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STRESZCZENIE

Zakazenia bakteryjne uktadu moczowego nalezg do coraz powazniejszych
problemoéw spotecznych szczegolnie w krajach wysoce rozwinietych. Szacuje sie, iz
schorzenia zwigzane z uktadem moczowym sg przyczyng okoto 6% wszystkich porad
lekarza ogolnego. Gtéwnymi czynnikami etiologicznymi (80%) wywotujacymi infekcje
uktadu moczowego u ludzi sg szczepy Escherichia coli. Szczepy E. coli
eksprymujgce fimbrie typu Dr stanowig istotny element w patogenezie zakazen
gornych drég moczowych. Sg one przyczyng infekcji u ok. 50% dzieci chorujgcych na
UTI oraz u 30% kobiet ciezarnych cierpigcych na odmiedniczkowe zapalenie nerek.
Biatka zaangazowane w biogeneze fimbrii Dr kodowane sg przez operon dra ztozony
z szeséciu otwartych ramek odczytu (ORF): draA, draB, draC, draD, draP i draE. Geny
draD i draE kodujg dwa najwazniejsze czynniki wirulencji: inwazyne DraD oraz
adhezyne DraE.

Celem prowadzonych badan byto okreslenie drogi transportu biatka DraD na
powierzchnie komorek bakteryjnych E. coli eksprymujacych fimbrie typu Dr (E. coli
DrY) oraz zdefiniowanie roli bialkka DraD w procesie biogenezy fimbrii Dr
zbudowanych z podjednostek biatka DraE.

Pierwszy etap badan obejmowat konstrukcje plazmidu pCC90DraCmut,
niosgcego operon dra z mutacjg w obrebie genu draC. Uzyskany plazmid
rekombinantowy wykorzystany zostat nastepnie w doswiadczeniach majacych na
celu okreslenie roli zewnatrzbtonowego, kanatotworczego biatka DraC w transporcie
inwazyny DraD na powierzchnie komoérek E. coli. W eksperymencie wykorzystano
rowniez rekombinantowe szczepy E. coli transformowane odpowiednimi plazmidami,
pochodnymi pCC90 (plazmid zawierajgcy caly operon dra bez regionu
promotorowego i genoéw regulatorowych), zawierajacymi mutacje w obrebie gendéw
draD (pCC90DraDmut) oraz drak (pCC90D54stop). Obecnos¢ biatek inwazyny DraD
oraz adhezyny DraE na powierzchni komorek bakteryjnych identyfikowano przy
uzyciu technik mikroskopii immunofluorescencyjnej oraz immunoblottingu z
wykorzystaniem poliklonalnych przeciwciat specyficznych odpowiednio dla biatka
DraD oraz DrakE. Réwnoczesnie przeprowadzone zostaty badania z wykorzystaniem
plazmidéw pochodnych pBJN406, obejmujgcego caty operon dra wraz z regionem
promotorowym i genami regulatorowymi, zawierajgcych insercje transpozonowe w
obrebie genéw draD (pBN4), draE (pBN17) oraz draC (pBN417). Przeprowadzono

réwniez doswiadczenia ekspresji genu kodujgcego periplazmatyczng forme biatka



DraD w rekombinantowych szczepach E. coli, w uktadach bez obecnosci adhezyny
DraE, biatka opiekunczego DraB oraz zewnatrzbtonowego biatka DraC. Stwierdzono
obecnoé¢ biatka DraD na powierzchni komorek E. coli eksprymujgcych caty operon
dra (kontrola pozytywna) oraz w przypadku szczepdw rekombinantowych niosgcych
operon dra z wylgczong funkcjg genu draE oraz draC. Powierzchniowg obecnosé
biatka DraD zaobserwowano rowniez w rekombinantowym szczepie E. coli
produkujacym jedynie periplazmatyczng forme biatka DraD. Uzyskane wyniki
wskazujg jednoznacznie na transport biatka DraD na powierzchnie komorki bez
udzialu zewnatrzbtonowego biatka DraC. Jednoczesnie, w eksperymentach na
szczepach niosgcych operon dra z mutacjg w obrebie genu draD, wykluczona
zostata rola biatka DraD w biogenezie fimbrii typu Dr. Obserwowany poziom ekspresji
fimbrii Dr w komorkach E. coli transformowanych odpowiednio plazmidem pCC90,
niosgcym funkcjonalny operon dra i pCC90DraDmut (brak ekspresji genu draD), byt
na tym samym poziomie, natomiast w komorkach transformowanych plazmidem
pCC90D54stop (brak ekspresji genu drak) stwierdzono produkcje tylko biatka DraD,
co swiadczy o niezaleznej sekrecji obu tych biatek na powierzchnie komorek
bakteryjnych.

Kolejny etap badan obejmowat zdefiniowanie roli systemu sekrecji typu Il w
procesie transportu biatka DraD na powierzchnie komorek E. coli eksprymujacych
fimbrie typu Dr. W tym celu, przy wykorzystaniu techniki nokautu genowego, na bazie
laboratoryjnego szczepu E. coli BL21(DE3) oraz klinicznego szczepu E. coli DR14
(niosgcego operon dra z wylgczong funkcjg genu draC), skonstruowano szczepy E.
coli BL21(DE3)gspDmut oraz DR14gspDmut posiadajgce insercje (w postaci intronu
grupy IlI) w obrebie genu gspD kodujacego zewnatrzbtonowe biatko kanatowe,
stanowigce wazny element szlaku sekrecji typu Il. Obecno$¢ biatek inwazyny DraD
oraz adhezyny DraE na powierzchni komérek E. coli BL21(DE3)gspDmut
transformowanych odpowiednimi plazmidami (uktady z funkcjonalnym operonem dra
badz z wytgczong funkcjg genu draD, draE lub draC) oraz na powierzchni szczepu E.
coli DR14gspDmut, testowano przy uzyciu techniki mikroskopii
immunofluorescencyjnej z wykorzystaniem poliklonalnych przeciwciat specyficznych
odpowiednio dla biatka DraD oraz DraE. W celu okreslenia obecnosci biatka DraD na
powierzchni komorek bakteryjnych przeprowadzono roéwniez doswiadczenia
wykorzystujgce zdolnosé rekombinantowych szczepdw E. coli syntetyzujgcych biatko

DraD, do adhezji do komorek linii HeLa (receptor asf3; rozpoznawany przez biatko



DraD). Stwierdzono brak obecnosci biatka DraD na powierzchni analizowanych
szczepow bakteryjnych.

W celu potwierdzenia zdolnosci do transportu biatka DraD poprzez system
sekrecji typu Il przeprowadzono eksperymenty komplementacji in trans
zmutowanego genu gspD w analizowanych szczepach bakteryjnych E. coli. W tym
celu skonstruowano plazmid pET30gspD, zawierajacy w swojej sekwencji gen
kodujacy zewnatrzbtonowe biatko kanatowe GspD. Komorki E. coli
BL21(DE3)gspDmutKn™-(pET30gspD) transformowane odpowiednimi plazmidami
analizowano nastepnie przy uzyciu techniki mikroskopii immunofluorescencyjnej.
Stwierdzono obecnos$¢ biatka inwazyny DraD na powierzchni komérek E. coli w
przypadku szczepdw rekombinantowych niosgcych operon dra z wytagczong funkcjg
genu draE oraz draC. Wymienione rekombinantowe szczepy bakteryjne wykazywaty
rowniez zdolnos¢ adhezji do komoérek linii HeLa.

Analizie poddano réwniez wyizolowane frakcje periplazmatyczne i pozywke
pohodowlang po odwirowaniu komorek badanych szczepdw syntetyzujgcych biatko
DraD. Stwierdzono obecnos$¢ biatka DraD w periplazmie i pozywce pohodowlanej w
szczepie E. coli niosgcym funkcjonalny operon dra (pCC90) oraz w szczepach E. coli
niosacych plazmidy ze zmutowanym genem draE (pCC90D54stop) oraz draC
(pCC90DraCmut). Uzyskane wyniki wskazujg na mozliwos¢ komplementaciji in trans
zmutowanego genu gspD przez plazmid pET30gspD, skutkiem czego jest
przywrocenie funkcjonalnosci systemu sekrecji typu Il i transport biatka DraD na

powierzchnie komaorki bakteryjnej za posrednictwem tego systemu sekreciji.



CEL PRACY

Celem prowadzonych badan byto okreslenie drogi transportu biatka DraD na
powierzchnie komorek bakteryjnych E. coli eksprymujacych fimbrie typu Dr (E. coli
DrY) oraz zdefiniowanie roli biatkka DraD w procesie biogenezy fimbrii Dr

zbudowanych z podjednostek biatka DraE.
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1. WSTEP

1.1. Wprowadzenie

Zakazenia drég moczowych (ang. Urinary Tract Infections — UTI) stanowig
powazny problem zdrowotny, ktéry kazdego roku obejmuje miliony ludzi na catym
Swiecie. Infekcje tego typu sa chorobami wystepujacymi najczesciej w kazdej
populacji i w kazdym wieku. Szacuje sie, iz schorzenia zwigzane z ukladem
moczowym sg przyczyng okoto 6% wszystkich porad lekarza ogolnego (Ksigzek i
Rutkowski, 2004). W samych Stanach Zjednoczonych czesto$¢é wystepowania tego
typu schorzeh wynosi okoto 6 milionow przypadkéw rocznie, zas koszty z tym
zwigzane przekraczajg miliard dolarow (Ortowski, 1998). Ponadto, wedtug statystyk
amerykanskich, infekcje te sg najczestszg przyczyng niezdolnosci kobiet do pracy w
wieku produkcyjnym, a u 40-60% wystepujg co najmniej raz w zyciu (Ksigzek i
Rutkowski, 2004). W wielu przypadkach zakazen, bakterie uropatogenne pochodza z
flory jelitowej i wywotujg zakazenia drogg wstepujacg, poprzez cewke moczowg
wywotujgc tymczasowe zapalenie okotocewkowe (Rysunek 1) (Sobel, 1997;
Muhldorfer i wsp., 2001). Dlatego tak wazna jest prawidiowa profilaktyka i wiasciwa
terapia zakazehn uktadu moczowego, ktéra moze przyczyni¢ sie do obnizenia
wskaznika zachorowan i zmniejszenia kosztow zwigzanych z leczeniem.

Bakteryjne zakazenia drég moczowych wywotujg u gospodarza ziozong
reakcje obronng polegajacg na zwiekszeniu przeptywu moczu oraz pojawieniu sie
wielu czynnikédw antybakteryjnych. Efektywna kolonizacja i zakazanie tkanek
zwierzecych przez bakterie uropatogenne zachodzi dzieki skutecznym
mechanizmom umozliwiajgcym adhezje, inwazje oraz przetrwanie wewnatrz komorek
gospodarza.

Infekcje dr6g moczowych moga wywotywac rézne objawy Kliniczne, z ktérych
najczestszymi sg zapalenie pecherza moczowego, odmiedniczkowe zapalenie nerek
oraz zapalenie gruczotu krokowego. Zapalenie pecherza moczowego wystepuje w
95% przypadkéw zachorowan i objawia sie bolesnym i trudnym oddawaniem moczu,
nagtymi potrzebami oddawania moczu i niekiedy nadionowym bdlem. Przy
odmiedniczkowym zapaleniu nerek wystepuja: gorgczka, mdtosci, wymioty, bole w
boku, pocenie sie i ogolne zte samopoczucie. Dodatkowo mogg pojawi¢ sie objawy
zwigzane z zapaleniem pecherza moczowego. W okoto 30% przypadkéw ostrego
odmiedniczkowego zapalenia nerek wystepujg powiktania w postaci bakteriemii,

ktéra moze prowadzi¢ do posocznicy (Muhldorfer i wsp., 2001). Wiekszos¢ infekciji
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drég moczowych (ponad 80%) wywotywana jest przez uropatogenne szczepy E. coli
(ang. Uropathogenic Escherichia coli — UPEC) (Svanborg i Godaly, 1997).

Krwiobieg Droga infekcji

Nerka __— przez krwiobieg

ODMIEDNICZKOWE
ZAPALENIE NEREK

ZAPALENIE GRUCZOLU .
KROKOWEGO Moczowod

ZAPALENIE PECHERZA Pecherz

MOCZOWEGO moczowy Wstepujaca droga

infekcji przez szczepy
uropatogenne
Cewka moczowa

Rys.1. Budowa ukladu moczowego. Uropatogeny infekujace uktad moczowy droga
wstepujacg wedrujg przez cewke moczowa, kolonizuja pecherz moczowy i moga
przemieszcza¢ sie przez moczowdd do nerek. Infekcje, podczas ktérych uropatogen

przemieszcza sie z krwiobiegu do nerek, zdarzajg sie rzadko.

Uropatogenne szczepy E. coli sg grupg bakterii zréznicowang pod wzgledem
genetycznym oraz pod wzgledem zdolnosci do kolonizacji i przetrwania wewnagtrz
komérek nabtonkowych pecherza oraz wewnatrz komorek nerek (Foxman i wsp.,
1995). Epidemiologiczne badania z wykorzystaniem linii komorkowych wskazujg na
to, ze wiele czynnikéw wirulencji wytwarzanych przez UPEC moze regulowac
zdolnos¢ bakterii do inwazji uktadu moczowego. Czynniki te sg zazwyczaj kodowane
na chromosomie bakteryjnym i stanowig czesto fragment duzych, niestabilnych
regionébw chromosomalnych, nazywanych wyspami patogennosci (Muhldorfer i wsp.,
2001). Najwazniejszymi czynnikami patogennosci bakterii wywotujacych zakazenia
drég moczowych sa:

1) adhezyny, warunkujgce przyleganie bakterii do komorek nabtonkowych i
rownoczesnie zapobiegajgce szybkiemu wymywaniu bakterii z pecherza przez
przeptywajacy mocz,

2) inwazyny, umozliwiajgce mikroorganizmom internalizacje komorek gospodarza.
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Przeprowadzone badania dowodzg, ze bakterie uropatogenne majg zdolnos¢
inwazji, a jednoczesnie uwalniania sie z komoérek nabtonkowych pecherza. Ta
umiejetnos¢ moze umozliwia¢ uropatogenom namnazanie sie i uwalnianie z komorek
nabtonkowych pecherza przed zakonczeniem procesu ztuszczania zainfekowanych
komérek nabtonkowych. Warunkuje to réwniez rozprzestrzenianie sie bakterii w
drogach moczowych i zabezpiecza bakterie przed wrodzonymi i adaptacyjnymi
mechanizmami obronnymi gospodarza. Ponadto, zluszczanie sie komorek
nabtonkowych pecherza moczowego moze nie dotyczyé komorek urotelium, ktére
stajg sie w ten sposéb bardziej podatne na infekcje bakteryjne. W tych warstwach
nabtonkowych bakterie moga przetrwa¢ w stanie biernym stanowigc zrédto

nawracajgcych infekcji drog moczowych (Gaillard i wsp., 1991).

1.2. Inwazja komorek nabtonkowych drog moczowych pr zez

uropatogenne szczepy E. coli eksprymuj ace fimbrie typu Dr

Szczepy E. coli wykazujgce powierzchniowg ekspresje fimbrii typu Dr, sg
jedng z najszerzej rozpowszechnionych grup drobnoustrojéow powodujacych
kolonizacje drég moczowych oraz koncowego odcinka uktadu pokarmowego.

Operon dra kodujacy fimbrie Dr posiada sze$é otwartych ramek odczytu
(ORF): draA, draB, draC, draD, draP i draE (Rysunek 2) (Garcia i wsp., 1994). Geny
operonu dra kodujg biatka odpowiedzialne za regulacje transkrypcji operonu (DraA i
DraP), bialka zaangazowane w biosynteze fimbrii (periplazmatyczne biatko
opiekuncze DraB, zewnatrzbtlonowe biatko DraC bedace miejscem polimeryzaciji
fimbrii) oraz czynniki adhezyjne i inwazyjne (podjednostka fimbrialna DraE i inwazyna
DraD) warunkujgce internalizacje bakterii E. coli Dr' do wnetrza komorek

nabtonkowych drog moczowych (Nowicki i wsp., 2001).

Masa

biatka 11,7 23,9 90,2 13,2 6,2 15
T N - -
— T — o

Nazwa genu  draA draB draC draD draP draE

Rys.2. Schemat operonu dra kodujacego fimbrie Dr.

Fimbrie typu Dr to homopolimeryczne struktury o $rednicy ok. 2 nm,
zbudowane z podjednostkowego biatka DraE, petnigcego jednoczesnie funkcje
adhezyjng poprzez rozpoznawanie receptora DAF (ang. Decay-Accelerating Factor),

zlokalizowanego na powierzchni komérek nabtonkowych i erytrocytow. Na szczycie
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polimeru fimbrialnego znajduje sie bialko DraD, wchodzgce w interakcje z
receptorem integryny asf; (Plancon i wsp., 2003; Zalewska-Pigtek i wsp., 2008).
Proces poprawnego fatdowania adhezyny DraE, do postaci zdolnej do polimeryzacii,
zachodzi w periplazmie. Mozliwy jest on dzieki obecnosci periplazmatycznego biatka
opiekunczego DraB, ktore rownoczesnie chroni podjednostke DraE przed rozktadem

proteolitycznym (system proteaz DegP) (Piatek i wsp., 2005) (Rysunek 3) .

DraD

Fimbria Dr
¢~2nm

Rys.3. Schemat biogenezy fimbrii Dr

Periplazma uropatogennych szczepéw E. coli Dr”.

Cytoplazma

Biatko DraB, nalezgce do rodziny biatlek opiekuhczych, zbudowane jest z
dwéch globularnych domen (domena N- i C-terminalna). Obie domeny wykazujg
strukture B-beczki ztozonej z dwoch anty-réwnolegtych p-kartek. Topologia kazdej z
domen jest identyczna i sktada sie z 7 anty-réwnolegtych p-harmonijek (oznaczonych
od BA do BG). W procesie tworzenia komplekséw z podjednostkami fimbrialnymi
bierze udziat N-terminalna domena ,chaperonu” DraB (Piatek i wsp., 2005).

W przypadku podjednostki fimbrialnej DraE, mamy do czynienia ze strukturg
immunoglobulino-podobng (Ig-podobng), posiadajacy jedynie 6 B-harmonijek (brak -
harmonijki G). Efektem tego jest brak zdolnosci do samodzielnego tworzenia
struktury natywnej. Periplazmatyczne biatko DraB posiada w swojej strukturze
specyficzng B-harmonijke donorowg G1, ktorej funkcja polega na uzupetnieniu

struktury lg-podobnej biatka DraE. B-harmonijka donorowa ,chaperonu” oddziatuje
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bezposrednio z C-terminalng B-harmonijkg F podjednostki fimbrialnej, ktora nosi
nazwe B-harmonijki akceptorowej. W efekcie tego procesu podjednostka zyskuje
stabilng strukture immunoglobulino-podobng sktadajacg sie z 7 B-harmonijek.
Reakcja tworzenia kompleksu podjednostka fimbrialna - biatko opiekuncze nosi
nazwe reakcji komplementacji nici donorowej. Stabilny w periplazmie kompleks
DraB-DraE migruje do zlokalizowanego w btonie zewnetrznej biatka kanatotwoérczego
DraC, stanowigcego miejsce polimeryzacji fimbrii. Tam w specyficznym srodowisku
tworzonym przez biatko DraC nastepuje proces polimeryzacji kolejnych podjednostek
DrakE w strukture fimbrialng (Pigtek i wsp., 2005). W procesie tworzenia polimeru
bierze udziat nieustrukturyzowana N-terminalna ni¢ biatka podjednostkowego,
swobodnie ,wystajgca” ze struktury lg podjednostki i wypierajgca biatko ,chaperonu”
z oddziatywania z drugq podjednostkg fimbrialng, znajdujaca sie z nim w kompleksie
(Normark, 2000). W efekcie struktura Ig podjednostki fimbrialnej zostaje uzupetniona
przez N-terminalng sekwencje pochodzacq z innej podjednostki poprzez mechanizm
donorowej wymiany nici, petnigc dokladnie tg samg funkcje, co donorowa @3-
harmonijka G1 ,chaperonu” (Sauer i wsp., 2000; Thanassi i wsp., 2000).

Bardzo specyficzng witasnoscig fimbrii Dr jest ich zdolnos¢ do wigzania
drugiego receptora - kolagenu typu IV, ktory jest zlokalizowany w bionie podstawnej
nabtonka drog moczowych (Van Loy i wsp., 2002). Wiasnos$¢ ta, charakterystyczna
tylko dla biatka DraE w obrebie catej rodziny Dr, powoduje, ze komoérki szczepéw E.
coli eksprymujacych fimbrie Dr po inwazji sg bardzo trudne do wyeliminowania przez
uktad immunologiczny oraz stosowane chemoterapeutyki. Szczepy te sg klasycznym
przyktadem bakterii wywotujgcych chroniczne infekcje gornych drog moczowych,
giéwnie odmiedniczkowe zapalenie nerek (ang. pyelonephritis), poddajgce sie
bardzo trudno procesowi leczenia. U kobiet ciezarnych istnieje ponad 50%
prawdopodobiehAstwo rozwoju odmiedniczkowego zapalenia nerek, co znacznie
zwieksza ryzyko przedwczesnego porodu, moze by¢ rowniez przyczyng opdOznienia
rozwoju ptodu, uszkodzenia nerek, obnizenia odpornosci immunologicznej, a takze
matej masy urodzeniowej dziecka (Ksigzek i Rutkowski, 2004). Zwigzane jest to ze
zwiekszong produkcjg progesteronu (wytwarzanego w czasie cigzy przez tozysko i
ciatko zolte), co powoduje ekspresje wiekszej liczby receptora komérkowego DAF.
Obecnos¢ tej glikoproteiny z jednej strony chroni ptdod przed cytotoksycznym

dziataniem uktadu dopetniacza, jednak z drugiej strony warunkuje wzrost liczby
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receptora dla adhezyn Dr, co utatwia bakteriom adhezje i kolonizacje uktadu
moczowego (Ortowski, 1998; Connolly i wsp., 1999).

Wirulencja bakterii E. coli eksprymujacych fimbrie Dr potwierdzona zostata
na modelu zwierzecym, w ktorym badano myszy C3/Hed ze srédmigzszowym
zapaleniem nerek. Bakterie E. coli Dr* wykazujg zdolno$¢ kolonizacji tkanki nerki
przez 1 rok, podczas gdy izogeniczny mutant Dr jest eliminowany z nerek u 50%
zwierzat w ciggu 20 tygodni, a po 32-52 tygodniach eliminowany jest catkowicie.
Komplementacja mutanta Dr  plazmidem zawierajgcym operon dra przywraca
zdolnos¢ do wywotywania trwatych infekciji.

Bakterie E. coli eksprymujgce fimbrie Dr wykazujg zdolnos¢ do inwazji
komorek nabtonkowych linii HeLa. Inwazja jest skutecznym sposobem chronigcym
bakterie przed odpowiedzia immunologiczng gospodarza. Proces ten
prawdopodobnie przyczynia sie réwniez do wywotywania chronicznych infekciji
uktadu moczowego przez bakterie E. coli eksprymujgce fimbrie Dr (Nowicki i wsp.,
2001). Zdolnos¢ inwazji komoérek nabtonkowych linii HeLa posiadajg zaréwno
szczepy kliniczne E. coli Dr* (IH11128) oraz rekombinantowe szczepy E. coli BN406
niosgce caly operon dra. Zdolnosci tej nie wykazujg natomiast bakterie niosgce
plazmidy rekombinantowe zawierajgce insercyjne mutacje transpozonowe w obrebie
poszczegolnych gendéw operonu dra (Goluszko i wsp., 1999). Szczepy E. coli BN17
(mutacja w genie draC), E. coli BN418 (mutacja w genie draD), E. coli BN417
(mutacja w genie draC) oraz E. coli BN413 (mutacja w genie draB) (Carnoy i wsp.,
1997) nie wykazujg zdolnoéci inwazji komorek nabtonkowych linii HeLa (Goluszko i
wsp., 1999). Szczep bakteryjny E. coli BN418 wykazuje stabg aktywnosé
hemaglutynacyjng oraz ulega adhezji do komorek linii HeLa (4-5 komorek
bakteryjnych na komorke linii Hela).

W wyniku komplementacji mutacji w genach operonu dra przez wprowadzony
do komorek plazmid rekombinantowy pBJN406 niosacy caly operon dra,
przywrdcona zostaje zdolnos$¢ inwazji komoérek linii HeLa przez badane szczepy
bakteryjne. Powyzsze wyniki sugerujg bezposrednie zaangazowanie biatek DraE,
DraB, DraC i DraD w proces inwazji bakterii E. coli Dr do wnetrza komorek
nabtonkowych (Goluszko i wsp., 1997b).

W wyniku adhezji komorek E. coli Dr do komérek nabtonkowych nastepuje
akumulacja receptora DAF oraz przegrupowanie biatek cytoszkieletu, dostarczajgce

sity motorycznej dla procesu inwazji. Zaobserwowano réwniez polimeryzacje aktyny i
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a-aktyniny w miejscach adhezji bakterii E. coli Dr*, wystepujgce w czasie 15 minut od
momentu zainfekowania komorek linii HeLa. 1loS¢ wystepujacych agregatow aktyny
jest proporcjonalna do liczby bakterii zwigzanych z powierzchnig komorek
nabtonkowych i wzrasta w czasie trwania infekcji. W miejscach adhez;ji
zaobserwowano réwniez agregacje erazyny zaangazowanej w tgczenie filamentéw
aktyny z receptorami btonowymi.

Wyniki badan zdolnosci inwazji bakterii E. coli Dr' do wnetrza kombrek
nabtonkowych linii HelLa sugeruja, ze interakcja podjednostek fimbrialnych Dr
z receptorem komérkowym DAF jest wystarczajgca do wywotania procesu inwazji
komoérki bakteryjnej. W celu udowodnienia tej hipotezy przeprowadzono dodatkowe
doswiadczenia z zastosowaniem kuleczek polistyrenowych optaszczonych
oczyszczonymi biatkami fimbrii Dr, ktére po inkubacji z komorkami linii HeLa ulegajg
adhezji do mikrokosmkéw komoérkowych, co ostatecznie pozwala na ich inwazje do
wnetrza komérek. W miejscach adhezji kuleczek polistyrenowych zaobserwowano
rébwniez akumulacje receptora DAF i polimeryzacje aktyny (Goluszko i wsp., 1997b;
1999).

1.3. Rodzina inwazyn AfaD-podobnych

Rodzina inwazyn AfaD jest strukturalnie i funkcjonalnie zakonserwowana.
Stopien zakonserwowania genow afaD zostat okreslony poprzez sekwencjonowanie
genow afaD1, afaD2, afaD5, draD oraz daaD i porownaniu uzyskanych sekwencji z
opublikowang sekwencjg nukleotydowg genu afaD kodowanego przez operon afa3
(Isberg i wsp., 1995). Przeprowadzone analizy wykazaly wysoki stopien
identycznosci sekwencji nukleotydowej (93,02 — 100%), co odpowiada 91,87 — 100%
identycznosci sekwencji aminokwasowej biatek inwazyn kodowanych przez te geny
(Garcia i wsp., 2000).

Biatko DraD nalezy do zakonserwowanej rodziny inwazyn AfaD (Rysunek 4)
(ztozone jest ze 121 reszt aminokwasowych, 13,2 kDa). Podobnie jak adhezyna
DraE posiada strukture lg-podobng, ztozong z dwoch anty-rownolegtych B-katrek.
Jedna z B-kartek zbudowana jest z szesciu B-harmonijek (A, B, E, D1, D2 i D3),
natomiast druga z czterech B-harmonijek (F, C1, C2 i C3). Inwazyna DraD posiada
mostek disiarczkowy zlokalizowany pomiedzy resztami aminokwasowymi Cys28 i
Cysl116, tgczacy B-harmonijke B w obrebie jednej B-kartki z B-harmonijkg F w obrebie

drugiej B-kartki. Mostek ten usztywnia hydrofobowg szczeline akceptorowa, ktorej
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integralng czes¢ tworzy B-harmonijka F. Podobnie jak adhezyna DraE, inwazyna

DraD tworzy strukture B-beczki opartej na motywie ,jelly-roll” (Rysunek 5) .

Af aD- 3 MNGSI RKMVRVTCGMLL MWMSGVSQAAEL HL ESRGGSGT QL RDGAKVATGRI | CRE 56
DraD  MNGSI RKMVRVTCGM. L WMSGVSQAAEL HL ESRGGSGT QL RDGAKVATCRI | CRE 56
Af aD-1 MNGSI RKMVRVTCGM. L WMSGVSQAAEL HL ESRGCSGTQLRNGAKLATGRI | CRE 56
Af aD- 2 MNGSI RKMVRVTCGM. L WMSGVSQSAEL TL ESHGSRGGQL RDGEKLATGRI | CRE 56
Af aD-5 MNGSI RKMVRVTCGM. L WMSGVSQSAEL TL ESHGSRGGQL RDGEKVATGRI | CRE 56
DaaD  MNGSI RKMVRVTCGM. L WMSGVSQAAEL HL ESRGGSGTQLRNGAKLATCRI | CRE 56

Af aD- 3 AHTGFHVWAMNERQVDGRAERYVVQSKDGRHEL RVRT GGDGWEPVKGEGGKGVYSRPG 112
DraD  AHTGFHVWWNERQVDGRAERYVVQSKDGRHEL RVRT GGDOWEPVKGEGGKGVSRPG 112
Af aD- 1 AHTGFHVWWNERQVDGRAERYVVQSKDGRHEL RVRT GCDGWEPVKCEGGKGVSRPG 112
Af aD- 2 AHTGFHVAWMNERQVDGRAERYVVQSKDGRHEL RVRT GGDGWEPVKGEGGKGVYSRPG 112
Af aD- 5 AHTGFHVWAMNERQVDGRAERYVVQSKDGRHEL RVRT GGDGWEPVKGEGGKGVYSRPG 112
DaaD  AHTGFHVWWNERQVDGRAERYVVQSKDGRHEL RVRTGGDGWEPVKGEGCKGVSRPG 112

Af aD- 3 QEEQUFFDVMADGNQDI APGEYRFSVGGACWPQE 147
DraD  QEEQUVFFDVMADGNQDI APGEYRFSVGGACWPCE 147
Af aD- 1 QEEQUFFDVMADGNQDI APGEYRFSVGGACWPQE 147
Af aD- 2 QEEQFFFDVMVDGNQNI APGEYRFSVGGACVGPQE 147
Af aD-5 QEEQFFFDVMADGNQDI APGEYRFSVGGACVGPQE 147
DaaD QEEQVFFDVMADGNQDI APGEYRFSVGGACWPCE 147

Rys.4. Poroéwnanie sekwencji aminokwasowych inwazyn rodziny AfaD wraz z sekwencjami
sygnalnymi (oznaczone kolorem 2zéttym). Kolorem niebieskim zaznaczono reszty aminokwasowe
réznigce biatka AfaD-1, AfaD-2, AfaD-5 i DaaD od bialka AfaD-3. Biatko inwazyny DraD wykazuje
100% podobienstwa do biatka inwazyny AfaD-3. Sekwencje aminokwasowe poszczeg6inych biatek
zaczerpnieto z bazy danych NCBI.

