Politechnika Gdarnska
Wydziat Chemiczny
Katedra Mikrobiologii

Rozprawa doktorska

Charakterystyka molekularna biatek SSB mikroorganizmow psychrofilnych

mgr inz. Marta Nowak

Promotor: prof. dr hab. Jézef Kur

Promotor pomocniczy: dr inz. Marcin Olszewski

Gdansk 2013



Sktadam serdeczne podzigkowania Panu prof. dr hab. Jézefowi Kur

za opieke merytoryczng, cenne uwagi i sugestie oraz przekazang wiedze.
Serdecznie dzigkuje Panu dr inz. Marcinowi Olszewskiemu

za zyczliwosé, nieoceniong pomoc i poswigcony czas.

Dzigkuje wszystkim Pracownikom oraz Kolezankom i Kolegom

z Katedry Mikrobiologii Politechniki Gdanskiej

za niezwyktq atmosfere i usmiech.

Dzigkuje mojej Rodzinie za wsparcie i wiarg we mnie.



SPIS TRESCI

WP

L0 1T oY PSPPSR 6
SETESZOZENIE ..ttt ettt ettt ettt e e e e ettt e e e e e e rre bbbt e e e e e e e e nbreeeeeeeesaanrraees 7
FAY o] = Yot APPSR 9
AT ] o IO SRRSO PPPRPRPPPPPRPPPRPPPRE 11
4.1 Charakterystyka bakterii psychrofilnych........ccccoviiiiiiiiiiie e, 11
4.1.1 Charakterystyka Desulfotalea psychrophila ................ccccooueeeeeieeeiciiiiieeeeeeeeeeeeennns 13
4.1.2 Charakterystyka Flavobacterium psychrophilum ...............ccooeevieviieeeiiiieeeeiireenn. 14
4.1.3 Charakterystyka Psychrobacter arcticus i Psychrobacter cryohalolentis................ 15
4.1.4 Charakterystyka Pseudoalteromonas haloplanktis ..............cccccoeceevvveeeeeeeecccvnnnnnn. 15
4.1.5 Charakterystyka Psychromonas ingrahamii ..............cccccecvueeeeeieeecciiiieieeeeeeeee e 16
4.1.6 Charakterystyka Photobacterium profundum .............ccccceevevveeeeiiiieeeeciieeeecrennenn 17
4.1.7 Charakterystyka PSychroflexus tOrquis .............cccccueeecciueeeeiiireeeeccieeeececreeessvvee e 17
4.2 Adaptacje drobnoustrojoéw psychrofilnych do niskich temperatur ..........ccccoceeuneeeennie 18
4.2.1 Modyfikacje lipidow bIonNOWYCh.......coociiiiiiiee e 18
4.2.2 Specyficzne biatka wytwarzane przez drobnoustroje psychrofilne........................ 19
4.2.3 Adaptacje biatek i enzymoéw do dziatania w niskiej temperaturze ....................... 20
e N 11 T 2 PPN 25
4.4 BUAOWA DIGTEK SSB ...ceiiiiiiiiiee ettt ettt et st e sttt e sbe e e naee s 26
4.4.1 Homotetrameryczne biatka SSB ........ccccuiiiiiiiiiiiciee e e 26
4.4.2 Homodimeryczne biatka SSB ...........uuiiiiiiiieii e 28
4.4.3 Heterotrimeryczne biatka SSB ...........uviiiiiiiii e 30
4.5 Mechanizm wigzania biatek SSB do SSDNA ..........oiiiiiiiiee et ecrrr e 31
4.6 FUNKCjE DIatEK SSBi.....oeeieiieeeeeeeee et e e e e e e e e e e e e e et rae e e e e e e e nannes 34
4.6.1 Rola biatek SSB W replikacji DNA ...t eeecvrrre e e e e e e e e e e 34
4.6.2 Rola biatek SSB w rekombinacji DNA.........coooiiiiiiiiiee et 38
4.6.3 Rola biatek SSB W Naprawie DNA.........ccveiiiiiiieeceee ettt e e e e raaee e 42
4.7 Lokalizacja gendw kodujgcych biatka SSB ........cccueiiiiiiiiieciieee e 45
4.8 ZastosowWanie biatek SSB .......ccouciiiiiiiiiiieiciiee et srra e e 47
Y Y T T 1 RSP 51
5.1 Materialy podstawowe i aparatura........ccccceeeeeeeciiiiieee e e e e e e rreee s 51
I Y Lor =T o VA o -1 A e =T ¥/ [ LSRR 52
5.3 Podtoza bakteriologiczne i dodatkowe sktadniki podtdz ........ccoeveevviiiiiiiiiiiiiiie, 52
5.4 Podstawowe odczynniki CHEMICZNE......cccuueiii ittt 53
5.5  DNA PlaZMIGOWE ...uiiiiiiieieeiieieee ettt e e ettt e e e e e e e et baa e e e e e s e e s easaassreeaeaaeessnssrenees 54
5.6  Odczynniki do reakCji PCR ......uiieii ettt e e e e itare e re e e e e e e e nrraae s 54
5.7 Enzymy restrykcyjne i bufory do trawienia........ccccccueeiieiiiiiicce e, 55
5.8 Odczynniki do reakcji HBACji uuuereeeeiiieiiiiiieei et 56

5.9 Odczynniki, bufory i roztwory do rozdziatu DNA za pomocg elektroforezy agarozowej56
5.10 Odczynniki, bufory i roztwory do rozdziatu biatek za pomoca elektroforezy

poliakrylamidowej w warunkach denaturujgcych (SDS-PAGE) oraz barwienia............. 56
5.11 Markery WielKOSCi ....uuviiiiiieie ettt et e e e e ebae e e e eaba e e e ennaeas 57
5.12 Roztwory i bufory stosowane do oczyszczania biatek i regeneracji zt6iz........................ 58
5.13 Odczynniki do UlraWiroWania........ccccuiiiiiiiie e e e e e e rrae s 58



5.14 Odczynniki do sieciowania biatek.........ccccouveiiiiiiiii 58

5.15 Bufory i odczynniki stosowane do badania opdznienia ruchliwosci elektroforetycznej
komplekséw biatko:ssDNA i spektrofluorymetrycznego badania aktywnosci biatek SSB

........................................................................................................................................ 59

5.16 Odczynniki do badania zdolnosci biatek SSB do destabilizacji dsDNA ........................... 59
1Y 1] o o 1Y RSP RR 60
6.1 HOAOWIE DAKEEIYJNE ..eeiiiieiiie et et e e e e are e e e e are e e e eaaes 60
6.1.1  HOAOWIE PHYNNE .o e e e e e e e e aee e e e e e e e anrraeees 60
6.1.2 Hodowle na podtozu statym ..........uvviiiiiiiie e 60
6.2 lzolacja DNA genomowego z hodowli bakteryjnej......cccccoveeeevieeieicieeeccciee e 60
6.3 1zolacja DNA plazmidOWEE0 .......cceovcuiiiiiiiiieee ettt e e eree e e eare e e s e aaee e e eanes 60
6.4 lzolacja fragmentow DNA z Zelu aBarOZOWEE0 ......cuvveeeeeuieeeeeieee ettt e 60
6.5 Oczyszczanie DNA po reakcjach enzymatycznych........ccocoeeiiiiieiiccciee e, 61
6.6 Elektroforeza agaroZOWa.........ccviiiiciiie i ittt et e 61

6.7 Amplifikacja gendw ssb bakterii psychrofilnych D. psychrophila, F. psychrophilum, P.
profundum, P. haloplanktis, P. arcticus, P. cryohalolentis, P. ingrahamii i P. torquis.... 61

6.8 Trawienie DNA enzymami restryKCyjnymi .....ccuviiiieieei i e e 62
6.9 Ligacja fragmentOW DNA...........oiii ettt e e e e e e e e 62
6.10 Analiza WynikOw KIONOWENIA ......ccoeiuiiiiiiiiie et 63
6.10.1 Sprawdzanie obecnosci DNA insertu za pomocg testu opdZnienia migracji
plazmidowego DNA W ZelU a8arOZOWYM ......ccoccvieeeieiiieeeeeieeeeecreeeeeereeeesneeeeeennes 63
6.10.2 Sprawdzenie obecnosci DNA insertu za pomocg reakcji PCR...........cccceeeeevveeennnee. 63
6.10.3 Sprawdzenie obecnosci DNA insertu za pomocg analizy restrykcyjneij.................. 63
6.10.4 Sprawdzenie obecnosci DNA insertu za pomocg sekwencjonowania DNA ........... 63
6.11 Elektroforeza poliakrylamidowa biatek w warunkach denaturujgcych SDS-PAGE ........ 64
6.11.1 Przygotowanie zelu poliakrylamidoWego.........ccccueviieiiieiiiiiee e 64
6.11.2 Przygotowanie prébek do biatkowej elektroforezy poliakrylamidowe,i................. 64
6.11.3 Barwienie i odbarwianie zeli poliakrylamidowych ........cccccceeiiiiiiiiiiiiiiieee, 65
6.12 Oczyszczanie biatek za pomocg chromatografii jonowymiennej........ccccceeeeveecnnivennennn. 65
6.13 Oczyszczanie biatek za pomocg chromatografii powinowactwa ........cccceecveeeeevieeeennen, 65
6.14 Badanie opdznienia ruchliwosci elektroforetycznej komplekséw biatko:ssDNA (test
2L =Y o - [ ) PSR 66
6.15 Okreslenie masy czgsteczkowej i budowy biatek SSB..........coocviiiiiiiiiieiieeeeeee e, 67
6.15.1 Okreslenie masy czgsteczkowej biatek metodg ultrawirowania..........c.ccccuveeeeneee. 67
6.15.2 Okreslenie budowy i oszacowanie masy czasteczkowej metody sieciowania
(o] a Y= 0¥ o740 =Y - PSPPSR 67
6.16 Spektrofluorymetryczne badanie aktywnosci biatek SSB .......ccceeveiiiiiiiiiei e, 67
6.17 Badanie aktywnosci biatek SSB w wysokich temperaturach...........ccccceeeecieeeecirieeeennee. 68
6.18 Okreslenie temperatury denaturacji biatek SSB z wykorzystaniem skaningowej
mikrokalorymetrii rdZNiCOWE] (DSC) .....uvvieeiiiiieeeieiee ettt e et e e e e enree s 68
6.19 Badanie zdolnosci do obnizania temperatury topnienia dsDNA..........ccccocvveeercieeeennnee, 68
LT A 1 SR URUR 70
7.1 Klonowanie gendw ssb bakterii psychrofilnych do wektora ekspresyjnego pBAD........ 70
7.1.1 Amplifikacja gendw ssb bakterii psychrofilnych........ccccooveiiiiiiiiii e 70
7.1.2 Konstrukcja plazmidéw rekombinantowych .........cccoccvieiiiiiiiiicii e 70
7.1.3 Potwierdzenie obecnosci DNA insertow w plazmidach rekombinantowych......... 71



7.2 Produkcja rekombinantowych biatek SSB..........cceiviiiiiiiiiie e e 74

7.3 Oczyszczanie rekombinantowych biatek SSB..........coveeiiiieiiiiiiiie e, 76
7.4 Charakterystyka molekularna psychrofilnych biatek SSB.........cccoooveiiiieiiiiiieee, 77
7.4.1 Badanie opdznienia ruchliwosci elektroforetycznej komplekséw biatko:ssDNA... 77
7.4.2 Okreslenie masy czasteczkowej i budowy biatek SSB ..........ccceecveiiicieiicciieeee, 79
7.4.3 Spektrofluorymetryczne badanie aktywnosci biatek SSB..........cccceeeecieeeeciieeennen. 83
7.4.4 Badanie aktywnosci biatek SSB w wysokich temperaturach..........ccccoceeeeeciieeennnee. 89
7.4.5 Okreslenie temperatury denaturacji biatek SSB........ccceevvcieiiiiiieeecceee e 93
7.4.6 Badanie zdolnosci biatek SSB do obnizania temperatury topnienia dsDNA .......... 97

T B 1YL U T - USRS 99
8.1 Charakterystyka molekularna psychrofilnych biatek SSB..........cccoveiiiiiieiiiieeecieeeeens 99
8.2 Analiza sekwencji Diatek SSB .........oiiiiiiiiiiciie e 103
9. POSUMOWANIE .. eiiiii ittt ettt et s e e e s bee e e s st e e s ssabee e e sansnbeeeesnseeessneeeeenanens 113
10. Skroty nazw StOSOWANYCH W PraCy....ueiccciieee ettt stae e e e e aaee e s anaeeean 114
B T = = | (0 - PP PRSPPI 117



1. Cel pracy

Celem pracy byta identyfikacja, izolacja, otrzymanie oraz zbadanie wtasciwosci
biochemicznych i biofizycznych biatek SSB gatunkow bakterii zaadaptowanych do zimna takich
jak Desulfotalea psychrophila, Flavobacterium psychrophilum, Photobacterium profundum,
Pseudoalteromonas haloplanktis, Psychrobacter arcticus, Psychrobacter cryohalolentis,

Psychromonas ingrahamii i Psychroflexus torquis.



2. Streszczenie

Biatka SSB to biatka wigzgce sie z jednoniciowym DNA i RNA, wystepujgce we wszystkich
organizmach zywych oraz wirusach. Ze wzgledu na swoje wiasciwosci, a szczegdlnie
stabilizujgcy wptyw na pojedynczg ni¢ kwasu nukleinowego, sg niezbedne w procesach
replikacji, rekombinacji i naprawy DNA. Biatka SSB znalazty zastosowanie w biologii
molekularnej i analityce, m. in. jako wzmacniacze reakcji PCR, narzedzia do ilosciowej analizy
DNA, RNA i biatek w elektroforezie kapilarnej oraz w pirosekwencjonowaniu, jednak stale
poszukuje sie dla nich nowych zastosowan.

Srodowiska o zimnym klimacie stanowig okoto 85% powierzchni kuli ziemskiej
i charakteryzujg sie ogromnym zréznicowaniem zaadaptowanych do zimna organizméw. S3 to
w wiekszosci psychrofile bytujgce m.in. w zimnych wodach stodkich i morskich, w osadach
dennych mdrz i oceandéw, w polarnych i wysokogdrskich glebach, w lodzie lodowcoéw i w lodzie
morskim. Ponad 99% bakterii $rodowiskowych nie mozna hodowaé z wykorzystaniem
konwencjonalnych metod laboratoryjnych, dlatego identyfikacja nowych, aktywnych w niskiej
temperaturze biatek z tych bakterii jest znacznie ograniczona.

Zasob informacji na temat biatek organizmdw zaadaptowanych do zimna jest wyjgtkowo
ograniczony, zwtaszcza jesli weimie sie pod uwage rozprzestrzenienie organizmow
psychrofilnych w srodowisku (okoto 85% biosfery ziemskiej to psychrosfera o temperaturach
ponizej 5°C) oraz istniejace trudnosci w ich pozyskiwaniu. W literaturze naukowej nie ma
zadnych informacji dotyczacych charakterystyki biatek SSB mikroorganizmoéw zaadaptowanych
do zimna. W zwigzku z tym zostaty podjete badania nad biatkami SSB pochodzgcymi z bakterii
obligatoryjnie i fakultatywnie psychrofilnych.

Celem badan byto otrzymanie oraz przeprowadzenie charakterystyki molekularnej biatek
SSB  Desulfotalea  psychrophila  (DpsSSB),  Flavobacterium  psychrophilum  (FpsSSB),
Photobacterium  profundum  (PprSSB),  Pseudoalteromonas  haloplanktis  (PhaSSB),
Psychrobacter arcticus (ParSSB), Psychrobacter cryohalolentis (PcrSSB), Psychromonas
ingrahamii (PinSSB) i Psychroflexus torquis (PtoSSB). W trakcie badan wyizolowano genomowe
DNA wymienionych bakterii, ktére stanowito matryce do amplifikacji poszczegdlnych gendéw
ssb z zastosowaniem specyficznych dla danego gatunku starteréw. Skonstruowano plazmidy
ekspresyjne zawierajgce badane geny ssb. Przeprowadzono optymalizacje ekspresji
poszczegblnych gendw kodujgcych biatka SSB, w wyniku ktérej uzyskano wydajng ich
produkcje. Uzyskano oczyszczone preparaty tych biatek i wykazano ich aktywnos¢ wigzania
krotkich i dtugich fragmentow jednoniciowego DNA. Przeprowadzono poréwnawczg analize

sekwencji aminokwasowej biatek DpsSSB, FpsSSB, ParSSB, PcrSSB, PhaSSB, PinSSB, PprSSB
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i PtoSSB z biatkami wigzacymi jednoniciowy DNA bakterii mezofilnych i termofilnych, ktéra
w pierwszorzedowe] strukturze tych biatek wykazata pewne charakterystyczne cechy dla
enzymow zaadaptowanych do zimna. Okreslono mase czgsteczkowg i wykazano tetrameryczna
budowe u wszystkich badanych natywnych biatek z wykorzystaniem dwdch niezaleznych
metod: sieciowania aldehydem glutarowym oraz ultrawirowania. Okreslono dtugos$¢ miejsca
wigzania kwasu nukleinowego przez badane biatka SSB i stwierdzono, ze jest ono niezalezne od
stezenia soli, z wyjatkiem biatek F. psychrophilum i P. haloplanktis. Wykazano rowniez zdolnos¢
badanych biatek SSB do destabilizacji dwuniciowego DNA, ktéra jest jedng z podstawowych
wtasciwosci biatek SSB-podobnych. Okreslono temperature denaturacji badanych biatek SSB,
ktorej wartosé jest zblizona, a w dwdch przypadkach wyzsza niz dla biatka SSB Escherichia coli.
Ponadto, badajgc termostabilnos¢ tych biatek wykazano, ze sg one bardzo stabilne w wysokiej
temperaturze, stabilniejsze nawet od biatek termofilnych bakterii Thermus thermophilus czy
Thermoanaerobacter tengcongensis.

Biatka wigzace jednoniciowy DNA pochodzace z bakterii psychrofilnych stanowia
atrakcyjny materiat do dalszych badani strukturalnych, w wyniku ktérych mozliwe bedzie
wyjasnienie ich stabilnosci w wysokich temperaturach oraz badaid ich zastosowania
w technikach biologii molekularnej, a w szczegdlnosci w reakcjach wysokotemperaturowych,

np. opartych o amplifikacje DNA in vitro.



3. Abstract

SSB proteins are proteins that bind to single-stranded DNA and RNA, and are present in
all living organisms and viruses. Due to its properties, especially a stabilizing effect on a single
strand of nucleic acid, they are essential in such processes as replication, recombination and
DNA repair. SSB proteins are used in molecular biology and analytics: as enhancers of the PCR
reaction and pyrosequencing and as a tool for quantitative analysis of DNA, RNA and proteins
in capillary electrophoresis. However, it is constantly looking for their new applications.

Environment of cold climates represent about 85% of the Earth's surface and are
characterized by a great diversity of organisms adapted to cold. Psychrophiles are found
among other in cold freshwater and seawater, sediments in the seas and oceans, in polar and
alpine soils, in the ice of glaciers and sea ice. The identification of new, active at low
temperature, proteins of these bacteria is considerably limited, because more than 99% of the
environmental bacteria cannot be cultured by conventional laboratory methods.

The resource information about proteins of cold-adapted organisms is very limited,
especially when taking into account the spread of psychrophilic organisms in the environment
(about 85% of the Earth's biosphere is the psychrosphere with temperatures below 5°C) and
the difficulties in obtaining them. In the scientific literature, there is no information about the
characterization of SSB proteins from cold-adapted microorganisms. Therefore, studies on SSB
proteins derived from obligatory and facultative psychrophilic bacteria have been undertaken.

The aim of this study was to obtain and carry out molecular characterization of SSB
proteins from Desulfotalea psychrophila (DpsSSB), Flavobacterium psychrophilum (FpsSSB),
Photobacterium  profundum  (PprSSB),  Pseudoalteromonas  haloplanktis  (PhaSSB),
Psychrobacter arcticus (ParSSB), Psychrobacter cryohalolentis (PcrSSB), Psychromonas
ingrahamii (PinSSB) and Psychroflexus torquis (PtoSSB). During the tests, the genomic DNA was
isolated from above mentioned bacteria and was the template to amplify each ssb gene by
using primers specific for respective species. Expression plasmids containing examined ssb
genes were constructed. Optimization of the expression of individual genes encoding SSB
proteins were performed, which has resulted in efficient production of these molecules.
Preparations of purified proteins were obtained and their binding activity has been
demonstrated for both short and long fragments of single-stranded DNA. A comparative
analysis of the amino acid sequence of the DpsSSB, FpsSSB, ParSSB, PcrSSB, PhaSSB, PinSSB,
PprSSB and PtoSSB proteins with single-stranded DNA binding proteins from mesophilic and
thermophilic bacteria was performed and showed some features that are characteristic for

cold-adapted enzymes. Molecular weight and tetrameric structure of studied SSB proteins

9



were determined by using two independent methods: glutaraldehyde cross-linking and
ultracentrifugation. The length of nucleic acid binding by psychrophilic SSB proteins was
specified and found as salt independent, with the exception of SSB proteins of
F. psychrophilum and P. haloplanktis. It was also demonstrated that SSB proteins derived from
cold-adapted organisms possess the ability to destabilize the double-stranded DNA, which is
one of the basic properties of SSB-like proteins. Denaturation temperatures of examined SSB
proteins were also specified, the obtained values of which are similar, and in two cases higher
than for Escherichia coli SSB protein. In addition, the thermal stability of psychrophilic SSB
proteins was examined and demonstrated that these proteins are very stable at high
temperature, even more stable than proteins from thermophilic bacteria from Thermus
thermophilus or Thermoanaerobacter tengcongensis.

Single-stranded DNA-binding proteins from psychrophilic bacteria are an attractive topic
for further structural studies, as a result of which it will be possible to explain their stability at
high temperatures and for application research of these proteins in molecular biology,

particularly in high-temperature reactions based on in vitro DNA amplification.
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4. Wstep

4.1 Charakterystyka bakterii psychrofilnych

Przewazajaca czes¢ ziemskiej biosfery (85%) stanowi psychrosfera o temperaturach
ponizej 5°C. Obejmuje ona ponad 90% objetosci wéd oceanicznych (ktére stanowig 71%
powierzchni globu ziemskiego) i 70% powierzchni lagdéw. Stale zamarznieta kriosfera (20%
powierzchni Ziemi) obejmuje obszary wiecznej zmarzliny (permafrost), 16d lodowcéw oraz 16d
morz polarnych. Ta zimna strefa kuli ziemskiej jest zdominowana przez drobnoustroje
psychrofilne. Mikroorganizmy psychrofilne zasiedlajg rozmaite ekosystemy i to nie tylko te,
ktore sg zlokalizowane na obszarach o ustalonym zimnym klimacie, ale i takie, w ktérych
temperatura obniza sie tylko lokalnie lub okresowo. Wystepujg w zimnych wodach stodkich
i morskich, w osadach dennych mérz i oceanéw, w polarnych i wysokogorskich glebach,
w lodzie morskim i lodzie lodowcow. Rozwijajg sie na dnie rowdow oceanicznych, a nawet
w stratosferze i mezosferze, gdzie temperatury spadajg do -100°C [1, 2, 3].

Pierwsze doniesienie o zimnolubnym mikroorganizmie pochodzi z 1887 roku, w ktérym
Forster opisat fluoryzujacg bakterie, wyizolowang z przechowywanej w chtodzie ryby, dobrze
rosngcg w temperaturze 0°C. Kilkanascie lat pdzniej Schmidt-Neelsen wprowadzit termin
psychrofile dla mikroorganizméw posiadajgcych zdolno$¢ do wzrostu w niskich temperaturach
[4]. Obecnie wsréd mikroorganizmoéw zimnolubnych wyréznia sie psychrofile obligatoryjne
charakteryzujace sie optymalng temperaturg wzrostu (T,,) nie przekraczajacg 15°C
i maksymalng 20°C oraz psychrofile fakultatywne (psychrotrofy), ktérych temperatura
optymalna miesci sie w zakresie 20-25°C, a maksymalna nie przekracza 30°C [5, 6]. W ostatnich
latach zwrécono uwage, ze termin psychrotrofy opisujacy fakultatywne psychrofile jest
wewnetrznie niespdjny, poniewaz koncowka ,-trofy” odnosi sie raczej do statusu
zywieniowego organizmdw, a nie tgczy sie z temperaturg wzrostu [1].

Réznorodnos¢ ekosystemdw skolonizowanych przez drobnoustroje psychrofilne sprawia,
ze ich liczba i zréznicowanie sg ogromne. Scharakteryzowano liczne gatunki zaadaptowanych
do zimna sinic, nalezacych do rodzajéw Calothrix, Oscillatoria, Rivularia czy Nostoc. Poznano
rowniez mikroorganizmy psychrofilne nalezgce do drozdzy (Torulopsis, Candida, Mrakia,
Leukosporidium, Cryptococcus), plesni (Penicillum, Cladosporium), jednokomérkowych glonéw
(Chloromonas) i archeondw (Methanogenium, Methanococcoides, Methanosarcinia,
Halorubrum). Najliczniejsza jednak grupg sg bakterie, wsrdd ktérych opisano dotad gatunki
nalezagce do rodzajow: Alcaligenes, Antarctobacter, Aquaspirillum, Arthrobacter, Bacillus,

Bacteroides, Brevibacterium, Colwellia, Cryobacterium, Gelidibacter, Glacieola, Hymenobacter,
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Kocuria, Methylosphaera, Microbacterium, Micrococcus, Moraxella, Moritella (rodzaj
obejmujacy prawdopodobnie wyfacznie gatunki psychrofilne), Octadecabacter, Oleispira,
Phormidium, Photobacterium, Planococcus, Polaribacter, Polaromonas, Pseudoalteromonas,
Pseudomonas, Psychrobacter, Psychroflexus, Psychromonas, Psychroserpens, Rhodoglobus,

Sphingomonas, Shewanella i Vibrio [1, 7].

Bacteria

A

Bacteroidetes Proteobacteria
/‘\
Flavobacteria Gammaproteobacteria Deltaproteobacteria
N

Flavobacteriales Alteromonadales Pseudoalteromonadales Vibrionales Pseudomonadales Desulfobacterales

Flavobacteriaceae Psychromonadaceae Pseudoalteromonadaceae  Vibrionaceae Moraxellaceae Desulfobulbaceae
RN

Psychroflexus Flavobacterium Psychromonas Pseudoalteromonas Photobacterium Psychrobacter Desulfotalea
P. torquis F. psychrophilum P. ingrahamii P. haloplanktis P.profundum P. arcticus D. psychrophila

P. cryohalolentis

Rys. 1 Analiza filogenetyczna badanych w tej pracy organizméw psychrofilnych Desulfotalea psychrophila,
Flavobacterium  psychrophilum,  Photobacterium  profundum, Pseudoalteromonas  haloplanktis,
Psychrobacter arcticus, Psychrobacter cryohalolentis, Psychromonas ingrahamii i Psychroflexus torquis.

Sposrad licznej puli bakterii psychrofilnych wybrano osiem szczepdw bakteryjnych,
ktorych genomy stanowity zrédto gendw kodujgcych biatka wigzace jednoniciowy DNA.
Szczepy te wykazujg zrdznicowanie pod wzgledem stopnia pokrewienstwa (Rys. 1) oraz
warunkéw bytowania. Wybrane gatunki to: Desulfotalea psychrophila, Photobacterium
profundum, Psychroflexus torquis i Psychromonas ingrahamii nalezgce do psychrofili
obligatoryjnych oraz Flavobacterium psychrophilum, Pseudoalteromonas haloplanktis,
Psychrobacter arcticus i Psychrobacter cryohalolentis bedace psychrofilami fakultatywnymi

(Tab. 1).
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Nazwa bakterii

Pochodzenie bakterii

Temperatura
optymalna

Typ ze wzgledu na

wzrostu [°C] Topt
Desulfotalz.ea Osady morskie (Svalbard) 10 p?yChrOf.ll
psychrophila obligatoryjny
Flavobacterium . Wody morskie, L psychrofil
svehrohilum zainfekowane komorki 18-20 fakultatywn
psy p tososia ywny
Pseudoalteromonas . . psychrofil
haloplanktis Wody Atlantyku i Pacyfiku 15 fakultatywny
Psychrobacter 40 000 letni permafrost 99 psychrofil
arcticus (Syberia) fakultatywny
Psychrobacter 40 000 letni permafrost psychrofil
. ) 22
cryohalolentis (Syberia) fakultatywny
Ps.y chromoans Léd morski (Alaska) 5 p?yChrOf.l !
ingrahamii obligatoryjny
Photobacterium Dno morza >2 500 m <15 psychrofil
profundum (Morze Sulu) obligatoryjny
PsychrofI'e xus Léd morski (Antarktyka) 10-15 p?VChrOf.l !
torquis obligatoryjny

Tab. 1 Optymalne temperatury wzrostu i pochodzenie wybranych do badan bakterii psychrofilnych.

4.1.1 Charakterystyka Desulfotalea psychrophila

Desulfotalea psychrophila Lsv54 jest Gram-ujemna, redukujacg siarczany pateczka,
nalezacy do deltaproteobakterii (Rys. 1). Srodowiskiem zycia tego organizmu s permanentnie
zimne osady morskie, a po raz pierwszy zostat odkryty w arktycznym osadzie morskim
u wybrzezy Svalbardu (Norwegia). Bakterie D. psychrophila rosng w zakresie temperatur od
-1,8°C do 19°C, z optymalng temperaturg wzrostu wynoszgcg 10°C (czas generacji 27 godzin).
Te nie wytwarzajace spor pateczki sg bezwzglednymi beztlenowcami wykazujgcymi
fermentacyjny typ metabolizmu. Bakterie wykorzystujg kwasy karboksylowe, mréwczany,
alkohole i aminokwasy jako Zrédta wegla i donory elektronéw. Z kolei siarczany, siarczyny,
tiosiarczany oraz cytrynian zelaza (lll) sg gtéwnymi akceptorami elektrondw w przemianach
metabolicznych tych bakterii oraz sg redukowane do siarczkdw i cytrynianu zelaza (Il).

Ponadto, D. psychrophila wymaga chlorku sodu (1%) i chlorku magnezu do optymalnego
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wzrostu, natomiast obecnosé¢ witamin nie jest konieczna [8]. D. psychrophila, ze wzgledu na
swoje obfite wystepowanie w arktycznych osadach morskich, odgrywa istotng role w cyklu
energii w tym S$rodowisku oraz bierze udziat w globalnym obiegu wegla i siarki. Genom
Desulfotalea psychrophila LSv54 stanowi pojedynczy chromosom wielkosci 3523 kpz oraz dwa
plazmidy o wielkosci 121,5 kpz i 14,6 kpz. Co ciekawe, wykazano, ze bakteria D. psychrophila
nie posiada kilku homologéow chromosomoéw typu c (c553, c3, ncc), ktére sg obecne
u wiekszosci redukujgcych siarczany deltaproteobakterii [9]. Siarkowoddr, gtéwny produkt
metabolizmu bakterii redukujgcych siarczany (w tym szczepdw rodzaju Desulfotalea), odgrywa
wazng role w wigzaniu jondw metali w wodach morskich. Z tego wzgledu wspomniana grupa
bakterii moze by¢ stosowana w procesach bioremediacji metali ciezkich w srodowiskach

wodnych [10].

4.1.2 Charakterystyka Flavobacterium psychrophilum

Wiekszo$¢ przedstawicieli rodziny Flavobacteriaceae to wolno zyjgce organizmy, jednak
czes¢ z nich to powazne patogeny ludzi i zwierzat. Flavobacterium psychrophilum jest szeroko
rozpowszechnionym patogenem dzikich i hodowlanych ryb tososiowatych i uwazany jest za
jeden z najgrozniejszych czynnikbw chorobotwérczych ryb [11]. Jednostki chorobowe
wywotywane przez te patogeny to np. ,rainbow trout fry syndrome” (RTFS) i ,cold water
disease” (CWD). F. psychrophilum to Gram-ujemne pratki o $rednicy 0,2 — 0,75 um i dtugosci
1,5-1,75 um, ktérych morfologia jest zalezna od warunkdéw prowadzenia hodowli. Bakterie sg
fakultatywnymi psychrofilami o optymalnej temperaturze wzrostu 18-20°C, nie wykazujace
wzrostu w temperaturze 30°C i wyzszej. To bezwzgledne tlenowce wykazujgce wysokg
aktywnosé proteolityczng [12]. Komdrki tych bakterii produkujg szereg proteaz, ktére moga
bra¢ udziat w procesie chorobowym [13]. W 2001 roku scharakteryzowano wytwarzang
zewnatrzkomdrkowo metaloproteaze Fppl, ktéra ma zdolnosé rozszczepiania m.in. kilku typow
kolagenu, zelatyny oraz aktyny i miozyny — podstawowych elementéw uktadu miesniowego ryb
[14]. Mechanizmy patogennosci F. psychrophilum nie zostaty jeszcze doktadnie poznane.
Ostatnie doniesienia zespotu naukowcéw z Chile wskazujg, ze wyizolowane przez nich
bakteriofagi z tososi znacznie obnizajg $Smiertelnos¢ osobnikéw zainfekowanych bakteriami
F. psychrophilum. Wyniki te uzyskano w warunkach laboratoryjnych, jednak stanowig one
dowdd na to, ze fagi mogg by¢ zastosowane w celu ochrony ryb tososiowatych przed RTFS lub
CWD [15]. Genom F. psychrophilum sktada sie z pojedynczego chromosomu zawierajgcego
2861 kpz i plazmidu pCP1. Zawiera on 2432 geny kodujgce biatka, wéréd ktdrych znajdujg sie
biatka odpowiedzialne za ruch slizgowy i tworzenie biofilmu oraz liczne adhezyny i proteazy,

prawdopodobnie zaangazowane w kolonizacje, inwazje i degradacje komérek gospodarza [11].
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4.1.3 Charakterystyka Psychrobacter arcticus i Psychrobacter cryohalolentis

Szczepy Psychrobacter arcticus i Psychrobacter cryohalolentis wyizolowano z majgcego
okoto 40 000 lat syberyjskiego permafrostu z Niziny Kotymskiej. Sg to Gram-ujemne, $cisle
tlenowe, nieruchliwe i nie wytwarzajgce spor pateczki. Bakterie rosng w zakresie temperatur
od -10°C do 28°C (P. arcticus) lub do 30°C (P. cryohalolentis), przy czym optymalna
temperatura wzrostu wynosi 22°C. W przeciwienstwie do P. cryohalolentis, P. arcticus wymaga
obecnosci NaCl do swego wzrostu i redukuje azotany do azotyndw. Genom P. arcticus oraz
P. cryohalolentis stanowi jeden chromosom wielkosci odpowiednio 2650 kpz i 3100 kpz [16].
P. arcticus jest jednym z modelowych organizméw w badaniach mechanizmoéw adaptacji do
zycia bakterii w niskich temperaturach. Wyniki analizy genomu sugeruja, ze do strategii
adaptacyjnych nalezg m.in. zmiany sktadu bton i synteza biatek szoku zimna. Analiza
porownawcza proteomu P. arcticus wskazuje na mniejszg zawarto$¢ kwasowych reszt
aminokwasowych oraz proliny i argininy, co w konsekwencji wptywa na zwiekszong
elastyczno$¢ biatek dziatajagcych w niskich temperaturach. Rdznica w zawartosci reszt
aminokwasowych dotyczyta w znacznej mierze biatek istotnych dla wzrostu komadrek
i reprodukcji tego organizmu [17]. W 2012 roku scharakteryzowano esteraze, pochodzacy
z P. cryohalolentis enzym hydrolizujgcy ttuszcze. Enzym ten wykazuje najwiekszg
termostabilnos¢ w poréwnaniu do opisanych dotad esteraz bakterii psychrofilnych,

zachowujgc ponad 60% aktywnosci po 1-godzinnej inkubacji w temperaturze 80°C [18].

