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1. STRESZCZENIE
1.1. Streszczenie

Eksport biatek z cytoplazmy jest kluczowym procesem u bakterii, zapewniajagcym
prawidlowe funkcjonowanie komorek, w tym biosyntez¢ blon, tworzenie struktur
powierzchniowych i oddzialywanie z organizmem gospodarza w przypadku szczepow
patogennych lub symbiotycznych. Wigkszo§¢ bialek bakteryjnych przeznaczonych do
eksportu poza cytoplazmg jest translokowana przez btone wewnetrzng za posrednictwem
systemu SEC. System ten skltada si¢ z dwoch glownych komponentow:
cytoplazmatycznego biatka SecA oraz kanalu SecYEG w btonie wewngtrznej. SecA petni
podwojna role w procesie translokacji: (1) dziata jako ATPaza i poprzez hydroliz¢ ATP
dostarcza energii do translokacji substratow biatkowych przez kanat SecYEG,
(2) uczestniczy w rekrutacji 1 dostarczaniu substratow biatkowych do kanatu SecYEG.
Funkcjonowanie systemu SEC zostalo najlepiej zbadane u modelowej bakterii
Escherichia  coli, natomiast w przypadku Helicobacter pylori, jednego
z najpowszechniejszych bakteryjnych patogenow cztowieka, wiedza w tym zakresie jest
ograniczona. Jednym z gléwnych czynnikow wirulencji H. pylori jest biatko HtrA, ktore
stanowi tez istotny element pozacytoplazmatcznego systemu kontroli jakosci biatek
u bakterit Gram-ujemnych. Wyniki przeprowadzonych wczesniej badan, dotyczacych
biatka HtrA H. pylori wskazaty, ze letalny efekt braku funkcjonalnej proteazy HtrA u tej
bakterii moze by¢ suprymowany przez mutacje w C-koncowej czgsci biatka SecA.
Pozwolitlo to postawi¢ hipoteze zakladajaca istnienie mechanizmu regulujacego
funkcjonowanie translokonu SEC w odpowiedzi na stres pozacytoplazmatyczny.
Mechanizm ten mogtby polegaé zaré6wno na zmianie efektywnosci dzialania
poszczegbdlnych komponentow SEC jak i na modulacji zawarto$ci sktadnikoéw kompleksu

tego translokonu, co moze doprowadzi¢ do zmian w tempie eksportu biatek z cytoplazmy.

Celem tej pracy doktorskiej byla weryfikacja powyzszej hipotezy poprzez:
(1) biochemiczng charakterystyke biatka SecA H. pylori i jego wariantOw z mutacjami
w rejonie C-koncowym, (2) okreslenie wptywu mutacji w genie secA4 na fenotyp bakterii
oraz (3) zbadanie poziomu ekspresji gendw kodujacych glowne elementy systemu SEC

w warunkach stresu blonowego 1 peryplazmatycznego.
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W pierwszym etapie badan przeprowadzono charakterystyke biochemiczng biatka
SecA H. pylori, ktérego wtasnos$ci do tej pory nie byly opisane w literaturze. Analizy
obejmowaty aktywno$¢ ATP-azowg, wlasciwosci strukturalne biatka i jego stabilnos¢
termiczng. Uzyskane wyniki pozwolity na poréwnanie SecA H. pylori z jego homologiem
z E. coli. Wykazano istotne zmiany w strukturze czwartorzedowej 1 stabilnosci
czasteczek: SecA H. pylori wystgpowat gléwnie jako monomer, podczas gdy SecA
E. coli tworzy gtownie dimery. Ponadto biatko SecA z H. pylori charakteryzuje si¢
wyzsza stabilno$cig termiczng niz SecA z E. coli. Wyniki te moga wskazywaé na
odmienne strategie regulacji funkcjonowania systemu SEC w obu gatunkach. Nastepnie
przeanalizowano fenotypy H. pylori z mutacjami secA w rejonie kodujagcym C-koncowsg
domen¢ SecA. Stwierdzono, ze obecno$¢ mutacji moze wpltywaé na wiasciwosci
powierzchni komorek oraz obniza¢ ich wrazliwo$¢ na antybiotyk tetracykling.
Szczegolnie wyrazne efekty dotyczyly mutacji zaburzajacych miejsce wigzania metalu
(C841Y, C852Y), ktore prowadzity do podwyzszonej aktywnosci ATP-azowej biatka
SecA 1 zwigkszonej autoaglutynacji komorek H. pylori. Nie zaobserwowano natomiast

istotnych zaburzen eksportu wydzielanego czynnika wirulencji, biatka gGT.

W kolejnym etapie zbadano wptyw czynnikow stresogennych dziatajacych na
blony 1 przestrzen peryplazmatyczng na ekspresje gendw kodujacych komponenty
translokonu SEC. Analizy wykazaly zmiany w poziomie transkryptow, szczegdlnie

w przypadku genow secY, secE i1 secG, kodujacych elementy kanatu SecYEG.

Podsumowujac, przeprowadzone badania wskazuja, ze system SEC u H. pylori
odgrywa istotng role w odpowiedzi bakterii na stres blonowy 1 peryplazmatyczny.
Mutacje w genie secA wplywaja na aktywnos$¢ katalityczng SecA, zmieniaja fenotyp
bakterii, a ekspresja gendéw kodujacych komponenty translokonu podlega regulacji pod
wplywem czynnikéw Srodowiskowych. Wyniki te potwierdzaja przypuszczenie, ze
modulacja translokacji biatek przez system SEC moze stanowi¢ element adaptacyjne]
odpowiedzi H. pylori na stres komodrkowy. Roéwnolegle dokonano pierwszej
biochemicznej charakterystyki SecA H. pylori, ujawniajacej roéznice w stosunku do

homologu z E. coli, co podkresla unikatowe cechy tego patogenu.
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1.2. Abstract

Protein export is a key process in bacteria, ensuring proper functioning of cells,
including membrane biosynthesis, formation of surface structures, and interactions with
the host organism in both pathogenic and symbiotic species. Most bacterial proteins
destined for export are translocated from the cytoplasm via the SEC system. This system
comprises two main components: the cytoplasmic SecA protein and the SecYEG channel
located in the inner membrane. SecA plays a dual role in the translocation process:
(1) it acts as an ATPase and, through ATP hydrolysis, provides the energy required for
translocating protein substrates across the SecYEG channel, and (2) it participates in the
recruitment and delivery of protein substrates to the SecYEG channel. The functioning of
the SEC system has been studied most extensively in the model bacterium Escherichia
coli, whereas in the case of Helicobacter pylori, one of the most common bacterial
pathogens in humans, knowledge in this respect is limited. One of the major virulence
factors of H. pylori is the HtrA protein, which is also an important component of the
extracytoplasmic protein quality control system in Gram-negative bacteria. Previous
studies on H. pylori HtrA demonstrated that the lethal effect of the absence of a functional
HtrA protease can be suppressed by mutations in the sec4 gene in the region encoding
the C-terminal domain of SecA. This observation led to the hypothesis that the activity
of the SEC translocon may be regulated in response to extracytoplasmic stress.
Such a mechanism could involve both alterations in the efficiency of individual SEC
components and modulation of the abundance of translocon components, resulting

in changes in the rate of protein export from the cytoplasm.

The aim of this thesis was to verify this hypothesis by (1) performing
a biochemical characterization of H. pylori SecA and its mutated C-terminal variants,
(2) determining the impact of the secA mutations on the bacterial phenotype, and
(3) analyzing the expression levels of genes encoding major SEC system components

under conditions of membrane and periplasmic stress.

The first part of the study involved a biochemical characterization of H. pylori
SecA, which has not been previously reported in the literature. The analyses included
ATPase activity, structural properties, and thermal stability. The results enabled

a comparison between H. pylori SecA and its E. coli homologue. Significant differences
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in quaternary structure and molecular stability were observed: H. pylori SecA was present
mainly as a monomer, whereas E. coli SecA predominantly formed dimers. Moreover,
H. pylori SecA displayed higher thermal stability than its E. coli homologue.
These findings suggest that the two species employ different strategies to regulate SEC

system activity.

Subsequently, the phenotypes of H. pylori strains carrying mutations in the
C-terminal region of SecA were analyzed. It was found that such mutations can alter cell
surface properties and decrease bacterial sensitivity to the antibiotic tetracycline.
The most pronounced effects were associated with mutations disrupting the metal-binding
site (C841Y, C852Y), which resulted in elevated ATPase activity of SecA and increased
autoagglutination of H. pylori cells. However, no disturbances in the export of the

secreted virulence factor, gGT protein, were observed.

In the next stage, the effect of stress factors targeting the membranes and the
periplasmic space on the expression of genes encoding SEC translocon components was
examined. The analyses revealed transcriptional changes, particularly for secY, secE, and

secG, which encode the structural elements of the SecYEG channel.

In summary, this study demonstrates that the SEC system in H. pylori plays an
important role in the bacterial response to membrane and periplasmic stress. Mutations in
secA affect the catalytic activity of SecA and influence bacterial phenotypes, while the
expression of genes encoding SEC components is regulated by environmental factors.
These findings support the hypothesis that modulation of protein translocation via the
SEC system is part of the adaptive response of H. pylori to cellular stress. Furthermore,
this work provides the first biochemical characterization of H. pylori SecA, uncovering
significant differences from its E. co/i homologue and highlighting unique features of this

pathogen.
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2. Stosowane skroty

— 2HF (ang. two helix finger)

— aa - reszta aminokwasowa

— ABC (ang. ATP-binding cassette transporters)

— APS (ang. ammonium persulfate) - nadsiarczan amonu

— ATP - adenozynotrifosforan

— A« - absorbancja mierzona przy dtugosci fali x

— BAM (ang. p-barrel assembly machinery) - kompleks bioracy udziat w
inkorporacji bialek w bton¢ zewnetrzng

— BHI (ang. brain beart infusion)

— BSA (ang. bovine serum albumin) - albumina surowicy bydlecej

— CD (ang. circular dichroism) - dichroizm kolowy

— CFU (ang. colony forming units) - jednostki tworzace kolonie

— CTT (ang. C-terminal tail)

— dNTP - deoksynukleozydo-5’-trifosforan

— DMSO (ang. dimethyl sulfoxide) - dimetylosulfotlenek

— DTT (ang. 1,4-dithio-DL-threitol) - ditiotreitol

— FCS (ang. fetal calf serum) - ptodowa surowica cielgca

— FLD (ang. flexible linker domain)

— GTP - guanozyno-5'-trifosforan

— HSD (ang. helix scaffold domain)

— HWD (ang. helical wing domain)

— IM (ang. inner membrane) - btona wewnetrzna

— IPTG (ang. isopropyl p-D-1-thiogalactopyranoside) - izopropylo-p-d-1-
tiogalaktopiranozyd

— IRALI (ang. intramolecular regulator of ATPase 1)

—  kuat - stata katalityczna, liczba czasteczek substratu przeksztalcanych przez
pojedynczg czasteczke enzymu w jednostce czasu

— K- stala Michaelisa

— kpz - kilo par zasad

— LH (ang. linker helix)

— LPS - lipopolisacharyd
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LUV (ang. large unilamellar vesicles)

MBD (ang. metal binding domain)

MLYV (ang. Multilamellar Vesicles) - wielowarstwowe pecherzyki lipidowe
mRNA (ang. messenger RNA) - matrycowy RNA

NBDI (ang. nucleotide binding domain)

NBD2 (ang. nucleotide binding domain)

IRA2 (ang. intramolecular regulator of ATPase 2)

ODx (ang. optical density) - ggstos¢ optyczna mierzona przy dlugosci fali x
OM (ang. outer membrane) - blona zewnetrzna

OMP (ang. outer membrane protein) - biatko btony zewnetrznej

PBS (ang. phosphate buffered saline) - roztwor soli fizjologicznej buforowane;j
fosforanem

PCR (ang. polymerase chain reaction) - reakcja fancuchowa polimerazy
PPXD (ang. preprotein cross-linking domain)

PSKIB - pozacytoplazmatyczny system kontroli jakosci biatek

rpm (ang. revolutions per minute) — obroty na minute

SDS (ang. sodium dodecyl sulfate) — dodecylosiarczan sodowy
SDS-PAGE (ang. sodium dodecyl-sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) -
elektroforeza w Zelu poliakryloamidowym z dodatkiem SDS

SEC (ang. general secretion pathway) — system sekrecji bialek zalezny od
translokonu SEC

SRP (ang. signal recognition particle) — czasteczki rozpoznawajace sygnat
T1SS (ang. Type [ secretion system) — system sekrecji typu I

T2SS (ang. Type Il secretion system) — system sekrecji typu II

T3SS (ang. Type 11l secretion system) — system sekrecji typu 11

T4SS (ang. Type IV secretion system) — system sekrecji typu [V

T5SS (ang. Type V secretion system) — system sekrecji typu V

T6SS (ang. Type VI secretion system) — system sekrecji typu VI

T8SS (ang. Type VIII secretion system) — system sekrecji typu VIII

TISS (ang. Type IX secretion system) — system sekrecji typu X

TAT (ang. twin arginine translocation) — system transportu oparty na obecnosci

sekwencji arginin
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— TEMED (ang. N, N, N, N’-tetramethylethylenediamine) — N, N, N, N’-
tetrametylenodiamina

— Tm (ang. melting temperature)- temperatura topnienia

— tRNA (ang. transfer RNA) — RNA transportujace

— U - jednostka aktywnos$ci enzymu

— VAR (ang. variable region)

—  Vmax - maksymalna szybko$¢ reakcji

Stosowane skroty nazw reszt aminokwasowych:
— A (Ala) — alanina

— C(Cys) —cysteina

— D (Asp) — kwas asparaginowy
— E (Glu) — kwas glutaminowy
— F (Phe) — fenyloalanina

— G (Gly) —glicyna

— H (His) — histydyna

— I (Ile) — izoleucyna

— M (Met) — metionina

— N (Asn) — asparagina

— P (Pro) —prolina

— Q(GIn) — glutamina

— R (Arg) — arginina

— S (Ser) — seryna

— T (Thr) — treonina

— W (Trp) — tryptofan

— Y (Tyr) — tyrozyna

— V (Val) — walina
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3. Wstep
3.1. Systemy sekrecji bialek u bakterii Gram-ujemnych

Uwaza si¢, ze okoto 30% biatek wytwarzanych przez modelowa Gram-ujemnag
bakterie, Escherichia coli, jest wydzielanych poza cytoplazme [1]. Eksport biatek jest
kluczowym procesem u bakterii, zapewniajacym prawidlowe funkcjonowanie komorek,
w tym biosyntez¢ blon, tworzenie struktur powierzchniowych i odpowiednie
oddziatywania z organizmem gospodarza w przypadku szczepow patogennych lub
symbiotycznych [2]. Bakterie Gram-ujemne charakteryzuja si¢ ztozong strukturg powtok
komorkowych, ktore obejmuja btong wewnetrzng (cytoplazmatyczng) (IM, ang. inner
membrane) oraz zewnetrzng (OM, ang. outer membrane), ktére sa od siebie oddzielone
przestrzenig peryplazmatyczng zawierajacg cienka warstwe peptydoglikanu [3].
Ze wzgledu na tak zlozong struktur¢ bakterie Gram-ujemne wykorzystuja dedykowane
systemy transportu umozliwiajace transport biatek z cytoplazmy do bton komoérkowych,
przestrzeni peryplazmatycznej, $rodowiska zewnetrznego, a takze do komorek
gospodarza [2,4]. Wiele z tych systemow odgrywa kluczowa rol¢ w patogenezie,
antybiotykoopornosci czy adaptacji do stresu srodowiskowego (Tabela 1). Ze wzgledu na

mechanizm, istniejg dwie gtowne strategie transportu biatek u bakterii Gram-ujemnych:

- transport bezposredni (jednoetapowy) - biatka s3 wydzielane z cytoplazmy
bezposrednio na zewnatrz komorki lub do komorki gospodarza (omijajac
peryplazmg) przy uzyciu dedykowanych systemow sekrecji (np. systemy sekrecji
typu 1, 3 lub 4) [5,6] (Rycina 1)

- transport posredni (dwuetapowy) - biatka najpierw transportowane sg przez btong
wewnetrzng (przy uzyciu systemow SEC lub TAT). Po wniknigciu do peryplazmy
rozwinigte biatka zyskuja natywng strukture przy pomocy bialek opiekunczych
1 katalizator6w zwijania. Bialka, ktorych ostateczng lokalizacja jest btona
zewngtrzna lub $rodowisko zewngtrzne pozostajg w peryplazmie w stanie
niezwinigtym 1 s3 utrzymywane w odpowiedniej konformacji przez
peryplazmatyczne biatka opiekuncze, po czym s3 wbudowywane do btony
zewnetrznej przy udziale kompleksu BAM (ang. S-barrel assembly machinery)
albo eksportowane na zewnatrz komorki przez systemy sekrecji (np. systemy

sekrecji typu 2, 5, 8 lub 9) [7,8] (Rycina 1).
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Substraty przeznaczone do translokacji przez systemy SEC i TAT zawieraja N-koncowe
sekwencje sygnalowe, ktore sa odcinane w trakcie lub po translokacji. Gtéwna réznica
migdzy tymi systemami jest stan konformacyjny transportowanego bialka - system TAT
przenosi substraty w formie zwini¢tej, podczas gdy substraty SEC sg translokowane

w formie rozwinigtej [7].
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Rycina 1. Strategie transportu bialek u bakterii Gram-ujemnych. A. Transport
bezposredni (jednoetapowy) - biatka sg transportowane z cytoplazmy bezposrednio na
zewnatrz komorki. B. Transport posredni (dwuetapowy) - nowo zsyntetyzowane biatka
s transportowane przez btong¢ wewngtrzng do peryplazmy za pomocg systemoéw SEC
(biatka niezwinigte) lub TAT (bialka zwinigte). W peryplazmie biatka niezwinigte
zyskuja natywng konformacje¢ w obecno$ci katalizatorow zwijania. Biatka, ktoérych
ostateczng destynacjga jest blona zewngtrzna lub przestrzen zewnatrzkomorkowa
pozostaja rozwinigte 1 s3 utrzymywane w odpowiedniej konformacji przez
peryplazmatyczne biatka opiekuncze, a nastgpnie eksportowane na zewnatrz komorki
przez wyspecjalizowane systemy eksportu lub wiaczane do btony zewngtrznej przez
system BAM. Schemat wykonany na podstawie [9].

Najwazniejsze systemy sekrecji zidentyfikowane u bakterii Gram-ujemnych to
typy od I do VI, a takze typy VIII 1 IX. Przeglad systeméw sekrecji bialek

zidentyfikowanych u bakterii Gram-ujemnych przedstawiono w Tabeli 1.
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Tabela 1. Systemy sekrecyjne u bakterii Gram-ujemnych.

Secretion System)

gospodarza

transport czynnikoOw wirulencji

do komorki gospodarza

Typ Mechanizm transportu | Blony przekraczane przez Substraty/funkcje Literatura
substrat podczas sekrecji
Typ 1 jednoetapowy btona wewnetrzna toksyny, enzymy [10,11]
1 zewnetrzna
(T1SS, ang. Type I kanat transportera ABC
Secretion System) | (ang. ATP-binding cassette
transporters)
Typ I dwuetapowy btona wewnetrzna zwiniete biatka, enzymy, [12,13]
(SEC/TAT), peryplazma, toksyny;
(T2SS, ang. Type 11 translokacja przez
btona zewnetrzna
Secretion System) pseudopilus bierze udziat w pozyskiwaniu
sktadnikéw odzywczych
1 patogenezie
Typ 111 jednoetapowy btona wewnegtrzna, btona biatka efektorowe dla komoérek [2,14]
zewngtrzna, btona komorki gospodarza;
(T3SS, ang. Type 111 typ iniekcyjny
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Typ IV jednoetapowy btona wewnegtrzna, btona transfer DNA, biatka [15,16]
zewngtrzna, blona komorki efektorowe;
(T4SS, ang. Type IV translokacja za
gospodarza
Secretion System) posrednictwem pilusa bierze udziat w koniugacji
przez obie blony 1 wirulencji
Typ V dwuetapowy btona wewnetrzna (SEC), adhezyny, toksyny, proteazy; [17,18]
btona zewngtrzna
(TS5SS, ang. Type V autotransporter sekrecja poprzez kanat w 3-
Secretion System) barytce blony zewnetrzne;j
Typ VI jednoetapowy btona wewnetrzna, btona udziatl w wirulencji, [19,20]
zewngtrzna, btona komorki
(T6SS, ang. Type VI | struktura przypominajgca biatka efektorowe dla bakterii lub
gospodarza
Secretion System) kurczliwy ogonek fagowy komorek gospodarza,
kompetycja migdzy bakteriami,
Typ VIII dwuetapowy btona wewnetrzna (SEC), tworzenie biofilmu, wirulencja [21,22]

(T8SS, ang. Type
VIII Secretion
System)

sekrecja wtokien

“amyloidowych”

btona zewnetrzna

1 adhezja
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Typ IX

(T9SS, ang. Type IX

Secretion System)

dwuetapowy

btona wewnetrzna (SEC),

btona zewnetrzna

czynniki wirulencji, biatka

motoryczne;

wystepuje u bakterii z typu

Bacteroidetes

[23,24]
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3.2. Dwuetapowe systemy sekrecji u bakterii Gram-ujemnych

3.2.1. System sekrecji typu II (T2SS, ang. Type 2 Secretion System)

System sekrecji typu Il jest ztozonym 1 wielobiatkowym uktadem sktadajacym si¢
z okoto 12-15 podstawowych komponentow, ktore tworzg kompleks obejmujacy btong
wewnetrzng, przestrzen peryplazmatyczng i btong zewnetrzng komorki bakteryjnej [13,25].
Biatka substratowe przeznaczone do translokacji tym systemem sa rozpoznawane przez
systemy SEC lub TAT dzi¢ki N-koncowym sekwencjom sygnatowym i transportowane do
przestrzeni peryplazmatycznej, gdzie uzyskuja natywna konformacje, zostaja rozpoznane
przez T2SS i sg eksportowane poza komorke przez btong zewnetrzng [26]. Pomimo wielu
badan doktadny mechanizm molekularny, za pomoca ktérego biatka sa wydzielane na
zewnatrz komorki, nie jest dokladnie poznany. Biatka substratowe nie posiadaja
charakterystycznych sekwencji sygnatowych kierujacych do T2SS a mechanizm ich
rozpoznawania jest indywidualny dla kazdego substratu i najprawdopodobniej opiera si¢
na motywach strukturalnych [27]. Badania wskazuja, ze zwinicty substrat oddziatuje
z domeng sekretyny, znajdujaca si¢ w peryplazmie. Interakcja ta prowadzi do aktywacji
ATPazy (GspE) 1 cofnigcia pseudopilusa, ktory nastgpnie wypycha substraty przez kanat
sekretyny (Rycina 2A) [12].

System sekrecji typu II peini istotng role w fizjologii 1 wirulencji bakterii Gram-
ujemnych. Umozliwia on wydzielanie enzyméw rozkladajacych ztoZzone polimery
w $rodowisku, ulatwiajac tym samym pobieranie sktadnikow odzywczych 1 przetrwanie
w roznych niszach ekologicznych [28]. Ponadto, wiele bakterii patogennych wykorzystuje
ten system do dostarczania toksyn do komorek gospodarza. Pseudomonas aeruginosa
wykorzystuje ten system sekrecji do wydzielania elastazy (LasB) i egzotoksyny A,
enzymow odgrywajacych kluczowa role w patogenezie mukowiscydozy a Vibrio cholerae
wykorzystuje T2SS do eksportu toksyny cholery, kluczowego czynnika w patogenezie
cholery [29,30].

3.2.2. System sekrecji typu V (TSSS, ang. Type 5 Secretion System)

System sekrecji typu V jest jednym =z najpowszechniejszych systemow
wydzielniczych u bakterii Gram-ujemnych. Jest uwazany za jeden z najprostszych
systemOw sekrecji ze wzgledu na minimalng liczb¢ komponentdow w pordwnaniu

z wigkszoscig innych uktadéw sekrecyjnych [18]. System ten jest zlokalizowany jedynie
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w blonie zewnetrznej i nie bazuje na typowych zrodtach energii do transportu ze wzgledu
na brak ATP w peryplazmie i brak stabilnych gradientéw jonow w poprzek btony
zewngtrznej. W zwigzku z tym, bialka przeznaczone do sekrecji tym systemem czesto
nazywane sg autotransporterami (AT), co sugeruje catkowicie samowystarczalny system
sekrecji [18]. Biatka te, w najprostszym przypadku, sktadaja si¢ z jednego tancucha
polipeptydowego zawierajacego peptyd sygnatowy umozliwiajacy transport przez blone
zewngtrzng, domene “translokatora” (nazywang tez domeng B-barylki), oraz domeny
“pasazera” [31,32]. Prekursory autotransporterow sg kierowane do translokacji przez
system SEC znajdujacy si¢ w blonie zewnetrznej bakterii i przemieszczaja si¢ przez
peryplazme do blony zewnetrznej. Nastepnie, przy udziale kompleksu BAM (ang. S-barrel
assembly machinery) domena “translokatora” zostaje wbudowana do blony zewngtrznej
tworzac strukture B-barylki. Przez powstaty w ten sposéb kanat na powierzchnie komorki
zostaje przeniesiona domena “pasazera”. Niektore transportowane biatka sg uwalniane do
srodowiska zewnetrznego, podczas gdy inne pozostaja zakotwiczone na powierzchni
komorki bakteryjnej (Rycina 2B). Biatka wydzielane przez T5SS roznig si¢ wielkoS$cia,
struktura 1 funkcja [31,32].

W zaleznos$ci od organizacji biatek tworzacych ten system, TSSS mozna podzieli¢
na podgrupy okreslane jako typ Va do Vf. Typ Va to klasyczny i najlepiej zbadany podtyp.
Funkcjonuje on jako monomer, a domeny “pasazera” i “translokatora” (B-barylki) sa
tworzone odpowiednio przez rejony N i1 C-koncowe tancucha polipeptydowego. Typ Vb
sktada si¢ dwoch tancuchow polipeptydowych kodowanych w jednym operonie:
“translokatora” (TpsB), ktory zawiera dwie domeny peryplazmatyczne zwigzane
z transportem polipeptydow (POTRA ang. polypeptide transport-associated) oraz
“pasazera” (TpsA). System ten nazywany jest takze systemem sekrecji dwoch partnerow
(TPS, ang. Two-Partner Secretion system). Typ Vc przypomina mechanizmem typ Va,
jednak tworzy struktury trimeryczne, w ktorych kazda podjednostka zawiera domeng
“pasazera” i fragmenty tworzace domeng “translokatora”. Nazywany jest takze systemem
trojsktadnikowych autotransporteréw (TAA, ang. Trimeric Autotransporter adhesins). Typ
Vd taczy cechy typoéw Va i Vb. Domeny “translokatora” w Vd sa podobne do tych w Vb,
jednakze w Vd wystepuje tylko jedna domena POTRA. Domeny “pasazera” w typach Vd
1 Va rdéznig si¢ gltéwnie funkcja - te w Vd funkcjonujg gléwnie jako lipazy/esterazy.
Nastepny typ to Ve - funkcjonuje podobnie do typu Va, jednakze z odwrocong organizacja

domen (domena “translokatora“ na koncu N i domena “pasazera” na koncu C bialka).
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Niedawno zaproponowano kolejny podtyp - V£, wystepujacy u bakterii Helicobacter pylori.
Domena “pasazera” w typie Vf stanowi pozakomodrkows, eksponowang na powierzchni
komorki petle domeny “translokatora”. Nalezy zaznaczy¢, ze ze wzgledu na nietypowa

topologi¢ V1 jego klasyfikacja jako autotransportera jest kwestionowana [18,33].

Wigkszo$¢ substratow przeznaczonych do translokacji przez T5SS to czynniki
wirulencji, np.: proteaza immunoglobuliny A odpowiedzialna za degradacj¢ przeciwciat
gospodarza u Neisseria gonorhoeae lub biatko VacA - jeden z gtownych czynnikow

wirulencji H. pylori [34-36].
3.2.3. System sekrecji typu VIII (T8SS, ang. Type VIII Secretion System)

System sekrecji typu VIII jest specyficznym systemem odpowiedzialnym za
synteze 1 organizacj¢ wtokien amyloidowych “curli”. Substraty, przeznaczone do sekrecji
tym systemem zawieraja N-koncowe sekwencje sygnalowe rozpoznawane przez system
SEC, ktory transportuje je przez blone wewnetrzng. Po dotarciu do przestrzeni
peryplazmatycznej sa one utrzymywane w formie niezwinigtej przez biatka opiekuncze
1 wydzielane przez kanal T8SS na zewnatrz blony zewnetrznej gdzie tacza sig

w B-amyloidowe struktury (Rycina 2C) [21].

Struktury “curli” na powierzchni komoérki odgrywaja istotng role w tworzeniu biofilméow,

wirulencji 1 adhezji komoérek do powierzchni [21].
3.2.4. System sekrecji typu IX (T9SS, ang. Type IX Secretion System)

System sekrecji typu IX to niedawno opisany, wyspecjalizowany mechanizm
sekrecji bialek wystepujacy wylacznie w bakteriach z rodzaju Bacteroidetes. Substraty
przeznaczone do wydzielania tym systemem posiadajg N-koncowe sekwencje sygnatowe
dla systemu SEC, ktory transportuje je do przestrzeni peryplazmatycznej. Nastgpnie diuga,
zachowana ewolucyjnie domena C-koncowa (CTD, ang. C-terminal domain signals)
kieruje je do kanalu T9SS w blonie zewnetrznej, gdzie ulegaja translokacji 1 uzyskuja
wlasciwg konformacjg. Po translokacji domena CTD jest odcinana a wydzielone biatko jest
zakotwiczane w btonie zewnetrznej przez A-LPS (ang. anionic lipopolysaccharide,
anionowy lipopolisacharyd, jedna z form LPS zidentyfikowana u niektorych Bacteroidetes)

(Rycina 2D) [23,24].
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Przedstawicielem rodzaju Bacteroidetes jest Porphyromonas  gingivalis,
wykorzystujacy ten system migdzy innymi do eksportu czynnikéw wirulencji - gingipain,
powodujacych  uszkodzenia tkanek gospodarza 1 modulujgcych  odpowiedz

immunologiczng gospodarza [37].
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Rycina 2. Dwuetapowe systemy sekrecji u bakterii Gram-ujemnych. Biatka
substratowe przeznaczone do eksportu (kolor ciemnoniebieski) z sekwencjami
sygnatlowymi na koncach N-terminalnych (kolor fioletowy) sa kierowane do systemow
translokacyjnych SEC lub TAT, znajdujacych si¢ w btonie wewnetrznej. Po translokacji do
przestrzeni peryplazmatycznej sekwencje sygnatowe sa odcinane, a biatka wydzielnicze sa
eksportowane przy udziale systemow wydzielniczych: A. T2SS - biatka ulegaja zwinigciu
w peryplazmie, po czym sg transportowane przez kompleks blony wewngtrznej,
pseudopilusa 1 kompleks btony zewnetrznej. B. TSSS - domena autotransportera (AT),
nazywanego takze “translokatorem” (kolor jasnoniebieski) jest wbudowywana do blony
zewngtrznej a nastgpnie domena “pasazera” (ciemnoniebieska) jest translokowana przez
powstaly w ten sposob kanal na zewnatrz komorki, gdzie zyskuje swoja wiasciwa
konformacje. Domena “translokatora” i “pasazera” sg od siebie oddzielone linkerem (kolor
czerwony). C. T8SS - domena amyloidu po transporcie do peryplazmy pozostaje
rozwinigta, a sekwencja sygnatowa (ss) dla T8SS (kolor zielony) kieruje ja do kanatu
w blonie zewngtrznej. Biatko substratowe zostaje przetransportowane przez btong
zewngtrzng 1 zakotwiczone w niej tworzac widkna amyloidowe. D. T9SS - biatko zyskuje
swoja ostateczng konformacje w peryplazmie i jest kierowane do kanatu T9SS przez
domeng C-koncowa CTD (kolor pomaranczowy). Po translokacji C-koncowa domena
(CTD) zostaje odcigta, a biatko substratowe pozostaje zakotwiczone w btonie zewnetrzne;j
(OM) dzigki potaczeniu z A-LPS. Schemat wykonany na podstawie [9].
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3.3. Sekrecja i transport lipoprotein

Lipoproteiny bakteryjne s3 to globularne biatka zakotwiczone w btonie
komorkowej za pomocg czgsteczki lipidu. Pelnig one niezmiernie istotne funkcje, migdzy
innymi w utrzymaniu wtasciwej architektury komorki, syntezie i reorganizacji warstwy
peptydoglikanu, biogenezie btony zewnetrznej, podziatach komérkowych, odpowiedzi
stresowej 1 wirulencji [38]. System modyfikacji prekursordw lipoprotein, ich sortowania
1 kierowania do btony zewnetrznej zostal najlepiej zbadany u E. coli. Prekursory
lipoprotein zawierajg na koncu N peptyd sygnalowy, ktoéry wyrdznia je sposrdd innych
eksportowanych biatek obecnoscia sekwencji [LVI]J[ASTVI][GAS]C, zwanej
lipoboksem. Reszta cysteiny w ostatniej pozycji lipoboksu jest $cisle zachowana i staje

si¢ ona pierwszg resztg dojrzalego biatka po usunieciu peptydu sygnatowego [38,39].

Wigkszos¢ prekursoréw lipoprotein opuszcza cytoplazme systemem SEC [40],
a tylko nieliczne wykorzystuja system TAT [41]. Po translokacji lipoproteina pozostaje
zakotwiczona w blonie wewnetrznej za pomoca swojego N-koncowego peptydu
sygnatlowego 1 podlega procesowi dojrzewania, polegajacego na kowalencyjnym
przyltaczeniu trzech tancuchéw acylowych do reszty cysteiny lipoboksu i usunieciu
peptydu sygnatowego poprzedzajacego acylowang reszte Cys. Czasteczki dojrzatych
lipoprotein moga pozosta¢c w blonie wewngtrznej lub sg transportowane do blony
zewngtrznej. Proces ekstrakcji lipoprotein z btony wewnetrznej i ich transport do btony
zewnetrznej zachodzi z udziatem systemu Lol. System ten obejmuje blonowy transporter
z rodziny ABC (ang. ATP binding cassette), LolCDE, ktéry wydobywa lipoproteiny
z blony wewnetrzne] kosztem hydrolizy ATP 1 przenosi je do rozpuszczalnego
peryplazmatycznego biatka opiekuficzego LolA. Kompleks LolCDE obejmuje
heterodimer integralnych biatek blony wewngtrznej LolC i LolE oraz homodimer LolD.
LolD jest peryferyjnym biatkiem zlokalizowanym po stronie cytoplazmatycznej btony
wewnetrznej 1 przeprowadza hydrolize ATP, dostarczajac w ten sposob energie do
ekstrakcji lipoprotein z dwuwarstwy lipidowej [42]. Nastepnie LolA transportuje
lipoproteiny przez peryplazme do LolB, lipoproteiny blony zewnetrznej odpowiedzialnej
za wprowadzanie tancuchéw acylowych do dwuwarstwy lipidowej [42]. Sposob, w jaki
LolCDE sprzega hydrolize ATP, ekstrakcje lipoprotein 1 dostarczanie ich do LolA,
a takze mechanizm inkorporacji lipoprotein do btony zewnetrznej przy udziale LolB nie

zostaly w pelni wyjasnione.
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Opisany powyzej system odpowiedzialny za ekstrakcje dojrzatych lipoprotein
z IM 1 ich transport do OM nie jest uniwersalny dla wszystkich Gram-ujemnych bakterii.
LolA jest dobrze =zachowane ewolucyjnie, natomiast LolB wystepuje tylko
w v 1 B-proteobakteriach, co sugeruje obecnos¢ innych mechanizméw posredniczacych
we wprowadzaniu lipoprotein do blony zewnetrznej u pozostalych grup bakterii. Geny
kodujace LolC i1 LolE sg zachowane tylko w blisko spokrewnionej z E. coli podgrupie
y-proteobakterii. Wigkszo$¢ proteobakterii koduje tylko jedno homologiczne biatko
transblonowe, nazwane LolF, ktore jest prawdopodobnie przodkiem biatek LolC i LolE

i zawiera sekwencje aminokwasowe charakterystyczne dla obu tych biatek [43].
3.4. Proces translokacji bialek zalezny od systemu SEC

Wigkszo$¢ biatek bakteryjnych przeznaczonych do eksportu jest translokowana
przez system SEC (okoto 95% biatek funkcjonujacych poza cytoplazma), ktdry przenosi
je w formie rozwinigtej, zanim uzyskaja swoja natywng struktur¢ w miejscu docelowym
[44,45]. U modelowej bakterii E. coli system SEC sklada si¢ z dwoch gtownych
komponentow: cytoplazmatycznego biatka SecA oraz kanalu SecYEG w blonie
wewnetrznej, w sktad ktorego wchodzg biatka SecY, SecE 1 SecG [40,46]. Inne sktadniki
systemu SEC to biatko opiekuncze SecB, ktore dostarcza biatka do SecA
w rozwinietej formie, oraz kompleks btonowy SecDF/YajC, zwigkszajacy wydajnosé
translokacji dzigki wykorzystaniu sity protonomotorycznej [47]. Biatko SecA pehi
podwdjng role w procesie translokacji: (1) dziata jako ATPaza 1 poprzez hydrolize¢ ATP
dostarcza energii do translokacji substratow biatkowych przez kanal SecYEG,

(2) uczestniczy w rekrutacji 1 dostarczaniu substratow biatkowych do kanatu SecYEG

[46].

Translokacja substratow bialkowych przez kanal SecYEG odbywa si¢ za
posrednictwem dwoch rownolegle funkcjonujacych szlakow [48—50]. Szlak zalezny od
SecA transportuje giownie biatka btony zewnetrznej (OMPs, ang. outer membrane
proteins), lipoproteiny, biatka peryplazmatyczne oraz biatka wydzielane do przestrzeni
zewnatrzkomorkowej, zawierajace sekwencje sygnatowa na N-koncu i jest zazwyczaj
okreslany jako potranslacyjny [51]. Z kolei biatka btony wewnetrznej z sekwencjami

sygnatlowymi w jednej z ich domen transbtonowych, sg translokowane przez szlak
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zalezny od czasteczki rozpoznajacej sygnal (SRP, ang. signal recognition particle),

okreslany jako kotranslacyjny [52—54].

Nalezy podkresli¢, ze klasyfikacja na transport potranslacyjny przez SecA
1 kotranslacyjny przez SRP nie dotyczy wszystkich substratow. Wykazano, ze SecA moze
uczestniczy¢ rowniez w kotranslacyjnym transporcie niektorych biatek (np. RodZ, MBP)
[55,56], z kolei SRP moze dziata¢ potranslacyjnie, jak w przypadku matych bialek
btonowych (YohP i YkgR) [57].

W szlaku kotranslacyjnym (sprz¢zonym =z translacja) zaleznym od SRP,
sekwencja sygnalowa syntetyzowanego polipeptydu jest rozpoznawana przez czasteczke
SRP jeszcze w kanale rybosomu [58,59]. Nastepnie kompleks SRP-rybosom-polipeptyd
wiaze si¢ z zakotwiczonym w btonie wewnetrznej receptorem dla SRP, FtsY [60] 1 catos¢
zostaje dostarczona do kompleksu SecYEG. Nastepnie kompleks FtsY—SRP
przeprowadza hydrolize GTP, co umozliwia dalszy przebieg translokacji przez kanat

SecYEG (Rycina 3A) [61].

W szlaku potranslacyjnym (niesprzezonym z procesem translacji) zaleznym od
SecA, nowo powstaty polipeptyd jest rozpoznawany przez biatko opiekuncze SecB, ktore
stabilizuje substrat w niezwinietej formie 1 kieruje go do SecA. Nastepnie, SecA wigze
si¢ z substratem 1 wprowadza go do kanatu SecYEG w btonie wewnetrznej [46,56]. Po
dostarczeniu do SecYEG, translokacja przez kanat napedzana jest hydroliza ATP przez
SecA a kompleks SecDF/YajC wspomaga ten proces [62]. Po przejsciu catego tancucha
polipeptydowego przez kanat sekwencja sygnalowa zostaje odcigta przez peptydaze
sygnatows, a biatko uzyskuje natywng strukture w miejscu docelowym (Rycina 3BI)
[7,51]. Oprocz klasycznego mechanizmu potranslacyjnego zaproponowano rowniez
wariant translokacji polipeptydow, okreslany jako kotranslacyjny niesprz¢zony
z translacja. W tym przypadku synteza bialka i jego translokacja nie sa ze sobg Scisle
powigzane mechanistycznie, lecz syntetyzowany substrat jest dostarczany do kanalu
SecYEG jeszcze w trakcie translacji na rybosomie. SecA wigze powstajacy polipeptyd
bezposrednio przy rybosomie, zanim zostanie on przekazany do SecB (Rycina 3BII)

[54,56].
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Rycina 3. Schemat transportu bialek zalezny od SEC. A. Szlak sprz¢zony z translacja
- sekwencja sygnatowa (kolor pomaranczowy) nowo syntetyzowanego polipeptydu
(kolor czerwony) jest rozpoznawana przez czasteczk¢ SRP, a nastepnie kompleks SRP
-rybosom-polipeptyd jest wigzany przez receptor FtsY 1 dostarczany do kompleksu
SecYEG. Procesowi temu towarzyszy hydroliza GTP przez kompleks SRP-FtsY, co
umozliwia dalszy przebieg translokacji. B. W szlaku niesprzezonym z translacjg
rozpoznawanie substratu 1 dostarczanie go do kanalu SecYEG moze nastapi¢ albo po
zakonczeniu syntezy biatka (I), albo w trakcie jego syntezy (II). I. W wariancie
potranslacyjnym biatko opiekuficze SecB wiaze si¢ z substratem przeznaczonym do
sekrecji (kolor ciemnoniebieski), a nast¢pnie rekrutuje biatko SecA. II. W wariancie
kotranslacyjnym SecA rozpoznaje sekwencje sygnatowa (kolor fioletowy) 1 wigze si¢
Z powstajacym na rybosomie polipeptydem, a nastepnie rekrutuje biatko SecB. Po
dostarczeniu do kanalu SecYEG, ATP-aza SecA napedza translokacje przez btone
wewnetrzng poprzez hydrolize ATP. Schemat wykonany na podstawie [63].

3.5. Bialko SecA

SecA jest kluczowym elementem bakteryjnego systemu SEC, odpowiadajagcym
za transport wiekszosci biatek przez btone wewnetrzng [64,65]. Gen secA zostal po raz
pierwszy zidentyfikowany 40 lat temu w bakterii £. coli [64,65]. Pomimo czterech dekad
badan nad eksportem biatek w bakteriach, wiele aspektéw w tej dziedzinie nie zostato do
konca wyjasnionych, a dokladny mechanizm dziatania SecA wcigz nie jest w pelni

Zrozumiany.

Obecnie wickszos¢ informacji na temat mechanizmu dzialania SecA pochodzi
z badan strukturalnych tego biatka u modelowej bakterii E. coli. Wczesne badania

sugerowaty, ze okolo polowa catkowitej puli komorkowej SecA znajduje si¢
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w cytoplazmie, a druga potowa jest zwigzana z btong wewngtrzng [66]. Jednakze,
aktualne analizy wskazuja, Zze zdecydowana wigkszo$¢ — ponad 90% biatka SecA
zwigzana jest z blong komorkowa, a pula cytoplazmatyczna jest znacznie mniejsza [67].
Taka lokalizacja odzwierciedla jego centralng rol¢ w napgdzaniu procesu translokacji

bialek przez kompleks blonowy SecYEG.

