Miedzyuczelniany Wydziat Biotechnologii
Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego

Mgr inz. Andrzej Dubiel

Proteaza CIpAP jako czynnik kontrolujacy
aktywacje systemu toksyna-antytoksyna parDE
plazmidu RK2

CIpAP protease as a controlling factor of the parDE toxin-antitoxin system
activation of RK2 plasmid

Praca przedstawiona
Radzie Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Gdanskiego
celem uzyskania stopnia doktora

w dziedzinie nauk $cistych i1 przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne

Promotor: Prof. dr hab. Igor Konieczny

Promotor pomocniczy: Dr Katarzyna Wegrzyn

Pracownia Biologii Molekularnej

Katedra Biologii Molekularnej i Komoérkowe;j
Migdzyuczelniany Wydziat Biotechnologii
Uniwersytetu Gdanskiego

i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego

GDANSK 2020



Dziekuje Narodowemu Centrum Nauki za wsparcie w trakcie realizacji niniejszej pracy w
ramach grantu ,, Kompleksy nukleoproteinowe w replikacji DNA, proteolizie i plazmidowych
systemach programowanej smierci komorki” DEC-2012/04/A/NZ1/00048

N NARODOWE CENTRUM NAUKI

1



Serdecznie dzigkuje:

Promotorom,

Profesorowi Igorowi Koniecznemu i doktor Katarzynie Wegrzyn

Za wszystko czego si¢ nauczylem w trakcie realizacji doktoratu.

Rodzinie,

Zonie Kamili za wsparcie i motywacje.

Rodzicom i Braciom,

Za mozliwosci, bez ktorych nie stalbym w tym miejscul.

Babci Danusi,

Ktorej wiara byta nieztomna od poczqtku...

Pracownikom Katedry Biologii Molekularnej i Komorkowej

A w szczegolnosci Ani, Marcie i Gosi,
Za pomoc, owocne dyskusje i wspaniatq atmosfere pracy.

2



Spis tresci

INDEKS SKROTOW .....cviuimiuiiinnininiitninincttssssesestsssssssssstssssssssessssssssssessassssssssssssssssssssesssssssssnens 6
B Y = ot = o 8
7 1 =T o N 10
2.1 Systemy tokSyNa-antytoKSYNa .....c.uuiiiicuiiiiiiiiie et e e 10
2.2 Funkcje Komorkowe syStEMOW TA .......ooiiiiiiiiie ettt e e e e e e ebae e e enraeas 11
2.2.1 Posegregacyjna Smieré KOmOrki PSK.......c..oiiiiiiiei ittt e e e 13
2.2.2 Odpowiedz Nna infekcje fAgOWa ......eviieeiiieecee e 14
2.2.3 Formowanie komarek spoczynkOWYCh ........coccuviiiiiiii i 14

2.3 Cele KOMOIKOWE tOKSYN .. .cviiiiiiiiee ettt ettt e e e st e e e satae e e enraeeeeanes 16
2.3.1 Cele komoérkowe toksyn systemow TA typU Hl...c.eeeeeeeiieeicieeecce e 17
2.3.2 Cele komoérkowe toksyn pozostatyCh typOW .......c.ueeveeciiiiicciieieccee e 18

2.4 AKEYWACja SYSTEMOW TA ..ottt e e e e e s ae e e e st e e e st ee e e snbeeesenareeeeennreens 19
241 Regulacja dziatania systemoéw TA poprzez transkrypcje ....cceeecveeeeeeiveeeeecieeeesscieee e 19
2.4.2 Autoregulacja transkrypcji systemow TA typu ll..c..eveeieiiiiicee e, 20
2.4.3 Bezposrednie kontrolowanie toksyny przez sprzezong antytoksyne.........ccccccveeeenneen. 22
2.4.4 Aktywacja systemdw TA typu Il przez proteolize antytoksyny ........cccceecieeeeciieeeennen. 23

2.5 System TA parDE plazmidu RK2 ......coocuiiiiiiiiie ettt sire s s sre e s s saaee e 24
2.5.1 ANLYLOKSYNA PAD ...eviiiiiiiie ettt e e st e e et ae e e e ae e e e abae e e e eaneeas 25
2.5.2 TOKSYNA PAFE.....eiiii ittt ettt e e e st e e e et a e e e e eabae e s esnbae e e esabteeeenareeas 25
2.5.3 AKEYWAC]ja SYSTEMU PAIDE ........cooeeevieeeeeee et e e st e et e e e e ree e e e bae e s eabae e e eeabeee s e areeas 26

N o= [N ] Yoy VN 27
L |V Y =T - 1 Y OO RSOPO 28
4.1 Ry Zor =] o VA o | ST Y/ ([P SRSRN 28
4.2 Plazmidy i 0ligonUKIEOtYAY ........uuiiiiieeeee e e e 28
421 o P2 3 Y o 1 USSR 28
4.2.2 (@] 17= oY U] Lo 1Y/ N U 30

4.3 BUTOIY § FOZEWOIY .ttt et e e et e e e e et ae e e s eabee e s eabaee e esabaeeeennseeas 30
43.1 21U o o TSP UPP 30
4.3.2 ROZEWOIY . 32

4.4 POAI072 hOAOWIANE ...coneiiiie e et 32
4.5 21022 chromatografiCZNe ......uvii i e e 33
4.6 (070 (o747 0] 0 1< PR 33
4.7 BIATKA 1.ttt st st b e be e e ae e eaeeereen 34



4.9 INNE MALEIATY et e e e e e s s e e e s e e e e sbee e e e sabeeesenareeas 35
L O ] o] 4= SN 35
1Y =3 o o 1Ot 37
5.1 OCZYSZCZANIE DINA ...t e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeaeeeeeaeaees 37
5.2 tancuchowa reakcja polimerazy (PCR).......ccuieicieieiiie e eeeeetee e steeetee e te e et e e saaeesraeenes 37
53 Trawienie reStrykCyJNe DINA ......oo oottt ree e s e e s s e e s s bee e s e sareeeesnareeas 37
5.4 Wypetnianie lepkich koicdw DNA fragmentem KIENOWa.........ccccveviiiiieiiiiiieeeerieee e 38
5.5 [D1<] o3 o] 0/ - [ oI - T USSR 38
5.6 (T o] - U P PP PP TP 38
5.7 Przygotowanie komdrek kompetentnych i transformacja........ccceeeveiivicee e, 38
5.8 Elektroforeza DNA W ZEIU @BarOZOWYM .....cciiiuiiiiiiiiieeeeiiee e eeitee e esree e s ssree e s seebae e s s sveeesennseeas 39
5.9 Elektroforeza w denaturujgcym zelu poliakrylamidowym (SDS-PAGE) .........cccceecveeeviveennnenn. 39
5.10 Barwienie zeli poliakrylamidowych barwnikiem Coomassie.........cccccveeeiiereecciiieececiree e, 39
Lo R VT =T o o I =] o) ] o =SSP 39
5.12  Okreslenie stezenia biatek i DNA.......cooiiiiii it ree e s e e e 40
5.13  OCzZYSZCZANIE DIAtEK ..eeeieeiieeeeee e e e 40
5.13.1  Oczyszczanie biatka ParD plazmidu RK2.........cocciiiiiiiiee et 40
5.13.2  Oczyszczanie biatka ParE plazmidu RK2 ........coooouiiiiieiiiee et 41
5.13.3  Oczyszczanie biatka GYrAB ESCHEriChiQ COli..........oooeecuveeiieceiieeeeciiee e 41
5.13.4  Oczyszczanie biatka ClpA ESCHEriChia COli........cccvveiieciiiiieiiiii et 42
5.13.5 Oczyszczanie biatka ClpA Caulobacter crescentus i CIpA Pseudomonas putida............ 43
5.13.6  Oczyszczanie biatka ClpX ESCherichi COli.............ooeucueeiieciiieieiiiee ettt 44
5.13.7  Oczyszczanie biatka ClpP ESCherichia COli...........c.ooueecveeieeciieeieiiiee ettt 45
5.13.8  Oczyszczanie biatka ClpP Caulobacter crescentus i ClpP Pseudomonas putida ............ 45
5.14  TeSt aKYWNOSCI BYIazZy ..uuuieeiiiieeeciiie ettt ertee et e et e e e s be e e e et a e e e e abaee e eabaeeeenbeeeeennreeas 46
5.15  Prot@O0lIZa iN VIErO ...coueeueieiieieeiee ettt sttt et et 46
5.16 Test immunoenzymatyCzny (ELISA)......ccuuii ittt ettt e e atre e e e 47
5.17 Test EMSA (ang. Electrophoretic Mobility Shift ASSay).....ccccccveeeeeiiiiieeeciee e 47
5.18 Powierzchniowy rezonans plazmonoWy (SPR) .......cocuieiiiieiiieciee ettt e 48
5.18.1  Analiza oddziatywan typu biatko-biatko ..o, 48
5.18.2  Analiza danyCh SPR........uuiiiiie e e e e e e e et e e e e e e e are e e e e e eens 49
5.19  Analiza stabilnosci biatka in ViVo ........c.cooeiiiiiiiii e 49
5.20 Okreslenie liczby komdrek w komorze Petroffa-Hausera.......ccceeecveeeeecieeeeeciiee e e, 50
5.21 Analiza stabilno$ci plazmidu.........cccuueiiiiiiiice e e 50
5.22  Analiza statystyczna otrzymanych WYNIiKOW .........cccueeiiiiiiiiiiiiiee e 51

4



5.23  Analiza struktur biatek i komplekséw nukleoproteinowych systemu parDE ........................ 51
T T Y3 1T N 52
6.1 Oczyszczanie komponentdéw biatkowych systemu TA parDE i proteaz bakteryjnych........... 52
6.2 Analiza aktywnosci oczyszczonych komponentow systemu TA parDE ..............ccceccuveeeennneen. 53
6.3 Proteaza ClpAP jest odpowiedzialna za degradacje biatka ParD..........ccccoceveeecieeieccieeecnnen. 56
6.4 Biatko ParE jest stabilne w komdrkach gospodarza ........ccccceveeeeeiiicieiiiccien e, 57
6.5 DNA stymuluje proteaze ClpAP do degradacji ParD........ccccceeeeeciiiieeeeeeeeecciiieee e, 57
6.6 Stabilnos¢ biatka ParD wzrasta, gdy jest zwigzane z ParE ........cocccvevvviieiecicieee e 59
6.7 Proteaza ClpAP jest niezbedna do aktywacji systemu TA parDE plazmidu RK2 ................... 64
6.8 Formowanie kompleksu ParDE wptywa na struktury i funkcje obu biatek systemy parDE
(01 =4 0 o1 Te [V 317U 67
A 0 1V (T L T- TRt 70
Lo T U440 1 - o - 77
LI 1 7= [ 79
=T 1 - U 81



INDEKS SKROTOW

A — antytoksyna
aa — (ang. amino acid) aminokwasy

AAA+ — (ang. ATPases Associated with diverse cellular Activities) ATPazy zwigzane z
réznorodnymi aktywno$ciami komérkowymi

ADP — difosforan adenozyny

Amp — ampicylina

ATP — trojfosforan adenozyny

BSA — (ang. bovine serum albumin) albumina surowicy bydlece;j

Cc — Caulobacter crescentus

DTT — ditiotreitol

Ec — Escherichia coli

EDTA — kwas etylenodiaminotetraoctowy, kwas wersenowy

ELISA — (ang. enzyme-linked immunosorbent assay) test immunoenzymosorbcyjny
EMSA — (ang. electrophoretic mobility shift assay) opoznienie migracji w zelu
EtBr — (ang. ethidium bromide) bromek etydyny

Gent — gentamycyna

HEPES — kwas 4- (2-hydroksyetylo) piperazyno-1-etanosulfonowy

HRP — (ang. horse radish peroxidase) peroksydaza chrzanowa

IPTG — izopropylo-B-D-tiogalaktozyd

Kan — kanamycyna

ZBM — Zaklad Biologii Molekularnej MWB UG 1 GUMed

MCS — (ang. multiple cloning site) miejsce wielokrotnego klonowania

NHS — N-hydroksysukcynimid

obr/min — obroty na minutg

ODeoo — (ang. optical density) gestos¢ optyczna hodowli, absorpcja zawiesiny bakterii przy
dhugosci fali 600 nm.

PAGE — (ang. polyacrylamide gel electrophoresis) elektroforeza z uzyciem zelu
poliakrylamidowego

PCR — (ang. polymerase chain reaction) tancuchowa reakcja polimerazy



PDB - Protein Data Bank

PEI — polietylenoimina

Pi — fosfor nieorganiczny

PMSF — (ang. phenylmethanesulfonylfluoride) fluorek fenylometylosulfonowy
Pp — Pseudomonas putida

pparDE — sekwencja promotorowa operonu parDE

ppGpp — polifosforan guanozyny

PSK — system posegregacyjnej $mierci komorki

RU — (ang. Response unit) jednostka odpowiedzi

SAP — (ang. shrimp alkaline phosphatase) fosfataza alkaliczna z krewetki

SD - (ang. standard deviation) odchylenie standardowe

SDS — dodecylosiarczan sodu

SPR — (ang. surface plasmon resonance) powierzchniowy rezonans plazmonowy
T — toksyna

TA — toksyna-antytoksyna

Tet — tetracyklina

Tm — temperatura topnienia

U — (ang. Unit) jednostka

UV — swiatto ultrafioletowe

wt — (ang. wild type) typ dziki (dotyczy szczepow 1 biatek)



1 Streszczenie

Systemy toksyna-antytoksyna (TA) stanowig istotny element regulacyjny w komorkach
bakteryjnych. Moga one wptywa¢ na: odpowiedz na stres srodowiskowy, infekcje fagowa,
utrzymywanie patogennych bakterii w organizmie eukariotycznym i utrzymanie plazmidu w
komorkach gospodarza. W wielu przypadkach systemy TA zapewniaja przezycie populacji
bakteryjnej. Plazmid RK2 o szerokim spektrum gospodarza koduje operon parDE, w ktorego
sktad wchodza dwa geny: parD kodujacy antytoksyne oraz parE kodujacy toksyne. W
komorkach posiadajacych plazmid oba komponenty biatkowe systemu TA sa produkowane
konstytutywnie. Bialka te tworza kompleks, co hamuje toksyczny efekt wywotywany przez
biatko ParE wzgledem gyrazy bakteryjnej GyrAB. W komorkach, ktore utracity plazmid,
niestabilna antytoksyna ulega degradacji, co umozliwia stabilnej toksynie oddziatywanie z
celem komérkowym. Powoduje to eliminacj¢ komoérek bakteryjnych, ktére utracity plazmid.
Efekt taki nazywany jest posegregacyjng smiercig (ang. post-segregational killing - PSK). Do
tej pory nie wiadomo bylo jaki czynnik komodrkowy jest odpowiedzialny za degradacje

komponentow biatkowych systemu parDE i aktywacj¢ PSK.

Glownym celem mojego projektu bylo zidentyfikowanie proteazy odpowiedzialnej za
degradowanie biatkowych komponentow systemu parDE. W pierwszym etapie
przeprowadzitem testy in vivo z wykorzystaniem szczepoéw E. coli C600 oraz inaktywacjami
genow proteaz. Przeprowadzane testy wykazaty, ze to antytoksyna ParD jest niestabilnym
elementem systemu parDE. Natomiast stabilno$¢ antytoksyny ParD wzrasta w szczepie E.
coli clpA(-). Aby potwierdzi¢ otrzymane wyniki in vivo oczyscitem plazmidowe biatka ParE,
ParD oraz biatka Escherichia coli GyrAB (gyraza), Lon, ClpA, ClpP i ClpX. Nastepnie
wykonatem doswiadczenia in vitro z wykorzystaniem oczyszczonych biatek. Otrzymane
wyniki potwierdzily, ze to proteaza CIpAP jest odpowiedzialna za degradacje biatka ParD.
Przeprowadzone eksperymenty wykazaty, Ze dwuniciowy DNA (dsDNA) stymuluje
proteoliz¢ ParD, natomiast biatko ParE zwigksza stabilno$¢ biatka ParD. Oddzialywania
pomiedzy biatkami ParE, ParD i CIpA przedstawitem wykorzystujac techniki
powierzchniowego rezonansu plazmonowego (SPR) i testu immunoenzymatycznego
(ELISA). Potwierdzity one oddziatywanie ParD-ParE oraz pokazaty oddzialywanie ParD-
ClpA 1 mozliwos¢ formowania kompleksu potrojnego pomiedzy biatkami ParD, ParE i ClpA.
Samo biatko ParE nie wigzalo si¢ do biatka ClpA. Sprawdzitem réwniez czy operon parDE

moze by¢ wykorzystany do zwigkszenia stabilno$ci innych plazmidow. W tym celu



skonstruowatem wektor pABD6-1 0 szerokim spektrum gospodarzy, z wklonowanym
operonem parDE, jako jedynym kodowanym systemem TA. Uzyskane wyniki pokazaly, ze
plazmid pABDG6-1 jest wydajniej utrzymywany w komorkach gospodarza, niz plazmid nie
posiadajacy systemu parDE. Kolejnym etapem badan byto sprawdzenie czy proteaza ClpAP
jest uniwersalnym aktywatorem systemu PSK plazmidu RK2. Wykonalem proteolizy
antytoksyny ParD proteazg CIpAP z innych gatunkéw bakterii, ktére moga utrzymywac
plazmid RK2. W tym celu oczyscitem biatka ClpA i ClpP z bakterii Caulobacter crescentus i
Pseudomonas putida. Wyniki proteolizy in vitro $wiadcza o tym, ze proteazy CIpAP z C.
crescentus i P. putida sa w staniec wydajnie degradowac antytoksyng ParD. Stabilno$¢
plazmidu pABDG6-1 zawierajacego operon parDE w bakteriach C. crescentus i P. putida jest
duzo wigksza niz plazmidu pBBR1MSC-5 bez operonu parDE.



2 Wstep

Bakteryjne systemy toksyna-antytoksyna (TA) sa powszechnie wystepujagcymi elementami
genetycznymi. Koduja one toksyny zdolne do hamowania wzrostu komorek i1 antytoksyny,
ktore przeciwdziataja efektowi toksycznosci. Toksyny kodowane przez systemy TA to bialka,
ktére posiadajg zréznicowane cele komoérkowe oraz wiele aktywno$ci molekularnych. W
wiekszosci przypadkéw toksyny zakidcajg procesy translacji i replikacji DNA w komorkach
gospodarza. Antytoksyny moga wystgpowaé w postaci bialek lub RNA, ktore czgsto
kontroluja swoje pokrewne toksyny przez bezposrednie interakcje lub w potaczeniu z innymi
elementami sygnalizacyjnymi, poprzez regulacje transkrypcyjng i translacyjng systemu TA.
W komorkach bakterii systemy TA kodowane sg zarowno na DNA chromosomalnym jak i
plazmidowym. Opisano trzy glowne funkcje biologiczne systemow TA: aktywujaca
posegregacyjng $mier¢ komorki (ang. PSK - post-segregational killing) polegajaca na
eliminacji komorek, ktore utracity plazmid; odpowiedz na infekcje fagowa (ang. abortive
infection), czyli odporno$¢ na bakteriofagi przez altruistyczne samobojstwo 1 formowanie
komorek spoczynkowych (ang. persister cell), czyli tolerancja na stres sSrodowiskowy poprzez

wstrzymanie metabolizmu.
2.1 Kilasyfikacja systemow toksyna-antytoksyna

We wszystkich znanych systemach TA toksyna jest zawsze biatkiem. Aktualnie rozrézniamy
sze$¢ typow systemow TA, ktore dzielimy ze wzgledu na aktywno$¢ i forme antytoksyny
(Karlowicz i wsp., 2016). Istniejg dwa typy systemow TA, w ktorych antytoksyna jest
czasteczkg RNA: typ | gdzie antytoksyna jest antysensownym RNA, ktory tgczy si¢ z mRNA
toksyny i zapobiega jej translacji np. ralAR (Guo i wsp., 2014) (Ryc. 1A); typ Il gdzie
antytoksyna oddziatuje z toksyng i blokuje jej aktywnos¢, np. toxIN (Fineran i wsp., 2009)
(Ryc.1C). W pozostatych czterech typach systeméw TA antytoksyna jest biatkiem: typ Il
gdzie antytoksyna tworzy kompleks z toksyng i blokuje jej aktywno$¢, np. parDE (Johnson i
wsp., 1996) (Ryc. 1B); typ IV gdzie antytoksyna chroni cel komorkowy przed dziataniem
toksyny, ale nie wigze si¢ bezposrednio z toksyna, np. yeeUV (Masuda i wsp., 2012) (Ryc.
1D); typ V gdzie antytoksyna to RNAza, ktora degraduje mRNA toksyny, np. ghoTS (Wang i
wsp., 2012) (Ryc. 1E); typ VI gdzie antytoksyna wchodzi w interakcj¢ z toksyng i pozwala na
jej degradacje przez proteazy np. SOCAB (Aakre i wsp., 2013) (Ryc. 1F). Molekularne

mechanizmy dziatania systemow TA nadal sa stabo rozumiane. Wigkszo$¢ badan skupia si¢
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na systemach TA typu I, w ktérych oba komponenty s3 biatkami.

' . s .
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‘ /Iw ‘
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‘A OB ®
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Rycina 1. Typy systeméw toksyna-antytoksyna (TA) i mechanizm ich regulacji. llustracja

przedstawiajgca znane typy systemdéw TA (typy | — VI), roznigce sie trybem kontroli toksyn (T) (czerwony)
przez pokrewne antytoksyny (A) (zielony). Loci genéw pokazano w postaci strzatek blokowych w kolorze
czerwonym (gen toksyny) i zielonym (gen antytoksyny), DNA kolor niebieski. Pozycje promotoréw pokazano
za pomocg czarnej strzatki. RNA przedstawiono jako skrecong ni¢ w kolorze czerwonym dla toksyny i
zielonym dla antytoksyny. Aktywne czasteczki toksyn, ktdre zostaty uwolnione spod kontroli antytoksyn
oznaczone sg trupia czaszkg. Cel toksyny systemu TA typu IV przedstawiono postaci fioletowego trojkata.
Proteaze odpowiedzialng za degradowanie toksyny systemu TA typu VI przedstawiono postaci
oligomeru. (A) Modut TA typu |, (B) Modut TA typu II, (C) Modut TA typu Ill, (D) Modut TA typu IV, (E) Modut
TAtypu V, (F) Modut TA typu VI.

2.2 Funkcje komorkowe systemow TA

Systemy TA zidentyfikowano w pierwszej kolejnosci na plazmidach, a w p6zniejszym czasie
na chromosomach. Operony TA powszechnie kodowane s3 przez genomy wigkszo$ci
gatunkow bakterii, czgsto w wielu kopiach np. Escherichia coli (Ryc. 2) i nie posiadaja
eukariotycznych homologéw o poréwnywalnych funkcjach. Mogg one by¢ rdéwniez
zlokalizowane na innych ruchomych elementach genetycznych, w tym profagach,
transpozonach lub superintegronach (Fozo i wsp., 2010; Leplae i wsp., 2011; Makarova i
wsp., 2009; Pandey i Gerdes, 2005; Rowe-Magnus i wsp., 2003; Szekeres i wsp., 2007). W
tych miejscach moduty TA mogg zapewni¢ stabilne utrzymanie egzogennego DNA podczas

podziatlu komoérki. Komorki potomne, ktore nie dziedziczg tych elementow, sg eliminowane z
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populacji bakterii przez dziatanie uwolnionej toksyny, ktéra pozostaje w cytoplazmie nowo
powstatych komorek. Antytoksyna, ktora jest mniej stabilnym elementem systemu jest
usuwana z komoérek potomnych i nie moze zosta¢ uzupeliona z powodu utraty elementu
genetycznego, ktory przenosi geny systemu TA. Ruchome elementy genetyczne kodujace
systemy TA wraz z genami opornosci na antybiotyki oraz genami determinujacymi
wirulentno$¢ bakterii, odgrywaja kluczowa rol¢ w utrzymaniu i rozpowszechnianiu wsrod
ludzkich patogendéw opornosci na antybiotyki i ich zjadliwosci. (Hayes, 2003; Moritz i
Hergenrother, 2007). Z drugiej strony, coraz wigcej doniesien literaturowych mowi o tym, ze
wigkszos¢ systemow TA przede wszystkim dziata jako czynniki regulujace odpowiedZ na
stres $Srodowiskowy. Dlatego systemy TA sa szczeg6lnie korzystne dla bakterii zyjacych w
dynamicznie zmieniajagcych si¢ warunkach $rodowiskowych. Wszechstronne analizy
mikrobiologiczne genomoéw ujawnity, ze liczba loci TA u prokariotow wolno zyjacych jest
znacznie wigksza niz w obligatoryjnych pasozytach wewnatrzkomorkowych, ktore sa
praktycznie pozbawione systemoéw TA (Pandey i Gerdes, 2005). Ta obserwacja jest zgodna z
hipoteza, ze systemy TA pomagaja bakteriom radzi¢ sobie z réznymi zewnetrznymi
czynnikami  stresowymi, poprzez spowolnienic metabolizmu komorki, inicjowanie
zatrzymania cyklu komodrkowego lub nawet posredniczenie w  altruistycznej
zaprogramowanej $mierci komorki (Buts i wsp., 2005; Engelberg-Kulka i wsp., 2005; Gerdes
I wsp., 2005). Rola poszczegdlnych systemoéw TA moze polega¢ na reagowaniu na rozne
rodzaje czynnikow stresowych, chociaz niektére systemy moga mie¢ te same funkcje. Na
przyktad, badania nad Pseudomonas putida, wyizolowanym z r6znych §rodowisk, sugeruja
wystepowanie okreslonych systemow TA w szczepach klinicznych oraz innej grupy
systemOow TA w szczepach wolnozyjacych (Molina i wsp., 2016). Inne porownawcze analizy
genomoOw wskazuja, Zze patogenne gatunki bakterii moga kodowaé znacznie wigcej modutéw
TA niz gatunki niepatogenne. W tym przypadku systemy TA mogg dziata¢ jako mechanizm
obronny, ktory jest aktywowany, gdy patogeny sg atakowane przez uktad odpornosciowy
gospodarza (Georgiades, 2012; Georgiades i Raoult, 2011). Jednak brak systeméw TA w
niektorych szczepach patogennych a obecnos¢ w niepatogennych gatunkach Rickettsia nie
potwierdza tej teorii (Gillespie i wsp., 2014). Z tego powodu sugeruje si¢, ze liczba loci
systemow TA moze by¢ specyficzna gatunkowo a nie odzwierciedla¢ korelacje pomiedzy
srodowiskiem wystepowania | wirulentnoscig. Niemniej jednak coraz wigcej dowodow
wskazuje, ze liczne systemy TA moga bezposrednio mie¢ wpltyw na patogennos$¢ wielu
gatunkow bakterii, przez zwigkszenie wirulentnosci, tworzenie komorek spoczynkowych, lub

formowanie biofilmu (Kedzierska i Hayes, 2016a).
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Rycina 2. Systemy TA Escherichia coli K-12 MG1655. Mapa chromosomu bakterii E. coli K-12 MG1655 z
zaznaczonymi zidentyfikowanymi loci systeméw TA. Kolorem pomaranczowym zaznaczono systemy typu |,
kolorem fioletowym systemy typu Il, kolorem zielonym systemy typu IV, kolorem rozowym systemy typu V,
oraz kolorem system nieprzypisany do zadnego z obecnie znanych typdw.

