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Utrzymanie homeostazy biatek jest kluczowe dla funkcjonowania organizmu. Bakterie
wyksztalcily zaawansowane systemy kontroli jakosci biatek (SKJB), ktére obejmujg
biatka opiekuncze, katalizatory zwijania biatek i proteazy degradujace niecodwracalnie
uszkodzone biatka. Gtowng proteaza peryplazmatyczng u bakterii Gram-ujemnych jest
HtrA (ang. high temperature requirement A protein). Funkcje tego biatka zostaly
najlepiej poznane u Enterobacteriaceae, w szczegdlnosci u modelowej bakterii
Escherichia coli. Natomiast rola homologu HtrA w komorce bakterii Helicobacter
pylori (HtrAnp) nie byla do tej pory przedmiotem szczegdétowych badan, a
zainteresowania badaczy skupialy si¢ przede wszystkim na dzialaniu pozakomorkowej
frakcji HtrAnp jako isotnego czynnika wirulencji tego patogenu cztowieka.
Wewnatrzkomorkowa rola HtrAnp U H. pylori wydaje si¢ by¢ wyjatkowo istotna, gdyz
do tej pory udato si¢ wprowadzi¢ mutacje htrAnp tylko do jednego szczepu tego gatunku
bakterii.

Nadrzgdnym celem pracy byto okreslenie funkcji biatka HtrAnp w komorce H. pylori.
Cele szczegOlowe obejmowaty identyfikacje biatek bedacych substratami
i/lub partnerami HtrAxp w komorce bakteryjnej H. pylori oraz zbadanie wptywu braku

HtrAnp na proteom komorek bakteryjnych.

W pierwszym etapie badan, wykorzystujac przyzyciowe sieciowanie biatek polaczone
z technikami technikami ,,pull down” i spektrometrii mas, zidentyfikowano biatka
H. pylori zolne do wigzania si¢ z HtrAnp. Wsrod nich znaczng frakcje stanowity biatka
btony zewnetrznej (OMP), biatka biorgce udzial w odpowiedzi na stres 1 elementy
systemu kontroli jakosci biatek, biatka zaangazowane w transport jonéw metali, biatka
odpowiedzialne za chemotaksje i ruchliwos¢. Ponadto wykryto biatka bioragce udziat
w réznorodnych cytoplazmatycznych procesach metabolizmu podstawowego. Wydaje

si¢, Ze ta ostatnia grupa stanowi biatka zwigzane z HtrAnp niespecyficznie.

W kolejnym kroku podjeto probe weryfikacji potencjalnych interakcji HtrAmp
z wybranymi biatkami. Do badan wytypowano przypuszczalne elementy
peryplazmatycznego systemu kontroli jakosci biatek, katalizator zwijania HP_0175
(biatko SurA podobne), oraz proteazy HP_0657 (YmxG), HP_1012 (PqqE) i HP_1350.

Immunoblotting frakcji elucyjnych po eksperymencie ,pull down” z uzyciem



przeciwcial anty-HP_0657, anty-HP_1012, anty-HP 1350 cz¢éciowo potwierdzit

interakcje migdzy badanymi biatkami.

W celu weryfikacji oddzialywan HtrAnp z wytypowanymi biatkami, przeprowadzono
doswiadczenia w uktadzie in vitro z wykorzystaniem oczyszczonych preparatow biatek
HP_0175, HP_0657, HP_1012, HP_1350. Wyniki sgczenia molekularnego nie
pozwolity na jednoznaczne wykazanie obecnosci kompleksow HtrAnp-badane biatko,
natomiast zmiana profili elucyjnych HtrAnp sugerowala wystepowanie przynajmniej

przejsciowych oddziatywan.

Analiza poziomu biatek HP_0657, HP_1012, HP_1350 w bakteriach H. pylori htrA
(4htrd, htrA S221A) wykazata, ze frakcja wzbogacona w blony szczepu pozbawionego
HtrAnp zawiera podwyzszony poziom bialek HP_0657 i HP_1012. Poniewaz zadna
z tych proteaz nie byta trawiona przez HtrAmp in vitro, mozna przypuszczac,
ze nagromadzenie si¢ PqqE i YmxG nie wynika z braku degradacji przez HtrAnp, lecz
z koniecznos$ci zastgpienia funkcji HtrAnp | wigzania bialek o nieprawidlowe;j

strukturze.

Poszukujac substratow dla aktywnosci proteolitycznej HtrAnp, wykryto, iz HtrAnp jest
zdolne do degradacji waznego czynnika wirulencji H. pylori, toksyny CagA. Innym
potencjalnym substratem proteazy HtrAnp moze by¢é FrpB, biatko zwigzane z
transportem jonow zelaza, a takze innych biatek btony zewnetrznej, Omp9 i Omp19,
ktore takze wspoloczyszczaty si¢ z HtrAnp w doswiadczeniach ,,pull down”. Mozliwos¢

degradacji CagA i biatek blonowych przez HtrAnp wymaga jednak dalszej weryfikacji.

Dla lepszego zrozumienia mechanizméw, w ktorych bierze udziat biatko HtrAmp,
przeprowadzono ilosciowe analizy proteomiczne SWATH-MS z wykorzystaniem
chromatografii cieczowej sprz¢zonej ze spektrometrig mas. Zbadano zmiany poziomu
bialek w lizatach oraz frakcjach wzbogaconych w btony uzyskanych ze szczepu
pozbawionego genu htrAwp (H. pylori N6 Ahtrd) wzglgdem proteomu SzCzepu
komplementacyjnego (H. pylori N6 AhtrA/htrA). Wsrdd biatek o znaczaco zmienionej
zawartoSci w szczepie AhtrAnp Znajdowaly si¢ biatka blony zewnetrznej (OMP), biatka
biorace udzial w odpowiedzi na stres 1 elementy systemu kontroli jakosci biatek, biatka
biorgce udziat w transporcie jonow metali, biatka odpowiedzialne za chemotaksj¢
i ruchliwos$¢, biatka biorgce udziat w metabolizmie i1 transporcie aminokwasow,

nukleotydéw, weglowodandéw, lipidow i metabolizmie podstawowym. Wynik ten



swiadczy o plejotropowym efekcie mutacji AhtrAnp, ktory moze by¢ zwigzany
z zaburzeniami w biogenezie blony zewnetrznej. Zmienione wlasnosci blony
zewnetrznej w szczepie pozbawionym htrAnp, sugerujace obnizong integralno$é tej
struktury, potwierdzit test wrazliwosci na jonowy detergent SDS - komorki AhtrAnp
wykazywatly wicksza podatno$¢ na lize¢ w obecno$ci detergentu. Ponadto bakterie

AhtrAwnp charakteryzowaty si¢ obnizong hydrofobowoscig powierzchniowa.

Podsumowujac, wyniki uzyskane w niniejszej pracy wskazuja, ze funkcje pelnione
przez HtrAnp w komodrce H. pylori sa bardzo istotne dla zapewnienia homeostazy
komorkowej, niezbednej w procesie zakazenia organizmu gospodarza. HtrApp
najprawdopodobniej wspotdziata z innymi elementami pozacytoplazmatycznego
systemu kontroli jako$ci bialek, w tym z proteazami YmxG, PqqE, HP 1350 1 PPlaza
HP_0175. Badania przeprowadzone w ramach niniejszej pracy wskazuja na istotng role
HtrAnp w biogenezie blony zewnetrznej, utrzymaniu homeostazy jonéw metali i

zapewnieniu odpowiedniego poziomu niektorych czynnikoéw wirulencji.



