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1. STRESZCZENIE

Bakterie potrafig szybko adaptowac si¢ do zmiennych warunkéw Srodowiska dzieki
precyzyjnej regulacji procesow komorkowych, w tym replikacji DNA. Molekularne
podstawy inicjacji replikacji chromosomalnego DNA sg dobrze poznane, jednak znacznie
mniej wiadomo o tym, jak proces ten zostaje zahamowany podczas stresu. Jeszcze mniej
informacji dotyczy regulacji replikacji plazmidow podczas stresu, ktére odgrywaja
kluczowa role w rozprzestrzenianiu genéw opornosci na antybiotyki. Celem niniejszej pracy
byta analiza bialek inicjatorowych DnaA i TrfA w komoérkach Escherichia coli podczas
stresu. Biatko DnaA, odpowiada za rozpoczecie replikacji chromosomu, natomiast TrfA,
petni role inicjatora replikacji plazmidu RK2. W warunkach optymalnych DnaA wigze si¢
z miejscem inicjacji replikacji chromosomu (oriC), co prowadzi do rozpoczgcia procesu
replikacji DNA. Wykazalam, ze podczas gtodu aminokwasowego czasteczki DnaA nie
wigza si¢ do oriC, a zjawisko to koreluje ze wzrostem poziomu ich acetylacji. Ponadto
w trakcie stresu wewnatrzkomorkowy poziom biatka DnaA ulega stopniowemu obnizeniu,
cho¢ nigdy nie spada ponizej poziomu detekcji. Analiza ChIP-seq ujawnita, ze czasteczki
DnaA obecne w komorce podczas stresu wykazujg zmieniony profil interakcji z DNA.
Podczas glodu aminokwasowego czasteczki DnaA nie oddzialujg z regionami DNA
zajmowanymi w warunkach optymalnych, lecz wigza si¢ z innymi obszarami genomu.
Zmianie ulega takze wewnatrzkomorkowa lokalizacja DnaA, poniewaz w warunkach stresu
biatko nie tworzy wyraznych skupisk charakterystycznych dla komoérek rosngcych
w warunkach optymalnych. Uzyskane wyniki pokazuja, ze poziom, lokalizacja, profil
oddziatywania z DNA oraz acetylacja DnaA ulegaja zmianom podczas stresu, co w efekcie
zapobiega inicjacji replikacji chromosomalnego DNA. W komorkach E. coli, biatko DnaA
wspotdziata z plazmidowym biatkiem TrfA podczas inicjacji replikacji plazmidu RK2.
Wykazatam, ze podczas glodu aminokwasowego inicjacja replikacji plazmidu RK2 jest
zahamowana w wyniku braku oddziatywania DnaA i1 TrfA z plazmidowym origin
replikacji (oriV). Obnizenie poziomu wigzania inicjatorow do oril jest powigzane ze
spadkiem poziomu zaréwno monomeru i dimeru TrfA, jak i DnaA. Co ciekawe, plazmid nie
ulega replikacji réwniez w komorkach kodujacych hiperaktywny, monomeryczny wariant
TrfA, co sugeruje, ze zahamowanie replikacji DNA podczas stresu obejmuje mechanizmy
inne niz tworzenie kompleksow typu handcuff.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze pelne zahamowanie inicjacji replikacji DNA

w warunkach stresu jest konsekwencja rownoleglego dziatania kilku mechanizméw. Zmiany



zachodzace podczas stresu s3 odwracalne, co pozwala na wznowienie replikacji
chromosomalnego oraz plazmidowego DNA po ustapieniu stresu. Praca ta poszerza wiedzg
na temat regulacji replikacji DNA podczas stresu i rzuca nowe $wiatto na mechanizmy
warunkujace przetrwanie bakterii w niekorzystnych warunkach, co moze stanowi¢ podstawe
do opracowania nowych terapii przeciwdrobnoustrojowych oraz strategii wspierajacych
antybiotykoterapi¢ 1 ograniczajacych wystepowanie opornosci na antybiotyki

warunkowanej przez plazmidy.



2. ABSTRACT

Bacteria can rapidly adapt to changing environmental conditions through precise
regulation of cellular processes, including DNA replication. The molecular basis of
chromosomal DNA replication initiation is well understood, but much less is known about
how this process is inhibited under stress. Even less information is available on the regulation
of plasmid replication during stress, despite its key role in the dissemination of antibiotic
resistance genes. The aim of this study was to analyze the initiator proteins, DnaA and TrfA,
in Escherichia coli cells during stress conditions. DnaA is responsible for initiating
chromosomal replication, whereas TrfA serves as the initiator of RK2 plasmid replication.
Under optimal conditions, DnaA binds to the origin of chromosomal replication (oriC),
leading to the initiation of DNA replication. I demonstrated that during amino acid
starvation, DnaA molecules do not bind oriC, and this phenomenon correlates with an
increase of DnaA acetylation level. Moreover, during stress the intracellular level of DnaA
gradually decreases, although it never drops below the detection limit. ChIP-seq analysis
revealed that DnaA molecules present in the cell during stress exhibit an altered DNA
interaction profile. During stress, DNA regions bound under optimal conditions are no
longer occupied, while new interactions appear in other sites. The intracellular localization
of DnaA also changes, as under stress the protein does not form the distinct foci characteristic
for cells growing under optimal conditions. Taken together, the results show that the level,
localization, DNA interaction profile, and acetylation of DnaA change under stress, which
ultimately prevents initiation of chromosomal DNA replication. In E. coli, DnaA cooperates
with the plasmid initiator TrfA during the initiation of RK2 plasmid replication. I showed
that during amino acid starvation, initiation of RK2 plasmid replication is inhibited due to
the absence of DnaA and TrfA binding to plasmid replication origin (oriV). The reduction
in initiator binding to oriV correlates with a decrease of the levels of TrfA monomers and
dimers as well as DnaA. Interestingly, the plasmid also does not replicate in cells expressing
a hyperactive monomeric TrfA variant, suggesting that replication blockade involves
mechanisms other than the formation of handcuff complexes.

The results indicate that complete inhibition of DNA replication initiation under stress is
a consequence of several parallel mechanisms. Changes occurring during stress are
reversible, which allows for resumption of both chromosomal and plasmid replication once
stress is relieved. This work expands our understanding of DNA replication regulation under

stress and provides new insights into the mechanisms that enable bacterial survival in



unfavorable conditions, which may form the basis for developing novel antimicrobial
therapies as well as strategies that support antibiotic treatment and limit plasmid-mediated

antibiotic resistance.



3. WYKAZ SKROTOW

ATP
ADP
BSA
ChIP

ChIP-seq

Ct

DARS

DBD
DDAH

DNA
DnaA-box
DOR
DUE
dsDNA
EDTA
EMSA

EtBr

EYFP

Fis

adenozynotrifosforan (ang. adenosine triphosphate)
adenozynodifosforan (ang. adenosine diphosphate)

albumina surowicy bydlecej (ang. bovine serum albumin)
immunoprecypitacja chromatyny (ang. chromatin immunoprecipitation),
technika badania oddzialywania biatko—-DNA in vivo
immunoprecypitacja chromatyny potaczona z sekwencjonowaniem
nowej generacji (ang. chromatin immunoprecipitation followed by next
generation sequencing), metoda globalnej analizy oddziatywania
biatko-DNA in vivo

prog cyklu (ang. cycle threshold), parametr w qPCR okre$lajacy numer
cyklu, w ktérym sygnat fluorescencji probki przekracza ustalony prog
detekcji

sekwencja reaktywacji biatka DnaA (ang. DnaA reactivating sequence),
element regulujacy status nukleotydowy DnaA

domena wigzaca DNA (ang. DNA-binding domain)

hydroliza DnaA—ATP zalezna od regionu datA (ang. datA-dependent
DnaA-ATP hydrolysis), mechanizm kontroli aktywnosci DnaA

kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)

sekwencja rozpoznawana przez biatko DnaA

region oligomeryzacji biatka DnaA (ang. DnaA oligomerization region)
region oriC, w ktorym dochodzi do rozwinigcia dwuniciowej struktury
DNA (ang. DNA unwinding element)

Dwuniciowy DNA (ang. double-stranded DNA)

kwas wersenowy (ang. ethylenediaminetetraacetic acid)

test opdznienia migracji DNA w zelu (ang. electrophoretic mobility shift
assay), metoda badania wigzania biatko-DNA

bromek etydyny (ang. ethidium bromide), barwnik fluorescencyjny
interkalujacy do dsDNA

biatko z6ltej fluorescencji (ang. enhanced yellow fluorescent protein),
konstytutywnie fluorescencyjne zielono-zo6tte biatko fluorescencyjne
uzyskane z Aequorea victoria

biatko Fis (ang. factor for inversion stimulation)



GFP

IBS

IP
[HF

LB/LA

LLPS

MACS

MST

NAP
NGS
OD600
PBS
PCR
PDAP
polyP

ppGpp
qPCR

biatko zielonej fluorescencji (ang. green fluorescent protein), biatko
fluorescencyjne pochodzace z meduzy Aequorea victoria, emitujace
zielone $wiatto

miejsce wigzania biatka IHF (ang. I[HF binding sequence), sekwencja
DNA znajdujaca si¢ w oriC, do ktorej wigze si¢ biatko IHF
immunoprecypitacja

czynnik integracyjny gospodarza (ang. integration host factor), biatko
regulatorowe wigzace DNA nalezace do grupy NAP

pozywka/agar LB (ang. Luria-Bertani broth/agar), podtoze hodowlane
dla bakterii

separacja faz ciecz—ciecz (ang. liquid—liquid phase separation), proces
fizykochemiczny prowadzacy do powstawania kondensatow w
komorkach

metoda analizy danych ChIP-Seq oparta na modelach (ang. Model-based
Analysis of ChIP-Seq data)

termoforeza mikroskalowa (ang. microscale thermophoresis), technika
badania oddzialywan biomolekularnych oparta na ruchu czasteczek w
gradiencie temperatury

biatka zwigzane z nukleoidem (ang. nucleoid-associated proteins),
grupa biatek uczestniczacych w organizacji struktury nukleoidu
sekwencjonowanie nowej generacji (ang. next generation sequencing),
metoda wysokoprzepustowego odczytu sekwencji DNA/RNA

gestos$¢ optyczna przy dtugosci fali 600 nm (ang. optical density)
bufor fosforanowy (ang. phosphate-buffered saline)

tancuchowa reakcja polimerazy (ang. polymerase chain reaction),
metoda amplifikacji fragmentéw DNA

proteoliza biatka DnaA zalezna od polyP (ang. polyP-dependent DnaA
proteolysis)

polifosforan

guanozynotetra-/pentafosforan, alarmon odpowiedzi $cistej

ilosciowa tancuchowa reakcja polimerazy (ang. quantitative polymerase

chain reaction)



Rep biatko inicjatorowe replikacji plazmidowego DNA (ang. Replication

initiator protein)
RIDA system inaktywacji bialtka DnaA (ang. Regulatory Inactivation of DnaA)
RNA kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid)
RSH homologi RelA/SpoT (ang. RelA/SpoT homologues)

SDS-PAGE elektroforeza w zelu poliakrylamidowym w obecno$ci SDS (ang.
sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)

SHX hydroksamian seryny (ang. serine hydroxamate), analog seryny
stosowany do indukcji gtodu aminokwasowego

SD odchylenie standardowe (ang. standard deviation)

SOC/SOB pozywki SOB/SOC (ang. Super Optimal broth with/without Catabolite

repression), bogate podtoza hodowlane

ssDNA Jednoniciowy DNA (ang. single-stranded DNA)

TBE bufor tris-boranowy z EDTA (ang. Tris-borate-EDTA buffer)
UV Swiatto ultrafioletowe

WH (ang. winged helix), motyw strukturalny bialek wigzacych DNA

WT typu dzikiego (ang. wild type)



4. WSTEP

Replikacja DNA jest procesem kluczowym dla zapewnienia prawidlowego
funkcjonowania i podziatu komorki, a jednocze$nie procesem szczeg6lnie wrazliwym na
warunki stresowe. W sytuacjach stresu priorytetem komorki staje si¢ zahamowanie inicjacji
replikacji DNA i ochrona integralnosci genomu. Mechanizmy kontroli inicjacji replikacji
chromosomalnego DNA, zapewniajace synchronizacje¢ tego procesu z cyklem komorkowym
i zapobiegajace nadmiernej inicjacji warunkach optymalnego wzrostu sa dobrze poznane!'.
Jednak nadal brakuje pelnego =zrozumienia, w jaki sposob inicjacja replikacji
chromosomalnego DNA jest blokowana w warunkach stresu. Jeszcze mniej wiadomo
o regulacji replikacji elementéw pozachromosomalnych, takich jak plazmidy, w warunkach
stresu. W prognozie obejmujacej dane z 204 krajow szacuje si¢, ze w latach 2025-2050
opornos¢ bakterii na S$rodki przeciwdrobnoustrojowe bedzie bezposrednig przyczyna
39 milionéw zgondéw?. W tym kontekécie zrozumienie odpowiedzi komérek bakteryjnych
na stres, w tym ten wywolany antybiotykami, zmianami temperatury badz dostepnoscia
sktadnikéw odzywczych, ma kluczowe znaczenie dla opracowania nowych terapii

przeciwdrobnoustrojowych.

4.1. Escherichia coli jako organizm modelowy w badaniach odpowiedzi na stres

Warunki srodowiskowe wywotujgce stres w komorkach E. coli

Idealnym organizmem modelowym do badan odpowiedzi komorki na stres
srodowiskowy jest Escherichia coli, bakteria powszechnie wystgpujaca w srodowiskach
o zmiennych i czgsto niekorzystnych warunkach. Prosty 1 dobrze scharakteryzowany genom,
szybki wzrost, mozliwo$¢ tatwej manipulacji genetycznej oraz szeroka gama dostepnych
szczepoéw delecyjnych czynig ja wyjatkowo uzytecznym narzedziem badawczym?. E. coli
stanowi naturalny skladnik mikroflory przewodu pokarmowego zdrowego czltowieka,
jednak niektére szczepy moga w okreSlonych warunkach wykazywac¢ wlasciwosci
patogenne i prowadzi¢ do rozwoju zakazen*. Bytowanie w organizmie cztowieka sprawia,
ze paleczki E. coli zmagaja si¢ ze zmianami dostepnosci sktadnikow odzywczych podczas
przejs¢ miedzy bogatym w substancje pokarmowe S$rodowiskiem jelita a ubogim
srodowiskiem zewngtrznym, obecnos$cig antybiotykdw, zmianami temperatury, pH oraz

tlenu (Rycina 1)>¢. Jako fakultatywny anaerob E. coli potrafi dostosowa¢ swoj metabolizm



do warunkéw tlenowych i beztlenowych, wykorzystujac tlen jako ostateczny akceptor
elektrondw, a w warunkach deficytu tlenu przechodzac na alternatywne $ciezki oddychania
lub fermentacje’. Komorki E. coli szczepu typu dzikiego, np. K12, dysponuja pelnym
zestawem genow niezbednych do biosyntezy aminokwasow, co umozliwia im przetrwanie
w $rodowisku pozbawionym egzogennych zrodet tych zwigzkoéw. Skuteczna adaptacja do
tak zmiennych warunkéw wymaga jednak wyspecjalizowanych mechanizmow detekcji
bodzcow $rodowiskowych oraz szybkiego uruchamiania odpowiednich szlakow

regulacyjnych.

Zmiany pH i dostepnosci O,
w przewodzie pokarmowym

P Antybiotyki
\
. 1 Rycina 1. Zrédla stresu dla E. coli
A\ w uktadzie pokarmowym i srodowisku.
PH O, \ \ Schemat pokazuje wybrane stresory
( \ oddziatujace na bakterie E. coli: zmiany
Strefa tlenowo-beztlenowa ' YA \ pH 1 natlenienia wzdluz przewodu

przy nablonku jelita pokarmowego, strefe tlenowo-beztlenowa

blisko nablonka jelita, ekspozycje na
antybiotyki, wahania temperatury oraz
przejScie z  bogatego  w sktadniki
odzywcze jelita do ubogiego srodowiska
zewnetrznego.

o]

Zmiany dostepnosci
skladnikéw odzywczych

Zmiany temperatury u

Odpowiedz komorki na stres

W  komorkach bakteryjnych, w odpowiedzi na stres aktywowany zostaje
konserwowany mechanizm nazwany odpowiedzig S$cisla (ang. stringent response).
Charakteryzuje si¢ on gwaltowng akumulacjag alarmonéw, guanozyno-3',5'-
bis(pirofosforanu) (ppGpp) 1 guanozyno-5'-trifosforano-3’-difosforanu (pppGpp), tacznie
okres$lanych mianem (p)ppGpp®. (p)ppGpp wiaza sie bezposrednio do dwdch podjednostek
polimerazy RNA. Pierwsze miejsce wigzania to powierzchnia oddziatywania podjednostek
o 1 B’, a drugie to powierzchnia kontaktu podjednostki B’ i czynnika transkrypcyjnego

DksA®!?. Efektem tego wigzania jest globalna zmiana ekspresji genéw. Dochodzi do



obnizenia transkrypcji gendéw kodujacych biatka niezbgdne do wzrostu i podziatow
komorkowych, a takze elementy aparatu translacyjnego, w tym rRNA i biatka rybosomalne.
Réwnoczesnie przytaczenie (p)ppGpp do czasteczki polimerazy RNA prowadzi do
zwigkszenia ekspresji genow uczestniczacych w odpowiedzi na stres, transporcie
sktadnikéw odzywczych oraz syntezie aminokwasow!!*'2. Mechanizm, w ktorym (p)ppGpp
moze zaréwno aktywowac, jak 1 hamowac ekspresj¢ gendéw, pozostaje nie do konca
wyjasniony. Wykazano, ze (p)ppGpp odgrywa role w regulacji opornosci bakterii na
antybiotyki'®, a jego znaczenie w patogennosci niektorych gatunkéw bakterii sprawia, ze
trwaja prace nad analogami tej czasteczki jako potencjalnymi $rodkami o dziataniu
przeciwbakteryjnym'4. Poziom (p)ppGpp w komorce regulowany jest przez enzymy
nalezace do rodziny biatek RSH (ang. RelA/SpoT homologues). W komorkach E. coli obecne
sa dwa takie biatka: syntaza RelA, ktéra odpowiada wylacznie za synteze (p)ppGpp, oraz
enzym SpoT, zdolny zaréwno do syntezy, jak i degradacji (p)ppGpp'’. Enzym RelA
aktywowany jest wylacznie w odpowiedzi na niedobor aminokwasoéw!'®. W komoérkach,
czasteczki tego biatka zwigzane sg z rybosomami i reaguja na zatrzymanie syntezy fancucha
polipeptydowego spowodowane wigzaniem nienatadowanego tRNA!®!7(Rycina 2). Z kolei
enzym SpoT reaguje na szersze spektrum bodzcow srodowiskowych, takich jak niedobor
fosforu'®, wegla!’, czy zelaza'®!®. Oba enzymy katalizuja transfer grup fosforanowych

z ATP na GMP, GDP lub GTP, prowadzac do powstania (p)ppGpp°.

A Warunki optymalne
Rycina 2. Schemat zaleinej od RelA syntezy
@)ppGpp podczas glodu  aminokwasowego.
Schemat przedstawia aktywno$¢ rybosomu i biatka
(\ \ RelA w warunkach optymalnych (A) i podczas
< glodu aminokwasowego (B). W warunkach
optymalnych elongacja tancucha polipeptydowego
przebiega  prawidlowo  dzigki  przylaczaniu
aminoacylo-tRNA, a zwigzane z rybosomem biatko
RelA pozostaje nieaktywne. Podczas glodu
aminokwasowego w komorce wzrasta liczba
deacylowanych tRNA, co prowadzi do wstrzymania
elongacji, aktywacji biatka RelA i uruchomienia
odpowiedzi Scistej. Biatko RelA katalizuje transfer
grup fosforanowych z ATP na GDP lub GTP,
prowadzac do syntezy (p)ppGpp.
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Innym istotnym elementem odpowiedzi na stres jest akumulacja polifosforanu (polyP)%.
PolyP to liniowy, wysoce ujemnie natadowany polimer zbudowany z nawet tysigca reszt
fosforanowych polaczonych wysoko energetycznymi wigzaniami fosforanowymi. Obecnos¢
tancuchow polyP zostata potwierdzona zar6wno u prokariota, jak i eukariota, a ich funkcja,
mimo ze nie w pelni poznana, uznawana jest za wazng w regulacji homeostazy
komorkowej?!*2. W komoérkach E. coli za synteze polifosforanu odpowiada wylacznie
kinaza polifosforanowa (PPK). Enzym ten katalizuje odwracalny transfer reszty
y-fosforanowej z czasteczki ATP na tancuch polyP?***. Mimo ze PPK wykazuje aktywnosé
hydrolityczng, glownym enzymem odpowiedzialnym za degradacj¢ polyP jest
egzopolifosfataza (PPX), ktora usuwa terminalne reszty fosforanowe?>*%. W odréznieniu od
grzybow czy protistow, bakterie nie posiadaja endopolifosfataz, przez co nie sg zdolne do
skracania dlugich czasteczek polyP do krotszych fragmentow. W komoérkach E. coli
regulacja akumulacji polyP zachodzi prawdopodobnie przede wszystkim poprzez modulacje
aktywnosci bialek PPK i PPX, a nie zmiang ich poziomu, na co wskazuje fakt, ze poziom
ekspresji gendw ppk 1 ppx, zlokalizowanych w jednym operonie, nie ulega zmianie
w odpowiedzi na stres?’?8, Wykazano, Ze (p)ppGpp poprzez bezposrednie wigzanie hamuja
aktywno$¢ PPX, co przez dlugi czas uwazano za kluczowy mechanizm sprzyjajacy
akumulacji polyP w warunkach stresowych?’. Obecnie wiadomo, ze ta hipoteza jest zbyt
uproszczona. Wykazano, ze w pozywce optymalnej komorki szczepu Appx nie akumuluja
polyP?’. Co wiecej, wykazano Ze sama nadprodukcja (p)ppGpp w komoérkach E. coli
hodowanych w warunkach optymalnych jest niewystarczajgca do spowodowania akumulacji
polyP?’. Aktualne dane wskazuja, ze akumulacja polyP jest wynikiem ztozonej regulacji
angazujacej wiele czynnikéw, jednak doktadne mechanizmy tego procesu pozostaja
niejasne. W warunkach stresu polyP gromadzi si¢ w cytoplazmie komodrek bakteryjnych,
tworzac granule cechujace si¢ separacjg faz ciektych, LLPS (ang. liquid-liquid phase
separation)’®!. Struktury te sg obecnie klasyfikowane jako organella bezblonowe (MLO,
ang. membrane-less organelles) 1 petnia rolg przestrzennego rusztowania dla licznych biatek

3435 a takze inne

regulatorowych®**. Wykazano, ze do polyP wiaza sie m.in. proteaza Lon
biatka zaangazowane w odpowiedZ na stres oraz regulacje metabolizmu®. Co istotne, ze
wzgledu na silnie ujemny tadunek, wigzanie polyP moze wpltywaé na konformacje
1 aktywno$¢ funkcjonalng biatek, prowadzac zarowno do aktywacji, jak i zahamowania ich
aktywnosci®’. Ciagle trwajg badania nad identyfikacja biatek zwigzanych z granulami polyP
1 ich znaczenia dla fizjologii komorki. Akumulacja polyP w komorkach bakteryjnych

obserwowana jest podczas stresu osmotycznego, stresu oksydacyjnego, szoku termicznego,
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a najsilniej w warunkach niedoboru sktadnikéw odzywczych np. aminokwasow, kwasow
thuszczowych czy jonéw zelaza®®. Co istotne, akumulacje polyP mozna wywotaé rowniez
farmakologicznie, np. przy uzyciu hydroksyamatu seryny (SHX). Zwigzek ten imituje stan
glodu aminokwasowego poprzez hamowanie syntetazy serylo-tRNA, co prowadzi do
zablokowania aktywno$ci rybosomow i w efekcie do aktywacji odpowiedzi $cistej za
posrednictwem biatka RelA***° (Rycina 2).

Podczas niesprzyjajacych warunkow s$rodowiska, w komorkach bakteryjnych
dochodzi do akumulacji (p)ppGpp oraz polyP?°. Efektem akumulacji (p)ppGpp jest zmiana
transkrypcji gendw oraz aktywnosci biatek regulacyjnych co przektada si¢ na metabolizm
komorki. Dziatanie enzymow aktywowanych podczas odpowiedzi $cistej, miedzy innymi
PPK, SpoT i RelA, wigze si¢ z intensywnym wykorzystaniem ATP, co skutkuje obniZzeniem
poziomu ATP w komodrce nawet o 30-50%*. W przypadku polyP mechanizmy
odpowiedzialne za jego funkcje regulacyjng nie sg jeszcze w pelni poznane, cho¢ wiadomo,
ze czasteczka ta odgrywa kluczowa role w odpowiedzi na stres*?. Choé¢ odpowiedz $cista
moze r6ézni¢ si¢ intensywnos$cig 1 zakresem w zaleznos$ci od rodzaju stresu, jej ostatecznym
celem jest zahamowanie procesOw anabolicznych, w tym syntezy rybosomow, replikacji
DNA i podzialéw komérkowych®®. Warto podkresli¢, ze regulacja inicjacji replikacji DNA
jest kluczowa nie tylko w odpowiedzi na warunki stresowe. Proces ten wymaga doktadne;j
kontroli rowniez w warunkach optymalnych, tak aby replikacja byta precyzyjnie
zsynchronizowana z cyklem komorkowym'. Zrozumienie regulacji replikacji DNA podczas
stresu wymaga zatem uwzglednienia mechanizméw, ktére funkcjonuja w stanie

homeostazy, jak i podczas zmiany warunkow srodowiskowych.

4.2. Kontrola inicjacji replikacji chromosomalnego DNA w warunkach optymalnych

Struktura origin replikacji chromosomalnego DNA u E. coli

Replikacja DNA jest fundamentalnym etapem cyklu komoérkowego, ktory we
wszystkich znanych systemach rozpoczyna si¢ od zwigzania inicjatora replikacji
z okre§lonym miejscem na DNA zwanym origin replikacji*. Region inicjacji replikacji
chromosomalnego DNA w komorkach E. coli (oriC), o dlugosci 245 par zasad (pz), sktada
si¢ z miejsca oligomeryzacji inicjatora replikacji DnaA (DOR, ang. DnaA oligomerization
region), miejsca wigzania biatka IHF (IBS, ang. /HF binding sequence) oraz regionu DUE

(ang. DNA unwinding element)(Rycina 3A)*%. Region DOR zawiera zestaw sekwencji
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DnaA-box, stanowigcych miejsca wigzania biatka DnaA, ktorych liczba i rozmieszczenie
moga rézni¢ sie w zaleznos$ci od gatunku bakterii*’. W przypadku origin chromosomu E. coli
pierwotnie zidentyfikowanych zostalo 5 sekwencji DnaA-box (R1-R5) o dhlugosci
9 nukleotydow*®. Obecnie w oriC zdefiniowano 12 sekwencji DnaA-box, ktore sa wigzane
przez DnaA z réznym powinowactwem®. Sposréd nich jedynie trzy (R1, R2 i R4)
o sekwencji najwyzszej zgodnos$ci TT(A/T)TNCACA wykazuja bezposrednie wigzanie
z DnaA w warunkach in vitro, co potwierdzono metoda retardacji migracji DNA w zelu®.
Biatko DnaA wiaze si¢ do tych miejsc z wysokim powinowactwem, przy statej dysocjacji
(Kd) mieszczacej sie w zakresie 4-20 nM>°. Obsadzenie pozostatych miejsc wiazania DnaA
zachodzi dzigki kooperatywnemu oddziatywaniu miedzy czasteczkami DnaA zwigzanymi

z sgsiednimi sekwencjami DnaA-box o wyzszym powinowactwie®!

. Oligomeryzacja
czasteczek biatka DnaA wzdhiz dwuniciowego DNA (dsDNA) prowadzi do lokalnego
rozplecenia dwuniciowej struktury w bogatym w pary A-T regionie DUE”?. Region DUE
tworza trzy 13-nukleotydowe sekwencje ulozone tandemowo i wykazujace jednakowa
orientacj¢ (Rycina 3A), charakteryzujace si¢ sekwencja najwyzszej zgodnoS$ci
GATCTNTTNTTTT®. Oprécz regionéw DUE i DOR, w obrebie oriC znajduje si¢ takze
region IBS, zlokalizowany w lewej czesci DOR, pomiedzy DnaA-box R1 a RSM. Miejsce
to stanowi miejsce wigzania biatka IHF (Integration Host Factor) nalezacego do grupy biatek
histonopodobnych zwigzanych z nukleoidem (NAP, ang. nucleoid-associated protein).
W regionie oriC znajduje si¢ jeszcze jedno miejsce wigzania biatka nalezacego do grupy
NAP —biatka Fis (ang. factor for inversion stimulation). Miejsce to zlokalizowane jest
w prawej potowie DOR, migdzy sekwencjami DnaA-box R2 a C3 (Rycina 3A). Biatka NAP
wystepuja obficie 1 po za uczestniczeniem w inicjacji replikacji DNA, odgrywaja r6znorodne
54,55

role w regulacji ekspresji gendw, rekombinacji

biatka DnaA.

1 regulacji aktywnosci biatek, w tym
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) E) 13-mer DUE
oriC 7
L s E> DnaA-box
Lewa paowa DOR Prawa polowa DOR TT(A/T)TNCACA
|:> DnaA-box
B DUE iterony DnaA-box E> Iteron
L | i i r 1
oV :‘:m:ﬁzm@:@:m@: I Miejsce wiazania NAP

Rycina 3. Organizacja origin replikacji chromosomalnego i plazmidowego DNA. Schemat przedstawia
regiony inicjacji replikacji chromosomu E. coli, oriC (A), oraz plazmidu RK2, oriV’ (B). Zaznaczono kluczowe
dla inicjacji replikacji elementy, w tym sekwencje powtérzone regionu DUE (kolor ciemno-r6zowy), miejsca
wigzania biatka DnaA (DnaA-box) (kolor zielony), miejsca wigzania bialek NAP (kolor jasno-ré6zowy) oraz
iterony (kolor bezowy). Ciemnozielonymi strzatkami oznaczono sekwencje DnaA-box o sekwencji najwyzszej
zgodnos$ci TT(A/T)TNCACA.

Biatko DnaA — inicjator replikacji DNA w komorkach E. coli

W komorkach bakteryjnych biatko inicjujace replikacje chromosomalnego DNA to
DnaA. Biatko DnaA E. coli, sklada si¢ z czterech domen (I-1V)°%"’, z ktérych trzy pehnig
odrgbne, lecz wzajemnie zalezne funkcje. Domena I (reszty aminokwasowe 1-86) oraz

domena III (135-374) biorg udziat w oligomeryzacji DnaA w regionie DOR*

oraz
rekrutacji helikazy, DnaB®*¢!. Domena 1 oddziatuje réwniez z innymi biatkami
uczestniczacymi w inicjacji replikacji®?. Domena III, nalezaca do rodziny domen AAA®,
wigze ATP i ADP% %, wykazuje aktywno$¢ ATP-azow3®® oraz oddziatuje z btonami
zawierajacymi fosfolipidy o ujemnie natadowanych grupach®%°. Domena IV (375-467) to
domena wigzaca dsDNA (DBD, ang. DNA binding domain), odpowiadajaca za specyficzne

wigzanie DnaA do sekwencji DnaA-box®’.

Oprécz tych dobrze ustrukturyzowanych
regiondw, DnaA zawiera rowniez domeng II (reszty 87—134). Do tej pory uwazano, ze stuzy
ona jako lacznik odpowiadajacy za przestrzenne ustawienie domen I 1 Il oraz wspomagajacy
optymalng rekrutacje helikazy*®. Wykazano, ze delecja tej domeny nie wpltywa na
czestotliwo$¢ inicjacji replikacji chromosomalnego DNA w komérkach E. coli®®. Jednak
najnowsze prace donosza, ze domena ta moze przyczynia¢ si¢ do wigzania ATP
i oddziatywania z btonami podczas replikacji®.

Oproécz budowy, istotnym aspektem majacym wplyw na aktywno$¢ biatka DnaA jest
jego rozmieszczenie w komorce. Pierwsze doniesienia o wewnatrzkomorkowej lokalizacji
biatka DnaA w warunkach optymalnych sugerowaly, ze biatko to jest zwigzane gtownie

z blonami komérkowymi’®. W poézniejszych pracach, za pomocg techniki frakcjonowania

komorkowego, wykazano ze zaledwie okolo 10% czasteczek biatka DnaA lokalizuje si¢
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w blonach komoérkowych’!. Obecnie wiadomo, Ze w warunkach optymalnego wzrostu,
biatko DnaA jest rozmieszczone w obrebie nukleoidu, a jego doktadna lokalizacja zalezy od
etapu cyklu komorkowego®®. Wykazano, ze bialko DnaA, w fazie poprzedzajacej inicjacje
replikacji DNA, tworzy wyrazne skupiska kolokalizujace z regionem oriC, zlokalizowane
glownie w pozycjach Y i ¥% wzdhiz diugiej osi komorki®®. W genomie E. coli
zidentyfikowano 308 sekwencji DnaA-box zgodnych z sekwencja najwyzszej zgodnosci
TT(A/T)TNCACA, z czego jedynie trzy znajduja sie w regionie oriC’.
Wewnatrzkomoérkowa lokalizacja biatka DnaA w obrebie catego nukleoidu potwierdza, ze
biatko to moze wigzaé si¢ z wieloma miejscami na chromosomie oraz ze jego funkcja nie
ogranicza si¢ wylacznie do inicjacji replikacji w oriC. Oprdocz podstawowej funkcji biatka
DnaA jako inicjatora replikacji, pelni ono role czynnika transkrypcyjnego’?. DnaA moze
peié funkcje represora, aktywatora lub terminatora transkrypcji’’. Poczatkowo,
wykorzystujac techniki in vitro m. in. footprinting, analizy aktywnosci promotoréw i testy

EMSA udowodniono, ze DnaA pozytywnie reguluje ekspresj¢ gendw takich jak nrdA, gipD,

C73776 77-82

polA czy fli oraz hamuje ekspresj¢ mioC, uvrB, aldA, guaB, proS, rpoH 1 iraD
Mechanizm regulacji ekspresji gendéw przez DnaA, w szczegdlnosci jego rola jako
aktywatora, pozostaje stabo poznany. Wiadomo jednak, ze biatko DnaA moze promowac
terminacj¢ transkrypcji, dziatajac jako fizyczna bariera dla polimerazy RNA po zwigzaniu
z DNA®# DnaA wigze sie takze do promotora wasnego genu, regulujac jego ekspresje na
zasadzie autorepresji. Uwaza si¢, ze mechanizm ten pozwala na utrzymanie stabilnego
poziomu biatka DnaA w komorce i zabezpiecza przed nadmierng inicjacja replikacji®® 8.
Sugeruje si¢, ze powinowactwo DnaA do sekwencji regulatorowych DNA zmienia si¢
w zaleznos$ci od etapu cyklu komorkowego, co moze by¢ zwigzane ze st¢zeniem formy
DnaA-ATP oraz jego dynamicznym wigzaniem z oriC%. Wraz z rozwojem technik biologii
molekularnej umozliwiajacych analiz¢ oddziatywan biatek z DNA, takich jak ChIP-Chip
czy ChIP-seq, coraz wigksze wysitki badawcze koncentrujg si¢ na szczegélowym poznaniu
miejsc wigzania biatka DnaA na chromosomie bakteryjnym. Przykladem sa badania
prowadzone na Bacillus subtilis, w ktorych zastosowanie metody in vitro IDAP-Seq (ang.
in vitro DNA affinity purification and deep sequencing) pozwolito na identyfikacje

269 miejsc wigzania DnaA w chromosomie B. subtilis®*’’.

Sposréd 269 miejsc
zaobserwowano, ze jedynie osiem najsilniej wigzanych regionow DNA pokrywa si¢
z miejscami DNA wigzanymi przez DnaA w warunkach in vivo, co sugeruje, Ze inne
czynniki komorkowe lub liczba dostepnych czasteczek DnaA in vivo ograniczaja wigzanie

90-92

DnaA do pozostalych miejsc”™ ~“. Analiza ChIP-seq z 2024 roku dostarczyta dlugo
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oczekiwane dane dla E. coli, ktore potwierdzity wczesniejsze obserwacje uzyskane dla
B. subtilis, wskazujace, ze biatko DnaA w warunkach optymalnych wigze si¢ nie tylko
zoriC, lecz takze w licznych innych miejscach chromosomu, w tym w regionach
promotorowych genow zwigzanych z replikacjg, metabolizmem RNA, naprawg DNA
1 biosyntezg nukleotydow. Wykazano réwniez, ze biatko DnaA preferencyjnie wigze si¢ do
par sekwencji DnaA-box oddzielonych 2-3 nukleotydami, a zaréwno mutacja jednej
z sekwencji, jak izmiana odstepu miedzy nimi zaburza to wiazanie’>. Co ciekawe
w komorkach E. coli w stanie homeostazy liczba czgsteczek DnaA utrzymuje si¢ na
wzglednie statym poziomie i wynosi od okoto 800 do 2100 czasteczek na komorke™.
Wykazano, ze stezenie biatka DnaA w komoérkach E. coli hodowanych w roznych
pozywkach, zapewniajacych zréznicowane tempo wzrostu, rowniez pozostaje wzglednie
stale i jest niezalezne od szybkoéci wzrostu komérek”. Aby zainicjowaé runde replikacji,
okoto 20 czasteczek biatka DnaA musi zwigzac si¢ do sekwencji DnaA-box znajdujacych

si¢ w regionie oriC”®"7.

