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1. Streszczenie

Mate biatka szoku cieplnego (sHsp) sq w stanie wigza¢ agregujgce substraty,
sekwestrujac je w konformacji bliskiej do natywnej w ztozonych kompleksach sHsp —
substrat, zapobiegajagc tym samym niekontrolowanej dalszej agregacji. Bliska
natywnej konformacja sekwestrowanych substratéw jak i niewielkie rozmiary
tworzonych komplekséw utatwiajg pdZniejszy proces dezagregacji i przywracania
konformacji natywnej, prowadzony przez system Hsp70 i dezagregazy Hsp1O0.
Inicjacja tego procesu wymaga jednak wyparcia przez system Hsp70 biatek sHsp
zwigzanych do substratu, co wymusza kompromis miedzy wydajnym wigzaniem i
sekwestracjg substratu przez biatka sHsp, a ich zdolnoscig do stymulacji dezagregacji
prowadzonej przez system Hsp70 i Hsp100.

Wiekszos$¢ bakterii nalezgcych do rzedu Enterobacterales (w tym rodzina
Enterobacteriaceae) posiada system dwdch wspotpracujgcych biatek sHsp — IbpA i
IbpB, powstatych na skutek duplikacji genu kodujgcego ancestralne, pierwotnie
pojedyncze lbpA. IbpA wchodzace w skfad systemu dwubiatkowego silnie oddziatuje
z substratem i posiada silng aktywnos¢ sekwestrazy, podczas gdy IbpB, samodzielnie
duzo stabiej wigzgce substraty, utatwia dysocjacje sHsp od substratu podczas procesu
dezagregacji, umozliwiajgc efektywng stymulacje tego procesu przez sHsp nawet przy
nizszych stezeniach Hsp70. W rodzinie Erwiniaceae |bpB zostato utracone, a wtérnie
pojedyncze IbpA wyksztatcito zdolnos¢ do efektywnej stymulacji dezagregacji
prowadzonej przez system Hsp70 i Hspl00 na poziomie zblizonym do systemu
dwubiatkowego z rodziny Enterobacteriaceae mimo braku partnera.

W ramach tej pracy podjatem probe wyjasnienia, w jaki sposéb wtdérnie
pojedyncze |IbpA z Erwiniaceae nabyto swojg nowg funkcjonalnosé. W tym celu
przeprowadzitem rekonstrukcje historii ewolucyjnej biatka IbpA w Enterobacterales,
pokazujac, ze charakterystyczna aktywnos¢ wtérnie pojedynczego IbpA z Erwiniaceae
wyksztatcita sie juz w ostatnim wspdlnym przodku tej rodziny, rownolegle do utraty
paralogicznego biatka IbpB, najprawdopodobniej pod wptywem dziatania selekgc;ji
pozytywnej. Pordwnujgc sekwencje i wtasciwosci biochemiczne rekonstruowanych
biatek ancestralnych, zidentyfikowatem dwie substytucje aminokwasowe (Q66H i
G109D), ktére umozliwity temu biatku nabycie zdolnosci do efektywnej stymulacji
dezagregacji i przywracania konformacji natywnej sekwestrowanych polipeptydéw.
Pokazatem nastepnie, ze substytucje te spowodowaly ostabienie oddziatywania
miedzy domeng a-krystaliny, a regionem kornca karboksylowego biatka IbpA, jak
rowniez oddziatywania miedzy tg domeng, a substratem. Ostabienie tych
oddziatywan utatwito wypieranie biatek IbpA z kompleksu z substratem przez system
Hsp70, zwiekszajgc wydajnos¢ stymulacji dezagregacji sekwestrowanego substratu.
Pokazatem réwniez, ze reszty aminokwasowe znajdujgce sie na zidentyfikowanych



kluczowych pozycjach odgrywajq istotng role w réznicach funkcjonalnych miedzy
wspotczesnymi IbpA z rodzin Erwiniaceae i Enterobacteriaceae.



2. Abstract

Small heat shock proteins (sHsp) bind aggregating protein substrates and sequester
them in nearly — native conformation in sHsp - substrate assemblies, preventing
uncontrolled protein aggregation. Nearly — native conformation of the sequestered
substrates combined with relatively small size of sHsp — substrate assemblies
facilitates later disaggregation and refolding of those substrates by Hsp70 system and
Hsp100 disaggregases. Initiation of the disaggregation process requires Hsp70 system
replacing sHsp bound to the substrate, which leads to the tradeoff between sHsp
ability to bind and sequester substrates (sequestrase activity) and their ability to
stimulate Hsp70 — Hsp100 - mediated disaggregation and refolding.

Majority of Enterobacterales (including family Enterobacteriaceae) contains a
system of two cooperating sHsps — IbpA and IbpB, which most likely evolved by a
duplication of ancestral, primarily single IbpA. IbpA protein from that two — protein
system strongly interacts with the substrate and exhibits strong sequestrase activity.
IbpB, on the other hand, on its own interacts weakly with most substrates, but can
facilitate sHsp displacement from sHsp — substrate assemblies during disaggregation,
enabling the sHsps to efficiently stimulate this process even at lower Hsp70
concentrations. In Erwiniaceae family the IbpB protein was lost and the secondarily
single IbpA evolved the ability to facilitate Hsp70 — Hsp100 — mediated disaggregation
and refolding with effectiveness similar to two — protein sHsp system, even in the
absence of the |bpB partner.

In this study | investigated how the secondarily single IbpA from Erwiniaceae
developed its new functionality. | reconstructed the evolutionary history of IbpA in
Enterobacterales, showing that the characteristic activity of Erwiniaceae secondarily
single lIbpA developed in the last common ancestor of that family, in parallel to the
loss of paralogous protein IbpB, most likely due to positive selection. By comparing
the sequences and biochemical properties of reconstructed ancestral proteins, |
identified two substitutions (Q66H and G109D) that enabled Erwiniaceae |IbpA to
much more effectively stimulate Hsp70 — Hsp100 - mediated disaggregation and
refolding of sequestrated proteins. | have shown that those substitutions weakened
interactions between ACD domain and CTE region of IbpA, as well as between IbpA
and substrate, which in turn facilitated IbpA displacement from the substrate by
Hsp70, increasing the effectiveness of the disaggregation stimulation. Moreover,
amino acid residues on positions homologous to the two identified play a key role in
functional differences between extant sHsp from families Erwiniaceae and
Enterobacteriaceae.



3. Spis skrotow

e AAA+ - (ang. ATP-ases associated with various cellular activities) — ATP — azy
zwigzane z réznymi aktywnosciami komoérkowymi

e Domena ACD — (ang. alpha — crystallin domain) domena a-krystalinowa

e ADP - (ang. adenosine diphosphate) difosforan adenozyny

e ATP - (ang. adenosine triphosphate) trifosforan adenozyny

e BLI - (ang. biolayer interferometry) interferometria biowarstwowa

e BSA —(ang. bovine serum albumin) albumina osocza wotowego

e Region CTE — (ang. C-terminal extention) region na koricu karboksylowym
biatka

e DLS - (ang. Dynamic Light Scattering) dynamiczne rozpraszanie $wiatfa

e DTT-1,4 —ditiotreitol

e EDTA - (ang. ethylenediaminetetraacetic acid) kwas wersenowy
(etylenodiaminotetraoctowy)

e Hisg — znacznik heksahistydynowy

e Hsp —(ang. heat shock proteins) biatka szoku cieplnego

e |IPTG - izopropylo-B-D-tiogalaktopiranozyd

e Domena NBD — (ang. nucleotide binding domain) domena wigzgca nukleotyd

e Ni- NTA - (ang. nitrylotriacetic acid) kwas nitrylowotrioctowy ze zwigzanymi
jonami Ni%*

e Region NTE — (ang. N-terminal extention) region na koficu aminowym biatka

e ODe¢oo — (ang. optical density) rozpraszanie swiatfa lub absorbancja mierzona
przy dtugosci fali 600 nm

e Domena SBD — (ang. substrate binding domain) domena wigzgca substrat

e SDS - (ang. sodium dodecyl! sulphate) Dodecylosiarczan sodu

e SDS-PAGE - (ang. sodium__dodecyl sulphate — poliacrylamide gel
electrophoresis) elektroforeza poliakrylamidowa w warunkach
denaturujacych

e sHsp — (ang. small Heat Shock Proteins) mate biatka szoku cieplnego

e Tris — Tris(hydroksymetylo)aminometan
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4. Wstep

4.1 Rola biatek opiekuriczych w proteostazie

Biatka odgrywaja wiele kluczowych rél w organizmach zywych, m. in. jako
enzymy, biatka strukturalne, regulatorowe czy receptory. Aby jednak mogty one
petni¢ swoja fizjologiczng funkcje, muszg znajdowac sie w okreslonej konformacji,
zwanej konformacja natywng. Zazwyczaj odpowiada ona globalnemu minimum
energetycznemu przestrzeni konformacyjnej pojedynczej czasteczki danego biatka
(Ryc. 1) (Jahn i Radford 2008; Vabulas i in. 2010).

Nowo syntetyzowane biatka zwijajg sie do konformacji natywnej, przyjmujac
szereg konformacji o coraz mniejszej energii swobodnej. Podczas tego procesu
spadek entropii towarzyszacy zwijaniu biatka rownowazony jest wzrostem entalpii na
skutek oddziatywan stabilizujgcych strukture natywnag (Dobson 2004; Vabulas i in.
2010).

Zwijanie niektorych biatek, zwtaszcza o wiekszej masie czy szczegdlnie
skomplikowanej strukturze, zachodzi poprzez szereg metastabilnych, nienatywnych
konformacji posrednich, stanowigcych lokalne minima energetyczne przestrzeni
konformacyjnej (Ryc. 1) (Jahn i Radford 2008; Vabulas i in. 2010).

Innym Zrédtem biatek o nienatywnej konformacji jest utrata konformacji
natywnej przez poprawnie zwiniete biatka. Oddziatywania stabilizujgce konformacje
natywna moga by¢ zaburzone przez czynniki stresowe, takie jak wysoka temperatura
czy zmiany pH. Podobnie modyfikacje chemiczne aminokwaséw, jak deaminacja czy
utlenianie, np. na skutek stresu oksydacyjnego, mogg rowniez powodowad
destabilizacje konformacji natywnej (Moreau i King 2012). Prowadzi to do catkowitej
lub czesciowej denaturacji biatek, ktére moga nastepnie zwija¢ sie konformac;ji
nienatywnych (Ryc. 1).

Na denaturacje biatek na skutek szoku cieplnego narazone sg w szczegdlnosci
organizmy jednokomadrkowe czy osiadte (jak np. rosliny). W przypadku zwierzat, ktére
dzieki wysokiej mobilnosci i ztozonym mechanizmom termoregulacyjnym sg w
mniejszym stopniu narazone na szok cieplny, relatywnie wiekszg role odgrywa
denaturacja biatek na skutek chronicznego stresu (np. oksydacyjnego) czy mutacji
obnizajacych stabilnos¢ biatek.

Biatka znajdujace sie w konformacji nienatywnej, czy to jako metastabilny
etap posredni fizjologicznego procesu zwijania biatek, czy tez na skutek utraty
konformacji natywnej na skutek stresu, czesto zawierajg eksponowane regiony o
charakterze hydrofobowym, ktére w konformacji natywnej znajdowatyby sie w gtebi
struktury trzeciorzedowej. Takie eksponowane regiony znajdujgce sie na réznych
czasteczkach nieprawidtowo zwinietych biatek mogg oddziatywad ze sobg, prowadzac
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do procesu agregacji — fagczenia sie biatek w stabilne, nierozpuszczalne struktury,
zwane agregatami (Vabulas i in. 2010). Ryzyko zajscia tego procesu jest dodatkowo
potegowane przez wysokie stezenie biatek w komodrkach, prowadzgce do czestych
kontaktéw miedzyczasteczkowych (efekt tzw. ttoku molekularnego, ang. molecular
crowding) (Ellis i Minton 2006; Vabulas i in. 2010). Agregacja biatek moze prowadzié
do powstawania amorficznych agregatéw lub wysoce ustrukturyzowanych wtékien
amyloidowych, stabilizowanych przez oddziatywania miedzy uszeregowanymi
strukturami B (Ryc. 1) (Jahn i Radford 2008; Vabulas i in. 2010; Dobson 2004).

Rozwiniete
L (\__\) pollpeptydy(;tq A
A S D A

(SR =
I\
Formy &
4
posrednie )m
N -
D wzF\::i‘j)::fale Czesciowo
[ . zwinigte Oligomery
Konformacja
natywna
Agregaty
amorficzne
Wibékna amyloidowe
< » < >
Kontakty Kontakty
wewnatrzczasteczkowe miedzyczasteczkowe

Ryc. 1 Schemat krajobrazu energetycznego przestrzeni konformacyjnej biatka:
Jasnoniebieski obszar reprezentuje przestrzeri konformacyjng pojedynczej czgsteczki biatka,
wynikajgcq z kontaktow wewngtrzczgsteczkowych. Ciemnoniebieski obszar reprezentuje
dodatkowq przestrzeri konformacyjng, wynikajgcq z oddziatywar miedzyczgsteczkowych,
potencjalnie promujgcych proces agregacji. Zaadaptowano z (Vabulas i in. 2010)

W obu przypadkach niekontrolowany proces agregacji jest bardzo szkodliwy
dla organizmu — biatka uwiezione w agregatach nie sg w stanie przyja¢ konformacji
natywnej i tym samym nie mogga petni¢ swojej fizjologicznej funkcji. Co wiecej, na
powierzchni agregatow moga takze znajdowaé sie eksponowane regiony
hydrofobowe, ktére mogg stuzyé za centra nukleacji dla dalszego procesu agregacji.
W przypadku tworzenia widkien amyloidowych, formy posrednie prowadzgce do ich
powstawania czesto same majg charakter toksyczny dla bton komdérkowych.
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Agregacja biatek zwigzana jest z genezg wielu chordb, takich jak zaéma, w
ktdrej agregacja biatek soczewki oka prowadzi do jej zmetnienia czy choroby
neurodegeneracyjne, np. Alzheimera i Parkinsona, ktérym towarzyszy odktadanie sie
ztogéw amyloidowych w osrodkowym uktadzie nerwowym.

W zwigzku z powyiszym utrzymywanie stabilnosci proteomu, czesto
okreslanej mianem homeostazy biatkowej lub proteostazy, jest niezbedne dla
prawidtowego funkcjonowania organizmoéw zywych. Kluczowg role odgrywa w tym
procesie grupa biatek zwanych biatkami opiekunczymi (ang. molecular chaperones).

Definiuje sie je jako biatka, ktére oddziatujg z nienatywnymi biatkami,
pomagajac im osiggng¢ ich konformacje natywng lub stabilizujg te konformacje, nie
wchodzgc przy tym w sktad ostatecznej, funkcjonalnej struktury (Ellis 1997).

Biatka opiekuncze pomagajg zachowaé proteostaze poprzez zapobiegajace
niekontrolowanej agregacji wigzanie nieprawidtowo zwinietych biatek, , a takze
utatwianie zwijania sie nieprawidtiowo Ilub czesciowo zwinietych biatek do
konformacji natywnej. Uczestniczg one rowniez w procesie dezagregacji, uwalniajac
biatka z agregatéw, co umozliwia przywrdcenie im konformacji natywnej (czesto
rowniez z pomocg biatek opiekuriczych) lub ich degradacje (Vabulas i in. 2010;
Dobson 2004; Liberek, Lewandowska, i Zietkiewicz 2008).

Niektére biatka opiekuricze mogg petni¢ réwniez funkcje, ktére nie sg
bezposrednio zwigzane z utrzymywaniem proteostazy, jak rozwijanie i zwijanie biatek
podczas ich transportu przez kanaty transbtonowe czy przenoszenie centrow
zelazowo — siarkowych do enzymdw (Lim i in. 2001; Ernst i in. 2017; Dutkiewicz i
Nowak 2018).

Ze wzgledu na fakt, ze ekspresja wielu biatek opiekuriczych ulega zwiekszeniu
w warunkach szoku cieplnego, wiele z nich okresla sie czasem jako biatka szoku
cieplnego (ang. heat shock proteins, Hsp).

Do biatek opiekuniczych zalicza sie grupa niespokrewnionych rodzin biatek, z
ktdrych najwazniejsze to biatka Hsp60, biatka Hsp90, biatka systemu Hsp70, biatka
Hsp100 i mate biatka szoku cieplnego.

4.1.1 Biatka Hsp60

Biatka Hsp60, reprezentowane m.in. przez bakteryjne GroEL, funkcjonujg jako
oligomery w formie pierscienia ztozonego z 7 monomeréw z tzw. przykrywka
utworzong przez biatka pomocnicze Hsp10 (np. bakteryjne GroES) (Tang i in. 2006;
Vabulasiin. 2010).

Wystepujg one w komoérkach prokariotycznych, a takze w mitochondriach i
chloroplastach. Analogiczne funkcje w cytoplazmie komdrek eukariotycznych petnia
biatka TRiC/CCT. Ich struktura jest zblizona do biatek Hsp60, jednak tworzony przez
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nie pierscien oligomeryczny sktada sie z 9 monomerdw, a funkcje biatka
pomocniczego Hsp10 petni helikalna struktura bedaca integralng czescig wiasciwego
biatka (Meyer i in. 2003; Vabulas i in. 2010).

Biatka Hsp60 wigzg niecatkowicie zwiniete biatka i na skutek zmian
konformacyjnych spowodowanych hydrolizg ATP zamykajg je wewnatrz pierscienia
oligomeru. lzoluje to zwijajgce sie biatka, zapobiegajac niepozgdanym
oddziatywaniom miedzyczasteczkowym, moggcym prowadzi¢ do agregacji. Co
wiecej, ograniczona przestrzen wnetrza oligomeru w potaczeniu z wysoce
hydrofilowym charakterem wnetrza pierscienia obniza bariery energetyczne miedzy
metastabilnymi konformacjami posrednimi, a konformacjg natywng, stymulujac
poprawne zwijanie sie biatek. Jest to tzw. efekt , klatki Affinsena” (ang. Affinsen cage)
(Tang i in. 2006; Vabulas i in. 2010).

4.1.2 Biatka Hsp90

Biatka Hsp90, reprezentowane m. in. przez bakteryjne biatko HtpG,
funkcjonujg jako dimery, mogace wystepowac¢ w dwdch konformacjach — otwartej i
zamknietej. Przejscie miedzy tymi konformacjami zwigzane jest z cyklem hydrolizy
ATP.

W odrdznieniu od pozostatych biatek opiekunczych, biatka Hsp90 wigza
substraty znajdujgce sie na pdznych etapach procesu zwijania biatek, posiadajgce
konformacje zblizong do natywnej. Ich rola nie jest catkowicie poznana, ale polega
gtownie na modyfikacji i stabilizacji konformacji wigzanych substratéw, m. in.
regulujgc uporzadkowane sktadanie i rozpad ztozonych komplekséw biatkowych.
Odgrywajg one kluczowa role w koricowych etapach zwijania kinaz treoninowych i
receptoréw hormonéw sterydowych, tworzeniu elementéw szkieletu komérkowego
czy kinetochoréw, a w warunkach stresowych stabilizujg termolabilne konformacje
wielu biatek, w tym regulatoréow cyklu komdérkowego.

Odziatywanie biatek Hsp90 z szerokg gamg substratdw regulowane jest przez
ztozony system biatek pomocniczych.(McClellan i in. 2007; Krukenberg i in. 2008;
Pearl 2016).

4.1.3 System Hsp70

Biatka Hsp70, w bakteriach reprezentowane przez Dnak, sktadajaca sie z
domeny wigzgcej substrat - SBD (ang. substrate binding domain) i domeny wigzgcej
nukleotyd - NBD (ang. nucleotide binding domain). Domena SBD wykazuje
powinowactwo do charakterystycznych hydrofobowych peptydéw, eksponowanych
przez niecatkowicie lub nieprawidtowo zwiniete biatka (Mayer i Bukau 2005).

Wigzanie i hydroliza ATP przez domene NBD powodujg przechodzenie
domeny SBD miedzy konformacjg otwartg, w ktérej substrat moze by¢ szybko
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wigzany i fatwo dysocjowacd i konformacjg zamknieta, w ktdrej substrat jest uwieziony
w kieszeni wigzgcej. W odrdznieniu od biatek Hsp60, zamknieciu w obrebie domeny
SBD ulega jedynie niewielki fragment biatka, a nie cata czgsteczka (Bertelsena i in.
2009; Mayer i Bukau 2005).

Poprawne funkcjonowanie biatek Hsp70 wymaga wspodtpracy z biatkami
pomocniczymi, razem z biatkiem Hsp70 sktadajacymi sie na tzw. system Hsp70. Biatka
Hsp40 (nazywane rowniez biatkami J), reprezentowane m. in. przez bakteryjne biatko
Dnal, rekrutujg substraty do biatka Hsp70 i stymulujg jego aktywnos¢ ATP-azowa. Sg
one odpowiedzialne za specyficznos¢ substratowg systemu (Mayer i Bukau 2005).
Czynniki wymiany nukleotydéw (biatka NEF, z ang. nucleotide exchange factor)
stymuluja z kolei wymiane ADP zwigzanego przez domene NBD na ATP, umozliwiajac
wznowienie cyklu hydrolizy ATP. Do biatek NEF nalezy kilka niespokrewnionych rodzin
biatek. W bakteriach sg one reprezentowane przez biatko GrpE (Mayer i Bukau 2005).

System Hsp70 bierze udziat w poczatkowym etapie zwijania biatek, przed
przekazaniem substratow do biatek Hsp60 lub Hsp90. Cykliczne wigzanie i dysocjacja
regiondw hydrofobowych przez system Hsp70 pozwala na ochrone zwijajacych sie
biatek przed niekontrolowang agregacjg, umozliwiajgc ich poprawne zwijanie do
konformacji natywne;j.

W odrdznieniu od wyzej opisanych biatek opiekunczych, system hsp70, poza
swoj3a rolg w procesie zwijania nowopowstatych biatek, odgrywa réwniez kluczowa
role w procesie dezagregacji — uwalniania biatek z agregatow w celu umozliwienia ich
powrotu do konformacji natywnej lub degradacji.

Proces ten najprawdopodobniej przebiega wedtug mechanizmu okreslanego
w literaturze anglojezycznej jako ,.entropic pulling”. Bazuje on na fakcie, ze biatko
Hsp70 zwigzane do powierzchni agregatu posiada ograniczong swobode ruchu ze
wzgledu na zawade steryczng. Dgzenie do zwiekszenia tej swobody ruchu, a co za tym
idzie zwiekszenia entropii uktadu, jest Zrédtem sity oddalajgcej biatko od powierzchni
agregatu. Sita ta, wywierana przez wiele systeméw Hsp70, jest wystarczajgca do
zaburzenia struktury agregatu i uwolnienia z niego substratéw wigzanych przez
Hsp70 (Ryc. 2) (Goloubinoff i Rios 2007).
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Agregat Hsp70 Agregat Hsp70

Ryc. 2 Mechanizm uwalniania substratu z agregatow przez Hsp70: Hsp70 zwigzane do
powierzchni agregatu posiada ograniczong swobode ruchu, ze wzgledu na zawade sterycznq
wywotywanq bliskosciq agregatu i potencjalnie sgsiednich zwigzanych biatek Hsp70. Dgzenie
do zwiekszenia entropii przez zwiekszenie swobody ruchu jest zrodtem sity oddalajqgcej Hsp70
od agregatu i tym samym rozluzniajgcej strukture agregatu. Pdtprzezroczyste ksztafty
reprezentujq potencjalne pozycje, ktore mogq by¢ zajete przez biatko Hsp70 zwiqgzane do
agregatu. Zaadaptowano z (Goloubinoff i Rios 2007).

W procesie dezagregacji i przywracania uwolnionych substratow do
konformacji natywnej system Hsp70 wspodtpracuje z biatkami Hsp100. Wspétpraca ta
jest szczegdlnie istotna w przypadku biatek o konformacji dalekiej od natywnej,
zwtaszcza wysoce stabilnych, nienatywnych struktur. (Liberek, Lewandowska, i
Zietkiewicz 2008).

4.1.4 Biatka Hsp100

Biatka Hsp100, reprezentowane m. in. przez bakteryjne ClpB i drozdzowe
Hsp104, wspodtpracujg z systemem Hsp70 w procesie dezagregacji. Nalezg one do
klasy tzw. biatek AAA+, czyli ATP-az zwigzanych z rdéinymi aktywnos$ciami
komdrkowymi (ang. ATP - ases Associated with various cellular Activities). Monomer
biatek Hsp100 sktada sie z czterech domen — domeny N, zlokalizowanej na koricu
aminowym, dwdéch domen AAA, posiadajgcych aktywnos¢ ATP-azy oraz
regulatorowej domeny M (ang. middle domain), znajdujacej sie w srodku pierwszej
domeny AAA (Mogk, Kummer, i Bukau 2015).

Funkcjonujg one jako heksamery w formie pierscienia. W jego centralnym
porze znajdujg sie konserwowane petle, zawierajgce aminokwasy o charakterze
aromatycznym, bedgce w stanie wigzaé substraty. Cykliczna hydroliza ATP przez
domeny AAA poszczegdlnych monomerdw prowadzi do zmian konformacyjnych w
tych petlach, powodujgcych przewlekanie zwigzanego przez nie polipeptydu przez
centralny por heksameru Hsp100. Przewlekanie to moze zachodzi¢ zarowno od korica
karboksylowego, jak i aminowego, mozliwe jest tez przewleczenie struktury w formie
petli (Mogk, Kummer, i Bukau 2015).

Sita wywierana na przewlekany substrat moze siega¢ 20 pN i w potaczeniu z
dodatkowymi sitami $cinajgcymi generowanymi przez domene N jest wystarczajgca
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do catkowitego rozwiniecia wiekszosci substratéw. Umozliwia to nieprawidtowo
zwinietym biatkom ponowne zwiniecie do konformacji natywnej (samodzielnie lub z
pomocg innych biatek opiekunczych, np. systemu Hsp70) (Mogk, Kummer, i Bukau
2015).

Specyficznosé substratowa i aktywnosc¢ biatek Hsp100 wymaga scistej regulacji
przez system Hsp70. Konstytutywnie aktywne mutanty, pozbawione tej regulacji, sg
toksyczne dla komérek — najprawdopodobniej denaturujg one réwniez poprawnie
zwiniete, natywne biatka (Lipinska i in. 2013; Chamera i in. 2019).

Kiedy biatko Hsp100 nie oddziatuje z systemem Hsp70, domena M hamuje
aktywnos¢ ATP-azowg domen AAA. Zwigzane z substratem biatko Hsp70 jest w stanie,
za posrednictwem swojej domeny NBD, oddziatywaé z domeng M biatka Hsp100.
Prowadzi to do przekazania substratu zwigzanego przez biatko Hsp70 na biatko
Hsp100 i zniesienie jego inhibicji przez domene M (Mogk, Kummer, i Bukau 2015).

Wykazano, ze do aktywacji heksameru Hsp100 wymagane jest oddziatywanie
z wiecej niz jedng czasteczka Hsp70 zwigzang z substratem. Sprawia to, ze biatka
Hsp100 ulegajg aktywacji w poblizu agregatéw biatkowych, zazwyczaj wigzanych
przez duze ilosci systemdw Hsp70, nie ulegajg zas aktywacji przez nowo
syntetyzowane biatka, zazwyczaj zwigzane jedynie z pojedynczym systemem Hsp70
(Mogk, Kummer, i Bukau 2015; Liberek, Lewandowska, i Zietkiewicz 2008).