4.1.4 Charakterystyka Pseudoalteromonas haloplanktis

Pseudoalteromonas haloplanktis to Gram-ujemne, SciSle tlenowe, nie wytwarzajgce spor
pateczki nalezgce do gammaproteobakterii (Rys. 1) [19]. Bakterie te kolonizujg zaréwno
przybrzezne, jak i otwarte wody Atlantyku i Pacyfiku. Po raz pierwszy zostaty wyizolowane
z prébek pochodzacych z przybrzeznych wdd oceanicznych zebranych przez zespdt francuskiej
stacji badawczej na Antarktydzie. Genom P. haloplanktis sktada sie z dwdch niezaleinie
replikujgcych sie chromosomow o wielkosci 2700 kpz i 800 kpz [20, 21]. Przedstawiciele tego
gatunku to fakultatywne psychrofile zyjagce w zakresie temperatur od 4°C do 25°C [22]
i optymalnej temperaturze wzrostu 15°C [23], preferujgce stezenie NaCl w zakresie 1,5 - 3,5%,
zdolne do wzrostu ponizej normalnego cisnienia atmosferycznego [24]. P. haloplanktis wraz
z innymi morskimi bakteriami uwazany jest za istotne zrédto biologicznie aktywnych substancji
(np. substancji przeciwbakteryjnych), w tym enzyméw. Stwierdzono, ze bakteria ta wytwarza
pozakomérkowo substancje antybakteryjne, np. kwas izowalerianowy, ktéry jest rowniez

inhibitorem ludzkich limfocytéw [25].
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Rekombinantowy szczep P. haloplanktis TAC 125, produkujgcy monooksygenaze
toluenu/o-ksylenu, jest obiecujgcym mikroorganizmem dla bioremediacji zwigzkow
aromatycznych stanowigcych zanieczyszczenia $rodowisk morskich i $ciekéw [22]. Na
przetomie XX i XXI wieku znacznie wzrosto zainteresowanie enzymami pochodzenia
psychrofilnego ze wzgledu na ich biotechnologiczny potencjat i mozliwosci zastosowania
w réznych gateziach przemystu. Enzymy pochodzgce z mikroorganizméw zaadaptowanych do
zimna byty wytwarzane przez transformowane ich genami drobnoustroje mezofilne, jednak nie
zawsze byto mozliwe uzyskanie wydajnej ekspresji tych genéw badz otrzymanie aktywnych
biatek w mezofilnym gospodarzu. Z tego wzgledu intensywnie poszukiwano nowych systemodw
do ekspresji gendw, opartych na drobnoustrojach psychrofilnych. W 2006 roku P. haloplanktis
TAC 125 zostat wykorzystany jako gospodarz ekspresyjny do zewnatrzkomorkowej produkcji
rekombinantowych biatek w niskiej temperaturze (nawet 4°C) [26]. Ekspresja w tym systemie
zachodzita z niskg wydajnoscig, poniewaz jednoczesnie wydzielane byty egzoproteazy
gospodarza, ktére powodowaty czesciowa degradacje produkowanego biatka. Skonstruowany
dwa lata pdziniej rekombinantowy szczep P. haloplanktis, ze zinaktywowanym systemem
sekrecji, jest gospodarzem ekspresyjnym obecnie stosowanym w produkcji ,,trudnych” biatek,
ulegajacych nieprawidtowemu ztozeniu, powstajacych jako nierozpuszczalne agregaty lub
degradowalnych w mezofilnych gospodarzach ekspresyjnych [27]. Do tej pory uzyskano piec
struktur krystalograficznych biatek P. haloplanktis [28, 29, 30, 31, 32]. Wyniki analiz
porownawczych tych struktur odegraty istotng role w badaniach mechanizméw adaptacji

bakterii psychrofilnych do zimnego srodowiska.

4.1.5 Charakterystyka Psychromonas ingrahamii

Psychromonas ingrahamii zostat wyizolowany z lodu morskiego pochodzacego
z przyladka Barrow u wybrzezy Alaski. To niezdolne do ruchu, wystepujgce pojedynczo lub
parami, duze Gram-ujemne pateczki. Posiadajg wakuole gazowe o dwdch niespotykanych
typach morfologicznych, opisanych dotad jedynie u halofilnych archeonéw Halobacterium
halobium. Wakuole gazowe, zawierajgce mate biatkowe pecherzyki przepuszczalne dla gazéw,
obnizajgc gestos¢ komdrek wptywajg na zachowanie ich ptynnosci. Jednak ich doktadna funkcja
nie zostata jeszcze poznana [33]. Bakterie P. ingrahamii to obligatoryjne psychrofile rosngce
w zakresie temperatur od -12°C do 10°C, a ich optymalna temperatura wzrostu wynosi 5°C. Sg
to jedyne znane bakterie rosngce w tak niskiej temperaturze. Ponadto temperatura -12°C jest
najnizszg temperaturg, w jakiej mozliwa jest hodowla psychrofili w warunkach laboratoryjnych.
Gtéwnym problemem jest utrzymanie pozywek w stanie ptynnym podczas hodowli oraz

utrzymanie statfej niskiej temperatury podczas dtugiej, czesto kilkutygodniowej, inkubacji [34].
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Bakterie P. ingrahamii nalezg do fakultatywnych beztlenowcéw, wykazujacych tlenowy
i fermentacyjny metabolizm. Rosng w umiarkowanych stezeniach soli (1-10% NacCl)
i neutralnym srodowisku o pH w zakresie 6,5 — 7,4. Bakteria wykorzystuje szerokg game zrédet
wegla (np. cukry, fumaran, mleczany, glicerol) oraz ma zdolnos$¢ fermentacji glukozy (bez
wytwarzania pecherzykéw gazu), laktozy i trehalozy [33]. W 2013 roku rozwigzano strukture
krystalograficzng biatka regulatorowego, frataksyny, z P. ingrahamii [35]. Zsekwencjonowany
w 2006 roku genom P. ingrahamii stanowi pojedynczy chromosom wielkosci 4560 kpz

o zawartosci zasad G+C wynoszgcej 40,1% [36].

4.1.6 Charakterystyka Photobacterium profundum

Photobacterium profundum SS9 zostat wyizolowany ze skorupiakéw rzedu Amphipoda
z Morza Sulu, z gtebokosci 2551 m. To Gram-ujemne pateczki nalezgce do rzedu Vibrionales
gammaproteobakterii (Rys. 1), majgce zdolnos¢ produkcji katalazy i oksydazy oraz redukcji
azotandéw. S3g bakteriami psychro- i bazofilnymi, wykazujgcymi optimum wzrostu
w temperaturze 15°C i cisnieniu 28 MPa. Bakterie P. profundum wymagajg obecnosci soli do
wzrostu oraz sg zdolne do metabolizowania szerokiego zakresu weglowodanéw prostych
i ztozonych. Komarki tych bakterii posiadajg zdolnosé do przemieszczania sie dzieki obecnosci
pojedynczej nieostonietej flagelli [37]. P. profundum stanowi genetyczny model w badaniach
nad adaptacjg mikroorganizméow do Zzycia w warunkach niskich temperatur i wysokiego
ci$nienia [38]. Wykazano na przyktad, ze wiele gendw odpowiedzi na stres, takich jak: htpgG,
dnakK, dnal i groEL, jest aktywowanych przez wzrost cisnienia [39]. Ponadto, ilos¢ i typ
tancuchéw kwasdéw ttuszczowych w btonie komérkowej zalezy od zmian cisnienia
i temperatury. W niskiej temperaturze i przy wysokim cisnieniu zaobserwowano zwiekszong
produkcje jedno- i wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych przez szczep SS9. W efekcie
dochodzi do zmniejszenia upakowania tancuchéw kwaséw ttuszczowych, a btona komdrkowa
nabiera struktury ciektego krysztatu [40]. W 2005 roku zsekwencjonowano genom
P. profundum SS9. Genom ten sktada sie z dwdch kolistych chromosoméw wielkosci: 4100 kpz

i 2200 kpz oraz plazmidu wielkosci 80 kpz [39].

4.1.7 Charakterystyka Psychroflexus torquis

Psychroflexus torquis to wyizolowane z lodu morskiego Antarktyki Gram-ujemne
bakterie nalezgce do rodziny Flavobacteriaceae (Rys. 1) i wytwarzajace barwnik nadajacy jasno
pomaranczowe zabarwienie ich koloniom. Komérki majg rdéing morfologie: od
przypominajgcych pateczki przez spiralne filamenty po filamenty o zréznicowanej dtugosci

w zaleznosci od wieku hodowli. Koliste kolonie wystepujg w starszych hodowlach. P. torquis to
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scisle tlenowe chemoheterotrofy, posiadajace zdolnosé syntezy wielonienasyconych kwaséw
ttuszczowych: gtdwnie kwasu eikozapentaenowego oraz kwasu arachidonowego. Bakterie te s3g
obligatoryjnymi psychrofilami, ktérych optymalna temperatura wzrostu miesci sie w zakresie
od 10 do 15°C, natomiast w temperaturze 20°C i powyzej nie sg zdolne do wzrostu [41].
W 2001 roku odkryto, ze P. torquis wytwarza 2-fenyloetyloamine w bardzo duzej ilosci [42].
Jest to drugi przypadek zdolnosci do duzej produkcji tej aromatycznej aminy przez bakterie.
Pierwszym byto odkrycie tego zjawiska u alkalofilnych bakterii Bacillus cohnii, ktore
produkowaty 2-fenyloetyloamine z L-fenyloalaniny i wydzielaty jg do pozywki [43]. Wykazano,
ze mechanizm wytwarzania tej aromatycznej aminy przez P. torquis jest analogiczny jak

u B. cohnii, jednak rola tego zwigzku w rozwoju obu bakterii nie jest znana [42].

4.2 Adaptacje drobnoustrojow psychrofilnych do niskich temperatur

Mikroorganizmy, aby przetrwac i rozwija¢ sie w zimnych srodowiskach, wyksztatcity
specjalne mechanizmy adaptacyjne umozliwiajgce im prawidlowy rozwdj i aktywny
metabolizm komdrek. Niska temperatura powoduje m.in. spadek aktywnosci enzymow,
obnizenie ptynnosci bton cytoplazmatycznych, zaktécenie transportu sktadnikéw odzywczych
i metabolitéw, spadek poziomu transkrypcji, translacji i podziatéw komérek, denaturacje lub
nieprawidtowe zwijanie biatek i tworzenie sie krysztatkow lodu wewnatrz komérek [44].
Przystosowanie do zimna odbywa sie zardwno na poziomie molekularnym, jak i komérkowym,
a takze obejmuje cechy fenotypowe mikroorganizméw, zalezne od zasiedlanego ekosystemu.
Wsrdd adaptacji drobnoustrojow psychrofilnych do niskich temperatur wyréznié mozna:
modyfikacje sktadu kwaséw ttuszczowych w lipidach btonowych, dostosowanie wtasciwosci
kinetycznych, termodynamicznych i strukturalnych biatek (szczegdlnie enzymoéw) do pracy
w niskiej temperaturze oraz wytwarzanie specyficznych biatek w odpowiedzi na niska

temperature i ograniczong dostepnos¢ wody ciektej.

4.2.1 Modyfikacje lipidow btonowych

Modyfikacja sktadu kwaséw ttuszczowych w lipidach btonowych w celu utrzymania
ptynnosci membran komérkowych jest jedng z najistotniejszych adaptacji u drobnoustrojéw
zimnolubnych. Obnizenie temperatury wywiera negatywny wptyw na fizyczne wiasciwosci
i funkcje membran komodrkowych powodujgc przejscie dwuwarstwy lipidowej z fazy
ciektokrystalicznej do fazy statego Zzelu, co prowadzi do zmniejszenia ptynnosci btony
i ostatecznie, utraty jej funkcji [7]. Normalna aktywno$¢ metaboliczna, zalezna od

prawidtowego transportu elektronéw w procesach oddychania, efektywnego pobierania
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sktadnikéw odzywczych i odbierania bodicow z otoczenia, niezaktéconego przebiegu
transportu aktywnego i biernego, jest mozliwa tylko wtedy, gdy dwuwarstwa lipidowa znajduje
sie w fazie ciektokrystalicznej [1]. Wtasciwosci fizyczne bton regulowane sg przez sktad lipiddow,
ktory zmienia sie w zaleznosci od warunkéw termicznych siedliska mikroorganizmow [45].
U organizmow psychrofilnych ptynnos$é bton komérkowych jest zapewniana poprzez jedng
badz kombinacje nastepujgcych modyfikacji: zwiekszenie udziatu nienasyconych reszt kwaséw
ttuszczowych (szczegdlnie cis-nienasyconych), zmniejszenie udziatu reszt kwasow ttuszczowych
o dtugim fancuchu weglowym oraz zwiekszenie udziatu reszt kwaséw ttuszczowych
o rozgatezionym tancuchu weglowym (w tym wiekszego udziatu form anteiso- w stosunku do
form jso-) [46]. Zwiekszong zawarto$¢ mono- i wielonienasyconych reszt kwasdéw ttuszczowych
w lipidach btonowych stwierdzono m.in. u gammaproteobakterii rodzaju Shewanella, Moritella
i Colwellia. Natomiast wzrost liczby reszt o rozgatezionym i krétszym tanicuchu weglowym jest
charakterystyczny dla budowy lipiddw bftonowych antarktycznych bakterii morskich
i glebowych [1]. Taki sktad kwaséw ttuszczowych odgrywa kluczowg role w zwiekszaniu
ptynnosci btony powodujac, ze staje sie ona bardziej gietka i luzno upakowana, utatwiajac tym

samym procesy transportu w warunkach niskiej temperatury.

4.2.2 Specyficzne biatka wytwarzane przez drobnoustroje psychrofilne

Dostepnosé wody w stanie ciektym jest ograniczona w srodowiskach zasiedlanych przez
drobnoustroje psychrofilne. W niskich temperaturach, dominujgcym procesem pozwalajagcym
na utrzymanie wody w postaci ptynnej jest obnizenie jej temperatury krzepniecia. Do
zainicjowania procesu krzepniecia niezbedna jest obecnos¢ zarodkdw krystalizacji.
W przypadku braku inicjatoréw tego procesu, mozliwe jest utrzymanie wody w fazie ciektej
w temperaturach ponizej 0°C. Zjawisko to jest powszechnie wykorzystywane przez
zaadaptowane do zimna mikroorganizmy w celu ochrony przed tworzeniem sie
wewnatrzkomérkowego lodu. W niskich temperaturach drobnoustroje psychrofilne
wytwarzajg unikatowe biatka zapobiegajgce zamarzaniu (ang. anti-freeze proteins, AFP) oraz
biatka termicznej histerezy (ang. thermal hysteresis proteins, THP). Biatka te obnizajg punkt
krzepniecia wody, ale nie jej punkt topnienia, czyli powodujg termiczng histereze [1]. Dzieki
swoim amfipatycznym witasciwosciom, biatka AFP i THP sg zdolne do adsorpcji na zarodkach
krysztatéw lodu, ktére tworzg sie w komodrce lub przenikajg do jej wnetrza przy spadku
temperatury. Obecnos¢ biatek AFP u bakterii stwierdzono po raz pierwszy w 1993 roku [47].
W kolejnych latach opisano wiele bakterii zdolnych do syntezy biatek AFP. Szczegdlng uwage

zwrdcono na szczepy rodzaju Moraxella, u ktérych biatka te wystepujg w duzej ilosci oraz na
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Marinomonas primoryensis, ktéry wytwarza zalezne od jondéw wapnia niezwykle aktywne
biatka AFP [44, 48].

Zaadaptowane do zimna mikroorganizmy wytwarzajg ponadto, niespotykane u innych
drobnoustrojéw, unikatowe biatka nukleacyjne lodu (ang. ice nucleic proteins, INP) [49].
Te mate biatka zlokalizowane s3 w zewnetrznej btonie bakterii psychrofilnych i w niskich
temperaturach dziatajg jako zarodki krysztatéw lodu wigzgc na swojej powierzchni czgsteczki
wody. Rdzen czasteczki INP pokrywany jest przez powstajgce krysztaty, prowadzac do
powstania struktury, ktora ze wzgledu na zbyt duze rozmiary nie moze wnikng¢ do wnetrza
komorki i doprowadzi¢ do jej destrukgji.

Transkrypcja i translacja sg procesami wrazliwymi na zmiany temperatury. Skutkiem
dziatania niskiej temperatury jest wzmocnienie oddziatywan miedzy niémi podwdjnej helisy
DNA (takze formy superskreconej), ktére prowadzi do zaburzenia relaksacji i utrudnienia
dostepu polimerazy RNA do kwasu deoksyrybonukleinowego. Ponadto wzrasta ilo$¢
niekorzystnych drugorzedowych struktur RNA, ktére mogg zaktdcaé proces ekspresji informacji
genetycznej [7]. Biatka szoku zimna (ang. cold-shock proteins, CSP) s3 niezbedne do
uruchomienia i prawidtowego przebiegu transkrypcji i translacji w warunkach niskiej
temperatury. Biatka te s3 odpowiedzialne za tworzenie sie funkcjonalnych rybosomoéw
przeprowadzajgcych synteze tancucha polipeptydowego oraz za usuwanie niewtasciwych
struktur drugorzedowych w mRNA [1]. Biatka CSP wystepujg nie tylko u organizmow
psychrofilnych, ale takze u mezo- i termofilnych. Psychrofile produkujg biatka CSP w sposéb
ciggty, natomiast inne mikroorganizmy wytwarzajg je tylko w odpowiedzi na stres zimna.
U drobnoustrojow zaadaptowanych do zimna nie dochodzi do hamowania ekspresji genéw
podstawowego metabolizmu (ang. housekeeping genes), ktéra towarzyszy odpowiedzi na stres
zimna u organizmow mezofilnych. Ponadto liczba biatek CSP jest znacznie wyzsza niz u mezofili
i proporcjonalna do natezenia zimna [2]. Podobng do CSP i réwnie wazng grupg biatek,
umozliwiajgcg mikroorganizmom psychrofilnym niezaktécony rozwéj w srodowiskach o niskiej
temperaturze, sg biatka aklimatyzacji do zimna (ang. cold-acclimation proteins, CAP). Niektdre
z biatek CAP sg biatkami szoku zimna u mikroorganizmdéw mezofilnych, jak np. opiekurcze

biatko CspA [7].

4.2.3 Adaptacje biatek i enzymdw do dziatania w niskiej temperaturze

Wiekszos$¢ reakcji metabolicznych, umozliwiajagcych przezycie i rozwdj kazdego
organizmu, to reakcje zachodzace z udziatem enzyméw, zalezne od temperatury. Niska
temperatura powoduje spadek szybkosci reakcji, zmiany w oddziatywaniach enzym-substrat,

wzrost lepkosci rozpuszczalnika (np. lepkos¢ wody w 0°C jest prawie dwukrotnie wyzsza niz
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w 20°C) oraz zmniejszenie rozpuszczalnosci biatek, czego rezultatem moze by¢ ich denaturacja.
Wptyw temperatury na reakcje chemiczne, w tym reakcje enzymatyczne, opisuje réwnanie

Arrheniusa:

_Ea
k=A-e RT

gdzie k to stata szybkosci reakcji, A to czynnik przedwyktadniczy charakterystyczny dla danej
reakcji, E, to energia aktywacji, R to stata gazowa i T to temperatura. Z réwnania wynika, ze
obnizenie temperatury prowadzi do gwattownego spadku statej szybkosci reakcji, ktérego
skala zalezy od wartosci energii aktywacji [50]. Dla reakcji o duzej energii aktywacji szybkos¢
reakcji silnie zalezy od temperatury. Natomiast im mniejsza jest energia aktywacji reakcji, tym
jej szybkos¢ w mniejszym stopniu zalezy od temperatury. Bytujagce w permanentnie zimnym
Srodowisku drobnoustroje psychrofilne musiaty kinetycznie, termodynamicznie i przede
wszystkim strukturalnie przystosowaé swoje enzymy do dziatania w niskiej temperaturze.
Zaadaptowane do zimna enzymy charakteryzuja sie wyzszg aktywnoscig katalityczng w niskich
i umiarkowanych temperaturach w stosunku do homologicznych enzymdw mikroorganizmow
mezofilnych i termofilnych, dzieki obnizonej energii swobodnej i entalpii aktywacji reakgc;ji.
Obnizenie E, powoduje mniejszg wrazliwosé enzymdw psychrofilnych na zmiany temperatury
w porownaniu do ich mezofilnych odpowiednikéw i jest to ich podstawowa kinetyczna
adaptacja do niskiej temperatury [7]. Nizsza energia aktywacji osiggana jest dzieki zwiekszonej
elastycznosci struktury w obrebie domeny funkcyjnej lub w catej czasteczce biatka, ktdra
sprawia, ze centrum aktywne staje sie wieksze i bardziej dostepne dla substratéw reakcji
katalitycznej [51]. Wieksza gietkos¢ biatek organizmoéw psychrofilnych jest niezwykle istotna
dla ich prawidtowego funkcjonowania w temperaturach doswiadczanych w warunkach
bytowania. Adaptacja ta umozliwia efektywne dziatanie enzyméw w lepkim i ubogim
energetycznie Srodowisku, w ktérym ruchy termiczne czgsteczek sg ograniczone.

Do tej pory rozwigzano struktury ponad 30 biatek drobnoustrojow zaadaptowanych do
zimna [52]. Poznanie struktury psychrofilnych biatek z uzyciem metod krystalograficznych jest
znacznie utrudnione ze wzgledu na elastycznos$¢ tych molekut wynikajgcg z ich adaptacji do
funkcjonowania w niskich temperaturach. W zwigzku z tym, w celu przewidywania struktur
i konformacji zaadaptowanych do zimna biatek, stosuje sie metody bioinformatyczne. Taka
analiza jest mozliwa, gdy struktury homologicznych enzymow sg poznane i dostepne w bazach
danych. Dzieki zastosowaniu analiz rentgenograficznych i bioinformatycznych mozliwe byto
porownanie homologicznych enzymoéw psychrofilnych i mezofilnych [53]. Z tych badan wynika,
ze enzymy te wykazujg bardzo podobng architekture czasteczki, zblizong konformacje domen

oraz struktur trzecio- i czwartorzedowych. Ponadto ich kieszenie katalityczne zawierajg te
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same reszty aminokwasowe odpowiedzialne za wigzanie substratu i katalizujace
przeprowadzang reakcje enzymatyczng [51]. Analogia strukturalnych witasciwosci sprawia, ze
molekularny mechanizm reakcji z udziatem homologicznych biatek psychrofilnych i mezofilnych
jest wiasciwie identyczny. Zaobserwowano jednak szereg subtelnych zmian w strukturze biatek
zaadaptowanych do zimna, ktére wptywajg na elastycznos¢ konieczng do prawidtowego
funkcjonowania w niskich temperaturach. Nalezg do nich:

= zwiekszona ilo$¢ polarnych i mniej hydrofobowych reszt aminokwasowych,

= obecnos¢ dodatkowych reszt glicyny,

= obnizona zawartos$¢ reszt argininy i niski stosunek argininy do lizyny,

= redukcja oddziatywan wodorowych i jonowych,

= redukcja oddziatywan miedzy aromatycznymi tarncuchami bocznymi reszt

aminokwasowych,

= brak lub obnizenie ilosci mostkdéw solnych,

= obecnos¢ dodatkowych petli o wiekszej zawartosci polarnych reszt aminokwasowych,

= obnizona zawartos¢ proliny,

= podstawienia alifatycznych i natadowanych reszt aminokwasowych matymi lub

nienatadowanymi resztami aminokwasowymi,

= redukcja oddziatywan hydrofobowych miedzy podjednostkami,

= zmniejszone upakowanie rdzenia hydrofobowego,

= modyfikacje w oddziatywaniach dipolowych a-helis [53, 54, 55].

Negatywnym skutkiem zmian strukturalnych, zwigzanych z adaptacja enzyméw do
zimna, jest ostabienie ich stabilnosci kosztem zwiekszonej gibkosci molekut [56]. Jednym
z warunkéw stabilnosci termicznej biatek jest ich zwarta struktura, dlatego enzymy posiadajace
bardziej elastyczng budowe sg mniej stabilne. Istniejg jednak termostabilne biatka pochodzace
z psychrofilnych organizméw. Przyktadowo dwa enzymy (NADP-zalezna dehydrogenaza
aldehydowa i aspartaza) wyizolowane z antarktycznej bakterii Cytophaga sp. KUC-1 wykazujg
najwyzszg aktywnos¢ w temperaturze 55°C i sg bardziej stabilne termicznie niz ich mezofilne
odpowiedniki [57]. Z kolei dehydrogenaza alkoholowa szczepu Flavobacterium frigidimaris jest
aktywna w zakresie temperatur od 0°C do 85°C, a najwyzszg jej aktywnos$¢ zaobserwowano
w 70°C [58]. Natomiast dehydrogenaza izocytrynianowa Desulfotalea psychrophila ma wyzszg
temperature denaturacji (66,9°C) niz jej mezofilny homolog (59°C) [59].

Biatka drobnoustrojow psychrofilnych nigdy nie wykazujg wszystkich wyzej
wymienionych cech adaptacyjnych jednoczesnie. Kazdy enzym/biatko posiada unikalny zestaw

wtasciwosci, ktére nadajg mu niezbedng w niskich temperaturach elastycznosé [7].
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4.2.3.1 Pary jonowe i zawartos¢ argininy

Wsrdd stabych oddziatywan elektrostatycznych, pary jonowe powstate miedzy dwoma
przeciwnie natadowanymi tancuchami polipeptydowymi sg najsilniejszymi czynnikami
stabilizujgcymi konformacje biatek. Ich obecnos¢ korzystnie wptywa na stabilnos¢ termiczng
biatek. W poréwnaniu do homologéw mezofilnego pochodzenia, w strukturze enzymoéw
organizméw psychrofilnych obserwuje sie brak par jonowych wigzgcych struktury
drugorzedowe i podjednostki biatkowe [60]. Przyktadowo, w psychrofilnej a-amylazie
z Alteromonas haloplanktis zanotowano brak 12 mostkow solnych w poréwnaniu do a-amylazy
wyizolowanej ze S$winskiej trzustki. Rézinica byta efektem podstawienia zasadowego
aminokwasu z pary jonowej resztami glutaminy lub asparaginy [61].

Arginina bierze udziat w stabilizacji termicznej biatek, dzieki obecnemu w jej strukturze
tancuchowi guanidynowemu, ktéry umozliwia tworzenie wiecej niz jednej pary jonowej oraz
zdolnosci do tworzenia kilku wigzan wodorowych [61]. Zawartos¢ reszt argininy oraz stosunek
Arg/(Arg+Lys) sg nizsze u enzymdéw psychrofilnych w poréwnaniu do ich mezofilnych
i termofilnych odpowiednikéw, co zostatlo udokumentowane m.in. na przyktadzie

zaadaptowanej do zimna a-amylazy, B-laktamazy czy lipazy [60].

4.2.3.2 Wiazania wodorowe

Wptyw pojedynczego wigzania wodorowego na stabilnos¢ biatka jest znikomy, jednak
duza liczba takich oddziatywan w strukturze tych molekut sprawia, ze s3 one dominujgcym
czynnikiem stabilizujgcym zwiniecie fancuchow polipeptydowych. Badania nad strukturg
krystalograficzng dwadch trypsyn, bydlecej i wyizolowane] z tososia, dowiodty, ze utrata kilku
wigzan wodorowych w zaadaptowanym do zimna enzymie jest odpowiedzialna za stabsze
oddziatywania miedzy drugorzedowymi strukturami zlokalizowanymi w poblizu miejsca
katalitycznego. Ponadto catkowita liczba polarnych, zdolnych do tworzenia wigzan
wodorowych reszt aminokwasowych (Ser, Thr, Asn i GIn) jest o 20% mniejsza

w proteolitycznym enzymie pochodzacym z ryby niz w bydlecej proteazie [61].

4.2.3.3 Oddziatywania miedzy aromatycznymi pierscieniami

Stabe, polarne oddziatywania pomiedzy aromatycznymi pierscieniami reszt tyrozyny,
fenyloalaniny i tryptofanu majg poréwnywalne do wigzan wodorowych znaczenie w stabilizacji
struktury, lecz wystepujg w biatkach w mniejszej ilosci. Wykazano, ze czes¢ aromatycznych
interakcji miedzy silnie zakonserwowanymi w subtylizynach i B-laktamazach pochodzenia

mezofilnego resztami aromatycznymi nie wystepuje w ich homologach z organizméw

23



psychrofilnych. Brak tych oddziatywan destabilizuje strukture biatek jednoczesnie nadajgc im

gietkos¢ niezbedng w warunkach niskiej temperatury [60, 61].

4.2.3.4 Mostki disiarczkowe i zawartos¢ proliny

Reszty proliny oraz mostki disiarczkowe majg znaczacy wptyw na stabilizacje
i usztywnienie przestrzennej struktury biatek [61]. Wykazano, ze oligo-1,6-glukozydaza
z termofilnego szczepu Bacillus thermoglucosidasius posiada az 14 dodatkowych reszt proliny
w swojej sekwencji aminokwasowej, ktore prawdopodobnie sg przyczyng niezwyktej
stabilnosci tego biatka. Zawartos¢ proliny w przypadku enzymoéw bakterii psychrofilnych, np.
izomerazy triozofosforanowej, a-amylazy i B-laktamazy, jest na ogét nizsza w poréwnaniu do
homologicznych enzyméw pochodzenia mezofilnego i termofilnego. W zaadaptowanej do
zimna a-amylazie reszty proliny sg usuniete lub zastgpione matymi resztami aminokwasowymi,
gtéwnie alaniny. Te podstawienia i delecje wystepujg gtdwnie w petlach i skretach taricucha
taczacego sasiednie struktury drugorzedowe nadajgc mu istotng elastycznosé [60]. Ponadto,
a-amylaza z Alteromonas haloplanktis zawiera mniej mostkéw disiarczkowych niz jej mezofilny

odpowiednik [51].

4.2.3.5 Zawartosc glicyny

Glicyna, najmniejszy aminokwas, nie posiada taricucha bocznego i moze przyjmowac
wiele konformacji sterycznie zakazanych w przypadku innych reszt aminokwasowych. Z reguty
zawartos$¢ glicyny w sekwencji aminokwasowej enzymow z mikroorganizméw psychrofilnych
nie rézni sie znaczaco od innych biatek. Jednakze znaczng ilo$¢ reszt tego aminokwasu
obserwuje sie w poblizu miejsc aktywnych enzymow psychrofilnego pochodzenia, np. lipazy
z Moraxella TA144 czy a-amylazy z Alteromonas haloplanktis, co nadaje tym domenom lokalng

gietkos¢ [60].

4.2.3.6 Efekt hydrofobowy

Efekt hydrofobowy, wynikajacy z silnej tendencji niepolarnych aminokwaséw do
wzajemnego oddziatywania, jest sita napedowag procesu zwijania biatek [62]. Grupowanie
hydrofobowych tancuchéw bocznych aminokwaséw w obrebie rdzenia biatkowego stabilizuje
strukture tych molekut. Oddziatywania te sg endotermiczne i nasilajg sie ze wzrostem
temperatury [60]. W enzymach zaadaptowanych do zimna zaobserwowano liczne substytucje
niepolarnych aminokwaséw, ktére powodujg gwattowny spadek indeksu hydrofobowosci,

w poréwnaniu do ich mezofilnych analogédw [61]. Przyktadowo, sposréd 84 reszt
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aminokwasowych zaangazowanych w tworzenie klasterow hydrofobowych a-amylazy
Swinskiej trzustki az 25 zostato zastgpionych innymi resztami aminokwasowymi w a-amylazie
psychrofilnej bakterii. 80% tych podstawien spowodowato znaczny spadek indeksu

hydrofobowosci, a 72% - wzrost elastycznosci tego enzymu [60].

4.3 Biatka SSB

W latach sze$édziesigtych ubiegtego wieku prowadzono badania nad technika
chromatografii powinowactwa na ztozu ssDNA-celuloza, podczas ktérych odkryto produkt genu
32 bakteriofaga T4. Biatko silnie, selektywnie i kooperatywnie wigzato sie do jednoniciowego
DNA (ssDNA) i byto pierwszym poznanym biatkiem o takich wtasciwosciach [63, 64, 65].
W niedtugim czasie analogiczne biatko odkryto w bakteriach Escherichia coli i ze wzgledu na
zaobserwowang zdolno$¢ do rozplatania podwdjnej helisy nadano mu nazwe biatko
rozwijajgce DNA (ang. DNA-unwinding protein) [66, 67]. W kolejnych latach stosowano inne
terminy, takie jak: biatko wigzgce DNA (ang. DNA-binding protein) [68, 69, 70], biatko topigce
DNA (ang. DNA-melting protein) [71, 72, 73] oraz biatko destabilizujgce helise (ang. helix
destabilizing protein) [73]. W 1979 roku poznano gen ssb E. coli, a jego produktowi nadano
ostateczng, stosowang dzi$ nazwe biatko wigzgce jednoniciowy DNA (ang. single-stranded
DNA-binding protein, SSB) [74]. Biatko wykazuje rowniez zdolno$¢ wigzania RNA, jednak sita
tego oddziatywania jest znacznie stabsza w poréwnaniu do wigzania z ssDNA [70, 75]. Nazwa
SSB wiasciwie dotyczy jedynie biatka wigzgcego ssDNA z E. coli. Dla biatek pochodzacych
z innych organizmow stosuje sie okreslenie biatka SSB-podobne. Jednak, w celu uproszczenia,
termin SSB stosowany jest dla wszystkich biatek z rodziny SSB.

Biatka SSB wystepujg we wszystkich organizmach zywych i wirusach, biorgc udziat
w procesach metabolizmu DNA. Do tej pory zbadano wiele biatek SSB wiruséw, np. faga T7
[76], faga P1 [77], wirusa Epsteina-Barra (EBV) [78], wirusa Herpes simplex [79], mezofilnych
bakterii, np. Streptococcus pneumoniae [80, 81], Pseudomonas aeruginosa [82],
Mycobacterium tuberculosis [83], oraz termofilnych bakterii, np. Thermus aquaticus i Thermus
thermophilus [84, 85], Deinococcus radiodurans [86], Thermotoga maritima [87]. Poznano
takze eukariotyczne biatka SSB, nazywane biatkami RPA (ang. replication protein A), w tym
u cztowieka (hsRPA) [88], muszki owocowej Drosophila melanogaster [89] i drozdiy
Saccharomyces cerevisiae [90]. Biatka wigzgce jednoniciowy DNA wystepujg takze
w mitochondriach, np. ludzkie mitochondrialne biatko SSB (HsmtSSB) [91]. Ich obecnos¢
stwierdzono réwniez u archeondw, np. Pyrococcus furiosus [92], Sulfolobus solfataricus [93]

i Methanococcus jannaschii [94].
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4.4 Budowa biatek SSB

Poznane dotychczas biatka SSB, mimo rdzinorodnego pochodzenia (prokariotyczne
i eukariotyczne organizmy oraz wirusy), charakteryzujg sie dwoma wspdlnymi cechami
strukturalnymi. Pierwszg stanowi obecnos¢ silnie zakonserwowanej ewolucyjnie domeny OB
(ang. oligonucleotide/oligosaccharide-binding fold, OB-fold), ktéra jest odpowiedzialna za
wigzanie do jednoniciowego DNA, natomiast druga to oligomeryzacja biatka, w wyniku ktdrej
cztery domeny OB tworzg aktywng forme biatka SSB. Wsréd opublikowanych dotgd biatek SSB
organizméw prokariotycznych i eukariotycznych wystepujg homotetramery, homodimery oraz

heterotrimery [95].

