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1. STRESZCZENIE

Replikacja DNA zachodzi w kazdej zywej komorce. Proces replikacji DNA pozwala
na zwielokrotnienie materiatu genetycznego i przekazanie go komoérkom potomnym.
Jednym z kluczowych etapow tego zjawiska jest inicjacja replikacji DNA. W origin
replikacji komoérek bakteryjnych, inicjacja replikacji DNA rozpoczyna si¢ od zwigzania
specyficznych sekwencji dwuniciowego DNA (dsDNA) przez bakteryjne inicjatory
replikacji. Oddziatywanie to, powoduje destabilizacj¢ dSDNA w rejonie bogatym w pary
AT (DUE), w ktorym dochodzi do rozplecenia podwdjnej helisy DNA. Powstate
fragmenty jednoniciowego DNA (ssDNA) sa rusztowaniem dla pozostatych biatek
replikacyjnych, ktore przylaczajac si¢, tworza kompleks przedreplikacyjny i synteza
nowej czasteczki DNA moze zosta¢ rozpoczgta. Dotychczasowe dane literaturowe
donosza, ze bakteryjne inicjatory replikacji, takie jak biatko DnaA, czy RctB oprocz
dsDNA, oddziatujg takze z ssDNA powstatym w rejonie destabilizacji. W czasie
prowadzonych przeze mnie badan, strukturalny i funkcjonalny charakter tworzacych si¢
kompleksow nukleoproteinowych inicjatorow bakteryjnych z DNA nadal pozostawatl
niewyjasniony. Rézne modele opisujace te zaleznosci zostaly zaproponowane. Dwa
modele: ,,two-state model” oraz ,,loop-back model” wydawaty si¢ by¢ najbardziej
prawdopodobne.

Plazmidy iteronowe to pozachromosomalne czasteczki DNA wystepujace w
bakteriach Gram-ujemnych, ktore przeprowadzaja proces replikacji niezaleznie od
chromosomu bakterii. Plazmidy iteronowe posiadaja wtasne inicjatory replikacji, biatka
Rep, ktore podczas inicjacji replikacji plazmidowego DNA wigzg zarowno powtdrzone

sekwencje w dsDNA, tzw. iterony, jak i SSDNA w rejonie DUE.

W przebiegu mojej pracy doktorskiej poddatam analizie strukturalno-funkcjonalnej
znaczenie oddziatywan bialek Rep (tj. TrfA, RepE oraz RepA) z ssDNA podczas inicjacji
replikacji wybranych plazmidéw iteronowych. Przeprowadzone analizy in vitro
wykazaly, ze interakcje biatek Rep z ssDNA, sg kluczowe na etapie otwierania origin
replikacji oraz sg kluczowe dla stabilnego utrzymania kompleksu otwartego. Zaburzenie
oddzialywania bialek Rep z ssDNA hamuje proces otwierania Origin oraz zajicie
kolejnych etapow inicjacji replikacji, tj. rekrutacj¢ i aktywacje helikazy oraz rozpoczecie
syntezy nowej czasteczki DNA. Ponadto w niniejszej pracy zostaly zdefiniowane

aminokwasy w biatkach Rep, TrfA i RepE, niezbedne do tworzenia si¢ kompleksow
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nukleoproteinowych z ssDNA. Aminokwasy te zostaly wytypowane na podstawie
analizy struktury krystalograficznej biatka RepE z ssDNA otrzymanej w naszym zespole,
analizy sieciowania biatek Rep z DNA potaczonego ze spektrometrig mas, porOwnania
struktur ll-rzedowych badanych biatek Rep, oraz analiz biochemicznych. Waznym
aspektem projektu jest uzyskanie w naszym zespole struktury krystalograficznej dla
potrojnego kompleksu nukleoproteinowego ssDNA-RepE-dsDNA. Struktura ta
udowadnia, ze biatka Rep moga w tym samym czasie oddziatywac z ssDNA i dsDNA.
Taki charakter strukturalny tworzacych si¢ komplekséw nukleoproteinowych w
plazmidowym origin replikacji, jest silnym dowodem wspierajacym stuszno$¢ modelu

,loop-back” opisujacego mechanizm inicjacji replikacji.
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ABSTRACT

DNA replication occurs in every living cell. The process of DNA replication allows
for the multiplication of genetic material and its transfer to daughter cells. One of the
key stages of this phenomenon is the initiation of DNA replication. In the bacterial origin
of replication, the replication initiation process begins with the binding of specific
double-stranded DNA (dsDNA) sequences by bacterial replication initiators. This
interaction causes destabilization of dSDNA in the AT-rich region, (DUE). This provides
to dsDNA melting. In consequence appearing single-stranded DNA (ssDNA) fragments
serves as a scaffold for the other replication proteins, which form a pre-replication
complex and enable beginning of a new DNA molecule synthesis. Literature data
indicated that bacterial replication initiators, such as DnaA or RctB proteins, not only
bind dsDNA but also interact with ssDNA formed after melting of the DUE region. At
the time of this project and my research, the structural and functional nature of the
nucleoprotein complexes of bacterial initiators with DNA still remained elusive. Various
models describing mechanism of replication initiation process have been proposed. Two
models: the "two-state model™ and the "loop-back model™ had the strongest support by

the experimental evidence.

Iteron plasmids are extrachromosomal DNA molecules found in Gram-negative
bacteria. They can replicate independently of the bacterial chromosome. Iteron plasmids
also have their own replication initiators, Rep proteins. During plasmid DNA replication
initiation, Rep proteins bind both, repeated sequences on dsDNA, called iterons, and
ssDNA within DUE region. In some cases, for the replication initiation process, iteron
plasmids also engage bacterial initiator, DnaA protein.

In this work, I described the structural and functional significance of the interactions
of Rep proteins (i.e. TrfA, RepE and RepA) with ssDNA during the DNA replication
initiation of selected iteron plasmids. Performed in vitro analyses of Rep-ssDNA
interaction showed that it is crucial at the origin opening step and for the open complex
formation and maintenance. Disruption of Rep-ssDNA complex formation inhibits the
process of plasmid DNA origin opening and inhibits further steps of replication initiation,
such as: helicase protein recruitment and activation, prereplication complex formation
and synthesis of a new DNA molecule. Moreover, in this work, we defined the amino
acid residues of Rep proteins, TrfA and RepE, responsible for such a nucleoprotein
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complexes formation. These amino acids were selected based on the: analysis of the
crystallographic structure of RepE-ssDNA complex, analysis of Rep protein cross-linked
with ssDNA fragments, combined with mass spectrometry (MS), comparison of the
secondary structures of the Rep proteins, and biochemical analyses. An important aspect
of this project was solution of crystallographic structure tripartite nucleoprotein complex
of ssDNA-RepE-dsDNA. Structure analysis proves that Rep proteins can interact both up
together with ssDNA and dsDNA. Obtained structural data strongly supports the validity
of the "back-loop” model proposed as a mechanism of replication initiation process of
bacterial DNA.
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2. WSTEP

W przyrodzie rozmnazanie jest podstawowym procesem zapewniajagcym przetrwanie
1 ewolucj¢ kazdego gatunku. Kazda klasa organizméw wyksztatcita swoisty mechanizm
rozmnazania, przekazujacy material genetyczny od organizmoéw rodzicielskich do
organizméw potomnych. W kazdym z tych przypadkow, aby material genetyczny mogt
zosta¢ przekazany, musi ulec zwielokrotnieniu. Odbywa si¢ to poprzez proces replikacji
DNA, ktorego efektem jest powstanie wiernych replik materialu genetycznego

(O’Donnell 1 wsp., 2013).

Pojecie replikacji DNA jest powszechnie znane, za§ sam proces intensywnie badany
od wielu lat. Pomimo obszernej wiedzy, proces ten nadal skrywa wiele niewiadomych.
Replikacja DNA zachodzi w komorkach kazdej z trzech domen zycia, Archeonow,
Bakterii i Eukariontow. Replikacja DNA jest podstawg proliferacji komorek, zas$ jej brak
moze doprowadzi¢ do ich $§mierci (Diehl i wsp., 2022; O’Donnell i wsp., 2013).

Pomimo roznic pomig¢dzy organizmami, proces inicjacji replikacji DNA przebiega
podobnie we wszystkich typach komorek. Niektére komorki oprocz wlasnego
genomowego DNA posiadaja réwniez pozachromosomalne czasteczki DNA, nazwane
plazmidowym DNA. Plazmidy nie sg niezb¢dne do przezycia komorki w optymalnych
dla niej warunkach, jednak moga przyczyni¢ si¢ do ich przetrwania w warunkach
stresowych. Plazmidy zawieraja geny kodujace, np. biatka odpowiedzialne za opornos¢
na antybiotyki, biatka pozwalajace gospodarzowi na metabolizm takich zwigzkoéw jak,
np.: kwas salicylowy, oktan, kamfor, czy toluen (Wlodarczyk, 2002). Kompleksy
tworzone w plazmidowym miejscu inicjacji replikacji DNA, tak zwanym origin (ang.
Origin of Replication, ORI), sktadaja si¢ z biatek replikacyjnych gospodarza oraz biatek
kodowanych w plazmidowym DNA. Replikacja plazmidowego DNA zachodzi
niezaleznie od chromosomalnego DNA gospodarza (Smyth i wsp., 2022). Plazmidy
iteronowe, ktore wystepuja w komorkach bakterii Gram-ujemnych, posiadaja
charakterystyczne powtorzone sekwencje zlokalizowane w miejscu inicjacji replikacji
origin, zwane iteronami. W plazmidowym DNA, iterony sg miejscem wigzania biatek
inicjujacych proces replikacji. Plazmidy iteronowe s3 modelowymi replikonami do
prowadzenia badan nad molekularnymi mechanizmami inicjacji replikacji DNA oraz do

analizy mechanizméw kontroli liczby kopii plazmidu w komoérkach bakteryjnych.
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Dotychczasowe badania dostarczyly podstawowa wiedze¢ na temat biologii plazmidow i
zwigzku pomigdzy plazmidowym DNA a komorkami gospodarza (Konieczny i wsp.,
2014). Pomimo pewnych roznic, proces replikacji plazmidowego DNA opiera si¢ na tych
samych podstawowych paradygmatach replikacji, co pozostale replikony bakteryjne
(Robinson i Bell, 2005).

Proces replikacji DNA mozna podzieli¢ na 3 gléwne etapy: inicjacje, elongacje i
terminacj¢. Kluczowym etapem jest inicjacja replikacji. Aby replikacja mogta by¢
zainicjowana, oprocz czasteczki DNA, wymagana jest obecno$¢ biatek inicjatorowych
zdolnych do strukturalnej modyfikacji DNA. Biatka inicjujace replikacje DNA powoduja
destabilizacje dwuniciowej helisy DNA w obrgbie origin replikacji w rejonie bogatym w
pary AT. W skutek destabilizacji DNA, dwuniciowa helisa, przy asyscie kolejnych biatek
uczestniczacych w inicjacji replikacji, zostaje rozpleciona do dwoch pojedynczych nici,
do ktorych moga przytaczaé si¢ kolejne bialka uczestniczgce w procesie inicjacji
replikacji oraz w syntezie DNA (Robinson i Bell, 2005; O’Donnell i wsp., 2013; Hu i
Stillmann B., 2023).

2.1. Inicjacja replikacji w komorkach eukariotycznych

Badania nad inicjacja replikacji w komoérkach eukariotycznych s3 intensywnie
prowadzone juz od wielu lat. Pomimo tego, ztozono$¢ mechanizmu replikacji 1 stopien
skomplikowania powstajacych komplekséw nukleoproteinowych w origin replikacji
znaczaco utrudnia ich analiz¢ (Jacob 1 Brenner, 1963; Parker i wsp., 2017). W ostatnich
latach, wraz z postgpem technologii, pojawito si¢ kilka przelomowych odkry¢,
pozwalajacych odpowiedzie¢ na niektore ze stawianych pytan. Dotychczas wigkszos¢
badan nad inicjacja replikacji eukariontéw prowadzonych bylo na kilku organizmach
modelowych, na przyktad: Saccharomyces cerevisiae (Li i wsp., 2018; Li i wsp., 2022;
James F. i Newlon C.S., 2001), Schizosaccharomyces pombe (Pichugina T. i wsp., 2016),
Drosophila melanogaster (Schmidt i Bleichert, 2020, Ciesielski i wsp., 2018; Kriegstein
i Hogness, 1974), czy Xenopus laevis (Haccard i wsp., 2023). Obecnie coraz wigcej badan
dotyczy rowniez procesu inicjacji replikacji oraz bialek w niej uczestniczacych
pochodzenia ludzkiego (Jaremko i wsp., 2020; Li i wsp., 2023; Nasheuer i Meaney,
2024). Synteza nowej nici DNA odbywa sie¢ w fazie S cyklu komérkowego, zas sam
mechanizm jest $cisle regulowany. Genom jest kopiowany doktadnie jeden raz na cykl
komorkowy (Costa 1 Diffley, 2022). Dodatkowo, ortologi wigkszosci kluczowych biatek

biorgcych udziat w inicjacji replikacji eukariotycznego DNA mozna znalez¢ u archeonow
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(Greco 1 wsp., 2020). Szczegélnie istotne dla eukariotycznych inicjatoréw jest
archeonowe biatko inicjujace Orcl/Cdc6, ktoére jest analogiczne do eukariotycznej
podjednostki Orcl kompleksu biatek rozpoznajacego origin replikacji (ang. Origin
Recognition Complex, ORC) i biatka Cdc6, ktore sg ze sobg spokrewnione pod wzgledem
sekwencji aminokwasowej (Dueber i wsp., 2007; Gaudier i in. wsp., 2007; Liang i wsp.,
1995; Liu i wsp., 2000; Singleton i wsp., 2004). Komorki eukariotyczne rozpoczynaja
replikacje w wielu miejscach origin rozmieszczonych punktowo na dlugosci catego

genomu.

5 ARS HEEEE——— ACS B2 B3 @ 3

Cdcé

Kompleks ORC Cdt1 MCM Abfl

Rycina 1. Schemat miejsca ARS u S. cerevisiae, jako przedstawiciela komérek eukariotycznych. Motyw ARS sktada
sie z trzech regionow: A, B, C. Region A zawiera sekwencje ACS, bedgcg miejscem wigzania ORC. Region B jest
podzielony na trzy sekwencje: B1, B2 i B3, ktore odpowiadajg za powinowactwo wigzania ORC, biatek MCM oraz
czynnikow transkrypcyjnych, tj. biatko Abfl. Region C zawiera miejsca wigzania czynnikéw transkrypcyjnych (Rycina
wykonana na podstawie Dao i wsp., 2019).

Genomy grzybow zwykle posiadajg wiele miejsc ORI na kazdym liniowym chromosomie
(Mechali, 2010). Drozdzowe origin replikacji jest ztozone ze 100-200 par zasad i nie
posiada struktury nukleosomu (Eaton i wsp., 2010). W origin replikacji komorek S.
cerevisiae znajduja si¢ sekwencje autonomicznie replikujace si¢ (ang. Autonomously
Replicating Sequences, ARS), ktore sktadajg si¢ z trzech regionow: A, B 1 C (Foureau 1
wsp., 2013) (Rycina 1). Region A zawiera bogatg w reszty tyminy (T) niepalindromowa
konserwowana sekwencje (ang., ARS Consensus Sequence, ACS) [5-
(T/A)TTTAT(A/G)TTT(T/A)-3] (Chang i wsp., 2008), ktdra jest niezbedna do wigzania
kompleksu biatek ORC (Rao i Stillman, 1995; Lee i Bell , 1997) (Rycina 1). Region B
sktada si¢ z trzech sekwencji, B1, B2 i B3. Element origin Bl odpowiada za
powinowactwo wigzania si¢ ORC w miejscu ACS (Rao 1 Stillman, 1995). Sekwencja
origin B2, jak donoszg dane literaturowe, jest to odwrdocona sekwencja miejsca ACS,
ktora prawdopodobnie jest drugim miejscem wigzania ORC i sktadania kompleksu
przedreplikacyjnego lub tez jest miejscem wigzania helikalnego biatka utrzymujacego
minichromosom (ang. Minichromosome Maintenance Protein, MCM) (Wilmes i Bell,
2002). Z kolei sekwencja B3 jest miejscem wigzania ogolnego czynnika

transkrypcyjnego, Abfl (ang. ARS binding factor 1). Abf1 jest biatkiem wigzgcym DNA.
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Bialko to odgrywa rol¢ w transkrypcji i moze wptywaé na struktur¢ chromatyny i
sktadanie nukleosoméw (Lipford i Bell, 2001, Ganapathi i wsp., 2011). Region C zawiera
miejsca wigzania czynnikow transkrypcyjnych, ktore stymuluja, lecz nie sa niezbgdne do
aktywacji elementow ARS. Region C stuzy réwniez jako platforma do wigzania kilku
bialek, np. Mcmlp (Chang i in., 2008), czy Abfl (Yarragudi i in., 2007) (Rycina 1).
Pomimo ze regiony A i B s3 elementami niezbednymi do skladania maszynerii
replikacyjnej, to region C jest miejscem ulegajacym destabilizacji i powstawania sSDNA,
tym samym jest istotnym elementem biorgcym udziat w procesie inicjacji replikacji u

drozdzy (Celniker i wsp., 1984).

W komorkach eukariotycznych biatka zaangazowane w proces inicjacji replikacji i w
proces sktadania kompleksu przedreplikacyjnego (ang. pre-Replication Complex, pre-
RC) to glownie ATPazy zwigzane z rdéznymi aktywno$ciami komoérkowymi (ang.
ATPase associated with various cellular activities, AAA+), z ktorych wicle
archeonowych struktur homologicznych zostato okreslonych za pomoca krystalografii
(Mott i Berger, 2007). U S. cerevisiae w procesie inicjacji replikacji biorg udziat biatka
kompleksu rozpoznajacego origin, ORC, ktory po raz pierwszy zostat zidentyfikowany
w tym organizmie i oczyszczony przez Bell i Stillmann (Bell i Stillmann, 1992). ORC
specyficznie wigze si¢ do miejsc w sekwencji ACS. Jednak aby rozpoznaé i stabilnie

zwigza¢ si¢ do ACS, ORC wymaga obecnosci ATP (Diffley and Cocker, 1992).

A B Cc
S. cerevisiae ORC-DNA complex D. melanogaster ORC-DNA complex H. sapiens ORC-DNA complex

Domeny biatka
ORC

O 0 O [ s

Rycina 2 Struktury nukleoproteinowe poszczegélnych komplekséw ORC z dsDNA: (A) S. cerevisiae (PDB: 5ZR1) (Li i
wsp., 2018), (B). D. melanogaster (PDB: 7JK5) (Schmidt i Bleichert, 2020), (C) H. sapiens. (PDB: 7JPS) (Jaremko i wsp.,
2020). Kolorami oznaczono poszczegdlne domeny komplekséw biatek ORC: z6tty — domena I, morski — domena |I,
pomaranczowy — domena lll, fioletowy — domena IV, rézowy- domena V, zielony —domena VI.
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ORC sktada si¢ z szesciu silnie konserwowanych pod wzgledem sekwencji 1 struktury
heterogennych podjednostek biatkowych. Biatka od Orcl do Orc5 zawieraja dwie
domeny, N-terminalng domen¢ AAA+ i domen¢ C-terminalng odpowiedzialng za
wigzanie Orcl-5 do DNA. W przypadku domen N-terminalnych, tylko domeny
podjednostek Orcl, Or4 i Orc5 zachowaly zdolno$¢ do wigzania ATP (Costa i Diffley,
2022; Bowers i wsp., 2004). C-terminalny koniec Orc6 jest zadokowany w Orc3,
natomiast samo Orc6 jest ztozone z powtarzajacych si¢ tandemowo struktur typu ,,cyclin-
box folds” (Bleichert i wsp., 2015; Miller i wsp., 2019). Dane krystalograficzne oraz dane
uzyskane z analiz kriomikroskopii elektronowej (ang. cryo-Electron Microscopy, cryo-
EM) wykazaly, ze DNA jest wigzany w centralnej wngce, tworzonej przez kompleks
Orcl-5. Dzieje si¢ tak zaréwno u drozdzy, u muszki owocoéwki oraz w komorkach
ludzkich (Li i wsp., 2018; Jaremko i wsp., 2020; Schmidt i Bleichert, 2020). ORC
oddzialuje z DNA za posrednictwem takich elementéw, jak motyw specyficzny dla
inicjatora (ang. Initiator-Specific Motif, ISM), znajdujacy si¢ w domenie AAA+ biatka i
domena WH (ang. Wigned Helix). W komorkach S. cerevisiae domena WH
zaangazowana jest w rozpoznawanie par zasad tymina-adenina w sekwencji ACS. U
drozdzy kompleks Orcl, 4, 5 i 3 tworzy spirale wokot dwuniciowego DNA (dsDNA) w
miejscach ACS i B1. Rozpoznawanie miejsca wigzania odbywa si¢ poprzez reszty
umiejscowione w N-terminalnej domenie AAA+ Orcl, w ISM Orc3 i domenie WH Orc4,
ktora po zwigzaniu DNA przybiera strukture szpilki (ang. hearpin) (Hu i wsp., 2020). W
przypadku takich organizmoéw jak D. melanogaster i Schizosaccharomyces pombe
kompleks ORC rozpoznaje i wigz¢ dsDNA w miejscu origin poprzez kanal znajdujacy
sie w strukturze pototwartego pierscienia. Jednocze$nie wigzac dsDNA, ORC wprowadza
negatywne skrety w podwojnej helisie DNA, destabilizujac ja (Remus 1 wsp., 2004;
Houchens i wsp., 2008). Dane krystalograficzne sugeruja, ze kompleks ORC jest
sktadany w formie nieaktywnej, po czym ulega zmianom konformacyjnym i umozliwia
wigzanie si¢ domeny AAA+ do DNA (Bleichert 1 wsp., 2015). Nastgpnie rozpoczyna si¢
proces rekrutacji helikazy, podczas ktorego biatko inicjatorowe, Cdc6, zostaje
przejsciowo zwigzane z ORC, wykorzystujac kontrolowany mechanizm wigzania Cdc6 z
ATP. Aby stworzy¢ przestrzen wymagang do rekrutacji Cdc6, domena WH podjednostki
Orc2 odlacza si¢ od DNA, prowadzac do odtworzenia nowego miejsca aktywnego
Orc1>Cdc6 i utworzenia kompleksu heptamerycznego (Schmidt i Bleichert, 2020; Feng
1 wsp., 2021). Biatko Cdc6 zamyka pierscien ORC, zatrzymujac dwuniciowq strukture
DNA, jednocze$nie utrzymujac zgigta konformacje DNA.
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2.2. Inicjacja replikacji DNA w komorkach archeonow

Jednym z podstawowych podobienstw taczacym inicjacj¢ replikacji komorek
eukariotycznych i archeonowych jest fakt, ze ortologi najbardziej kluczowych biatek
bioracych udziat w inicjacji replikacji w komorkach eukariotycznych mozna znalez¢ w
genomie archeondéw. Do rozpoczecia inicjacji replikacji, archeony uzywaja jednego (tak
jak ma to miejsce u bakterii) lub wielu (tak jak jest to w przypadku komorek
eukariotycznych) miejsc origin (Robinson i Bell, 2005; Hyrien i wsp., 2013;
Ausiannikava D. i Allers T., 2017). Inicjacja replikacji rozpoczyna si¢ w regionie
bogatym w pary reszt adenina-tymina (ang. DNA Unwinding Element, DUE), ktory jest
oflankowany przez konserwowane powtarzajace si¢ sekwencje ORB (ang. Origin
Recognition Boxes) lub miniORB (Rycina 3B) (Robinson i wsp., 2004). Elementy ORB
wykazuja znaczny stopien réznorodnosci pod wzgledem liczby, rozmieszczenia i
sekwencji, zarowno wsrod roznych gatunkow archeonow, jak i pomiedzy roéznymi origin
w obrebie jednego gatunku (Norais i wsp., 2007). Na przyktad u Sulfolobus solfataricus
zmapowano trzy chromosomalne miejsca origin replikacji: oriC1, oriC2 i oriC3 (Rycina
3A)(Lunndgren i wsp., 2004).

A B
%, oric2
< MORB DUE mORB
5 — S — 5 -y
S oriC1
Q

ORB3 DUE ORB2 ORB1

\ 5 e —— = e 3
orict ] = ==
orci-1 Orc1-2 Orc1-3

Rycina 3 Schemat origin replikacji u arecheonéw na przyktadzie Sulfolobus sulfataricus. (A) Schemat chromosomu
zawierajacego trzy miejsca origin replikacji: oriC1, oriC2 i oriC3. (B) Schemat organizacji origin replikacji oriC2 i oriC1 z
uwzglednieniem miejsc rejonéw ORB lub miniORB (mORB) wigzanych przez paralogi biatka inicjatorowego Orcl.
Miejsca wigzania paralogu inicjatora Orc1-1 — kolor niebieski, miejsca wigzania paralogu inicjatora Orcl-2 — kolor
szary, miejsca wigzania paralogu inicjatora Orc1-3 — kolor zétty. Rycina wykonana na podstawie Ekundayo i Bleichert,
(2019).

Gen inicjatora replikacji koduje biatko homologiczne do biatek inicjatorowych Orcl i
Cdc6 wystepujacych w komodrkach eukariotycznych (znane rowniez jako biatko
Orc1/Cdc6), ktore rozpoznaje sekwencje ORB 1 wigze si¢ do niej (Robinson i Bell, 2005).
W przypadku gatunkéw posiadajacych jedno miejsce origin, tylko jedno biatko Orcl jest
kodowane w tej sekwencji, np. tak jak u Pyroccocus furiosus. W organizmach takich jak

S. solfataricus, gdzie wystepuje kilka miejsc origin, kodowanych jest wiele paralogow
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biatka Orc1 (Bell, 2017). Biatko Orc1-1 taczy si¢ z kilkoma ORB w oriC1. oriC2 i oriC3
sg wigzane zaréwno przez Orcl-1, jak i Orcl-3. Natomiast biatko Orc1-2 oddziatuje we
wszystkich trzech origin replikacji na chromosomie S. solfataricus, jednak przypisuje mu
si¢ wlasciwos¢ negatywnego regulowania inicjacji replikacji (Rycina 3B) (Robinson i
wsp., 2004; Samson i wsp., 2013; Robinson i wsp., 2007). U Aeropyrum pernix
oddziatywanie Orcl z dwuniciowym DNA powoduje destabilizacj¢ w rejonie AT,
zlokalizowanym mie¢dzy drugim a trzecim miejscem ORB. Uzyskane dane sugeruja, ze
w tym organizmie jest to miejsce ,,topienia” dsDNA (Grainge i wsp., 2006). Biatko Orcl
wigze dwuniciowy DNA poprzez dwie domeny, domen¢ WH oraz domeng AAA+. Jak
wykazaly analizy krystalograficzne, zar6wno motyw helisa-skret-helisa (ang. Helix-
Turn-Helix, HTH), jak i B-kartki domeny WH wigza si¢ do bruzdy wielkiej helisy DNA
(Rycina 4) (Dueber i wsp., 2007; Gaudier i wsp., 2007). Domena WH wigzac si¢ do DNA
obejmuje pelny skret helisy (Dueber i wsp., 2007). Domena AAA+ wigze dSDNA
poprzez motyw ISM. Motyw ISM posiada struktur¢ HTH, w ktérym za wigzanie szkieletu
fosforanowego DNA odpowiada petla o dodatnim tadunku (Iyer 1 wsp., 2004; Singleton
i wsp., 2004). U Archea domeny AAA+ i WH biatka Orcl szczelnie otaczaja fragment
dwuniciowego DNA (Sun i wsp., 2012; Costa i wsp., 2013). Struktura biatek
inicjatorowych podobnych do Orcl/Cdc6 z A. pernix i z S. solfataricus, rézni si¢
konformacyjnie w zaleznosci od tego, czy sg zwigzane z DNA, czy nie. W momencie
wigzania si¢ do helisy DNA, biatko Orc1/Cdc6 formuje konformacj¢ w ksztalcie litery
,»C” (Sun i wsp., 2012). W trakcie inicjacji replikacji biatko Orc1/Cdc6, tak jak szczypce
homara, chwyta, zagina i deformuje DNA w miejscu origin replikacji (Dueber i wsp.,
2007; Gaudier i wsp., 2007, Singleton i wsp., 2004). U archeonéw biatko Orcl wigze
réwniez jednoniciowy DNA w rejonie bogatym w pary AT, DUE. Zostato pokazane, zZe
u A. pernix jedno z dwoch inicjatorowych biatek, Orc1-1 wigze ssDNA, szczegdlnie w

sekwencjach bogatych w reszty tyminy (Wegrzyn 1 Konieczny, 2021).
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S. solfataricus Orc1A. pernix
Orc1-DNA kompleks Orc1-DNA kompleks

domena AAA+ domena AAA+

Rycina 4 Struktura biatka inicjatorowego Orcl u (A) S. solfataricus (PDB:2QBY) i (B) A. pernix (PDB:2V1U). (A)
Homodimer biatka inicjatorowego Orc1 zwigzanego z dsDNA w miejscu origin replikacji u S. solfoticarius. (B) Monomer
biatka inicjatorowego Orcl zwigzanego z dsDNA w miejscu origin replikacji u A. pernix. Domeny WH oznaczono
kolorem z6ttym. Domeny AAA+ oznaczono kolorem zielonym. dsDNA oznaczono kolorem pomarariczowym.

2.3. Replikacja DNA w komorkach bakteryjnych

Kolejnymi organizmami wykorzystywanymi do badan nad procesem inicjacji
replikacji sa bakterie. Pierwszy model inicjacji replikacji bakteryjnego DNA zostat
zaproponowany w 1963 r. Model ten zaktadat, ze czynnik dziatajacy w uktadzie trans
wigze miejsce dziatajace w ukladzie cis, ktore rozpoczyna proces inicjacji replikacji
(Jacob et al., 1963). Od tamtej pory trwaja intensywne badania nad strukturg kompleksow
nukleoproteinowych formowanych w procesie inicjacji replikacji, do ktérych
wykorzystywane sg rézne modele badawcze, poczawszy od chromosomow bakteryjnych,
poprzez plazmidy, konczac na fagach. Badania te przyczynily si¢ do rozszerzenia wiedzy
w zakresie inicjacji replikacji, m.in. o takie informacje jak: identyfikacja nowych miejsc
wigzania dla biatka inicjatorowego DnaA na oriC (Kawakami i wsp., 2005; Rozgaja i
wsp., 2011), odkrycie nowych aktywno$ci zwigzanych z wigzaniem SSDNA w rejonie
DUE przez bakteryjne biatka inicjatorowe (DnaA, RctB) (Ozaki 1 wsp., 2008; Duderstadt

1 wsp., 2011; Chatterjee i wsp., 2020), czy powstanie komplekséw nukleoproteinowych

21



pomiedzy plazmidowymi inicjatorami replikacji a ssDNA DUE (Wegrzyn i wsp., 2014).
Przetomowymi informacjami jest coraz wigksza baza dostgpnych struktur biatek
inicjujacych replikacje (Orlova i wsp., 2017, Wegrzyn i wsp., 2017). Réwniez w naszej
pracy, ktora jest cze$cig niniejszej rozprawy doktorskiej zostata opublikowana struktura

biatka RepE z plazmidu F (We¢grzyn i wsp., 2023).

Biatko DnaA sktada si¢ z czterech funkcjonalnych domen (Messer i wsp., 2001)
(Rycina 5B). Domena I biatka (N-terminalna) jest odpowiedziana za oligomeryzacje
biatkka na DNA. Oligomeryzacja zachodzi poprzez motyw zamka leucynowego
(Keyamura i wsp., 2007). Domena | rowniez wigze inne biatka bioragce udziat w inicjacji
replikacji chromosomu bakteryjnego, tj. helikaze DnaB, czy biatko DiaA (Sutton i
Kaguni, 1997; Weigel i wsp., 1999). Domena II DnaA prawdopodobnie pelni funkcje
linkera pomigdzy pozostalymi domenami (Ozaki i Katayma, 2009). Domena 111 (AAA+)
DnaA odpowiada za wigzanie ssDNA w rejonie DUE (Katayama, 2008). Co wigcej,
podobnie jak domena I, takze wiaze helikazg DnaB (Marszalek i Kaguni, 1994) oraz
bierze udziatl w oligomeryzacji biatka DnaA na nici DNA (Majka 1 wsp., 2001). Domena
IV, C-terminalna, to domena wigzaca DNA (ang. DNA Binding Domain, DBD), ktéra
posiada struktur¢ HTH. Rolg domeny IV jest rozpoznawanie oraz wigzanie sekwencji

DnaA-box w origin replikacji chromosomu bakteryjnego oriC (Roth i Messer, 1995).

Chromosomalny DNA E. coli ma wielkos¢ ok. 4.6 tys. par zasad (pz) i posiada jedno
miejsce inicjacji replikacji, oriC. Na oriC zachodzi sktadanie dwoch replisoméw, ktore
umozliwiajg dwukierunkows replikacj¢ catego chromosomu bakterii. Inicjacja replikacji
w komorkach bakteryjnych wystepuje tylko raz na caty cykl komorkowy. (Skarstad i
Katayama, 2013; Wolanski i wsp., 2015; Rober i wsp., 2016).

Inicjacja replikacji bakteryjnego DNA rozpoczyna si¢ od identyfikacji przez biatko
inicjatorowe, DnaA, specyficznie powtarzajacych si¢ sekwencji w origin replikacji (oriC)
(Rycina 5A) (Wolanski i wsp., 2014; Rajewska i wsp., 2014). Sa to tzw. sekwencje DnaA-
box, ktore stanowig miejsce oligomeryzacji biatka na dsDNA, DOR (ang. DnaA-
Oligomerization Region). Chromosomy bakteryjne posiadaja rozna liczb¢ miejsc DnaA-
box w origin replikacji, ktére w wigkszosci pokrywaja si¢ z typem R sekwencji DnaA-
box, jaki wystepuje u E. coli [S’TTATNCACA3’]. Obecnie zdefiniowanych jest 12
miejsc DnaA-box w oriC E. coli, do ktorych biatko DnaA wigze si¢ z r6znym
powinowactwem (Rycina 5A) (Rozgaja i wsp., 2011). W sekwencji oriC wyrdznia si¢

trzy miejsca DnaA-box, ktore wiagzg biatko DnaA z wysokim powinowactwem i naleza
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do nich sekwencje: R1, R2 i R4. Pozostale DnaA-box stabiej oddziatujg z biatkiem DnaA
(Ekundayo i Bleichard, 2019) (Rycina 5). Zwigzanie pigciu sekwencji DnaA-box w
rejonie DOR oriC (od lewej R1, R5, 12, 11 i 12) przez biatko DnaA jest wystarczajace do
rozplecenia podwojnej helisy w rejoniec DUE (Ozaki i Katayama, 2012). Pozostate
sekwencje DnaA-box (z wyjatkiem R3) posiadaja przeciwng orientacje do wyzej
wymienionych sekwencji. Podobng orientacj¢ miejsc DnaA-box zidentyfikowano takze
na chromosomie | Vibrio cholerae (oriC1), u Bacillus subtilis i Pseudomonas aeruginosa
(Wolanski i wsp, 2015).