Wysoce wydajna i specyficzna dezagregacja umozliwiona przez wspétprace
systemu Hsp70 z biatkami Hsp100 jest wymagana dla utrzymania proteostazy w
warunkach szoku cieplnego. Kluczowg role zdaje sie odgrywad fakt, ze dezagregacja
przez system Hsp70-Hspl00 umozliwia ponowne zwiniecie biatek uwolnionych z
agregatdw do konformacji natywnej i tym samym przywrdcenie ich fizjologicznej
aktywnosci  (reaktywacja). Pokazuje to eksperyment =z wykorzystaniem
zmodyfikowanego bakteryjnego biatka Hsp100 (ClpB) — BAP. Wariant ten przekazuje
rozwiniete substraty do proteazy ClpP, na skutek czego ulegajg one degradac;ji,
zamiast reaktywacji. Mimo iz wariant ten jest w stanie wydajnie wspétpracowac z
systemem Hsp70 w usuwaniu agregatéw z komorek, nie jest on wystarczajacy do
zapewnienia termotolerancji (Weibezahn i in. 2005).

W odrdznieniu od warunkéw szoku cieplnego, w warunkach fizjologicznych
aktywnos¢ dezagregacyjna samego systemu Hsp70 zdaje sie byé wystarczajaca dla
utrzymania proteostazy. Moze by¢ to przyczyna tego, ze biatka Hsp100, wystepujace
w komoérkach bakterii, drozdzy i roslin, nie sg obecne w zwierzetach, z reguty rzadko
narazonych na intensywny szok cieplny ze wzgledu na wysokg mobilnos¢ i wydajne
mechanizmy termoregulacji (Zolkiewski, Zhang, i Nagy 2012).
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4.2 Mate biatka szoku cieplnego

Mate biatka szoku cieplnego (sHsp, z ang. small Heat shock proteins) sg trzecia,
obok dezagregaz Hspl00 i systemu Hsp70, grupa biatek opiekuiczych
zaangazowanych w proces dezagregacji. Ich nazwa wywodzi sie od faktu, ze
charakteryzujg sie wzglednie niskg masg czgsteczkowa (12 — ok. 40 kDa). W
odrdéznieniu od pozostatych rodzin biatek opiekunczych, sHsp nie posiadajg zdolnosci
hydrolizy ATP (Haslbeck i Vierling 2015).

Stanowig one zrdéznicowang rodzine biatek, wystepujagca we wszystkich
grupach organizmoéow zywych, a takze w niektérych bakteriofagach (De Jong,
Leunissen, i Voorter 1993; Kriehuber i in. 2010; Bourrelle-Langlois i in. 2016). Rézne
grupy organizmow posiadajg rézng liczbe sHsp. Bardziej ztozone organizmy, jak
rodliny i zwierzeta, zazwyczaj posiadajg wiele sHsp — genom cztowieka koduje 10
roznych sHsp, genom nicienia Caenorhabditis elegans 18, a genom Arabidopsis
thaliana — 19 (Gongalves i in. 2021; Aevermann i Waters 2008; Siddique i in. 2008).

Proste, jednokomérkowe organizmy jak drozdze i bakterie zazwyczaj
zawierajg 1 (jak w przypadku Vibrio harveyi), 2 (np. Escherichia coli, Saccharomyces
cerevisiae) lub 3 (np. Salmonella typhinurium) rézne sHsp, chociaz od tej reguty
zdarzajg sie wyjatki, jak w przypadku bakterii Bradhyrhizobium japonicum,
zawierajgcych przynajmniej 12 réznych sHsp (Obuchowski i in. 2019; Haslbeck i in.
2004; Tomoyasu i in. 2013; Miinchbach, Nocker, i Narberhaus 1999).

W organizmach jednokomdrkowych sHsp zdajg sie odgrywac role przede
wszystkim w odpornosci na warunki stresowe, jak np. szok cieplny. Delecje genéw
kodujgcych sHsp w bakteriach i drozdzach w warunkach fizjologicznych maja
niewielki efekt fenotypowy, powodujg jednak zmniejszong przezywalnos¢ w
warunkach intensywnego, diugotrwatego szoku cieplnego lub obnizonej ekspres;ji
biatek opiekuriczych z systemu Hsp70 (Kuczyriska-Wisnik i in. 2002; Mogk i in. 2003).
sHsp zdajg sie réowniez odgrywaé role w utrzymywaniu komoérek Mycobacterium
tuberculosis w stanie dtugotrwatej fazy stacjonarnej, odgrywajacym role w
patogenezie wywotywanej przez nie gruzlicy (Yuan, Crane, i Barry 1996; Hu i in. 2006).

W organizmach zwierzecych, znacznie mniej narazonych na szok cieplny, sHsp
petnig réznorodne funkcje zwigzane przede wszystkim z ochrong biatek przed
chronicznym stresem. Wykazano ich role w kontroli proteostazy w procesie starzenia
w C. elegans (Walker i Lithgow 2003), a zaburzenia ich funkcjonowania u ludzi moga
wigzad sie z rozwojem neuropatii, miopatii czy choréb nowotworowych (Benndorf i
in. 2014; Sun i MacRae 2005). a - Krystaliny w soczewce oka kregowcow chronig
zawarte tam biatka przed agregacjg, zachowujac przejrzystos¢ soczewki i
zapobiegajac wystgpieniu zacmy (Moreau i King 2012).
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4.2.1 Struktura matych biatek szoku cieplnego

Mimo duzej rdinorodnosci sekwencji, sHsp charakteryzujg sie
charakterystyczng, wysoce konserwowang strukturg. Gtéwnym jej elementem jest
konserwowana domena a-krystalinowa (ACD, z ang. Alpha — Crystallin Domain),
ktorej nazwa wywodzi sie od pierwszych opisanych sHsp — aA i aB krystalin,
wystepujgcych w soczewce oka kregowcéw. Domena ACD ma forme tak zwanej
»kanapki B” (ang. beta sandwich) —dwdch przeciwréwnolegtych B —kartek, z ktérych
jedna sktada sie z 4 wstazek B (B2, B3, B8 i B9), a druga z 3 wstazek B (B4, B5 i B7)
(Ingolia i Craig 1982; Clark i in. 2011; Hilario i in. 2011).

Wstazki B4 i B8, znajdujace sie na krawedziach kartek tworzacych domene
ACD, tworzg charakterystyczng kieszen (Bepperling i in. 2012; Kennaway i in.
2005)(Ryc. 3B).

W bakteryjnych, archeobakteryjnych, roslinnych i drozdzowych sHsp wstgzka
B6 domeny ACD znajduje sie na charakterystycznej petli, zwanej petla dimeryzacyjna.
W zwierzecych sHsp petla ta nie wystepuje, a regiony homologiczne do wstazek 6 i
B7 tworzg pojedyncza wstazke B6+7(Ryc. 3B) (Haslbeck, Weinkauf, i Buchner 2019).

Domena ACD flankowana jest przez dwa nieustrukturyzowane, nisko
konserwowane regiony — NTE (ang. N-Terminal Extension), znajdujacy sie na korcu
aminowym biatka, oraz CTE (ang. C-Terminal Extension), stanowigcy jego koniec
karboksylowy. Niska zawartos¢ struktur Il — rzedowych w regionach NTE i CTE moze
by¢ czesciowo ttumaczona relatywnie wysokg zawartoscig prolin w ich sekwencji
(Kriehuber i in. 2010). Region CTE zawiera wysoce konserwowany motyw IXI/V,
zazwyczaj poprzedzony dodatnio natadowanym aminokwasem (Haslbeck i Vierling
2015; Strézecka i in. 2012)(Ryc. 3A).

Cecha charakterystyczng niemal wszystkich biatek sHsp jest ich zdolnos$¢ do
tworzenia oligomerdéw, dynamicznie wymieniajgcych podjednostki (Haslbeck i
Vierling 2015; Stengel i in. 2010). Ich charakter rézni sie w zaleznosci od konkretnego
biatka — do znanych struktur nalezg m.in. czworoscienne 12 — mery tworzone przez
biatko Hsp 16.3 z Mycobacterium tuberculosis (Kennaway i in. 2005), 18 — mery o
ksztatcie podwdjnej piramidy i oSmioscienne 24-mery tworzone przez biatko AgsA z
Salmonella typhinurium (Maniiin. 2016), czy tez oligomery fibrylarne tworzone przez
biatko IbpA z Escherichia coli (Ratajczak i in. 2010).

Podstawowg jednostke oligomerdw sHsp stanowi dimer, tworzony na skutek
oddziatywania miedzy domenami ACD dwdch czgsteczek sHsp. W przypadku sHsp
pochodzacych z bakterii, archeondw, roslin i drozdzy, dimeryzacja zachodzi przede
wszystkim przez oddziatywanie miedzy wstazkg 6, znajdujgcy sie na tzw. petli
dimeryzacyjnej, ze wstgzka B2 na sgsiedniej czgsteczce. Dimery zwierzecych sHsp,

19



niezawierajgcych petli dimeryzacyjnej, tworzone sg przez oddziatywanie miedzy
wstgzkami B6+7 z dwdch rdéinych czasteczek (Haslbeck, Weinkauf, i Buchner
2019)(Ryc. 3C).

A

Ryc. 3 Struktura sHsp: A) Schemat struktury sHsp pokazujgcy wzajemny uktad domeny ACD i
flankujgcych jg regiondw NTE | CTE. W regionie CTE zaznaczono charakterystyczny,
konserwowany motyw IXl/V. B) Struktura domeny ACD charakterystyczna dla zwierzgt
(Metazoa) (po lewej, na przyktadzie ludzkiego HSPB5) oraz charakterystyczna dla bakterii,
drozdzy, archeobakterii i roslin (po prawej, na przyktadzie Hsp17.7 z bakterii D.radiodurans);
na modelach zaznaczono poszczegdlne wstqzki 8. C) Struktura dimeru tworzonego przez
domeny ACD typowego dla sHsp z Metazoa (po lewej) i typowego dla sHsp z bakterii, drozdzy,
archeondw i roslin (po prawej). Zaadaptowano z (Haslbeck, Weinkauf, i Buchner 2019).

Organizacja dimerdéw sHsp w oligomery wyzszego rzedu zachodzi przy udziale
regiondw NTE i CTE — domeny ACD pozbawione flankujgcych, nieustrukturyzowanych
regiondw sg w stanie tworzy¢ jedynie formy dimeryczne (Strézecka i in. 2012;
Haslbeck, Weinkauf, i Buchner 2019). Najlepiej opisanym oddziatywaniem
stabilizujgcym oligomery wyzszego rzedu jest wigzanie konserwowanego motywu
IXI/V, znajdujgcego sie w regionie CTE, przez kieszen P4-B8 na domenie ACD
sgsiedniego dimeru (Strézecka i in. 2012; Haslbeck, Weinkauf, i Buchner 2019) (Ryc.
4). W przypadku zwierzecych sHsp motyw ten moze rdwniez oddziatywaé z
interfejsem dimerycznym tworzonym przez wstgzki B6+7 (Reinle, Mogk, i Bukau
2022).
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Ryc. 4 Oddziatywanie miedzy dwoma homodimerami biatka sHsp IbpA z E. coli poprzez
wigzanie regionu CTE przez kieszen B4-B8: Region CTE zaznaczono na fioletowo, a
konserwowane izoleucyny tworzgce motyw IXIl/V zaznaczono na Zétto. Zaadaptowane ze
(Strézeckaiin. 2012)

Rola regionu NTE w organizacji dimeréw sHsp w oligomery wyzszego rzedu
jest stabiej poznana, ze wzgledu na trudnosci z uzyskaniem wysokiej rozdzielczosci
danych krystalograficznych dla tego regionu (Obuchowski, Karas, i Liberek 2021).
Najprawdopodobniej regiony NTE pochodzace z poszczegdinych dimeréw oddziatujg
ze sobg nawzajem, grupujac sie wewnatrz struktury oligomeru (Kennaway i in. 2005;
Haslbeck i Vierling 2015). Regiony NTE niektérych sHsp zawierajg motyw IXI/V, co
sugeruje, ze mogg one réwniez oddziatywac¢ z domenami ACD w sposdb analogiczny
do regionu CTE (Reinle, Mogk, i Bukau 2022).

Oddziatywania stabilizujgce oligomery wyziszego rzedu sg stabsze niz
oddziatywania stabilizujgce dimery sHsp. W potaczeniu z elastycznym,
nieustrukturyzowanym charakterem regionéw NTE i CTE sprawia to, ze oligomery
sHsp majg charakter dynamiczny, a tworzgce je jednostki dimeryczne podlegaja
nieustannej wymianie (Reinle, Mogk, i Bukau 2022).

Zmiany warunkdw zewnetrznych, zwtaszcza temperatury i pH, a takze
modyfikacje posttranslacyjne, jak np. fosforylacja, prowadza do odwracalnych zmian
stanu oligomerycznego sHsp, petnigcych najprawdopodobniej funkcje regulatorowg
(Haslbeck i Vierling 2015).
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W przypadku m.in. sHsp z E. coli wykazano, ze duze oligomery maja charakter
nieaktywny, a odwracalna deoligomeryzacja, zachodzaca np. w warunkach szoku
cieplnego, prowadzi do powstania aktywnych, mniejszych form (najprawdopodobniej
dimerdéw) (Ratajczak, Zietkiewicz, i Liberek 2009).

4.2.2 Mechanizm dziatania i funkcja matych biatek szoku cieplnego

Podstawowg funkcjg sHsp jest wigzanie i sekwestracja agregujacych biatek w
kompleksach sHsp — substrat (ang. sHsp — substrate assemblies), w celu zapobiezenia
ich dalszej, niekontrolowanej agregacji, do czasu, kiedy bedg mogty ulec dezagregac;ji
i przywrdceniu do konformacji natywnej przez biatka systemu Hsp70 i Hsp100.
Aktywnosé ta okresla sie jako aktywnos¢ sekwestrazy (Reinle, Mogk, i Bukau
2022)(Ryc. 5).

Biatka w konformacji . Biatka w konformacji
natywnej " Oligomer natywnej
Niska ! sHsp
temperatura : %
i :
|
|
|
|
|
|
|
| Aktywne
: formy sHsp
|
, @®
|
|
| ( Z )
|
|
Wysoka :
temperatura |
|
Amorficzny [ Kompleks sHsp -
agregat ! substrat

Ryc. 5 Wptyw sHsp na proces agregacji: sHsp sq w stanie sekwestrowac denaturowany,
agregujgcy substrat w kompleksach zapobiegajgcych jego dalszej agregacji. Kompleksy takie
w warunkach in vitro charakteryzujq sie znaczqgco mniejszym rozmiarem niz amorficzne
agregaty utworzone pod nieobecnosc sHsp, a substrat w nich zwigzany jest sekwestrowany
w konformacji zblizonej do natywnej. Zaadaptowano z (Obuchowski, Karas, i Liberek 2021).

Doktadny mechanizm wigzania substratéw przez sHsp nie jest poznany, moze
on tez rdzni¢ sie w zaleznosci od substratu i konkretnych biatek sHsp. Kluczowa role
zdajg sie odgrywac w tym procesie regiony NTE i kieszent f4-8 domeny ACD (Basha,
Friedrich, i Vierling 2006; Jaya, Garcia, i Vierling 2009; Fuchs i in. 2009; Lee i in. 1997;
Reinle, Mogk, i Bukau 2022). Fakt, ze obszary te uczestniczg réwniez w procesie
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oligomeryzacji moze ttumaczyé, w jaki sposéb zmiany stanu oligomerycznego moga
regulowaé aktywnos¢ sHsp — rozpad oligomerdw na mniejsze podjednostki odstania
miejsca wigzania substratu.

Kompleksy sHsp — substrat sktadajg sie z dwdch warstw. Centralny region
kompleksu skfada sie z substratéw biatkowych i silnie zwigzanych z nimi sHsp. Jest on
otoczony warstwag sHsp, ostaniajgcg go przed oddziatywaniem z innymi nienatywnymi
substratami i dalszg agregacja. Ta zewnetrzna warstwa ma charakter dynamiczny —
tworzace jg sHsp sg stabiej zwigzane do substratu i ulegajg ciggtej dysocjacji i
ponownemu wigzaniu (Zwirowski i in. 2017).

Wykazano, ze dodatek peptydu o sekwencji regionu CTE w warunkach in vitro
powoduje dysocjacje sHsp tworzacych ta warstwe zewnetrzng (Zwirowski i in. 2017).
Sugeruje to, ze oddziatywanie miedzy regionem CTE, a kieszenig B4-B8 lub
oddziatywanie miedzy tg kieszenig a substratem odgrywa istotng role w stabilizacji
tej warstwy.

Aby mogto dojs$é do utworzenia typowych komplekséw sHsp — substrat, biatka
sHsp muszg by¢ obecne w momencie agregacji substratu, co umozliwia im zwigzanie
go na wczesnych etapach agregacji. sHsp dodane do wczesniej utworzonych
agregatow sg w stanie z nimi oddziatywac, potencjalnie tworzac zewnetrzng warstwe
ochronng, nie s3 juz jednak na tym etapie wptyna¢ na rozmiar agregatu ani na
konformacje polipeptydéw go tworzacych (Strézecka i in. 2012; Zwirowski i in. 2017).

Kompleksy sHsp z sekwestrowanymi biatkami stanowig substrat dla procesu
dezagregacji prowadzonego przez system Hsp70 i biatka Hsp100. Biatka
sekwestrowane w tych kompleksach zazwyczaj znajdujg sie w konformaciji zblizonej
do natywnej (Ungelenk i in. 2016). Co wiecej, w doswiadczeniach in vitro kompleksy
takie posiadajg znaczgco mniejszy promien niz agregaty tworzgce sie pod
nieobecnos¢ sHsp, a co za tym idzie wyzszy stosunek powierzchni do objetosci
(Ratajczak, Zietkiewicz, i Liberek 2009). Sprawia to, ze dezagregacja i przywracanie
konformacji natywnej substratéw znajdujgcych sie w takich kompleksach przez
system Hsp70 i biatka Hsp100 moze zachodzi¢ z duzo wiekszg wydajnoscia.

Co moze wydawacé sie zaskakujace, wykazano, ze w warunkach in vitro
efektywno$é, z jaka sHsp stymulujg dezagregacje i przywrdcenie konformacji
natywnej substratow przez system Hsp70 i biatka Hsp100 zalezy w znacznym stopniu
od stezenia biatka Hsp70. W przypadku niskich stezern systemu Hsp70 sHsp moga
wrecz powodowac inhibicje zamiast stymulacji dezagregacji substratow. Podobnego
efektu nie obserwuje sie dla niskich stezer biatka Hsp100 (Zwirowski i in. 2017;
Obuchowski i in. 2019).
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Zjawisko to ttumaczy sie faktem, ze zewnetrzna warstwa sHsp, chronigca
substraty przed niekontrolowang agregacjg, ostania je réwniez przed innymi biatkami
opiekunczymi. Aby wiec moégt zajsé proces dezagregacji, system Hsp70 musi najpierw
zastgpi¢ sHsp tworzace zewnetrzng warstwe kompleksu (Ryc. 6). Zachodzi to na
drodze prostej konkurencji o miejsca wigzania pomiedzy systemem Hsp70, a sHsp
dynamicznie wigzgcymi sie do i dysocjujgcymi od kompleksu sHsp — substrat
(Zwirowski i in. 2017; Obuchowski i in. 2019).

Hsp100

sHsp Dezagregacja i
‘/fv% rzywracanie
>0 (o) o
-':.‘ konformacji natywnej
e s —_— %
System Hsp70 Dezagregaza %
“ Hsp100 Biatka w konformacji
[CC] natywnej

Kompleks
sHsp - substrat

Ryc. 6 sHsp w procesie dezagregacji i przywracania substratéow do konformacji natywne;j:
Zewnetrzna warstwa kompleksu sHsp — substrat, utrzymujgcego sekwestrowane biatka w
konformacji zblizonej do natywnej, sktada sie z sHsp dynamicznie wiqzqcych i dysocjujgcych
od substratu, ostaniajgcych go przed interakcjami potencjalnie prowadzqgcymi do
niekontrolowanej agregacji. Biatko Hsp70 konkuruje o miejsca wigzania na substracie z tymi
SHsp, wypierajgc je z kompleksu. Hsp70 zwiqzane do substratu rekrutuje nastepnie
dezagregaze Hsp100, co umozliwia dezagregacje i przywrdcenie substratu do konformacji
natywnej. Zaadaptowano z (Obuchowski, Karas, i Liberek 2021).

Wymusza to pewien kompromis pomiedzy aktywnoscig sekwestrazy biatek
sHsp i ich zdolnoscig do stymulacji procesu dezagregacji i przywracania konformacji
natywnej substratéw. sHsp silnie oddziatujgce z substratami sg w stanie efektywnie;j
sekwestrowac agregujgce biatka, jednak podiniejsze przywrdcenie konformacji
natywnej zwigzanym przez nie biatkom wymaga wyzszego poziomu systemu Hsp70.
Z drugiej strony, biatka sekwestrowane przez sHsp stabiej oddziatujgce z substratami
mogg by¢ efektywnie przywrdcone do konformacji natywnej przy nizszym poziomie
systemu Hsp70, jednak sam proces ich sekwestracji zachodzi duzo mniej wydajnie
(Obuchowski i in. 2019).

Postuluje sie, ze inhibicja dezagregacji przez sHsp przy niskich stezeniach
systemu Hsp70 moze odgrywaé pewng role regulatorowg, powstrzymujac
przywracanie konformacji natywnej sekwestrowanych substratéw do momentu
zakonczenia warunkow stresowych i ponownego zwiekszenia dostepnosci systemu
Hsp70 (Reinle, Mogk, i Bukau 2022).

4.3 Mate biatka szoku cieplnego w Enterobacterales

Wiekszos¢ bakterii nalezagcych do rzedu Enterobacterales (jak Hafniaceae,
Pectobacteriaceae, Yersiniaceae czy Enterobacteriaceae) posiada dwa sHsp — IbpA i
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IbpB (z ang. Inclusion body binding protein A, Inclusion body binding protein B).
Wyréznia je to na tle pozostatych przedstawicieli klasy Gammaproteobacteria,
posiadajgcych jedynie pojedyncze sHsp — IbpA. Uwaza sie, ze ten dwubiatkowy
system powstat na skutek duplikacji ancestralnego genu ibpA, ktdra zaszta w ostatnim
wspolnym przodku rzedu Enterobacterales (Ryc. 7) (Obuchowski i in. 2019).

Wyjatek stanowi rodzina Erwiniaceae, ktéra mimo przynaleznosci do
Enterobacterales posiada jedynie pojedyncze sHsp — IbpA. Rekonstrukcja historii
ewolucyjnej pokazuje, ze w rodzinie tej doszto do utraty genu ibpB, doprowadzajac
do powstania wtdrnie pojedynczego sHsp (Ryc. 7) (Obuchowski i in. 2019).
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Ryc. 7 Dystrybucja filogenetyczna sHsp w Gammaproteobacteria: IbpA obecne jest we
wszystkich rodzinach nalezgcych do y — proteobakterii. IbpB, powstate na skutek duplikacji
genu ibpA w ostatnim wspdlnym przodku rzedu Enterobacterales, obecne jest w rodzinach
m.in. Hafniaceae, Pectobacteriaceae, Yersiniaceae i Enterobacteriaceae. W rodzinie
Erwiniaceae doszto do utraty genu IbpB. Rodziny zawierajgce pierwotnie pojedyncze IbpA,
system dwubiatkowy sktadajqcy sie z biatek IbpA i IbpB lub wtdrnie pojedyncze IbpA (patrz
wyzej) zaznaczono kolorami. Zaadaptowano z (Obuchowski i in. 2019).

4.3.1 Dwubiatkowy system sHsp w Enterobacteriaceae

Biatka IbpA i IlbpB z E. coli nalezacej do rodziny Enterobacteriaceae, bedace
przyktadem dwubiatkowego systemu sHsp z Enterobacterales, s pierwszymi
opisanymi bakteryjnymi sHsp i nalezg do najlepiej poznanych.

Biatko IbpA z E. coli jest kanonicznym bakteryjnym sHsp, wykazujgcym
wtasciwosci podobne do ortologicznych IbpA z Gammaproteobacteria, w ktérych nie
doszto do duplikacji. Posiada ono wysokie powinowactwo do substratu i silng
aktywnos¢ sekwestrazy, efektywnie wigzgc agregujace biatka w kompleksach sHsp —
substrat nawet gdy obecne jest w relatywnie niewielkim stezeniu. Ze wzgledu na owg
silng aktywnos¢ sekwestrazy, wydajna dezagregacja zwigzanych przez nie substratéw
wymaga wzglednie wysokiego stezenia systemu Hsp70 (Obuchowski i in. 2019).

Biatko IbpB, bedace paralogiem IbpA, charakteryzuje sie z kolei niskim
powinowactwem do wiekszosci substratéw i znikomg aktywnoscig sekwestrazy. Nie
jest ono w stanie utworzy¢ komplekséw z wiekszoscig substratéw w warunkach in
vitro. Ze wzgledu na znikomg zdolnos¢ do samodzielnej sekwestracji agregujgcych
substratéw, biatko IbpB nie jest w stanie samodzielnie stymulowa¢ ich dezagregacji
przez system Hsp70 (Ratajczak, Zietkiewicz, i Liberek 2009; Obuchowski i in. 2019).

Oba sHsp (lbpA i IbpB) sg w stanie scisle ze sobg wspdtpracowac - gdy w
uktadzie obecne jest zaréwno IbpA jak i IbpB, funkcjonujg one preferencyjnie jako
heterodimer (Pirég i in. 2021). Wspotpraca ta umozliwia biatku IbpB wigzanie
substratéw za posrednictwem biatka IbpA, dzieki czemu moze ono wchodzi¢ w sktad
komplekséw sHsp — substrat. Obecnos$¢ IbpB utatwia dysocjacje IbpA zwigzanych do
substratu w czasie dezagregacji, zmniejszajgc stezenie systemu Hsp70 wymagane,
aby sHsp mogty wydajnie stymulowac dezagregacje (Obuchowski i in. 2019).

W rezultacie system wspodtpracujacych ze sobg biatek IbpA i IbpB jest w stanie
zaréwno efektywnie sekwestrowac agregujgce substraty jak i skutecznie stymulowac
ich dezagregacje przez system Hsp70 i biatka Hsp100, nawet przy wzglednie niskim
stezeniu systemu Hsp70 (Obuchowski i in. 2019). Obecnos¢ biatka IbpB umozliwia
tym samym bakteriom z rzedu Enterobacterales czesciowe ominiecie potrzeby
kompromisu miedzy aktywnoscig sekwestrazy sHsp, a ich zdolnoscig do stymulacji
dezagregacji i ponownego zwijania biatek do konformacji natywne;j.
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4.3.2 Wtérnie pojedyncze IbpA w Erwiniaceae

W odréznieniu od pozostatych przedstawicieli rzedu Enterobacterales (w tym
rodziny Enterobacteriaceae), bakterie nalezgce do rodziny Erwiniaceae (sktadajgcej
sie m. in. z rodzajéw Erwinia, Pantoea, Mixta, Tatumella i Phaseliobacter) posiadajg
jedynie pojedyncze sHsp - |IbpA. Analiza historii ewolucyjnej sHsp w
Gammaproteobacteria wykazuje, ze ostatni wspdlny przodek Erwiniaceae i ich kladu
siostrzanego Enterobacteriaceae najprawdopodobniej posiadat typowy dla
Enterobacterales system dwubiatkowy, a w rodzinie Erwiniaceae doszto do utraty
genu ibpB. Z tego wzgledu, dla odrdznienia od IbpA wystepujacego w organizmach,
ktore w swojej historii ewolucyjnej nigdy nie posiadaty systemu dwubiatkowego (tzw.
pierwotnie pojedynczego lbpA), biatko IbpA z rodziny Erwiniaceae okresla sie jako
wtdrnie pojedyncze (ang. secondarily single) biatko IbpA (Obuchowski i in. 2019).