Inicjacja replikacji chromosomalnego DNA u E. coli

Przed rozpoczeciem inicjacji replikacji DNA, sekwencje DnaA-box zlokalizowane
w origin replikacji wykazujace wysokie powinowactwo do DnaA (R1, R2 i R4) sg zwigzane
przez czasteczki DnaA-ATP lub DnaA-ADP, natomiast pozostate sekwencje DnaA-box
znajdujace si¢ w oriC pozostajg wolne’. W tym samym czasie z oriC zwigzane jest biatko
Fis, ktorego obecnos$¢ powoduje wygiecie DNA o ponad 50°°° oraz uniemozliwia wigzanie
DnaA do sekwencji DnaA-box o nizszym powinowactwie!?®!1%!, Zaktada sie, ze dopiero
utworzenie filamentu czasteczek DnaA-ATP w prawej czgséci oriC prowadzi do dysocjacji
czasteczki bialka Fis i umozliwia zwigzanie biatka IHF do sekwencji IBS'>!%(Rycina 3A).
Zwiazanie biatka IHF powoduje wygiecie DNA nawet o 180°'% co sprzyja powstaniu
drugiego filamentu DnaA-ATP na sekwencjach DnaA-box w lewej czesci oriC. W rezultacie
dochodzi do napigcia w strukturze DNA, prowadzacego do lokalnego rozplecenia podwdjne;j
helisy w regionie DUE!®, Po rozpleceniu nici DNA, powstajacy jednoniciowy DNA
(ssDNA) bogaty w tymin¢ wigzany jest przez czasteczki DnaA zwigzane w regionie DOR,
co stanowi kluczowy etap inicjacji replikacji'®. Badania in vitro wykazaty, ze zwiazanie
biatka IHF do oriC stymuluje rozplecenie regionu DUE. Funkcj¢ t¢ moze réwniez petnic
inne biatko nalezace do grupy NAP — HU'?”. Obecnoéé¢ IHF lub HU sprzyja wigzaniu DnaA

do sekwencji DnaA-box o niskim powinowactwie, jak rowniez do jednoniciowego DNA
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DUE!'%1% W kolejnym kroku do kompleksu DnaA — DNA rekrutowana jest helikaza DnaB,
dostarczana na ssDNA w postaci kompleksu z biatkiem pomocniczym DnaC®'. Po zwigzaniu
DnaB z ssDNA 1 uwolnieniu DnaC, helikaza rozpoczyna rozwijanie podwdjnej helisy
w kierunku widetek replikacyjnych. Réwnoczesnie rekrutowane sg kolejne sktadniki
replisomu, w tym prymaza (DnaG) syntetyzujaca startery RNA oraz kompleks polimerazy
DNA III, odpowiedzialny za elongacj¢ nowych nici. Pelna inicjacja replikacji umozliwia

AllO,lll

dwukierunkowg synteze¢ DN . Proces inicjacji replikacji wymaga precyzyjnej

regulacji, aby zapewni¢ prawidtowg liczbe rund replikacji w cyklu komérkowym oraz ich

koordynacje ze wzrostem i podziatami komorki!!2,

Regulacja aktywnosci biatka DnaA i kontrola replikacji chromosomalnego
DNA w warunkach optymalnych

Juz 57 lat temu Donachie zauwazyl, ze zalezno$¢ rozmiaru komoérki od rodzaju pozywki
moze by¢ wyjasniona przy zalozeniu, ze: 1) inicjacja replikacji zachodzi przy stalym
stosunku masy komorki do liczby miejsc oriC w rdéznych warunkach wzrostu, oraz
2) podziat komoérki nastgpuje po statym, niezaleznym od pozywki czasie od momentu
inicjacji''®. Kwestia stalego stosunku wielko$ci komorki do liczby miejsc origin pozostaje
nadal obszarem badan naukowych, a najnowsze prace dostarczajg zarowno argumentow

HAIS " jak 1 ja podwazajacych!'®. W przeciwienstwie do

potwierdzajacych te hipoteze
komorek eukariotycznych, w ktorych kluczowe procesy cyklu komorkowego sa czgsto
regulowane poprzez oscylacje stezen czynnikow regulatorowych!!”!'8, w komérkach
bakteryjnych regulacja inicjacji replikacji w warunkach optymalnych nie opiera si¢ na
zmiennym poziomie biatka DnaA'!®. Zamiast tego, bakterie wykorzystuja szereg innych
mechanizmow kontrolnych, ktore zapewniaja precyzyjne rozpoczgcie replikacji zgodnie
z tempem podziatéw i chronig przed jej nadmierng inicjacja. Scista kontrola czestotliwosci
inicjacji replikacji jest niezbedna, poniewaz jej zaburzenia mogg prowadzi¢ do destabilizacji
widetek replikacyjnych oraz ogranicza¢ zdolno$§¢ komorki do skutecznej naprawy
uszkodzen DNA!?, Jednym z bardziej oczywistych mechanizméw kontroli procesu
replikacji DNA jest regulacja aktywnosci inicjatora replikacji, biatka DnaA.

Bialko DnaA wystepuje w komodrkach w trzech formach, zwigzanej z ATP,
zwigzane] z ADP oraz apoenzymu (Rycina 4). Zar6wno DnaA-ATP, jak i DnaA-ADP moga
wigzaé sie z sekwencjami DnaA-box o wysokim powinowactwie!?!, jednak tylko czasteczki
DnaA-ATP oddzialujg z sekwencjami DnaA-box o nizszym powinowactwie!°122, Dzigki

temu to witasnie czasteczki DnaA-ATP moga tworzy¢ filament w obrgbie oriC 1 inicjowac
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formowanie kompleksu inicjacyjnego'?!"'%3. Co wiecej, kooperatywne wigzanie aktywnej
formy DnaA-ATP do oriC wspomagane jest przez biatkko DiaA (ang. Dnad
initiator-associating protein), ktore utatwia tworzenie filamentu DnaA 1 wspiera terminowg
inicjacje replikacji!?*. Obecno$¢ DiaA stymuluje zmiany topologii DNA, prowadzac do
lokalnego rozplecenia regionu DUE®2. W warunkach optymalnych, cykliczne wahania
poziomu DnaA-ATP, osiggajace maksimum tuz przed inicjacja, zapewniaja inicjacje
replikacji we wiasciwym momencie cyklu komoérkowego, jednoczesnie zapobiegajac jej
przedwczesnej reinicjacji'®. Po inicjacji replikacji aktywno$¢ biatka DnaA jest regulowana
przez systemy kontrolujace jego status nukleotydowy. W komorkach E. coli funkcjonuja co
najmniej trzy takie systemy!>'?’7 (Rycina 4). Jednym z kluczowych mechanizméw
dezaktywacji biatka DnaA jest system RIDA (ang. regulatory inactivation of DnaA),
w ktoérym aktywna forma DnaA-ATP ulega hydrolizie do postaci DnaA-ADP. Mechanizm
ten opiera si¢ na wspoétdziataniu biatka Hda z podjednostkami B polimerazy DNA III, ktore
po rozpoczeciu replikacji pozostaja zwigzane z nowo powstatym DNA. Kompleks Hda-3
klamra oddziatuje z DnaA, indukujac zmiany konformacyjne w jego strukturze, co stymuluje
aktywno$¢ ATPazowa DnaA i umozliwia hydrolize zwigzanej czasteczki ATP!28131,
Drugim mechanizmem jest DDAH (ang. datA-dependent DnaA—ATP hydrolysis), zalezny
od niekodujacego regionu datA w chromosomie E. coli, zawierajacego klaster sekwencji
DnaA-box oraz miejsce wigzania biatka IHF. Kompleks dat4-IHF, formujacy si¢ tuz po
inicjacji replikacji, stymuluje oligomeryzacj¢ czasteczek DnaA-ATP w dat4 i promuje
hydrolize ATP niezaleznie od systemu RIDA'?. Trzecim mechanizmem regulacji
aktywno$ci biatka DnaA jest reaktywacja, czyli przywrocenie mozliwosci zwigzania
czasteczki ATP. W komorkach E. coli forma DnaA-ATP moze powsta¢ poprzez synteze
de novo czasteczek biatka, jak rowniez poprzez uwolnienie nukleotydu z czasteczek
DnaA-ADP'*®. Jednym ze sposobow reaktywacji czasteczek biatka DnaA jest
oddziatywanie DnaA-ADP z fosfolipidami btony komorkowej, takimi jak kardiolipina czy
fosfatydyloglicerol, ktore wspomagaja dysocjacje ADP i umozliwiaja ponowne zwigzanie
ATP. Cho¢ doktadny mechanizm i znaczenie in vivo tego procesu pozostaja nie w pehni
poznane, wiadomo, ze mutanty z obnizonym poziomem kwasowych fosfolipidow wykazuja
obnizony poziom inicjacji replikacji i spowolniony wzrost'**. Oprocz oddzialywan
z fosfolipidami blonowymi, reaktywacja DnaA-ADP moze zachodzi¢ z udziatem
specyficznych regiondw chromosomu, okreslanych jako DARS1 i1 DARS2 (ang.
DnaA-reactivating sequences). Sekwencje te wspomagaja dysocjacje ADP z czasteczki

DnaA, umozliwiajac ponowne zwigzanie ATP 1 przywrocenie jej aktywnosci
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replikacyjnej'*>!%%, W warunkach in vitro reaktywacja DnaA-ADP przy udziale DARSI
zachodzi niezaleznie od dodatkowych czynnikoéw, natomiast skuteczne usunigcie ADP
z DnaA z udzialem DARS2 wymaga obecnos$ci bialek IHF i Fis, ktore specyficznie wigzg
si¢ z DNA 1 indukujg jego wygiecie. Oba regiony DARS zawierajg klaster trzech sekwencji
DnaA-box, z ktérych dwie sg utozone w przeciwnych orientacjach. Cho¢ mechanizm
dzialania nie zostal jeszcze w pelni wyjasniony, przypuszcza si¢, ze taka konfiguracja
sprzyja oddysocjowaniu ADP z czasteczki DnaA. Delecja DARS2 silniej obniza
wewnatrzkomorkowy poziom DnaA-ATP niz usuni¢cie DARSI, co sugeruje, ze DARSI
odpowiada gtownie za utrzymanie podstawowego poziomu aktywnego biatka, podczas gdy
DARS?2 petni kluczowa role w podwyzszaniu poziomu DnaA-ATP i tym samym okreslaniu
momentu inicjacji replikacji'*>!*. Dotychczasowe modele regulacji inicjacji replikacji
w warunkach optymalnych zaktadaty kluczowa role regulatorow statusu nukleotydowego
biatka DnaA, jednak najnowsze badania zweryfikowaly to zalozenie pokazujac,
ze mechanizmy regulujace konwersj¢ DnaA-ATP/ADP, takie jak RIDA, DDAH czy DARS,
okazuja si¢ zbedne w warunkach wolnego wzrostu. Ich rola staje si¢ jednak kluczowa przy
szybkim tempie podzialéow komorek, kiedy zapewniaja stabilno$é¢ inicjacji replikacji'®’.
Co wigcej, analiza pojedynczych komoérek E. coli pokazata, ze osiggnigcie wysokiego
poziomu DnaA-ATP, cho¢ niezbedne, nie stanowi samo w sobie wystarczajacego sygnatu
do rozpoczegcia replikacji DNA, co wskazuje na udziat dodatkowych czynnikow
kontrolnych!®®, Co raz wigksza role w kontroli inicjacji replikacji przypisuje si¢ tzw.
modelowi miareczkowania inicjatora (ang. titration model) zaproponowanego w 1991 przez
Hansena i wspotpracownikow!*>1%0, Zaklada on, Ze precyzyjny moment rozpoczecia
replikacji zalezy od stosunku liczby czasteczek biatka DnaA do liczby dostepnych miejsc

wigzania na chromosomie'®

. Kluczowym elementem tego mechanizmu jest region datA,
zawierajacy klaster sekwencji DnaA-box, ktéry po replikacji wigze nadmiarowe czasteczki
DnaA i tymczasowo obniza stezenie wolnego biatka ponizej progu wymaganego do
reinicjacji replikacji. Pomimo obecnosci 308 kanonicznych miejsc wigzania DnaA
w genomie E. coli, to wlasnie region dat4A wykazuje istotne funkcje w miareczkowaniu
inicjatora, co potwierdzaja dane analizy z wykorzystaniem szczepow delecyjnych!®!.
W 2023 roku klasyczny model miareczkowania inicjatora zostat uaktualniony'#? (Rycina 4).
Nowa koncepcja uwzglednia wiedzg zdobyta w ostatnich dekadach na temat regulacji biatka
DnaA, w szczeg6lnosci istnienie jego dwoch form, aktywnej DnaA-ATP i nieaktywnej
DnaA-ADP, réznigcych si¢ powinowactwem do DNA. Nowa wersja modelu zaklada,

ze wigkszo$¢ czasteczek DnaA, wigze si¢ najpierw z sekwencjami DnaA-box o wysokim
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powinowactwie, wykazujacymi sekwencje najwyzszej zgodnosci TT(A/T)TNCACA.
Przypomng, ze w genomie E. coli zidentyfikowano tacznie 308 takich miejsc, z ktorych
jedynie 3 sposrod 12 sekwencji DnaA-box obecnych w obrgbie oriC spetniajg ten warunek.
Dalej model zaktada, ze dopiero po ,,wysyceniu” silnych miejsc wigzania, aktywna forma
DnaA-ATP moze zaja¢ miejsca o nizszym powinowactwie, w tym te znajdujace si¢
w obrgbie oriC. Tylko przy odpowiednio wysokim poziomie DnaA-ATP mozliwe jest
utworzenie filamentu DnaA i zapoczatkowanie inicjacji replikacji'*>. Model ten lepie;
odzwierciedla ztozong dynamike regulacji inicjatora i dostarcza nowego spojrzenia na
kontrole replikacji w cyklu komoérkowym bakterii, cho¢ wcigz nie uwzglednia wszystkich
aspektow, takich jak na przyktad kooperatywno$¢ wigzania czasteczek DnaA do oriC.
Kolejnym czynnikiem ograniczajacym aktywnos$¢ biatka DnaA po inicjacji replikacji
jest tymczasowe zahamowanie transkrypcji genu dnaA. Pomimo ze stezenie biatka DnaA

w komoérce utrzymuje sie na wzglednie stalym poziomie®**

, wykazano ze poziom
transkryptu dnad podlega cyklicznym wahaniom w trakcie cyklu komorkowego!'**. Po za
autoregulacja genu dnaA, mechanizmem odpowiedzialnym za ograniczenie ekspresji genu
biatka DnaA jest tymczasowe wyciszenie jego promotora'*. Proces ten zalezy od biatka
SeqA oraz obecnosci hemimetylowanych sekwencji GATC w regionie promotora. Proces
ten ma udziat bezposrednio po inicjacji replikacji, dzigki czemu komorka uzyskuje
dodatkowg kontrole nad zbyt wczesng reinicjacja replikacji DNA'*. Jednakze, najnowsze
analizy poziomu syntezy biatka DnaA w pojedynczych komodrkach szczepoéw delecyjnych

ujawnily, ze autorepresja promotora dnaAd oraz jego sekwestracja majq jedynie marginalny

wplyw na dziatanie DnaA w trakcie cyklu komérkowego!'®’.
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[ ) Rycina 4. Regulacja inicjacji replikacji
chromosomalnego DNA E. coli w warunkach
. optymalnych. Schemat przedstawia uaktualniony

RN model miareczkowania inicjatora, ktory zaktada, ze
' czasteczki DnaA-ATP sa miareczkowane przez
4 liczne miejsca wigzania o wysokim powinowactwie
p P . . . .
O D o © (o) O rozmieszczone na chromosomie. Dopiero po ich

LA wysyceniu, czasteczki DnaA-ATP  zajmuja
sekwencje DnaA-box o nizszym powinowactwie, w
tym  oriC. Rownoczesnie w  warunkach
optymalnych syntetyzowane sg nowe czasteczki

DDAH, RIDA apoenzymu DnaA, ktore, ze wzgledu na przewage

" \ T ATP nad ADP w cytoplazmie, wigza ATP.
+ATP "

g

Stosunek formy DnaA-ATP do DnaA-ADP

X v regulowany jest przez mechanizmy takie jak

(%) ) DDAH, RIDA, DARS oraz wymiana nukleotydu
- wspomagana przez lipidy blonowe.

‘\_/
DARS, lipidy

Regulacja inicjacji replikacji nie ogranicza si¢ wytacznie do modulacji aktywnosci
biatka DnaA. Istotng role w kontroli tego procesu odgrywaja rowniez wlasciwosci samego
DNA, ktore wplywaja na dostgpnos¢ origin replikacji. Jednym z mechanizméw
regulujacych dostepno$¢ regionu oriC w trakcie cyklu komorkowego jest metylacja
1 sekwestracja DNA przez metylotransferaz¢ Dam (ang. DNA adenine methyltransferase)
oraz bialko SeqA!*. Enzym Dam odpowiada za metylacje adeniny w DNA w obrebie
sekwencji palindromowych GATC, ktore licznie wystepuja m. in. w regionie oriC. W fazie
poprzedzajacej inicjacj¢ replikacji, obie nici DNA sa metylowane w sekwencjach GATC.
W trakcie replikacji nowo zsyntetyzowana ni¢ pozostaje przez krotki czas niemetylowana,
tworzac wraz z nicig matrycowa hemimetylowang dwuniciowa czasteczke DNA!#®, Bialko
SeqA specyficznie rozpoznaje i wigze hemimetylowany DNA, co prowadzi do czasowe;j
sekwestracji regionu oriC, zapobiegajac wigzaniu czgsteczek DnaA'*’. Sekwestracja oriC
przez czasteczki biatka SeqA trwa przez okreslony czas po inicjacji replikacji, az do
momentu ponownej metylacji nici potomnej przez metylotransferaz¢ Dam, co przywraca
petna metylacje 1 umozliwia kolejng rund¢ replikacji. Mechanizm ten stanowi element
zabezpieczajacy przed przedwczesng inicjacja replikacji'®’.

W warunkach optymalnych biatka NAP, takie jak Fis czy IHF, odgrywaja wazna role
w kontroli inicjacji replikacji DNA poprzez dynamiczne, sekwencyjne oddziatywanie

z oriC. Biatko Fis wiaze si¢ nie tylko w regionie oriC, ale takze do DNA o sekwencjach
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o wysokim stopniu degeneracji, przy czym rownie istotnym czynnikiem jest lokalna
topologia DNA. Zestawienie sekwencji DNA znanych miejsc wigzania biatka Fis na
chromosomie pozwolito zidentyfikowac¢ 15-nukleotydowy motyw, w ktorym obecnos¢ kilku
kluczowych zasad (GxxxRxxxxxYxxC, gdzie Y oznacza dowolng pirymidyne, a R puryng)
jest niezbedna do efektywnego wigzania biatka!'*®!4°. Charakterystyczna cecha biatlek NAP
jest zdolnos¢ do znacznego wyginania czasteczki DNA, co wplywa na stopien jej
superskrecenia i stanowi kolejny mechanizm regulacji dostepnosci oriC"?’. Co wiecej,
biatko Fis wplywa rowniez na aktywnos$¢ regionu DARS2. Wykazano, ze biatko Fis wigze
si¢ z DARS2 gléwnie w fazie poprzedzajacej inicjacje replikacji, co umozliwia reaktywacje

czasteczek DnaA®®!,

4.3. Inicjacja replikacji plazmidu RK2 w komorkach E. coli

Bakterie czesto posiadaja plazmidy, czyli dodatkowe pozachromosomalne elementy
genetyczne, ktoérych utrzymanie wymaga wyspecjalizowanych systeméw replikacyjnych.
Uwaza si¢, ze plazmidy funkcjonuja jako autonomiczne czasteczki, ktorych replikacja

zwykle przebiega niezaleznie od cyklu komorkowego gospodarza'>?,

Jedng z lepiej
poznanych klas pozachromosomalnych elementéw genetycznych sg plazmidy iteronowe,
ktérych miejsce inicjacji replikacji zawiera krotkie, powtarzalne sekwencje DNA
stanowigce miejsca wigzania biatek inicjatorowych (Rep). Do tej klasy nalezy plazmid RK2
z grupy niezgodnosci IncP-1, replikujacy sie mechanizmem theta 1 stabilnie utrzymujacy si¢
w wiekszoéci komoérek bakterii Gram-ujemnych!>*!%*. Ze wzgledu na szeroki zakres
gospodarza oraz obecno$¢ trzech gendw opornosci na antybiotyki (tetracykling, kanamycyne
i ampicyling) RK2 stanowi potencjalne zagrozenie epidemiologiczne!>>. W komérkach
E. coli wystepuje zwykle w liczbie od 4 do 8 kopii na jedna czasteczke chromosomalnego
DNA'"S, lokalizujac si¢ glownie w $rodkowej czeéci komorki oraz w pozycjach
odpowiadajacych Y i % jej dtugosci'®’. Plazmid RK2 o dhugosci okoto 60 kpz od lat stanowi
modelowy uklad do badan nad mechanizmami replikacji plazmidéw. Kluczowa rolg
w replikacji plazmidu RK2 odgrywaja origin replikacji i kodowane na plazmidzie biatko
Rep, TrfA"8,
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Struktura origin replikacji plazmidu RK2

Choc¢ replikacja plazmidéw iteronowych 1 chromosomalnego DNA bakterii opiera
si¢ na podobnych etapach, organizacja miejsc origin replikacji nieco si¢ r6zni (Rycina 3).
Region origin replikacji plazmidu RK2 (oriV), o dtugosci 393 pz, obejmuje dwa elementy
niezb¢dne do inicjacji replikacji: region DUE oraz zestaw sekwencji iteronowych.
W komoérkach E. coli istotne znaczenie majg takze sekwencje DnaA-box obecne w obrebie
oriV'®. W przeciwienstwie do oriC, gdzie sekwencje DnaA-box zlokalizowane sa
bezposrednio przy regionie DUE, w oril plazmidu RK2 region DUE jest oddzielony od
sekwencji DnaA-box o okoto 180 par zasad, a przestrzen t¢ zajmuja sekwencje iteronowe
(Rycina 3B). Ich liczba oraz dlugo$é rozni sie w zaleznosci od plazmidu'>*. W oriV plazmidu
RK2 obecnych jest pig¢ klasycznych 17-nukleotydowych iteronow (iterony 5-9), do ktérych

czgsteczki biatka TrfA wigzg si¢ w sposob kooperatywny !>’

. Wykazano, ze czasteczki biatka
TrfA preferencyjnie wigzg si¢ z fragmentami DNA zawierajacymi co najmniej dwa z pigciu
miejsc wigzania, podczas gdy kompleksy utworzone z pojedynczym iteronem sa wysoce
niestabilne!*®1°. W regionie oriV zidentyfikowano takze nieistotne w kontekscie samej
inicjacji replikacji miejsca wigzania TrfA, nazwane iteronami 1-4 oraz 10, ktére petnig
funkcje regulacyjne, m.in. uczestniczac w procesie ,.handcuffing” zaleznym od dimerow
TrfA'S!,

Sekwencje DnaA-box stanowigce plazmidowy region wigzania biatka DnaA,
wykazuja podobienstwo do sekwencji najwyzszej zgodnosci sekwencji DnaA-box w oriC.
Moga by¢ one rozpoznawane przez biatka DnaA pochodzace od wielu gatunkow bakterii
Gram-ujemnych, co odzwierciedla wyjatkowo szeroki zakres gospodarza plazmidéw
iteronowych!>. Liczba oraz orientacja sekwencji DnaA-box rézni si¢ w zalezno$ci od
plazmidu®’. W przypadku plazmidu RK2 sg to cztery 9-nukleotydowe sekwencje DnaA-box
utozone w odwrdcone pary, zlokalizowane bezposrednio przed iteronami (Rycina 3B). Ich
uktad ma kluczowe znaczenie dla inicjacji, poniewaz odwrocenie chociaz jednej sekwencji
powoduje catkowite zahamowanie replikacji, mimo Ze pozostale trzy miejsca wigzania

biatka DnaA pozostaja funkcjonalne'®

. W odroznieniu od regionu oriC, gdzie wystgpuje
zdefiniowana sekwencja IBS, w oriV plazmidu RK2 opisano jedynie przypuszczalne miejsce
wigzania biatka IHF!®. Znajduje sic ono przed pierwsza sekwencja DnaA-box.
W komorkach E. coli delecja sekwencji IBS nie wptywa ani na wydajnos$¢ replikacji, ani na
liczbe kopii plazmidu w komorce, co sugeruje, ze jej rola w inicjacji replikacji RK2 moze

by¢ ograniczona lub petniona jedynie w okreslonych warunkach!®’.
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W regionie DUE plazmidu RK2 zidentyfikowano cztery powtarzajace si¢ sekwencje
o dhugosci 13 nukleotydow (L, M1, M2, R), bogate w pary A-T'*}. W przeciwienstwie do
oriC chromosomu E. coli, powtorzenia te nie sg utozone tandemowo. Trzy z nich (L, M1,
R) majg jednakowg orientacje¢ podczas gdy sekwencja M2 jest zorientowana przeciwnie, co
ma kluczowe znaczenie dla skutecznego rozplecenia dwuniciowej struktury DNA!64165,
Wszystkie cztery powtorzenia sg niezbgdne do utworzenia stabilnego kompleksu
ssDNA-TrfA w trakcie inicjacji, a delecja cho¢by jednego z nich zaburza replikacje

166

plazmidu *°. Mutacje punktowe w obrgbie tych sekwencji uniemozliwiajg rozwinigcie DUE,

co bezposrednio blokuje proces replikacji'®”-18.

Struktura biatka TrfA

Plazmidowym inicjatorem replikacji niezbednym do funkcjonowania plazmidu RK2
jest biatko TrfA. W odr6znieniu od biatka DnaA, biatko TrfA jest kodowane na plazmidzie
1 wykazuje wysoka specyficzno§¢ wobec iteronéw znajdujacych si¢ w oriV. Po zwigzaniu
iteronow biatko TrfA tworzy stabilny nukleo-proteinowy kompleks, stymuluje rozwinigcie
dsDNA w DUE, umozliwiajgc zatadowanie elementéw maszynerii replikacyjnej*’-!®,
W komorkach bakteryjnych, biatko TrfA wystgpuje w dwoch izoformach, petnej TrfA-44
o masie molekularnej 44 kDa oraz krotszej TrfA-33 o masie 33 kDa. TrfA-33 powstaje
dzigki obecnos$ci alternatywnego miejsca translacji wewnatrz genu #7f4 1 jest krotsze od
pelnej wersji biatka o 98 reszt aminokwasowych!”%1"2. Dhuzsza izoforma, TrfA-44, posiada
dodatkowa domen¢ na N-koncu biatka, ktora nie jest wymagana do inicjacji replikacji
w komorkach E. coli, lecz odgrywa istotng role w replikacji plazmidu RK2 w innych
gatunkach gospodarzy!'’>!", Analizy strukturalne wykazaty, ze C-terminalna cze$¢ biatka
TrfA (reszty aminokwasowe 190-382) zawiera dwie domeny typu WH (ang. winged helix),
typowe dla bialek wigzacych DNA!7. Region poprzedzajacy domeny WH (reszty
aminokwasowe 90-190) stanowi domena DBD, ktéra jest niezbedna do utworzenia
funkcjonalnego kompleksu z DNA!", Nalezy podkreslié, ze bialka inicjatorowe plazmidow
wystepuja w komoérkach glownie w postaci dimeréw!”’. Zaré6wno monomery jak i dimery
TrfA moga wigzac¢ si¢ do iteronow, jednak jedynie monomeryczna forma bialka jest zdolna
inicjowaé replikacje plazmidu RK2!”8. Proces monomeryzacji TrfA stanowi kluczowy etap

regulacji replikacji RK2 i zostanie omowiony w dalszej czg$ci pracy.
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Inicjacja replikacji plazmidu RK2 w komorkach E. coli

Inicjacja replikacji plazmidu RK2 w komorkach E. coli rozpoczyna si¢ od
utworzenia kompleksu nukleo-proteinowego w obrebie oril, w ktérym biatko TrfA, we
wspolpracy z biatkiem DnaA gospodarza, stymuluje rozwinigcie dSSDNA w regionie DUE!>,
Pelne obsadzenie wszystkich pigciu klasycznych iteronéw (iterony 5-9) przez monomery
biatka TrfA jest warunkiem niezbednym do uruchomienia tego procesu'**!”>. W przypadku
inicjacji replikacji plazmidu RK2 w komérkach E. coli niezbgdne jest rowniez biatko DnaA,
kodowane na chromosomie gospodarza, ktore wiaze si¢ z sekwencjami DnaA-box w obrebie
oriV. Obecno$¢ tego biatka stabilizuje otwarty kompleks formowany przez czasteczki biatka
TrfA w regionie DUE!®*, Podobnie jak w przypadku oriC, wigzanie biatka DnaA do
sekwencji DnaA-box w obrgbie ori} moze by¢ stymulowane przez biatka NAP, takie jak
IHF i HU'®, Co ciekawe, w przypadku plazmidu RK2 destabilizacja regionu DUE zachodzi
juz nawet tylko w obecnosci TrfA 1 HU, natomiast obecno$¢ DnaA dodatkowo stymuluje
ten proces!®*. Ponadto, w przeciwienstwie do inicjacji replikacji chromosomalnego DNA,
rozwinigcie dwuniciowej struktury DNA w regionie DUE RK?2 nie wymaga ATP ani formy
DnaA-ATP!®*. W nastegpstwie rozwiniecia regionu DUE, czasteczki TrfA przylgczone do
iterondw wigza w sposob specyficzny ssDNA bogaty w adeniny powstajacy w wyniku
rozplecenia DUE'®®, Mechanizm ten opisany jest jako ,Jloop-back model”, w ktorym
czasteczki biatka inicjatorowego w tym samym czasie oddzialuja z dsDNA i1 ssDNA
zapetlajac w ten sposob DNA!”. Kolejnym etapem inicjacji replikacji plazmidowego DNA
jest rekrutacja helikazy DnaB na jednoniciowy DNA w regionie DUE!®®. Podobnie jak
w przypadku inicjacji replikacji chromosomalnego DNA, proces ten zachodzi przy udziale
kompleksu DnaB-DnaC. Wykazano, ze poprzez oddziatywania biatka DnaA z kompleksem
DnaBC, helikaza jest najpierw lokalizowana w regionie sekwencji DnaA-box, a nastgpnie
poprzez oddziatywania DnaA-DnaB i1 TrfA-DnaB jest translokowana na ssDNA regionu
DUE'¢"18! Nastepnie dotgczana jest prymaza, ktora syntetyzuje startery RNA stanowiace
punkt startowy dla syntezy nowych nici prowadzonych przez polimeraz¢ DNA III. W tym
etapie istotng rol¢ odgrywa rowniez bialtko TrfA, ktore wiaze si¢ bezposrednio
z podjednostkami a 1 B polimerazy DNA III, wspierajac rekrutacje 1 stabilizacj¢ replisomu
na matrycy plazmidowego DNA'®2. Zaréwno polimeraza, jak i pozostata maszyneria
replikacyjna niezbedna do replikacji plazmidu RK2 kodowana jest na chromosomie

gospodarza, z wyjatkiem biatka TrfA, ktore jest kodowane na plazmidzie.
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Kontrola inicjacji replikacji plazmidu RK2 w komorkach E. coli w warunkach
optymalnych

Utrzymanie odpowiedniej liczby kopii plazmidu RK2 w komoérkach jest kluczowe
zaro6wno dla zapewnienia jego stabilnej dziedzicznosci, jak 1 dla zapobiegania nadmierne;j
inicjacji replikacji, ktéra moglaby obcigza¢ metabolizm gospodarza. Kontrola inicjacji
replikacji plazmidu RK2 w komérkach E. coli w warunkach optymalnych opiera si¢ przede
wszystkim na precyzyjnej regulacji aktywnos$ci biatka inicjatorowego TrfA. Kluczowym
elementem tego mechanizmu jest rownowaga miedzy formg monomeryczng i dimeryczng
biatka TrfA. Jedynie monomery sa zdolne do efektywnego uruchomienia replikacji
plazmidowego DNA'7®. Dimery TrfA wigzac sie do oriV, moga blokowa¢ inicjacje replikacji
poprzez tworzenie tzw. kompleksow handcuff, w ktérych dwie czasteczki plazmidu sg ze
soba zlaczone, co uniemozliwia utworzenie aktywnego kompleksu inicjacyjnego.
Wykazano, ze kompleksy te cechuja si¢ wysoka stabilno$cia, jednak moga by¢ dysocjowane
przez proteazy Lon lub ClpAP degradujace czasteczki TrfA, a takze przez monomery TrfA,
ktére wypieraja dimery z iterondw. W efekcie czasteczki plazmidowego DNA zostaja
uwolnione z kompleksu typu handcuff, co umozliwia ponowne rozpoczecie replikacji
DNA'®3, W komoérkach E. coli proces monomeryzacji TrfA jest wspomagany przez biatka
opiekuncze i proteazy, w tym biatka DnaK/ClpB!®* oraz proteaze ClpX'7>!"8, Aktywnoéé
TrfA regulowana jest nie tylko poprzez stan oligomeryczny, ale takze poprzez modulowanie
poziomu biatka TrfA w komoérce. W warunkach optymalnych biatko TrfA jest degradowane
glownie przez proteaz¢ Lon, a w mniejszym stopniu przez proteazy ClpXP, CIpAP
i ClpYQ'. Co istotne, stan oligomeryczny bialka TrfA oraz jego oddziatywanie z DNA
wplywaja na to, czy proteoliza zachodzi i z jaka intensywnoscig. Badania nad aktywno$cia
proteazy ClpXP wykazaly, Ze monomery i dimery TrfA degradowane sg w istotnie réznym

tempie!”

. Natomiast oddziatywanie biatka TrfA z iteronami hamuje degradacje prowadzong
przez proteazy ClpXP 1 ClpYQ, natomiast stymuluje proteazy Lon 1 ClpAP poprzez
formowanie komplekséw nukleo-proteinowych!®3.

Warto podkresli¢, ze w komorkach E. coli biatko DnaA, mimo iz jest niezb¢dne do
inicjacji replikacji plazmidu RK2, wydaje si¢ mie¢ ograniczony wptyw na kontrole tego
procesu w warunkach optymalnych. Poziom biatka DnaA pozostaje w przyblizeniu staty
w trakcie cyklu komorkowego®, a status nukleotydowy, kluczowy dla inicjacji replikacji
chromosomalnego DNA, nie odgrywa istotnej roli w przypadku inicjacji replikacji

164

plazmidu ™. W efekcie DnaA peini gléwnie funkcje czynnika wspomagajacego dziatanie

TrfA, stabilizujac kompleks inicjacyjny oraz pomagajac w rekrutacji helikazy!'®*!8!, lecz nie
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stanowi gltownego elementu regulacyjnego w utrzymaniu liczby kopii plazmidu RK2
w warunkach optymalnych. Utrzymanie odpowiedniej liczby kopii plazmidu RK2
w warunkach optymalnych wymaga $cistej kontroli aktywnosci biatka TrfA oraz jego ilosci
w komorce, co zapewniaja mechanizmy regulacyjne oparte na réwnowadze miedzy
monomerem a dimerem, proteolizie i interakcjach z DNA. Pozostaje jednak otwarte pytanie,
czy te same mechanizmy dzialaja w sposdb niezmieniony w warunkach stresu
srodowiskowego, czy tez ulegaja modyfikacji pod wpltywem kluczowych regulatorow

odpowiedzi na stres takich jak (p)ppGpp czy polyP.

4.4. Wplyw stresu Srodowiskowego na replikacj¢e DNA

Kontrola inicjacji replikacji chromosomalnego DNA podczas stresu

W warunkach stresu, takich jak np. gtdéd aminokwasowy, dla stabilno$ci genetyczne;j
i przezycia komorki kluczowe jest ukonczenie rozpoczetych rund replikacji DNA oraz
zapobieganie inicjacji nowych rund®. Niestety, mechanizmy warunkujace zahamowanie
inicjacji replikacji DNA podczas stresu nie sg do konca poznane. Dotychczas poznanym
takim mechanizmem dziatajacym w komorkach E. coli podczas glodu aminokwasowego jest
polyP-zalezna proteoliza DnaA (PDAP, ang. polyP-dependent DnaA proteolysis)®.
Zarowno proteaza Lon, jak 1 czasteczki DnaA w formie zwigzanej z ADP moga wigzac
polyP, a jego obecnos¢ stymuluje Lon do degradacji DnaA. Podobny mechanizm opisano
w komorkach Caulobacter crescentus, gdzie stres proteotoksyczny, wywotany utratg
aktywnosci biatka opiekunczego DnaK i nagromadzeniem nieprawidlowo sfaldowanych
biatek, allosterycznie aktywuje proteaz¢ Lon do degradacji DnaA, prowadzac do
zatrzymania cyklu komorkowego'®. Konsekwencja PDAP w komoérkach E. coli jest
obnizenie poziomu DnaA podczas stresu, cho¢ nie wszystkie czasteczki biatka DnaA sg
degradowane. Podczas stresu, w komorkach pozostaje populacja czasteczek DnaA, ktore nie
podlegaja proteolizie®”. Lokalizacja tych czasteczek oraz to, czy sa one zwigzane z DNA,
pozostajg jednak nieznane. Jednocze$nie brak danych, w jaki sposéb zmiany zwigzane ze
stresem wplywaja na funkcje DnaA jako regulatora transkrypcji. W komoérkach poddanych
stresowi niektore biatka NAP moga dziata¢ jak elementy szybkiej reakcji, modyfikujac
topologie DNA w sposob sprzyjajacy jego ochronie'®’. Towarzyszaca temu kondensacja
DNA oraz reorganizacja przestrzenna chromosomu'®® moze mie¢ potencjalny wplyw na

regulacje wigzania DnaA do DNA poprzez zmian¢ dostepnosci specyficznych odcinkéw
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DNA, w tym oriC. W ostatnich latach wykazano rowniez, ze w komodrkach E. coli biatko
DnaA podlega modyfikacjom potranslacyjnym, a mianowicie acetylacji. Acetylacja biatka
DnaA jest zalezna od fazy wzrostu komorki i obejmuje m.in. reszty K178 i K243,
zlokalizowane odpowiednio w motywie Walker A domeny III oraz domenie wigzacej DNA
(domena IV). Substytucja tych reszt aminokwasowych w czasteczce DnaA wpltywa na
wigzanie ATP oraz ostabia oddziatywanie z regionem oriC%*’’. Nie wiadomo jednak czy,
1 w jakim stopniu acetylacja biatka DnaA ogranicza jego wigzanie do oriC podczas glodu

aminokwasowego.

Kontrola inicjacji replikacji plazmidowego DNA podczas stresu

Ponad 30 lat temu wykazano, ze replikacja plazmidowego DNA, podobnie jak
replikacia  DNA  chromosomalnego, jest silnie uzalezniona od warunkow
srodowiskowych!®!. Przeprowadzone eksperymenty wykazaly, ze podczas odpowiedzi
Scistej wywotanej brakiem okre§lonych aminokwaséw w pozywce, plazmid RK2 oraz jego
pochodne nie replikuja w komoérkach E. coli’”’. Nie jest jednak jasne, na jakim etapie
replikacji DNA dochodzi do zahamowania tego procesu w warunkach stresu, czy jest to
zatrzymanie przed formowaniem kompleksu inicjacyjnego, czy tez na pdzniejszym etapie.
W warunkach stresu, molekularne podstawy regulacji replikacji DNA pozostajg do tej pory
w duzej mierze niepoznane. Warto podkresli¢, ze wczes$niejsze badania wykazatly, iz
w komorkach hodowanych w warunkach optymalnych wysoki poziom (p)ppGpp, uzyskany
poprzez indukcje ekspresji genu reld, nie hamowat replikacji plazmidu RK2, co wskazuje,
ze (p)ppGpp nie wptywa na replikacje plazmidu'®®. W warunkach optymalnych, biatko TrfA
jest degradowane przez proteaze Lon'®*, jednak nie wiadomo, czy, podobnie jak DnaA-ADP,
moze wigza¢ si¢ do polifosforanu, co potencjalnie mogloby wpltywa¢ na tempo lub
specyficznos¢ jego proteolizy podczas stresu. Brakuje rowniez danych, czy w warunkach
gltodu aminokwasowego dochodzi do zmian stezenia biatka TrfA lub do modyfikacji
poziomu lub proporcji monomeru i dimeru TrfA, co mogtoby skutecznie zapobiega¢ nowym
rundom replikacji plazmidowego DNA.