2.2.1 Posegregacyjna Smier¢ komorki PSK

Systemy TA typu I i II zostaly poczatkowo odkryte na plazmidach, jako ,,czynnik
uzaleznienia” (ang. addiction modules), ktére moglyby zapobiec utracie plazmidéw z kultur
bakteryjnych poprzez mechanizm znany jako PSK (Ryc. 3A). Dobrze scharakteryzowane
przyktady obejmujg hok/sok plazmidu R1 (typ I) i ccdAB plazmidu F (typ II), ktore
zidentyfikowano w komorkach E. coli (Gerdes i wsp., 1986; Ogura i Hiraga, 1983). PSK
opiera si¢ na roznicy stabilnosci toksyny i antytoksyny. Stabilne czasteczki toksyny
oddziatujg ze swoim celem komoérkowym hamujac rozwéj komoérek potomnych, ktore utracity
plazmid. Komorki takie nie sg zdolne do uzupelnienia poziomu labilnej antytoksyny z
powodu braku elementu genetycznego kodujacego system TA. W efekcie oddzialywanie
toksyny ze swoim celem komoérkowym prowadzi do jej $mierci (Jensen i wsp., 1995; Van
Melderen i wsp., 1994). Oprocz hok/sok i ccdAB, dobrze zbadano loci systemow PSK TA
typu Il parDE plazmidu RK2 i kis/kid (znany rowniez jako pemlK, homologiczny do mazeF)
plazmidu R1 (Roberts i wsp., 1994; Tsuchimoto i wsp., 1988). Poznano réwniez kilka loci
systemow TA typu III i locus TA IV abiEi/ii. Wykazano, ze wszystkie one stabilizuja
plazmidy i inne modelowe mobilne elementy genetyczne (Dy i wsp., 2014a; Rao i wsp., 2015;
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Short i wsp., 2013). Systemy PSK nie sg ograniczone tylko do plazmidow, ale dzialaja
réwniez w celu ustabilizowania superintegrondw oraz innych niestabilnych regionéw na

chromosomach bakteryjnych (Szekeres i wsp., 2007; Wozniak i Waldor, 2009).

2.2.2 Odpowiedz na infekcje fagowa

Odpowiedz na infekcj¢ fagowa jest mechanizmem wrodzonej odpornos$ci bakteryjnej, ktory
uposledza namnazanie bakteriofagbw w populacji bakterii. Taka odpowiedzig jest
altruistyczne samobodjstwo zainfekowanych komorek, poprzez np. aktywacje systemu TA
przed replikacja faga (Dy i wsp., 2014b) (Ryc. 3B). Stwierdzono, ze obecnos¢ systemu rnlAB
typu Il w E. coli K-12 przerywa infekcj¢ bakteriofaga T4 (Koga i wsp., 2011). Rowniez
system TA typu Il mazEF, a takze hok/sok typu | plazmidu R1 w znaczacym stopniu obnizajg
zdolno$¢ faga T4 do namnazania w komorkach gospodarza (Pecota i Wood, 1996; Shagigat
Alawneh, 2016). Analogicznie, system TA typu IV abiEi/ii i podobny do niego system
sanaTA okazaly si¢ rowniez potencjalnymi systemami odporno$ci na infekcje fagowa (Dy i
wsp., 2014a; Sberro i wsp., 2013). Przerwanie infekcji fagowej wydaje si¢ réwniez by¢
podstawowg funkcjg biologiczng systeméw TA typu III, nalezacych do rodzin toxIN i tenpIN.
Bakteriofagi zdolne do infekcji szerokiego spektrum bakterii, w tym Lactococcus lactis,
Photorhabdus luminescens i E. coli, nie s3 w stanie si¢ wydajnie namnaza¢ W komorkach
gospodarza posiadajacych systemy nalezgce do rodzin toxIN i tenpIN (Goeders i wsp., 2016).
Co ciekawe, bakteriofagi posiadaja wiele mechanizméw przeciwdziatajacych odpowiedzi na
infekcje, powodujacych zaktdcanie aktywacji systemu TA. Na przyklad bakteriofag T4
koduje dwa kluczowe biatka, antytoksyne, ktora moze hamowac dziatanie kilku toksyn z
rodziny RnlA i rybozylotransferazg ADP Alt, ktoéra hamuje toksyne typu Il MazF z E. coli
(Otsuka i Yonesaki, 2012; Shagigat Alawneh, 2016). Bakteriofagi rownie czesto przenosza
specyficzne inhibitory proteaz, ktore moga zakloca¢ degradacje biatkowych antytoksyn, a tym
samym upos$ledzajg dziatanie systemow TA typu Il lub typu IV. (Sberro i wsp., 2013).

2.2.3 Formowanie komérek spoczynkowych

Komorki spoczynkowe stanowia subpopulacje komérek w populacji bakterii. Wykazuja one
zwigkszong tolerancj¢ na antybiotyki i inne czynniki srodowiskowe oraz warunki stresowe.
Jest to spowodowane przejsciem fenotypu w stan uspienia, w ktorym to wigkszo$¢ procesow
zaktocanych przez stres Srodowiskowy czy antybiotyki jest nicaktywna (Harms i wsp., 2016;
Page i Peti, 2016) (Ryc. 3C). Komodrkowa wieloczynnikowa indukcja lub zmiana fenotypu

subpopulacji w odpowiedz na roézne rodzaje stresu albo ekspozycja na dziatanie
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Rycina 3. Funkcje biologiczne systeméw TA. Na rycinie przedstawiono zasady lezgce u podstaw dziatania
modutdw TA i ich funkcje biologiczne. Kazdy schemat porownuje los komorki bakteryjnej bez (panel gérny) i z
modutem TA (panel dolny), ktéry dziata w odpowiednim kontekscie biologicznym: (A) Posegregacyjna $mier¢
komorki PSK, (B) Odpowiedz na infekcje fagowa, (C) Formowanie komérek spoczynkowych. Geny/biatka
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zauwazy¢, ze aktywacja modutu TA powoduje $mier¢ komorek w przypadku PSK i odpowiedzi na infekcje
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komorki, ktére zostaly zabite w skutek dziatania innego czynnika, niz aktywno$¢ toksyny systemu TA, np. liza
komorki spowodowana uwolnieniem faga lub obecnoscig antybiotykow.
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antybiotykow, zostala juz wczeéniej opisana (Kotte i wsp., 2014). Ponadto w formowaniu
komoérek spoczynkowych wystepuje czynnik losowy, ktéry powoduje fenotypowa
heterogenicznos$¢ populacji bakteryjnej. Jest to tak zwane ,,zmniejszenie ryzyka”, promujace
przetrwanic w dynamicznie zmieniajgcym si¢ $rodowisku (Veening i wsp., 2008). Za
tworzenie komorek spoczynkowych i1 przej$cie w stan uspienia odpowiada kilka $ciezek
sygnatowych. Dlatego mozna zalozy¢, ze aktywacja systemu TA stuzy jako taki czynnik i
indukuje zmiany fenotypowe, poprzez hamowanie waznych procesow komorkowych, €O
wprowadza komoérki w stan podobny do spoczynkowego. Efekt ten jest tatwo odtwarzalny w
laboratorium po indukcji ekspresji toksyn systemow TA typu I (np. TisB 1 HokB) lub typu II
(np. endonukleazy HipA lub mRNA, takie jak RelE i MazF) w komorce gospodarza
(Bendtsen i wsp., 2016; Dorr 1 wsp., 2009; Keren 1 wsp., 2004; Maisonneuve i wsp., 2011;
Pedersen i wsp., 2002; Verstraeten i wsp., 2015). Kilka niezaleznych badan jednoznacznie
wykazato, ze ekspresja genow systemoéw TA jest silnie indukowana w wyizolowanych
komorkach spoczynkowych E. coli K-12 (Keren i wsp., 2004; Keren i wsp., 2011; Shah i
wsp., 2006). Wykazano rowniez, ze szczep E. coli z mutacja hipA7 jest zdolny do formowania
znacznie wigkszej liczby komorek spoczynkowych. Jest to spowodowane dwiema mutacjami
w toksynie HipA, ktére zwigkszaja podstawowy poziom aktywnosci toksyny wzgledem celu
komorkowego (Moyed i Bertrand, 1983; Schumacher i wsp., 2009). Ostatnie prace wykazaty
réwniez, ze aktywacja hokB/sokB i tisB/istR-1, w odpowiedzi na konkretny sygnal, powoduje
powstawanie komorek spoczynkowych E. coli poprzez depolaryzacje blony komorkowej
wywotanej dziataniem ich toksyn (Dorr i wsp., 2010; Verstraeten i wsp., 2015). Natomiast
inaktywacja systeméw TA typu II, takich jak hipBA, relBE oraz mgsRA powoduje
zmniejszenie tworzenia komorek spoczynkowych i spadek przezywalnos¢ E. coli K-12 w
r6znych warunkach stresowych (Harrison i wsp., 2009; Keren i wsp., 2004; Wu i wsp., 2015).
Wazng role systemow TA typu II w tworzeniu tolerancji na antybiotykoterapi¢ pokazano
wykonujgc testy in vivo, wykorzystujac patogeny uktadu moczowego zwierzat: E. coli i

Salmonella enterica Typhimurium (Helaine i wsp., 2014; Norton i Mulvey, 2012).
2.3 Cele komorkowe toksyn

Wewnatrzkomorkowe cele toksyn systeméw TA sg zroznicowane. Aktywacja systeméw TA
moze hamowac i zaburza¢ rézne procesy komorkowe, miedzy innymi: replikacje, translacje,

fosforylacje¢ 1 homeostaze. Ze wzgledu na typ systemu TA mozna wskaza¢ gidwny cel toksyn,
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jednak nie jest to regulg i posrod toksyn jednego typu mozemy wyrdzni¢ kilka celow

komoérkowych.

2.3.1 Cele komoérkowe toksyn systemow TA typu I1

Wiele toksyn typu II posiada aktywnos$¢ trawienia specyficznych sekwencji RNA
(endorybonukleazy), co powoduje zmniejszenie syntezy bialek i spowolnienie metabolizmu w
odpowiedzi na stres lub bodzce pokarmowe. Sygnaly te obejmuja na przyktad gtod
aminokwasowy, stres oksydacyjny i ekspozycje na antybiotyki, ktore hamujg transkrypcje lub
translacj¢. W zaleznosci od toksyny celem moze by¢ wolny mRNA lub mRNA zwigzany z

rybosomem (Cook i wsp., 2013; Hayes i Van Melderen, 2011).

System TA mazEF jest jednym z najbardziej rozpowszechnionych i dobrze
scharakteryzowanych systeméw typu II. Toksyna MazF z E. coli specyficznie trawi RNA o
sekwencji 5'-ACA-3’ w transkryptach mRNA. Aktywnos$¢ toksyny MezF jest niezalezna od
rybosomu jak i translacji, i jest hamowana przez antytoksyn¢ MazE (Mufnoz-Gémez i wsp.,
2004; Zhang i wsp., 2003). Homologi MazF kodowane przez inne gatunki bakterii rozpoznaja
specyficzne sekwencje roznigce si¢ zarowno od MezF z E. coli, jak i od siebie nawzajem. Na
przyktad, Mycobacterium tuberculosis posiada na chromosomie az dziesie¢ homologow
MazF rozpoznajacych rozne motywy w mRNA (Sala i wsp., 2013; Schifano i wsp., 2016). Co
wiecej, niektore toksyny MazF posiadajg zdolno$¢ trawienia zarowno 16S i1 23S rRNA oraz
tRNA (Schifano i wsp., 2016). Specyficzna aktywnos¢ homologéw MazF i innych toksyn o
aktywnos$ci endorybonukleaz moze powodowaé powstawanie w komorce okreslonej puli

RNA w odpowiedzi na czynniki stresowe (Moll i Engelberg-Kulka, 2012).

Podobnie jak MazF, toksyna RelE typu Il z E. coli jest endorybonukleazg specyficzng
wzgledem sekwencji RNA, a jej aktywno$¢ hamowana jest przez antytoksyng RelB
(Christensen i Gerdes, 2003a). Homologi MazF i RelE nalezag do dwoch odrebnych
ewolucyjnie rodzin. W przeciwienstwie do MazF, cigcie mRNA przez RelE z E. coli jest
zalezne od rybosomu, chociaz nie wszystkie homologi RelE wykazuja taka zalezno$¢
(Christensen i Gerdes, 2003a). Podobnie jak w przypadku rodziny MezF, homologi RelE
rozpoznaja rézne sekwencje RNA (Goeders i wsp., 2013). Inne rodziny toksyn, w tym grupa
VapC, réwniez posiadaja specyficzng wzgledem rozpoznawanej sekwencji aktywnos¢
endorybonukleolityczng (Arcus i wsp., 2010). Jednak nie wszystkie toksyny typu II trawig
RNA. Zamiast tego niektore toksyny zmniejszaja syntez¢ bialek poprzez hamowanie

translacji bez degradacji mRNA. Na przyktad, toksyna HipA hamuje syntez¢ bialek przez
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fosforylacj¢ syntetazy glutamylo-tRNA, podczas gdy toksyna Doc poprzez fosforylacje EF-
Tu zaburza elongacje¢ translacji (Castro-Roa i wsp., 2013; Cruz i wsp., 2014; Germain i wsp.,
2013). Ponadto inne toksyny typu II zaktdcaja dziatanie topoizomeraz, ktore sa kluczowe w
utrzymaniu topologii chromosomu (ParE 1 CcdB), moga rowniez zaktoci¢ biosynteze $ciany
komorkowej (PezT) lub zaklocaé replikacje DNA (SocB) (Aakre i wsp., 2013; Bernard i
Couturier, 1992; Mutschler i wsp., 2011).

2.3.2 Cele komodrkowe toksyn pozostalych typow

Najlepiej poznano funkcje toksyn systemow typu II. Obecnie ukazuje si¢ jednak coraz wigcej
informacji na temat dziatania toksyn pozostatych typow. Gtownym celem toksyn typu I jest
btona komoérkowa, ale wsérdd toksyn tego typu opisano réwniez takie, ktore biorg udziat w
trawieniu DNA lub RNA (Brielle i wsp., 2016). Toksyna Hok typu | poprzez uszkodzenie
btony komorkowej powoduje destabilizacj¢ funkcjonowania komorki bakteryjnej (Kawano,
2012). Niespokrewniona z nig toksyna Fst podobnie zaburza integralno$¢ btony komorkowej,
a takze spowalnia segregacj¢ chromosoméw i podziat komorek (Brinkman i wsp., 2013).
Natomiast toksyna BsrG typu I nie narusza btony komorkowej, ale zamiast tego zakloca
biosynteze Sciany komorkowej (Jahn i wsp., 2015). W przypadku systemu toxIN i podobnych
systemow typu III znany byl wptyw aktywacji systemu na funkcjonowanie komorki, jednak
wewnatrzkomorkowy cel endorybonukleazy ToxN przez dlugi czas pozostawal nieznany
(Rao i wsp., 2015). Dopiero ostatnie badania przyblizaja doktadne funkcjonowanie toksyny
ToxN (Short i wsp., 2018). Toksyna CbtA typu IV wiaze si¢ i zaktoca polimeryzacje biatek
cytoszkieletu MreB i FtsZ, ktore sa zaangazowane W utrzymanie ksztattu komorki oraz biorg
udziat w procesie podziatu komdrkowego. Antytoksyna CbeA nie oddzialuje bezposrednio z
toksyng CbtA, ale zamiast tego hamuje toksyczno$¢ poprzez stabilizacje MreB i FtsZ (Tan i
wsp., 2011). W najlepiej zdefiniowanym systemie TA typu V toksyna GhoT jest biatkiem
zaangazowanym Ww destabilizacje btony komorkowej, prowadzacej do lizy komorki.
Antytoksyna GhoS jest rybonukleazg, ktéra degraduje mRNA transkryptu toksyny 1 w ten
sposob wytacza syntez¢ GhoT (Wang i wsp., 2012). Zas toksyna SocB systemu SocAB typu
VI jest odpowiedzialna za zatrzymanie elongacji replikacji przez bezposrednie oddziatywanie
z B-pierScieniem. Sprze¢zona antytoksyna SocA pozwala na rozpoznanie toksyny SocB przez

proteaze ClpXP i jej wydajng degradacj¢ (Aakre i wsp., 2013).
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2.4 Aktywacja systemow TA

Wiasciwe dziatanie systemow TA w komorkach gospodarza wydaje si¢ kluczowym
czynnikiem zapewniajagcym mozliwo$¢ przetrwania w niekorzystnych warunkach. Dlatego
aktywacja poszczegdlnych systemow musi by¢ doktadnie kontrolowana i przebiega¢ w $cisle
okreslonych sposob. Ponizej przedstawiono dwie podstawowe strategie kontroli aktywacji

systemow TA.

2.4.1 Regulacja dzialania systeméw TA poprzez transkrypcje

Doskonatym przyktadem integracji dzialania systemow TA z komorkowymi $ciezkami
sygnatowymi jest odpowiedz SOS. Jest to transkrypcyjny program indukowany przez
jednoniciowy DNA, oparty na stopniowej inaktywacji represora LexA przez rosnacy poziom
uszkodzenia DNA (Baharoglu i Mazel, 2014). Szes¢ systeméw TA z E. coli K-12 w
sekwencji swoich promotorow posiada miejsca wigzania LexA: tisB/istR-1, dinQ/agrB,
symE/symR i hokE/sokE typu I i systemy TA dinJ/yafQ i yafNO typu Il (Berghoff i Wagner,
2017; Dorr i wsp., 2010). Dla loci TA typu Il, miejsca wigzania LexA sg umieszczone przed
operonem, dzigki czemu zaréwno gen toksyny i gen antytoksyny moga by¢é ponownie
eksprymowane wraz ze wrastajacg ilosciag uszkodzonego DNA. Aby doszto do uwolnienia
toksyny, niezbedne sa dodatkowe mechanizmy wymuszajace degradacje antytoksyny.
Kontrolowanie aktywnos$ci systemoéw TA typu Il przez sygnalizacj¢ SOS 1 mozliwa rola
biologiczna tej kontroli nie zostata doktadnie zbadana. Natomiast wykazano, iz szeroki
zakres warunkéw stresowych, takich jak zakwaszenie $rodowiska oraz gtéd glukozowy lub
aminokwasowy moze specyficznie indukowac transkrypcje r6znych loci systemow TA typu |l
w E. coli K-12 (Christensen-Dalsgaard i wsp., 2010; Shan i wsp., 2017). Pokazano, ze
indukcja transkrypcji tych loci jest czesto konsekwencja degradacji antytoksyn. Wyniki te
moga sugerowac zalezng od stresu aktywacje systemoéw przez proteazy komorkowe, ktore
degraduja konkretne zestawy antytoksyn. Na przyklad antytoksyna MqsA jest zwykle
stabilnym biatkiem, ale szybko ulega degradacji przez proteaz¢ Lon w warunkach stresu

oksydacyjnego (Wang i wsp., 2011).

W przypadku systemow TA typu I, represor LexA kontroluje transkrypcje tylko genu
toksyny. Szereg badan wykazal, ze bliski $miertelnemu poziom uszkodzen DNA indukuje
powstanie komorek spoczynkowych w odpowiedzi na sygnal SOS, w nastgpstwie
selektywnego indukowania transkrypcji toksyny TisB (Déorr 1 wsp., 2009; Dorr 1 wsp., 2010).

Podobnie, toksyna DinQ jest réwniez aktywowana przez sygnat SOS i1 w pewnych
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okolicznosciach moze przyczyni¢ si¢ do formowania komorek spoczynkowych (Berghoff i

Wagner, 2017).

W E. coli K-12 oprécz sygnalizacji SOS, rowniez sygnalizacja za posrednictwem alarmonu
cztero- i pigciofosforan guanozyny, tacznie okreslane mianem (p)ppGpp, moze kontrolowaé
nie tylko aktywacje systemow TA typu II, ale takze systemu hokB/sokB typu I. U E. coli i
innych beta- i gamma-proteobacterii (p)ppGpp sa syntetyzowane przez biatka RelA i SpoT, w
odpowiedzi na zmieniajace si¢ warunki srodowiskowe. Niedawno odkryto, ze podobnie jak w
przypadku indukcji tisB przez odpowiedz SOS, transkrypcja hokB jest indukowana przez
sygnalizacje (p)ppGpp W sposob zalezny od powigzanej z rybosomem hydrolazy guanozyno-
5'-trojfosforanu (GTPaza) Obg (Verstraeten i wsp., 2015). Ta indukcja transkrypcji hokB
przechyla rdwnowage kontroli translacji systemu TA typu I w kierunku toksyny, a w
konsekwencji skutkuje formowaniem komorek spoczynkowych poprzez depolaryzacje bltony

(Verstraeten i wsp., 2015).

2.4.2 Autoregulacja transkrypcji systeméw TA typu II

Autoregulacja transkrypcji jest szczegolnie rozpowszechniona wsrdd systemow TA typu II i
jest intensywnie badana. Istnieje kilka zasad regulujacych transkrypcje tych systemow, ktore
wspierajg ich biologiczne funkcjonowanie poprzez kontrolowanie, kiedy, jak intensywnie i
jak dtugo sa indukowane. Ekspresja gendw operonu systemu TA typu Il zazwyczaj nastgpuje
z pojedynczego promotora znajdujacego si¢ przed genami toksyny i antytoksyny. Bardzo
czgsto represja promotora nastgpuje poprzez wigzanie si¢ antytoksyny badz kompleksu

toksyna-antytoksyna do operatora (Page i Peti, 2016).

Najbardziej powszechny sposob autoregulacji wsrod dobrze zbadanych systeméw TA typu 11
jest znany jako ,,regulacja warunkowa” (ang. conditional cooperativity) (Afif i wsp., 2001;
Garcia-Pino i wsp., 2010; Overgaard i wsp., 2008). Podstawa regulacji warunkowej jest
stosunek stechiometryczny toksyny:antytoksyny (T:A) w kompleksie. Toksyna w takim
kompleksie, przy niskich stezeniach, dziata jako korepresor T<A (promowanie kooperatywnej
autorepresji). Natomiast gdy stezenie toksyny wzrasta i stosunek wyréwnuje si¢ badz stezenie
toksyny jest wyzsze od antytoksyny T>A toksyna dziata jako anty-represor (poprzez
zaktocanie autorepresji). Na poziomie molekularnym regulacja warunkowa jest osiagana
poprzez formowanie kompleksow T:A o réznej stechiometrii i zarazem 0 ré6znym
powinowactwie wzgledem rozpoznawanego operatora. Przyktad takiej kooperacji opisano dla

systemu TA z E. coli relBE (Boggild i wsp., 2012; Overgaard i wsp., 2008). Innymi
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przyktadami regulacji warunkowej sg systemy TA typu II ccdAB, kis/kid lub phd/doc (Afif i
wsp., 2001; Garcia-Pino i wsp., 2010; Monti i wsp., 2007), jednak podstawowe mechanizmy
molekularne autoregulacji wykazuja znaczace réznice, wskazujace na to, iz sposob regulacji
ulegal ewolucji wiele razy, niezaleznie dla danego systemu (Loris i Garcia-Pino, 2014; Page i

Peti, 2016).

Trudno jest bezposrednio odnies¢ si¢ do biologicznych funkcji regulacji warunkowej, ale
modelowanie matematyczne podparte wynikami badan biochemicznych 1 struktura
kompleksow TA pozwalajg postulowac o ich znaczeniu dla komoérki gospodarza. Na przyktad
silna represja obserwowana przy niskim wspotczynniku T<A gwarantuje niski poziom
ekspresji locus TA w normalnych warunkach wzrostu i oszczednos¢ energii (Gelens i wsp.,
2013). Wowczas toksyna ulega sekwestracji w kompleksie TA i jest nieaktywna (Cataudella i
wsp., 2013). W takiej sytuacji w komorce wcigz moze znajdowac si¢ duza ilo$¢ toksyny 1 w
odpowiedzi na PSK lub warunki stresowe takie jak gldod, moze zosta¢ aktywowana
natychmiast. Ta funkcja nie ogranicza si¢ do systemow dziatajacych na podstawie schematu
regulacji warunkowej, ale moga wykazywa¢ ja rowniez inne systemy TA, ktorych
transkrypcja ulega automatycznej auto represji niezaleznie od stosunku T:A (Feng i wsp.,
2014; Lou 1 wsp., 2008). Warunkowa regulacja ma mozliwo$¢ niwelowania reakcji na
chwilowe zmiany wynikajace z metabolizmu komorki lub fazy cyklu komorkowego, tak
zwany ,hatas komorkowy” (ang. cellular noise). Kiedy stosunek T:A wzrasta co
spowodowane jest przez niespecyficzny sygnal np. spadek ilosci antytoksyny spowodowany
podzialem komoérkowym, nastepuje antyrepresja transkrypcji. Poniewaz podczas translacji
transkryptu TA powstaje gldéwnie antytoksyna, w komorce powstaje nadmiar antytoksyny (Li
1 wsp., 2014). Podwyzszona transkrypcja zmniejsza wowczas wspotczynnik T:A 1 przywraca
represje. W taki sposob regulacja warunkowa odpowiada na przypadkowa aktywacje systemu
TA (Cataudella i wsp., 2012). Przetaczanie miedzy represja i antyrepresja transkrypcji
systemu TA, kontrolowanego przez regulacje warunkowa, jest szczegdlnie wrazliwe, kiedy
promotor zawiera kilka sekwencji operatorowych (Vandervelde i wsp., 2017). Ponadto,
regulacja warunkowa tworzy granic¢ migdzy niskim i wysokim wspoétczynnikiem T:A i
stabilizuje stan wzrostu, albo uspienia komorek bakteryjnych i poniekad wyjasnia ,,zero-
jedynkowe” przejécie pomiedzy aktywacjg, lub uspieniem systemow TA (Cataudella i wsp.,
2013). Przejscie w stan dominacji toksyny, z bardzo wysoka proporcja T>A, moze by¢
spowodowane przez degradacj¢ antytoksyny, w odpowiedzi na specyficzng sygnalizacje

komorkowsg, indukowang przez konkretne bodzce. Moze by¢ rowniez wywolane losowg
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aktywacjg systemu podlegajgcg strategii zmniejszonego ryzyka. (Cataudella i wsp., 2013;
Gelens i wsp., 2013; Tian i wsp., 2017). Degradacja antytoksyny powoduje wzrost stosunku
T:A, co powoduje formowanie komodrek spoczynkowych. Jest to spowodowane wzrostem
transkrypcji locus TA i szybkim nagromadzeniu si¢ stabilnej toksyny. Natomiast Kiedy
degradacja antytoksyny ustaje, silna ekspresja locus TA jest utrzymywana, czego wynikiem
jest zwigkszenie ilosci czasteczek antytoksyny, ktore dezaktywuja wolne toksyny i
przywracajg represj¢ transkrypcji (Cataudella i wsp., 2012). W zwiazku z tym regulacja

warunkowa moze rowniez wspiera¢ wybudzanie komorek spoczynkowych.

Co ciekawe wykazano, iz kilka antytoksyn moze by¢ czynnikiem regulatorowym transkrypcji
poza swoimi loci. Takie geny moglyby by¢ eksprymowane rowniez w odpowiedzi na
degradacje antytoksyny. Przyktadem tego zjawiska sa antytoksyny HipB i MgsA z E. coli,
ktore kontroluja odpowiednio ekspresj¢ regulatorow, wliczajac w to geny syntetazy (p)ppGpp
relA i glowny czynnik odpowiedzi na stres ¢ rpoS. (Lin i wsp., 2013; Soo i Wood, 2013).
Biologiczne konsekwencje tego zjawiska nie sg dobrze poznane, ale jasne jest, ze szersza
regulacja transkrypcji przez antytoksyny systemow TA typu II moze S$cisle sprzegac

aktywacje samych systemow z innymi §ciezkami sygnalizacji stresu komorkowego.

2.4.3 BezposSrednie kontrolowanie toksyny przez sprz¢zona antytoksyne

Bezposrednie oddziatywanie pomig¢dzy toksyng i antytoksyng jest centralnym mechanizmem
kontroli aktywnosci toksyn dla systemow TA typu II i1 III, ktore koduja antytoksyny
dziatajace odpowiednio jako biatko lub RNA (Ryc. 1B, 1C). Co ciekawe, chociaz
antytoksyny RNA z réznych systemow TA typu I lub III tworza raczej podobne struktury
(Goeders i wsp., 2016; Wen i Fozo, 2014), to biatkowe antytoksyny typu II wykorzystuja
rézne motywy strukturalne, jak tez sposoby wigzania do sprzgzonych toksyn, w celu
zahamowania ich aktywnosci. Na przyktad antytoksyny sprz¢zone z toksynami nalezacymi do
rodziny endorybonukleaz RelE z E. coli K-12 nalezag do pigciu réznych podrodzin
(Anantharaman i Aravind, 2003; Brown i wsp., 2009; Leplae i wsp., 2011). Ewolucja
pomiedzy toksynami i sprzezonymi z nimi antytoksynami nalezagcymi do systeméw typu II,
doprowadzita do powstania funkcjonalnych modutéw TA, gdzie posrdd jednej rodziny toksyn
mozemy wyrdzni¢ kilka rodzin antytoksyn 1 na odwrot. Jednak efekt tego zjawiska na
biologi¢ systeméw TA nie zostat dokladnie zbadany. Mozna jednak przypuszczaé, ze
zapobiega to niespecyficznemu oddzialywaniu toksyn, z niesprz¢zonymi antytoksynami
nalezagcymi do tego samego typu systemow (Arbing i wsp., 2010; Guglielmini i Van
Melderen, 2011).
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2.4.4 Aktywacja systemow TA typu II przez proteoliz¢ antytoksyny

Antytoksyny typu II zazwyczaj sktadaja si¢ z dwoch oddzielnych domen: N-koficowej
domeny wiazacej DNA, krytycznej dla autoregulacji transkrypcji i domeny C-koncowe;j
bezposrednio wigzacej 1 dezaktywujacej toksyne (Chan i wsp., 2016; Goeders i Van
Melderen, 2014). Czesto obserwowane kluczowe zasady tej bezposredniej inaktywacii,
polegaja na bezposrednim oddziatywaniu antytoksyn z miejscem katalitycznym toksyny (np.
dla RelBE, MazEF oraz VapBC z E. coli (Beggild i wsp., 2012; Dienemann i wsp., 2011;
Kamada i wsp., 2003; Takagi i wsp., 2005) albo na sterycznej blokadzie dostepu do substratu
(np. dla CcdAB; (De Jonge i wsp., 2009).