Biatko SecA nie zostalo zidentyfikowane u eukariontow, z wyjatkiem
chloroplastow, ktére posiadajg homolog SecA ze wzgledu na ich ewolucyjne
pochodzenie [68]. Chociaz system SEC wystepuje u archeondéw i eukariontéw, obecnosé
ATPazy SecA jest charakterystyczna tylko dla bakterii. W komorkach eukariotycznych,
role funkcjonalnego odpowiednika bakteryjnego kompleksu SecYEG peini kompleks
Sec61, dziatajac jednak bez udzialu SecA [69]. W zwiazku z tym, poniewaz
funkcjonowanie SecA ma zasadnicze znaczenie dla Zywotnosci 1 wirulencji bakterii,
biatko to jest uwazane za atrakcyjny obiekt badan nad lekami przeciwbakteryjnymi

[70,71].
3.5.1. Struktura bialka SecA

SecA bakterii E. coli jest duzym biatkiem ztozonym z 901 reszt aminokwasowych
(o masie czasteczkowej 102 kDa), ktore sg zorganizowane w osiem gldownych domen
(Rycina 4). Dostepnych jest wiele struktur krystalicznych SecA z E. coli, jednakze nie
obejmuja one catej sekwencji aminokwasowej - elastyczne domeny C - koncowe sg
czgsto nieobecne w modelach lub nieustrukturyzowane [72—75]. Za rdzen katalityczny,
niezbedny do przezycia bakterii 1 utrzymania procesu translokacji, uwazane sg reszty

aminokwasowe ~1-832 [73,76,77].
3.5.1.1. Budowa, organizacja i funkcja domen w bialku SecA

W obrebie czesci N-koncowej SecA (reszty aminokwasowe: 1-621) wyrdznia si¢
trzy domeny: domene wiagzaca nukleotydy NBD1 (ang. nucleotide binding domain),
domene¢ odpowiedzialng za wigzanie prekursoréow biatek PPXD (ang. preprotein cross-
linking domain) oraz domen¢ petnigcg funkcje wewnatrzczasteczkowego regulatora
ATP-azy NBD2 (ang. nucleotide binding domain, nazywang tez IRA2, ang.
intramolecular regulator of ATPase 2) (Rycina 4) [72].
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Domeny NBD1 i NBD2 tworzag domen¢ motoryczng DEAD. Domena ta jest
zachowana ewolucyjnie w rodzinie helikaz 1 enzyméw modyfikujacych kwasy
nukleinowe. Zawiera ona charakterystyczng sekwencje aminokwasowa Asp-Glu-Ala-
Asp (D-E-A-D) i jest zaangazowana w wigzanie 1 hydroliz¢ ATP. Homologia tej
sekwencji w SecA umieszcza to biatko w nadrodzinie helikaz DExD/H 2 (Asp-Glu-X-
His/Asp, gdzie x oznacza dowolny aminokwas) [72,78]. Domena NBD1 zawiera dwa,
zachowane ewolucyjnie miejsca wigzania ATP: motywy Walker A 1 Walker B [79,80].
NBD2 zawiera dwa motywy strukturalne: VAR (ang. variable region), cze¢sciowo
odpowiedzialny za aktywno$¢ ATPazowa, oraz LH (ang. linker helix), ktory taczy NBD2
z domeng C-koncowg [72,81]. NBD2 pelni funkcje regulacyjna, stymulujac hydrolize
ATP oraz wymian¢ nukleotydow w obrgbie NBDI1 [82]. Domena PPXD jest
zakotwiczona w NBDI, gdzie odpowiada za rozpoznawanie i1 wigzanie biatek
substratowych oraz uczestniczy w aktywacji aktywnosci ATP-azowej (Rycina 4) (Tabela

2) [72,83,84].

W obrgbie czgsci C-koncowej SecA (reszty aminokwasowe 622-901) wyrdznia
si¢ 4 domeny: domene HSD (ang. helix scaffold domain), domeng HWD (ang. helical
wing domain), domeng¢ petnigca funkcje wewnatrzczasteczkowego regulatora ATP-azy
IRA1 (ang. intramolecular regulator of ATPase 1) oraz domen¢ C-koncowg CTT
(ang. C-terminal tail) (Rycina 4) [72,85].

HSD jest dluga domena o-helikalng, ktora taczy wszystkie pozostale domeny
SecA [85]. IRA1 (nazywana tez 2HF, ang. two helix finger) oddziatuje z biatkiem SecY.
Interakcja ta ma kluczowe znaczenie dla regulacji aktywnosci ATPazowej 1 translokacji
polipeptydu [72,86]. Domena CTT dzieli si¢ na dwie mniejsze domeny: FLD
(ang. flexible linker domain) 1 MBD (ang. metal binding domain) [73,83]. Domena FLD
najprawdopodobniej peini role autoinhibicyjna poprzez interakcje z rdzeniem
katalitycznym SecA [73]. MBD oddziatuje z biatkiem opiekuficzym SecB, fosfolipidami
1 rybosomami [73,87,88]. Ponadto, w MBD znajduje si¢ zachowany ewolucyjnie motyw
cysteinowy CXCXgC(H/C) (gdzie x oznacza dowolny aminokwas) wigzacy metal
[46,89]. Obecnos¢ jonow metali w tej domenie stabilizuje strukture SecA 1 umozliwia
skuteczne wigzanie z biatkiem opiekunczym SecB. Wczesdniejsze analizy wskazywaty, ze

gtownym metalem koordynowanym przez MBD jest cynk, jednak najnowsze badania
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sugeruja, iz domena ta wigze zelazo z poroéwnywalnym, a nawet wyzZszym

powinowactwem (Rycina 4) (Tabela 2) [90,91].

domena N-koricowa domena C-koncowa

829 877

83-139 205-227 513-553 591 -621
Walker A Walker B VAR LH

Rycina 4. Organizacja domenowa bialka SecA. A. Domena N-koncowa (reszty
aminokwasowe 1-619) sklada si¢ z trzech domen: NBDI (reszty aminokwasowe
1-220) z motywami Walker A (reszty aminokwasowe 83-139) i Walker B (reszty
aminokwasowe 205-227), PPXD (reszty aminokwasowe 221-376) oraz NBD2 nazywane;j
tez IRA2 (reszty aminokwasowe 417-621) z motywami VAR (reszty aminokwasowe
513-553) 1 LH (reszty aminokwasowe 591-621). Domena C-koncowa (reszty
aminokwasowe 622-901) sktada si¢ z pigciu domen: HSD (reszty aminokwasowe
622-668), HWD (reszty aminokwasowe 669-755), IRA1, nazywanej tez 2HF (reszty
aminokwasowe 756-823) oraz CTT (reszty aminokwasowe 832-901) z dwiema
domenami: FLD (reszty aminokwasowe 832-880) i MBD (reszty aminokwasowe 881-
901). B. Struktura biatka SecA E. coli wygenerowana za pomocg modelu AlphaFold
[92,93]. Domeny SecA oznaczono kolorami: NBD1 - kolor cyjanowy, PPXD - kolor
szary, NBD2 - kolor z6tty, HSD - kolor fioletowy, HWD - kolor zielony, IRA1 - kolor
niebieski, FLD - kolor pomaranczowy, MBD - kolor czerwony. Schemat wykonany na
podstawie [63].

32



Budowa i organizacja domen w biatku SecA s3 ewolucyjnie zachowane
u wigkszosci bakterii, jednakze dlugo$¢ oraz rozktad tadunkéw tancucha
polipeptydowego moga si¢ rézni¢. Analiza bioinformatyczna 425 homologéw SecA,
wykazata, ze wiekszo$¢ z nich charakteryzuje si¢ wypadkowym ujemnym tadunkiem,
natomiast réznig si¢ one dlugoscia sekwencji aminokwasowej. Sugeruje sig¢, ze
specyficzne cechy sekwencji SecA moga by¢ zwigzane z jego odmiennym

funkcjonowaniem w poszczegolnych organizmach [94].

3.5.1.2. Stopien oligomeryzacji SecA

Pomimo licznych badan czwartorzedowej struktury SecA, stan oligomeryczny
tego biatka nadal pozostaje niejasny. SecA jest zazwyczaj oczyszczane jako dimer i wiele
badan wskazuje, ze wlasnie w takiej formie funkcjonuje [95,96]. Jednakze, w literaturze
pojawiaja sie tez doniesienia sugerujace, ze w trakcie wigzania ligandow 1 translokacji
substratu biatkowego, SecA ulega przejsciowej monomeryzacji [76,97,98]. Ponadto,
analizy in vitro sugeruja, ze wigzanie ligandow — takich jak lipidy, peptydy sygnatowe
czy nukleotydy, moze przesuwa¢ réwnowage oligomeryczng SecA w stron¢ form

monomerycznych [99,100].

Dodatkowe kontrowersje dotycza stanu oligomerycznego SecA podczas wigzania
z dwuwarstwg lipidowa. Opublikowane niedawno dane wskazuja, Zze usieciowane
disiarczkami dimery SecA maja ograniczong zdolno$¢ do wigzania si¢ z duzymi
pecherzykami lipidowymi (LUV, ang. large unilamellar vesicles), natomiast
monomeryczne formy SecA wigza si¢ z nimi wydajniej [98]. Z drugiej strony, badania
z zastosowaniem technik wizualizacji pojedynczych czasteczek wewnatrz zywych

komorek wskazuja, ze SecA oddzialuje z btong wewnetrzng w formie dimerycznej [67].

Zgodnie ze strukturg krystaliczng dimeru, podjednostki SecA tacza sie
antyrownolegle poprzez reszty aminokwasowe protomeréw w domenach NBD1 (N132,
Y134, Q137, P159 1 G160) i NBD2 (T470, K471, H476, N477, F483, H484, N486
1 A489). Dodatkowe oddzialywania pochodza od reszt aminokwasowych protomeru
a (K475, W519 1 P529) oraz protomeru B (E141, M161, A525 i L526). Oddziatywania
pomiedzy domenami maja przede wszystkim charakter hydrofobowy, dodatkowo

wzmacniany przez wigzania wodorowe [72].
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Podsumowujac, SecA pozostaje w dynamicznej rownowadze pomiedzy forma
monomeryczng a dimeryczng, a rOwnowaga ta jest przesuwana przez oddziatywanie

z ligandami zwigzane z procesem translokacji [101].
3.5.2. Ligandy bialka SecA

W procesie translokacji, SecA oddziatuje z wieloma komponentami w komorce
bakteryjnej. Naleza do nich: prekursory biatek, ATP, biatko opiekuncze SecB, rybosomy,
kanat SecYEG, lipidy blonowe oraz RNA (Tabela 2) [40,73]. Tak szerokie spektrum
oddziatywan jest mozliwe dzigki obecnosci wielu domen o odmiennych wtasciwosciach
i funkcjach. Co wiecej, SecA charakteryzuje si¢ wysoka dynamika strukturalng i ulega
zmianom konformacyjnym na kazdym etapie translokacji, najprawdopodobniej

obejmujacym takze zmiany stanu oligomerycznego [47].

Przede wszystkim, SecA wiaze biatka przeznaczone do translokacji — polipeptydy
prekursorowe zawierajace odpowiednie sekwencje sygnatowe. Rozpoznawanie
prekursoréow biatek odbywa si¢ zar6wno poprzez oddzialywanie SecA z a-helikalng
sekwencja sygnalowa na koficu N nowo syntetyzowanego substratu, jak i poprzez
wigzanie okre§lonych sekwencji w jego dojrzatej czgsci [102—-104]. Ze wzgledu na
roznorodno$¢ substratow translokowanych przez SecA, sekwencje sygnalowe
rozpoznawane przez to biatko nie maja jednoznacznie zdefiniowanych sekwencji
aminokwasowych. Charakteryzuja si¢ one jednak wspdlnym schematem: dodatnio
naladowane reszty N-koncowe, hydrofobowy rdzen oraz hydrofilowy fragment
C-koncowy zawierajacy miejsce cigcia dla peptydazy sygnatowej [105,106]. Sekwencje
sygnatowe sg wigzane w szczelinie utworzonej przez domeny PPXD, HSD i HWD [107].

Biatko SecA jako ATPaza wiaze 1 hydrolizuje ATP — czasteczka jest wigzana
w szczelinie znajdujacej si¢ pomiedzy domenami NBD1 i NBD2 [40].

Poniewaz SecA transportuje biatka w formie rozwinigtej, stabilizacj¢ ich struktury
przed translokacja zapewniaja cytoplazmatyczne biatka opiekuncze, w tym SecB.
Wiazanie SecA z SecB odbywa si¢ przy udziale kilku przestrzennie odlegtych od siebie
regionéOw biatka: domeny MBD w rejonie C-koncowym, pierwszych 2-11 reszt

aminokwasowych N-konca oraz domeny LH [108,109].
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SecA uczestniczy rowniez w kotranslacyjnej translokacji dzigki bezposrednim
kontaktom z rybosomem, a konkretnie z biatkami rybosomalnymi ulL.23 tworzacym wraz
zul24 1 ulL29 tunel wyjsciowy rybosomu. W interakcje te zaangazowane sg co najmniej
dwa regiony SecA: N-koncowa helisa obejmujaca reszty aminokwasowe 1-38 oraz dwie
reszty lizyny (Lys625 1 Lys633) w domenie HSD [110,111]. Najnowsze badania sugeruja

ponadto, ze domena MBD réwniez bierze udziat w oddziatywaniu z rybosomami [73].

Oddziatywanie SecA z SecYEG nast¢puje poprzez amfipatyczny, dodatnio
naladowany N-koniec SecA. Sugeruje si¢, ze przed zwiazaniem z kanatem SecYEG,
SecA najpierw wiaze si¢ z kwasnymi fosfolipidami obecnymi w dwuwarstwie lipidowej
[112], a kluczowa role w tej interakcji odgrywa domena MBD, ktéra odpowiada za
wigzanie lipidow [87]. Ponadto, w trakcie translokacji polipeptydéw, domena IRA1
wnika do centralnego poru bialka SecY, jednak doktadna rola tego oddziatywania nie jest

jeszcze w pelni wyjasniona [113].

Tabela 2. Domeny, funkcje oraz ligandy bialka SecA bakterii E. coli.

Domena Reszty aa Funkcja Ligandy Lit.
NBD1 1-220; wigzanie ATP; ATP; [40,82]
377-416 autoregulacja RNA;
rybosomy
PPXD 221-376 | rozpoznawanie i wigzanie | biatka pekursorowe [103,114]
biatka prekursorowego
NBD2 417-621 | aktywacja hydrolizy ATP; ATP; [40,82]
(IRA2) autoregulacja RNA;
rybosomy
HSD 622-668 | rozpoznawanie i wigzanie | biatka pekursorowe; [103,114]
biatka prekursorowego rybosomy
HWD 669-755 | rozpoznawanie i wigzanie | biatka pekursorowe [103,114]
biatka prekursorowego
IRA1 (2HF) | 756-829 translokacja przez kanat SecY [85,113]
SecYEG
CTT | FLD | 833-877 autoinhibicja SecA [73]
MBD | 878-901 zwigkszanie rybosomy; [73,87,88]
powinowactwa do biatek SecB;
prekursorowych fosfolipidy;
biatka prekursorowe
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3.5.3. Mechanizm dzialania bialka SecA

Podczas translokacji biatek SecA pelni role dostarczajacej energii ATP-azy,
a kolejne cykle wigzania 1 hydrolizy ATP oraz wymiany nukleotydow prowadza do zmian
konformacyjnych SecA [115]. Jednakze, mimo licznych badan nad strukturg
1 aktywnoscig tego biatka, doktadny mechanizm translokacji zaleznej od SecA nie zostat
w petni wyjasniony. Sposrod kilku zaproponowanych modeli mechanizmu dziatania
SecA, obecnie za najbardziej prawdopodobny uznaje si¢ model nazwany ,,Power-Stroke”
[116-118]. Model ten zaktada, ze podczas wigzania 1 hydrolizy ATP dochodzi do zmian
konformacyjnych w domenie IRA1. Zmiany te, przesuwaja domen¢ IRA1 do wnetrza
kanatu SecYEG i przepychaja przez niego polipeptyd. Po zakonczeniu hydrolizy ATP,
IRA1 wycofuje si¢ z kanalu SecY 1 przygotowuje do kolejnego cyklu wigzania
1 hydrolizy. Cofnigcie si¢ tej domeny z kanalu mogtoby doprowadzi¢ do wycofania
polipeptydu. Zaproponowano jednak mechanizm, w ktérym w takcie hydrolizy ATP,
domeny PPXD i NBD2 formujg zacisk wokot polipeptydu substratowego, co zapobiega
jego wycofaniu z kanalu. Po zakonczeniu hydrolizy ATP zacisk rozluznia sie,

umozliwiajac pasywne przesuni¢cie polipeptydu przez kanal SecY [117,118].

Dostepne dane literaturowe sugeruja, ze SecA moze réwniez funkcjonowac
niezaleznie od translokonu SecYEG. Analizy in vitro wykazaty, ze SecA moze wnikac
do anionowej dwuwarstwy fosfolipidowej, co wskazuje, ze SecA tworzy pier§cieniowe
struktury w blonie wewnetrznej. Struktury te, powstajace prawdopodobnie z dimeroéw
SecA [119], sa zdolne do translokacji substratow bez udziatu SecYEG. W takim uktadzie
jeden protomer petni funkcje kanatu przewodzacego, a drugi dziata jako ATP-aza. Kanaly
tworzone wylacznie przez SecA wykazuja jednak mniejsza wydajno$¢ translokacyjna niz

kompleks SecA—SecYEG [120,121].
3.6. Regulacja poziomu ekspresji genow kodujacych elementy translokonu SEC

Ze wzgledu na kluczowsg role translokonu SEC w komorkach bakteryjnych,
ekspresja gendow kodujacych jego komponenty musi by¢ precyzyjnie regulowana. Jednak

w dostepnej literaturze brak jest szczegétowych danych dotyczacych tego procesu.

Geny kodujace dwa komponenty kanatlu btonowego SEC, secY i secE, sa
transkrybowane wraz z innymi genami zaangazowanymi w translacje (operon spc,

zawierajacy geny kodujacy biatka rybosomalne i gen secY) i transkrypcje (gen kodujacy
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czynnik antyterminacyjny NusG jest transkrybowany wraz z genem secE). W zwigzku
z tym ekspresja tych gendw moze mie¢ charakter konstytutywny [122—-124]. Mozliwe jest
wiec, ze regulacja funkcjonowania translokonu SEC moze opierac si¢ na Scistej regulacji

ekspresji genu secA.

Poziom biatka SecA w komorce jest regulowany na poziomie translacji poprzez
mechanizm obejmujacy mRNA secM 1 batko SecM [122]. Geny secM i secA naleza do
tej samej jednostki transkrypcyjnej, przy czym secM jest zlokalizowany przed genem
secA. Transkrypt secM-secA tworzy drugorzgdowa petle zawierajaca sekwencje wiazaca
rybosom (SD, ang. Shine-Dalgarno) genu secA. W tej strukturze, sekwencja SD genu
secA nie moze oddzialywa¢ z rybosomami. Rybosomy rozpoczynajg translacj¢ genu
secM, ale zatrzymuja si¢ na kodonie Prol66 (tuz przed sekwencjami formujacymi pgtle).
Pozycja rybosomu na mRNA podczas zatrzymania translacji zaburza strukturg
drugorzedowa i odstania sekwencj¢ SD genu secd, w zwigzku z czym mozliwa jest
inicjacja translacji tego genu. W warunkach fizjologicznych zatrzymanie elongacji SecM
jest przej$ciowe: koniec N powstajacego polipeptydu SecM jest rozpoznawany przez
czasteczke SRP 1 kierowany do kanatu SecYEG w celu eksportu. Podczas translokacji
SecM dochodzi do zniesienia zatrzymania elongacji. Struktura spinki zostaje odtworzona
po zakonczeniu translacji zarowno secM, jak 1 secA. W niekorzystnych warunkach, gdy
proces sekrecji bialek jest zaburzony, zatrzymanie rybosomu na mRNA secM trwa

dtuzej, co prowadzi do zwigkszonej syntezy SecA [122,125].

Ponadto, poziom biatka SecA w komorce bakteryjnej kontrolowany jest rowniez
poprzez autoregulacj¢. Biatko to posiada miejsce wigzania RNA (pomi¢dzy domenami
NBDI1 i NBD2), umozliwiajace interakcje z wltasnym mRNA. Wigzanie to blokuje
sekwencj¢ SD genu sec4 i moze dodatkowo powodowac¢ dysocjacje nowo utworzonego
kompleksu inicjacyjnego sktadajacego sie z podjednostki rybosomalnej 30S, tRNA™Met

1 transkryptu secM-secARNA [122,126].
3.7. Bakterie Helicobacter pylori

Helicobacter pylori jest jednym z najbardziej rozpowszechnionych bakteryjnych
patogendw na §wiecie. Szacuje si¢, ze zakazenie tym drobnoustrojem dotyczy ponad
potowy $wiatowe] populacji, co czyni je jednym z najczestszych przewlektych zakazen

bakteryjnych u cztowieka [127]. Te Gram-ujemne bakterie naleza do odrgbnej
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i ewolucyjnie odlegtej linii filogenetycznej - typu Campylobacterota (utworzonego
w wyniku przeklasyfikowania dawnej klasy proteobakterii Epsilonproteobacteria), rzedu
Campylobacterales, rodziny Helicobacteraceae 1 rodzaju Helicobacter [128,129].
Bakterie H. pylori zostaly po raz pierwszy wyizolowane i opisane w latach 80. XX wieku
przez Barry’ego Marshalla i Robina Warrena, ktorzy za swoje odkrycia dotyczace roli
H. pylori w etiologii choroby wrzodowej otrzymali Nagrode Nobla w dziedzinie
medycyny w 2005 roku [130]. W poréwnaniu do wielu innych bakteryjnych patogendéw
cztowieka, H. pylori charakteryzuje si¢ niewielkim genomem (ok. 1,6 Mb), co moze
wigza¢ si¢ z obecnoscia odmiennych systemow molekularnych oraz mechanizmow

adaptacyjnych. Dla porownania, genom E. coli K-12 liczy ok. 4,6 Mb [131,132].

Chociaz wigkszos¢ zakazen H. pylori przebiega bezobjawowo, indukuja one
przewlekty stan zapalny btony $luzowej Zotagdka. W konsekwencji u czgsci 0sob rozwijaja
si¢ choroby o istotnym znaczeniu klinicznym, takie jak choroba wrzodowa zotadka
i dwunastnicy (5-10% zakazonych), a w dalszej perspektywie rowniez nowotwory takie
jak gluczolakorak zotadka (1% zakazonych) oraz chloniak MALT (ang. mucosa
associated lymphoid tissue lymphoma) (mniej niz 0,1% zakazonych) [133]. Z tego
powodu Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO, ang. World Health Organisation)
zaklasyfikowata H. pylori jako czynnik rakotworczy grupy I [134].

Skuteczna kolonizacja blony $luzowej zotadka przez H. pylori jest mozliwa dzigki
licznym mechanizmom adaptacyjnym tej bakterii do przetrwania, namnazania
si¢ 1 rozprzestrzeniania w wymagajacym, kwasnym srodowisku. Naleza do nich miedzy
innymi systemy neutralizujagce kwasne pH poprzez produkcje amoniaku, gtownie dzigki
metabolizmowi mocznika przez enzym ureazg¢. Spiralny ksztalt komorki i1 obecnos¢
rzgsek umozliwiajg bakteriom ruchliwo$¢ i1 przedostanie si¢ do powierzchni komorek
nabtonkowych Zoladka, gdzie dzigki specyficznym adhezynom (np. BabA i SabA)
mozliwe jest oddzialywanie z receptorami komoérek gospodarza [135]. Dhugotrwata
infekcja wspierana jest rowniez przez liczne czynniki wirulencji, ktére modulujg
odpowiedZ immunologiczng, wplywaja na szlaki sygnatlowe komoérek gospodarza,
uszkadzaja polaczenia migdzykomorkowe i inicjuja procesy prowadzace do patologii
przewodu pokarmowego. Do najwazniejszych wydzielanych czynnikow wirulencji,
bezposrednio zwigzanych ze zmianami w nablonku zotadka, naleza: biatko CagA

(ang. cytotoxin associated gene A), y-glutamylotranspeptydaza (gGT), cytotoksyna
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wakuolizujaca VacA, oraz proteaza HtrA (ang. high temperature requirement protease A)

[135,136].
3.7.1. System SEC u bakterii H. pylori

Wigkszo$¢ danych dotyczacych funkcjonowania translokonu SEC pochodzi
z badan przeprowadzonych na modelu E. coli. U H. pylori wystgpuje wigkszos$¢
homologéw biatek wchodzacych w sktad systemu SEC, jednak jak dotad nie
zidentyfikowano istotnych komponentéw tego systemu takich jak SecB oraz bialka
odpowiedzialnego za regulacje poziomu SecA, SecM [137]. Ponadto poziom homologii
migdzy komponentami tego systemu w H. pylori i E. coli nie jest wysoki (Tabela 3).
Sugeruje to, ze funkcjonowanie i regulacja systemu SEC w E. coli i H. pylori moga

wykazywac roznice.

Tabela 3. Homologi komponentéw translokonu SEC w E. coli i H. pylori.

komponent systemu homolog H. pylori %identycznosci/%pokrycia
SEC u E. coli
SecA HP0786 49%/64%
SecB - -
SecY HP1300 42%/67%
SecE HP1203a brak homologii sekwencji
aminokwasowe;j

SecG HP1255 35%/61%
SecD HP1550 37%/57%
SecF HP1549 35%/62%
YajC HP1551 44%/76%
YidC HP1450 37%/62%

Ffh (SRP) HP1152 40%/64%
FtsY HP0763 50%/70%

Analiza genomu szczepu H. pylori 26695 wykazala, ze okolto 1/3 otwartych ramek
odczytu koduje biatka z przewidywanymi sekwencjami sygnatowymi kierujacymi do

systemow transportu SEC, TAT lub systemu sekrecji typu V (T5SS) [131].
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U H. pylori wystgpuja takze homologi biatek kodujace podstawowe sktadniki
systemu BAM, odpowiedzialnego za wbudowywanie bialek do btony zewnetrznej:
BamA i BamD (odpowiednio: HP0655 i HP137) oraz systemu TAT: TatA, TatB 1 TatC
(odpowiednio: HP0320, HP1060, HP1061). Jednakze zdecydowana wigkszos¢ biatek
wydaje si¢ by¢ transportowana przez system SEC [137].

3.7.2. System Lol u bakterii H. pylori

Komérki H. pylori wytwarzaja okoto 40 roéznych lipoprotein. Sg to biatka
zaangazowane w roznorodne procesy, w tym wirulencje. Przyktadowo lipoproteing jest
CagT, sktadnik systemu IV sekrecji odpowiedzialnego za wydzielanie onkoproteiny
CagA [138]. Ponadto, system BAM jest wspottworzony przez lipoproteiny [139], wigc
prawidlowe wstawianie B-barylek biatek OMP do blony zewngtrznej, wliczajac
adhezyny, zalezy od prawidtowego funkcjonowania systemoéw modyfikacji, sortowania

1 transportu lipoprotein.

Genom H. pylori zawiera niezbgdne do przezycia geny kodujace LolF, LolD
1 LolA [140,141]; nie zidentyfikowano genu insertazy LolB. Homologia biatek Lol
H. pylori wzgledem odpowiednikow z E. coli nie jest duza i wynosi ok. 30%
identycznosci na poziomie aminokwasowym (Tabela 4). Badania strukturalne zostaly
przeprowadzone jedynie dla LolA z H. pylori. Analiza struktury krystalicznej tego biatka
wykazala, Zze mimo niewielkiej homologii na poziomie aminokwasowym, LolA
z H. pylori wykazuje duze podobienstwo strukturalne wzgledem LolA z E. coli. Struktura
obu biatek przypomina otwartg B-barytke z hydrofobowym zaglebieniem, w ktorym
fancuchy acylowe transportowanych lipoprotein sg chronione przed kontaktem
z polarnym $rodowiskiem peryplazmy [142]. Nie jest wiadome, w jaki sposéb u H. pylori
dochodzi do inkorporacji fancuchéw acylowych lipoprotein do dwuwarstwy lipidowe;.
Jedng z mozliwo$ci jest pelnienie funkcji insertazy przez LolA, jak zostalo to
zaproponowane dla homologa tego biatka u Caulobacter vibrioides [143]. Alternatywnie,
lipoproteiny sg zakotwiczane w blonie zewnetrznej przez inne dotad nie zidentyfikowane

biatko.
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Tabela 4. Homologi komponentéw systemu Lol w E. coli i H. pylori. (*H. pylori

zawiera homodimer LolF zamiast heterodimeru LolCE)

komponent systemu homolog H. pylori %identycznosci/%pokrycia
Lol u E. coli
LolA HPO0785 30%/43%
LolB - -
LolC HPO0787 (LolF)* 24%/47%
LolD HPO0179 38%/56%
LolE HP0787 (LolF)* 23%/49%

3.7.3. Mechanizmy odpowiedzi na stres u bakterii H. pylori

Bakterie H. pylori kolonizuja wyjatkowo specyficzng nisze — blone §luzowa
zotadka, w zwigzku z czym podczas infekcji s narazone na dziatanie wielu czynnikow
stresowych. Przede wszystkim, ze wzgledu na bardzo niskie pH w Zoladku (2,0 w jamie
zotadka, 4,5-6,5 w btonie §luzowej), narazone sg na dzialanie stresu kwasowego [144—
146]. Istotnymi czynnikami stresowymi sa rowniez reaktywne formy tlenu 1 azotu
[147,148], powstajace w nastepstwie aktywacji odpowiedzi immunologicznej
gospodarza. Ponadto, bakterie te moga by¢ narazone na stres wywotany dziataniem

antybiotykow oraz lekow stosowanych w terapii zakazen [149].

W genomie H. pylori zidentyfikowano tylko trzy podjednostki sigma polimerazy
RNA: 6*° (RpoD), 6>* (RpoN) i 6°® (FliA) i nie zidentyfikowano homologéw czynnika
sigma fazy stacjonarnej (%) oraz czynnika sigma odpowiedzi na szok cieplny (¢°2). Brak
tych alternatywnych podjednostek sugeruje, ze mechanizmy odpowiedzi na stres
u H. pylori 16znig si¢ od tych obserwowanych u innych bakterii. Ponadto, u H. pylori
zidentyfikowano jedynie cztery dwusktadnikowe systemy regulacyjne (TCS, ang. two
-component systems): ArsR/S, FIgR/S, CrdR/S oraz CheY/A, a takze dwa dodatkowe
regulatory: HP1021 1 HsrA (HP1043). Ograniczona ilo$¢ regulatoréow transkrypcyjnych
prawdopodobnie odzwierciedla adaptacje H. pylori do specyficznej niszy ekologicznej,

a takze brak konkurencji ze strony innych mikroorganizmow [150].

Sposrdd zidentyfikowanych systemow ArsR/S jest odpowiedzialny za regulacje

genow zwigzanych z odpowiedzig na stres kwasowy i oksydacyjny, system FIgR/S za
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regulacje gendw zwigzanych z ruchliwo$cig, CrdR/S za regulacje genow zwigzanych
z transportem miedzi a CheY/A za regulacje gendw odpowiedzialnych za chemotaksje
[150]. Ponadto, regulacja gtownych genow bialek szoku cieplnego (m.in. GroESL,
DnaK) odbywa si¢ za posrednictwem represoréw HspR 1 HrcA, ktérych transkrypcja jest
stymulowana takze w odpowiedzi na stres solny, stres kwasowy oraz wysoki poziom

nieprawidtowo zwini¢tych biatek w cytoplazmie [150,151].

Jony metali pelnig kluczowa funkcje¢ w utrzymaniu prawidtowych procesow
komorkowych, stanowig niezbedne kofaktory wielu bialek enzymatycznych, uczestnicza
m.in. w reakcjach redoks, oddychaniu komérkowym oraz procesach wytwarzania energii
[152]. Istotng rolg w homeostazie metali odgrywa regulator NikR, odpowiedzialny za
dostepnos$¢ niklu niezbgdnego dla funkcjonowania ureazy, oraz Fur, kontrolujacy
metabolizm zelaza i1 uczestniczacy w regulacji licznych genéw zwiazanych z wirulencja,

w tym CagA i VacA [150,152,153] .

H. pylori zwalcza skutki stresu oksydacyjnego poprzez synteze wielu bialek
ochronnych, z ktorych czes$¢ petni funkcje analogiczne do opisanych u innych bakterii.
Jednakze, wiele klasycznych biatek regulatorowych wystepujacych u bakterii Gram-
uyjemnych (np. RpoH, RpoS, SoxRS, OxyR) nie zostato zidentyfikowanych u H. pylori
[131,154]. Charakterystyczna dla H. pylori jest obecno$¢ niezidentyfikowanego u innych
bakterii biatka KapA, bioragcego udzial w transporcie katalazy KatA, odpowiedzialnej za
rozktad nadtlenku wodoru zaré6wno w cytoplazmie jak 1 w peryplazmie [155]. Ponadto,
w odpowiedzi na stres oksydacyjny, H. pylori wytwarza jedng dysmutaze ponadtlenkowg
SodB, w odroznieniu od E. coli, ktora posiada trzy biatka SOD [156-158].
W przeciwienstwie do wielu innych bakterii H. pylori nie syntetyzuje glutationu ani
glutaredoksyn, lecz wykorzystuje system tioredoksyn obejmujacy biatka Trx1, Trx2 oraz
reduktaze TrxR. Trx1 stabilizuje m.in. zdenaturowang arginaz¢ (RocF), ktéra bierze
udziat w odpowiedzi na stres oksydacyjny poprzez ograniczanie produkcji tlenku azotu

przez makrofagi podczas infekcji [159,160].
3.7.4. Pozacytoplazmatyczny system kontroli jakosci bialek u H. pylori

Dwuetapowy eksport bialek stanowi ztozony mechanizm, wigzacy si¢ z wieloma
wyzwaniami dla komoérki bakteryjnej. Biatka transportowane systemem SEC docierajg

do peryplazmy w formie niezwinigtej, w zwigzku z czym sg one podatne na
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niespecyficzne interakcje, a tym samym na agregacje. Ponadto, biatka kierowane do
btony zewngetrznej lub wydzielane do srodowiska zewnetrznego uzyskuja swoja natywna
konformacj¢ dopiero w miejscu docelowym [7]. Aby przeciwdziata¢ tym negatywnym
zjawiskom 1 umozliwi¢ wydzielanym biatkom osiggni¢cie natywnej struktury, komorki
wykorzystuja grupe biatek okre§lanych tacznie jako pozacytoplazmatyczny system
kontroli jakosci bialek (PSKIB, ang. extracytoplasmic protein quality control system).

System ten obejmuje biatka opiekuncze, katalizatory zwijania biatek i proteazy.

Wigkszo$¢ badan dotyczacych funkcjonowania PSKJB i procesu faldowania
biatek w peryplazmie odnosi si¢ biogenezy biatek btony zewnetrznej (OMPs), u ktérych
struktura B-barytki powstaje dopiero po wbudowaniu do btony zewnetrznej przez
kompleks BAM. Podczas transportu przez peryplazme bialka te musza by¢ utrzymane
w stanie kompetentnym do insercji, a jednocze$nie podlega¢ modyfikacjom, takim jak
tworzenie mostkoéw disiarczkowych czy izomeryzacja wigzan prolinowych. Skuteczna
biogeneza OMPs i innych biatek funkcjonujacych poza cytoplazma, wymaga wigc
skoordynowanej aktywnosci wielu sktadnikoéw PSKJB [161].

W przestrzeni peryplazmatycznej bakterii E. coli wystgpuja dwa rodzaje
katalizatorow zwijania: oksydoreduktazy tiolowo-disulfidowe oraz izomerazy
peptydyloprolilowe cis-trans (PPlazy). Pierwsze z nich katalizujg tworzenie wlasciwych
wigzan disiarczkowych, co jest niezbednym etapem dojrzewania bialek. Proces ten
obejmuje utlenianie grup tiolowych dwoch reszt cysteinowych, co prowadzi do powstania
wigzan disiarczkowych stabilizujgcych trzeciorzedowa i1 czwartorzedowa strukture
biatek. W warunkach in vivo proces ten jest katalizowany przez grupg¢ biatek Dsb.
W systemie Dsb wyrdznia si¢ dwie gtowne $Sciezki: (a) utleniajaca, w ktorej biatka DsbA
wraz z DsbB katalizuja tworzenie mostkow disiarczkowych, oraz (b) izomeryzacyjno-
redukcyjna, obejmujaca biatka DsbC, DsbD, DsbE, DsbF i DsbG, odpowiedzialng za
korygowanie blednie wprowadzonych wigzan disiarczkowych 1 przywracanie
prawidtowej struktury biatek [162,163]. Druga grupa - PPlazy, katalizujg izomeryzacje
cis-trans wigzan peptydowych poprzedzajacych reszty prolinowe, co sprzyja
prawidlowemu zwijaniu biatek [164]. U E. coli opisano cztery takie enzymy
funkcjonujace w peryplazmie: SurA, FkpA, PpiA oraz PpiD, sposrod ktérych kluczowa
rolg odgrywa SurA. SurA jest uwazane za gtowne biatko opiekuncze odpowiedzialne za

biogeneze¢ OMP w E. coli. Inne izomerazy, petnig funkcje wspomagajaca. Co istotne,
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enzymy te poza aktywno$cig izomerazowa wykazuja takze ogolne wilasciwosci
opiekuncze — dzialaja jako holdazy, wigzac niezwini¢te lub uszkodzone biatka i chronigc

je przed agregacja [165].

W peryplazmie bakterii E. coli dziataja dwa biatka opiekuncze, ktore nie
wykazuja dodatkowej, innej aktywnosci enzymatycznej: Skp i Spy. Skp stabilizuje
niezwinigte OMP i kieruje je do degradacji przez DegP, gdy ich wbudowanie do OM jest
niemozliwe. Spy natomiast jest intensywnie nadprodukowany w warunkach stresu

1 chroni substraty przed agregacja [166].

W niekorzystnych warunkach, ktére powoduja stres zwigzany ze zwijaniem
biatek, nie wszystkie biatka uzyskuja natywna konformacje¢, w zwiazku z czym ulegaja
degradacji w procesie proteolizy. Glownag proteaza odpowiedzialng za usuwanie
nieprawidlowo zwinietych biatek jest DegP (HtrA), ktora peini podwdjna rolg - proteazy
i biatka opiekunczego, wiazac rozwinigte substraty i zapobiegajac ich agregacji [167].
Inne proteazy, takie jak BepA 1 Ycal, s3 odpowiedzialne za degradacje biatek
zablokowanych w kompleksie BAM [168]. Ponadto, E. coli posiada dodatkowy homolog
HtrA, DegQ, ktory pelni istotne funkcje glownie w warunkach niskiego pH [169].

W dostegpnej literaturze ilo$¢ informacji odnosnie procesu zwijania biatek
w peryplazmie H. pylori jest ograniczona. Wiadomo jednak, ze system kontroli jakos$ci
bialek u tego drobnoustroju znaczaco odbiega od tego opisanego w E. coli. U H. pylori
cz¢$¢ homologow pozacytoplazmatycznego systemu kontroli jakosci biatek nie zostata
zidentyfikowana, a inne wykazuja niewielkg homologi¢ wzgledem ich odpowiednikow

w E. coli (Tabela 5).

System oksydoreduktaz tiolowo-disulfidowych (Dsb) u H. pylori znacznie r6zni
si¢ od systemow opisanych u E. coli. U H. pylori nie zidentyfikowano klasycznych
oksydoreduktaz, aczkolwiek analizy sekwencji ujawnily 149 potencjalnych biatek
petnigcych te funkcje, z ktorych tylko dwa zaklasyfikowano jako peryplazmatyczne
oksydoreduktazy tiolowe; HP0231 (DsbK) 1 HP0377 (CcmG) [170,171].

W przeciwienstwie do E. coli, u H. pylori nie stwierdzono obecnosci kluczowych
bialek opiekunczych takich jak PPlazy SurA i FkpA ani bialek opiekunczych Spy i Skp.
Zidentyfikowano natomiast trzy biatka ”SurA-podobne”: HP0O175, HP0659 1 HP0977.
Najlepiej poznane HP0175, wykazuje aktywnos$¢ PPI-azowa i pelni funkcje biatka
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opiekunczego. Pozostate dwa, HP0659 1 HP0977 (homolog PpiD), nie zostaty jak dotad
scharakteryzowane [172,173].

U H. pylori jedyng proteazg o potwierdzonej roli w PSKJB jest HtrA. Genom
H. pylori koduje pojedynczy homolog HtrA, ktory wykazuje zaréwno aktywnos$¢
proteolityczng, jak i opiekuncza, co pozwala utrzymaé proteostaz¢ komorkowa

w warunkach stresowych [174].

Tabela 5. Komponenty PKSJB w E. coli i ich homologi w H. pylori.

komponent systemu homolog H. pylori %identycznosci/%pokrycia
PSKJB u E. coli
gtéwne biatka opiekuncze

SurA HPO175 32%/46%

HP0659 24%/47%

PpiD HP0977 25%/48%
FkpA - -
Skp - -
Spy - -

proteazy

DegP HP1018/19 42%/62%

DegQ (HtrA) 40%/60%
BepA - -
Ycal - -

Pewna cze$¢ HtrA wytwarzana przez H. pylori jest wydzielana poza komorke,
prawdopodobnie poprzez pecherzyki btony zewngtrznej (OMV) lub inny, dotad
niepoznany mechanizm [175]. Bialko to jest istotnym czynnikiem wirulencji H. pylori.
Uwaza si¢, ze podstawowg funkcjg wydzielanego HtrA jest niszczenie potaczen migdzy
komoérkami nabtonkowymi. HtrA poprzez proteolityczng aktywnos$¢, degraduje biatka
potaczen adhezyjnych (E-kadheryny), S$cistych (okludyny 1 klaudyna-8) oraz
desmosomow (desmogleina-2) [135,176—-178]. Skutkiem tej degradacji jest rozluZnienie
potaczen miedzykomoédrkowych 1 umozliwienie bakterii transmigracji przez komorki
nabtonkowe w kierunku blony podstawnej zotadka. W przypadku H. pylori lokalizacja ta
jest kluczowa dla wprowadzenia czynnika wirulencji CagA do komorek gospodarza
[179].
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Ze wzgledu na trudnosci w skonstruowaniu szczepow H. pylori pozbawionych
funkcjonalnego biatka HtrA, dane dotyczace jego roli w wirulencji sg ograniczone.
Dotychczas, tylko w szczepie H. pylori N6 mozliwa byla delecja htr4A lub mutacja
genu htrA S221A skutkujagca brakiem aktywno$ci proteolitycznej. Jednakze,
sekwencjonowanie genomow pigciu uzyskanych klonéw wykazato, ze w kazdym z nich
inaktywacja htrA byla zwigzana z pojawieniem si¢ mutacji punktowej w genie secA.
Mutacje te skutkowaly substytucjami aminokwasowymi w obrebie domeny MBD SecA:
R837K, C841Y, C843X, C852Y oraz P858L (Rycina 5) i najprawdopodobniej petnity
role mutacji supresorowych, kompensujacych letalny fenotyp wynikajacy z braku
funkcjonalnej proteazy HtrA. Wyniki te wskazuja zatem na potencjalny funkcjonalny

zwigzek pomigdzy HtrA a translokonem SEC w H. pylori [180].

1 227 365 405 581 628 711 785 833 865

NBD1 NBD1 NBD?2
" TPKRNEPCPCOSGKKYKDCCAKSGPKKGLFAK
I 5 2
2 33 2 2

Rycina 5. Substytucje aminokwasowe w regionie C-koncowym biatlka SecA
w szczepach H. pylori ze zmutowanym genem htrA. Domeny SecA  oznaczono
kolorami: NBD1 - kolor cyjanowy, PPXD - kolor szary, NBD2 - kolor z6tty, HSD -kolor
fioletowy, HWD - kolor zielony, IRA1 - kolor niebieski, FLD - kolor pomaranczowy,
MBD - kolor czerwony. Miejsca wystapienia substytucji aminokwasowych oznaczono
strzatkami 1 pogrubiono. Schemat wykonany na podstawie [180].
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4. Cel pracy

Wyniki przeprowadzonych uprzednio badan [180] wskazuja, ze letalny efekt
braku funkcjonalnej proteazy HtrA u H. pylori moze by¢ suprymowany przez mutacje
w C-koncowej czesci bialka SecA. Pozwolilo to na zaproponowanie hipotezy
zakladajacej istnienie mechanizmu regulujacego funkcjonowanie translokonu SEC
w odpowiedzi na stres pozacytoplazmatyczny. Taki mechanizm mogliby polegaé zarowno
na zmianie efektywnos$ci dziatania poszczegdlnych komponentow SEC (np. mutacje
w rejonie C-konca SecA), jak 1 na modulacji zawartosci skladnikéw kompleksu
translokonu (np. poprzez zmiang poziomu ekspresji kodujacych je genéw). W rezultacie

mogtoby doj$¢ do zmian w tempie eksportu biatek z cytoplazmy.