Podsumowujac, dostepne dane wskazuja, ze zarowno replikacja chromosomalnego
DNA, jak i1 plazmidu RK2 ulega skutecznemu zahamowaniu w warunkach stresu, cho¢
mechanizmy tego procesu nie zostaly dotychczas w pelni poznane. Nie wiadomo, czy
obserwowane zahamowanie nowych rund replikacji DNA wynika gtéwnie z ograniczenia

aktywnos$ci biatek inicjatorowych DnaA 1 TrfA, czy tez jest konsekwencja bardziej
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ztozonych procesow, takich jak zmiany w strukturze i organizacji DNA, a by¢ moze stanowi
efekt ich polaczenia w ramach skoordynowanej odpowiedzi komorki. Otwarte pozostaje
roOwniez pytanie, czy mechanizmy ograniczajagce wigzanie DnaA do oriC, takie jak
acetylacja, majg znaczenie podczas gtodu aminokwasowego oraz czy moga w podobny
sposob oddzialywac na oriV plazmidow. Istotne jest takze wyjasnienie, czy lub w jaki sposob
biatka inicjatorowe oddziatuja z DNA w trakcie stresu oraz jakie mechanizmy odpowiadaja

za ponowne uruchomienie replikacji po ustgpieniu niekorzystnych warunkow.
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5. CEL PRACY

Celem pracy byla analiza biatek inicjatorowych DnaA i1 TrfA w komorkach E. coli
w warunkach gltodu aminokwasowego. Realizacji tego celu stuzyly nastepujace zadania

badawcze:

= okreslenie wewnatrzkomoérkowej lokalizacji biatka DnaA przed stresem, podczas

stresu 1 po stresie,

» analiza wewnatrzkomérkowego poziomu biatka DnaA podczas glodu

aminokwasowego i podczas wyjscia ze stresu,

» identyfikacja regionéw chromosomalnego DNA wigzanych przez DnaA przed

stresem, podczas glodu aminokwasowego 1 po stresie,

= sprawdzenie oddzialywania bialek inicjatorowych DnaA i TrfA z plazmidowym oriV

w warunkach stresu 1 podczas wyjscia ze stresu,

= zbadanie stabilno$ci biatka TrfA i1 jego monomerycznego wariantu podczas stresu

1 po stresie.
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6. MATERIALY

6.1. Szczepy bakteryjne

Tabela 1. Szczepy bakteryjne wykorzystane w tej pracy

Szczep Genotyp Ref.
E. coli MG1655 F— A= rph-1 ilvG— rfb-50 194
E. coli MG1655::dnaAd-eyfp
MG1655 AddnaA::dnad- 68,195
(SNI01) na naA-eyfp
E. coli MG1655 Appk MG1655 Appk 4
E. coli MG1655 Afis MGI1655 Afis 196
E coli DH54. JhuA2A(argF-lacZ)Ul169 pho4 ginV44 ®80A(lacZ)M15 197
gvrd96 recAl relAl endAl thi-1 hsdR17
E. coli BL21(DE3) ompTg.al dcm lon h.stB(rB- mB-) MDE3 [lacl lacUV5-T7 198
gene [ indl sam7 nin5])
A714 A(argF- 1 L1 A1, thi, flbB5301
E. coli IP313 aralA714 N argF-lac)U169 rpsL150 relAl, thi, fIbB530 199
deoCl ptsF25 rbsR
6.2. Plazmidy
Tabela 2. Plazmidy wykorgystane w tej pracy
Plazmid Opis Opornos¢ | Ref.
ApmR,
RK2 Plazmid IncP o szerokim spektrum gospodarza KanR, 200
Tet®
pBAD24 Wektor ekspresyjny zawierajgcy promotor Pgap ApmR® 201
pBAD24::dna Gen Ecdna4 wkl(?n‘owany dp wektora pBAD24 z C- ApmR 202
koncowym znacznikiem 6xHis
PBAD24::dnad-eyfp Gen %?cdnaA—eyfp wlfl(.)nowany. do wektora pBAD24 z Apmt Ta
C-koncowym znacznikiem 6xHis praca
Plazmid zawierajacy gen biatka TrfA typu dzikiego
PAT30::rfAdimer (dimer) wklonowa‘ny do pTchHisA z N-koncowym ApmR 203
znacznikiem 6xHis, ekspresja kontrolowana przez
promotor trc
Pochodna plazmidu pAT30 niosaca gen
monomerycznego  wariantu  biatka  TrfA-TrfA
PAT30::1rf4 254D 2571 | G254D/S267L, gen trfAG254D/S267L wklonowany do | ApmR | 203204
pTrcHisA z N-koncowym znacznikiem 6xHis, ekspresja
kontrolowana przez promotor trc
pSVIe Plazmid niosacy orilV/ Kan® 205
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6.3. Oligonukleotydy

Tabela 3. Startery wykorzystane w tanicuchowych reakcjach polimerazy (PCR)

Nazwa

Sekwencja (5’ -> 3°)

Zastosowanie

dnaAeyfp-Frw

tctccataccegtttttttgggctagcaggaggaattcacGTGTC
ACTTTCGCTTTGGC

Klonowanie genu dnaAd-eyfp
do wektora pBAD24

dnaAeyfp-Rv

aagcttgcatgcctgeaggtegactctagaTCAGTGGTGG
TGGTGGTGGTGCGATGACAATGTTCTGA
TTAA

Klonowanie genu dnad-eyfp
do wektora pBAD24

pBADForward

ATGCCATAGCATTTTTATCC

Colony PCR,
sekwencjonowanie wektora
pBAD24 po klonowaniu

pBADReverse

GATTTAATCTGTATCAGG

Colony PCR,
Sekwencjonowanie wektora
pBAD24 po klonowaniu

oriC _345pz Frw

GATCTCTTATTAGGATCGCACTG

EMSA z DnaA-EYFP

oriC _345pz Rv GGTGCAAAACAGACAGGC EMSA z DnaA-EYFP
oriC-EMSA-Frw CCTGGAAAGGATCATTAACTGTG EMSA
oriC-EMSA-Rv FAM-GCGATCTACTGTGGATAACTC EMSA
glpG-EMSA-Frw ATAACACCCTGCGTCGC EMSA
glpG-EMSA-Rv FAM-GAAGCCTGGCAACGTC EMSA
terC-EMSA-Frw GAAATAAGAAACCCGGTCGAAAC EMSA
terC-EMSA-Rv FAM-AAGACCACTGGGAGCAG EMSA

GATCGCACTGCCCTGTGGATAAC

oriC_Frw gPCR, ChIP- gPCR
oriC_Rv CCAGCTTATACGGTCCAGGATCACC qPCR, ChIP- qPCR
terC_Frw ATTAGCAGGCGCTGCATGT ChIP-qPCR
terC Ry TGACCTGGATGCGATTCTCG ChIP-gPCR
orilV RK2_Frw CCCTCAAGTGTCAATACCGCAG qPCR, ChIP- gPCR
oriV_RK2 Rv CAGGCTCGATTTCGGCCG qPCR, ChIP- qPCR
oriV iterony Frw TGGACAGCCCCTCAAATGTC ChIP-qPCR
oriV iterony Rv ACAAGCCTGGGGATAAGTGC ChIP-qPCR
upf Frw TGGGCTTTTTCTCCTCGTGC ChIP-qPCR
upf Rv AAGGCTCAGATTCGACGGC ChIP-gPCR
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6.4. Podloza hodowlane i antybiotyki
6.4.1. Podloza hodowlane

LB: 0,5 % ekstrakt drozdzowy; 1 % pepton; 1 % NaCl

LA: 0,5 % ekstrakt drozdzowy; 1 % pepton; 1 % NaCl; 1,5 % agar
SOB: 0,5 % ekstrakt drozdzowy; 2 % trypton; 10 mM NaCl; 2,5 mM KCI;

10 mM MgClz; 10 mM MgSO4
SOC: SOB + 20 mM glukoza

6.4.2. Antybiotyki

Tabela 4. Antybiotyki wykorzystane w tej pracy

Antybiotyk Firma Stezenie koncowe w pozywce
Ampicylina Carl Roth, Niemcy 50 pg/ml
Tetracyklina Sigma-Aldrich, USA 12,5 pg/ml
Kanamycyna BioShop, Kanada 50 pg/ml
Ryfampicyna BioShop, Kanada 300 pg/ml

6.5. Bialka
6.5.1. Bialka

DnaA-6xHis, DnaA-EYFP-6xHis - oczyszczono w tej pracy
Proteinaza K, RNAza A— ThermoFisher Scientific, USA
BSA - Sigma-Aldrich, USA

6.5.2. Przeciwciala

Tabela 5. Przeciwciala wykorzystane w analizach Western Blot i ChIP

Przeciwciala Pochodzenie Modyfikacja Firma
Poliklonalne anty-DnaA Kroélik - Kolekcja ZBM
Monoklonalne anty-GFP Mysz - Roche, Szwajcaria

Monoklonalne anty-HisTag (6xHis) Mysz - GenScript, USA

Monoklonalne anty-acetylowanej

lizynic (anty-AcK) Krolik - Abcam, Wielka Brytania
Poliklonalne anty-TrfA Kroélik - GenScript, USA
Poliklonalne anty-krolik IgG Koza HRP Bio-Rad, USA
Poliklonalne anty-mysz IgG Koza HRP Bio-Rad, USA
Poliklonalne anty-koza IgG Osiotl HRP Jackson Immuno Research
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6.6. Sekwencje DNA

Tabela 6. Sekwencje nukleotydowe DnaA-box wykorzystane w analizach bioinformatycznych

DnaAbox Sekwencja
R-type DnaA-box 1,? T[N |C
perfect DnaA-box A|lT|C |C

' Dowolny nukleotyd
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7. METODY

7.1. Obserwacja bakterii E. coli interwalowg technika uje¢ poklatkowych

Analizy mikroskopii poklatkowej przeprowadzano przy uzyciu platformy Cell ASIC
ONIX 1 kompatybilnych ptytek BO4A (Merck, Niemcy). Hodowle komorek szczepu E. coli
MG1655::dnad-eyfp (Materialy 6.1) w fazie logarytmicznego wzrostu (ODsoo 0,6)
rozcienczano w pozywce LB w stosunku 1:150, a nastepnie nanoszono do komory
obserwacyjnej ptytki CellASIC. Do dotkéw ptytki nanoszono w warunkach jalowych,
pozywke LB oraz pozywke LB z SHX o koncowym stezeniu 1,5 mg/ml. Przeptyw pozywki
ustawiano wedtug ponizszych wytycznych: 40 minut przeplywu pozywki optymalnej LB
(przed stresem), nastepnie 120 minut przeptywu pozywki LB+SHX (stres), po czym
przywracano przeptyw pozywki optymalnej (wyjScie ze stresu). Rownolegle
przeprowadzano kontrole, polegajaca na obserwacji komorek, ktore przez caty czas analizy
byly zaopatrywane wytacznie w pozywke optymalng LB. Wszystkie eksperymenty
mikroprzeplywowe przeprowadzano pod stalym ci$nieniem 2 psi. Zdjecia wykonywano
w odstepach 2 lub 5-minutowych przy uzyciu kontrastu r6znicowo-interferencyjnego (DIC)
1 fluorescencji dla biatka YFP (filtr wzbudzenia 500/20 nm, filtr emisji 535/30 nm) za
pomoca kamery CoolSnap HQ2 w mikroskopie odwroconym Delta Vision Elite
wyposazonym w obiektyw immersyjny 100x oraz komore¢ utrzymujaca temperaturg 30°C.
Wszystkie analizy zostaly wykonane w Zakladzie Mikrobiologii Molekularnej (Wydziat

Biotechnologii, Uniwersytet Wroctawski).

7.2. Analiza i przetwarzanie danych mikroskopowych

Wszystkie obrazy analizowano przy uzyciu pakietow oprogramowania ImageJ Fiji>%
i R?"7 w tym pakietu ggplot2>*®. W analizach lokalizacji biatka DnaA, komorki na obrazach
wykrywano manualnie 1 zbierano sygnat fluorescencji wzdluz dlugiej osi komorek.
Nastepnie wykorzystywano program R studio do zestawienia danych intensywnosci
fluorescencji 1 przedstawienia ich w postaci kymografu. Reprezentatywne zdjecia, zdjecia
wykorzystane w filmach oraz dane zebrane z kanatlu fluorescencyjnego zostaly poddane
dzialaniu algorytmu Noise2Void (N2V)??. Zastosowanie algorytmu N2V skfada sie

z dwoch krokow. Pierwszy krok polega na trenowaniu sztucznej sieci neuronowej w celu
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usunigcia szumow z posiadanych obrazow. Wynikiem treningu jest model. Do stworzenia
modelu dla fluorescencji biatka DnaA-EYFP wedtug ktérego program polepszat jakos¢
zdje¢ poprzez obnizenie tta, zastosowano 100 epok (ang. epoch) 1 200 krokdéw (ang. steps).
Drugi krok nazywa si¢ predykcja. W tym etapie wytrenowany model zostaje wykorzystany
do usuwania szumow ze zdj¢¢. Do usuwania szumow ze zdjg¢ obrazujacych fluorescencje

biatka DnaA-EYFP wykorzystano jeden wczes$niej wytrenowany model.

7.3. Izolacja i oczyszczanie DNA

Chromosomalny DNA izolowany byl zgodnie z instrukcja producenta zataczong do
zestawu High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche, Szwajcaria). Komercyjny zestaw
Plasmid Mini (A&A Biotechnology, Polska) wykorzystywany byt do izolacji plazmidéw
ekspresyjnych i plazmidéw wysokokopijnych. Do izolacji plazmidu RK2 uzywano zestawu
Plasmid Mini AX (A&A Biotechnology, Polska). Do oczyszczania DNA z zZelu oraz
z mieszanin reakcyjnych postepowano wedtug zalecen producenta zestawu NucleoSpin Gel
and PCR Clean-up (Macherey-Nagel, Niemcy). Do oczyszczania DNA z probek po
immunoprecypitacji (ChIP) wykorzystano ten sam zestaw, a procedurg izolacji wykonano

wedtug protokotu do oczyszczania DNA z probek zawierajacych SDS (Buffer NTB).

7.4. Transformacja komorek bakteryjnych

Przygotowanie komorek chemikompetentnych

Do przygotowania komorek chemikompetentnych uzywano komercyjnego zestawu
Mix&Go (Zymo Research, USA) lub metody TSS?!°. W pierwszym przypadku postepowano
zgodnie z protokotem zataczonym do zestawu. Procedure przeprowadzano dla komoérek
hodowanych w pozywce SOB z odpowiednimi antybiotykami (Materiaty 6.4). W przypadku
przygotowywania komorek chemikompetentnych metoda TSS postgpowano zgodnie
z wezeéniej  opublikowanym  protokotem?!®. W skrécie, hodowle noca komorek
bakteryjnych odmtadzano w pozywce SOB 1 hodowano w temperaturze 30°C do osiggnigcia
ODs0oo0 0,2-0,4. Nastepnie, komorki inkubowano na lodzie, wirowano (2500 g/ 5 min/ 4°C)
1 zawieszano w buforze TSS (pozywka LB; 10 % PEG-3350; 5 % DMSO; 20 mM MgCly;
pH 6,5). Komorki porcjowano, mrozono w ciektym azocie i przechowywano w temperaturze

-80°C.
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Transformacja komorek bakteryjnych

Chemikompetentne komorki bakteryjne rozmrazano w tazni lodowej. Do 100 pl
zawiesiny komorek dodawano 100 ng plazmidowego DNA (Materialy 6.2) lub 5 pnl
mieszaniny reakcyjnej po reakcji Gibsona (Metody 7.6). Transformacj¢ przeprowadzano
wedtug protokotu zataczonego do zestawu Mix&Go z hodowla komorek w pozywce SOC
(Materiaty 6.4.1) bez antybiotykow lub metoda TSS. W przypadku metody TSS, komorki
z DNA inkubowano przez 30 minut na lodzie, po czym przeprowadzano szok termiczny:
30 sekund inkubacji w temperaturze 42°C, nast¢pnie 2-minutowa inkubacja na lodzie. Do
komorek dodawano 300 pl pozywki SOC i hodowano bez presji selekcyjnej przez 60 minut
z wytrzasaniem 450 obr./ min w temperaturze 37°C. W przypadku obu metod transformac;ji,
komorki wysiewano na podioze state LA z odpowiednim antybiotykiem (Materiaty 6.4).
Hodowle na podtozu LA prowadzono przez noc w temperaturze 37°C.

W przypadku otrzymania szczepu E. coli MG1655 niosacego dwa plazmidy
(pAT30::trfA 1 pSV16) wykonywano pojedyncze transformacje, tj. pierwszo
transformowano chemikompetentne komorki plazmidem kodujacym plazmidowy inicjator
replikacji (pAT30::¢rf4), nastgpnie ponownie przygotowywano chemikompetentne komorki

1 wykonywano transformacj¢ plazmidem niosagcym plazmidowe origin replikacji (pSV16).

7.5. Lancuchowa reakcja polimerazy (PCR)

Do amplifikacji fragmentu DNA kodujacego biatko DnaA-EYFP wykorzystano
polimeraze Phanta Max Fidelity (Vazyme). Reakcje colony PCR przeprowadzono z uzyciem
gotowe] mieszaniny reakcyjnej zawierajacej polimeraz¢ DNA DreamTaq (ThermoFisher
Scientific, USA). Do uzyskania fragmentoéw DNA do testu EMSA oraz weryfikacji probek
input oraz ChIP wykorzystano mieszaning DreamTaq. Wszystkie startery zaprojektowano
w programie SnapGene?!! lub z wykorzystaniem darmowego narzedzia PrimerBlast*'.
Przed amplifikacja DNA, zoptymalizowano temperatury przylaczania starteréw poprzez
wykonanie gradientowej PCR. Komponenty reakcji dla poszczegolnych polimeraz oraz
warunki reakcji zestawiono w tabeli 7 1 tabeli 8. Wszystkie reakcje przeprowadzono

w termocyklerze C1000 Touch Thermal Cycler (Bio-Rad, USA).
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Tabela 7. Komponenty reakcji PCR

DreamTaq — colony

Skladnik Phanta Max DreamTaq
PCR
Bufor 1x Phanta Max buffer
1x DreamTaq Green Ix DreamTaq Green
dNTPs 0.2 mM kazdy
PCR master Mix PCR master Mix
Polimeraza 1U

10 pM starter 1 0,4 uM 0,5 uM 0,5 uM
10 pM starter 2 0,4 uM 0,5 uM 0,5 uM

200 ng genomowego
180 ng genomowego

Matryca DNA A 1 kolonia bakteryjna DNA/ 1 pul input DNA
DN
lub ChIP
Objetos¢ koncowa 50 ul 10 pl 10 pl
Tabela 8. Temperatury oraz czasy poszczegdlnych etapow reakcji PCR
Etap Phanta Max DreamTaq — colony PCR DreamTaq
Liczba Liczba Liczba
Temp. Czas | Temp. Czas ) Temp. Czas )
cykli cykli cykli
Wstepna
95°C 3 min 1 95°C 5 1 95°C 3 min 1
denaturacja
Denaturacja | 95°C 5s 95°C 30s 95°C 30s
Przylaczanie | 58,9°C 15s 20 58,9°C  30s 30 62°C 30s 40
Elongacja 72°C  1,5min 72°C 1 min 72°C 35s
Koncowa
72°C 5 min 1 72°C  Smin 1 72°C 5 min 1
elongacja

7.6. Klonowanie metoda Gibsona

Do wklonowania fragmentu DNA kodujacego biatko DnaA-EYFP do wektora

13 Schemat

ekspresyjnego pBAD24 (Materialty 6.2) wykorzystano metode Gibsona?
klonowania przedstawia Rycina 5. Wstawke DNA kodujaca bialkko DnaA-EYFP
amplifikowano za pomoca reakcji PCR z wykorzystaniem polimerazy Phanta Max
Super-Fidelity DNA (Vazyme, Chiny) (Metody 7.5). Jako matryce¢ DNA wykorzystano
chromosomalny DNA bakterii Escherichia coli MG1655::dnad-eyfp (Materiaty 6.1).
W reakcji PCR wykorzystano startery dnaAeyfp-Frw oraz dnaA-eyfp-Rv (Materialy 6.3),
ktore zostaly zaprojektowane w programie SnapGene z wykorzystaniem protokotu do
klonowania metoda Gibsona. Do sekwencji startera przylaczajacego si¢ do nici dolnej

dodano sekwencje kodujaca ogonek histydynowy (6xHis). Wektor pPBAD24 zlinearyzowano
38



poprzez podwojne trawienie enzymami Xbal i Ncol. Trawienie prowadzono w koncowe;j
objetosci 20 pul w 1x buforze Tango (ThermoFisher Scientific, USA) w temperaturze 37°C
przez 1 godzing. Zaréwno zlinearyzowany wektor jak i produkt reakcji PCR poddano
procedurze oczyszczania z zelu (Metody 7.3). Reakcje Gibsona przeprowadzano zgodnie
z instrukcja zalaczong do mieszaniny Gibson Assembly® Master Mix (New England
Biolabs, USA). Po godzinnej inkubacji probki w temperaturze 50°C, 5 ul wykorzystano do
transformacji bakterii chemikompetentnych Escherichia coli DHS5 (Metody 7.4, Materiaty
6.1). W celu weryfikacji wstawienia fragmentu DNA kodujacego biatko DnaA-EYFP-His
do wektora pPBAD24, wybrane kolonie bakteryjne, ktére wyrosty na podlozu stalym
z ampicyling wykorzystano w reakcji colony PCR (Metody 7.5). Z bakterii, ktore zawieraty
odpowiedniej dtugosci wstawke w wektorze pBAD24, wyizolowano plazmidowy DNA
1 wyslano do sekwencjonowania do firmy zewngtrznej (Genomed, Warszawa), celem
potwierdzenia poprawnos$ci konstruktow. Startery wykorzystane w reakcjach PCR oraz do

sekwencjonowania plazmidéw zestawiono w tabeli 3 (Materiaty 6.3).

Yl _L;IaA-eyfp NN

PCR > dnaA-eyfp-hr's’-
Gibson
E. coli MG1655: :dnaA-eyfp Assembly pBAD24:dnaA-eyfp
Trawienie
pBAD24 — >

Rycina 5. Schemat klonowania genu dnaA-eyfp do wektora ekspresyjnego pBAD24. Na schemacie kolorem
z6ltym zaznaczono fragment DNA kodujacy biatko DnaA-EYFP, a kolorem czerwonym fragment kodujacy
sze$¢ reszt histydynowych (his-tag). Kolory rézowy i turkusowy oznaczaja fragmenty DNA o sekwencjach
komplementarnych pomiedzy wstawka a wektorem, umozliwiajace ich taczenie w reakcji Gibsona.
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7.7. Nadprodukcja i oczyszczanie bialek DnaA i DnaA-EYFP

Nadprodukcje biatek DnaA-His i DnaA-EYFP-His przeprowadzono w szczepie
E. coli JP313 (Materialy 6.1) niosgcym plazmid pBAD24::dnad lub pBDA24::dnaA-eyfp
(Materiaty 6.2). Hodowle nocng odmtadzano w stosunku 1:30 w pozywce LB z ampicyling
(Materiaty 6.4). Hodowle prowadzono w temperaturze 30°C z wytrzasaniem 160 obr./min
w wytrzasarce powietrznej do osiggnigcia gestosci optycznej ODeoo= 0,6. Indukcja
nastepowata poprzez dodanie do hodowli bakteryjnej roztworu arabinozy do koncowego
stezenia 0,2 %. Hodowle kontynuowano przez 2 godziny. Po tym czasie bakterie osadzono
poprzez wirowanie (4500 g/ 8 min/ 4°C). Osadzone komorki bakteryjne zamrazano
w cieklym azocie i przechowywano w temperaturze -80°C. Zamrozone komoérki rozmrazano
w tazni lodowej. Komorki zawieszano w buforze LS (0,5 M NaCl; 50 mM KPi, pH §; 2 mM
imidazol; 0,1 % TritonX-100) z dodatkiem lizozymu (10 mg/ml) i inkubowano na lodzie
przez 40 minut. Nastgpnie probke poddawano sonikacji z wykorzystaniem sonikatora Q700
(QSonica, USA). Lizat wirowano (75000 g/ 25 min/ 4°C) w celu osadzenia resztek
komérkowych. W tym czasie ztoze Ni**-NTA (Macherey-Nagel, Niemcy) w objetosci
1,5 ml przeptukiwano dwukrotnie woda destylowana, a nast¢pnie dwukrotnie buforem LS.
Ptukanie ztoza przeprowadzano w probowkach typu ,,korning” o objetosci 50 ml, stosujac
wirowania 1500 g/ 2 min/ 4°C. Na tak przygotowane zloze nanoszono supernatant po
wirowaniu lizatu bakteryjnego. Wigzanie biatek do zloza przeprowadzano przez 1 godzing
w temperaturze 7°C, stosujac mieszanie rotacyjne. Po zwigzaniu biatek do ztoza, probke
wirowano (1500 g/ 2 min/ 4°C). Osadzone ztoze przeplukiwano dwukrotnie
buforem W (0,5M NaCl; 50 mM KPi, pH 8; 20 mM imidazol; 0,1 % TritonX-100),
a nastepnie dwukrotnie buforem ST (0,5 M L-kwas glutaminowy; 45 mM Hepes, KOH,
pH 7,6; 10 mM Mg(OAc)2; 0,5 mM EDTA; 20 % sacharoza; 0,1 % TritonX-100). Elucje
biatka ze ztoza przeprowadzano czterokrotnie w probdéwkach typu ,korning” za kazdym
razem dodajac do probki ze ztozem 500 pl buforu E (bufor ST + 250 mM imidazol),
inkubujac 1 wirujgc probke (1500 g/ 2 min / 4°C). Obecno$¢ biatka w zebranych frakcjach
oraz ich czysto$¢ potwierdzano elektroforeza SDS-PAGE (Metody 7.14). Biatko
dializowano w buforze D (45 mM Hepes-KOH, pH 7,6; 200 mM L kwas glutaminowy;
I mM DTT; 20 % sacharoza) stosujgc woreczki dializacyjne o wartosci odcigcia (ang.
cutoff) 12-14 kDa. Oczyszczony preparat biatka porcjowano, zamrazano w ciektym azocie

1 przechowywano w temperaturze -80°C.
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7.8. Okreslanie stezenia bialek

Okreslanie st¢zenia oczyszczonych bialek odbywato si¢ za pomocag analizy
densytometrycznej, wykonanej po rozdziale w zelu poliakrylamidowym w warunkach
denaturujagcych (SDS-PAGE, Metody 7.14). Pomiary densytometryczne wykonywano
w programie GelQuantNET 1.8.2 (Biochemlabsolutions, University of California, San
Franciso. USA). Otrzymane wyniki odnoszono do krzywej wzorcowej biatka BSA

(Materiaty 6.5.1).

7.9. OKkreslanie stabilnoSci termicznej bialek in vitro

Do okreslenia stabilno$ci termicznej oczyszczonych biatek wykorzystano aparat
Tycho NT.6 (NanoTemper, Niemcy). Instrument ten monitoruje zmiany wewnetrznej
fluorescencji biatka (dtugosci fali 330 i 350 nm) w funkcji temperatury (35-95°C), co
pozwala na okre$lenie przyblizonej temperatury topnienia. Pomiar odbywa si¢ w kapilarach.

Postgpowano zgodnie z instrukcja producenta.

7.10. Test op6znienia migracji DNA w zelu (EMSA)

Do analizy oddziatywania biatek z DNA in vitro wykorzystano test opdznienia
migracji DNA w zelu (EMSA, ang. Electro Mobility Shift Assay). Wykonywano dwa typy
eksperymentow EMSA, ze znakowanym fluorescencyjnie DNA Ilub z bialkiem
fluorescencyjnym. W pierwszym przypadku, w reakcjach wykorzystywano state stezenie
dsDNA wyznakowanego pochodna fluoresceiny 6-FAM, oraz rosngce stezenie bialka.
Fragmenty DNA uzyskiwano na drodze tancuchowej reakcji polimerazy (Metody 7.5)
z wykorzystaniem znakowanych starterow (Materialty 6.3) i chromosomalnego DNA
bakterii E. coli MG1655, a nastepnie oczyszczano produkt reakcji PCR z zelu (Metody 7.3).
Stezenie DNA okreslano za pomocg pomiaru absorbancji (Metody 7.19). Otrzymanie biatek
opisano w rozdziale 7.7. W drugim wariancie testu EMSA, w mieszaninach reakcyjnych
stosowano stale stezenie biatka fluorescencyjnego DnaA-EYFP, i1 wykonywano
miareczkowanie niewyznakowanym dsDNA. Reakcje oddziatywania biatko-DNA
przeprowadzano w objetosci 20 ul. Kazda mieszanina reakcyjna zawierata 2,5 mM ATP,

12,5 mM Mg(OAc)a, 0,25 pg/ul poly[d(IC)] oraz 1x bufor EDBS (5 mM Tris-HCl, pH 7,6;
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0,8 % sacharoza (w/v); 0,8 mM DTT; 0,08 pg/ml BSA). Po dodaniu DNA i biatka
mieszaniny inkubowano przez 20 min w temperaturze 32°C. Dokladne ilosci DNA oraz
biatka stosowane w reakcjach zostaty oznaczone bezposrednio na rycinach. Po inkubacji, do
kazdej mieszaniny dodawano 3 pl Ficoll 4000 i1 calo§¢ nanoszono na 5% zel
poliakrylamidowy TBE. Rozdzial przeprowadzano w buforze TBE przy stalym napigciu
110 V przez 2 godziny. Wyniki obrazowano za pomocg aparatu ChemiDoc MP (Bio-Rad,
USA) z wykorzystaniem protokotu do wizualizacji fluoresceiny dla DNA znakowanego

FAM lub protokot do wizualizacji barwnika Alexa488 w przypadku DnaA-EYFP.

7.11.Hodowla bakterii przed stresem, w trakcie stresu oraz po stresie

Hodowlg¢ nocng bakterii E. coli odmtadzano stosunku 1:50 w pozywce LB (Materiaty
6.4.1) i hodowano w wytrzasarce powietrznej utrzymujacej temperature¢ 30°C przy
160 obr./min. do osiaggnigcia gestosci optycznej ODsoo 0,6 (probka ,,przed stresem”).
Nastepnie do hodowli dodawano SHX o konicowym stezeniu 0,5 mg/ml i kontynuowano
hodowle przez 2 godziny (probka ,stres”). Po czym, w celu usuni¢cia SHX, hodowle
wirowano (2500 g/ 5 min/ RT), przeptukiwano dwukrotnie ogrzang do temperatury 30°C
pozywka LB izawieszano w odpowiedniej objetosci cieptej pozywki LB. Hodowle
prowadzono dalej w temperaturze 30°C przy 160 obr./min przez 30 lub 60 minut (probka

,,po stresie”).

7.12.Analiza calkowitej liczby komorek w mililitrze hodowli bakteryjnej (BactoBox)

Do okreslenia doktadnej liczby zywych komoérek bakteryjnych w mililitrze hodowli

wykorzystano aparat BactoBox*'.

Sprzet ten wykorzystuje impedancyjng cytometri¢
przeplywowa bez koniecznos$ci barwienia probki (ang. label-free impedance flow cytometry)
w celu wykrycia nieuszkodzonych bton komorkowych. Martwa bakteria z nieszczelng §ciang
komorkowa nie zmienia rozkladu linii pola elektrycznego, w zwiazku z czym technika ta
pozwala na rozréznienie martwych 1 Zywych komorek. Probke do pomiarow
przygotowywano zgodnie z instrukcja producenta zataczong do sprzg¢tu. Kazdy pomiar

wykonano w trzech powtorzeniach biologicznych.
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7.13.Analiza wymiarow komorek bakteryjnych

Hodowle bakteryjne Escherichia coli MG1655 (Materialy 6.1) prowadzono jak
opisano wyzej (Metody 7.11). Podczas glodu aminokwasowego probki pobierano co
30 minut, za$ po wymianie pozywki ponownie na optymalng co 15 minut. Za kazdym razem
pobierano objetos¢ hodowli odpowiadajaca 0,5 ml hodowli 0 ODggo 0,6. Komorki osadzano
przez wirowanie (2500 g/ 5 min/ RT), usuwano pozywke i zawieszano w 50 pl buforu PBS.
Komérki nakladano na szkietko mikroskopowe pokryte uprzednio polilizyng
(Sigma-Aldrich, USA). Na réwnomiernie roztozong probke nakrapiano 1 ul buforu PBS
z glicerolem (1:1) i przykrywano szkietkiem nakrywkowym. Do okreslenia wymiarow
komorek bakteryjnych przed, w trakcie stresu i podczas wyjscia ze stresu wykorzystano
fluorescencyjny mikroskop konfokalny Leica TCS SP8 X. Obserwacje prowadzono
w $wietle widzialnym przy wykorzystaniu immersyjnego obiektywu HC PL APO 100x/1.40
OIL 1 detektora PMT. Podczas wykonywania zdje¢ korzystano z programu LAS X
3.5.7.23225 (Leica, Niemcy). Eksperyment wykonano w 3 powtorzeniach biologicznych.
Pomiary dtugosci i szeroko$ci komoérek wykonano w programie Imagel Fiji’%. Do

obliczenia objetosci komodrek przyjeto cylindryczny ksztatt komorki bakteryjnej
i wykorzystano wzor na objeto$¢ walca V = mr2h, gdzie r to % szeroko$ci komorki,

a h oznacza dlugo$¢ komorki.

7.14.Elektroforeza poliakrylamidowa w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE)

Do rozdziatow elektroforetycznych stosowano 12.5% 1lub 9 % stg¢zenie
poliakrylamidéw w Zelu rozdzielajacym oraz 5 % w Zelu zageszczajacym. Standardowo
wykorzystywano 5 pl frakcji po oczyszczaniu bialek lub objetos¢ hodowli bakteryjnej
odpowiadajaca 1 ml hodowli o ODgoo 0,2 (Metody 7.16). Przed rozdzialem probki byty
zawieszane w buforze Leammli (62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8; 2 % SDS; 0,01 % bfekit
bromofenolowy; 25 % glicerol; 360 mM B-merkaptoetanol) 1 inkubowane w temperaturze
95°C przez 5 minut. W przypadku rozdziatu lizatow bakteryjnych inkubacja w temperaturze
95°C byta wydtuzana do 10 minut. Rozdziat elektroforetyczny prowadzono w aparatach
Mini Protean Tetra Cell (Bio-Rad, USA), przy stalym napieciu 180 V przez 55 minut. Po
zakonczonym rozdziale zZele barwiono barwnikiem Coomasie Blue (0,28 % Coomassie

Brillant Blue G (m/v); 50 % metanol; 10 % kwas octowy) przez 10 minut, a nast¢gpnie
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odbarwiano w roztworze odbarwiacza (20 % metanol; 10 % kwas octowy) przez noc lub
wykonywano transfer mokry (Metody 7.15). Wyniki rozdziatu zeli barwionych barwnikiem
Coomasie Blue wizualizowano z wykorzystaniem systemu obrazujacego ChemiDoc MP

(Bio-Rad, USA).

7.15.Western Blot

Zele poliakrylamidowe po rozdziale elektroforetycznym (Metody 7.14)
roéwnowazono przez 10 min w buforze do transferu NBS (48 mM Tris; 39 mM glicyna;
1,3mM SDS; 10 % metanol). Transfer bialek z Zelu na membran¢ nitrocelulozowa
o $rednicy poréw 0.22 um (Amersham Protran, Cytiva, USA) wykonywano w aparacie do
transferu mokrego Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad, USA) przy stalym napigciu
110 V przez 1 h lub 25 V przez noc. Membrane blokowano 5 % roztworem odttuszczonego
mleka w proszku rozpuszczonego w buforze TBS-T (20 mM Tris-HCI, pH 7,5; 150 mM
NaCl; 0,1 % Tween-20) i inkubowano z kroliczymi przeciwcialami anty-DnaA, anty -TrfA,
anty-AcK lub mysimi przeciwcialami anty-GFP lub anty-6xHis (Materialy 6.5.2).
W przypadku analizy z wykorzystaniem kroliczych przeciwciat skierowanych anty
acetylowanej lizynie (anty-AcK) membrane blokowano 3 % roztworem BSA (Materialy
6.5.1) przez pokojowej. Rozcienczenia przeciwcial

godzing w temperaturze

pierwszorzedowych, czas 1 temperaturg inkubacji zestawiono w tabeli ponizej (Tabela 9).

Tabela 9. Parametry inkubacji przeciwcial I-rzedowych w technice Western Blot

Przeciwciato Rozcienczenie Czas inkubacji [h] Temperatura [°C]
anty-DnaA 1:10000 1 21
anty-GFP 1:10000 16 6
anty-TrfA 1:10000 2 21
anty-AcK 1:2000 1,5 21
anty-6xHis 1:5000 1 21

Nastepnie, po kilkukrotnym ptukaniu membrany buforem TBS-T, inkubowano ja z kozimi

anty-kroliczymi lub kozimi anty-mysimi IgG skoniugowanymi z peroksydaza chrzanowa
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(Materiaty 6.5.2) przez 1 h w temperaturze pokojowej. Nastepnie niezwigzane przeciwciata
usuwano za pomocg ptukan membrany w buforze TBS-T. W przypadku analizy
z wykorzystaniem przeciwciat anty-AcK stosowano jeszcze dodatkowy etap inkubacji
membrany z przeciwciatami oslimi anty-kozimi skoniugowanymi z peroksydaza chrzanowa
(Materiaty 6.5.2), a nastgpnie membran¢ znowu ptukano w buforze TBS-T. Wyniki
wizualizowano z uzyciem zestawu Westar Supernova (Cyanagen, Wlochy)
1 transiluminatora ChemiDock MP (Bio-Rad, USA). Otrzymany obraz analizowano
densytometrycznie przy uzyciu programu GelQuantNET 1.8.2 (Biochemlabsolutions,
University of California, San Franciso, USA).

W przypadkach kiedy ta sama membrana miala zosta¢é ponownie wykorzystana,
przeciwciala byly usuwane zgodnie z protokolem Western Blot membrane stripping for

5. W skrécie, membrane

restaining protocol opublikowanym na stronie Abcam?!
przeptukiwano dwukrotnie buforem Mild Stripping Buffer (200 mM glicyna, 0,1 % SDS,
1 % Tween20, pH 2,2). Nastgpnie membrana byta ptukana buforem PBS i buforem TBS-T,
po czym procedura Western Blot zostawala przeprowadzana na nowo, rozpoczynajac od

etapu blokowania.

7.16.Okreslanie poziomu lub stabilnosci bialek w komoérkach bakteryjnych

Probki hodowli bakteryjnych pobierano przed stresem, podczas glodu
aminokwasowego 1 podczas wyjsScia ze stresu (Metody 7.11) w wybranych punktach
czasowych. W kazdym punkcie czasowym pobierano objetos¢ hodowli odpowiadajaca 1 ml
hodowli 0 ODsoo = 0,3. Komoérki osadzano przez wirowanie, zawieszano w buforze
Laemmli, a nast¢pnie lizowano przez gotowanie w temperaturze 95 °C przez 10 minut.
Otrzymane lizaty rozdzielano w zelach poliakrylamidowych metoda SDS-PAGE (Metody
7.14). W przypadku, gdy probki z jednego doswiadczenia byty rozdzielane w dwoch Zelach
poliakrylamidowych, w celu kontroli potencjalnych r6znic migdzy zelami na kazdym z nich
rozdzielano probke referencyjng pobrang w czasie 0. Po rozdziale elektroforetycznym
lizatow bakteryjnych, wykonywano Western Blot z wykorzystaniem odpowiednich

przeciwcial zgodnie z procedurg opisang w rozdziale 7.15.
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7.17.Cytometria przeplywowa

Technika cytometrii przeplywowej zostata uzyta do analizy liczby kopii
chromosomalnego DNA w komorkach bakteryjnych. Postgpowano wedlug protokotu
opublikowanego przez Michellle Hawkins i wspdtpracownikow?'® dokonujac drobnych
modyfikacji. W skrdcie, pobierano 100 ul hodowli, wirowano, zawieszano w buforze PBS
i utrwalano za pomocg 99 % metanolu. Komorki przemywano buforem PBS i zawieszano
w mieszaninie SytoX (1 uM SYTOX green nucleic acid stain (ThermoFisher Scientific,
USA); 50 pg/ml RNAza A; 1x PBS). Wybarwione komorki bakteryjne poddano analizie
z wykorzystaniem cytofluorometru Guava EasyCyte (Millipore, Niemcy). Zbierano
20 000 zdarzen przy szybko$ci okoto 800 zdarzen na sekunde¢. Do okreslenia referencyjnej
liczby kopii chromosomow, analizowano zarowno hodowle bakteryjne w fazie stacjonarnej,
jak 1 hodowle traktowane ryfampicyna (Materiaty 6.4.2). Zgodnie z danymi literaturowymi,
maksima fluorescencji otrzymane podczas pomiaru probek referencyjnych oznaczono jako

1 1 2 kopie chromosomalnego DNA.

