzanie Cro/CI do operatora (Or) (Ptashne, 2011).
Wykorzystujac metod¢ $ladu DNA (ang. footprinting) zidentyfikowatam doktadng
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lokalizacje¢ miejsca wigzania si¢ represora RacR, okreslong jako trzy odwrocone
powtdrzenia (operatory), ktore nieznacznie réznig si¢ migdzy soba sekwencja (Ryc. 43.),
podobnie jak trzy operatory A OR dla CI i Cro (Ptashne, 2011). Jedna z publikacji
wyznacza wigzanie si¢ RacR do sekwencji 5°- TTAGGC-n3-GCCTAA-3’ oraz pokazuje,
ze wystgpuja wymienione sekwencje w trzech miejscach regionu IGR —w sumie 6 miejsc
wigzania (Ryc. 49.). Wykonany zostal rowniez test EMSA pokazujacy wigzanie si¢ biatka
RacR do IGR (Krishnamurthi et al., 2017). Zgadzam si¢ z tym, Ze wigzanie tam wystepuje
natomiast opierajac si¢ na moich badaniach in vitro (Ryc. 43.) uwazam, ze znajdujg si¢
tam trzy miejsca wigzania (trzy operatory, kazdy wigze dimer RacR), a ponadto czwarty
operator w sekwencji kodujacej racR wydaje si¢ najbardziej rézny od sekwencji

konsensus, ale tam rowniez wystgpuje wigzanie (Ryc. 43.).

A #ﬂ’ 123bp IGR m*

tagttctcttttttc&fcgaatgaactccaaaaacacacagaaataTTAGGCgacGCCTAAcgcaattgtca
ATAGGCtgtGCCTAAtgcagtaagggtagGGATTGCCTAA tgtaatgcgcataggagaatattaag
caatgcttagtggtaaagacTTAGGCcga

B '

tagttctctttttitcatcgaatgaactccaaaaacacacagaaataTTAGGCgacGCCTAAcgcaattgtca
ATAGGCigtGCCTAAtgcagtaagggtagggattGCCTAALgtaatgcgcATAGGAgaataTTAAG
CaatGCTTAGtggtaaagacTTAGGCcga

Ryc. 49. Sekwencja DNA regionu intergenowego pomigdzy genami racR oraz ydaS (123 p.z.). A
— sekwencja IGR z zaproponowanym miejscem wigzania RacR. Opracowatam na podstawie
Krishnamurthi et al., 2017 B — sekwencja IGR z miejscem wigzania wyznaczonym na podstawie
badan sladu DNA (ang. footprinting). Na czerwono oznaczytam +1 ydaS oraz +1 racR. Duze
litery oznaczaja wyznaczone sekwencje wigzania RacR.

Moje wyniki wskazuja na duze podobienstwo profaga Rac do A, jednakze wystepuja takze
roéznice. ACro hamuje ekspresj¢ represora Cl. YdaS nie wydaje si¢ ostabia¢ ekspresji racR
(Ryc. 30.). Pomimo wystepowania podobienstw w organizacji promotora i operatora obu
fagow, roznig si¢ one regulacja. Ponadto miejsce operatora 3 (0znaczonego przeze mnie
jako Oz Ryc. 43. A,B) racR naktada si¢ na sekwencj¢ kodujaca genu racR.

Najnowsze badania nad profagiem lambdoidowym E. coli CP-933P, ktory jest
podobny do profaga Rac, rowniez sugerujg analogie do A (Jurenas et al., 2021). Wydaje

si¢, ze PaaR2 jest analogiem czynnika transkrypcyjnego RacR. Tam miejsca wigzania
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PaaR2 sg obecne w regionie mi¢dzygenowym pomiedzy genami paaR2 i ydaS, tworzac
cztery odwrdcone powtorzenia, ktére nie nakladaja sie na sekwencje kodujaca.
Przeciwienstwem jest aktywno$¢ biatka YdaT. Biatko profaga CP-933P nie ma zadnych
skutkow toksycznych (Jurenas et al., 2021). YdaT pochodzace od profaga Rac prowadzi
do filamentacji komorek, co nie wynika z indukcji odpowiedzi SOS (Ryc. 11.). Regulacja
profaga Rac i funkcje obejmujacych go gendéw, roznig si¢ od innych systemdéw opisanych

do tej pory oraz wymagajg dalszych badan.
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7. Podsumowanie