Jak wspomniatam, oligomeryzacja biatka DnaA w oriC w rejonie DOR, powoduje
destabilizacje dsSDNA DUE, prowadzac do powstania dwdch tancuchéw jednoniciowego
DNA. DUE jest szczegolnym fragmentem oriC, ktory poprzez duza zawartos¢ par AT
ma obnizong stabilno$¢, dzieki czemu podwodjna helisa DNA w tym rejonie tatwiej ulega
rozpleceniu (Leonard i Grimwade, 2015; Katayama i wsp., 2017). Rejon AT oriC E. coli
zawiera trzy 13-nukleotydowe sekwencje ssDNA: lewa (L), srodkowa (M) i prawa (P)
(Rycina 5A) (Bramhill i Kornberg, 1988). Miedzy innymi dane krystalograficzne
wskazujg, ze biatko DnaA specyficznie wigze takze SSDNA w rejonie DUE za pomocg
III domeny biatka. Te same dane wykazaly, ze DnaA tworzy helikalng struktur¢ na
ssDNA znajdujacym si¢ przy najblizszym DnaA-box. Stabilne wigzanie jednoniciowego
DUE (ssDUE) wymaga obecno$ci regionu obejmujacego co najmniej sekwencje M 1 R.
Do wigzania biatka DnaA w oriC wymagane sg sekwencje 5'-TTGT-3"1 5'-TTATT-3’
(Ozaki i wsp., 2008). Ponadto na chromosomie bakterii B. subtilis zidentyfikowano 6
dodatkowych sekwencji ssDNA, ktore sa rozpoznawane i wigzane przez III domeng
biatka DnaA. Sg to kilkukrotnie powtdrzone trzy-nukleotydowe sekwencje [5°-TA%-3"]
nazwane DnaA-trio. DnaA-trio sa zlokalizowane przy DnaA-box znajdujacym sig
najblizej rejonu DUE. Sekwencje te sa odpowiedzialne za stabilizacj¢ wigzania si¢ biatka
DnaA z ssDNA (Richardson i wsp., 2016). Sekwencje DnaA-trio zostaly rowniez
zidentyfikowane w innych bakteriach (Jaworski i wsp., 2021; Pelliciari i wsp, 2021). W
E. coli trzy sekwencje DnaA-trio czeSciowo pokrywaja si¢ z prawa (P) sekwencja rejonu
DUE (Rycina 5A), 5>-TTATT-3’, ktora jest wigzana przez biatko DnaA, jednak ich rola
w rozwijaniu DNA w rejonie DUE nie zostata jeszcze dobrze scharakteryzowana
(Katayama i wsp., 2017). Rowniez w oriC Helicobakter pylori zostaty zidentyfikowane
sekwencje DnaA-trio. Badania wykazaty, ze w przypadku H. pylori, DnaA-trio

odgrywaja kluczowa role w rozwijaniu dSDNA w rejonie DUE i umozliwiajg prawidtowa
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oligomeryzacje biatka DnaA na ssDNA. Co wigcej, Wykazano rowniez, ze tworzenie si¢
oligomeru DnaA na ssDNA jest stabilizowane poprzez oddziatywanie biatka z sekwencja
DnaA-box ts1. Powyzsze analizy sugeruja, ze biatko DnaA oddziatluje zard6wno z ssDNA,
jak i dsDNA po rozwini¢ciu DNA rejonu DUE (Jaworski i wsp., 2021).

A DUE DnaA-box
L M R R1 R5 R2 R3 R4

IHF 11 Fis 13
—_ 2l

oriCE. coli , :
1 212 CcC3 C2 cC1
B
Domenall Domenalll Domenallll Domena IV
DnaA | I | |

-
& ";
- A

——

DnaA-box

Rycina 5 Schemat origin replikacji bakteryjnego chromosomu oriC i struktury domen biatka DnaA z bakterii E. coli.
(A) W oriC bakterii E. coli wyrdznia sie 12 miejsc wigzania inicjatorowego biatka DnaA, DnaA-box. DnaA-box sg wigzane
przez biatko DnaA z réznym powinowactwem. Wigzanie biatka DnaA rozpoczyna sie od wigzania DnaA-box o wysokim
powinowactwie (R1, R5, 12, 11 12), a nastepnie wigzane sa DnaA-box o mniejszym powinowactwie. oriC E. coli posiada
takze rejon DUE sktadajacy sie z powtdrzonych 13-merowych sekwencji, bogatych w pary AT, w ktérych dochodzi do
rozplecenia dsDNA podczas inicjacji replikacji chromosomowego DNA. Innymi elementami oriC sg sekwencje wigzania
biatka IHF (ang. Integration Host Factor) oraz miejsce wigzania biatka Fis (Schemat wykonany na podstawie Wegrzyn
i wsp., 2016). (B) Schemat oraz struktury domen biatka DnaA. Krystalograficzng strukture | i Il domeny biatka DnaA
oznaczono kolorem zielono-szarym (PDB:2EOG); Krystalograficzng strukture domeny Il biatka DnaA oznaczono
kolorem btekitnym (PDB:2Z4S); Krystalograficzng strukture domeny IV biatka DnaA zwigzang do DnaA-box oznaczono
kolorem czerwonym (PDB:1J1V) (Rycina zrobiona na podstawie Katayama, 2008)

Tak jak wspomniatam, wigzanie si¢ biatka DnaA do dsDNA powoduje otwieranie i
rozdzielenie przeciwleglych nici podwojnej helisy DNA w rejonie DUE. Powstate
fragmenty ssDNA sg substratem do tadowania 1 aktywowania kolejnych biatek bioragcych
udzial w inicjacji i tez samej replikacji DNA (Wolanski i wsp., 2014; Rajewska i wsp.,
2014). Do biatek tych naleza migdzy innymi helikazy, ktore sg umiejscawiane na dwoch
przeciwlegtych jednoniciowych odcinkach DNA w rejonie DUE z przodu widetek
replikacyjnych. W E. coli rekrutacja helikazy na ssDNA odbywa si¢ przy asyscie biatka
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DnaC. Prawidlowo umiejscowione na SSDNA helikazy odpowiadaja za dwukierunkowe
rozplatanie podwdjnej helisy DNA, co umozliwia syntez¢ nowej czasteczki DNA. Nowa
czasteczka DNA jest syntetyzowana na matrycy ssSDNA przez holoenzym polimerazy
DNA (Bleichert i wsp., 2017; Hayashi i wsp, 2020). Jednym z kluczowych pytan jest w
jaki sposob dochodzi do tadowania i aktywowania helikazy na ssDNA DUE?

Blisko$¢ wielu sekwencji DnaA-box umozliwia interakcje poszczegdlnych
protomeréw biatka DnaA, prowadzac do tworzenia filamentéw wzdluz DNA.
Wiadomym jest, ze czasteczki biatka DnaA oligomeryzujg na DNA za pomocg domeny
IIT kazdego protomeru. DnaA zwigzane z ATP oddzialuje z motywem palca Arg285
flankujacym poprzedni protomer biatka (Dudertadt i wsp., 2010). Ztozono$¢ strukturalna
kompleksu nukleoproteinowego w origin replikacji chromosomu bakteryjnego wynika
rowniez z interakcji biatka DnaA z ssSDNA DUE. Obecnie rozwazania dotyczg zarowno
wigzania DnaA z dsDNA, ssDNA rejonu DUE, jak i DnaA-trio lub tez innymi motywami
wystepujacymi w oriC.

Aktualnie proponowane sa dwa najbardziej prawdopodobne modele opisujace
sposob wigzania czgsteczek biatka DnaA w oriC oraz strukturalne utozenie kompleksu
nukleoproteinowego w trakcie procesu inicjacji replikacji. Jeden z mechanizmow, w
ktorym biatko DnaA tworzy kompleks z origin replikacji DNA, jest okreslany jako ,, Two-
state model” (Erzberg i wsp., 2006). Model ten zaktada, ze czasteczki biatka DnaA wigza
miejsca DnaA-box tworzac filament wzdluz dsDNA, zwickszajac destabilizacje dupleksu
DNA w rejonie bogatym w pary AT. Nastepnie po destabilizacji dSDNA w rejonie DUE
kolejne protomery biatka DnaA poprzez domeng III biatka oddziatuja z powstalym
ssSDNA DUE oriC, wydtuzajac tworzacy si¢ filament (Duderstadt i wsp., 2010). Model
ten zostat poniekad potwierdzony danymi strukturalnymi uzyskanymi dla skroconego
biatka DnaA pochodzacego od Aquifex aeolicus (AaDnaA). Dane te wykazaty tworzenie
prawoskretnej helisy w wyniku specyficznych interakcji biatko-biatko poprzez domeny
III i IV biatka DnaA (Erzberger i wsp., 2006). Dodatkowo na otrzymang strukture
AaDnaA natozono strukturg IV domeny biatka DnaA z E. coli (EcDnaA) w kompleksie
z dsDNA, pokazujac teoretyczne utozenie filamentu DnaA na dsDNA (Duterstadt i wsp.,
2010). Nalezy jednak podkresli¢, ze w analizie nie uwzgledniono petnej dtugos$ci biatka
AaDnaA, a jedynie wariant sktadajacy si¢ z domeny Il i IV. Znaczenie formowania si¢
filamentow czasteczek DnaA na dsDNA zostaly rowniez potwierdzone przez analizy

biochemiczne (Duderstadt i in., 2010). Kolejna analiza struktury krystalograficznej dla
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skroconego AaDnaA wykazata, ze cztery protomery biatka DnaA sa utozenie spiralnie
wzdhuiz ssDNA (Ozaki i wsp., 2008; Duderstadt i wsp., 2011). Natomiast dane
biochemiczne potwierdzaja, ze reszty znajdujace si¢ w domenie I1I biatka DnaA sg wazne
dla oddzialywania DnaA z ssDNA DUE (Ozaki i wsp., 2008; Duderstadt i wsp., 2010).
W opisywanym modelu proponuje si¢, ze struktura DnaA jest inna w oligomerze
zwigzanym z sekwencjami DnaA-box i inna w oligomerze formujagcym si¢ na ssDNA
DUE. Model ten zaktada, ze czgsteczka biatka DnaA zwigzana z ATP (DnaA-ATP) za
posrednictwem IV domeny wigze dsDNA w oriC. Na tym etapie domena IV biatka DnaA
przyjmuje konformacj¢ bardziej rozwinieta. Taki uktad skutkuje skutecznym wigzaniem
przez inicjator sekwencji DnaA-box zaréwno o wysokim, jak i niskim powinowactwie,
poprzez domeng IV biatka (Duderstadt i in., 2010). Jako pierwsze wigzaniu z biatkiem
DnaA ulegaja miejsca o wysokim powinowactwie (Rycina 6A), a nastepnie sekwencje
DnaA-box o nizszym powinowactwie. Stopniowe otwieranie rejonu DUE powoduje
przejscie IV domeny biatka DnaA z formy rozwini¢tej do bardziej kompaktowej, co z
kolei uniemozliwia wigzanie si¢ kolejnych protomeréw biatka DnaA do dsDNA (Rycina
6C). W wyniku formowania bardziej kompaktowej struktury biatka DnaA, domena III
tego biatka przybliza si¢ do rejonu DUE, a nastgpnie wigze ssDNA. Przybranie bardziej
kompaktowej formy biatka DnaA umozliwia interakcje migdzy sgsiadujacymi
protomerami biatka, ktore tworza filament wzdluz ssDNA DUE i stabilizujg otwarta
struktur¢ rejonu DUE (Rycina 6B) (Duderstadt i wsp., 2010; Jha i wsp., 2016).
Sugerowane zmiany konformacyjne w domenach biatka DnaA pozwalaja wyjasnié
wigzanie DnaA z dsDNA, ssDNA i interakcje z sgsiadujagcymi protomerami, jednak nadal

brakuje danych strukturalnych potwierdzajacych te zalozZenia.

W origin replikacji B. subtilis zidentyfikowano tzw. Podstawowy System Rozwijania
(ang. Basal Unwinding System, BUS) DNA. W sktad systemu BUS B. subtilis wchodza
6 i 7 sekwencja DnaA-box, krotka sekwencja bogata w pary GC oraz powtarzajace si¢
trojnukleotydowe sekwencji sSSDNA, DnaA-trio. Jak wykazano, system BUS jest obecny
I konserwowany u bakterii (Richardson i wsp., 2016; Pelliciari i wsp., 2021). Pierwotnie
analizy wykazaty, ze system BUS promuje tworzenie specyficznego oligomeru biatka
DnaA w oriC, ktory rozciaga si¢ wzdtuz sekwencji DnaA-box oraz, ze poprzez ten system
czasteczka biatka DnaA moze by¢ bezposrednio przeniesiona z DnaA-box na sekwencje
DnaA-trio (Pelliciari i wsp., 2021). Po zakonczeniu prowadzenia przeze mnie prac

eksperymentalnych do niniejszej rozprawy doktorskiej, zostaty rowniez opublikowane
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dane pochodzace z analiz biochemicznych oraz struktura uzyskana z uzyciem
kriomikroskopii elektronowej wykazujace, ze czasteczki biatka DnaA tworza ciagly
oligomer, jednak angazujac przy tym zaréwno dsDNA sekwencji DnaA-box, jak i sSSDNA
sekwencji DnaA-trio (Pelliciari i wsp., 2023). Analizy te wykazaty takze, ze sasiadujace
protomery biatka DnaA tworzg przestrzen, w ktorej wychwytywane i wigzane sg zasady
nukleotydowe pochodzace od sekwencji DnaA-trio (Pelliciari i wsp., 2023). Zwigzanie
przez biatko powtarzajacych si¢ sekwencji DnaA-trio umozliwia otwieranie origin

replikacji w rejonie DUE.

Mechanizm, w ktérym jeden protomer biatka DnaA moze wigzaé w tym samym
czasie zarowno dsDNA, jak i ssDNA zostat zaproponowany w modelu okreslanym jako
»loop-back model”. Wedlug zalozen tego modelu czasteczki biatka DnaA poczatkowo
wigzg si¢ do miejsc DnaA-box, a nastgpnie te same protomery bialtka, bedac zwigzane z
dsDNA, rekrutujg i oddziatujg z ssDNA rejonu DUE (Rycina 6D) (Ozaki i Katayama,
2012). Analizy biochemiczne wykazaty kluczowy udzial wigzania si¢ DnaA do DnaA-
box R1 i R5 w rekrutacji sSSDNA (Ozaki i Katayama, 2012; Sakiyama i wsp., 2017). W
modelu tym réwniez sugeruje si¢ oddzialywanie miedzy protomerami biatka DnaA
poprzez domeng III biatka. Jednak wyklucza si¢ oddziatywanie poprzez domeng I1I DnaA
zwigzanych do DnaA-box R2 z DnaA zwiazanych do DnaA-box 12 i C3 (Rozgaja i wsp.,
2011; Shimizu i wsp., 2016), pomiedzy ktérymi wigzanie moze nastapi¢ poprzez domene
| czasteczek biatka DnaA (Katayama i wsp., 2017). Dodatkowo model ten przedstawia
zaangazowanie bialek zwigzanych z nukleoidem (ang. Nucleoid-Associated Protein,
NAP), do ktorych naleza takie biatka jak IHF, czy HU. W oriC bakterii E. coli biatko IHF
wigze si¢ do specyficznego dla IHF regionu (ang. IHF-Binding Region, IBR), ktory jest
zlokalizowany pomigdzy DnaA-box R1 a R5. Wigzanie to moze mie¢ wptyw na zblizenie
do siebie protomeré6w biatka DnaA i ich domeny Il do ssSDNA DUE. Sekwencja IBR
wigzaca IHF wystepuje tylko u niektorych gatunkéw bakterii, jednak inne biatko NAP,
biatko HU (ang. Histone-like proteins) powszechnie wystepuje w bakteriach. Wykazano,
ze u B. subtilis homolog HU (biatko HBsu) jest wymagany do inicjacji replikacji
chromosomu (Karaboja i Wang, 2022), a w E. coli, pomimo niespecyficznego wigzania
wzgledem sekwencji, HU moze zastapi¢ IHF podczas rozwijania oriC in vitro oraz in
vivo (Hwang i Kornberg, 1992; Ryan i wsp., 2002; Chodavarapu i wsp., 2008). Podczas
wigzania biatek NAP, dochodzi do gwattownego wygigcia fragmentu DNA znajdujgcego

si¢ pomigdzy sekwencjami DnaA-box a rejonem DUE, co w konsekwencji prowadzi do
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jeszcze wigkszej destabilizacji rejonu DUE, a to z kolei ma przelozenie na lepsza
dostgpnos¢ SSDNA rejonu DUE do wigzania przez DnaA i stabilne utrzymanie struktury
kompleksu otwartego. Model ,,loop-back™ zaktada, ze oligomer biatka DnaA zwigzany z
dsDNA migdzy miejscami wigzania R1-12, wigze jednocze$nie ssDNA DUE za
posrednictwem reszt aminokwasowych Val211 i Arg245 (Sugiyama i wsp., 2019).
Ostatnie dane wykazaty, ze w przeciwienstwie do IHF, wigzanie HU i zaginanie oriC
opiera si¢ na wczesniejszym wigzaniu DnaA-box R1 1 R5 przez DnaA ze wzgledu na brak
specyficznosci sekwencji (Yoshida i wsp., 2023). Orientacja tych dwéch DnaA-box moze
utatwia¢ poczatkowe zagiecie W origin replikacji poprzez utworzenie kompleksu R1/R5-
DnaA. To z kolei moze przekladaé¢ si¢ na tatwiejsze wigzanie HU migdzy tymi
sekwencjami DnaA-box, poniewaz HU ma wigksze powinowactwo do zgietej czasteczki
DNA (Kamashev i wsp., 2017; Yoshida i wsp., 2023). Inicjacja replikacji przedstawiona
przez ,Jloop-back model” obecnic ma poparcie rowniez w badaniach dla innych
inicjatorow replikacji, procz biatka DnaA. Dla inicjatora replikacji z bakterii Vibrio
choleare, biatka RctB, wykazano, ze oddziatuje z dwoma typami DNA w sposob
specyficzny (Chatterjee i wsp., 2020). Réwniez po zakonczeniu prowadzenia przeze mnie
prac eksperymentalnych ukazaty si¢ publikacje, wspierajace model ,,loop-back”, np.
praca Pelliciari i wsp. z 2023 r. oraz praca Wegrzyn i wsp. z 2023, ktora zawiera wyniKi

przedstawianego doktoratu.
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Rycina 6 Modele wigzania biatka DnaA na oriC. (A-C) , Two-state” model inicjacji replikacji przez DnaA. (A)
Domena IV biatka DnaA w stanie otwartym wigze dsDNA w miejscach z wysokim powinowactwem (gérny
panel). (C) DnaA wigze miejsca o mniejszym powinowactwie, powodujgc czesciowe otwarcie DUE i
przejscie domeny IV biatka DnaA ze stanu otwartego do zamknietego (prawy dolny panel). (B) Domena lll
biatka DnaA, ktore obecnie jest w postaci kompaktowej, wigze ssDNA DUE stabilizujgc jego otwarcie (lewy
dolny panel) (D) Schemat otwierania origin replikacji oparty na modelu ,loop-back”. DnaA oligomeryzuje
przez lll domene kazdego protomeru. IHF powoduje wygiecie DNA. Nastepuje otwarcie DUE. DnaA
zwigzane z DnaA-box jednoczesnie oddziatuje z dsDNA w DnaA-box i ssDNA rejonu DUE (Jha i wsp., 2016).

2.4. Inicjacja replikacji plazmidowego DNA

Plazmidy to najprostsze systemy modelowe, z wykorzystaniem ktorych bada sie
miedzy innymi proces inicjacji replikacji. Badania nad plazmidowymi inicjatorami
replikacji, biatkami Rep, pozwolily lepiej zrozumie¢ mechanizmy kryjace si¢ za inicjacja
replikacji wystgpujaca w bakteriach Gram-ujemnych. Analiza procesu replikacji we
wszystkich organizmach, pozwala na obserwacje pewnych analogii pomigdzy réznymi
modelami badawczymi, chociazby pomigdzy inicjacja replikacji chromosomowego DNA
Vibrio cholerae i DNA plazmidéw iteronowych. W przypadku plazmidow iteronowych
zbieznos$ci te sg zauwazalne szczegolnie w strukturze biatek inicjatorowych oraz miejsc
wigzania si¢ bialek inicjatorowych w origin replikacji plazmidowego DNA (Konieczny i
wsp., 2014).
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2.4.1. Struktura plazmidowych biatek inicjatorowych

Tak samo jak ma to miejsce w przypadku biatka inicjujacego replikacje na
chromosomie bakteryjnym, DnaA, tak i w przypadku plazmidowych biatek Rep,
wigzanie z DNA odbywa si¢ za posrednictwem okreslonych motywow strukturalnych
(Luscombe i wsp., 2000). Przewaznie sg to motywy typu helisa-skret-helisa, HTH oraz
ich warianty, uskrzydlone HTH, czyli motyw WH (Giraldo, 2003). Do tej pory poznano
struktury kilku biatek Rep, m.in.: biatka © z plazmidu R6K, biatka RepA z plazmidu
PS10, biatka RepE z plazmidu F. Przy uzyciu analiz in silico wygenerowano réwniez
model strukturalny skréconego wariantu biatka TrfA z plazmidu RK2 (TrfA-33) (Rycina
7 1 Rycina 8) (Wegrzyn, Zabrocka i wsp., 2021; Nakamura i wsp., 2001; Giraldo, 2003;
Swan 1 wsp., 2006). Wspolnym mianownikiem strukturalnym ww. biatek jest obecnos¢

dwoch domen WH.

98 se 193 310 382
T (o h Y N [ SR——— DED [ wHI WH2 Fc
F (RepE) - WH2 | C
REK () WH2 }-c
pP1 (RepA) WH2 |-c

Rycina 7 Poréwnanie organizacji domen WH plazmidowych biatek inicjatorowych. Kolorami wyodrebniono
poszczegdlne konserwowane sekwencje. Domeny WH - domeny uskrzydlonej helisy zaznaczono nastepujaco: WH1
na zielono, WH2 na z6tto i domniemang domene DBD na rézowo. Konserwowany blok hydrofobowy jest oznaczony
paskami (w TrfA33 176—-192 aa). Obecnos$¢ dodatnio natadowanego fragmentu jest oznaczona gwiazdkami (**)
(Rycina zrobiona w oparciu o Wegrzyn, Zabrocka i wsp., 2021).

Obie domeny WH biatek Rep, N-terminalna domena WH1, i C-terminalna domena
WH2, pehig kluczowa rol¢ w wigzaniu biatek Rep do dsDNA. Ponadto domena WHI1
pelni role w procesie oddzialywania pomi¢dzy monomerami biatek Rep 1 ich dimeryzacji.
Dimeryzacja jest mozliwa dzigki obecnosci motywu przypominajagcego motyw zamka
leucynowego utworzonego przez P-kartki pomiedzy monomerami biatek Rep, na
przyktad jak ma to miejsce pomiedzy motywami biatka RepA z plazmidu pPS10, czy
biatka RepE plazmidu F (Giraldo i wsp., 1998; Komoti i wsp., 1999). Za wigzanie biatka
RepE do dsDNA odpowiadaja reszta 251 oraz trzy reszty aminokwasowe 205/206/207
(Kline, 1985). Dimery bialek Rep stanowig stabilng jednakze nieaktywna replikacyjnie
forme¢. Pomimo braku aktywnosci replikacyjnej, petnig inng bardzo wazng regulacyjng
role. Dimery biatek Rep sg odpowiedzialne za proces autorepresji transkrypcji genu rep.
Pozwala to kontrolowa¢ ilo§¢ biatka Rep w komodrce i zapobiega nadmiernej

czestotliwosci replikacji plazmidow iteronowych. Jest to mozliwe dzigki wigzaniu si¢
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dimerycznej formy biatka Rep (RepE, RepA, ) do odwroconych sekwencji iteronowych,
IR (ang. Inverted Repeats) znajdujacych si¢ w poblizu promotora transkrypcji genu rep
(Ishiai 1 wsp., 1994; Garcia de Viedma i wsp., 1994; Ingmer i Cohen, 1993; York i
Filutowicz, 1993). Dimery bialka wigzgc sekwencj¢ operatora powoduja zgigcie
czasteczki DNA, przez co sekwencje IR nachodzg na promotor genu rep, tym samym
hamujac transkrypcje tego genu (Giraldo i wsp., 2003; Nakumura i wsp., 2007). Drugim
mechanizmem kontrolujacym proces replikacji plazmidowego DNA poprzez inhibicje
inicjacji replikacji, jest zjawisko ,,handcuffing”. Polega na formowaniu struktury, w
ktorej dimer biatka Rep laczy ze soba dwa rejony origin replikacji zlokalizowane na
dwoch oddzielnych czasteczkach plazmidowego DNA (Urh i wsp., 1998; Bury i wsp.,
2017; Konieczny i wsp., 2014). Zachodzace zmiany sferyczne nie pozwalaja na
powstanie sSDNA w rejonach DUE na obu czasteczek DNA, tym samym hamujac
kolejny cykl replikacji (Park i wsp., 2001; Zzaman i Bastia, 2005). Z kolei aktywne
replikacyjnie s3 monomeryczne formy bialek Rep. Jedynie monomery biatek Rep moga
wigza¢ sekwencje iteronowe i peli¢ funkcje¢ aktywatorow inicjacji replikacji (Ishiai i
wsp., 1994; Kruger i wsp., 2001; Toukdarian i wsp., 1996; Wickner i wsp., 1991). Aby
byto to mozliwe, musi dojs¢ do przeksztalcenia dimerycznej czasteczki biatka Rep do
dwoch czasteczek monomerycznych. Proces ten moze zachodzi¢ w sposob spontaniczny,
np. przy niskim st¢zeniu biatka w komorce, jak ma to miejsce w przypadku biatka RepA
plazmidu pSC101 lub biatka m plazmidu R6K (Ingmer i wsp., 1995; Chattoraj i wsp.,
1996). Dimer biatka Rep moze takze ulec przeksztalceniu do formy monomeréw w
obecnos$ci czasteczki DNA, posiadajace] wolne miejsca wigzania dla biatka. Dzieje sie
tak np. dla biatka RepA plazmidu pPS10 (Diaz-Lopez i wsp., 2003). Trzecia mozliwoscia
przeksztatcenia biatek Rep z nieaktywnych dimeréw w aktywne replikacyjnie monomery
jest dziatanie tzw. biatek opiekunczych (Kawaski i wsp., 1990; Sozhamannan i Chattoraj,
1993; Konieczny i Liberek, 2002; Nakamura i wsp., 2007;).

Obecnos¢ motywu HTH w domenie WH2 monomerycznych form biatek Rep, jest
glownym determinantem wigzania biatek Rep do powtarzajacych si¢ sekwencji
iteronowych, co zostato opisane, m.in. dla bialka RepE plazmidu F oraz biatka RepA
plazmidu pPS10 (Garcia de Viedma i wsp., 1995; Matsunaga i wsp., 1995).
Oddziatywanie domen WH monomeréw biatek Rep z sekwencjami iteronowymi

powoduje wygigcie czasteczki DNA (Giraldo i wsp., 1998; Diaz-Lopez i wsp., 2006).

31



Domena WH2 odpowiada za wigzanie konca 3’ iteronu w bruzdzie wigkszej, natomiast

domena WH1 konca 5’ iteronu w bruzdzie mniejszej (Giraldo i wsp., 1998).

Rycina 8 Struktury krystalograficzne i modele plazmidowych biatek Rep. (A) Struktura krystalograficzna uzyskana dla
biatka RepE z plazmidu F zwigzanego z dsDNA (PDB:7UXY). (B) Struktura krystalograficzna biatka m z plazmidu R6K
zwigzanego z dsDNA (PDB:2NRA). (€C) Model struktury biatka TrfA z plazmidu RK2 (Wegrzyn, Zabrocka, 2021) i (D)
biatka RepA z plazmidu P1 (Diaz-Lopez i wsp., 2003). Kolorami zaznaczono domeny biatek Rep: domena DBD - kolor
rézowy, domena WH1 - kolor zielony, domena WH2 - kolor z6tty.

Jak  dotad nie uzyskano  struktury  krystalograficznej  kompleksow
nukleoproteinowych zaréwno dla biatka TrfA z plazmidu RK2, jak i dla biatka RepA z
bakteriofaga P1. Pomimo to, przeprowadzone analizy in silico przewidywania struktury
sugeruja, ze biatko RepA jest strukturalnie homologiczne do biatka RepE plazmidu F
(Rycina 8A i 8D), nawet biorgc pod uwage roznice w sekwencjach obu biatek. Biatko
RepA, tak jak biatko RepE wigze DNA za posrednictwem dwoch domen WH, N-
terminalnej (WH1) oraz C-terminalnej (WH2) (Sharma i wsp., 2004). Podobnie, helisy
obu domen WH biatka TrfA wigza bruzd¢ wigksza szkieletu fosforanowego DNA
(Pierechod 1 wsp., 2009). Co wiecej w domenach WHI i WH2 biatka TrfA
zidentyfikowano aminokwasy, ktorych punktowe mutacje wpltywaja na zdolno$é¢
wigzania biatka do dsDNA (Lin i Helinski, 1994; Cereghino i wsp., 1994; Pierchod i wsp.,
2009). Ostatnie doniesienia literaturowe wykazuja, ze biatko TrfA posiada trzecig
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domene, ktora rowniez odgrywa kluczowa role w wigzaniu DNA. Umiejscowiona jest
pomiedzy 98 a 190 reszta aminokwasowa. Na podstawie tych informacji zaproponowano
nowa klase biatek Rep, tzw. rodzing biatek TrfA-podobnych (ang. TrfA-like family).
Wszystkie tego typu biatka Rep, oproécz wspomnianych domen WH, posiadajg jeszcze
trzecig domene wigzacag DNA, domeng DBD (Rycina 8C) (Wegrzyn, Zabrocka i wsp.,
2021).

Obecnos¢ domen WH odpowiedzialnych za wigzanie DNA jest cechg wspolng dla
plazmidowych biatek inicjatorowych (Rycina 8). Domeny WH zostaly réwniez
zidentyfikowane w biatkach inicjujacych replikacje¢ w komodrkach archeondéw i
eukariontow. To co jednak odroznia plazmidowe biatka Rep, to brak domeny AAA+,
ktora jest charakterystyczna dla bakteryjnego inicjatora DnaA (Giraldo, 2003). Pomimo,
ze bialka Rep nie posiadaja domeny AAA+, to na podstawie badan biochemicznych i
spektroskopowych wykazano, ze podobnie jak inicjatory replikacji komorek
archeonowych, czy eukariotycznych, biatko RepA plazmidu pPS10 petni kluczowa rolg
w wigzaniu dsDNA 1 destabilizacji oraz topnieniu dsSDNA w rejonie DUE plazmidowego

DNA (Liu i wsp., 2000; Giraldo, 2003).

2.4.2. Struktura plazmidowego origin replikacji

Origin plazmidéw iteronowych zawieraja charakterystyczne elementy, w tym
iterony, sekwencje DnaA-box i region bogaty w pary AT (DUE). Iterony, jak juz
wspomniatam, sg to ukierunkowane powtdrzone sekwencje rozpoznawane i wigzane
przez biatka Rep, ktore odgrywaja kluczowa role w procesie inicjacji replikacji
plazmidowego DNA (Rycina 9A). Ponadto iterony biorg takze udziat w kontrolowaniu
ilo$¢ kopii danego plazmidu w komorce. Iterony sg krotkimi sekwencjami posiadajgcymi
od 17 (w plazmidzie RK2), poprzez 19 (w plazmidzie F i P1) do 22 (w plazmidzie R6K)
par zasad. Liczba iteronéw w origin replikacji roézni si¢ w zaleznosci od plazmidu. W
plazmidzie RK2 1 P1 zidentyfikowano pi¢¢ iteronéw, w plazmidzie F cztery iterony,
natomiast w plazmidzie R6K siedem (Stalker i wsp., 1981; Abeles i wsp., 1984; Murotsu
I wsp., 1981; Filutowicz i wsp., 1987). Iterony sg wigzane przez monomeryczne warianty
biatek Rep, co pozwala na rozpoczecie procesu inicjacji replikacji (Wickner i wsp., 1991,
Ishiai i wsp., 1994; Toukdarian i wsp., 1996; Kruger i wsp., 2001). Punktowe mutacje w
sekwencjach iteronowych uniemozliwiajg wigzanie si¢ do nich biatek Rep. Zostato to
pokazane na przyktadzie plazmidu R6K i P1 (McEachern 1 wsp., 1985; Brendler 1 wsp.,
1997). Negatywne efekty na replikacje plazmidowego DNA majg rowniez zmiany
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wprowadzane w sekwencjach znajdujacych si¢ pomiedzy iteronami, co zostato pokazane
na przyktadnie plazmidéw P1 (Brendler i wsp., 1997), czy RK2 (Perri i Helinski, 1993).
Podobnie, jezeli pomiedzy blokami DnaA-box a sekwencjg iteronowa plazmidu RK2
zostanie wprowadzona dodatkowa sekwencja, spowoduje to inaktywacje aktywnos$ci

replikacyjnej tego miejsca (Doran i wsp., 1998).
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typu R powinowactwie rejonie DUE wiagzania IHF

Rycina 9 Schemat (A) origin replikacji plazmidowego DNA oraz (B) origin chromosomu E. coli. (A) Schemat origin
replikacji plazmidéw iteronowych z wyszczegdlnionymi sekwencjami iteronowymi i odwrdconymi sekwencjami, IR
(niebieskie strzatki), rejonem bogatym w pary AT, DUE (z6tte strzatki), miejscem wigzania bakteryjnego inicjatora
DnaA, DnaA-box (pomaranczowe strzatki) oraz rejonem bogatym w pary GC; (B) origin replikacji chromosomu baterii
E.coli, oriC. Dodatkowo zaznaczono miejsce wigzania biatka IHF (zielony kwadrat), miejsce wigzania biatka Fis
(czerwony kwadrat) (Rycina stworzona w oparciu o Konieczny i wsp., 2014; Wegrzyn i wsp., 2016).

