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Replikacja DNA jest jednym z podstawowych proceséw komérkowych, niezbednych
do namnazania sie lub rozmnazania ogromnej wiekszosci organizmow (wyjgtkami sg wiroidy
i wirusy o genomach RNA). W zwigzku z tym, okreslenie mechanizmoéw regulujgcych kontrole
tego procesu jest kluczowe dla zrozumienia podstawowych regut biologicznych
zapewniajgcych funkcjonowanie, przezycie i rozmnazanie sie komédrek zaréwno
prokariotycznych jak i eukariotycznych. W komdrkach bakteryjnych replikacja nukleoidu jest
niezbedna dla przezycia, jako ze jakiekolwiek czynniki, ktére w sposdb istotny zaburzajg ten

proces powodujg ostatecznie ich smier¢.

Escherichia coli (pateczka okreznicy), Gram-ujemna bakteria, jest jednym z najlepiej
poznanych organizméw wsrdd dotychczas badanych. Replikacja jej chromosomu jest
kontrolowana przez ztozong sie¢ regulatoréw dla zapewnienia prawidtowego dziedziczenia
informacji genetycznej. Ponadto, szereg pozachromosomalnych elementéw genetycznych,
jak plazmidy i bakteriofagi, majgce zdolnos¢ do autonomicznego powielania sie w komaérkach
E. coli, stuzg jako modele w badaniu mechanizméw istotnych proceséw komérkowych, takich
jak replikacja DNA. W zwigzku z tym, z jednej strony mozliwe jest prowadzenie
zaawansowanych badan na poziomie molekularnym z wykorzystaniem modeli
prokariotycznych, a z drugiej strony uzyskiwane wyniki takich badan zwykle mogg by¢
uznawane jako rezultaty o znaczeniu ogélnobiologicznym. Ponadto nalezy pamietad, ze wiele
plazmiddéw niesie geny warunkujgce oporno$é na antybiotyki, stad majg one duze znaczenie
w medycynie, a poznanie ich funkcjonowania moze pomdc w poszukiwaniach nowych lekow
antybakteryjnych. Co wiecej, plazmidy odgrywajg ogromng role w biotechnologii, jako ze sg
czesto wykorzystywane jako wektory ekspresyjne w konstrukcji szczepdédw wydajnie

produkujgce rekombinantowe biatka.

Biatko Hfq E. coli zostato odkryte jako czynnik niezbedny do rozwoju bakteriofaga Qp,
ktérego genom zbudowany jest z RNA. Ortologi genu hfg sg obecne w niemal potowie do tej
pory zsekwencjonowanych genomoéw bakteryjnych i u niektérych gatunkéw archeondw, zas

homologi strukturalne i funkcjonalne obecne sg u wiekszosci organizmdéw eukariotycznych.



Sugeruje to wazng i ewolucyjnie konserwowang role produktu tego genu. W komadrkach E.
coli wiekszos¢ czgsteczek biatka Hfq wystepuje we frakcji cytoplazmatycznej, gtéwnie
zwigzanej z rybosomami, ale czes$¢ czasteczek oddziatuje z btong komérkows. Frakcja
nukleoidowa Hfg stanowi 10-20%, co stanowi okoto 5% wszystkich biatek zwigzanych z
nukleoidem, podczas gdy jej frakcje cytoplazmatyczne i zwigzane z btong stanowig
odpowiednio okoto 30 i 50% Biatko Hfq zostato opisane jako wielofunkcyjne. Miedzy innymi
reguluje ono metabolizm RNA i oddziatuje z biatkami zwigzanymi z degradacjg RNA, np.
poli(A) polimerazg | (PAP 1), PNP-azg i RNazg E. Opisano réwniez udziat biatka Hfq w
procesach zwigzanych z wirulencjg patogennych bakterii. Interesujgca jest zaobserwowana
funkcja Hfg w organizacji nukleoidu oraz jego interakcje z DNA. Delecja genu hfq objawia sie
réoznorodnymi zmianami w fizjologii komadrki, co $wiadczy o efekcie plejotropowym tego

biatka.