Aktywacja systemow TA typu II jest wyzwalana przez proteazy komoérkowe, ktére degraduja
antytoksyny. Doprowadza to do fizycznego uwolnienia toksyn i tym samym ich aktywaciji.
Poza uwolnieniem toksyn, ktore byly zwigzane z antytoksynami, dochodzi tez do zwigkszenia
ekspresji locus TA, z powodu utraty negatywnej autoregulacji transkrypcji. Powoduje to
jeszcze wigksze nagromadzenie si¢ czasteczek toksyny w komodrce. W E. coli wigkszos¢
antytoksyn jest degradowanych przez proteaze Lon, podczas gdy niektore sg degradowane
przez proteazg ClpP przy wspoétudziale biatek opiekunczych ClpA lub ClpX. W takim
przypadku proteoliza moze zapewnia¢ pierwszy poziom regulacji (Muthuramalingam i wsp.,
2016). Antytoksyny typu II moga by¢ celem tych proteaz ze wzgledu na niestabilnosé
struktury w C-koncowych domenach. Antytoksyny w E. coli K-12 maja raczej krotki okres
pottrwania pomiedzy 5-15 minut, co umozliwia szybka odpowiedZz na zmieniajgce si¢
warunki komorkowe (Goeders i Van Melderen, 2014). Ta r6znica w stabilnosci pomiedzy
toksynami i antytoksynami jest krytyczna dla biologicznej aktywacji wszystkich systemow
TA, ale w szczegdlnoSci dla tych, ktore wywotujg $mier¢ komoérki w trakcie PSK i
odpowiedzi na infekcje fagowa (Jensen i Gerdes, 1995; Van Melderen i wsp., 1994).
Aktywacje systemu TA typu II, biorgcego udzial w odpowiedzi na infekcje fagowa, badano
gtownie za pomoca systemu modelowego z E. coli K-12 rnlAB. W systemie tym toksyna
RnlA jest niespecyficzng endorybonukleazg, ktéra hamuje namnazanie faga poprzez
degradacj¢ mRNA jego transkryptow (Koga i wsp., 2011). Podobnie jak w przypadku PSK,
czas potowicznej degradacji antytoksyny RnlB wynosi tylko kilka minut, a zatem jest ponad
dziesie¢ razy krotszy niz okres pottrwania toksyny RnlA. Infekcja fagiem T4 doprowadza do
wylaczenia ekspresji genow systemu TA co skutkuje degradacjg antytoksyny RnIB, a w

konsekwencji aktywacja RnlA (Koga i wsp., 2011).
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Systemy TA typu Il biorgce udzial w formowaniu komorek spoczynkowych sa zwykle
potaczone z dzialaniem sygnatéw komodrkowych zwigkszajacych aktywno$¢ proteaz
degradujacych antytoksyny. Pokazano, ze kilka loci systemoéw TA na chromosomie E. coli K-
12 jest waznych dla formowania komorek spoczynkowych w okreslonych warunkach. Dla
przyktadu mutant yafQ wykazywal znaczny poziom uposledzenia w tworzeniu komorek
spoczynkowych w trakcie formowania biofilmu, a w mutantach hipBA i relBE wykazano
zmniejszenie powstawania komorek spoczynkowych w fazie stacjonarnej wzrostu (Harrison i
wsp., 2009; Keren i wsp., 2004). W Salmonella enterica Typhimurium, powstanie komorek
spoczynkowych zaleznych od systemu TA typu II jest indukowane podczas fagocytozy przez
makrofagi. Zakwaszenie wngtrza wakuoli i wprowadzenie warunkoéw glodu, indukuje §ciezke
sygnalizacji zaleznej od (p)ppGpp (Helaine i wsp., 2014). Zaproponowano roéwniez, ze oprocz
indywidualnych loci, cate zestawy chromosomalnych systemow TA typu I z E. coli K-12,
posiadajace toksyny o aktywnos$ci rybonukleaz, moga odpowiada¢ za posredniczenie w
formowaniu komorek spoczynkowych, w odpowiedzi na sygnal przenoszony przez
(p)ppGpp). W konsekwencji powoduje to aktywacje¢ proteazy Lon i zwigkszenie proteolizy
antytoksyn (Maisonneuve i Gerdes, 2014). Mimo przedstawionych badan pojawiaja si¢
opinie, ze wkiad systeméw TA w formowanie komorek spoczynkowych E. coli K-12 w

warunkach braku stresu srodowiskowego nie jest do konca pewny (Harms i wsp., 2017).
2.5 System TA parDE plazmidu RK2

RK2 to plazmid o szerokim spektrum gospodarza, kodujacy w swojej ~60 kpz sekwencji trzy
opornosci na antybiotyki: ampicyling, tetracykling i kanamycyng. Ma zdolnos$¢ replikacji 1
stabilnego utrzymywania si¢ u wielu daleko spokrewnionych gatunkéw bakterii (Pansegrau i
Lanka, 1996; Thomas i Helinski, 1989). Badania nad RK2 wykazaty, ze oprocz gendéw, ktore
zapewniaja regulacj¢ procesow, takich jak inicjacja replikacji, ekspresja genu rep,
rozdzielanie multimeru plazmidowego (ang. plasmid multimer resolution-mrs) i kontrola
partycji plazmidu podczas podziatu komorkowego (Karlowicz i wsp., 2016; Sobecky i wsp.,
1996; Thomas i wsp., 1980), RK2 posiada réwniez locus parDE, ktoéry umozliwia jego
stabilne utrzymanie w komorkach gospodarza (Roberts i wsp., 1990). Dalsze badania
potwierdzily, ze sekwencja ta koduje geny systemu toksyna-antytoksyna typu Il, gdzie ParD
jest antytoksyng a ParE to toksyna (Johnson i wsp., 1996; Roberts i wsp., 1994; Sobecky i
wsp., 1996).

24



2.5.1 Antytoksyna ParD

Natywne biatko ParD kodowane przez plazmid RK2 jest homodimerem (Johnson i wsp.,
1996; Roberts i wsp., 1993), ktory wykazuje wysoka stabilno$¢ termiczng i doskonate
wlasciwo$ci ponownego zwijania si¢ po denaturacji cieplnej (Oberer i wsp., 1999; Oberer i
wsp., 2002). ParD posiada w swojej strukturze drugorzedowej regiony a-helikalne i B-kartki.
Sktada si¢ z dwoch strukturalnie odrebnych czeéci: dobrze uporzadkowanego N-konca i
nieustrukturyzowanego C-konca. N-koniec biatka ParD jest odpowiedzialny za oddzialywanie
z DNA oraz dimeryzacj¢ (Dalton i Crosson, 2010). Antytoksyna ParD oddziatuje z sekwencja
promotorowg operonu (operatorem) parDE powodujac zahamowanie transkrypcji (Oberer i
wsp., 2007; Roberts i wsp., 1993). C-terminalny koniec bialka ParD bierze udziat w
odziatywaniu z toksyng ParE (Dalton i Crosson, 2010). Analiza struktury krystalicznej
heterotetrameru ParD»:ParE> homologicznego systemu parDE z Caulobacter vibrioides
pokazata stabilizacje struktury C-konca ParD w trakcie wigzania z ParE (Dalton i Crosson,
2010). Taka zmiang strukturalng zaobserwowano rowniez w przypadku innych antytoksyn
systemow typu II. Ponadto uwaza si¢, ze nieustrukturyzowany C-koniec antytoksyn typu Il

moze by¢ rozpoznawany przez proteazy komorkowe (Brzozowska i Zielenkiewicz, 2013).

2.5.2 Toksyna ParE

Natywne biatko ParE plazmidu RK2 tworzy homodimer (Johnson i wsp., 1996). Jest
homologiem z toksynami YoeB i RelE z E. coli i biatka ParE z C. vibrioides. Struktura
krystaliczna biatka ParE z C. vibrioides pokazuje, ze posiada ono dwie antyrownolegle a-
helisy na N-koncu, ktore tworzg strukture typu szpilki do wlosow i uktadajg si¢ na trzech
antyrownolegtych B-kartkach (Dalton i Crosson, 2010). Mimo ze toksyna ParE z RK2 jest
duzej mierze podobna do toksyny RelE na poziomie struktury pierwszorzedowej i
trzeciorzedowej, nie zawiera zadnej z trzech krytycznych reszt katalitycznych wymaganych
do ciecia mRNA na rybosomie (Neubauer i wsp., 2009). Toksyna ParE moze tworzy¢
kompleks z DNA tylko za posrednictwem antytoksyny ParD. Uformowany kompleks ParDE
oddzialuje z operonem parDE. Jednak wzrastajace stezenie toksyny powoduje
oddysocjowanie kompleksu ParDE od DNA i wznowienie transkrypcji (Johnson i wsp.,
1996). Stechiometria biatek ParD:ParE, przy ktorej nastepuje anty-represja operonu parDE,
nie jest znana. Komorkowym celem toksyny ParE z RK2 jest gyraza DNA (GyrAB) (Jiang i
wsp., 2002). Gyraza to topoizomeraza Il odpowiedzialna za utrzymanie odpowiedniej
topologii DNA. Funkcjonalny enzym wystepuje w postaci heterotetrameru ztozonego z

dwoch podjednostek A 1 dwoch podjednostek B. Gyraza posiada trzy aktywnosci:
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nukleolityczng, odpowiedzialna jest za rozpoznawanie i nacinanie nici DNA (segment-G),
wprowadzanie ujemnych superzwnig¢ w DNA, poprzez przeplatanie dupleksu DNA
(segment-T) przez nacicty fragment DNA (segment-G), oraz aktywnos$¢ ligazy shuzaca do
odtworzenia funkcjonalnej czasteczki DNA w zamknigtej formie (Berger i wsp., 1996).
Toksyna ParE zmienia aktywno$¢ gyrazy, co powoduje nacinanie DNA 1 powstawanie

niewlasciwej liniowej formy chromosomalnego DNA (Jiang i wsp., 2002).

2.5.3 Aktywacja systemu parDE

Do tej pory proteaza odpowiedzialna za degradacj¢ antytoksyny ParD systemu parDE nie
zostala zidentyfikowana. Dlatego degradacja antytoksyny moze by¢ jednym z mechanizmow
regulacji aktywacji systemu TA w komoérkach gospodarza. Proteazy komorkowe wydajg si¢
by¢ najbardziej prawdopodobnymi czynnikami, mogacymi aktywowaé system TA parDE
plazmidu RK2. W E. coli zidentyfikowano cztery cytozolowe proteazy nalezgce do rodziny
biatek AAA+: ClpXP, CIpAP, ClpYQ (okreslane rowniez jako HsIUV) i Lon (Sauer i Baker,
2011). Protcazy AAA+ sa zlozone z zaleznej od ATP domeny odpowiedzialnej za
rozpoznawanie 1 rozwijanie substratu (ang. unfoldase), ktora jest biatkiem opiekunczym
nadrodziny biatek AAA+ oraz domeny peptydazowej, ktdra tworzy proteolityczng komore
odpowiedzialna za hydroliz¢ wigzan peptydowych (Baker i Sauer, 2006; Sauer i Baker, 2011).
Rozpoznanie bialtka substratu opiera si¢ na wykrywaniu hydrofobowych sekwencji wewnatrz
substratu albo przez wigzanie ze specyficznymi motywami zwanymi degronami (Gur i Sauer,
2009). Proteazy moga rowniez oddziatywaé¢ z biatkami adaptorowymi ktore pomagaja

dostarczy¢ substrat do proteazy (Erbse i wsp., 2006; Grimaud i wsp., 1998).
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3 Cele pracy

e Identyfikacja czynnika odpowiadajgcego za aktywacj¢ systemu toksyna-antytoksyna
parDE plazmidu RK2.

o  Wplyw komponentéw systemu parDE na stabilno$¢ antytoksyny ParD.
e Analiza oddzialywan pomi¢dzy elementami systemu parDE.

e Sprawdzenie stabilnosci plazmidu posiadajacego operon parDE w réznych gatunkach
bakterii.

e Sprawdzenie czy biatko ParD jest uniwersalnym substratem dla homologéw proteazy

CIpAP z innych organizméw.
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4 Materialy

4.1 Szczepy bakteryjne

E. coli ATC12017 C600 lon510 (Kandror i wsp., 1994)

E. coli BL21(DE3) F, ompT, hsdSg(rs-, ms-), dcm, gal, A(DE3 [lacl lacUV5-T7 gene 1 ind1
sam7 nin5]) (Studier i Moffatt, 1986)

E. coli C600 F tonA21 thi-1 thr-1 leuB6 lacY1 ginv44 rfbC1 fhuAl A" (Appleyard, 1954)

E. coli DH50 F endAl gInV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR nupG ®80dlacZAM15
A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rk mk™), A— (Woodcock i wsp., 1989)

E. coli IM109 endAl, recAl, gyrA96, thi, hsdR17 (r«-, mk"), relAl, supE44, A(lac-proAB),
[F’ traD36, proAB, laglZAM15]

E. coli XL1-Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F" proAB lacl®
ZAM15 Tnl10 (TetR)].

E. coli SG22099 C600 clpA319::kan® (Katayama i wsp., 1988)
E. coli SG22080 C600 clpX::kan® (Gottesman i wsp., 1993)

E. coli SG12065 C600 clpY::cat® (Wu i wsp., 1999)

P. putida KT2440 rmo-, mod+

P. putida AD247 KT2440 clpA::kan® (Dubiel i wsp., 2018)

C. crescentus NA1000 Pochodna szczepu dzikiego CB15

C. crescentus UJ838 NA1000 clpA:smR (szczep otrzymany od prof. Urs Jenal, Biozentrum -

Universitit Basel)
4.2 Plazmidy i oligonukleotydy

4.2.1 Plazmidy

pRR46 - wektor do konstytutywnej produkcji biatka ParD (minireplikon plazmidu R6K z
pparDE, genem parD i potowa genu parE), AmpR (Sobecky i wsp., 1996)
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pPAS12 - wektor do nadprodukcji biatka ParE ((ATG)-parE wkolonowany w pGEX-KT),
KanR (Sobecky i wsp., 1996)

pKD19L - minireplikon plazmidu RK2, zawiera miejsce inicjacji replikacji oriV, gen biatka

inicjatorowego TrfA oraz origin plazmidu R6K (oriy), Tet® (Doran i wsp., 1998)

pBAD24 - wektor posiadajacy miejsca origin pBR322 i F1 oraz promotor arabinozowy

upstream od miejsca MCS (ang. multiple cloning site), AmpR (Banerjee i wsp., 2009)
pBAD24-ParD - wektor do nadprodukcji biatka ParD, AmpR (Dubiel i wsp., 2018)

PABD2-4 - wektor do nadprodukcji biatka ClpA C. crescentus, AmpR (skonstruowany w tej
pracy)

pPBAD24ClpX - wektor do nadprodukcji biatka ClpX E. coli, AmpR (Banecki i wsp., 2001)

PET-22b (+) - wektor posiadajacy miejsca origin pBR322 oraz promotor T7 upstream od

miejsca MCS, represor laktozowy lacl, sekwencje kodujaca pelB i AmpR

PET22b-ClpAPpAHis - wektor do nadprodukcji biatka ClpA P. putida, bez znacznika
histydynowego, AmpR (Dubiel i wsp., 2018)

PET22b-CIpPPp - wektor do nadprodukcji biatka ClpP P. putida, AmpR (Dubiel i wsp.,
2018)

PETP - wektor do nadprodukcji biatka ClpP C. crescentus z znacznikiem histydynom, AmpR
(Jenal i Fuchs, 1998)

pBBR1MCS-5 - wektor posiadajacy miejsce origin pBBR1 oraz promotor laktozowy, T3
upstream od miejsca MCS oraz promotor T7 downstream od miejsca MCS, Gent® (Kovach i
wsp., 1995)

pABD6-1 - wektor pPBBR1IMCS-5 z wklonowanym operonem parDE GentR (skonstruowany
w tej pracy)

PUHE21-2fdA12-CIpA - wektor do nadprodukcji biatka ClpA, AmpR (Dougan i wsp., 2002)
pSK20 - wektor do nadprodukcji biatek ClpX i CIpP, AmpR (Gottesman i wsp., 1993)
pBS59GyrAB - wektor do nadprodukcji gyrazy bakteryjnej GyrAB (A. Maxwell)

RK2 — plazmid IncP o szerokim spektrum gospodarza, TetR, AmpR, Kan® (Kolatka, i wsp.,
2010)
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4.2.2

Oligonukleotydy

Oligonukleotydy uzyte w tej pracy =zostaly wymienione w Tabeli 1. Wszystkie

oligonukleotydy zostaly zamoéwione w Genomed S.A. (Polska)

4.3 Bufory i roztwory

43.1

Bufory

barwnik obcigzajacy do DNA: 0,25% biekit bromofenolowy; 0,25% cyjanol
ksylenowy; 40% sacharoza (w/v)

bufor do testu aktywnosci gyrazy: 40 mM HEPES-KOH pH 8,0; 25 mM Tris-HCI pH
7,6; 4% (w/v) sacharoza; 4 mM DTT; 80 ug/ml BSA; 11 mM octan magnezu; 5 mM
ATP

bufor do proteolizy: 40 mM HEPES-KOH pH 7,6; 25 mM Tris-HCI pH 7,6; 4%
sacharoza (w/v); 4 mM DTT; 80 ug/ml BSA; 11 mM octan magnezu; 4 mM ATP

bufor do odziatywania biatko-DNA: 40 mM HEPES-KOH pH 8,0; 25 mM Tris-HCI
pH 8,0; 4% sacharoza (w/v); 4 mM DTT; 80 ug/ml BSA; 11 mM octan magnezu; 10
mM ATP

bufor Laemmli (4x stg¢zony): 0,25 M Tris pH 6,8; 6% SDS; 40% sacharoza (w/v);
0,04% biekit bromofenolowy (w/v); 10% B-merkaptoetanol

bufor SDS (10x stezony): 196 mM glicyna; 0,1% SDS; 50 mM Tris-HCI pH 8,3

CA: 50 mM KCI; 20 mM KPi pH 7,0; 10% glicerol; 1 mM DTT; 1 mM EDTA
CAPS: 10 mM CAPS pH 11,0; 10% metanol

CP1: 50 mM KCI; 20 mM KPi pH 7,5; 10% glicerol; 2 mM DTT; 2 mM EDTA

CP2: 400 mM KCI: 20 mM KPi pH 7,5; 10% glicerol; 2 mM DTT; 2 mM EDTA
CQ1: 50 mM KCI; 20 mM Tris-HCI pH 7,5; 10% glicerol; 1 mM DTT; 1 mM EDTA
CQ2: 500 mM KCI; 20 mM Tris-HCI pH 7,5; 10% glicerol; 1 mM DTT; 1 mM EDTA
D: 20 mM Tris-HCI pH 7,5; 1 mM EDTA; 1 mM DTT; 10% glycerol

D25: 25 mM KCI; 20 mM Tris-HCI pH 7,5; 1 mM EDTA; 1 mM DTT; 10% glicerol
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D400: 400 mM KCI; 20 mM Tris-HCI pH 7,5, 1 mM EDTA; 1 mM DTT; 10%

glicerol
DL: 25 mM KCI; 50 mM Tris-HCI pH 7,6; 5 mM DTT; 0,1 mM Spermidyna

GA: 150 mM NaCl; 50 mM Tris-HCI pH 8,1; 20 mM EDTA; 10% sacharoza; 20 mM
spermidyna; 0,1% Brij-58; 1 mM DTT,;

HA: 50 mM Tris-HCI pH 7,2; 5 mM DTT; 5 mM MgCl2; 10% glicerol; 0,02% Triton
X-100

HB: 200 mM KCI; 50 mM Tris-HCI pH 7,2; 5 mM DTT; 5 mM MgCl»; 10% glicerol;
0,02% Triton X-100

HBS-EP: 10mM HEPES/KOH pH 7,4; 150 mM NaCl; 0,005% Surfaktant P20; 3 mM
EDTA

P1: 50 mM Tris-HCI pH 7,5; 2 mM EDTA; 2 mM DTT; 10% glicerol

P2: 50 mM Tris-HCI pH 7,5; 2 mM EDTA; 2 mM DTT; 10% glicerol; 100 mM KClI
P3: 50 mM Tris-HCI pH 7,5; 2 mM EDTA; 2 mM DTT; 10% glicerol; 400 mM KCI
P4: 50 mM Tris-HCI pH 7,6; 0,5 mM EDTA; 1 mM DTT; 10% glicerol; 100 mM KCI

PA: 50 mM HEPES pH 7,2; 25 mM NaCl, 5 mM MgClz; 2 mM ATP; 1 mM DTT;
10% glycerol

PB: 50 mM HEPES pH 7,2; 600 mM NaCl, 5 mM MgCl,; 2 mM ATP; 1 mM DTT;
10% glycerol

PBS: 10mM NaPi pH 7,4; 150 mM NaCl; 3 mM KClI
PBST: 20 mM KPi pH 7,6; 150 mM NaCl; 1% Trition X-100; 0,1% B-merkaptoetanol
PSA: 50 mM NaPi pH 7,5; 2 mM DTT; 10% glicerol; 0,5 M (NH4)2SO04

QSA: 100 mM KCI; 50 mM Tris-HCI pH 8,0; 5 mM DTT; 5 mM MgCl;; 10%

glicerol

QSB: 700 mM KCI; 50 mM Tris-HCI pH 8,0; 5 mM DTT; 5 mM MgCl; 10%
glycerol
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4.3.2

SA: 25 mM NaCl; 50 mM HEPES pH 7,2; 1 mM EDTA; 1 mM DTT; 10% glicerol
SB: 500 mM NaCl; 50 mM HEPES pH 7,2; 1 mM EDTA; 1 mM DTT; 10% glicerol
SEN: 0,2 M EDC; 0,05 M NHS

TBE: 90mM Tris-boran, 2mM EDTA

TBST 125 mM NacCl, 25 mM Tris pH 7,5, 0,1% Tween 20

TCB: 50 mM Tris-HCL pH 8,0; 150 mM NaCl; 2,5 mM CaClz; 0,1% B-

merkaptoetanol; 10% glicerol

TNE: 10 mM Tris-HCI pH 7,6; 300 mM NaCl; 1 mM EDTA

UF: 100 mM NacCl; 20 mM Tris-HCI pH 7,4; 5 mM MgCl»; 10% glicerol
WA: 0,2% BSA; 10mM NaPi pH 7,4; 150 mM NaCl; 3 mM KCI

WB: 25 mM HEPES-KOH pH 7,6; 150 mM KCI; 25 mM NaCl; 1 mM DTT; 10 mM
MgClz; 2,5% glicerol; 0,1 mM EDTA; 0,05% Triton X-100; 0,2% BSA

XL: 100 mM KCI; 50 mM Tris-HCI pH 7,8; 5mM DTT; 1 mM PMSF; 10% glicerol
Roztwory

roztwor arabinozy: 20% arabinoza (roztwor wodny)

roztwor barwnika Coomasie: 0,28% Coomasie Brillant Blue G (m/v); 50% metanol
roztwor bromku etydyny: 10 mg/ml w H20

roztwor chlorku wapnia: 100 mM CaCl; (roztwor wodny)

roztwor glukozy: 20% glukoza (roztwor wodny)

roztwor odbarwiajacy: 10% kwas octowy; 20% metanol

roztwor PMSF: 10 mg/ml w izopropanolu

roztwor polietylenoiminy: 10% polietylenoimina (roztwor wodny)

4.4 Podloza hodowlane

LA: 0,5% ekstrakt drozdzowy; 1% pepton; 1% NaCl; 1,5% agar
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LB: 0,5% ekstrakt drozdzowy; 1% pepton; 1% NaCl
PYE: 0,01% ekstrakt drozdzowy; 0,02% pepton; 0,5 mM CaClz; 0,4 mM MgSO4

PYE agar; 0,01% ekstrakt drozdzowy; 0,02% pepton; 0,5 mM CaClz; 0,4 mM MgSOs; 1,2%
agar

Antybiotyki dodawano do podtozy w nastepujacych st¢zeniach koncowych:
ampicyling 50-100 ug/ml

kanamycyne 50-75 pg/ml

chloramfenikol 25-40 pg/mi

tetracykling 12,5-50 pg/ml

gentamycyne 5-10 pg/ml
4.5 7Z}oza chromatograficzne

CM-Sepharose (Amersham biosciences; USA)
DEAE Sepharose (Pharmacia; USA)

HiTrap Heparin (GE Healthcare; USA)
Ni-NTA agarose (Qiagen; USA)

P11 (Whatman; USA)

Q-Sepharose FF (Amersham biosciences; USA)
Source 15Q (Amersham Pharmacia; USA)

Superdex 200 (GE Healthcare; USA)
4.6 Odczynniki

A&A Biotechnology, Polska - zestawy do izolacji plazmidowego DNA (Plazmid Mini,
Plazmid Midi), zestaw do izolacji chromosomalnego DNA (Genomic Mini)

Applichem, Niemcy — jednozasadowy fosforan potasu, dwuzasadowy fosforan potasu

Biacore, Szwecja — EDC, NHS, Surfaktant P20,
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Bio-Rad, USA — zestaw substratow TMB EIA
Substrat HRP WesternBright Quantum (Advansta, USA)

Zestaw do oczyszczania DNA po reakcji i z zelu agarowego NucleoSpin Gel and PCR

(Macherey-Nagel, Germany)
Chempur, Polska — izopropanol

Fermentas, Litwa — IPTG, Wzorzec masowy do DNA (Gene Ruler, drabinka 1kb DNA),

Wzorzec masowy do biatek (PageRuler™ Prestained Protein Ladder), bufory dla enzyméow
Fluka, Niemcy — octan magnezu, glicerol,

ICN Biomedicals — cyjanol ksylenowy

J. T.Baker, Holandia — etanol

Merck, Niemcy — agar, Coomasie Brilliant Blue, ekstrakt drozdzowy, KCl, pepton

MP Biomedicals, USA — dwuzasadowy fosforan sodu, glukoza

POCh, Polska — bigkit bromofenolowy, butanol, HCI, kwas cytrynowy, kwas octowy, kwas
siarkowy, metanol, sacharoza

Serva, Niemcy — Brij 58, jednozasadowy fosforan sodu

Sigma-Aldrich, USA - ampicylina, kanamycyna, APS, arabinoza, ATP, ATPyS, pB-
merkaptoetanol, bromek etydyny, BSA, CaCl., CAPS, chloramfenikol, gentamycyna CsCl,
DTT, EDTA, etanolamina, formaldehyd, glicyna, glutaminian potasu, HEPES, imidazol,
tetracyklina, KOH, kwas borowy, lizozym, MgCl2, NaCl, NH4OH, (NH4)2SO4, PMSF, poli-L-
lizyna, polietylenoimina, SDS, TEMED, tetracyklina, Tris, Triton X-100, Tween 20

4.7 Bialka

Ec Lon, Ec ClpQ, Ec ClpY, LO — kolekcja ZBM

Enzymy restrykcyjne, fragment Klenowa, kinaza T4, ligaza T4, polimeraza Pfu, polimeraza