Wigzanie iterondw przez biatka Rep powoduje destabilizacje rejonu DUE, bogatego w
pary AT, w konsekwencji czego dochodzi do miejscowego rozplecenia podwojnej helisy
w tym rejonie. W niektorych przypadkach plazmidowe biatka Rep wspotpracujg z
bakteryjnym inicjatorem, biatkiem DnaA, wigzacym si¢ do sekwencji DnaA-box, ktore
rowniez sg obecne W sekwencji plazmidowego origin replikacji (Rycina 9A i B).
Sekwencje DnaA-box sg dlugosci 9 par zasad i w zaleznosci od replikonu moga
znajdowac si¢ za sekwencjami iteronowymi (plazmid RK2), przed rejonem bogatym w
pary AT (plazmid F) lub w obu tych pozycjach (plazmid P1 i R6K) (Rycina 9A) (Messer,
2002; Rajewska i wsp., 2012). Podobnie jak w przypadku iteronéw, liczba sekwencji
DnaA-box w origin replikacji jest r6zna w zaleznosSci od plazmidu. W plazmidzie R6K i
F mozna znalez¢ trzy sekwencje DnaA-box, w plazmidzie RK2 jest ich cztery, za§ w

plazmidzie P1 pie¢ (Doran i wsp., 1998).
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Kolejnym charakterystycznym motywem wspolnym dla origin replikacji plazmidow
iteronowych, sa sekwencje bogate w pary AT, czyli rejon DUE (Rycina 9A). Przewaznie
rejon ten jest zlokalizowany blisko sekwencji iteronowych. Poniewaz stabilnos¢ par AT
jest nizsza niz par GC, w momencie wigzania si¢ biatek inicjatorowych do iteronow lub/i
DnaA-box, dochodzi do destabilizacji dSDNA w rejonie DUE i utworzenia sSDNA
(Rajewska i wsp., 2012). Rejon DUE sktada si¢ z kilku powtdorzonych sekwencji, ktorych
dtugos¢ rézni sie¢ w zaleznos$ci od plazmidu. W plazmidzie RK2 sekwencje te sg dlugosci
13 nukleotydow (podobnie jak w rejonie DUE oriC w E. coli) (Stalker i wsp., 1981), w
plazmidzie R6K dtugosci 10 nukleotydow (Bramhill i Kornberg, 1988), w plazmidzie F
8 nukleotydow (Wei i Bernander, 1996), zas w plazmidzie P1 7 nukleotydoéw (Chattoraj
i wsp., 1985). Zazwyczaj posiadaja one taka sama orientacje, za wyjatkiem jednej
sekwencji plazmidu RK2, ktorej orientacja jest skierowana przeciwnie do pozostatych
(Rycina 9) (Stalker i wsp., 1981; Konieczny i wsp., 1997). Rejony DUE plazmidow RK2
i F posiadaja cztery powtorzone sekwencje, natomiast rejon DUE plazmidu P1 posiada
ich pie¢ (Rajewska 1 wsp., 2012). Do petnej aktywnosci replikacyjnej, waznym jest
zachowanie oryginalnej liczby, oryginalnej orientacji i oryginalnej sekwencji powtorzen
AT w rejonie DUE. Wprowadzenie nawet pojedynczych punktowych mutacji moze
doprowadzi¢ do zatrzymania procesu inicjacji replikacji (Brendler i wsp., 1997;
Kowalczyk i wsp., 2005; Rajewska i wsp., 2008), podobnie jak zamiana jednej
plazmidowej powtorzonej sekwencji, na powtorzona sekwencj¢ rejonu DUE z oriC

chromosomu E. coli (Kowalczyk i wsp., 2005).

W niektorych origin replikacji plazmidow iteronowych jest obecne takze miejsce
wigzania biatka IHF. Przyktadowo miejsce to zostato zidentyfikowane w origin plazmidu
P1 i jest zlokalizowane przed klastrem DnaA-box (Rycina 9). Wigzanie biatka THF
powoduje wygigcie czasteczki DNA, co wspomaga inicjacj¢ replikacji DNA. (Fekete i
wsp., 2006). W zaleznosci od plazmidu, wyrdznia si¢ takze inne sekwencje w origin
replikacji, ktore pelnig funkcje regulacyjne w procesie inicjacji replikacji. W przypadku
plazmidu F, zidentyfikowano miejsce wigzania biatka IciA, ktore podobnie jak w oriC E.
coli, jest odpowiedzialne za inhibicj¢ procesu rozplatania rejonu bogatego w pary AT
(Hwang i Kornberg, 1990). Z kolei w origin plazmidu P1 rejon bogaty w pary GT
znajduje si¢ pomiedzy rejonem DUE a iteronami (Brendler i wsp., 1991). W miejscu
startu replikacji plazmidu R6K mozna znalezé takze sekwencj¢ wigzania si¢

regulatorowego biatka Fis (Wu 1 wsp., 1996).
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2.4.3. Mechanizm inicjacji replikacji w plazmidowym DNA
Inicjacja replikacji plazmidowego DNA, podobnie jak w innych replikonach, sktada

si¢ z kilku podstawowych etapow: wigzania inicjatora replikacji origin, rekrutacji

helikazy na ssDNA oraz ztozenia holoenzymu bakteryjnej polimerazy I11, Pol Il (Rycina
10).
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Rycina 10 Schemat inicjacji replikacji plazmidowego DNA. Biatka Rep rozpoznajg i wigzg sie do iterondw, za$s
bakteryjny inicjator biatko DnaA rozpoznaje i wigze powtdrzone sekwencje DnaA-box. Interakcje te powodujg
miejscowq destabilizacje rejonu DUE bogatego w pary AT. Biatka Rep i DnaA rekrutujg helikaze DnaB w kompleksie z
biatkiem DnaC. Po powstaniu ssDNA rejonie DUE, helikaza DnaB jest umiejscawiana na ssDNA rejonu DUE, natomiast
biatko DnaC oddysocjowuje od helikazy. Nastepnie przy pomocy pozostatych biatek biorgcych udziat w procesie
inicjacji replikacji plazmidowego DNA, dochodzi do ztozenia kompleksu replikacyjnego z holoenzymem bakteryjnej
polimerazy Pol Ill. Tak przygotowany kompleks replikacyjny rozpoczyna synteze nowej czgsteczki plazmidowego DNA.
(Schemat przygotowany na podstawie Wegrzyn i wsp., 2016).

Do syntezy nowej czasteczki plazmidowego DNA wymagane jest zlozenie pelnego
kompleksu replikacyjnego, w ktérego sktad wchodzg takie biatka jak: Rep, helikaza
DnaB, DnaC, DnaG, DnaA, HU, SSB, gyraza DNA oraz holoenzym polimeraza Pol 11l
(Konieczny i Helinski, 1997; Konieczny i wsp., 1997; Konieczny i wsp., 2014).
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Praca Mukhopadhyay i wspotbadaczy z 1993 sugerowala, Zze biatko DnaA jest
gléwnym czynnikiem stymulujagcym destabilizacje rejonu DUE plazmidowego DNA.
Taki stan rzeczy zostal przedstawiony dla origin replikacji plazmidu P1, oriR
(Mukhopadhyay i wsp., 1993). W kolejnych latach zatozenie to zostalo jednak
zdementowane i wykazano, ze funkcja ta jest petniona przez biatka Rep. Opublikowane
wyniki analiz przeprowadzonych przez Kawasaki i wspoétbadaczy, udowodnity, ze w
przypadku plazmidu F, to biatko RepE jest glownym czynnikiem generujagcym
destabilizacje¢ rejonu DUE (Kawasaki 1 wsp., 1996). Podobnie dla plazmidu RK2
udowodniono, ze za destabilizacj¢ rejonu bogatego w pary AT, odpowiedzialny jest
plazmidowy inicjator replikacji, biatko TrfA (Konieczny i wsp., 1997). Monomery biatek
Rep w sposob kooperatywny wiaza iterony w origin replikacji (Perri i Helinski, 1993;
Bowers i wsp., 2007). Monomer biatka TrfA oddzialuje z iteronami plazmidu RK2
(Toukdarian i wsp., 1996), biatko RepA oddziatuje z iteronami plazmidu P1 (DasGupta i
wsp., 1993), biatko RepE z iteronami plazmidu F (Kawasaki i wsp., 1992), natomiast
biatko & z iteronami plazmidu R6K (Germino i Bastia, 1983). Oddziatywanie biatek Rep
z iteronami prowadzi do topnienia rejonu DUE i powstania kompleksu otwartego w
origin replikacji. Procz bialek Rep, w proces powstania kompleksu otwartego
zaangazowane sg rowniez: biatko inicjatorowe gospodarza, DnaA i biatka HU lub IHF
(Nieto i wsp., 1992). Biatko DnaA pozwala na stabilizacj¢ i utrzymanie kompleksu
otwartego, natomiast biatko HU podczas oddziatywania z DNA wzmacnia jego wygiecie,
co przektada si¢ na silniejszg destabilizacj¢ rejonu DUE i rowniez tatwiejsze utrzymanie
kompleksu otwartego. Wartym podkreslenia jest jednak fakt, Zze inicjacja replikacji
plazmidu RK2 moze by¢ DnaA-zalezna lub DnaA-niezalezna, w zaleznos$ci, od wariantu
biatka TrfA i gospodarza, w ktorym proces zachodzi. Plazmid RK2 koduje bowiem dwie
formy biatka TrfA, dluzsza o masie 44 kDa (TrfA44) oraz krotszag 0 masie 33 kDa
(TrfA33). Biatko TrfA33 jest pozbawione pierwszych 97 aminokwasow, ktore sg obecne
w biatku TrfA44. Uzyskanie jednej lub drugiej formy biatka jest mozliwe, poniewaz
ekspresja genu trfA moze zachodzi¢ na dwa sposoby, dzigki obecnos$ci alternatywnego
miejsca poczatku translacji. Zarowno TrfA33, jak i TrfA44 petia funkcje inicjatorow
replikacji w plazmidowym DNA (Konieczny, 2003; Kolatka i wsp., 2010). Inicjacja
replikacji plazmidowego DNA w E. coli zachodzi zarowno przy udziale TrfA33, jak i
TrfA44, jednak w obu przypadkach wymagana jest rowniez obecno$é bakteryjnego
biatka DnaA (Konieczny i wsp., 1997) W P. aeruginosa inicjacja replikacja zachodzi

przy udziale TrfA44, za$ obecnos$¢ bakteryjnego biatka DnaA nie jest niezbedna do
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prawidtowego przebiegu procesu (Jiang i wsp., 2003). W Caulobacter crescentus obie
opcje sg mozliwe. Jesli w procesie inicjacji replikacji bierze udziat TrfA33, to rowniez
wymagana jest obecnos$¢ biatka DnaA. Natomiast przy udziale dtuzszej formy biatka
(TrfA44), DnaA nie musi by¢ obecne (Durland i Helinski, 1987; Fang i Helinski, 1991;
Wegrzyn i wsp., 2013).

Sktadanie kompleksu replikacyjnego rozpoczyna si¢ od dostarczenia i
umiejscowienia helikazy na ssDNA w origin replikacji. Plazmidy wyksztalcity rozne
mechanizmy rekrutacji i umieszczania helikazy na ssDNA rejonu DUE (Zhong i wsp.,
2003; Jiang i wsp., 2003; Konieczny, 2003; Konieczny i wsp., 2014). Na chromosomie
E. coli helikaza DnaB w kompleksie z biatkiem DnaC, jest rekrutowana poprzez
oddzialywanie z bakteryjnym biatkiem inicjatorowym DnaA (Marszalek i Kaguni, 1994).
W przypadku plazmidu RK2, biatko DnaA zwigzane w miejscach DnaA-box, réwniez
stuzy do rekrutacji bakteryjnej helikazy (Konieczny i Helinski, 1997). W wyniku
rekrutacji, kompleks helikazy DnaB z biatkiem DnaC jest przenoszony na ssSDNA w
rejonie DUE, ale tylko pod warunkiem obecnosci biatka TrfA zwigzanego w origin
replikacji. Nastepnie helikaza po interakcji z TrfA, zostaje aktywowana i moze rozpoczaé
rozwijanie dsSDNA. Roéwniez dla innych biatek inicjatorowych zauwazono kluczowe
znaczenie oddziatywania bialek Rep z helikazg DnaB. Chociazby interakcja pomiedzy
helikazg a biatkiem n plazmidu R6K (Ratnakar i wsp., 1996), biatkiem RepE plazmidu F
(Zhong i wsp., 2005), czy biatkiem RepA plazmidu P1. Podobnie jak dla plazmidu RK2,
formowanie kompleksu z helikazg na oriR plazmidu P1 jest uzaleznione od obecnosci
dodatkowych bialek gospodarza, takich jak DnaA, DnaC 1 HU (Wickner 1 Chattoraj,
1987).

Plazmidy nie koduja wiasnej polimerazy, w zwiazku z tym do syntezy nowej nici
plazmidowego DNA wykorzystuja holoenzym Pol |11 gospodarza. Bakteryjna polimeraza
jest rekrutowana do replikacji plazmidéw iteronowych, np. RK2 (Konieczny i Helinski,
1997), R6K (Abhyankar 1 wsp., 2003), czy tez plazmidu F (Zzman 1 wsp., 2004).
Holoenzym Pol III sktada si¢ z dziesieciu biatek uformowanych w trzy gidéwne moduty:
rdzen Pol III, B-pierScien oraz tzw. ,,clamp-loader”. Jak zostato wykazane, podjednostka
B pierscienia Pol 11l oddzialujac z DNA jest czynnikiem rozpoczynajagcym skladanie
kompleksu polimerazy na chromosomowym origin replikacji bakterii (Simonetta i wsp. ,
2009). Co wigcej, w biatkach Rep zidentyfikowano specyficzny motyw (QLSLF)
oddziatujacy z podjednostka [ pierscienia Pol III (Darlymple i wsp., 2007).
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Udowodniono, ze oddziatywanie biatka TrfA z plazmidu RK2 z pier§cieniem  Pol III
jest niezbedne do ztozenia aktywnego replisomu w origin replikacji plazmidowego DNA.
Ponadto replisom jest zakotwiczany na dolnej nici origin replikacji RK2 tylko w
przypadku, gdy czasteczki biatka TrfA oddzialuja z 13-nukleotydowym fragmentami
dolnej nici rejonu DUE (Wawrzycka i wsp., 2015). Dane te udowadniaja, ze sktadanie
replisomu jest zalezne zar6wno od oddziatywania biatka TrfA z B pierscieniem Pol III,

jak 1 oddziatywania TrfA z dolng nicig rejonu DUE.

Dotychczas wykazano, ze plazmidowe biatka Rep, takie jak TrfA i RepE, procz
wigzania sekwencji iteronowych na dsDNA, wigzg takze jedng z nici SSDNA w rejonie
DUE (Wegrzyn i wsp., 2014). Biatka Rep oddziatuja z dolng lub gorng nicig rejonu DUE
1 jest to cecha specyficzna dla kazdego z nich. Biatko TrfA wigze specyficznie dolng ni¢
rejonu DUE oriV, w ktorym zidentyfikowano cztery 13-nukleotydowe powtarzajace si¢
sekwencje (Doran i wsp., 1998). Prawidlowe otwarcie origin replikacji oraz wigzanie
biatka TrfA z 13-merami rejonu DUE ma kluczowe znaczenie dla procesu rekrutacji i
aktywacji helikazy, ale takze, jak juz wspomniatam, dla ztozenia petnego kompleksu
replikacyjnego i rozpoczecia syntezy nowej czasteczki DNA (Kowalczyk 1 wsp., 2005;
Rajewska i wsp., 2008; Wegrzyn i wsp., 2014). Analizy wykazatly, ze zamiana chociaz
jednej z czterech 13-nukleotydowych sekwencji nici dolnej z fragmentem nici gornej
rejonu DUE uniemozliwia powstanie kompleksu TrfA-sSDNA (Wegrzyn i wsp., 2014).
Podobnie wprowadzenie punktowych mutacji do 13-meréw hamuje aktywnos¢ helikazy
w rozplataniu dsDNA i uniemozliwia zaj$cie procesu replikacji DNA (Rajewska i wsp.,
2008) W przeciwienstwie do biatka TrfA, biatko RepE oddziatluje jedynie z gorng nicig
rejonu DUE na oriS (Wegrzyn i wsp., 2014). Ponadto w przypadku obu biatek Rep,
analizy biochemiczne wykazaty, ze zarowno biatko TrfA i biatko RepE oddzialuja z
dsDNA i ssDNA jednoczesnie. Jednakze charakter przeprowadzonych analiz nie
pozwolit rozr6zni¢, czy w obrgbie kompleksu inicjacyjnego jedna czasteczka biatka Rep
wigze tylko ssDNA, a inna czgsteczka biatka Rep dsDNA, czy tez pojedyncza czasteczka
Rep jest w stanie oddzialywaé¢ zaréwno z ssDNA i dsDNA w tym samym czasie. W
momencie podejmowania badan opisanych w tej pracy nie pojawity si¢ zadne dane
dotyczace strukturalnej organizacji takiego potroéjnego kompleksu nukleoproteinowego.
Bez odpowiedzi pozostato rowniez pytanie, dla ktorego etapu procesu inicjacji replikacji
plazmidowego DNA, oddzialywanie biatek Rep z ssDNA rejonu DUE jest kluczowe?

Niewiadomg takze bylo, ktére aminokwasy biatek Rep sa odpowiedzialne za
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oddziatywanie z ssDNA rejonu DUE. W niniejszej pracy podjetam prob¢ odpowiedzenia

na postawione powyzej pytania.
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3. CEL PRACY

Celem pracy byta analiza strukturalno-funkcjonalna oddziatywania biatek Rep z

sSDNA podczas inicjacji replikacji DNA wybranych plazmidow iteronowych.
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4. MATERIALY

4.1. Szczepy bakteryjne
E. coli B ArcticExpress (DE3) F-, ompT, hsdSB(rB-, mB-), dcm+, Tet", gal, A(DE3),
endA Hte [cpnl10 cpn60 Gent'] (Agilent Technologies, USA);

E. coli BL21 (DE3) F-, ompT, hsdSB(rB-, mB-), dcm, gal, A(DE3 (lacl lacUV5-T7 gene
1 ind1 sam7 nin5)) (Studier i Moffatt, 1986);

E. coli C600 F- tonA21, thi-1, thr-1, leuB6, lavY1, glnY44, rfbC1, thuAl, A- (Appleyard,
1954)

E. coli DH5a F-, endAl, ginVv44, thi-1, recAl, gyr96, deoR, nupG, ®80dlacZ4M15,
A(lavZYA-argF)U169, hsdR17(eK- mK+), A- (Woodcock i wsp., 1989)

4.2. Plazmidy

PAT30-trfA33-G253D/S269L plazmid wektora pTrcHis-A z kolowanym genem tfA33
G253D/S269L stuzacy do nadprodukcji monomerycznej formy biatka TrfA33
(Katayama, 2017), w tej pracy okreslonego, jako typ dziki biatka TrfA33 (TrfA WT) oraz
jego wariantow (TrfA33 K127E, TrfA33 RI156E, TrfA33 R194E, TrfA33, TrfA33
R259E, TrfA33 K303E, TrfA33 R327E, TrfA33 R347E);

pBAD24 wektor powszechnie uzywany do klonowania i ekspresji genow, posiada

promotor arabinozowy, niesie oporno$¢ na Amp' (Guzman i wsp., 1995);

pBAD24-dnaA wektor ekspresyjny z genem k stuzacy do nadprodukcji w bakteriach E.
coli biatka DnaA z dotagczonym na C-koncu ogonem histydynowym (6xHisTag), niesie

oporno$¢ na Amp' (Caspi i wsp.,2000);

pBAD24-dnaB wektor ekspresyjny z genem dnaB stuzacy do nadprodukcji w
bakteriach E. coli biatka DnaB z dotaczonym na C-konicu ogonem fistydynowym
(6xHisTag), niesie gen opornoéci na AmpR (Pacek i wsp., 2001);

pBS59 wektor ekspresyjny z genem kodujacym podjednostki A i B gyrazy stuzacy do
nadprodukcji w bakteriach E. coli biatkaww. biatka z dotgczonym na C-koncu ogonem

fistydynowym (6xHisTag), niesie gen opornosci na Amp~;

PET15b-repA-V134E/K142E/N156E  wektor  ekspresyjny z  genem  repA
V134E/K142E/N156E stuzacy do nadprodukcji monomerycznej formy biatka RepA, w
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tej pracy okreslonego, jako typ dziki biatka (RepA WT) oraz jego wariantow (RepA
Y190E, RepA R191E, RepA R200E, RepA R245E, RepA K266E);

pGC1-trfA44-G253D/S269L wektor do nadprodukcji monomerycznej formy biatka
TrfA44, w tej pracy okreslanego, jako typ dziki biatka TrfA44, oraz jego wariantow
(TrfA44 R196E, TrfA44 R327E, TrfA44 347E);

pKD19L1 minireplikon plazmidu RK2, zawiera miejsce origin replikacji oriV i gen
biatka inicjacji replikacji TrfA oraz origin replikacji plazmidu R6K, oriy, Tet" (Doran i
wsp., 1998);

pPS562 wektor ekspresyjny z genem dnaC stuzacy do nadprodukcji w bakteriach E. coli
biatka DnaC z dotagczonym na C-koncu ogonem fistydynowym (6xHisTag), niesie gen

oporno$ci na AmpR (Carmen San Martin et al., 1995);

pRK2 plazmid o szerokim zakresie gospodarzy nalezacy do grupy plazmidow
niezgodnosci IncP, kodujacy gen zarowno biatka TrfA33, jak i TrfA44, zawierajacy
miedzy innymi origin replikacji oriV, niosgcy opornos¢ na Amp', Tet', Kan" (Mayer i
wsp., 1975);

pZZ35 minireplikon plazmidu F, zawiera miejsce origin replikacji oriS i gen biatka
inicjacji replikacji RepE z plazmidu pRR61 (Roberts i wsp., 1990) klonowane do
plazmidu pBR325 (Zhong i wsp., 2004), Amp" (Messer, 2002);

pZZ36-repE-R118P wektor ekspresyjny z genem repE R118P, stuzacy do nadprodukcji
monomerycznej formy biatka RepE, w tej pracy okreslonego, jako typ dziki biatka (RepE
WT) oraz jego wariantéw (RepE R146E), AmpR

4.3. Oligonukleotydy
Oligonukleotydy uzyte do analiz typu SPR

Biot-oriP1_ltwp: 5’ (biot)-CGATGTGTGCTGGAGGGAAAACGATGTGTGCTGGAG

GGATAAAAATGTGTGCTGACGGGTTGCTAATGTGTGCTGGCGGGATATAGG
ATGTGTGTTGACGGAAAGS-3’

oriP1_ltnot: 5S’-CTTTCCCGTCAACACACATCCTATATCCCGCCAGCACACATTA

GCAACCCGTCAGCACACATTTTTATCCCTCCAGCACACATCGTTTTCCCTCC
AGCACACATCG-3
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Biot-oriP1_DUEcp: 5’(biot)}-GGATAGATCCAATAATCAGGTCCATACAGATCCC
AATTAGATCCATATAGATCCCTGATCG-3’

Biot-oriP1_DUEpot: 5°(biot)-CGATCAGGGATCTATATGGATCTAATTGGGATCTG
TATGGACCTGATTATTGGATCTATCC-3’

Biot-oriV_Itwp: 5°(biot)- CCTGCGGTATTGACACTTGAGGGGCGCGACTACTGAC

AGATGAGGGGCGCGATCCTTGACACTTGAGGGGCAGAGTGATGACAGATGA
GGGGCGCACCTATTGACATTTGAGGGGCTGTCCACAGGCAG -3°

oriVP_lthot: 5>-TGTGGACAGCCCCTCAAATGTCAATAGGTGCGCCCCTCATCTG

TCATCACTCTGCCCCTCAAGTGTCAAGGATCGCGCCCCTCATCTGTCAGTAG
TCGCGCCCCTCAAGTGTCAATACCG-3’

Biot-oriV_DUEnot: 5’(biot)-GCAGCCCTGGTTAAAAACAAGGTTTATAAATATTG

GTTTAAAAGCAGGTTAAAAGACAGGTTAGCGGTGG-3”

Oligonukleotydy uzyte do analiz typu EMSA

Cy3-0riP1_DUE;qp: 5’(Cy3)-CTAGACGATCAGGGATCTATATGGATCTAATTGGG
ATCTGTATGGACCTGATTATTGGATCTATCCA-3

Cy3-0riP1_DUEht: 5°(Cy3)-CTAGAGGATAGATCCAATAATCAGGTCCATACAG

ATCCCAATTAGATCCATATAGATCCCTGATCGA-3’

Cy3-oriV_DUEnq: 5°(Cy3)-GCAGCCCTGGTTAAAAACAAGGTTTATAAATATTG
GTTTAAAAGCAGGTTAAAAGACAGGTTAGCGGTGG-3’

Cy3-0riV_ltwp: 5°(Cy3)-AAGCCGTGTGCGAGACACCGC-3’

oriV_Ithot: 5’-AAAGACAGGTTAGCGGTGGCCG-3’

Oligonukleotydy uzyte do reakcji wydtuzenia startera

Cy3-oriS-Ft: 5’(Cy3)-CTTCTGAGGGCAATTTGTCACAGG-3’

Cy3-oriV-Ft: 5°(Cy3)- GCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTC-3’
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Oligonukleotydy uzyte do mutagenezy miejscowo-specyficznej RepA
RepA Y190E: 5’-CCAGCTTGATGAGCGCGTTCTGTTGC-3’

RepA Y190E: 5’-GCAACAGAACGCGCTCATCAAGCTGG-3’

RepA Q195E: 5’-GGCGTGGTGCTCCAACAGAACGCG-3’
RepA Q195E: 5’-CGCGTTCTGTTGGAGCACCACGCC-3°

RepA R200E: 5’-CGGAAGGGCCTCCAAGGCGTGGTG-3’
RepA R200E: 5°-CACCACGCCTTGGAGGCCCTTCCG-3’

RepA R269E: 5°-AAAACTTTCCTCGCCTTTCTTCTC-3”

RepA R269E: 5’-GAGAAGAAAGGCGAGGAAAGTTTT-3’

Oligonukleotydy uzyte do mutagenezy miejscowo-specyficznej TrfA33

TrfA K127E: 5>-CTTCGTGTGCTCCAGCAACGCGGC-3’

TrfA K127E: 5°-GCCGCGTTGCTGGAGCACACGAAG-3’
TrfA R194E: 5°-ATCGTCGGCCTCCAGCTCGACGCC-3’

TrfA R194E: 5°-GGCGTCGAGCTGGAGGCCGACGAT-3’
TrfA R259E: 5’-GTGCCCAACCTCGTCGGACGTGAA-3’
TrfA R259E: 5’>-TTCACGTCCGACGAGGTTGGGCAC-3’
Oligonukleotydy uzyte do sieciowania biatek

DU EoriPl T5

5’-GGATAGATCCAATAATCAGG(5-Br-dU)CCATACAGATCCCAATTAGATCCA

TATAGATCCCTGATCG-3’

DUEorip1 T10:

5’-GGATAGATCCAATAATCAGGTCCATACAGATCCCAATTAGA(5-Br-dU)CCA

TATAGATCCCTGATCG-3’
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4.4. Podtoza hodowlane
Podtoze state LA:  1.5% agar, 0.5% ekstrakt drozdzowy, 1% trypton, 1% NaCl,

Podtoze ptynne LB: 0.5% ekstrakt drozdzowy, 1% trypton, 170 mM NacCl,

Podtoze ptynne SOC:0.5% ekstrakt drozdzowy, 1% trypton, 8,5 mM NaCl, 2.5 mM KClI,
10 mM MgClz, 10 MM MgSOa, 20 mM glukoza;

4.5. Antybiotyki
Ampicylina 50 pg/ml;

Ampicylina 100 pg/ml;
Tetracyklina 15 pg/ml;
Gentamycyna 20 pg/ml;

Kanamycyna 50 pg/ml;

4.6. Bufory
4.6.1. Bufory standardowe

EDBS (5x stgzony): 25 mM Tris-HCI pH 8.0, 80 ug/ml BSA, 4 mM DTT, 20% (w/v)

sacharoza;

Bufor formamidowy: 90% fromamid, 54 mM Tris-HCI pH 8.0, 1.8 mM EDTA, 0.18%
SDS;

Bufor H: 50 mM Tris-HCI pH 7.4, 100 mM NaCl, 0.1 mM EDTA pH 8.0;

Bufor Laemmli (4x stezony): 100 mM Tris-HCI pH 6.8, 10% SDS, 20% glicerol, 0.002%
biekit bromofenylowy, 5% B-merkaptoetanol;

Bufor SDS (10x stezony): 1% SDS, 250 mM Tris-HCI pH 8.3, 1,96 M glicyna;
TBE (10x stezony): 32 mM EDTA, 0.9 M kwas borowy, 0.9 M Tris;
ELISA bufor A: 0.2% BSA w buforze PBS;

ELISA bufor B: 25 mM Hepes-KOH pH 7.6, 150 mM KCI, 25 mM NaCl, 1 mM DTT,
10 mM Mg(OACc)2, 0,1 mM EDTA pH 8.0, 0.2% BSA, 0.05% TritonX-100;

ELISA bufor PBS: 10 mM Na2POg4, 1.76 mM KH2POy4, 2.7 mM KCI, 137 mM NaCl;

FI*-S: 20% SDS i 0,5 M EDTA pH 8.0;
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SPR bufor HBS-EP: 10 mM Hepes-KOH pH 7.4, 150 mM NaCl, 3 mM EDTA pH 8.0,
0.005% surfaktant P20;

SPR bufor TNE: 10 mM Tris-HCI pH 7.4, 300 mM NaCl, 1 mM EDTA,

SPR bufor TNEhnybrydyzacia: 50 MM Tris-HCI pH 7.4, 100 mM NaCl, 0.1 mM EDTA;
SPR bufor WS: 1 M NaCl, 50 mM NaOH;

REP-P: 100 mM pirofosforan tetra-sodu, 1M HCI,

REP-S: 100 mM pirofosforan, 10% TCA (kwas trichlorooctowy)

4.6.2 Bufory do oczyszczania ekstraktu bakteryjnego z E. coli C600
C600-L: 25 mM Hepes-KOH pH 8.0, 5 mM EDTA pH 8.0;

C600-D: 25 mM Hepes-KOH pH 8.0, 0.1 mM EDTA pH 8.0, 2 mM DTT,;

4.6.3. Bufory do oczyszczania biatek
Oczyszczanie DnaA

DnaA-L: 50 mM KPi pH 8.0, 125 mM NaCl, 2 mM imidazol pH 8.0, 0.1% Triton X-100;
DnaA-W: 50 mM Kpi pH 8.0, 0.5 M NaCl, 20 mM imidazol pH 8.0, 0.1% Triton X-100;

DnaA-St: 45 mm Hepes-KOH pH 7.6, 0.5 M kwas L-glutaminowy, 10 mM Mg(OAc)>,
0.5 mM EDTA pH 8.0, 0.1% Triton X-100, 20% sacharoza;

DnaA-E: 45 mM Hepes-KOH pH 7.6, 0.5 M kwas L-glutaminowy, 10 mM Mg(OAc).,
0.5 mM EDTA pH 8.0, 250 mM imidazol, 20% sacharoza;

DnaA-D: 45 mM Hepes-KOH pH 7.6, 0.2 N kwas L-glutaminowy, 1 mM DTT, 20%

sacharoza;
Oczyszczanie DnaB

DnaB-L: 50 mM KPi pH 8.0, 300 mM NaCl, 1 mM DTT, 10 mM imidazol pH 8.0, 10%
glicerol;

DnaB-W: 50 mM KPi pH 8.0, 300 mM NaCl, 1 mM DTT, 20 mM imidazol pH 8.0, 10%

glicerol,

DnaB-E: 50 mM KPi pH 8.0, 300 mM NaCl, 1 mM DTT, 250 mM imidazol pH 8.0, 10%
glicerol;

DnaB-D: 50 mM KPi pH 8.0, 300 mM NaCl, 1 mM DTT, 10% glicerol;
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Oczyszczanie DnaC

DnaC-L: 50 mM Tris-HCI pH 7.6, 100 mM NaCl, 2 mM DTT, 10 mM spermidyna, 10%

sacharoza;
DnaC-D: 50 mM Tris-HCI pH 7.6, 25 mM NaCl,2 mM DTT, 5 mM MgClz, 10% glicerol;
Oczyszczanie Gyrazy

Gyr-L: 50 mM Tris-HCI pH8.0, 150 mM NaCl, 20 mM EDTA pH 8.0, 1 mM DTT, 20
mM spermidyna, 0.1% Brij-58, 10% sacharoza;

Gyr-W: 50 mM Hepes-KOH pH 7.2, 25 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1 mM DTT, 10%
glicerol;

Gyr-E: 50 mM Hepes-KOH pH 7.2, 500 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1 mM DTT, 10%

glicerol;

Gyr-PA: 50 mM Hepes pH 7.2, 25 mM NaCl, 1 mM DTT, 2 mM ATP, 5 mM MgCly,
10% glycerol;

Gyr-PB: 50 mM Hepes pH 7.2, 600 mM NaCl, 1 mM DTT, 2 mM ATP, 5 mM MgCly,
10% glycerol;

Oczyszczanie RepA

RepA-L: 50 mM KPi pH 8.0, 400 mM KCI, 10 mM imidazol pH 8.0, 0.05% Triton X-
100;

RepA-W: 50 mM KPi pH 7.4, 400 mM KCI, 40 mM imidazol pH 8.0, 10% glicerol;
RepA-E: 50 mM KPi pH 7.4, 400 mM KCI, 500 mM imidazol pH 8.0, 10% glicerol;
RepA-D: 50 mM KPi pH 7.2, 100 mM KCI, 1 mM DTT, 10% glicerol,
Oczyszczanie RepE

RepE-L: 50 mM KPi pH 8.0, 400 mM KCI, 10 mM imidazol pH 8.0, 0.05% Triton X-
100, 10% glicerol,

RepE-W: 50 mM KPi pH 7.2, 400 mM KCI, 40 mM imidazol pH 8.0, 10% glicerol,
RepE-E: 50 mM KPi pH 7.2, 400 mM KCI, 250 mM EDTA pH8.0, 10% glicerol;

RepE-D: Hepes-KOH pH 7.2, 100 mM KCI, 2 mM EDTA pH 8.0, 2 mM -

merkaptoetanol, 10% glicerol;
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RepE-E>: Hepes-KOH pH 7.2, 900 mM KCI, 2 mM EDTA pH 8.0, 2 mM B-
merkaptoetanol, 10% glicerol,

Oczyszczanie TrfA33

T33-L: KPi pH 8.0, 100 mM KCI, 5 mM imidazol pH 8.0, 0.05% Triton X-100, 10%
glicerol;

T33-W: KPi pH 7.4, 400 mM KCI, 40 mM imidazol pH 8.0, 10% glicerol

T33-E: KPi pH 7.4, 400 mM KCI, 250 mM EDTA pH 8.0, 10% glicerol;

T33-D: KPi pH 7.4, 100 mM KCI, 2 mM EDTA pH 8.0, 1 mM DTT, 10% glicerol;
T33-E2: KPi pH7.4, 900 mM KCI, 2 mM EDTA pH 8.0, 1 mM DTT, 10% glicerol;
Oczyszczanie TrfA44

T44-L: 50 mM KPi pH 8.0, 600 mM NaCl, 10 mM imidazol pH 8.0, 0.05% Triton X-
100, 10% glicerol;

T44-W: 50 mM KPi pH 8.0, 600 mM NaCl, 50 mM imidazol pH 8.0, 10% glicerol,
T44-E: 50 mM KPi pH 7.4, 600 mM NacCl, 250 mM imidazol pH 8.0, 10% glicerol;

T44-D: 50 mM KPi pH 7.4, 200 mM NaCl, 1 mM DTT, 1 mM EDTA pH 8.0, 10%

glicerol;

T44-E>: 50 mM KPi pH 7.4, 600 mM NaCl, 1 mM DTT, 1 mM EDTA pH 8.0, 10%
glicerol;