Wyniki wstepnych badan zespotéw kierowanych przez promotoréw mojej rozprawy
doktorskiej, prof. Grzegorz Wegrzyna i prof. Veronique Arluison, sugerowaty intrygujaca
mozliwosé, ze Hfg moze by¢ zaangazowane — bezposrednio lub posrednio — w regulacje
replikacji DNA. Wstepne doswiadczenia wykonane zostaty z uzyciem réznych plazmidéw, a
najciekawsze efekty zostaty zaobserwowane w przypadku replikonéw nalezacych do grupy
ColE1. Stad tez gtdwnym celem tej rozprawy byto poznanie mechanizmoéw regulacji replikacji
plazmidéw ColE1 przez biatko Hfg. Replikacja tych plazmidéw rozpoczyna sie w rejonie
origin, a w regulacje tego procesu zaangazowane sg dwa transkrypty, zwane RNA | oraz RNA
Il. Pre-primerowy transkrypt RNA Il tworzy hybryd RNA-DNA w rejonie origin, a po nacieciu
jego nici RNA przez RNaze H powstaje primer, ktéry moze by¢ wydtuzany przez DNA
polimeraze |, co jest poczgtkiem procesu replikacji plazmidu ColE1l. Negatywnym
regulatorem replikacji w tym przypadku jest RNA |, czgsteczka RNA czesSciowo
komplementarna do RNA Il, tworzgca z nig hybryd, co uniemozliwia hybrydyzacje RNA Il z
DNA. Dodatkowo, oddziatywania RNA | z RNA Il s3 wzmacniane przez kodowane przez
plazmid biatko Rom. W czasie rozpoczynania przeze mnie prac nad rozprawg doktorskg, rola
biatka Hfqg w tym procesie byta nieznana, a jedyne doswiadczenia wskazujgce na mozliwos¢
udziatu tego biatka w kontroli replikacji ColEl byly oparte na analizie efektywnosci

transformacji mutantéw hfqg przy uzyciu takiego plazmidu.



Pierwszy artykut sktadajgcy sie na cykl publikacji tworzacych te rozprawe doktorska
(Front. Mol. Biosci. 2016; 3: 36) jest praca przegladowa, opisujacg doktadniej wspomniane
wyzej wihasciwosci biatka Hfq. W szczegdlnosci zwrdcona zostata uwaga na oddziatywania
pomiedzy Hfg a czgsteczkami DNA jak rowniez dyskutowane sg mozliwosci udziatu tego
biatka w réinych procesach zwigzanych z funkcjami DNA, miedzy innymi replikacja
plazmidéw. Praca ta stanowi zatem wstep teoretyczny do catosci zaprezentowanego cyklu

artykutéow.

Druga praca przeglagdowa zawarta w cyklu publikacji (Methods Mol. Biol. 2022; w
druku), jest artkutem metodycznym, opisujgcym techniki uzywane do badania bakteryjnych
biatek amyloidowych w aspekcie opornosci na antybiotyki. Metody opisane w tej pracy
przedstawione zostaty na modelach biatka Hfq, ktérego domena C-koricowa tworzy struktury
amyloidowe, a takze plazmiddéw niosgcych geny opornosci na antybiotyki. W tym swietle,
jest to wprowadzenie do badan in vivo, jakie s3 nastepnie zawarte w kolejnych publikacjach

tworzgcych cykl przedstawiony jako moja rozprawa doktorska.