Taq, SAP — Fermentas, Litwa
a-kazeina, BSA — Sigma, USA

ParD, GST-ParE, Ec ClpA, Cc ClpA, Pp ClpA, Ec ClpP, Cc CIpP, Pp ClpP, Ec ClpX, Ec
GyrAB — oczyszczono w tej pracy
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4.8 Przeciwciala

Mysie przeciwciata poliklonalne anty-ParD i anty-ParE — kolekcja ZBM

Kozie monoklonalne przeciwciata anty-mysie koniugowane z peroksydazg chrzanowa HRP

(ang. horseradish peroxidase) — (Bio-Rad, USA)
4.9 Inne materialy

szkietka podstawowe, szkietka nakrywkowe — Comex, Polska,
filtr Millipore HA 0,45um — Millipore, USA

membrana nitrocelulozowa PROTRAN — Whatman, USA
sensor CM5, sensor SA — GE Healthcare, USA

Ptytki 96-dotkowe ELISA — Costar

Alexa Fluor 555-aha-dCTP (Thermo Fisher Scientific, USA)

Worki dializacyjne Spectra/Por (Spectrum Laboratories Inc., USA)
4.10 Sprzet

Systemy chromatograficzne AKTAprime plus (GE Healthcare, USA)
Wstrzgsarka wodna Aquatron Waterbath (Infors AG, Szwajcaria)
Wiréwka Avanti J-301 High-Speed (Beckman Coulter, USA)
Spektrofotometr Beckman DU-640i UV-Vis (Beckman, USA)

Blok grzewczy Benchmark Digital Dry Bath (Benchmark Scientific, USA)
Biacore 2000 (Biacore AB, Szwecja)

Binder Incubators (Binder, Niemcy)

Fermentor Biostat C (Sartorius, Niemcy)

Wiréwka 5424 R (Eppendorf, Niemcy)

System do wizualizacji ChemiDoc MP (Bio-Rad, USA)

Czytnik ptytek DTX880 Multimode (Beckman Coulter, USA)
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System do elektroporacji Gene Pulser Xcell (Bio-Rad, USA)
Horizontal Mini-Gel Systems MGU-202T (C.B.S. Scientific, USA)
Sub-Cell GT (Bio-Rad, USA)

PCR MasterCycler Gradient (Eppendorf, Niemcy)

PCR MasterCycler Personal (Eppendorf, Niemcy)

System dejonizacji wody Milli-Q Ultrapure (Millipore, USA)

Aparat do transferu Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad, USA)

Aparat do rozdziatu Mini-PROTEAN Tetra Cell system (Bio-Rad, USA)
Spektrofotometr Nanodrop 2000 UV-Vis (Thermo Scientific, USA)
Rotor NVT 90 (Beckman Coulter, USA)

Wytrzagsarka wodna OLS200 (Grant, UK)

Ultrawirowka Optima L-90K Ultracentrifuge (Beckman Coulter, USA)
Sonikator Q700 (Qsonica, USA)

Thermomixer Comfort (Eppendorf, Niemcy)

Spektrofotometr V-650 UV-Vis (Jasco, USA)
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5 Metody

5.1 Oczyszczanie DNA

Do izolacji chromosomalnego DNA bakterii uzytem komercyjnego zestawu Genomic Mini
kit (Materiaty 4.6). Plazmidowy DNA oczyszczalem metodg lizy alkalicznej (Sambrook i
wsp., 2006) lub przy uzyciu zestawu Plazmid Mini (Materiaty 4.6). Duzg skale oczyszczania
superzwinietego DNA plazmidu przeprowadzitem z uzyciem metody lizy alkalicznej
wirowania w gradiencie CsCl, wedlug procedury opisanej w podrgczniku ,,Molecular
Cloning” (Sambrook i wsp., 2006). DNA po trawieniu restrykcyjnym oczyszczalem z
uzyciem komercyjnego zestawu NucleoSpin Gel and PCR (Materialty 4.6) zgodnie z

instrukcjg producenta.
5.2 Lancuchowa reakcja polimerazy (PCR)

Reakcje PCR przeprowadzatem w celu amplifikacji fragmentu DNA uzywajac polimerazy
DNA Pfu lub Taq (Materiaty 4.7) zgodnie z instrukcja producenta. Mieszanina reakcyjna o
objetosci 50 pl zawierata 20 ng matrycy DNA, bufor dla polimerazy (Materialy 4.6),
trojfosforany kazdego z deoksynukleotydow w stezeniu 0,2 uM, kazdy ze starteréw w
stezeniu 0,8 uM, 1,25 U polimerazy Pfu lub 1,5 U polimerazy Taq. Standardowo
prowadzitem wstgpng denaturacje w temp. 95°C przez czas 30 sek., a nastepnie 33 cykle
wlasciwej reakcji PCR w termocyklerze (Materiaty 4.10). Jeden cykl obejmowal denaturacje
w temp. 95°C przez czas 30 sek., hybrydyzacje oligonukleotydow w temp. charakterystycznej
dla danej pary starteréw przez 30 sek. oraz wydtuzanie tancucha DNA w temp. 72°C przez 1
min. na kazde 1000 pz. matrycy. W kofcowym etapie inkubowatem probki w temp. 72°C

przez okres 15 min., a nastgpnie schtadzatem ja do temp. 10°C.
5.3 Trawienie restrykcyjne DNA

Trawienie restrykcyjne preparatywne prowadzitem z uzyciem okoto 2 pg DNA w mieszaninie
reakcyjnej o objetosci 20 pl zawierajacej po 2 U odpowiednich enzyméw. Trawienie
restrykcyjne w celu weryfikacji poprawno$ci uzyskanych plazmidow wykonywatem 2z
uzyciem okoto 150 ng DNA w mieszaninie reakcyjnej o objetosci 10 ul, wykorzystujac po 0,2
U odpowiednich enzyméw. Trawienie przeprowadzatem w odpowiednim dla zastosowanych

enzyméw buforze, dostarczonym przez producenta (Materiaty 4.7), w temperaturze 37°C
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przez okres od 1 do 2 h. Mieszaning reakcyjng analizowatem z wykorzystaniem elektroforezy
agarozowej (Metody 5.8). Jezeli trawitem DNA w celu preparatywnym, po rozdziale
elektroforetycznym oczyszczatem go z wykorzystaniem komercyjnego zestawu (Metody 5.1).

5.4 Woypelnianie lepkich koncow DNA fragmentem Klenowa

Wektor przeznaczony do klonowania po trawieniu restrykcyjnym modyfikowatem za pomoca
fragmentu Klenowa. Enzym ten wypelnia lepkie konce liniowego DNA w kierunku 5'-3'.
Mieszanina reakcyjna miata objetos¢ 20 pl i zawierata 15 pl plazmidu po trawieniu
restrykcyjnym oczyszczonego z zelu agarozowego za pomoca komercyjnego zestawu, 1x
stezony bufor Tango (Fermentas), kazdy z deoksynukleotydow w stezeniu 1 mM oraz 1 U
fragmentu Klenowa (Fermentas). Probke inkubowatem w temp. 37°C przez 30 min. po czym

przeprowadzatem termiczng denaturacj¢ enzymu w temp. 75°C przez 15 min.
5.5 Defosforylacja

Plazmid przeznaczony do konstrukcji wektora ekspresyjnego byt po trawieniu restrykcyjnym
i wypetnianiu fragmentem Klenowa przeze mnie defosforylowany. Do mieszaniny reakcyjnej
bezposrednio po reakcji wypetniania dodawatem 1 U alkalicznej fosfatazy (SAP) i
inkubowatem w temp. 37°C przez 1h. Nastgpnie enzym inaktywowalem przez inkubacje w

temp. 65°C przez 10 min.
5.6 Ligacja

Ligacj¢ przeprowadzalem w mieszaninie reakcyjnej o objetosci 15 pl zawierajacej okoto 10
ng przecigtego enzymami restrykcyjnymi, wypelnionego fragmentem Klenowa i
defosforylowanego wektora, od 10 do 50 ng produktu PCR po trawieniu restrykcyjnym, 1x
stezony bufor dla ligazy T4, 1 mM ATP 1 1 U ligazy T4 (Fermentas). Ligacje prowadzitem
przez noc w temp. 22°C. Mieszaniny ligacyjnej w porcjach o objetosci od 2 do 10 pnl

uzywalem nastgpnie do transformacji komorek kompetentnych.
5.7 Przygotowanie komorek kompetentnych i transformacja

Komorki kompetentne przygotowywatem z uzyciem chlorku wapnia, a transformacje
komorek bakteryjnych plazmidowym DNA wykonywatem wg procedury opisanej w
podreczniku ,,Molecular Cloning” (Sambrook i wsp., 2006). Po transformacji plazmidowym
DNA komorki wysiewatem na podtoze LA z odpowiednim antybiotykiem.
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5.8 Elektroforeza DNA w Zelu agarozowym

DNA rozdzielatem w 1% zelach agarozowych z uzyciem buforu TBE, w aparatach do
elektroforezy agarozwej (Materiaty 4.10) przy napieciu 25-90 V. Zele barwitem bromkiem
etydyny i analizowatem w $wietle UV w systemie Chemi-Doc Image Lab 5.1 (Bio-Rad,
USA).

5.9 Elektroforeza w denaturujacym zelu poliakrylamidowym (SDS-
PAGE)

Rozdzialy elektroforetyczne SDS-PAGE prowadzitem w 12.5% 1lub 15% zelach
poliakrylamidowych z 5% zelem =zageszczajagcym (Laemmli, 1970). Elektroforeze

wykonywatem w aparatach do elektroforezy wg instrukcji producenta (Materiaty 4.10).
5.10 Barwienie zeli poliakrylamidowych barwnikiem Coomassie

Jezeli nie wyszczegolnitem innej metody, wizualizacje rozdzialu wykonywatem przez
inkubacje zelu w roztworze barwnika Coomasie (Materialy 4.3.2) przez 30 min, a nast¢pnie

odbarwiatem przez noc w roztworze odbarwiacza (Materiaty 4.3.2).
5.11 Western Blotting

Zele poliakrylamidowe przeznaczone do analizy metoda Western Blotting réwnowazytem
przez 15 min w buforze do transferu. Dla transferu mokrego stosowatem bufor 10 mM CAPS
pH 11,0 (Materialy 4.3.1). Nastepnie biatka przenositem z Zelu na membrang nitrocelulozowa
(Materiaty 4.9) w aparacie do transferu mokrego (Materiaty 4.10) przy stalym nat¢zeniu
pradu 400 mA przez 1 h. Membran¢ blokowatem 3% roztworem odttuszczonego mleka w
proszku rozpuszczonego w buforze TBS-T (Materialy 4.3.1) i inkubowatem z mysimi
przeciwciatami I-rzedowymi anty-ParD lub anty -ParE przez 1 h. Po kilkukrotnym ptukaniu
buforem TBS-T membrang inkubowatem z Il-rzedowymi przeciwciatami anty-mysimi
(Materiaty 4.8) przez 45 min. Membran¢ wywotywatem z uzyciem zestawu ,,Substrat HRP
WesternBright Quantum” (Advansta, USA) (Materialy 4.6). Otrzymany obraz analizowatem

densytometrycznie przy uzyciu programu Imagel (LOCI, University of Wisconsin).
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5.12 Okreslenie stezenia bialek i DNA

Okreslanie stezenia biatek odbywalo si¢ za pomoca pomiaru densytometrycznego, ktory
wykonywatem po rozdziale elektroforetycznym na zelu poliakrylamidowym i barwieniu
Coomassie. Jako wzorca uzytem znanej ilosci biatka BSA. Pomiaru dokonywatem z uzyciem
programu ImageJ (LOCI, University of Wisconsin). Okre$lenie stgzenia DNA odbywalo si¢
spektrofotometrycznie (Sambrook i wsp., 2006).

5.13 Oczyszczanie bialek

5.13.1 Oczyszczanie bialka ParD plazmidu RK2

Bakterie szczepu BL21 (pBAD-ParD) (Materiaty 4.1) hodowatem przez noc w pozywce LB z
dodatkiem ampicyliny. Hodowle odmtadzatem do pozywki LB (6 x 1 litr) w stosunku 1:50 i
hodowatem w temp. 37°C do OD600=0,6. Indukowatem nadprodukcj¢ biatka przez dodanie
arabinozy do stezenia 0,2% 1 prowadzitem hodowlg przez kolejng godzing. Osad bakteryjny
osadzatem przez wirowanie (4,900 obr/min, 15 min; rotor JLA 10.500) (Materialy 4.10),
zamrazatem i przechowywatem w temperaturze -70°C. Po rozmrozeniu osad zawieszatem w
buforze DL (Materiaty 4.3.1) (10 ml buforu/1 g osadu), dodawatem niewielkg ilos¢ lizozymu
1 PMSF do stezenia 0,3mM, po czym inkubowalem przez 30 min fazni lodowej. Nastepnie
prowadzitem sonikacj¢ zawiesiny bakteryjnej (5 impulséw po 1 min.) (Materiaty 4.10). Lizat
po sonikacji wirowatem (25 000 obr/min, 30 min; rotor JA-30.50). Do supernatantu dodatem
siarczan amonu do stezenia 0,2 mg/ml a nastepnie wirowatem (25 000 obr/min, 30 min; rotor
JA-30.50) w celu usunigcia wytraconych biatek. Do otrzymanego supernatantu dodatem
ponownie siarczan amonu do koncowego stezenia 0,4 mg/ml i wirowatem (25 000 obr/min,
30 min; rotor JA-30.50). W osadzie po wysalaniu znajdowato si¢ biatko ParD. Otrzymany
osad zawieszatem w 4 ml buforu D i dializowatem przez noc do buforu D. Preparat po dializie
wirowatem (25 000 obr/min, 30 min; rotor JA-30.50) w celu usunigcia nierozpuszczonych
biatek. Supernatant rozcienczatem buforem D pigciokrotnie i nanositem na kolumne DEAE-
Sepharose (Materiaty 4.5) (obj. 60 ml) zrownowazong buforem D. Po naniesieniu biatka
kolumne ptukatem 180 ml buforu D25, a nastepnie eluowalem zwigzane ze ztozem biatko
liniowym gradientem 0-100% buforu D400 (Materiaty 4.3.1) o objetosci 500 ml. Potaczone
frakcje zawierajace ParD dializowatem do buforu D (Materialy 4.3.1). Preparat biatka po
dializie nanositem na kolumne¢ HiTrap Heparyne (Materialy 4.5) o objetosci 1 ml

zrownowazong buforem D, przy przeptywie 0,5 ml/min. Elucje biatka z kolumny wykonatem
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w liniowym gradiencie 0-100% buforu D400. Wybrane potaczone frakcje dializowatem do
buforu D i nanositem na 2 ml ztoza Resource 15Q (Materiaty 4.5). Kolumne ptukatem 10 ml
buforu D25 i eluowatem w linowym gradiencie 0-100% buforu D400. Frakcje zawierajace

biatko ParD o zadowalajgcym stezeniu i czysto$ci taczytem i dializowatem do buforu D.

5.13.2 Oczyszczanie bialka ParE plazmidu RK2

Biatko ParE posiadajace jako znacznik S-Transferaz¢ Glutationu GST (ang. Glutathione S-
transferase) nadprodukowatem w komoérkach szczepu JM109 (Materiaty 4.1). Catonocng
hodowle komodrek JIM109 niosacych plazmidy pAS12 do nadprodukcji GST-parE i pRR46 z
ktorego ekspresja genu parD odbywa si¢ konstytutywnie (Materiaty 4.2.1) prowadzitem bez
wytrzasania w temp. 30°C, Nastepnie hodowle rozcienczatem w stosunku 1:50 w 6 litrach
pozywki LB z dodatkiem ampicyliny oraz kanamycyny i hodowatem w temp. 37°C z
wytrzasaniem do osiggniecia ODeoo 1,5. Nastepnie hodowle indukowatem IPTG do
osiggniecia stezenia ImM 1 hodowalem przez kolejne 3 godziny. Bakterie osadzatem przez
wirowanie (5000 obr/min, 15 min; rotor JLA 10.500) (Materiaty 4.10). Osad zawieszatem w
buforze PBST (Materiaty 4.3.1) 1 przeprowadzatem lize komorek przez sonikacje. Nastgpnie
lizat wirowatem (25000 obr/min, 30 min; rotor JA-30.50) (Materiaty 4.10) i zachowywatem
supernatant. Przygotowywatem ztoze GST-agarose i rownowazytem buforem PBST z 10 mM
glutationem. Supernatant po lizie bakterii (25 ml) nanositem na 1ml ztoza GST-agarose i
inkubowatem przez 3 h z mieszaniem. Ztoze osadzalem przez wirowanie (5000 obr/min, 1
min; rotor 11133) (Materiaty 4.10) i oddzielatem supernatant. Nastepnie ztoze zawieszatem w
buforze PBST z 10 mM glutationem i przenositem do kolumny chromatograficznej (@ 0,5
cm). Ztoze ptukatem 10 ml buforu PBST z 10 mM glutationem. Elucj¢ biatka prowadzatem z
uzyciem buforu TCB z 50 mM glutationem (Materiaty 4.3.1) zbierajac frakcje o objetosci 1
ml. Czystos¢ biatka okreslalem analizujac frakcje metoda elektroforezy poliakrylamidowe;j
(Metody 5.9) i barwienia Coomassie. Potaczone frakcje zawierajace biatko o zadowalajacej
czystosci i stezeniu dializowatlem do buforu TCB (4 zmiany buforu o objetosci 1 1 co 30

minut).
5.13.3 Oczyszczanie biatka GyrAB Escherichia coli

Bakterie szczepu JM109 (Materiaty 4.1) (pBS59GyrAB) (Materiaty 4.2.1) hodowatem przez
noc w pozywce LB z dodatkiem ampicyliny. Hodowle odmtadzatem w stosunku
objetosciowym 1:50 i prowadzilem dalsza hodowle w fermentorze (Materiaty 4.10) o

objetosci 6 litrow w temp. 30 °C do ODe0o=0,60. Nadprodukcj¢ biatka GyrAB indukowatem
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termicznie w 42 °C przez 15 min. i kontynuowatem hodowle przez 2 godziny w temp. 37°C.
Bakterie osadzalem przez wirowanie (15 min z prgdkoscia 4900 obr/min, rotor JLA
10.500)(Materiaty 4.10), a nastgpnie zawieszalem w buforze GA (Materialy 4.3.1),
zamrazatem w cieklym azocie i przechowywatem w temp. -70 °C. Osad rozmrazatem a
nastepnie dodawatem 40 ml buforu GA (Materialy 4.3.1) oraz lizozym (0,2 mg/ml),
inkubowatem 30 min., a nastgpnie zamrazalem ponownie i rozmrazatem powoli mieszajac.
Mieszaning wirowano (25000 obr/min, 30 min; rotor JA-30.50) (Materialy 4.10),
rozcienczatem buforem SA (Materialy 4.3.1) nanositem na kolumng¢ DEAE-Sepharose
(Materiaty 4.5) (obj. 60 ml) zrbwnowazong buforem SA. Po naniesieniu biatka, ptukatem
kolumne 180 ml buforu SA, a nastgpnie eluowatem zwigzane ze zlozem biatko liniowym
gradientem 0-100% buforu SB (Materiaty 4.3.1) o objetosci 500 ml. Potaczone frakcje
zawierajace GyrAB dializowatem do buforu PA (Materiaty 4.3.1). Preparat biatka po dializie
nanositem na kolumne P11 o objetosci 15 ml zrownowazong buforem PA, przy przeptywie
0,2 ml/min. Kolumne¢ ptukatem 50 ml buforu PA, elucj¢ biatka wykonatem w linowym
gradiencie 0-100% buforu PB. Zebrane frakcje zawierajace biatko GyrAB laczytem i
dializowatem do buforu PA i nanositem na kolumne HiTrap Heparyne (Materialy 4.5) o
objetosci 1 ml. Kolumne przemywatem buforem PA (10 ml), a biatko eluowatem liniowym
gradientem 0-100% buforu PB (Materialy 4.3.1) o objetosci 20 ml zbierajac frakcje o
objetosci 0,5 ml. Bialko o zadowalajgcej czystosci i stezeniu dializowatam do buforu PA (4

zmiany buforu o obje¢tosci 1 1 co 60 minut)

5.13.4 Oczyszczanie biatka ClpA Escherichia coli

Nocng hodowlg bakterii E. coli szczepu XL1-Blue (Materiaty 4.1) niosacych plazmid
pUHE21 2fdA12 CIpA (Materiaty 4.2.1) rozcienczatem w stosunku 1:50 w 6 litrach pozywki
LB z ampicyling 1 hodowalem w temp. 37°C z wytrzasaniem. Po osiagnigciu przez kulture
bakteryjng ODg0o=0,6 indukowalem nadprodukcje¢ biatka dodajac do pozywki IPTG do
koncowego stezenia 1 mM. Hodowlg prowadzitem przez kolejne 2 godziny. Bakterie
osadzatem przez wirowanie (8000 obr/min, 5 min; rotor JLA 10.500) (Materiaty 4.10). Osad
(13 g) zamrazatem i przechowywatem w temp. -70°C. Po rozmrozeniu bakterie zawieszatem
w 50 ml buforu CA (Materiaty 4.3.1) i prowadzitem liz¢ przez sonikacje¢ zawiesiny. Lizat
wirowatem (25000 obr/min, 30 min; rotor JA-30.50) (Materiaty 4.10). Supernatant
przeniostem do zlewki i przy ciaglym mieszaniu dodawatem porcjami 10% roztwor
polietylenoiminy (Materiaty 4.3.2) do koncowego stezenia 0,3% w celu wytracenia biatek.

Osadzitem wytragcone biatka przez wirowanie (25000 obr/min, 30 min). Osad zawiesitem w
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matej ilosci buforu CP1 (Materiaty 4.3.1) 1 prowadzitem dializ¢ zawiesiny do tego buforu w
celu rozpuszczenia obecnych w niej bialek. Po zakonczeniu dializy preparat wirowatem
(25000 obr/min, 30 min; rotor JA-30.50) aby osadzi¢ nierozpuszczone biatka. Supernatant
naniostem na kolumne CM-Sepharose (Materiaty 4.5) (obj. 30 ml) zrownowazong buforem
CP1. Po naniesieniu biatka, kolumn¢ ptukatem 100 ml buforu CP1, a nast¢pnie eluowatem
zwigzane ze ztozem bialko liniowym gradientem 0-100% buforu CP2 (Materiaty 4.3.1) o
objetosci 150 ml. Potaczone frakcje zawierajace ClpA dializowalem do buforu CQ1
(Materiaty 4.3.1). Preparat biatka po dializie naniostem na kolumn¢ Source 15Q (Materiaty
4.5) o objetosci 1,2 ml zrownowazong buforem CQI1, przy przeptywie 0,5 ml/min. Elucje
biatka z kolumny wykonywatem trojetapowym gradientem buforu CQ2 (Materialy 4.3.1): (i)
15 ml 0-25% CQ2, (ii) 10 ml 25-30% CQ2, (iii) 10 ml 30-80% CQ?2. Frakcje zawierajace

biatko ClpA o zadowalajacym stezeniu i czystosci potaczytem i dializowatem do buforu CQL1.

5.13.5 Oczyszczanie bialka ClpA Caulobacter crescentus i CIpA Pseudomonas putida

Nocng hodowle bakterii E. coli szczepow BL21 (Materialty 4.1) niosacych plazmidy
pBAD24-ClpAPp i pPBAD24 ClpPCc (Materiaty 4.2.1) rozcienczatem w stosunku 1:50 w 6
litrach pozywki LB z ampicyling i hodowatem w temp. 37°C z wytrzasaniem. Po osiagnig¢ciu
przez kulturg bakteryjnag ODeg0o=0,6, indukowatem nadprodukcje¢ biatka dodajac do pozywki
arabinoze¢ do koncowego stezenia 0,2%. Hodowle prowadzitem przez kolejne 2 godziny.
Bakterie osadzatem przez wirowanie (8000 obr/min, 5 min; rotor JLA 10.500) (Materiaty
4.10). Osad (8 g) zamrazalem i przechowywatem w temp. -70°C. Po rozmrozeniu bakterie
zawieszatem w 50 ml buforu CA (Materiaty 4.3.1) i przeprowadzatem liz¢ przez sonikacje
zawiesiny. Lizat wirowatem (25000 obr/min, 30 min; rotor JA-30.50) (Materialy 4.10).
Supernatant przeniostem do zlewki i w celu wytracenia bialek, przy cigglym mieszaniu
dodawatem porcjami 10% roztwor polietylenoiminy (Materiaty 4.3.2) do koncowego stezenia
0,3%. Osadzitem wytragcone biatka przez wirowanie (25000 obr/min, 30 min). Osad
zawieszalem w malej ilosci buforu CP1 (Materialy 4.3.1) i przeprowadzatem dialize
zawiesiny do tego buforu w celu rozpuszczenia obecnych w niej biatek. Po zakonczeniu
dializy preparat wirowatem (25000 obr/min, 30 min; rotor JA-30.50), aby osadzi¢
nierozpuszczone biatka. Supernatant nanositem na kolumne CM-Sepharose (Materialy 4.5)
(obj. 30 ml) zrownowazong buforem CP1. Po naniesieniu biatka, kolumne¢ ptukatem 100 ml
buforu CP1, a nastepnie eluowalem zwigzane ze ztozem biatko liniowym gradientem 0-100%
buforu CP2 (Materialty 4.3.1) o objetosci 150 ml. Potaczone frakcje zawierajace ClpA
dializowatem do buforu CQI (Materialy 4.3.1). Preparat biatka po dializie nanosilem na
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kolumne Source 15Q (Materialy 4.5) o objetosci 1,2 ml zréwnowazong buforem CQ1, przy
przeptywie 0,5 ml/min. Elucj¢ biatka z kolumny wykonywatem trojetapowym gradientem
buforu CQ2 (Materiaty 4.3.1): (i) 15 ml 0-25% CQ2, (ii) 10 ml 25-30% CQ2, (iii) 10 ml 30-
80% CQ2. Frakcje zawierajace biatko CIpA o zadowalajacych stezeniu 1 czystosci

potaczytem i dializowatem do buforu CQ1.