Struktura krystaliczna fuzyjnego biatka DraD (Rysunek 5), zawierajgcego
domene polihistydynowg na C-konhcu, o rozdzielczosci 1,05 A, zostata opracowana w
2005 roku w wyniku wspotpracy Katedry Mikrobiologii PG z Synchrotron Radiation
Section, NCI, National Cancer Institute, Argone National Laboratory (USA)
(Jedrzejczak i wsp., 2005). Biatko to posiada dodatkowg B-harmonijke donorowg w
postaci domeny fuzyjnej ztozonej z 13 reszt aminokwasowych (komplementujacej
hydrofobowg szczeline akceptorowg) pochodzacy z drugiej podjednostki biatka DraD.
Peptyd fuzyjny biegnie tylko po powierzchni szczeliny akceptorowej. W zwigzku z tym
szczelina akceptorowa w duzej mierze jest otwarta do rozpuszczalnika (Jedrzejczak i
wsp., 2006). Wynika z tego, ze biatko DraD bez obecnosci specyficznej nici
donorowej (pochodzacej z biatka fimbrialnego DraE) jest w stanie przyjac¢ strukture
zblizong do natywnej, ktéra dodatkowo jest stabilizowana przez mostek disiarczkowy,
laczacy dwie anty-rownolegte B-kartki w strukturze B-beczki. Dlatego tez biatko DraD

moze wystepowa¢ w dwoch formach — jako podjednostka niezalezna od adhezyny
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DraE, tworzgca powierzchniowg strukture otoczki bakteryjnej oraz podjednostka
zlokalizowana na szczycie struktury fimbrialnej ztozonej z podjednostek adhezyny
DraE (szczelina akceptorowa biatka DraD uzupetniana przez N-terminalng ni¢
donorowg pochodzaca z biatka Drak) (Zalewska-Piagtek i wsp., 2008).

Rys.5. Diagram topologiczny (A) oraz struktura dimeru DraD (B) z zaznaczonymi f3-
harmonijkami.

W strukturze widoczna jest charakterystyczna szczelina akceptorowa mogaca ulegaé
donorowaniu przez N-terminalng ni¢ donorowg pochodzacg z biatka DrakE. Biatko DraD nie
posiada sekwencji odpowiadajgcej N-terminalnej nici donorowej wystepujacej w biatku DraE

(Jedrzejczak i wsp., 2005).

1.4. Sekrecja czynnikdw wirulencji bakterii Gram-uj  emnych

Sciana komorkowa bakterii Gram-ujemnych zbudowana jest z dwdch bion
oddzielonych od siebie przestrzenig periplazmatyczng. Btony komorkowe stanowig
istotng bariere, warunkujgcy integralno$¢ catego organizmu. Sciana komorkowa
bakterii musi jednak posiada¢c dostateczng przepuszczalnosé, aby zapewni¢
odpowiednim molekutom przenikanie do wnetrza i na zewnatrz komorki.
Zewnatrzkomorkowa lokalizacja determinant wirulentnych jest wazng cecha,
charakteryzujgcg mikroorganizmy patogenne. Eksport bialek na powierzchnie
komoérek bakteryjnych obejmuje transport poprzez btone wewnetrzng (IM — ang. Inner

Membrane), periplazme oraz btone zewnetrzng (OM — ang. Outer Membrane).
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Sekrecja biatek zachodzi dzieki roznym, czesto ztozonym mechanizmom. Wszystkie
systemy sekrecji podzieli¢ mozemy na dwie gtéwne grupy: (i) ,Sec — zalezne” oraz (ii)

~S€eC — niezalezne” (Rysunek 6) .

Przestrzen
rewnjtrzkomorkowa

Sekrecja “chaperone/usher” autotransportery Sekrecja

typu Il typu Il

L o e

{ I\ “ [}
vaAn VvINYY
.J,Bp‘ooumju#- G J.umuc

HiyD YacDF
virBig, YsckL

YzcO-U

Cytoplazma

Rys.6. Schemat przedstawiajacy gtéwne drogi sekrecji biatek u bakterii Gram-ujemnych.

OM - blona zewnetrzna; P — periplazma; IM — blona wewnetrzna; SP — peptydaza sygnalna
(peptydaza sygnalna | dla bialek PapA i IgAp, peptydaza sygnalna Il dla biatka PulA); B — domena
B autotransportera proteazy IgAl; N — N-koniec biatka; C — C-koniec biatka (Kostakioti i wsp.,
2005).

Bakterie Gram-ujemne rozwinety kilka drég transportu biatek do srodowiska
zewnatrzkomorkowego (Rysunek 6) . Zaliczamy do nich:
» szlak sekrecji typu | (szlak sekrecji typu ABC), np. sekrecja hemolizyny A
E. coli — bezposredni transport substratu poprzez btone wewnetrzng (IM) i
zewnetrzng (OM) z pominieciem przestrzeni periplazmatycznej (sekrecja
~Sec-niezalezna”);
» szlak sekrecji typu Il, np. biatko pullanaza Klebsiella oxytoca — dwuetapowy

proces wymagajacy udzialu systemu Sec do transportu poprzez bione
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wewnetrzng oraz odrebnego aparatu sekrecji bialek przez periplazme i
btone zewnetrzng (sekrecja ,Sec-zalezna”);

» szlak sekreciji typu lll, np. sekrecja biatka Yop Yersinia spp., funkcjonuje u
bakterii wytagcznie w celu dostarczenia czynnikéw wirulencji bezposrednio
do komorki gospodarza (,sekrecja Sec-niezalezna”);

e szlak sekrecji typu IV — dwuetapowy system transportu przez btone
wewnetrzng na bazie systemu Sec do periplazmy i przez btone zewnetrzng
na powierzchnie komoérki (sekrecja ,Sec-zalezna”);

 szlak sekrecji typu V - autotrasportery oraz biatka wymagajgce
pojedynczych czynnikéw dodatkowych (,sekrecja Sec-zalezna”);

» szlak sekrecji ,chaperone/usher”, np. biogeneza pili typu 1 i pili typu P
E. coli (sekrecja ,Sec-zalezna”).

Do gtéwnych szlakédw sekrecji biatek (ang. General Secretory Pathway —

GSP), zaliczamy szlak sekrecji typu I, system sekrecji ,chaperone/usher” oraz

sekrecje biatek z wykorzystaniem autotransporterow.

1.4.1. Transport biatek przez blon ¢ wewn etrzng z wykorzystaniem

systemu sekrecji Sec

Prekursory biatek periplazmatycznych, zewnatrzbtonowych i wielu biatek
zewnatrzkomorkowych, syntetyzowane sg w cytoplazmie wraz z N-terminalng
domeng sygnalng umozliwiajgcg transport tych biatlek przez blone wewnetrzng z
wykorzystaniem systemu sekrecji Sec. System ten wykorzystywany jest podczas
dwuetapowego transportu biatlek z wykorzystaniem gtéwnych systeméw sekreciji
biatek (GSP). W skiad systemu sekrecji Sec (Tabela 1) wchodzi cytoplazmatyczne
biatko opiekuncze SecB, ATPaza SecA (forma biatka SecA zwigzana z ATP ma duze
powinowactwo do transportowanych biatlek) oraz wewnatrzbtonowy, integralny
kompleks biatkowy, skladajacy sie z szesciu réznych podjednostek biatkowych
(SecY, SecE, SecD, SecF, SecG i YajC). Badania in vivo wykazaty, ze do
efektywnego transportu biatek poprzez btone wewnetrzng konieczne sg tylko biatka
SecY i SecE, natomiast pozostate cztery biatka kompleksu btonowego wymagane sg
jedynie w niskich temperaturach (Danese i Silhavy, 1998).

Biatko opiekuncze SecB transportuje prekursory biatek do btony wewnetrznej,
gdzie zlokalizowane jest biatko SecA. Biatko SecA, w wyniku wielokrotnych cykili

hydrolizy ATP, dostarcza peptyd sygnalny wraz z fragmentem biatka macierzystego
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do kompleksu SecYEG tworzgcego kanat w wewnetrznej bitonie komorkowe;.
Podczas hydrolizy jednej czasteczki ATP nastepuje transport ok. 2,5 kDa fragmentu
biatka. Po kilku cyklach, biatko prekursorowe zostaje przetransportowane przez btone
wewnetrzng, jednakze pozostaje w niej zakotwiczone poprzez peptyd sygnalny
(Rysunek 7) .

Sekwencje sygnalne transportowanych biatek, wykazujg kilka cech wspélnych:
(1) majg dlugos¢ 13 do 36 reszt aminokwasowych; (2) czesS¢ sekwencji sygnalnej
zawiera przynajmniej jedng reszte o tadunku dodatnim; (3) Srodek sekwencji
sygnalnej przy N koncu jest silnie hydrofobowy, zazwyczaj o diugosci 10 do 15 reszt
aminokwasowych; w rejonie tym czesto wystepujg alanina, leucyna, walina,

izoleucyna i fenyloalanina (Stryer, 1997).

Periplazma 7
§ & _r

Sekwencja sygnalna

Cytoplazma
SecB ‘1 yiop

NH, (olelon

Rys. 7. Komponenty sytemu Sec oraz mechanizm procesu Sec-zaleznej translokacji.

Prebiatko oznaczono na schemacie czarng linia, zawierajgce N-terminalng sekwencje sygnalng
(zaznaczong kolorem szarym). Etapy 1+3 — proces dostarczania prebiatka do Sec-zaleznego
systemu translokacji; etapy 4 i 5 — inicjacja procesu translokacji; etap 6 — proces translokacji biatka z

wykorzystaniem systemu Sec; etap 7 — zakonczenie procesu translokacji biatka (Hiroyuki i Koreaki,

2001).

Po przetransportowaniu biatka przez btone wewnetrzng nastepuje odciecie
peptydu sygnalnego przez zlokalizowang w btonie peptydaze sygnalng. Wyrdzniamy
trzy rodzaje peptydaz sygnalnych (Tabela 1) posiadajgcych odmienng specyficznos¢

substratowg (Pugsley, 1993):
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» sygnalna peptydaza | (LepB) — pochodzaca z E. coli, bedaca integralnym
biatkiem wewnetrznej btony komérkowej, zbudowana z dwdch helikalnych
segmentow transmembranowych i duzej C-terminalnej domeny
periplazmatycznej, charakteryzujgcej sie aktywnoscig proteolityczng
(Dalbey i wsp., 1992);

* sygnalna peptydaza Il (LspA) — bedaca integralnym biatkiem wewnetrznej
btony komodrkowej (rozpoznajagcym peptydy sygnalne specyficzne dla
prekursorow lipoprotein), zbudowana z czterech a-helikalnych segmentow
btonowych, ktorych konce zlokalizowane sg w cytoplazmie (Sankaran i Wu,
1995);

* peptydaza prepiliowa specyficzna dla pili typu 4 (BfpA) — wewnatrzbtonowa
peptydaza, posiadajgca dwie aktywnosci enzymatyczne: aktywnosc
endoproteolityczng, niezbedng do usuwania peptydow sygnalnych z
prekursorow biatkowych podjednostek pili typu 4 oraz aktywnos¢ N-
metylujgcg niezbedng do posttranskrypcyjnej obrébki pili typu 4 (Lory i
Strom, 1997) oraz odcinania peptydu sygnalnego od strony
cytoplazmatycznej btony komaorkowe;.

Po odcieciu peptydu sygnalnego nastepuje jego degradacja przez proteaze V.

Dojrzate biatko zostaje uwolnione do przestrzeni periplazmatycznej. Kolejnym

etapem sekrecji biatka jest transport przez btone zewnetrzna.
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Tabela 1. Sktadniki systemu sekrecji Sec oraz peptydazy sygnalne E. coli.

) o Wielko $é ) ) o
Biatko Lokalizacja kDa) Struktura/Topologia  Gtéwne funkcje w sekrecji biatek
a
Sec translokazy:
SecB Cytoplazma 17 Homotetramer Biatko opiekuncze (ang. chaperone)
cytoplazma ATPaza odpowiedzialna za dostarczenie
SecA i blona 102 Homodimer prekursora polipeptydu do aparatu
wewn. sekrecyjnego
) Biatko tworzace kompleks z biatkiem SecE i
Btona 10 segmentéw ) .
SecY 49 prawdopodobnie z biatkiem SecG; tworzy kanat
wewn. transmembranowych ] )
w blonie wewnetrznej
SecE Btona 1 3 segmenty Biatko tworzace kompleks z biatkiem SecY i
ec
wewn. transmembranowe prawdopodobnie z biatkiem SecG
SecD Btona o7 6 segmentow Biatko zapobiegajace cofaniu sie prekursora
ec
wewn. transmembranowych  bialka zwigzanego z biatkiem SecA
Seck Btona a5 6 segmentéw Biatko zapobiegajace cofaniu sie prekursora
ec
wewn. transmembranowych  bialka zwigzanego z biatkiem SecA
Btona 2 segmenty Biatko utatwiajgce integracje biatka SecA z
SecG 11
wewn. transmembranowe btong wewnetrzna
] Btona 1 segment
YajC 12 ?
wewn. transmembranowy
Peptydazy sygnalne
Sygnalna peptydaza | Btona 36 2 segmenty Biatko odcinajace N-terminalny peptyd
(LepB) wewn. transmembranowe sygnalny od transportowanego biatka
Sygnalna peptydaza I Btona 18 4 segmenty Biatko odcinajace N-terminalny peptyd
(LspA) wewn. transmembranowe sygnalny od prekursoréw lipoprotein
- Biatko odcinajace peptyd sygnalny od
Peptydaza prepiliowa Btona - ] - ]
27 ? prepiliowych podjednostek pili typu 4, biatko
(BfpA) wewn.

metylujace N-koniec podjednostki pili typu 4

1.4.2. Szlak sekrecji typu |

System transportu typu | (T1SS — ang. Type | Secretion System), umozliwia

bakteriom Gram-ujemnym sekrecje biatlek o réznej wielkosci i réznych funkcjach
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bezposrednio (z pominieciem przestrzeni periplazmatycznej) z cytoplazmy do
srodowiska zewnatrzkomoérkowego. Petna charakterystyka T1SS wykonana zostata
na bazie badania procesu sekrecji a-hemolizyny E. coli. Biatka transportowane na
zewnatrz komoérki poprzez szlak sekrecji typu | posiadajg zamiast N-terminalnego
peptydu sygnalnego C-terminalng sekwencje sygnalng, ziozong z 60 reszt
aminokwasowych, ktora nie ulega odcieciu po przetransportowaniu biatka (droga
transportu z pominieciem systemu Sec).

W skifad systemu sekrecji typu | wchodzg trzy biatka: wewnatrzblonowy
eksporter ABC (ang. IM ABC exporter — Inner Membrane ATP Binding Casette
Exporter) specyficznie rozpoznajgcy C-terminalng sekwencje sygnalng, biatko MFP
(ang. Membrane Fusion Protein) zakotwiczone w btonie wewnetrznej, ktérego
znaczna czes¢ obejmuje przestrzen periplazmatyczng oraz biatko OMP (ang. Outer
Membrane Protein) tworzace kanat w btonie zewnetrznej (Thanassi i Hultgren, 2000).
W wyniku interakcji tych trzech elementéw biatkowych powstaje funkcjonalny,
zamkniety kanat eksportujacy, taczacy btone wewnetrzng z bilong zewnetrzng
(Rysunek 8). Energia niezbedna do transportu biatka pochodzi z hydrolizy
wysokoenergetycznych wigzan w czgsteczce ATP, przeprowadzanej przez biatko

ABC. Po zakonczeniu procesu sekrecji kompleks translokacyjny ulega rozpadowi.

Domena kanatowa
(btona zewn etrzna)

Domena
periplazmatyczna

Rys.8. Struktura krystaliczna zewnatrzbtonowego trimeru biatka TolC E. coli. (A) widok z boku (trzy
indywidualne, identyczne podjednostki oznaczono odmiennymi kolorami); (B) widok w gigb otwartego

kanatu tworzonego od strony periplazmatycznej (Sharff i wsp., 2001).
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1.4.3. Szlak sekreciji typu Il

Szlak sekrecji typu 1l (T2SS - Type |1l Secretion System), bedacy
najwazniejszym szlakiem gtdwnego systemu sekrecji jest szeroko rozpowszechniony
wsrod bakterii (Tabela 2). System ten odpowiedzialny jest za sekrecje rozmaitych
biatek (m.in. toksyn, enzymow hydrolitycznych), wsrod ktorych obecnych jest wiele
czynnikdéw wirulentnych warunkujgcych patogennos¢ danego drobnoustroju.

Sekrecja przy udziale T2SS obejmuje translokacje biatek poprzez dwie btony
komérkowe (Rysunek 9) . Biatka ulegajace sekrecji przy udziale T2SS posiadajg N-
koncowg sekwencje sygnalng, umozliwiajgca translokacje poprzez btone wewnetrzng
za posrednictwem systemu Sec. Po przetransportowaniu biatka przez bione
wewnetrzng nastepuje odciecie peptydu sygnalnego przez zlokalizowang w btonie
peptydaze sygnalng. Nastepnym etapem jest poprawne ztozenie i uwolnienie biatka
do przestrzeni periplazmatycznej. Na tym etapie biatka mogg ulega¢ dalszym
modyfikacjom, takim jak tworzenie mostkow disiarczkowych Ilub tgczenie sie
podjednostek biatkowych. Transport bialek na powierzchnie komorki bakteryjnej
poprzez system sekrecji typu Il rézni sie od pozostatych systeméw sekrecji tym, ze

transportowany substrat stanowi poprawnie i w petni ztozone biatko.

O
btona
zewnetrzna
biatka periplazma
transportowane @
D
O btona
| D D D D D wewnetrzna
el GspG-J (K?)
ATP L,

Rys.9. Schemat transportu biatek na powierzchnie komérek poprzez system sekrecji typu Il (Nunn,
1999).
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Tabela 2. Rozpowszechnienie systemu sekrecji typu Il wérdd bakterii Gram-ujemnych (Cianciotto, 2005).

Klasa Gatunek Sekwencjonowany Nisza Patogenno sé Obecno $¢é
szczep ekologiczna gendéw T2S
y-proteobakterie
Actinobacter cacoaceticus ADP1 Woda, gleba Niepatogenny -L,M
Aeromonas hydrophila Ah65 Woda Patogen ryb Komplet
Erwinia carotovora subsp. SCRI1043 Woda, gleba Patogen roslin Komplet
aeroseptica
chrysanthemi EC16 Woda, gleba Patogen roslin Komplet
Escherichia coli O78:H11 H10407 Jelita Patogen ludzki Komplet
coli O157:H7 EDL 933 Jelita Patogen ludzki Komplet
coli K-12 MG1655, MC4100 Szczep Niepatogenny Komplet
laboratoryjny
coli O15:H- 83/39 Jelita Patogen Komplet
kroliczy
coli O6:H1 CFTO073 Uktad Patogen ludzki Komplet
moczowy
Idiomarina loihiensis L2TR Glebokie Niepatogenny Komplet
kanaty morskie
Klebsiella oxytoca UNF5023 Woda, gleba Patogen ludzki Komplet
Legionella pneumophila 130b, Lens, Paris, Woda Patogen ludzki Komplet
Philadelphia-1
Methylococcus capsulatus Bath Woda, osady Niepatogenny -C
Photobacterium profundum SS9 Gtebokie Niepatogenny Komplet
kanaty morskie
Pseudomonas aeruginosa PAO1, PAK Woda, gleba, Patogen ludzki Komplet
rosliny
alcaligenes M-1 Gleba Niepatogenny Komplet
fluorescens Pf-5 Gleba, woda, Niepatogenny Komplet
rosliny
putida KT2440, WCS358 Gleba Niepatogenny Komplet
syringae pv. DC3000 Rosliny Patogen roslin Komplet
tomato
Shewanella oneidensis MR-1 Woda Niepatogenny Komplet
Vibrio cholerae EIl Tor TRH7000, N16961 Woda, Patogen ludzki Komplet
mieczaki
fischeri ES114 Symbionty Niepatogenny Komplet
katamarnic
parahemolyticus RIMD2210633 Woda, Patogen ludzki Komplet
mieczaki
vulnificus YJO16 Woda, Patogen ludzki Komplet
mieczaki
Xanthomonas axonopodia pv.citri 306 Woda, gleba Patogen roslin Komplet
campestris pv. ATCC 33913, Woda, gleba Patogen roslin Komplet
campestris XC1701
Xylella fastidiosa Temecula Ksylem Patogen roslin Komplet
roslinny
Yersinia enterocolitica WA-314 Jelita ludzi i Patogen ludzki Komplet
zwierzat
pestis bv. KIM Gryzonie Patogen ludzki -M
mediaevalis
pestis bv. orientalis C092 Gryzonie Patogen ludzki -M
pseudotuberculosis  IP32953 Jelita ludzi | Patogen ludzki -M
zwierzat
a-proteobakterie
Bradyrhizobium japonicum USDA110 Symbiont roslin  Niepatogenny -C,I,M
Caulobacter crescentus CB15 Woda Niepatogenny Komplet
Gluconacetobacter  diazotrophicus SRT7 Endofit cukru Niepatogenny -K
trzcinowego
Mesorhizobium loti MAFF303099 Symbiont roslin  Niepatogenny -M
B-proteobakterie
Azoarcus sp. EbN1 Woda, gleba Niepatogenny -M
mallei ATCC 23344 Konie, muty, Patogen ludzki Komplet
osty
pseudomallei K96243 Woda, gleba Patogen ludzki Komplet
Chromobacterium  violaceum ATCC 12472 Woda, gleba Niepatpgenny -M
Ralstonia solanacearum GMI 1000 Gleba Patogen roslin Komplet
&-proteobakterie
Bdellovibrio bacteriovorus HD100 Woda, gleba Niepatogenny -L, M
Geobacter sulfurreducens PCA Osady Niepatogenny Komplet
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Do prawidtowego dziatania T2SS niezbedne sg biatka kodowane przez 12-16
genow (Tabela 3), ktore tworzg multimetryczny kompleks, zakotwiczony w blonie
wewnetrznej i zewnetrznej (tzw. sekreton) (Rysunek 9). Geny i ich produkty
oznaczane sg poprzez litery A-O oraz S. Typ Il sekrecji posiada wiele cech
wspolnych z typem IV sekrecji, zarbwno pod wzgledem strukturalnym jak i
funkcjonalnym (Sandkvist, 2001). Wiekszos¢ biatek kompleksu sekrecyjnego
zwigzanych jest z wewnetrzng btong komoérkowg (Russel, 1998). Funkcjonowanie
T2SS zwigzane jest z obecnoscig dwoch biatek zewnatrzbtonowych: GspD i GspS.
Biatko D nalezace do rodziny sekretyn, tworzy kanat w btonie zewnetrznej. Kanat ten
zbudowany jest z 12-14 podjednostek biatkowych tworzacych strukture pierscienia.
Zakonserwowana czes¢ C-terminalna jest zakotwiczona w bionie zewnetrznej,
podczas gdy zmienna cze$¢ N-terminalna znajduje sie w periplazmie. Srednica
pierscienia biatkowego wynosi ok. 70-80 A, co jest wystarczajgce do transportu
duzych, prawidiowo zlozonych biatek. Transport bialek przez kanat w bitonie
zewnetrznej jest prawdopodobnie uzalezniony od zmian konformacyjnych w obrebie
N-terminalnej domeny biatka D. Podjednostka S jest malg zewnatrzblonowg
lipoproteing utatwiajgcg i stabilizujgcg lokalizacje biatka D w btonie zewnetrznej.
Biatko S wigze sie do domeny C-terminalnej biatka D w stosunku 1:1. Nie

stwierdzono jednak obecnosci biatka S w kazdym systemie sekreciji typu II.

Tabela 3. Podziati $rédkomérkowa lokalizacja komponentéw systemu sekrecji typu Il (Sandkvist, 2001).

Gatunek Produkty genéw systemu sekrecji typu Ili ic h srodkomérkowa lokalizacja

V. cholerae (eps) A B C D E F G H I J K L M N VcpDo
A. hydrophila (exe) A B C D E F G H I J K L M N TapDo
E. coli (gsp) A B C D E F G H I J K L M o
K. oxytoca (pul) S B C D E F G H [ J K L M N O
E. chrysamthemi

(o) B C D E F G H [ J K L M o)
E. carotovora (out) S B C D E F G H I J K L M N (@]
P. aeruginosa (xcp) Pc Qb Re S Teo Uy \/ W; Xk YL Zm Ao/PilD
X. campestris (Xps) D E F G H I J K L M N PibD
Lokalizacja om im im im/om om ¢ im im/om Im/om im/om im/om im/om im im im im

om — blona zewnetrzna, im — btona wewnetrzna, ¢ — cytoplazma

Innym biatkiem pomocniczym, obecnym w kilku scharakteryzowanych
systemach sekrecji typu Il, jest biatko B. Prawdopodobnie peini ono role

stabilizacyjng wobec biatka D, a takze reguluje proces transportu poprzez
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dostarczanie energii niezbednej do zmian konformacyjnych biatka D, co umozliwia
otwarcie kanatu btonowego. Biatko B tworzy réwniez stabilny kompleks z biatkiem A
umiejscowionym w btonie wewnetrznej, ktére posiada domene wigzaca ATP.

Kolejnym biatkiem, ktore wystepuje tylko w czesci zidentyfikowanych
systeméw sekrecji typu Il jest biatko N. Biatko to oddziatuje z biatkiem D i jest
zakotwiczone w btonie wewnetrznej. Biatka A, B, S i N petnig role biatek gatunkowo
specyficznych podczas procesu sekrecji. Prawdopodobng funkcjg biatka C jest
rozpoznawanie transportowanego substratu. Biatko to oddziatuje takze z biatkiem D
oraz z biatkami L i M, ktore tworzg stabilny kompleks. Biatko E jest umiejscowione w
btonie cytoplazmatycznej i oddziatuje z N-terminalng domeng biatka L oraz z biatkiem
M. Podjednostki biatka E mogg tworzy¢ homooligomery. Biatko E prawdopodobnie
pemni role kinazy badz ATPazy, ktéra reguluje proces sekrecji. Podjednostka E
oddziatuje rowniez z biatkiem G (Sandkvist, 2001).

Biatka G, H, J i K, ktdére sg wczesniej metylowane i trawione enzymatycznie
przez biatko O, tworzg strukture przypominajgca pile typu IV. Homologie pomiedzy
wieloma biatkami systemu sekrecji typu Il, a biogenezg pili typu IV swiadczg o ich
bliskim pokrewienstwie ewolucyjnym (Nunn, 1999). Tworzaca sie struktura pili moze
dziata¢ jak ,spust”, ktory wypycha transportowane biatka na zewnatrz komorki
bakteryjnej poprzez cykliczne wydtuzanie (polimeryzacje) 1 skracanie
(depolimeryzacje) pili.

Jak wspomniano wczesniej unikalng cechg systemu sekrecji typu Il jest
zdolnos¢ do transportowania biatek w petni ztozonych. Biatka transportowane tym
szlakiem sprawiajg wrazenie braku jakichkolwiek cech wspdlnych (Sandkvist, 2001).
Analiza pierwszorzedowej struktury aminokwasowej biatek transportowanych przez
T2SS, nie ukazuje zadnej homologii. Niektére z analizowanych biatek (elastaza)
wystepujg w postaci monomeru, inne za$ (toksyna cholery) majg postac oligomerow.
Biatka ulegajace sekrecji poprzez ten system transportu, wykazujg takze odmienne
funkcje. Niektore z nich to toksyny, dzialajagce wewnatrz komorek eukariotycznych,
inne to enzymy hydrolityczne posiadajace zréznicowane specyficznosci substratowe
(jedne dziatajg na biatka, niektére na lipidy, a jeszcze inne na chityne). Analiza
struktury trzeciorzedowej ukazuje jednak podobienstwo biatek transportowanych
przez system sekrecji typu Il — biatka te charakteryzujg sie stosunkowo wysokg

zawartoscig 3-harmonijek w strukturze trzeciorzedowej (Sandkvist, 2001) (Rysunek 10) .
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Rys.10. Struktury wybranych biatek transportowanych przez system sekrecji typu Il (Sandkvist,
2001).

Pomimo wnikliwej analizy systemu transportu typu Il oraz transportowanych
przez ten system biatek nie udato sie do tej pory ustali¢ specyficznych cech biatek
oraz sygnatdow sekrecyjnych, ktore powodowatyby, ze dane biatko transportowane

jest wtasnie poprzez szlak sekrecji typu Il.

1.4.4. Szlak sekreciji typu Il
Szlak sekrecji typu Il (T3SS — Type lll Secretion System) jest wykorzystywany

przez mikroorganizmy patogenne w celu bezposredniego dostarczania biatek
cytoplazmatycznych do komoérek gospodarza. Podobnie jak w przypadku sekrecji
typu |, biatka transportowane sg na powierzchnie komérki z pominieciem przestrzeni
periplazmatycznej (bez udzialu systemu Sec). Pozwala to na unikniecie
mechanizméw obronnych ze strony komorek gospodarza. Proces transportu biatek
jest scisle regulowany. Niezbedne sg dwie sekwencje sygnalne: pierwsza sekwencja
odpowiada za transport kompleksu rybosom-RNA w miejsce aparatu sekrecyjnego i
umozliwia potaczenie translacji z sekrecjg, druga sekwencja sygnalna umozliwia
wigzanie biatka transportowanego z biatkiem opiekunczym Syc wystepujgcym w
cytoplazmie i kierujgcym biatka do aparatu sekrecyjnego.

System sekrecji typu Il skiada sie z co najmniej 17 polipeptydéw,
zlokalizowanych w przewazajgcej mierze w btonie cytoplazmatycznej (Rysunek 11) .
Najlepiej scharakteryzowanym systemem nalezacym do Il typu sekrecji jest system
odpowiedzialny za sekrecje biatka Yop w bakteriach nalezacych do rodzaju Yersinia
(Ghosh, 2004).
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Rys.11. Schemat transportu biatek na zewnatrz komoérek poprzez system sekrecji typu Ill (Thanassi i wsp.,
2000).

Zewnatrzbtonowe biatko YscC Yersinia spp., jest homologiem biatka GspD
wchodzgcego w skiad systemu sekrecji typu I, co wskazuje na pokrewienstwo do
zewnatrzbtonowych biatek kanatotworczych. Kanat w blonie zewnetrznej tworzy
kompleks ztozony z kilkunastu podjednostek biatka YscC, ktorego lokalizacja w
btonie zewnetrznej wymaga udzialu dodatkowego matego biatka bedgcego
lipoproteing (podobnie jak w typie Il sekrecji). Biatko YscJ stanowi ,pomost”
pomiedzy blong wewnetrzng i zewnetrzng poprzez oddziatywanie z biatkami
btonowymi. Przemieszczanie sie bialek wewnatrz utworzonego systemu
wspomagane jest przez biatko YscN, ATPaze zlokalizowang w cytoplazmie. Biatka
zlokalizowane w bionie zewnetrznej tworzg kanatowe organellum (zbudowane z
podjednostek biatka YscF) tgczace bakterie z komorkg eukariotyczng. Translokacje
biatek bezposrednio do komdérki gospodarza eukariotycznego umozliwia
wewnatrzbtonowy kanat utworzony z biatek YopB i YopD. Funkcje poszczegdllnych
biatek wchodzacych w skiad systemu sekrecji typu Il przedstawione zostaty w Tabeli 4.
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Tabela 4. Biatka systemu sekreciji typu Il (Tampakaki i wsp., 2004).

Biatko Charakterystyka, funkcja i lokalizacja biatkk  a
YscR
YscS Integralne biatka btony wewnetrznej, biorgce udziat w formowaniu widkna
YscT
LerD (YscV) Biatko petnigce funkcje regulatorowe
YscU Integralne biatko btony wewnetrznej, biorace udziat w formowaniu wtokna
YscJ Lipoproteina, domniemane biatko transportujgce przez przestrzen periplazmatyczng
YscQ ?
YscN Biatko rozpuszczalne, ATPaza
YscC Kanatotwoércze biatko zewnatrzbtonowe
YopN Biatko hydrofilowe, zlokalizowane na powierzchni komérki bakteryjnej
System sekrecji typu Il posiada wiele cech wspdlnych z systemem

odpowiedzialnym za biogeneze rzesek u bakterii. Prawdopodobnie oba te systemy

wyewoluowaty od wspolnego przodka.