4.4.1 Homotetrameryczne biatka SSB

U zdecydowanej wiekszosci bakterii monomery biatek SSB zawierajg jedng domene
wigzgcg ssDNA. Funkcjonalne biatko sktada sie z czterech takich podjednostek, tworzac
homotetramer. Biatka o budowie tetrameru wystepujg takze u niektérych archeondéw, np.
biatko SsoSSB.

Najlepiej poznanym biatkiem o budowie homotetramerycznej jest biatko SSB Escherichia
coli (EcoSSB) (Rys. 2) o masie czgsteczkowej monomeru wynoszacej 18,98 kDa zawierajgcego
178 reszt aminokwasowych [96]. W kazdej podjednostce biatka znajduje sie bogata w struktury
a-helisy i B-kartki N-terminalna domena oraz mniej uporzgdkowana strukturalnie domena
C-terminalna. W N-terminalnym fragmencie znajduje sie domena wigzgca ssDNA (OB-fold),
natomiast fragment C-terminalny, o charakterze kwasnym, zawiera na swoim koncu

ewolucyjnie zakonserwowang sekwencje szesciu reszt aminokwasowych [97, 98].

Rys. 2 Struktura krystalograficzna EcoSSB [PDB 1EQQ].
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Zawarte w domenie N-terminalnej reszty aminokwasowe His55, GIn76 oraz GIn110 biorg
udziat w tetrameryzacji biatka EcoSSB. W zmutowanych formach biatka, w ktérych His55
zastepowano innymi resztami aminokwasowymi, np. tyrozyny czy argininy obserwowano
znaczny spadek zdolnosci ich monomeréw do tworzenia struktury tetrameryczne;j.
W mutantach SSB zawierajgcych reszty Arg55 i Lys76 lub Arg55 i Lys110 obserwowano tylko
czesciowa dysocjacje do monomerdw. Natomiast podstawienia reszt GIn76 i GIn110 resztami
lizyny lub tyrozyny wptywato stabilizujgco na forme tetrameryczng [99, 100].

Funkcja domeny C-terminalnej nie zostata jeszcze doktadnie poznana [98]. Stwierdzono,
ze nie jest ona ani konieczna do formowania tetrameru, ani do wigzania kwasow
nukleinowych. Odcinek ostatnich dziesieciu reszt aminokwasowych ma wypadkowy ujemny
tadunek, co sprawia, ze fragment ten jest oddalony od domeny wigzacej kwas nukleinowy
w tetramerze biatka zwigzanego z ssDNA. Ponadto, badania zmutowanych biatek SSB nie
zawierajacych kwasowego fragmentu C-koricowego wykazaty, ze nie sg one funkcjonalne
w komérkach E. coli [97]. Mutanty biatka EcoSSB, pozbawione domeny C-terminalnej lub jej
fragmentdéw, nie sg zdolne do wigzania holoenzymu DNA polimerazy Ill [101], egzonukleazy |
[102], glikozylazy uracylowej [103], DNA polimerazy V [104] oraz biatek RecQ [105], RecG
[106], RecO [107] i PriA [108]. Region ten odgrywa wiec wazng role w dziataniu biatek SSB in
vivo i jest odpowiedzialny za oddziatywania z innymi biatkami biorgcymi udziat w metabolizmie
DNA [95]. Sekwencja aminokwasowa miedzy domeng N-terminalng a koricowymi resztami
aminokwasowymi domeny C-terminalnej stanowi jedynie tgcznik, ktdry oddziela oba te
fragmenty [97].

Do biatek homotetramerycznych nalezg rowniez biatka SSB wyizolowane z termofilnych
bakterii Thermotoga maritima (TmaSSB) i Thermotoga neapolitana (TneSSB). Nalezg one do
najmniejszych dotychczas scharakteryzowanych biatek wigzgcych ssDNA, a masa molekularna
ich monomeréw wynosi odpowiednio 16,3 kDa (TmaSSB) i 16,6 kDa (TneSSB). Homologia
miedzy tymi biatkami jest wysoka (90% identycznosci), natomiast podobieristwo do EcoSSB jest
nieco nizsze (55% i 56%). Analogicznie do wiekszosci bakteryjnych SSB TmaSSB i TheSSB tworzg
homotetramery, zawierajace jedng domene OB w kazdym monomerze [87].

Mitochondrialne biatka SSB, podobnie jak bakteryjne biatka wigzace jednoniciowy DNA,
majg budowe homotetrameryczng. Obecne w mitochondriach komaérek ludzkich biatko SSB
(HsmtSSB) wykazuje wzglednie niskie podobienstwo sekwencji aminokwasowej (36%) do
bakteryjnego EcoSSB. Mimo znacznych rdznic w strukturze pierwszorzedowej, HsmtSSB
posiada bardzo podobng strukture krystalograficzng i wtasciwosci biofizyczne w poréwnaniu
do SSB Escherichia coli. W 1997 roku uzyskano krysztaty obu biatek i stwierdzono, ze wykazujg

one symetrie D, tworzgc dwa dimery utozone wzgledem siebie ,gtowa do gtowy”. Ponadto, na

27



podstawie analizy porownawczej sekwencji aminokwasowych obu biatek, wykazano, ze ludzkie
mitochondrialne biatko SSB nie posiada fragmentu C-korcowego istotnego dla oddziatywan
z innymi biatkami u bakteryjnych SSB [109].

Monomer biatka SSB Sulfolobus solfataricus sktada sie ze 148 reszt aminokwasowych
o0 masie czasteczkowej 16,2 kDa. SsoSSB jest interesujgcym biatkiem ze wzgledu na swojg
multimetrycznos¢ oraz wtasciwosci strukturalne. W roztworze wspomniane biatko wystepuje
w postaci monomeru, natomiast w kompleksie z kwasem nukleinowym tworzy multimetryczne
formy, gtéwnie tetrameryczne. Analiza sekwencji aminokwasowej wykazata, ze domena OB
SsoSSB jest wysoce homologiczna do domen wigzgcych ssDNA innych archeondw, natomiast
fragment C-terminalny jest podobny do analogicznego fragmentu bakteryjnych biatek SSB.
Ponadto, nie zaobserwowano motywu palca cynkowego, ktéry jest charakterystyczny dla
biatek SSB Euryarchaea i Eukaryota. Uzyskana w 2003 roku struktura krystalograficzna SsoSSB
potwierdza wysokie podobienstwo domeny wigzgcej DNA do domen OB biatek RPA. Jednak

pod wzgledem biochemicznym biatko to przypomina bakteryjne SSB [93, 110, 111, 112].

4.4.2 Homodimeryczne biatka SSB

Biatka SSB o budowie homodimerycznej zostaty odkryte stosunkowo niedawno. W 2002
roku zespdt badawczy Katedry Mikrobiologii Politechniki Gdanskiej otrzymat dwa biatka SSB
z termofilnych bakterii Thermus aquaticus (TaqSSB) i Thermus thermophilus (TthSSB) [84, 85].
Monomery tych biatek zwierajg odpowiednio 263 (TthSSB) i 264 (TaqSSB) reszty
aminokwasowe, a podobiefAstwo miedzy tymi biatkami jest wysokie i wynosi 90%. Na
podstawie analizy sekwencji aminokwasowe]j wykazano, ze w monomerach obu biatek obecne
sg dwie domeny wigzace ssDNA: N-koricowa i C-koricowa. Za C-koricowa domeng OB znajduje
sie réwniez ujemnie natadowany fragment okoto dwudziestu reszt aminokwasowych.
Identycznosé domeny N-koricowej tych biatek do N-koricowej domeny EcoSSB wynosi 32% dla
TthSSB i 33% dla TagSSB. Fragment C-konicowy obu biatek zawiera dwa rejony homologiczne
do biatka wigzgcego ssDNA E. coli. Pierwszy rejon od 126 do 239 reszty aminokwasowej jest nie
tylko analogiczny do N-koncowej domeny tych termostabilnych biatek, ale réwniez do
N-koricowego fragmentu biatka EcoSSB (37% identycznosci dla TagSSB i 40% identycznosci dla
TthSSB). Drugi rejon obejmuje silnie zakonserwowang sekwencje czterech ostatnich reszt
aminokwasowych (DIPF). Na podstawie tej analizy zaproponowano, ze aktywng forme biatek
TagSSB i TthSSB stanowig homodimery — nowy stopien oligomeryzacji wsrdd bakteryjnych
biatek SSB [85]. Dimerycznos¢ tych biatek zostata potwierdzona pdzniejszymi badaniami

krystalograficznymi (Rys. 3) [113, 114]. Homodimer tych biatek SSB zawiera cztery domeny
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wigzace ssDNA, ale tylko dwa C-koricowe fragmenty biorgce udziat w oddziatywaniach z innymi

biatkami.

Rys. 3 Struktura krystalograficzna dimeru TagSSB. Kolorem niebieskim oznaczono domeny N-terminalne, natomiast
kolorem czerwonym - domeny C-terminalne monomeroéw [113].

Homodimery wystepujg takze wsrdd biatek SSB bakterii rodzaju Deinococcus, (np.
D. radiodurans, D. grandis, D. proteolyticus, D. radiopugnans, D. murrayi, D. geothermalis)
[115, 116, 117, 118, 119]. Bakterie D. radiodurans wykazujg wysoka opornos$¢ na
promieniowanie radiacyjne i wyjgtkowo duzg zdolno$¢ do naturalnej transformacji. Te
niezwykte witasciwosci majg zwigzek z istnieniem bardzo wydajnych proceséw rekombinacji
i naprawy DNA u tych bakterii. W komérkach D. radiodurans znajduje sie srednio 19500
czasteczek biatka SSB, podczas gdy E. coli posiada ich od 300 do 2000 w komodrce. llosé
czasteczek DraSSB moze wzrosngé nawet do 56000 pod wptywem promieniowania
radiacyjnego. Dane te ukazujg bardzo istotny udziat biatek SSB w procesach ochrony i naprawy
DNA [120]. W 2004 roku scharakteryzowano biatko wigzace jednoniciowy DNA D. radiodurans,
DraSSB, oraz uzyskano jego strukture krystalograficzng [86, 121]. DraSSB skfada sie z dwdch
monomerdow dfugosci 301 reszt aminokwasowych o tgcznej masie czgsteczkowej 65 kDa i jest
jednym z najwiekszych odkrytych dotad biatek SSB. Kazdy monomer tego biatka zawiera dwie
domeny OB pofaczone ze sobg przez B-skret. Ponadto monomery DraSSB wykazuja
asymetryczng budowe, poniewaz domeny OB nie sg identyczne. Wykazano, ze C-koricowa
domena ma wieksze powinowactwo do ssDNA, poniewaz zawiera az cztery reszty
aminokwasowe analogiczne do reszt biorgcych udziat w wigzaniu kwasu nukleinowego

u EcoSSB [86, 120, 121].
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4.4.3 Heterotrimeryczne biatka SSB

Biatka SSB organizméw eukariotycznych i archendéw podkrélestwa Euryarchaea
okreslane sg biatkami RPA (ang. replication protein A) i wystepujg w postaci heterotrimerow

(Rys. 4). Zawierajg az sze$¢ domen OB, ale tylko cztery z nich wigzg sie z jednoniciowym DNA.

Rys. 4 Struktura krystalograficzna heterotrimeru RPA zwigzanego z ssDNA. Kolorem jasnoniebieskim oznaczono
podjednostke RPA70, kolorem rézowym — podjednostke RPA32, kolorem zielonym — podjednostke RPA14,
kolorem zéttym — fragment jednoniciowego DNA, kolorem fioletowym — tgcznik miedzy domenami DBD-B
i DBD-C. Nukleotydy nici DNA ponumerowano od 1 do 25, rozpoczynajac od korica 5 DNA. Struktura nie
zawiera N-terminalnej domeny podjednostki RPA70 [122].

Pierwszym odkrytym eukariotycznym biatkiem SSB byto ludzkie biatko RPA (hsRPA),
ktore poczatkowo zidentyfikowano jako czynnik niezbedny do replikacji wirusa SV40 in vitro
[88]. Biatko sktada sie z trzech podjednostek o réznej wielkosci: 70 kDa, 32 kDa i 14 kDa [123],
kodowanych przez oddzielne geny. Podjednostka RPA70 zawiera cztery domeny o réznych
funkcjach: N-koricowa biorgcg udziat w oddziatywaniach z innymi domenami oraz trzy utozone
tandemowo domeny OB (okreslane w biatkach RPA jako domeny DBD): DBD-A, DBD-B i DBD-C.
Domena DBD-C RPA70 jest jednoczesnie domeng C-koncowa uczestniczagcg w wigzaniu
mniejszych podjednostek RPA32 i RPA14. Domeny DBD-A i DBD-B tworzg kanat wigzacy
jednoniciowy DNA, ktory sktada sie z 15 reszt aminokwasowych, natomiast domena DBD-C
tworzy zakonserwowany w biatkach RPA motyw ,palca cynkowego” i stymuluje wigzanie
ssDNA. Trzy domeny tworzg Srednig podjednostke RPA32. Pierwsza to wydtuzona
i nieuporzadkowana domena N-koncowa, ktdra jest najbardziej ufosforylowanym fragmentem

hsRPA. Centralng cze$¢ RPA32 stanowi, odpowiedzialna za wigzanie jednoniciowego DNA,

30



domena DBD-D, natomiast domena C-koncowa zaangazowana jest w oddziatywania z innymi
biatkami. Tylko jedna strukturalna domena jest obecna w podjednostce RPAl4, a jej
C-konicowy odcinek wraz z domenami DBD-C i DBD-D bierze udziat w procesie trimeryzacji
funkcjonalnego biatka RPA [124, 125, 126, 127]. Natomiast wysoce zakonserwowany motyw
»palca cynkowego” jest niezbedny w procesach replikacji i naprawy mutacji punktowych [128].

Przyktadem archeona, u ktérego stwierdzono obecnos¢ biatka RPA, jest Pyrococcus
furiosus. Biatko RPA P. furiosus (PfuRPA) stanowi trimeryczny kompleks podobny do AsRPA,
ztozony z podjednostek: RPA41, RPA32 oraz RPA14. Sekwencja aminokwasowa najwieksze]
podjednostki jest homologiczna do eukariotycznego monomeru RPA70 i zawiera dwie domeny
OB oraz motyw ,palca cynkowego”. Natomiast mniejsze podjednostki RPA32 i RPA14 nie

wykazujg homologii do zadnych znanych biatek SSB i RPA [92].

4.5 Mechanizm wigzania biatek SSB do ssDNA

Badania nad oddziatywaniami biatek SSB z jednoniciowym DNA wykazaty istnienie
réznych rodzajow komplekséw SSB-DNA. Do oznaczenia tych komplekséw stosuje sie skrot
(SSB),,, w ktérym n oznacza liczbe nukleotydow wigzanych przez tetramer biatka SSB. Dtugosc
miejsca wigzania ssDNA przez biatko zalezy od sity jonowej roztworu, w tym kationdéw
jednowartosciowych i dwuwartosciowych, stezenia samego biatka, pH oraz temperatury [129].
Wykazano, ze tetramer biatka EcoSSB tworzy dwa podstawowe typy wigzania: (SSB)ss i (SSB)es,

w zaleznosci od stezenia soli w roztworze (Rys. 5) [130].

Rys. 5 Modele wigzania tetrameru EcoSSB z ssDNA: (SSB)3s (A) i (SSB)es (B) [130, 131].
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Przy niskim stezeniu soli (<10 mM NaCl) i wysokim stezeniu biatka powstaje kompleks
(SSB)3s, natomiast przy wysokim stezeniu soli (2200 mM NacCl) i niskim stezeniu biatka powstaje
kompleks (SSB)es. Aktywny homotetramer EcoSSB zawiera cztery identyczne domeny OB, po
jednej w kazdym monomerze. W kompleksie typu (SSB)s;; biatko EcoSSB wigze w sposdb
kooperatywny dtugie fragmenty ssDNA wykorzystujac do wigzania jedynie dwie domeny OB
tetrameru. Dzieki temu mozliwe jest tworzenie dtugich klasterow biatka na nici DNA. Cztery
domeny OB tetrameru EcoSSB zaangazowane sg w wigzanie fragmentu jednoniciowego DNA
w kompleksie (SSB)es, przy czym kooperatywnosé tego wigzania jest stosunkowo niska i nie
powstajg dtugie klastery biatkowe [132, 133, 134]. Wykazano réwniez tworzenie sie posrednich
komplekséw: (SSB)4o i (SSB)ss przy stezeniach soli w zakresie 10-200 mM NaCl [135, 136].
Zdolnos¢ biatek SSB do tworzenia réznych typow kompleksédw z ssDNA, zalezng od warunkéw
buforowych, mozna wykorzysta¢ w celu regulacji i koordynacji proceséw replikacji, naprawy
oraz rekombinacji DNA [137].

Pierwsze badania nad mechanizmem wigzania biatek SSB do jednoniciowego DNA byty
oparte na zjawisku wygaszania fluorescencji reszt tryptofanowych biatka EcoSSB w miare
wzrostu stezenia oligonukleotydu poly(dT). W przypadku kompleksu (SSB)ss, w ktdérym
wszystkie domeny biorg udziat w wigzaniu ssDNA, wygaszanie fluorescencji reszt
tryptofanowych zachodzi na poziomie 90%. Natomiast w modelu (SSB)ss wygaszanie
fluorescencji tryptofanu wynosi okofo 50%, co ma zwigzek z tym, ze tylko potowa waznych dla
wigzania reszt tryptofanowych jest zaangazowana w oddziatywanie z oligonukleotydem. Na
podstawie wynikéw tych doswiadczen stwierdzono, ze reszty tryptofanu biorg udziat
w wigzaniu ssDNA przez biatko SSB [130, 135, 138]. W monomerze biatka EcoSSB obecne s3
cztery reszty tryptofanowe w pozycjach: 40, 54, 88 oraz 135. Na podstawie analiz
spektroskopowych stwierdzono, ze reszty tryptofanu w pozycjach 40 i 54 sg zaangazowane
w wigzanie ssDNA, a ich fluorescencja jest prawie catkowicie wygaszana. Dzieki wykorzystaniu
mutagenezy ukierunkowane] skonstruowano szereg mutantéw biatek SSB, w ktérych reszty
tryptofanu zastgpiono innymi resztami aminokwasowymi. Biatka te miaty znacznie obnizong
zdolnos¢ do wigzania jednoniciowego DNA, a w mutantach pozbawionych Trp54 istotng role
w wigzaniu odgrywata reszta Trp88. Natomiast brak reszty tryptofanu w pozycji 135 nie
wptywat na wigzanie biatka do ssDNA. Obserwujac wrazliwos¢ na promieniowanie UV komérek
bakteryjnych ze zmutowanym biatkiem SSB, wykazano, Zze do petnej aktywnosci biatka
niezbedne sg reszty Trp54 i Trp88 [139, 140]. Istotng role w wigzaniu nici DNA przez EcoSSB
odgrywa reszta fenyloalaniny w pozycji 60. Skutkiem zamiany tego aminokwasu na reszte
alaniny byt spadek powinowactwa biatka do jednoniciowego DNA. Substytucje Phe60 resztami

Leu, Val, Tyr i His nie powodowaty zmian konformacji biatka EcoSSB, natomiast obecnos¢ reszt
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Trp lub Ser w tej pozycji powodowata istotng zmiane struktury biatka. Zaobserwowano, ze
podstawienie Phe60 aromatyczng resztg aminokwasowg powoduje zwiekszenie
powinowactwa SSB do jednoniciowego DNA. Natomiast substytucje Phe60 pozostatymi
resztami powodowaty obnizenie zdolnosci EcoSSB do wigzania ssDNA [141, 142, 143]. Analiza
termodynamiczna wigzania EcoSSB do ssDNA wskazata istotny udziat oddziatywan
elektrostatycznych w wigzaniu kwasu nukleinowego [144, 145]. Reszty lizyny oraz N-koniec
biatka SSB poddano chemicznym modyfikacjom. Wykazano, ze acetylacja reszt Lys43, Lys62,
Lys73 i Lys87 oraz grupy aminowej N-konca biatka powoduje znaczny spadek powinowactwa
tak zmodyfikowanego EcoSSB do ssDNA [146]. Domena C-terminalna biatka EcoSSB nie bierze
udziatu w wigzaniu jednoniciowego DNA. Zaobserwowano jednak, ze silnie zakonserwowany
fragment ostatnich 10 reszt aminokwasowych tej domeny jest odpowiedzialny nie tylko za
oddziatywanie z innymi biatkami, ale réwniez za zdolno$¢ biatka SSB do obnizania temperatury
topnienia dwuniciowego DNA [147].

Biatka RPA réwniez tworzg rézne typy wigzan w zaleznosci od dtugosci fragmentu ssDNA,

z ktérych dwa zostaty najlepiej poznane: RPA10 i RPA30 (Rys. 6) [124, 148, 149].

Rys. 6 Modele wigzania trimeru hsRPA do ssDNA [137].

Pierwszy, mniej stabilny, kompleks RPA10 powstaje podczas wigzania fragmentu
jednoniciowego DNA dtugosci 8-10 nukleotydow. W wigzaniu tym biorg udziat tylko dwie
domeny duzej podjednostki RPA70: DBD-A i DBD-B [124]. Natomiast w najbardziej stabilnym
kompleksie RPA30 trzy domeny podjednostki RPA70 (DBD-A, DBD-B, DBD-C) i jedna domena
podjednostki RPA32 (DBD-D) sg zaangazowane w wigzanie 30-nukleotydowego fragmentu
ssDNA. Zaobserwowano, ze w taki sam sposob biatko RPA moze takze wigzac fragment DNA
dtugosci 17 nukleotyddw (kompleks RPA17) [149, 150]. Badania dotyczace modyfikacji
powinowactwa RPA do ssDNA wskazujg na konkretng orientacje eukariotycznych biatek SSB
w stosunku do nici DNA. Podjednostka RPA70 bardziej efektywnie wigze fragment
5’ jednoniciowego DNA, natomiast RPA32 silniej oddziatuje z regionem blisko korica 3’ DNA

[150, 151, 152]. Zaobserwowano réwniez, ze podczas wigzania 10-nukleotydowego ssDNA
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moze by¢ zaangazowana najmniejsza podjednostka biatka RPA, RPA14 [153]. Wiadomo, ze
podjednostka ta jest niezbedna do funkcjonowania komdrek, co sugeruje, ze typ kompleksu
z jej udziatem odgrywa istotng role w interakcji z DNA podczas procesdw replikacji i naprawy.
Analizujgc modele wigzania RPA30, wskazano aromatyczne reszty aminokwasowe, ktdre sg
kluczowe dla wigzania jednoniciowego DNA. Nalezg do nich: Phe238 i Phe269 (domena
DBD-A), Trp361 i Phe386 (domena DBD-B), Phe532 i Tyr581 (domena DBD-C) oraz Trp107
i Phe135 (domena DBD-D) [148].

Homodimeryczne biatka SSB bakterii rodzaju Deinococcus i Thermus posiadajg dwie
domeny OB w kazdym z monomerdw. Sekwencja aminokwasowa domeny N-koncowej
i C-koncowej jest rézna, co powoduje, ze biatka te nie wykazujg budowy symetrycznej tak jak
biatka tetrameryczne, ztozone z identycznych domen wigzgcych ssDNA. Pod wzgledem sktadu
aminokwasowego domena C-koricowa biatka SSB D. radiodurans (DraSSB) jest bardziej
homologiczna do domeny OB EcoSSB niz domena N-koricowa. W C-koricowej domenie OB
DraSSB obecne sg cztery reszty aminokwasowe (Tyr-164, Tyr-177, Trp-183, Trp-210) biorgce
udziat w wigzaniu ssDNA analogiczne do reszt wystepujacych u EcoSSB (Trp-40, Trp-54, Phe-60,
Trp-88), podczas gdy N-koricowa domena zawiera tylko dwie zakonserwowane reszty o tej
funkcji (Tyr-53, Trp-88). Wystepowanie réznic w sekwencji reszt aminokwasowych waznych dla
wigzania jednoniciowego DNA wptywa na efektywnos$¢ tego oddziatywania. Podczas analizy
sekwencji aminokwasowej biatka DraSSB poszukiwano réowniez reszt homologicznych do reszt
Lys62 i Lys73, ktére u EcoSSB sg takze istotne w wigzaniu ssDNA. W domenie N-terminalnej
DraSSB te reszty sg zakonserwowane i sg to: Lys61 i Lys71, natomiast w domenie C-terminalnej
sg to reszty Asp185 oraz Lys195. Réznice te powodujg, ze poszczegdlne domeny OB biatka SSB
D. radiodurans wigzg ssDNA z rdéing sitg. Analiza strukturalna dimeru DraSB wykazata, ze
w proces dimeryzacji zaangazowane s3 tylko reszty aminokwasowe domen N-terminalnych
(Argl6, Arg2l1, Tyr22, Glu31, Tyr53, Arg55), co przyczynia sie do mniejszego udziatu tych

domen w wigzaniu jednoniciowego DNA [121].

4.6 Funkcje biatek SSB

4.6.1 Rola biatek SSB w replikacji DNA

Replikacja DNA umozliwia przekazywanie informacji genetycznej z komérki rodzicielskiej
do komérek potomnych. Proces ten zachodzi w sposéb prawie doskonaty i zapewnia stabilno$¢
genetyczng wszystkich rozwijajacych sie organizmoéw zywych. Wiernos¢ syntezy nowych nici
DNA jest zapewniana nie tylko dzieki precyzyjnemu procesowi replikacji, ale takze dzieki

sprawnym mechanizmom wykrywania i naprawy btedoéw lub uszkodzen powstatych w trakcie
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i po amplifikacji. Podczas replikacji dochodzi do rozplatania podwdjnej helisy DNA, a kazda
pojedyncza ni¢ staje sie matrycg do syntezy komplementarnej nici potomnej (mechanizm
semikonserwatywny). W procesie replikacji bierze udziat wiele biatek, z ktorych wiekszosé
zostata juz dobrze poznana.

Inicjacja replikacji w komarkach E. coli rozpoczyna sie w loci oriC. To unikalna sekwencja
dtugosci 245 pz, ktdra zwiera cztery dziewiecionukleotydowe miejsca wigzania dla biatka DnaA
i trzy utozone tandemowo trzynastonukleotydowe fragmenty bogate w pary AT [154, 155,
156]. Duza zawartos$¢ zasad adeniny i tyminy w tych powtdrzeniach utatwia topnienie dupleksu
DNA przez rozpoczeciem syntezy. Ponadto kazdy trzynastonukleotydowy fragment zawiera
sekwencje GATC, ktéra jest miejscem metylacji dla metylotransferazy adeninowej. Metylacja
adeniny w tej sekwencji jest jednym z procesdow regulujgcych inicjacje kolejnej rundy
replikacyjnej [157, 158]. Pierwszg faze inicjacji replikacji stanowi aktywacja miejsca oriC przez
transkrypcje, w wyniku ktdrej dochodzi do zwiniecia tego odcinka DNA w dodatkowe ujemne
superskrety, ktére sg niezbedne do otwarcia dupleksu. W tym czasie nagromadzone podczas
wzrostu komorki biatka DnaA zaczynajg tworzy¢ kompleksy po 20-40 czgsteczek naraz
i przytaczajg sie do miejsca oriC, tworzac tzw. kompleks zamkniety [155]. Przytaczenie biatek
DnaA nastepuje przy udziale ATP oraz biatek histonopodobnych powodujgc rozwijanie nici
w miejscach bogatych w pary AT (kompleks otwarty) [159]. Do tak wyeksponowanego
fragmentu DNA przytgcza sie biatko DnaB, ktdre jest ATP-zalezng helikazg [160, 161]. Helikaza
jest potaczona z biatkiem DnaC w postaci heksameru (DnaB)g(DnaC)s. W tym kompleksie DnaC
jest jedynie przenosnikiem i jest uwalniane zaraz po przytgczeniu sie DnaB do widetek
replikacyjnych utworzonych przez jednoniciowy DNA [162, 163, 164]. Helikaza DnaB
kontynuuje rozwijanie nici DNA wypierajgc niepotrzebne juz na tym etapie biatko DnaA.
Rozwijane fragmenty jednoniciowego DNA sg stabilizowane przez biatka SSB. Do powstatego
oczka replikacyjnego wigze sie biatko DnaG (prymaza DNA), ktdre jest wyspecjalizowang
polimerazg RNA [165]. Prymaza DNA syntetyzuje starter RNA, od ktdrego rozpoczyna sie
synteza DNA na nici wiodgacej. Podczas przesuwania sie biatka DnaB wzdtuz nici DNA, w wyniku
rozwijania dwuniciowej helisy, powstajg dodatnie superskrety, ktére s3 usuwane przez gyraze.
Ruchomy kompleks ztozony z helikazy DnaB i prymazy nazywany jest prymosomem
i odpowiada za synteze starterow w odlegtosci 1000-2000 nukleotyddéw na nici opdznionej.
Opdinienie syntezy na nici opdznionej jest rowne dtugosci jednego fragmentu Okazaki. Synteza
nici opdznionej zachodzi zgodnie z kierunkiem przesuwania sie widetek replikacyjnych dzieki
zapetleniu matrycy, ktére powstaje podczas syntezy startera. Petla powieksza sie az do
momentu napotkania uprzednio zsyntetyzowanego fragmentu Okazaki. W procesie elongacji,

ztozony z wielu podjednostek, holoenzym polimerazy DNA |ll odpowiada ze wydtuzanie
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starteréw obu nici. Polimeraza DNA |l wystepuje w postaci dimeru, co umozliwia jednoczesng
synteze na obu niciach DNA, a powstajgce podczas tego procesu btedy sg usuwane dzieki
aktywnosci 3'->5’ egzonukleazy, ktérg wykazuje ten enzym. Wydtuzone startery na nici
opdznionej sg usuwane, a nastepnie uzupetniane przez polimeraze DNA |. Powstate fragmenty
Okazaki sg nastepnie tgczone wigzaniami fosfodiestrowymi z udziatem ligazy. Kompleks
holoenzymu polimerazy DNA Il i prymosomu nazywany jest replisomem, ktéry rozpada sie po

zakonczeniu procesu replikacji (Rys. 7) [157, 166, 167].

Rys. 7 Schemat replikacji DNA z zaznaczeniem najwazniejszych biatek biorgcych udziat w procesie [168].

Zasadniczg funkcjg biatek SSB w replikacji jest stabilizacja jednoniciowego fragmentu
DNA. Biatka SSB zabezpieczajg ssDNA przed tworzeniem struktur drugorzedowych i chronig je
przed dziataniem nukleaz oraz zapobiegajg ponownemu t3czeniu rozdzielonych
komplementarnych nici DNA. Ponadto wspomagajg dziatanie enzymoéw zaangazowanych
w proces replikacji. Stymulujg zdolno$¢ do destabilizacji helisy DNA przez helikazy oraz
tworzenie prymosomu, a takze zwiekszajg wiernosé i procesywnos¢ polimeraz DNA [157].

Helikaza DnaB E. coli jest ssDNA-zalezng ATP-azg i ma zdolno$¢é rozwijania helis DNA
o strukturze przypominajgcej widetki replikacyjne. Obecnos¢ biatka SSB jest niezbedna do
wydajnego i sprawnego dziatania tego enzymu [169, 170, 171]. Zaobserwowano, ze zaréwno
biatko EcoSSB jak i heterologiczne biatka SSB stymulujg aktywnos¢ helikazy DnaB. Stymulacja
jednak zachodzi w inny sposdb dla biatek réznych od SSB E. coli [169]. W przeciwienstwie do
EcoSSB, heterologiczne biatka SSB wywieraty stymulujgcy wptyw na helikazy jedynie w waskim
zakresie stezen. W nieobecnosci substratu DNA (widetki replikacyjne), aktywnos¢ ATP-azy
w tym enzymie byta hamowana przez biatko EcoSSB, podczas gdy inne biatka SSB tylko

nieznacznie zmniejszaty stopien hydrolizy ATP. Biatko EcoSSB zatem koordynuje i taczy
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aktywnosé ATP-azy z aktywnoscig helikazy zapobiegajgc nieproduktywnej hydrolizie ATP przez
biatko DnaB. Rdéznice w strukturze badanych biatek i zwigzane z nimi rézne oddziatywanie
z domeng ssDNA-zaleznej ATP-azy sg przyczyng rdoznego wptywu biatek SSB na biatka DnaB
[169, 171].

Wiele polimeraz DNA jest podatnych na popetnianie btedéw podczas replikacji
prowadzacych do powstania delecji. Btedy te powstajg podczas ,Slizgania sie” polimeraz
wzdtuz kréotkich powtérzen sekwencji DNA i wystepujg zarédwno w komdrkach
prokariotycznych jak i komorkach eukariotycznych. Do polimeraz podatnych na popetnianie
btedéw w wyniku poslizgu zaliczane sg m.in. holoenzym DNA polimerazy Ill, DNA polimeraza Il
i DNA polimeraza | E. coli, DNA polimeraza faga T4 oraz DNA polimeraza faga T7. Niska
procesywnos¢ polimeraz sprzyja tworzeniu sie heteroduplekséw DNA, natomiast wysoka
procesywnos¢, zwigzana z rzadszg dysocjacjg enzymu od DNA, przyczynia sie do tworzenia
czagsteczek identycznych do DNA matrycowego. Biatko EcoSSB zwieksza procesywnosé
holoenzymu polimerazy DNA Il i jednoczesnie hamuje jej poslizg podczas procesu replikacji.
Obserwacja ta dotyczy rdéinych polimeraz DNA. Zaobserwowano réwniez, ze czesto$¢
wystepowania btedéw wskutek poslizgu polimeraz maleje ze wzrostem ich zdolnosci do
rozplatania helisy DNA [172]. Stymulujgcy wptyw biatek SSB na polimerazy DNA odbywa sie
poprzez zapobieganie tworzeniu sie struktur drugorzedowych DNA i nieefektywnemu wigzaniu
polimeraz z ssDNA, zwiekszanie powinowactwa do kompleksu ssDNA-starter RNA i zwiekszanie
procesywnosci oraz przez oddziatywanie typu biatko-biatko [69, 101, 172, 173, 174, 175].