Wtérnie pojedyncze IbpA z Erwiniaceae, wbrew temu, czego mozna by
sie byto spodziewad, nie charakteryzuje sie silng aktywnoscig sekwestrazy typowa dla
IbpA z systemu dwubiatkowego czy tez pierwotnie pojedynczych IbpA wystepujgcych
w Gammaproteobacteria innych niz Enterobacterales. Jego zdolno$¢ do wigzania i
sekwestracji agregujgcych substratéw jest znaczgco nizsza niz IbpA wchodzgcego w
sktad systemu dwubiatkowego czy pierwotnie pojedynczych IbpA. Jest ona jednak
wyzsza niz w przypadku biatek IbpB, tak ze wtdrnie pojedyncze biatka IbpA sg wciaz
w stanie samodzielnie sekwestrowac agregujgce substraty i stanowig funkcjonalne
sHsp. Co wiecej, ich zdolno$¢ do stymulacji dezagregacji i ponownego zwijania
sekwestrowanych substratow przez system Hsp70 jest wyzsza niz w przypadku
pozostatych pojedynczych IbpA, bardziej zblizona do wspdtpracujgcych ze sobg biatek
IbpA i IbpB z systemu dwubiatkowego (Obuchowski i in. 2019). Wskazuje to, ze w
rodzinie Erwiniaceae doszto do uproszczenia dwubiatkowego systemu sHsp do
systemu ztozonego jedynie z pojedynczego biatka IbpA, przy zachowaniu w znacznym
stopniu jego zwiekszonej zdolnosci do stymulacji dezagregacji i ponownego zwijania
substratéw przy nizszym stezeniu systemu Hsp70.

Molekularne podstawy rdznic w aktywnosci wtoérnie pojedynczego lbpA z
Erwiniaceae i IbpA z siostrzanego kladu Enterobacteriaceae, ktdére stanowi czes¢
systemu dwubiatkowego, nie sg wcigz dobrze poznane. Zrozumienie, w jaki sposéb
IbpA z Erwiniaceae uniezaleznito sie od wspdtpracy z IbpB mogtoby potencjalnie
rzuci¢ Swiatto na mechanizmy oddziatywania bakteryjnych sHsp z substratami i
stabilizacji zewnetrznej warstwy kompleksow sHsp - substrat.
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5. Cel Pracy

Celem niniejszej pracy jest zbadanie ewolucji uproszczonego systemu matych
bialek szoku cieplnego w Erwiniaceae poprzez rekonstrukcje historii ewolucyjnej
biatek IbpA w Enterobacterales, ze szczegdlnym uwzglednieniem rodziny
Erwiniaceae, identyfikacje zmian sekwencji aminokwasowej kluczowych dla nabycia
przez wtdrnie pojedyncze |bpA w Erwiniaceae nowej funkcjonalnosci oraz
zaproponowanie roli tych zmian na poziomie molekularnym.
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6. Materiaty i Metody

6.1 Materiaty

6.1.1 Szczepy bakterii

E.coli BL21(DE3) — nadprodukcja biatek; genotyp: fhuA2 [lon] ompT gal (A DE3)
[decm] AhsdS (Zasoby wtasne Pracowni Biochemii Biatek)

E.coli Machl™ - klonowanie gendéw i dtugoterminowe przechowywanie
plazmidéw; genotyp: F- 80(lacZ)AM15 AlacX74 hsdR(rK- mK+) ArecA1398 endA1
tonA (Thermo Scientific)

E.coli BB6406 — uzyskanie lizatu stuzgcego jako jeden z substratéw w analizie
oddziatywania sHsp z agregatami biatkowymi; genotyp: araD139 A(argF-lac)U169
rpsL150 relA1 flbB5301 deoC1 ptsF25 rbsR PA1/lacO-1 dnaK, dnaJ, laclqg, AibpAB
(Mogk i in. 2003)

6.1.2 Plazmidy

PET3a — w celu nadprodukcji biatek IbpAe. amyiovora, ANCAo i jego mutantéw, AncAs,
AncA:1 H66Q D109G, AncAoAlt, AncA1Alt, IbpAt. amyiovora H67Q D110G i IbpAc.coii
Q66H G109D; AmpR, promotor T7 (GenScript)

pET28a — w celu nadprodukcji peptydu C ze znacznikiem Hise-SUMO i domen ACD;
KanR, promotor T7 (GenScript)

PET28b — w celu nadprodukc;ji biatka IbpBe. coii; KanR, promotor T7 (GenScript)

6.1.3 Startery oligonukleotydowe

Nazwa Sekwencja Zastosowanie
TSOA_reV GCAATGGCGATGCGGTAGTGGTTTTC Introdukcja
H66Q rev ATCCTGCGCCGTGATGTCCA AncAo+7
H66Q fwd TCACGGCGCAGGATAATCTGTTAA
R73K fwd ATTGTTAAAGGTGCGCACGC
R73K rev GCACCTTTAACAATAACAGATTATCATGCGCCG
E78G fwd CACGCAGGTGAACAGCCGGAGC
E78G rev TGTTCACCTGCGTGCGCAC
D109G rev GCGCACCACGAACATGGATGTG
D109G fwd TCGTGGTGCGCGTCTCG
RI1I11IN rev CGAGATTCGCATCACGAACATGGATG
RI1I11IN fwd GATGCGAATCTCGAGAACGGCC
L137N fwd AAATCAACTAAGGATCCGGCTGCTAAC
L137N rev CCTTAGTTGATTTCAATACGACGCGG
Q66H fwd GCGCATGACAATCTGCTTATCGTG Introdukcja
Q66H_rev TTGTCATGCGCGGTGATGTC mutacji do biatka
G109D fwd CATGTTCGTGATGCTAATTTGGAGAAC AncAo
G109D rev TTAGCATCACGAACATGAATGTGC
E1H66Q rev GGTTATCCTGGCTGGTGATGTCCAG Introdukcja
E1ID109G rev CGAGCACCGCGCACGTGGATG AncA;
E1ID109G fwd GCGCGGTGCTCGTCTGGAGAAC
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Erwinia H67Q fwd TCCCAGGACAACCTGCTTTCTG Introdukcja

Erwinia H67Q rev GCAGGTTGTCCTGGGAGGTGATCTC mutacji do biatka
Erwinia D110G fwd GTTCGTGGTGCGGTCTGGAG IbPAE amyiovora
Erwinia D110G rev CGCACCACGAACATGCACGTG

Escherichia G109D fwd | CGTGATGCTAATTTGGTTAATGGCCTG Introdukcja
Escherichia G109D rev | CCAAATTAGCATCACGAACATGAATGTT mutacji do biatka
Escherichia Q66H fwd | ACCGCTCATGATAATTTGTTGGTTG IbpAe o

Escherichia Q66H rev TATCATGAGCGGTGATCTCAAG

Startery oligonukleotydowe zostaty zsyntetyzowane de novo przez firme Genomed
6.1.4 Syntetyczne geny

e ancAo: ATGAGGAATTTTGATCTATCACCCTTATATAGAAGCGCGATCGGCTTTG
ATCGTCTGTTCAACCTGTTGGAGTCTAACCAGAATCAAAGCAACGGCGGTTATC
CACCGTATAACGTTGAACTGGTGGATGAAAACCACTATCGTATCGCCATTGCTG
TGGCGGGCTTCGCCGAGTCCGAATTGGACATCACCGCGCAGGACAATCTGCTTA
TCGTGAAAGGTGCGCATGCAGGTGAACAGCCGGAGCGCACGTACCTGTACCAAG
GTATTGCGGAACGTAATTTTGAGCGCAAGTTCCAACTGGCGGAGCACATTCATG
TTCGTGGTGCTAATTTGGAGAACGGCCTGCTCTACATCGACCTGGAGCGCGTCG
TTCCGGAAGCAATGAAACCGCGTCGTATTGAAATCAACTAA

e ancA;: ATGAGGAATTTTGATCTATCACCCTTATATAGAAGCGCAATTGGCTTTG
ATCGTCTGTTTAACTTGTTGGAGAGCAATCAAAACCAATCCAATGGCGGTTATC
CACCGTATAACGTGGAATTGGTTGATGAAAACCACTACCGCATCACGATCGCCG
TTGCGGGTTTCGCCCAGTCTGAACTGGACATCACCAGCCATGATAACCTGCTTA
TCGTTCGTGGTGCACATGCGGAGGAACAGCCGGAGCGCACCTATCTGTACCAGG
GTATTGCGGAGCGTAATTTCGAACGTAAGTTCCAACTGGCGGAGCACATCCACG
TGCGCGACGCTCGTCTGGAGAACGGCCTGCTCTACATCGACCTGGAGCGCGTCG
TGCCGGAAGCTATGAAACCGCGTCGTATTGAAATTCTGAAATAA

e ancAep+7: ATGAGAAATTTTGATCTATCACCCTTATATAGGTCTGCGATCGGCTTC
GATCGTTTGTTTAACTTGTTGGAGTCCAATCAAAACCAAAGCAATGGCGGTTAT
CCACCGTATAACGTGGAACTGGTGGACGAAAACCACTACCGCATCACCATTGCT
GTGGCCGGTTTCGCCGAGAGCGAACTGGACATCACGGCGCATGATAATCTGTTA
ATTGTTCGTGGTGCGCACGCAGAGGAACAGCCGGAGCGCACCTATCTGTACCAG
GGTATTGCTGAGCGCAACTTTGAACGCAAGTTCCAGCTGGCGGAGCACATCCAT
GTTCGTGATGCGCGTCTCGAGAACGGCCTGCTGTACATCGACCTGGAGCGTGTT
GTCCCGGAAGCAATGAAACCGCGTCGTATTGAAATCCTGTAA

e ancApACD: ATGGGAAGTTCACATCACCACCACCACCATTCTTCCGGCCTGGTCC
CGCGTGGCAGCCATGGTGGTTATCCGCCATACAATGTTGAACTCGTGGATGAAA
ACCACTATCGTATTGCGATTGCTGTGGCGGGTTTTGCGGAGAGCGAACTGGACA
TCACCGCACAGGACAACCTGCTTATCGTGAAAGGTGCGCATGCTGGCGAACAAC
CGGAACGCACGTATCTGTACCAAGGTATTGCCGAGCGTAATTTCGAGCGCAAGT
TCCAGCTGGCAGAGCACATCCACGTTCGTGGCGCGAACCTGGAGAACGGCTTGT
TGTACATCGATCTGGAGAGATAA

e ancAo Q66H G109D ACD: ATGGGATCTTCACATCATCACCACCACCACAGTTCCG
GCCTGGTTCCGCGTGGTAGCCACGGCGGTTATCCACCGTATAACGTGGAATTGG
TCGATGAGAATCATTATCGTATTGCGATCGCAGTTGCGGGTTTTGCCGAGAGCG
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AACTGGACATCACCGCACACGACAACCTGCTGATTGTTAAAGGTGCGCACGCTG
GCGAACAGCCGGAACGTACGTACCTGTACCAAGGTATTGCGGAGCGCAACTTCG
AGAGAAAGTTCCAGCTGGCGGAACATATCCACGTGCGTGATGCTAATCTCGAGA
ACGGCTTGTTATACATCGACCTGGAGCGCTAA

e hisg - sumo -peptyd C: ATGCATCATCATCATCATCACGGCAGCGGCCTGGTGCCG
CGCGGCAGCGCTAGCATGTCGGACTCAGAAGTCAATCAAGAAGCTAAGCCAGAG
GTCAAGCCAGAAGTCAAGCCTGAGACTCACATCAATTTAAAGGTGTCCGATGGA
TCTTCAGAGATCTTCTTCAAGATCAAAAAGACCACTCCTTTAAGAAGGCTGATG
GAAGCGTTCGCTAAAAGACAGGGTAAGGAAATGGACTCCTTAAGATTCTTGTAC
GACGGTATTAGAATTCAAGCTGATCAGACCCCTGAAGATTTGGACATGGAGGAT
AACGATATTATTGAGGCTCACAGAGAACAGATTGGTGGTGGAGGGTCAGGTGGA
CCCGAAGCTATGAAACCGCGCCGTATTGAGATCAACTAA

Geny zostaly zsyntetyzowane de novo przez firme GenScript na podstawie
rekonstruowanych sekwencji aminokwasowych i wstawione do plazmidu pET3a (w
przypadku ancAo, ancA; i ancAo+7) lub pET28a (w przypadku gendéw kodujacych
domeny ACD i peptyd C).

6.1.5 Sekwencje aminokwasowe wykorzystane do analizy filogenetycznej i
rekonstrukcji ancestralne;j:

e Numery akcesji sekwencji aminokwasowych pozyskanych z bazy danych
UniProt:

C5BHD3, AOA097QX83, AOA1S0T1G1, WS8TUF5, WOLEB5, LOMCB7, A8G7RS,
EOSEQ3, Q6CYV2, B2VCD6, E5BAR7, AOAOA1B7C9, AOAOAO0Z1A4, E6WHH2,
DAGFY5, E1SJI2, AOAO89UAZ7, 12B3P3, AOAOG3QF10, A6TFZ0, AOAOH3FP83,
AOAO089PH96, AOA1S2BE20, LOLWVS, X2KC60, D2THX5, AOAOKOHFMO, ASMJWS,
A8ACKO, A4W4S3, POCO54

o Numery akcesji sekwencji aminokwasowych pozyskanych z bazy danych NCBI:

WP_023656845.1, ADP10815.1, WP_123334577.1, WP_212409578.1,
WP _062744073.1, WP_016192433.1, WP_034889306.1, WP_124232393.1,
WP_067700519.1, WP_147193638.1, WP_125289205.1, WP_152320709.1,
WP_158782426.1, WP_052901051.1, WP_024966304.1, WP_078002538.1,
WP_017800319.1, WP_092879054.1, WP_103060270.1, WP_085069121.1,
WP_104955624.1,  WP_193406688.1, WP _160622854.1,  HBZ16520.1,
WP _215848074.1, WP_081140557.1, WP_208443522.1, WP_194761869.1,
WP _145885986.1, WP_007893512.1, HCX00537.1, WP_031591032.1,
WP_172913532.1, WP_123802177.1, WP_130832981.1, WP_048785291.1,
MXP49787.1,  MBA2817917.1,  WP_176973343.1,  WP_192236804.1,
WP_159932146.1, WP_029685321.1, WP_087486742.1, WP_038016416.1,
WP_028685261.1
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6.1.6 Sekwencje nukleotydowe wykorzystane do analizy selekcji naturalnej:

o Numery akcesji sekwencji nukleotydowych pozyskanych z bazy NCBI:

NZ_CP084521.1: 5330-5743, CP009706.1: 172869-173279, CP045258.1: 12657-
13067, CP0O07448.2: 18060-18470, CP007044.2: 899182 - 899592, CP003942.1:
12273-12680, CP038467.1: 3415460-3415870, CP002038.1: 100743-101153,
BX950851.1: 4942277-4942687, CU468135.1: 3841987-3842403, FR719198.1:
304583-304999, CP009866.1: 3808609-3809022, CP009880.2: 1221095-
1221508, CP002433.1: 13738-14151, CP054912.1: 2997265-2997747,
CP002206.1: 3489011-3489424, CP009458.1: 957142-957552, LR133996.1:
10858-11268, CP011602.1: 4624766-4625176, CP090222.1: 5265032-5265487,
CP050067.1: 16620-17030, CP009450.1: 854887- 855297, NZ_BCZS01000026.1:
34064-34474, CP003938.1: 14328-14738, CP030029.1: 34627-35037,
CP038008.1: 3488060-3488470, CP045766.1: 1032344-1032754, CP053401.1:
4125750-4126166, CP052059.1: 32748-33158, CP000653.1: 14693-15100,
CP119120.1: 4786975-4787385, NZ_CAHS01000023.1: 93442-93858,
CP002124.1:  1240593-1241086, @ NZ_RJVB01000005.1:  373145-372726,
CP046582.1: 16769-17185, CP022725.1: 4002737-4003156, CP013970.1:
3590047-3590460, NZ_JRUQO01000019.1: 223897-223481, NZ_RQSB01000009.1:
c77611-77195, NZ_CDPK01000001.1: c279796-279380, CP034363.1: 9240-9653,
NZ_RHUMO01000007.1: 69812-70228, NZ_RQVV01000015.1: 79119-79535,
NZ_JRXE01000025.1: c10120-9704, NZ_JFGT01000004.1: 310317-310736,
NZ_MRULO01000005.1: c146170-145754, NZ_JAGGMQ010000001.1: c2363110-
2362691, NZ_FOVC01000010.1: 100737-101153, NZ_NWUOO01000009.1:
c119698-119282, NZ_CP019706.1: ¢1591751-1591335, NZ_CP026377.1: 59987-
60403, NZ_JACFXY010000017.1: 38919-39335, NZ_CP028271.1: 3788769-
3789182, JAPWKD010000022.1: c244063-243647, NZ_MWUE01000023.1:
59723-60139, NZ_CAJOSF010000008.1: 173282-173698,
NZ_JACAFO010000008.1:  147241-147657, NZ_CP032702.1: 9218-9634,
NZ_AKIU01000090.1: €79202-78789, DPPD01000429.1: 4536-4952,
NZ_OW970315.1: 9841-10257, NZ_JADWWL010000014.1: 140326-140742,
NZ_RMVGO01000015.1: 59041-59457, NZ_JUQR01000264.1: c20649-20233,
$77Y01000007.1: 63197-63613, SMDS01000023.1: 61674-62090,
NZ_JACAPA010000052.1: 66934-67347, NZ_JACVBT010000006.1: 62907-63320,
NZ_SZZW01000007.1: c20608-20192, NZ_ATMI01000011.1: 13154-13576,
NZ_CP015581.1: 12390-12815, NZ_JPKR02000005.1: 814901-815326

6.1.7 Biatka

e DnaK - zasoby wtasne Pracowni Biochemii Biatek
e Dnal - zasoby wtasne Pracowni Biochemii Biatek
e GrpE —zasoby wtasne Pracowni Biochemii Biatek
e ClpB - zasoby wtasne Pracowni Biochemii Biatek

e BSA- Albumin standard (Thermo Scientific)
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e Lucyferaza — QuantiLum® Recombinant Luciferase (Promega)

e Kinaza kreatyny — kinaza kreatyny z miesnia kréliczego (Sigma Aldrich)

e Trombina — Thrombin from bovine plasma (SERVA)

e Dpnl (Thermo Scientific)

e Polimeraza DNA PfuUltra — PfuUltra Il Fusion HS DNA Polymerase (Agilent)

o |bpAc.coii — zasoby wiasne Pracowni Biochemii Biatek

e |bpBe.coii — Oczyszczone w ramach tej pracy

e IbpAE.amyiovora - OCzZyszczone w ramach tej pracy

o |bpAc.coi Q66H G109D - oczyszczone w ramach tej pracy

e IbpAt.amyiovora H67Q D110G - oczyszczone w ramach tej pracy

e AncAo i pochodne (AncAo Q66H, AncA,; G109D, AncAo Q66H G109D) —
oczyszczone w ramach tej pracy

e AncA;i AncA; H66Q D109G — oczyszczone w ramach tej pracy

e AncAoAlt, AncAAlt — oczyszczone w ramach tej pracy

e AncAo+7 i pochodne (AncAo+7 T50A, AncAo+7 H66Q, AncAo+7 R73K, AncAo+7
E78G, AncAo+7 D109G, AncAo+7 R111N, AncAo+7 L137N) — oczyszczone w
ramach tej pracy

e Domeny ACD biatek AncAoi AncAo Q66H G109D — oczyszczone w ramach tej
pracy

o Domena ACD biatka IbpA¢, coii — zasoby wtasne Pracowni Biochemii Biatek

e Hisg — SUMO — oczyszczone w ramach tej pracy

e Hisg — SUMO - peptyd C - peptyd C (region CTE biatka AncAo - PEAMKPPRIEIN) z
dotaczonym znacznikiem Hise — SUMO; oczyszczony w ramach tej pracy

6.1.8 Pozywki

e LB - 1% Bacto™ peptone, 1% NaCl, 0,5% ekstrakt drozdzowy
e LA - 1% Bacto™ peptone, 1% NaCl, 0,5% ekstrakt drozdzowy, 1,5% agar

6.1.9 Antybiotyki

e Ampicylina (ROTH)
e Kanamycyna (BioShop)
e Chloramfenikol (BioShop)

6.1.10 Bufory

e bufor do lizy A - 50 mM Tris pH 7,5, 50 mM NaCl, 5mM EDTA, 10% glicerol 5
mM B-merkaptoetanol

e bufor A - 40 mM Tris pH 7,5, 50 mM NaCl, 10% glicerol, 5 mM B -
merkaptoethanol, 6M mocznik

e bufor B - 40 mM Tris pH 8,5, 50 mM NaCl, 10% glicerol, 5 mM B -
merkaptoetanol

e bufor FL - 50 mM Tris pH 7,5, 150 mM KCIl, 10 % glicerol, 5 mM B -
merkaptoetanol
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e bufor do lizy B - 40 mM Tris pH 7,4, 50 mM NacCl, 5mM EDTA, 10% glicerol 5
mM B-merkaptoetanol

e bufor C - 40 mM Tris pH 7,5, 25 mM NacCl, 10% glicerol, 5 mM B —
merkaptoethanol, 6M mocznik

e buforu D - 40 mM Tris pH 7,4, 500 mM NacCl, 10 % glicerol, 5 mM B —
merkaptoetanol, 6M mocznik

e bufor E - 40 mM Trisph 8,5, 150 mM NaCl, 10 % glicerol, 5 mM B -
merkaptoetanol

e bufor G - 40 mM Tris pH 7,4, 500 mM NacCl, 10% glicerol, 5 mM f-
merkaptoetanol, 6M mocznik

e bufor H - 40 mM Tris pH 7,4, 500 mM NacCl, 10% glicerol, 5 mM pB-
merkaptoetanol, 360 mM imidazol, 6M mocznik

e bufor I - 50 mM Tris pH 8,5, 150 mM KCIl, 10% glicerol, 5 mM B-
merkaptoetanol, 1 mM CaCl

e bufor J - 50 mM Tris pH 8,5, 150 mM KCIl, 10% glicerol, 5 mM B-
merkaptoetanol, 6M mocznik

e bufor FB’ - 50 mM Tris pH 8,5, 150 mM KCl, 5 mM B — merkaptoetanol

e bufor FB - 50 mM Tris pH 7,5, 150 mM KCl, 5 mM B — merkaptoetanol

e bufor K - 40mM Tris pH 7,5, 100 mM NaCl, 10% glicerol, 5 mM B -
merkaptoetanol, 10 mM imidazol

e bufor L - 40 mM Tris pH 7,5, 100 mM NaCl, 10% glicerol, 5 mM B-
merkaptoetanol, 40 mM imidazole

e bufor M - 40 mM Tris pH 7,5, 100 mM NaCl, 10% glicerol, 5 mM pB-
merkaptoetanol, 250 mM imidazol

e bufor F- 150 mM KCI, 50 mM Tris pH 7,5, 20 mM MgCl;, 2.5 mM DTT

6.2 Metody

6.2.1 Analiza filogenetyczna i rekonstrukcja ancestralna

77 sekwencji aminokwasowych ortologéw |bpA z Enterobacterales zostato
pozyskanych z baz UniProt i NCBI, a nastepnie zestawionych przy uzyciu programu
Clustal Omega (Sievers i in. 2011). Model ewolucji JTT + R3 zostat wyznaczony przy
pomocy programu ig-tree jako najlepiej opisujacy uzyskane zestawienie, na
podstawie kryterium BIC (ang. Bayesian Information Criterion) (Kalyaanamoorthy i in.
2017; Nguyen i in. 2015). Drzewo filogenetyczne najlepiej opisujgce pokrewienstwo
analizowanych sekwencji zostato nastepnie wyznaczone przy pomocy programu iq-
tree na podstawie 328 powtdrzen analizy maksymalnej wiarygodnosci (ang.
Maximum Likelihood) ze 100 powtdrzeniami analizy typu bootstrap (Nguyen i in.
2015).

Rekonstrukcja sekwencji ancestralnych zostata przeprowadzona na podstawie
drzewa filogenetycznego i zestawienia sekwencji uzyskanych na poprzednim etapie
analizy. Przy uzyciu programu FastML, opartego na algorytmie maksymalnej
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wiarygodnosci (ang. maximum likelihood), zostata przeprowadzona rekonstrukcja
marginalna (ang. marginal reconstruction) najbardziej wiarygodnych sekwencji
ancestralnych w oparciu o model ewolucji JTT z parametrem gamma z optymalizacja
dtugosci gatezi drzewa filogenetycznego (Ashkenazy i in. 2012; Cohen i Pupko 2011;
Cohen i in. 2008; Jones, Taylor, i Thornton 1992; Pupko i in. 2002; Simmons i
Ochoterena 2000).

Alternatywne warianty sekwencji ancestralnych zostaty uzyskane przez
substytucje najbardziej wiarygodnego aminokwasu na niepewnych pozycjach
(definiowanych jako pozycje, na ktdorych prawdopodobieistwo a posteriori
wystgpienia wiecej niz jednego aminokwasu byto wieksze lub réwne 0,2) na
aminokwas o drugim najwiekszym prawdopodobienstwie a posteriori (Eickiin. 2016).

6.2.2 Synteza gendéw de novo

Geny kodujgce rekonstruowane sekwencje aminokwasowe (zaréwno
warianty najbardziej wiarygodne, jak i alternatywne), oraz gen ancAo+7 zostaty
zsyntetyzowane de novo i wklonowane do plamidu pET3a przez firme zewnetrzng
(GenScript), przy zatozeniu uzycia kodonéw zoptymalizowanego do ekspresji w E. coli.

Geny kodujace konstrukt Hiss — SUMO — peptyd C, jak i domeny ACD biatek
AncAo i AncAp Q66H G109D zostaty zsyntetyzowane de novo i wklonowane do
plamidu pET28a przez firme zewnetrzng (GenScript), przy zatozeniu uzycia kodonéw
zoptymalizowanego do ekspresji w E. coli.

6.2.3 Mutageneza miejscowo - specyficzna

Mutacje punktowe zostaty wprowadzone do gendw ancAo, ancAi, ibpAke.coli,
ibPAE.amylovora 1 @NCAo+7 za pomocg mutagenezy miejscowo — specyficznej z
wykorzystaniem  reakcji PCR ze starterami  zawierajgcymi  fragmenty
niekomplementarne.