1.4.5. Szlak sekrecji typu IV

Szlak sekrecji typu IV jest mechanizmem charakterystycznym dla bakterii
takich jak Bordetella pertussis i Helicobacter pylori. W skiad tego systemu wchodzi 9
biatek wykazujgcych wysoki stopien homologii do biatek systemu transportu VirB
Agrobacterium tumefaciens. Aparat ten wykorzystywany jest przez mikroorganizmy
zarowno do sekrecji bialek jak i do translokacji czasteczek DNA do komorek
eukariotycznych. Sekrecja biatek poprzez system typu IV zachodzi dwuetapowo
(transport do periplazmy przy udziale systemu Sec, a nastepnie transport przez btone
zewnetrzng), natomiast transport czasteczek DNA przebiega prawdopodobnie bez
udziatu systemu Sec (proces jednoetapowy — sekrecja bezposrednio z cytoplazmy na
zewnatrz komorki) (Thanassi i Hultgren, 2000).

Wiekszosc¢ informacji dotyczacych systemu sekrecji typu IV pochodzi z badan
nad systemem VirB Agrobacterium tumefaciens zbudowanego z 11 biatek VirB
(Rysunek 12) .

Biatka systemu VirB sg w wiekszosci zwigzane z btonami komérkowym. Biatka
te oddziatujg miedzy sobg i sg obecne w aparacie sekrecyjnym w wielu kopiach.
VirB7 — 10, poprzez oddziatywanie miedzy soba, tworzg duzy kompleks obejmujacy
przestrzen periplazmatyczng i tgczacy btone wewnetrzng z btong zewnetrzng. Biatko

VirB7 jest zewnatrzbtonowg lipoproteing tworzacg heterodimeryczne wigzanie
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disiarczkowe z biatkiem VirB9. Kompleks ten jest istotny ze wzgledu na stabilizacje
pozostatych komponentéw systemu VirB. Biatka VirB4 oraz B11, zlokalizowane w
btonie wewnetrznej, posiadajg aktywnos¢ ATPazy i/lub autokinazy. System sekrecji
typu IV, podobnie jak system sekrecji typu Ill, tworzy strukture piliowg taczacq

bezposrednio komorke bakteryjng z komorka gospodarza.

do komérki i
eukariotycznej

 om {116 (UL

(a) (b)

Rys.12. Schemat transportu biatek na powierzchnie komérek poprzez system sekrecji typu IV
(Thanassi i wsp., 2000). (a) Pierwszy etap sekrecji biatek transportowanych przez system typu IV
obejmuje translokacje btony wewnetrznej za posrednictwem systemu sekrecji Sec. (b) Transport
czasteczki DNA zachodzi jednoetapowo - bezposrednio z cytoplazmy na zewnatrz komorki. Biatka B4
oraz B11 posiadajg zdolno$¢ do wigzania kwasow nukleinowych. (c) Biatko B2 stanowi gtéwng

podjednostke pili typu 1V, podjednostka podrzedna jest natomiast biatko B5.

1.4.6. Szlak sekrecji typu V (autotransportery)

Rodzina biatek autotransporterowych bakterii Gram-ujemnych to unikalny
zespot biatek, niewymagajacych dodatkowego aparatu wspomagajgcego do sekrecji
biatek z periplazmy (Rysunek 13) .
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Rys.13. Schemat sekrecji autotransporterowej (Thanassi i Hultgren, 2000). Domena C-

z

terminalna tworzy w btonie zewnetrznej kanat o strukturze B-beczki, za posrednictwem ktérego
nastepuje transport domeny ,pasazerskiej” na powierzchnie komdrki. Uwolnienie
przetransportowanej domeny do $rodowiska zewnagkomodrkowego zachodzi na drodze

proteolizy.

Typowy autotransporter syntetyzowany jest jako biatko prekursorowe, w
ktérym wyrézniamy trzy domeny: N-terminalng sekwencje sygnalng (umozliwiajacg
transport przez btone wewnetrzng z wykorzystaniem systemu Sec), wewnetrzng
domene funkcjonalng (domene ,pasazerskq”) oraz domene C-terminalng (Henderson
i wsp., 1998). Domena C-terminalna sklada sie z czesci tworzacej strukture B-beczki
oraz kroétkiej a-helisy petnigcej role tgcznika (Rysunek 14) (Desvaux i wsp., 2004).

Po przetransportowaniu biatka do periplazmy nastepuje odciecie N-terminalnej
domeny sygnalnej, natomiast domena C-terminalna zostaje wigczona do btony
wewnetrznej, tworzgac w niej kanat o strukturze B-beczki (z hydrofilowym kanatem
centralnym), przez ktérg przetransportowana zostaje wewnetrzna domena
funkcjonalna (Rysunek 15) . Sekrecja biatek z wykorzystaniem autotransporteréw nie

wymaga dostarczania energii z zewnatrz.

region
,2autochaperon” tacznikowy domena 3

v __ v i

;Y—N A >
—v‘ Y
sekwencja domena wewnetrzna jednostka translokacyjna
sygnalna

Rys.14. Schemat budowy autotransportera (Desvaux i wsp., 2004).
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Rys.15. Mechanizm sekrecji autotransporterowej (Desvaux i wsp., 2004). 1 — insercja domeny C-
terminalnej w blone zewnetrzng i utworzenie kanalu; 2 — inicjacja procesu transportu (sekwencja
lacznika); 3 — poprawne ztozenie domeny wewnetrznej katalizowane przez domene ,autochaperonu”,
transport domeny wewnetrznej przez kanat w btonie zewnetrznej; 4 — proteoliza i uwolnienie biatka do

przestrzeni zewnatrzkomoérkowej.

1.4.7. Szlak sekrecji ,chaperone/usher”

Szlak sekrecji ,chaperone/usher” nalezy do szlaku GSP i jest (podobnie jak
typ Il sekrecji) nazywany gtownym zakonczeniem GSP (Thanassi i wsp., 1998). Jest
on wykorzystywany w procesie biogenezy szerokiego spektrum wirulentnych struktur
adhezyjnych bakterii Gram-ujemnych. Do tej pory ustalono, ze ok. 30 struktur
adhezyjnych, zaréwno piliowych, jak i niepiliowych jest budowanych z uzyciem
systemu ,chaperone/usher” (Saulino i wsp., 2000). Biogeneza typowych dla
uropatogennych szczepoéw E. coli pili typu 1, typu P oraz fimbrii Dr, odbywa sie z
wykorzystaniem wiasnie tego systemu sekrecji. Szlak transportu ,chaperone/usher”
nie wymaga do zajScia procesu energii dostarczanej z zewnatrz. Energia potrzebna
do sekrecji w tym mechanizmie wywodzi sie prawdopodobnie z interakcji
zachodzacych pomiedzy biatkami zaangazowanymi w proces biogenezy pilii/fimbrii.
Operony kodujgce biatka niezbedne do biogenezy adhezyjnych
zewnatrzkomorkowych  struktur  polimerycznych na drodze ,chaperone/usher”
wykazujg duze podobienstwo (Rysunek 16) . Ich elementem wspolnym jest obecnos¢
genow kodujgcych biatko opiekuncze (kolor pomarahnczowy), biatko ,usher” (kolor
zielony) oraz biatka strukturalne powierzchniowych struktur adhezyjnych (kolor jasno

I ciemnoniebieski).
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Rys.16. Schematy wybranych operonéw kodujacych rézne adhezyjne struktury zewnatrzkomoérkowe
ulegajace sekrecji z wykorzystaniem szlaku ,chaperone/usher”.

Geny kodujgce: biatka opiekuncze - kolor pomaranczowy, ,usher” - kolor zielony, podjednostki
budulcowe struktur zewnatrzkomorkowych - kolor niebieski (gtowne podjednostki strukturalne -
ciemnoniebieski, pozostate - jasnoniebieski). Kolorem szarym zaznaczono geny regulatorowe,

kolorem r6zowym oznaczono geny kodujace biatko inwazyne.

Biatka opiekuncze wykazujg co najmniej 30% podobieAstwo w stosunku do
wzorcowego biatka PapD. Z tego wzgledu nazwano je biatkami PapD-podobnymi.
Wysoka homologie wykazujg réwniez biatka ,usher”. Wysokie zréznicowanie
obserwuje sie  natomiast w  sekwencji  podjednostek  strukturalnych
zewnatrzkomorkowych  polimerow  adhezyjnych.  Zréznicowanie  sekwencji
podjednostek przektada sie na réznorodnos¢ zewnatrzkomérkowych struktur
adhezyjnych, ulegajgcych biogenezie za pomocg systemu ,chaperone/usher”. | tak,
mechanizm ten przyczynia sie do powstania zaréwno ustrukturyzowanych organelli
adhezyjnych, jak pile czy fimbrie (pap - pile typu P, fim - pile typu 1, dra - fimbrie Dr,
fae — pile K88, fan — pile K99, sfa - pile S) oraz ukladéw amorficznych (afa-3) (Mol i
Oudega, 1996). Wsréd tych struktur wystepujg zaréwno ukltady homo-, jak i
heterooligomeryczne.

Sekrecja wedlug mechanizmu ,chaperone/usher” zachodzi dwuetapowo:

w pierwszej kolejnosci nastepuje transport biatek do przestrzeni periplazmatycznej



przy udziale systemu Sec, a nastepnie transport przez btone zewnetrzng (Rysunek
17).

#'#-’F -\-\-\-\-\-H-"-\.
/’/ (b} Papk rdzer '\-.\
hydrofobowy

Rys. 17. Struktura krystalograficzna kompleksu ,chaperone” PapD-podjednostka piliowa PapK i
mechanizm biogenezy pili typu P na drodze ,chaperone” PapD-,usher” PapC (Thanassi i Hultgren,
2000). Transport podjednostki piliowej do periplazmy zachodzi za posrednictwem systemu Sec. N-
terminalna sekwencja sygnalna odcinana jest przez peptydaze sygnalng (zlokalizowang w bitonie
wewnetrznej). Podjednostki piliowe wychwytywane sg w periplazmie przez biatko PapD. Kompleks
biatkowy ,chaperone”podjednostka piliowa transportowany jest do kanalu PapC zlokalizowanego w

btonie zewnetrznej.

Przetransportowane do periplazmy biatka zostajg zZwigzane
zakonserwowanym C-koncem z biatkiem opiekunczym, ktére warunkuje poprawne
zwiniecie sie biatek podjednostkowych w strukture natywna. Biatko opiekuncze
zapobiega takze przedwczesnym interakcjom pomiedzy biatkami podjednostkowymi
w periplazmie. W przypadku braku biatek opiekunczych podjednostki piliowe tworzg
agregaty, degradowane przez periplazmatyczne proteazy (gtbwnie proteaze DegP).

Kolejnym etapem w biogenezie pili/fimbrii jest transport biatka zwigzanego z
biatkiem opiekunczym do bilony zewnetrznej, w ktérej umiejscowione jest biatko

kanatotworcze (,usher”). Interakcja kompleksu biatka opiekunczego z biatkiem
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kanatowym, powoduje oddysocjowanie czasteczki biatka od biatka opiekuhczego, a
po przetransportowaniu biatka przez zewnatrzbtonowe biatko kanatowe, na skutek
interakcji pomiedzy biatkami podjednostkowymi nastepuje formowanie sie pili/fimbrii

na powierzchni komorki.
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2. MATERIALY
2.1. Szczepy bakteryjne

« Escherichia coli Top 10F’ — F’ lac 19 Tn10 (Tet®), mcrA4 (mrr-hsd RMS —mcr BC) @
80’ lacZA15, AlacX74 deo R recAl ava D139 A(ava —leu) F697 gal U gal K rpsL
(strR) end Alnup G (Invitrogen).

Genetyczna konstrukcja bakterii E. coli ToplOF umozliwia wstepne
klonowanie gendéw poprzez zwiekszenie efektywnosci procesu transformacji bakterii
obcym materialem genetycznym. Wstepny etap klonowania ma na celu otrzymanie
jak najwiekszej ilosci DNA rekombinantowego plazmidu celem analizy i dalszych
modyfikacji enzymatycznych.

» Escherichia coli BL21(DE3) - F' ompT gal [dcm] hsd Sg (rs" mg” : an E. coli B
strain) (Invitrogen).

Szczep bakteryjny E. coli BL21(DE3) jest stabilnym lizogenem ADE3, zawierajgcym

na chromosomie gen polimerazy RNA T7 pod kontrolg promotora lacUV5, co stwarza

mozliwos¢ wykorzystania tego szczepu do ekspresji biatek w uktadzie Tabora-

Studiera (Studier i wsp., 1990).

* E. coli IH11128 — kliniczny izolat syntetyzujgcy fimbrie Dr (Nowicki i wsp., 1986;
Goluszko i wsp., 1997a).

 E. coli DR14 - insercyjny mutant skonstruowany na bazie szczepu IH11128,
zawierajgcy mutacje w obrebie genu draC kodujgcego zewnatrzbtonowe biatko
kanatowe DraC (Nowicki i wsp., 1986; Goluszko i wsp., 1997a).

* E. coli H10407 — enteropatogenny szczep E. coli (serotyp O78:H11), wyizolowany
z ptynnego stolca pacjenta z uporczywg cholero-podobng, Vibrio-negatywng
biegunka (Evans i wsp., 1973).

* E. coli MT13 - insercyjny mutant skonstruowany na bazie szczepu E. coli H10407,
zawierajgcy mutacje w obrebie genu gspD kodujgcego zewnatrzbtonowe biatko

kanatowe GspD (Tauschek i wsp., 2002).

2.2. DNA

pBJIN406 — plazmid rekombinantowy otrzymany przez wklonowanie do plazmidu

PACYC184 insertu zawierajgcego sekwencje nukleotydowg catego operonu dra.
Insert z sekwencjg operonu dra otrzymano przez trawienie genomowego DNA

pochodzacego z klinicznych szczepdédw Escherichia coli 075:K5:H enzymem
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Hindlll. Transformacja niepatogennych szczepéw E. coli rekombinantowym
plazmidem pBJN406 powoduje, ze stajg sie one Zjadliwe
i wykazujg zdolno$¢ do hemaglutynacji ludzkich erytrocytow oraz zdolnosé
do inwazji ludzkich komérek nabtonkowych linii HeLa (Goluszko i wsp., 1997,
Nowicki i wsp., 1989). Plazmid otrzymany od B. Nowicki, University of Texsas
(Galveston)

pBJN4 - plazmid rekombinantowy, pochodna plazmidu pBJN406, zawierajgcy
insercje transpozonowng (draD::TnPhoA) w obrebie genu draD kodujgcego biatko
inwazyny DraD z sekwencjg sygnalng (Nowicki i wsp., 1989). Plazmid otrzymany
od B. Nowicki, University of Texsas (Galveston)

pBJN17 - plazmid rekombinantowy, pochodna plazmidu pBJN406, zawierajacy
insercje transpozonowng (draE:TnPhoA) w obrebie genu drakE kodujgcego
gtéwng podjednostke fimbrii Dr (Nowicki i wsp., 1989). Plazmid otrzymany od B.
Nowicki, University of Texsas (Galveston)

pBJN417 - plazmid rekombinantowy, pochodna plazmidu pBJN406, zawierajacy
insercje transpozonowng (draC::Tn5) w obrebie genu draC kodujgcego
zewnatrzbtonowe biatko kanatowe DraC (Nowicki i wsp., 1989). Plazmid
otrzymany od B. Nowicki, University of Texsas (Galveston)

pCC90 - plazmid rekombinantowy otrzymany przez wklonowanie do
niskokopijnego plazmidu pACYC177 (niosacy replikon pl15A, co umozliwia
plazmidowi pCC90 wspofistnienie w jednej komorce bakteryjnej razem z
plazmidami z grupy ColE1l) insertu DNA zawierajgcego sekwencje nukleotydowg
operonu dra bez regionu promotorowego i gendw regulatorowych draA i draF.
Insert DNA bez regionu promotorowego i gendw regulatorowych draA i draF
operonu dra (o wielkosci 8600 par zasad) otrzymano poprzez wstepne trawienie
DNA plazmidu pBJN406 (zawierajgcego catg sekwencje operonu dra) restryktazg
EcoRIl (po wprowadzeniu dodatkowego miejsca rozpoznania dla restryktazy
EcoRI 45 par zasad powyzej genu draB w plazmidzie pBJN406). W ten sposéb
usunieto region promotorowy operonu dra podlegajacy kontroli przez mechanizm
zmiennosci fazowej, majacy wptyw na poziom ekspresji biatek fimbrialnych.
Nastepnie pozostaty fragment DNA (flankowany przez miejsca rozpoznania dla
restryktaz EcoRI i Hindlll) z sekwencjg operonu dra bez regionu regulatorowego

wklonowano do wektora pACYC177 (pozwalajgcego na transkrypcje operonu dra
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Z promotora genu opornosci na kanamycyne) (Carnoy i Moseley, 1997). Plazmid
otrzymany od B. Nowicki, University of Texsas (Galveston)

pCC90DraDmut — plazmid rekombinantowy pCC90, w ktérym gen draD
zastgpiono produktem amplifikacji zawierajagcym kodon stop w trzech ramkach
odczytu. Plazmid ten uniemozliwia ekspresje genu kodujgcego biatko DraD
dzikiego typu (Zalewska i wsp., 2005). Plazmid skonstruowano w Katedrze
Mikrobiologii Politechniki Gdanskiej

pCC90D54stop — plazmid rekombinantowy pCC90, w ktérym za pomocg
mutagenezy miejscowo-specyficznej trojka nukleotydowa GAC kodujgca kwas
asparaginowy (Asp54) zostata zastgpiona przez kodon stop. Plazmid ten
uniemozliwia ekspresje genu kodujgcego biatko DraE dzikiego typu (Carnoy i
Moseley, 1997). Plazmid otrzymany od B. Nowicki, University of Texsas
(Galveston)

PET30b+ — plazmidowy wektor ekspresyjny o wielkosci 5422 pz, zawierajacy silny
promotor @L0T7lac, terminator transkrypcji faga T7 oraz origin replikacji
pochodzace z wektora pBR322 (Novagen)

plnvDsyg-C-His — plazmid rekombinantowy, otrzymany przez wklonowanie do
plazmidu pET30EkK/LIC insertu zawierajgcego sekwencje nukleotydowg genu
draD z sekwencjg sygnalng. Plazmid ten umozliwia ekspresje genu kodujacego
biatko DraD z domeng polihistydynowg na C-koncu (Zalewska i wsp., 2005).
Plazmid skonstruowano w Katedrze Mikrobiologii Politechniki Gdanskiej
pinvDsygstop - plazmid rekombinantowy, otrzymany przez wklonowanie do
plazmidu pET30EK/LIC insertu zawierajgcego sekwencje nukleotydowg genu
draD z sekwencjg sygnalng. Plazmid ten umozliwia ekspresje genu kodujgcego
biatko DraD bez domen fuzyjnych (Zalewska 1 wsp., 2005). Plazmid
skonstruowano w Katedrze Mikrobiologii Politechniki Gdanskiej
pCre705 — plazmid rekombinantowy zawierajgcy origin replikacji pSC101, gen
kodujgcy rekombinaze Cre faga P1 oraz gen opornosci na chloramfenikol.
Ekspresja genu cre zachodzi w temperaturze 30T, inaktywacja w 42<. P lazmid
otrzymany od dr Mariana Sektasa, Uniwersytet Gdanski
Marker wielkosci DNA 50 bp (Fermentas): 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500,
600, 700, 800, 900, 1031 pz
Marker wielkosci DNA 1 kpz (Fermentas): 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000, 2500,
3000, 3500, 4000, 6000, 8000, 10000 pz
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» Marker wielkosci DNA — Ideal (DNA Gdansk): 700, 900, 1241, 1827, 2555, 3653,
5982, 9276 pz.

2.3. Podto za

» podioze ptynne LB (pH 7,0 - 7,2): w g/l
Trypton 10
ekstrakt drozdzowy 5
NaCl 10

» podioze state LA: w g/l
Trypton 10
ekstrakt drozdzowy 5
NaCl 10
Agar 15

2.4. Antybiotyki

» chloramfenikol — roztwor wyjsciowy: 34 mg/ml 70% etanolu
» kanamycyna — roztwor wyjsciowy: 20 mg/ml H,O
» tetracyklina — roztwér wyjsciowy: 12,5 mg/ml etanolu

e ampicylina — roztwor wyjsciowy: 50 mg/ml H,O.

2.5. Odczynniki i roztwory
* 1 Mroztwor IPTG (izopropylotiogalaktozyd) — 238 mg/ml H,O (Sigma)
e agaroza (Prona)
» Tris-HCI — (hydroksymetylo-aminoetan) (Sigma)
» Coomasie Brillant Blue G-250 (Sigma)
» akrylamid (Serva)
« TEMED (N,N,N,' N’-tetrametyloetylenodiamina) (Serva)
* nadsiarczan amonu (NH,4).S,0g (Serva)

» EDTA (sol sodowa etylenodiaminy) (Sigma).

2.6. Roztwory do elektroforezy agarozowej
» bufor do elektroforezy agarozowej TBE (pH 8,3)
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Roztwor podstawowy 10 razy stezony
Tris-HCI
EDTA
kwas borowy
dopetni¢ wodg do 1000 ml
Stezenie robocze (1x stez.): 90 mM Tris-boran, 2 mM EDTA.
* roztwor podstawowy bromku etydyny EtBr — 5 mg/ml (Sigma)
» barwnik do nanoszenia probek na zel
btekit bromofenolowy
sacharoza
EDTA

2.7. Roztwory do elektroforezy poliakryloamidowej

w g/l
108
9,3

55

w g/10 ml H,O
0,025
8
1,48

30% roztwor akrylamidéw — (29% akrylamidu, 1% N,N’-metyleno-bisakrylamidu)

W celu sporzadzenia 30% roztworu akrylamidow nalezy rozpusci¢é 29 ¢

akrylamidow i 1 g N,N-metyleno-bisakrylamidu w 70 ml wody. Tak przygotowany

roztwor nalezy przechowywaé w ciemnej butelce w temperaturze 4°C.

» zel zageszczajacy (5%) do elektroforezy poliakryloamidowej (objetos¢ koncowa

zelu — 3 ml):
H,O
akrylamidy 30%
1 M Tris-HCI (pH 6,8)
10% SDS
10% nadsiarczan amonu
TEMED

» zelrozdzielajgcy 15% (objetos¢ koncowa zelu — 5 ml):

H,O
akrylamidy 30%
1,5 M Tris-HCI (pH 8,8)
10% SDS
10% nadsiarczan amonu
TEMED

2,1 ml
0,5 ml
0,38 ml
0,03 ml
0,03 ml
0,005 ml

1,1 ml
2,5ml
1,3ml
0,05 ml
0,05 ml
0,004 ml
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» roztwor do nanoszenia probek na zel:
- 1% SDS - powoduje powierzchniowg denaturacje biatek; nadaje im wypadkowy
tadunek ujemny
- 1M B-merkaptoetanol — redukuje mostki disiarczkowe, ktére mogq wystepowac
w czgsteczkach biatek
- 0,25% blekit bromofenolowy — nadaje zabarwienie probkom, umozliwiajac
obserwacje migracji biatek w zelu
- 10% glicerol — stanowi obcigzenie prébek, ufatwiajgc ich nanoszenie do
studzienek zelu
- 1M Tris-HCI (pH 6,8) — czynnik buforujacy.
e roztwor barwigcy do Zzeli po przeprowadzonej elektroforezie SDS-

poliakryloamidowej:

Coomasie Brillant Blue R-250 0,25¢
metanol 50 ml
lodowaty kwas octowy 10 mi
woda 40 ml

» roztwor odbarwiajgcy do zeli poliakryloamidowych:

metanol 300 ml
lodowaty kwas octowy 100 mi
woda 600 ml

* bufor do elektroforezy poliakryloamidowej Tris-Glicyna 1x stezony, pH 8,3

Roztwor podstawowy 5 razy stezony, sktad na 1 litr roztworu:

Tris-HCI 151¢g
glicyna 94 ¢
10% SDS 50 ml

Dopetni¢ wodg do 1000 ml

2.8. Materiaty do izolacji ultraczystego plazmidowe  go DNA
* bufor L1: 50 mM Tris pH 8,0; 10 mM EDTA
* Dbufor L2: 0,2 M NaOH; 1% SDS
» bufor L3: 3 M octanu potasu (pH 4,8)

roztwor G: 8 M chlorowodorek guanidyny
roztwor Al lub 96% EtOH
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bufor TE (pH 8,0): 10 mM TRIS; 1 mM EDTA.

2.9. Materiaty do izolacji genomowego DNA
* roztwor ptuczacy Al
e roztwoér lizujacy LT
* Dbufor Tris-HCI
* Proteinaza K
* minikolumienki ze ztozem krzemionkowym (A&A Biotechnology)

e probowki 2 ml.

2.10. Roztwory do izolacji fragmentu DNA z  zelu agarozowego
* roztwér ptuczacy Al
* roztwor R7S rozpuszczajacy agaroze
* izopropanol

* minikolumienki ze ztozem krzemionkowym (A&A Biotechnology).

2.11. Enzymy i bufory reakcyjne

* Enzymy restrykcyjne i bufory do trawienia:

Enzym Rozpoznawana S Optymalna

. . Bufor do trawienia  |temperatura
restrykcyjny sekwencja o

trawienia

HindlIl (BioLabs) 5-A/AGCTT-3’ NEBuffer 2 37°C
Sphl 5-GCATG/C-3 NEBuffer 2 37°C
Ndel (BioLabs) 5-CA/ITATG-3’ NEBuffer 4 37°C
BsrGl 5-T/GTACA-3’ NEBuffer 2 37°C

Skitad buforow:
» NEBuffer 2: 50 mM NaCl; 10 mM Tris-HCI; 10 mM MgCl,; 1 mM ditiotreitol
» NEBuffer 4: 50 mM octan potasu; 20 mM Tris-octan; 10 mM octan

magnezu; 1 mM ditiotreitol
* Polimeraza DNA Pwo (DNA Gdansk Il) — rekombinantowa polimeraza DNA

Pyrococcus woesei, wykazujgca aktywnos¢ polimeryzacji 5-3’ i aktywnosc¢
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egzonukleazy 3'-5’, charakteryzujgca sie ok. 12 razy wiekszg wiernoscig
syntezy DNA niz polimeraza Taq
* Enzym i odczynniki do reakcji ligaciji:
> ligaza polinukleotydowa faga T4 (Epicentre);
» bufor do reakgcji ligacji (Epicentre): 200 mM NacCl, 50 mM Tris (pH=7,5); 0,1
mM EDTA; 1 mM ditiotreitol; 0,1% Triton X-100; 50% glicerol;
> roztwor ATP (Epicentre).

2.12. Bufory i odczynniki do reakcji PCR
* bufor do reakcji PCR dla polimerazy DNA Pwo (1x stezony)

Tris-HCI (pH 8,8) 10 mM
MgCl, (DNA Gdansk II) 2 mM
KCI 50 mM
Triton X-100 0,1%
« trifosforany deoksynukleozydow (dNTP) (DNA Gdansk Il):
dATP 2,5 mM
dGTP 2,5mM
dCTP 2,5mM
dTTP 2,5mM

* matryca do reakcji PCR — DNA genomowe szczepow E. coli BL21(DE3),
IH11128 oraz DR14
« startery (DNA Gdansk I1):

1) Startery (DNA Gdansk 1) wykorzystane do przeprowadzenia mutagenezy
miejscowo-specyficznej na matrycy DNA plazmidu pCC90, w celu wprowadzenia

kodonu stop w obrebie genu draC:

- starter N-terminalny DraC1mut:
5'— GCGGCCATGCTGIGAGGTGGCGGGAAGG - 3

kodon stop

- starter C-terminalny DraC2mut:
5" — CCTTCCCGCCACC{ICACAGCATGGCCGC -3

kodon stop
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2) Startery wykorzystane w celu potwierdzenia obecnosci operonu gsp Ww
analizowanych szczepach bakteryjnych (Tauschek i wsp., 2001):

- starter P78 5-TTCGGAAATCGCCCGCGTGC-3 Amp||f|kacja fragmentu genu
_ starter P109 5_TCCACCTTCGAGACTTCC-3' gspD o wielkosci 1 kpz

- starter P5 5'-GCAGCAGGTGACTAACGGC-3 Amp“ﬂkacja fragmentu genu

- starter P12 5_CAGGGCTTAACCACGGGTC-3 | 9SPK o wielkosci 1,2 kpz

3) Startery wykorzystywane do potwierdzenia obecnosci insertu DNA w obrebie
docelowego fragmentu genu gspD w szczepie laboratoryjnym E. coli BL21(DE3) i

klinicznym E. coli DR14:

- starter N-terminalny GspD-1:
5—-ATT CGC CGT GCT CAG GTG C-3

- starter C-terminalny GspD-2:
5'-GTC GGA CGG ATA AAC ACC ATC AGG-3’

4) Startery wykorzystane do przeprowadzenia nokautu genu gspD (poprzez insercje
zmodyfikowanego intronu RNA grupy II) laboratoryjnego szczepu E. coli BL21(DE3)
oraz klinicznego szczepu E. coli DR14:

- starter IBS:
5-AAAAAAGCTTATAATTATCCTTAGGCGGCTAAAAAGTGCGCCCAGATAGGGTG-3

- starter EBS1d:
5-CAGATTGTACAAATGTGGTGATAACAGATAAGTCTAAAAACGTAACTTACCTTTCTTTGT=3’

- starter EBS2:
5-TGAACGCAAGTTTCTAATTTCGATTCCGCCTCGATAGAGGAAAGTGTCT-3'

- starter EBS Universal (TargeTron Gene Knockout System)
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-Spc-starter:
5S'-AAAAAAGCTTCCGTTTATTTTTTCTACCCATATCCTTGAAGCGGTGTTATAATG
CCGCGCCCTCGATAAAAAGAGCTTATAATTATCCTTA-3’

Podkreslona sekwencja DNA — sekwencja promotora spc.

5) Startery wykorzystane do klonowania genu gspD:

- SPC-Sph

5-ATAGCATGCCCGTTTATTTTTTCTACCCATATCCTTGAAGCGGTGTTATAATG
Sphl

CCGCGCCCTCGATACCAATAATTTTGTTTAACTTTAAAAGGAGACAGCTATGGG
GCCGGGCGTACAGGGG-3

Podkreslona sekwencja DNA — sekwencja promotora spc.

- gspD-Hind

5’-TAAAC:;CTT TTAACGCGTTCTCCCGGCATTGAAGAACGCGCGAACTTCCGGCG
Hindlll

GTAAGGCCTGGTTTTGCGC-3'.

* polimeraza DNA Pwo (DNA Gdansk II)

2.13. Odczynniki do mutagenezy miejscowo-specyficzn €]

W celu przeprowadzenia mutagenezy ukierunkowanej wykorzystano
komercyjnie dostepny zestaw QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit

(Stratagene), w skiad ktérego wchodza;:

» polimeraza DNA PfuTurbo (2,5 U/pl)
» bufor do reakcji PCR (10 x stezony)
* mieszanina trifosforanéw deoksynukleozyddow (dNTP)

* enzym restrykcyjny Dpnl (10 U/ul).

2.14. Odczynniki do nokautu genowego

W celu przeprowadzenia nokautu genowego wykorzystano komercyjnie
dostepny zestaw TargeTron™ Gene Knockout System (Sigma), w sktad ktérego

wchodza;

* matryca w postaci fragmentu intronu RNA grupy Il, przeznaczona do reakcji PCR
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» starter EBS Universal

* liniowa forma wektora pACD4K-C-loxP (20 ng/ul)
« mieszanina JumpStart™ REDTag

* enzym restrykcyjny Hindlll (20 U/ul)

* enzym restrykcyjny BsrGl (10 U/ul)

* 10 x stezony bufor do trawienia enzymami restrykcyjnymi.