4.7. Biatka dostgpne komercyjnie
AmpliTaq Golsd DNA Polymerase (Thermo Scientific, USA);

BSA (Sigma-Aldrich, USA)

Dpnl (ThermoFisher Scientific, USA);

HU (Kolekcja wtasna Pracowni Biologii Molekularnej UG 1 GUMed);
Lizozym (Sigma-Aldruch, USA)

Phanta Max Super-Fidelity DNA Polymerase (Vazyme, Chiny);
Polimeraza Pfu turbo DNA Polymerase (Agilent, USA);

Polimeraza Marathon DNA Polymerase (A&A Biotechnology, Polska);

Polimeraza WALK (A&A Biotechnology, Polska);
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ssDNABP (Promega, USA);

4.8. Przeciwciata

I-rzedowe przeciwciala krolicze anty-DnaB (kolekcja Zaktadu Biologii Molekularnej)

ll-rzedowe przeciwciata kozie anty-krolicze IgG, sprzezone z HRP (kolekcja Zaktadu

Biologii Molekularnej)

4.9. Ztoza chromatograficzne

DEAE-Sepharose CL-6B (Pharmacia, USA);
Fractogel EMD TMAE-650(S) (Merk, Niemcy);
Hi-Trap Heparin HP (GE Healthcare, USA);

Protino Ni-NTA Agarose (Macherey-Nagel, Niemcy);
P11 (Whatman, USA);

4.10. Roztwory
70% acetonitryl (CAN), roztwor wodny;

80% acetonitryl (CAN), roztwor wodny;

100% acetonitryl (CAN), roztwor wodny;

100 mM ATP pH 7.2, roztw6r wodny;

0.3 M amoniak, roztwor wodny;

20% arabinoza, roztwor wodny;

10 mg/ml bromku etydyny, stezony roztwor wodny;

Coomassie: 25% metanol, 10% kwas octowy, 0.14% Coomassie Brilliant Blue R-250;
6x DNA 0.25% cyjanol ksynelowy, 0.25% bigkit bromofenolowy, 50% glicerol (w/v);
DEN: 2M wodorotlenku sodu (NaOH), 1 mM EDTA pH 8.0;

0,5 M EDTA pH 8.0, roztwér wodny;

20% etanol; roztwor wodny;

70% etanol, roztwér wodny;

99% etanol, roztwoér wodny;

25% ficoll, roztwor wodny;
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1 M fosfataza keratynowa (CP);

IN roztwor H2SOqu:

1 M imidazol pH 8.0, roztwor wodny;

1 M IPTG, roztwor wodny;

55 mM jodoacetamid (IAA), roztwér wodny;

2 pg/ul kinaza kreatrynowa (CK);

0,1% kwas trifluorooctowy (TFA), roztwor wodny;

0.5% kwas trifluorooctowy (TFA), roztwor wodny;

75 mM nadmanganianu potasu (KMnOa), roztwor wodny;
Roztwor odbarwiajacy O: 20% metoanol, 10% kwas octowy, roztwor wodny;
2M/10N octanu amonu (CH3CO2NHsa), roztwor wodny;

30% roztwor poliakrylamidow: 29% akrylamid i 1% N,N-metylbisakrylamid w
roztworze wodnym, pH 7,0;

40% poliakrylamidy: 38% akrylamid i 2% N,N-metylbisakrylamid w roztworze wodnym,
pH 7,0;

250 ng/pl trypsyny w 10 mM HCl;

4.11. Odczynniki

e A&A Biotechnology, Polska: agar, ampicylina, bufor do polimerazy Marathon,
DTT, ekstrakt drozdzowy, IPTG, ...;

e Avantor, Polska: KOH, etanol, kwas octowy, metanol;
e BD Bacto, USA: pepton;
e Bio-Rad, USA: APS, Zestaw substratdw TMB Peroxidase EIA;

e BioShop, Kanada: L-(+)-arabioza, kwas borowy, bromophenol blue, glicyna,
K2HPO,, KCL, KH2PO4, octan magnezu, NazHPO4, NaCl, NaH2POys;

e Hartman Analytic GmbH, Niemcy: metyl-H3-Tymidyna 185 MBq (5 mCi);
e ICN Biomedicals Inc., USA: cyjanol ksylenu;

e [Lonza, USA: SeaKem® LE Agarose;
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e Merck, Niemcy: Coomassie Brilliant Blue R-250;
e Mlekovita, Polska: mleko beztluszczowe;
e Perkin-Elmer, USA: tymidyna znakowana trytem;

e Roche Diagnostics, USA: Poly[d(I-C)], Dideoxynucleoside Triphosphate Set

Sequencing Grade;
e Serva, Germany: kwas cytrynowy;

e Sigma Aldrich, USA: AgNOs, akrylamid/bis-akrylamid (30%) roztwor, ATP, -
merkaptoetanol, bromek etydyny, CaCl,, cukroza, dNTPs, EDTA, fosforan;

e StanLab, Polska: HCI, H2SOq4;

e ThermoFisher Scientific, USA: bufor Tango, GeneRuler 1 kb DNA Ladder,
PageRuler Pre-stained Protein Ladder, Thermo Sequenase Cycle Sequencing Kit;

4.12. Sktad zeli do rozdziatu elektroforetycznego
SDS PAGE:

10% zel poliakrylamidowy: 0.37 M Tris-HCI pH 8.8 (1.5 M), 10% poliakrylamidy (30%),
0.07% APS (10%), 0.37% TEMED (99%);

12.5% zel dolny: 0.37 M Tris-HCI pH 8.8 (1.5 M), 12.5% poliakrylamidy (30%), 0.07%
APS (10%), 0.37% TEMED (99%);

15% zel dolny: 0.37 M Tris-HCI pH 8.8 (1.5 M), 15% poliakrylamidy (30%), 0.07% APS
(10%), 0.37% TEMED (99%);

Zel gérny: 0.12 M Tris-HCI pH 6.8 (0.5 M), 4.37% poliakrylamidy (30%), 0.058 % APS
(10%), 0.29% TEMED (99%):;

Sekwencjonowanie: 10% poliakrylamid (40%), 8 M mocznik, 0.5x st¢zony TBE, 0.036%
APS, 0.06% TEMED,;

Agarozowy: 1% roztwor agarozy w 1x stgzonym buforze TBE (Materialy 4.6.1) lub

0.75% roztwor agarozy w 1x stezonym buforze TBE;

EMSA: 5% poliakrylamid (30%), 1x stezony TBE, 0.47% APS, 0.13% TEMED:;
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4.13. Inne materiaty

Filtry ze szklanej mikrofibry GF/C, 25 mm Whatman (GE Healthcare Life Science, UK);
GeanClean Il Kit (MP Biomedicals,USA);

Kuwety do elektroporacji Gene Pulser Cuvette (Bio-Rad, USA);

Membrana nitrocelulozowa Premium 0.45 um NC (Amersham Protran, Niemcy);
Mix&Gol! E. coli Transfromation Buffer Set (Zymo Research, USA);

NucleoSpin Gel and PCR clean-up (Mrcherey-Nagel, Niemcy);

Pipety automatyczne Pipetman (Gilson, USA);

Plasmid mini, Plasmid mini AX, Plasmid midi AX (A&A Biotechnology, Polska);
Plytka 96-dotkowa EIA/RIA costar 3591 (Corning Incorporation, USA);

Protino NI-NTA Agaroza (Marcherey-Nagel, Niemcy);

SilverQuest ™ Silver Staining Kit (Invitrogen, USA);

Woreczki dializacyjne Spectra/Por Dialysis Kit (MWCO 12-14000) (Spectrum
Laboratories, USA);

4.14. Aparatura
AKTA prime plus system (GE Healthcare, USA);

Biacore T200 SPR system (Cytiva, USA);

BioSpectrometr (Eppendorf, Polska);

ChemiDoc system (Bio-Rad, USA);

Czytnik ptytek Spektorfotometr EPOCH 2 (BioTek, Polska);
Fermentor B. Braun International C15-3 (BIOSTAT, USA);
Horizontal Mini-Gel system MGU-202T (CBS Scientific, USA);
Lampy UV Tube for EL Series UV Lamps (UVP);

Licznik scyntylacyjny Liquid scintillator (Beckman Coulter, USA);
Mass Spectrometer Autoflec 111 (Bruker, USA);

Milli-Q ultrapure water solutions (Millipore, USA);
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Mini-PROTEAN Tetra cell system (Bio-Rad, USA);

Nanodrop 2000 spektrofotometr (Thermo Scientific, USA);

Pipety automatyczne Pipetman (Gilson, USA);

pH-metr SevenCompact pH meter S220 (Mettler Toledo, Polska);
Poziomy zestaw mini-zelowy MGU-202T-G (C.B.S. Scientific, USA);
SA Sensor Chip (Cytiva, USA);

Sekwencery z podktadem aluminiowym (Tehrmo Scientific, USA);
Skaner fluorescencyjny Amersham Typhoon (Cytiva, USA);

Sonikator Q700 (Qsonica, USA);

Spektrometr dichroizmu kotowego Jasco J-1500 (Jasco, Japonia)
Spektrometr mas 5800 MALDITOF/TOF (AB Sciex, Framingham, MA, USA)

System do podwdjnej pionowej elektroforezy zelowej OWL P10DS (Thermo Scientific,
USA);

Termocykler C100 Touch Thermal Cycler (Bio-Rad, USA);
Thermomixer comfort (Eppendorf, Polska);

Typhoon Biomolecuar Imager (Amersham, USA);
Wiréwka Avanti J-301 (Beckman Coulter, USA);

Wirowka Centrifuge 5804-R (Eppendorf, Polska)

Wiréwka Sigma 1-14 (Sigma, Niemcy);

Zasilacz PowerPac Basic Power Supply (Bio-Rad, USA);

54



5. METODY

5.1. Izolacja DNA

5.1.1. Izolacja chromosomalnego DNA bakterii
Do izolacji genomoweo DNA bakterii uzywano komercyjnego zestawu Genomic mini

(A&A Biotechnology). Izolacje przeprowadzano zgodnie z protokotem producenta. Do
100 pl hodowli bakteryjnej dodawano 200 pl roztworu lizujacego LT i 20 pul proteinazy
K. Komorki inkubowano w temp. 37°C przez 20 min. Nastepnie komorki inkubowano w
temp. 70 °C przez 5 min, po tym czasie worteksowano i wirowano przy predkosci 15 000
obrotdw/minute przez 3 min. Supernatant przenoszono na minikolumny i wirowano z tg
samg predkoscig przez 1 min. Dodawano 500 pl ptuczacego buforu Al i powtarzano
wirowanie. Dodawano 400 pl buforu Al i powtarzano wirowanie. Minikolumny
przenoszono do nowych probéwek i dodawano 200 pl roztworu Tris ogrzanego do 70 °C.
Nastepnie inkubowano w temp. pokojowej przez 2 min., po czym wirowano przy

predkosci 15 000 obrotow/min. Oczyszczony DNA przechowywano w temp. 4 °C.

5.1.2. Izolacja superzwinietej formy plazmidowego DNA
W zalezno$ci od skali izolacji oraz kopijnosci plazmidu, do izolacji superzwinigtej formy

plazmidowego DNA uzywano komercyjnych zestawow Plasmid Mini lub Plasmid Midi
AX (A&A Biotechnology).

Plasmid Mini

Zestawu Plasmid Mini uzywano do oczyszczania DNA plazmidowego o wysokiej
kopijnosci zgodnie z protokotem producenta. Wirowano 3 ml hodowli nocnej komorek
bakteryjnych, usuwano supernatant, a komorki zawieszano w 200 pl roztworu L1.
Dodawano 200 pl roztworu lizujacego L2, mieszano poprzez 3-krotne odwracanie i
inkubowano w temp. pokojowej przez 3 min. Dodawano 400 pl buforu zobojetniajacego
G3 1 mieszano do zaniknigcia malinowej barwy lizatu, po czym wirowano przy predkosci
12 500 obrotow/min. przez 10 minut. Lizat nanoszono na minikolumny i wirowano z ta
sama predkoscig przez 1 min. Dodawano 500 pl buforu ptuczacego W i powtarzano
wirowanie. Dodawano 600 pl buforu phluczacego Al 1 powtarzano wirowanie.

Minikolumny przenoszono do nowej probéwki, dodawano 50 ul jatowej wody ogrzane;j
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do temp. 50 °C i inkubowano w temp. pokojowej przez 3 min., po czym powtarzano

wirowanie. Oczyszczony DNA przechowywano w temp. 4 °C.

Plasmid Midi AX

Zestawu Plasmid Midi AX uzywano do oczyszczania plazmidowego DNA o niskiej
kopijnosci, lub wysokiej kopijnosci, jezeli do analiz bylo wymagane uzycie wysokich
stezen DNA. Zestawu uzywano zgodnie z protokotem producenta. Wirowano 100 ml
hodowli nocnej komorek bakteryjnych, usuwano supernatant, a komorki zawieszano w 5
ml roztworu L1. Dodawano 5 ml roztworu lizujacego L2, mieszano poprzez 3-krotne
odwracanie i inkubowano w temp. pokojowej przez 5 min. Dodawano 5 ml buforu
zobojetniajacego L3 i mieszano do zanikni¢cia malinowej barwy lizatu, po czym lizat
przenoszono na kolumneg filtrujaca 1 wirowano przy predkosci 1 500 obrotow/min. przez
5 minut. Lizat nanoszono na kolumne Plasmid 200 i czekano az caly lizat przesaczy si¢
przez kolumng. Dodawano 20 ml buforu ptuczacego K2P i ponownie czekano az caty
bufor przesaczy si¢ przez kolumng. Kolumne Plasmid 200 przenoszono do nowych
probéwek, dodawano 6 ml roztworu elucyjnego K3 i czekano az caly bufor przesaczy si¢
przez kolumng. Do eluatu dodawano 25 pl wzmacniacza do precypitacji oraz 5 ml
izopropanolu, mieszano poprzez odwracanie, po czym wirowano przy predkosci 12 500
obrotow/min przez 10 min. Usuwano supernatant, za$ pellet ptukano 70% roztworem
etanolu 1 wirowano przy predkosci 12 500 obrotow/min. przez 3 min. Ponownie usuwano
supernatant, za$ pellet suszono w temp. pokojowej przez 10 min. Nastepnie do pelletu

dodawano 500 pl jatowej wody. Oczyszczony DNA przechowywano w temp 4 °C.

5.1.3. Izolacja DNA z zZelu
Do izolacji DNA z zelu agarozowego uzywano komercyjnego zestawu Nucleospin Gel

and PCR Clean-up (Bionovo). Zestawu uzywano zgodnie z protokotem producenta z
drobnymi zmianami opisanymi ponizej. Do 100 mg fragmentéw zelu agarozowego
zawierajagcego DNA dodawano 200 pl buforu NTI i inkubowano w temp. 50 °C przez 10
min. W miedzyczasie probki worteksowano co 2 minuty. Na kolumng¢ nanoszono 700 pl
probki 1 wirowano przy predkosci 12 500 obrotow/min. przez 30 s. Na kolumng
nanoszono 700 pl buforu NT3 i1 powtarzano wirowanie. Etap ten wykonywano
dwukrotnie. Kolumng¢ przenoszono do nowej probéwki, dodawano 30 pl jatowej wody,
inkubowano przez 3 min, po czym wirowano przy predkosci 12 500 obrotow/ min. przez

1 min. Oczyszczony DNA przechowywano w temp 4 °C.
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5.2. Mutageneza miejscowo-specyficzna
Do przeprowadzenia mutagenezy miejscowo-specyficznej w celu otrzymania

punktowych mutantow biatka TrfA33 i RepA jako matrycy uzywano odpowiednio
plazmidow pAT30, kodujacego biatko TrfA33 i pET15b-repA kodujacego biatko RepA.
W sktad 50 ul mieszaniny reakcyjnej wchodzit 1X stezony bufor Pfu, dNTPsy kazdy o
koncowym stezeniu 200 uM, 1.5 uM startery odpowiednie dla konkretnej matrycy DNA
(Materiaty 4.3), 100 ng matrycowego plazmidowego DNA w formie superzwinigtej
(pAT30 lub pET15b) oraz 1 U polimerazy Pfu Turbo (Materiaty 4.7). Dla uproszczenia
sktady poszczegdlnych mieszanin przedstawiono w Tabeli 1. Reakcje PCR rozpoczgto
od wstepnej denaturacji w 95°C przez 2 min. Nastepnie przeprowadzono 18 cykli, ktore
obejmowaty denaturacj¢ w temp. 95°C przez 30 s., przylaczanie starteréw w temp. 63°C
przez 1 min oraz wydtuzanie fancucha DNA w temp. 72°C przez okres 6 min. Reakcje

zakonczono dodatkowa elongacjg w temp. 72 °C przez okres 10 min.

Tabela 1 Sktady mieszanin reakcyjnych do przeprowadzenia mutagenezy miejscowo-specyficznej w
genie biatka TrfA33 kodowanego na plazmidzie pAT30 i w genie biatka RepA kodowanego na plazmidzie
pET15b.

pAT30 pET15b
10X stezony bufor Sul Sul
dNTPs 200 uM (kazdy) 200 uM (kazdy)
Starter 1* 1.5 uM 1.5 uM
Starter 2* 1.5 uM 1.5 uM
Matryca 100 ng 100 ng
Polimeraza 1U 1U
Koncowa objetos¢ reakeji 50 50

* Pary starterow do mutagenezy miejscowo specyficznej przedstawiono w Materiaty 4.3.

5.3. Trawienie matrycowego DNA po reakcji PCR
W celu usunigcia matrycowego DNA po reakcji PCR do mieszaniny poreakcyjnej

dodawano 2 ul enzymu restrykcyjnego Dpnl, ktory rozpoznaje Né-metylowane reszty

adeninowe. Trawienie prowadzono w temp. 37°C przez okres 1.5 h.
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5.4. Okreslenie stgzenia i czystosci DNA
Stezenie oraz czystos¢ wyizolowanego materialu genetycznego okreslano z uzyciem

spektrofotometru Nano-Drop (Materiaty 4.14) nanoszac 1.5 pl probki badanej. Probe
referencyjng stanowito 1.5 ul wody. W celu okreslenia czystosci uzyskanego preparatu
mierzono stosunek absorbancji Azeo/A230 0raz Azeo/Azeo. Do dalszych badan uzywano
jedynie DNA o stosunkach absorbancji A2so/A230> 1.8 i A2e0/A280 > 1.8.

5.5. Hybrydyzacja DNA
Hybrydyzacje dwoch komplementarnych  fragmentéw  jednoniciowego DNA

przeprowadzano w buforze H (Materialy 4.6.1). Probowke z mieszaning reakcyjna
zawierajacg 2 uM stezenie kazdego z oligonukleotydow w buforze H inkubowano w
temp. 95°C przez 5 minut, a nast¢pnie inkubacj¢ kontynuowano stopniowo zmniejszajac

temperature inkubacji do osiggnig¢cia temperatury pokojowe;j.

5.6. Uzyskanie komorek kompetentnych
W celu nadania komorkom E. coli kompetencji do pobierania plazmidowego DNA

wykorzystano komercyjny zestaw Mix&Go! E. coli Transfromation Buffer Set (Materiaty
4.13) zgodnie z protokotem producenta. Po nadaniu komérkom kompetencji, komorki

przechowywano w -80 °C.

5.7. Transformacja komoérek kompetentnych
Aby przeprowadzi¢ transformacje komorek kompetentnych E. coli, rozmrazano 100 pl

komorek i dodawano 5 pl plazmidowego DNA, nastepnie komorki inkubowano na lodzie
przez okres 30 min. W celu przeprowadzenia szoku temperaturowego, komorki
przektadano z lodu do temp. 42°C i inkubowano przez 45 s, po czym ponownie
umieszczano je w lodzie na 2 minuty. Po tym czasie do komoérek dodawano 900 ml ciepte;j
pozywki SOC (Materiaty 4.4) i inkubowano w temp. 37°C z wytrzasaniem przez 1 h.
Nastepnie komorki wysiewano na stale podloze LB (Materialty 4.4) z odpowiednim

antybiotykiem 1 inkubowano w 37°C przez noc.

5.8. Oczyszczanie frakcji biatek replikacyjnych z komorek E. coli C600
Hodowle nocng komorek E.coli C600 odmtadzano w 3 1 pozywki LB w stosunku 1:100 i

inkubowano w temp. 37°C z wytrzasaniem 160 obrotow/min. do uzyskania ODegoo = 1.
Komorki osadzano przez wirowanie z predkosciag 4000 obrotdw/min. w temp. 4°C przez

10 min. Osad bakteryjny porcjowano po 2 g. Osad bakteryjny zawieszano w 12 ml buforu
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C600-L (Materiaty 4.6.2), zamrazano w ciektym azocie i rozmrazano w tazni lodowej
przez 20 min, a nastgpnie w temp. 15°C do catkowitego rozmrozenia. Dodawano 2 M
KCl do koncowego stezenia 15 mM oraz lizozymu w proszku do koncowego stezenia 0.2
ug/ml i inkubowano na lodzie przez 30 min. Ponownie zamrazano w cieklym azocie i
rozmrazano. Lizat wirowano z predkoscig 30 000 obrotow/min. w temp. 4°C przez 30
min. Nastepnie wysalano biatka stopniowo dodajac 0.28 g siarczanu amonu na 1 ml
supernatantu otrzymanego po wirowaniu, mieszajagc w temp. 4°C przez okres 30 min.
Catos¢ wirowano przy predkosci 25 000 obrotow/ min. w temp. 4°C przez okres 20 min.
Osad zawieszano w 0.4 ml buforu C600-D (Materiaty 4.6.2) i dializowano do 1 | buforu
C600-D w temp. 4°C przez okres 1 h. Ekstrakt bakteryjny porcjowano, zamrozono w

ciektym azocie i przechowywano w -80°C.

5.9. Oczyszczanie bialek

5.9.1. Nadprodukcja biatek
Nadprodukcja wariantow biatka TrfA33

Nocng hodowle bakterii E. coli Arctic Express (DE3)[pAT30-trfA33] (Materialty 4.1 i
4.2) odmtodzono w stosunku 1:50 do 4.5 1 pozywki LB (Materiaty 4.4) zawierajace;j
gentamycyne o stezeniu 20 ug/ml i ampicyling o stezeniu 50 pg/ml, i hodowano w temp.
30°C z wytrzasaniem 160 obrotéw/minute przez 3h. Po tym czasie zmierzono ODggo
hodowli. W celu obnizenia temperatury hodowli inkubacje kontynuowano w temp. 12°C
przez 1h. Ekspresj¢ genu biatka TrfA-33 posiadajacego na C-koncu znacznik
histydynowy indukowano poprzez dodanie chemicznego analogu laktozy izopropylo-f-
d-1-tiogalatopiranozdu (IPTG) do koncowego stezenia 1 mM. Indukcje prowadzono w
temp. 12°C przez 24 h. Po tym czasie komorki bakteryjne osadzano poprzez wirowanie
z predkoscia 5000 obrotow/minute przez 10 min. w temp. 4°C. Osad bakteryjny

zamrazano w ciektym azocie 1 przechowywano w -80°C.

Nadprodukcja wariantow biatka TrfA44

Nocng hodowle bakterii E. coli Arctic Express (DE3)[pGCI-trfA44] (Materiaty 4.1 14.2)
odmlodzono w stosunku 1:50 do 4.5 1 pozywki LB (Materialy 4.4) zawierajacej
gentamycyne o stezeniu 20 pg/ml i ampicyling o stezeniu 50 pg/ml i hodowano w temp.
30°C z wytrzasaniem 160 obrotéw/minute przez 3 h. W celu obnizenia temperatury
hodowli inkubacj¢ kontynuowano w temp. 12°C przez 1h. Ekspresje genu biatka TrfA44

posiadajacego na C-koncu znacznik histydynowy indukowano poprzez dodanie 20%
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arabinozy do koncowego stezenia 0.2%. Indukcje prowadzono w temp. 12°C przez 24 h.
Po tym czasie komorki bakteryjne osadzano poprzez wirowanie z predkoscia 5000
obrotow/minute przez 10 min. w temp. 4°C. Osad bakteryjny zamrazano w ciekltym

azocie i przechowywano w -80°C.

Nadprodukcja wariantow biatka RepA

Nocng hodowle bakterii E. coli BL21 (DE3)[pET15b-repA] (Materiaty 4.1 i 4.2)
odmtodzono w stosunku 1:30 do 1.5 1 pozywki LB (Materiaty 4.4) z 100 mM ampicyling
1 hodowano w temp. 32°C z wytrzasaniem 160 obrotéw/minute do uzyskania ODggo =
0.6. Ekspresje genu biatka RepA posiadajacego na C-koncu znacznik histydynowy
indukowano poprzez dodanie IPTG do koncowego stezenia 1 mM. Indukcje¢ prowadzono
w temp. 32°C przez 2 h. Po tym czasie komorki bakteryjne osadzano poprzez wirowanie
z predkoscia 5000 obrotow/minute przez 10 min. w temp. 4°C. Osad bakteryjny

zamrazano w cieklym azocie i przechowywano w -80°C.

Nadprodukcja wariantow biatka RepE

Nocng hodowlg bakterii E. coli BL21 (DE3)[pBAD24-repE] (Materiaty 4.1 i 4.2)
odmtodzono w stosunku 1:30 do 1.5 1 pozywki LB (Materialy 4.4) z 100 mM ampicyling
1 hodowano w temp. 32°C z wytrzasaniem 160 obrotow/minut¢ do uzyskania ODegoo =
0.6. Ekspresje genu biatka RepE posiadajacego na C-koncu znacznik histydynowy
indukowano poprzez dodanie 20% arabinozy do koncowego stezenia 0.2%. Indukcje
prowadzono w temp. 32°C przez 2 h. Po tym czasie komorki bakteryjne osadzano poprzez
wirowanie z predkoscig 5000 obrotow/minut¢ przez 10 min. w temp. 4°C. Osad

bakteryjny zamrazano w cieklym azocie i przechowywano w -80°C.

Nadprodukcja DnaA

Nocng hodowlg bakterii E. coli JP313[pBAD24-dnaA] (Materiaty 4.1 i 4.2) odmtodzono
w stosunku 1:30 do 1.5 1 pozywki LB (Materiaty 4.4) z 100 mM ampicyling i hodowano
w temp. 37°C z wytrzasaniem 160 obrotow/minute do uzyskania ODeoo = 0.8. Ekspresje
genu biatka DnaA posiadajacego na C-koncu znacznik histydynowy indukowano poprzez
dodanie 20% arabinozy do koncowego stezenia 0.2%. Indukcje prowadzono w temp.
37°C przez 2 h. Po tym czasie komorki bakteryjne osadzano poprzez wirowanie z
predkoscig 5000 obrotéw/minute przez 10 min. w temp. 4°C. Osad bakteryjny zamrazano
w cieklym azocie i przechowywano w -80°C.
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Nadprodukcja DnaB

Nocng hodowle bakterii E. coli BL21[pBAD24-dnaB] (Materialy 4.1 i 4.2) odmtodzono
w stosunku 1:30 do 1.5 1 pozywki LB (Materiaty 4.4) z 100 mM ampicyling i hodowano
w temp. 37°C z wytrzasaniem 160 obrotow/minute do uzyskania ODeoo = 0.8. Ekspresj¢
genu biatka DnaB posiadajacego na C-koncu znacznik histydynowy indukowano poprzez
dodanie 20% arabinozy do koncowego st¢zenia 0.2%. Indukcje prowadzono w temp.
37°C przez 3 h. Po tym czasie komorki bakteryjne osadzano poprzez wirowanie z
predkoscig 5000 obrotéw/minute przez 10 min. w temp. 4°C. Osad bakteryjny zamrazano

w cieklym azocie i przechowywano w -80°C.

Nadprodukcja DnaC

Nocng hodowle bakterii E. coli BL21[pPS562-dnaC] (Materiaty 4.1 i 4.2) odmtodzono
w 0.5 1 pozywki LB (Materiaty 4.4) z dodatkiem 100 mM ampicyliny i inkubowano w
temp. 30°C z wytrzasaniem 150 obrotow/minut¢ do uzyskania ODeoo = 0.6. Ekspresje
genu biatka DnaC posiadajacego na C-koncu znacznik histydynowy indukowano poprzez
dodanie 0.5 L pozywki LB podgrzanej do temp. 60 °C, po czym hodowle inkubowano w
temp. 42°C przez 3 h.

Nadprodukcja gyrazy

Nocng hodowle bakterii E. coli BL21(DE3)/pBS59-gyraza odmtodzono w 9 L pozywki
LB (Materiaty 4.4) z dodatkiem 100 mM ampicyliny i inkubowano w temp. 32°C z
wytrzasaniem 160 obrotéw/minut¢ do uzyskania ODesoo = 0.6. Ekspresje genu gyrazy
posiadajacej na C-koncu znacznik histydynowy indukowano poprzez podwyzszenie
temperatury do 42°C i inkubacje w tej temperaturze przez 20 min. Nastepnie hodowle
inkubowano w temp. 37°C przez 2h. Po zakonczonej nadprodukcji, komoérki osadzano
poprzez wirowanie z predkoscig 4000 obrotow/minute przez 10 min. w temp. 4°C. Osad

bakteryjny zamrozono w cieklym azocie i przechowywano w -80°C.

5.9.2. Oczyszczanie biatek na ztoZach chromatograficznych
Oczyszczanie na ztozu Ni-NTA biatek: TrfA33, TrfA44, RepA, RepE, DnaA, DnaB

Otrzymany osad bakteryjny rozmrazano w tazni lodowej, po czym rozcienczano w
buforze L dla odpowiedniego biatka (Materiaty 4.6.3), dodawano szczypte

liofilizowanego lizozymu (Materialy 4.7), inkubowano w temp. 4°C przez 30 min., po
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czym zamrazano w cieklym azocie. Nastgpnie komorki rozmrazano w tazni lodowej i
poddawano sonikacji o parametrach 15 Amp, 32 J, 3x 30 s z uzyciem sonikatora Qsonica
Sonicators. Lizat (Materialy 4.14) wirowano przy predkosci 25 000 obrotdw/minutg
przez 30 min. w temp. 4°C. Supernatant dodawano do zrownowazonego buforem L 1.5
ml zloza Ni-NTA (Materiaty 4.9) i prowadzono wigzanie biatka do zloza poprzez
mieszanie rotacyjne (20 obrotow/minuteg) w temp. 4°C przez 1 h. Ztoze osadzano poprzez
wirowanie z predkoscig 1000 obrotow/min. przez 3 min. w temp. 4°C. Nastepnie
wykonano seri¢ 3 ptukan buforem W dla odpowiedniego biatka (Materialy 4.6.3). Ztoze
ze zwigzanym biatkiem ptukano poprzez mieszanie rotacyjne ztoza w buforze W przez
10 min. w temp. 4°C, po czym wirowano j.w. Tak przygotowane ztoze przektadano do
kolumny. W celu elucji nanoszono 10 ml buforu E dla odpowiedniego biatka (Materiaty
4.6.3) 1 inkubowano przez 15 min. w 4°C. Elucj¢ prowadzono buforem E zbierajac frakcje
po 0.5 ml. Analiza skandéw zeli polikarylamidowych uzyskanych po rozdziale
elektroforetycznym SDS-PAGE (Metody 5.13), pozwolita na wybor frakcji
oczyszczonych biatek, ktore to frakcje nastepnie dializowano 3 x po 45 min. do
odpowiedniego dla danego biatka buforu D (Materialy 4.6.3). Oczyszczone frakcje biatka

porcjowano, zamrozono w ciekltym azocie 1 przechowywano w temp. -80°C.

Oczyszczanie na ztozu Hi-Trap biatek: TrfA33, TrfA44, RepA i RepE

Frakcje bialek, ktére po oczyszczaniu na zlozu Ni-NTA, dalej zawieraty
zanieczyszczenia, poddawano drugiemu oczyszczaniu stosujagc chromatografig
jonowymienng z uzyciem zloza heparynowego Hi-Trap (Materiaty 4.9) 1 systemu AKTA
(Materiaty 4.14). Oczyszczane frakcje bialka nanoszono na zrownowazone buforem D
dla odpowiedniego biatka (Materiaty 4.6.3) ztoze Hi-Trap przy przepltywie 0.5 ml/min,
po czym ztoze plukano ilos$cig buforu D odpowiadajaca 10-krotnej objetosci kolumny ze
ztozem Hi-Trap. Nastepnie ustawiano gradient, w ktérym zmieniano stosunek buforu D
do E> dla odpowiedniego biatka (Materiaty 4.6.3). Gradient rozpoczynano od 0% st¢zenia
buforu E: i koficzono na 100% st¢zeniu buforu E>. Prowadzono gradient o objetosci 8 ml
o przeptywie 0,5 ml/min., zbierajac frakcje po 0,5 ml. Analiza skanoéw zeli
polikarylamidowych uzyskanych po rozdziale elektroforetycznym SDS-PAGE (Metody
5.13), pozwolita na wybodr frakcji oczyszczonych biatek, ktore to frakcje nastepnie
dializowano 3 x po 45 min. do odpowiedniego dla danego biatka buforu D (Materiaty
4.6.3). Oczyszczone frakcje biatka porcjowano, zamrozono w cieklym azocie i

przechowywano w temp. -80°C.
62



Oczyszczanie gyrazy

Zamrozony osad bakteryjny rozmrazano w tazni lodowej. Rozmrozony osad zawieszano
w 40 ml buforu Gyr-L (Materiaty 4.6.3), dodano szczypte liofilizowanego lizozymu i
inkubowano na lodzie przez 1 h. Nastg¢pnie lizat dwukrotnie zamrazano w ciektym azocie
I rozmrazano w tazni lodowej. Lizat wirowano przy predkosci 30 000 obrotow/min. przez
1 h w temp. 4°C, po czym lizat dializowano do buforu Gyr-W (Materiaty 4.6.3) 3x 1 1 x
45 min.. Dializat nanoszono na 30 ml zrownowazonego buforem Gyr-W ztoza DEAE
Sepharose (Materiaty 4.9) i ptukano 100 ml buforu Gyr-W. Elucje gyrazy prowadzono z
uzyciem gradientu liniowego o dtugosci 100 ml i przeptywie 0.3 ml/min w systemie
AKTA, zbierajac frakcje o objetosci 3 ml. Podczas gradientu zmienny byt stosunek
buforu Gyr-W do buforu Gyr-E (Materiaty 4.6.3). Elucje rozpoczeto od 0% stezenia
buforu Gyr-E i 100% st¢zenia buforu Gyr-W i zakonczono na 100% stezeniu buforu Gyr-
E i 0% stezeniu buforu Gyr-W. Zebrane frakcje poddano analizie SDS-PAGE (Metody
5.13). Frakcje zawierajace gyraz¢ dializowano do buforu Gyr-PA (Materiaty 4.6.3) 3x 1
L przez 45 min. Dializat nanoszono na 7 ml zrownowazonego buforem Gyr-PA ztoza
celulozowego P11 (Materialy 4.9), ktore nastepnie ptukano 50 ml buforu Gyr-PA. Elucje
gyrazy ze ztoza P11 prowadzono dwuetapowym gradientem o przeptywie 0,2 ml/min z
uzyciem systemu AKTA (Materiaty 4.14), zbierajac frakcje o objetosci 1 ml. Pierwszy
etap gradientu o dtugosci 10 ml prowadzono od 0% do 50% stezenia buforu Gyr-PB
(Materiaty 4.6.3). Drugi etap gradientu o dlugosci 25 ml prowadzono od 50% do 100%
stezenia buforu Gyr-PB. Zebrane frakcje poddano analizie SDS-PAGE (Metody 5.13).
Frakcje zawierajace gyrazg dializowano do buforu Gyr-PA 3x 1 | przez 45 min. Dializat
nanoszono na 1 ml zréwnowazonego buforem Gyr-PA zloza heparynowego Hi-Trap
(Materiaty 4.9). Ztoze ptukano 10 ml buforu Gyr-PA. Elucje biatka ze ztoza Hi-Trap
prowadzono z uzyciem gradientu liniowego o objgtosci 10 ml i przy przeptywie 0.5
ml/min w systemie AKTA, zbierajac frakcje o objetosci 0,5 ml. Elucj¢ prowadzono od
0% do 100% st¢zenia buforu Gyr-PB. Zebrane frakcje poddano analizie SDS-PAGE.
Frakcje zawierajace gyraze dializowano do buforu Gyr-PA 3x 1 | po 45 min., porcjowano,

zamrozono w ciektym azocie 1 przechowywano w -80°C.

