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Cykl komoérkowy bakterii to uporzgdkowany cigg zdarzen prowadzacy do powstania
dwéch komodrek potomnych. Obejmuje on wzrost, replikacje DNA oraz podziat komorki.
Replikacja DNA ma kluczowe znaczenie w cyklu komérkowym, gdyz zapewnia wiernosé
i integralno$¢ materiatu genetycznego przekazywanego komdérkom potomnym. Proces ten
zachodzi dzieki skoordynowanej aktywnosci wyspecjalizowanej maszynerii biatkowej zwanej

replisomem.

Podczas inicjacji replikacji biatko inicjatorowe DnaA doprowadza do rozplecenia
dupleksu DNA w rejonie oriC, co umozliwia przytgczenie helikazy, prymazy
oraz wielopodjednostkowej polimerazy DNA lll. Precyzyjna regulacja aktywnosci DnaA w cyklu
komdrkowym zachodzi przy udziale biatek regulatorowych — pozytywnego regulatora DiaA
promujgcego inicjacje oraz negatywnych biatek regulatorowych Hda i SegA, ktdre zapobiegaja
przedwczesnej reinicjacji. W etapie elongacji katalityczna podjednostka polimerazy Il wydtuza
ni¢ DNA w kierunku 5°-3’, uzywajgc substratow (deoksyrybonukleotydéw) dostarczanych
przez reduktaze nukleotydéw. Procesywnosé polimerazy zapewnia podjednotska 3, tak zwana
klamra, przytgczana do DNA dzieki aktywnosci podjednostek tworzgcych kompleks tadujgcy
klamre. Replikacja chromosomu postepuje w obydwu kierunkach az do osiggniecia miejsca

ter, gdzie nastepuje jej terminacja.

Kluczowe procesy w cyklu komorkowym bakterii — replikacja DNA i podziat komorki —
muszg by¢ nie tylko scisle kontrolowane, ale i skoordynowane ze wzrostem, ktérego tempo
w réznorodnym s$rodowisku naturalnym mikroorganizméw moze ulegaé¢ bardzo szybkim
zmianom. Mechanizm tej koordynacji nadal nie jest w petni poznany. Coraz wiecej przestanek
sugeruje jednak, ze zalezna od wzrostu regulacja replikacji jest sprzegana z réznorodnymi

procesami metabolicznymi.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej jest scharakteryzowanie powigzan pomiedzy
replikacjg DNA a innymi procesami komdrkowymi w modelowej Gram-ujemne] bakterii
Escherichia coli. Gtdwna postawiona hipoteza badawcza zaktada, ze biatka zaangazowane

w przebieg i regulacje replikacji mogg bezposrednio oddziatywac z biatkami metabolicznymi



i/lub drobnoczgsteczkowymi metabolitami. Te interakcje, wystepujgce w komorce w danym
momencie cyklu komérkowego i w okreslonych warunkach wzrostu, mogg regulowad
aktywnos¢ biatek replikacyjnych i stanowi¢ mechanizm koordynujacy replikacje DNA

ze wzrostem komorki bakteryjne;.

Badania obejmowaty osiem kluczowych biatek zaangazowanych w przebieg
oraz regulacje replikacji DNA E. coli — DnaA (biatko inicjatorowe), DiaA, Hda, SeqA (biatka
regulatorowe inicjacji), DnaB (helikaze), DnaG (prymaze), HolD (podjednostke  polimerazy
DNA I, czes¢ kompleksu tadujgcego klamre) oraz NrdB (podjednostke [ reduktazy
nukleotydéw). Przeprowadzitam analize sieci interakcji, ktére tworzg wspomniane biatka
w warunkach szybkiego oraz wolnego wzrostu komorek. Izolacja komplekséw biatkowych
powstajgcych bezposrednio w komdrce bakteryjnej jest mozliwa dzieki dotgczeniu
do sekwencji kodujgcej sekwencji znacznika SPA. Umozliwia on oczyszczanie biatka
oraz oddziatujgcych z nim molekut z wykorzystaniem chromatografii powinowactwa,
a nastepnie identyfikacje sktadu komplekséw metodg spektrometrii mas poprzedzonej
chromatografia cieczowg. W  eksperymencie  uwzglednitam  préby  kontrolne
oraz zaproponowatam dwie strategie analizy specyficznosci uzyskanych interakcji — jakosciowa

i ilosciowa.