2.15. Materiaty do przygotowania komorek kompetentn  ych
» podtoze ptynne LB

» chlorek wapnia — roztwor 100 mM (Sigma).

2.16. Bufory i odczynniki do techniki Western blott ing
1) Przeciwciata pierwotne:

* poliklonalne krdélicze przeciwciata anty-DraD, specyficzne dla biatka inwazyny
DraD

 poliklonalne krélicze przeciwciata anty-Dr, specyficzne dla biatka adhezyny
DraE (otrzymane przez zespot naukowy prof. B. Nowickiego z The University
of Texas Medical Branch at Galveston)

2) Przeciwciata wtérne:

* malpie przeciwciata specyficzne dla przeciwciat kréliczych znakowane
peroksydazg chrzanowg typu IV (ang.: Anti-Rabbit 1gG from monkey,
Peroxidase Conjugate; Sigma).

3) Zel poliakrylamidowy z SDS z rozdzielonymi w nim biatkami.
4) Odczynniki:
» bufor do transferu biatek z zelu poliakryloamidowego na btone nitrocelulozowg

(pH 8,3), sktad na 1 litr roztworu:

Tris-HCI 25 mM 3,03 g
glicyna 192 mM 14,4 ¢
metanol 20% 200 ml

Dopetni¢ wodg do 1000 ml
* bufor TBS-T (ang. Tris-buffered saline-Tween); (pH 7,5), sklad na 1 litr
roztworu:
Tris-HCI 20 mM 2429
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NaCl 500 mM 29,09
0,05% Tween 20 500 pl
Dopetni¢ wodg do 1000 ml

* bufor TBS-T — 1% M (ang.: Tris-buffered saline-Tween-non-fat milk); (pH 7,5),

skiad na 1 litr roztworu:

Tris-HCI 2429
NacCl 29,09
0,05% Tween 20 500 pl
1% odttuszczone mleko w proszku 10,049

Dopetni¢ wodg do 1000 ml
* bufor TBS-T 3% M (ang.: Tris-buffered saline-Tween-non-fat milk); (pH 7,5),

skiad na 1 litr roztworu:

Tris-HCI 2429
NacCl 29,09
0,05% Tween 20 500 pl
3% odtluszczone mleko w proszku 30,09

Dopetni¢ wodg do 1000 ml
5) Markery biatkowe:
* marker firmy Sigma C6210 - M. 26,600; 17,000; 14,200; 6,500; 3,496;
1,060 kDa.
6) Btona nitrocelulozowa (45 micron, Sigma)
7) Bibuta Whatman (Sigma)
8) Odczynnik do detekcji DAB — 3,3'diaminobenzydyna, 3,3',4,4'-tetra-aminobifenyl
otrzymywany w postaci tetrachlorowodorku (C12H14N4-4HCI) (Sigma)
Stosowano roztwor tetrachlorowodorku DAB przez rozpuszczenie 6 mg tej
substancji w 9 ml 0,05 M buforu Tris-HCI (pH 7,6).
9) 30% roztwor H,O,. Dodawano 0,1 ml H,O, na 9 ml roztworu odczynnika
do detekcji DAB w 0,05 M buforze Tris-HCI (pH 7,6)
10) 0,3% roztwér NiCl,. Dodawano 1 ml NiCl, na 9 ml roztworu odczynnika
do detekcji DAB w 0,05 M buforze Tris-HCI (pH 7,6).
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2.17. Odczynniki do izolacji biatek podjednostkowyc h DraE

fimbrii Dr eksprymowanych na powierzchni komérek

bakteryjnych rekombinantowych szczepéw E. coli

bufor PBS (pH 7,5)

80 mM NaxHPO4 28,679
20 mM NaH2PO4 2,76 9
100 mM HCI 5,850

dopetni¢ wodg do 1000 ml
40 % (NH4)2304 w buforze PBS
btona dializacyjna (MWCO>100,000) Sigma

2.18. Bufory i odczynniki do mikroskopii immunofluo rescencyjnej

bufor PBS (pH 7,5): 80 mM Na,HPO,4, 20 mM NaH,PO,4, 100 mM NaCl

bufor PBSglyc — buforowany roztwor soli fizjologicznej (80 mM NaHPO,4, 20 mM
NaH,PO,4, 100 mM NacCl, pH 7,5) i 10% glicerolu

przeciwciata pierwotne:

poliklonalne krdlicze przeciwciata anty-Dr, specyficzne dla biatka adhezyny
DraE (Pham, 1997)

poliklonalne krdlicze przeciwciata anty-DraD, specyficzne dla biatka inwazyny
DraD.

przeciwciata wtorne:

kozie przeciwciata specyficzne dla przeciwciat kréliczych (ang. Anti-Rabbit 1gG
from goat, Whole Molecule; Sigma) znakowane izotiocyjanianem fluoresceiny
(FITC). Surowice zawierajacg te przeciwciata otrzymano przez immunizacje
kéz oczyszczonymi immunoglobulinami IgG pochodzenia kréliczego.
Nastepnie w celu uzyskania specyficznych przeciwciat otrzymang surowice
odpornos$ciowg poddano immunospecyficznemu oczyszczaniu, w celu
usuniecia wszystkich immunoglobulin, ktore nie wigzg specyficznie kréliczych
przeciwciat 1gG. W nastepnym etapie oczyszczone przeciwciata zostaly
skoniugowane z FITC i poddane dializie do buforu PBS

kozie przeciwciata specyficzne dla przeciwciat kréliczych (ang. Anti-Rabbit 1gG

from goat, Whole Molecule; Sigma) znakowane izotiocyjanianem
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tetrametylorodaminy (TRITC). Surowice zawierajacq te przeciwciala
otrzymano przez immunizacje kdéz oczyszczonymi immunoglobulinami 1gG
pochodzenia kréliczego. Nastepnie w celu uzyskania specyficznych
przeciwciat otrzymang surowice odpornosciowg poddano
immunospecyficznemu oczyszczaniu, W celu usuniecia wszystkich
immunoglobulin, ktére nie wigzg specyficznie kréliczych przeciwciat 1IgG. W
nastepnym etapie oczyszczone przeciwciata zostaty skoniugowane z TRITC i
poddane dializie do buforu PBS.

Olejek immersyjny (Olympus)

Szkietka mikroskopowe (76 x 26 mm) i szkietka nakrywkowe (15 x 15 mm)

(Medlab)

2.19. Odczynniki do hodowli linii komorkowej HelLa
MEM - ang. minimal essential medium (Gibco)

FBS — ang. fetal bovine serum (Gibco)

roztwor 0,5% trypsyny i 0,2% EDTA (Sigma)

50 x stezony roztwér penicyliny i streptomycyny (Sigma).

2.20. Odczynniki i materiaty stosowane w barwieniu metod g Giemsy
barwnik Giemsy (Sigma)

70% metanol

jatowa woda

linia komorek HeLa — wyprowadzona z guzéw nowotworowych raka szyjki macicy

(Helen Larsen)

2.21. Aparatura

aparat do elektroforezy agarozowej Delfin (DNA Gdansk II)

aparat do elektroforezy poliakrylamidowej (DNA Gdansk II)

autoklaw (Systec)

aparatura do techniki Western Blotting (Fermentas)

mikrowiréwka Sigma 1-5 nr 12124 PP 214/98, max 24 x 5 g 14000 min™
wiréwka Sigma 1-15, nr 66315 (Sigma)

pH-metr (Sigma)
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spektrofotometr firmy Pharmacia

termocykler (Perkin Elmer 2400)

termoblok (DNA Gdansk II)

transiluminator UV (Sigma)

waga laboratoryjna (AXIS)

zasilacz stabilizowany pradu statego (DNA Gdansk II)
mikroskop immunofluorescencyjny Olympus BX60
inkubator CO, (HERA cell 150, Heraeus)

komora laminarna (HERA safe KS12, Heraeus)
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3. METODY
3.1. Hodowle bakteryjne

* hodowle bakterii E. coli w pozywce LB z dodatkiem odpowiednich antybiotykéw
prowadzone w wytrzgsarce powietrznej, przez noc (12-24 h), w temperaturze
37°C.

* hodowle bakterii E. coli na podiozu LA wylanym na piytki Petriego
z dodatkiem odpowiednich antybiotykow prowadzone w cieplarce,

w temperaturze 37°C.

3.2. lIzolacja plazmidowego DNA
Izolacja plazmidowego DNA zostata wykonana za pomocg zestawu
do izolacji ultraczystego plazmidowego DNA Miniprep plus (A&A Biotechnology).

3.3. lzolacja genomowego DNA
Do izolacji genomowego DNA ze szczepdw bakteryjnych, wykorzystano

komercyjnie dostepny zestaw do izolacji Genomic Mini (A&A Biotechnology).

3.4. lIzolacja fragmentu DNA z zelu agarozowego

Do izolacji fragmentow DNA z zelu agarozowego, wykorzystano komercyjnie

dostepny zestaw GelOut (A&A Biotechnology).

3.5. Elektroforeza agarozowa

Elektroforeze  agarozowg prowadzono w 1% zelu agarozowym
(w zaleznosci od wielkosci rozdzielanych fragmentdw DNA) w aparacie
do elektroforezy horyzontalnej w buforze TBE (Materialy, pkt. 2.6). Agaroze
rozpuszczono przez zagotowanie w buforze TBE, a po schtodzeniu do temperatury
ok. 50°C oraz dodaniu bromku etydyny do korncowego stezenia 0,5 ug/ml (Materiaty,
pkt. 2.6) zel wylano na plytke aparatu do elektroforezy. Probki nanoszono
do kolejnych studzienek w zelu agarozowym przykrytym buforem elektrodowym,
po uprzednim wymieszaniu ich z barwnikiem (Materialy, pkt. 2.6) w stosunku
objetosciowym 1:10. Elektroforeze prowadzono przy statym natezeniu pradu 80 mA,
przez 30-60 min. Detekcje prowadzono przy $Swietle UV, o diugosci fali 312 nm,

emitowanym przez transiluminator.
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3.6. Konstrukcja plazmidu pCC90DraCmut (mutageneza

ukierunkowana)
Amplifikacja DNA plazmidu pCC90
» zastosowane startery — DraClmut i DraC2mut
* wykorzystana polimeraza DNA — polimeraza DNA PfuTurbo (Stratagene)

» profil temperaturowo-czasowy:

Temperatura [ °C] Czas [s] Liczba cykli
95 30
95 30
55 60 18
68 300
70 300

Schitodzenie do 4°C.

» Skiad mieszaniny reakcyjnej:

Sktadniki Obj etos¢ [pl]

Matryca DNA plazmidu pBJN406 2
Redestylowana woda jatowa 38,5
Bufor dla polimerazy DNA PfuTurbo 5
(10xstezony)

dNTP 1
Starter DraC1mut 1,25
Starter DraC2mut 1,25
Polimeraza DNA PfuTurbo 1

Objetos¢ catkowita mieszaniny reakcyjnej — 50 ul

Usuniecie macierzystego DNA

Endonukleaza Dpnl (sekwencja rozpoznania 5 — Gm®ATC — 3') to enzym
restrykcyjny specyficzny dla zmetylowanej formy DNA. Jest on wykorzystywany do
usuwania matrycowego DNA z mieszaniny po reakcji PCR w celu wyselekcjonowania
zsyntetyzowanego DNA z wprowadzong mutacja.

W celu usuniecia matrycowego DNA do mieszaniny reakcyjnej zawierajgcej
zamplifikowany produkt dodano 1 ul endonukleazy Dpnl (10 U/ul), a nastepnie

inkubowano w 37°C przez 1 h.
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3.7. Okre slenie obecno sci operonu gsp w szczepach E. coli
» zastosowane startery - P78 i P109 — amplifikacja fragmentu genu gspD
o wielkosci 1 kpz
- P5i P12 — amplifikacja fragmentu genu gspK
o wielkosci 1,2 kpz
* wykorzystana polimeraza DNA — polimeraza DNA Pwo

» profil temperaturowo-czasowy:

Temperatura [ °C] Czas [g] Liczba cykli
94 300
94 30
55 30 35
72 150
72 350

Schiodzenie do 4°C.

» skiad mieszaniny reakcyjnej:

Skfadnik: Obj etos¢ [pl]
Matryca DNA 1
Redestylowana woda jatowa 31

Bufor dla polimerazy DNA Pwo (10x stez.)
dNTP’s

Starter GspD-1

Starter GspD-2

MgCl;

Polimeraza DNA Pwo

R W N N O O

Objetos¢ catkowita mieszaniny reakcyjnej — 50 ul.

3.8. Nokaut genu gspD Ilaboratoryjnego szczepu E. coli
BL21(DE3) i klinicznego szczepu E. coli DR14 =z

wykorzystaniem intronu RNA grupy Il
System TargeTron wykorzystuje zdolnos¢ intronéw grupy RNA I do
samodzielnej insercji w obrebie genu docelowego dzieki aktywnosci kompleksu RNA-

biatko (ang. RNA-protein complex — RNP) eksprymowanego z jednego plazmidu.
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Biatko wchodzace w sktad kompleksu tzw. biatko kodowane przez intron (ang. Intron
Encoded Protein, IEP) posiada cztery funkcje istotne podczas procesu wigczania
intronu do sekwencji DNA gospodarza. Sg to: (1) zdolnos¢ do prawidtowego
skladania RNA intronu, (2) zdolno$¢ do wigzania DNA gospodarza w celu
odnalezienia przez kompleks RNP sekwencji docelowej, (3) aktywnos¢ endonukleazy
oraz (4) aktywnos¢ odwrotnej transkryptazy. Pierwszy etap podczas nokautu
genowego, polega na odpowiedniej modyfikacji fragmentu DNA kodujgcego intron
RNA grupy Il przy wykorzystaniu reakcji PCR i odpowiednio zaprojektowanych
starterow. Modyfikacja ta umozliwia inaktywacje wybranego genu poprzez
rekombinacje RNA intronu w Scisle okreslonym miejscu (RNA intronu zostaje
zmienione w taki sposOb aby specyficznie ,rozpoznawato” $cisle okreslong
sekwencje DNA). Kolejny etap w procesie mutagenezy polega na transformacji
komérek gospodarza bakteryjnego DNA plazmidu kodujgcego odpowiednio
zmodyfikowany intron RNA. W komorce bakteryjnej zachodzi transkrypcja intronu
RNA oraz ekspresja biatka kodowanego przez intron (IEP). Powstate biatko wigze
sie nastepnie do prekursora RNA intronu i powoduje jego poprawne ztozenie.
Prawidlowo ztozone RNA intronu zostaje zwigzane przez IEP (powstaje kompleks
RNP). Kompleks ten wigze sie z DNA genomowym gospodarza
I nastepuje skanowanie genomu w celu odnalezienia sekwencji docelowej. Po
odnalezieniu przez kompleks RNP miejsca docelowego nastepuje przeciecie nici
DNA (dzieki aktywnosci endonukleazy IEP) i wigczenie RNA intronu do odpowiedniej
nici DNA. Nastepnie IEP dzieki aktywnosci odwrotnej transkryptazy, dosyntetyzowuje
cDNA intronu. W efekcie, na skutek rekombinacji RNA intronu z DNA genomowym,
nastepuje wytaczenie genu docelowego. Metoda ta, w przeciwienstwie do
konwencjonalnej metody mutagenezy wykorzystujgcej transpozony, jest miejscowo-

specyficzna (zlokalizowana), a nie przypadkowa.

3.8.1. Modyfikacja fragmentu intronu grupy Il przy uzyciu
reakcji PCR
» zastosowana mieszanina starterow:
2 pl startera IBS — koncowe stezenie 100 uM,
2 ul startera EBS1d — koncowe stezenie 100 uM,
2 ul startera EBS2 — kohcowe stezenie 20 uM,

2 ul startera EBS Universal — koncowe stezenie 20 uM;
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» profil temperaturowo-czasowy:

Temperatura [ °C] Czas [s] Liczba cykli
94 30
94 15
55 30 30
72 30
72 120

Schiodzenie do 4°C.

» Skiad mieszaniny reakcyjnej:

Sktadniki Obj etos¢€ [pl]
Matryca DNA fragmentu intronu 1
Redestylowana woda jatowa 23

Mieszanina starterow IBS, EBS1d,
EBS2 oraz EBS Universal 1
Mieszanina JumpStart REDTag 25

Objetos¢ catkowita mieszaniny reakcyjnej — 50 pl

3.8.2. Modyfikacja fragmentu intronu grupy | w ce
wprowadzenia promotora spc

o profil temperaturowo-czasowy:

Temperatura [ °C] Czas [s] Liczba cykli
94 30
94 15
55 30 30
72 30
72 120

Schiodzenie do 4°C.
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» Skiad mieszaniny reakcyjnej:

Skiadniki Obj etos¢ [pl]
Matryca DNA fragmentu intronu 1
Redestylowana woda jatowa 22
spc-starter 1
Starter EBS1d 1
Mieszanina JumpStart REDTag 25

Objetos¢ catkowita mieszaniny reakcyjnej — 50 pl

3.8.3. Trawienie zmodyfikowanego fragmentu intronu przy
uzyciu enzymow restrykcyjnych Hindlll oraz BsrGl

* Mieszanina reakcyjna:

Sktadniki Obj etos¢ [ul]

Oczyszczony produkt PCR 8
(zmodyfikowany fragment intronu)
10 x stezony bufor do trawienia 2
enzym Hindlll 1
enzym BsrGil 1

8

Redestylowana woda jatowa

Objetosc¢ catkowita mieszaniny reakcyjnej - 20 pl

* Profil temperaturowo-czasowy reakcji trawienia:

Temperatura [°C] Czas [min]
37 30
60 30
80 10
3.8.4. Reakcja ligacji zmodyfikowanego fragmentu i  ntronu RNA

z wektorem pACD4K-C-loxP

Reakcje ligacji prowadzono przez dodanie do mieszaniny reakcyjnej: DNA

wektora i insertu, buforu dla ligazy DNA, roztworu ATP oraz ligazy DNA faga T4. Tak
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przygotowang mieszanine reakcyjng inkubowano przez 2 do 3 h w temperaturze

pokojowe.

» Skiad mieszaniny ligacyjnej:

Skiad mieszaniny ligacyjnej Objeto$¢ [pl]
DNA insertu 6

DNA wektora pACD4K-C- 2

loxP

ATP 0,84
Ligaza DNA T4 1
Bufor do ligacji (10x stez.) 2,11
Woda redestylowana 10

Catkowita objeto$¢ mieszaniny ligacyjnej: 21,95 pl.

3.8.5. Transformacja komoérek E. coli BL21(DE3) przy u zyciu DNA
mieszaniny ligacyjnej i ekspresja intronu RNA grupy Il
W celu transformacji komérek kompetentnych szczepu E. coli BL21(DE3)
plazmidowym DNA wykonano nastepujace czynnosci:

* do 50 pl zawiesiny komérek kompetentnych w probéwce Eppendorfa dodano 1 pl
mieszaniny ligacyjnej, zmieszano i inkubowano w lodzie przez 10 min

» szok termiczny: po inkubacji umieszczono probéwki Eppendorfa z mieszaning

komodrek kompetentnych i mieszaniny ligacyjnej w termobloku, w temperaturze

42°C, na 40 s, nastepnie przeniesiono probowki do lodu na 2 min

przeniesiono zawiesine komorek z DNA mieszaniny ligacyjnej do 450 ul pozywki
LB bez antybiotyku i inkubowano w wytrzgsarce powietrznej w temperaturze 37°C,
przez 1 h, w celu wywotania ekspresji genéw odpowiedzialnych za opornosé
komorek bakteryjnych na antybiotyk i ich wzrostu

» przeniesiono 100 pl mieszaniny transformacyjnej do 3 ml pozywki LB zawierajgcej
25 pg/ml chloramfenikolu oraz 1% glukozy i inkubowano w temperaturze 37°C

przez noc (ok. 18 h) z wytrzgsaniem
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przeniesiono 40 ul hodowli nocnej do 2 ml pozywki LB zawierajgcej 25 pg/ml
chloramfenikolu oraz 1% glukozy i inkubowano w temperaturze 37°C w
wytrzgsarce powietrznej do ODggo = 0,2

wykonano indukcje ekspresji poprzez dodanie 10 pl 100 mM roztworu IPTG i
inkubowano w wytrzgsarce powietrznej w temperaturze 30°C, przez 30 min
odwirowano komérki w mikrowirowce (3000xg, 10 min); uzyskany osad
komérkowy zawieszono w 1 ml pozywki LB zawierajgcej 1% glukozy i
kontynuowano hodowle w wytrzgsarce powietrznej w temperaturze 30°C, przez 1 h
wysiano 100 pl hodowli na plytki z podiozem LA zawierajgcym 25 pg/mi
kanamycyny

ptytki inkubowano w temperaturze pokojowej, przez 2-3 dni.

3.8.6. Transformacja komorek E. coli DR14 przy uzyciu DNA
mieszaniny ligacyjnej i ekspresja intronu RNA grupy Il

W celu transformacji komérek kompetentnych szczepu E. coli BL21(DE3)

plazmidowym DNA wykonano nastepujace czynnosci:

do 50 pl zawiesiny komorek kompetentnych w probéwce Eppendorfa dodano 1 pl

mieszaniny ligacyjnej, zmieszano i inkubowano w lodzie przez 10 min

szok termiczny: po inkubacji umieszczono probéwki Eppendorfa z mieszaning

komodrek kompetentnych i mieszaniny ligacyjnej w termobloku, w temperaturze

42°C, na 40 s, nastepnie przeniesiono probéwki do lodu na 2 min

przeniesiono zawiesine komorek z DNA mieszaniny ligacyjnej do 450 ul pozywki

LB bez antybiotyku i inkubowano w wytrzgsarce powietrznej w temperaturze 37°C,
przez 1 h, w celu wywotania ekspresji genéw odpowiedzialnych za opornosé

komorek bakteryjnych na antybiotyk i ich wzrostu

przeniesiono 100 pl mieszaniny transformacyjnej do 3 ml pozywki LB zawierajgcej
25 pg/ml chloramfenikolu oraz 1% glukozy i inkubowano w temperaturze 30°C
przez noc (ok. 18 h) z wytrzgsaniem

hodowle nocg odwirowano (3000xg, 10 min) i zawieszono w 150 ul pozywki LB
catos¢ wysiano na plytki z podtozem LA zawierajgcym 25 pug/ml kanamycyny i 50

pg/ml ampicyliny.
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3.8.7. Amplifikacia DNA koduj

acego fragment genu

szczepéw E. coli BL21(DE3), IH11128 oraz DR14
zastosowane startery — GspD-1 oraz GspD-2 (Materiaty, pkt. 2.12)

wykorzystana polimeraza DNA — polimeraza DNA Pwo

profil temperaturowo-czasowy:

gspD

Temperatura [ °C] Czas [s] Liczba cykli
94 300
94 30
55 30 35
72 60
72 300

Schiodzenie do 4°C.

sktad mieszaniny reakcyjnej:

Skiadnik:

Obj eto$é [l]

Matryca DNA

dNTP’s
Starter GspD-1
Starter GspD-2

MgCl;

Redestylowana woda jatowa
Bufor dla polimerazy DNA Pwo (10x stez.)

Polimeraza DNA Pwo

1
30,5
5

AN N O

0,5

Objetosc¢ catkowita mieszaniny reakcyjnej — 50 pl.

3.9. Konstrukcja plazmidu pET30gspD

3.9.1. Amplifikacja DNA genu gspD

zastosowane startery — SPC-Sph oraz gspD-Hind (Materiaty, pkt. 2.12)

wykorzystana polimeraza DNA — polimeraza DNA Pwo
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profil temperaturowo-czasowy:

Temperatura [ °C] Czas [s] Liczba cykli
94 300
94 30
55 30 35
72 180
72 300
Schiodzenie do 4°C.
sklad mieszaniny reakcyjnej:
Skfadnik: Obj etos¢ [pl]
Matryca DNA 1
Redestylowana woda jatowa 31
Bufor dla polimerazy DNA Pwo (10x stez.) 5
dNTP’s 5
Starter gspD1Nde 2
Starter gspD2Hind 2
MgCl; 3
Polimeraza DNA Pwo 1

Objetos¢ catkowita mieszaniny reakcyjnej — 50 ul.

3.9.2. Trawienie fragmentdw DNA enzymami restrykcy

Sphl i Hindll

Mieszanina reakcyjna:

jnymi

Sktadniki

Obj eto$é [pl]

Oczyszczony produkt PCR
10 x stezony bufor do trawienia
enzym Sphl
enzym Hindlll

Redestylowana woda jatowa

0 F P N ©
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Reakcje trawienia DNA restryktazami prowadzono w odpowiednim buforze
do trawienia, w temperaturze 37°C, przez 1 h. Objetos¢ koncowa mieszaniny
reakcyjnej wynosita od 20 ul. Wyniki reakcji trawienia obserwowano po rozdziale

trawionego DNA w polu elektrycznym w zelu agarozowym.

3.9.3. Reakcja ligacji DNA wektora pET30b+ z DNA i nsertu
otrzymanego przez amplifikacj e DNA genu gspD

Reakcje ligacji prowadzono przez dodanie do mieszaniny reakcyjnej: DNA
wektora pET30b+ trawionego enzymami restrykcyjnymi Sphl i Hindlll i DNA insertu
otrzymanego przez amplifikacje DNA genu gspD z wykorzystaniem starterow SPH-
Spc i gspD-Hind (Materiaty, pkt. 2.12), trawionego tymi samymi restryktazami. Do
mieszaniny dodano takze buforu dla ligazy DNA, roztworu ATP oraz ligazy DNA faga
T4. Tak przygotowang mieszanine reakcyjng inkubowano przez 3 h, w temperaturze

pokojowe;.

» Skiad mieszaniny ligacyjnej:

Skfad mieszaniny ligacyjnej Objetos¢ [pl]
DNA insertu 35

DNA wektora 2

ATP 2,1
Ligaza DNA T4 15
Bufor do ligacji (10x stez.) 5,2
Woda redestylowana 8

Catkowita objeto$¢ mieszaniny ligacyjnej: 53,8 pl.

3.10. Transformacja komoérek E. coli plazmidowym DNA

Komorki kompetentne E. coli okreslonego szczepu i transformacje komorek
kompetentnych DNA plazmidowym wykonano wedlug standardowej procedury
(Sambrook i wsp., 1989).
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3.11. Produkcja biatka inwazyny DraD z sekwencj g sygnaln g
w szczepie E. coli BL21(DES3)

W celu przeprowadzenia ekspresji genéw kodujacych natywne biatko DraD
oraz fuzyjne biatko DraDsyg-C-His z plazmidéw rekombinantowych plnvDsygstop
oraz plnvDsyg-C-His w komodrkach E. coli BL21(DE3), zaszczepiono hodowle nocne
w 40 ml pozywki LB, zawierajgcej kanamycyne (dodawano 40 ul antybiotyku do 40
ml pozywki LB) i inkubowano w wytrzgsarce powietrznej, w temperaturze 37°C, przez
20 h. Nastepnie hodowle nocne odmtodzono w 1000 ml pozywki LB z tymi samym
antybiotykiem i nadal prowadzono hodowle w wytrzgsarce powietrznej w
temperaturze 30°C. Po uzyskaniu przez hodowle ODgy Wynoszacego 0,3 (po 2 h)
dokonano indukcji ekspresji poprzez dodanie 1M IPTG do kohcowego stezenia
1 mM. Ekspresje prowadzono 1 h od momentu indukcji. Po tym czasie hodowle
wirowano przy 3000 obr/min (Materialy, pkt 2.21), a uzyskane osady bakteryjne
przeznaczono do dalszych badan.

3.12. Produkcja zewn atrzbtonowego biatka GspD w szczepie E.
coli BL21(DE3)gspDmut i DR14gspDmut

W celu przeprowadzenia ekspresji genu kodujgcego zewnatrzbtonowe biatko
GspD z plazmidu rekombinantowego pET30gspD w komoérkach E. coli BL21(DE3)
gspDmut i DR14gspDmut zaszczepiono hodowle nocng w 100 ml pozywki LB,
zawierajgcej odpowiednie antybiotyki i inkubowano w wytrzgsarce powietrznej, w
temperaturze 37°C, przez 18 h. Po tym czasie hodowle wirowano przy 3000 obr/min

(Materiaty, pkt 2.21), a uzyskany osad bakteryjny przeznaczono do dalszych badan.

3.13. Produkcja natywnych fimbrii Dr oraz natywneg o biatka
inwazyny DraD w szczepie E. coli BL21(DE3) oraz

BL21(DE3)gspDmut
Komorki kompetentne bakterii E. coli BL21(DE3) transformowano 10 pl DNA
plazmidéw rekombinantowych (pBJN406, pBJN4, pBJN17, pBJN417, pCC90,
pCC90DraDmut, pCC90D54stop, pCC90DraCmut). Otrzymane szczepy
rekombinantowe umozliwiajg produkcje na powierzchni komorki natywnych fimbrii
typu Dr oraz natywnego biatka inwazyny DraD.
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W celu ekspresji gendéw kodujgcych natywne biatka z odpowiednich
plazmidéw rekombinantowych w komérkach E. coli BL21(DE3) zaszczepiono 20 h
hodowle, w 100 ml pozywki LB z odpowiednim antybiotykiem i inkubowano w 37°C
przez 20 h. Po tym czasie hodowle odwirowano przy 3000 obr/min (Materiaty, pkt

2.21), a uzyskany osad bakteryjny przeznaczono do dalszych badan.

3.14. Produkcja natywnego biatka inwazyny DraD w k linicznym
szczepie E. coli DR14, DR14gspDmut oraz DR14gspDmut-
(PET30gspD)

W celu przeprowadzenia ekspresji genu kodujgcego natywne biatko DraD w
odpowiednich komorkach E. coli DR14 zaszczepiono hodowle nocng w 100 ml
pozywki LB, zawierajgcej odpowiednie antybiotyki i inkubowano w wytrzgsarce
powietrznej, w temperaturze 37°C, przez 18 h. Po tym czasie hodowle wirowano przy
3000 obr/min (Materiaty, pkt 2.21), a uzyskany osad bakteryjny przeznaczono do

dalszych badan.

3.15. Produkcja rekombinazy Cre w szczepie E. coli

BL21(DE3)gspDmut oraz DR14gspDmut
Komérki kompetentne bakterii E. coli BL21(DE3)gspDmut oraz DR14gspDmut

transformowano 7 pl DNA plazmidu pCre705 i wysiewano na podioze LA z
chloramfenikolem. Otrzymany szczep rekombinantowy umozliwia ekspresje genu
kodujgcego biatko Cre. W celu ekspresji genu cre w komorkach E. coli
BL21(DE3)gspDmut oraz DR14gspDmut zaszczepiono 20 h hodowle, w 100 ml
pozywki LB z chloramfenikolem i inkubowano w 37T przez 4 h. Po tym czasie
hodowle odwirowano przy 3000 obr/min (Materialy, pkt 2.21), a komorki wysiano na
podioze LA zawierajgce chloramfenikol. Kolonie bakteryjne przesiewano na poditoze

LA z kanamycyng w celu potwierdzenia utraty genu opornosci na kanamycyne.