Zadaniem niniejszej pracy doktorskiej byla weryfikacja powyzszej hipotezy. Zostaty

postawione nastepujace cele:

1. Uzyskanie biochemicznej charakterystyki biatka SecA H. pylori i wariantow

SecA zawierajacych mutacje w rejonie C-konca.

2. Okreslenie zmian fenotypowych H. pylori spowodowanych obecno$cia

zmutowanych wariantow SecA.

3. Zbadanie w jakim stopniu czynniki stresogenne uszkadzajace blony komorkowe
1 wywotlujace stres w peryplazmie moga wptywac na ekspresje genoéw kodujacych
glowne skladniki translokonu SEC.
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5. Materialy

5.1. Oligonukleotydy

Spis starterow wykorzystywanych w pracy zamieszczono w Tabeli 61 7.

Synteze oligonukleotydoéw zlecano firmie Genomed S.A. (Warszawa, Polska).
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Tabela 6. Oligonukleotydy wykorzystane w pracy.

L.p. Nazwa Sekwencja (sekwencja Tm [°C] Zastosowanie
oligonukleotydowa 5°-3’)
1 SecAOEpET28fw CATCACAGCAGCGGCCTGGTGC 77 amplifikacja insertu do konstrukcji plazmidu
CGCGCGGCAGCATAAAAGCAAT stuzacego do nadprodukcji  bialka SecA
CATTGGAAAAATC w systemie pET
2 SecAOEpET28rev GTGCTCGAGTGCGGCCGCAAGC 75
TTGTCGACGGACTATTTGGCAAA
TAAGCCCTTTTTAG
3 SecA plast f CAAAACATTGCTACAATTACATC 66 konstrukcja plazmidu do komplementacji secA
CAACCTTGATATGATAAAAGCA w genomie bakterii H. pylori (wstawienie genu
ATCATTGGAAAAATC typu dzikiego do miejsca plastycznosci na
genomie bakterii)
4 SecA plast r CATTTTAGCCATTTATTCCTCCT 67
AGTTAGTCAGGATCTCTATTTGG
CAAATAAGCCCTTTTTAG
5 secA fw GCAAGATTCTAGCGATGCGG 66,9 sekwencjonowanie genu secA
sekwencjonowanie genu secA
6 secA_rev GCTTGTGGTATAGAGCGTTAAGG 62,7
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7 secA 1 CCCTTTATTTTACAAGAC 48,4
8 secA 2 CCGATTTCACCATAGACG 59,1
9 secA 3 CCTCTTCAGTGATTAAAATCGC 61,5
10 secA 4 GCGAACACATTGAATCAAAGC 64,4
11 secA 5 CGTTTTCCACCGCTCTTGTAAC 66,5
12 N 33.3 608 999 seq f GCCAACCAAGAAGCGTATAGAC 59 sekwencjonowanie DNA w miejscu pomig¢dzy
C genami Ap 0999 a hp 1000 na chromosomie
H. pylori N6
13 24 kaset kan seq rev CCTTAGCAGGAGACATTCCTTCC 70,6 sekwencjonowanie  kasety = opornosci  na
GTATC kanamycyne
14 608 rha c f GGTGATTATCATCGCTTATTCC 54 sekwencjonowanie DNA w miejscu pomigdzy
genami hp 0999 a hp 1000 na chromosomie
H. pylori N6
15 |N6 SecA (C843X 27 f GAGCCTTGCCCTTGACAAAGCGG 70,4  |startery do wprowadzenia mutacji punktowe;j

TAAAAAATACAAAGATTG

w genie secA H. pylori (substytucja reszty C843,
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16 N6 SecA C843X 27 r GTATTTTTTACCGCTTTGTCAAGG 71,3 |powodujaca powstanie kodonu STOP)
GCAAGGCTCGTTTCTTTTAG
17 |N6_SecA P858L 28 f GCGCTAAAAGCGGGCTTAAAAAG 71,4  |startery do wprowadzenia mutacji punktowej
GGCTTATTTGCCAAATAG w genie secA H. pylori (substytucja P858L)
18 |N6 SecA P858L 28 r CAAATAAGCCCTTTTTAAGCCCG 71,3
CTTTTAGCGCAACAATCTTTG
19 |N6_SecA R837K 33 f CTAAAACCCCTAAAAAAAACGAG 72,4  |startery do wprowadzenia mutacji punktowej
CCTTGCCCTTGTCAAAGCG w genie secA H. pylori (substytucja R837K)
20 |IN6_SecA R837K 33 r GGGCAAGGCTCGTTTTTTTTAGGG| 72,4
GTTTTAGCGAAAGCTTTC
21 N6 SecA C841Y 4.2 f CCTAAAAGAAACGAGCCTTACCC 71,3 |startery do wprowadzenia mutacji punktowe;j
TTGTCAAAGCGGTAAAAAATAC w genie secA H. pylori (substytucja C841Y)
22 IN6_SecA CB841Y 42 r CCGCTTTGACAAGGGTAAGGCTC 73,3
GTTTCTTTTAGGGGTTTTAG
23 IN6_SecA C852Y 36 f GGTAAAAAATACAAAGATTATTG 72 startery do wprowadzenia mutacji punktowe;j

CGCTAAAAGCGGGCCTAAAAAGG
GC

w genie secA H. pylori (substytucja C852Y)
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24 IN6_SecA C852Y 36 r GGCCCGCTTTTAGCGCAATAATCT| 72,1
TTGTATTTTTTACCGCTTTGAC
25  |ExdelhtrAfw GAACATATGTCGTGGAAGCTTTG 69,1 |amplifikacja konstruktu do komplementacji genu
ATTAATG htrA w szczepach H. pylori
26  |ExdelhtrArev CGGAATTCCAAGCTTGATTTCAG 76
GGTAATGG
27  |htrAseq2 cat GGTTCGGCTATGGATAAGGATC 57 sekwencjonowanie genu htrA
28  |htrAseq2 cat CTTTAAAAAGGCCGTAATATCC 60,3
29 SecA 842 left F CTGTCTGAAGAGGAACTTTTAGG 59 amplifikacja lewego ramienia homologii do
GC konstruktu stuzacego do delecji fragmentu
C-koncowego genu secA
30 [SecA 842 left R cat CTCCATTTTAGCTTCCTAGTTAGT 68
CATCAAGGGCAAGGCTCGTTTCT
TTTAG
31 89 (1038R1) cat TTACGCCCCGCCCTGCCACTCATC 72 amplifikacja kasety opornosci na chloramfenikol
GC do konstruktu stuzgcego do delecji fragmentu
C-koncowego genu secA
32 |95F_(974F) delta_fw TGACTAACTAGGAAGCTAAAATG 58

GAGAAAA
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33 |SecA deltaCTT right F cat [CTGCGATGAGTGGCAGGGCGGGG 76 amplifikacja prawego ramienia homologii do
CGTAAACCCCTAAAAGAAACGAG konstruktu stuzacego do delecji fragmentu
CCTTG C-koncowego genu secA

34 |SecA deltaCTT right R CCCCACGATCAAATTAAAAGGG 57

35 |SecAcomp R AphA3 GCCATTTATTCCTCCTAGTTAGTC 72,6  |amplifikacja lewego ramienia homologii do
ACTATTTGGCAAATAAGCCCTTTT konstruktu stuzacego do komplementacji
TAGG C-koncowego genu secA

36 |AphA3 SecAcompl L GAATTGTTTTAGTACCTGGAGGG 72,9
AATAACCCCTAAAAGAAACGAGC
C

37 |HofH fw GTGCCATATATTAGCCATTTG 51 amplifikacja 1 sekwencjonowanie genu hp 1167

38 |HofH_rev CCCCACTCACATAATGGGTATG 36

39 |HP1369 fw CCCTAACGCTCTCGCTTAAAAGG 55 amplifikacja i sekwencjonowanie genu hp 1369

40 |HP1369 rev CTTTGCTTGTTTGCCATTGATAG 57

41 |HP1369 seq2 GCGAAGATGAAATCAACGGCAC 58

42  |HP0580 fw CTACGCGCTAGACAATTTGCCCA 59 amplifikacja i sekwencjonowanie genu ap_ 0580
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G
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HPO580 rev

CATCATTAATCACTTGAGAAGGG

53
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Tabela 7. Oligonukleotydy wykorzystane do sprawdzenia poziomu ekspresji genow u bakterii H. pylori.

L.p. | Badany Starter przedni Starter wsteczny Dlugosé Wydajnos¢ R? Stezenie
gen (sekwencja (sekwencja amplikonu koncowe
oligonukleotydowa | oligonukleotydowa Do uzyskania Do uzyskania w reakcji
5-3%) 5-3%) Wynikéw: 7.6., 7.7. Wynikéw: 7.5. [pm]
1 era CCAGGGCTCCAT | CGCACAATTCAG 85 1.93 2 1 400
CATCAAGAAA CATCGCC
2 grB CGATGCTGATGT | TGTTCAATCAGC 81 1.99 1,98 1 400
GGATGGGAG GGGCGTAAA
3 grd GAGCGATTGTTT | TACCCAAATGCG 93 1.91 1,99 1 400
TAGATGAAGGCG | ATGCGATGAG
4 dnaG GTTTTAGGGATT | GGGCGAACTTTT 82 1.99 2 1 600
AGAGAGCGAGCC | GAGGGCAAT
5 fisZ GCCTGTGGTGAA | CTTATGGCTGTG 90 1.95 1,96 1 400
ACAAACAAGA GGTGTGGA
6 adk GGTGGTGTTTCA | TTTCTTCAATGCT 116 1.98 1,98 1 400
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TAACCGCAT CCTCTCCCC

7 gmk TAGCGGAGCGGG | GTGTGGTGGTGG 83 1.96 1,95 400
TAAAAGCA AAAGGGAAAA

8 secA GAGGCGTTTTAG | TCGGCTAAGGTT 84 1,99 2 400
TGAGGGCTTG TGGCTCTCTT

9 secY ATCCCCATTCCT | AAACCGCATTCC 103 1,96 - 400
GGCGTAGA CGCTAAACA

10 secE TAAGGAGCAGAT | AGAACACTAGAG 111 1,93 - 400
ACGCAACGC ACAAAAGCCCC

11 secD ATGGCGGGGATT | AGCGATGCCCTC 99 1,97 - 400
GTTTTGACC ATTCTCTCTT

12 secG CCCTACGCTCAA | GGAGTTCGTCAG 95 1,92 - 400
TCCCACACT GCGTTTGTT

13 ggt CAGCCAGATACG | TAATGCGTGGTG 80 1,92 - 400
GTTACGCCAA TTGCTCCC
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14 cagA CACTACCACCAC | GCGACTCCCTCA 120 1,92 - 400
CGACATACAA ACATCTAAC

15 lolF CATTGGTTTAGG | GCTGGGAGCGAG 90 - 1,99 400
CGGTGTAGCG ATGATAGGG
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5.2. Szczepy bakteryjne

Spis szczepow Dbakteryjnych wykorzystywanych w pracy zamieszczono

w Tabeli 8.

Tabela 8. Szczepy bakteryjne wykorzystywane w pracy.

L.p. Nazwa Genotyp Zrodlo

1 E. coli DH5a supE44 AlacU169 [181]
(¢80 lacZAM1) Kolekcja Katedry
hsdR17 endA1l Biochemii Ogoélnej

gyrA96 thi-1 relAl | 1Medycznej UG

2 E. coli BL21/DE3 F ompT hsdSs (r8° Novagen (Merck,
mg’) gal dem Niemcy)

3 H. pylori N6 wt szczep typu dzikiego | [182]

4 H. pylori secAN842 secAA842, CmR ta praca

5 H. pylori secAA842 wt secAA842/secAwt, ta praca
Kan®

6 H. pylori N6 secAR837K AhtrA/htrAwt, [180]

secAR837K; CmR

7 H. pylori N6 secAR837K secA | AhtrA/htrAwt, ta praca
secAR83TK/secAwt;
Cm®; Kan®

8 H. pylori N6 htrAS221A htrAS221A, [180]

secAC841Y; Kan®

9 H. pylori N6 secAC841Y htrAS221A/htrAwt, | tapraca
secAC841Y; Cm®
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10 | H. pylori N6 secAC841Y secA | htrAS221A/htrAwt, | ta praca
secAC841Y /secAwt;
CmR; Kan®
11 H. pylori N6 AhtrA AhtrA, secAC852Y; | [Zawilak-Pawlik
Kan® 2019]
12 | H. pylori N6 secAC852Y AhtrA/htrAwt, ta praca
secAC852Y; Cm®
13 H. pylori N6 secAC852Y secA | AhtrA/htrAwt, ta praca
secACB52Y /secAwt;
CmR; Kan®
14 H. pylori N6 wt_secA szczep typu dzikiego
z dodatkowa kopia
genu secA
15 | H. pylori N6 Aggt Aggt; Kan® Kolekcja Katedry
Biochemii Ogoélnej
1 Medycznej UG

5.3. Plazmidy

Spis plazmidow wykorzystywanych w pracy zamieszczono w Tabeli 9.

Tabela 9. Plazmidy wykorzystywane w pracy.

cigcia przez trombine, MCS,
HiseTag®, terminator T7,

rop, lacl; Kan®

L.p. Nazwa Charakterystyka Zrédlo
1 pET28a(+) promotor T7, operator lac, | Novagen (Merck,
RBS, His*Tag®, miejsce Niemcy)
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pET28SecAwt

pET28a(+), SecAwtnpns +
His*Tag® w N-koncowej

czeéci genu; Kan®

ta praca

pET28SecAC843X

pET28a(+), SecAC843 XupNe
+ His*Tag® w N-koncowe;j

czeséei genu; Kan®

ta praca

pET28SecAP858L

pET28a(+), SecAP858Lupne
+ His*Tag® w N-koncowe;j

czeéci genu; Kan®

ta praca

pET28SecAC841Y

pET28a(+), SecAC841Y npne
+ His*Tag® w N-koncowe;j

czeéci genu; Kan®

ta praca

pET28SecAR837K

pET28a(+), SecAR837Knpne
+ His*Tag® w N-koncowe;j

czeéci genu; Kan®

ta praca

pET28SecAC852Y

pET28a(+), SecAC852Y upne
+ HiseTag® w N-koncowej

czesei genu; Kan®

ta praca

p608

promotor T7, operator lac,
RBS, ramiona homologii do
genow hp 0999 1 hp 1000,

promotor ure, Amp®, Kan®

Kolekcja Katedry
Biochemii Ogolne;j

1 Medycznej) UG

p608SecA

promotor T7, operator /ac,
RBS, ramiona homologii do
genow hp 09991 hp 1000,
promotor ure, SecAwtupNe,

AmpR, Kan®

ta praca
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5.4. Enzymy restrykcyjne

Spis enzymow restrykceyjnych wykorzystywanych w pracy zamieszczono
w Tabeli 10.

Tabela 10. Enzymy restrykcyjne wykorzystywane w pracy.

Nazwa Rozpoznawana Producent
sekwencja
Dpnl EurX (Polska)
CH.
5 ..GATC...3
3... CT‘AG. .5
CH,
XbaI 5). . T'C T A G A L 3' EurX (POISka)
3‘...AGATC‘T... 5
Ncol 5. .. C‘c ATGG.. .3 EurX (Polska)
3., GGTAG‘C...E-'
Xhol 5. CTCGAG. 3 |EBuX(Polska)
3’...GAGCT‘C... 5

5.5. Podloza mikrobiologiczne

Spis podlozy mikrobiologicznych wykorzystywanych w pracy zamieszczono

w Tabeli 11.

Tabela 11. Spis podlozy mikrobiologicznych wykorzystywanych w pracy.

Nazwa Sklad (stezenia koncowe)

LB (pozywka Luria-Bertani) 1% trypton
1% NaCl
0,5% ekstrakt drozdzowy

Jalowiono w autoklawie 115°C przez 20 minut.

61



LA (pozywka Luria-Agar)

1% trypton

1% NaCl

0,5% ekstrakt drozdzowy
1,5% agar

Jatowiono w autoklawie 115°C przez 20 minut.

BHI (ang. Brain Heart Infusion)

3,7% BHI

Jatowiono w autoklawie 115°C przez 20 minut.
Kolejno dodawano do stgzenia koncowego:
10% surowicy bydlece;

1% mieszaniny witamin

0,1% koktajlu antybiotykow.

GC agar

3,6% GC agar base

1,5% protease pepton

Jalowiono w autoklawie 115°C przez 20 minut.
Kolejno dodano do stezenia koncowego: 10%
surowicy konskiej

1% mieszaniny witamin

0,2% koktajlu antybiotykow.

BHI (ang. Brain Heart Infusion)
pH 5,0

3,7% BHI

Dodawano kwasu solnego do osiggnigcia
wartosci pH 5,0 1 jalowiono w autoklawie
115°C przez 20 minut.

Kolejno dodawano do stezenia koncowego:
10% surowicy bydlecej

1% mieszaniny witamin

0,1% koktajlu antybiotykéw
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5.6. Antybiotyki

Spis antybiotykow wykorzystywanych w pracy zamieszczono w Tabeli 12.

Tabela 12. Antybiotyki wykorzystywane w pracy.

Nazwa Stezenie Zastosowanie Producent
koncowe
Chloramfenikol 8 ng/ml selekcja rekombinantow Carl Roth (Niemcy)
H. pylori N6
Kanamycyna 50 pg/ml | selekcja rekombinantow Carl Roth (Niemcy)
E. coli DH5a lub BL21/DE3
15 pg/ml | selekcja rekombinantow
H. pylori N6
Tetracyklina 0,05 pg/ul | wykonanie testow metoda Sigma-Aldrich
dyskowo-dyfuzyjng (USA)
Amoksycylina 0,025 pg/ul
ThermoScientific
(USA)
Koktajl antybiotykow dodatek do pozywek do
hodowli H. pylori
Wankomycyna 12,5 pg/ml Carl Roth (Niemcy)
Trimetoprim 6,25 pg/ml Sigma-Aldrich
(USA)
Amfoterycyna 2,5 pg/ml Carl Roth (Niemcy)
Polimyksyna B 0,3 pg/ml Carl Roth (Niemcy)
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5.7. Z}oza chromatograficzne

Spis zt6z chromatograficznych  wykorzystywanych w pracy zamieszczono

w Tabeli 13.

Tabela 13. Zloza chromatograficzne wykorzystywane w pracy.

Nazwa Wykorzystanie Producent
Ni*+-NTA Agarose chromatografia metalopowinowactwa | Qiagen (Niemcy)
Superdex 200 filtracja zelowa Cytiva (USA)

5.8. Peptydy i preparaty bialkowe
- CytPep - MKKVIMALGVLAFANALMATDVKALAKSSA (czysto$¢: 79,6%)
Synteza peptydu zostata przeprowadzona przez firm¢ GenScript (USA).
- HpHtrAS221A - nieaktywne proteolitycznie biatko HtrA bakterii H. pylori
Preparat biatkowy zostal uzyskany przez mgr Mateusza Weltrowskiego.
5.9. Przeciwciala

Charakterystyke przeciwciat wykorzystywanych w pracy przedstawiono

w Tabeli 14.
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Tabela 14. Charakterystyka przeciwcial wykorzystywanych w pracy.

(H+L) CrossAdsorbed
Secondary Antibody,
HRP

Nazwa Organizm Miano Producent

anty-SecA krolicze 1:5000 | uzyskane poprzez
immunizacj¢ zwierzat
0czyszczonym preparatem
biatka SecA
H. pylori (Davids
Biotechnologie, Niemcy)

anty-HP1021 kroélicze 1:10000 | [183]

anty-gGT krolicze 1:5000 | uzyskane poprzez
immunizacj¢ zwierzat
oczyszczonym preparatem
biatka gGT H. pylori (Davids
Biotechnologie, Niemcy)

6*His,His-Tag Mouse mysie 1:2500 | Proteintech (USA)

Monoclonal antibody

Goat anti-Rabbit IgG krolicze 1:10000 | ThermoScientific (USA)

(H+L) CrossAdsorbed

Secondary Antibody, HR

Goat anti-Mouse IgG mysie 1:10000 | ThermoScientific (USA)
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5.10. Bufory i roztwory
Charakterystyke buforéw wykorzystywanych w pracy umieszczono w Tabeli 15.

Tabela 15. Spis buforow wykorzystywanych w pracy.

Nazwa

Zastosowanie

Sklad

TAE 1x

elektroforeza agarozowa

40 mM Tris, pH 8,0
1 mM EDTA
20 mM kwas octowy

bufor obcigzajacy do
DNA

elektroforeza agarozowa

0,25% w/v biekit
bromofenolowy
0,25% w/v cyjanol
ksylenowy

30% v/v glicerol

bufor zelu gbrnego

elektroforeza

poliakrylamidowa biatek

0,5 M Tris/HCI, pH 6,8
0,4% w/v SDS

bufor zelu dolnego

elektroforeza

poliakrylamidowa biatek

1,5 M Tris/HCI, pH 8,8
0,4% w/v SDS

bufor lizujacy redukujacy

elektroforeza

poliakrylamidowa bialek

0,24 M Tris-HCI, pH 6,8
8% w/v SDS

40% v/v glicerol

10% v/v B-merkaptoetanol
0,004% w/v blekit

bromofenolowy

bufor lizujacy do

zymografii

zymografia

0,24 M Tris-HCI, pH 6,8
4% w/v SDS

40% v/v glicerol
0,004% w/v biekit

bromofenolowy
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roztwor akrylamidow elektroforeza 30% w/v akrylamid
poliakrylamidowa bialek | 0,8% w/v bisakrylamid
bufor elektrodowy 10x elektroforeza 0,025 M Tris, pH 8,0
poliakrylamidowa biatek | 0,192 M glicyna
0,1% (w/v) SDS
roztwor blekitu elektroforeza 0,1% w/v Coomassie
brylantowego CBB-R250 [ poliakrylamidowa biatek | Brilliant Blue R-250
10% v/v kwas octowy
20% v/v metanol
roztwor blekitu zymografia 0,1% w/v Coomassie
brylantowego CBB-G250 Brilliant Blue G-250
10% v/v kwas octowy
20% v/v metanol
roztwor odbarwiacza do elektroforeza 10% v/v kwas octowy
btekitu brylantowego poliakrylamidowa bialek [ 20% v/v metanol

bufor do transferu

analiza biatek metoda

immunoblottingu

25 mM Tris
150 mM glicyna

20% metanol

TBS-T analiza biatek metoda 25 mM Tris/HCI, pH 8,0
immunoblottingu 500 mM NacCl
0,05% Tween-20
BH10 z inhibitorami oczyszczanie biatek 50 mM HEPES, pH 8,0
proteaz 300 mM KCl
20 mM imidazol

I1x cOmplete™, EDTA-free

Protease Inhibitor Cocktail
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BHI10

oczyszczanie biatek

50 mM HEPES, pH 8,0
300 mM KCl

10 mM imidazol

BH20

oczyszczanie biatek

50 mM HEPES, pH 8,0
300 mM KC1
20 mM imidazol

BHS50

oczyszczanie biatek

50 mM HEPES, pH 8,0
300 mM KCl
50 mM imidazol

BH100

oczyszczanie biatek

50 mM HEPES, pH 8,0
300 mM KCl1
100 mM imidazol

BH200

oczyszczanie biatek

50 mM HEPES, pH 8,0
300 mM KCl
200 mM imidazol

BH300

oczyszczanie biatek

50 mM HEPES, pH 8,0
300 mM KCl1
300 mM imidazol

BHS500

oczyszczanie biatek

50 mM HEPES, pH 8.0
300 mM KClI
500 mM imidazol

bufor A

oczyszczanie biatek

50 mM Tris, pH 7,0
150 mM NacCl

roztwor odbarwiacza do

czerni amidowe;j

oznaczanie st¢zenia biatek

20 objetosci kwasu

octowego

25 objetosci izopropanolu

65 objetosci wody

destylowane;j
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roztwor czerni amidowej

oznaczanie st¢zenia biatek

0,1% w/v czern amidowa

w odbarwiaczu do czerni

amidowe]
bufor B analiza metodg dichroizmu | 10 mM NaHPO4, pH 7,0
kotowego 100 mM NacCl
bufor C analiza metoda 50 mM Tris, pH 7,0
ultrawirowania 150 mM NaCl
analitycznego 2 mM TCEP
bufor L przygotowanie liposoméw | 25 mM HEPES, pH 7,0
50 mM KCI
roztwor soli fizjologiczne] | zawieszanie komodrek 137 mM NacCl
buforowany fosforanem H. pylori 2,7 mM KCI
(PBS ang. phosphate 10 mM Na2HPO4
buffered saline) 2 mM KHPO4
bufor do renaturacji zymografia 2,5% Triton X-100
bufor do wywotywania zymografia 50 mM Tris, pH 7,5

200 mM NacCl
5 mM CaCl,
0,02% Brij-35

bufor do aktywnosci

oznaczanie aktywno$ci

enzymatycznej biatka

25 mM HEPES, pH 7,0

50 mM KC1

5 mM MgCI2

0,5 mg/ml BSA

I mM DTT

- bufor filtrowano ($rednica

porow 0,22 um)
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bufor do oznaczania

pomiary aktywnosci

25 mM HEPES, pH 7,4

aktywnosci gGT y-glutamylotransferazy 100 mM NacCl
(gGT)
roztwor witamin hodowla H. pylori 10% dekstroza

1% L-glutamina

2,6% L-cysteina
0,01% kokarboksylaza
0,002% azotan zelaza
0,0003% tiamina/HCl
0,0013% kwas
p-aminobenzoesowy
0,025% NAD+
0,001% witamina B12
0,11% L-cystyna
0,1% adenina

0,003% guanina/HCl
0,015% L-arginina
0,05% uracyl

0,555% HCl

- roztwor filtrowano

(Srednica porow 0,22 um)

5.11. Odczynniki, materialy i aparatura

W pracy wykorzystano nastepujace odczynniki i materiaty:

10 mM mieszanina deoksyrybonukleotydow ,,dNTPmix” - EURx, Polska

2,5 mM mieszanina deoksyrybonukleotydoéw - Takara, Japonia

Agaroza LE - Prona, Hiszpania

akrylamid - Sigma-Aldrich, USA

amfoterycyna - Carl Roth, Niemcy
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APS (nadsiarczan amonu) - Sigma-Aldrich, USA

ATP - Sigma-Aldrich, USA

Bacto-trypton - Difco, USA

barwnik DNA Simply Safe - EurX, Polska

BHI broth - Oxoid, Wielka Brytania

bibuta Whatman 3 mm - Whatmann, USA

Bis-akrylamid (N,N' - metylenobisakrylamid) - Sigma-Aldrich, USA
btekit bromofenolowy - Sigma-Aldrich, USA

B-merkaptoetanol - Serva, Niemcy

Brij-35 - Sigma-Aldrich, USA

BSA (albumina surowicy bydlecej) - Sigma-Aldrich, USA

bufor 5x Green - ThermoScientific, USA

bufor 5x GXL - Takara, Japonia

bufor do DNazy - A&A Biotechnology, Polska

chloramfenikol - A&A Biotechnology, Polska

chlorek magnezu (MgCl) - Blirt, Polska

chlorek sodu (NaCl) - Stanlab, Polska

chlorek wapnia (CaClz) - Avantor Performance Materials Poland S.A., Polska
Coomassie Brilliant Blue G-250 - Sigma-Aldrich, USA

Coomassie Brilliant Blue R-250 - Sigma-Aldrich, USA

cyjanol ksylenowy - Biorad, Singapur
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czern amidowa - Merck, Niemcy

disodu wodorofosforan - Sigma-Aldrich, USA

diwodorofosforan sodu - Sigma-Aldrich, USA

DMSO - Sigma-Aldrich, USA

DNAza - A&A Biotechnology, Polska

DTT (ditiotreitol) - Sigma-Aldrich, USA

EDTA (etylenodiaminotetraoctan sodu) - Sigma-Aldrich, USA

ekstrakt drozdzowy - Difco, USA

etanol - POCh, Polska

FCS - BioWest, Francja

filtry nitrocelulozowe, $rednica poréw 0,22 um - Sartorius, Wielka Brytania
filtry strzykawkowe, $rednica porow 0,22 pm - Googlelab, Polska

GC agar base - Oxoid, Wielka Brytania

glicerol - Chempur, Polska

glicyna — POCh. Polska

glicyloglicyna - Sigma-Aldrich, USA

guanina/HCI - Sigma-Aldrich, USA

HEPES (kwas 4-(2-hydroksyetylo) -1-piperazynoetanosulfonowy) - Carl Roth, Niemcy
imidazol - Sigma-Aldrich, USA

immobilon P, PVDF - Sigma-Aldrich, USA

IPTG (izopropylo-B-D-tiogalaktopiranozyd) — A&A Biotechnology, Polska
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izopropanol - POCh., Polska,
kanamycyna - Carl Roth, Niemcy

koktajl inhibitoréw proteaz (cOmplete™, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail) -

Roche, Szwajcaria

kwas chlorowodorowy (HCI) - Avantor Performance Materials Poland S.A., Polska
kwas mrowkowy (HCOOH) - Avantor Performance Materials Poland S.A., Polska
kwas octowy (CHs:COOH) - Chempur, Polska

kwas p-aminobenzoesowy - Sigma-Aldrich, USA

kwas siarkowy (H2SO4) - Avantor Performance Materials Poland S.A., Polska
kwasny fenol - Carl Roth, Niemcy

L-arginina - Sigma-Aldrich, USA

L-cysteina - Sigma-Aldrich, USA

L-cystyna - Sigma-Aldrich, USA

L-glutamina - Sigma-Aldrich, USA

lizozym - Carl Roth, Niemcy

L-y-Glutamyl-p-nitroanilide (gGpNA) - Sigma-Aldrich, USA

marker DNA - Thermo Fisher Scientific, USA

membrana nitrocelulozowa - GE Healthcare, USA

membrany dializacyjne - Sigma-Aldrich, USA

metanol - POCh, Polska,

mocznik - Sigma-Aldrich, USA

plytki 96-dotkowe - Nest Scientific, USA
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polimeraza ColorTagMasterMIX - EurX, Polska

polimeraza DNA Phusion - ThermoScientific, USA

polimeraza DNA PrimeStar GXL - Takara, Japonia
polimyksyna B - Carl Roth, Niemcy

proteose peptone - Oxoid, Niemcy

ROTI-Block - Carl Roth, Niemcy

RotiNanoQant - Carl Roth, Niemcy

SDS (s6l sodowa siarczanu dodecylu) - Sigma-Aldrich, USA
siarczan amonu (NH3SOy4) - Stanlab, Polska

SimplySafe — EurX, Polska

surowica konska - BioWest, Francja

TCEP (tris(2-karboksyetylo)fosfina) - Apollo Scientific, Wielka Brytania
TEMED (N,N,N',N' — tetrametyletylenodiamina) - Blirt, Polska
tiamina/HCl - Sigma-Aldrich, USA

trimetoprim - Sigma-Aldrich, USA

Tris (trihydroksyetylenoaminometan) - Sigma-Aldrich, USA
Triton X-100 - Sigma-Aldrich, USA

trypton - BD, Francja

tween 20 - Sigma-Aldrich, USA

uracyl - Sigma-Aldrich, USA

wankomycyna - Carl Roth, Niemcy
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witamina B12 - Sigma-Aldrich, USA

wodorotlenek sodu (NaOH) - Sigma-Aldrich, USA

wzorzec masy molekularnej biatek - ThermoScientific, USA

wzorzec masy molekularnej biatek do immunoblottingu - ThermoScientific, USA

Zestaw do izolacji DNA z zelu agarazowego ,,NucleoSpin Gel and PCR Clean-up” -
Macherey Nagel, Niemcy

Zestaw do izolacji genomowego DNA ,,Genomic Mini” - A&A Biotechnology, Polska
Zestaw do i1zolacji RNA ,,RNA Mini Plus” - A&A Biotechnology, Polska

Zestaw do oczyszczania plazmidow ,,Plasmid Midi” — A&A Biotechnology, Polska
Zestaw do oczyszczania plazmidow ,,Plasmid Mini” — A&A Biotechnology, Polska

Zestaw do odwrotnej transkrypcji ,,RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit” -
ThermoScientific, USA

Zestaw Malachite Green Phosphate Assay - Sigma Aldrich, USA

Zestaw AzureSpectra Fluorescent Western Blot Kit - Azure Biosystems, USA
B-kazeina - Sigma-Aldrich, USA

Aparatura:

Spektrofotometr VIS 7220G - RAYLEIGH, Chiny

Spektrofotometr UV-VIS Hitachi U-5100 - Hitachi, Japonia

Spekrofotometr NanoDrop - ThermoScientific, USA

Czytnik mikroptytek Enspire (Perkin Elmer, USA

Termocykler LightCycler 96 1 LightCycler 480 - Roche, Szwajcaria

Termocykler T100 Thermal Cycler - Bio-Rad, USA
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6. Metody

6.1. Warunki hodowli bakteryjnych
6.1.1. Hodowla bakterii E. coli

Z hodowli na podtozu statym LA (Materialy 5.5.) pobierano pojedyncza koloni¢
bakteryjna i umieszczano w 15 ml podloza ptynnego. Hodowano z wytrzasaniem 180 rpm
przez 12 godzin w temperaturze 37°C. Nastepnego dnia hodowlg odmtadzano w stosunku

1:50 1 hodowano z wytrzasaniem 180 rpm w temperaturze 37°C.
6.1.2. Sporzadzanie konserw szczepow E. coli

W 150 pl 100% glicerolu zawieszano 850 pl hodowli nocnej E. coli. Konserwy

przechowywano w temperaturze -80°C.
6.1.3. Hodowla H. pylori na podlozu stalym

Na szalk¢ Petriego z podlozem statym GC agar (Materiaty 5.5.) nanoszono
zawiesing bakteryjng z konserwy glicerolowej formujac niewielki kolisty obszar.
Nastepnie szalki umieszczano w szczelnych stojach i przeprowadzano wymiang gazowa
z wykorzystaniem apartury Anoxomat System AN2CTS (Advanced Instruments, USA)
do uzyskania mieszaniny gazow: (6% tlen, 7,1% dwutlenek wegla, 3,6% wodor, 83,3%
azot). Bakterie inkubowano przez 48 godzin w temperaturze 37°C po czym jatowg eza
rozprowadzano wyroste bakterie na calg powierzchni¢ plytki i inkubowano w tych

samych warunkach przez 24 godziny.
6.1.4. Hodowla H. pylori w podlozu plynnym

Pozywke plynng BHI (Materiaty 5.5.) umieszczano w stoju umozliwiajacym
wymian¢ gazowg 1 ogrzewano do temperatury 37°C przez 2 godziny. Bakteriami
wyrostymi na podtozu statym (Metody 6.1.3.) zaszczepiano wczesniej ogrzang pozywke
BHI do uzyskania gestoSci optycznej ODsosnm ~0,5 1 wymieniano atmosfer¢ na
mikrotlenowa (6% tlen, 7,1% dwutlenek wegla, 3,6% wodor, 83,3% azot). Hodowlg
prowadzono przez 4-6 godzin w 37°C z wytrzasaniem (140 rpm). Nast¢pnie oznaczano
gestos¢ optyczng hodowli (ODsosnm) 1 rozeienczano do ODs9snm=0,05 (co odpowiada 8,0
x 107 CFU/ml) lub ODs95n,m=0,005 (8,0 x 106 CFU/ml). Inkubacj¢ kontynuowano przez
12 godzin do osiagnigcia fazy logarytmicznej wzrostu (ODs9sum~0,5).
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6.1.5. Sporzadzanie konserw szczepow H. pylori

Bakterie H. pylori wyroste na szalkach Petriego (Metody 6.1.3.) zawieszano w
1 ml pozywki BHI z 20% glicerorem (Materialy 5.5.) za pomoca jatowej wymazowki.

Konserwy przechowywano w temperaturze -80°C.
6.2. Wyznaczenie krzywych wzrostu szczepow H. pylori

Hodowle ptynng H. pylori przygotowywano jak opisano w Metody 6.1.4.
Hodowle rozcienczano do ODsosnm=0,005 (co odpowiada 8,0 x 10° CFU/ml)
1 inkubowano z wytrzasaniem przez 44 godziny w temperaturze 37°C. Gesto$¢ optyczng
ODs9snm hodowli mierzono co 3-4 godziny w zakresach 15-42 godzin wzrostu.

Sporzadzano wykresy zaleznos$ci absorbancji (Asesnm) do czasu inkubacji.
6.3. Transformacja komorek H. pylori

Z hodowli H. pylori na podtozu statym (Metody 6.1.3.) pobierano niewielka ilo§¢
bakterii 1 przenoszono na podtoze GC Agar (Materialy 5.5.) w formie okregdéw o Srednicy
1 cm. Nastgpnie plytki umieszczano w szczelnych stojach i1 przeprowadzano wymiane
gazowa. Bakterie inkubowano przez 3 godziny w temperaturze 37°C. Po inkubacji, na
bakterie nanoszono od 3 do 5 ug DNA (plazmidowego lub liniowego) przeznaczonego
do transformacji i inkubowano przez 24 godziny w 37°C. Nastepnie, bakterie
przenoszono na podtoze z dodatkiem antybiotyku selekcyjnego (Materialy 5.6.)
1 inkubowano w temperaturze 37°C przez 3-5 dni. Wyroste pojedyncze kolonie
przenoszono na nowe ptytki z antybiotykiem selekcyjnym i inkubowano w temperaturze
37°C przez 48 godzin, po czym rozprowadzano je na wigkszej powierzchni ptytki
1 inkubowano kolejne 24 godziny. Z wyrostych bakterii przygotowywano konserwy
bakteryjne (Metody 6.1.5.), wykonywano kolonijny PCR (Metody 6.11.) i izolowano
genomowe DNA (Metody 6.6.) w celu selekcji 1 potwierdzenia poprawnos$ci

wprowadzonych mutacji genetycznych.
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6.4. Transformacja komorek bakteryjnych metoda chlorkowa

6.4.1. Przygotowanie komorek kompetentnych

Pojedyncza kolonig szczepu bakteryjnego E. coli DH5a lub BL21 wyrosta na
podiozu LA (Materiaty 5.5.) zaszczepiano 15 ml pozywki pltynnej LB i inkubowano
z wytrzasaniem w 37°C przez 16 godzin. Hodowl¢ rozciefnczano w stosunku 1:50
1 inkubowano z wytrzasaniem w 37°C do uzyskania ggstosci optycznej ODs9snm=0,4—0,5.
Nastepnie wirowano po 1,5 ml hodowli przez 5 minut przy predkosci 1680 x g.
Supernatant usuwano a osad zawieszano w 0,5 ml zimnego 0,1 M roztworu chlorku
wapnia i wirowano przez 5 minut przy takiej samej predkosci. Supernatant usuwano,
a osad ponownie zawieszano w 0,1 ml zimnego chlorku wapnia i dodawano glicerolu do

stezenia koncowego 20% v/v. Uzyskane w ten sposob komorki zamrazano w -80°C.
6.4.2. Transformacja

Do komoérek kompetentnych dodawano 1 pl plazmidowego DNA lub 5-10 pl
produktow reakcji PCR po trawieniu enzymem restrykcyjnym Dpnl (Metody 6.12.)
1 inkubowano na lodzie przez 30 minut. Nastepnie mieszaniny poddawano szokowi
termicznemu w temperaturze 42°C przez 90 sekund, po czym przenoszono je na 16d
1 ponownie inkubowano 30 minut. Po tym czasie do mieszanin dodawano 1 ml pozywki
LB i inkubowano przez 1 godzine w temperaturze 37°C. Nastgpnie na plytki z podtozem
LA, wzbogacone odpowiednim antybiotykiem selekcyjnym, wysiewano po 100 ul
zawiesiny bakteryjnej. Pozostate bakterie wirowano przez 5 minut przy predkosci 1 680
X g, supernatant zlewano a osady zawieszano w 100 ul pozywki LB i cato$¢ wysiewano
na podtoza selekcyjne. Réwnolegle wykonywano kontrole negatywng transformacji
- komorki kompetentne, do ktérych nie dodano plazmidu wysiewano na podtoze LA

z dodatkiem antybiotyku selekcyjnego. Ptytki inkubowano przez 12-16 h w 37°C.
6.5. Izolacja plazmidowego DNA

Plazmidowe DNA izolowano z osadu uzyskanego z 3 ml hodowli nocnej przy
uzyciu zestawu Plasmid Mini (A&A Biotechnology, Polska) lub z osadu uzyskanego ze
100 ml hodowli nocnej przy uzyciu zestawu Plasmid Midi (A& A Biotechnology, Polska).
Plazmidowe DNA eluowano 50 pl (Plasmid Mini) lub 200 pl (Plasmid Midi) wody
dejonizowanej.  Stezenie wyizolowanych plazmidow mierzono za pomocg

spekrofotometru NanoDrop (ThermoScientific, USA) i przechowywano w -20°C.
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6.6. Izolacja genomowego DNA z bakterii H. pylori

Genomowe DNA izolowano przy uzyciu zestawu Genomic Mini (A&A
Biotechnology, Polska). DNA oczyszczano z hodowli na podtozu statym (Metody 6.1.3)
zawieszonej w 1 ml roztworu soli fizjologicznej buforowanej fosforanem PBS (Materialy
5.10) lub z hodowli w podtozu ptynnym (Metody 6.1.4.) wedlug instrukcji zalaczonej
przez producenta. Genomowe DNA eluowano 200 pl wody dejonizowanej

1 przechowywano w temperaturze -20°C.
6.7. Sekwencjonowanie genomu bakterii H. pylori

Z hodowli H. pylori w podlozu plynnym (Metody 6.1.4.), znajdujacej si¢
w pozniej logarytmicznej fazie wzrostu (ODsosnm~0,6-0,7), pobierano 300 pl
1 umieszczano w probowce 1,5 ml. Nastgpnie do probowek dodawano 400 pl Tissue and
Cell Lysis Solution (LGC Biosearch Technologies, Wielka Brytania) i 6 pl Proteinazy K
(EurX, Polska) (stezenie koncowe w reakcji: 0,18 mg/ml). Mieszaniny intensywnie
mieszano przez 10 sekund, po czym inkubowano w temperaturze 65°C przez 30 minut.
Po uptywie wyznaczonego czasu mieszaning schladzano w lodzie przez 5 minut,
dodawano 2 pl RNazy (5 pg/ul) (EurX, Polska) i inkubowano przez 30 minut
w temperaturze 37°C, a nastgpnie przez 10 minut w temperaturze 65°C. Mieszaning
ponownie schtadzano w lodzie, a nastgpnie dodawano 300 ul MPC Protein Precipitation
Reagent (LGC Biosearch Technologies, Wielka Brytania) i intensywnie mieszano przez
10 sekund. Nastgpnie, mieszaniny wirowano przez 10 minut przy predkosci 8000 x g,
supernatant przenoszono do nowych proboéwek, dodawano 500 pl izopropropanolu
1 inkubowano przez 15 godzin w temperaturze -80°C. Po inkubacji mieszaning wirowano
przez 20 minut przy predkosci 13 171 x g, supernatant usuwano a do osadéw dodawano
700 pl 70% etanolu i ponownie wirowano przez 40 minut przy predkosci 13 171 x g.
Supernatant usuwano, a do osadéw dodawano 500 pl 70% etanolu i wirowano 20 minut
przy predkosci 13 171 x g. Supernatant usuwano, a osady suszono pod proznig przez 20
minut. Osady zawieszano w 30 pl jatowej wody, inkubowano przez 15 minut w 37°C, po
czym pozostawiano w temperaturze pokojowej do czasu catkowitego rozpuszczenia si¢
osadu. Wyizolowane genomowe DNA przechowywano w -80°C. Ilo§¢ DNA 1 jakos¢
probek potwierdzano poprzez pomiar absorbancji przy 260 nm oraz oceng
wspotczynnikow A260/A280 (~2) 1 A260/A230 (>2), a takze poprzez elektroforeze

w zelu agarozowym. Sekwencjonowanie DNA zlecano firmie Genomed S.A. (Polska).
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6.8. Sekwencjonowanie DNA

Sekwencjonowanie metoda Sangera byto wykonywane przez zewngtrzng firme
(Eurofins, Luksemburg). Do sekwencjonowania wysytano probki plazmidowego DNA
oczyszczone przy uzyciu zestawu DNA Plasmid Mini (Metody 6.5.) lub liniowe
fragmenty DNA po izolacji z zelu agarozowego (Metody 6.16.) ze specyficznymi
starterami (Materiaty 5.1, Tabela 6).