7.18.Rozdzial DNA w zelu agarozowym

Okreslenie dlugosci fragmentow DNA w lizatach bakteryjnych

Rozdziat DNA z komorek bakteryjnych poddanych sonikacji przeprowadzano
w 1,5 % zelu agarozowym przygotowanym w 1x buforze TBE (90 mM Tris; 90 mM kwas
borowy; 0,2 mM EDTA). Lizaty bakteryjne po odwrdceniu reakcji sieciowania kompleksow
bialko-DNA (ang. decrosslinking) (Metody 7.20) byty mieszane w stosunku 2:1 z buforem
obcigzajacym Tritrack (ThermoFisher Scientific, USA). Jako wzorzec dtugosci fragmentow
DNA stosowano marker GeneRuler 50 bp lub GeneRuler 1 kb (ThermoFisher Scientific,
USA). Do wizualizacji DNA stosowano bromek etydyny (EtBr). Rozdziat prowadzono przy
statym napigciu 90V przez 90 minut w aparacie do elektroforezy horyzontalnej
(Kucharczyk, Polska). Po zakonczeniu rozdziatu zel umieszczano w transiluminatorze
ChemiDoc™ MP Imaging System (Bio-Rad, USA), a nastepnie korzystajac
z oprogramowania ImagelLab (Bio-Rad, USA) przeprowadzano wizualizacjc DNA

w Swietle UV.
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Weryfikacja produktow reakcji PCR

Rozdziat elektroforetyczny mieszanin po PCR (Metody 7.5) wykonywano
w 1 % zelu agarozowym w buforze TBE. Do wizualizacji DNA stosowano EtBr dodawany
do zZelu agarozowego, natomiast w przypadku planowanego oczyszczania DNA z zelu
uzywano barwnika GreenSafe (NZYtech, Portugalia). Rozdzial przeprowadzano przy
stalym napieciu 90 V. Przed rozdziatem do wszystkich prob dodawano bufor obcigzajacy
TriTrack (ThermoFisher Scientific, USA). Wizualizacj¢ rozdzielonych préb

przeprowadzano w §wietle UV przy uzyciu transiluminatora ChemiDoc MP.

7.19.0Kkreslenie stezenia DNA

Aby okresli¢ stezenie plazmidowego lub genomowego DNA po przeprowadzeniu
izolacji lub oczyszczania (Metody 7.3), wykonywano pomiar absorbancji przy dtugosci fali
260 nm, wykorzystujac spektrofotometr UV-Vis NanoDrop 2000 (ThermoFisher Scientific,
USA ) oraz jalowa wod¢ jako probke zerowa. W przypadku okreslania stezenia DNA
w probkach po immunoprecypitacji (Metody 7.20) wykorzystywano metode oparta na
pomiarze fluorescencji. Korzystano wowczas z fluorymetru Quantus (Promega, USA)
1 barwnika znakujacego DNA QuantiFluor® dsDNA System (Promega, USA) postepujac

zgodnie z instrukcjg producenta.

7.20.Immunoprecypitacja chromatyny (ChIP)

Sieciowanie kompleksow nukleoproteinowych in vivo

Aby utrwali¢ kompleksy DNA-biatko w komorkach bakteryjnych, do 40 ml hodowli
bakteryjnej przed stresem, w trakcie glodu aminokwasowego lub po stresie (Metody 7.11,
Rycina 6A) dodawano formaldehyd o koncowym stgzeniu 1 %. Probke inkubowano przez
20 minut w temperaturze pokojowej. Sieciowanie zatrzymywano poprzez dodanie do probek
10 ml 2,5-M roztworu glicyny (500 mM koncowe stezenie glicyny w probce) 1 5 minutowa
inkubacje¢ w temperaturze pokojowej. Hodowle nastgpnie wirowano (2500 g/ 5 min/ RT),
przeptukiwano dwukrotnie buforem 1x TBS (20 mM Tris-HCI, pH 7,6; 150 mM NaCl),
asupernatant po  ostatnim  wirowaniu  usuwano. Komoérki  przechowywano

w temperaturze -20°C do czasu dalszych analiz.
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Rycina 6. Schemat eksperymentow ChIP oraz metody analizy danych ChIP-seq. (A) Schemat
przedstawiajacy warunki i czasy pobierania komoérek w eksperymentach ChIP. Komoérki E. coli MG1655
hodowano w pozywce optymalnej LB w temperaturze 30°C do ODgo 0.6 (probka ,,przed stresem”). Nastepnie
dodawano SHX i hodowlg kontynuowano przez 2 godziny (probka ,,stres”). Po czym komorki przemywano
i zmieniano pozywke z powrotem na LB, kontynuujac hodowle przez 30 minut (probka ,po stresie”).
(B) Schemat otrzymywania DNA w doswiadczeniach ChIP majacy zastosowanie zardwno w analizach
ChIP-gPCR i ChIP-seq. Komorki z r6znych warunkdw (patrz panel A) byly traktowane formaldehydem w celu
zsieciowania kompleksow nukleoproteinowych. Liza komoérek i fragmentacja DNA nastapity poprzez
trawienie lizozymem i sonikacj¢. Aby znormalizowac liczbe origin replikacji w kazdej probce, 2 % lizatu
odtozono jako kontrole wyjsciowego DNA. Immunoprecypitacj¢ przeprowadzono przy uzyciu zloza Protein
A Sepharose optaszczonego przeciwciatami anty-DnaA. Elucje i odsieciowanie DNA w probkach po ChIP
i probkach wyjsciowego DNA osiagni¢to poprzez grzanie i trawienie proteinaza K. Probki byty rowniez
traktowane RNAzg A. (C) Schemat przedstawiajacy przebieg analizy danych ChIP-seq. Probki po ChIP
i probki wyjsciowego DNA (patrz panel B) zostaly wyslane do firmy zewnetrznej w celu przygotowania
bibliotek i sekwencjonowania DNA. Po otrzymaniu danych, odczyty poddano weryfikacji przy uzyciu
algorytmu FastQC, nastepnie mapowaniu do sekwencji genomu E. coli MG1655 i sortowaniu odpowiednio
przy uzyciu Bowtie 2 i SAMTools. Detekcje szczytow przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania MACS
lub edgeR. Konicowa analiza danych i ich wizualizacja byty gtownie wykonywane przy uzyciu R studio.
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Immunoprecypitacja kompleksow biatko-DNA

Komoérki po procedurze sieciowania zawieszano w 1 ml buforu do lizy
(50 mM Hepes-KOH, pH 7,6; 150 mM NaCl;, 1 mM EDTA; 1% Triton X-100;
0,1 % dezoksycholan sodu; 0,1 % SDS; 2 mg/ml lizozym; inhibitory proteaz) i inkubowano
przez 30 minut w temperaturze 37°C z lagodnym wytrzasaniem. Lizaty komodrkowe
chtodzono poprzez 10 minutowa inkubacj¢ w lodzie i poddawano sonikacji przy uzyciu
aparatu Sonicator Vibra Cell VCX500 (Sonics, USA). Kazdg préobke sonikowano przez
faczny czas 2 minut w cyklach 10 s ON/ 50 s OFF, nast¢pnie lizaty wirowano
(20 000 g/ 5 min/ 4°C). Z kazdego lizatu pobierano dwie probki: 1) 10 ul w celu
oszacowania dtugosci fragmentoéw DNA po sonikacji, 2) 2 % objetosci lizatu jako kontrole
wyjsciowej ilosci DNA (input) (Rycina 6B). Roéwnolegle przygotowywano ztoze do
immunoprecypitacji. Do proboéwek typu Eppendorf o zmniejszonej adsorpcji biomolekut
(Low-Bind Eppendorf tubes) pobierano 12,5 ul ztoza sefarozowego 6 MB skoniugowanego
z biatkiem A (Abcam, Wielka Brytania). Zloze przeptukiwano dwukrotnie buforem 1xTBS,
a nastgpnie blokowano poprzez godzinng inkubacj¢ z buforem blokujacym
(20 mM Tris-HCI, pH 7,6; 150 mM NaCl; 0,2 % BSA; 1 mg/ml PVP) w chiodni. Ztoze
przeplukiwano buforem 1xTBS, anastgpnie dodawano 800 pl buforu 1xTBS z 1 pl
kroliczych przeciwcial anty-DnaA lub anty-TrfA (Materialy 6.5.2) i inkubowano przez
1 godzing w chtodni. Nastepnie niezwigzane do zloza przeciwciata usuwano poprzez
wirowanie. Lizaty komdrkowe nanoszono na przygotowane ztoze i inkubowano z rotacja
przez 90 minut w chiodni. Po inkubacji z lizatami bakteryjnymi, ztoze przeptukiwano
dwukrotnie buforem FA150 (50 mM Hepes-KOH, pH 7,6; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA;
1 % Triton X-100; 0,1 % dezoksycholan sodu; 0,1 % SDS; 2; inhibitory proteaz), nast¢pnie
buforem FA500 (50 mM Hepes-KOH, pH 7,6; 500 mM NaCl; 1 mM EDTA;
1 % Triton X-100; 0,1 % dezoksycholan sodu; 0,1 % SDS; 2; inhibitory proteaz), buforem
W (10 mM Tris-HCL, pH 7,6; 250 mM LiCl; 1 mM EDTA; 0,5 % Triton X-100; 0,5 %
dezoksycholan sodu, inhibitory proteaz) i na koniec buforem TE (10 mM Tris-HCI, pH §;
1 mM EDTA). Na wszystkich etapach pracy ze ztozem sefarozowym stosowano parametry
wirowania 1500 g/ 2 min/ 4°C. W celu elucji i uwolnienia DNA z utrwalonych kompleksow
nukleoproteinowych, probki po immunoprecypitacji 1 probki input mieszano ze 100 pl
buforu do elucji (50 mM Tris-HCL, pH 7,6; 250 mM NaCl; 100 mM NaHCOs3; 10 mM
EDTA; 1 % SDS) i RNAza A (20 pg) (Materiaty 6.5.1), inkubowano w temperaturze 65°C
przez 18 godzin, a nastgpnie wirowano (2000 g/ 1 min/ RT). Aby usuna¢ biatka w probce,
do supernatantéw dodawano proteinaze K (40 pg) (Materiaty 6.5.1) 1 inkubowano
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w temperaturze 50°C przez 1 godzing. DNA oczyszczano przy uzyciu protokotu do
oczyszczania DNA z probek zawierajacych SDS (Buffer NTB) zalaczonego do zestawu
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kit (Macherey-Nagel, Niemcy) (Metody 7.3). Sposéb
pozyskiwania DNA w eksperymentach ChIP przedstawiono na rycinie 6B. Stgzenie DNA
oznaczano ilosciowo przy uzyciu systemu QuantiFluor dsDNA (Metody 7.19). Diugosci
fragmentow DNA sprawdzano na podstawie rozdziatu DNA w 1,5 % zelach agarozowych
barwionych EtBr (Metody 7.18). Analizy ChIP przeprowadzano w trzech powtoérzeniach
biologicznych dla kazdego z analizowanych warunkoéw hodowli. Oczyszczone probki DNA

analizowano metodg NGS (ChIP-seq) lub qPCR (ChIP-qPCR).

7.21.Spektrometria mas

W celu wykluczenia obecnosci niespecyficznie zwigzanych biatek w probce po
immunoprecypitacji z wykorzystaniem przeciwciat anty-DnaA (Metody 7.20) wykonano
spektrometri¢ mas. Probki po immunoprecypitacji i plukaniu, ale jeszcze przed etapem
odsieciowania komplekséw DNA-biatko (Metody 7.20), rozdzielono w 12,5 % zelu
poliakrylamidowym w warunkach denaturujagcych (Metody 7.14). Zel wybarwiono
Coomassie Blue 1 wycigto fragmenty zelu zawierajace niebieskie zabarwienie. Analiza
spektrometrii mas zostata wykonana przez pracownikow Laboratorium Spektrometrii Mas
Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG 1 GUMed. W skrocie, probka zostata
poddana trawieniu trypsyna (in gel digestion protocol) i poddana analizie z wykorzystaniem
systemu MALDI TOF/TOF™ 5800. Uzyskane dane proteomiczne zostaly zdeponowane
w ProteomeXchange Consortium za po$rednictwem repozytorium partnerskiego PRIDE?!7,
pod numerem PXD061973. Uzyskane widma MS/MS zostaly przeanalizowane w programie
Protein Pilot 4.0. W analizach wykorzystano proteomiczne bazy danych dla bakterii

Escherichia coli oraz krélika (Oryctolagus cuniculus).

7.22.Sekwencjonowanie NGS

Sekwencjonowanie nowej generacji (NGS, ang. new generation sequencing)
zastosowano jako metode analizy DNA po immunoprecypitacji kompleksow DnaA-DNA
(ChIP-seq). Eksperymenty immunoprecypitacji przeprowadzono w trzech powtdrzeniach

biologicznych dla kazdego z analizowanych warunkéw (przed stresem, w trakcie stresu oraz
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po stresie — Metody 7.11), stosujac odpowiednig kontrolg input DNA dla kazdej probki
(Metody 7.20). W celu przygotowania bibliotek DNA oraz wykonania sekwencjonowania,
otrzymane probki DNA wystano do firmy zewng¢trznej Novogene (Wielka Brytania). Do
sekwencjonowania fragmentéw DNA wykorzystano sprzet Illumina Novaseq 6000.
Zastosowano sekwencjonowanie z obu koncow DNA (ang. pair-end) o dtugosci odczytow
do 150 nukleotydow. Surowe dane ChIP-Seq wygenerowane w niniejszym badaniu zostaly
zdeponowane w bazie danych ArrayExpress pod kodem dostepu E-MTAB-14964!8. Dane
sekwencjonowania zostaly poddane kontroli jakosci z wykorzystaniem programow

bel2fastq v2.20%! i FastQC v0.11.5%2°,

7.23.Analiza danych ChIP-seq

Pelng analizg bioinformatyczng przeprowadzono przy uzyciu pakietow R, takich jak
EdgeR (3.30.3), normr (1.14.0) 1 csaw (1.22.1), a takze programu MACS3 (3.0.0). Analize
danych ChIP-seq wigzania DnaA do DNA prowadzono we wspoétpracy z dr Agnieszka
Strzatka (Uniwersytet Wroclawski) przy uzyciu wezesniej opublikowanego protokotu®?!. Na
rycinie 6C przedstawiono schemat analizy danych ChIP-seq. Mapowanie odczytow do
sekwencji chromosomu E. coli wykonano przy uzyciu z Bowtie2 (wersja 2.3.5.1)**2
Wykorzystano sekwencje genomu Escherichia coli K12 podszczep MG1655 zdeponowang
w bazie NCBI pod numerem NC 000913. Po mapowaniu odczytow do sekwencji genomu
referencyjnego wykorzystano program SAMTools (wersja 1.10)*%, ktéry stuzy do
sortowania 1 indeksowania powstatych danych. Nastgpnie przeprowadzono identyfikacje
pikow, czyli obszar6w w genomie, ktore zostaly wzbogacone o dopasowane odczyty
w wyniku przeprowadzenia eksperymentu immunoprecypitacji. W tym celu wykorzystano
dwa podejscia: MACS3*** i pakiety programu R, csaw?® i edgeR??°. Oba programy
pozwalaja na poroOwnanie rozkladow odczytow w genomie w probkach po
immunoprecypitacji i probkach input i identyfikuja regiony, w ktérych sygnat znacznie
odbiega od tla. Proces ten prowadzi do identyfikacji miejsc wigzania DNA przez biatko.
W przypadku programu MACS3 wykorzystano dane z probek input jako kontrole i opcje
szerokiego szukania pikéw (ang. broad option). Do dalszych etapow analizy wykorzystano
piki o wspotczynniku zmiany (ang. fold) o warto$ci wigkszej niz 2 1 warto$ci oceny (ang.
score) wiekszej niz 5000. Pierwszy parametr oznacza stosunek zmiany w stosunku do

wartosci referencyjnej, za$ drugi odnosi si¢ do statystycznej miary, wyrazanej jako
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—10 *log,o(p — value), ktora pomaga okresli¢ istotno$¢ sygnalu. Drugim podejsciem
identyfikacji miejsc wigzania biatka w analizie ChIP-seq byto wykorzystanie pakietow csaw

221 Statystycznie istotne

i edgeR, co jest opisane w wyzej wspomnianym protokole
wzmocnienia sygnalu (piki) w zmapowanych odczytach identyfikowano w obrgbie
przesuwajacego si¢ okna o dlugosci 69 pz, przesuwajacego si¢ o 23 pz. Wyniki filtrowano
metoda lokalng z pakietu edgeR, ktéra poréwnuje w regionie liczbe odczytow z tltem
obliczonym w oknie o dtugosci 2000 pz. Do dalszej analizy wykorzystano jedynie piki
z logFC (ang. log2-fold change) wyzszym od 2. Kazde okno zostalo przetestowane przy

y?27. Regiony oddalone od siebie o mniej niz

uzyciu testu QLF (ang. quasi-likelihood F-test
100 par zasad potaczono i obliczono taczng warto$¢ prawdopodobienstwa testowego
(p-value) dla kazdego regionu. Tylko regiony o warto$ciach wspodtczynnika fatszywego
odkrycia (FDR , ang. false discovery rate) ponizej 0,05 uznano za powigzane w sposob
réznicowy miedzy probkami DNA po immunoprecypitacji, a wyjsciowym DNA. Dalsze
analizy oraz graficzne prezentacje wynikow ChIP-seq prowadzono z wykorzystaniem
programu R studio oraz MS Excel. Diagramy Venna przygotowano za pomocg programu

eulerAPE?%8,

7.24.Wyszukiwanie sekwencji DnaA-box i DnaA-box-podobnych w genomie E. coli

W celu wyszukania sekwencji DnaA-box i DnaA-box-podobnych w genomie E. coli
uzyto dostosowanego skryptu opartego na algorytmie przesuwajacego si¢ okna (ang. sliding
window) w programie Python. Jako wyraz do wyszukiwania w dziewiecio-nukleotydowym
oknie podano sekwencje najwyzszej zgodnosci R-type DnaA-box oraz perfect DnaA-box
(Tabela 6, Materialy 6.6). Zezwolono na zapisywanie wynikéw idealnie pasujacych do
wyszukiwanego wyrazu, z 1 lub maksymalnie 2 niedopasowaniami. Skrypt Python powstat
dzigki wspodltpracy z mgr. Igorem Grochowing. Nachodzace na siebie sekwencje DnaA-box,
czyli takie, w ktorych poczatek jednej sekwencji DnaA-box byt oddalony od poczatku
nastgpnej o mniej niz 9 nukleotydow, usuwano. Przy usuwaniu nachodzacych na siebie
wynikow wyszukiwania wybierano ten z wigksza liczbg niedopasowan. Przykiad
przedstawiono na rycinie ponizej (Rycina 7).

Majac rozmieszczenie sekwencji DnaA-box 1 DnaA-box-podobnych na
chromosomie bakteryjnym, obliczono ggsto$¢ ich rozmieszczenia przy uzyciu wartosci b,

zdefiniowanej jako b = 1/d, gdzie d oznacza sum¢ odlegtosci miedzy dang sekwencja
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DnaA-box, a jej dwoma najblizszymi sgsiadami, zgodnie z metoda opisang w pracy
Mackiewicz i wsp.??’. Wyzsza warto$¢ b wskazuje na wicksza lokalng gesto$é sekwencji

DnaA-box i sugeruje obecno$¢ skupiska sktadajgcego si¢ z co najmniej trzech sekwencji

= =

Wyszukiwanywyraz: | T | T

B
5- A G|T T|T T T T A C A|C A|T C
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Rycina 7. Schemat wyszukiwania regionow DNA zawierajgcych sekwencje DnaA-box. (A) Przyktad
sekwencji DnaA-box dlugosci 9 par zasad wykorzystanej w skrypcie jako wyszukiwany wyraz.
(B) Przyktadowy wynik wyszukiwania wyrazéw w genomie E. coli przedstawiajacy dwa nachodzace na siebie
wyniki (zaznaczone fioletows i zielong ramka). (C) Przyklad postepowania w przypadku znalezienia przez
algorytm dwoch nachodzacych na siebie wyrazow. Wynik zawierajacy wigcej niedopasowan do
wyszukiwanego wyrazu zostawal usunigty z listy wynikow (czerwone przekreslenie). Start i koniec oznaczaja
pozycje znalezionego wyrazu wzgledem genomu referencyjnego. W kolumnie ,,Ni¢” plusem (+) oznaczano
wyraz znaleziony w sekwencji nici wiodacej, a minusem (-) nici opdznione;j.

7.25.1losciowa lancuchowa reakcja polimerazy (qPCR)

ChIP-gPCR

Pary starterow uzywanych w qPCR (Materialy 6.3) zaprojektowano

z wykorzystaniem programu Primer Blast?!?

, uwzgledniajac specyficzno$¢ wigzania
zaprojektowanych starterow wzgledem sekwencji genomu Escherichia coli K12. Okreslono
efektywnos$¢ przylaczania starterow w reakcji PCR, za pomocag krzywej standardowe;j

przygotowanej na matrycy DNA (od 10 ng do 10 fg chromosomalnego DNA E. coli
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MG1655 lub plazmidu RK2). Efektywno$¢ przylaczania starterow wyliczono wedtug

ponizszego wzoru
-1
Efektywnos¢ (%) = <1OW - 1) x 100,

gdzie slope oznacza nachylenie krzywej wartosci Ct (ang. cycle treshold) do ilo$ci matrycy
DNA. Do analiz wykorzystano tylko pary starterow wykazujace efektywnos$¢ przylaczania
wynoszaca 100 % £20 %. Reakcje qPCR przeprowadzano w objetosci 10 puL przy uzyciu
mieszaniny Luna Universal gPCR Master Mix (New England Biolabs, USA) na platformie
LightCycler® 480 (Roche, Szwajcaria). Do gotowej mieszanki PCR zawierajacej barwnik
SYBRGreen dodawano matryce DNA (0,5 pl) oraz startery (250 nM). Parametry reakcji

zebrano w tabeli ponizej (Tabela 10).

Tabela 10. Temperatury oraz czasy etapow ilosciowej tancuchowej reakcji polimerazy (qPCR)

Temperatura Czas
1. Wstegpna denaturacja 95°C 3 min
2. Denaturacja 95°C 5s
3. Hybrydyzacja starteréw 60°C 10s
4. Elongacja 72°C 10s

5. Odczyt fluorescencji

Powtorzenie krokow 2-5 45x

95°C 5s
Krzywa topnienia 65°C 1 min
95°C 0

Krzywa topienia zostala wiaczona do protokolu qPCR w celu oceny specyficznosci
amplifikowanych produktow. Kazda reakcje qPCR wykonano w przynajmniej
3 powtdrzeniach technicznych. Otrzymane dane analizowano poréwnujac ilos¢ DNA
o okreslonej sekwencji w probce po immunoprecypitacji wzgledem ilosci DNA o tej same;j
sekwencji w probce input. Stosowano rowniez kontrole w postaci pomiaru liczby
fragmentéw DNA o sekwencji, ktora nie powinna by¢ wigzana przez immunoprecypitowane
biatko (region terC znajdujacy si¢ na chromosomie E. coli MG1655 lub upf na plazmidzie

RK2). W celu normalizacji wyniku wzgledem otrzymanego tla, obliczano stosunek
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(oriC ChIP / oriC input) do (terC ChIP / terC input) lub (oriV” ChIP / oriV input) do
(upf ChIP / upf input).

Oznaczanie relatywnej ilosci oriC i oriV w hodowlach bakteryjnych

Probki hodowli bakteryjnych, kazda o objetosci 0,5 ml, wirowano (2500 g/
5 min/ RT), usuwano pozywke¢ i zawieszono w 200 pl wody wolnej od DNAz i RNAz.
Bakterie poddawano lizie poprzez gotowanie w temperaturze 95°C przez 10 minut.
Nastepnie dodawano wodg do koncowej objetosci 1 ml i probki sonikowano przez 2 minuty
w cyklach 10 s ON/ 10 s OFF. Nastgpnie, 0,5 pl otrzymanego lizatu komorkowego
dodawano do mieszaniny Luna Universal gPCR Master Mix (New England Biolabs, USA)
ze starterami (250 nm) komplementarnymi do fragmentow DNA oriC lub oriV (Materialy
6.3). Reakcje przeprowadzano w koncowej objetosci 10 ul w urzadzeniu LightCycler® 480
(Roche, Szwajcaria) przy uzyciu tego samego protokotu, co w przypadku prébek
ChIP-qPCR (Tabela 10). Wyniki analizowano przy uzyciu metody pordwnawczej AACt
wzgledem probki przez dodaniem SHX (To). Probki pobierano w trzech powtorzeniach
biologicznych dla kazdego =z analizowanych warunkéw. Kazda reakcje qPCR

przeprowadzono w trzech powtorzeniach technicznych.

7.26.Wyszukiwanie potencjalnych miejsc wiazania bialka Fis w regionie oril’

Aby zidentyfikowa¢ potencjalne miejsca wigzania biatka Fis w regionie oril
plazmidu RK2 przeprowadzono analiz¢ bioinformatyczng z wykorzystaniem programu
MEGA-X?*, Jako sekwencje odniesienia uzyto pieciu znanych motywow wigzanych przez
biatko Fis, pochodzacych m.in. z regionu oriC chromosomu E. coli, faga A , promotora fis
oraz sekwencji biorgcych udzial w rekombinacji zaleznej od Hin. Na podstawie tych
sekwencji, przy uzyciu narzedzia MEME Tomtom?!, przygotowano wzorcowe logo
motywu wigzanego przez biatko Fis (Rycina 8). Nastepnie w programie MEGA-X
wykonano zestawienie wybranych motywdw nukleotydowych z sekwencja oriV plazmidu

RK2, identyfikujac lokalne dopasowanie kandydujace na miejsca wigzania Fis.
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Rycina 8. Logo sekwencji znanych motywow
nukleotydowych wiqzanych przez biatko Fis. Logo

2 przedstawia motyw utworzony na podstawie zestawienia

£ 1 5 opisapych w literatl.lrze sekwencji DNA wia(zany(;h
,,Lc AA ATTT przez biatko Fis. Analiz¢ przeprowadzono przy uzyciu

5 % 43300 M iteia 6T narzedzia MEME Tomtom. Sekwencje wykorzystane do

stworzenia logo, postuzyly takze jako wzorzec do
identyfikacji potencjalnych miejsc wigzania biatka Fis
w regionie oriV.

7.27.Analiza poziomu acetylacji bialka DnaA in vivo

Bakterie E. coli MG1655 niosace plazmid pBAD24::dna4 (Materiaty 6.2) hodowano tak
samo jak opisano w rozdziale Metody 7.11 z jedng modyfikacja. Na 20 minut przed
osiggnieciem gestosci optycznej (ODsoo) hodowli wynoszacej 0.6, dodawano do hodowli
roztwor arabinozy o koncowym stezeniu 0.2 %. Schemat otrzymywania probek przedstawia
rycina 9. Komorki osadzano przez wirowanie i ptukano w buforze 1xTBS. Nastepnie
komorki zawieszano w 1 ml buforu LS (0,5 M NaCl; 50 mM KPi, pH 8; 2 mM imidazol;
0,1 % TritonX-100) z lizozymem (10 mg/ml) i inkubowano przez 30 minut na lodzie. Probki
poddawano sonikacji przy uzyciu aparatu Sonicator Vibra Cell VCX500 (Sonics, USA)
przez laczny czas 2 minut w cyklach 10 s ON/ 30 s OFF. W celu usunigcia pozostato$ci
komorkowych, lizaty wirowano (20000 g/ 10 min/ 4°C). Do probowek typu Eppendorf
o objetosci 1,5 ml pobierano 150 pl ztoza agarozowego Protino Ni-NTA (Macherey-Nagel,
Niemcy). Ztoze dwukrotnie przeplukiwano wodg destylowana, a nastgpnie rownowazono
buforem LS. Na ztoze nanoszono supernatant po wirowaniu lizatow bakteryjnych. Wigzanie
biatek z ogonkiem histydynowym do zloza przeprowadzano przez godzing w temperaturze
7°C z mieszaniem 20 obr. /min. Nastepnie zloze wirowano 1 plukano dwukrotnie buforem
W (0,5M NaCl; 50mM KPi, pH 8; 20 mM imidazol; 0,1 % TritonX-100) i ST
(0,5 M L-kwas glutaminowy; 45 mM Hepes, KOH, pH 7,6; 10 mM Mg(OAc)2; 0,5 mM
EDTA; 20 % sacharoza; 0,1 % TritonX-100). Elucj¢ biatek ze zloza wykonano poprzez
dodanie do prébki 35 ul buforu ES00 (0,5 M L-kwas glutaminowy; 45 mM Hepes, KOH,
pH 7,6; 10 mM Mg(OAc)2; 0,5 mM EDTA; 5 % sacharoza; 0,1 % TritonX-100, 500 mM
imidazol) 1 30-minutowa inkubacje w temperaturze 7°C z mieszaniem 20 obr. / min. Na
wszystkich etapach pracy ze zlozem stosowano parametry wirowania 1500 g/ 2 min/ 4°C.

Poziom acetylacji biatka DnaA w komorkach okreslano metodag Western Blot z uzyciem
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przeciwcial anty-AcK i anty-HisTag (Materialy 6.5.2, Metody 7.15). Do$wiadczenie
wykonano w trzech powtorzeniach biologicznych.
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Rycina 9. Schemat warunkow i czasow pobierania probek hodowli bakteryjnej w analizach poziomu
acetylacji biatka DnaA in vivo. Na schemacie zaznaczono czas dodania do hodowli roztworu arabinozy

(niebieska strzatka) oraz SHX (czerwona strzatka). Kolorem ré6zowym oznaczono czas hodowli prowadzone;j
w glodzie aminokwasowym.

7.28. Analiza statystyczna

Analizy statystyczne wykonywano w programie R. Dobor testu zostat dostosowany do

charakteru danych 1 zostal podany w opisie poszczegdlnych rycin. Wyniki przedstawiano na

wykresach z oznaczeniami istotnosci: *** P<0.001, ** P<0.01, * P<0.05, n.s.— brak

istotnosci. Analizie statystycznej poddano wylacznie proby o liczebnosci n>3, gdzie

mozliwa byla wiarygodna ocena rozktadu danych.
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8. WYNIKI

8.1. Okreslenie aktywnosci bialka DnaA-EYFP

Do badan lokalizacji biatka DnaA w komorkach E. coli potrzebowatam wariantu
biatka umozliwiajacego obserwacje w zywych komorkach, a jednocze$nie ktory nie
zaktocalby natywnej aktywnosci biatka DnaA. Poniewaz, wcze$niejsze badania wykazaty,
ze zastgpienie fragmentu genu dnaA, kodujacego druga domene biatka, sekwencja eyfp nie
wplywa na proces replikacji DNA ani na dhlugo$¢ komérek E. coli®®, rozwazytam
wykorzystanie biatka DnaA-EYFP do analiz lokalizacji. Aby upewni¢ sie¢, ze taki wariant
zachowuje wilasciwosci funkcjonalne charakterystyczne dla biatka typu dzikiego,

oczyscitam preparat DnaA-EYFP 1 sprawdzitam jego aktywnos¢ in vitro.

Otrzymanie konstruktu do nadprodukcji biatka DnaA-EYFP

Biatko DnaA z ogonkiem histydynowy jest rutynowo oczyszczane w Zakladzie
Biologii Molekularnej. Do nadprodukcji biatka typu dzikiego wykorzystywany jest plazmid
pBAD24::dnaAd (Materiaty 6.2). Postanowitam wykorzysta¢ ten sam wektor ekspresyjny do
nadprodukcji biatka fluorescencyjnego DnaA-EYFP. Do skonstruowania wektora wybratam
klonowanie metoda Gibsona?!® (Metody 7.6). W tej metodzie wektor musi zostaé
zlinearyzowany poprzez trawienie enzymami restrykcyjnymi lub amplifikacje metoda PCR,
aby umozliwi¢ efektywne wstawienie pozadanego fragmentu DNA. Linearyzacj¢ plazmidu
pBAD24 przeprowadzitam poprzez podwojne trawienie DNA enzymami restrykcyjnymi
Xbal 1 Ncol. Produktem tej reakcji enzymatycznej byl liniowy fragment DNA o dlugosci
4510 pz (Rycina 10A). Do powielenia wstawki DNA zawierajacej gen dnad-eyfp
wykorzystalam PCR (Metody 7.5). Jako matryce wykorzystalam genomowy DNA bakterii
E. coli MG1655::dnad-eyfp. Do sekwencji startera przytaczajacego si¢ do nici dolnej
dodatam sekwencje kodujaca ogonek histydynowy (6xHis). Jako wynik PCR otrzymatam
liniowy fragment DNA o dlugosci 2206 pz (Rycina 10B). Otrzymane fragmenty DNA
zostaty poddane reakcji Gibsona, a nastgpnie wtransformowane do chemikompetentnych
komorek E. coli DH5a (Materialy 6.1 i Metody 7.4). Wybrane komorki bakteryjne tworzace
kolonie zostaly poddane weryfikacji metoda colony PCR (Metody 7.5). Otrzymanie po
reakcji produktu DNA o dlugosci 2279 Swiadczylo o obecnosci wektora
pBAD24::dnaAd-eyfp w komodrkach poddanych weryfikacji (Rycina 10C). Wynik
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klonowania potwierdzitam réwniez poprzez sekwencjonowanie plazmidowego DNA
(Metody 7.6). Sekwencjonowanie potwierdzilo otrzymanie wektora pBAD24 z fragmentem

DNA kodujgcym biatko DnaA-EYFP z ogonkiem histydynowy na C koncu bialka.

A pBAD24 B C
Mieszaniny po colonyPCR
enzym M - Xbal Ncol Xbal+Ncol . M dnaA-eyfp M i T K-

Rycina 10. Otrzymanie wektora ekspresyjnego pBAD24::dnaA-eyfp-his metodq klonowania Gibsona.
(A) Wynik trawienia restrykcyjnego wektora pPBAD24 za pomocg enzymow restrykcyjnych Xbal (Sciezka 3),
Ncol ($ciezka 4) lub oboma enzymami ($ciezka 5). Jako kontrolg¢ negatywna wykorzystano mieszaning bez
enzymow restrykcyjnych (Sciezka 2). (B) Produkt otrzymany po amplifikacji genu dnaAd-eyfp metoda PCR
z wykorzystaniem starteréw z koncami komplementarnymi do wektora pBAD24. (C) Wynik weryfikacji
obecnosci wektora pBAD24::dnaAd-eyfp za pomoca colony PCR przeprowadzonej na lizatach komorek
bakteryjnych tworzacych kolonie na podlozu stalym z ampicyling ($ciezki 2-8). Reakcja bez matrycowego
DNA zostala wykorzystana jako kontrola negatywna ($ciezka 9). Na wszystkich panelach, w pierwszej $ciezce
wida¢ rozdzielony marker molekularny GeneRuler 1 kb DNA Ladder (M).