3.16. Elektroforeza  biatek  w zelu  poliakryloamidowym

w warunkach denaturuj acych
Zasada rozdziatu bialek metodg elektroforezy poliakryloamidowe] w
warunkach denaturujgcych opiera sie na roéznicy mas czasteczkowych

analizowanych biatek, ktére optaszczone zjonizowanym siarczanem dodecylu
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migrujg z rozng predkosciag w polu elektrycznym w kierunku anody. Procedura

wykonania tego typu analizy obejmuje wykonanie nastepujgcych czynnosci:

* przygotowanie zelu - 15% zel poliakryloamidowy sporzadzono wedtug procedury
podanej w punkcie 2.7. Forme dla zelu stanowity dwie ptytki szklane uszczelnione
silikonem, z ktérych jedna posiadata przektadki decydujace o grubosci zelu

» elektroforeze prowadzono przy statym napieciu pradu wynoszacym 90 V

» przygotowanie probek do analizy: 10+15 pl prébki i 5 pl buforu denaturujgcego po
zmieszaniu i denaturacji nanoszono na zel w ilosci 15+20 pl mieszaniny (proces
denaturacji prowadzono w termobloku przez 5-10 min w temperaturze 98°C). Te
same czynnos$ci wykonano dla probki markera biatkowego. Po elektroforezie zele
barwiono w roztworze barwigcym przez 30 min. Odbarwianie Zzelu prowadzono

przez 1- 12 h w roztworze odbarwiajgcym (Materiaty pkt 2.7).

3.17. Detekcja biatek rekombinantowych metod g Western blotting

Wykonanie transferu metodg elektrotransferu:

* nitroceluloze (o0 wymiarach odpowiadajacych wielkosci zelu) i zel
poliakryloamidowy nasaczone w buforze do transferu (Materiaty, pkt 2.16)
umieszczono poziomo na trzech bibutach Whatman, nasgczonych w buforze do
transferu, na ptycie anodowej (nitroceluloza od strony anody — plyta tytanowa
pokryta platyng, zel poliakryloamidowy od strony katody — piyta ze stali
nierdzewnej);

* ponownie umieszczono trzy bibuty Whatman nasgczone w buforze do transferu i
przytozono ptyte katodows;

» transfer prowadzono w czasie 1-1,5 h, przy natezeniu pradu 66 mA;

e po tym czasie przeprowadzono immunodetekcje biatlek zwigzanych

z nitroceluloza.

Immunoidentyfikacja

Przeprowadzono immunoidentyfikacje biatka inwazyny DraD w uktadzie:

» z zastosowaniem kréliczych poliklonalnych przeciwciat anty-DraD, specyficznych
dla biatka inwazyny DraD oraz matpich przeciwciat rozpoznajacych przeciwciata
krélicze wyznakowanych peroksydazg chrzanowg (Materiaty, pkt 2.16)

oraz immunoidentyfikacje biatka adhezyny DraE w ukfadzie:
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z zastosowaniem kroliczych poliklonalnych przeciwciat anty-Dr, specyficznych dla
biatka adhezyny DraE oraz malpich przeciwciat rozpoznajgcych przeciwciata
krolicze wyznakowanych peroksydazag chrzanowg (Materiaty, pkt 2.16).

Procedura wykonania immunoidentyfikacji z zastosowaniem przeciwciat z obu

uktaddéw jest identyczna. Z tego wzgledu ponizej przedstawiono sposob wykonania

immunoidentyfikacji biatka inwazyny DraD, ktéry jest wspolny dla obu uktad6w.

Wykonanie immunoidentyfikacji:

nitroceluloze z unieruchomionymi na niej biatkami umieszczono w pojemniku
w buforze TBS-T 3% M i inkubowano przez 1 h, w temperaturze pokojowej.
Inkubacja z roztworem blokujgcym zawierajgcym kazeine ma na celu
zabezpieczenie przed niespecyficznym wigzaniem przeciwciat na membranie do
miejsc nie zajetych przez przeniesione biatka. Nastepnie odptukano roztwor
blokujacy przez przemywanie btony nitrocelulozowej w buforze TBS-T

wykonano rozciehczenia przeciwciat pierwotnych w buforze TBS-T — 1% M
w jednakowym stosunku dla obu uktadow (1:1000 w przypadku poliklonalnych
przeciwciat kroliczych anty-DraD i anty-Dr)

po inkubacji bton z odpowiednio rozciehczonymi przeciwciatami przez 1 h w
temperaturze pokojowej usunieto nadmiar niezwigzanych przeciwciat za pomocg
buforu TBS-T zawierajgcego Tween 20 o stezeniu 0,05%. Obecnos¢ niejonowego
detergentu w buforze TBS zapobiega niespecyficznemu wigzaniu przeciwciat z
wykrywanym antygenem. Ptukanie prowadzono przez 3-krotne przemycie
nitrocelulozy roztworem TBS-T w ciggu 15 min.

wykonano rozcienczenia przeciwciat wtérnych wyznakowanych peroksydazg
chrzanowg w buforze TBS-T — 1% M w stosunku 1:1000 dla obu uktaddw.
Inkubowano btone nitrocelulozowg z tak sporzadzonym roztworem przeciwciat
przez 1 h w temperaturze pokojowej, a ich nadmiar usunieto przez 3-krotne
przemycie roztworem TBS-T w ciggu 15 min.

nitroceluloze umieszczono w roztworze substratow dla peroksydazy chrzanowej
(DAB, H203i NiCl,) i obserwowano powstanie brunatnego zabarwienia w miejscu
rozpoznawania fuzyjnego biatka inwazyny DraD przez swoiste przeciwciata

W momencie pojawienia sie tla przerwano reakcje przez usuniecie roztworu
i przeptukanie nitrocelulozy woda. Membrane osuszono i przechowywano bez
dostepu Swiatla.
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3.18. Izolacja biatka podjednostkowego adhezyny Dra  E fimbrii Dr

Pojedyncze kolonie bakteryjne E. coli eksprymujgce fimbrie typu Dr
zawieszono w buforze PBS (Materiaty, pkt 2.17) (kazda kolonia bakteryjna zostata
zawieszona w 400 ul buforu PBS) i wykonano posiew tak przygotowanych zawiesin
bakteryjnych na ptytki (350 pl zawiesiny bakteryjnej na kazdg ptytke) z podiozem
statym LA z dodatkiem ampicyliny (10 - 15 piytek, o Srednicy 150 mm). Plytki
inkubowano w cieplarce w temperaturze 37°C przez 24 h. Nastepnego dnia zebrano
hodowle bakteryjne z kazdej ptytki za pomoca jatowej, jednorazowej gtaszczki i
zawieszono w 15 ml buforu PBS. Tak przygotowang zawiesine bakteryjng
worteksowano przez 1 min i inkubowano w tazni wodnej przez 1 h w temperaturze
65°C. W kolejnym etapie zawiesing bakteryjng wirowano przy 6000 obr/min
(Materialy, pkt 2.21) przez 10 min. Uzyskany supernatant komoérkowy zebrano do
jatowych probowek wirowniczych i wykorzystano do precypitacji bialek za pomocg
40% roztworu siarczanu amonu w buforze PBS przez noc, w temperaturze 4°C (do
klarownego supernatantu dodano 40% roztworu siarczanu amonu do kohcowego
stezenia 20%) (Materiaty, pkt 2.17). Po 24 h inkubacji wytracone w supernatancie
biatka wirowano przy 2500 obr/min (Materiaty, pkt 2.21), przez 30 min, w
temperaturze 4°C, zawieszono w 3 ml buforu PBS i poddano dializie

(MWCO>100,000) do buforu PBS przez noc, w temperaturze 4°C.

3.19. Mikroskopia immunofluorescencyjna komorek bak teryjnych
rekombinantowych szczepow E. coli eksprymuj gcych fimbrie Dr
oraz biatko inwazyny DraD

Do badan immunofluorescencyjnych (mikroskopia immunofluorescencyjna)
wykorzystano hodowle bakteryjne E. coli BL21(DE3), BL21(DE3)gspDmut oraz
BL21(DE3)gspDmut-(pET30gspD) transformowanych nastepujgcymi plazmidami:

a) pCC90 oraz pBJN406;

b) pCC90DraDmut oraz pBJN4;

c) pCC90D54 oraz pBJN17;

d) pCC90DraCmut oraz pBJN417;

e) plnvDsyg-C-His;

a takze kliniczne szczepy E. coli DR14, DR14gspDmut oraz DR14gspDmut-

(PET30gspD).
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Ekspresje genow kodujgcych odpowiednie biatka prowadzono wedtug

procedury zawartej w punktach 3.11, 3.12, 3.13 oraz 3.14. Uzyskane osady

bakteryjne przeptukano trzykrotnie (ptukanie 3 x 1 ml buforem PBS) i rozciehczono w

buforze PBS. Przygotowane frakcje stanowigce zawiesiny bakterii powyzszych

rekombinantowych szczepéw E. coli (100 pl; 10° — 10° komérek/ml) w buforze PBS

inkubowano z przeciwciatami pierwotnymi i wtornymi.

Wykonanie:

100 pl frakcji stanowigcej zawiesine bakteryjng okreslonych szczepéw
E. coli w buforze PBS inkubowano z 50 ul kréliczych poliklonalnych przeciwciat
anty-Dr lub anty-DraD (rozcienczonych w stosunku 1 :500) specyficznych
odpowiednio dla biatka adhezyny DraE oraz biatka inwazyny DraD (Materiaty, pkt
2.18), w temperaturze 37°C, przez 60 min

po inkubacji zawiesin bakteryjnych z przeciwciatami usunieto nadmiar nie
zwigzanych przeciwciat za pomocag buforu PBSglyc (trzykrotne ptukanie 1 ml
buforu PBSglyc) (Materiaty, pkt 2.18)

100 pl frakcji stanowigcej zawiesine bakteryjng (w buforze PBS) okreslonych
szczepow E. coli zwigzanych z przeciwciatami anty-Dr, specyficznymi dla
adhezyny DraE inkubowano z 50 pl kozich przeciwciat specyficznych dla
przeciwciat kréliczych (rozcienczonych w stosunku 1:50) (ang. Anti-Rabbit IgG
from goat, Whole Molecule; Sigma) znakowanych izotiocyjanianem fluoresceiny
(FITC), w temperaturze 37°C przez 60 min (Materialy, pkt 2.18)

100 pl frakcji stanowigcej zawiesine bakteryjng (w buforze PBS) okreslonych
szczepow E. coli zwigzanych z przeciwcialami anty-DraD, specyficznymi dla
inwazyny DraD, inkubowano z 50 ul kozich przeciwciat specyficznych dla
przeciwciat kréliczych (rozcienczonych w stosunku 1:25) (ang. Anti-Rabbit IgG
from goat, Whole Molecule; Sigma) znakowanych izotiocyjanianem
tetrametylorodaminy (TRITC), w temperaturze 37°C, przez 60 min (Materialy, pkt
2.18)

po inkubacji zawiesin bakteryjnych z odpowiednimi przeciwcialami usunieto
nadmiar nie zwigzanych przeciwciat za pomocg buforu PBSglyc (trzykrotne
ptukanie 1 ml buforu PBSglyc) (Materialy, pkt 2.18);

10 ul kazdej zawiesiny bakteryjnej nanoszono na szkietka mikroskopowe i

obserwowano pod mikroskopem immunofluorescencyjnym (Olympus BX-60).
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3.20. Badanie adhezji komérek E. coli do komoérek linii HeLa
Do badania adhezji komorek bakteryjnych do linii komérkowej Hela

wykorzystano hodowle szczepow E. coli BL21(DE3), BL21(DE3)gspDmut oraz
BL21(DE3)gspDmut-(pET30gspD) transformowanych nastepujgcymi plazmidami:

a) pCCao0;

b) pCC90DraDmut;

c) pCC9O0D54;

d) pCC90DraCmut;

a takze kliniczne szczepy IH11128, DR14, DR14gspDmut oraz DR14gspDmut-

(PET30gspD).
Ekspresje gendw kodujgcych odpowiednie biatka prowadzono wedtug procedury
zawartej w punktach 3.12, 3.13 oraz 3.14. Uzyskane osady bakteryjne przeptukano
trzykrotnie (ptukanie 3 x 1 ml buforem PBS) i rozcienczono w buforze PBS do
ODgpo=0.4 (5x10* CFU/ml). Przygotowane frakcje stanowigce zawiesiny bakterii
powyzszych rekombinantowych szczep6éw E. coli w buforze PBS inkubowano z linig

komorkowg Hela.

Wykonanie:

Komorki linii HeLa przesiane do szescio dotkowych ptytek (zaopatrzonych w
szkietka mikroskopowe) hodowano w pozywce hodowlanej MEM (ang. Minimal
Essential Medium) z dodatkiem 10% FBS (ang. Fetal Bovine Serum) oraz roztworu
penicyliny i streptomycyny w 37°C, w 5% atmosferze CO, przez 24 h (Materiaty, pkt
2.19). Po tym czasie do hodowli komorkowej dodano hodowle bakteryjne
odpowiednich szczepéw rekombinantowych. Po 2 h inkubacji (37°C, 5% atmosfera
CO,) komoérek HelLa z bakteriami, komorki przeptukano buforem PBS, utrwalono
70% roztworem metanolu (10 min). Po tym czasie szkietka mikroskopowe osuszono i
barwiono preparaty przy uzyciu 10% roztworu Giemsa (3 min) (Materiaty, pkt 2.20).
Wybarwione preparaty ptukano 3-krotnie buforem PBS. Obecnos¢ zwigzanych z linig
komorkowg szczepOw bakteryjnych, analizowano z wykorzystaniem mikroskopu
Olympus BX-60.

3.21. Precypitacja frakcji supernatantow

Uzyskane po ekspresji frakcje supernatantdw precypitowano przez dodanie

kwasu trichlorooctowego do koncowego stezenia 10%. Po 4-godzinnej inkubacji w
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4°C sprecypitowane biatka odwirowano (3,000xg; 4°C), a nastepnie przeptukano
dwukrotnie roztworem acetonu i kwasu chlorowego (w stosunku 200:1) i ponownie

roztworem czystego acetonu.
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4. WYNIKI
4.1. Okreslenie roli kanatotworczego biatka DraC w transporci e
biatka DraD na powierzchni e komorek E. coli
4.1.1.Konstrukcja plazmidu rekombinantowego zawier  ajacego

operon dra ze zmutowanym genem draC (pCC90DraCmut)

W celu okreslenia roli zewnatrzbtonowego, kanatotworczego biatka DraC w
transporcie biatka inwazyny DraD na powierzchnie komorek E. coli eksprymujgcych
fimbrie typu Dr, skonstruowano, przy uzyciu techniki mutagenezy ukierunkowanej,
plazmid pCC90DraCmut, zawierajagcy operon dra ze zmutowanym genem draC.
Technika mutagenezy ukierunkowanej, umozliwia wprowadzenie mutacji w dowolnie
wybranym miejscu w sekwencji DNA plazmidu.

Jako zrodio matrycy do reakcji amplifikacji zastosowano DNA plazmidu
rekombinantowego pCC90 zawierajacy operon dra (Materiaty, pkt 2.2).

Zastosowanie do reakcji PCR  odpowiednio  zaprojektowanych,
komplementarnych starterow DraClmut oraz DraC2mut (Materiaty, pkt 2.12) oraz
odpowiedniego profilu temperaturowo — czasowego (Metody, pkt 3.6), umozliwito
otrzymanie wiasciwego produktu PCR o wielkosci 10725 pz, w ktorym trojka
nukleotydéw AAA, kodujgca Lys-11, zostala zastgpiona kodonem stop (TGA)
(Rysunek 18) .

W celu usuniecia matrycowego DNA, do probki zawierajgcej produkt PCR
dodano enzym restrykcyjny Dpnl (Metody, pkt 3.6). Endonukleaza Dpnl (sekwencja
rozpoznania 5 — Gm®ATC — 3') to enzym restrykcyjny specyficzny dla zmetylowanej
formy DNA (matryca). Zastosowanie restryktazy Dpnl umozliwito wyselekcjonowanie
z mieszaniny reakcyjnej zsyntetyzowanego DNA z wprowadzong mutacjg

(niezmetylowane DNA).
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ATGCGTGATACT TCTTCAGGEECCGAT GAGAACGEEEGET GACAGEECTGECECTGTG
TACGCACTATGAAGAAGT CCCGCCTACT CTTGCCCCCACT GT CCCGACCGCGACCGAC

TGATGGTGECCTGIGTGATGT TTCGT GCGGAGAGT GGTAT TGCECGCACCTACTCCTT
ACTACCACCGGACACACTACAAAGCACGCCT CTCACCATAACGCGCCTGGATGAGGAA

DraClmut

TGATGOGGCCAT GCT GAAAGGT GGOGGGAAGGGGEGT GGACCT GACCCT GTTTGAGGAA
ACTACGCCGGTACGACT T TCCACCGECCCT TCCCCCACCT GGACT GECGACAAACTCCTT

DraC2mut

GGTGEECAGT TACCCGECATTTATCCGGT TGACAT TATCCTGAATGGT TCCCGT GTGG
CCACCCGT CAAT GEECCGT AAATAGGCCAACT GTAATAGGACT TACCAAGGGCACACC

ATTCACAGGAGATGGECCT TTCACGCGGAGAGEGACGCCCRAGEGCAGE. . .
TAAGT GT CCTCTACCGGAAAGT GCGCCTCTCCCTGECGECCTCCCGTCC

Rys.18. Sekwencja nukleotydowa fragmentu DNA genu draC z uwzglednieniem migjsca

przytaczenia starterow DraC1lmut oraz DraC2mut.
Kolorem czerwonym zaznaczono Lys-11 (miejsce wprowadzenia mutacji), kolorem niebieskim

zaznaczono kodon STOP w obrebie starteréw DraClmut oraz DraC2mut.

Uzyskano plazmid rekombinantowy pCC90DraCmut (Rysunek 19),
zawierajgcy mutacje w obrebie genu draC, uniemozliwiajacg produkcje
zewnatrzbtonowego, kanatotworczego biatka DraC. Otrzymanie mutanta

potwierdzono przez sekwencjonowanie.

BTOe

o
- by,

Rys.19. Plazmid rekombinantowy pCC90DraCmut.
Oznaczenia:
kolorem granatowym oznaczono gen draB

kolorem niebieskim oznaczono gen draC z wprowadzong,

pCC90DraCmut

10725 pz mutacjg (kolor z6lty — miejsce wprowadzenia mutaciji)

kolorem rézowym oznaczono gen draD

kolorem pomaranczowym oznaczono gen draP
kolorem zielonym oznaczono gen drakE
Amp
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4.1.2. Badanie sekrecji biatka DraD w r6é znych szczepach

rekombinantowych E. coli BL21(DE3)

Komorki E. coli BL21(DE3) transformowane plazmidem pCC90DraCmut
analizowano przy uzyciu techniki mikroskopii immunofluorescencyjnej (Metody, pkt
3.19).

Kontrole pozytywng powadzonych badan stanowity szczepy E. coli
BL21(DE3)-(pCC90) i BL21(DE3)-(pBJN406) (Rysunek 20A, B, C i D) , zawierajace
operon dra oraz BL21(DE3)-(pCC90D54stop) i BL21(DE3)-(pBJN17) zawierajgce
odpowiednio mutacje oraz insercje transpozonowg w obrebie genu draE (brak
ekspresji fimbrii Dr) (Rysunek 20E, F, G i H) . Kontrole negatywng doswiadczenia
stanowity komorki E. coli transformowane plazmidami pCC90DraDmut oraz pBJN4
zawierajgce odpowiednio mutacje oraz insercje transpozonowg w obrebie genu draD
(brak ekspresji genu kodujacego biatko DraD) (Rysunek 20I, J, K i L) oraz komorki
E. coli BL21(DE3) (Rysunek 20R i S) .

Przeprowadzono réwniez doswiadczenia ekspresji periplazmatycznych form
biatka DraD w rekombinantowych szczepach E. coli BL21(DE3) — (pInvDsyg-C-His)
(ekspresja genu kodujgcego biatko DraD z C-terminalng domeng polihistydynowa)
oraz BL21(DES3)-(pInvDsygstop) (ekspresja genu kodujacego biatko DraD bez domen
fuzyjnych) — uktady bez obecnosci biatka DraC (Materialy, pkt 2.2) (Metody, pkt
3.11). Obecnos$¢ biatka DraD na powierzchni komoérek E. coli BL21(DE3)-(pInvDsyg-
C-His) oraz BL21(DE3)-(pInvDsygstop) analizowano przy uzyciu techniki mikroskopii
immunofluorescencyjnej (Metody, pkt 3.19) (Rysunek 21) .

Stwierdzono obecnos¢ biatka inwazyny DraD na powierzchni komérek E. coli
szczepu BL21(DE3)-(pCC90DraCmut) (Rysunek 20M) . Jednakowe wyniki uzyskano
dla szczepu bakteryjnego E. coli BL21(DE3)-(pBJN417), kodujgcego operon dra z
insercjg transpozonowg w obrebie genu draC (brak ekspresji genu kodujacego biatko
DraC) (Rysunek 200) oraz klinicznego szczepu E. coli DR14 (Rysunek 20T) .
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przeciwciata anty-DraD przeciwciata anty-DraE

(A BL21(DE3)-(pCC90) — draC* draD* draE* (B)

(E) BL21(DE3)-(pCC90D54stop) — draC* draD* draE" (F
_ i

BL21(DE3)-(pCC90DraDmut) — draC*draD" draE”™  (J)

~
=

BL21(DE3)-(pCC90DraCmut) — draC"draD* draE”™  (N)

(R) BL21(DE3) — draC"draD draE" (S)

przeciwciata anty -DraD przeciwciata anty -DraE

© BL21(DE3)-(pBIN406) — draC*draD* draE” (D)
.
(G) BL21(DE3)-(pBIN17) — draC* draD* draE" (H)
(K) BL21(DE3)-(pBIN4) — draC* draD" draE " (L)
- ]
(0) BL21(DE3)-(pBIN417) — draC draD* draE* P)
e ~ T )
: Ll 2
cog i :
1 ‘
(T) DR14 — draC draD draE" (O]

Rys.20. Mikrofotografie immunofluorescencyjne komérek bakteryjnych E. coli szczepu BL21(DE3)-
(pCC90) (A i B), BL21(DE3)-(pBJIN406) (C i D), BL21(DE3)-(pCC90D54stop) (E i F), BL21(DE3)-
(pBIN17) (G i H), BL21(DE3)-(pCC90DraDmut) (I i J), BL21(DE3)-(pBIN4) (K i L), BL21(DE3)-
(pCC90DraCmut) (M i N), BL21(DE3)-(pBJIN417) (O i P), BL21(DE3) (R i S) oraz DR14 (T i U)
inkubowanych z przeciwciatami kréliczymi anty-DraD i anty-kréliczymi znakowanymi TRITC (A, C, E,

G, |, K, M, O, RiT) oraz przeciwciatami kroliczymi anty-Dr i anty-kréliczymi znakowanymi FITC (B, D,

F,H, J, L, N, P, SiU) w potaczeniu z mikrofotografiami w swietle widzialnym komaérek bakteryjnych

powyzszych szczepow E. coli (powiekszenie x 10 000, mikroskop immunofluorescencyjny Olympus

BX60).

Biatko DraD wykryte zostato réwniez na powierzchni komoérek E. coli

BL21(DE3)-(plnvDsyg-C-His) (Rysunek 21A)

oraz BL21(DE3)-(plnvDsygstop)

(Rysunek 21B) . W tych ostatnich szczepach w wyniku ekspresji genu kodujacego

biatko DraD, dochodzi do agregacji komérek spowodowanej najprawdopodobniej

interakcjg miedzy czasteczkami biatka DraD wystepujgcego w duzym stezeniu w

otoczkach komorek bakteryjnych (Rysunek 21) .
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przeciwciata anty-DraD

SAY
R =

(A)

B
BL21(DE3)-(pInvDsyg-C-His) — draC draD " draE~ ( ) BL21(DE3)-(pInvDsygstop) — draC draD " draE"

Rys.21. Mikrofotografie immunofluorescencyjne komoérek bakteryjnych E. coli szczepéw BL21(DE3)-
(pInvDsyg-C-His) (A) i BL21(DE3)-(plnvDsygstop) (B) inkubowanych z przeciwciatami kréliczymi anty-
DraD i anty-kréliczymi znakowanymi TRITC w pofaczeniu z mikrofotografiami w $wietle widzialnym
komorek bakteryjnych powyzszych szczepéw E. coli (powiekszenie x 10 000, mikroskop

immunofluorescencyjny Olympus BX60).

Podsumowanie

Uzyskane wyniki wskazujg na transport biatka DraD na powierzchnie komorki
bez udzialu biatka DraC. Powierzchniowa lokalizacja biatka inwazyny DraD w
rekombinantowych szczepach E. coli BL21(DES3)-(plnvDsyg-C-His) oraz BL21(DES3)-
(pInvDsygstop) (szczepy produkujgce jedynie biatko DraD — brak pozostatych biatek
kodowanych przez geny operonu dra) sugeruje udziat w sekrecji biatka DraD innego

niz DraC, zewnatrzbtonowego biatka kanatowego.

4.2. Zdefiniowanie roli biatka DraD w biogenezie fi  mbrii Dr

zbudowanych z podjednostek biatka DraE

W celu okreslenia roli biatka DraD w biogenezie fimbrii Dr, do badan

wykorzystano komorki E. coli BL21(DE3) transformowane plazmidami:

e pCC90 - plazmid rekombinantowy kodujgcy operon dra bez regionu
promotorowego i genéw regulatorowych draA i draF - kontrola pozytywna
(obecnos¢ na powierzchni komorki bakteryjnej biatka DraD oraz fimbrii Dr
zbudowanych z podjednostek biatka DraE);

* pCC90DraDmut — plazmid rekombinantowy, pochodna plazmidu pCC90, w
ktérym gen draD zastgpiono produktem amplifikacji zawierajgcym kodon
stop w trzech ramkach odczytu - kontrola negatywna (brak ekspresji genu

kodujacego biatko DraD);
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« pCC90D54stop — plazmid rekombinantowy, pochodna plazmidu pCC90, w
ktorym za pomocg mutagenezy ukierunkowanej trojka nukleotydowa GAC
kodujgca kwas asparaginowy (Asp54) zostata zastgpiona przez kodon stop
- kontrola negatywna (brak ekspresji genu kodujgcego biatko DraE);

* pCC90DraCmut — plazmid rekombinantowy, pochodna plazmidu pCC90, w
ktorym za pomocg mutagenezy ukierunkowanej tréjka nukleotydow
kodujaca lizyne (Lys-11) zostata zastgpiona przez kodon stop - kontrola
negatywna (brak obecnosci fimbrii typu Dr na powierzchni komorki
bakteryjnej, akumulacja kompleksow biatko opiekuncze DraB -
podjednostka fimbrialna DraE w periplazmie).

Roéwnoczesnie przeprowadzone zostaty badania z wykorzystaniem plazmidu
pBJN406 obejmujgcego caly operon dra wraz z regionem promotorowym i genami
regulatorowymi — kontrola pozytywna (obecnos¢ na powierzchni komorki bakteryjnej
biatka DraD oraz fimbrii Dr) oraz pochodnych tego plazmidu, zawierajgcych insercje
transpozonowe w obrebie genéw draD (pBN4) — kontrola negatywna produkcji biatka
DraD oraz draE (pBN17) — kontrola negatywna produkcji biatka DraE.

Obecnos¢ biatek: inwazyny DraD oraz adhezyny DraE na powierzchni
komorek E. coli BL21(DE3) transformowanych odpowiednimi plazmidami, testowano
przy uzyciu techniki mikroskopii immunofluorescencyjnej (Metody, pkt 3.19) z
wykorzystaniem poliklonalnych przeciwciat specyficznych odpowiednio dla biatka
DraD oraz DraE (Materiaty, pkt 2.18) oraz techniki immunoblottingu (Metody, pkt
3.17) z wykorzystaniem poliklonalnych przeciwciat specyficznych dla biatka DraE
(Materiaty, pkt 2.16).

Kontrole negatywng prowadzonych badan stanowity komorki E. coli

BL21(DE3) (brak ekspresji gendw kodujgcych zaréwno biatko DraD, jak i DraE).

4.2.1. Immunoidentyfikacja biatka adhezyny DraE me toda

Western blotting
W celu detekcji biatka adhezyny DraE przygotowano probki catkowitych
lizatbw komorek E. coli BL21(DE3), BL21(DE3)-(pCC90), BL21(DES3)-
(pCC90D54stop), BL21(DE3)-(pCC90DraDmut), frakcji periplazmatycznej komorek
E. coli BL21(DES3), BL21(DE3)-(pCC90D54stop), BL21(DE3)-(pCC90DraCmut) oraz
frakcji  fimbrialnych wyizolowanych z komorek E. coli BL21(DE3)-(pCC90),
BL21(DE3)-(pCC90DraDmut).
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Przeprowadzono transfer bialek rozdzielonych w zelu poliakryloamidowym
metodg elektrotransferu, a w celu enzymatycznej detekcji biatka DraE uzyto DAB i
H,O, jako substratéw dla peroksydazy chrzanowej (Metody, pkt 3.17). Uzyskane
wyniki immunoidentyfikacji biatka DraE metodg Western blotting pokazano na
Rysunku 22 .

M 1 2 3 4 5 6 7 8

O~

Rys.22. Immunoidentyfikacja biatka adhezyny DraE technika Western blotting.

M — marker biatkowy do detekcji biatek metodg Western blotting (Sigma) — M,: 45; 29; 20; 14,2;
6,5 kDa

1 - 15 pl lizatu komorek E. coli BL21(DE3) (kontrola negatywna)

2 — 15 pl lizatu komorek E. coli BL21(DE3)-(pCC90D54stop) nie eksprymujacych fimbrii Dr
(kontrola negatywna)

3 — 15 pl frakcji periplazmatycznej wyizolowanej z komoérek E. coli BL21(DE3)-(pCC90D54stop)
(kontrola negatywna)

4 - 15 pl frakcji periplazmatycznej wyizolowanej z komoérek bakterii E. coli BL21(DE3)-
(pCC90DraCmut)

5 — 5 pl frakcji fimbrii Dr wyizolowanych z komérek E. coli BL21(DE3)- (pCC90) (kontrola
pozytywna)

6 — 15 pl frakcji periplazmatycznej wyizolowanej z komorek E. coli BL21(DE3)-(pCC90),
(kontrola pozytywna)

7 — 5 pl frakciji fimbrii Dr wyizolowanych z komaérek bakterii E. coli BL21(DE3)-(pCC90DraDmut)
8 — 15 ul frakcji periplazmatycznej wyizolowanej z komorek bakterii E. coli BL21(DE3)-
(pCC90DraDmut).

Zaobserwowano ekspresje fimbrii Dr w przypadku szczepow E. coli
BL21(DE3)-(pCC90) oraz BL21(DE3)-(pCC90DraDmut), bedacg w obu przypadkach
na jednakowym poziomie. Stwierdzono takze obecnos$¢ biatka DraE w frakciji

periplazmatycznej wyizolowanej z komorek E. coli BL21(DE3)-(pCC90DraCmut)
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(brak powierzchniowej ekspresji fimbrii Dr ze wzgledu na wprowadzong mutacje w
obrebie genu draC). Nie stwierdzono ekspres;ji fimbrii Dr w przypadku komérek E. coli
BL21(DES3) oraz BL21(DE3)-(pCC90D54stop).

Podsumowanie

Uzyskane wyniki wskazujg na brak roli biatka DraD w biogenezie fimbrii Dr.

4.2.2. Immunodetekcja biatka inwazyny DraD oraz ad hezyny DraE z

wykorzystaniem techniki mikroskopii immunofluoresce ncyjnej

Detekcje biatka DraD oraz adhezyny DraE na powierzchni komorki bakteryjnej
przeprowadzono zgodnie z procedurg przedstawiong w Metodach, pkt 3.17. Hodowle
bakteryjne przygotowano wedtug procedury przedstawionej w Metodach, pkt 3.13.