6.9. Reakcja PCR (ang. polymerase chain reaction)

Sktad mieszaniny reakcyjnej tancuchowej reakcji polimerazy przedstawiono

w Tabeli 16.

Tabela 16. Sklad mieszaniny reakcyjnej PCR.

Skladnik mieszaniny Stezenie w mieszaninie | Dodawana objeto$¢ [pl]
polimeraza PrimeStar GXL | 0,025 U/ul |
(1,25 U/ul)
bufor reakcyjny PrimeStar 1x stezony 10
GXL (5x stezony)
mieszanina 0,2 mM 4
deoksyrybonukleotydow

dNTP (2,5 mM)

starter przedni (10 uM) 0,2 uM 2
starter wsteczny (10 uM) 0,2 uM 2
genomowe DNA lub 1 ng/ul 1-2

plazmidowe DNA - matryca

woda do 50
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Reakcje PCR przeprowadzano w termocyklerze T100 Thermal Cycler (Bio-Rad, USA),
wedtug nastepujacych parametréw:

1. Wstepna denaturacja DNA — 2 min., 98°C.

2. Denaturacja DNA — 10 sekund, 95°C

3. Hybrydyzacja starteréw do matrycowego DNA — 15 sekund, 55-68°C*

4. Elongacja DNA — 1 minuta/kbp, 68°C

5. Koficowa elongacja DNA — 10 min., 68°C

Etapy 2-4 byly powtarzane 30 razy.

*temperatura hybrydyzacji byta dostosowywana do temperatury topnienia starterow

6.10. Reakcja PCR z wydluzaniem nakladajacych si¢ odcinkow - OE-PCR (ang.

overlap extension polymerase chain reaction)

Sktad mieszaniny reakcyjnej dla PCR z wydtuzaniem naktadajacych si¢ odcinkow
(OE-PCR) przedstawiono w Tabeli 17.

Tabela 17. Sklad mieszaniny reakcyjnej PCR z wydluzaniem nakladajacych si¢

odcinkow.
Skladnik mieszaniny Koncowe stezenie w Dodawana objetos¢ [ul]
mieszaninie
polimeraza Phusion (2 U/ul) | 0,02 U/ul 0,2
bufor reakcyjny Green HF | 1x stgzony 4
5x stezony
mieszanina 0,2 mM 0,4
deoksyrybonukleotydow
dNTP (10 mM)
insert DNA 5 ng/ul w zalezno$ci od stezenia
DNA plazmidowe 1 ng/pl w zalezno$ci od stezenia
woda do 20
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Reakcje PCR przeprowadzano w termocyklerze T100 Thermal Cycler (Bio-Rad, USA),

wedtug nastepujacych parametréw:

1. Wstepna denaturacja DNA — 30 sekund, 98°C

2. Denaturacja DNA — 10 sekund, 98°C

3. Hybrydyzacja insertu do plazmidowego DNA — 30 sekund, 60°C
4. Elongacja DNA — 30 sekund/kbp, 72°C

5. Koncowa elongacja DNA — 10 min., 72°C

Etapy 2-4 byly powtarzane 30 razy.

6.11. Kolonijna reakcja PCR - selekcja mutantow przez analiz¢ PCR przy

wykorzystaniu kolonii bakteryjnych

Pojedyncze kolonie wyroste po transformacji komorek E. coli (Metody 6.4.)
zawieszano w 20 pl wody jatowej po czym pobierano 3 ul zawiesiny, dodawano do 100
ul pozywki LB 1 przechowywano w temperaturze 4°C do dalszych analiz. Zawiesing
przygotowang w wodzie inkubowano przez 5 minut w temperaturze 95°C po czym
wirowano przez 10 minut przy predkosci 13 171 x g. Uzyskany supernatant
wykorzystywano jako matryce do kolonijnego PCR. Sktad mieszaniny reakcyjnej dla
kolonijnego PCR przedstawiono w Tabeli 18.

Tabela 18. Sklad mieszaniny reakcyjnej do kolonijnego PCR

Skladnik mieszaniny Stezenie w mieszaninie Dodawana objetos¢ [pl]
ColorTaq PCR Master Mix | 0,05 U/ul polimerazy Taq | 4
2x stezony Ix bufor reakcyjny (1,5

mM MgCl2)

starter przedni (10 uM) 0,5 uM 0,4
starter wsteczny (10 uM) | 0,5 uM 0,4
matryca <0,01 pg/pl 3,2
woda do 8
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Reakcje PCR przeprowadzano w termocyklerze T100 Thermal Cycler (Bio-Rad, USA),

wedtug nastepujacych parametréw:

1. Wstepna denaturacja DNA —5 min., 95°C

2. Denaturacja DNA — 20 sekund, 95°C

3. Hybrydyzacja insertu do plazmidowego DNA — 35 sekund, 60°C
4. Elongacja DNA — 1 min./kbp, 72°C

5. Koficowa elongacja DNA — 7 min., 72°C

Etapy 2-4 byly powtarzane 30 razy.

Produkty reakcji rozdzielano w zelu agarozowym (Metody 6.15.) w celu selekcji
rekombinantow. Zawiesiny z wybranych klonow po selekcji postuzyly do zatozenia

hodowli nocnej, z ktorej izolowano plazmidowe DNA (Metody 6.5.).
6.12. Trawienie Dpnl

Enzym Dpnl trawi nici DNA, ktore sg zmetylowane. Podczas wprowadzania
mutacji za pomocg techniki PCR, wykorzystywano go do eliminacji niezmutowanego
DNA matrycowego. Do mieszaniny po reakcji PCR o objetosci 25 pl dodawano 5 U
enzymu Dpnl 1 inkubowano w temperaturze 37°C przez 2 godziny. Nastepnie mieszaning

transformowano komorki kompetentne DHS5a (Metody 6.4.).
6.13. Trawienie DNA enzymami restrykcyjnymi

Przygotowywano mieszaniny reakcyjne zawierajace okolo 1 pg plazmidowego
DNA, 2U wybranego enzymu restrykcyjnego (Xbal, Ncol, Xhol) (Materiaty 5.4.), 2 ul
buforu ONE 10x, 0,2 ul BSA 100x 1 dopeiniano woda dejonizowang do objetosci 20 pl.
W przypadku trawienia tej samej matrycy dwoma enzymami restrykcyjnymi, do
mieszaniny dodawano obydwa enzymy jednocze$nie. Mieszaniny inkubowano przez
2 godziny w temperaturze 37°C a nastgpnie inaktywowano przez 20 minut
w temperaturze 65°C. Po inkubacji mieszaniny poddawano rozdzialowi
elektroforetycznemu w zelu agarozowym (Metody 6.15.) w celu analizy restrykcyjne;j

plazmidow.
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6.14. Analiza ekspresji genow H. pylori
6.14.1. Izolacja RNA

Do hodowli ptynnych H. pylori w logarytmicznej fazie wzrostu (Metody 6.1.4.)
dodawano 5% roztwor kwasnego fenolu w 100% etanolu do st¢zenia koncowego
w hodowli 10% i przenoszono na 16d. Nastgpnie wirowano po 6 ml hodowli (4°C, 2 352
x g, 10 minut). Osady zawieszano w 400 ul roztworu fenozolu i izolowano RNA
zestawem RNA Mini Plus (A&A Biotechnology, Polska) wedlug protokotu producenta.
Ilo$¢ 1 jakos¢ probek potwierdzono poprzez pomiar absorbancji przy 260 nm oraz ocene
wspotczynnikow A260/A280 (~2) i A260/A230 (>2), a takze poprzez elektroforeze
w zelu agarozowym (Metody 6.15.). Uzyskane preparaty RNA rozdzielano w 1% zelu

agarozowym uprzednio poddanym dziataniu 0,6% podchlorynu sodu.

W celu uzyskania RNA z hodowli poddanych warunkom stresowym, do hodowli
H. pylori w logarytmicznej fazie wzrostu (Metody 6.1.4.) dodawano wybrane czynniki
stresowe: SDS - stezenie koncowe w hodowli 0,003%; NaCl - stezenie koncowe
w hodowli - 0,3 M; etanol - stezenie koncowe w hodowli - 5% 1 inkubowano
z wytrzasaniem przez godzing. W warunkach stresu pH, hodowle wirowano (10 min,
4 000 x g, 37°C), a nastgpnie zawieszano w 10 ml pozywki BHI o pH 5,0 (Materiaty 5.5.)
1 inkubowano z wytrzasaniem przez 1 godzing. Kazde z doSwiadczen przeprowadzano

W co najmniej pieciu powtorzeniach biologicznych.
6.14.2. Trawienie DNAza

Wyizolowane preparaty RNA poddawano trawieniu DNAza (A&A
Biotechnology, Polska). Sktad mieszaniny reakcyjnej uzytej do trawienia przedstawiono

w Tabeli 19.

84



Tabela 19. Sklad mieszaniny reakcyjnej do trawienia DNaza.

Skladnik mieszaniny Objetos¢ Stezenie koncowe
reakcyjnej
DNAza I (10 U/ul) 2 ul 1 U/ul
bufor reakcyjny (10x |2 pl Ix stezony
stezony)
RNA S5ug 0,25 pg/ul

Woda wolna od nukleaz

do objetosci koncowej 20 pl

Reakcje przeprowadzano w temperaturze 37°C przez 25 minut. Nastgpnie, probki

inkubowano w temperaturze 75°C przez 10 minut.
6.14.3. Odwrotna transkrypcja

Przeprowadzano reakcj¢ odwrotnej transkrypcji
transcriptase polymerase chain reaction) z wykorzystaniem zestawu RevertAid First

Strand cDNA Synthesis Kit (ThermoScientific, USA) zgodnie z protokotem producenta

(Tabela 20).
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Tabela 20. Sklad mieszaniny reakcyjnej do odwrotnej transkrypcji

Skladnik mieszaniny reakcyjnej Objetosc¢ [pl] Stezenie koncowe
RNA 2,4 30 ng/ul
losowe heksamery [d(N)6] (100 mM) 1 5 mM
bufor reakcyjny (5x stezony) 4 Ix stezony
RiboLock inhibitor RNAzy (20 U/pl) 1 1 U/ul
dNTPs (10mM) 2 1 mM
transkryptaza RevertAid (200 U/pl) 1 10 U/ul
woda wolna od nukleaz 8,6
objetos¢ koncowa: 20 pl

RNA inkubowano z losowymi heksamerami [d(N)6] i1 woda wolng od nukleaz przez
5 minut w 65°C, a nastgpnie schtadzano w lodzie. Po dodaniu pozostatych sktadnikow,
mieszaning inkubowano 5 minut w 25°C, godzing w 45°C, a nastepnie inaktywowano
enzym w 70°C przez 5 minut. Przygotowane cDNA rozcienczano trzykrotnie wodg wolng

od nukleaz i przechowywano w temperaturze -80°C do dalszych analiz.

6.14.4. llosciowa reakcja PCR (qPCR ang. quantitative real-time polymerase

chain reaction)

W ilosciowej reakcji PCR jako matryce wykorzystywano cDNA (Metody 6.14.3.)
lub genomowe DNA (Metody 6.6.). Do kazdej proby zawierajacej 0,5 pl cDNA
dodawano 4,5 pl wody wolnej od nukleaz. Wydajnos$¢ amplifikacji starter6w oceniano na
podstawie reakcji, w ktorych matrycg byly seryjne rozcienczenia DNA, natomiast poziom
ekspresji gendw analizowano przy uzyciu cDNA. Startery uzyte w reakcjach (Materialy

5.1., Tabela 7) zostaty zaprojektowane przy uzyciu oprogramowania Primer3 4.1.0.
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Sktad mieszaniny do ilo$ciowej reakcji PCR przedstawiono w Tabeli 21.

Tabela 21. Sklad mieszaniny qPCR.

Skladnik mieszaniny reakcyjnej Objetos¢ [pl]
matrycowe DNA/cDNA 2
SG gPCR Master Mix (EurX, Polska) 5
specyficzne startery 0,2 uM
woda dejonizowana Do objetosci koncowej 10 pl

Do dotkéw plytki 96-dotkowej dodawano 8 pl mieszaniny zawierajacej: SG qPCR Master
Mix (EurX, Polska), specyficzne startery (Materiaty 5.1., Tabela 7) i wode dejonizowana,
a nastepnie 2 pul cDNA Iub rozcienczonego genomowego DNA. Reakcje qPCR
przeprowadzano w urzadzeniu LightCycler 96 lub LightCycler 480 (Roche, Szwajcaria)

wedlug nastepujacych parametrow:

Denaturacja wstepna: 95°C, 5 minut
Denaturacja: 95°C, 15 sekund
Hybrydyzacja: 62°C, 20 sekund
Elongacja: 72°C, 16 sekund (45 cykli)

Analiz¢ krzywej topnienia przeprowadzono na koncu kazdego cyklu, przy nast¢pujacych
parametrach: 95°C przez 10 sekund, 65°C przez 60 sekund i 97°C przez 1 sekunde.
Wszystkie eksperymenty qPCR przeprowadzono dla co najmniej pigciu powtdrzen

biologicznych i trzech powtdrzen technicznych dla kazdej reakcji.

Uwzgledniano dwie kontrole negatywne w 3 powtorzeniach technicznych: NTC (ang. no
template control) 1 NRT (ang. no reverse transcriptase control). Dla genéw badanych na
matrycy cDNA okreslano punkt progowy (Cq), a wyniki usredniano dla trzech powtorzen
technicznych. Analizy qPCR prowadzono zgodnie z wytycznymi MIQE (ang. Minimum
Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments) [184]. Do

normalizacji testowano stabilno$¢ siedmiu genow referencyjnych: era, gyrA4, gyrB, dnaG,
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ftsZ, adk 1 gmk za pomoca programu geNorm (wersja 2020). Do oceny relatywne;j
ekspresji badanych gendéw stosowano metode Pfaffl-AACt z korekta wydajnosci PCR
[185]. Analize statystyczng przeprowadzano przy uzyciu oprogramowania REST2009
(wersja 2009, [186], Qiagen, Hilden, Niemcy).

6.15. Elektroforeza agarozowa DNA

Przygotowywano 0,7-1% zele agarozowe w 1x stezonym buforze TAE (Materialy
5.10.). Do zeli dodawano odczynnik SimplySafe (0,025 upl/ml zelu). Do préb
przeznaczonych do rozdziatu dodawano bufor obcigzajacy do stezenia koncowego 1x
i nanoszono do studzienek w zelu. Rozdziat elektroforetyczny prowadzono przy napigciu
9 V na 1 cm zelu przez 0,5-1 godzing. Dokumentacj¢ fotograficzng po rozdziale
elektroforetycznym przeprowadzano w urzadzeniu Azure 400 (Azure Biosystems, USA)

w $wietle ultrafioletowym o dtugosci fali A = 365 nm.
6.16. 1zolacja DNA z Zelu agarozowego

Po rozdziale elektroforetycznym w 0,7% zelu agarozowym (Metody 6.15.)
wycinano wybrane fragmenty DNA 1 izolowano z wykorzystaniem zestawu PCR clean
-up and Gel extraction (Macherey Nagel, Niemcy) zgodnie z instrukcja producenta.

Wyizolowane DNA przechowywano w temperaturze -20°C.
6.17. Przygotowanie lizatow bakteryjnych do rozdzialu SDS-PAGE

Wirowano 0,5 ml hodowli bakteryjnej przy 1680 x g przez 5 minut. Nastgpnie
supernatant usuwano, a osad zawieszano w odpowiedniej objetosci 2x buforu lizujacego

(Materiaty 5.10.), obliczonej na podstawie wzoru:

(0D xVa)
0,01

= Vb, gdzie:

OD — gesto$¢ optyczna (ang. optical density) hodowli, mierzona przy 595 nm
Va — objetos¢ hodowli poddawanej wirowaniu (ml)
Vb — objetos¢ buforu lizujacego (2XLB) dodawanego do osadu bakteryjnego (ul)

Probki inkubowano przez 5 minut w 95°C, a nastepnie analizowano po 2 pl metoda

elektroforezy poliakrylamidowej (Metody 6.18).
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6.18. Jednokierunkowa elektroforeza poliakrylamidowa bialek z SDS (SDS-

PAGE)

Tabela 22. Sklad zeli poliakryloamidowych - na 1 zel.

Skladnik Zel zageszczajacy | Zel rozdzielajacy | Zel rozdzialajacy
gorny dolny 8% dolny 12%
bufor zelu gérnego | 0,4 ml - -
bufor zelu dolnego | - 1,2 ml 1,2 ml
roztwor 0,25 ml 1,35 ml 2 ml
akrylamidow 30%
woda 1 ml 2,45 ml 1,8 ml
10% APS 10 ul 50 ul 25ul
TEMED S5ul 10 ul 12,5ul

Mieszaning zelu rozdzielajacego (Tabela 22) wylewano pomiedzy dwie szklane
plytki, nanoszono warstw¢ wody 1 zostawiano do spolimeryzowania. Wodg zlewano
1 nawarstwiano zel rozdzielajacy wraz z grzebieniem formujacym studzienki. Po
spolimeryzowaniu plytki montowano w aparacie do elektroforezy poliakrylamidowej

(Mini-PROTEAN, Bio-Rad, USA) i zalewano buforem elektrodowym (Materiaty).

Proby do rozdziatlu przygotowywano poprzez zmieszanie odpowiedniej objetosci
roztworu biatka z buforem lizujagcym redukujacym 4x stezonym (Materiaty 5.10.) i woda.
W przypadku rozdzialu calych lizatéw bakteryjnych proby przygotowywano wedlug
(Metody 6.17.). Proby wirowano, inkubowano w temperaturze 95°C przez 5 minut
1 nanoszono do studzienek. Elektroforeze prowadzono przy napigciu 120 V a nastepnie,
po wejsciu prob w zel rozdzielajacy zwigkszano napiecie do 200V. Po rozdziale zele
poddawano barwieniu biekitem brylantowym CBB-R250 (Metody 6.20.) lub analizie
metoda immunoblotingu (Metody 6.21.).
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6.19. Zymografia kazeinowa

Bakterie H. pylori z hodowli na podlozu statym (Metody 6.1.3.) zawieszano
w soli fizjologicznej buforowanej fosforanem (PBS) (Materiaty 5.10.) i wirowano przez
5 minut przy predkosci 1680 x g. Nastepnie supernatant usuwano, a osad zawieszano
w odpowiedniej objetosci 2x buforu SDS do zymografii (Materiaty 5.10.), obliczonej na
podstawie wzoru (Metody 6.17.). Pobierano po 4 ul préb i nanoszono na 8% zel SDS
-PAGE (Metody 6.18.) zawierajacego 0,1% kazeiny (Invitrogen, Niemcy) i rozdzielano
przy napieciu 150 V. Przed dodaniem do zelu, kazeing inkubowano w 37°C przez 10
minut. Po rozdziale, zel inkubowano w buforze do renaturacji (Materialy 5.10.)
w temperaturze pokojowej, przez 60 minut, z delikatnym wytrzasaniem. Nastepnie zele
inkubowano w buforze do wywotywania (Materiaty 5.10.) przez 30 minut w temperaturze
pokojowej 1 przez noc w temperaturze 37°C w tym samym buforze, z delikatnym
wytrzasaniem. W dalszym etapie zele plukano przez 5 minut w wodzie i barwiono
blekitem brylantowym, po czym odbarwiano (Metody 6.20.). Zele wizualizowano
z wykorzystaniem systemu Azure 400 (Azure Biosystems, USA).

6.20. Barwienie zeli bl¢kitem brylantowym Coomassie

Zele poliakrylamidowe po rozdziale elektroforetycznym (Metody 6.18.)
inkubowano w roztworze Coomasie Brillant Blue R-250 lub G-250 (Materiaty 5.10.)
z delikatnym wytrzasaniem. Nastgpnie zele odbarwiano w roztworze odbarwiacza
(Materiaty 5.10.) i wizualizowano z wykorzystaniem systemu Azure 400 (Azure

Biosystems, USA).
6.21. Analiza bialek metoda immunoblotingu

Po zakonczeniu elektroforezy poliakrylamidowej (Metody 6.18.) rozdzielone
biatka transferowano na membrang Immobilon P, PVDF (polifluorek winylidenu)
o $rednicy poréw 0,45 um (Millipore, USA). W kasecie do transferu skladano tzw.
“kanapke transferowa”- na gabce umieszczano 3 arkusze bibuty Whatmann i membrane
PVDF aktywowang przez 5 minut metanolem. Na membranie umieszczano zel
poliakrylamidowy 1 kolejno 3 arkusze bibuty Whatmann oraz gabke. Transfer
prowadzono w temperaturze pokojowej przez noc przy napigciu 20 V lub przez 1,5

godziny przy napigciu 50 V.
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Po elektrotransferze biatek membrang inkubowano przez godzing w roztworze 1x
ROTI-Block (Carl Roth, Niemcy), uzupetnionym 0,05 mM NasVOs (Sigma-Aldrich,
USA). Nastgpnie membrang przenoszono do roztworu przeciwciat pierwszorzedowych
(Materiaty 5.9.) w roztworze ROTI-Block i inkubowano przez godzing po czym ptukano
trzykrotnie roztworem TBS-T (Materiaty 5.10.) przez 10 minut. Membrang przenoszono
do roztworu przeciwcial drugorzegdowych (Materialy 5.9.) sprzezonych z HRP
(peroksydaza chrzanowa) w ROTI-Block i inkubowano przez godzing po czym ponownie
trzykrotnie ptukano TBS-T przez 10 minut. Membrang¢ wywolywano w roztworze
AzureSpectra Fluorescent Western Blot Kit (Azure Biosystems, USA) w aparacie Azure

400 (Azure Biosystems, USA).
6.22. Nadprodukcja bialka SecA w systemie ekspresyjnym E. coli BL21 (DE3)

Pojedyncza kolonig szczepu E. coli BL21 DE3 transformowanego wybranym
plazmidem (pochodna pET-28a(+)) zaszczepiano 100 ml pozywki LB wzbogacone;j
kanamycyng i inkubowano z wytrzasaniem przez noc w temperaturze 37°C. Nastgpnie
hodowl¢ rozcienczano w stosunku 1:50 w 500 ml pozywki LB z antybiotykiem
1 inkubowano w takich samych warunkach do osiagnigcia gestosci optycznej ODsosnm
=0,4-0,5. Do hodowli dodawano IPTG do stezenia koncowego 0,5 mM 1 inkubowano
zwytrzasaniem przez 16 godzin w temperaturze 16°C. Nastgpnie hodowle wirowano przy
predkosci 5 460 x g, przez 30 minut w temperaturze 4°C, supernatant zlewano a osady

przechowywano w temperaturze -80°C.

6.23. Oczyszczanie bialka SecA z wykorzystaniem metod chromatograficznych
6.23.1. Oczyszczanie metoda metalopowinowactwa na zlozu Ni2+-NTA Agarose

w warunkach natywnych

Osady bakteryjne przygotowane zgodnie z opisem (Metody 6.22.), rozmrazano
w temperaturze 4°C i1 zawieszano w buforze BH10 (Materialy 5.10.) z dodatkiem
inhibitorow proteaz (Materialy 5.11.) w objetosci 2 ml na 1 g osadu, po czym dodawano
lizozymu do stezenia koncowego 1 mg/ml 1 inkubowano w lodzie 30 minut. Zawartos¢
probowki starannie mieszano i uzupetniano buforem BH10 z dodatkiem inhibitorow
proteaz do objetosci 50 ml, po czym rozdzielano do dwoch probéwek wirowniczych.
Wszystkie etapy, az do uzyskania czystego preparatu biatkowego przeprowadzano

w lodzie lub w temperaturze 4°C. Nastepnie proby poddawano sonikacji w Bioblock
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Sonifer Vibra Cell 72408 (Bioblock Scientific, Francja) poprzez trzykrotne zastosowanie
10 impulséw po 10 sekund i 10-sekundowych przerw oraz amplitude 15%. Po sonikacji
proby wirowano przez 30 minut przy predkosci 13 520 x g. Supernatant nanoszono na
8 ml ztoza Ni*+-NTA Agarose (Qiagen, Niemcy), uprzednio zrownowazonego buforem
BH10, i inkubowano przez noc w chiodni z delikatnym wytrzasaniem. Po inkubacji
mieszaning nanoszono na kolumne i usuwano biatka niespecyficznie zwigzane ze ztozem
buforem BH10 w objetosci 10x objetosci ztoza. Nastepnie eluowano biatka buforami
BH20; BH50; BH100; BH200; BH300; BH500 (Materialty 5.10.) z wykorzystaniem
gradientu skokowego (10 ml kazdego buforu), zbierajac frakcje o objgtosci 5 ml kazda.
Uzyskane frakcje poddawano rozdzialowi metoda elektroforezy poliakrylamidowe;j
(Metody 6.18.) 1 barwiono w roztworze CBB-R250 (Metody 6.20.). Wybrane frakcje
mieszano i zaggszczano do objetosci 1 ml z wykorzystaniem koncentratorow Amicon
Ultra-4 50 kDa MWCO (ang. molecular weight cut-off, Merck Millipore, Niemcy)
poprzez wirowanie przy predkosci 5 000 x g. Uzyskany preparat poddawano

oczyszczaniu metoda sagczenia molekularnego na ztozu Superdex 200 (Metody 6.23.2.).
6.23.2. Oczyszczanie metoda saczenia molekularnego na zlozu Superdex 200

Wszystkie bufory uzyte do sgczenia molekularnego przed uzyciem filtrowano
z wykorzystaniem membran 0,22 um oraz odpowietrzano w prozni przez godzing.
Oczyszczanie bialka przeprowadzono z wykorzystaniem kolumny Superdex 200 (Cytiva,
USA) sprzezonej z systemem chromatograficznym AKTA Prime Plus (GE Healthcare,
USA). Kolumng przeptukiwano 50 ml wody destylowanej oraz 50 ml buforu A (Materialy

5.10.). Przeplyw ustalano na poziomie 0,3 ml/min.

Probke biatkowa po oczyszczaniu metoda metalopowinowactwa (Metody 6.23.1.)
zageszczano do objetosci 1 ml, odwirowywano przy parametrach 13 000 x g, 10 minut,
4°C i aplikowano na kolumne. Nastepnie wlaczano przeptyw buforu A w trybie ciggtym,
a elucje monitorowano na podstawie absorbancji przy dlugosci fali 280 nm. Eluat
zbierano automatycznie w frakcjach o objetosci 1 ml w zakresie objgtosci

odpowiadajacym gtownym pikom absorbancji.

Zebrane frakcje analizowano metoda elektroforezy poliakrylamidowej (Metody
6.18.), po czym frakcje zawierajace oczyszczone biatko taczono, dodawano glicerol do

objetosci koncowej 10% 1 przechowywano w temperaturze -80°C. Po zakonczeniu
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procesu kolumne przeplukiwano 2-3 objetosciami wody destylowanej, a nastepnie 20%

roztworem etanolu.
6.23.3. Analiza produktow oczyszczania metoda spektrometrii mas

Proby poddawano rozdziatowi metodg elekroforezy poliakrylamidowej (Metody
6.18.) a nastgpnie zel barwiono roztworem CBB R-250 i odbarwiano w odbarwiaczu
(Metody 6.20.). Prazki wycinano z zelu poliakrylamidowego, przenoszono do probéwek
typu Eppendorf i plukano trzykrotnie woda dejonizowang. Analiz¢ prazkow metoda
spektrometrii  mas  Triple-TOF zlecano Laboratorium  Spektrometrii  Mas
Miegdzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego

1 Uniwersytetu Gdanskiego.
6.24. Dializa bialek

Worki dializacyjne, po pocigciu do wymaganych rozmiardéw, byly kolejno
inkubowane w: wodzie destylowanej przez 30 minut, nastgpnie kolejno: przez 1 minutg
w 0,3% roztworze Na>SO4 w temperaturze 80°C, przez 2 minuty w wodzie destylowane;j
o temperaturze 60°C, przez 2 minuty w 0,2% kwasie siarkowym (VI), a na koniec przez
10 minut w wodzie destylowanej o temperaturze 40°C. Worki byly przechowywane
w 4°C w 5 mM roztworze EDTA. Roztwory bialek umieszczano w workach
dializacyjnych lub w systemie do dializy w matych objetosciach 1 prowadzono dialize
wobec 1 litra buforu przez godzing, a nastgpnie wobec 2 litrow §wiezego buforu przez

noc w temperaturze 4°C.

6.25. Oznaczanie st¢zenia bialka

6.25.1. Metoda czerni amidowej

Na kwadraty nitrocelulozy o powierzchni 1 cm? nanoszono roztwory wzorcowe
BSA o stgzeniach 1, 2, 3 1 4 mg/ml oraz roztwory biatek badanych o nieznanym stezeniu.
Wszystkie proby nanoszono w objetosci 2 1 4 ul w trzech powtdrzeniach technicznych.
Jeden kwadrat pozostawal pusty i1 stanowil kontrole kalibracyjng. Po catkowitym
wyschnieciu nitrocelulozg inkubowano z wytrzasaniem przez 10 minut w 0,1% roztworze
czerni amidowej a nast¢pnie odbarwiano w roztworze odbarwiacza (Materialy 5.10.) do
catkowitego wyptukania niezwigzanej czerni amidowej z nitrocelulozy. Po wyschnigciu

odbarwionej] membrany kwadraty wycinano, przenoszono do 1 ml stezonego kwasu
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mrowkowego 1 inkubowano do catkowitego usuniecia barwnika z tta. Nastepnie
z wykorzystaniem Spektrofotometru VIS 7220G (RAYLEIGH, Chiny) mierzono
wartosci As3o prob. Na podstawie wartosci absorbancji odczytanych dla roztwordow
wzorcowych BSA sporzadzano krzywa wzorcowa zaleznosci absorbancji od stezenia

bialka i odczytywano stezenie biatka w roztworze.
6.25.2. Metoda densytometryczna

Przeprowadzano elektroforeze poliakrylamidowg (Metody 6.18.) badanych prob
oraz roztwordw wzorcowych BSA o stgzeniach 4; 2; 1; 0,5 mg/ml. Na Zel nanoszono po
5 ul kazdej proby. Zele barwiono blekitem brylantowym (Metody 6.20.). Analizowano
wielko$¢ 1 wybarwienie prazkow z uzyciem programu 1DScan EX 3.0 (Scanalytics,
USA). Stezenia badanych prob obliczano po wyznaczeniu roéwnania krzywej wzorcowej

wyznaczonej dla roztworéw wzorcowych BSA.
6.25.3. Metoda Bradford

Przygotowywano roztwor odczynnika RotiNanoQant (Carl Roth, Niemcy)
mieszajac stezony barwnik z woda w stosunku 1:4. Nastgpnie roztwor filtrowano
z wykorzystaniem bibuty filtracyjnej 1 nanoszono po 200 pl na dotki w ptytce 96
dotkowej. Nastgpnie do dolkow z roztworem RotiNanoQant dodawano po 50 pl
roztworow BSA o stezeniach: 0; 1; 2,5; 5; 10; 25;50; 75; 1 100 pg/ml oraz roztwory biatka
0 nieznanym stgzeniu rozcienczone z woda w stosunku 1:20. Tak przygotowang ptytke
inkubowano w temperaturze pokojowej przez 5 minut 1 mierzono warto$ci absorbancji
przy dtugosci fali A=590nm 1 A=450nm z wykorzystaniem czytnika CLARIOstar Plus
(BMG Labtech, Niemcy). Nastepnie obliczano ilorazy ODse/ODaso, sporzadzano krzywa

wzorcowg dla BSA ina jej podstawie odczytywano stezenia biatka w probkach badanych.

6.26. Analiza struktury bialka SecA H. pylori
6.26.1. Technika dichroizmu kolowego

6.26.1.1. Pomiar widm w dalekim UV far-UV CD

Wymieniano bufor w oczyszczonych preparatach biatek z wykorzystaniem
koncentratorow Amicon Ultra-4 50 kDa MWCO (ang. molecular weight cut-off, Merck
Millipore, Niemcy). Biatka wirowano przy predkosci 5 000 x g, w 4°C z jednoczesng
wymiang buforu na bufor B (Materialy 5.10.). Nastepnie przygotowywano roztwory
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biatek o stezeniu 0,3 mg/ml. Wykonanie pomiaréw zlecano Pracowni Dichroizmu

Kotowego na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego.

Widma rejestrowano za pomoca spektropolarymetru J-815 (Jasco, USA)
w temperaturze 20°C w zakresie dlugosci fali 195-260 nm. Na podstawie
zarejestrowanych danych obliczano $rednig eliptyczno$§¢ molowa zgodnie z wzorem
opisanym w (Metody 6.26.1.2.). Otrzymujac wykres zaleznos$ci $redniej eliptycznosci
molowej od dlugosci fali, wuzyskiwano charakterystyczne widmo biatka,

odzwierciedlajace jego strukture drugorzedowa w badanej temperaturze.
6.26.1.2. Oznaczanie stabilnoSci termicznej SecA

Proby do analiz przygotowywano jak w (Metody 6.26.1.1.). Wykonanie
pomiaré6w zlecano Pracowni Dichroizmu Kolowego Wydziatlu Chemii Uniwersytetu
Gdanskiego. Pomiary prowadzono z wykorzystaniem spektropolarymetru J-815 (Jasco,
USA) przy dlugosci fali 209 nm w zakresie temperaturowym 20-95°C (co 0,5°C)
w kuwetach o dtugosci drogi optycznej 1 mm. Srednia eliptycznosé molowa obliczano

wedlug wzoru:

[O]mw,r. = MRW X @,/ 10 x d x ¢ (Kelly i wsp., 2005),
gdzie

). — obserwowana eliptycznos¢ (stopnie) przy dtugosci fali 4,

d — dtugos¢ drogi optycznej (cm),

¢ — stezenie biatka (g/ml),

MRW (ang. Mean Residue Weight) = M/(N-1), gdzie

M — masa molowa tancucha polipeptydowego (Da), N — liczba aminokwasow w biatku.

W programie Origin (OriginLab Corporation, USA) tworzono wykres zaleznosci sredniej
eliptycznosci molowej od temperatury, dopasowujac dane eksperymentalne do krzywe;j
sigmoidalnej zgodnie z modelem Boltzmanna. Na podstawie uzyskanego dopasowania
wyznaczano temperatur¢ topnienia biatek, odpowiadajaca warto$ci parametru x0

w funkcji Boltzmanna:
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y=A2+ (Al — A2)/(1 + exp((x — x0)/dx)), gdzie

Al — warto$¢ poczatkowa S$redniej eliptycznosci molowej (y) (lewa horyzontalna
asymptota),
A2 — warto$¢ koncowa S$redniej eliptycznosci molowej (y) (prawa horyzontalna
asymptota),
x — punkt przegi¢cia krzywej — warto$¢ temperatury topnienia,
xd — zmiana warto$ci temperatury (x) odpowiadajaca najbardziej znaczacej zmianie
w $redniej eliptyczno$ci molowej (y).

6.26.2. Oznaczanie stopnia  oligomeryzacji metoda  ultrawirowania

analitycznego

Do preparatéw oczyszczonych bialek dodawano TCEP do st¢zenia koncowego
2 mM 1 dializowano (Metody 6.24.) wobec 1 litra buforu C (Materiaty 5.10.) przez
2 godziny, a nastepnie przez godzing wobec 1 litra buforu C. Stezenie biatka oznaczono
spektrofotometrycznie w spektrofotometrze Hitachi U-5100 (Hitachi, Japonia) na
podstawie rownania Lamberta-Beera wykorzystujac pomiary absorpcji przy 280 nm
1 warto$¢ wspoélczynnika ekstynkcji obliczonego ze skltadu aminokwasowego.
Ultrawirowanie zostalo wykonane przez Pracowni¢ Biofizykii, Chemii i1 Biologii

Molekularnej na Wydziale Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego.

6.27. Przygotowanie wielowarstwowych liposomow (MLV, ang. multilammelar

vesicles)

Lipidy E. coli (E. coli Extract Total, Avanti Polar lipids, Anglia) umieszczano
w szklanej probowce 1 odparowywano rozpuszczalnik pod strumieniem azotu do
uzyskania cienkiej warstwy na $ciankach probowki, po czym suszono w eksykatorze
prozniowym przez 2 godziny. Nastepnie, dodawano ogrzany wczesniej do 37°C bufor L
(Materiaty 5.10.) (w takiej samej objetosci jak poczatkowa objetos¢ lipidow),
worteksowano 1 inkubowano przez 30 minut w temperaturze 37°C, co jaki§ czas
intensywnie mieszajac. Mieszaning poddawano nastgpnie pig¢ciokrotnemu cyklowi
zamrazania i rozmrazania, poprzez 3 minutowg inkubacj¢ w ciektym azocie i 3 minutowa
inkubacje w fazni wodnej o temperaturze 37°C, kazdorazowo wstrzasajac (worteksujac)

pomiedzy cyklami. Liposomy przechowywano w temperaturze 4°C do 14 dni.
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6.28. Optymalizacja warunkow do oznaczania aktywnosci ATPazowej

Do oznaczania aktywno$ci ATPazowej biatka wykorzystywano zestaw Malachite
Green Phosphate Assay (Sigma Aldrich, USA) (Materialy 5.11.). Przygotowywano
mieszaniny reakcyjne o sktadzie i stezeniach poszczegdlnych komponentow podanych w
Tabeli 23. Kolejnos¢ dodawania poszczegdlnych sktadnikéw do mieszaniny byla

nastepujaca: biatko SecA, peptyd sygnatowy, biatko HtrA, liposomy.

Tabela 23. Sklad mieszanin reakcyjnych do optymalizacji warunkéw oznaczania

aktywnosci ATPazowej.

Skladnik Numer mieszaniny reakcyjnej
mieszaniny
L 1 2 3 4 5 6 7
reakcyjnej

Stezenie koncowe w mieszaninie

biatko SecA
lub
SecAC852Y
(5 uM)

0,5uM [05uM |05uM [0,5uM [05uM | 0,5uM |05 uM

peptyd - - - 10 uM 10 uM 10 uM 10 uM

sygnatowy
(CytPep)
(400 uM)

biatko HtrA
(155 uM)

2,5 uM

2,5 M

liposomy

(8 000 pg/ml)

50
pg/ml

300
pg/ml

50
pg/ml

300
ug/ml

50
pg/ml

300
pg/ml

bufor do
aktywnosci
(Materiaty
5.10.)

dodawano do uzyskania objetosci koncowej 70 pl
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Biatko HtrA (Materiaty 5.8.), bezposrednio przed dodaniem do mieszaniny
reakcyjnej, zawieszano w moczniku (stezenie koncowe mocznika 6 M). Mieszaniny
reakcyjne nanoszono do dotkoéw w ptytce 96-dotkowej w objetosci 70 ul. Nastepnie do
kazdego dotka dodawano po 10 pl roztworu ATP (Materiaty 5.11.) (zawieszonego
w buforze do aktywnosci) do stezenia koncowego 0,5 mM 1 inkubowano w temperaturze
37°C przez 30 minut. Po uptywie wyznaczonego czasu do dotkow dodawano po 20 pl
odczynnika hamujacego reakcje Malachite Green (100 objetosci Reagent A zmieszane z
1 objetoscig Reagent B) 1 inkubowano przez 30 minut, po czym mierzono absorbancj¢
przy 650 nm za pomocg czytnika mikroptytek (Enspire, Perkin Elmer, USA). Tlo
stanowily reakcje (1-7) bez enzymu (SecA). Wszystkie pomiary wykonywano w trzech

powtdrzeniach technicznych.

Ilo§¢ uwolnionego fosforanu wyznaczano na podstawie krzywej wzorcowej,
przygotowanej z wykorzystaniem znanych stezen fosforanu nieorganicznego.
Przygotowywano Premix fosforanow o ste¢zeniu 40 uM poprzez zmieszanie komponentu
Phosphate Standard (z zestawu Malachite Green Phosphate Assay) z buforem
reakcyjnym, w stosunku 1:24. Nastepnie rozcienczano Premix buforem do aktywnosci do
uzyskania stezen koncowych: 40; 32; 24; 16; 12; 8; 4; 0 uM. Na plytke 96-dotkowa
nanoszono po 80 pl roztworé6w wzorcowych, inkubowano w temperaturze 37°C przez 30
minut i dodawano 20 pl odezynnika hamujacego reakcje Malachite Green. Na podstawie
odczytanych warto$ci absorbancji sporzadzano krzywa wzorcowgq zaleznosci absorbancji
od stezenia fosforanéw. Podstawiajagc warto$¢ absorbancji badanej mieszaniny do
uzyskanego rownania y = ax + b, gdzie y - wartos¢ absorbancji, a x - ilo$¢ fosforanow,

odczytywano stgzenie nieorganicznego fosforanu w mieszaninie.
6.29. Oznaczanie aktywnosci ATPazowej bialka SecA i mutein SecA

Do oznaczania aktywno$ci ATPazowej biatka wykorzystywano zestaw Malachite
Green Phosphate Assay (Sigma Aldrich, USA) (Materialy 5.11.). Przygotowywano
mieszaniny reakcyjne w pojedynczym ukltadzie reakcyjnym, dodajac komponenty
w nastepujace] kolejnosci: biatko SecA, peptyd sygnatowy, biatko HtrA, liposomy
(Tabela 24). Dodatkowo, w celu oznaczenia aktywnosci podstawowej (bez ligandow),

wykonywano reakcje zawierajace jedynie enzym SecA (bez pozostatych komponentow).
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Tabela 24. Sklad mieszanin reakcyjnych do oznaczenia aktywnosci ATPazowej.

Skladnik mieszaniny reakcyjnej Stezenie koncowe w mieszaninie

biatko SecA lub SecAC852Y (5 uM) 0,5 uM

peptyd sygnatowy (CytPep) (400 uM) 10 uM

biatko HtrA (155 uM) 2,5 uM

liposomy (8 000 pg/ml) 300 pg/ml

bufor do aktywnos$ci (Materiaty 5.10.) dodawano do uzyskania objgtosci
koncowej 70 pl

Biatko HtrA, bezposrednio przed dodaniem do mieszaniny reakcyjnej,
zawieszano w moczniku (stezenie koncowe mocznika 6 M). Reakcje przeprowadzano dla
10 réznych stgzen substratu (ATP) przy stalym stezeniu enzymu (SecA 1 muteiny SecA)
1 czterech roznych czas6w. Mieszaniny reakcyjne (Tabela 24) nanoszono do dotkow
w plytce 96-dotkowej w objetosci 70 pl. Nastepnie do mieszanin w dotkach dodawano
po 10 ul roztworu ATP (zawieszonego w buforze do aktywnos$ci) do uzyskania st¢zen
koncowych: 0,02; 0,04; 0,06; 0,08; 0,1; 0,15; 0,2; 0,25; 0,5; 1 mM. Koncowa objetos¢
mieszaniny reakcyjnej wynosita 80 pl. Reakcje przeprowadzano w temperaturze 37°C.
Po okreslonym czasie (3; 5; 10 1 15 minut) do kazdego dotka dodawano po 20 pl
odczynnika hamujacego reakcje Malachite Green, inkubowano 30 minut w temperaturze
pokojowej 1 mierzono absorbancje¢ przy dlugosci fali 650 nm. Tto stanowity reakcje bez
enzymu (SecA). Dla kazdej reakcji wykonano trzy powtdrzenia techniczne. Pomiary
absorbancji przeprowadzano przy uzyciu czytnika mikroptytek (Enspire, Perkin Elmer,
USA). Ilo$¢ uwolnionego fosforanu wyznaczano na podstawie krzywej wzorcowej
wyznaczonej jak w (Metodach 6.28.). Dla kazdego ste¢zenia ATP sporzadzano wykres
zalezno$ci stgzenia fosforanu (uM) od czasu (minuty), a szybkos$¢ reakcji (v) obliczano

jako nachylenie prostej regresji liniowe;.
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Uzyskane wyniki dopasowywano metoda nieliniowej regresji do réwnania
Michaelisa-Menten z wykorzystaniem programu GraphPad Prism (GraphPad, Dotmatics,
USA):

v=Vmax - [S]/ Km + [S], gdzie:
v - szybko$¢ poczatkowa reakcji,
S - stezenie substratu,
K - stala Michaelisa,

Vmax - maksymalna szybkos¢ reakcji

Na podstawie wyznaczonych warto$ci V. obliczano rowniez statg katalityczng kiar, czyli
liczbe czasteczek substratu przeksztatlcanych przez pojedyncza czasteczke enzymu
w jednostce czasu. Wartos$¢ kiq: obliczano ze wzoru:

kcat = Vpax I [E], gdzie:

Vmax - maksymalna szybkos¢ reakcji
E - stezenie enzymu.
6.30. Analiza powinowactwa bialek SecA do liposomow
Przygotowywano mieszaniny biatek o statym st¢zeniu biatka 1 wzrastajgcymi

stezeniami liposomow zgodnie z Tabelg 25. Wszystkie reakcje przygotowywano

w probowkach typu Eppendorf o niskim powinowactwie do biatek.