Nadprodukcja i oczyszczenie biatka DnaA-EYFP

Najbardziej rozpowszechnionym szczepem E. coli do nadprodukcji biatek jest
BL21(DE3) (Materiaty 6.1). Komorki tego szczepu wykazuja wysoka wydajnos$¢ procesu
nadprodukcji biatka ze wzgledu na niedobdr dwoch kluczowych proteaz (Lon 1 OmpT).
Jednakze indukcja ekspresji genu dnad kontrolowana przez promotor arabinozowy
wydajniejsza jest w komorkach szczepu E. coli JP313 (Materialy 6.1). Komorki tego szczepu
posiadajg delecje cze$ci operonu arabinozowego przez co nie moga wykorzystywac
arabinozy jako zZrédla wegla. Co ciekawe, komorki te charakteryzuje rowniez niedobor
biatka RelA, czyli enzymu odpowiedzialnego za syntez¢ ppGpp oraz uruchomienie
odpowiedzi $cistej***’. Przetestowatam, ktéry z wyzej wymienionych szczepéw bedzie
wydajniejszy w nadprodukcji biatka rekombinowanego DnaA-EYFP. Chemikompetentne
komorki E. coli BL21(DE3) Iub E. coli JP313 transformowalam plazmidem
pBAD24::dnaAd-eyfp (Metody 7.4). Nastepnie przeprowadzitam nadprodukcje biatka

w matej objetosci hodowli zgodnie z procedurg opisang w rozdziale Metody 7.7. Do indukcji
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ekspresji genu dnad-eyfp wykorzystatam arabinoze w dwoch stezeniach: 0,1% oraz 0,2%.
Pobratam probki hodowli komoérkowych przed dodaniem arabinozy i po 2-godzinnej
nadprodukcji biatka. Probki rozdzielitam w dwoch zelach akrylamidowych, jeden
analizowatam za pomocg barwienia Coomassie (Metody 7.14, Rycina 11A, gérny panel),
a drugi za pomocg techniki Western Blot z wykorzystaniem przeciwciat anty-GFP (Metody
7.15, Rycina 11B, dolny panel). Wyniki analizy pokazaly, ze nadprodukcja biatka
DnaA-EYFP, o oczekiwanej masie molekularnej 80 kDa, najwydajniej zachodzi
w komoérkach E. coli JP313 przy wykorzystaniu arabinozy o koncowym stezeniu 0,2%
(Rycina 11A, $ciezka 3). To wlasnie te warunki zastosowalam celem nadprodukcji
1 oczyszczenia biatka DnaA-EYFP. Po wykonanej nadprodukcji, oczy$citam preparat biatka
DnaA-EYFP zgodnie z protokotem wykorzystywanym rutynowo w Zakladzie Biologii
Molekularnej (Metody 7.7, Rycina 11B). Stezenie otrzymanego preparatu biatka
DnaA-EYFP wynosito 9 uM (727 ng/ul, M=80 kDa) (Metody 7.8, Rycina 11C). Postepujac
w ten sam sposob, oczysScitam rowniez biatko DnaA typu dzikiego otrzymujac preparat

o stezeniu 13,8 uM (719 ng/ul, M=55 kDa) (Rycina 12).
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Rycina 11. Nadprodukcja oraz oczyszczanie biatka DnaA-EYFP. (A) Wynik rozdziatu SDS-PAGE lizatow
komorek E. coli JP313 lub E. coli BL21(DE3) niosacych plazmid pBAD24::dnaA-eyfp (gorny panel). Probki
zostaly pobrane przed dodaniem arabinozy i po 2-godzinnej nadprodukcji biatka z wykorzystaniem arabinozy
o koficowym stezeniu 0,2 lub 0,1%. Te same probki zostaly poddane analizie Western Blot z wykorzystaniem
przeciwcial anty-GFP (dolny panel). (B) Zdjecie zelu SDS-PAGE, w ktérym rozdzielono frakcje zebrane
podczas elucji biatka DnaA-EYFP-His ze ztoza Ni-NTA. Wizualizacja biatek w zelu nastapita poprzez
barwienie Coomassie. Strzatka zaznaczono prazek odpowiadajacy biatku o masie okoto 80 kDa. (C) Zdjecie
zelu stgzeniowego SDS-PAGE ze wzorcem BSA (Sciezki 2-6) zastosowanego do wyznaczenia stezenia
preparatu biatka DnaA-EYFP (Sciezki 7-10). Ilosci BSA uzyte w krzywej wzorcowej to 150, 250, 500, 750
i 1000 ng. W $ciezkach 7-10 rozdzielono 1, 2, 3 i 4 ul preparatu biatka DnaA-EYFP. Na wszystkich panelach,
w pierwszej $ciezce widaé rozdzielony marker molekularny PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (M).
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Rycina 12. Oczyszczanie biatka DnaA typu dzikiego. (A) Zdjgcie zelu SDS-PAGE, w ktérym rozdzielono
frakcje zebrane podczas elucji biatka DnaA-His ze ztoza Ni-NTA. Wizualizacja bialek w Zelu nastapita poprzez
barwienie Coomassie. (C) Zdjecie zelu stgzeniowego SDS-PAGE ze wzorcem BSA (Sciezki 2-6)
zastosowanego do wyznaczenia st¢zenia preparatu biatka DnaA (Sciezki 7-10). Ilosci BSA uzyte w krzywej
wzorcowej to 150, 250, 500, 750 1 1000 ng. W Sciezkach 7-10 rozdzielono 1, 2, 3 i 4 pl preparatu biatka DnaA.
Strzatka zaznaczono prazek odpowiadajacy bialku o masie okoto 55 kDa. Na wszystkich panelach, w pierwszej
$ciezce widac rozdzielony marker molekularny PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (M).
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Weryfikacja aktywnosci biatka DnaA-EYFP in vitro

Porownalam stabilno$¢ termiczng 1 wyznaczylam temperatury topnienia
otrzymanych biatek za pomoca pomiaréw wewnetrznej fluorescencji (dtugosci fali emis;ji
330 1 350 nm) w funkcji temperatury (Metody 7.9). Biatko DnaA-EYFP wykazywalo profil
wewnetrznej fluorescencji o zblizonym ksztalcie do profilu fluorescencji biatka typu
dzikiego (Rycina 13A). Wyznaczone temperatury topnienia byly zblizone dla obu biatek
1 wynosily odpowiednio 59°C oraz 59,5°C dla DnaA-EYFP oraz DnaA typu dzikiego
(Rycina 13B). Dla bialka DnaA-EYFP wykryto jeszcze jeden punkt przegiecia krzywej
fluorescencji w funkcji temperatury w punkcie 86.8°C (Rycina 13). Najprawdopodobniej
punkt ten odpowiada temperaturze denaturacji biatka EYFP, poniewaz temperatura
topnienia biatka GFP, charakteryzujacego si¢ strukturg B-beczuiki tak samo jak biatko
EYFP, wynosi 83°C%¥.
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Rycina 13. Poréwnanie profili topnienia bialek DnaA-His i DnaA-EYFP-His. (A) Krzywe przedstawiajace
zmiany w stosunku sygnatéw fluorescencji (350/330 nm) w funkcji temperatury dla bialek DnaA-His
(niebieska linia) i DnaA-EYFP-His (z6lta linia), zmierzone za pomocg aparatu Tycho. Punkty zaznaczone na
wykresie wskazuja temperatury, przy ktdrych nastgpuje przegiecie krzywej, czyli najwigksza zmiana
w strukturze biatek odpowiadajaca ich denaturacji. (B) Wykres stupkowy przedstawiajacy wartosci temperatur
topnienia wyznaczonych dla DnaA-His DnaA-EYFP-His za pomocg analizy w aparacie Tycho.
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W celu potwierdzenia aktywnos$ci biatka rekombinowanego DnaA-EYFP
zweryfikowatam jego oddziatywanie z oriC. Wykonatam test EMSA (Metody 7.10)
wykorzystujgc otrzymane biatko fluorescencyjne oraz niewyznakowany fluorescencyjnie,
dwuniciowy DNA zawierajacy sekwencje oriC. DNA o dlugosci 345 pz otrzymalam
poprzez PCR z wykorzystaniem starterow oriC_345bp Frw/Rv (Materiaty 6.3, Metody 7.5,
Rycina 14A). W tescie zastosowalam state stezenie bialka oraz rosngce stezenie dsDNA.
Podczas odczytu wyniku testu EMSA zaobserwowalam drabinke prazkéw w zelu
poliakrylamidowym, co §wiadczy o zdolnosci biatka DnaA-EYFP do oddzialywania z oriC
oraz tworzenia kompleksow nukleoproteinowych o wyzszych stopniach oligomeryzacji
(Rycina 14) co jest charakterystyczne dla interakcji DnaA z oriC. Obecno$¢ prazkow
wykazujacych fluorescencje podczas wizualizacji zelu z wykorzystaniem protokotu dla
biatek zottej fluorescencji (Metody 7.10) potwierdza takze poprawne sfaldowanie

1 aktywno$¢ biatka EYFP (Rycina 14).

A Barwienie EtBr B EMSA- Wizualizacja EYFP

M oriC -
-

Kompleksy
DnaA-EYFP- oriC

C
Sciezka 1 2 3 4 5
oriC [ng] 0 65,5 131 262 393
oriC [pmol] 0 0.3 0,6 1.2 1.8
DnaA-EYFP 9 9 9 9 9
[pmol]
DNA/Biako X 30 15 7,5 5

Rycina 14. Analiza oddzialywania biatka DnaA-EYFP z oriC metodg EMSA. (A) Wynik rozdziatu w zelu
agarozowym mieszaniny po PCR z wykorzystaniem starterow komplementarnych do oriC. W pierwszej
$ciezce rozdzielono marker GeneRuler 50 bp. Zel agarozowy zostal wybarwiony bromkiem etydyny.
Widoczny prazek odpowiada dsDNA o dtugosci 345 pz, ktdry po oczyszczeniu z zelu zostat wykorzystany
w tescie EMSA (panel B). (B) Wynik testu EMSA z uzyciem rosnacych stezen dsDNA oriC i statego stgzenia
biatka DnaA-EYFP. Ilosci dsDNA i biatka wykorzystane w reakcjach zestawiono ponizej (panel C).
Wizualizacja prazkéw w zelu zostata przeprowadzona z wykorzystaniem protokotu do wizualizacji znacznika
Alexa488 (Metody 7.10). (C) Zestawienie przedstawiajace ilosci dsDNA oriC oraz biatka DnaA-EYFP
wykorzystane w tesScie EMSA, ktérego wynik pokazano w panelu B. Na samym dole podano stosunek molowy
dsDNA do biatka.
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Podsumowujac, skonstruowany przeze mnie wektor ekspresyjny pozwolil na
nadprodukcje oraz oczyszczenie biatka fluorescencyjnego DnaA-EYFP przy zastosowaniu
tego samego protokotu jak w przypadku oczyszczania biatka DnaA typu dzikiego (Rycina
11 1 Rycina 12). Struktura oczyszczonego biatka rekombinowanego zawiera elementy
struktury biatka typu dzikiego oraz biatka fluorescencyjnego (Rycina 13A). Stabilno$¢
termiczna oraz aktywnos$¢ uzyskanego preparatu biatka DnaA-EYFP sa identyczne jak

w przypadku biatka typu dzikiego (Rycina 13B i Rycina 14).

8.2. Wykorzystanie algorytmu N2V do analizy zdje¢ mikroskopowych i
przygotowania kymografow

W  eksperymentach mikroskopii fluorescencyjnej potaczonej z technika ujeé
poklatkowych, obrazy uzyskane z kanatu fluorescencyjnego poddane byly procesowi
obrobki z wykorzystaniem algorytmu N2V, ktéry oparty jest na uczeniu maszynowym
i stuzy do usuwania szuméw z obrazoéw (ang. denoising)**®. Zanim jednak zastosowatam ten
algorytm do analizy wszystkich uzyskanych danych, sprawdzitam jego wpltyw na jakos¢
obrazOw mikroskopowych oraz przede wszystkim na wzor lokalizacji biatka DnaA
w komorkach. Aby zwizualizowaé¢ wplyw algorytmu N2V na dane z do$wiadczen
mikroskopii fluorescencyjnej, zestawitam przyktadowe zdjecia, warto$ci poziomu tla oraz
kymografy przed oraz po zastosowaniu algorytmu N2V (Rycina 15). Wykorzystalam zdjecia
bakterii E. coli MG1655::dnad-eyfp wykonane podczas doswiadczen mikroskopii
poklatkowej (Rycina 15A). Poziom intensywnosci tla przedstawitam mierzac intensywnos¢
fluorescencji w miejscu po za komoérka bakteryjng (Rycina 15B). Kymografy zostaty
przygotowane zaréwno z danych przed jak 1 po dzialaniu algorytmu N2V (Rycina 15C).
Zestawienie pokazuje, ze po zastosowaniu algorytmu N2V, nastepuje wyrazna poprawa
widoczno$ci skupisk fluorescencji na zdjgciach mikroskopowych (Rycina 15A). Poziom tla
podczas calego eksperymentu, przed zastosowaniem algorytmu oscylowal migdzy
2 a 6 stopniem intensywnosci fluorescencji mierzonej w skali szarosci (Rycina 15B, lewy
panel). Zastosowanie algorytmu N2V wyrdéwnato poziom tta do wartosci 1 (Rycina 15B,
prawy panel). Zestawienie kymograféw pokazuje, Zze charakterystyczny wzor lokalizacji
bialka DnaA jest tatwiej dostrzegalny po dziataniu algorytmu (Rycina 15C). Co istotne,
dzialanie algorytmu nie wplywa na sam wzoér wewnatrzkomorkowej lokalizacji bialka,

ajedynie podbija jego widocznos¢. Podsumowujac, wykorzystanie algorytmu N2V
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poprawia widoczno$¢ skupisk fluorescencji, poprzez wyrdéwnanie poziomu tla, nie
wplywajac przy tym na wzor wewnatrzkomorkowej lokalizacji biatka DnaA przedstawiony
za pomocg kymograféw. Dlatego algorytm ten uznalam za odpowiedni do prezentacji
danych i zastosowalam go we wszystkich analizach obrazow uzyskanych technikg

mikroskopii poklatkowej opisanych w dalszej czesci pracy.

Surowe dane Dane po zastosowaniu algorytmu N2V

A
B

10 10
& =
£ £
£ S
S 8 A
Qh 0 T T T T T T T 1 0_ 0

& 0 40 80 120 160 200 240 £ o 40 80 120 180 200 24

C

N2V

Rycina 15. Analiza zdjeé otrzgymanych podczas mikroskopii fluorescencyjnej technikq ujeé poklatkowych
z wykorzystaniem  algorytmu  Noise2Void. (A) Przykladowe zdjecia komoérek bakterii E. coli
MG1655::dnad-eyfp przed (po lewej) i po zastosowaniu algorytmu N2V (po prawej). Podziatka liniowa, 5 pm.
(B) Wykresy intensywnoS$ci tla fluorescencji przed oraz po zastosowaniu algorytmu N2V. (C) Kymograf
ilustrujacy lokalizacje biatka DnaA-EYFP w reprezentatywnej komorce i jej dwoch kolejnych generacjach (patrz
opis Rycina 17) przygotowany z danych przed i po zastosowaniu algorytmu N2V.
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8.3. Lokalizacja bialka DnaA w komorkach E. coli w warunkach optymalnych

Wiadomo, ze biatko DnaA pei centralng role w procesie inicjacji replikacji DNA,
a jego lokalizacja zalezna jest od etapu cyklu komérkowego®. Aby zaobserwowaé¢ zmiany
lokalizacji biatka DnaA w warunkach optymalnych w trakcie cyklu komodrkowego,
wykorzystalam mikroskopi¢ fluorescencyjng polaczong z technikg uje¢ poklatkowych oraz
systemem mikroprzeplywowym (Metody 7.1). W analizach wykorzystalam komorki
szczepu E. coli MG1655::dnaAd-eyfp. Podczas analiz zapewniony byt przeptyw pozywki
optymalnej LB do komory obserwacyjnej, a zdjecia byly wykonywane w 2-minutowych
interwatach (Metody 7.1). Zaobserwowatam, ze na poczatku cyklu komoérkowego, tuz po
podziale komérkowym, fluorescencja biatka DnaA-EYFP lokalizowala si¢ w centralnej
czesci komorki. Wraz z wydluzaniem si¢ komorki obserwowalam od dwoch do szesciu
skupisk biatka DnaA-EYFP, znajdujacych si¢ w pozycjach okoto % 1 % od bieguna komorki
(Rycina 16). Nie zaobserwowatam fluorescencji biatka DnaA-EYFP w poblizu biegunoéw
komorek. Lokalizacje biatka DnaA w warunkach optymalnych zilustrowatam kymografem
przygotowanym dla reprezentatywnej komorki hodowanej w pozywce LB (Rycina 16, lewy
panel). W tej pracy na kymografach, intensywnos¢ fluorescencji biatka DnaA-EYFP
zestawitam wzgledem dlugosci komoérki mierzonej w pm (0§ OY) oraz czasu mierzonego
w minutach (0§ OX). Sygnat fluorescencji biatka DnaA-EYFP przedstawitam w skali barw,

gdzie nizsze warto$ci oznaczytam odcieniami szaro$ci, a wyzsze kolorem zottym.

Intensywnos¢
fluorescenql U U

Postep cyklu komoérkowego

Dtugos¢ komorki
[skala w pm]

>

0 10 20 30
Czas [min]

Rycina 16. Lokalizacja biatka DnaA-EYFP w komdrce bakteryjnej hodowanej w warunkach optymalnych.
Mikroskopia fluorescencyjna potaczona z interwalowa technika uje¢ poklatkowych zostata wykorzystana do
obserwacji lokalizacji biatka DnaA-EYFP w komorkach E. coli MG1655::dnaA-eyfp przy statym przeplywie
optymalnej pozywki LB i temperaturze 30°C. Zdjgcia byly wykonywane w 2-minutowych interwatach
(Metody 7.1). Na lewym panelu pokazano kymograf przedstawiajacy lokalizacj¢ biatka DnaA-EYFP
w pojedynczej reprezentatywnej komorce. Jeden odcinek podziatki osi OY odpowiada 1 um. Zbieranie danych
rozpoczynalo si¢ natychmiast po podziale komorki i trwato do nastgpnego podziatu. Pokazano takze
reprezentatywne zdjecia i model wewnatrzkomdrkowej lokalizacji DnaA w trakcie cyklu komérkowego. Dla
przejrzystosci, na zdjeciach zaznaczono kontury komorek. Podziatka liniowa, 2 pm.
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8.4. Lokalizacja bialka DnaA w komorkach E. coli podczas glodu aminokwasowego

Aby okresli¢c wpltyw glodu aminokwasowego na wewnatrzkomorkowsa lokalizacje
biatka DnaA, wykonatam analiz¢ mikroskopii poklatkowej polaczonej z systemem
mikroprzeplywowym. Pojedyncze komorki E. coli MG1655::dnaA-eyfp obserwowatam
przed stresem (pozywka LB), podczas gltodu aminokwasowego (pozywka LB-+SHX)
1 podczas wyjscia ze stresu (przywrocenie przeptywu pozywki LB) (Metody 7.1, Rycina 17).
Roéwnolegle wykonywatam eksperyment kontrolny, w ktorym komorki byly zaopatrywane
wytacznie w pozywke optymalng LB. W obu przypadkach, komoérki bylty obserwowane
przez dwa kolejne podziaty komoérkowe. Ze wzgledu na dluzszy czas obserwacji oraz
wigksza liczbe obserwowanych komodrek w poréwnaniu do do$wiadczenia opisanego
w rozdziale 8.3, zdjecia wykonywane byly w 5-minutowych interwatach. Podczas
przeptywu pozywki optymalnej, przed stresem, lokalizacja biatka DnaA-EYFP w komorce
byla taka sama jak w do$wiadczeniu opisanym w rozdziale 8.3. Po zmianie medium
w komorze obserwacyjnej na pozywke z SHX, skupiska fluorescencyjne biatka
DnaA-EYFP zlokalizowane w " 1 % dlugos$ci komorki zanikaty i fluorescencja biatka
DnaA-EYFP rozpraszata si¢ w komorce (Rycina 17A-C). W trakcie glodu aminokwasowego
wywotanego przeptywem pozywki LB z SHX, 83% analizowanych komoérek ukonczyto
podziat komoérkowy (Rycina 17A-C), natomiast 17% komorek nie podzielito si¢ (Rycina
18A-C). Po przywroceniu przeptywu pozywki optymalnej, wszystkie komorki dzielity sie
po okoto 40 minutach i nastgpnie odtwarzaly charakterystyczna dla biatka DnaA lokalizacje
wewnatrzkomorkowa, tj. skupiska biatka zlokalizowane w Y4 1 % dlugosci komorki.
W doswiadczeniu kontrolnym, w ktérym komorki byly stale zaopatrywane w pozywke
optymalng (Rycina 17D-F), komorki dzielity si¢ 1 wykazywaty charakterystyczny wzor

lokalizacji biatka DnaA taki sam jak przedstawiono na rycinie 16.
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Rycina 17. Wewngtrzkomorkowa lokalizacja biatka DnaA przed stresem, w trakcie stresu oraz po stresie.
Lokalizacj¢ biatka DnaA w pojedynczych komorkach okreslono za pomoca mikroskopii fluorescencyjnej
potaczonej z technika ujg¢ poklatkowych. Zdjgcia wykonywane byly w 5-minutowych interwatach (Metody
7.1). Do analiz wykorzystano szczep E. coli MG1655::dnaA-eyfp. W analizie monitorowano pojedyncze
komorki przez dwa podzialy. Na gorze ryciny umieszczono schematy dostarczania pozywki w systemie
mikroprzeplywowym. Kolorem rézowym zaznaczano czas trwania glodu aminokwasowego. Czas zmiany
pozywki na LB+SHX traktowano jako czas 0. Na panelach A i B przedstawiono wyniki analizy lokalizacji
wewnatrzkomorkowej biatka DnaA-EYFP przed stresem, podczas trwania stresu i po stresie.
(A) Reprezentatywne zdjecia z poszczegolnych etapéw eksperymentu. Czas oraz rodzaj ptynacej pozywki
wskazano w prawy, gornym rogu zdjecia. Podziatka skali, Sum. (B) Kymograf ilustrujacy lokalizacje biatka
DnaA-EYFP w reprezentatywnej komorce i jej dwoch kolejnych generacjach. Jeden odcinek podziatki osi OY
odpowiada 1 pm. Na panelach C i D przedstawiono wyniki dos§wiadczenia kontrolnego, w ktorym komorki
E. coli MG1655::dnaA-eyfp byly zaopatrywane wytacznie w pozywke optymalng LB przez caly czas trwania
analizy. (C) Kymograf przedstawiajacy lokalizacje biatka DnaA-EYFP w reprezentatywnej komorce i jej
dwoch kolejnych generacjach. Zastosowano te same parametry jak na panelu B. (D) Reprezentatywne zdjgcia.
Zastosowano te same parametry jak na panelu A.
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Rycina 18. Lokalizacja biatka DnaA w komorkach E. coli niedzielgcych si¢ podczas stresu (A) Obrazy
z mikroskopii  fluorescencyjnej poklatkowej komoérek E. coli MG1655::dnad-eyfp w warunkach
przedstawionych na schemacie u gory. Podziatka liniowa, 5 pm. (B) Kymograf przedstawiajacy lokalizacje
biatka DnaA-EYFP w reprezentatywnej komorce, ktéra nie dzieli si¢ podczas przejscia z warunkow
optymalnych w stresowe, oraz jej nastepnej generacji. (C) Wykres stupkowy przedstawiajacy odsetek komorek
sklasyfikowanych w zaleznos$ci od ich podziatu podczas gtodu aminokwasowego: typ A — komorki dzielgce
si¢ (patrz Rycina 17C), typ B — komorki niedzielace si¢ (Rycina 18B). Lacznie przeanalizowano 129 komorek.

Przeprowadzitam réwniez analiz¢ dlugo$ci komorek obserwowanych podczas
eksperymentdow z wykorzystaniem systemu mikroprzeptywowego. Wyniki analizy
wykazaty, ze w warunkach stresu komoérki byly krétsze (srednia dlugo$¢ komorek podczas
przeptywu pozywki LB+SHX wynosi 2,7 um) 1 nie wykazywaty wzrostu az do zakonczenia
stresu. Powr6t do $redniej dtugosci sprzed stresu (Srednia warto$¢ = 3,8 um) nastepowal po
okoto 30 minutach po przywrdceniu pozywki optymalnej (Rycina 19A). Tendencja ta nie
byla zauwazalna w doswiadczeniach kontrolnych, w ktorych komorki byly stale
zaopatrywane w pozywke optymalng (Rycina 19B). W eksperymentach kontrolnych, po
90-tej minucie doswiadczenia, Srednia dlugos¢ komorek malata, co prawdopodobnie wynika
z pokrycia wigkszosci powierzchni komory obserwacyjnej przez komoérki. W celu
potwierdzenia czy zmiany morfologii komodrek podczas stresu nie wynikaly wylacznie
z zastosowania uktadu mikroprzeptywowego lub komorek E. coli MG1655::dnaAd-eyfp,

przeprowadzitam analiz¢ z uzyciem komorek szczepu typu dzikiego, E. coli MG1655,
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odzwierciedlajac w hodowli ptynnej warunki zastosowane w uktadzie mikroprzeplywowym.
Gtod aminokwasowy indukowatam poprzez dodanie do hodowli SHX (czas 0), a wyjscie ze
stresu przeprowadzitam poprzez wymian¢ pozywki na pozywke LB (czas 120) (Metody
7.11). W wybranych punktach czasowych pobieratam probki hodowli bakteryjnej w celu:
1) okreslenia ilo$ci bakterii na podstawie zmetnienia zawiesiny (ODsoo), 2) bezposredniego
zliczenia komorek oraz 3) pomiaru dtugosci i szerokosci komorek za pomoca obserwacji
pod mikroskopem $§wietlnym (Metody 7.12 i 7.13). Wyniki pomiaréw wykonane dla
komorek w hodowli ptynnej odzwierciedlaly obserwacje z eksperymentow z zastosowaniem
systemu mikroprzeptywowego. Komorki szczepu typu dzikiego w pozywce z SHX nie
dzielity si¢ (Rycina 20A-B), nie rosly (Rycina 20C-E) i byly statystycznie krotsze od
komorek hodowanych w pozywce optymalnej przed dodaniem SHX (Rycina 20D i F),
jednakze efekty te byly odwracalne po usunigciu SHX z pozywki. Zbiezno$¢ wynikow z obu
doswiadczen potwierdza, ze opisane zmiany morfologiczne stanowig odpowiedz E. coli na

gtdéd aminokwasowy, a nie artefakt zastosowanego systemu badawczego.
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Rycina 19. Dlugosé komorek oraz maksymalne wartosci fluorescencji w doswiadczeniach mikroskopii
poklatkowej. Ilosciowe analizy diugosci komorek (A i B) oraz maksymalnych wartosci intensywnosci
fluorescencji (C i D) w wybranych punktach czasowych eksperymentéw mikroskopii fluorescencyjnej technika
ujec¢ poklatkowych z wykorzystaniem szczepu E. coli MG1655::dnaAd-eyfp. Wykresy pudetkowe na panelach
A i C prezentuja dane uzyskane podczas eksperymentow z indukcjg gtodu aminokwasowego, a na panelach B
i D z doswiadczen kontrolnych z zastosowaniem wylgcznie optymalnych warunkow wzrostu. Czas zmiany
pozywkina LB+SHX traktowano jako czas 0. W kazdym punkcie czasowym zmierzono 50 komorek. Na gérze
ryciny przedstawiono schematy przeptywu pozywki w systemie mikroprzeptywowym. Istotno$¢ statystyczng
oceniono za pomoca dwustronnego testu t-studenta. Analizg statystyczng ograniczono do porownan wynikoéw
z danego wykresu z warto$ciag w czasie 0. Wyniki zostaly oznaczone na wykresach w nastgpujacy sposob: ***
P <0.001, ** P <0.01, * P <0.05 oraz ,,n.s.” dla braku istotnosci. Czas trwania glodu aminokwasowego
zaznaczono kolorem ré6zowym.
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Rycina 20. Pomiar parametrow komorek przed
stresem, podczas stresu i po stresie w hodowli
plynnej. Komorki E. coli MG1655 hodowano
w kolbach, a probki pobierano przed stresem,
podczas stresu i w trakcie wyjs$cia ze stresu
(Metody 7.11). (A) Wzrost hodowli bakterii
monitorowano za pomoca pomiardw gestosci
optycznej zawiesiny (ODeoo). Dane
przedstawiono jako $rednie = SD, n = 3.
(B) Liczba zywych komorek mierzona za
pomoca urzadzenia BactoBox (ang. intact cell
number), przedstawiona jako S$rednie £ SD,
n=3. W wybranych punktach czasowych,
komorki obrazowano za pomoca mikroskopii
$wietlnej, a nastgpnie mierzono ich $rednicg (C)
oraz dlugos¢ (D). Objetos¢ komorek (E)
obliczono przy zalozeniu cylindrycznego
ksztattu komorki. W kazdym  punkcie
czasowym zmierzono 117 komorek.
(F) Reprezentatywne zdjecia mikroskopowe
komérek E. coli MGL1655 w wybranych
punktach  czasowych: w  optymalnych
warunkach przed wprowadzeniem stresu (To),
podczas glodu aminokwasowego (T30 1 Ti20)
oraz w trakcie wyjscia ze stresu (Tiso). Skala:
5 wm. Analiz¢ wykonano w trzech niezaleznych
powtdrzeniach biologicznych.

Podczas doswiadczen mikroskopii potaczonej z systemem mikroprzeptywowym,

poza dlugoscig komorek, mierzylam réwniez maksymalne wartosci intensywnos$ci

fluorescencji (Rycina 19C-D). W warunkach optymalnych, przed wprowadzeniem pozywki

z SHX, maksymalne warto$ci intensywnosci fluorescencji pozostawaty stabilne. W trakcie

stresu zaobserwowatam statystycznie istotny spadek tych warto$ci, po czym po zmianie
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pozywki na optymalng warto$ci te stopniowo wracaty do poziomu sprzed stresu (Rycina
19C). W eksperymentach kontrolnych, w ktorych zapewniony byt ciagly przeptyw pozywki
optymalnej, maksymalne warto$ci intensywnosci fluorescencji pozostawaty stabilne
w analizowanych punktach czasowych. Wyjatkiem jest warto$§¢ osiggni¢ta w ostatnim
analizowanym punkcie czasowym (180 min), kiedy komorki pokryly wigkszo$¢
powierzchni ptytki obserwacyjnej, co moglto czeSciowo imitowaé fazg stacjonarng i wptynaé
na zburzenie formowania skupisk przez DnaA. Warto jednak zauwazyC, ze
w doswiadczeniach kontrolnych wartosci maksymalnej intensywnosci fluorescencji
charakteryzowaty si¢ duzym rozrzutem danych (Rycina 19D), co mogto wynikaé z braku

synchronizacji podziatow komoérkowych.

8.5. Wplyw glodu aminokwasowego na wewnatrzkomoérkowy poziom bialka DnaA
i DnaA-EYFP

Jak opisalam we wstepie, podczas glodu aminokwasowego, wewnatrzkomorkowy
poziom bialka DnaA maleje na skutek PDAP*. Nie wiadomo jednak, jak szybko po
przywrdceniu optymalnych warunkow wzrostu rozpoczyna si¢ synteza nowych czasteczek
DnaA oraz czy proteolizie ulega biatko rekombinowane DnaA-EYFP. Aby zbada¢
wewnatrzkomorkowy poziom biatka DnaA i DnaA-EYFP w trakcie stresu jak i po stresie,
wykonalam analizy Western Blot z wykorzystaniem lizatdow komorek szczepu E. coli
MG1655 1 E. coli MG1655::dnad-eyfp. Poniewaz w komorkach bakteryjnych nie
zidentyfikowano biatka, ktére w warunkach zaré6wno optymalnych jak i stresowych
mogloby pethi¢ role wiarygodnej kontroli nanoszonej ilo$ci lizatu (ang. loading control),
dlatego zdecydowatam si¢ na normalizacje iloSci nanoszonego materialu w analizach
Western Blot na podstawie statej liczby komorek wyznaczanej na podstawie warto§ci ODeoo.
Jak wykazano we wcze$niejszej pracy, szacowanie liczby komorek na podstawie warto$ci
ODsoo jest wiarygodne, a roznice wzgledem wynikéw uzyskiwanych metoda bezposredniego
zliczania komorek bakteryjnych w komorze Petroffa-Hausera nie przekraczaja 7,7%°°. Co
wiecej, przeprowadzilam analiz¢ Western Blot z wykorzystaniem komorek szczepu E. coli
Appk, w ktérych poziom biatka DnaA pozostaje stabilny podczas stresu®®, co stanowi
dodatkowy element kontroli w eksperymencie. W wybranych punktach czasowych
pobieratam objeto§¢ hodowli odpowiadajaca 1 ml hodowli o gestosci optycznej

ODsoo 0,3 1 zebrane probki analizowatam metodg Western Blot (Metody 7.15). Zgodnie
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z oczekiwaniami, wyniki analizy wykazaty, ze poziom biatka DnaA w komorkach E. coli
MG1655 spadal po zaindukowaniu stresu poprzez dodanie SHX do hodowli (Rycina 21A).
Po usunieciu SHX z pozywki, poziom DnaA wzrastal osiggajac najwyzszy poziom
w 150 minucie doswiadczenia (Rycina 21A). Potwierdzitam, ze obserwowana tendencja
dotyczy rowniez biala DnaA-EYFP (Rycina 21B). Co interesujgce, poziom biatka
DnaA-EYFP, podobnie jak wcze$niej opisywany poziom biatka DnaA, nigdy nie osiagnat
zera, co wskazuje na obecnos¢ populacji DnaA pozostajacej w komorce. Po wyjsciu ze
stresu, wewnatrzkomorkowy poziom biatka DnaA-EYFP szybko wzrastal, osiggajac szczyt
okoto 30 minut po wymianie pozywki na optymalng (Rycina 21B). Zgonie z wcze$niejszymi
wynikami uzyskanymi w naszym zespole*>, w komérkach szczepu kontrolnego E. coli Appk,
poziom biatka DnaA nie zmieniat si¢ podczas stresu (Rycina 21C). Co ciekawe, w tych
komorkach poziom biatka DnaA wzrost po wymianie pozywki na optymalng, osiagajac

najwyzszg warto$¢ w 150 minucie do§wiadczenia (Rycina 21C).

+SHX
L|B l stres i Rycina 21. Wewngtrzkomdrkowy poziom biatka
0 ~ 120 min - DnaA przed stresem, podczas stresu i po stresie.
A Wewnatrzkomorkowy poziom biatka DnaA lub
anty DNaA | e s o - ——— DnaA-EYFP  analizowano w  komorkach
>g 2 3 szczepow E. coli MGI1655 (A), E. coli
g5 g MG1655::dnad-eyfp (B) oraz E. coli MG1655
§ gy 3 Appk (C) w wybranych punktach czasowych za
§s u pomocg techniki Western Blot. Na gorze,
§§ przedstawiono schemat warunkéw hodowli
23 0 pltynnej. W kazdym panelu przedstawiono
reprezentatywne zdjecie wyniku analizy Western
B a Blot oraz wykresy stupkowe obrazujace wyniki
anty GFP | === s T p—— analizy densytometryczne;.
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8.6. Analiza replikacji chromosomalnego DNA w komodrkach poddanych stresowi

Aby oceni¢, jak gtéd aminokwasowy wptywa na replikacje chromosomalnego DNA,
przeprowadzitam eksperyment z wykorzystaniem komorek szczepu E. coli MG1655,
monitorujagc wzrost hodowli, rozpoczecie nowych rund replikacji DNA oraz liczbe kopii
chromosomalnego DNA, przed stresem, w trakcie jego trwania oraz po stresie (Metody
7.11). Wyniki spektrofotometrycznych pomiaréw gestosci hodowli potwierdzity, ze
w zastosowanych przeze mnie warunkach doswiadczalnych SHX hamuje podziaty komoérek
bakteryjnych (Rycina 22A). Komodrki wznawialy podzialy komodrkowe po okoto
30 minutach po usuni¢gciu SHX z pozywki (Rycina 22A), co jest zgodne z wczesniej
przeprowadzonymi przeze mnie analizami (Rycina 20A). Proces inicjacji replikacji DNA
analizowatam z wykorzystaniem iloSciowej PCR pobierajac w wybranych punktach
czasowych rowna objetos¢ hodowli bakteryjnej 1 sprawdzajac relatywna ilos¢ DNA oriC
(Metody 7.25). W tej analizie qPCR, staty relatywny poziom fragmentdéw oriC oznaczatby
brak zwigkszenia liczby kopii tego regionu, a tym samym brak rozpoczecia nowych rund
replikacji DNA. Poniewaz w kazdym punkcie czasowym analizie poddawatam tg sama
objetos¢ hodowli, wzrost relatywnej ilosci oriC wskazywalby na rozpoczecie nowych rund
replikacji. W tak skonstruowanym eksperymencie spadek relatywnej ilosci oriC oznaczaltby
degradacje DNA w komorkach, co jest mato prawdopodobne, lub wskazywatby na btad
techniczny na etapie przygotowania probek, np. niecatkowitg liz¢ komoérek czy obecno$¢
DNAz. Wyniki przeprowadzonych przeze mnie analiz qPCR wykazaty, Ze przed dodaniem
SHX, wzrost poziomu oriC w hodowli bakteryjnej wzrastal wyktadniczo (Rycina 22B, T-120
do To). W trakcie glodu aminokwasowego nie zaobserwowalam wzrostu relatywne;j ilosci
oriC (Rycina 22B, To do T120). Wzrost poziomu oriC, a tym samym nowe rundy replikacji
DNA, nastapil w 150 minucie do§wiadczenia, a wigc po wymianie pozywki LB z SHX na
LB (Rycina 22B). Rownolegle do analiz qPCR, w tych samych probkach, monitorowatam
liczbe kopii chromosomalnego DNA w komodrkach z wykorzystaniem cytometrii
przeplywowej (Metody 7.17). Wigkszos¢ komorek bakterii E. coli w pozywce optymalne;j
przed dodaniem SHX, posiadata ilo§¢ DNA odpowiadajaca niepelnej liczbie chromosoméw,
co wskazuje na trwajace rundy replikacji (Rycina 22C, To). Taki wynik analizy ilosci DNA
za pomocg cytometrii przeptywowej jest charakterystyczny dla niezsynchronizowanej
hodowli komoérek E. coli w pozywce LB?*3. Po dodaniu SHX do hodowli, ilo$é
chromosomalnego DNA w komorkach wyrdwnala sig, osiagajac po 2 godzinach warto$ci

odpowiadajace 4 lub 8 kopiom chromosomalnego DNA (Rycina 22C, T30, Teo, Too). Wynik
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ten jest zgodny z wczesniej opublikowanymi danymi dotyczacymi synchronizacji cyklu
komorkowego przez SHX?**. Po usunieciu SHX i wymianie pozywki na optymalng,
w komorkach liczba chromosomoéw powracata do poziomdéw obserwowanych przed
stresem, co $wiadczy o przywroceniu cyklu komoérkowego 1 aktywnosci replikacyjnej
(Rycina 22C, prawy panel). Co ciekawe, 15 minut po usuni¢ciu SHX z pozywki, zwigkszyta
si¢ populacja komorek posiadajacych 4 kopie chromosomalnego DNA w stosunku do
komorek posiadajacych 8 kopii (Rycina 22C, Ti3s) co sugeruje wystgpienie podziatu

komorkowego.
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Rycina 22. Podzialy komorkowe oraz replikacjia DNA w komorkach E. coli przed stresem, w trakcie stresu
oraz podczas wyjscia ze stresu. W analizie wykorzystano komorki E. coli MG1655 hodowane w optymalne;j
pozywce, podczas gltodu aminokwasowego oraz po ponownym przeniesieniu komorek do pozywki
optymalnej. Warunki hodowli schematycznie przedstawiono na gorze ryciny. (A) Wzrost hodowli
monitorowano za pomocg pomiaru gestosci optycznej (ODeoo). Wyniki przedstawiono jako $rednie £ SD (n=3).
(B) Wykres stupkowy przedstawiajacy ilos¢ oriC w hodowli bakteryjnej w stosunku do poziomu oriC
w probee przed dodaniem SHX (czas 0). Relatywna ilo§¢ DNA okreslono za pomoca ilosciowej PCR.
W kazdym punkcie czasowym poddano analizie stala objg¢tos¢ hodowli. Doswiadczenie wykonano
w 3 powtorzeniach biologicznych. Wyniki przedstawiono jako $rednie + SD. (C) Reprezentatywne profile
cytometrii przeplywowej okreslajace zawartos¢ DNA w komorkach E. coli MG1655 w wybranych punktach
czasowych: przed stresem (niebieskie), w trakcie stresu (r6zowe) oraz podczas wyjscia ze stresu (zielone). Na
kazdym histogramie 0§ OY pokazuje liczbe komorek, a 0§ OX intensywnos¢ fluorescencji, ktora odpowiada
okreslonej liczbg kopii chromosomalnego DNA. Intensywnos$¢ fluorescencji odpowiadajacg danej liczbie
chromosomdw okreslono na podstawie analizy cytometrii przeptywowej komorek E. coli w fazie stacjonarnej
i traktowanych ryfampicyna. Linie ciagle i przerywane wskazuja zawarto§¢ DNA odpowiadajaca czterem
i o§miu chromosomom.
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8.7. Wiazanie bialka DnaA do chromosomalnego DNA w warunkach glodu
aminokwasowego

Powyzej opisane wyniki pokazaty, ze podczas glodu aminokwasowego poziom
DnaA w komorce ulega obnizeniu, ale nie catkowicie, oraz ze podczas stresu biatko DnaA
wykazuje odmienny wzor lokalizacji wewnatrzkomorkowej. Postawitam hipoteze, ze zanik
skupisk biatka DnaA obserwowany podczas stresu wynika z utraty jego oddzialywania
z regionem oriC. Zadalam tez pytanie, czy w tych warunkach biatko to wigze si¢ z innymi
obszarami chromosomu. Aby to sprawdzi¢, przeprowadzitam immunoprecypitacje
chromatyny polaczona z sekwencjonowaniem DNA (ChIP-seq), co pozwolito okresli¢ profil
oddziatywania czasteczek DnaA z chromosomalnym DNA przed stresem, w trakcie stresu

jak i podczas wyjscia ze stresu.