Termofilna polimeraza DNA PfuUltrall zostata dodana do uprzednio
rozgrzanej do 95 °C mieszaniny reakcyjnej (tzw. metoda gorgcego startu — ang. hot
start), zawierajgcej plazmid matrycowy, mieszanine trifosforandéw
deoksynukleotyddéw oraz startery oligonukleotydowe w buforze dedykowanym dla
polimerazy PfuUltra. Stezenia skfadnikéw reakcji dobrano zgodnie z protokotem
producenta polimerazy. Reakcje PCR prowadzono przez 19 cykli:

1. Denaturacja DNA w 95 °C przez 20 s.
2. Przytgczanie starterow do matrycy DNA w 56 °C przez 20s.

3. Elongacja starterow przez polimeraze DNA w 68 °C przez 1 min 16s.
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Po zakonczeniu 19 cykli reakcji PCR przeprowadzono dodatkowy etap elongacji w 68
°C przez 3 min.

Matrycowe DNA zostato nastepnie usuniete przez trawienie enzymem
restrykcyjnym Dpnl przez 1h w 37 °C. Mieszanina reakcyjna byta nastepnie
inkubowana przez 20 min w 80 °C w celu inaktywacji Dpnl. Dtugos¢ produktéw reakcji
PCR zostata zweryfikowana przy uzyciu elektroforezy agarozowe;j.

Produktami PCR transformowano nastepnie komodrki E. coli Machl, ktore
nastepnie wysiano na podtozu LA z dodatkiem ampicyliny w celu selekcji komérek
transformowanych.

Po przeprowadzeniu mutagenezy sekwencje uzyskanych plazmidéw
zweryfikowano przez sekwencjonowanie.

6.2.4 Izolacja plazmidowego DNA

Izolacja plazmidowego DNA byta prowadzona z hodowli nocnej bakterii w
pozywce LB z dodatkiem antybiotyku odpowiedniego dla genu opornosci niesionego
przez izolowany plazmid. lzolacje prowadzono z wykorzystaniem komercyjnego
zestawu Plasmid Mini AX (A&A Biotechnology), opartego na metodzie lizy alkalicznej.

6.2.5 Przygotowanie komérek kompetentnych

Komérki kompetentne przygotowano z wykorzystaniem komercyjnego
zestawu Mix & Go E. coli Transformation Kit firmy Zymo Research zgodnie z
protokotem producenta.

6.2.6 Transformacja komorek kompetentnych plazmidowym DNA

W przypadku transformacji plazmidami niosgcymi gen opornosci na
ampicyline, 100 pl zawiesiny komérek kompetentnych przygotowanych przy pomocy
zestawu Mix & Go E. coli Transformation Kit (patrz wyzej) rozmrozono na lodzie, po
czym dodano do niej 2 ul roztworu plazmidowego DNA. Komérki mieszano nastepnie
przez ok. 5 s, wysiano na ptytki z pozywka LA z dodatkiem ampicyliny a nastepnie
hodowano w temperaturze 37°C przez noc.

Transformacje plazmidami niosgcymi gen opornosci na kanamycyne
przeprowadzono analogicznie, przy czym przed wysianiem na ptytke mieszanine
komodrek kompetentnych i plazmidowego DNA dodano do 400 pl pozywki LB i
hodowano z wytrzgsaniem z predkoscig 350 obr/min w temperaturze 37 °C przez 1h
w termomikserze. Uzyskang hodowle nastepnie wirowano przez 2 min przy
przyspieszeniu 5000 x g. Osadzone komorki zawieszono w 100 pl pozywki LB, a
nastepnie wysiano na ptytki z pozywka LA z dodatkiem kanamycyny. Wysiane
komorki hodowano nastepnie w temperaturze 37 °C przez noc.
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6.2.7 Nadprodukcja i oczyszczanie biatek

6.2.7.1 IbpAE.coli, domena ACD biatka IbpA¢. coii, DnaK, Dnal, GrpE, ClpB, lucyferaza
ze znacznikiem polihistydynowym

Biatka DnaK, Dnal, GrpE, ClpB, IbpA z E. coli, domena ACD biatka |bpA z E. coli
jak i lucyferaza ze znacznikiem polihistydynowym zostaty pozyskane z zasobdw
Pracowni Biochemii Biatek. Byty one oczyszczone w ramach wczesniejszych badan
prowadzonych w Pracowni (Ratajczak, Zietkiewicz, i Liberek 2009; Obuchowski i in.
2019).

6.2.7.2 Biatka IbpA

Nadprodukcja biatek IbpA (IbpAe. amyiovora, IDPAE. coii Q66H G109D, IbpAt. amyiovora HE7Q
D110G, AncAo, AncA1, AncAoAlt, AncA;Alt, AncAo Q66H, AncAo G109D, AncA, Q66H
G109D, AncA1 H66Q D109G AncAg+7 oraz 7 mutantéw biatka AncAo+7) byta
prowadzona w komdrkach E. coli BL21 (DE3), transformowanych plazmidami pET3a
zawierajgcymi geny kodujgce dane biatka.

Odmtodzona hodowla nocna E. coli byta wytrzagsana w pozywce LB z
dodatkiem ampicyliny w 37 °C do momentu uzyskania przez nig wartosci ODgoo W
zakresie 0,4-0,8. Nastepnie nadprodukcja biatka zostata zaindukowana przez dodanie
do hodowli 0,5 mM IPTG.

Nadprodukcje prowadzono w tych samych warunkach przez 1,5h, po czym
komorki oddzielono od pozywki przez wirowanie z przyspieszeniem 2957 x g przez 10
min.

Otrzymany osad komdrek zawieszono nastepnie w buforze do lizy A (50 mM
Tris pH 7,5, 50 mM NaCl, 5mM EDTA, 10% glicerol 5 mM B-merkaptoetanol)
wykorzystujgc homogenizator Pottera — Elvehjema, po czym lizowano przez sonikacje
w sonikatorze Qsonica (amplituda 13%, faczny czas sonikacji 2min 30s, podzielony na
15s impulsy oddzielone 45s przerwami).

Uzyskany w ten sposdb lizat zostat nastepnie poddany wirowaniu z
przyspieszeniem 75 600 x g przez 30 min w celu oddzielenia frakcji nierozpuszczalnej
i rozpuszczalnej.

Frakcje nierozpuszczalng zawieszono w buforze A (40 mM Tris pH 7,5, 50 mM
NaCl, 10% glicerol, 5 mM B — merkaptoethanol, 6M mocznik) i inkubowano w nim z
mieszaniem przez 15 min w celu ponownej solubilizacji, po czym ponownie wirowano
z przyspieszeniem 75 600 x g przez 25 min w celu oddzielenia frakcji rozpuszczalnej w
6M moczniku od nierozpuszczalnego osadu.
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Wykorzystujgc elektroforeze poliakrylamidowa w warunkach denaturujacych
(SDS-PAGE) poréwnano nastepnie zawartos$é oczyszczanego biatka w rozpuszczalnej
frakgcji lizatu i frakcji rozpuszczalnej w 6M moczniku.

Jezeli oczyszczane biatko znajdowato sie gtdwnie w rozpuszczalnej frakcji
lizatu, zostato ono poddane wysalaniu przez dodanie (NH4),SO4 do stezenia 40 % i
mieszanie przez co najmniej 1h. Wysolone biatka zostaty nastepnie oddzielone przez
wirowanie z przyspieszeniem 75 600 x g przez 25 min i zawieszone w buforze A (patrz
wyzej). W celu catkowitego usuniecia (NH4);SO4 i solubilizacji biatek, roztwor
dializowano nastepnie do czystego buforu A.

Jezeli oczyszczone biatko znajdowato sie gtéwnie we frakcji rozpuszczalnej w
6M moczniku, frakcja ta zostata bezposrednio uzyta w dalszych etapach oczyszczania.

Wyselekcjonowang frakcje natozono na kolumne chromatograficzng ze
ztozem jonowymiennym Q - Sepharose, uprzednio zrownowazonym buforem A (patrz
wyzej). Biatka zwigzane do ztoza eluowano nastepnie gradientem stezenia NaCl w
zakresie 50mM-500mM (ok. 8 objetosci ztoza), po czym zidentyfikowano frakcje
zawierajgce pozadane biatko przy pomocy elektroforezy poliakrylamidowej w
warunkach denaturujgcych (SDS-PAGE). Wyselekcjonowane frakcje dializowano
nastepnie do buforu B (40 mM Tris pH 8,5, 50 mM NacCl, 10% glicerol, 5 mM B —
merkaptoetanol).

Jezeli czystos¢ uzyskanego roztworu biatka nie byta zadowalajgca, zostat on
dodatkowo natozony na kolumne chromatograficzng ze ztozem jonowymiennym Q -
Sepharose, zrownowazonym buforem B (patrz wyzej). Ztoze ptukano nastepnie
buforem B, zbierajgc frakcje niezwigzang do ztoza (ang. flow through), zawierajgca
oczyszczane biatko.

Po zakonczeniu oczyszczania roztwor biatka dializowano do buforu FL (50 mM
Tris pH 7,5, 150 mM KCl, 10 % glicerol, 5 mM B - merkaptoetanol).

Czystos¢ oczyszczonego biatka zweryfikowano przy uzyciu elektroforezy
poliakrylamidowej w warunkach denaturujgcych, a jego stezenie wyznaczono przy
uzyciu metody Bradforda.

6.2.7.3 Biatko IbpB z E. coli

Nadprodukcje wspdétczesnego biatka IbpB z E. coli prowadzono w komédrkach
E. coli BL21 (DE3), transformowanych plazmidem pET28b, zawierajgcym gen ibpB.
Odmtodzong hodowle nocng w pozywce LB z dodatkiem kanamycyny wytrzagsano w
37 °C do osiggniecia wartosci ODeoo ok. 0,5, po czym indukowano nadprodukcje przez
dodanie 1 mM IPTG. Nadprodukcje prowadzono przez 2 h, po czym hodowle poddano
wirowaniu z przyspieszeniem 2957 x g przez 8 min w celu oddzielenia komérek od
pozywki.
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Otrzymany osad komdrek zawieszono w buforze do lizy B (40 mM Tris pH 7,4,
50 mM NaCl, 5mM EDTA, 10% glicerol 5 mM B-merkaptoetanol) wykorzystujgc
homogenizator Pottera — Elvehjema, po czym poddano lizie z wykorzystaniem prasy
Frencha. Uzyskany lizat wirowano nastepnie z przyspieszeniem 75 600 x g przez 25
min, w celu oddzielenia frakcji rozpuszczalnej od nierozpuszczalnej.

Supernatant, stanowigcy frakcje rozpuszczalng lizatu, poddano nastepnie
wysalaniu przez dodanie (NH4)2S04 do stezenia 20% i mieszanie przez noc. Wysolone
biatka oddzielono nastepnie przez wirowanie z przyspieszeniem 75 600 x g przez 25
min, po czym zawieszono je w buforze C (40 mM Tris pH 7,5, 25 mM NacCl, 10%
glicerol, 5 mM B — merkaptoethanol, 6M mocznik). Uzyskang zawiesine dializowano
nastepnie do czystego buforu C, w celu usuniecia (NH4)2SO4 i ponownej solubilizacji
wysolonych biatek.

Probke natozono nastepnie przez noc na kolumne chromatograficzng
zawierajgca ztoze jonowymienne Q - Sepharose zrownowazone buforem C. Kolumne
ptukano buforem C, a nastepnie 20% buforu D (40 mM Tris pH 7,4, 500 mM NacCl, 10
% glicerol, 5 mM B — merkaptoetanol, 6M mocznik) do momentu az pomiar
absorbancji frakcji opuszczajgcej kolumne wykazat poczatek elucji biatek.

Ztoze inkubowano nastepnie przez 20 min przy zatrzymanym przeptywie, po
czym prowadzono elucje biatek ze ztoza w gradiencie NaCl (20% - 100% buforu D, 6 x
objetos¢ ztoza). Frakcje zawierajgce biatko IbpB zidentyfikowano przy uzyciu
elektroforezy poliakrylamidowej w warunkach denaturujgcych potgczonej z
barwieniem Coomasie Brilliant Blue.

Wyselekcjonowane frakcje dializowano do buforu E (40 mM Trisph 8,5, 150
mM NaCl, 10 % glicerol, 5 mM B — merkaptoetanol), a nastepnie do buforu FL (50 mM
Tris pH 7,5, 150 mM KCl, 5% glicerol, 5 mM B-merkaptoetanol).

Czysto$¢ oczyszczonego biatka zweryfikowano przy uzyciu
elektroforezy poliakrylamidowej w warunkach denaturujgcych z barwieniem
Coomasie Brilliant Blue, a jego stezenie wyznaczono przy uzyciu densytometrii.

6.2.7.4 Domeny ACD biatek AncAo i AncAp Q66H G109D

Nadprodukcja domen ACD byta prowadzona w komérkach E. coli BL21 (DE3),
transformowanych plazmidami pET28a zawierajacymi geny kodujgce domeny ACD z
dotgczonym znacznikiem heksahistydynowym.

Odmtodzona hodowla nocna E. coli byta wytrzgsana w pozywce LB z
dodatkiem kanamycyny w 37 °C do momentu uzyskania przez nig wartosci ODgoo W
zakresie 0,4-0,8. Nastepnie nadprodukcja biatka zostata zaindukowana przez dodanie
do hodowli 0,5 mM IPTG.
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Nadprodukcje prowadzono w tych samych warunkach przez 1,5h, po czym
komorki oddzielono od pozywki przez wirowanie z przyspieszeniem 2957 x g przez 10
min.

Otrzymany osad komérek zawieszono nastepnie w buforze G (40 mM Tris pH
7,4,500 mM NaCl, 10% glicerol, 5 mM B-merkaptoetanol, 6M mocznik) wykorzystujgc
homogenizator Pottera — Elvehjema, po czym lizowano przez sonikacje w sonikatorze
Qsonica (amplituda 13%, tgczny czas sonikacji 2min 30s, podzielony na 15s impulsy
oddzielone 45s przerwami).

Uzyskany lizat wirowano nastepnie z przyspieszeniem 75 600 x g przez 25 min,
w celu oddzielenia frakcji nierozpuszczalnej w 6M moczniku. Supernatant,
stanowigcy frakcje rozpuszczalng lizatu, inkubowano przez noc ze ztozem
chromatograficznym Ni — NTA (Macherey-Nagel Protino NTA Agarose),
zrownowazonym uprzednio buforem G.

Ztoze byto nastepnie umieszczone w kolumnie chromatograficznej i ptukane
buforem G i 5 % buforu H (40 mM Tris pH 7,4, 500 mM NaCl, 10% glicerol, 5 mM -
merkaptoetanol, 360 mM imidazol, 6M mocznik). Po zakoriczeniu ptukania biatka
zostaty eluowane ze ztoza gradientem imidazolu (5%-100% buforu H). Frakcje
zawierajgce domeny ACD zostaty zidentyfikowane z uzycie elektroforezy
poliakrylamidowej w warunkach denaturujgcych potaczonej z barwieniem Coomasie
Brilliant Blue.

Wyselekcjonowane frakcje zostaty nastepnie dializowane do buforu | (50 mM
Tris pH 8,5, 150 mM KCl, 10% glicerol, 5 mM B-merkaptoetanol, 1 mM CaCly) i
poddane trawieniu trombing (0,5 U/ml prébki) w temperaturze pokojowej przez noc,
w celu usuniecia znacznikdw heksahistydynowych.

Po zakonczeniu trawienia trombina zostata inaktywowana przez dodanie
1mM PMSF, po czym prébka byta dializowana do buforu J (50 mM Tris pH 8,5, 150
mM KClI, 10% glicerol, 5 mM B-merkaptoetanol, 6M mocznik) i natozona na kolumne
chromatograficzng ze ztozem Ni-NTA zréwnowazonym buforem J, w celu zwigzania
biatek, ktérych znaczniki heksahistydynowe nie ulegty odcieciu.

Kolumne ptukano nastepnie buforem J, zbierajac frakcje niezwigzang do ztoza
(ang. flow through). Prébke dializowano nastepnie do buforu FB’ (50 mM Tris pH 8,5,
150 mM KCl, 5 mM B — merkaptoetanol), a potem do buforu FB (50 mM Tris pH 7,5,
150 mM KCI, 5 mM B — merkaptoetanol).

Czystos¢ oczyszczonego biatka zweryfikowano przy uzyciu elektroforezy
poliakrylamidowej w warunkach denaturujgcych z barwieniem Coomasie Brilliant
Blue, a jego stezenie wyznaczono przy uzyciu metody Bradforda.
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6.2.7.5 Hise — SUMO - peptyd C

Konstrukt Hiss — SUMO — peptyd C (region CTE biatka AncAo, o sekwencji
PEAMKPPRIEIN z dotgczonym znacznikiem SUMO i znacznikiem heksahistydynowym)
byt nadprodukowany w E. coli BL21 (DE3) transformowanych plazmidem pET28a
zawierajgcym gen kodujgcy ten konstrukt.

Odmitodzona hodowla nocna byfta wytrzgsana w 37 °C w pozywce LB z
dodatkiem kanamycyny do momentu osiggniecia wartosci ODsoo ok. 0,5 — 1.
Nadprodukcja zostata nastepnie indukowana przez dodanie 0,5 mM IPTG.
Nadprodukcje prowadzono w tych samych warunkach przez 1,5h.

Po zakoniczeniu nadprodukcji hodowle wirowano z przyspieszeniem 2957 x g
przez 10 min. Uzyskany osad bakteryjny zostat nastepnie zawieszony w buforze K
(40mM Tris pH 7,5, 100 mM NaCl, 10% glicerol, 5 mM B — merkaptoetanol, 10 mM
imidazol) z wykorzystaniem homogenizatora Pottera — Elvehjema i poddany lizie
przez sonikacje w sonikatorze QSonica (amplituda 13%, taczny czas sonikacji 2min
30s, podzielony na 15s impulsy oddzielone 45s przerwami).

Uzyskany lizat nastepnie wirowano z przyspieszeniem 75 600 x g przez 25 min,
w celu oddzielenia frakcji nierozpuszczalnej. Supernatant, stanowigcy frakcje
rozpuszczalng, inkubowano nastepnie ze ztozem Ni — NTA (Macherey-Nagel Protino
NTA Agarose), zrdbwnowazonym buforem K (patrz wyzej) przez 1h. Ztoze przeniesiono
nastepnie do kolumny chromatograficznej i ptukano buforem L (40 mM Tris pH 7,5,
100 mM NacCl, 10% glicerol, 5 mM B-merkaptoetanol, 40 mM imidazol), po czym
eluowano biatka zwigzane do ztoza przy uzyciu buforu M (40 mM Tris pH 7,5, 100 mM
NaCl, 10% glicerol, 5 mM B-merkaptoetanol, 250 mM imidazol).

Frakcje zawierajgce oczyszczane biatko zidentyfikowano przy uzyciu
elektroforezy poliakrylamidowej w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE),
potagczonej z barwieniem Coomasie Brilliant Blue. Wybrane frakcje dializowano
nastepnie do buforu FL (50 mM Tris pH 7,5, 150 mM KCI, 10 % glicerol, 5 mM 3 —
merkaptoetanol).

Czystos¢ oczyszczonego biatka zweryfikowano przy uzyciu
elektroforezy poliakrylamidowej w warunkach denaturujgcych z barwieniem
Coomasie Brilliant Blue, a jego stezenie wyznaczono przy uzyciu densytometrii.

6.2.8 Przygotowanie lizatu E. coli

Lizat E. coli, stuzacy jako jeden z substratéw w analizie oddziatywania sHsp i
domen ACD ze zagregowanym substratem, zostat przygotowany przez Klaudie
Kochanowicz. Do przygotowania lizatu wykorzystano szczep E. coli Pipre — dua KJ
AibpAB, uzyskany dzieki uprzejmosci dr. Axela Mogk, ZMBH, Univeristat Heidelberg.
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Szczep ten posiada delecje operonu ibpAB, a ekspresja genow dnaK i dnaJ jest w nim
kontrolowana przez promotor zalezny od IPTG (Mogk i in. 2003).

Odmtodzong hodowle nocng wytrzgsano w pozywce LB z dodatkiem 50 mM
IPTG oraz kanamycyny i chloramfenikolu w temperaturze 25 °C. Po zakonczeniu
hodowli, komérki poddano lizie przez sonikacje.

6.2.9 Oznaczanie stezenia biatek

Stezenia biatek IbpA oraz domen ACD jak i biatek lizatu E. coli zostaty
oznaczone przy pomocy metody Bradforda. W celu uzyskania krzywej wzorcowej do
1 ml odczynnika Bradforda dodawano wzorcowy roztwér albuminy osocza wotowego
(ang. Bovine Serum Albumin, BSA) w ilosci 2 - 9 ug biatka. Po 15 min inkubacji w
temperaturze pokojowej zmierzono absorbancje probek dla dtugosci fali 595 nm przy
uzyciu spektrofotometru, po czym wyznaczono réwnanie prostej opisujgcej zaleznos¢
miedzy masg biatka w prébce, a zmierzong wartoscig absorbancji. Réwnolegle
przeprowadzono analogiczny pomiar dla znanych objetosci badanego roztworu
biatka i na podstawie wyznaczonego rdwnania prostej wyznaczono jego stezenie.

Stezenia biatka lbpB z E. coli jak i Hiss -SUMO oraz konstruktu Hise — SUMO —
peptyd C wyznaczono przy uzyciu densytometrii. Znane objetosci badanych prébek
jak i wzorcowy roztwodr BSA zawierajgcy rosngce masy biatka zagotowano w 2x
stezonym buforze Laemmli (62,5 mM Tris pH 6,8, 2,5 % SDS, 5 % B-merkaptoetanol,
10 % glicerol, btekit bromofenolowy) i poddano rozdziatowi elektroforetycznemu w
warunkach denaturujgcych (SDS — PAGE), zgodnie ze standardowg procedurg.

Zele poliakrylamidowe byly nastepnie barwione barwnikiem Coomasie
Brilliant Blue, a nastepnie odbarwione zgodnie ze standardowg procedura.

Po zakonczeniu odbarwiania zele sfotografowano przy uzyciu urzadzenia
ChemiDoc™ MP Imaging System. Wykorzystujgc program Image Lab 5.2 zmierzono
nastepnie intensywnos¢ prazkéw pochodzacych z badanego biatka i poréwnano je z
krzywg wzorowg wyznaczong na podstawie prazkéw pochodzacych z wzorcowego
roztworu BSA.

6.2.10 Reaktywacja lucyferazy

Pierwszym krokiem badania procesu dezagregacji i ponownego zwijania
(reaktywacji) lucyferazy byta jej denaturacja termiczna. 1,5 uM lucyferaza
rozpuszczona w buforze F (150 mM KCl, 50 mM Tris pH 7,5, 20 mM MgCl;, 2.5 mM
DTT) byta w tym celu inkubowana przez 10 min w 44 °C w termocyklerze. Denaturacje
lucyferazy prowadzono bez sHsp lub w obecnosci 10 uM sHsp (3 uM IbpA i 7 uM lbpB
w przypadku systemu dwubiatkowego z E. coli).
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Uzyskane w ten sposdb agregaty lub kompleksy lucyferaza — sHsp byty
nastepnie inkubowane w temperaturze pokojowej w obecnosci systemu Hsp70 (1 uM
DnakK, 0,4 uM Dnal i 0,3 uM GrpE), 2uM ClpB i systemu regeneracji ATP (5mM ATP,
0,1 mg/ml kinazy kreatyny i 18 mM fosforanu kreatyny). W jednym doswiadczeniu
zastosowano wyzsze stezenie systemu Hsp70 (2 uM Dnak, 0,8 uM Dnal i 0,6 uM
GrpE).

W poszczegdlnych punktach czasowych 2 pl mieszaniny reakcyjnej dodawano
do 10 pl substratu lucyferazy Luciferase Assay System firmy Promega. Mierzac, przy
pomocy luminometru GLOMAX™ 20/20, natezenie $wiatta wydzielanego w trakcie
reakcji katalizowanej przez lucyferaze, wyznaczono jej aktywnosc¢. Wyniki zostaty
przedstawione jako $redni procent aktywnosci natywnej lucyferazy, wyznaczony z
trzech powtérzen * odchylenie standardowe.

6.2.11 Dynamiczne Rozpraszanie Swiatta (DLS)

Pomiary dynamicznego rozpraszania swiatta (ang. Dynamic Light Scattering,
DLS) przeprowadzono z wykorzystaniem aparatu ZetaSizer Nano S firmy Malvern
Instruments, dla 40 ul prébki, przy zastosowaniu kata rozpraszania 173° i dtugosci fali
633 nm. Dla kazdego pomiaru dokonano usrednienia co najmniej 10 serii po 10
dziesieciosekundowych przebiegdw i wyznaczono rozktad rozmiaru czastek przez
dopasowanie do 70 kategorii rozmiaréw z zakresu 0,4 nm — 10 000 nm (Zwirowski i
in. 2017).

6.2.11.1 Analiza odwracalnej deoligomeryzacji sHsp w warunkach szoku cieplnego

Aby zbada¢ zdolno$é sHsp do odwracalnej deoligomeryzacji w warunkach
szoku cieplnego, wykorzystujgc pomiary DLS (patrz wyzej) okreslono rozmiar
oligomerdéw utworzonych przez 10 uM sHsp w buforze F (patrz wyzej). Pierwszy
pomiar wykonano w temperaturze 25 °C, po czym prébke dwukrotnie podgrzano do
44 °C (temperatury szoku cieplnego) i schtodzono do 25 °C. Po kazdej zmianie
temperatury ponownie zmierzono rozmiar tworzonych przez sHsp oligomeréw przy
uzyciu DLS. Uzyskane wyniki przedstawiono jako rozktad $rednic hydrodynamicznych
oligomerow sHsp wzgledem procentu zajmowanej przez nie objetosci.

6.2.11.2 Analiza zdolnosci sHsp do sekwestracji agregujacych substratow

W celu zmierzenia aktywnosci sekwestrazy badanych sHsp, denaturowano 1,5
UM lucyferazy w buforze F (patrz wyzej) przez inkubacje w 44°C przez 10 min w
termocyklerze. Denaturacja byta prowadzona w obecnosci rosngcych stezen sHsp lub
w czystym buforze. Prébki zostaty nastepnie schtodzone do 25 °C, a rozmiar
utworzonych agregatow i/lub komplekséw lucyferaza — sHsp zostat zmierzony przy
pomocy DLS (patrz wyzej). Wyniki przedstawiono jako s$rednig s$rednice
hydrodynamiczng uzyskanych czgstek + odchylenie standardowe.
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6.2.11.3 Analiza wptywu substytucji na tworzenie oligomeréw sHsp

W celu zbadania wptywu substytucji na pozycjach 66 i 109 biatka AncA,,
wyznaczono przy uzyciu pomiaru DLS rozmiar oligomerdéw tworzonych przez 10 uM
biatek AncAo i AncAo Q66H G109Dw buforze F (patrz wyzej) w 25, 27, 29, 31, 33, 35,
37, 39, 41, 43 i 45°C. Wyniki zostaly przedstawione jako rozktad srednicy
hydrodynamicznej wzgledem natezenia sygnatu (dla temperatur 25, 35 i 45 °C) lub
Sredniej $rednicy hydrodynamicznej odpowiadajgcej maksimum dominujacego
wierzchotka rozktadu $rednic hydrodynamicznych oligomeréw wzgledem procentu
zajmowanej przez nie objetosci.

6.2.12 Interferometria Biowarstwowa (BLI)

Do pomiaréw z wykorzystaniem interferometrii biowarstwowej (ang. Biolayer
Interferometry — BLI) uzyto systemu Octet® K2 i ForteBio® BLItz. W pomiarach
wykorzystano sensory Octet® NTA Biosensor, specyficznie wigzgce znaczniki
polihistydynowe.