Powyzsze badania wykazaly wazng rol¢ czynnikow transkrypcyjnych (TF)
pozyskiwanych na drodze horyzontalnego transferu genow w reakcjach modulowania
ekspresji genow gospodarza na poziomie globalnym. W toku naszych badan
zauwazyliSmy, ze wprowadzenie na plazmidzie gendéw systemu restrykcyjno-
modyfikacyjnego (R-M) Typu Il - Csp2311, skutkuje cickawym zjawiskiem tworzenia si¢
drastycznie wydtuzonych komorek E. coli.

e Ustalitam, ze za zjawisko to odpowiedzialne jest biatko regulatorowe C, o
aktywnos$ci czynnika transkrypcyjnego, autorepresora, dedykowanego do regulacji
ekspresji genow systemu R-M.

e Biatko C wigze si¢ do sekwencji tzw. C-box w obrebie swojego promotora, ale takze
jak wykazatam jest zdolne do wigzania si¢ do sekwencji genu racR w rejonie profaga
Rac w genomie E. coli K-12 MG1655.

e  Okreslitam dodatkowe (poza naturalnym celem) miejsce wigzania regulatora C: 5°-
CTAAGCATTGCTTAA-3’ i wykazalam, ze ta sekwencja jest tez miejscem
wigzania si¢ bialka RacR o aktywnosci autorepresora oraz jednocze$nie represora
sgsiednich genow: ydaS oraz ydaT o nieznanej funkcji.

e  Wykazatam, ze wigzanie biatka C skutkuje zakldceniem funkcjonowania regulonu
RacR, tzn. prowadzi do znacznego spadku ekspresji genu racR, co z kolei wpltywa
na de-represje ydasS i ydaT.

e Aktywnos$¢ YdaS i YdaT (przypuszczalnych czynnikdw transkrypcyjnych) prowadzi
do formowania si¢ filamentow komorkowych, w procesie niezaleznym od
komodrkowej odpowiedzi SOS, 1 zwigzane jest prawdopodobnie z zaburzeniem
podziatow komoérkowych 1 segregacji komorek potomnych.

e  Ustalitam, ze ekspresja regulatora C zmniejsza zywotno$¢ komorek E. coli MG1655,
a nawet prowadzi do ich $mierci. Jednakze, w ciagu kilkudziesigciu generacji
komorka spontanicznie jest w stanie zmieni¢ fenotyp i zatrzymac proces filamentacji
na drodze nieznanego mechanizmu.

e Nie jest jasne, czy zjawisko reakcji krzyzowej pomiedzy czynnikami
transkrypcyjnymi: biatka C i represora RacR sa przypadkowe, ale otrzymane wyniki
pokazuja przyktad zdarzenia horyzontalnego transferu genow, ktére moze prowadzi¢
do zmniejszenia zywotnosci komorek gospodarza, a nawet jego $mierci. By¢ moze

zjawiska te sg czeste, lecz niedostrzegane 1 przez to nie do$¢ wnikliwie badane.
101



8. Literatura

Alekshun, M. N., & Levy, S. B. (1997). Regulation of chromosomally mediated multiple
antibiotic resistance: the mar regulon. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 41(10),
2067-2075.

Anderson, J. J., Quay, S. C., & Oxender, D. L. (1976). Mapping of two loci affecting the
regulation of branched-chain amino acid transport in Escherichia coli K-12. Journal of
Bacteriology, 126(1), 80—90.

Atlung, T., & Ingmer, H. (1997). H-NS: a modulator of environmentally regulated gene
expression. Molecular Microbiology, 24(1), 7-17.

Azam, T. A, Iwata, A., Nishimura, A., Ueda, S., & Ishihama, A. (1999). Growth phase-
dependent variation in protein composition of the Escherichia coli nucleoid. Journal of
Bacteriology, 181(20), 6361-6370.

Baba, T., Ara, T., Hasegawa, M., Takai, Y., Okumura, Y., Baba, M., Datsenko, K. A., Tomita,
M., Wanner, B. L., & Mori, H. (2006). Construction of Escherichia coli K-12 in-frame, single-
gene knockout mutants: the Keio collection. Molecular Systems Biology, 2, 2006.0008.

Babu, M. M., & Teichmann, S. A. (2003). Evolution of transcription factors and the gene
regulatory network in Escherichia coli. Nucleic Acids Research, 31(4), 1234-1244.

Bachmann, B. J. (1972). Pedigrees of some mutant strains of Escherichia coli K-12.
Bacteriological Reviews, 36(4), 525-557.

Bae, S. H., Liu, D., Lim, H. M., Lee, Y., & Choi, B. S. (2008). Structure of the nucleoid-
associated protein Cnu reveals common binding sites for H-NS in Cnu and Hha.
Biochemistry, 47(7), 1993—-2001.