Optymalizacja metody ChIP oraz weryfikacja otrzymanych probek

Na poczatku zoptymalizowalam metode immunoprecypitacji kompleksow
DnaA-DNA. Do uzyskania fragmentow DNA o odpowiedniej dlugosci zastosowatam
sonikacj¢, poniewaz technika ta jest standardowo wykorzystywana takze do lizy bakterii
w protokotach oczyszczania biatka DnaA. W celu okreslenia optymalnego czasu sonikacji
pobieratam probki z hodowli E. coli MG1655 prowadzonej w pozywce LB, a nastepnie
poddawatam je procedurze sieciowania komplekséw nukleoproteinowych in vivo (Metody
7.20). Otrzymane probki poddatam sonikacji stosujac czas sonikacji od 0 do 180 sekund,
w cyklach 10 s ON/10 s OFF. Aby okresli¢ dlugos$¢ fragmentow DNA po sonikacji, lizaty
oraz marker molekularny rozdzielitam w zelu agarozowym (Metody 7.18). Wraz ze
wzrostem czasu sonikacji, smuga DNA identyfikowana byla co raz nizej w zelu
agarozowym, co $wiadczy o co raz krotszych fragmentach DNA (Rycina 23). Po
60 sekundach sonikacji, wigkszos$¢ fragmentéw DNA miata dtugo$¢ miedzy 500, a 1000 pz
(Rycina 23, $ciezka 4). Prazek widoczny u géry zelu, odpowiadajacy chromosomalnemu
DNA, zanika catkowicie po 120 sekundach sonikacji (Rycina 23, $ciezka 5). W zwigzku
z powyzszym, jako czas sonikacji potrzebny do uzyskania fragmentéw DNA o dlugosci
okoto 1000 pz wybratam 120 sekund. Dodatkowo, moje kolejne proby optymalizacji metody
ChIP, pokazaly, ze wydtuzenie czasu sonikacji powyzej 2 min, znacznie obniza ilo$¢

immunoprecypitowanych kompleksow DnaA-DNA.
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czas sonikacji

Rycina 23. Optymalizacja czasu sonikacji hodowli bakteryjnych do ChIP.
Probki bakterii E. coli MG1655 hodowanych w pozywce optymalnej LB
zostaly poddane lizie poprzez inkubacj¢ z lizozymem. Nastepnie probki
sonikowano przez 0, 30, 60, 120, 180 lub 240 sekund i rozdzielono w zelu
agarozowym ($ciezki 2-7). Zel agarozowy zostal wybarwiony EtBr.
Pierwsza Sciezka przedstawia rozdzielony marker GeneRuler 50 bp.

1.2 3 4 5 6 7

W kolejnych etapach zoptymalizowatam czas oraz temperatur¢ sieciowania
kompleksow nukleoproteinowych in vivo, dlugos$¢ inkubacji lizatu ze ztozem optaszczonym
przeciwcialami anty-DnaA, ilos¢ wykorzystywanych przeciwcial anty-DnaA oraz metode
blokowania niespecyficznych oddziatywan DNA ze zlozem sefarozowym. Za pomoca
analizy Western Blot weryfikowalam obecno$¢ biatka DnaA w immunoprecypitowanych
probkach lub za pomoca PCR obecnos¢ fragmentow DNA zawierajacych sekwencje oriC
i terC. Region terC peknil rolg¢ kontroli negatywnej, poniewaz nie zawiera sekwencji
DnaA-box, co wyklucza specyficzne wigzanie biatka DnaA z tym fragmentem chromosomu.
W wyniku optymalizacji powstat protokot opisany w rozdziale Metody 7.20. Wykorzystujac
ten protokol otrzymatam probki anty-DnaA ChIP przygotowane z lizatow E. coli MG1655
przed stresem, w trakcie stresu 1 podczas wyjscia ze stresu. Dla kazdej
immunoprecypitowanej probki przygotowatam kontrole wyjsciowego DNA (input).
Do$wiadczenie wykonalam w trzech powtorzeniach biologicznych, co dato tacznie 9 probek
ChIP oraz 9 probek input. W otrzymanych probkach zweryfikowalam dtugos¢ fragmentow
DNA (Rycina 24A, Metody 7.18), obecnos¢ fragmentow DNA oriC 1 terC (Rycina 24B,
Metody 7.5), oraz stgzenie DNA (Metody 7.19). Rozdziat lizatow bakteryjnych,
wykorzystanych do ChIP pokazal, ze dlugos$¢ otrzymanych po sonikacji fragmentow DNA
wynosita migdzy 100 a 1000 pz (Rycina 24A). W probkach wyjsciowego DNA byly obecne
zarowno fragmenty DNA zawierajagce sekwencje oriC jak i terC, co bylo zgodne
z oczekiwanym wynikiem kontroli (Rycina 24B, $ciezki 3,5,7,11,13,15). W probkach po
precypitacji z wykorzystaniem przeciwciat anty-DnaA nie wykrylam fragmentow terC co
potwierdzito specyficzno$¢ przeprowadzonej immunoprecypitacji (Rycina 24B, $ciezki
4,6,8). Immunoprecypitowane probki ,,przed stresem” oraz ,,po stresie” zawieraly fragmenty
DNA z sekwencja oriC (Rycina 24B, $ciezki 12,16). Fragmentéw tych nie wykrylam
w probee ChIP ze stresu (Rycina 24B, $ciezka 14). Ilosci DNA w otrzymanych probkach
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ChIP i input, okreslone za pomoca fluorescencyjnego pomiaru stezenia DNA (Metody 7.19),
wynosily od 0,13 ng do 1,38 pg, co odpowiada okoto 1,58 * 108 - 1,68 x 102 czasteczek
dsDNA o dlugosci 800 pz (Mw= 494300g/mol). Uzyskane ilosci DNA byty wystarczajace

do analizy metoda sekwencjonowania nowej generacji.
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Rycina 24. Weryfikacja probek po ChIP pod kqtem dlugosci fragmentow DNA oraz obecnosci oriC i terC.
(A) Zdjecie zelu agarozowego po rozdziale lizatow bakteryjnych E. coli MG1655. Probki hodowli pobrano
przed stresem, w trakcie stresu i po stresie, nastgpnie inkubowano z lizozymem i poddano sonikacji. Lizaty
rozdzielono w 1,5% zelu agarozowym w celu okreslenia dtugosci fragmentéw DNA. (B) Weryfikacja
obecnosci oriC i terC w probkach wyjsciowego DNA (input) i probkach po immunoprecypitacji (ChIP) za
pomoca PCR. Wykonano réwniez kontrole negatywna PCR, czyli reakcj¢ bez matrycowego DNA (K-).
W PCR wykorzystano startery specyficzne dla regiondéw oriC oraz terC (Materialy 6.3). Mieszaniny po PCR
rozdzielono w zelu agarozowym. Zdjecie zelu po zakonczonym rozdziale elektroforetycznym przedstawiono
na panelu B. Na obu panelach w pierwszych $ciezkach wida¢ rozdzielony marker Gene Ruler 50 bp (M).
Wizualizacja DNA w zelach agarozowych nastepowata poprzez barwienie bromkiem etydyny.

Weryfikujac obecno$¢ biatka DnaA w immunoprecypitowanych probkach za
pomoca metody Western Blot, po za obecnoscig biatka odpowiadajacego masie biatka DnaA
(55 kDa) zaobserwowatam obecno$¢ biatka lub peptydu o masie okoto 30 kDa (Rycina
25A). Bialko to byto obecne w probkach przed stresem, w trakcie stresu i po stresie, zarowno
dla zestawu gdzie gtéd aminokwasowy indukowatam za pomocg SHX jak i pozywki
minimalnej MOPS (Rycina 25A). Aby zidentyfikowac to biatko oraz okresli¢ specyficznos¢
przeciwciat anty-DnaA wykorzystywanych w ChIP wykonatam analize¢ spektrometrii mas
(Metody 7.21). Probki po immunoprecypitacji rozdzielitam w zelu SDS-PAGE, ktéry
wybarwitam Coomassie (Metody 7.14, Rycina 25B). Z zelu wycigtam cztery fragmenty,
ktore przekazatam do zakladu spektrometrii mas, w celu analizy bialek w nich zawartych

(Rycina 25B, ramki 1-4). Wyniki spektrometrii mas potwierdzity obecnos$¢ biatka DnaA
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i kroliczych przeciwcial w probkach ChIP (Rycina 25C). Prazek odpowiadajacy biatku
o masie okoto 30 kDa widoczny podczas analizy Western Blot (Rycina 25A) okazat si¢
produktem degradacji biatka DnaA. Pozostate prazki to ciezkie (~50 kDa) 1 lekkie (~25 kDa)

fancuchy przeciwciat.

A WB anty DnaA +anty krélicze p-ciala B Barwienie Coomassie
MOPS SHX MOP S SHX
5 s 5 s 5 s 5 s
0 (%) 73 (%) » %) » %)
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12 2 » 2 = 12 2 B 2
B o © 3 7 5} < T o o T » 5}
N E R N 2P s 2 g N g P
M & ® X o &b § @4 & ¥ @ B & M
250 — ——— 250
130 — —— 130
100 — s—100
70 — 1 % -— 70
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25 P
1 1
L £ 8 |
3 -
1 2 3 4 5 6 7 12 3 4 5 6 7 8
c -
Sample Total % Cov Name Species
1 61.16 835 Chromosomal replication initiator protein Ecoul
DnaA OS=Escherichia coli (strain K12)
97.46 100 Immunoglobulin heavy constant mu RABIT
0S=0ryctolagus cuniculus
2
2.06 208 Chromosomal replication initiator protein ECOLI
i DnaA OS=Escherichia coli (strain K12)
275 74.8 IgG light chain 0S=Oryctolagus cuniculus RABIT
3
8.68 311 Chromosomal replication initiator protein Ecoul
DnaA OS=Escherichia coli (strain K12)
4 32.05 73.6 IgM light chain (Fragment) OS=Oryctolagus RABIT
cuniculus

Rycina 25. Weryfikacja specyficznosci ChIP 7 wykorzystaniem przeciwcial anty-DnaA. Do ChIP
wykorzystano lizaty komoérek E. coli MG1655 hodowanych przed stresem, w trakcie stresu oraz podczas
wyjscia ze stresu. Do indukcji glodu aminokwasowego zastosowano SHX lub minimalng pozywke MOPS.
(A) Analiza Western Blot probek po ChIP z wykorzystaniem przeciwciat anty-DnaA. W analizie Western Blot
uzyto kroliczych przeciwciatl anty-DnaA oraz kozich przeciwcial anty-kroliczych sprz¢zonych z HRP.
Pierwsza $ciezka zawiera rozdzielony marker Page Ruler Plus (M). (B) Zel SDS-PAGE po elektroforezie
probek anty-DnaA ChIP. Zel wybarwiono Coomassie. W pierwszej $ciezce rozdzielono preparat biatka
DnaA-His (200 ng), a w ostatniej marker Page Ruler Plus (M). Niebieskie, przerywane ramki (1-4) wskazuja
obszary zelu poddane analizie MS. (C) Tabela przedstawiajaca kluczowe wyniki analizy spektrometrii mas.
Identyfikacje peptydow przeprowadzono w oparciu o wyszukiwania w bazach danych E. coli oraz krolika
(Oryctolagus cuniculus).

Podsumowujac, zoptymalizowatam metod¢ ChIP. Za pomoca zoptymalizowanej
procedury, immunoprecypitowatam kompleksy DnaA-DNA oraz pobieralam kontrol¢ input

dla kazdego testowanego warunku. Obecnos$¢ biatka DnaA w immunoprecypitowanych
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probkach potwierdzitam za pomoca Western Blot 1 spektrometrii mas (Rycina 25). Po
odwréceniu sieciowania i oczyszczeniu DNA, uzyskatam 18 prébek DNA o $redniej
dtugosci fragmentéw okoto 500 pz (Rycina 24A). Probki zostaly wystane do firmy

zewngtrznej w celu przygotowania bibliotek oraz sekwencjonowania DNA (Metody 7.22).

Sekwencjonowanie oraz weryfikacja jakosci danych

Jako$¢, stezenie, oraz dlugo$¢ fragmentdow DNA w uzyskanych probkach zostaty
pozytywnie zweryfikowane w laboratoriach Novogen. Do koncow fragmentow DNA
zostaty przytaczone nukleotydy adeninowe, a nastgpnie za pomoca ligacji adaptery
wykorzystywane w sekwenatorach Illumina. Finalng bibliotek¢ DNA uzyskano poprzez
selekcje fragmentow DNA o odpowiedniej dlugosci i1 ich amplifikacje za pomocg PCR. Tak
przygotowane biblioteki zostaty poddane sekwencjonowaniu z obu koncéw DNA (Metody
7.22). Przeprowadzono réwniez ocen¢ otrzymanych odczytow. Etap ten obejmowat analize
wskaznika btedu, czesto$ci wystepowania zasad azotowych oraz jako$ci sekwencjonowania
(Rycina 26A-C). Wskaznik btedu (e) dla wszystkich probek byt niski, co wskazuje na
wysoka jakos¢ danych (Tabela 11). Rozktad wskaznika btedu wykazywat wzrost wartosci
wraz z dtugos$cig odczytu oraz podwyzszony poziom bledu w pierwszych szeSciu pozycjach
(Ryc. 26A). Oba te zjawiska sg charakterystyczne dla technologii I[llumina 1 byty wcze$niej
opisywane w literaturze, gdzie tlumaczy si¢ je odpowiednio zuzyciem odczynnikow

sekwencjonowania?3>23

oraz niepelnym wigzaniem starterow do matrycy RNA podczas
syntezy cDNAZ®, Zawarto$é zasad GC w otrzymanych sekwencjach wynosita od 50,78 do
51,75% (Tabela 11), co jest oczekiwanym wynikiem. Rozktad czgsto$ci wystepowania zasad
azotowych w analizowanych fragmentach DNA byt rownomierny (Rycina 26B). Mate
wahania dla pierwszych 6-7 nukleotydow sg normalne dla technologii [lumina (Rycina 26B).
Wyniki te sugerujg brak wuprzedzeh w sekwencjonowaniu. Parametr oceny
sekwencjonowania zasady (Quality score, Q-score) zostal wyznaczony na podstawie
czestotliwosci btedu zasady (e) (Q-score =—10log,oe) (Tabela 12). Wartosci Q-score
pozostaja wysokie (>30) dla danych z wszystkich prob na catej dtugosci odczytu, co

potwierdza wiarygodno$¢ otrzymanych danych (Rycina 26C, Tabela 11).

81



Rycina  26.  Analiza  jakosci
sekwencjonowania na przykladzie
wybranej probki DNA. Wyniki
przedstawione sg dla  danych
otrzymanych z probki po precypitacji
z wykorzystaniem przeciwciat
anty-DnaA. Do ChIP wykorzystano
komérki bakteryjne E. coli MG1655
pobrane podczas hodowli w LB+SHX
(Tabela 12, probka C stres, ChIP).
(A) Rozktad wskaznika bigdu dla
kazdej pozycji w odczycie (e). Pozycje
zasad przedstawiono na osi poziome;j,
Gleenreads (87.88%) a wskaznik btedu na osi pionowe;j.
Containing N(0.02%) (B) Rozktad czgstosci zasad podczas
Low Qualiy 0 00%) sekwencjonowania. (C)  Rozktad
sasprerreisizaz iz Wartos$cl Qseore W zaleznosei od pozycji
w odczycie. (D) Procentowa zawarto$¢
uzyskanych czystych odczytow oraz

Position alang reads odczytéw o niskiej jakosSci.

A Error rate distribution along reads B  Bases content along reads

% Error rate
Parcantage of hases

Fasition along resds Pasition along reads

c Quality score distribution along reads D Classification of Raw Reads

Qualityscara

Tabela 11. Podsumowanie danych otrzymanych z sekwencjonowania probek ChIP i input

Prébka Probka | d'-c'gf,tb(fwz s Sk“t(‘?,f;jméé ?,2?)2 Q20 (%)° [ @30 (%) | GC (%)
A przed stresem ChiP 4.7E+07 71 94.06 0.03 97.38 93.03 51.71
A po stresie input 4 1E+07 6.1 97.23 0.03 97.34 92.75 51.52
A stres ChIP 4E+07 6.1 88.48 0.03 96.65 92.16 51.6
B przed stresem | input 4.5E+07 6.7 95.99 0.03 97.47 93.23 51.54
B po stresie ChIP 4.2E+07 6.3 96.32 0.03 97.25 92.82 51.45
B stres input 4 4E+07 6.7 95.48 0.03 97.32 92.99 51.69
C przed stresem | ChIP 4.6E+07 6.9 98.05 0.03 96.99 92.31 51.13
C po stresie input 5E+07 7.6 97.64 0.03 97.11 92.66 51.57
C stres ChIP 4.6E+07 6.9 99.13 0.03 97.07 92.38 50.78
A przed stresem input 4.8E+07 7.2 93.93 0.03 97.55 93.22 51.26
A po stresie ChIP 4. 1E+07 6.2 98.58 0.03 97.23 92.77 51.14
A stres input 4 5E+07 6.8 93.85 0.03 97.41 93.13 51.52
B przed stresem ChIP 4.6E+07 6.9 98.08 0.03 97.24 92.71 51.69
B po stresie input 4.8E+07 71 97.25 0.03 97.74 93.66 51.52
B stres ChlP 4. 7E+07 7 88.56 0.03 96.92 92.52 51.63
C przed stresem input 4.3E+07 6.5 98.38 0.03 97.14 92.64 51.25
C po stresie ChiP 4.5E+07 6.8 97.86 0.03 97.25 92.76 51.75
C stres input 4.9E+07 7.4 97.06 0.03 97.31 92.77 51.25

' A, B lub C oznaczaja kolejne powtérzenia biologiczne ChIP

2 Calkowita liczba odczytow, liczba ta odpowiada sumie odczytow readl i read2 (pair-end sequencing)
3 Tloczyn liczby odczytow i dlugo$¢ otrzymanych sekwencji, podawany w Giga (G)

4 (Czyste odczyty / liczba odczytow) * 100%

5> Wskaznik btedu na zasade (e)

6 (Liczba zasad o wartosci (Q-score > 20 lub 30) / (Catkowita liczba zasad)

7 (Liczba zasad G i C) / (Catkowita liczba zasad)
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Laczna ilo$¢ uzyskanych surowych danych ze wszystkich probek to 122.1 G (Tabela
11). W celu usunigcia odczytdow zawierajacych sekwencje adapterow, odczytow
zawierajacych wiecej niz 10% zasad ,,N” (zasada, ktorej nie mozna okresli¢) oraz odczytow
niskiej jakosci (z Q-score <5 w ponad 50% pozycji), dane poddano filtrowaniu. Proces ten
zostal przeprowadzony przez firm¢ Novogen. Liczba usuni¢tych odczytow dla wszystkich
prob byta niska, co pozwolito na zachowanie od 88,48 do 99.13% odczytéw do dalszych
analiz (Tabela 11, Rycina 26D). Dalsza analiza danych zostala wykonana przeze mnie we
wspotpracy z dr Agnieszka Strzalkg (Zaktad Mikrobiologii Molekularnej, Uniwersytet
Wroctawski).

Tabela 12. Zaleznos¢ miedzy czestotliwoscig bledu zasady (e) a wartoscig Qscore

Error base (e) Right base Q-score
1/10 90% Q10
1/100 99% Q20
1/1000 99.9% Q30
1/10000 99.99% Q40

Analiza danych anty-DnaA ChlP-seq

Analiza danych z do$wiadczenia anty-DnaA ChIP-seq obejmowata mapowanie
odczytow do genomu referencyjnego, detekcje pikow oraz weryfikacje otrzymanych
regionow. Doktadny sposob w jaki analizowatam dane zostat opisany w rozdziale Metody
7.23. Odczyty z probek input zmapowatam do genomu E. coli w celu monitorowania postepu
replikacji DNA (Rycina 27A). Wigksze pokrycie genomu w regionach flankujacych oriC
w porownaniu do terC wskazuje na trwajacg dwukierunkowa replikacje DNA. Dane
z probek input wykazaty trwajace rundy replikacji przed stresem, zatrzymanie replikacji
podczas glodu aminokwasowego oraz rozpoczecie nowych rund replikacji podczas wyjscia
ze stresu (Rycina 27A). Wynik ten jest w zgodzie z wynikami pomiaru poziomu oriC
w kulturach bakteryjnych metoda qPCR (Rycina 22B). Do identyfikacji regionéw DNA
charakteryzujacych si¢ statystycznie istotnym zwigkszeniem liczby zmapowanych
odczytow w probkach po immunoprecypitacji wykorzystalam program MACS3. Po
normalizacji danych uzyskanych w analizie ChIP-seq z probek po immunoprecypitacji
wzgledem odpowiadajagcych im probek input zidentyfikowatam 41 regiondow DNA

wigzanych przez czasteczki biatka DnaA przed stresem, 15 podczas stresu i 59 podczas
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wyjscia ze stresu (Rycina 27B). Wigzanie biatka DnaA do regionu oriC bylo silniejsze po
stresie osiggajac warto$¢ 2,88 razy wyzsza niz przed stresem, natomiast w trakcie stresu nie
wykrytam sygnatu wigzania do tego regionu. Nie wykrytam wigzania biatka DnaA w obrebie
terC w zadnym z testowanych warunkow (Rycina 27C). Poza regionem oriC,
zidentyfikowatam 31 innych regionow wigzanych przez biatko DnaA zaréwno przed, jak
1 po stresie (Rycina 27D). Regiony te obejmuja m.in. geny mioC, yjeV (datA), dnaA i purH.
Analiza danych ChIP-seq wykazala sze$¢ regionow DNA wigzanych przez DnaA
specyficznie podczas stresu, a sg to miejsca przed genami glpG, uspE, tsaC, rpoS, ilvL
iregion wewnatrz genu zipA. Cztery regiony byly wiazane wytacznie przed stresem,
natomiast 19 regiondow specyficznie podczas wyjscia ze stresu. Cztery regiony
zidentyfikowalam we wszystkich testowanych warunkach. Lacznie analiza ChIP-seq
wykazata 70 réznych regionbw DNA wigzanych przez biatko DnaA we wszystkich
testowanych warunkach (Rycina 27D).
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"IB l e ':IB Rycina 27. Analiza wigzania biatka DnaA do
Jo Jrzomn] > chromosomu E. coli MG1655 przed stresem, w
A terC oriC trakcie stresu oraz podczas wyjscia ze stresu.
0 Przed stesem Wyniki analizy ChIP-seq z uzyciem komorek
= 5 E. coli MG1655 i przeciwcial anty-DnaA. Na
S gorze ryciny umieszczono schemat warunkow
H " Stres hodowli bakteryjnej ilustrujacy czasy zbierania
= 1: probek. Probki hodowli pobierano przed
;i 0 stresem (kolor niebieski), w trakcie stresu (kolor
A o Sirosie rézowy) i podczas wyjscia ze stresu (kolor
&0 zielony). (A) Zestawienie odczytow ChIP-seq
5 ”WWMWM z probek wyjsciowego DNA (input) pobranych
B 0= T T T przed stresem, w trakcie stresu i po stresie do
15 S —dstosom no Al sekwenyji genomu E. coli MG1655 (o$ OX).
10 Szarymi paskami oznaczono region terC lub
5 oriC. (B) Profile wigzania biatka DnaA (wynik
N . e 1T | | lh 1, MACS) wzdhuiz chromosomu E. coli MG1655.
S 154 — Warto$ci na osi OY reprezentuja warto$ci
= Stres . . , , . .
2 ol z trzech niezaleznych powtdrzen biologicznych
O . ,
g ChIP znormalizowanych wzgledem odczytow
£ T uzyskanych dla probek wyjsciowego DNA.
2 " ' : - — Szare paski na wykresie podkreslaja regiony
% Po stresie terC i oriC. (C) Pokrycie odczytow ChIP-seq
0 w regloqach oriC (po lewej) i terC" (po prawej').
S \ (D) Diagram Venna ilustrujacy relacje
oluli || ol 1 I Il. Al b | Pomif;(_iZ_y regionami  DNA  wykrytymi
0e+00 16406 2406 3e+06 4e+06 w analizie ChIP-seq w trzech testowanych
Genom E. colf MG1655 [pz] warunkach. Analiza wykazata 70 r6znych
c regioné6w ChIP-seq wigzanych przez DnaA.
= 20 oriC tarC - Przed
S 5 stresem
E 10 S
é‘ == Stres
o ° == Po stresie

0 —- T
3,924 3925 3926 39271607 1,608 1609 1,610

Genom E. coli MG1655 [pz *109]

Podczas powyzej opisanych analiz danych z do$wiadczenia ChIP-seq, przyjetam
metode¢ zaktadajaca normalizacj¢ danych wzgledem liczby odczytow uzyskanych dla kazde;j
biblioteki, a nast¢pnie potaczenie wynikdw z trzech powtdrzen biologicznych i ich dalsza
analiz¢ jako jednej wspolnej proby. Aby zweryfikowaé podobienstwo miedzy

powtorzeniami biologicznymi oraz zasadno$¢ ich potaczenia wykonatam skalowanie
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wielowymiarowe (MDS, Multidimensional scaling). MDS rozmieszcza punkty na wykresie
tak, aby odlegto$ci miedzy nimi odpowiadaly réznicom miedzy probkami, przy czym
wartosci na osiach nie odnoszg si¢ do konkretnych zmiennych. W skrécie, obiekty podobne
do siebie znajdujg si¢ blizej. Odczyty z powtorzen biologicznych probek ChIP 1 probek input
z odpowiednich warunkoéw byly spojne i wykazywaly klastrowanie w dwoch pierwszych
wymiarach wykresu MDS (Rycina 28). Najwigksze zroznicowanie mig¢dzy probkami
biologicznymi zaobserwowatam w probkach immunoprecypitowanych zebranych przed
stresem, co prawdopodobnie wynika z uzycia niesynchronizowanych hodowli bakteryjnych,

ktore osiggnety synchronizacje cyklu komérkowego po potraktowaniu SHX.

o
w

Rycina 28. Podobienstwo danych uzyskanych
telore w analizie ChIP-seq. Wykres MDS ilustrujgcy
podobienstwa migdzy danymi uzyskanymi dla
probek po ChIP i wyjsciowego DNA
pobranych przed stresem (before
ibefore input), w trakcie stresu (stress
sl istress input) i w trakcie wyjscia ze stresu

avoss ’ (recovery irecovery_input) z trzech powtdrzen
biologicznych.
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Weryfikacja wynikow analizy anty-DnaA ChlP-seq
W celu weryfikacji zidentyfikowanych podczas analizy ChIP-seq regionow DNA

wigzanych przez biatko DnaA sprawdzitam obecno$¢ sekwencji DnaA-box w tych
regionach. Zacze¢tam od wyszukania w genomie E. coli MG1655 sekwencji DnaA-box
1 DnaA-box-podobnych, czyli takich ktore ro6znig si¢ maksymalnie 2 nukleotydami od
sekwencji najwyzej zgodnosci, (Metody 7.24). W wyszukiwaniach zastosowatam dwie
sekwencje DnaA-box, perfect DnaA-box oraz R-type DnaA-box (Materialy 6.6). Perfect
DnaA-box, czyli taki, do ktorego czasteczki DnaA wigzg si¢ z najwigkszym
powinowactwem!>?. Takich miejsc w genomie E. coli jest 32, z czego 2 znajduja sie w oriC
(DnaA-box R1 i R4). Jezeli w wyszukiwaniu pozwolimy na jedno niedopasowanie od
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wyszukiwanego wyrazu wtedy liczba zidentyfikowanych miejsc w genomie E. coli ro$nie
do 1344 (Tabela 13). Wyszukiwanie sekwencji perfect DnaA-box i zezwolenie na
1 niedopasowanie jest perfekcyjng metodg do wyszukiwania miejsc inicjacji replikacji DNA
bakterii (Rycina 29A oraz 2%), jednak jest bardzo rygorystyczna i nie odzwierciedla
potencjalnych miejsc wigzania czasteczek biatka DnaA. W zwiazku z tym postanowilam
wykorzysta¢ do wyszukiwan sekwencj¢ najwyzej zgodnosci DnaA-box (R-type DnaA-box,
TT(A/T)TNCACA, Materialy 6.6)°°. Wyniki wyszukiwania pokazaty, ze takich sekwencji
w genomie E. coli MG1655 jest 308 (Tabela 13), co jest zgodne z danymi literaturowymi’?.
Do fragmentow DNA zawierajacych sekwencje R-type DnaA-box wykazano specyficzne
wigzanie biatka DnaA in vitro®®. Jednak jest to bardzo rygorystyczna definicja sekwencji
najwyzszej zgodnosci DnaA-box. Bardziej zrelaksowang sekwencj¢ najwyzszej zgodnosci
T(T/C)(A/T)T(A/C)CA(C/A)A zdefiniowano przy uzyciu np. metody footprinting.
Jeszcze bardziej rozluzniong sekwencje najwyzszej zgodnosci,
(T/C)(T/C)(T/A/C)T(A/C)C(A/G)(A/C/T)(A/C), zdefiniowano wykorzystujac zdolnosé

kompleksu DnaA-DnaA-box do blokowania polimerazy RNA in vivo®’

. W zwiazku z tak
duza rozbieznoscig sekwencji najwyzej zgodnosci DnaA-box, do ktorych doswiadczalnie
potwierdzono wigzania biatka DnaA, zezwolitam w wyszukiwaniach na 1 lub
2 niedopasowania od wyszukiwanego wyrazu, czyli sekwencji R-type DnaA-box. Wtedy
liczba wynikow wyszukiwania wzrosta do 8226 1 78662 znalezionych sekwencji w genomie
E. coli odpowiednio dla 1 i 2 niedopasowan od sekwencji najwyzszej zgodnosci R-type

DnaA-box (Tabela 13).

Tabela 13. Liczba sekwencji DnaA-box i DnaA-box-podobnych w genomie E. coli MG1655

DnaA-box Sekwencja Niedopasowania Zide ntyfikowano
perfect TTATCCACA 0 32
perfect TTATCCACA 0,1 1344
R-type TT(AT)TNCACA 0 308
R-type TT(AT)TNCACA 0,1 8226
R-type TT(AT)TNCACA 0,1,2 78662
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Sprawdzitam rozmieszczenie sekwencji perfect DnaA-box oraz R-type DnaA-box
(Materiaty 6.6) w genomie E. coli (Rycina 29, Metody 7.24). Najwicksza liczba sekwencji
identycznych lub réznigcych si¢ 1 nukleotydem od sekwencji najwyzszej zgodnosci
perfect DnaA-box jest zlokalizowana w regionie oriC (Rycina 29A). Mowigc o gestosci
sekwencji DnaA-box w genomie E. coli nalezy zwr6ci¢ uwage na rozmieszczenie stabszych
miejsc wigzania biatka DnaA, czyli identycznych lub réznigcych si¢ 1 nukleotydem od
sekwencji najwyzsze] zgodnos$ci  R-fype DnaA-box. Miejsca te s3 Dbardziej
rozpowszechnione, jednak wykazujg kumulacje w regionach wokot regionu oriC, a nie

w samym miejscu inicjacji (Rycina 29B).

terC oriC
perfect DnaA-bbx Rycina 29. Rozmieszczenie sekwencji

DnaA-box w genomie E. coli MGI1655.
Wykres przedstawia miejsca identyczne lub
réznigce si¢ jednym nukleotydem od
sekwencji perfect DnaA-box
(TTATCCACA) (panel A) Iub R-type
DnaA-box (TT(AT)TNCACA) (panel B).
Warto$ci na osi OY reprezentuja gestosé
sekwencji DnaA-box wyrazong jako warto$¢
b (Metody 7.24).
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Majac zlokalizowane sekwencje DnaA-box w genomie E. coli MGI1655,
zweryfikowatam ile z wykrytych w analizie ChIP-seq regionéw DNA zawiera sekwencje
DnaA-box lub DnaA-box-podobne. Sposréd 70 zidentyfikowanych regionow,
100% zawieralo sekwencje identyczne lub roznigce si¢ o jeden lub dwa nukleotydy od
sekwencji R-fype DnaA-box (Rycina 30, lewy panel). Gdy analiz¢ ograniczylam do
sekwencji  identycznych lub  réznigcych si¢  tylko jednym  nukleotydem,
93% zidentyfikowanych regionéw nadal zawieralo sekwencje DnaA-box podobne (Rycina
30, prawy panel). Metoda ta potwierdzita mozliwos¢ wigzania biatka DnaA do regionow
DNA zidentyfikowanych w analizie ChIP-seq poprzez wykazanie w ich obrgbie sekwencji

DnaA-box-podobnych, jednak ta metoda nie jest pozbawiona ograniczen. Kazde
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niedopasowanie, bez wzgledu na pozycje w sekwencji, ma takg sama waznos$¢. Ograniczenie
poszukiwan do jednego niedopasowania jest rygorystyczne, podczas gdy zezwolenie na dwa
niedopasowania od sekwencji najwyzsze] zgodnosci skutkuje nadmierng liczbg
przewidywanych sekwencji DnaA-box-podobnych w calym genomie. Kolejnym
utrudnieniem w tej analizie jest dlugos$¢ regionow ChIP-seq zdefiniowanych przez program
MACS3 jako statystycznie istotnych ($rednia dlugo$¢ regionéw wynosi 2167+1780 pz).
Dlatego aby potwierdzi¢ wyniki wyzej opisanej analizy ChIP-seq wykonatam identyfikacje
pikow za pomoca pakietu edgeR (Metody 7.23).

Rycina 30. Odsetek regionéow ChlP-seq
zawierajgcych sekwencje DnaA-box. Wykresy

Sekwencja DnaA-box

0, 1 lub 2 niedopasowania 0 lub 1 niedopasowanie s1upk0we przedstawiajq procentowy udziat
>35 1 77 wszystkich regionéw DNA zidentyfikowanych
30-35 220 6 w analizie ChIP-seq jako wigzane przez biatko
8 2530 {mmmm 5 DnaA (regiony ChIP-seq), w ktorych wykryto
€ 2025 4 okreslong na osi OY liczb¢ motywow DnaA-box.
Ry 3 W obrebie catej dlugosci kazdego regionu
% 10-15 I 2 ChIP-seq zidentyfikowanego metoda MACS
T 0 e ; wyszukiwano sekwencji zgodnych z sekwencja
o 0 R-type DnaA-box (TT(AT)TNCACA),
o o o o o o dopuszczajac dwa niedopasowania (lewy panel)
Re giony ChiP-seq lub jedno niedopasowanie (prawy panel) (Metody

(fragmenty DNA zwigzane z DnaA) 7.24).

Weryfikacja regionow DNA wiqgzanych przez DnaA za pomocg edgeR
Identyfikacja regionow DNA charakteryzujacych si¢ statystycznie istotnym
zwigkszeniem liczby zmapowanych odczytdéw w probkach po immunoprecypitacji za
pomoca pakietu edgeR (Metody 7.23) potwierdzita znaczace zmiany profilu wigzania
chromosomalnego DNA przez biatko DnaA w warunkach stresowych w poréwnaniu
z warunkami optymalnymi (Rycina 31A). Biatko DnaA znacznie silnej wigzato si¢ do oriC
podczas wyjScia ze stresu w poréwnaniu do warunkow przed stresem. Nie wykrylam
wigzania biatka DnaA do oriC w warunkach glodu aminokwasowego (Rycina 31A).
W zadnym z testowanych warunkéw identyfikacja nie wykazata takze wzmocnienia liczby
odczytow w regionie ferC. tacznie analiza z wykorzystaniem pakietu edgeR
zidentyfikowala sze$c¢dziesigt dwa regiony DNA wigzane przez DnaA we wszystkich

testowanych warunkach (Rycina 31B). Trzy regiony byly specyficznie wigzane
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w warunkach stresowych. Trzydziesci dziewige¢ regionow bylo wigzanych przez DnaA
zardwno przed stresem jak i podczas wyjscia ze stresu. Dwanascie regionéw byto wspolnych
dla wszystkich testowanych warunkéw (Rycina 31B). 98,4% zidentyfikowanych przez
edgeR regionéw DNA zawierato sekwencje DnaA-box, identyczne lub roznigce si¢ 1 lub
2 nukleotydami od sekwencji najwyzszej zgodno$ci R-type DnaA-box (Metody
7.24)(Rycina 31C, lewy panel). Jednak po zaostrzeniu analizy do sekwencji identycznych
lub tylko z 1 niedopasowaniem od sekwencji najwyzszej zgodnosci R-type DnaA-box, liczba
ta spadta do 45% (Rycina 31C, prawy panel). Srednia dlugo$¢ regionow DNA wykrytych
w analizie z wykorzystaniem pakietu edgeR wynosi 420158 pz. Poréwnatam wyniki
otrzymane przez analize danych z pakietem edgeR z danymi otrzymanymi przez program
MACS3 (Rycina 31D). Analiza poréwnawcza wykazala, ze w kazdym z testowanych
warunkow sg regiony, ktore zostaty zidentyfikowane przez oba programy.