Mikroskopia immunofluorescencyjna komérek bakteryjnych E. coli okreslonych
szczepoOw z wykorzystaniem pierwotnych przeciwciat anty-DraD oraz wtérnych
przeciwciat anty-kroliczych znakowanych TRITC, pozwolita na stwierdzenie
obecnosci biatka DraD na powierzchni komorek E. coli BL21(DES3) transformowanych
plazmidami: pCC90 (Rysunek 20A) , pCC90D54stop (mutacja w obrebie genu draE)
(Rysunek 20E), pCC90DraCmut (mutacja w obrebie genu draC) (Rysunek 20M) ,
pBJN406 (Rysunek 20C), pBJN17 (insercja transpozonowa w obrebie genu draE)
(Rysunek 20G) oraz pBJN417 (insercja transpozonowa w obrebie genu draC)
(Rysunek 200) , a takze na powierzchni klinicznego szczepu E. coli DR14 (mutacja
w obrebie genu draC) (Rysunek 20T). Obecnosci biatka nie stwierdzono w
przypadku komérek E. coli BL21(DE3) transformowanych plazmidami:
pCC90DraDmut (mutacja w obrebie genu draD) (Rysunek 201) oraz pBJN4 (insercja
transpozonowa w obrebie genu draD) (Rysunek 20K) .

Mikroskopia immunofluorescencyjna komérek bakteryjnych E. coli okreslonych
szczepoOw z wykorzystaniem pierwotnych przeciwciat anty-Dr oraz wtérnych
przeciwciat anty-kréliczych znakowanych FITC, pozwolita na stwierdzenie obecnosci
biatka DraE na powierzchni komérek E. coli BL21(DE3) transformowanych
plazmidami: pCC90 (Rysunek 20B), pCC90DraDmut (Rysunek 20J), pBJN406
(Rysunek 20D) oraz pBJN4 (Rysunek 20L) . Obecnosci biatka DraE nie stwierdzono
natomiast w przypadku komorek E. coli BL21(DE3) transformowanych plazmidami:
pCC90D54stop (Rysunek 20F) , pCC90DraCmut (Rysunek 20N) , pBIN17 (Rysunek
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20H) oraz pBJN417 (Rysunek 20P) , a takze na powierzchni klinicznego szczepu E.
coli DR14 (Rysunek 20U) .

Wystepowania biatka DraD oraz DraE nie stwierdzono rowniez w przypadku
komorek E. coli BL21(DE3) (Rysunek 20R i S) — kontrola negatywna prowadzonych
badan. Wyklucza to niespecyficzng reakcje stosowanych przeciwciat z biatkami

komorkowymi. Uzyskane wyniki umieszczono w Tabeli 5.

Tabela 5. Powierzchniowa ekspresja biatka DraD oraz fimbrii Dr w rekombinantowych

szczepach E. coli.

Powierzchniowa ) )
Powierzchniowa

Szczep bakteryjny Plazmid/wprowadzona mutacja ekspresja biatka o
DraD ekspresja fimbrii Dr

E. coli

BL21(DE3)

BL21(DE3)pCC90 pCC90 + +

BL21(DE3)pCC90D54stop pCC90D54stop::Dr-D54stop +

BL21(DE3)pCC90DraDmut pCC90DraDmut::AdraDstop - +

BL21(DE3)pCC90DraCmut pCC90DraCmut::DraC-K15stop +

BL21(DE3)pBJN406 pBJN406 + +

BL21(DE3)pBJN17 pBJIN17::Dr-TnPhoA +

BL21(DE3)pBJN4 pBJN4::DraD-TnPhoA - +

BL21(DE3)pBJIN417 pBJN417::DraC-Tn5 +

DR14 Insercja w obrebie genu draC +

Podsumowanie
Uzyskane wyniki swiadczg o niezaleznej sekrecji bialek DraD oraz DraE na
powierzchnie komorek bakteryjnych. Wskazuje to na brak roli biatka DraD w

biogenezie fimbrii Dr.

4.3. Zdefiniowanie roli systemu sekrecji typu Il w procesie
transportu biatka DraD na powierzchni @ komorek E. coli Dr*
Do jednych z najszerzej rozpowszechnionych wsrdéd bakterii systemow
transportu nalezy szlak sekrecji typu Il (T2SS). System ten odpowiedzialny jest za
sekrecje wielu biatek (toksyn, enzymow hydrolitycznych), posréd ktdrych obecne sg
czynniki wirulentne warunkujgce patogennos¢ danego drobnoustroju. Sekrecja przy
udziale systemu T2SS obejmuje translokacje biatek poprzez dwie btony komorkowe.

Biatka ulegajace sekrecji przy udziale T2SS posiadajg N-koncowg sekwencje

81



sygnalng, umozliwiajgcg ich translokacje poprzez blone wewnetrzng za
posrednictwem systemu Sec. Po przetransportowaniu biatka przez btone wewnetrzng
nastepuje odciecie peptydu sygnalnego przez zlokalizowang w bionie peptydaze
sygnalng. Nastepnym etapem jest poprawne ziozenie i uwolnienie biatka do
przestrzeni periplazmatycznej. Na tym etapie bialka mogg ulega¢ dalszym
modyfikacjom, takim jak tworzenie mostkow disiarczkowych lub tgczenie sie
podjednostek biatkowych. Transport bialek na powierzchnie komorki bakteryjnej
poprzez system sekrecji typu Il rézni sie od pozostatych systeméw sekrecji tym, ze
transportowane biatko jest poprawnie i w petni ztozone. Cechg wspoding wielu biatek
transportowanych za posrednictwem systemu sekrecji typu Il, jest stosunkowo
wysoka zawartos¢ B-harmonijek w strukturze trzeciorzedowej (Sandkvist, 2001). W
zwigzku z powyzszym system ten wydaje sie by¢ idealnym systemem transportu dla
biatka DraD posiadajgcego N-terminalng sekwencje sygnalng (Rysunek 23),
umozliwiajgcq translokacje do periplazmy za posrednictwem systemu Sec oraz
posiadajgcego klasyczng strukture immunoglobulino-podobng, zbudowang z 6 anty-
rownolegtych B-harmonijek (Rysunek 5) (Jedrzejczak i wsp., 2006).

AELHLESRGGSGTQLRDGAKVATGR
ICREAHTGFHVWMNERQVDGRAERYVVQSKDGRHELRVRTGGDGWSPVKG
EGGKGVSRPGQEEQVFFDVMADGNQDIAPGEYRFSVGG ACVVPQE

Rys.23. Sekwencja aminokwasowa biatka DraD.

Kolorem zielonym zaznaczono N-terminalng sekwencje sygnalng, umozliwiajgcg transport biatka DraD
do przestrzeni periplazmatycznej za posrednictwem systemu Sec; kolorem niebieskim zaznaczono
sekwencje (Ser-GlIn-Ala) rozpoznawang przez peptydaze sygnalng I; kolorem czerwonym zaznaczono

pierwszy aminokwas (Ala) w dojrzatym biatku inwazyny DraD po odcieciu sekwencji sygnalnej.

4.3.1. Identyfikacja operonu gsp w badanych szczepach E. coli
W celu okreslenia obecnosci operonu gsp w analizowanych szczepach
laboratoryjnych i klinicznych, przeprowadzono analize DNA genomowego Szczepow
E. coli za pomocg techniki PCR, z wykorzystaniem starterow P78 i P109,
umozliwiajgcych amplifikacje fragmentu genu gspD o wielkosci 1 kpz oraz starterow
P5 1 P12, umozliwiajgcych amplifikacje fragmentu genu gspK o wielkosci 1,2 kpz
(Tauschek i wsp., 2002).
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W wyniku amplifikacji DNA genomowego szczepow E. coli z wykorzystaniem
starteréow P78 i P109 (Materialy, pkt 2.12), specyficzne produkty PCR o wielkosci 1

kpz uzyskano dla szczepow bakteryjnych E. coli BL21(DE3), H10407 (kontrola

pozytywna obecnosci genu gspD), IH11128 oraz DR14 (Rysunek 24) . W przypadku

szczepow E. coli K-12 oraz MT13 (kontrola negatywna obecnosci genu gspD) nie

zaobserwowano amplifikacji specyficznych fragmentow DNA.

1 kpz

Rys.24. Rozdziat elektroforetyczny produktow
PCR uzyskanych z uzyciem starteréw P78 oraz
P109 na matrycy genomowego DNA badanych
szczepbw E. coli.

M — marker wielkosci DNA 1 kpz (Fermentas):

1 —E. coli BL21(DE3)

2 — E. coli H10407 (kontrola pozytywna obecnosci
genu gspD)

3 — E. coli MT13 (kontrola negatywna obecnosci
genu gspD)

4 — E. coli K-12

5—E. coli IH11128

6 — E. coli DR14

7 — kontrola czystosci odczynnikow

W wyniku amplifikacji DNA genomowego analizowanych szczepow E. coli z

wykorzystaniem starterow P5 i P12 (Materialy, pkt 2.12) oraz odpowiedniego profilu

temperaturowo-czasowego (Metody, pkt 3.7), uzyskano specyficzne produkty PCR o

wielkosci 1,2 kpz w przypadku wszystkich analizowanych szczepdw bakteryjnych E.

coli (Rysunek 25) .

Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazujg na obecnos¢ w analizowanych

szczepach genow gspD oraz gspK kodujgcych biatka nalezace do systemu sekrecji

typu Il
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Rys.25. Rozdziat elektroforetyczny produktéw PCR
M1 2 345 67 uzyskanych z uzyciem starterow P5 oraz P12 na
matrycy genomowego DNA badanych szczepow E.
coli.
M — marker wielkosci DNA 1 kpz (Fermentas)
1,2 kpz 1 — E. coli BL21(DE3)
E. coli H10407
. coli MT13
. coli K-12

1000pz
1500pz |-

coli IH11128
coli DR14

m m m m

2_
3-
4 —
5—
6 —
7 — kontrola negatywna

4.3.2. ldentyfikacja rodzaju genow gspD w badanych szczepach
E. coli

Istotnym elementem systemu sekrecji typu Il jest biatko kanatlowe GspD,
tworzace w btonie zewnetrznej duzy oligomer, zbudowany z 12-14 podjednostek. W
literaturze opisano dwie odmiany biatek GspD, pochodzacych ze szczepow E. coli,
nalezacych do systemu sekrecji typu Il. Jest to bialko GspD pochodzgace z
enterotoksycznego szczepu E. coli H10407 (GeneBank accesion no. AF426313)
(Tauschek i wsp., 2002) oraz biatko GspD pochodzace z niepatogennego szczepu E.
coli K-12 (GeneBank accesion no. NP_417784.4) (Blattner i wsp., 1997). Bialka te
réznig sie miedzy sobg wielkoscig (biatko GspD pochodzace ze szczepu E. coli
H10407 zbudowane jest z 616 reszt aminokwasowych — 66,35 kDa, natomiast biatko
GspD pochodzace ze szczepu K-12 z 650 reszt aminokwasowych — 70,69 kDa) oraz
w znacznej mierze sktadem aminokwasowym.

Do przeprowadzenia analizy sekwencji nukleotydowych gendéw kodujgcych
biatka GspD pochodzacych ze szczepdéw E. coli H10407 oraz K-12, wykorzystano
program komputerowy Clustax 1.8. Stwierdzono 50,7% identycznosci sekwencji
nukleotydowej analizowanych genéw. Biatka kodowane przez obie odmiany gendéw
wykazujg 53,8% identycznosci sekwencji aminokwasowe;j.

Analiza poréwnawcza sekwencji nukleotydowych genéw gspD pochodzacych
ze szczepow E. coli H10407 oraz K-12 umozliwita wytypowanie najbardzie;

zakonserwowanych regiondw w sekwencji nukleotydowej obu gendéw. Pozwolito to
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na zaprojektowanie starterow umozliwiajgcych amplifikacje fragmentu DNA obu
odmian genu gspD (Rysunek 26) .

W celu okreslenia ktéra odmiana genu kodujgcego biatko GspD
(charakterystyczna dla szczepu E. coli K-12, czy H10407) wystepuje w szczepie
laboratoryjnym E. coli BL21(DE3) oraz szczepach klinicznych E. coli 1H11128
(uropatogenny szczep E. coli eksprymujacy fimbrie Dr) i DR14 (uropatogenny szczep
E. coli niosacy operon dra z mutacjg insercyjng w obrebie genu draC), wykonano
analize DNA genomowego za pomocg techniki PCR, przy wykorzystaniu starterow
GspD-1 oraz GspD-2 (Materiaty, pkt 2.12), umozliwiajgcych amplifikacje fragmentu
DNA genu gspD charakterystyczng zaréwno dla szczepu H10407 jak i K-12.
Przewidywane wielkosci produktu PCR wynosity: dla szczepu E. coli H10407 — 799

pz, a dla szczepu E. coli K-12 — 749 pz.

820 830 840

800 810 850 860
CT G The i GClelofele CAclel A cc GCARRGClERG ry ‘CTGG
cTcleT™ clefeTcacYeTC] (e cle'a ARYNAC Tlelelofs Aldle fdlelcleiicTccAlA

CTG.T..TTAC.GC....CAG..C.TC..G.AA CT....A..GT.ATTG..C..CTGGA.ATTCGCC

gspD_H10407_-nukl
gspD_ K12 -nukl
consensus>50

890 900 910 920 930
gspD _H10407_-nukl T TGTCGAGGCGETGATCGTGGAAGTTGCCG AGGE‘GCA [GAAURITCGGCGTGCA
gspD_K12_ -nukl Ch Gleky T(erNelefo ARy Chefepy T{el;V:-Nepigy CAGlel Tlele AFA T G GACRyALYNC Chyefefefefcpife]oy.}
consensus>50 GTGC.CAGGTGC, ,GT,GAGGC, ,T.ATCGT,GAAGTT.., .GA.GG.A,.....T,AA, .TCGGCGTGCA

1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630

gspD_H10407_-nukl
gspD_K12_-nukl

consensus>50 .CTGCT.GGCGATAT.CC.TT..T.GG..A .CT.TT....

..

gspD_H10407_-nukl
gspD_K12_ -nukl
consensus>50

GEGGcGAEgETAEgEGETAAAECGGGGGATAEAAAAE A AAC G
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1640

AACCTGATGGTIETTTATCCGTCCGAC
AACCTGATGGIRTTTATCCGICCGAC

1650 1660

-------

1670 1680

[§T{eCGTGAC : GCGGCA[EACG
[ECGTGAC TTTATCECTC
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. pehden AlNAGAG

...... AAACG.

1700

AACCIGATGGT .TTTATCCGICCBAC.ATT.T.CGTGACG.T.ATG...... g....C.T@TC. .A....

Rys. 26. Fragment analizy poréwnawczej sekwencji nukleotydowych gendw kodujacych biatka GspD
pochodzace ze szczepébw E. coli H10407 oraz K-12. Niebieskimi ramkami oznaczono najbardziej
zakonserwowane fragmenty w sekwencji DNA obu genéw, do ktérych ustalone zostaty sekwencje

starterow umozliwiajace amplifikacje fragmentu DNA genu gspD.

W wyniku amplifikacji DNA genomowego szczepow E. coli BL21(DE3),
IH11128 oraz DR14 z wykorzystaniem powyzszych starterOw oraz odpowiedniego
pkt 3.8.7), uzyskano specyficzne
produkty PCR (Rysunek 27) : dla szczepu E. coli BL21(DE3) — produkt o wielkosci

profilu temperaturowo-czasowego (Metody,
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799 pz, dla szczepu E. coli IH11128 — produkty o wielkosci 749 oraz 799 pz, dla
szczepu E. coli DR14 — produkty o wielkosci 749 oraz 799 pz.

Rys.27. Rozdziat elektroforetyczny produktéw PCR
ML1 2 3 4 M2 . .
uzyskanych z uzyciem starteréw GspD-1 oraz GspD-
2 na matrycy genomowego DNA badanych szczepow

E. coli.

| BL21(DE3)

[o0]
N
—
-
-
L
==

1 - kontrola negatywna
2 -—E.colilH11128
3 -—E.coliDR14

4 —E. coli BL21(DE3) — szczep laboratoryjny

} szczepy kliniczne

M1 — marker wielkosci DNA 1 kpz (Fermentas)
M2 — marker wielkosci DNA 50 pz (Fermentas).

Obecnos¢ dwdéch produktéw amplifikacji, w przypadku klinicznych szczepow
E. coli IH11128 i DR14, moze $wiadczy¢ o wystepowaniu dwéch odmian genu gspD,
charakterystycznych dla szczepéw referencyjnych E. coli H10407 oraz K-12.

Uzyskane specyficzne produkty PCR o wielkosci 749 oraz 799 pz,
analizowano restrykcyjnie z wykorzystaniem odpowiednich enzymow: Hincll — w
przypadku produktu PCR o wielkosci 749 pz oraz Cfrl0l — w przypadku produktu
PCR o wielkosci 799 pz. Przewidywane wielkosci uzyskanych fragmentow DNA po
reakcji trawienia zostaly wyznaczone na podstawie teoretycznej analizy restrykcyjnej
fragmentow DNA genu gspD w szczepach referencyjnych E. coli H10407 oraz K-12
(Rysunek 28) . Przewidywane wielkosci fragmentow restrykcyjnych wynosity: 514 pz i
235 pz dla fragmentu DNA genu gspD o wielkosci 749 pz, trawionego enzymem
restrykcyjnym Hincll oraz 370 pz i 429 pz dla fragmentu DNA genu gspD o wielkosci
799 pz, trawionego enzymem restrykcyjnym Cfr10l.

W wyniku trawienia produktéw PCR odpowiednimi enzymami restrykcyjnymi
uzyskano fragmenty o wielkosciach zgodnych z wielkosciami obliczonymi przy uzyciu

programu komputerowego (Rysunek 29) .
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Uzyskane produkty PCR poddano réwniez sekwencjonowaniu, potwierdzajgc
obecno$¢ jednej odmiany genu gspD w szczepie laboratoryjnym E. coli BL21(DE3)

oraz dwoch odmian genu gspD w szczepach klinicznych E. coli IH11128 oraz DR14.

Alw2L1
Apsll  BetDI BspMI NspEIl
‘Bspl2%6 : Pspldls Scal : Gl EcoR¥
| AlwlTT Fepl Haell | Eall EcosT  : SHinell!  Agel BssHII BsaHI PAMI
i L i i i i i fleseess i i i Xholl Edl T ; BB
T T T T i BsaBl Brsphll Goul pie s Bstil i Dral
LIl

1 1 - 1 peere 1
I T T T

200 400 500
L I | I . a0 jo o0

Produkt PCR o wielko $ci 749 pz Produkt PCR o wielko $ci 799 pz

Rys.28. Komputerowa analiza restrykcyjna DNA produktéw PCR o wielkosci: 749 pz (fragment DNA
charakterystyczny dla szczepu E. coli K-12) oraz 799 pz (fragment DNA charakterystyczny dla szczepu
E. coli H10407) (Clone 1.8).

(A) (B)
429 pz
500 514 pz
400 pz hz2—
250 pz 235 pz
370 pz

Rys.29. Analiza restrykcyjna produktéw reakcji PCR, uzyskanych z uzyciem starteréw GspD-1
i GspD-2, o wielkosci 799 pz trawionych enzymem restrykcyjnym Cfr10l (A) oraz o wielkosci 749 pz
trawionych enzymem restrykcyjnym Hincll (B).

M1 — marker wielko$ci DNA 50 pz (Fermentas)

M2 — marker wielkosci DNA 1 kpz (Fermentas)

1 —szczep E. coli BL21(DES3)

2 —szczep E. coli IH11128

3 —szczep E. coli DR14.

Przeprowadzone doswiadczenia trawienia enzymem restrykcyjnym oraz

sekwencjonowanie produktow PCR potwierdzity obecno$¢ jednej odmiany genu
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gspD w szczepie laboratoryjnym E. coli BL21(DE3) oraz dwéch odmian genu gspD w

szczepach klinicznych E. coli IH11128 oraz DR14.

4.3.3. Konstrukcja nokautowych szczepow w genie gspD (E. coli
BL21(DE3)gspDmut oraz DR14gspDmut)

W celu okreslenia roli zewnatrzbtonowego biatka kanatotworczego GspD w
transporcie biatka DraD na powierzchnie komorek E. coli Dr* wykonano nokaut genu
gspD szczepu laboratoryjnego E. coli BL21(DE3) oraz klinicznego szczepu E. coli
DR14. Do przeprowadzenia nokautu genowego wykorzystany zostat komercyjnie
dostepny zestaw TrageTron™ Gene Knockout System (Sigma), zapewniajacy
efektywng i szybka inaktywacje wybranych gendw, polegajacg na insercji intronu
RNA grupy Il (kodowanego przez plazmid pACD4K-C-loxP) (Rysunek 30) . Intron
RNA, ulegajacy insercji, w obrebie specyficznej sekwencji docelowej, zawiera w

swojej sekwencji gen opornosci na kanamycyne, umozliwiajgcy poOzniejszg

identyfikacje szczepow rekombinantowych.

IBS
(5'egzon) EBS2 EBS1d
| | |

modyfikowany intron

wniner ) \

pPACD4K-C-loxP

T745 pz

kan - and

Rys.30. Mapa plazmidu pACD4K-C-loxP, wektora w systemie
TargeTron® Gene Knockout System. Kolorem z6tym
oznaczono insert RNA, w obrebie ktérego znajduje sie
sekwencja genu opornosci na kanamycyne (kolor fioletowy)
inaktywowana przez intron grupy | (kolor czarny), kolorem
czerwonym oznaczono sekwencje loxP rozpoznawane przez
rekombinaze Cre, kolorem jasnoniebieskim sekwencje genu
kodujacq biatko LtrA, natomiast kolorem ciemnoniebieskim
origin replikacji pl15A oraz terminator transkrypcji genu
opornosci na chloramfenikol T1/T2. Gen opornosci nha
chloramfenikol (kolor fioletowy) warunkuje selekcje i propagacije
plazmidu w komdérkach bakteryjnych. Po insercji intronu RNA
grupy Il w obrebie docelowej sekwencji DNA, aktywowany gen
opornosci na kanamycyne umozliwia selekcje mutantow z

inaktywowanym genem.

Modyfikacja fragmentu intronu RNA grupy Il przy uzyciu reakcji PCR

Wybor miejsca insercji intronu RNA grupy Il jest mozliwy dzieki modyfikacji

DNA kodujacego fragment intronu RNA, przeprowadzonej za pomocg reakcji PCR z

odpowiednio dobranymi starterami (Metody, pkt 2.12). Startery zostaly
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zaprojektowane na podstawie wybranej sekwencji (fragment DNA genu gspD o
wielkosci 799 pz) oraz specjalnego algorytmu umozliwiajgcego odszukanie
potencjalnych miejsc insercji intronu RNA grupy Il w obrebie docelowej sekwenciji
DNA (Perutka i wsp., 2004). Matrycg DNA w reakcji PCR byt fragment intronu RNA
(Materiaty, pkt 2.14). Zastosowanie do reakcji PCR odpowiednio zaprojektowanych,
komplementarnych starteréw IBS, EBS1d, EBS2 i EBS Universal (Rysunek 31)
(Materiaty, pkt 2.12) oraz odpowiedniego profilu temperaturowo — czasowego
(Metody, pkt 3.8.1), umozliwito otrzymanie wkasciwego produktu PCR o wielkosci 350
pz, stanowigcego odpowiednio zmodyfikowany fragment genu kodujgcego intron

grupy Il (Rysunek 32) .

EBS Universal EBS1d
BV |
|

IBS EBS2

Rys.31. Schemat modyfikacji DNA kodujacego fragment intronu RNA grupy Il za pomoca reakcji
PCR przy uzyciu starteréw IBS, EBS1d, EBS2 i EBS Universal.

Rys.32. Rozdziat elektroforetyczny produktow PCR
uzyskanych z uzyciem starterow IBS, EBS1d, EBS2
oraz EBS Universal na matrycy DNA kodujgcego
fragment intronu grupy Il

400 pz —— M — marker wielkosci DNA 50 pz (Fermentas)

<350 pz

300 pz— 1i 2 - fragmenty DNA o dlugosci 350 pz, stanowigce

odpowiednio zmodyfikowany fragment intronu RNA

grupy II.

Modyfikacja fragmentu intronu grupy Il w celu wprowadzenia promotora spc

W celu przeprowadzenia nokautu genowego w szczepie klinicznym E. coli
DR14 (brak mozliwosci ekspresji w uktadzie Tabora-Studiera), konieczne byto
przeprowadzenie dodatkowej modyfikacji RNA intronu grupy Il majgcej na celu
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wprowadzenie promotora (w tym przypadku promotora spc) (Liang i wsp., 1998;
1999), umozliwiajgcego konstytutywng ekspresje genu kodujgcego RNA intronu
grupy Il.

Zastosowanie do reakcji PCR  odpowiednio  zaprojektowanych,
komplementarnych starterbw spc-starter i EBS1d (Materialy, pkt 2.12) oraz
odpowiedniego profilu temperaturowo — czasowego (Metody, pkt 3.8.2), umozliwito
otrzymanie wtasciwego produktu PCR o wielkosci 410 pz, stanowigcego odpowiednio

zmodyfikowany fragment genu kodujgcego intron grupy Il pod kontrolg promotora spc.

Konstrukcja plazmidu pACD4K-C-loxP-gspDmut oraz pACD4K-C-loxP-gspDmut-spc

Celem tego etapu byto uzyskanie plazmidoéw rekombinantowych pACD4K-C-
loxP-gspDmut oraz pACD4K-C-loxP-gspDmut-spc, zawierajgcych odpowiednie
modyfikacje intronu RNA grupy I, umozliwiajgce jego rekombinacje w obrebie
sekwencji genu gspD.

Oczyszczone produkty PCR o wielkosci 350 i 410 pz (DNA zmodyfikowanych
fragmentow intronu RNA grupy IlI), poddano reakcji trawienia enzymami
restrykcyjnymi Hindlll i BsrGl w odpowiednim buforze (Metody, pkt 3.8.3). W wyniku
trawienia uzyskano DNA insertow zawierajgce kohezyjne konce, co umozliwito ligacje
DNA insertéw z wektorem pACD4K-C-loxP w odpowiedniej orientacji.

Liniowe czasteczki DNA insertow (stanowigce odpowiednio zmodyfikowane
DNA fragmentu genu kodujgcego intron grupy Il, trawione odpowiednimi
restryktazami) i wektora (wektor w formie liniowej, trawiony enzymami Hindlll i BsrGl
dostarczony w ramach zestawu TargeTron Gene Knockout System) (Materiaty, pkt
2.14), poddane zostaly reakcji ligacji w ukladzie na ,lepko” (Metody, pkt. 3.8.4).
Uzyskano plazmidy pACD4K-C-loxP-gspDmut oraz pACD4K-C-loxP-gspDmut-spc,

ktére wykorzystano nastepnie do konstrukcji nokautowych szczepow E. coli.

Nokaut genu gspD w szczepie laboratoryjnym E. coli BL21(DE3)

W celu przeprowadzenia nokautu genu gspD wykonano transformacje
komoérek E. coli BL21(DE3) przy uzyciu DNA mieszaniny ligacyjnej oraz ekspresje
RNA intronu grupy Il (Metody pkt., 3.8.5). W tym przypadku ekspresja genu
kodujgcego intron RNA grupy Il odbywa sie w uktadzie Tabora-Studiera.

W celu identyfikacji rekombinantowych szczepéw E. coli BL21(DE3)gspDmut,

przeprowadzono reakcje PCR, z wykorzystaniem starterow GspD-1 i GspD-2
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(Materiaty, pkt 2.12), na matrycy DNA genomowego wyizolowanego z potencjalnych
szczepow rekombinantowych (Metody, pkt 3.3). Przewidywana wielkos¢ DNA
produktu PCR wynosita ~2799 pz (wielko$¢ intronu ~2000 pz + wyjsciowa wielkos¢
amplifikowanego fragmentu genu gspD 799 pz = ~2799 pz).

Jak pokazano na Rysunku 33, uzyskano specyficzne produkty PCR o
przewidywanej wielkosci ~2799 pz. Na elektroforogramie obrazujgcym rozdziat DNA
produktéw PCR, mozna stwierdzi¢ (w przypadku potencjalnych rekombinantéw) brak
prazka DNA o wielkosci 799 pz, odpowiadajgcego fragmentowi genu gspD (produkt
widoczny w przypadku kontroli pozytywnej reakcji amplifikacji na matrycy DNA
genomowego szczepu E. coli BL21(DES3), z wykorzystaniem starterow GspD-1 oraz
GspD-2). Widoczny jest natomiast prgzek DNA o wielkosci ~2799 pz odpowiadajacy
fragmentowi genu gspD z wbudowanym intronem grupy Il. Widoczna na rysunku
znaczna ilos¢ niespecyficznych  produktéw reakcji amplifikacji, wynika
najprawdopodobniej z faktu uzycia do reakcji PCR genomowego DNA. Zwieksza to
prawdopodobienstwo niespecyficzne] (czesciowej) hybrydyzacji zastosowanych

starterow.

M K12 3 45 6 7 89 M Rys.33. Rozdziat elektroforetyczny

~2799 pz

rekombinantowych szczepow E. coli.

M - marker wielkosci DNA 1 kpz
799 pz (Fermentas)
750 pz K — kontrola pozytywna reakcji PCR na
EETTEEETEET matrycy genomowego DNA szczepu E. coli
FEEEREEEES BL21(DE3)
SESESsuEn- 1 — 9 — produkty reakcji PCR na matrycy
SRS --- - genomowego DNA  rekombinantowych

zawierajgcych inaktywowany gen gspD

Przeprowadzone doswiadczenia pozwolity na uzyskanie rekombinantowego

szczepu E. coli BL21(DE3)gspDmut, zawierajgcego inaktywowany gen gspD.
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Nokaut genu gspD szczepu E. coli DR14

Jako cel molekularny do przeprowadzenia nokautu wybrano odmiane genu
gspD, charakterystyczng dla szczepu referencyjnego E. coli H10407. Wykonano
transformacje komoérek E. coli DR14 przy uzyciu DNA mieszaniny ligacyjnej oraz
ekspresje RNA intronu grupy Il (Metody pkt., 3.8.6).

W celu identyfikacji rekombinantowych szczepéw E. coli DR14gspDmut,
przeprowadzono reakcje PCR, z wykorzystaniem starterow GspD-1 i GspD-2
(Materiaty, pkt 2.12), na matrycy DNA genomowego wyizolowanego z potencjalnych
szczepow rekombinantowych (Metody, pkt 3.3).

Uzyskano specyficzne produkty PCR o przewidywane] wielkosci ~2799 pz
(Rysunek 34) . Podobnie jak w przypadku szczepu E. coli BL21(DE3)gspDmut na
elektroforogramie obrazujgcym rozdziat DNA produktéw PCR, mozna zaobserwowac
(w przypadku potencjalnego szczepu rekombinantowego) brak prazka DNA o
wielkosci 799 pz, odpowiadajgcego fragmentowi genu gspD (produkt widoczny w
przypadku kontroli pozytywnej reakcji amplifikacji na matrycy DNA genomowego
szczepu E. coli DR14). Widoczny jest natomiast prgzek DNA o wielkosci ~2799 pz
odpowiadajgcy fragmentowi genu gspD z wbudowanym intronem grupy Il.

M1K

Rys.34. Rozdziat elektroforetyczny produktéw PCR

~2799 pz uzyskanych z uzyciem starterow GspD-1 oraz GspD-2 na
3000 pz

2500 pz matrycy genomowego DNA potencjalnych rekombinantowych

szczepow E. coli.