5.13.6 Oczyszczanie bialka ClpX Escherichia coli

Nocng hodowle bakterii E. coli szczepu BL21 (Materialy 4.1) niosgcych plazmid
pBAD24ClpX (Materialy 4.2.1) rozcienczatem w 6 litrach pozywki LB z ampicyling w
stosunku 1:50 i hodowatem w temp. 30°C do OD600=0,65. Indukowatem nadprodukcje
biatka ClpX przez dodanie arabinozy do koncowego st¢zenia 0,1% i prowadzilem hodowle
przez 3 godziny. Bakterie osadzatem przez wirowanie (8000 obr/min, 5 min; rotor JLA
10.500) (Materiaty 4.10). Osad (10 g) zamrozitem i przechowywatem w temp. -70°C. Po
rozmrozeniu bakterie zawieszatem w 120 ml buforu XL (Materiaty 4.3.1) i wykonatem lize
poprzez sonikacje. Lizat wirowalem (25000 obr/min, 30 min; rotor JA-30.50) (Materiaty
4.10), a supernatant przenoszono do zlewki. Nastepnie precypitowalem biatka z lizatu przez
wysalanie siarczanem amonu (0,3 g (NH4)2SOs na 1 ml lizatu) z mieszaniem. Bialka
osadzitem przez wirowanie (25000 obr/min, 1 h; rotor JA-30.50). Osad przeniostem do worka
dializacyjnego i dializowatem przez noc w buforze XL. Do preparatu po dializie dodatem
siarczanu amonu w celu wyrownania jego przewodnictwa z przewodnictwem buforu PSA
(Materiaty 4.3.1) (okoto 1200 puS). 8 ml preparatu naniostem na kolumne phenyl-agarose o
objetosci 20 ml zroéwnowazonej buforem PSA. Kolumne¢ plukatem 100 ml PSA, a elucje
biatka wykonatem z uzyciem gradientu 0-100% buforu PSB (Materiaty 4.3.1) o objetosci 120
ml zbierajac frakcje o objetosci 5 ml. Frakcje zawierajgce biatko ClpX potlaczytem i
dializowatem do buforu QSA (Materialy 4.3.1), a nast¢pnie naniostem na kolumng Q
Sepharose FF (20 ml) (Materialy 4.5) zrownowazong buforem QSA. Nastepnie kolumne
ptukatem 120 ml buforu QSA. Elucj¢ biatka wykonatem uzywajgc liniowego gradientu O-
100% buforu QSB (Materiaty 4.3.1) o objetosci 120 ml, zbierajac frakcje o objetosci 3 ml,
Frakcje zawierajace biatko ClpX potaczylem i dializowatem do buforu HA (Materiaty 4.3.1) i
naniostem na kolumng HiTrap Heparyne (Materialy 4.5) o objetosci 5 ml. Kolumne
przemywano buforem HA (50 ml), a biatko eluowatem liniowym gradientem 0-100% buforu
HB (Materiaty 4.3.1) o objetosci 60 ml zbierajac frakcje o objetosci 1,5 ml. Biatko ClpX
znajdowato si¢ we frakcjach zawierajacych 28-35% buforu HB. Frakcje zawierajace biatko

ClpX o zadowalajacym stezeniu i czystosci potagczytem i dializowatem do buforu HB.
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5.13.7 Oczyszczanie bialka ClpP Escherichia coli

Nocng hodowle bakterii szczepu BL21 (Materiaty 4.1), zawierajacych plazmid pSK20
(Materialy 4.2.1), odmtadzatem w stosunku 1:25 i hodowatem w fermentorze (Materiaty 4.10)
w temp. 30°C. Nadprodukcje biatka indukowatem za pomocg IPTG o koncowym stezeniu 1
mM przy ODeoo hodowli rownym 1. Po dwdch godzinach od indukcji bakterie osadzatem
przez wirowanie przez 5 minut przy 8000 obr/min (rotor JLA 10.500), a osad bakterii
zawieszalem w zimnym buforze do sonikacji P1 (Materialy 4.3.1). Zawiesing komorek
poddawatem sonikacji, a nastgpnie wirowatem 30 minut przy predkosci 25000 obr/min (rotor
JA-30.50). Do uzyskanego supernatantu powoli dodawatem roztworu polietylenoiminy do
koncowego stezenia 0,01%, a nastepnie calo$¢ wirowatem 30 minut przy predkosci 25000
obr/min (rotor JA-30.50). Do supernatantu po wirowaniu dodawatem chlorku potasu do
koncowego stezenia 100 mM i naktadalem na ztoze Q-Sepharose (Materialy 4.5) (@ 1 cm,
objetos¢ ztoza 15 ml) zrbwnowazone buforem P2 (Materiaty 4.3.1). Po naniesieniu preparatu,
kolumng ptukatem 60 ml buforu P2 zbierajac frakcje o objetosci 30 ml (przeptyw 0,5
ml/min.). Nast¢pnie zwigzane biatka eluowatem liniowym gradientem 0-100% buforéow P2 i
P3 (Materiaty 4.3.1) o objetosci 150 ml zbierajac frakcje o objetosci 5 ml. Obecnos¢ biatek
we frakcjach sprawdzitem przez barwienie czernig amidows, a nastepnie przez ich analize
elektroforetyczng w Zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujagcych. Dalsze
oczyszczanie przeprowadzalem wykorzystujac metode filtracji zelowej. Jedng z frakcji
zawierajacych biatko ClpP naniostem na kolumng Superdex 200 o dtugosci 80 cm, przemyta
buforem P4 (Materiaty 4.3.1) i zbieratem frakcje o objetosci 0,5 ml. Obecno$¢ biatek we
frakcjach sprawdzatem przez ich analizg elektroforetyczng w zelu poliakrylamidowym w
warunkach  denaturujagcych.  Stezenie uzyskanego preparatu bialka oznaczylem

densytometrycznie (Metody 5.12).

5.13.8 Oczyszczanie biatka ClpP Caulobacter crescentus i ClpP Pseudomonas putida

Biatko ClpP posiadajace znacznik histydynowy nadprodukowatem w komorkach E. coli
BL21 (Materiaty 4.1). Catonocng hodowle komoérek BL21 niosgcych plazmid
PET22b-His6-ClpPPp lub pETP (Materiaty 4.2.1) rozcienczatem w stosunku 1:100 w 6 litrach
pozywki LB z dodatkiem ampicyliny i hodowatem do osiggni¢cia ODgoo 0,6 w temp. 37°C z
wytrzasaniem. Hodowle indukowatem dodajac IPTG do koncowego stezenia ImM i
kontynuowatem hodowle przez 2 godziny. Nastepnie bakterie osadzalem przez wirowanie
(8000 obr/min, 5 min; rotor JLA 10.500) (Materiaty 4.10). Osad (4 g) zawiesitem w buforze
TO (Materiaty 4.3.1) i przeprowadzatem liz¢ komorek przez sonikacje. Nastepnie lizat
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wirowatem (25000 obr/min, 30 min; rotor JA-30.50) (Materiaty4.10) i zachowatem
supernatant. Ztoze Ni-NTA (Materiaty 4.5) rownowazytem buforem T1. Supernatant po lizie
bakterii (20 ml) nanositem na 2 ml ztoza Ni-NTA i inkubowatem przez 3 h z mieszaniem.
Ztoze osadzalem przez wirowanie (5000 obr/min, 1 min; rotor 11133) i oddzielitem
supernatant. Nastepnie zloze zawiesitem w buforze T2 (Materiaty 4.3.1) i przeniostem do
kolumny chromatograficznej (@ 0,5 cm). Ztoze ptukalem 10 ml buforu T2. Elucj¢ biatka
prowadzitem z uzyciem buforu T3 (Materiaty 4.3.1) zbierajac frakcje o objetosci 0,5 ml.
Czystos¢ biatka okre$lano analizujac frakcje metoda elektroforezy poliakrylamidowe;j
(Metody 5.9). Polaczone frakcje zawierajace biatko o zadowalajacej czystoSci i st¢zeniu

dializowatem do buforu UF (Materiaty 4.3.1) (4 zmiany buforu o objetosci 1 1 co 45 minut).
5.14 Test aktywnosci gyrazy

W celu analizy dziatania biatek ParD i ParE na gyraz¢ z E. coli GyrAB uzywalem testu
aktywnosci gyrazy (Jiang i wsp., 2002). Gyraza jest ATP zalezng topoizomerazg II
wprowadzajaca ujemne superzwiniecia do matrycy DNA. Test przeprowadzalem w
mieszaninach reakcyjnych o objetosci 20 pl, ktore zawieraty 120 ng GyrAB oraz ro6zne ilo$ci
biatek ParD lub ParE w buforze reakcyjnym (Materialty 4.3.1). Po pigciominutowej
preinkubacji biatek do mieszaniny reakcyjnej dodawatem superzwinig¢ta forme plazmidu
pKD19L (300 ng). Nastepnie przeprowadzatem inkubacje biatek z DNA w temp. 32°C przez
30 min. Reakcje zatrzymywatem przez dodanie SDS i EDTA do koncowego stezenia
odpowiednio 0,25% i 20 mM. Mieszaning reakcyjng inkubowatem przez 2 min w temp. 65°C,
po czym do mieszanin dodawatem 4 ul buforu obcigzajacego. Tak przygotowane probki
rozdzielatem, przeprowadzajac elektroforeze w 1% zelu agarozowym (Metody 5.8) przez 20 h
w buforze TBE i napigciu 25 V. W celu uwidocznienia DNA Zel agarozowy inkubowatem w
buforze TBE z dodatkiem EtBr. Nastepnie wyniki obrazowatem przy uzyciu ChemiDoc MP
(Bio-Rad) i poddawatem analizie densytometrycznej przy uzyciu programu Image] (LOCI,
University of Wisconsin).

5.15 Proteoliza in vitro

Dos$wiadczenia degradacji biatek in vitro przeprowadzatem w buforze do proteolizy
(Materiaty 4.3.1). Mieszaniny reakcyjne miaty objetos¢ 25 lub 50 pl 1 zawieraty
proteolizowane biatko (o-kazeing, AO, ParD lub ParE), oraz proteazy (ClpXP, CIpAP, ClpYQ

lub Lon). Probki inkubowatem w temp. 32°C w czasie od 0 do 120 minut. Reakcje
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zatrzymywalem przez dodanie 4x stezonego buforu Laemmli (Materiaty 4.3.1). Na 12,5% zel
poliakrylamidowy nanositem jedng trzecia catkowitej objetosci mieszaniny reakcyjnej |
rozdzielatem przy uzyciu metody SDS-PAGE (Metody 5.9). Wyniki rozdziatu uwidaczniatem
przez barwienie barwnikiem Coomasie (Metody 5.10). Zele analizowalem za pomoca
ChemiDoc MP (Bio-Rad) w programie Image Lab 5.1. Nast¢pnie wykonywatem pomiar
densytometryczny przy uzyciu programu ImageJ (LOCI, University of Wisconsin).

5.16 Test immunoenzymatyczny (ELISA)

Do testow ELISA uzywalem 96-studzienkowych plastikowych plytek (Materiaty 4.9). Caty
test wykonywatem w temp. pokojowej. Immobilizacja biatek na ptytce odbywala si¢ poprzez
umieszczenie w studzienkach mieszanin o objetosci 60 pl zawierajacych biatko (BSA, ParE,
ClpX, ClpA, ClpY lub Lon) o stezeniu 200 nM w buforze PBS (Materiaty 4.3.1) i
inkubowatem przez 1h. Nastepnie oczyszczatem studzienki poprzez usuwanie mieszaniny i
dwukrotne przemycie buforem WA (Materiaty 4.3.1) oraz pozostawiane w tym buforze na
okres 1h w celu zablokowania wolnych powierzchni studzienki. Po tym czasie ptukatem
studzienki buforem WB (Materiaty 4.3.1), a nast¢gpnie do studzienek dodawatem rosngce
ilosci biatka ParD: 250 ng, 500 ng, 750 ng, 1000 ng, 2000 ng, 4000 ng w buforze WB. Po
inkubacji z biatkiem ParD (30 min.) ptytki ptukatem jednokrotnie buforem WB i trzykrotnie
buforem WA, nastgpnie do dotkéw dodatem 100 pl roztworu mysich, poliklonalnych
przeciwcial anty-ParD (1:500 w buforze WA). Ptytki inkubowatem z przeciwciatami przez 2h
1 ptukalem trzykrotnie buforem WA. Nastepnie dodalem 100 pl drugorzedowych przeciwciat
anty-mysich koniugowanych z peroksydaza chrzanowa (HRP) i inkubowatem 45 min. Po
inkubacji  trzykrotnie plukatem plytki buforem WA. Reakcja bedaca wynikiem
przeksztalcenia substratu w barwny produkt przez peroksydaze pozwalata na wzgledng ocene
ilosci biatka ParD oddzialujacego z poszczegdlnymi, immobilizowanymi biatkami. Reakcja
barwna byta wywolywana za pomocg zestawu substratow TMB Peroxydase EIA (BioRad) wg
instrukcji producenta. Po przerwaniu reakcji 4N kwasem siarkowym dokonywatem pomiaru
absorbcji przy 450 nm w czytniku ptytek ELISA.

5.17 Test EMSA (ang. Electrophoretic Mobility Shift Assay)

Probki DNA byly przygotowane przez znakowanie DNA znacznikiem Alexa-555 (Materialy
4.9) przy uzyciu terminalnej transferazy (TdT) (promega) tak jak wczes$niej opisano w pracy

(Kolatka 1 wsp., 2008) dla Cy3-dCTP. Dwuniciowy DNA zawierajacy fragment pparDE
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otrzymatem w trakcie reakcji PCR uzywajac specyficznych starteréw (Materiaty 4.2.2) i
plazmidu RK2 (Materialy 4.1) jako matrycy. Mieszanina reakcyjna o objetosci 15 pl
zawierata fluorescencyjnie znakowany DNA 1 wzrastajace stezenie ParD w buforze do
odzialywania biatko-DNA (Materiaty 4.3.1). Reakcja przeprowadzatem przez 20 min w 32°C.
Po inkubacji dodawatem Ficoll 4000 do 2,5% (v/v) i calo$¢ nanositem na 5% zel
poliakrylamidowy. Rozdzial przeprowadzalem w buforze TBE (Materiaty). Wyniki
obrazowatem przy uzyciu ChemiDoc MP (Bio-Rad).

5.18 Powierzchniowy rezonans plazmonowy (SPR)

Doswiadczenia prowadzone z wykorzystaniem zjawiska powierzchniowego rezonansu
plazmonowego pozwalaja na badanie oddziatywan ligand-substrat zachodzacych w czasie
rzeczywistym, a takze na wyznaczenie parametrow kinetycznych takich oddzialywan. Ligand
immobilizuje si¢ na powierzchni sensora pokrytego warstwa zlota i warstwa dekstranu.
Nastegpnie na powierzchni¢ sensora nastrzykuje si¢ roztwor substratu. Urzadzenie, takie jak
uzyty w czasie realizacji niniejszej pracy Biacore 2000 (Materiaty 4.10), wykrywa przyrost
masy na powierzchni sensora bedacy wynikiem oddziatywania ligand-substrat. Przyrost masy
wyraza si¢ w jednostkach RU (ang. response units, jednostki odpowiedzi) i jest okreslany na
podstawie zmiany intensywnos$ci wigzki promieniowania elektromagnetycznego odbitego od
warstwy zlota. 1 RU odpowiada 1 pg substratu na 1 mm? powierzchni sensora. Zmiana
intensywnos$ci promienia odbitego jest sumg zmian diugosci fali 1 kata odbicia tego
promienia. Wynik pomiaru przedstawiony jest w postaci sensorgramu, ktory jest wykresem
obrazujacym zmiany mierzonego sygnatu w czasie. Sensorgram sklada si¢ z trzech czg$ci
odpowiadajacych fazom asocjacji, dysocjacji 1 regeneracji. W pierwsze] fazie nastgpuje
wigzanie substratu do liganda immobilizowanego na powierzchni sensora, nastepnie

oddysocjowanie substratu, a kazdy cykl koficzy faza regeneracji powierzchni sensora.
5.18.1 Analiza oddzialywan typu bialko-bialko

Analize oddziatywania pomiedzy biatkami ClpA, ParE, ParD wykonywalem na sensorze
CMS5. Biatko immobilizowalem na jego powierzchni za pomoca procedury sprzegania
aminowego (ang. amine coupling). Aktywacja powierzchni sensora odbywata si¢ przez
nastrzyk 100 pl buforu aktywacyjnego SEN (Materiaty 4.3.1) przy predkosci przeptywu 10
pul/min. Nastgpnie nastrzykiwalem biatko w stezeniu 10-50 ng/ul w buforze octanowym o pH
5,5. Immobilizacj¢ kontynuowatem do uzyskania sygnalu okoto 7000, 900 i 700 RU dla
kolejno CIpA, ParE i ParD. Dezaktywacj¢ powierzchni sensora wykonatem przez nastrzyk 60
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ul 1 M roztworu etylenoaminy pH 8,5. W celu optukania luzno zwigzanego biatka trzykrotnie

nastrzykiwatem 5 pl 0,1% roztworu SDS.

W trakcie analiz, biatka nastrzykiwatem na sensor w buforze HBS-EP, przy przeplywie
buforu 15 ul/min. Czas kontaktu w powierzchniag sensora oraz czas dysocjacji analitu
wynosily po 2 minuty. Po fazie dysocjacji powierzchnia sensora byta regenerowana przez

nastrzyk 5 ul 0,1% roztworu SDS.

5.18.2 Analiza danych SPR

Wyniki otrzymane w postaci sensorgramow 1 analizowalem 2z wykorzystaniem
oprogramowania BlAevaluation SoftwareTM Ver 2.1. Sensorgramy do$wiadczalne
tworzytem przez odjecie sygnalu sensorgramu uzyskanego dla kanatu kontrolnego nie
zawierajagcego immobilizowanego ligandu od sygnatu uzyskiwanego dla kanalu z ligandem.
Ponadto, od sensorgraméw uzyskanych po nastrzyku analitow na kanat z ligandem
odejmowatem sensorgramy uzyskane po nastrzyku na ten kanal takiej samej objetosci

odpowiedniego buforu, w ktérym znajdowatl si¢ dany analit.
5.19 Analiza stabilnosci bialka in vivo

Bakterie szczepow C600, SG22099, ATC12017, SG22080, SG12065 transformowatem
plazmidami pBAD24 _ParD lub pAS12 oraz pRR46. Bakterie hodowatem przez noc z
wytrzasaniem w pozywce LB z ampicyling lub ampicyling i kanamycyna w temperaturze
30°C. 1 ml hodowli nocnej przenositem do 50 ml nowej pozywki LB z ampicyling lub
ampicyling 1 kanamycyng 1 hodowalem z wytrzgsaniem w temperaturze 30°C do osiagnigcia
ODe00~0,6. Indukowatem nadprodukcj¢ biatka ParE przez dodanie IPTG do koncowego
stezenia 1 mM, lub nadprodukcj¢ biatka ParD przez dodatnie arabinozy do stezenia 0,2%. Po
uptywie 60 min. od indukcji zatrzymywatem syntezg¢ biatek przez dodanie tetracykliny w
stezeniu 50 ug/ml, hodowle kontynuowana. W momencie dodania tetracykliny oraz po 10, 20,
40, 60 1 120 minutach, z hodowli pobieratem probki zawierajace liczbe bakterii,
odpowiadajaca 1 ml hodowli 0 ODegpo=0,075. Bakterie z probek osadzitem przez wirowanie
(14000 obr/min, 30 sek.) a nastgpnie zawiesitem w 10 pl 1x st¢zonego buforu Laemmli.
Probki rozdzielatem na 12,5% zelu poliakrylamidowym (Metody 5.9), a wyniki rozdziatu
analizowatem metodg Western Blotting (Metody 5.11) z uzyciem przeciwciat anty-ParD lub
anty -ParE. Otrzymany obraz analizowatem densytometrycznie przy uzyciu programu Imagel
(LOCI, University of Wisconsin)
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5.20 Okreslenie liczby komorek w komorze Petroffa-Hausera

Hodowle bakterii szczepéw C600, SG22099, KT2440, AD247, NA1000 i UJ838 niosace
plazmid pBBR1-MCS5 prowadzitem w pozywce LB z dodatkiem gentamycyny do
osiggniecia ODego~0,6. Nastepnic z hodowli pobieratem probke o objetosci 5 ul i
umieszczano w komorze Petroffa-Hausera. Komora ma ksztalt kwadratu o powierzchni 1
mm? i jest podzielona na 25 kwadratowych pdl o boku dtugosci 200 um. Kazde z pol jest
podzielone na 16 sektorow w ksztatcie kwadratow o boku 50 um, czyli kazdy sektor ma
powierzchnie 1/400 mm?. Probke umieszczona w komorze obserwowatem z wykorzystaniem
mikroskopu OLYMPUS BX51 i zliczalem ilos¢ komoérek z 16 losowych sektorow.
Usredniona warto$¢ ze zliczeni byla mnozona przez 2x107, aby otrzymac liczb¢ komorek w 1
ml hodowli. Otrzymana warto$¢ byla przeliczana na 1 ml hodowli 0 ODeow=1 z

uwzglednieniem rzeczywistej gestosci optycznej analizowanej hodowli.
5.21 Analiza stabilnoS$ci plazmidu

Catonocng hodowle bakterii zawierajgcych badany plazmid odmtadzatem w stosunku 1:50 w
pozywce LB lub PYE zawierajacej odpowiednie antybiotyki i hodowatem w temp. 27, 30, 32
lub 37°C do uzyskania ODg0o=0,1-0,6. Nastepnie odmtadzatem hodowle bakteryjng w
pozywce LB lub PYE niezawierajacej antybiotyku i kontynuowatem hodowlg do uzyskania
ODeg00~0,1-0,6. Cykle odmtadzania i hodowli prowadzono przez okreslong liczbe generacji.
Podczas odmtadzania wykonywatem rozcienczenia seryjne hodowli. Przyjmujac, ze 1 ml
hodowli 0 ODeoo=1 zawiera odpowiedniag liczbg¢ bakterii obliczong przy pomocy komory
Petroffa-Hausera (Metody 5.20), tak aby na podtoze LA lub agar PYE nie zawierajace
antybiotyku wysiano ilosci bakterii odpowiadajace teoretycznie 100-200 komorek. Phytki
inkubowatem 24h w 30°C. Z uzyskanych na ptytkach kolonii przygotowywatem repliki na
podtoze stale LA lub agar PYE z odpowiednim antybiotykiem, lub bez dodatku antybiotyku
(Lederberg 1 Lederberg, 1952). Odsetek komorek zawierajacych plazmid stanowil stosunek
liczby kolonii, ktore wyrosty na podtozu z antybiotykiem do liczby kolonii, ktére wyrosty na

podtozu bez jego dodatku. Utrate plazmidu na generacje liczytem na podstawie wzory (1 —

VFt/Fi) x 100, gdzie Ft to frakcja komorek, ktore posiadaty plazmid po czasie t=x, Fi to

frakcja komorek posiadajacy plazmid w czasie t=0. Liczba generacji byla obliczana na

CoDpe00
271

podstawie warto$ci ODgoo hodowli w oparciu o wzor: N, = gdzie Copsoo to liczba

komorek w czasie t=x, No to liczba komorek w czasie t = 0, n to liczba generacji.
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5.22 Analiza statystyczna otrzymanych wynikow

Dla poréwnania czy dwa zestawy wynikow sg statystycznie rézne od siebie uzylem
dwustronnego homoskedastycznego testu T-studenta. Wartos¢ P obliczalem z wynikoéw
otrzymanych z trzech powtorzen kazdego analizowanego eksperymentu. Warto$§¢ P mniejsza
lub rowna 0,05 byla brana przeze mnie jako statystycznie istotna. Wszystkie obliczenia
wykonywatem w programie Microsoft Excel. Wyniki analizy umiescitem w kolejnych

tabelach.

5.23 Analiza struktur bialek i kompleksow nukleoproteinowych systemu
parDE

Modele kompleksow ParDz, ParE> i ParD.-ParE> uzyskano na podstawie modelowania
homologicznego przy uzyciu programu RaptorX (http://raptorx.uchicago.edu/). Dla
homodimeru ParD uzyto struktury PDB:2AN7 zdeponowanej na http://www.rcsb.org (Oberer
i wsp., 2007). Dla homodimeru ParE i heterotetrameru ParD,-ParE; uzyto struktury
PDB:3KXE zdeponowanej na http://www.rcsh.org (Dalton i Crosson, 2010). Do dokowania
ParD do DNA wykorzystano model dimeru antytoksyny uzyskany w wyniku modelowania
homologicznego. Modelowanie kompleksow biatkowych oraz dokowanie ParD do DNA,
zostaty wykonane przez dr Urszule Uciechowska w ramach wspolpracy wewnatrz ZBM.
Oryginalne pliki dodano w formie elektronicznej w postaci zatgcznikow 1-4. Do edycji,
analizy 1 superpozycjonowania otrzymanych modeli oraz przygotowania rycin uzylem

programu Chimera 1.13.1 (https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/).
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6 Wyniki

6.1 Oczyszczanie
komponentow bialkowych
systemu TA parDE i
proteaz bakteryjnych

Aby zrealizowa¢ cel projektu i

zidentyfikowaé czynnik
odpowiedzialny za aktywacje systemu
parDE, niezbedne bylo oczyszczenie
biatkowych komponentow  systemu
parDE i proteaz bakteryjnych. W
doswiadczeniach in vitro uzywatem
oczyszczonych przeze mnie preparatow
biatek ParD i ParE systemu TA parDE
plazmidu RK2, proteaz cytozolowych
ClpAP, ClpXP, gyrazy GyrAB z E. coli
oraz proteaz CIpAP z C. crescentus i P.
putida. Wymienione biatka uzyskalem
w wyniku przeprowadzenia procedur
oczyszczania opisanych w rozdziale
Metody 5.13. Otrzymalem preparaty o
nastepujacych stezeniach koncowych:
ParD — 1,87 mg/ml, GST-ParE — 1,34
mg/ml, ParE — 0,9 mg/ml, Ec ClpA —
0,47 mg/ml, Cc ClpA — 0,94 mg/ml, Pp
ClpA - 0,73 mg/ml, Ec ClpP — 1,2
mg/ml, Cc ClpP — 1,54 mg/ml, Pp ClpP
— 1,03 mg/ml, Ec ClpX — 0,5 mg/ml, Ec
GyrAB - 0,08 mg/ml (Ryc. 4).
Pozostale wykorzystane przeze mnie

biatka pochodzity z kolekcji ZBM.
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Rycina 4. Analiza elektroforetyczna uzyskanych
preparatéw biatek: (A) ParD, (B) GST-ParE, (C) ParE,
(D) ClIpA E. coli, (E) CIpA C. crescentus, (F) CIpA P.
putida, (G) ClIpP E. coli, (H) CIpP C. crescentus, (I) ClpP
P. putida, (J) ClpX E. coli, (K) GyrAB E. coli uzyskanych w
wyniku oczyszczania metodami chromatograficznymi
(Metody 5.13). Na zele SDS-PAGE naniesiono
odpowiednio: $ciezka 1 Marker Masowy, $ciezka 2 po 2 ul
preparatow, sciezki 3 po 1 ul preparatow.
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6.2 Analiza aktywnos$ci oczyszczonych komponentéw systemy TA parDE

Wykonatem testy pozwalajace 140 : %;m @ Pev
sprawdzi¢ czy 0Czyszczone przeze 200

mnie komponenty biatkowe systemu ” \
parDE wykazuja wlasciwo$ci opisane % . {f“’*ﬁ‘ ﬁarE
we wczesniejszych pracach. Aby % 140

sprawdzi¢ oddzialywania pomiedzy g B PaE
toksyng ParE i antytoksyng ParD, ®0 \\
wykonatem analize SPR (Metody e arD
5.18). W tym celu na zimmobilizowane R —

Czas [s]
na sensorze biatko ParE

nastrzykiwaiem biatko ParD 0 Rycina 5. Analiza oddzialywania pomiedzy biatkami

ParD i ParE przy uzyciu SPR. Eksperyment zostat
wzrastajacych stezeniach (Ryc. 5 panel  wykonany tak jak opisano w rozdziale Metody 5.18. ParE

o (panel gorny) i ParD (panel dolny) zostaly
gbrny). Wyniki pokazaty, 7Z€  zimmobilozowane na powierzchni sensora CM5. Biatka
. . . . . ParD (panel gérny) lub ParE (panel dolny) o nastepujgcych
oddzialywanie  pomigdzy  biatkami  stezeniach (20, 50, 100, 200 nM) nastrzyknigto na sensor.
. . . Lo Wyniki zostaly przedstawione w postaci sensogramow
ParD i ParE jest silne. Swiadczg o tym,  zaleznosci przyrostu masy [RU] od czasu.
szybkos$¢ asocjacji ParD do ParE i brak rozpadu uformowanego kompleksu po zakonczeniu
nastrzyku. Analize wykonatem rowniez dla zimmobilizowanego na sensorze biatka ParD
(Ryc. 5 panel dolny). W tym przypadku takze obserwowatem wzrost odpowiedzi na sensorze

1 uformowanie stabilnego kompleksu rowniez po zakonczeniu nastrzyku.

We wcezesniejszej pracy udowodniono, ze biatko ParD wigze si¢ do sekwencji promotorowej
operonu parDE (Roberts i wsp., 1993). Dla potwierdzenia tego oddziatywania wykorzystatem
doswiadczenie typu EMSA (Metody 5.17). Do analizy uzylem dwuniciowego DNA
otrzymanego z reakcji PCR (Metody 5.2), w ktorej matryca byt plazmid RK2 (Materiaty
4.2.1) posiadajagcy operon parDE. W reakcji uzylem dwoch starterow: ParD BS fw i
ParD_BS rev (Tab. 1), zaprojektowanych tak, aby 400 nukleotydowy fragment powielonego
DNA zawieral miejsce wigzania ParD (5'-
CCTCACGCCCACATATGTGCTAATGTGGTTACG-3"), 1z palindromowa sekwencja
CACAT/ATGTG (Roberts i wsp., 1993). Nastepnie otrzymany fragment DNA znakowatem
uzywajgc znacznika Alexa Fluor-555 (Metody 5.17). Tak przygotowany DNA uzyltem w
eksperymencie. Otrzymane wyniki pokazaly wigzanie bialka ParD do promotorowego
fragmentu DNA, co obserwowalem poprzez opdznienie migracji DNA w Zelu
poliakrylamidowym (Ryc. 6).
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PaD - —_ 1] Rycina 6. Wigzanie antytoksyny ParD do DNA. Analize
oddziatywania pomiedzy ParD i DNA pparDE (fragment
zawierajgcy  promotor parDE) przeprowadzono @z
wykorzystaniem techniki EMSA (Metody 5.17). Do
mieszaniny reakcyjnej zawierajgcej znakowany
fluorescencyjnie fragment DNA  pparDE (2.45 pmola)
dodano antytoksyne ParD o wzrastajgcych stezeniach
(Sciezki 2-7: 20, 41, 102, 205, 620, 1640 pmola kolejno).
Jako kontroli negatywnej uzyto wyznakowanego fragmentu
pparDE bez ParD ($ciezka 1). Wolny DNA oznaczono
strzatkg (»), kompleksy DNA-ParD oznaczono gwiazdkami
(*). Opbznienie migracji w zel poliakrylamidowym
obserwowano przy uzyciu detekcji fluorescenciji.