Dane z analizy ChIP-seq wykazaly, ze biatko DnaA w warunkach glodu
aminokwasowego zmienia profil oddziatywania z chromosomalnym DNA, tracac
powinowactwo do miejsc wigzanych w warunkach optymalnych i zajmujac nowe regiony
genomu. Co ciekawe, regiony o najwyzszej gestosci sekwencji perfect DnaA-box (Rycina
29A), na przyktad takie jak oriC, nie byly wigzane przez biatko DnaA podczas glodu
aminokwasowego, mimo silnego wigzania zar6wno przed jak i po stresie. Wyniki te
sugeruja, ze podczas stresu uruchamiane sa3 mechanizmy, ktére hamuja wigzanie biatka
DnaA w niektérych regionach DNA, jednocze$nie promujgc wigzanie tego biatka w innych

miejscach.
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Rycina 31. Identyfikacja regionow istotnie wzbogaconych w analizie ChIP-seq za pomocq pakietu edgeR.
(A) Identyfikacja regionow DNA wigzanych przez biatko DnaA przed stresem ( kolor niebieski), podczas
stresu (kolor czerwony) oraz po stresie (kolor zielony) za pomoca pakietu edgeR. Wartosci na osi OY
reprezentuja wartosci z trzech powtdrzen biologicznych ChIP znormalizowanych wzgledem odczytow
uzyskanych dla probek wyjsciowego DNA (input). Szare paski na wykresie podkreslaja regiony ferC i oriC.
(B) Diagram Venna ilustrujacy relacje pomigdzy regionami DNA wigzanymi przez biatko DnaA w trzech
testowanych warunkach wykrytymi za pomoca pakietu edgeR. Przy uzyciu pakietu edgeR zidentyfikowano
62 rozne regiony ChIP-seq wigzane przez DnaA. (C) Odsetek regioné6w ChIP-seq zidentyfikowanych pakietem
edgeR zawierajacych sekwencje DnaA-box (patrz opis Rycina 27). (D) Tabela zestawiajaca liczbe regionéw
wigzanych przez DnaA zidentyfikowanych w analizach edgeR i MACS. Trzeci wiersz zawiera liczbe regionow
wspo6lnych dla obu obu analizach. Wigksza liczba regionéw wspdlnych niz dla samej analizy MACS wynika
z faktu, ze MACS identyfikuje dluzsze obszary wigzania, ktoére czasem obejmuja dwa krotsze regiony
wykrywane przez edgeR.
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Weryfikacja wybranych regionow DNA wskazanych w analizie ChIP-seq
metodqg EMSA

Aby potwierdzi¢ wyniki analizy ChIP-seq, przeprowadzitlam testy EMSA dla
wybranych regionow DNA, sprawdzajac zdolnos¢ biatka DnaA do ich wigzania in vitro. Na
podstawie wynikéw analizy ChIP-seq wybralam trzy regiony DNA o réznym charakterze
wigzania przez biatko DnaA in vivo (Rycina 27). Pierwszy z nich to region oriC, ktérego
ilos¢ w probkach po precypitacji za pomocg przeciwciat anty-DnaA byta wzmocniona przed
stresem oraz podczas wyjscia ze stresu. Drugi to region glpG, ktory wigzany byt przez biatko
DnaA wylacznie podczas stresu. Ostatni to region stanowiacy kontrole negatywna, czyli
region ferC, ktory nie wykazywal wzbogacenia w zadnym z testowanych warunkéow. Do
wybranych sekwencji DNA zaprojektowatam komplementarne startery (Materiaty 6.3) 1 za
pomoca PCR przygotowatam znakowane fragmenty dsDNA odpowiadajace regionom oriC,
glpG oraz terC (Metody 7.10). Otrzymatam znakowane fragmenty dsDNA o dtugosciach
odpowiednio 162 pz (oriC), 169 pz (glpG) 1 163 pz (terC) (Rycina 32A). W wybranych do
doswiadczenia EMSA, krotkich regionach DNA okreslitam zawarto$¢ sekwencji DnaA-box
identycznych lub r6éznigcych si¢ 1 nukleotydem od sekwencji perfect DnaA-box (Materialy
6.6). Otrzymany przeze mnie 162-nukleotydowy fragment dsDNA oriC zawieral cztery
takie sekwencje, fragment g/lpG pojedynczy DnaA-box, natomiast fragment terC, jak
wspomniano wczesniej, nie zawiera zadnej sekwencji DnaA-box. Analiz¢ EMSA
przeprowadzilam przy stalym stezeniu wyznakowanego fluorescencyjnie dsDNA
1rosnacych stgzeniach biatka DnaA (Metody 7.10). Wyniki wizualizowatam po
elektroforezie w zelu poliakrylamidowym wykorzystujac protokét do wizualizacji znacznika
FAM (Metody 7.10). Dla fragmentu oriC zaobserwowalam stopniowe przesunigcie
prazkow, odpowiadajacych tworzeniu komplekséw DNA-biatko, wraz ze wzrostem
stezenia DnaA (Rycina 32B). W przypadku fragmentu glpG, rowniez widoczne byly
przesuni¢cia obserwowanych prazkow, wskazujagce na formowanie si¢ kompleksow
DNA-DnaA. Dla fragmentu ferC nie zaobserwowalam pojawienia si¢ kompleksow przy
nizszych stezeniach biatka DnaA. Pojawienie si¢ kompleksow DNA-biatko przy
najwyzszych zastosowanych stezeniach biatka DnaA (Rycina 32B, prawy panel, $ciezki

41 5) moze $wiadczy¢ o oddziatywaniach niespecyficznych.
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A Elektoforeza agarozowa - Wizualicacja FAM+EtBr

M oriC-FAM M glpG-FAM M terC-FAM
= .
1 2 1 2
B EMSA- Wizualizacja FAM
oriC-FAM glpG-FAM terC-FAM

DnaA :] DnaA :] DnaA :]

Kompleksy
DnaA-dsDNA

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Cc
Sciezka 1 2 3 4 5
dsDNA [ng] 50 50 50 50 50
dsDNA [pmol] 49 49 49 49 49
DnaA[pmol] 0 5 10 25 50
DNA/Biako X 9,8 4,9 1,96 0,98

Rycina 32. Analiza oddzialywania bialka DnaA 7 wybranymi fragmentami DNA in vitro. Do analizy
oddziatywania bialka DnaA z oriC, glpG oraz terC zastosowano test EMSA. (A) Zdjecia zeli agarozowych po
rozdziale mieszanin po PCR z wykorzystaniem znakowanych fluorescencyjnie starterow. W reakcjach PCR
uzyto pary starterow flankujace region oriC (162 pz), glpG (169 pz) lub terC (163 pz). Widoczne prazki DNA,
wycieto z zelu, oczyszczono i wykorzystano w dalszych analizach EMSA. Wizualizacja produktow PCR
odbyta si¢ za pomocg protokotu do wizualizacji fluoresceiny (FAM). W pierwszych Sciezkach kazdego zelu
rozdzielono marker masowy GeneRuler 50 bp. Dla widoczno$ci prazkéw markera masowego, zel wybarwiono
dodatkowo EtBr. (B) Wyniki testow EMSA sprawdzajacych oddziatywanie biatka DnaA z oriC, glpG lub
terC. W analizach wykorzystano state ilo§ci wyznakowanych fragmentow dsDNA i rosnace st¢zenia biatka
DnaA. Wizualizacja prazkow w zelu zostala przeprowadzona z wykorzystaniem protokotu do wizualizacji
fluoresceiny (FAM). (C) Tabela przedstawiajaca ilosci dsDNA oraz biatka DnaA w reakcjach EMSA z panelu
B, wraz z obliczonym stosunkiem molowym DNA:biatko.
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8.8. Wiazanie bialka DnaA do oriC w komorkach szczepu typu dzikiego i Appk
podczas stresu

Brak wigzania biatka DnaA do oriC w warunkach stresu moze wynika¢ ze spadku
jego wewnatrzkomérkowego poziomu. Jak pokazalam wcze$niej, podczas glodu
aminokwasowego poziom biatka DnaA obnizat si¢ w komodrkach szczepu typu dzikiego,
natomiast pozostawat stabilny w komorkach szczepu delecyjnego E. coli Appk (Rycina 21).
Aby sprawdzi¢, czy poziom biatka DnaA podczas stresu wptywa na zdolno$¢ DnaA do
oddziatywania z DNA, przeprowadzilam analizy ChIP-qPCR zuzyciem przeciwcial
anty-DnaA oraz komorek szczepu typu dzikiego oraz Appk. Prébki do analiz pobieratam
analogicznie do doswiadczen ChIP-seq, czyli w trzech punkach czasowych: w pozywce LB
przed dodaniem SHX (przed stresem), w pozywce LB+SHX (stres) oraz po usuni¢ciu SHX
(po stresie) (Metody 7.11). Probki DNA do tych doswiadczen uzyskalam wykorzystujac ten
sam protokot, co w przypadku analizy ChIP-seq (Metody 7.20). Wyniki ChIP-qPCR
uzyskane dla komoérek szczepu typu dzikiego MG1655 potwierdzity dane z analizy
ChIP-seq. Biatko DnaA wigzato si¢ z regionem oriC w komorkach hodowanych w pozywce
optymalnej przed wywotaniem warunkow stresowych, wykazywato poziom wigzania bliski
thu po dodaniu SHX, a nast¢pnie odzyskiwalo zdolno$¢ wigzania oriC po wymianie pozywki
na optymalng (Rycina 33). Podobny trend zaobserwowatam w komorkach szczepu E. coli
Appk, jednak stopien zahamowania oddzialywania biatka DnaA z oriC podczas stresu byt
mniej nasilony w poréwnaniu do komorek szczepu typu dzikiego (odpowiednio 2,52-krotny
vs. 5,57-krotny spadek sygnatu, Rycina 33). W probkach po immunoprecypitacji
uzyskanych z komorek zaréwno szczepu typu dzikiego, jak 1 Appk, poziom fragmentow
DNA terC byt bardzo niski we wszystkich testowanych warunkach, co interpretowatam jako
brak wigzania DnaA, potwierdzajac tym samym specyficzno$¢ oddzialywania z oriC
(Rycina 33). Otrzymane dane wskazuja, ze brak obnizenia poziomu biatka DnaA
w komorkach szczepu Appk podczas stresu nie wystarcza do pelnego przywrdcenia wigzania
biatka DnaA do oriC. Sugeruje to, ze podczas gtodu aminokwasowego w komorkach E. coli
oprocz redukeji poziomu DnaA mogg istnie¢ inne mechanizmy ograniczajace wigzanie

DnaA z oriC.
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Rycina 33. Wigzanie biatka DnaA do regionu oriC w komorkach E. coli MG1655 oraz E. coli Appk przed
stresem, w trakcie stresu oraz po stresie. Do analizy wigzania biatka DnaA in vivo do wybranych regionéw
chromosomu wykorzystano metod¢ ChIP-qPCR z zastosowaniem przeciwciat anty-DnaA oraz komorek E. coli
MG1655 (lewa strona) lub E. coli Appk (prawa strona). Gorne panele ilustrujg procent wyjsciowego DNA
wyosobnionego dla regionu oriC (czarne shupki) oraz regionu terC, ktory petnit rolg kontroli negatywnej (szare
shupki). Przedstawiono reprezentatywne wyniki z jednego powtorzenia biologicznego. Stupki biedu
przedstawiaja odchylenie standardowe z trzech powtdrzen technicznych reakcji qPCR. Dolne panele ilustruja
$rednig stosunku (oriC ChIP / oriC input) do (ferC ChIP / terC input) uzyskang z trzech lub czterech powtorzen
biologicznych. Shupki bledu przedstawiajg odchylenie standardowe $redniej. Kolorystyka odpowiada punktom
czasowym pobierania probek, zgodnie z opisem Rycina 27.

8.9. Wiazanie DnaA do oriV w komorkach szczepu typu dzikiego i Appk podczas
stresu

Postanowitam sprawdzi¢, czy mechanizmy ograniczajace wiazanie biatka DnaA do
DNA w trakcie gtodu aminokwasowego dotycza wylacznie chromosomalnego miejsca
inicjacji replikacji, czy moga rowniez wplywa¢ na oddziatywanie biatka DnaA
z plazmidowym origin replikacji. Przeprowadzitam analizy ChIP-qPCR z wykorzystaniem
bakterii E. coli MG1655 niosacych plazmid RK2 sprawdzajac wigzanie DnaA zaréwno do
chromosomalnego regionu oriC, jak 1 plazmidowego oriV przed stresem w warunkach
optymalnych, podczas gltodu aminokwasowego wywotanego SHX, oraz po ponownym
przeniesieniu komorek do pozywki optymalnej (Metody 7.11). W komorkach E. coli
MG1655 niosacych plazmid RK2 zaobserwowatam wigzanie biatka DnaA do regionu oriC
w warunkach optymalnych, przed dodaniem SHX do pozywki (Rycina 34A). Podczas
hodowli w pozywce LB z SHX, sygnal wigzania DnaA do oriC spadl do poziomu tta,
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okreslonego na podstawie ilosci fragmentéw terC obecnych w probkach po
immunoprecypitacji (Rycina 34A). Po przeniesieniu komoérek z powrotem do pozywki
optymalnej, wigzanie biatka DnaA z regionem oriC zostato przywroécone (Rycina 34A).
Wyniki te sg zgodne z obserwacjami, ktore uzyskatam wczesniej dla komoérek szczepu typu
dzikiego niezawierajacego plazmidowego DNA (Rycina 33). W warunkach optymalnych,
przed indukcjg stresu, wykrytam rowniez wigzanie biatka DnaA do plazmidowego miejsca
inicjacji replikacji oriV, o czym $wiadczy obecno$¢ fragmentow DNA zawierajacych
sekwencj¢ oriV w immunoprecypitowanych probkach (Rycina 34A). Podczas stresu
wigzanie to wuleglo ostabieniu, zaobserwowalam 3,72-krotny spadek ilosci
immunoprecypitowanych fragmentow DNA oriV w poréwnaniu do warunkow sprzed stresu
(Rycina 34A). Otrzymany poziom byt zblizony do tta, wyznaczonego na podstawie ilo$ci
fragmentow DNA upf16.5 w immunoprecypitowanych probkach (Rycina 34A). Region
upf16.5 jest fragmentem plazmidu RK2, nie zawiera sekwencji DnaA-box i nie s mi znane
dane sugerujace, by biatko DnaA mogtlo si¢ z nim specyficznie wigza¢, w zwigzku z czym
w doswiadczeniu ChIP-qPCR zostal wykorzystany jako kontrola negatywna. Po usunigciu
SHX i zmianie pozywki na optymalna, analiza ChIP-qPCR wykazata odtworzenie wigzania
DnaA do oriV (Rycina 34A). Aby zweryfikowac, czy obserwowany silny spadek poziomu
wigzania DnaA do orilV podczas stresu wynika ze spadku wewnatrzkomorkowego poziomu
bialka, ponownie wykonatam analizy ChIP-qPCR  wykorzystujac  komorki
E. coli Appk [RK2]. W komorkach tego szczepu, wigzanie biatka DnaA do regionu oriC
odpowiadato wczesniejszym obserwacjom dla komorek szczepu Appk nieniosgcymi
plazmidu (Rycina 34B i Rycina 33). W komorkach szczepu Appk niosacych plazmid RK2,
w warunkach optymalnych przed indukcja stresu, obecne byly kompleksy biatka DnaA
z regionami oriC 1 oriV, co potwierdzitam, wykrywajac odpowiadajace im fragmenty DNA
w probkach po immunoprecypitacji (Rycina 34B). Niestety, w tych probkach poziom tla,
mierzony ilo$cig niespecyficznych fragmentoéw terC oraz upf16.5, byt stosunkowo wysoki,
co mogto wynika¢ na przyktad z zbyt krotkiego czasu sonikacji. Po dodaniu SHX do
pozywki oddziatywanie biatka DnaA z regionem oriC w komorkach szczepu Appk [RK2],
ulegto ostabieniu, jednak spadek ten byt mniej wyrazny niz w komorkach szczepu typu
dzikiego (3,52-krotny vs 4,56-krotny spadek; Rycina 34B). Po przeniesieniu komodrek do
pozywki optymalnej, wigzanie DnaA z oriC zostalo przywrdcone (Rycina 34B). Analiza
wigzania biatka DnaA z plazmidowym DNA w tym szczepie byla trudna. Wyniki uzyskane
z poszczegbdlnych powtdrzen biologicznych réznity sie, a wysoki poziom tla utrudniat
jednoznaczng interpretacje. W zwigzku z tym nie moge stwierdzi¢, czy poziom wigzania
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biatka DnaA do oriV w komorkach E. coli Appk [RK2] podczas gtodu aminokwasowego
rzeczywiscie ulegl obnizeniu (Rycina 34B). Niemniej jednak, analizujac $rednie wartosci
ztrzech powtorzen biologicznych, moge potwierdzi¢, ze podczas wyjscia ze stresu, czyli po
przeniesieniu komoérek do pozywki optymalnej, zaobserwowalam znacznie wyzszy poziom

wigzania biatka DnaA do oriV (Rycina 34B).
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Rycina 34. Wiqzanie biatka DnaA do oriC i oriV w komorkach E. coli MG1655 oraz komorkach szczepow
delecyjnych Appk i Afis zawierajgcych plazmid RK2. Do sprawdzenia wigzania bialka DnaA do
chromosomalnego miejsca inicjacji replikacji (oriC) oraz miejsca inicjacji replikacji plazmidu RK2 (oriV)
przed stresem (kolor niebieski), podczas stresu (kolor czerwony) oraz po stresie (kolor zielony) wykorzystano
metod¢ ChIP-qPCR. Eksperymenty wykonano dla komodrek szczepu typu dzikiego E. coli MG1655
z plazmidem RK2 (A) lub komorek szczepow delecyjnych E. coli MG1655 Appk (B) 1 E. coli MG1655 Afis
(C) zawierajacych ten sam plazmid. Doswiadczenia przeprowadzono z zastosowaniem przeciwcial anty-
DnaA. Wykresy przedstawiajg procent wyjsciowego DNA wyosobnionego dla regionu o7iC lub oriV (czarne
stupki) oraz kontroli negatywnej terC lub upf16.5 (szare shupki) z jednego reprezentatywnego powtdrzenia
z shupkami btedu przedstawiajacymi odchylenie standardowe z trzech technicznych powtdérzen reakceji qPCR.
Pod wykresami przedstawiajacymi % wyjsciowej ilosci DNA przedstawiono stosunek (oriC ChIP / oriC
input) do (terC ChIP / terC input) lub stosunek (oriV ChIP / oriV input) do (upf ChIP / upf input) z trzech
powtdrzen biologicznych z stupkami bledu przedstawiajgcymi SD.
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8.10.Wplyw bialka Fis i acetylacji na wigzanie DnaA do DNA in vivo

Poniewaz spadek wewnatrzkomorkowego poziomu DnaA nie ttumaczyt w pelni
obserwowanego braku jego wigzania z regionami oriC i oriV, rozwazytam udziat innych
biatek w hamowaniu wigzania biatek inicjatorowych z regionami origin. Naturalnymi
kandydatami byly biatka NAP, ktére moga wigza¢ si¢ do regiondw origin i tym samym
wplywaé na lokalng topologie DNA'®7. Szczegdlng uwage zwrdcitam na biatko Fis, ktorego

ekspresja wzrasta w warunkach stresu wywotanego obecnoscia ampicyliny?®

. Aby oceni¢
jego rolg, przeprowadzitam analizy ChIP-qPCR z zastosowaniem przeciwcial anty-DnaA,
wykorzystujac komoérki szczepu delecyjnego E. coli MG1655 Afis zawierajace plazmid RK2
(Materiaty 6.1). Wyniki tego eksperymentu wykazaty, ze w komodrkach szczepu Afis profil
oddziatywania biatka DnaA z oriC jest podobny do profilu obserwowanego w komadrkach
szczepu typu dzikiego, tj. oddzialywanie DnaA-oriC wystgpowato w warunkach
optymalnych przed stresem, nastgpnie poziom immunoprecypitowanych kompleksow
DnaA—oriC spadal do wartosci tta, a w trakcie wyj$cia ze stresu wigzanie to bylo
przywracane. Co istotne, po stresie poziom wigzania DnaA do oriC w komorkach szczepu
Afis przewyzszat warto$ci obserwowane w komorkach szczepu typu dzikiego (Rycina 34C
vs A). Podczas stresu wywotlanego SHX, poziom oddzialywania biatka DnaA z orilV
w komorkach szczepu Afis byt zblizony do tego obserwowanego w komorkach szczepu typu
dzikiego (Rycina 34C vs A, dolne panele). Po przeniesieniu komodrek do pozywki
optymalnej, w komorkach szczepu Afis ilos¢ komplekséw DnaA—oril byla nieco wyzsza
niz w komorkach szczepu typu dzikiego, jednak wzrost ten byt mniej wyrazny niz
w przypadku kompleksow DnaA z oriC. Moze to sugerowac udziat biatka Fis w regulacji
replikacji plazmidowego DNA 1 zapobieganiu nadmiernej inicjacji, jednak kwestia ta
wymaga dalszych badan. Nie ma potwierdzonych dowodow na bezposrednie wigzanie
biatka Fis z origin replikacji plazmidu RK2. Ze wzgledu na zdolno$¢ biatka Fis do wigzania
si¢ do DNA o wysoce zdegenerowanych sekwencjach, w regionie oril zidentyfikowatam
potencjalny motyw wigzania pasujacy do sekwencji GxxxRxxxxxYxxC, gdzie Y oznacza

dowolng pirymidyne, a R puryne'*® (Rycina 35).

98



oriV 5’ —gecectcaagtgtcaacgtccgeceeteatetgtcagtgagggccaagttttccgegtggtatccacaa — 3°

Iteron Iteron Mozliwe miejsce wigzania Fis

Rycina 35. Fragment sekwencji oriV plazmidu RK2 7 zaznaczonymi sekwencjami iteronow oraz
przypuszczalng sekwencjg wigzang przez biatko Fis. Na rycinie kolorem fioletowym wyrézniono dwa iterony
obecne w regionie oriV. Kolorem pomaranczowym zaznaczono potencjalng sekwencje wigzang przez biatko
Fis. Sekwencja ta zostala wyznaczona na podstawie zestawienia sekwencji regionu oriV do sekwencji znanych
regionow DNA wigzanych przez biatko Fis (Metody 7.26).

Poniewaz acetylacja byta postulowana jako czynnik wptywajacy na oddziatywanie
biatka DnaA z regionem oriC in vitro'®, zatozytam, Ze moze ona zapobiega¢ wigzaniu
czasteczek DnaA do miejsc inicjacji replikacji w warunkach stresu. Aby zweryfikowaé tg
hipotezg, zbadatam poziom acetylacji DnaA in vivo, w tych samych warunkach hodowli, co
w eksperymentach ChIP (Rycina 36A, Metody 7.27). Aby zwigkszy¢ liczbe czasteczek
DnaA 1 umozliwi¢ poOzniejsza normalizacj¢ ilosci biatka, w tym doswiadczeniu
wykorzystalam szczep E. coli MG1655 niosacy plazmid ekspresyjny pBAD24::dnaA-his
(Materiaty 6.2). Analiza Western Blot wykazala, ze 20-minutowa indukcja ekspresji genu
dnaA za pomocg arabinozy powodowata 10,87-krotny wzrost poziomu biatka DnaA-His
(Rycina 36B, przed arabinozg vs. przed stresem), nie zmieniajagc przy tym
charakterystycznych zmian jego poziomu w trakcie stresu 1 po stresie, tj. poziom biatka
DnaA obnizal si¢ podczas stresu 1 wzrastat podczas wyjscia ze stresu (Rycina 36B), co
$wiadczy o tym, ze mechanizmy regulujace poziom biatka DnaA w warunkach stresu i po
stresie zachowuja swoja skuteczno$¢ réwniez przy podwyzszonej ilosci biatka DnaA
w komorce. Nastgpnie za pomocg chromatografii powinowactwa wyizolowatam biatko
DnaA-His (Metody 7.27). Uzywalam minimalnej obj¢tosci ztoza niklowego, aby zapewnic
petne wysycenie jego miejsc wigzania, co umozliwilo normalizacje ilo$ci biatka w probkach
(Rycina 36C, lewy panel). Poziom acetylacji biatka DnaA oceniatam metoda Western Blot
z uzyciem przeciwcial anty-AcK. Wyniki pokazaty, ze podczas hodowli komorek
wpozywce LB z SHX, poziom acetylacji lizyn biatka DnaA wzrastat 2,25-krotnie
1 pozostawal podwyzszony takze po wymianie pozywki na optymalna, osiggajac warto$¢
1,85 razy wyzsza niz przed stresem (Rycina 36C, prawy panel). Wyniki te wskazuja, ze
w warunkach glodu aminokwasowego wiekszy odsetek czasteczek DnaA ulega acetylacji
1/lub wigcej reszt aminokwasowych w pojedynczej czasteczce DnaA jest zmodyfikowanych

przez acetylacje (Rycina 36B-C). Moze to wynika¢ ze zwigkszonej acetylacji czasteczek

99



DnaA, zahamowania lub zmniejszenia aktywno$ci deacetylazy badz selektywnej proteolizy

ukierunkowanej na nieacetylowane czasteczki DnaA. W trakcie wyj$cia ze stresu poziom

acetylacji DnaA obnizat si¢ w poréwnaniu do poziomu acetylacji w trakcie stresu, co

prawdopodobnie mogto wynika¢ z syntezy nowych, nieacetylowanych czasteczek DnaA

i/lub aktywacji mechanizméw deacetylacji.
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Rycina 36. Poziom acetylacji biatka DnaA
w komorkach E. coli przed stresem,
w trakcie stresu i po stresie. (A) Schemat
eksperymentu  oceniajagcego  poziom
acetylacji biatka DnaA przed stresem
(kolor  niebieski),  podczas  glodu
aminokwasowego (kolor czerwony) oraz
po stresie (kolor zielony).
W eksperymencie wykorzystano komorki
E. coli MG1655 niosace plazmid kodujacy
biatko DnaA-His. (B) Wynik analizy
Western Blot z zastosowaniem przeciwciat
anty-HisTag pokazujacy
wewnatrzkomérkowy — poziom  biatka
DnaA-His przed dodaniem arabinozy
(Przed ara), przed dodaniem SHX (Przed
stresem), podczas hodowli w LB+SHX
(Stres) oraz po wymianie pozywki na
optymalng (Po stresie). Wykres stupkowy
przedstawia wyniki analiz
densytometrycznych jako $rednie = SD
z trzech powtdrzen biologicznych,
odniesione do poziomu biatka DnaA sprzed
stresu. (C) Biatko DnaA-His izolowano
z pobranych probek hodowli
z wykorzystaniem minimalnej objetosci
zloza Ni-NTA%*, co pozwolilo na
znormalizowanie poziomu DnaA-His, co
potwierdzono metoda Western Blot
z uzyciem przeciwcial anty-HisTag (lewy
panel). Acetylacje Dbialka DnaA-His
analizowano za pomocg przeciwciat
anty-AcK  (prawy panel). Pokazano
reprezentatywne wyniki analiz Western
Blot oraz wykresy stupkowe
przedstawiajace wyniki analiz
densytometrycznych z trzech niezaleznych
powtdrzen biologicznych z oznaczonym
odchyleniem standardowym.
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8.11.Wplyw stresu na oddzialywanie bialka TrfA z oriV

Przeprowadzone przeze mnie analizy ChIP-qPCR wykazaty, ze w warunkach glodu
aminokwasowego biatko DnaA nie wigze si¢ z miejscem inicjacji replikacji plazmidu RK2
(Rycina 34). Dlatego uznatam za istotne zbadanie, czy w tych samych warunkach dochodzi
réwniez do zaburzenia wigzania plazmidowego inicjatora replikacji, biatka TrfA, z regionem
oriV. Przeprowadzitam analiz¢ ChIP-qPCR sprawdzajac wiazanie biatka TrfA do regionu
oriV przed stresem, w trakcie stresu oraz podczas wyjscia ze stresu. Doswiadczenia,
podobnie jak w przypadku analizy wigzania biatka DnaA, wykonatam wykorzystujac
komorki E. coli MG1655 [RK2]. W warunkach optymalnego wzrostu, przed dodaniem SHX
do pozywki, zaobserwowatam wyrazne wzbogacenie fragmentow DNA zawierajacych
sekwencj¢ oriV w probkach po immunoprecypitacji (Rycina 37), co potwierdza interakcje
TrfA z oriV 1 jego role w inicjacji replikacji plazmidu RK2. Po indukcji glodu
aminokwasowego przez dodanie SHX do pozywki nadal obserwowalam wzbogacenie orilV’
w probkach ChIP, jednak wigzanie TrfA byto wyraznie ostabione, wykazujac okoto 5-krotny
spadek w porownaniu z poziomem sprzed stresu (Rycina 37). Po usunieciu SHX i wymianie
pozywki na §wiezg, poziom immunoprecypitowanych komplekséw TrfA-oriV powrocit do
warto$ci obserwowanych przed stresem (Rycina 37). W zadnej z analizowanych probek nie
wykrytam wzbogacenia regionu kontrolnego upf16.5, co potwierdza specyficznos$¢
zastosowanego testu (Rycina 37). W celu dalszej weryfikacji specyficzno$ci metody ChIP
z przeciwciatami anty-TrfA sprawdzitam wigzanie TrfA do chromosomalnego DNA.
Zgodnie z oczekiwaniami nie zaobserwowatam wigzania TrfA do regionow oriC ani terC

w zadnym z badanych warunkoéw (Rycina 37).
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ChIP anty TrfA

E. coliMG1655 [RK2] Rycina 37. Wigzanie biatka TrfA do oriV w komorkach E.
_ 1 B i coli przed stresem, w trakcie stresu i po stresie. Wiazanie
%‘Z‘ 2 ] | upf16.5 biatka TrfA do sekwencji oriV in vivo oceniano metoda
35 ChIP-qPCR z wykorzystaniem komorek E. coli MG1655
%ﬁ T zawierajacych plazmid RK2. Warunki pobierania probek
z = 0 opisano w czgsci  Metody 7.11.  Doswiadczenia
Bl a0 przeprowadzono z zastosowaniem przeciwcial anty-TrfA.
& F Probki  wyjsciowego DNA  (input) oraz DNA po
E 600 1 immunoprecypitacji  (ChIP) poddano reakcji qPCR
¥ 4001 z wykorzystaniem starteréw specyficznych dla regionow oriV
% 200 A i upf16.5 plazmidu RK2. Region upf16.5 pehit role kontroli
ZE negatywnej, poniewaz zgodnie z obecna wiedza biatko TrfA
nie powinno wigza¢ si¢ z tym regionem. Jako dodatkowa
0.04 - kontrolg¢ negatywna sprawdzono wigzanie biatka TrfA do
"‘gé : oric chromosomalnych regiondéw oriC oraz terC. Pierwszy i trzeci
82 002 fer€ panel przedstawiajg procent wyjsciowej ilosci DNA dla
£3 immunoprecypitowanego regionu oriV lub oriC (czarne
£ & . ] stupki) oraz upf16.5 l‘ub terC (szare shupki). Wykresy te
g przedstawiajg wynik otrzymany dla jednego
2 § 20 1 reprezentatywnego powtorzenia biologicznego, z btedami
ol 2 45 standardowymi z trzech powtorzen technicznych gPCR. Drugi
_; 10 4 i czwarty panel pokazuja stosunek (oriV” ChIP / oriV input) do
R (upf16.5 ChIP / upf16.5 input) lub (oriC ChIP / oriC input) do
& o Li i (terC ChiIP / terC mput): Wartosg przedstawiono jako $rednie
JRERC + SD z trzech powtorzen biologicznych.
Qﬂ«e’&“ Q° ‘

8.12.Stabilnos¢ biatka TrfA w trakcie glodu aminokwasowego

Poniewaz w warunkach stresu biatko DnaA ulega degradacji, co prowadzi do

3 zalozytam, Ze podobne mechanizmy

obnizenia jego wewnatrzkomoérkowego poziomu?
mogg dotyczy¢ rowniez plazmidowego inicjatora replikacji. Aby to zweryfikowac,
postanowitam zbada¢ wewnatrzkomorkowy poziom biatka TrfA typu dzikiego (Rycina
38A) oraz jego monomerycznego wariantu TrfA G254D/S267L (Rycina 38B) przed stresem,
w trakcie gtodu aminokwasowego wywolanego SHX oraz podczas wyjscia ze stresu. Do
analiz wykorzystatam metode Western Blot (Metody 7.16), nanoszac na zele roéwng liczbe
komorek, wyznaczang na podstawie wartosci ODeoo, tak jak w przypadku analiz
wewnatrzkomorkowego poziomu biatka DnaA (patrz Wyniki 8.5). Réwnolegle
w zbieranych probkach monitorowatam wzrost 1 podziaty komoérek poprzez pomiar gestosci
optycznej hodowli (ODsw). Ze wzgledu na niska ekspresje genu trf4 z natywnego

promotora, nie bytam w stanie wykry¢ biatka TrfA w lizatach komorek niosacych plazmid
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RK2. Aby obejs¢ to ograniczenie, skonstruowatam szczep E. coli zawierajacy dwa
plazmidy: pAT30 oraz pSV16 (Materiaty 6.2, Metody 7.4). Pierwszy z plazmidow koduje
biatko TrfA-33 typu dzikiego lub jego monomeryczny wariant pod kontrolg promotora
indukowanego laktozg, natomiast drugi to mini-replikon RK2, zawierajacy region oriV.
Plazmid pSV16 wymaga do swojej replikacji i utrzymania w komorkach inicjatora TrfA
dziatajacego in trans. Aby oceni¢ stabilno$¢ biatka TrfA w warunkach stresu wywolanego
SHX, przeprowadzitam analizy Western Blot nieszczelng ekspresje promotora laktozowego
w plazmidzie pAT30 (Metody 7.16). Wyniki analizy Western Blot pokazaty, ze poziomy
zarowno biatka typu dzikiego, jak i monomeru TrfA stopniowo malaty przez caly czas
hodowli w pozywce z SHX (Rycina 38). Spadek ten utrzymywat si¢ az do konca glodu
aminokwasowego, osiagajac najnizsze warto$ci. W pozywce z SHX, wzrost hodowli
komorek eksprymujacych biatko TrfA typu dzikiego, jak i jego monomeryczny wariant, byt
zahamowany (Rycina 38A-B). Ze wzgledu na zahamowanie podziatow komorek jedynym
prawdopodobnym wyjasnieniem obserwowanego stopniowego spadku poziomu TrfA jest
jego proteoliza. W przypadku biatka typu dzikiego zmniejszenie poziomu biatka byto
widoczne juz 60 minut po dodaniu SHX (Rycina 38). W komorkach zawierajacych TrfA
typu dzikiego zaobserwowatam niewielki wzrost poziomu biatka po 5 i 10 minutach od
dodania SHX do hodowli, poprzedzajacy jego pdzniejszy spadek (Rycina 38A). Ten
przejsciowy wzrost moze wynika¢ z poczatkowej nierdbwnowagi miedzy synteza
a degradacja biatka, by¢ moze spowodowanej wolniejsza degradacja dimerow TrfA oraz
niepelnym zahamowaniem aktywno$ci rybosomdéw w pierwszych minutach po dodaniu
SHX. W przeciwienstwie, wariant monomeryczny TrfA charakteryzowat si¢ nieco
szybszym tempem degradacji, z zauwazalnym spadkiem poziomu juz po 30 minutach od
wprowadzenia SHX 1 bez poczatkowego niewielkiego wzrostu poziomu biatka na poczatku
stresu (Rycina 38B). Podczas wyjsScia ze stresu, po zastgpieniu pozywki §wieza, bez SHX,
poziomy TrfA zaczety ponownie wzrasta¢, co zbiegato si¢ z przywroceniem podzialow

komorek (Rycina 38).

103



+SHX

LB LB
| l stres _[ regeneracja
0 120 min o
A . B ,
E. coli MG1655 [pAT30:: trfA; pSV16] E. coli MG1655 [pAT30:: trfA 254D 257L; pSV16]

anty TrfA — " — | antyTrfAl “ |
< <
£~ | E o~ 4
Fe 2 e 2
ge Se
50 T 9
S8 11 58 1
59 €O
Sy Sy
§ S 5=
o 0 - g 0 A

o 27 o 2 1

08 ___/‘ 3 /

oo............. 80.............

O 6 A O AP ® o NONP W\ O 6 A0 P o ¢ P VNP PR P
Czas [min] Czas [min]

Rycina 38. Wewngtrzkomorkowy poziom biatka TrfA oraz wzrost hodowli bakteryjnych przed stresem,
podczas stresu i w trakcie wyjscia ze stresu. Poziom biatka TrfA oraz wzrost hodowli monitorowano przed
stresem, w trakcie stresu i po stresie w komoérkach E. coli MG1655 zawierajacych plazmidy pSV16 oraz
plazmid pAT30 kodujacy biatko TrfA-33 typu dzikiego (A) lub jego monomeryczny wariant TrfA 254D/257L
(B). Probki hodowli pobierano w wybranych punktach czasowych wzglgdem momentu indukcji glodu
aminokwasowego, kiedy do pozywki LB dodano SHX (czas 0) i poddano analizie Western Blot
z przeciwciatami anty-TrfA (Metody 7.16). Intensywnosci prazkow analizowano densytometrycznie
i normalizowano wzgledem poziomu z czasu 0. Wzrost hodowli monitorowano poprzez pomiar gestosci
optycznej przy dtugoscei fali 600 nm (dolne panele). Rozowym kolorem zaznaczono fazg stresu, podczas ktorej
SHX byt obecny w pozywce LB. Na wszystkich panelach shupki przedstawiaja srednig = SD z trzech powtorzen
biologicznych.

8.13.Wplyw glodu aminokwasowego na inicjacje¢ replikacji plazmidu RK2

Poniewaz w warunkach stresu wywotanego SHX zaobserwowatam degradacje biatka
TrfA oraz zahamowanie wigzania TrfA oraz DnaA do oriV, zweryfikowalam, czy w tych
warunkach oraz podczas wyjScia ze stresu nastgpuje inicjacja replikacji plazmidu pSV16.
W tym celu monitorowatam ilo$¢ oriV’ w hodowlach E. coli MG1655 [pSV 16, pAT30::trfA]
oraz E. coli MG1655 [pSV16, pAT30::trfA G254D/S267L] metoda qPCR (Metody 7.25,
Rycina 39).
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Rycina 39. Inicjacja replikacji pochodnej plazmidu RK2 przed stresem, w trakcie stresu i wyjscia ze stresu.
Inicjacje replikacji plazmidu zawierajacego oriV oceniano przed stresem, w trakcie stresu i po jego
zakonczeniu w komorkach E. coli MG1655 zawierajacych plazmidy pSV16 oraz plazmid pAT30 kodujacy
biatko TrfA-33 typu dzikiego (A) lub jego monomeryczny wariant TrfA 254D/257L (B). Probki hodowli
pobierano w okre§lonych punktach czasowych wzgledem momentu rozpoczgcia glodu aminokwasowego,
kiedy do pozywki LB dodano SHX (czas 0). W celu oceny zachodzenia inicjacji replikacji plazmidu
monitorowano poziom ori/ w hodowli bakteryjnej za pomoca metody qPCR. Réwne objetosci hodowli
poddawano lizie, a nast¢pnie analizowano metoda qPCR z uzyciem starteréw flankujacych region sekwencji
iteronowych oriV plazmidu pSV16. Wyniki przedstawiono jako zmiany wzglgdem poziomu oriV przed
indukgcja stresu (czas 0). Wynik przedstawia $rednie = SD (n =3).