Baumstark, R., Hidnzelmann, S., Tsuru, S., Schaerli, Y., Francesconi, M., Mancuso, F. M.,
Castelo, R., & Isalan, M. (2015). The propagation of perturbations in rewired bacterial gene
networks. Nature Communications, 6.

Bessaiah, H., Anamalé, C., Sung, J., & Dozois, C. M. (2021). What Flips the Switch? Signals
and Stress Regulating Extraintestinal Pathogenic Escherichia coli Type 1 Fimbriae (Pili).
Microorganisms 2022, Vol. 10, Page 5, 10(1), 5.

Bindal, G., Krishnamurthi, R., Seshasayee, A. S. N., & Rath, D. (2017). CRISPR-Cas-Mediated
Gene Silencing Reveals RacR To Be a Negative Regulator of YdaS and YdaT Toxins in
Escherichia coli K-12. MSphere, 2(6).

Bolivar, F., Rodriguez, R. L., Greene, P. J., Betlach, M. C., Heynker, H. L., Boyer, H. W., Crosa,
J. H., & Falkow, S. (1992). Construction and characterization of new cloning vehicles. Il. A
multipurpose cloning system. 1977. Biotechnology (Reading, Mass.), 24(2), 153-171.
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/344137/

102



Boyle, D. S., Khattar, M. M., Addinall, S. G., Lutkenhaus, J., & Donachie, W. D. (1997). ftsW is
an essential cell-division gene in Escherichia coli. Molecular Microbiology, 24(6), 1263-1273.

Browning, D. F., & Busby, S. J. W. (2004). The regulation of bacterial transcription initiation.
Nature Reviews Microbiology 2004 2:1, 2(1), 57-65.

Burgess, R. R. (2001). Sigma Factors. Encyclopedia of Genetics, 1831-1834.

Calvo, J. M., & Matthews, R. G. (1994). The leucine-responsive regulatory protein, a global
regulator of metabolism in Escherichia coli. Microbiological Reviews, 58(3), 466—490.

Capra, E. J., Perchuk, B. S., Skerker, J. M., & Laub, M. T. (2012). Adaptive mutations that
prevent cross-talk enable the expansion of paralogous signaling protein families. Cell,
150(1), 222.

Casadaban, M. J., & Cohen, S. N. (1980). Analysis of gene control signals by DNA fusion and
cloning in Escherichia coli. Journal of Molecular Biology, 138(2), 179-207.

Casjens, S. (2003). Prophages and bacterial genomics: what have we learned so far?
Molecular Microbiology, 49(2), 277-300.

Chen, S., Rosner, M. H., & Calvo, J. M. (2001). Leucine-regulated self-association of leucine-
responsive regulatory protein (Lrp) from Escherichia coli. Journal of Molecular Biology,
312(4), 625—-635.

Cho, B. K., Barrett, C. L., Knight, E. M., Park, Y. S., & Palsson, B. (2008). Genome-scale
reconstruction of the Lrp regulatory network in Escherichia coli. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, 105(49), 19462-19467.

Cho, B. K., Knight, E. M., Barrett, C. L., & Palsson, B. (2008). Genome-wide analysis of Fis
binding in Escherichia coli indicates a causative role for A-/AT-tracts. Genome Research,
18(6), 900.

Chubiz, L. M., Glekas, G. D., & Rao, C. v. (2012). Transcriptional Cross Talk within the mar-
sox-rob Regulon in Escherichia coli Is Limited to the rob and marRAB Operons. Journal of
Bacteriology, 194(18), 4867.

Cramer, P. (2002). Multisubunit RNA polymerases. Current Opinion in Structural Biology,
12(1), 89-97.

Craven, S. J., Condon, S. G. F., Vazquez, G. D., Cui, Q., & Senes, A. (2022). The coiled-coil
domain of Escherichia coli FtsLB is a structurally detuned element critical for modulating its
activation in bacterial cell division. Journal of Biological Chemistry, 298(1), 101460.

Davids, W., & Zhang, Z. (2008). The impact of horizontal gene transfer in shaping operons
and protein interaction networks--direct evidence of preferential attachment. BMC
Evolutionary Biology, 8(1).

103



Diederich, L., Roth, A., & Messer, W. (1994). A versatile plasmid vector system for the
regulated expression of genes in Escherichia coli. BioTechniques, 16(5), 916-918+923.
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/8068348/

Dorman, C. J. (2004). H-NS: a universal regulator for a dynamic genome. Nature Reviews.
Microbiology, 2(5), 391-400.

Feng, Y., & Cronan, J. E. (2012). Crosstalk of Escherichia coli FadR with global regulators in
expression of fatty acid transport genes. PLoS ONE, 7(9), 46275.