* %

wolny DNA > B

Dowiedziono ze celem komorkowym toksyny ParE jest gyraza E. coli GyrAB (Jiang i wsp.,
2002). Gyraza nalezy do topoizomeraz II i jest odpowiedzialna za wprowadzanie ujemnych
superzwni¢¢ na chromosomie bakteryjnym. Aktywno$¢ gyrazy jest niezbedna do utrzymania
wiasciwej konformacji chromosomalnego DNA. Podczas replikacji chromosomalnego DNA
gyraza przeciwdziata powstaniu naprezen, wywolanych rozplataniem dupleksu DNA przez
helikaze wraz propagacja oczka replikacyjnego. Pokazano, ze obecno$¢ toksyny ParE hamuje
replikacje¢ DNA in vitro a dodanie ParE do mieszaniny reakcyjnej w trakcie testu aktywnos$ci

gyrazy powoduje powstanie uszkodzonej liniowej formy DNA (Jiang i wsp., 2002).

A B
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Rycina 7. Toksyna ParE hamuje aktywnos¢ gyrazy GyrAB, a antytoksyna ParD przeciwdziatla temu
efektowi. Test aktywnosci gyrazy wykonano tak jak pisano w rozdziale Metody 5.14. (A) Badanie aktywnosci
toksyny ParE. Jako substratu dla GyrAB, o statym stezeniu (200 ng) uzyto zamknietej formy plazmidowego
DNA pKD19L (300 ng), a nastepnie dodano biatko ParE o wzrastajgcych stezeniach (Sciezki 2-9: kolejno 5,
10, 50, 100 ,250, 500, 750, 1000 ng). Jako kontroli uzyto mieszaniny reakcyjnej bez obecnosci toksyny ParE
(Sciezka 1). (B) Badanie aktywnosci antytoksyny ParD. Do GyrAB (200 ng), ParE (500 ng) i pKD19L (300 ng)
dodano biatko ParD o wzrastajgcych stezeniach ($ciezki 2-6: kolejno 320, 640, 1280, 2560, 5120 ng). Jako
kontroli uzyto mieszaniny reakcyjnej bez antytoksyny ParD ($ciezka 1). Kazdy eksperyment zostat wykonany
trzy razy, a wartosci $rednie i odchylenia standardowe (stupki btedu) z analizy ilos¢ DNA w formie zamknietej
CCC (ang. covalently closed circular) i formie liniowej L (ang. linear) w stosunku do catkowitej ilosci DNA,
zostaty przedstawione na wykresie densytometrycznej (Metody 5.8).
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Natomiast dodanie antytoksyny ParD do reakcji
niweluje dziatanie toksyny (Jiang i wsp., 2002).
Aby potwierdzi¢ czy oczyszczone przeze mnie
biatka ParE i ParD wykazuje swoje wlasciwosci,
wykonatem testy aktywnosci gyrazy (Metody
5.14). Jako
wyizolowanego przeze mnie plazmidu pKD19L
(Materiaty 4.2.1) w
(Metody 5.1). Jako

substratu dla gyrazy uzylem

superzwinietej  formie
pierwszg sprawdzitem
aktywnos§¢ toksyny ParE wzgledem gyrazy
GyrAB. Do mieszaniny reakcyjnej zawierajacej
state stezenie gyrazy i DNA, dodawatem toksyne
ParE 0 wzrastajacych stezeniach. W wyniku
zwigkszania si¢ stosunku ParE do  GyrAB,
zauwazylem powstanie niewlasciwej liniowej
formy DNA. Swiadczylo to o blokowaniu
aktywnosci ligacyjne] gyrazy GyrAB przez
toksyne ParE. Juz w stosunku ilosciowym 1:1
ParE do GyrAB zaobserwowalem powstanie
niewlasciwej formy DNA, a w stosunku 5:1 ParE
do GyrAB okoto 50% DNA po reakcji znajdowato
sie w formie liniowej (Ryc. 7A). Zeby sprawdzi¢
aktywno$¢  antytoksyny ParD  wykonatem
eksperyment analogiczny do poprzedniego. Do
mieszaniny reakcyjnej zawieranej stale st¢zenia
biatek ParE, GyrAB oraz DNA, dodawalem
biatko ParD 0 wzrastajacych stezeniach. W tym
wypadku  poczatkowo zablokowana gyraza
odzyskata swoja aktywno$¢ i wraz ze wzrostem
zaobserwowatem

stezenia antytoksyny ParD

odtworzenie superzwinigtej formy DNA po
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Rycina 8. Stabilnosé antytoksyny ParD in
vivo jest wieksza w szczepie E. coli z
inaktywacja genu clpA. (A) Stabilnosé
antytoksyny ParD i toksyny ParE w czasie.
Szczepu E. coli C600 byt transformowany
odpowiednimi plazmidami w celu
nadprodukcji biatka ParD (pBAD24-ParD), lub
ParE (pRR46 i pAS12). Prébki byty pobierane
z hodowli w wyznaczonych punktach
czasowych. Za czas t=0 przyjeto dodanie
tetracykliny do hodowli. (B) Stabilno$¢ biatka
ParD byta sprawdzana w komérkach E. coli
C600 typu dzikiego wt (e), i mutantach clpA(-)
(V). clpX(-) (B), clpY() (o), i lon(-) (m)
niosacych plazmid do nadprodukcji bialka
ParD pBAD24-ParD. Probki byly pobierane z
hodowli w  wyznaczonych punktach
czasowych. Za czas t=0 przyjeto dodanie
tetracykliny do hodowli. llo$¢ biatka ParD lub
ParE byta sprawdzana z wykorzystaniem
specyficznych przeciwciat technikg Western
Blotting (Metody 5.11). Kazdy eksperyment
wykonano trzy razy, a wartosci $rednie i
odchylenia standardowe (stupki btedu) z
analizy densytometrycznej zostaty
przedstawione na wykresie (Metody 5.19).
Dane liczbowe i wartosci P znajdujg sie w
Tabeli 2 (Metody 5.22).

zatrzymaniu reakcji. Najwickszy efekt przywrocenia aktywnos$ci gyrazy obserwowatem,

kiedy stosunek toksyny ParE do antytoksyny ParD wynosit 1:1 (Ryc. 7B).
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Wykonane przeze mnie doswiadczenia wykazaly, iz oczyszczone w tej pracy biatka posiadaty

aktywnosci, opisane we wezesniejszych publikacjach.

6.3 Proteaza CIpAP jest odpowiedzialna za degradacje¢ bialka ParD

Poniewaz stabilno§¢ antytoksyny ParD 1 potencjalna proteaza odpowiedzialna za jej
degradacje nie zostaly poznane, Wykonatem testy stabilno$ci biatka ParD in vivo w szczepie
E. coli C600. W tym celu plazmid pBAD24 ParD, stuzacy do ekspresji genu parD pod
kontrolag promotora arabinozowego, wprowadzilem do komoérek E. coli. Testy stabilno$ci
biatka ParD (Ryc. 8) wykonatem tak, jak opisano w rozdziale Metody 5.19. Godzing po
indukcji nadprodukcji biatka ParD zatrzymywatem translacj¢ biatek poprzez dodanie do
hodowli bakteryjnej tetracykliny (czas t=0). Probki z hodowli zbieralem w wyznaczonych
punktach czasowych. Nastepnie przeprowadzitem analize Western Blotting z wykorzystaniem
przeciwcial anty-ParD. Po uptywie 120 min zaobserwowatem znaczacy ubytek biatka ParD
(Ryc. 8A). Testy stabilno$ci biatka ParD zostaly réwniez wykonane w szczepach z
inaktywowanym genem proteazy lon(-) lub podjednostkami AAA+ proteaz clpA(-), clpX(-),
clpY(-) (Materiaty 4.1). Jedynie dla szczepu z inaktywacja genu clpA(-) zauwazytem znaczacy
wzrost stabilnosci biatka ParD (Ryc. 8B) (wartos¢ p=1,3x107) (patrz Tab. 2). Dla szczepu
lon(-) rowniez zaobserwowatem wzrost stabilnosci biatka ParD (Ryc. 8B), jednak analiza
statystyczna nie potwierdzila istotnosci tego wyniku (Tab. 2). Wyniki te sugeruja, ze to

proteaza ClpAP jest odpowiedzialna za wydajng proteoliz¢ biatka ParD.

A
ParD MSRLTIDMTDOQHQSLKALAALQGKT IKQYALERLFPGDADADQAWQELKTMLGNRINDGLAGKVSTKSVGEILDEELSGDRA 83
SSTA mmmmmmmmmmmmmmmmomeoo AANDENY AT AR~ == == === = = == = o oo 11
H * k ok
B
ParD MSRLTIDMTDOQHQOSLKALAALQGKTIKQYALERLFPGDADADQAWQELKTMLGNRINDGLAGKVS TKSVGEILDEELSGDRA 83
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. ek S

Rycina 9. Poréwnanie sekwencji antytoksyny ParD z sekwencjami motywoéw rozpoznawany przez CIpA
w biatkach SsrA i RepA. Dopasowanie sekwencji wykonano przy uzyciu narzedzi Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk /Tools/msa/clustalo/). (A) Sekwencja antytoksyny ParD byta poréwnywana z motywem
AANDENYALAA znajdujgcym sie w biatku SsrA (1-11 aa) (B) i motywem MNQSFISDILYADIE znajdujgcym
sie w biatku RepA (1-15 aa), ktére sg rozpoznawane przez biatko CIpA. [*] (gwiazdka) wskazuje pozycje z
pojedyncza, w petni konserwowana resztg; [:] (dwukropek) wskazuje pozycje z resztg o bardzo podobnych
wiasciwosciach; [.] (kropka) wskazuje pozycje z resztg 0 matym podobienstwie.

Aby sprawdzi¢ czy antytoksyna ParD zawiera motywy rozpoznawane przez biatko

opiekuncze ClpA, przeanalizowatem jej sekwencje aminokwasow3g i pordwnalem ze znanymi
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substratami proteazy CIpAP. Analiza sekwencji wykazata, ze w rzeczywisto$ci antytoksyna
ParD posiada dwa domniemane motywy rozpoznawane przez podjednostke AAA+ ClpA
proteazy ClpAP. Jeden motyw wczesniej zdefiniowany dla biatka RepA (Hoskins i wsp.,
2000; Hoskins i wsp., 2002) znajduje si¢ w C-koncowej czeSci biatka, a drugi ktory jest
podobny do motywu z biatka SsrA (Weber-Ban i wsp., 1999) znajduje si¢ blizej N-konca
(Ryc. 9).

6.4 Bialko ParE jest stabilne w komérkach gospodarza

Aby sprawdzi¢ czy toksyna ParE jest degradowana ParE

w komodrkach E. coli, wykonatem analize Proeaza - & & L0 & £
+ + +

stabilnosci in vivo w szczepie C600. W czasie 120

min. nie zauwazytem spadku ilosci biatka ParE w

komorkach E. coli (Ryc. 8A). Wykonatem rowniez ?1: i
testy stabilno$ci toksyny in vitro z wykorzystaniem g %
proteaz E. coli: Lon, CIpAP, CIpXP i ClpYQ (Ryc. ® ZZ
10). Zadna z wyzej wymienionych proteaz nie byta 0

2 3 4 5 6 7 8 9 10

w stanie degradowa¢ ParE, w zastosowanych
Rycina 10. Reakcja proteolizy in vitro
warunkach eksperymentalnych. toksyny ParE przez proteazy E. coli. Biatko
ParE (1,5 pg) dodano do mieszanin
reakcyjnych zawierajgcych proteazy Lon
6.5 DNA stymuluje proteaze CIpAP do (Sciezka 3 i 7), CIpAP (Sciezka 4 i 8), CIpXP
-- (Sciezka 5 i 9), i ClpYQ (sciezka 6 i 10).
degradaCJl ParD Reakcje zostaly przeprowadzone bez DNA
(Sciezki 3-6), oraz w  obecnosci
. . superzwinietej formy plazmidowego DNA
Podjednostka  CIpA  proteazy  CIpAP  jest  pkpioL (300 ng) (sciezki 7-10). Kontrola
negatywna, bez dodatku proteazy (Sciezka
2). Marker Masowy ($ciezka 1). Eksperyment
byt prowadzony przez 120 min. Reakcje
przeprowadzano tak jak opisano w rozdziale
Metody 5.15. Kazdy eksperyment zostat
wykonany trzy razy a warto$ci $rednie i

ClpP (Grimaud i wsp., 1998; Maglica i wsp., °dchvlenia standardowe (siupki biedu) z
analizy densytometrycznej zostaty

2008). Wczesniejsze wyniki pokazaly, ze proteaza  Przedstawione na wykresie.

odpowiedzialna za rozpoznawanie i ATP-zalezne
rozwijanie oraz translokacj¢ substratu do

centralnego kanalu podjednostki proteolitycznej

CIpAP jest zdolna do wigzania DNA i ponadto, oddziatywanie CIpAP-DNA zwigksza
aktywnos¢ ATPazowga proteazy i wydajnos¢ proteolizy (Kubik i wsp., 2011). Aby sprawdzic,
czy w przypadku proteolizy ParD, obecnos$¢ DNA wptywa na wydajno$¢ reakcji, wykonatem
proteolizy in vitro z uzyciem proteaz E. coli Lon, CIpAP, CIpXP i ClpYQ w obecnosci lub
braku DNA (Metody 5.15). Znaczacy spadek ilosci biatka ParD obserwowatem tylko, gdy w
mieszaninie reakcyjnej byla uzyta proteaza CIpAP (Ryc. 11A S$ciezka 5 1 6).
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Rycina 11. Biatko ParD jest degradowane przez proteaze CIpAP z E. coli. (A) Reakcja proteolizy in vitro
biatka ParD przez proteazy Lon (Sciezki: 3 i 4), CIpAP (Sciezki: 5i 6), ClpXP (Sciezki: 7 i 8), i ClpYQ (Sciezki: 9
i 10). Reakcje zostaty przeprowadzane w obecnosci superzwinietej formy plazmidowego DNA pKD19L (300
ng) (Sciezki: 4, 6, 8, 10) lub bez DNA (sSciezki: 3, 5, 7, 9). Kontrola negatywna, bez dodatku proteazy (Sciezka
2). Marker Masowy (Sciezka 1). Eksperyment byt prowadzony przez 120 min. (B) Poréwnanie tempa
degradacji ParD przez CIpAP w obecnosci (e) albo bez (o) DNA. Mieszanina reakcyjna z CIpAP i z DNA lub
bez DNA byta preinkubowana przez 5 min, po czym dodano ParD. Reakcje zatrzymano w wyznaczonych
punktach czasowych przez dodanie 8 pl buforu 4x Laemmli. Eksperymenty wykonano tak jak opisano w
rozdziale Metody 5.15. Kazdy eksperyment wykonano trzy razy a warto$ci $rednie i odchylenia standardowe
(stupki btedu) zostaty przedstawione na wykresie. Dane liczbowe i wartosci P znajdujg sie w Tabeli 3 (Metody
5.22).

Zauwazytem roéwniez, ze obecno$¢ superzwinigte] formy plazmidowego DNA, zwigkszyla
skuteczno$¢ proteolizy (ryc. 11A S$ciezka 6). Aby okresli¢ dynamike degradacji ParD przez
ClpAP, wykonatem eksperyment proteolizy w czasie. Analiz¢ przeprowadzilem w obecnosci i
bez DNA w mieszaninach reakcyjnych (Ryc. 11B). Analiza wykazata, ze w obecnosci DNA
okoto 50% ubytek ilosci antytoksyny ParD nastgpuje w czasie krotszym niz 5 min od
momentu rozpoczecia reakcji. W przypadku, kiedy mieszanina reakcyjna nie zawierata DNA
czas potrzeby do degradacji 50% ilosci ParD byt trzykrotnie dtuzszy. Wyniki analizy danych

statystycznych z eksperymentu proteolizy w czasie przedstawilem w Tabeli 3.

ClpAP - + 4+ + + Rycina 12. Poréwnanie tempa degradacji ParD przez
5 o ClpAP z E. coli w obecnosci réoznych rodzajéw DNA. Biatko
¥ & ParD (1.5 ug) byto inkubowane z CIpAP i 300 ng DNA:
18- - zawierajgcym sekwencje wigzania gyrazy SGS (ang. Specific
<« rap Gyrase Side) (360 pz), linowa forma DNA (L) (Sciezka 4), z
fragmentem promotorowym operonu parDE (pparDE) (400
pz), linowa forma DNA (L) (Sciezka 5), plazmidem pKD19L
© 5 o (9.1 kpz) superzwinieta forma DNA (CCC) (sSciezka 6) i
& o & plazmidem RK2 (60 kpz), superzwinieta forma DNA (CCC)
Y S & (Sciezka 7). Kontrola negatywna, reakcja zatrzymana w czasie
40 0 (8ciezka 1), kontrola reakcji bez DNA (Sciezka 3). Marker
m Fh Masowy (Sciezka 2). Reakcje byta prowadzona przez 30 min.
B3
4 5 6 7

“
A -

MM [kDa] 2

Biatko [%)]
3

Eksperymenty wykonano tak jak opisano w rozdziale Metody
5.15. Kazdy eksperyment zostat wykonany trzy razy a warto$ci
Srednie i odchylenia standardowe (stupki btedu) analizy
densytometrycznej zostaty przedstawione na wykresie.
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Zeby doktadniej zbada¢ wplyw DNA na degradacje ParD, podczas proteolizy uzytem roznych
wariantow DNA. W tym celu wykorzystatem liniowa i superzwini¢ta form¢ DNA oraz DNA
zawierajacy lub niezawierajacy Sekwencji pparDE (biatko ParD wiaze si¢ w miejscu
promotorowym operonu parDE (Roberts i wsp., 1993)) (Ryc. 12). We wszystkich
przypadkach, w ktorych dodatem DNA do proteolizy, zaobserwowatem znaczny wzrost
wydajnosci reakcji w stosunku do proteolizy prowadzonej bez obecnosci DNA. Sugeruje to,
ze biatko ParD jest wydajnie proteolizowane przez proteazg ClpAP w obecnosci DNA.
Otrzymane przeze mnie wyniki sugeruja, ze degradacja ParD jest szybka i stymulowana przez
DNA. Forma DNA i obecno$¢ sekwencji pparDE nie mialy znaczenia dla zwigkszenia
wydajnosci proteolizy. Aby sprawdzi¢ jaki wplyw na wydajno$¢ proteolizy ParD przez
CIpAP, ma sposob tworzenia kompleksu proteolitycznego (proteaza, DNA i ParD),
wykonatem eksperyment, w ktérym kolejno$¢ dodawania poszczegdlnych komponentow
proteolitycznych byta zmienna. W kazdym przypadku DNA stymulowal degradacje¢ substratu,
jednak, gdy proteaza ClpAP byta preinkubowana z DNA przed dodaniem ParD, stymulacja
byla najwyzsza (Ryc. 13). Ta kolejnos¢ sktadania kompleksu proteolitycznego sugeruje, ze to

proteaza CIpAP jest stymulowana przez DNA do przetwarzania substratu.

Sprawdzilem rowniez, czy DNA wplywa na proteolize toksyny ParE przez ktorgkolwiek z
proteaz. Obecno$¢ DNA w mieszaninie reakcyjnej nie wptywata na wydajnos¢ proteolizy

ParE in vitro przez zadng z proteaz E. coli: Lon, CIpAP, ClpXP, ClpYQ (Ryc. 10).

Cras i Rycina 13. Kolejnosé dodawania komponentéw reakcji

proteolizy wplywa na efektywnosé degradacji ParD przez
) CIpAP in vitro. Komponenty reakcyjne ParD, pKD19L
+ -+ + + + DNA (oznaczony jako DNA) i podjednostki proteaz CIpA

dodania

S
+
+ +
+ +
+ +
+
o+
> +
+
o
°
3

$rednie i odchylenia standardowe (stupki btedu) z analizy
densytometrycznej zostaly przedstawione na wykresie.

s 4 (oznaczona jako A), i CIpP (oznaczona jako P) zostaty dodane
- S DNA AP A P ParD do mieszaniny reakcyjnej w réznej kolejnosci. Mieszanina
S skladajgca sie z dwoch lub wiecej komponentéw byta
Z 10— e e s 4= pPaD  preinkubowana przez 5 min, a nastepnie dodawano brakujgcy
komponent, po czym kontynuowano reakcje przez 30 min.
100 1 7 (8ciezki 5-9). W sciezkach 3 i 4 po 5 min. preinkubacji zaden
= 80 komponent nie zostat dodany a mieszanina byta inkubowana
= przez 30 min. Reakcja kontrolna zostata zatrzymana po 5 min.
g0 preinkubacji ($ciezka 2). Marker Masowy (Sciezka 1).
@ 40 Najbardziej wydajna reakcja zostata oznaczona strzatka (|).
20 m ﬁ m m ﬂ l Eksperymenty wykonano tak jak opisano w rozdziale Metody
& 5.15. Kazdy eksperyment zostat wykonany trzy razy a wartosci

3 4 5 6 7 8 9

2

6.6 Stabilnos¢ ParD wzrasta, gdy jest zwiazane z ParE

Aby zbada¢ jak obecnosci toksyny ParE wplywa na proteolize antytoksyny ParD przez

CIlpAP,  przeprowadzitem  seri¢  eksperymentow  in  Vivo i in  vitro.
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A Rycina 14. ParE chroni ParD przed proteolizg przez
Bez indukji parE (-) CIpAP. (A) Stabilnos¢ RarD w szczepie E..coli typg
dzikiego, niosgcym plazmidy do konstytutywnej produkciji
[Cnﬁ 0 10 20 40 60 120 180 ParD i nadprodukcji GST-ParE (indukowanej IPTG) w
€~ GST-ParE obecnosci (o) oraz bez (e) ParE. Eksperyment byt
wykonany jak opisano w rozdziale Metody 5.19. Probki
pobrane z hodowli w okreslonym czasie byly analizowane
pod wzgledem obecnosci ParD i ParE przy uzyciu
Indukcja parE (+) specyficznych przeciwciat anty-ParD i anty-ParE technikg
Western Blotting. Za czas t=0 uznaje sie dodanie
[Cnff;? 0 10 20 40 60 120 180 tetracykliny do hodowli. Kazdy eksperyment zostat
S D - - —— «4=GST-ParE wykonany trzy razy a warto$ci $rednie i odchylenia
standardowe (stupki btedu) z analizy densytometrycznej
zostaty przedstawione na wykresie. Dane liczbowe i
100 —e— 1PTG() wartosql P znajduja sie w Tabeli 4 (Metody 5.22). (B)
—— IPTG(¥) Proteollgq ParD (1.5 ug) przez proteaze CIpAP w
obecnosci ParE. Biatko GST-ParE o wzrastajgcych
stezeniach zostalo dodane do mieszaniny reakcyjnej
(Sciezki 3-8: kolejno 0.2, 0.4, 0.75, 1.5, 3 i 6 ug,). W
kontroli pozytywnej do mieszaniny reakcyjnej nie dodano
ParE (Sciezka 2). W kontroli negatywnej do mieszaniny
reakcyjnej nie dodano proteazy (Sciezka 8). Marker
0 30 60 90 120 150 180 Masowy ($ciezka 1). Eksperyment byt prowadzony przez
120 min., tak jak opisano w rozdziale Metody 5.15. Kazdy
eksperyment zostat wykonany trzy razy, a wartosci srednie
B i odchylenia standardowe (stupki btedu) z analizy
densytometrycznej zostaty przedstawione na wykresie.

- - e - <« ParD

Szczep E. coli wt

N — — — — <4 ParD

Biatko [%]
5§ 3 8

N
o

o

Czas [min]

CPAP 4 4+ 4+ + + + + -
GST-ParE - —_
55
z e ec aeome 4 GST-ParE
= 40-
S 15w
s

10 e ——— & FaD

100 I

o@@ﬁﬂ

5 6 7 8 9

fes]
o

Biatko [%0]
& 3

N
o

W trakcie eksperymentow in vivo szczep E. coli C600 zostat transformowany plazmidem
pAS12, ktory koduje gen GST-parE (ekspresja indukowana IPTG) i plazmidem pRRA46, z
ktorego ekspresja genu parD odbywa si¢ konstytutywnie. Nocne hodowle bakteryjne
odmtadzatem w stosunku 1:100 w $wiezej pozywce LB i réwnolegle prowadzitem dwie
hodowle w temperaturze 37°C. Po osiagni¢ciu ODg0o=0,6, w jednej hodowli indukowatem
ekspresje genu parkE przez dodanie IPTG, natomiast druga hodowla byla prowadzona bez
dodatku IPTG. Godzing po indukcji, translacja bialek w komorkach gospodarza byta
hamowana poprzez dodanie tetracykliny. Probki pobieratem w wybranych punktach
czasowych, gdzie za poczatek pomiaru (czas t=0) uznaje si¢ dodanie tetracykliny do pozywki.
Probki zbieralem 1 analizowalem tak jak opisano w sekcji Metody 5.19. Analize

przeprowadzitlem uzywajgc mysich przeciwciat anty-ParD i anty-ParE. Gdy toksyna ParE
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byta nadprodukowana w komorkach gospodarza,
stabilno$¢ antytoksyny ParD wyraznie wzrastala
(Ryc. 14A, analiza statystyczna Tab. 4). Biorac pod
uwage wielko$¢ bialek ParD i1 ParE oraz czutos¢
uzytych przeciwcial, szacowana stechiometria
ParD:ParE w lizacie komorkowym po dodaniu
tetracykliny (czas t=0) wynosita 1:1. Potwierdza to,

sktadaé
(Dalton i

eksperymenty in

ze kompleks ParDE moze si¢  jako
heterotetramer ParD»-ParE:

2010).

Crosson,
Wykonatem vitro,
sprawdzajace jaki wplyw na proteoliz¢ ParD ma
obecno$¢ w mieszaninie reakcyjnej biatka ParE. Do

reakcji dodawatem biatko ParE o wzrastajacych

stezeniach. Obecno$¢ biatkka w  mieszaninie
reakcyjnej analizowalem przy pomocy zelu
poliakrylamidowego = SDS-PAGE,  barwionego

bigkitem Coomassie. Analiza densytometryczna

wykazata, ze wydajnos¢ proteolizy ParD w
obecnosci ParE spadala wraz ze wzrostem stezenia
biatka ParE (Ryc. 14B). Szacowana stechiometria
ParD:ParE w mieszaninie reakcyjnej wynosita od
1:0,03 do 1:1 i byta poréwnywalna ze stechiometrig
tych biatek w testach in vivo (Ryc. 14A). Wyniki

przeprowadzonych eksperymentdw pokazaly, ze w
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Rycina 15. ParE nie ma wplywu na
stabilnosé ParD w szczepie E. coli z
inaktywacja genu clpA. Stabilno$¢ ParD
in vivo analizowana byta w szczepie E. coli
z inaktywacjg geny clpA niosgcym plazmidy
do konstytutywnej produkcji ParD i
nadprodukcji  GST-ParE  (indukowanej
IPTG) w obecnosci (o) oraz bez (m) ParE.
Eksperyment byt wykonany jak opisano w
rozdziale Metody 5.19. Prébki pobrane z
hodowli w okre$lonym czasie byly
analizowane pod wzgledem obecnosci
ParD i ParE przy uzyciu specyficznych
przeciwciat anty-ParD i anty-ParE technikg
Western Blotting. Za czas t=0 uznaje sie
dodanie tetracykliny do hodowli. Kazdy
eksperyment zostat wykonany trzy razy a
wartosci srednie i odchylenia standardowe
(stupki btedu) z analizy densytometrycznej
zostaly przedstawione na wykresie.

przypadku badania stabilno$ci in vivo i wydajnosci proteolizy in vitro biatka ParD, toksyna

ParE miata znaczacy wptyw na protekcje antytoksyny. Natomiast toksyna ParE nie miata

wplywu na stabilno$¢ antytoksyny ParD w szczepie E. coli CIpA(-). Niezalezenie czy

nadprodukcja ParE byta indukowana w trakcie hodowli przez dodanie IPTG, czy do hodowli

nie dodawalem IPTG, nie zaobserwowatem zadnych znaczacych réznic w stabilno$ci

antytoksyny ParD (Ryc. 15). Wynik ten potwierdzit rol¢ proteazy ClpAP w degradacji ParD.