Tabela 25. Sklad mieszanin reakcyjnych do oznaczenia stopnia powinowactwa do

blon.

Skladnik mieszaniny Stezenie w mieszaninie Dodawana objetosé [ul]
oczyszczone preparaty 0,5 uM 2
SecA (5 uM)
wielowarstwowe liposomy | 10 pg/ml 1,25 ul
(8 000 pg/ml) 25 pg/ml 3,125 pl
50 pg/ml 6,25 ul
DTT (100 mM) 1 mM 0,2 pl
bufor L (Materiaty 5.10.) do 20 ul
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Mieszaniny inkubowano przez 15 minut w temperaturze pokojowej, a nast¢pnie
wirowano przez godzing przy predkosci 28 000 x g. Oddzielano supernatanty od osadéw,
dodawano bufor lizujacy redukujacy 1 analizowano metodg elektroforezy w zelu

poliakrylamidowym (Metody 6.18.).

6.31. Zbadanie wplywu mutacji genu secA na fizjologi¢ komorek H. pylori
6.31.1. Analiza stopnia opornosci szczepow H. pylori na wybrane antybiotyki

metoda dyskowo-dyfuzyjna

Bakterie H. pylori z hodowli na podlozu statym (Metody 6.1.3.) zawieszano
w pozywce BHI (Materiaty 5.5.) do uzyskania gestosci optycznej ODsosum=1. Zawiesing
pobierano przy uzyciu jatowego wacika i rozprowadzano rownomiernie na podtozu GC
Agar (Materialy 5.5.), po czym na szalce umieszczano jalowe dyski o srednicy 6 mm
(Cytiva, USA). Nastepnie, na dyski nanoszono po 10 pl roztwordw tetracykliny o stezeniu
0,05 pg/ul i amoksycyliny o stezeniu 0,025 ug/ul w DMSO (Materiaty 5.6.), oraz 10 pl
roztworu samego DMSO jako kontrolg. Plytki inkubowano w warunkach

mikrotlenowych w temperaturze 37°C przez 96 godzin.
6.31.2. Ocena stopnia autoaglutynacji komorek H. pylori

Hodowle ptynne H. pylori w fazie logarytmicznej (Metody 6.1.4.) wirowano przy
predkosci 4 000 x g przez 10 minut. Supernatant usuwano a osad dwukrotnie ptukano
roztworem soli fizjologicznej buforowanej fosforanem (PBS) (Materialy 5.10.)
1 ponownie wirowano. Osady zawieszano w buforze PBS do uzyskania gesto$ci optyczne;j
ODs9snm= 0,4 1 przenoszono po 5 ml roztworéw do 15 mililitrowych probowek typu
falkon. Probowki umieszczano w atmosferze mikrotlenowej 1 inkubowano przez 24
godziny w temperaturze 37°C. Nastepnie pobierano 1 ml z gérnej warstwy roztworu

1 mierzono gestos$¢ optyczng pobranej proby (ODsosnm).

6.31.3. Ocena przepuszczalnosci blony H. pylori zewne¢trznej wzgledem

dodecylosiarczanu sodu (SDS)

Do hodowli ptynnych H. pylori w fazie logarytmicznej (Metody 6.1.4.) dodawano
pozywke BHI (Materiaty 5.5.) do uzyskania gegstosci optycznej ODsosnm= 0,35.
Z uzyskanych roztworéw przygotowywano seryjne rozcienczenia w soli fizjologicznej

buforowanej fosforanem PBS (Materialy 5.10.) od 10™! do 10°%. Nastepnie wysiewano po
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5 ul zawiesiny bakteryjnej na podioze GC agar (Materiaty 5.5.) z dodatkiem 0,01%
10,0075% SDS i inkubowano w warunkach mikrotlenowych w temperaturze 37°C przez
96 godzin. Po tym czasie obliczano ilo§¢ wyro$nietych kolonii (CFU, ang. colony forming

units).
6.31.4. Pomiary aktywnosci y-glutamylotransferazy (gGT)

Hodowle ptynne H. pylori w fazie logarytmicznej (Metody 6.1.4.) wirowano przy
predkosci 4 000 x g przez 10 minut, ptukano trzykrotnie 10 ml roztworu PBS (Materiaty
5.10.), a nastgpnie zawieszano w PBS do uzyskania gestosci optycznej ODsosnm=1.
Zawiesiny przenoszono do probowek typu Eppendorf w objetosci 700 pl i inkubowano
z wytrzasaniem (140 rpm) w warunkach mikrotlenowych w temperaturze 37°C, przez 1,5
godziny. Nastgpnie zawiesiny wirowano przy predkosci 1680 x g, a supernatanty
wykorzystywano do przeprowadzenia testu aktywnos$ci. Do dotkéw w plytce

96-dotkowej nanoszono po 110 pl mieszaniny reakcyjnej o sktadzie:

1,25 mM gGpNA (ang. L-y-Glutamyl-p-nitroanilide)
- 30 mM glicyloglicyna
- 25 mM bufor HEPES, pH 7,4 z dodatkiem 100 mM NaCl

Nastepnie, do mieszaniny reakcyjnej w dotkach dodawano po 90 pl supernatantu
1 mierzono wzrost stezenia substratu za pomocg czytnika ptytek CLARIOstar Plus (BMG
Labtech, Niemcy), przy dlugosci fali 418 nm, w temperaturze 37°C, przez 8 godzin.
W celu ilosciowej analizy aktywnos$ci enzymatycznej sporzadzono krzywa wzorcowg dla
p-nitroaniliny (pNA), rozpuszczonej] w DMSO 1 rozcienczonej do odpowiednich stgzen
(0, 4, 8, 16, 24, 32, 40 uM) w buforze HEPES (25 mM HEPES, 100 mM NaCl, pH 7,4),

na podstawie ktorej wyznaczano stezenia pNA w badanych probkach.
6.32. Analiza przezywalnosci komorek H. pylori w warunkach stresowych

Do hodowli ptynnych H. pylori w logarytmicznej fazie wzrostu (Metody 6.1.4.)
dodawano wybrany czynnik stresowy do odpowiedniego st¢zenia koncowego (Tabela 26)
1 hodowano z wytrzgsaniem w temperaturze 37°C przez 2 godziny. Po dwdéch godzinach
przygotowywano seryjne rozcienczenia hodowli od 107" do 10”7 w soli fizjologicznej
buforowanej fosforanem (PBS) (Materiaty 5.10.) i wysiewano po 5 pl zawiesiny

bakteryjnej na podtoze state GC agar (Materiaty 5.5.). Ptytki inkubowano w warunkach
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mikrotlenowych w temperaturze 37°C przez 72 godziny. Po tym czasie liczono ilo$¢

wyrosnigtych kolonii (CFU, ang. colony forming units). Doswiadczenie wykonywano dla

trzech powtorzen biologicznych.

Tabela 26. Stezenia koncowe czynnikow stresowych w hodowli bakteryjne;j.

Czynnik stresowy

Stezenie koncowe w hodowli bakteryjnej

SDS

0,002%

0,003%

0,005%

NaCl

0,1 M

02 M

0,3 M

etanol

1%

5%

10%
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7. Wyniki
7.1. Uzyskanie preparatow oczyszczonych wariantow SecA

Aby zbada¢ wplyw mutacji punktowych w rejonie C-koncowym biatka SecA
bakterii H. pylori na jego strukture i aktywnos$¢, konieczne byto uzyskanie preparatow
oczyszczonych biatek zawierajacych odpowiednie substytucje aminokwasowe w tym
obszarze. Badane mutacje obejmowaty substytucje aminokwasowe lub skrdocenie biatka
odpowiadajace tym, zidentyfikowanym w szczepach H. pylori N6 pozbawionych
funkcjonalnej proteazy HtrA [180].

7.1.1. Uzyskanie plazmidow ekspresyjnych niosacych geny kodujace

zmutowane bialka SecA

Pierwszym etapem byto skonstruowanie plazmidow ekspresyjnych niosgcych
geny secA zawierajace mutacje punktowe w rejonie kodujagcym C-koncowa domeng.
Postuzono si¢ w tym celu metoda PCR z wydluzaniem nakladajacych si¢ odcinkow
(OE-PCR) (Metody 6.10.) oraz metoda mutagenezy miejscowo specyficznej opartej
o PCR (Metody 6.9.).

Jako matrycy do reakcji OE-PCR uzyto genomowego DNA (Metody 6.6.) bakterii
H.  pylori szczepu N6. Z wykorzystaniem starterow SecAOEpET28fw
1 SecAOEpET28rev (Materialy 5.1.), zawierajacych na koncach sekwencje
komplementarne do miejsca klonowania w plazmidzie pET28a(+) (Materialy 5.3.),
powielono gen secA typu dzikiego. Produkt reakcji wyizolowano z Zelu agarozowego
(Metody 6.16.) 1 wykorzystano do reakcji PCR z wydtuzaniem naktadajacych si¢
odcinkéw (OE-PCR) (Metody 6.6.) (Rycina 6). Po reakcji, mieszaniny poddawano
trawieniu enzymem Dpnl (Metody 6.12.), a nastgpnie transformowano nimi komorki
kompetentne E. coli DH5a (Metody 6.4.) 1 izolowano z nich plazmidowe DNA (Metody
6.5.). Poprawno$¢ uzyskanego konstruktu potwierdzono analizg restrykcyjng z uzyciem
enzymow Xbal, Xhol i Ncol (Metody 6.13.) (Rycina 7). Enzym Xbal trawi plazmid
pET28a(+) w jednym miejscu, co pozwala na uzyskanie jego formy liniowej, natomiast
miejsca rozpoznawane przez enzymy Ncol i Xhol umozliwiajg wycigcie insertu z genem
secA z plazmidu. Uzyskano plazmid pET28SecA, niosacy gen secd z sekwencja metki
histydynowej na koncu 3°. Plazmid ten postuzyt nastepnie jako matryca w reakcji

mutagenezy miejscowo specyficznej opartej o PCR, ktorej celem bylo uzyskanie
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plazmidéw niosacych gen secA z mutacjami punktowymi (Metody 6.9.). Schemat

klonowania przedstawiono na Rycinie 6.

SecAOEpET28fw
gen secA

SecAOEpET28rev

reakcja PCR l

gen secA

insert DNA IHINNRRRRRRRRRNRRRRRNEND

reakcja OE-PCR z plazmidem pET28a(+) l

secA
6xHis

oT7 pET28SecA

Rycina 6. Schemat konstrukcji plazmidu do wydajnej nadprodukcji bialka SecA
bakterii H. pylori (pET28SecA). Na matrycy genomowego DNA bakterii H. pylori N6
amplifikowano gen secA (kolor czerwony) przy uzyciu starterOw zawierajacych
sekwencje komplementarne do plazmidu pET28a(+) (kolor czarny) (SecAOEpET28fw
1 SecAOEpET28rev). Uzyskany produkt (insert DNA) zawierajacy gen secA (kolor
czerwony) 1 komplementarne do plazmidu sekwencje (kolor czarny) wykorzystano
w reakcji OE-PCR z plazmidem pET28a(+). Uzyskano plazmid pET28SecA, zawierajacy
gen secA w ramce odczytu z kodonem START (ATG) 1 sekwencja kodujacag metke
histydynowa (6xHis), znajdujacy si¢ pod kontrolg promotora T7 (pT7) i zawierajacy gen
opornosci na kanamycyne (Kan®).
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Rycina 7. Konstrukcja plazmidu pET28SecA - rozdzial elektroforetyczny DNA.
Rozdziatlowi poddawano 2 pl preparatow DNA. A. Insert DNA (2 661 pz) zawierajacy
gen secA z fragmentami komplementarnymi do plazmidu pET28a(+). B. Wyizolowane
DNA plazmidowe pET28a(+) oraz plazmid pET28SecA (uzyskany po reakcji PCR
z wydluzaniem naktadajacych si¢ odcinkéw). C. Plazmidowe DNA pET28a(+) (5 369
pz) i pET28SecA (7 964 pz) po trawieniu enzymami restrykcyjnymi Xbal, Xhol i Ncol.
Enzym Xbal trawi plazmid w jednym miejscu, co prowadzi do powstania formy liniowe;j,
natomiast trawienie Xhol i1 Ncol umozliwia wycigcie insertu z genem secA.
WM - wzorzec masowy DNA (1 kb), pz - liczba par zasad.

Mutagenez¢ miejscowo  specyficzng  przeprowadzono metoda PCR
z wykorzystaniem starterow zaprojektowanych do wprowadzenia mutacji punktowych
w rejonie C-koncowym genu sec4 (Materiaty 5.1., Tabela 6, startery 15-24). Po reakcji
PCR, matrycowe DNA usuwano przez trawienie enzymem Dpnl (Metody 6.12.),
mieszaning reakcyjng transformowano komorki kompetentne E. coli DH5a (Metody
6.4.), a nastepnie izolowano z transformantéw plazmidowe DNA (Metody 6.5.).
W rezultacie, uzyskano zestaw sze$ciu plazmidéow przeznaczonych do wydajnej
nadprodukcji biatka SecA typu dzikiego oraz mutein SecA (pET28SecAwt,
pET28SecAC843X, pET28SecAP858L, pET28SecAC841Y, pET28SecAR837K,
pET28SecAC852Y) (Materiaty 5.3.). Poprawno$¢ konstruktow potwierdzono poprzez
sekwencjonowanie (Metody 6.8.) starterami pT7 i pT7term (komercyjne startery z bazy
firmy Eurofins (Luksemburg)), ktére umozliwiaja odczyt od poczatku i od konca
sekwencji wprowadzonego do plazmidu genu, a takze z wykorzystaniem starteréw 5-11

(Materiaty 5.1., Tabela 6).
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7.1.2. Uzyskanie preparatow oczyszczonych bialek SecA

Uzyskanymi konstruktami plazmidowymi transformowano komoérki kompetentne
szczepu E. coli BL21/DE3 (Materiaty 5.2., Metody 5.4.), ktéry jest powszechnie
stosowany do ekspresji bialek rekombinowanych. Indukcje prowadzono w systemie
ekspresyjnym pET, umozliwiajacym kontrolowang nadprodukcje biatka pod kontrola
promotora T7, poprzez dodanie IPTG do hodowli bakteryjnej (Metody 6.22.).
Makrohodowle przeprowadzano w 4 litrach pozywki LB. Uzyskiwano $rednio 8 g pasty
bakteryjnej, z ktdrej pozyskiwano preparaty SecA (Metody 6.23.).

Oczyszczanie biatek prowadzono dwuetapowo: z wykorzystaniem chromatografii
metalopowinowactwa oraz filtracji zelowej. W pierwszym etapie zastosowano ztoze
Ni*+-NTA Agarose (Metody 6.23.1.). Kolumng ze zwigzanymi biatkami ptukano
buforem BH10 a nastepnie biatka eluowano z kolumny za pomoca gradientu skokowego
imidazolu w zakresie stezen 20-500 mM (bufory BH20-BH500). Uzyskane frakcje
analizowano za pomocg elektroforezy w zelu poliakrylamidowym (Rycina 8) (Metody

6.18.).

W 12 3 4 5 6 7 8 1 2 1 2 W1 21 2 1 2 1 2 1 2
YD M L S PpLUKANIE BUFOREM BH10 BH20 BH50 M BH100 BH200 BH300 BH400 BH500
150 +
120 " <
100
85 1: ad| 4 — —

70 - - - b B
60 - -
50 g

4 -

Rycina 8. Elektroforegram przedstawiajacy oczyszczanie bialka fuzyjnego SecA-
HisTag bakterii H. pylori metoda chromatografii metalopowinowactwa na zlozu
Ni2+-NTA Agarose. W 8% zelu poliakrylamidowym rozdzielano po 2 pl preparatow
uzyskanych w poszczeg6lnych etapach oczyszczania. Masa czasteczkowa biatka SecA
bakterii H. pylori - 99 kDa. WM - wzorzec masowy, L - lizat bakteryjny po nadprodukcji
bialka SecA, S - frakcja bialek rozpuszczalnych uzyskana po wirowaniu lizatu
bakteryjnego, 1-8 - frakcje eluowane buforem BHI10, 1-2 - frakcje biatek eluowane
buforami BH20-BH500 (w zakresie stezen imidazolu 20-500 mM). Kolorem zielonym
zaznaczono frakcje wybrane do kolejnego etapu oczyszczania.

Na obrazie po rozdziale elektroforetycznym po oczyszczaniu biatka na zlozu
Ni*+-NTA Agarose widocznych jest wiele dodatkowych prazkéw, mniejszych niz 100

kDa, co moze $wiadczy¢ o oczyszczeniu si¢ wraz z biatkiem SecA innych biatek lub
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degradacji oczyszczanego biatka. Szczegdlnie wyrazne sg trzy prazki na wysokos$ciach
odpowiadajacych masom czasteczkowym od 80 kDa do 60 kDa (frakcja pierwsza
eluowana buforem BH50) (Rycina 8). Analiza sktadu prazkoéw metoda spektrometrii mas
TripleTOF (Metody 6.23.3.) wykazata, ze s3 to skrocone formy SecA
(najprawdopodobniej produkty degradacji) i biatko ArnA (Tabela 27, Rycina 9). ArnA
(dwufunkcyjne biatko opornosci na polimyksyne) jest powszechnie wystepujacym
zanieczyszczeniem w preparatach biatkowych oczyszczanych z wykorzystaniem metody
chromatografii metalopowinowactwa podczas oczyszczania bialek rekombinowanych ze
znacznikiem histydynowym w bakterii £. coli. Jest to biatko enzymatyczne E. coli, ktore
posiada liczne, odstonigte na powierzchni reszty histydynowe, co umozliwia mu

oddziatywania ze ztozem Ni*+-NTA [187].

Wybrang frakcje analizowano takze metoda immunoblottingu (Metody 6.21.)
z wykorzystaniem przeciwcial anty-6*His (Materialy 5.9.). Wyniki przedstawiono na
Rycinie 9. Analiza wykazata, ze bialko SecA ulegto cze¢éciowej degradacji podczas
procesu oczyszczania. Znacznik polihistydynowy zostal umieszczony na koncu
N-terminalnym oczyszczanego biatka, a na membranie zidentyfikowano trzy dodatkowe
prazki, co pozwala wnioskowa¢, ze zidentyfikowane metodg immunoblottingu biatka to
SecA pelnej dlugosci, dwie zdegradowane formy SecA w rejonie C-koncowym (prazek

i IIT) oraz biatko ArnA (prazek II) (Rycina 9).

Tabela 27. Bialka zidentyfikowane metoda spektrometrii mas w probkach po
oczyszczaniu SecA.

Prazek Zidentyfikowane Ilo$¢ peptydow Pokrycie [%]
(oznaczenie z bialko
Ryciny)
I SecA 13 6
11 ArnA 26 27
111 SecA 13 4
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Rycina 9. Analiza frakcji metoda immunoblottingu z uzyciem przeciwcial anty-
6*His. A. Rozdzial elektroforetyczny bialek przeznaczonych do analizy metoda
spektrometrii mas. Analizie poddano prazki I, II 1 IIIl. B. Analiza metoda
immunoblottingu. Strzatkami zaznaczono kolejno: I1 III - produkt degradacji biatka SecA
ze znacznikiem polihistydynowym; II - biatko ArnA. Masa czasteczkowa biatka SecA
bakterii H. pylori - 99 kDa; masa czasteczkowa biatka ArnA bakterii E. coli - 74 kDa.

Ze wzgledu na obecnos¢ zanieczyszczen w uzyskanych preparatach zdecydowano
si¢ przeprowadzi¢ dodatkowy etap oczyszczania metoda filtracji Zelowej. W tym celu,
wybrane frakcje po oczyszczaniu metodg metalopowinowactwa (zaznaczone na Rycinie
8 kolorem zielonym) zageszczano do 1 ml w koncentratorach Amicon 1 poddawano
oczyszczaniu metoda filtracji Zelowej na ztozu Superdex 200 (Metody 6.23.2.). Uzyskane
frakcje po filtracji Zelowej poddawano rozdziatowi elektroforetycznemu w Zelu

poliakrylamidowym (Metody 6.18.) (Rycina 10).
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Rycina 10. Przykladowy elektroforegram przedstawiajacy oczyszczanie bialka
fuzyjnego SecA-HisTag bakterii H. pylori metoda filtracji zelowej na zlozu Superdex
200. W 8% zelu poliakrylamidowym rozdzielano po 2 pl preparatow uzyskanych w
poszczegblnych etapach oczyszczania. Masa czasteczkowa biatka SecA bakterii H. pylori
- 99 kDa. WM - wzorzec masowy, 1 - zageszczone frakcje po oczyszczaniu metoda
metalopowinowactwa, 2-20 - frakcje uzyskane podczas oczyszczania metoda filtracji
zelowej. Kolorem zielonym zaznaczono frakcje wybrane do dalszych analiz.
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Po oczyszczaniu metodg filtracji zelowej (Rycina 10) wybierano najlepsze
jako$ciowo frakcje, taczono 1 oznaczano stezenie preparatéw biatkowych (Metody 6.25.).
Do uzyskanych preparatéw biatkowych dodawano glicerol do st¢zenia koncowego 20%
1 przechowywano w temperaturze -80°C do czasu dalszych analiz. Uzyskano zestaw
preparatow biatkowych, w tym wariant SecA typu dzikiego (SecAwt), oraz pigé
zmutowanych wariantow SecA: SecAC843X, SecAP858L, SecAC841Y, SecAR837K,
SecAC852Y o czystosci okoto 70% (Rycina 11).
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Rycina 11. Elektroforegram przedstawiajacy oczyszczone preparaty bialek SecA.
Masa czgsteczkowa biatka SecA bakterii H. pylori - 99 kDa. WM - wzorzec masowy.
W 8% zelu poliakrylamidowym rozdzielono 2 pg prébek: SecA typu dzikiego (SecAwt)
oraz pieciu mutein SecA: (SecAC843X, SecAP858L, SecAC841Y, SecAR837K
1 SecAC852Y).

Ponadto dla wariantu bialka dzikiego SecA (SecAwt) przeprowadzono analize
metoda immunoblottingu (Metody 6.21.) z uzyciem przeciwciat anty-SecA (uzyskanych
po oczyszczeniu biatka SecA) oraz anty-6*His (Materialy 5.9.) (Rycina 12). Wyniki
potwierdzity obecnos¢ biatka pelnej dlugosci poprzez jego detekcje zarowno przez

przeciwciala anty-SecA, jak 1 anty-6*His.
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Rycina 12. Analiza oczyszczonego preparatu SecA metoda immunoblottingu
z uzyciem przeciwcial anty-SecA i anty-6*His. W 8% zelu poliakrylamidowym
rozdzielono 2 pg probek. Masa czasteczkowa bialka SecA bakterii H. pylori - 99 kDa.
A. Elektroforegram zelu poliakrylamidowego wybarwionego biekitem Coomassie
(CBB). B. Detekcja antygendéw biatkowych z uzyciem przeciwcial anty-SecA.
C. Detekcja antygendéw biatkowych z uzyciem przeciwciat anty-6*His.

7.2. Analiza struktury II-rz¢dowej bialka SecA H. pylori

W celu oceny wptywu mutacji w rejonie C-koncowym bialek SecA na ich
strukture drugorzedowa 1 stabilno$¢ termiczng przeprowadzono analiz¢ metoda
dichroizmu kotowego (CD, ang. circular dichroism). Technika ta polega na pomiarze
réznic w absorbowaniu $wiatla spolaryzowanego kotowo lewoskretnie 1 prawoskretnie
przez czasteczki asymetryczne i zdolne do absorpcji, takie jak biatka. Asymetria biatek
wynika z chiralnosci aminokwaséw, a w konsekwencji z chiralnego utozenia wigzan
peptydowych w elementach struktury drugorzedowej (a-helisy i1 p-harmonijki).
Spektroskopia dichroizmu kolowego w zakresie dalekiego ultrafioletu (180-250 nm)
odzwierciedla absorpcj¢ przez wyzej wspomniane wigzania. Wzrost absorbancji $wiatla
spolaryzowanego lewoskretnie prowadzi do pojawienia si¢ dodatniego pasma w widmie
CD, natomiast ujemne pasmo wystepuje, gdy w wiekszym stopniu absorbowane jest
Swiatlo spolaryzowane prawoskretnie. Poszczegélne elementy struktury biatek
odpowiadajg za charakterystyczne sygnaty: a-helisy manifestuja si¢ obecnoscia dwoch
ujemnych pasm o warto$ciach minimalnych przy 208 i 222 nm oraz jednym dodatnim
o maksimum przy 193 nm, natomiast B-harmonijki sg widoczne jako pasmo dodatnie przy

218 nm oraz ujemne przy 195 nm [188,189].
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W niniejszej pracy metodg t¢ zastosowano do pordwnania struktury biatka SecA
H. pylori typu dzikiego oraz mutein SecA, zawierajacych substytucje aminokwasowe
w rejonie C-koncowym, co pozwolilo na oceng¢ wplywu tych mutacji na strukture
drugorzedowg oraz stabilno$¢ termiczng bialek (Metody 6.26.1.1.; 6.26.1.2.). Biatka do

analiz otrzymano zgodnie z opisem w rozdziale Wyniki 7.1.

7.2.1. Badanie zmian w strukturze II-rzedowej bialka SecA i mutein SecA

H. pylori

Profile widm badanych biatek byty bardzo podobne z minimum przy fali dlugosci
209 nm (Rycina 13). Wszystkie analizowane warianty wykazywaly widma
charakterystyczne dla bialek o przewadze struktur o-helikalnych z dwoma
charakterystycznymi ujemnymi pasmami w zakresie dtugosci fal 208 - 222 nm. Wskazuje
to, 1z substytucje w rejonie C-koncowym SecA nie wplynety w znaczacy sposob na jego

II-rzedowa strukture.
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Rycina 13. Widma zmutowanych wariantow SecA oraz SecA typu dzikiego

w dalekim UV w 20°C.
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7.2.2. Badanie stabilno$ci termicznej bialka SecA i mutein SecA H. pylori

Dichroizm kotowy w zakresie dalekiego UV nie dostarcza informacji o strukturze
trzeciorzgdowej biatek, ktora odgrywa kluczowg role w ich aktywnosci enzymatyczne;.
Jednakze, ocena stabilnosci struktur IlI-rzedowych pozwala posrednio wnioskowaé

o ewentualnych zmianach w organizacji struktury trzeciorzedowe;.

Analiza krzywych denaturacji termicznej bialek (Rycina 14) wykazata, ze sposrod
badanych wariantow biatka SecA, muteina SecAC843X (wariant skrécony SecA)
charakteryzuje si¢ podwyzszong stabilnoscig termiczng (Tm = 54,5°C) w pordéwnaniu
z biatkiem typu dzikiego (Tm = 46,8°C). Niewielki wzrost stabilno$ci zaobserwowano
takze dla wariantu SecAC841Y (Twm = 48,1°C). Pozostate muteiny (SecAP858L,
SecAR837K, SecAC852Y) wykazywaty wartosci temperatury topnienia zblizone do
wariantu typu dzikiego, co wskazuje, ze substytucje aminokwasowe w tych pozycjach nie
wplywaja na stabilnos$¢ struktury biatka (Tabela 28). Ponadto, na panelu B (Rycina 14)
widoczne jest, ze w przypadku SecAC841Y wartos¢ eliptycznosci molowej zmieniata si¢
przy nizszych temperaturach niz w przypadku pozostalych wariantéw SecA, co moze
swiadczy¢ o wigkszej podatnosci tego wariantu na indukowane temperatura zmiany

strukturalne (rozwijanie biatka lub start denaturacji).
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Rycina 14. Krzywe denaturacji termicznej bialek. Dopasowanie sigmoidalne
Boltzmana dla zalezno$ci warto$ci $redniej eliptyczno$ci molowej biatka mierzonej dla
dlugosci fali 209 nm od temperatury: A. w zakresie 20-95°C; B. w zakresie 20-50°C.
Dopasowanie krzywej sigmoidalnej przy uzyciu funkcji Boltzmanna do danych
eksperymentalnych przeprowadzono przy uzyciu programu Origin (OriginLab
Corporation, USA).
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Tabela 28. Stabilnos$¢ termiczna biatka SecA typu dzikiego i mutein SecA.

wariant bialka SecA Tm [°C]
SecAwt 46,83+0,03
SecAC843X 54,534+0,17
SecAP858L 46,16+0,03
SecAC841Y 48,12+0,06
SecAR837K 46,07+0,05
SecAC852Y 46,30+0,09

Temperatury topnienia (Tm) zostaly obliczone z krzywych denaturacji zgodnie z opisem

w rozdziale Metody 6.26.1.
7.2.3. Analiza stopnia oligomeryzacji bialka SecA i mutein SecA H. pylori

Stopien oligomeryzacji biatka SecA u E. coli nie jest jednoznacznie ustalony,
jednak liczne badania sugeruja, ze w trakcie transportu przez blong funkcjonuje ono
gtownie jako dimer, a mutacje prowadzace do monomeryzacji znoszg jego aktywnos¢
[116]. Brak jest danych literaturowych na temat struktur IV-rzedowych SecA H. pylori.
W celu zbadania zdolnosci tego biatka do tworzenia struktur oligomerycznych oraz oceny
wplywu mutacji w rejonie C-koncowym biatek SecA na ten proces, przeprowadzono
analize wielko$ci czasteczek metodg ultrawirowania analitycznego (Metody 6.26.2).
Technika ta umozliwia badanie masy czasteczkowej 1 stopnia oligomeryzacji biatek
w roztworze, poprzez pomiar wspotczynnikdw sedymentacji réznych form
oligomerycznych [190]. Dzigki temu okreslono, czy badane warianty biatka SecA
wystepuja w roztworze w formie monomerycznej, dimerycznej lub w postaci wigkszych

oligomerow.

Analiza wykazata, ze wszystkie warianty SecA wystgpuja jako mieszanina wielu
form oligomerycznych z domieszka agregatéw (wspotczynniki sedymentacji (s)
w jednostkach Svedberga (S) do 70 S) (Tabela 29, Rycina 15 i1 16). Dominujaca forma
w roztworach byly czasteczki o wspotczynniku sedymentacji (s) = 6.1-6.8 S (48-67%,
prawdopodobnie monomery, szczyt 1, Tabela 29). Frakcja formy dimerycznej (s = 10 S,

szczyt 2, Tabela 29, Rycina 15 1 16) jest niewielka (2-4%). W przypadku wariantu
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SecAP858L szczyt wskazujacy na form¢ dimeryczng nie jest widoczny, a o obecnosci
dimeru w tym wariancie $wiadczy brak symetrii szczytu 1 (Rycina 15). Natomiast dla
wariantu SecAC852Y szczyt odpowiadajacy dimerowi stanowi az 8% (dla tego wariantu
zaobserwowano tez najmniejszg zawarto§¢ monomeru — 48%). Ponadto, w preparatach
wszystkich wariantéw widoczna byta frakcja o wspotczynniku sedymentacji (s) = 15-16
S (szczyt 3, prawdopodobnie tetramer, 5-7 %) oraz frakcja duzych oligomeréw
1 agregatow stanowigca od 21% (SecAP858L) do 29% (SecAC841Y 1 SecAC852Y) (piki
do 70 S, Tabela 29, Rycina 15 i 16). Czasteczki o wspotczynniku sedymentacji (s) =3 S
(7-10%), sedymentujace wolniej niz monomer SecA mogg odpowiada¢ produktom

degradacji SecA (szczyt 0, Tabela 29, Rycina 151 16).

Tabela 29. Wartosci wspoélczynnikow sedymentacji (s) i udzial procentowy
poszczegolnych form oligomerycznych wariantow bialka SecA wuzyskane metodg
ultrawirowania analitycznego. (f/fo)) - wspoOlczynnik tarcia wzglednego;
(s) - wspolczynnik sedymentacji w jednostkach Svedberga (S). A- szczyt nie jest
symetryczny, widoczne rami¢ z prawej strony si¢gajace do ~11 S; B- szczyt 2 bardzo
maty, stabo oddzielony od szczytu 1; podane warto$ci s pochodzg z recznego catkowania
rozktadu c(s).

wariant ffo s [S] (zawartos¢ %)
SecA

szczyt 0 szczyt 1 szczyt 2 szczyt 3 szczyty
(monomer) | (dimer) | (tetramer) | do 70 S
wt 0.887 3.0(7) 6.5 (56) 10.3 (4) 16.0 (7) (26 %)
C843X 0.953 2.9(8) 6.3 (58) 9.8(3) 15.5 (6) (26 %)
P858L 0.867 3.0 (6) 6.8 (67)* - 15.3 (6) (21 %)
C841Y 0.993 | 3.2(10) 6.1 (51) 9.1 (4) 15.0 (7) (29 %)
R837K 0.910 3.209) 6.4 (61)8 9.9 (2)° 15.7 (5) (22 %)
C852Y 0.950 | 3.1(10) 6.3 (48) 9.4 (8) 15.5 (6) (29 %)
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Rycina 15. Analiza stanu oligomerycznego bialka SecA i wariantow SecAC843X,

SecAP858L

i SecAC841Y metoda ultrawirowania analitycznego.

Rozktady

wspotczynnikéw sedymentacji c(s) dla preparatow SecA, rejestrowane przy 280 nm. (s)
- wspotczynnik sedymentacji w jednostkach Svedberga (S), odpowiadajacy réznym
formom oligomerycznym biatka. Numerami (0, 1, 2, 3) oznaczono poszczegdlne szczyty
odpowiadajace odpowiednio: 0 - przypuszczalnym produktom degradacji, 1 - formie
monomerycznej, 2 - formie dimerycznej, 3 - formie tetramerycznej. Wykres goérny
przedstawia pelny zakres rozktadu wspotczynnikéw sedymentacji 0—70 S, natomiast
wykresy dolne pokazuja te same dane podzielone na dwa przedzialy (0-19 S119-70 S).
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Rycina 16. Analiza stanu oligomerycznego bialka SecA i wariantow SecAR837K,
i SecAC852Y metoda ultrawirowania analitycznego. Rozklady wspotczynnikow
sedymentacji c(s) dla preparatdow SecA, rejestrowane przy 280 nm. (s) - wspotczynnik
sedymentacji w jednostkach Svedberga (S), odpowiadajacy roéznym formom
oligomerycznym biatka. Numerami (0, 1, 2, 3) oznaczono poszczegolne szczyty
odpowiadajace odpowiednio: 0 - przypuszczalnym produktom degradacji, 1 - formie
monomerycznej, 2 - formie dimerycznej, 3 - formie tetramerycznej. Wykres gorny
przedstawia pelny zakres rozktadu wspolczynnikéw sedymentacji 0—70 S, natomiast
wykresy dolne pokazuja te same dane podzielone na dwa przedziaty (0—-19 S 1 19-70 S).
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Wyznaczono takze wspotczynnik tarcia wzglednego (f/fo), ktory jest parametrem
odzwierciedlajacym odchylenie czasteczki od idealnego ksztattu kuli. Wyznacza si¢ go
jako stosunek doswiadczalnie zmierzonego wspotczynnika sedymentacji (f) do
maksymalnej wartosci (fo) obliczonej dla kuli o tej samej masie czgsteczkowej
w identycznych warunkach. Typowe wartosci tego wspotczynnika dla biatek
globularnych wynosza >1,2 [190]. Wyznaczone wartosci f/fo dla wariantow SecA sa
niskie (~0.9, zamiast > 1.2), co sugeruje istnienie dynamicznej rownowagi migdzy

formami oligomerycznymi (Tabela 29).
7.3. Analiza wigzania bialek SecA do liposomow

SecA, jako kluczowy element bakteryjnego systemu transportu biatek (SEC),
oddziatuje z blong cytoplazmatyczng. Interakcja SecA z kompleksem SecYEG jest
poprzedzona wigzaniem do  obecnych w dwuwarstwie lipidowej fosfolipidow
o charakterze kwasowym. Prowadzi to do zmian konformacyjnych w SecA
i w konsekwencji zwicksza jego powinowactwo do SecYEG oraz wplywa na jego

aktywno$¢ ATPazowa [112,191].

W celu zbadania wptywu substytucji aminokwasowych w biatku SecA na jego
zdolnos¢ do wigzania si¢ z blonami, wykorzystano wielowarstwowe liposomy powstate
na bazie ekstraktu lipidéw E. coli, jako model bakteryjnej btony biologicznej. Stopien
powinowactwa analizowano z wykorzystaniem rosnacych stezen liposomow i statym

stezeniu biatka (Metody 6.30.). Wyniki przedstawiono na Rycinie 17.

Wszystkie analizowane biatka wigzaty si¢ do liposomow 1 nawet przy najnizszym
stezeniu lipidow nie zaobserwowano istotnej zawartosci SecA we frakcji rozpuszczalnej
— nie zwigzanej z liposomami. Wynik ten sugeruje, ze substytucje aminokwasowe
w rejonie C-koncowym nie zaburzaja w znaczacy sposob oddzialywan SecA z lipidami

btonowymi (Rycina 17).
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Rycina 17. Analiza wiazania bialka SecA i wariantow SecA do liposomow.
Oczyszczone preparaty SecA: SecA typu dzikiego (SecAwt) 1 muteiny SecA: C843X,
P858L, C841Y, R837K, C852Y inkubowano z wielowarstwowymi liposomami w trzech
réznych stezeniach (10, 25 1 50 pg/ml). Po inkubacji mieszaniny odwirowano w celu
rozdzielenia frakcji niezwigzanej (S - supernatant) od frakcji zwigzanej z liposomami
(O - osad). Probki analizowano metoda elektroforezy w 8% zelu poliakrylamidowym.

7.4. Oznaczenie aktywnosci ATPazowej bialka SecA i mutein SecA H. pylori

W celu okres§lenia wptywu mutacji punktowych w rejonie C-koncowym na
aktywnos¢ enzymatyczng biatka SecA przeprowadzono reakcje hydrolizy ATP. Do analiz
wykorzystano zestaw Malachite Green Phosphate Assay (Sigma Aldrich, USA), ktory
pozwala na iloSciowe oznaczanie nieorganicznego fosforanu uwalnianego podczas
hydrolizy ATP. Mechanizm reakcji polega na tworzeniu kompleksu molibdenianu
z wolnym fosforanem, ktéory w obecnosci barwnika przyjmuje intensywne, zielone
zabarwienie. Intensywnos$¢ barwy jest proporcjonalna do stezenia fosforanéw powstatych

w wyniku hydrolizy ATP w reakc;ji.

Bialtko SecA E. coli wymaga obecnosci szeregu ligandéw do wydajnej hydrolizy
ATP, z ktérych najistotniejsze s3: rozwinigte bialtko z peptydem sygnatowym oraz
fosfolipidy btonowe [192,193]. Poniewaz brak jest doniesien literaturowych na temat
preferencji SecA H. pylori wzgledem ligandéw, w pierwszym etapie przeprowadzono
optymalizacj¢ warunkow reakcji w obecnosci r6znych ligandéw SecA, co pozwolito na
wybor parametrow zapewniajacych efektywne monitorowanie aktywnosci ATPazowe;.
Wykorzystano syntetyczny peptyd CytPep (Materiaty 5.8.), obejmujacy N-koncowsa
sekwencj¢ sygnatowg biatka cytochromu C H. pylori, ktéry jest fizjologicznym
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substratem dla biatka SecA i jest przez nie translokowany [194]. Do optymalizacji
wykorzystano tez rozwinigty nieaktywny proteolitycznie wariant peryplazmatycznego
biatka HtrA H. pylori bez peptydu sygnatowego ktére réwniez jest uwazane za
fizjologiczny substrat dla SecA. Badano takze wplyw liposomow (uzyskanych w Metody
6.27.) na aktywno$¢ ATPazowa SecA. Nastepnie, dla wybranych warunkow,
wyznaczono kinetyke reakcji hydrolizy ATP przez biatko SecA typu dzikiego oraz
muteiny SecA, co pozwolilo na ocen¢ wptywu mutacji w rejonie C-koncowym na

aktywnos$¢ ATPazowa SecA.
7.4.1. Optymalizacja warunkow do oznaczania aktywnosci ATPazowej

W celu optymalizacji doswiadczenia analizowano wpltyw réznych kombinacji
ligandow w mieszaninach (peptyd sygnatowy CytPep, rozwini¢te biatko HtrAS221A,
liposomy), z r6znymi st¢zeniami liposomow, w jednym punkcie czasowym (30 minut)
przy stezeniu ATP 0,5 mM. Do optymalizacji wykorzystano dwa warianty SecA - biatko
typu dzikiego oraz muteing C852Y (stgzenia koncowe w reakcji: 0,5 uM) (Metody 6.28.).

Wyniki przedstawiono na Rycinie 18.

Otrzymane wyniki wskazuja, ze aktywno$¢ ATPazowa SecA H. pylori jest
stymulowana w obecnosci ligandow odpowiadajacych jego fizjologicznym partnerom.
Interakcja z liposomami prowadzita do wzrostu aktywnos$ci w poréwnaniu z reakcja
z wykorzystaniem samego biatka SecA, a stopien stymulacji wzrastal wraz ze wzrostem
stezenia liposoméw (300 pg/ml). Dodatek peptydu sygnatowego nie wptywat znaczaco
na aktywno$¢ ATPazy SecA w obecnosci liposomow. Najwyzszg aktywnos¢ odnotowano
w ukladzie zawierajagcym jednoczesnie liposomy, peptyd sygnatowy oraz biatko
HtrAS221A, co wskazuje na synergistyczne dziatanie tych czynnikow i koniecznos$é
oddziatywania SecA zarowno z sekwencja sygnalowa, jak i rozwinigtym tancuchem
polipeptydowym transportowanego biatka. Ponadto zaobserwowano, ze wariant
posiadajacy substytucje aminokwasowa C852Y charakteryzuje si¢ podwyzszong

aktywnos$cig w pordwnaniu do biatka typu dzikiego (Rycina 18).
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Rycina 18. Optymalizacja warunkow reakcji do oznaczania aktywnosci ATPazowej
bialka SecA H. pylori. Aktywno$¢ ATPazowa oznaczano z wykorzystaniem zestawu
Malachite Green w obecnos$ci roznych ligandow 1 ich kombinacji. Badano wplyw
liposoméw (50 lub 300 pg/ml), peptydu sygnatlowego CytPep (10 uM) oraz biatka
HtrAS221A (2,5 uM) na hydrolize¢ ATP katalizowang przez SecA (0,5 uM). Ilos¢
uwolnionego w reakcji fosforanu jest wprost proporcjonalna do aktywnosci ATPazowe;.
Reakcje przeprowadzono w jednym punkcie czasowym (30 minut) przy stezeniu ATP
0,5 mM w temperaturze 37°C.
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7.4.2. Wyznaczenie parametrow kinetycznych reakcji hydrolizy ATP przez

rozne warianty bialka SecA

Po ustaleniu optymalnych warunkow przeprowadzono reakcje prowadzace do
oznaczenia aktywnos$ci ATPazowej bialka SecA H. pylori oraz wariantéw SecA
z mutacjami w rejonie C-koncowym. Pomiary pozwolity na wyznaczenie parametrow
kinetycznych hydrolizy ATP i porownanie zdolnosci badanych biatek do katalizy tej

reakcji, co umozliwito oceng wplywu wprowadzonych mutacji na funkcjonowanie SecA.