5.9.3. Oczyszczanie biatek poprzez wysalanie: DnaC
Po zakonczonej nadprodukeji, komorki osadzano poprzez wirowanie z predkoscig 4000

obrotow/minute przez 10 min. w temp. 4°C. Osad bakteryjny rozpuszczano w buforze
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DnaC-L (Materiaty 4.6.3), dodawano szczypte liofilizowanego lizozymu, inkubowano w
temp. 4°C przez 1 h, po czym zamrozono w cieklym azocie. Nastgpnie komorki
rozmrazano w tazni lodowej i poddawano sonikacji o parametrach 15 Amp, 32 J, 3x 30 s
z uzyciem sonikatora Qsonica Sonicators (Materialty 4.14). Lizat wirowano przy
predkosci 25 000 obrotéw/minute przez 30 min. w temp. 4°C. Biatka znajdujace si¢ w
supernatancie precypitowano dodajac stopniowo 0.2 g siarczanu amonu na 1 ml
supernatantu i mieszajac na mieszadle magnetycznym (Materiaty 4.14) w temp. 4°C
przez 1 h. Nastepnie mieszaning wirowano przy predkosci 25 000 obrotow/minute przez
45 min. w temp 4°C. Osad rozpuszczano w 10 ml buforu DnaC-D (Materiaty 4.6.3) i
dializowano w 2 | buforu DnaC-D przez noc w temp. 4°C. Dializat nanoszono na 2 ml
zrownowazonego buforem DnaC-D fraktozelu (Fractogel EMD TMAE-650(S)
(Materiaty 4.9). Nastepnie ztoze ptukano buforem DnaC-D i zbierano frakcje biatka o
objetosci 0.5 ml. Tak oczyszczone biatko porcjowano, zamrozono w cieklym azocie i

przechowywano w -80°C.

5.10. Oznaczanie stgzenia biatek - densytometria
Oznaczenie czystosci oraz stezen biatek przeprowadzono metoda densytometrii z

wykorzystaniem elektroforezy w denaturujagcym zelu poliakrylamidowym, SDS-PAGE
(Metody 5.13). Jako wzorca stgzeniowego uzywano znanych ilosci (0.5, 1, 1.5, 2 ug)
Surowiczej Albuminy Wotowej, BSA (ang. Bovine Serum Albumin) (Materialy 4.7).
Badane biatka miareczkowano objetosciowo 0.5, 1, 2, 3 1 4 pul w 5 pl buforu
obcigzajacego Laemmli (Materiaty 4.6.1), po czym inkubowano w temp. 95°C przez 5
minut. Tak przygotowane probki nanoszono do studzienek Zelu poliakrylamidowego
(Materiaty 4.12) i przeprowadzono rozdziat SDS-PAGE. Nastegpnie Zele barwiono
Coomassie Brilliant Blue (Metody 5.14.1). Analiz¢ densytometryczng przeprowadzano z
wykorzystaniem systemu ChemiDoc MP Imaging System (Materiaty 4.14), porownujac
intensywno$¢ prazkdw wzorca stezeniowego z intensywnoscia prazkoOw oczyszczonego

bialka.

5.11. Elektroforeza DNA w zelu agarozowym
Rozdziat elektroforetyczny DNA przeprowadzono w 0.75% lub 1% (wag./obj.) zelach

agarozowych (Materiaty 2.12). Przed natoZeniem probek z DNA do studzienek zelu, do
DNA dodano 6x stezony bufor obcigzajacy (Materiaty 4.6.1). Jezeli nie podano inaczej,

rozdziat prowadzono przy statym napigciu 90 V przez 60 min w 1x stezonym buforze
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TBE (Materialy 4.6.1). Elektroforez¢ przeprowadzano w aparacie Horizontal Mini-Gel
Systems MGU-202T (Materiaty 4.14). W celu wizualizacji DNA zele barwiono EtBr
(Metody 5.12), za$§ skany zelow agarozowych wykonywano z uzyciem systemu
ChemiDoc MP Imaging System (Materiaty 4.14).

5.12. Barwienie zeli agarozowych

5.12.1. Barwienie przed rozdziatem elektroforetycznym
Przygotowane roztwory zeli agarozowych (Materialy 4.12) schtadzano do temp. ok. 50-

60°C i dodawano roztworu EtBr (Materiaty 4.10) do koficowego stezenia 0.4 pg/ml. Zele

wylewano do aparatu i pozostawiono do zastygniecia.

5.12.2. Barwienie po rozdziale elektroforetycznym
Po rozdziale elektroforetycznym, zele agarozowe ptukano buforem zawierajacej 0,5

pg/ml roztwor EtBr (Materiaty 4.10) przez 30 min. W celu pozbycia si¢ nadmiaru EtBr,

zele ptukano przez 20 min. w wodzie.

5.13. Elektroforeza biatek w warunkach denaturujgcych w zelu poliakrylamidowym
(SDS-PAGE)
Rozdzial elektroforetyczny bialek prowadzono w nieciaglych denaturujacych zelach

poliakrylamidowych (SDS-PAGE). Zel goérny (zageszczajacy) zawieral roztwor
poliakrylamidow (Materialy 4.10) w stezeniu 4.5% (Materialy 4.12), za$ zel dolny
(rozdzielajacy) w stezeniu 12.5% lub 15% (Materialy 4.12). Do probek z biatkami
dodawano buforu Laemmli (Materiaty 4.6.1) do koncowego stezenia 1x i inkubowano
przez 5 min. w temp. 95°C. Nastepnie probki nanoszono do studzienek zelu i prowadzono
rozdzial w 1x stezonym buforze SDS (Materiaty 4.6.1) przy stalym napigciu 180 V przez
1 h. Elektroforeze prowadzono w systemie Mini-PROTEAN Tetra Cell (Materialy 4.14).
W celu wizualizacji biatek, zele barwiono roztworem Coomassie Brilliant Blue (Metody
5.14.1). Skany zeli wykonywano z uzyciem systemu ChemiDoc MP Imaging System
(Materiaty 4.14).

5.14. Elektroforeza DNA w warunkach denaturujgcych
Produkty reakcji wydtuzania startera oraz reakcji sekwencjonowania rozdzielano w 10%

zelu denaturujacym poliakrylamidowym z 8 M mocznikiem 1 buforem 0,5 x TBE
(Materiaty 4.12). Elektroforezg¢ produktow otrzymanych po reakcji wydtuzania startera
(Metody 5.22.3) prowadzono w buforze 0,5 x TBE przy statej mocy 40 W, za$
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elektroforeze produktéw otrzymanych po reakcji sekwencjonowania (Meody 5.25)
prowadzono w buforze 0,5 x TBE przy statej mocy 55 W. Wyniki wizualizowano za

pomocg skanera fluorescencyjnego Amersham Typhoon (Cytiva) (Materiaty 4.14).

5.15. Barwienie zeli poliakrylamidowych

5.15.1. Barwienie Coomassie Brilliant Blue
Zele poliakrylamidowe po rozdziale elektroforetycznym ptukano w roztworze Coomassie

Brilliant Blue (Materiaty 4.10) i wytrzasano na niskich obrotach przez 30 min. Zele

odbarwiano w roztworze odbarwiajacym O (Materialy 4.10) z wytrzasaniem przez noc.

5.15.2. Barwienie srebrem
Po rozdziale elektroforetycznym, zele poliakrylamidowe plukano w 50% roztworze

metanolu (Materialy 4.10) przez 1 h. Nastgpnie zele inkubowano w $wiezo
przygotowanym roztworze srebra (Materiaty 4.10) z delikatnym wytrzagsaniem przez ok.
15 min. Kolejno przeprowadzano 3 ptukania woda dejonizowana, kazde po 5 min i
inkubowano z roztworem wywotujacym (Materiaty 4.10). Inkubacje prowadzono do
momentu pojawienia si¢ wyraznych prazkéw na zelu. Po pojawieniu si¢ prazkow, zel
ptukano woda dejonizowana, a nastepnie zatrzymywano reakcje poprzez dodanie buforu

stopujacego (Materiaty 4.10).

5.16. Dichroizm kotowy (CD)
Drugorzedowg strukture wariantow biatek TrfA-33, TrfA-44, RepA i RepE poddano

analizie z wykorzystaniem widma dichroizmu kotowego (CD). Pomiary wykonywano
przy uzyciu spektrometru CD Jasco J-1500 wyposazonego w termostatowany uchwyt
kuwety PTC-517 Peltier (Materiaty 4.14). Widma uzyskiwano poprzez pomiar biatek o
stezeniu 3 uM w 25 mM KPi (pH 7,2), 100 mM KCli I mM DTT w kuwecie kwarcowej
o dhugosci drogi optycznej 1ecm. Dane rejestrowano w zakresie dtugosci fali od 195 do
260 nm z predkoscig 50 nm/min w temp. 25°C. Pomiary z pigciu widm usredniano, a

rejestrowany sygnat przeliczano na eliptyczno$¢ molowa na reszt¢ aminokwasowa:
(®)MRW (deg cm? dmol™) wedtug zaleznosci: (©)MRW=(®obs)/10-n-1-C,

gdzie (®obs) - eliptycznos¢ wyrazona w mdeg, n - ilo$¢ reszt aminokwasowych, C -

stezenie molowe wyrazone w mol/dm3, 1 - dlugo$¢ drogi optycznej wyrazona w cm.
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Zawarto$¢ struktury wtdrnej obliczano przy uzyciu pakietu oprogramowania Spectra

Manager ver.2, Jasco.

5.17. Sieciowanie kompleksow nukleoproteidowych i ich analiza w spektrometrii mas
30 pl mieszaniny reakcyjnej do sieciowania UV zawierato 1 uM ssDNA z wewngtrzng

modyfikacjg 5BrdU (5- Bromo-2-Deoksyurydyna) (Materiaty 4.3), 5 uM biatka RepA,
40 mM Hepes-KOH (pH 7.6), 20mM Tris-HCI (pH 8), 4% sacharoza, 4 mM ATP, 11
mM Mg(OAC)2. Mieszaning inkubowano w temp. 32°C przez 30 min. Sieciowanic UV
prowadzano przez 360 s, dtugoscia fali 302 nm przy natezeniu 8W z uzyciem lampy UV
Tube for EL Series UV Lamps (UVP) (Materiaty 4.14). Nastgpnie przeprowadzano
rozdziat elektroforetyczny probek w 10% zelu SDS-PAGE (Metody 5.12), ktory
barwiono roztworem srebra (Metody 5.15.2). Prazki odpowiadajace kompleksom
nukleoproteinowym wycinano z zelu i odbarwiano zestawem SilverQuest ™ Silver
Staining Kit (Materialy 4.13). Nastepnie wycigte prazki pltukano 50 mM
wodoroweglanem amonu (ABC) (Materiaty 4.10), odwadniano 50 uM acetonitrylem
(ACN) (Materiaty 4.10) 1 redukowano 10 mM DTT (Materiaty 4.11). Nastgpnie probki
poddawano alkilacji 55 mM jodoacetamidem (IAA) (Materiaty 4.10) i ponownie ptukano
buforem ABC. DNA trawiono 1 ul benzonazy (Materiaty 4.7) w temp. 30°C przez noc z
wytrzasaniem. Proteolize przeprowadzono dodajac 12.5 ng/ul trypsyny (Materiaty 4.7),
a nastgpnie mieszaning inkubowano w 37°C przez 2 h. W celu ekstrakcji peptydow z zelu,
fragmenty zelu sonikowano w 100% ACN, nastepnie dodawano 0.5% kwasu
trifluorooctowego (TFA) (Materialy 4.10) rozcienczonego w ACN i ponownie
sonikowano. Na koniec powtarzano sonikacj¢ w 100% stezonym roztworze ACN. Probki
poddawano suszeniu prézniowemu i rozpuszczano w 10 ul 0.1% TFA. Peptydy
oczyszczano z uzyciem kolumny Top-Tip C-18 (Glygen) (Materiaty 4.13), po czym
eluowano 20 pl 0.3 M roztworem amoniaku (Materialy 4.10). Probki analizowano
technikg spektrometrii mas MALDI TOF przy uzyciu spektrometru mas 5800
MALDITOF/TOF (AB Sciex, Framingham, MA, USA) z detekcja w liniowej masie
srodkowej w zakresie od 5000 do 20 000 Da, tryb jonow dodatnich na tacznie 1000
strzatow lasera za pomocg lasera OptiBeam 1 kHz (YAG, 349 nm) (Materiaty 4.14). Dane
zbierano za pomocag oprogramowanie Data Explorer (AB Sciex). Masy peptydow
poréwnano z przewidywanymi (FindPept i PeptideMass) dla trawienia trypsyna RepA,
uwzgledniajac pominigte rozszczepienia. Pojedyncze piki wyznaczano jako potencjalnie
utrwalone kompleksy peptydéw z DNA i poréwnano masy peptydow do$wiadczalnych z
masami obliczonymi dla dowolnej pary peptydow trypsywnowych. W obliczeniach
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uwzgledniono co najmniej jedng niestrawiong wewnetrzng reszte Lys (Gasser-Rosa F. i
wsp., 2008).

5.18. Porownanie sekwencji biatek Rep
Por6éwnanie struktur drugorzedowych biatek inicjujacych replikacje wykonano z uzyciem

oprogramowania of PROMALS3D serwer (prodata.swmed.edu/promals3d/).
Porownywano sekwencje drugorzedowe struktury biatek TrfA, RepE i RepA. W oparciu
o wiedze, ze struktury drugorzedowe biatek Rep sg konserwowane (Giraldo R., 2003;
Sharma S. i wsp., 2004; Wegrzyn i wsp., 2021), zalozono, ze interakcja Rep-sSDNA
odbywa si¢ poprzez homologiczne domeny i reszty aminokwasowe w pozostalych
biatkach Rep. Na podstawie struktury krystalograficznej biatka RepE i analizy MS dla
biatek TrfA, RepA i RepE (Metody 5.17) oraz poréwnania sekwencji drugorzedowych
struktur biatek Rep, dla poszczegdlnego biatka Rep wyznaczono aminokwasy

potencjalnie majace znaczenie w oddziatywaniu z ssDNA.

5.19. Replikacja in vitro w ekstrakcie bakteryjnym
Do przeprowadzenia replikacji in vitro w ekstrakcie bakteryjnym w rejonie oriV plazmidu

RK2, jako matrycy DNA uzywano superzwinigtej formy plazmidu pKD19L1 (Materialty
4.2), bedacego minireplikonem plazmidu RK2 (Materiaty 4.2). Ekstrakt bakteryjny
zawierajacy frakcje biatek replikacyjnych izolowano z komoérek E. coli C600 (Materiaty
4.1) (Metody 5.8). 20 ul mieszaniny reakcyjnej zawieratlo 40 mM Hepes-KOH pH 7.6,
25 mM Tris-HCI pH 8.0, 80 pg/ml BSA, 4% cukroza, 4 mM DTT, 11 mM Mg(OAc), 2
mM ATP, 50 mM KCI, 500 uM kazdego CTP, GTP i UTP, 80 mM kinazy fosforanowe;j,
16 pg/ml kinazy keratynowej, 50 uM kazdego z deoksyrybonukleotydow, 5% PEG 6000,
150 cpm/pmol [metylo-3H]-dTTP, 250 ng superzwinigtej matrycy pKDI9LI1, 1 ul
ekstraktu bakteryjnego z komorek E. coli C600 oraz wzrastajace stezenia wariantow
biatka TrfA33 (10, 50, 100, 150, 250, 400 nM). Mieszaniny inkubowano w temp. 32°C
przez 1.5 h, a nast¢pnie zatrzymywano reakcje poprzez dodanie 1 ml buforu STOP (0.1
M pirofosforan sodu i 10% TCA) (Materiaty 4.6.2). Reakcje filtrowano przez filtry z
mikrofibry szklanej Whatman GF/C (Materialy 4.13). Pomiar syntezy DNA 1 catkowite
wbudowanie nukleotydow mierzono z uzyciem licznika scyntylacyjnego Liquid

Scintillator, po czym przeliczano na warto$§¢ wyrazong w piko-molach(Materiaty 4.14).

5.20. Opdznienie migracji prazka w zelu (EMSA) — elektroforeza DNA w zelu
poliakrylamidowym
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5.20.1. Znakowanie dwuniciowych fragmentow DNA
W celu przygotowania znakowanych fragmentow dwuniciowego DNA zawierajacego

miejsca iteronowe plazmidu RK2 lub plazmidu P1, przeprowadzono tancuchowg reakcje
(PCR) z

fluorescencyjnym Cy3 (Materiaty 4.3). Sktady mieszanin reakcyjnych przedstawiono w

polimerazy wykorzystaniem  starterow  znakowanych  barwnikiem

Tabeli 2. Parametry reakcji PCR przedstawiono w Tabeli 3.

Tabela 2 Sktady mieszanin reakcyjnych uzyte do przeprowadzenia znakowania fragmentéw dsDNA
zawierajgcego iterony plazmidu RK2 lub P1. Do wyznakowania miejsc iteronowych oriV uzyto plazmidu
RK2 (Materiaty 4.2). Do wyznakowania miejsc iteronowych oriP1 uzyto plazmidu P1 (Materiaty 4.2).

dsDNAiiterony plazmidu RK2 dsDNAiterony plazmidu P1
2X buf. Marathon 1X 10X buf. WALK 1X
10 mM dNTPs 250 uM kazdy 10 mM dNTPs 250 uM kazdy
Cy3-oriV-Itpot 200 ng Cy3-0riP1-Ittop 100 nM
oriV-Itiop 200 ng OriP1-Itpot 100 nM
RK2 500 ng P1 500 ng
Pol. Marathon 1U Pol. WALK 2U
Koncowa objetos¢ Koncowa objetos¢
50 pl 50 pul
V) V)

Tabela 3 Parametry reakcji PCR do przeprowadzenia znakowania fragmentow dsDNA zawierajgcego
iterony plazmidu RK2 lub P1.

RK2 P1
Temp. Czas Cykle Temp. Czas Cykle
Wstepna ]
) 93°C 1 min 1 98°C 30s 1

denaturacja
Denaturacja 93°C 30s 98°C 30s
Hybrydyzacja | 56°C 30s 30 57,5°C 30s 30
Elongacja 68°C 45s 72°C 26 s
Koncowa . .

) 68°C 3 min 1 72°C 5min 1
elongacja
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5.20.2. Eksperyment EMSA wariantow biatka TrfA z SSDNA i z dsSDNA
Analizie poddawano oddziatywanie wariantow biatka TrfA z ssDNA 0riVpue pottom i

dsDNA oriViterony. Mieszanina reakcyjna o objetosci 20ul zawierata: 40Mm HEPES-
KOH pH 7.6, 25mM Tris-HCI pH 8.0, 2.5mM ATP, 11mM Mg(OAc)2, 4mM ditiotreitol,
80ul/ml BSA, 20 ng/ul kompetytora poly (dI-dC) (tylko w przypadku reakcji z sSDNA),
0.5 pmola ssDNA znakowanego fluorescencyjnie (Materialy 4.3) lub dsDNA
znakowanego fluorescencyjnie (Metody 5.19.1) oraz wzrastajgce st¢zenia wariantow
biatka TrfA33 (10, 50, 100, 150, 250 nM). Mieszanine¢ reakcyjng inkubowano w temp.
32°C przez 20 min. W celu zatrzymania reakcji dodawano 25% wodny roztwor fikolu
400 (Materialy 4.10) do koncowego stezenia 2.5% (w/v). Probki po reakcji rozdzielano
poprzez elektroforez¢ w niedenaturujacym 5% zelu poliakrylamidowym (Materiaty
4.12). Rozdziat prowadzono przy napieciu 115 V przez 45 min w przypadku reakcji z
sSDNA i przez 2 h w przypadku reakcji z dSDNA.

5.20.3. Eksperyment EMSA wariantow biatka RepA z SSDNA i z dSDNA
Analizie poddawano oddzialywanie wariantow biatka RepA z ssDNA oriP1pue_top,

SSDNA 0riP1pue_pottom Oraz dsDNA oriPlitrony. Mieszanina reakcyjna o objgtosci 20ul
zawierata: 40Mm HEPES-KOH pH 7.6, 25mM Tris-HCI pH 8.0, 2.5mM ATP, 11mM
Mg(OACc)2, 4mM ditiotreitol, 80ul/ml BSA, 20 ng/ul kompetytora poly-(dl-dC) (tylko w
przypadku reakcji z ssDNA), 0.5 pmola ssDNA znakowanego fluorescencyjnie
(Materiaty 4.3) lub dsDNA znakowanego fluorescencyjnie (Metody 5.19.1) oraz
wzrastajgce stezenia wariantow biatka RepA. Dla reakcji z sSDNA przeprowadzano
miareczkowanie biatka RepA w nastepujacych st¢zeniach 250, 500, 1000, 1500 nM, za$
dla reakcji z dsDNA stezenia biatka RepA byty nastepujace 4, 8, 16, 32 nM. Mieszaning
reakcyjng inkubowano w temp. 32°C przez 20 min. W celu zatrzymania reakcji dodawano
25% fikolu 400 (Materiaty 4.12) do koncowego stezenia 2.5% (w/v). Prébki po reakceji
rozdzielano poprzez elektroforeze w niedenaturujacym 5% zelu poliakrylamidowym
(Materiaty 4.12). Rozdzial prowadzono przy napieciu 115V przez 45 min w przypadku
reakcji z ssSDNA oraz 1.5 h w przypadku reakcji z dsDNA.

5.21. Plazmonowy rezonans powierzchniowy (SPR)
Analize oddziatywan molekularnych z uzyciem Plazmonowego Rezonansu

Powierzchniowego przeprowadzano uzywajac oprogramowania BiacoreT200 software
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w aparacie Biacore T200 (Materiaty 4.14) oraz sensoré6w Biacore Series S Sensor Chip
SA (Materialty 4.13), ktorych powierzchnia jest pokryta warstwg dekstranéw
kowalencyjnie zwigzanych ze streptawidyng. W celu przygotowania sensora do analiz,
jego powierzchni¢ ptukano buforem TNE (Materialy 4.6.1), a nastegpnie trzykrotnie
nastrzykiwano po 10 pl buforu WS (Materiaty 4.6.1). Przed rozpoczgciem immobilizacji
DNA, wykonywano nastrzyk 70% glicerolem w celu zrownowazenia detektora.

Do immobilizacji DNA uzywano fragmentéw jednoniciowego DNA biotynylowanego na
koncu 5° DNA (Materiaty 4.3) oraz dwuniciowego DNA, powstatego w skutek
hybrydyzacji (Metody 5.5) dwoch fragmentéw jednoniciowego DNA, w ktérym jedna z
nici byta biotynylowana na 5’-koncu (Materialy 4.3). Fragmenty ssDNA zawieraly jedng
z nici (gérna lub dolng) rejonu DUE origin replikacji, bogatego w pary AT. Fragmenty
dsDNA zawieraly sekwencje iteronowe origin replikacji. Zaréwno ssDNA, jak i dSSDNA
przygotowywano w buforze TNE, do koncowego stezenia 1.7 nM. Na powierzchni¢
jednego z kanatow sensora nastrzykiwano DNA przy przeptywie 20 pl/min do
osiggnigcia odpowiedniego poziomu odpowiedzi RU (ang. Response Units; gdzie 1 RU
odpowiada 1 pg/mm? substratu). Drugi z kanaléw pozostawat pusty, jako kanat
referencyjny. Fragmenty ssDNA immobilizowano na powierzchni sensora do poziomu
20 RU, za$ fragmenty dsDNA immobilizowano na powierzchni sensora do poziomu
odpowiedzi 60 RU. Niezwigzany DNA usuwano poprzez plukanie powierzchni sensora
0.2% roztworem SDS.

W celu przeprowadzenia analizy kinetyki oddziatywania bialek z DNA, powierzchnig
sensora z immobilizowanymi fragmentami DNA plukano buforem HBS-EP (Materiaty
4.6.1). W tym samym buforze przygotowywano rozcienczenia analizowanych biatek. Dla
wariantow biatka TrfA33 stezenia wynosity: 2, 5, 7.5, 15, 30, 60 nM. Dla wariantow
biatka RepA stezenia wynosily: 1, 2, 3, 5, 7.5, 10, 15 nM. Nastrzyk analitu prowadzono
przy przeplywie 20 pl/min przez 200 s. Czas dysocjacji analitu wynosit 120 s.

Powierzchni¢ sensora regenerowano 0.2% roztworem SDS.

5.22. Footprinting z uzyciem KMnO4

5.22.1. Modyfikacja ssDNA z uzyciem KMnQOs
Otwieranie origin replikacji oriV plazmidu RK2 i oriS plazmidu F z uzyciem KMnQO4

przeprowadzano, jak opisano poprzednio (Konieczny i wsp., 1997) z modyfikacjami. W
sktad 25 pl mieszaniny reakcyjnej wchodzit 25 mM Tris-HCI pH 8.0, 40 mM Hepes-
KOH pH 7.6, 80 ug/ml BSA, 4% sacharoza; 4 mM DTT, 11 mM Mg(OAc)2, 2 mM ATP,
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500 uM GTP, CTP, UTP kazdego, 8 mM fosforan kreatyny, 20 mg/ml kinazy
kreatynowej, 8 ng biatka HU, 200 ng biatka DnaA, 300 ng DNA w postaci super-zwinigtej
matrycy plazmidowego DNA, odpowiednio pKD19L1 lub pZZ35 (Materialy 4.2) oraz
odpowiednio 200 ng wariantow biatka TrfA33 lub 100 ng biatka RepE. Mieszaniny
reakcyjne inkubowano w temp. 37°C przez 15 min., nastgpnie dodawano KMnQO4 do
koncowego st¢zenia 9 nM 1 wydtuzano inkubacje o kolejne 3 min. Reakcje zatrzymywano
przez dodanie B-merkaptoetanolu do koncowego st¢zenia 1.5 M 1 EDTA do koncowego
stezenia 15 mM. DNA otrzymany po reakcji Footprinting, 0Czyszczano za pomoca
zestawu GeneClean Kit 11 (Materiaty 4.13; Metody 5.22.2).

5.22.2. Oczyszczanie plazmidowego DNA po reakcji modyfikacji
Do oczyszczenia plazmidowego DNA po reakcji PCR uzywano komercyjnego zestawu

GeneClean II Kit (MP). Oczyszczanie prowadzono zgodnie z protokotem producenta z
modyfikacjami. Na kazde 70 pl otrzymanego po reakcji otwierania DNA, dodawano 15
ul roztworu GlassMilk. Nastgpnie prowadzono elucj¢ z uzyciem 70 pl cieptej wody
wolnej od DNaz i RNaz (Materialy 4.13), z czego po osadzeniu zloza pobierano i

przenoszono do nowej probowki 55 pul supernatantu zawierajacego oczyszczony DNA.

5.22.3. Reakcja wydtuzenie startera
Reakcje wydtuzania startera w rejonie oriV plazmidu pKD19L1 i rejonie oriS plazmidu

pZZ35 prowadzono z uzyciem starteréw znakowanych barwnikiem fluorescencyjnym
Cy3 (Materiaty 4.3). Sklad poszczegdlnych mieszanin reakcyjnych przedstawiono w
Tabeli 4. Matrycowy DNA wykorzystany w reakcjach PCR, otrzymywano po reakcji
otwierania z uzyciem KMnOs (Metody 5.22.1) i oczyszczania z uzyciem zestawu
GeneClean® II Kit (MP) (Metody 5.22.2). Warunki reakcji PCR przedstawiono w Tabeli
5. W celu zatrzymania reakcji PCR dodawano 15 pl buforu formamidowego (Materiaty
4.6.1), a nastepnie mieszaning inkubowano w temp. 95°C przez 3 min. Produkty reakcji
wydtuzenia startera rozdzielano w 10% denaturujacym zelu poliakrylamidowm z § M
mocznikiem i buforem 0,5 x TBE (Materialy 4.12). Elektroforez¢ prowadzono jak
opisano w Metody 5.14.
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Tabela 4 Sktady mieszanin reakcyjnych uzytych do przeprowadzenia reakcji wydtuzenia startera w
miejscu origin replikacji oriV lub oris.

oriV plazmidu pKD19L1 oriS plazmidu pZZ35
2X bufor Phanta
1X 10X PCR Buf. | 1X

Max
10 mM dNTPs 200 uM kazdy 10 mM dNTPs 200 uM kazdy
Cy3-oriV-Ft 0.08 uM Cy3-oriS-Ft 0.08 uM
pKD19L1 40 ng pZZ35 40 ng
Phanta Max Super- AmplitTaq Gold®

o 05U 0.625 U
Fidelity DNA Pol. DNA Pol.
Koncowa objetos¢ Konicowa objetosé

25 ul 25 ul

V) V)

Tabela 5 Parametry reakcji PCR do przeprowadzenia reakcji wydtuzenia startera w miejscu origin
replikacji oriV lub oriS.

pKD19L1 pZZ35
Temp. Czas Cykle Temp. Czas Cykle
Wstepna ] )
) 95°C 3 min 1 95°C 10 min 1

denaturacja
Denaturacja 95°C 155 95°C 155
Hybrydyzacja | 72°C 30s 30 66°C 30s 30
Elongacja 72°C 15s 72°C 20s
Koncowa ) .

) 72°C S5 min 1 72°C S5 min 1
elongacja

5.23. Test immunoenzymatyczny (ELISA)
Do przeprowadzenia testu typu ELISA uzywano 96-dotkowych ptytek COSTAR 3591

(Materiaty 4.13). Do dotkow ptytki nanoszono po 500 ng biatka BSA (Materiaty 4.7)
(kontrola negatywna) lub wariantow biatka TrfA-33. Plytki z biatkiem inkubowano w
temp. pokojowej przez 1h. Nastepnie kazdy dotek ptukano dwukrotnie 100ul buforu A
(Materiaty 4.6.1), po czym dodawano 200 pl buforu A i ptytke inkubowano w temp.
pokojowej przez 1h (blokowanie miejsc niezwigzanych przez warianty biatka TrfA33).

Nastegpnie kazdy dotek ptukano jednokrotnie 100 ul buforu B (Materiaty 4.6.1), po czym
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miareczkowano biatkiem DnaB (7, 15, 30, 60, 125, 250, 500 ng) i inkubowano w temp.
30°C przez 30 min. Dotki ponownie plukano 100 pl buforu B, a nast¢pnie trzykrotnie 100
ul buforu A. Na kazdy dotek nanoszono po 100 pl roztworu I-rzedowych kréliczych
przeciwciat anty-DnaB (Materiaty 4.8) rozcienczonych w buforze A w stosunku 1:1000,
po czym ptytke inkubowano w temp. pokojowej przez 1.5 h. Powtarzano trzykrotnie
ptukanie 100 ul buforu A. Nastepnie na kazdy dotek nanoszono po 100 pl II-rzgdowych
kozich przeciwciat anty-kroliczych IgG wyznakowanych peroksydazg chrzanowa (HRP)
(Materiaty 4.8) rozcienczonych w buforze A w stosunku 1:3000. Ptytki inkubowano w
temp. pokojowej przez 45 min. Po zakonczeniu inkubacji, dotki w ptytkach ptukano
trzykrotnie 100 pl buforu A. Do wywotania testu uzywano zestawu roztworow TMB
peroxidase EIA (Materiaty 4.11) zgodnie z protokotem producenta. Nanoszono po 100 pl
roztworow TMB i peroksydazy wodorowej w stosunku 9:1. Test wywotywano przez 8
minut. W celu zatrzymania reakcji, na kazdy dotek nanoszono po 100 ul 1 N roztworu
H.SOs (Materiaty 4.10). Odczyt absorbancji prowadzono w czytniku ptytek
Spektrofotometr EPOCH 2 (Materiaty 4.14) przy dtugosci fali 450 nm.

5.24. Test aktywnosci helikazy w rejonie oriV plazmidu RK2 (FI*)
Do przeprowadzenia testu aktywno$ci helikazy DnaB w rejonie oriV plazmidu RK2, jako

matrycy DNA uzywano superzwini¢tej czasteczki plazmidu pKD19L1 (Materiaty 4.2).
W sktad 25 pl mieszaniny reakcyjnej wchodzit 40 mM Hepes-KOH pH 7.6, 20 mM Tris-
HCIl pH 8.0, 80 ng/ml BSA, 4% sacharoza, 4 mM DTT, 11 mM Mg(OAc)2, 4 mM ATP,
40 mM kinazy fosforanowej (CP) pH 7.6, 0.08 pg/ul kinazy kreatynowej (CK), 125 ng
superzwini¢tego plazmidowego DNA pKD19L1, 100 nM DnaB, 2 nM gyraza, 1 uM
DnaC, 8 nM DnaA, 100 nM HU, 115 nM SSB, 125 ng superzwini¢tej matrycy pKD19L1
oraz wzrastajace stezenia wariantow biatka TrfA33 (10, 50, 100, 150, 250, 400 nM).
Reakcje prowadzono w temp. 32°C przez 30 min., po czym dodawano 5 pl buforu
stopujacego 1 calo$¢ inkubowano w temp. 65°C przez 5 min. Reakcje rozdzielano poprzez
elektroforeze w 1% zelu agarozowym przy nate¢zeniu 25 V przez 24 godziny (Metody
5.11). Nastepnie zel barwitam w roztworze EtBr, po czym odbarwialam przez noc w

czystej wodzie (Metody 5.12.2).
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5.25. Reakcja sekwencjonowania

5.25.1. Denaturacja dsDNA do ssDNA — przygotowanie matrycy DNA do
sekwencjonowania
W celu uzyskania jednoniciowego tancucha plazmidowego DNA wykorzystywanego do

reakcji sekwencjonowania, czasteczk¢ dsSDNA poddawano denaturacji. W tym celu 1 pg
plazmidowego dsDNA rozcienczano w 18 ul H2O i dodawano 2 pl mieszaniny
sktadajacej si¢ z2 M NaOH i 2 mM EDTA pH 8.0. Mieszaning reakcyjng inkubowano w
temp. 37°C przez 15 min., po czym przektadano na 16d i dodawano 2 pul 2 M CH3CO2NHa.
W celu oczyszczenia ssDNA ze sktadnikéw mieszaniny reakcyjnej, DNA precypitowano
dodajac 60 ul 96% etanolu 1 inkubowano w temp. -80°C przez 15 min. Nastepnie ssDNA
osadzano przez wirowanie przy predkosci 15 000 obrotoéw/min. w temp. 4°C przez 15
min. ssDNA plukano 300 ul 70% etanolu, powtarzano wirowanie, po czym usuwano
etanol. sSDNA zawieszano w 20 pl H2O wolnej od DNaz i RNaz, i mierzono stezenie
(Metody 5.4).