Inicjacja replikacji chromosomalnego DNA cztowieka jest procesem ztozonym i nie do
konca poznanym. Udowodniono, Ze biatko hsRPA jest niezbedne w tym procesie i nie moze by¢
zastgpione prokariotycznymi biatkami SSB. Na inicjacje replikacji in vitro majg wptyw
specyficzne dla hsRPA przeciwciata, ktére w nieobecnosci tego biatka nie dopuszczajg do
rozpoczecia procesu. Przeciwciata te jednak nie majg wptywu na elongacje replikacji. Biatko
hsRPA jest wiec niezbedne w inicjacji replikacji i nie odgrywa istotnej roli na etapie elongacji
[176]. Ludzkie biatko RPA wywiera takze korzystny wptyw na helikazy z rodziny RECQ
zaangazowane w proces replikacji. W organizmie ludzkim stwierdzono obecnos¢ pieciu biatek
z tej grupy, w tym helikaze RECQ1, ktdra jest zdolna do rozplatania krdétkich fragmentéw helisy
DNA dtugosci okoto 30 pz. Badania wykazaty, ze biatko hsRPA ponad trzykrotnie zwieksza
procesywnos¢ helikazy RECQ1 in vitro, a EcoSSB nie wywiera zadnego wptywu na ten enzym.
Zatem ludzkie biatko RPA specyficznie stymuluje aktywnos$¢ helikazy RECQ1, a powstate

oddziatywanie odgrywa istotng role w metabolizmie DNA [177].
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4.6.2 Rola biatek SSB w rekombinacji DNA

Rekombinacja jest procesem wymiany fragmentéw nici miedzy homologicznymi
(rekombinacja ogdlna, homologiczna, uprawniona) i niehomologicznymi (rekombinacja
nieuprawniona, niehomologiczna) czgsteczkami DNA. Dzieki rekombinacji DNA dochodzi do
wzrostu réznorodnosci genetycznej komodrek i organizmoéw. Dochodzi réwniez do naprawy
uszkodzen, ktére majg miejsce w obu niciach i ktérych naprawa poprzez wycinanie
uszkodzonych fragmentéw i ponowng synteze nie jest mozliwa z powodu braku
nieuszkodzonej matrycy. Wymiana fragmentéw uszkodzonej czgsteczki z nieuszkodzong
czgsteczkg DNA pozwala na przezycie komérki. W komodrkach E. coli wiekszosé procesow
rekombinacji homologicznej odbywa sie za posrednictwem szlaku RecBCD. Jesli szlak ten
zostanie inaktywowany, np. przez mutacje, wéwczas jego role moze przejgé szlak Reck.
Natomiast, gdy inaktywacji ulegnie szlak RecE, zostaje on zastgpiony szlakiem RecF, ktéry jest
dominujgcym procesem w rekombinacyjnej naprawie DNA [178].

Rekombinacja homologiczna rozpoczyna sie od rdwnolegtego wzgledem siebie utozenia
homologicznych duplekséw DNA, po ktérym w jednej z czasteczek DNA dochodzi do
jednoniciowego pekniecia. Wytworzony wolny koniec DNA dokonuje inwazji nienaruszonej
podwadjnej helisy w homologicznej pozycji i wypiera jedng z jej nici. Dochodzi do utworzenia
tréjniciowego fragmentu DNA, nazywanego petla D (ang. D-loop). W wyniku przeciecia
wypchnietej nici w miejscu potaczenia rejonu jedno- i dwuniciowego powstaje heterodupleks
DNA. W kolejnym etapie nastepuje faczenie powstatych na niciach DNA przerw przez ligaze
i tworzy sie struktura w formie krzyza, zwana strukturg Hollidaya. Ta dynamiczna struktura
moze ulegaé geometrycznym rearanzacjom, ktdére zmieniajg ustawienie nici wobec siebie
(izomeryzacja nici). Miejsce skrzyzowania nici DNA moze ulegaé przesunieciu (ang. branch
migration) w obrebie rekombinujgcych czgsteczek powodujgc wydtuzenie heterodupleksu
i umozliwiajgc wymiane dtuzszych fragmentéw. Rozdzielenie struktury Hollidaya nastepuje
poprzez naciecie nici i ich ponowng ligacje, z wytworzeniem rdéznych produktéw koncowych
w zaleznosci od sposobu przeciecia tej struktury. Gdy przecieciu ulegajg nici dokonujace
inwazji, powstajg dwie czasteczki rdinigce sie od macierzystych tylko wymienionymi
fragmentami. Natomiast przeciecie nici, ktore nie dokonaty inwazji, prowadzi do powstania
czasteczek, ktdrych jedna potowa pochodzi od macierzystego dupleksu DNA, a druga — od
drugiego dupleksu. Ten ostatni mechanizm jest klasycznym procesem crossing-over (Rys. 8)

[62, 178].
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Rys. 8 Model rekombinacji homologicznej Hollidaya zmodyfikowany przez Meselsona i Raddinga [178].

W rekombinacji homologicznej biorg udziat biatka RecB, RecC i RecD, ktére tworzg
kompleks RecBCD. Kompleks ten, dzieki aktywnosci helikazy (RecB i RecD) i nukleazy (RecC),
w obecnosci ATP generuje jednoniciowe fragmenty DNA z dwuniciowego DNA i rozplata helise
kwasu nukleinowego. Nastepnie biatko RecA, w obecnosci ATP, tworzy filamentarne struktury
z ssDNA zdolne do inwazji nienaruszonego tancucha helisy DNA i utworzenia petli D. Dzieki
podobieAstwu  sekwencji rekombinujgcych  czasteczek powstajg komplementarne
oddziatywania miedzy przenoszong nicig a nienaruszonym taricuchem DNA, ktére stabilizujg
powstate regiony heterodupleksowe. Proces przemieszczania sie ramion struktury Hollidaya
katalizowany jest przez biatka RuvA i RuvB, a towarzyszace mu napiecia torsyjne znoszone sg
przez enzym topoizomeraze |. Natomiast biatko RuvC jest nukleazg odpowiedzialng za
rozdzielenie struktury Hollidaya [62, 167, 178].

Do biatek niezbednych w procesie rekombinacji nalezy biatko SSB, ktdrego rola polega
na wigzaniu i stabilizacji jednoniciowego DNA, powstatego w wyniku dziatania kompleksu
biatek RecBCD. Biatka SSB zapobiegajg rowniez degradacji jednoniciowych fragmentéw DNA
przez nukleazy, w tym hamujg aktywnos$¢ nukleolityczng kompleksu RecBCD [68, 179]. Biatko
SSB stabilizuje takze kompleks RecA-ssDNA sprawiajgc, ze formowanie petli D jest procesem
stosunkowo szybkim i nieodwracalnym. W nieobecnosci biatka SSB rowniez powstajg

kompleksy RecA-ssDNA, ale nie sg one stabilne wystarczajgco dtugo, aby zaszta kompletna
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wymiana nici. Wéwczas najwolniejszym etapem procesu rekombinacji jest tworzenie petli D.
W obecnosci biatka SSB etapem limitujgcym szybkosé tego procesu jest przemieszczanie sie
struktury Hollidaya. Przytgczanie sie biatka RecA do ssDNA jest hamowane w niskich stezeniach
soli i wysokich stezeniach SSB, natomiast przy wysokich stezeniach soli faworyzowane jest
tworzenie filamentéw RecA-ssDNA [180, 181, 182]. Badajgc zmutowane formy biatka RecA,
w ktdrych usuwano C-terminalne reszty aminokwasowe, zaobserwowano, ze wykazujg one
wiekszg zdolnos$¢ wypierania biatka SSB z kompleksu z ssDNA, niz natywne biatko RecA. Im
wieksza byta delecja w biatku RecA, tym fatwiej wypierato ono biatko SSB. RecA posiada wiec
naturalng zdolno$¢ do wypierania czgsteczek SSB z komplekséw z jednoniciowym DNA, ktéra
jest hamowana przez obecno$é¢ C-terminalnego korica w tym biatku [183]. Badano réwniez
biatka RecO i RecR, ktére uwazano za czynniki wspomagajgce RecA w pokonaniu hamujgcego
wptywu SSB [184]. Okazato sie jednak, ze biatka te nie s3 zdolne do wypierania biatka SSB
z jego komplekséw z jednoniciowym DNA. Biatko RecO oddziatuje fizycznie z biatkami RecR
i SSB, przy czym oddziatywanie RecO-SSB jest silniejsze niz RecO-RecR. Zaobserwowano, ze
biatko RecA wigze sie znacznie efektywniej do komplekséw RecO-RecR-SSB-ssDNA niz SSB-
ssDNA. Ponadto kompleksy RecO-RecR-SSB-ssDNA wykazujg wiekszg aktywnos¢ w tworzeniu
filamentéw RecA-ssDNA niz sam kompleks SSB-ssDNA [185]. Sposdb wypierania biatka SSB
z kompleksu z ssDNA ttumaczy przedstawiony w 2009 roku model dyfuzyjnego przemieszczania
sie EcoSSB po jednoniciowym DNA. Mechanizm tego zjawiska wyjasniono dzieki zastosowaniu
techniki FRET. Badania wykazaty, ze biatko SSB zdolne jest do przemieszczania sie wzdtuz nici
DNA w obu kierunkach, umozliwiajgc przytgczenie sie do niej innych biatek. Ponadto wykazano,
ze biatko SSB jest zdolne do destabilizacji struktur drugorzedowych, np. ,szpilki do wtoséw”
(ang. DNA hairpin), powstajacych na nici DNA, ktére hamujg filamentacje biatka RecA.
Analizujgc wptyw biatka SSB na formowanie filamentéw RecA-ssDNA wzdtuz nici DNA
zawierajacej strukture drugorzedowg, zaobserwowano znaczne zatezenie biatka SSB w obrebie
tego fragmentu DNA, ktdre wymusza przesuwanie sie SSB wzdtuz nici. Szybkos¢ filamentacji
biatka RecA na nici ssDNA wzrasta 40-krotnie po dodaniu biatka SSB. Model przemieszczania
sie SSB po nici DNA prawdopodobnie dotyczy wszystkich proceséw metabolizmu DNA,
w ktdrych bierze udziat biatko SSB (Rys. 9) [186].
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Rys. 9 Model przemieszczania sie biatka SSB po jednoniciowym fragmencie DNA. Toczace sie wzdtuz nici biatko SSB
rozrywa strukture ,szpilki do witoséw” (DNA hairpin), a jego przesuwanie stymulowane jest przez
przytaczajace sie kolejne czgsteczki biatka RecA [186].

Biatko SSB E. coli wywiera korzystny wptyw na biatka RuvA i RuvB, ktére sg zdolne do
przesuwania struktury Hollidaya na obszarze nawet do 1800 pz heterodupleksu DNA.
Przemieszczanie ramion tej struktury zachodzi znacznie tatwiej w obecnosci EcoSSB. Dzieki
mikroskopii elektronowej mozliwa byta obserwacja etapow posrednich tej reakcji, w ktérych
niesparowane fragmenty heterologicznego DNA byly zwigzane z SSB. Migracja struktury
Hollidaya byta znacznie ograniczona w nieobecnosci biatka SSB. Analogiczny efekt
obserwowano, gdy biatko zastgpiono produktem genu 32 faga T4. Obecnosé biatka SSB
umozliwia wymiane heterologicznych fragmentéw DNA na znacznej dtugosci w procesach
rekombinacji i opartej o rekombinacje naprawy DNA [187].

Dziatanie szlaku RecF jest podobne do szlaku RecBCD. W szlaku RecF aktywnosc¢ helikazy
wykazuje biatko RecQ, a za aktywnos¢ nukleolityczng odpowiada biatko Rec). Optaszczanie
ssDNA przez biatko RecA zachodzi dzieki wspodtdziataniu biatek RecF, Rec), RecO, RecQ i RecR.
W przeciwienstwie do szlaku RecBCD, szlak RecF u E. coli inicjuje rowniez rekombinacje miedzy
dwoma plazmidami. Ponadto szlak RecF jest gtéwnym szlakiem odpowiedzialnym za
rekombinacyjng naprawe jednoniciowych peknie¢ powstajgcych w wyniku replikacji powaznie
uszkodzonego DNA [178]. Biatko SSB wywiera stymulujagcy wptyw na helikaze RecQ
przyczyniajgc sie do prawidtowego procesu rekombinacji. Zaobserwowano, ze oddziatywanie
C-terminalnego konca EcoSSB z RecQ zwieksza efektywnos$¢ rozplatania dupleksow.

Analogiczne wyniki otrzymano w eksperymentach wykorzystujgcych produkt genu 32 faga T4
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oraz biatka RPA [105, 188]. Ponadto biatko EcoSSB stymuluje wigzanie ssDNA przez nukleaze

RecJ, czego nie zaobserwowano w przypadku biatka gp32 [189].

4.6.3 Rola biatek SSB w naprawie DNA

Systemy naprawy DNA sg niezbedne kazdej zywej komodrce do jej prawidtowego
funkcjonowania. Btedy w replikacji DNA oraz mutacje bedgce wynikiem dziatania mutagendw
moga powaznie uposledzi¢ komérki lub prowadzi¢ do ich Smierci. Naprawa DNA musi by¢ wiec
procesem stale aktywnym w komodrce, by szybko reagowaé na wszelkie uszkodzenia DNA
i niwelowac ich skutki. Proces naprawy DNA jest skomplikowany i bierze w nim udziat wiele
biatek, w tym biatko SSB. Udziat biatka SSB w naprawie DNA stwierdzono po raz pierwszy na
podstawie zwiekszonej wrazliwosci komdrek bakteryjnych na promieniowanie UV wsrdod
mutantéw z niefunkcjonalnym genem ssb [190]. Biatko SSB wspomaga procesy naprawy przez
wycinanie, metylozaleznej naprawy niekomplementarnosci, odpowiedzi SOS i naprawy
rekombinacyjnej poprzez stabilizacje struktury jednoniciowego DNA oraz oddziatywanie
z innymi biatkami kompleksu naprawczego [191].

Najlepiej poznanym systemem naprawczym jest odpowiedz SOS u bakterii. Do aktywacji
tego procesu dochodzi w sytuacji, gdy powstate w wyniku dziatania czynnika mutagennego
pekniecia i fragmentacje nici DNA wystepujg w takiej ilosci, ze inne systemy reperacyjne
komorki nie s3 w stanie ich naprawié. Proces podlega negatywnej kontroli przez biatko LexA,
ktére uniemozliwia transkrypcje gendéw SOS w normalnych warunkach. Gdy w wyniku
uszkodzen powstaje duza ilos¢ jednoniciowych fragmentdw DNA, biatko RecA wigze sie z nimi
tworzac filamenty. Powstaty kompleks RecA-ssDNA wykazuje aktywnosé koproteazy
i uruchamia reakcje autolizy represorowych biatek LexA. Nastepuje indukcja ekspresji genow
SOS, w tym: recA, uvrA, uvrB, uvrC, uvrD, ssb, umuC i umuD. W wyniku degradacji biatek LexA
gwattownie wzrasta ilos¢ RecA w komorce. Koproteaza RecA odcina fragment C-koricowy
biatka UmuD, tworzac biatko UmuD’. Dwie czgsteczki UmuD’ wigzg sie z czasteczkg UmuC
tworzac kompleks zwany polimerazg DNA V, ktdra ma zdolno$¢ przypadkowego wtgczania
zasad do nowo syntetyzowanej nici DNA w przypadku, gdy w nici matrycowej wystepuje luka
lub dimery pirymidynowe. Kompleks UmuD’,C wraz z kilkoma czgsteczkami biatka RecA tworzy
mutasom. Wskutek proteolizy biatek LexA zwieksza sie rowniez ilo$¢ biatek SSB w komarce.
Biatko SSB, po przytaczeniu sie do jednoniciowego fragmentu DNA, promuje przytgczanie sie
kolejnych czgsteczek biatka RecA [178, 192, 193]. Biatko SSB stymuluje aktywnos¢ polimerazy
DNA V, a oddziatywanie C-koricowego fragmentu SSB z polimerazg DNA V utatwia enzymowi

przytaczenie sie do nici DNA [104].

42



Biatka MucA i MucB, bedgce homologami biatek UmuD i UmuC, sg kodowane przez geny
znajdujgce sie w DNA plazmidowym E. coli i stanowig elementy systemu SOS naprawy DNA.
Biatko RecA wigze sie do MucA powodujgc jego ciecie i powstanie formy MucA’. Biatka MucA
i MucA’ moga tworzy¢ miedzy sobg homodimery (MucA/A, MucA’/A’) oraz heterodimery
(MucA/A’). Prawdopodobnie oddziatywania MucA/A’-RecA powodujg dalszg proteolize
czgsteczek MucA do formy MucA’. Dzieki temu nastepuje wigczanie biatek MucA’ do
kompleksu nukleoproteinowego bez istotnego oddysocjowania biatka SSB od ssDNA. Majgce
zdolno$¢ wigzania jednoniciowego DNA biatko MucB nie wypiera SSB z jego kompleksu
zssDNA, ale znaczaco wptywa na konformacje kompleksu SSB-ssDNA. Te zmiany
konformacyjne utatwiajg polimerazie DNA ominiecie uszkodzenia DNA oraz synteze nowej nici
w miejscu tego uszkodzenia. Zaangazowane w proces naprawy DNA biatko RecA konkuruje
z biatkiem SSB o wigzanie z jednoniciowym DNA, jednak w pewnych warunkach powstajg
kompleksy SSB-RecA-ssDNA. Zaréwno biatko RecA, jak i SSB ma zdolno$¢ wigzania sie
z biatkiem MucA’, natomiast RecA nie wigze sie MucB. Kompleks biatkowy RecA-MucA’-MucB-
SSB powstaje w wyniku potgczenia biatka RecA z MucA’, ktére utworzyto kompleks biatkiem
MucB zwigzanym z SSB [194]. Sposdb w jaki biatko SSB wptywa na proces naprawy w systemie
SOS nie jest jeszcze doktadnie poznany. Biatko SSB wptywa na wydajng aktywacje biatka RecA
oraz stymuluje RecA-zalezng autolize biatek LexA [180].

Do systeméw naprawy uszkodzonej nici DNA nalezy naprawa przez wycinanie
nukleotydéw (ang. nucleotide excision repair) [195]. W tym systemie uszkodzony nukleotyd
(lub nukleotydy) jest usuwany i zastepowany nowym. Pierwszym etapem procesu jest
przytaczenie kompleksu UvrAB, ztozonego z dwdch czasteczek UvrA i jednej czgsteczki UvrB, do
miejsca w DNA zawierajgcego uszkodzenie. Kompleks ten nie rozpoznaje poszczegélnych
typdéw uszkodzen, tylko ogdlne cechy uszkodzenia DNA, takie jak zaburzona struktura
podwdjnej helisy. Najbardziej zaangazowanym w lokalizacje uszkodzen DNA elementem
kompleksu jest biatko UvrA, ktdre odtagcza sie po odnalezieniu uszkodzonego miejsca. Do biatka
UvrB wigze sie UvrC, a utworzony kompleks dokonuje naciecia nici DNA po obu stronach
uszkodzenia. Nastepnie wycinany fragment jest usuwany w postaci polinukleotydu przez
helikaze DNA 11, ktéra rozrywa wigzania miedzy zasadami fgczace go z drugg nicig. W tym czasie
biatko UvrC dysocjuje od kompleksu UvrBC, natomiast biatko UvrB pozostaje na miejscu,
chronigc odstoniety fragment przed ponownym parowaniem i przed dalszym uszkodzeniem az
do przytagczenia polimerazy DNA | do naprawianego obszaru. Polimeraza DNA | syntezuje
brakujgce nukleotydy, a ligaza DNA t3czy je z nieuszkodzonymi ni¢émi DNA [178, 196, 197, 198].

Gen kodujacy biatko SSB E. coli znajduje sie pod kontrolg tego samego promotora co gen uvrA.
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W zwigzku z tym biatko SSB jest niezbedne nie tylko w systemie odpowiedzi SOS, ale takze
w procesie naprawy z wycieciem nukleotydu, chociaz jego rola nie zostata jeszcze poznana.
Biatko SSB bierze udziat w metylozaleznej naprawie niekomplementarnosci DNA bedacej
jednym z mechanizmoéw usuwania mutacji punktowych, ktére nie zostaty wykryte i naprawione
podczas replikacji [199]. Ni¢ potomna po replikacji ulega metylacji z opdznieniem, co umozliwia
systemom naprawy odrdznienie tej nici od nici matrycowej oraz sprawdzenie poprawnosci
syntezy i skorygowanie btedéw zanim nici stang sie nierozréznialne. U E. coli ni¢ potomna
ulega metylacji przez metylaze adeninowg DNA (Dam), ktéra zamienia adenine na
6-metyloadenine w sekwencji 5’GATC3’ oraz metylaze cytozynowg DNA (Dcm), ktéra zamienia
cytozyne na 5-metylocytozyne w sekwencjach 5°CCAGG3’ i 5’CCTGG3’. Nalezy zaznaczy¢, ze
metylacje te nie majg dziatania mutagennego, a zmodyfikowane nukleotydy ulegajg parowaniu
tak samo jak ich niezmodyfikowane odpowiedniki [178]. Niekomplementarnos¢ moze zostac
usunieta przez system naprawy w odlegtosci nawet 1000 pz od miejsca metylacji. W procesie
tym biorg udziat biatka MutH, MutL i MutS, tworzgce kompleks, helikaza DNA 1, SSB,
holoenzym polimerazy DNA lll, egzonukleaza oraz ligaza DNA [200]. Biatko MutS rozpoznaje
niekomplementarnosc i wigze sie do DNA w jej miejscu, a biatko MutH wigze sie do sekwencji
GATC i przecina niezmetylowang ni¢ [199, 201]. Reakcja jest niezalezna od polarnosci
niezmodyfikowanej nici i zachodzi na nici niezmetylowanej, zaréwno w kierunku 3’ jak i 5,
w stosunku do niekomplementarnosci [202, 203]. Biatko MutL dziata jako tgcznik, wigzgc MutS
i MutH w jeden kompleks i koordynujgc aktywnosc¢ tych biatek tak, aby MutH wigzato sie tylko
z sekwencjami GATC sasiadujgcymi z miejscem niekomplentarnosci rozpoznanym przez MutS
[178, 199]. Po przecieciu przez MutH, ni¢ niezmetylowana jest oddzielana od nici metylowane;j
przez helikaze DNA Il i degradowana przez egzonukleaze. Do jednoniciowego DNA powstatego
po trawieniu nici niezmetylowanej wigze sie biatko SSB, ktdre stabilizuje odstonietg nic
iumozliwia synteze brakujacego fragmentu DNA przez holoenzym polimerazy DNA Il
Nastepnie ligaza DNA tgczy nowo powstaty pozbawiony mutacji fragment z potomng nicig
DNA. Wykazano, ze biatko SSB jest niezbedne w procesie metylozaleznej naprawy
niekomplementarnosci i dziata stymulujgco na helikaze, egzonukleaze i polimeraze (Rys. 10)

[191, 200, 204].
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Rys. 10 Schemat przebiegu procesu naprawy niekomplementarnosci z udziatem biatek MutS, MutL i MutH [205].

Genomowe DNA moze zostal uszkodzone przez reszty uracylowe, ktére zostaty
wtaczone do tancucha polinukleotydowego przez polimeraze DNA lub ktdre powstaty w wyniku
deaminacji cytozyny bedgcej efektem dziatania czynnika mutagennego. Skutkiem obecnosci
reszt uracylowych w DNA jest tranzycja par GC do AT. Za wycinanie reszt uracylowych
z dwuniciowego DNA odpowiedzialna jest glikozylaza uracylowa (UDG), ktéra bierze udziat
w procesie naprawy DNA przez wycinanie zasad. Zaobserwowano, ze biatka SSB wptywajg
Znaczaco na proces wycinania reszt uracylowych z syntetycznych substratow DNA przez
glikozylazy uracylowe pochodzace z E. coli (EcoUDG), Mycobacterium tuberculosis (MtuUDG)
i Mycobacterium smegmatis (MsmUDG). Obecnos¢ biatek SSB powoduje zmniejszenie stopnia
wycinania reszt uracylowych z jednoniciowego DNA. W przypadku substratu DNA, ktdry
tworzyt strukture ,szpilki do wtoséw” z czteronukleotydowg petlg, w ktérej drugim
nukleotydem byt uracyl, obecnos¢ biatek EcoSSB i EcoUDG lub MtuSSB i MtuUDG powodowata

zwiekszenie wydajnosci procesu wycinania reszt uracylowych [206].

4.7 Lokalizacja genow kodujacych biatka SSB

W genomach bakteryjnych geny ssb sg rdéznorodnie zlokalizowane, a geny z nimi
sgsiadujgce kodujg biatka o odmiennych funkcjach. Ponadto bakterie mogg posiadac wiecej niz
jeden gen ssb w swym genomie. Na podstawie zsekwencjonowanych do 2003 roku genoméw
bakteryjnych dokonano klasyfikacji bakterii ze wzgledu na lokalizacje i ilos¢ gendw kodujacych

biatko SSB, ktdra obejmuje cztery grupy (Tab. 2) [207].
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Grupa rpsF-ssb-rpsR uvrA-ssb wielokrotne geny ssb

I + - +
Il + - -
1 - + -

\Y) - - +/_

Tab. 2 Klasyfikacja bakterii ze wzgledu na ilo$¢ i lokalizacje genéw ssb [207]. Legenda: ,+” oznacza obecno$¢ danej
cechy, natomiast ,,-” jej brak.

Grupa | obejmuje organizmy posiadajgce wiecej niz jeden gen kodujgcy biatko SSB.
Gtéwny gen ssb potozony jest miedzy genami rpsF i rpsR, kodujagcymi rybosomalne biatka S6
i $18. Wiekszos$¢ mikroorganizmow z tej grupy to bakterie Gram-dodatnie. Do bakterii grupy |
nalezg m. in. Bacillus subtilis, Streptococcus pneumoniae, Bifidobacterium longum, Deinococcus
radiodurans, Thermoanaerobacter tengcongensis. W genomie Bacillus subtilis obecne sg dwa
geny kodujace biatka SSB, znajdujace sie pod kontrolg réznych promotoréw: gen ssb (kodujacy
biatko SSB — BsuSSB) oraz gen ywpH (kodujacy biatko YwpH). Gen ssb wraz z otaczajgcymi
genami rpsF i rpsR tworzy operon, ktéry ulega podwyiszonej ekspresji w czasie fazy
logarytmicznego wzrostu bakterii. Gen ywpH jest transkrybowany z wtasnego promotora
gtéwnie na poczatku fazy stacjonarnej hodowli, a induktorem jego ekspres;ji jest biatko ComK.
Ekspresja biatka YwpH zachodzi wraz z ekspresjg biatek stanu kompetencji, co wskazuje na
udziat tego biatka w naturalnej transformacji, do ktérej zdolne sg bakterie Bacillus subtilis
[207]. Bakterie Streptococcus pneumoniae réwniez posiadajg dwa geny kodujgce biatka SSB, s3
to: ssbA i ssbB. Biatko SsbA jest gtéwnym biatkiem SSB S. pneumoniae biorgcym udziat
w podstawowych procesach metabolizmu DNA [81]. Wykazano, ze ekspresja genu ssbB
zachodzi na wysokim poziomie, gdy komérka znajduje sie w stanie kompetencji. Biatko SsbB
petni istotng w procesie naturalnej transformacji u S. pneumoniae, stabilizujgc pobrany ze
srodowiska jednoniciowy fragment DNA w komodrce, a przez to utatwiajac proces rekombinacji
z chromosomowym DNA [208].

Do grupy Il zaliczono mikroorganizmy z tylko jednym genem kodujgcym biatko SSB,
znajdujgcym sie w otoczeniu gendéw rpsF i rpsR. Mozemy do niej zaliczy¢ m.in.: Bacillus
halodurans, Campyloacter jejuni, Helicobacter pylori i Borrelia burgdorferi [207].

Bakterie, u ktérych wystepuje tylko jeden gen ssb zlokalizowany w sgsiedztwie genu
uvrA nalezg do grupy lll. Jej najbardziej rozpoznawalnym przedstawicielem jest Eschierichia
coli, a wszystkie mikroorganizmy z tej grupy s bakteriami Gram-ujemnymi. Gen ssb E. coli
poprzedzony jest az trzema promotorami i genem uvrA, kodujagcym podjednostke A

egzonukleazy UvrABC, biorgcej udziat w naprawie DNA. Do bakterii posiadajgcych organizacje
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genu ssb takg jak E. coli nalezg m. in. Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida, Shigella
flexneri, Salmonella typhimurium i Shewanella oneidensis [207].

Grupe IV stanowig bakterie, u ktérych gen ssb nie jest ani w otoczeniu rpsF i rpsR, ani
w sgsiedztwie uvrA. Bakterie z tej grupy niekiedy zawierajg wiecej niz jeden gen kodujgcy
biatko SSB (np. Xylella fastidiosa i szczep Nostoc PCC7120). Do grupy czwartej zalicza sie m. in.:
Vibrio cholerae, Neisseria meningitidis i Chlamydia trachomatis [207].

Wsrdd bakterii psychrofilnych, ktérych biatka SSB sg przedmiotem niniejszej rozprawy
doktorskiej, P. arcticus, P. cryohalolentis, P. haloplanktis i P. profundum nalezg do grupy llI,

natomiast D. psychrophila, F. psychrophilum, P. ingrahamii i P. torquis nalezg do grupy IV.

4.8 Zastosowanie biatek SSB

Biatka SSB, ze wzgledu na swojg zdolno$¢ do wigzania ssDNA z wysokim
powinowactwem oraz stymulujgcy wptyw na enzymy zaangazowane w procesy metabolizmu
DNA, sg stosowane w réznych technikach biologii molekularnej i metodach analitycznych
[209].

Opracowana w latach 80-tych XX wieku metoda PCR, czyli fancuchowa reakcja
polimerazy (ang. polymerase chain reaction), jest stosowana w biologii i genetyce
molekularnej, diagnostyce i terapii chordb genetycznych cztowieka oraz w medycynie sgdowej.
Metoda PCR jest oparta o replikacje DNA in vitro i umozliwia produkcje duzej liczby
specyficznych fragmentéw DNA przy wykorzystaniu odpowiedniej pary starteréow
i termostabilnej polimerazy DNA. Niewatpliwg zaletg techniki PCR jest mozliwo$¢ amplifikacji in
vitro unikalnego regionu pojedynczej czasteczki DNA w krétkim czasie i w ilosciach, ktére sg
wystarczajgce by mdgt by¢ uzyty m.in. do klonowania i sekwencjonowania lub by madgt by¢
poddany analizom restrykcyjnym. Reakcja PCR jest stale poddawana modyfikacjom w celu
podniesienia wydajnosci i specyficznosci amplifikacji DNA in vitro. Wydajnos$¢ amplifikacji DNA
spada proporcjonalnie do dtugosci amplifikowanych fragmentdw oraz liczby struktur
drugorzedowych powstatych na matrycowym DNA. Z tego wzgledu zaczeto poszukiwac
zwigzkow i biatek, ktdre majg korzystny wptyw na wydajnosc¢ reakcji PCR, aktywnos$é polimeraz
DNA oraz zapobiegajg lub ograniczajg powstawanie niespecyficznych produktow PCR. Do tej
pory przeprowadzono wiele eksperymentéw, w ktérych wykazano, ze biatka SSB
z powodzeniem mogg by¢ wykorzystywane w technikach PCR, gdyz zwiekszajg wydajnosé
i efektywno$¢ tych reakcji.

Pierwsze badania nad wptywem biatek SSB na amplifikacje DNA in vitro wykazaty, ze

obecnosé produktu genu 32 faga T4 lub SSB E. coli w mieszaninie reakcyjnej poprawia
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efektywnos¢ reakcji PCR. Biatka te zwiekszajg procesywnos¢ prokariotycznych
i eukariotycznych polimeraz DNA oraz zapobiegajg powstawaniu niespecyficznych produktow
reakcji PCR, ktdre zazwyczaj tworzg sie podczas amplifikacji matryc DNA zawierajacych liczne
struktury drugorzedowe [210, 211]. Produkt genu 32 faga T4 podnosi wydajnos¢ i wiernos¢
amplifikacji przez polimeraze DNA T4 umozliwiajac synteze produktéw o dtugosci 3000-6500 pz
[212]. Ponadto, dodatek biatka EcoSSB zwieksza wydajnosé syntezy trudno amplifikujgcych sie
matryc DNA. W nieobecnosci tego biatka w mieszaninie reakcyjnej nie uzyskiwano zadnych
produktow amplifikacji, nawet po zastosowaniu techniki ,Hot-Start” [211]. Badania
termostabilnych biatek SSB Thermus aquaticus (TaqSSB) i Thermus thermophilus (TthSSB)
wykazaty, ze sg one sSwietnymi wzmacniaczami reakcji PCR, poniewaz zwiekszajg wydajnosé
amplifikacji nawet o kilka rzedéw wielkosci. Udowodniono réwniez, ze biatko TthSSB
drastycznie skraca czas etapu elongacji w reakcji PCR potrzebny do syntezy produktu przez
polimeraze DNA Thermus thermophilus. Analizujagc wptyw biatka TthSSB na procesywnos¢
polimeraz Tth i Pfu (Pyroccocus furiosus) podczas amplifikacji dtugiego fragmentu DNA
(3200 pz), wykazano, ze w obecnosci TthSSB i polimerazy Tth mozliwe byto skrécenie czasu
elongacji z ponad 2 min do 1 min. Zatem szybkos¢ syntezy DNA przez DNA polimeraze Tth
wzrosta ponad dwukrotnie w obecnosci biatka TthSSB. Podobne wyniki uzyskano dla syntezy
DNA przez DNA polimeraze Pfu w obecnosci biatka TthSSB, w ktérej skrécenie czasu elongacji
nie obnizato wydajnosci amplifikacji. Istotng dla reakcji PCR wtasciwoscig polimeraz jest ich
wiernos$é, umozliwiajgca bezbtedng synteze fragmentéw DNA in vitro. Przeprowadzono
badania nad amplifikacjg DNA plazmidu pUC19 przez DNA polimeraze Tth w obecnosci lub
nieobecnosci biatka TthSSB, ktdre wykazaty korzystny wptyw tego biatka na wiernosc
zastosowanej polimerazy DNA. Amplifikacja DNA plazmidu pUC19 z uzyciem DNA polimerazy
Tth w obecnosci biatka TthSSB umozliwia otrzymanie o wiele wiekszej liczby plazmidéw
pozbawionych btedéw w markerowym genie lacZ. Biatko TthSSB powoduje wiec zwiekszenie
wiernosci polimerazy Tth [213].

Reakcja multipleks PCR umozliwia jednoczesng synteze wielu fragmentédw DNA, dzieki
zastosowaniu kilku par starteréw w mieszaninie reakcyjnej. Obecnos¢ wielu starteréw moze
prowadzi¢ do ich hybrydyzacji oraz zwieksza ryzyko powstawania btedéw podczas wigzania sie
ich z sekwencjg docelowg, co skutkuje obnizeniem wydajnosci amplifikacji. Z tego wzgledu
reakcja multipleks PCR jest trudna w optymalizacji. Biatka SSB mozina stosowa¢ w celu
zapobiegania hybrydyzacji starteréw. Analizujgc reakcje multipleks PCR stosowang do
identyfikacji ludzkich markeréw Y-STR wykazano, ze dodatek biatka TagSSB zwieksza
efektywnos¢ amplifikacji. Analiza polimorfizmu ludzkiego Y-STR umozliwia ustalenie ojcostwa

ijest szeroko stosowana w laboratoriach medycyny sadowej. Dodatek biatka TagSSB
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uniemozliwia tworzenie sie struktur drugorzedowych, zaréwno wewnatrzczgsteczkowych, jak
i miedzyczgsteczkowych, dzieki czemu, uzyskuje sie wiekszg wydajnos¢ reakcji PCR [214, 215].