Moje badania rozpoczatem od okreslania mozliwosci oddziatywan biatka Hfg z DNA
oraz efektéw jakie takie oddziatywania wywotujg na strukture tego kwasu nukleinowego. W
artykule opisujgcym te badania (Nucleic Acids Res. 2017; 45: 7299-7308) do analiz
oddziatywan C-koncowej i N-konicowej biatka Hfq z DNA, zostaty wykorzystane rdézne
zaawansowane metody eksperymentalne, w tym obrazowanie pojedynczych czasteczek DNA
zamknietych w kanatach nano-cieczowych przy pomocy mikroskopu fluorescencyjnego,
mikroskopia sit atomowych, izotermiczne miareczkowanie mikrokalorymetryczne, a takze
testy ruchliwosci elektroforetycznej. Uzyskane wyniki wskazaty na role C-koncowej domeny
biatka Hfg w wigzaniu DNA, zmianie wifasciwosci mechanicznych podwdjnej helisy i
zageszczaniu DNA do postaci skondensowanej. Wydaje sie, ze sktonnos¢ do mostkowania i
zageszczania DNA przez domene C-koricowg Hfq moze by¢ zwigzana z agregacjg zwigzanego

biatka i moze miec znaczenie dla regulacji ekspresji gendw oraz replikacji DNA.

Kolejna praca eksperymentalna (Int. J. Mol. Sci. 2021; 22: 8886) dotyczyta roli biatka
Hfq i jego domeny C-koncowej w regulacji opornosci bakterii na antybiotyki, zwigzanej z
obecnoscig odpowiednich genéw na plazmidach, w tym na plazmidach typu ColE1l. Okazato
sie, ze obecnos¢ biatka Hfg byta wymagana do przezycia komdrek E. coli zawierajgcych

plazmid w warunkach wysokich stezei chloramfenikolu, tetracykliny i ampicyliny, poniewaz



szczepy hfg* wykazywaty wiekszg odpornos$é na te antybiotyki niz mutant hfg-null. W
przeciwienstwie do tego, wytwarzanie Hfq skutkowato niskg opornoscig na wysokie stezenia
kanamycyny, gdy marker opornosci na antybiotyki byt przenoszony przez chromosom, jako
ze delecja hfq skutkowata zwiekszeniem przezywalnosci bakterii. Wyniki te zaobserwowano
zaréwno na podtozu statym, jak i ptynnym, co sugeruje, ze oporno$é¢ na antybiotyki jest
nieodtgczng cechg tych szczepdw, a nie konsekwencjg adaptacji. Pomimo swojej gtéwnej roli
jako biatka opiekunczego RNA, ktére wptywa réwniez na stabilnos¢ mRNA, nie stwierdzono,
aby biatko Hfq znaczgco wptywato na degradacje mRNA gendw kan i tet. Niemniej, poziomy
MRNA kan byty wyzsze w mutancie hfg-null w porédwnaniu ze szczepem hfg*, co sugeruje, ze
Hfqg moze dziata¢ jako represor ekspresji genu kan. Ta obserwacja koreluje ze zwiekszong
opornoscig na wysokie poziomy kanamycyny obserwowang w mutancie hfg-null. Ponadto
stwierdzono, ze wymagania obecnosci Hfq dla opornosci na wysokie dawki tetracykliny
zalezy od liczby kopii plazmidu, gdyz zjawisko to obserwowano tylko wtedy, gdy gen
opornosci byt eksprymowany z plazmidu o matej liczbie kopii (pSC101), ale nie z plazmidu o
sredniej kopii (pBR322 — plazmid typu ColE1). Sugeruje to, ze Hfg moze wptywac na przezycie
bakterii w przypadku wysokich dawek antybiotykéw, ale mechanizmy tego procesu
pozostajg do zbadania. Potwierdzitem, ze wydajno$¢ transformacji bakterii plazmidem z
grupy ColE1 jest obnizona w przypadku mutantédw hfg w stosunku do bakterii dzikiego typu.
Badania z mutantem pBR322Arom mogg réwniez sugerowaé wzajemne oddziatywanie
miedzy Hfq i Rom w regulacji replikacji plazmidéw typu ColE1. Wyniki eksperymentow z
mutantem pozbawionym czesci genu hfg kodujacej domene C-koncowg Hfg sugerujg, ze
domena ta, podobnie jak domena N-koncowa, mogg niezaleznie od siebie braé¢ udziat w

regulacji ekspresji antybiotyko-opornosci w komdrkach E. coli.

