»Translokon SEC jako mediator odpowiedzi komorki
na zaburzenie pozacytoplazmatycznej homeostazy u bakterii Helicobacter pylori”
mgr Patrycja Ambroziak

Eksport bialek z cytoplazmy jest kluczowym procesem u bakterii, zapewniajacym
prawidtowe funkcjonowanie komorek, w tym biosyntez¢ bton, tworzenie struktur
powierzchniowych 1 oddziatywanie z organizmem gospodarza w przypadku szczepow
patogennych lub symbiotycznych. Wigkszo$¢ biatek bakteryjnych przeznaczonych do eksportu
poza cytoplazmg jest translokowana przez blon¢ wewnetrzng za posrednictwem systemu SEC.
System ten sktada si¢ z dwoch gtownych komponentow: cytoplazmatycznego biatka SecA oraz
kanalu SecYEG w blonie wewnetrznej. SecA pelni podwojng role w procesie translokacji:
(1) dziata jako ATPaza i poprzez hydrolize ATP dostarcza energii do translokacji substratow
biatkowych przez kanat SecYEG, (2) uczestniczy w rekrutacji i dostarczaniu substratow
biatkowych do kanalu SecYEG. Funkcjonowanie systemu SEC zostalo najlepiej zbadane
u modelowej bakterii Escherichia coli, natomiast w przypadku Helicobacter pylori, jednego
z najpowszechniejszych bakteryjnych patogenow czlowieka, wiedza w tym zakresie jest
ograniczona. Jednym z gldwnych czynnikoéw wirulencji H. pylori jest biatko HtrA, ktore
stanowi tez istotny element pozacytoplazmatcznego systemu kontroli jako$ci biatek
u bakterii Gram-ujemnych. Wyniki przeprowadzonych wczesniej badan, dotyczacych biatka
HtrA H. pylori wskazaly, ze letalny efekt braku funkcjonalnej proteazy HtrA u tej bakterii moze
by¢ suprymowany przez mutacje w C-koncowej czesci biatka SecA. Pozwolito to postawic
hipotez¢ zakltadajaca istnienie mechanizmu regulujacego funkcjonowanie translokonu SEC
w odpowiedzi na stres pozacytoplazmatyczny. Mechanizm ten méglby polega¢ zar6wno na
zmianie efektywno$ci dzialania poszczegdlnych komponentow SEC jak 1 na modulacji
zawartos$ci sktadnikoéw kompleksu tego translokonu, co moze doprowadzi¢ do zmian w tempie

eksportu bialek z cytoplazmy.

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

w warunkach stresu blonowego 1 peryplazmatycznego.

W pierwszym etapie badan przeprowadzono charakterystyke biochemiczng biatka SecA
H. pylori, ktérego wlasnosci do tej pory nie byty opisane w literaturze. Analizy obejmowaty

aktywnos$¢ ATP-azowa, wlasciwosci strukturalne biatka i jego stabilnos$¢ termiczng. Uzyskane



wyniki pozwolity na poréwnanie SecA H. pylori z jego homologiem z E. coli. Wykazano
istotne zmiany w strukturze czwartorzgdowej 1 stabilnosci czasteczek: SecA H. pylori
wystepowat gtdwnie jako monomer, podczas gdy SecA E. coli tworzy gtdéwnie dimery. Ponadto
biatko SecA z H. pylori charakteryzuje si¢ wyzsza stabilno$cig termiczng niz SecA z E. coli.
Wyniki te mogg wskazywa¢ na odmienne strategie regulacji funkcjonowania systemu SEC
w obu gatunkach. Nastepnie przeanalizowano fenotypy H. pylori z mutacjami secA w rejonie
kodujacym C-koncowa domeng SecA. Stwierdzono, ze obecno$¢ mutacji moze wplywacé na
wiasciwosci powierzchni komoérek oraz obniza¢ ich wrazliwo$¢ na antybiotyk tetracykling.
Szczegdlnie wyrazne efekty dotyczyly mutacji zaburzajagcych miejsce wigzania metalu
(C841Y, C852Y), ktore prowadzily do podwyzszonej aktywnos$ci ATP-azowej biatka SecA
i zwigkszonej autoaglutynacji komorek H. pylori. Nie zaobserwowano natomiast istotnych

zaburzen eksportu wydzielanego czynnika wirulencji, biatka gGT.

W kolejnym etapie zbadano wplyw czynnikow stresogennych dziatajacych na blony
1 przestrzen peryplazmatyczng na ekspresj¢ genéw kodujacych komponenty translokonu SEC.
Analizy wykazaly zmiany w poziomie transkryptow, szczegolnie w przypadku genow sec?,

secE 1 secG, kodujacych elementy kanatu SecYEG.

Podsumowujac, przeprowadzone badania wskazuja, ze system SEC u H. pylori odgrywa
istotng role w odpowiedzi bakterii na stres blonowy i peryplazmatyczny. Mutacje w genie secA
wplywaja na aktywnos$¢ katalityczng SecA, zmieniajg fenotyp bakterii, a ekspresja genow
kodujacych komponenty translokonu podlega regulacji pod wpltywem czynnikow
srodowiskowych. Wyniki te potwierdzaja przypuszczenie, ze modulacja translokacji biatek
przez system SEC moze stanowi¢ element adaptacyjnej odpowiedzi H. pylori na stres
komorkowy. Roéwnolegle dokonano pierwszej biochemicznej charakterystyki SecA H. pylori,
ujawniajacej réznice w stosunku do homologu z E. coli, co podkresla unikatowe cechy tego

patogenu.