5.25.2. Reakcja sekwencjonowania
Reakcje sekwencjonowania przeprowadzano z uzyciem zestawu do sekwencjonowania

Thermo Sequenase Cycle Sequencing Kit (Materialy 4.13). Do reakcji
sekwencjonowania oriV, jako matrycy uzywano sSDNA otrzymany po reakcji denaturacji
plazmid pKD19L1 (Metody 5.24.1) oraz znakowany znacznikiem Cy3 na 5’- koncu
starter Cy3-oriV-Ft (Materiaty 4.3). Do reakcji sekwencjonowania oriS, jako matrycy
uzywano ssSDNA otrzymany po reakcji denaturacji plazmidu pZZ35 (Metody 5.24.1) oraz
znakowany znacznikiem Cy3 na 5’- koncu starter St. Cy3-oriS-Ft (Materialy 4.3). W
sktad 16 pl mieszaniny reakcyjnej wchodzily 1 x st¢zony bufor reakcyjny, 160 ng
matrycowego ssDNA, 16 nM odpowiedni starter oraz Thermo Sequenase z termostabilng
pirofosfataza. Nastgpnie mieszaning rozdzielano do 4 probowek zawierajacych
odpowiednio 4 ul ddTTP Termination Mix (7-deaza_dGTP), ddATP Termination Mix
(7-deaza_dGTP), ddGTP Termination Mix (7-deaza_dGTP) lub ddCTP Termination Mix
(7-deaza_dGTP). Mieszaniny reakcyjne poddawano reakcji PCR, ktorej parametry
przedstawiono w Tabeli 6. Produkty reakcji sekwencjonowania rozdzielano w 10%
denaturujagcym zelu poliakrylamidowm z 8 M mocznikiem i buforem 0,5 x TBE

(Materiaty 4.12). Elektroforeze prowadzono jak opisano w Metody 5.14.

Tabela 6 Parametry reakcji PCR do przeprowadzenia sekwencjonowania origin replikacji oriV lub oriS.
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pKD19L1 pZZ35
Temp. Czas Cykle Temp. Czas Cykle
Wstepna
] 95°C 30s 1 95°C 30s 1

denaturacja
Denaturacja 95°C 30s 95°C 30s
Hybrydyzacja | 72°C 30s 40 66°C 30s 40
Elongacja 72°C 30s 72°C 20s
Koncowa

] 72°C 3 min 1 72°C 3 min 1
elongacja

5.26. Mikroskopia sit atomowych (AFM)
Mikroskopi¢ sil atomowych ssDNA, bialek (RepE lub TrfA) 1 kompleksow

nukleoproteinowych przeprowadzano przy uzyciu BioScope Resolve AFM (Bruker,
Brema, Niemcy) w temp. 23°C. Reakcje przeprowadzano w 10 mM Tris (pH 7,6), 100
mM KCI, 50 uM spermidyny o koncowym stezeniu 5 nM ssDNA i 30 nM biatka (RepE
lub TrfA), ktére inkubowano w temp. 32°C przez 10 min. Nast¢pnie probki osadzano na
$wiezo oczyszczonej powierzchni miki i inkubowano w temp. Pokojowej przez 5 minut,
po czym przemywano woda dejonizowang i suszono strumieniami gazowego azotu przed
obrazowaniem AFM. Do obrazowania sit atomowych wykorzystano sonde ScanAsyst-
Fluid+ (Bruker) (czegstotliwo$¢ rezonansowa fO0 = 150 kHz; stata sprezystosci k = 0,7
N/m). Obrazy wykonywano w rozdzielczo$ci 512 x 512 pikseli z czestotliwoscia
wynoszaca 1 kHz 1 amplitudg 150 nm. Sygnal czujnika wzrostu wykorzystano do
wyswietlenia obrazu bialtka przy uzyciu NanoScope Analysis v1.9 (Bruker, Bremen,
Niemcy). Dla kazdego rodzaju probki obliczono $rednig objetos¢ czastek skanowanych

na powierzchni miki z uzyciem oprogramowania NanoScope Analysis v1.9.
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6. WYNIKI

Moja praca doktorska jest cze$cig projektu SONATA 13 2017/26/D/NZ1/00239
oraz cze$cig publikacji Wegrzyn 1 wsp. z 2023 roku. Dla zachowania ciagglosci logicznej
oraz lepszego zrozumienia pelnego kontekstu projektu, w niniejszej rozprawie
doktorskiej umiescitam i opisatam réwniez niektdre wyniki otrzymane przy udziale oséb
zaangazowanych w ten projekt. W kazdym przypadku zostato to zaznaczone w tekscie
rozprawy, za$ dodatkowe wyniki zostaly umieszczone w rozdziale: 9. WYNIKI
UZUPELNIAJACE. Na potrzeby mojej pracy doktorskiej: oczys$citam wszystkie
warianty biatka TrfA, RepA oraz dwa warianty bialkka RepE (WT oraz F146E);
dodatkowo zaprojektowatam mutageneze miejscowo specyficzng, a nastgpnie
oczy$citam warianty biatka TrfA: K127E, R194E, R259E; wytypowatam aminokwasy
mogace mie¢ znaczenie w oddziatywaniu z ssDNA, zaprojektowatam mutagenezg
miejscowospecyficzng, a nastepnie oczyScitam nastgpujace warianty biatka RepA:
Y190E, Q195E, R200E, R269E; przeprowadzitam sieciowanie UV z ssDNA bialka
RepA, a nastgpnie przeprowadzilam analize¢ spektrometrii mass; przygotowalam
roztwory wariantow bialka TrfA 1 RepE do analizy struktury II-rzedowej z
wykorzystaniem  dichroizmu kotowego; przeprowadzitam analiz¢ aktywnosci
replikacyjnej wariantow biatka TrfA; przeprowadzilam analiz¢ aktywnosci helikazy w
oriV oraz analiz¢ oddziatywania helikazy z wariantami biatka TrfA; zoptymalizowatam
oraz wykonatam analiz¢ otwierania origin replikacji oriV i oriS dla wariantow biatka
TrfA 1 RepE; zoptymalizowatam oraz przeprowadzilam sekwencjonowanie rejonow
DUE origin replikacji oriV i oriS; przeprowadzitam analizy oddziatywania wariantow
biatka TrfA z dsDNA i ssDNA oriV przy uzyciu technik EMSA oraz SPR;
przygotowatam preparaty wariantow biatka TrfA do analizy AFM; wykonatam ryciny
znajdujace si¢ w tekscie glowny rozprawy doktorskiej. Wyniki i ryciny umieszczone w
rozdziale 9. WYNIKI UZUPELNIAJACE zostaly uzyskane przez dr Katarzyng Wegrzyn
i pochodzg z naszej publikacji: Wegrzyn K., Oliwa M., Nowacka M., Zabrocka E., Bury
K., Purzycki P., Czaplewska P., Pipka J., Nowotny M., Giraldo R., Konieczny I., (2023).
Rep molecule accomodates both up together dsDNA and ssDNA which contributes a
loop-back mechanism for DNA replication initiation. Nuclei Acids Res., 51(19) 10551-
10567; nadprodukowatam oraz oczyscitam pozostale biatka niezbedne do

przeprowadzenia opisanych tu analiz: DnaA, DnaB, DnaC, gyraze
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Do projektu wybratam trzy modele badawcze. Pierwszym modelem badawczym byto
biatko TrfA, pochodzace z plazmidu RK2, drugim biatko RepE z plazmidu F oraz trzecim
bialko RepA z bakteriofagowego plazmidu P1. W niniejszej pracy wykorzystatam krotsza
wersj¢ biatka TrfA o masie 33 kDa. Wszystkie warianty bialek Rep uzyte do analizy byty
w wersji aktywnej replikacyjnie (monomery). Monomeryczne warianty biatek Rep
uzyskatam, dzieki ekspresji genéw kodujgcych te biatka z wprowadzonymi punktowymi
mutacjami. W przypadku biatka TrfA wykorzystalam wariant posiadajacy substytucje:
G254D 1 S267L. W przypadku biatka RepE wykorzystatam wariant z substytucja: R118E.
Natomiast, jako monomeryczny wariant bialtka RepA, wykorzystalam biatko z
substytucjami: V134E/K142E/N156E. Na potrzebe tej pracy wszystkie wyzej
wymienione warianty bialek Rep, bedace w aktywnej replikacyjnie postaci

monomerycznej, sg okreslane, jako dzikie warianty biatek, WT (ang. Wild Type).

6.1. Identyfikacja reszt aminokwasowych biatek Rep odpowiedzialnych za wigzanie
ssSDNA DUE.
Aby zidentyfikowac reszty aminokwasowe potencjalnic majgce znaczenie W

wigzaniu biatek Rep do ssDNA DUE zastosowano reakcje sieciowania UV fragmentow
ssDNA 1 biatek, polaczong z analizg spektrometrii mas (MS) opisang w Metody 5.16.
Analiza dotyczaca biatka RepA zostata przeprowadzona przeze mnie, natomiast analizy
dla biatek TrfA 1 RepE zostaly przeprowadzone w naszym zespole, jak opisalam to w
dalszej czg$ci pracy. Do przeprowadzenia analizy z bialkiem RepA wykorzystatam
fragmenty sSDNA, ktore posiadaty wewngtrzng modyfikacje w dwoch roznych miejscach
w sekwencji, w ktorych jedna z tyminy zostata zastgpiona modyfikacjg 5-Br-dU. Uzycie
ssDNA z wewnetrzng modyfikacjg tyminy na 5-Br-dU umozliwita sieciowanie
wybranego fragmentu z biatkiem przy uzyciu lampy UV. Sieciowane z RepA fragmenty
SSDNA, DUEorip1 T5 oraz DUE,rip1 T10 odpowiadajg sekwencji fragmentowi sekwencji
DUE oriR plazmidu P1 i zostaly przedstawione w Materiaty 4.3. Po reakcji sieciowania,
mieszaniny reakcyjne rozdzielitam za pomoca elektroforezy SDS-PAGE, a nastgpnie
wykonalam barwenie srebrem (Metody 5.14.2). Prazki w zelu, ktore wykazywaly
retardacj¢ w stosunku do prazkow uzyskanych od biatka RepA niesieciowanego z
sSDNA, wytypowalam jako powstale w skutek utworzenia si¢ kompleksow

nukleoproteinowych RepA z fragmentami sSDNA. Nastepnie wyselekcjonowane prazki
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wycietam z zelu 1 przygotowatam do analizy MALDI-TOF wedlug Metody 5.16. Na
podstawie analizy widma MALDI-TOF zidentyfikowatam 1 pik, odpowiadajacy masie
peptydu powstatego w skutek teoretycznego cig¢cia biatka RepA z sieciowanym
fragmentem ssDNA, ktérego sekwencja byta nastepujaca: VLLQHHALR. Sekwencja ta
jest zlokalizowana w domenie WH2 biatka RepA i odpowiada aminokwasom od 122 do
130. Ze wzgledu na stabg jako§¢ widma, analiza MALDI-TOF/TOF nie pozwolila na
dalszg fragmentacj¢ i potwierdzenie sekwencji peptydu VLLQHHALR. Jako$¢
pozostatych pikow byta zbyt niska i nie mogtam podda¢ ich dalszej analizie przy uzyciu
metody MALDI-TOF/TOF.
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Rycina 11 Widmo MALDI-TOF uzyskane dla biatka RepA trawionego trypsyng sieciowanego z ssDNA posiadajacym
wewnetrzng modyfikacje 5-Br-dU. Czarna strzatka wskazuje na zidentyfikowany peptyd.

Analizy identyfikacji reszt aminokwasowych biatek TrfA i RepE odpowiedzialnych
za wigzanie ssDNA DUE zostaty przeprowadzone w naszym zespole przez dr Elzbiete
Zabrocka oraz dr Katarzyne Wegrzyn (Wegrzyn i wsp., 2023). W analizach zostaty uzyte
fragmenty ssSDNA rejonu DUE, ktore sg specyficznie wigzane przez biatka Rep (Wegrzyn
1 wsp., 2014). Biatko TrfA bylo wigzane z ssDNA DUZEqriv, natomiast biatko RepE z
SSDNA DUEgris. Biatko TrfA WT bylo sieciowane z trzema fragmentami dolnej nici
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SSDNA DUEqgriv. Byly to fragmenty 13-merow M1, M2 i R: DUEoriv 5T, DUEgriv 7T i
DUEeriv 13T. Kazda sekwencja posiadata modyfikacje substytucji 5-Br-dU w miejscu
jednej z tymidyn. Po sieciowaniu, kompleksy TrfA z ssDNA zostaly poddane analizie
MALDI-TOF. Analiza pozwolita na identyfikacje dwoch pikow, odpowiadajacych
peptydom sieciowanym z fragmentami SSDNA DUEqriv 7T o nastgpujacych sekwencjach:
AMPNDTAR oraz MFDYFSSHR. Pierwsza z sekwencji znajdowata si¢ migdzy 148 a
156 aminokwasem biatka TrfA i zostala zlokalizowana w domenie DBD. Druga
sekwencja znajdowata si¢ miedzy 318, a 327 aminokwasem biatka TrfA i zostata
zlokalizowana w domenie WH2. Analiza MALDI-TOF/TOF pozwolita na uzyskanie
widma fragmentacji dla peptydu MFDYFSSHR. Otrzymanie widma fragmentacji
peptydu AMPNDTAR bylo niemozliwe, ze wzgledu na zbyt niskg jakos$¢ probki.
Podobnie za slaba jako$¢ probek po sieciowaniu peptydow biatka z sekwencjami
SSDUEoriv 5T 1 13T uniemozliwita dalszg analiz¢ MALDI-TOF (Wegrzyn i wsp. 2023).
W przypadku biatka RepE WT do analizy MS wykorzystano fragmenty 8-
nukleotydowych powtdrzen M1 i M2 gérnej nici ssSDNA DUEqis z wprowadzonymi
modyfikacjami 5-Br-dU. Modyfikacje zostaty wprowadzone w nastepujacych pozycjach
DUEqoris: 14T, 19T i 20T. Po sieciowaniu biatka RepE z ssDNA DUEoris, uzyskane i
wyselekcjonowane prazki po SDS-PAGE i barwieniu srebrem, poddano analizie
MALDI-TOF. Analiza ta pozwolila na wyselekcjonowanie 7 pikdw odpowiadajacych
kompleksom ssDNA z peptydami biatka RepE o nastgpujacych sekwencjach:
KPDGSGIVSLK (174-184 aa), TPMR (220-223 aa) i DITMTTG (244-251 aa)
sieciowane z sSDNA DUEuis 14T; FTQFR (146-150 aa) i MPDFR (201-204 aa)
sieciowane z SSDNA DUEqis 19T; KPDGSGIVSLK (174-184 aa) i YQLPQSYQR (192-
200 aa) sieciowane z sSDNA DUEgis 20T. Analiza MALDI-TOF/TOF pozwolita na
potwierdzenie sieciowania peptydu KPDGSGIVSLK do ssDNA DUEgris 19T i SSDNA
DUEqoris 20T oraz peptydu FTQFR do ssDNA DUEqis 19T. Dla pozostatych pikow,
jakos¢ analizy MALDI-TOF/TOF byta zbyt staba, aby potwierdzi¢ sekwencje peptydow
(patrz. 9 WYNIKI UZUPELNIAJACE, Rycina S9.1.).

80



A RepE-dsDNA RepE-ssDNA
PDB: 1REP

Rycina 12 Struktura krystalograficzna kompleksow nukleoproteinowych biatka RepE. (A) Struktura krystalograficzna
biatka RepE z dsDNA odpowiadajgcemu sekwencji iteronowe]j (Nakamura i wsp., 2007) oraz z ssDNA (Wegrzyn i wsp.,
2023). Domena WH1 biatka RepE zostata oznaczona kolorem zielonym, domena WH2 kolorem zéttym, dsDNA kolorem
niebieskim, natomiast ssDNA kolorem jasno-niebieskim (B). Przyblizony obraz fragmentu biatka RepE oddziatujgcego
z rejonem bogatym w reszty tymidyny na ssDNA w rejonie DUE. Reszty biatek oddziatujgce z kwasem nukleinowym
pokazano w formie pretéw i odpowiednio oznaczono. Oddziatujagce atomy sg potaczone fioletowymi przerywanymi
liniami.

Waznym aspektem niniejszej pracy jest uzyskanie struktury krystalograficznej biatka
RepE z ssDNA DUEwis o rozdzielczosci 1,85 A dzigki wspolpracy dr Katarzyny
Wegrzyn i zespotu prof. Marcina Nowotnego przedstawionej na Rycinie 12 (Wegrzyn i
wsp., 2023). W strukturze tej biatko RepE oddziatuje z pentamerem sekwencji tymidyn
ssDNA poprzez okreslone regiony domen WHI1 i WH2 biatka RepE (Rycina 12).
Interakcja biatko-DNA zachodzi poprzez reszty aminokwasowe obecne w alfa-helisach
al (N22) i a2 (R47), na petli biatka (L142) oraz w poczatkowych fragmentach p-kartki
B1° (F146, Q148), na petli poprzedzajacej (Q171, Y172) 1w B2’ (1180, S182). Dodatkowe
interakcje powstawaty rowniez pomiedzy grupami fosforanowymi ssDNA a tancuchem
bocznym reszty R17 (w B1) i R145 (petli poprzedzajacej B1°). Poniewaz zaréwno dla
biatka RepA, jak i TrfA do tej pory nie opublikowano struktur krystalograficznych, ktore
pokazywataby oddziatywanie tych bialek z odpowiednim fragmentem ssDNA rejonu

DUE (dla biatka RepA z ssDNAorip1 DUE; dla biatka TrfA z ssDNAoiv DUE), podjetam

81



probe uzyskania takich danych krystalograficznych. Analiza strukturalna przy uzyciu
krystalografii rentgenowskiej charakteryzuje si¢ tym, ze wymaga uzycia bardzo wysokich
stezen badanych preparatow. W przypadku biatka RepA, pomimo ze udato mi si¢ uzyskaé
odpowiednie stgzenia biatka, nie udalo si¢ otrzymac krysztalow, ktore moglyby by¢
poddane dyfrakcji przy uzyciu promieniowania rentgenowskiego. W przypadku biatka
TrfA, niemozliwym bylo oczyszczenie biatka w na tyle wysokim stezeniu, by mogto by¢
poddane analizie krystalografii rentgenowskiej. Biatko TrfA w wysokich stezeniach
wykazuje duzg tendencj¢ do precypitacji.

W przypadku biatka TrfA przeprowadzono modelowanie in silico, ktore miato na celu
pokazanie modelu struktury potrojnego kompleksu nukleoproteinowego biatka TrfA z
ssDNA i dsDNA. Modelowanie zostalo przeprowadzone dzigki uprzejmosci Igora
Grochowiny z zespotu prof. Jarostawa Mraszatka z Zaktadu Biochemii Ewolucyjnej.
Analiza otrzymanego modelu pozwolita na wytypowanie dodatkowych reszt
aminokwasowych, potencjalnie majacych znaczenie w oddzialywaniu TrfA z ssDNA,

takich jak: R259, znana juz R327, R194 i K127.

TrfA-33 98 MTTKKRKTAGEDLAKQVSEAKQAALLKHTKQQIKEMQLSLEFDIAPWPDT--—---——--— MRA-MPNDTAR 156
RepE 1l MA—————m e E 3
RepA 1 MN-—————— - ——m e m QSFISDILYADIESKAKELTVNSNNTVQPVALMR 36
Consensus _ss: hhhhh
TrfA-33 157 SALFTTRNKKIPR--------— EALQNKVIFHVNKDVKITYTGVELRADDDELVWQQVLEYAKRTP----I 214
RepE 4 TAVINHKKRK------—-——-——---— NSPRIVQS—---NDLTEAAYSLSRDQKRMLYLFVDQIRKSDGTLQEH 56
RepA 37 LGVEVPKPSKSKGESKEIDATKAFSQLEIAKAEGYDDIKITGPRLDMDTDFKTWIGVIYAFSKYGL---S 103
Consensus_ss: h eeee ceeeeceee hhhhhhhhhhhhhh

TrfA-33 215 GEPITFTFYELCQDLGWSI---NGRYYTKAEECLSRLQATAMGFTSDRV-—----— GHLESVSLLHRFRVLD 276
RepE 57 DGICEIHVAKYAEIFGLTS----AEASKDIRQALKSFAGKEVVEFYRPEEDAGDEKGYESFPWFIKRAHSP 122
RepA 104 SNTIQLSFQEFAKACGFPSKRLDAKLRLTIHESLGRLRNKGIAFKRGKD----AKGGYQTGLLKVGRFDA 169
Consensus_ss: eeeeehhhhhhh hhhhhhhhhhhhhhhh eeeeee ceeececeeceeceeeceee
TrfA-33 277 RGKKTSRCQVLIDEEIVVLFAG--DHYTKFIWEKYRKLS--PTARRMEDYFSSHR-EP----— YPLKLET 336
RepE 123 S---RGLYSVHINPYLIPFFIGLONRFTQFRLSETKEIT-NPYAMRLYESLCQYR-KPDGSGIVSLKIDW 187
RepA 170 D---LDLIELEADSKLWELFQL--DYRVLLOHHALRALPKKEAAQAIYTFIESLPQNP----- LPLSFAR 229
Consensus_ss: eeeeee hhhhhhhh eehhhhhhhhh hhhhhhhhhhhh eee hhh
TrfA-33 337 FRLMCGSD--STRVKKWREQ-VGEACEELRGSG-LVEHAWV--NDDLVHC------— KR-===———-— 282
RepE 188 IIERYQLPQSYQRMPDFRRRFLQVCVNEINSRTPMRLSYIEKKKGRQTTHIVFSFRDITSMTTG-- 251
RepA 230 IRERLALQ---SAVGEQNRI-IKKAIEQLKTIG-YLDCSIE-KKGR---ESFVIVHSRNPKLKLPE 286
Consensus_ss: hhhh hhhhhhh hhhhhhhhhh ceeeee ee eeeeeeeeeee

Rycina 13 Zestawienie sekwencji drugorzedowych struktur biatek TrfA33, RepE i RepA. W przypadku biatka TrfA,
RepE oraz biatka RepA oznaczono fragmenty sekwencji aminokwasowych, zidentyfikowanych podczas analizy MALDI-
TOF, jako te ktore potencjalnie biorg udziat w oddziatywaniu z ssDNA. Kolorem jasnoniebieskim oznaczono sekwencje
w biatku TrfA. Kolorem szarym oznaczono sekwencje w biatku RepE. Kolorem zielonym oznaczono sekwencje w biatku
RepA. Kolorem czerwonym oznaczono aminokwasy, ktére wytypowano do dalszych analiz pod wzgledem
oddziatywania z ssDNA dla poszczegdlnych biatek Rep. W przypadku biatka RepE aminokwasy zostaty wybrane w
oparciu o analize MALDI-TOF/TOF oraz analize struktury krystalograficznej. (Wegrzyn i wsp., 2023) W przypadku biatka
TrfA33 oraz RepA, aminokwasy zostaty wybrane na podstawie wynikéw z analizy MALDI-TOF oraz analizy
poréwnawczej struktur drugorzedowych biatek Rep. Kolorem zielonym oznaczono aminokwasy poszczegdlnych biatek
Rep odpowiedzialne za wigzanie dsDNA w origin replikacji. Kolorem pomaraficzowym oznaczono aminokwasy biatka
TrfA, wytypowane na podstawie analizy in silico modelowania przewidywan wigzania biatka TrfA z ssDNA. h -
fragmenty sekwencji struktur drugorzedowych tworzgcych alfa-helisy; e - fragmenty sekwencji struktur
drugorzedowych tworzace beta-kartki.
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Biorac pod uwage strukturg krystalograficzng biatka RepE z ssDNAoris, wyniki analizy
spektrometrii mas dla wszystkich trzech biatek Rep oraz fakt, ze struktura drugorzedowa
bialek Rep wydaje sie¢ by¢ silnie konserwowana (Bowers i wsp., 2007; Giraldo, 2003;
Nakamura i wsp., 2007; Sharma i wsp., 2004; Wegrzyn, Zabrocka i wsp., 2021),
przyjetam, ze prawdopodobnie oddziatywanie wszystkich biatek Rep z ich ssDNA
zachodzi za posrednictwem homologicznych domen oraz reszt aminokwasowych.
Porownanie sekwencji pierwszo- i drugorzedowych badanych biatek Rep pozwolito mi
na wyselekcjonowanie reszt aminokwasowych bialtka TrfA oraz biatka RepA,
potencjalnie odpowiedzialnych za oddziatywanie z ssDNA DUE (Rycina 13). Zaréwno
reszty aminokwasowe wybrane na podstawie struktury oraz analizy MS dla biatka RepE,
modelowania oddziatywan biatka TrfA z ssDNA i dsDNA, jak i reszty aminokwasowe
wybrane na podstawie analizy MS i por6wnania struktur drugorzgdowych dla biatek TrfA

i RepA, zostaty przedstawione w Tabeli 7.
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Tabela 7 Zestawienie aminokwasdw wytypowanych w biatkach Rep, potencjalnie moggcych mie¢ znaczenie w
oddziatywaniu biatek Rep z ssDNA rejonu DUE odpowiedniego dla poszczegdlnego origin replikacji. Na niebiesko
oznaczono warianty biatek TrfA i RepA zaprojektowane przeze mnie i wykorzystane do przeprowadzenia mutagenezy
miejscowo-specyficznej.

RepE TrfA RepA
Wytypowane R17 K127 Y190
aminokwasy N22 R156 R191
R47 R194 Q195
R145 R259 R200
F146 K303 Q220
Q148 R327 N221
Q171 N374 R245
Y172 K266
R173 R269
K174
R173
K174
1180
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6.2. Oczyszczanie wariantow biatka TrfA
W niniejszym podrozdziale wyniki oczyszczania bialek Rep przedstawitam na

przyktadzie wariantu biatka TrfA R156E, ktore zostaty umieszczone na Rycienie 14.
Procedura oczyszczania biatek Rep jest opisana w Metody 5.9.

Sprawdzenie, czy wytypowane reszty aminokwasowe bialek Rep sg kluczowe dla
oddzialywania i tworzenia kompleksow nukleoproteinowych z ssSDNA DUE, wymagato
oczyszczenia wariantow bialek Rep, z substytucjami, w ktorych wybrane aminokwasy
zostaly zamienione na aminokwasy o przeciwnym lub neutralnym tadunku. Jak
zaznaczytam w Tabeli 7, samodzielnie zaprojektowalam oraz przeprowadzitam
mutageneze miejscowo-specyficzng dla nastepujacych wariantow biatka TrfA: K127,
R194 i R259, oraz dla biatka RepA: R190, Q195, R200 i R269,. Pozostale konstrukty
znajdowaly si¢ w kolekcji Zaktadu Biologii Molekularnej. Do przeprowadzenia
mutagenezy miejscowo-specyficznej dla biatka TrfA wykorzystatam wektor pAT30-
trfA33-G253D/S269L niosagcy gen biatka TrfA33 2z dwiema substytucjami
pozwalajacymi na nadprodukcje monomerycznej i aktywnej replikacyjnie formy biatka
TrfA (Materiaty 4.2). W przypadku biatka RepA wykorzystatam wektor pET15b-repA-
V134E/K142E/N156E niosacy gen biatka RepA z dwiema substytucjami pozwalajagcymi
na nadprodukcje monomerycznej i aktywnej replikacyjnie formy biatka RepA (Materiaty
4.2). Wektory amplifikowatam w szczepie bakterii E. coli DH5a (Materiaty 4.1) oraz
oczyscitam, jak opisano w Metody 5.1.2.. Mutageneza miejscowo-specyficzna przy
uzyciu odpowiednio zaprojektowanych par starterow (Materialy 4.3), wprowadzajacych
substytucje w genach kodujagcych docelowo badane aminokwasy, umozliwita mi
uzyskanie wektoréw ekspresyjnych do nadprodukcji poszczegolnych wariantow biatek
TrfA i RepA (Metody 5.2). Oczyszczone konstrukty trawitam enzymem Dpnl w celu
wyeliminowania matrycowego DNA (Metody 5.3). Stezenia oraz czysto$¢ otrzymanego
materiatu genetycznego okreslatam przy uzyciu urzgdzenia Nano-drop (Metody 5.4). W
celu weryfikacji wprowadzenia mutacji w sekwencji genow kodujacych warianty ww.
bialek Rep, otrzymane konstrukty wystalam do sekwencjonowania. Pordéwnanie
otrzymanych sekwencji konstruktow bialek z sekwencja biatek typu dzikiego
potwierdzity poprawnos$¢ wprowadzonych mutacji.

Nastepnie szczepy E. coli B ArcticExpress (DE3) stuzace do ekspresji genéw oraz
nadprodukcji wariantow biatka TrfA lub E. coli BL21 (DE3) (Materiaty 4.1) stuzace do
ekspresji genow oraz nadprodukcji wariantow biatka RepA transformowatam

uzyskanymi konstruktami wektorowymi wedtug procedury (Metody 5.7). Bakterie
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szczepu E. coli BL21 (DE3) wprowadzitam w stan kompetencji (Metody 5.6). Bakterie
szczepu komercyjnego, E. coli B ArcticExpress (DE3), posiadaly stan kompetencji i byty
gotowe do transformacji plazmidowym DNA. Tabela 8 przedstawia wszystkie mutacje
wprowadzone do wektorow ekspresyjnych dla poszczegdlnych biatek Rep, ktore zostaly

wykorzystane w dalszych etapach projektu.

Tabela 8 Zestawienie mutacji aminokwaséw w wektorach ekspresyjnych kodujgcych geny poszczegdlinych biatek
Rep. W tabeli znajduje sie zestawienie substytucji poszczegdlnych aminokwaséw w biatkach Rep po przeprowadzonej
mutagenezie miejscowo-specyficznej. Wprowadzone mutacje miaty na celu mozliwo$¢ nadprodukcji i oczyszczenia
wariantéw biatek Rep w formie monomerycznej, nie oddziatujgcych z dsDNA lub potencjalnie nieoddziatujacych z
ssDNA. Kolorem niebieskim oznaczono warianty, ktérych nadprodukcje i oczyszczanie przeprowadzitam samodzielnie.
Kolorem czarnym oznaczono warianty biatek Rep, ktdre otrzymatam dzieki uprzejmosci dr Katarzyny Wegrzyn.

TrfA RepE RepA
WT monomer G254D/S267L R118P H134N/N142K/
G156V
Brak oddziatywania z | R347E R205E/R206E/ R245E
dsDNA w sekwencji R207E
iteronowej
Potencjalny brak | K127E R145E Q190E
ddziat . R156E F146E R191E
odczlalywania 2| R194E QI48E R200E
ssDNA rejonu DUE | R259E Q171E Q220E
K303E Y172E Q220E/N221E
R327E K174E R245E
N374E R173E/K174E K266E
Q210E
K229E
K230E

Tak przygotowane szczepy postuzyty mi do nadprodukcji wariantow biatek Rep
wedtug opisanych procedur (Metody 5.9.1), (Metody 5.9.2). Indukcja ekspresji genow
trfA byta mozliwa poprzez dodanie do hodowli chemicznego analogu laktozy izopropylo-
B-d-1-tiogalatopiranozdu (IPTG) (Metody 5.9.1). Prawidlowe zajscie nadprodukcji
biatlek weryfikowatam poprzez porownanie intensywnos$ci pragzkoéw otrzymanych po
rozdziale SDS-PAGE, odpowiadajacym wielko$ci oczyszczanego biatka z probek
pobranych z hodowli bakteryjnych przed i po nadprodukcji i rozcienczonych w buforze
Laemmli (Rycina 14.A, Sciezki B i A)(Materiaty 4.6.1; Metody 5.13). W przypadku
wariantow biatka TrfA porownanie to zazwyczaj nie wykazywalo roznicy w

intensywnos$ci prazkéw. Jednak podczas analizy probek otrzymanych w nastepnych
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etapach oczyszczania wariantow bialka moglam zauwazy¢ znacznie wigksza
intensywno$¢ prazkow odpowiadajacych masie biatka TrfA ze znacznikiem
histydynowym (Rycina 14.A, $ciezki 0-5). W kolejnym kroku rozpocz¢tam pierwszy etap
oczyszczania wariantow biatka TrfA poprzez chromatografie¢ powinowactwa z
wykorzystaniem zloza Ni-NTA agarose (Materialy 4.9). Kazdy wariant biatka TrfA,
posiadal na N-koncu znacznik histydynowy helatujacy jony dwuwarto$ciowe i silnie
wigzacy si¢ do zloza niklowego. Oczyszczanie na ztozu niklowym przeprowadzitam
wedlug procedury opisanej w rozdziale (Metody 5.9.2). Na kazdym etapie oczyszczania
oraz podczas elucji biatka ze zloza, zbieratam frakcje, z ktorych nastepnie pobieratam
probki do rozdziatu w SDS-PAGE w celu weryfikacji etapéw procesu oczyszczania oraz
czystosci uzyskanych preparatow (Rycina 14A). Dla wigkszo$ci wariantow biatek Rep,
czysto§¢ uzyskanych preparatow nie byla wystarczajaca 1 wymagane bylo
przeprowadzenie drugiego etapu oczyszczania wykorzystujacego chromatografie
jonowymienng. Oczyszczanie przy uzyciu chromatografii  jonowymiennej
przeprowadzatam wedlug procedury opisanej w rozdziale (Metody 5.9.2). Po
oczyszczaniu, czystos¢ zebranych frakcji ocenialam na podstawie zdjecia zelu po
rozdziale elektroforetycznym SDS-PAGE (Rycina 14B). Frakcje cechujace si¢ najwyzsza
czystoscig oraz stezeniem 0Czyszczonego biatka, taczylam w jedng, po czym
dializowatam do buforu dializujacego (T33-D), w ktorym biatka byly ostatecznie
przechowywane w -80°C. Ste¢zenie bialek wyznaczaltam metoda densytometryczng
(Rycina 14C)(Metody 5.10). Wszystkie oczyszczone przeze mnie warianty biatek Rep
cechowaly si¢ czystoscig na poziomie 95%. Poszczegolne preparaty wariantéw biatka
TrfA oczyscitam w nastgpujacych stezeniach: WT 370 ng/pl, K127E 230 ng/ul, R156E
440 ng/ul, R194E 500 ng/pl, R259E 330 ng/ul, K303E 300 ng/ul, R327E 310 ng/ul,
R347E 325 ng/pl, N374E ng/ul. Poszczegdlne preparaty wariantow biatka RepA
oczyscitam w stezeniach: WT 2700 ng/ul, Q190E 1250 ng/ul, R191E 3500 ng/ul, R200E
680 ng/ul, Q220E 1100 ng/ul, Q220E/N221E 2700 ng/ul, R245E 920 ng/ul, K266E 1400
ng/ul. Koncowe stezenia preparatow dwodch oczyszczonych przeze mnie wariantow
biatka RepE wynosity: WT 300 ng/ul oraz F146E 850 ng/ul.