Sprawdzitem réwniez czy obecno$¢ toksyny ParE ma wptyw na aktywno$¢ proteazy ClpAP

wzgledem innych substratow. W tym celu w obecnosci ParE wykonatem proteolize a-

kazeiny, ktora jest substratem CIpAP. Toksyna ParE nie miata wptywu na aktywnos¢ ClpAP
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wzgledem a-kazeiny (Ryc. 16A). Aby upewni¢ si¢, ze znacznik GST rowniez nie ma wptywu
na protekcj¢ ParD przez ParE podczas proteolizy, wykonatem eksperyment, w ktérym do
mieszanin reakcyjnych dodawatem oczyszczone biatko GST o wzrastajacych stezeniach.
Wykazatem, ze znacznik GST nie wptywal na proteoliz¢ antytoksyny ParD przez proteaze
CIpAP (Ryc. 16B). Powyzsze wyniki pokazujg, ze to ParE chroni ParD przed degradacja, ale

nie ma wplywu na aktywno$¢ proteazy CIpAP wzgledem innych substratow.

A . B
a-kazeina ParD
CPAP 4 + + + 4+ + + - CPAP 4+ 4+ + 4+ 4+ + +
OST-PAIE - e ] . GST - ] _
g 40- == 35-
z8 e e e GST-ParE - -
= ’E‘ 30- —~ - a-kazeina = 25 L e ——-— - w 4 GST
[a)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 =, 15-8 -
g
10- " <4 PaD

12 3 4 5 6 7 8 9 10

Rycina 16. Wplyw GST-ParE i GST na proteolize substratéw przez CIpAP (A) Proteoliza in vitro a-kazeiny
(1.5 pg) przez proteaze CIpAP w obecnosci GST-ParE. Biatko GST-ParE o wzrastajgcych stezeniach zostato
dodane do mieszaniny reakcyjnej (sciezki 3-8: kolejno 0,2, 0,4, 0,75, 1,5, 3 i 6 pg). W kontroli pozytywnej do
mieszaniny reakcyjnej nie dodano GST-ParE (sciezka 2). W kontroli negatywnej do mieszaniny reakcyjnej nie
dodano proteazy ($ciezka 9). Marker Masowy (Sciezka 1). (B) Proteoliza in vitro ParD (1.5 pg) przez proteaze
ClpAP w obecnosci GST. Biatko GST o wzrastajacych stezeniach zostato dodane do mieszaniny reakcyjnej
(Sciezki 3-8: kolejno 0.2, 0.4, 0.75, 1.5, 3 i 6 pg). W kontroli pozytywnej nie dodano GST (Sciezka 2). W
kontroli negatywnej reakcje zatrzymano w czasie t=0 (Sciezka 9). Marker Masowy (Sciezki 1 i 10). Czas
trwania eksperymentéw wynosit 120 min. Eksperyment byt wykonany jak opisano w rozdziale Metody 5.14.

Aby sprawdzi¢ w jaki sposob komponenty =
systemu parDE tworza kompleksy z £ P
- . . % ParD
proteazami, przeprowadzitem seri¢ g
g Analit
cksperymentow analizujacych oddziatywania £ iyt

biatko-bialko. Sprawdzilem oddziatywania

ParD [ug]

pomigdzy biatkami ParD 1 ParE a proteaza

Lon oraz podjednostkami AAA+ pozostatych  Rycina 17. Analiza oddziatywania biatek Clp i

Lon z ParD metodg ELISA. Wykresy obrazujg
proteaz (ClpA, ClpX, ClpY). W tym celu  ajeznosc wartosci absorbanci, bedacej wynikiem
reakcji immunoenzymatycznej (Metody 5.16), od
ilosci ParD dodanego do dotkow 96-dotkowej

ptytki zawierajagcych immobilizowane biatka: ParE
ELISA  (Ryc. 17) (Metody 5.16). Na 5 'gsa (o), Cipx (m). ClpA (V). ClpY (e) lub Lon
(A). Kazdy eksperyment zostat wykonany trzy razy
a wartosci $rednie i odchylenia standardowe

biatka: ParE, Lon, ClpA, ClpX, ClpY i BSA, (stupki btedu) zostaty przedstawione na wykresie.

wykonatlem  testy = immunoenzymatyczne

zimmobilizowane w 96 dotkowej ptytce

dodawatem biatko ParD o wzrastajacych stezeniach. Nastgpnie detekcja obecnosci ParD byta
prowadzona przy uzyciu przeciwcial anty-ParD. Wyniki testu pokazaty, ze biatko ParD
oddzialuje z podjednostkg CIpA proteazy ClpAP (wartos¢ absorbancji dla ClpA przy

najwyzszym stezeniu ParD wynosita As50=0,345 i byta ponad dwukrotnie wyzsza od kontroli

62



negatywnej z BSA Aus0=0,162) (Ryc. 17). Test dla kontroli pozytywnej z zimmobilizowanym
ParE daty wynik A450=1,36 i byt wyzszy od odpowiedzi dla CIpA o cztery razy i oSmiokrotnie
wyzszy niz dla BSA (Ryc. 17). Dlatego, aby potwierdzi¢ oddzialywanie pomigdzy ClpA i
ParD wykorzystalem analize SPR (Metody 5.18). Sprawdzitem oddzialywania pomigdzy
ClpA, ParD i ParE. Na zimmobilizowane na sensorze biatka ParD lub ParE nastrzykiwatem
podjednostke proteazy CIpA o wzrastajacych stgzeniach. Wzrost  odpowiedzi
zaobserwowalem w przypadku nastrzyku biatka ClpA na zimmobilizowane ParD (Ryc. 18A).
Potwierdzitlo to oddzialywanie pomigdzy ParD i ClpA. Natomiast ParE nie bylo
rozpoznawane przez ClpA (Ryc. 18B). Przy uzyciu analizy SPR sprawdzitem rowniez, jak
obecno$¢ toksyny ParE wpltywa na wzajemne oddziatywanie pomigdzy ParD i ClpA. Na
sensor z immobilizowanym biatkiem CIpA nastrzykiwatem preinkubowang mieszaning biatek
ParD i ParE. Preinkubowane mieszaniny zawieraty antytoksyne ParD (state stezenie 200 nM)
oraz toksyn¢ ParE (0 wzrastajacym stezeniu od 0 do 200 nM). W trakcie nastrzyku
preinkubowanego kompleksu ParDE, zaobserwowalem wiekszy wzrost odpowiedzi niz w
przypadku nastrzyku samego biatka ParD (Ryc. 18C). Wyniki analizy SPR wykazaly, ze
potencjalnie uformowany heterotetramer ParD2-ParE: jest w stanie oddziatywaé z biatkiem
ClpA. Aby sprawdzi¢ czy biatko ParE moze oddziatywa¢ z kompleksem CIlpA-ParD,
wykonatem eksperyment, w ktorym na uformowany na sensorze kompleks ClpA-ParD
nastrzykiwatem ParE. W trakcie nastrzykiwania ParE na kompleks CIpA-ParD zauwazylem
wzrost sygnatu (Ryc. 18D). Wyniki tej analizy pokazaty, ze toksyna ParE moze wigza¢ si¢ do
wczesniej uformowanego kompleksu ClpA 1 antytoksyny ParD. Tworzenie tego kompleksu
nastepuje poprzez oddziatywanie toksyny ParE z antytoksyng ParD, a nie bezposrednie
oddzialywanie CIpA i ParE. Sprawdzilem roéwniez, czy toksyna ParE wplywa na
oddziatywanie ClpA z innymi substratami. W tym celu wykonatem analogiczny eksperyment
uzywajac znanego substratu proteazy CIpAP jakim jest biatko TrfA. W przypadku nastrzyku
toksyny na uformowany kompleks CIpA-TrfA, zaobserwowalem spadek odpowiedzi na
sensorze poroéwnywalny z odpowiedzig dla samego buforu (Ryc.18E). Otrzymany wynik
wskazal, ze toksyna ParE nie wchodzi w interakcje z kompleksem CIpA-TrfA i potwierdzit,
ze oddzialywanie ParE z kompleksem ClpA-ParD jest zalezne od specyficznego

oddziatywania ParE z ParD.
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A 240 ClpA Rycina 18. Analiza oddzialywan ParD i ParE z
‘ ClpA przy uzyciu SPR. Eksperyment zostat

—_— M wykonany jak opisano w rozdziale Metody 5.18.
100 50 NM ' K Bufor reakcyjny byt dodatkowo wzbogacony o 10
— loonM \ ParD mM octan megnezu i 2 mM ATP. Biatka ParD
| 200M . (A) i ParE (B) zostaty zimmobilizowane na
7 powierzchni sensora CM5. Biatko CIpA o
-40 przedstawionych stezeniach byto nastrzykiwane
B 240 ClpA na sensor. (C) Biatko CIpA zostato
( zimmobilizowane powierzchni sensora CMS5.

20 nM

Wykonano nastrzyk mieszaniny biatek ParD i

50 nM ParE, gdzie biatko ParD w mieszaninie

100 — 100nMm XQ znajdowato sie w statym stezeniu (200 nM), a

200nM Park stezanie biatka ParE zwigkszano (0, 20, 50, 100,

= 200, nM). (D) Biatko CIpA zostato

-40 zimmobilizowane na powierzchni sensora CM5.

c 240 parDE W pierwszej kolejnosci nast'rzykiwano biatko

ParD (200 nM) aby uformowa¢ kompleks CIpA-

0nM a ParD, a nastepnie nastrzykiwano ParE (200 nM)

50 M \ (krzywa czerwona). Jako kontroli podczas

100 ‘ = 100nM \ drugiego nastrzyku na uformowany kompleks
. ClpA ClpA-ParD, uzyto ponownie biatka ParD (
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-40 CM5 czarna). (E) Biatko ClpA zostato
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6.7 Proteaza CIpAP jest niezbedna do aktywacji systemu TA parDE
plazmidu RK2

Poniewaz stabilne utrzymywanie plazmidu RK2 w komoérkach réznych gatunkow bakterii
jest w duzej mierze zalezne od systemu parDE, postanowitlem sprawdzi¢ czy system ten
bedzie réwniez stabilizowal inny plazmidowy replikon oraz czy funkcjonalno$¢ systemu
parDE bedzie zalezna od homologow proteazy CIpAP. W tym celu sklonowatem operon
parDE plazmidu RK2 i wklonowatem go do plazmidu pBBR1MCS-5 (Materiaty 4.2.1) o
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szerokim spektrum gospodarza, ktory nie zawiera zadnego innego systemu TA (Metody
5.21). Otrzymany plazmid pABDG6-1 (pBBR1-parDE) (Materialy 4.2.1) uzylem do
transformacji dzikich szczepow E. coli, P. putida i C. crescentus oraz szczepow z inaktywacja
genu clpA (Materialy 4.1). Jako kontroli stabilnosci plazmidu uzyto niemodyfikowanego
plazmidu pBBR1IMSC-5. Wydajno$¢ utrzymywania plazmidow analizowatem przez 150
generacji w szczepach E. coli (Ryc. 19A), C. crescentus (Ryc. 19B), P. putida (Ryc. 19C)
(Metody 5.21). Dla wszystkich analizowanych gatunkéw w szczepach typu dzikiego plazmid
pABDG6-1 utrzymywal si¢ w 75% populacji po 150 generacjach, a plazmid kontrolny
pBBR1MCS-5 byt tracony catkowicie (Ryc. 19A-C panel gorny).

A B C

120 E. coli wt 120 C. crescentus wt 120

P. putida wt

100 100

80 80

60 60 pABD6-1

/

(parDE) 40

401 pBBR1

20 20

* 0

0

120

E. coli clpA(-) 120 C. crescentus clpA(-) 120 P. putida clpA(-)

100 100

pABDG6-1(parDE)

80 80

Komorki utrzymujgce plazmid [%)]

60 60 pABD6-1(parDE)

40 40 J/

20 20 pBBRl 20

0 0 O 0

0 30 60 90 120 150 0 30 60 90 120 150 0 30 60 90 120 150
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w)

E. coli clpX(-)
100
pBBR1-parDE

D
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/
pBBR1

Komérki utrzymujgce
plazmid [%]
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Generacje

Rycina 19. System parDE wptywa na stabilnos¢ plazmidu w roznych gatunkach bakterii. Testy
stabilnosci plazmidu zostaty wykonane w szczepach typu dzikiego (panel gérny) i z inaktywacjg genu clpA(-)
(panel dolny). W testach wykorzystano hodowle komoérek (A) E. coli (B) C. crescentus i (C) P. putida niosgce
plazmidy pABD6-1 (o), pochodny pBBR1MSC-5 posiadajgcy loci parDE jako jedyny system TA, lub
pBBR1MCS-5 (e) jako kontrole. (D) Kontrola stabilnosci plazmidow w komérkach E. coli clpX(-) niosgcych
plazmidy pABD6-1 (o), pochodny pBBR1MSC-5 posiadajgcy loci parDE jako jedyny system TA, lub
pBBR1MCS-5 (e) jako kontrole. Eksperymenty zostaty wykonane tak jak opisano w rozdziale Metody 5.21.
Kazdy eksperyment zostat wykonany trzy razy a wartosci srednie i odchylenia standardowe (stupki btedu)
zostaty przedstawione na wykresie. Dane liczbowe i wartosci P znajduja sie w Tabeli 5 (Metody 5.22).

W szczepach z inaktywacjg genu CIpA nie zaobserwowatem statystycznie istotnej réznicy W

utrzymywaniu si¢ plazmidu posiadajacego operon parDE a utrzymywaniu si¢ plazmidu

65



kontrolnego (Ryc. 19A-C panel dolny) (Tab. 5). Otrzymane wyniki jednoznacznie sugeruja, iz
system parDE zapewnia utrzymywanie plazmidu w komodrkach gospodarza a proteaza CIpAP
jest odpowiedzialna za aktywowanie kodowanego na plazmidowym DNA systemu parDE.
Przeprowadzilem tez test stabilnosci plazmidu pABDG6-1 i plazmidu kontrolnego
pBBR1MCS-5 w szczepie E. coli z inaktywacja genu clpX. Analogicznie do poprzednich
testow, sprawdzitem czy oba plazmidy beda utrzymane w komorkach gospodarza przez 150
generacji. W przypadku szczepu z inaktywacja genu clpX nie zaobserwowatem réznic w
stosunku do szczepu dzikiego (Ryc. 19D). Swiadczy to o tym, iz wylaczenie proteazy ClpXP

nie ma wplywu na dziatanie systemu parDE.

Aby zweryfikowa¢ wyniki otrzymane w testach in vivo, w ktorych pokazalem, ze w
szczepach z delecjami genu clpA, plazmid RK2 nie jest stabilnie utrzymywany (Ryc. 19),

wykonatem proteolizy in vitro bialka ParD z

"
S

uzyciem homologow proteazy CIpAP z gatunkow — Poeaza @_00'\‘ . 9\3@9 Gﬁ&“
bakterii bedacych gospodarzami dla plazmidu RK2. R A

W tym celu oczyscitem zarowno ATPazy ClpA, jak %10- - — S ‘4_ parD
i podjednostki proteolityczne CIpP z C. crescentus i 100 { [

P. putida. W mieszaninach reakcyjnych, w ktorych ¥ ZZ

znajdowaly si¢  homologi proteazy CIpAP ;T:; 40

zauwazylem spadek ilosci biatka ParD (Ryc. 20 2;’ ﬂ gl E m
sciezki 3, 5, 7). Otrzymane wyniki potwierdzity, ze 2 3 4 5 6 7 8

biatko ParD jest degradowane przez proteaze CIpAP  Rycina 20. Biatko ParD jest degradowane
przez proteazy CIpAP z réznych

zarowno z C. crescentus jak i P. putida. Tak jak w  gatunkéw bakterii. Proteoliza in vitro

antytoksyny ParD (1,5 pg) przez proteazy

przypadku CIpAP z E. coli, DNA stymulowal CIpAP z E. coli ($ciezki 3 i 4), P. putida

(Sciezki 5 i 6) i C. crescentus (Sciezki 7 i 8)

proteolize ParD (Ryc. 20 $ciezki 4, 6, 8). Otrzymane  zostata wykonana w obecnosci (ciezki 4, 6

L . i 8) oraz braku (Sciezki 3, 5 i 7) DNA. W

wyniki jednoznacznie pokazaty, Zze to proteaza kontroli negatywnej nie dodano proteazy

. . . . (sciezka 2). Marker Masowy (Sciezka 1).

CIpAP jest odpowiedzialna za degradowanie czas trwania eksperymentu wynosit 120

) . min. Eksperyment byt wykonany jak opisano

antytoksyny ParD 1 aktywacj¢ systemu parDE a ,  (ozdziale Metody 5.15. Kazdy

eksperyment zostat wykonany trzy razy a

wartosci srednie i odchylenia standardowe

(stupki btedu) z analizy densytometrycznej
zostaty przedstawione na wykresie.

proces ten jest uniwersalny w réznych gatunkach
bakterii.
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6.8 Formowanie kompleksu ParDE wplywa na struktury i funkcje obu
bialek systemy parDE plazmidu RK2

Aby poszerzy¢ analize systemu parDE w kontek$cie degradacji 1 mechanizmu protekcji
antytoksyny przez proteaz¢ CIpAP, przeanalizowalem wyniki modelowania homologicznego
dimeru ParD, dimeru ParE, heterotetrameru ParD,-ParE, oraz kompleksu ParD-DNA. Do
analizy wykorzystatem dane (zataczniki 1, 2 i 3) uzyskane we wspolpracy z dr Urszula
Uciechowska z w wykorzystaniem wczesniej opisanych metod (Metody 5.23). Edycje i
analiz¢ modeli i przygotowanie rycin (Ryc. 21 ABC, Ryc. 22 AB i Ryc. 24 AB)
przeprowadzitem ~ w  wykorzystaniem  programu  Chimera  (Metody  5.23).

A B C
ParD: ParD:zE2
(dimer) (tetramer)
1
Degron

m/ RepA N
L™

N1 SsrA

Rycina 21. Modele biatek systemu parDE z plazmidu RK2 (A) homodimeru ParD (B) homodimeru ParE i
(C) heterotetrameru ParDE (Metody 5.23). [N] N-koniec biatka, [C] C-koniec biatka. Na modelach ParD
zaznaczono potencjalne degrony rozpoznawane przez proteaze CIpAP, zidentyfikowane w biatkach SsrA
(kolor pomaranczowy, aa 24-34) i RepA (kolor zielony, aa 68-79) (Ryc. 9).

Antytoksyna ParD sktada si¢ z dwoch domen. N-koncowa domena o zdefiniowanej strukturze
jest odpowiedzialna za dimeryzacj¢ 1 oddziatywanie z DNA. Natomiast nieustrukturyzowana
C-koncowa domena jest odpowiada za wigzanie z ParE. Wyniki modelowania
homologicznego kompleksu ParD>-ParE> pokazaty znaczace zmiany zachodzace w C-
koncowej domenie ParD po zwigzaniu z ParE (Ryc. 21A i 21C). W literaturze opisano
przyktady, kiedy zmiana czeSci struktury antytoksyny lub jej catosci moze zwigkszacd

stabilno$¢ antytoksyny (Brzozowska i Zielenkiewicz, 2013).
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Kolejng funkcja, na ktorg wplywa formowanie kompleksu ParDy-ParE; jest aktywnos¢

toksyny. Wyniki modelowania homologicznego biatek systemu parDE plazmid RK2 oraz

dane strukturalne dla sytemu parDE z C. vibrioides, sugeruja sposob hamowania aktywnosci

toksyny ParE wzgledem gyrazy. W obu przypadkach dimer toksyny ParE jest zamykany

przez C-koniec ParD wewnatrz kompleksu toksyna-antytoksyna, co prawdopodobnie blokuje

mozliwos$¢ wigzania toksyny ParE w miejscu aktywnym gyrazy GyrAB (Ryc. 21B i 21C).
A B

ParD:2 ParD4
(dimer) (tetramer)

pparDE (-24 do -14) pparDE (-30 do 1)

Rycina 22. Wigzanie dimeru ParD do sekwencji promotorowej operonu parDE. Wyniki dokowania (A)
dimeru ParD do sekwencji palindromowej DNA 5-CACATATGTG-3’ (-24 do -14 nukleotydu od miejsca startu
transkrypcji) promotora parDE i (B) dwoch dimerow do sekwenciji 5’-
CCTCACGCCCACATATGTGCTAATGTGGTTACG-3 (-30 do +1 nukleotydu od miejsca startu transkrypcji)
zawierajgcej sekwencje palindromowg 5-CACATATGTG-3’ (silne miejsce wigzania) oraz jedna sekwencje
okalajgcg 5’-ATGTG-3’ (stabe miejsce wigzania) (Oberer i wsp,. 2007). Do dokowania wykorzystano model
biatka ParD uzyskany na podstawie modelowanie homologicznego (Metody 5.23).

Ostatnim z dotychczas zbadanych efektow tworzenia kompleksu ParDE, jest dysocjacja ParD
od DNA. Model dimeru ParD otrzymany w wyniku modelowania homologicznego
(Uciechowska, zatacznik 1), wykorzystano do wykonania dokowania antytoksyny do DNA
(Uciechowska, zatacznik 3 i 4). We wczesniejszych pracach zidentyfikowano dwie sekwencje
w promotorze parDE, ktore sa rozpoznawane przez antytoksyn¢ ParD na DNA (silna 5'-
CACATATGTG-3' i staba '5-ATGTGGTTACG-3' (Davis i wsp., 1992; Eberl i wsp., 1992;
Oberer i wsp., 2007; Roberts i wsp., 1993)). Wyniki dokowania sugeruja, ze kluczowymi
motywami odpowiedzialnymi za wigzanie dimeru antytoksyny ParD do sekwencji 5'-
CACATATGTG-3' DNA sa N-koncowe B-kartka i pierwsza a-helisa (Ryc. 22A). Wczesniej

opisano, ze kluczowymi aminokwasami odpowiedzialnymi za wigzanie biatka ParD do DNA
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sg Arg3, Thr5 i Asp7 (B-kartka), ktore tworzg wigzania wodorowe w duzym rowku DNA i
[le27 oraz Lys28 (a-helisa), ktore oddziatujg z resztami fosforanowymi szkieletu DNA
(Oberer i wsp., 2007). Wykonano tez dokowanie dwoch dimeréw ParD z silnym 5'-
CACATATGTG-3' i stabszym '5S-ATGTGGTTACG-3' miejscem oddzialywania na DNA
(Ryc. 22B). W przypadku wigzania dimeru i tetrameru ParD do DNA, aminokwasy
odpowiedzialne za wigzanie bialka do DNA sa takie same. Aby sprawdzi¢ jaki wpltyw na
struktur¢ N-konca antytoksyny ParD oraz oddzialywanie ParD z DNA, ma wigzanie dimeru
toksyny ParE, wykonalem superpozycjonowanie struktur dimeru ParD i dimeru ParD w
kompleksie z ParE (Ryc. 23) (Metody 5.23). Wigzanie toksyny ParE do antytoksyny ParD w
znacznym stopniu zmienia konformacje N-konca antytoksyny. Pierwsza p-kartka sugerowana
jako istotna w oddzialywaniu z DNA ulega skrdceniu oraz zmienia si¢ kat pomiedzy pierwsza
B-kartka i pierwsza a-helisg (Ryc. 23). Prawdopodobnie obserwowane zmiany wplywaja na

mozliwos$¢ wigzania ParD do DNA i powoduja oddysocjowanie kompleksu ParD»-ParE> od

promotora.
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Rycina 23. Zmiana struktury N-konca antytoksyny ParD po zwigzaniu toksyny ParE.
Superpozycjonowanie dimeru ParD ( ) z dimerem ParD w kompleksie z ParE ( ) (Metody
5.23). Dla przejrzystosci struktur nie pokazano dimeru ParE. Po zwigzaniu dimeru toksyny ParE do
dimeru antytoksyny ParD mozemy zaobserwowac¢ (A) zmiane kata pomiedzy B-kartkg pierwsza i a-
helisg pierwszg oraz uformowanie dtugiej a-helisy drugiej z wcze$niej nieustrukturyzowanego
fragmentu. (B) B-kartka pierwsza odpowiedzialna za oddziatywanie z DNA ulega znacznemu
skrdéceniu podczas tworzenia kompleksu ParDE.
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7 Dyskusja