W celu dokfadnego zbadania oddziatywan C-terminalnej domeny biatka Hfq z
czgsteczkami RNA oraz fragmentem DNA, ktére sg zaangazowane w regulacje replikacji
plazmidu typu ColE1l, zostata wykorzystana metoda dichroizmu kotowego przy uzyciu
promieniowania synchrotronowego. Wyniki tych badan zostaty opisane ostatniej pracy
eksperymentalnej wchodzacej w sktad mojej rozprawy doktorskiej (Appl. Sci. 2022; 12:
2639). Ze wzgledu na duzg mase czasteczkowg kompleksdw utworzonych miedzy kwasami
nukleinowymi i postacig amyloidowg biatka, trudno jest analizowac¢ utworzone kompleksy

wytgcznie za pomocg testu opdinienia migracji w Zelu elektroforetycznym, poniewaz



wszystkie one migrujg z podobng szybkoscig. Ponadto doktadne pomiary kinetyki nie s3
mozliwe przy uzyciu testu opdznienia migracji w zelu. Zastosowane zostato zatem podejscie
biofizyczne, oparte na uzyciu synchrotronu, a w szczegdlnosci dichroizm kotowy
promieniowania synchrotronowego, w celu zbadania interakcji regionu C-koricowego biatka
Hfq z kwasami nukleinowymi zaangazowanymi w kontrole replikacji plazmidu typu ColE1.
Uzyskane wyniki wskazaty, ze C-koricowa domena Hfg ma nieoczekiwany i znaczacy wptyw
na oddziatywania kwaséw nukleinowych zaangazowanych w ten proces i, co wazniejsze, na
ich dopasowanie. Funkcjonalne konsekwencje tej nowo odkrytej wtasciwosci regionu
amyloidowego Hfg s3 wazne dla zrozumienia biologicznego znaczenia Hfg w procesie
replikacji plazmidu typu ColE1l oraz opornosci bakterii na antybiotyki. W szczegdlnosci
uzyskane wyniki pozwalajg na zaproponowanie hipotezy, ze Hfq odgrywa negatywng role w
regulacji replikacja plazmidu ColE1 poprzez stymulacje oddziatywan pomiedzy czgsteczkami
RNA | i RNA I, hamujac tworzenie hybrydu RNA Il — DNA, co z kolei obniza efektywnos¢
inicjacji replikacji plazmidu. Obnizenie wydajnosci transformacji mutantéw hfq plazmidami
typu ColE1 moze zatem wynikac nie z zahamowania replikacji czasteczek plazmidowych pod
nieobecnos¢ biatka Hfg, ale raczej z nadmiernej intensywnosci ich replikacji (zjawiska
zwanego niekontrolowang replikacjg plazmidéw), prowadzac do obnizenia zywotnosci

komoérek bakteryjnych, ktére pobraty czasteczki plazmidowego DNA.

W podsumowaniu, moje badania opisane w tej rozprawie, doprowadzity do
nastepujgcych kluczowych wnioskdw dotyczacych roli biatka Hfq w regulacji replikacji

plazmidéw typu ColE1:

1. Biatko Hfgq, a w szczegdlnosci jego domena C-terminalna, zmienia witasciwosci
mechaniczne i topologie podwdjnej helisy DNA, co moze mieé¢ znaczenie w
regulacji replikacji DNA.

2. Wydajnos¢ transformacji mutantéw hfg plazmidami typu ColEl jest obnizona,
przy czym mozliwe sg wzajemne oddziatywania miedzy Hfg i Rom w regulacji
replikacji tych plazmidow.

3. Stymulujac oddziatywania pomiedzy RNA | i RNA I, biatko Hfg, a w szczegdlnosci
jego domena C-koncowa, moze dziata¢ jako negatywny regulator inicjacji

replikacji plazmidéw typu ColE1.



4. W warunkach braku aktywnosci biatka Hfg moze dochodzi¢ do nadmiernej
replikacji plazmidéw ColEl w komdrkach E. coli (tak zwana niekontrolowana

replikacja plazmiddéw), co prowadzi do obnizenia zywotnosci bakterii.