Fisunov, G. Y., Evsyutina, D. v., Manuvera, V. A., & Govorun, V. M. (2017). Binding site of
restriction-modification system controller protein in Mollicutes. BMC Microbiology, 17(1),
1-7.

Foo, Y. H., Spahn, C., Zhang, H., Heilemann, M., & Kenney, L. J. (2015). Single cell super-
resolution imaging of E. coli OmpR during environmental stress. Integrative Biology :
Quantitative Biosciences from Nano to Macro, 7(10), 1297-1308.

Friedlander, T., Prizak, R., Guet, C. C., Barton, N. H., & Tkacik, G. (2016). Intrinsic limits to
gene regulation by global crosstalk. Nature Communications, 7.

Gama-Castro, S., Jiménez-Jacinto, V., Peralta-Gil, M., Santos-Zavaleta, A., Peialoza-Spinola,
M. 1., Contreras-Moreira, B., Segura-Salazar, J., Mufiz-Rascado, L., Martinez-Flores, .,
Salgado, H., Bonavides-Martinez, C., Abreu-Goodger, C., Rodriguez-Penagos, C., Miranda-
Rios, J., Morett, E., Merino, E., Huerta, A. M., Trevifio-Quintanilla, L., & Collado-Vides, J.
(2008). RegulonDB (version 6.0): gene regulation model of Escherichia coli K-12 beyond
transcription, active (experimental) annotated promoters and Textpresso navigation.
Nucleic Acids Research, 36(Database issue), D120.

Gao, Y., Lim, H. G., Verkler, H., Szubin, R., Quach, D., Rodionova, I., Chen, K., Yurkovich, J. T.,
Cho, B. K., & Palsson, B. 0. (2021). Unraveling the functions of uncharacterized transcription
factors in Escherichia coli using ChIP-exo. Nucleic Acids Research, 49(17), 9696—9710.

Gao, Y., Yurkovich, J. T., Seo, S. W., Kabimoldayev, I., Drager, A., Chen, K., Sastry, A. v., Fang,
X., Mih, N,, Yang, L., Eichner, J., Cho, B. K., Kim, D., & Palsson, B. O. (2018). Systematic
discovery of uncharacterized transcription factors in Escherichia coli K-12 MG1655. Nucleic
Acids Research, 46(20), 10682—10696.

Ghatak, S., King, Z. A., Sastry, A., & Palsson, B. 0. (2019). The y-ome defines the 35% of
Escherichia coli genes that lack experimental evidence of function. Nucleic Acids Research,
47(5), 2446-2454.

Grainger, D. C., Hurd, D., Harrison, M., Holdstock, J., & Busby, S. J. W. (2005). Studies of the
distribution of Escherichia coli cAMP-receptor protein and RNA polymerase along the E. coli
chromosome. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America, 102(49), 17693-17698.

104



Grimbs, A., Klosik, D. F., Bornholdt, S., & Hitt, M. T. (2019). A system-wide network
reconstruction of gene regulation and metabolism in Escherichia coli. PLOS Computational
Biology, 15(5), e1006962.

Gruber, T. M., & Gross, C. A. (2003). Multiple sigma subunits and the partitioning of
bacterial transcription space. Annual Review of Microbiology, 57, 441-466.

Guo, Y., Quiroga, C., Chen, Q., McAnulty, M. J., Benedik, M. J., Wood, T. K., & Wang, X.
(2014). RalR (a DNase) and RalA (a small RNA) form a type | toxin—antitoxin system in
Escherichia coli. Nucleic Acids Research, 42(10), 6448—6462.

Guzman, L. M., Belin, D., Carson, M. J., & Beckwith, J. (1995). Tight regulation, modulation,
and high-level expression by vectors containing the arabinose PBAD promoter. Journal of
Bacteriology, 177(14), 4121-4130.

Handa, N., Ichige, A., Kusano, K., & Kobayashi, I. (2000). Cellular responses to
postsegregational killing by restriction- modification genes. Journal of Bacteriology, 182(8),
2218-2229.

Harari, O., Park, S. Y., Huang, H., Groisman, E. A., & Zwir, |. (2010). Defining the Plasticity of
Transcription Factor Binding Sites by Deconstructing DNA Consensus Sequences: The PhoP-
Binding Sites among Gamma/Enterobacteria. PLOS Computational Biology, 6(7), €1000862.

Holden, N. J., & Gally, D. L. (2004). Switches, cross-talk and memory in Escherichia coli
adherence. Journal of Medical Microbiology, 53(7), 585—-593.