Reakcje prowadzono w obecnosci ligandow dodawanych w okreslonych
stezeniach (SecA - 0,5 uM, peptyd CytPep - 10 uM, biatko HtrA - 2,5 uM, liposomy
- 300 pg/ml). Dodatkowo, w celu oznaczenia aktywno$ci podstawowej (bez ligandow),
przeprowadzono reakcje zawierajace jedynie enzym SecA (bez pozostatych
komponentow). Reakcj¢ hydrolizy ATP przez SecA przeprowadzano dla 4 punktow
czasowych 1 10 stezen ATP (Metody 6.29.), w temperaturze 37°C. Zebrane dane
postuzyty do wyznaczenia krzywych regresji zalezno$ci stezenia fosforanu (uM) od czasu
(minuty) (Rycina 19 1 20), na podstawie ktorych obliczano szybkos¢ reakcji jako
nachylenie prostej regresji liniowej (v) (Metody 6.29.). Uzyskane wyniki dopasowywano
metoda nieliniowej regresji do rownania Michaelisa-Menten (Metody 6.29.). Wyniki
przedstawiono na Rycinie 21. Parametry charakteryzujace kinetyke reakcji hydrolizy
ATP przez SecA przedstawiono w Tabeli 30. Dopasowanie krzywych wykonano
z wykorzystaniem programu GraphPad Prism (GraphPad, Dotmatics, USA).

W niektorych przypadkach przy niskich stezeniach ATP, w poczatkowych punktach
czasowych sporadycznie obserwowano wartosci sygnalu tta wyzsze niz warto$ci
uzyskane dla mieszanin reakcyjnych, dlatego nie byly one uwzgledniane w dalszej

analizie.
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Rycina 19. Krzywe regresji podstawowej aktywnosci ATPazowej (bez ligandow)
bialka SecA H. pylori. Krzywe zalezno$ci stezenia uwalnianego fosforanu (uWM) od czasu
reakcji (minuty) dla biatka SecA typu dzikiego (SecAwt) oraz wariantéw z mutacjami
w rejonie C-koncowym (SecAC843X, SecAP858L, SecAC841Y, SecAR837K,
SecAC852Y). Reakcje prowadzono w obecnosci ATP w zakresie stezen 0,02—1 mM
(Metody 6.29.), w temperaturze 37°C. Stupki bledéw wyrazaja odchylenie standardowe
ze Sredniej z trzech powtorzen. Dopasowanie krzywych wykonano z wykorzystaniem
programu GraphPad Prism (GraphPad, Dotmatics, USA).
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Rycina 20. Krzywe regresji aktywnosci ATPazowej (z ligandami) bialka SecA
H. pylori. Krzywe zalezno$ci stg¢zenia uwalnianego fosforanu (uM) od czasu reakcji
(minuty) dla biatka SecA typu dzikiego (SecAwt) oraz wariantow z mutacjami w rejonie
C-koncowym (SecAC843X, SecAP858L, SecAC841Y, SecAR837K, SecAC852Y).
Reakcje prowadzono w obecnosci ATP w zakresie stezen 0,02—1 mM (Metody 6.29.),
w temperaturze 37°C. Shupki bledéw wyrazaja odchylenie standardowe ze $redniej
z trzech powtorzen. Dopasowanie krzywych wykonano z wykorzystaniem programu
GraphPad Prism (GraphPad, Dotmatics, USA).
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Rycina 21. Kinetyka hydrolizy ATP katalizowanej przez biatko SecA. Szybkos¢
reakcji hydrolizy (v) ATP katalizowana przez biatka SecA: SecA typu dzikiego (SecAwt)
oraz warianty z mutacjami w rejonie C-koficowym (SecAC843X, SecAP858L,
SecAC841Y, SecAR837K, SecAC852Y). Wyznaczano aktywno$¢ podstawowa (bez
ligandow - kolory czarny i czerwony) oraz w obecno$ci komponentow oddziatujacych
z SecA (z ligandami - kolory niebieski i zielony). Reakcje przeprowadzano
w temperaturze 37°C. Dane do$wiadczalne dopasowywano metodg nieliniowej regresji
do réwnania Michaelisa-Menten. Stupki btedow wyrazaja odchylenie standardowe ze
sredniej z trzech powtorzen. Dopasowanie krzywych wykonano z wykorzystaniem
programu GraphPad Prism (GraphPad, Dotmatics, USA).
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Tabela 30. Parametry Kkinetyczne hydrolizy ATP przez bialka SecA.
Vmax - maksymalna szybko$¢ reakcji enzymatycznej, jakg enzym osiagga przy pelnym
wysyceniu substratem, K,, - stala Michaelisa - st¢zenie substratu, przy ktorym szybkos¢
reakcji osigga potowe wartos$ci Viax, kkar - liczba czasteczek substratu przetworzonych
przez czasteczke enzymu w czasie 1 sekundy. Wyniki wyrazono jako $rednig z trzech
powtorzen.

aktywnos¢ podstawowa aktywnos¢ w obecnosci
wariant (bez ligandow) komponentow (z ligandami)
SecA

Vmax Km Kkat Vmax Kmn Kkat
(uM/min) (mM) (1/8) (uM/min) (mM) (1/s)

wt 0,74 0,04 2,48 x 107 2,55 0,09 8,49 x 1072
+ 0,03 + 0,002 + 0,09 +0,19 + 0,02 +0,63
x 1072 x 1072

C843X 1,04 0,10 3,48 x 10 3,29 0,08 11,0 x 10
+ 0,05 + 0,01 +0,16 + 0,07 + 0,01 +0,23
x 1072 x 1072

P858L 0,80 0,07 2,69 x 107 2,35 0,06 7,84 x 107
+£0,11 +0,02 +0,38 + 0,04 +0,02 +0,15
x 1072 x 1072

C841Y 1,25 0,09 4,18 x 10 4,35 0,13 14,5 x 10
+0,03 + 0,006 +0,10 +0,12 + 0,01 + 0,39
x 1072 x 1072

R837K 0,92 0,11 3,06 x 10 2,33 0,07 7,76 x 107
+ 0,05 + 0,01 +0,19 +0,15 + 0,01 +0,51
x 107 x 1072

C852Y 1,46 0,09 4,87 x 1072 4,02 0,09 13,4 x 107
+0,10 +0,02 +0,35 +0,15 + 0,01 + 0,49
x 107 x 1072

Parametry kinetyczne reakcji hydrolizy ATP przez biatka SecA wskazuja na
wyrazny wzrost aktywnosci enzymatycznej w obecnosci ligandow (peptyd sygnalowy
CytPep, biatko substratowe HtrA, liposomy). Wyznaczone parametry Viax 1 kkar
w obecnosci ligandow wzrosty kilkukrotnie, w poréwnaniu do aktywnosci podstawowe;]
(bez ligandow), zaro6wno dla bialtka SecA typu dzikiego jak 1 dla wszystkich
analizowanych wariantow, przy zblizonych warto$ciach K, (0,06 — 0,13 mM). Oznacza
to, ze obecno$¢ ligandéw stymuluje aktywnos¢ ATP-azowa SecA, nie wplywajac

znaczgco na powinowactwo do substratu (Tabela 30).

W przypadku biatka SecA typu dzikiego (SecAwt) aktywno$¢ podstawowa byta

stosunkowo niska, natomiast w obecnosci ligandow warto$ci Viax 1 kkar Wzrosty ponad
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trzykrotnie, co wskazuje na efekt aktywacyjny. Obecno$¢ mutacji w rejonie C-koncowym
w réznym stopniu wplynela na aktywno$¢ ATPazy SecA. W pordéwnaniu do biatka
niezmutowanego, muteina C843X (skrocony wariant SecA pozbawiony domeny MDB)
wykazywata umiarkowanie podwyzszong aktywno$¢ podstawowg i w obecnosci
ligandéw. Mutacje P858L i R837K nie wptynely istotnie na tempo hydrolizy ATP.
Natomiast znacznie podwyzszong aktywno$¢ zaobserwowano dla mutein C841Y
1 C852Y — oba warianty charakteryzowaty si¢ znacznie wyzszymi wartosciami Vipax1 Kkar

zarowno w reakcjach bez ligandéw 1 w ich obecnosci (Tabela 30).

7.5. Konstrukcja szczepow H. pylori zawierajacych mutacje punktowe w rejonie

C-koncowym genu secA

W ramach pracy podjeto si¢ konstrukcji szczepow H. pylori zawierajacych
mutacje punktowe w rejonie C-koncowym genu secA, ktore zostaly uprzednio
zidentyfikowane w genomach szczepdéw pozbawionych funkcjonalnej proteazy HtrA
[180]. Zmutowane szczepy umozliwityby oceng¢ wptywu tych mutacji na fizjologie
komorki bakteryjnej. Warto podkresli¢, ze w chromosomie H. pylori geny secA i lolF
znajduja si¢ w tej samej jednostce transkrypcyjnej, a sekwencja genu secA cze§ciowo
naklada si¢ z sekwencja genu /olF - koniec genu secA4 zachodzi na poczatek genu lo/F
(11 ostatnich nukleotydéw z sekwencji genu secA jest jednocze$nie poczatkiem
sekwencji genu /o/F z niekanonicznym kodonem ,,start” TTG do rozpoczecia translacji
w alternatywnej ramce odczytu) (Rycina 22). Fakt ten znaczaco utrudnit uzyskanie
szczepow H. pylori ze zmutowanymi genami secA. W niniejszym rozdziale
przedstawiono zastosowane podejscia eksperymentalne oraz poszczegdlne etapy pracy

zwigzane z konstrukcja zmutowanych szczepoéw H. pylori.

AAAAAATACAAAGATTGTTGCGCTAAAAGCGGGCCTAAAAAGGGCTTATTTGCCAAATAGATCCTTAATCTTTTTCCTTATCAAGCGTTATTTGCGTTTTGA
+ 4 } + + + ' + 4 + + 4 + n

TTTTTTATGTTTCTAACAACGCGATTTTCGCCCGGATTTTTCCCGAATAAACGGTTTATCTAGGAATTAGAAAAAGGAATAGTTCGCAATAAACGCAAAACT

850 " 855 860 865
K K Y K D C C A K S G e K K G L F A K =]

Rycina 22. Fragment sekwencji nukleotydowej genomu H. pylori obejmujacy operon
secA-lolF. Miejsce nakltadania si¢ gendw secA (czerwony) i lolF (zielony). Pokazano
nukleotydy w rejonie konca 3’ secA, konca 5’ lolF oraz odpowiadajace im aminokwasy.
Obraz wygenerowany w programie SnapGene v8.1.1.
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7.5.1. Delecja fragmentu C-koncowego genu secA z przerwaniem ciggloSci

operonu

Wprowadzenie mutacji punktowych do genomu bakteryjnego czesto stanowi
wyzwanie, przede wszystkim ze wzgledu na trudnosci w selekcji rekombinantéw. Samo
pojawienie si¢ opornos$ci na antybiotyk niestety nie jest jednoznaczne z uzyskaniem
wlasciwego mutanta. W zwigzku z tym, w pierwszym etapie konstrukcji szczepow
H. pylori zmutowanych w genie secA, postanowiono usung¢ fragment od kodonu
cysteiny 843 do konca genu. Mialo to na celu uzyskanie skroconego genu, do ktérego
mozliwe byloby nastgpnie wstawienie brakujacego fragmentu zawierajagcego mutacje
punktowa wraz z kaseta oporno$ci na antybiotyk. Dzieki temu bytby mozliwa selekcja
wlasciwych szczepdw nie tylko na podstawie opornosci na antybiotyk, ale takze réznic
w dhugosci genu secA. Komorki H. pylori transformowano liniowymi konstruktami DNA
umozliwiajgcymi wprowadzenie mutacji (Metody 6.3). Konstrukty obejmowatly ramiona
homologii odpowiadajace sekwencjom gendéw secA 1 genu wystepujacego za secA, lolF
oraz kasete¢ opornosci na antybiotyk bez sekwencji terminacji transkrypcji, co
umozliwialo integracj¢ kasety w miejscu zlokalizowanym pomigdzy tymi genami.
Poniewaz geny secA 1 lolF czg$ciowo si¢ naktadaja (Rycina 22), w konstrukcie przed
sekwencja genu /lo/F zduplikowano koncowy fragment genu secA obejmujacy 99
nukleotydoéw, w celu zapewnienia ciagtosci transkryptu lo/F i ewentualnych sekwencji
regulatorowych przed genem. Do przygotowania konstruktéw metoda PCR
z wydluzaniem naktadajacych si¢ odcinkéw (Metody 6.10.) uzyto starterow: 29-36
(Materiaty 5.1., Tabela 6).

Konstrukcja szczepu H. pylori z mutacja powodujaca skrocenie genu secA
(secAC843X) oraz szczepu komplementacyjnego z przywrdconym genem secA wt
powiodly sie. Schemat konstrukcji szczepu ze skréconym genem secA oraz szczepu

komplementacyjnego przedstawiono na Rycinie 23.
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Rycina 23. Schemat konstrukcji szczepéw H. pylori z delecja fragmentu
C-koncowego genu secA oraz szczepu komplementacyjnego. Schemat regionu
chromosomu secA4-lolF w szczepach H. pylori: typu dzikiego (wt), z mutacja powodujaca
skrocenie secA (A842) 1 w szczepie komplementacyjnym (A842/wt). Czarng ramka (C)
zaznaczono usuwany fragment C-konca (kodujacy aminokwasy od 843-865) oraz
zduplikowany fragment C-konca (kodujacy aminokwasy od 833-865). cm - kaseta
oporno$ci na chloramfenikol, kan - kaseta opornosci na kanamycyne. Strzatki
przedstawiaja kierunek transkrypcji genow.

Poprawno$¢ skonstruowanych szczepéw potwierdzono poprzez sekwencjonowanie
z wykorzystaniem starterow 5-11 (Materialy 5.1., Tabela 6) (Metody 6.8.). Otrzymano
szczep H. pylori secAA842 oraz szczep komplementacyjny H. pylori secAA842 wi.

W celu oceny wptywu wprowadzonych modyfikacji genetycznych na tempo
wzrostu 1 kondycje komorek bakteryjnych wykonano analize krzywych wzrostu

uzyskanych szczepow H. pylori (Metody 6.2.). Wyniki przedstawiono na Rycinie 24.

A B

1.0+ 15

0.9+ — H. pylori wt

0.8+ . — H. pylori secAAB42
= 277 8 — H. pylori secAAB42_wt
3 0.61 < 014 -
< 05+ a
O 04 o
© 53 g

0.2

0.1 0.01

0.0 T T T T T T T T T 1 T T T T T T T T T 1

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40
czas (godziny) czas (godziny)

Rycina 24. Krzywe wzrostu szczepow H. pylori wt, H. pylori secAA842 i H. pylori
secAA842 wt. Tempo wzrostu oceniano spektrofotometrycznie na podstawie pomiaru
gestosci optycznej hodowli przy dtugosci fali 595 nm w funkcji czasu. A. Krzywe wzrostu
przedstawione w skali liniowej. B. Krzywe wzrostu przedstawione w skali
logarytmicznej. Stupki btgdow wyrazaja odchylenie standardowe ze S$redniej z trzech
powtorzen.

Analiza krzywych wzrostu wykazata, ze wprowadzenie kasety opornosci na antybiotyk
pomiedzy geny secA a lolF nie wplyneto znaczaco na tempo wzrostu uzyskanych

szczepow H. pylori.
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Ze wzgledu na naktadanie si¢ sekwencji kodujacych secA i lolF, kluczowym
etapem dalszych analiz bylo okreslenie, czy przeprowadzone manipulacje genetyczne nie
wywotaty efektu polarnego w operonie secA/lolF. W tym celu zbadano poziom ekspresji
obu genow operonu metoda ilosciowej reakcji PCR (qPCR, ang. quantitative real-time
polymerase chain reaction) (Metody 6.14.). Jako referencyjne wytypowano geny: dla
szczepow H. pylori wt i H. pylori secAA842 - adk 1 gyrA, dla szczepdw H. pylori wt
i H. pylori secAA842 wt - adk 1 gyrA, dla szczepow H. pylori secAA842 1 H. pylori
secAA842 wt - adk i gyrB. Wyniki analizy ilosciowego PCR przedstawiono w Tabeli 31

oraz na Rycinie 25.
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Rycina 25. Analiza poziomu ekspresji gendéw secA i lolFF w szczepach H. pylori
z przerwang ciaglo$cia operonu secA-lolF. Wzglgdna zmiana poziomu ekspresji genow
secA 1 lolF wyrazona jako log> w szczepach H. pylori secAA842 1 H. pylori secAA842 wt
w porownaniu do szczepu typu dzikiego H. pylori wt, oraz w szczepie H. pylori secAA842
w porownaniu do szczepu H. pylori secAA842 wt, analizowana metodg qPCR. Stupki
btedow wyrazaja odchylenie standardowe ze $redniej z pigciu powtorzen biologicznych.
Dane analizowano dla trzech powtorzen technicznych. Pozioma linia przerywana
wskazuje wzgledny dwukrotny wzrost poziomu ekspresji. Analiz¢ statystyczng
przeprowadzano przy uzyciu oprogramowania REST2009, *p < 0,05, **p < 0,01,
*xxp < 0,001.
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Tabela 31. Poziom ekspresji genow secA i lolF w szczepach H. pylori z przerwana
ciagloscia operonu secA-lolF. Wzgledna zmiana poziomu ekspresji gendw secA i lolF
w szczepach H. pylori secAA842 1 H. pylori secAA842 wt w poréwnaniu do szczepu typu
dzikiego H. pylori wt, oraz w szczepie H. pylori secAA842 w porownaniu do szczepu
H. pylori secAA842 wt, analizowana metoda qPCR. Dane analizowano dla pigciu
powtorzen biologicznych 1 trzech powtdrzen technicznych. Analiz¢ statystyczng
przeprowadzano przy uzyciu oprogramowania REST2009, *p < 0,05, *xp < 0,01,
*x*xxp < 0,001.

porownywane Szczepy secA lolF
H. pylori secAA842 | H. pylori wt 1,2 +£0,26 10,1+ 0,001**
H. pylori secAAN842 wt /| H. pylori wt 1,6 £0,24 1 0,5+0,09%*
H. pylori secAA842 | H. pylori secAA842 wt 1,2+ 0,15 15,4+ 0,9%*

Analiza poziomu ekspresji genow secA i lolF w uzyskanych szczepach wykazala,
ze wprowadzone mutacje zaburzyly prawidlowe funkcjonowanie operonu secA-lolF.
Ekspresja genu secA nie zostata zaburzona, aczkolwiek w szczepie ze skréconym genem
secA H. pylori secAA842 zaobserwowano niewielkie podwyzszenie poziomu mRNA
secA. Z kolei ekspresja genu /olF byla istotnie zmniejszona w szczepie H. pylori
secAA842, a komplementacja C-konca w szczepie H. pylori secAA842 wt nie
przywrocita poziomu ekspresji genu lo/F do wartosci obserwowanych w szczepie typu
dzikiego (Rycina 25, Tabela 31). Wyniki te wskazuja na wystapienie efektu polarnego
spowodowanego przerwaniem cigglosci operonu, co wyklucza uzyskane szczepy jako
model do badania wplywu mutacji punktowych w genie sec4 na fizjologie komorki

H. pylori.

7.5.2. Przywrocenie niezmutowanego genu htrA w szczepach z mutacjami

supresorowymi w secA

Ze wzgledu na zaobserwowany efekt polarny w operonie secA/lolF, zdecydowano
si¢ na zastosowanie alternatywnej strategii konstruowania szczepow. Poniewaz wczesniej
skonstruowane szczepy z mutacjami w genie htrA zawieraly rownoczes$nie mutacje
supresorowe na koncu 5’ genu secA4, uznano, ze przywrocenie dzikiego genotypu w htrA
pozwoli na uzyskanie szczepéw secA bez wprowadzania zmian w operonie secA—lolF,

a tym samym uniknigcie zaburzen jego funkcjonowania.
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W tym celu wykorzystano szczepy znajdujace si¢ w kolekcji Katedry Biochemii
Ogolnej i Medycznej Uniwersytetu Gdanskiego: H. pylori N6 htrAS221A, zawierajacy
mutacj¢ secAC841Y 1 H. pylori N6 AhtrA zawierajacy mutacje secAC852Y (Materiaty
5.2.) [180]. W szczepie H. pylori N6 AhtrA z mutacjg secAR837K genotyp dziki htrA
zostat przywrdcony w ramach wczesniejszych badan [180]. Zmutowane szczepy htrA
z dwoma pozostatymi mutacjami: sec4C843X (substytucja w kodonie C843, powodujaca
powstanie kodonu STOP) oraz secAP858L wykazywaly niska zywotno$¢, co

uniemozliwito dalsze prowadzenie prac z ich wykorzystaniem.

Z uzyciem starteréw nr 25 i 26 (Materiaty 5.1., Tabela 6) powielono fragment
DNA (Metody 6.9.) obejmujacy lewe rami¢ homologii dla genu htrd, gen htrA typu
dzikiego, kaset¢ opornosci na chloramfenikol oraz prawe rami¢ homologii, uzywajac jako
matrycy genomowego DNA H. pylori N6 secAR837K (Metody 6.6.). Uzyskanym
fragmentem transformowano szczepy H. pylori N6 htrAS221A oraz H. pylori N6 AhtrA
zawierajace mutacje punktowe w genie secA (Metody 6.3.). Nastepnie, w celu
potwierdzenia przywrdcenia aktywnosci proteolitycznej HtrA w tych szczepach,

wykonano zymografi¢ kazeinowa (Metody 6.19.). Wyniki przedstawiono na Rycinie 26.
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Rycina 26. Analiza aktywnos$ci proteolitycznej bialka HtrA metoda zymografii
kazeinowej w szczepach H. pylori. Strzalka wskazano potozenie aktywnych
proteolitycznie oligomerow HtrA (widoczny sygnat degradacji kazeiny). A. Analizowane
klony szczepu H. pylori N6 htrAS221A, w ktorych przywrocono wariant genu htr4 typu
dzikiego, w porownaniu do szczepu typu dzikiego H. pylori N6 wt (kontrola pozytywna)
oraz szczepu z nieaktywnym proteolitycznie biatkiem HtrA H. pylori N6 htrAS221A
(kontrola negatywna). B. Analizowane klony szczepu H. pylori N6 AhtrA, w ktérych
przywrocono wariant genu AtrA typu dzikiego, w poréwnaniu do szczepu typu dzikiego
H. pylori N6 wt (kontrola pozytywna) oraz szczepu z delecja genu htrA H. pylori N6
AhtrA (kontrola negatywna). Zielonymi ramkami zaznaczono klony wykorzystane do
dalszych analiz.
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Analiza uzyskanych szczepéw metodg zymografii kazeinowej potwierdzita przywrocenie
aktywnosci proteolitycznej HtrA odpowiadajacej fenotypowi typu dzikiego. Do dalszych
badan wybrano klon nr 4 (dla szczepu H. pylori N6 htrAS221A) oraz klon nr 1 (dla
szczepu H. pylori N6 AhtrA).

Dodatkowo, w celu wykluczenia potencjalnego efektu polarnego wynikajacego
z obecnosci kasety oporno$ci na antybiotyk za genem htrA, zbadano poziom biatka
HP1021, kodowanego przez gen znajdujacy si¢ w tym samym operonie co htrA.
Przeprowadzono analiz¢ uzyskanych klonow metoda immunoblottingu (Metody 6.21.)
z uzyciem przeciwciat anty-HP1021 (Materiaty 5.9.). Na zele nanoszono rowne ilo$ci
bialek, co zweryfikowano elektroforetycznie oraz densytometrycznie. Wyniki

przedstawiono na Rycinie 27.
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Rycina 27. Analiza poziomu bialka HP1021 metoda immunoblottingu w uzyskanych
szczepach H. pylori. Masa czasteczkowa biatka HP 1021 - 35 kDa. A. Poziom bialka
HP 1021 w szczepie typu dzikiego (H. pylori N6 wt), w szczepie z mutacja w genie htrA
(H. pylori N6 htrAS221A) oraz w szczepie, w ktorym przywrocono wariant genu htrA
typu dzikiego (H. pylori N6 htrAS221A/wt). B. Poziom biatka HP 1021 w szczepie typu
dzikiego (H. pylori N6 wt), w szczepie z delecja genu htrA (H. pylori N6 AhtrA) oraz
w szczepie, w ktorym przywrdcono gen htrA typu dzikiego (H. pylori N6 AhtrA/wt).

W obu przypadkach nie zaobserwowano réznic w poziomie biatka HP1021 miedzy
analizowanymi szczepami, co wskazuje, ze przeprowadzone manipulacje genetyczne nie

spowodowaty zaburzen funkcjonowania operonu.

Dodatkowo, z wykorzystaniem starteroéw 27-28 oraz 5-11 (Materiaty 5.1., Tabela
6) przeprowadzono sekwencjonowanie rejondw genomu zawierajacych geny htrA4 i secA
w uzyskanych szczepach (Metody 6.8.). Sekwencjonowanie potwierdzito przywrocenie
genotypu typu dzikiego w genie htrA oraz obecnos$¢ mutacji punktowych w rejonie

5’ genu secA. W ten sposob uzyskano szczepy H. pylori N6 secAC841Y 1 H. pylori N6
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secAC852Y (Materiaty 5.2.), ktore wraz ze szczepem H. pylori N6 secAR837K
znajdujacym si¢ w kolekcji Katedry (Materiaty 5.2.) — stanowity zestaw do badan wptywu

mutacji w rejonie C-koncowym secA na fizjologi¢ bakterii H. pylori.
7.5.3. Analiza poziomu bialka SecA w zmutowanych szczepach H. pylori

W celu oceny wptywu substytucji aminokwasowych w rejonie C-koncowym
SecA, na jego poziom w komorkach H. pylori przeprowadzono analize metoda
immunoblottingu (Metody 6.21.) z wykorzystaniem przeciwciat anty-SecA (Materialy
5.9.). Analizowano szczepy H. pylori z mutacjami w genach htrA 1 secA
(AhtrA secARS37K, AhtrA secAC852Y, htrAS221A secAC841Y), oraz te, w ktorych
przywrocono aktywnos¢ proteolityczng HtrA (secARS37K, secAC852Y, secAC841Y). Na
zele nanoszono réwne iloSci bialek, co zweryfikowano -elektroforetycznie oraz

densytometrycznie. Wyniki przedstawiono na Rycinie 28.
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Rycina 28. Analiza poziomu bialka SecA w szczepach H. pylori. Masa czasteczkowa
biatka SecA - 99 kDa. A. Reprezentatywny wynik immunoblottingu lizatow
komorkowych szczepu typu dzikiego (H. pylori N6 wt), oraz szczepOdw z mutacjami
w genach htrA i secA (AhtrA secARS837K, AhtrA secAC852Y, htrAS221A secAC841Y).
B. Reprezentatywny wynik immunoblottingu lizatdéw komorkowych szczepu typu
dzikiego (H. pylori N6 wt), oraz szczepOw z mutacjami w genie secA (secAR837K,
secAC852Y, secAC841Y). C. Wynik analizy densytometrycznej poziomu biatka SecA
w szczepach H. pylori przedstawiony jako $rednie z odchyleniem standardowym
z 3 niezaleznych powtdrzen. Pozioma linia przerywana wskazuje poziom biatka SecA
w szczepie typu dzikiego (100%). Analiza statystyczna wykonana testem Kruskala
-Wallisa, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <0,001.
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Analiza poziomu biatka SecA w zmutowanych szczepach H. pylori nie wykazata
istotnych ro6znic w pordwnaniu ze szczepem typu dzikiego z wyjatkiem mutacji
secAC852Y, ktora prowadzita do obnizenia ilosci biatka. Cho¢ roznica ta nie osiggneta
poziomu istotno$ci statystycznej, zaobserwowano wyrazng tendencje spadkowa.
W przypadku pozostatych mutacji w rejonie C-koncowym SecA, zarowno w szczepach
z mutacjami w htrd jak i w szczepach z mutacjami wylacznie w sec4, poziom SecA

pozostawat porownywalny do kontroli.
7.5.4. Komplementacja secA w miejscu plastycznosci

Aby uzyskac¢ wlasciwe szczepy kontrolne do planowanych analiz fenotypowych,
podjeto probe uzyskania szczepéw komplementacyjnych z przywrdconym genem secA
typu dzikiego. Poniewaz nie byto mozliwe wprowadzenie kasety opornosci do operonu
secA-lolF, wprowadzono dodatkowe kopie genu secA do chromosomu zmutowanych
szczepow H. pylori (secAR837TK, secAC852Y, secAC841Y) w tzw. miejscu
plastycznosci, zlokalizowanym pomiedzy genami Ap 0999 i hp 1000. Obszar ten
stanowi neutralne miejsce insercji, szeroko wykorzystywane w badaniach nad H. pylori,
poniewaz pozwala na wprowadzenie DNA bez zaburzania funkcjonowania komorki
[195]. Konstrukt do komplementacji uzyskano poprzez amplifikacje genu secA na
matrycy genomowego DNA H. pylori N6 z wykorzystaniem starterow 3 1 4 (Materialy
5.1., Tabela 6) a nastepnie przeprowadzenie reakcji PCR z wydtuzaniem naktadajacych
si¢ odcinkéw (Metody 6.10.) z plazmidem p608 (Materiaty 5.3.). Uzyskanym
konstruktem, w ktorym gen sec4 umieszczono na plazmidzie pod kontrolg promotora ure,
transformowano komorki H. pylori wt, H. pylori secAR837K, H. pylori secAC852Y
i H. pylori secAC841Y (Metody 6.3.). Poprawno$¢ skonstruowanych szczepdéw
potwierdzono poprzez sekwencjonowanie z wykorzystaniem starterow 12-14 (Metody
6.8.). Uzyskano szczepy H. pylori wt secA, H. pylori secAR837K secA, H. pylori
secAC841Y secAiH. pylorisecAC852 secA. Dodatkowa kopie¢ genu sec4 wprowadzono
rowniez do szczepu typu dzikiego, aby uzyskac szczep kontrolny i1 oceni¢, czy obecnosé¢

dwoch kopii genu nie wptywa na fizjologi¢ komorki.

W celu oceny wptywu wprowadzonych modyfikacji genetycznych na tempo
wzrostu 1 kondycje komorek bakteryjnych wykonano analize¢ krzywych wzrostu

uzyskanych szczepoéw H. pylori (Metody 6.2.). Wyniki przedstawiono na Rycinie 29.
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Rycina 29. Krzywe wzrostu szczepow H. pylori 7 mutacjami w genie secA i szczepow
komplementacyjnych. Tempo wzrostu oceniano spektrofotometrycznie na podstawie
pomiaru gestosci optycznej hodowli przy dlugosci fali 595 nm w funkcji czasu.
A. C. E. Krzywe wzrostu przedstawione w skali liniowej. B. D. F. Krzywe wzrostu
przedstawione w skali logarytmicznej. A. B. - krzywe wzrostu szczepow H. pylori wt,
H. pylori wt/secA, H. pylori secAR83TK, H. pylori secAR837K/secA. C. D. - krzywe
wzrostu szczepow H. pylori wt, H. pylori wt/secA, H. pylori secAC841Y, H. pylori
secAC841Y/secA. E. F. - krzywe wzrostu szczepdw H. pylori wt, H. pylori wt/secA,
H. pylori secAC852Y, H. pylori secAC852Y/secA. Stupki bledow wyrazaja odchylenie
standardowe ze $redniej z trzech powtorzen.

Analiza krzywych wzrostu wykazala, ze mutacje punktowe w genie secA4 nie wplywaja
znaczgco na zdolno$¢ H. pylori do wzrostu. Ponadto, obecnos¢ dodatkowej kopii genu

secA w miejscu plastycznosci rowniez nie zmienia tempa wzrostu badanych szczepow.
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7.5.5. Analiza poziomu ekspresji genow secA i lolFF w zmutowanych szczepach

H. pylori

Poniewaz we wczes$niejszych doswiadczeniach wykazano, ze delecja fragmentu
C-koncowego w genie secA 1 zaburzenie cigglo$ci operonu secA-lolF prowadzita do
zmian w ekspresji genu lolFF (Wyniki 7.5.1.), w dalszej czg$ci pracy zbadano poziom
ekspresji zardbwno genu secA, jak i lolFF w uzyskanych szczepach H. pylori. Analiza ta
pozwolita na okreslenie, czy obecnos¢ mutacji punktowych w genie sec4 wpltywa na
poziom ekspresji genéow secA 1 lolF, oraz czy wprowadzenie drugiej kopii genu do
miejsca plastyczno$ci wptywa na poziom ekspresji tych genow. Analiza zostata
ograniczona do dwoch typoéw mutacji — powodujacej substytucje cysteiny secAC841Y

oraz obejmujacej substytucje innego niz cysteina aminokwasu, secAR837K.

Przeprowadzono reakcj¢ qPCR (Metody 6.14.). Jako referencyjne wytypowano
geny: dla szczepow H. pylori wt 1 H. pylori wt secA - adk i gyrA, dla szczepow
H. pylori wt i H. pylori secAR837K - adk 1 gyrA, dla szczepéw H. pylori secAR837K
1 H. pylori secAR837K secA - adk i gyrA, dla szczepdw H. pylori wt secA 1 H. pylori
secAR837K secA - adk i gyrA, dla szczepow H. pylori wt 1 H. pylori secAR837K secA
- adk i gyrA, oraz dla szczepow H. pylori wt 1 H. pylori secAC841Y - gyrA i dnaG, dla
szczepow H. pylori secACS841Y 1 H. pylori secAC841Y secA - adk i gyrB, dla szczepow
H. pylori wt_secA i H. pylori secAC852Y secA - dnaG i gyrB, dla szczepow H. pylori wt
1 H pylori secAC841Y secA - gyrA i adk. Wyniki analizy ilosciowego PCR

przedstawiono w Tabelach 32 1 33 oraz na Rycinach 301 31.

W pierwszej kolejnosci przeprowadzono analize dla szczepu kontrolnego,
w ktorym do szczepu typu dzikiego wprowadzono dodatkowa kopi¢ genu secA, aby
oceni¢, czy obecnos¢ dwoch kopii genu nie wptywa na fizjologie komodrki. Wyniki

przedstawiono na Rycinie 30 oraz w Tabeli 32.
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Rycina 30. Analiza poziomu ekspresji genow secA i lolFF w szczepie H. pylori wt
z dodatkowa kopig genu secA. Wzgledna zmiana poziomu ekspresji genéw secA i lolF
wyrazona jako log> w szczepie H. pylori wt_secA w poréwnaniu do szczepu typu dzikiego
H. pylori wt, analizowana metoda qPCR. Stupki bledow wyrazaja odchylenie
standardowe ze $redniej z pieciu powtorzen biologicznych. Dane analizowano dla trzech
powtorzen technicznych. Pozioma linia przerywana wskazuje wzgledny dwukrotny
wzrost poziomu ekspresji. Analize statystyczng przeprowadzano przy uzyciu
oprogramowania REST2009, *p < 0,05, xxp < 0,01, ***p <0,001.

Tabela 32. Poziom ekspresji genow secA i lolF w szczepie H. pylori wt z dodatkowa
kopia genu secA. Wzgledna zmiana poziomu ekspresji genow secA 1 lolFF w szczepie
H. pylori wt_secA w poréwnaniu do szczepu typu dzikiego H. pylori wt, analizowana
metoda qPCR. Dane analizowano dla pieciu powtdrzen biologicznych i trzech powtorzen
technicznych. Analiz¢ statystyczng przeprowadzano przy uzyciu oprogramowania
REST2009, *p < 0,05, **p < 0,01, **xp <0,001.

porownywane Szczepy secA lolF

H. pylori wt_secA | H. pylori wt 1,1£0,12 1,0+ 0,26

Zarowno dla genu secA, jak 1 lolFF warto$ci wzglednego poziomu ekspresji sa
bardzo bliskie wartosci 1,0, co oznacza brak istotnych zmian w poziomie ich ekspres;ji

w badanych warunkach w poréwnaniu z kontrola.

Nastepnie analogiczng analiz¢ przeprowadzono dla pozostatych szczepow
zawierajacych mutacje punktowe w genie sec4 oraz ich odpowiednich wariantow
z dodatkowa kopig niezmutowanego genu secA. Wyniki przedstawiono na Rycinie 31

oraz w Tabeli 33.
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Rycina 31. Analiza poziomu ekspresji genow secA i lolF w zmutowanych szczepach
H. pylori z dodatkowa kopig genu secA. Wzgledna zmiana poziomu ekspresji genéw
secA 1 lolF wyrazona jako log> analizowana metodg qPCR. A. Poziom ekspresji genow
secA 1 lolE w szczepie: H. pylori secAR837K w porownaniu do szczepu H. pylori wt;
H. pylori secAR837K secA w poréwnaniu do szczepu H. pylori wt; H. pylori
secAR837K secA w poréwnaniu do szczepu H. pylori wt secA oraz H. pylori
secAR837K secA w porownaniu do szczepu H. pylori secAR837K. B. Poziom ekspresji
genow secA 1 lolE w szczepie: H. pylori secAC841Y w porownaniu do szczepu H. pylori
wt; H. pylori secAC841Y secA w porownaniu do szczepu H. pylori wt; H. pylori
secAC841Y secA w pordéwnaniu do szczepu H. pylori wt secA oraz H. pylori
secAC841Y secA w poréwnaniu do szczepu H. pylori secAC841Y. Shupki biedow
wyrazaja odchylenie standardowe ze $redniej z pigciu powtodrzen biologicznych. Dane
analizowano dla trzech powtorzen technicznych. Pozioma linia przerywana wskazuje
wzgledny dwukrotny wzrost poziomu ekspresji. Analiz¢ statystyczng przeprowadzano
przy uzyciu oprogramowania REST2009, xp < 0,05, **p < 0,01, ***p <0,001.
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Tabela 33. Poziom ekspresji genow secA i lolFF w zmutowanych szczepach H. pylori
z dodatkowg kopia genu secA. Wzgledna zmiana poziomu ekspresji genéw secA 1 lolF
analizowana metodg qPCR. Dane analizowano dla pigciu powtorzen biologicznych
1 trzech powtdrzen technicznych. Analize statystyczng przeprowadzano przy uzyciu
oprogramowania REST2009, p < 0,05, **p < 0,01, ***p <0,001.

poréwnywane szczepy secA lolF
H. pylori secAR837K / H. pylori wt 0,9+0,12 1,1+ 0,27
H. pylori secAR837TK secA | H. pylori wt 0,9+0,13 10,3+0,07*%*
H. pylori secAR83TK secA / H. pylori wt_secA 1,4+0,3 10,3 +0,03**
H. pylori secAR837TK secA / H. pylori secAR837K 1,0£0,1 10,3 +0,028%*
H. pylori secAC841Y / H. pylori wt 1,2+0,16 10,7+0,18%*
H. pylori secAC841Y secA | H. pylori wt 1,1 +£0,15 10,7+0,27*
H. pylori secAC841Y _secA /| H. pylori wt_secA 0,9+ 0,09 10,6 £0,12%*
H. pylori secAC841Y _secA /| H. pylori secAC841Y 0,9+0,12 1,0+ 0,1

Wyniki analizy poziomu ekspresji gendw secA i lolFF wskazuja, ze w szczepach
z mutacjami punktowymi w secA powodujacymi substytucje aminokwasowe R837K
1 C841Y, ich poziom pozostaje zblizony tego w szczepie typu dzikiego, a uzyskane
wartos$ci wzglednej zmiany poziomu ekspresji nie sg wyzsze od 2 ani nizsze od 0,5, co
potwierdza brak istotnych zmian. Ponadto, poziom ekspresji genu secA pozostal
niezmieniony we wszystkich badanych szczepach. Odmienny efekt zaobserwowano dla
genu lolF’: po wprowadzeniu drugiej kopii genu sec4 do genomu zmutowanych szczepow
H. pylori, poziom ekspresji lolF jest obnizony, szczegolnie w szczepach z mutacjg secA
R837K. Wyniki te wskazuja, ze same mutacje w genie secA nie wplywajg na ekspresje
genow secA i1 lolF, natomiast obecnos¢ dodatkowej kopii genu secA prowadzi do
zaburzen w regulacji ekspresji genu /lolF. W zwiazku z tym, uzyskane szczepy
komplementacyjne nie mogg by¢ traktowane jako odpowiednie modele do dalszych

analiz, gdyz obecno$¢ drugiej kopii genu secA zaburza fizjologie komorek.
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7.5.6. Sekwencjonowanie genomow szczepow H. pylori secAR837K, H. pylori
secAC841Y i H. pylori secAC852Y

W zwigzku z brakiem mozliwosci uzyskania odpowiednich szczepow
komplementacyjnych przeprowadzono sekwencjonowanie catych genomoéow szczepdw
z mutacjami punktowymi w genie secA (H. pylori secAR83TK, H. pylori secAC841Y
1 H. pylori secAC852Y) oraz szczepu typu dzikiego (H. pylori wt) jako szczepu
referencyjnego (Metody 6.7.), w celu wykluczenia obecnosci dodatkowych zmian

genetycznych mogacych wptywac na obserwowane fenotypy.

Genomowe DNA badanych szczepéw zostalo poddane sekwencjonowaniu
z wykorzystaniem technologii Element Biosciences AVITI (Genomed, Polska).
Uzyskane dane zostaly poddane wstgpnej analizie bioinformatycznej, a nastgpnie
sekwencje DNA poréwnano przy uzyciu algorytmu BLAST NCBI (Basic Local
Alignment Search Tool) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Analizy BLAST
potwierdzity obecno$¢ mutacji punktowych w genie secA oraz brak mutacji w genie htr4
1 obecnos$¢ kasety opornosci na chloramfenikol w szczepach H. pylori secAR837K,
H. pylori secAC841Y 1 H. pylori secAC852Y. Sekwencjonowanie wykazalo takze
obecnos¢ niepozadanych mutacji w innych miejscach genomu. W celu weryfikacji
uzyskanych wynikow, przeprowadzono amplifikacje fragmentéw DNA obejmujacych
zidentyfikowane zmiany w sekwencjach nukleotydowych (Metody 6.9.), a nast¢pnie
ponownie sekwencjonowano z wykorzystaniem metody Sangera (Eurofins,
Luksemburg). Do amplifikacji 1 sekwencjonowania uzyto starteréw 37-44 (Materialy

5.1., Tabela 6) Wyniki przedstawiono w Tabeli 34.

Weryfikacja metoda Sangera potwierdzita tylko jedng mutacje nonsensowng
- w genie hp 1167 (HofH, 156C>T, Q53STOP) w szczepie H. pylori secAR837K.
Pozostate zmiany zidentyfikowane po sekwencjonowaniu AVITI w genach hp 1369,
hp 0580, hp 0251, hp 1329 nie zostaly potwierdzone Iub byly mutacjami

synonimicznymi.
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Tabela 34. Analiza wynikow sekwencjonowania genomow zmutowanych szczepow

H. pylori.
analiza mutacji po sekwencjonowaniu metoda AVITI weryfikacja
mutacji
poréwnywane gen kodowane mutacja zmiana metod
szczepy bialko nukleotydowa | aminokwasowa Sangera
H. pylori hp 1167 HofH 156C>T Q53STOP potwierdzono
secAR837K /
Hpyloriwt | ) 1369 | HP1369 1400T>G N467K brak mutacji
H. pylori hp 1369 | HP1369 1354G>A D452N brak mutacji
secAC852Y /
H pyloriwt | 3 9580 | HP0580 454T>G W152G brak mutacji
H. pylori hp 0251 OppC 342A>C mutacja -
secAC841Y / synonimiczna
H. pylori wt P114P
hp 1329 CzcA 2418C>T mutacja -
synonimiczna
G806G

Wyniki sekwencjonowania potwierdzity, ze uzyskane szczepy stanowig odpowiednie

modele do dalszych analiz wptywu mutacji w rejonie C-konca SecA na fizjologi¢

komorek H. pylori.
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7.6. Zbadanie wplywu mutacji genu secA na fizjologi¢ komorek H. pylori

7.6.1. Ocena stopnia autoaglutynacji zmutowanych szczepow secA H. pylori

Autoaglutynacja stanowi jeden ze wskaznikow zmian wlasciwosci
powierzchniowych komorek bakteryjnych, mogacych wynika¢ z zaburzen w profilu
biatek btonowych zwigzanych z funkcjonowaniem uktadéw sekrecyjnych. Zjawisko to
polega na tworzeniu si¢ skupisk bakteryjnych osadzajacych si¢ na dnie proboéwek

hodowlanych 1 zmniejszeniu zmetnienia w gornej warstwie zawiesiny.