Dodatkowo na potrzebe projektu oczyscitam wszystkie pozostate biatka powigzane
z procesem inicjacji replikacji. Do tych biatek naleza: DnaA (900 ng/ul), DnaB (1010
ng/ul), DnaC oraz gyraza. Nadprodukcje oraz oczyszczanie ww. biatek przeprowadzitam

zgodnie z procedurami opisanymi w rozdziale (Metody 5.9.2), (Metody 5.9.3). Biatko
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HU otrzymatam z kolekcji Zaktadu Biologii Molekularnej. Biatka te postuzyty mi do

przeprowadzenia opisanych w tej pracy analiz.

A Ni-NTA

kDa M B A L WIW2W3W40 1 2 3 4 5

40 —

35 — TrfA33 R156E

B Hi-Trap
kDa M 2526 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36

40 —

<— TrfA33 R156E
35 — [

Rycina 14 Przyktadowa analiza procesu oczyszczania biatek Rep na przyktadzie wariantu biatka TrfA33 R156E
metoda (A) chromatografii powinowactwa i (B) chromatografii jonowymiennej. Czarna strzatka wskazuje wariant
oczyszczonego biatka TrfA33 R156E; M — marker biatkowy; B — prdoba przed indukcjg ekspresji; A — préba po indukcji
ekspresji przez 1M IPTG; L — lizat; W1-4 — kolejne etapy procedury wyptukiwania; 0-4 frakcje biatka TrfA33 R156E po
elucji ze ztoza agarozowego Ni-NTA; 25-36 frakcji biatka TrfA33 R156E po elucji z kolumny Hi-Trap. (C) Przyktadowy
wynik analizy oznaczenia steienia biatek Rep z uzyciem densytometrii, na przyktadzie biatka TrfA R156E. Jako
wzorca molekularnego uzyto biatka BSA w znanych ilosciach (500, 100, 1500, 2000 ng), za$ stezenie oczyszczanego
biatka miareczkowano objetosciowo (0.5, 1, 2, 3 i 4 ul biatka zawieszone w 5ul buforu Laemmli). Pomiar
densytometryczny przeprowadzono za pomocg systemu ChemiDoc.

6.3. Analiza struktury ll-rzgdowej oczyszczonych wariantow biatek Rep

Kolejnym etapem byta weryfikacja, czy wprowadzone mutacje w biatkach Rep nie
zaburzajg struktury oczyszczonych wariantow biatka, w poréwnaniu do biatka typu
dzikiego (Rep WT). Zaburzenie struktury mogloby przetozy¢ si¢ na zafalszowanie

wynikow w dalszych analizach. Na tym etapie postanowilam przeprowadzi¢ analize |-
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rzedowej struktury uzyskanych preparatow biatka TrfA i RepE, ktora wykonatam z

uzyciem dichroizmu kotowego z pomoca dr hab. Rafata Dutkiewicza, prof. UG z Zaktadu

Biochemii Ewolucyjnej (Metody 5.15). Wartosci eliptycznosci molarnej dla wszystkich

wariantow biatka TrfA | RepE nie roznity si¢ od siebie w wigkszym stopniu. Dla kazdego

z oczyszczonych wariantdw, mogtam zidentyfikowac dwa piki przy dtugosci fali 205 oraz

220 nm (Rycina 15). Wyniki wskazujg na brak zaburzen w strukturze drugorzedowej

uzyskanych po oczyszczaniu wariantow biatka TrfA i

substytucjami.
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Rycina 15 Widma dichroizmu kotowego struktur drugorzedowych oczyszczonychwariantdéw biatek (A) TrfA33 i (B)
RepE. Pomiary wykonano w zakresie 200 -260 nm. MRE — eliptyczno$¢ molowa w [©]
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6.4. Analiza aktywnoSci replikacyjnej wariantow biatka TrfA

Przeprowadzona analiza DC wykazata brak wptywu wprowadzonych mutacji na
strukture drugorzedowa oczyszczonych wariantow biatka TrfA. Wobec tego weryfikacje
znaczenia oddziatywania biatek Rep z DNA w rejonie DUE rozpoczgtam od
przeprowadzenia analizy aktywnosci replikacyjnej wariantow biatka TrfA. Do tego celu
wykorzystatam metodg replikacji in vitro w ekstrakcie bakteryjnym. Ekstrakt bakteryjny
uzyskalam z komorek bakterii E. coli C600 (Materiaty 4.1; Metody 5.8). Ekstrakt
bakteryjny jest zrodlem wszystkich bialek niezbgdnych do zajscia procesu replikacji
bakteryjnego DNA, z wylgczeniem plazmidowych biatek Rep. Do przeprowadzenia
analizy replikacji in vitro, jako matryc¢ wykorzystatam superzwinigta czasteczke
plazmidu pKD19L1,. Poziom syntezy DNA mierzylam dla wybranych st¢zen kazdego
wariantu biatka TrfA. Catkowita ilo§¢ zsyntetyzowanego DNA zostata przeliczona na
piko-mole.  Wynik  eksperymentu z  uwzglednieniem  przeliczenia  ilosci

zsyntetyzowanego DNA przedstawitam na Rycinie 16.

Otrzymane wyniki wykazaly, ze jedynie warianty WT oraz K303E bialka TrfA sa
aktywne w reakcji na matrycy DNA zawierajacej oriV, natomiast pozostate warianty, tj.
R156E, R327E oraz wariant niewigzacy dsDNA, R347E, byly defektywne w
przeprowadzonych reakcjach in vitro. (Rycina 16A) Analiza poréwnawcza wariantow
biatka TrfA wykazata, Ze maksymalna synteza DNA zachodzita przy 250 nM st¢zeniu
bialka 1 wynosita odpowiednio okolo 242 pmol dla TrfA WT oraz 249 pmol dla TrfA
K303E (Rycina 16B). Zaobserwowatam rowniez obnizanie si¢ poziomu syntezy DNA
przy stezeniu biatka 400 nmol (Rycina 16A). Analiza przeprowadzona dla wariantow
biatek RepE wykazata, ze procz biatka RepE WT, wszystkie pozostate warianty biatek
nie wspieraly replikacji plazmidowego DNA zawierajacego oriS (patrz. 9 WYNIKI
UZUPELNIAJACE, Rycina S9.2).
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Rycina 16 Replikacja in vitro oriV w ekstrakcie bakteryjnym. (A) Jako matryce DNA wykorzystatam plazmid pKD19L1
bedacy minireplikonem RK2 i zawierajgcym oriV. Reakcja sktada sie z 250 ng matrycy pKD19L1, rosnacych stezen
wariantéw biatka TrfA33 (10, 50, 100, 150, 250, 400 nM), dNTPs-[3H]dTTp i surowego ekstraktu bakteryjnego
otrzymanego ze szczepu bakterii E. coli C600. Synteze DNA zmierzytam w pmolach. (B) Srednie pomiary z trzech
powtdrzen syntezy DNA podczas replikacji in vitro wyrazone w pmolach przy stezeniu 250 nM wariantéw biatka
TrfA33.

6.5. Test aktywnosci helikazy DnaB w rejonie oriV

Wiedzac, ze niektére mutacje w biatku TrfA uniemozliwiaja synteze DNA,
postanowitam sprawdzi¢, na ktorym etapie inicjacji replikacji dochodzi do zatrzymania
tego procesu. Helikaza jest jednym =z kluczowych elementow kompleksu
przedreplikacyjnego i biatkiem niezbednym do prawidtowego zainicjowania procesu
replikacji. Helikaza w asyscie migdzy innymi biatka TrfA wiaze si¢ do ssDNA rejonu
DUE w miejscu inicjacji replikacji i odpowiada za dalsze rozwijanie podwojnej helisy

DNA, tworzac tym samym dwie pojedyncze nici DNA, bedace matrycg do syntezy
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nowych czasteczek DNA (Caspi i wsp., 2001; Pacek i wsp. 2001; Rajewska i wsp, 2008).
Aby zweryfikowaé, czy badane warianty biatka TrfA sg defektywne w oddziatywaniu z
helikazg, a tym samym zaburzajg jej aktywnos$¢ podczas procesu inicjacji replikacji,

przeprowadzitam test aktywnosci helikazy (FI*).

Eksperyment przeprowadzitam wedlug procedury opisanej w rozdziale (Metody
5.24). Jako matrycy DNA uzytam superzwinigty czasteczke plazmidu pKD19L1, ktéra
inkubowatam z helikazg DnaB E. coli o stezeniu 100 nM oraz wzrastajagcymi stezeniami
wariantow biatka TrfA. W skladzie mieszaniny reakcyjnej znajdowaty si¢ réwniez
pozostate niezbgdne biatka w nastepujacych stezeniach: 8 nM DnaA, 1 uM DnaC, 2 nM
gyraza, 100 nM HU, 115 nM SSB. Rozdziat elektroforetyczny probek przeprowadzitam
w 1% zelu agarozowym (Materiaty 4.12), jak opisatam w rozdziale (Metody 5.11)
zmieniajgc natezenie pradu na 25 V i prowadzac rozdziat przez 24 godziny (Metody
5.24). Wyniki analizy przedstawilam na Rycinie 17. Poczynione obserwacje pozwolity
mi na identyfikacje dodatkowego prazka opisanego jako FI* dla oddziatywan trzech
wariantow biatka TrfA: WT, K303E i R347E. Dla wariantu TrfA WT oraz K303E prazek
FI* jest obserwowany juz od najnizszych stezen biatka TrfA. Dla wariantu defektywnego
w wigzaniu dsDNA, TrfA R347E, prazek FI* pojawia si¢ przy 100 nM stezeniu biatka
TrfA. Przy zadnym uzytym stgzeniu wariantow TrfA RI156E 1 R327E nie
zaobserwowatam pojawienie si¢ prazka FI*, co $§wiadczy o braku aktywacji helikazy
DnaB. Analiza przeprowadzona dla wariantow biatka RepE wykazata, ze w reakcji z
wariantami biatka RepE: F146E i Y172E, helikaza nie zostala aktywowana (patrz. 9
WYNIKI UZUPELNIAJACE, Rycina S9.3. Ze wzgledu na brak mozliwosci
skonstruowania i oczyszczenia odpowiedniej matrycy, nie przeprowadzitam testu

aktywnosci helikazy dla wariantow biatka RepA.
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Rycina 17 Aktywacja helikazy in vitro przez warianty biatka TrfA33 w obrebie oriV w tescie aktywnosci helikazy
(FI*). Test FI* przeprowadzono przy rosngcym stezeniu wariantow biatka TrfA33 (10, 50, 100, 150, 250, 400 nM). Do
reakcji uzyto 200 ng plazmidu pKD19L1 jako matrycy DNA, 200 ng biatka DnaA, 500 ng biatka helikazy DnaB w
obecnosci biatka HU. Rozdziat prowadzono w 1% zelu agarozowym zawierajgcym EtBr, przy natezeniu 25V przez okres
24 godziny. Prazki oznaczone strzatkami jako FI* wskazujg na aktywacje helikazy podczas inicjacji replikacji origin
replikacji.

6.6. Oddzialywanie wariantow biatka TrfA z helikazg DnaB

Wedlug wynikow opublikowanych w pracy Pacek i wsp., (2001), biatko TrfA
oddziatuje z helikaza DnaB i ma istotny wptyw na jej aktywacj¢ podczas inicjacji
replikacji DNA. Zaburzenie tego oddzialywania, moze zablokowa¢ proces inicjacji

replikacji.

W przypadku wariantéw biatka TrfA R156E 1 R327E test aktywnosci helikazy nie
wykazal pojawienia si¢ prazka FI*, co $wiadczy o braku aktywacji helikazy DnaB
podczas inicjacji replikacji. W kolejnym kroku sprawdzitam, czy uzyskany wynik jest
skutkiem braku oddzialywania wariantow biatka TrfA z biatkiem DnaB, tym samym
uniemozliwiajgc jego aktywacj¢ podczas procesu inicjacji replikacji. W celu weryfikacji
przeprowadzilam test immunoenzymatyczny, ELISA, wedlug procedury opisanej w
rozdziale (Metody 5.23). Do analizy wykorzystatam wzrastajaca ilo$¢ biatka DnaB (0, 7,
15, 30, 60, 125, 250, 500 ng) i 200 ng wariantéw biatka TrfA. Jako kontroli negatywnej
uzylam biatka BSA, ktore nie wigze helikazy DnaB. Wyniki z otrzymanej analizy

przedstawitam na Rycinie 18.
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Rycina 18 Interakcja wariantéw biatka TrfA33 z helikazg DnaB w tescie immunoenzymatycznym (ELISA). Test ELISA
przeprowadzitam przy rosngcych stezeniach helikazy DnaB (7, 15, 30, 60, 125, 250, 500 nM) i statej ilosci wariantéw
biatka TrfA33 (500 ng). Absorbancje zmierzytam przy dtugosci fali 450 nm.

Analiza wykazata wzrost absorbancji przy dtugosci fali 450 nm dla wszystkich badanych
wariantow biatka TrfA. Dodatkowo dla wszystkich wariantow biatka TrfA wzrost
absorbanc;ji jest na podobnym poziomie w kazdym punkcie stezeniowym helikazy DnaB.
Z otrzymanych wynikow moglam zatem wywnioskowaé, ze to nie oddziatywanie
wariantow biatka TrfA (R156E i R327E) z helikaza odpowiada za brak jej aktywacji w
procesie inicjacji replikacji DNA, ani za brak syntezy DNA. Wyniki otrzymane z
przeprowadzonej analizy dla wariantow biatka RepE rowniez wykazaty, ze Zzaden z
badanych wariantow biatka RepE nie ma zaburzonego oddziatlywania z helikaza DnaB
(patrz. 9 WYNIKI UZUPELNIAJACE, Rycina S9.4.

6.7. Analiza otwierania origin replikacji oriV i oriS — footprinting KMnO4

Pomimo, ze zaden z wariantow biatka TrfA nie miat zaburzonego oddziatywania z
helikazg DnaB (Rycina 18), to w przypadku analizy dwoch wariantow biatka TrfA,
wariantu R156E i TrfA R327E, helikaza nie zostata aktywowana w procesie inicjacji
replikacji DNA (Rycina 17). Ten efekt przetozyt si¢ na zahamowanie syntezy DNA in
vitro, jak wykazatam na Rycinie 16 (Wyniki 6.4). Dane literaturowe donosza, ze aby
helikaza mogta przytaczy¢ si¢ do DNA w rejonie DUE, musi mie¢ dostep do ssDNA w
miejscu inicjacji replikacji. Aby ten proces mogl zaj$s¢ prawidtowo, musi nastgpicé
topnienie dsDNA ww. rejonie DUE i musi doj$¢ do utworzenia dwoch fragmentow

SSDNA, do ktorych bedzie mozliwe przylaczenie si¢ niektorych bialek bioracych udziat
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w inicjacji replikacji, m.in. helikazy (Konieczny i wsp., 2014) W celu weryfikacji, czy
badane warianty biatka TrfA wptywaja na proces otwierania rejonu DUE w origin
replikacji plazmidu RK2, przeprowadzitam analiz¢ typu Footprinting KMnOg, jak
opisatam w Metody 5.22. Metoda typu Footprinting z uzyciem KMnO4 pozwala na
detekcje ssDNA poprzez modyfikacje reszt tymidynowych, w skutek czego proces
wydtuzania startera zostaje zahamowany w miejscu powstatej modyfikacji. (Doran i
wsp., 1998).
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Rycina 19 Otwieranie origin replikacji (A) oriV przez warianty biatka TrfA33 i (B) oriS przez warianty biatka RepE
przeprowadzona za pomoca testu typu Footprinting KMnO, z wydtuzaniem startera. Do reakcji otwierania origin
replikacji przez warianty biatka TrfA lub RepE, jako matrycy DNA uzyto odpowiednio plazmidu pKD19L1 lub pZZ35.
Czarng pionowg linig oznaczono region, w ktérym nastepuje destabilizacja dsDNA w rejonie DUE i w ktérym zaszta
modyfikacja KMnOQg; Zaréwna na panelu A i B, sciezka nr 1- kontrola negatywna bez biatka i nietraktowana KMnOQ,,
Sciezka nr 2 — kontrola negatywna bez biatka TrfA33, traktowana KMnOs, Sciezki 3-7 na panelu A oraz $ciezki 3-6 na
panelu B — otwieranie miejsca inicjacji replikacji origin przez warianty biatka (A) TrfA33 lub (B) RepE.
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W pierwszym kroku przeprowadzitam optymalizacj¢ metody, ktora pozwolita mi dobra¢
odpowiednie stezenia wariantow bialek oraz fragmentow DNA, a takze st¢zenie zeli i
warunki rozdziatu elektroforetycznego. Do przeprowadzenia analizy typu footprinting
KMnOQOy; jako matrycowego DNA uzywatam plazmidu pKDI19L1 oraz 200 ng wariantow
biatka TrfA. Analiz¢ rozpoczetam od przeprowadzenia reakcji otwierania oOrigin
replikacji oraz wprowadzenia modyfikacji reszt tymidynowych, jak opisatam w rozdziale
(Metody 5.22.1). Nastepnie probki z DNA otrzymane po reakcji otwierania oczyscitam
przy uzyciu komercyjnego zestawu GeneClean II Kit (MP) (Metody 5.22.2).
Oczyszczone probki poddatam reakcji wydtuzenia startera, do ktorej wykorzystatam
zaprojektowane startery wyznakowane barwnikiem fluorescencyjnym Cy3. Dla probek
analizowanych po reakcji z wariantami biatka TrfA i plazmidem pKDI9L1 uzywatam
startera Cy3-oriV-Ft. Probki rozdzielatam w poliakrylamidowym zelu sekwencyjnym

(Materiaty 4.12) wedtug procedury opisanej w Metody 5.14.

Wyniki otrzymane dla wariantow biatka TrfA zaprezentowatam na Rycinie 19A. W
otrzymanych wynikach analizowalam rejon Zeli opisany jako ,,Modyfikacja KMnOa,,. W
przypadku obu kontroli negatywnych (sciezka 1, pierwsza kontrola negatywna — probka
bez biatka i bez udziatu KMnOs; $ciezka 2, druga kontrola negatywna — probka bez
biatka, z udziatem KMnOQg), jak i dwoch wariantow biatka TrfA, R156E i R327E (Sciezka
4 i 5), obserwuje si¢ brak obecno$ci lub redukcje¢ intensywnos$ci niektorych prazkow,
ktore sg wyraznie obecne w kontroli pozytywnej (TrfA WT) oraz dla wariantu TrfA
K303E (sciezka 3, 6). Oznacza to, ze w przypadku wariantow TrfA R156E i R327E nie
doszto do otwarcia origin replikacji, a tym samym powstania fragmentow ssDNA,

ktérego tymidyny moglyby zosta¢ zmodyfikowane przez KMnOa.

W przypadku wariantow biatka RepE, do przeprowadzenia analizy typu Footprinting
KMnQg, jako matrycowego DNA uzywatam plazmidu pZZ35 oraz 100 ng wariantow
biatka RepE. Po reakcji otwierania oriS i modyfikacji KMnOsa, reakcje wydtuzenia
startera przeprowadzitam z uzyciem startera Cy3-oriS-Ft (Materiaty 4.2),(Metody
5.22.3). Uzyskane wyniki wskazuja, ze otwieranie origin replikacji nastgpito dla
wariantow RepE WT i RepE Q171E (Rycina 19B, $ciezki 3 i 5), natomiast zaburzone
otwieranie lub zahamowanie otwierania origin replikacji wystapito dla wariantéw RepE
F146E i RepE Y172E (Rycina 19B, sciezki 4 i 6). W analizie typu Footprinting KMnO4
dla wariantu biatka RepE N22E, wprowadzona mutacja wplywa na zahamowanie

otwierania oriS (patrz. 9 WYNIKI UZUPELNIAJACE, Rycina S9.5). Ze wzgledu na
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brak mozliwosci otrzymania odpowiedniej matrycy DNA, nie bylam w stanie

przeprowadzi¢ reakcji Footprinting KMnOg4 dla wariantow biatka RepA.
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Rycina 20 Sekwencjonowanie origin replikacji: (A) oriV z plazmidu RK2 i (B) oriS z plazmidu F w celu okreslenia
pozycji ssDNA rejonu DUE Reakcje sekwencjonowania przeprowadzono, jak opisano w rozdziale (Metody 5.25).
Prébki otrzymane po reakcji Footprinting KMnO4 z wydtuzaniem startera (A $ciezka 1 oraz B sciezkal) rozdzielono
obok drabinek sekwencyjnych. Sekwencje odczytanych rejonéw ssDNA opisano obok zdje¢. Odczytane sekwencje
pokrywajg sie z sekwencjami rejonéw DUE odpowiednio: (A) oriV oraz (B) oriS.

Aby odczyta¢ sekwencj¢ rejonu otwartego oraz potwierdzié¢, ze sekwencja ta odpowiada
rejonowi DUE oriV na plazmidzie pKD19L1 lub oriS na plazmidzie pZZ35,

przeprowadzitam reakcje sekwencjonowania probek otrzymanych po reakcji typu
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Footprinting KMnOg dla ww. plazmidow (Metody 5.25). Analiza otrzymanych wynikoéw
pozwolita mi na identyfikacj¢ sekwencji odpowiadajagcym rejonom DUE oriV oraz oriS
(Rycina 20A i 20B odpowiednio).

6.8. Oddzialywanie wariantow biatka TrfA z dsDNA i ssDNA

Wyniki przeprowadzonych przeze mnie analiz replikacji in vitro w ekstrakcie
bakteryjnym ewidentnie wskazuja, ze niektore z wytypowanych aminokwasow bialek
Rep majg znaczenie dla prawidtowego zajscia replikacji(Rycina 16). Co wiecej analiza
aktywno$ci helikazy FI* wykazala, zZe substytucja niektorych wytypowanych
aminokwaséw w biatkach moze zahamowac aktywacje helikazy podczas inicjacji
replikacji (Rycina 17), pomimo Ze substytucje te niec wptywaja na samo oddziatywanie
pomiedzy wariantami biatek Rep a helikazg (Rycina 18). Wyniki, ktore otrzymatam z
analizy typu footprinting KMnO4 z wydhuzaniem startera, dostarczyty mi informacji, ze
wprowadzone substytucje w biatkach Rep maja znaczenie i przetozenie na proces samego
otwierania origin replikacji. Niektore warianty biatek Rep, tj.: TrfA R156E, TrfA R327E,
RepE N22E, RepE F146 i RepE Y172 hamuja proces otwierania origin replikacji (Rycina
19). Posiadajac te wszystkie informacje przystgpitam do weryfikacji, czy to wlasnie
zaburzone oddziatywanie biatlek Rep z ssDNA ma kluczowe znaczenie w procesie
inicjacji replikacji plazmidowego DNA. W dalszej czesci pracy skupitam si¢ na
przedstawieniu wynikow, ktore otrzymatam dla wariantow biatka TrfA i wytypowanych
wariantow biatka RepA. Kazdy z oczyszczonych wariantow biatka TrfA zostat
sprawdzony pod katem zdolnosci oddziatywania zardéwno z ssDNA, jak i z dsDNA przy
zastosowaniu nastgpujacej metodologii: analiza typu EMSA, analiza z uzyciem
mikroskopii sit atomowych AFM oraz analiza SPR. Dla wariantow biatka RepA
wykonatam analizy typu EMSA oraz SPR.

6.8.1. Weryfikacja oddzialywania wariantow biatek Rep z rejonem origin replikacji przy
uzyciu metody EMSA.

W kolejnym etapie badan zastosowalam test EMSA do przeprowadzenia analizy
oddziatywan bialek Rep z dsDNA oraz ssDNA. Analiz¢ przeprowadzilam zgodnie z
procedurg opisang w Metody 5.20. Do analizy wariantow biatka TrfA uzywatam
wzrastajacych stezen biatka (10, 50, 100, 150, 250 nM) oraz odpowiednich fragmentow
DNA znakowanego fluorescencyjnie. Jako ssDNA uzytam fragmentu Cy3-oriV_DUEpt
0 sekwencji odpowiadajacej dolnej nici rejonu DUE oriV, natomiast jako dsDNA uzytam
fragmentéw, ktore otrzymatam po reakcji PCR z uzyciem starterow Cy3-0riV_ltwp |
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oriV_Itwop na matrycy pKD19L1 (Materiaty 4.3). Do analizy wariantow bialek RepA
uzywatam wzrastajacych stezen biatka (250, 500, 1000, 1500 nM) oraz odpowiednich
fragmentow DNA znakowanego fluorescencyjnie. Jako ssDNA uzylam fragmentow
DNA Cy3-0riP1_DUEqop i Cy3-0riP1_DUEnet odpowiadajacym kolejno goérnej i dolnej
nici rejonu DUE oriR. Jako dsDNA uzytam fragmentu DNA, ktory otrzymatam po reakcji
PCR z uzyciem starteréw Cy3-0riP1_ltip i 0riP1_ltwop Na matrycy plazmidu P1 (Materiaty
4.3). Analizy typu EMSA dla wariantéw biatka TrfA 1 RepA przeprowadzitam jak
opisatam w Metody 5.20.2 1 5.20.3. Rycina 20 przedstawia op6znienie migracji prazkow
w zelu w skutek oddziatywania wariantow biatka TrfA lub RepA z odpowiednim
fragmentem ssDNA rejonu DUE (Rycina 20A i C) lub odpowiednim fragmentem
dsDNA, odpowiadajacemu sekwencji iteronowej (Rycina 20B i D). Strzatka zaznaczytam
prazki odpowiadajace fragmentom DNA, ktérych migracja zostala opdzniona. W
przypadku oddziatywan wariantow biatka TrfA z ssDNA opdznienie migracji
fragmentow ssDNA obserwowatam dla TrfA WT, K303E i R347E. Brak opdznienia
migracji fragmentow DNA obserwowatam dla wariantow TrfA R156E i R327E, co
$wiadczy o braku powstawania kompleksow nukleoproteinowych ww. biatek z ssDNA
rejonu DUE oriV (Rycina 20A). W przypadku analizy oddzialywan wariantow TrfA z
dsDNA, wszystkie analizowane bialka, oprocz TrfA R347E, tworzyly kompleksy z
dsDNA, co skutkowalo opdznieniem migracji tych komplekséw w zelu (Rycina 20B).
Wynik uzyskany dla wariantu TrfA R347E jest zgodny z danymi literaturowymi,
opisujacymi ten wariant biatka jako defektywny w wigzaniu dSDNA oriV (Wegrzyn i
wsp., 2021).

W przypadku oddziatywania wariantow biatka RepA z ssDNA i dSDNA, opdznienie
migracji fragmentow DNA w zZelu obserwowatam dla wszystkich oczyszczonych
wariantow biatka RepA (Rycina 20C i D). Jedynie wynik uzyskany dla wariantu RepA
R245E, nie utworzyt kompleksu nukleoproteinowego z dsDNA (Rycina 20D).

Analiza typu EMSA zostata przeprowadzona dla wariantow biatka RepE wykazata,
ze warianty N22E, R146E 1 Y172E nie wywoluja opdznienia migracji prazkow w zelu w
reakcji z ssSDNA DUE oriS, natomiast opdzniaja migracje prazkow w momencie
oddziatywania z dsDNA. Jest to wynik odwrotny do wyniku uzyskanego dla wariantu
RepE R205E/R206E/R207E, ktory jest defektywny w wigzaniu dsDNA (patrz. 9
WYNIKI UZUPELNIAJACE, Rycina S9.6).
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Rycina 21. Wyniki testu EMSA przedstawiajace: wigzanie wariantéw biatka TrfA33 z ssDNA w regionie DUE oriV (A)
i z dsDNA iteronow w oriV (B); wigzanie wariantow biatka RepA w rejonie DUE oriP1 z nicig gérna lub dolng (C) i z
dsDNA iterondw w oriP1 (D). Rosngce stezenia wariantow biatka TrfA33 lub RepA inkubowano z 0,5 pmola
znakowanego fluorescencyjnie ssDNA zawierajgcego odpowiednig ni¢ regionu DUE (A i C) lub 1 pmol dsDNA
zawierajacego fragmenty iteronéw (B i D) (Metody 5.20.1; 5.20.2; 5.20.3). Czarne strzatki wskazujg fragmentow DNA,
ktorych migracja w zelu ulegta opdznieniu, co wskazuje na utworzenie sie kompleksdw nukleoproteinowych z danym
wariantem biatka Rep.
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6.8.2. Analiza oddziatywania wariantow biatka TrfA z rejonem oriV przy uzyciu
mikroskopii sit atomowych (AFM)

Przy wspoélpracy z dr Katarzyng Bury z Zaktadu Biologii Molekularnej, dla
wariantow TrfA WT, RI56E oraz R327E przeprowadzitam dodatkowag weryfikacje
tworzenia si¢ kompleksow nukleoproteinowych i wykorzystatam do tego analize¢
mikroskopii sit atomowych, opisang w Metody 5.25. Metoda ta pozwala na weryfikacje,
czy w mieszaninie dochodzi do tworzenia si¢ komplekséw pomigdzy czasteczkami biatek
1 kwasow nukleinowych. Tworzace si¢ z kompleksy posiadajg wigksza sumaryczng
objetos¢ niz kazda z czasteczek osobno. Otrzymane wyniki wykazaly, ze wariant biatka
TrfA WT oddzialuje z dolng nicia SSDNA rejonu DUE, tworzac kompleksy
nukleoproteinowe, ktore na rycinie zostaly oznaczone strzatkami (Rycina 21A). Rycina
21B przedstawia zestawienie $redniej objetosci czasteczek podanej w nm?3, Jedynie dla
wariantu biatka TrfA WT oddziatujacego z ssDNA, warto$¢ sredniej objetosci czasteczek
jest wigksza niz dla samego ssDNA lub samego biatka TrfA WT. W przypadku
wariantow TrfA R156E i R327E $rednia objeto$¢ czasteczek znajdujacych sie w
mieszaninie reakcyjnej zawierajacej tylko warianty biatka TrfA, jest wigksza, niz Srednia
warto§¢ czasteczek mieszaniny, w ktérej znajdowaly si¢ zaroOwno czasteczki
zmutowanych wariantéw biatka TrfA wraz z fragmentami SSDNA DUEqoriv, co $wiadczy

o braku powstawania wigkszych kompleksow nukleoproteinowych.
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TrfA + ssDNA
B $rednia
Prébka objetosc | o |
czgstecz
ek [nm?]
TrfA R156E ssDNA 6.4 1.0 578
TA 134 17 416
TrfA + ssDNA 276 12 429
TrfA R327E TrfA R327E + ssDNA TifAR156E 21 2o | 404
TrfAR156E +
<SDNA 119 18 515
THAR3Z7E 19.0 18 | 394
TriA R347E TrfA R347E + ssDNA THAR327E + 133 09 | s51
ssDNA
THAR3ATE 151 18 389
THAR347E+
<SDNA 288 08 452

Rycina 22 Analiza AFM komplekséw nukleoproteinowych wariantéw biatka TrfA z dolng nicig sSDNA DUE,y. (A)
Zdecia czasteczek samego ssDNA i samych wariantéw biatka TrfA oraz wariantéw biatka TrfA inkubowanych z ssDNA.
Czasteczki osadzone na powierzchni miki i skanowane za pomocg AFM. Do wyswietlenia obrazéw wykorzystano
oprogramowanie NanoScope Analysis v1.9 (Bruker, Bremen, Niemcy) (B) Tabela przedstawiajgca srednig objetos¢
czastek wykrytych podczas analizy AFM. Dla kazdej prébki zmierzono ok. 400 - 500 czastek. Pomar wykonano przy
uzyciu oprogramowania NanoScope Analysis v1.9. Srednia objetoé¢ czastek wykrytych podczas analizy mieszaniny
TrfA WT z fragmentem ssDNA w poréwnaniu z samymi wariantami biatka lub samym ssDNA byta znacznie wigksza.
Otrzymany wynik wskazuje na tworzenie kompleksu pomiedzy biatkami i ssDNA. W przypadku wariantéw TrfA R156E
i TrfA R327E nie zaobserwowano czastek o wiekszej objetosci.

Podobna analiza zostala przeprowadzona dla wariantow biatlek RepE przez dr
Katarzyne Bury. Analizy te wykazaty, ze $rednia objgtos¢ czastek wykrytych podczas
analizy mieszaniny RepE WT z fragmentem ssDNA i RepE R205E/R206E/R207E z
ssDNA w poréwnaniu z samymi biatkami lub samym ssDNA byla znacznie wyzsza, co
wskazuje na tworzenie kompleksow nukleoproteinowych pomigdzy tymi wariantami
biatka RepE i ssDNA. W przypadku wariantow RepE N22E, RepE F146E i RepE Y172E
nie zaobserwowano czgstek o duzej objetosci (patrz. 9 WYNIKI UZUPELNIAJACE,
Rycina S9.7).
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6.8.3. Analiza wigzania wariantow biatka TrfA z ssDNA i dsDNA przy uzyciu techniki
SPR.