Holland, A. M., & Rather, P. N. (2008). Evidence for extracellular control of RpoS proteolysis
in Escherichia coli. FEMS Microbiology Letters, 286(1), 50-59.

Hu, P., Janga, S. C., Babu, M., Diaz-Mejia, J. J., Butland, G., Yang, W., Pogoutse, O., Guo, X.,
Phanse, S., Wong, P., Chandran, S., Christopoulos, C., Nazarians-Armavil, A., Nasseri, N. K.,
Musso, G., Ali, M., Nazemof, N., Eroukova, V., Golshani, A., ... Emili, A. (2009). Global
functional atlas of Escherichia coli encompassing previously uncharacterized proteins. PLoS
Biology, 7(4), 0929—-0947.

Huang, H., Shao, X, Xie, Y., Wang, T., Zhang, Y., Wang, X., & Deng, X. (2019). An integrated
genomic regulatory network of virulence-related transcriptional factors in Pseudomonas
aeruginosa. Nature Communications 2019 10:1, 10(1), 1-13.

Hugonnet, J. E., Mengin-Lecreulx, D., Monton, A., den Blaauwen, T., Carbonnelle, E.,
Veckerlé, C., Yves, V. B., van Nieuwenhze, M., Bouchier, C., Tu, K., Rice, L. B., & Arthur, M.
(2016). Factors essential for L,D-transpeptidase-mediated peptidoglycan cross-linking and -
lactam resistance in Escherichia coli. ELife, 5(0CTOBER2016).

Igler, C., Lagator, M., Tkacik, G., Bollback, J. P., & Guet, C. C. (2018). Evolutionary potential
of transcription factors for gene regulatory rewiring. Nature Ecology & Evolution, 2(10),
1633-1643.

Ishihama, A. (2009). The Nucleoid: an Overview. EcoSal Plus, 3(2).

105



Ishihama, A. (2010). Prokaryotic genome regulation: multifactor promoters, multitarget
regulators and hierarchic networks. FEMS Microbiology Reviews, 34(5), 628—645.

Jensen, K. F. (1993). The Escherichia coli K-12 ‘wild types’ W3110 and MG1655 have an rph
frameshift mutation that leads to pyrimidine starvation due to low pyrE expression levels.
Journal of Bacteriology, 175(11), 3401-3407.

lishage, M., & Ishihama, A. (1998). A stationary phase protein in Escherichia coli with
binding activity to the major o subunit of RNA polymerase. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, 95(9), 4953.

Jishage, M., Kvint, K., Shingler, V., & Nystrom, T. (2002). Regulation of o factor competition
by the alarmone ppGpp. Genes & Development, 16(10), 1260.

Jobling, M. G. (2018). Ectopic Expression of the yda$S and ydaT Genes of the Cryptic
Prophage Rac of Escherichia coli K-12 May Be Toxic but Do They Really Encode Toxins?: a
Case for Using Genetic Context To Understand Function. MSphere, 3(2).

Jurenas, D., Fraikin, N., Goormaghtigh, F., de Bruyn, P., Vandervelde, A., Zedek, S., Jové, T.,
Charlier, D, Loris, R., & van Melderen, L. (2021). Bistable Expression of a Toxin-Antitoxin
System Located in a Cryptic Prophage of Escherichia coli 0157:H7. MBio, 12(6).

Kahramanoglou, C., Seshasayee, A. S. N., Prieto, A. I., Ibberson, D., Schmidt, S.,
Zimmermann, J., Benes, V., Fraser, G. M., & Luscombe, N. M. (2011). Direct and indirect
effects of H-NS and Fis on global gene expression control in Escherichia coli. Nucleic Acids
Research, 39(6), 2073.

Klimuk, E., Bogdanova, E., Nagornykh, M., Rodic, A., Djordjevic, M., Medvedeva, S., Pavlova,
0., & Severinov, K. (2018). Controller protein of restriction-modification system Kpn2I
affects transcription of its gene by acting as a transcription elongation roadblock. Nucleic
Acids Research, 46(20), 10810-10826.

Kobayashi, I. (2001). Behavior of restriction-modification systems as selfish mobile elements
and their impact on genome evolution. Nucleic Acids Research, 29(18), 3742—3756.

Kotelnikova, E. A., Makeev, V. J., & Gelfand, M. S. (2005). Evolution of transcription factor
DNA binding sites. Gene, 347(2), 255-263.

Krishnamurthi, R., Ghosh, S., Khedkar, S., & Seshasayee, A. S. N. (2017). Repression of YdaS
Toxin Is Mediated by Transcriptional Repressor RacR in the Cryptic rac Prophage of
Escherichia coli K-12. MSphere, 2(6).