M — marker wielko$ci DNA 1 kpz (Fermentas)

K — kontrola pozytywna reakcji PCR na matrycy
799 pz genomowego DNA szczepu E. coli DR14
750 pz —> 1 — produkty reakcji PCR na matrycy genomowego DNA
rekombinantowego szczepu E. coli DR14gspDmut

zawierajgcego inaktywowany gen gspD
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Przeprowadzone doswiadczenia pozwolity na uzyskanie rekombinantowego
szczepu E. coli DR14gspDmut, zawierajgcego inaktywowany gen gspD (odmiana

charakterystyczna dla szczepu referencyjnego E. coli H10407).

4.3.4. Okreslenie roli zewn atrzblonowego, kanatotwodrczego
biatkka GspD, w transporcie inwazyny DraD na
powierzchni @ komorek E. coli eksprymuj gcych fimbrie
typu Dr ( E. coli Dr")

Badanie rekombinantowych szczepdw E. coli z zastosowaniem techniki mikroskopii
immunofluorescencyjnej

Komérki E. coli BL21(DE3)gspDmut transformowane plazmidami pCC90,
pCC90DraDmut, pCC90D54stop oraz pCC90DraCmut analizowano przy uzyciu
techniki mikroskopii immunofluorescencyjnej (Metody, pkt 3.19). Kontrole pozytywng
obecnosci biatka DraD na powierzchni komorek bakteryjnych stanowity szczepy: E.
coli BL21(DE3)-(pCC90) (Rysunek 35E), zawierajgcy operon dra; BL21(DE3)-
(pCC90D54stop), zawierajacy mutacje w obrebie genu drakE (brak ekspresji fimbrii
Dr) (Rysunek 35I) oraz BL21(DE3)-(pCC90DraCmut), zawierajacy mutacje w
obrebie genu draC kodujgcego zewnagtrzbtonowe biatko DraC, biorgce udziat w
transporcie biatka DraE na powierzchnie komérek bakteryjnych (Rysunek 35R).
Kontrole negatywng doswiadczenia stanowity komorki E. coli transformowane
plazmidem pCC90DraDmut zawierajgcym mutacje w obrebie genu draD (brak
ekspresji genu kodujgcego biatko DraD) (Rysunek 35M i O), komorki E. coli
BL21(DE3) (Rysunek 35A) oraz komérki E. coli BL21(DE3)gspDmut (Rysunek
35C). Do okreslenia lokalizacji biatka DraD na powierzchni komorek E. coli
wykorzystane zostaly krélicze przeciwciata | rzedowe specyficzne dla biatka DraD
oraz przeciwciata Il rzedowe znakowane izotiocyjanianem tetrametylorodaminy
(TRITC) (Materiaty, pkt 2.18). Kontrole poprawnosci wykonywanego doswiadczenia,
stanowita powierzchniowa lokalizacja podjednostek fimbrialnych za pomocag
kréliczych przeciwciat | rzedowych specyficznych dla biatka adhezyny DraE oraz
przeciwciat 1l rzedowych znakowanych izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC)
(Rysunek 35B, D, F, H, J, N, L, P, S, U) (Materiaty, pkt 2.18).
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przeciwciata anty-DraD przeciwciata anty-DraE przeciwciata anty-DraD przeciwciata anty-DraE

(A) BL21(DE3) (B) © BL21(DE3)gspDmut (D)
draC draD” draE gspD* draC draD” draE” gspD~

(E) BL21(DE3)-(pCCo0) F (©) BL21(DE3)gspDmut -(pCC90) (H)
draC*draD" draE" gspD draC* draD" draE* gspD’

BL21(DE3)-(pCC90D54stop) ) (K) BL21(DE3)gspDmut -(pCC90D54stop) - (L)
draC* draD" draE™ gspD* draC draD” draE” gspD

~
=

M) BL21(DE3)-(pCC90DraDmut) (N) (0) BL21(DE3)gspDmut-(pCC90DraDmut) P)
draC*draD” draE” gspD* draC*draD" draE" gspD~

(

(R) BL21(DE3)-(pCC90DraCmut) S @M BL21(DE3)gspDmut-(pCCO0DraCmut) )
draC’draD* draE* gspD " draC’draD* draE* gspD"
Rys. 35. Mikrofotografie immunofluorescencyjne komérek bakteryjnych E. coli szczepu BL21(DE3) (A i
B), BL21(DE3)gspDmut (C i D), BL21(DE3)-(pCC90) (E i F), BL21(DE3)gspDmut-(pCC90) (G i H),
BL21(DE3)-(pCC90D54stop) (I i J), BL21(DE3)gspDmut-(pCC90D54stop) (K i L), BL21(DE3)-
(pCC90DraDmut) (M i N), BL21(DE3)gspDmut-(pCC90DraDmut) (O i P), BL21(DE3)-(pCC90DraCmut)
(R i S) oraz BL21(DE3)gspDmut-(pCC90DraCmut) (T i U) inkubowanych z przeciwciatami kroliczymi
anty-DraD i anty-kréliczymi znakowanymi TRITC (A, C, E, G, |, K, M, O, R, T) oraz przeciwciatami
kréliczymi anty-Dr i anty-kréliczymi znakowanymi FITC (B, D, F, H, J, L, N, P, S, U) w polaczeniu z
mikrofotografiami w $wietle widzialnym komorek bakteryjnych powyzszych szczepéw E. coli

(powiekszenie x 10 000, mikroskop immunofluorescencyjny Olympus BX60).

Identyczne eksperymenty przeprowadzono z uzyciem klinicznych szczepéw E.
coli IH11128 (kontrola pozytywna powierzchniowej obecnosci biatek DraE i DraD),
DR14 (insercja w obrebie genu kodujgcego biatko DraC — brak powierzchniowej

obecnoéci biatka DrakE) oraz DR14gspDmut (insercja w obrebie gendéw kodujacych
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zewnatrzbtonowe biatka DraC i GspD) (Rysunek 36). Uzyskane wyniki
zamieszczono takze w Tabeli 6.

przeciwciata anty-DraD przeciwciata anty-DraE

(A) E. coli IH11128 (B)
draC*draD" draE" gspD *

© E. coli DR14 (D)
draC draD " draE " gspD”*

(E) E. (;oll DRil4gsp+Dmut ) (F)
draC draD " draE" gspD

Rys. 36. Mikrofotografie immunofluorescencyjne komérek bakteryjnych E. coli szczepu IH11128 (A i
B), DR14 (C i D) oraz DR14gspDmut (E i F) inkubowanych z przeciwciatami kréliczymi anty-DraD i
anty-kroliczymi znakowanymi TRITC (A, C, E) oraz przeciwciatami kroliczymi anty-Dr i anty-kréliczymi
znakowanymi FITC (B, D, F) w potaczeniu z mikrofotografiami w $wietle widzialnym komorek
bakteryjnych  powyzszych szczepoéw E. coli (powiekszenie x 10 000, mikroskop
immunofluorescencyjny Olympus BX60).

Przeprowadzono rowniez doswiadczenia ekspresji genu kodujgcego
periplazmatyczng forme biatka DraD w  rekombinantowym  szczepie
BL21(DE3)gspDmut-(plnvDsygstop) - ukfad bez obecnosci biatka DraC oraz GspD
(Rysunek 37) (Materiaty, pkt 2.2) (Metody, pkt 3.11). Obecno$¢ biatka DraD na
powierzchni komérek E. coli BL21(DE3)gspDmut-(pInvDsygstop) analizowano przy

uzyciu techniki mikroskopii immunofluorescencyjnej (Metody, pkt 3.19).
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przeciwciata anty -DraD przeciwciata anty-DraE

(A) BL21(DE3)gspDmut-(pInvDsygstop) (B)
draC draD " draE” gspD”

Rys. 37. Mikrofotografie immunofluorescencyjne komoérek bakteryjnych E. coli szczepu BL21(DE3)-
(pInvDsygstop) inkubowanych z przeciwciatami kréliczymi anty-DraD i anty-kréliczymi znakowanymi
TRITC (A) oraz przeciwciatami kroliczymi anty-Dr i anty-kréliczymi znakowanymi FITC (B) w
potaczeniu z mikrofotografiami w swietle widzialnym komérek bakteryjnych powyzszych szczepéw E.

coli (powiekszenie x 10 000, mikroskop immunofluorescencyjny Olympus BX60).

Tabela 6. Powierzchniowa ekspresja biatka DraD oraz fimbrii Dr w rekombinantowych

szczepach E. coli zawierajgcych mutacje w obrebie genu gspD

Powierzchniowa Powierzchniowa

Szczep bakteryjny Plazmid/wprowadzona mutacja ekspresja biatka  ekspresja fimbrii
DraD Dr

E. coli

BL21(DE3)gspDmut

BL21(DE3)gspDmut-(pCC90) pCC90 - +

BL21(DE3)gspDmut-(pCC90D54stop) pCC90D54stop::Dr-D54stop

BL21(DE3)gspDmut-(pCC90DraDmut) pCC90DraDmut::AdraDstop - +

BL21(DE3)gspDmut-(pCC90DraCmut) pCC90DraCmut::DraC-K15stop

DR14gspDmut Insercja w obrebie genu draC

BL21(DE3)gspDmut-(pInvDsygstop)

Dzieki przeprowadzonym eksperymentom nie stwierdzono obecnosci biatka
DraD na powierzchni komorek E. coli szczepOw zawierajgcych inaktywowany gen
gspD [BL21(DE3)gspDmut-(pCC90)] (Rysunek 35G) oraz w szczepach z
inaktywowanym genem gsp i genem drakE [BL21(DE3)gspDmut-(pCC90D54stop)]
(Rysunek 35K) lub draC [BL21(DE3)gspDmut-(pCC90DraCmut)] (Rysunek 35T) .
Obecnosci biatka DraD nie stwierdzono réwniez w przypadku klinicznego szczepu E.
coli DR14gspDmut zawierajgcego insercje w obrebie genu gspD (Rysunek 36E)
oraz w rekombinantowym szczepie E. coli BL21(DE3)gspDmut-(plnvDsygstop)
(Rysunek 37A) . Rownoczes$nie nokaut genu kodujgcego zewnatrzbtonowe biatko

kanatotworcze GspD nie wplyngt na sekrecje biatka DraE na bazie
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homooligomerycznego kanatu DraC na powierzchnie komorki bakteryjnej (Rysunek
35H i P).
Badanie adhezji komdérek rekombinantowych szczepow E. coli do komdérek linii HeLa

Obecnos¢ biatka DraD na powierzchni komorek bakteryjnych badano réwniez
poprzez ich adhezje do komérek linii HeLa (niosacych na swojej powierzchni receptor
0sB1 rozpoznawany przez biatko DraD) (Rysunek 38). Do badan wykorzystano
komorki HeLa przesiane do szescio dotkowych piytek (zaopatrzonych w szkietka
mikroskopowe) oraz hodowle bakteryjne E. coli BL21(DE3)-(pCC90) — kontrola
pozytywna powierzchniowej ekspresji biatek Drak i DraD (adhezja do komorek linii
HeLa) (Rysunek 38B), BL21(DE3)-(pCC90D54stop) - kontrola pozytywna
powierzchniowej ekspresji biatka DraD (adhezja do komoérek linii HeLa) (Rysunek
38D), BL21(DE3)-(pCC90DraDmut) — kontrola pozytywna powierzchniowej ekspresji
biatka DrakE (adhezja do komoérek Ilinii HelLa) (Rysunek 38C), BL21(DE3)-
(pCC90DraCmut) — kontrola pozytywna powierzchniowej ekspresji biatka DraD
(adhezja do komorek linii HeLa) (Rysunek 38E), BL21(DE3)gspDmut-(pCC90),
BL21(DE3)gspDmut-(pCC90D54stop), BL21(DE3)gspDmut-(pCC90DraDmut) oraz
BL21(DE3)gspDmut-(pCC90DraCmut) (Metody, pkt 3.20). Kontrole negatywng
prowadzonych badan stanowity komorki E. coli BL21(DE3) (Rysunek 38A) oraz
BL21(DE3)gspDmut (Rysunek 38F) (brak adhezji do komérek linii HeLa). Obecnosé
zwigzanych z komodrkami linii HeLa komérek badanych szczepéw bakteryjnych
analizowano z wykorzystaniem mikroskopu Olympus BX-60.

Identyczne doswiadczenia wykonano z uzyciem szczepow klinicznych E. coli
IH11128 — kontrola pozytywna powierzchniowej ekspresji biatka DraE i DraD
(adhezja do komoérek linii HeLa) (Rysunek 39A) , DR14 (insercja w obrebie genu
draC) — kontrola pozytywna powierzchniowej ekspresji biatka DraD (adhezja do
komoérek linii HeLa) (Rysunek 39B) oraz DR14gspDmut (insercja w obrebie genu
draC oraz gspD). Uzyskane wyniki zebrano takze w Tabeli 7.
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Rys. 38. Adhezja komérek rekombinantowych szczepéw E. coli BL21(DE3) (A),
BL21(DE3)-(pCC90) (B), BL21(DE3)-(pCC90DraDmut) (C), BL21(DE3)-(pCC90D54stop)
(D), BL21(DE3)-(pCC90DraCmut) (E), BL21(DE3)gspDmut (F), BL21(DE3)gspDmut-
(pCC90) (G), BL21(DE3)gspDmut-(pCC90DraDmut) (H), BL21(DE3)gspDmut-
(pCC90D54stop) (I) oraz BL21(DE3)gspDmut-(pCC90DraCmut) (J) do komorek linii
HelLa.

Rys. 39. Adhezja komorek Klinicznych szczepow E. coli 1H11128 (A), DR14 (B) oraz
DR14gspDmut (C) do komorek linii HeLa.

Stwierdzono zahamowanie zdolnosci do adhezji komérek szczepow
bakteryjnych E. coli BL21(DE3)gspDmut-(pCC90D54stop) (Rysunek 38I),
BL21(DE3)gspDmut-(pCC90DraCmut) (Rysunek 38J) oraz klinicznego szczepu
DR14gspDmut (Rysunek 39C) do komoérek linii HelLa. Uzyskane wyniki moga
wskazywac na to, iz biatko GspD, bedace elementem systemu sekrecji typu I, bierze

udziat w transporcie biatka DraD z periplazmy na powierzchnie komorki bakteryjne;.
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Tabela 7. Adhezja komérek rekombinantowych szczepéw E. coli do komoérek linii HeLa

Obecno sé/brak

. Plazmid/wprowadzona badanych biatek Adhezja do
Szczep bakteryjny ) o
mutacja w komérce komrek linii HeLa
DraE DraD
E. coli
BL21(DE3)
BL21(DE3)-(pCC90) pCC90 + + +
BL21(DE3)-(pCC90D54stop) pCC90D54stop::Dr-D54stop - + +
BL21(DE3)-(pCC90DraDmut) pCC90DraDmut::AdraDstop + - +
BL21(DE3)-(pCC90DraCmut) pCC90DraCmut::DraC-K15stop + + +
BL21(DE3)gspDmut
BL21(DE3)gspDmut-(pCC90) pCC90 + + +
BL21(DE3)gspDmut-(pCC90D54stop)  pCC90D54stop::Dr-D54stop - +
BL21(DE3)gspDmut-(pCC90DraDmut) pCC90DraDmut::AdraDstop + +
BL21(DE3)gspDmut-(pCC90DraCmut) pCC90DraCmut::DraC-K15stop + +
IH11128 + + +
DR14 Insercja w obrebie genu draC + + +
DR14gspDmut Insercja w obrebie genu draC + +

4.3.5. Komplementacja in trans zmutowanego genu gspD i
okre slenie  zdolno s$ci transportu biatka DraD na

powierzchni @ komérki bakteryjnej

Wyciecie genu opornosci na kanamycyne przy uzyciu rekombinacji Cre-loxP zaleznej

Uzyskane szczepy E. coli BL21(DE3)gspDmut oraz DR14gspDmut zawierajg
w obrebie sekwencji DNA genomowego, wprowadzony wraz z intronem grupy I, gen
opornosci ha kanamycyne (kanR) (zlokalizowany w obrebie genu gspD). Obecnosé
genu kanR uniemozliwia transformacje komoérek rekombinantowych szczepow E. coli
z inaktywowanym genem gspD plazmidami zawierajgcymi gen opornosci na
kanamycyne jako marker selekcyjny. Poniewaz sekwencja genu kanR ,flankowana”
jest przez sekwencje loxP istnieje mozliwos¢ wyciecia genu opornosci na
kanamycyne w procesie miejscowo specyficznej rekombinacji katalizowanej przez
biatko Cre. Zastosowano plazmid pCre705 niosgcy gen kodujgcy rekombinaze Cre
(Materiaty, pkt 2.2) (Rysunek 40). Rekombinaza Cre jest powszechnie
wykorzystywana do modyfikacji genomow bakteryjnych i chromosomow

eukariotycznych. Warunkuje ona wprowadzanie indukcyjnych mutantéw genowych
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(Jones i wsp., 2005), co umozliwia badanie efektow wytgczenia ekspresji genow w
poszczegolnych tkankach (Anton i wsp., 1995; Vooijs i wsp., 2001). Rekombinaza
Cre stuzy takze do wycinania niepozadanych fragmentéw DNA, jak np. gendow

opornosci na antybiotyki (Dale i wsp., 1991).

% EcoRV(r76)
-

pCre705

o6 bp
/ EcoRV (3798)

Rys. 40. Mapa plazmidu rekombinantowego pCre705. Kolorem czerwonym o0znaczono

Kl

\

sekwencje DNA genu repA, kolorem zielonym sekwencje DNA genu opornosci na chloramfenikol
Cm, kolorem brgzowym sekwencje DNA temperaturo-wrazliwego promotora cl857, kolorem

niebieskim sekwencje DNA genu cre.

Komorki  kompetentne  szczepu E. coli BL21(DE3)gspDmut oraz
DR14gspDmut transformowano plazmidem pCre705 (Metody, pkt 3.10), a nastepnie
przeprowadzano ekspresje genu cre (Metody, pkt 3.15).

Otrzymane rekombinantowe szczepy E. coli, nazwane E. coli
BL21(DE3)gspDmutKn™ i DR14gspDmutKn’, wykazujgce opornos¢ na chloramfenikol
i wrazliwos$¢ na kanamycyne, poddane zostaly analizie za pomocg reakcji PCR przy
uzyciu starterow GspD-1 i GspD-2 (Materiaty, pkt 2.12), w celu potwierdzenia
wyciecia genu kanR. Przewidywana wielko$¢ fragmentow DNA uzyskanych w wyniku
reakcji PCR wynosi: 799 pz dla szczepow E. coli BL21(DE3) i DR14, ~2799 pz dla
szczepow E. coli BL21(DE3)gspDmut i DR14gspDmut oraz ~1799 pz dla szczepu E.
coli BL21(DE3)gspDmutKn™ i DR14gspDmutkn™ (wielko§¢ amplifikowanego
fragmentu DNA genu gspD wraz z insertem RNA grupy Il pomniejszona o wielko$¢
genu kanR, ~1000 pz).

W wyniku reakcji PCR, przeprowadzonej na matrycy genomowego DNA

rekombinantowych szczepow E. coli BL21(DE3)gspDmutKn™ i DR14gspDmutKn’,
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przy uzyciu starterow GspD-1 oraz GspD-2 oraz zastosowaniu odpowiedniego profilu
temperaturowo-czasowego (Metody, pkt 3.8.7), uzyskano fragmenty DNA o
przewidywanych wielkosciach (Rysunek 41) .

Na elektroforogramie widoczne sg prazki odpowiadajgce produktom PCR
otrzymanym w wyniku amplifikacji fragmentu DNA genu gspD szczepéw E. coli
BL21(DE3) i DR14 (799 pz), E. coli BL21(DE3)gspDmut i DR14gspDmut z
inaktywowanym genem gspD w wyniku insercji intronu RNA grupy Il (~2799 pz) oraz
E. coli BL21(DE3)gspDmutKn™ i DR14gspDmutKn™ z inaktywowanym genem gspD i
wycietym genem opornosci na kanamycyne w procesie rekombinacji zaleznej od
biatka Cre (~1799 pz, wielkos¢ zamplifikowanego fragmentu DNA genu gspD wraz z
intronem RNA pomniejszona o fragment DNA genu kanR). Wykonana analiza
potwierdzita uzyskanie rekombinantowych szczepow E. coli BL21(DE3)gspDmutKn®
oraz DR14gspDmutKn™ z wytgczong aktywnoscig genu gspD i wycietym genem

opornosci na kanamycyne.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

3000 pz -
2500 pz = 2799 pz
2000 pz — i

1000 pz — N

750 pz —> R — 799 pz

Rys. 41. Rozdziat elektroforetyczny produktow PCR uzyskanych z uzyciem starterow GspD-1 i
GspD-2 na matrycy genomowego DNA badanych szczepdw E. coli.
M — marker wielkosci DNA 1 kpz (Fermentas)

1 — kontrola pozytywna reakcji PCR na matrycy genomowego DNA szczepu E. coli BL21(DE3)

2 — kontrola pozytywna reakcji PCR na matrycy genomowego DNA szczepu E. coli
BL21(DE3)gspDmut

3 — 5 — produkty reakcji PCR na matrycy genomowego DNA rekombinantowych szczepéw E. coli
BL21(DE3)gspDmutKn

6 — kontrola pozytywna reakcji PCR na matrycy genomowego DNA E. coli DR14

7 — kontrola pozytywna reakcji PCR na matrycy genomowego DNA szczepu E. coli DR14gspDmut

8 — 9 — produkty reakcji PCR na matrycy genomowego DNA rekombinantowych szczepow E. coli
DR14gspDmutKn'.
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Konstrukcja plazmidu pET30gspD zawierajgcego gen kodujgcy zewnatrzbtonowe
biatko kanatowe GspD

Jako zrédio matrycy do reakcji amplifikacji zastosowano DNA genomowe
wyizolowane z komérek E. coli BL21(DE3) (Materialy, pkt 2.1) (Metody, pkt 3.3).
Zastosowanie do reakcji PCR odpowiednio zaprojektowanych, komplementarnych
starteréow SPC-Sph oraz gspDHind (Materialy, pkt. 2.12), oraz odpowiedniego profilu
temperaturowo — czasowego (Metody, pkt 3.9.1), umozliwito otrzymanie wtasciwego
produktu PCR o wielkosci 2045 pz (Rysunek 42) . Do produktu PCR wprowadzone
zostaly miejsca rozpoznania dla enzymow restrykcyjnych: na kohcu 5 miejsce
rozpoznania dla restryktazy Sphl, na koncu 3’ miejsce rozpoznania dla restryktazy
Hindlll. Dodatkowo na 5’ koncu produktu PCR wprowadzona zostata sekwencja
promotora spc, umozliwiajgcego konstytutywng ekspresje genu gspD.

Rys. 42. Rozdziat elektroforetyczny produktéw

PCR uzyskanych z uzyciem starteréw SPC-Sph

oraz gspDHind na matrycy genomowego DNA E.
2045 pz  coli BL21(DE3).

M — marker wielkosci DNA 1 kpz (Fermentas)

1 — kontrola negatywna reakcji PCR

2 — 10 ul DNA produktu reakcji amplifikacji o

wielkosci okoto 2045 pz.

Produkt PCR o wielkosci 2045 pz zawierajgcy DNA genu kodujgcego biatko
GspD poddano reakcji trawienia restryktazami Sphl oraz Hindlll w odpowiednim
buforze reakcyjnym (Materialy, pkt 2.11), przez 1 h, w temperaturze 37°C (Metody,
pkt 3.9.2). Po reakcji trawienia, DNA oczyszczono z mieszaniny reakcyjnej i
zawieszono w buforze TE. W rezultacie otrzymano czasteczki DNA zawierajgce
Jlepkie” konce. Plazmid pET30b+ trawiono restryktazami Sphl i Hindlll. Trawienie
wektora przeprowadzono w odpowiednim buforze (Materiaty, pkt 2.11) przez jedng
godzine, w temperaturze 37°C (Metody, pkt 3.9.2). Po przeprowadzeniu trawienia
DNA oczyszczono i zawieszono w buforze TE, a wydajnosé trawienia sprawdzono
elektroforetycznie (plazmid w formie liniowej). Liniowe czasteczki DNA insertu

(zawierajgcego gen kodujacy biatko GspD) i wektora, trawione odpowiednimi
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restryktazami, poddane zostaly reakcji ligacji w uktadzie na ,lepko” (Metody, pkt.
3.9.3). Komorki kompetentne E. coli TOP10F transformowano DNA mieszaniny
ligacyjnej (Metody, pkt. 3.10). W wyniku transformacji komorek kompetentnych E. coli
ToplOF mieszaning ligacyjng na ptytkach Petriego z podiozem LA zawierajgcym
kanamycyne i tetracykline (Materialy, pkt 2.4) otrzymano 26 biatych kolonii, ktére
przesiano na nowe piytki LA z kanamycyng i tetracykling oraz zaszczepiono do
pozywki ptynnej LB z tymi samymi antybiotykami i hodowano przez 18 h w
wytrzgsarce, w temperaturze 37°C. Nastepnie hodowle odwirowano w probdéwkach
Eppendorfa i wyizolowano plazmidowe DNA metodg lizy alkalicznej (Materiaty, pkt
2.8) (Metody, pkt. 3.2). Wyniki izolacji obserwowano podczas rozdziatu plazmidéw w
1% zelu agarozowym w obecnosci natywnego plazmidu pET30b+ (w celu
poréwnania wielkosci plazmidow rekombinantowych). Schemat klonowania genu
gspD do wektora pET30b+ przedstawiono na Rysunku 43 .

W celu stwierdzenia, ktory z plazmidéw wytypowanych na podstawie réznicy w
wielkosci w stosunku do natywnego plazmidu pET30b+ jest plazmidem
rekombinantowym, zawierajgcym gen kodujgcy biatko GspD, przeprowadzono
analize restrykcyjng. Plazmidowe DNA, wyizolowane z otrzymanych klondw,
poddano trawieniu restryktazami Sphl i Hindlll. Przewidywane wielko$ci fragmentow
restrykcyjnych wynosity 2034 i 4944 pz. Wyniki trawienia obserwowano w 1% zelu
agarozowym po przeprowadzonej elektroforezie (Rysunek 44) .
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Rys. 43. Schemat klonowania genu gspD.
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Rys. 44. Rozdziat elektroforetyczny DNA plazmidow
rekombinantowych  pET30gspD izolowanych 2z
otrzymanych klonow, trawionych enzymami
4944 pz restrykcyjnymi Sphl i Hindlll.
Sciezki:
2034 pz M — marker wielkosci DNA 1 kpz (Fermentas)
1 — DNA plazmidu rekombinantowego otrzymanego
w wyniku trawienia enzymami restrykcyjnymi Sphl

i Hindlll, na zel naniesiono 30 pl probki.

Przeprowadzona analiza restrykcyjna potwierdzita poprawnosc¢
skonstruowanego plazmidu rekombinantowego pET30gspD, zawierajgcego DNA

kodujgce zewnatrzbtonowe biatko GspD.

Badanie komplementacji in trans zmutowanego genu gspD przy zastosowaniu
mikroskopii immunofluorescencyjnej

W celu potwierdzenia zdolnosci do transportu biatka DraD na powierzchnie
komoérki bakteryjnej E. coli poprzez system sekrecji typu Il przeprowadzono
transformacje komorek E. coli BL21(DE3)gspDmutKn-(pET30gspD) nastepujacymi
plazmidami: pCC90, pCC90D54stop, pCC90DraDmut oraz pCC90DraCmut
(Materialy, pkt 2.2). Komorki E. coli BL21(DE3)gspDmutKn-(pET30gspD)
transformowane wyzej wymienionymi plazmidami analizowano przy uzyciu techniki
mikroskopii immunofluorescencyjnej (Metody, pkt 3.19).

Komérki E. coli BL21(DE3)gspDmutKn™-(pET30gspD), transformowane
plazmidem pCC90DraDmut zawierajgcym mutacje w obrebie genu draD (brak
ekspresji genu kodujgcego biatko DraD) (Rysunek 45D) oraz komorki E. coli
BL21(DE3)gspDmutKn™-(pET30gspD) (Rysunek 45A) , stanowity kontrole negatywng
przeprowadzonego doswiadczenia.

Do okreslenia lokalizacji biatka DraD na powierzchni komorek E. coli
wykorzystane zostaly krélicze przeciwciata | rzedowe specyficzne dla biatka DraD
oraz przeciwciata Il rzedowe znakowane izotiocyjanianem tetrametylorodaminy
(TRITC) (Materiaty, pkt 2.18).
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Identyczne eksperymenty przeprowadzono z uzyciem klinicznego szczepu E.

coli DR14gspDmutKn™-(pET30gspD). Uzyskane wyniki zebrano takze w Tabeli 8.

przeciwciata anty -DraD

(A) (B)

E. coli BL21(DE3)gspDmutKn'-(pET30gspD) E. coli BL21(DE3)gspDmutKn™-(pET30gspD; pCC90)
draC draD” draE gspD”* draC* draD* draE” gspD*

(®) (D)

E. coli BL21(DE3)gspDmutKn™-(pET30gspD; pCC90D54stop) E. coli BL21(DE3)gspDmutKn'-(pET30gspD; pCC90DraDmut)
draC* draD" draE gspD " draC*draD" draE " gspD”*

(E) )

E. coli BL21(DE3)gspDmutKn™-(pET30gspD; pCC90DraCmut) E. coli DR14gspDmutKn’-(pET30gspD)
draC"draD " draE " gspD”* draC draD " draE " gspD”*
Rys.45. Mikrofotografie immunofluorescencyjne  komérek bakteryjnych E. coli szczepu
BL21(DE3)gspDmutKn’-(pET30gspD) A), BL21(DE3)gspDmutKn-(pET30gspD;pCC90) (B),
BL21(DE3)gspDmutKn-(pET30gspD;pCC90D54stop) (C), BL21(DE3)gspDmutkn-(pET30gspD;pCCO0DraDmut) (D),
BL21(DE3)gspDmutKn -(pET30gspD;pCC90DraCmut) (E) oraz DR14gspDmutKn-(pET30gspD) (F)
inkubowanych z przeciwcialami kréliczymi anty-DraD i anty-kréliczymi znakowanymi TRITC w
potaczeniu z mikrofotografiami w Swietle widzialnym komorek bakteryjnych powyzszych szczepéw E.

coli (powiekszenie x 10 000, mikroskop immunofluorescencyjny Olympus BX60).

Stwierdzono obecno$¢ biatka inwazyny DraD na powierzchni komorek E. coli
szczepu BL21(DE3)gspDmutKn™-(pET30gspD;pCC90) (Rysunek 45B) ,
BL21(DE3)gspDmutKn’-(pET30gspD;pCC90D54stop) (Rysunek 45C),
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BL21(DE3)gspDmutKn™-(pET30gspD;pCC90DraCmut)  (Rysunek  45E) oraz
DR14gspDmutKn™-(pET30gspD) (Rysunek 45F) .