Poprawne funkcjonowanie systemow TA zapewnia stabilne utrzymywanie ruchomych
elementow genetycznych w komoérkach gospodarza oraz mozliwo$¢ przetrwania bakterii w
warunkach stresu. Odzialywania pomiedzy elementami systemu i specyficzna substratowo
aktywno$¢ proteolityczna, sg dla systemow TA typu II kluczowe. W mojej pracy
analizowatem system TA parDE, kodowany przez plazmid RK2. Na wstepie pracy
oczyscitem komponenty biatkowe systemu parDE: toksyne ParE i antytoksyn¢ ParD i
sprawdzitem, czy posiadajag one aktywno$ci opublikowane we wcze$niejszych pracach.
Otrzymane przeze mnie wyniki potwierdzity oddzialtywanie pomig¢dzy toksyna ParE i
antytoksyna ParD (Dalton i Crosson, 2010) a takze antytoksyng i DNA (Johnson i wsp.,
1996). Potwierdzitem rowniez wptyw ParE na dziatanie gyrazy bakteryjnej GyrAB (Jiang i
wsp. 2002). Oddziatywanie toksyny na gyraze powoduje powstanie liniowej formy DNA w
mieszaninie reakcyjnej. Efekt toksycznosci jest niwelowany przez pojawienie si¢ antytoksyny
ParD, ktéra blokuje dziatanie toksyny na gyraze. Do tej pory nie byto wiadomo jaki czynnik
jest odpowiedzialny za aktywacj¢ systemu parDE. Proteazy komoérkowe wydaja si¢ by¢
kluczowymi graczami aktywujacymi wiekszo$¢ systemow TA typu Il poprzez degradacje
antytoksyn (Kedzierska i Hayes, 2016a). Stabilno$¢ wielu antytoksyn zostata zbadana w
komorkach E. coli przy uzyciu analiz in vivo. W swojej pracy sprawdzitem stabilno$¢ biatek
ParD i ParE systemu parDE. W tym celu wykorzystatem komorki E. coli C600 oraz mutanty
z inaktywacjami gendéw proteaz cytozolowych. W szczepie dzikim antytoksyna ParD byta
wydajnie degradowana w komorkach gospodarza, natomiast toksyna ParE pozostawata
stabilna. W trakcie testow stabilnoS§ci w szczepach z inaktywacjami genow proteaz,
zaobserwowalem wzrost stabilnosci antytoksyny w szczepach cIpA(-) i lon(-). Jednak
statystycznie istotny wzrost stabilno$ci biatka ParD wystepowal tylko w szczepie z
inaktywacja genu clpA. Przeprowadzone testy in vivo stabilnos$ci biatka ParD wyraznie
wskazaty, ze sposroéd wszystkich cytoplazmatycznych proteaz E. coli, to proteaza CIpAP jest
glownie odpowiedzialna za degradowanie biatka ParD. Otrzymane wyniki potwierdzita
rowniez analiza in vitro. W przeciwienstwie do ParD, bialko ParE bylo stabilne w trakcie
testow in vivo a takze w trakcie proteoliz in vitro nie zauwazytem znaczacej degradacji ParE
w zadnych warunkach. Wyniki te wskazuja, ze ParE jest biatkiem stabilnym i nie jest
substratem dla Zadnej z analizowanych proteaz. Otrzymane przeze mnie wyniki s3 zgodne z
wynikami opublikowanymi dla innych systemow TA typu IlI: System &-C plazmidu

pSM19035, ktorego antytoksyna ¢ jest degradowana przez proteaze ClpXP z Bacillus subtilis
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(Brzozowska i Zielenkiewicz, 2014); system parD plazmidu R1, ktérego antytoksyna Kis jest
degradowana przez proteazg CIpAP z E. coli (Diago-Navarro i wsp., 2013); system ccdAB
plazmidu F1, ktérego antytoksyna CcdA jest degradowana przez proteazg Lon z E. coli (Van
Melderen i wsp., 1996). We wszystkich wyzej wymienionych systemach, toksyny byly
stabilne w komorkach gospodarzy i nie ulegaly degradacji przez zadng ze sprawdzanych
proteaz. Réznica w stabilno$ci bialek ParD 1 ParE jest kluczowym czynnikiem wyjasniajacym
selektywng aktywacj¢ systemu parDE po utracie plazmidu. W sytuacji, kiedy spadek stezenia
labilnej antytoksyny nie moze by¢ kompensowany w komorce gospodarza bez plazmidowego
DNA a tym samym i bez operon parDE, nast¢gpuje nagromadzenie si¢ wolnej toksyny, ktora
oddziatuje z celem komérkowym. Eksperymenty proteolizy in vitro wykazaty, ze degradacja
biatka ParD jest szybka. Zaobserwowatem znaczny ubytek antytoksyny w czasie krotszym niz
30 min. Oszacowatem, ze okres poltrwania ParD to okoto 15 min. Wykonane przeze mnie
eksperymenty (Ryc. 6) i wczesniejsze prace (Oberer i wsp., 2007; Roberts i wsp., 1993)
pokazaty, ze ParD wigze si¢ do sekwencji DNA znajdujacych si¢ w promotorze parDE.
Dlatego sprawdzilem jaki wptyw na proteoliz¢ ma obecno§¢ DNA w mieszaninie reakcyjne;.
Okazato si¢ ze DNA stymuluje proces proteolizy i skraca czas pottrwania ParD w mieszaninie
reakcyjnej do okoto 5 min. Czas ten jest podobny do degradacji antytoksyny Kis przez
proteaze CIpAP (Diago-Navarro i wsp., 2013). Wynik eksperymentu badajacego wplyw
kolejnosci dodawania poszczegolnych komponentéw do reakcji proteolizy pokazal, ze to
stymulacja CIpAP przez DNA jest kluczowa dla zwigkszenia wydajnosci proteolizy, a nie
oddziatywanie antytoksyny ParD z DNA. Niemniej jednak wczeséniejsze badania na temat
stymulacji proteolizy przez DNA pokazaty, ze w przypadku proteazy Lon, substraty ktore
utracity zdolno$¢ do wigzania DNA, réwniez nie sa wydajnie proteolizowane (Kubik i wsp.,
2011). Dlatego nie jest wykluczone, ze zdolno$¢ oddziatywania antytoksyny z DNA i
stymulacja aktywnosci proteolitycznej proteazy ClpAP przez DNA, daja efekt synergiczny.
Zaobserwowane przeze mnie réznice w stabilnosci ParD i ParE sg zbiezne z informacjami
dostgpnymi dla innych systemow TA typu II. Wigkszo$¢ antytoksyn typu II ma krotki okres
pottrwania w komoérkach E. coli i wynosi on 5-15 min. Jest to cecha umozlwiajaca szybka
reakcje komorek na zmieniajace si¢ warunki srodowiskowe (Goeders i Van Melderen, 2014).
Taka roznica stabilno$ci pomiedzy komponentami biatkowymi systemow typu II jest
niezwykle istotna dla ich poprawnego funkcjonowania a w przypadku systemow, ktore
wywotujg $mier¢ komoérki indukowang przez PSK i w odpowiedzi na infekcja fagowa, jest

wrecz kluczowa (Jensen 1 Gerdes, 1995; Van Melderen i wsp., 1994).
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Przeprowadzone przeze mnie eksperymenty wskazatly, ze obecnos¢ toksyny ParE zwigkszata
stabilno$¢ antytoksyny. W eksperymentach in vivo, w ktorych indukowatem ekspresj¢ genu
parE, obserwowatem stabilizacj¢ biatka ParD. W testach proteolitycznych in vitro stabilnos¢
ParD znaczaco wzrastala po dodaniu ParE. Efekt hamowania aktywnosci proteazy CIlpAP
przez ParE wzgledem substratu byt widoczny tylko w przypadku proteolizy ParD. Istotne w
tym wypadku wydaja si¢ wzajemne interakcje pomi¢dzy biatkami ParD, ParE i ClpA. Dane
otrzymane w wyniku analizy SPR i testow ELISA pokazuja, ze antytoksyna ParD oddziatuje
z ATPaza ClpA. W przeprowadzonych eksperymentach wykazatem, ze CIpA rozpoznaje a
proteaza CIpAP degraduje biatko ParD. Natomiast ParE nie jest rozpoznawane przez ClpA i
nie jest degradowane przez proteazg CIpAP. Biorac pod uwagg brak jakichkolwiek interakcji
pomiedzy biatkami ParE i CIpA oraz wyniki eksperymentu wigzania kompleksu ParDE do
ClpA, mozna stwierdzi¢, ze toksyna ParE oddzialuje z proteaza CIpAP tylko za
posrednictwem antytoksyny ParD. Tak powstaly kompleks jest mniej stabilny niz
oddziatywanie ParD z ClpA. Pokazatem réwniez, ze toksyna ParE moze wigzaé si¢ do
wcezesniej uformowanego kompleksu proteaza-antytoksyna, ale nie wigze si¢ do innych
substratow oddziatujacych z ClpA.

Podsumowujagc ~ wyniki  otrzymane  przy

)
, 3
pomocy analizy SPR, badania stabilnosci  Pa® @@ T @ &‘l“' g
bialek in vivo i proteolizy in vitro, mozna ‘? ¥
. a -
postulowaé, ze tworzenie kompleksu ParD- D

t

ParE nie zapobiega oddziatywaniu antytoksyny
ParE . P &

ParD z proteazg ClpAP, ale chroni jg przed
proteoliza (Ryc. 24). Dlatego gdy oba sktadniki
biatkowe systemu TA s3 obecne w komoérce Rycina 24. Schemat interakcji pomigdzy

biatkami: ParD, ParE i CIpAP. Strzatki wskazujg

gospodarza i tworzg kompleks, mamy do asocjacie lub dysocjacie kompleksow. Strzatka
pogrubiona pokazuje przesuniecie rownowagi w
czynienia z protekcja antytoksyny przed —strone bardziej stabilnego kompleksu.

degradacja.

Wyniki przeprowadzonych przeze mnie eksperymentow in vivo i in vitro pokazaty, ze
aktywno$¢ systemu parDE plazmidu RK2 oparta jest na stabilnej toksynie ParE i labilnej
antytoksynie ParD, ktora jest degradowana przez proteazg CIpAP z E. coli. Juz w pracach z
lat dziewigcdziesiatych opisano zjawisko stabilizacji plazmidow zawierajacych systemy TA w
komorkach E. coli (Roberts i wsp., 1994; Lehnherr i wsp., 1993; Tsuchimoto i wsp., 1988;

Ogura i Hiraga, 1983). Pomimo coraz wigkszej liczby doniesien o systemach TA z innych
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organizmdw, wcigz malo wiemy o stabilno$ci antytoksyn i plazmidow zawierajacych systemy
TA w innych gatunkach bakterii. Poniewaz plazmid RK2, jako plazmid o szerokim spektrum
gospodarzy, utrzymywany jest w wielu gatunkach bakterii, w swoich badaniach sprawdzitem
aktywno$¢ systemu parDE w innych niz E. coli bakteriach. Wykonatem eksperymenty in
vivo, w ktorych uzytem plazmidu pABD6-1. Plazmid ten skonstruowatem wykorzystujac
plazmid pBBR1MSC-5. Plazmid pABDG6-1 jako jedyny modut TA zawieral system TA
parDE. Analiza stabilno$ci plazmidu in vivo potwierdzita, ze system TA parDE zwigkszat
stabilno$¢ plazmidu pABD6-1 w porownaniu do plazmidu kontrolnego niezawierajacego
systemu TA. Wyzsza stabilnosci plazmidu obserwowatem nie tylko komorkach E. coli, ale i
C. crescentus oraz P. putida. Biorgc pod uwage wyniki eksperymentow, w ktorych
wykazatem, ze degradacja biatka ParD in vivo i in vitro jest zalezna od proteazy E. coli
ClpAP, postanowitem sprawdzi¢ czy proteazy CIpAP z innych niz E. coli bakterii, rowniez sg
istotne dla aktywnosci parDE. W tym celu wykorzystatem szczepy E. coli, C. crescentus i P.
putida z inaktywacja genow clpA. W analizowanych przeze mnie szczepach nie wykazatem
zadnej roznicy pomigdzy plazmidem pABDG6-1 z systemem TA i plazmidem kontrolnym
pBBRMSC1-5. Swiadczy to o tym, iz w bakteriach E. coli, C. crescentus i P. putida to
proteaza CIpAP jest elementem odpowiedzialnym za aktywacj¢ PSK i utrzymanie plazmidu w
komorkach gospodarza. Wyniki proteolizy in vitro, w ktoérych uzywatem oczyszczonych
komponentoéw biatkowych pokazaty, ze homologi proteazy ClpAP z bakterii C. crescentus i
P. putida degraduja antytoksyng¢ ParD. Te eksperymenty potwierdzity analizy in vivo i
wykazaty, ze aktywacja systemu TA kodowanego przez plazmid o szerokim spektrum
gospodarza, zachodzi w analogiczny sposoéb w roznych gatunkach bakterii i jest zalezna od
aktywnos$ci homologow tej samej proteazy. Aktywnos¢ proteazy CIpAP okazata si¢ kluczowa
dla aktywacji systemu parDE plazmidu RK2. Brak funkcjonalnej podjednostki ClpA
powodowal znaczacy wzrost stabilnosci antytoksyny ParD (tak jak pokazano na Ryc. 8B). W
takiej sytuacji nawet jezeli komodrka potomna po podziale nie odziedziczyta plazmidu
kodujacego system TA, toksyna nie mogla dziata¢ na cel komdrkowy, poniewaz znajdowata

si¢ w kompleksie ze stabilng antytoksyna.

Wyniki opisane w mojej pracy oraz wczesniejsze doniesienia literaturowe pokazuja, ze
formowanie kompleksu ParD,-ParE> wplywa na aktywnosci obu biatek tworzacych ten
heterotetramer. Wykazatem, ze toksyna ParE chroni antytoksyn¢ ParD przed proteoliza. Z
kolei antytoksyna ParD powoduje zahamowanie aktywnosci ParE wzgledem gyrazy GyrAB
(Jiang i wsp., 2002), a ParE w wysokich stezeniach powoduje dysocjacje ParD od kompleksu
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z DNA (Johnson i wsp., 1996). Opisano kilka mechanizmow protekcji antytoksyn przed
proteoliza po zwigzaniu z toksyna. Wigzanie toksyny do antytoksyny moze powodowac
zmiang struktury C-konca antytoksyny (Kamada i wsp., 2003). Moze tez dochodzi¢ do
ukrycia degronu antytoksyny wewnatrz kompleksu TA (Schumacher i wsp., 2009). Ostatnim
opisanym efektem tworzenia kompleksu TA, jest zmiana struktury calej antytoksyny (Takagi
I wsp., 2005). Wszystkie wyzej opisane efekty wywotane formowanie kompleksow TA,
powoduja  wzrost  stabilnosci  antytoksyn.  Potencjalng  stabilizacj¢  struktury
nieuporzagdkowanego C-konca ParD w kompleksie z ParE pokazano w przypadku systemu z
C. vibrioides (strain ATCC 19089 / CB15) (Dalton i Crosson, 2010). Podobny mechanizm
moze by¢ prawdziwy dla systemu parDE co potwierdzity wyniki analizy strukturalnej
kompleksow z wykorzystaniem modelowania homologicznego. Na rycinie 21 przedstawitem
potencjalne kompleksy ParD: (Ryc. 21A), ParEz (Ryc. 21B) i ParD2-ParE: (Ryc. 21C). Model
ParD,-ParE> jest bardzo zblizony do struktury z C. vibrioides, otrzymanej przy uzyciu
krystalografii (Dalton i Crosson, 2010). W obu przypadkach podczas formowania kompleksu
TA obserwujemy zmiany w strukturze C-terminalnych koncoéw dimeru ParD. Do tej pory nie
byto wiadomo czy to nieustrukturyzowana czg¢s¢ ParD lub okre$lony motyw w tym biatku jest
rozpoznawany przez podjednostk¢ ClpA. Poréwnanie sekwencji antytoksyny ParD do innych
znanych substratow CIpAP wykazatlo dwa potencjalne motywy rozpoznawane przez proteaze
CIpAP. Jeden podobny do motywu zidentyfikowanego w biatku SsrA (Ryc. 8), znajdujacy si¢
na drugiej a-helisie (aa 24-34) (Ryc. 21A) i drugi podobny do motywu zidentyfikowanego w
biatku RepA (Ryc. 8), znajdujacy si¢ nieustrukturyzowanej czgsci ParD ulokowanej blisko C-
konca (aa 68-79) (Ryc. 21A). W moich do$wiadczeniach wykazalem, Zze mimo zahamowania
proteolizy, proteaza ClpAP wciaz byta w stanie wigza¢ si¢ do kompleksu ParDE. Swiadcza o
tym wyniki analizy SPR, ktére pokazaty, ze niezaleznie czy ParD byto zwigzane z ParE, czy
nie, bylo ono rozpoznawane przez podjednostkg ClpA. Analizujac zmiany jakie zachodzg w
C-koncowej domenie ParD po zwigzaniu z ParE, mozna przypuszczaé, ze to zmiana struktury
C-konca ParD powoduje zmniejszenie efektywno$ci proteolizy, cho¢ potencjalny degron

wcigz jest dostepny dla proteazy CIpAP.

W przypadku proteazy CIpAP, to podjednostka CIpA jest odpowiedzialna za wigzanie
substratu do proteolizy na jego wczesnym etapie i jego specyficzne rozpoznanie (Erbse i wsp.,
2008). Dlatego cickawym wydaje si¢, ze homologii proteazy CIpAP z C. crescentus i P.
putida, rowniez degradujg antytoksyng. Mozliwe jest, ze mechanizm rozpoznawania substratu

jest identyczny wsréd wszystkich homologdéw CIpA, co wyjasniatoby uniwersalnosé
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rozpoznawania ParD w réznych gatunkach bakterii. Jednak istnieje tez mozliwos$¢, ze nie
wszystkie substraty CIpAP jednego gatunku sa rozpoznawane i proteolizowane przez CIpAP
innych gatunkéw bakterii. W takim wypadku to biatko ParD jako element replikonu o
szerokim spektrum gospodarzy, ewoluowato jako uniwersalny substrat dla proteaz CIpAP.
Dlatego interesujagce wydaje si¢ sprawdzenie, czy wytypowane motywy sg uniwersalnym
sygnatem rozpoznawania substratu przez homologi proteazy ClpAP w réznych gatunkach

bakterii.

Kolejnym skutkiem formowania kompleksu ParDE jest zahamowanie aktywnos¢ toksyny
wzgledem celu komoérkowego. Efekt ten moze by¢é wywolywano przez wigzanie antytoksyny
do miejsca aktywnego toksyny, tak jak ma to miejsce w przypadku RelE, MezF i VapC
(Boggild 1 wsp., 2012; Dienemann i wsp., 2011; Kamada i wsp., 2003; Takagi i wsp., 2005).
Hamowanie aktywnos$ci toksyny moze by¢ tez skutkiem sterycznej blokady dostepu toksyny
do celu komorkowego, tak jak ma to miejsce w przypadku CcdB (De Jonge i wsp., 2009). Do
blokowanie oddziatywania pomiedzy toksyng a celem komérkowym moze prowadzi¢
wigzanie toksyny wewnatrz pojedynczego kompleksu TA lub sekwenestracja wolnych toksyn
wewnatrz wiekszego kompleksu TA (Cataudella i wsp., 2013). Analiza modelu kompleksu
ParDE z plazmidu RK2 oraz danych strukturalnych kompleksu ParDE z C. vibrioides
swiadcza o tym, ze dimer toksyny ParE jest oplatany przez C-konce dimeru antytoksyny

ParD, co prawdopodobnie blokuje mozliwo$¢ oddziatywania z gyraza.

Ostatnim efektem tworzenia kompleksu ParDE jest dysocjacja ParD od DNA.
Superpozycjonowanie struktur dimeru ParD i dimeru ParD w kompleksie z ParE (Ryc. 23),
pokazato zmiany zachodzace w N-koncowej domenie ParD. B-kartka sugerowana jako istotna
w oddziatywaniu z DNA ulega skréceniu, oraz zmienia si¢ kat pomiedzy pierwsza a-helisg 1
pierwsza P-kartkg (Ryc. 23). Zmiany te prawdopodobnie wplywajag na zmniejszenie
powinowactwa kompleksu ParD»-ParE> do DNA i oddysocjowanie ParD od sekwencji
promotorowej po utworzeniu kompleksu z ParE. Otrzymane wyniki modelowania sg zbiezne
z danymi eksperymentalnymi, w ktérych pokazano, ze przy dostatecznie duzym st¢zeniu
toksyny obserwuje sie spadek powinowactwa wigzania ParD do DNA (Johnson i wsp., 1996).
Stosunek stechiometryczny pomiedzy biatkami ParD i ParE jest odpowiedzialny za represjg¢
operonu parDE. Wzrost stosunku toksyny do antytoksyny spowodowany nierdéwnomierng
dystrybucja elementéw biatkowych systemu TA w trakcie podzialu komoérkowego lub
spowodowany czynnikami stresowymi, moze powodowa¢ wznowienie transkrypcji operonu

parDE i prowadzi¢ do uzupetnienia elementoéw biatkowych systemu TA. Natomiast w trakcie
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wzrostu komorki przed podzialem, nie narazonej na czynniki stresowe, toksyna i antytoksyna
wystepuja w réwnowadze i stabilizujg ekspresje operonu na stalym niskim poziomie.
Mozliwe, ze tworzenie kompleksu ParD-ParE jest odpowiedzialne za utrzymanie
odpowiedniego poziomu obu bialek w komorce gospodarza, poprzez regulacje ekspresji
operonu parDE 1 zwigkszenie stabilno$ci antytoksyny ParD. Taki mechanizm zmniejsza
wydatek energetyczny komoérki gospodarza i zostal juz opisany wczesniej (Gelens i wsp.,

2013; Harms i wsp., 2018).

Wiadomo, ze systemy TA moga by¢ kodowane zaré6wno na chromosomach bakteryjnych jak i
plazmidach. Ponadto homologiczne systemy czgsto wystepuja u kilku réznych gatunkow.
Nierzadko zdarza si¢, ze na jednym chromosomie bakteryjnym wystepuje kilka kopi danego
systemu. Dlatego ciekawym aspektem jest fakt, iz na chromosomie bakterii C. crescentus
znajdujg si¢ cztery homologiczne systemy parDE (Fiebig i wsp., 2010). Do tej pory czynnik
aktywujacy dziatanie systemow z C. crescentus jak rowniez biatko odpowiedzialne za
degradacje¢ antytoksyn nie zostaty poznane. Fiebig i wspotpracownicy wykazali, ze ekspresja
operonow parDE z C. crescentus moze by¢ zalezna od czynnikoéw $rodowiskowych, takich
jak obecno$¢ metali cigzkich, szok cieplny lub faza wzrostu hodowli (Fiebig i wsp., 2010).
Opisano tez, ze antytoksyna z jednego systemu nie oddzialuje z toksynami systemow
homologicznych i dziatanie kazdego systemu parDE z C. crescentus jest niezalezne od
innych. Poniewaz plazmid RK2 jest wydajnie utrzymywany w komorkach C. crescentus,
prawdopodobnie pomiedzy systemami parDE pochodzenia chromosomalnego i systemem
parDE plazmidu RK2 réwniez nie dochodzi do interakcji. Istnieje jednak mozliwos¢, ze w
warunkach stresowych systemy chromosomalne mogg wptywac na stabilno$¢ plazmidu. Tak
samo jak system plazmidowy moze wplywaé¢ na komorke gospodarza. Poza C. crescentus
systemy TA parDE zidentyfikowano réowniez na chromosomie II Vibrio cholerae. Trzy
systemy parDE utrzymuja selekcje tego sktadnika genetycznego, petnigc funkcje podobng do
PSK (Yuan i wsp., 2011). W przypadku systemu parDE2 z Mycobacterium tuberculosis
zaobserwowano niewielki wzrost przezywalnosci po ekspozycji na stres oksydacyjny
komorek, w ktorych nastgpowata ekspresja genu toksyny parE, co wskazuje na efekt
ochronny, a nie toksyczny (Gupta i wsp., 2016). Pozostaje niejasne, czy systemy parDE s3
cze$cig jednej rodziny o jednolitej roli w fizjologii komorek bakteryjnych np. PSK, czy
systemy te mozemy podzieli¢ na grupy o rdéznych funkcjach i sposobie aktywacji, w ktorych
jedynym elementem spdjnym jest dziatanie toksyny na cel komorkowy, ktérym jest gyraza.

Najnowsze doniesienia literaturowe mowig o wptywie chromosomalnego systemu parDE na
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wzrost  antybiotykoodpornosci  patogennych  bakterii  Pseudomonas  aeruginosa
(Muthuramalingam i wsp., 2019). Pokazano, ze indukcja ekspresji genu parE zwigksza
odpornos¢ hodowli P. aeruginosa na ciprofloxacin, levofloxacin i nowobiocyn¢ wzgledem
hodowli kontrolnej bez indukcji. Przy pomocy eksperymentow in vitro pokazano, ze toksyna
ParE z P. aeruginosa moze hamowa¢ dziatanie gyrazy z E. coli (Muthuramalingam i wsp.,
2019). W $wietle przedstawionych wynikdw nasuwa si¢ pytanie, czy system parDE plazmidu
RK2 réwniez moze odgrywac istotna role¢ w zwigkszaniu opornosci na antybiotyki poprzez
oddzialywanie toksyny z gyrazg. Jest to bardzo prawdopodobne, poniewaz wykazano, ze w
przypadku systemu ccdAB znajdujacego si¢ na chromosomie E. coli i systemu ccdAB
plazmidu F, ekspresja operonu TA powoduje wzrost odpornosci gospodarza na niektore
antybiotyki (Gupta i wsp., 2017; Tripathi i wsp., 2012). W $wietle doniesien literaturowych
mowigcych o wplywie plazmidowych systemow TA na zwigkszenie odpornosci gospodarzy
na czynniki stresowe, ciekawym wydaje si¢ fakt, ze w tracie badan stabilnosci antytoksyny
ParD in vivo zauwazylem, iz w szczepie E. coli lon(-) stabilno$¢ antytoksyny nieznacznie
wzrasta. W literaturze opisano zjawisko aktywacji systeméw TA typu II przez proteazg Lon,
w odpowiedzi na stres srodowiskowy (Kedzierska i Hayes, 2016a; Tsilibaris i wsp., 2006).
Dla przyktadu, antytoksyna ChpAl jest degradowana przez proteaz¢ CIpAP w komorkach E.
coli w fazie wzrostu stacjonarnego. Natomiast w momencie wystgpienia stresu
srodowiskowego w postaci glodu aminokwasowego, proteaza Lon przejmuje rolg czynnika
degradujacego antytoksyng ChpAl i aktywuje system TA chpA (Christensen i Gerdes, 2003b).
Stabilnos¢ antytoksyny ParD w trakcie stresu §rodowiskowego i potencjalny wptyw systemu

parDE plazmidu RK2 na komoérke gospodarza wymagaja dalszych badan.

Podsumowanie

W niniejszej pracy przedstawitem wyniki doswiadczen pokazujacych, ze proteaza ClpAP jest
kluczowym czynnikiem aktywujacym system TA parDE plazmidu RK2. Pokazatem, ze
obecno$¢ DNA stymuluje aktywnos$¢ proteazy wzgledem substratu, oraz ze tworzenie
kompleksu ParDE hamuje reakcje proteolizy. Wykazatem rowniez, ze antytoksyna ParD jest
uniwersalnym substratem dla homologéow proteazy ClpAP w komodrkach bakterii bedacych
gospodarzami dla plazmidu RK2. Wiedza zdobyta na temat systemu TA, ktory jest aktywny

w roznych gatunkach bakterii oraz fakt, iz antytoksyna ParD degradowana jest przez
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homologii proteazy CIpAP, moga stanowi¢ podstawe do prac nad nowymi Strategiami

zwalczania bakterii patogennych.
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Tabele

Tabela 1. Oligonukleotydy uzyte w eksperymentach

Nr Sekwencja oligonukleotydu Zastosowanie

1 STGTCCCGGGTTAGCGATATAGCG3’ pBAD24-ParD 1

2 5'GGTACCGCGTAAATTGTAAGGGGTTAATATTTTGTTAAAATTGCGT DBAD24-ParD 2

TAAATTTTCGTGTATTTTATGGAG3'

3 5'CGGTCTAGATGCCCTCTTTTTCGCGCC3' pABD2-4 1

4 5'GGCCAAGCTTCTATTCGGCCATGGCCGG3’ pABD2-4 2

5 5'AAGAAGGAGATATACATATGTTAAACCGCGAGCTCGAAG3’ pET22b-ClpAPpAHis 1
6 5'GGAGCTCGAATTCGGATCCTCACGCGACCTCAGCCGTG3' pET22b-CIpAPpAHis 2
7 gé?SAAGGAGATATACATATGTCCCGCAATTCTTATATTCAGCAGA DET22b-ClpPPp 1

8 5'GTGGTGGTGGTGCTCGAG GGAGGCCAGTTGCCG3' PET22b-ClpPPp 2

9 S'CTGTGGATCCTTGGTCAAATTGGGTATAC3' pABDG6-1 1

10 5'TAGAGGATCCTAGCTGTTCTTTGGGTAAGT3' pABDG6-1 2

11 S’ATTTGGGCCTAGTCTAGCCGGC3' ParD_BS_fw

12 5'GCGCGATCCCCGCTG3' ParD_BS_rev

Tabela2. Wartosci liczbowe dla Ryciny 8B. Wszystkie szczepy z inaktywacja proteaz zostaly porownane
do szczepu dzikiego.

Czas [min]

Szczep B
E. Coli 0 10 20 40 60 120 180 Wartos¢P

100 822 652 575 326 136 13 SR[%]
wt

0 89 52 48 205 90 08 SD[%]

100 914 849 756 756 774 546 SR([%)
clpA - 1.3x107°

0 66 4.7 4.2 8.9 8.3 11 SD[%]

100 863 857 603 482 330 202 $R[%]
clpX - 0.34
0 107 82 32 136 114 239 SD[%]

100 824 647 516 502 377 151 SR [%)]
clpY - 059
0 109 128 1.0 3.0 109 105 SD[%]

100 818 798 454 374 382 252 $R[%]
lon - 0.56

0 239 178 168 10.1 100 179 SD[%]
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Tabela 3. Wartosci liczbowe dla Ryciny 11B

Czas [min]

Obecnos¢
DNA 5 15 30 60 120 o
[mol/min]
100 772 544 374 282 239 SR[%] 19x0™%

(-) DNA
37 53 75 54 38 SD[k *085
100 534 211 163 123 101 $R[w] 49077

(+) DNA
+23

125 19 39 42 26 SD[%]

Warto$¢P= 5x10"

Tabela 4. Warto$ci liczbowe dla Ryciny 14A

Czas [min]
Indukcja
parE 0 10 20 40 60 120 180

00 72 584 365 122 41 46 SR[%)

(-) parE
0 132 51 55 5.2 41 46 SD[%]
100 93.7 852 69.4 515 315 83 SR[%)]

(+) parE
0 36 9.7 19 9.8 103 65 SD[%]

Warto$¢ P= 0.047

Tabela 5. Wartosci liczbowe dla Ryciny 19

Utrata plazmidu na generacje [%)]

wt clpA -
pBBR1 pABD6-1 Warto$¢P pBBR1 pABD6-1  Warto$¢P
e BT SE e BB 0 o
coman A 0N amot 2 L o
P putida xé:ggs :%1375% 11.3a¢ :%,319681 :%,30%91 06
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