RT-PCR (ang. reverse transcription polymerase chain reaction) jest odmiang reakcji PCR,
w ktorej matryce stanowi mRNA. W pierwszym etapie reakcji sekwencja nukleotydowa jest
przepisywana z mRNA na cDNA przez odwrotng transkryptaze lub polimeraze DNA
o aktywnosci odwrotnej transkryptazy. Metoda ta umozliwia amplifikacje niewielkich ilosci
MRNA i jest stosowana w badaniach ekspresji genow oraz diagnostyce molekularne;j.
W obecnosci jonéw Mn*" DNA polimeraza Tth wykazuje aktywnos$¢ odwrotnej transkryptazy.
Badajgc wptyw biatka TthSSB na reakcje odwrotnej transkrypcji in vitro w obecnosci MnCl,,
wykazano, ze dodatek biatka SSB do mieszaniny reakcyjnej powoduje zwiekszenie ilosci kopii
cDNA uzyskiwanego z mRNA. Najwiekszg poprawe wydajnosci zaobserwowano w przypadku
amplifikacji dtugich fragmentéw cDNA (1000, 2000 i 3000 pz), mimo ze powstawaty rowniez
niespecyficzne produkty. Biatko TthSSB wptywa bezposrednio na etap odwrotne] transkrypcji
zwiekszajgc aktywnos¢ odwrotnej transkryptazy DNA polimerazy Tth oraz stabilizujgc mRNA
dzieki swej zdolnosci wigzania z kwasem rybonukleinowym [213, 216].

W wyniku reakcji PCR, oprécz whasciwego dwuniciowego produktu, mogg powstawac
takze niespecyficzne Iub niedokonczone produkty amplifikacji stanowigce kompleks
ssDNA-dsDNA oraz niewykorzystane startery. Do rozdziatu tych produktéw wykorzystuje sie
elektroforeze kapilarng w buforze rozwijajgcym z dodatkiem biatka SSB. Biatko SSB wigzac sie
do jednoniciowych fragmentéw DNA mieszaniny poreakcyjnej powoduje opdznienie ich
ruchliwosci elektroforetycznej, podczas gdy ruchliwos$¢ wtasciwych dwuniciowych produktéw
jest niezmieniona. Zastosowanie biatka SSB umozliwia precyzyjne oddzielenie produktu PCR od
produktow niespecyficznych i pozostatych po reakcji starteréw. Ponadto wiasciwosé ta moze
by¢ kluczowym narzedziem w preparatywnej reakcji PCR do rozdziatu aptameréw nukleotyddéw
stosowanych w diagnostyce. Stwierdzono, ze biatka SSB s uniwersalnym i skutecznym
narzedziem do ilosciowej analizy DNA, RNA i biatek w elektroforezie kapilarnej [217, 218].

Wykazano réwniez, ze biatko SSB stymuluje wigzanie kwasu peptydonukleinowego
(ang. peptide nucleic acid, PNA) do dwuniciowego DNA [219]. PNA jest syntetycznym
polinukleotydowym analogiem DNA i RNA, w ktérym fosforanowo-cukrowy szkielet
naturalnych kwaséw nukleinowych zostat zastgpiony poliamidem, tworzonym przyktadowo
przez podjednostki N-(2-aminoetylo)glicyny potaczone ze sobg wigzaniem peptydowym. Kwas
peptydonukleinowy ma zdolnos$¢ do tworzenia dwuniciowych struktur opartych o parowanie
zasad, a takie moze wigzac¢ sie z RNA i DNA, tworzac heterodupleksy. Ze wzgledu na
stosunkowo silne oddziatywanie PNA z kwasami nukleinowymi mozna stosowacé go jako lek

w terapii genowej. Krdtkie odcinki PNA o Scisle okreslonej sekwencji mogg wigzaé sie
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z docelowym fragmentem DNA czy mRNA blokujac lub obnizajgc ekspresje genu docelowego.
Co wiecej, krotkie czasteczki PNA mogg by¢ znacznie bardziej selektywne niz analogiczne
oligonukleotydy RNA lub DNA [220, 221]. Badania nad wptywem biatka SSB na wigzanie
czgsteczki PNA o komplementarnej sekwencji do fragmentu dwuniciowego DNA wykazaty, ze
biatko stabilizuje utworzony kompleks PNA-DNA. Stabilizacja polega na wigzaniu sie SSB do
jednoniciowego fragmentu DNA powstatego podczas inwazji PNA na jedng z nici dupleksu
[219].

Pirosekwencjonowanie to metoda sekwencjonowania DNA w czasie rzeczywistym,
w ktdrej biorg udziat cztery enzymy: fragment Klenowa polimerazy DNA |, sulfurylaza ATP,
lucyferaza i apyraza. Reakcje katalizowane przez te enzymy s3 ze sobg powigzane — produkty
kolejnych sg substratami nastepnych. Kolejno$¢ zasad azotowych w badanym fragmencie DNA
odczytuje sie dzieki analizie btyskdow chemiluminescencji, emitowanych podczas
dobudowywania  kolejnych  nukleotyddw do  jednoniciowej matrycy. Metode
pirosekwencjonowania stosuje sie gtéwnie, gdy konieczne jest szybkie poznanie sekwencji
wielu krétkich fragmentéw, np. w genotypowaniu do identyfikacji poszczegélnych gatunkéw
bakterii (np. analizy 16S rDNA), grzybéw (region ITS2) czy wiruséw (grypy, Herpes Simplex
Virus), podczas analiz metylacji wysp CpG DNA, ktérych zaburzenia mogg doprowadzi¢ do
przemiany nowotworowej komérki, a takze w genetyce klinicznej (do wykrywania mutacji
i polimorfizmdéw pojedynczych nukleotyddow) [222, 223, 224]. W 2000 roku wykazano, ze biatko
SSB znacznie poprawia wyniki pirosekwencjonowania DNA. Dzieki swej zdolnosci
niespecyficznego wigzania ssDNA biatko SSB zapobiega tworzeniu struktur drugorzedowych
w DNA matrycy, co zwieksza szybkos$¢ polimeryzacji oraz wywiera stymulujgcy wptyw na
enzymy biorgce udziat w pirosekwencjonowaniu. Dodatek biatka SSB do mieszaniny reakcyjnej
powoduje zwiekszenie wydajnosci enzymdw, zmniejszenie wystepowania niespecyficznych
sygnatéw, zwiekszenie intensywnosci sygnatu w czasie reakcji, zwiekszenie doktadnosci
odczytu liczby identycznych sgsiadujacych ze sobg nukleotydéw, zwtaszcza w trudnych
matrycach, oraz pozwala na uzyskanie dtuzszych odczytéw podczas sekwencjonowania [222].
Stosowanie biatek SSB w celu poprawy odczytu sekwencji jest zalecane w wielu protokotach
pirosekwencjonowania np. [225], dostepny jest réwniez zestaw do pirosekwencjonowania

(Pyro Gold firmy Qiagen), w ktérym jednym z odczynnikdw jest biatko SSB.
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5. Materiaty

5.1 Materiaty podstawowe i aparatura

= aparat do elektroforezy agarozowej Delfin (DNA-Gdansk Il s. c., Polska)

= aparat do elektroforezy poliakrylamidowej Bluestar (DNA-Gdansk Il s. c., Polska)

= aparat do elektroforezy poliakrylamidowej Hoefer SE 600 (Amersham Biosciences,
USA)

= aparat HPLC (Merck-Hitachi, USA)

= autoklaw pionowy 2100 CLASSIC (Prestige Medical, Wielka Brytania)

= butle i kolby szklane (Simax, Republika Czeska)

= cieplarka laboratoryjna TB2 (Pozamet, Polska)

= dezintegrator ultradzwiekowy Soniprep 150 MSE (SANYO, USA)

= inkubator powietrzny z wytrzgsaniem (DNA-Gdansk Il s. c., Polska)

= kolumny do zageszczania Amicon Ultra-15 (Millipore, USA)

= koncowki do pipet automatycznych (Medlab Products Sp. z 0.0., Polska)

= kuchenka mikrofalowa AMM 17 E 70 (Amica, Polska)

= mieszadto magnetyczne (ATM, Polska)

= mikrokalorymetr NanoDSC (Calorimetry Science Corporation, USA)

= mikrowiréwka Eppendorf Centrifuge 5415 D (Eppendorf, Niemcy)

= pH-metr CP-315M (Elmetron, Polska)

= pipety automatyczne (Eppendorf, Niemcy; Gilson, USA)

= plytki Petriego (Medlab Products Sp. z 0.0., Polska)

= probowki typu Eppendorf-0,5i 1,5 ml (Medlab Products Sp. z 0.0., Polska)

= probowki 0,2 ml do reakcji PCR (Medlab Products Sp. z 0.0., Polska)

= probowki typu Falcon - 15 i 50 ml (BD Biosciences, USA)

= probowki do ultrawirowania (Beckman Coulter, USA)

= spektrofluorymetr Perkin Elmer LS-5B (Perkin EImer, USA)

= spektrofotometr Cary 300 Bio (Varian, USA)

= spektrofotometr Spectro 23 (Digital Spectrophotometer LaboMed, Inc., USA)

= sterylizator SP-65G (WAMED, Polska)

= system do dokumentacji i densytometrycznej analizy zeli VersaDoc (Bio-Rad, USA)

= termoblok Red-Hot 35 (DNA-Gdansk Il s. c., Polska)

= termocykler gradientowy Mastercycler Gradient (Eppendorf, Niemcy)

= termocykler gradientowy Veriti 96-Well Thermal Cycler (Life Technologies, USA)
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5.2

5.3

transiluminator Foto/UV 21 (Fotodyne, USA)

waga analityczna WA-31 (Zaktady Mechaniki Precyzyjnej, Polska)

wirédwka Sigma 6K-15 (Sigma, Niemcy), MPW-350R (MPW Med. Instruments, Polska)

wiréwka Beckman SW 60 Rotor (Beckman Coulter, USA)
woreczek do dializy DO530 (Sigma, USA)

worteks WL-1 (DHN, Polska)

zasilacz pradu statego Thunder (DNA-Gdansk Il s. c., Polska)

zasilacz pradu statego PowerPac Basic Power Supply (Bio-Rad, USA)

Szczepy bakteryjne

Escherichia coli TOP10 — F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80/acZAM15 AlacX74 recAl

araD139 A(ara leu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG (Invitrogen, USA)

Desulfotalea psychrophila DSM 12343 (DSMZ, Niemcy)

Flavobacterium psychrophilum LMG 13180 (BCCM/LMG, Belgia)
Photobacterium profundum LMG 19446 (BCCM/LMG, Belgia)
Pseudoalteromonas haloplanktis CIP 108707 (Instytut Pasteura, Francja)
Psychrobacter arcticus DSM 17307 (DSMZ, Niemcy)

Psychrobacter cryohalolentis DSM 17306 (DSMZ, Niemcy)

Psychroflexus torquis LMG 21429 (BCCM/LMG, Belgia)

Psychromonas ingrahamii DSM 17664 (DSMZ, Niemcy)

Podtoza bakteriologiczne i dodatkowe sktadniki podt6z

. L. SKtADNIKI
PODLOZE OBJETOSC .. pH
NAZWA ILOSC
pepton K 10g
ekstrakt drozdzowy 5g
LB 1000 ml 7,2
NacCl 10g
woda destylowana do 1000 ml
pepton K 10g
ekstrakt drozdzowy 5g
LA 1000 ml NaCl 10g 7,2
agar 15¢g
woda destylowana do 1000 ml
Difco Marine Broth 2216 37,4¢
Marine Broth 1000 ml 7,6
woda destylowana do 1000 ml
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Podtoza LB, LA oraz Marine Broth 2216 jatowiono w autoklawie (20 min, 15 atm, 121°C),
studzono do temperatury okoto 50°C oraz dodawano antybiotyku do zgdanego stezenia, jesli

zachodzita taka koniecznosc.

DODATKOWE SKEADNIKI PODtOZA

ampicylina 100 mg/ml w wodzie

arabinoza 20% roztwor wodny

5.4 Podstawowe odczynniki chemiczne

= Agar bakteriologiczny (BTL, Polska)

= Agaroza Prona Plus (Prona, Hiszpania)

= Akrylamid (Sigma, USA)

= Arabinoza (Sigma, USA)

= Barwnik Coomassie Brilliant Blue R (Fluka, USA)

= B-merkaptoetanol (Sigma, USA)

= Btekit bromofenolowy (Polskie Odczynniki Chemiczne S. A., Polska)

= Bromek etydyny (Sigma, USA)

= Chlorek magnezu (Polskie Odczynniki Chemiczne S. A., Polska)

= Chlorek potasu (Polskie Odczynniki Chemiczne S. A., Polska)

= Chlorek sodu (Polskie Odczynniki Chemiczne S. A., Polska)

= Chlorek wapnia (Polskie Odczynniki Chemiczne S. A., Polska)

= Chlorowodorek guanidyny (Sigma, USA)

= Cyjan ksylenu (Polskie Odczynniki Chemiczne S. A., Polska)

= Diwodorofosforan sodu (NaH,P0O,) (Polskie Odczynniki Chemiczne S. A., Polska)

= EDTA -6l disodowa kwasu etylenodiaminotetraoctowego (Polskie Odczynniki
Chemiczne S. A., Polska)

= Ekstrakt drozdzowy (BTL, Polska)

= Etanol, roztwdr 96% (Polskie Odczynniki Chemiczne S. A., Polska)

= Ficoll 400 (Sigma, USA)

= Gliceryna bezwodna (Polskie Odczynniki Chemiczne S. A., Polska)

= Glicyna (Polskie Odczynniki Chemiczne S. A., Polska)

= lzopropanol (Polskie Odczynniki Chemiczne S. A., Polska)

= Kwas chlorowodorowy (HCI) (Polskie Odczynniki Chemiczne S. A., Polska)

= Kwas octowy (CH;COOQOH) (Polskie Odczynniki Chemiczne S. A., Polska)

= Marine Broth 2216 (Difco Laboratories, USA)
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5.5

5.6

Metanol (Polskie Odczynniki Chemiczne S. A., Polska)

N, N’-metyleno-bis-akrylamid (Sigma, USA)

Nadsiarczan amonu (Polskie Odczynniki Chemiczne S. A., Polska)

Pepton K (BTL, Polska)

SDS — sdl sodowa siarczanu (1V) dodecylu (Sigma, USA)

TEMED - N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiamina (Sigma, USA)

Tris — trihydroksymetyloaminometan (Sigma, USA)

Triton X-100 (Fluka, USA)

Wodorofosforan sodu (Na,HPQ,) (Polskie Odczynniki Chemiczne S. A., Polska)

Wodorotlenek sodu (Polskie Odczynniki Chemiczne S. A., Polska)

DNA plazmidowe

pBADMyc-His A: wektor ekspresyjny, bedacy pochodng plazmidu pBR322;
wykorzystywany do klonowania gendéw oraz ekspresji rekombinantowych biatek
w komérkach E. coli; zawiera elementy operonu arabinozowego: promotor Pgsp Oraz

gen araC (Invitrogen, USA)

Odczynniki do reakcji PCR

dNTPs: 2 mM dATP, 2 mM dGTP, 2 mM dTTP, 2 mM dCTP (Roche, Szwajcaria)
Polimeraza Pwo Supernova 2 U/pl (DNA-Gdansk Il s. c., Polska)
Bufor Pwo, 10x stezony (DNA-Gdansk Il s. c., Polska) o skfadzie:
- 100 mM Tris-HCI pH 8,0
- 500 mM KCl
- 1,5 % Triton X-100 (w/w)
50 mM MgCl,
Woda jatowa

Startery (10 uM) (Sigma, USA):
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Lp. Nazwa startera Sekwencja startera*®
1 DPSSSBNcol 5 TTA CCA TGG GGA TAA ATA AGG CAATTT TAATTG GTAATCTAG 3’
2 DPSSSBHindlll 5" TTA AAG CTT CTA GAA GGG TAC GTC GTTAC 3’
3  FPSSSBNcol 5’ GGA GGA CCA TGG GGA ACG GAA CGT TAAATAAAGTCATG 3’
4  FPSSSBHindlll 5" TTA AAG CTT TTA AAA AGG CAAATCATTTTC TACAG 3’
5 PARSSBNcol 5" GGA GGA CCA TGG GGC GCG GTGTTAATAAAGTTATCATC3’
6  PARSSBBglll 5’ TTA AGA TCT CTA GAA AGG AAT GTC ATC GTC 3’
7  PCRSSBNcol 5" TTA CCA TGG GGC GCG GTG TTA ATA AAGTTATCATC 3’
8  PCRSSBHindlll 5" TTA AAG CTT TCA GAA CGG AAT GTC ATC GTC 3’
9 PHASSBNCcol 5'TTA CCA TGG CAC GCG GTG TGA ACA AAG TAAT3'
10 PHASSBHindlll 5" TTA AAG CTT TCA GAA CGG TAT GTC GTC GTC AAAATC 3'
11  PINSSBNCcol 5" TTA CCA TGG GGT TTA ACC GAA GCG TAA ACA AAGTAG 3’
12 PINSSBHindlll 5" TTA AAG CTT CTA AAA AGG AAT ATC ATC ATC GAAATC 3
13 PPRSSBNcol 5’ GGA GGA CCA TGG CCA GTC GTG GTG TAA ATA AGG 3’
14 PPRSSBBglIl 5’ TTA AGA TCT CTA GAA TGG GAT ATC ATC ATC AAAATC 3’
15 PTOSSBNcol 5" GGA GGA CCA TGG CAG GAACACTCAATAAAGTTATGC 3
16 PTOSSBHindlIl 5" TTA AAG CTT TTA AAA GGG TAG ATC ATCTTCCTC 3’

* Sekwencje rozpoznania dla enzymow restrykcyjnych oznaczono kolorem: niebieskim dla enzymu restrykcyjnego

Ncol, czerwonym dla enzymu restrykcyjnego Hindlll i zielonym dla enzymu restrykcyjnego Bglll. W sekwencjach

starteréow FPSSSBNcol, PCRSSBNcol i PINSSBNcol podkreslono nukleotydy, ktére zostaty dodane w celu

zachowania prawidtowe]j ramki odczytu.

5.7 Enzymy restrykcyjne i bufory do trawienia

Zastosowano nastepujgce enzymy i bufory do trawienia (New England Biolabs, USA):

Enzym Sekwencja Bufor Optymalna
restrykcyjny rozpoznania do trawienia temperatura reakcji
Byl ::::’T*C‘];f\é}c;::: NEBuffer 2 37°C
Hindlll g:::?ﬁ&giﬂ:g NEBuffer 2 37°C
Neol g :::gé’fﬁgﬁ:g NEBuffer 3 37°C

NEBuffer 2: 10 mM Tris-HCl pH 7,9; 10 mM MgCl,; 50 mM NaCl; 1 mM DTT

NEBuffer 3: 50 mM Tris-HCl pH 7,9; 10 mM MgCl,; 100 mM NaCl; 1 mM DTT
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5.8 Odczynniki do reakcji ligacji

= DNA ligaza faga T4, 2U/ul (Epicentre, USA)
= 10x bufor do ligazy (Epicentre, USA)
= 25 mM ATP (Epicentre, USA)

5.9 Odczynniki, bufory i roztwory do rozdziatu DNA za pomocg elektroforezy

agarozowej

= Agaroza

= Bromek etydyny 1 mg/ml

= Bufory:
z SKLADNIKI
BUFOR OBJETOSC L. pH
NAZWA ILOSC
tris 242 g
kwas octowy 57,1 ml
50x TAE 1000 ml 7,5
0,5 M EDTA pH 8,0 100 ml
woda destylowana do 1000 ml
ficoll 400 20%
OBCIAZAJACY - EDTA 0,1M -
cyjan ksylenu 0,25%

5.10 Odczynniki, bufory i roztwory do rozdziatu biatek za pomocg elektroforezy

poliakrylamidowej w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE) oraz barwienia

ODCZYNNIKI STOSOWANE DO SPORZADZENIA ZELU
POLIAKRYLAMIDOWEGO

30% roztwor akrylamidéw o sktadzie:

akrylamid 29¢g
N, N’-metylenobisakrylamid lg
woda destylowana 70 ml

10% SDS

1,5 M Tris-HCl pH 8,8

1 M Tris-HClI pH 6,8
10% nadsiarczan amonu

TEMED — N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiamina




SKtADNIKI

NAZWA ROZTWORU  OBIJETOSC [ml] . pH
NAZWA ILOSC
tris 15,1¢g
BUFOR DO
ELEKTORFOREZY 1000 glicyna %g g3
POLIAKRYLAMIDOWE) 10% SDS 50 ml ’
5x Tris-Glicyna
woda destylowana 900 ml
1 M Tris-HCI 0,6 ml
10% SDS 2 ml
BUFOR LIZUJACY glicerol 5 ml
(do nanoszenia 10 6,8
prébek na zel) B-merkaptoetanol 0,5 ml
1% btekit bromofenolowy 1ml
woda destylowana 0,9 ml
Comassie Brilliant Blue R 0,25¢
ROZTWOR 100 metanol 50 ml
BARWIACY kwas octowy 10 ml
woda destylowana 40 ml
) metanol 300 ml
ROZTWOR
ODBARWIAJACY 1000 kwas octowy 100 ml -
woda destylowana 600 ml

5.11 Markery wielkosci

= Markery wielkosci DNA:

- M250-10000: 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 3000, 2500, 2000, 1500, 1000,

750, 500, 250 pz (SM 1163, Fermentas, Litwa)

- M75-20000: 20000, 10000, 7000, 5000, 4000, 3000, 2000, 1500, 1000, 700, 500, 400,

300, 200, 75 pz (SM 1331, Fermentas, Litwa)

= Biatkowe markery wielkosci:

- Unstained Protein Molecular Weight Marker: 116; 66,2; 45; 35; 25; 18,4; 14,4 kDa

(SM 0431, Fermentas, Litwa)
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5.12 Roztwory i bufory stosowane do oczyszczania biatek i regeneracji zt6z

BUFOR A Ag B C D E DD
SKLADNIK pH7,5 PpH75 pH75 pH78 pH7,8 pH78 PpH75
NaH,PO,/NaHPO, 20 mM 20 mM 20 mM 20 mM 20 mM 20 mM 20 mM
NaCl 50 mM 50 mM 2M 0,5M 0,8M 1,5M 300 mM
EDTA 1mM 1mM 1mM 1mM 1mM 1mM -
Glikol etylenowy - - - - - 50% -

Triton X-100 - 0,2% - -

5.13 Odczynniki do ultrawirowania

= Glicerol
= Bufor do ultrawirowania:
- 50 mM Tris-HCl pH 7,5
- 0,5 M NaCl
-1 mM EDTA
- 5 mM B-merkaptoetanol

= Wozorce biatkowe (Sigma, USA):

- Anhydraza weglanowa z krwi wotowej, 29 kDa (nr kat. C7025)

- Albumina surowicy wotowej (BSA), 66 kDa (nr kat. A8531)

- Dehydrogenaza alkoholowa S. cerevisiae, 150 kDa (nr kat. A8656)

- B-amylaza ze stodkiego ziemniaka, 200 kDa (nr kat. A8781)

5.14 Odczynniki do sieciowania biatek

= 25% aldehyd glutarowy (Sigma, USA)
= Bufor do sieciowania:

- 50 mM NaH,P0,/NaHPO, pH 7,5

- 0,3 M NaCl
= 1M Tris-HCl pH 8,0
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5.15 Bufory i odczynniki stosowane do badania opdznienia ruchliwosci
elektroforetycznej kompleksow biatko:ssDNA i spektrofluorymetrycznego

badania aktywnosci biatek SSB

= oligonukleotydy dT;s o stezeniu 10 uM (Metabion, Niemcy)
= 5’ znakowane fluoresceing oligonukleotydy dTss, dT;6, dT1y9 0 stezeniu 10 uM
(Metabion, Niemcy)
= ssDNA faga M13 (New England Biolabs, USA)
= Bufor BB3g:
- 300 mM NacCl
- 20 mM bufor fosforanowy pH 7,5
-1 mM EDTA pH 8,0
= Bufor BByg:
- 100 mM Nacl
- 20 mM bufor fosforanowy pH 7,5
- 1 mM EDTA pH 8,0
= Bufor BB,:
- 2mM Nacl
- 20 mM bufor fosforanowy pH 7,5
- 1 mM EDTA pH 8,0

5.16 Odczynniki do badania zdolnosci biatek SSB do destabilizacji dsDNA

= Bufor BBg [Mat. 5.15]

= Fragment dsDNA (44 pz) ztozony z dwdch oligonukleotyddw:
- Stab + 5" GAA CCG GAG GAA TGA TGA TGA TGA TGG TGC GGT TTG TCG GAC GG 3’
- Stab - 5’ CCG TCC GAC AAA CCG CAC CAT CAT CAT CATCATTCCTCCGGTTC 3’
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6. Metody

6.1 Hodowle bakteryjne

6.1.1 Hodowle ptynne

Hodowle szczepéw E. coli TOP10 [Mat. 5.2] prowadzono w podtozu ptynnym LB
[Mat. 5.3] w wytrzgsarce, w temperaturze 37°C przez rézny czas, w zaleznosci od wymagan.
Hodowle bakterii psychrofilnych [Mat. 5.2] prowadzono w podtozu Marine Broth 2216
[Mat. 5.3] w temperaturze optymalnej dla wzrostu danego szczepu. Hodowle zaszczepiano ezg

lub przez dodatek hodowli ptynnej (w stosunku 1:50).

6.1.2 Hodowle na podtozu statym

Hodowle rekombinantowych szczepdw E. coli TOP10 prowadzono na podtozu statym LA
[Mat. 5.3], uprzednio wylanym na ptytki Petriego. Przed wylaniem ptytek, do LA ostudzonego
do temperatury okoto 50°C, dodawano ampicyline do zgdanego stezenia [Mat. 5.3]. Hodowle

byty prowadzone przez 16 h w temperaturze 37°C, a nastepnie przechowywane w 4°C.

6.2 lzolacja DNA genomowego z hodowli bakteryjnej

Izolacja DNA genomowego zostata przeprowadzona przy uzyciu zestawu ,Genomic Mini
AX Bacteria” (A&A Biotechnology, Polska) zgodnie z protokotem zamieszczonym przez

producenta.

6.3 lzolacja DNA plazmidowego

Izolacja DNA plazmidowego zostata przeprowadzona przy uzyciu zestawu ,,Plasmid Mini”

(A&A Biotechnology, Polska) zgodnie z protokotem zamieszczonym przez producenta.

6.4 lzolacja fragmentéw DNA z zelu agarozowego

Izolacja fragmentéw DNA z Zelu agarozowego zostata przeprowadzona przy uzyciu
zestawu ,,Gel Out” (A&A Biotechnology, Polska) zgodnie z protokotem zamieszczonym przez

producenta.
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6.5 Oczyszczanie DNA po reakcjach enzymatycznych

Oczyszczanie DNA po reakcjach enzymatycznych zostato przeprowadzone przy uzyciu
zestawu ,,Clean Up” (A&A Biotechnology, Polska) zgodnie z protokotem zamieszczonym przez

producenta.

6.6 Elektroforeza agarozowa

1 lub 2% zel agarozowy byt przygotowywany poprzez zmieszanie odpowiedniej ilosci
agarozy z 50 ml buforu 1 x TAE. Mieszanina taka ogrzewana byta do catkowitego rozpuszczenia
agarozy, a po jej ostygnieciu dodany zostat roztwér bromku etydyny tak, aby jego korcowe
stezenie wynosito 1 pug/ml [Mat. 5.9]. Nastepnie zel zostat wylany na specjalng wanienke
z grzebieniami. Zastygniety zel zostat umieszczony w aparacie do elektroforezy napetnionym
buforem 1 x TAE tak, aby pokry¢ catg powierzchnie zelu. Odpowiednio przygotowane probki
DNA (wymieszane z ok. 5 ul buforu obcigzajacego) byly nanoszone do studzienek w zelu
powstatych po wyjeciu grzebieni. Objetos¢ prébek wahata sie od 5 pl (DNA plazmidowe) do 10
pl (produkty PCR). Do jednej ze studzienek nanoszono odpowiedni marker wielkosci DNA
[Mat. 5.11] w ilosci zalecanej przez producenta. Elektroforeze prowadzono przez co najmniej
30 minut przy napieciu 8-10 V/cm dtugosci zelu. Zel agarozowy po przeprowadzonej

elektroforezie analizowany byt pod lampg UV (A=315 nm) [226].

6.7 Amplifikacja genéw ssb bakterii psychrofilnych D. psychrophila,
F. psychrophilum, P. profundum, P. haloplanktis, P. arcticus, P. cryohalolentis,

P. ingrahamii i P. torquis

= Sktad mieszaniny reakcyjnej [Mat. 5.6]:

SKELADNIK ILOSC
dNTPs 2,5 ul
starter DPSSSBNcol 1ul
starter DPSSSBHindll| 1l
bufor Pwo 2,5 ul
MgCl, 1ul
polimeraza Pwo 0,5 ul
DNA genomowe D. psychrophila 1l
woda jatowa 15,5 pl
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= Profil temperaturowo-czasowy:

temperatura [°C] czas [s] ilos¢ cykli
94 300 x1
94 60
55 60 x 35
72 60
72 300 x1
4 oo

Analogiczne reakcje przeprowadzono z uzyciem starterow: FPSSSBNcol i FPSSSBHindlll,
PARSSBNcol i PARSSBBglll, PCRSSBNcol i PCRSSBHindIll, PHASSBNcol i PHASSBHindlil,
PINSSBNcol i PINSSBHindlIll, PPRSSBNcol i PPRSSBBglIl lub PTOSSBNcol i PTOSSBHindlIll oraz

odpowiedniego dla kazdej pary starteréow DNA genomowego.

6.8 Trawienie DNA enzymami restrykcyjnymi

Reakcje trawienia byty prowadzone przez 3 h w temperaturze 37°C. Zastosowano
odpowiednie bufory zalecane przez producenta [Mat. 5.7]. Koricowa objetos¢ mieszaniny byta
rowna 20 pl. Po reakcji trawienia DNA byto oczyszczane przy uzyciu zestawu Clean Up

[Met. 6.5] lub Gel Out [Met. 6.4].

6.9 Ligacja fragmentow DNA

Reakcje ligacji prowadzono przez 2 h w temperaturze 18°C. Mieszanina reakcyjna
zawierata ligaze DNA faga T4, ATP, bufor ligacyjny, trawiony DNA wektor i trawiony DNA insert
[Mat. 5.8]. Koricowa objetos¢ probki wynosita 20 pl.

Sktad mieszaniny ligacyjne;j:

SKLADNIK ILOSC
bufor do ligazy 2ul
DNA ligaza T4 0,5 ul

ATP 0,5 pl
trawiony DNA wektor 1l
trawiony DNA insert 16 ul
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6.10 Analiza wynikow klonowania

6.10.1 Sprawdzanie obecnosci DNA insertu za pomocg testu opdznienia migracji

plazmidowego DNA w zelu agarozowym

Jatowymi koncowkami do pipet automatycznych [Mat. 5.1] przenoszono wybrane
kolonie do probéwek zawierajgcych 3 ml pozywki LB z ampicyling [Mat. 5.3] i wytrzgsano przez
16 h w temperaturze 37°C. Z uzyskanych hodowli izolowano DNA plazmidowe [Met. 6.3]
i rozdzielano je elektroforetycznie w 1% zelu agarozowym [Mat. 5.9, Met. 6.6] przez okres od
30 do 60 min pod napieciem 100 V. Otrzymany w ten sposéb elektroforegram umozliwit
porownanie wielkosci DNA plazmidowego z wprowadzonym DNA insertu i bez niego. Plazmidy
pozbawione DNA insertu cechuje zwiekszona ruchliwos¢ elektroforetyczna w stosunku do DNA
plazmidéw z wprowadzonym DNA insertu. Prébki zawierajgce plazmidowe DNA

z wprowadzonym DNA insertu poddawano dalszej analizie.

6.10.2 Sprawdzenie obecnosci DNA insertu za pomoca reakcji PCR

Wyizolowane DNA plazmidowe potencjalnych klonéw postuzyto jako matrycowe DNA
do przeprowadzenia reakcji PCR. Obecnos¢ DNA insertu w wektorze plazmidowym pBAD
sprawdzano uzywajgc odpowiednich par starteréw: DPSSSBNcol i DPSSSBHindlll, FPSSSBNcol
i FPSSSBHindlIll, PARSSBNcol i PARSSBBglll, PCRSSBNcol i PCRSSBHindlll, PHASSBNcol
i PHASSBHindlll, PINSSBNcol i PINSSBHindlll, PPRSSBNcol i PPRSSBBglll lub PTOSSBNcol
i PTOSSBHindlll [Mat. 5.6, Met. 6.7]. Analiza produktdw reakcji PCR zostata przeprowadzona za

pomocg elektroforezy agarozowej [Mat. 5.9, Met. 6.6].

6.10.3 Sprawdzenie obecnosci DNA insertu za pomoca analizy restrykcyjnej

Za pomocg analizy restrykcyjnej sprawdzano obecnos$¢ DNA insertu w wektorze pBAD.
Wyizolowane DNA plazmidowe potencjalnych klonéw poddano trawieniu enzymami: Ncol
i Hindlll lub Ncol i Bglll w zaleznosci od DNA insertu zawartego w rekombinantowym
plazmidzie [Mat. 5.7, Met. 6.8]. Wyniki trawienia analizowano za pomocg elektroforezy

agarozowej w 2% zelu agarozowym [Mat. 5.9, Met. 6.6].

6.10.4 Sprawdzenie obecnosci DNA insertu za pomoca sekwencjonowania DNA

W celu jednoznacznego potwierdzenia wynikow klonowania oraz sprawdzenia

obecnosci ewentualnych mutacji punktowych w klonowanych fragmentach DNA
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przeprowadzono ich sekwencjonowanie w firmie Genomed (Polska) z wykorzystaniem

uniwersalnych starteréw do sekwencjonowania dla wektora pBAD.

6.11 Elektroforeza poliakrylamidowa biatek w warunkach denaturujacych SDS-PAGE

Biatka w elektroforezie SDS-PAGE poddawane sg dziataniu czynnika redukujgcego
i denaturujgcego, ktdre nadajg im ujemny tadunek. Nastepnie rozdzielane sg na drodze
elektroforezy ze wzgledu na mase czasteczkowg, najwieksze biatka migrujg najwolniej,
a mniejsze duzo szybciej. Procentowos¢ zelu poliakrylamidowego uzalezniona jest od wielkosci
rozdzielanych biatek i waha sie w granicach 8-15%. Elektroforeza SDS-PAGE pozwala na
okreslenie stopnia czystosci preparatu biatkowego, wyznaczenie masy czgsteczkowej biatka

badz liczby polipeptydowych jednostek.

6.11.1 Przygotowanie zelu poliakrylamidowego

Przygotowanie zelu polegato na wylaniu 12% zelu rozdzielajgcego, a nastepnie zelu
zageszczajgcego o statej procentowosci - 5%.