Pomiary w systemie Octet® K2 prowadzono z wytrzgsaniem z predkoscig 1000
obr/min, w statej temperaturze 25 lub 44°C, zaleznie od doswiadczenia. Pomiary w
systemie ForteBio® BLItz prowadzono z wytrzgsaniem z predkoscig 2000 obr/min, w
temperaturze pokojowe;.

6.2.12.1 Analiza oddziatywania sHsp i domen ACD z agregatami biatkowymi

Oddziatywanie sHsp i domen ACD z agregatami lucyferazy lub biatek lizatu E.
coli zostato zmierzone przy pomocy systemu Octet® K2.

Sensor BLI zostat pokryty kotwiczacg warstwa lucyferazy poprzez 10 min
inkubacje w 0,6 g/I lucyferazy ze znacznikiem heksahistydynowym w buforze F (patrz
wyzej) z dodatkiem 4,5 M mocznika. Inkubacje prowadzono w temperaturze
pokojowej przy wytrzasaniu z predkoscig 350 obr/min. Sensor zostat nastepnie
przeniesiony do buforu FB (150 mM KCI, 50 mM Tris pH 7,5, 20 mM MgCl,, 5 mM (-
merkaptoetanol) i inkubowany kolejne 5 min w takich samych warunkach, w celu
usuniecia mocznika i niezwigzanej lucyferazy.

Na tak przygotowanym sensorze utworzono nastepnie agregat biatkowy przez
10 min inkubacje w roztworze 0,5 g/l lucyferazy ze znacznikiem polihistydynowym
lub 0,2 g/l biatek frakcji rozpuszczalnej lizatu E. coli. Inkubacje prowadzono w 44°C (w
przypadku lucyferazy) lub w 55 °C (w przypadku biatek lizatu) w termocyklerze.
Sensor byt nastepnie przeniesiony do czystego buforu FB (patrz wyzej) i inkubowany
przez 5 min w temperaturze pokojowej z wytrzgsaniem z predkoscig 350 obr/min w
celu usuniecia niezwigzanego biatka.

Sensory z przytaczonym agregatem umieszczono w systemie Octet® K2 w
czystym buforze FB i wykonano 60s pomiar linii bazowej. Sensory nastepnie
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przeniesiono do 5 puM roztworu badanych sHsp lub domen ACD w buforze FB i
dokonano 1h pomiaru asocjacji sHsp do agregatu. Po zakoriczeniu tego etapu,
sensory ponownie przeniesiono do czystego buforu FB w celu przeprowadzenia 1h
pomiaru dysocjacji sHsp od agregatu. W przypadku wariantéw alternatywnych sHsp
pomiar asocjacji byt prowadzony przez 10 min, a dysocjacji przez 60 min.

Pomiary prowadzono z wytrzgsaniem z predkoscig 1000 obr/min w
temperaturze 44 °C (w przypadku biatek sHsp) lub 25 °C (w przypadku domen ACD).
Biatka sHsp przed pomiarem byty dodatkowo inkubowane przez 10 min w 44 °C w
celu ich aktywacji.

6.2.12.2 Analiza oddziatywania domen ACD z regionem CTE sHsp

Odziatywanie domen ACD z peptydem C — terminalnym rdéwniez zostato
zmierzone przy pomocy systemu Octet® K2. Sensor BLI Octet® NTA Biosensor
umieszczono w buforze FL (150 mM KCI, 50 mM Tris pH 7,5, 5% glicerol, 5mM p-
merkaptoetanol) i dokonano 60s pomiaru linii bazowej. Sensor nastepnie
umieszczono w 2,5 uM roztworze peptydu C (PEMKPRRIEIN) z przytaczonym
znacznikiem Hise — SUMO w buforze FL i przeprowadzono asocjacje peptydu do
sensora przez 15 min. Niezwigzany peptyd zostat nastepnie usuniety przez inkubacje
sensora w buforze FL” (150 mM KCI, 50 mM Tris pH 7,5, 5mM B-merkaptoetanol)
przez 15 min. Po zakonczeniu inkubacji sensor przeniesiono do roztworu domen ACD
w buforze FL’ (w réznych stezeniach) i przeprowadzono pomiar asocjacji domeny ACD
do peptydu przez 48 min. Sensor nastepnie umieszczono w czystym buforze FL' i
zmierzono dysocjacje domeny ACD od peptydu przez 10 min.

Pomiary prowadzono z wytrzgsaniem z predkoscig 1000 obr/min w
temperaturze 25 °C. Zostaty one powtdrzone trzy razy dla poszczegdlnych stezen
domen ACD. Wyniki przedstawiono jako zaleznos¢ sredniej grubosci warstwy biatek
w momencie zakoriczenia etapu asocjacji od stezenia domeny ACD, po odjeciu
pomiaru kontrolnego wykonanego pod nieobecno$é ACD.

6.2.12.3 Analiza inhibicji wigzania systemu Hsp70 do agregatéw biatkowych przez
sHsp

Pomiar wigzania systemu Hsp70 do agregatéw optfaszczonych sHsp wykonano
przy uzyciu urzgdzenia ForteBio® BLItz. Sensory z przytgczonymi agregatami
lucyferazy przygotowano jak opisano powyzej (rozdziat 6.2.12.1), wykorzystujgc
bufor F zamiast buforu FB.

Pomiar linii bazowej prowadzono przez 60 s w buforze F. Po umieszczeniu
sensorow w roztworze 5 uM sHsp w buforze F, preinkubowanym w 44 °C przez 10
min, przeprowadzono pomiar asocjacji sHsp do agregatu przez kolejne 10 min. Sensor
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przeniesiono nastepnie do czystego roztworu F lub do roztworu systemu Hsp70 i
systemu regeneracji ATP w buforze F (0,7 uM Dnak, 0,28 uM Dnal, 0,21 uM GrpE, 5
mM ATP, 0,1 mg/ml kinazy kreatyny, 18 mM fosforanu kreatyny). Pomiar asocjacji
systemu Hsp70 i/lub dysocjacji sHsp prowadzono nastepnie przez 60 min.

Wigzanie systemu Hsp70 do agregatu pod nieobecnos¢ sHsp zmierzono w
analogiczny sposdb, zastepujac etap inkubacji w roztworze sHsp inkubacjg w czystym
buforze F.

6.2.13 Analiza selekcji naturalnej

Analiza selekcji naturalnej na wybranych gateziach drzewa filogenetycznego
zostata przeprowadzona w oparciu o analize stosunku mutacji niesynonimicznych do
synonimicznych (dN/dS, tzw. wspdtczynnik w). Wykorzystujac zestawienie sekwencji
aminokwasowych uzyte do rekonstrukcji ancestralnej (rozdziat 6.2.1) oraz
odpowiadajgce im sekwencje nukleotydowe pozyskane z bazy danych NCBI,
przygotowano zestawienie kodonowe przy pomocy platformy Pal2Nal. Z uzyskanego
zestawienia kodonowego usunieto nastepnie pozycje o niskim wsparciu.
Wykorzystujac tak przygotowane zestawienie kodonowe, jak i drzewo filogenetyczne
opisujgce pokrewienstwo biatek IbpA w Enterobacterales (rozdziat 6.2.1),
przeprowadzono analize selekcji przy pomocy programu codeml.

W celu weryfikacji, czy wybrane gatezie drzewa filogenetycznego znajdujg sie
pod selekcjg, przeprowadzono analize oparta na modelu MO, zaktadajagcym
jednakowy stosunek w dla wszystkich gatezi (hipoteza zerowa) oraz na modelu ,Two
Ratio”, zaktadajgcym, ze wybrane gatezie pierwszoplanowe (ang. foreground) mogg
posiada¢ odmienny wspotczynnik w niz reszta drzewa - tto (ang. background). Wyniki
potwierdzono, wykonujgc dla wybranych gatezi analize opartg o model Al,
zaktadajgcy, ze pozycje na wybranej gatezi mogga podlegac selekcji negatywnej (w<1)
lub dryfowi genetycznemu (w=1) (hipoteza zerowa) oraz o model A, umozliwiajgcy
dodatkowo obecnos¢ pozycji podlegajacych selekcji pozytywnej (w>1).

Istotno$¢ statystyczng poszczegdlnych modeli wyznaczono w oparciu o test
stosunku wiarygodnosci (ang. Likelihood Ratio Test) (Jeffares i in. 2015; Yang 1998;
2007; Yang i Nielsent 2002).

6.2.14 Analiza strukturalna i dynamika molekularna

Analiza in silico struktur dimeréw domen ACD biatek AncAo i AncAo Q66H
G109D z zadokowanym regionem CTE biatka AncAp (peptydem C) zostatfa
przeprowadzona przez Marcina Pitka. Poczatkowa struktura kompleksu dimeru
domen ACD biatka AncAo z peptydem C zostata uzyskana przy uzyciu platformy
ColabFold (Mirdita i in. 2022), bedacej implementacjg programu AlphaFold2-
Multimer, opartego o uczenie maszynowe (Evans i in. 2022). Substytucje Q66H i
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G109D zostaty nastepnie wprowadzone do tej struktury metoda mutagenezy in silico
z wykorzystaniem programu PyMol Mutagenesis Wizard (http://www.pymol.org).

Modele obu komplekséw zostaty poddane nastepnie symulacji dynamiki
molekularnej w stanie réwnowagi przez 500 ns z wykorzystaniem programu Gromacs
2019.2 (Van Der Spoel i in. 2005), stosujgc pole sitowe CHARMM36-jul2021 (Huang i
in. 2017).
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7. Wyniki

7.1 Porownanie zdolnosci wspéticzesnych matych biatek szoku
cieplnego z Erwiniaceae i Enterobacteriaceae do wspomagania
dezagregac;ji

Pierwszym krokiem byto zmierzenie, w jakim stopniu wspdtczesne sHsp z
Erwiniaceae i Enterobacteriaceae wykorzystane w kolejnych doswiadczeniach sa
zdolne do stymulacji dezagregacji i ponownego zwijania do struktury natywnej
modelowego substratu przez system Hsp70. Jako modelowe biatka nalezgce do
dwubiatkowego systemu z Enterobacteriaceae wykorzystatem biatka IbpA i IbpB z E.
coli, a jako model biatka nalezgcego do wtérnie pojedynczych sHsp z Erwiniaceae
wykorzystatem biatko IbpA z E. amylovora. Jako modelowy substrat wykorzystatem
lucyferaze.

Lucyferaza jest enzymem czesto wykorzystywanym w badaniach procesu
dezagregacji i ponownego zwijania biatek. W konformacji natywnej katalizuje ona
reakcje utleniania lucyferyny, czemu towarzyszy wytwarzanie Swiatta. Umozliwia to
szybki i precyzyjny pomiar aktywnosci tego enzymu przy uzyciu luminometru.
Pozwala to na obserwacje dezagregacji i przywracania konformacji natywnej
(reaktywacji) tego biatka przez biatka opiekunicze.

Przeprowadzitem agregacje 1,5 uM lucyferazy poprzez inkubacje w 44 °C w
obecnosci 10 uM sHsp (w przypadku systemu dwubiatkowego z E. coli uzytem 3 uM
IbpA i 7 uM 1lbpB). Tak przygotowane agregaty inkubowatem nastepnie w
temperaturze 25 °C w obecnosci bakteryjnego systemu Hsp70 (DnakK, Dnal, GrpE) i
biatka Hsp100 (ClpB). Po godzinie inkubacji zmierzytem aktywnos¢ lucyferazy w
prébce przy pomocy luminometru.

W przypadku dwubiatkowego systemu sHsp z E. coli biatko IbpA byto w stanie
jedynie w niewielkim stopniu samodzielnie stymulowac reaktywacje lucyferazy,
podobnie biatko IbpB - samodzielna stymulacja zachodzita w tym przypadku na
poziomie poréwnywalnym z kontrolg pozbawiong sHsp. Kompletny system
sktadajgcy sie z biatek IbpA i IbpB byt z kolei w stanie wydajnie stymulowad
reaktywacje lucyferazy (Ryc. 8A). W przypadku wtérnie pojedynczego biatka IbpA z E.
amylovora, byto ono w stanie wydajnie stymulowac reaktywacje lucyferazy pomimo
braku biatka IbpB (Ryc. 8B).
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Ryc. 8 Stymulacja reaktywacji lucyferazy przez wspétczesne sHsp z E. coli i E. amylovora:
1,5 uM lucyferaza byta zagregowana przez inkubacje z 10 uM sHsp (3uM IbpA i 7 uM IbpB w
przypadku dwubiatkowego systemu z E. coli) w 44 °C, po czym reaktywowana przez inkubacje
z systemem Hsp70 i ClpB i systemem regeneracji ATP (1 uM DnaK, 0,4 uM DnalJ, 0,3 uM GrpE,
2 uM ClpB, 5 mM ATP, 0,1 mg/ml kinazy kreatyny, 18 mM fosforanu kreatyny) przez 1h.
aktywnos¢ lucyferazy po reaktywacji zostata oznaczona przez luminometryczny pomiar
katalizowanej przez nig reakcji utleniania lucyferyny. A) Dwubiatkowy system sHsp z E. coli.
B) Wtérnie pojedyncze sHsp z E. amylovora.

7.2 Analiza filogenetyczna biatek IbpA w rzedzie Enterobacterales

Aby zbadaé, w jaki sposdb biatko w IbpA w Erwiniaceae nabyto zdolnos¢ do
wydajnej stymulacji dezagregacji bez udziatu wspdtpracujacego biatka IbpB,
przeanalizowatem historie ewolucyjng biatek |lbpA w rzedzie Enterobacterales, w
ktorego sktad wchodzg m.in. rodziny Erwiniaceae i Enterobacteriaceae.

Wykorzystanie analizy historii ewolucyjnej, w odréznieniu od prostego
poréwnania wtasciwosci i sekwencji wspétczesnych biatek IbpA z tych dwéch rodzin,
posiada dwie gtowne korzysci. Po pierwsze, pozwala na ograniczenie ilosci
analizowanych réznic przez eliminacje zmian nabytych w toku ewolucji juz po nabyciu
nowej funkcji. Po drugie, taka analiza pozwala unikngé sytuacji, w ktérych zjawisko
epistazy, czyli zaleznosci efektu danej mutacji od szerszego kontekstu sekwencji
aminokwasowej, uniemozliwia jednoznaczne wnioskowanie o genezie nowej funkgji
na podstawie mutacji wprowadzonych we wspétczesnych biatkach (Harms i Thornton
2010).

Pierwszym krokiem tej analizy byta rekonstrukcja filogenezy molekularnej
rodziny biatek IbpA opisujgca najbardziej wiarygodny scenariusz pokrewienstwa
miedzy wspotczesnymi homologami |bpA w Enterobacterales. Do inferencji
filogenezy wykorzystatem program Ig-Tree, oparty na algorytmie maksymalnej
wiarygodnosci (ang. Maximum Likelihood), znajdujgcym drzewo filogenetyczne z
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najwiekszym prawdopodobienstwem prowadzace do danego zestawienia
wspotczesnych sekwencji przy zatozeniu danego modelu ewolucji. Analiza zostata
przeprowadzona na podstawie zestawienia 77 sekwencji aminokwasowych
wspotczesnych biatek IbpA z Enterobacterales, pochodzgcych z baz NCBI i UniProt.
Przy uzyciu programu lg-Tree wyznaczytem, w oparciu o test statystyczny BIC (ang.
Bayesian Information Criterion), model ewolucji, ktdry najlepiej opisuje zestawienie
sekwencji biatek IbpA (Kalyaanamoorthy iin. 2017; Nguyen i in. 2015). Model JTT+R3
najlepiej pasowat do danych wedtug przyjetego kryterium. Topologia uzyskanego
drzewa filogenetycznego biatek IbpA w Enterobacterales (Ryc. 9) charakteryzuje sie
wysokim wsparciem statystycznym (bootstrap) i pokrywa sie z topologig wczesniej
opublikowanych drzew filogenetycznych opisujacych pokrewienstwo miedzy
poszczegdlnymi gatunkami nalezgcymi do ktadéw Erwiniaceae i Enterobacteriaceae
(Palmeriin. 2018; Obuchowskiiin. 2019). Sekwencje IbpA z gatunkdéw nalezgcych do
rodziny Erwiniaceae, w ktérych doszto do utraty partnerskiego biatka IbpB, tworza
grupe monofiletyczng i pozostajg w relacji siostrzanej do sekwencji IbpA z gatunkéw
nalezacych do rodziny Enterobacteriaceae.
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Ryc. 9 Drzewo filogenetyczne biatek IbpA w Enterobacterales: Filogeneza zostata
rekonstruowana w oparciu o zestawienie 77 sekwencji ortologéw IbpA z Enterobacterales
przy uzyciu algorytmu maksymalnej wiarygodnosci (ang. Maximum Likelihood) przy zatoZeniu
modelu ewolucji JTT + R3. Na drzewie zaznaczono rodziny Enterobacteriaceae i Erwiniaceae,
jak i rodzaje nalezgce do rodziny Erwiniaceae; AncAo — wezet reprezentujgcy ostatniego
wspdlnego przodka IbpA z Erwiniaceae i Enterobacteriaceae; AncA; — wezet reprezentujgcy
ostatniego wspdlnego przodka IbpA z Erwiniaceae; wsparcie bootstrap zaznaczono dla
kluczowych weztow; wspdtczesne ortologi IbpA z E. coli i E. amylovora zaznaczono czerwong
ramkgq; skala — substytucje/pozycje.
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7.3 Rekonstrukcja ancestralnej sekwencji aminokwasowej biatek AncAo
i AncA;

Wykorzystujgc zestawienie i drzewo filogenetyczne uzyskane w poprzednim
etapie badan (rozdziat 7.2), przeprowadzitem rekonstrukcje sekwencji
aminokwasowych ancestralnych biatek lbpA z Enterobacterales. W analizie
wykorzystatem program FastML, opierajacy sie na algorytmie maksymalnej
wiarygodnosci i empirycznym podejsciu Bayesowskim (ang. Empirical Bayes
approach). Wykorzystatem algorytm rekonstrukcji marginalnej (ang. marginal
reconstruction), dla kazdego z ancestralnych weztéw wyznaczajgc sekwencje
aminokwasowq, ktéra z najwiekszym prawdopodobieistwem a posteriori mogta
doprowadzi¢ do powstania wspétczesnych sekwencji, przy zatozeniu okreslonego
drzewa filogenetycznego i modelu ewolucji (Ashkenazy i in. 2012; Cohen i Pupko
2011; Cohen i in. 2008; Jones, Taylor, i Thornton 1992; Pupko i in. 2002; Simmons i
Ochoterena 2000). Jako macierz substytucji przyjatem macierz JTT, wyznaczong na
poprzednim etapie jako optymalnie opisujacg zestawienie sekwencji uzyte w analizie
(rozdziat 7.2).

Wynikiem mojej analizy byt rozktad prawdopodobieistwa a posteriori dla
kazdej pozycji w zrekonstruowanej sekwencji biatka. Najbardziej wiarygodna
sekwencja dla danego wezfa na kazdej pozycji zawiera aminokwas o najwyzszym
prawdopodobienstwie a posteriori.

Aby zweryfikowaé hipoteze, ze nabycie nowej funkcjonalnosci przez biatko
IbpA z Erwiniaceae nastgpito rownolegle z utratg biatka IbpB, w dalszej analizie
skupitem sie na dwdch ancestralnych sekwencjach — ostatnim wspdlnym przodku
biatek IbpA z Erwiniaceae i Enterobacteriaceae, ktory wcigz wystepowat w organizmie
zawierajgcym biatko IbpB (AncAo), jak i ostatnim wspdlnym przodku wtdrnie
pojedynczych biatek IbpA z Erwiniaceae, wystepujgcym w organizmie, ktéry utracit
biatko IbpB (AncA1) (Ryc.9).

Na podstawie rekonstruowanych najbardziej wiarygodnych sekwencji mozna
stwierdzi¢, ze w kladzie Erwiniaceae miedzy biatkami AncAo i AncA; nastgpito 10
zmian aminokwasowych, a miedzy biatkami AncA: i wspdtczesnym |bpA
z E. amylovora nastgpity kolejne 24 zmiany. W kladzie Enterobacteriaceae z kolei
miedzy biatkiem AncAo i wspdtczesnym biatkiem IbpA z E. coli zaszto 11 zmian.

Sprawia to, ze identyfikacja rdznic w sekwencji aminokwasowej
odpowiedzialnych za rdznice funkcjonalne jest potencjalnie tatwiejsza w przypadku
poréwnywania biatek AncAgi AncAs1, niz w przypadku poréwnywania wspoéfczesnych
biatek IbpA z E. coli i E. amylovora, ktérych sekwencje aminokwasowe rdznig sie na
30 pozycjach.

52



Aby scharakteryzowaé wtasciwosci biochemiczne biatek AncAo i AncAg,
przeprowadzitem ich nadprodukcje w E. coli, wykorzystujgc plazmidy zawierajgce de
novo syntetyzowane geny ancAo i ancAi, po czym oczyscitem je wykorzystujgc
chromatografie jonowymienna.

7.4 Charakterystyka biochemiczna rekonstruowanych biatek AncAo i
AncA:

7.4.1 Analiza zdolnosci biatek AncAo i AncA: do odwracalnej deoligomeryzacji
w warunkach szoku cieplnego

Pierwszym krokiem analizy rekonstruowanych biatek ancestralnych byta
weryfikacja, czy stanowig one funkcjonalne mate biatka szoku cieplnego. Cecha
charakterystyczng niemal wszystkich sHsp jest tworzenie dynamicznych oligomerdéw.
W zaleznosci od rdznych czynnikdw, takich jak modyfikacje posttranslacyjne lub
zmiany warunkow, sHsp mogg przechodzi¢ w rézne formy oligomeryczne (Haslbeck i
Vierling 2015). W przypadku sHsp w Enterobacterales przybiera to forme odwracalnej
deoligomeryzacji w warunkach szoku cieplnego, powigzanej z aktywacjg tych biatek
(Ratajczak, Zietkiewicz, i Liberek 2009).

W celu weryfikacji, czy rekonstruowane biatka AncAo i AncA; wykazujg t3
wtaséciwosé, wykorzystatem technike Dynamicznego Rozpraszania Swiatta (DLS, z ang.
Dynamic Light Scatterring). Pozwala ona na posredni pomiar S$rednicy
hydrodynamicznej dyfundujgcych czastek na podstawie predkosci ich dyfuzji.

Inkubowatem 10 uM roztwory biatek AncAo, AncAs, jak i wspétczesnych biatek
IbpA z E. coli i E. amylovora naprzemiennie w temperaturze 25 °Ci 44 °C, po kazdej
zmianie temperatury mierzgc rozmiar tworzonych oligomeréw przy pomocy DLS.

W przypadku wszystkich czterech analizowanych biatek, podniesienie
temperatury do 44 °C skutkowato wyraznym zmniejszeniem obserwowanych
oligomeréw w poréwnaniu z pomiarem dokonanym w 25 °C. Proces ten byt
catkowicie odwracalny po ponownym schiodzeniu, podgrzaniu i kolejnym
schtodzeniu prébek (Ryc. 10).

53



0o
. P ®
2> ¢ o 8 o= &
@ o
20 44°C 25°C

0 IbpA E. coli

20

25°C 10 IbpA E. amylovora

Objetosc¢ [%]
N
o

44°C 10 AncA,

AncA,

0,4 4 40 400

Srednica hydrodynamiczna[nm]

Ryc. 10 Rekonstruowane ancestralne sHsp odwracalnie deoligomeryzuja w warunkach
szoku cieplnego podobnie do wspdtczesnych sHsp: Rozkfady srednic hydrodynamicznych
oligomerdw tworzonych przez sHsp inkubowane naprzemiennie w 25°C (niebieskie wykresy) i
44°C (czerwone wykresy); srednice hydrodynamiczne wyznaczone za pomocq dynamicznego
rozpraszania swiatta (DLS)

Wskazuje to, ze oba rekonstruowane ancestralne biatka wykazywaty
charakterystyczng dla bakteryjnych sHsp zdolnos¢ do odwracalnej deoligomeryzacji
w warunkach szoku cieplnego, poréwnywalng do wspotczesnych biatek IbpA z E. coli
i E. amylovora.

7.4.2 Analiza zdolnosci biatek AncAo i AncA:; do wigzania agregatow
biatkowych

Kolejng zbadang przeze mnie wtasciwoscig rekonstruowanych biatek
ancestralnych byto ich powinowactwo do zagregowanych substratéow biatkowych.
Wykorzystatem w tym celu interferometrie biowarstwowga (BLI, z ang. Biolayer
Interferometry). Technika ta pozwala na precyzyjny pomiar zmian grubosci warstwy
biomolekut zwigzanych do sensora, dzieki pomiarowi interferencji wigzki $wiatta
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odbitej od granicy faz sensor - biomolekuty z wigzka swiatta odbitg od granicy faz
biomolekuty - bufor.

Jako modelowy substrat wykorzystatem biatka lizatu komodrek E. coli,
zagregowane przez inkubacje w 44 °C z sensorem BLI pokrytym jonami niklu, z
przytgczong lucyferazg ze znacznikiem polihistydynowym (Obuchowski et al. 2019).
Lizat wykorzystany w tym doswiadczeniu zostat przygotowany przez Klaudie
Kochanowicz. W celu ograniczenia wptywu biatek opiekuiczych pochodzacych z
lizowanych komoérek, uzyty szczep E. coli zawierat delecje gendéw ibpA i IbpB, jak
réwniez obnizong ekspresje gendéw dnaJ i DnaK (Mogk i in. 2003).

W celu pomiaru powinowactwa, inkubowatem analizowane sHsp z sensorem
pokrytym zagregowanymi biatkami przez godzine, obserwujgc ich wigzanie do
agregatu. Nastepnie przeniostem sensor do czystego buforu na kolejng godzine,
obserwujac dysocjacje sHsp od agregatu. Pomiaru dokonatem w temperaturze szoku
cieplnego (44 °C), w celu aktywacji sHsp (Ryc. 11).

55



A

Asocjacja Dysocjacja

Sensor
BLI

Zagregowany
lizat E.coli

sHsp & @
B

3
— A

2- A,
_ AE,amy
=— N0 SHSP

r r

Grubosé warstwy
[nm]

|
0 50 100
Czas [min]

Ryc. 11 Wiazanie rekonstruowanych i wspétczesnych biatek IbpA do zagregowanego
substratu:(A) Schemat doswiadczenia; sensor BLI pokryty zagregowanymi biatkami lizatu E.
coli inkubowano w roztworze 5 uM sHsp przez 60 min, po czym ptukano przez inkubacje w
czystym buforze przez 60 min. (B) zmiany grubosci warstwy biatek na sensorze BLI podczas
asocjacji i dysocjacji rekonstruowanych i wspétczesnych sHsp.

Najszybsze wigzanie i najwiekszg grubosé¢ warstwy zaobserwowatem dla
wspodtczesnego biatka IbpA z E. coli, podczas gdy najwolniejsze wigzanie i najmniejszg
grubos¢ utworzonej warstwy zaobserwowatem dla wspdtczesnego biatka IbpA z E.
amylovora. Wskazuje to na duzo wyzsze powinowactwo biatka z E. coli do
zagregowanego substratu w porédwnaniu do biatka z E. amylovora, co pozostaje w
zgodzie z weczesdniejszymi badaniami (Obuchowski i in. 2019). W przypadku
rekonstruowanych biatek ancestralnych, oba wykazywaty powinowactwo posrednie
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miedzy wspotczesnymi biatkami z E. coli i E. amylovora, przy czym biatko AncAo
wykazywato nieznacznie wyzsze powinowactwo do zagregowanego lizatu w
poréwnaniu z biatkiem AncA; (Ryc. 11).