Tabela 8. Powierzchniowa ekspresja biatka DraD w rekombinantowych szczepach E. coli
BL21(DE3) w tescie komplementaciji in trans zmutowanego genu gspD

Obecno $é/brak . .
) Powierzchnio
. Plazmid/wprowadzona badanych biatek .
Szczep bakteryjny ] wa ekspresja
mutacja w komorce .
biatka DraD
DraE DraD
E. coli
BL21(DE3)gspDmutKn’-(pET30gspD)
BL21(DE3)gspDmutKn™-(pET30gspD;pCC90) pCC90 + + +
BL21(DE3)gspDmutKn’-(pET30gspD;pCC90D54stop) pCC90D54stop::Dr-D54stop - + +
BL21(DE3)gspDmutKn™-(pET30gspD;pCC90DraDmut) pCC90DraDmut::AdraDstop +
BL21(DE3)gspDmutKn’-(pET30gspD;pCC90DraCmut) pCC90DraCmut::DraC-K15stop + + +
DR14gspDmutKn’-(pET30gspD) Insercja w obrebie genu draC + + +

Badanie komplementacji in trans zmutowanego genu gspD przy zastosowaniu testu
adhezji komorek szczepdw E. coli do komorek linii HeLa

Obecnos¢ biatka DraD na powierzchni komorek bakteryjnych okreslono
rowniez w doswiadczeniach adhezji pomiedzy komaérkami linii HeLa (niosgcymi na
swojej powierzchni receptor asB; rozpoznawany przez biatko DraD), a uzyskanymi
szczepami rekombinantowymi. Do badan wykorzystano komorki HeLa przesiane do
szeécio dotkowych ptytek (zaopatrzonych w szkietka mikroskopowe) oraz hodowle
bakteryjne E. coli BL21(DE3)gspDmutKn™-(pET30gspD;pCC90) — kontrola pozytywna
adhezji do komorek linii HelLa (Rysunek 46B), BL21(DE3)gspDmutKn'-
(PET30gspD;pCC90D54stop), BL21(DE3)gspDmutKn™-(pET30gspD;pCC90DraDmut)
— kontrola pozytywna adhezji do linii komoérkowej HelLa (Rysunek 46C) oraz
BL21(DE3)gspDmut-(pET30gspD;pCC90DraCmut), w ktérych przeprowadzono
ekspresje genu kodujgcego biatko GspD (Metody, pkt 3.20). Jako kontrole
negatywng zastosowano komorki E. coli BL21(DE3)gspDmutKn™-(pET30gspD) — brak
adhezji do linii komérkowej HelLa (Rysunek 46A). Obecnos¢ zwigzanych z
komérkami linii HeLa szczepow bakteryjnych, analizowano z wykorzystaniem

mikroskopu Olympus BX-60. Uzyskane wyniki umieszczono w Tabeli 9.
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Rys. 46. Adhezja komdrek rekombinantowych szczepéw E. coli BL21(DE3)gspDmutKn™-(pET30gspD) (A),

BL21(DE3)gspDmutKn -(pET30gspD;pCC90)

©,

B,
BL21(DE3)gspDmutKn -(pET30gspD;pCC90D54stop)

(PET30gspD;pCC90DraCmut) (E) do komorek linii HeLa.

(D)

oraz

BL21(DE3)gspDmutKn -(pET30gspD;pCC90DraDmut)

BL21(DE3)gspDmutKn'-

Dzieki przeprowadzonym doswiadczeniom stwierdzono zdolnos¢ do adhezji
komérek szczepéw E. BL21(DE3)gspDmutKn™-(pET30gspD;pCC90D54stop)
(Rysunek  46D) BL21(DE3)gspDmutKn™-(pET30gspD;pCC90DraCmut)
(Rysunek 46E) do komorek linii HeLa.

coli

oraz

Tabela 9. Adhezja komoérek bakteryjnych rekombinantowych szczepéw E. coli
BL21(DE3)gspDmut w tescie komplementacji in trans zmutowanego genu gspD do komdrek linii
Hela

Obecno $é/brak  Adhezja do
) Plazmid/wprowadzona badanych biatek linii
Szczep bakteryjny ) _
mutacja w komoérce komorkowej
DraE DraD HelLa
E. coli
BL21(DE3)gspDmutKn™-(pET30gspD)
BL21(DE3)gspDmutKn’-(pET30gspD;pCC90) pCC90 + + +
BL21(DE3)gspDmutKn™-(pET30gspD;pCC90D54stop) pCC90D54stop::Dr-D54stop - + +
BL21(DE3)gspDmutKn’-(pET30gspD;pCC90DraDmut) pCC90DraDmut::AdraDstop + - +
BL21(DE3)gspDmutKn™-(pET30gspD;pCC90DraCmut) pCC90DraCmut::DraC-K15stop + + +

Analiza frakcji pozywek po ekspresji genu kodujgcego biatko DraD w rekombinantowych
szczepach E. coli

Opublikowane doniesienia (dotyczace biatek AfaE - biatko r6znigce sie od
biatka DraE trzema resztami aminokwasowymi oraz AfaD - homolog biatka DraD)
wskazujg na zdolnosé do uwalniania biatka AfaD z powierzchni komérki bakteryjnej
do supernatantu (Jouve i wsp., 1997). Operon afa-3 determinuje powstawanie na
powierzchni komérki bakteryjnej otoczki adhezyjnej zbudowanej z biatek AfakE oraz
AfaD. Analiza (przy uzyciu techniki Western blotting z zastosowaniem specyficznych
przeciwciat) osadu komoérkowego oraz pozywek po ekspresji genéw kodujgcych oba
te biatka w rekombinantowym szczepie E. coli wykazata, iz biatko AfakE, zwigzane
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jest w gtdwnej mierze z osadem komorkowym, natomiast biatko AfaD, na skutek
uwalniania z powierzchni komorki, zlokalizowane jest réwniez w pozywce uzyskanej
po ekspresji (Jouve i wsp., 1997). W zwigzku z powyzszym przeprowadzono
podobne doswiadczenia z wykorzystaniem frakcji periplazmatycznych oraz
supernatantow (pozywek) po ekspresji genu kodujgcego biatko DraD w
rekombinantowych szczepach E. coli (Metody, pkt. 3.12; 3.13).

Do doswiadczenia wykorzystano szczepy E. coli BL21(DE3)gspDmut (nokaut
w obrebie genu gspD powodujacy inaktywacje systemu sekrecji typu IlI) oraz
BL21(DE3)gspDmutKn'-(pET30gspD) (komplementacja in trans genu gspD
powodujgca przywrdcenie funkcjonalnosci systemu sekrecji typu 1) transformowane
nastepujgcymi  plazmidami: pCC90, pCC90D54stop, pCC90DraDmut oraz
pCC90DraCmut.

Po przeprowadzonej ekspresji genow kodujgcych zewnatrzbtonowe biatko
GspD oraz natywne biatka DraD i DraE w komorkach E. coli BL21(DE3)gspDmut
oraz  BL21(DE3)gspDmutKn-(pET30gspD) transformowanych  odpowiednimi
plazmidami (Metody, pkt. 3.12; 3.13), wykonano precypitacje uzyskanych
supernatantow (Metody, pkt. 3.21). Osad bakteryjny ze 100 ml hodowli komérek E.
coli BL21(DE3)gspDmut oraz BL21(DE3)gspDmutKn™-(pET30gspD) wykorzystano do
izolacji frakcji periplazmatycznej metodg szoku osmotycznego wedtug procedury
przedstawionej przez Jedrzejczaka i wsp., 2006. Uzyskane frakcje analizowano za
pomocgq elektroforezy poliakryloamidowej w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE)
i techniki immunoblottingu z wykorzystaniem przeciwciat specyficznych dla biatka
DraD (Rysunek 47) (Metody, pkt 3.17).

Kontrole negatywng obecnosci biatka DraD w supernatancie stanowity
szczepy E. coli BL21(DE3)gspDmut (Rysunek 47A, sciezka 2),
BL21(DE3)gspDmutKn™-(pET30gspD) (Rysunek 478, sciezka 2),
BL21(DE3)gspDmut-(pCC90) (Rysunek 47A, $ciezka 4), BL21(DE3)gspDmut-
(pCC90D54stop) (Rysunek 47A, sciezka 6), BL21(DE3)gspDmut-(pCC90DraDmut)
(Rysunek 47A, $ciezka 8), BL21(DE3)gspDmutKn-(pET30gspD;pCC90DraDmut)
(Rysunek 47B, $ciezka 8) oraz BL21(DE3)gspDmut-(pCC90DraCmut) (Rysunek
47A, Sciezka 10). Rownoczesnie szczepy E. coli BL21(DE3)gspDmut,
BL21(DE3)gspDmutKn'-(pET30gspD), BL21(DE3)gspDmut-(pCC90DraDmut) oraz
BL21(DE3)gspDmutKn™-(pET30gspD;pCC90DraDmut) stanowity kontrole negatywng

obecnosci biatka DraD w periplazmie (Rysunek 47A i B, $ciezki1i6).
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Rys. 47. Immunoidentyfikacja biatka DraD we frakcjach periplazmatycznych i supernatantach

rekombinnatowych szczepéw E. coli BL21(DE3)gspDmut (A) oraz BL21(DE3)gspDmutKn™-(pET30gspD)

(B) za pomoca techniki Western blotting z wykorzystaniem poliklonalnych przeciwciat anty-DraD.

M — marker biatkowy do detekcji biatek metodg Western blotting (Fermentas) — 250, 130, 100,

27,151 10 kDa
1 — frakcja periplazmatyczna rekombinantowego szczepu E. coli

2 — supernatant po ekspresji w rekombinantowym szczepie E. coli

70, 55, 35,

3 — frakcja periplazmatyczna rekombinantowego szczepu E. coli transformowanego plazmidem pCC90

4 — supernatant po ekspresji w rekombinantowym szczepie E. coli transformowanym plazmidem pCC90

5 — frakcja periplazmatyczna rekombinantowego szczepu E. coli transformowanego
pCC90D54stop

6 — supernatant po ekspresji w rekombinantowym szczepie E. coli transformowanym
pCC90D54stop

7 — frakcja periplazmatyczna rekombinantowego szczepu E. coli transformowanego
pCC90DraDmut

8 — supernatant po ekspresji w rekombinantowym szczepie E. coli transformowanym
pCC90DraDmut

9 - frakcja periplazmatyczna rekombinantowego szczepu E. coli transformowanego
pCC90DraCmut

10 - supernatant po ekspresji w rekombinantowym szczepie E. coli transformowanym
pCC90DraCmut.

Oznaczenia:

P — periplazma; S — supernatant.

plazmidem

plazmidem

plazmidem

plazmidem

plazmidem

plazmidem

Dzieki przeprowadzonym eksperymentom stwierdzono obecnos¢ biatka DraD

w periplazmie i supernatancie uzyskanym po ekspresji w szczepach E.

BL21(DE3)gspDmutKn-(pET30gspD;pCC90) (Rysunek 47B, sciezki 3 i

coli
4),

BL21(DE3)gspDmutKn™-(pET30gspD;pCC90D54stop) (Rysunek 47B, sciezki 5 i 6)
oraz BL21(DE3)gspDmutKn'-(pET30gspD;pCC90DraCmut) (Rysunek 47B, $ciezki
i 10). Uzyskane wyniki potwierdzajg mozliwos¢ komplementacji in trans
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zmutowanego genu gspD przez plazmid pET30gspD, skutkiem czego jest
przywrocenie funkcjonalnosci systemu sekrecji typu Il i transport biatka DraD na
powierzchnie komérki bakteryjnej za posrednictwem tego systemu sekrecji.

Podsumowanie

Doswiadczenia przeprowadzone =z wykorzystaniem rekombinantowych

szczepow E. coli BL21(DE3)gspDmutKn™-(pET30gspD;pCC90),
BL21(DE3)gspDmutKn™-(pET30gspD;pCC90DraDmut), BL21(DE3)gspDmutKn'-
(PET30gspD;pCC90D54stop) oraz BL21(DE3)gspDmutKn'-
(PET30gspD;pCC90DraCmut), przy uzyciu techniki mikroskopii

immunofluorescencyjnej oraz testu adhezji do linii komorkowej Hela, a takze analiza
frakcji supernatantéw uzyskanych po ekspresji w rekombinantowych szczepach E.
coli, potwierdzity wczesniej uzyskane wyniki, swiadczace o tym, iz biatko GspD
bedace istotnym elementem systemu sekrecji typu Il, bierze udziat w transporcie

biatka DraD z periplazmy na powierzchnie komérki bakteryjnej.
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5. DYSKUSJA | WNIOSKI KO NCOWE

Transport biatka DraE na powierzchnie komérek bakteryjnych odbywa sie na
drodze systemu sekrecji typu "chaperone/usher” (Pigtek i wsp., 2005). Zaréwno
biatko opiekuncze (,chaperone”) DraB, jak i zewnatrzbtonowe biatko kanatowe
(,usher”) DraC sg niezbedne do biogenezy fimbrii Dr. Fimbrie Dr to homopolimery
zbudowane z powtarzajgcych sie monomeréw podjednostki fimbrialnej, biatka
adhezyny DrakE. W jednym z opublikowanych doniesien (Anderson i wsp., 2004)
zasugerowano, iz biatko DraD moze stanowi¢ podjednostke fimbrialng zlokalizowang
na szczycie fimbrialnego polimeru. Mozna jednak zaproponowac kilka alternatywnych
scenariuszy. Jedna z hipotetycznych mozliwosci, to zatozenie iz biatko DraD nie
stanowi komponentu fimbrii Dr i tworzy niezalezne struktury powierzchniowe.
Alternatywne zatozenie to mozliwo$¢ wystepowania biatka DraD w dwoch formach —
zwigzanej ze strukturg fimbrialng oraz tworzacej afimbrialng otoczke na powierzchni
komorki bakteryjnej. Uzyskane w przedtozonej rozprawie doktorskiej wyniki pozwolity
na weryfikacje powyzszych hipotez i zaproponowanie przyblizonego modelu
mechanizmu transportu biatka DraD na powierzchnie komorki bakteryjnej,
uwiarygodnionego wieloma eksperymentami (Rysunek 48) .

Przeprowadzone badania umozliwity miedzy innymi, okreslenie roli
zewnatrzbtonowego biatka DraC (kodowanego przez operon dra) w transporcie
biatka DraD na powierzchnie komorki bakteryjnej. W tym celu skonstruowano, z
wykorzystaniem techniki mutagenezy ukierunkowanej, plazmid pCC90DraCmut,
kodujacy operon dra ze zmutowanym genem draC (trojke nukleotydéw kodujaca
lizyne (Lys-11) zastgpiono kodonem stop). Wprowadzona mutacja uniemozliwia
ekspresje genu kodujgcego zewnatrzbtonowe, kanatotworcze biatko DraC,
konsekwencjg czego jest brak powierzchniowej ekspresiji fimbrii typu Dr i akumulacja
kompleksow biatko opiekuncze DraB — podjednostka fimbrialna DraE w periplazmie.
Uzyskany wynik potwierdzony zostat przy uzyciu techniki immunodetekcji Western
blotting oraz przy uzyciu techniki mikroskopii immunofluorescencyjnej z
wykorzystaniem przeciwciat specyficznych dla biatka adhezyny DraE.

Doswiadczenia przeprowadzone z wykorzystaniem techniki mikroskopii
immunofluorescencyjnej, przy uzyciu kroliczych przeciwciat anty-Dr (anty-Dr-anty-
FITC) oraz anty-DraD (anty-DraD-anty-TRITC), umozliwity wykrycie na powierzchni
komérek E. coli BL21(DE3)-(pCC90DraCmut), jedynie biatka DraD. Nie

zaobserwowano na powierzchni komorek obecnosci biatka DraE. Jednakowe wyniki
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uzyskane zostaly dla komoérek E. coli BL21(DE3) transformowanych plazmidem
pBJN417 oraz dla klinicznego szczepu E. coli DR14, zawierajgcych caly operon dra z
insercjg transpozonowg w obrebie genu draC (brak ekspresji genu kodujgcego biatko
DraC).

Cytoplazma

Rys. 48. Hipotetyczny model najbardziej prawdopodobnego mechanizmu transportu biatka DraD
na powierzchnie komorki bakteryjne;.

W pierwszej kolejnosci nastepuje transport biatka DraD poprzez btone wewnetrzng do przestrzeni
periplazmatyczne za posrednictwem systemu Sec. Tu nastepuje poprawne ztozenie biatka. Kolejny
etap obejmuje transport biatka DraD poprzez btone zewnetrzng na powierzchnie komérki bakteryjnej
za posrednictwem systemu transportu typu Il. Przy odpowiednim stezeniu biatka DraD w otoczce

adhezyjnej nastepuje zwigzanie sie biatka ze szczytowg podjednostka DrakE fimbrii Dr.

Uzyskane wyniki wskazujg na to, ze bialko DraC, tworzace kanat w
zewnetrznej blonie komérkowej, umozliwiajacy transport i polimeryzacje podjednostki
fimbrialnej, biatka DraE, nie bierze udzialu w sekrecji biatka DraD na powierzchnie
komorek uropatogennych szczepow E. coli.

W celu potwierdzenia zaproponowanej hipotezy, przeprowadzono badania z
wykorzystaniem rekombinantowych szczepow E. coli BL21(DES3)-(plnvDsyg-C-His)
oraz BL21(DE3)-(pInvDsygstop), eksprymujacych geny kodujgce odpowiednio biatko
DraD z domeng polihistydynowg oraz natywne biatko DraD bez domen fuzyjnych
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(zaréwno plazmid pinvDsyg-C-His jak i plnvDsygstop nie zawierajg w Swojej
sekwencji pozostatych genow operonu dra). W wyniku przeprowadzenia
doswiadczen z wykorzystaniem techniki mikroskopii immunofluorescencyjnej,
stwierdzono obecnos¢ biatka DraD na powierzchni komérek analizowanych
szczepow bakteryjnych. Wskazuje to na transport biatka DraD na powierzchnie
komoérki bez udziatu biatka DraC, co sugeruje udziat innego zewnatrzblonowego
biatka kanatowego.

W celu zdefiniowania roli biatka DraD w procesie biogenezy fimbrii Dr
zbudowanych z podjednostek biatka DraE przeprowadzono ekspresje fimbrii Dr w
komdérkach transformowanych plazmidami pCC90 (plazmid zawierajgcy operon dra
bez regionu promotorowego i gendéw regulatorowych), pCC90DraDmut (plazmid
zawierajgcy operon dra z mutacjg w obrebie genu draD) oraz pCC90D54stop
(plazmid zawierajacy operon dra z mutacjg w obrebie genu draE). Doswiadczenia
przeprowadzono z wykorzystaniem techniki mikroskopii immunofluorescencyjnej
(przy uzyciu przeciwciat anty-Dr oraz anty-DraD) oraz immunoblottingu (przy uzyciu
przeciwciat anty-Dr). Obserwowany poziom ekspresji genu kodujgcego biatko DraE
zarowno w komorkach E. coli BL21(DE3)-(pCC90) jak i BL21(DE3)-(pCC90DraDmut)
byt na jednakowym poziomie. Mikroskopia immunofluorescencyjna z uzyciem
przeciwciat anty-DraD (anty-DraD-anty-TRITC) wykazata obecnos¢ biatka DraD na
powierzchni komorek E. coli BL21(DE3)-(pCC90D54stop) oraz BL21(DE3)-(pBJN17).
Swiadczy to o niezaleznej sekrecji obu tych bialek na powierzchnie komorek
bakteryjnych oraz o tym, ze biatko DraD nie bierze udziatu w biogenezie fimbrii Dr.
Doswiadczenia przeprowadzone z wykorzystaniem rekombinantowych szczepow E.
coli z mutacjg w obrebie genu draD (szczep E. coli BL21(DE3) transformowany
odpowiednio DNA plazmidu pCC90DraDmut lub pBJN4) oraz drak (szczep E. coli
BL21(DE3) transformowany odpowiednio DNA plazmidu pCC90D54stop lub pBJN17)
wskazujg rowniez na to, ze ekspresja genu kodujgcego jedno z tych biatek nie
wptywa na ekspresje drugiego.

Natywne biatko DraD zawiera N-terminalng sekwencje sygnalng, dzieki ktorej
nastepuje transport tego biatka z cytoplazmy do przestrzeni periplazmatycznej
poprzez system Sec. Na tej podstawie mozna bylo wywnioskowac, ze transport
biatka DraD na powierzchnie komérki odbywa sie poprzez dwuetapowy system
sekrecji, w ktérym w pierwszej kolejnosci nastepuje transport biatka do przestrzeni

periplazmatycznej z wykorzystaniem systemu Sec, a nastepnie translokacja przez
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btone zewnetrzng na powierzchnie komorki. Warunki te spetniajg szlaki transportu
gtbwnego systemu sekrecji biatek (ang. General Secretory Pathway - GSP) do
ktérego zaliczamy szlak sekrecji typu Il, szlak sekrecji ,chaperone/usher, oraz szlak
sekrecji typu V (autotransportery). Jako droge transportu biatka DraD wykluczyé
mozna sekrecje typu V, gdyz inwazyna DraD nie spetnia warunkow stawianych dla
tego typu transportu (Desvaux i wsp., 2004): jest to biatko mate (13,6 kDa),
posiadajgce  wprawdzie sekwencje sygnalng, nie posiadajgce jednak
charakterystycznej dla autotransporterow C-terminalnej B-domeny. W zwigzku z tym,
iz zewnatrzbtonowe biatko DraC jest elementem systemu sekrecji ,chaperone/usher”,
a w toku badan stwierdzono iz biatko DraD moze ulegac translokacji poprzez btone
zewnetrzng niezaleznie od biatka DraC, odrzuci¢ mozna rowniez ten system sekreciji.
W zwigzku z powyzszym wydaje sie, iz jedynym systemem, ktéry moze bra¢ udziat w
sekrecji biatka DraD na powierzchnie komorki bakteryjnej, jest szlak sekrecji typu Il.
W celu ostatecznej weryfikacji drogi transportu biatka DraD niezbedne byto
skonstruowanie komorek E. coli zawierajgcych mutacje w obrebie genéw kodujgcych
biatka szlaku sekreciji typu Il.

Jako cel molekularny dalszych badan, zmierzajacych do okreslenia drogi
transportu biatka DraD na powierzchnie komorki bakteryjnej, wybrano biatko GspD
bedace istotnym elementem systemu sekrecji typu Il. Zewnatrzbtonowe biatko GspD,
tworzy duzy oligomer, zbudowany z 12-14 podjednostek, stanowigcy kanat
transportujgcy biatka przez btone zewnetrzng na powierzchnie komérki (Sandkvist,
2001). W literaturze opisano dwie odmiany biatek GspD, pochodzacych ze szczepow
E. coli, nalezacych do systemu sekrecji typu Il. Jest to biatko GspD pochodzace ze
szczepu E. coli H10407 (Tauschek i wsp., 2002) oraz biatko GspD pochodzace ze
szczepu E. coli K-12 (Blattner i wsp., 1997). Bialka te rbéznig sie miedzy sobg
wielkoscig (biatko GspD pochodzace ze szczepu E. coli H10407 zbudowane jest z
616 reszt aminokwasowych — 66,35 kDa, natomiast biatko GspD pochodzace ze
szczepu K-12 z 650 reszt aminokwasowych — 70,69 kDa) oraz w znacznej mierze
skladem aminokwasowym. Biatka kodowane przez obie odmiany genéw wykazujg
53,8% identycznosci sekwencji aminokwasowej. Stwierdzono takze 50,7%
identycznosci sekwencji nukleotydowej analizowanych genéw gspD.

Wykorzystanie powszechnie stosowanej techniki laboratoryjnej, ktorg jest
reakcja PCR, umozliwito stwierdzenie obecnosci systemu sekrecji typu Il w szczepie

laboratoryjnym E. coli BL21(DE3) oraz w klinicznych szczepach E. coli 1H11128
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(uropatogenny szczep E. coli eksprymujacy fimbrie Dr) i DR14 (uropatogenny szczep
E. coli niosacy operon dra, z mutacjg insercyjng w obrebie genu draC). Dodatkowo w
szczepach klinicznych 1H11128 i DR14 stwierdzono obecnos¢ dwoch odmian genu
gspD charakterystycznych zaréwno dla szczepu E. coli H10407 jak i K-12.

W celu okreslenia roli zewnatrzblonowego biatka GspD, nalezacego do
systemu sekrecji typu Il, w transporcie biatka inwazyny DraD na powierzchnie
komorki, skonstruowano szczepy E. coli BL21(DE3)gspDmut oraz DR14gspDmut,
posiadajgce inaktywowany gen gspD. Wykorzystano w tym celu technike nokautu
genowego, wykorzystujacg zdolnos¢ intronéw grupy 1l (po odpowiedniej ich
modyfikacji) do rekombinacji w Scisle okreslonym miejscu docelowym w sekwencji
DNA. Wprowadzenie intronu grupy Il do sekwencji DNA genu gspD, uniemozliwia
ekspresje genu kodujacego zewnagtrzbtonowe, kanatotworcze biatko GspD, a tym
samym powoduje inaktywacje szlaku sekrecji typu Il.

Do okreslenia obecnosci biatka DraD na powierzchni komorek bakteryjnych z
inaktywowanym genem gspD, wykorzystano technike mikroskopii
immunofluorescencyjnej. Do doswiadczen uzyte zostaly krélicze przeciwciata |
rzedowe specyficzne dla bialkka DraD oraz przeciwciata Il rzedowe znakowane
izotiocyjanianem tetrametylorodaminy (TRITC). Jako kontrole poprawnosci
wykonywanego doswiadczenia, okreslono powierzchniowg lokalizacje podjednostek
fimbrialnych za pomoca kréliczych przeciwciat | rzedowych specyficznych dla biatka
adhezyny DraE oraz przeciwciat 1l rzedowych znakowanych izotiocyjanianem
fluoresceiny (FITC).

Przeprowadzone eksperymenty umozliwity stwierdzenie, iz na powierzchni
komérek E. coli szczepow BL21(DE3)gspDmut-(pCC90), BL21(DE3)gspDmut-
(pCC90D54stop),  BL21(DE3)gspDmut-(pCC90DraCmut),  BL21(DE3)gspDmut-
(pInvDsygstop) oraz DR14gspDmut nie wystepuje biatko DraD.

Obecnos¢ biatka DraD na powierzchni komorek bakteryjnych okreslano
rowniez dzieki doswiadczeniom adhezji komorek uzyskanych szczepdw
rekombinantowych do komaorek linii HeLa (niosgcych na swojej powierzchni receptor
osB1 rozpoznawany przez biatko DraD). Dzieki wykonanym doswiadczeniom
stwierdzono brak adhezji komoérek rekombinantowych szczepow E. coli
BL21(DE3)gspDmut-(pCC90D54stop) i BL21(DE3)-(pCC90DraCmut) oraz
klinicznego szczepu E. coli DR14gspDmut do komérek linii HeLa. Przeprowadzone
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eksperymenty mogg wskazywac na udziat zewnatrzblonowego homooligomeru GspD
w transporcie biatka DraD na powierzchnie komorki bakteryjnej.

Aby  potwierdzic uzyskane wyniki przeprowadzono doswiadczenie
komplementacji in trans zmutowanego genu gspD. W tym celu komorki E. coli
BL21(DE3)gspDmutKn™ oraz DR14gspDmutKn™ transformowano DNA wczesniej
skonstruowanego plazmidu pET30gspD, umozliwiajgcego ekspresje genu
kodujacego zewnatrzbtonowe kanatowe biatko GspD w sposéb konstytutywny. Tak
uzyskany szczep E. coli BL21(DE3)gspDmutKn-(pET30gspD) transformowano
nastepnie  plazmidami pCC90, pCC90D54stop, pCC90DraDmut  oraz
pCC90DraCmut. Aby okresli¢ zdolnos¢ do transportu biatka DraD na powierzchnie
komoérki bakteryjnej E. coli, skonstruowane szczepy bakteryjne analizowano z
wykorzystaniem techniki mikroskopii immunofluorescencyjnej przy uzyciu przeciwciat
specyficznych dla biatka DraD. Stwierdzono obecnos¢ biatka inwazyny DraD na
powierzchni komorek E. coli szczepu BL21(DE3)gspDmutKn'-(pET30gspD;pCC90),
BL21(DE3)gspDmutKn'-(pET30gspD;pCC90D54stop), BL21(DE3)gspDmutKn'-
(PET30gspD;pCC90DraCmut) oraz DR14gspDmutKn™-(pET30gspD). Sekrecja biatka
DraD w analizowanych szczepach E. coli zawierajgcych inaktywowany gen gspD,
zostata przywrécona w wyniku ekspresji genu kodujgcego biatko GspD.

Skonstruowane szczepy bakteryjne wykorzystano nastepnie w tescie adhezji
do komérek linii HeLa. Stwierdzono zdolno$¢ komorek rekombinantowych szczepéw
E. coli BL21(DE3)gspDmut-(pET30gspD;pCC90D54stop) oraz BL21(DE3)gspDmut-
(PET30gspD;pCC90DraCmut) adhezji do komorek linii HeLa.

W celu ostatecznej weryfikacji uzyskanych wynikdw przeprowadzono
doswiadczenia z wykorzystaniem frakcji periplazmatycznych oraz supernatantéw po
ekspresji genu kodujgcego biatko DraD w rekombinantowych szczepach E. coli
BL21(DE3)gspDmut oraz BL21(DE3)gspDmutKn’-(pET30gspD) transformowanych
plazmidami: pCC90, pCC90D54stop, pCCO0DraDmut oraz pCC90DraCmut.
Stwierdzono obecnos¢ biatka DraD we frakcjach periplazmatycznych i
supernatantach uzyskanych po ekspresji w szczepach E. coli BL21(DE3)gspDmutKn
-(pPET30gspD;pCC90), BL21(DE3)gspDmutKn-(pET30gspD;pCC90D54stop) oraz
BL21(DE3)gspDmutKn™-(pET30gspD;pCC90DraCmut). Komplementacja in trans
zmutowanego genu gspD przez plazmid pET30gspD, przywraca funkcjonalnosc
systemu sekrecji typu Il czego konsekwencjg jest transport biatka DraD na

powierzchnie komorki bakteryjne;j.

117



Przeprowadzone doswiadczenia jednoznacznie wskazujg na to, iz sekrecja
biatka DraD odbywa sie poprzez zewnatrzbtonowe biatko kanatowe GspD bedace
kluczowym elementem systemu sekrecji typu Il. Mozna zatem wyciggna¢ wniosek, iz
system sekrecji typu Il bierze udziat w transporcie biatka DraD z periplazmy na
powierzchnie komorki bakteryjne;j.

Uzyskane wyniki sg niezwykle istotne z punktu widzenia molekularnych
podstaw patogenezy infekcji drog moczowych wywotywanych przez uropatogenne
szczepy E. coli Dr*. Niezalezny transport biatka DraD poprzez system sekrecii typu Il
moze mie¢ wptyw na stezenie biatka DraD na powierzchni komorki bakteryjnej, ktére
moze by¢ istotne dla efektywnego procesu inwazji do wnetrza komorki
eukariotycznej. Efektywno$¢ internalizacji komorek linii HelLa jest wprost
proporcjonalna do stezenia biatka DraD na powierzchni komorki bakteryjnej (im
wieksze stezenie biatka DraD tym efektywniejszy proces internalizacji) (Jouve i wsp.,
1997). By¢ moze odpowiednio wysokie stezenie biatka DraD na powierzchni komorki
bakteryjnej sprzyja takze wigzaniu z podjednostkg DraE zlokalizowang na szczycie
fimbrii Dr  (,capping” struktury fimbrialnej). Uzyskane wyniki upowazniajg do
wskazania najbardziej prawdopodobnego mechanizmu transportu biatka DraD na
powierzchnie komoérki bakteryjnej oraz stwierdzenia wystepowania na powierzchni
komorki biatka DraD w dwoch formach — zwigzanej ze strukturg fimbrialng oraz
tworzacej afimbrialng otoczke (Rysunek 48). Potwierdzona niezalezna ekspresja
genow kodujgacych biatka DrakE i DraD moze miec¢ rowniez wplyw na przezywalnos¢
komoérek bakteryjnych wewnatrz komorek eukariotycznych. Dodatkowo zdolnosé
biatka DraD do uwalniania sie z powierzchni komérki bakteryjnej moze stanowi¢
molekularng podstawe mechanizmu wywotywania chronicznych i nawracajgcych

infekcji drog moczowych.
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