W celu okreslenia, czy mutacje w rejonie C-koncowym SecA wplywaja na
zdolno$¢ komérek H. pylori do autoaglutynacji, przeprowadzono analize poréwnawcza
zmutowanych szczepoéw oraz szczepu typu dzikiego (Metody 6.31.2.). Wyniki

przedstawiono na Rycinie 32.
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Rycina 32. Ocena stopnia autoaglutynacji szczepow H. pylori z mutacjami w genie
secA. Warto$ci przedstawiono jako ODsos po 24 godzinach inkubacji, wyrazone
w procentach wzgledem poczatkowej warto§ci ODsos. Analizowano szczepy H. pylori wt,
H. pylori secAR837K, H. pylori secAC852Y oraz H. pylori secAC841Y. Wynik analizy
przedstawiono jako $rednie z odchyleniem standardowym z 5 niezaleznych powtorzen.
Analiza statystyczna wykonana testem Kruskala-Wallisa, *p < 0,05, **xp < 0,01,
*xxp < 0,001.

Przeprowadzone do$wiadczenia wykazaly, ze szczep H. pylori secAR837K
charakteryzuje si¢ autoaglutynacja o stopniu poréwnywalnym do tej u typu dzikiego.
Natomiast w przypadku mutantow H. pylori secAC841Y 1 secAC852Y wartosci ODsos
byly istotnie wyzsze, co wskazuje na ich mniejsza zdolnos¢ do autoaglutynacji. Wyniki
te sugeruja, ze mutacje skutkujace substytucja cysteiny w C-koncowym regionie biatka

SecA moga ostabia¢ zdolno$¢ komorek H. pylori do tworzenia skupisk bakterii.
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7.6.2. Ocena wrazliwosci szczepow H. pylori na niskie stezenia

dodecylosiarczanu sodu (SDS) — test przezywalnosci na podlozu stalym

W celu okre$lenia, czy badane przeze mnie mutacje punktowe w genie secA
wplywaja na integralno$¢ btony zewngtrznej, oceniono przezywalno$¢ zmutowanych
szczepow H. pylori na podlozu statym zawierajacym dodecylosiarczan sodu (SDS).
SDS jest anionowym detergentem, ktory zaburza strukturg bton, prowadzac do obnizonej

zywotno$ci komorek w przypadku naruszenia ich bariery ochronne;j.

Analizowano wzrost komoérek hodowanych w optymalnych warunkach,
a nastgpnie wysiewanych na podtoze z dodatkiem detergentu (Metody 6.31.3.). Wyniki

przedstawiono na Rycinie 33.
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Rycina 33. Ocena przezywalnos$ci szczepow H. pylori z mutacjami w genie secA
w obecnosci SDS. Wptyw siarczanu dodecylu sodu (SDS) na zdolno$¢ do tworzenia
jednostek koloniotworczych (CFU, ang. colony forming units). Przedstawiono zdjecia
reprezentatywnego wzrostu szczepow typu dzikiego (wt) oraz mutantow (secAR837K,
secAC841Y, secAC852Y) na podtozu stalym bez detergentu (kontrola) oraz z dodatkiem
SDS (stezenia koncowe: 0,0075% 1 0,01%).

W obecnosci SDS o stezeniu 0,0075% wzrost wszystkich analizowanych
szczepow byt porownywalny z kontrola, bez zauwazalnych réznic w liczbie kolonii
w calej serii rozcienczen. Natomiast w obecnosci SDS o stezeniu 0,01% obserwuje si¢
wyrazne ograniczenie przezywalnosci u wszystkich badanych szczepoéw, jednakze szczep
typu dzikiego charakteryzowat si¢ najstabszym wzrostem (Rycina 33). W zwigzku z tym,

mozna wnioskowa¢, ze mutacje punktowe w sec4 nie zmieniajg znaczaco wrazliwosci
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H. pylori na SDS w testowanym zakresie stezen i wszystkie badane szczepy zachowaty
zdolno$¢ do tworzenia kolonii w obecnosci niskich stezen SDS. Co wigcej, wydaje sie,
ze mutanty charakteryzowatly si¢ nawet nieznacznie nizszg wrazliwos$cig na dzialanie tego

detergentu.

7.6.3. Ocena wrazliwosci zmutowanych szczepow H. pylori na tetracykline

i amoksycyline metoda dyskowo-dyfuzyjna

Test dyskowo - dyfuzyjny jest powszechnie stosowang metodg oceny wrazliwosci
bakterii na antybiotyki. W celu sprawdzenia czy mutacje w genie sec4 wplywaja na
antybiotykooporno$¢ H. pylori, przeprowadzono analiz¢ z wykorzystaniem dyskow
nasgczonych amoksycyling oraz tetracykling, a po inkubacji mierzono $rednicg stref
zahamowania wzrostu bakterii (Metody 6.21.1.). Wyniki przedstawiono na Rycinach 34

135.
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Rycina 34. Ocena wrazliwosci szczepow H. pylori z mutacjami w genie secA na
amoksycyline i tetracykling metoda dyskowo - dyfuzyjng. Przedstawiono $rednice
stref zahamowania wzrostu (cm) dla szczepu typu dzikiego (wt) oraz szczepdw
z mutacjami w genie secA (secAR837K, secAC841Y, secAC852Y). AMK
- amoksycylina, TET - tetracyklina. Wynik analizy przedstawiono jako S$rednie
z odchyleniem standardowym z 3 niezaleznych powtdérzen. Analiza statystyczna
wykonana testem Kruskala-Wallisa, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <0,001.
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Rycina 35. Reprezentatywne wyniki oceny wrazliwosci szczepow H. pylori
z mutacjami w genie secA na amoksycyling i tetracykling metoda dyskowo
-dyfuzyjng. Przedstawiono strefy zahamowania wzrostu dla szczepu typu dzikiego (wt)
oraz szczepOw z mutacjami w genie secA (secAR837K, secAC841Y, secAC852Y). Strety
zahamowania wzrostu wokol dyskow z antybiotykami zostaly zaznaczone przerywang
linig. AMK - amoksycylina, TET - tetracyklina. Dyski nasgczone DMSO stuzyly jako
kontrola negatywna.

Przeprowadzone testy dyskowo - dyfuzyjne wykazaly, ze w przypadku
amoksycyliny wszystkie analizowane szczepy H. pylori wykazywaly porownywalng
wrazliwo$¢. Odmienne wyniki uzyskano dla tetracykliny - wszystkie analizowane
szczepy z mutacjami w secA charakteryzowaly si¢ mniejszymi strefami zahamowania
wzrostu w poréwnaniu ze szczepem typu dzikiego, przy czym istotno$¢ statystyczng
potwierdzono jedynie dla szczepu z mutacjg secAR837K, co wskazuje na obnizong

wrazliwo$¢ na ten antybiotyk.
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7.6.4. Oznaczanie wydajnosci sekrecji y-glutamylotransferazy (gGT)

w zmutowanych szczepach H. pylori

y-Glutamylotransferaza (gGT) jest enzymem transportowanym przez system
SEC, a jego aktywacja zachodzi dopiero po transporcie przez btone¢ cytoplazmatyczng.
Enzym ten syntetyzowany jest w postaci proenzymu, ktéry w peryplazmie ulega
autokatalitycznemu cigciu na dwa fragmenty o masie okoto 40 i 20 kDa, warunkujacemu
powstanie formy aktywnej [196]. W zwigzku z tym, poziom aktywnosci gGT moze
stanowi¢ wskaznik efektywnos$ci translokacji bialek zaleznych od SecA. W celu
okreslenia, czy mutacje punktowe w genie secA bakterii H. pylori wptywaja na proces
translokacji, oznaczono aktywnos$¢ gGT w zmutowanych szczepach (Metody 6.31.4.).
Jako kontrol¢ negatywng zastosowano supernatanty uzyskane ze szczepu H. pylori
z delecja genu ggt (Materialy 5.2.). Zebrane dane postuzyly do wyznaczenia krzywych
regresji zaleznos$ci stezenia p-nitroaniliny (WM) od czasu (minuty), na podstawie ktérych
obliczano szybko$¢ reakcji jako nachylenie prostej regresji liniowej (v). Wyniki

przedstawiono na Rycinie 36 i w Tabeli 35.
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Rycina 36. Aktywnos$¢ y-glutamylotransferazy (gGT) w supernatantach hodowli
szczepow H. pylori z mutacjami w genie secA. Analizowano aktywnos$¢ gGT w szczepie
typu dzikiego (wt) oraz szczepdéw z mutacjami w genie secA (secAR837K, secAC841Y,
secAC852Y). Aktywno$¢ enzymu monitorowano w czasie, oznaczajac stezenie produktu
reakcji — p-nitroaniliny (pNA, puM). Wynik analizy przedstawiono jako S$rednie
z odchyleniem standardowym z 3 niezaleznych powtérzen. Analiza statystyczna
wykonana testem Kruskala-Wallisa, *p < 0,05, **p < 0,01, **xp <0,001.
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Tabela 35. Aktywnos¢ y-glutamylotransferazy (gGT) w supernatantach hodowli
szczepow H. pylori - wartoSci szybkoSci reakcji. Wartosci nachylenia prostych regresji
liniowej zalezno$ci st¢zenia p-nitroaniliny (uM) od czasu (minuty), na podstawie ktoérych
obliczano szybkos¢ reakcji (v). Wynik analizy przedstawiono jako $rednie z odchyleniem
standardowym z 3 niezaleznych powtérzen. Analiza statystyczna wykonana testem
Kruskala-Wallisa, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.

szczep H. pylori wartosci v (uM/min)
wt 0,036 + 0,007
secAR837K 0,052 £ 0,009
secAC841Y 0,056 + 0,006
secAC852Y 0,070 + 0,006*

We wszystkich analizowanych szczepach z mutacjami w genie secA aktywno$¢
wydzielonej poza komorke y-glutamylotransferazy byta nieco wyzsza niz w szczepie typu
dzikiego. Najwyzszy poziom aktywno$ci zaobserwowano dla mutacji skutkujacej
substytucja aminokwasowa C852Y, podczas gdy warianty R837K 1 C841Y prowadzily
jedynie do nieznacznego, nieistotnego statystycznie wzrostu w stosunku do szczepu typu

dzikiego.

7.6.5. Analiza poziomu ekspresji genu ggr oraz ilosci bialka gGT

w zmutowanych szczepach H. pylori

W celu okreslenia, czy obserwowane roznice w  aktywnosci
y-glutamylotranspeptydazy (gGT) wynikaja z podwyzszonej translokacji, a nie ze zmian
w poziomie ekspresji genu ggt lub ilosci biatka gGT w badanych szczepach,
przeprowadzono ilosciowa reakcje PCR (Metody 6.14.) oraz analiz¢ metoda
immunoblottingu (Metody 6.21.) z wykorzystaniem przeciwciat anty-gGT (Materialy
5.9.). Analiza qPCR zostala ograniczona do dwoch typow mutacji — powodujacej
substytucj¢ cysteiny secAC841Y oraz obejmujacej substytucje innego niz cysteina
aminokwasu, secAR837K. Jako referencyjne wytypowano geny: dla szczepéw H. pylori
wt 1 H. pylori secAR837K - adk 1 gyrA, dla szczepow H. pylori wti H. pylori secAC841Y
- gyrd i dnaG. Wyniki analizy qPCR przedstawiono na Rycinie 37 i w Tabeli 36. Wyniki
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analizy metoda immunoblottingu przedstawiono na Rycinie 38. Na zele nanoszono rowne

ilosci biatek, co zweryfikowano elektroforetycznie oraz densytometrycznie.
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Rycina 37. Analiza poziomu ekspresji genu ggt w zmutowanych szczepach H. pylori.
Wzgledna zmiana poziomu ekspresji genu ggt wyrazona jako logz analizowana metoda
qPCR w szczepach H. pylori secAR837K 1 H. pylori secAC841Y w poréwnaniu do
szczepu H. pylori wt. Stupki bledow wyrazajg odchylenie standardowe ze S$redniej
z pigciu powtdrzen biologicznych. Dane analizowano dla trzech powtorzen technicznych.
Pozioma linia przerywana wskazuje wzgledny dwukrotny wzrost poziomu ekspresji.
Analize statystyczng przeprowadzano przy uzyciu oprogramowania REST2009,
*p < 0,05, *xp < 0,01, *x*p <0,001.

Tabela 36. Poziom ekspresji genu ggr w zmutowanych szczepach H. pylori. Wzglgdna
zmiana poziomu ekspresji genu ggt analizowana metoda qPCR. Dane analizowano dla
pieciu powtorzen biologicznych i trzech powtorzen technicznych. Analizg statystyczng
przeprowadzano przy uzyciu oprogramowania REST2009, xp < 0,05, **p < 0,01, *x*p <
0,001.

porownywane szczepy ggt
H. pylori secAR837K / H. pylori wt 1,7+ 0,25
H. pylori secAC841Y / H. pylori wt 1,3+0,34

Uzyskane wyniki wykazaly nieznaczne podwyzszenie poziomu mRNA ggt
w zmutowanych szczepach, jednakze wartosci te nie byly istotne statystycznie.

W zwigzku z tym nie mozna byto jednoznacznie przypisa¢ wzrostu aktywnosci gGT
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w H. pylori R837K 1 H. pyloriC841Y zwigkszonej ekspresji genu ggt. Z tego wzgledu
okreslono zawarto$¢ biatka gGT w komorkach bakterii (Rycina 38). Zaobserwowano
wzrost poziomu podjednostek dojrzalych form bialka w komorkach mutantow, ale
1 w tym przypadku wyniki nie byly powtarzalne, a analiza statystyczna nie potwierdzita
istotno$ci roznic. Podsumowujac, uzyskane wyniki dowodza, ze mutacje w rejonie
C-konca SecA nie powoduja obnizenia translokacji gGT; co wigcej] mozliwa jest

wzmozona efektywnos$¢ eksportu tego biatka.
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Rycina 38. Analiza poziomu bialka gGT w szczepach H. pylori. Masa czasteczkowa
podjednostek biatka gGT ~ 40 kDa 1 20 kDa. Reprezentatywne wyniki immunoblottingu
lizatow komodrkowych szczepu typu dzikiego (H. pylori N6 wt), oraz szczepow
z mutacjami w genie secA (secAR837K, secAC852Y, secAC841Y): A. dla podjednostki
~ 40 kDa; B. dla podjednostki ~ 20 kDa. C. Wynik analizy densytometrycznej poziomu
biatkka gGT w szczepach H. pylori przedstawiony jako $rednie z odchyleniem
standardowym z 3 niezaleznych powtorzen. Pozioma linia przerywana wskazuje poziom
biatka gGT w szczepie typu dzikiego (100%). Analiza statystyczna wykonana testem
Kruskala-Wallisa, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.

7.6.6. Analiza poziomu ekspresji genu cagA oraz iloSci bialka CagA

w zmutowanych szczepach H. pylori

W celu oceny, czy mutacje w genie secA wpltywaja na wytwarzanie przez komorki
jednego z gtownych czynnikow wirulencji H. pylori, onkoproteiny CagA, zbadano
poziom ekspresji genu cagAd oraz poziom biatka CagA w zmutowanych szczepach
H. pylori (Metody 6.14.; 6.21.). Analiza qPCR zostata ograniczona do dwodch typoéw
mutacji — powodujace]j substytucje cysteiny secAC841Y oraz obejmujacej substytucje
innego niz cysteina aminokwasu, secAR837K. Jako referencyjne wytypowano geny: dla

szczepow H. pylori wt 1 H. pylori secAR837K - adk 1 gyrA, dla szczepéw H. pylori wt
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1 H. pylori secAC841Y - gyrA i dnaG. Wyniki analizy qPCR przedstawiono na Rycinie
39 i w Tabeli 37. Wyniki analizy metodg immunoblottingu przedstawiono na Rycinie 40.
Na zele nanoszono rowne ilosci bialek, co zweryfikowano elektroforetycznie oraz

densytometrycznie.

log, wzglednego poziomu ekspres;ji

Rycina 39. Analiza poziomu ekspresji genu cagA w zmutowanych szczepach
H. pylori. Wzgledna zmiana poziomu ekspresji genu cagd wyrazona jako log
analizowana metoda qPCR w szczepach H. pylori secAR837K 1 H. pylori secAC841Y
w porownaniu do szczepu H. pylori wt. Stupki btedow wyrazaja odchylenie standardowe
ze $redniej z pigciu powtorzen biologicznych. Dane analizowano dla trzech powtorzen
technicznych. Pozioma linia przerywana wskazuje wzgledny dwukrotny wzrost poziomu
ekspresji. Analiz¢ statystyczng przeprowadzano przy uzyciu oprogramowania
REST2009, *p < 0,05, **p < 0,01, **xp <0,001.

Tabela 37. Poziom ekspresji genu cag4A w zmutowanych szczepach H. pylori.
Wzgledna zmiana poziomu ekspresji genu cagAd analizowana metoda qPCR. Dane
analizowano dla pigciu powtdrzen biologicznych 1 trzech powtodrzen technicznych.
Analiz¢ statystyczng przeprowadzano przy uzyciu oprogramowania REST2009,
*p < 0,05, *+p < 0,01, *x*xp <0,001.

porownywane Szczepy cagA
H. pylori secAR837K / H. pylori wt 10,5+0,18*
H. pylori secAC841Y / H. pylori wt T4,7+1,5%*

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzi¢, Ze poziom ekspresji genu
cagA w szczepie H. pylori z mutacja w genie secA powodujaca substytucje
aminokwasowa R837K, powoduje jedynie umiarkowane obnizenie poziomu transkryptu

w porownaniu do szczepu typu dzikiego, co mimo istotnosci statystycznej mozna uznac
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za zmian¢ o ograniczonym znaczeniu biologicznym. Natomiast mutacja powodujaca
substytucje aminokwasowa SecAC841Y skutkowata wyraznym, ponad czterokrotnym

wzrostem ekspresji cagA.
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Rycina 40. Analiza poziomu bialka CagA w szczepach H. pylori. Masa czasteczkowa
biatka CagA — 130 kDa. A. Reprezentatywne wyniki immunoblottingu lizatéw
komorkowych szczepu typu dzikiego (H. pylori N6 wt), oraz szczepoéw z mutacjami
w genie secA (secAR837K, secAC852Y, secAC841Y). B. Wynik analizy
densytometrycznej poziomu biatka CagA w szczepach H. pylori przedstawiony jako
srednie z odchyleniem standardowym z 3 niezaleznych powtorzen. Pozioma linia
przerywana wskazuje poziom biatka CagA w szczepie typu dzikiego (100%). Analiza
statystyczna wykonana testem Kruskala-Wallisa, *p < 0,05, **p < 0,01, **xp <0,001.

Analiza poziomu biatka CagA w szczepach H. pylori z mutacjami w genie secA
(secAR837K 1 secAC841Y) nie wykazata rdéznic w pordwnaniu ze szczepem typu

dzikiego.

7.7. Analiza poziomu ekspresji genow kodujacych elementy translokonu SEC

u H. pylori w odpowiedzi na warunki stresowe

Utrzymanie homeostazy w przestrzeni pozacytoplazmatycznej jest istotne dla
prawidlowego funkcjonowania komorki bakteryjnej, a jej zaburzenia moga wplywac na
proces sekrecji bialek z cytoplazmy. Zaklada si¢, ze w warunkach zaburzajgcych
pozacytoplazmatyczng homeostaze regulacji moze podlegac ekspresja genéw kodujacych
elementy translokonu SEC. Celem przedstawionych doswiadczen byto zbadanie poziomu
transkrypcji genéw kodujacych biatka wchodzace w sktad translokonu SEC w komérkach

H. pylori narazonych na czynniki zaburzajagce homeostaze peryplazmatyczng i blonowa.
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7.7.1. Optymalizacja warunkow do badania ekspresji genow H. pylori

w odpowiedzi na stres

W  pierwszym etapie przeprowadzono optymalizacje¢ hodowli bakterii
w warunkach stresowych, badajac przezywalnos¢ komoérek H. pylori w obecnosci
roznych stezen czynnikéw stresogennych (NaCl, SDS i etanol) (Metody 6.32.). Na tej
podstawie wybrano st¢zenia zwigzkéw, ktére ograniczaly wzrost bakterii, ale
jednocze$nie nie powodowaly catkowitej utraty zywotnosci (NaCl — 0,3 M, SDS
— 0,003%, etanol — 5%) (Rycina 41, A). Nastepnie, wyizolowano RNA z komorek
poddanych stresowi i oceniano jego integralno$¢, aby upewni¢ si¢, ze materiat nie ulegt
degradacji pod wplywem zastosowanych czynnikow stresowych (Metody 6.14.1.)
(Rycina 41, B). Wyniki przedstawiono na Rycinie 41.

A 107

102
107
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1072
103
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10
10
10
107

10
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107

23S

238
16S

16S

55 B S 58

Rycina 41. Optymalizacja warunkoéw do badania ekspresji genow H. pylori
w odpowiedzi na stres. A. Reprezentatywne wyniki analizy przezywalno$ci komorek
H. pylori w obecnosci réznych stezen NaCl, SDS 1 etanolu. Wybrane do dalszych analiz
stezenia zaznaczono ramkami. B. Ocena integralno$ci RNA wyizolowanego z hodowli
poddanych dziataniu czynnikéw stresowych (NaCl—0,3 M, SDS —0,003%, etanol — 5%).
Trzy $ciezki odpowiadajg trzem powtorzeniom biologicznym.
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Ocena integralnosci RNA potwierdzita, ze izolaty nie ulegly degradacji pod
wpltywem czynnikdéw stresowych (widoczne wyrazne prazki odpowiadajace 23S, 16S

i 5S rRNA).

7.7.2. Analiza poziomu ekspresji genow kodujacych elementy translokonu SEC

w odpowiedzi na stres

W drugim etapie, w bakteriach traktowanych wybranymi stezeniami czynnikéw
stresogennych zbadano poziom ekspresji genéw kodujacych elementy translokonu SEC.
Ponadto, zbadano poziom ekspresji genow kodujacych komponenty translokonu SEC
w odpowiedzi na niskie pH (Metody 6.14.). Niektore geny kodujace komponenty
translokonu SEC znajdujg si¢ w tym samym operonie (secD, secF i yajC), dlatego do
analizy wybrano jeden gen z tej jednostki transkrypcyjnej. Wybrane do analizy geny to:
secA, secY, secE, secG, secD. Do analizy ekspresji tych genéw w komoérkach H. pylori
traktowanych poszczegdlnymi czynnikami stresogennymi wytypowano osobne zestawy
gendw referencyjnych: dla NaCl - fisZ i dnaG, dla SDS - fisZ 1 dnaG, dla etanolu - dnaG
- gyrB, dla stresu pH - adk 1 gyrB. Wyniki analizy przedstawiono na Rycinie 42 oraz
w Tabeli 38.
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Rycina 42. Zmiany w ekspresji genow kodujacych komponenty translokonu SEC
(secA, secY, secE, secG, secD) bakterii H. pylori w odpowiedzi na stres. Wzgledna
zmiana poziomu ekspresji genéw wyrazona jako logr analizowana metoda qPCR
w szczepie H. pylori wt. A. Zmiana ekspresji gendw w obecno$ci NaCl. B. Zmiana
ekspresji gendéw w obecnosci SDS. C. Zmiana ekspresji genow w obecnosci etanolu.
D. Zmiana ekspresji gendow w kwasnym pH (5,0). Stupki btedow wyrazaja odchylenie
standardowe ze S$redniej z co najmniej trzech powtérzen biologicznych. Dane
analizowano dla trzech powtérzen technicznych. Pozioma linia przerywana wskazuje
wzgledny dwukrotny wzrost poziomu ekspresji. Analiz¢ statystyczng przeprowadzano
przy uzyciu oprogramowania REST2009, xp < 0,05, *xp < 0,01, *x**p < 0,001.
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Tabela 38. Poziom ekspresji genow kodujacych komponenty translokonu SEC
(secA, secY, secE, secG, secD) bakterii H. pylori w odpowiedzi na stres. Wzgledna
zmiana poziomu ekspresji genéw analizowana metoda qPCR w szczepie H. pylori wt
w warunkach stresowych (NaCl, SDS, etanol, kwasne pH). Dane analizowano dla co
najmniej trzech powtdérzen biologicznych i trzech powtorzen technicznych. Analize
statystyczng przeprowadzano przy uzyciu oprogramowania REST2009, *p < 0,05,
*xp < 0,01, **xxp <0,001.

czynnik stresowy

gen NaCl SDS etanol pH 5,0

secA 11,9+0,15%* 1,1 £0,09 12,1+£0,33** 1,3+0,23

secY 1 0,2 £0,04** 0,69+ 0,16 10,1 £0,01*** | | 0,4+0,33*

secE 0,9+0,28 12,3+0,69* 10,2+0,16** 1,6 £ 0,88
secG 1,2+ 0,39 1 0,5+0,24** 0,8 +0,72 1,23 £ 1,51
secD 1,5+ 0,34 1,4+0,29 1,0 £ 0,28 0,6 £0,1

Analiza zmian w poziomie ekspresji genow kodujacych komponenty translokonu
SEC wykazala, ze odpowiedZz bakterii H. pylori byla zréznicowana w zaleznosci od
zastosowanego czynnika stresogennego. W obecnosci NaCl doszto do represji genu secY
1 wzrostu ekspresji sec4. W warunkach stresu wywotanego SDS zaobserwowano wzrost
poziomu ekspresji genu secE oraz obnizenie poziomu ekspresji secG, w przypadku
pozostalych gendéw nie zaobserwowano zmian. Najbardziej na poziom ekspresji
badanych genow wptywat etanol — prowadzil wzrostu poziomu ekspresji genu secA,
jednoczesnie obnizajac poziom ekspresji genow secY 1 secE. W warunkach kwasnego pH
rowniez odnotowano zmiany - ekspresja genu secY ulegla biologicznie istotnemu
obnizeniu. Wyniki te wskazuja, Zze gen secY jest najbardziej podatny na represje
w odpowiedzi na stres osmotyczny i alkoholowy, oraz stres spowodowany obnizeniem
pH. Natomiast poziom ekspresji genu secE w zaleznos$ci od zastosowanego czynnika
stresowego - zwigksza si¢ w obecnosci SDS 1 obniza w obecnosci etanolu. W obecnosci
SDS obniza si¢ takze poziom ekspresji genu secG. Zmiany w poziomie ekspresji
dotyczyty wigc gtownie gendow secY, secE 1 secG, ktore koduja biatka tworzace kanat

translokonu SecYEG w blonie cytoplazmatyczne;.
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8. Dyskusja

Zachowanie proteostazy w peryplazmie i blonach komérkowych jest kluczowe
dla prawidlowego funkcjonowania komorki bakteryjnej. Utrzymanie tego stanu
rownowagi zalezy zaréwno od zdolnosci komoérki do przeciwdzialania negatywnym
skutkom niekorzystnych czynnikow $rodowiskowych, jak 1 od wlasciwego
funkcjonowania szlakow metabolicznych, w tym syntezy, eksportu i dojrzewania
pozacytoplazmatycznych  biatek. Zaburzenie  homeostazy @ w  obszarach
pozacytoplazmatycznych wptywa na funkcjonowanie systemow cytoplazmatycznych

1 w konsekwencji uruchamia szereg procesow obronnych.

W przypadku bakterii H. pylori niewiele jest wiadomo na temat mechanizméw
odpowiedzi na stres oddzialujacy na blony komoérkowe i1 peryplazme. Niniejsza praca jest
proba uzupehienia wiedzy w tym zakresie. Badania uprzednio prowadzone w Katedrze
Biochemii Ogolnej o Medycznej UG wskazuja, ze brak proteazy/biatka opiekunczego
HtrA zaburza homeostaze powtok komoérkowych bakterii [197]. U H. pylori przejawia
si¢ to migdzy innymi zmienionym profilem biatkowym bton komorkowych, ale takze
zmiang poziomu wielu biatek metabolizmu podstawowego bakterii [197]. Nalezy mie¢
jednak na wzgledzie fakt, iz wprowadzenie mutacji do genu htrA udato si¢ tylko
w przypadku jednego szczepu - H. pylori N6. Co wigcej, w genomach zmutowanych
szczepdw H. pylori N6 AhtrA 1 htrAS221A zaobserwowano dodatkowe mutacje,
wystepujace w genie sec4, w rejonie kodujacym domene C-koncowa tego biatka (MBD)
(substytucje C843X, P858L, RS837K, C841Y, C852Y) [180]. Nasungto to
przypuszczenie, 1z zmutowane biatko SecA umozliwia przezycie komorkom

pozbawionym aktywnego HtrA, by¢ moze poprzez zmieniong aktywnos¢ translokacyjna.

Biatko SecA jest kluczowym elementem systemu sekrecyjnego SEC,
odpowiedzialnym za rekrutacj¢ i dostarczanie substratow biatkowych do kanatu
translokacyjnego 1 rownoczesnie zapewniajacym energie do transportu polipeptydu [46].
Funkcjonalne SecA jest niezbedne dla przezycia komorki, a jego aktywnos$¢ podlega
wielopoziomowe] regulacji, obejmujacej zmiany struktury i aktywnosci [198].
Dotychczasowe badania nad bialkiem SecA koncentrowaty si¢ przede wszystkim na
homologach pochodzacych z modelowych organizmoéw, takich jak Escherichia coli czy
Bacillus subtilis, natomiast wiedza o strukturze i funkcjonowaniu SecA u bakterii

H. pylori pozostaje nieznana [180]. U H. pylori zidentyfikowano wigkszo§¢ homologow
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komponentow systemu SEC, jednakze nie znaleziono dotychczas homologu biatka SecB
[137]. Ponadto poziom homologii migdzy komponentami systemu SEC u H. pylori
1 E. coli nie jest wysoki, co moze sugerowac, ze mechanizm funkcjonowania systemu

SEC u tych bakterii jest r6zny.

Aby poszerzy¢ wiedzg na temat biatka SecA H. pylori i jego roli w zachowaniu
homeostazy komorki bakteryjnej zastosowano réznorodne eksperymentalne podejscia,
ktore zmierzaly do: (1) biochemicznej charakterystyki biatka SecA H. pylori i mutein
SecA, (2) okreslenia zmian fenotypowych u H. pylori wywolanych mutacjami w rejonie
C-koncowym SecA, (3) oraz zbadania, jak czynniki stresogenne uszkadzajace blony
komorkowe 1 wywolujace stres w peryplazmie moga wplywaé na ekspresje genow

kodujacych gléwne komponenty translokonu SEC.
8.1. Biochemiczna charakterystyka biatka SecA H. pylori

W literaturze brak jest doniesien na temat wtasno$ci biochemicznych biatka SecA
H. pylori. Sekwencje aminokwasowe modelowego biatka SecA E. coli i SecA H. pylori
znaczaco si¢ r6znig (Rycina 43 1 44). W zwigzku z tym trudno byto wywnioskowac, jakie
efekty spowoduja mutacje w rejonie C-konca per analogiam. Z tego powodu uznaliSmy
za zasadne przeprowadzenie charakterystyki biochemicznej SecA H. pylori i jego
zmutowanych wariantow. W tym celu zostaly skonstruowane plazmidy ekspresyjne
niosgce zmutowane geny secA, przeprowadzono wydajng nadprodukcje mutein SecA
w systemie E. coli 1 uzyskano preparaty oczyszczonych bialek do dalszych analiz

(Wyniki 7.1.).
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NBD1

E. coli K12 MLIKLLTKVEFGSRNDRTLRRMRKVVNIINAMEPEMEKLSDEELKGKTAEFRARLEK-—-——- 56
H. pylori 26695 MIKAIIGKIIGTRNDRWIKQYKKQVLTINALEPTYEKMSDDELONAFEELKKRVRSTEKD 60
H. pylori N6 MIKATIIGKIIGTRNDRWIKQYKKQVLTINALEPTYEKMSDDELONAFEELKKRVRSTEKD 60
*: [ *::*:**** :* * ***:** **:**:**:‘ *:: *:__
E. coli K12 - -GEVLENLIPEAFAVVREASKRVFGMRHFDVQLLGGMVLNERCIAEMRTGEGKTLTATL 114
H., pylori 26695 LOEKTLLEVLPESFAITREASKRILKMCHFDVQLIGGMVLNDGKIAEMKTGEGKTLVATL 120
H. pylori N6 LOEKILLEVLPESFAITREASKRILKMRHFDVQLIGGMVLNDGKIAEMKTGEGKTLVATL 120
* :::‘k*:*k:.‘k*****:: * ‘k**k*‘k:****k*: ‘k*‘k*:*‘k*k**‘k‘***
E. coli K12 PAYLNALTGKGVHVVT l‘\NNRPLFEFLGLTVGINLi PA-PAKREAYAAD 173
H. pylori 26695 AVALNALKGESVYVVT OSKEMEPLYHFLGYSVGTITRISWRDDDERLEIYSKD 180
H. pylori N6 AVALNAMKGESVYVVT OSKEMEPLYQFLGYSVGTITRISWRDDDERLEIYSKD 180
***.'* *:*******‘k* ')r*::: -**..*** :‘k* * ‘).': *
E, coli K12 ITYGTNNEYGFDYLRDNMAFSPEERVORKLHYALVDEVDSILIDEAR! 233
H. pylori 26695 IVYGTNNEFGFDYLRDNMKYSLEHKVOKSHAFATVDEVDSILIDEAR 240
H. pylori N6 IVYGTNNEFGFDYLRDNMKYSLEHKVQKSHAFATIVDEVDSILIDEAR! 240
*‘******:********* :* *‘:**:_ :*:*********************_:
E. coli K12 293
H. pylori 26695 282
H. pylori N6 282
E. coli K12 353
H. pylori 26695 342
H. pylori N6 342
**. * * * **:*_ * x * ok k ok ok .**:****.*i'* :***:*:**
NBD1
E. coli K12 ONYFRLYEKLAGMTGTADTEAFEFSSIYKLDTVVVP 413
H. pylori 26695 ONYFRMFSKLAGMTGTAQTEATEFLEIYNLEVVSIP 402
H. pylori N& ONYFRMFSKLAGMTGTAQTEATEFLEIYNLEVVSIP 402
***:******-‘k::*‘****‘**‘k*****::.*********:*** * % .**:*:‘* :*
NBD2
E. celi K12 TNRPMIRKDLPDLVYMTEAEKIQATIIEDIKERTAKGOPVLVGTISIEKSELVSNE G 473
H. pylori 26695 TNLAIKRKDLNDLIYKSEKEKFDAVILKIKELHDKGQPVLVGTASIEKSETLHAL R 462
H. pylori N6 TNLAIKRKDLNDLIYKSEKEKFDAVILKIKELHDKGQPVLVGTASIEKSETLHAL R 462
* K * kKK ‘k*:* :‘k **::‘k:‘k .'k*'k kkkrkhkhkhrkk Khkkhkhk - ‘k.*
E. coli K12 TRENV LN AKFHRNE AR T VACAGY PAAVT IATNMAGRGTDIVLGGSIRAEVARLENHIAED 533
H. pylori 266585 TI[PHTNLNAKJHTKE IIKDAGLKGAVTIATNMAGRGVDIKLT - === = -—— 505
H. pylori N6 TRl LN AKGHTKE AT TKDAGLKGAVT IATNMAGRGVDIK LT~~~ =~ ~FF+ - ---- 505
* * *ox ok ok x *::** *: :** .************'** *
E. coli K12 IEKIKADWQVRHDAVLEAGGLHI IGTERHESRRIDNQLRGRSGRQGDAGSSRFYLSMEDA 593
H. pylori 26695 —————————— DEIKELGGLYIIGTERHESRRIDNQLRGRSGRQGDPGTSQFYLSLEDN 553
H. pylori N6 = —-=-————=————= DEIKELGGLYIIGTERHESRRIDNQLRGRSGRQGDPGTSQFYLSLEDN 553

* A KFFEK e AFAIXFEA KA AA A A AL AR A RN FT AT AR I KX Ko ke khhk e kK

Rycina 43. Porownanie sekwencji aminokwasowych biatka SecA E. coli K12 i SecA
H. pylori (26695 i N6). Domeny SecA oznaczono koloraml NBDI1 - kolor cyjanowy,
PPXD - kolor szary, NBD2 - kolor zotty. ,, - pozycje, w ktorych wszystkie
aminokwasy sg identyczne; ,, : 7’ - pozycje z substytucj ami aminokwasowymi, ktére maja
podobne wilasciwosci biochemiczne; ,, . 7 - pozycje z substytucjami aminokwasowymi
o niskim podobienstwie wilasciwosci biochemicznych; ,brak symbolu” - pozycje,
w ktorych aminokwasy rdznig si¢ znaczaco pod wzgledem wilasciwosci biochemicznych.
Ramkami zaznaczono reszty aminokwasowe biorgce udzial w dimeryzacji SecA.
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NBD2 HSD
E. coli K12 LMRIFASDRVSGMMRKLGMKPGEAIEHPWVTKATIANAQRKVESRNFDIRKOQLLEYDDVAN 653
H. pylori 26695 LLRIFGSDRIKGVMEKLGLKDGEHIESKLVTRAVENAQKKVENLHFESRKHLLEYDDVAN 613
H. pylori N6 LLRIFGSDRIKGVMEKLGLKDGEHIESKLVTRAVENAQKKVENLHFESRKHLLEYDDVAN 613
*:**k*_*k**:_*:*_***:* *k Kk **:*: ***:***_ :k: **:*****‘k***
HWD
E. woli K12 DQRRAIYSQRNELLDVSDV-SETINSIREDVFKAT---IDAYIPPQSLEEMWDIPGLQER 709
H. pylori 26695 EQRKSVYKFRDELLDVNYDISAKIAENREYALNQIFSKLKAFDH-ONL-SEEELLGLKNI 671
H. pylori N6 EQRKSVYKFRDELLDINYDISAKIAENREYALNQIFSKLKAFDH-ONL-SEEELLGLKNI 671
sk s, Shmasihae | LA A he o A w4
IRA1
E. ©oli Kl2 LKNDFDLDLPIAEWLDKEPELHEETLRERILAQSIEVYQRKEEVVGAEMMRHFEKGVMLY 769
H. pylori 26695 LKEDFNAHVSLEDLKKASPI-————-— ENFVAEKLKSDYENKMKVLDSEQRSRIERIVYLO 725
H. pylori N6 LKEDFNAHVTLEDLKKAAPI-—-—-— ENFVAEKLKNDYENKMKVLDSEQRSRIERIVYLO 725
-k*:-k*: . : . * . . *:.* :*:.:* ::*: s ek
E. coli K12 TLDSLWKEHLAAMDYLRQGIHLRGYAQKDPKQEYKRESFSMFAAMLESLKYEVISTLSKV 829
H. pylori 26695 ILDNAWREHLYTMDNLKTGINLRGYNOKDPLVEYKKESYNLFLEFIEDIKTEAIKTESKI 785
H. pylori N6 ILDNAWREHLYTMDNLKTGINLRGYNQKDPLVEYKKESYNLFLELIEDIKIEAIKTESKI 785
**_ *:*** :** *: **:-k***k * % % % ***:**:_:* ::*_:* *_*_*:**:
FLD MBD
E. coli K12 QVRMPEEVEELEQQRR-MEAERLAQMQQLSHQDDDSAAAAALAAQTGERKVGRNDPCPCG 888
H. pylori 26695 QFENEQDSSDAERYLDNFSEEREHESVTYRHE-EALDEDLNVAMKAFAKTPKRNEPCPCQO 844
H. pylori N6 QFENEQDSSDAERYLDNFSEEREHESVTYRHE-ETLDEDLNVAMKAFAKTPKRNEPCPCO 844
*_. s & ~k: s * % s *: s :* **:****
E. coli K12 BEREYKOEHERIH====—==c 901
H. pylori 26695 SGKKYKDCCAKSGPKKGLFAK 865
H. pylori N6 SGKKYKDCCAKSGPKKGLFAK 865

kK KKk Kk ok ok

Rycina 44. Poréwnanie sekwencji aminokwasowych bialka SecA E. coli K12 i SecA
H. pylori (26695 i N6). Domeny SecA oznaczono kolorami: NBD2 - kolor zotty,
HSD - kolor fioletowy, HWD - kolor zielony, IRA1 - kolor niebieski, FLD - kolor
pomaranczowy, MBD - kolor czerwony. ,, * ” - pozycje, w ktorych wszystkie
aminokwasy sg identyczne; ,, : ” - pozycje z substytucjami aminokwasowymi, ktére maja
podobne wiasciwosci biochemiczne; ,, . ” - pozycje z substytucjami aminokwasowymi
o niskim podobienstwie wlasciwosci biochemicznych; ,brak symbolu” - pozycje,
w ktorych aminokwasy rdznig si¢ znaczaco pod wzgledem wlasciwosci biochemicznych.
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8.1.1. Analizy strukturalne

Uwaza si¢, ze domena konca C SecA bakterii E. coli tworzy kontakty z rdzeniem
katalitycznym biatka [73]. Mozna bylo si¢ wigc spodziewac, ze w przypadku podobnych
oddziatywan w SecA H. pylori badane mutacje wplyna na te miedzydomenowe kontakty,
co moze doprowadzi¢ do zmian w strukturze IlI-rzedowej biatka. O zmianach takich
posrednio moze §wiadczy¢ odmienny profil denaturacji biatka. W celu weryfikacji tego
przypuszczenia przeprowadzono analize stabilno$ci termicznej mutein metoda

dichroizmu kotowego w dalekim ultrafiolecie (Wyniki 7.2.1.; 7.2.2.).

Niezmutowane biatko SecA odznaczato si¢ znaczaca stabilnoscig struktury z temperatura
topnienia o wartosci 46,83°C. Wskazuje to, iz biatko SecA H. pylori jest mniej podatne
na denaturacj¢ termiczna niz SecA E. coli, dla ktérego warto$ci T Wyznaczone metoda
CD wynosza 40,7°C + 0,09°C [73] lub 43.6 £ 0.5°C [199]. Wyzsza stabilno$¢ struktury
SecA H. pylori moze stanowi¢ adaptacj¢ do specyficznych warunkéw $rodowiskowych

w jakich funkcjonuje ten patogen.

Wigkszo§¢ mutein charakteryzowata si¢ profilem denaturacji zbliZzonym do
obserwowanego dla biatka typu dzikiego. Wyjatkami byly biatka SecAC841Y
1 SecAC843X. Pierwsza muteina charakteryzowala si¢ podobng do biatka typu dzikiego
wartoscig Tm (48,12°C), jednakze zmiany eliptycznosci molowej pojawiaty si¢ juz przy
nizszych temperaturach niz w przypadku pozostatych wariantoéw. Wariant skrocony
SecAC843X (kodon STOP powodujacy skrocenie biatka o 23 aminokwasy - delecja
domeny MBD) wykazywat wyzsza o okoto 8°C stabilno$¢ termiczng (Tm = 54,5°C)
w porownaniu do SecA typu dzikiego (Tm = 46,8°C). Nieznaczny efekt zwigkszonej
stabilnos$ci po usunigeciu domeny MBD opisano rowniez w literaturze [73]. Wykazano, ze
SecA AMBD E. coli charakteryzowal si¢ o 1,3°C wyzsza stabilnoscia termiczna
(T = 42°C) od wariantu typu dzikiego (Tm = 40,7°C). Mozna wigc przypuszczaé, iz
zmiany strukturalne wywotane delecja C-konca w SecA H. pylori maja znacznie
mocniejszy wplyw na strukture przestrzenng tego biatka. Nieznaczne zmiany
w strukturze trzeciorzgdowej moga takze wystgpowa¢ w muteinie SecAC481Y.
Natomiast mutacja C852Y nie wplywata na stabilnos$¢ termiczng biatka. Mozna wigc bylo

oczekiwacd, iz reszty te w rozny sposob sg odpowiedzialne za stabilizacje struktury SecA.
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Nalezy podkresli¢, ze reszty cysteinowe w domenie MBD SecA tworza zachowang
ewolucyjnie sekwencje CXCXsC(H/C) (gdzie x oznacza dowolny aminokwas) wiazaca
jon metalu. Porownanie sekwencji aminokwasowej obejmujacej ten region u bakterii

E. coli, C. jejuni 1 H. pylori przedstawiono na Rycinie 45.

FLD MBD
E. coli K12 QVRMPEEVEELEQORRMEAERLAOMOOLSHODDDSAAAAALAAQTGERKVGRNDHCHT -quKKYKQﬁRLQ ———————— 901
C. jejuni 11169 QFNQEEAQNLEN----- KANEEN-EKLLOSSVEMGASEDNLGEAEF-KKVPRNA 5SGKKFKE] KSGPKOGILA | 862
H. pylori 26695 QFENEQDSSDAERYLDNFSEEREHESVTYRHEEALDEDLNVAMKAFAKTPKRNE )SGKKYKDCCRKSGPKKGLFAK 865
H. pylori N6 QFENEQDSSDAERYLDNFSEEREHESVTYRHEETLDEDLNVAMKAFAKTPKRNEBCHCOSGKKYKDCCAKSGPKKGLFAK 865
* 5 s ¥ F : *x Kkkk Kkkkakak .