7.4.3 Analiza zdolnosci biatek AncAo i AncA; do sekwestracji agregujacego
substratu

Podstawowg aktywnoscia matych biatek szoku cieplnego z rzedu
Enterobacterales jest zdolnos¢ do sekwestracji agregujgcych substratow w
kompleksach substrat — sHsp, zapobiegajaca niekontrolowanej agregacji i
potencjalnie utatwiajgca pdzniejszg dezagregacje dzieki korzystniejszemu stosunkowi
powierzchni takich kompleksow do ich objetosci w pordwnaniu z agregatami
utworzonymi bez udziatu sHsp.

W celu zbadania aktywnosci sekwestrazy rekonstruowanych ancestralnych
sHsp, ponownie wykorzystatem technike DLS (rozdziat 7.4.1). 1,5 uM modelowego
substratu, lucyferazy, inkubowatem w warunkach szoku cieplnego (44°C) w celu
doprowadzenia do jego agregacji. Inkubacje prowadzitem w obecnosci rosngcych
stezen badanych sHsp. Po zakonczeniu inkubacji, zmierzytem rozmiar utworzonych
agregatow i/lub komplekséw sHsp — substrat.

Przy odpowiednio wysokim stezeniu sHsp, oba rekonstruowane ancestralne
biatka jak i wspodtczesne biatka IbpA z E. colii E. amylovora byty w stanie sekwestrowac
lucyferaze w kompleksach o dwa rzedy wielkosci mniejszych niz agregaty utworzone
przez nig pod nieobecno$¢ sHsp. Wskazuje to, ze wszystkie analizowane biatka
posiadaty aktywnos$é sekwestrazy (Ryc. 12).
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Ryc. 12 Sekwestracja agregujacej lucyferazy przez rekonstruowane i wspotczesne sHsp: 1,5
UM lucyferaze inkubowano w 44°C przez 10 min w obecnosci rosnqcych stezer sHsp, po czym
zmierzono rozmiar utworzonych agregatéw i/lub komplekséw sHsp — substrat przy pomocy
DLS. Zmierzona Srednica hydrodynamiczna przedstawiona jest jako wartosc¢ Srednia +
odchylenie standardowe.

Substrat byt najwydajniej sekwestrowany przez wspotczesne biatko lbpA z E.
coli jak i rekonstruowane biatko AncAo. Biatko AncA:1 wykazywato mniejszg zdolnosé
do wydajnej sekwestracji agregujgcego substratu, podczas gdy wspodtczesne biatko
IbpA z E. amylovora charakteryzowato sie najmniejszg wydajnos$cig sekwestracji
substratu (Ryc. 12).

Wskazywatoby to, ze w toku ewolucji wtérnie pojedynczego |bpA w
Erwiniaceae, po utracie biatka IbpB zdolnos¢ do wydajnej sekwestracji agregujgcego
substratu przez biatko IbpA zmalata.

7.4.4 Analiza zdolnosci biatek AncAo i AncA: do wspomagania dezagregacji i
ponownego zwijania biatek

Jak juz zostato wspomniane, sekwestracja agregujgcych biatek w kompleksach
z sHsp moze zwieksza¢ wydajnosc ich pdzniejszej dezagregacji i ponownego zwijania
do konformacji natywnej ze wzgledu na mniejsze rozmiary takich komplekséw w
poréwnaniu z agregatami jak i fakt, ze sekwestrowane biatka znajdujg sie w
konformacji zblizonej do natywnej. Z drugiej strony, sHsp optaszczajgce
sekwestrowane biatka mogg utrudnia¢ systemowi Hsp70 dostep do substratow, tym
samym utrudniajgc dezagregacje, zwtaszcza przy limitujgcych stezeniach systemu
Hsp70 (Zwirowski i in. 2017; Obuchowski i in. 2019).
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W celu zbadania wptywu rekonstruowanych sHsp na proces dezagregacji i
ponownego zwijania biatek, przeprowadzitem test reaktywacji modelowego
substratu — lucyferazy (rozdziat 7.1), dokonujgc pomiaréw aktywnosci lucyferazy w

kolejnych punktach czasowych.

Wspdiczesne, wtérnie pojedyncze biatko |bpA z E. amylovora, jak i
wspotczesny system dwoch biatek IbpA i lbpB z E.coli charakteryzowaty sie
poréwnywalng, wysokg efektywnoscig stymulacji reaktywacji lucyferazy. Ancestralne
biatko AncA1 réwniez stymulowato reaktywacje lucyferazy w poréwnaniu z kontrolg
nie zawierajacg sHsp, jednak w mniejszym stopniu niz biatka wspdtczesne.
Rekonstruowane biatko AncAo z kolei nie tylko nie stymulowato reaktywacji, ale
powodowato jej inhibicje w poréwnaniu z kontrolg (Ryc. 13). Najprawdopodobniej
wigze sie to ze wzglednie silnym oddziatywaniem AncAo z substratem, znaczaco

utrudniajgcym dostep do niego systemu Hsp70.
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Ryc. 13 Zdolnos¢ rekonstruowanych i wspétczesnych sHsp do stymulacji reaktywacji
lucyferazy:

Test reaktywacji lucyferazy przeprowadzono jak wyzej (ryc. 8); reaktywacje prowadzono
przez 150 min, oznaczajgc aktywnosc¢ lucyferazy w poszczegdlnych punktach czasowych.

Powyzsze wyniki wskazujg, ze w toku ewolucji wtdrnie pojedynczego biatka
IbpA w Erwiniaceae zwiekszyta sie jego zdolnos¢ do stymulacji dezagregacji i
ponownego zwijania biatek, przy jednoczesnym spadku aktywnosci sekwestrazy.
Zdolnos¢ do stymulacji tego procesu znaczgco wzrosta (cho¢ nie do poziomu biatka
wspodtczesnego) pomiedzy weztami AncAg i AncA1, a wiec réwnolegle do utraty biatka
IbpB w ostatnim wspdlnym przodku Erwiniaceae.
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7.5 Analiza zaleinosci wiasciwosci rekonstruowanych biatek od
niepewnosci statystycznej wynikajacej z rekonstrukcji ancestralnej

Zastosowanie algorytmow opartych na maksymalnej wiarygodnosci pozwala
na rekonstrukcje ancestralnych sekwencji aminokwasowych, ktére z najwiekszym
prawdopodobienstwem doprowadzity do powstania obserwowanych wspétczesnych
sekwencji, przy zatozeniu danego drzewa filogenetycznego i modelu ewolucji. Ze
wzgledu na probabilistyczny charakter analizy, rekonstruowana sekwencja obarczona
jest jednak pewnym stopniem niepewnosci statystycznej, w szczegdlnosci dla pozycji
charakteryzujacych sie niskg konserwacja, wymagajacych wielu niezaleznych
substytucji do wyjasnienia aminokwasdw wystepujacych na danej pozycji w
sekwencjach wspdtczesnych biatek (Eick i in. 2016).

W zwigzku z powyzszym, wnioskowanie o historii ewolucyjnej na podstawie
wtasciwosci rekonstruowanych biatek wymaga weryfikacji, w jakim stopniu
wtasciwosci te zalezg od pozycji, ktérych rekonstrukcja obarczona jest wysoka
niepewnoscia (Eick i in. 2016).

W celu weryfikacji, w jakim stopniu wtasciwosci biatek AncAg i AncA1 zalezg od
niepewnych pozycji, wykorzystatem metode opartg o analizie tzw. najgorszego
mozliwego scenariusza (ang. worst case scenario) — analize wtasciwosci biatka, w
ktorym dla kazdej niepewnej pozycji (zdefiniowanej jako pozycja, w ktérej wiecej niz
jeden aminokwas mdgt wystepowac z prawdopodobiedstwem a posteriori wiekszym
lub réwnym niz 0,2) najbardziej wiarygodny aminokwas zastgpiony jest najmniej
wiarygodnym aminokwasem o prawdopodobienstwie a posteriori wiekszym lub
rownym 0,2 (Eick i in. 2016).

Biatko AncAo zawierato cztery tak zdefiniowane niepewne pozycje (28, 66,
124, 137), a biatko AncA: — dwie (124, 138). Na tej podstawie, zgodnie z
przedstawiong powyzej zasadg, zaprojektowatem dwa ,alternatywne” biatka: AncAo
N28S Q66H V124l N137K, dalej okreslane jako AncAoAlt i AncA; V1241 K138S, dalej
okreslane jako AncA:Alt.

W celu analizy w jakim stopniu wifasciwosci uzyskanych w ten sposdb
wariantdw przypominajg wtasciwosci biatek o najbardziej wiarygodnych
rekonstruowanych sekwencjach aminokwasowych, przeprowadzitem nadprodukcje i
izolacje biatek AncAoAlt i AncA:Alt, po czym scharakteryzowatem ich zdolno$¢ do
odwracalnej deoligomeryzacji w warunkach szoku cieplnego, wigzania do agregatow
biatkowych, sekwestracji agregujgcych substratow i wspomagania reaktywacji
zagregowanej lucyferazy przez system Hsp70 i Hsp100.

Jako pierwszg przeprowadzitem analize zdolnosci biatek AncAcAlt i AncA1Alt
do odwracalnej deoligomeryzacji w warunkach szoku cieplnego. Podobnie jak w
przypadku analizy najbardziej wiarygodnych wariantéw, wykorzystatem technike DLS
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w celu okreslenia $rednicy hydrodynamicznej oligomeréw tworzonych przez 10 uM
roztwor matych biatek inkubowanych naprzemiennie w 25 i 44 °C (rozdziat 7.4.1).

W przypadku biatek AncAoAlt i AncAjAlt zaobserwowatem zmniejszenie
rozmiaru tworzonych oligomeréw po inkubacji w 44 °C i ponowne zwiekszenie ich
rozmiaréw po inkubacji w 25 °C, powtarzajgce sie przy kolejnym podgrzaniu i
schtodzeniu prébki, podobnie jak w przypadku najbardziej wiarygodnych wariantéw
AncAo i AncA; (rozdziat 7.4.1) (Ryc. 14). Wskazuje to, ze niepewnos¢ statystyczna
rekonstrukcji ancestralnej nie ma znaczacego wptywu na zdolnos$¢ biatek AncAo i
AncA; do odwracalnej deoligomeryzacji w warunkach szoku cieplnego.
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Ryc. 14 Rekonstruowane alternatywne ancestralne sHsp odwracalnie deoligomeryzuja w
warunkach szoku cieplnego: Rozktady srednic hydrodynamicznych oligomerdw tworzonych
przez sHsp inkubowane naprzemiennie w 25°C (niebieskie wykresy) i 44°C (czerwone
wykresy). srednice hydrodynamiczne wyznaczone za pomocq dynamicznego rozpraszania
Swiatta (DLS)

Nastepnie zbadatem zdolno$¢ wariantdéw AncAoAlt i AncA:Alt do wigzania
zagregowanego substratu. Podobnie jak w przypadku wariantéw o najwyzszej
wiarygodnosci, wykorzystatem technike BLI. Inkubowatem analizowane biatka z
sensorem pokrytym zagregowanymi biatkami lizatu E. coli (rozdziat 7.4.2) przez 10
min, obserwujgc wzrost grubosci warstwy biatek na sensorze na skutek wigzania sHsp
do agregatu. Nastepnie umiescitem sensor w czystym buforze przez 60 min,
obserwujac spadek grubosci tej warstwy na skutek dysocjacji sHsp od agregatu.
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Podobnie jak w przypadku najbardziej wiarygodnych wariantéw, biatka
AncAoAlt i AncA1Alt wykazywaty powinowactwo do agregatow biatkowych wyzsze od
wspotczesnego IbpA z E. amylovora i nizsze od wspoétczesnego IbpA z E. coli. Biatko
AncAoAlt wykazywato wyzsze powinowactwo niz biatko AncA:Alt (Ryc. 15). Wynika z
tego, ze niepewnos¢ statystyczna rekonstrukcji ancestralnej ma niewielki wptyw na
zdolnosc biatek AncAo i AncA; do wigzania zagregowanych substratow.
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Ryc. 15 Rekonstruowane alternatywne ancestralne sHsp wigzg agregowany substrat:
Zmiany grubosci warstwy biatek na sensorze BLI podczas asocjacji i dysocjacji alternatywnych
rekonstruowanych sHsp jak i wspdfczesnych sHsp. Eksperyment przeprowadzono jak
uprzednio (ryc. 11), prowadzqgc asocjacje przez 15 min, a dysocjacje przez 60 min.

W celu analizy zdolnosci wariantdw AncAoAlt i AncAi1Alt do sekwestracji
agregujacych substratéw w kompleksach sHsp — substrat, ponownie wykorzystatem
technike DLS. Przeprowadzitem agregacje lucyferazy w obecnosci rosngcych stezen
badanych sHsp poprzez inkubacje w 44 °C, po czym zmierzytem rozmiar utworzonych
komplekséw i/lub agregatéw przy pomocy DLS.

Podobnie jak warianty o najwyzszej wiarygodnosci (rozdziat 7.4.3), biatka
AncAoAlt i AncA:Alt byty w stanie sekwestrowac agregujgca lucyferaze, przy czym
AncAoAlt charakteryzowato sie wiekszg wydajnoscia sekwestracji agregujgcego
substratu niz AncA;Alt (Ryc. 16). Wynika z tego, Ze niepewno$¢ zwigzana z
rekonstrukcjg ancestralng ma niewielki wptyw na zdolnos¢ biatek AncAoi AncA; do
sekwestracji agregujgcego substratu.

62



10000

©
E 1000 4
SE_ ]
c @© E 7
T C 1
o >5
&8 1003
© 3
> ]
-C -
10 | 1 I 1 I
0 2 4 6 8 10
Stezenie sHsp
[UM]

Ryc. 16 Zdolnosc¢ rekonstruowanych alternatywnych wariantéw biatek ancestralnych do
sekwestracji agregujacej lucyferazy: Aktywnos¢ sekwestrazy rekonstruowanych
alternatywnych biatek ancestralnych zostata zmierzona jak uprzednio (ryc. 12).

W celu analizy zdolnosci wariantéw AncAoAlt i AncA;Alt do stymulacji procesu
dezagregacji i ponownego zwijania biatek, wykorzystatem test reaktywacji lucyferazy.
Lucyferaze, zagregowang w 44 °C w obecnosci 10 uM sHsp, inkubowatem przez
godzine w obecnosci bakteryjnego systemu Hsp70 i biatka Hsp100 w temperaturze
25 °C. Po uptywie godziny zmierzytem aktywnos¢ lucyferazy w prébce przy pomocy
luminometru (rozdziat 7.4.4).

W przypadku, gdy reaktywacja prowadzona byta przy takim samym stezeniu
systemu Hsp70, jak uzyty do pomiaru wiasciwosci wariantdw o najwiekszej
wiarygodnosci (1 uM DnakK, 0,4 uM DnalJ, 0,3 uM GrpE), biatko AncAoAlt, podobnie
jak biatko AncAo, inhibowato proces dezagregacji. Biatko AncAj;Alt z kolei, w
przeciwienstwie do wariantu AncAj, nie byto w stanie wydajnie stymulowaé procesu
dezagregacji. W przypadku zastosowania dwukrotnie wyzszego stezenia systemu
Hsp70 (2 uM Dnak, 0,8 uM DnalJ, 0,6 uM GrpE), biatko AncAAlt zaczeto wykazywacé
zdolnos¢ do stymulacji dezagregacji jedynie nieznacznie nizszg niz AncAi, a biatko
AncAoAlt stymulowato dezagregacje lucyferazy jedynie w niewielkim stopniu (Ryc. 17
A, B). Zgadza sie to z wynikami wczesniejszych badan, pokazujgcych, ze zdolnos$¢ sHsp
do stymulacji lub inhibicji dezagregacji zalezy w znacznej mierze od stezenia systemu
Hsp70 (Obuchowski i in. 2019; Zwirowski i in. 2017).
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Ryc. 17 Zdolnos¢ alternatywnych i najbardziej wiarygodnych wariantéw rekonstruowanych
sHsp do stymulacji dezagregacji lucyferazy przez system Hsp70 i Hsp100: Test reaktywacji
lucyferazy byt przeprowadzony jak uprzednio (ryc. 8). A) Reaktywacja prowadzona przy
standardowym stezeniu systemu Hsp70 (1 uM DnakK, 0,4 uM Dnal 0,3 uM GrpE). B)
Reaktywacja prowadzona przy wysokim stezeniu systemu Hsp70 (2 uM DnaK, 0,8 uM Dnal
0,6 uM GrpE).

Wynika z tego, ze, jakkolwiek niepewne pozycje w rekonstruowanych
sekwencjach aminokwasowych majg wptyw na zdolno$é¢ do stymulacji procesu
dezagregacji i ponownego zwijania biatek w nizszych stezeniach systemu Hsp70 (w
szczegdlnosci w przypadku biatka AncAi), obserwowany znaczgcy wzrost zdolnosci
biatka AncA1 do stymulacji tego procesu w poréwnaniu z biatkiem AncAo nie zalezy w
znaczacy sposob od niepewnosci zwigzanej z rekonstrukcjg ancestralna.

Podsumowujgc, niepewnos¢ statystyczna zwigzana z rekonstrukcjg
ancestralng nie ma wptywu na obserwowany wzrost zdolnosci do stymulacji
dezagregacji i ponownego zwijania biatek przy jednoczesnym zmniejszeniu
aktywnosci sekwestrazy pomiedzy weztami AncAo i AncAs.

7.6 Analiza selekcji naturalnej pomiedzy weztami AncAo i AncA:

Aby okresli¢ mechanizm ewolucyjny, ktéry najprawdopodobniej doprowadzit
do wyksztatcenia obserwowanej nowej aktywnosci biatka AncA1, zbadatem selekcje
naturalng dziatajacag na gatezi drzewa filogenetycznego miedzy weztami AncAo i
AncAi. Zastosowana analiza opierata sie na wyznaczeniu stosunku substytucji
synonimicznych i niesynonimicznych (tzw. wspoétczynnik w).

Opierajac sie na wyznaczonym wczesniej drzewie filogenetycznym (rozdziat
7.2), zestawieniu sekwencji aminokwasowych ortologdéw lbpA z Enterobacterales
(rozdziat 7.2) oraz odpowiadajgcym im sekwencjach nukleotydowych pozyskanych z
bazy danych NCBI, wykazatem, ze gataz miedzy weztami AncAo i AncA; charakteryzuje
wartos¢ wspotczynnika w wieksza od 1, co wskazuje, ze nabycie nowych funkcji przez
biatko AncA1 nastgpito najprawdopodobniej na skutek dziatania selekcji pozytywne;.
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Wynik ten zostat uzyskany zaréwno przy wykorzystaniu modelu zakfadajgcego
jednakowga selekcje dla wszystkich pozycji w sekwencji aminokwasowej na danej
gatezi (ang. branch model) jak i modelu zakfadajacego rdéing selekcje dla
poszczegdlnych pozycji w sekwencji aminokwasowej na danej gatezi (ang. branch-site
model) (Jeffares iin. 2015; Yang 1998; 2007; Yang i Nielsent 2002).

model LP InL w LRT
Mo 154 -11631,91 w=0,04
w,=0,04
Two - Ratio, gatgZ Ag-A, jako pierwszoplanowa 155 -11618,80 LRT = 26,22 P<0,001
;=999,00
wg=0,04
Two — Ratio, klad Erwiniaceae jako pierwszoplanowy 155 -11630,36 LRT =3,11 NS
w;=0,04

Tabela 1. Parametry statystyczne modeli selekcji typu branch model: W analizie model MO
stanowit hipoteze zerowq; LP — liczba parametrdw, InL — logarytm naturalny wiarygodnosci
(ang. Likelihood), w — stosunek substytucji niesynonimicznych do synonimicznych; wo —
wspotczynnik w dla gatezi tta, w; — wspdtfczynnik w dla gatezi pierwszoplanowych, LRT — test
stosunku wiarygodnosci (ang. Likelihood Ratio Test), NS —nieistotny statystycznie

Klasa

model LP InL . proporcja Wy  Uh LRT
pozycji
0 0,35 0,03 0,03
1 0,01 1,00 1,00
Al 156 -11576,80
2a 0,63 0,03 0,40
ta A-A. iako pi | 2b 0,01 1,00 0,40
algz = dko plerwszoplanowa

§aaz Ro-u Jakop P 0 0,88 003 0,03
1 0,01 1,00 1,00

A 157 -11565,20 LRT = 23,20 P<0,001
2a 0,10 0,03 999,00
2b 0,00 1,00 999,00
0 0,90 0,03 0,03
1 0,03 1,00 1,00

Al 156 -11523,90

2a 0,07 0,03 0,40
klad Erwiniaceae jako 2b 0,00 1,00 0,40
pierwszoplanowy 0 0,98 0,03 0,03
1 0,01 1,00 1,00

A 157 -11570,20 LRT=-92,51 NS
2a 0,01 0,03 1,00
2b 0,00 1,00 1,00

Tabela 2. Parametry statystyczne modeli selekcji typu branch - site model: W analizie model
Al stanowit hipoteze zerowq; LP — liczba parametrow, InL — logarytm naturalny
wiarygodnosci (ang. Likelihood), w — stosunek substytucji niesynonimicznych do
synonimicznych; wo — wspdfczynnik w dla gatezi tta, w; — wspdfczynnik w dla gafezi
pierwszoplanowych, LRT — test stosunku wiarygodnosci (ang. Likelihood Ratio Test), NS —
nieistotny statystycznie. Klasy pozycji: 0 — pozycje podlegajqgce negatywnej selekcji zaréwno
w gafeziach tfa, jak i pierwszoplanowych, 1 — pozycje podlegajgce dryfowi genetycznemu
zarowno w gafeziach tta, jak i pierwszoplanowych, 2a — pozycje, ktére w gafeziach
pierwszoplanowych podlegajq selekcji pozytywnej, a w gafeziach tta — negatywnej, 2b -
pozycje, ktore w gateziach pierwszoplanowych podlegajq selekcji pozytywnej, a w gateziach
tta — dryfowi genetycznemu
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7.7 Identyfikacja kluczowych mutacji odpowiadajgcych za réinice w
aktywnosci biatek AncAo i AncA;

W celu identyfikacji substytucji aminokwasowych odpowiadajacych za
obserwowane zmiany funkcjonalne miedzy weztami AncAo i AncA;, poréwnatem
sekwencje aminokwasowe obu rekonstruowanych biatek. Rdéznity sie one na
dziesieciu pozycjach, z ktérych osiem znajdowato sie w domenie ACD, a dwie w
regionie CTE (Ryc. 18).

AncA, MENFDLSPLYRSAIGEFDRLFNLLESNONQSNGGYPPYNVELVDENHYRIATIAVAGFAESELDITAQDNLLIVKGAHAGEQ 80
AncA; MRNFDLSPLYRSATGFDRLFNLLESNQNQSNGGY PPYNVELVDENHYRITTIAVAGFAQSELDITSHDNLLTVRGAHAEREQ 80

AncA, PERTYLYQGTAERNFERKFQLAEHTHVRGANLENGLLY IDLERVVPEAMKPRRIETN- 137
AncA, PERTYLYQGIAERNFERKFQLAEHIHVRDARLENGLLYIDLERVVPEAMKPRRIEILK 138

Ryc. 18 Zestawienie sekwencji aminokwasowych rekonstruowanych biatek AncAo i AncA;:
Rdznice wykorzystane w dalszych analizach zaznaczono na czerwono, réznice pominiete w
dalszych analizach ze wzgledu na niskq konserwacje we wspdfczesnych ortologach IbpA
zaznaczono przez pogrubienie.

Jako Zze najwieksze rodinice w aktywnosci biatek AncAg i AncA:
zaobserwowatem w przypadku pomiaru ich zdolnosci do stymulacji procesu
dezagregacji i ponownego zwijania zagregowanych biatek, do analizy wptywu
poszczegdlnych substytucji na wtasciwosci biatek ancestralnych wykorzystatem test
reaktywacji lucyferazy (rozdziat 7.4.4).

Ze wzgledu na niski stopief konserwacji we wspoéfczesnych biatkach 1bpA z
rodziny Erwiniaceae, w dalszych analizach pomingtem trzy z dziesieciu potencjalnych
pozycji (58, 65 i 138) (Ryc. 18). Aby potwierdzié, ze substytucje na pozostatych
siedmiu pozycjach sg wystarczajgce, aby biatko AncAo nabyto witasciwosci biatka
AncA;, zaprojektowatem biatko AncAo + 7, wprowadzajgc w biatku AncAo na kazdej z
tych siedmiu pozycji substytucje na aminokwas wystepujacy w biatku AncA;.

Biatko AncAo + 7 byto w stanie wydajnie stymulowaé proces reaktywacji
lucyferazy, na poziomie poréwnywalnym z biatkiem AncA1 (Ryc. 19). Wskazuje to, ze
wyselekcjonowane siedem substytucji rzeczywiscie wystarcza, aby biatko AncAo
nabyto wtasciwosci biatka AncAi.
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Ryc. 19 Substytucje na 7 wyselekcjonowanych pozycjach wystarczaja, aby AncAo, nabyto
zdolnos¢ do stymulacji reaktywacji lucyferazy na poziomie AncAi: Test reaktywacji
lucyferazy zostat przeprowadzony jak uprzednio (ryc. 8); Ao+7 — biatko AncAo, z
wprowadzonymi na pozycjach 50, 66, 73, 78, 109, 111 i 137 substytucjami na aminokwas
wystepujgcy w biatku AncAs,; substytucje zostaty symbolicznie przedstawione na schemacie —
pozycje oznaczone kolorem magenta oznaczajg aminokwasy wystepujgce w bardziej
ancestralnym biatku AncAo, a oznaczone kolorem zielonym — wystepujgce w bardziej
wspotczesnym biatku AncA;.

Aby okresli¢, ktére z tych siedmiu substytucji s3 niezbedne dla uzyskania
nowej funkcjonalnosci przez biatko AncAi, przygotowatem siedem kolejnych
mutantow biatka AncAo. Byty one zaprojektowane analogicznie do AncAg + 7, przy
czym jedynie sze$¢ z siedmiu analizowanych pozycji zawierato aminokwas
charakterystyczny dla biatka AncAi, a jedna z nich, inna w przypadku kazdego
wariantu, zawierata aminokwas charakterystyczny dla biatka AncAo.

W przypadku wariantéw, w ktérych bardziej ancestralny aminokwas
znajdowat sie na pozycji 66 lub 109, zaobserwowatem niemal catkowity brak
stymulacji procesu reaktywacji lucyferazy (Ryc. 20). Wskazuje to na fakt, ze
substytucje Q66H i G109D sg wymagane do nabycia zdolnosci do wydajnej stymulacji
reaktywacji lucyferazy przez biatko AncAo.
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Ryc. 20 Substytucje na pozycjach 66 i 109 s3 niezbedne do nabycia przez AncA, zdolnosci
do wydajnej stymulacji reaktywacji lucyferazy: Test reaktywacji lucyferazy zostat
przeprowadzony jak uprzednio (ryc. 8); Ao+7 - biatko AncAo z substytucjami na aminokwas
witasciwy dla AncA; na 7 analizowanych pozycjach; Ao+6* - seria 7 mutantdw biatka AncAs w
kazdym z ktorych na jednej z 7 analizowanych pozycji znajduje sie aminokwas witasciwy dla
biatka AncAo, a na pozostatych 6 — aminokwas wtasciwy dla biatka AncA;; substytucje zostaty
symbolicznie przedstawione na schemacie (ryc. 19).