Kroner, G. M., Wolfe, M. B., & Freddolino, P. L. (2019). Escherichia coli Lrp Regulates One-
Third of the Genome via Direct, Cooperative, and Indirect Routes. Journal of Bacteriology,
201(3).

Kurafeiski, J. D., Pinto, P., & Bornberg-Bauer, E. (2019). Evolutionary potential of cis-
regulatory mutations to cause rapid changes in transcription factor binding. Genome Biology
and Evolution, 11(2), 406-414.

106



Lamrabet, O., Plumbridge, J., Martin, M., Lenski, R. E., Schneider, D., & Hindre, T. (2019).
Plasticity of promoter-core sequences allows bacteria to compensate for the loss of a key
global regulatory gene. Molecular Biology and Evolution, 36(6), 1121-1133.

Lin, R., D’Ari, R., & Newman, E. B. (1992). Lambda placMu insertions in genes of the leucine
regulon: extension of the regulon to genes not regulated by leucine. Journal of Bacteriology,
174(6), 1948-1955.

Lin, S. H., & Lee, J. C. (2003). Determinants of DNA bending in the DNA-cyclic AMP receptor
protein complexes in Escherichia coli. Biochemistry, 42(17), 4809—4818.

McAdams, H. H., Srinivasan, B., & Arkin, A. P. (2004). The evolution of genetic regulatory
systems in bacteria. Nature Reviews. Genetics, 5(3), 169-178.

McFarland, K. A., Lucchini, S., Hinton, J. C. D., & Dorman, C. J. (2008). The leucine-responsive
regulatory protein, Lrp, activates transcription of the fim operon in Salmonella enterica
serovar typhimurium via the fimZ regulatory gene. Journal of Bacteriology, 190(2), 602—612.

Mercer, K. L. N., & Weiss, D. S. (2002). The Escherichia coli Cell Division Protein FtsW Is
Required To Recruit Its Cognate Transpeptidase, Ftsl (PBP3), to the Division Site. Journal of
Bacteriology, 184(4), 904.

Monteiro, L. M. O., Sanches-Medeiros, A., Westmann, C. A., & Silva-Rocha, R. (2019).
Modulating Fis and IHF binding specificity, crosstalk and regulatory logic through the
engineering of complex promoters. BioRxiv, 614396.

Mruk, ., & Blumenthal, R. M. (2009). Tuning the relative affinities for activating and
repressing operators of a temporally regulated restriction-modification system. Nucleic
Acids Research, 37(3), 983-998.

Mruk, 1., & Kaczorowski, T. (2007). A rapid and efficient method for cloning genes of type I
restriction-modification systems by use of a killer plasmid. Applied and Environmental
Microbiology, 73(13), 4286—4293.

Mruk, ., & Kobayashi, I. (2014). To be or not to be: regulation of restriction-modification
systems and other toxin-antitoxin systems. Nucleic Acids Research, 42(1), 70-86.

Negri, A., Jakalski, M., Szczuka, A., Pryszcz, L. P., & Mruk, I. (2019). Transcriptome analyses
of cells carrying the Type Il Csp231I restriction—modification system reveal cross-talk
between two unrelated transcription factors: C protein and the Rac prophage repressor.
Nucleic Acids Research, 47(18), 9542-9556.

Payne, J. L., & Wagner, A. (2014). The robustness and evolvability of transcription factor
binding sites. Science (New York, N.Y.), 343(6173), 875-877.

Perez-Rueda, E., Hernandez-Guerrero, R., Martinez-Nufiez, M. A., Armenta-Medina, D.,
Sanchez, ., & Ibarra, J. A. (2018). Abundance, diversity and domain architecture variability
in prokaryotic DNA-binding transcription factors. PLOS ONE, 13(4), e0195332.

107



Pleska, M., Qian, L., Okura, R., Bergmiller, T., Wakamoto, Y., Kussell, E., & Guet, C. C. (2016).
Bacterial autoimmunity due to a restriction-modification system. Current Biology : CB, 26(3),
404-409.

Ptashne, M. (2011). Principles of a switch. Nature Chemical Biology, 7(8), 484—487.

Reyes-Fernandez, E. Z., & Schuldiner, S. (2020). Acidification of cytoplasm in Escherichia coli
provides a strategy to cope with stress and facilitates development of antibiotic resistance.
Scientific Reports, 10(1).

Rezulak, M., Borsuk, I., & Mruk, I. (2016). Natural C-independent expression of restriction
endonuclease in a C protein-associated restriction-modification system. Nucleic Acids
Research, 44(6), 2646-2660.