Sktad zeli [Mat. 5.10]:

SKEADNIK ZEL ZAGESZCZAJACY ZEL ROZDZIELAJACY

5% 12%
woda destylowana 1,4 ml 3,3ml
30% roztwor akrylamidéw 0,33 ml 4 ml
1 M Tris-HCl pH 6,8 0,25 ml -

1,5 M Tris-HCl pH 8,8 - 2,5 ml

10% SDS 0,02 ml 0,1 ml

10% nadsiarczan amonu 0,02 ml 0,1 ml
TEMED 0,002 ml 0,008 ml

Odpowiednio przygotowang mieszanine wylano miedzy szklane szyby uszczelnione
specjalnymi gumkami i spiete klipsami. Najpierw wylano Zzel rozdzielajacy, a po jego
zastygnieciu zel zageszczajgcy. Miedzy szybami umieszczone byty grzebienie, ktére pozwolity
na uformowanie studzienek, do ktérych nanoszono prébki. Zel po zastygnieciu umieszczono
w aparacie do elektroforezy poliakrylamidowej wypetnionym buforem 1x Tris-glicyna

[Mat. 5.10]. Do studzienek w zelu nanoszono uprzednio przygotowane prébki.

6.11.2 Przygotowanie probek do biatkowej elektroforezy poliakrylamidowej

Osad komoérkowy powstaty po zwirowaniu 1 ml hodowli zawieszano w 100 pl buforu TE

uzyskujgc w ten sposdb lizat komdrkowy. Do 20 pl prébki z biatkiem lub lizatu komérkowego
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dodawano 5 pl buforu lizujgcego [Mat. 5.10]. Tak przygotowane prébki inkubowano przez 10
min w temperaturze 99°C, po czym nanoszono do studzienek w Zzelu poliakrylamidowym.
Rozdziat elektroforetyczny byt prowadzony przy natezeniu 15 mA na kazdy zel. Czas
elektroforezy uzalezniony byt od szybkosci migracji préobek i konczyt sie w momencie dojscia

barwnika do konca zelu.

6.11.3 Barwienie i odbarwianie zeli poliakrylamidowych

Po skonczonym rozdziale elektroforetycznym zel wyjeto spomiedzy szklanych szyb
i umieszczono w roztworze barwigcym [Mat. 5.10] na czas okoto 15 min. Po tym czasie barwnik
zlano, a zele umieszczono w roztworze odbarwiajgcym [Mat. 5.10]. Zele odbarwiano az do

momentu uzyskania odpowiedniego tta, zmieniajac jednokrotnie roztwér odbarwiajgcy.

6.12 Oczyszczanie biatek za pomocg chromatografii jonowymiennej

Rekombinantowe biatka SSB poddano oczyszczaniu na ztozu QAE-celuloza stosujgc
technike chromatografii jonowymiennej. Byt to pierwszy etap oczyszczania biatek SSB, ztozony
z nastepujacych procedur:

= Hodowle bakteryjne wirowano przez 15 min przy 5 000 obr/min, a osad uzyskany z 1 |
hodowli zawieszano w 30 ml buforu Ay [Mat. 5.12] i poddawano sonifikacji (8 x 30 s,
23 kHz, amplituda 3 um). Lizaty komdérkowe wirowano przez 30 minut przy 12 000
obr/min w temperaturze 4°C.

= Uzyskany supernatant nanoszono na przygotowang wczesniej kolumne jonowymienng
(anionit) ze zréwnowazonym 100 ml buforu A ztozem QAE-celuloza (Sigma, USA).
Zastosowano staty przeptyw przez kolumne buforéw A i B [Mat. 5.12] wynoszacy
1 ml/min.

= Elucji dokonywano za pomocg liniowego gradientu stezen soli w zakresie od 0,05 do
2 M NaCl. Kolumne regenerowano przez przemywanie buforem B, a nastepnie
buforem A [Mat. 5.12] i przechowywano w 20% etanolu. Zebrane podczas elucji frakcje
analizowano za pomocy elektroforezy w zelu poliakrylamidowym (SDS-PAGE)

[Mat. 5.10, Met. 6.11].

6.13 Oczyszczanie biatek za pomocg chromatografii powinowactwa

Drugim etapem oczyszczania biatek SSB byta chromatografia powinowactwa na ztozu

ssDNA - celuloza wedtug przedstawionej ponizej procedury:
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= Kolumne zawierajacga 2,5 g ztoza ssDNA - celuloza (Worthington, USA), zréwnowazono
50 ml buforu C [Mat. 5.12], a nastepnie naniesiono 5 ml preparatu biatkowego
(rozcieficzonego w stosunku 1:10) uzyskanego po wstepnym oczyszczaniu za pomocg
chromatografii jonowymiennej.

= W celu usuniecia zanieczyszczenia preparatu innymi biatkami, ztoze ptukano 100 ml
buforu C, a nastepnie 100 ml buforu D [Mat. 5.12].

= Elucji rekombinantowego biatka dokonywano poprzez przemywanie ztoza 20 ml
buforu E [Mat. 5.12] porcjami po 5 ml, frakcje zbierano i analizowano za pomoca
elektroforezy w zelu poliakrylamidowym (SDS-PAGE) [Mat. 5.10, Met. 6.11].

= Po zakonczeniu oczyszczania, ztoze zregenerowano poprzez przemycie 50 ml buforu E,
a nastepnie 50 ml buforu C i przechowywano w buforze zawierajgcym 10 mM Tric-HCI
pH 8,0; 150 mM NaCl i 1 mM EDTA pH 8,0.

= Okoto 50 ml frakcji zawierajgcej biatko przeniesiono do woreczka dializacyjnego
[Mat. 5.1] i dializowano w 2 | buforu DD [Mat. 5.12], ktéry podczas trwania dializy
zmieniano trzykrotnie. Proces prowadzono 48 h, w temperaturze 4°C, przy ciggtym,
delikatnym mieszaniu buforu za pomocg mieszadetka magnetycznego.

= Preparaty biatkowe zageszczano poprzez wirowanie (40 min, 5 000 obr/min) na
kolumnach do zageszczania biatek (Millipore, USA) z punktem odciecia 10 kDa.

= Uzyskane preparaty biatkowe uzywano w dalszych badaniach, a cze$¢ przechowywano

w temperaturze -20°C, w postaci konserw zawierajgcych 50% glicerolu.

6.14 Badanie opdzinienia ruchliwosci elektroforetycznej komplekséw biatko:ssDNA

(test retardacji)

Badanie opodznienia ruchliwosci elektroforetycznej komplekséw  biatko:ssDNA
(ang. electrophoresis mobility shift assays, EMSA) jest podstawowym badaniem aktywnosci
biatek SSB. W tescie zastosowano te same ilosci znakowanych fluorescencyjnie
oligonukleotydéw (10 pmol dTss, dTs lub dT,0) lub ssDNA faga M13 (0,05 pmol) [Mat. 5.15]
i wzrastajgce stezenie biatka od 25 do 200 pmol. Prébki zawierajgce biatko SSB oraz znakowany
fluorescencyjnie oligonukleotyd lub ssDNA faga M13 inkubowano w buforze BB,y [Mat. 5.15]
przez 15 min, w temperaturze pokojowej. Nastepnie probki nanoszono do studzienek 2% zelu
agarozowego bez bromku etydyny (znakowane oligonukleotydy) lub 1% zelu agarozowego
z bromkiem etydyny (ssDNA M13) i przeprowadzono elektroforeze (100 V, 45 min). Wyniki
analizowano pod lampg UV [Mat. 5.9, Met. 6.6].
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6.15 Okreslenie masy czasteczkowej i budowy biatek SSB

W celu oszacowania natywnej masy czgsteczkowej i okreslenia budowy biatek SSB
zastosowano dwie niezalezne metody: ultrawirowania w gradiencie stezen glicerolu oraz

chemicznego sieciowania aldehydem glutarowym (ang. glutaraldehyde cross-linking).

6.15.1 Okreslenie masy czasteczkowej biatek metoda ultrawirowania

W specjalnych probdwkach do ultrawirowania przygotowano liniowe gradienty stezen
glicerolu od 15 do 30% (w/v) w buforze do ultrawirowania [Mat. 5.13]. Sporzadzono preparaty
biatek SSB i wzorcow [Mat. 5.13] o stezeniu 300 uM w buforze do ultrawirowania. 50 pl
kazdego preparatu umieszczono w oddzielnych specjalnych probéwkach do ultrawirowania
(Beckman Coulter, USA) zawierajgcych 3,5 ml wczesniej przygotowanego gradientu stezen
glicerolu. Prébki wirowano przez 24 h, przy 46 000 obr/min w temperaturze 4°C w wiréwce
Beckman SW 60 Rotor (Beckman Coulter, USA). Po zakonczeniu wirowania z powierzchni
preparatéw zbierano porcje po 180 pl. Pierwsze porcje preparatéw pobrane z kazdej probowki
potgczono w jedng frakcje oznaczong numerem 1. Drugg serie prébek pobranych z kazdej
probowki wirdwkowej réwniez potgczono, a frakcje oznaczono numerem 2. Analogicznie
postepowano z kolejnymi seriami prébek, ktére oznaczono kolejnymi numerami frakcji.
Uzyskano w ten sposéb 19 frakcji, ktére analizowano za pomocy elektroforezy w zelu
poliakrylamidowym (SDS-PAGE) [Mat. 5.10, Met. 6.11], stosujagc aparat do elektroforezy
poliakrylamidowej Hoefer SE 600 [Mat. 5.1].

6.15.2 Okreslenie budowy i oszacowanie masy czgsteczkowej metodg sieciowania

chemicznego

Probki zawierajgce 10, 50 lub 100 pmoli biatek SSB oraz 0,5% (v/v) aldehydu
glutarowego inkubowano w buforze do sieciowania (objetos¢ koricowa: 20 pl) przez 15 min,
w temperaturze 25°C [Mat. 5.14]. Reakcje sieciowania zatrzymywano przez dodatek 1 ul
1 M Tris-HCl o pH 8,0 [Mat. 5.14]. Nastepnie probki analizowano przy uzyciu elektroforezy
w zelu poliakrylamidowym (SDS-PAGE) [Mat. 5.10, Met. 6.11].

6.16 Spektrofluorymetryczne badanie aktywnosci biatek SSB

W badaniu wykorzystano spektrofluorymetr Perkin Elmer LS-5B, w ktérym ustawiano
dtugosc fali wzbudzenia A;x=295 nm i dtugosc¢ fali emisji Agy=348 nm. Pomiaréw dokonywano
przy przestonie rownej 15 nm w przypadku wzbudzenia i 5 nm w przypadku emisji.

Eksperymenty wykonywano w buforze BB o stezeniu 2 mM, 100 mM i 300 mM NaCl
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[Mat. 5.15], w temperaturze 25°C. Po odczytaniu wartosci fluorescencji dla samego biatka (Fo)
wykonywano miareczkowanie biatka SSB 2 ul oligononukleotydu dT,s (10 uM) [Mat. 5.15]
i odczytywano wartosci fluorescencji (Fy). Na podstawie uzyskanych wartosci sporzadzano
wykresy fluorescencji, na ktére nanoszono styczne w oparciu o model Schwarza i Watanabe’a
[227]. Punkt przeciecia stycznych wyznacza dtugo$¢ miejsca wigzania dla tetrameru danego
biatka SSB. Zastosowanie buforow o réznej zawartosci NaCl pozwolito na okreslenie zaleznosci

dtugosci miejsca wigzania ssDNA przez biatko SSB od stezenia soli.

6.17 Badanie aktywnosci biatek SSB w wysokich temperaturach

Biatka SSB inkubowano w zakresie temperatur od 50°C do 99°C (skok temperatury co
5°C) i w czasie: 1; 2,5; 5; 10; 15; 30; 45 oraz 60 min. Nastepnie badano aktywnos¢ biatek SSB
zgodnie z procedurg badania opdznienia ruchliwosci elektroforetycznej komplekséw
biatko:ssDNA [Mat. 5.15, Met. 6.14]. W eksperymentach zastosowano minimalne ilosci biatka
SSB, ktore w petni wigzato porcje oligonukleotydu dTs;;. Na podstawie uzyskanych
elektroforegramoéw odczytywano czas, po ktérym badane biatko SSB tracito 50% swojej

aktywnosci (czas pottrwania).

6.18 Okreslenie temperatury denaturacji biatek SSB z wykorzystaniem skaningowej

mikrokalorymetrii r6znicowej (DSC)

Temperature denaturacji badanych biatek SSB okreslono dzieki wykorzystaniu
skaningowej kalorymetrii r6znicowej. Pomiary kalorymetryczne zostaty wykonane przy uzyciu
mikrokalorymetru NanoDSC (Calorimetry Science Corporation, USA) [Mat. 5.1]. Analizowano
prébki biatek SSB o stezeniu 2 mg/ml w 50 mM buforze fosforanowym o pH 7,5 zawierajgcym
150 mM NaCl. Wykonano skany kalorymetryczne w zakresie temperatur od 0°C do 100°C
z szybkoscig skanowania 1°C/min. Odwracalnos$¢ procesu denaturacji zostata zbadana poprzez
schfodzenie, a nastepnie ponowne ogrzanie tej samej probki biatka z predkoscig skanu
1°C/min. Uzyskane wyniki analizowano przy uzyciu programu NanoAnalyze Software V 1.1

(TA Instruments, USA).

6.19 Badanie zdolnosci do obnizania temperatury topnienia dsDNA

W eksperymentach wykorzystano spektrofluorymetr Varian Cary 300 Bio [Mat. 5.1].
Przygotowano prdby zawierajgce jedynie dsDNA (0,67 nmol) [Mat. 5.16] oraz mieszanine
dsDNA i wybranego biatka SSB (4 nmol) w buforze BB,o, [Mat. 5.16] w 2 ml kuwetach

o dtugosci drogi optycznej 10 mm. Dokonywano pomiaréw zmiany absorbancji przy dtugosci
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fali 260 nm (A,) stopniowo zwiekszajgc temperature od 25°C do 95°C z predkoscig 1°C/min.
Na podstawie uzyskanych wynikdw sporzgdzono wykresy temperatur topnienia dsDNA
w obecnosci i nieobecnosci SSB. W celu okreslenia zdolnosci biatek SSB do obnizania
temperatury topnienia dsDNA, odczytywano warto$é temperatur dla punktu, w ktérym potowa
dupleksu dsDNA ulegata denaturacji (ang. midpoint) i poréwnano je do wartosci temperatury

topnienia dupleksu w nieobecnosci SSB.
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7. Wyniki

7.1 Klonowanie genow ssb bakterii psychrofilnych do wektora ekspresyjnego pBAD

7.1.1 Amplifikacja gendw ssb bakterii psychrofilnych

Geny ssb D. psychrophila, F. psychrophilum, P. profundum, P. haloplanktis, P. arcticus,
P. cryohalolentis, P. ingrahamii i P. torquis zostaty zamplifikowane przy uzyciu starteréw
komplementarnych do kazdego genu z koncami wiszgcymi zawierajgcymi sekwencje miejsc
rozpoznania dla enzymdw restrykcyjnych. Amplifikacji dokonano w zoptymalizowanych
warunkach z uzyciem DNA genomowego D. psychrophila, F. psychrophilum, P. profundum,
P. haloplanktis, P. arcticus, P. cryohalolentis, P. ingrahamii i P. torquis [Met. 6.7]. Produkty tych
reakcji nazwano kolejno dpsssb, fpsssb, pprssb, phassb, parssb, pcrssb, pinssb i ptossb, a ich
wielkosci wynosity odpowiednio: 446, 443, 569, 749, 662, 677, 687 i 474 pz. Po
przeprowadzonych reakcjach PCR produkty oczyszczono [Met. 6.4]. Przyktadowy rozdziat
elektroforetyczny produktdw reakcji PCR otrzymanych z uzyciem matrycy P. torquis i starterow

PTOSSBNcol oraz PTOSSBHindlIll przedstawiono na rysunku ponizej (Rys. 11).

6000

3000
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Rys. 11 Rozdziat elektroforetyczny produktéw reakcji PCR na matrycy genomowego DNA P. torquis. Legenda:
1 — marker M250-10000 [Mat. 5.11]; 2-4 — produkt PCR otrzymany przy temperaturze przytgczania
starteréw: 50°C (2), 55°C (3) i 60°C (4).

7.1.2 Konstrukcja plazmidéw rekombinantowych

DNA wektora pBAD poddano trawieniu za pomocg dwdch par enzymodw Ncol i Hindlll
oraz Ncol i Bglll w dwdch oddzielnych reakcjach [Mat. 5.7, Met. 6.8]. Produkty PCR dpsssb,
fpsssb, pcrssb, phassb, pinssb i ptossb trawiono enzymami Ncol i Hindlll, a produkty parssb

oraz pprssb — enzymami Ncol i Bglll. Uzyskane produkty trawienia oczyszczono wykorzystujac
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zestaw do oczyszczania DNA po reakcjach enzymatycznych [Met. 6.5]. Tak przygotowane DNA
wektora poddano reakgc;ji ligacji z DNA odpowiedniego insertu [Mat. 5.8, Met. 6.9]:

= pBAD trawiony Ncol i Hindlll + dpsssb, fpsssb, phassb, pcrssb pinssb lub ptossb

trawione Ncol i Hindlll

= pBAD trawiony Ncol i Bglll + pprssb lub parssb trawiony Ncol i Bglll

Komorki kompetentne E. coli TOP10 transformowano mieszaninami ligacyjnymi.
Komodrki wysiano na podioze LA zawierajgce ampicyline [Mat. 5.3] i inkubowano 16 h,
w temperaturze 37°C [Met. 6.1.2]. Na ptytkach wyrosto od 60 do 100 kolonii, z ktdrych
wybierano po 12 i zaszczepiano potencjalne klony na podfozu LB z ampicyling [Mat. 5.3]. Po
16 h hodowli wyizolowano DNA rekombinantowych plazmidéw [Met. 6.3]. Schemat
klonowania na przyktadzie klonowania produktu ptossb przedstawiono na rysunku ponizej

(Rys. 12).

Rys. 12 Schemat klonowania produktu PCR ptossb do wektora pBAD.

7.1.3 Potwierdzenie obecnosci DNA insertow w plazmidach rekombinantowych

Obecnos¢ DNA insertow w rekombinantowych plazmidach pBADDpsSSB, pBADFpsSSB,
pBADParSSB, pBADPcrSSB, pBADPhaSSB, pBADPinSSB, pBADPprSSB i pBADPtoSSB
potwierdzono za pomocg: testu opdznienia migracji plazmidowego DNA w zelu agarozowym
[Met. 6.10.1], reakcji PCR [Met. 6.10.2], analizy restrykcyjnej [Met. 6.10.3] i sekwencjonowania
DNA [Met. 6.10.4].
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7.1.3.1 Analiza opdznienia migracji DNA plazmidowego w zelu agarozowym

Obecnos¢ DNA insertéw w DNA plazmidéw pBADDpsSSB, pBADFpsSSB, pBADParSSB,
pBADPcrSSB, pBADPhaSSB, pBADPiInSSB, pBADPprSSB i pBADPtoSSB potwierdzono za pomoca
testu opbdznienia migracji plazmidowego DNA w 1% zelu agarozowym. Na rysunku
przedstawiono analize opdznienia migracji elektroforetycznej na przyktadzie DNA

plazmidowego klonéw pBADPinSSB (Rys. 13).

Rys. 13 Rozdziat elektroforetyczny DNA plazmidu pBAD oraz DNA rekombinantowych plazmidéw pBADPprSSB.
Legenda: 1 — wektor pBAD (4094 pz); 2-6 — DNA plazmidowe klonéw pBADPprSSB (4631 pz).

7.1.3.2 Potwierdzenie obecnosci DNA insertu w DNA plazmidow za pomoca
reakcji PCR
Przeprowadzono reakcje amplifikacji z wykorzystaniem tych samych starteréw, ktére
uzywano do otrzymania DNA insertow do klonowania [Mat. 5.6, Met. 6.7]. Jako matryce
stosowano wyizolowane DNA plazmidéw pBADDpsSSB, pBADFpsSSB, pBADParSSB,
pBADPcrSSB, pBADPhaSSB, pBADPinSSB, pBADPprSSB i pBADPtoSSB, ktére wykazywaty
opdznienie migracji w zelu agarozowym. Produkty reakcji PCR analizowano w 2% zelu
agarozowym [Mat. 5.9, Met. 6.6]. W przypadku DNA plazmidéw rekombinantowych w wyniku

reakcji PCR otrzymano produkty odpowiadajgce wielkosciom DNA insertéw (Rys. 14).
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Rys. 14 Rozdziat elektroforetyczny produktéow reakcji PCR na matrycy DNA plazmidéw rekombinantowych
pBADPtoSSB i pBADDpsSSB. Legenda: 1 — marker M75-20000 [Mat. 5.11]; 2-7 — DNA plazmidowe klonéw
pBADPtoSSB (produkt 474 pz); 8 — kontrola negatywna; 9-15 — DNA plazmidowe klonéw pBADDpsSSB
(produkt 446 pz).
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7.1.3.3 Potwierdzenie obecnosci DNA insertéw w DNA plazmidéw za pomoca
analizy restrykcyjnej

Obecnos¢ DNA insertéw w DNA plazmidéw pBADDpsSSB, pBADFpsSSB, pBADParSSB,

pBADPcrSSB, pBADPhaSSB, pBADPiInSSB, pBADPprSSB i pBADPtoSSB potwierdzono takze za

pomocg analizy restrykcyjnej enzymami Ncol i Hindlll lub Ncol i Bgl/ll [Mat. 5.7, Met. 6.8].

Oczekiwane produkty trawienia zestawiono w tabeli (Tab. 3).

Plazmid zastosowane _ oczekiwa.ne.produkty
enzymy restrykcyjne trawienia [pz]
pBAD Ncol i Hindlll 4046, 48
pBAD Ncol i Bglll 4077, 17
pBADDpsSSB Ncol i Hindlll 4046, 434
pBADFpsSSB Ncol i Hindlll 4046, 428
pBADPprSSB Ncol i Bglll 4077, 554
pBADPhaSSB Ncol i Hindlll 4046, 737
pBADParSSB Ncol i Bgllll 4077, 647
pBADPcrSSB Ncol i Hindlll 4046, 665
pBADPiInSSB Ncol i Hindlll 4046, 674
pBADPtoSSB Ncol i Hindlll 4046, 459

Tab. 3 Zestawienie oczekiwanych produktéw trawienia DNA plazmidowego enzymami restrykcyjnymi.

W przypadku DNA plazmidéw rekombinantowych w wyniku reakcji trawienia uzyskano
oczekiwane fragmenty DNA (Rys. 15). Wyniki analizowano w 2% zelu agarozowym [Mat. 5.9,

Met. 6.6].

Rys. 15 Rozdziat elektroforetyczny produktéw trawienia DNA rekombinantowych plazmidéw pBADDpsSSB,
pBADFpsSSB, pBADParSSB, pBADPcrSSB, pBADPhaSSB, pBADPinSSB, pBADPprSSB i pBADPtoSSB. Legenda:
1, 9 — marker M75-20000 [Mat. 5.11]; 2-8 — plazmidy trawione Ncol i Hindlll; 2 — pBAD; 3 — pBADDpsSSB;
4 — pBADFpsSSB; 5 — pBADPcrSSB; 6 — pBADPhaSSB; 7 — pBADPInSSB; 8 — pBADPtoSSB; 10-12 — plazmidy
trawione Ncol i Bglll; 10 — pBAD; 11 — pBADParSSB; 12 — pBADPprSSB.
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7.1.3.4 Potwierdzenie obecnosci DNA insertu w DNA plazmidéw za pomocg

sekwencjonowania DNA

Dla kazdego rekombinowanego uktadu wybrano po jednym plazmidzie zawierajagcym
DNA insertu i poddano sekwencjonowaniu [Met. 6.10.4]. Ponizej przedstawiono wynik
sekwencjonowania plazmidu pBADPtoSSB pordwnany z sekwencjg genu ssb P. torquis
zamieszczong w banku gendéw NCBI (AFU68265.1) (Rys. 16).

Wynik sekwencjonowania wykazuje 100% zgodnos$¢ sekwencji nukleotydowej DNA
insertu z sekwencjg genu ssb P. torquis (456 pz). Analogicznie przeprowadzono analize
wynikéw sekwencjonowania pozostatych rekombinantowych plazmidéw i potwierdzono
zgodnos¢ sekwencji nukleotydowych wklonowanych gendw z sekwencjami nukleotydowymi

zamieszczonymi w bazie NCBI.

Rys. 16 Porownanie sekwencji DNA insertu uzyskanej w wyniku sekwencjonowania plazmidu pBADPtoSSB
(sekwPtoSSB) z sekwencjg nukleotydowg genu ssb P. torquis dostepng w bazie danych NCBI (Ptorquis).

7.2 Produkcja rekombinantowych biatek SSB

Skonstruowane plazmidy rekombinantowe pBADDpsSSB, pBADFpsSSB, pBADParSSB,
pBADPcrSSB, pBADPhaSSB, pBADPiInSSB, pBADPprSSB oraz pBADPtoSSB umozliwity wydajng
produkcje biatek DpsSSB, FpsSSB, ParSSB, PcrSSB, PhaSSB, PinSSB, PprSSB i PtoSSB. W tym celu

kompetentne komorki E. coli TOP10 transformowano DNA plazmidowym wektoréw
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ekspresyjnych  pBADDpsSSB, pBADFpsSSB, pBADParSSB, pBADPcrSSB, pBADPhaSSB,
pBADPInSSB, pBADPprSSB oraz pBADPtoSSB. Mieszaniny transformacyjne wysiano na ptytki
z podtozem LA zawierajagcym ampicyline w odpowiednim stezeniu [Mat. 5.3]. Kolonie E. coli
zawierajgce plazmidy rekombinantowe zaszczepiono do 20 ml pozywki LB z ampicyling
[Mat. 5.3, Met.6.1.1]. Hodowle prowadzono przez 16 h, w temperaturze 37°C, a nastepnie
przeniesiono do 1000 ml Swiezego LB zawierajgcego antybiotyk [Mat. 5.3]. Gdy hodowle
osiggnety ODgyy W zakresie 0,3 - 0,5 dodano arabinoze do koncowego stezenia 0,02%
[Mat. 5.3]. Po indukcji hodowle prowadzono przez kolejne 6 lub 20 h, po czym zwirowano
(15 min, 5 000 obr/min). Produkcje kazdego z biatek wczeséniej zoptymalizowano, a rezultaty
analizowano za pomocg biatkowej elektroforezy poliakrylamidowej w warunkach

denaturujgcych SDS-PAGE [Mat. 5.10, Met. 6.11] (Rys. 17).

A. DpsSSB B. FpsSSB C. ParSSB D. PcrSSB
1 2 3 4 5
116 b ot i 4
i i "" . 1 |
soa e P G '

-«---'....

""s-5=
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Rys. 17 Elektroforegramy przedstawiajgce wyniki optymalizacji produkcji rekombinantowych biatek SSB w E. coli
TOP10: DpsSSB (A), FpsSSB (B), ParSSB (C), PcrSSB (D), PhaSSB (E), PinSSB (F), PprSSB (G) i PtoSSB (H).
Legenda: 1 — biatkowy marker wielkosci UPMWM [Mat. 5.11]; 2 — lizat komdrkowy 2 h po indukgcji; 3 — lizat
komorkowy 4 h po indukcji; 4 — lizat komérkowy 6 h po indukcji; 5 — lizat komdrkowy 20 h po indukcji.

Hodowle rekombinantowych szczepéw E. coli TOP10 zawierajgcych plazmidy
pBADPprSSB, pBADParSSB, pBADPcrSSB oraz pBADPInSSB prowadzono przez 6 h po indukcji

ekspresji arabinozg, natomiast hodowle rekombinantowych szczepéw E. coli TOP10

75



zawierajgcych plazmidy pBADDpsSSB, pBADFpsSSB, pBADPhaSSB oraz pBADPtoSSB — przez
20 h po indukcji.

7.3 Oczyszczanie rekombinantowych biatek SSB

Do procesu oczyszczania uzyto lizaty komdrkowe uzyskane z 1 | hodowli szczepdw E. coli
TOP10 pBADDpsSSB, E. coli TOP10 pBADFpsSSB, E. coli TOP10 pBADPprSSB, E. coli TOP10
pBADPhaSSB, E. coli TOP10 pBADParSSB, E. coli TOP10 pBADPcrSSB, E. coli TOP10 pBADPinSSB
oraz E. coli TOP10 pBADPtoSSB. W pierwszym etapie przeprowadzono dezintegracje komdrek
za pomoca ultradzwiekéw. Po zwirowaniu, supernatant nanoszono na kolumne do
chromatografii jonowymiennej ze ztozem QAE-celuloza [Mat. 5.12, Met. 6.12]. Elucje biatek
z tego ztoza przeprowadzono z wykorzystaniem liniowego gradientu stezenia soli w zakresie od
0,05 do 2 M NaCl w buforze A [Mat. 5.12]. Kolejnym etapem oczyszczania byta chromatografia
powinowactwa na ztozu ssDNA-celuloza [Mat. 5.12, Met. 6.13]. Zebrane frakcje zawierajgce
biatka DpsSSB, FpsSSB, ParSSB, PcrSSB, PhaSSB, PinSSB, PprSSB i PtoSSB dializowano w buforze
DD [Mat. 5.12], a nastepnie zageszczono.

Wartosci koncowych stezen biatek zestawiono w tabeli (Tab. 4). Wyniki oczyszczania
analizowano w 12% zelu poliakrylamidowym [Mat. 5.10, Met. 6.11]. Uzyskano preparaty

rekombinantowych biatek SSB o czystosci 95-98%.

Biatko SSB stezenie koncowe
DpsSSB 7 mg/ml
FpsSSB 8,5 mg/ml
ParsSB 4,8 mg/ml
PcrSSB 6,5 mg/ml
PhaSSB 4 mg/ml
PinSSB 6 mg/ml
PprsSSB 3 mg/ml
PtoSSB 6,5 mg/ml

Tab. 4 Stezenia koricowe preparatdéw badanych biatek SSB.
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7.4 Charakterystyka molekularna psychrofilnych biatek SSB

7.4.1 Badanie opdinienia ruchliwosci elektroforetycznej komplekséw biatko:ssDNA

Testy opdznienia ruchliwosci elektroforetycznej komplekséw biatko SSB:ssDNA (testy
EMSA) umozliwity wykazanie zdolnosci wigzania jednoniciowego kwasu nukleinowego przez
badane biatka SSB. Przeprowadzono doswiadczenia z uzyciem znakowanych fluorescencyjnie
oligonukleotydéw dTss, dT;6 oraz dT1y (indeksy oznaczajg liczbe nukleotydéw we fragmencie
jednoniciowego DNA), dzieki czemu mozliwe byto wstepne okreslenie dtugosci miejsca
wigzania ssDNA przez badane biatka [Mat. 5.15, Met. 6.14]. W celu sprawdzenia zdolnosci
biatek SSB do wigzania dtuzszych fragmentéw jednoniciowego DNA, przeprowadzono takze
testy retardacji z ssDNA faga M13 (7 250 nt) [Mat. 5.15, Met. 6.14]. Stezenia oligonukleotydow
oraz ssDNA M13 w kazdej prébce byty takie same i wynosity odpowiednio 10 pmol i 0,05 pmol,
natomiast stezenie biatek SSB byto rosngce w kolejnych prdébkach (25-200 pmol). Wyniki
doswiadczen dla psychrofilnych biatek SSB zestawiono na rysunku 18.

W testach EMSA z uzyciem oligonukleotydu dTss tworzyt sie jeden kompleks
oligonukleotyd dT:biatko co oznacza, ze na jedng czasteczke oligonukleotydu przypada jedna
czasteczka danego biatka SSB. W tescie z oligonukleotydem dT;s powstawaty dwa kompleksy
oligonukleotyd dT:biatko, co wskazuje, ze na jedng czgsteczke tego oligonukleotydu przypadajg
dwie czasteczki biatka SSB. Natomiast trzy czasteczki biatka wigzg jedng czasteczke
oligonukleotydu dT,, 0 czym Swiadczy powstawanie trzech komplekséw dT:biatko (Rys. 18).
Intensywnos$¢ swiecenia komplekséw, wraz ze wzrostem stezenia biatka, nie zmienia sie.
Oligonukleotyd znakowany fluoresceing na koncu 5’ jest optaszczany przez biatko w taki
sposéb, 7e nie dochodzi do jego catkowitego wygaszenia. W testach retardacji
z wykorzystaniem ssDNA faga M13 ilo$¢ utworzonych kompleksdw rosnie wraz ze wzrostem
stezenia biatek SSB. Biatka SSB wigzac sie do ssDNA M13 ograniczajg dostep do zasad kwasu
nukleinowego, w ktore moze interkalowa¢ bromek etydyny, co powoduje widoczne
w przypadku biatek FpsSSB, PhaSSB i PprSSB ostabienie sygnatu komplekséw SSB:ssDNA
(Rys. 18). Ponadto, na podstawie ilosci powstatych komplekséw biatko:ssDNA
w eksperymentach z oligonukleotydami (dT), dtugos¢ miejsca wigzania jednoniciowego DNA
przez badane psychrofilne biatka SSB oszacowano na 35 nt. Wyniki testéow retardacji
z oligonukleotydami (dT) oraz ssDNA faga M13 potwierdzajg zdolnos¢ wigzania sie badanych
biatek SSB do jednoniciowego DNA.
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Rys. 18 Rozdziat elektroforetyczny komplekséw psychrofilnych biatek SSB z oligonukleotydami (dT) o réznej dtugosci
i ssDNA faga M13. Legenda: |, Il i lll — kolejne utworzone kompleksy SSB:dT; kolorowe tréjkaty - rosngce
stezenie biatek SSB: zo6tty — 25 i 50 pmol; zielony — 50 i 100 pmol; czerwony — 50, 100 i 200 pmol; niebieski —
25, 50, 100 i 200 pmol.
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7.4.2 Okreslenie masy czagsteczkowej i budowy biatek SSB

W celu oszacowania masy natywnej i okreslenia budowy badanych biatek SSB
zastosowano dwie niezalezne metody: chemicznego sieciowania aldehydem glutarowym
(ang. glutaraldehyde cross-linking) oraz ultrawirowania w gradiencie stezen glicerolu.

