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Bakterie potrafig szybko adaptowac sie do zmiennych warunkéw $rodowiska dzieki precyzyjnej regulacji
procesow komoérkowych, w tym replikacji DNA. Molekularne podstawy inicjacji replikacji chromosomalnego
DNA s3 dobrze poznane, jednak znacznie mniej wiadomo o tym, jak proces ten zostaje zahamowany podczas
stresu. Jeszcze mniej informacji dotyczy regulacji replikacji plazmidéw podczas stresu, ktére odgrywaja
kluczowa role w rozprzestrzenianiu genéw opornos$ci na antybiotyki. Celem niniejszej pracy byta analiza
biatek inicjatorowych DnaA i TrfA w komoérkach Escherichia coli podczas stresu. Biatko DnaA, odpowiada za
rozpoczecie replikacji chromosomu, natomiast TrfA, pelni role inicjatora replikacji plazmidu RK2.
W warunkach optymalnych DnaA wigze sie z miejscem inicjacji replikacji chromosomu (oriC), co prowadzi do
rozpoczecia procesu replikacji DNA. Wykazatam, Ze podczas gtodu aminokwasowego czasteczki DnaA nie
wiaza sie do oriC, a zjawisko to koreluje ze wzrostem poziomu ich acetylacji. Ponadto w trakcie stresu
wewnatrzkomdérkowy poziom biatka DnaA ulega stopniowemu obnizeniu, cho¢ nigdy nie spada ponizej
poziomu detekcji. Analiza ChIP-seq ujawnita, Ze czasteczki DnaA obecne w komdrce podczas stresu wykazuja
zmieniony profil interakcji z DNA. Podczas gtodu aminokwasowego czasteczki DnaA nie oddziatuja
zregionami DNA zajmowanymi w warunkach optymalnych, lecz wigzg sie z innymi obszarami genomu.
Zmianie ulega takze wewnatrzkomoérkowa lokalizacja DnaA, poniewaz w warunkach stresu biatko nie tworzy
wyraZznych skupisk charakterystycznych dla komérek rosnagcych w warunkach optymalnych. Uzyskane wyniki
pokazuja, Ze poziom, lokalizacja, profil oddzialywania z DNA oraz acetylacja DnaA ulegaja zmianom podczas
stresu, co w efekcie zapobiega inicjacji replikacji chromosomalnego DNA. W komoérkach E. coli, biatko DnaA
wspotdziata z plazmidowym biatkiem TrfA podczas inicjacji replikacji plazmidu RK2. Wykazatam, ze podczas
gtodu aminokwasowego inicjacja replikacji plazmidu RK2 jest zahamowana w wyniku braku oddziatywania
DnaA i TrfA z plazmidowym origin replikacji (oriV). Obnizenie poziomu wigzania inicjatoréw do oriV jest
powigzane ze spadkiem poziomu zaréwno monomeru i dimeru TrfA, jak i DnaA. Co ciekawe, plazmid nie ulega
replikacji réwniez w komoérkach kodujacych hiperaktywny, monomeryczny wariant TrfA, co sugeruje, ze
zahamowanie replikacji DNA podczas stresu obejmuje mechanizmy inne niz tworzenie komplekséw typu
handcuff.

Uzyskane wyniki wskazuja, Ze petne zahamowanie inicjacji replikacji DNA w warunkach stresu jest
konsekwencja réwnoleglego dziatania kilku mechanizméw. Zmiany zachodzace podczas stresu sg odwracalne,
co pozwala na wznowienie replikacji chromosomalnego oraz plazmidowego DNA po ustgpieniu stresu. Praca
ta poszerza wiedze na temat regulacji replikacji DNA podczas stresu i rzuca nowe $wiatto na mechanizmy
warunkujgce przetrwanie bakterii w niekorzystnych warunkach, co moze stanowi¢ podstawe do opracowania
nowych terapii przeciwdrobnoustrojowych oraz strategii wspierajacych antybiotykoterapie i ograniczajacych

wystepowanie opornosci na antybiotyki warunkowanej przez plazmidy.