Roberts, R. J., Belfort, M., Bestor, T., Bhagwat, A. S., Bickle, T. A., Bitinaite, J., Blumenthal, R.
M., Degtyarev, S. K., Dryden, D. T. F., Dybvig, K., Firman, K., Gromova, E. S., Gumport, R. I,
Halford, S. E., Hattman, S., Heitman, J., Hornby, D. P., Janulaitis, A., Jeltsch, A., ... Xu, S. Y.
(2003). A nomenclature for restriction enzymes, DNA methyltransferases, homing
endonucleases and their genes. Nucleic Acids Research, 31(7), 1805-1812.

Roberts, R. J., Vincze, T., Posfai, J., & Macelis, D. (2010). REBASE--a database for DNA
restriction and modification: enzymes, genes and genomes. Nucleic Acids Research,
38(Database issue).

Roesch, P. L., & Blomfield, I. C. (1998). Leucine alters the interaction of the leucine-
responsive regulatory protein (Lrp) with the fim switch to stimulate site-specific
recombination in Escherichia coli. Molecular Microbiology, 27(4), 751-761.

Rosanova, A., Colliva, A., Osella, M., & Caselle, M. (2017). Modelling the evolution of
transcription factor binding preferences in complex eukaryotes. Scientific Reports 2017 7:1,
7(1), 1-12.

Rowland, M. A., Abdelzaher, A., Ghosh, P., & Mayo, M. L. (2017). Crosstalk and the
dynamical modularity of feed-forward loops in transcriptional regulatory networks.
Biophysical Journal, 112(8), 1539-1550.

Schneider, R., Travers, A., & Muskhelishvili, G. (1997). FIS modulates growth phase-
dependent topological transitions of DNA in Escherichia coli. Molecular Microbiology, 26(3),
519-530.

Seshasayee, A. S. N., Sivaraman, K., & Luscombe, N. M. (2011). An overview of prokaryotic
transcription factors : a summary of function and occurrence in bacterial genomes. Sub-
Cellular Biochemistry, 52, 7-23.

Shen-Orr, S. S., Milo, R., Mangan, S., & Alon, U. (2002). Network motifs in the transcriptional
regulation network of Escherichia coli. Nature Genetics, 31(1), 64—68.

Shevtsov, M. B., Streeter, S. D., Thresh, S. J., Swiderska, A., McGeehan, J. E., & Kneale, G. G.
(2015). Structural analysis of DNA binding by C.Csp231l, a member of a novel class of R-M

108



controller proteins regulating gene expression. Acta Crystallographica Section D: Biological
Crystallography, 71(Pt 2), 398—-407.

Shimada, T., Ogasawara, H., Kobayashi, I., Kobayashi, N., & Ishihama, A. (2021). Single-target
regulators constitute the minority group of transcription factors in Escherichia coli K-12.
Frontiers in Microbiology, 12, 1646.

Shin, M., Song, M., Joon, H. R., Hong, Y., Kim, Y. J,, Seok, Y. J., Ha, K. S., Jung, S. H., & Choy,
H. E. (2005). DNA looping-mediated repression by histone-like protein H-NS: specific
requirement of Ec70 as a cofactor for looping. Genes & Development, 19(19), 2388.

Siryaporn, A., & Goulian, M. (2008). Cross-talk suppression between the CpxA—CpxR and
EnvZ-OmpR two-component systems in E. coli. Molecular Microbiology, 70(2), 494-506.

Sorek, R., Zhu, Y., Creevey, C. J., Francino, M. P., Bork, P., & Rubin, E. M. (2007). Genome-
wide experimental determination of barriers to horizontal gene transfer. Science (New York,
N.Y.), 318(5855), 1449-1452.

Sorokin, V., Severinov, K., & Gelfand, M. S. (2009). Systematic prediction of control proteins
and their DNA binding sites. Nucleic Acids Research, 37(2), 441-451.

Stewart, A. J., & Plotkin, J. B. (2013). The evolution of complex gene regulation by low-
specificity binding sites. Proceedings. Biological Sciences, 280(1768).

Tabor, S., & Richardson, C. C. (1985). A bacteriophage T7 RNA polymerase/promoter system
for controlled exclusive expression of specific genes. Proceedings of the National Academy
of Sciences of the United States of America, 82(4), 1074.

Tapias, A., Lépez, G., & Ayora, S. (2000). Bacillus subtilis LrpC is a sequence-independent
DNA-binding and DNA-bending protein which bridges DNA. Nucleic Acids Research, 28(2),
552.