Aby dowiedzieé sie, czy substytucje Q66H i G109D sg wystarczajgce, aby biatko
AncAp uzyskato zdolnos$¢ do stymulacji reaktywacji lucyferazy podobng do AncAi,
przeprowadzitem analize trzech kolejnych biatek: AncAg Q66H, AncAo G109D i AncAo
Q66H G109D.

Biatka AncAo Q66H i AncAp; G109D byty w stanie stymulowaé reaktywacje
lucyferazy w znikomym stopniu, na poziomie poréwnywalnym z kontrolg nie
zawierajgcy sHsp, podczas gdy biatko AncAp Q66H G109D wydajnie stymulowato
reaktywacje lucyferazy, na poziomie zblizonym do AncA1 (Ryc. 21). Wynika z tego, ze
substytucje Q66H i G109D sg wystarczajgce, aby biatko AncAp nabyto zdolnos$¢ do
wydajnej stymulacji reaktywacji lucyferazy charakterystyczng dla biatka AncAi.
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Ryc. 21 Wptyw substytucji na pozycjach 66 i 109 na zdolnos¢ biatka AncA, do stymulacji
reaktywacji lucyferazy: Test reaktywacji lucyferazy zostat przeprowadzony jak uprzednio
(ryc. 8); substytucje zostaty symbolicznie przedstawione na schemacie (ryc. 19).

Fakt, ze biatka AncAg Q66H i AncAg G109D nie byly w stanie w znacznym
stopniu stymulowaé reaktywacji lucyferazy wskazuje, ze wptyw tych substytucji na
efektywno$é stymulacji dezagregacji i ponownego zwijania zagregowanych biatek ma
charakter synergiczny — jedynie substytucje na obu tych pozycjach sg w stanie
doprowadzi¢ do znaczgcego zwiekszenia zdolnosci biatka AncAg do stymulacji tego
procesu. Zgadza sie to z wczesniejszym wynikiem wskazujgcym, ze substytucja
bardziej ancestralnego aminokwasu zaréwno na pozycji 66 jak i 109 skutkuje utratg
zdolnosci biatka AncAp + 7 do efektywnej stymulacji reaktywac;ji lucyferazy.

Jako dodatkowg kontrole, zbadatem zdolnos¢ biatka AncA; H66Q i D109G
(biatka AncAi1 z bardziej ancestralnymi aminokwasami na pozycjach 66 i 109) do
stymulacji reaktywacji lucyferazy. Wprowadzenie tych dwéch mutacji do biatka AncA;
spowodowato utrate przez nie zdolnosci do wydajnej stymulacji reaktywacji
lucyferazy. Co wiecej, biatko AncA1 H66Q D109G inhibowato reaktywacje lucyferazy,
podobnie do biatka AncAo (Ryc. 22). Potwierdza to, ze substytucje Q66H i G109D
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odgrywaty kluczowa role w nabyciu przez biatko lbpA w Erwiniaceae wiekszej
zdolnosci do stymulacji dezagregacji i ponownego zwijania biatek.
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Ryc. 22 Wptyw substytucji na pozycjach 66 i 109 na zdolno$¢é biatka AncA; do stymulacji
reaktywacji lucyferazy: Test reaktywacji lucyferazy zostat przeprowadzony jak uprzednio
(ryc. 8); substytucje zostaty symbolicznie przedstawione na schemacie (ryc. 19)

Aby zweryfikowaé, czy wprowadzone substytucje nie zaburzyty pozostatych
charakterystycznych funkcji sHsp wykazywanych przez AncAo i AncAj, wykorzystatem
technike DLS w celu zbadania zdolnosci biatek AncAo + 7, AncAo Q66H G109D i AncA:
H66Q D109G do odwracalnej deoligomeryzacji w warunkach szoku cieplnego i do
sekwestracji agregujgcego substratu.

Analize zdolno$ci do odwracalnej deoligomeryzacji przeprowadzitem jak
uprzednio (rozdziat 7.4.1). W przypadku kazdego z trzech analizowanych biatek
zaobserwowatem zmniejszenie Srednicy hydrodynamicznej tworzonych oligomerdéw
po inkubacji w 44 °Ci ponowne jej zwiekszenie po inkubacji w 25 °C. Proces ten byt w
kazdym przypadku odwracalny i powtarzalny po ponownej inkubacji w 44 °C i
schtodzeniu do 25 °C (Ryc. 23). Wskazuje to, ze analizowane mutacje nie zaburzajg w
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znaczacy sposOb charakterystycznej dla sHsp odwracalnej deoligomeryzacji w
warunkach szoku cieplnego.
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Ryc. 23 Biatka AncA, Q66H G109D, AncA; H66Q D109G i AncA, + 7 ulegaja odwracalne;j
deoligomeryzacji w warunkach szoku cieplnego: Rozktady srednic hydrodynamicznych
oligomerdéw tworzonych przez sHsp inkubowane naprzemiennie w 25 °C (niebieskie wykresy) i
44°C (czerwone wykresy),; srednice hydrodynamiczne wyznaczone za pomocq dynamicznego

rozpraszania swiatta (DLS).

Analize zdolnosci do sekwestracji agregujgcego substratu podobnie
przeprowadzitem tak jak uprzednio (rozdziat 7.4.3). Kazde z analizowanych biatek
byto w stanie, powyzej pewnego stezenia, znaczgco zmniejszy¢ rozmiar czastek
tworzonych przez agregujacg w ich obecnosci lucyferaze. Wskazuje to, ze wszystkie
posiadaty aktywnos$¢ sekwestrazy. W przypadku biatek AncAo + 7 i AncAo Q66H i
G109D, bedacych w stanie wydajnie stymulowa¢ dezagregacje (patrz wyzej),
wydajnos¢ sekwestracji agregujacego substratu byta nizsza, niz w przypadku biatka
AncAi1 H66Q D109G, bedacego inhibitorem dezagregacji (patrz wyzej) (Ryc. 24).
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Ryc. 24 Biatka AncA, Q66H G109D, AncA; H66Q D109G i AncAo + 7 sekwestrujg agregujaca
lucyferaze: Aktywnosc sekwestrazy zostata zmierzona jak uprzednio (ryc. 12).

Wskazuje to, ze substytucje na pozycjach 66 i 109 zwigzane sg nie tylko ze
wzrostem zdolnosci ancestralnego IbpA do stymulacji dezagregacji i ponownego
zwijania substratu, zaobserwowanego pomiedzy weztami AncAg i AncAj, ale rowniez
z towarzyszgcym mu spadkiem aktywnosci sekwestrazy.

7.8 Analiza znaczeniareszt 66 i 109 dla réznic w aktywnosci biatek AncAo
i AncA; na poziomie molekularnym

7.8.1 Lokalizacja reszt 66 i 109 w strukturze biatka sHsp

Zidentyfikowane kluczowe reszty 66 i 109 znajdujg sie w domenie ACD biatka
IbpA. W celu okreslenia ich doktadnej lokalizacji w strukturze tego biatka, Marcin
Pitek, wykorzystujgc program AlphaFold2, mutageneze in silico i symulacje dynamiki
molekularnej w stanie rownowagi, uzyskat struktury dimeréw domen ACD biatek
AncAo i AncAg Q66H G109D wraz z zadokowanym peptydem C, reprezentujgcym
region CTE biatka AncAo (oddziatywanie miedzy tym regionem, a domeng ACD
odgrywa istotng role w tworzeniu oligomerdéw sHsp (Strézecka i in. 2012; Haslbeck,
Weinkauf, i Buchner 2019)). Wynika z niej, ze reszty 66 i 109 znajdujg sie w
bezposredniej bliskosci kieszeni B4-B8, stanowigcej miejsce wigzania regionu CTE
(Ryc. 25).
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Dimer domen
ACD

Ryc. 25 Struktura dimeru domen ACD biatka AncA, Q66H G109D z zadokowanym peptydem
C: Peptyd C reprezentuje region CTE biatka AncA, o sekwencji aminokwasowej
PEAMKPPRIEIN. Aminokwasy na pozycjach 66 i 109 znajdujg sie w bezposredniej bliskosci
kieszeni miedzy wstqzkami 64 i 68, stanowigcej miejsce wigzania regionu CTE. Struktura
uzyskana przy pomocy programu AlphaFold2 i symulacji dynamiki molekularnej w stanie
rownowagi w programie Gromacs 2019.2 przez Marcina Pitka.

7.8.2 Analiza wptywu substytucji na pozycjach 66 i 109 na site oddziatywania
miedzy domeng ACD, a peptydem C in vitro

Zidentyfikowane kluczowe reszty 66 i 109 znajdujg sie w domenie ACD, w
bezposredniej bliskosci kieszeni P4-B8. We wspodtczesnych sHsp kieszen ta jest
miejscem wigzania regionu CTE sgsiednich czgsteczek sHsp, ktdre to odziatywanie jest
kluczowe dla funkcjonalnosci tych biatek (Strézecka i in. 2012; Giese i Vierling 2002).

Aby zweryfikowaé, czy substytucje na pozycjach 66 i 109, ze wzgledu na ich
lokalizacje w poblizu kieszeni B4-B8, wptywajg na oddziatywanie miedzy domeng ACD
biatka AncAy, a jego regionem CTE, wykorzystatem technike BLI.

Do analizy wykorzystatem nadprodukowane i oczyszczone domeny ACD biatek
AncAo i AncAp Q66H G109D jak i nadprodukowany i oczyszczony peptyd C
(odpowiadajgcy regionowi CTE biatka AncAo) z dotgczonym tgcznikiem SUMO oraz
znacznikiem heksahistydynowym. Zastosowanie w analizie samej domeny ACD
umozliwito lepszg kontrole nad warunkami doswiadczenia, niwelujgc wptyw
oligomeryzacji matych biatek. Dotgczenie tgcznika SUMO do peptydu C miato na celu
zwiekszenie jego rozpuszczalnosci i zapobiezenie precypitacji w warunkach
doswiadczenia.
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Za posrednictwem znacznika heksahistydynowego zwigzatem peptyd C do
sensora BLI pokrytego jonami niklu. Po usunieciu niezwigzanego peptydu przez
ptukanie sensora w czystym buforze, obserwowatem wigzanie do sensora badanych
domen ACD i ich pdZniejszg dysocjacje. Doswiadczenie powtdrzytem dla kolejnych
stezert domen ACD (Ryc. 26 A, B), porédwnujgc grubosci utworzonej warstwy biatek w
momencie zakonczenia etapu asocjacji dla poszczegdlnych stezen obu analizowanych
domen.

Domena ACD biatka AncAo charakteryzowata sie wyzszym powinowactwem
do peptydu C, niz domena ACD biatka AncAo Q66H G109D (Ryc. 26 A, B). Wskazuje to,
ze substytucje na pozycjach 66 i 109 zmniejszyty w pewnym stopniu powinowactwo
miedzy domeng ACD biatka AncAo, a jego regionem CTE.
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Ryc. 26 Substytucje na pozycjach 66 i 109 zmniejszaja powinowactwo domeny ACD biatka
AncA, do regionu CTE: A) Peptyd C zostat zwigzany do sensora BLI pokrytego jonami niklu za
posrednictwem znacznika Sumo-Hisg; sensor byt inkubowany przez 45 min z réZznymi
stezeniami domeny ACD biatek AncAo i AncAo Q66H G109D, po czym zostat przeniesiony do
czystego buforu na 10 min; zmiany grubosci warstwy biatek na sensorze zwigzane z asocjacjq
i dysocjacjg domeny ACD od peptydu zmierzono przy pomocy techniki BLI; grubos¢ warstwy
biatek zostata przedstawiona na wykresie po odjeciu wartosci zmierzonych dla proby
kontrolnej nie zawierajgcej domeny ACD. B) Zaleznosc¢ grubosci warstwy biatek na sensorze
w momencie zakoriczenia etapu asocjacji od uzytego stezenia domeny ACD.

7.8.3 Analiza wptywu substytucji na pozycjach 66 i 109 na stan oligomeryczny
sHsp

Ze wzgledu na kluczowgq role, jakg odgrywa interakcja miedzy regionem CTE i
domeng ACD w tworzeniu oligomerdw sHsp (Strozecka i in. 2012; Giese i Vierling
2002), postanowitem zbada¢, w jaki sposéb ostabiajgce jg substytucje na pozycjach
66 i 109 wptyng na stan oligomeryczny biatka AncAos. Wykorzystatem w tym celu
technike DLS (rozdziat 7.4.1), mierzac rozmiar oligomerdw tworzonych przez biatka
AncAo i AncAp Q66H G109D w rdéinych temperaturach. Zaobserwowatem, ze
substytucje te spowodowaty nieznaczne zmniejszenie tworzonych oligomerdéw jak i
pewne utatwienie deoligomeryzacji zachodzgcej na skutek wzrostu temperatury (ryc.
27 A, B).
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Ryc. 27 Wptyw substytucji Q66H G109D na stan oligomeryczny biatka AncAo: A) Rozktad
Srednicy hydrodynamicznej wedfug nateZenia sygnafu DLS oligomerdw tworzonych przez
biatka AncAo i AncAp, Q66H G109D w réznych temperaturach. B) Zaleznos¢ temperaturowa
srednicy hydrodynamicznej odpowiadajgcej maksimum dominujgcego wierzchotka rozktadu
Srednicy hydrodynamicznej oligomerdw AncAo, i AncAo Q66H G109D wzgledem procentu

zajmowanej przez objetosci.

7.8.4 Analiza wptywu substytucji na pozycjach 66 i 109 na wigzanie
zagregowanego substratu przez domene ACD in vitro

Wczesniejsze badania wykazaty, ze zdolnos¢ do sekwestracji agregujgcego
substratu i wspomagania dezagregacji przez sHsp z E.coli wymaga obecnosci
regiondow terminalnych (Strézecka i in. 2012). Nie zbadano jednak do tej pory
bezposrednio, czy domena ACD tych biatek jest w stanie oddziatywaé z substratem.

77



W przypadku biatek sHsp z réznych organizmdéw zaobserwowano, ze domena
ACD moze oddziatywac z niektérymi substratami (w szczegdlnosci amyloidowymi) za
posrednictwem kieszeni miedzy kartkami B4 i B8 (Jaya, Garcia, i Vierling 2009; Fuchs
iin. 2009; Lee i in. 1997; Reinle, Mogk, i Bukau 2022).

Ze wzgledu na to, ze to rejon ten jest homologiczny do interfejsu
zawierajgcego pozycje 66 i 109 w biatku AncAg, postanowitem sprawdzi¢, czy domena
ACD tego biatka jest w stanie oddziatywac z agregatami biatkowymi i czy substytucje
na tych dwéch pozycjach modyfikujg to oddziatywanie. Podobnie jak w przypadku
analizy wigzania catego biatka AncAo do zagregowanego substratu, wykorzystatem
technike BLI (rozdziat 7.4.2). Oprdcz zagregowanego lizatu E. coli jako dodatkowy
modelowy substrat zastosowatem zagregowang lucyferaze.

W przypadku obu analizowanych substratéw zaobserwowatem wigzanie
domeny ACD biatka AncAo, jak i AncAg Q66H G109D do agregatu (Ryc. 28 A, B).
Oznacza to, ze domena ACD bakteryjnych sHsp jest w stanie wigza¢ amorficzne
agregaty bez udziatu regionéw CTE i NTE. Dla obu substratéw, domena ACD biatka
AncAo wykazywatfa sie wyzszym powinowactwem do substratu niz domena ACD
biatka AncAo Q66H G109D (Ryc. 28 A, B). Wskazuje to, ze substytucje na pozycjach 66
i 109 doprowadzity do ostabienia oddziatywania miedzy domeng ACD biatka AncAo, a
substratem.

A, ACD _—"—A,ACD
44— A;ACD Q66H G109D 44 - {——A, ACD Q66H G109D)

Grubos¢ warstwy
[nm]
Grubos¢ warstwy
[nm]

N
1

T T T
0 50 100 0 50 100

Czas [min] Czas [min]

Ryc. 28 Wplyw substytucji Q66H G109D na oddziatywanie domeny ACD biatka AncA, ze
zagregowanym substratem: Wigzanie domeny ACD do zagregowanego substratu zmierzono
przy uzyciu techniki BLI, jak opisano wyzej (ryc. 11). A) Wigzanie domeny ACD do
zagregowanego lizatu E. coli. B) Wigzanie domeny ACD do zagregowanej lucyferazy.

Powyzsza obserwacja sugeruje réwniez, ze zaobserwowane wigzanie miedzy
domeng ACD bakteryjnych sHsp i amorficznymi agregatami najprawdopodobniej
zachodzi poprzez kieszen miedzy kartkami B4 i B8, a potencjalny mechanizm tej
interakcji moze by¢ zblizony do mechanizmu interakcji domeny ACD z peptydem C.
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Ze wzgledu na zaobserwowang zdolnos¢ domeny ACD biatek AncAo i AncAo
Q66H G109D do wigzania substratu, postanowitem zbada¢, czy posiada ona zdolnos¢
do sekwestracji agregujgcych substratéw i wspomagania dezagregaciji.

Podobnie jak we wczesniejszych doswiadczeniach, do analizy aktywnosci
sekwestrazy wykorzystatem technike DLS (rozdziat 7.4.3). Zaréwno w przypadku
biatka AncAo, AncAo Q66H G109D, jak i wspdtczesnego IbpA z E. coli, sama domena
ACD nie byta w stanie zmniejszy¢ rozmiaru czastek tworzonych przez agregujaca
lucyferaze, niezaleznie od stezenia domeny, w przeciwieistwie do petnego
wspotczesnego biatka IbpA z E. coli (Ryc. 29). Wynika z tego, ze zaobserwowane
oddziatywanie miedzy substratem a domeng ACD nie jest wystarczajgce do wydajnej
sekwestracji agregujacych substratéw.
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Ryc. 29 Same domeny ACD nie sg3 w stanie sekwestrowaé agregujacej lucyferazy:
Sekwestracje agregujqcej lucyferazy zmierzono jak opisano wyzej (ryc. 12). jako kontrole
wykorzystano petnej dtugosci wspdtczesne biatko IbpA z E. coli

Do analizy stymulacji dezagregacji wykorzystatem, jak uprzednio, test
reaktywacji lucyferazy (rozdziat 7.4.4). Sama domena ACD zaréwno w przypadku
biatka AncAo, jak i AncAg Q66H G109D, nie byta w stanie stymulowac¢ ani hamowad
reaktywacji lucyferazy przez system Hsp70 i Hsp100 (Ryc. 30). Wskazuje to, ze,
podobnie jak w przypadku aktywnosci sekwestrazy, samo zaobserwowane
oddziatywanie miedzy domeng ACD, a substratem nie wystarcza do stymulacji
dezagregacji.
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Ryc. 30 Same domeny ACD nie s3 w stanie stymulowac reaktywacji lucyferazy: Test
reaktywacji lucyferazy zostat przeprowadzony jak opisano wyzej (ryc. 8)

Potwierdza to wyniki wczesniejszych badan wykazujace, ze regiony NTE i CTE
s niezbedne dla aktywnosci bakteryjnych sHsp (Strézecka i in. 2012), zaréwno w
przypadku sekwestracji agregujacych substratéw jak i stymulacji dezagregacji.

Powyzsze wyniki wskazujg, ze substytucje Q66H i G109D doprowadzity do
ostabienia oddziatywania miedzy domeng ACD biatka IbpA, a regionem CTE, jak i
miedzy tg domeng, a substratem w toku ewolucji wtérnie pojedynczego lbpA w
Erwiniaceae.

Zmiany te mogg ttumaczyé obserwowany spadek aktywnosci sekwestrazy i
wzrost zdolnosci do stymulacji dezagregacji — ostabienie odziatywania z substratem
jak i potencjalnie oddziatywania pomiedzy poszczegdlnymi sHsp w kompleksie z
substratem (poprzez odziatywanie regionéw CTE z domenami ACD sasiednich biatek)
mogto utatwic¢ konkurencje systemu Hsp70 o miejsca wigzania na substracie w trakcie
dezagregacji, jednoczesnie w pewnym stopniu utrudniajgc wigzanie substratu przez
sHsp w trakcie sekwestracji.

7.9 Analiza znaczenia pozycji 66 i 109 we wspotczesnych biatkach IbpA
z E. colii E. amylovora

Kolejnym krokiem byto zbadanie, jaka role odgrywajg pozycje 66 i 109 lub
homologiczne w determinacji réznic funkcjonalnych miedzy wspétczesnymi biatkami
IbpA z Erwiniaceae i Enterobacteriaceae. Aminokwasy wystepujgce na tych pozycjach
w |bpA z E. coli sg identyczne jak w przypadku chronologicznie starszego,
rekonstruowanego biatka AncAo, podczas gdy aminokwasy wystepujgce na
homologicznych pozycjach (67 i 110) w lbpA z E. amylovora s3g identyczne jak w
przypadku chronologicznie nowszego, rekonstruowanego biatka AncAs.
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Aby zbada¢, czy te réznice wystarczajg do wyjasnienia rdéznic funkcjonalnych
miedzy tymi wspoétczesnymi biatkami, sprawdzitem, jak wprowadzenie aminokwaséw
charakterystycznych dla lbpA z E. amylovora na pozycjach 66 i 109 w IbpA z E. coli
oraz aminokwaséw charakterystycznych dla IbpA z E coli na homologicznych
pozycjach 67 i 110 w lbpA z E. amylovora wptywa na ich zdolnos¢ tych biatej
wspomagania dezagregacji i ponownego zwijania substratu, wigzania substratu i
sekwestracji agregujgcego substratu.

Przed witasciwymi analizami zweryfikowatem, czy wprowadzone substytucje
nie zaburzajg charakterystycznej dla sHsp odwracalnej deoligomeryzacji w
warunkach szoku cieplnego, wykorzystujgc jak uprzednio technike DLS (rozdzat
6.4.1). Zaréwno w przypadku biatka IbpAe.coi Q66H G109D, jak i IbpAc.amyiovora H67Q
D110G tworzone przez nie oligomery ulegty zmniejszeniu po inkubacji w 44 °C i
powiekszeniu po ponownej inkubacji w 25 °C. Efekt ten byt odwracalny i powtarzalny
po ponownej inkubacji w 44 i 25 °C (Ryc.31). Wynika z tego, ze wprowadzone
substytucje nie doprowadzity do utraty zdolnosci biatek IbpA z E. coli i E. amylovora
do odwracalnej deoligomeryzacji w warunkach szoku cieplnego.
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Ryc. 31 Wspdtczesne biatka IbpA z E. coli i E. amylovora z substytucjami na pozycjach
homologicznych do pozycji 66 i 109 w AncA, odwracalnie deoligomeryzuja w warunkach
szoku cieplnego: Rozktady srednic hydrodynamicznych oligomeréw tworzonych przez sHsp
inkubowane naprzemiennie w 25°C (niebieskie wykresy) i 44°C (czerwone wykresy); Srednice
hydrodynamiczne wyznaczone za pomocq dynamicznego rozpraszania swiatta (DLS).
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W celu analizy stymulacji dezagregacji i ponownego zwijania substratow, tak
jak w poprzednich przypadkach wykorzystatem test reaktywacji lucyferazy (rozdziat
7.4.4). Biatko lbpAc.coi byto w stanie jedynie w niewielkim stopniu stymulowac
reaktywacje lucyferazy, podczas gdy biatko IbpAc.coi Q66H G109D byto w stanie
stymulowad reaktywacje lucyferazy niemal dwa razy wydajniej, podobnie jak biatko
IbpAc.amylovora. Biatko 1bpAE.amyiovore H67Q D110G z kolei utracito zdolnos¢ do wydajnej
stymulacji reaktywacji lucyferazy w poréwnaniu z typem dzikim (Ryc. 32). Wynika z
tego, ze rdznice na badanych pozycjach sg przyczyng wiekszej zdolnosci biatka IbpA z
E. amylovora do stymulacji dezagregacji i ponownego zwijania substratow w

poréwnaniu z biatkiem IbpA z E.coli.
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Ryc. 32 Wptyw substytucji na pozycjach homologicznych do pozycji 66 i 109 w AncA, na
zdolnos¢ wspotczesnych biatek IbpA z E. coli i E. amylovora do stymulacji reaktywaciji
lucyferazy: Test reaktywacji lucyferazy zostat przeprowadzony jak opisano wyzej (ryc. 8)

Do analizy wptywu substytucji na pozycjach 66 i 109 na powinowactwo
wspotczesnych biatek IbpA do substratu wykorzystatem technike BLI (rozdziat 7.4.3).
Wprowadzenie substytucji Q66H G109D doprowadzito do zmniejszenia
powinowactwa lbpA z E. coli do substratu (Ryc. 33 A), podczas gdy wprowadzenie
substytucji H67Q i D110G doprowadzito do wzrostu powinowactwa |bpA z E.
amylovora do substratu (Ryc. 33 B). Swiadczy to o tym, ze réznice na badanych
pozycjach sg przyczyng mniejszego powinowactwa IbpA z E. amylovora do substratu

w poroéwnaniu z IbpA z E. coli.
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Ryc. 33 Wptyw substytucji na pozycjach homologicznych do pozycji 66 i 109 w AncAp na
wigzanie wspoétczesnych biatek IbpA z E. coli i E. amylovora do zagregowanej lucyferazy:
Wiqgzanie wspdtczesnych sHsp typu dzikiego i mutantéw z E. coli (A) i E. amylovora (B) do
zagregowanej lucyferazy zmierzono przy uzyciu techniki BLI jak opisano powyzej (ryc. 11).

Wptyw substytucji na badanych pozycjach na aktywnos¢ sekwestrazy biatek
IbpA z E. coli i E. amylovora zbadatem przy uzyciu techniki DLS (rozdziat 7.4.3). W
przypadku wspétczesnego biatka lbpA z E.coli, wprowadzenie substytucji Q66H
G109D doprowadzito do znaczgcego zmniejszenia zdolnosci do wydajnej sekwestracji
agregujgcego substratu, podczas gdy w przypadku wspodfczesnego biatka lbpA z E.
amylovora wprowadzenie substytucji H67Q D110G doprowadzito do wzrostu
zdolnosci do wydajnej sekwestracji agregujgcego substratu (Ryc. 34). Wynika z tego,
ze rdznice na badanych pozycjach przynajmniej czesciowo odpowiadajg za réznice w
aktywnosci sekwestrazy miedzy wspoétczesnymi biatkami lbpA z E. colii E. amylovora.
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Ryc. 34 Wplyw substytucji na pozycjach homologicznych do pozycji 66 i 109 w AncAo ha
zdolnos¢ wspoétczesnych biatek IbpA z E. coli i E. amylovora do sekwestracji agregujacej
lucyferazy: Aktywnosc sekwestrazy badanych sHsp zostata zmierzona jak opisano powyzej
(ryc. 12);
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Powyzsze wyniki wskazujg, ze rdznice aminokwaséw na badanych dwéch
pozycjach w znacznej mierze odpowiadajg za obserwowane rdznice miedzy
wspotczesnymi biatkami IbpA z E. coli i E. amylovora w aktywnosci sekwestrazy i
zdolnosci do stymulacji dezagregacji i ponownego zwijania biatek. Na poziomie
molekularnym najprawdopodobniej jest to zwigzane, jak w przypadku biatek
ancestralnych, z réznicami w powinowactwie domeny ACD do substratu i regionu
CTE, co moze wptywaé na konkurencje miedzy sHsp, a systemem Hsp70 o miejsca
wigzania na substracie w procesie dezagregacji (rozdziat 7.8).