W warunkach optymalnego wzrostu, przed dodaniem SHX do pozywki, poziom orilV
wzrastat wyktadniczo zarowno w komoérkach syntetyzujacych biatko TrfA typu dzikiego
(Rycina 39A), jak 1 jego monomeryczny wariant (Rycina 39B), co odzwierciedlato aktywna
replikacje plazmidu. W ciggu 30 minut od dodania SHX poziom oriV przestat wzrastac, co
wskazuje na zahamowanie inicjacji replikacji w komorkach E. coli, 1 pozostawal na tym
poziomie przez czas hodowli w pozywce z SHX (Rycina 39A). Co istotne, zahamowanie
inicjacji replikacji podczas gtodu aminokwasowego obserwowalam réwniez w komorkach,
w ktorych dochodzi do ekspresji genu kodujacego biatko TrfA 254D 257L (Rycina 39B).
Co interesujace, po wymianie pozywki na optymalng, zaobserwowatam ponowny, wzrost
poziomu oriV w obu hodowlach (Rycina 39B), co $wiadczy o restarcie replikacji

plazmidowego DNA w komorkach, ktore wychodzg ze stresu.
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9. DYSKUSJA

9.1. Bialka inicjatorowe DnaA i TrfA w komorkach E. coli w warunkach
optymalnych

Przeprowadzone w pracy obserwacje pojedynczych komorek hodowanych
w warunkach optymalnych wykazaty, ze lokalizacja bialka DnaA w komorkach E. coli
zmienia si¢ w trakcie cyklu komorkowego. Tuz po podziale, czasteczki biatka DnaA obecne
sa w srodkowej cze$ci komorki, natomiast w miar¢ wzrostu komorki pojawiajg si¢ skupiska
DnaA zlokalizowane w charakterystycznych pozycjach odpowiadajacych okoto
Y41% dlugosci komorki. Na zadnym etapie cyklu nie obserwowatam lokalizacji biatka
DnaA w biegunach komorki. Obserwowane rozmieszczenie biatka DnaA jest zgodne
z wezesniej opublikowanymi danymi na temat lokalizacji tego biatka w trakcie cyklu
komérkowego®. W literaturze opisano réwniez inne modele wewngtrzkomérkowe;
lokalizacji DnaA, zakladajace m.in. jego asocjacj¢ z blong komoérkowa lub tworzenie
struktur o ukladzie helikalnym wzdtuz dtugiej osi komérki’®**. W wynikach moich analiz
nie znalazlam jednak potwierdzenia takiego wzoru lokalizacji biatka DnaA. Roznice
w obserwacjach moga wynika¢ z zastosowania innego ukladu eksperymentalnego. We
wspomnianych pracach analizowano lokalizacj¢ bialka rekombinowanego DnaA-GFP,
w ktorym GFP znajdowato si¢ na C-koncu biatka DnaA, a gen kodujacy ten wariant biatka
znajdowal si¢ na plazmidzie. Wykazano przy tym, ze komorki zawierajgce taki konstrukt
charakteryzowaly si¢ obnizong czestoscig inicjacji 1 asynchronizacjg replikacji®. Natomiast
ekspresja rekombinowanego bialka DnaA-EYFP, w ktorym fragment genu kodujacego
II domene DnaA zostat zastagpiony sekwencja EYFP, zaréwno w badaniach Nozaki i wsp.,
jak 1 w moich obserwacjach, nie powodowala zmiany dlugos$ci komorek ani zmiany
czestosci inicjacji replikacji DNA w pordwnaniu z warto$ciami obserwowanymi dla
komorek szczepu typu dzikiego. Aby upewni€ si¢, ze biatko rekombinowane DnaA-EYFP
zachowuje aktywnos$¢ biologiczna, oczyscitam preparat tego biatka i przeprowadzitam
analize wigzania biatka do DNA in vitro metodg EMSA. Uzyskane wyniki potwierdzity, ze
biatko DnaA-EYFP wigze si¢ do oriC tak samo jak biatko DnaA typu dzikiego. Oznacza to,
ze zastgpienie domeny II biatka DnaA sekwencja aminokwasowa EYFP nie zaburza
aktywnosci biatka. Co wiecej, struktura biatka DnaA-EYFP wykazywata cechy stabilnosci
bialka typu dzikiego w analizie Tycho, co czyni bialkko DnaA-EYFP doskonatym

narzedziem nie tylko do badan in vivo, ale takze do analiz biochemicznych in vitro. Coraz
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czesciej fluorescencyjne biatka rekombinowane sg wykorzystywane w metodach takich jak
MST czy badania LLPS, poniewaz dzigki wtasnej fluorescencji nie wymagaja
przeprowadzania dodatkowego etapu znakowania po oczyszczeniu. W tym konteksScie
biatko rekombinowane DnaA-EYFP laczy funkcjonalno$¢ natywnego bialka z praktycznymi
zaletami technicznymi, co czyni je wartosciowym narzedziem do przysztych badan. Analiza
ChIP-seq wykazata, ze w warunkach optymalnych najwicksze nagromadzenie biatka DnaA
wystepuje w obrgbie regionu oriC, co sugeruje, ze obserwowane w mikroskopii skupiska
DnaA-EYFP odzwierciedlajg interakcje inicjatora wtasnie z tym fragmentem chromosomu,
co jest zgodne z wczesniejszymi doniesieniami'. Analiza ChIP-seq ujawnita ponadto, ze
w warunkach optymalnych, czasteczki DnaA wigza si¢ tacznie do 41 regiondéw
chromosomu. Wsrod tych 41 miejsc znalazly si¢ zar6wno wcze$niej opisane regiony
zlokalizowane m. in. przed genami mioC, yjeV, datAd i purH>® jak i nowe, dotad
niewspomniane w literaturze lokalizacje, takie jak malT, rrsC czy mitA. W moich analizach
nie zaobserwowatam sygnalu wigzania w regionach DARS1 i DARS2 ani w niektorych
miejscach opisanych w badaniu ChIP-seq z 2024 roku, takich jak nrdA czy rpoH®. Moze to
sugerowacd, ze interakcje te maja charakter krotkotrwaty i sa trudne do uchwycenia. Warto
podkresli¢, ze w badaniu z 2024 roku dane ChIP-seq anty-DnaA uzyskano dla komorek
hodowanych w temperaturze 37°C z wykorzystaniem biatka DnaA znakowanego na
C-koncu (DnaA-SPA), natomiast w moich eksperymentach zastosowalam natywne biatko
1 hodowle prowadzone w temperaturze 30°C, co moze ttumaczy¢ obserwowane rdznice
w lokalizacji 1 sile sygnatu wigzania.

Analiza pojedynczych komorek wykazala, ze w temperaturze 30°C w pozywce
optymlanej komorki E. coli dziela si¢ $rednio co 30—40 minut, co jest zgodne z danymi
literaturowymi®*’. W tych warunkach zachodzi inicjacja replikacji zar6wno chromosomu,
jak 1 plazmidu RK2, co wykazaly do§wiadczenia opisane w tej pracy, obejmujace analize
liczby kopii regionéow oriC 1 oriV w hodowlach bakteryjnych. Obecno$¢ plazmidu
iteronowego RK2 w komorkach sprawia, ze czgsteczki DnaA w warunkach optymalnych
wigzg si¢ nie tylko z chromosomalnym origin replikacji, ale rowniez z plazmidowym, oriV.
Do oriV wiaze si¢ takze plazmidowy inicjator, biatko TrfA. W optymalnych warunkach
poziomy obu inicjator6w sg wystarczajagco wysokie, by zapewni¢ skuteczng inicjacje
replikacji plazmidowego DNA. Szacuje si¢, ze w komorce E. coli zawierajacych plazmid
RK2 znajduje sie okoto 220 monomeréw TrfA-33 oraz 80 monomeréw TrfA-44%41,
W komoérce obecnych jest $rednio okoto 15 kopii plazmidu RK2%*!. Kazdy plazmid posiada
10 miejsc wigzania bialka TrfA, pig¢ klasycznych iteronéw (5-9) niezbednych do
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rozpoczecia replikacji oraz pigé iteronow regulacyjnych (14 1 10), ktére nie sg bezposrednio
wymagane w tym procesie'®. Wynika z tego, ze w komorce dostepnych jest okoto
150 miejsc wigzania TrfA, czyli zdecydowanie mniej niz czasteczek inicjatora. Wigksza
liczba czasteczek biatka TrfA od liczby dostgpnych miejsc wigzania zapewnia peine
obsadzenie iterondw i umozliwia inicjacje replikacji. Warto podkresli¢, ze zwigzanie
czasteczek TrfA z kazdym z pigciu iteronéw 5—9 w obrebie oriV jest warunkiem koniecznym

do rozpoczecia tego procesu'®.

9.2. Bialka inicjatorowe DnaA i TrfA w komoérkach E. coli podczas glodu
aminokwasowego

W warunkach glodu aminokwasowego obraz komorek E. coli ulega catkowitej
zmianie. Przeprowadzone w tej pracy obserwacje pojedynczych komoérek ujawnity, ze
w warunkach gtodu aminokwasowego nastepuja zmiany morfologii komorek E. coli oraz
wewnatrzkomorkowej lokalizacji biatka DnaA. Po indukcji stresu okoto 80% komorek
konczy podzial komoérkowy, po czym ich wzrost zostaje zahamowany, natomiast pozostate
20% nie dzieli si¢ podczas stresu az do momentu wyj$cia ze stresu. Wynik ten ma
potwierdzenie we wczesniejszych doniesieniach wskazujacych, ze podzial komorek
zachodzi jeszcze przez krotki okres po dodaniu czynnika hamujacego synteze DNA, jesli
przed wystapieniem stresu zakonczy sie runda replikacji chromosomu?#?243, Wskazuje to,
ze o podziale komoérki na poczatku stresu najprawdopodobniej decyduje moment
zakonczenia replikacji chromosomalnego DNA. W wyniku podziatu komorek na samym
poczatku stresu 1 braku ich dalszego wzrostu, obserwowane w stresie komorki sg krotsze niz
w warunkach optymalnych. Obserwowany przeze mnie spadek $redniej dlugosci komorek
w warunkach glodu aminokwasowego jest zgodny z danymi literaturowymi dotyczacymi
komorek poddanych gtodowi***. Weze$niejsze badania wskazujg ponadto, ze nagly niedobor
sktadnikéw odzywczych moze prowadzi¢ w komoérkach E. coli nie tylko do zmniejszenia
dlugosci komorek, ale takze do obkurczania si¢ btony wewnetrznej 1 spadku objetosci
cytoplazmy, co w konsekwencji zwigksza gestos¢ cytoplazmy 1 zmienia dynamike
wewnatrzkomorkowa®*. Wykazatam, Zze w tych warunkach biatko DnaA nie tworzy
wyraznych skupisk charakterystycznych dla komorek rosnacych, lecz wykazuje rozproszone
rozmieszczenie w centralnej czesci komorki, przy braku lokalizacji w biegunach. W trakcie

gltodu aminokwasowego, fluorescencja biatka DnaA-EYFP stopniowo zanikala. Analiza
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iloSciowa wykazata statystycznie istotny spadek maksymalnych wartosci intensywnosci
fluorescencji podczas stresu, co koreluje z zanikiem zdefiniowanych skupisk DnaA
1 wskazuje na reorganizacje¢ lokalizacji biatka w odpowiedzi na stres. Stezenie biatka DnaA
jak 1 DnaA-EYFP stopniowo spada w trakcie glodu aminokwasowego, co tlumaczy
obserwowany zanik sygnatu fluorescencji i jest spojne z wcze$niej opublikowanymi
obserwacjami®>. Podczas oznaczania poziomu biatka DnaA-EYFP w komérkach, analizy
Western Blot przeprowadzone z uzyciem przeciwciat anty-GFP nie wykazaty obecnosci
prazka odpowiadajagcego masie samego EYFP. Wyklucza to mozliwo$¢, ze rozproszony
sygnat fluorescencyjny obserwowany w komorkach podczas stresu wynikat z czgsciowej
degradacji biatka rekombinowanego. Nalezy podkresli¢, ze EYFP zast¢puje druga domeng
biatka DnaA, a nie stanowi jego koncowego fragmentu. Biorgc pod uwage, ze bakteryjne
proteazy najczeéciej degradujg substraty od C lub N konca*®, pozostawienie stabilnego
fragmentu EYFP po czgsciowej degradacji wydaje si¢ mato prawdopodobne.
Zaobserwowalam, ze podczas gtodu aminokwasowego wewnatrzkomoérkowy poziom
biatka DnaA obnizal si¢ w czasie, lecz nie spadal do zera, co pozostaje zgodne
z wezeéniejszymi doniesieniami dotyczacymi PDAP*. Nie byto jednak jasne, czy czasteczki
DnaA pozostajace w komoérce w warunkach stresu oddzialuja z DNA. Zakladatam, ze
obnizenie wewnatrzkomorkowego poziomu biatka przelozy si¢ na rownomierne
zmniejszenie wigzania biatka do wszystkich miejsc genomu. Co wiecej, ze wzgledu na
nagromadzenie sekwencji DnaA-box w regionie oriC, efekt ten powinien by¢ tam relatywnie
najstabiej widoczny. Tymczasem analizy ChIP-seq, wykazaly, ze w przeciwienstwie do
warunkow optymalnych, podczas stresu czasteczki biatka DnaA nie wigzg si¢ do oriC.
Wynik ten zostat potwierdzony niezaleznie metoda ChIP-qPCR, ktora rowniez nie wykazata
interakcji DnaA z tym regionem in vivo podczas gtodu aminokwasowego. Utrata wigzania
z oriC tlumaczy zanik wyraznych skupisk fluorescencyjnych obserwowanych w obrazie
mikroskopowym pojedynczych komoérek poddanych stresowi. Co szczegdlnie interesujace,
analiza ChIP-seq ujawnita natomiast inne miejsca wigzane przez biatko DnaA w warunkach
stresu, zlokalizowane m.in. w poblizu genow glpD, uspE, rpoS, tsaC czy zipA. Regiony
w sasiedztwie genow uspE, tsaC, rpoS, ilvL i zipA stanowig dotad nieopisane w literaturze
miejsca wigzania biatka DnaA, ktére wymagajg dalszych badan w celu okreslenia roli biatka
DnaA 1 jego wplywu na regulacj¢ ekspresji tych genéw. Natomiast oddziatywanie biatka
DnaA z promotorem glpD bylo wczedniej postulowane na podstawie analiz in vitro’.
W wynikach analizy ChIP-seq opublikowanych w 2024 roku przez Stringer i wsp.,

przeprowadzonej na komorkach E. coli rosnacych w warunkach optymalnych, nie wykryto
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oddzialywania biatka DnaA z promotorem genu glpD®’, co pozostaje zgodne z faktem, Ze
w moich analizach pojawiata si¢ ona wytacznie w warunkach stresu. Obserwacje uzyskane
metodg ChIP-seq potwierdzitam wykonujac test EMSA, ktory wykazal, ze in vitro
czasteczki biatka DnaA tworza kompleksy z fragmentami DNA obejmujacymi sekwencje
promotora glpD. Chociaz analiza ChIP-seq umozliwia identyfikacj¢ miejsc wigzania DnaA
w réznych warunkach, nie daje odpowiedzi na pytanie, o status nukleotydowy czasteczek
DnaA wigzacych si¢ do zidentyfikowanych regionow DNA. Mozna przypuszczaé, ze
w warunkach stresu, biorgc pod uwage specyficznos¢ systemu PDAP wobec formy
DnaA-ADP, dominujaca populacje czasteczek stanowi DnaA-ATP. Jednak sama przewaga
formy DnaA-ATP podczas stresu nie wyjasnia zmiany profilu oddziatywania
z chromosomem, gdyz w warunkach optymalnych wystepuja zaré6wno czasteczki
DnaA-ATP, jak i DnaA-ADP, a mimo to nie obserwuje si¢ wigzania w niektorych regionach,
ktore sg wigzane wylacznie podczas stresu.

Brak wigzania DnaA do oriC w warunkach stresu mozna teoretycznie interpretowac
w $wietle modelu miareczkowania inicjatora. Zgodnie z jego zalozeniami, czasteczki biatka
DnaA sa poczatkowo sekwestrowane przez liczne miejsca wigzania o wysokim
powinowactwie rozmieszczone w calym chromosomie, a dopiero po ich wysyceniu mozliwe
staje si¢ wigzanie DnaA-ATP z miejscami o nizszym powinowactwie w oriC, utworzenie
filamentu DnaA i rozpoczecie replikacji DNA'3%!42 Przy spadku wewnatrzkomorkowego
poziomu biatka DnaA brak jego interakcji z oriC mozna byloby zatem interpretowac jako
efekt niedostatecznego nasycenia miejsc wigzania na chromosomie. Jednak uzyskane przeze
mnie wyniki analizy ChIP-seq nie potwierdzaja takiego wyjasnienia. Zamiast
proporcjonalnego obnizenia sygnalu we wszystkich dotychczasowych regionach,
w warunkach stresu zaobserwowalam wyrazng zmian¢ profilu oddziatywan DnaA
z chromosomalnym DNA, obejmujaca utrate wigzania w regionach zidentyfikowanych
w optymalnych warunkach oraz pojawienie si¢ nowych miejsc interakcji. Wnioski z analiz
ChIP-seq zostaty dodatkowo wsparte danymi uzyskanymi dla komorek szczepu Appk, ktore
nie mogg syntezowac polyP. W tym przypadku wewnatrzkomérkowy poziom biatka DnaA
w warunkach glodu aminokwasowego pozostawat stabilny. Mimo to, w komorkach Appk
obserwowalam obnizenie poziomu wigzania biatka DnaA do oriC wzgledem poziomu
sprzed stresu, przy czym efekt ten byl mniej nasilony niz w komorkach szczepu typu
dzikiego. Obserwacja ta jest spdjna z wezesniejszymi wynikami, w ktérych wykazano, ze
sztuczne podniesienie poziomu biatka DnaA, poprzez indukcje ekspresji genu tego biatka

podczas odpowiedzi $cistej nie przywraca inicjacji replikacji?**. Wynik ten idealnie
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uzupetnia moje obserwacje, wskazujac, ze samo obnizenie poziomu DnaA nie jest
wystarczajagcym wyjasnieniem obnizenia wigzania czasteczek biatka DnaA do oriC, lecz jest
efektem réwnolegle dziatajacych, mechanizmow regulacyjnych, ktore zapobiegajg wigzaniu
DnaA do origin replikacji w warunkach stresu. Jednym z takich mechanizmow jest
acetylacja lizyn w czasteczce DnaA, ktora ostabia wigzanie biatka do sekwencji DnaA-box
w oriC!%*1" Wykazano, ze podczas fazy stacjonarnej poziom acetylacji biatka DnaA
w komorkach E. coli ulega zwiekszeniu'®, a w moich analizach podobny efekt
zaobserwowalam w czasie glodu aminokwasowego indukowanego SHX. Wyniki te
sugeruja, iz wzrost poziomu acetylacji biatka DnaA moze by¢ uniwersalnym elementem
odpowiedzi komorki na warunki stresu. Mechanizm lezacy u podstaw tego zjawiska nie
zostat jeszcze w pelni wyjasniony. Jednakze dos§wiadczenia przeprowadzone w laboratorium
prof. Koniecznego wykazaly ze aktywno$¢ deacetylazy CobB ulega zahamowaniu

P?*’ co moze przyczyniaé si¢ do wzrostu poziomu acetylowanych

w obecno$ci poly
czasteczek biatka DnaA, majacych ograniczong zdolnosci do wigzania oriC. Oprocz
acetylacji, istotnym mechanizmem zapobiegajacym inicjacji replikacji w warunkach stresu
moze by¢ zmiana topologii DNA. Wykazano, ze w komoérkach E. coli podczas indukowane;j
odpowiedzi $cistej dochodzi do zmian superskretnosci chromosomu, co utrudnia wigzanie
DnaA do oriC?**. Reorganizacje nukleoidu obserwowano takze w komérkach P. aeruginosa
podczas glodu azotowego, gdzie polyP modulowal dynamike chromosomu i cytoplazmy,
natomiast delecja genu ppk powodowata rozluznienie tych struktur**®. Co wiecej, w E. coli
wykazano, ze polyP sprzyja tworzeniu kondensatéw z udzialem biatka Hfq w regionach
bogatych w AT, co promuje formowanie heterochromatyny bakteryjnej 1 sprzyja wyciszaniu

ekspresji genow>*

. Wyniki te wskazuja, Ze reorganizacja nukleoidu w stresie moze
obejmowac rozne poziomy regulacji, od zmian superskretnosci chromosomu po tworzenie
kondensatow z udziatem polyP. W ten schemat wpisuje si¢ takze biatko Hfq, znane gtéwnie
jako regulator metabolizmu RNA, ale petigce réwniez funkcje biatka NAP zdolnego do
kondensacji DNA?%°, Istotna role w modulacji architektury genomu odgrywaja ponadto inne
biatka nukleoidu, takie jak HU, IHF, SeqA czy Fis®!, ktére moga sprzyja¢ nadmierne;
kondensacji DNA lub bezposrednio ogranicza¢ interakcje DnaA z DNA. Warto zwrdci¢
uwage, iz nie tylko nadmierna aktywno$¢ biatek NAP, lecz takze zaburzenie ich funkcji
moze prowadzi¢ do zahamowania procesu inicjacji replikacji. W literaturze podkresla si¢
role kondensatow biomolekularnych i LLPS jako kluczowych regulatorow cyklu
252

komoérkowego, odpowiadajacych za organizacje hiperstruktur, w tym nukleoidu®~.

Wykazano, ze zaggszczenie makroczasteczek (ang. crowding) jest niezbednym elementem
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do przebiegu reakcji replikacji oriC in vitro* oraz ze LLPS ma ogromne znaczenie podczas

segregacji nowo zsyntetyzowanych chromosoméw?>.

W tym kontekScie mozna
przypuszczaé, ze zarowno nadmierna kondensacja DNA w warunkach stresu, jak i jej brak
w wyniku zaburzenia aktywnos$ci bialek NAP 1 LLPS moga uniemozliwia¢ prawidiowe
wigzanie DnaA z oriC 1 skutecznie blokowaé inicjacj¢ replikacji chromosomu.
Interesujacym kierunkiem dalszych badan pozostaje okreslenie, w jakim stopniu biatka NAP
oraz LLPS wptywaja na inicjacje¢ replikacji DNA w warunkach stresu. Poniewaz analizy
transkryptomiczne wykazaly wzrost ekspresji genu fis w komorkach E. coli w warunkach
stresu wywolanego obecnoécig ampicyliny?*®, w przedstawionej pracy podjetam préobe
sprawdzenia roli biatka Fis w regulacji wigzania DnaA do oriC podczas stresu. Analizy
ChIP-gqPCR przeprowadzone na komorkach szczepu Afis wykazaly, ze brak biatka Fis nie
powoduje przywrocenia wigzania bialkka DnaA do oriC w warunkach gtodu
aminokwasowego, co wskazuje, ze biatko to nie odpowiada za hamowanie oddzialywania
DnaA z tym regionem podczas stresu. Mimo ze opisane powyzej mechanizmy, tj. PDAP,
acetylacja DnaA, reorganizacja nukleoidu, wydaja si¢ istotne w ograniczaniu inicjacji
replikacji chromosomalnego DNA podczas stresu pozostaje wiele pytan. Nie wiadomo, czy
mechanizmy te dziatajg rownolegle, czy sekwencyjnie. Czy ich aktywacja zalezna jest od
czynnikow wywotujacych stres czy stanowi uniwersalng odpowiedz bakterii? Czy podobne
mechanizmy wystepuja powszechnie wsrdd bakterii, czy sa charakterystyczne tylko dla
E. coli?

Brak wigzania DnaA do oriC w warunkach glodu aminokwasowego sktonit do
postawienia pytania, czy w tych warunkach biatko DnaA oddziatuje z plazmidowym origin
replikacji. W warunkach optymalnych DnaA wspiera inicjacj¢ replikacji plazmidu RK2,
wigzac sie do sekwencji DnaA-box w obrebie oriV!%!. Przeprowadzone przeze mnie analizy
ChIP-qPCR wykazaly, ze czasie gtodu aminokwasowego wigzanie DnaA do oriV ulega
obnizeniu, co koreluje z brakiem inicjacji replikacji plazmidu RK2. W celu okreslenia
wptywu polyP oraz PDAP na hamowanie wigzania biatka DnaA do oriV podczas stresu
wykonatam analizy w komoérkach E. coli Appk niosacych plazmid RK2. Uzyskane wyniki
byty niejednoznaczne, tj. duza zmienno$¢ pomigdzy powtdrzeniami biologicznymi i wysoki
poziom tla uniemozliwiaty jednoznaczng interpretacje. Nie moge wiec stwierdzi¢, czy brak
polyP tagodzi efekt spadku poziomu wigzania DnaA do oriV podczas glodu
aminokwasowego, tak jak ma to miejsce w przypadku wigzania do oriC. Potrzebne sg dalsze

badania, aby pozna¢ mechanizmy ograniczajace wigzanie biatka DnaA do oriV w warunkach
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stresu. Interesujacym kierunkiem jest ocena potencjalnego wplywu acetylacji biatka DnaA
na jego oddziatywanie z oriV, ktory dotychczas nie zostat zbadany.

Wykazatam, ze podczas gtodu aminokwasowego poziom wigzania plazmidowego
inicjatora, biatka TrfA, do origin replikacji plazmidu RK2 ulega znacznemu obnizeniu.
Dotychczas nie przedstawiono dowodéw na bezposrednie oddziatywanie czasteczek TrfA
z czasteczkami DnaA. Wykazano natomiast, ze biatko TrfA oddziatuje z helikazg DnaB'®!
oraz z podjednostkami a i P polimerazy DNA III'®2. Co istotne, czasteczki TrfA nie
oddzialuja z czasteczkami DnaA zwiazanymi do sekwencji DnaA-box!'¥!. W $wietle
uzyskanych przeze mnie wynikOw oznacza to, ze obserwowany spadek poziomu wigzania
TrfA do oriV w warunkach stresu nie jest konsekwencjg braku DnaA w tym regionie, lecz
wynika z niezaleznych mechanizmow regulacyjnych. Zahamowanie wigzania zaréwno
DnaA, jak i TrfA do oriV korelowalo z zahamowaniem inicjacji nowych rund replikacji
plazmidu, co potwierdzity analizy qPCR. Zatrzymanie inicjacji replikacji byto widoczne juz
po 30 minutach od wprowadzenia stresu. Niestety nie moge okresli¢, jak szybko po indukcji
glodu aminokwasowego nastepuje zahamowanie wigzania biatek inicjatorowych do oriV,
poniewaz analizowatam ten proces tylko w jednym punkcie czasowym (120 min).
W przysziosci warto byloby zatem przeprowadzi¢ analizy obejmujace wigcej punktow
czasowych, szczegodlnie na wczesnym etapie odpowiedzi na stres. Co istotne, zahamowanie
nowych rund replikacyjnych plazmidowego DNA, obserwowalam réwniez w komoérkach
eksprymujacych monomeryczny wariant biatka TrfA, ktéry nie wymaga monomeryzacji
i nie tworzy hamujacych replikacje kompleksow typu handcuff’®’. Wynik ten wskazuje,
ze brak replikacji plazmidowego DNA w warunkach stresu nie wynika ani z zaburzenia
stosunku monomeréw do dimeréw TrfA, ani z tworzenia kompleksow typu handcuff. Moje
analizy wykazaly, ze podczas glodu aminokwasowego wewnatrzkomorkowy poziom biatka
TrfA stopniowo si¢ obnizal, zarowno w przypadku biatka typu dzikiego, jak 1 jego
monomerycznego wariantu. W komorce stezenie biatek jest wynikiem réwnowagi pomiedzy
ich synteza a degradacja. Podczas stresu wywotlanego za pomocg SHX translacja biatek
zostaje zablokowana, co oznacza, Ze synteza de novo czasteczek TrfA nie moze zachodzi¢.
Wykazatam, ze w tych warunkach komorki nie dziela si¢. W konsekwencji jedynym
mechanizmem wyjasniajagcym obserwowany spadek wewnatrzkomorkowego poziomu
biatka TrfA jest jego proteoliza. Tempo proteolizy biatka TrfA obserwowane przeze mnie
podczas glodu aminokwasowego jest porownywalne z tym opisanym po zablokowaniu
translacji tetracykling w warunkach optymalnych, kiedy czasteczki TrfA ulegaja catkowitej

degradacji po okoto 30minutach!®. Sugeruje to, Ze obserwowany spadek
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wewnatrzkomorkowego poziomu biatka TrfA podczas stresu moze odzwierciedlaé
proteoliz¢ biatka zachodzaca podczas normalnego wzrostu. Nie mozna jednak wykluczy¢,
ze w warunkach gtodu aminokwasowego proteoliza TrfA jest stymulowana przez polyP czy
(p)ppGpp. Interesujagcym kierunkiem przyszitych badan bylaby identyfikacja proteaz
1 kofaktorow potencjalnie zaangazowanych w degradacje TrfA w warunkach stresu. Otwartg
kwestig pozostaje rowniez to, czy TrfA moze bezposrednio oddziatywaé z polyP.

W warunkach optymalnych liczba czgsteczek TrfA przewyzsza liczbe dostepnych
miejsc ich wigzania z DNA!'®1**! co zapewnia pelne wysycenie iterondéw niezbedne do
rozpoczecia replikacji. Sugeruje to, ze spadek poziomu TrfA moze prowadzié
do niewystarczajacego zajecia iterondw 1 w konsekwencji uniemozliwia¢ inicjacje
replikacji. Nalezy przy tym podkresli¢, ze w zastosowanym w tej pracy uktadzie
eksperymentalnym ekspresja genu trf4 byla kontrolowana przez promotor laktozowy,
co powodowato podwyzszony poziom biatka w stosunku do poziomu uzyskiwanego
podczas ekspresji kontrolowanej przez natywny promotor #rf4. Mozna wiec przypuszczac,
ze w warunkach naturalnych, gdzie stezenie TrfA jest istotnie nizsze, efekt proteolizy bedzie
jeszcze bardziej wyrazny utrzymujac poziom biatka znacznie ponizej progu wymaganego
do inicjacji replikacji. Spadek wewnatrzkomorkowego poziomu biatka TrfA obserwowany
podczas gtodu aminokwasowego nie wydaje si¢ wynika¢ ze zmian transkrypcji jego genu.
Cho¢ wiadomo, ze czynniki plazmidowe, takie jak KorA i TrfB moga regulowac ekspresje
genu #rf4%*?° brak jest dowodéw, aby mechanizmy te byly aktywowane w warunkach
stresu. Co wigcej, nawet ewentualne obnizenie transkrypcji nie thumaczytoby zahamowania
replikacji plazmidu w niedzielagcych si¢ komorkach, gdyz przy stalym poziomie czgsteczek
TrfA inicjacja mogtaby wciaz zachodzi¢. Uzyskane wyniki wskazuja, Zze degradacja biatek
inicjatorowych 1 wynikajacy z niej spadek ich wewnatrzkomorkowego poziomu stanowig
kluczowy czynnik zapobiegajacy inicjacji replikacji plazmidu RK2 w warunkach stresu.
Degradacji w warunkach stresu podlegaja zar6wno DnaA, jak 1 TrfA, co wykazaly analizy
Western blot wykonane w tej pracy oraz wczesniejsze obserwacje dotyczace DnaA>®. Nie
mozna jednak catkowicie wykluczy¢, ze do zahamowania replikacji plazmidowego DNA
w warunkach stresu przyczyniaja si¢ rowniez inne mechanizmy regulacyjne. W przypadku
plazmidu pBR322 wykazano, ze zdolno$¢ komorek E. coli do przetrwania dlugotrwatego
glodu jest powigzana z utrzymaniem odpowiedniego poziomu superskretnosci czasteczki
plazmidu, ktérego zaburzenie prowadzi do spadku przezywalno$ci komorek>*®. Nie ustalono
jednak, czy w przypadku plazmidu RK2 zmiany topologii DNA w odpowiedzi na stres maja

miejsce 1 czy wplywaja na dostepnos¢ oril dla inicjatorow lub skuteczno$¢ formowania
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kompleksu inicjacyjnego. W przeciwienstwie do biatka DnaA, dla biatka TrfA nie wykazano
dotad obecnosci modyfikacji potranslacyjnych, takich jak acetylacja, ani ich wptywu na
powinowactwo biatka do oriV. Nie jest rowniez jasne, czy acetylacja biatka DnaA moze
modulowa¢ jego interakcje z oriV, tak jak ma to miejsce w przypadku oriC’*’. Chociaz nie
mozna wykluczy¢é udzialu zmian topologii DNA czy modyfikacji potranslacyjnych
w regulacji inicjacji replikacji RK2 podczas stresu, uzyskane w tej pracy wyniki wskazuja,
ze istotng rolg w zapobieganiu inicjacji replikacji plazmidu w stresie odgrywa proteoliza
biatek inicjatorowych. Zahamowanie aktywnos$ci obu inicjatoréw, gospodarza
i plazmidowego, poprzez obnizenie ich poziomu prowadzi do szybkiego zatrzymania
replikacji pozachromosomalnego DNA w warunkach stresu. Mechanizm ten mozna
interpretowac jako strategie adaptacyjna, ktéra pozwala komorce dostosowaé replikacje
plazmidowego DNA do wlasnego metabolizmu i tym samym ogranicza¢ koszty
energetyczne w warunkach niedoboru zasobow. W szerszej perspektywie wskazuje to, ze
plazmidy iteronowe nie funkcjonujag w pelni autonomicznie, lecz ich replikacja zostata
w toku ewolucji powigzana z fizjologia gospodarza, co sprzyja zaréwno przezyciu komorki,

jak 1 stabilno$ci plazmidu w populacji komorek bakteryjnych.

9.3. Bialka inicjatorowe DnaA i TrfA w komorkach E. coli w trakcie wyjscia ze
stresu

W trakcie glodu aminokwasowego komorki E. coli wykazywaly zmieniong morfologie
1 tracily zdolno$¢ do podziatow. Towarzyszyly temu zmiany wewnatrzkomorkowej
lokalizacji biatka DnaA, obniZenie jego poziomu, zmiana profilu oddziatywan z DNA oraz
wzrost stopnia jego acetylacji. Zmiany te skutkowaly zahamowaniem inicjacji replikacji
chromosomalnego DNA. Usunigcie czynnika stresowego 1 powrdt do warunkow
optymalnych skutkowaty stopniowym odwroceniem tych zjawisk. Komorki odzyskiwaty
zdolno$¢ do wzrostu 1 wznawiaty podziaty komoérkowe, co wigzato si¢ z zwiekszeniem ich
dtugosci oraz ponownym pojawieniem si¢ charakterystycznych skupisk DnaA. Wznowienie
replikacji chromosomalnego DNA bylo zauwazalne po okoto 30 minutach od usunigcia
SHX, co potwierdzity zar6wno analizy qPCR, jak i pomiary cytometrii przeplywowej. Co
interesujace, dane z cytometrii sugeruja, ze kolejno$¢ zdarzen podczas wyjscia ze stresu
moze nie by¢ przypadkowa. Najpierw obserwowalam zmniejszenie liczby kopii

chromosomalnego DNA w komorkach, co sugeruje podziat komérkowy, a dopiero pozniej
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uruchomienie nowej syntezy DNA. Wyniki analizy cytometrii przeplywowej wykazaly, ze
pozywce LB w temperaturze 30°C komorki E. coli moga posiada¢ nawet powyzej o$miu
kopii chromosomalnego DNA. Mozna wigc rozwazy¢ sytuacje, w ktorej] w momencie
indukc;ji stresu komorka zawiera osiem kopii chromosomalnego DNA. Podziat na poczatku
stresu prowadzitby do powstania dwéch komoérek potomnych, z ktérych kazda posiadataby
cztery kopie genomu. Oznaczaloby to, ze podczas wychodzenia ze stresu takie komorki
dysponowataby ,zapasem” kopii = chromosomalnego = DNA, umozliwiajgcym
nowych rund replikacji DNA. Zjawisko to moze mie¢ znaczenie fizjologiczne, jednak jego
rola w regulacji cyklu komoérkowego wymaga dalszych badan. Wznowienie replikacji
chromosomalnego DNA korelowalo z ponownym pojawieniem si¢ wyraznych skupisk
DnaA w komorkach, ktére lokalizowaly sie w charakterystycznych pozycjach, takich
samych jak obserwowane przed wprowadzeniem stresu. Pojawienie si¢ skupisk DnaA po
wyjsciu ze stresu nie byloby mozliwe bez wzrostu jego poziomu w komorkach.
Rzeczywiscie, obserwowatam zwigkszanie wewnatrzkomoérkowego poziomu biatka DnaA
po usunigciu SHX z pozywki. Co interesujace, niewielki wzrost poziomu tego biatka
podczas wyjscia ze stresu zaobserwowatam rowniez w komorkach szczepu Appk, w ktorym
stezenie DnaA nie ulegatlo obnizeniu podczas stresu. Moze to oznaczaé, ze podczas
wychodzenia ze stresu kluczowe jest nie tylko przywrocenie poziomu DnaA sprzed stresu,
lecz takze dodatkowe zwigkszenie jego ilo$ci, konieczne do ponownej inicjacji replikacji.
Podczas wyjscia ze stresu oddzialtywanie biatka DnaA z oriC zostalo przywrocone. Ze
wzgledu na fakt, ze analizy ChIP-seq 1 ChIP-qPCR zostaly wykonane w jednym punkcie
czasowym podczas wyjscia ze stresu, nie jest mozliwe pelne okreslenie dynamiki
odtwarzania interakcji DnaA z DNA. Interesujagcym kierunkiem dalszych badanh bylyby
analizy obejmujace wczesne fazy tego procesu, ktére moglyby uchwyci¢ jego przebieg
w czasie. Wyniki analizy ChIP-seq wykazaly, ze podczas wyjscia ze stresu biatko DnaA
odzyskuje zdolno$¢ do oddziatywania z tymi samymi fragmentami chromosomu, z ktorymi
wigzalo si¢ w warunkach optymalnych przed indukcjg stresu, a dodatkowo pojawiajg si¢
miejsca charakterystyczne dla etapu wychodzenia ze stresu. Do takich miejsc naleza m. in.
regiony zlokalizowane przed genami obgE, ompA 1 rpsP. Najsilniejszy sygnat wigzania
DnaA zaobserwowatam w regionie oriC, co sugeruje, Zze ponownie pojawiajace si¢ podczas
wyjscia ze stresu skupiska DnaA-EYFP wynikaja z oligomeryzacji czasteczek DnaA w tym
regionie chromosomu. W kontekscie uzyskanych wynikéw spadek poziomu acetylacji DnaA

wydaje si¢ odgrywac kluczowg role w przywrdceniu jego oddziatywania z oriC podczas
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wyjscia ze stresu. Nie mozna réwniez wykluczyé, ze w przywroceniu zdolnosci DnaA do
wigzania oriC role odgrywaja takze inne mechanizmy, takie jak zmiany topologii DNA czy
reorganizacja nukleoidu. Cho¢ kwestia ta pozostaje otwarta, stanowi interesujacy kierunek
przysztych badan, pozwalajacy lepiej zrozumie¢ dynamike odzyskiwania funkcji
replikacyjnych. O ile biatko Fis nie odpowiada za zapobieganie wigzaniu DnaA do oriC
w trakcie glodu aminokwasowego, to analizy ChIP-qPCR wykazatly, ze podczas wyjscia ze
stresu poziom wigzania DnaA do oriC w komorkach szczepu Afis byt znacznie wyzszy niz
w komorkach szczepu typu dzikiego. Wynik ten sugeruje, ze biatko Fis moze pehi¢ role
w zapobieganiu nadmiernej inicjacji replikacji w warunkach, gdy st¢zenie DnaA w komorce
jest wysokie. Podczas wyjscia ze stresu przywracane bylo nie tylko wigzanie DnaA do
chromosomalnego DNA, ale takze oddziatywanie DnaA i TrfA z oriV, co prowadzilo do
wznowienia replikacji plazmidowego DNA. Synchronizacja replikacji plazmidu razem
z chromosomalnym DNA i przywrdceniem podzialdow komérkowych moze nies¢ podwdjng
korzys$¢. Z jednej strony w okresie ograniczonych zasobow komorki unikaja kosztownego
kopiowania plazmidowego DNA, z drugiej, po ustgpieniu stresu odzyskuja stabilne

dziedziczenie elementow pozachromosomalnych.

Uzyskane wyniki wskazujace na wielopoziomowa regulacje inicjacji replikacji
chromosomalnego i1 plazmidowego DNA w warunkach stresu maja potencjalne znaczenie
aplikacyjne. Zrozumienie mechanizmow prowadzacych do zahamowania wigzania biatek
inicjatorowych DnaA 1 TrfA do origin replikacji moze w przysztosci stanowi¢ podstawe do
projektowania nowych strategii antybiotykowych, ukierunkowanych na modulowanie
replikacji DNA. Co wigcej, stymulowanie naturalnych mechanizméw blokujacych inicjacje
replikacji DNA mogloby wspiera¢ dziatanie antybiotykoterapii i ogranicza¢ rozwoj
opornos$ci na antybiotyki warunkowanej przez plazmidy. Z drugiej strony, celowe zniesienie
tej kontroli, poprzez blokowanie mechanizmow hamujacych replikacje, mogtoby prowadzié
do niekontrolowanego uruchomienia replikacji DNA podczas stresu, a tym samym do
nadmiernego obcigzenia energetycznego komorki 1w konsekwencji jej $mierci. Oba
podejsécia ilustruja, jak wiedza o naturalnej regulacji replikacji DNA bakterii moze
W przysztosci stanowi¢ podstawe opracowania innowacyjnych terapii

przeciwdrobnoustrojowych.
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