Taylor, T. B., Mulley, G., Dills, A. H., Alsohim, A. S., McGuffin, L. J., Studholme, D. J., Silby, M.
W., Brockhurst, M. A., Johnson, L. J., & Jackson, R. W. (2015). Evolution. Evolutionary
resurrection of flagellar motility via rewiring of the nitrogen regulation system. Science
(New York, N.Y.), 347(6225), 1014-1017.

Taylor, T. B., Shepherd, M. J., Jackson, R. W., & Silby, M. W. (2022). Natural selection on
crosstalk between gene regulatory networks facilitates bacterial adaptation to novel
environments. In Current Opinion in Microbiology (Vol. 67, p. 102140). Elsevier Current
Trends.

Thomas, C. M., & Nielsen, K. M. (2005). Mechanisms of, and barriers to, horizontal gene
transfer between bacteria. Nature Reviews. Microbiology, 3(9), 711-721.

Tulchinsky, A. Y., Johnson, N. A., Watt, W. B., & Porter, A. H. (2014). Hybrid incompatibility
arises in a sequence-based bioenergetic model of transcription factor binding. Genetics,
198(3), 1155-1166.

109



Typas, A., & Hengge, R. (2006). Role of the spacer between the -35 and -10 regions in os
promoter selectivity in Escherichia coli. Molecular Microbiology, 59(3), 1037-1051.

van Hijum, S. A. F. T., Medema, M. H., & Kuipers, O. P. (2009). Mechanisms and evolution of
control logic in prokaryotic transcriptional regulation. Microbiology and Molecular Biology
Reviews : MMBR, 73(3), 481-509.

Vasu, K., & Nagaraja, V. (2013). Diverse functions of restriction-modification systems in
addition to cellular defense. Microbiology and Molecular Biology Reviews : MMBR, 77(1),
53.

Vijesurier, R. M., Carlock, L., Blumenthal, R. M., & Dunbar, J. C. (2000). Role and mechanism
of action of C. Pvull, a regulatory protein conserved among restriction-modification systems.
Journal of Bacteriology, 182(2), 477-487.

Wagner, A. (2021). Adaptive gene misregulation. Genetics, 217(3).

Wang, X., Kim, Y., Ma, Q., Hong, S. H., Pokusaeva, K., Sturino, J. M., & Wood, T. K. (2010).
Cryptic prophages help bacteria cope with adverse environments. Nature Communications
2010 1:1, 1(1), 1-9.

Wang, X., & Wood, T. K. (2016). Cryptic prophages as targets for drug development. Drug
Resistance Updates, 27, 30-38.

Wassarman, K. M., & Storz, G. (2000). 6S RNA regulates E. coli RNA polymerase activity. Cell,
101(6), 613-623.

Willett, J. W., Tiwari, N., Mdller, S., Hummels, K. R., Houtman, J. C. D., Fuentes, E. J., & Kirby,
J. R. (2013). Specificity residues determine binding affinity for two-component signal
transduction systems. MBio, 4(6).

Wisniewska, A., Wons, E., Potrykus, K., Hinrichs, R., Gucwa, K., Graumann, P. L., & Mruk, I.
(2022). Molecular basis for lethal cross-talk between two unrelated bacterial transcription
factors - the regulatory protein of a restriction-modification system and the repressor of a
defective prophage. Nucleic Acids Research, 50(19), 10964—-10980.

Woodcock, D. M., Crowther, P. J., Doherty, J., Jefferson, S., Decruz, E., Noyer-Weidner, M.,
Smith, S. S., Michael, M. Z., & Graham, M. W. (1989). Quantitative evaluation of Escherichia
coli host strains for tolerance to cytosine methylation in plasmid and phage recombinants.
Nucleic Acids Research, 17(9), 3469.

Wunderlich, Z., & Mirny, L. A. (2009). Different gene regulation strategies revealed by
analysis of binding motifs. Trends in Genetics : TIG, 25(10), 434—-440.

Yan, K. K., Fang, G., Bhardwaj, N., Alexander, R. P., & Gerstein, M. (2010). Comparing
genomes to computer operating systems in terms of the topology and evolution of their
regulatory control networks. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America, 107(20), 9186—9191.

110



Yona, A. H., Alm, E. J., & Gore, J. (2018). Random sequences rapidly evolve into de novo
promoters. Nature Communications 2018 9:1, 9(1), 1-10.

Zheng, D., Constantinidou, C., Hobman, J. L., & Minchin, S. D. (2004). Identification of the
CRP regulon using in vitro and in vivo transcriptional profiling. Nucleic Acids Research,
32(19), 5874-5893.

111