Rycina 45. Poréwnanie sekwencji aminokwasowych domen FLD i MBD bialka SecA
E. coli K12, C. jejuni 11169 i H. pylori (26695 i N6). Domeny SecA oznaczono
kolorami: FLD - kolor pomaranczowy, MBD - kolor czerwony. ,, * ” - pozycje,
w ktorych wszystkie aminokwasy sa identyczne; ,, : ” - pozycje z substytucjami
aminokwasowymi, ktoére maja podobne witasciwosci biochemiczne; ,, . 7 - pozycje
z substytucjami aminokwasowymi o niskim podobienstwie wiasciwos$ci biochemicznych;
,brak symbolu” - pozycje, w ktorych aminokwasy rdznig si¢ znaczaco pod wzgledem
wlasciwosci biochemicznych. Reszty aminokwasowe koordynujace jon metalu
zaznaczono czerwonymi ramkami.

Poniewaz nie jest dostepna struktura krystaliczna SecA H. pylori, a struktury SecA E. coli
nie uwidaczniaja domeny C-koncowej, zostalo wykonane modelowanie struktury SecA
H. pylori z jonem cynkowym za pomocag modelu AlphaFold [92,93]
(https://alphafoldserver.com/) (Rycina 46). Dodatkowo przeprowadzono modelowanie
struktur catych biatek SecA E. coli i H. pylori (Rycina 47). Wedtug modelu obie reszty
Cys sa zaangazowane w koordynacj¢ jonu metalu. Ponadto, C481 moze tworzy¢
dodatkowe kontakty stabilizujace struktur¢ biatka. Model nie pokazuje oddziatywan
rejonu C-koncowego z rdzeniem katalitycznym SecA (reszty aminokwasowe ~1-832).
Biorac pod uwage niska wiarygodnos¢ modelu dla tego fragmentu bialka oraz
sugerowang jego duza ruchliwos¢ (w biatku SecA E. coli), nie mozna wykluczy¢ istnienia
takich kontaktoéw. Ponadto, model sugeruje odmienng orientacje¢ rejonu C-koncowego
biatka SecA H. pylori wobec rdzenia katalitycznego w poréwnaniu do SecA

z E. coli (domen¢ MBD wskazano strzatka na Rycinie 47).
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H. pylori

CYS 887
]

Zn?*

®e HIS897

Rycina 46. Poréwnanie motywu wiazacego jon cynku w domenie MBD bialka SecA
E. coli i H. pylori. W przypadku E. coli Zn** koordynowany jest przez trzy reszty
cysteinowe (Cys885, Cys887, Cys896) oraz histydyne (His897). W H. pylori jon Zn**
wigzany jest przez cztery reszty cysteinowe (Cys841, Cys843, Cys852, Cys853).
Struktura wygenerowana za pomoca modelu AlphaFold [92,93].

Rycina 47. Modele strukturalne bialka SecA bakterii E. coli i H. pylori.
A. SecA z E. coli. B. SecA z H. pylori N6. Domeny SecA oznaczono kolorami: NBD1
- kolor cyjanowy, PPXD - kolor szary, NBD2 - kolor z6tty, HSD - kolor fioletowy, HWD
- kolor zielony, IRA1 - kolor niebieski, FLD - kolor pomaranczowy, MBD - kolor

czerwony. Strzaltka wskazano domen¢ MBD. Struktury wygenerowane za pomocg
modelu AlphaFold [92,93].
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W nastepnym etapie przeanalizowano struktury IV rzgdowe SecA H. pylori
(Wyniki 7.2.3.). Oczyszczone biatko SecA bakterii E. coli tworzy dimery jako gléwne
formy oligomeryczne [95,96,98,200]. Przeprowadzone w ramach tej pracy badania
wskazuja, ze gtowng frakcje preparatu biatka SecA typu dzikiego H. pylori stanowig
monomery (56%), a dimery, tetramery i inne formy oligomeryczne odpowiednio 4, 7
126%. Mutacje w rejonie C-koncowym nie wptywaty znaczaco na strukture IV rzedowa
SecA. Mozna byto jednak zaobserwowac, ze mutacje zaburzajace rejon wigzacy metal
powodowaly nieznaczne zmiany stosunkéw pomiedzy poszczegdlnymi formami
oligomerycznymi. Nalezy podkresli¢, ze reszty aminokwasowe zaangazowane
w tworzenie dimeréw w domenach SecA E. coli (reszty aminokwasowe protomerow
w domenach NBD1: N132, Y134, Q137,P1591 G160 1 NBD2: T470, K471, H476, N477,
F483, H484, N486 1 A489; oraz reszty aminokwasowe protomeru a: K475, W519 1 P529
i protomeru B: E141, M161, A525 1 L526 [72]) nie sa zachowane w SecA H. pylori, co
moze przynajmniej czeSciowo wyjasnia¢ przewage monomerOw w preparatach tego
biatka. Reszty aminokwasowe odpowiedzialne za tworzenie struktury dimerycznej

zaznaczono na Rycinie 43.
8.1.2. Analiza aktywnosci

Glowng funkcja SecA jest wigzanie prekursorow biatek przeznaczonych do
sekrecji translokonem SEC, a nastgpnie przeprowadzenie procesu translokacji przez
bton¢ cytoplazmatyczng kanatem SecYEG, wykorzystujac energi¢ z hydrolizy ATP.
Centrum aktywne ATPazy jest zlokalizowane w domenie NBD1 [80], miejscu odlegtym
w sekwencji liniowej od domeny C-koncowej. C-koniec SecA E. coli nie zostal
uwidoczniony w opublikowanych strukturach krystalicznych, jednakze analizy danych
uzyskanych technikag SAXS sugeruja, ze w natywnej czasteczce SecA rejon konca C jest
usytuowany w poblizu rdzenia katalitycznego biatka [73]. W zwiazku z tym, mozna byto

przypuszczaé, ze badane mutacje moga modulowaé aktywnos$¢ tego bialka.

Aktywno$¢ ATPazy oczyszczonych preparatow SecA E. coli (aktywno$¢
spoczynkowa) jest nieduza. Dane literaturowe wskazuja warto$¢ kkae 0,05 s' [73].
W przypadku SecA H. pylori aktywno$¢ ta miescita si¢ w podobnym zakresie wartosci
(kxat = 0,0248s™"). Stala Michaelisa wyznaczona dla ATP w przypadku SecA H. pylori
wynosi 0,04 mM 1 jest ona nizsza od wartosci wyznaczonej dla SecA E. coli (0,24 mM)

[201], co wskazywaloby na wyzsze powinowactwo SecA H. pylori do tego substratu.
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Hydroliza ATP przez SecA E. coli jest silnie stymulowana w obecnosci fizjologicznych
ligandéw, przede wszystkim bton komoérkowych i prekursorow wydzielanych biatek
[192,202]. Badania w uktadzie in vitro wskazuja, ze efektywne sa np. oczyszczone biatko
preOmpA, preSecM lub osobno dodane peptydy sygnatowe i rozwini¢te dojrzate biatka
[192,193,202,203], a funkcje bton komoérkowych moga petnié¢ liposomy uzyskane
z ekstraktow lipidow biatkowych E. coli lub oczyszczonych fosfolipidow zmieszanych
w odpowiednich proporcjach [121,192]. Aktywnos¢ ATPazy SecA E. coli wzrastala
10 - 80-krotnie, a stopien stymulacji zalezat od kompozycji ligandéw [192,201,202].

Uktad wykorzystany w tej pracy zawierat liposomy wykonane z ekstraktu lipidow E. coli,
peptyd sygnatowy cytochromu C H. pylori oraz rozwini¢te dojrzate biatko HtrA H. pylori.
Wedlug danych literaturowych [121,204] sama obecno$¢ lipidow stymuluje ATPaze
SecA E. coli, przy czym istotne jest stezenie lipidow w mieszaninie reakcyjnej.
Aktywnos¢ ATPazy SecA H. pylori byta takze wyzsza w obecnosci liposomow, a dodatek
peptydu sygnatlowego i rozwinigtego biatka HtrA dalej stymulowal hydroliz¢ ATP.
Podobne obserwacje zostaly opublikowane dla SecA E. coli. W tym przypadku
réwnoczesny dodatek syntetycznych peptydow sygnatowych i rozwinigtych biatek
sekrecyjnych stymulowat hydrolize ATP w podobnym stopniu jak obecno$¢ rozwinigtych
prekursorowych biatek [192]. Co ciekawe, dodatek samego peptydu sygnatowego nie
powodowat inhibicji ATPazy SecA H. pylori, jak to bylo wykazane dla SecA E. coli
[192,201]. Podsumowujac, uzyskane wyniki wskazuja, ze mechanizmy regulacji ATPazy

SecA u obu gatunkoéw bakterii s3 podobne.

Mutacje w rejonie C-koncowym SecA miaty zrdznicowany wpltyw na jego aktywnos$¢
enzymatyczna: od neutralnego (P858L, R837K), przez umiarkowanie aktywujace
(skrocenie SecA - C843X), po wyraznie stymulujace (C841Y, C852Y) (Wyniki 7.4.).
Badania przeprowadzone na biatku SecA E. coli [73] wykazaly, Zze wariant pozbawiony
domeny MBD (SecAAMBD), oraz podwo6jny mutant SecAC885A/C887A nie posiadatly
wykrywalnej aktywnosci ATPazowej; natomiast usunigcie catego regionu
C-terminalnego SecA zwigkszalo aktywnos$¢ ATPazowa ponad 10-krotnie. Domena FLD
najprawdopodobniej wigze si¢ do kieszeni wigzacej peptydowy substrat i powoduje
zmiany strukturalne w domenie PPXD, prowadzac do autoinhibicji aktywnosci
ATPazowej SecA. Zostato zaproponowane, ze wigzanie substratu i aktywacja ATPazy

jest zalezna od domeny MBD; stad jej brak lub obecno$¢ mutacji uniemozliwiajacych
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koordynacje jonu metalu prowadza do zaniku aktywnosci [73]. Muteina SecAC843X jest
najbardziej zblizona do mutanta SecAAMBD E. coli. W obu przypadkach w czesci
C-koncowej zostaje usuni¢ta domena wigzaca metal, a pozostaje domena FLD. Jednakze
mutacja C843X nie doprowadzita do utraty aktywnosci ATPazy; przeciwnie, aktywnos$¢
spoczynkowa ATPazy SecAC843X byta porownywalna do tej w biatku niezmutowanym.
Co wigcej warto$¢ kxar w obecnosci ligandow byta wyzsza niz dla biatka dzikiego, co
sugeruje, iz wigzanie ligandow, w tym rozwini¢tego bialka substratowego, nie jest
zaburzone. Wyniki te pozwalaja przypuszczaé, ze w przypadku SecA H. pylori nie
wystepuje autoinhibicja poprzez blokowanie miejsca wigzania substratu biatkowego
domeng FLD i wariant pozbawiony domeny MBD, w przeciwienstwie do SecAAMBD

E. coli, zachowuje zdolno$¢ do wigzania substratow biatkowych.
8.2. Wplyw mutacji w genie secA na cechy fenotypowe H. pylori

W celu okreslenia zmian fenotypowych u H. pylori wywotanych obecnoscig SecA
z mutacjami w rejonie C-koncowym podjeto probe uzyskania szczepoOw niosacych
poszczegblne mutacje w genie secA. Niestety ze wzgledu na budowe operonu
1 wystepujacego w nim naktadania si¢ gendw secA i lolF, przeprowadzone manipulacje
genetyczne wywolaly efekt polarny manifestujacy si¢ znaczacym obnizeniem ekspres;ji
genu lolFF (Wyniki 7.5.). Geny o naktadajacej si¢ sekwencji czesto podlegaja
dodatkowym regulacjom, w ktorych ekspresja pierwszego genu wptywa na ekspresje
kolejnego. Dodatkowo w przypadku naktadajacych si¢ genéw odczytywanych w tym
samym kierunku (jak w przypadku operonu secA-lolF) czgsto obserwuje si¢ sprzezenie
translacyjne, polegajace na zaleznosci translacji drugiego genu od efektywnosci translacji
pierwszego [205]. Najprawdopodobniej przerwanie cigglosci operonu spowodowato
zaburzenia w procesie transkrypcji, powodujace obnizenie poziomu mRNA z genem lolF'.
W zwigzku z tym konieczne bylo zastosowanie strategii pozwalajacej na uzyskanie
szczepOw zawierajacych mutacje w genie secA, ale nie modyfikujace struktury operonu.
Poniewaz zmutowane szczepy H. pylori N6 AhtrA 1 htrAS221A, zawierajg rOwnoczesnie
mutacje w genie secA, przywrocono niezmutowany gen htr4A w jego naturalny locus na
chromosomie, pozostawiajagc mutacje sec4. W ten sposob uzyskano szczepy H. pylori N6
secAC841Y, H. pylori N6 secAC852Y 1 H. pylori N6 secAR837K (Wyniki 7.5.1.).
Podjeto takze probe uzyskania szczepow komplementacyjnych. Poniewaz nie byto

mozliwe przywrdcenie wariantu niezmutowanego genu secA w jego naturalny locus,

166



wprowadzono dodatkowa kopi¢ genu secA typu dzikiego w alternatywne miejsce na
chromosomie (Wyniki 7.5.3.). Obecno$¢ dodatkowej kopii genu sec4 nie zmienita
poziomu transkryptu tego genu. Nie zaburzyta takze wzrostu bakterii ani w przypadku
szczepu H. pylori N6 typu dzikiego, ani szczepow H. pylori z mutacjami w genie secA.
Niestety, ponownie w komodrkach mutantow zaobserwowano spadek ekspresji genu lo/F.
Mozna wigc przypuszczaé, ze obecno$¢ dwoch kopii genu secA, zmutowanego
1 niezmutowanego, zaburza regulacje operonu secA-lolF. Dodatkowa kopia genu secA
znajduje si¢ pod kontrolg silnego promotora genu ured. W zwigzku z tym transkrypcja
genu secA odbywa si¢ niezaleznie od transkrypcji operonu secA-lolF. Poziom biatka
SecA jest u bakterii E. coli $ciSle regulowany [122]; przypuszczalnie u H. pylori jest
podobnie. Jednga z mozliwych przyczyn spadku poziomu mRNA /olF jest wydajna
ekspresja secA z kopii genu pod kontrola promotora wure, co moze powodowac
zahamowanie transkrypcji operonu secA4-lo/F w naturalnym locus na chromosomie. Ta
hipoteza nie wyjasnia jednak, dlaczego w komorkach zawierajacych dwie kopie
niezmutowanego secA nie byt obserwowany spadek ekspresji /o/F. W literaturze nie ma
danych na temat regulacji operonu secA-lolF, w zwigzku z tym trudno jest jednoznacznie
okresli¢ przyczyne tego zjawiska. Konieczne jest wiec przeprowadzenie dalszych badan

wyjasniajacych mechanizm regulacji ekspresji genu lol/F u H. pylori.

W zwiazku z brakiem odpowiednich szczepéw komplementacyjnych, genomy
zmutowanych szczepow (H. pylori secAR837K, H. pylori secAC852Y 1 H. pylori
secAC841Y) zostaty poddane sekwencjonowaniu w firmie zewngtrznej. Przeprowadzona
przeze mnie analiza otrzymanych sekwencji wykazala potencjalng obecno$¢ mutacji
punktowych, powodujacych substytucje aminokwasowe w kilku genach: hp 1167,
hp 13691 hp 0580 (Wyniki 7.5.5., Tabela 34). Wystepowanie tych zmian w sekwencji
zostalo zweryfikowane sekwencjonowaniem powielonych fragmentow DNA,
obejmujacych zidentyfikowane mutacje. Ostatecznie, potwierdzono obecnos¢ tylko
jednej mutacji niesynonimicznej, obecne] w szczepie H. pylori secAR873K: 156C>T
w genie hp 1167, skutkujacej wprowadzeniem kodonu STOP w pozycji Q53. Gen
hp 1167 koduje przypuszczalne biatko blony zewnetrznej HP1167 znane jako Omp3 lub
HofH. Ilo$¢ danych literaturowych odno$nie tego biatka jest bardzo ograniczona, jednak
w badaniach nad oporno$cig bakterii H. pylori na amoksycyling wykazano, ze substytucja
G228W w biatku HofH pojawila si¢ spontaniczne w wyniku presji antybiotykowe;j

1 przyczynita si¢ do zwigkszonej opornosci zmutowanego szczepu na ten antybiotyk
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[206]. Mimo, ze mutacja w przeprowadzonej analizie wskazata na inny rodzaj zmiany
sekwencji aminokwasowej, zbadalam oporno$¢ szczepow H. pylori secAR837K,
H. pylori secAC852Y 1 H. pylori secAC841Y na antybiotyk amoksycyling (Wyniki
7.6.3.). Uzyskane wyniki wskazaly, ze szczep H. pylori secAR837K nie roznit si¢
poziomem oporno$ci na amoksycyling od pozostatych analizowanych szczepow.
W zwiazku z brakiem innych doniesien literaturowych odnosnie roli biatka HofH oraz
brakiem wptywu zidentyfikowanej mutacji na fenotyp, uznano ze szczep H. pylori
secAR837K moze by¢ wykorzystany w dalszych analizach. Brak obecnosci istotnych
mutacji w sekwencjach kodujacych pozwolit nam na wykorzystanie niezmutowanego
szczepu macierzystego H. pylori N6 jako szczepu kontrolnego dla mutantdow w genie

secA.

Zdecydowana wigkszo$¢ biatek blony zewnetrznej jest eksportowana systemem
SEC. W zwiagzku z tym zmiany w funkcjonowaniu translokonu moga przektada¢ si¢ na
sktad btony zewngtrznej i wlasnosci powierzchniowe komorki bakteryjnej. Jednym
z indykatorow zmian w powierzchni komorki jest zdolno$¢ do autoaglutynacji
(autoagregacji), objawiajacej si¢ tworzeniem wielokomorkowych skupisk. Proces ten jest
zwykle regulowany przez rozpoznajace si¢ struktury powierzchniowe, takie jak biatka
1 inne makroczasteczki (np. egzopolisacharydy 1 eDNA), okreslane zbiorczo jako
autoaglutyniny [207]. Autoaglutynacja jest uwazana za istotny wyznacznik interakcji
komorek bakteryjnych z komorka gospodarza oraz czynnik zwigzany z wirulencja

szczepow patogennych [208].

W ramach tej pracy wykazano, ze mutacje powodujace zaburzenie miejsca
wigzacego jon metalu w SecA (C841Y, C852Y) powodowaly istotne statystycznie
obnizenie autoaglutynacji. Efekt ten natomiast nie byt widoczny w przypadku mutanta
H. pylori secARS837K (Wyniki 7.6.1.). Uzyskany wynik wskazuje, iz mutacje zaburzajace
miejsce wigzania metalu w SecA mogg wptywa¢ na wilasnosci powierzchni komorki

H. pylori, co sugeruje odmienng kompozycje makroczgsteczek powierzchniowych.

Do tej pory nie zostaly zidentyfikowane autoaglutyniny u H. pylori, w zwiazku z tym
trudno jest zweryfikowaé, ktory sktadnik blony zewnegtrznej jest translokowany
w odmienny sposéb w komorkach mutantow H. pylori N6 secAC841Y 1 H. pylori N6
secAC852Y. Dalsze badania, w tym planowana analiza proteomdéw mutantow, powinny

wskaza¢ prawdopodobne autoaglutyniny H. pylori.
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W analizach fenotypowych nie zaobserwowano natomiast zmian w integralnosci
btony zewngetrznej u zmutowanych bakterii po zastosowaniu jonowego detergentu jakim
jest SDS (Wyniki 7.6.2.). Znaczaca odporno$¢ na niskie stezenia SDS obserwowana
u bakterii Gram-ujemnych wynika z ujemnego tadunku btonowych sacharydow
[209,210]. W zwiazku z tym mozna spodziewaé si¢, ze odmienne funkcjonowanie

translokonu SEC w mutantach nie prowadzi do zmian w strukturze lipopolisacharydu.

Bardzo ciekawym wynikiem byto wykazanie, iz zmutowane szczepy H. pylori N6
secAC841Y, H. pylori N6 secAC852Y 1 H. pylori N6 secAR837K charakteryzuja si¢
nizsza wrazliwos$cig na antybiotyk tetracykling (Wyniki 7.6.3.). Tetracyklina jest
zwigzkiem hamujacym syntez¢ bialek bakteryjnych poprzez wigzanie si¢ do czasteczki
16S rRNA w podjednostce 30S rybosomu, uniemozliwiajac przylaczanie aminoacylo
- tRNA [211]. Znane s3 4 gtdowne mechanizmy oporno$ci na tetracykling u bakterii,
wykorzystujace: (1) pompy efluksyjne (EFF), (2) bialka chronigce rybosomy (RPP), (3)
destruktazy typu 1 (DES1) 1 (4) destruktazy typu 2 (DES2) [212]. Wptyw mutacji w genie
secA na funkcjonowanie powyzszych mechanizmow wydaje si¢ mato prawdopodobny.
Bardziej zasadne jest przypuszczenie, ze mutacje te prowadza do obnizonej wydajnos$ci
pobierania tego antybiotyku przez zmutowane komodrki. W przypadku E. coli,
tetracyklina dyfunduje biernie przez poryny blony zewngtrznej OmpF i1 OmpC, o czym
$wiadczg badania demonstrujace, Ze mutacje poryn powoduja zmniejszong wrazliwos¢
na tetracykliny [213]. Nastgpnie, zgromadzone w peryplazmie, nieznacznie lipofilowe
czasteczki tetracykliny dyfunduja do cytoplazmy przez blong wewngtrzng. Proces
wnikania do cytoplazmy jest czeSciowo zalezny od energii 1 wymaga sily
protonomotorycznej oraz hydrolizy wigzania fosforanowego ATP [214]. Mozna
przypuszczaé, ze w mutantach H. pylori secA dochodzi do obnizenia poziomu poryn,
przez ktore tetracyklina wnika do komodrek. Warto tez zauwazy¢, ze zardbwno dzialanie
translokonu SEC, jak 1 wnikanie tetracykliny do cytoplazmy sg zalezne od takich samych
zrodet energii. By¢ moze w komorkach mutantow wystepuje konkurencja o dostep do

ATP lub sily protonomotoryczne;j.

Poniewaz nie wiadomo, w jaki sposob mutacje w rejonie C-koncowym SecA
wpltywaja na translokacj¢ bialek przez blong wewnetrzng, podjeto probe okreslenia
wydajnosci tego procesu. Jako modelowy substrat dla SEC zastosowano biatko gGT. Jest

to wydzielany poza komoérke H. pylori czynnik wirulencji, ktory ulega dojrzewaniu
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w przestrzeni peryplazmatycznej. Powstanie formy aktywnej gGT wymaga
autokatalitycznego cigcia pomiedzy resztami GIn390 a Thr391 biatka, prowadzac do
powstania dwoch fragmentow o masie okoto 40 1 20 kDa [215]. Proces ten zachodzi
dopiero po translokacji biatka przez system SEC i odcigciu peptydu sygnatowego przez
peptydaze sygnatowa. W zwigzku z tym poziom aktywnosci tego biatka moze §wiadczy¢
o wydajnosci translokacji. Aktywno$¢ biatka gGT wydzielonego przez szczepy
z mutacjami w genie secA byta porownywalna lub nawet nieco wyzsza (dla SecAC852Y)
niz ta w szczepie typu dzikiego H. pylori. Poziom ekspresji genu ggt w dwoch
przetestowanych szczepach H. pylori N6 secAC841Y 1 H. pylori N6 secAR837K byt
poréwnywalny do tego w szczepie H. pylori wt. Z kolei analiza poziomu biatka wykazata
zwigkszong 1lo§¢ podjednostek dojrzatych form gGT w szczepach zmutowanych
w porownaniu do szczepu dzikiego. Jednakze, roznice te nie byly istotne statystycznie
(Wyniki 7.6.4.; 7.6.5.; 7.6.6.). Wyniki te wskazuja, iz mutacje w genie secA nie obnizajg
translokacji biatka gGT. Wynik ten byl zaskakujacy, gdyz poprzednio uwazano, ze
mutacje w secA suprymuja negatywny efekt mutacji htr4 poprzez obnizenie efektywnosci
eksportu bialek z cytoplazmy systemem SEC [180]. Nalezy jednak podkresli¢, ze gGT
jest biatkiem rozpuszczalnym. Uwaza si¢, ze rozpuszczalne biatka peryplazmatyczne
posiadaja naturalng zdolnos$¢ do zwijania si¢ w struktury natywne, nie wykazuja tendencji
do agregacji 1 by¢ moze nie wymagaja asysty bialek opiekunczych w procesie zwijania
[216]. Z kolei biatka btony zewngtrznej (OMP) przyjmuja natywna struktur¢ dopiero po
inkorporacji do dwuwarstwy lipidowej. Podczas tranzytu do OM wymagaja one asysty
biatek opiekunczych 1 przy zaburzeniach w funkcjonowaniu PSKJB czesto wchodza
w nienaturalne, szkodliwe dla komorki oddziatywania i tworza agregaty [217]. Proteaza
HtrA, istotny komponent PSKJB, bierze udzial w przeciwdziataniu skutkom stresu
wywotanego przez btednie zwinigte biatka (ang. protein folding stress) usuwajac biatka
o nieprawidtowej strukturze i zapobiegajac ich agregacji [218]. Jest wigc mozliwe, ze
roznice w efektywnosci translokacji dotyczg biatek OMP, a nie rozpuszczalnych biatek
peryplazmatycznych. W ramach tej pracy ta ewentualno$¢ nie zostata sprawdzona,
glownie ze wzgledu na brak odpowiedniego biatka modelowego. Biatka blony
zewngtrzne] nie wykazuja znanych mierzalnych aktywno$ci enzymatycznych i nie
posiadamy przeciwciat skierowanych przeciw biatkkom OMP H. pylori. Dobrym
reporterem dla eksportu bialek blony zewnetrznej bylaby toksyna VacA, ktora jest
autotransporterem typu V i zawiera domen¢ B-baryiki, ulegajaca inkorporacji do OM
[219]. Jednakze, w przypadku szczepu H. pylori N6 monitorowanie eksportu VacA nie
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jest mozliwe, gdyz biatko to jest w nim niewykrywalne. Analiza sekwencji genu vacA
wykazala, ze zawiera on mutacj¢ przedwczesnie powodujaca terminacj¢ transkrypcji
(Mirostaw Jarzab, wyniki nieopublikowane) i prawdopodobnie transkrypt lub skrocone
biatko sg wysoce niestabilne. W najblizszej przysztosci zostanie przeprowadzona analiza
proteomiczna komorek zmutowanych szczepow H. pylori secA, ktdéra moze ujawnic

zmiany w poziomie biatek OMP w odniesieniu do szczepu kontrolnego.

Kolejnym zaskakujacym wynikiem okazal si¢ wptyw mutacji w genie sec4 na
poziom ekspresji genu cagA: mutacja secAR837K powodowata spadek, natomiast
secAC841Y - wzrost poziomu mRNA cagA. CagA, jest biatkiem efektorowym H. pylori,
ktore nie jest wydzielane systemem SEC, lecz za posrednictwem systemu sekrecji typu
czwartego (T4SS) jest wprowadzane bezposrednio do komoérki gospodarza [220].
W zwiazku z tym CagA nie jest substratem dla SecA. Nie ma wielu doniesief
literaturowych na temat regulacji ekspresji cagd w komoérce H. pylori, jednak istnieja
prace wskazujace na stymulacje syntezy mRNA cagd w odpowiedzi na stres wywotany
podwyzszonym stezeniem soli [221] 1 po naglym obnizeniu pH [222]. Mozna wigc
przypuszczac, ze obserwowany wzrost poziomu ekspresji cagd w szczepie H. pylori N6
secAC841Y jest spowodowany wystgpieniem warunkow stresowych zwigzanych
z mutacja secAC841Y. Natomiast, obnizenie syntezy mRNA cagA w szczepie H. pylori
N6 secAR837K jest trudne do wytlumaczenia, gdyz brakuje doniesien opisujacych
spadek transkrypcji tego genu w warunkach stresowych. Niemniej, spadek ekspresji cag4
wystepuje w komoérkach traktowanych interferonem vy [223], co wskazuje na istnienie
mechanizméw hamujacych transkrypcje tego genu. Jednakze, we wszystkich
opublikowanych pracach poziom mRNA cagA korelowal z zawarto$cig biatka CagA
w komorkach; w przypadku mutantow H. pylori secA poziom CagA byl poréwnywalny
do zawartosci tego biatka w szczepie niezmutowanym (Wyniki 7.6.6.). Mechanizm
lezacy u podstaw przeciwstawnego wpltywu obu mutacji w genie secA4 na ekspresje genu

cagA pozostaje niejasny i bedzie wymagat dalszych badan.
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8.3. Wplyw czynnikow stresogennych na poziom ekspresji genow kodujacych

komponenty translokonu SEC

Zaburzenia w procesie faldowania/dojrzewania biatek peryplazmatycznych
1 btonowych moga negatywnie wplywa¢ na funkcjonowanie wielu ukladow
komoérkowych. W warunkach stresu zwigzanego ze zwijaniem si¢ i tranzytem bialek
Ww przestrzeni peryplazmatycznej oraz ich inkorporacjg i tworzeniem wtasciwych struktur
w blonie zewnetrznej, kontrolowanie naptywu nowych polipeptydoéw z cytoplazmy moze
stanowi¢ mechanizm zapobiegajacy gromadzeniu si¢ nieprawidtowo zwinietych bialek.
U bakterii E. coli, w warunkach stresu pozacytoplazmatycznego, obserwuje si¢ obnizenie
poziomu ekspresji gendw kodujacych biatka btony zewngtrznej i biatka sktadowe struktur
pozakomoérkowych, np. rzesek [224-226]. Przykladowo, wigkszo$¢ mutacji
supresorowych fenotypu wrazliwo$ci na podwyzszong temperature u mutantow E. coli
htrA zmniejsza stres powtok komorkowych poprzez eliminacj¢ lub zwigkszony wyptyw
substratow HtrA, badz tez poprzez obnizenie syntezy biatek, ktére w warunkach braku
HtrA moga mie¢ toksyczny wplyw na komorke bakteryjng [227]. U H. pylori,
w szczepach pozbawionych funkcjonalnego genu htrd, zaobserwowano obecnos$¢
dodatkowych, najprawdopodobniej supresorowych mutacji w genie sec4 [180]. Fakt ten
sugerowal, ze zaburzenie homeostazy bialek peryplazmatycznych i blonowych moze
wymaga¢ modulowania efektywnosci transportu poprzez translokon SEC. Poniewaz
wprowadzenie mutacji zmieniajacej funkcjonowanie kluczowego enzymu systemu SEC
jest dos¢ drastycznym sposobem modyfikacji wydajnosci translokacji biatek przez btone
wewnetrzng, zatozyliSmy, ze istniejg takze inne mechanizmy regulujgce ten proces.
Jednym z nich moze by¢ modulowanie poziomu ekspresji gendéw kodujacych
komponenty systemu SEC w odpowiedzi na stres zwigzany ze zwijaniem biatek poza
cytoplazma. W zwiazku z tym kolejnym podjetym w tej pracy krokiem bylo okreslenie,
w jaki sposob czynniki stresogenne uszkadzajace btony komoérkowe 1 wywotujace stres
w peryplazmie wptywajg na ekspresje¢ genow kodujacych kluczowe sktadniki systemu

SEC.

Zastosowane w moich badaniach czynniki stresogenne obejmuja podwyzszone
stezenie soli (NaCl), detergent jonowy SDS, etanol i kwasne pH. Kazdy z nich oddziatuje
na powtoki komorkowe bakterii, ale mechanizmy ich dziatania sg odmienne. Stresy solny

1 kwasowy sg typowymi, fizjologicznymi stresami dla bakterii H. pylori. Wedlug danych
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literaturowych, uzyte w pracy stezenie soli wynoszace 300 mmol/l moze by¢
powszechnie osiggane lub przekraczane w jamie zoladka w niektorych populacjach [221].
Podwyzszone stezenie NaCl wywotuje szok osmotyczny jonowy, a dodatkowo nadmiar
jonéw sodu moze prowadzi¢ do depolaryzacji btony komodrkowej oraz zaburzen
w strukturze 1 aktywno$ci biatek [228,229]. Obnizenie wartosci pH prowadzi do
uprotonowania czasteczek biologicznych, zmieniajac ich tadunek, co moze niekorzystnie
wptynag¢ zard6wno na ich strukture, dynamike oraz funkcje, poprzez modulacje
oddziatywan miedzyczasteczkowych 1 wewnatrzczasteczkowych [230]. SDS, jak zostato
wspomniane wczesniej, jest czynnikiem uszkadzajagcym blony komorkowe. Natomiast
etanol jest zwigzkiem indukujacym systemy odpowiedzi stresowej u E. coli, w tym
odpowiedzi na stres pozacytoplazmatyczny, powodujac uszkodzenia bton komoérkowych

oraz zaburzenia proceséw energetycznych komorki [231,232].

Kazdy z zastosowanych stresorow wplywal na poziom ekspresji genoéw
kodujacych komponenty translokonu SEC (Wyniki 7.7.2.). Warto jednak podkresli¢, ze
zakres zmian oraz zestaw gendw o zmienionym poziomie ekspresji byty odmienne, co
mozna uzna¢ za zgodne z roéznymi mechanizmami dzialania uzytych czynnikow
stresowych. Najsilniejszy efekt zaobserwowano w przypadku etanolu, ktéry silnie
hamowat ekspresje genéw kodujacych biatka tworzace kanat w btonie wewnetrznej
(secY, secE), a jednocze$nie stymulowat ekspresj¢ genu secA. Wynik ten jest zgodny
z danymi literaturowymi wskazujacymi na plejotropowe dziatanie etanolu i jego istotny
wplyw na fizjologie komorki [231,232]. Najmniejsze zmiany w poziomie ekspresji
genow spowodowalo obnizenie pH $rodowiska do wartosci 5,0, powodujace jedynie
nieznaczne obnizenie transkrypcji genu secY. Wynik ten moze odzwierciedla¢ zdolnos¢
H. pylori do adaptacji do zmiennych warunkéw pH w btonie §luzowej zotadka. H. pylori
jest neutralofilem przystosowanym do zycia w srodowisku kwasnym, a warto$¢ pH=>5,0
nie hamuje wzrostu tego organizmu. Mechanizmy adaptacji do niskiego pH sa u tego
organizmu unikatowe 1 pozwalaja utrzymaé odpowiednie pH przestrzeni
peryplazmatycznej, w kwasnym Srodowisku zotadka, przy ktorym zarowno pH
cytoplazmy, jak i potencjal btony komoérkowej sa odpowiednie dla wzrostu bakterii [233].
W zwigzku z tym zastosowany w badaniach stres pH mogl nie spowodowa¢ znaczacego
stresu w ostonach komoérkowych 1 w rezultacie nie doprowadzit do istotnych zmian
poziomu ekspresji gendw systemu SEC. Zaobserwowane zmiany w poziomie ekspresji

gendw secG 1 secE w komorkach traktowanych detergentem SDS moga wynikad
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z koniecznosci stabilizacji struktury kanalu i modulowaniu jego funkcjonowania
w warunkach zaburzonej integralno$ci dwuwarstwy lipidowej bton. W warunkach stresu
solnego zaobserwowano obnizenie poziomu ekspresji genu secY przy jednoczesnym
nieznacznym wzroscie poziomu eskpresji sec4. Zjawisko to réwniez moze wynikac
z zaburzen w integralnosci i funkcjonowaniu btony komorkowej spowodowanych

wysokim stezeniem NaCl.

U bakterii H. pylori nie zostal dotychczas opisany mechanizm regulacji
odpowiedzi na stres pozacytoplazmatyczny. Nie zidentyfikowano alternatywnych
czynnikow sigma ani systemow dwusktadnikowych funkcjonujacych w warunkach stresu
oddziatujagcego na powloki komoérkowe; nie sa takze znane przekazniki sygnatu
stresowego do cytoplazmy. W niniejszej pracy zaobserwowano, ze czynniki stresogenne
wywieraly zro6znicowany wplyw na ekspresje genow kodujacych komponenty systemu
SEC. W przypadku wyraznej represji genu secY wystgpowata rownoczesna stymulacja
transkrypcji secA (dzialanie NaCl i etanolu), a obnizonemu poziomowi ekspresji genu
secG towarzyszyl wzrost poziomu mRNA secE (dzialanie SDS). Jest to ciekawa
obserwacja, do tej pory nie odnotowana w literaturze dla bakterii poddanych dzialaniu
czynnikéw stresowych. Zrdznicowana ekspresja genow secA, secY 1 secF zostata
natomiast opisana przy przejsciu bakterii z fazy logarytmicznej do stacjonarnej: poziom
secA wzrastal, podczas gdy zawarto§¢ mRNA secY i SecF malala. Obserwacja ta
dotyczyla zardwno bakterii Gram-dodatniej Bacillus subtilis, jak 1 Gram ujemnej E. coli

[234], co moze wskazywac na zjawisko powszechnie wystepujace u bakterii.

Istnieje ewidentny zwigzek pomigdzy ekspozycja bakterii na warunki stresowe
a przej$ciem hodowli w stacjonarng faze wzrostu. Tranzycja z fazy intensywnego wzrostu
do stacjonarnej fazy wzrostu nastgpuje w wyniku braku substancji odzywczych,
obecno$ci toksyn lub dziatania stresu abiotycznego i wigze si¢ z duzymi zmianami
metabolicznymi [235]. W przeprowadzonych przeze mnie do$wiadczeniach bakterie
znajdujace si¢ w logarytmicznej fazie wzrostu byty poddawane godzinnej ekspozycji na
czynniki stresogenne. By¢ moze, pod wplywem stresu hodowla mogta stopniowo
przechodzi¢ w stacjonarng fazg wzrostu. Alternatywnie, opisane przez autoréw zmiany
w ekspresji genow sec mogty by¢ skutkiem stresu pojawiajacego si¢ w starzejacej si¢

hodowli bakteryjne;.

174



Trudno jest jednoznacznie oceni¢ znaczenie zroznicowanej ekspresji genow secA i secY.
SecY jest biatkiem tworzacym transbtonowy kanal przewodzacy preproteinge do
peryplazmy [236], natomiast pozostate komponenty kanatu SecYEG — SecE i SecG,
petia funkcje pomocnicze polegajace na stabilizacji struktury kanatu i modulowaniu
wydajnosci translokacji [237,238]. Obnizenie poziomu mMRNA secY moze wigc
ogranicza¢ transport bialek przez translokon SEC. W takiej sytuacji wzrost poziomu
ekspresji genu sec4A moglby umozliwia¢ eksport bialek w mechanizmie zaleznym
wytacznie od SecA. Zgodnie z doniesieniami literaturowymi, samo biatko SecA E. coli,
niezaleznie od kompleksu SecYEG, moze transportowac biatka przez blon¢ komorkows.
Proces ten jest mniej wydajny i charakteryzuje si¢ ograniczong specyficznoscia
wzgledem peptydow sygnalowych, ale potencjalnie moze stanowi¢ alternatywny szlak

eksportu biatek w warunkach stresowych [121,239].

Podsumowujac, stres srodowiskowy wptywajacy negatywnie na powtoki komoérkowe
moze modulowaé poziom ekspresji gendw kodujacych komponenty translokonu SEC.
Mozna wigc oczekiwaé, ze w odpowiedzi na stres dochodzi do zmian w wydajnosci

funkcjonowania translokonu SEC.
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9. PODSUMOWANIE

Przeprowadzone w ramach niniejszej pracy badania wskazuja, ze modulowanie
tempa translokacji biatek poprzez system SEC moze by¢ elementem odpowiedzi komorki
na stres wystepujacy w powtokach komorkowych bakterii. Stres ten moze by¢ wywotany
deregulacja pozacytoplazmatycznego systemu kontroli jako$ci biatek (brak
funkcjonalnego biatka HtrA) lub dziataniem czynnikéw abiotycznych, a jego efektem

moze by¢ zaburzenie homeostazy w peryplazmie i btonach komorkowych.

Wykonane w ramach mojej pracy doktorskiej badania pozwalaja na zaproponowanie

nastepujacych wnioskow:

(1) Dzialanie translokonu SEC moze by¢ modulowane poprzez mutacje w genie sec4,
zmieniajace region C-koncowy SecA. Efektem tych mutacji moga by¢ zmienione
wlasnosci powierzchni zmutowanych komorek i ich obnizona wrazliwo$¢ na
antybiotyk tetracykling. Nie zaobserwowano natomiast wplywu mutacji na
wydajno$¢ sekrecji rozpuszczalnego biatka gGT, co moze wskazywaé na
odmienng efektywno$¢ translokacji bialek btonowych 1 rozpuszczalnych

w obecnosci mutein SecA.

(2) Mutacje w rejonie C-koncowym SecA wywierajg zrdéznicowany wpltyw na
wlasciwosci tego biatka oraz fenotypy zmutowanych szczepow H. pylori secA.
Mozna je jednak podzieli¢ na dwie gtowne grupy: (A) mutacje zaburzajace
miejsce wigzania metalu (C841Y, C852Y) i (B) mutacje znajdujace si¢ poza tym
miejscem (R837K, P85S8L). Efekty mutacji w pierwszej grupie wykazujg bardziej
wyrazne efekty 1 obejmuja podwyzszong aktywnos¢ ATPazy, zmiany w poziomie

autoagregacji komorek, wzmozong ekspresj¢ genu cagA.

(3) Czynniki stresogenne dziatajace na komodrke i wywotujace stres w btonach oraz
przestrzeni peryplazmatycznej powodowaty zréznicowang ekspresje genow sec.
W warunkach stresu indukowanego NaCl 1 etanolem, efekt ten przypominat
zmiany ekspresji gendw secY 1 secF przy przejsSciu bakterii E. coli 1 B. subtilis do

stacjonarnej fazy wzrostu.

Ponadto efektem niniejszej pracy jest charakterystyka biochemiczna dotad niezbadanego

pod tym wzgledem biatka SecA H. pylori i wstgpne poréwnanie jego wiasnosci do
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doktadnie opisanego w literaturze biatka SecA bakterii E. coli. Bialka te, mimo istnienia

wielu podobienstw, wykazuja istotnie roznice:

(1) Struktury trzeciorzedowe obu bialek wydaja si¢ by¢ nieco odmienne. Utozenie
przestrzenne rejonéw C-koncowych SecA H. pylori 1 SecA E. coli
najprawdopodobniej rézni si¢. Swiadcza o tym rézne odmienne stabilno$ci
termiczne czasteczek wariantdow pozbawionych domeny MBD, przy czym
wartos¢ Tm biatka SecAC843X H. pylori byta o ok. 7°C wyzsza niz T, muteiny
SecAAMBD E. coli. Ponadto obie muteiny roznity si¢ aktywnoscia ATPazy:
wariant z H. pylori zachowywal t¢ aktywnos¢, podczas gdy wariant z E. coli byt
pozbawiony zdolnosci do hydrolizy ATP. Moze to $wiadczy¢ o odmiennych

strategiach regulacji aktywnosci obu biatek.

(2) Biatka SecA H. pyloriiSecA E. coli tdznig si¢ strukturg czwartorzedowa. Gtéwna
formg SecA H. pylori w roztworze jest monomer, podczas gdy SecA E. coli

wystepuje przede wszystkim jako dimer.
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