Profile interakcji biatek replikacyjnych wykazujg duzg zalezno$é wobec warunkdéw
wzrostu komédrek. Ponadto kazde z nich tworzy odrebne sieci interakcji, a pula biatek
oddziatujgcych z wiecej niz jednym biatkiem-przynetg jest stosunkowo niewielka. Biatka
oddziatujgce z aparatem replikacyjnym reprezentujg rézne procesy funkcjonalne, sposrod
ktérych mozna wyrdzni¢ biogeneze rybosomu, obrdobke i degradacje RNA oraz metabolizm
nukleotyddw. Szczegdlnie istotna jest identyfikacja biatek zaangazowanych w synteze powtok
komodrkowych — fosfolipidéw btonowych, peptydoglikanu oraz lipopolisacharydu (LPS). Rézni
przedstawiciele tej grupy funkcjonalnej pojawiajg sie konsekwentnie w interaktomach prawie

wszystkich analizowanych biatek.

Sposréd  zidentyfikowanych partneréw interakcyjnych wybratam kilka biatek
do dalszych analiz, po czym okreslitam wptyw delecji ich gendw na zawartos¢ DNA
w komdrkach metody cytometrii przeptywowej po zatrzymaniu replikacji. Wykazatam, ze

pozbawienie komérki biatka RfaD, zaangazowanego w jeden z etapéw syntezy rdzenia LPS,



przyczynia sie do asynchronicznej inicjacji replikacji w komaorce oraz zaburzen czasu inicjacji
replikacji w cyklu komérkowym, widocznych zwtaszcza w warunkach wolnego wzrostu
komorek. Delecja genu rImE, kodujgcego metylotransferaze rRNA, opdznia inicjacje replikacji
w cyklu komdérkowym i zaburza jej synchronicznos¢, jednak efekt ten manifestuje sie
w warunkach szybkiego wzrostu komoérek. Uzyskane przeze mnie wyniki wskazujg, ze
mechanizmy kontroli replikacji, w ktére zaangazowane sg biatka oddziatujgce z aparatem

replikacyjnym, sg istotnie zalezne od warunkéw wzrostu.

W ramach wspotpracy naukowej uczestniczytam réwniez w badaniach nad funkcja
lipoprotein wspomagajgcych kompleksu Bam, odpowiedzialnego za fatdowanie biatek
zewnetrznej btony komdrkowej. Ze wzgledu na obserwowane interakcje genetyczne genu
bamB z podjednostkami polimerazy DNA Il oraz regulatorami replikacji, okreslitam wptyw
jego delecji na regulacje replikacji w cyklu komérkowym metodg cytometrii przeptywowej
po zatrzymaniu replikacji. Wykazatam, ze delecja genu bamB w komdrce moze prowadzic
do wczesniejszej i czesciowo asynchronicznej replikacji w cyklu komoérkowym. Wyniki te
stanowig dodatkowe potwierdzenie funkcjonalnych zaleznosci miedzy homeostazg powtok

komodrkowych a regulacja replikacji u E. coli.

W strukturze biatka DiaA — pozytywnego regulatora inicjacji replikacji — wyrdznié
mozna domene wigzacg fosfocukry, typowag dla izomeraz cukrowych, co sktonito nas
do zadania pytania nie tylko o jej mozliwg role, ale tez o potencjalne interakcje biatek
replikacyjnych z metabolitami. Pokazalismy, ze DiaA moze oddziatywaé z sedoheptulozo-7-
fosforanem (S7P) in vitro, a interakcja ta hamuje pozytywny efekt DiaA na wigzanie biatka
inicjatorowego w rejonie oriC. Ponadto zaobserwowatam, ze obnizenie poziomu S7P in vivo
powoduje deregulacje czasu inicjacji replikacji w cyklu komdrkowym. S7P jest zaangazowany
w synteze bakteryjnego LPS, jak rdwniez w cykl pentozofosforanowy uczestniczgcy w produkcji
nukleotydéw. Odkryte powigzania wskazujg na istnienie zalezno$ci miedzy synteza
zewnetrznych powtok komérki, syntezg nukleotyddw i inicjacjg replikacji, ktére mogtyby
odpowiadaé za koordynacje cyklu komdérkowego w sposdb zalezny od stezenia metabolitéw

i aktywnosci enzymdéw metabolicznych.

Wyniki uzyskane w ramach rozprawy sg punktem wyjscia do dalszych badan
prowadzgcych  do ustalenia  funkcjonalnego  znaczenia  odkrytych  oddziatywan,

a w konsekwencji do lepszego zrozumienia mechanizméw sprzegajgcych replikacje i inne



procesy w komorce. Koordynacja cyklu komérkowego bakterii ma kluczowe znaczenie
dla przezycia mikroorganizméw w zmiennym srodowisku, a takze dla wirulencji bakterii
patogennych. Co za tym idzie, odkryte mechanizmy mogg stanowi¢ cele molekularne
dla nowych lekéw przeciwbakteryjnych, a z drugiej strony pozwolg na wspieranie wzrostu

bakterii tam, gdzie jest to pozgdane, na przyktad w bioreaktorach.



