~Proteaza ClpAP jako czynnik kontrolujacy aktywacje systemu toksyna-
antytoksyna parDE plazmidu RK2”
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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 sg produkowane
konstytutywnie. Biatka te tworza kompleks, co hamuje toksyczny efekt wywolywany przez
biatko ParE wzglgdem gyrazy bakteryjnej GyrAB. W komorkach, ktoére utracity plazmid,
niestabilna antytoksyna ulega degradacji, co umozliwia stabilnej toksynie oddziatywanie z
celem komérkowym. Powoduje to eliminacje komorek bakteryjnych, ktore utracity plazmid.
Efekt taki nazywany jest posegregacyjng smiercig (ang. post-segregational killing - PSK). Do
tej pory nie wiadomo bylo jaki czynnik komoérkowy 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 szczepdéw E. coli C600 oraz inaktywacjami
gendw proteaz. Przeprowadzane testy wykazaty, ze to antytoksyna ParD jest niestabilnym
elementem systemu parDE. Natomiast stabilno$¢ antytoksyny ParD wzrasta w szczepie E. coli
clpA(-). Aby potwierdzi¢ otrzymane wyniki in vivo oczyscitem plazmidowe biatka ParE, ParD
oraz biatka Escherichia coli GyrAB (gyraza), Lon, ClpA, ClpP i ClpX. Nastepnie wykonatem
doswiadczenia in vitro z wykorzystaniem oczyszczonych biatek. Otrzymane wyniki
potwierdzity, ze to proteaza CIpAP jest odpowiedzialna za degradacje¢ biatka ParD.
Przeprowadzone eksperymenty wykazaty, ze dwuniciowy DNA (dsDNA) stymuluje proteolizg
ParD, natomiast bialko ParE zwigksza stabilno§¢ biatka ParD. Oddziatywania pomiedzy
biatkami ParE, ParD i1 ClpA przedstawilem wykorzystujac techniki powierzchniowego
rezonansu plazmonowego (SPR) 1 testu immunoenzymatycznego (ELISA). Potwierdzily one
oddziatywanie ParD-ParE oraz pokazaty oddzialywanie ParD-CIpA 1 mozliwo$¢ 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$ci innych plazmidéw. W tym celu skonstruowatem wektor pABD6-1 0
szerokim spektrum gospodarzy, z wklonowanym operonem parDE, jako jedynym kodowanym
systemem TA. Uzyskane wyniki pokazaty, ze plazmid pABD6-1 jest wydajniej utrzymywany
w komorkach gospodarza, niz plazmid nie posiadajacy systemu parDE. Kolejnym etapem
badan byto sprawdzenie czy proteaza CIpAP jest uniwersalnym aktywatorem systemu PSK
plazmidu RK2. Wykonatem proteolizy antytoksyny ParD proteazg ClpAP z innych gatunkoéw
bakterii, ktére moga utrzymywac plazmid RK2. W tym celu oczyscitem biatka ClpA i ClpP z
bakterii Caulobacter crescentus i Pseudomonas putida. Wyniki proteolizy in vitro swiadczg o
tym, ze proteazy CIpAP z C. crescentus i P. putida sa w stanie wydajnie degradowaé
antytoksyne ParD. Stabilnos$¢ plazmidu pABD6-1 zawierajacego operon parDE w bakteriach
C. crescentus i P. putida jest duzo wigksza niz plazmidu pBBR1MSC-5 bez operonu parDE.