Badane biatka SSB inkubowano w buforze do sieciowania z aldehydem glutarowym przez
15 min, w temperaturze 25°C [Mat. 5.14, Met. 6.15.2]. Po zatrzymaniu reakcji sieciowania
probki analizowano przy uzyciu elektroforezy w Zzelu poliakrylamidowym (SDS-PAGE)
[Mat. 5.10, Met. 6.11]. Wyniki rozdziatu elektroforetycznego probek po reakcji sieciowania

przedstawiono ponizej (Rys. 19).
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Rys. 19 Elektroforegramy przedstawiajgce wyniki chemicznego sieciowania psychrofilnych biatek SSB aldehydem
glutarowym. Legenda: M — biatkowy marker wielkosci UMPWM [Mat. 5.11]; 1 — SSB w buforze bez
aldehydu glutarowego; 2 — SSB w buforze z aldehydem glutarowym.
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W wyniku przeprowadzonych doswiadczenn zaobserwowano, ze monomery badanych
biatek SSB wykazujg wieksze (od okoto 2 do prawie 8 kDa) opdinienie migracji
elektroforetycznej niz wynikatoby to z ich masy czgsteczkowej obliczonej na podstawie
sekwencji aminokwasowej. Wynikajace z rozdziatu elektroforetycznego masy monomerdow
biatek DpsSSB, FpsSSB, PprSSB, PhaSSB, ParSSB, PcrSSB, PinSSB i PtoSSB wynoszg odpowiednio:
20 kDa, 21 kDa, 25 kDa, 27 kDa, 34 kDa, 32 kDa, 24 kDa oraz 21 kDa. Na podstawie uzyskanego
rozdziatu elektroforetycznego produktéw reakcji sieciowania oszacowano mase molekularng
natywnych form badanych biatek SSB. Masa czgsteczkowa biatek DpsSSB i PtoSSB wynosi okoto
80 kDa, FpsSSB — okoto 90 kDa, PprSSB — okoto 100 kDa, a dla biatek ParSSB i PcrSSB
odpowiednio 110 kDa i 120 kDa. Prazki w zelu poliakrylamidowym odpowiadajgce
sieciowanym biatkom PhaSSB i PinSSB, znajdujg sie wyzej niz prgzek odpowiadajgcy wzorcowi
o najwiekszej masie w biatkowym markerze wielkosci. Reakcje sieciowania tych dwdch biatek
powtdrzono, a jej produkty analizowano z wykorzystaniem biatkowego markera o wiekszym
zakresie. Mase molekularng PhaSSB i PinSSB oszacowano na 130 kDa dla obu biatek. Wynikéw
tej analizy nie pokazano ze wzgledu na niskg jako$¢ uzyskanych obrazéw. Otrzymane wartosci
masy czgsteczkowej badanych biatek SSB podzielono przez wartosci mas molekularnych ich
monomerow wynikajgce z rozdziatu elektroforetycznego, otrzymujgc wartosci w zakresie od
3,8 do 4,4. Na podstawie tych obliczen stwierdzono, ze badane biatka SSB wykazujg budowe
homotetrameryczng, tak jak wiekszos¢ bakteryjnych biatek SSB.

Do eksperymentéw ultrawirowania w gradiencie stezen glicerolu przygotowano
preparaty psychrofilnych biatek SSB, kontrolnego biatka SSB, ktérym byto EcoSSB oraz biatek
wzorcowych [Mat. 5.13, Met. 6.15.1]. Frakcje po ultrawirowaniu, zbierane z powierzchni

gradientu, analizowano w zelu poliakrylamidowym (SDS-PAGE) [Mat. 5.10, Met. 6.11] (Rys. 20).
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Rys. 20 Elektroforegramy przedstawiajace wyniki ultrawirowania psychrofilnych biatek SSB, EcoSSB oraz biatek
wzorcowych. Legenda: M — biatkowy marker wielkosci UPMWM [Mat. 5.11]; 1-19 — kolejne frakcje
zbierane z powierzchni gradientu glicerolu po ultrawirowaniu; biatka wzorcowe: CA - anhydraza
weglanowa (29 kDa, monomer), BSA - albumina surowicy wotowej (66 kDa, monomer),
AD - dehydrogenaza alkoholowa (150 kDa, tetramer), BA — B-amylaza (200 kDa, tetramer) [Mat. 5.13].
Pionowymi strzatkami oznaczono frakcje, w ktérych stezenie danego biatka byto najwieksze.
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W celu sporzadzenia rozktadu mas czgsteczkowych w gradiencie glicerolu brano pod
uwage frakcje, w ktdrych stezenie biatek wzorcowych i modelowego biatka EcoSSB byto
najwieksze. Takie zatozenie umozliwito oszacowanie wartosci masy czasteczkowej
w poszczegblnych frakcjach po ultrawirowaniu. Najwieksze stezenie wzorcowych biatek:
anhydrazy weglanowej, BSA, dehydrogenazy alkoholowej i B-amylazy znajdowato sie we
frakcjach o numerach odpowiednio 5, 8, 15 i 17, natomiast najwieksza ilo$¢ biatka EcoSSB byta
obecna we frakcji 10. Rozktad mas czgsteczkowych w zakresie od 29 kDa do 200 kDa,

uwzgledniajgcy numery frakcji po ultrawirowaniu, przedstawiono w tabeli ponizej (Tab. 5).

masa

numer . badane biatko
frakeji biatko wzorcowe czgsteczkowa SSB
[kDa]
5 anhydraza weglanowa 29
6 - 41
7 - 53
8 BSA 66
9 - 71 DpsSSB, FpsSSB
10 EcoSSB 76 PprSSB, PtoSSB
11 - 91 ParSSB, PcrSSB
12 - 106 PhaSSB, PinSSB
13 - 120
14 - 135
15 dehydrogenaza alkoholowa 150
16 - 175
17 B-amylaza 200

Tab. 5 Rozktad mas czgsteczkowych po ultrawirowaniu oszacowany w oparciu o biatka wzorcowe oraz EcoSSB.
W tabeli uwzgledniono réwniez badane psychrofilne biatka SSB w celu utatwienia analizy otrzymanych

wynikéw.

Analiza wynikéw ultrawirowania wykazata, ze najwieksze stezenie biatek DpsSSB i FpsSSB
znajdowato sie we frakcji 9, a biatek PprSSB i PtoSSB — we frakcji 10. We frakcji 11 obecne
w najwiekszej ilosci byty biatka ParSSB i PcrSSB, natomiast we frakcji 12 — biatka PhaSSB
i PinSSB  (Rys. 20, Tab. 5). Uwzgledniajac sporzadzony rozktad mas we frakcjach po
ultrawirowaniu, wyznaczono masy czasteczkowe psychrofilnych biatek SSB, ktore wynosza:
71 kDa dla DpsSSB i FpsSSB, 76 kDa dla PprSSB i PtoSSB, 91 kDa dla ParSSB i PcrSSB oraz
106 kDa dla PhaSSB i PinSSB. Na podstawie stosunku tych mas do mas monomeréw

stwierdzono, ze wszystkie badane biatka SSB posiadajg budowe tetrameryczna.
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7.4.3 Spektrofluorymetryczne badanie aktywnosci biatek SSB

Reszty tryptofanu wykazujg naturalng fluorescencje, ktérg wywotuje przejscie elektronu
ze stanu wzbudzonego do réznych standw oscylacyjnych stanu podstawowego. Zjawisku temu
towarzyszy emisja fali o dtugosci A;y=348 nm. Dodanie rdéinego rodzaju wygaszaczy
(np. oligonukleotydu dT;s) do miejsc, w ktérych zlokalizowane sg reszty aminokwasowe
wykazujgce fluorescencje, informuje o wigzaniu sie wygaszaczy do biatek i o ich strukturze
dynamicznej. Mechanizm ten zostat wykorzystany w badaniu wigzania sie biatek SSB do
jednoniciowego DNA. Dzieki niemu mozna precyzyjnie okreslic obszar DNA, do ktérego wigze
sie biatko SSB.

Badanie zostato przeprowadzone w kuwetach o objetosci 2 ml, w buforze BB,
zawierajgcym 2, 100 lub 300 mM NaCl oraz state ilosci badanego biatka [Mat. 5.15, Met. 6.16].
Do pomiaru wykorzystano spektrofluorymetr Perkin Elmer LS-5B przy dtugosci fali wzbudzenia
Aex=295 nm i dtugosé fali emisji Agy =348 nm. Po odczytaniu wartosci fluorescencji dla samego
biatka (Fo), preparat miareczkowano kolejno porcjami po 2 pl oligonukleotydu dT;¢ (10 uM), po
czym odczytywano wartos$¢ fluorescencji (Fy). Procent wygaszania tryptofanu obliczono ze
wzoru:

% wygaszania trp = [(Fy — Fy) + Fy] X 100%

W domenie OB biatek FpsSSB, ParSSB, PcrSSB, PhaSSB i PtoSSB znajdujg sie dwie,
w domenie OB PinSSB i PprSSB trzy, a w domenie OB DpsSSB az cztery reszty tryptofanowe
biorgce udziat w wigzaniu jednoniciowego DNA. Wygaszanie fluorescencji reszt
tryptofanowych zachodzito na poziomie 90-93% dla DpsSSB, 91-97% dla FpsSSB, 91-95% dla
ParSSB, 91-96% PcrSSB, 80-83% dla PinSSB, 87-92% dla PprSSB oraz 90-96% dla PtoSSB.
Wartos$¢ wygaszania fluorescencji tryptofanu dla biatka PhaSSB jest réina w zaleznosci od
stosowanego buforu i wynosi dla buforow BB,, BBygq i BB3gy odpowiednio: 58%, 67% i 74%. Na
podstawie uzyskanych danych sporzgdzono wykresy miareczkowania badanych biatek SSB
i wyznaczono dtugosé miejsca wigzania jednoniciowego DNA (Rys. 21, Rys. 22, Rys. 23, Rys. 24).
Uzyskane wartosci wielkosci miejsc wigzania dla kazdego stosowanego buforu oraz stopnia

wygaszania fluorescencji zebrano w tabeli (Tab. 6).
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Rys. 21 Woykresy przedstawiajace wyniki miareczkowania biatek DpsSSB i FpsSSB oligonukleotydem dTs. Linie
przerywane poprowadzono w oparciu o punkt przeciecia stycznych do wykreséw i wyznaczaja dtugosé
miejsca wigzania ssDNA. Eksperymenty przeprowadzono w buforach BB o réznych stezeniach soli: 2 mM
NaCl (®), 200 mM NaCl (m), 300 mM NaCl (A).
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Rys. 22 Wykresy przedstawiajgce wyniki miareczkowania biatek ParSSB i PcrSSB oligonukleotydem dT,. Linie
przerywane poprowadzono w oparciu o punkt przeciecia stycznych do wykreséw i wyznaczajg dtugosc
miejsca wigzania ssDNA. Eksperymenty przeprowadzono w buforach BB o réznych stezeniach soli: 2 mM
NaCl (®), 100 mM NaCl (m), 300 mM NaCl (A).
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Rys. 23  Woykresy przedstawiajgce wyniki miareczkowania biatek PhaSSB i PinSSB oligonukleotydem dT,. Linie
przerywane poprowadzono w oparciu o punkt przeciecia stycznych do wykreséw i wyznaczaja dtugosé
miejsca wigzania ssDNA. Eksperymenty przeprowadzono w buforach BB o réznych stezeniach soli: 2 mM
NaCl (@), 100 mM NacCl (m), 300 mM NaCl (A).
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Rys. 24 Woykresy przedstawiajace wyniki miareczkowania biatek PprSSB i PtoSSB oligonukleotydem dT. Linie
przerywane poprowadzono w oparciu o punkt przeciecia stycznych do wykreséw i wyznaczajg dtugosc
miejsca wigzania ssDNA. Eksperymenty przeprowadzono w buforach BB o réznych stezeniach soli: 2 mM
NaCl (@), 100 mM NacCl (m), 300 mM NaCl (A).
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DLUGOSC MIEJSCA STOPIEN

5B BUFOR WIAZANIA WYGASZANIA
BB, 3012 nt 90%
DpsSSB BB1go 3242 nt 92%
BB3gg 3142 nt 93%
BB, 3142 nt 96%
FpsSSB BB1go 3212 nt 97%
BB3go 45 12 nt 91%
BB, 31+2nt 91%
ParSSB BB1go 32+2nt 93%
BB3go 33+2nt 95%
BB, 32+2nt 91%
PcrSSB BB1go 3212 nt 95%
BB3gg 34 +2 nt 96%
BB, 34 +2 nt 58%
PhaSSB BB1go 54 +2 nt 67%
BB3go 64 £2 nt 74%
BB, 28 2 nt 80%
PinSSB BB1go 3012 nt 81%
BB3go 31+2nt 83%
BB, 3012 nt 87%
PprSSB BB1go 3242 nt 90%
BB3gg 33+2nt 92%
BB, 3012 nt 90%
PtoSSB BB1go 3242 nt 94%
BB3gg 33+2nt 96%

Tab. 6 Dtugos¢ miejsca wigzania ssDNA przez badane biatka SSB oraz stopien wygaszenia fluorescencji w buforze
BB zawierajacym 2, 100 lub 300 mM NacCl.

Dtugos¢ miejsca wigzania jednoniciowego DNA przez badane psychrofilne biatka SSB nie
zmienia sie ze wzrostem stezenia NaCl i wynosi odpowiednio 30£2 nt dla PinSSB, 312 nt dla
DpsSSB oraz 32+2 nt dla ParSSB, PcrSSB, PprSSB i PtoSSB (wartosci usrednione). W buforach
zawierajgcych 2 i 100 mM NaCl wielko$¢ miejsca wigzania ssDNA przez biatko FpsSSB wynosi
odpowiednio 31+2 i 32+2 nt, natomiast w buforze zawierajgcym 300 mM NaCl jej wartosé
wzrasta do 4512 nt. W przypadku biatka PhaSSB diugosé miejsca wigzania rosnie wraz
z rosngcym stezeniem soli i przyjmuje wartosci: 3412 nt (2 mM NaCl), 54+2 nt (100 mM NacCl)
i 64£2 nt (300 mM NaCl).
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7.4.4 Badanie aktywnosci biatek SSB w wysokich temperaturach

Zbadano aktywnos¢ psychrofilnych biatek SSB w zakresie temperatur od 50°C do 95°C
w przedziale czasowym od 0,5 do 60 min z uzyciem 5’ znakowanych fluorescencyjnie
oligonukleotydéw dTs; [Mat. 5.15, Met. 6.17]. Doswiadczenie to pozwolito wyznaczy¢ czas
pottrwania badanych biatek SSB w danej temperaturze — czas, po ktérym potowa biatka
zachowuje swojg aktywnos¢. Prébki zawierajgce state ilosci badanych biatek inkubowano
w badanej temperaturze przez czas 1; 2,5; 5; 10; 15; 30; 45 i 60 min. Nastepnie do kazdej
probki dodano statg ilo$¢ oligonukleotydu dTss w celu zbadania aktywnosci i pozostawiono na
czas 10 min w temperaturze 25°C, po czym catos¢ naniesiono na 2% zel agarozowy bez bromku
etydyny [Mat. 5.15, Met. 6.14].

Czas poéttrwania dla biatek DpsSSB, FpsSSB, PhaSSB oraz PtoSSB dla obu temperatur:
99°C i 95°C jest taki sam i wynosi 5 min, natomiast dla biatka PinSSB — 15 min. Czasy péttrwania
biatek ParSSB i PprSSB wynoszg 15 min w temperaturze 99°C i 30 min w temperaturze 95°C,
natomiast dla biatka PcrSSB — odpowiednio 30 i 45 min. Biatka DpsSSB, FpsSSB i PinSSB
charakteryzuje czas poéttrwania wynoszacy 15 min w temperaturze 90°C i 30 min w 85°C.
W temperaturze 90°C biatka PhaSSB i PtoSSB wykazujg 50% aktywnosci po 10 min, biatka
PprSSB i ParSSB — po 45 min, natomiast biatko PcrSSB — dopiero po 60 min. Czas péttrwania dla
biatka SSB P. torquis wynosi 15 min w 85°C i 80°C, 30 min w 75°C i 70°C oraz 45 min w 65°C.
W temperaturze 85°C utrate potowy aktywnosci zaobserwowano dla PhaSSB po 30 min, a dla
ParSSB i PprSSB po 60 min inkubacji. Natomiast w 80°C biatka: DpsSSB po 30 min, FpsSSB
i PhaSSB po 45 min, a PinSSB po 60 min zachowujg jeszcze potowe aktywnosci. 60 min to czas
pottrwania dla biatka FpsSSB w 75°C, DpsSSB w 60°C oraz PhaSSB i PtoSSB w 60°C.
Przeprowadzono réwniez testy aktywnosci SSB E. coli w wysokich temperaturach. Czas
pottrwania biatka EcoSSB w 99°C, 95°C, 90°C i 85°C wynosi odpowiednio 15, 30, 45 oraz 60 min.
Dane z przeprowadzonych doswiadczen zestawiono w formie wykresdw (Rys. 25, Rys. 26,
Rys. 27), a wyniki badania termostabilnosci w zelu agarozowym pokazano na przyktadzie biatek

FpsSSB, PcrSSB i PtoSSB (Rys. 28).
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Rys. 25 Wykresy przedstawiajace wyniki badania termostabilnosci biatek DpsSSB, FpsSSB i ParSSB.
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Rys. 26 Wykresy przedstawiajgce wyniki badania termostabilnosci biatek PcrSSB, PhaSSB i PinSSB.
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Rys. 27 Wykresy przedstawiajace wyniki badania termostabilnosci biatek PprSSB, PtoSSB i EcoSSB.
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Rys. 28 Elektroforegramy przedstawiajgce wyniki badania termostabilnosci biatek FpsSSB, PcrSSB i PtoSSB. Legenda:
1 - oligonukleotyd dT;; bez SSB; 2-10 badane biatka SSB po czasie inkubacji: 0 min (2), 1 min (3), 2,5 min (4),
5 min (5), 10 min (6), 15 min (7), 30 min (8), 45 min (9) i 60 min (10).

7.4.5 Okreslenie temperatury denaturacji biatek SSB

Temperature denaturacji badanych psychrofilnych biatek SSB oraz biatka EcoSSB
wyznaczono przy uzyciu mikrokalorymetru NanoDSC [Mat. 5.1] zgodnie z procedurg
zamieszczong w rozdziale ,,Metody” [Met. 6.18]. Na podstawie uzyskanych wynikéw oraz przy
uzyciu programu NanoAnalyze Software V 1.1 do analizy danych mikrokalorymetrycznych
sporzgdzono wykresy przebiegu procesu denaturacji badanych biatek SSB (Rys. 29, Rys. 30,
Rys. 31).
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Rys. 29 Wykresy przedstawiajace przebieg procesu denaturacji biatek DpsSSB (A), FpsSSB (B) i ParSSB (C).
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Rys. 30 Wykresy przedstawiajace przebieg procesu denaturacji biatek PcrSSB (A), PhaSSB (B) i PinSSB (C).
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Rys. 31 Wykresy przedstawiajgce przebieg procesu denaturacji biatek PprSSB (A), PtoSSB (B) i EcoSSB (C).
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Termiczna denaturacja biatek PcrSSB, PinSSB, PprSSB oraz EcoSSB jest procesem
nieodwracalnym, a ich temperatura denaturacji wynosi odpowiednio 63°C, 57,9°C, 59,5°C
i69°C (Rys. 30 Ai C, Rys. 31 A i C). W przypadku pozostatych biatek po ponownym podgrzaniu
probki uzyskano wyniki Swiadczace o tym, ze proces denaturacji jest procesem czesciowo
odwracalnym (Rys. 29, Rys. 30 B, Rys. 31 B). Temperatura denaturacji dla biatka DpsSSB wynosi
78,5°C, dla FpsSSB — 69,4°C, dla ParSSB — 59,9°C, dla PhaSSB — 63°C, a dla PtoSSB — 58,7°C.

7.4.6 Badanie zdolnosci biatek SSB do obnizania temperatury topnienia dsDNA

Jedng z wtasciwosci biatek SSB jest ich zdolno$¢ do destabilizacji dwuniciowego DNA. Za
zdolnos¢ do obnizania temperatury topnienia odpowiada najprawdopodobniej C-terminalna
domena biatek SSB, tak jak to ma miejsce w przypadku EcoSSB. W badaniach wykorzystano
dsDNA o dtugosci 44 pz [Mat. 5.16]. Mieszanine zawierajgcg dwuniciowy DNA i poszczegdlne
psychrofilne biatka SSB oraz dodatkowo biatka EcoSSB i TmaSSB stopniowo ogrzewano od
temperatury 25°C do 95°C. Po kazdym wzroscie temperatury o 1°C mierzono wartosc
absorbancji A,y [Met. 6.19]. Na podstawie uzyskanych wynikéw sporzadzono profile

denaturacji dsDNA w obecnosci badanych biatek SSB (Rys. 32).
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Rys. 32 Woykresy przedstawiajace profile denaturacji dsDNA w nieobecnosci i obecnosci psychrofilnych biatek SSB
oraz biatek EcoSSB i TmaSSB.

Na podstawie przeprowadzonych eksperymentow stwierdzono, 7e temperatura
topnienia zastosowanego fragmentu dsDNA w nieobecnosci biatek SSB wynosi 75°C.
W obecnosci psychrofilnych biatek DpsSSB, FpsSSB, ParSSB, PcrSSB, PhaSSB, PinSSB, PprSSB
i PtoSSB temperatura topnienia dupleksu DNA wynosi odpowiednio 70°C, 69°C, 67°C, 64°C,
55°C, 69°C, 65°C i 58°C. Natomiast obecno$¢ mezofilnego biatka EcoSSB i termofilnego biatka
TmaSSB powoduje obnizenie temperatury topnienia dsDNA z 75°C do odpowiednio 62°C
i 70°C.
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8. Dyskusja

8.1 Charakterystyka molekularna psychrofilnych biatek SSB

Biatka SSB wigzac sie do jednoniciowego DNA, utrzymujg go w formie rozplecionej, przez
co dostepnej dla biatek uczestniczacych w procesach replikacji, rekombinacji i naprawy DNA.
Ze wzgledu na istote spetnianych funkcji wystepujg one u wszystkich organizméw zywych
iwirusbw. Do tej pory scharakteryzowano wiele biatek wigzgcych jednoniciowy DNA
nalezagcych do mezofilnych i termofilnych organizméw prokariotycznych. W 1997 roku
otrzymano biatka SSB pochodzgce z morskich bakterii rodzaju Shewanella, ale nie
kontynuowano badan w kierunku okreslenia wtasciwosci biofizycznych i biochemicznych
uzyskanych biatek [228].

Do tej pory nikt nie przedstawit produkcji, otrzymywania i charakterystyki molekularnej
biatek SSB bakterii psychrofilnych o tak zréznicowanym filogenetycznie i ewolucyjnie podtozu,
jak w niniejszej rozprawie doktorskiej. Zaprezentowane badania sg wiec pierwszymi studiami
nad biatkami SSB bakterii zaadaptowanych do zimna.

W celu otrzymania biatek DpsSSB, FpsSSB, ParSSB, PcrSSB, PhaSSB, PinSSB, PprSSB
i PtoSSB, skonstruowano rekombinantowe plazmidy umozliwiajgce wydajng ich produkcje
w komoérkach E. coli w systemie ekspresyjnym pBAD. W wyniku dwuetapowej procedury
oczyszczania, uzyskano homogenne preparaty badanych biatek, ktére postuzylty do
przeprowadzenia charakterystyki molekularnej.

Stosujac dwie niezalezne metody: chemicznego sieciowania aldehydem glutarowym oraz
ultrawirowania w gradiencie stezen glicerolu okreslono tetrameryczng budowe natywnych
form badanych biatek SSB. Na podstawie wynikdw ultrawirowania wyznaczono masy
czasteczkowe psychrofilnych biatek SSB, ktére wynoszg 71 kDa dla DpsSSB i FpsSSB, 91 kDa dla
ParSSB i PcrSSB, 106 kDa dla PhaSSB i PinSSB oraz 76 kDa dla PprSSB i PtoSSB. W wyniku
przeprowadzonych doswiadczen zaobserwowano réwniez, ze monomery badanych biatek SSB
wykazujg wieksze (od okoto 2 do prawie 8 kDa) opdznienie migracji elektroforetycznej niz
wynikatoby to z ich masy czgsteczkowej obliczonej na podstawie sekwencji aminokwasowej.
Zjawisko opdznienia migracji w zelu poliakrylamidowym dotyczy rowniez innych bakteryjnych
biatek SSB, np. biatek rodzaju Deinococcus i Thermus (réznica 2-3 kDa) [84, 86], Mycobacterium
(réznica 3 kDa) [229] czy Shewanella (réznica 7-11 kDa) [228].

W testach opdznienia migracji kompleksdw biatko:ssDNA w zelu agarozowym (EMSA)
potwierdzono zdolno$¢ do wigzania jednoniciowego DNA przez biatka SSB pochodzace

z bakterii psychrofilnych. Wszystkie badane biatka wigzg zaréwno krétkie, jak i dtugie
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fragmenty ssDNA. W przypadku wszystkich badanych biatek SSB dla oligonukleotydu dTss
otrzymano jeden kompleks, dla dT;s — dwa kompleksy, natomiast dla dT.,, — trzy kompleksy
dT:biatko. Na tej podstawie, dtugos¢ miejsca wigzania jednoniciowego DNA przez badane
psychrofilne biatka SSB oszacowano na 35 nt.

Gtéwnga role w wigzaniu ssDNA przez biatka SSB odgrywajg reszty tryptofanowe. W celu
wyznaczenia dtugosci miejsca wigzania jednoniciowego DNA przez te biatka stosuje sie metode
wygaszania naturalnej fluorescencji reszt tryptofanu. Ponadto, na podstawie stopnia
wygaszenia fluorescencji mozna okresli¢ ilos¢ zaangazowanych w wigzanie ssDNA reszt tego
aminokwasu. Wykazano, ze niemal wszystkie badane biatka SSB z bakterii psychrofilnych majg
state miejsce wigzania, niezalezne od stezenia NaCl, ktérego dtugos¢ wynosi 3012 nt dla
PinSSB, 31+2 nt dla DpsSSB oraz 32+2 nt dla ParSSB, PcrSSB, PprSSB i PtoSSB. Wielko$¢ miejsca
wigzania ssDNA przez biatko FpsSSB jest stata w zakresie od 2 do 100 mM NacCl i wynosi okoto
32+2 nt, a jej wartos$¢ wzrasta do 4512 nt przy stezeniu 300 mM NaCl. W przypadku biatka
PhaSSB dtugos¢ miejsca wigzania ro$nie wraz z rosngcym stezeniem soli i przyjmuje wartosci:
3412 nt (2 mM NaCl), 542 nt (100 mM NaCl) i 64+2 nt (300 mM NaCl). Biatko SSB
P. haloplanktis prawdopodobnie tworzy analogiczne do EcoSSB typy wigzania: podstawowe
(SSB)35 i (SSB)gs oraz przejsciowy typ (SSB)ss. W modelu (SSB)gs EcoSSB wszystkie domeny OB
biorg udziat w wigzaniu ssDNA, a wygaszanie fluorescencji reszt tryptofanu zachodzi na
poziomie 90%. Natomiast w modelu (SSB)s; wygaszanie fluorescencji reszt tryptofanu wynosi
okofo 50% ze wzgledu na zaangazowanie tylko potowy waznych dla wigzania ssDNA reszt
tryptofanowych (dwéch domen OB) w biatku SSB E. coli. Badane biatka SSB, z wyjatkiem
PhaSSB, charakteryzuje prawdopodobnie tylko jeden typ wigzania niezalezny od stezenia soli,
podobny do modelu (SSB)ss EcoSSB. Wszystkie reszty tryptofanowe w monomerach biatek
FpsSSB, ParSSB, PcrSSB, PhaSSB, PtoSSB (2x Trp) oraz DpsSSB (4x Trp) znajdujg sie w sekwencji
domeny OB i zaangazowane sg w wigzanie ssDNA. Natomiast w przypadku biatek PinSSB
i PorSSB trzy reszty Trp z czterech obecnych w monomerze biorg udziat w wigzaniu
jednoniciowego DNA. Wiekszosc¢ reszt tryptofanowych biatek DpsSSB, FpsSSB, ParSSB, PcrSSB,
PinSSB, PprSSB i PtoSSB zostaje wygaszona po dodaniu oligonukleotydu (stopien wygaszenia
w zakresie 80-97%), co sugeruje zaangazowanie wszystkich domen w wigzanie jednoniciowego
kwasu nukleinowego. Prawdopodobnie wsréd psychrofilnych biatek SSB istnieje model
wigzania (SSB)ss, analogiczny do modelu EcoSSB, w ktorym wszystkie domeny OB biorg udziat
w wigzaniu jednoniciowego DNA. Natomiast w przypadku biatka FpsSSB, oprécz modelu
(SSB)35, w wysokich stezeniach soli wystepuje model charakteryzujgcy sie miejscem wigzania

ssDNA o dtugosci 4512 nt.
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W literaturze opisano wiele bakteryjnych biatek SSB, ktére nie wykazujg wszystkich
typdéw wigzania analogicznych do EcoSSB. Na przyktad biatka rodzaju Deinococcus (DgeSSB,
DgrSSB, DmuSSB, DprSSB i DrpSSB) charakteryzuje dtugo$é miejsca wigzania w zakresie 24-35
nt niezaleznie od stezenia NaCl [116, 117, 118, 119]. Dla tych biatek nie zaobserwowano
odpowiednika modelu (SSB)ss, jedynie typ wigzania (SSB)s;s. Ponadto w przypadku biatek
DrpSSB i DprSSB wygaszanie fluorescencji tryptofanu zachodzi na poziomie 80% i 85%,
wskazujgc na udziat wiekszosci reszt tego aminokwasu w wigzaniu ssDNA tak jak w przypadku
badanych psychrofilnych biatek SSB. Z kolei dla biatek TagSSB, TmaSSB, TneSSB i DraSSB nie
stwierdzono typu wigzania odpowiadajgcego modelowi (SSB)ss u E. coli i wykazano, ze biatka te
posiadajg miejsce wigzania dtugosci 50-68 nt na poziomie wygaszania 70-98% w szerokim
zakresie stezen NaCl, co wskazuje na obecnos¢ dwdch modeli wigzania: (SSB)ss i (SSB)ss
[87, 230, 231].

Psychrofilne biatka SSB wykazujg zdolnos¢ do destabilizacji dwuniciowego DNA, ktéra
jest wiasciwoscia charakterystyczng dla biatek SSB. Stwierdzono, ze obecnos¢ badanych biatek
SSB powoduje obnizenie temperatury denaturacji dsDNA w réznym stopniu. Biatko DpsSSB
powoduje taki sam spadek temperatury denaturacji jak biatko T. maritima (5°C), natomiast
biatka FpsSSB i PinSSB obnizajg ja o 6°C, a biatko ParSSB — o 8°C. Obecnos$¢ biatek PtoSSB
i PhaSSB powoduje obnizenie temperatury denaturacji dsDNA az o odpowiednio 17°C i 20°C.
Efekt ten jest silniejszy od tego jaki wywotujg biatka SSB E. coli, T. aquaticus i T. thermophilus
(obnizenie o 13°C) [85] oraz inne biatka SSB-podobne, np. dla SSB Proteus mirabilis spadek
temperatury denaturacji wynosi 14°C [232], a dla SSB Pseudomonas aeruginosa — 6°C [82].

Psychrofilne biatka SSB, jak na biatka pochodzace z bakterii zyjgcych w niskich
temperaturach, sg wysoce termostabilne, a ich czasy péttrwania w wysokich temperaturach s3
nawet wyzsze niz dla niektorych biatek SSB pochodzacych z bakterii termofilnych. Badane
biatka SSB wykazujg wiekszg termostabilnos¢ niz mezofilne biatka DgrSSB (1 min w 65°C) [116],
DprSSB (1 min w 67,5°C) [116] i DraSSB (1 min w 65°C) [119] oraz termofilne biatka TagSSB,
TthSSB i TteSSB3, dla ktdrych czas poéttrwania w 95°C wynosi 30 sekund [85, 233], oraz DgeSSB,
ktore w temperaturze 90°C traci potowe aktywnosci po uptywie 5 minut [119]. Profil
aktywnosci biatek SSB P. arcticus i P. profundum w wysokich temperaturach jest taki sam jak
dla biatka SSB E. coli, ktore rowniez cechuje stosunkowo wysoka termostabilnos¢. Najbardziej
termostabilnym biatkiem SSB pochodzacym z psychrofilnego organizmu jest PcrSSB, dla
ktorego czas poéttrwania w temperaturze 99°C wynosi 30 minut i jest zblizony do biatka SSB
termofilnej bakterii Deinococcus murrayi, DmuSSB (40 min) [118].

Zaskakujacy jest fakt, iz biatka pochodzace z bakterii zasiedlajgcych permanentnie zimne

Srodowiska sg aktywne w tak wysokich temperaturach, preferowanych przez hipertermofilne

101



mikroorganizmy. Ze wzgledu na swojg termostabilno$¢ psychrofilne biatka SSB sg dobrymi
kandydatami do badan aplikacyjnych w reakcjach wysokotemperaturowych — opartych
np. o amplifikacje kwaséw nukleinowych in vitro. Ponadto badane biatka mogg okaza¢ sie
konkurencyjne dla biatek SSB termofilnych bakterii stosowanych obecnie w technikach biologii
molekularnej.

Dzieki zastosowaniu skaningowej mikrokalorymetrii rézinicowej wyznaczono
temperature denaturacji badanych psychrofilnych biatek SSB oraz biatka EcoSSB. Termiczna
denaturacja biatek PcrSSB, PinSSB, PprSSB oraz EcoSSB jest procesem nieodwracalnym, a ich
temperatura denaturacji wynosi odpowiednio 63°C, 57,9°C, 59,5°C i 69°C. Natomiast dla
pozostatych biatek proces denaturacji jest procesem czesciowo odwracalnym. Temperatura
denaturacji dla biatka DpsSSB wynosi 78,5°C, dla FpsSSB — 69,4°C, dla ParSSB — 59,9°C, dla
PhaSSB — 63°C oraz dla PtoSSB — 58,7°C. Badane psychrofilne biatka SSB oraz mezofilne biatko
E. coli wykazujg nizszg temperature denaturacji niz termofilne biatka SSB rodzaju Thermus,
np. TaqSSB (86,8°C) [87] i TthSSB (89,2°C) [85], oraz rodzaju Thermotoga, np. TmaSSB (109,3°C)
i TneSSB (112,5°C) [87]. Biatka SSB D. psychrophila i F. psychrophilum charakteryzuje wyzsza
temperatura denaturacji niz E. coli. Ponadto temperatura denaturacji biatka DpsSSB jest nizsza
od TagSSB o zaledwie 8,3°C. Biatka i enzymy pochodzace z organizmdw zaadaptowanych do
zimna, ze wzgledu na swa elastyczng i rozluzniong strukture, uwazane sg za termolabilne.
Jednak wsréd psychrofilnych enzymdw istniejg wyjatki, gdzie zaadaptowane do zimna biatka
wykazywaty wiekszg termostabilnos¢ i wyzszg temperature denaturacji niz ich odpowiedniki
pochodzace z organizméow mezofilnych, o czym wspomniano w rozdziale 4.2.3. Do takich
wyjatkow zaliczyé mozna réwniez biatka SSB pochodzace z psychrofilnych bakterii, ktdre taczg
w swojej strukturze cechy biatek psychrofilnych oraz mezofilnych i termofilnych. Ponadto, jak
to wykazano podczas analizy sekwencji aminokwasowej, biatka te wykazujg wysokg homologie
do EcoSSB, co wskazuje, ze elementy silnie zakonserwowane w strukturze tych molekut moga

rowniez znaczgco wptywac na ich termostabilnos¢.
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8.2 Analiza sekwencji biatek SSB

Sekwencje aminokwasowe otrzymanych biatek DpsSSB, FpsSSB, ParSSB, PcrSSB, PhaSSB,
PinSSB, PprSSB i PtoSSB poréwnano z sekwencjami biatek SSB dwodch gatunkéw bakterii
mezofilnych (Escherichia coli, EcoSSB i Bacillus subtilis, BsuSSB), dwdch gatunkéw bakterii
termofilnych (Thermotoga maritima, TmaSSB i Thermoanaerobacter tengcongensis, TteSSB3)
oraz jednego gatunku bakterii psychrofilnej (Shewanella woodyi, SwoSSB) (Rys. 33). Dostepne
w bazie NCBI sekwencje aminokwasowe porédwnano przy uzyciu programéw komputerowych
ClustalX i GeneDoc.