Wobec przedstawionych powyzej wynikow, postanowitam przeprowadzi¢
dodatkowg weryfikacje tworzenia si¢ kompleksow nukleoproteinowych wariantow
biatka TrfA z fragmentem dolnej nici rejonu DUE lub z fragmentem dsDNA
odpowiadajagcemu iteronom. W tym celu wykonatam analize z uzyciem techniki SPR
opisanej w Metody 5.21. Na powierzchni¢ sensora z immobilizowanym fragmentem
sSDNA rejonu DUE (Biot-oriV_DUEpo) lub dsDNA (zhybrydyzowane fragmenty Biot-
oriV_Itwp 1 OriV_Ithet) (Materiaty 4.3) nastrzykiwalam rosnace st¢zenia wariantow biatka
TrfA (2,5, 7.5, 15, 30, 60 nM). Wzrost sygnalu na sensogramie $wiadczyt o wigzaniu si¢
bialka do DNA, za$§ odpowiedz zostata wyrazona w jednostkach RU. W przypadku
wigzania biatka TrfA z ssDNA obserwowalam wzrost sygnatu dla wariantow WT, R347E
oraz K303E, odpowiednio na poziomie odpowiedzi ok. 45 RU, 15 RU, 35 RU. Dla
wariantow biatka TrfA RI156E i R327E uzyskana odpowiedz RU byla bliska zeru,
niezaleznie od uzytego stezenia biatka. (Rycina 22A.) W przypadku wigzania biatka TrfA
z dsDNA wzrost sygnatu obserwowatam dla wszystkich wariantow biatka TrfA
(odpowiedz na poziomie pomiedzy 120-140 RU), préocz wariantu R347E, ktory jak
wczesniej wspomniatam, zostat scharakteryzowany, jako niezdolny do oddziatywania z
dsDNA w rejonie oriV (Rycina 22B). W Tabeli 9 przedstawitam dane dotyczace statych
kinetycznych reakcji oraz odchylen standardowych dla kazdej przeprowadzonej reakc;ji.
W przypadku braku oddziatywan pomigdzy wariantem biatka TrfA z fragmentem DNA,
wyliczenie ww. warto$ci byto niemozliwe, jak w przedstawionych danych dotyczacych
wariantow TrfA R156E i R327E z ssSDNA DUE.riv (Tabela 9A) oraz wariantu TrfA
R347E z dsDNA.itrony (Tabela 9B). Analiz¢ SPR przeprowadzitam takze dla wariantow
bialka RepA, jak opisalam w Metody 5.21 z uzyciem odpowiednich sekwencji. Jako
ssSDNA uzytam Biot-0riP1_DUEp lub Biot-oriP1_DUEps. Natomiast, jako dsDNA
uzytam zhybrydyzowanych sekwencji Biot-0riP1_Itip i OriP1_lthor (Materiaty 4.3).
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Rycina 23 Analiza interakcji wariantéw biatek TrfA z ssDNA i dsDNA. Analize interakcji wariantow biatka TrfA z ssDNA
(A) lub dsDNA (B) przeprowadzono metodg powierzchniowego rezonansu plazmonowego. W analizie SPR rosnace
ilosci biatka (2, 5, 10, 15, 30, 60 nM) przepuszczano przez powierzchnie sensora z unieruchomionym ssDNA
zawierajacym sekwencje dolnej nici DUE,v (A) lub dsDNA,y zawierajgcym sekwencje iterony (B).

Tabela 9 State kinetyczne z odchyleniami standardowymi z analizy SPR dla wariantéw biatka TrfA33 z dolng nicig
ssDNA oriV (A) lub iteronami dsDNA oriV (B). Ka — szybko$¢ asocjacji, Kd — szybko$¢ dysocjacji, KD — stata
dysocjacji rtOwnowagi.

A. TrfA-33 + ssDNA oriVpue

TrfA33 Ka(M's") SD Kd (S SD KD (M) SD
WT 1.69e+06 | 9.19e+03 | 5.10e-02 | 8.73e-03 | 2.91e-08 | 3.95e-09
R156E - - - - - -
R327E - - - ) ; -
R347E 1.73e+06 | 3.13e+05 | 1.04e-01 | 1.66e-02 | 6.01e-08 | 9.90e-10
K303E 1.37e+06 | 2.09e+05 | 4.81e-02 | 2.90e-03 | 3.75e-08 | 1.01e-08

B. TrfA-33 + dsDNA 0riViterony

TrfA33 Ka(M's™) sD Kd(s™) SD KD (M) SD
wT 2.47e+07 | 5.49e+06 | 1.25e-02 | 1.53e-03 | 5.12e-10 | 5.15e-10
R156E 6.57e+06 | 6.90e+06 | 1.79e-02 | 1.81e-02 | 2.84e-09 | 2.21e-10
R327E 2.44e+07 | 6.01e+06 | 1.49e-02 | 6.58e-4 | 5.57e-10 | 3.53e-11
R347E - - - ; ; ]
K303E 4.65e+07 | 4.10e+07 | 2.25e-02 | 1.86e-02 | 5.05e-10 | 4.6e-11
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Analiza SPR przeprowadzona dla wariantow biatek RepE wykazata, ze dla wariantow
N22E, RI46E i1 Y172E nie odnotowano wzrostu sygnalu odpowiedzi RU w
oddziatywaniu z fragmentem ssDNA oriS, natomiast odnotowano wzrost sygnatu
odpowiedzi RU z dsDNA oriS, na poziomie zblizonym do wariantu biatka typu dzikiego.
Z kolei potrjny mutant RepE R205E/R206E/R207E miat catkowicie zniesione
oddziatywanie z dsDNA, a wigzanie tego wariantu do ssDNA przebiegato z mniejszym
powinowactwem w poréownaniu do RepE WT (patrz. 9 WYNIKI UZUPELNIAJACE,
Rycina S9.6).
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7. DYSKUSJA

Zaprezentowane w niniejszej pracy wyniki sg czeScig publikacji: ,,Wegrzyn K. i
wsp., (2023). Rep molecule accommodates both up together dsSDNA and ssDNA which
contributes a loop-back mechanism for DNA replication initiation. Nuclei Acids Res.,
51(19) 10551-10567. i czgscia projektu NCN SONATA 13 2017/26/D/NZ1/00239
,,Structural-functional analysis of nucleoprotein complexes of plasmid Rep proteins and
ssDNA DUE origin region”. W wyzej wymienionej publikacji mo6j wktad jako
wspotautora obejmowal: oczyszczenie wariantow biatka TrfA, przeprowadzenie testow
aktywnosci wariantow biatka TrfA, tj.. EMSA, SPR, replikacji in vitro, analiz¢ typu
footprinting KMnOg z optymalizacja metody (rowniez dla wariantow biatka RepE WT,
F146E, QI171E, YI172E, RI45E, QI48E, KI174E), optymalizacjec metody
sekwencjonowania oriV i oriS, przygotowanie rycin wraz z ich opisem dla wariantow
biatka TrfA. Analizy wykonane przeze mnie w niniejszej rozprawie doktorskiej zostaty

wymienione na poczatku rozdziatu 6 WYNIKI.

W rozprawie doktorskiej przedstawiam dane, ktore przyczynity si¢ do przyblizenia
odpowiedzi na stawiane pytania: Ktore aminokwasy wybranych biatek Rep sa
odpowiedzialne za oddzialywanie z ssDNA rejonu DUE w plazmidowych origin
replikacji? Na ktorym etapie inicjacji replikacji, wigzanie Rep-sSDNA DUE ma kluczowe
znaczenie, do prawidtowego zajscia tego procesu? Ponadto przeprowadzone analizy
biochemiczne, analiza fenotypowa biatek z substytucjami aminokwasow  oraz
przedstawiona struktura potrjnego kompleksu nukleoproteinowego biatka RepE z
sSDNA i dsDNA wspieraja teorie modelu ,loop-back” inicjacji replikacji
zaproponowanego dla chromosomu bakteryjnego E. coli (Ozaki i Katayama, 2012), B.
subtilis (Pelliciari i wsp., 2023), czy tez V. cholerae (Chatterjee i wsp., 2020). W moim
projekcie doktorskim analizowatam aktywnosci biatka TrfA plazmidu RK2, biatka RepE
plazmidu F oraz biatka RepA bakteriofaga P1.
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Rycina 24. Struktura krystaliczna kompleksu nukleoproteinowego biatka RepE z dsDNA zawierajgcym sekwencje
pojedynczego iteronu (czerwony) i ssDNA zawierajgcym sekwencje 8-meru gornej nici DUEoriS (niebieski). Sekwencja
fragmentéw DNA wykrytych w krysztatach jest pogrubiona. Strzatki wskazujg kierunek poszczegdlnych motywow
(Wegrzyn i wsp., 2023).

Obecnie w literaturze mozna znalez¢ coraz wigcej doniesien omawiajacych strukture
potrojnych komplekséw nukleoproteinowych dotyczacych oddziatywania biatek
inicjatorowych z dsDNA i ssDNA w rejonie origin replikacji (Wegrzyn i wsp., 2023;
Leonard i wsp., 2019; Yoshida i wsp., 2023). Praca Wegrzyn i wsp. z 2023 roku,
dostarczyta nowych danych dotyczacych wlasciwosci strukturalno-funkcjonalnych
oddziatywan biatek Rep z dsDNA i1 ssDNA. Zaprezentowana w tej pracy struktura
potrdjnego kompleksu biatka RepE z dsDNA i1 ssDNA wskazuje, Ze biatko to oddziatuje
z rowkiem wigkszym w dsDNA begdacym sekwencja iteronowa, poprzez a-helisy o4 i a4’
umiejscowione odpowiednio w domenach WH1 i WH2 biatka. Powyzsze dane pokrywaja
si¢ z danymi opublikowanymi w 2007 roku przez Nakamura i wsp., dla kompleksu biatka
RepE z dsDNA. W literaturze mozna réwniez odnalez¢ podobne dane na temat utozenia
domen WH1 i WH2 innych biatek Rep bedacych w kompleksie z dsDNA, tj.: struktura
krystalograficzna kompleksu biatka w plazmidu R6K (Swan i wsp., 2006), modele biatka
RepA z plazmidu P1 (Sharma i wsp., 2004), czy tez model biatka TrfA z plazmidu RK2
(Wegrzyn 1 wsp., 2021). Co wigcej porownanie danych strukturalnych dotyczacych
kompleksow biatka RepE z dsDNA (PDB: 1REP) (Komori wsp., 1999) i potréjnego
kompleksu RepE z dsDNA i ssDNA (Wegrzyn i wsp., 2023), potwierdzilty podobne
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pozycjonowanie biatka wzgledem DNA. Ponadto struktura krystalograficzna otrzymana
dla podwdjnego kompleksu nukleoproteinowego RepE-SSDNA, gdzie sSDNA jest
reprezentowany przez 8-nukleotydowy fragment rejonu DUE, wykazata, ze biatko RepE
wigze ssDNA poprzez aminokwasy zlokalizowane w B1, al 1 a2 domeny WH1 oraz pgtle
zlokalizowane w B1’° 1 B2’ domeny WH2 biatka. Lokalizacja oddziatywan pomiedzy
biatkiem RepE a sSDNA w strukturze kompleksu podwojnego koreluje z lokalizacja
oddziatywania przedstawiong w strukturze kompleksu potrojnego (RepE-ssDNA-
dsDNA) (Wegrzyn i wsp., 2023). ssDNA jest wigzany przez bialko RepE po

przeciwleglej stronie biatka, niz miejsce wigzania dSDNA.

Na podstawie struktury krystalograficznej kompleksu biatka RepE z ssDNA rejonu
DUE, analiz MS, poréwnania struktur II-rzedowych badanych biatek Rep (Wegrzyn i
wsp., 2023) oraz analiz in silico, dla kazdego z inicjatorow replikacji wytypowalismy
aminokwasy mogace mie¢ znaczenie w oddziatywaniu tych biatek z ssDNA rejonu DUE
odpowiedniego origin replikacji (biatko TrfA z oriV DUE, biatko RepE z oriS DUE i
biatko RepA z oriR). Stosujac mutageneze miejscowo specyficzng wprowadzone zostaty
odpowiednie zmiany w sekwencji genow rep skutkujace substytucjami wytypowanych
aminokwasow (Tabela 8). Nast¢pnie oczysciliSmy zaprojektowane warianty biatek Rep.
Zostaly réwniez oczyszczone warianty z substytucjami, ktore w literaturze zostaty
opisane jako niewigzace dSDNA (TrfA R347E, RepE R205E/R206E/R307E i RepA
R245E) (Tabela 8) (Sharma i wsp., 2004; Wegrzyn i wsp., 2021; Wegrzyn i wsp., 2023).
Oczyszczone warianty bialek poddali$my analizom biochemicznym. Uzyskane przeze
mnie wyniki wykazaty, ze dla biatka TrfA reszty aminokwasowe w pozycjach R156 oraz
R327 odgrywaja kluczowa role w oddziatywaniu z ssDNA. W przypadku biatka RepE,
to aminokwasy w pozycjach N22, F146 1 Y172 s3 kluczowe dla wigzania
sSDNA(Wegrzyn i wsp., 2023). Z kolei uzyskane dane dla biatka RepA nie sg
jednoznaczne i rozbiezne pomigdzy réoznymi metodami analiz (SPR i EMSA). Analiza
SPR wykazata, ze wszystkie warianty biatka RepA oddziatujg z gorng nicig rejonu DUE,
natomiast zaden z wariantow nie oddziatuje z nicig dolng rejonu DUE. Natomiast wyniki
uzyskane z analizy typu EMSA wykazuja, ze zarowno ni¢ gorna, jak i dolna jest wigzana
przez wszystkie oczyszczone warianty biatka RepA. Niezaleznie od otrzymanych
wynikow, zaden z analizowanych wariantow bialka RepA nie charakteryzowal sig¢

obnizong zdolno$cig wigzania gornej nici ssDNA.
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Przeprowadzone przeze mnie analizy biochemiczne wariantow biatka TrfA R156E i
327E, wykazaly, ze warianty te pomimo zniesionego oddziatywania z ssDNA, nie maja
zaburzonego wigzania do fragmentéw dSDNA z iteronami. | odwrotnie, wariant TrfA
R347E, niewigzacy dsDNA, zachowat zdolno$¢ wigzania ssDNA rejonu DUE. Interakcja
ta jest nieco stabsza w poréwnaniu do oddziatywania TrfA WT z sSDNA rejonu DUE.
Stabszy charakter wigzania wariantu TrfA R437E z ssDNA moze wynika¢ z wywolanej
przez wprowadzong substytucje drobnej roznicy strukturalnej w porownaniu ze strukturg
biatka typu dzikiego. Podobne wyniki otrzymali$my dla biatka RepE, ktorego warianty
N22E, F146E i Y172E nie oddziatuja z ssDNA rejonu DUE oriS, jednak zachowaty
zdolno$¢ wigzania iteronow. Aczkolwiek wariant RepE R146E wigze dsDNA z
mniejszym powinowactwem niz RepE WT. Z kolei potrojny mutant RepE
R205E/R206E/R207E majacy catkowicie zniesione oddzialywanie z iteronami, zachowat
zdolno$¢ do wigzania ssDNA rejonu DUE, jednak interakcja ta odbywa si¢ z mniejszym
powinowactwem w porownaniu do biatka RepE typu dzikiego. Rejony z dodatnio
natadowanymi aminokwasami, ktére moga by¢ odpowiedzialne za wigzanie ssDNA
znajdujg si¢ rowniez W strukturze biatka © plazmidu R6K i podobnie jak w przypadku
biatka TrfA i biatka RepE, ich lokalizacja jest przeciwlegla w stosunku do miejsc
wigzacych dsDNA oriF (PDB: 2NRA). Nie jest wykluczone, ze taki uktad moze by¢
prawdziwy rowniez dla innych biatek Rep. Co wiecej w bakteryjnym biatku
inicjatorowym, DnaA, takze zlokalizowano odrgbne miejsca wigzace SSDNA i dsDNA.
Biatko DnaA oddziatuje z dsDNA poprzez domen¢ DBD, natomiast z ssDNA poprzez
domen¢ AAA+. Domeny te nie wystgpuja w biatkach Rep. Pomimo réznic w budowie
DnaA a biatek Rep, podobnie, jak w przypadku bialek Rep, zniesienie oddziatywania
biatka DnaA z DNA w jednej domenie, nie znosi oddziatywania drugiej domeny z DNA
(Ozaki i wsp., 2012).

Analizy in vitro, ktore przeprowadzitam dla wariantoéw biatka TrfA, pokazuja, ze
zniesione oddziatywanie z SSDNA wariantow TrfA R156E i R327E skutkuje brakiem
syntezy DNA plazmidowego, a takze brakiem mozliwosci aktywacji helikazy podczas
procesu inicjacji replikacji DNA. Co ciekawe zahamowanie aktywnos$ci helikazy nie
wynika z zaburzonego oddzialywania biatka TrfA z helikaza, poniewaz wyniki analiz
ELISA wykazaty, ze wszystkie z badanych wariantow biatek byly zdolne do interakcji z
helikazg. Brak aktywacji helikazy podczas inicjacji replikacji wynikat z braku

mozliwo$ci przylaczenia si¢ helikazy do ssDNA rejonu DUE, poniewaz, jak wykazaty
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analizy typu footprinting KMnOa, nie doszto do rozdzielania nici dSDNA DUE. Taki stan
rzeczy byt skutkiem braku interakcji wymienionych mutantow biatka TrfA z rejonem
DUE oriV. Podobnie w przypadku biatka RepE, wykazatam, ze warianty N22E, R146E i
Y172E nie sg zdolne do indukowania topnienia dsDNA w rejonie DUE oriS, co jak
zostalo opisane w naszej publikacji (Wegrzyn i wsp. 2023), skutkuje zahamowaniem
syntezy DNA w trakcie replikacji in vitro i in vivo. Obserwacje te pokrywaja si¢ z danymi
dotyczacymi bakteryjnych inicjatorow replikacji biatka DnaA (Ozaki 1 wsp., 2012) i
biatka RctB (Chatterjee 1 wsp., 2020). Moze to sugerowaé, ze wigzanie biatek
inicjatorowych z ssDNA, zarowno w przypadku inicjatoréw plazmidowych, jak i
chromosomowych, wptywa na tworzenie, stabilizacj¢ i utrzymanie kompleksu otwartego
origin podczas procesu inicjacji replikacji DNA. Dane krystalograficzne biatka RepE
wykazaty, ze konformacja monomeru Rep zwigzanego z ssDNA, nie rézni si¢ od
konformacji monomeru zwigzanego z dsDNA. Nie zaobserwowano tez rdznic
konformacji biatka w przypadku gdy monomer RepE pozostawal w kompleksie z dASDNA
i SSDNA (Wegrzyn i wsp., 2023) Jest to zasadnicza rdznica pomigdzy biatkami Rep, a
zaproponowanym modelem ,.two-state model” wigzania biatka DnaA, w ktoérym biatko
to przyjmuje inng konformacj¢ w momencie wigzania miejsc DnaA-box na dsDNA oraz
inng podczas interakcji z powtoérzonymi sekwencjami w rejonie DUE ssSDNA (Erzberger
i wsp., 2006; Duderstadt i wsp., 2010; Duderstadt i wsp., 2011). Wedtug tego modelu
czasteczki biatka DnaA wiazac dsDNA przyjmuja konformacje bardziej rozwinigta
tworzac filamenty na dSDNA. To z kolei powoduje destabilizacj¢ rejonu DUE i skutkuje
powstaniem kompleksu otwartego. Po topnieniu dsSDNA w miejscu DUE dostgpne staja
si¢ dwie oddzielone nici ssDNA, do ktérych moga wigzac si¢ kolejne protomery biatka
DnaA, ktoére tym razem przybiera bardziej kompaktowa strukture¢ (Duderstadt 1 wsp.,
2011; Erzberg i wsp., 2006; Duderstadt i wsp., 2010). Zaréwno na podstawie
otrzymanych danych strukturalnych dotyczacych biatek Rep (Wegrzyn i wsp., 2023), jak
i najnowszych danych uzyskanych dla biatka DnaA (Pelliciari i wsp., 2023; Yoshida i
wsp., 2023) oraz dla biatka RctB (Chattorjee 1 wsp., 2020), bardziej prawdopodobnym
wydaje si¢ by¢ model oparty na tworzeniu ,,l00p-back”. Przedstawione w naszej pracy
dane krystalograficzne dla biatka RepE (Wegrzyn i wsp., 2023), jak i dane
kriomikroskopii elektronowej (Cryo-EM) dla biatka DnaA z B. subtilis (Pelliciari i wsp.,
2023) wskazuja, ze zarowno jeden monomer plazmidowego biatka inicjatorowego, jak i
chromosomowego biatka inicjatorowego moga jednoczesnie wigza¢ dsDNA i ssDNA w

origin replikacji. W przypadku biatek Rep, dane strukturalne zostaly poparte
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eksperymentami biochemicznymi uzyskanymi za pomoca analiz replikacji in vitro, jak i
analizy typu foorprinting KMnOs. Wyniki otrzymane w powyzszych eksperymentach
dostarczyly informacji, ze zarowno TrfA, jak i RepE typu dzikiego, ktore oddziatujg z
obydwoma typami czasteczek DNA moga doprowadzi¢ do prawidtowego topnienia
rejonu DUE i w konsekwencji inicjacji syntezy nowej nici DNA w trakcie replikacji
DNA. Zarazem przedstawione w tej rozprawie oraz opublikowane przez nas wyniki
(Wegrzyn i wsp., 2023), sa zbiezne z zalozeniami modelu inicjacji replikacji opartego na
powstawaniu ,,loop-back”, w ktérym czgsteczki biatek inicjatorowych wigzac origin
oddziatuja zarowno z dsDNA, jak i z ssDNA DUE. Model zaklada, ze dostepnos¢
iteronow oraz rejonu DUE dla czasteczek biatka inicjatorowego jest umozliwiona
poprzez odgiecie DNA w wyniku wigzania biatlek histonopodobnych. Tak
zaproponowano dla biatka DnaA z E. coli (Ozaki i wsp., 2012). Niektéore monomery
biatka DnaA wigzg jednocze$nie sekwencje DnaA-box na dsDNA oraz ssDNA DUE,
dzieki wygieciu DNA po zwigzaniu biatka IHF w sekwencji znajdujacej si¢ pomigdzy
miejscami DnaA-box a regionem DUE (Sakiyama i wsp., 2017). Wiadomym jest, ze
biatka histonopodobne, takie jak HU, czy IHF, pelnig wazng rol¢ w procesie replikacji
DNA, rekombinacji DNA, czy naprawy i transkrypcji DNA. Wplywaja na powstawanie
superskretow w czasteczce DNA 1 sg odpowiedzialne za regulacje ekspresji genow
(Berger i wsp., 2010; Oberto 1 wsp., 2009). W przeciwienstwie do biatka IHF, nie jest
znane doktadne miejsce wigzania si¢ biatka HU na DNA w czasteczkach plazmidu RK2,
czy plazmidu F. Natomiast wiadomym jest, ze biatko to wigze 9 par zasad (Bonnefoy i
wsp., 1991), a zarowno w origin replikacji plazmidu RK2, jak i plazmidu F, pomiedzy
sekwencjami iteronowymi, a rejonem DUE znajdujg si¢ fragmenty o dtugos$ci 56 1 42 par
zasad (odpowiednio), ktore teoretycznie mogtyby by¢ potencjalnym miejscem wigzania
biatka HU. Wigzanie biatek HU jest niezbedne w procesie replikacji plazmidowego DNA
(Konieczny i wsp., 1997; Fekete i wsp., 2006; Ogura i wsp., 1990). Ponadto, najnowsze
dane literaturowe rowniez pokazujg znaczeni biatek histonopodobnych zwigzanych w
origin replikacji, w zginaniu DNA i dostgpnosci ssDNA rejonu DUE dla biatek
inicjatorowych (Yoshida i wsp., 2023). Podobnie, w procesie replikacji plazmidowego
DNA, wigzanie biatek HU 1 wygiecie DNA moze przyczynia¢ si¢ do zwigkszonej
destabilizacji dsSDNA rejonu DUE. Z kolei zwigkszenie destabilizacji rejonu DUE moze
mie¢ wplyw na latwiejsze rozdzielenie nici DNA tego rejonu i lepsza dostepnosc
powstatych fragmentow ssDNA dla biatek Rep. W konsekwencji zwigzane z ssDNA

biatka Rep moga stabilizowa¢ strukture kompleksu otwartego w origin, tym samym
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umozliwiajac zajscie kolejnych etapow inicjacji replikacji. Nasze dane silnie wspieraja
model ,,loop-back” i pokazuja, ze biatka Rep typu dzikiego sa w stanie oddziatywac
jednoczesnie z iteronami dsDNA, jak i ssDNA DUE, a wprowadzenie mutacji w miejsce
aminokwasow odpowiedzialnych za wigzanie si¢ bialka Rep z ssDNA, niweluje
mozliwo$¢ utworzenia potrojnego kompleksu nukleoproteinowego (Wegrzyn i wsp.,
2014> Wegrzyn i wsp., 2023). Uzyskanie struktury krystalograficznej potrdjnego
kompleksu ssSDNA-RepE-dsDNA i dane pochodzace z analizy footprinting KMnOQOgs s3
silnym dowodem weryfikujagcym poprawno$¢ modelu. Dodatkowym elementem
wzmacniajagcym stuszno$¢ modelu ,,loop-back™ i znaczenia wigzania si¢ bialek HU w
okreslonych miejscach origin, sa eksperymenty analizujagce odstepy pomiedzy
okreslonymi motywami i regionami origin replikacji. Wykazano, ze wigzanie si¢ biatka
inicjatorowego do ietronu jest niemozliwe zarowno w przypadku wprowadzenia mutacji
w sekwencji iteronu (Brendrel i wsp., 1997; McEachern i wsp., 1985), jak i zmiany
odstepu pomiedzy iteronami (Bowers i wsp., 2007). Co wigcej, wykazano, ze jezeli
zmieni si¢ odlegto$¢ pomigdzy iteronami i rejonem DUE plazmidowego DNA, wowczas
nie dochodzi do inicjacji replikacji przy udziale bialek Rep (Kowalczyk 1 wsp., 2005;
Rajewska i wsp., 2008). Podobna sytuacja ma miejsce dla origin chromosomu E. coli
(Hsu i wsp., 1994).

Biorac pod uwage wszystkie przedstawione powyzej dane dotyczace strukturalnej
organizacji origin replikacji zaréwno plazmidowego DNA, jak i DNA chromosomowego
bakterii, strukture krystalograficzng potrojnego kompleksu biatka RepE z ssDNA 1
dsDNA, a takze przedstawione przeze mnie w tej pracy dane biochemiczne, nasuwa si¢
wniosek, ze proces inicjacji replikacji opiera si¢ o podobne schematy dla wszystkich
wspomnianych origin. Zaprezentowane w tej pracy dane czgsciowo przyczyniaja si¢ do
lepszego poznania procesu inicjacji replikacji plazmidowego DNA, ktore jak si¢ okazuje
dobrze wpasowuja si¢ w ramy modelu inicjacji replikacji opartej na ,,loop-back”
tworzonej z udziatlem biatek histonopodobnych, a ktoéry to model ma roéwniez silne
poparcie eksperymentalne w procesie inicjacji replikacji chromosomoéw bakteryjnych
(Chatterjee i wsp., 2020; Katayama, 2017; Ozaki i Katayama, 2012; Richardson i wsp.,
2016; Pelliciari i wsp., 2023; Wegrzyn i wsp., 2023; Yoshida i wsp., 2023). Dodatkowo,
wykonane przeze mnie i opublikowane (Wegrzyn i wsp., 2023) analizy biochemiczne,
pokazuja, ze w przypadku bialek TrfA i RepE, prawidlowe oddziatywanie biatek Rep z

ssDNA rejonu DUE, ma kluczowe znaczenie w procesie otwierania origin replikacji. Ma
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to przetozenie na mozliwos¢ ztozenia pelnego kompleksu przedreplikacyjnego
(chociazby rekrutacje 1 aktywacje helikazy), a po zwigzaniu polimerazy, rozpoczecie
syntezy nowej czasteczki plazmidowego DNA. Wartoscig dodang tej pracy, jest rowniez
fakt, ze udato si¢ wytypowac i eksperymentalnie potwierdzi¢ znaczenie niektorych
aminokwasoéw biatek Rep w oddzialywaniu z ssDNA DUE, a takze wykaza¢, ze
lokalizacja tych aminokwasow, jak tez samo oddziatywanie z ssDNA odbywa si¢ po
przeciwleglej stronie biatka, niz wigzania biatka Rep z dsDNA. Oczywiscie aby moc
opisa¢ pelny model inicjacji replikacji DNA, nalezatoby odpowiedzie¢ jeszcze na wiele
pytan. Bowiem nadal nie jest do konca wiadomym, czy np. wszystkie czasteczki biatek
Rep, ktore sg zwigzane z iteronami, oddziatujg z ssDNA DUE, czy tylko niektore z nich.
W przypadku struktury potrdjnego kompleksu biatka RepE, pokazane jest oddziatywanie
tylko dla jednego monomeru tego biatka. Pomimo to, analizy spektrometrii mass
wskazuja na interakcje biatka RepE z r6znymi powtorzeniami w obrebie rejonu DUE, a
to z kolei moze sugerowac tworzenie si¢ wigkszej liczby kompleksow SSDNA-RepE-
dsDNA oriS. Kolejng niewiadoma jest doktadna rola biatka DnaA na pierwszym etapie
inicjacji replikacji plazmidowego DNA, cho¢ wykazano, ze biatko DnaA w jaki$ sposob
wspomaga proces destabilizacji DUE (Wawrzycka i wsp., 2015; Rajewska i wsp., 2012).
Roéwniez nie ma dowodoéw strukturalnych na charakter wigzania si¢ biatek HU w obrebie
origin replikacji plazmidow. Takie dane strukturalne, moglyby rzuci¢ nowe $wiatto na

model inicjacji replikacji DNA.
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9. WYNIKI UZUPELNIAJACE

Wyniki przedstawione w tym rozdziale sg wynikami uzupetniajgcymi, majgcymi na celu
dopetnienie tresci tekstu gtéwnego rozprawy doktorskiej dla lepszego przedstawienia
kontekstu projektu badawczego oraz utrzymania cigglosci logicznej opisanych analiz.
Umieszczone ponizej wyniki pochodza z naszej publikacji Wegrzyn i wsp., 2023, ktora
zostala opublikowana po zakonczeniu przeze mnie prac badawczych. Opisane
eksperymenty zostaly przeprowadzone przy wspoétudziale dr hab. Katarzyny Wegrzyn
(analiza MS dla biatka RepE, analiza syntezy DNA, analiza FI*, eksperyment typu
ELISA dla biatka RepE, eksperymenty z KMnO4, oddziatywania wariantow biatka RepE
z DNA), dr hab. Pauliny Czaplewskiej (analiza MS dla biatka TrfA) i dr Katarzyny Bury
(analiza AFM dla wariantéw biatka TrfA i RepE).
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Rycina $9.1 Widmo MALDI-TOF uzyskane dla biatka RepE trawionego trypsyng sieciowanego z (A) ssDNA lub (B)
dsDNA posiadajgcym wewnetrzng modyfikacje 5-Br-dU. Czarna strzatka wskazuje na zidentyfikowane peptydy.

129



160
140
120
100
80
60
40
20

Synteza DNA [pmol]

?,

RepE

—

— |

50 250 450 650 850
RepE [ng]

Rep
el WT
e R17E
e N22E
R47E
@@ R145E
e F146E
@ Q148E
Q171E
Y172E
P K174E

o R205E/R206E/

R207E

Rycina $9.2 Wptyw substytucji aminokwaséw w RepE na replikacje plazmidowego DNA in vitro. Reakcje
przeprowadzono przy uzyciu surowego ekstraktu bakteryjnego uzyskanego z komarek E. coli C600. Reakcje zawieraty

250 ng superskreconego matrycowego DNA, pZZ35 oraz wzrastajace stezenia wariantow biatka RepE.
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Rycina S 9.3 Aktywacja helikazy in vitro przez warianty biatka RepE w obrebie oriS w tescie aktywnosci helikazy
(FI*). Test FI* przeprowadzono przy rosngcym stezeniu wariantéw biatka RepE. Do reakcji uzyto 200 ng plazmidu
pZZ35 jako matrycy DNA, 200 ng biatka DnaA, 500 ng biatka helikazy DnaB w obecnosci biatka HU. Rozdziat
prowadzono w 1% zelu agarozowym zawierajgcym EtBr, przy natezeniu 25 V przez okres 24 godziny. Prazki oznaczone
strzatkami jako FI* wskazujg na aktywacje helikazy podczas inicjacji replikacji origin replikacji.
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Rycina S 9.4 Interakcja wariantow biatka RepE z helikaza DnaB w tescie immunoenzymatycznym (ELISA). Test typu
ELISA przeprowadzono przy rosngcych stezeniach helikazy DnaB i statej ilosci wariantéw biatka RepE. Absorbancje

zmierzytam przy dtugosci fali 450 nm.
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Rycina S$9.5 Otwieranie origin replikacji oriS przez warianty biatka RepE przeprowadzona za pomoca testu typu
Footprinting KMnO, z wydtuzaniem startera. Do reakcji otwierania origin replikacji przez warianty biatka RepE, jako
matrycy DNA uzyto plazmidu pZZ35. Czarng pionowa linig oznaczono region, w ktérym nastepuje destabilizacja dsDNA
w rejonie DUE i w ktorym zaszta modyfikacja KMnOg. Produkty wydtuzenia startera na matrycach uzyskanych w reakcji
z: RepE WT (Ai B, Sciezki 3), RepE R17E (A, Sciezka 4), RepE N22E (A, sciezka 5), RepE R47E (A, sciezka 6).
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Rycina $9.6 Analiza interakcji wariantow biatek RepE z (A) ssDNA i (B) dsDNA. Interakcje analizowano za pomocg
testu typu EMSA SPR. W analizie EMSA wzrastajgce ilosci wariantow biatka RepE (10, 20, 40, 80, 165 nM) inkubowano
z 20 nM znakowanego fluorescencyjnie ssDNA zawierajgcego gérng ni¢ DUE oriS (A) i 50 nM dsDNA zawierajacego
sekwencje oriS (B). Czarne strzatki wskazuja kompleksy nukleoproteinowe. W analizie SPR na powierzchnie sensora z
unieruchomionym ssDNA zawierajgcym sekwencje gornej nici DUE oriS (A) lub dsDNA oriS zawierajgcego sekwencje
iteronow (B) nanoszono wzrastajgce stezenia wariantéw biatka RepE (1, 3, 5, 10, 15, 30, 50 nM).
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RepE WT

RepE WT

RepE F146E
RepE F146E + ssDNA

RepE Y172E

RepE Y172E +ssDNA

RepE N22E
RepE N22E + ssDNA

RepE R205/206/207E RepE R205/206/207E
+ssDNA

Srednia objetosé

Prébka czasteczek [nm?3] SD

ssDNA 4.4 2 s |

RepE WT 15.8 1.6

RepE WT + ssDNA 60.7 10.0
RepE F146E 16.0 1.3

RepE F146E + ssDNA 6.2 24
RepE Y172E 19.3 3.0

RepE Y172E + ssDNA 9.7 24
RepE N22E 13.4 1.7

RepE N22E + ssDNA 7.1 11
RepE R205E/R206E/R207E 18.1 1.0
RepE R205E/R206E/R207E + ssDNA 87.2 8.8

Rycina S$9.7 Analiza AFM komplekséw nukleoproteinowych wariantéw biatka RepE z gérna nicig ssDNA DUE,;s. (A)
Zdjecie czgsteczek samego ssDNA i samych wariantdéw biatka RepE oraz wariantéw biatka RepE inkubowanych z ssNA.
Czasteczki osadzone na powierzchni miki i skanowane za pomocg AFM. Do wyswietlenia obrazéw wykorzystano
oprogramowanie NanoScope Analysis v1.9 (Bruker, Brema, Niemcy) (B) Tabela przedstawiajgca $rednig objetosc¢
czastek wykrytych podczas analizy AFM. Dla kazdej probki zmierzono co najmniej 300 czgstek. Pomiar wykonano za
pomoca oprogramowania NanoScope Analysis v1.9. Srednia objetoséé¢ czastek wykrytych podczas analizy mieszaniny
RepE WT z fragmentem ssDNA i RepE R205E/R206E/R207E z ssDNA, w poréwnaniu z samymi wariantami biatka lub
samym ssDNA, byta znacznie wyisza, co wskazuje na tworzenie komplekséw miedzy tymi biatkami a ssDNA. W

przypadku wariantow RepE N22E, RepE F146E i RepE Y172E nie zaobserwowano czastek o duzej objetosci.
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