Aby zweryfikowac¢ powyzszg hipoteze, zbadatem, w jakim stopniu substytucje
na badanych pozycjach wptywajg na inhibicje wigzania systemu Hsp70 do agregatdow
przez biatka IbpA z E. coli i E. amylovora. W tym celu wykorzystatem technike BLI
(rozdziat 7.4.2).

Sensor BLI ze zwigzanym agregatem lucyferazy inkubowatem w roztworze
sHsp w celu optaszczenia nimi agregatu, a nastepnie przeniostem do buforu
zawierajgcego system Hsp70 (DnaK, Dnal, GrpE) i ATP. Ze wzgledu na fakt, ze system
Hsp70, wigzac sie do agregatu w warunkach doswiadczenia, tworzyt warstwe o
grubosci znacznie wiekszej niz utworzona przez sHsp, bytem w stanie zaobserwowa¢d
zastepowanie na agregacie sHsp przez system Hsp70 (Ryc. 35). Poréwnujac uzyskane
wyniki z kontrolg, w ktérej sensor pokryty agregatem biatkowym byt inkubowany z
systemem Hsp70 pod nieobecnosé sHsp jak i kontrolg, w ktorej sHsp dysocjowaty od
agregatu pod nieobecnos$¢ systemu Hsp70, bytem w stanie okresli¢, w jakim stopniu
obecnosé danego sHsp hamowata wigzanie systemu Hsp70 do substratu.

g T gc — *
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h; £ _ GrpE -I h, g:h
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. «
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zagregowanej @
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Ryc. 35 Schemat pomiaru wypierania sHsp z agregatu przez biatka systemu Hsp70: Sensor
BLI ze zwigzanq zagregowanq lucyferazq byt inkubowany w obecnosci 5 uM aktywowanych
termicznie sHsp przez 10 min w celu opfaszczenia przez nie agregatu. Tak przygotowany
sensor zostat nastepnie przeniesiony do roztworu zawierajgcego system Hsp70 (0,7 uM DnaK,
0,28 uM Dnal, 0,21 uM GrpE) i inkubowany przez 60 min. Poniewaz grubos¢ warstwy
utworzonej na agregacie lucyferazy przez system Hsp70 jest wieksza od grubosci warstwy
tworzonej przez sHsp (h; > h), zastepowanie sHsp na agregacie przez system Hsp70 widoczne
jest jako przyrost grubosci warstwy biatek podczas pomiaru BLI. Poréwnanie z kontrolg, w
ktorej system Hsp70 jest inkubowany z sensorem ze zwigzanq zagregowangq lucyferazqg pod
nieobecnosc¢ sHsp pozwala na okreslenie, w jakim stopniu sHsp utrudniajg wigzanie systemu
Hsp70 do agregatu.
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Wszystkie z badanych sHsp w pewnym stopniu hamowaty wigzanie systemu
Hsp70 do agregatdow lucyferazy. W przypadku wspétczesnego IbpA z E. coli (Ryc. 36
C) inhibicja ta byta silniejsza niz w przypadku biatka IbpA z E. amylovora (Ryc. 36 A).
Wprowadzenie substytucji Q66H G109D do IbpA z E. coli spowodowato ostabienie tej
inhibicji do poziomu poréwnywalnego z biatkiem z E. amylovora (Ryc. 36 D), podczas
gdy wprowadzenie substytucji H67Q D110G do biatka IbpA z E. amylovora zwiekszyto
obserwowang inhibicje do poziomu poréwnywalnego z biatkiem lbpA z E. coli (Ryc.
36 B). Wynika z tego, ze rdznice w aminokwasach obecnych na pozycjach 66 i 109 w
IbpA z E. coli i homologicznych pozycjach 67 i 110 w IbpA z E. amylovora sprawiaja,
ze biatka te w réznym stopniu hamujg wigzanie systemu Hsp70 do substratéw
zwigzanych w kompleksie z sHsp.
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Ryc. 36 Wptyw substytucji na pozycjach homologicznych do pozycji 66 i 109 w AncAp na
zdolnos¢ wspétczesnych biatek IbpA z E. coli i E. amylovora do inhibicji wigzania systemu
Hsp70 do substratu: Doswiadczenie przeprowadzono jak opisano powyzej (Ryc. 35); na
kazdym wykresie przestawiono wtfasciwe doswiadczenie — wigzanie systemu Hsp70 do
zagregowanej lucyferazy optaszczonej sHsp (+Hsp70), jak i dwie kontrole: wigzanie systemu
Hsp70 do zagregowanej lucyferazy pod nieobecnosc¢ sHsp (+Hsp70 (- sHsp)) oraz dysocjacje
sHsp od zagregowanej lucyferazy pod nieobecnos¢ systemu Hsp70 (-sHsp) Wykresy
przedstawiono jako Sredniq grubos¢ warstwy biatek + odchylenie standardowe. A)
Wspdtczesne IbpA z E. amylovora. B) Wspdtczesne IbpA z E. amylovora z wprowadzonymi
substytucjami H67Q D110G. C) Wspdtczesne IbpA z E. coli. B) Wspdtczesne IbpA z E. coli z
wprowadzonymi substytucjami Q66H G109D.
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Analiza substytucji na pozycjach 66 i 109 we wspodtczesnym biatku lbpA z E.
coli jak i na homologicznych pozycjach 67 i 110 we wspdfczesnym biatku |bpA z E.
amylovora pokazuje, ze aminokwasy znajdujgce sie na tych pozycjach w istotnym
stopniu odpowiadajg za réznice funkcjonalne miedzy tymi biatkami pod wzgledem ich
zdolnosci do wigzania i sekwestracji substratéow, stymulacji prowadzonej przez
system Hsp70 i biatka Hsp100 dezagregacji i przywracania konformacji natywnej
sekwestrowanych substratéw jak i tatwosci, z jakg system Hsp70 moze konkurowac z
nimi o miejsca wigzania na substracie.
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8. Dyskusja

W ramach niniejszej pracy przeprowadzitem analize historii ewolucyjnej
biatek IbpA w rzedzie Enterobacterales w celu okreslenia, w jaki sposéb wtdérnie
pojedyncze biatko IbpA z rodziny Erwiniaceae nabyto zdolno$¢ do efektywnego
wspomagania dezagregacji prowadzonej przez system Hsp70 i biatka Hsp100 bez
wspotpracy z biatkiem lbpB.

Zrekonstruowane drzewo filogenetyczne, opisujgce pokrewienstwo pomiedzy
ortologami biatka IbpA w rzedzie Enterobacterales (rozdziat 7.2) cechuje sie wysokim
podobienstwem do drzew filogenetycznych otrzymanych na podstawie sekwencji
wielu biatek, m. in. z wyraznym podziatem rodziny Erwiniaceae na rodzaje Erwinia,
Pantoea, Tatumella i Mixta (Obuchowski i in. 2019; Palmer i in. 2018).
Przeprowadzona analiza bootstrap wykazuje wysokie wsparcie dla kluczowych
weztdw filogenezy, co wspiera wiarygodno$é przeprowadzonej rekonstrukcji.
Sugeruje to réwniez, ze, przynajmniej na poziomie rodzin, horyzontalny transfer
gendw, badz niekompletne sortowanie sie alleli odgrywaty niewielkg role w ewolucji
biatek sHsp w rzedzie Enterobacterales.

Weryfikacja zgodnosci drzewa filogenetycznego biatek |bpA z drzewem
filogenetycznym gatunkdéw jest trudniejsza w obrebie poszczegdlnych rodzajow.
Klasyfikacja taksonomiczna pojedynczych gatunkéw do rodzajéw nie zawsze w petni
odwzorowuje ich rzeczywiste pokrewiestwo ewolucyjne. Moze to czesciowo
ttumaczy¢ fakt, ze na otrzymanym drzewie filogenetycznym pojedyncze sekwencje
biatek pochodzgcych z organizmoéw klasyfikowanych jako nalezgce do rodzaju
Pantoea grupowaty sie z rodzajem Erwinia i vice versa. Podobna sytuacja moze mie¢
miejsce w przypadku rodzajow Pantoea i Mixta, ktére zostaty sklasyfikowane jako
odrebne rodzaje stosunkowo niedawno (Palmeriin. 2018).

Analiza wtasciwosci rekonstruowanych biatek ancestralnych pokazuje, ze
zdolnos¢ wtérnie pojedynczego biatka IbpA do wydajnego wspomagania dezagregacji
i ponownego zwijania sekwestrowanych substratow bez wspétpracy z biatkiem IbpB
najprawdopodobniej wyksztatcita sie juz u ostatniego wspdlnego przodka rodziny
Erwiniaceae, rownolegle z utratg IbpB (rozdziat 7.3, 7.4, 7.5). Nasuwa to pytanie o
zalezno$¢ przyczynowo — skutkowa: czy nabycie nowej funkcji przez biatko IbpA
umozliwito utrate biatka IbpB, czy tez utrata biatka lbpB stata sie zrédtem presji
selekcyjnej powodujacej nabycie nowej funkcji przez biatko IbpA?

Analiza selekcji naturalnej oparta o stosunek liczby substytucji
niesynonimicznych i synonimicznych (rozdziat 7.6) pokazuje, ze nabyciu nowej
funkcjonalnos$ci przez wtdrnie pojedyncze IlbpA w Erwiniaceae z wysokim
prawdopodobieistwem towarzyszyt epizod selekcji pozytywnej dziatajacej na to
biatko. Sugeruje to, ze zaobserwowane zmiany miaty prawdopodobnie charakter
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adaptacyjny, a hipoteza, ze biatko IbpA nabyto nowa funkcjonalno$é na skutek dryfu
genetycznego, co umozliwito utrate biatka IbpB, jest mato prawdopodobna.

Istnieje mozliwo$¢, ze ancestralny dwubiatkowy system sHsp w ostatnim
wspollnym przodku rodzin Erwiniaceae i Enterobacteriaceae cechowat sie mniejszg
efektywnos$cig niz wspotczesne systemy dwubiatkowe, tak ze nowa funkcjonalnos¢
biatka IbpA prowadzita do uzyskania bardziej efektywnego systemu i byta promowana
przez selekcje pozytywna. Nowa funkcjonalnosé IbpA umozliwita nastepnie utrate
biatka IbpB dzieki rozluznieniu presji selekcyjnej na utrzymanie systemu
dwubiatkowego.

Nie mozna jednak catkowicie wykluczy¢ hipotezy, ze ostatni wspdlny przodek
Erwiniaceae znajdowat sie pod presjg selekcyjng promujgcg system jednobiatkowy
(gdy korzysci z mniejszego genomu i mniejszej ztozonosci proteomu przewazaty nad
korzy$ciami z wyzszej efektywnosci systemu dwubiatkowego w przywracaniu
struktury natywnej sekwestrowanych biatek). Mogto to doprowadzi¢ do utraty biatka
IbpB, co stato sie nastepnie zZrodtem presji selekcyjnej promujacej nowa
funkcjonalnos$¢ wtérnie pojedynczego IbpA.

Weryfikacje obu zaproponowanych hipotez utrudnia brak wiedzy na temat
wiasciwosci ancestralnego biatka IbpB, bedacego partnerem biatka AncAo w ostatnim
wspolnym przodku rodzin Erwiniaceae i Enterobacteriaceae. Ze wzgledu na brak
ortologéw biatka IbpB we wspdtczesnych Erwiniaceae, niemozliwa jest rekonstrukcja
ancestralna tego konkretnego biatka. Istnieje jednak mozliwos$é, ze rekonstrukcja
ancestralna systemoéw dwubiatkowych z poprzedzajacego i kolejnego wezta drzewa
filogenetycznego pomogtaby wnioskowa¢ na temat doktadnych wiasciwosci
dwubiatkowego systemu sHsp w ostatnim wspdlnym przodku rodzin Erwiniaceae i
Enterobacteriaceae i precyzyjnych przyczyn utraty biatka IbpB.

Analiza alternatywnych rekonstruowanych biatek ancestralnych, ktére na
kazdej niepewnej pozycji posiadaty reszte aminokwasowg o drugim najwyzszym
prawdopodobienistwie a posteriori, pokazata, ze obserwowane wiasciwosci
rekonstruowanych biatek nie zalezg od niepewnosci statystycznej zwigzane] z
rekonstrukcjg ancestralna.

Poréwnanie sekwencji rekonstruowanych biatek AncAo i AncA1 w potgczeniu
z analizg ich mutantéw pozwolito mi zidentyfikowa¢ dwie substytucje aminokwasowe
(Q66H i G109D), zlokalizowane w obszarze kieszeni B4-B8 domeny ACD, ktore
odegraty kluczowg role w nabyciu nowej funkcjonalnosci przez wtdrnie pojedyncze
biatko IbpA z Erwiniaceae (rozdziat 7.7). Substytucje te posiadaty efekt
synergistyczny, tak ze kazda z nich pojedynczo nie byta wystarczajgca, aby nadac
bardziej ancestralnemu biatku AncAo funkcjonalno$é typowa dla wtdrnie
pojedynczego IbpA z Erwiniaceae.
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Wprowadzenie zidentyfikowanych substytucji na homologicznych pozycjach
we wspotczesnym biatku IbpA z Escherichia coli spowodowato ostabienie aktywnosci
sekwestrazy i zdolno$ci do wigzania zagregowanego substratu przy jednoczesnym
zwiekszeniu jego zdolno$ci do stymulacji dezagregacji i ponownego zwijania
substratéw. Odwrdcenie tych substytucji na homologicznych pozycjach w biatku IbpA
z Erwinia amylovora sprawito natomiast, ze jego aktywnos$é sekwestrazy i zdolnos¢
wigzania zagregowanego substratu wzrosta, a zdolno$¢ do stymulacji dezagregacji i
ponownego zwijania substratu zmalata (rozdziat 7.9). Potwierdza to, ze
zidentyfikowane  substytucje determinujg réznice funkcjonalne  miedzy
wspotczesnymi ortologami IbpA z rodzin Erwiniaceae i Enterobacteriaceae.

Zdarza sie, ze substytucje zidentyfikowane w procesie rekonstrukcji
ancestralnej jako kluczowe dla nabycia nowej funkcji nie posiadajg analogicznego
efektu po wprowadzeniu do biatek wspodtczesnych, ze wzgledu na interakcje
epistatyczne i zalezno$¢ od szerszego kontekstu sekwencji (Natarajan i in. 2023). Nie
zaobserwowatem tego w przypadku zidentyfikowanych przeze mnie substytucji, co
sugeruje, ze ich funkcja w ortologach IbpA w Erwiniaceae i Enterobacteriaceae nie
jest silnie zalezna od szerszego kontekstu sekwencji aminokwasowe;.

Rekonstruowane biatko AncAi, mimo iz byto w stanie wyraznie efektywniej
stymulowad dezagregacje i przywracanie konformacji natywnej substratéw niz biatko
AncAo, wciaz charakteryzowato sie mniejszg efektywnoscig niz wspotczesne biatko z
E. amylovora. Podobnie wspdtczesne biatko IbpA z E. coli wykazuje sie zdolnoscig do
stabej stymulacji reaktywacji lucyferazy w warunkach, w ktérych biatko AncAo jest
inhibitorem tego procesu. Sugeruje to, ze jakkolwiek dwie zidentyfikowane
substytucje odgrywajg kluczowa role w réznicowaniu aktywnosci miedzy biatkami
IbpA z systemu dwubiatkowego i wtérnie pojedynczymi biatkami IbpA, substytucje na
innych pozycjach w sHsp, ktére zaszty w toku ewolucji zaréwno w rodzinie
Enterobacteriaceae jak i Erwiniaceae réwniez miaty pewien wptyw na tg aktywnosé.

Nalezy zwréci¢ uwage, ze pozycja 66 jest w biatku AncAg rekonstruowana z
wysoka niepewnoscig (rozdziat 7.5) — z prawdopodobieistwem a posteriori 30% w
biatku tym na pozycji 66 mogta znajdowac sie histydyna zamiast glutaminy, a
substytucja Q66H mogta nastgpi¢ juz na poprzedzajgcej gatezi drzewa
filogenetycznego. Taki scenariusz nie wptywa jednak na wniosek, ze nabycie nowej
funkcjonalnosci wtdérnie pojedynczego IbpA nastgpito dopiero miedzy weztami AncAo
i AncA1 — ze wzgledu na zaobserwowang synergie jedynie zajscie obu tych substytucji
umozliwia wtdérnie pojedynczemu biatku IbpA efektywng stymulacje dezagregacji i
ponownego zwijania substratdw pod nieobecnos¢ IbpB. Potwierdza to obserwacja,
ze biatko AncAoAlt, reprezentujgce alternatywny wariant rekonstrukcji ancestralnego
biatka AncAo, posiada wtasciwosci zblizone do AncAo mimo posiadania histydyny na
pozycji 66 (rozdziat 7.5).
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Co wiecej, jakkolwiek niemal wszystkie wspoétczesne biatka IbpA wchodzace w
sktad systemu dwubiatkowego posiadajg glicyne na pozycji 109 (lub homologicznej),
biatka IbpA pochodzace z rodzajow Chania i Serratia oraz rodziny Hafniaceae (numery
akcesji w bazie UniProt: C5BHD3, AOA097QX83, WOLEB5, LOMCB7, A8G7R8)
posiadajg histydyne na pozycji 66 (lub homologicznej). Sugeruje to, ze substytucja
Q66H mogta zajs¢ kilkukrotnie w historii ewolucyjnej biatek IbpA, ale samodzielnie
miata ona prawdopodobnie charakter neutralny lub zblizony do neutralnego. Dopiero
zajscie dodatkowej substytucji G109D w ostatnim wspdlnym przodku rodziny
Erwiniaceae umozliwito mu uzyskanie nowej funkcjonalnosci.

Interesujacy przypadek stanowi biatko Hsp201 z bakterii Edwardisella ictaluri,
nalezgcej do rodziny Hafniaceae (Numer akcesji w bazie UniProt C5BHD3). Mimo iz
ten ortolog IbpA wchodzi w sktad systemu dwubiatkowego, posiada on histydyne na
pozycji 66 i kwas glutaminowy na pozycji 109. Sugeruje to, ze biatko to moze
potencjalnie stanowi¢ swego rodzaju forme posrednia miedzy systemem
dwubiatkowym i wtdrnie pojedynczym IbpA, a jego doktadna charakterystyka
biochemiczna mogtaby potencjalnie pomédc lepiej zrozumieé ewolucje lbpA w
Erwiniaceae.

Substytucje Q66H i G109D, kluczowe dla nabycia nowej funkcjonalnosci przez
wtérnie pojedyncze biatko IbpA z Erwiniaceae, zlokalizowane s3 w bezposredniej
bliskosci kieszeni B4-B8 na domenie ACD (rozdziat 7.8.1). Wczeséniejsze badania
wykazaty, ze kieszen ta stanowi miejsce interakcji z regionem CTE (Strdzecka i in.
2012; Reinle, Mogk, i Bukau 2022). W niektérych sHsp stanowi ona, obok regionu
NTE, jedno z dwdch gtdwnych miejsc wigzgcych substrat (Reinle, Mogk, i Bukau 2022).

W moich badaniach pokazatem, ze substytucje te wptywajg w pewnym
stopniu na obie te interakcje — doprowadzity one do obnizenia powinowactwa
domeny ACD biatka AncAo zaréwno do badanych substratéw, jak i do peptydu C,
reprezentujgcego region CTE tego biatka.

W potgczeniu z obserwacjg, ze substytucje te wptywajg na zdolnos¢
wspotczesnych biatek IbpA z E. colii E. amylovora do inhibicji wigzania systemu Hsp70
do zagregowanych substratéw optaszczonych przez sHsp (rozdziat 7.9), pozwala to
postawic¢ hipoteze, ze w toku ewolucji wtdérnie pojedynczego biatka IbpA w rodzinie
Erwiniaceae substytucje na pozycjach 66 i 109 doprowadzity do ostabienia
oddziatywan stabilizujgcych zewnetrzng warstwe kompleksu sHsp — substrat.
Utatwito to systemowi Hsp70 wypieranie sHsp z tego kompleksu w momencie
rozpoczecia procesu dezagregacji. Miatyby one tym samym efekt analogiczny do
dziatania biatka lbpB z systemu dwubiatkowego, ktére utatwia dysocjacje biatka IbpA
z kompleksu z substratem podczas procesu dezagregacji (Obuchowski et al. 2019).

Zgadzatoby sie to z wynikami uzyskanymi przez Zwirowskiego i
wspotpracownikéw, pokazujgcymi, ze region CTE biatka IbpA z E. coli odgrywa
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kluczowa role w stabilizacji zewnetrznej warstwy kompleksu sHsp — substrat.
Wykazali oni, ze dodatek wolnego regionu CTE powoduje czesciowa dysocjacje sHsp
tworzacych tg zewnetrzng warstwe, co umozliwito zlepianie sie komplekséw sHsp —
substrat w wieksze struktury (Zwirowski i in. 2017).

Istotny wptyw sity oddziatywania miedzy domeng ACD, a regionem CTE na
stabilizacje zewnetrznej warstwy kompleksu sHsp — substrat sugerujg rdwniez wyniki
uzyskane przez Giese i Vierling, dotyczgce Hsp 16.6 z cyjanobakterii Synechocystis sp.
PCC6803. Wprowadzenie do tego biatka mutacji wzmacniajgcych oddziatywanie
miedzy regionem CTE, a kieszenig f4-B8 domeny ACD spowodowato obnizenie jego
zdolnosci do stymulacji reaktywacji lucyferazy przez system Hsp70. Mutacje znaczgco
ostabiajgce to oddziatywanie z kolei spowodowaty znaczace obnizenie zdolnosci tego
biatka do hamowania agregacji (co mozna interpretowaé jako uposledzenie
sekwestracji agregujacego substratu) i catkowitg utrate zdolnosci do stymulacji
reaktywacji lucyferazy, najprawdopodobniej zwigzang ze zbyt stabg aktywnoscia
sekwestrazy. Wprowadzenie obu typodw mutacji, najprawdopodobniej prowadzace
do jedynie nieznacznego ostabienia oddziatywania miedzy regionem CTE, a domeng
ACD, skutkowato zwiekszeniem wydajnosci stymulacji reaktywacji lucyferazy (Giese i
Vierling 2002).

Wyniki te zdajg sie potwierdza¢ wnioski postawione w niniejszej pracy
sugerujace, ze niewielkie ostabienie oddziatywania miedzy regionem CTE i domeng
ACD, ktore zaszto w toku ewolucji wtérnie pojedynczego IbpA z rodziny Erwiniaceae,
utatwito dysocjacje sHsp tworzacych zewnetrzng warstwe kompleksu sHsp — substrat
podczas procesu dezagregacji, zwiekszajgc jego zdolnos$é¢ do efektywnej stymulacji
dezagregacji i przywracania konformacji natywnej sekwestrowanego substratu.

Zgadzajg sie one réwniez z obserwowang nizszg aktywnoscig sekwestrazy
charakteryzujgcg wtornie pojedyncze biatko IbpA z E. amylovora w poréwnaniu z
biatkiem IbpA z E. coli.

Obserwowany nieznaczny spadek rozmiaréw oligomeréw tworzonych przez
biatko AncAy, jak i utatwienie jego deoligomeryzacji na skutek wprowadzenia do niego
substytucji Q66H i G109D (rozdziat 6.8.3) pozostaje w zgodnosci z kluczowg rolg
oddziatywania miedzy domeng ACD, a regionem CTE w tworzeniu i stabilizacji
oligomerdow sHsp (Giese i Vierling 2002; Strézecka i in. 2012). Niewielki stopien
obserwowanego efektu moze by¢ ttumaczony wzglednie niewielkimi zmianami
powinowactwa spowodowanymi wprowadzeniem tych substytucji.

Wptyw substytucji na pozycjach 66 i 109 na oddziatywanie miedzy domeng
ACD, a substratem réwniez moze przyczyniac sie do utatwienia zastepowania sHsp w
kompleksie z substratem przez system Hsp70. Oddziatywanie to byto ostabione przez
substytucje Q66H i G109D zaréwno w przypadku, gdy analizowanym substratem byta
zagregowana lucyferaza, jak i zagregowane biatka lizatu E. coli. Nie mozna wykluczyé,
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ze w pewnym stopniu utatwito to dysocjacje sHsp zwigzanego z substratem podczas
procesu dezagregacji. Nalezy przy tym pamietaé, ze samo wigzanie substratu przez
domene ACD nie jest wystarczajgce, aby zapewni¢ aktywnos$¢ sHsp jako biatek
opiekunczych — domeny ACD biatek AncAo, AncAo Q66H G109D, jak i wspdtczesnego
biatka IbpA z E. coli pozbawione flankujgcych regionéw CTE i NTE nie byty w stanie
sekwestrowac agregujacej lucyferazy ani stymulowac jej reaktywacji. Pozostaje to w
zgodnosci z wynikami uzyskanymi przez Strozecka i wsp., pokazujacymi, ze delecja
zarowno regionu CTE, jak i NTE powoduje utrate zdolnosci biatka IbpA z E. coli do
sekwestracji agregujacej lucyferazy i co za tym idzie, stymulacji jej pdiniejszej
reaktywacji przez system Hsp70 i biatka Hsp100 (Strézecka iin. 2012).

Uzyskane przeze mnie wyniki sugerujg, ze zdolnos$¢ do wydajnej, samodzielnej
stymulacji dezagregacji i ponownego zwijania sekwestrowanych substratow, ktéra
wyksztatcita sie we wtérnie pojedynczym lbpA w Erwiniaceae, ma swojg przyczyne w
nieznacznym ostabieniu oddziatywan stabilizujgcych zewnetrzng warstwe kompleksu
sHsp — substrat na skutek substytucji, ktére zaszty w kieszeni B4-B8 domeny ACD.
Doprowadzito to do utatwienia wyparcia sHsp z kompleksu z substratem przez system
Hsp70 podczas procesu dezagregacji, zmniejszajac zapotrzebowanie na wspoétprace z
biatkiem IbpB.

Istotne znaczenie moze miec¢ fakt, ze efekt ten zostat uzyskany przez
stosunkowo niewielkie ostabienie oddziatywan miedzy domeng ACD, a regionem CTE
i substratami. Zbyt silne zaburzenie tych oddziatywan prawdopodobnie mogtoby, jak
zaobserwowano np. w pracy Giese i Vierling, doprowadzi¢ do catkowitej utraty
funkcjonalnos$ci sHsp, ktore nie bytoby w stanie efektywnie sekwestrowac
agregujacych substratow (Giese i Vierling 2002). Uzyskane wyniki pokazujg, ze
pojedyncze mutacje, powodujgce stosunkowo niewielkie zmiany sity oddziatywan
miedzyczgsteczkowych, mogg mieé istotny wptyw na aktywnos$é biatek sHsp.

Przeprowadzone badania miaty charakter badan podstawowych. Uzyskane
przeze mnie wyniki pozwalaja lepiej zrozumiec funkcjonowanie bakteryjnych sHsp w
procesie dezagregacji biatek, zwtaszcza mechanizm ich oddziatywania z substratem.
Rzucajg tez swiatto na przyktad mechanizmu, poprzez ktéry bardziej ztozony system
sktadajgcy sie z dwdch, wspodtpracujgcych ze sobg biatek moze w toku ewolucji ulec
uproszczeniu do systemu jednobiatkowego.
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