Badane biatka DpsSSB, FpsSSB, ParSSB, PcrSSB, PhaSSB, PinSSB, PprSSB i PtoSSB sa
polipeptydami o rdéznej dtugosci sekwencji w zakresie od 140 do 244 reszt aminokwasowych
oraz wykazujg zréznicowang homologie do modelowych biatek SSB bakterii mezofilnych,
termofilnych i psychrofilnych (Rys. 33, Tab. 7, Tab. 8). Biatka DpsSSB, FpsSSB, ParSSB, PcrSSB,
PhaSSB, PinSSB, PprSSB i PtoSSB wykazujg stosunkowo wysokg homologie do biatka SSB
psychrofilnej bakterii S. woodyi (21-53% identycznosci, 38-66% podobienstwa). Nieco nizsze
podobienstwo tych biatek wystepuje w stosunku do mezofilnego biatka BsuSSB: 21-31%
identycznosci i 37-48% podobienstwa oraz termofilnych biatek TteSSB3 i TmaSSB,
odpowiednio: 18-36% i 15-31% identycznosci oraz 30-53% i 28-52% podobienstwa (Tab. 7).
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Rys. 33 Pordwnanie sekwencji biatek DpsSSB D. psychrophila (NCBI: WP_011189820.1), FpsSSB F. psychrophilum
(NCBI: WP_011963776.1), ParSSB P. arcticus (NCBI: AAZ19531.1), PcrSSB P. cryohalolentis (NCBI:
ABE75735.1), PhaSSB P. haloplanktis (NCBl: WP_011329350.1), PinSSB P. ingrahamii (NCBI:
WP_011771629.1), PprSSB P. profundum (NCBI: WP_011219846.1), PtoSSB P. torquis (NCBI:
WP_015023871.1), SwoSSB S. woodyi (NCBI: WP_012323283.1), EcoSSB E. coli (NCBI: WP_001311307.1),
BsuSSB B. subitilis (NCBI: NP_391970.1), TteSSB3 T. tengcongensis (NCBI: AAM25884.1) i TmaSSB T.
maritima (NCBl: WP_004081225.1). Czerwong ramka zaznaczono sekwencje domen OB, natomiast
niebieskg — sekwencje kilku ostatnich reszt aminokwasowych.
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SSB DpsSSB  FpsSSB  ParSSB  PcrSSB  PhaSSB  PinSSB  PprSSB  PtoSSB

Identycznos¢

do SwoSSB 34% 21% 47% 46% 45% 53% 53% 30%

Podobienstwo

do SwoSSB 42% 38% 55% 55% 55% 66% 63% 42%

Identycznos¢

do BsuSSB 28% 21% 31% 31% 24% 28% 30% 21%

Podobienstwo

do BsuSSB 46% 37% 47% 47% 37% 40% 48% 38%

Identycznos¢

0 0 0 o 0 o o o
do TteSSB3 36% 29% 23% 22% 18% 21% 22% 29%

Podobienstwo

[) 0, 0, o o o o 0
do TteSSB3 >3% 42% 39% 39% 30% 36% 40% 41%

Identycznos¢

do TmaSSB 31% 25% 20% 21% 15% 19% 25% 23%

Podobienstwo

do TmasSB 52% 46% 34% 34% 28% 34% 43% 41%

Tab. 7 Podobienstwo i identycznos¢ biatek DpsSSB, FpsSSB, ParSSB, PcrSSB, PhaSSB, PinSSB, PprSSB i PtoSSB do
SwoSSB, BsuSSB, TteSSB3 i TmaSSB.

Biatka DpsSSB, FpsSSB, ParSSB, PcrSSB, PhaSSB, PinSSB, PprSSB i PtoSSB najwieksza
homologie (26-70% identycznosci, 46-75% podobienstwa) wykazujg w stosunku do biatka SSB
E. coli, mimo ze pochodzg z organizmow odlegtych taksonomicznie i zasiedlajgcych odmienne
srodowiska (Tab. 8). Wysoka homologia do SSB E. coli dotyczy w szczegdlnosci sekwencji
domeny OB (38-82% identycznosci i 62-90% podobienstwa) oraz kilku ostatnich reszt
aminokwasowych, co $wiadczy o tym, iz sg to elementy silnie zakonserwowane ewolucyjnie
(Rys. 33, Tab. 8). Szczegdlnie wysoka homologie do domeny wigzgcej ssDNA EcoSSB wykazuja
biatka PhaSSB, PinSSB i PprSSB, dla ktdrych identyczno$é wynosi odpowiednio: 75%, 61% i 82%,
a podobieristwo —90%, 82% i 90%.
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SSB Identycznos¢ Podobienstwo Identycznos$é do Podobienstwo do

do EcoSSB do EcoSSB domeny OB EcoSSB domeny OB EcoSSB
DpsSSB 41% 56% 55% 75%
FpsSSB 26% 46% 38% 62%
ParSSB 49% 57% 57% 73%
PcrSSB 45% 56% 58% 74%
PhaSSB 48% 57% 75% 90%
PinSSB 45% 58% 61% 82%
PprSSB 70% 75% 82% 90%
PtoSSB 33% 49% 42% 62%

Tab. 8 Podobienstwo i identycznos¢ biatek DpsSSB, FpsSSB, ParSSB, PcrSSB, PhaSSB, PinSSB, PprSSB i PtoSSB do
EcoSSB oraz domeny wigzgcej ssDNA EcoSSB.

W domenie wigzgcej OB badanych biatek SSB znajdujg sie reszty aminokwasowe
analogiczne do tych, ktére odpowiadajg za wigzanie z jednoniciowym DNA u EcoSSB (Tab. 9).
Lokalizacja tych reszt jest precyzyjnie zachowana (PinSSB, PprSSB) lub przesunieta o jedng
reszte aminokwasowg (FpsSSB, PhaSSB, PtoSSB), ewentualnie o dwie reszty aminokwasowe
(ParSSB, PcrSSB), a w jednym przypadku nawet o pie¢ reszt aminokwasowych (DpsSSB).
W badanych biatkach niemal wszystkie pozycje reszt aminokwasowych istotnych dla wigzania
z ssDNA majg charakter aromatyczny, z wyjatkiem pozycji 59 w biatkach FpsSSB i PtoSSB,
w ktdrej znajduje sie reszta argininy. Stanowi to potwierdzenie, iz aromatyczne reszty
aminokwasowe s3 silnie zakonserwowane i istotne dla funkcjonowania biatek SSB.

Obecne w biatku EcoSSB reszty lizyny w pozycjach 43, 62, 73 i 87, odpowiedzialne za
elektrostatyczne oddziatywania z kwasem nukleinowym, wystepujg réwniez w badanych
psychrofilnych biatkach SSB (Tab. 9). Oprdécz obserwowanego przesuniecia tych reszt
aminokwasowych wzgledem pozycji w sekwencji EcoSSB o jedng (FpsSSB, PhaSSB, PtoSSB),
dwie (ParSSB, PcrSSB) lub pie¢ (DpsSSB) reszt aminokwasowych, wystepuja takze podstawienia
innymi resztami aminokwasowymi. W przypadku biatka DpsSSB w pozycji 39 wystepuje reszta
glutaminy, a w pozycji 58 — reszta argininy, natomiast w pozycji 86 biatka FpsSSB zamiast lizyny
rowniez wystepuje reszta glutaminy. W pozycji 62 biatek ParSSB, PcrSSB i PinSSB oraz w pozycji

61 biatka FpsSSB reszta lizyny zostata zastgpiona resztg argininy.
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EcoSSB  DpsSSB  FpsSSB ParSSB PcrSSB  PhaSSB  PinSSB PprSSB PtoSSB

Trp-40 Trp-36 Tyr-39 Trp-38 Trp-38 Tyr-39 Trp-40 Trp-40 Tyr-39
Trp-54 Trp-49 Trp-53 Trp-52 Trp-52 Trp-53 Trp-54 Trp-54 Trp-53

A Phe-60 Trp-55 Arg-59 Phe-58 Phe-58 Phe-59 Phe-60 Phe-60 Arg-59
Trp-88 Trp-83 Trp-87 Tyr-86 Tyr-86 Trp-87 Trp-88 Trp-88 Trp-87
Lys-43 GIn-39 Lys-42 Lys-41 Lys-41 Lys-42 Lys-43 Lys-43 Lys-42

B Lys-62 Arg-58 Lys-61 Arg-62 Arg-62 Lys-61 Arg-62 Lys-62 Lys-61

Lys-73 Lys-68 Lys-72 Lys-71 Lys-71 Lys-72 Lys-73 Lys-73 Lys-72
Lys-87 Lys-82 GIn-86 Lys-85 Lys-85 Lys-86 Lys-87 Lys-87 Lys-86

His-55 His-50 His-54 His-53 His-53 His-54 His-55 His-55 His-54
C GIn-76 Arg-71 Lys-75 Lys-74 Lys-74 GIn-75 Lys-76 GIn-76 Lys-75
GIn-110 Lys-102 Thr-106 GIn-105 GIn-105 GIn-110 Asp-110 GIn-111  Thr-106

Tab. 9 Reszty aminokwasowe w biatkach EcoSSB, DpsSSB, FpsSSB, ParSSB, PcrSSB, PhaSSB, PinSSB, PprSSB i PtoSSB
istotne dla: wigzania z ssDNA (A), oddziatywania elektrostatycznego z ssDNA (B) oraz tworzenia tetrameru
SSB (C).

Analizujgc sekwencje badanych biatek SSB poszukiwano rowniez reszt aminokwasowych
analogicznych do reszt odpowiedzialnych za tworzenie tetrameru u EcoSSB: His-55, GIn-76,
GIn-110 (Tab. 9). We wszystkich badanych biatkach wystepuje, analogiczna do His-55 EcoSSB,
reszta histydyny w pozycji 55 (PinSSB, PprSSB), w pozycji 54 (FpsSSB, PhaSSB, PtoSSB),
w pozycji 53 (ParSSB, PcrSSB) lub w pozycji 50 (DpsSSB). Zaobserwowano liczne podstawienia
obu reszt glutaminy, takimi resztami jak arginina (DpsSSB), lizyna (DpsSSB, FpsSSB, ParSSB,
PcrSSB, PinSSB, PtoSSB), treonina (FpsSSB, PtoSSB) i kwas asparaginowy (PinSSB). Podstawienie
reszt glutaminy resztami lizyny prawdopodobnie nie obniza zdolnosci monomeréw badanych
biatek SSB do tworzenia tetramerdéw, wrecz przeciwnie — takie substytucje mogg nawet
stabilizowad utworzone tetramery, jak to jest w przypadku mutantéw biatek EcoSSB, w ktdrych
reszty GIn-76 i GIn-110 zastgpiono resztami lizyny lub tyrozyny [99].

Badane biatka SSB posiadajg monomery o bardzo zréznicowanej masie czgsteczkowej
w zakresie od 15,6 do 26,2 kDa (Tab. 10). Biatka DpsSSB i FpsSSB o masach monomeru
wynoszgcych odpowiednio 15,6 i 15,9 kDa sg najmniejszymi opisanymi do tej pory biatkami
SSB, natomiast PhaSSB o masie monomeru 26,2 kDa jest prawdopodobnie najwiekszym
jednodomenowym (tzn. posiadajagcym jedng domene OB w monomerze) biatkiem SSB. Poza
domeng OB, o dtugosci sekwencji (105-110 aa) réwnej badz zblizonej do domeny OB EcoSSB
(105 aa), w badanych biatkach wystepuje charakterystyczny dla witasciwych biatek SSB
C-terminalny koniec o charakterze kwasnym, o bardzo zréznicowanej dtugosci, od zaledwie 31
az do 138 reszt aminokwasowych. Na koncu domeny C-terminalnej analizowanych biatek

znajdujg sie silnie zakonserwowane dla mezofilnych i termofilnych biatek SSB reszty
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aminokwasowe, bardzo podobne Ilub identyczne do EcoSSB (DIPF), bioragce udziat
w oddziatywaniach z innymi biatkami. Obliczony punkt izoelektryczny biatek DpsSSB, FpsSSB,
ParSSB, PcrSSB, PhaSSB, PprSSB i PtoSSB przyjmuje typowe dla biatek SSB wartosci w granicach
5-6, natomiast pl dla biatka PinSSB jest o wiele wyzszy i wynosi 7,79. Ponadto, punkt
izoelektryczny badanych biatek SSB przyjmuje wyisze wartosci w poréwnaniu do biatek

TteSSB3 i TmaSSB z termofili (Tab. 10).

dtugos¢
wielkos¢ dtugos¢ dtugos¢  domeny . ilos¢
. sekwencja

SSB monomeru sekwencji domeny C- C-konca pl reszt

SSB [kDa]  SSB [aa] OB [aa] koncowej C
[aa]

DpsSSB 15,6 142 105 37 DVPF 5,46 1
FpsSSB 15,9 140 109 31 DLPF 5,94 2
ParSSB 22,8 213 108 105 DIPF 5,91 0
PcrSSB 23,3 219 108 111 DIPF 5,70 0
PhaSSB 26,2 244 106 138 DIPF 5,15 1
PinSSB 25,1 222 110 112 DIPF 7,79 1
PprSSB 20,4 183 107 76 DIPF 5,43 0
PtoSSB 17,1 151 108 43 DLPF 5,67 3
SwoSSB 24,9 225 110 115 DIPF 5,86 0
EcoSSB 18,9 178 105 73 DIPF 5,44 0
BsuSSB 18,7 172 103 69 DLPF 5,02 1
TteSSB3 17 150 103 47 DLPF 4,49 1
TmaSSB 16,3 141 106 35 EPPF 4,80 0

Tab. 10 Analizowane parametry badanych i odnosnikowych biatek SSB.

Na ogdt mostki disiarczkowe nie wystepujg w biatkach SSB (brak odpowiedniej liczby
reszt cystein potrzebnej do utworzenia takich wigzan). W sekwencji aminokwasowej biatek
FpsSSB i PtoSSB stwierdzono obecnos¢ odpowiednio 2 i 3 reszt cysteinowych (Tab. 10), co
pozwala przypuszczaé mozliwos¢ powstawania mostka disiarczkowego w tych biatkach.
Istnienie takich wigzan mozna sprawdzi¢ poprzez badania struktury krystalograficznej biatek
SSB F. psychrophilum i P. torquis.

Analiza sktadu aminokwasowego psychrofilnych biatek SSB nie wykazata drastycznych
réznic w zawartosci poszczegélnych reszt aminokwasowych w stosunku do mezofilnych
i termofilnych odpowiednikéw (Tab. 11). Pod wzgledem zawartosci reszt fenyloalaniny,

asparaginy, kwasu asparaginowego oraz alaniny psychrofilne biatka SSB nie wykazujg
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odstepstw w stosunku do ich mezofilnych odpowiednikéw (EcoSSB i BsuSSB), z wyjgtkiem
biatka FpsSSB, ktére zawiera 4,3% alaniny, co odpowiada ilosci tego aminokwasu
w termofilnych biatkach SSB. Psychrofilne biatka SSB charakteryzuje sktad aminokwaséw Trp,
Pro i Lys podobny do mezofilnych i termofilnych biatek SSB. Wyjatek stanowig trzy biatka:
FpsSSB, ktére wykazuje niskg zawartosé reszt proliny (2,1%) i wysoka zawartos$¢ reszt lizyny
(10%), PinSSB posiadajgce wysoka zawartos¢ proliny (9,9%) oraz PtoSSB, ktére zawiera
najwiekszg ilos¢é lizyny w stosunku do poréwnywanych biatek SSB, wynoszacg 10,6%. Badane
biatka SSB wykazujg tendencje do zwiekszonej ilosci reszt tyrozyny i glutaminy w poréwnaniu
do modelowych biatek SSB, z wyjatkiem biatek DpsSSB, FpsSSB i PtoSSB, dla ktorych zawartosé
Gln przyjmuje wartosci posrednie miedzy biatkami TteSSB3 i BsuSSB. Tendencje do zwiekszonej
ilosci reszt serynowych w stosunku do mezofilnych i termofilnych SSB zaobserwowano jedynie
w przypadku biatek DpsSSB, FpsSSB i PcrSSB. Pod wzgledem zawartosci histydyn jedynie
w FpsSSB, ParSSB i PtoSSB jest ona wyzsza niz w modelowych biatkach SSB. Procentowa
zawarto$¢ leucyny w DpsSSB, FpsSSB i PtoSSB jest zblizona, a w pozostatych psychrofilnych
biatkach mniejsza od ilosci reszt tego aminokwasu w mezofilnych biatkach SSB. Zblizona do
mezofilnych odpowiednikdw zawartos¢ reszt glicyny wystepuje w biatkach ParSSB, PcrSSB
i PhaSSB, natomiast pozostate analizowane biatka wykazujg mniejszg zawartos$¢ reszt tego
aminokwasu w stosunku do EcoSSB i BsuSSB. Ponadto, ilos¢ glicyny w FpsSSB, PinSSB i PtoSSB
jest podobna do ilosci tego aminokwasu w termofilnym biatku TteSSB3. Psychrofilne SSB
wykazujg podobng zawarto$¢ metioniny do ich termofilnych odpowiednikéw, z wyjatkiem
biatka PinSSB, w ktorym ilos¢ tych reszt aminokwasowych (3,6%) jest wyzsza niz w termofilnych
i mezofilnych biatkach wigzgcych ssDNA. Biatka DpsSSB, FpsSSB, ParSSB, PcrSSB i PtoSSB
wykazujg zblizong albo nawet wiekszg zawartos¢ procentowg izoleucyny niz termofilne biatka
TteSSB3 i TmaSSB. Wsrdd psychrofilnych biatek DpsSSB, FpsSSB, PinSSB i PtoSSB wykazujg
zblizong do termofilnych biatek zawartos¢ reszt treoniny. Zaobserwowano tendencje do
zmniejszonej ilosci reszt waliny i argininy w psychrofilnych biatkach SSB w stosunku do ich
mezofilnych i termofilnych analogéw, z wyjatkiem biatka DpsSSB, w ktérym zawartos¢ argininy
jest rowna zawartosci tego aminokwasu w BsuSSB (7%). Badane biatka SSB wykazujg
zréznicowanie pod wzgledem zawartosci kwasu glutaminowego. Biatka ParSSB, PcrSSB
i PhaSSB zawierajg mniej, a biatka PinSSB i PprSSB prawie tyle samo reszt tego aminokwasu co
mezofilne SSB, natomiast w biatkach DpsSSB, FpsSSB i PtoSSB procentowa zawartos¢ Glu

osigga poziom termofilnych biatek SSB.
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SSB Ala lle Leu Val Met Gly Pro Lys Arg  Asp

DpsSSB 7 63 49 35 28 113 42 42 7 49
FpsSSB 43 79 5 64 21 64 21 10 29 5

ParSSB 8 52 33 28 19 164 47 42 47 56
PeSSB 68 46 27 27 1,8 169 46 3,7 46 5

PhasSB 57 29 25 49 25 156 7 41 25 45
PinsS8 7,7 18 36 45 36 68 99 59 45 45
Pprss8 77 33 38 66 27 104 71 38 44 38
PtoSSB 53 53 46 6 2,6 6 73 106 26 53
EcoSSB 73 28 45 73 34 163 67 34 56 45
BsusSB 58 1,7 58 7 0,6 14 41 29 7 6,4
TteSSB3 4 53 73 87 2 6 6 5,3 6 107
TmaSSB 5 43 57 92 28 43 71 35 106 64

SSB Glu GiIn Asn Ser Thr His Trp Phe Tyr Cys

DpssSB 7,7 49 63 9.2 7 07 28 14 28 07
FpssSB 93 21 71 8 107 21 14 43 36 14
ParSSB 42 122 8 56 42 1,4 09 33 33 0
PeSSB 41 128 10 73 41 09 09 32 32 0
PhassB 33 189 66 61 45 04 08 29 41 04
PinsS8 54 176 63 36 63 09 18 23 27 05
Pprss8 55 213 44 38 38 05 22 22 27 0

PtoSSB 9,9 53 4,6 3,3 9,3 2 1,3 3,3 3,3 2
EcoSSB 5,6 10,1 4,5 5,6 5 0,6 2,2 2,2 2,2 0
BsuSSB 5,2 7,6 12,2 4,7 5,2 0 0,6 6,4 2,3 0,6
TteSSB3 8 1,3 4 6,7 8 0,7 2 6 1,3 0

TmaSSB 1,28 0,7 2,1 5 10,6 0 0,7 7,8 1,4 0

Tab. 11 Procentowa zawartos$¢ reszt aminokwasowych w badanych biatkach SSB bakterii psychrofilnych, biatkach
EcoSSB i BsuSSB bakterii mezofilnych oraz biatkach TteSSB3 i TmaSSB bakterii termofilnych.

Psychrofilne biatka SSB wykazujg mniejszg zawartos¢ aromatycznych oraz niepolarnych
reszt aminokwasowych niz ich mezofilne i termofilne analogi (Tab. 11). Prawdopodobnie jest
to efekt adaptacji tych biatek do funkcjonowania w niskich temperaturach. Mniejsza ilos¢
aromatycznych reszt tyrozyny, fenyloalaniny i tryptofanu przyczynia sie do obnizenia polarnych
oddziatywan pomiedzy pierscieniami tych reszt aminokwasowych, a mniejsza zawartosé

niepolarnych aminokwaséw powoduje obnizenie indeksu hydrofobowosci badanych biatek
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SSB. Obie te wtasciwos$ci mogg wptywaé na wzrost gietkosci czasteczek psychrofilnych biatek
SSB umozliwiajgc im prawidtowe funkcjonowanie w niskiej temperaturze. Ponadto biatka
FpsSSB, PhaSSB, PinSSB oraz PtoSSB wykazujg nizszy stosunek (Arg/Arg+lys) w poréwnaniu
z mezofilnymi i termofilnymi biatkami SSB (Tab. 11), co przypuszczalnie rowniez jest zwigzane
z adaptacjg tych biatek do niskich temperatur. Zawarto$¢ natadowanych reszt
aminokwasowych w psychrofilnych biatkach wigzgcych jednoniciowy DNA utrzymuje sie na
poziomie mezofilnych biatek SSB, a w przypadku biatek FpsSSB (29,3%) i PtoSSB (30,4%) jest
bliska ilosci charakteryzujgcej termofilne biatka SSB (Tab. 11). Wtasciwoscig zaadaptowanych
do zimna enzyméw jest zwiekszona zawarto$¢ reszt aminokwasowych o krétkich lub matych
tanicuchach bocznych w stosunku do mezofilnych analogéw. W psychrofilnych biatkach SSB nie
zaobserwowano zwiekszonej zawartosci matych reszt aminokwasowych w poréwnaniu do
EcoSSB i BsuSSB. Wrecz przeciwnie: zachodzi tendencja do zmniejszenia ilosci tych reszt,
a w biatkach DpsSSB, FpsSSB, PinSSB, PprSSB i PtoSSB zawartos¢ ta jest zblizona do
termofilnych biatek SSB (Tab. 11). Sktad aminokwasowy psychrofilnych biatek SSB stanowi wiec
pewien kompromis miedzy strukturg wynikajgcg z adaptacji do zimna a silnie zakonserwowang
strukturg domeny OB i sekwencjg C-korica, charakterystyczng dla mezofilnych i termofilnych
biatek SSB.

Ponadto, psychrofilne biatka SSB wykazujg ciekawe odstepstwa w sekwencji
aminokwasowej domeny C-koricowej od modelowego biatka E. coli oraz innych opisanych
w literaturze biatek SSB. Biatka PtoSSB i PinSSB zawierajg poéttora, a nawet dwa razy wiecej
reszt proliny, a FpsSSB i DpsSSB trzy oraz cztery razy wiecej reszt seryny we fragmencie
C-koricowym niz EcoSSB. Znacznie wiekszg zawartosc reszt treoniny w stosunku do mezofilnych
i termofilnych biatek wykazujg FpsSSB i PtoSSB. Biatka SSB D. psychrophila, F. psychrophilum
i P. torquis wykazujg ponad dwu- a nawet niemal trzykrotnie (19,4%) wiekszg zawartosc reszt
kwasu glutaminowego i asparaginowego w poréwnaniu do SSB E. coli, dzieki czemu domena
C-koricowa posiada silnie kwasowy charakter, prawie jak w przypadku biatek SSB termofilnych
bakterii. Zaobserwowano réwniez, ze fragment C-koncowy jest bardziej hydrofilowy niz
analogiczny fragment EcoSSB i pod tym wzgledem psychrofilne biatka SSB sg bardziej zblizone
do swoich termofilnych analogdw. Poza tym charakterystyczng cechg biatek PhaSSB, PinSSB
i PorSSB jest duza zawartosc reszt glutaminy. Az 40 reszt tego aminokwasu z 46 obecnych
w PhaSSB, 34 z 39 obecnych w PinSSB i 29 z 39 obecnych w PprSSB znajduje sie w domenie
C-koricowej, co stanowi odpowiednio az 29%, 30,4% i 38,2% sekwencji tej domeny. Ponadto,
fragment C-koricowy biatka SSB P. profundum zawiera niebywatg ilos¢ powtdrzen reszt
glutaminy, nawet po 9 reszt tego aminokwasu obok siebie (Rys. 33), co nadaje hydrofilowy

charakter tej czesci biatka, zresztg zawsze eksponowany na zewnatrz czgsteczki u poznanych
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strukturalnie biatek SSB. Rejony bogate w reszty glicyny mogg bra¢ udziat w oddziatywaniach
miedzy sgsiednimi czgsteczkami biatek SSB zwigzanymi z niciag DNA. Te elastyczne regiony
zmieniajg w obecnosci DNA swojg konformacje uwydatniajagc w ten sposéb inne reszty
aminokwasowe (np. Arg), ktére mogg tworzy¢ wigzania wodorowe miedzy sgsiadujgcymi ze
sobg czasteczkami SSB [234]. Z drugiej strony, zazwyczaj takie obszary zawierajgce ogromne
ilosci reszt glutaminy okresla sie sformutowaniem ,rejony bogate w glutamine” (z ang. Q-rich
lub glutamine-rich regions) i tworzg one tzw. uktad zamka (z ang. polar zipper), z ktérym
w specyficzny sposéb oddziatujg rézne podjednostki biatkowe. Zadne opisane dotychczas
w literaturze biatko SSB nie posiada wyzej wymienionych cech. W domenie C-koncowej
psychrofilnych biatek wigzgcych jednoniciowy DNA zawarto$¢ matych reszt aminokwasowych
jest zblizona do ich mezofilnych i termofilnych odpowiednikéw, wyjgtek stanowig biatka
DpsSSB i PcrSSB, w ktdrych ilo$¢ tych reszt (odpowiednio 83,7% i 70,2%) jest znacznie wieksza
niz w EcoSSB (65,8%). Zwiekszona ilos¢ reszt aminokwasowych o matych i krétkich tancuchach
bocznych nadaje domenie C-koricowej lokalng gietkos¢, ktéra prawdopodobnie ma istotne
znaczenie w oddziatywaniach biatek DpsSSB i PcrSSB z innymi biatkami biorgcymi udziat

w procesach metabolizmu DNA w niskich temperaturach.
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9. Podsumowanie

Przedstawione w rozprawie doktorskiej badania dotyczgce otrzymania i charakterystyki

biatek SSB z oSmiu bakterii psychrofilnych sg pionierskie w skali Swiatowe].

1.

Po raz pierwszy wyizolowano geny ssb D. psychrophila, F. psychrophilum, P. profundum,
P. haloplanktis, P. arcticus, P. cryohalolentis, P. ingrahamii i P. torquis oraz skonstruowano
systemy ekspresji tych gendw w E. coli umozliwiajgce wydajng produkcje biatek DpsSSB,

FpsSSB, PprSSB, PhaSSB, ParSSB, PcrSSB, PinSSB i PtoSSB.

. Wykazano zdolno$¢ wigzania jednoniciowego DNA przez biatka DpsSSB, FpsSSB, PprSSB,

PhaSSB, ParSSB, PcrSSB, PinSSB i PtoSSB.

. Okreslono mase czasteczkowa i wykazano homotetrameryczng budowe biatek DpsSSB,

FpsSSB, PprSSB, PhaSSB, ParSSB, PcrSSB, PinSSB i PtoSSB. Biatka DpsSSB i FpsSSB sg
najmniejszymi opisanymi do tej pory biatkami SSB, natomiast PhaSSB jest prawdopodobnie
najwiekszym jednodomenowym biatkiem SSB.

Okreslono dtugosc¢ miejsca wigzania ssDNA przez badane biatka SSB, ktéra wynosi 30-32 nt
i ma statg wartos¢ w szerokim zakresie stezern NaCl. Wyjatek stanowig biatka: FpsSSB oraz

PhaSSB.

. Zaproponowano modele wigzania, jakie wykazujg badane biatka SSB. Biatko PhaSSB tworzy

analogiczne do EcoSSB typy wigzania: podstawowe (SSB)ss i (SSB)es oraz przejSciowy typ
(SSB)ss. WsSrdd pozostatych psychrofilnych biatek SSB istnieje model wigzania (SSB)ss,
w ktdrym wszystkie domeny OB biorg udziat w wigzaniu jednoniciowego DNA.

Badajgc aktywnos¢ biatek SSB psychrofilnych bakterii w wysokich temperaturach
stwierdzono, ze s one bardziej termostabilne niz biatka SSB bakterii nalezgcych do rodzaju
Deinococcus oraz Thermus. Najbardziej termostabilnym biatkiem SSB pochodzgcym
z psychrofilnego organizmu jest PcrSSB.

Badajac zdolnos¢ otrzymanych biatek SSB do destabilizacji dwuniciowego DNA wykazano, ze
badane biatka obnizajg temperature denaturacji dsDNA w réznym stopniu, a w przypadku
biatek PtoSSB i PhaSSB efekt ten jest silniejszy niz dla biatek EcoSSB, TaqSSB czy TthSSB.
Wyznaczono temperature denaturacji badanych psychrofilnych biatek SSB, ktdra jest
zblizona, a w przypadku biatek DpsSSB i FpsSSB wyzsza niz dla EcoSSB.

Przeprowadzono analize sktadu aminokwasowego psychrofilnych biatek SSB i stwierdzono,
ze wykazujg one zaréwno cechy biatek zaadaptowanych do zimna, jak i wiasciwosci biatek

SSB bakterii mezofilnych i termofilnych.
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10. Skréty nazw stosowanych w pracy

ang.: z angielskiego

AFP: biatka zapobiegajgce zamarzaniu (ang. anti-freeze proteins)
ATP: adenozynotrifosforan

BSA: albumina surowicy wotowej (ang. bovine serum albumin)
BsuSSB: biatko SSB-podobne Bacillus subtilis kodowane przez gen ssb
CAP: biatka aklimatyzacji do zimna (ang. cold-acclimation proteins)
cDNA: (ang. complementary DNA) komplementarny DNA

CSP: biatka szoku zimna (ang. cold-shock proteins)

d-: 2’-deoksyrybo-

Da: dalton (jednostka masy czgsteczkowej)

DBD: okreslenie domen OB w biatkach RPA

DgeSSB: biatko SSB-podobne Deinococcus geothermalis

DgrSSB: biatko SSB-podobne Deinococcus grandis

DmuSSB: biatko SSB-podobne Deinococcus murrayi

DNA: kwas deoksyrybonukleinowy

dNTP: tréjfosoforan deoksyrybonukleozydu

DprSSB: biatko SSB-podobne Deinococcus proteolyticus

DpsSSB: biatko SSB-podobne Desulfotalea psychrophila

DraSSB: biatko SSB-podobne Deinococcus radiodurans

DrpSSB: biatko SSB-podobne Deinococcus radiopungans

DSC: skaningowa kalorymetria réznicowa (ang. differential scanning calorimetry)
dsDNA: dwuniciowa czasteczka DNA

E.: energia aktywacji

EcoSSB: biatko SSB Escherichia coli

EDTA: sél disodowa kwasu etylenodiaminotetraoctowego

EMSA: opdznienie ruchliwosci elektroforetycznej (ang. electrophoresis mobility shift assays)
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FpsSSB: biatko SSB-podobne Flavobacterium psychrophilum
gp 32: produkt genu 32 faga T4

HsmtSSB: ludzkie mitochondrialne biatko SSB-podobne
hsRPA: ludzkie jadrowe biatko RPA

INP: biatka nukleacyjne lodu (ang. ice nucleic proteins)
m.in.: miedzy innymi

M: stezenie molowe (mol dm-3)

mRNA: informacyjny RNA

MtuSSB: biatko SSB-podobne Mycobacterium tuberculosis

NCBI: Narodowe Centrum Biotechnologicznej Informacji (ang. National Center for
Biotechnology Information)

np.: na przyktad

nt: nukleotyd

OB-fold: domena wigzgca ssDNA (ang. oligonucleotide/oligosaccharide binding fold)
ori: miejsce inicjacji replikacji DNA

ParSSB: biatko SSB-podobne Psychrobacter arcticus

PCR: tannicuchowa reakcja polimerazy (ang. polymerase chain reaction)
PcrSSB: biatko SSB-podobne Psychrobacter cryohalolentis

PDB: Protein Data Bank

PhaSSB: biatko SSB-podobne Pseudoalteromonas haloplanktis
PinSSB: biatko SSB-podobne Psychromonas ingrahamii

PNA: kwas peptydonukleinowy (ang. peptide nucleic acid)

PprSSB: biatko SSB-podobne Photobacterium profundum

PtoSSB: biatko SSB-podobne Psychroflexus torquis

pz: pary zasad

RNA: kwas rybonukleinowy

RPA: biatko SSB-podobne archeondéw i organizmow eukariotycznych (ang. Replication
Protein A)
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RT-PCR: reakcja amplifikacji cDNA na matrycy mRNA (ang. Reverse Transcription Polimerase
Chain Reaction)

SDS: dodecylosiarczan sodu

SDS—-PAGE: elektroforeza poliakrylamidowa (ang. polyacrylamide gel electrophoresis)
w warunkach denaturujgcych

SSB: biatko wigzgce jednoniciowy DNA (ang. single stranded DNA — binding protein)
SsbA: biatko SSB-podobne Streptococcus pneumoniae kodowane przez gen ssbA
SsbB: biatko SSB-podobne Streptococcus pneumoniae kodowane przez gen ssbB
ssDNA: jednoniciowy DNA (ang. single stranded DNA)

SsoSSB: biatko SSB-podobne Sulfolobus solfataricus

STR: krotkie tandemowe sekwencje repetytywne (ang. Short Tandem Repeats)
SwoSSB: biatko SSB-podobne Shewanella woodyi

TaqSSB: biatko SSB-podobne Thermus aquaticus

TEMED: N, N, N’, N’-tetrametyloetylenodiamina

THP: biatka termicznej histerezy (ang. thermal hysteresis proteins)

TmaSSB: biatko SSB-podobne Thermotoga maritima

TneSSB: biatko SSB-podobne Thermotoga neapolitana

Tris: trihydroksymetyloaminometan

TteSSB3: biatko SSB-podobne Thermoanaerobacter tengcongensis MB4 kodowane przez gen
ssb3

TthSSB: biatko SSB-podobne Thermus thermophilus
UDG: glikozylaza uracylowa

v/v: objeto$¢ do objetosci (ang. volume to volume)
w/v: masa do objetosci (ang. weight to volume)
w/w: masa do masy (ang. weight to weight)

YwpH: biatko SSB-podobne Bacillus subtilis kodowane przez gen ywpH
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